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实验技术与方法
高效液相色谱-串联质谱法测定动物源性食品中 / 种抗病毒药物残留量
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摘$要!目的$建立动物源性食品中金刚烷胺%金刚乙胺%美金刚%奥司他韦%吗啉胍%阿昔洛韦的高效液相色谱-

串联质谱(Ya\?-_)2_))检测方法$ 方法$待测样品中的金刚烷胺%金刚乙胺%美金刚%奥司他韦%吗啉胍%阿昔洛

韦在醋酸盐缓冲液中经 g>W?7W*) 提取%净化!采用 ,J<D:=BW5D<OP:8]I-?%.柱(&+" MMk!0/ MM!+0" "M)!梯度洗

脱!在正离子模式下检测$ 结果$/ 种抗病毒药物在 "0+ c%"" "J2SJ范围内线性关系良好!相关系数 (e"0##&$

在猪肉%鸡肉%鱼肉和牛奶中金刚烷胺%金刚乙胺%美金刚的检出限为 "0% "J2SJ!奥司他韦为 "01 "J2SJ!吗啉胍和

阿昔洛韦为 "0+ "J2SJ!各化合物的回收率均在 +"b以上!精密度 (以相对标准偏差表示)在 "0.b c+0Ub之间
(/ j/)$ 结论$本方法具有前处理简单%快速!灵敏度高等优点!可用于禽畜肉中抗病毒类药物残留的定量检测$
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$$抗病毒药物是一类用于预防和治疗病毒感染
的药物( 在体外可抑制病毒复制酶"在感染细胞或

动物体内可抑制病毒的复制与繁殖( 其中一类抗
病毒药物为三环胺类药物"主要包括金刚烷胺’金
刚乙胺’美金刚等 )%-/* (

农业部于 &""+ 年先后颁布的 -兽药地方标准
废止目录. #农业部第 +/" 号$ )U*及-关于清查金刚
烷胺等抗病毒药物的紧急通知. #农医发)&""+*11
号$ ).*中"均明确规定禁止金刚烷胺’金刚乙胺’利
巴韦林等药物的经营和使用( 但目前"我国尚无动
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物源性食品中抗病毒类药物残留的法定检测方法"
且多种抗病毒药物检测的研究也开展较少( 本研
究拟开发一种可同时测定多种抗病毒类药物的试
验方法"来填补该领域的空白(

目前文献报道的测定方法主要包括毛细管气
相色谱法 )#* ’高效液相色谱-荧光检测法 )%"* ’毛细管
电泳法 )%%*以及液质联用法 )%&*等"前处理方法多采
用 )aW固相萃取柱净化法"存在操作繁琐’专属性
和重现性差等缺点( 动物源性食品中复杂的基质
以及传统的提取净化测定方法造成的干扰增加了
同时检测金刚烷胺’金刚乙胺’美金刚’奥司他韦’
吗啉胍和阿昔洛韦的难度( 本方法根据金刚烷胺’

金刚乙胺’美金刚’奥司他韦’吗啉胍’阿昔洛韦的
分子结构’化学性质"采用 g>W?7W*) 技术进行提
取’净化"用高效液相色谱-串联质谱法测定(

%$材料与方法
%0%$主要仪器与试剂

,J<D:=B%&#" 高效液相色谱仪 #美国 ,J<D:=B$’
++""gK*,a质谱仪#美国 ,I)5<:;$’漩涡振荡器’高
速离心机’多位氮气浓缩仪’_<DD<-g超纯水制备系统(

标准品%金刚烷胺 #纯度 #Ub"标准品号%U/.-
#!-+$’金刚乙胺#纯度 ##0.b"标准品号%%+"%-.!-
!$’美金刚 #纯度 %""b"标准品号%!%%""-+&-%$均
购自美国 )<JM@"奥司他韦#纯度 ##0Ub"标准品号%
%#//%.-%1-"$’吗啉胍#纯度 %""b"标准品号%1U1%-
+#-U$’阿昔洛韦 #纯度 %""b"标准品号%+#&UU-.#-
1$均购自中检院(

g>W?7W*) 萃取包%美国 ,J<D:=B"包含柠檬酸三
钠二水结晶盐 % J’柠檬酸氢二钠半水结晶盐 "0+ J’

