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高效液相色谱-串联质谱法同时检测畜产品中 
67 种兽药残留 
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 2. 内蒙古自治区农畜产品质量安全中心, 呼和浩特  010010; 3. 赤峰市疾病预防控制中心, 赤峰  024000;  
4. 赤峰应用技术职业学院, 赤峰  024005) 

摘  要: 目的  建立一种基于猪肉、牛肉、羊肉为基质的高效液相色谱-串联质谱法(high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)同时检测磺胺类、喹诺酮类、苯并咪唑类、β受体激

动剂类、四环素类、糖皮质激素类、硝基咪唑类、大环内脂类、酰胺醇类等 9 大类 67 种兽药残留。方法  样

品经 0.1 mol/L 乙二胺四乙酸二钠(ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt, EDTA-2Na)水溶液预处理后用

0.2%甲酸乙腈提取, 通过 PRiME HLB 固相萃取柱净化, 40℃氮气浓缩后 90%水-乙腈溶液(含 0.05%甲酸)溶液

复溶, InfinityLab Proroshell 120 EC-C18 色谱柱分离, 以 AJS ESI 离子源在正、负离子多反应监测模式下进行测

定。结果  67 种兽药经 0.1 mol/L EDTA-2Na 水溶液(含 0.2%甲酸)-乙腈(8:2, V:V)提取后, 在 1~50 μg/L 的质量浓

度范围内线性关系良好, 相关系数 r2 均大于 0.999, 67 种化合物的检出限(limits of detection, LODs)为 0.02~1.35 

μg/kg, 定量限(limits of quantification, LOQs)为 0.05~4.51 μg/kg; 在加标水平为 5、10、50 μg/kg 时, 回收率为

61.6%~112.7%, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)为 1.0%~15.3%。结论  该方法前处理过程简

单、试剂用量小、检测灵敏、准确度高, 极大提高了风险监测检测效率, 将在各级大范围初级畜禽产品风险监

测项目的初步筛查工作中发挥重要作用。 
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Simultaneous determination of 67 kinds of veterinary drug residues in 
livestock products by high performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 67 kinds of veterinary drug 

residues in 9 categories including sulfonamides, quinolones, benzimidazoles, β-agonists, tetracyclines, 
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glucocorticoids, nitroimidazoles, macrolides and amide alcohols based on pork, beef and mutton by high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  The samples were pretreated with 0.1 mol/L 

ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA-2Na) aqueous solution, extracted with 0.2% formic acid 

acetonitrile, purified by PRiME HLB solid phase extraction column, concentrated by nitrogen at 40℃, redissolved 

with 90% water-acetonitrile solution (containing 0.05% formic acid) solution, separated by InfinityLab Proroshell 

120 EC-C18 chromatographic column, and determined by AJS ESI ion source in positive and negative ion 

multi-reaction monitoring mode. Results  The 67 kinds of veterinary drugs were extracted by 0.1 mol/L EDTA-2Na 

aqueous solution (containing 0.2% formic acid)-acetonitrile (8:2, V:V). The linear relationship was good in the mass 

concentration range of 1–50 μg/L, and the correlation coefficient r2 was greater than 0.999. The limits of detection 

(LODs) range of 67 kinds of compounds were 0.02–1.35 μg/kg, and the limits of quantification (LOQs) range were 

0.05–4.51 μg/kg. When the spiked levels were 5, 10, 50 μg/kg, the recoveries were 61.6%–112.7%, and the relative 

standard deviations (RSDs) were 1.0%–15.3%. Conclusion  The method has the advantages of simple pretreatment 

process, small reagent dosage, high sensitivity and accuracy, which greatly improves the efficiency of risk monitoring 

and detection. It will play an important role in the preliminary screening of risk monitoring projects of large-scale 

primary livestock and poultry products at all levels. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; livestock products; veterinary 

drug residues 

 
 

0  引  言 

近年来食品安全问题成为当前社会的热点话题[1], 老百

姓从“吃饱”到“吃好”最关键的问题就是吃的是否安全。因此, 
食品安全既关乎人们的身体健康又关乎社会的良性发展[2–3]。

由于人们生活水平的提高, 动物性产品的消费量呈现逐年上

升的趋势[4], 而在畜牧业发展的同时, 用于治疗和预防动物

疾病的兽药使用成为研究人员重点关注的问题[5–7]。养殖过

程中过量使用、违背休药期规则使用和违反相关条例使用

禁用兽药等行为正威胁着人们的身体健康[8–10]。 
常用的兽药有磺胺类、喹诺酮类、苯并咪唑类、β受

体激动剂类、四环素类、糖皮质激素类、硝基咪唑类、大

环内脂类、酰胺醇类等, 不规范使用兽药容易造成动物源

食品中兽药的残留, 进而被摄入人体对健康造成威胁[11]。

例如违规使用 β受体激动剂造成的残留会导致人类产生肌

肉震颤、肌无力等中毒症状, 严重者危及生命[12–13]; 磺胺

类和喹诺酮类药物作为一类具有抗菌广谱性和强效性特点

的药物被广泛使用, 而滥用造成的药物残留, 会导致人类

食用后消化系统、中枢神经系统以及肝肾血液等器官功能

性损伤, 严重者诱发癌症[14–16]; 糖皮质激素类残留、硝基

咪唑类残留和酰胺醇类残留会造成代谢异常、早熟、发育

异常、致癌、致突变、致畸形和不可逆的再生障碍性贫血等

严重后果[17–18]。目前, 由于待测药物种类众多、结构差异较

大, 行业内的众多检测标准也比较分散、繁杂, 不能做到同

时检测多种兽药残留。因此, 有必要开发一种针对不同基质

同时检测多兽药残留的快速、准确、高通量的检测方法。 

传统的兽药残留检测技术以液相色谱法 (liquid 
chromatography, LC)、气相色谱法(gas chromatography, GC)
和 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (liquid chromatography-mass 
spectrometry, LC-MS)常见[19–20], LC 定性手段单一, 复杂基

