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［摘　 要］ 　 建立了基于超高效液相色谱串联三重四极杆质谱（ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）的动态多反应监测

模式（ｄ － ＭＲＭ）快速筛查中药材地龙中 ７ 大类（喹诺酮类、磺胺类、糖皮质激素类、硝基咪唑类、抗
病毒类、非甾体抗炎类、镇静安眠类）４１ 种兽药残留的分析方法。 样品采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 提取， 分散

式固相萃取管 （ｄＳＰＥ ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ） 进行净化，采用 ｄ － ＭＲＭ 采集模式进行定性和定量检测，外标

法定量，４１ 种兽药测定在各自线性范围呈良好的线性关系，相关系数（Ｒ２）均大于 ０． ９９１７，检出限为

０． １０００ ～ ３． １０５ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ０． ３１８４ ～ ７． ５３２ μｇ ／ ｋｇ，３ 个添加水平的回收率为 ６２． ８％ ～ １１２．
３％ ，精密度为 １． １％ ～８． ９％ 。 该方法前处理简单、重现性好、灵敏度高，适用于中药材地龙中 ４１ 种

兽药残留的快速筛查。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ４１ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ｐｈｅｒｅｔｉｍａ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｄｙｎａｍｉｃ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （ｄ － ＭＲＭ） ｂｙ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＵＰＬＣ － ＭＳ － ＭＳ） ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｑｕｉｃｋ， ｅａｓｙ， ｃｈｅａｐ， ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ，
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ｒｕｇｇｅｄ ａｎｄ ｓａｆｅ（ＱｕＥＣｈＥＲＳ）， ｔｈｅｎ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ（ｄＳＰＥ ＥＭＲ －
Ｌｉｐｉｄ）． Ｔｈｅ ｄ － ＭＲＭ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒｉｔｉｅｓ ｉｎ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｒａｎｇｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ Ｒ２ ） ｎｏ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０． ９９１７． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ０． １０００ ～
３． １０５ μｇ ／ ｋｇ， ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｗｅｒｅ ０． ３１８４ ～ ７． ５３２ μｇ ／ ｋｇ， ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｔｅｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ
ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ６２． ８％ ～ １１２． ３％ ， ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｗｅｒｅ １． １％ ～ ８． ９％ ． Ｔｈｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ４１ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ｐｈｅｒｅｔｉｍａ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＱｕＥＣｈＥＲＳ；ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ； ｄ － ＭＲＭ； Ｐｈｅｒｅｔｉｍａ； ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｄｕｅ； ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

　 　 中药材分为植物源性中药材和动物源性中药

材，动物源性中药材是指动物整体、器官、生理或病

理产物等供药用的部分。 《中国药典》２０２０ 年版收

载了 ５５ 种动物源性中药材，常见的有麝香、牛黄、
地龙、海螵蛸、鹿角等［１ － ３］。 然而，多数动物源性中

药材大多数是以农户为单位人工养殖，在养殖过程

中，缺乏对中药材外源性风险因子的认识，使用抗

菌剂、抗生素和激素等兽药用于动物疾病防治、促
进生长发育和提高饲料转化率。 不合理使用兽药

使药物在动物体内难以排泄，逐渐积累，患者通过

服用中药材致使兽药转移到体内，对人体器官造成

危害，严重威胁到身体健康和生命安全。 目前，动
物源性产品兽药残留已成为全球关注的焦点，为保

护公众健康，大多数国家和地区对动物源性产品中

兽药残留进行监管，并发布了相关法规制度。 我国

农业农村部、国家卫生健康委员会和国家市场监督

管理总局在 ２０１９ 年联合发布了《ＧＢ ３１６５０ － ２０１９
食品安全国家标准 食品中兽药最大残留限量》 ［４］，
该标准规定了动物源性食品中兽药残留的最大限

值，但不涉及动物源性中药材；ＵＳ ＦＤＡ 于 ２０１５ 年

６ 月通过兽药饲料指令颁布了管控微生物药物使

用的法规［５］；欧盟颁布了法规 ２０１４ ／ ０２４７ （ＣＯＤ），
旨在达成影响评估所确定的目标，并解决抗生素耐

药性带来的公共健康风险问题［６］。 从国家监管部

门对动物源性食品中兽药残留的市场监督抽检结

果来看，兽药残留仍是影响动物源性食品质量安全

的重要风险因子［７］，因此，对于与动物源性食品来

源相似的动物源性中药材，同样存在兽药残留问

题。 近年来，多类别多残留分析方法因为可以扩大

检测范围并提高实验室效率而在检测中越来越受

青睐［８ － １０］，因此，本文建立了一种超高效液相色谱

串联三重四极杆质谱法测定地龙中多类别多组分

兽药残留的方法，根据化合物质谱响应、峰型以及

加标回收率，淘汰不出峰、响应低及加标回收率不

理想的兽药，最终筛选出适合本方法良好测定的 ７
大类 ４１ 种兽药，测定项目涉及到磺胺类、喹诺酮

类、硝基咪唑类、抗病毒类、糖皮质激素类、非甾体

抗炎类和镇静安眠类。
１　 材料与方法

１． １　 仪器　 １２９０ － ６４６０ 超高效液相色谱 － 质谱联

用仪：配有电喷雾离子源（美国安捷伦有限公司）；
分析天平：感量 ０． １ ｍｇ 和 ０． ０１ ｇ（梅特勒）；真空泵

（天津市津腾实验设备有限公司）；移液器：２０ μＬ、
１００ μＬ、１ ｍＬ（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；涡旋混合器

