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肉鸡中金刚烷胺残留测定及其残留代谢规律研究 

曾海英 1*, 王家磊 1, 刘志敏 1, 任召珍 2 

(1. 山东时进检测服务有限公司, 荣成  264309; 2. 威海海洋职业学院, 荣成  264300) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱测定肉鸡中金刚烷胺残留量的分析方法, 探究鸡肉和鸡肝中的残留代

谢规律。方法  样品用乙腈-乙酸-1%三氯乙酸(70:2:30, V:V:V)溶液提取, 固相萃取小柱净化后, 用液相色谱-

串联质谱仪进行测定, 利用金刚烷胺-D6 为内标定量。结果  金刚烷胺在 0~10 μg/kg 范围内线性良好, 相关系

数(r2)为 0.9995, 方法检测限为 1 μg/kg。在添加质量浓度 1~10 μg/kg 范围内回收率为 90.1%~95.7%, 相对标准

偏差为 1.17%~1.62%(n=6)。药物饲喂实验结果表明, 金刚烷胺在肉鸡中吸收快、分布广, 鸡肉中的残留明显

高于鸡肝中残留含量, 鸡肉更容易产生药物蓄积。在停药 13 d 后, 鸡肉中金刚烷胺仍有药物蓄积, 而鸡肝中的

金刚烷胺残留量为未检出。结论  该方法操作简单、灵敏度高、稳定性好, 适用于肉鸡中金刚烷胺残留的测

定, 揭示金刚烷胺在肉鸡中残留代谢规律。 
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Determination of amantadine residue in broilers and study on its  
residual metabolism 
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(1. Shandong Shijin Inspection Service Co., Ltd., Rongcheng 264309, China;  
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for determining amantadine residues in broilers by 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry, and explore the residual metabolism rules in chicken and chicken 

liver. Methods  The samples were extracted with acetonitrile-acetic acid-1% trichloroacetic acid (70:2:30, V:V:V) 

solution. After purification by a solid-phase extraction column, the samples were determined by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) using amantadine-D6 as the internal standard. Results  

The linearity was good over the range of 0‒10 μg/kg, the correlation coefficient (r2) was 0.9995, and the limit of 

detection of the method was 1 μg/kg. The recoveries were 90.1%‒95.7% and the relative standard deviations (RSDs) 

were 1.17%‒1.62% (n=6) within the range of 1–10 μg/kg. The results of drug feeding experiments showed that 

amantadine was quickly absorbed and widely distributed in broilers. The residue content in chicken was significantly 

higher than that in chicken liver, and chicken was more prone to drug accumulation. Drug accumulation of 

amantadine remained in the chicken 13 d after discontinuation and amantadine residues in the chicken liver were 

undetectable. Conclusion  This method has the advantages of simple operation, high sensitivity and good stability, 

and is suitable for the determination of amantadine residues in broilers to reveal the residual metabolism of 

amantadine in broilers. 
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0  引  言 

金刚烷胺, 又名三环癸胺, 是最早用于抑制流感病

毒的抗病毒药物, 主要用于治疗流感病毒 A 型感染性疾

病 [1]。目前还未曾在兽医临床上用于动物病毒的预防和

治疗, 未被批准用作禽畜。将人用抗病毒药物用于畜禽, 

不仅容易导致动物性食品中药物残留, 还会导致动物机

体产生免疫抑制和耐药性等问题, 甚至导致病毒发生变

异 , 影响动物疫病控制及人用病毒药物的有效性 [2]。近

年的流行病学调查表明, 我国流感病毒对金刚烷胺的耐

药性由 2000 年的 13.16%激增至 2012 年的 80.00%, 严重

威胁着人类健康和社会经济发展 [3‒4]。目前不少家禽养

殖户非法、违规使用金刚烷胺促使肉鸡快速生长, 获取

暴利。因此农业部在 2005 年发布第 560 号公告中, 明确

禁止在兽药领域生产和销售使用金刚烷胺 [5]。目前 , 金

刚烷胺的检测方法有酶联免疫吸附测定 (enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA)方法 [6‒7]、气相色谱法[8]、

