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高效液相色谱-串联质谱法检测婴幼儿辅食猪肉泥

原料中 38 种兽药残留 

杨  曦 1, 廖卢艳 1, 吴卫国 1*, 陈  弘 2 

(1. 湖南农业大学食品科学技术学院, 长沙  410128; 2. 湖南农业大学公共管理与法学学院, 长沙  410128) 

摘   要: 目的   建立一种高效液相色谱-串联质谱法(high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, HPLC-MS/MS)同时检测婴幼儿辅食猪肉泥原料中 38 种兽药(涵盖四环素类、磺胺类、喹诺酮类、

β-受体激动剂类及金刚烷胺、氯霉素、甲砜霉素等)残留的高通量分析方法。方法  样品经乙腈与乙二胺四乙

酸二钠(ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt, Na2EDTA)-Mcllvaine 缓冲溶液提取, Oasis PRiME HLB 固

相萃取柱净化, 40 ℃氮吹浓缩后, 以 0.2%甲酸水溶液复溶。采用 Phenomenex Kinetex®2.6 µm EVO C18 色谱柱

进行分离, 在安捷伦喷射流电喷雾离子源(Agilent Jet Stream electrospray ionization source, AJS ESI), 正/负离

子动态切换条件下执行多反应监测, 并通过空白基质匹配标准溶液法实现目标物定量分析。结果  10 种目标

物和 28种目标物分别在10~400 µg/L、10~500 µg/L质量浓度区间内线性响应良好, 所得相关系数(r)均不低于0.995; 

检出限为 0.03~1.47 µg/kg, 定量限为 0.10~4.90 µg/kg。在 5、10、20 µg/kg 3 个加标水平下进行回收率试验实验(n=6), 

平均回收率为 64.32%~111.66%, 相对标准偏差为 2.17%~10.70%, 所有结果均符合 GB/T 27404—2008《实验室质量

控制规范 食品理化检测》的相关技术要求。结论  该方法操作流程简便, 兼具高灵敏度、良好的准确度与精密

度, 可用于婴幼儿辅食猪肉泥原料中 38 种兽药残留的高通量筛查与确证。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous detection of 38 kinds of veterinary drug residues 

(including tetracyclines, sulfonamides, quinolones, β-agonists, amantadine, chloramphenicol, thiamphenicol, etc.) in 

raw pork puree for infant complementary foods by high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  Samples were extracted with acetonitrile and ethylenediaminetetraacetic 

acid disodium salt (Na2EDTA)–Mcllvaine buffer, cleaned-up on an Oasis PRiME HLB cartridge, concentrated to 

dryness under nitrogen at 40 °C and reconstituted in 0.2% formic acid. Chromatographic separation was performed 

on a Phenomenex Kinetex® 2.6 µm EVO C18 column, and the analysis was conducted using multiple reaction 

monitoring with dynamic polarity switching via an Agilent Jet Stream electrospray ionization source (AJS ESI), with 

quantification based on a matrix-matched calibration standard approach. Results  The 10 kinds of target compounds 

and 28 kinds of target compounds showed good linear responses in the concentration ranges of 10–400 µg/L and 

10–500 µg/L, respectively, and the correlation coefficients (r) of the obtained calibration curves were all no less than 

0.995. The limits of detection were determined to range from 0.03 to 1.47 µg/kg, with the limits of quantitation 

established between 0.10 and 4.90 µg/kg. At 3 spiked levels of 5, 10 and 20 µg/kg (n=6), the average recoveries 

ranged from 64.32% to 111.66% with relative standard deviations of 2.17%–10.70%, meeting the requirements 

specified in GB/T 27404—2008 Specifications for quality control in laboratories-Physical and chemical testing of 

food. Conclusion  This method offers straightforward operation, high sensitivity, good accuracy and precision, 

enabling high-throughput screening and confirmation of 38 kinds of veterinary drug residues in pork puree used as 

raw material for infant complementary foods. 

KEY WORDS: veterinary drug residue; high performance liquid chromatography–tandem mass spectrometry; infant 

complementary food; pork puree 
 
 

0  引  言 

中国营养学会《中国居民膳食指南(2022)》明确指出, 
6~23 月龄婴幼儿虽仍以母乳为重要营养来源, 但单纯母乳

已无法覆盖其快速生长所需的全部能量与微量营养素, 必
须及时引入高能量密度、高营养素密度的互补食物, 并优

先选择富含铁的泥糊状食品, 以逐步实现膳食多样化[1]。

在常见动物源性辅食基质中, 猪肉泥因能量密度高、铁、

锌及维生素 A 含量显著优于其他传统辅食, 已被国内外指

南列为优先推荐的铁强化载体[2]。然而, 生猪养殖环节为

防控疫病、促进生长与繁殖而普遍使用兽用药物[3], 可在

动物可食组织中形成原型药物、代谢产物或相关杂质残

留[4]。由于婴幼儿体重低、单位体重摄食量高、肝肾代谢

与排泄功能尚未成熟, 其对膳食中兽药残留(veterinary drug 
residues, VDRs)的暴露风险远高于成人, 属最敏感人群[5]。 

目前国内外重点监控的 VDRs 涵盖四环素类、磺胺

类、喹诺酮类、β-受体激动剂、氯霉素类、甲砜霉素、金

刚烷胺等多类药物。不规范用药或休药期不足均可导致上

述药物在猪肉中的残留, 进而对婴幼儿产生急性或慢性健

康危害[6]: β-受体激动剂可引起肌肉振颤、心跳过速甚至呼

吸衰竭[7–8]; 磺胺类、喹诺酮类长期低剂量暴露则可引发消

化、中枢神经及肝肾血液系统功能损伤, 并具有潜在致癌

风险[9–10]。鉴于残留药物种类多、化学结构差异大, 现行

国家标准与行业标准方法呈碎片化、单类或数类残留为主, 
缺乏针对猪肉等婴幼儿高频摄入基质的高通量同步检测方案, 
难以满足风险监测与预警需求。因此, 开发一种适用于婴幼

