
2025 年  9 月
September 2025

Vol.43 No.9
1034 ~ 1044Chinese Journal of Chromatography

超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱法快速筛查
畜禽肉中 111 种农兽药

王一名， 李晓通， 初 坤， 王倩倩， 吴 帅*， 陈 晨
（烟台市食品药品检验检测中心， 山东  烟台  264000）

摘要：采用超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱（UPLC-Q-TOF/MS）建立了畜禽肉中喹诺酮类、大环内酯类、头孢

菌素类和抗病毒类等 7 类 111 种农兽药残留的数据库和定性筛查方法，实现了其中 90 余种化合物的定量分析。

标准物质用 Waters HSS T3 色谱柱分离后，以甲醇和 0.1% 甲酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，采用飞行时间质谱

全扫描 -信息关联采集 -子离子扫描（TOF MS-IDA-Product Ion）模式采集，在电喷雾正离子模式下进行检测，构建

111 种化合物的一级精确质量数据库和二级碎片质谱库。猪肉和鸡肉样品中加入 80% 乙腈水溶液振荡提取，使用

Oasis PRiME HLB 固相萃取柱净化，在优化后的仪器条件下对方法学参数进行验证，各类化合物在相应范围内线

性关系良好，线性系数（r2）均大于 0.99，方法筛查限（SDL）为 0.5~10 μg/kg，有限量要求的药物均可以在其限量水

平下被准确筛查。猪肉中 98 种化合物在 1、2 和 10 倍定量限（LOQ）加标水平下回收率为 60.2%~100.2%，鸡肉中

96 种化合物在 1、2 和 10 倍 LOQ 加标水平下回收率为 61.1%~116.7%，相对标准偏差（RSD）均在 15% 以下。基于

自建质谱数据库，对市售畜禽肉样本进行筛查，结果 2 批次猪肉中检出恩诺沙星，1 批次鸡肉中检出替米考星，检出

含量为 4.94~29.1 μg/kg。该方法操作简便，耗时短，为畜禽肉中农兽药多残留的高通量筛查检测提供了参考，具有

实际应用价值。
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Rapid screening of 111 pesticides and veterinary drugs in 
livestock and poultry meat by ultra performance liquid 

chromatography-quadrupole-time of flight mass spectrometry
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Abstract： The consumption of agricultural products has increased in recent years owing to abundant 
production and improved living standards. Veterinary drugs are highly commercialized and widely 
used in animal husbandry to ensure animal health and production performance. Moreover， pesticides 
can become enriched during animal breeding， resulting in animal-derived food pollution through 
foraging， drinking， and environmental disinfection that can potentially damage human health. 
Consequently， food-safety issues associated with pesticide and veterinary-drug residues have at⁃
tracted considerable attention. However， few reports on the multi-residue analysis of livestock and 
poultry meat using ultra performance liquid chromatography-quadrupole time of flight mass 
spectrometry （UPLC-Q-TOF/MS） have been published. Therefore， developing high-throughput and 
efficient screening methods for monitoring various illegal and/or restricted drugs in animal-derived 
foods is imperative. In this study， we developed a protocol for simultaneously examining seven 
pesticide and veterinary-drug types that uses an accurate mass-spectral library. UPLC-Q-TOF/MS was 
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then employed to screen 111 such compounds， including quinolones， macrolides， cephalosporins， 
and antiviral drugs. The developed protocol was subsequently used to establish a method for 
quantitatively analyzing more than 90 compounds in livestock and poultry meat. The formula， 
theoretical exact mass， experimental exact mass， and retention time of each analyte were recorded 
and used for identification purposes. The main factors affecting the response and sensitivity of the 
method， such as the LC separation conditions （chromatographic column and mobile phases） and 
MS parameters， were optimized during instrumental analysis. Pork and chicken samples were 
extracted with an 80% acetonitrile aqueous solution， after which the supernatant was purified using 
an Oasis PRiME HLB solid-phase extraction column. The 111 target analytes were separated on a 
Waters HSS T3 analytical chromatographic column （100 mm×2.1 mm， 1.8 μm） after being blown 
with nitrogen and redissolved， with gradient elution performed using mobile phases composed of 
0.1% formic acid aqueous solution and methanol. The analysis process included a flow rate of 0.4 
mL/min， a column temperature of 40 ℃， and an injection volume of 5 μL， with positive electrospray 
ionization （ESI） and time of flight mass spectrometry full scan information-dependent acquisition-

product ion （TOF MS-IDA-Product Ion） scanning modes used. The method was validated in terms 
of linearity， limits of screening and quantification （SDLs and LOQs， respectively）， matrix effects， 
accuracy， and precision. Quantification was performed using matrix-matched external-standard 
calibration. All target compounds exhibited good linearities in their corresponding concentration 
ranges， with all correlation coefficients （r2） above 0.99. The SDLs of all analytes were in the range 
of 0.5-10 μg/kg， and the proportion of LOQs within the range of 0.5-10 μg/kg were 88.3% and 86.5%， 
respectively. The compounds quantified in pork and chicken exhibited recoveries of between 60.2% 
and 100.2%， and 61.1% and 116.7%， respectively， at spiked levels of LOQ， 2×LOQ and 10×LOQ， with 
relative standard deviations （RSDs） ranging from 1.1% to 13.9% and 1.0% to 14.1%， respectively. 
Simulated positive samples and commercial livestock and poultry meat samples were screened using 
an in-house-constructed mass spectrometry database. Commercial samples were screened while 
enrofloxacin was detected in two pork samples and tilmicosin was detected in one chicken sample， 
with content in the range of 4.94-29.1 μg/kg. The method developed in this study is advantageous 
because it involves simple sample processing and is less time consuming than existing methods； 
consequently， it is suitable for the rapid and high-throughput screening of pesticides and veterinary 
residues in livestock and poultry meat.
Key words： ultra performance liquid chromatography-quadrupole-time of flight mass spectrom ⁃
etry （UPLC-Q-TOF/MS）； livestock and poultry meat； pesticides and veterinary drugs； rapid 
screening； multi-residue analysis

