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液相色谱－高分辨质谱在兽药残留分析中的应用进展

夏　曦，李晓薇，丁双阳，沈建忠
（中国农业大学动物医学院，国家兽药残留基准实验室，北京　１００１９３）

摘要：液相色谱－高分辨质谱（ＬＣ－ＨＲＭＳ）技术在兽药残留分析领域的研究已 经 显 示 出 巨 大 的 发 展 潜 力。本

文阐述了ＬＣ－ＨＲＭＳ技术的特点，并总结 了 近 几 年 来ＬＣ－ＨＲＭＳ在 兽 药 多 残 留 筛 选 分 析 中 的 应 用 实 例，展

望了ＬＣ－ＨＲＭＳ技术的发展前景。应用高分辨质谱的全扫描和精确质量测定功能，结合超高效液相色谱技

术，优化样品前处理方法，可以实现１００多种兽药残留的同时检测。与四极杆质谱相比，高分辨质 谱 的 参 数

设定简单，并适用于非定向和未知化 合 物 的 筛 选，需 要 增 加 目 标 化 合 物 时，不 必 再 次 处 理 样 品 和 进 样，重 新

分析已有的全扫描数据即可。ＵＨＰＬＣ－ＨＲＭＳ作为最有 潜 力 的 分 析 技 术，仍 有 很 大 的 发 展 空 间，ＴＯＦ的 分

辨率和Ｏｒｂｉｔｒａｐ的扫描速度有待提高，简便易用的数据处理软件也需要完善。
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　　食品安全已经引起了全社会的广泛关注，其
中兽药残留是影响动物源性食品安全的主要因