儿辅食猪肉泥原料中高通量、多残留检测方法尤为迫切。 
当前, 依据兽药化合物的理化性质与行业技术水平, 

主流的兽药多残留同步检测技术主要包括以下几类: 液相

色谱技术(liquid chromatography, LC)[11–12]、气相色谱技术

(gas chromatography, GC)[13–14]、液相色谱-质谱技术(liquid 
chromatography-mass spectrometry, LC-MS)[15–16]、气相色谱-
质 谱 技 术 (gas chromatography-mass spectrometry, 
GC-MS)[17]、毛细管电泳分离技术(capillary electrophoresis, 
CE)[18]和酶联免疫吸附测定法(enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)[19–20]等, LC-MS 兼具高灵敏度、高选择性、

分析速率快、高灵敏度、准确度好和高通量筛查优势等优

点而被广泛应用于多兽药残留的检验检测[21–22]。在样品前

处理环节, 常用的技术手段主要涵盖基于吸附剂净化的柱

萃取技术 [23–24] 、液 - 液萃取法 (liquid-liquid extraction, 
LLE)[25–26]、基质分散型固相净化技术(matrix solid-phase 
dispersion, MSPD)[27–28]以及 QuEChERS 为代表的快速分散

净化方法等 [29–30], 每一种方法各有侧重 , 其中 Oasis 
PRiME HLB 通过亲水-亲脂平衡与反相保留双机制, 可在

简化流程的同时有效去除磷脂与蛋白质, 提升净化效率与

回收率稳定性。本研究旨在建立一种基于高效液相色谱-
串 联 质 谱 法 (high performance liquid chromatography- 
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tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS), 用于检测婴幼

儿辅食猪肉泥原料中 38 种兽药残留的高通量筛查方法, 
通过优化提取溶剂并引入 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱, 
在简化前处理流程的同时有效降低了基质干扰, 提升了检

测效率与准确性, 从而完成对 38 种目标兽药残留的单次

进样定量筛查, 为婴幼儿辅食原料中多类兽药残留的同步

分析提供了可行且高效的技术方案。 

1  材料与方法   

1.1  材料与试剂 

猪肉泥实验样品来自长沙市食品药品检验所抽检样品。 
4 种四环素类混合标准物质、12 种磺胺类混合标准物

质、6 种喹诺酮类混合标准物质、13 种 β-受体激动剂类混

合标准物质、金刚烷胺标准物质、氯霉素标准物质、甲砜

霉素标准物质(质量浓度为 100 µg/L, 坛墨质检股份有限

公司); C18、N-丙基乙二胺(primary secondary amine, PSA)
填料、亲水亲油平衡(hydrophile-lipophile balance, HLB)
净化柱 [200 mg/6 mL, 问度色谱科技 (杭州 )有限公司 ]; 
Oasis PRiME HLB 固相萃取柱(60 mg/3 cc, 美国 Waters
公司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 德国默克股份两合公司); 甲
酸(色谱纯 , 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 氯化

钠、无水硫酸钠、无水硫酸镁、柠檬酸、无水磷酸氢二

钠、H3PO4、NaOH(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 
乙二胺四乙酸二钠(ethylenediaminetetraacetic acid disodium 
salt, Na2EDTA)(分析纯, 西陇科学股份有限公司); 0.22 μm
有机相尼龙针式滤器(上海安谱实验科技股份有限公司); 
所用水均为超纯水(25 ℃, 美国 Millipore 公司)。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 1290-6470型液相色谱三重四极杆质谱联用仪

(美国安捷伦科技有限公司); Phenomenex Kinetex®2.6 μm 
EVO C18 色 谱 柱 (100 mm×2.1 mm, 2.6 μm, 美 国

Phenomenex 公司); X1R 型高速冷冻离心机(美国赛默飞世

尔科技公司); TurboVap 型氮吹仪(广州牛顿光学研究院有

限公司); EDAA-HM-01 型振荡器(上海安谱实验科技有限

公司); IKA MS3 型涡旋仪(德国 IKA 公司); KQ5200DE 型

超声波清洗器(昆山超声仪器有限公司); Milli-Q 型超纯水

机(美国 Millipore 公司); Quintix124-1CN 型电子天平(精确度

0.0001 g, 德国赛多利斯公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶液的配制 
0.1 mol/L Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液(pH=4)的配

