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摘要：建立了禽类产品中克球酚残留的液相色谱 ,电喷雾串联质谱（34,+56,!5 7 !5）检测方法。用甲醇对样品进行

提取，提取液用正己烷萃取去油脂，然后用 34,&) 柱和阴离子交换柱净化，34,+56,!5 7 !5 测定。利用基质 校 正 曲

线对克球酚 准 确 定 量。在 !，*，&"，!" !8 7 98 ’ 个 添 加 水 平 下，克 球 酚 的 平 均 回 收 率 稳 定 在 **. $): ( &$!. ’’: 之

间，日内精密度小于 #. *’:，日间精密度小于 &*. !%:。在 & ( ’" !8 7 98 范围内色谱峰面积与克球酚含量呈 良 好 的

线性关系，检出限为 ". * !8 7 98，定量限为 !. " !8 7 98。该方法选择性好，抗干扰能力强，可作为禽类产品中克球酚

残留检测的确证方法。
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- - 克球酚，又名 氯 羟 吡 啶，化 学 名 为 $，* ,二 氯 ,!，

, ,二甲基,’ ,羟基吡啶，是一种预防畜、兔球虫病的饲

料药物添加剂。球虫病是畜禽业养殖过程中的主要

疾病之一，不有效地加以控制会给广大养殖户造成

很大的经 济 损 失［&］。长 期 使 用 或 不 按 规 定 用 药 会

造成药物在动物体内和组织中残留。欧盟、美国、加

拿大、日本和中国（ 包括台湾地区）都规定了各种动

物组织中 克 球 酚 残 留 量 最 高 限 量 标 准［!］。 目 前 有

文 献 报 道 的 检 测 方 法 多 为 高 效 液 相 色 谱 法

（JS34）［$ / %］、气相色谱法（>4）［)］、气相色谱,质谱

联用 法（>4,!5）［!］和 液 相 色 谱,质 谱 联 用 法（ 34,
!5）［#］，这些 方 法 都 未 提 及 基 质 效 应。>4 及 >4,
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"# 法虽然灵敏度较高，可以满足检测要求，但需要

对样品进行 衍 生 化 后 再 进 样 分 析，方 法 繁 琐，干 扰

多，容易污染仪器（ 尤其是离子源）；$%&’ 法具有简

便快速的特点，但很难达到目前国内外对克球酚的

残留限量（# !( ) *(）要 求；文 献［$］利 用 &’!+%’,
（ 大气压化学电离源）) "# 法，以选择离子模式检测

克球酚残留，仅检测了 % 个负离子模式下的同位素

母离子，没有进行二级碎片分析和检测，未达到目前

国际通行的质谱检测中物质的定性分析的 & 个确证

点的要求。

! ! 本文采 用 甲 醇 提 取 鸡 产 品 中 的 克 球 酚 药 物 残

留，通过串联固相萃取柱净化，利用液相色谱!电喷

雾串联质谱法（&’!-#,!"# ) "#）对鸡产品中的克球

酚残留进行分析，利用基质匹配标准溶液校准法对

其进行定量，方法准确方便，满足了日常检测工作中

对禽类产品中克球酚残留的确证要求。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! 液相色谱!质谱联用仪由 #./0123/ 液相色谱系

