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超高效液相色谱-串联质谱法测定牛奶中的 7 种兽

药残留量 

李  聪*, 郑  懿, 林  彬, 刘雪芹, 王红亮, 王赤华 
(黄冈市疾病预防控制中心, 湖北省卫健委食品安全风险监测重点实验室, 黄冈  438000) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)同时测定牛奶中环丙沙星、恩诺沙星、氧氟沙星(3 种氟喹诺酮类药物)、氯霉素、

甲砜霉素、氟苯尼考(3 种酰胺醇类)、氮氨菲啶(1 种抗锥虫药)7 种兽药残留的方法。方法  牛奶样品经乙

腈/0.5 mmol/L 甲酸铵甲醇溶液(1:1, V:V)提取, 正己烷净化, 氮气吹干, 运用 UPLC-MS/MS 对牛奶样本中 7 种

兽药进行同时测定, 基质匹配外标法定量。结果  牛奶基质中 7 种兽药的线性范围为 1.0~200.0 µg/L, 线性关

系良好(r2 均大于 0.993), 检出限为 0.08~0.44 µg/kg, 定量限为 0.28~1.46 µg/kg。牛奶基质对 7 种兽药均产生增

强的基质效应。7 种兽药在低、中、高 3 个浓度水平的加标回收率分别为 47.44%~117.89%、82.34%~112.84%、

73.15%~117.69%, 相对标准偏差为 1.46%~8.26%。采用该方法对 9 份市售牛奶样本进行分析, 均未检出 7 种

兽药残留。结论  该方法灵敏度高, 操作简便, 能够满足牛奶中 7 种兽药的快速准确检测。 

关键词: 牛奶; 兽药残留; 超高效液相色谱-串联质谱法 

Determination of 7 kinds of veterinary drug residues in milk by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LI Cong*, ZHENG Yi, LIN Bin, LIU Xue-Qin, WANG Hong-Liang, WANG Chi-Hua 
(Huanggang Municipal Center for Disease Control and Prevention, Key Laboratory of Food Safety Risk Monitoring for 

Health Commission of Hubei Province, Huanggang 438000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 7 kinds of veterinary drug 

residues, including ciprofloxacin, enrofloxacin, ofloxacin (3 kinds of fluoroquinolones), chloramphenicol, 

thiamphenicol, flufenicol (3 kinds of amphenicols) and isometamidium (1 kind of antitrypanosomal drugs) in milk by 

ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  Milk samples were 

extracted by the mixture of acetonitrile and 0.5 mmol/L ammonium formate in methanol (1:1, V:V), purified by 

n-hexane, dried by nitrogen. The 7 kinds of veterinary drug residues in milk samples were detected by UPLC-MS/MS 
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and quantified by matrix matching external standard method. Results  The linear range of 7 kinds of veterinary 

drugs in milk was 1.0–200.0 µg/L with good linearity (r2 were all greater than 0.993). The limits of detection were 

0.08–0.44 µg/kg, and the limits of quantitation were 0.28–1.46 µg/kg. Milk matrix had an enhanced matrix effect on 

all 7 kinds of veterinary drugs. The recoveries of 7 kinds of veterinary drugs at low, medium and high concentrations 

were 47.44%–117.89%, 82.34%–112.84%, 73.15%–117.69%, respectively. The relative standard deviations were 

1.46%–8.26%. This method was used to analyze 9 samples of commercially available milk, and no residues of 7 

kinds of veterinary drugs were detected in any of them. Conclusion  This method is highly sensitive and easy to 

operate, and can meet the rapid and accurate detection requirements of seven kinds of veterinary drugs in milk. 
KEY WORDS: milk; veterinary drug residues; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

 
 

