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固相萃取-高效液相色谱-串联质谱法同时检测 

鸡蛋及其制品中 8种兽药残留 

高  敏*, 孔兰芬 

(云南轻纺职业学院, 昆明  650200) 

摘  要: 目的  建立一种快速、高效的固相萃取-高效液相色谱-串联质谱法同时测定鸡蛋及其制品中的甲硝唑、

地美硝唑、氯霉素、氟苯尼考、甲砜霉素、尼卡巴嗪、金刚烷胺和灭蝇胺 8 种兽药的分析方法。方法  样品前

处理采用 80%乙腈(含 0.1%甲酸)提取, 经 PRiME HLB 小柱净化后检测。以乙腈-0.05%甲酸为流动相, 在质谱检

测器的多反应监测模式下以外标法定量。结果  8 种兽药组分在 1.0~200.0 ng/mL 浓度范围内线性关系良好, 相

关系数(r2)为 0.9982~0.9999, 检出限范围为 0.3~5.0 μg/kg, 定量限范围为 1.0~10.0 μg/kg。加标实验分别添加低、

中、高的 3 个水平浓度, 加标回收率达到 82.1%~96.2%，相对标准偏差为 2.13%~5.97% (n=5)。结论  该方法具

有前处理简单、灵敏度高和检测速度快的优点, 适用于鸡蛋及其制品中 8 种兽药组分的同时监测和分析。 
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Simultaneous determination of 8 kinds of veterinary drug residues in eggs 
and their products by solid phase extraction-high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 

GAO Min*, KONG Lan-Fen 

(Yunnan Light and Textile Industry Vocational College, Kunming 650200, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid and efficient method for simultaneous determination of 8 kinds of 

veterinary drugs, including metronidazole, dimenazole, chloramphenicol, florfenicol, thiamphenicol, nicarbazine, 

amantadine and cyromazine in eggs and their products by solid phase extraction-high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The sample was extracted with 80% acetonitrile (containing 

0.1% formic acid) for pretreatment, and purified on a PRiME HLB column for detection. Acetonitrile-0.05% formic 

acid was used as mobile phase and quantified by external standard method under the multi reaction monitoring mode 

of mass spectrometry detector. Results  The linear relationships of 8 kinds of veterinary drugs components were 

good within the range of 1.0‒200.0 ng/mL, with the correlation coefficients (r2) of 0.9982‒0.9999, the limits of 

detection were 0.3‒5.0 μg/kg, and the limits of quantitation were 1.0‒10.0 μg/kg. In the spiked assay, low, medium 

and high concentrations were added, the recoveries were in the range of 82.1%‒96.2%, and the RSD were 

2.13%-5.97% (n=5). Conclusion  This method has the advantages of simple pretreatment, high sensitivity and fast 

detection speed, and is suitable for the simultaneous monitoring and analysis of 8 kinds of veterinary drugs 

components in eggs and their products. 
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0  引  言 

硝基咪唑类(甲硝唑、地美硝唑)、酰胺醇类(氯霉素、氟

苯尼考、甲砜霉素)2 类兽药均为广谱抗菌药[1‒2], 具有抗菌谱

广、吸收迅速的特点, 但对血液系统毒性较大, 我国规定禁止

在供食用动物的饲养过程中使用[3‒4]; 尼卡巴嗪兽药主要是

用于预防饲养过程中肉鸡球虫病, 但禁止在鸡产蛋期使用[5]; 

金刚烷胺是人工合成抗病毒药, 灭蝇胺是一种用于养殖场环

境杀虫的杀虫剂, 都被禁止在动物源食品中检出[6‒8]。以上这

8 种化合物分属 5 大类, 化合物性质差异较大, 按现有标准只

能分类检测, 至少需要进行 5 次实验, 实验消耗时间较长, 

对监测此类产品的质量也产生一定难度[9‒10]。鸡蛋及其制品

是日常食用的一类重要食品, 从国家市场监督管理总局食

品安全抽检结果公布系统显示来看也是兽药残留超标较多

的食品种类之一。因此, 研究和建立一种快速、高效的同时

测定鸡蛋及其制品中这 8种兽药组分的检测方法, 对于评价

此类食品的安全具有重要意义。 

目前针对鸡蛋及其制品中这8种兽药残留分类检测方法

有酶联免疫法、高效液相色谱法和液相色谱-串联质谱法(high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
HPLC-MS/MS)[11‒14]。酶联免疫法易产生假阳性或者假阴性结

果, 一般用于常规大批量快速筛查; 高效液相色谱法检测稳

定性较好, 但样品前处理要经过提取、氮吹、浓缩等步骤, 较

为烦琐和耗时。本研究利用固相萃取(solid phase extraction, 

SPE)前处理净化技术, 简化提取过程, 缩短时间, 并依据高

效液相色谱-串联质谱法的特异选择性和高灵敏度, 尝试建立

SPE 净化技术结合 HPLC-MS/MS 法同时检测鸡蛋及其制品

中 8 种兽药残留的方法[15‒16], 以期为鸡蛋及其制品中兽药残

留的分析和监控提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

标准物质: 甲硝唑(99.5%)、地美硝唑(99.5%)、氯霉

素(99.9%)、甲砜霉素(99.5%)、氟苯尼考(99.5%)、尼卡巴

嗪 (98.0%)、金刚烷胺 (99.8%)、灭蝇胺 (99.8%)(德国 Dr. 