随着社会经济的发展和生活水平的提高，人们

对食品的要求从需求型向质量型发生转变，食品质

量安全已逐渐成为全世界关注的焦点。我国是农

产品生产大国，在国际贸易中，以农兽药残留超标

为代表的食品安全问题导致的贸易壁垒和纠纷影

响巨大，给我国经济带来了损失［1］；此外，我国也是

农产品消费大国，畜禽肉作为我国居民膳食结构的

重要组成部分［2］，其品质直接关系国民的饮食健康。

引用本文：王一名，李晓通，初坤，王倩倩，吴帅，陈晨 . 超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱法快速筛查畜禽肉中 111 种农兽药 . 
色谱，2025，43（9）：1034-1044.
WANG Yiming， LI Xiaotong， CHU Kun， WANG Qianqian， WU Shuai， CHEN Chen. Rapid screening of 111 pesticides and 
veterinary drugs in livestock and poultry meat by ultra performance liquid chromatography-quadrupole-time of flight mass 
spectrometry. Chinese Journal of Chromatography， 2025， 43（9）： 1034-1044.
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在养殖业的现代化和规模化过程中，兽药在治疗疾

病、防止传染、改善动物源食品品质等方面起到了

显著作用［3］，但兽药品种繁多，在利益驱使下，不规

范使用乃至非法滥用现象仍然普遍存在［4］。此外，

在畜禽动物养殖的过程中，农药可通过饲料、饮用

水、圈养环境消毒等途径富集到动物体内，造成动

物源性食品的污染，对人体健康带来危害［5］。因此，

针对畜禽肉建立简便易行、快速灵敏、覆盖面广的

农兽药多残留快速筛查方法具有重要的意义。

目前关于我国动物源食品中多种农兽药残留

筛查的相关标准较少，已发布的标准大多针对一种

或同一类别药物的检测，难以解决畜禽肉基质复

杂、农兽药数量众多、化学性质差异较大等问题。

传统农兽药残留的检测技术如酶联免疫分析法［6］、

气相色谱法［7］和高效液相色谱法［8，9］等多存在检测

项目单一、检测效率低、灵敏度不高、抗干扰能力差

等不足。液相色谱 -三重四极杆质谱法以其灵敏度

高、选择性好的特点成为目前农兽药残留的主要分

析方法［10-14］。随着高分辨质谱技术的发展，超高效

液相色谱 -四极杆 -飞行时间质谱（UPLC-Q-TOF/
MS）凭借质量精度高、采集速度快、数据可溯源和数

据库可检索等优势［15］，越来越多地应用于农兽残筛

查领域。王聪等［16］基于高分辨飞行时间质谱，采用

QuEChERS 法建立了猪肉中 117 种药物筛查谱库，

方法检出限为 1~80 μg/kg；Li 等［17］通过优化样品前

处理方法，使用 C18 固相萃取柱结合 UPLC-Q-TOF/
MS 对猪肉中 141 种禁限用药物进行筛查和确证；

叶磊海等［18］基于增强型脂质吸附剂的 QuEChERS
法，建立了鸡肉、牛肉、猪肝基质中 32 种激素药物

的 Q-TOF 快速筛查方法。但这些方法的研究对象

多为单一基质，或为不同基质中同一种类别的兽药

在畜禽肉样品中同时测定多种农兽药残留鲜有

报道。

Oasis PRiME HLB 净化柱是新型反相固相萃

取小柱，可有效去除动物组织中蛋白质、脂肪和磷

脂等基质干扰物，且使用时无需活化与平衡步骤，

提取后的样品溶液可直接过柱，因此近年来被广泛

用于食品基质的净化。兽药种类繁多，对人畜产生

较大危害的兽药主要为抗生素类、抗病毒类、激素

类和抗寄生虫类等，其中抗生素类药物按结构可分

为喹诺酮类、β-内酰胺类、大环内酯类、酰胺醇类等，

抗寄生虫类药物可分为抗线虫类、抗吸虫类和抗球

虫类等。

本研究选取畜禽肉中我国消费量较大的猪肉、

鸡肉两种代表性基质，以日常检验工作中发现的可

能存在风险隐患的多种禁限用药物为研究对象，包

括抗生素类（喹诺酮类、大环内酯类、林可酰胺类、

头孢菌素类）、抗寄生虫类、抗病毒类和农药杀虫类

等 7 类 111 种，采用 Oasis PRiME HLB 固相萃取柱

净化，UPLC-Q-TOF/MS 分析，建立了针对畜禽肉样

品中农兽药残留的快速筛查方法。方法可在短时

间内实现大批量样品中多组分药物残留的快速鉴

别与分析。

1　实验部分

1.1　仪器、试剂与材料

SCIEX X500R 超高效液相色谱 -四极杆飞行时

间质谱仪（美国  AB SCIEX 公司）；BSA223S-CW 型

电子天平（感量 0.001 g，德国赛多利斯公司）；Multi 
Reax 型多管涡旋振荡器（德国 Heidolph 公司）；

CR 18 RT 型台式冷冻离心机（上海精科天美公司）；

N-EVAP 112 型氮吹仪（美国 Organomation 公司）；

Milli-Q 型超纯水机（美国 Millipore 公司）。

111 种农兽药标准物质（包括 29 种喹诺酮类、

16 种大环内酯类、3 种林可酰胺类、18 种头孢菌素

类、22 种抗寄生虫类、7 种抗病毒类和 16 种农药杀

虫类，具体见表 1）分别购于天津阿尔塔科技有限公

司、农业农村部环境保护科研监测所和上海安谱实

验科技股份有限公司，其中 18 种头孢菌素类化合

