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［摘　要］　建立了一种可同时检测牛奶中４种阿维菌素类药物（阿维菌素、伊维菌素、多拉菌素和

埃谱利诺菌素）残留的液相色谱－串联质谱方法（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）。牛奶样品经乙腈提取，高速离心

去除蛋白质等杂质，Ｃ１８柱净化。以０．１％甲酸水溶液和０．１％甲酸乙腈溶液为流动相进行洗脱，流

速０．４ｍＬ／ｍｉｎ，采用基质匹配标准溶液外标法定量。结果表明：阿维菌素、伊维菌素、多拉菌素和埃

谱利诺菌素在０．５～１００ｎｇ／ｍＬ浓度范围内均呈现良好的线性关系，相关系数（Ｒ２）均大于０．９９６；４

种阿维菌素类药物的定量限均为０．５μｇ／ｋｇ。阿维菌素在０．５～５μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，伊维菌素

在０．５～２０μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，多拉菌素在０．５～３０μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，埃谱利诺菌素在

０．５～４０μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，回收率为６６．４％～１２０％；批内与批间相对标准偏差均小于２０％。

该方法具有简便快速、灵敏度高、定性准确，重复性好等特点，可以满足牛奶中４种阿维菌素类药物

残留检测的要求。
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　　阿维菌素类药物（ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎｓ，ＡＶＭｓ）是由链

霉菌Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ产生的一组大环内酯类

抗生素［１］，其作用机制独特，具有较高的驱虫活性，

因而作为一种抗寄生虫药被广泛应用于牛、羊等动

物。目前已商品化的阿维菌素类药物主要包括阿

维菌素（Ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎ）、伊维菌素（Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ）、多拉

菌素（Ｄｏｒａｍｅｃｔｉｎ）和埃普利诺菌素（Ｅｐｒｉｎｏｍｅｃｔｉｎ）

等，其中阿维菌素和伊维菌素是目前兽医临床上用

量最大的抗寄生虫药物［２－４］。阿维菌素类药物具

有较高的脂溶性，在体内主要分布于动物肝脏和脂

肪组织中，且在体内残留时间较长。阿维菌素类药

物对哺乳动物的毒性很低，但是长期食用含有此类

药物的奶产品会对人类健康产生潜在威胁。我国

农业部第２３５号公告《动物性食品中兽药最高残留

限量》中规定阿维菌素禁用于泌乳期牛、羊，多拉菌

素禁用于泌乳期牛，伊维菌素在牛奶中的最高残留

限量（ＭＲＬ）为１０μｇ／ｋｇ。欧盟等世界其他国家组

织也都制定了阿维菌素类药物的最高残留限量，

２０１５年国际食品法典委员会（ＣｏｄｅｘＡｌｉｍｅｎｔａｒｉｕｓ

Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）发布的兽药最高残留限量标准中，牛奶

中伊维菌素的ＭＲＬ为１０μｇ／ｋｇ、多拉菌素的 ＭＲＬ

为１５μｇ／ｋｇ、埃谱利诺菌素的ＭＲＬ为２０μｇ／ｋｇ，阿

维菌素在牛奶中不得检出［５－７］。

阿维菌素类药物分子量大，极难气化，主要采

用高效液相色谱法和液相色谱 －串联质谱法进行

分析。２０世纪８０年代以来，随着稳定、简便的荧光

衍生化条件和串联质谱以及相应的样品提取和净

化方法的不断完善，该类药物的残留分析技术也有

了较大发展，但该类药物的多残留检测方法多集中

于对猪、牛、羊等动物组织样品中的残留分析研究，

而有关牛奶中的残留检测较少［８－１３］。现有国标中

针对牛奶中阿维菌素类药物残留的检测，样品前处

理方法比较复杂，且方法的灵敏度也较低［１４－１５］。

本文建立的液相色谱－串联质谱法操作步骤简单，

检测灵敏度高，可以满足阿维菌素类药物在牛奶中

的多残留检测要求。

１　材料与方法

１．１　仪器　日本岛津公司Ｓｈｉｍａｄｚｕ３０Ａ液相色谱

仪－美国ＡＢＳＣＩＥＸ公司 ＱＴＲＡＰ６５００质谱仪（配

电喷雾离子源）；ＡＥ２６０电子天平，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ

公司；ＢｉｏｆｕｇｅＳｔｒａｔｏｒｓ高速冷冻离心机，贺利氏公司；

ＯｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎＡｓｓｏｃｉａｔｅｓ氮吹仪，Ｊｎｃ公司；ＳＩＲ４涡

