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高效液相色谱-高分辨质谱法快速测定猪肉中的 

阿托品和普鲁卡因残留 

尹原妍*, 曲  斌, 刘雨昕, 陆桂萍, 刘善菁, 宋慧敏 

(江苏省畜产品质量检验测试中心, 南京  210036) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-高分辨质谱法测定猪肉中阿托品和普鲁卡因残留的分析方法。方法  样品

经乙腈提取, 采用通过式吸附净化柱净化, 高效液相色谱 C18 柱分离化合物, 高分辨质谱分析测定, 平行反应

监测模式定量检测, 外标法定量。结果  阿托品和普鲁卡因保留时间分别为 5 和 4 min, 在 0.1~5.0 μg/kg 之间

线性关系良好, 批内、批间精密度均小于 20%, 回收率稳定在 85%~105%之间, 定量限为 0.1 μg/kg。结论  该

方法灵敏、快速、准确度高, 可用于监测猪肉中 2 种药物残留, 可为畜产品质量安全保障提供高效的技术支撑。 
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Rapid determination of atropine and procaine residues in pork by high 
performance liquid chromatography-high resolution  

mass spectrometry 

YIN Yuan-Yan*, QU Bin, LIU Yu-Xin, LU Gui-Ping, LIU Shan-Jing, SONG Hui-Min 

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

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for determination of atropine and procaine residues in 

pork by high performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometry. Methods  The samples were 

extracted with acetonitrile, purified by a mobile adsorption purification column, and the compounds were separated 

on a high performance liquid chromatography C18 column, analyzed and determined by high-resolution mass 

spectrometry, detected quantitatively in parallel reaction monitoring mode, and quantified by external standard 

method. Results  The retention times of atropine and procaine were 5 and 4 min, respectively. The linear 

relationships were good within the range of 0.1-5.0 μg/kg. The intra-assay and inter-assay precision were less than 

20%, the recoveries were stable within the range of 85%-105%, and the limits of quantification were 0.1 μg/kg. 

Conclusion  This method is sensitive, rapid and accurate, and can be used to monitor the residues of 2 kinds of 

drugs in pork, which can provide efficient technical support for the quality and safety assurance of livestock products. 

KEY WORDS: atropine; procaine; pork; residues; high performance liquid chromatography-high resolution mass 