质中由于基质干扰较大, 常造成定性困难的情况, GC 检测

过程需要衍生化, 造成的外部干扰较大不利于准确性的把

控, LC-MS 具有分析速率快、高灵敏度、准确度好和筛查通

量大等优点而被广泛应用于多兽药残留的检验检测[21–22]。

但初级畜禽产品常常由于品种、产地和饲养条件的差异造成

基质过于复杂 [23], 而基质对配置电喷雾离子源 (electron 
spray ionization, ESI)的仪器产生离子竞争, 进而影响灵敏度

和准确性, 造成定性定量的不准确。因此, 前处理过程中合

适的净化方式对于基质效应的消除至关重要。常见的基质

净化技术有液液萃取(liquid-liquid extraction, LLE)[24]、固相

萃 取 (solid-phase extraction, SPE)[25] 、 分 散 固 相 萃 取

(dispersive solid phase extraction, DSPE)等[26–27], 每一种净

化均有其优势和局限性, 需要根据实际检测情况来针对性

选择。也正是基于上述原因, 现在行业内利用 LC-MS 结合

固相萃取法同时测定不同基质的药物残留报道较少, 并且

缺少实际样品检测过程中方法比对结果的数据分析。 
本研究建立一种基于猪肉、牛肉和羊肉为基质, 采用

固相萃取为净化手段 , 利用高效液相色谱 -串联质谱法

(high performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, HPLC-MS/MS)同时检测 67 种兽药残留的分

析方法, 并将该方法与相关国家标准进行实际样品检测的

方法比对分析来进行该方法的准确性和可用性评估, 旨在

为畜产品风险监测的初步筛查任务以及未来畜禽产品多兽
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药残留检测方法的开发提供技术和理论支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

畜产品供试样品来源于呼伦贝尔市 12 个旗市区的风

险监测样品。 
磺胺类(100 mg/L)、喹诺酮类(100 mg/L)、苯并咪唑

类(100 mg/L)、β受体激动剂类(100 mg/L)、糖皮质激素类

(100 mg/L)、硝基咪唑类(100 mg/L)、大环内脂类(100 mg/L)、
酰胺醇类(100 mg/L)、四环素类(100 mg/L)共计 67 种兽药

标准溶液(纯度均大于 95%, 天津阿尔塔科技有限公司); 
乙腈、甲醇、甲酸(色谱纯, 北京迈瑞达科技有限公司); 纯
化水为屈臣氏蒸馏水(屈臣氏商标有限公司); 乙二胺四乙

酸 二 钠 (ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt, 
EDTA-2Na)(天津大茂化学试剂厂); PRiME HLB 固相萃取

柱(200 mg/6 cc, 美国 Waters 公司); Cleanert LipoNo 净化管

(15 mL)、Cleanert PEP Plus 固相萃取柱(200 mg/6 mL)(天津

博纳艾杰尔科技有限公司); ProElut PLS 亲水亲脂平衡柱

(200 mg/6 mL, 北京迪马科技有限公司); 0.22 μm 微孔滤膜

(上海安谱实验科技股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 1290-6470 三重四极杆液相色谱-串联质谱仪

(匹配 AJS ESI 离子源和 Masshunter 定量软件)、InfinityLab 
Proroshell 120 EC-C18 柱(2.1 mm×50 mm, 1.9 μm)(美国安捷

伦 公 司 ); 3-18KS 低 温 高 速 离 心 机 ( 德 国 Sigma 
Laborzentrifugen 公司); IKA HS 260 basic 型震荡仪、IKA 
MS 3 basic 涡旋震荡仪(德国 IKA 公司); N-EVAP 116 氮吹

仪(美国 Organomation 公司); KQ-500DV 型数控超声波清

洗器(昆山市超声仪器有限公司); 50 mL 瓶口分液器(德国

Brand 公司); TD-C 系列电子天平(精度 0.001 g, 天津天马

衡基仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶液配制 
(1)标准溶液配制 
分别准确量取标准品母液 1 mL 于 10 mL 容量瓶中, 

用甲醇定容得到质量浓度为 10 µg/mL 的标准储备液, 于
–18℃保存。分别准确量取上述标准储备液 1 mL 于 10 mL
容量瓶中, 用甲醇定容得到质量浓度为 1 µg/mL 的标准工

作液, 于–18℃保存。 
(2)流动相配制 
A 相-0.05%甲酸水: 取 0.5 mL 甲酸用纯化水稀释至

1000 mL; B 相-乙腈。 
(3)溶液配制 
0.1 mol/L EDTA-2Na 水溶液 : 准确称取 0.372 g 

EDTA-2Na, 用纯化水定容到 1000 mL, 混匀; 0.2%甲酸乙

腈: 取 2 mL 甲酸用乙腈稀释至 1000 mL, 混匀; 90%水乙

腈溶液(含 0.05%甲酸): 准确量取 10 mL 乙腈用纯化水定

容到 100 mL, 再加入 50 μL 甲酸, 混匀。 
1.3.2  样品前处理 

(1)样品预处理 
取猪、牛、羊肌肉部分 500 g 用组织匀浆机充分匀浆, 

于自封袋中–18℃避光保存。 
(2)提取 
准确称取 2.00 g 样品于 50 mL 离心管中, 加入 2 mL 

0.1 mol/L EDTA-2Na 水溶液涡旋振荡 2 min, 再加入 8 mL 
0.2%甲酸乙腈, 涡匀。于往复式振荡器上振荡 30 min, 再
置于冰水浴中超声 30 min, 10000 r/min 离心 5 min, 上层清

液备用。 
(3)净化 
准确量取上述上层清液3.5 mL上样于PRiME HLB固相

萃取小柱, 保持每秒 1 滴流速, 准确量取 2 mL 流出液备用。 
(4)浓缩 
将上述量取的流出液于 40℃水浴锅氮气吹至近干, 用

90%水-乙腈溶液(含 0.05%甲酸)1 mL 定容, 涡旋振荡 1 min, 
经 0.22 μm 微孔滤膜过滤, 供 HPLC-MS/MS 测定。 
1.3.3  基质标准曲线的绘制 

