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液质联用技术在兽药多类别、多组分残留 

分析中的应用研究进展 

曲  斌 1*, 陈  蓉 2, 耿士伟 1, 陆桂萍 1, 蒋天梅 1, 邵德佳 1, 姜加华 1 

(1. 江苏省畜产品质量检验测试中心, 南京  210036; 2. 中国药科大学理学院, 南京  211198) 

摘  要: 兽药残留分析是食品安全实验室最广泛开展的分析项目之一, 液质联用技术已成为兽药残留分析的

关键技术和研究手段。除进行少数目标组分的定量测定外, 多类别、多组分兽药的同时同步分析成为近年来兽

药残留分析的发展趋势。液相色谱串联三级四极杆质谱和液相色谱串联高分辨质谱在兽药多残留分析中各有

其特点和优势, 各国研究者在牛奶、动物组织等动物源性食品中开展了抗生素等多残留的检测研究与应用工

作。本文就目前液质联用技术及其在兽药多残留分析中的应用做一概述。 
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ABSTRACT: Veterinary drug residue analysis (VDRA) was one of the most widely studied subjects in 

analytical laboratories working in the field of food safety, liquid chromatogaphy-mass spectrometry (LC-MS) 

has been the main technique of choice for VDRA. Except of the quantitative determination of several target 

compounds, the trend of VDRA was been as mainly simultaneous analysis of multi-class and multi-residuals 

based on mass spectrometry (MS) screening method in a single analysis. Liquid chromatography tandem triple 

quadrupole MS (LC-MS/MS) and liquid chromatography tandem high resolution MS (LC-HRMS) had many 

characteristics and advantages respectively, LC-MS multi-residue methods has been developed and applied to 

detect such as antibiotics in animal-derived foods by researchers all over the world. This paper was focused on 

the progress of the current LC-MS methods which applied to the veterinary multi-residue analysis. 
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1  引  言 

