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摘要： 旨在研究复方莫昔克丁 （ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ， Ｍｏｘｉ） 滴剂在猫体内的药代动力学过程。 以 Ｍｏｘｉ－Ｄ３为内标， 建立了猫血浆中 Ｍｏｘｉ 的液相色谱－串联

三重四极杆质谱联用 （ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ） 检测方法， 以乙腈为提取溶剂， 水浴超声辅助提取， 提取液浓缩至干后复溶， ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 检测， 内标法定

量。 结果： 猫血浆基质对 Ｍｏｘｉ 的定量检测干扰较小， 检测限 （ＬＯＤ） 为 ０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ， 定量限 （ＬＯＱ） 为 １ ｎｇ ／ ｍＬ； 基质效应不显著， 以溶剂标准

溶液制备标准曲线， Ｍｏｘｉ 在 １～１２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的浓度范围内， 线性关系良好 （Ｒ２＞０􀆰 ９９）； 在不同浓度的添加水平下， 批内、 批间平均准确度分别在

９０􀆰 １５％～１１４􀆰 ８１％和 １０１􀆰 ３２％～１０４􀆰 １０％， 批内、 批间变异系数均小于 １１％； －１８ ℃以下放置时， 标准储备液 ９ 个月内稳定， 标准工作液 ２ 个月

内稳定； 低、 高浓度的加标样品， －１８ ℃以下冷冻保存 ６ 个月， 或反复冻融后均稳定， 处理液 ４ ℃放置 ７２ ｈ 稳定。 结论： 本方法特异性强， 灵敏

度高， 稳定可靠， 可用于复方 Ｍｏｘｉ 滴剂在猫体内药代动力学的研究。
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　 　 莫昔克丁 （ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ， Ｍｏｘｉ）， 又称为莫西菌素

或莫西克汀， 是由链霉菌发酵产生的半合成单一成分

的大环内酯类抗寄生虫药物［１］。 Ｍｏｘｉ 属于米尔贝霉

素家族， 是奈马菌素的衍生物， 属于第三代阿维菌素

类 （ＡＶＭｓ） 药物。 Ｍｏｘｉ 与其他 ＡＶＭｓ 相比， 具有成

分单一、 驱虫谱广、 驱虫活性强、 长效、 安全等特

点［２］。 目前， 临床上常用的 Ｍｏｘｉ 剂型有浇泼剂、 注

射剂、 片剂、 透皮剂、 口服凝胶等， 其被用于牛、
羊、 马、 猪、 犬、 猫等动物寄生虫病的防治［１－２］。

本研究依据 《兽用化学药物临床药代动力学试

验指导原则》 ［３］， 《生物样品定量分析方法验证技术

指导原则》 ［４］， 并参考 《中国药典》 中 《９０１２ 生物

样品定量分析方法验证指导原则》 ［５］ 的相关要求， 以

稳定同位素标记的 Ｍｏｘｉ 为内标， 建立基于液相色谱－
串联三重四极杆质谱联用 （ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ） 的猫血浆中

Ｍｏｘｉ 含量测定方法， 以期明确复方 Ｍｏｘｉ 滴剂对猫给

药后的血浆药代动力学特征。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

Ｍｏｘｉ、 Ｍｏｘｉ－Ｄ３， 购自上海甄准生物科技有限公

司； 猫血浆， 肝素钠抗凝， －１８ ℃以下保存， 购自上

海源叶生物科技有限公司； 另有自行采集的猫空白血

浆， 采用肝素钠抗凝； 甲酸 （质谱纯）， 购自日本东

京化成工业株式会社； 甲酸铵， 购自美国赛默飞公

司； 甲醇、 乙腈、 异丙醇 （色谱纯） 和乙腈 （质谱

纯）， 购自德国默克公司； 水为超纯水， 由优普®超

纯水 系 统 制 备； 尼 龙 针 筒 式 微 孔 滤 膜 （ １３ ｍｍ
０􀆰 ２ μｍ）， 购自深圳逗点生物技术有限公司。

ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ （Ａｇｉｌｅｎｔ １２００－６４１０Ａ）， 数据采集与

处理软件为 ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ， 美国 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公

司产品； 低温离心机 （Ｍｕｌｔｉｆｕｇｅ Ｘ３Ｒ）， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品； 涡旋混合器 （Ｖｏｒｔｅｘ Ｇｅｎｉｅ ２），
美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司产品； 样品快速蒸发系