准确量取适量混合标准工作液, 用 90%水-乙腈溶液

(含 0.05%甲酸)稀释, 配制成 1、2、5、10、20、50 μg/L 的

系列标准溶液。再分别用猪、牛、羊空白基质样品按照 1.3.2
前处理过程处理获得空白基质溶液, 取空白基质溶液 2 mL
在 40℃下氮气吹干, 1 mL 目标化合物系列标准溶液复溶, 
充分混匀, 经 0.22 μm 微孔滤膜过滤, 制得质量浓度为 1、2、
5、10、20、50 μg/L 的系列基质标准溶液, 现用现配。 
1.3.4  基质效应评价 

在日常检测过程中, 评价基质效应可以将空白基质

匹配标准溶液峰面积与纯溶剂匹配标准溶液峰面积的比值

进行比较, 来评价基质效应(matrix effect, ME)的强弱, 计
算方法见公式(1)[28]:  

 ME/%= Am
As

×100%       (1) 

式中, Am: 目标分析物在基质匹配标准溶液中的峰面积; 
As: 目标分析物在纯溶剂匹配标准溶液中的峰面积 ; 
ME>100 为基质增强效应 , ME<100 为基质抑制效应 , 
80<ME<120 为弱基质效应, ME<80 或 ME>120, 为强基质

效应, ME=100 无基质效应。 
1.3.5  仪器条件 

(1)液相色谱条件 
色谱柱: InfinityLab Proroshell 120 EC-C18 柱(2.1 mm× 

50 mm, 1.9 μm), 流速 0.300 mL/min; 进样量 3 μL; 柱温

35.0℃; 流动相 0.05%甲酸水(A), 乙腈(B), 梯度洗脱程序

如表 1 所示。 
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表 1  液相色谱梯度洗脱程序 
Table 1  Liquid chromatography gradient elution procedure 

时间/min 流速
/(mL/min) 

流动相 

A 相/% B 相/% 

0 0.300 95.0  5.0 

 2.1 0.300 95.0  5.0 

 3.5 0.300 70.0 30.0 

 4.9 0.300 40.0 60.0 

 6.3 0.300 10.0 90.0 

 9.3 0.300 10.0 90.0 

  9.31 0.300 95.0  5.0 

12.0 0.300 95.0  5.0 
 

(2)质谱条件 
离子源配备 ESI+Agilent Jet Streat, 多反应监测模式

采集参数, 采集条件如表 2 所示。 

1.4  数据处理 

本研究检测数据的定性定量分析和目标物质色谱图

在安捷伦 Masshunter 软件中完成, 而所有测定结果均通过

3 次平行测定后以平均值给出。数据分析利用 Microsoft 
Excel 2007 进行数据录入及整理, 采用 IBM SPSS 22.0 软

件进行统计学分析 , 应用最小显著差数 (least significant 
difference, LSD)法进行差异显著性检验。可视化图形的绘

制由 SigmaPlot 15.0 完成。 
 

表 2  质谱离子源条件 
Table 2  Ion source conditions for mass spectrometry 

参数 正模式 负模式 

干燥气温度/℃ 325 325 
干燥气流速

/(L/min) 
8 8 

雾化器压力/psi 45 45 

鞘气温度/℃ 350 350 

鞘气流速/(L/min) 12 12 

毛细管电压/V 4000 3500 

喷嘴电压/V 500 2000 

倍增电压/V 0 300 

 
2  结果与分析 

2.1  质谱条件优化 

将质量浓度为 100 μg/L的混合标准品溶液, 上机检测, 
通过不断优化离子源条件、梯度洗脱程序、碎片电压和碰

撞能量等关键参数, 最终获得离子响应值最大、分离度最

好的仪器条件和离子参数结果, 67 种兽药质谱参数结果见

表 3。 
 

表 3  67 种兽药质谱参数 
Table 3  Mass spectral parameters of 67 kinds of veterinary drugs 

序号 化合物 保留时间
/min 

定量离子 
(m/z) 

定性离子 
(m/z) 

去簇电压
/V 

碰撞气能量 
/V 

极性 

1 阿苯哒唑 6.02 266.1>234.1 266.1>191 130 16/34 + 

2 阿苯哒唑 2 氨基砜 3.49 240.1>198.1 240.1>133 150 16/30 + 

3 阿苯哒唑砜 5.49 298.1>266.1 298.1>159 160 16/39 + 

4 阿苯哒唑亚砜 5.06 282.1>240.1 282.1>208 130 7/21 + 

5 苯甲酰磺胺 5.70 277>156   277>108 70 12/28 + 

6 磺胺苯吡唑 5.85 315>158 315>92 130 36/40 + 

7 磺胺吡啶 3.14 250>156  250>108 110 16/28 + 

8 磺胺对甲氧嘧啶 4.78 281>156 281>92 110 16/32 + 

9 磺胺二甲嘧啶 1.98 279>186 279>92 110 16/36 + 

10 磺胺二甲异噁唑 5.53 268>156 268>92 102 12/32 + 

11 磺胺间二甲氧嘧啶 5.81 311>156 311>92 110 20/40 + 

12 磺胺甲噁唑 5.37 254>156 254>92 97 16/28 + 

13 磺胺甲基嘧啶 3.56 265>156 265>92 102 16/36 + 

14 磺胺间甲氧嘧啶 5.15 281>156 281>92 112 16/32 + 

15 磺胺甲噻噁唑 4.84 271>156 271>92 97 12/32 + 

16 磺胺甲氧哒嗪 4.91 281>156 281>92 117 16/32 + 

17 磺胺氯哒嗪 5.20 285>156 285>92 92 12/32 + 

18 磺胺邻二甲氧嘧啶 5.37 311>156 311>92 121 20/40 + 

19 磺胺嘧啶 2.03 251>156 251>92 102 16/28 + 

20 磺胺噻唑 2.95 256>156 256>92 112 16/32 + 
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表 3(续) 