（美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；超
声波清洗器（宁波新芝有限公司）；容量瓶（天玻仪

器有限公司）。
１． ２　 试剂 　 超纯水（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；乙腈

（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司），甲酸、乙酸铵（色谱纯，
东京化成工业株式会社）；ｄＳＰＥ ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ 净化

管（美国安捷伦公司）；氯化钠（国药集团化学试剂

有限公司）； 硫酸钠 （国药集团化学试剂有限公

司）；乙二胺四乙酸二钠（国药集团化学试剂有限公

司）；磷酸氢二钠（国药集团化学试剂有限公司）；
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柠檬酸（国药集团化学试剂有限公司）。 对照品，恩
诺沙星、地美硝唑、磺胺甲恶唑、磺胺氯哒嗪、磺胺

喹沙啉、磺胺甲基嘧啶、磺胺邻二甲氧嘧啶、磺胺间

二甲氧嘧啶、金刚烷胺均购于 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ，
环丙沙星、氧氟沙星、诺氟沙星、培氟沙星、洛美沙

星、地塞米松、可的松、曲安奈德、氟米松、甲硝唑、
磺胺二甲嘧啶、磺胺嘧啶、甲氧苄啶、保泰松、吲哚

美辛、吡罗昔康、氨基比林、三唑仑、硝西泮、劳拉西

泮、马来酸咪达唑仑、阿普唑仑、氯硝西泮、艾司唑

仑、奥沙西泮、地西泮均购自中国食品药品检定研

究院，洛硝哒唑、羟基甲硝唑、羟甲基甲硝咪唑购自

ＷＩＴＥＧＡ，沙 拉 沙 星、 磺 胺 间 甲 氧 嘧 啶 均 购 自

Ｂｅｐｕｒｅ，金刚乙胺购自 ＴＲＣ，具体信息见表 １。 供试

样品购买于中药材市场和药店。

表 １　 对照品信息

Ｔａｂ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
编号 功效分类 名称 批号 纯度 ／ ％ 编号 功效分类 名称 批号 纯度 ／ ％

