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　　摘要：为建立ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ同时检测鸡肉中伊维菌素、阿维菌素、多拉菌素、乙酰氨基阿维菌素残留量的方法，
样品以５０％的乙腈制备组织匀浆液，匀浆液中添加对照药物后采用乙腈沉淀蛋白法，高速离心，用含０．１％甲酸的超
纯水作为水相，含０．１％甲酸的乙腈作为有机相，以０．５ｍＬ／ｍｉｎ流速梯度洗脱，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ电喷雾电源（ＥＳＩ），正离
子多反应监测（ＭＲＭ）模式下进行检测。结果显示，４种药物标准工作曲线在２０～５０００ｎｇ／ｇ的范围内线性良好，ｒ２为
０．９９４４～０．９９８６，最低检测限均为４ｎｇ／ｇ，最低定量限为２０ｎｇ／ｇ。在添加量为５０、５００、４０００ｎｇ／ｇ时平均回收率为
９２．８９％～９４．６８％，ＲＳＤ为１．２６％～１．９４％。故该方法快速、简易可行，能满足鸡肉中阿维菌素类药物残留检测要求。
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　　随着我国社会经济和生活水平的提高，食品安全问题引
起了全社会的广泛重视，采取有效的检测手段对动物源食品

中药物残留问题进行风险预警及监督控制是保障人们“舌尖

上”安全的重要举措。阿维菌素类药物（ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎｓ，ＡＶＭｓ）
是由链霉素产生的一组类似于大环内酯类药物的物质，由于

有杀虫活性强［１－２］、杀虫谱广的特点，成为现代农牧业上用量

最大的抗寄生虫药物［３］。目前，已商品化的主要品种有阿维

菌素（ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎ，ＡＶＭ）、伊维菌素（ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ，ＩＶＭ）、多拉菌
素（ｄｏｍｍｅｃｔｉｎ，ＤＯＲ）、埃普菌素（ｅｐｒｉｎｏｍｅｃｔｉｎ，ＥＰＲ）、莫西丁
克（ｍｏｘ－ｉｄｅｃｔｉｎ，ＭＯＸ）和塞拉菌素（ｓｅｌａｍｅｃｔｉｎ，ＳＥＭ）［４］。虽
然，阿维菌素类药物的作用剂量较小（ｎｇ／ｋｇ级），但是此类药
物的脂溶性较高，而且具有神经毒性和发育毒素，在体内残留

时间较长，因此按照世界卫生组织（ＷＨＯ）５级分类标准，仍
将其列为高毒化合物［５］。几乎每个国家都有食品中ＡＶＭｓ残

留限量（ＭＲＬ）的规定，欧盟（ＥＵ）、美国（ＵＳ）、联合国食品法
典委员会（ＣＡＣ）和我国都制定了阿维菌素类药品在哺乳动
物体内的农药最高残留限量（ＭＲＬ），欧盟为１５μｇ／ｋｇ、美国
为２０μｇ／ｋｇ、联合国食品法典委员会和许多国家对该类化合
物的残留限量为１０μｇ／ｋｇ［６－７］。　

阿维菌素类药物相对分子量较大，气化困难，且尚无可行

的气相色谱分析方法。目前，检测方法主要有免疫亲和色谱

技术（ＩＡＣ）、酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）、液相色谱法（ＨＰＬＣ）
等。免疫亲和色谱技术需要选择合适的抗体固定方式，在洗

脱待测抗原时应保证固定的抗体不被解离下来，试验成本较

昂贵；酶联免疫吸附法的最低检测限较低，可以满足阿维菌素

类药物残留的检测，但是免疫分析检测具有一定的盲目性，以

及抗体依赖于国外进口等因素的影响，使酶联免疫法的广泛

应用受到限制；ＨＰＬＣ技术是阿维菌素类较为常用的药物分
析技术，其中ＨＰＬＣ－ＤＡＤ检测法灵敏度低，无法精确检测残
留量；ＨＰＬＣ－ＦＬＤ光检测法是国内目前使用最广泛的阿维菌
素类药物残留的检测方法［７］，但是样品前处理复杂，需要进

行衍生化，花费较高。近年来，ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法在国内外屡
见报道，此法将超高效液相色谱的高速、高分离度与质谱的高
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选择性、高灵敏度相结合，无需对样品进行衍生化处理，可同时

测定多个目标物，具有高选择性、高灵敏度、高通量的优势。本

试验样品采用蛋白沉淀法前处理，建立ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法同时
测定鸡肉中伊维菌素、阿维菌素、多拉菌素、乙酰氨基阿维菌素

