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QuEChERS结合超高效液相色谱-串联质谱法测定
牛奶中莫昔克丁残留 

徐  峰 1,2, 于佳勇 3, 吴银良 1* 

(1. 宁波市农产品质量检测中心, 宁波  315040; 2. 宁波大学海洋学院, 宁波  315040; 

3. 通标标准技术服务有限公司宁波分公司, 宁波  315040) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC‒MS/MS)检测莫昔克丁在牛奶中残留的分析方法。方法  采用 1%乙酸乙腈振荡提取, 离

心后取上清液加乙二胺-N-丙基硅烷吸附剂[N‒(n‒Propyl)ethylenediamine, PSA]和十八烷基键合硅胶(C18)混合

净化, 上清液氮气吹干后用 50%乙腈水溶液定容后供 LC-MS/MS 测定。结果  在 0.0005~0.20 mg/L 浓度范围

内线性良好 , 相关系数为 0.9993。莫昔克丁在牛奶中的添加水平为 0.002~0.20 mg/kg, 平均回收率为

75.0%~82.6%, 相对标准偏差为 3.6%~4.8%。结论  本方法快速、灵敏度高, 适用于牛奶中莫昔克丁的检测。 
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Determination of moxidectin in milk by QuEChERS-ultra performance 
liquid chromatography tandem mass spectrometry 

XU Feng1,2, YU Jia-Yong3, WU Yin-Liang1* 

[1. Ningbo Agricultural Products Quality Detect Center, Ningbo 315040, China; 2. School of Marine Sciences, Ningbo 
University, Ningbo 315040, China; 3. SGS-CSTC Standards Technical Services (Ningbo) Co., Ltd., Ningbo 315040, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of moxidectin residues in milk by ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The moxidectin was 

extracted by oscillation with 1% acetic acid acetonitrile, after centrifugation, the liquid supernatant purified by 

N‒(n‒Propyl) ethylenesilane (PSA) and C18 absorbent, the supernatant was dried with nitrogen and dissolved with 

50% acetonitrile aqueous solution. Finally, it was determined by UPLC-MS/MS. Results  The linearity was good in 

the concentration range of 0.0005~0.20 mg/L, and the correlation coefficient (r) was 0.9993. The average recoveries 

was 75.0%‒82.6%, and the relative standard deviations was 3.6%~4.8%, when the addition levels of moxidectin were 

0.002‒0.20 mg/kg in milk. Conclusion  This method is fast, sensitive and is suitable for the detection of moxidectin 

in milk. 
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0  引  言 

莫昔克丁(moxidectin)又称莫西菌素, 属于第 3 代米尔

贝霉素类抗寄生虫药物(milbemycin)[1-2]。由链霉素发酵产生

尼莫克汀(namadectin), 对尼莫克汀的 C23 位进行肟醚基取

代, C13 位缺一个二糖基, C25 位替换其他取代基, 一系列化

学修饰后合成莫昔克丁[3]。特殊的化学修饰, 与其他阿维菌

素类药物相比, 莫昔克丁的驱虫活性更高, 安全性更好, 且

杀虫效用更长, 在兽医临床中常用于牛[4]、猪、羊[5]、野牛、

鹿等动物对抗线虫和体表寄生虫[6]。毒理学研究表明, 莫昔

克丁的高亲脂性, 使莫昔克丁在动物脂肪中浓度极高, 药物

在乳汁中出现的时间只需 3.66 d, 比伊维菌素快 6 倍, 同时, 

乳汁中的最高浓度是血浆中的 3~4 倍[7‒8]。长期饮用含有莫

昔克丁的牛奶 , 对人体带来一定的危害。我国 GB 

31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽药最大残留限

量》[9]中规定莫昔克丁在牛奶中的最高残留限量为 40 µg/kg, 

美国和欧盟的残留限量也均为 40 µg/kg[10‒11]。 

目前, 我国对于莫昔克丁的残留检测方法主要有酶联

免疫法[12]、液相色谱法[13‒14]和液相色谱-质谱联用法[15‒19], 

基质均为动物性组织, 如刘永涛等[17]建立的 QuEChERS 结

合高效液相色谱-串联质谱法测定水产品基质中莫昔克丁的

药物残留; 潘新明等[19]建立的液相色谱串联质谱法检测动

物源性食品中莫昔克丁的残留, 检出限为 5 µg/kg; IOULIA

等[1]建立了鱼组织中阿维菌素和米尔贝霉素的液相色谱质

谱联用法。牛奶基质中阿维菌素类药物的检测方法报道较少, 

国家标准也未制定牛奶中莫昔克丁的检测方法, DURDEN[15]