Ehrenstorfer GmbH 公司); 甲醇、乙腈、甲酸(色谱纯, 德国

Merck 公司)。 

样品来源: 鸡蛋、卤鸡蛋(蛋制品)均随机购买于当地

超市。 

1.2  仪器与设备 

XEVOTQ-XS 超高效液相色谱 -串联质谱仪 (美国

WATERS 公司); XS204 型电子天平(瑞士梅特勒托利多

有限公司)。 

固相萃取柱(MCX、LC-Si、PRiME HLB) (100 mg/3 mL, 

美国 WATERS 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  色谱条件 

色谱柱选用 HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm); 进样

量为 2 μL; 流速为 0.20 mL/min; 柱温为 30 ℃; 流动相为

A: 0.05%甲酸溶液, B: 乙腈; 洗脱条件见表 1。 
 

表 1  HPLC-MS/MS 梯度洗脱条件 
Table 1  HPLC-MS/MS gradient elution conditions 

时间/min 流速/(mL/min) 流动相 A/% 流动相 B/%

0 0.20 85 15 

6.0 0.20 85 15 

7.0 0.20 15 85 

20.0 0.20 15 85 

25.0 0.20 85 15 

 
 

1.3.2  质谱条件 

电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI)模式: 采用

正离子电离模式(ESI＋)和负离子电离模式(ESI-)同时扫描; 

监测模式: 多反应监测(multi-reaction monitoring, MRM)模

式; 离子源温度: 180 ℃; 去溶剂温度: 420 ℃; 脱溶剂气流

量: 22 L/min; 锥孔气流量: 1.8 L/min。 

1.3.3  样品的提取与净化 

称取 2.0 g样品至离心管中, 加入 20 mL提取液, 超声

10 min 后离心 2 min (5000 r/min), 取上清液进行固相萃取, 

3 款 MCX、LC-Si 以及 PRiME HLB 依据各自的固相萃取

步骤进行后, 收集滤液过 0.22 μm 滤膜后上机测定。 

1.3.4  标准曲线的绘制 

称取适量 8 种兽药标准品 , 用甲醇溶解并配制成

1000.0 ng/mL 的中间液, 检测前以流动相配制成标准混合

溶液(1.0、5.0、25.0、50.0、100.0、200.0 ng/mL), 经仪器

进行分析, 绘制标准曲线。 

2  结果与分析 

2.1  提取溶液的选择 

参考相关文献[17‒19], 本研究分别比较了提取溶液Ⅰ: 20%

氨水乙腈、提取溶液Ⅱ: 乙酸乙酯、提取溶液Ⅲ: 乙腈、提取

溶液Ⅳ: 80%乙腈(含 0.1%甲酸)这 4 种提取液对添加了     

20 μg/kg 的阳性样品中的目标物的提取效果, 记录下目标物

峰面积, 分析不同类型的提取溶液对兽药组分提取的影响, 
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结果见图 1。 