统 （Ｒａｐｉｄ Ｖａｐ）， 美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ 公司产品； 数控超

声波清洗器 （ＫＱ－６００ＤＥ）， 昆山市超声仪器有限公

司产品。
１􀆰 ２　 溶液配制

Ｍｏｘｉ 标准储备液的配制： 精确称量 １０ ｍｇ Ｍｏｘｉ
标准品， 加入适量质谱纯乙腈使其完全溶解， 随后将

溶液全部转移至 １０ ｍＬ 量瓶中定容， 制得质量浓度为

１ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准储备液， －１８ ℃以下存放。

Ｍｏｘｉ 中间标准储备液的配制： 准确移取 １ ｍＬ
Ｍｏｘｉ 标准储备液至 １０ ｍＬ 容量瓶中， 以质谱纯乙腈

稀释至刻度， 摇匀， 制得浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ 的 Ｍｏｘｉ
中间标准储备液， －１８ ℃以下存放。

Ｍｏｘｉ 标准工作液的配制： 准确移取适量 Ｍｏｘｉ 中
间标准储备液， 以质谱纯乙腈稀释， 分别制成浓度为

０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０２、 ０􀆰 ０４、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 １、 ２ 和 ２􀆰 ４
μｇ ／ ｍＬ 的 Ｍｏｘｉ 系列标准工作液， －１８ ℃以下存放。

Ｍｏｘｉ－ Ｄ３ 内标储备液的配制： 将规格为 １􀆰 ０
ｍｇ ／瓶的 Ｍｏｘｉ－Ｄ３以质谱纯乙腈完全溶解， 随后将溶

液全部转移至 １０ ｍＬ 量瓶中定容， 制得质量浓度为

１００ μｇ ／ ｍＬ 的内标储备液， －１８ ℃以下存放。
Ｍｏｘｉ－Ｄ３内标工作液的配制： 移取 １００ μｇ ／ ｍＬ 的

Ｍｏｘｉ－Ｄ３内标储备液适量， 以质谱纯乙腈稀释成 ０􀆰 ２
μｇ ／ ｍＬ 的内标工作液， －１８ ℃以下存放。

其他溶液配制： ０􀆰 １％甲酸－乙腈溶液， 准确移取

甲酸 １ ｍＬ， 以乙腈稀释至 １ ０００ ｍＬ， 混匀即得， 临

用现配； ０􀆰 １％甲酸－５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵溶液， 准确移

取甲酸 １ ｍＬ， 加入 ３１５ ｍｇ 甲酸铵， 以超纯水稀释至

１ ０００ ｍＬ， 混匀即得， 临用现配； 混合洗针液， 取甲

醇、 乙腈、 异丙醇和超纯水各 １００ ｍＬ， 混匀即得，
临用现配。
１􀆰 ３　 色谱条件和质谱条件

色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃ１８ （ ３􀆰 ０ ｍｍ ×
５０ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％甲酸－乙腈溶

液， 流动相 Ｂ 为 ０􀆰 １％甲酸和 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵溶液，
梯度洗脱 （表 １）。 进样量 １０ μＬ， 运行时间 ７ ｍｉｎ，
柱温３５ ℃， ２ 次进样之间的平衡时间 ０􀆰 ５ ｍｉｎ， 每针

进样前以混合洗针液 （甲醇、 乙腈、 异丙醇、 水比

例为 １ ∶ １ ∶ １ ∶ １） 自动洗针 ２０ ｓ。

表 １　 梯度洗脱条件

时间 ／ ｍｉｎ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ－１）

０ ２０ ８０ ０􀆰 ４

０􀆰 ５ ２０ ８０ ０􀆰 ４

１􀆰 ８ １００ ０ ０􀆰 ４

４􀆰 ０ １００ ０ ０􀆰 ４

６􀆰 ０ ２０ ８０ ０􀆰 ４

６􀆰 ５ ２０ ８０ ０􀆰 ４

优化后的多离子反应监测 （ＭＲＭ） 参数见表 ２。
采用电喷雾离子源 （ＥＳＩ） 正离子模式， 毛细管电压
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４ ０００ Ｖ， 喷雾器压力 ４０ ｐｓｉ， 干燥气 （ Ｎ２ ） 温度

２００ ℃， 流 量 １３ Ｌ ／ ｍｉｎ， 电 子 倍 增 器 电 压 增 量

（ΔＥＭＶ） 为＋５００ Ｖ。

表 ２　 优化后的 ＭＲＭ 参数

化合物 母离子 子离子 驻留时间 ／ ｍｓ 碎裂电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ ｅＶ 极性

Ｍｏｘｉ ６４０􀆰 ４
５２８􀆰 ３∗ １００ １１０ ２ ＋

４９８􀆰 ３ １００ １１０ ８ ＋

Ｍｏｘｉ－Ｄ３ ６４３􀆰 ４
５３１􀆰 ３∗ １００ １０５ ２ ＋

４９９􀆰 ３ １００ １０５ ８ ＋

　 　 注： ∗为定量离子。

１􀆰 ４　 猫血浆样品的处理

取猫血浆 ０􀆰 ２ ｍＬ， 加入 １０ μＬ 浓度为 ０􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ
的 Ｍｏｘｉ－Ｄ３内标工作溶液， 涡旋 ３０ ｓ 以充分混匀。 加