比较了牛奶中正负离子模式下的 7 种阿维菌素类药物响应, 

尹辉等[20]建立了牛奶基质中液相色谱-三重四极杆/线性离

子阱符合质谱分析方法, 但现有方法中, 前处理相对较为烦

琐, 处理时间长, 大多使用 SPE 小柱来进行富集和净化。随

着莫昔克丁应用范围越来越广, 使用时间的延长, 剂量的增

加, 耐药性的出现不容忽视[21]。因此, 急需建立一种快速、

高灵敏度的莫昔克丁在牛奶基质中的检测方法。本研究采用

QuEChERS 的前处理方法, 超高效液相色谱-串联质谱法

(ultra performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, UPLC-MS/MS)定量, 快速、准确、灵敏度高, 为

实际样品的检测提供技术支持, 为制定国家标准提供相关

依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

XevoTM TQ-S 超高相液相色谱-串联三重四级杆质谱

仪(美国 Waters 公司); KS4000ic 恒温振荡器、GENIUS3 旋

涡混合器(德国 IKA 公司); Sigma 3K15 高速离心机(德国

Sigma 公司 ); XPE205 电子天平 (梅特勒 -托利多公司 ); 

N-EVAP-112 氮吹仪(美国 Organomation 公司); Milli-Q超纯

水(美国 Millipore 公司)。 

莫昔克丁(92.42%, 德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公司); 

乙腈(色谱纯, 德国默克公司); 甲酸、乙酸(色谱纯, 上海阿

拉丁公司); 乙二胺-N-丙基硅烷(PSA)填料(40~63 µm)、十

八烷基键合硅胶(C18)(50 µm)(上海安谱实验科技股份有限

公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  标准溶液的配制 

准确称取莫昔克丁标准物质 10 mg(精确至 0.0001 g), 

用乙腈溶解并定容至 100 mL, 配制质量浓度为 100 mg/L

的标准储备液, ‒20 ℃保存, 备用。 

准确移取 1 mL 莫昔克丁标准储备液, 用乙腈稀释至

10 mL, 配制质量浓度为 10 mg/L 的标准中间液, ‒4 ℃保存, 

备用。 

准确移取 1 mL 莫昔克丁标准中间液, 加入 4 mL 乙腈, 

再用纯水稀释至 10 mL, 配制质量浓度为 1 mg/L 的标准工

作液, 用 50%乙腈水溶液梯度稀释, 配制质量浓度为 0.2、

0.1、0.01、0.001、0.0005 mg/L 系列标准工作液。 

分别吸取 1 mL 系列标准工作液, 加入到牛奶空白样

品经提取、净化和吹干后的残余物中, 充分涡旋溶解, 配

制质量浓度为 0.2、0.1、0.01、0.001、0.0005 mg/L 系列基

质匹配标准工作液。 

1.2.2  样品前处理 

准确称取牛奶样品 2.00 g(精确至 0.01 g)置于 50 mL

离心管中, 加入 8.0 mL 色谱纯乙腈, 以 350 r/min振荡提取

10 min 后, 9500 r/min 离心 3 min, 吸取 4.0 mL 上清液于装

有 150 mg PSA 和 150 mg C18 的 10 mL 塑料离心管中, 漩

涡 1 min 后 9500 r/min 离心 3 min。吸取 2.0 mL 上清液氮

气吹干后用 50%乙腈水溶液定容至 1 mL 混合均匀, 过 

0.22 μm 滤膜后供超高效液相色谱串联质谱仪测定。 

1.2.3  仪器条件 

(1)液相色谱条件 

采用色谱柱 Acquity UPLC BEH C18 (2.1 mm×50 mm, 

1.7 µm), 柱温 35 ℃; 样品室温度: 15 ℃; 流动相 A为 0.1%

甲酸溶液, 流动相 B 为 0.1%甲酸乙腈溶液, 按表 1 的梯度

洗脱条件进行分离, 进样量为 5 μL。 
 

表 1  流动相及流速 
Table 1  The mobile phase and the flow rate 

时间/min 流速/(mL/min) A/% B/% 

0.00 0.300 25 75 

1.00 0.300 25 75 

3.00 0.300 5 95 

4.50 0.300 5 95 

4.60 0.300 25 75 

6.00 0.300 25 75 
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(2)质谱条件 

离子源 : 电喷雾离子源 ; 扫描方式 : 正离子扫描

[electron spray ionization, ESI(+)]; 检测方式: 多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM), 具体参数见表 2; 电

离电压 : 4.0 kV; 雾化气流速 : 1000 L/h; 锥孔气流速 :   

150 L/h; 源温: 150 ℃; 雾化温度: 500 ℃。 

1.2.4  添加回收实验 

利用添加回收实验来衡量分析方法的准确度和精密

度, 牛奶空白样品中添加莫昔克丁标准溶液, 添加浓度分

别为 0.002、0.020、0.20 mg/kg, 每个浓度重复 5 次。 

1.2.5  残留量计算方式 

采用外标法计算残留量。计算公式见式(1):  