序号 化合物 保留时间
/min 

定量离子 
(m/z) 

定性离子 
(m/z) 

去簇电压
/V 

碰撞气能量 
/V 

极性 

21 甲氧苄啶 4.61 291.1>230.1 291.1>123 120 25/25 + 

22 乙酰磺胺 1.55 215>156 215>108 70 8/20 + 

23 达氟沙星 4.94 358>340 358>96 150 24/40 + 

24 二氟沙星 5.18 400>356 400>99 150 20/32 + 

25 噁喹酸 5.64 262>244 262>216 110 20/32 + 

26 恩诺沙星 4.99 360>316 360>245 150 20/32 + 

27 氟甲喹 6.16 262>244 262>202 110 20/36 + 

28 环丙沙星 4.85 332>314 332>231 130 20/40 + 

29 洛美沙星 4.92 352>308 352>265 130 16/28 + 

30 诺氟沙星 4.80 320>302 320>233 110 24/28 + 
31 培氟沙星 4.83 334>316 334>290 130 24/20 + 
32 沙拉沙星 5.15 386>342 386>299 130 20/32 + 
33 司帕沙星 5.18 393>349 393>292 130 20/28 + 
34 氧氟沙星 4.81 362>318 362>261 130 20/32 + 
35 依诺沙星 4.74 321>303 321>234 130 24/24 + 
36 氯霉素 5.60 320.9>57 320.9>152 118 8/16 - 
37 氟苯尼考 5.43 356>336 356>185 134 8/16 - 
38 氟苯尼考胺  0.649 248>230 248>130 94 9/25 + 
39 甲砜霉素 4.64 354>290 354>185 134 8/20 - 
40 非诺特罗 3.44 304.15>134.61 304.15>106.59 105 20/36 + 
41 克伦特罗 5.07 277.11>258.94 277.11>202.78 95 8/16 + 
42 氯丙那林 4.79 214.13>195.97 214.13>153.75 90 12/16 + 
43 莱克多巴胺 4.90 302.33>163.87 302.33>106.77 105 16/36 + 
44 喷布特罗 6.14 292.36>236.22 292.36>201 115 16/20 + 
45 沙丁胺醇 1.23 240.17>221.97 240.17>147.7 95 8/20 + 
46 特布他林 1.18 226.15>151.74 226.15>124.67 95 16/28 + 
47 妥布特罗 5.07 228.22>171.88 228.22>153.9 95 12/16 + 
48 西马特罗 1.26 220.18>201.95 220.18>143.3 85 8/20 + 
49 金霉素 4.90 479>462 479>444 120 16/24 + 
50 强力霉素 5.45 445.1>428 445.1>321 130 15/33 + 
51 四环素 4.91 445.2>427 445.2>410 125 8/16 + 
52 土霉素 4.78 461>443 461>426 110 12/20 + 
53 红霉素 5.79 734.5>576.3 734.5>158.1 170 14/30 + 
54 罗红霉素 6.15 837.5>679.4 837.5>158 170 18/38 + 
55 林可霉素 4.04 407.2>359 407.2>126 150 15/30 + 
56 泰乐菌素 5.89 916.5>174 916.5>101 240 42/54 + 

57 替米考星 5.54 869.6>696.4 869.6>174 250 45/50 + 

58 倍氯米松 6.20 409>391 409>147 110 6/30 + 

59 倍他米松 6.11 393>373 393>355 110 6/10 + 

60 地塞米松 6.11 393>373 393>355 110 6/10 + 

61 甲基泼尼松 6.06 375.2>357.1 375.2>161.1 110 6/20 + 

62 泼尼松 5.83 359>341 359>147 90 6/24 + 

63 泼尼松龙 5.82 361>343 361>147 110 6/20 + 

64 地美硝唑 1.89 142.1>96 142.1>81 90 14/30 + 

65 甲硝唑 1.51 172.1>128 172.1>82 90 12/26 + 

66 羟基地美硝唑 1.38 158.1>140 158.1>55 90 10/18 + 

67 羟基甲硝唑 1.07 188>126 188>123 90 15/10 + 
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2.2  流动相优化 

由于同时采集 67 种兽药参数, 为秉持高效的原则, 
本研究采用梯度洗脱的方法 , 在安捷伦的 InfinityLab 
Proroshell 120 EC-C18 (2.1 mm×50 mm, 1.9 μm)色谱柱上通

过不断地考察不同流动相组合以及梯度洗脱程序, 来获得

各物质最佳的响应值。通常在流动相中添加一定量的酸有

利于正模式下各物质的离子电离, 最终得到较高的响应值

和好的峰形[29]。但是过量的酸不但能降低负离子模式下化

合物的响应值, 也会由于离子竞争作用降低正离子模式下

化合物的响应值。因此, 针对加入酸的量分别考察的以下

几个流动相组合。流动相Ⅰ: A 相为 0.1%甲酸水-B 相为甲醇; 
流动相Ⅱ: A相为 0.05%甲酸水-B相为乙腈; 流动相Ⅲ: A相

为 0.1%甲酸水-B 相为乙腈; 流动相Ⅳ: A 相为 0.1%甲酸水

-B 相为 0.1%甲酸乙腈。 
结果表明, 乙腈相较于甲醇更能够提高响应值并且

目标化合物峰形分离度更好, 而过量的酸确实降低了四环

素类, 以及部分大环内酯类物质的响应值。4 种流动相条

件下, 流动相Ⅱ能够使目标物质均获得较高的响应值和较

好的峰形, 结果如图 1 所示。 
 

 
 

图1  4种不同流动相条件下各类物质峰面积总和 
Fig.1  Sum of peak areas of each substance under 4 kinds of different 

mobile phase conditions 
 

2.3  提取液的优化 

与其他有机溶剂相比, 乙腈是应用最普遍的提取液[30], 
提取过程中在完成化合物提取的同时最大化地沉淀蛋白, 且
更少提取样品基质[31]。一些 QuEChERS 方法将乙腈和水按