制: 首先分别配制 0.2 mol/L 柠檬酸溶液(21.01 g 定容至

500 mL)和 0.2 mol/L 磷酸氢二钠溶液(28.39 g 定容至

500 mL)。随后先将 500 mL 柠檬酸溶液与 312.5 mL 磷酸

氢二钠溶液混匀, 再加入 60.5 g Na2EDTA·2H2O 搅拌至

完全溶解。最后用 H3PO4 或 NaOH 调节 pH 至 4.0 左右。 
1%甲酸乙腈溶液: 用移液管准确量取 10 mL 甲酸入 1 L

容量瓶中, 使用乙腈定容至刻度, 振荡混匀备用。 
0.2%甲酸水溶液: 用移液管准确量取 2 mL 甲酸入 1 L

容量瓶中, 使用超纯水定容至刻度, 振荡混匀备用。 
甲醇:乙腈(1:1, V:V)配制: 准确量取 500 mL 甲醇和

500 mL 乙腈混匀。 
1.3.2  标准溶液的配制 

混合标准溶液的配制: 准确量取各混合标准溶液, 以
甲醇为溶剂稀释至 10 µg/L, 制得标准储备液; 再进一步稀

释至 1 µg/L, 得到标准工作液, 置于–18 ℃冷冻保存。 
基质标准溶液的配制: 空白猪肉样品经相应前处理

后, 采用氮吹法彻底去除残留有机溶剂及水分, 以 0.2%甲

酸水溶液复溶, 涡旋混匀, 并经 0.22 µm 微孔滤膜过滤, 制
得空白基质溶液。然后取混合标准工作液, 用所制空白基

质溶液按梯度稀释, 配制质量浓度为 10、50、100、200、
300、400、500 µg/L 的系列基质匹配标准曲线工作液。 
1.3.3  样品前处理 

准确称取 5.00 g 均质猪肉泥样品, 移入 50 mL 离心管

中 , 依 次 加 入 16 mL 乙 腈 和 4 mL 0.1 mol/L 
Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液(pH=4), 振荡 1 min, 再加入

1 g NaCl 与 4 g Na2SO4, 继续振荡 5 min。随后将离心管放

置于 0~4 ℃的冰水浴中超声处理 10 min, 再于高速冷冻离

心机中–4 ℃、10000 r/min 的条件下离心 6 min。取 5 mL
上清液经 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱进行净化, 收集全

部流出液, 于 40 ℃水浴中氮吹至近干。加入 0.2%甲酸水

溶液复溶, 并定容至 1 mL, 涡旋混匀 30 s。最后, 将所得

溶液经 0.22 μm 有机相尼龙针式滤器过滤, 转移至进样瓶

中, 待 HPLC-MS/MS 分析。 
1.3.4  液相色谱条件 

色谱柱: Phenomenex Kinetex®2.6 μm EVO C18 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 2.6 μm); 柱温: 35 ℃; 流速: 0.3 mL/min; 进
样量: 2 μL; 进样室温度: 4 ℃; 流动相A 为: 0.2%甲酸水; 流动

相B为: 甲醇:乙腈(1:1, V:V), 流动相梯度洗脱程序如表 1所示。 
 

表 1  流动相梯度洗脱程序 
Table 1  Elution program of mobile-phase gradient  

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0 90 10 

2.0 90 10 

4.0 5 95 

6.0 5 95 

6.5 90 10 

8.0 90 10 
 

1.3.5  质谱条件 
电离模式: 安捷伦喷射流电喷雾离子源(Agilent Jet 
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Stream electrospray ionization source, AJS ESI); 极性切换: 
正负离子同步; 采集策略: 多反应监测模式; 质谱参数如

