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［摘　 要］ 　 建立超高效液相色谱 － 串联质谱法测定猪牛组织中甲基盐霉素残留量。 猪、牛组织中

残留的甲基盐霉素，经乙腈溶液提取，硅胶固相萃取柱净化，超高效液相色谱 － 串联质谱法测定，外
标法定量。 甲基盐霉素在 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ～ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的浓度范围内呈现良好的线性关系，甲基盐霉素在

猪、牛肌肉、肝脏、肾脏、脂肪中的检测限均为 ２． ５ μｇ ／ ｋｇ，定量限均为 ５． ０ μｇ ／ ｋｇ，猪牛肌肉、肝脏、肾
脏、脂肪中 ５． ０ ｎｇ ／ ｇ ～ １００ ｎｇ ／ ｇ 添加浓度范围内的回收率均值为 ７１． ９％ ～８８． ４％ ，批内批间 ＲＳＤ 值

均 ＜ １５％ 。
［关键词］ 　 猪、牛组织；甲基盐霉素；超高效液相色谱 －串联质谱法

作者简介： 王丽娜，硕士研究生，主要研究兽药残留检测。 Ｅ － ｍａｉｌ：ｗｌｎ１９８２９２９＠ １６３． ｃｏｍ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎａｒａｓｉｎ Ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｐｉｇ ａｎｄ Ｃａｔｔｌｅ ｂｙ Ｈｉｇｈ
Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － Ｔａｎｄｅｍ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

ＷＡＮＧ Ｌｉ － ｎａ，ＧＵＯ Ｓｉ － ｑｉ，ＴＩＡＮ Ｘｉａｏ － ｌｉｎｇ，ＬＩＵ Ｈｏｎｇ － ｈｅ，
ＧＵＯ Ｇｕｏ － ｘｉａｎ，ＬＡＮ Ｙｕ － ｍｅｎｇ，ＳＵＮ Ｗｅｉ － ｗｅｉ

（Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ，Ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ，＆Ｃｅｒｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００１６， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｎａｒａｓｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｐｉｇ ａｎｄ ｃａｔｔｌｅ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ， ａｎｄ ｃｌｅａｎｅｄ
ｕｐ ｗｉｔｈ ｓｉｌｉｃａ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃａｒｔｒｉｄｇ． Ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｏｎ ａ Ｃ １８ｃｏｌｕｍｎ ｂｙ
ｅｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌ － ０． ２％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ
０． ９９９９． Ｔｈｅ ＬＯＤ ａｎｄ ＬＯＱ ｗｅｒｅ ２． ５ μｇ·ｋｇ － １ ａｎｄ ５． ０ μｇ·ｋｇ － １ ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ
７１ ９％ ～ ８８ ４％ ａｔ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ５． ０ ～ １００ μｇ·ｋｇ － １ ． Ｔｈｅ ＲＳＤ ｗｅｒｅ ｂｅｌｏｗ １５％ ． Ｔｈｅ ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅ ｔｅｓｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｒａｓｉｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｃａｔｔｌｅ ａｎｄ ｐｉｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｐｉｇ ａｎｄ ｃａｔｔｌｅ； ｎａｒａｓｉｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ； ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ

