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高效液相色谱-串联质谱法测定鸡蛋中地克珠利、

妥曲珠利及其代谢物残留量 

朱春雨 1,2*, 吴移山 1,2, 郑景娇 1,2 
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摘  要: 目的   建立高效液相色谱-串联质谱法测定鸡蛋中地克珠利和妥曲珠利及其代谢物残留量的方

法。方法  样品经 0.1%甲酸乙腈提取, 提取液用 50 mg N-丙基乙二胺(primary secondary amine, PSA)粉末、

50 mg C18 粉末和 150 mg 无水硫酸镁进行净化, 以 5 mmol/L 乙酸铵-乙腈作为流动相进行梯度洗脱, 采用

电喷雾负离子模式扫描, 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)技术进行定性分析, 内标法定量。

结果  地克珠利和妥曲珠利及其代谢物在 2~50 ng/mL 线性范围内线性关系良好, 相关系数均大于 0.99; 检

出限为 0.2~3.0 μg/kg, 定量限为 0.3~6.0 μg/kg; 回收率范围为 80.4%~117.9%, 相对标准偏差为 1.0%~4.8%。

采用该方法对市售的 20 批次鸡蛋样品进行检测, 未在样品中检出地克珠利和妥曲珠利及其代谢物, 同时

做质控样品, 回收率等指标符合分析要求。结论  该方法具有快速、选择性好、重现性好等优点, 有效提

高了检测质量和效率, 降低了检测成本, 并且易于实现批量化操作; 为抗球虫药物残留检测、风险评估提

供了科学依据。 
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Determination of diclazuril, toltrazuril and their metabolites in eggs by high 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

ZHU Chun-Yu1,2*, WU Yi-Shan1,2, ZHENG Jing-Jiao1,2 
[1. Zhanjiang Institute of Supervision & Testing on Quality & Measure, Zhanjiang 524003, China; 

2. National Seafood Quality Supervision and Testing Center (Zhanjiang), Zhanjiang 524003, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of diclazuril, toltrazuril and their metabolites 

in eggs by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The samples were 

extracted by 0.1% formic acid acetonitrile solution and the extraction solution was purified using 50 mg primary 

secondary amine (PSA) powder, 50 mg C18 powder, and 150 mg anhydrous magnesium sulfate. Then gradient eluted 

with 5 mmoL/L ammonium acetate-acetonitrile as mobile phase, and scanned by electrospray negative ion mode. 

Multiple reaction monitoring (MRM) was used for qualitative analysis and internal standard method for quantitative 

analysis. Results  Diclazuril, tuoquzhuli and their metabolites had a good linear relationship within the range of 
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2–50 ng/mL, and the correlation coefficients were greater than 0.99. The limits of detection and quantitation were 

0.2–3.0 μg/kg and 0.3–6.0 μg/kg, respectively. The recoveries ranged from 80.4% to 117.9% and the relative standard 

deviations were 1.0% to 4.8%. The method was used to detect 20 batches of egg samples in the market, diclazuril and 

toltrazuril and their metabolites were not detected in the samples. At the same time, quality control samples were 

taken, and the recovery rates and other indicators met the analysis requirements. Conclusion  This method has the 

advantages of being fast, selective and reproducible. Meanwhile, the detection cost is reduced, and mass operation 

can be easy achieved. These results provide scientific basis for detection and risk assessment of coccidiostats 

residues. 
KEY WORDS: QuEChERs; high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; eggs; diclazuril; 

toltrazuril 
 
 