旋混合器，ＩＫＡ公司。

１．２　药品和试剂　阿维菌素、伊维菌素、埃普利诺

菌素标准品，购自中国兽医药品监察所，含量≥
９８％；多拉菌素标准品，购自中国兽医药品监察所，

含量≥９４．３％；甲醇（色谱纯）、乙腈（色谱纯），美国

Ｆｉｓｈｅｒ公司；正己烷（分析纯）、异辛烷（分析纯），国

药集团化学试剂有限公司；ＢｏｎｄＥｌｕｔＣ１８固相萃取

柱：５００ｍｇ／６ｍＬ，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司；所用水为超纯水。

１．３　标准溶液配制　精密称定阿维菌素、伊维菌

素、多拉菌素和埃谱利诺菌素标准品各约１０ｍｇ，分

别置于１０ｍＬ棕色量瓶中，用乙腈溶解并稀释成浓

度为１ｍｇ／ｍＬ的标准储备液；准确量取标准储备液

各１００μＬ，分别于１０ｍＬ量瓶中，用乙腈溶解并稀

释成浓度为１０μｇ／ｍＬ的阿维菌素、伊维菌素、多拉

菌素和埃谱利诺菌素标准工作液；准确量取

１０μｇ／ｍＬ的标准工作液各 １００μＬ，分别于 １０ｍＬ

量瓶中，用５０％乙腈水溶液溶解并稀释成浓度为

１００ｎｇ／ｍＬ的阿维菌素、伊维菌素、多拉菌素和埃谱

利诺菌素标准工作液。

１．４　洗涤液配制　取乙腈３０ｍＬ、水７０ｍＬ和三乙

胺２０μＬ，混匀。

１．５　样品前处理

１．５．１　样品的提取　称取试料（２＋０．０２）ｇ于５０

ｍＬ离心管中，加乙腈８ｍＬ，涡旋混匀后中速水平

振荡５ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，转移上清液至

另一５０ｍＬ离心管中，加水１０ｍＬ、三乙胺２５μＬ，
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１．５．２　样品的净化　Ｃ１８固相萃取柱依次用乙腈