由图 1 可知, 80%乙腈(含 0.1%甲酸)的提取效果整体

优于其他 3 种提取溶液, 能够有效提取 8 种兽药, 这与其

化合物性质有关, 在此比例的偏酸性提取溶液条件下, 8 种

兽药组分在提取液中的分配系数高, 且与流动相相容, 能

够实现较满意的提取效果, 不同提取溶液间目标组分的峰

面积差异显著 (P＜0.05), 因此本研究选择 80%乙腈 (含

0.1%甲酸)作为提取液。 

2.2  固相萃取柱的选择 

鸡蛋及其制品中含蛋白质、磷脂类等营养物质, 易对

目标组分产生干扰, 一般选择固相萃取方式净化效果较好。

本研究检测的 8 种组分中硝基咪唑类前处理常使用 MCX 固

相萃取小柱, 酰胺醇类前处理常使用 LC-Si 固相萃取小柱和

HLB 固相萃取小柱, 而尼卡巴嗪前处理常使用 HLB 固相萃

取小柱。本研究以各组分加标回收的峰面积为比较依据, 分

析这 3 类小柱对 8 种兽药提取的影响, 结果如图 2 所示。 

由图 2 可知, 综合 8 种兽药组分来看, 采用 HLB 小柱

最合适, 各组分的峰面积最高, 且不同类型固相萃取小柱

间目标组分的峰面积差异显著(P<0.05)。这是由于 MCX 和

LC-Si 固相萃取小柱特异选择性强, 对有些组分不能很好

地保留; 而 HLB 固相萃取小柱适合大多数化合物, 对 8 种

兽药都有非常好的保留效果, 因此使用 HLB 小柱回收效

果最好。且本研究采用了新型 PRiME HLB 固相萃取柱, 此

种类型固相萃取柱处理步骤简单, 只需上样过滤后即可检

测, 缩短了前处理时间, 提高了实验效率, 故选择 PRiME 

HLB 固相萃取小柱作为前处理的净化方式。 

 

 
 

注：不同提取溶液间目标组分的峰面积上的不同小写字母表示具有显著差异(P<0.05)，相同小写字母表示无显著差异(P>0.05)，下同。 

图 1  4 种提取溶液对 8 种兽药回收率的影响(n=5) 

Fig.1  Effects of 4 kinds of extraction solutions on 8 kinds of veterinary drugs recoveries (n=5) 
 

 
 

图 2  8 种兽药组分经 3 种固相萃取小柱处理后的比较(n=5) 

Fig.2  Comparison of 8 kinds of veterinary drugs components treated with 3 kinds of SPE columns (n=5) 
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2.3  流动相的选择 

在流动相的选择中, 比较了乙腈-水、甲醇-水、乙腈

-0.05%甲酸溶液、乙腈-0.10%甲酸溶液和乙腈-0.20%甲酸

溶液等不同流动相在 HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm)反

相色谱柱的分离效果。结果发现, 流动相中没有甲酸存在

的情况, 如: 乙腈-水、甲醇-水流动相条件下, 8 种兽药的电

离效果较差, 出现峰拖尾、峰型对称性差等情况。在以甲

酸水溶液代替水后的流动相条件下, 情况得到改善。并通

过测定目标组分的响应值发现, 在负离子监测模式中 0.1%

和 0.2%甲酸溶液组成的流动相对尼卡巴嗪的响应值有抑

制作用, 所以选择乙腈-0.05%甲酸溶液(梯度洗脱)作为流

动相可以获得较好的实验结果, 在 HSS T3 色谱柱上分离 8

种兽药的标准溶液总离子流图见图 3。 

2.4  质谱条件的选择 

本研究采用了 ESCI 复合电喷雾离子源, 具备同时喷

雾正、负离子源, 配合检测系统的高频率信号采集能力, 

实现同时测定 8 种不同性质的兽药残留组分功能, 提升

了检测效率。本研究对 8 种兽药组分的混合标准溶液进

行一级和二级质谱扫描 , 并优化质谱参数 , 具体质谱分

析参数见表 2。 

 

 
 

图 3  8 种兽药组分的多反应监测色谱图 

Fig.3  MRM chromatogram of 8 kinds of veterinary drugs components 
 

表 2  8 种兽药的多反应监测扫描模式的质谱参数 
Table 2  Mass spectrum parameters of scanning mode for multi reaction monitoring of 8 kinds of veterinary drugs 

目标化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压/V 碰撞电压/V 

甲硝唑 172.0 
82.0 

30 
24 

128.0* 13 

地美硝唑 142.0 
81.1 

33 
21 

96.1* 15 

氯霉素 320.8 
151.9* 

40 
20 

256.9 14 

氟苯尼考 354.0 
185.1 

32 
19 

290.0* 12 

甲砜霉素 356.1 
185.1 

33 
19 

336.0* 12 

尼卡巴嗪 301.1 
 

107.0 
21 

37 

136.9* 18 

金刚烷胺 152.1 
93.0 

34 
20 

135.1* 22 

灭蝇胺 167.0 
85.0 

40 
17 

125.1* 17 

注: *定量离子。 



第 16 期 高  敏, 等: 固相萃取-高效液相色谱-串联质谱法同时检测鸡蛋及其制品中 8 种兽药残留 6381 
 
 
 
 
 

 

