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液相色谱-质谱联用测定鸡蛋中 

4-乙酰氨基苯甲酸的残留 

吴  玲, 刘雨昕, 刘善菁, 陆桂萍, 宋慧敏, 曲  斌* 

(江苏省畜产品质量检验测试中心, 南京  210036) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-质谱法检测鸡蛋中 4-乙酰氨基苯甲酸残留的方法。方法  样品经乙腈提取, 通

过式吸附净化和阴离子交换固相萃取净化, 液相色谱分离, 四极杆-静电场轨道阱质谱定性定量测定, 平行反

应监测模式检测, 外标法定量。结果  4-乙酰氨基苯甲酸保留时间为 5.6 min, 在 2.5~50 μg/kg 范围内呈现良

好的线性关系, 日内、日间精密度均小于 15%, 回收率为 70%~80%, 定量限为 2.5 μg/kg。结论  此方法快速、

准确且灵敏度高, 为监测异丙肌苷的非法使用及鸡蛋中的残留监控提供了快速准确的技术手段。 
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Residual determination of p-acetylamino-benzoic acid in eggs by liquid 
chromatography-mass spectrometry 

WU Ling, LIU Yu-Xin, LIU Shan-Jing, LU Gui-Ping, SONG Hui-Min, QU Bin* 

(Quality Inspection and Testing Center for Animal Products of Jiangsu, Nanjing 210036, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of p-acetaminobenzoic acid residues in eggs 

by liquid chromatography-mass spectrometry. Methods  The samples were extracted by acetonitrile, purified by 

pass-through cleanup and solid phase extraction with anion exchange, separated by liquid chromatography, 

qualitatively and quantitatively determined by quadrupole- orbitrap mass spectrometry, detected by parallel reaction 

monitoring mode, and quantified by external standard method. Results  The retention time of p-acetylamino-benzoic 

acid was 5.6 min, and showed a good linear relationship in the range of 2.5‒50 μg/kg. The precisions of intra-day and 

inter-day were less than 15%. The recoveries were 70%‒80% and the limit of quantitation was 2.5 μg/kg. Conclusion  

This method is fast, accurate and highly sensitive, which provides a fast and accurate technical means for monitoring 

the illegal use of isopropyl inosine and monitoring the residues in eggs. 
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0  引  言 

异丙肌苷(inosiplex), 是一种抗病毒药物 [1], 由肌苷

(inosine), 化学结构式见图 1, N、N-二甲氨基 -2-丙醇

(N,N-dimethylamino-2-propanol)结构式见图 2, 4-乙酰氨基

苯甲酸(p-acetylamino-benzoic acid, PAABA)结构式见图 3, 

按物质的量比 1:3:3 组成[2], 其应用范围包括病毒性疾病和

免疫缺陷疾病[3]。有报道, 将该产品与某些药物做成复方

制剂治疗病毒性疾病, 如与阿奇霉素、氟苯尼考等配合治

疗蓝耳病继发的呼吸道疾病, 与氟喹诺酮类复方用于治疗
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腹泻病毒继发的肠毒血症, 可以提高动物机体免疫功能 

等[4]。但是, 我国并未批准异丙肌苷用于动物保健与疾病

治疗[5]。同抗生素一样, 抗病毒药物的滥用, 会造成病毒株

的基因变异而耐药、抗药, 引发严重的公共卫生和社会问

题。因此, 加强异丙肌苷的检测监控, 对于保障食品安全

意义重大。 

 
 

 
 
 

图 1  肌苷的结构式 

Fig.1  Chemical structure of inosine 
 
 

 
 

图 2  N、N-二甲氨基-2-丙醇的结构式 

Fig.2  Chemical structure of N,N-dimethylamino-2-propanol 
 
 

 
 

图 3  4-乙酰氨基苯甲酸的结构式 

Fig.3  Chemical structure of p-acetylamino-benzoic acid 

 
异丙肌苷的组成中, 肌苷是内源性物质, 人体摄入肌

苷后对其体内血药浓度水平无明显影响[6‒7], 对于动物组

织和鸡蛋中的变化, 尚没有文献报道。N、N-二甲氨基-2-

丙醇和 PAABA 性质差异较大[8], 目前, 动物源性食品中

N、N-二甲氨基-2-丙醇和 PAABA 的检测尚没有文献报道, 

本 研 究 建 立 液 相 色 谱 - 质 谱 联 用 法 (liquid 

chromatography-mass spectrometry, LC-MS) 测定鸡蛋中

PAABA 残留的方法, 以 PAABA 作为异丙肌苷的残留标志

物, 以期为异丙肌苷的残留监控提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

Q-Extractive 液相色谱-高分辨质谱联用仪、X1R 离心

机(美国赛默飞公司); 固相萃取装置(美国默克公司); MS 

basic 涡旋仪、KS501 振荡器(德国一卡公司); N-EVAP112

氮吹仪(美国 Organomation 公司); 氮气发生器(中国金浪科

技有限公司)。 

甲醇、乙腈(色谱纯, 美国默克公司); 乙腈(分析纯, 

中国南京化学试剂厂); 甲酸(LC-MS 级, 美国费舍尔公司); 