入 ６００ μＬ 乙腈， 涡旋 １ ｍｉｎ， 水浴超声处理 １０ ｍｉｎ，
４ ℃条件下， 以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， ４５ ℃条件

下将上清液减压浓缩至干， 加入 ２００ μＬ 乙腈使残渣

完全溶解， 上清液过 ０􀆰 ２ μｍ 尼龙微孔滤膜后， 以备

ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 检测。
１􀆰 ５　 方法学验证

１􀆰 ５􀆰 １　 选择性

对标准溶液进行 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 检测。 取不同来源

的空白猫血浆， 制成空白样品和空白加内标样品， 依

１􀆰 ４ 项下样品处理方法进行处理， 按 １􀆰 ３ 项下分析方

法进行检测， 以考察空白血浆中内源性物质或其他组

分的干扰， 其响应需低于 Ｍｏｘｉ 定量限 （ＬＯＱ） 响应

的 ２０％， 并低于 Ｍｏｘｉ－Ｄ３响应的 ５％。
在相同测试条件下， 试样溶液中待测药物 Ｍｏｘｉ

与其对应内标 Ｍｏｘｉ－Ｄ３的保留时间之比， 与标准溶液

中的保留时间比进行比较， 要求偏差在 １％以内； 同

时， 试样溶液中定性、 定量离子的相对离子丰度， 应

与浓度相当的校正标准溶液中的相对离子丰度保持一

致， 允许的偏差范围为±４０％［６］。
１􀆰 ５􀆰 ２　 灵敏度

取空白猫血浆样品 ０􀆰 ２ ｍＬ 多份， 分别加入浓度

为 ０􀆰 ０１ 和 ０􀆰 ０２ μｇ ／ ｍＬ 的 Ｍｏｘｉ 标准工作液 １０ μＬ，
以及浓度为 ０􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ 的 Ｍｏｘｉ－Ｄ３内标工作液１０ μＬ，
涡旋混匀后， 得到相应浓度的空白猫血浆 Ｍｏｘｉ 加标

样品， 依 １􀆰 ４ 和 １􀆰 ３ 项下方法， 进行前处理和检测，
记录色谱图， 采用峰高对峰高的方式计算 Ｍｏｘｉ 定量

离子的信噪比 （ＳＮＲ）， 结合准确度及精密度试验结

果， 确定本方法的检测灵敏度， 即检测限 （ ＬＯＤ）
和 ＬＯＱ。
１􀆰 ５􀆰 ３　 基质效应

取 ６ 批不同来源的猫空白血浆 ０􀆰 ２ ｍＬ， 不加内

标， 按照 １􀆰 ４ 项下样品处理方法进行前处理， 得空白

基质液。 分别添加 １０ μＬ 浓度为 ０􀆰 ０４ 和 ２ μｇ ／ ｍＬ 的

Ｍｏｘｉ 标准工作液， 以及浓度为 ０􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ 的 Ｍｏｘｉ－
Ｄ３工作液， 制成浓度为 ２ 倍 ＬＯＱ 和高浓度 （ＨＱＣ）
的加标基质样品， 依 １􀆰 ３ 项下的方法检测， 记录色谱