１

２

３

４

５

６

７

喹诺酮类

环丙沙星 １３０４５１ － ２０１２０３ ８４． ２ ２２

恩诺沙星 Ｇ１３２１８１ ９９． ９ ２３

氧氟沙星 １３０４５４ － ２０１２０６ ９９． ５ ２４

诺氟沙星 １３０４５０ － ２０１２０６ ９９． ５ ２５

培氟沙星 １３０４５９ － ２０１４０２ ７１． ３ ２６

沙拉沙星 ９１５６４ ９７． ０ ２７

洛美沙星 １３０４５２ － ２０１６０３ ９０． ４ ２８

磺胺类

抗病毒类

磺胺邻二甲氧嘧啶 Ｇ１５１４２１ ９９． １

磺胺间二甲氧嘧啶 Ｇ１２２６０８ ９９． ５

磺胺二甲嘧啶 １００４１１ － ２００５０１ １００． ０

甲氧苄啶 １０００３１ － ２０１６０６ ９９． ８

磺胺嘧啶 １０００２６ － ２０１４０４ ９９． ７

金刚烷胺 Ｃ１０１４６０００ ９９． ４

金刚乙胺 ７ － ７ＡＨ －５４ － １ ９８． ０

８

９

１０

１１

糖皮质
激素类

地塞米松 １００１２９ － ２０１１０５ ９９． ７ ２９

可的松 １０１１２８ － ２０１００１ ９７． ２ ３０

曲安奈德 １０００５５ － ２０１１０３ ９８． ８ ３１

氟米松 ５１００６ － ２０１３０１ ９９． ８ ３２

非甾体
抗炎类

保泰松 １００４８１ － ２００６０１ ９９． ９

吲哚美辛 １００２５８ － ２００９０４ １００． ０

吡罗昔康 １００１７７ － ２０１７０４ ９９． ５

氨基比林 １００５０３ － ２０１３０２ ９９． ９

１２

１３

１４

１５

１６

１７

１８

１９

２０

２１

硝基咪
唑类

磺胺类

甲硝唑 １００１９１ － ２０１８０８ ９９． ９ ３３

地美硝唑 Ｇ１５１８２８ ９９． ４ ３４

洛硝哒唑 ６１４１４８８ ９９． １ ３５

羟基甲硝唑 ２９２４２０ ９９． ４ ３６

羟甲基甲硝咪唑 ２８２１３３ １００． ０ ３７

磺胺甲恶唑 Ｇ１５００００ ９９． ５ ３８

磺胺氯哒嗪 Ｇ１１９２２８ ９９． １ ３９

磺胺间甲氧嘧啶 ９７８６４ ９９． １ ４０

磺胺喹沙啉 Ｇ１５９５１９ ９８． ９ ４１

磺胺甲基嘧啶 Ｇ９８２７０５ ９９． １

镇静
安眠类

三唑仑 １７１２３ － ２０１２０３ ９９． ６

硝西泮 １７１２１７ － ２０１４０３ ９９． ９

劳拉西泮 １７１２５３ － ２０１１０２ ９９． ２

马来酸咪达唑仑 １７１２５０ － ２０１００２ ９９． ９

阿普唑仑 １７１２１８ － ２０１３０５ ９９． ５

氯硝西泮 １７１２２７ － ２０１４０７ ９９． ９

艾司唑仑 １７１２１９ － ２０１００３ ９９． ７

奥沙西泮 １７１２２９ － ２０１５０５ ９９． ８

地西泮 １７１２２５ － ２００９０３ ９９． ９

１． ３　 溶液制备

１． ３． １　 ＥＤＴＡ 缓冲液制备　 柠檬酸 ８． ４ ｇ，磷酸氢

二钠 ７． １ ｇ，乙二胺四乙酸二钠 １９． ５ ｇ，溶于 ６５０ ｍＬ
水中，超声溶解，即得。
１． ３． ２ 　 对照溶液制备　 标准储备溶液：精密称取

４１ 种兽药残留对照品 １０． ０ ｍｇ，分别置于 １０ ｍＬ 棕

色容量瓶中，用乙腈溶解，并定容至刻度，配制成浓

度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的储备液，置 ４ ℃冷藏备用。 混合

标准中间溶液：分别准确吸取上述标准储备溶液

０． ０２５ ｍＬ 至 ２５ ｍＬ 棕色容量瓶中，用乙腈稀释，并
定容至刻度，配制成浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准中

间液，置 ４ ℃冷藏备用。 混合标准使用溶液：准确

移取上述混合标准中间溶液 １． ００ ｍＬ 置于 １０ ｍＬ
棕色容量瓶，用乙腈稀释，并定容至刻度，配制成浓

度为 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 的混合标准使用溶液。
１． ３． ３　 阴性样品溶液的制备 　 取空白样品按照
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“１． ４． １ 供试样品前处理方法”步骤同法制成空白

基质样品溶液。
１． ４　 实验方法

１． ４． １ 　 供试样品前处理方法　 提取：准确称取干

燥的供试样品 １． ００ ｇ 于 ５０ ｍＬ 离心管中，加入

３ ｍＬ ＥＤＴＡ 缓冲液和陶瓷均质子，涡旋 １ ｍｉｎ，准确

加入 １０ ｍＬ 乙腈，涡旋 １ ｍｉｎ，超声提取 ５ ｍｉｎ，加入

１ ｇ 氯化钠和４ ｇ 硫酸钠，充分涡旋２ ｍｉｎ，５０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，取上清液待净化。 净化：准确吸取提

取步骤所得上清液 ２． ００ ｍＬ 于 ｄＳＰＥ ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ
净化管中，涡旋 １ ｍｉｎ，５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心１０ ｍｉｎ，取
上层清液过 ０． ２２ μｍ 滤膜至进样瓶中，上液质联用

仪测定。
１． ４． ２　 色谱条件　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８ 柱

（１． ７ μｍ，２． １ μｍ ×１００ ｍｍ）；流速：０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱
温：３５ ℃；进样量：２ μＬ；流动相：Ａ 为含 ０． １％甲酸

－ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵的水溶液，Ｂ 为含 ０． １％甲酸的

乙腈溶液，梯度洗脱程序见表 ２。
表 ２　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ ０． ００ １． ００ ２． ００ ３． ００ ４． ５０ ８． ００ ９． ００ １０． ００

流动相 Ａ ／ ％ ８５ ８５ ７０ ６０ １０ １０ １５ １５
流动相 Ｂ ／ ％ １５ １５ ３０ ４０ ９０ ９０ ８５ ８５

１． ４． ３　 质谱条件　 电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模

式，动态多反应监测（ｄ － ＭＲＭ），雾化气 Ｎ２，干燥气

流速 ８ Ｌ ／ ｍｉｎ，喷雾电压 ５００ Ｖ，气流温度 ３２５ ℃，毛

细管电压 ４０００Ｖ，鞘气流速 １２ Ｌ ／ ｍｉｎ，鞘气温度

３５０ ℃；质谱条件见表 ３。

表 ３　 ４１ 种兽药的质谱参数
Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ４１ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇｓ

兽药名称
母离子
（ｍ ／ ｚ）

子离子
（ｍ ／ ｚ）

碎裂
电压（Ｖ）

碰撞
能量（ｅＶ） 兽药名称

母离子
（ｍ ／ ｚ）

子离子
（ｍ ／ ｚ）

碎裂
电压（Ｖ）

碰撞
能量（ｅＶ）

环丙沙星 ３３２． １ ３１４． １∗ ／ ２３１． ０ １３５ ２０ ／ ４２ 磺胺邻二甲氧嘧啶 ３１１． １ １５６． ０∗ ／ ９２． ０ １２０ １５ ／ ３０
恩诺沙星 ３６０． １ ３４２． ０ ／ ３１６． １∗ １１０ １５ ／ １８ 磺胺间二甲氧嘧啶 ３１１． ０ １５６． ０∗ ／ １０８． ０ １３０ ２０ ／ ２６
氧氟沙星 ３６２． １ ３４４． ２ ／ ３１８． ２∗ １３０ １５ ／ １５ 磺胺二甲嘧啶 ２７９． １ １８６． １∗ ／ １５６． １ １２０ １５ ／ １６
诺氟沙星 ３２０． ０ ３０２． ０∗ ／ ２７６． ０ １０５ １５ ／ １５ 甲氧苄啶 ２９１． １ ２６１． ０ ／ ２３０． ０∗ ８０ ３０ ／ ２５
培氟沙星 ３３４． １ ３１６． ２ ／ ２９０． ２∗ １３０ ２０ ／ １６ 磺胺嘧啶 ２５１． １ １５６． ０∗ ／ １０８． ０ １００ １０ ／ ２２
沙拉沙星 ３８６． １ ３６８． １∗ ／ ３４２． １ １３０ １５ ／ ２０ 金刚烷胺 １５２． １ １３５． ０∗ ／ ９３． ０ ７０ ２５ ／ ３９
洛美沙星 ３５２． １ ３０８． １ ／ ２６５． １∗ １３０ １０ ／ ２０ 金刚乙胺 １８０． １ １６３． ２∗ ／ １２１． ２ １００ １５ ／ １０
地塞米松 ３９３． ２ ３７３． ４ ／ ３５５． ２∗ ８０ １５ ／ １５ 保泰松 ３０９． ０ １６０． ０∗ ／ １２０． ０ １３５ ２０ ／ ２０
可的松 ３６１． １ １６３． ０∗ ／ １２１． ０ １１０ ２５ ／ ３０ 吲哚美辛 ３５８． ２ １３９． ０∗ ／ １１１． ０ ６０ ２４ ／ ７０

曲安奈德 ４３５． ２ ４１５． ２ ／ ３９７． ２∗ ８０ １５ ／ １５ 吡罗昔康 ３３２． ４ １２１． １ ／ ９５． １∗ ７８ ３６ ／ ２０
氟米松 ４１１． ３ ２５３． ２∗ ／ １２１． ０ ８０ ２２ ／ ５０ 氨基比林 ２３２． ３ ９７． １ ／ ５８． ２∗ ８８ ４０ ／ ３２
甲硝唑 １７２． １ １２８． ０∗ ／ ８２． ０ ９０ １２ ／ ２６ 三唑仑 ３４３． １ ３１４． ９∗ ／ ３０８． ０ １３５ ２８ ／ ４４

地美硝唑 １４２． １ ９６． ０∗ ／ ８１． ０ ９０ １４ ／ ３０ 硝西泮 ２８２． １ ２５４． ０ ／ ２３６． ０∗ １３５ ２０ ／ ２４
洛硝哒唑 ２０１． １ １４０． ０∗ ／ ５５． ０ ９０ ４ ／ １８ 劳拉西泮 ３２１． １ ３０２． ９ ／ ２７５． ０∗ １３５ １２ ／ ２０

羟基甲硝唑 １８８． １ １２６． ０∗ ／ １２３． ０ ９０ １５ ／ １０ 咪达唑仑 ３２６． １ ２９１． ０∗ ／ ２４３． ９ １３５ ２４ ／ ２８
羟甲基甲硝咪唑 １５８． ０ １４０． ０ ／ ５５． １∗ ８０ １６ ／ ２８ 阿普唑仑 ３０９． １ ２８１． ０∗ ／ ２７４． １ １３５ ２４ ／ ２４

磺胺甲恶唑 ２５４． １ １５６． ０∗ ／ １０８． ０ １００ １０ ／ ２５ 氯硝西泮 ３１６． ０ ２４０． ９ ／ ２１３． ８∗ １３５ ３０ ／ ４０
磺胺氯哒嗪 ２８５． ０ １５６． ０∗ ／ １０８． ０ １００ １０ ／ ２５ 艾司唑仑 ２９５． １ ２６７． ０∗ ／ １９２． ０ １３５ ２４ ／ ２０

磺胺间甲氧嘧啶 ２８１． １ １５６． ０∗ ／ １０８． ００ １０５ １５ ／ ２５ 奥沙西泮 ２８７． ０ ２４１． ０∗ ／ １６２． ９ １３５ ２０ ／ ３０
磺胺喹沙啉 ３０１． １ １５６． ０∗ ／ １０８． ０ １１０ １１ ／ ２２ 地西泮 ２８５． １ ２５７． １∗ ／ ２２２． １ １３５ ２０ ／ ２８

磺胺甲基嘧啶 ２６５． １ １７２． ０ ／ １５６． ０∗ １１０ １２ ／ １５
　 　 ∗ 为定量离子

１． ５　 数据处理 　 采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ 工作站

软件进行数据采集和分析，采用 Ｅｘｃｅｌ 进行数据统

计与计算。

２　 结果与分析

２． １　 前处理条件选择　 本实验考察的兽药包括亲

水性和疏水性药物，酸性、中性和碱性药物，这些药
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物在适宜的浓度大部分能够在甲醇和乙腈中溶解，
另一方面，流动相的有机相一般都是甲醇和乙腈，
考虑到乙腈为中等极性溶剂，与大多数被测化合物