物、吡哌酸和依托地红霉素为纯度≥85% 的固体标

准物质，其余 91 种标准品为质量浓度 100~1 000 
μg/mL 的液体标准溶液；Oasis PRiME HLB 固相萃

取柱（6 mL/200 mg，美国沃特世公司）；甲酸、甲醇、

乙腈（色谱纯，德国 Merck 公司）；0.22 μm 聚四氟

乙烯（PTFE）滤膜（美国安捷伦公司）；猪肉和鸡肉

样品（超市购买）。

1.2　标准溶液的配制

固体标准物质根据溶解度选择不同的溶解试

剂。分别准确称取吡哌酸和依托地红霉素标准物

质，用甲醇配制成 1 000 μg/mL 的标准储备溶液；准

确称取 18 种头孢菌素类标准物质，以乙腈 -水混合

溶液（1∶3，v/v）为溶剂配制成 100 μg/mL 的混合标

准储备溶液，在-18 ℃下避光保存。配制混合标准

溶液时，首先按照不同类别配制成 10 μg/mL 的混

合标准工作溶液，使用时以 50% 甲醇水溶液配制成

111 种 100 ng/mL 的混合标准工作溶液。
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1.3　样品前处理

取适量样品绞碎均质，-18 ℃以下保存。实验

前提前取出，恢复至室温后使用。称取 2.00 g 均质

后的样品，加入 8 mL 80% 乙腈水溶液，振荡 20 
min，10 000 r/min 离心 5 min，取 5 mL 上清液过

Oasis PRiME HLB 固相萃取净化柱，净化柱无需活

化、洗脱等步骤，收集全部流出液，准确移取 4 mL
于试管中，40 ℃氮气吹干，加入 1 mL 50% 甲醇水溶

液涡旋混匀，过 0.22 μm PTFE 滤膜，待上机分析。

1.4　色谱条件

Waters HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 mm， 1.8 
μm）；柱温：40 ℃；流速：0.3 mL/min；进样量：5 μL；
流动相：A 相为 0.1% 甲酸水溶液，B 相为甲醇；梯度

洗脱程序：0~1 min，5%B；1~8 min，5%B~30%B；8~
11 min，30%B~50%B；11~16 min，50%B~95%B；16~
17 min，95%B；17~17.1 min，95%B~5%B；17.1~19 
min，5%B。

1.5　质谱条件

离子源：电喷雾离子源（ESI）；AB SCIEX 自动

校正系统（CDS）：每 6 个样品自动校正一次，校正液

流速 0.05 mL/min；扫描模式：正离子扫描；离子化

电压：5 500 V；离子源温度：550 ℃；雾化气流量：55 
L/h；气帘气流量：35 L/h；辅助气流量：55 L/h。设置

母离子强度大于 100 cps 时启动信息依赖型子离子

采集，TOF-MS 参数：扫描范围 m/z 100~1 100，去簇

电压 80 V，碰撞能量 10 eV。TOF-MS/MS 参数：扫

描范围 m/z 50~1 000，去簇电压 80 V，碰撞能量

（35±15） eV。

1.6　数据库的建立

1.6.1　一级精确质量数据库

在 Library View 数据库软件中输入 111 种农

兽药化合物的名称、分类及分子式，将质量浓度为

100 ng/mL 的标准溶液进行一级质谱全扫描，获得

每种目标物的保留时间、母离子精确质量数、质量

偏差和离子化形式等信息，完成一级精确质量数据

库的创建。

1.6.2　二级碎片离子数据库

设置飞行时间质谱全扫描-信息关联采集-子离

子扫描（TOF MS-IDA-Product Ion）采集模式，当目

标化合物的响应值超过阈值时，得到不同碰撞能量

产生的主要碎片离子的精确质量数和谱图，将采集

到的二级谱图添加至 Library View 中建立目标化

合物的二级谱库，与相应的名称、保留时间、精确质

量数测定值等信息关联，完成谱库构建，化合物信

息见表 1。
2　结果与讨论

2.1　色谱条件的优化

2.1.1　色谱柱的选择

目标分析物种类广泛，理化性质各异，涉及多

组精确质量数相似或同分异构体化合物，为了最大

限度地兼顾所有组分的分离度和响应值，需要对

色谱条件和质谱条件逐一进行优化，从而实现 111
种化合物的同时分析。本实验比较了不同品牌、不

同 粒 径 的 4 种 反 相 色 谱 柱 Waters HSS T3（100 
mm×2.1 mm，1.8 μm）、Waters BEH C18（100 mm×
2.1 mm，1.7 μm）、Agilent Eclipse Plus C18（100 
mm×2.1 mm，3.5 μm）和 Phenomenex Kinetex F5
（100 mm×2.1 mm，2.6 μm）对 目 标 化 合 物（50 
ng/mL）出峰情况的影响。结果表明，大部分化合

物在 Waters HSS T3 色谱柱上的灵敏度更高，分离

效果更好，尤其是头孢菌素类药物在 Waters HSS 
T3 柱上的响应值显著高于其他 3 种色谱柱，结果

见图 1。
表 1　111种化合物的保留时间、质谱参数及在猪肉和鸡肉中的筛查限（SDL）和定量限（LOQ）

Table 1　Retention times， MS parameters， limits of screening detection （SDLs） and limits of quantification （LOQs） of the 
111 compounds in pork and chicken