照一定的比列组合, 探索到了不错的提取方法。另外, 根
据物质化学性质的特点, 在提取液中添加适量的酸性物质

和盐能提高一些棘手化合物提取效率。比如适量的酸能够

提高喹诺酮类、硝基咪唑类物质的回收率, 而过量的酸却

能够降低磺胺类和糖皮质激素类等物质的回收率[32]。对于

四环素类这样特殊的物质由于螯合作用, 在提取液中添加

一定量的 EDTA-2Na 盐对于提高响应值和回收率有很大的

改善作用[33]。因此, 本研究考察了甲酸添加量为 0.1%、

0.2%、1.0%、2.0%于 0.1 mol/L EDTA-2Na 水溶液-乙腈(8:2, 
V:V)作为提取液所得到的实验结果, 结果如图 2 所示, 0.1 
mol/L EDTA-2Na 水溶液(含 0.2%甲酸)-乙腈(8:2, V:V)作为

提取液效果较好。 
 

 
 

图2  4种不同提取液条件下各类物质平均回收率 
Fig.2  Average recoveries of various substances under 4 kinds of 

different extract conditions 

 
2.4  提取方式的优化 

超声和振荡均是畜禽产品药物残留提取过程中的有

效手段, 而过程中提取时间的把控却是保证提取效率的要

点, 如果提取时间过长, 提取目标物的同时基质中的干扰物

质也被提取出来造成基质干扰, 时间过短提取不充分造成回

收率偏低[34]。本研究的方法考察了超声和振荡组合下不同提

取时间对回收率的影响。分别为: 振荡 10 min、超声 10 min; 
振荡 20 min、超声 20 min; 振荡 30 min、超声 30 min。结果

如图 3 所示, 除了酰胺醇类在 3 种提取模式下回收率变化不

明显, 其余参数回收率随着提取时间的增加, 呈逐渐增加

趋势。因此, 选择振荡 30 min、超声 30 min 来进行提取。 

2.5  净化材料的选择 

针对 QuEChERS 法前处理方式, 市场上相关产品不

在少数, 本研究考察了 Waters 公司的 PRiME HLB 固相萃

取柱、艾杰尔科技有限公司的 Cleanert LipoNo 净化管和

Cleanert PEP Plus 固相萃取柱以及迪马科技有限公司

ProElut PLS 亲水亲脂平衡柱 4 种净化材料的净化效果。经

PEP Plus 净化 , 回收率在 80%~120% 占 59.7% 、 在

60%~120%占 97.0%, 阿苯达唑砜 2氨基砜和四环素回收率

低于 60%; 经 LipoNo净化, 回收率在 80%~120%占 50.7%、

在 60%~120%占 98.5%, 羟基甲硝唑收率低于 60%; 经
ProElut PLS 净化 , 回收率在 80%~120%占 38.8%、在

60%~120%占 89.6%, 有 10.4%的参数回收率不足 60%; 经
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PRiME HLB 净化 , 回收率在 80%~120%占 64.2%、在

60%~120%占 100%。因此, 从回收率的高低和分布并结合

产品功能角度来看, PRiME HLB 可去除 90%以上包括内源

性磷脂等非极性干扰物, 基质消除率达 95%[35–37], PRiME 
HLB 固相萃取柱是相对较好的净化材料。 

 

 
 

图3  3种不同提取方式组合下各类物质平均回收率 
Fig.3  Average recoveries of various substances under 3 kinds of 