液相色谱法[9]、液相色谱质谱法[10]等, 其中液相色谱-串

联质谱分析法灵敏度高、检测限低、准确性高, 在检测

中广泛应用。本研究采用液相色谱-串联质谱分析法测定

肉鸡组织中的金刚烷胺残留量, 并根据肉鸡中金刚烷胺

残留监测情况, 对肉鸡中金刚烷胺残留监控提供技术指

导和支持。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

ABSCIEX-5500 三重四极杆液相色谱质谱联用仪

(美国 AB 公司 ); Allegrax-22R 高速冷冻离心机 (德国

BECKMAN COULTER 公司); GM-200 刀式研磨仪(德国

莱 驰 公 司 ); ARA520 电 子 天 平 ( 美 国 奥 豪 斯 公 司 ); 

IKAT18 高速匀浆机 (广州仪科实验室技术有限公司 ); 

HSC-24A 氮气吹干仪 (天津恒奥科技发展有限公司 ); 

R-215,V-700 旋转蒸发仪(德国 BUCHI 公司); FE20 pH 计

(上海梅特勒 -托利多仪器有限公司 ); 固相萃取器 (天津

津腾实验设备有限公司); PCX 固相萃取小柱(天津博纳

艾杰尔)。 

乙腈、甲酸(色谱纯, 德国默克公司); 乙酸(分析纯, 

烟台市双双化工有限公司); 氨水(分析纯, 天津市富宇公

司); 三氯乙酸、乙酸铵(分析纯, 天津市瑞金特化学品有

限公司); 金刚烷胺-D6 标准品(纯度>98%)、盐酸金刚烷胺

(纯度 98.2%)(上海安谱科学仪器有限公司)。 

1.2  给药与采样 

选择体重约为 250 g 的肉鸡 45 只, 随机分为 2 组, 1

组 30 只, 2 组 15 只, 分笼饲养, 1 组 5 d 内各饲喂金刚烷

胺 3000 mg, 平均每只鸡摄入量为 100 mg; 2 组为空白对

照组。于饲喂结束第 1、3、7、9、13 d 分别处死, 取肝

脏、鸡肉(胸肉和腿肉), 分装标记冷冻后保存。 

1.3  样品前处理 

样品制备 : 切成小块后用研磨仪粉碎混匀供分析

用, 装于食品级塑料袋中, 一份留样, 另一份供测试用。

在样品制备过程中应注意试样不受到污染。 

样品提取: 称取 2 g 试样(精确至 0.01 g)于 50 mL 塑

料离心管中, 加入质量浓度为 0.11 mg/L 的金刚烷胺-D6

内标溶液 100 μL, 加 15 mL 乙腈 -乙酸 -1%三氯乙酸

(70:2:30, V:V:V)溶液, 高速匀浆 0.5~1 min, 冷冻离心机

离心 5 min(4 ℃以下, 15000 r/min), 重复提取 1 次。合并

上清液于 50 mL 容量瓶中, 用乙腈定容至刻度。 

净化: 准确移取 10 mL 上清液, 样品提取液加入已

用 3 mL 甲醇、3 mL 水活化过的 Cleanert PCX 阳离子交

换固相萃取柱中, 依次用 5 mL 2%的甲酸溶液(2 mL 甲

酸: 98 mL 水, V:V)和 5 mL 1%甲酸乙腈溶液(1 mL 甲酸: 

99 mL 乙腈, V:V)淋洗, 减压抽干, 再用 5 mL 5%氨化甲

醇(5 mL 氨水: 95 mL 甲醇, V:V)洗脱, 于 60 ℃下用氮气

吹干 , 用 0.1%甲酸水溶液+甲醇(20:80, V:V)溶解残渣 , 

涡旋混合(30 s), 经 0.22 μm 有机相微孔滤膜后, 供液相

色谱-质谱/质谱仪测定。 

1.4  仪器条件 

1.4.1  色谱条件 

色谱柱:  Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 反相色谱柱

(150 mm×4.5 mm, 3.5 μm); 流动相: A: 5 mmol/L 乙酸铵溶

液(含 0.2%甲酸), B: 乙腈; 流速: 0.3 mL/min; 柱温: 35 ℃。

具体条件参数见表 1。 

 
表 1  金刚烷胺的色谱条件参数 

Table 1  Chromatographic condition parameters of amantadine 

时间/min A/% B/% 

0 5 95 

2 5 95 

4 50 50 

6 50 50 

7 5 95 

10 5 95 
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1.4.2  质谱条件 

离子源 : 电喷雾离子源 ; 扫描模式 : 正离子扫描 ; 