图， 对 Ｍｏｘｉ 和 Ｍｏｘｉ－Ｄ３的定量离子进行积分 （峰面

积： Ａｒｅａ）。 根据公式 （１） 和 （２）， 分别计算待测

物 Ｍｏｘｉ 及内标 Ｍｏｘｉ－Ｄ３的基质因子 （ＭＦ）， 根据公

式 （３） 计算经内标归一化的不同浓度的基质效应

（ＭＥ ｉｓ）， Ｓ１ 为标准溶液定量离子峰面积， Ｓ２ 为加标

基质样品定量离子峰面积。
ＭＦＭｏｘｉ ＝Ａｒｅａ Ｓ２Ｍｏｘｉ÷Ａｒｅａ Ｓ１Ｍｏｘｉ， （１）

ＭＦＭｏｘｉ内标 ＝Ａｒｅａ Ｓ２Ｍｏｘｉ内标÷ＡｒｅａＳ１Ｍｏｘｉ内标， （２）
ＭＥ ｉｓ ＝ＭＦＭｏｘｉ÷ＭＦＭｏｘｉ内标×１００％。 （３）

１􀆰 ５􀆰 ４　 线性范围

根据基质效应的结果， 选择合适的标准曲线制备

方式， 制备内标浓度为 １０ ｎｇ ／ ｍＬ， 对应 Ｍｏｘｉ 在猫血

浆样品浓度为 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ５、 １０、 ２０、 ５０、 １００ 和

１２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列标准溶液样品。 按 １􀆰 ３ 项所述的检

测方法， 以 Ｍｏｘｉ 与内标浓度的比值作为横坐标

（ｘ）， 以 Ｍｏｘｉ 与内标定量离子的峰面积比值作为纵

坐标 （ｙ）， 并选用适当的加权方式， 进行线性回归

分析。
１􀆰 ５􀆰 ５　 准确度和精密度

制备 加 标 水 平 分 别 为 ＬＯＤ、 ＬＯＱ、 低 浓 度

（ＬＱＣ）、 中浓度 （ＭＱＣ） 和 ＨＱＣ 的质控样品， 依

１􀆰 ４ 项下样品处理方法进行提取净化， 每一浓度水平

６ 个平行， 按 １􀆰 ３ 项下分析方法进行检测， 由同时制

备的随行标准曲线分析样品。
１􀆰 ６　 样品稳定性

１􀆰 ６􀆰 １　 标准储备液稳定性

将 Ｍｏｘｉ 标准储备液 （１ ｍｇ ／ ｍＬ）、 中间标准储备

液 （１００ μｇ ／ ｍＬ） 于－１８ ℃以下存放， 分别于 １、 ３、
６ 和 ９ 个月后取出。 将 Ｍｏｘｉ 储备液和中间标准储备

液稀释至 １ μｇ ／ ｍＬ， 分别取稀释后的储备液、 中间储

备液各 １０ μＬ， 以及 ０􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ 的内标工作液 １０ μＬ，
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加入 １８０ μＬ 乙腈中， 制成储备液稳定性样品， 按

１􀆰 ３ 项下分析方法进行检测。 由新制备的对照样品分

析样品。
１􀆰 ６􀆰 ２　 标准工作液稳定性

将浓度为 ０􀆰 ０２ μｇ ／ ｍＬ、 ２ μｇ ／ ｍＬ 的 Ｍｏｘｉ 标准工

作液放置于－１８ ℃以下保存， 分别于 １ 个月和 ２ 个月

后取出， 各取 １０ μＬ， 加入 １８０ μＬ 乙腈中， 再加入

浓度为 ０􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ 的内标工作液， 制成标准工作液

稳定性样品， 按 １􀆰 ３ 项下分析方法进行检测。 利用新

制备的对照样品分析样品。
１􀆰 ６􀆰 ３　 冻存稳定性

将空白加标样品， 于－１８ ℃ 以下冻存， 分别于

２、 ４ 和 ６ 个月后取出， 室温下解冻， 依 １􀆰 ４ 和 １􀆰 ３ 项

下的方法， 进行处理和检测。 每一浓度水平设置 ６ 个

平行， 同时设置空白对照、 空白加内标对照和对应相

同浓度的新配制质控样品， 同法处理和检测。
１􀆰 ６􀆰 ４　 反复冻融稳定性

将空白加标样品， 每一浓度水平 ６ 个平行样， 于

－１８ ℃以下完全冻结， 每 １２ ｈ 取出于室温彻底融化

后再进行冷冻， 如此反复循环 ３ 次， 依 １􀆰 ４ 和 １􀆰 ３ 项

下的方法， 添加内标后， 进行处理和检测， 同时设置

空白对照、 空白加内标对照和对应相同浓度的新配制

质控样品， 同法处理和检测。
１􀆰 ６􀆰 ５　 样品处理液稳定性

将空白加标样品， 每一浓度各 ６ 个平行样品， 依

１􀆰 ４ 和 １􀆰 ３ 项下的方法， 添加内标后进行处理， 复溶

液过滤于样品瓶， ４ ℃存放 ７２ ｈ 后检测。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 方法的选择性

依前述方法， 对 Ｍｏｘｉ 及内标的混合标准溶液

（图 １）、 加内标空白猫血浆样品 （图 ２） 以及不同来

源猫血浆的代表性样品 （图 ３） 进行前处理与 ＬＣ－
ＭＳ ／ ＭＳ 分析检测。 结果显示， 在 Ｍｏｘｉ 的保留时间处

（４􀆰 ３ ｍｉｎ）， 未发现干扰。

ａ． Ｍｏｘｉ－Ｄ３的定量离子 ６４３􀆰 ４０→５３１􀆰 ３０； ｂ． Ｍｏｘｉ 的定量离子 ６４０􀆰 ４０→５２８􀆰 ３０。

图 １　 Ｍｏｘｉ 标准溶液的多反应监测色谱

ａ． Ｍｏｘｉ－Ｄ３的定量离子 ６４３􀆰 ４０→５３１􀆰 ３０； ｂ． Ｍｏｘｉ 的定量离子 ６４０􀆰 ４０→５２８􀆰 ３０。

图 ２　 加内标空白猫血浆的多反应监测色谱

ａ． Ｍｏｘｉ－Ｄ３的定量离子 ６４３􀆰 ４０→５３１􀆰 ３０； ｂ． Ｍｏｘｉ 的定量离子 ６４０􀆰 ４０→５２８􀆰 ３０。

图 ３　 不同来源猫血浆的代表性多反应监测色谱
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２􀆰 ２　 定量下限