0  引  言 

牛奶营养丰富, 是人民群众消费量非常高的饮品之

一。为了预防和治疗奶牛疾病, 畜牧场在饲养的过程中会

使用兽药来降低奶牛发病率, 阻断疾病传播[1–3]。常见的兽

药有抗生素药物、抗球虫药、抗线虫药、抗锥虫药等[4–6]。

虽然兽药会残留在奶牛体内, 甚至在牛奶中, 但是合理使

用兽药不仅可以促进畜牧业的正常发展, 而且还能保障

乳制品的食品安全[7–8]。一旦兽药被滥用, 长时间食用兽

药残留量超标的牛奶或乳制品, 这些药物就会在人体内蓄

积[9–11], 可能会导致细菌耐药性增强、器官功能损害等一

系列问题[12–14]。因此, 加强对牛奶中各类兽药残留量的监

测具有重要意义。 
氟喹诺酮类药物(如环丙沙星、恩诺沙星、氧氟沙星

等)和酰胺醇类药物(如氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考等)是
两类常用的抗生素药物[15–17], 氮氨菲啶则是治疗锥虫病的

常用药物[4,18]。GB 31650—2019《食品安全国家标准 食品

中兽药最大残留限量》和 GB 31650.1—2022《食品安全国

家标准 食品中 41 种兽药最大残留限量》规定牛奶中恩诺

沙星和环丙沙星残留限量之和为 100 μg/kg, 氧氟沙星、甲

砜霉素、氮氨菲啶的残留限量分别是 2、50、100 μg/kg, 氯
霉素被禁止在食品动物中使用, 氟苯尼考也被禁止在泌乳

期的牛羊中使用。随着食品安全国家标准的更新, 会有更

多种类的兽药要求被检测并规定其残留限量, 开发简便快

速的多种类兽药残留分析方法具有重要意义。 
目前, 超高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)
是牛奶中多兽药残留的主要检测方法[19–21]。虽然国家标准

方法没有印发同时检测氟喹诺酮类和酰胺醇类多药物残留

的方法[15], 但是关于牛奶或乳制品中多种类抗生素残留的

研究较多[22–24]。孙忠伟等[25]建立 UPLC-MS/MS 同时定性

和定量检测牛奶中 106 种兽药残留的方法, 在前处理时使

用 C18、氮丙级乙二胺和 Na2SO4 混合的固相萃取填料净化

牛奶; 胡飞杰等[26]使用新型固相萃取结合 UPLC-MS/MS 测

定了乳品中 8 种兽药(氟喹诺酮类和酰胺醇类药物)的残留

量。此外, 开发牛奶中抗寄生虫药的检测方法也是研究热点

之一[4]。氮氨菲啶和三氮脒均是治疗锥虫病的常用药物, 已
有相关研究却报道了测试方法[27–28]。然而, 检测氟喹诺酮

类、酰胺醇类兽药的国家标准方法, 如农业部 1025 号公

告-14-2008《动物性食品中氟喹诺酮类药物残留检测 高
效液相色谱法》和 GB 31658.2—2021《食品安全国家标

准 动物性食品中氯霉素残留量的测定 液相色谱-串联质

谱法》采用固相萃取柱净化样本, 操作复杂, 耗时较长。

GB 31660.8—2019《食品安全国家标准 牛可食性组织及牛

奶中氮氨菲啶残留量的测定 液相色谱-串联质谱法》需要

多次萃取与净化, 文献[27–28]中的方法则需要固相萃取柱

净化, 不够简便快速。 
鉴于此, 本研究建立一种 UPLC-MS/MS 同时测定牛

奶中氟喹诺酮类、酰胺醇类药物和氮氨菲啶的分析方法, 
为动物源性食品中多种兽药的检测方法提供了新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

样品为市售牛奶, 9 份均是全脂灭菌奶, 分别是伊利、

蒙牛、光明、三元品牌的产品。 
环丙沙星溶液、恩诺沙星溶液、氧氟沙星溶液、氟苯

尼考溶液(质量浓度 100 mg/L, 以甲醇为溶剂, 天津阿尔塔

科技有限公司); 氯霉素溶液标准物质、甲砜霉素溶液标准

物质、氯化氮氨菲啶溶液标准物质(质量浓度 100 mg/L, 以
甲醇为溶剂, 北方伟业计量集团有限公司); 乙腈、甲醇(色
谱纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 氟化铵、甲酸铵

(分析纯)、甲酸(色谱纯)(上海阿拉丁生化科技股份有限公

司)。 

1.2  仪器与设备 

1290-6475 型超高效液相色谱-串联质谱仪(配电喷雾

离子源)、Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色谱柱

(3.0 mm×150 mm, 2.7 μm)(美国 Agilent 公司); ME204/02 型
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分析天平[精度 0.1 mg, 梅特勒托利多科技(中国)有限公

