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［摘　要］　建立了同时检测预混合饲料中７种抗病毒药物含量的分散固相萃取（ＱｕＣＨＥＲＳ）结合

亲水作用色谱（ＨＩＬＩＣ）－串联质谱检测方法，包括了金刚烷胺、吗啉胍、金刚乙胺、阿昔洛韦、利巴韦

林、更昔洛韦和奥司他韦。选择使用乙腈提取，无水 ＭｇＳＯ４进行脱水和盐析，Ｃ１８粉和丙基乙二胺

（Ｐｒｉｍａｒｙｓｅｃｏｎｄａｒｙａｍｉｎｅ，ＰＳＡ）进行样品净化。使用亲水作用液相色谱柱进行分离，流动相为０．２％

甲酸和乙腈，采用梯度洗脱，三重四级杆质谱进行定性定量分析。实验结果表明，方法的最低检出

限为２５μｇ／ｋｇ，最低定量限为５０μｇ／ｋｇ，在５０～５０００μｇ／ｋｇ范围内线性关系良好（ｒ＞０．９９５），添加

回收率在６０％～１１０％之间，ＲＳＤ＜１０％，表明该方法具有较好的准确度与精密度。
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ｌｉｎｅａｒｉｔｙｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｗａｓｇｏｏｄｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ５０～５０００μｇ／ｋｇａｎｄｔｈｅｌｉｎｅｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｗｅｒｅａｌｌａｂｏｖｅ０．９９５，

ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ７ｔａｒｇｅｔｓｗｅｒｅｂｅｔｗｅｅｎ６０％～１１０％，ａｎｄｔｈｅＲＳＤｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎ１０％，ｗｈｉｃｈｓｈｏｗｅｄｔｈｅ

ｇｏｏｄａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｎｔｉｖｉｒｕｓ；ＱｕＣＨＥＲＳ；ＨＩＬＩＣ；ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