·７４·



中国兽药杂志 ２０２３ 年 ５ 月第 ５７ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

　 　 甲基盐霉素（Ｃ４３Ｈ７２Ｏ１１，ＣＡＳ： ５５１３４ － １３ － ９，
结构式见图 １）是一种安全有效的抗球虫药，对大

多数革兰氏阳性菌和部分革兰氏阴性菌均有抑制

作用，对毒害艾氏、巨型艾氏、堆形艾氏和哈氏球虫

均有效。 球虫病是由寄生于宿主肠道或胆管上皮

细胞内的艾美耳科原虫引起的一种寄生虫病，是集

约化饲养中最重要的疾病之一。 甲基盐霉素、常山

酮、氯苯胍等是目前常用的抗球虫药物。 目前， 球

虫病主要以预防为主，将抗球虫药物拌入饲料中定

期饲喂，抗球虫效果较好，但是也容易导致动物组

织中抗球虫药物的残留［１ － ４］，对食品安全和人类健

康带来巨大威胁。
甲基盐霉素残留检测主要利用经典的液 － 液

分配进行样品前处理结合固相萃取技术去除杂

质［５ － ８］，高效液相色谱法［９］或液相色谱 － 串联质谱

法进行检测［１０ － １６］。 截止目前国内外检测猪牛组织

中甲基盐霉素残留量的相关文献较少，主要集中

在饲料中含量测定和药效学研究，但是我国食品

安全国家标准 ＧＢ ３１６５０—２０１９《食品安全国家标

准 食品中兽药最大残留限量》中规定甲基盐霉素

在猪、牛的肌肉、脂肪、肝和肾中最大残留限量分

别为 １５、５０、５０、１５ μｇ ／ ｋｇ［１７］ 。 为了加强猪、牛等

动物性食品中甲基盐霉素的残留监控，本文制定

了甲基盐霉素在猪、牛的肌肉、脂肪、肝、肾组织中

残留检测的超高效液相色谱 － 串联质谱法，并对

该方法的线性、检测限、定量限、回收率、基质效应

等方面进行了系统研究，为该类药物的残留监控

提供科学依据。
１　 材料与方法

１． １　 仪器与材料　 ｗａｔｅｒｓ ＴＱＳ 超高效液相色谱 －
串联质谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；高速冷冻离心机

（Ｂｉｏｆｕｇｅ Ｓｔｒａｔｏｒｓ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ，德国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；均质器（ＰＲＯ２５０，美国 Ｐｒｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；氮吹仪（ＯＡ － ＳＹＳ，美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ Ａｓｓｏ⁃
ｃｉａｔｅｓ． Ｉｎｃ 公司）；ＭｉｌｌｉＱ 超纯水器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；甲基盐霉素对照品（纯度 ９９． ０％ ）、乙腈（色
谱纯）、甲酸（色谱纯）、Ｗａｔｅｒｓ Ｓｉｌｉｃａ 固相萃取小柱

（５００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ）。

图 １　 甲基盐霉素结构式

Ｆｉｇ １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｎａｒａｓｉｎ

１． ２　 标准溶液的配制　 精密称取 １０ ｍｇ 甲基盐霉

素标准品，置 １００ ｍＬ 量瓶中，用甲醇溶解并定容至

刻度，摇匀。 － ２０ ℃ 保存，用甲醇稀释成浓度为

１ μｇ ／ ｍＬ对照品中间液。
１． ３　 方法

１． ３． １ 　 色谱条件 　 色谱柱：ＢＥＨ Ｃ１８ （２． １ ｍｍ ×
１００ ｍｍ，粒径 １． ７ μｍ）；流动相：Ａ 甲醇， Ｂ ０． ２％甲

酸溶液；梯度程序：０ ～ ２ ｍｉｎ，９５％Ｂ；３ ～ ４ ｍｉｎ，９５％
Ａ；４． １ ～ ８ ｍｉｎ，１００％Ａ；８． １ ～ １０ ｍｉｎ，９５％ Ｂ；流速：
０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３０ ℃；进样量：１０ μＬ。
１． ３． ２　 样品溶液的制备

１． ３． ２． １　 提取 　 称取试料 ２ ｇ（精确至 ± １％ ）于

５０ ｍＬ 离心管中，加乙腈 １５ ｍＬ，涡旋 １ ｍｉｎ，１００００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，移取上清液。 残渣再用 １０ ｍＬ 乙

腈重复提取一次，合并上清液。
１． ３． ２． ２ 　 净化　 固相萃取柱用乙腈活化，上清液

过柱，收集流出液。 再用乙腈淋洗，合并流出液。
于 ４０ ℃水浴中氮气吹干。 准确加入 １ ｍＬ 甲醇溶

解残渣，过 ０． ２２ μｍ 滤膜，供超高效液相色谱 － 串

联质谱测定。
２　 结果与分析

２． １　 方法专属性考察　 对照品溶液色谱图见图 ２。
取空白组织样品，按“１． ３． ２”条操作，得图 ３ － ４。

在上述条件下，样品杂质无干扰，专属性良好。
２． ２　 线性范围　 精密量取 １０ μｇ ／ ｍＬ 的甲基盐霉

素储备液适量，制得浓度为 ５、１０、２０、５０、１００ 和

２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 系列对照溶液，上机测定。 以峰面积为

纵坐标，对照溶液浓度为横坐标，得到标准曲线为

ｙ ＝ ３６１８． ７ｘ ＋ １３８９． ８，相关系数 ｒ ＝ ０． ９９９９。
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图 ２　 对照品溶液色谱图

