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　　摘要：为建立以液相色谱－串联质谱检测羊肉中伊维菌素的残留方法，所采用的主要仪器参数为：安捷伦１２００－
６４１０液质联用仪，ＥＳＩ电离源，干燥气温度２５０℃；安捷伦ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ８柱；流动相为乙腈－含０．１％甲酸的

１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水溶液（体积比为９０∶１０），流速０．２ｍＬ／ｍｉｎ。样品使用乙腈提取，使用碱性氧化铝固相萃取小柱
净化，在１０、２０、４０μｇ／ｋｇ的添加水平下，羊肌肉组织中伊维菌素的添加回收率为 ８７％、８７％、８９％，变异系数为
４０１％、３．４８％、１．１４％，方法的定量限为０．５μｇ／ｋｇ，该方法可用于检测羊肌肉组织中的伊维菌素的药物残留。
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　　阿维菌素类（ＡＶＭｓ）药物是由阿维链霉菌产生的一组高
效、广谱、安全的大环内酯类抗寄生虫药，国内外广泛应用于

包括猪、牛、羊等家畜在内的食品动物中，其中使用最广泛的

是伊维菌素［１］。伊维菌素是一种具有神经毒性的化合物，其

脂溶性较强，在动物组织中残留时间较长。当伊维菌素残留

过量时，可能会给食品安全带来隐患。欧盟、美国和中国等都

设定了最高残留限量（ＭＲＬｓ），欧盟伊维菌素的最高限量标
准是１５μｇ／ｋｇ，美国和中国是２０μｇ／ｋｇ［２－５］。羊肉营养价值
高，纤维细嫩，其所含的主要氨基酸的种类和数量能完全满足

人体的需要［６］。因此，随着社会经济的发展，人们出于饮食

营养和健康的考虑，肉食类食品结构也逐渐从快速生产的鸡

肉、猪肉转向味美、质优、安全、保健的羊肉，根据国家肉羊产

业技术研发中心调查，我国已是羊肉生产和消费大国，羊肉生

产已成为我国畜牧业发展的支柱产业［７］。目前，国内针对伊

维菌素的检测方法主要是参照国标ＧＢ／Ｔ２１３２０—２００７《动物
源食品中阿维菌素类药物残留量的测定》和 ＳＮ／Ｔ１９７３—
２００７《进出口食品中阿维菌素残留量的检测方法》，并没有专
门针对羊组织中伊维菌素残留检测的国家标准，所以对羊组

织中伊维菌素残留的检测方法进行研究很有必要。本研究应

用液相色谱－串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ），成功建立了羊
肉与羊肝组织中伊维菌素残留的检测方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
安捷伦１２００－６４１０液质联用仪，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司生产；

高速匀浆机，江苏省金坛市荣华仪器公司生产；ＫＬ５１２型氮吹
仪，北京康林科技有限责任公司生产；湘仪离心机，湘仪公司

生产；涡旋振荡器（ＨｅｒｏｓＢＩＯ，ＲＳ－２Ｓｈａｋｅｒ）；针筒式微孔滤
膜过滤器（０．２２μｍ、有机系），天津津腾试验设备有限公司生
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产；乙腈、甲酸和乙酸铵均为色谱纯，美国Ｆｉｓｈｅｒ公司生产；无
水硫酸钠为分析纯（６５０℃灼烧４ｈ生产）；试验用水为屈臣
氏纯净水；固相萃取ＳＰＥ柱为碱性氧化铝小柱，美国 Ｓｅｐａｘ公
司生产；９９．５％伊维菌素标准品，中国食品药品检定研究院提
供生产；９６．０％内标物多拉菌素（德国 ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍ
ｂＨ）。
１．２　方法
１．２．１　标准溶液的配制
１．２．１．１　标准储备液的制备　分别准确称取１０ｍｇ伊维菌
素和多拉菌素标准品用乙腈溶解并稀释，分别配制成

１００μｇ／ｍＬ的标准储备液，置于－２０℃冰箱中避光保存。
１．２．１．２　标准中间溶液的制备　分别准确吸取１ｍＬ伊维菌
素和多拉菌素的标准储备液至１００ｍＬ容量瓶中，用乙腈稀释
至刻度混匀即得１μｇ／ｍＬ的混合标准中间溶液，于４℃贮藏
备用。