spectrometry 
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0  引  言 

阿托品(atropine, ATP)是从茄科植物中分离提取的一

种生物碱类化合物, 因具有解除平滑肌痉挛、抑制腺体分

泌等药理作用, 在兽医临床上, 作为阻断 M 胆碱受体的抗

胆碱药物使用, 主要用于解除消化道平滑肌痉挛、分泌增

多和麻醉前给药等, 也用于有机磷酸酯类药物中毒和拮抗

胆碱神经兴奋症状[1]。普鲁卡因(procaine, PRC), 是一种常

用局部麻醉药, 主要用于浸润麻醉、传导麻醉、硬膜外麻

醉和封闭疗法[2]。 

近几年来, 少数不法分子为谋求经济利益最大化, 在

动物屠宰前违规向动物体内大量注射阿托品和普鲁卡因, 

利用阿托品抑制腺体分泌的药理学作用, 在短时间内引起

动物口渴而主动大量饮水, 利用普鲁卡因麻醉的功效缓解

动物的疼痛感, 最终达到增加动物体重、提高销售额的目

的[3]。然而, 阿托品是一种有毒的生物碱类化合物, 违规用

药会导致阿托品在动物体内残留, 食用含有阿托品残留的

动物性食品中毒后, 人会出现瞳孔扩大、神志模糊、狂躁

不安、抽搐、昏迷等症状, 对消费者身体健康和生命安全

造成威胁。近些年, 时有发生阿托品类生物碱中毒事件, 

多见于人们食用了含有阿托品残留的动物源性食品[4‒7]。 

GB 31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽药最

大残留限量》规定, 阿托品和普鲁卡因允许用于食品动物, 

但未制定残留限量。因此, 规范二者的使用, 建立健全相

关的残留监控机制对保障食品安全意义十分重大, 同时建

立动物源性食品中二者的检验检测方法并用于食品安全监

管监测, 也十分必要。 

目前, 用于检测动物源性食品中阿托品和普鲁卡因

残留量的方法[8]主要有高效液相色谱法(high performance 

liquid chromatography, HPLC)[9‒10]、气相色谱-质谱法(gas 

chromatography-mass spectrometry, GC-MS)[11]和液相色谱-

串联质谱法 (liquid chromatography-tandem mass spectro 

metry, LC-MS)[12‒17]。本研究基于高效液相色谱-高分辨质

谱 法 (high performance liquid chromatography-high 

resolution mass spectrometry, HPLC-HRMS)的高灵敏度和

高选择性[18], 建立了猪肉中阿托品和普鲁卡因的测定方法, 

并用于实际样品的测试, 以期为畜产品质量安全监管提供

有效的技术手段支撑。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

QE 液相色谱-高分辨质谱联用仪(美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司); Sigma 3K30 离心机(德国西格玛公司); MS8

涡旋仪、KS 振荡器(德国 IKA 公司); VISIPREP 24TM DL 固

相萃取前处理装置(美国色谱科公司); MV5 高通量平行浓缩

仪(美国莱伯泰科公司); LINKBLOW 氮气发生器(上海金浦

科技有限公司)。 

乙腈(分析纯, 德国 Merck 公司); 乙腈(色谱纯, 南京

化学试剂厂有限公司); 甲酸(分析纯, 美国 Fisher 公司); 

通过式吸附净化柱(EMR-lipid, 60 mg/3 mL, 美国安捷伦公

司); 实验用水为实验室内自制。 

标准物质: 阿托品(纯度 99.5%)、盐酸普鲁卡因(纯度

99.8%)(英国 LGC 公司)。 

1.2  样品来源 

猪肉样品均来源于江苏省畜产品质量检验测试中心。 

1.3  溶液配制 

取阿托品和盐酸普鲁卡因对照品各约 10 mg, 精密称

定, 用甲醇:水(50:50, V:V)溶解, 制成 100 μg/mL 的标准储

备液, 于‒20 ℃保存。 

精密量取阿托品和普鲁卡因储备液各适量, 经甲醇:

水(50:50, V:V)稀释, 制得 10 ng/mL 的标准混合工作液。 

1.4  样品前处理 

称取经均质的猪肉样品 2 g 于 50 mL 离心管中, 加入

10 mL乙腈, 振荡提取 30 min, 高速低温离心, 量取上清液

4 mL 全部通过 EMR-Lipid 净化柱, 收集洗脱液, 精密量取

其中的 2.0 mL 洗脱液 , 在氮气流下吹干 (50 ℃水浴 ),    

1.0 mL 初始流动相复溶, 作为供试液测定。 

1.5  液相色谱-质谱条件 

1.5.1  色谱条件 

色谱柱: 安捷伦 Poroshell 120 EC-C18 柱(2.1 mm×  

100 mm, 1.9 μm)。流动相 A: 乙腈(含 0.1%甲酸), 流动相

B: 0.1%甲酸, 梯度洗脱条件见表 1。流速: 0.25 mL/min, 柱

温: 30 ℃, 进样量: 25 μL。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Procedure of gradient elution 

洗脱时间/min 流动相 B/% 流动相 A/% 

0 85 15 

5.5 25 75 

5.7 85 15 

8 85 15 

 
1.5.2  质谱条件 

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

monitoring, PRM)模式[19‒21]。质谱参数: 喷雾电压: 4500 V; 

雾化气: 50 units; 辅助气: 20 units; 离子传输温度: 350 ℃; 

辅助加热温度: 400 ℃; 分辨率: 35000。测试前使用校正液

校正, 校正有效期维持在 7 d 内。目标物及其定量子离子

的精确质量数见表 2。 
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表 2  阿托品和普鲁卡因定性及定量离子信息 
Table 2  Qualitative and quantitative ion information of atropine and procaine 