           

1 3 4 1

2 5( )

ρ V V V A
w

m V V V A

   


                   
(1)

 
式中 w: 样品中待测物的残留量, mg/kg; 

ρ: 标样中待测物的浓度, mg/L; 

V1: 前处理方法中总提取液体积, mL; 

V2: 前处理方法中分取体积, mL; 

V3: 前处理方法中定容体积, mL; 

V4: 样品进样体积, mL; 

V5: 标样进样体积, mL; 

A1: 样品中待测物的峰面积;  

m: 样品称取的质量, g;  

A: 标样中待测物的峰面积。 

2  结果与分析 

2.1  质谱条件的优化 

莫昔克丁属于兽医临床允许使用、有限量的药物 , 

确证该物质至少需要 3 个识别点 (identification point, 

IP)。因此, 根据莫昔克丁的分子结构中含有 N 原子, 考

虑[M+H]+模式, 在电喷雾正离子模式下, 通过对 5 mg/L

的莫昔克丁标准溶液做全扫描, 确定母离子(1 个 IP), 再

进行二级质谱扫描 , 通过改变碰撞电压 , 选取响应较高

且稳定的 2 个离子(3 个 IP)作为子离子, 再次对选取的离

子对进行锥孔电压和碰撞电压的优化, 最终的质谱参数

见表 2。 

2.2  色谱条件的优化 

为了形成更稳定的[M+H]+加合离子, 获得更好的峰

形和灵敏度 , 比较了乙腈‒0.1%甲酸和 0.1%甲酸乙腈

‒0.1%甲酸 2 种流动相体系, 结果显示同时在有机相和水

相中加入甲酸, 峰形更好。确定 0.1%甲酸乙腈‒0.1%甲酸

溶液作为流动相, 初始比例为 75:25(V:V), 流动相流速为

0.3 mL/min。 

莫昔克丁属于弱极性化合物, 考虑使用常用 Acquity 

UPLC BEH C18柱(2.1 mm×100 mm, 1.7 µm), 通过 0.05 mg/L

的莫昔克丁标准溶液上机, 目标峰保留时间为 4.29 min, 靠

后出峰, 峰形稍有拖尾。将 C18 柱的长度换成 50 mm, 其他

参数不变, 目标物保留时间为 2.29 min, 且拖尾改善, 故选

择Acquity UPLC BEH C18柱(2.1 mm×50 mm, 1.7 µm)作为色

谱柱。 

2.3  方法前处理的优化 

2.3.1  提取剂的选择 

本研究比较乙腈、1%乙酸乙腈和 1%氨化乙腈 3 种不

同的提取剂。在牛奶空白样品中添加 100 µL 浓度为 1 mg/L

的标准工作液, 分别加入不同的提取剂 8 mL, 振荡提取离

心后, 取上清液 0.5 mL, 加入 0.5 mL 纯水, 上机计算回收

率, 用同浓度基质标准工作液校正定量。由于牛奶中含有

蛋白质和脂肪, 加入 1%氨化乙腈时, 牛奶提取液沉淀成一

团, 加入乙腈和 1%乙酸乙腈时, 牛奶提取液均出现沉淀颗

粒物。回收率结果显示 , 1%氨化乙腈的回收率只有

40%~50%, 乙腈的回收率在 70%~86%之间, 1%乙酸乙腈

作为提取剂时, 回收率在 85%~90%之间, 故选择乙酸乙

腈。同时比较了 0.1%乙酸乙腈、1%乙酸乙腈和 2%乙酸乙

腈 3 种不同酸度的提取剂, 结果表明 1%乙酸乙腈条件下, 

回收率较其他 2 种酸度提取剂更好, 因此, 最终确定 1%乙

酸乙腈作为本研究的提取溶剂。 

本研究在确定提取剂的前提下, 对提取剂的使用量

进行了研究。在牛奶空白样品中添加 100 µL 浓度为 1 mg/L

的标准工作液, 分别加入 6、8 和 10 mL 的提取剂, 进行相

同的前处理操作, 计算回收率。结果表明提取剂使用量为

8 mL和 10 mL时, 回收率在 85%~96%之间, 本着对环境友

好的要求, 选择提取剂使用量为 8 mL。 

 

