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　　摘要：液相色谱－高分辨质谱（ＬＣ－ＨＲＭＳ）具有高分辨率、高通量、高精确度等优势，在动物源农产品的兽药残留
检测研究中显示出极大的潜力。本文综述了２０１４—２０１８年ＬＣ－ＨＲＭＳ检测动物源农产品中兽药残留的应用研究进
展。其中，ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法和有机溶剂提取法是常用的兽药残留提取方法，提取液用ＰＳＡ、Ｃ１８和氧化铝等吸附剂净化，

绿色的样品前处理方法是未来的发展趋势；液相系统和色谱柱的改良，使兽药化合物得到更好的分离，提高了质谱检

测的灵敏度；ＨＲＭＳ分辨率和灵敏度的提高，增强了ＬＣ－ＨＲＭＳ定性定量分析动物源农产品中兽药残留的能力；数据
处理软件的开发和应用，提高了ＬＣ－ＨＲＭＳ在兽药残留检测中的工作效率。尽管ＬＣ－ＨＲＭＳ在兽药残留检测中取得
了进展，但仍存在不足和发展空间。
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　　兽药残留是畜禽产品质量的主要监控指标，兽
药的不科学使用会导致动物体内药物蓄积，对人类

及环境产生慢性、长远和积累性的影响。兽药经畜

禽代谢后，通常以原药的形式进入环境中，引起土

壤污染、水污染和植物蓄积，环境中的兽药残留再

通过食物链进入人体，影响人体健康［１］。当人体中

的兽药残留蓄积到一定量时，会引起人体毒性反

应，导致癌变、畸变、基因突变等不良后果［２］。因

此，动物源农产品的兽药残留问题已经成为国际上

公认的农业和环境问题［３］。

液相色谱（ＬＣ）－高分辨质谱（ＨＲＭＳ）检测技
术是动物源农产品中兽药残留检测分析的常规技

术手段［４］，ＬＣ能够分离非挥发性化合物和大部分挥
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发性化合物［５］，ＨＲＭＳ具有高精确度、高通量、全扫
描等优势，ＬＣ与ＨＲＭＳ联用可全面获取样品中化合
物［６］的精确分子质量和碎片离子信息，区分同分异

构体和同重化合物，鉴定未知物［７］。

在ＬＣ－ＨＲＭＳ检测动物源农产品中兽药残留
的研究中，首先通过样品前处理来提取和净化样品

中的兽药化合物，前处理方法的选择直接影响检测

结果。经前处理后的样品，通过液相色谱进行分

离，以降低基质的复杂程度，获得高质量的质谱数

据［８－９］。然后再用 ＨＲＭＳ进行检测分析，常用
ＨＲＭＳ有飞行时间（ＴＯＦ）质谱、四级杆飞行时间
（ＱＴＯＦ）质谱、轨道阱质谱（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）、线性离子
阱－轨道阱质谱（ＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ）、四级杆 －轨道阱
质谱（Ｑ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ）等［１０－１３］，随着 ＨＲＭＳ分辨率和
灵敏度的不断提高［１４－１７］和质谱采集数据量的增大，

需不断开发和优化相应软件来处理数据。

本文概述了２０１４—２０１８年 ＬＣ－ＨＲＭＳ在动物
源农产品的检测研究中，涉及样品前处理、液相分

离、质谱检测、数据处理等方面的研究现状，并对该

技术未来的发展趋势进行展望，旨在为此类研究提

供参考。

１　样品前处理

提取和净化是 ＬＣ－ＨＲＭＳ检测动物源农产品
中兽药残留的主要步骤，溶剂提取法和 ＱｕＥＣｈＥＲＳ
（ｑｕｉｃｋ，ｅａｓｙ，ｃｈｅａｐ，ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ，ｒｕｇｇｅｄ，ｓａｆｅ）方法是兽
药残留常用的提取方法［１８－２６］。提取后得到的样品

中可能存在共提物，会增加检测噪声，因此须进一

步净化处理将其去除，以降低检测的检测限和定

量限。

当采用溶剂提取法提取动物源农产品中的兽

药残留时，单一溶剂提取可能无法取得满意效果，

此时可采用多种溶剂混合提取，如 Ｃｈｉｅｓａ等用有机
溶剂提取鱼中的２１种抗生素时发现，单独使用浓度
为７０％的甲醇（含０．１％甲酸）提取，或者单独使用
乙腈（含０．１％甲酸）对样品进行提取，均不能使所
有目标化合物取得满意的回收率，因此将试验分为

