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超高效液相色谱-四极杆串联离子阱质谱法同时 
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摘  要: 目的  建立一种超高效液相色谱-四极杆串联离子阱质谱法(ultra performance liquid chromatography 

quadrupole tandem ion trap-mass spectrometry, UPLC-MS/MS)同时检测动物源性食品中多种抗病毒药物的方

法。方法  样品经三氯乙酸-乙腈(20:80, V:V)溶液提取, Captive EMR-Lipid 净化柱净化, 采用 Waters BEH C18

色谱柱分离 , UPLC-MS/MS 检测 , 多反应监测 - 信息关联扫描 - 增强子离子扫描 (multiple response 

monitoring-information dependent acquisition-enhanced product ion, MRM-IDA-EPI)确证, 外标法定量。结果  26

种抗病毒药物定量限为 0.1~5.0 μg/kg, 相关系数均高于 0.99, 回收率范围为 71%~97%, 相对标准偏差为

1.3%~10.7%。结论  采用新型通过型净化技术及四极杆串联离子阱质谱法, 可同时对 26 种抗病毒药物进行定

性、定量检测; 采用二级全扫描谱图与谱库检索比对, 实现了化合物的确证分析。 
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Simultaneous determination of 26 kinds of antiviral drugs in animal derived 
foods by ultra performance liquid chromatography quadrupole tandem  

ion trap-mass spectrometry 

LIU Yu1*, DONG Hong-Zhu1, WANG Yue1, GENG Qing-Hua1, LI Xiao-Dong1,  
ZHANG Tong1, JIANG Li1, WAN Jian-Chun2, LI Zhi-Yuan3 

(1. Technical Center of Shenyang Customs, Shenyang 110000, China; 2. Technical Center of Jiangxi Customs,  
Jiangxi 330000, China; 3 Shanghai AB Sciex Analytical Instrument Trading Co., Ltd., Beijing 100015, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of multiple antiviral drugs in 
animal derived foods by ultra performance liquid chromatography quadrupole tandem ion trap-mass spectrometry 
(UPLC-MS/MS). Methods  The sample was extracted with a solution of trichloroacetic acid acetonitrile (20:80, 
V:V), purified with Captive EMR Lipid, separated using a Waters BEH C18 chromatographic column, detected by 
UPLC-MS/MS, confirmed by multiple response monitoring-information dependent acquisition-enhanced product ion 
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(MRM-IDA-EPI), and quantified by external standard method. Results  The limits of quantitative of 26 kinds of 
antiviral drugs were 0.1–5.0 μg/kg, with correlation coefficients higher than 0.99. The recovery rates were 71%–97%, 
and the relative standard deviations were 1.3%–10.7%. Conclusion  Using a new type of purification technology 
and quadrupole tandem ion trap mass spectrometry, 26 kinds of antiviral drugs can be qualitatively and quantitatively 
detected simultaneously; by using a second level full scan spectrogram and comparing it with the spectral library 
retrieval, the confirmation analysis of compounds can be achieved. 
KEY WORDS: antiviral drugs; ultra performance liquid chromatography quadrupole tandem ion trap-mass 

spectrometry; animal derived food; Captive EMR-Lipid 
 
 

0  引  言 

近年来, 随着禽流感病毒、新冠病毒的相继出现, 抗
病毒药物被应用于预防、治疗人和动物的病毒感染[1–6], 一
些新型抗病毒药物用于新冠病毒的治疗[7–12]。然而新型抗