QuinolonesQuinolones （（喹诺酮类喹诺酮类））

Oxolinic acid （恶喹酸）

Flumequine （氟甲喹）

Cinoxacin （西诺沙星）

Difloxacin （双氟沙星）

Sarafloxacin （沙拉沙星）

C13H11NO5
C14H12FNO3
C12H10N2O5

C21H19F2N3O3
C20H17F2N3O3

11.99
13.31
11.51

9.92
10.17

262.0710
262.0874
263.0663
400.1467
386.1311

262.0704
262.0869
263.0658
400.1464
386.1307

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

-2.42
-1.81
-1.61
-0.83
-0.99

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
1

0.5

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
1

0.5

Compound Formula tR/
min

Theoretical
precursor ion 

（m/z）

Experimental
precursor ion 

（m/z）

Adduct 
ion

Mass
 error/

10-6

Pork
SDL/

（μg/kg）
LOQ/

（μg/kg）

Chicken
SDL/

（μg/kg）
LOQ/

（μg/kg）
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Ofloxacin （氧氟沙星）

Enrofloxacin （恩诺沙星）

Lomefloxacin （洛美沙星）

Pefloxacin （培氟沙星）

Norfloxacin （诺氟沙星）

Ciprofloxacin （环丙沙星）

Nalidixic acid （萘啶酸）

Enoxacin （依诺沙星）

Danofloxacin （达氟沙星）

Marbofloxacin （马波沙星）

Fleroxacin （氟罗沙星）

Gatifloxacin （加替沙星）

Orbifloxacin （奥比沙星）

Sparfloxacin （司帕沙星）

Pipemidic acid （吡哌酸）

Clinafloxacin （克林沙星）

Antofloxacin （安妥沙星）

Nadifloxacin （那氟沙星）

Miloxacin （米洛沙星）

Garenoxacin （加雷沙星）

Balofloxacin （巴洛沙星）

Mequindox （乙酰甲喹）

Sitafloxacin （西他沙星）

Moxifloxacin （莫西沙星）

Macrolides Macrolides （（大环内酯类大环内酯类））

Tylosin （泰乐菌素）

Timicosin （替米考星）

Spiramycin （ 螺旋霉素）

Josamycin （交沙霉素）

Kitasamycin （吉他霉素）

Erythromycin （红霉素）

Oleandomycin （竹桃霉素）

Azithromycin （阿奇霉素）

Medecamycin （麦迪霉素）

Telithromycin （泰利霉素）

Erythromycin estolate
（依托地红霉素）

Clarithromycin 
（克拉霉素）

Roxithromycin 
（罗红霉素）

Tylvalosin （泰万菌素）

3-O-Acetyltylosin
（3-O-乙酰泰乐菌素）

Neo Spiramycin I
（新螺旋霉素）

C18H20FN3O4
C19H22FN3O3
C17H19F2N3O3
C17H20FN3O3
C16H18FN3O3
C17H18FN3O3
C12H12N2O3

C15H17FN4O3
C19H20FN3O3
C17H19FN4O4
C17H18F3N3O3
C19H22FN3O4
C19H20F3N3O3
C19H22F2N4O3
C14H17N5O3

C17H17ClFN3O3
C18H21FN4O4
C19H21FN2O4

C12H9NO6
C23H20F2N2O4
C20H24FN3O4
C11H10N2O3

C19H18ClF2N3O3
C21H24FN3O4

C46H77NO17
C46H80N2O13
C43H74N2O14
C42H69NO15
C39H65NO14
C37H67NO13
C35H61NO12
C38H72N2O12
C41H67NO15
C43H65N5O10
C40H71NO14

C38H69NO13

C41H76N2O15

C53H87NO19
C48H79NO18

C36H62N2O11

8.65
9.46
9.72
8.66
8.93
9.24

13.13
8.73
9.54
8.01
8.18

10.51
9.93

10.90
7.68

10.84
8.84

13.86
11.97
11.76
11.37

9.21
11.96
11.13

13.46
12.28
11.30
14.01
13.49
13.49
12.86
11.60
13.80
11.84
14.16

14.10

14.17

14.38
13.62

10.78

362.1511
360.1718
352.1467
334.1562
320.1405
332.1405
233.0921
321.1358
358.1562
363.1463
370.1373
376.1667
396.1530
393.1733
304.1404
366.1015
377.1620
361.1558
264.0503
427.1464
390.1824
219.0764
410.1078
402.1824

916.5264
435.2903
422.2643
828.4740
772.4478
734.4685
688.4267
749.5158
814.4584
812.4804
790.4947

748.4842

837.5319

1042.5945
958.5370

350.2250

362.1511
360.1714
352.1468
334.1560
320.1407
332.1409
233.0916
321.1358
358.1564
363.1463
370.1371
376.1662
396.1528
393.1728
304.1410
366.1021
377.1618
361.1557
264.0498
427.1461
390.1823
219.0762
410.1081
402.1820

916.5280
435.2900
422.2640
828.4744
772.4501
734.4679
688.4263
749.5170
814.4581
812.4831
790.4961

748.4835

837.5328

1042.5972
958.5395

350.2246

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+
［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+2H］2+

［M+2H］2+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+2H］2+

0.17
-0.96

0.32
-0.46

0.73
1.32

-1.98
0.23
0.79

-0.12
-0.64
-1.43
-0.45
-1.21

1.99
1.64

-0.30
-0.21
-1.83
-0.78
-0.16
-0.83

0.75
-0.98

1.71
-0.78
-0.59

0.54
3.01

-0.84
-0.50

1.63
-0.28

3.35
1.73

-0.84

1.18

2.63
2.65

-0.91

0.5
0.5
1
1
1

0.5
0.5
0.5
2
2
1
2

0.5
1
1
1
1

0.5
2
1
1
5
1
2

5
2
5
5
5
2

0.5
5
2
5
5

0.5

1

5
5

5

0.5
0.5
1
2
1
1

0.5
2
2
2
2
2

0.5
1
2
5
1

0.5
-

1
1
-

5
2

5
2
5
5

10
5

0.5
5
2
5
5

0.5

1

10
-

-

0.5
0.5
0.5
1
1

0.5
0.5
0.5
2
2
1
1

0.5
0.5
2
1
1

0.5
5
1

0.5
5
1
1

5
2
5
5

10
1

0.5
2
5
2
5

0.5

1

5
5

5

0.5
0.5
0.5
1
1

0.5
0.5
2
2
5
5
1

0.5
0.5
5
-

1
0.5
-

1
0.5
-

1
1

-

2
-

10
10
1

0.5
5

10
5

10

0.5

1

-

-

-

Compound Formula tR/
min

Theoretical
precursor ion 

（m/z）

Experimental
precursor ion 

（m/z）

Adduct 
ion

Mass
 error/

10-6

Pork
SDL/

（μg/kg）
LOQ/

（μg/kg）

Chicken
SDL/

（μg/kg）
LOQ/

（μg/kg）

表 1  （续）
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Lincosamides Lincosamides （（林可酰胺类林可酰胺类））