硫酸镁 ! J和氯化钠 % J"或相当者&甲醇’甲酸’醋
酸铵均为 Ya\?级"冰醋酸#分析纯$"氨水"去离子
水由 _<DD<-g超纯水系统制得(

标准储备液 #%"" "J2MD$的配制%精密称取金
刚烷胺’金刚乙胺’美金刚’奥司他韦’吗啉胍’阿昔
洛韦标准品各约 %" MJ#精确至 "0"% MJ$"置 %"" MD

容量瓶中"加甲醇溶解并稀释至刻度"摇匀"作为标
准储备液&混合标准使用溶液的配制#% "J2MD$%分
别精密吸取上述金刚烷胺’金刚乙胺’美金刚’奥司
他韦’吗啉胍’阿昔洛韦标准储备液适量"用水稀释
制成混合标准使用溶液(
%0&$方法
%0&0%$样品处理

取均质均匀的试料约 & J"置 +" MD离心管中"
加入 "0&+ MCD2\醋酸铵缓冲液# OYj!0.$+ MD"涡
旋振荡 % M<="加入乙腈 %" MD"涡旋振荡 % M<="加入

g>W?7W*) 萃 取 粉 包 % 包" 振 荡 提 取 &" M<="
! /"" E2M<= 离心 %" M<="取 全 部 上 清 液 至 另 一
+" MD离心管中#预先称取 ?%.粉 &"" MJ"无水硫酸
镁 #"" MJ$"涡旋振荡 1 M<=" ! /"" E2M<= 离心
%" M<="取全部上清液至另一 %+ MD离心管中"于
!+ h下氮吹浓缩至干( 精密加入 %0" MD"0%b甲
酸甲醇-水#%t#"?8?$溶液至残渣中"涡旋振荡使残
渣溶解"经 "0&& "M滤膜过滤"滤液供高效液相色
谱-串联质谱测定(
%0&0&$基质标准工作溶液的制备

称取与试样基质相同的空白样品约 & J"置
+" MD离心管中"分别加入混合标准使用溶液适量"
按 %0&0% 同步进行提取’净化"制备成基质标准工作
溶液"浓度分别为 %’&’%"’!"’%""’&"" "J2\(
%0&01$仪器条件

色谱条件%采用 ,J<D:=BW5D<OP:8]I-?%.色谱柱
#&+" MMk!0/ MM"+0" "M$( 流动相%含 "0% b甲
酸的 + MMCD2\乙酸铵溶液#,$"甲醇#I$( 梯度洗
脱程序%" c.0" M<="甲醇#I$体积比从 &"b线性增
加至 +"b&.0" c&"0" M<="甲醇#I$体积比为 +"b&
&"0" c&"0% M<="甲醇 #I$体积比从 +"b减少至
&"b&&"0% c&+0" M<="甲醇#I$体积比为 &"b( 流
速 /"" "D2M<="进样量 +" "D"柱温 1" h(

质谱条件%离子源为电喷雾离子源#W)($"扫描
方式为正离子扫描"喷雾电压 +0+ S‘"毛细管温度
+"" h"雾化气压力#’)%$1!!0U+ Sa@"辅助气压力
#’)&$1!!0U+ Sa@"气帘气压力#?[*$&!%01&+ Sa@"
碰撞气压力#?,]$1!0!U+ Sa@"检测方式为多反应
监测#_*_$扫描模式(

&$结果与分析
&0%$供试品溶液制备的研究
&0%0%$提取溶剂及取样量的选择

动物源性食品中富含蛋白质’脂肪及多种矿物
质"为了破坏残留药物与蛋白大分子之间的共价
键"选用乙腈作为蛋白沉淀剂"同时亦能作为提取
溶剂( 另外"本试验对 W]K,缓冲液或乙酸铵缓冲
液作为提取溶剂时的提取效率进行比较( 结果当
取样量为 & J"乙酸铵缓冲液作为提取溶剂时"提取
效率较高#见图 %$(
&0%0&$净化方式的选择