５ｍＬ和洗涤液５ｍＬ活化，取备用液过柱，依次用洗

涤液５ｍＬ、异辛烷５ｍＬ淋洗，抽干，用乙腈５ｍＬ洗

脱，收集洗脱液于１０ｍＬ试管中，于５０℃水浴氮气

吹干。用５０％乙腈水溶液１．０ｍＬ溶解残余物，涡动

１ｍｉｎ。过微孔滤膜，供液相色谱－串联质谱仪测定。

１．６　仪器条件

１．６．１　色谱条件　色谱柱为 ＢＥＨＣ１８（５０×２．１

ｍｍ，１．７μｍ），流动相 Ａ相为０．１％甲酸水溶液；Ｂ

相为０．１％甲酸乙腈溶液，梯度洗脱：０～１ｍｉｎ保持

７０％ Ｂ；１～３ｍｉｎ，７０％ Ｂ线性变化到１００％ Ｂ；３～

４ｍｉｎ保持１００％ Ｂ；４～６ｍｉｎ保持７０％ Ｂ；流速：

０．４ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；进样量５μＬ。

１．６．２　质谱条件　电喷雾离子源（ＥＳＩ＋）；电喷雾

电压为５５００Ｖ；离子源温度为５５０℃；辅助气１为

５０ｐｓｉ；辅助气２为５０ｐｓｉ；气帘气为３０ｐｓｉ；碰撞气

为Ｍｅｄｉｕｍ；检测方式为多反应监测（ＭＲＭ）。待测

药物定性、定量离子对及对应去簇电压、碰撞能量

参考值见表１。

表１　待测药物定性、定量离子对及对应去簇电压、碰撞能量参考值
药物 定性离子对（ｍ／ｚ） 定量离子对（ｍ／ｚ） 去簇电压／Ｖ 碰撞能量／ｅＶ

阿维菌素
８９５．５＞７５１．４

８９５．５＞４４９．１
８９５．５＞７５１．４ ５０

６０

６０

伊维菌素
８９７．５＞７５３．２

８９７．５＞３２９．２
８９７．５＞７５３．２ ５０

５５

７０

多拉菌素
９２１．５＞３５３．２

９２１．５＞４４９．１
９２１．５＞４４９．１ ５０

７０

６０

埃谱利诺菌素
９３６．５＞４９０．１

９３６．５＞３５２．１
９３６．５＞４９０．１ ５５

７０

７５

２　结果与分析
２．１　基质添加标准曲线　精密量取适宜浓度的阿
维菌素类标准工作液适量，用５０％乙腈水溶液稀释
成含各药物浓度分别为０．５、１、２、５、１０、２０、５０和１００
ｎｇ／ｍＬ的系列混合标准工作液，从中各取１．０ｍＬ，分
别加入到空白牛奶经提取、净化和吹干后的残余物

中，充分溶解，过微孔滤膜，作为基质匹配标准溶液

上机测定。分别以阿维菌素、伊维菌素、多拉菌素和

埃谱利诺菌素的特征离子质量色谱峰面积与其对应

的基质匹配标准溶液浓度作图，得到相应的标准曲

线，线性回归方程及相关系数见表２。阿维菌素、伊
维菌素、多拉菌素和埃谱利诺菌素在 ０．５～
１００ｎｇ／ｍＬ浓度范围内，特征离子质量色谱峰面积与
浓度均呈良好的线性关系，Ｒ２均大于０．９９６。

表２　阿维菌素、伊维菌素、多拉菌素和埃谱利诺菌素的线性范围、回归方程和相关系数
药物 线性范围／（ｎｇ·ｍＬ－１） 回归方程 相关系数（Ｒ２）

阿维菌素 ０．５～１００ Ｙ＝１８４２７Ｘ＋４７０７．５ ０．９９９０
伊维菌素 ０．５～１００ Ｙ＝４３０６７Ｘ－１６１６４ ０．９９６４
多拉菌素 ０．５～１００ Ｙ＝５８４０．７Ｘ＋７００．３２ ０．９９９３

埃谱利诺菌素 ０．５～１００ Ｙ＝１９２８５Ｘ－９９１６．５ ０．９９７１

２．２　方法准确度及精密度　采用标准添加法，在
空白牛奶中添加适宜浓度的阿维菌素类标准工作

液，阿维菌素的添加浓度为０．５、１、２、５μｇ／ｋｇ；伊维
菌素的添加浓度为０．５、５、１０、２０μｇ／ｋｇ；多拉菌素
在牛奶中的药物浓度为０．５、７．５、１５、３０μｇ／ｋｇ；埃
谱利诺菌素的添加浓度为 ０．５、１０、２０、４０μｇ／ｋｇ。

每种浓度５个样品平行试验，重复３批次，按照１．５
项样品前处理方法处理之后上机测定，基质匹配标

准溶液外标法定量，计算回收率、批内、批间变异系

数，结果汇总见表３。试验结果表明，牛奶中阿维菌
素在０．５～５μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，回收率范围
为８４．９％～１２０％；伊维菌素在０．５～２０μｇ／ｋｇ添
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加浓度范围内，回收率范围为６６．４％～１０７％；多拉
菌素在０．５～３０μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，回收率范
围为 ７６．１％ ～１０７％；埃谱利诺菌素在 ０．５～

４０μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，回收率范围为７８．４％～
１０３％；批内与批间ＲＳＤ均小于２０％。结果表明本
方法定量准确，重复性好。