表 2 所示。 
 

表 2  质谱离子源参数 
Table 2  Ion source parameters of mass spectrometry  

质谱参数 数值 
气相温度/℃ 300 

气流速/(L/min) 3.0  
雾化气压力/psi 15.1  
鞘气温度/℃ 125 

鞘气流速/(L/min) 3.0  
 

1.4  数据处理 

本研究全部质谱原始数据的定性、定量分析均在

Agilent MassHunter B.06.00 软件中完成, 所有检测数据均

基于 6 次独立重复实验的平均值; 后续数据整理与录入采

用 WPS Office Excel 2022, 数据计算环节由 MATLAB 
R2016a 实现, 统计图表则使用 Origin 2024 绘制。 

2  结果与分析 

2.1  质谱条件的优化 

将质量浓度为 500 µg/L 的多种兽药混合标准工作液

直接进样, 先进行全扫描确定母离子, 再优化碰撞能量获

得最佳子离子, 同步优化碎片电压, 使母离子传输效率最

大化, 最终获得 38 种兽药的最优子离子和母离子、碎片电

压、碰撞能量, 如表 3 所示, 作为后续 HPLC-MS/MS 定量

与确证的多反应监测模式采集参数。 

 
表 3  38 种兽药质谱参数 

Table 3  Mass spectrometry parameters of 38 kinds of veterinary drugs 

药物名称 
扫描 
模式 

母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

碎片 
电压/V 

碰撞 
能量/V

药物名称 
扫描 
模式 

母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

碎片 
电压/V 

碰撞 
能量/V

四环素 ESI+ 
445.2 427.2 125 13 

恩诺沙星 ESI+ 
360.0 342.1* 120 25 

445.2 410.2* 125 19 360.0 316.2 120 20 

金霉素 ESI+ 
479.2 444.2* 130 23 

氧氟沙星 ESI+ 
362.2 318.2* 95 20 

479.2 462.2 130 19 362.2 261.3 95 26 

土霉素 ESI+ 
461.2 426.2* 130 20 

沙拉沙星 ESI+ 
386.1 299.0 120 25 

461.2 443.2 130 13 386.1 342.1* 120 20 

多西环素 ESI+ 
445.1 428.2* 130 19 

克伦特罗 ESI+ 
277.1 203.0* 100 15 

445.1 410.2 130 24 277.1 259.1 100 10 

磺胺醋酰 ESI+ 
215.0 197.0* 95 12 

莱克多巴胺 ESI+ 
302.1 164.0* 100 15 

215.0 155.0 95 22 302.1 107.2 100 22 

磺胺吡啶 ESI+ 
250.1 155.8* 110 22 

氯丙那林 ESI+ 
214.1 154.0* 110 15 

250.1 184.0 110 15 214.1 169.0 110 10 

磺胺嘧啶 ESI+ 
251.1 156.1* 100 15 

马布特罗 ESI+ 
311.1 237.0* 110 15 

251.1 92.0 100 25 311.1 293.1 110 10 

磺胺甲恶唑 ESI+ 
254.0 155.7 100 15 

溴布特罗 ESI+ 
367.0 292.9* 120 20 

254.0 92.0* 100 25 367.0 348.9 120 10 

磺胺噻唑 ESI+ 
256.0 156.0* 100 10 

班布特罗 ESI+ 
368.2 294.1* 120 20 

256.0 108.0 100 21 368.2 72.1 120 25 

磺胺甲基 
嘧啶 

ESI+ 
265.0 156.0* 95 13 

克伦丙罗 ESI+ 
263.1 245.1 100 10 

265.0 92.0 95 30 263.1 203.0* 100 20 

磺胺二甲 
异恶唑 

ESI+ 
268.0 156.0* 92 15 

妥布特罗 ESI+ 
228.0 154.0* 110 15 

268.0 92.0 92 28 228.0 172.0 110 10 

苯甲酰磺胺 ESI+ 
277.0 132.0* 92 28 

利托君 ESI+ 
288.1 270.3* 110 10 

277.0 168.0 92 20 288.1 121.2 110 18 

磺胺二甲 
嘧啶 

ESI+ 
279.0 205.0* 92 18 

克仑塞罗 ESI+ 
319.2 203.1* 120 15 

279.0 132.0 92 25 319.2 168.1 120 35 

磺胺间甲氧 
嘧啶 

ESI+ 
281.1 92.0 105 30 

马喷特罗 ESI+ 
325.0 237.0* 110 15 

281.1 156.0* 105 15 325.0 217.0 110 25 
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表 3(续) 

药物名称 
扫描 
模式 

母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

碎片 
电压/V 

碰撞 
能量/V

药物名称 
扫描 
模式 

母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

碎片 
电压/V

碰撞 
能量/V

磺胺甲氧 
哒嗪 

ESI+ 
281.1 92.0 115 30 

克伦潘特 ESI+ 
291.0 203.0* 105 15 

281.1 156.0* 115 18 291.0 273.2 105 8 

磺胺氯哒嗪 ESI+ 
285.0 92.0 82 32 羟甲基克仑

特罗 
ESI+ 

293.0 203.0* 105 23 
285.0 156.0* 82 15 293.0 132.1 105 38 

诺氟沙星 ESI+ 
320.0 302.1* 120 20 

金刚烷胺 ESI+ 
152.1 135.0* 85 20 

320.0 276.2 120 18 152.1 151.9 85 10 

环丙沙星 ESI+ 
332.1 314.0* 120 20 

氯霉素 ESI– 
321.0 152.1* 100 18 

332.1 230.9 120 35 321.0 257.2 100 10 

洛美沙星 ESI+ 
352.2 265.2* 95 25 

甲砜霉素 ESI– 
354.0 289.9* 110 10 

352.2 308.1 95 15 354.0 185.1 110 15 

注: *表示定量离子。 
 

2.2  提取溶剂的优化 

乙腈因兼具高效提取与蛋白沉淀优势而被广泛使用[31–32], 
但对化学性质跨度大的 6 类兽药难以兼顾。四环素类需水基

Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液(pH=4)抑制金属螯合[33]。本研究

在乙腈基础上对比评估了 3 种提取溶剂体系对 6 类目标兽

药的提取效率, 具体包括: 20 mL 1%甲酸乙腈溶液、16 mL
乙腈与 4 mL 0.1 mol/L Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液的混合体

系(4:1, V:V), 以及 16 mL 1%甲酸乙腈溶液与 4 mL 0.1 mol/L 
Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液组成的复合提取液(4:1, V:V)。结