极性接近，且乙腈能使蛋白质变性沉淀，因此选择

乙腈作为提取溶剂。 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 萃取盐包，内含

４ ｇ 硫酸钠和 １ ｇ 氯化钠，通过盐析使样品中蛋白

质沉淀并能去除极性干扰物。 ｄＳＰＥ ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ
选择性去除高脂肪基质中主要脂类组分，能够降低

基质效应以增强质谱响应，同时有助于延长色谱柱

使用寿命，同时无需活化、清洗和洗脱等传统 ＳＰＥ
步骤，简化了净化流程，节约了时间和成本。 因此

本实验选择使用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 萃取盐包提取，ｄＳＰＥ
ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ 净化。
２． ２　 色谱质谱条件优化　
２． ２． １　 色谱条件优化　 本实验被分析的兽药之间

化学性质各异、极性不一，因此，选择了适用于各种

分析物通用的 ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８ 超高效色谱柱。
正离子模式下，在流动相中添加甲酸能够提高目标

化合物的离子化效率，添加乙酸铵能够稳定水相和

改善峰型，因此试验将乙腈、甲醇、甲酸、乙酸铵、水
溶液进行组合，考察分离效果和灵敏度，选择最佳

流动相体系。 结果表明，在水相中加入 ０． １％ 甲酸

和 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵可以显著改善峰型、提高灵敏

度，在有机相中加入 ０． １％甲酸可以稳定保留时间，
提高重复性。 最终本实验采用含 ０． １％ 甲酸 － ２
ｍｍｏｌ 乙酸铵的水溶液与含０． １％ 甲酸的乙腈溶液

作为流动相。
２． ２． ２　 质谱条件优化 　 由于被分析兽药种类众

多，采用 ＭＲＭ 采集模式，受循环时间限，有些兽药

响应低，因此，本研究选择将检测兽药分别配制成

单个标准溶液，直接注入质谱仪，在正离子模式下，
进行 Ｓｃａｎ 扫描，确定母离子，后进行 ＳＩＭ 扫描，选
取丰度比最高且相对稳定的 ２ 个碎片离子分别作

为定性离子和定量离子，然后利用 ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ 采集

软件，以手动和自动两种方式同时优化定性和定量

离子的碰撞能量、裂解电压等参数，建立 ＭＲＭ 方

法，为了建立 ｄ － ＭＲＭ 方法，首先在 ＭＲＭ 方法下

分析混合标样，得到混合标样数据文件，将该采集

数据文件从安捷伦的 ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ 质谱采集工作站

软件导入自动生成 ｄ － ＭＲＭ 方法，生成的 ｄ － ＭＲＭ
方法包含化合物名称、ＭＲＭ 离子对、碎裂电压、碰
撞能量、动态 ＭＲＭ 的保留时间和保留时间增量窗

口，对于软件不能自动识别保留时间及保留时间增

量窗口的化合物，在安捷伦定性软件通过提取化合

物的离子对手动识别。
２． ３　 基质效应　 基质效应是基质中除目标物以外

的其他成分对目标物分析的影响。 由于其成分与

目标组分在离子化过程中存在竞争，改变了目标物

的电离效率，使目标物的离子响应强度降低或增

强，从而影响分析结果的准确性。 本文通过考察空

白样品基质中标准溶液的信号强度与纯溶剂中相

同浓度标准溶液信号强度的比值来评价基质效应。
结果显示，大部分兽药存在不同程度的基质效应，
其中氨基比林、保泰松、羟基甲硝唑、氯硝西泮、诺
氟沙星、洛美沙星、硝西泮存在较强的基质抑制效

应，检测响应信号比较弱，而浓度为 ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 的

四环素、土霉素、金霉素、强力霉素样品基质溶液在

质谱上几乎没有响应。
２． ４　 ４１ 种兽药的总离子流图　 以 ｄ － ＭＲＭ 模式

测定 ４１ 种兽药的定性和定量离子对色谱图，共有

８２ 个离子监测通道。 图 １ 是浓度为 ３０ ｎｇ ／ ｍＬ 的混

合标准品的总离子流图，各个化合物峰形对称，响
应良好，定量准确可靠。
２． ５　 线性关系、检出限、定量限　 取混合标准使用

溶液用空白样品基质溶液稀释配制成标准曲线点

溶液，外标法定量，以 Ｘ 轴为浓度，Ｙ 轴为峰面积的

响应值，得到各个兽药的线性回归方程，用于计算

实际样品中待测物的浓度。 取阴性样品，混合标准

使用溶液通过最小添加量，按“１． ４． １”项下供试样

品前处理方法同法处理后上机进样测试，以 ３ 倍信

噪比计算各个被分析兽药的检出限（ＬＯＤ），以 １０
倍信噪比计算各个被分析兽药的定量限（ ＬＯＱ）。
４１ 种兽药的线性关系、检出限、定量限见表 ４。 结

果显示，４１ 种兽药在各自范围内线性关系良好（Ｒ２

＞ ０． ９９１７），检出限范围为 ０． １０００ ～ ３． １０５ μｇ ／ ｋｇ，
定量限范围为 ０． ３１４８ ～ ７． ５３２ μｇ ／ ｋｇ。

·３５·
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图 １　 ４１ 种兽药标准品 ＭＲＭ 总离子流图