different combinations of extraction methods 
 

2.6  复溶液的优化 

由于不同兽药极性不同, 根据“相似相溶”原理[28], 在
本研究所使用的反相色谱柱上的保留效果也不同, 有大部

分兽药的峰形受溶剂效应干扰较小, 但仍有一些强极性化

合物表现出峰形分叉或峰过宽, 不利于定性定量。本研究

对比了 60%水-乙腈溶液(含 0.1%甲酸)、70%水-乙腈溶液

(含 0.1%甲酸)、80%水-乙腈溶液(含 0.1%甲酸)、90%水-
乙腈溶液(含 0.1%甲酸)作为复溶液, 以化合物响应值和和

峰形态为评价标准, 发现有机相比例越高溶剂效应越明显, 
出峰靠前的氟苯尼考胺、沙丁胺醇、特布他林等参数受溶

剂干扰较大, 水相比例达到 90%时, 整体良好, 峰形锐利。

另外, 有研究表明适量的甲酸能够促进磺胺类和四环素类

物质的溶解来提高回收率[38]。因此, 对比了 90%水-乙腈溶

液(含 0.1%甲酸)和 90%水-乙腈溶液(含 0.05%甲酸)两种选

择, 结果发现大环内酯类物质响应值随着酸含量的上升呈

下降趋势, 而红霉素由于分子结构中含有多个羟基这种趋

势表现得更为明显。因此本研究选择与初始流动相相同的

90%水-乙腈溶液(含 0.05%甲酸)为复溶液。 

2.7  基质效应 

在猪肉、牛肉和羊肉中添加适量标准品进行前处理, 
与不含基质经前处理的溶剂标进行检测结果比对。根据公

式计算出不同基质在本研究方法中表现出的基质效应, 如
表 4 所示, 可以看出 3 类基质中猪肉基质效应最小, 羊肉

基质效应最大。猪肉有 3 类, 牛肉有 4 类参数表现出强基

质效应, 而羊肉仅有 1 类表现为弱基质效应, 说明即便是

经过了净化材料的处理, 一些化合物仍然受到基质干扰较

大。因此, 本研究通过基质标准溶液曲线定量和减小进样

量来校正基质效应。 
 

表 4  猪肉、牛肉、羊肉基质效应 
Table 4  Matrix effects of pork, beef, and lamb  

项目 猪肉/% 牛肉/% 羊肉/% 

苯并咪唑类  96.3  86.8  72.0 

磺胺类  79.2  56.6  46.3 

喹诺酮类 143.3 105.2  66.5 

酰胺醇类 109.9 129.7 119.7 

β受体激动剂类  97.1  66.3  60.2 

四环素类 137.2 109.5  77.7 

大环内酯类 117.6 116.8  72.0 

糖皮质激素类  56.4  52.3  52.8 
 

2.8  方法学验证 

2.8.1  线性范围、检出限和定量限 
以牛肉基质为例, 采用阴性样品按照优化好的前处

理程序制备基质标准溶液曲线, 以优化好的仪器条件进行

上机测定, 以目标化合物定量离子的峰面积(Y)为纵坐标、

质量浓度(X, μg/L)为横坐标绘制标准曲线, 得到 67 种兽药

的线性回归方程和相关系数, 如表 5 所示。67 种化合物在

1~50 μg/L 的质量浓度范围内线性关系良好, 相关系数 r2

均大于 0.999, 按照定量离子信噪比(S/N)≥3时计算 LODs, 
以(S/N)≥10 时计算 LOQs, 67 种化合物的定量限均低于

10 μg/kg。该方法检出限和定量限低于 GB 31650—2019
《食品安全国家标准  食品中兽药最大残留限量》以及

GB 31650.1—2022《食品安全国家标准 食品中 41 种兽药

最大残留限量》限量要求, 满足日常检测需求。 
2.8.2  回收率及精密度 

以猪肉、牛肉和羊肉为基质, 加入一定量标准工作液

得到低浓度、中浓度和高浓度分别为 5、10 和 50 μg/kg 的

基质加标样品, 每个浓度做 3 次平行实验, 经前处理上机

检测, 通过数据分析和计算得到平均回收率及精密度[相
对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)]。以牛肉为

例, 结果如表 5 所示, 67 种兽药在低浓度加标水平回收率

为 62.7%~99.8%, RSDs为 1.0%~15.3%; 中浓度加标水平回

收率为 61.6%~98.0%, RSDs 为 3.7%~6.6%; 高浓度加标水

平回收率为 71.1%~112.7%, RSDs 为 3.0%~8.6%。由此可知

本方法符合相关标准要求可用于上述 3 种基质的定性定量

检测。 
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2.9  实际样品测定 

本研究应用该方法对呼伦贝尔市 12 个旗市区的 181
批次风险监测样品进行了初筛检测, 结果在 2 批次羊肉样

品中检测出 5 种兽药残留不符合 GB 31650—2019 和 GB 
31650.1—2022 限量要求。为对检测结果进行确证, 将这 2
批次样品同时使用本研究方法和 GB 31658.17—2021、

GB/T 21324—2007、GB/T 20762—2006 进行方法比对实验, 
检测结果图谱如图 4 所示。检测数据经 IBM SPSS 22.0 软

件进行统计学分析, 应用 LSD 法进行差异显著性检验。结

果表明 5 种兽药检测值的差异除了磺胺间甲氧嘧啶之外

(P<0.05), 其余 4 种兽药与国标方法相比均无显著差异

(P>0.05)(表 6), 说明本研究方法检测结果可靠。 

 

 
 

注: 1. Q-CK为阴性空白色谱图; Q-JZB为阳性添加色谱图; Q-S1-1为阳性样品Ⅰ色谱图; Q-S2-1为阳性样品Ⅱ色谱图。2. 图中目标化合物缩写

LKMS(林可霉素)、YFSX(氧氟沙星)、ABDZYF(阿苯哒唑亚砜)、HAJJYMD(磺胺间甲氧嘧啶)、HAJEZ(磺胺甲噁唑)、ABDZF(阿苯哒唑

砜)、ABDZ(阿苯哒唑)。 
图4  应用本方法检测羊肉67种兽药残留色谱图 

Fig.4  Chromatograms of 67 kinds of veterinary drug residues detected in lamb using this method 
 

3  结  论 

本研究建立了 HPLC-MS/MS 同时检测猪肉、牛肉和

羊肉中 67 种兽药残留的快速分析方法 , 该方法使用

PRiME HLB 通过式固相萃取柱净化样品, 能够有效提高

前处理效率, 并对多种兽药进行准确定性定量。方法验证

实验中 3 种基质加标回收率均处于 60%~120%; 实际样品

检测过程中, 在实现了高通量快速检测的同时, 实际检测

值与国标方法比对结果差异性不显著, 可满足日常大批量

多组分兽药残留的分析。另外, 对于承担大批量风险监测

任务的检测机构来说, 该方法作为初筛定性定量方法, 在
提高检验检测效率和节约资源角度来讲具有现实意义。 

 
表 5  牛肉中 67 种兽药回归方程、相关系数、LODs、LOQs、回收率和 RSDs (n=3) 

Table 5  Regression equations, correlation coefficients, LODs, LOQs, recoveries and RSDs of 67 kinds of veterinary drugs in beef (n=3) 

序号 化合物 线性方程 
相关 
系数 

LODs 
/(μg/kg)

LOQs 
/(μg/kg)

低加标水平/(μg/kg) 中加标水平/(μg/kg) 高加标水平/(μg/kg)

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/%

1 阿苯哒唑 Y=6877.337438X– 
159.573309 0.99999 0.08 0.27 75.4  4.5  64.7  5.4  73.5  7.0  

2 阿苯哒唑 2 氨基砜 Y=2327.281871X+ 
232.726097 0.99997 0.31 1.03 75.7  5.0  75.4  5.1  90.9  5.6  
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表 5(续) 

序号 化合物 线性方程 
相关 
系数 

LODs 
/(μg/kg)

LOQs 
/(μg/kg)

低加标水平/(μg/kg) 中加标水平/(μg/kg) 高加标水平/(μg/kg)

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/%

3 阿苯哒唑砜 Y=1873.864872X– 
399.217174 0.99985 0.33 1.10 99.0  2.9  88.2  3.7  86.9  4.5  

