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摘要
本应用简报重点介绍了一种 10 分钟的分析方法，用于精确定量猪肉和牛奶中 12 种
受法规监管的兽药化合物。该方法将 Agilent 1260 Infinity II Prime 液相色谱仪与
配备 ESI 离子源的 Agilent  Ultivo 三重四极杆液质联用系统结合使用。根据全球
法规的规定，本方法选择用于评估的 12 种兽药化合物最大残留限量 (MRL) 高达 
1000 µg/kg，需要进行分析的浓度高达 MRL 的 5 倍。Ultivo 的直观设计和易维护性
使该系统非常适合用于上述兽药的高通量检测。选择猪肉糜和牛奶代表脂肪和水含
量较高的多种基质。该方法超出了全球法规规定的灵敏度要求，该方法中所有兽药
化合物均具表现出高精度 (RSD% < 14%)。

猪肉和牛奶中的兽药检测
使用配备标准 ESI 离子源的 Ultivo LC/TQ

图 1. 配备 ESI 离子源的 Agilent Ultivo LC/TQ
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前言
兽药主要用于预防牲畜疾病和寄生虫，促
进生长。畜牧业中兽药使用不当会导致
这些药物在动物组织和其他动物源性食品
（如牛奶或鸡蛋）中积聚。鉴于世界各地
对人食用畜牧产品中存在兽药的关注，
AOAC 工作组近期对大量兽药化合物提出
了标准方法性能要求 (SMPR)，其中包括
根据美国[1]、Codex[2]、中国[3] 和加拿大[4] 
法规的肉类和牛奶中兽药残留的检测限。
检测限要求规定为 MRL 的一半，始终将
各监管机构中的最低 MRL 选为默认值。

该方法中包括的 12 种兽药代表一组兽
药，其在牛奶和肉类中的  MRL 相对较
高。每种兽药化合物都有目标检测浓
度，定义为化合物 MRL 的 1/2。12 种
研究化合物的目标检测浓度范围为牛奶
中 22.5–100 µg/kg，肉中 50–500 µg/kg 
（表 1）。配备标准 ESI 离子源的 Ultivo 三
重四极杆液质联用系统是用于这类测量的
理想系统。

本应用简报展示将 1260 Infinity II Prime 
液相色谱系统和配备 ESI 离子源的 Ultivo 
LC/TQ 联用，对猪肉和牛奶中 12 种受监
管兽药化合物进行精确定量。Ultivo-ESI 
具有与 Ultivo 系统相媲美的出色性能。

实验部分

试剂与化学品
使用的所有试剂均为 HPLC 或 LC/MS 级。
乙腈和甲醇购自 Honeywell (Morristown, 
NJ ,  USA)，超纯水产自配有  LC-Pak 
Polisher 和 0.22 µm 膜式终端过滤器滤
芯的 Milli-Q Integral 水纯化系统 (EMD 
Millipore, Billerica, MA, USA)。甲酸购自 
Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ, USA)，
氟化铵（固体粉末）购自 Aldrich (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)，配制 
5 mol/L 储备液。兽药标准品购自 Sigma-
Aldrich。 

样品前处理
新鲜的 2% 巴氏杀菌有机牛奶和无抗生素
猪肉（80% 瘦肉，20% 肥肉）购自当地
商店。将 2 g 猪肉或牛奶样品在 50 mL 聚
丙烯试管中称重，冷冻待分析。猪肉样
品前处理步骤摘自 Zhao等[5] 之前评估的
方法。本方法进一步对牛奶萃取进行了
改进，总结于图 2 中。使用 Heidolph Hei-
MIX Multi Reax 系统对样品进行涡旋混
合。使用 Agilent Captiva EMR-Lipid 过滤
柱，6 mL，600 mg（部件号 5190-1004） 
进行猪肉萃取液的最终净化。Captiva 
EMR-Lipid 过滤柱可高效并选择性去除
脂质，同时具有出色的疏水性分析物回 
收率。 

表 1. 牛奶和肉类中 12 种兽药的目标检测浓度

化合物
牛奶目标检测浓度 

(µg/kg)
肉类目标检测浓度 

(µg/kg)

头孢噻呋 50 500

金霉素 50 50

克罗散泰 22.5 500

双氢链霉素 62.5 250

三氮脒 75 250

芬苯达唑 50 50

林可霉素 75 50

新生霉素 25 500

土霉素 50 50

螺旋霉素 100 100

链霉素 62.5 250

四环素 50 50
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仪器
Agilent 1260 Infinity II Prime 液相色谱仪 

• 1260 Infinity II Prime 全能泵 (G7104C) 

• 1260 Infinity II Multisampler，配备
冷却装置 (G7167A) 

• 1260 Infinity II 高容量柱温箱 (G7116A)

Agilent Ultivo 三重四极杆液质联用系统 

• 电喷雾离子源 (G1948B)

方法
表 2 总结了 1260 Infinity II Prime 液相色
谱条件，表 3 总结了 Ultivo 离子源和仪器
参数。表 4 显示了目标化合物的优化 MS 
参数。动态多反应监测 (dMRM) 用于数
据收集。MassHunter 定量分析软件 B.09 
具有 Quant-My-Way 功能，用于加速和简
化数据分析和审查过程。