统和 451/63!78998(:9 &’; <-’+ 离 子 阱 质 谱 仪

构成，包括 +.=3>:6?@1/ ’( % 和 "# %.6? "( )；软件

使用 AB:@8C./ ’( & 版。D$!*+’ 旋 涡 混 匀 器（ 太 仓

科教器材厂）；##’)"" ’" 管 萃 取 装 置（ 德 国 "E 公

司）。E!-F+%4" ’’’ 氮气吹干仪（ 美国 G/(:936:!
=839 +>>3B8:=1> 公司）；H$!#))I 超声波清洗器（ 昆

山禾创超声仪器有限公司）；#8(6: " !’+ 离心机（ 德

国 #:/=3/8.> 公司）；"8@@8 ; 去 离 子 水 发 生 器（ 美 国

"8@@8?3/1 公司）。

! ! 甲醇（ 色谱纯，"1/B*）；甲酸（ 分析纯，南京化学

试剂有限公 司）；氨 水（ 分 析 纯，南 京 化 学 试 剂 有 限

公司）；水（ 二次去离子水）；阴离子交换柱（%+A，+)
6(，% 6&；+(1@: 41B593@3(81> ’@1:91/=）；&’!’* 固

相萃取（#%-）柱（% 6&，#)) 6(；#.?1@B@1:9）；克球

酚 标 准 品：纯 度# $*( #J（ </K -5/19>=3/L1/ M6!
C$）。

! ! #" 标准溶液

! ! # ! !" 标准储备液的配制

! ! 克球酚标准储备溶液：准确称取 ’) 6( 克球酚

标准物质，用 甲 醇 定 容 至 #) 6& 容 量 瓶 中，得 "))
6( ) & 的 标 准 储 备 液，储 存 在 & N 冰 箱 中，可 保 存

半年。

! ! # ! #" 标准工作液的配制

! ! 用阴性样品提取液稀释克球酚储备液，分别配

成克球酚质量浓度为 #，’)，")，#)，’)) 和 ")) !( ) &
的标准工作液。该工作液在 & N下可保存两周。

! ! $" 实验步骤

! ! $ ! !" 样品制备

! ! 分 别 将 新 鲜 鸡 肉 绞 碎、新 鲜 蛋 类 混 匀，于 , ’*
N冷冻保存。

! ! $ ! #" 提取

! ! 准确称取 #( )) (（ - )( )’ (）样品于 #) 6& 塑

料离心管中，加入 ’) 6& 甲醇，涡旋 %) >，超声提取

’) 689，离心（* ))) / ) 689）# 689 后，将上清液过滤

于 #) 6& 塑料离 心 管 中；再 加 入 ’) 6& 水、#)) !&
氨水、’) 6& 正己烷，涡旋 %) >，离心（* ))) / ) 689）

# 689 后，将下层清液吸出准备过柱。

! ! $ ! $" 净化

! ! 通过连接头把 &’!’* 柱与阴离子交换柱串联起

来，依 次 用 % 6& 甲 醇、% 6& 水 对 其 进 行 活 化，上

样；待样品溶液流完后，弃去 &’!’* 柱，分别用 % 6&
水和 % 6& 甲 醇 淋 洗 阴 离 子 交 换 柱，抽 干；用 # 6&
#J 甲酸甲醇溶液洗脱，接收洗脱液于小试管中，于

&) N水浴中用氮吹仪吹干，用甲醇!水（ 体积比为 %.
/）溶解并定容至 ’( ) 6&，过 )( &# !6 滤膜，供液相

色谱!质谱仪分析。

! ! %" 仪器参数与测定条件

! ! % ! !" 液相色谱条件

! ! +; ’’* 色谱柱（’#) 66 0 "( ’ 66，# !6，O@=8!
6:=1 公司）。流动相：水（+）1 甲醇（I），流速 )( ")
6& ) 689。梯度洗脱：) 689，$)J +；)"& 689，’)J
I"$)J I；&"* 689，$)J I；*( ’"’) 689，’)J I。

柱温：室温。进样量："# !&。

! ! % ! #" 质谱条件

! ! 离子源：-#,；正 离 子 扫 描；分 离 宽 度（ 8>3@:=839
P8Q=5）：! " # "( )；母 离 子：! " # ’$"( "；定 量 离 子：

! " # ’)’( )；质量范围（6:>> /:9(1）：/) 2 ")) .；毛

细管 温 度 %#) N；鞘 气 流 速（ >51:=5 (:> L@3P）’)
& ) 689；辅助气流速 + & ) 689；源电压：# *F。

! ! % ! $" 液相色谱!质谱测定

! ! 将克球酚基质标准工作溶液在设定条件下分别

进样，以 定 量 离 子 峰 面 积 $ 为 纵 坐 标，克 球 酚 含 量

（!( ) *(）为横 坐 标 %，绘 制 + 点 标 准 工 作 曲 线。用

该标准工作曲线对样品进行定量，样品溶液中克球

酚的响应值均应在仪器测定的线性范围内。

#" 结果与讨论

# ! !" 质谱条件

! ! 克球酚含氮，在 -#, 源中很容易得到其带一个

正电荷的母 离 子（! " # ’$"( "，［" 1 $］1 ），进 一 步

碰撞 分 裂 后，产 生 & 个 特 征 子 离 子 ! " # ’)’( ’，

’"*( ’，’#+( ’ 和 ’/&( "。离 子 阱 质 谱 与 四 极 杆 质 谱

·#&’·
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相比，进行定量分析时的基线噪声会较高，但离子阱

