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分散固相萃取-液相色谱-串联质谱法同时测定鸡蛋
中 7种抗病毒类药物和利巴韦林代谢物残留量 

张  艳, 王全胜, 吴银良* 

(宁波市农业科学研究院, 宁波  315040) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法同时测定鸡蛋中 7种抗病毒类药物和利巴韦林代谢物 1H-1,2,4-三氮

唑-3-甲酰胺(1H-1,2,4-triazole-3-formamide, TCONH2)残留量的分析方法。方法  匀质后的鸡蛋样品用 1%乙酸

乙腈提取, 提取液用 N-丙基乙二胺(primary secondary amine, PSA)和 C18 填料进行净化, 净化液吹干复溶后进

行上机测定, 选用 ZORBAX SB-Aq色谱柱(100 mm×3.0 mm, 1.8 μm), 以 0.1%甲酸溶液和甲醇作为流动相进行

梯度洗脱, 8 种化合物在正离子模式下进行监测, 内标法定量。结果  8 种化合物在各自浓度范围内呈良好线

性关系, 相关系数(r2)均高于 0.9970, 方法检出限和定量限分别在 0.03~1.50 μg/kg和 0.10~5.00 μg/kg范围之间。

8 种化合物在低、中和高 3 档添加浓度水平下平均添加回收率在 94.8%~108.0%之间, 批内相对标准偏差为

1.8%~8.2%, 批间相对标准偏差为 3.1%~5.6%。结论  该方法简单、准确、灵敏度好, 适用于鸡蛋样品中抗病

毒类药物的同时分析。 
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Simultaneous determination of 7 kinds of antiviral drugs and ribavirin 
metabolite residues in eggs by dispersive solid phase extraction  

coupled with liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

ZHANG Yan, WANG Quan-Sheng, WU Yin-Liang* 

(The Academy of Ningbo Agricultural Sciences, Ningbo 315040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for simultaneous determination of 7 kinds of antiviral 

drugs and 1H-1,2,4-triazole-3-formamide (TCONH2) residues in eggs by liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry. Methods  The homogenized egg samples were extracted with 1% acetic acid acetonitrile, and the 

extract was purified with primary secondary amine (PSA) and C18 filler, the purified solution was dried, re-dissolved, 

and measured on a ZORBAX SB-Aq chromatographic column (100 mm×3.0 mm, 1.8 μm) using 0.1% formic acid 

solution and methanol as the mobile phase, and 8 kinds of compounds were monitored in positive ion mode and 

quantified by internal standard method. Results  The 8 kinds of compounds showed good linear relationships within 

the respective concentration ranges, with the correlation coefficients (r2) higher than 0.9970, and the limits of 

detection and limits of quantitation of the method were in the range of 0.03‒1.50 μg/kg and 0.10‒5.00 μg/kg, 
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respectively. The average recoveries of the 8 kinds of compounds at the low, medium, and high spiked concentrations 

were 94.8%‒108.0%, with the intra-assay relative standard deviations of 1.8%‒8.2%, and the inter-assay relative 

standard deviations of 3.1%‒5.6%. Conclusion  This method is simple, accurate and sensitive, and suitable for 

simultaneous analysis of antiviral drugs in egg samples. 

KEY WORDS: egg; antiviral drugs; dispersive solid phase extraction; liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry; residues 
 
 

0  引  言 

抗病毒类药物是一类用于预防和治疗病毒感染的药物, 

其中金刚烷胺、金刚乙胺、美金刚、吗啉胍和利巴韦林广泛

应用于人类 A 型流感病毒所致感染的预防与治疗, 同时也对

动物常见的病毒类疾病如禽流感等具有一定的预防效果[1]。

这类药物并没有被批准用作兽药, 但由于其价格低廉, 常被

用作兽药以预防和治疗动物疾病。长期不合理用药会导致动

物中毒、药物残留、病毒抑制或变异等[2], 最终影响人类健

康。鉴于此, 我国于 2005 年明确规定畜禽养殖中严禁使用

抗病毒类药物[3]。因此, 研究建立包括鸡蛋在内的动物性食

品中抗病毒类药物残留分析方法, 对于有效监控该类药物

的使用、保障我国动物性食品安全具有重要意义。 

目前, 生物样品中抗病毒类药物的分析方法研究较多, 

其中快速检测定性研究主要为酶联免疫吸附法[4‒9], 涉及的

药物主要为金刚烷胺[4‒7]和利巴韦林[8‒9]; 定量方法研究主

要为液相色谱-串联质谱法, 涉及动物组织有鸡肉[10‒14]、猪

肉[15‒18]、牛肉[18]、蛋[13,19‒22]、奶[15]、蜂蜜[23‒24]、鱼和虾[25]