图 2. 猪肉和牛奶中兽药的样品前处理流程

表 2. Agilent 1260 Infinity II Prime 液相色谱仪参数

色谱柱 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C8, 2.1 × 100 mm, 2.7 µm（部件号 695775-906）

柱温 40 °C

色谱柱反压检测范围 170–370 bar

进样量 4 µL

流动相
A) 0.2% 甲酸水溶液 
B) 0.5 mmol/L 氟化铵甲醇溶液

流速 0.350 mL/min

梯度

时间 (min) %B 
0 2 
1.5 2 
2.5 70 
5.0 100 
7.0 100 
7.1 2 
9.0 2

停止时间 9.0 min

后运行时间 1.0 min

牛奶

加入 400 µL 0.5 mol/L EDTA 溶液

称取 2 g 牛奶置于 50 mL 
离心管中

移取上清液至 LC 样品瓶中

以 4500 rpm 的转速离心 5 分钟

在涡旋振荡仪上振摇 5 分钟 

添加 7.6 mL 含 2% 甲酸和 
2% DMSO 的乙腈溶液 

在涡旋振荡仪上振摇 5 分钟 

称取 2 g 猪肉置于 50 mL 
离心管中

添加 2 mL 0.1 mol/L EDTA 溶液，
然后将两粒陶瓷均质子加入猪肉中

在涡旋振荡仪上振摇 5 分钟

以 4500 rpm 离心 5 分钟，
然后转移上清液 

添加 8 mL 含 2% 甲酸和 
2% DMSO 的乙腈溶液

在涡旋振荡仪上振摇 5 分钟 

以 4500 rpm 离心 5 分钟，
然后转移上清液 

猪肉

将上清液在 15 mL 
离心管中混合

在涡旋振荡仪上
振摇上清液 5 分钟

移取洗脱液至 LC 样品瓶中

以 4500 rpm 的转速
离心上清液 5 分钟

移取 5 mL 上清液至 Captiva EMR-Lipid 
过滤柱，进行重力洗脱，收集洗脱液

加入 1.25 mL 80:20 乙腈水溶液，
然后施加温和真空直至过滤柱中无液体

表 3. Ultivo 离子源和质谱分析仪参数

气体温度 325 °C

气体流速 8 L/min

雾化器压力 40 psi

毛细管电压 2000 V (+)

循环时间 500 ms
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实验设计
在萃取流程后对猪肉和牛奶进行加标（后
加标），用于灵敏度、精度和线性研究。
对于回收率评估，将猪肉和牛奶在萃取前
加标至兽药储备液（预加标），并与后加
标猪肉和牛奶萃取物进行比较，以便在分
析后进行回收率 (%) 计算。 

结果与讨论

方法灵敏度和精度
所有兽药均可在 1/2 MRL 下准确定量，
大多数兽药可在 1/10 MRL 下进行定量，
后者是本研究中检测的最低浓度。图  3 
显示了猪肉萃取液中目标检测浓度下所有
分析物的出色信号响应。兽药在最低检测
浓度下也表现了出色的精度，所有化合物
的 RSD% 均低于 14%，每种化合物采用
最低检测浓度，如表  5 所示。最低检测
浓度下的准确定量是指六次重复进样中
四次精度达到 80%–120%，且定量离子
和定性离子的信噪比 (S/N) 大于 10。多
种兽药化合物在 1/10 MRL 下具有极强的
信号响应，表明定量限远低于 1/10 MRL
（图 4 中包括一些示例）。

表 4. 动态 MRM 模式下兽药检测的优化离子对

化合物
母离子 
 (m/z)

子离子 
(m/z)

RT  
(min)

RT 窗口  
(min)

碎裂电压  
(V)

CE  
(V) 极性

双氢链霉素 584.3 204 0.67 0.89 100 44 正离子

双氢链霉素 584.3 200 0.67 0.89 100 32 正离子

链霉素 599.3 582.3 0.67 0.69 160 12 正离子

链霉素 599.3 263 0.67 0.69 160 32 正离子

三氮脒 282.2 254.1 4.5 0.77 90 0 正离子

三氮脒 282.2 118.9 4.5 0.77 90 12 正离子

林可霉素 407.2 126 4.78 1.1 150 28 正离子

林可霉素 407.2 82.2 4.78 1.1 150 80 正离子

四环素 445.2 427.1 4.86 0.81 130 4 正离子

四环素 445.2 410.1 4.86 0.81 130 8 正离子

土霉素 461.2 443.1 4.88 1.05 130 0 正离子

土霉素 461.2 426 4.88 1.05 130 12 正离子

螺旋霉素 422.2 100.9 5 0.93 70 20 正离子

螺旋霉素 422.2 83 5 0.93 70 20 正离子

金霉素 479.1 444.1 5.09 1.1 140 12 正离子

金霉素 479.1 260.1 5.09 1.1 140 60 正离子

头孢噻呋 524 241 5.21 0.97 140 8 正离子

头孢噻呋 524 124.9 5.21 0.97 140 68 正离子

芬苯达唑 300.1 268.1 5.98 1.05 140 16 正离子

芬苯达唑 300.1 159 5.98 1.05 140 36 正离子

新生霉素 613.2 133.1 6.6 0.85 120 68 正离子

新生霉素 613.2 132.5 6.6 0.85 120 72 正离子

克罗散泰 662.9 264 7.29 0.8 180 28 正离子

克罗散泰 662.9 194.1 7.29 0.8 180 80 正离子
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图 3. 以目标检测浓度 (1/2 MRL) 加标至猪肉萃取液中的兽药分析物色谱图

