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鸡肉中多种抗生素超高效液相-静电场轨道阱
高分辨质谱检测方法

潘晓东，韩见龙，陈苘

浙江省疾病预防控制中心理化与毒理检验所，浙江 杭州 310051

摘要：目的 基于平行反应监测（PRM）模式的超高效液相-静电场轨道阱高分辨质谱（UPLC-Q-Orbitrap-MS）法，通过

优化样品前处理方法建立鸡肉中抗生素残留的检测方法。方法 通过空白基质加标的鸡肉样品，采用含乙二胺四乙酸二钠

和甲酸的95%乙腈水溶液提取；提取液采用C18、PSA和GCB 3种填料的不同组合方式净化并选择抗生素回收率较高的组

合；采用UPLC-Q-Orbitrap-MS的PRM模式测定32种抗生素残留。结果 采用C18填料净化提取液，加标回收率>80％的

抗生素数量最多，基质效应为82.2%~112.6%。32种抗生素的检出限为0.8～5.8 μg/kg，线性相关系数均>0.99，加标回收

率为71.3%～111.5%，相对标准偏差为3.2%～14.2%。结论 该方法适用于鸡肉中多种抗生素的检测与定量分析。
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Determination of antibiotic residues in chicken meat using ultra-high-
performance liquid chromatography coupled with hybrid
quadrupole-orbitrap high-resolution mass spectrometry

PAN Xiaodong, HAN Jianlong, CHEN Qing
Department of Physicochemical and Toxicology, Zhejiang Provincial Center for Disease Control and Prevention, Hangzhou,

Zhejiang 310051, China

Abstract: Objective To optimize the sample pretreatment and establish an ultra-high-performance liquid chromatogra⁃
phy coupled with hybrid quadrupole-orbitrap high-resolution mass spectrometry (UPLC-Q-Orbitrap-MS) assay based on
the parallel reaction monitoring (PRM) mode for determination of antibiotic residues in chicken meat. Methods Blank
matrix-spiked chicken meat samples were extracted with 95% acetonitrile aqueous solution containing Na2EDTA and for⁃
mic acid. The extraction solutions were cleaned up using different combinations of C18, PSA and GCB fillers, and the
combinations with a higher antibiotic recovery rate was screened. The residues of 32 antibiotics were determined using
UPLC-Q-Orbitrap-MS based on the PRM mode. Results If the extraction solution was cleaned up using the C18 filler,
the largest number of antibiotics with a spiked recovery rate of >80% was seen, with matrix effects of 82.2% to
112.6%. The detection limits of 32 antibiotics were 0.8 to 5.8 μg / kg, with linear correlation coefficients of >0.99,
spiked recovery rates of 71.3% to 111.5% and relative standard deviations of 3.2% to 14.2%. Conclusion The UPLC-
Q-Orbitrap-MS assay is suitable for determination and quantitative analysis of multiple antibiotics in chicken meat.
Keywords: high-resolution mass spectrometry; orbitrap; antibiotic residue; parallel reaction monitoring

畜禽养殖常用兽药包括 β-内酰胺类、磺胺类、

喹诺酮类等化学合成抗菌及抗球虫类药物，不规范使

用可能导致药物残留［1-3］。由于药物种类、代谢物繁

多且类别间差异较大，兽药残留检测具有一定挑战

性。液相色谱-三重四极杆质谱法是目前检测鸡肉中

兽药残留的主要方法，该方法依赖母离子和子离子的

通道信息，进行目标物的鉴别和定量分析，具有灵敏

度高、稳定性强、分析速度快的特点，但分辨率较

低，在复杂基质的情况下可能出现假阳性结果。高分

辨质谱具有较高的选择性和良好的重现性，可通过兽

药母离子的精确质量数和碎片离子对目标物进行筛查

和定量［4-5］。静电场轨道阱高分辨质谱仪可以实现多

种采集模式［6］，其中，平行反应监测（parallel reac⁃
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tion monitoring，PRM） 是一种基于目标母离子的二

级质谱离子响应的靶向定量采集模式，适用于复杂样

品基质。本研究基于 PRM 模式的超高效液相-静电

场轨道阱高分辨质谱 （ultra high performance liquid
phase quadrupole orbitrap mass spectrometry，UPLC-
Q-Orbitrap-MS），通过优化样品前处理过程建立检测