及动物肝组织[10,16,18]; 而定量方法气相色谱法和液相色谱

法因需要进行衍生化, 研究相对较少[26‒30]。同时已建立的

液相色谱-串联质谱法中单残留分析方法和多残留分析方法

均较多, 而多残留分析方法中同时分析利巴韦林和其他抗病

毒类药物的分析方法较少, 涉及利巴韦林代谢物 1H-1,2,4-三

氮唑-3-甲酰胺(1H-1,2,4-triazole-3-formamide, TCONH2)的仅

见 MU 等[11]建立的方法, 但该方法中利巴韦林的回收率在

64.4%~73.4%之间, 回收率偏低。本研究拟通过鸡蛋中抗病毒

类药物提取和净化条件的优化, 建立快速、准确灵敏的分散

固相萃取-液相色谱-串联质谱法同时测定鸡蛋中 7 种抗病毒

类药物和利巴韦林代谢物残留量的抗病毒类药物确证分析方

法, 为动物性食品安全生产提供监控手段。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Acquity UPLC-XevoTM TQ MS 超高效液相色谱串联质

谱仪 (美国 Waters 公司 ); ZORBAX SB-Aq 色谱柱 (100 

mm×3.0 mm, 1.8 µm)(美国 Agilent 公司); 3K15 高速离心机

(美国 Sigma公司); BS124S分析天平(精度为 0.01 mg, 北京

赛多利斯仪器公司); ME3002 电子天平(精度为 0.01 g, 瑞

士梅特勒-托利多公司); HQ-60-Ⅱ型旋涡混合仪(北京方正

公司); Milli-Q 纯化系统(美国 Millipore 公司); 0.22 μm 有机

相针式滤器(天津津腾实验设备有限公司)。 

乙腈、甲醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 甲酸(色谱纯, 

美国 Tedia 公司); 二甲基亚砜、乙酸(分析纯, 国药集团化

学试剂有限公司); 金刚烷胺、金刚乙胺、美金刚、吗啉胍、

阿昔洛韦、奥司他韦、利巴韦林、TCONH2、金刚烷胺-D15、

金刚乙胺-D4、美金刚-D6、阿昔洛韦-D4、奥司他韦-D5、

利巴韦林-13C5 标准品(纯度≥95%, 德国 Dr. Ehrenstorfer 

GmbH 公司 ); N-丙基乙二胺 (primary secondary amine, 

PSA)、C18 粉(中国 Agela Technologies 公司); 鸡蛋空白样

品均购于本地超市。 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶液配制 

标准储备液: 分别准确称取各标准品 10 mg 于 10 mL

棕色容量瓶中, 加甲醇溶解并定容至刻度(阿昔洛韦用二甲

基亚砜溶解并稀释至刻度), 配制成质量浓度为 1000 µg/mL

的标准储备液, ‒18 ℃以下保存备用。 

同位素内标储备液: 分别准确称取各内标标准品 1.0 mg

于 10 mL 棕色容量瓶中, 加甲醇溶解并定容至刻度, 配制成

质量浓度为 100 µg/mL 的标准储备液, ‒18 ℃以下保存备用。 

混合标准储备液: 分别准确移取标准储备液各 0.5 mL

和利巴韦林、TCONH2 标准储备液各 2.5 mL, 于 100 mL 棕

色容量瓶 , 用甲醇稀释至刻度 , 配制成质量浓度为         

5.0 µg/mL(利巴韦林和 TCONH2 质量浓度为 25.0 µg/mL)的

混合标准储备液。 

混合内标工作液: 分别准确移取内标标准储备液各

0.2 mL 和利巴韦林-13C5 标准储备液各 1.0 mL, 于 100 mL

棕色容量瓶中 , 用甲醇稀释至刻度 , 配制成质量浓度为

200 µg/L(利巴韦林-13C5 质量浓度为 1.0 µg/mL)的混合内标

工作液。 

混合标准工作液: 准确移取混合标准储备液、混合内

标工作液适量, 用 0.1%甲酸溶液逐级稀释成质量浓度为

0.5、2.0、5.0、10.0、20.0 和 50.0 µg/L(利巴韦林和 TCONH2

质量浓度为 2.5、10.0、25.0、50.0、100.0 和 250.0 µg/L)