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

1.3

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2 2.4 2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6 3.8 4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 6.2 6.4 6.6 6.8 7.0 7.2 7.4 7.6

0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0
5.5
6.0
6.5
7.0

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

双氢链霉素

链霉素

芬苯达唑

克罗散泰

新生霉素

林可霉素

三氮脒
头孢噻呋

金霉素

土霉素

四环素

螺旋霉素

× 104

× 101

采集时间 (min)

计
数

表 5. 猪肉和牛奶萃取物中所有兽药的最低检测浓度和精度。所有兽药化合物均可在目标检测浓度 (1/2 MRL) 或低于目
标检测浓度下得到准确定量

化合物

牛奶 猪肉

最低检测浓度 (µg/kg) RSD% (n = 6) 最低检测浓度 (µg/kg) RSD% (n = 6)

链霉素 1/2 MRL 62.5 13.74 1/5 MRL 100 6.92

双氢链霉素 1/2 MRL 62.5 7.76 1/5 MRL 100 6.52

三氮脒 1/10 MRL 15 5.79 1/10 MRL 50 3.74

林可霉素 1/10 MRL 15 2.02 1/10 MRL 10 0.83

四环素 1/10 MRL 10 3.26 1/10 MRL 10 3.48

土霉素 1/10 MRL 10 4.16 1/10 MRL 10 3.60

螺旋霉素 1/10 MRL 20 4.34 1/10 MRL 20 5.39

金霉素 1/10 MRL 10 3.38 1/10 MRL 10 3.46

头孢噻呋 1/10 MRL 10 11.56 1/10 MRL 100 2.22

芬苯达唑 1/10 MRL 10 1.10 1/10 MRL 10 1.26

新生霉素 1/5 MRL 10 10.93 1/10 MRL 100 4.13

克罗散泰 1/10 MRL 4.5 4.75 1/10 MRL 100 3.60
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方法线性
所有兽药均显示出良好的线性（采用 
1/x 加权），所有校准曲线的 R2 值均大

于 0.98。所有分析物的校准浓度范围为 
1/10 MRL 至 5 倍 MRL。图 5 显示了一些
校准曲线示例。 

牛奶中的土霉素
1/10 MRL & 10 µg/kg
峰面积：3095
S/N：2354

牛奶中的林可霉素
1/10 MRL & 15 µg/kg
峰面积：12237
S/N：787

猪肉中的克罗散泰
1/10 MRL & 100 µg/kg
峰面积：4920
S/N：878

猪肉中的芬苯达唑
1/10 MRL & 15 µg/kg
峰面积：15068
S/N：114

+ MRM (662.9 & 264.0)

7.0 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 7.6
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图 4. 选择在 1/10 MRL 下具有极强信号响应的兽药化合物，表明定量限远低于 1/10 MRL 

图 5. 选择以浓度范围 1/10 MRL 至 5 倍 MRL 加标至猪肉和牛奶基质的兽药校准曲线 
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方法回收率
所有兽药的回收率均在牛奶和猪肉的三
个浓度下进行评估：1/2 MRL、MRL 和 
2 倍 MRL。在回收率研究中对每个加标
浓度进行六次重复评估。对于 10 种化

合物，两种基质中各浓度下的回收率在 
60%–120% 之间（图 6）。使用这种萃取
方法，二氢链霉素和链霉素的回收率较
差，但可在加标后基质中目标检测浓度 
(1/2 MRL) 或低于目标检测浓度下检出。

对于这两种亲水性很强的化合物，可以使
用其他萃取方法，但该分析方法适用于筛
查。为进行准确定量，应使用内标来校正
萃取过程中上述两种化合物的损失。

图 6. 1/2 MRL、MRL 和 2 倍 MRL 加标浓度下的牛奶 (A) 和猪肉 (B) 中兽药的回收率。误差线指示六次重复测定中得到的标准偏差。不包括二氢链霉素和链霉素
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结论
使用配备 ESI 离子源的 Ultivo 三重四极杆
液质联用系统超出了全球监管机构针对肉
类和牛奶中兽药规定的 MRL 要求，具有
出色的精度。Captiva EMR-Lipid 过滤柱
为脂肪含量高的猪肉基质提供了足够的额
外净化，有助于提高方法灵敏度。1260 
Infinity II Prime 液相色谱系统对于本方法
观察到的低反压而言，是完美的分离工
具。在能够放宽灵敏度要求的应用中，配
备 ESI 离子源的 Ultivo 配置是十分合适的
选择。
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