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超高效液相色谱-串联质谱法检测预包装畜禽肉 

制品中多种兽药残留 

刘  瑜 1*, 于  丽 1, 李晓东 1, 张  彤 1, 姜玲玲 1, 金  雁 1, 姜  莉 1, 李志远 2 

(1. 沈阳海关技术中心, 沈阳  110016; 2. 上海爱博才思分析仪器贸易有限公司, 北京  100015) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-串联质谱法检测预包装畜禽肉制品中 54 种兽药残留的方法。方法  样

品经甲酸乙腈提取, Oasis PRiME HLB固相萃取柱净化, 经BEH C18色谱柱分离, 以甲醇和 0.1％甲酸水溶液为

流动相进行梯度洗脱, 电喷雾正离子模式电离, 外标法定量。结果  54 种化合物在 0.5～50 ng/mL 范围内均呈

现良好的线性关系, 相关系数均大于 0.990, 检出限 0.03～3.51 μg/kg, 回收率为 61.4%～97.4%, 相对标准偏差

为 4.5%～13.3%。结论  本方法操作简便, 稳定性好, 适用于预包装畜禽肉制品中 54 种兽药残留的同时定性、

定量分析。 
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Determination of veterinary drug residues in prepackaged animal and 
poultry meat products by ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry 

LIU Yu1*, YU Li1, LI Xiao-Dong1, ZHANG Tong1, JIANG Ling-Ling1, JIN Yan1, JIANG Li1, LI Zhi-Yuan2 

(1. Shenyang Customs Technology Center, Shenyang 110016, China;  
2. Shanghai AB Sciex Analytical Instrument Trading Co., Ltd, Shanghai 100015, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 54 kinds of veterinary drug residues in 

prepackaged animal and poultry meat products by ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The samples were extracted by formic acid and acetonitrile, purified by 

Oasis PRiME HLB solid phase extraction column, separated with BEH C18 chromatographic column for gradient 

elution using methanol and 0.1% formic acid aqueous solution as mobile phase, ionized by electrospray positive ion 

mode, and quantified by external standard method. Results  The 54 compounds showed good linear relationships in 

the range of 0.5‒50 ng/mL, the correlation coefficients were all greater than 0.990, the limits of detection were 

0.03‒3.51 μg/kg, the recovery rates were 61.4%‒97.4%, and the relative standard deviations were 4.5%‒13.3%. 

Conclusion  The method is simple and stable, and suitable for the simultaneous qualitative and quantitative analysis 

of 54 kinds of veterinary drug residues in prepackaged animal and poultry meat products. 

KEY WORDS: prepackaged meat products; veterinary drug residues; ultra performance liquid chromate 

graphy-tandem mass spectrometry 
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1  引  言 