Lincomycin （林可霉素）

Clindamycin （克林霉素）

Pirlimycin （吡唎霉素）

Cephalosporins Cephalosporins （（头孢菌素类头孢菌素类））

Cefazolin （头孢唑啉）

Ceftiofur （头孢噻呋）

Cephalexin （头孢氨苄）

Cefapirin （头孢匹林）

Cefetamet pivoxyl
（头孢他美酯）

Cefoperazone （头孢哌酮）

Cefotaxime （头孢噻肟）

Cefquinome （头孢喹肟）

Cephalonium （头孢洛宁）

Cephalothin （头孢噻吩）

Cephradine （头孢拉定）

Desacetylcefotaxime
（去乙酰基头孢噻肟）

Cefdinir （头孢地尼）

Cefodizime （头孢地嗪）

Cefpiramide （头孢匹胺）

Ceftizoxime （头孢唑肟）

Cefathiamidine
（头孢硫脒）

Cefpodoxime
（头孢泊肟酸）

Antiparasites Antiparasites （（抗寄生虫类抗寄生虫类））

Albendazole （阿苯达唑）

Albendazole-sulfoxide 
（阿苯达唑亚砜）

Albendazole-2-aminosul ⁃
fone （阿苯达唑-2-氨基砜）

Albendazole sulfone
（阿苯达唑砜）

Fenbendazole
（芬苯达唑）

Fenbendazole sulfone
（芬苯达唑砜）

Flubendazole （氟苯达唑）

Mebendazol （甲苯咪唑）

Mebendazole amine
（氨基甲苯咪唑）

5-Hydroxymebendazole
（5-羟基甲苯咪唑）

Oxfendazole （ 奥芬达唑）

Oxibendazole （丙氧咪唑）

C18H34N2O6S
C18H33ClN2O5S
C17H31ClN2O5S

C14H14N8O4S3
C19H17N5O7S3
C16H17N3O4S
C17H17N3O6S2
C20H25N5O7S2

C25H27N9O8S2
C16H17N5O7S2
C22H24N6O9S3
C20H18N4O5S2
C16H16N2O6S2
C16H19N3O4S
C14H15N5O6S2

C14H13N5O5S2
C20H20N6O7S4
C25H24N8O7S2
C13H13N5O5S2
C19H28N4O6S2

C15H17N5O6S2

C12H15N3O2S
C12H15N3O3S

C10H13N3O2S

C12H15N3O4S

C15H13N3O2S

C15H13N3O4S

C16H12FN3O3
C16H13N3O3
C14H11N3O

C16H15N3O3

C15H13N3O3S
C12H15N3O3

7.60
12.43
12.23

9.57
12.06

8.85
6.54

13.68

10.36
9.14
7.46
7.29

12.00
9.72
6.42

7.84
11.66
10.29

7.77
10.63

8.71

13.84
11.31

6.96

11.73

14.65

12.77

13.95
13.68
11.22

11.57

12.51
12.37

407.2210
425.1872
411.1715

455.0373
524.0363
348.1013
424.0632
512.1268

646.1497
457.0720
529.1322
459.0791
414.0788
350.1169
414.0537

396.0431
585.0349
613.1282
384.0431
473.1523

428.0693

266.0958
282.0907

240.0801

298.0856

300.0801

332.0700

314.0936
296.1030
238.0975

298.1186

316.0750
250.1186

407.2207
425.1868
411.1711

455.0391
524.0374
348.1022
424.0642
512.1268

646.1515
457.0691
529.1342
459.0810
414.0804
350.1181
414.0549

396.0441
585.0369
613.1301
384.0434
473.1515

428.0701

266.0953
282.0893

240.0801

298.0847

300.0791

332.0690

314.0930
296.1023
238.0969

298.1175

316.0746
250.1177

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+NH4］
+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

-0.88
-0.82
-0.98

3.89
2.15
2.85
2.57

-0.01

2.80
-3.37

3.77
4.05
3.76
3.36
3.06

2.52
3.48
3.03
0.68

-1.67

1.82

-1.94
-2.95

-0.08

-2.99

-3.48

-2.80

-1.72
-2.31
-2.36

-3.86

-1.43
-3.80

0.5
1
1

5
5
5
1
1

10
5
5
5
2
2
5

10
5
5
5
1

5

0.5
2

0.5

5

0.5

0.5

0.5
0.5
1

1

0.5
0.5

1
1
1

5
5

10
1
5

10
10
5
5
2
2
5

-

-

5
5
1

5

2
2

0.5

5

10

0.5

0.5
0.5
2

1

0.5
1

0.5
0.5
1

2
2
5
2
1

10
5
5
5
2
1
5

5
5
2
5
1

5

0.5
2

0.5

2

0.5

0.5

0.5
0.5
1

1

0.5
0.5

0.5
0.5
1

5
10
-

10
10

10
5
5

10
2
-

10

10
-

5
10
5

5

0.5
2

0.5

2

5

0.5

0.5
0.5
2

1

0.5
0.5

Compound Formula tR/
min

Theoretical
precursor ion 

（m/z）

Experimental
precursor ion 

（m/z）

Adduct 
ion

Mass
 error/

10-6

Pork
SDL/

（μg/kg）
LOQ/

（μg/kg）

Chicken
SDL/

（μg/kg）
LOQ/

（μg/kg）

表 1  （续）
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Thiabendazole （噻苯达唑）