对 ３ 批不同来源的样品进行前处理和检测， 每批

每个添加浓度设置 ６ 个平行样， 结果显示当空白猫血

浆中 Ｍｏｘｉ 添加浓度为 ０􀆰 ５ 和 １ ｎｇ ／ ｍＬ 后， 其定量离

子 ＳＮＲ 满足检测要求 （表 ３）。

表 ３　 定量离子 ＳＮＲ 结果

添加水平
添加浓度 ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

不同进样 ＳＮＲ

１ ２ ３ ４ ５ ６

ＬＯＤ ０􀆰 ５

１２􀆰 ５ １６􀆰 ２ １０􀆰 ３ １６􀆰 ５ １９􀆰 １ １１􀆰 ５

６􀆰 ８ ６􀆰 ４ ６􀆰 ０ ６􀆰 １ ５􀆰 ８ ７􀆰 ３

３８􀆰 ７ ３５􀆰 １ ２６􀆰 ８ ２９􀆰 ８ ３８􀆰 ２ ２２􀆰 １

ＬＯＱ １

１６􀆰 ９ ２１􀆰 ８ １２􀆰 ６ ２４􀆰 ７ １４􀆰 ８ １５􀆰 ３

１６􀆰 ２ １０􀆰 ９ １０􀆰 ３ １２􀆰 ２ １１􀆰 ７ １４􀆰 １

６６􀆰 ５ ６１􀆰 ７ ６９􀆰 ３ ４５􀆰 ５ ８６􀆰 ０ ６６􀆰 １

２􀆰 ３　 基质效应

考察结果显示， 本方法的平均 ＭＥ ｉｓ在 ９５􀆰 ３７％ ～
１１０􀆰 ３２％ （表 ４）， ＭＥ ｉｓ 的变异系数 （ＲＳＤ） 均低于

１０％， 满足检测要求。

表 ４　 同位素内标法考察 Ｍｏｘｉ 在猫血浆中的 ＭＥｉｓ比较

添加浓度 ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）
批次

批内 （ｎ＝ ６） 批间 （ｎ＝ ３６）

基质效应 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 基质效应 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

２

１ ９６􀆰 ２２±１􀆰 ７３ １􀆰 ８０

２ ９５􀆰 ３７±３􀆰 ８６ ４􀆰 ０５

３ ９７􀆰 １９±２􀆰 ４２ ２􀆰 ４９

４ １０１􀆰 ６４±５􀆰 ２１ ５􀆰 １２

５ ９８􀆰 ７９±２􀆰 ３５ ２􀆰 ３７

６ １０５􀆰 ４９±５􀆰 ３８ ５􀆰 １０

９９􀆰 １２±４􀆰 ９７ ５􀆰 ０２

１００

１ １０８􀆰 ９１±３􀆰 ８１ ３􀆰 ５０

２ １０９􀆰 ８６±４􀆰 ３６ ３􀆰 ９７

３ １１０􀆰 ３２±１􀆰 ８６ １􀆰 ６９

４ １０５􀆰 ３０±１􀆰 ９８ １􀆰 ８８

５ １０５􀆰 ２４±５􀆰 ０８ ４􀆰 ８３

６ １０２􀆰 ４７±４􀆰 ９３ ４􀆰 ８１

１０７􀆰 ０１±４􀆰 ６３ ４􀆰 ３３

２􀆰 ４　 线性范围

根据同位素内标法的 ＭＥ ｉｓ考察结果， 本研究采

用系列浓度的 Ｍｏｘｉ 溶剂标准溶液绘制标准曲线， 采

用不同的加权方式进行回归， 对不同浓度标液的回算

准确度进行比较。 结果显示， 不同加权方式的 Ｒ２均

大于 ０􀆰 ９９。 但不同加权方式的标准曲线对低浓度标

准溶液的回算准确度存在较大差异， 其中无加权

（ＮＯＮＥ） 及 ｌｏｇ 权重的低浓度回算准确度与其他 ５ 种

加权方式之间， 存在较大差异； 而加权方式为 １ ／ ｘ、
１ ／ ｘ２、 １ ／ ｙ、 １ ／ ｙ２ 或 １ ／ ＳＤ２ 时， 相互之间的差异不

显著。
综合比较后， 本研究以 １ ／ ｘ 为权重， 代表性方程

为 ｙ＝ １􀆰 ３５４ ２ｘ＋０􀆰 ０９４ ７ （图 ４）。 在 １～１２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的