4 阿苯哒唑亚砜 Y=863.149250X+ 
383.321362 0.99953 0.17 0.56 67.5  2.9  71.3  5.8  92.6  6.2  

5 苯甲酰磺胺 Y=2810.581212X+ 
286.705940 0.99995 0.09 0.32 62.7  2.2  66.4  6.4  71.1  8.6  

6 磺胺苯吡唑 Y=946.040605X+ 
346.328431 0.99960 0.49 1.64 65.6  1.9  66.2  6.1  82.1  7.3  

7 磺胺吡啶 Y=2785.106653X+ 
951.014702 0.99978 0.13 0.44 64.1  4.0  68.5  6.2  85.7  7.1  

8 磺胺对甲氧嘧啶 Y=590.360030X+ 
39.121414 0.99998 0.09 0.31 78.7  2.2  78.8  4.8  78.9  6.3  

9 磺胺二甲嘧啶 Y=1466.284214X+ 
257.987097 0.99984 0.08 0.27 71.7  3.9  68.6  5.6  81.7  6.7  

10 磺胺二甲异噁唑 Y=1092.972309X– 
155.593474 0.99984 0.16 0.55 65.2  3.0  68.4  6.1  79.0  7.6  

11 磺胺间二甲氧嘧啶 Y=3118.003392X+ 
822.532830 0.99947 0.04 0.14 66.3  5.2  66.8  6.1  81.0  7.3  

12 磺胺甲噁唑 Y=576.004887X– 
15.157231 0.99994 0.54 1.81 67.6  3.1  65.8  6.0  75.9  7.6  

13 磺胺甲基嘧啶 Y=2440.867694X+ 
15.955157 0.99964 0.10 0.33 75.0  1.3  73.4  5.2  84.8  6.2  

14 磺胺间甲氧嘧啶 Y=474.815409X+ 
183.240081 0.99992 0.06 0.19 74.9  5.7  65.0  5.4  72.3  7.1  

15 磺胺甲噻噁唑 Y=825.054927X+ 
455.919469 0.99986 0.68 2.25 66.8  4.6  65.4  6.1  72.2  8.0  

16 磺胺甲氧哒嗪 Y=859.930472X+ 
236.853424 0.99967 0.23 0.69 72.1  2.5  71.7  5.4  80.6  6.7  

17 磺胺氯哒嗪 Y=605.707565X– 
97.335653 0.99997 0.45 1.49 63.1  3.7  61.6  6.6  72.3  8.5  

18 磺胺邻二甲氧嘧啶 Y=831.772600X+ 
145.241928 0.99989 0.60 1.98 74.9  1.0  64.7  5.4  81.6  6.4  

19 磺胺嘧啶 Y=1192.264922X+ 
271.590575 0.99981 0.15 0.52 68.4  9.7  66.1  5.9  79.7  7.2  

20 磺胺噻唑 Y=1533.029857X– 
5.746038 0.99969 0.04 0.14 74.7  1.7  69.9  5.3  81.1  6.5  

21 甲氧苄啶 Y=2473.544824X+ 
543.371022 0.99985 0.05 0.17 83.4  2.7  82.2  4.5  96.7  4.7  

22 乙酰磺胺 Y=903.608992X+ 
363.451945 0.99966 0.36 1.20 72.4  4.9  63.4  5.6  83.2  6.5  

23 达氟沙星 Y=2458.265750X– 
1366.155889 0.99980 0.39 1.29 99.8  6.0  86.6  3.7  92.9  4.2  

24 二氟沙星 Y=632.896663X– 
27.784437 0.99960 0.52 1.74 79.4  2.0  81.7  4.7  91.1  5.4  

25 噁喹酸 Y=9976.317849X+ 
3836.748860 0.99996 0.26 0.87 78.4  3.2  80.9  4.8  95.2  5.1  

26 恩诺沙星 Y=704.879881X– 
69.133174 0.99914 0.18 0.61 85.2  1.4  84.0  4.3  89.5  5.1  

27 氟甲喹 Y=8120.831849X+ 
4811.901666 0.99983 0.17 0.58 79.5  1.0  75.1  4.8  95.2  5.1  

28 环丙沙星 Y=1054.063633X+ 
165.161373 0.99958 0.96 3.21 93.7  1.4  79.3  4.0  87.8  4.8  

29 洛美沙星 Y=1178.146152X+ 
72.659536 0.99959 0.38 1.25 75.2  1.9  73.9  5.2  82.7  6.3  

30 诺氟沙星 Y=1224.162426X+ 
229.999663 0.99954 0.30 0.99 98.0  3.3  80.5  3.8  90.4  4.4  

31 培氟沙星 Y=2137.441290X+ 
1910.721663 0.99968 0.38 1.28 76.6  6.7  89.9  4.7  93.5  5.4  

32 沙拉沙星 Y=494.297281X– 
208.709557 0.99975 0.36 1.21 69.5  7.0  88.1  5.2  83.9  6.7  

33 司帕沙星 Y=1045.995855X+ 
48.012220 0.99981 0.17 0.58 69.9  1.6  78.2  5.4  89.8  6.2  

34 氧氟沙星 Y=1378.411448X+ 
240.626368 0.99968 0.21 0.68 67.1  4.1  70.8  5.9  83.4  7.0  

35 依诺沙星 Y=2222.035137X– 
268.923618 0.99981 0.32 1.08 93.1  2.4  84.7  4.0  89.5  4.7  
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表 5(续) 

序号 化合物 线性方程 
相关 
系数 

LODs 
/(μg/kg)

LOQs 
/(μg/kg)

低加标水平/(μg/kg) 中加标水平/(μg/kg) 高加标水平/(μg/kg)

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/%

36 氯霉素 Y=181.344430X+ 
142.077391 0.99978 1.12 3.73 67.6  2.7  74.9  5.7  110.2  4.7  