兽药是具有不同化学结构和动物治疗作用的药物 , 

兽药的不当使用会造成兽药原药或其代谢物在动物源性食

品中的残留[1]。作为一种潜在的具有健康风险的因素, 兽

药残留受到消费者的广泛关注[2]。中国、美国、欧盟等世

界各国和国际组织均制定了严格的规章制度以控制兽药的

合理使用来保护消费者的健康。各国还通过兽药残留监控

计划和例行监测来评价兽药残留的程度和水平。 

兽药残留分析是食品安全实验室研究和开展最广泛

的分析项目之一。稳健、灵敏的分析方法是有效开展兽药

残留检测的关键。在近 20 年的液质联用 (liquid 

chromatography-mass spectrometry, LC-MS)技术在兽药残

留分析的研究和日常检测工作的基础上, LC-MS已成为兽

药残留分析的主流工具和手段[3]。 

目前, 兽药残留分析形成两大主要趋势, 一种是在新

的基质(如毛发)中测定兽药残留, 这已获得研究者更多的

关注和实践[4], 另一种则是从目标靶向物的定量分析向基

于质谱检测的靶向、非靶向化合物的筛选分析转变[5,6]。通

过一次前处理过程, 使用一种检测方法, 同时测定动物源

性食品中多类别、多组分兽药残留是提高分析工作效率的

现实需求。不论这些化合物属于什么类别, 具有什么样的

极性, 都要对它们在含有一定量的水分、蛋白质、多糖和

脂肪的食品基质中可靠地鉴定和准确的定量测定。目前还

没有通用的方法能够应用到所有的样品基质和所有的兽药

中。最接近理想状态的是应用能够囊括多个类别、多种组

分的多残留分析方法。LC-MS因其结合了液相色谱的分离

功能和质谱的检测功能, 一方面能对目标化合物定量测定, 

另一方面能对目标物、非目标物及未知化合物筛选鉴定分

析, 成为现时多残留分析方法的首选技术和工具手段。 

2  多残留分析的样品前处理技术 

在残留分析中, 样品前处理通常是整个分析过程的

瓶颈[7], Kinsella、Marazuela等对此作了系统性的综述[8,9]。

典型的样品前处理过程包括提取(液液萃取)、净化(如固相

萃取)和浓缩(溶剂蒸发)等步骤, 有时样品前处理过程中会

进行衍生化, 这些操作步骤通常是费时费力的, 并且是分

析误差的重要来源。 

样品前处理过程既依赖于样品基质和被分析物, 也

依赖于最终分析测定技术。得益于分析技术在灵敏度和选

择性上的性能提高, 目前样品前处理的趋势在于简化前处

理过程。多残留分析要求应用简单、通用的样品前处理过

程 , 使之能够适用于具有不同物理化学特性的多类别组

分。稀释-直接测定法(蛋白质沉淀后超滤或固相萃取)和

QuEChERS(Quick、Easy、Cheap、Effective、Rugged、Safe)

方法是已经被实践过的方法[8,10]。当设计多类别组分分析

方法时, 稀释-直接测定是最简单的样品处理策略[11,12]。虽

然这种方法的通量高, 提取物的稀释能够在一定程度上减

少基质效应, 但是这种粗放的提取方式易造成质谱离子源

的污染和检测灵敏度的降低等问题。起源于农药残留分析

的QuEChERS方法[13], 也已用于不同食品中多类别兽药组

分的测定[14]。常规的 QuEChERS方法包括乙腈提取, 通过

用氯化钠和硫酸镁盐析的方法移除水分和蛋白质, 以分散

固相萃取的方式净化, 最后通过 LC-MS 测定从极性到非

极性的所有化合物。正如 QuEChERS方法由快速(quick)、

简单(easy)、便宜(cheap)、高效(effective)、耐用(rugged)和

安全(safe)的缩写字母组合所代表的意义一样, QuEChERS

方法具有很多优点和优势, 如简单、快速, 对于宽范围极性

的化合物均有较高的回收率。 

和基于紫外或荧光检测的方法相比, 质谱的使用大

大简化了样品净化过程, 一些研究甚至取消了净化的步骤
[15]。虽然质谱系统基于质荷比的独特选择性可以克服基质

中的干扰物影响, 但是在使用电喷雾离子化模式时, 定性

定量分析通常会受到基质效应的影响[16]。因此, 面对复杂

的样品基质和低残留限量要求, 在 LC-MS 分析时仍要进

行充分有效的样品前处理过程。 

3  液相色谱-串联三级四极杆质谱(LC-MS/MS)

及其应用 

液相色谱串联三级四极杆质谱(LC-MS/MS)已经成为

食品中兽药残留定性确证和定量测定的最广泛使用的技

术。LC-MS/MS 因其在多反应监测模式 (multi-reaction 

monitoring mode, MRM)下能够显示出色的灵敏度、稳定

性、选择性和线性范围, 成为靶向化合物分析的“主力”。

目前应用的大量方法都是靶向物分析, 即在方法限定的检

测范围内检测一定数量的已知兽药化合物。在分析过程中, 

通过 MS/MS 检测通道获得目标化合物的信息, 主要用于

针对特定化合物的定量分析, 而在样品中可能存在的代谢

物或其他兽药因未被列入测定范围, 则不可避免地被忽略

了。当代谢物被明确地包括在被监测物质名单(如苯并咪唑

类化合物)中时, 则需额外关注这些化合物的质谱信息[6]。 

现代的 LC-MS/MS 虽然能够在一次分析进程中通过

MRM 模式进行多残留测定, 但是仪器参数(如母离子、子

离子的选择, 碰撞能量等)需要针对每一个化合物进行优

化, 因此在方法建立时要消耗很多时间和精力。然而, 最终

的结果和方案对于日常开展大量样品分析的食品安全实验

室是非常有用和有益的。 

目前, 针对食品中多类别、多组分兽药残留分析的实

例已有大量的研究与实践。表 1列出了国内外的代表性文

章, 正如样品前处理部分所述, 溶液稀释、有机溶剂(甲醇、

乙腈)提取结合固相萃取技术(solid phase extraction, SPE)成

为绝大多数样品前处理方式所选。QuEChERS方法经改进
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(酸化)、简化(省略净化步骤)等在兽药残留分析中的作用越