无水硫酸钠(分析纯, 中国南京化学试剂有限公司); 固相

萃取柱(Oasis PRiME HLB, 60mg/3mL, 美国 Waters 公司); 

阴离子交换固相萃取柱(Oasis MAX, 60mg/3cc, 美国沃特

世公司); 实验用水为自制; 异丙肌苷(98%, 加拿大 TRC

公司)。 

空白鸡蛋购自江苏省兽用抗菌药使用减量化行动试

点企业南京禄口禽业发展有限公司, 并经确认养殖过程中

未使用包括异丙肌苷在内的抗病毒药物。 

1.2  溶液制备 

取异丙肌苷对照品适量, 精密称定, 用水-甲醇(1:1, 

V/V)溶解, 制成含 PAABA100 μg/mL 的标准储备液, 于

‒20 ℃冷藏保存;  

精密量取适量 PAABA 的标准储备液, 用水稀释制得

100 ng/mL 工作液。 

1.3  样品前处理 

取 16 枚新鲜鸡蛋(约 1 kg), 洗净去壳后用组织匀浆机

充分搅拌均匀[9], 称取此鸡蛋样品 2 g, 加入 10 mL 乙腈和

2 g 无水硫酸钠, 振荡提取 20 min, 高速低温离心, 取上清

液 2.5 mL, 转移至 PRiME HLB 固相萃取柱, 收集洗脱液, 

精密量取 1.0 mL 洗脱液至试管中, 加入 0.1 %氨水 5 mL, 

涡旋混匀, 待净化。 

MAX 固相萃取柱依次用甲醇、水活化, 将待净化液

全部转移至固相萃取柱并流干后, 依次用水、甲醇淋洗, 

5 %甲酸甲醇 3 mL 洗脱, 收集洗脱液, 在水浴中氮气流下

吹干, 0.5 mL 初始流动相复溶, 待测定。 

1.4  液相色谱-质谱条件 

1.4.1  色谱条件 

色谱柱 : 赛默飞 Hypersil aQ 柱 (2.1 mm×100 mm,     

1.8 μm)。流动相 A: 0.1%甲酸, 流动相 B: 乙腈, 梯度洗脱条

件见表 1。流速: 0.25 mL/min, 柱温: 30 ℃, 进样量: 25μL。 

1.4.2  质谱条件 

质 谱 分 析 采 用 平 行 反 应 监 测 (parallel reaction 

monitoring, PRM)模式[10‒11]。测试前使用 Thermo Pierce 正

离子校正液校正, 校正有效期维持在 5 d 内。质谱参数: 喷

雾电压: 4500 V, 雾化气: 45 L/h, 辅助气: 15 L/h, 离子传
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输温度: 350 ℃, 辅助加热温度: 500 ℃。分辨率: 17500 

FMWH@m/z 200, AGC target: 1×106, C-trap 最大注入时间: 

100 ms, 母离子分离窗口: 0.4m/z。目标物及其定量子离子

的精确质量数见表 2。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Procedure of gradient elution 

洗脱时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0 95 5 

0.5 95 5 

7 30 70 

7.2 95 5 

10 95 5 

 

1.5  方法学验证 

使用空白鸡蛋样品评价方法学参数。空白鸡蛋样品被

制备成一系列浓度的基质标准曲线评价方法的线性、范围

和定量限(limit of quantitation, LOQ), 通过向空白样品中

添加 1 倍、2 倍和 10 倍 LOQ 的 PAABA, 并平行测定多次, 

考察日内、日间精密度及回收率。 

2  结果与分析 

2.1  监测离子的选择 

对 PAABA 在正离子和负离子模式下扫描 , 监测

其分子离子峰 , 结果正离子模式下峰强度是负离子模

式下峰强度的 2 倍 , 故选择在正离子模式下检测

PAABA。  

PAABA 的子离子扫描质谱图见图 4, 图中 PAABA 主

要的碎片离子包括 m/z 162、m/z 138、m/z 136、m/z 94, 对

其裂解方式和离子组成进行归属, 见图 5, 选择信号最强

的 m/z 94 作为定量离子, 选择特征碎片离子 m/z 138、m/z 

136 作为辅助定性离子。 

 
表 2  4-乙酰氨基苯甲酸定性及定量离子信息 

Table 2  Qualitative and quantitative information of p-acetylamino-benzoic acid 

目标化合物 
母离子 子离子 

保留时间/min 碰撞能量/eV
组成 质荷比(m/z) 组成 精确质量数 

4-乙酰氨基苯甲酸 [M+H]+ 180 

C6H8N
+ 94.06513 

5.6 35 C7H8NO2
+ 138.05496 

C8H10NO+ 136.07569 

 