0  引  言 

畜禽球虫病是由艾美耳球虫引起的急性流行病。球虫

在家禽的肠道中繁殖, 导致其肠道组织损伤, 降低了禽肉

和蛋生产的效率[1–3]。地克珠利和妥曲珠利及其代谢物是重

要的三嗪类抗球虫药物(图 1), 被广泛用于防治畜禽球虫

病[4–6]。地克珠利的残留标志物是其本身, 原药本身具有抗

球虫活性; 妥曲珠利本身不具有抗球虫活性, 在体内磺化

代谢成妥曲珠利砜和妥曲珠利亚砜后而起到防治效果[7–9]。

由于抗球虫类药物在动物体内的作用时间短且易产生耐药

性, 养殖时需长时间大量使用药物才能达到预期治疗效果, 
所以可能会造成药物在家禽体内残留[10–12]。若在蛋鸡产蛋

期使用抗球虫药物, 可能会导致鸡蛋中有药物残留, 超过

最大残留限量, 被消费者食用后而有三致风险。农业农村

部在 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》中规定, 地克珠利和妥曲珠利在蛋中

的最大残留限量为 10 μg/kg。 
 

 
 

图1  三嗪类抗球虫药物的化学结构 
Fig.1  Chemical structures of triazine coccidiostats 

 
目前抗球虫药物的检测方法主要有微生物法[13]、液相

色谱法[14–17]和液相色谱-串联质谱法等[18–24], 其中色谱法

的前处理方式主要包括凝胶渗透色谱法, 固相萃取法和

QuEChERs 等净化技术[25–26]。BOHN 等[13]采用细菌对动物

饲料中 6 种抗球虫药进行检测。该方法操作简单, 可批量

化操作, 但在检测过程中容易受到干扰, 影响检测结果。

林仙军等[15]报道了鸡肌肉中地克珠利、妥曲珠利、妥曲珠

利砜及妥曲珠利亚砜残留量的高效液相色谱测定方法, 样
品经碱性氧化铝柱净化后测定, 定量限为 50 μg/kg。该方

法的前处理用到固相萃取柱, 操作烦琐, 且易受样品干扰, 
发生竞争吸附从而影响提取效率; 高效液相色谱仪虽操作

简单, 但选择性差、灵敏度不高。AI 等[25]采用凝胶渗透色

谱法从家禽组织和鸡蛋中提取地克珠利、妥曲珠利及其两

种主要代谢物, 而后经液相色谱-串联质谱法测定。凝胶渗

透色谱法的优点是分离范围广、灵敏度高, 缺点是净化耗

时长、成本高, 并且实验中需要用到大量有机溶剂, 容易

对环境造成不利影响, 对实验员的操作要求更高。木合他

拜尔等[26]建立了鸡肉中地克珠利、妥曲珠利等 6 种抗球虫

药物的超高效液相色谱-高分辨串联质谱法。样品需用含有

1%三氯乙酸的乙腈 -水提取 , 经 N-丙基乙二胺 (primary 
secondary amine, PSA)和中性氧化铝净化剂净化后测定。该

方法中 QuEChERs 净化技术前处理过程简单, 但用到具有

刺激性气味的三氯乙酸, 操作过程有一定风险。 
当前抗球虫药物残留检测方法的检测对象主要以畜

禽组织为主, 关于鸡蛋中抗球虫药物残留检测的报道较

少。另外, 现有的标准方法前处理过程复杂, 样品净化步

骤操作烦琐, 检测效率低下。本研究对样品的提取和净化

方式进行了优化, 基于 QuEChERs 净化技术, 建立了鸡蛋

中地克珠利、妥曲珠利及其代谢物残留量的高效液相色谱-
串联质谱法, 为抗球虫药物残留检测、风险评估提供了科

学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

地 克珠 利 [ 乙腈 :N,N- 二甲基 甲酰 胺 =4:1 (V:V), 
1000 μg/mL]、妥曲珠利(甲醇, 1000 μg/mL)、妥曲珠利砜(乙
腈, 1000 μg/mL)、妥曲珠利亚砜(乙腈, 1000 μg/mL)、妥曲
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珠利-d3(甲醇, 100 μg/mL)标准品(天津阿尔塔科技有限公

司)。 
乙腈、甲醇(色谱纯, 美国赛默飞世尔科技公司); 无

水硫酸镁、无水硫酸钠、氯化钠、乙腈(分析纯, 广东光华科

技股份有限公司); 甲酸、十八烷基硅胶(C18, 40~63 μm)、PSA 
(40~60 μm)(上海安谱实验科技股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