病毒药物在动物养殖过程中的滥用, 会造成药物残留、病

毒抑制或变异等, 由于药物在畜禽体内蓄积, 再通过食物

链、水环境等传递给人类, 若食用过多残留这些药物的动

物源性产品, 人体也很容易产生耐药性, 从而降低抗病毒

药物的有效性, 对人类健康带来潜在的威胁。我国明确规

定畜禽养殖中严禁使用抗病毒类药物。 
然而养殖户为避免病毒感染引发畜禽死亡而造成经

济损失, 依然存在在畜禽养殖中滥用抗病毒药物的现象。

一些新型抗病毒药物滥用于畜禽养殖的情况往往未受到关

注, 部分新型抗病毒药物目前还没有合适的检测方法。目

前抗病毒药物的定量检测方法样品基质主要为动物源性产

品[13–18]、水体[19–24]等, 检测方法以液相色谱-串联质谱法为

主[25–30], 也有免疫层析技术检测的相关报道[31–32]。液相色

谱-串联质谱技术具有定性准确且可同时检测多种抗病毒药

物等优点, 是目前主要检测方法。但研究对象大部分为常用

的利巴韦林、金刚烷胺、奥司他韦等个别药物, 同时检测多

种抗病毒药物的方法较少, 且采用的净化方式多为常规的

固相萃取柱。现有检测方法的局限性导致了监管的困难, 因
此迫切需要建立多指标抗病毒药物和代谢物的检测方法及

结构相似物的筛检方法。本研究采用杂质吸附型净化方法

(Captive EMR-Lipid), 建立畜禽肌肉、肝脏中 26 种抗病毒药

物的定性、定量分析方法, 并通过离子阱质谱的谱库筛查功

能, 比对二级全扫描质谱图, 对化合物进行筛查和确证。

建立的多种新型抗病毒药物检测方法和筛查方法, 有助于

加大未知物筛查力度, 为综合评价药物残留提供数据支持, 
为动物源食品的安全监控提供有力手段, 并为打击此类

“多种类”、隐蔽性强的非法使用行为提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  仪  器 
LC30A/AB6500 超高效液相色谱-串联质谱仪(日本

岛津公司/美国 AB SCIEX 公司); C18 固相萃取柱(60 mg, 
3 mL)(上海安谱实验科技有限公司); PRiME HLB 净化柱

(6 mL/200 mg)、Waters BEH C18 (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) 
(美国 Waters 公司); Captive EMR-Lipid 分散固相萃取柱(美
国安捷伦科技有限公司); PURIST-01 超纯水机(上海乐枫

公司); CPA225D 电子天平(精度 0.01 mg, 德国 Sartorius 公

司); Z323K 离心机(德国 Hermle 公司); SR-2DS 振荡器(日
本 TAITEC 公司)。 
1.1.2  材料与试剂 

市售鸡肉、鸡肝等动物源性食品购自农贸市场。 
26 种待测药物标准品: 扎那米韦、索非布韦、咪喹莫特、

阿比多尔、泛昔洛韦、喷昔洛韦、洛匹那韦、利托那韦、磷

酸氯喹、沙奎那韦、瑞德西韦、奈非那韦、茚地那韦、伐西

洛韦、帕拉米韦、阿巴卡韦、恩替卡韦、奈韦拉平、拉米夫

定、金刚烷胺、吗啉胍、金刚乙胺、阿昔洛韦、更昔洛韦、

奥司他韦、美金刚(纯度≥95%)、甲酸、乙腈、甲醇(色谱纯)、
三氯乙酸、乙酸铵(分析纯)(上海安谱实验科技有限公司)。 

1.2  样品的制备 

将市售鸡肉、鸡肝等动物源性食品用加工机搅碎, 收
集于自封袋中, –18 ℃避光密封保存。 

1.3  样品的提取与净化 

1.3.1  提  取 
准确称取 5 g(精确至 0.01 g)样品, 置于 50 mL 离心管中, 

加入10 mL三氯乙酸-乙腈(20:80, V:V)溶液, 涡旋1 min, 振荡

提取 15 min, 0~4 ℃下 8000 r/min 离心 10 min。上清液转移

至另一离心管中, 在残渣加入 10 mL 三氯乙酸-乙腈(20:80, 
V:V)溶液重复提取一遍, 合并两次提取上清液, 待净化。 
1.3.2  净  化 

准确吸取上清液 10 mL 过 Captive EMR-Lipid 净化柱, 
收集流出液, 氮吹仪浓缩至近干, 1.0 mL 甲醇+0.1%甲酸水

(20:80, V:V)溶液复溶后, 过 0.22 μm 滤膜后, 供超高效液

相色谱-串联质谱仪测定。 

1.4  仪器条件 

1.4.1  色谱条件 
色谱柱: Waters BEH C18 (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm); 