表３　空白牛奶中４种阿维菌素类药物的回收率（ｎ＝５）
药物 添加浓度／（ｎｇ·ｇ－１） 批次 回收率／％ 平均回收率／％ 批内ＲＳＤ／％ 批间ＲＳＤ／％

阿维菌素

０．５
Ｉ ９９．８、１０１、９６．８、１０３、１０８ １０１ ４．３
ＩＩ １０１、９２．８、１０２、１０６、９１．６ ９８．７ ６．２
ＩＩＩ ９６．４、９３．６、９６．９、８４．９、９７．６ ９３．９ ５．６

６．０

１
Ｉ ９５．２、９９．８、９５．４、９８．３、９５．７ ９６．９ ２．１
ＩＩ ９６．２、９４．４、９４．０、９８．２、９２．６ ９５．１ ２．３
ＩＩＩ ９６．９、９８．５、１００、９４．０、９９．７ ９７．８ ２．５

２．５

２
Ｉ １１３、１１５、１１７、１２０、１１７ １１６ ２．２
ＩＩ １０３、１０８、１０５、１０１、１０８ １０５ ２．９
ＩＩＩ １１２、１１０、１０９、１１０、１１０ １１０ １．０

４．８

５
Ｉ １０４、１０７、１０２、１０５、１０２ １０４ ２．２
ＩＩ １０８、１０３、１０５、１０８、１０４ １０６ １．８
ＩＩＩ １０６、１０６、１０７、１０６、１０６ １０６ ０．６

１．８

伊维菌素

０．５
Ｉ ７６．８、８５．０、８５．７、８８．２、９４．５ ８６．０ ７．４
ＩＩ ８１．５、８０．７、７９．２、８１．２、８１．２ ８０．８ １．２
ＩＩＩ ８０．１、８１．３、７６．３、７６．０、７９．８ ７８．７ ３．０

６．０

５
Ｉ １０１、１０２、１０４、１０４、１０６ １０３ ２．０
ＩＩ １０３、１０４、１０６、１０２、１０７ １０４ ２．０
ＩＩＩ １０２、１０２、１０５、１０２、１０７ １０４ ２．３

２．０

１０
Ｉ ８６．４、９６．０、８８．６、７０．１、９７．０ ８７．６ １２
ＩＩ ６９．２、９１．７、８７．５、６９．３、９４．５ ８２．４ １５
ＩＩＩ ８４．４、６６．５、６６．４、９０．３、８４．９ ７８．５ １４

１４

２０
Ｉ ９２．６、９３．９、９３．６、８７．９、９４．８ ９２．６ ３．０
ＩＩ ９３．４、９４．５、８４．９、８７．１、９３．７ ９０．８ ４．８
ＩＩＩ ９１．６、９１．３、９１．３、９０．０、８７．３ ９０．３ ２．０

３．４

多拉菌素

０．５
Ｉ ８７．５、８１．８、７９．１、９１．５、８６．３ ８５．２ ５．７
ＩＩ ９２．７、７６．１、８４．５、８１．１、７９．７ ８２．８ ７．６
ＩＩＩ ７９．０、９７．４、８７．７、９４．７、８４．６ ８８．７ ８．４

７．４

７．５
Ｉ ８１．３、８０．８、８１．５、８０．５、８５．５ ８１．９ ２．５
ＩＩ ８３．２、８５．５、８５．９、８４．７、８７．０ ８５．３ １．７
ＩＩＩ ８３．１、８０．５、８１．４、８２．５、７９．２ ８１．３ １．９

２．９

１５
Ｉ ９９．３、１０３、１００、９１．３、１０４ ９９．５ ５．０
ＩＩ ８９．８、１００、９８．１、９１．０、１０２ ９６．２ ５．６
ＩＩＩ ９６．２、９２．１、９２．７、１００、９７．４ ９５．７ ３．６

４．８

３０
Ｉ １０２、１０７、１０２、１０２、１０３ １０３ ２．０
ＩＩ １０４、１０２、９９．７、１０６、１０２ １０３ ２．５
ＩＩＩ ９９．４、１０３、１０４、１００、１０１ １０１ １．７

２．１

埃谱利

诺菌素

０．５
Ｉ ８６．０、８９．２、８７．５、８５．２、８７．０ ８７．０ １．８
ＩＩ ９１．７、７９．６、８７．６、９０．７、８７．１ ８７．３ ５．５
ＩＩＩ ８３．５、８８．９、９０．１、８９．６、７８．４ ８６．１ ５．９

４．４

１０
Ｉ ９４．４、９３．４、９２．３、９５．４、９１．５ ９３．４ １．７
ＩＩ ９２．８、９０．５、９３．３、９５．５、９０．２ ９２．５ ２．３
ＩＩＩ ９５．３、９４．７、９２．３、９４．０、９８．０ ９４．９ ２．２

２．２

２０
Ｉ ９６．１、１０３、９６．４、９４．３、１０３ ９８．６ ４．１
ＩＩ ９０．０、９６．５、８９．５、８７．５、９９．１ ９２．５ ５．４
ＩＩＩ ９２．１、９０．５、８９．８、９９．７、９１．１ ９２．６ ４．４

５．２

４０
Ｉ ９２．８、９２．８、８９．７、９４．４、９０．１ ９２．０ ２．２
ＩＩ ９２．８、８９．５、９４．４、９３．１、９１．３ ９２．２ ２．０
ＩＩＩ ９３．６、９３．７、９５．４、９３．７、９５．８ ９４．４ １．１

２．１
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２．３　方法灵敏度　添加适量浓度的阿维菌素类标
准工作液于２ｇ空白牛奶中，经前处理后测定，观察
药物特征离子质量色谱峰信噪比（Ｓ／Ｎ）和对应药
物浓度，Ｓ／Ｎ＞１０（按 ＰｔＰ算）作为方法的定量限，
得出阿维菌素、伊维菌素、多拉菌素和埃谱利诺菌