质谱能得到化合物的全扫描质谱图，能更准确地进

行定性分析。本文选用 # 个母离子和 $ 个子离子进

行分析，完全满足国际上关于质谱确证分析的 $ 个

识别点的要求。克球酚的色谱!质谱图如图 # 所示。

图 !" 克球酚（#$ !! " #）的（$）色谱图和（%）质谱图

&’!( !" （$）)*+,-$.,!+$- $/0（%）-$11 1234.+5-
,6 47,2’0,7（#$ !! " #）

% ( %" 样品的提取与净化

% % 克球酚的化学性质较特殊，在正己烷、乙酸乙酯

等非极性溶剂中不能溶解，在水中也不溶解，只在甲

醇和乙腈中微溶。因此在选择提取溶剂时，主要考

察了甲醇和乙腈两种溶剂。结果表明甲醇比乙腈具

有更好的提取回收率，因此选择甲醇为提取溶剂。

% % 选用甲醇为提取溶剂时，得到的提取液杂质很

多，若直接进行分析，容易导致质谱的离子传输管堵

塞，而且杂质的存在会对克球酚的质谱信号产生很

强的抑制效应，使定量不准确，因此需要进行净化处

理。目前文献报道的主要是氧化铝柱和阴离子交换

柱净化法［!，&，’，(，)］。

% % 实验中发现，采用氧化铝柱和阴离子交换柱联

合净化方法依旧不能很好地除去脂肪等杂质，在质

谱分析中的抑制作用还是非常强。通过分析发现，

甲醇的极性比较大，对于氧化铝柱的洗脱能力很强，

许多杂质在 甲 醇 上 样 的 时 候 不 能 被 氧 化 铝 柱 所 吸

附，因而不能通过氧化铝柱达到净化的目的。

% % "#!#) 柱填 料 是 反 相 的 填 料，脂 肪 等 杂 质 可 通

过分配作用保留在该柱上。在实验中，通过加入水

来降低提取 液 中 的 甲 醇 比 例，可 增 强 杂 质 在 "#!#)

柱上的保留。即使在 "#!#) 柱上不能保留的非离子

型的极性杂质和其他非阴离子的杂质，也可在 $%&
柱的净化中，通过水淋洗和甲醇淋洗除去。

图 &" 添加 !$ !! " 8! 克球酚的鸡爪样品

的（$）色谱图和（%）质谱图

&’!( &" （$）)*+,-$.,!+$- $/0（%）-$11 1234.+5- ,6
$ 4*’483/ .,3 1$-273 12’830 9’.* !$ !! " 8! ,6
.*3 47,2’0,7 1.$/0$+0

"

% % 为了减少 "#!#) 柱的填料用量，本实验在采用

该柱净化前的提取步骤中，通过正己烷液!液分配净

化，去除掉完全非极性的脂肪等成分。

% % 实验中对鸡爪、鸡腿、鸡翅和鸡蛋 $ 个基质样品

进行了研究，其中鸡爪样品基质空白和加标样品的

色谱!质谱图分别见图 ! 和图 &。

图 %" 鸡爪的基质空白样品的（$）色谱图和（%）质谱图

&’!( %" （$）)*+,-$.,!+$- $/0（%）-$11 1234.+5- ,6
$ -$.+’: %7$/8 4*’483/ .,3 1$-273

·($#·
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! ! 通过 # 种基质样品的色谱!质谱图可发现，加标