多残留的检测方法，方法简单、操作性强，可满足国内外对动物

源食品中阿维菌素类药物残留的定性、定量检测要求。

１　材料与方法

１．１　药物与试剂
伊维菌素对照品（批号：ｋ０１９１４０６）、阿维菌素对照品（批

号：ｋ０３６１５０５）、多拉菌素对照品（批号：ｋ０４６１４１１）、乙酰氨基
阿维菌素对照品（批号：ｋ０４７１４１１）均购自中国兽医药品监察
所；伊维菌素原料药、乙酰氨基阿维菌素原料药，河北威远动

物药业有限公司；阿维菌素粉（２％），江苏中牧倍康药业有限
公司；多拉菌素原料药，江苏凌云药业有限公司；乙腈，色谱

纯，ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），色谱纯，国药
集团化学试剂有限公司；甲酸，色谱纯，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。
１．２　仪器与设备

超高液相色谱仪（日本岛津超高液相 ＬＣ－３０ＡＤ系列）；
ＡＰＩ４０００Ｑ－ｔｒａｐ三重四级杆／离子阱质谱仪包含电喷雾电离
源（ＥＳＩ源）（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司）；ＣＴＣＰＡＬ自动进
样器（ＣＴＣＡｎａｌｙｔｉｃｓ，ＡＧ，瑞士）；ＦＡ２５型高速匀浆机（Ｆｌｕｋｏ
公司）。

１．３　试验动物及处理
雏鸡，购自江苏泰州某孵化场，选择无抗饲料饲养至３０

日龄。分为２组，一组给以伊维菌素、阿维菌素、多拉菌素、乙
酰氨基阿维菌素粉，均按照说明书剂量拌料给药，连用３ｄ；另
一组为对照组，不给以任何药物。分别在给药后３ｄ，剖杀，取
各组肌肉，－２０℃保存，备用。
１．４　方法
１．４．１　系列标准工作溶液的配制　精确称取伊维菌素、阿维
菌素、多拉菌素、乙酰氨基阿维菌素对照品适量，分别置于

２０ｍＬ的容量瓶中，用ＤＭＳＯ溶解并定容，超声促溶，并充分
摇匀，配制成１ｍｇ／ｍＬ标准储备液。用移液枪各取１００μＬ于
６００μＬ乙腈中，配制成１００μｇ／ｍＬ的混合工作液。用乙腈梯
度稀释至１０．００、５．００、２．００、０．５０、０．２０、０．０８、０．０４μｇ／ｍＬ的
混合系列标准工作溶液。

１．４．２　空白肌肉匀浆液　称取一定量的鸡空白肌肉样品，剪
碎，加入５倍体积的５０％乙腈，样品置于冰浴上，用高速匀浆
机进行匀浆处理，得均一的匀浆液。

１．４．３　标准工作曲线的前处理　取５μＬ系列标准工作液
（１０．００、５．００、２．００、０．５０、０．２０、０．０８、０．０４μｇ／ｍＬ）加入
５０μＬ的空白肌肉匀浆液中，涡旋３０ｓ，加入１５０μＬ乙腈溶
液，涡旋振荡 ３ｍｉｎ，使蛋白充分沉淀，于 ４℃的离心机中
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取１５０μＬ上清加入１５０μＬ超纯水
中，混合均匀后，待进样。

标准 曲 线 的 系 列 浓 度 为 ４、８、２０、５０、２００、５００、
１０００ｎｇ／ｍＬ；肌肉匀浆为５倍体积匀浆液，故在肌肉中的定
量范围为２０、４０、１００、２５０、１０００、２５００、５０００ｎｇ／ｇ。
１．４．４　给药鸡肌肉样品前处理　取给药肌肉匀浆液５０μＬ，
加入５μＬ乙腈，以与空白添加样品（即标准曲线）的基质保

持一致，加入１５０μＬ乙腈溶液，涡旋振荡３ｍｉｎ，于４℃的离
心机中１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取１５０μＬ上清加入１５０μＬ
超纯水中，混合均匀后，待进样。

１．４．５　液相色谱串联质谱条件　ＵＰＬＣ色谱条件：色谱柱为
ｗａｔｅｒｓＸＴｅｒｒａＣ１８（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，ＩＤ５μｍ）；流动相 Ａ：
０１％甲酸的超纯水；流动相 Ｂ：０．１％甲酸的乙腈；流速：
０．５ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积：１０μＬ；梯度洗脱条件见表１。