的系列标准工作溶液, 每一标准工作溶液含各内标质量浓

度均为 5.0 µg/L(利巴韦林-13C5 质量浓度为 25 µg/L)。 
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0.1%甲酸溶液: 移取甲酸 1 mL 于 1000 mL 容量瓶中, 

用水定容至 1000 mL。 

1%乙酸乙腈: 移取乙酸 10 mL 于 1000 mL 容量瓶中, 

用乙腈定容至 1000 mL。 

1.2.2  样品的前处理 

取试样 2 g, 置于 50 mL 离心管中, 加混合内标工作

液 50 µL, 再加入 1%乙酸乙腈 10.0 mL, 涡旋 1 min, 振荡

提取 10 min 后以 6000 r/min 的速度离心 3 min, 收集上清

液, 转入装有 PSA 300 mg、C18 300 mg 的 50 mL 离心管中, 

涡旋混匀 1 min, 6000 r/min 离心 2 min, 移取上清液, 在

50 ℃水浴中氮吹至干, 0.1%甲酸溶液 2.0 mL 溶解残渣, 涡

旋混匀, 0.22 µm 滤膜过滤, 上机分析。 

1.2.3  仪器条件 

采用 ZORBAX SB-Aq (100 mm×3.0 mm, 1.8 μm)分离; 

流动相: A 相为 0.1%甲酸溶液, B 相为甲醇; 柱温 35 ℃; 进

样量 10 μL。梯度洗脱程序: 0~2.5 min、100% A; 2.5~4.0 min、

0~50% B; 4.0~6.0 min、50%~85% B; 6.0~6.5 min、85% B; 

6.5~6.6 min、85%~2% B; 6.6~9.0 min、2% B。 

质谱条件: 电喷雾离子源正离子模式; 多级反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM); 毛细管电压: 3.0 kV; 

离子源温度: 150 ℃; 脱溶剂气温度: 500 ℃; 锥孔气流速: 

50 L/h; 脱溶剂气流速: 1000 L/h; 倍增器电压: 650 V; 二

级碰撞气: 氩气; 其他质谱条件详见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  仪器条件的优化 

抗病毒类药物大都含有氨基基团, 在酸性的流动相

中易产生稳定的[M+H]+, 因此离子源模式常采用正离子模

式。本研究利用质量浓度为 1.0 μg/mL 的标准溶液和仪器

Intellistart 软件进行了相关化合物子离子扫描, 优化碰撞

能量等参数, 得到了表 1 中的质谱条件。 

尿苷与利巴韦林有着几乎相同的母离子和碎片离子, 

在前期建立鸡肉中利巴韦林残留量分析方法过程中 [12], 

Acquity BEH C18、Acquity HSS T3、Acquity BEH HILIC、

Acquity BEH Amide 和 Hypercarb 色谱柱都曾被用于分离利

巴韦林和尿苷, 结果表明仅 Hypercarb 色谱柱(100 mm×  

4.6 mm, 7.0 µm)能完全分离利巴韦林和尿苷, 但分离时间

较长(图 1); 考虑到 MU 等[11]曾利用 Agilent SB-Aq 色谱柱

建立了 13 种抗病毒类药物和 TCONH2 的残留量分析方法, 

根据其色谱条件分析鸡蛋添加利巴韦林样品得到图 2, 尿

苷与利巴韦林在 5 min 内得到良好分离, 但利巴韦林和代

谢物同时存在时利巴韦林会对代谢物TCONH2分析产生干

扰(图 3a), 影响其定性和定量结果, 通过调整流动相水相

初始比例 97%至 100%, 同样梯度下得到图 3b, 利巴韦林

和 TCONH2 实现了色谱分离, 因此本研究最终选择 1.2.3

中的色谱条件进行分析。 
 

表 1  抗病毒类药物的定性、定量离子对等质谱参数 
Table 1  Qualitative ion pairs, quantitative ion pairs and other MS parameters of antiviral drugs 