预包装畜禽肉制品是人们日常生活中最重要的消费

品之一。随着人们逐渐认识到食品安全与身体健康的重要

性, 对预包装畜禽肉制品质量安全也提出了更高的要求。

而出于治疗及预防的目的, 兽药被广泛应用于现代畜禽养

殖的一些环节中, 但是药物的不合理应用及不遵守正确的

休药期导致药物在动物体内滞留或蓄积, 并以残留的方式

进入人体, 危害人类健康[1,2]。有些不法分子甚至违法添加

激素、非法添加物等禁用药品, 长期食用对人体健康产生

严重影响,因此对预包装畜禽肉制品中兽药残留的检测具

有重要意义。 

在样品净化方面, 传统的固相萃取柱操作复杂, 且

大都针对某一两类化合物进行检测, Oasis PRiME HLB

固相萃取柱为通过型净化方式, 不需活化、平衡、洗脱

等步骤, 特别是针对脂肪、磷脂等物质具有很好的除杂

作用 , 因此特别适合肉制品的净化过程 , 并且适用于多

残留前处理过程 [3,4]。传统的液相色谱-串联质谱检测方

法 测 定 药 物 残 留 , 大 多 采 用 多 反 应 监 测 (multiple-r 

eaction monitoring, MRM)的扫描方式[5‒15], 即通过离子

丰度比和保留时间来定性 , 但仍可能出现假阳性结果 , 

鉴 于 此 本 研 究 采 用 多 反 应 监 测 - 信 息 依 赖 性 采 集

(information-dependent acquisition, IDA)-增强子离子扫

描(enhanced product ion scan, EPI)的扫描方式, 增加了

二级质谱图的比对方式, 从而进一步对化合物进行确证, 

并且结合数据库检索功能, 既可避免假阳性样品的检出, 

又可实现对样品中的 54 种化合物进行筛查和定量确证

分析, 为日常监测工作提供方法参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂   

ACQUITYTM 超高效液相色谱仪(美国 Waters 公司); 

AB Sciex Qtrap 5500 三重四极杆-线性加速离子阱复合质

谱(美国 AB公司); AE163电子分析天平(瑞士 Mettler公司); 

SK-1 快速混匀器(国华仪器制造有限公司); MG-2200 氮吹

仪(美国 EYELA 公司); Z36HK 高速离心机(德国 Hermle 公

司); Milli-Q 纯水机(美国 Millipore 公司)。 

甲酸、乙腈、甲醇(色谱纯美国 Sigma 公司); 标准品: 

群勃龙、地西泮、利巴韦林、磺胺脒、3-甲基喹恶啉、特

布他林、沙丁胺醇、甲硝唑、克球酚、磺胺嘧啶、磺胺噻

唑、地美硝唑、磺胺吡啶、替硝唑、林可霉素、沙拉沙星、

达氟沙星、诺氟沙星、氧氟沙星、磺胺二甲基嘧啶、环丙

沙星、培氟沙星、磺胺甲氧哒嗪、土霉素、四环素、金霉

素、强力霉素、奥硝唑、恩诺沙星、磺胺氯哒嗪、莱克多

巴胺、新诺明、磺胺异噁唑、双氟沙星、磺胺多辛、噻苯

达唑、奥芬达唑、磺胺间甲基嘧啶、磺胺苯吡唑、磺胺喹

恶啉、氟甲喹、甲苯咪唑、吉他霉素、去氢睾酮、阿苯达

唑、芬苯达唑、甲睾酮、醋酸氯地孕酮、丙酸睾酮、苯唑

西林、青霉素 G、氯唑西林、氨苄青霉素、头孢氨苄 54

种兽药(100 μg/mL, 天津阿尔塔科技有限公司)。 

Oasis PRiME HLB 固相萃取柱(200 mg, 6 mL)、C18 固

相萃取柱(500 mg, 6 mL)(美国 Waters 公司); 0.22 μm 滤膜

(尼龙材质, 北京迪马科技有限公司)。 

实际样品检测中, 样品来源为超市采购的预包装动

物源性食品, 如酱牛肉、猪肝、鸡肉、猪蹄、鸡肝等样品。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理 

准确称取样品 5.00 g(精确至 0.01 g)放置于 50 mL 萃

取管中, 加入 20 mL 1%的甲酸乙腈水溶液(80%乙腈, 20%

水), 于漩涡混合器上涡旋 3 min, 以 5000 r/min 离心 5min。

全部上清液过 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱净化, 收集全

部洗脱液 40 ℃条件下浓缩至干, 再加入 1.0 mL 20%的甲

醇水溶液溶解残渣, 过 0.22 μm 滤膜, 供液相色谱-串联质

谱仪检测。 

2.2.2  仪器条件 

(1)色谱条件 

色 谱 柱 : Waters Acquity UPLC BEH C18 柱       

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm); 柱温: 40 ℃; 进样体积: 5 μL; 

流速: 0.3 mL/min; 流动相: A 相为 0.1％甲酸水溶液, B 相

为甲醇, 梯度洗脱: 起始 B 相为 5％甲醇; 1～10 min, B 相

梯度变化到 40％; 10～15 min, B 相梯度变化为 95％; 15～

18 min, B 相维持 95％; 18～18.1 min, B 相梯度变化为 5％, 

保持 5min。 

(2)质谱条件 

电离方式: ESI+; 喷雾电压: 5500 V; 雾化气(gas 1)压

力: 50 psi; 气帘气(curtain gas)流量: 30 psi; 辅助加热气

(gas 2)流量: 60 psi; 离子源温度: 600 ℃; 碰撞室出口电压: 