表１　梯度洗脱条件

步骤
时间

（ｍｉｎ）
流动相体积配比（％）
Ａ相 Ｂ相

１ ０．００ ７０．０ ３０．０
２ ２．００ ７０．０ ３０．０
３ ２．１０ ５．０ ９５．０
４ ５．５０ ５．０ ９５．０
５ ５．６０ ７０．０ ３０．０
６ ７．６０ ７０．０ ３０．０

　　质谱条件：电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模式，扫描方式：
多反应监测（ＭＲＭ）。质谱离子源参数：ＣＵＲ：２０．００，ＣＡＤ：６、
ＩＳ：５５００．００，ＴＥＭ：５００．００，ＧＳ１：５０．００，ＧＳ２：６０．００，ｉｈｅ：ＯＮ。
４种化合物质谱参数见表２。质谱采集与分析软件：Ａｎａｌｙｓｔ
１．４．２。　

表２　４种化合物质谱参数

化合物 ｍ／ｚ：ＭＳ／ＭＳＴｒａｎｓｉｔｉｏｎ ＤＰ ＣＥ ＥＰ ＣＸＰ
伊维菌素 ８９７．８／７５３．９ １７６ ５９ １０ １３
伊维菌素 ８９７．８／３２９．１ １８９ ７１ １０ １０
阿维菌素 ８９５．８／７５１．９ １４３ ５８ １０ ２６
阿维菌素 ８９５．８／４４９．３ １２７ ６２ １０ １５
多拉菌素 ９２１．８／７７７．６ １７３ ５９ １０ ９
多拉菌素 ９２１．８／３５３．５ １８９ ７２ １０ ９
乙酰氨基阿维菌素 ｍ／ｚ９３６．８／４９０．６ １６６ ７２ １０ １６
乙酰氨基阿维菌素 ｍ／ｚ９３６．８／３５２．２ １８６ ７５ １０ １０

１．４．６　添加回收率　在空白鸡肉中，分别添加 ５０、５００、
４０００ｎｇ／ｇ３个质量分数水平的伊维菌素、阿维菌素、多拉菌
素、乙酰氨基阿维菌素对照品，每个质量浓度水平做３个平行
试验，计算４种物质的加标回收率和相对标准偏差（ＲＳＤ）。

２　结果与分析

２．１　质谱条件的优化
伊维菌素中Ｂ１ａ含量高，其准确分子量为８７４．５；阿维菌

素中Ｂ１ａ含量高其准确分子量为８７２．５；多拉菌素中 Ｂ１ｂ含
量高，其准确分子量为８９８．５；乙酰氨基阿维菌素中的 Ｂ１ａ的
含量高，其准确分子量为９１３．５。

预先配制１００、５００、１０００ｎｇ／ｍＬ的３个质量浓度的伊维
菌素、阿维菌素、多拉菌素以及乙酰氨基阿维菌素的标准溶液

以流动注射的方式在正离子模式下进行一级质谱母离子全扫

描，分子离子 ｍ／ｚ分别为 ８９７．８、８９５．８、９２１．８、９３６．８，均为
［＋Ｎａ＋］的分子离子峰，其中５００ｎｇ／ｍＬ的分子离子响应在
１０６计数／ｓ附近，即为最佳优化浓度，故以５００ｎｇ／ｍＬ的浓度
在正离子模式下进行自动优化确定最高以及次高响应的二级

离子ｍ／ｚ以及相应ＤＰ、ＣＥ、ＣＸＰ３个参数，具体见表２。最终
优化ＥＳＩ源的碰撞电压、离子化温度、气帘气等参数。本研究
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中为保证４个化合物在同样的分析条件下，信号接近，在最终
定量分析时伊维菌素、阿维菌素、多拉菌素、乙酰氨基阿维菌

素选用的离子对分别为８９７．８／７５３．９、８９５．８／７５１．９、９２１．８／
７７７．６、９３６．８／４９０．６。
２．２　色谱条件的优化

伊维菌素、阿维菌素、多拉菌素、乙酰氨基阿维菌素属于

弱极性化合物，极易溶解于甲醇、乙腈，故此方法的建立选用

反相色谱柱。本研究以含 ０．１％甲酸的超纯水作为水相，
０．１％ 甲酸能促进分子的电离，大大增强检测信号的强度；以
乙腈作为有机相，随着有机相比例的提高，目标物保留时间缩短，