果表明(图 1), 乙腈搭配 Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶对磺胺

类药物、四环素类药物、β-受体激动剂类及其他类(金刚烷

胺、氯霉素、甲砜霉素)都有较好的提取效果, 平均回收率

在 67%~92%之间。单独使用 1%甲酸乙腈作萃取试剂时, 
肌肉组织中的蛋白质更易抱团, 分散肌肉组织抱团明显的

情 况 下 , 不 易 分 散 提 取 。 在 有 0.1 mol/L 

Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液(pH=4)的情况下, 1%甲酸乙

腈的加入让溶液的酸性增强, 虽可借助羧基/酮羰基与金属

离子螯合促进喹诺酮溶解, 提高其回收率, 却导致两性磺胺

类药物溶解度下降和回收率降低[34]; 同时观察到溶液呈粉

红色, 推测是吸收到色素, 会竞争吸附剂位点, 降低净化材

料对脂质的去除能力沉积于离子源/色谱柱, 导致信号漂移、

灵敏度下降。乙腈-Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液(4:1, V:V)的比

例, 是基于溶剂强度与缓冲容量的平衡: 80%乙腈确保蛋白

沉淀和多数药物提取效率, 20%缓冲液提供充足EDTA和稳

定 pH 环境以保障四环素类回收, 同时避免了甲酸引入导致

的过酸问题及色素干扰。基于上述比较, 本研究选定 16 mL
乙腈与 4 mL 0.1 mol/L Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液的混合体

系(4:1, V:V)作为提取试剂。 

2.3  净化方式的优化 

在多残留分析的前处理环节中, 净化步骤直接影响

后续定量的准确性与高通量适应性。本研究系统比较了固

相萃取与 QuEChERS 两种主流净化策略: 固相萃取方面, 

选取 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱与传统 HLB 小柱; 
QuEChERS 方面, 设计两套吸附剂组合: (1) C18 100 mg+无
水硫酸镁 300 mg; (2) C18 100 mg+PSA 100 mg+无水硫酸

镁 300 mg, C18 用于去除脂肪等非极性干扰物, PSA 用于吸

附脂肪酸、糖类等极性杂质, 无水硫酸镁用于除水。通过

两种组合的对比, 旨在评估单一脱脂与综合净化对磺胺类

药物、喹诺酮类药物、四环素类药物、其他类(金刚烷胺、

氯霉素、甲砜霉素)的基质效应影响与回收表现。实验结果

表明(图 2), Oasis PRiME HLB 固相萃取柱对所有目标物均

呈现优异净化效果, 平均回收率 82.0%~92.3%, 且无需活

化/平衡, 提取液可直接上样, 实现了前处理流程的显著加

速, 以满足大批量样品的快速筛查需求。传统 HLB 小柱回

收率与Oasis PRiME HLB固相萃取柱相当, 但需预先活化, 
操作烦琐, 通量受限。QuEChERS 体系中, 引入 PSA 后磺

胺类药物因强吸附作用回收率急剧下降; 单独使用 C18 时, 
四环素类回收率显著偏低, 无法满足多残留定量要求。 

 

 
 

图 1  3 种提取溶剂对各类药物添加回收率的影响(n=6) 
Fig.1  Effects of 3 kinds of extraction solvents on the recovery rates 

of various drug classes (n=6) 
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图 2  3 种净化方式对各类药物添加回收率的影响(n=6) 
Fig.2  Effects of 3 kinds of purification methods on the recovery 

rates of various drug classes (n=6) 
 

Oasis PRiME HLB 固相萃取柱基于新型反相保留机制, 可
高效去除动物源性组织中的蛋白质、脂肪及磷脂等内源干

扰物, 近年来已在食品基质净化领域获得广泛验证[35–36]。

综合考虑回收率、重现性、通量及操作便捷性, 本研究最

终确定以 Oasis PRiME HLB固相萃取柱作为多残留样品净

化的标准化方案。 

2.4  基质效应 

猪肉基质中包含碳水化合物、蛋白质、脂肪及维生素

等多种成分, 如果在样品前处理阶段净化不彻底, 或在操

作中引入了其他外来杂质, 将会显著干扰目标分析物在电

喷雾离子源中的离子化过程, 导致其信号被抑制或增强, 
从而影响检测结果的准确度。这一现象即为基质效应

(matrix effect, ME), 具体可分为基质抑制效应和基质增强

效应。本研究采用公式(1)对空白猪肉样品经过 3 种不同净

化方式处理后的 ME 强弱进行评估。 
ME/%=[(空白基质匹配标准曲线的斜率/纯溶剂标准

曲线的斜率) –1]×100%            (1) 
一般认为, |ME|≤20%为弱 ME, 表明待测物受基质影

响较小, 通常可忽略不计。20%<|ME|≤50%为中等 ME, 当
ME<–50%或 ME>50%时, 则分别对应强基质抑制或强基

质增强效应。 
结果如表 4 所示, 使用 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱

处理的样品中, 29 种兽药均呈现弱 ME。这得益于该填料具

有“反相+亲水”双保留机制, 可针对性地保留目标兽药分

子, 同时高效去除磷脂、蛋白质、糖类等极性干扰物, 去
除率可达 99%。但仍有少数兽药呈现强 ME 和中等 ME, 其
原因主要归结为两方面: (1)化合物特性所致, 如部分药物

含活性基团易与金属离子螯合、两性化合物受 pH 影响电

离状态、极性药物易与基质发生氢键或静电作用; (2)净化

柱对某些药物的选择性不足 ,  如空间位阻较小的药 

表 4  3 种净化方式在空白猪肉基质中的 MEs 
Table 4  MEs of 3 kinds of cleanup methods in blank pork matrix 

药物名称 C18/% HLB/% Oasis PRiME 
HLB/% 

四环素 56.9 50.6 7.6 
金霉素 32.6 31.0 12.2 
土霉素 11.6 23.1 –2.9 

多西环素 –32.2 –12.9 –57.1 
磺胺醋酰 –32.3 –28.4 –3.1 
磺胺吡啶 –36.5 –37.9 –10.6 
磺胺嘧啶 –53.7 –12.1 –30.9 