２步，首先用酸化甲醇提取，再用酸化乙腈提取，最
终获得了满意的回收率［２７］。此外，可以在提取过程

中应用其他提取方法辅助提取来降低检测限，如２０１５
年，Ｃｅｐｕｒｎｉｅｋｓ等用５％三氯乙酸 （ＴＣＡ）溶液提取牛
奶中的 ２６种抗生素［２８］，检测浓度 ＜１００ｎｇ／ｍＬ。
２０１８年，Ｓａｌｕｔｉ等用０．２５％ＴＣＡ水溶液提取牛奶中

１４种抗生素时，引入超声来辅助提取，使检测
限≤３３μｇ／ｋｇ［２９］。　

ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法是一种通用的前处理方法［３０］，

可同时提取样品中的多种兽药残留。根据化合物

的不同性质，可改变 ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法中溶剂、酸、
盐、吸附剂等的种类和用量，提高兽药残留提取回

收率［３１］，除方法的改进外，ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法提取自
动前处理平台的应用是此项术进步的重要表现，自

动化处理不仅减少了试剂对环境的污染，同时减少

了人为因素对试验的影响，如Ｊｉａ等应用ＱｕＥＣｈＥＲＳ
自动前处理平台提取了鲈鱼中的２４种大环内酯类
药物及其代谢产物［３２－４５］。

净化处理是提高兽药检测灵敏度的重要方法。

常用的吸附剂有 Ｎ－丙基乙二胺（ＰＳＡ）、Ｃ１８、氧化
铝和硅酸镁等。近年来，科研人员对吸附剂净化效

果的研究不断细化，如 Ｃｈｅｎ等用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法
提取鸡肉中的 １６种 β－内酰胺类药物，试验用
ＱｕＥＣｈＥＲＳ净化管（１５０ｍｇＣ１８，３００ｍｇＰＳＡ和
９００ｍｇ无水硫酸镁）净化提取液，上机检测的检测
限（ＬＯＤ）为 ０．０１～０．３５μｇ／ｋｇ，定量限（ＬＯＱ）为
００３～１．１６μｇ／ｋｇ［２３］，Ｌｏｐｅｚ－Ｇａｒｃｉａ等也采用
ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法来提取鸡肉中的兽药残留［２２］，并评

价了 ＰＳＡ、硅酸镁、Ｃ１８键合锆胶（Ｚ－Ｓｅｐ
＋）、氧化铝

和Ｃ１８等吸附剂的净化效果，发现经硅酸镁和氧化铝
净化后的检测灵敏度最好，而其他的吸附剂对目标

化合物有吸附，导致灵敏度低。

动物源农产品中兽药残留提取和净化方法的

选择，要基于样品基质的理化性质和研究目的，如

果前处理方式不当，可能导致基质干扰严重，有些

重要的化合物未被提取，或在提取过程中丢失，进

而影响研究结果。

２　色谱分离

在ＬＣ－ＨＲＭＳ检测动物源农产品的兽药残留
研究中，ＬＣ分离能够降低样品的复杂程度，利于质
谱对样品进行准确全面的检测。与 ＨＲＭＳ串联使
用的ＬＣ，已经从高效液相色谱（ＨＰＬＣ）改进为超高
效液相色谱（ＵＰＬＣ），ＵＰＬＣ的分辨率、灵敏度和稳
定性都优于 ＨＰＬＣ。同时，色谱柱的改良也有力地
推动了 ＬＣ－ＨＲＭＳ在动物源农产品兽药残留检测
中的应用。

在兽药残留的液相色谱分析研究中，以硅胶为

基质的反相色谱柱在兽药检测中的应用最为广
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泛［４６］。其中，反相Ｃ１８色谱柱可保留非极性化合物，
而苯基柱适合分析亲水性化合物［４７］。与反相色谱