化合物种类 
定性离子对 

(m/z) 
锥孔电压 

/V 
碰撞能量 

/eV 
化合物种类 

定性离子对 
(m/z) 

锥孔电压 
/V 

碰撞能量
/eV 

金刚烷胺 152.1>79.2* 

152.1>93.2 
64  26, 24 金刚乙胺 180.2>93.1 

180.2>163.4* 
22  26, 14 

美金刚 180.2>93.1 
180.2>163.4* 

22 14, 6 吗啉胍 172.1>85.2 
172.1>113.1* 

74  18, 18 

阿昔洛韦 226.1>135.1 
226.1>152.1* 

26  28, 10 奥司他韦 313.2>166.1 
313.2>225.2* 

 2 18, 8 

利巴韦林 245.0>96.1 
245.0>113.1* 

 2 26, 8 TCONH2 
113.0>69.0 
113.0>96.2* 

25  20, 12 

金刚烷胺-D15 167.1>86.2* 64 28 金刚乙胺-D4 184.2>167.4* 22 14 

美金刚-D6 186.2>169.2* 22 14 阿昔洛韦-D4 230.1>152.1* 26 10 

奥司他韦-D5 318.2>230.2*  2 10 利巴韦林-13C5 250.0>113.1*  2  8 

注: *为定量离子对。 

 

 
 

图 1  鸡肉样品添加利巴韦林特征离子色谱图(Hypercarb 色谱柱, 

5.0 μg/kg) 
Fig.1  MRM chromatogram of ribavirin in chicken fortified sample 

(Hypercarb column, 5.0 μg/kg) 

 
 

图 2  鸡蛋添加样品利巴韦林分析特征离子色谱图(Agilent SB-Aq

色谱柱, 50 μg/L) 

Fig.2  MRM chromatogram of ribavirin in egg fortified sample 
(Agilent SB-Aq column, 50 μg/L) 
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注: a: 初始流动相比例为 97:3 (V:V); b: 初始流动相比例为

100:0 (V:V)。 

图 3  标准溶液特征离子色谱图(Agilent SB-Aq 色谱柱, 50 μg/L) 

Fig.3  MRM chromatograms of the standard solution (Agilent 
SB-Aq column, 5.0 μg/kg) 

 

2.2  提取净化条件的优化 

目前, 已建立的动物性食品中抗病毒类药物残留分

析方法主要采用的提取剂有: 三氯乙酸溶液或与有机溶剂

混合溶液[10,14‒15,19]、甲酸溶液与有机溶剂混合溶液[16,23‒24]

或酸化乙腈[11‒13,17‒18]。本研究选择酸化乙腈(1.0%乙酸乙腈)