2.5  方法的线性范围与灵敏度 

按 1.3.4 实验步骤配制 8 种兽药组分的标准混合溶液, 

以乙腈-0.05%甲酸为流动相进行梯度洗脱 , 绘制标准曲

线。结果如表 3 所示, 8 种兽药组分在 1.0~200.0 μg/mL 线

性范围内均具有较好的线性关系, 8 种兽药组分的检出限

(limit of detection, LOD)范围为 0.3~5.0 μg/kg, 定量限(limit 

of quantitation, LOQ)范围为 1.0~10.0 μg/kg。 

2.6  方法回收率与精密度 

本研究加标回收样品选用鸡蛋和鸡蛋制品 2 种基质, 

分别添加相对于 8 种兽药残留定量限的低、中、高的 3

个水平混合标准品, 每个结果测定 5 次, 进行加标回收的

实验。 

由表 4 可见, 在 2 种不同的基质样品中, 8 种兽药的加

标回收率为 82.1%~96.2%, 相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)为 2.13%~5.97%, 说明本研究检测数据的

准确度和精密度可靠。 

 
表 3  8 种兽药组分的回归方程和相关系数 

Table 3  Regression equations and correlation coefficients of 8 
kinds of veterinary drug components 

目标化合物 线性回归方程 相关系数 

甲硝唑 Y=3106.9X‒159.36 0.9984 

地美硝唑 Y=49653.4X＋568.4 0.9983 

氯霉素 Y=3482.6X‒136.7 0.9996 

氟苯尼考 Y=2148.9X＋118.9 0.9989 

甲砜霉素 Y=1125.0X＋68.3 0.9988 

尼卡巴嗪 Y=25164.5X＋126..9 0.9999 

金刚烷胺 Y=36932.9X＋332.4 0.9991 

灭蝇胺 Y=24653.6X＋115.5 0.9982 

 
表 4  鸡蛋及制品中回收率和精密度实验(n=5) 

Table 4  Recoveries and precision tests in eggs and their products (n=5) 

目标物 基质形态 加标量/(μg/kg) 回收率/% RSD/% 

甲硝唑 
鸡蛋 5, 25, 50 85.1, 84.6, 87.2 2.35, 3.21, 4.18 

鸡蛋制品 5, 25, 50 92.3, 84.3, 89.4 4.31, 3.96, 3.66 

地美硝唑 
鸡蛋 5, 25, 50 86.3, 94.6, 93.2 3.75, 4.21, 4.17 

鸡蛋制品 5, 25, 50 94.2, 92.9, 91.6 3.58, 4.21, 3.79 

氯霉素 
鸡蛋 1, 5, 10 91.9, 93.1, 88.2 4.46, 3.70, 4.57 

鸡蛋制品 1, 5, 10 86.5, 89.2, 89.4 3.38, 3.66, 2.67 

氟苯尼考 
鸡蛋 1, 5, 10 94.1, 87.0, 89.1 4.01, 3.97, 3.37 

鸡蛋制品 1, 5, 10 85.2, 86.1, 87.2 4.21, 3.23, 3.57 

甲砜霉素 
鸡蛋 1, 5, 10 91.3, 84.6, 88.2 2.13, 3.61, 4.15 

鸡蛋制品 1, 5, 10 92.6, 88.3, 86.4 4.21, 4.76, 5.97 

尼卡巴嗪 
鸡蛋 10, 50, 100 82.1, 91.2, 92.2 3.15, 4.11, 4.45 

鸡蛋制品 10, 50, 100 96.2, 90.3, 94.4 3.51, 4.16, 3.63 

金刚烷胺 
鸡蛋 10, 50, 100 91.5, 93.5, 87.6 5.63, 5.01, 4.73 

鸡蛋制品 10, 50, 100 87.6, 90.1, 95.4 3.78, 3.65, 2.34 

灭蝇胺 
鸡蛋 10, 50, 100 91.4, 90.6, 87.5 4.45, 5.01, 4.36 

鸡蛋制品 10, 50, 100 87.5, 83.6, 87.1 4.01, 4.06, 2.30 

 
 

2.7  实际样品的检测 

将本方法应用于从超市中随机抽取的 12 份鸡蛋及 10

份鸡蛋制品共 22 批次样品, 检测 8 种兽药组分的残留。结

果 8 种目标组分未检出, 整体情况良好。 

3  结论与讨论 

本研究建立了 SPE-HPLC-MS/MS 同时检测鸡蛋及其

制品中 8 种兽药残留的分析方法, 样品由 80%乙腈(含

0.1%甲酸)进行提取, 经 PRiME HLB 固相萃取小柱净化处

理后, 可实现对 8 种兽药组分的净化, 并对样品中 8 种兽

药残留进行定性和定量分析。加标回收实验中, 在鸡蛋和

鸡蛋制品 2 类基质中的回收率达到 82.1%~96.2%。此法与

已有食品安全国家标准方法相比, 满足检测限的要求, 并

能同时检测不同性质的多种兽药组分, 缩短了样品处理时

间、简化了萃取步骤, 在保证兽药残留检测方法性能标准
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要求的同时, 提高了实验效率, 对畜禽产品及其制品的质

量安全监管具有重要意义。 
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