Ｆｉｇ ２　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

图 ３　 空白猪肝色谱图

Ｆｉｇ ３　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｐｉｇ ｌｉｖｅｒ

图 ４　 猪肝定量限色谱图

Ｆｉｇ ４　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＯＱ ｉｎ ｐｉｇ ｌｉｖｅｒ

２． ３ 　 检测限与定量限的确定 　 空白试料按

“１． ３． ２”的步骤处理后，测定结果表明：在相应的保

留时间，空白试料对所测分析物无干扰。
检测限（ＬＯＤ）与定量限（ＬＯＱ）：添加适量混合

标准溶液于 ２ ｇ 空白样品中，制成不同浓度的阳性

样品。 每个浓度 ５ 平行，重复 ３ 次。 按“１． ３． ２”操
作经提取净化后上机测定，观察药物信噪比（Ｓ ／ Ｎ）
和对应药物浓度。 以 Ｓ ／ Ｎ ＞ ３（按 ＰｔＰ 算）作为方法

检测限，Ｓ ／ Ｎ ＞ １０（按 ＰｔＰ 算）作为方法定量限。
得出甲基盐霉素在猪牛肌肉、肝脏、肾脏、脂肪

中的检测限均为 ２． ５ μｇ ／ ｋｇ，定量限均为 ５． ０ μｇ ／ ｋｇ。
各组织定量限回收率及精密度见表 １。

２． ４　 方法的精密度　 按“１． ３． ２”条操作，根据食品

安全国家标准 ＧＢ ３１６５０—２０１９《食品安全国家标

准 食品中兽药最大残留限量》 ［７］ 中规定甲基盐霉

素在猪牛的肌肉、脂肪、肝和肾中最大残留限量

（ＭＲＬ） 分 别 制 备 低 （ １ ／ ２ＭＲＬ）、 中 （ ＭＲＬ）、 高

（２ＭＲＬ）三个浓度水平（见表）的质量控制（ＱＣ）样
品，每一浓度进行 ５ 样本分析，重复 ３ 次。 根据当

日的标准曲线，进行样品的浓度测定，求批内、批间

相对标准偏差，计算结果见表 １。 结果表明，空白肌

肉、肝脏、肾脏、脂肪中 ５． ０ ｎｇ ／ ｇ ～ １００ ｎｇ ／ ｇ 添加浓

度范围内的回收率均值在 ７１． ９％ ～８８． ４％之间，批
内批间 ＲＳＤ 值均 ＜ １５％ 。
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表 １　 回收率及批内批间 ＲＳＤ

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｎｄ ＲＳＤ（ｎ ＝５）

药物名称
添加浓度

／ （μｇ·ｋｇ － １）
测定批次 回收率 ／ ％ 平均回收率

／ ％
批内 ＲＳＤ

／ ％
批间 ＲＳＤ

／ ％

猪肉

５． ０

７． ５

１５

３０

１ ６９． １ ７２． １ ７４． ６ ７９． ３ ７２． ４ ７３． ５ ５． ２
２ ７２． ０ ７３． ２ ７２． ６ ７０． ３ ７１． ４ ７１． ９ １． ６
３ ７１． ２ ８０． ５ ７４． ２ ７８． ７ ７４． １ ７５． ７ ５． ０
１ ７０． ６ ８０． ９ ８１． ２ ８０． ２ ７２． ５ ７７． １ ６． ６
２ ７５． ３ ７３． ４ ７６． ４ ８６． １ ７６． １ ７７． ５ ６． ４
３ ７４． ６ ７２． １ ７６． １ ８１． ３ ７８． ２ ７６． ５ ４． ６
１ ７６． ９ ８３． ４ ８０． ４ ８４． １ ７８． ９ ８０． ７ ３． ７
２ ８２． ６ ８９． １ ７９． ８ ７９． ５ ８９． ６ ８４． １ ５． ９
３ ８５． ６ ８９． ６ ８９． ６ ８６． ５ ８８． ４ ８７． ９ ２． １
１ ８５． ３ ８８． ６ ９１． ２ ８７． ２ ８９． ６ ８８． ４ ２． ６
２ ８４． ２ ８９． ６ ９０． ５ ８８． １ ８１． ２ ８６． ７ ４． ５
３ ８０． ５ ７９． ９ ８９． ６ ８７． ２ ８０． ３ ８３． ５ ５． ５