 
表 2  质谱分析参数 

Table 2  MS/MS parameters 

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 驻留时间/s 锥孔电压/V 碰撞电压/eV 

莫昔克丁 640.4 

498.2 0.150 42 10 

528.4* 0.150 42 8 

注: *为定量离子。 
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2.3.2  净化剂的选择 

残留检测过程中, 常使用 SPE 小柱和分散固相萃取

法净化杂质, 由于 SPE 小柱净化过程溶剂使用量大、耗时, 

因此本研究采用分散固相萃取法。在牛奶空白提取液中添

加 100 µL 浓度为 1 mg/L 的标准工作液, 用不同的 PSA 和

C18 的量净化, 用对应基质标准溶液校正, 计算回收率, 同

时计算对应的基质效应(斜率比=基质标准曲线斜率/纯溶

剂标准曲线斜率)来反映净化效果。结果表明, 单独使用

PSA 时, 改变 PSA 的使用量, 净化效果变化不明显(图 1a), 

在 PSA 的基础上, 1:1 加入 C18, 由于 C18 能吸附油脂, 起到

很好的净化作用, 图 1b 表明当 PSA+C18(150 mg+150 mg)

时, 净化效果最好, 满足检测条件。 

2.4  线性关系和定量限 

将 1.2.1 节配制的基质标准工作液进样分析, 以莫昔

克丁质量浓度(X, mg/L)为横坐标, 峰面积为纵坐标绘制溶

剂标准工作曲线。结果表明 , 莫昔克丁在质量浓度为

0.0005~0.2 mg/L 范围内线性相关 , 见表 3。测定添加     

2 µg/kg 莫昔克丁的空白样品, 用外标法计算定量限(≥10

倍信噪比计算), 结果表明信噪比大于 10, 莫昔克丁的定量

限为 2 µg/kg, 满足检测的要求。 

2.5  基质效应 

将 1.2.1 节配制的标准工作液进样分析, 以莫昔克丁

质量浓度(X, mg/L)为横坐标, 峰面积为纵坐标(Y)绘制溶剂

标准工作曲线 , 得出莫昔克丁纯溶剂线性回归方程为

Y=960061X+2627, 相关系数 r 为 0.9973。 

考察基质效应的公式为基质效应=基质匹配标准曲

线斜率/纯溶剂标准曲线斜率。大于 1 和小于 1 分别代表

基质增强和基质抑制作用。结果表明莫昔克丁在牛奶中

的基质效应为 0.87, 基质效应的容许范围为 0.8~1.2, 符

合检测要求[22]。 

2.6  回收率和精密度 

添加回收实验结果显示(表 4): 莫昔克丁在牛奶中的

添 加 浓 度 为 0.002~0.20 mg/kg, 平 均 回 收 率 在

75.0%~82.6%之间, 相对标准偏差最大值为 4.8%。根据欧

盟 2002/657/EC, 对兽药残留检测方法不同添加浓度的回

收率原则要求, 本方法的回收率范围符合欧盟要求[23]。图

2为莫昔克丁在牛奶中添加浓度为 0.002 mg/kg时的色谱图, 

基质空白色谱图表明空白样品无干扰。 

 

 
 

图 1  不同 PSA 净化量(a)和不同 PSA-C18(1:1) (b)净化量对莫昔克丁在牛奶中回收率的影响和对应的基质效应 

Fig.1  Effect of different amounts of PSA (a) and PSA-C18 (1:1) (b) on the recovery of moxidectin in milk and the corresponding matrix effects 

 
表 3  莫昔克丁的线性回归方程、相关系数、线性范围和定量限 

Table 3  Equations of linear regression, correlation coefficients (r), linear ranges and limits of quantification (LOQs) of moxidectin 

分析物 线性范围/(mg/L) 线性方程 相关系数(r) 定量限/(µg/kg) 

莫昔克丁 0.0005~0.20 Y=837601X+1467 0.9993 2.0 

 
 

表 4  莫昔克丁在牛奶中的添加回收率(n=5) 
Table 4  Recoveries of moxidectin in milk at three levels (n=5) 

分析物 添加水平/(mg/kg) 
牛奶 

平均回收率/% 相对标准偏差 RSD/% 

莫昔克丁 

0.002 75.0 4.8 

0.020 81.8 3.8 

0.20 82.6 3.6 
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注: a: 牛奶空白样品; b: 基质匹配标准溶液; c: 0.002 mg/kg 添加样品。 

图 2  莫昔克丁色谱图 

Fig.2  The chromatograms of moxidectin 
 

3  结论与讨论 

本研究建立了 QuEChERS 前处理方法结合超高效液

相色谱-串联质谱法测定牛奶中莫昔克丁残留的分析方法。

采用 1%乙酸乙腈振荡提取, 离心后取上清液加 PSA 和 C18

混合净化, 吸取 2 mL 上清液氮气吹干后用 50%乙腈水溶

液定容后供 LC-MS/MS 测定。通过对前处理条件的优化, 

减少了有机溶剂的使用量, 节约了时间成本, 提高了检测

方法的灵敏度, 且该方法重现性好, 为实际检测工作提供

了技术支持。 
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