来越占据优势。抗生素(磺胺类、氟喹诺酮类、四环素类、

大环内脂类等)因其种类多、数量多、使用频率高, 成为多

残留分析的主要研究对象。 

另外, LC-MS/MS 的广泛使用主要还是因其易于操

作、常规分析更耐用, 以及相对低的价格[17,18]。 

4  液相色谱-串联高分辨质谱(LC-HRMS) 

随着食品安全关注度的提高, 残留分析的显著趋势

是开发高通量的筛选方法, 即能够在一次色谱分析过程

中 , 尽可能多地同时检测和鉴定化合物。高分辨质谱

(high resolution mass spectrometry, HRMS)与液相色谱特

别是超高效液相色谱的联用提供了这一可能[35]。当使用

高分辨全扫描方式时 , LC-HRMS 通常能在高度复杂的

样品提取物中检测超过 100 种化合物[36]。因此, 理论上, 

通过解析被测物的元素组成和基于准确质量数的同位

素分布, 样品中存在的所有化合物都能够通过高分辨质

谱同时测定到。此外 , 在复杂的基质中 , 既可以确切检

测和鉴定目标残留物, 也可以检测非目标物或者未知化

合物。 

表 1  LC-MS/MS 测定食物样品中兽药残留的实例 
Table 1  The example of determination of veterinary drug residue in food by LC-MS/MS 

化合物(数量) 基质 样品前处理方法 分析结果 参考文献 

喹诺酮类(4) 

磺胺类(2) 

大环内酯类(7) 

驱虫药(4) 

四环素(1) 

牛奶 酸化乙腈 QuEChERS 
LODs: 1~4 g/kg; 

LOQs: 3~10 g/kg 
15 

硝基咪唑类(7) 

磺胺类(16) 

氟喹诺酮类(12) 

动物组织 酸化乙腈 QuEChERS 
CC0.27~444 g/kg 

CC~487 g/kg 
19 

氟喹诺酮类(5) 

四环素(2) 

磺胺类(3) 

β-内酰胺类(4) 

其他(24) 

鱼组织 乙腈提取 LOQs: 0.01 g/kg 20 

四环素(5) 

磺胺类(16) 

β-内酰胺类(7) 

大环内脂类(7) 

其他(7)  

蜂蜜 磷酸缓冲溶液稀释, 乙腈提取 
LODs: 24~30 g/kg; 

LOQs: 27~80 g/kg 
21 

合成代谢类固醇(22) 动物组织 酶解, 甲醇提取, SPE净化 LOQs: 0.5 g/kg 22 

氟喹诺酮类(8) 

四环素(3) 

磺胺类(10) 

β-内酰胺类(3) 

大环内脂类(4) 

其他(3) 

肌肉组织 加压热水提取 
LODs: 3~15 g/kg; 

LOQs: 10~50 g/kg 
23 

氟喹诺酮类(4) 

四环素(3) 

磺胺类(6) 

大环内脂类(4) 

蜂蜜 酸化 EDTA水溶液提取, SPE(HLB)净化 LOQs: 0.3~3.3 g/kg 24 
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续表 1 

化合物(数量) 基质 样品前处理方法 分析结果 参考文献 

四环素(7) 

氟喹诺酮类(14)  
动物组织 EDTA-Mcllvaine缓冲溶液提取, SPE(HLB)净化 LOQs: 0.03~100 g/kg 25 

阻断剂(19) 

镇静剂(11) 
动物组织 乙腈提取, SPE(NH2)净化 

LODs: 0.2~0.6 g/kg; 

LOQs: 0.5~2.0 g/kg 
26 

氟喹诺酮类(4) 

四环素(3) 

磺胺类(4) 

-内酰胺类(3) 

大环内脂类(4) 

其他(5) 

鸡肉 2%三氯乙酸-乙腈提取, 正己烷净化 
LODs: 0.1~20 g/kg; 

LOQs: 0.3~60 g/kg 
27 

驱虫药类(8) 

四环素类(4) 

喹诺酮类(5) 

磺胺类(4) 

大环内酯类(4) 

鸡蛋 酸化乙腈 QuEChERS LOQs: 0.1~5.0 g/kg 28 

苯并咪唑类(5) 