检测方式: 多重反应监测(multiple response monitoring, 

MRM); 喷雾电压: 5500 V; 气帘气: 30 L/h; GS1/GS2: 

45/55; 离子源温度: 550 ℃; 进样量: 10 μL。金刚烷胺定

量定性离子条件如表 2。 

 
表 2  金刚烷胺、金刚烷胺-D6 的质谱参数 

Table 2  Mass spectrum parameters of amantadine and amantadine-D6 

化合物  定性离子  定量离子  采集时间/ms 锥孔电/V 碰撞能量/eV 

金刚烷胺  
152/135 

152/135 

100 5500 35 

152/93 100 5500 16 

金刚烷胺-D6 158/141 158/141 100 5500 35 

 
1.4.3  线性方程 

配制系列金刚烷胺工作液, 质量浓度为 0、0.5、1.0、

2.0、4.0、6.0、10 µg/L, 分别选定定量离子峰面积与内

标物的峰面比值对浓度绘制标准曲线 , 金刚烷胺在 0~ 

10 µg/L 的范围内成良好线性, r2>0.99。具体结果见表 3。 

 
 

表 3  方法的回归方程、相关系数及检出限 
Table 3  Regression equation, correlation coefficient and limit of 

detection of the method 

化合物  线性方程  相关系数(r2) 检测限/(μg/kg)

金刚烷胺  Y=0.176X+0.0052 0.9995 1 

 

 

2  结果与分析 

2.1  提取溶剂的选择 

由化学结构可知, 金刚烷胺有高度稳定性, 略溶于

水 , 有良好的亲油性 , 使得它在众多的有机溶剂中有较

好的溶解性[11], 如二氯甲烷、二氯乙烷、乙醇、氯仿等

有机溶剂。修虹等 [12]采用水提取胶囊中的金刚烷胺, 裴

璐等 [13]选择用乙腈-水(7:3, V:V)来提取片剂中的金刚烷

胺。中华人民共和国出入境检验检疫行业标准选择使用

三氯乙酸溶液 -乙腈 (9:1, V:V; 三氯乙酸质量浓度为   

20 g/L)进行提取[14], 结合文献的提取方法与仪器公司给

予的技术参考 , 并考虑氯仿的毒性较大 , 分别考察了

水、乙腈、乙醇、异丙醇、5%氨水甲醇:异丙醇(4:1, V:V)、

三氯乙酸溶液 -乙腈 (9:1, V:V; 三氯乙酸质量浓度为   

20 g/L)、乙腈-乙酸-1%三氯乙酸(70:2:30, V:V:V)溶液提

取, 提取效果见图 1。最后发现乙腈-乙酸-1%三氯乙酸

(70:2:30, V:V:V)溶液做为提取液时效果最好 , 响应值最

高, 基质干扰较少, 蛋白沉淀效果较好。因此选择乙腈-

乙酸-1%三氯乙酸(70:2:30, V:V:V)溶液做提取溶剂。 

 
 

图 1  提取剂提取效果图  

Fig.1  Extraction effect of extractants 
 

2.2  固相萃取小柱的选择 

金刚烷胺处理采用的萃取柱有 C18
[15]、PSA [16]、

PCX[17]柱等。本研究分别使用了 C18、PSA 和 PCX 柱。

取不同浓度的标准品 1 mL 分别加入到 3 种固相萃取柱

中, 结果见图 2, 通过测试 PCX 回收效果最好, 因此选

择 PCX 为净化柱。 

 
 