SCIEX ExlonLC 高效液相色谱仪、AB 4500 三重四极

杆质谱仪(美国AB公司); IKA VORTEX 2型涡旋振荡器(德
国 IKA 公司); 3-18K 型高速冷冻离心机(德国 Sartorius 公

司); DMT 2500 多管漩涡混合仪(杭州米欧仪器有限公司); 
Shim-pack GIST C18 (100 mm×2.1 mm, 1.9 μm)(日本岛津公

司); FA2104 电子天平(感量 0.1 mg, 上海舜宇恒平科学仪

器有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  标准溶液制备 
4 种抗球虫药物混合标准储备液(100 μg/mL): 准确吸

取 1000 μg/mL 地克珠利标准溶液 1.0 mL, 1000 μg/mL 妥曲

珠利标准溶液 1.0 mL, 1000 μg/mL 妥曲珠利砜标准溶液

1.0 mL, 1000 μg/mL妥曲珠利亚砜标准溶液1.0 mL于10 mL
容量瓶中, 用乙腈定容至刻度, 配制成质量浓度为 100 μg/mL
的 4 种抗球虫药物混合标准储备液, –18 ℃避光保存, 有
效期 1 年。 

4 种抗球虫药物混合标准中间液(1 μg/mL): 准确移取

0.1 mL 100 μg/mL 的 4 种抗球虫药物混合标准储备液于

10 mL 容量瓶中, 用乙腈定容至刻度, 配制成质量浓度为

1 μg/mL 的 4 种抗球虫药物混合标准中间液, –18 ℃避光

保存, 有效期 3 个月。 
妥曲珠利-d3(内标)储备溶液(10 μg/mL): 准确移取

1 mL 100 μg/mL 的妥曲珠利-d3 标准溶液于 10 mL 容量瓶

中, 用甲醇定容至刻度, 配制成质量浓度为 10 μg/mL 的内标

储备液, –18℃避光保存, 有效期 6 个月。 
1.3.2  前处理方法  

试样制备: 取有代表性的样品约 500 g, 去壳、匀浆, 
装入洁净容器中, 密封, 并标明标记, 于–18℃以下冷冻避

光保存。 
提取: 准确称取鸡蛋试样 5 g, 置于 50 mL 刻度离心

管中, 加入 75 μL内标(内标储备液浓度 10 μg/mL), 准确加

入 15 mL 0.1%甲酸乙腈溶液, 涡旋混匀 1 min, 振荡提取

5 min; 加入 2 g 氯化钠和 5 g 无水硫酸钠, 涡旋 1 min, 振
荡提取 5 min, 以 8000 r/min 离心 5 min。上清液待净化。 

净化: 准确吸取 5 mL 上清液于 10 mL 聚丙烯离心管

中, 加入 50 mg PSA 粉末、50 mg C18 粉末和 150 mg 无水

硫酸镁, 涡旋混匀 1 min, 以 8000 r/min 离心 5 min, 上清液

过 0.22 μm 滤膜, 供高效液相色谱-串联质谱仪分析。 

1.4  仪器条件 

1.4.1  色谱条件 
梯度洗脱程序见表 1。色谱柱为 Shim-pack GIST C18

柱(2.1 mm× 100 mm, 1.9 μm); 流速 0.3 mL/min; 流动相 A
为 5 mmol/L乙酸铵溶液, 流动相 B为乙腈; 柱温 40 ℃; 进
样量 2 μL。 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution program 

时间/min A/% B/% 

0 95.0  5.0 

1 95.0  5.0 

2  5.0 95.0 

5  5.0 95.0 

6 95.0  5.0 

8 95.0  5.0 

 
1.4.2  质谱条件 

离子化模式: 电喷雾负离子扫描模式; 质谱扫描方式: 
多反应监测; 离子源参数: 气帘气 40 psi, 碰撞气 9 psi, 离
子化电压–4500 V, 温度 500 ℃, 喷雾气 50 psi, 辅助加热