动物源性食品成分复杂"含有大量蛋白质’脂
肪’碳水化合物等营养成分( 考虑到?%.粉可有效除
去脂类’糖类等亲脂性杂质"a),粉可有效去除基质
中的脂肪酸和甾醇类干扰物"FDCE<P<D粉可从非极性
溶液中萃取极性化合物等特性( 本试验比较了 ?%.
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图 %$提取溶剂及取样量的比较选择
F<J>E:%$?CMO@E<PC= @=G P:D:5B<C= C6:;BE@5B<C=

PCDR:=B@=G P@MOD:L:<J7B

粉’a),粉’FDCE<P<D粉’?%.粉与 a),混合物 #商品
化$"发现 a),粉等对待测物有较大吸附作用"待测
物在使用?%.粉净化时损失最小( 经对?%.粉用量的
考察"发现当 ?%.粉的用量在 +" c1"" MJ时"?%.粉
用量对各化合物的影响较小"当 ?%. 粉用量超过
&"" MJ时"有明显的吸附作用( 综合考虑对溶液的
净化 效 果 及 试 验 成 本" 最 终 确 定 ?%. 粉 用 量
为&"" MJ#见图 &’1$(

图 &$净化粉的选择
F<J>E:&$):D:5B<C= C6O>E<6<5@B<C= OCLG:E

图 1$?%.粉用量选择

F<J>E:1$):D:5B<C= C6B7:@MC>=BC6?%. OCLG:E

&0%01$分析方法的选择
由于不同基质差异较大"为了降低基质效应的

影响"最终选用与添加基质随行的线性标准工作曲
线对待测物进行定量(
&0&$高效液相色谱-串联质谱条件的确定
&0&0%$流动相的选择

试验发现"当流动相中加入甲酸时可以增加正
离子模式的信号响应"加入乙酸铵时可以改善化合
物的色谱峰形"并且乙酸铵的浓度变化对结果影响
不大( 综合考虑分析时间’仪器耐受’色谱峰形等

多种 因 素" 本 方 法 采 用 甲 醇-含 "0%b 甲 酸 的
+ MMCD2\乙酸铵溶液作为流动相( 调节流动相梯
度使美金刚与金刚乙胺这一对同分异构体达到基
线分离#见图 ! c/$(

图 !$/ 种抗病毒药物标准品的总离子流色谱图
F<J>E:!$KCB@D<C= 57ECM@BCJE@MC6/ @=B<R<E@DGE>JP

图 +$空白鸡肉样品的总离子流色谱图
F<J>E:+$KCB@D<C= 57ECM@BCJE@MC6ND@=S 57<5S:= P@MOD:

图 /$空白基质提取液添加标准品的总离子流色谱图
F<J>E:/$KCB@D<C= 57ECM@BCJE@MC6/ @=B<R<E@DGE>JP

PO<S:G <= ND@=S P@MOD:P

&0&0&$质谱条件的选择
采用电喷雾离子源进行分析( 将 % "J2MD的标

准溶液以流动注射的方式在正离子模式下进行母
离子扫描"确定分子离子"然后对其子离子进行全
扫描"经优化碰撞能量参数"得到了最佳质谱条件"
质谱检测参数见表 %(
&01$方法学验证
&010%$线性范围

取 %0&0& 的标准工作溶液进样"按外标法计算"
以化合物峰面积为纵坐标"以化合物浓度为横坐标

绘制标准工作曲线( 结果表明"各化合物在上述浓
度范围内"呈良好的线性关系 #见表 &$"相关系数
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$$$ 表 %$/ 种化合物质谱检测参数
K@ND:%$_) O@E@M:B:EP6CEB7:G:B:EM<=@B<C= C6/ @=B<R<E@DGE>JP

化合物
母离子
2#48S$

子离子
2#48S$

去簇电
压2‘

入口电
压2‘

碰撞能
2:‘

碰撞室
出口电
压2‘

金刚烷胺

美金刚

奥司他韦

金刚乙胺

吗啉胍

阿昔洛韦

%+&0&

%."01

1%101

%."0!