　　抗病毒药物一般是指具有可抗病毒感染机

体的药物，抗病毒感染的机制很多，包括直接抑

制或杀灭病毒、干扰病毒吸附、阻止病毒穿入细

胞、抑制病毒生物合成、抑制病毒释放或增强宿

主抗病毒能力等。因此，抗病毒药物种类繁多，

运用于临床治疗的主要包括金刚烷胺类、核苷类

以及神经氨酸酶抑制剂类［１］。从 ２０世纪 ８０年

代初至今，我国畜牧业正逐渐向规模化、集约化

方向发展。大规模、集约化、高密度的畜禽养殖

对动物疫病防控提出了更高的要求，如何防控

“圆环病”、“蓝耳病”、“禽流感”等病毒感染性

疾病也成为了养殖业当前面临的一大课题。然

而，这样的大背景下也催生出饲料中滥用抗病毒

药物的现象，和滥用抗菌药物现象同时成为畜禽

养殖行业的两大痼疾［２－３］。２０１２年 １１月肯德

基的供应商山西粟海集团“速成鸡”事件被曝

光，据报道在饲喂过程中涉及到１１种药物，其中

就包含大剂量的金刚烷胺、利巴韦林等抗病毒药

物。据文献报道［４－６］，抗菌药物的滥用有巨大危

害，会导致动物中毒、免疫抑制、药物残留等问

题，同时还有促使病毒产生变异，对目前人用抗

病毒药物产生耐药的可能。目前抗病毒药物检

测方法的报道主要集中在血浆和尿液等生物体

液以及兽药中的非法添加领域，而对动物饲料中

违法添加检测方法研究的相关报道较少［７－８］，其

方法主要以液相色谱法或液相色谱串联质谱

法［９－１０］为主，但这些方法往往仅局限于某一种

或少数几种抗病毒药物，因此当前研究可以简

便、迅速、准确地同时检测预混合饲料中添加多

种类抗病毒药物的检测方法就有相当的必要性。

１　材料和方法

１．１　仪器　Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００双三元超高效液相色

谱、Ｅｘｃａｌｉｂｕｒ控制软件、串联四极杆质谱带ＨＥＳＩ电

离喷雾源（ＴＳＱＱｕａｎｔｉｖａ）、Ｘｃａｌｉｂｕｒ数据处理系统、

高速冷冻离心机（ＡｌｌｅｇｒａＸ－２２Ｒ，ＢＥＣＫＭＡＮ

ＣＯＵＬＴＥＲ）；ＡＬ２０４电子天平，梅特勒 －托利多仪

器有限公司；减压旋转蒸发仪（Ｂ－４９０，ＢＵＣＨＩ）；水

浴控温氮吹仪（Ｎ－ＥＶＡＰ，上海安谱公司）。

１．２　材料、药品与试剂　反相聚合物固相萃取柱

（ＨＬＢ３ｍＬ／６０ｍｇ）、ＱｕＣＨＥＲＳ材料，均购于美国

Ｗａｔｅｒｓ公司；金刚烷胺（Ａｍａｎｔａｄｉｎｅ，ＡＴＤ），吗啉胍

（Ｍｏｒｏｘｙｄｉｎｅ，ＭＸＤ），金 刚 乙 胺 （Ｒｉｍａｎｔａｄｉｎｅ，

ＲＴＤ），阿昔洛韦（Ａｃｙｃｌｏｖｉｒ，ＡＣＬＶ），利巴韦林

（Ｒｉｂａｖｉｒｉｎ，ＲＢＶ），更昔洛韦（Ｇａｎｃｉｃｌｏｖｉｒ，ＧＣＬＶ），

奥司他韦（Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ，ＯＳＴＶ）（纯度均≥９９．０％，

德国ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｆｅｒＧｍｂＨ）；乙腈、甲醇、甲酸（色谱

纯，德国Ｍｅｒｋ）；去离子水（自制，电阻率≥１８ＭΩ·

ｃｍ）；高纯氮、高纯氩（纯度均为９９．９９９％，上海佳

杰特种气体公司）。

１．３　亲水相互作用色谱条件　色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ

ＣｏｒｔｅｃｓＨＩＬＩＣ（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，２．７μｍ），柱温

３０℃，流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ，进样量５μＬ，流动相：Ａ为

０．２％甲酸，Ｂ为乙腈，采用梯度洗脱程序如表１，所

得典型色谱质谱图如图１。从上至下通道依次为金

刚烷胺、金刚烷胺 －Ｄ６、吗啉胍、金刚乙胺、阿昔洛

韦、利巴韦林、更昔洛韦、奥司他韦。

表１　亲水相互作用法梯度洗脱程序

时间／ｍｉｎ 流速／（ｍＬ·ｍｉｎ－１） Ａ／％ Ｂ／％

０ ０．３ ０ １００

１ ０．３ ０ １００

４ ０．３ ５０ ５０

８ ０．３ ５０ ５０

８．１ ０．３ ０ １００

１３．１ ０．３ ０ １００

·０５·
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图１　１０ｎｇ／ｍＬ混合对照品溶液亲水相互作用色谱法的ＳＲＭ图

１．４　质谱条件　使用 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司的 ＴＳＱ
Ｑｕａｎｔｉｖａ串联四极杆质谱带 ＨＥＳＩ电离喷雾源质谱
检测器对１μｇ／ｍＬ的７种抗病毒类药物单标溶液
进行优化，兼顾各目标化合物优化后的质谱条件

为：选择正离子模式，源电压３９００Ｖ，鞘气（Ｓｈｅａｔｈ
ｇａｓ）压力３４４ｋＰａ，辅助气（Ａｕｘｇａｓ）流速５Ｌ／ｍｉｎ，
吹扫气（Ｓｗｅｅｐｇａｓ）流速０．３Ｌ／ｍｉｎ，离子传输管