４． ５

５． ５

５． ３

４． ７

猪肝

５． ０

２５

５０

１００

１ ７０． ３ ６８． ９ ８０． ２ ６９． ３ ７３． ５ ７２． ４ ６． ５
２ ７２． ３ ７６． ２ ７６． ５ ６９． ９ ７２． ６ ７３． ５ ３． ８
３ ７１． ４ ８０． ８ ７５． ９ ８１． ２ ７３． ５ ７６． ６ ５． ７
１ ７１． ６ ８６． ９ ８０． ５ ８０． ３ ７５． １ ７８． ９ ７． ４
２ ７５． ６ ７１． ２ ７６． ２ ８７． ２ ７６． ３ ７７． ３ ７． ７
３ ７４． ７ ７０． ３ ８１． ５ ８９． ９ ７８． ９ ７９． １ ９． ４
１ ７６． ９ ８６． ５ ８７． ９ ８４． ６ ７８． ４ ８２． ９ ５． ９
２ ８０． ６ ９０． ２ ８０． ４ ８９． ２ ８７． ５ ８５． ６ ５． ５
３ ８１． ２ ８８． ９ ９０． ６ ８６． ５ ８４． １ ８６． ３ ４． ３
１ ８４． ６ ８８． ７ ８７． ３ ８７． ２ ８６． ５ ８６． ９ １． ７
２ ８４． ５ ７６． ３ ９０． １ ８７． ８ ８５． ２ ８４． ８ ６． ２
３ ８９． ６ ８０． １ ９０． ９ ８８． ２ ８９． ９ ８７． ７ ５． ０

５． ６

７． ７

５． ２

４． ６

猪脂肪

５． ０

２５

５０

１００

１ ８０． ６ ８０． ２ ８５． ５ ８６． ３ ７７． ５ ８２． ０ ４． ６
２ ８６． ９ ７６． ７ ８９． １ ６８． ２ ７２． １ ７８． ６ １１． ６
３ ７５． ５ ８０． ５ ７０． ９ ７６． ３ ７３． １ ７５． ３ ４． ８
１ ７０． ５ ７３． ２ ８１． ３ ７９． ５ ８６． ２ ７８． １ ８． １
２ ７２． ３ ８２． ７ ８８． ３ ７０． ９ ７６． ８ ７８． ２ ９． ３
３ ８２． ８ ８８． １ ８８． ３ ６９． ２ ８８． ４ ８３． ４ ９． ９
１ ８７． ２ ８５． ８ ８９． ６ ７９． ８ ７６． ６ ８３． ８ ６． ５
２ ７８． １ ７２． ９ ７８． ７ ８７． ２ ８６． ３ ８０． ６ ７． ５
３ ７５． １ ７６． ０ ７１． ３ ７３． ８ ７１． ７ ７３． ６ ２． ８
１ ７７． ４ ７１． ８ ７６． ２ ８２． ７ ８３． ４ ７８． ３ ６． ２
２ ８３． ３ ８６． ８ ８４． ３ ７２． １ ７６． ２ ８０． ５ ７． ６
３ ８２． ７ ７５． １ ８８． ６ ８６． ３ ８１． ２ ８２． ８ ６． ３

８． ０

９． １

７． ９

６． ７

猪肾

５． ０

７． ５

１５

３０

１ ８４． ４ ７６． ３ ７７． ４ ７５． ４ ８９． １ ８０． ５ ７． ４
２ ８１． ７ ７３． ５ ７７． ２ ７１． ５ ７３． ０ ７５． ４ ５． ４
３ ８７． ６ ８０． １ ８５． ７ ７８． １ ７５． ６ ８１． ４ ６． ２
１ ７７． ４ ８２． １ ７０． ７ ８０． ２ ８０． ４ ７８． ２ ５． ８
２ ８９． ８ ７５． ２ ７１． ９ ８５． ３ ７６． ３ ７９． ７ ９． ４
３ ８９． ９ ７２． １ ８９． ８ ８１． ３ ７７． ２ ８２． １ ９． ５
１ ７０． ２ ８３． ４ ７５． ７ ８４． ５ ８５． ９ ７９． ９ ８． ４
２ ７０． ３ ８９． １ ８７． ５ ７９． ５ ８３． １ ８１． ９ ９． ２
３ ８９． ４ ８９． ６ ７５ ８６． ７ ８８． ９ ８５． ９ ７． ２
１ ８９． ０ ８８． １ ９０． ０ ８７． ２ ８６． ２ ８８． １ １． ７
２ ８１． ８ ８９． ６ ８３． ８ ８６． １ ８９． ０ ８６． １ ３． ９
３ ８３． ３ ８１． ３ ８５． １ ８５． ３ ７１． １ ８１． ２ ７． ２