5-Hydroxythiabendazole
（5-羟基噻苯达唑）

Triclabendazole 
（三氯苯达唑）

Triclabendazole sulfone 
（三氯苯咪唑砜）

Triclabendazole sulfoxide
（三氯苯咪唑亚砜）

2-Aminoflubendazole 
（2-氨基氟苯达唑）

Cambendazole 
（坎苯达唑）

Ketotriclabendazole 
（三氯苯达唑酮）

Febantel （非班太尔）

Decoquinate （癸氧喹酯）

Antivirals Antivirals （（抗病毒类抗病毒类））

Amantadine （金刚烷胺）

Rimantadine （金刚乙胺）

Memantine （美金刚）

Imiquimod （咪喹莫特）

Moroxydine （吗啉胍）

Oseltamivir （奥司他韦）

Famciclovir （泛昔洛韦）

Pesticides Pesticides （（农药杀虫类农药杀虫类））

Omethoate （氧乐果）

Pyraclostrobin 
（吡唑醚菌酯）

Imidacloprid （吡虫啉）

Clothianidin （噻虫胺）

Thiamethoxam （噻虫嗪）

Propamocarb （霜霉威）

Carbofuran （克百威）

Carbofuran-3-hydroxy 
（3-羟基克百威）

Carbendazim （多菌灵）

Flusilazole （氟硅唑）

Diflubenzuron （除虫脲）

Forchlorfenuron （氯吡脲）

Buprofezin （噻嗪酮）

Profenofos （丙溴磷）

Indoxacarb （茚虫威）

Flumorph （氟吗啉）

C10H7N3S
C10H7N3OS

C14H9Cl3N2OS

C14H9Cl3N2O3S

C14H9Cl3N2O2S

C14H10FN3O

C14H14N4O2S

C13H7Cl3N2O2

C20H22N4O6S
C24H35NO5

C10H17N
C12H21N
C12H21N
C14H16N4
C6H13N5O

C16H28N2O4
C14H19N5O4

C5H12NO4PS
C19H18ClN3O4

C9H10ClN5O2
C6H8ClN5O2S
C8H10ClN5O3S

C9H20N2O2
C12H15NO3
C12H15NO4

C9H9N3O2
C16H15F2N3Si

C14H9ClF2N2O2
C12H10ClN3O
C16H23N3OS

C11H15BrClO3PS
C22H17ClF3N3O7

C21H22FNO4

8.57
7.70

15.98

15.54

15.60

11.55

12.45

15.38

15.31
16.96

9.27
12.25
12.59
11.42

0.96
12.51

8.95

5.36
15.71

9.77
9.80
8.00
5.13

13.12
10.72

7.30
15.31
15.31
14.10
16.28
16.25
15.87
14.20

202.0433
218.0383

358.9574

390.9472

374.9523

256.0881

303.0910

328.9646

447.1333
418.2588

152.1434
180.1747
180.1747
241.1448
172.1193
313.2122
322.1510

214.0297
388.1059

256.0596
250.0160
292.0266
189.1598
222.1125
238.1074

192.0768
316.1076
311.0393
248.0585
306.1635
372.9424
528.0780
372.1606

202.0427
218.0375

358.9563

390.9476

374.9527

256.0880

303.0902

328.9653

447.1327
418.2579

152.1433
180.1742
180.1746
241.1441
172.1188
313.2124
322.1504

214.0300
388.1059

256.0601
250.0168
292.0275
189.1596
222.1122
238.1078

192.0766
316.1074
311.0401
248.0585
306.1629
372.9428
528.0780
372.1602

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

［M+H］+

-3.00
-3.26

-3.05

0.98

0.97

-0.41

-2.74

2.02

-1.39
-2.15

-0.28
-2.90
-0.18
-2.64
-2.56

0.59
-1.92

1.35
0.09

1.85
3.20
3.04

-0.58
-1.39

1.81

-0.56
-0.80

2.58
-0.09
-1.70

0.95
0.01

-0.90

0.5
0.5

0.5

1

1

0.5

0.5

5

0.5
0.5

2
0.5
0.5
0.5
1
2

0.5

0.5
2

1
2
2

0.5
0.5
2

1
0.5
1
1
1
2
1
2

0.5
2

-

-

5

5

0.5

5

0.5
-

2
2
1
1
1
2

0.5

1
-

1
2
2

0.5
0.5
2

1
0.5
2
-

-

-

1
5

0.5
0.5

0.5

1

1

0.5

0.5

5

0.5
0.5

1
1

0.5
0.5
2
2
1

0.5
1

1
2
2

0.5
0.5
1

2
0.5
0.5
1

0.5
1
1
1

0.5
1

-

1

1

1

0.5

-

0.5
-

1
1

0.5
0.5
2
2
1

1
1

1
2
2

0.5
0.5
1

2
0.5
0.5
1
-

1
1
1

Compound Formula tR/
min

Theoretical
precursor ion 

（m/z）

Experimental
precursor ion 

（m/z）

Adduct 
ion

Mass
 error/

10-6

Pork
SDL/

（μg/kg）
LOQ/

（μg/kg）

Chicken
SDL/

（μg/kg）
LOQ/

（μg/kg）

表 1  （续）
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2.1.2　流动相的选择

为了进一步使色谱峰分离且获得良好峰形、提