Ｆｉｇ １　 ＭＲＭ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ４１ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ

表 ４　 ４１ 种兽药的线性关系、检出限、定量限、回收率及精密度（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ４　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ， ＬＯＤ， ＬＯＱ， ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ４１ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇｓ（ｎ ＝３）

兽药名称 线性方程 Ｒ２
线性范围
／ （ｎｇ·
ｍＬ － １）

ＬＯＤ
／ （μｇ·
ｋｇ － １）

ＬＯＱ
／ （μｇ·
ｋｇ － １）

Ｓｐｉｋｅｄ
３０． ０ μｇ ／ ｋｇ

Ｓｐｉｋｅｄ
８０． ０ μｇ ／ ｋｇ

Ｓｐｉｋｅｄ
２００． ０ μｇ ／ ｋｇ

回收
率 ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

回收
率 ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

回收
率 ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

环丙沙星 Ｙ ＝２２２． １０１２１０Ｘ －１４８． ３１１７１８ ０． ９９７９ １ ～ ３０ １． １１５ ２． ８５６ ７６． ４ ５． ６ ７８． ０ ３． ８ ８０． １ ３． ６
恩诺沙星 Ｙ ＝２７１． ３３９５７２Ｘ －１５２． １１５５８４ ０． ９９６０ １ ～ ４０ １． ２８５ ３． ４８３ ８０． ６ ６． ２ ８９． ５ ４． ４ ８７． ８ ２． ９
氧氟沙星 Ｙ ＝３１５． １２９６９７Ｘ ＋９２． ２５８２６７ ０． ９９７７ １ ～ ４０ ０． ６２９２ ２． ０４０ ７０． ３ ５． ５ ７６． ５ ３． ７ ８２． ６ １． １
诺氟沙星 Ｙ ＝１９２． ７８８４３３Ｘ －１６９． ６８３２９９ ０． ９９３９ １ ～ ４０ ０． ２９４９ １． ０４１ ６２． ８ ４． ４ ６３． ３ ４． ８ ６３． ９ ４． ３
培氟沙星 Ｙ ＝２２０． ４４２６６３Ｘ －１４７． ３１０００８ ０． ９９７４ １ ～ ３０ ０． ８６６０ ２． ５９８ ７１． ９ ８． ３ ７９． ２ ５． ５ ７６． １ ６． ９
沙拉沙星 Ｙ ＝１６４． ０４２４０１Ｘ －３８． ８５４５６８ ０． ９９６１ １ ～ ４０ １． ３９９ ４． １９８ ７１． ７ ５． ６ ７７． ３ ４． ３ １０８． １ ５． ３
洛美沙星 Ｙ ＝３７２． ５１３２２７Ｘ －１８４． ２１９３８８ ０． ９９８８ １ ～ ４０ １． １５２ ２． １０２ ６５． １ ３． ６ ６８． １ ５． １ ７２． ３ ６． ３
地塞米松 Ｙ ＝２４． １３９５８７Ｘ －１８． ６６０９１３ ０． ９９７６ １ ～ ４０ ０． ３２９５ １． ００２ ９３． ３ ３． １ ８７． ５ ４． ７ ９１． ９ ５． ９
可的松 Ｙ ＝３５． ３５６８５９Ｘ ＋１６． ２４５８８５ ０． ９９７２ １ ～ ４０ ０． ８８０７ ２． ６４２ ７６． ７ ３． ３ ９１． ２ ７． ３ ８６． ２ ７． ３

曲安奈德 Ｙ ＝１４３． ３７８０５６Ｘ －５． ４２６０３８ ０． ９９７９ １ ～ ４０ ０． １０３４ ０． ３７５８ ９０． １ １． １ ８８． ８ ２． ８ ８３． ５ ３． ３
氟米松 Ｙ ＝６６． ４３１６８５Ｘ ＋６． ８６８９０６ ０． ９９８２ １ ～ ４０ ０． ５５３５ １． ６６０ ８３． ３ ６． ９ ８３． ７ ５． ８ ７４． ８ ３． ０
甲硝唑 Ｙ ＝２３４． ５４６８１１Ｘ －１１１． ７７０３７０ ０． ９９５２ １ ～ ４０ ０． ６１７７ ２． ０７５ ９８． ７ ３． ６ １１０． ６ ２． ０ １１２． ３ ３． ２

地美硝唑 Ｙ ＝１５． ５３１２０１Ｘ －０． ７１４１８１ ０． ９９３５ １ ～ ４０ ０． ４３１２ １． ２９４ ７２． ９ ５． ３ ８１． ８ ４． ３ ７７． １ ２． ０
洛硝哒唑 Ｙ ＝１６７． ２２６０３０Ｘ ＋２１． ３１３９２１ ０． ９９８８ １ ～ ４０ ０． ２７０１ ０． ９１１５ ８１． １ ４． １ ８６． ８ ６． ３ ８３． ０ ３． ０