（Ｉｏｎｔｒａｎｓｆｅｒｔｕｂｅ）温度３５０℃，雾化器（Ｖａｐｏｕｒｉｚｅｒ）
温度４００℃，检测模式为选择反应监控（Ｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒ，ＳＲＭ），碰撞气压力 ０．２Ｐａ，Ｑ１段
分辨率设为半峰宽０．７，Ｑ２段分辨率设为半峰宽
０．７，７种抗病毒类药物的定性与定量离子对以及对
应的撞击能量见表２。

表２　抗病毒类药物定性与定量离子对

化合物 母离子（ｍ／ｚ） 子离子 （ｍ／ｚ） 碰撞能量／Ｖ 透镜电压／Ｖ

金刚烷胺 １５２．０８

７９．１５１ ３６ ５３

９３．０９ ３２ ５３

１３５．２３８ ２０ ５３

·１５·
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续表　
化合物 母离子（ｍ／ｚ） 子离子（ｍ／ｚ） 碰撞能量／Ｖ 透镜电压／Ｖ

金刚烷胺－Ｄ６ １５８．２５ １４１．２ ２１ ４８

吗啉胍 １７２．２５

８８．１１６ ２３ ６３

１１３．１６９ ２３ ６３

１３０．１８３ ２０ ６３

金刚乙胺 １８０．０８

８１．１５４ ２５ ４７

１０７．１８５ ２８ ４７

１６３．２５２ １８ ４７

阿昔洛韦 ２２６．０２

１１０ ３０ ５４

１３５．０７ ３１ ５４

１５２．１６９ １５ ５４

利巴韦林 ２４５．０２

７０．１８２ ３２ ４６

９５．９７８ ３１ ４６

１１３．１７６ １２ ４６

更昔洛韦 ２５６．２５

１１０．１５２ ３６ ６０

１３５．１０１ ３４ ６０

１５２．０６９ １６ ６０

奥司他韦 ３１３．２５

１６６．０９６ ２１ ６１

２０８．０２５ １５ ６１

２２５．０５７ １２ ６１

为定量离子

１．５　前处理条件　分散固相萃取法：取２．００ｇ预混合
饲料样品置于５０ｍＬ试管中，加１ｍＬ水涡旋振匀，加
１０ｍＬ乙腈振荡提取５ｍｉｎ，加入２ｇ无水硫酸镁，涡旋
振匀，８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上层清液备用。取备
用液２．００ｍＬ，依次加入无水硫酸镁１５０ｍｇ，Ｃ１８粉５０
ｍｇ，ＰＳＡ粉１００ｍｇ，涡旋１ｍｉｎ后１００００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ，取上清液过０．２２μｍ尼龙滤膜后待测。反相色
谱法中待测液以５０℃氮气吹干，用０．２％甲酸１．００
ｍＬ溶解后上机测定；亲水相互作用色谱法中待测液直
接上机测定，添加样品检测结果如图２所示。
２　结果与分析
２．１　线性定量范围的确定　将７种抗病毒药物对

照品分别用甲醇溶解，制成１μｇ／ｍＬ的标准品贮备
液，取适量该贮备液用０．２％甲酸稀释成１．０、２．０、
５．０、１０．０、２５．０、５０、１００．０μｇ／Ｌ的标准曲线系列工
作溶液，将该系列溶液依次按１．４项和１．５项的检
测方法进样检测，将所得定量通道色谱图积分后面

积与内标峰面积比值以 Ｙ表示，进样浓度以 Ｘ表
示，所得回归曲线结果如下表３所示，其线性相关
系数ｒ都大于等于０．９９５。实验表明，该方法同时
检测 ７种 抗 病 毒 药 物 进 样 浓 度 在 １．０～
１００．０μｇ／Ｌ，即实际含量在５０～５０００μｇ／ｋｇ范围内
线性良好。