气 50 psi; 各目标化合物的的详细质谱参数见表 2。 

1.5  数据处理 

本研究采用 Microsoft Excel 2010 进行数据分析及

绘图。 
 

表 2  目标化合物的质谱参数 
Table 2  Mass spectrum parameters of target compound 

化合物名称 定性离子对(m/z) 定量离子对(m/z) 碎裂电压/V 碰撞能量/eV 

妥曲珠利亚砜 
 440.1>371.1 

440.1>371.1 
–80 –22 

 440.1>383.1 –80 –12 

妥曲珠利砜  456.0>456.0 456.0>456.0 –80 –10 

地克珠利 
 404.9>334.0 

 404.9>335.0 404.9>334.0 
–80 –20 

–80 –20 

妥曲珠利  424.0>424.0 424.0>424.0 –80 –10 

妥曲珠利–d3  427.0>427.0 427.0>427.0 –80 –12 
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2  结果与分析 

2.1  流动相的选择 

因扫描方式是电喷雾负离子模式, 首先考虑用 5 mmol/L
乙酸铵-甲醇来做流动相, 得到的目标峰色谱图基线平稳, 
但响应最低; 随后又考察了 5 mmol/L 乙酸铵-乙腈、0.1%
甲酸水-甲醇和 0.1%甲酸水-乙腈溶液等流动相。结果表明, 
当使用 5 mmol/L 乙酸铵-乙腈溶液作为流动相时, 4 种抗球

虫化合物的峰型都得到了改善, 大部分化合物响应值最高, 
分离效果好; 当使用 0.1%甲酸水-甲醇溶液作为流动相时, 
基线平稳, 仅地克珠利的响应最好。综上考虑, 确定流动相

为 5 mmol/L 乙酸铵-乙腈溶液。4 种相同浓度抗球虫药物在

不同流动相中的提取离子色谱图如图 2。 

2.2  提取条件的选择 

目前, 已建立的抗球虫药物残留分析方法主要采用

乙腈和酸化乙腈作为提取试剂。张敏等[19]直接使用乙腈

提取牛乳中的妥曲珠利, 但在低浓度添加时回收率较低; 
李莹等 [24]则采用 2%的甲酸乙腈提取禽肉和蛋中的抗球

虫药物, 回收率接近 100%。文献报道中 QuEChERS 方法也

多用乙腈作为提取溶剂, 常与甲酸或者乙酸搭配使用[27–29]。

基于上述结果, 分别对乙腈、含 0.1%甲酸的乙腈溶液、甲

醇及含 0.1%甲酸的甲醇溶液等提取溶剂在 QuEChERS 方

法中的作用效果进行了探索。结果表明, 乙腈和酸化乙腈

作为提取溶剂的回收率均高于甲醇和酸化甲醇。分析认

为, 这是因为乙腈较之甲醇具有更强的溶剂效应和渗透

性, 更有利于鸡蛋中蛋白质的沉淀。因此, 使用乙腈可以

更高效的提取目标物。相比之下, 经甲醇提取的样品杂质

含量高 , 这可能会影响目标物的分析检测。乙腈和含

0.1%甲酸的乙腈溶液的提取效率总体相当 , 回收率在

80%~110%之间, 但含 0.1%甲酸的乙腈溶液更有利于地

克珠利的提取(见图 3), 综上考虑, 最终确定提取溶剂为

含 0.1%甲酸的乙腈溶液。与王颖怡等[27]对提取溶剂的筛

选结果一致。 

 

 

 
注: A: 妥曲珠利亚砜(440.1>371.1); B: 妥曲珠利砜(456.0>456.0); C: 地克珠利(404.9>334.0); D: 妥曲珠利(424.0>424.0)。 