浓度范围内线性关系良好 （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ３）。

图 ４　 Ｍｏｘｉ 的代表性标准曲线
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２􀆰 ５　 准确度和精密度

当空白猫血浆 Ｍｏｘｉ 的加标浓度分别为 ０􀆰 ５ 和 １
ｎｇ ／ ｍＬ 时， 定量离子的 ＳＮＲ 满足定性和定量检测的

要求 （表 ３）。 因此， 将 ０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 定为 ＬＯＤ， 本研

究在猫空白血浆中设定了 ０􀆰 ５、 １、 ２、 １０ 和 １００
ｎｇ ／ ｍＬ 的 Ｍｏｘｉ 添加浓度， 本方法的准确度和精密度

（表 ５） 满足检测要求。

表 ５　 猫血浆中 Ｍｏｘｉ 检测的方法学准确度与精密度考察比较

添加水平
添加浓度 ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）
批次

批内 （ｎ＝ ６） 批间 （ｎ＝ １８）

准确度 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 准确度 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

ＬＯＤ
（单点校正， 仅定性）

０􀆰 ５

１ １０２􀆰 １５±８􀆰 ４２ ８􀆰 ２５

２ １２１􀆰 ０８±６􀆰 ５５ ５􀆰 ４１

３ ９７􀆰 ５９±６􀆰 １９ ６􀆰 ３４

１０６􀆰 ９４±１２􀆰 ４２ １１􀆰 ６２

ＬＯＱ １

１ １０７􀆰 ３６±１􀆰 ７１ １􀆰 ６０

２ １１４􀆰 ８１±３􀆰 ９４ ３􀆰 ４３

３ ９０􀆰 １５±４􀆰 ８５ ５􀆰 ３８

１０４􀆰 １０±１１􀆰 １９ １０􀆰 ７５

ＬＱＣ
（２ＬＯＱ）

２

１ １０５􀆰 ９６±４􀆰 ０２ ３􀆰 ７９

２ １１１􀆰 ５１±８􀆰 ６１ ７􀆰 ７２

３ ９３􀆰 ０２±２􀆰 ２７ ２􀆰 ４４

１０３􀆰 ５０±９􀆰 ５７ ９􀆰 ２５

ＭＱＣ １０

１ １００􀆰 １３±４􀆰 ８２ ４􀆰 ８２

２ １０４􀆰 ３３±４􀆰 ９０ ４􀆰 ６９

３ １０３􀆰 ４９±２􀆰 ５１ ２􀆰 ４３

１０２􀆰 ６５±４􀆰 ３９ ４􀆰 ２７

ＨＱＣ １００

１ ９８􀆰 ９７±２􀆰 ７５ ２􀆰 ７８

２ １０１􀆰 ７２±３􀆰 ０８ ３􀆰 ０３

３ １０３􀆰 ２７±１􀆰 ５９ １􀆰 ５４

１０１􀆰 ３２±３􀆰 ０２ ２􀆰 ９８

２􀆰 ６　 稳定性

２􀆰 ６􀆰 １　 标准溶液

标准储备液及中间储备液－１８ ℃ 以下存放 ９ 个

月， 标准工作液在－１８ ℃以下存放 ２ 个月时， 准确度

偏差在±１５％以内， 满足稳定性要求， 结果分别见表

６ 和表 ７。

表 ６　 －１８ ℃以下存放标准储备液、 中间储备液的稳定性比较 （ｎ＝４）

标液浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
准确度 ／ ％

１ 个月 ３ 个月 ６ 个月 ９ 个月

１００ ９９􀆰 ８９±６􀆰 １９ ９６􀆰 ４０±０􀆰 ６４ ９７􀆰 ５３±１􀆰 ７１ ９６􀆰 ７６±０􀆰 ４５

１ ０００ １０２􀆰 ０１±３􀆰 ８６ １００􀆰 ０３±１􀆰 ２４ １００􀆰 ８５±２􀆰 ００ ９６􀆰 ８０±１􀆰 １０

表 ７　 －１８ ℃以下存放标准工作液的稳定性比较 （ｎ＝６）

标液浓度 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

准确度 ／ ％

１ 个月 ２ 个月

０􀆰 ０２ １０１􀆰 ４２±１􀆰 ６７ １０１􀆰 ４２±１􀆰 ０６

２ １００􀆰 ９９±２􀆰 １８ １００􀆰 ８４±２􀆰 ０４

２􀆰 ６􀆰 ２　 加标样品

如表 ８ 所示， 低、 高浓度的空白血浆加标样品，
在－１８ ℃以下冻存 ６ 个月， 或反复冻融 ３ 次后， 含量

检测结果均值与标示浓度的偏差均在±１５％范围内；
加标样品处理液在 ４ ℃下存放 ７２ ｈ 后检测， 准确度、
精密度符合定量检测要求。
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表 ８　 加标样品、 反复冻融及处理液的存放稳定性 （ｎ＝６）