素的定量限为０．５μｇ／ｋｇ。由表３可见，添加浓度
为０．５μｇ／ｋｇ时，阿维菌素、伊维菌素、多拉菌素和

埃谱利诺菌素的回收率均大于７６．０％，批内、批间
的ＲＳＤ分别低于８．５％、７．５％。表明该方法在定
量限水平的可靠性好，且灵敏度高，完全满足阿维

菌素、伊维菌素、多拉菌素和埃谱利诺菌素在牛奶

中残留检测的需要［１６］。０．５μｇ／ｋｇ空白牛奶基质
匹配标准溶液中４种阿维菌素类药物的特征离子
质量色谱图见图１。

（１：阿维菌素（８９５．５＞７５１．４，８９５．５＞４４９．１）；２：伊维菌素（８９７．５＞７５３．２，８９７．５＞３２９．２）；

３：多拉菌素（９２１．５＞４４９．１，９２１．５＞３５３．２）；４：埃普利诺菌素（９３６．５＞４９０．１，９３６．５＞３５２．１）

图１　０．５ｎｇ／ｇ空白牛奶添加试样溶液中阿维菌素类药物特征离子质量色谱图

３　讨论与小结
３．１　提取条件的选择　已有文献或国家标准方法
记载的提取过程，多数用乙腈提取两次后加２～３
倍的水或淋洗液作为净化备用液，或者用乙腈 －二
氯甲烷提取并正己烷去脂后直接过滤检测。前者

过柱体积较大，耗时且容易堵塞萃取柱，后者未经

萃取柱净化，上机液体杂质干扰较大。本方法根据

称样量，选择适宜体积的乙腈提取一次，在上清液

中加１倍体积的水，可以有效提取其中的阿维菌素
类药物，同时通过高速离心又能很好地去除蛋白质

等大量杂质的干扰，并且在不影响回收率的前提下

尽可能减少过柱体积，为实际应用过程中进行大批
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量样品检测节省了时间，提高了检测效率。

３．２　净化条件的选择　已有方法的净化过程，有
的用氧化铝柱净化，有的用Ｃ１８柱，经过比较试验，
发现采用 Ｃ１８柱（５００ｍｇ／６ｍＬ）进行净化效果最
好。由于牛奶样品中可能含有脂肪或其他杂质成

分，因此，淋洗时在原标准基础上增加了洗涤液淋

洗的步骤，能够较为有效地去除杂质，降低杂质及

样品基质对有效成分的干扰，使本方法的各项技术

参数均满足兽药残留检测方法的要求。

３．３　定量方法的选择　采用本方法对牛奶试料经
前处理后上机测试发现存在一定的基质效应，因此

在定量方法选择时采用了基质匹配标准溶液法进

行定量，可以很好的消除基质带来的基质效应干

扰，提高方法定量的准确性。

３．４　仪器检测条件的建立　通过大量查阅国内外
相关文献及已颁布的阿维菌素类药物残留检测方

法国家标准，归纳总结其中的仪器检测条件作为参

考，结合本实验室实际的仪器设备条件和工作经

验，反复优化各项检测参数，使得建立的检测方法

能够满足阿维菌素类药物残留检测。如在实验中

发现：４种阿维菌素类药物在 ＥＳＩ＋模式下，［Ｍ＋
Ｎａ］＋峰强度最高，响应值稳定。因此在建立ＭＲＭ
检测方法时，采用各个药物的［Ｍ＋Ｎａ］＋峰作为

母离子进行二级质谱扫描，选取信号强度最高的两

个特征碎片离子作为子离子，分别优化各项质谱参

数，使方法的灵敏度和准确度满足相关的要求。

本文建立了一种同时检测牛奶中阿维菌素、伊

维菌素、多拉菌素和埃谱利诺菌素的多残留分析方

法。该方法具有良好的可操作性和重现性，方法灵

敏度和精密度均能满足兽药残留分析方面的要求。
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