高目标化合物的灵敏度，实验对流动相体系进行了

优化，考察了水、0.1% 甲酸水溶液、2 mmol/L 乙酸

铵溶液、2 mmol/L 乙酸铵溶液（含 0.1% 甲酸）与甲

醇 或 乙 腈 不 同 组 合 作 为 流 动 相 时 各 目 标 物（50 
ng/mL）的分离效果。

甲醇 -水和乙腈 -水作为流动相时，目标物色谱

分离度差，突出表现在喹诺酮类药物色谱峰峰宽且

对称性差。为改善色谱峰形，在流动相的水相中添

加 2 mmol/L 乙酸铵缓冲盐，色谱峰形一定程度上

得到改善，但依然表现出峰宽较大、分离度差的问

题。在水相中添加甲酸后，目标化合物的峰形集中

变窄，离子化效率提高，化合物响应提高［19］。对比

0.1% 甲酸水溶液 -甲醇体系和 0.1% 甲酸水溶液 -乙

腈体系，结果发现，有机相为甲醇时大多数目标化

合物的灵敏度高于乙腈体系（仅泰乐菌素、螺旋霉

素、交沙霉素、吉他霉素、泰万菌素、3-O-乙酰泰乐菌

素和新螺旋霉素等 7 种大环内酯类化合物在乙腈

体系中响应优于甲醇体系），此外，乙腈的洗脱能力

较强［20］，多种化合物在乙腈体系下会出现肩峰或无

法达到完全基线分离的情况，图 2 为 3-羟基克百威

和氨基甲苯咪唑在 0.1% 甲酸水溶液 -乙腈和 0.1%
甲酸水溶液 -甲醇体系中的提取离子色谱图。综合

考虑，选择 0.1% 甲酸水溶液 -甲醇为流动相。图 3
为 50 ng/mL 的 111 种化合物混合标准溶液的提取

离子色谱图。

2.2　质谱条件的优化

2.2.1　扫描方式的选择

根据待测化合物的结构特征，选择正、负离子

两种模式进行扫描，结果表明 111 种化合物在正离

子模式下的响应较高。通过对比化合物不同加合

离子的灵敏度，如［M+H］+、［M+NH4］
+、［M+Na］+等，

选择响应值最高的离子作为加合物离子。实验发

现大多数化合物的前体离子为质子化［M+H］+分子

图2　3-羟基克百威和氨基甲苯咪唑在不同流动相下的提取离子色谱图

Fig. 2　Extracted ion chromatograms of carbofuran-3-hy⁃
droxy and mebendazole amine in different mobile 
phases

a. acetonitrile-0.1% formic acid aqueous solution； b. methanol-
0.1% formic acid aqueous solution.

Peak identifications： 1. carbofuran-3-hydroxy； 2. mebendazole 
amine.

图 1　不同色谱柱对 18种头孢菌素类化合物响应值的影响（n=3）
Fig. 1　Effects of different chromatographic columns on the response intensities of the 18 cephalosporins （n=3）

Compounds： 1. cefazolin； 2. ceftiofur； 3. cephalexin； 4. cefapirin； 5. cefetamet pivoxyl； 6. cefoperazone； 7. cefotaxime； 8. cefqui⁃
nome； 9. cephalonium； 10. cephalothin； 11. cephradine； 12. desacetylcefotaxime； 13. cefdinir； 14. cefodizime； 15. cefpiramide； 16. 
ceftizoxime； 17. cefathiamidine； 18. cefpodoxime.
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离子，但头孢噻吩的［M+NH4］
+准分子离子峰响应

比［M+H］+峰高；大环内酯类化合物中替米考星、螺

旋霉素和新螺旋霉素除了形成［M+H］+，还形成［M+
2H］2+，且［M+2H］2+的峰响应比［M+H］+的响应高，

各化合物的具体离子加合方式见表 1。
2.2.2　质谱参数的优化

为了获得丰富可靠的实验数据，本研究利用仪

器的信息依赖型子离子采集模式，建立 TOF MS-

IDA-Product Ion 工 作 流 程 ，对 目 标 化 合 物 进 行

TOF-MS-IDA 扫描，获得目标物的一级质谱信息，

在进行一级质谱扫描的同时，对满足触发二级的离

子进行 TOF-MS/MS 扫描，获得离子的二级碎片信

息。通过增加扩展碰撞能量获取高质量区和低质

量区的质谱碎片，使每种化合物所建立的二级质谱

库更加精准。经过实验优化，结合各种待测化合物

的仪器响应情况，设置碰撞能量为 35 eV，扩展碰撞

能量为 15 eV，当目标化合物的响应值超过 IDA 阈

值（100 cps）时，可获得由不同碰撞能量（20、35、50 
eV）叠加组成的二级碎片谱图，同时开启仪器的动

态背景扣除功能，可极大降低本底背景的二级质谱

信号强度，提高样品中目标物的响应。

2.2.3　基于谱库的筛查与鉴定

将添加了 111 种目标化合物的畜禽肉样品进

行质谱扫描测定，对分子离子的保留时间、精确质

量偏差、同位素丰度比和二级碎片离子等信息进行

综合分析，对于二级碎片离子与数据库匹配得分值

大于 70 的化合物进行确证分析［21］。以西诺沙星为

例，IDA 模式下采集的提取离子色谱图、一级同位

素质谱图、二级质谱图及数据库匹配结果见图 4。

2.3　方法学评价

2.3.1　基质效应

基质效应（ME）是质谱检测中普遍存在的现

象，通常采用基质标准曲线斜率与溶剂标准曲线斜

率的比值来评价基质效应。 ME 值为 80%~120%
时，表明基质效应不明显；ME 值超过 120% 时，表明

存在基质增强效应；ME 值低于 80% 时，则存在基质

抑制效应。不同样品产生的基质效应可能会不同，

本实验分别考察了猪肉和鸡肉的基质效应，结果表

明两种基质中分别有 76 种和 61 种化合物表现为

基质抑制，因此，为降低基质抑制对化合物的影响，

采用空白基质标准曲线进行检测。

2.3.2　筛查限

参照欧盟 EU/2021/808［22］规定和仝凯旋等［23］的

定性验证方法，将目标物在至少 95% 的样本中被检

测到的最低水平定义为该化合物在该方法中的筛

查限。在 25 份猪肉和鸡肉空白样品中分别添加混

合标准溶液至 5 个水平（0.5、1、2、5、10 μg/kg），经

过前处理后进行筛查检测，通过对筛查结果的分析

确定 111 种农兽药化合物的 SDL。实验结果如表 1
所示，猪肉和鸡肉样品中化合物的 SDL 集中在 0.5~
5 μg/kg，其中 SDL≤2 μg/kg 的化合物分别占 76.6%
和 80.2%。