司]; MX-S 型涡旋振荡器(北京大龙公司); Neofuge 15R 型

离心机(上海力康公司); 2300TH型超声波清洗器(上海安谱

公司); MFV-24Plus 型智能氮吹仪(广州得泰公司); Milli-Q
超纯水系统(美国 Millipore 公司)。 

1.3  标准曲线溶液的配制 

分别取 7 种标准溶液 0.1 mL, 用甲醇定容至 10 mL, 
配制成混合标准中间液(1 mg/L)。取适量混合标准中间液, 
用空白牛奶基质溶液稀释, 配制成兽药质量浓度分别为

1.0、5.0、10.0、25.0、50.0、100.0、200.0 mg/L 的基质匹

配混合标准系列溶液。 

1.4  样品处理 

准确称取 5 g 牛奶试样(精确到 0.01 g)于 50 mL 具塞

离心管中, 加入 20 mL 提取液, 乙腈/0.5 mmol/L 甲酸铵甲

醇溶液(1:1, V:V)混匀, 置于振荡器振荡 10 min, 然后加入

10 mL 正己烷, 涡旋混匀 10 min, 6000 r/min 离心 5 min, 弃
去正己烷, 吸出提取液于 50 mL 具塞离心管中。残渣重复

提取 1 次, 合并 2 次提取液, 60 ℃氮吹至干。加入 3 mL 80%
甲醇水溶液, 涡旋混匀, 超声 5 min, 4000 r/min 离心 5 min, 
取上清液过 0.22 μm 滤膜, 供 UPLC-MS/MS 仪测定。以未

检出 7 种兽药残留的牛奶作为基质样本, 按上述步骤制备牛

奶基质的提取液, 用于配制 7 种兽药基质匹配标准溶液。 

1.5  仪器条件 

色 谱 条 件 : Agilent InfinityLab Poroshell 120 
EC-C18 色谱柱(3.0 mm×150 mm, 2.7 μm); 柱温 35 ℃; 
流量 0.30 mL/min; 进样量 5 μL; 流动相 A 为含 0.1%甲

酸 /4.5 mmol/L 甲酸铵 /0.5 mmol/L 氟化铵的混合水溶液, 
B 为甲醇。梯度洗脱程序: 0~4 min 时, B 由 10%升至 40%; 
4~8 min 时, B 保持在 40%; 8~10 min 时, B 由 40%升至 60%; 
10~12 min 时, B 由 60%升至 100%; 保持至 18 min。 

质谱条件 : 双喷射流电喷雾离子源 (electrospray 
ionization, ESI), 正/负离子扫描; 干燥气温度 250 ℃, 干燥

气流量 10 L/min; 鞘气温度 350 ℃, 鞘气流量 12 L/min; 雾化

器压力 40.0 psi; 毛细管喷雾电压正(4000 kV)、负(3000 kV); 
多反应监测模式。 

1.6  数据处理 

采用 Agilent MassHunter 工作站进行数据采集和定性

定量分析。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的选择 

考虑 7 种兽药的极性 , 本研究分别选用 Agilent 
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色谱柱(3.0 mm×150 mm, 

2.7 μm)、Zorbax Eclipse Plus C18 色谱柱(3.0 mm×150 mm, 
3.5 μm)、Zorbax SB-Aq 色谱柱(3.0 mm×100 mm, 1.8 μm)
进行液相色谱条件的优化。Zorbax SB-Aq 色谱柱采用烷基

反相键合相, 具有亲水表面, 对亲水性化合物的保留效果

非常好, 但 7 种兽药经过此柱分离后会呈现峰形拖尾的现

象。Poroshell 120 EC-C18 和 Zorbax Eclipse Plus C18 色谱柱

均采用十八烷基硅烷键合相, 但前者采用的是表面多孔颗

粒填料, 后者是全多孔颗粒填料。相较而言, Poroshell 120 
EC-C18 色谱柱效更高, 可以实现更高的分离度。结果表明, 
7 种兽药在 InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 柱中的分离效