素之一。在畜牧养殖上，各种抗生素、激 素 等 药

物不但被用于动物疾病的治疗，同时还添加到动

物日粮或饮水中用于非治疗性的目的，主要表现

为发病率及死亡率的下降、促生长、提高饲料转

化率、改善产品品质等效果。这些药物的过量和

违禁使用不可避免的产生了兽药残留。兽药残



留的危害严重，会引起敏感人群的中毒反应，可

能导致各种慢性、蓄积毒性，长期低剂量用药还

容易诱导细菌耐药性的产生。因此，加强兽药残

留监控已是刻不容缓的事情。
常用的兽药有１０多类，上百种，同时检测多

类兽药是残留分析工作者面临的巨大挑战。现

阶段，高通量的筛选结合准确的确证是广泛采用

的兽药残留检测方法。酶联免疫吸附试剂盒是

最常用的筛选方法，一次能够检测至少几十个样

品，操作相对简单，其缺点是一种试剂盒只能针

对一种药物，而且无法避免假阳性。目前，色谱－
质谱联用是唯一有效的残留检测确证技术。单

四极杆质谱、离子阱质谱和三重四极杆质谱运用

选择离子扫描（ＳＩＭ）或多反应监测（ＭＲＭ）扫描

方式，具有极高的灵敏度和选择性，气相色谱－质
谱（ＧＣ／ＭＳ）和 液 相 色 谱－三 重 四 极 杆 质 谱

（ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ）被广泛用于确证检测［１－４］。同时，

ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ也被用于已知化合物的筛选，但 是

当检测多个目标化合物时，为了保证每个 ＭＲＭ
通道的驻留时间，需要根据化合物的色谱保留时

间分段设定参数，能够同时检测的化合物数量有

一定的限制。如果要进行未知化合物的筛选，则
需要全扫描模式采集数据，单位分辨的四极杆质

谱在全扫描模式下的灵敏度很差，不能满足残留

分析的要求。
与低分辨 质 谱 不 同，高 分 辨 质 谱（ＨＲＭＳ）

（如 飞 行 时 间 质 谱 （ＴＯＦ－ＭＳ）、轨 道 阱 质 谱

（Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ）等）能够提供高质量准确度、高质

量分辨率的全扫描数据。液相色谱与高分辨质

谱联用（ＬＣ－ＨＲＭＳ）能 够 提 取 目 标 化 合 物 的 精

确质量色谱图，理论上可以分析的化合物没有数

量限 制。如 果 需 要 增 加 新 的 目 标 化 合 物，

ＨＲＭＳ的全 扫 描 数 据 还 可 以 随 时 进 行 重 新 处

理。仪器方法的设定也相对简单，不会因为目标

化合物的增加而损失灵敏度。在实际应用中，研
究人员已经建立了能够同时检测上百种兽药的

方法，显 示 了ＬＣ－ＨＲＭＳ法 在 兽 药 残 留 筛 选 方

面的巨大潜力。本工作总结了近年来的研究结

果，综述 了ＬＣ－ＨＲＭＳ的 发 展 及 其 在 兽 药 残 留

分析中的应用。

１　液相色谱－高分辨质谱的发展

液相色谱能够用于分析几乎所有的兽药，但
是如果要一次分析多种药物，如进行多类化合物

的筛选，色谱运行的时间会相对较长。液相色谱

的分离度不如气相色谱，需要优化梯度洗脱来获

得适当的分离，尤其是兽药残留需要检测的动物

组织样品成分复杂，由色谱的共流出物引起的基

质效应几乎不可避免，分离度越好，越可以有效

降低离子抑制效应。研究人员一直期望能够同

时提高液相色谱的分离度和分析速度。区别于

传统的高效液相色谱（ＨＰＬＣ），超高效液相色谱

（ＵＨＰＬＣ）的出现使人们看到了希望，其解决分

离度和速度的途径有以下几种：１）提高柱温以降

低流动相的粘度和极性；２）用整体柱替代颗粒填

充柱；３）使用小颗粒填料［５－７］。目前，应用最广泛

的是亚２μｍ 颗 粒 填 料 技 术，自 问 世 以 来 已 有

６００ 篇 以 上 相 关 文 献 的 报 道。总 体 来 说，

ＵＨＰＬＣ可以保持在原有的或更好的分离度下，
提高３～５倍分析速度，并增加峰容量［８－１０］。

常见的高分辨质谱包括磁质谱、傅里叶变换

离子 回 旋 共 振 质 谱（ＦＴＩＣＲ－ＭＳ）和 ＴＯＦ－ＭＳ
等，其 中 磁 质 谱 和ＦＴ－ＭＳ的 购 买、运 行 和 维 护

价格昂贵，操作繁琐，分析速度较慢，不适合于兽

药残留 的 常 规 检 测，因 此 不 做 详 述。ＴＯＦ－ＭＳ
能够达到５ｐｐｍ的质量精度和较快的采样速度

（１０次／秒），被越来越多的应用于兽药残留的筛

选分析。ＴＯＦ－ＭＳ一直以来受人诟病的主要问

题是动态范围较小，影响精确质量的测定和定量

结果的准确性。当化合物的浓度过高，检测器由

于信号溢出不能测定其精确质量，动态范围增强

（ＤＲＥ）功能的出现能有效地解决这一问题。开

启ＤＲＥ功能时，如果检测到大量的某个离子，仪
器会切换到低灵敏度的模式以测定其精确质量，
并根据放大 因 子 校 正 响 应 值。Ｌｅａｎｄｒｏ等［１１］比

较了是否应用ＤＲＥ对精确质量测定的区别，测

试的药物浓度 为１．０ｍｇ／Ｌ，如 果 关 闭ＤＲＥ，获

得的质谱图显 示 信 号 饱 和，质 量 误 差 为１４ｍｕ，
而应 用 ＤＲＥ 后，质 量 误 差 小 于１ｍｕ。随 着

ＴＯＦ－ＭＳ离 子 光 学 系 统 的 优 化，检 测 器 的 设 计

运 用 了 高 速 模 拟 数 字 转 化 技 术 （ＡＤＣ），使

ＴＯＦ－ＭＳ从根本上获得了更宽的动态范围，在同

时检测低浓度和高浓度化合物时更为精确。

ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ的精 确 质 量 测 定 在 复 杂 样 品

检测中有很好的选择性和灵敏度，同时也需要保

证足够的质谱分辨率，否则在筛选时容易出现假

阴性［１２］。文 献 中 的 ＴＯＦ－ＭＳ基 本 上 都 能 达 到

５ｐｐｍ的质 量 精 度 和 最 高１５　０００ＦＷＨＭ 的 分
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辨率，但在分析复杂基质样品时仍会稍显不足。

Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ是一 种 结 合 静 电 场 离 子 阱 和 快 速

傅里叶 变 换 技 术 的 新 型 质 谱，２０００年 首 次 报

道［１３］，并迅 速 得 到 商 品 化 应 用。Ｏｒｂｉｔｒａｐ台 式

质谱 拥 有１００　０００ＦＷＨＭ 的 分 辨 率 和２～５
ｐｐｍ的质量 精 度，成 功 的 把ＦＴ－ＭＳ小 型 化，在

检测兽药残留时可以降低复杂背景的干扰。但

是，Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ的 高 分 辨 率 会 牺 牲 扫 描 速 度，
在与ＵＨＰＬＣ联 用 时 遇 到 了 瓶 颈。ＵＨＰＬＣ的

峰宽一般为２～５ｓ，因此质谱的速度至少需要达

到５Ｈｚ，每个色谱峰才能采集到足够的数据点，
而Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ在此 情 况 下 的 分 辨 率 没 有 优 势

可言。不过Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ的发展很快，相信扫描

速度更快的仪器不久将会问世。

２　液相色谱－高分辨质谱在兽药残留分析

中的应用

多类药物的筛选方法在农药残留检 测 中 早

已得到广 泛 应 用［１４－１５］，而 在 兽 药 残 留 分 析 中 才

逐渐兴起。不同种类的兽药理化性质差别较大，
同时分离纯化多类药物的前处理比较困难，检测

不同动物基质中兽药残留的方法也具有各自的

特点。

２．１　尿液中兽药残留的检测

很多药物经肾脏排出体外，在尿液中的残留

量通常很高，文献中已有大量检测尿液中兽药残

留方法的报道［１６－１９］。药物在尿液中大 多 不 是 游

离状态，而且经常与内源性的小分子（如葡萄糖

醛酸、硫酸等）形成轭合物，这为尿液中兽药残留

的检测增加了难度，需要进行较长时间的酶解反

应后才能有效地提取药物。活体动物的尿液采

集非 常 困 难，屠 宰 时 动 物 受 到 惊 吓 产 生 排 尿 反

应，膀胱中剩余的尿液已很少，不论是方法学建

立时空白对照尿液的来源，还是实际样品的采集

都不易解决。

Ｔｏｕｂｅｒ等［２０］建 立 了 牛 尿 中２２种 药 物 的

ＵＨＰＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ检测方 法，其 中 包 括１７种 糖

皮质 激 素、类 固 醇 以 及β－受 体 激 动 剂。以 含

０．１％甲酸的水和乙腈为流动相进行梯 度 洗 脱，
整个色谱运行时间为５．５ｍｉｎ。ＵＨＰＬＣ的分离

效果很好，其中作为同分异构体的地塞米松和倍

他 米 松 都 得 到 分 离。ＴＯＦ－ＭＳ 的 分 辨 率 为

１０　０００ＦＷＨＭ，每个化合物可以提取５０ｍｕ质

量精度的质量色谱图，糖皮质激素的质量误差在

６ｐｐｍ 之 内。牛 尿 中 方 法 的 检 出 限（ＬＯＤ）为

０．１～３．３μｇ／Ｌ，定 量 限（ＬＯＱ）为０．４～４．４

μｇ／Ｌ。该方法可以很容易的扩展到别的违禁药

物，当添加另外２１种β－受体激动剂时，对原有药

物的检测没有影响。

Ｋａｕｆｍａｎｎ等［２１］认 为 ＵＨＰＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ是

兽药残留筛选的新手段，并建立了检测尿液中上

百种兽药的方法，包括喹诺酮类、磺胺类、硝基咪

唑类、头孢类、大环内酯类、苯并咪唑类、镇静剂

类、四环素类以及孔雀石绿等药物。尿样经过稀

释后不用处理直接进样，单次进样的梯度洗脱总

时间为７．５ｍｉｎ，显示了极高的样品通量。该方

法开 发 时 使 用 的 是 常 规５μｍ 颗 粒 色 谱 柱 的

ＨＰＬＣ，进样量为２０μＬ，一般在分析１２０个样品