储存条件 添加水平
添加浓度 ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）
冻存时间 ／ 月 准确度 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

－１８ ℃
以下冻存

ＬＱＣ ２０

ＨＱＣ ５ ０００

２ ９５􀆰 ８３±７􀆰 ０４ ７􀆰 ３５

４ １０１􀆰 ５２±７􀆰 ３９ ７􀆰 ２８

６ ８９􀆰 ２５±４􀆰 ６０ ５􀆰 １５

２ ９１􀆰 ３４±２􀆰 ９５ ３􀆰 ２４

４ ９４􀆰 ４５±１􀆰 ４５ １􀆰 ５３

６ ９９􀆰 ４１±１􀆰 ５６ １􀆰 ５７

反复冻融 ３ 次
ＬＱＣ ２

ＨＱＣ １００
—

８６􀆰 ９１±５􀆰 ４０ ６􀆰 ２１

９４􀆰 ８７±２􀆰 ７７ ２􀆰 ９２

处理液稳定性
ＬＱＣ ２

ＨＱＣ １００
７２ ｈ

１１０􀆰 ９１±２􀆰 ５５ ２􀆰 ３０

１０６􀆰 ３９±５􀆰 １４ ４􀆰 ８４

３　 讨论

生物样品中 Ｍｏｘｉ 的定量检测， 多采用高效液相

色谱－荧光检测法 （ＨＰＬＣ－ＦＬＤ） 和 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 法。
采用 ＨＰＬＣ－ＦＬＤ 时， 对样品体积、 前处理过程、 浓

缩倍数、 进样体积等进行优化后， 可以达到接近于

ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 法的灵敏度。 Ｃｈｅｎ 等［７］ 以伊维菌素为内

标， ＨＰＬＣ－ＦＬＤ 定量检测血浆 Ｍｏｘｉ 浓度， 乙腈沉淀

血浆蛋白， 上清液经 ＨＬＢ ＳＰＥ 柱净化， Ｎ２吹干洗脱

液， 然后进行衍生化， 内标法定量， 结果显示方法

ＬＯＱ 为 ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ。 Ｆａｚｚｉｏ 等［８］建立了牛血浆中 Ｍｏｘｉ
的 ＨＰＬＣ－ＦＬＤ 检测方法， 以 Ｃ１８ ＳＰＥ 柱净化提取液，
衍生化之后进样量为 １００ μＬ， 外标法定量， 方法的

ＬＯＱ 为 ０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ。 陈国庆等［９］在开展莫昔克丁浇泼

剂在猪体内的药代动力学研究时， 建立了基于

ＨＰＬＣ－ＦＬＤ 的猪血浆中 Ｍｏｘｉ 浓度检测方法， １ ｍＬ 血

浆以乙腈沉淀蛋白后， 经 ＨＬＢ ＳＰＥ 柱净化， Ｎ２吹干

洗脱液， 然后进行衍生化， 进样量为 ５０ μＬ， 外标法

定量， 方法的 ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 分别为 ０􀆰 ４ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ０􀆰 ５
ｎｇ ／ ｍＬ。 然而， 在采用 ＨＰＬＣ－ＦＬＤ 进行血浆 Ｍｏｘｉ 的
定量检测时， 均需进行提取液的 ＳＰＥ 柱净化， 再对

洗脱液进行吹干， 然后进行衍生化等， 前处理过程较

为耗时， 且进样体积较大。
以 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 对血浆中 Ｍｏｘｉ 进行定量检测时，

不需进行衍生化， 简化了前处理过程， 方法 ＬＯＱ 可

以达到 １ ｎｇ ／ ｍＬ 或 ０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ， 甚至更低的 ０􀆰 １ ｎｇ ／
ｍＬ［１０］。 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 法对生物样品中的 Ｍｏｘｉ 进行定