果最佳, 且色谱峰形良好。优化流动相成分时, 考虑到氟

喹诺酮类药物在甲醇中的分离度较好, 本研究选用水-甲
醇体系作为流动相, 考察不同的改进剂对 7 种兽药分离效

果和响应强度的影响。选用甲醇作为流动相 B 相, 分别使

用 0.1%甲酸水溶液、0.1%甲酸/5 mmol/L 甲酸铵混合水溶

液、0.1%甲酸/4.5 mmol/L 甲酸铵/0.5 mmol/L 氟化铵混合

水溶液作为流动相 A 相进行色谱分析。结果表明, A 相酸

性越高, 离子化效率越强, 响应值也越大。此外, 加入氟化

铵后的 A 相可以改善氯化氮氨菲啶色谱峰拖尾的现象, 因
此, 选择 0.1%甲酸/4.5 mmol/L 甲酸铵/0.5 mmol/L 氟化铵

混合水溶液和甲醇作为流动相。优化进样量时, 分别进样

3、5、10 μL 溶液, 结果表明进样 5 μL 时氧氟沙星和氟苯尼

考的响应值最高, 而且氟喹诺酮类物质没有出现过载的峰

形。综合考虑 7 种兽药的分离度、色谱峰形、响应值等因素, 
优化后的色谱条件是: 色谱柱为 InfinityLab Poroshell 120 
EC-C18 柱, 流动相 A、B 相分别为 0.1%甲酸/4.5 mmol/L 甲

酸铵/0.5 mmol/L 氟化铵混合水溶液和甲醇, 进样量为 5 μL。

在此条件下, 进样 25 µg/L 的基质混合标准溶液, 7 种兽药的

色谱图见图 1。 

2.2  质谱条件的选择 

取 7 种兽药的混合标准溶液(1000 μg/L), 选择正、负

离子模式分别对目标物进行母离子扫描、二级质谱分析, 
寻找母离子、定量离子、定性离子, 优化去簇电压和碰撞

能量。优化后的质谱参数见表 1。 

2.3  样品前处理条件优化 

乙腈和甲醇可以沉淀牛奶基质中的蛋白质, 具有良

好的抗基质干扰效果, 而且抗生素药物在乙腈、甲醇这类

极性有机溶剂中的溶解性较好, 因此选择乙腈或甲醇作为

提取液的主要成分。此外, 牛奶基质中还含有油脂, 使用

正己烷萃取, 净化基质中的油脂是常见的处理方式。本研

究先选用甲醇、0.1%甲酸的甲醇溶液、乙腈、0.1%甲酸的

乙腈溶液作为牛奶的提取液。但使用甲醇或 0.1%甲酸的甲

醇溶液时, 提取液中有大量悬浮的蛋白质, 离心和过滤均难

以去除悬浮的蛋白质, 无法满足UPLC-MS/MS仪器的测试要

求, 故放弃这 2 种提取液。参考 GB 31660.8—2019 使用甲 
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图 1  7 种兽药在最佳实验条件下的色谱图 
Fig.1  Chromatogram of 7 kinds of veterinary drugs under optimal experimental condition 

 
表 1  7 种兽药的保留时间和质谱参数 

Table 1  Retention times and mass spectrometry parameters of 7 kinds of veterinary drugs 