后，由 于 质 谱 接 口 受 到 基 质 的 干 扰 灵 敏 度 会 降

低。最终采用了１．７μｍ的 ＵＨＰＬＣ，进 样 量 减

少为５μＬ，能 有 效 的 克 服 灵 敏 度 下 降 的 问 题。

９０％以上药物的ＬＯＱ都低于１０μｇ／Ｌ，ＬＯＱ值

最高的乙酰 磺 胺 和 洛 硝 哒 唑 为４５μｇ／Ｌ。提 取

精确质量的色谱图可以减少背景的干扰，但是如

果提 取 色 谱 图 的 窗 口 太 窄，则 会 丢 失 目 标 化 合

物，因此精确质量的窗口应该根据仪器的分辨率

来选择。对于尿样中药物的确证，检测到其代谢

物是强有力的证据，但是一般这些代谢物难以获

得标准物质 进 行 对 照，而 运 用 ＴＯＦ－ＭＳ的 精 确

质量测定和元素组成分析对代谢物的定性有很

大帮助。

Ｓｔｏｌｋｅｒ等［２２］ 同 时 运 用 ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ 和

ＬＣ－ＱＴＯＦ－ＭＳ检测 牛 尿 中 的 皮 质 激 素，并 对 两

种技术的定性定量分析结果进行比较。研究中

所用 的 三 重 四 极 杆 和 飞 行 时 间 质 谱 分 别 为

Ｑｕａｔｔｒｏ　Ｕｌｔｉｍａ和 Ｕｌｔｉｍａ　ＡＰＩ，二 者 均 能 满 足

兽药残 留 检 测 的 要 求。其 中ＬＣ－ＱＴＯＦ－ＭＳ在

定性分析方面具有一定的优势，一次进样的质谱

图就可以定性；而ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ有时则需要二次

进样，并且ＬＣ－ＱＴＯＦ－ＭＳ的精确质量测定能够

有效提高质量色谱图的选择性，排除干扰。在方

法学 的 验 证 方 面（如 线 性 范 围 和 重 现 性 等），

ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ和 ＬＣ－ＱＴＯＦ－ＭＳ 的 性 能 相 似，

ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ仅 在 灵 敏 度 上 比 ＬＣ－ＱＴＯＦ－ＭＳ
更好。

２．２　毛发中兽药残留的检测

很多兽药和激素在动物组织内的消 除 速 度

很快，为监控违禁添加物的滥用增加了难度。区
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别于肉、肝、肾等组织，毛发样品可以活 体 采 集，
不会引起动物的死亡或疼痛，运输和保存也较为

容易。更为重要的是，很多药物在毛发中残留的

含量 高 于 肉、肝、肾 等 组 织，消 除 趋 势 也 很 缓

慢［２３－２６］。在检测同化激素、β－受体激动剂等药物

残留时，选择毛发作为检测的靶组织值得推广。
但是，毛发样品作为靶组织的问题在各个环节的

质量控制有一定困难，难以确定目标化合物是否

完全被提取出来，也不易区分阳性样品确实是药

物残留还是由毛发的外部污染造成的［２７］。

Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｈｅｅｆｔ等［２８］运用ＵＨＰＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ
和ＵＨＰＬＣ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ进 行 牛 毛 中 激 素 残 留

的全扫描精确 质 量 测 定，ＴＯＦ和 Ｏｒｂｉｔｒａｐ的 型

号分别为ＬＣＴ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　ＴＯＦ　ＭＳ和ＬＴＱ　Ｏｒｂｉ－
ｔｒａｐ　ＸＬ　ＭＳ。空 白 对 照 的 牛 毛 样 品 经 过 清 洗、
干燥后，剪碎为１ｃｍ左右的小段，再进行粉碎。
毛发经磷酸盐缓冲液振荡提取后，加入甲醇并离