11 V; 检测模式: MRM-IDA-EPI。所测定的 54 种药物的仪

器参数如见表 l。  

3  结果与分析 

3.1  前处理方法优化 

本方法为兼顾 54 种不同性质的药物, 在不经过净化

的条件下, 先考察了提取溶剂种类、提取溶剂比例等因素

对提取效果的影响, 发现用 20 mL 1%的甲酸乙腈水溶液

(80%乙腈, 20%水), 提取效果较好; 选用优化后的提取溶

剂, 比较了 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱、C18 固相萃取柱

净化方法, 发现经 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱净化后大

部分药物均获得了满意的回收率, 且能去除部分杂质干

扰。不同前处理方法回收率结果见表 2。 
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3.2  仪器条件的优化 

3.2.1 色谱条件的优化 

考察了甲醇—甲酸、甲醇—乙酸铵、乙腈—甲酸、乙

腈—乙酸铵作为流动相各化合物的分离情况, 结果表明各

化合物在甲醇—甲酸为流动相的条件下色谱峰响应值较高, 

峰型也较好, 因此最终选择甲醇—0.1%甲酸水溶液作为流

动相, 54 种兽药的色谱图见图 1。 

3.2.2  质谱条件的优化 

配制浓度为 0.5 μg/mL 的各化合物通过针泵进样, 找

到相应的母离子、子离子, 优化去簇电压、碰撞能量等质

谱参数, 建立 MRM 方法。对 54 种化合物标准品在不同碰

撞电压条件下分别进行 EPI 增强子离子扫描, 得到不同碰

撞电压下的各化合物标准品二级全扫描质谱图, 优化后的

质谱参数如表 1。 

3.3  分析方法的评价 

3.3.1  线性关系 

将 54 种药物混合标准溶液逐级稀释至 0.5、2.0、5.0、

20、50 ng/mL, 绘制标准曲线, 进行液相色谱质谱分析。结

果发现 54 种药物在 0.5～50 ng/mL 范围内呈现良好的线性

关系, 相关系数(r)均大于 0.990, 见表 3。 

3.3.2  方法的灵敏度和精确度  

依据信噪比 S/N=3 计算方法检出限, 54 种兽药的检出

限为 0.03～3.51 μg/kg, 见表 3。 

以空白酱牛肉为样品, 制备添加 1.0、5.0、10 μg/kg 3

个水平的 54 种药物混标, 制成模拟加标样品, 按上述实验

方法进行测定, 每个添加水平重复测定 5 个样品, 同时做

空白对照。所得到的样品中各待测药物的平均添加回收率

为 61.4%～97.4%, 相对标准偏差为 4.5%～13.3%, 见表 3。 

 

 
 

图 1  54 种兽药的色谱图 

Fig.1  Chromatograms of 54 kinds of veterinary drugs 
 

 

 
表 3  方法学验证数据 

Table 3  Methodology validation data 

化合物 
检出限 
/(μg/kg) 

平均回收率
/% 

相对标准偏差
/% 

相关系数 r 化合物 
检出限
/(μg/kg)