111 种 化 合 物 中 ，我 国 兽 药 限 量 标 准 GB 
31650-2019［24］和 GB 31650.1-2022［25］对猪肉和鸡肉

基质有限量要求的化合物分别为 24 种和 21 种，限

量范围为 2~1 000 μg/kg，本方法可以很好地满足畜

禽肉中有限量要求的药物的筛查需求。

2.3.3　线性范围、线性关系与定量限

用空白基质提取液配制质量浓度为 0.2~100 
ng/mL 的基质混合标准工作溶液，在优化条件下进

行测定，根据色谱峰面积与分析物的质量浓度建立

标准曲线，各化合物在相应质量浓度范围内线性关

系良好，相关系数（r2）均大于 0.99。在阴性样品中

添 加 目 标 化 合 物 ，经 过 前 处 理 后 以 满 足 GB 
5009.295-2023［26］中回收率和精密度要求的最低添

加浓度作为方法的定量限（LOQ），结果如表 1 所

示。猪肉和鸡肉中分别有 13 种和 15 种化合物的

回收率小于 60%，如米洛沙星、乙酰甲喹、三氯苯达

唑、新螺旋霉素、头孢地嗪等，只能进行定性分析。

猪肉和鸡肉基质中分别有 98 种和 96 种化合物的

LOQ 为 0.5~10 µg/kg，其中 LOQ≤5 μg/kg 的化合物

分别占 93.9% 和 87.5%。将本方法验证的部分目标

图 3　111种化合物的提取离子流色谱图

Fig. 3　Extracted ion chromatogram of the 111 compounds
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化合物与文献进行对比，对于喹诺酮类和大环内酯

类化合物，文献［16］中方法的检出限（LOD）范围为

1~60 µg/kg，本方法的 LOQ 为 0.5~5 µg/kg，表明本

方法可用于畜禽肉中药物残留的测定。

2.3.4　回收率与精密度

对猪肉和鸡肉样品中可定量分析的 90 余种化

合物在 1、2 和 10 倍 LOQ 3 个添加水平下进行加标

回收试验，每个添加水平平行测定 6 次，计算每种

化合物的加标回收率和相对标准偏差（RSD）。结果

表明，猪肉样品中化合物在 3 个加标水平下的平均

回 收 率 分 别 为 60.2%~94.9%、62.7%~98.5% 和

61.3%~100.2%，RSD 分 别 为 1.4%~12.2%、1.1%~
13.4% 和 1.8%~13.9%；鸡肉样品中化合物在 3 个加

标 水 平 下 的 平 均 回 收 率 分 别 为 62.1%~116.7%、

61.1%~112.9% 和 63.5%~108.6%，RSD 分别为 1.2%~
11.0%、1.6%~14.1% 和 1.0%~13.5%。 3 个加标水平

下分布在 60%~70% 和 70%~120% 范围的化合物个

数相同，其中猪肉和鸡肉基质中回收率在 70%~

120% 范围内的待测物占比分别为 76.5% 和 83.3%，

统计结果如表 2 所示。

2.4　方法应用

2.4.1　模拟加标样本分析

通过本实验建立的方法对加标水平为 10 μg/kg
的样品进行筛查验证。样品经前处理后测试，结果

显示待测样品中 111 种目标化合物的精确质量数

表 2　猪肉和鸡肉中化合物在不同回收率范围的个数统计

Table 2　Statistics of compounds in pork and chicken 
within different recovery ranges

Compounds

Quinolones
Macrolides

Lincosamides
Cephalosporins

Antiparasites
Antivirals
Pesticides

Pork
60%-70%

6
5
0
2
7
1
2

70%-120%
21
9
3

14
12
6

10

Chicken
60%-70%

4
3
0
3
4
0
2

70%-120%
22
8
3

12
15
7

13

图 4　西诺沙星的（a）提取离子色谱图、（b）一级同位素质谱图和（c）二级质谱图

Fig. 4　（a） Extracted ion chromatogram， （b） MS isotope mass spectrum， and （c） MS/MS mass spectrum of cinoxacin
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偏差绝对值均小于 5×10-6，保留时间偏差为±2.5%，

与高分辨质谱数据库的质谱信息匹配一致，符合确

证要求。

2.4.2　实际样本检测

采用所建立的方法对市售的 60 批次畜禽肉样

品进行检测。实验结果表明，2 批次猪肉中检出恩

诺沙星，含量分别为 16.2 μg/kg 和 29.1 μg/kg；1 批

次鸡肉中检出替米考星，含量为 4.94 μg/kg。检出

的化合物含量处于较低水平，均未超出 GB 31650-

2019 规定的限量。

3　结论

本 研 究 采 用 UPLC-Q-TOF/MS 结 合 PRiME 
HLB 固相萃取柱建立了 111 种农兽药残留药物筛

查数据库，针对猪肉和鸡肉基质进行筛查方法的开

发和验证，并将该方法应用于市售畜禽肉中农兽药

残留筛查。该方法前处理过程简单、快速，通量大，

准确性高，适用于畜禽肉中多种常见农兽药残留组

分的同时快速检测，可满足突发食品安全事件快速

定性的检测要求，为动物源基质中的农兽药筛查检

测提供了可靠的技术支撑。
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