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 

阿托品 [M+H]+ 290.2 C8H14N
+ 124.11208 5.0 40 

普鲁卡因 [M+H]+ 237.2 C6H14N
+ 100.11208 4.0 25 

 

1.6  方法学验证 

经过测试的空白猪肉样品被用来考察方法学性能。使

用空白猪肉样品制备一系列浓度的样品, 经样品前处理后, 

评价方法的线性范围和定量限(limit of quantitation, LOQ), 

向空白样品中添加低 (0.1 μg/kg)、中 (0.2 μg/kg)、高     

(1.0 μg/kg) 3 个浓度的目标物, 并同时测定多次, 来评估批

内精密度和批间精密度, 通过对测得值与实际添加值的比

较, 计算回收率。 

2  结果与分析 

2.1  监测离子的选择 

平行反应监测的一大优势是在目标物靶向定量测定

的同时可以获得目标物的子离子全扫描图, 而且是高分辨

率、高质量精度的质谱全扫描图, 阿托品和普鲁卡因的子

离子全扫描图如图 1 所示, 通过对二者子离子的归属(图 1), 

选择丰度最强的 m/z 124.11208 和 m/z 100.11208 作为各自

的定量子离子, 同时, 其他的子离子可以作为定性判断的

依据。 

2.2  前处理方法的选择 

近几年, 通过式净化成为兽药残留样品前处理的新

方法、新技术, 样品提取液中的磷脂、脂质干扰物通过与

固相萃取填料上的特定官能团吸附结合而保留在固相萃取

柱上, 目标化合物通过固相萃取柱并保留在提取液中, 进

而达到净化的目的。考虑到阿托品和普鲁卡因都是碱性小

分子化合物, 结合文献[22‒23], 本研究首先选择通过式净化

作为样品前处理方式。实践表明, 样品经净化后, 回收率

不低于 60%, 同时, 通过式净化方法简化了样品前处理流

程, 单个样品的净化时间由 30 min 缩短至 3 min, 大大提

高了实验效率。与文献其他方法的对比如表 3 所示。 

2.3  方法学验证结果 

2.3.1  专属性 

空白猪肉的色谱图如图 2 所示, 阳性添加的猪肉(添

加量为 0.2 μg/kg)的色谱图见图 3, 空白猪肉的基质干扰物

未检出, 普鲁卡因的保留时间为 4.0 min, 阿托品的保留时

间为 5.0 min, 二者保留时间均是死时间的 3 倍以上, 且色

谱峰峰形对称, 达到了基线分离。 

2.3.2  标准曲线及线性范围 

将适量的标准工作液, 精密量取并添加到空白猪肉

中, 制得目标物浓度梯度为 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 μg/kg

的标准曲线样品, 经样品前处理和 LC-HRMS 测定, 分别

以化合物质量浓度为横坐标, 以定量离子峰面积为纵坐标, 

绘制标准曲线。阿托品和普鲁卡因在 0.1~5.0 μg/kg 范围内, 

有良好的线性关系 [阿托品回归方程 (权重系数 1/2)为

Y=-45966+2364040X, 相关系数 0.9966, 普鲁卡因回归方

程 ( 权 重 系 数 1/2) 为 Y=-88051+282440X, 相 关 系 数

0.9914]。考虑到信噪比和重现性等因素, 在本方法中, 目

标化合物的定量限为 0.1 μg/kg。 

2.3.3  精密度与回收率 

向空白猪肉样品中分别添加 1 倍 LOQ(低浓度)、2 倍

LOQ(中浓度)和 10 倍 LOQ(高浓度)的目标物, 并且在每个

浓度水平进行 5 次同步平行实验, 并考察 3 d, 根据检测结

果计算回收率 , 并用相对标准偏差 (relative standard 

deviation, RSD)评价批内和批间精密度, 结果见表 4, 批

内、批间精密度均小于 20%, 回收率稳定在 85%~105%之

间, 符合兽药残留分析的规范和要求。 

2.4  实际样品的测定 

江苏省畜产品质量检验测试中心在 2018 年的风险排

查工作中, 对 100 个猪肉、牛肉样品进行了检测, 其中 1

例猪肉检出普鲁卡因, 残留量 4.2 μg/kg。在 2019 年的风险

监测与评估中, 对 100 个猪肉样品进行了检测, 其中 2 例

检出阿托品, 残留量分别为 0.13 和 0.16 μg/kg, 同时, 在和

另一名检验员“背靠背”进行的猪肉中水分测定结果[GB/T 

9695.15—2008《肉与肉制品水分含量测定》(直接干燥法)]