磺胺甲恶唑 26.6 –33.7 –29.5 
磺胺噻唑 –35.5 –37.6 3.5 

磺胺甲基嘧啶 –37.4 –39.4 –2.0 
磺胺二甲异恶唑 –50.9 –56.1 –1.1 

苯甲酰磺胺 –9.1 –4.7 1.7 
磺胺二甲嘧啶 –10.6 –7.3 –4.8 

磺胺间甲氧嘧啶 –39.7 –29.5 –11.4 
磺胺甲氧哒嗪 –34.6 –13.7 –3.0 
磺胺氯哒嗪 –22.9 –11.2 –14.7 
诺氟沙星 –25.5 –34.3 5.9 
环丙沙星 –40.5 53.8 –9.5 
洛美沙星 –23.6 16.2 –9.3 
恩诺沙星 56.4 –31.8 25.9 
氧氟沙星 26.8 26.4 5.5 
沙拉沙星 –33.3 –22.5 –1.0 
克伦特罗 –8.9 –7.4 –1.0 

莱克多巴胺 –9.4 –8.5 –3.0 
氯丙那林 –9.3 –4.8 –2.2 
马布特罗 –14.7 –14.8 –2.9 
溴布特罗 –13.4 –26.3 –26.9 
班布特罗 –21.5 –18.5 –3.8 
克伦丙罗 –12.4 –6.5 –32.7 
妥布特罗 –7.4 –4.4 –2.2 
利托君 –11.8 –9.7 –53.6 

克仑塞罗 –58.7 –12.4 –6.9 
马喷特罗 –14.0 –23.1 –9.6 
克伦潘特 –8.1 9.4 –5.0 

羟甲基克仑特罗 –14.8 –13.3 –2.8 
金刚烷胺 –18.8 –16.8 –23.8 
氯霉素 –51.1 –30.6 –21.8 

甲砜霉素 –30.0 –20.0 –8.0 
 

物易与填料发生非特异性吸附, 或填料对强螯合性、高极

性化合物的保留与净化能力有限。相比之下, 传统 HLB 小

柱虽同样基于亲水-亲脂平衡原理, 但对磷脂等极性杂质

的去除能力有限, 且在洗脱过程中容易将干扰物共洗脱下

来, 导致 15 种兽药仍表现出较明显的中等 ME。而采用无

水硫酸镁结合 C18 的净化方式, 主要依靠物理吸附和弱极

性相互作用去除杂质, 几乎无法有效去除蛋白质、磷脂等

极性干扰物, 因此分别有 6 种和 17 种兽药出现强及中等水

平的 ME。综上所述, 采用 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱

进行净化, 相较于其他净化方式, 能更有效地降低 ME 对
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检测结果的影响。 

2.5  方法学验证 
2.5.1  线性范围、检出限及定量限 

在本方法优化的仪器条件下, 通过分析以阴性猪肉

泥基质配制的标准溶液, 对 38 种兽药进行了定量研究。采

用线性回归, 建立目标物定量离子峰面积-质量浓度的校

准曲线, 结果如表 5 所示: 10 种目标物和 28 种目标物分别

在 10~400 µg/L、10~500 µg/L 的浓度区间内, 所有化合物

均表现出优异的线性响应, 其线性相关系数(r)全部达到 0.995

以上。此外, 根据特征离子色谱峰的信噪比(S/N)确定了检测能

力: 当S/N≥3时, 对应的LODs范围为0.03~1.47 µg/kg; 当S/N
≥10 时, 对应的 LOQs 范围为 0.10~4.90 µg/kg。 
2.5.2  方法精密度与准确度 

在阴性猪肉泥样品中添加适量标准工作液 , 制备

低(5 µg/kg)、中(10 µg/kg)、高(20 µg/kg) 3 个浓度水平的基质

加标样品, 每个浓度平行测定 6 次, 经前处理后, 进行上机检

测分析, 计算平均回收率及精密度, 以相对标准偏差(relative 
standard deviations, RSDs)表示。结果如表 6 所示: 38 种兽药在 

 

表 5  38 种兽药在猪肉泥基质中的线性方程、相关系数及 LODs 与 LOQs 
Table 5  Linear equations, correlation coefficients, LODs and LOQs of the 38 kinds of veterinary drugs in the pork puree matrix 

药物名称 线性范围/(µg/L) 线性回归方程 相关系数(r) LODs/(µg/kg) LOQs/(µg/kg)
四环素 10~400 Y=311.867039X+884.862847 0.9996 0.11 0.38 
金霉素 10~400 Y=101.518345X+ 179.647463 0.9994 1.47 4.90  
土霉素 10~400 Y=216.616192X+978.402241 0.9991 0.07 0.25 

多西环素 10~400 Y=607.257778X+2044.589081 0.9991 0.36 1.19 
磺胺醋酰 10~500 Y=83.535354X+164.378635 0.9981 0.10  0.35 
磺胺吡啶 10~500 Y=482.205850X–2324.058696 0.9992 0.06 0.21 
磺胺嘧啶 10~500 Y=475.526215X–1454.244168 0.9998 0.09 0.30  