 
 

图 2  不同固相萃取柱对金刚烷胺回收率的影响  

Fig.2  Effect of different SPE columns on recovery of 
amantadine 

 

2.3  质谱条件的优化 

研究表明 , 金刚烷胺在正离子模式下得到较好的
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的分子离子峰 [M+H]+, 采用正离子模式进行质谱条件

优化。取 0.1 mg/L 的标准溶液直接进质谱, 正离子模式

下调试离子源的喷雾电压, 看化合物 Q1 离子图的响应, 

发现 5500 V 时 Q1 响应值最高, 因此选定喷雾电压为

5500 V, 根据化合物的响应选取合适的气流量; 在 Q3 模

式下选择响应高、稳定性好的两个离子 135、93; 在 MRM

模式下 , 选择合适的碰撞能量 , 由此确定质谱条件 , 质

谱条件详见表 2。 

2.4  回收率实验 

取阴性鸡肉样品 , 分别加入标准品 , 添加 1、4、  

10 μg/kg 3 个浓度, 每个浓度 6 个平行样品, 回收率及相

对标准偏差见表 4。 

 
表 4  不同浓度金刚烷胺的回收率及相对标准偏差 

Table 4  Recovery and relative standard deviation of amantadine 
at different concentrations 

1 μg/kg 4 μg/kg 10 μg/kg 

回收率% RSD% 回收率% RSD% 回收率% RSD%

90.1~94.2 1.62 92.6~95.1 1.53 94.8~95.7 1.17

 

2.5  鸡肉和鸡肝中金刚烷胺残留规律 

金刚烷胺在肉鸡体内的残留及消减结果在对照组

(2 组)鸡肉和鸡肝脏中未检测到金刚烷胺。1 组实验鸡中, 

金刚烷胺在肝脏、鸡肉中的残留量在停药第 2 d 达到峰

值, 肝脏残留浓度为 5600 μg/kg、鸡肉为 1500 μg/kg。

随着停药天数的增加各组织残留浓度迅速下降, 至停药

13 d 后, 肝脏内金刚烷胺残留量未检出。金刚烷胺的平

均每天消减速率肝脏要快于鸡肉 , 分别为 621.9、    

115 μg/kg, 见表 5。 

 
表 5  金刚烷胺代谢情况 

Table 5  Metabolism of amantadine 

项目 停药天数/d 肝脏残留/(μg/kg) 鸡肉残留/(μg/kg)

金刚

烷胺 

1 5602.3 1507.6 

3 186 200 

7 12.6 31.3 

9 5.2 15.2 

13 未检出 12.5 

 

2.6  鸡肉和鸡肝中金刚烷胺残留分析 

金刚烷胺口服后极易被吸收, 口服 1~4 h 后血浆浓

度达到高峰 , 生物利用率为 90%~100%, 药物半衰期为

5~20 h[18]。金刚烷胺在肉鸡不同组织中的残留检测结果

显示 , 组织中的残留浓度有一定差异性 , 投药初期鸡肝

中浓度明显高于鸡肉, 金刚烷胺在肝脏中的代谢速率明

显高于肌肉组织, 停药 3 d 时肌肉和肝脏的含量基本持

平, 停药 13 d 后, 肝脏中残留量为未检出。 

3  结论与讨论 

由于金刚烷胺类抗病毒药物的长期、大剂量使用容

易导致流感病毒产生耐药性 , 诱导产生新的变异类型 , 

严重影响人类健康和畜牧业的发展[19]。严格控制畜禽养

殖中金刚烷胺类药物的使用尤为必要。建立以乙腈-乙酸

-1%三氯乙酸(70:2:30, V:V:V)为提取液, 经 PCX 小柱净

化后 , 采用电喷雾离子化和多反应检测方式采集 , 采用

内标法定量的测定方法 , 方法准确度高、检测线低 , 符

合残留检测的要求。通过对肉鸡中金刚烷胺投药饲养残

留分析发现 , 肌肉中药物残留时间更长 , 为肉鸡中金刚

烷胺的监管提供依据。 
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