和 1.0%甲酸甲醇进行了提取效果比较, 发现在 10 mL 提取

1 次条件下所有化合物用 1.0%乙酸乙腈的提取回收率均比

用 1%甲酸甲醇的提取回收率高大约 5%~10%; 其中吗啉

胍的回收率最低, 分别为 68.9%和 63.2%, 金刚乙胺的回收

率最高, 分别为 85.1%和 79.0%; 且经测定发现, 采用 1.0%

甲酸甲醇提取时吗啉胍定量离子对存在干扰, 因此本研究

采用 1.0%乙酸乙腈作为提取溶液。 

抗病毒类药物的净化方法主要包括固相萃取柱法和分

散固相萃取法, 其中固相萃取法主要采用阳离子交换小柱, 

种类有 SCX[10]、MCX[13,15‒16,19]和 PCX[14,25]小柱; 分散固相

萃取法主要采用 PSA 和 C18 粉混合后进行净化[11‒12,18,20,25], 

该法具有快速、操作简单等特点。通过不同用量的 PSA 

(0~500 mg)和 C18 (0~500 mg)分别加入到 10 mL 抗病毒类

药物基质标准工作溶液(质量浓度 100 μg/L, 利巴韦林和

TCONH2 质量浓度 500 μg/L)中涡旋混匀 1 min 后发现, 基

质标准工作溶液中抗病毒类药物的损失均在 5%以内, 这

与 MU 等[11]研究结果基本一致。在此基础上, 对分散固相

萃取的净化效果进行了研究 , 发现仅采用 PSA 时在

50~300 mg 用量区间所有化合物的基质效应均得到了改善

(图 4), 用量超过 300 mg 时基质效应改善不明显; 但当

PSA 用量在 300 mg 时所有化合物仍有较强的基质抑制效

应 , 基质标准曲线斜率与溶剂标准曲线斜率的比值在

0.30~0.74 之间, 出峰越快的化合物基质效应相对越强。为

进一步改善基质效应, 吸附其他极性相对较弱的杂质, 在

固定 PSA 用量为 300 mg 条件下对 C18 使用量对基质效应

的影响进行了研究, 发现随着 C18 使用量从 100 mg 增加到

300 mg, 出峰时间较早的吗啉胍、利巴韦林和 TCONH2 的基

质效应改善不明显, 其他抗病毒类药物基质效应有一定改

善, C18 使用量超过 300 mg 后, 所有抗病毒类药物的基质效

应改善均不明显(图 5)。因此本研究最终选用 PSA 300 mg

和 C18 300 mg 对提取液进行净化。 

2.3  方法学验证 

2.3.1  特异性 

按照 1.2.2 和 1.2.3 中的前处理方法及仪器条件测定了

20 个鸡蛋样品, 未发现有抗病毒类药物检出, 同时未在相

关抗病毒类药物出峰处见到干扰峰。 

 
 

 
 

图 4  不同 PSA 用量下 8 种化合物的基质效应(n=3) 

Fig.4  Matrix effects of 8 kinds of compounds under different amounts of PSA (n=3) 
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图 5  不同 C18 用量下 8 种化合物的基质效应(n=3) 

Fig.5  Matrix effects of 8 kinds of compounds under different amounts of C18 (n=3) 
 

2.3.2  线性范围 

取空白试样按 1.2.2 处理, 待净化液氮气吹干后加入

1.2.1 中配制的系列标准工作溶液各 2 mL, 涡旋混匀, 过

0.22 μm 滤膜, 得到系列基质标准工作溶液, 进行液相色谱-

串联质谱分析。以定量离子对峰面积与相应内标物的离子对

峰面积比值为纵坐标(Y), 标准溶液浓度为横坐标(X, µg/L), 

绘制标准曲线, 结果详见表 2。从表 2 中可知各抗病毒类

药物在一定浓度范围内线性关系良好, 相关系数(r2)均高

于 0.9970。 

2.3.3  回收率、精密度和检出限 

取空白鸡蛋样品适量, 分别加入混合标准溶液和混

合内标工作液, 使 TCONH2 和利巴韦林质量浓度为 5.0、

25.0 和 125.0 μg/kg, 其他药物质量浓度分别为 1.0、5.0 和

25.0 μg/kg, 再按 1.2.2 和 1.2.3 步骤处理, 进行回收实验, 

结果详见表 3, 添加样品图谱见图 6。从表 3 可知, 由于本

方法采用内标法定量, 所有抗病毒类药物的平均回收率在

94.8%~108.0%之间, 都比较接近 100%, 批内和批间相对

标准偏差(relative standard deviation, RSDs)较好, 其中批内

RSDs 在 1.8%~8.2%之间, 批间 RSDs 在 3.1%~5.6%之间; 