图2  提取离子色谱图 
Fig.2  Extract ion chromatograms 
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图3  提取溶剂对三嗪类抗球虫药物回收率的影响(n=3) 
Fig.3  Effects of extract solvent on the recoveries of triazine 

coccidiostats (n=3) 
 

2.3  净化剂的选择优化 

QuEChERS方法中吸附剂的选择和用量是关键, 常用

的吸附净化材料有 PSA、C18、石墨化炭黑 (graphitized 
carbon black, GCB)、无水硫酸镁等, PSA 可有效除去极性

干扰物, 包括糖类、色素及脂肪酸等[30], C18 可吸附非极性

干扰物, 如脂类、固醇、类胡萝卜素等[31], GCB 可有效的

吸附色素等小分子杂质, 无水硫酸镁则常被用做除水剂。

QuEChERS 方法已被应用于抗球虫药物的测定, 并且在相

关文献中得到报道。邢丽红等[23]使用 C18 50 mg 作为净化

吸附剂, 对鱼体中地克珠利残留量进行测定, 但该方法的

应用范围较窄, 可测定的化合物种类有限; 王颖怡等[27]则

选用 C18 250 mg 和 PSA 50 mg 为净化剂, 对鸡蛋中 5 种抗

球虫药物进行测定, 然而基质净化程度不足, 基质抑制效

应显著。基于以上文献调研, 考虑到鸡蛋中含有大量的水

分以及丰富的脂肪和蛋白质等大分子物质, 因此将 C18、

PSA 与无水硫酸镁混合作为吸附剂进行实验, 以考察其搭

配用量对实验结果的影响。在实验过程中, 发现净化剂中若

不添加无水硫酸镁, 回收率基本上均超过 110%, 推测可能是

基质效应影响所致。因此, 后续着重筛选了无水硫酸镁的用

量, 发现当无水硫酸镁为 150 mg, C18 50 mg、PSA 50 mg 时净

化效果最佳, 回收率最高, 集中在 80%~110%, 见图 4。 

2.4  基质效应 

基质是指样品中目标物以外的组分, 在化学分析过

程中它的存在通常会对目标物的分析产生干扰, 影响分析

结果的准确性。MATUSZEWSKI 等[32]首次提出了评估基

质效应的方法 , 可用公式基质效应 (matrix effect, ME)= 
B/A×100%来表示, 其中: A 为溶剂标准曲线斜率; B 为基质

标准曲线斜率。实验结果表明, 妥曲珠利亚砜、妥曲珠利

砜、地克珠利、妥曲珠利的基质效应分别为 97%、110%、

97%、114%。通常认为, 基质效应处于 80%~120%以内为

弱基质效应, 基本可以忽略不计[33], 比值大于 120%, 则说

明有基质增强效应, 比值小于 80%, 则说明有基质抑制效

应。本方法的基质效应在 97%~114%之间, 即基质效应对地

克珠利、妥曲珠利及其代谢物的影响并不显著。综上考虑, 
本研究采用与流动相匹配的溶剂来配制标准溶液。 

2.5  线性范围、检出限、定量限 

准确移取 4 种抗球虫药物混合标准中间液和妥曲珠

利-d3 内标储备液适量, 用流动相稀释成质量浓度均为 2、
5、10、20、50 ng/mL 的系列混合标准工作液, 内标含量为

50 ng/mL, 供高效液相色谱-串联质谱法分析。以目标化合

物的特征离子与内标的峰面积之比为纵轴, 相应的标准溶

液浓度之比为横轴, 绘制工作曲线。同时, 选用阴性鸡蛋 
 

 
 

图4  QuEChERS 填料对三嗪类抗球虫药物回收率的影响(n=3) 
Fig.4  Effects of QuEChERS fillers on the recoveries of triazine coccidiostats (n=3) 
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样品, 加入一系列低浓度的4种抗球虫药物混合标准中间液, 
经上述方法处理测定, 以信噪比(S/N)=3 时的浓度作为检出