兽药 保留时间/min 电离模式 离子对(m/z) 去簇电压/V 碰撞能量/eV 驻留时间/ms 

环丙沙星 8.44 ESI+ 

332.1/314* 

149 

20 100 

332.1/288 25 100 

332.1/245 40 100 

332.1/231 48 100 

氧氟沙星 8.48 ESI+ 
362.2/318.2* 

149 
20 100 

362.2/261.1 40 100 

恩诺沙星 8.51 ESI+ 

360.2/342.2* 

156 

16 100 

362.2/316.2 20 100 

362.2/245.1 32 100 

氟苯尼考 8.98 ESI- 
355.9/335.9* 

117 
20 100 

355.9/185.0 5 100 

氯霉素 12.32 ESI- 
321.0/257.0* 

107 
15 100 

321.0/152.0 10 100 

甲砜霉素 7.63 ESI- 
353.9/290.0* 

107 
20 100 

353.9/185.0 10 100 

氮氨菲啶 12.26 ESI+ 
460.3/313.2* 

120 
20 100 

460.3/298.1 30 100 

注: *代表定量离子。 
 

酸铵的甲酸溶液, 本研究选用乙腈(a)、0.1%甲酸的乙腈溶液

(b)、0.5 mmol/L 甲酸铵甲醇溶液(c)、乙腈/0.5 mmol/L 甲酸

铵甲醇溶液(1:1, V:V) (d)作为提取液, 分别对同一种牛奶样

品进行提取实验(每一份样品都加入 75 μg/L 混合标准溶液), 
然后加入正己烷净化, 并再重复提取一次, 平行测定 6 次, 
计算 7 种兽药的回收率和相对标准偏差(relative standard 
deviation, RSD), 结果见表 2。完全不含乙腈的提取液 c 的加

标回收率最小, 说明乙腈相较于甲醇具有更好的提取效果。此

外, 提取液 a 和提取液 b 的差异说明酸性较强的提取液效果更

好, 氮氨菲啶是偏碱性药物, 酸性环境更利于从牛奶中提取出

来[27]。在 4 种提取液中, 提取液 b 和提取液 d 的效果相对较好, 
7 种兽药的加标回收率基本满足检测分析的要求。但使用提

取液d后环丙沙星的回收率高于使用提取液b, 因此选用提取

液 d 作为牛奶样品的提取液。 
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表 2  7 种兽药经过不同提取方法的回收率和 RSDs (n=6) 
Table 2  Recoveries and RSDs of 7 kinds of veterinary drugs after different extraction process (n=6) 

兽药 
提取液 a 提取液 b 提取液 c 提取液 d 

平均回收率/% RSDs/% 平均回收率/% RSDs/% 平均回收率/% RSDs/% 平均回收率/% RSDs/%

环丙沙星 67.29 3.69 82.01 3.57 48.71 3.83 90.91 3.14 

恩诺沙星 97.02 4.41 106.82 4.93 80.11 4.23 102.96 2.37 

氧氟沙星 102.29 1.66 106.63 2.56 73.22 4.18 103.96 1.96 

甲砜霉素 97.91 4.11 95.79 5.40 67.68 2.82 102.04 2.13 

氯霉素 98.71 5.91 104.80 5.71 71.73 3.44 117.69 2.18 

氟苯尼考 107.83 6.35 107.25 5.41 83.05 4.97 116.02 2.02 

氮氨菲啶 62.48 4.60 75.29 4.44 50.30 3.34 73.15 4.39 

 
 

2.4  线性关系、检出限与定量限 

按照仪器工作条件依次测试基质匹配混合标准溶液, 
以 7 种兽药的质量浓度为横坐标(X, µg/L), 其对应的峰面

积为纵坐标 (Y)绘制标准曲线。结果显示 , 7 种兽药在

1.0~200.0 µg/L 的范围内具有良好的线性关系, 相关系数

(r2)均大于 0.993。分别以 3 倍和 10 倍信噪比(S/N)计算检

出限(limit of detection, LOD)和定量限(limit of quantitation, 
LOQ), 7 种兽药的 LODs 为 0.08~0.44 µg/kg, LOQs 为