平均回收率
/% 

相对标准偏差/% 相关系数 r

群勃龙 2.14 89.7 7.6 0.997 奥硝唑 0.04 79.6 8.5 0.998 

地西泮 0.09 66.2 7.3 0.996 恩诺沙星 0.03 71.1 4.5 0.995 

利巴韦林 0.08 80.4 8.1 0.996 磺胺氯哒嗪 0.09 82.8 6.2 0.996 

磺胺脒 0.08 70.6 6.2 0.995 莱克多巴胺 0.03 67.5 8.9 0.994 

3-甲基喹恶啉 

-2-羧酸 
0.06 82.7 7.5 0.997 新诺明 0.21 73.6 7.1 0.998 

特布他林 0.06 82.3 9.2 0.994 磺胺异噁唑 0.16 81.7 6.6 0.998 

沙丁胺醇 0.03 80.8 10.6 0.993 双氟沙星 0.23 83.5 5.9 0.991 

甲硝唑 0.05 86.9 13.3 0.999 磺胺多辛 0.06 84.7 7.1 0.995 

克球酚 0.15 65.5 10.7 0.993 噻苯达唑 0.04 65.4 4.7 0.992 

磺胺嘧啶 0.10 62.5 6.6 0.994 奥芬达唑 0.07 88.9 8.3 0.991 
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续表 3 

化合物 
检出限 
/(μg/kg) 

平均回收率 
/% 

相对标准

偏差/% 
相关系数 r 化合物 

检出限
/(μg/kg)

平均回收率 
/% 

相对标准

偏差/% 
相关系数 r

磺胺噻唑 0.07 62.2 7.0 0.999 磺胺间甲基嘧啶 0.13 78.4 7.8 0.998 

地美硝唑 0.04 84.2 7.7 0.993 磺胺苯吡唑 0.07 78.5 6.9 0.996 

磺胺吡啶 0.07 67.1 8.8 0.998 磺胺喹恶啉 0.09 96.8 8.4 0.993 

替硝唑 0.04 83.8 12.4 0.996 氟甲喹 0.05 97.4 5.2 0.996 

林可霉素 0.03 70.7 10.3 0.995 甲苯咪唑 0.06 64.8 6.9 0.998 

沙拉沙星 0.20 85.5 11.9 0.994 吉他霉素 0.40 64.9 4.6 0.994 

达氟沙星 0.06 82.6 6.4 0.994 去氢睾酮 0.12 76.5 6.8 0.993 

诺氟沙星 0.18 64.6 5.0 0.993 阿苯达唑 0.10 85.1 9.0 0.993 

氧氟沙星 0.03 74.4 9.0 0.995 芬苯达唑 0.22 64.3 10.5 0.990 

磺胺二甲基嘧啶 0.03 77.6 7.3 0.997 甲睾酮 0.09 69.6 7.6 0.997 

环丙沙星 0.47 96.4 6.4 0.997 醋酸氯地孕酮 0.14 74.4 7.5 0.995 

培氟沙星 0.04 81.7 10.5 0.994 丙酸睾酮 0.10 76.8 8.6 0.996 

磺胺甲氧哒嗪 0.14 84.3 8.1 0.995 苯唑西林 2.69 61.5 8.9 0.997 

土霉素 0.16 95.4 8.5 0.994 青霉素 G 1.71 61.4 11.5 0.990 

四环素 0.12 78.9 4.7 0.998 氯唑西林 3.51 61.5 8.9 0.995 

金霉素 0.30 81.4 9.9 0.995 氨苄青霉素 0.20 67.8 7.8 0.996 

强力霉素 0.15 77.6 7.2 0.993 头孢氨苄 0.15 83.3 7.6 0.997 

 
3.4  实际样品检测 

对市售的 30 多种预包装畜禽肉制品中 54 种兽药进行

筛查检测, 在猪蹄中检出莱克多巴胺 5.2 μg/kg, 其余均未

检出。 

4  结  论 

采用 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱的前处理方法, 

对大多数药物的回收率较好, 因此可达到通量高效的效果, 

MRM-IDA-EPI 扫描模式的应用, 在未知样品的色谱图中, 

超过 IDA 阈值的色谱峰会自动进行增强子离子扫描, 从而

得到化合物的二级全扫质谱图, 与谱库中标准品的二级谱

图进行比对, 从而进一步对其进行确证分析, 可有效避免

假阳性样品的检出, 并可应用于其他动物源性样品中药物

残留检测, 很好的解决了复杂基质中兽药通量检测的技术

难题, 并可实现一针进样 54 种药物同时筛查、确证及定量

分析。从而降低检测成本, 极大的提高了检测效率, 为有

效控制畜禽产品质量提供技术支撑, 保障食品安全。 
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