磺胺甲恶唑 10~500 Y=179.693558X+200.693411 0.9993 0.03 0.11 
磺胺噻唑 10~500 Y=609.494628X–3741.546915 0.9994 0.07 0.24 

磺胺甲基嘧啶 10~500 Y=700.595658X–2985.987711 0.9998 0.04 0.15 
磺胺二甲异恶唑 10~500 Y=492.043020X–48.048306 0.9997 0.12 0.40  

苯甲酰磺胺 10~500 Y=279.486879X–1376.727450 0.9995 0.22 0.74 
磺胺二甲嘧啶 10~500 Y=573.948976X–1614.628516 0.9992 0.20  0.66 

磺胺间甲氧嘧啶 10~500 Y=729.250785X–1529.042416 0.9996 0.07 0.24 
磺胺甲氧哒嗪 10~500 Y=269.699942X–4915.835102 0.9982 0.03 0.12 
磺胺氯哒嗪 10~500 Y=193.239558X–602.310547 0.9995 0.03 0.10  
诺氟沙星 10~400 Y=250.194015X+478.461795 0.9996 0.32 1.08 
环丙沙星 10~400 Y=168.268657X–1874.966870 0.9959 1.06 3.52 
洛美沙星 10~400 Y=491.812119X+1389.299882 0.9994 0.17 0.56 
恩诺沙星 10~400 Y=631.785667X–4307.530087 0.9990  0.17 0.55 
氧氟沙星 10~400 Y=705.467607X–1873.089227 0.9998 0.05 0.19 
沙拉沙星 10~400 Y=425.904923X+1619.206197 0.9979 0.29 0.98 
克伦特罗 10~500 Y=878.655560X–3265.198888 0.9998 0.06 0.21 

莱克多巴胺 10~500 Y=769.452392X–2758.520954 0.9997 0.05 0.18 
氯丙那林 10~500 Y=484.047140X–1457.550691 0.9995 0.21 0.70  
马布特罗 10~500 Y=380.935122X–2498.540415 0.9996 0.27 0.90  
溴布特罗 10~500 Y=573.498156X–2196.400493 0.9982 0.13 0.42 
班布特罗 10~500 Y=687.507646X–6187.170705 0.9954 0.15 0.49 
克伦丙罗 10~500 Y=650.692435X–940.434378 0.9995 0.40  1.33 
妥布特罗 10~500 Y=1193.048545X–1016.386708 0.9994 0.12 0.39 
利托君 10~500 Y=935.710202X–2849.911568 0.9998 0.22 0.73 

克仑塞罗 10~500 Y=247.997606X–1119.182591 0.9992 0.13 0.43 
马喷特罗 10~500 Y=1344.428588X–6340.274930 0.9998 0.11 0.37 
克伦潘特 10~500 Y=934.465259X–1735.834150 0.9990  0.38 1.26 

羟甲基克仑特罗 10–500 Y=615.233192X–2730.368387 0.9996 0.22 0.75 
金刚烷胺 10~500 Y=1921.434709X–5271.442018 0.9998 0.37 1.22 
氯霉素 10~500 Y=23.699660X+467.851836 0.9988 0.15 0.49 

甲砜霉素 10~500 Y=13.120908X+249.423543 0.9980  0.07 0.32 

注: 检出限(limits of detection, LODs); 定量限(limits of quantitation, LOQs)。 
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表 6  猪肉泥中 38 种兽药的加标回收率及 RSDs (%, n=6) 
Table 6  Spiked recovery rates and RSDs for 38 kinds of veterinary drugs in pork puree (%, n=6) 

药物名称 
加标 5 µg/kg 加标 10 µg/kg 加标 20 µg/kg 

回收率 RSDs 回收率 RSDs 回收率 RSDs 
四环素 87.67 7.67 75.17 5.08 67.21 2.17 
金霉素 95.33 9.18 85.33 4.64 83.17 5.00 
土霉素 83.17 9.83 84.50 4.38 82.33 3.49 

多西环素 90.33 6.73 88.33 8.07 86.17 3.93 
磺胺醋酰 72.50 7.93 78.50 9.35 88.83 5.71 
磺胺吡啶 87.67 7.76 94.33 4.78 89.50 4.63 
磺胺嘧啶 81.33 5.56 76.16 6.73 95.50 7.37 

磺胺甲恶唑 100.83 4.20 94.33 5.17 90.67 5.82 
磺胺噻唑 86.50 5.79 90.00 9.77 71.67 6.76 

磺胺甲基嘧啶 84.50 7.45 101.83 3.69 103.83 6.95 
磺胺二甲异恶唑 91.33 5.67 99.67 3.63 96.83 4.09 

苯甲酰磺胺 91.16 9.73 84.17 4.77 90.50 6.64 
磺胺二甲嘧啶 90.67 8.91 97.50 3.52 92.00 8.13 

磺胺间甲氧嘧啶 89.83 8.52 98.67 4.10 89.83 8.33 
磺胺甲氧哒嗪 108.00 6.84 91.33 6.46 87.30 8.85 
磺胺氯哒嗪 90.67 9.31 86.50 4.71 95.17 6.41 
诺氟沙星 91.50 7.42 89.33 3.92 88.15 5.71 
环丙沙星 91.17 9.06 81.00 3.34 89.67 7.50 
洛美沙星 90.67 9.95 83.50 4.18 91.18 10.03 
恩诺沙星 90.33 10.28 80.00 5.05 91.83 6.68 
氧氟沙星 88.00 9.64 76.67 5.44 72.00 7.76 
沙拉沙星 89.67 5.54 75.50 8.59 94.67 5.98 
克伦特罗 69.67 6.15 92.67 8.37 89.17 3.97 