心。上清液加入纯水稀释，然后用Ｂｏｎｄ　Ｅｌｕｔ固

相萃取柱净化，洗脱液干燥后用甲醇－乙腈－水溶

液复 溶，并 添 加１４种 类 固 醇。ＵＨＰＬＣ－Ｏｒｂｉ－
ｔｒａｐ－ＭＳ在分辨率为６０　０００ＦＷＨＭ 时，能够检

测到全部的 低 浓 度（ｎｇ／ｇ）添 加 的 药 物，并 且 质

量误差小于３ｐｐｍ。对于毛发样品的分析，质量

误差要小于５ｐｐｍ，提取的质量色谱图才能有效

地排除 基 质 本 底 的 干 扰。当 ＵＨＰＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ
的分辨率为１０　０００ＦＷＨＭ 或者ＵＨＰＬＣ－Ｏｒｂｉ－
ｔｒａｐ－ＭＳ的分 辨 率 只 有７　５００ＦＷＨＭ 时，就 不

能检测到所有添加的化合物。为了降低检测的

假阴性率，在进行复杂样品的精确质量测定时，
必须保证质谱的高分辨率。

２．３　牛奶中兽药残留的检测

牛奶的营养丰富，奶制品在人民的膳食结构

中占有重要地位，牛奶中的兽药残留一直是监控

的重点。集约化饲养的奶牛极易发生乳房炎等

疾病，用药不当或者没有严格执行休药期就会导

致牛奶 中 的 药 物 残 留。Ｓｔｏｌｋｅｒ等［２９］建 立 了 牛

奶中１０１种化合物的定量筛选方法，覆盖了苯并

咪唑、大 环 内 酯、β－内 酰 胺、喹 诺 酮、磺 胺、吡 啶、
四环素、硝基咪唑、镇静剂、非甾体类抗炎药、离

子载体和氯霉素等１２类药物。样品经乙腈提取

和蛋白沉淀后，用Ｓｔｒａｔａ　Ｘ固相萃取柱净化，然

后用 ＵＨＰＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ测定。采集全扫描的数

据，根据每个药物的相对分子质量提取精确质量

色谱图进行定性定量分析。按照欧盟法规中对

定量筛选方法的要求验证方法学性能，在最高残

留限量的浓度水平，８６％目标化合物的重复性低

于２０％，９６％目 标 化 合 物 的 重 现 性 低 于４０％，

８８％目标化合物的回收率在８０％～１２０％之间，
方法的灵敏度和线性范围也符合定量方法的标

准。该方法能够准确的分辨疑似样品和阴性样

品，判断药物含量是否超过最高残留限量。在运

用该方法进行实际样品检测时，分析了１００份牛

奶样品，没有发现阳性样品，只是检验出了含有

磺胺的质量控制样品。
为了提高 样 品 的 分 析 速 度，Ｏｒｔｅｌｌｉ等［３０］运

用超滤离心技术简化样品前处理步骤，每天可以

分析５０个样品。牛奶样品加入乙腈沉 淀 蛋 白，
经１７　０００ｇ离心后，吸出上清液转移至３ｋＤ的

超滤离心管中，再用１７　０００ｇ离心６０ｍｉｎ，进一

步清除提取溶液中的大分子物质。超滤后的提

取液 经 浓 缩 蒸 发 乙 腈，这 样 就 完 成 了 样 品 的 制

备。该方法能够筛选１５０种常见的兽药 及 其 代

谢物，ＬＯＤ在０．５～２５μｇ／Ｌ之间，远 低 于 大 部

分药物的最高残留限量。乙腈沉淀蛋白结合超

滤离心的方法比固相萃取法要快很多，基质效应

也严重一些，不过不同来源的牛奶样品引起的基

质效应基本一致，只有非班太尔和红霉素受到的

影响随不同的样品而变化较大。喹诺酮类药物

显示 了 离 子 增 强 效 应，其 中 恩 诺 沙 星 增 强 了

１　３００％。在进行实 际 样 品 验 证 时，所 有 的 阴 性

样品与ＥＬＩＳＡ的结果相同，而 检 测 到 含 有 喹 诺

酮类药物的疑似阳性样品与ＥＬＩＳＡ有区别。

２．４　组织中兽药残留的检测

Ｈｅｒｍｏ等［３１］应用ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ（型号：ＭＳＤ
Ｓｃｉｅｘ　ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ　ＴＯＦ　ＭＳ）检测猪肝中８种喹