６． ９

８． １

８． ３

５． ６

·０５·
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续表

药物名称
添加浓度

（μｇ·ｋｇ － １）
测定批次 回收率 ／ ％ 平均回收率

／ ％
批内 ＲＳＤ

／ ％
批间 ＲＳＤ

／ ％

牛肉

５． ０

７． ５

１５

３０

１ ７１． ６ ７７． ２ ７１． １ ８１． ５ ８７． １ ７７． ７ ８． ７
２ ８１． ３ ７４． ０ ７４． ０ ７２． ５ ７９． ６ ７６． ３ ５． １
３ ７９． ４ ８２． ２ ７６． ９ ６９． ５ ７２． ３ ７６． １ ６． ８
１ ８５． ９ ７５． ７ ８０． ４ ６９． ０ ７９． ６ ７８． １ ８． ０
２ ８８． ０ ６９． ０ ８４． ８ ８４． ５ ８５． １ ８２． ３ ９． ２
３ ８１． ７ ８８． １ ７０． ０ ７２． ５ ８３． ８ ７９． ２ ９． ７
１ ６９． ９ ８１． ９ ７１． ４ ８７． ９ ７１． ４ ７６． ５ １０． ４
２ ８３． １ ７２． ９ ８８． ７ ７３． ６ ７２． ４ ７８． １ ９． ４
３ ８１． ７ ７６． ０ ８８． ５ ８０． ７ ７０． ９ ７９． ６ ８． ３
１ ８０． ２ ７６． ５ ８４． ６ ７９． ４ ８８． ６ ８１． ９ ５． ８
２ ７３． ０ ８６． ８ ７９． ９ ７０． ６ ７６． ９ ７７． ４ ８． ２

３ ８２． ７ ７６． ９ ８６． ０ ９０． ２ ８８． ２ ８４． ８ ６． ２

６． ６

８． ６

８． ９

７． ３

牛肝

５． ０

２５

５０

１００

１ ７６． ２ ８１． ４ ８１． ３ ７７． ４ ７９． ７ ７９． ２ ２． ９
２ ８６． ４ ７９． １ ７３． ２ ８１． ０ ８５． １ ８１． ０ ６． ５
３ ７６． １ ８１． ４ ７９． ２ ８０． ８ ８４． ０ ８０． ３ ３． ６
１ ７９． ５ ８７． ２ ７０． ７ ６９． ８ ７３． ０ ７６． ０ ９． ６
２ ７８． ７ ８１． １ ７４． ８ ８８． ７ ７３． １ ７９． ３ ７． ７
３ ７１． １ ８１． ３ ８３． ２ ８１． ９ ８７． ３ ８１． ０ ７． ４
１ ７４． １ ７０． ５ ７７． １ ８６． １ ７８． ５ ７７． ３ ７． ５
２ ７８． ２ ７２． ９ ７１． ７ ８５． １ ７６． ８ ７６． ９ ６． ９
３ ７９． ２ ７６． ０ ８３． ７ ８７． ７ ８４． ４ ８２． ２ ５． ６
１ ７１． ３ ７７． ０ ７５． ９ ８０． ９ ７２． ９ ７５． ６ ４． ９
２ ７７． ３ ７８． ０ ７９． ７ ８６． ２ ６９． ３ ７８． １ ７． ７

３ ８２． ７ ７９． ０ ７３． １ ８９． ６ ８２． ３ ８１． ３ ７． ４

４． ４

８． １

６． ９

７． １

牛脂肪

５． ０

２５

５０

１００

１ ７３． ７ ７３． ２ ７２． ７ ７５． ５ ８４． ６ ７５． ９ ６． ５
２ ８１． ６ ７７． ９ ８０． ４ ８１． ０ ８１． ３ ８０． ４ １． ８
３ ８４． １ ７８． ０ ７６． ３ ７７． ９ ６９． ７ ７７． ２ ６． ７
１ ８３． ８ ６９． ９ ６９． ０ ７６． ４ ６９． １ ７３． ６ ８． ８
２ ７０． ５ ７２． ３ ７１． ６ ８４． ２ ８３． ５ ７６． ４ ８． ９
３ ８５． ４ ８１． ３ ７０． ３ ７５． ５ ８３． ２ ７９． １ ７． ８
１ ７０． ６ ８２． ０ ７８． ５ ８２． ８ ８６． ２ ８０． ０ ７． ４
２ ８４． ０ ７２． ９ ６９． ３ ７３． ５ ８８． ５ ７７． ６ １０． ５
３ ７４． ５ ８６． ３ ８０． ８ ７６． ５ ７９． ６ ７９． ５ ５． ７
１ ７９． ６ ８６． ７ ７５． ２ ８２． ３ ８５． ３ ８１． ８ ５． ６
２ ８１． ９ ８０． ３ ８５． ３ ７９． ８ ７８． ６ ８１． ２ ３． ２