%U%0U

&&/0%

#10%
%1+0&
#%0"
%"U0%
&".0"
&&!0.
%/10%
.%0%
/"0"
%%10"
%+&0"
%1+0"

#" %"

#" +

/" +

U" %"

." %"

#" /

1. %!
&! &"
+" %!
1" .
%/ %+
%+ %+
&% %.
1" %.
&& %+
&. %+
%. U
!" U

均 e"0##&(
&010&$精密度试验

取猪肉’鸡肉’鱼肉’牛奶各基质空白样品#& l
"0"&$J若干份"分别添加一定量的目标化合物"配
制成各化合物浓度均为 "0+’&"’%"" "J2SJ的质控
样品"各 / 份"按 %0& 方法对各质控样品同时进行提
取’净化’测定等"通过计算 / 份平行样品的相对标
准偏差来表示其精密度"结果见表 1"各化合物的精
密度均在 %"b之内(
&0101$准确度#回收率$试验

取猪肉’鸡肉’鱼肉’牛奶各基质空白样品#& l
"0"&$J若干份"分别精确加入标准使用溶液"配制
成不同浓度的添加样品"各 / 份"按 %0& 方法测定"
回收率数据见表 !(

表 &$/ 种化合物线性方程’相关系数考察
K@ND:&$\<=:@E:f>@B<C=P@=G 5CEE:D@B<C= 5C:66<5<:=BPC6/ @=B<R<E@DGE>JP

化合物
回归方程及相关系数

猪肉 鸡肉 鱼肉 牛奶

金刚烷胺
Gj10&U k%"+9i.0/U k%"!

#(j"0##.$
Gj&0.% k%"+9i+0%/ k%"!

#(j"0##U$
Gj10+/ k%"+9i!0/% k%"!

#(j"0##U$
Gj1011 k%"+9i%0"/ k%"+

#(j"0##U$

美金刚
Gj!01+ k%"+9i10& k%"!

#(j"0###$
Gj+0". k%"+9q10.& k%"!

#(j"0##.$
Gj!0+& k%"+9q!011 k%"!

#(j"0###$
Gj!0%% k%"+9q%0%+ k%"+

#(j"0##/$

奥司他韦
Gj%0+/ k%"+9q%01. k%"!

#(j"0##.$
Gj%0+. k%"+9q&0%+ k%"!

#(j"0###$
Gj&0"/ k%"+9q%0!! k%"!

#(j"0###$
Gj%0U! k%"+9q&0.& k%"!

#(j"0##U$

金刚乙胺
Gj%0%. k%"/9q10++ k%"!

#(j"0###$
Gj%0&+ k%"/9q%0&! k%"+

#(j"0##.$
Gj%0& k%"/9q&01 k%"+

#(j"0###$
Gj%0&% k%"/9q10! k%"+

#(j"0##U$

吗啉胍
Gj&0U. k%"19i%+&

#(j"0##&$
Gj+0#% k%"19q%0#/ k%"1

#(j"0##!$
Gj%0%+ k%"!9q%01+ k%"1

#(j"0##!$
Gj!0++ k%"19qU1%

#(j"0###$

阿昔洛韦
Gj&0+1 k%"19i&0+% k%"1

#(j"0##1$
Gj&01/ k%"19iU&%

#(j"0###$
Gj10&# k%"19i%0"# k%"1

#(j"0##.$
Gj!0+/ k%"19i%0#& k%"1

#(j"0##/$

表 1$/ 种化合物精密度试验结果#/ j/$

K@ND:1$aE:5<P<C=PC6/ @=B<R<E@DGE>JP

化合物
添加水平
2#"J2SJ$

O!:2b

猪肉 鸡肉 鱼肉 牛奶

金刚烷胺

美金刚

奥司他韦

金刚乙胺

吗啉胍

阿昔洛韦

"0+ 10/ +0& &01 !0%
&" "0. &01 %0/ %0+
%"" %0" %0/ %0% %0!
"0+ &0& 10# &0" 10!
&" %0+ &0+ &0% &0"
%"" "0. %0U &0. &0+
"0+ &0U !0! 10% 10"
&" %0# +0U &0# 10&
%"" &0& 10. %0+ &0"
"0+ %0# 10" %0+ &0/
&" %01 &0& %0# 101
%"" &0% &0& %0& &0U
"0+ 10& +0/ &0# %0#
&" %0" &0# &0% &0&
%"" %0+ &01 &01 %0"
"0+ &0& 10" &0+ &0.
&" %0+ 10& %0! 10"
%"" %0U %0% &0" %0#