羟基甲硝唑 Ｙ ＝１３． ００２１００Ｘ －１６． ３２７８１７ ０． ９９４２ １ ～ ３６ ０． ３９６７ １． １９０ ６１． ８ ５． １ ６５． ３ ４． ３ ７０． ８ ３． ６
羟甲基甲硝咪唑 Ｙ ＝１７． ２７００７７Ｘ －１７． ３５８８９１ ０． ９９３０ １ ～ ４０ ０． ９０６９ ２． ５８０ ８２． ４ ３． ６ ８５． ７ ３． ５ ８６． ５ ４． ９

磺胺甲恶唑 Ｙ ＝７９． ７１９５４６Ｘ ＋２５． ４６６２７５ ０． ９９６６ １ ～ ４０ ０． ３９１４ １． ３０４ ９２． ５ ５． ４ ８８． ６ ８． ９ ８６． ５ ６． ４
磺胺氯哒嗪 Ｙ ＝８０． ３６２０３８Ｘ ＋３１． ５４９２１３ ０． ９９６７ １ ～ ４０ １． ３１３ １． ５２０ ９８． ８ ４． ５ ９７． ７ ３． ７ ９７． ２ ２． ０

磺胺间甲氧嘧啶 Ｙ ＝８７． ８８１９４８Ｘ －２０． ３３１０９６ ０． ９９６０ １ ～ ４０ ０． ３９９８ １． ２９９ ８２． ３ ４． ４ ７７． ５ ２． ９ ７５． ２ ７． ８
磺胺喹沙啉 Ｙ ＝３２． ６８１５６１Ｘ ＋４０． ９２３２３９ ０． ９９２５ １ ～ ４０ １． ０１４６ １． ５０６４ ９１． ４ ３． ７ ９５． ４ ３． １ ９４． １ ２． ８

磺胺甲基嘧啶 Ｙ ＝１３３． ６０６８９４Ｘ －１７． ８８５９４０ ０． ９９６２ １ ～ ４０ ０． １０８８ ０． ３６２６ ９３． １ ４． １ ９４． ３ ３． ５ ９７． ９ ４． ７
磺胺邻二甲氧嘧啶 Ｙ ＝７８０． ９７５９８６Ｘ －７７． ０９６２１５ ０． ９９６０ １ ～ ４０ ０． １１８４ ０． ３８５０ ９５． ８ ３． ０ ９５． ２ ４． １ ９８． １ ３． ６
磺胺间二甲氧嘧啶 Ｙ ＝８９６． ９８５１９１Ｘ －７７． ７９９６０８ ０． ９９６０ １ ～ ４０ ０． １０００ ０． ３３５４ ９８． １ ２． ３ ９７． ６ ３． ２ １００． ２ ３． ４

磺胺二甲嘧啶 Ｙ ＝２２９． ８１９２０３Ｘ －７２． ２９７４４９ ０． ９９４５ １ ～ ４０ １． ６８２ １． ８３７ ９５． ３ ３． ４ ９８． １ ２． ８ ９６． ４ ３． １
甲氧苄啶 Ｙ ＝１５９． ７９５２００Ｘ －６． ０４８６０７ ０． ９９７９ １ ～ ５０ ０． ７３１０ １． ２５１ ９６． ３ ２． １ ９８． ０ ２． ２ １０６． ８ ２． ５
磺胺嘧啶 Ｙ ＝９１． ８５３６８１Ｘ ＋１３． ２０５００７ ０． ９９９３ １ ～ ４０ ０． ２４０２ ０． ８００４ ９５． ４ ５． ３ ８７． ８ １． ３ ９９． ７ ２． ５
金刚烷胺 Ｙ ＝５２５． ６７４９３１Ｘ ＋４８． ４４９１５０ ０． ９９７０ １ ～ ４０ ０． ５６２２ １． ８２７ ７０． １ ２． ３ ７８． ４ ３． ０ ８０． ２ ２． ６
金刚乙胺 Ｙ ＝４１３． ４８２３７９Ｘ ＋７７． ４６８３７２ ０． ９９７７ １ ～ ３６ ３． １０５ ７． ５３２ ７３． ５ ３． ９ ７０． ６ ２． ８ ７４． １ ３． ３
保泰松 Ｙ ＝９７． ０６２９０６Ｘ －２２． ４４７６２８ ０． ９９６８ １ ～ ４０ ０． ４４９１ １． ５２４ ６４． １ ５． ６ ７３． ０ ３． ７ ６２． ５ ３． ２