喹诺酮类(4) 

四环素(1) 

磺胺类(4) 

大环内酯类(4) 

阿维菌素类(3) 

牛奶 酸化乙腈 QuEChERS 
LODs: 0.1~4 g/kg; 

LOQs: 1~10 g/kg 
29 

喹诺酮类(5) 

磺胺类(9) 

青霉素 V 

螺旋霉素 

牛肉 酸化乙腈 QuEChERS LODs: 10~100 g/kg 30 

磺胺类(12) 

喹诺酮类(19) 

苯并咪唑类(8) 

鸡肝 酸化乙腈 QuEChERS 
LODs: 5 g/kg; 

LOQs: 10 g/kg 
31 

磺胺类(13) 

四环素(4) 

喹诺酮类(11) 

大环内酯类(4) 

氯霉素 

牛奶 乙腈提取 LODs: 0.01~3.7 g/kg 32 

磺胺类(14) 

四环素(4) 

大环内酯类(4) 

喹诺酮类(11) 

-内酰胺类(6) 

氯霉素 

牛肉 乙腈提取 
CC0.01~229 g/kg 

CCg/kg 
33 

磺胺类(18) 

喹诺酮类(11) 

苯并咪唑类(16) 

牛奶 酸化乙腈提取, SPE(MCX)净化 
CC0.02~115 g/kg 

CCg/kg 
34 
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飞行时间质谱(time of flight, TOF)是一种高分辨质谱, 

近年来, 以单级或四极杆-飞行时间杂化串联(quadrupole 

hybrid tandem TOF, QTOF)的质谱仪器因仪器性能的提升, 

在兽药残留分析中的应用逐年增加。当处理复杂基质中的

低含量分析物时, 分辨率是质谱数据一致性和可靠性的重

要参数[37,38]。在 LC-HRMS 残留筛选方法分析中, 质谱质

量分辨率依赖于被分析物浓度、基质类型、样品制备方法

等多种因素[39]。 

虽然 TOF 仪器的分辨率不断地增加(如 20000 FWHM), 

但是和其他 HRMS 仪器 , 如傅里叶变换静电场轨道阱

OrbitrapTM(最高达 140000 FWHM)相比仍相差较大。TOF这种

有限的分辨率在复杂基质中会导致不准确的质量归属, 因未分

离的基质干扰峰或共流出物的影响, 会出现假阴性的结果。 

OrbitrapTM 是一种使用傅里叶变换获得质谱数据的静

电场轨道离子阱装置。它的高质量准确度(2~5 ppm)和高分

辨能力(最高达 140000 FWHM(Full width half Maximum))

能够在复杂背景下区分感兴趣的离子和干扰物。然而, 由

于其价格高昂, 在兽药残留分析的应用还很少。 

HRMS产生大量数据, 分析者必须搜索样品中任何可

能存在的兽药或其代谢物, 因此有必要开发合适的软件和

准确质量数据库, 来提高目标物和非目标物的鉴定能力和

筛选速度。 

大多数 LC-HRMS方法使用UPLC-TOF, 如表 2所示。

一些典型的例子筛选了牛奶[40,41]、动物组织[42,43]等样品中

超过 100个兽药化合物(如苯并咪唑类、抗生素、硝基咪唑、

驱虫药、-受体激动剂、皮质类固醇、非甾体抗炎药等)。

在某些情况中, 在最大残留限量(MRL)左右浓度, TOF 方

法足够准确区分疑似样品和阴性样品。然而, TOF 的使用

不能代替充分的样品前处理过程, 对于某些困难基质的例

子, 要求更有效地提取和净化。 

表 2  LC-HRMS 测定食物样品中兽药残留的实例 
Table 2  The example of determination of veterinary drug residue in food by LC-HRMS 

化合物(数量) 基质 样品前处理方法 LC-MS 分析结果 
参考 

文献 

苯并咪唑、硝基咪唑、

抗生素、非甾体抗炎药
(>100) 

牛奶 
乙腈去除蛋白质, 稀释, 

SPE(Strata X)净化 
UPLC-TOF LOQs: <7 g/L 40 

阿维菌素、-受体激动

剂、硝基咪唑、抗生素、

皮质类固醇(150) 