柱相比，亲水相互作用色谱柱（ＨＩＬＩＣ）对极性强的
兽药化合物的保留效果更好［４８－４９］。而且色谱柱填

料的改进使色谱柱性能更加优异，具体表现在填料

颗粒的体积变小，超高效液相色谱柱的填料颗粒小

于２μｍ，因此分离效果更好，峰宽变窄［５０］，色谱的

峰容量得到提高，分离效果得到改善，减少了质谱

中的离子抑制。液相色谱柱可承受的压力增加，高

达１５００ｂａｒ［５１］，对样品的洗脱速度加快，缩短了样
品的分析时间［５２］。Ｚｈａｏ等在应用ＬＣ－Ｑ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ
测定斑石鲷中的８０种兽药残留（兽残）的研究中，
对６种反相色谱柱分离样品的效果进行了比较，其
中色谱柱直径和填料孔径尺寸最小的亚乙基杂化

桥颗粒（ＢＥＨ）Ｃ１８色谱柱的分离能力、效率和灵敏
度优于其他５种色谱柱［３６］。

近年来，微流液相色谱（μＬＣ）、毛细管液相色
谱（ＣＬＣ）及纳升液相色谱（ｎａｎｏＬＣ）与 ＨＲＭＳ的联
用提高了ＨＲＭＳ的检测灵敏度［５３－５４］，是未来 ＬＣ－
ＨＲＭＳ检测发展的重要方向。Ａｌｃａｎｔａｒａ－Ｄｕｒａｎ等
应用ｎａｎｏＬＣ－ＨＲＭＳ定量检测蜂蜜、牛奶、牛肉和
鸡蛋等样品中的８７种兽药，将前处理后的样品稀释
１００倍，ｎａｎｏＬＣ－ＨＲＭＳ仍能够检测到溶液中的目
标化合物［３７］，极大地提高了检测灵敏度。Ｍｉｒａｂｅｌｌｉ
等用ｎａｎｏＬＣ－ＨＲＭＳ检测杀虫剂的检测限可达到
１０ｐｇ／ｍＬ［５５］。

３　质谱检测

电喷雾电离（ＥＳＩ）源是液相色谱 －质谱（ＬＣ－
ＭＳ）应用中最常用的接口之一。ＥＳＩ电离是一种软
电离方式，电离效率高。Ａｒａｃｅｌｉ等采用 ＥＳＩ、大气压
化学电离（ＡＰＣＩ）和大气压光电离（ＡＰＰＩ）３种电离
方式对５种化合物的电离效果进行比较研究，结果
表明，化合物经ＥＳＩ电离后，产生的峰面积和信噪比
明显高于 ＡＰＣＩ和 ＡＰＰＩ［５６］。在 ＬＣ－ＭＳ的应用研
究中，超过８０％的研究选用了 ＥＳＩ离子源，而 ＡＰＣＩ
和ＡＰＰＩ电离方式报道较少［５７］。

样品经离子源电离后，进入质谱检测。ＨＲＭＳ
具有高分辨率，能提供高精确度的全扫描数据，有

良好的定性能力［１１，５８－６０］。特别是当检测的同分异

构体或同重化合物的保留时间和精确质量数相同

而无法区分时，可以通过碎片离子信息的差异作进

一步的区分。因此，碎片离子信息采集的是否全

面，是评价高分辨质谱性能的重要评价指标。目

前，常用的ＨＲＭＳ数据采集模式主要分为数据依赖
型采集（ＤＤＡ）和数据非依赖型采集（ＤＩＡ）。ＤＤＡ
采集时，质谱自动从全扫描一级质谱（ＦＳＭＳ）转换
成全扫描二级质谱（ＦＳＭＳ／ＭＳ），后者是在前者的
基础上开发出来的，包括离子碎片采集（ＡＩＦ）和
ＭＳＥ采集模式等，能够获得所检测质量范围内所有
的母离子和碎片离子信息。此外，离子淌度技术也

是 ＨＲＭＳ分离同分异构体和同重化合物的重要技
术，该技术在电场中根据离子的大小、结构和电荷

对其进行分离［６１－６２］。

ＨＲＭＳ的分辨率随硬件的发展不断提高。如
Ｑｔｏｆ是四级杆与飞行时间质谱串联的仪器，它在实
际检测中的分辨率＜３００００，主要用来做定性试验，
可提供一级和二级质谱数据作为定性判断依据，

Ｎａｃｈｅｒ－Ｍｅｓｔｒｅ等用 ＵＰＬＣ－ＸｅｖｏＧ２Ｑｔｏｆ定性筛
查了动物加工副产品中的１５０种兽药，当基质加标
量为０．２ｍｇ／ｋｇ时可检测出７５％兽药，当基质加标
量为０．１ｍｇ／ｋｇ时可检测出６５％的兽药，当加标量
为 ０．０２ｍｇ／ｋｇ时可检测出 ３０％的兽药［４２］。而

ＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ的分辨率高于 Ｑｔｏｆ，分辨率设置范围
为７５００～１０００００，可以提供多级质谱数据作定性
定量研究。Ｓａｉｔｏ－Ｓｈｉｄａ等对１４６种化合物进行定
量测定时，比较了应用 ＬＣ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ建立的方
法和应用 ＬＣ－ＱＴＯＦ－ＭＳ建立方法的线性、回收
率、精密度和基质效应，结果表明 Ｏｒｂｉｔｒａｐ－ＭＳ的
选择性和灵敏度优于 ＱＴＯＦ－ＭＳ［６３］，而且 ＬＴＱ－
Ｏｒｂｉｔｒａｐ的多级质谱（ＭＳｎ）数据采集模式可以为兽
药及其代谢物的鉴定提供更丰富的碎片离子信息。

比ＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ性能更好的Ｑ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ分辨率可
以达到１４００００，Ｊｉａ等应用 ＵＨＰＬＣ－Ｑ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ对
鲈鱼中的２４种大环内酯类药物及其代谢产物做定性
定量检测，其中确定限（ＣＣα）为 ０．１２～３．６１μｇ／ｋｇ，
检测容量（ＣＣβ）为０．２０～６．０２μｇ／ｋｇ［３２］，具体检测
结果见表１。

ＨＲＭＳ最初主要被应用于定性筛查研究中，目
前随着ＨＲＭＳ硬件的不断进步，ＨＲＭＳ的分辨率和
灵敏度得到提高，使基质干扰问题得以解决［５，６４］，

ＨＲＭＳ在全扫描模式下的选择性与三重四级杆在选
择反应监测（ｓｅｌｅｃｔｅｄｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＳＲＭ）模式
下的选择性一样好，因此被越来越多地应用于兽药

定量研究中。
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４　数据分析

在ＬＣ－ＨＲＭＳ检测动物源农产品兽药残留的
研究中，根据研究目的不同，可分为靶向检测数据

处理和非靶向检测数据处理。在靶向检测研究中，

数据处理步骤包括原始数据采集、生成参考数据库

（自建数据库或在线数据库）、化合物的分离鉴定、

数据的标准化和量化、数据分析步骤一体化（自动

处理工具）。其中，数据的采集主要采用仪器供应

商提供的软件［３９－４１，４４］，如ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司的 Ｘｃａｌｉｂｕｒ软件、Ｗａｔｅｒｓ公司的 ＭａｓｓＬｙｎｘ软件、
ＡＢ公司的 Ｍｕｌｔｉｑｕａｎｔ软件、Ａｇｉｌｅｎｔ公司的 Ｍａｓｓ
Ｈｕｎｔｅｒ等，常用的数据处理软件见表２。数据分析
所用数据库主要有２类，一类是由科研人员自己建
立的数据库，另一类是在线数据库，如 Ｃｈｅｍｓｐｉｄｅｒ、