37 氟苯尼考 Y=234.406897X+ 
0.201320 0.99995 0.06 0.21 82.5  5.8  98.0  4.2  112.7  3.0  

38 氟苯尼考胺 Y=100.819825X+ 
550.044183 0.99986 0.97 3.23 77.5  1.8  93.1  4.6  96.6  5.1  

39 甲砜霉素 Y=62.159255X+ 
13.587498 0.99963 0.13 0.44 72.7  8.7  91.8  4.9  88.5  6.1  

40 非诺特罗 Y=1231.701837X+ 
583.242468 0.99980 0.06 0.21 68.7  3.4  75.7  5.6  91.3  6.2  

41 克伦特罗 Y=3696.233161X+ 
913.098936 0.99989 0.02 0.05 71.0  6.3  71.3  5.5  88.3  6.2  

42 氯丙那林 Y=5690.367274X+ 
1317.263362 0.99947 0.27 0.91 65.9  5.8  72.7  5.9  91.0  6.5  

43 莱克多巴胺 Y=1903.841477X+ 
259.397973 0.99994 0.10 0.34 72.1  2.3  75.7  5.3  88.3  6.1  

44 喷布特罗 Y=12185.355636X+ 
2541.424639 0.99990 0.02 0.08 72.2  2.6  73.3  5.4  90.5  5.9  

45 沙丁胺醇 Y=2001.968684X+ 
1138.915208 0.99983 0.31 1.02 69.3 2.0 78.9 5.5 99.4 5.5 

46 特布他林 Y=1391.477434X+ 
738.770666 0.99947 0.10 0.35 71.0  4.5  75.3  5.4  96.3  5.6  

47 妥布特罗 Y=9145.661153X+ 
2096.120814 0.99967 0.06 0.19 64.9  1.4  70.7  6.1  90.2  6.6  

48 西马特罗 Y=3184.152485X+ 
22000.078657 0.99934 0.04 0.12 63.7  2.3  80.5  5.9  97.6  6.1  

49 金霉素 Y=134.351191X+ 
22.776419 0.99959 1.10 3.68 64.5  5.7  70.2  6.1  86.8  7.0  

50 强力霉素 Y=570.254978X+ 
335.155543 0.99992 0.52 1.75 63.8  4.6  66.2  6.3  72.7  8.3  

51 四环素 Y=443.523845X+ 
179.879847 0.99963 0.63 2.08 66.8  6.4  84.8  5.5  80.6  7.3  

52 土霉素 Y=427.869547X+ 
193.804766 0.99954 0.40 1.34 74.6  1.4  65.0  5.4  71.4  7.2  

53 红霉素 Y=98.894836X+ 
6.990707 0.99978 1.35 4.51 71.0  15.3 73.3  5.5  100.2  5.3  

54 罗红霉素 Y=1504.326612X– 
148.206202 0.99936 0.06 0.19 82.1  3.2  79.0  4.6  90.4  5.2  

55 林可霉素 Y=6542.017707X+ 
194.113019 0.99988 0.34 1.14 81.8  2.3  75.9  4.7  93.9  5.0  

56 泰乐菌素 Y=1031.526246X+ 
19.544100 0.99990 0.07 0.24 82.9  2.5  93.5  4.3  109.6  3.9  

57 替米考星 Y=590.967911X– 
163.197853 0.99929 0.21 0.71 84.8  1.9  95.1  4.2  110.3  3.7  

58 倍氯米松 Y=261.959621X+ 
130.818544 0.99909 1.32 4.38 84.8  2.6  64.8  4.8  77.2  6.0  

59 倍他米松 Y=564.121914X+ 
217.831091 0.99941 0.12 0.41 69.8  1.9  71.4  5.6  91.6  6.1  

60 地塞米松 Y=504.153751X+ 
285.446552 0.99941 0.23 0.75 66.0  1.3  70.5  6.0  88.8  6.7  

61 甲基泼尼松 Y=526.221459X+ 
227.565157 0.99963 1.07 3.57 86.0  4.3  73.4  4.5  89.6  5.1  

62 泼尼松 Y=166.236807X+ 
42.691498 0.99969 0.66 2.19 90.0  1.5  86.3  4.1  90.2  4.8  

63 泼尼松龙 Y=327.322966X+ 
270.619002 0.99985 1.03 3.42 68.0  6.0  79.6  5.6  91.7  6.2  

64 地美硝唑 Y=1888.719556X– 
26.468473 0.99993 0.48 1.61 78.3  2.0  74.1  4.9  86.2  5.8  

65 甲硝唑 Y=1133.791485X+ 
202.286589 0.99995 0.20 0.68 76.9  2.2  76.9  5.0  94.8  5.3  

66 羟基地美硝唑 Y=571.763146X– 
224.288436 0.99914 1.01 3.37 91.7  14.9 82.2  4.1  89.4  4.8  

67 羟基甲硝唑 Y=227.029471X+ 
111.353476 0.99925 0.30 1.00 67.5  7.2  71.9  5.8  88.4  6.5  

注: 检出限(limits of detection, LODs), 定量限(limits of quantification, LOQs)。 
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表 6  本方法与国标方法比对结果 
Table 6  Comparison results between this method and the national standard method 

化合物 磺胺甲噁唑 阿苯哒唑-2-氨基砜 磺胺间甲氧嘧啶 氧氟沙星 林可霉素 

方法 本方法 
GB 

31658.17— 
2021 

本方法 
GB/T 

21324—
2007 

本方法 
GB 

31658.17—
2021 

本方法 
GB 

31658.17— 
2021 

本方法
GB/T 

20762—
2006 

检测值 
/(μg/kg) 

4120.99± 
89.44 

4189.96± 
16.51 

1157.03±
22.50 

1143.98±
32.07 

2452.58±
86.04 

2191.25±
57.15 

649.26± 
54.36 

638.79± 
36.30 

2377.72±
85.84 

2606.41±
142.32 

P 0.259 0.595 0.012 0.795 0.076 
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