鸡肉中多种抗生素残留的方法。

1 材料与方法

1.1 材料 鸡肉样品（鸡胸肉）购于农贸市场。取

200 g，去皮，剔除筋膜，用组织匀浆机均质，均分成

2 份，分别装入洁净容器中密封、标记，于-18 ℃以下

冷冻存放。氯化钠、乙二胺四乙酸二钠（Na2EDTA）
为分析纯，乙腈、甲酸为色谱纯，均购自美国 Merck
公司。C18 填料（40～63 μm）、石墨化碳黑（120～400
目，GCB）、N-丙基乙二胺（PSA），均购自上海安谱

实验科技股份有限公司。抗生素标准品 32 种，购自德

国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公司，纯度均>95%。

1.2 前处理方法 采用分散固相萃取法进行前处理。

取 4.0 g 均质样品于 50 mL 塑料离心管内，加入 10 mL
含 有 0.1% 甲 酸 的 95% 乙 腈 水 溶 液 和 0.1 g
Na2EDTA，震荡 1 min，再加入 0.5 g 氯化钠，涡旋

混匀 15 s，超声 15 min，以 10 000×g 离心 5 min，
取上清液备用。另取 15 mL 离心管，分别加入 3 种

不同的填料组合：（1） 0.25 g C18；（2） 0.25 g C18 和

0.25 g PSA；（3） 0.25 g C18、0.25 g PSA 和 0.25 g
GCB。移入前述上清液 4 mL，震荡 1 min，10 000×g
离心 5 min，取上清液，氮气吹至尽干，采用 10%
甲醇水溶液（含 0.1% 甲酸）复溶至 1 mL。采用空

白鸡肉基质加标 10 μg/kg，比较 32 种抗生素的加标

回收率，选择回收率较高的填料组合。

1.3 仪器条件 采用 Vanquish LC 液相色谱仪（美

国 Thermo 公司）、Waters Acquity BEH C18 色谱柱

（1.7 μm，2.1 mm×100 mm）。流动相 A：含 0.1% 甲

酸的水，流动相 B：含 0.1% 甲酸的乙腈。梯度洗

脱：0~2 min，3%B；2~9 min，100%B；9~11 min，
100%B； 11~11.1 min， 3%B； 11.1~12 min， 3%B。
流速：0.4 mL/min；柱温：40 ℃；进样量：2 μL。