１．２．１．３　系列标准工作溶液的制备　用乙腈溶液逐级稀释
上述伊维菌素混合标准中间液，配制成浓度不等的系列标准

工作溶液，现用现配。

１．２．１．４　基质匹配标准溶液的制备　分别准确量取系列标
准工作溶液，依次加入到空白羊肉经提取、净化及浓缩后的样

品中，涡旋３０ｓ，制得基质匹配的系列标准溶液。
１．２．２　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ条件
１．２．２．１　质谱条件　电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模式，动
态多反应监测（ｄｙｎａｍｉｃＭＲＭ）方式采集，毛细管电压４ｋＶ，
碰撞气（Ｎ２）流速１０Ｌ／ｍｉｎ，雾化器压力２０６．８５ｋＰａ，去溶剂
气温度２００℃。伊维菌素与多拉菌素的质谱参数见表１，质
谱结果见图１。

１．２．２．２　色谱条件　分析柱为安捷伦ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓ

表１　多反应监测母离子、子离子、碎裂电压和碰撞能量

分析物
母离子的

ｍ／ｚ
碎裂电压

（Ｖ）
子离子的

ｍ／ｚ
碰撞能量

（Ｖ）
保留时间

（ｍｉｎ）

伊维菌素 ８９２．５ １４０ １１３／３０７ ５２／２４ ６．１
多拉菌素 ９１６．５ １３５ ３３１／５９３．３ １６／１０ ４．７

　　注：为定量子离子。

Ｃ８柱；流动相 Ａ为乙腈，流动相 Ｂ为含 ０．１％甲酸的
１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水溶液；流速０．２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温２５℃；进样
量５μＬ。
１．２．３　样品的前处理
１．２．３．１　提取　称取剪碎混匀的新鲜组织 ２．０ｇ，置于
５０ｍＬ离心管中，加 ８ｍＬ乙腈，高速匀浆 １ｍｉｎ，涡旋振荡
２ｍｉｎ，超声 ５ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液至
５０ｍＬ离心管。另取１支５０ｍＬ离心管加入８ｍＬ乙腈，洗涤
匀质刀头１０ｓ，洗涤液移入前１支离心管中，用玻璃棒捣碎残
渣，涡旋振荡２ｍｉｎ，超声５ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，合并
上清液，待净化。

１．２．３．２　净化　在碱性氧化铝小柱上平铺２ｇ无水硫酸钠，
使用１０ｍＬ乙腈活化，取上述提取液过碱性氧化铝小柱，控制
流速１．０～２ｍＬ／ｍｉｎ，之后用３ｍＬ乙腈淋洗，收集全部流出
液，于５０℃水浴氮吹至干，用１．０ｍＬ流动相溶解残渣，加入
５０μＬ１μｇ／ｍＬ多拉菌素内标液，过０．２２μｍ有机微孔滤膜
后，供ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定。

２　结果与分析

２．１　特异性
从图２可以看出，按以上方法处理羊肌肉空白样品，空白

样品在多拉菌素和伊维菌素出峰处无干扰，方法选择性好。

２．２　基质匹配标准曲线的绘制
参照国标ＧＢ／Ｔ２１３２０—２００７《动物源食品中阿维菌素药

物残留量的测定》，为补偿基质效应，本试验用空白样品提取

液配制标准。吸取标准贮备液，用空白样品提取液稀释成１、
５、２０、４０、８０、２５０、５００ｎｇ／ｍＬ基质匹配标准溶液，按以上所述
仪器条件进行测定。以基质标准溶液浓度（ｅ）为横坐标，伊
维菌素特征子离子ｍ／ｚ为３０７的色谱峰面积与多拉菌素特征
子离子ｍ／ｚ为５９３．３的色谱峰面积的比（Ｉ）为纵坐标，用最小
二乘法进行线性回归得到标准曲线（表２）。
２．３　添加回收率试验

选取不含伊维菌素本底的羊肉组织样品，进行不同浓度
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表２　基质匹配的标准曲线及相关系数

分析物
ρ

（ｎｇ／ｍＬ） 标准曲线 相关系数
检测限

（μｇ／ｋｇ）
定量限

（μｇ／ｋｇ）

伊维菌素 １～５００ ｙ＝０．０７０９ｘ＋０．１８１９０．９９９５ ０．３ ０．５

的伊维菌素加标回收试验，添加水平为１０、２０、４０μｇ／ｋｇ等３
个浓度，按以上条件进行分析，得到添加回收率（表３）。

表３　伊维菌素在羊肌肉中的加标回收率与相对标准偏差

添加浓度

（μｇ／ｋｇ）
回收率（％）

重复１ 重复２ 重复３ 重复４ 重复５
ＲＳＤ
（％）

１０ ８４ ８２ ８９ ８９ ８９ ４．０１
２０ ８９ ８８ ８７ ９０ ９０ ３．４８
４０ ８５ ８３ ８７ ８７ ９０ １．１４

　　注：ｎ＝５。

２．４　方法检出限
计算空白组织样品的噪音与对应保留值处的峰面积的比

值，以１０倍信噪比（Ｓ／Ｎ＞１０）所对应的待测物浓度为最低定
量限，确定本方法定量限为 ０．５μｇ／ｋｇ。以 ３倍信噪比
（Ｓ／Ｎ＞３）所对应的待测物浓度为检出限，确定本方法检出
限为０．３μｇ／ｋｇ。　