３ ８６． ３ ７５． ３ ７８． ６ ８８． ３ ７７． ８ ８１． ３ ７． ０

５． ６

８． ４

７． ６

５． １

牛肾

５． ０

７． ５

１５

３０

１ ８０． ７ ７３． ２ ８４． ７ ８０． ４ ８４． ６ ８０． ７ ５． ８
２ ６９． ５ ８６． ６ ７８． ０ ８１． ０ ７４． ０ ７７． ８ ８． ４
３ ８４． １ ８１． ６ ７６． ３ ８４． ７ ７３． ０ ７９． ９ ６． ４
１ ７０． ７ ６９． ９ ８４． ３ ７８． １ ８１． ０ ７６． ８ ８． ２
２ ７６． ４ ７２． ３ ８５． ７ ８１． ２ ７４． ８ ７８． １ ６． ９
３ ８８． ８ ８１． ３ ８０． ４ ８０． ６ ８０． ８ ８２． ４ ４． ４
１ ７４． ５ ８６． ８ ８６． ０ ８８． ４ ７８． １ ８２． ８ ７． ４
２ ７０． ３ ７２． ９ ６９． ３ ８６． ７ ８２． ８ ７６． ４ １０． ３
３ ８２． ５ ８６． ３ ６９． ２ ７０． ３ ７０． ７ ７５． ８ １０． ５
１ ７９． ６ ８４． ７ ７５． ０ ７２． ４ ８５． ３ ７９． ４ ７． ２
２ ８７． ０ ７３． ４ ８５． ３ ７９． ６ ７７． ８ ８０． ６ ６． ９

３ ８５． ２ ８３． ４ ７５． ３ ８９． ３ ８４． ６ ８３． ６ ６． １

６． ６

６． ９

９． ６

６． ６

·１５·
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２． ５　 回收率试验　 按“１． ３． ２”条操作，制备低（１ ／
２ＭＲＬ）、中（ＭＲＬ）、高（２ＭＲＬ）三个浓度水平的质

量控制（ＱＣ）样品，每一浓度进行 ５ 样本分析，根据

当日的标准曲线，进行测定。 结果表明，空白肌肉、
肝脏、肾脏、脂肪中 ５． ０ ｎｇ ／ ｇ ～ １００ ｎｇ ／ ｇ 添加浓度

范围内的回收率均值在 ７１． ９％ ～８８． ４％之间，具体

结果见表 １。
３　 讨　 论

３． １　 分析条件的优化　 甲基盐霉素在甲醇、乙腈、
二甲基亚砜、乙酸乙酯中易溶，在水中不溶［６ － ８］。
通过大量查阅国内外文献，实验中最先参考已经报

道的甲醇 － 乙腈（５０ ∶ ５０，Ｖ ／ Ｖ） ［９］，甲醇 － 乙腈 －
乙酸（４∶ １ ∶ ０． ０５； Ｖ ／ Ｖ） ［７］，乙腈［１１，１２］ 作为提取溶

剂，结果发现，上述甲醇 － 乙腈（５０ ∶ ５０，Ｖ ／ Ｖ），甲
醇 －乙腈 －乙酸（４ ∶ １ ∶ ０． ０５； Ｖ ／ Ｖ）对于肾脏和脂

肪提取回收率小于 ６０％ ，且干扰物质较多，说明该

方法不适用与基质复杂的肝脏和肾脏，为了提高回

收率，选择乙腈作为萃取溶剂，兼顾了溶解性和乙

腈的沉淀组织蛋白能力，获得较好的提取效果，并
有效去除了组织中蛋白质等杂质干扰，提取效果最

佳，回收率最高，杂质干扰最少。
硅胶固相萃取柱［８］（５００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ）的填料是以