样品室温度: 4 ℃; 柱温: 40 ℃; 进样体积: 10 μL; 流速: 
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0.30 mL/min; 流动相梯度: A 为 0.1 mol/L 乙酸铵(含 0.1%
甲酸)溶液, B 为甲醇; 梯度洗脱程序: 0~3 min, 98% A, 
3.1~9 min, 40% A, 9.1~11 min, 10% A, 11.1~12 min, 98% A。 
1.4.2  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源正离子(electro spray ionization, 
ESI+); 离子源温度: 500 ℃; 离子喷雾电压: 5000 V; 入口

电压: 10 V; 雾化器: 50 psi; 辅助加热器: 60 psi; 气帘器: 
30 psi; 扫 描 模 式 : 多 反 应 监 测 (multiple response 
monitoring, MRM)和 MRM-信息关联扫描-增强子离子扫描

(multiple response monitoring-information dependent acquisition- 
enhanced production, MRM-IDA-EPI)。 

1.5  数据处理 

超高效液相色谱-串联质谱仪采集的数据经 Analyst 
Software 1.6.3 软件进行数据采集和数据分析。采用 Excel 
2016 进行表格绘制。 

2  结果与分析 

2.1  前处理条件优化 

2.1.1  提取液的选择 
考虑动物源性样品基质特性和抗病毒药物理化性质, 

选取 1%三氯乙酸+乙腈(20:80, V:V)溶液和 1%三氯乙酸+甲
醇(20:80, V:V)溶液作为提取液, 比较各化合物的回收率

(见图 1), 结果表明, 1%三氯乙酸+甲醇(20:80, V:V)溶液作

为提取液时, 药物的回收率存在低于 70%, 选用 1%三氯乙

酸+乙腈(20:80, V:V)作为提取液时, 回收率有所提高, 所
有待测药物回收率范围均在 71%~96%之间。 

 

 
 

注: 挑选部分药物进行实验(结构相似的选1种)。 
图1  不同提取条件下15种药物的回收率 

Fig.1  Recoveries of 15 kinds of drugs under different  
extraction conditions 

 

由于动物源性样品基质较复杂, 脂肪含量较高, 三氯

乙酸和乙腈都具有沉淀蛋白的作用。因此, 选取 1%三氯乙

酸+乙腈(20:80, V:V)溶液作为提取溶液。 
2.1.2  净化柱的选择 

C18 固相萃取柱可吸附脂肪等非极性干扰物, 但吸附

剂对目标化合物的吸附会导致回收率降低, 影响测定结果

的准确性。Captive EMR-Lipid 作为一种新型的净化产品, 

为选择性去除复杂基质中脂类的独特吸附剂, 可有效去除

样品中脂质与蛋白质, 特别是对于动物源性样品中脂类有

更好的去除效果, 且 Captive EMR-Lipid 为通过型固相萃

取方式, 减少了淋洗、洗脱等操作步骤。 
本研究比较了 C18 固相萃取柱、PRiME HLB 净化柱、

Captive EMR-Lipid 净化柱的净化效果。实验结果见图 2, 
采用 C18 固相萃取柱对目标化合物进行富集、洗脱后, 个
别化合物的回收率较低 ; 采用 PRiME HLB 净化柱和

Captive EMR-Lipid 净化方式回收率均能满足标准要求, 其
中 Captive EMR-Lipid 净化方式回收率相对较好, 不仅目

标化合物的回收率有显著提高, 而且操作简便快捷, 减少

了活化、淋洗及洗脱过程, 节省了检测时间和检测试剂, 
因此本研究选择 Captive EMR-Lipid 的净化方式。 

 

 
 

图2  不同净化柱条件下15种药物的回收率 
Fig.2  Recoveries of 15 kinds of drugs under different column conditions 