诺酮 类 药 物 的 多 残 留 方 法，并 在 方 法 性 能 上 与

ＬＣ－Ｑ－ＭＳ（ＬＣ－ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ－ＭＳ）和 ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ
（型 号：ＰＥ　Ｓｃｉｅｘ　ＡＰＩ　３０００）进 行 比 较。

ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ方 法 的 定 量 限 能 达 到 １．５～６

μｇ／ｋｇ，所有喹诺 酮 的 回 收 率 均 在６０％以 上，检

测限 低 于２μｇ／ｋｇ，在 灵 敏 度、线 性 范 围、准 确

度、精密度方面都能满足兽药残留检测的要求。

ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ 的 灵 敏 度 介 于 ＬＣ－Ｑ－ＭＳ 和

ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ之间，其ＬＯＱ值比ＬＣ－Ｑ－ＭＳ的低

１～４倍，但比ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ的高１．５～６倍。不

论是ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ和ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ方法，在绘制

标准 曲 线 时，个 别 目 标 化 合 物 高 浓 度 点（２５０～
３００μｇ／ｋｇ）的 响 应 值 会 影 响 曲 线 的 相 关 性。
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ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ较 ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ的 优 点 在 于 化 合

物精确质 量 的 测 定。当 运 用ＬＣ－ＱｑＱ－ＭＳ分 析

恶喹酸和氟甲喹时，这两个化合物的准分子离子

都是ｍ／ｚ２６２，有相同的碎片离子ｍ／ｚ２４４，色谱

的保留时间也相同；而用ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ检测时，
分别提 取ｍ／ｚ　２６２．０７１　０和ｍ／ｚ　２６２．０８７　４就

能够将二者区别开来。
同样是应 用ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ检 测 喹 诺 酮 类 药

物的 残 留，Ｚｈｅｎｇ等［３２］研 究 了 固 相 微 萃 取 技 术

纯化牛奶、鸡蛋、鸡肉和鱼肉中７种喹诺酮的方

法。样品提取后，经在线固相微萃取净化并直接

进行ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ分析。在鸡蛋、牛奶、鸡肉、鱼
肉中，７种 喹 诺 酮 的 ＬＯＤ 分 别 为０．３～１．２