莱克多巴胺 89.33 7.22 79.00 8.99 79.50 8.28 
氯丙那林 81.33 3.21 104.83 5.81 86.67 4.42 
马布特罗 64.32 7.52 77.50 6.53 78.73 6.15 
溴布特罗 85.50 9.18 84.50 7.91 105.50 5.88 
班布特罗 105.72 4.28 91.33 5.75 98.83 4.74 
克伦丙罗 76.67 9.73 92.00 5.80 92.00 3.39 
妥布特罗 85.83 5.24 90.17 10.70 99.50 5.47 
利托君 85.00 7.92 84.33 6.42 90.22 7.26 

克仑塞罗 77.83 6.00 66.17 10.06 81.50 4.42 
马喷特罗 82.17 4.86 89.31 8.63 111.66 3.37 
克伦潘特 77.67 4.31 89.83 7.23 76.00 2.48 

羟甲基克仑特罗 83.50 3.01 83.33 7.48 85.67 6.16 
金刚烷胺 69.00 6.19 74.67 9.44 96.33 9.29 
氯霉素 104.67 5.11 88.00 5.84 90.00 8.42 

甲砜霉素 97.83 7.65 96.00 3.83 83.67 3.95 

 
低、中、高加标水平下的回收率分别为 64.32%~108.00%、

66.17%~104.83%和 67.21%~111.66%, 对应 RSDs 分别为

3.01%~10.28%、3.34%~10.70%和 2.17%~10.03%。各浓度水

平下, 38 种药物的加标回收率均满足 GB/T 27404—2008《实

验室质量控制规范 食品理化检测》相关要求。 

2.6  方法的实际运用 

为验证本方法在实际样品中的适用性, 对长沙市食

品药品检验所抽查的 14 份猪肉泥样品进行了检测。结果表

明: 1 份样品检出多西环素, 残留量为 5.16 µg/kg; 1 份样品

检出磺胺嘧啶, 残留量为 3.14 µg/kg; 另有 2 份样品检出磺

胺醋酰, 残留量分别为 3.62 µg/kg 和 4.01 µg/kg, 其余样品

均未检出目标药物。上述残留量均低于 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

多西环素在猪的肌肉中的最大残留限量为 100 µg/kg 及

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》中规定磺胺类合成抗菌药在猪的肌肉中的最

大残留限量为 100 µg/kg, 未发现残留量超标样品(表 7)。 
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表 7  实际样品中 38 种兽药残留量检出结果 
Table 7  Detection results of 38 kinds of veterinary drug residues 

in actual samples  

样本编号 
检出药物 

名称 
检出浓度
/(μg/kg) 

最大残留限量
/(µg/kg) 

是否超标

样品 3 多西环素 5.16 100 否 

样品 7 磺胺嘧啶 3.14 100 否 

样品 9 磺胺醋酰 3.62 100 否 

样品 12 磺胺醋酰 4.01 100 否 
 

3  结  论 

本研究通过优化前处理过程中的提取溶剂与净化方式, 
有效缩短了样品制备时间, 并基于 HPLC-MS/MS, 建立了

一种可对 38 种兽药残留实现准确定性与定量分析的方法。

方法学验证实验表明, 在 5、10、20 µg/kg 3 个浓度水平下, 
平均回收率为 64.32%~111.66%, RSDs 为 2.17%~10.70%, 符
合 GB/T 27404—2008 的要求。实际样品检测结果显示, 该
方法能够有效应用于市售猪肉样品的多类别兽药残留筛查

与定量分析, 并且具有前处理简便、灵敏度高、准确性与重

复性好等优点。在净化策略上, 本研究采用的 Oasis PRiME 
HLB 固相萃取柱无需重复提取, 收集多次提取液, 与现有

研究采用 Captiva EMR-Lipid 固相萃取柱相比[37], 前处理

操作过程更为简捷高效。在检测通量方面, 尽管有研究采

用 QuEChERS 结合液相色谱-四极杆飞行时间质谱法的方

法在婴幼儿辅食中实现了数百种污染物的筛查[38], 但其主

要依赖高分辨质谱, 仪器普及率相对较低, 且侧重于广谱

筛查而非准确定量。本方法基于常规 HPLC-MS/MS 平台, 
在保证检测通量和灵敏度的同时, 具有良好的普适性和推

广价值, 且具备良好的灵敏度与重复性, 适用于市售婴幼

儿辅食猪肉泥原料的日常质量监控与安全风险评估, 能为

相关监管提供可靠技术支撑。然而, 本方法也存在一定局

限, 个别化合物(如多西环素)仍受强基质抑制影响, 且未

涵盖所有潜在新型兽药及其代谢产物; 个别化合物回收率

偏低(处于可接受范围下限), 其定量结果的可靠性需进一

步验证, 或可作为未来方法优化的重点方向。未来研究还

可进一步拓展检测化合物种类, 优化以完全消除强极性化

合物的 ME, 并探索该方法在其他复杂婴幼儿辅食基质中

的适用性与标准化, 以构建更全面的风险监测体系。 
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