 

2.2  色谱条件的优化 

2.2.1  流动相的选择 
本研究对比了甲醇-0.1%甲酸、甲醇-0.1 mol/L 乙酸铵

(含 0.1%甲酸)溶液作为流动相, 考察化合物色谱行为。结

果表明甲醇-0.1%甲酸作为流动相时, 部分化合物的分离

度及峰形不好, 选用甲醇-0.1 mol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸)
溶液作为流动相时, 26 种化合物的色谱行为均较好, 见图

3。因此, 本研究选择甲醇-0.1 mol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸)
溶液作为流动相。 
2.2.2  质谱条件的优化 

采用甲醇-水(50:50, V:V)分别将 26 种待测药物标准品

配制成质量浓度为 1.0 μg/mL 标准溶液, 经质谱针泵进样, 
优化其母离子和子离子, 再在 MRM 模式下优化去簇电压

(declustering potential, DP)、碰撞能量(collision energy, CE)、
碰撞室出口电压(collision exit potential, CXP)等质谱参数, 
如表 1 所示。其中, 索非布韦、喷昔洛韦、瑞德西韦、恩

替卡韦一级质谱图中均有+H+峰和+Na+峰, 索非布韦、瑞

德西韦+Na+峰响应值高于+H+峰, 喷昔洛韦、恩替卡韦+H+

峰响应值高于+Na+峰, 因此索非布韦母离子选 552.1, 喷
昔洛韦母离子选 254.1, 瑞德西韦母离子选 625.3, 恩替卡

韦母离子选 278.1。 
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图3  26种抗病毒药物的总离子流图 
Fig.3  Total ion chromatogram of 26 kinds of antiviral drugs 