0.28~1.46 µg/kg, 见表 3。将本研究与文献方法进行对比, 
结果见表 4。在前处理上, 本研究和文献方法基本都采用

提取和除脂净化的方式, 提取液的选择受多种因素的影响, 
但除脂净化大多采用固相萃取或正己烷液液萃取的方法。

相较于烦琐的固相萃取柱净化步骤, 本研究使用正己烷除

脂操作简便。此外, 相比于其他文献只检测 1 个类别的兽

药, 本研究同时检测 3 个类别的 7 种兽药, 具有更广的适用

范围。而且本研究降低了氟喹诺酮类和氮氨菲啶的 LOD, 尤
其是氮氨菲啶, 本研究明显提高了牛奶基质中的检测灵敏

度。此外, 本研究氟喹诺酮类和氮氨菲啶的 LOD 也低于

GB/T 21312—2007《动物源性食品中 14 种喹诺酮药物残留

检测方法 液相色谱-质谱/质谱法》和 GB 31660.8—2019
的值。本研究酰胺醇类兽药的 LOD 高于其他文献, 结果不

是很理想, 尤其是氯霉素, LOD 还高于 GB 31658.20—2022
《食品安全国家标准 动物性食品中酰胺醇类药物及其代谢

物残留量的测定 液相色谱-串联质谱法》的值, 说明本研究

仍需进一步改进。本研究甲砜霉素和氟苯尼考的 LOD 低

于国标方法。综合比较 7 种兽药的 LOD, 本研究具有良好

的灵敏度, 能够满足牛奶中多兽药分析的要求。 

2.5  方法的准确度与精密度 

按照实验方法对空白牛奶样品进行低、中、高 3 个浓

度水平的加标回收实验。氧氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星的低

水平加标浓度为 5.0 µg/L, 其余 4 种兽药为 7.5 µg/L。7 种兽药

的中、高水平加标浓度分别为 15.0 µg/L、75.0 µg/L。每个加标

浓度水平平行测定 6 次, 计算回收率和 RSD。结果见表 3, 低、

中、高 3 个浓度水平的加标回收率分别为 47.44%~117.89%、

82.34%~112.84%、73.15%~117.69%, RSDs 为 1.46%~8.26%, 
准确度与精密度良好, 符合实际检测需求。 

 
表 3  7 种兽药在牛奶基质中的 LODs、LOQs、回收率和 RSDs (n=6) 

Table 3  LODs, LOQs, recoveries and RSDs of 7 kinds of veterinary drugs in milk matrix (n=6) 

兽药 LODs/ 
(µg/kg) 

LOQs/ 
(µg/kg) 

5.0 µg/L 或 7.5 µg/L 15.0 µg/L 75.0 µg/L 

平均回收率/
% 

RSDs/% 平均回收率/
% 

RSDs/% 平均回收率/
% 

RSDs/% 

环丙沙星 0.13 0.42 66.51 8.19 90.78 2.35 90.91 3.14 

恩诺沙星 0.42 1.40 71.11 8.26 83.12 1.46 102.96 2.37 

氧氟沙星 0.13 0.44 117.03 4.18 88.34 2.43 103.96 1.96 

甲砜霉素 0.29 0.98 47.44 6.58 86.24 1.59 102.04 2.13 

氯霉素 0.38 1.28 117.89 5.17 112.84 4.06 117.69 2.18 

氟苯尼考 0.44 1.46 77.72 4.01 109.77 2.71 116.02 2.02 

氮氨菲啶 0.08 0.28 91.77 4.41 82.34 2.66 73.15 4.39 
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表 4  本研究与文献方法的比较 
Table 4  Comparison between the detection method in this study and published methods 

样品 待测物 前处理方式 LOD/(μg/kg) 文献 

牛奶 氟苯尼考 2%氨化乙酸乙酯+正己烷除脂 0.5 [21] 

牛奶 氟喹诺酮类 1%甲酸乙腈溶液+HLB 固相萃取柱 0.6 [24] 

牛肌肉 氮氨菲啶 60%乙腈水溶液+WCX 固相萃取柱 10 [27] 

牛奶 氮氨菲啶 50%乙酸水溶液/乙腈(1:499, V:V)+正己烷除脂 5 [28] 

鸡肉、鸡蛋 酰胺醇类 80%乙腈水溶液+HLB 固相萃取柱 0.05~0.10 [29] 

鸡蛋 酰胺醇类 氨水/乙酸乙酯(1:30, V:V)+正己烷除脂 0.05~0.15 [30] 

猪肉、鸡肉 氟喹诺酮类 1%甲酸乙腈溶液+增强型脂质去除净化剂 1.0 [31] 

禽蛋 氟喹诺酮类 C18 固相萃取柱 1.5~6.7 [32] 