牛奶 
0.1%甲酸乙腈去除蛋白质, 离

心, 超滤 
UPLC-TOF LODs: 0.5~25 g/kg 41 

所有相关化合物(>100) 肌肉、肝脏、肾脏 
乙腈-Mcllvaine缓冲溶液双极性

萃取, SPE(HLB)净化 
UPLC-TOF 

肌肉: 

CC30.9~369.8g/kg 
肝脏: 

CC29.2~1675.4g/kg 
肾脏: 

CC39.0~1175.1g/kg 

42 

苯并咪唑、抗生素、硝

基咪唑、皮质类固醇、

非甾体抗炎药(~100) 

鸡蛋、鱼、肉 
乙腈-水去除蛋白质, 离心, 稀

释, SPE(Strata X)净化 
UPLC-TOF CC~2119 g/kg 43 

抗生素和代谢物(25) 牛奶 
乙腈去除蛋白质, 离心,  

溶剂蒸发, 超滤 
UPLC-QTOF LODs: 1~10 g/L 44 

驱虫药、非甾体抗炎药
(13) 

牛奶、肌肉 
乙腈-硫酸铵-抗氧化溶液去除蛋

白质, 离心, 溶剂蒸发 
UPLC-Orbitrap 

牛奶: LODs: 0.5 g/L 

肌肉: LOQs: 0.5~2 g/kg 
45 

所有相关药物(>100) 肾脏、蜂蜜 

乙腈-EDTA-硫酸铵-琥珀酸缓冲

溶液去除蛋白质, 离心, 溶剂蒸

发, 稀释, SPE净化 

UPLC-Orbitrap 

肾脏: CC1~1181.2 g/kg 

CC~2337.0 g/kg 
蜂蜜: CC0.9~327.5 g/kg

CC~391.0 g/kg 

46 

所有相关药物(>100) 牛奶 液液萃取, 盐析 UPLC-Q-Orbitrap LODs: 0.2~20 g/kg 47 
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通过使用 QTOF 仪器, 在检测原药残留的同时, 有可

能检测这些化合物的代谢物。如评价单级和串联质谱数据, 

恩诺沙星的几个是似而非的代谢物获得了鉴定, 其中的某

些代谢物之前在牛奶中并未观察到[44]。 

应用 UPLC-Orbitrap的工作已有报道[45,46]。Kaufmann

通过测定牛奶和鸡肉中的一些驱虫药(包括阿维菌素)和非

甾体抗炎药, 展示了 HRMS 的超强灵敏度。特别是, 阿维

菌素因组成钠盐, 不易裂解, 通过 HRMS更容易定量[45]。 

在另一项研究中, Kaufmann通过测定不同基质(肌肉、

肾脏、肝脏和蜂蜜 )中超过 100 个兽药 , 展示了

UPLC-Orbitrap方法相比于之前发表的基于 TOF方法[36]的

分析性能优越性[46]。这种提高得益于更有效地样品前处理

过程、更高的分辨率、Orbitrap相比于 TOF更高的质量稳

定性及其这些优点的有机结合。 

5  结  论 

近 10 年, LC-MS 测定食品中的兽药残留发生了显著

的变化, 可以清晰地区分为两种类型: 基于 LC-MS/MS 的

目标靶向物分析方法和基于 LC-HRMS 的目标物、非目标

物及未知物筛选方法。根据有关法规和标准的要求, 传统

的测定流程包括离线提取和净化, C18柱分离, MRM模式检

测, 这样可以完成绝大多数兽药的目标靶向物确证分析。

然而, 针对特定种类药物的定性定量方法正在逐渐地被多

类别多组分残留筛选方法所代替。 

总之, 如果清晰的限定样品中需要确证和定量的分

析物, LC- MS/MS是理想的工具, LC-HRMS则提供已知和

未知物的具有更高可信度的鉴定工作。LC-MS/MS 和

LC-HRMS是两种强大的、互补的 LC-MS技术, 两者均具

有多残留分析能力, 两者的有机结合能够覆盖如今动物源

性食品中兽药残留测定的主要挑战。 
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