 
表 1  化合物的质谱参数 

Table 1  Mass spectrum parameters of compounds 
化合物 
名称 

保留时间 
/min 

母离子 子离子 DP 
/V 

CE 
/V 

CXP
/V 

化合物 
名称 

保留时间
/min 

母离子 子离子 DP 
/V 

CE 
/V 

CXP
/V 

扎那米韦 0.81 
333.2 121.0* 66 34 14 

伐西洛韦 2.09 
325.2 152.1* 60 20 16 

333.2 60.0 66 48 12 325.2 135.1 60 54 13 

索非布韦 5.15 
552.1 532.0* 145 30 31 

帕拉米韦 3.49 
329.1 270.1* 145 26 15 

552.1 324.9 145 46 17 329.1 100.0 145 35 15 

咪喹莫特 3.97 
241.1 185.0* 97 31 21 

阿巴卡韦 3.15 
287.2 191.1* 68 22 17 

241.1 168.0 97 45 18 287.2 150.1 68 42 17 

阿比多尔 5.34 
477.0 432.1* 51 27 22 

恩替卡韦 2.37 
278.1 152.0* 103 24 17 

477.0 279.0 51 47 13 278.1 81.0 103 37 10 

泛昔洛韦 3.34 
322.1 280.2 135 25 14 

奈韦拉平 4.23 
267.0 226.0* 130 34 21 

322.1 136.0* 135 36 15 267.0 107.0 130 35 13 

喷昔洛韦 1.34 
254.1 152.1* 128 21 13 

拉米夫定 1.37 
230.0 112.1* 105 16 13 

254.1 135.1 128 43 13 230.0 94.9 105 51 13 

洛匹那韦 8.39 
629.4 447.2* 55 19 15 

金刚烷胺 3.62 
152.1 135.2* 44 23 15 

629.4 155.3 55 67 15 152.1 93.0 44 36 11 

利托那韦 7.76 
721.4 296.2* 110 24 15 

吗啉胍 0.83 
172.2 113.2* 70 27 12 

721.4 268.2 110 36 18 172.2 85.0 70 23 13 

磷酸氯喹 2.86 
320.2 247.1* 105 26 15 

金刚乙胺 4.33 
180.1 163.1* 38 20 19 

320.2 142.2 105 30 13 180.1 121.2 38 32 14 

沙奎那韦 5.79 
671.4 570.3* 130 44 37 

阿昔洛韦 1.34 
226.0 152.1* 44 15 18 

671.4 128.2 130 139 15 226.0 135.1 44 37 13 

瑞德西韦 6.17 
625.3 230.2 158 41 14 

更昔洛韦 1.1 
257.0 179.0* 16 5 12 

625.3 352.1* 158 32 21 257.0 100.9 16 15 12 

奈非那韦 5.35 
568.6 330.1* 138 40 19 

奥司他韦 4.4 
313.2 166.1 28 23 19 

568.6 467.2 138 36 22 313.2 225.1* 28 13 15 

茚地那韦 4.78 
614.5 421.1* 140 41 24 

美金刚 4.33 
180.1 163.1* 50 18 18 

614.5 465.3 140 30 29 180.1 107.0 50 33 13 

注: *为定量离子。 

 
再进行 EPI 模式下各化合物的增强子离子扫描, 将不

同碰撞电压下的各化合物二级全扫描谱图添加到质谱数据

库中。在 MRM 的基础上 ,  添加 IDA 和 EPI,  建立

MRM-IDA-EPI 扫描方式, 当色谱图中的某个化合物超过

IDA 阈值, 就会自动关联谱库, 进行检索比对, 通过与谱 

库中标准品的二级质谱图进行比对, 从而对化合物进行进

一步确证。 

2.3  基质效应的考察 

为了确定基质效应(matrix effect, ME)对检测结果是否

有影响。实验以鸡肉为例, 选择 15 种抗病毒药物进行回收
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实验 , 考察 ME 对回收率的影响。计算公式为 ME/%= 
A2/A1×100%, 其中 A1 为标准品溶液的色谱峰面积, A2 为样

品基质提取液添加标准溶液后的色谱峰面积。当 ME<100%
时, 提示为基质抑制效应, 反之, 则为基质增强效应。结果如

图 4 所示, 这 15 种抗病毒药物在鸡肉中均存在一定的基质效

应。因此, 本研究采用相对应的空白基质加标工作曲线来对

检测结果进行校正, 以克服 ME 所带来的影响。 
 

 
 

图4  15种抗病毒药物在鸡肉中的MEs 
Fig.4  MEs of 15 kinds of antiviral  

drugs in chicken 

2.4  方法学验证 

2.4.1  线性范围 
将空白基质按 1.3 处理, 绘制基质加标工作曲线, 26

种抗病毒药物的质量浓度分别为: 0.2、1.0、5.0、20.0、50.0、
200.0 ng/mL。以被测组分的质量浓度(X, ng/mL)为横坐标, 
被测组分的峰面积(Y)为纵坐标拟合工作曲线, 得到相关系

数。结果表明, 26 种抗病毒药物在 0.2~200.0 ng/mL 范围内

线性关系良好, 相关系数均大于 0.99。 
2.4.2  灵敏度和精密度 

向基质空白溶液中添加不同浓度的 26 种抗病毒药

物的标准溶液 , 并根据信噪比(S/N=10)确定方法的定量

限。分别向空白基质中加入其定量限 1 倍、2 倍和 10 倍

3 个水平的混合标准溶液, 制成模拟加标样品, 平行测定

6 次, 测得 26 种抗病毒药物的回收率及相对标准偏差。

实验数据详见表 2, 结果表明 26 种抗病毒药物的回收率

范围为 71%~97%, 相对标准偏差为 1.3%~10.7%, 定量限

为 0.1~5.0 μg/kg。方法的灵敏度、精密度能够满足标准中

的要求。 

 
表 2  鸡肉中 26 种抗病毒药物的线性范围、相关系数、定量限、回收率、相对标准偏差 

Table 2  Linear ranges, correlation coefficients, limits of quantitation, recoveries, relative standard deviations of 26 kinds of  
antiviral drugs in muscle 