同时按 3 倍信噪比计算检出限和 10 倍信噪比计算定量限, 

检出限在 0.03~1.50 μg/kg 之间, 定量限在 0.10~5.00 μg/kg

之间, 且金刚烷胺等 6 种药物定量限均低于已发布标准

SN/T 4253—2015《出口动物组织中抗病毒类药物残留量的

测定 液相色谱-质谱质谱法》中的定量限。从本研究结果

看 , 同 样 内 标 法 定 量 , 利 巴 韦 林 回 收 率 范 围 为

96.6%~99.2%, 明显好于 MU 等[11]建立的方法的利巴韦林

回收率 64.4%~73.4%, 定量相对更加准确。 

2.4  实际样品检测 

利用该方法测定了 2021 年 6 月宁波市农产品质量安

全监测工作所抽取的 20 个鸡蛋样品以及蛋鸡经混饮给药方

式连续用利巴韦林(质量浓度 50 mg/L) 3 d 停药 3 d 后所产的

3 个鸡蛋样品, 监测工作抽取的 20 个样品均未检出相关抗

病毒类药物, 蛋鸡用药后所产的 3个鸡蛋样品均检出利巴韦

林和TCONH2, 利巴韦林浓度分别为 67.2、27.8和 23.9 μg/kg, 

TCONH2 浓度分别为 97.6、72.4 和 45.7 μg/kg。 

3  结  论 

本研究通过在提取、净化及仪器条件优化基础上建立

了鸡蛋中抗病毒类药物及利巴韦林代谢物TCONH2的分散

固相萃取-液相色谱-串联质谱方法, 样品经 1%乙酸乙腈提

取, PSA-C18 分散固相萃取净化、内标法定量。该方法操作

简单、准确度好、灵敏度高, 为畜禽养殖过程中违规添加

和使用抗病毒类药物提供了一种有效的技术监管手段。 
 

表 2  抗病毒类药物的保留时间、线性方程和相关系数 
Table 2  Retention times, linear equations and correlation coefficients of antiviral drugs 

化合物种类 保留时间/min 线性方程 相关系数(r2) 化合物种类 保留时间/min 线性方程 相关系数(r2)

金刚烷胺 6.30 Y=0.1902X+0.0152 0.9996 金刚乙胺 6.81 Y=0.0809X+0.0416 0.9994 

美金刚 6.94 Y=0.1012X+0.0423 0.9994 吗啉胍 1.93 Y=0.4528X+0.2111 0.9988 

阿昔洛韦 6.02 Y=0.0956X+0.0284 0.9997 奥司他韦 6.90 Y=0.1374X+0.0521 0.9989 

利巴韦林 3.17 Y=0.0247X+0.0019 0.9989 TCONH2 2.98 Y=0.0859X+0.1274 0.9975 
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表 3  鸡蛋中抗病毒类药物的添加回收率、变异系数、检测限和定量限 
Table 3  Recoveries, coefficient of variations, detection limits and quantitation limits of antiviral drugs in eggs  

化合物 
批内平均回收率/% (n=5) 批内 RSDs/% (n=5) 批间 RSDs/% (n=15) 检出限

/(μg/kg)
定量限
/(μg/kg)   1.0*   5.0  25.0 1.0 5.0 25.0 1.0 5.0 25.0 

金刚烷胺  97.3  97.5  98.8 8.2 3.2  5.4 5.6 3.1  3.6 0.25 0.80 

金刚乙胺 103.0  97.2  97.8 5.6 2.7  4.8 5.2 3.3  4.0 0.03 0.10 

美金刚  97.9  98.0  99.5 2.0 4.3  3.2 3.3 3.8  3.9 0.05 0.15 

吗啉胍 104.2  97.0  99.9 4.7 3.7  4.4 4.0 3.7  4.8 0.15 0.50 

阿昔洛韦  98.1  95.2  94.8 2.1 5.6  4.9 4.0 4.0  3.9 0.06 0.20 

奥司他韦  97.4  97.5 105.3 3.9 1.8  3.2 5.0 4.1  3.4 0.05 0.15 

利巴韦林  99.2  97.1  96.6 2.3 4.3  5.0 4.0 3.8  3.1 1.50 5.00 

TCONH2 103.4 104.2 108.0 4.5 3.4  4.8 4.7 3.2  4.7 1.00 3.00 

注: *单位为 μg/kg, 利巴韦林和 TCONH2 添加浓度为 5.0、25.0 和 125.0 μg/kg。 

 

 
 

注: 利巴韦林和 TCONH2 为 5.0 μg/kg, 其余化合物添加浓度为 1.0 μg/kg。 

图 6  鸡蛋添加样品中 8 种化合物的 MRM 色谱图 

Fig.6  MRM chromatograms of 8 kinds of compounds in eggs fortified samples 
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