表３　７种抗病毒药物线性范围表
化合物 线性回归方程 线性相关系数ｒ
金刚烷胺 Ｙ＝－０．００５０３０４７＋０．１４５８７４Ｘ ０．９９９８
吗啉胍 Ｙ＝０．２４０９４６＋０．１２４８７６Ｘ ０．９９５８
金刚乙胺 Ｙ＝－０．０００７０１６５５＋０．１８５１３５Ｘ ０．９９９３
阿昔洛韦 Ｙ＝－０．１０６０９９＋０．０５２７３６６Ｘ ０．９９８７
利巴韦林 Ｙ＝－０．０１６９８８７＋０．０２０１６０２Ｘ ０．９９６１
更昔洛韦 Ｙ＝－０．０２８０４８１＋０．０１４３６６４Ｘ ０．９９５３
奥司他韦 Ｙ＝－０．０４２３６９５＋０．０１３７６１８Ｘ ０．９９９３
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图２　２５μｇ／ｋｇ添加样品亲水相互作用色谱法的ＳＲＭ图

２．２　检测限与定量限的确定　选择２０个空白样
品，按优化条件进行处理后上机测定，取与标准品

图谱中相同保留时间的噪音信号平均值，以信噪比

Ｓ／Ｎ≥３为检出限（ＬＯＤ），Ｓ／Ｎ≥１０为定量下限
（ＬＯＱ），确定该方法的检出限为２５μｇ／ｋｇ，定量下
限为５０μｇ／ｋｇ。检测限处ＳＲＭ图谱见图２。
２．３　方法准确度与精密度实验　为研究分散固相
萃取和传统固相萃取法检测预混合饲料中７种抗病
毒药物时方法回收率和精密度的差异，使用６批不
同预混合饲料，每批称取等量６份，３份一组分两组，
分别加入５０、１００、５００μｇ／ｋｇ的７种喹恶啉类化合
物，两组分别采用分散固相萃取法和传统固相萃取

法，所得结果如表４所示。实验结果表明，分散固相
萃取法检测预混合饲料中７种抗病毒药物时回收率
结果在６０％～９０％之间，ＲＳＤ＜１０％，同时测得使用
传统反相机理的固相萃取法只有金刚烷胺、金刚乙