Ｍｅｔｌｉｎ、ＤｒｕｇＢａｎｋ等。通过搜索化合物的精确质量
数，可以得到与之对应的化合物，但是存在以下问

题：数据库中所含化合物不够全面；对给定的精确

质量数不能提供准确的分子结构；或对同一精确质

量数给出多个化合物。因此，须根据元素组成，对

化合物分子式进行推断，并结合特征碎片离子信息

鉴定化合物，最后通过检测标准品来确证。在使用

数据处理软件时，参数设置会影响研究结果，例如，

若质量提取窗口设置范围过宽，可能有假阳性检

出。为避免假阳性或假阴性，须要对质量提取窗口

的宽度范围进行试验，如 Ｊｉａ等试验了质量提取窗
口设置成１～１０μｇ／ｋｇ时，数据处理软件对罗非鱼
中兽药及其代谢物的选择性，发现当质量提取窗口

为３μｇ／ｋｇ时，目标分析物的提取效果最好［３９］。

表２　常用的ＬＣ－ＨＲＭＳ数据处理软件

软件名称 软件生产商或下载网址

Ｘｃａｌｉｂｕｒ、ＴｏｘＩＤＴＭ、ＬＣＱｕａｎＴＭ、ＴｒａｃｅＦｉｎｄｅｒＴＭ、ＤｉｏｎｅｘＴＭＣｈｒｏｍｅｌｅｏｎＴＭ、Ｍｅｔｗｏｒｋｓ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＰｅａｋＶｉｅｗ软件 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
ＭｕｌｔｉＱｕａｎｔ软件
ＡＢＳｃｉｅｘ
ＳＡＳ软件 ＳＡＳ
ＥＸＣＥＬ Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ
ＰｒｏｇｅｎｅｓｉｓＱＩ、ＴｒａｎｓＯｍｉｃｓ软件、ＣｈｒｏｍａｌｙｎｘＸＳ、Ｍａｒｋｅｒｌｙｎｘ、Ｄａｔａｂｒｉｄｇｅ Ｗａｔｅｒｓ
ＳＩＭＣＡ Ｕｍｅｔｒｉｃｓ
Ｑｕａｎｌｙｎｘ Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ
ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ Ａｇｉｌｅｎｔ

ＸＣＭＳ软件 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ．ｏｒｇ／ｐａｃｋａｇｅｓ／ｒｅｌｅａｓｅ／ｂｉｏｃ／ｈｔｍｌ／
ｘｃｍｓ．ｈｔｍｌ

Ｒ语言 ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒ－ｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ／
ＭｚＭｉｎｅ ｈｔｔｐ：／／ｍｚｍｉｎｅ．ｇｉｔｈｕｂ．ｉｏ／
ＥＺｉｎｆｏ Ｕｍｅｔｒｉｃｓ

　　在动物源农产品的非靶向检测研究中，数据分
析步骤为原始数据采集、数据保存和转化、数据导

入、数据压缩和矩阵建立、数据归一化、特征检测、

生物标志物筛查、鉴定。多元统计分析方法如主成

分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别分析（ＯＰＬＳ－
ＤＡ）等可识别动物源样品中的兽药及其代谢产物，
通用的商业软件可能无法直接处理 ＬＣ－ＨＲＭＳ检
测的原始数据，因此须要对原始数据进行格式转

换，转换成开放性的数据格式之后便可进行数据处

理［６５－６６］。近年来，随着数据处理软件的升级，自动

化处理的程度越来越高。如 Ｍｏｒａｌｅｓ－Ｇｕｔｉｅｒｒｅｚ等
应用ＵＰＬＣ－ＬＴＱ－ＱｒｂｉｔｒａｐＭＳ检测鸡的肉、肝、肾

中的阿莫西林及其代谢产物时，用ＰＣＡ方法对数据
进行处理，获得了区分用药组和非用药组的化合

物，试验测得的原始数据首先经 Ｘｃａｌｉｂｕｒ软件转化
成ｍｚＸＭＬ文件，再用 ＭｚＭｉｎｅ软件和 ＸＣＭＳ软件来
处理此数据，得到可以用 Ｍａｔｌａｂ处理的数据矩阵，
最后用ＰＣＡ法处理的数据矩阵，得到组间差异化合
物［３５］。而在Ａｒｉａｓ等用ＯＰＬＳ－ＤＡ模型识别用药猪
与未用药猪之间差异的研究［６７］中，数据前处理仅使

用了 ＴｒａｎｓＯｍｉｃｓ软件［沃特世科技（上海）有限公
司］，经归一化、标准化的数据直接导入ＳＩＭＣＡ软件
（德国赛多利斯集团）进行多元统计分析。自动处

理软件的开发，简化了处理过程，缩短了处理时间。

—１６—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２期



５　展望

动物源农产品中的兽药残留直接危害公众健

康，因此受到消费者和监管部门的重视。高效准确

地检测动物源农产品中的兽药残留情况，对保证动

物源农产品的质量安全具有重要意义。基于 ＬＣ－
ＨＲＭＳ的兽药残留检测方法已经发展成为一项非常
重要的检测手段，绿色、高效的提取方法是未来

ＬＣ－ＨＲＭＳ前处理方法的发展方向，色谱系统和色
谱柱填料的进步，特别是将新型的色谱分离技术如

ｎａｎｏＬＣ、μＬＣ和ＣＬＣ等与ＨＲＭＳ相结合是减少基质
效应、提高分离效率的发展方向，ＨＲＭＳ分辨率的不
断提高以及应用软件的优化会进一步促进 ＬＣ－
ＨＲＭＳ技术在动物源农产品兽药残留检测中的应用
研究。
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