硅胶为吸附剂的极性萃取柱。 该基质洁净，在有机

溶剂中稳定，比表面积高，交换容量大，对极性化合

物具有高度的选择性和灵敏度。 本研究对比了

Ｃ１８
［７］、ＨＬＢ ［８］、硅胶固相萃取小柱，对添加回收率

考察和杂质干扰进行分析，结果表明 ＨＬＢ、Ｃ１８固相

萃取柱回收率低于硅胶固相萃取柱。 应用硅胶固

相萃取柱能够有效的去除杂质干扰，使得提取回收

率均值 ＞ ７０％ 。
３． ２　 色谱 － 质谱条件优化 　 采用的 ＢＥＨ Ｃ １８ 柱

（１００ ｍｍ × ２． １ ｍｍ，１． ７ μｍ） 对甲基盐霉素具有

较好的保留，且容易获得良好的分离效果和对称的

峰形，可满足质谱检测的要求。 流动相的选择和组

成对化合物的分离也至关重要，甲醇和乙腈是常见

的流动相［６，７，１１，１２］，本研究分别以甲醇 － ０． １％ 甲酸

溶液和乙腈 － ０． １％ 甲酸溶液为流动相，发现乙腈

会使峰形变宽，而甲醇则获得更为尖锐的色谱峰，
可以提高灵敏度和分离度。 摸索不同的流动相梯

度洗脱比例，经过反复实验，确定了“１． ３． １”节所示

条件，可在 １０ ｍｉｎ 内完成快速分离检测，大大提高

了分析速度，节省有机溶剂的使用，降低了分析

成本。
目前， 甲基盐霉素检测多采用电喷雾离子源，

本研究在串联质谱参数的优化中，以 ０． ５ ｍｇ ／ Ｌ 标

准溶液进行正离子全扫描，确定被测物的母离子，
并对电离电压、锥孔电压、离子源温度、脱溶剂温度

等参数进行了优化。 在子离子扫描模式下，选择强

度最高的两个子离子作为定性与定量离子，并通过

系列碰撞能量的优化，确定各子离子最佳的碰撞

能量。
３． ３　 基质效应考察　 基质效应是指基质中干扰组

分使目标分析物发生变化，使得目标化合物的离子

化效率受到很大影响。 由于牛羊组织基质复杂，经
提取净化后并不能完全去除干扰物，因此基质效应

成为影响质谱法检测结果准确性的关键因素。 基

质效应（ＭＥ）计算方法见公式（１），式中 Ａ１ 为待测

物溶于有机溶剂中的峰面积，Ａ２为待测物溶于空白

基质溶液中的峰面积，ＭＥ 在 ± ２０％ 以内为可接受

范围［１８ － １９］，ＭＥ（％ ） ＝ （Ａ２ － Ａ１） ／ Ａ１ × １００％ （１）基
质效应结果见表 ２。

牛羊组织中甲基盐霉素均呈现出基质抑制效

应，但是 ＭＥ 绝对值在 ５． ４％ ～ １３． ６％ 之间，小于

２０％ ，基质效应较弱，表明本方法法净化效果

良好。
４　 结　 论

本试验建立的样品前处理分析方法净化效果

好，回收率高，专属性强、灵敏度高，测得甲基盐霉

素在猪、牛肌肉、肝脏、肾脏、脂肪中的检测限均为

２． ５ μｇ ／ ｋｇ，定量限均为 ５． ０ μｇ ／ ｋｇ，回收率均值在

７１． ９％ ～８８． ４％之间，适用于猪牛组织中甲基盐霉

素残留量检测。

·２５·
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表 ２　 猪牛组织中甲基盐霉素在 ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ 检测下的基质效应

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｆｏｒ ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎａｒａｓｉｎ

基质

基质效应 ／ ％

５． ０ μｇ ／ ｋｇ １０． ０ μｇ ／ ｋｇ

１ ２ ３ １ ２ ３

猪肉 ５． ７ ６． １ ６． ５ ５． ９ ６． １ ５． ４

猪肝 １１． ２ １１． １ １０． ６ ９． ６ ９． ４ １０． ３

猪脂肪 ８． ６ ８． ４ ９． ６ ８． ５ ９． １ ９． ２

猪肾 ９． ２ ９． ５ ９． ５ ８． ９ ８． ６ ９． １

牛肉 ６． ４ ６． ６ ７． ３ ５． ９ ６． １ ５． ７

牛肝 １２． ３ １２． ２ １３． ６ １１． ８ １１． ２ １０． ９

牛脂肪 １３． ６ １２． ２ １２． ４ １１． ３ １２． ６ １０． ７

牛肾 ８． ９ ９． ２ ９． ６ ８． ５ ８． ７ ８． ４
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ＢＩ Ｙ Ｆ， ＺＨＯＮＧ Ｆ，ＷＵ Ｑ，ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｍｏｎｅｎｓｉｎ ａｎｄ Ｓａｌｉｎｏｍｙｃｉｎ Ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｃｋｅｎ Ｍｕｓｃｌｅｓ ｂｙ

ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ． ［Ｊ］ ． ＳｈｅｎｇＹａｎｇ： Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｄｒｕｇ． ２００８，４２（１２）：２３ － ２６．

［１２］ 李银生，王秀红． 液相色谱串联质谱法同时测定鸡肉或鸡蛋

中常见抗球虫类药物残留［Ｊ］ ． 上海交通大学学报（农业科学

版），２０１１，２９（０６）：１６ － ２３．

ＬＩ Ｙ ＳＨ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｈ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｓｅｄ

Ａｎｔｉｃｏｃｃｉｄｉａｌ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｃｋｅｎ ｏｒ Ｅｇｇｓ ｂｙ Ｌｉｑｕｉｄ

Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｔａｎｄｅｍ － Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．

［ Ｊ ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅ），２０１１，２９（０６）：１６ － ２３．

［１３］ ＬＥＥ Ｙ Ｊ， ＣＨＯＩ Ｊ Ｈ， ＡＢＤ ＥＬ － ＡＴＹ Ａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ － ｒｕｎ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｎ

ｍｕｌｔｉｃｌａｓｓ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｓ ｉｎ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｏｉｌ ｕｓｉｎｇ ａｎ

ａｃｅｔａｔｅ － ｂｕｆｆｅｒｅｄ Ｑｕ ＥＣｈ ＥＲＳ ｍｅｔｈｏｄ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ＬＣ － ＭＳ ／

ＭＳ ［ Ｊ ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１７， ４０ （ ２ ）：

４１５ － ４２３．

［１４］ 张 敏，王 鸽，马晓冲，等． 超高效液相色谱 － 串联质谱法测定

牛乳中 ６ 种兽药残留［ Ｊ ／ ＯＬ］． 食品工业科技：１ － １５［２０２１ －

０９ － ２９ １６：３４］ ．

Ｚｈａｎｇ Ｍ， Ｗａｎｇ Ｇ， Ｍａ Ｘ Ｃｈ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ Ｏｆ ６

ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｍｉｌｋ ｂｙ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ ／ ＯＬ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ：１ － １５［２０２１ － ０９ － ２９ １６：３４］ ．

［１５］ Ｄａｎａｈｅｒ Ｍ， Ｃａｍｐｂｅｌｌ Ｋ， Ｏ ＇ Ｋｅｅｆｆｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｒｖｅｙ ｏｆｔｈｅ

ａｎｔｉｃｏｃｃｉｄｉａｌ ｆｅｅｄ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｎｉｃａｒｂａｚｉｎ （ ａｓ ｄｉｎｉｔｒｏ － ｃａｒｂａｎｉｌｉｄｅ

ｒｅｓｉｄｕｅｓ） ｉｎ ｐｏｕｌｔｒｙ ａｎｄ ｅｇｇｓ ［ Ｊ ］ ． Ｆｏｏｄ Ａｄ － ｄｉｔｉｖｅｓ ａｎｄ

Ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｓ，２００８，２５（１）：３２ － ４０．

［１６］ Ｏｌｅｊｎｉｋ Ｍ， Ｓｚｐｒｅｎｇｉｅｒ － Ｊｕｓｚｋｉｅｗｉｃｚ Ｔ， Ｊｅｄｚｉｎｉａｋ Ｐ． Ｍｕｌｔｉ －

ｒｅｓｉｄｕｅ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｅｌｖｅ

ｃｏｃｃｉｄｉｏｓｔａｔｓｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｉｖｅｒ ｕｓｉｎｇ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ

ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ａ，２００９，１２１６：

８１４１ － ８１４８．

［１７］ ＧＢ３１６５０ － ２０１９． 食品安全国家标准 动物性食品中兽药最高

残留限量［Ｓ］ ．

ＧＢ３１６５０ － ２０１９． Ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｏｒ ｓａｆｅｔｙ， ｍａｘｉｍｕｍ ｒｅｓｉｄｕｅ

ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｆｏｏｄ［Ｓ］ ．

［１８］ 王守英，司文帅，杨海锋，等． 高效液相色谱 － 串联质谱法测

定动物尿液中 ２３ 种 β － 受体激动剂［ Ｊ］ ． 食品安全质量检测

学报，２０２１，１２（１４）：５６２０ － ５６２８．

Ｗａｎｇ Ｓｈ Ｙ， ＳＩ Ｗ Ｓｈ， ＹＡＮＧ Ｈ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ２３

ｋｉｎｄｓ ｏｆ β － ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｕｒｉｎｅ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ Ｑｕａｌｉｔｙ， ２０２１， １２（１４）：５６２０ － ５６２８．

［１９］ 谢瑜杰，李铁梅，牛相涛，等． 一步式 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法结合高

效液相色谱 － 串联质谱法测定牛肉中 ２５ 种磺胺类药物残留

［Ｊ］ ． 食品工业科技，２０２１，４２（２０）：２６８ － ２７８．

Ｘｉｅ Ｙｊ， Ｌｉ Ｔ Ｍ， Ｎｉｕ Ｘ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ

ｉｎ ｂｅｅｆ ｂｙ ｏｎｅ ｓｔｅｐ ＱｕＥＣｈＥＲＳ ｍｅｔｈｏｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ， ２０２１， ４２（２０）：

２６８ － ２７８．
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