μｇ／ｋｇ、０．２～３．０μｇ／Ｌ、０．２～０．７μｇ／ｋｇ、０．２～
１．０μｇ／ｋｇ，标准曲线的相 关 系 数 都 在０．９９５以

上。在４种不同基质中，喹诺酮的回收率在８０～
１１５％之间，相对标准偏差小于１４．５％。该方法

结合内标和基质添加标准曲线进行定量分析，回
收率 较 好，但 是 选 择 氧 氟 沙 星 作 为 内 标 较 为 不

妥，因为在实际样品中可能有氧氟沙星的残留而

影响定量结果。
经反相液相色谱分离后，Ｃａｒｒａｓｃｏ－Ｐａｎｃｏｒｂｏ

等［３３］运用 紫 外 和 ＴＯＦ－ＭＳ检 测 蜂 蜜 中８种 四

环素。不同的药物在正离子和负离子模式下灵

敏度不一致，但是产生的主要碎片离子都是脱水

和／或脱 氨 基 形 成 的。在 负 离 子 模 式 下，８种 四

环素的ＬＯＤ为０．０５～０．７６μｇ／ｋｇ，优于已有的

报道，能够分析的四环素药物种类也最多。添加

回收 实 验 的 浓 度 为１０～１００μｇ／ｋｇ，回 收 率 在

７２％～９１％之间，相对标准偏差不超过７％。在

ＬＯＱ浓度附近时，检 测 到 的 四 环 素 类 药 物 的 质

量偏差基 本 上 在５ｐｐｍ以 下。该 文 指 出，单 独

依靠高精确质量（＜１ｐｐｍ）难以有效确定化合

物，结合同位素丰度比进行过滤，才能把几千种

可能的化合物减少为几种候选化合物。

Ｈｅｒｎａｎｄｏ等［３４］报 道 了 检 测 鲑 鱼 中３种 喹

诺酮、红霉素、孔雀石绿及其代谢物隐色孔雀石

绿、埃玛菌素的ＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ方法。样品前处理

采用固液萃取的方法，回收率高于８０％，恩诺沙

星的 回 收 率 偏 低，只 有４０％左 右。在 最 高 残 留

限量浓度附近进行精密度测定时，批内和批间变

异系 数 为２％～１５％。方 法 的 ＬＯＤ 为１～３

μｇ／ｋｇ，ＬＯＱ为３～９μｇ／ｋｇ，远低于这些药物的

最高残留限量，但是孔雀石绿和隐色孔雀石绿的

ＬＯＱ分别为２μｇ／ｋｇ和１μｇ／ｋｇ，高于欧盟法规

中最低要求执行限（ＭＲＰＬ）的标准（孔雀石绿和

隐色孔雀石绿二者之和为２μｇ／ｋｇ）。该方法的

线性范围从ＬＯＱ到６００μｇ／ｋｇ，相 关 系 数 大 于

０．９９９。ＴＯＦ－ＭＳ能够增强方法的选择性，当提

取质量色谱图的质量窗口由０．２ｕ变为０．０１ｕ
时，可以把孔雀石绿的基质干扰消除。同 时，目

标化合物的 信 噪 比 也 从３１提 高 到１２０，但 是 继

续缩 小 质 量 范 围 至０．００１ｕ时，灵 敏 度 变 化

不大。
关于高通量的兽药残留前处理方法 的 文 献

较少，分析动物组织比处理尿液和牛奶等液体样

品的难度更大，Ｋａｕｆｍａｎｎ等［３５］优化了肉、肝、肾
等组织中１００多种兽药残留的提取和纯化方法。
提取液为乙腈和 Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓冲溶液，加入硫酸

铵使乙腈和水相提取液分层。乙腈可以沉淀蛋

白，提取的杂质较少，缓冲溶液能够有效地提高

极性化合物（如 四 环 素 类、青 霉 素 类）的 提 取 效

率，并且有机相和水相分离有利于浓缩，降低乙

腈在旋 转 蒸 发 时 引 起 的 损 失。提 取 液 经 Ｏａｓｉｓ
ＨＬＢ固相萃取 柱 进 一 步 净 化，单 独 使 用 乙 腈 洗

脱时，一些极性很强的青霉素类药物难以洗脱下

来。该方法分两步洗脱，先用乙腈洗脱下大部分

的目标化合物，并使固相萃取柱上吸附的蛋白变

性，然后再用乙腈缓冲液洗脱，提高极性化合物

的回收率，效果很好。在样品前处理的 复 溶、转

移等步骤中，使用二甲基亚砜可以提高非极性化

合 物 的 回 收 率。在 用 ＵＨＰＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ测 定

时，Ｋａｕｆｍａｎｎ等认为ＡＤＣ和ＤＲＥ等技术已经

显著改善了ＴＯＦ－ＭＳ的 动 态 范 围，而 选 择 性 是

ＴＯＦ－ＭＳ的 主 要 局 限，在 分 析 复 杂 样 品 中 低 质

量的化合物时问题尤为突出，需要注意仪器的分

辨率和质量轴稳定性。该文同时提出，快速实用

的数据处理软件也有待开发，因为在分析每个样

品的数据时，必须提取上百种化合物的精确质量

色谱图 并 进 行 判 断，工 作 量 很 大。虽 然 ＴＯＦ－
ＭＳ的分辨率达到１２　０００ＦＷＨＭ（ＬＣＴ　Ｐｒｅｍｉｅｒ
ＴＯＦ　ＭＳ），在分析肝脏样品时干扰很多，并且不

能适用于蜂蜜样品，因此考虑应用分辨率更高的

Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ（Ｏｒｂｉｔｒａｐ　Ｅｘａｃｔｉｖｅ　ＨＣＤ）代 替

ＴＯＦ－ＭＳ，却发现Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ的离子抑制非常

严重，有些 化 合 物 甚 至 检 测 不 到［３６］。造 成 这 种

现象 的 原 因 是 离 子 源 后 起 离 子 聚 焦 作 用 的

Ｃ－ｔｒａｐ捕捉到 大 量 基 质 中 的 多 电 荷 蛋 白 质 而 过
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饱和，引起低质量离子的损失。为了解决这个问