采用 Q Exactive 高分辨质谱仪（美国 Thermo 公

司）。离子传输管温度：320 ℃；鞘气 （氮气） 流

速：40 L/h；辅助气（氮气）流速：10 L/h；喷雾电

压：4.0 kV；RF-lens 50。采用正离子扫描模式，

PRM 监测模式，一级质谱扫描范围：m/z 200～700，
分辨率：R=70 000，C-trap 最大容量（AGC target）：

2×105，最大注入时间：200 ms；二级质谱分辨率：R=

35 000；TopN=10；二级最低阈值：104；电荷离子

排除：≥2；顶点激发：2～8 s；碰撞能量 NCE/step：
35、45、60 eV。

1.4 基质效应分析 采用空白鸡肉基质提取液和

50% 甲醇水溶液，分别配制 20 μg/L 的抗生素标准

溶液，测定抗生素的质谱响应强度。基质效应=基质

匹配标准溶液质谱响应/50% 甲醇水溶液标准溶液质

谱响应。

1.5 方法学验证 采用空白鸡肉基质提取液，配制

2、5、10、50、80、100 μg/L 的标准溶液进行定量

校准，以 3 倍信噪比的响应浓度计算方法的检出限。

同时，进行加标回收率和精密度实验，加标量为 10、
50 μg/kg，分别重复测定 5 次。采用 Xcalibur 4.0 软

件进行数据采集和定量分析。

2 结 果

2.1 分散固相萃取优化结果 分散固相萃取法中分

别采用 C18 填料、C18+ PSA 填料、C18+PSA+GCB 填

料，加标回收率>80％的抗生素数量分别有 27、21
和 20 种，因此，本研究选择 C18 填料用于提取液的

净化处理。

2.2 色谱-质谱检测结果 在 PRM 监测模式下，32
种抗生素前体离子实际测得的质荷比与理论相比，偏

差均<5×10-6。各组分在 4.0~9.5 min 内出峰，但不同

组分的质谱响应差异较大，如磺胺二甲氧嗪的质谱响

应峰面积是磺胺多辛的 2 倍，氧氟沙星的质谱响应

峰面积是左氧氟沙星的 3 倍。32 种抗生素的检出限

范围在 0.8~5.8 μg/kg 之间，最低为萘啶酸，最高为

左氧氟沙星。见表 1。
2.3 基质效应分析结果 通过比较空白鸡肉基质和

50% 甲醇水溶液，32 种抗生素的基质效应为 82.2%~
112.6%；其中磺胺甲噁唑、磺胺喹噁啉、西诺沙星

呈现出基质增强效应，其余 29 种抗生素均呈现出基

质减弱效应。

2.4 方法学验证结果 32 种抗生素的线性相关系数

均>0.99，加标回收率为 71.3%～111.5%，相对标准

偏差（RSD）为 3.2%～14.2%。其中，磺胺多辛、左

氧氟沙星和莫西沙星的加标回收率<80%；磺胺二甲

基噁唑、磺胺多辛、青霉素 V、左氧氟沙星、马波沙

星和莫西沙星的 RSD>10%。见表 2。
2.5 方法应用 从市场采集 30 份鸡肉样品（20 份

鸡胸肉和 10 份鸡大腿肉），采用上述方法检测抗生

素，结果显示，有 2 份样品分别检出磺胺二甲氧嗪

［（21.5±0.8） μg/kg，n=3］和恩诺沙星［（19.6 ±
1.2）μg/kg，n=3］，其余样品 32 种抗生素均未检出。
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表 1 32 种抗生素的监测离子参数

Table 1 Ion parameters for monitoring of 32 antibiotics

抗生素

萘啶酸

磺胺甲噁唑

磺胺喹噁啉

西诺沙星

磺胺二甲基噁唑

氟甲喹

磺胺二甲氧嗪

磺胺多辛

帕珠沙星

依诺沙星

培氟沙星

青霉素G
青霉素V
洛美沙星

达氟沙星

恩诺沙星

那氟沙星

氧氟沙星

左氧氟沙星

马波沙星

苯氧乙基青霉素

加替沙星

沙拉沙星

司帕沙星

奥比沙星

二氟沙星

苯唑青霉素

莫西沙星

头孢匹林

头孢唑林

阿洛西林

美洛西林

前体离子

233.092 1
254.059 4
262.087 4
263.066 2
268.075 0
301.075 3
311.080 9
311.080 9
319.108 9
321.135 8
334.156 2
335.106 0
351.100 9
352.146 7
358.156 2
360.171 8
361.155 8
362.151 1
362.151 1
363.146 3
364.108 7
376.166 7
386.131 1
393.173 3
396.153 0
400.146 7
402.111 8
402.182 4
424.063 2
454.029 5
462.144 2
539.113 9

碎片离子m/z

187.045 6/205.055 9
108.042 1/156.007 5
175.023 5/238.045 0
217.055 5/235.065 6
108.042 1/156.007 5
89.058 2/133.082 7

108.042 1/156.007 5
108.042 1/156.007 5
89.058 3/280.290 4

234.097 7/257.132 9
233.102 7/290.159 0
160.038 8/176.066 3
114.034 8/160.038 9
237.077 3/265.108 1
88.074 2/340.349 2

245.102 4/316.174 0
283.080 4/343.146 7
284.084 1/344.139 7
261.097 0/318.153 5
262.100 4/319.152 8
161.041 9/207.011 1
245.066 0/261.096 8
338.369 3/368.379 8
251.080 2/292.118 1
227.049 8/295.098 1
299.091 6/356.148 0
144.040 8/160.038 8
353.979 7/364.460 9
136.950 8/206.991 0
89.058 1/372.157 0

175.082 8/218.086 7
89.058 3/133.082 7

保留时

间/min
5.65
4.93
5.74
4.93
4.48
4.12
5.31
4.67
8.70
4.34
4.41
5.69
5.86
4.42
8.43
4.51
5.61
5.61
4.24
4.25
8.62
4.62
8.98
4.72
4.54
4.73
6.09
4.09
8.75
9.02
5.28
8.66

检出限/
（μg/kg）

0.8
1.2
1.3
1.5
4.2
1.5
2.7
5.4
1.2
2.1
0.9
1.2
5.2
1.5
1.2
1.5
1.3
1.9
5.8
2.1
1.6
1.2
1.4
1.4
1.5
1.7
1.8
4.6
1.2
1.5
2.0
1.4