牛奶 

氮氨菲啶 

乙腈/0.5 mmol/L甲酸铵甲醇溶液(1:1, V:V)+正己烷除脂

0.08 

本研究 酰胺醇类 0.29~0.44 

氟喹诺酮类 0.13~0.42 
 

2.6  基质效应 

牛奶基质复杂, 含有较多物质, 这些物质对目标分析

物的浓度测试产生干扰作用为基质效应。向空白基质溶液

和纯溶剂中分别添加相同含量的待测物, 它们响应值的比

值反映基质效应的强弱。分别在 50.0、100.0、200.0 µg/L 3
个质量浓度时计算牛奶对 7 种兽药的基质效应, 结果显示

7 种兽药的基质效应为 109.65%~157.68%, 见表 5。基质效

应大于 115%为基质增强效应, 牛奶基质对 7种兽药均表现

为基质增强效应。本研究采用液液萃取作为样品前处理方

法, 某些兽药的加标回收率大于 115%, 与同样使用液液萃

取的文献结果是一致的[7,30], 可能是基质中的脂类放大了

电喷雾电离程度, 导致基质增强效应。目前检测氮氨菲啶

的方法或者文献均没有报道其内标物质, 无法使用内标法

对 7 种兽药进行定量测试, 因此, 采用基质匹配标准曲线

可以确保分析结果的准确性和可靠性。 

2.7  稳定性 

为了评估基质匹配标准曲线适用的环境条件, 将添

加了 100 µg/L兽药标准品的基质溶液分别于–20、4、20 ℃
温度下放置 7 d, 以基质溶液放置 7 d 后的测试浓度相比

于初始浓度的相对偏差评估其稳定性, 结果见表 5。基质

溶液在–20 ℃和 4 ℃温度下放置 7 d 后析出大量白色沉淀, 
非常浑浊, 无法进行分析测试。基质溶液在 20 ℃下放置

7 d 后, 兽药的测试浓度相对偏差的绝对值远大于 5%, 
说明基质溶液在此温度下非常不稳定。因此, 为保证测

试结果的准确性, 基质匹配标准溶液应当现用现配。 

2.8  实际样品检测 

按照实验方法, 分别对产地为黑龙江、新疆、湖北、

河北、宁夏、河南的 9 份灭菌全脂牛奶样品进行检测, 结
果显示 7 种兽药均未在这 9 份牛奶样品中检出。 

 
表 5  7 种兽药在牛奶中的基质效应和牛奶基质溶液的稳定性 

Table 5  Matrix effects of 7 kinds of veterinary drugs in milk and stability of milk matrix solution 

兽药 基质效应/% 
20 ℃储存时牛奶基质溶液的稳定性 

初始值/(µg/L) 7 d 后测试值/(µg/L) 相对偏差/% 

环丙沙星 121.13~137.97 100 77.61 –22.39 

恩诺沙星 109.65~120.71 100 51.84 –48.16 

氧氟沙星 131.22~144.75 100 82.43 –17.57 

甲砜霉素 150.32~157.68 100 63.47 –36.53 

氯霉素 127.99~133.56 100 119.58 19.58 

氟苯尼考 139.59~150.58 100 73.38 –26.62 

氮氨菲啶 139.34~147.63 100 68.44 –31.56 

 
3  结  论 

本研究基于 UPLC-MS/MS 开发了一种同时检测牛奶

中氟喹诺酮类、酰胺醇类兽药和氮氨菲啶的分析方法。本

研究采用液液萃取法, 一次性完成 7 种兽药的萃取与净化, 
大幅简化了前处理操作。本研究中氟喹诺酮类兽药的

LODs 为 0.13~0.42 µg/kg, LOQs 为 0.42~1.40 µg/kg, 酰胺醇

类兽药的LODs为0.29~0.44 µg/kg, LOQs为0.98~1.46 µg/kg, 
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氮氨菲啶的 LOD 为 0.08 µg/kg, LOQ 为 0.28 µg/kg, 相比于

其他研究团队的方法, 本研究降低了氟喹诺酮类兽药和氮

氨菲啶的 LOD 与 LOQ。本研究也存在不足, 甲砜霉素在

低浓度水平的加标回收率较低, 氯霉素的检测灵敏度较低, 
需要在后续的工作中继续优化。 

综上, 本研究方法简便、高效、灵敏, 对开发牛奶中

多兽药残留的检测方法具有借鉴意义, 为检测动物制品中

更广泛的兽药残留提供参考依据。 
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