吲哚美辛 Ｙ ＝１４． ７１５７７６Ｘ ＋１０． ２９０１６８ ０． ９９４１ １ ～ ４０ ０． ２４５９ ０． ６６５８ ７８． ５ ５． ２ ９０． １ ２． １ ９４． ７ １． ９
吡罗昔康 Ｙ ＝１５２． ６５１２１３Ｘ －１３４． ７３４５６８ ０． ９９４７ １ ～ ４０ ０． ３５０７ ０． ８０３４ ７３． ３ ２． ９ ７２． ３ ４． ６ １１０． ５ １． ２
氨基比林 Ｙ ＝３２５． ０２７３３５Ｘ －１６７． ６５６３００ ０． ９９５６ １ ～ ５０ ０． ２４２５ ０． ４２７０ ６２． ９ ３． ０ ６４． ８ ２． ７ ６７． １ ３． ４
三唑仑 Ｙ ＝９７． ９９３０３１Ｘ －２４． ６０７０５４ ０． ９９９０ １ ～ ４０ ０． １８４５ ０． ６１５１ ７３． ７ ２． ７ ７６． １ ５． ３ ７８． ９ ４． １
硝西泮 Ｙ ＝２５６． １０３０７７Ｘ ＋９３． １４８２１４ ０． ９９１７ １ ～ ５０ ０． ７９３５ ０． ９９６１ ６５． ７ ２． ６ ７１． ０ ２． ９ ６４． ０ ３． ７

劳拉西泮 Ｙ ＝３８． ４１７０２７Ｘ －３５． ３４７２７６ ０． ９９８７ １ ～ ４０ ０． ３５０７ ０． ８０３４ ９５． ６ ２． １ ９７． １ ３． １ ９８． ５ ３． ３
马来酸咪达唑仑 Ｙ ＝２６１． ８０３９８９Ｘ ＋７２． ０８３９９７ ０． ９９７０ １ ～ ４０ ０． １０３１ ０． ３１０８ ９４． ５ ４． ０ ９２． ０ ６． ５ ９４． ３ １． １

阿普唑仑 Ｙ ＝３１６． ８００６１２Ｘ －２３３． ６４３２７０ ０． ９９８２ １ ～ ４０ ０． １２５９ ０． ３１４８ ８４． ８ ２． ４ ８０． ７ ２． ２ ７１． ０ ２． ３
氯硝西泮 Ｙ ＝１８． ９６６８３６Ｘ ＋３３． ７１５１０４ ０． ９９０５ １ ～ ４０ ０． ３０６８ ０． ９８３６ ６４． ７ ５． ２ ６８． ３ ４． １ ７１． ７ ３． ７
艾司唑仑 Ｙ ＝２５６． ０６５５９２Ｘ －２１６． ５４７９３３ ０． ９９４９ １ ～ ５０ ０． ５１６６ １． ７２２ ９３． １ ３． ０ ９４． ６ ２． ７ ９７． ８ ２． ５
奥沙西泮 Ｙ ＝５７． ６２６６９２Ｘ －１０． ２８３１５５ ０． ９９１９ １ ～ ４０ ０． ２８６８ ０． ９３３６ ９１． ２ ２． ４ ９２． ３ ３． ０ ９６． ９ ３． ２
地西泮 Ｙ ＝１８６． １５９１８６Ｘ －３６． ８０６２５６ ０． ９９７６ １ ～ ５０ ０． １５３８ ０． ４６１３ ７９． ９ ３． ８ ９１． １ ８． ９ ８８． ７ ３． １
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２． ６　 回收率及精密度考察　 在空白地龙样品中分

别添加混合标准中间溶液，低、中、高 ３ 个加标量分

别为 ３０． ０、８０． ０、２００． ０ μｇ ／ ｋｇ，每个添加水平平行

制备 ３ 份样，每份样重复测定 ３ 次，经提取净化后

进行测定，计算回收率和相对标准偏差（ＲＳＤ）。 结

果显示，４１ 种兽药的回收率为 ６２． ８％ ～ １１２． ３％ ，

精密度为 １． １％ ～ ８． ９％ 。 结果表明，该方法的准

确度良好，符合定量检测要求。

２． ７　 样品的测定 　 为验证方法的可行性，将市售

的 １０ 批地龙样品作为测试样品，应用该方法测定

样品中 ７ 大类 ４１ 种兽药残留，均未检出上述被分

析目标化合物。

３　 讨论与结论

动物源性中药材富含蛋白质和脂肪，测定兽

药残留时，蛋白质和脂肪去除不干净或不彻底会

产生基质效应，甚至会堵塞色谱柱，因此，前处理

方法的选择是此类样品测试的关键。 同时，动物

在养殖整个生命周期中，不仅是动物出现病患违

规使用兽药，而是将兽药作为动物产品违法获取

经济利益的促进剂，使用兽药时多是一种药物产

生耐药性后，便换成另一种，甚至多种药物同时使

用，因此，兽药残留检测只测定一类药物有可能漏

检，达不到全面评价动物源性中药质量安全的目

的。 目前， 一针进样同时测定多兽药残留是当前

一个研究热点，这样可以节约成本、提高效率。 本

文采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ、 ｄＳＰＥ 相结合的提取净化方

法，建立了超高效液相色谱串联质谱法同时测定

中药材地龙中 ７ 大类 ４１ 种兽药残留的方法。 以

仪器方法为基础，结合地龙样品基质的特点，从提

取方法、净化技术、色谱质谱条件等多个方面进行

研究和优化，对建立的方法进行了方法学考察，结

果表明，该方法各项指标均能满足分析检测的要

求，与目前报道的文献和国家标准方法相比，该方

法简化了复杂的前处理，实现了多类别多组分兽

药残留同时测定，提高了检测效率，对动物源性中

药材中多类别多组分兽药残留分析监测、快速筛

查具有参考意义。
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