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摘 要 : 采用液液萃取法提取血液中林可霉素
,

液相色谱 /大气压化学电离 /离子阱质谱技术 ( Hp L C了Al℃F M ,

M )S 进行检测
。

该法在 0
.

02
一 3

.

0阿mL 范围内
,

线性相关系数 0
.

999 3
.

检测限为 s
n

留mL ( sl N =
3)

,

定量检出

限为 20
n

岁mL ( s/ N 二 10)
。

各添加水平样品回收率均在 95 % 以上
,

日间和 日内 sR D 均小于 5 %
,

适于样本分析的

需要
。
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林可霉素是一种林可酞胺类抗生素
,

对革兰氏

阳性菌有较强的抗菌能力
,

尤其对厌氧菌有良好抗

菌作用
,

对革兰氏阴性菌亦有效
。

林可霉素在临床

上多用于治疗化脓性炎症和感染及骨质炎症
。

临床

应用后
,

少数患者可出现胃肠道反应
,

如恶心
、

呕

吐及 胃部不适和腹泻等川
,

偶有皮疹
、

血管性水肿

等过 敏反 应
,

严重时甚 至 引起突发性过敏性休

克 [2〕 ,

乃至死亡〔, 〕。

作者在司法鉴定工作中发现一例疑因静脉注射

林可霉素而引起过敏性死亡的非法行医事件
,

因此

研究林可霉素的确证分析方法
,

提供科学的法律依

据
,

对此类事件的法医学鉴定具有重要意义
。

药品中林可霉素的检测方法报导较多
,

常采用

高效液相色谱 ( Hp LC ) 分离紫外检测 [’] 或电化学

检测图
。

L u o
等 e[] 采用气相色谱 (cG ) 技术分析了

蛙鱼组织中林可霉素的残留
。

由于生物样本中基体

成分复杂
,

以上分析方法专属性不强
,

因而均不适

于林可霉素的确证分析
。

本文研究和首次报导采用

高灵敏
、

高选择性的 PH CL /M S/ M S 技术分析血液中

林可霉素
,

并成功地用于司法鉴定
。

1 实验部分

1
.

1 主要仪器与试剂

hT
e

~ iF mr iga 。

优Q D Ec A xP 型高效液相色谱 /

离子阱质谱联用仪
,

包括四元梯度泵
、

大气压化学

电离源 ( A CP )I
、

自动进样系统
、

Xc ial bu r
数据处理

系统 ; MM S
一

3 0 or 振荡机 (日本东京理化器械株式

会社 ) ; MGS
~

2X( X)
一

G 吹付式试管浓缩仪 ( 日本东京

理化器械株式会社 ) ; 高速台式离心机
,

ft 江
尸
16G

(上海安亭科学仪器厂 ) ; 微型混合器 W H
一

90 A ( 上

海亚荣生化仪器厂 )
。

盐酸林可霉素 (中国药品生

物制品检定所 )
,

乙睛 (色谱纯
,

M e cr k 公司 )
,

乙

酸乙醋
、

甲酸
、

甲醇
、

钨酸钠和其它试剂均为市售

分析纯试剂
,

水为超纯水
。

1
.

2 色谱分析和质谱检测条件

液相色谱条件色谱柱
: H胖。 iltr B D S sC s 脚

x 4
.

6 ~
x 巧O ~ 色谱柱

,

柱温
: 25 ℃ ; 流量

:

0
.

75 r n l j 而 n 。

流动相
: 0

.

02 % 甲酸水溶液 /乙睛

(体积比为 印
:
40 )

,

采用恒比洗脱
。

离子化方式
:

大气压化学电离 ( A CP )I
,

正离子检测 ; 质量扫描

范围
: l or 一 以幻 ;u 蒸发温度 45 0 ℃

,

放电电流 6

拌;A 源电压
: 5

.

O vK
; 鞘气 ( N

Z
) 流速

:
40

a
.

u
.

;

辅助气 (凡 ) 流速
: 10 a

.

u
.

; 毛细管温度
: 2X()

℃ ; 毛细管电压
: g ;v 碰撞气

:
氦气

,

M S/ M S 相

对碰撞能为 27 %
。

1
.

3 对照品溶液配制

精密称取 5
.

o mg 盐酸林可霉素标准品
,

用 甲

醇溶解并定容至 s mL
,

配制成浓度为 l mg /mL 的标

准储备溶液
,

加 ℃保存
,

临用 时稀释成各浓度标

准溶液
。

1
.

4 血液样品处理

精确移取血液 0
.

5 m L 于 or m L 具塞离心管中
,

,

收稿日期
:

2X( 抖 一 11 一 18
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加人 p H 4
.

5磷酸缓冲溶液 l
Lm

,

于旋涡混合器上

混匀 30
5 ,

以 4 以X) r/ 而 n
离心 5 m in

,

分出上清液
。

重复上述操作一次
,

合并上清液
。

再加人 100 拌L

or % 钨酸钠溶液和 20 拌L 3
.