但色谱峰比较宽，灵敏度会随之降低，若提高流速则保留时间太

短分离效果比较差，故最终选择梯度洗脱，以相对高的流速低比

例的有机相作为起始流动相，既能在合适的时间内将４个化合物
很好地分离，同时又提高了分析效率以及检测的灵敏度。

２．３　样品的提取

在动物组织样品中，阿维菌素类药物提取的常用溶剂为

乙腈、甲醇、丙酮、甲苯和乙酸乙酯等。本试验使用较为简单

的乙腈蛋白沉淀法，过程提取回收率约９５％，符合要求，且步
骤简单，能大大提高样品前处理的效率。

２．４　方法的线性范围、定量限和检测限
按“１．４．３”方法处理标准工作曲线，进样１０μＬ，在本方

法所确定的试验条件下，利用Ａｎａｌｙｓｔ１．４．２软件进行数据的
采集与分析。以质量分数为横坐标 ｘ、峰面积为纵坐标 ｙ进
行线性回归，权重因子为１／ｘ２，测定２０ｎｇ／ｇ加标空白样品４
种药物定量离子信噪比，并用外推法计算最低检出限，结果表

明４种阿维菌素类药物残留在２０～５０００ｎｇ／ｇ的范围内呈较
好的线性关系（图１至图４），得到４种药品的线性方程、相关
系数、线性范围、检出限、定量限（表３）。定量下限的信噪比
分别为１５．５、２６．０、１８．５、１９．０，参见图５至图８，符合信噪比
（ＲＳ／Ｎ）＞１０作为定量下限的要求。

２．５　添加回收率
４种药物在５０、５００、４０００μｇ／ｇ添加水平下，平均回收率

在９２．８９％～９４．６８％之间，ＲＳＤ在１．２６％ ～１．９４％之间，说
明本方法可以满足鸡肉中同时检测伊维菌素、阿维菌素、多拉
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表３　４种阿维菌素类药物的标准曲线回归方程、相关
系数、检出限及定量限

药物 回归方程
相关系数

（ｒ）
检出限

（ｎｇ／ｇ）
定量限

（ｎｇ／ｇ）
伊维菌素 ｙ＝３９３ｘ＋２．２５×１０３ ０．９９８６ ４ ２０
阿维菌素 ｙ＝４４１ｘ＋２．２８×１０３ ０．９９８６ ４ ２０
多拉菌素 ｙ＝３７６ｘ＋４．４９×１０３ ０．９９４４ ４ ２０
乙酰氨基阿维菌素 ｙ＝１８５ｘ＋４．０２ ０．９９８０ ４ ２０

菌素和乙酰氨基阿维菌素的要求，方法回收率和相对标准偏

差见表４。
２．６　给药动物肌肉中药物浓度的测定

给药样品经处理后进样，利用Ａｎａｌｙｓｔ１．４．２软件计算得
到鸡肉样品中伊维菌素、阿维菌素、多拉菌素、乙酰氨基阿维

菌素的平均质量分数分别为１２６、１０５、１３４、１４１ｎｇ／ｇ（图９）。

３　结论

有关鸡肉中阿维菌素类药物残留检测报道很少，但在其

他有关动物组织中阿维菌素类药物残留检测方法报道很多，

如李欣等采用ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ建立牛肝中阿维菌素类药物的
多残留检测方法，以乙腈提取、氮气吹干、疏水的甲基丙烯酸

丁酯－乙二醇二甲基丙烯酸酯整体柱作为固相萃取介质，其
平均回收率在７７．４％～９８．４％［８］，而本法仅取０．２～０．５ｇ样
品，经５０％乙腈高速匀浆后，取５０μＬ匀浆样品，加入５μＬ乙
腈离心去蛋白，无需脱脂和固相萃取等操作，且无需氮吹浓

缩。本方法操作简单，出峰时间在４～５ｍｉｎ，分析快速，且方
法的最低检测限低于联合国食品法典委员会（ＣＡＣ）和我国

对该类化合物的残留限量１０ｎｇ／ｇ。本研究建立的 ＵＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ检测禽肉中伊维菌素、阿维菌素、多拉菌素、乙酰氨基
阿维菌素残留检测方法回收率、准确率高，能完全满足禽肉中

阿维菌素类药物的残留检测与确证的需要。
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表４　伊维菌素、阿维菌素、多拉菌素、乙酰氨基阿维菌素的加标回收率

添加药物
加标质量分数

（ｎｇ／ｇ）
加标回收

率（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

伊维菌素 ５０ ９３．３３ ９３．３７ １．９４
５００ ９５．７２
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