3 讨 论

畜禽养殖过程中使用的抗生素具有不同的理化性

质，例如喹诺酮类和磺胺类不易溶于水，青霉素类易

溶于水［7-9］。为了克服这些困难，本研究采用分散固

相萃取法进行样品前处理。提取溶液选择含 0.1% 甲

酸的 90% 水溶液，并添加 Na2EDTA，起到抗氧化、

稳定的作用。由于鸡肉基质非常复杂，经提取后，提

取液中还含有磷酸、多肽和氨基酸等小分子杂质，这

些杂质可干扰色谱分离及质谱的离子化，因此还需要

对提取溶液进行净化。本研究比较了 C18、PSA 和

GCB 3 种填料的净化效果，发现使用 C18 填料，32
种抗生素的加标回收率相对较高。

本研究针对色谱和质谱检测条件也做了一些优化

调整。将色谱柱温提高至 40 ℃，以降低流动相的黏

度和极性，并使用 1.7 μm 小颗粒填料的色谱柱提高

分离效果。在质谱参数中，将一级质谱扫描范围限定

在 m/z 200～700，仅监测 1 价离子的电荷离子，采用

NCE/step 碰撞模式，减少样品基体的质谱干扰。采用

的 PRM 模式是一种选择性较强的靶向分析方法，通

表 2 空白基质加标样品方法学验证结果（n=5）
Table 2 Validation of blank matrix-spiked chicken meat

samples (n=5)

抗生素

萘啶酸

磺胺甲噁唑

磺胺喹噁啉

西诺沙星

磺胺二甲基噁唑

氟甲喹

磺胺二甲氧嗪

磺胺多辛

帕珠沙星

依诺沙星

培氟沙星

青霉素G
青霉素V
洛美沙星

达氟沙星

恩诺沙星

那氟沙星

氧氟沙星

左氧氟沙星

马波沙星

苯氧乙基青霉素

加替沙星

沙拉沙星

司帕沙星

奥比沙星

二氟沙星

苯唑青霉素

莫西沙星

头孢匹林

头孢唑林

阿洛西林

美洛西林

加标回收率/%
加标

10 μg/kg
90.2
95.3
94.2
93.7.
74.5
82.6
85.2
71.3
86.3
84.6
81.2
79.5
72.9
85.1
86.2
88.3
82.5
89.3
74.2
80.6
86.9
87.3
88.1
86.0
84.5
80.2
83.6
74.3
90.5
90.3
88.2
89.8

加标

50 μg/kg
95.4

111.5
107.2
110.5
80.1
90.3
93.4
75.6
92.5
90.5
94.1
94.2
84.6
88.5
89.7
93.4
91.6
95.3
76.3
88.2
96.3
90.2
90.5
91.7
87.9
84.9
90.5
76.5
97.6
95.1
94.7
95.5

RSD/%

3.2
6.2
4.2
5.2

11.2
7.3
5.2

14.2
7.1
5.2
6.2
9.2

13.5
4.3
3.7
4.6
4.9
5.6

12.8
10.1
4.9
3.9
8.2
4.7
6.6
7.2
8.0

13.8
7.6
5.2
4.1
6.3

相关系数

0.999 2
0.996 8
0.995 8
0.999 1
0.990 8
0.998 6
0.996 6
0.990 2
0.998 7
0.996 2
0.997 7
0.997 2
0.990 6
0.999 2
0.995 3
0.994 2
0.997 4
0.996 3
0.990 7
0.996 5
0.997 1
0.998 0
0.997 3
0.995 4
0.993 9
0.998 2
0.996 4
0.990 5
0.997 1
0.996 3
0.993 4
0.998 2
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过四极杆定向监测目标母离子，同时获取母离子产生

的所有碎片离子，并提取精准质量的碎片离子作为定

量离子。PRM 与三重四极杆 SRM 或 MRM 通道监测

模式相类似，均可用于食品基质中的兽药残留检测。

方法学验证结果显示，32 种抗生素的检出限为

0.8～5.8 μg/kg，基质加标回收率为 71.3%～111.5%，

RSD 为 3.2%～14.2%，提示该方法能够满足鸡肉中

抗生素药物残留的定量检测要求。
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实验期间大鼠正常饮食、活动，未出现异常症状

和体征，结合高剂量组雄性大鼠体重、进食量、食物

利用率和血生化指标结果，推测高剂量组雄性大鼠总

食物利用率降低可能是机体的一种正常反应，是铁皮

石斛的保健功能，而非毒性［15-16］，但仍需进一步研

究证实。

本研究按照铁皮石斛在饲料中的最大允许掺入

量［7］进行实验设计，确定雌性大鼠最大未观察到有

害作用剂量等于高剂量，为 8.0 g/kg 体重，以 100 倍

安全系数计算，人体每日铁皮石斛推荐食用量为

0.08 g/kg 体重。雄性动物最大有害作用剂量尚需进一

步研究确定。
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