6 mol L/ 玩 .OS 溶液
,

旋

涡振荡 1 而
n ,

沉淀蛋白
,

离心
,

转移出上清液
。

依次加 1 mo l/ L K OH 溶液 O
.

6 mL
、

4 m L 乙酸乙醋
,

加盖后将离心管置于振荡机上振荡提取 5 m in
,

离

心 5 m in
,

移取有机相于另一试管中
,

重复乙
`

酸乙

醋萃取操作一次
,

合并有机相
。

将有机相置 于 60

℃试管浓缩仪中
,

用 N: 吹干有机溶剂
。

残 渣用

500 拌L 的 0
.

02 % 甲酸水溶液 /乙睛 (体积比为 60
:

40 )
,

混匀后进样 10 拜oL

1
.

5 血液林可霉素标准 曲线制备

分别移取血液 O
.

s mIJ
,

精密加人不同量的林

可霉素对照品溶液
,

配成浓度为 0
.

01
,

0
.

02
,

0
.

05
,

0
·

10
,

0
·

20
,

o
·

50
,

1
.

0
,

2
,

0
,

3
.

0蒯mL 的血液标准
,

按

1
·

4 操作
。
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图 l 母离子 m /
:
如 7

.

2 的二级全扫描色谱图

iF g
.

1
ullF

sc an MzS
c 肠旧 n l a t o印翻拙 of l笼 u℃ nt io

n

at m lz 4() 7
.

2 of 胭
11p les

(
a
) 0

.

1 2喇
n止标准溶液 ;

( b) 0
.

1解 m L 标准添加血液样本 ; (
c

) 血液样本

2 结果与讨论

2
.

1 HP L C /M S /M S 分析

在 MS 检测条件下
,

取林可霉素标准溶液直接

导人 APC I源
,

获得其 M S准分子离子峰 「M + H〕
干

为如 7
.

2
。

再将标准溶液和 血液制备样品分别进

样
,

按色谱分析条件分离
,

选择准分子离子 【M +

H ]
+

如7
.

2 为母离子进行二级全扫描质谱分析
。

其

二级全扫描色谱图如图 l 所示
,

林可霉素保留时间

为 3
.

62 而
n 。

图 2 中林可霉素二级全扫描质谱图显

示
,

其准分子离子 m z/ 4() 7
.

2 通过离子阱串联质谱

技术主要裂解为 359
.

2
、

126
.

2 等碎片离子
。

2
.

2 方法有效性

2
.

2
.

1 线性范围和检测 限 按 1
.

5 制备血液林可

霉素标准进行 HP LC /MS / M S 分析
,

以外标法峰面积

进行定量
,

在 0
.

02
一 3

.

0 拌留mL 范围内
,

线性关

系良好
,

相关系数为 0
.

999 3
,

检测限 ( m )D 为 5

喇mL ( s/ N 二
3)

,

定量检出限 ( l刀叼) 为 20 喇
m L ( S /N = 10 )

。

2
.

2
.

2 精密度和 回收率 分别移取血液 0
.

s mL
,

精密加人高
、

中
、

低 3 种浓度的林可霉素对照品溶

液
,

按 1
.

4 项处理
,

分别进样测定 5 次
,

连续 5 天

测定
,

测得结果见表 1
。

表 1 标准添加血液样品的精密度和回收率
, )

{r
a b

.

1 nI tr a 自

dar
a n (】iin -er vda

p r e c iis on an d , vo柳
of isn kde asn 甲 lse

浓度 日内 日间

(照
·

mIJ
一 ’

) 回收率 /% RS D /% 回收率 /% Rs D /%

0
.

10 96
.

1 4
.

1 95
.

2 4
.

4

1
.

0 9 8

2
.

0 97

3 2
.

3

4 2

97
.

7 2
.

7

97
.

0 2
.

4

血液样品
, n = 5

2
.

3 方法应用

精确移取血液 0
.

s mL
,

按 1
.

4 项制备样品
,

进

样 or 拜L 进行 印兀C IM S/ M S 分析
,

测得血液样品中

林可霉素浓席为
`

·

66 。留mL
。

。0二口Punq代公A一铭一O名

2 00 3 0 0 4 0 0

图 2
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母离子 m /: 叨7
.

2 的二级全扫描质谱图

iF g
.

2 ulF l

~
M夕卿clat

of aP er nt io n at m/
:

姗
.

2 of
saln

p le s

( a) 0
.

1阿mL 标准溶液
; ( b) 0

.

1回 mL 标准添加血液样本
; (

c
)血液样本
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3 结 论

本文建立了血液样品中林可霉素的液相色谱 /

质谱 /质谱检测方法
。

该方法灵敏度高
,

线性范围

宽
,

精密度高
,

专属性强
,

可满足法庭药物确证分析

的需要
,

并为司法鉴定提供科学依据
。
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