样品中的质谱图与克球酚标准质谱图的离子丰度比

基本一致，满足欧盟关于药物残留的确证要求。

! ! "# 线性方程、检出限（"#$）和定量限（"#%）

! ! 在建立该方法的实验中发现，无论什么基质的

样品，在用溶剂校正曲线校正加标结果时，回收率都

在 $%" & ’%" 左右，即使在样品溶液中加入一定量

的标准溶液，用 溶 剂 校 正 曲 线 校 正，回 收 率 仍 然 较

低，由此可见存在较为严重的基质抑制效应。因此，

我们对其进行了基质效应的考察。有文献提出在液

相色谱!质谱方法 开 发 和 确 证 过 程 中 需 对 基 质 效 应

做出评价［$% ( $)］，而目前还未有文献报道克球酚检测

过程中所遇到的基质效应问题。本文通过基质匹配

标准溶液校准方法来准确定量。

! ! 比较 # 种基质样品的溶剂曲线、基质曲线和加

标提取曲线（ 见图 #）可以看出，鸡产品的 # 种基质

均存在非常明显的基质抑制效应。在前期净化中，

我们选择了反相色谱和离子交换两种机理的固相萃

取柱串联净化都不能消除这种基质效应；而且从后

面的添加回收数据中可以看出，低浓度的加标反而

基质抑制效应弱，浓度高反而基质抑制效应强。由

于这种基质效应很难消除，因此我们在定量中采用

基质校正曲线。# 种基质样品的基质校正曲线的线

性方程、相关系数如表 $ 所示。根据仪器的信噪比

! " ##’ 时的 响 应 值，可 以 推 断 本 方 法 的 检 出 限 为

%* ) !# $ %#；由 加 标 回 收 试 验 中 最 低 添 加 水 平 "* %
!# $ %# 的响应值满足 ! " ##$%，可以确定定量限为

"* % !# $ %#（ 见表 $）。

图 $# （&）鸡爪、（’）鸡腿、（ (）鸡翅、（)）鸡蛋的溶剂校正曲线、基质校正曲线和萃取校正曲线

*+,! $# -./0123，4&35+6 &2) 1635&(3 (&/+’5&3+.27 .8（&）(9+(:12 3.1，（’）(9+(:12 /1,，（ (）(9+(:12 ;+2,，（)）912 1,,

表 %# 线性方程、相关系数、检出限（"#$）和定量限（"#%）

<&’/1 %# "+21&5 1=>&3+.27，391 (.551/&3+.2 (.188+(+1237（ !! ），/+4+37 .8 )131(3+.2（"#$）&2) /+4+37 .8 =>&23+8+(&3+.2（"#%）

&’()*+ ,*-.’) ./0’(*1-! $" ,23 $（!# $ %#） ,24 $（!# $ %#）

56*7%.- (1. % + ( ,"%%-% . $’"$%)%& % 8 ,,-# % 8 ) " 8 %
56*7%.- 9.# % + ( $%)""#% . -/%,,%%& % 8 ,,/# % 8 ) " 8 %
56*7%.- :*-# % + ( ",$-)0 . -$"’#-& % 8 ,,/% % 8 ) " 8 %
;.- .## % + ( $"-"#0% . $’00-’%& % 8 ,,"- % 8 ) " 8 %

! %：<.’% ’).’；&：71-7.-()’(*1-（!# $ %#）8 ,*-.’) )’-#.：$ ( #% !# $ %#8

! ! $# 方法的回收率和精密度

! ! 通过对阴性样品进行加标回收试验来考察方法

的准确度和精密度。按照前面的提取净化步骤，在

阴性的鸡爪、鸡腿、鸡翅、鸡蛋 # 种基质样品中分别

添加相当于 "，)，$%，"% !# $ %# 水平的克球酚标准溶

液进行加标回收试验，每个添加水平下测定 - 个平

行样，重复 ’ =。其平均回收率及其日内、日间精密

度见表 "。

表 !# 鸡爪、鸡腿、鸡翅、鸡蛋中克球酚在 $ 个添加水平下的平均回收率（"，# & ’）及其日内精密度（?-$% ，# & ’）和日间精密度（?-$! ，# & "）
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# # 表 ! 结果显示，在 !，$，%&，!& !! " #! ’ 个 添 加

水平 下，方 法 的 平 均 回 收 率 稳 定 在 $$( )*$ +
%)!( ’’$ 之间，日间 精 密 度 小 于 %$( !"$，说 明 方 法

的准确度高，通用性好。

!" 结语

# # 本文所建立的方法，简单易操作，在 !，$，%&，!&
!! " #! 水 平 下 各 种 基 质 中 克 球 酚 的 回 收 率 稳 定 在

$$( )*$ + %)!( ’’$ 之间，日 间 精 密 度 小 于 %$( !"$；

方法灵敏度高，%&’ 为 !( & !! " #!；选 择 性 好，抗 干

扰能力强，可以作为畜禽肉中克球酚残留的分析确

证方法。
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