名称 线性范围/(ng/mL) 相关系数 定量限/(μg/kg) 回收率/% 相对标准偏差/% 

扎那米韦 0.2~200.0 0.9934 4.0 76~84 2.3~9.4 
索非布韦 0.2~200.0 0.9932 1.0 82~94 3.1~5.2 
咪喹莫特 0.2~200.0 0.9921 0.1 84~93 4.6~6.9 
阿比多尔 0.2~200.0 0.9919 0.1 72~82 3.5~6.3 
泛昔洛韦 0.2~200.0 0.9987 0.5 83~91 4.6~7.2 
喷昔洛韦 0.2~200.0 0.9993 0.5 82~89 1.5~4.4 
洛匹那韦 0.2~200.0 0.9945 4.0 73~80 6.9~9.7 
利托那韦 0.2~200.0 0.9926 3.0 84~89 7.1~9.3 

磷酸氯喹 0.2~200.0 0.9974 0.5 88~97 1.3~3.8 

沙奎那韦 0.2~200.0 0.9924 0.2 84~93 1.3~7.2 

瑞德西韦 0.2~200.0 0.9978 0.5 88~90 2.5~5.6 
奈非那韦 0.2~200.0 0.9942 0.2 85~94 1.5~4.6 
茚地那韦 0.2~200.0 0.9924 1.0 78~90 3.7~5.8 
伐西洛韦 0.2~200.0 0.9978 2.0 76~80 5.1~8.6 
帕拉米韦 0.2~200.0 0.9997 0.2 85~92 3.1~5.4 
阿巴卡韦 0.2~200.0 0.9957 0.1 84~91 1.8~3.9 
恩替卡韦 0.2~200.0 0.9933 0.5 83~87 2.3~6.7 
奈韦拉平 0.2~200.0 0.9974 0.5 80~92 3.1~5.9 
拉米夫定 0.2~200.0 0.9935 3.0 72~79 5.9~9.9 
金刚烷胺 0.2~200.0 0.9962 0.5 84~92 2.2~5.1 
吗啉胍 0.2~200.0 0.9923 0.5 78~85 2.3~6.8 

金刚乙胺 0.2~200.0 0.9924 0.5 84~94 3.3~6.4 
阿昔洛韦 0.2~200.0 0.9906 0.5 71~94 2.9~6.8 
更昔洛韦 0.2~200.0 0.9933 5.0 71~76 6.7~10.7 
奥司他韦 0.2~200.0 0.9916 0.5 87~92 3.5~7.3 
美金刚 0.2~200.0 0.9975 0.5 86~92 2.5~6.8 
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2.5  实际样品检测 

应用本方法对市售的鸡肉、猪肉样品进行检测, 结果

发现 1 批次鸡肉样品中检出金刚烷胺, 残留量为 2.5 μg/kg, 
并采用 MRM-IDA-EPI 进行阳性确证。与 MRM 扫描方式

相比, MRM-IDA-EPI 筛查方法, 一方面可通过化合物的二

级全扫描谱图对化合物进行进一步确证, 另一方面在没有

标准品的情况下, 对于色谱图中的未知峰可关联到质谱数

据库进行检索、比对, 对化合物进行定性分析。 

3  结  论 

本研究通过优化提取、净化方式以及色谱、质谱条件, 
建立了动物源性食品中 26 种抗病毒药物的超高效液相色

谱-四极杆串联离子阱质谱法, 并采用离子阱质谱特有的

增强子离子扫描功能, 建立了抗病毒药物的质谱数据库, 
及 MRM-IDA-EPI 筛查、确证方法, 使定性更准确。采用

通过型 Captive EMR-Lipid 净化技术, 对于脂肪、油脂含量

高的样品有较好的净化效果, 有效解决了吸附型固相萃取

柱回收率低的技术难题, 可实现 26 种抗病毒药物同时净

化。建立的动物源性食品中多种抗病毒药物残留的快速筛

查方法, 可以为监控抗病毒药物在动物性产品中的使用情

况以降低人用抗病毒药物耐药性提供技术手段。 
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