题，Ｋａｕｆｍａｎｎ等 重 新 优 化 样 品 前 处 理 方 法，更

彻底地沉淀样品中的蛋白质，并使用填料颗粒孔

径更小的固相萃取柱。优化后的方法能够检测

肌肉、肝脏、肾脏、鱼肉和蜂蜜中１００多种兽药残

留，线 性 范 围、精 密 度、灵 敏 度 均 优 于 原 来 的

ＴＯＦ－ＭＳ方 法，除 了 前 处 理 方 法 的 改 进 外，

Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ提 供 的５０　０００ＦＷＨＭ 分 辨 率 和

出色的质量稳定性也发挥了重要作用。

Ｐｅｔｅｒｓ等［３７］建立了肉、鱼、鸡蛋中１００种兽

药的ＵＨＰＬＣ－ＴＯＦ－ＭＳ检 测 方 法，在 方 法 学 验

证时有所改进，需要制备的样品量少于原有样品

量的１／２。样品用Ｖ（乙 腈）∶Ｖ（水）＝６∶４的

溶液提取，用Ｓｔｒａｔａ　Ｘ固相萃取柱净化，洗脱时

肌肉和鱼肉样品用Ｖ（甲醇）∶Ｖ（乙腈）＝１∶１
的溶液洗脱，而 鸡 蛋 样 品 需 要Ｖ（甲 醇）∶Ｖ（乙

酸乙酯）＝１∶１的溶液才能有效地将吸附的 药

物洗脱。在４～４００μｇ／ｋｇ浓 度 范 围 内，目 标 化

合物 的 平 均 质 量 误 差 为３ｐｐｍ，中 值 为２．５
ｐｐｍ，浓度越高误差越小，不同组织之间的 差 别

不大。色谱的共流出物和药物相互之间也会影

响测定的精确质量误差，目标化合物在杂质和药

物较集中的阶段洗脱时，测定的质量误差相对较

大。对化合物的定性分析同时也使用了同位素

匹配的方法，用ＳｉｇｍａＦｉｔ值来判断，ＳｉｇｍａＦｉｔ值

越小则匹配度越高。ＳｉｇｍａＦｉｔ也是随着浓度升

高而降低的，但 是 不 同 的 组 织 对ＳｉｇｍａＦｉｔ有 影

响，基质 越 复 杂ＳｉｇｍａＦｉｔ越 高。ＳｉｇｍａＦｉｔ的 平

均值为０．０４，中值为０．０１，说明某些药物的偏差

较大。方法重复性的中值在８％～１５％之间，随

着浓度升高 而 降 低，而 重 现 性 的 中 值 为１５％～
２０％，不随样品和浓度的变化而变化。准确度的

中值为７０％～１００％，９２％目标化合物的线性相

关系数大于０．９９。

３　结论与展望

动物源性样品中多类兽药的大规模 筛 查 和

定量 方 法 是 解 决 样 品 通 量、减 少 消 耗 的 有 效 途

径。应用高分辨质谱的全扫描和精确质量测定

功能，结合超高效液相色谱技术，优化样品前处

理方法，可 以 实 现１００多 种 兽 药 残 留 的 同 时 检

测。与四极杆质谱相比，高分辨质谱的参数设定

简单，并适用于非定向和未知化合物的筛选，需

要增 加 目 标 化 合 物 时，不 必 再 次 处 理 样 品 和 进

样，重新分析已有的全扫描数据即可。ＵＨＰＬＣ－
ＨＲＭＳ作为最有 潜 力 的 分 析 技 术，仍 有 很 大 的

发展空间，ＴＯＦ的 分 辨 率 和 Ｏｒｂｉｔｒａｐ的 扫 描 速

度有 待 提 高，简 便 易 用 的 数 据 处 理 软 件 也 需 要

完善。
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９３３　第６期　　　　　　　　夏　曦等：液相色谱－高分辨质谱在兽药残留分析中的应用进展
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