限。同理, 信噪比(S/N)=10 时的浓度为定量限。结果表明, 地
克珠利和妥曲珠利及其代谢物线性关系良好, 线性相关系

数均大于 0.99, 且检出限、定量限满足实验要求, 详见表 3。 

2.6  回收率及精密度 

选取阴性鸡蛋样品做加标实验, 进行回收率和精密

度的考察。阴性鸡蛋样品中分别添加 15、30 和 60 μg/kg 

3 个水平的 4 种抗球虫药物, 每个加标水平平行测定 5
次 , 结果见表 4。实验结果表明 , 方法的回收率为

80.4%~117.9%, 相对标准偏差为 1.0%~4.8%, 准确度、精

密度均满足日常检测需求。 

2.7  实际样品的检测 

采用该方法对市售的 20 批次鸡蛋样品进行检测, 未
在样品中检出地克珠利和妥曲珠利及其代谢物, 同时做质

控样品, 回收率等指标符合分析要求。 
 

表 3  4 种三嗪类抗球虫药物的线性方程、相关系数、线性范围、检出限与定量限 
Table 3  Linear equations, correlation coefficients (r2), linear ranges, limits of detection and limits of quantitation of 4 kinds of 

triazine coccidiostats  

化合物名称 线性方程 相关系数(r2) 线性范围/(ng/mL) 检出限/(μg/kg) 定量限
/(μg/kg) 

妥曲珠利亚砜 Y=0.02025X+3.48083e–5 0.99667 2~50 0.2 0.6 

妥曲珠利砜 Y=1.25791X+0.01161 0.99894 2~50 2.0 6.0 

地克珠利 Y=0.17244X+1.07281e–4 0.99862 2~50 0.2 0.3 

妥曲珠利 Y=0.99339X+0.00791 0.99899 2~50 3.0 6.0 
 
 

表 4  4 种三嗪类抗球虫药物的回收率和相对标准偏差 
Table 4   Recoveries and relative standard deviations of 4 kinds of triazine coccidiostats  

检测项目 添加浓度 
/(μg/kg) 

回收率/% 相对标准

偏差/% 
回收率 

/% 1 2 3 4 5 

妥曲珠利亚砜 

15 102.1 105.6 105.7 103.6  98.6 2.8  98.6~105.7 

30 107.8 107.4 102.7 105.9 108.9 2.3 102.7~108.9 

60 104.8 117.9 116.4 114.1 117.3 4.7 104.8~117.9 

妥曲珠利砜 

15  87.3  97.6  96.0  98.9  93.6 4.8 87.3~98.9 

30  98.9  98.7  96.3  94.4  95.8 2.0  94.4~98.9 

60  99.3  98.6  97.8  95.5  95.2 1.9 95.2~99.3 

地克珠利 

15  83.2  80.4  84.7  81.9  80.6 2.2 80.4~84.7 

30  84.0  81.9  83.8  81.4  83.2 1.4 81.4~84.0 

60  80.5  85.6  87.5  82.9  83.0 3.2 80.5~87.5 

妥曲珠利 

15  98.9  92.8  96.3 101.5 100.5 3.6  92.8~101.5 

30 100.9 101.9  99.7  98.2 100.2 1.4  98.2~101.9 

60 101.6 104.3 102.3 102.5 102.1 1.0  101.6~104.3 

 
3  结  论 

本研究采用高效液相色谱 - 串联质谱法 , 结合

QuEChERs 净化技术进行前处理, 对地克珠利、妥曲珠利

及其代谢物进行测定。通过优化流动相、提取溶剂及净化

剂的用量等参数, 避免了烦琐的前处理过程, 节省了溶剂

的使用量。相比现有的标准方法, 本研究具有快速、选择

性好、重现性好等优点, 有效提高了检测质量和效率, 降
低了检测成本, 并且易于实现批量化操作。后续计划将这

种前处理方法应用于不同基质和其他兽药残留分析的探索, 
探究其基质适用性和药物残留分析普适性, 以期为抗球虫

药物残留分析检测或其他药物残留分析监测提供新的思路

和技术支持。 
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