 

 
 

图 4  4-乙酰氨基苯甲酸的子离子扫描质谱图 

Fig.4  Daughter ion mass spectrum of PAABA 
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图 5  4-乙酰氨基苯甲酸的质谱裂解图 

Fig.5  Mass fragmentation attribution of PAABA 
 

 
 

2.2  前处理方法的选择 

鸡蛋样品含有大量的磷脂 , 根据实践经验 [12‒13], 

PRiME HLB 固相萃取柱具有高效去除磷脂的能力, 能够

去除绝大多数鸡蛋中的脂类干扰物, 但是残余的基质干

扰物在样品浓缩后会造成进样溶液浑浊, 影响色谱柱的

柱效和质谱的灵敏度、重现性。PAABA 具有羧酸基团, 可

以采用阴离子交换固相萃取柱净化的方式净化, 经比较, 

经 MAX 净化后的 PAABA 峰面积较未经净化的样品峰面

积大 20%, 并能降低基质效应的影响。 

2.3  方法学验证 

2.3.1  专属性 

空白鸡蛋的色谱图见图 6, 鸡蛋中阳性添加 (添加

量为 5.0μg/kg)色谱图见图 7。如图可见 , 空白鸡蛋样品

中不含干扰测定的物质 ; 阳性添加样品中 , PAABA 保

留时间为 5.6 min, 是死时间的 5 倍 , 保留合适且峰形

对称。  

2.3.2  标准曲线及线性范围 

精密量取 100 ng/mL PAABA 工作液适量, 添加到 2 g

空白鸡蛋中, 制得目标药物含量为 2.5、5.0、10、20、30、

40、50 μg/kg 的系列空白添加试样, 依次经 LC-MS 分析测

定, 分别以定量离子峰面积为纵坐标, 以化合物质量浓度

为横坐标 , 绘制标准曲线 , 回归方程 Y=134561X‒19144, 

相关系数 r2=0.9909, 可以看出 PAABA 在 2.5~50 μg/kg 范

围内, 有良好的线性关系。 

按照“样品前处理”项下建立的方法进行添加实验, 综

合考虑信噪比和重现性, 确定本方法研究的鸡蛋基质中, 

目标化合物的定量限为 2.5 μg/kg。 

2.3.3  精密度与回收率 

分别称量鸡蛋的空白样品 , 进行 PAABA 的 1 倍

LOQ、2 倍 LOQ 和 10 倍 LOQ 这 3 个浓度的加标回收实验, 

并且在每个浓度水平进行 5 次平行实验, 分别考察 3 d, 根

据检测结果计算回收率 , 并用相对标准偏差值 (relative 

standard deviation, RSD)评价日内和日间精密度, 鸡蛋中

PAABA 检测结果见表 3。 
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图 6  空白鸡蛋色谱图 

Fig.6  Selective ion chromatogram of blank egg 
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图 7  鸡蛋中阳性添加色谱图 

Fig.7  Selective ion chromatogram of spiked egg 

 
表 3  鸡蛋中 PAABA 检测的回收率和精密度(n=5) 

Table 3  Recoveries and precision of PAABA in egg(n=5) 

日内精密度(RSD)/% 日间精密度(RSD)/% 平均回收率/% 

2.5 μg/kg 5.0 μg/kg 25 μg/kg 2.5 μg/kg 5.0 μg/kg 25 μg/kg 2.5 μg/kg 5.0 μg/kg 25 μg/kg 

1.6 4.1 8.5 4.3 5.5 9.2 75.7 74.9 78.7 
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2.4  实际样品的测定 

对 55 个鸡蛋样品进行了筛选测试, 暂未检出 PAABA

残留。另外, 在检测 PAABA 的同时, 对肌苷也进行了定性

检测, 结果, 肌苷做为内源性物质[14‒15], 在鸡蛋中也存在。

对于内源性的肌苷检测, 及其异丙肌苷用药后对肌苷含量

的影响, 尚需要新的方法研究与开发。 

3  结  论 

本研究建立了鸡蛋中 PAABA 残留测定的方法, 方法

简便快速, 适用于作为异丙肌苷残留监控的标志物, 为异

丙肌苷使用的风险评估和风险预警提供了有效的技术手段, 

适合于残留筛选和日常监测。 
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