胺和奥司他韦三种药物的回收率达到６０％以上，而
其他四种药物的回收率均未达到６０％，结果表明分
散固相萃取具有较高的准确度与精密度。

２．４　方法选择性的验证　选择２０个空白样品，按
优化条件进行处理后上机测定，未发现有假阳性结

果，表明该方法的选择性良好。

３　讨论与小结
３．１　色谱方法的确定　本次实验尝试了两种截然

·３５·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（３）：４９～５５／吴剑平，等　

表４　分散固相萃取准确度和精密度结果表

化合物 添加量／（μｇ·ｋｇ－１）
分散固相萃取

回收率Ｒ／％（ｎ＝６） ＲＳＤｓｒ／％（ｎ＝３）

金刚烷胺

５０ ８４．１ ９．５

１００ ７６．９ ２．９

５００ ８１．２ ４．０

吗啉胍

５０ ８０．４ ５．５

１００ ７５．３ ３．２

５００ ７７．０ ７．８

金刚乙胺

５０ ７７．８ ４．２

１００ ７９．６ ８．９

５００ ８５．１ ６．３

阿昔洛韦

５０ ８０．２ ５．７

１００ ７８．５ ７．２

５００ ７５．１ ９．９

利巴韦林

５０ ７９．２ ４．１

１００ ７２．３ ６．７

５００ ７７．１ ５．８

更昔洛韦

５０ ８６．５ ７．３

１００ ８２．２ ４．１

５００ ８１．０ ５．２

奥司他韦

５０ ７３．３ ７．９

１００ ７５．８ ８．６

５００ ７４．３ ６．３

不同的色谱分离方法，其中使用具有超纯硅胶载体

高碳载量的ＷａｔｅｒｓＨＳＳＴ３超高效液相色谱柱，其
目的是在对目标化合物中高极性化合物增强保留

的同时，对非极性化合物不会产生过强的保留。另

外，将流动相起始比例设为 ０．２％甲酸∶甲醇 ＝
９５∶５，尽量增强其中强极性化合物的保留，然后在
强极性的化合物均出峰以后迅速将比例调整到

０．２％甲酸∶甲醇 ＝２０∶８０，使得保留较强的弱极性
化合物能尽早出峰。除极性较弱的金刚乙胺、奥司

他韦以外，其余５种化合物的极性均较强，在２ｍｉｎ
以内均已出峰。考虑到对色谱柱的耐用性，不宜将

流动相的水相比例再升高，因此很难增强对剩余５
种化合物的保留，而一般样品基质中的强极性干扰

杂质往往在０～２ｍｉｎ内出峰，应此很容易与目标化
合物争夺电荷，造成严重的基质干扰；由于抗病毒

类药物的分子量较小，过早的出峰时间也容易受到

质量数接近的物质干扰，金刚烷胺通道就明显有此

情况。针对这一情况同时尝试了使用亲水相互作

用（ＨＩＬＩＣ）色谱法，选择了采用薄壳核壳技术填料
的ＷａｔｅｒｓＣｏｒｔｅｃｓＨＩＬＩＣ色谱柱。亲水相互作用色
谱是通过类似于硅胶的强亲水性聚合物吸附剂作

为固定相，在流动相水含量较低的时候其与极性化

合物之间产生较强的分子间作用力以实现保留，当

水含量提高后由于水的极性强于大多数有机目标

物，因此会取代目标化合物与固定相产生键合，从

而实现对高极性化合物的保留。由于一般 ＨＩＬＩＣ
色谱柱的柱效相对较低，难以实现高效率的分离，

本方法选择具有薄壳核壳技术的ＨＩＬＩＣ色谱柱，该
填料核外的壳层增加了目标化合物在色谱柱中的

行程，提高了填料的比较面积，充分利用传质阻力

和涡流扩散效应提高了色谱柱的柱效。实验结果

如图１所示，所有目标化合物保留时间均在５～６
ｍｉｎ之间，除色谱峰型略有拖尾，柱效略逊于反相
Ｃ１８柱以外，其保留行为十分适合液质联用检测技
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术的需求。而且，该方法的另一个优势是进样溶剂

可以是纯乙腈，因此预处理步骤中最后用高比例乙

腈洗脱的溶剂可以经过过滤以后直接进样，省去了

溶剂置换的步骤。

３．２　分散固相萃取法的确定　分别以分散固相萃
取法和传统固相萃取法对相同样品进行了分析检

测，实验结果表明，分散固相固相萃取法同时检测

预混合饲料中 ７种抗病毒药物时回收率结果在
６０％～９０％之间，而使用传统反相机理的固相萃取
法所得结果中只有金刚烷胺、金刚乙胺和奥斯他韦

三种药物的回收率达到６０％以上，而其他四种药物
的回收率均未达到６０％，推测这可能与化合物性质
差异有关。因此查阅了化合物的水溶解系数、水油

分配系数和酸碱环境下的解离系数等理化性质参

数［８］。水溶解系数、水油分配系数表明该７种抗病
毒药物在有机溶剂中溶解度较高，因此提取试剂宜

采用高比例有机溶剂；而金刚烷胺、金刚乙胺和奥

司他韦的水油分配系数较大，因此在传统的反相固

相萃取柱上保留较好，同时在色谱柱上也会有较好

的保留行为，而其余 ４种药物在反相柱上较难保
留，回收率结果较差；酸碱条件下的 ｐＫａ显示金刚
烷胺、金刚乙胺、吗啉胍在酸性条件下难以水解，呈

极性较小的分子状态，在碱性条件下易呈极性较大

的离子状态，而阿昔洛韦、利巴韦林、更昔洛韦和奥

司他韦则正好相反，在酸性条件下易解离而碱性条

件下不易解离，因此不能采用传统的调节 ｐＨ后使
用离子交换型固相萃取方法来同时兼顾这７种化
合物，最终采用了中性有机溶剂提取以同时兼顾７

种化合物的提取与净化，分散固相萃取和 ＨＩＬＩＣ色
谱技术结合同时分析７种抗病毒药物。
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