对比后发现, 按照 GB 18394—2011《畜禽肉水分限量》判

定, 残留量为 0.16 μg/kg 的样品水分(78.1%)超标(限量值≤

77%), 残留量为 0.13 μg/kg 的样品水分(76.3%)不超标, 若

按照即将实施的 GB 18394—2020《畜禽肉水分限量》判定, 

这 2 个样品的水分都超过标准的规定(限量值≤76.0%)。 

3  结  论 

本研究建立了猪肉中阿托品和普鲁卡因残留的高效液

相色谱-高分辨质谱快速测定方法, 方法简便、快速、灵敏, 经

实际样品分析, 极低的定量限能够满足残留监控的需要, 为

修订阿托品和普鲁卡因的残留限量提供了数据和技术支撑。 
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图 1  阿托品和普鲁卡因的子离子全扫描图 

Fig.1  Full scan of the daughter ions of atropine and procaine 
 
 

表 3  阿托品残留分析方法的对比 
Table 3  Comparison of analytical methods for atropine residues 

文献 目标物 前处理方法 分离检测 线性范围 LOQ 实际样品测试 

9 ATP 甲醇提取, 正己烷脱脂 HPLC 0.002~0.02 mg/mL 2 mg/kg 无 

10 ATP 乙腈提取, HLB 净化 HPLC 0.5~20 g/mL 0.5 mg/kg 无 

11 ATP 酸性水提取, 乙醚脱脂 GC-MS 0~100 ng 20 ng 有 

12 ATP 
KH2PO4 缓冲溶液-乙腈(4:1, 

V:V)提取 
LC-MS/MS 0.10~5.0 ng/mL 1.5 g/kg 无 

13 ATP 
乙腈-0.1%甲酸(90:10, V:V)

提取, PEP-2 净化 
LC-MS/MS 0.2~10 g/kg 0.5 g/kg 无 

14 ATP 等 乙腈提取, 正己烷净化 LC-MS/MS 0.5~20 ng/mL 0.072 g/kg 无 

15 ATP、PRC 等 
0.1 mol/L磷酸盐缓冲溶液提

取, HLB 净化 
LC-MS/MS 0.25~50 g/L 2.0 g/kg 有 

16 ATP、PRC 等 
KH2PO4 缓冲溶液提取, 

MCX 净化 
LC-MS/MS 0.5~50 g/kg 0.5 g/kg 无 

17 ATP、PRC 等 硅藻土柱吸附 LC-HRMS 0.5~5.0 ng/mL 0.5 g/kg 无 

本文 ATP、PRC 乙腈提取, EMR-Lipid 净化 LC-HRMS 0.1~5.0 g/kg 0.1 g/kg 有 
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图 2  空白猪肉的色谱图 

Fig.2  Chromatogram of blank pork 

 
 

图 3  阳性添加的色谱图(0.2 μg/kg) 

Fig.3  Chromatograms of positive additions (0.2 μg/kg) 
 

表 4  猪肉中阿托品和普鲁卡因的回收率和精密度 
Table 4  Recoveries and precisions of atropine and procaine in pork 

药物名称 
日内精密度 RSD/% 日间精密度 RSD/% 平均回收率/% 

0.1 μg/kg 0.2 μg/kg 1.0 μg/kg 0.1 μg/kg 0.2 μg/kg 1.0 μg/kg 0.1 μg/kg 0.2 μg/kg 1.0 μg/kg

ATP 13.1 6.5 3.7 16.9 12.2 9.9 89.3 92.5 90.6 

PRC 9.2 8.8 5.0 15.8 11.7 8.2 87.6 89.8 102.3 
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