３　结论与讨论

３．１　质谱条件的选择
由于质谱检测时较灵敏，各种因素对检测结果影响较大，

本试验选用多拉菌素作为内标物，提高检测的准确性。本试

验在 ＥＳＩ源正模式下对伊维菌素与多拉菌素标准溶液
（１ｍｇ／Ｌ）进行全扫描，得到伊维菌素与多拉菌素的［Ｍ＋
ＮＨ４］

＋母离子峰，在流动相中加入甲酸以增强待测物的离子

化，加入乙酸铵用来促进［Ｍ＋ＮＨ４］
＋峰的形成。以该分子离

子峰对离子源参数进行优化，使仪器灵敏度达到最高。再对

该离子进行二级质谱全扫描，选取二级质谱中没有干扰、信号

相对较强的２个特征碎片离子，与其母离子组成２对离子对，
对该药物进行定性和定量分析。ＥＳＩ离子源为软电离方式，
伊维菌素在ＥＳＩ离子源内通常与 Ｈ＋、Ｎａ＋、ＮＨ＋４ 等结合而形
成准分子离子峰，其中，［Ｍ＋Ｎａ］＋离子结构稳定，若对其进
行二级质谱裂解，不易得到碎片离子，且 Ｈ＋、ＮＨ＋４ 等可竞相
与目标分子结合，从而引起［Ｍ＋Ｎａ］＋离子丰度极不稳定［８］。

本试验结果显示，离子源去溶剂气体温度对阿维菌素类药物

的离子加合物形态有较大的影响。当去溶剂气温度低于

２５０℃ 时，离子加合物主要以［Ｍ＋ＮＨ４］
＋形式存在；当去溶

剂气温度高于２５０℃时，［Ｍ＋Ｎａ］＋峰的比例迅速升高，当达
到３５０℃时，伊维菌素基本以［Ｍ＋Ｎａ］＋峰的形式存在。
３．２　色谱条件的选择与优化

由于伊维菌素是一种相对分子质量较高的弱极性化合

物，所以选用反相高效液相色谱进行分离较合适［９］。本试验

对Ｃ８色谱柱进行观察，结果表明，伊维菌素在Ｃ８柱上保留相
对较强，能完全与杂质分离。由于干燥气温较低，流速越小，

其气化越好，所以选定０．２ｍＬ／ｍｉｎ为理想流速。在流动相中
加入１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵可有效促进［Ｍ＋ＮＨ４］

＋母离子的形

成，同时在流动相中加入０．１％甲酸可有效增强待测物的离
子化，最终选择乙腈 ∶缓冲液（０．１％乙酸 ＋１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸
铵）＝９０∶１０为流动相。
３．３　提取条件与净化条件的选择

伊维菌素是一种脂溶性化合物，参考国内外相关文献资

以及ＧＢ／Ｔ２１３２０—２００７《动物源食品中阿维菌素类药物残留
量的测定》和ＳＮ／Ｔ１９７３—２００７《进出口食品中阿维菌素残留
量的检测方法》，伊维菌素的提取选用乙腈作为提取溶剂，亦

是如此。乙腈本身对样品中的糖、脂肪和蛋白质的溶解性较

小，对蛋白质又有沉淀作用，且乙腈与水可以任意比例混溶，

很容易渗透到组织内部，提取效率高，所以试验选用乙腈作为

提取溶剂［１０］。实验室较常用的净化方法有液 －液萃取法和
固相萃取法。碱性氧化铝柱对脂肪以及组织内的内源性因子

的去除效果很好，操作简便，而且回收率也高，既保证了试验

的准确性，又缩短了分析时间，可以满足方法要求，因此，本试

验确定用碱性氧化铝柱净化。

本试验建立了一种超高效液相色谱－质谱法检测羊肉组
织中伊维菌素残留量的方法。该法专属性强，灵敏度高，简便

准确，准确度、精密度均达到了兽药残留检测的要求，所以适

用于羊肉组织中伊维菌素的测定。
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