表 !$/ 种化合物回收率试验结果
K@ND:!$*:5CR:EHE:P>DBPC6/ @=B<R<E@DGE>JP

化合物
添加水平
2#"J2SJ$

回收率2b

猪肉 鸡肉 鱼肉 牛奶

金刚烷胺

美金刚

奥司他韦

金刚乙胺

吗啉胍

阿昔洛韦

"0+ #.0U+ %"%0" #&0.# #+0&&
&" %"+0U %".0. %""0& %"%0.
%"" .U0+" .#0!. #+0%/ ./01U
"0+ #.0%/ .%0"1 #%0#& U&0&U
&" #U0## .#0U& ..0/! U&0.#
%"" #+0&& .!0%. .#0#" .+0.%
"0+ ##0.& U!0+& .101# U+0#+
&" .U0+" U.0+/ .U0#+ /!0""
%"" #!0&" ."0.. .U0U" U+0UU
"0+ %"%0! .%0./ #"0#% U/0UU
&" #%0.! ..0+/ ..0!. U"01"
%"" #10!/ .!0.& #10"U ./0&&
"0+ ./0%/ +U0++ /10/+ #!0%/
&" U%0#. ++0&. /.01/ #+0"!
%"" /#0"! +&0+! U.0+& %"%0"
"0+ .!0#& %""0. #%0&. U/0!%
&" #&0&/ U/0.% #&0%. /%0&&
%"" U&01" .10U. #%0"! .%0+#
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&010!$检出限
取不同基质空白样品"分别加入不同体积混合

标准溶液"根据 1 倍信噪比计算金刚烷胺’美金刚’
金刚乙胺在猪肉’鸡肉’鱼肉和牛奶中的检出限为
"0% "J2SJ"奥司他韦为 "01 "J2SJ"吗啉胍和阿昔洛
韦为 "0+ "J2SJ(
&0!$方法应用

应用本方法测定了 #/ 批鸡肉’鸭肉’鸡蛋等样
品"& 批鸡肉样品检出金刚烷胺(

1$小结
本研究建立了动物源性食品中 / 种抗病毒类药

物残留量的高效液相色谱-串联质谱检测方法( 在
样品前处理中"采用 g>W?7W*) 提取’净化"大大简
化了前处理步骤"缩短了处理时间"提高了效率(
本研究采用基质制备随行标准工作曲线进行定量"
除吗啉胍在鸡肉和鱼肉中"由于基质干扰较大"加
标回收率相对较低"需进一步试验优化外"其余均
可较好地消除基质效应"保证了方法的准确性( 本
方法操作简单快速"检测灵敏度高"专属性强"适用
于猪肉’鸡肉’鱼肉及牛奶等动物源性食品中金刚
烷胺’美金刚’奥司他韦’金刚乙胺’吗啉胍’阿昔洛
韦的定量测定(
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关于聚#%&-羟基硬脂酸$硬脂酸酯等 &1 种食品相关产品新品种的公告
&"%/ 年第 U 号

$$根据*食品安全法+规定!审评机构组织专家对聚(%&-羟基硬脂酸)硬脂酸酯等 &1 种食品相关产品新品
种的安全性评估材料审查并通过$

特此公告$
附件’%4聚(%&-羟基硬脂酸)硬脂酸酯等 %& 种食品接触材料及制品用添加剂新品种

&4氧化镁等 + 种扩大使用范围或使用量的食品接触材料及制品用添加剂
14丙烯腈与 %!%-二氯乙烯的聚合物等 / 种食品接触材料及制品用树脂新品种
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