量检测时， 多采用正离子模式， 但也有使用负离子模

式的报道［１０］。 正离子模式中， 多采用与本文一致的

特征离子对 ６４０􀆰 ４→５２８􀆰 ３∗， ４９８􀆰 ３； 也有使用 ６４０􀆰 ４
→１２３􀆰 ０∗， ６２２􀆰 ２ 特征离子对的报道［１１］。 在血浆样

品的前处理过程中， 有进行净化的［１０－１２］， 也有未进

行净化的报道［１３］； 有以阿维菌素为内标［１０，１３］， 也有

采用 Ｍｏｘｉ－Ｄ３ 为内标的研究［１１－１２］。 相关方法的灵敏

度， 在进样体积较小且前处理较为简便的情况下， 与

ＨＰＬＣ－ＦＬＤ 的灵敏度较为类似。
本研究的内标为Ｍｏｘｉ－Ｄ３， 样品量为 ０􀆰 ２ ｍＬ， 乙

腈提取， 涡旋、 水浴超声、 离心、 浓缩和复溶等前处

理过程耗时较短， 以标准溶液制备标准曲线， 进样量

１０ μＬ， ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ ＥＳＩ＋检测， 内标法定量。 相比于

其他研究报道， 本文所建立的方法， 具有样品量少，
前处理简便， 特异性强， 灵敏度高， 稳定可靠等

优点。
Ｍｏｘｉ 属于米尔贝霉素类药物， 其化学结构与阿

维菌素类药物相似， 易溶于多种有机溶剂， 甲醇和乙

腈对生物样品中 Ｍｏｘｉ 的提取回收率均能达到 ９０％以

上， 但是使用甲醇提取， 可使 Ｍｏｘｉ 的峰型变宽， 导

致方法灵敏度降低［１２，１４］。 因此， 本方法选用乙腈沉

淀血浆蛋白并复溶残渣， 结果显示基质干扰较小， 峰

形较为理想， 结合同位素内标后， 特异性强， 灵敏度

高， 稳定可靠。
本方 法 选 用 ０􀆰 １％ 甲 酸 乙 腈 溶 液 和 ０􀆰 １％

甲酸－５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵溶液作为流动相， 有利于正离

子条件下待测物的离子化， 进而提高检测灵敏度。 通

过验证不同梯度的洗脱效果， 确定了洗脱程序， Ｍｏｘｉ
的保留时间为 ４􀆰 ３ ｍｉｎ 左右， 且无杂峰干扰。

由于同位素内标与待测物的理化性质高度相似，
可以在相同条件下被离子化， 补偿了 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 检

测过程中基质效应等因素造成的待测物响应异常等问

题［１５］。 本研究的结果显示， 方法的基质效应平均值

在 ９５􀆰 ４０％ ～ １１０􀆰 ３２％， 批内、 批间的变异系数均在

１０％以内， 体现出了稳定同位素内标法的优越性， 同

时提高了样品前处理效率。 鉴于基质效应的结果， 本
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方法采用了溶剂标准溶液制备标准曲线， 减少了检测

批的准备时间。
Ｍｏｘｉ 具有高亲脂特性［１６］， 给药后进入血液循

环， 能广泛分布于全身各组织和器官， 在皮肤组织中

也能达到一定浓度， 有助于发挥全身及局部驱虫作

用。 Ｍｏｘｉ 在体内的消除半衰期相对较长， 原形及其

代谢产物主要经粪便排出［１７］。 一般来说， Ｍｏｘｉ 经皮

给药的吸收速度相对口服或注射给药的较慢， 通常在

给药后 １～５ ｄ 达到最大血药浓度。 欧盟 ＥＭＡ 的资料

显示， ＢＲＡＶＥＣＴＯ® ＰＬＵＳ （复方莫昔克丁氟雷拉纳

滴剂） 以推荐量经皮给药时， Ｍｏｘｉ 的给药剂量为 ２
ｍｇ ／ ｋｇ， Ｍｏｘｉ 的 Ｃｍａｘ 为 （３６􀆰 ７±２６􀆰 ７） ｎｇ ／ ｍＬ［１７］。 而

在后续研究中， 拟采取的给药方案与此接近。 因此，
本方法的 ＬＯＱ １ ｎｇ ／ ｍＬ 约为 Ｃｍａｘ平均值的 １ ／ ４０， 能

够满足 ＬＯＱ 可检测出 Ｃｍａｘ的 １ ／ ２０ ～ １ ／ １０ 药物浓度的

要求。 本方法考察了 １ ～ １２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的线性范围， 亦

可满足 Ｍｏｘｉ 滴剂在猫体内药代动力学研究。

４　 结论

本研究所建立的猫血浆中 Ｍｏｘｉ 的 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 检

测方法， 具有良好的特异性和较高的灵敏度， 稳定、
可靠， 为复方 Ｍｏｘｉ 滴剂在猫体内药代动力学研究建

立了基础。 同时考察了标准储备液和标准工作液稳定

性， 以及加标样品长期冻存 ６ 个月、 反复冻融 ３ 次和

样品处理液的稳定性， 结果表明， 在考察条件下均稳

定， 可以满足复方 Ｍｏｘｉ 滴剂药代动力学研究中标准

液存放、 样品长期保存、 多次冻融， 处理液短时存放

的要求。
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