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摘 要：目的 建立高效液相色谱-串联质谱法测定食用动物组织（猪肉、猪肝脏、猪肾脏、鸡肉、鸡肝脏及鸡肾脏）

中那西肽残留含量。方法 动物组织中那西肽残留经 0. 1% 甲酸乙腈提取，Captiva ND 固相萃取柱净化，液相色

谱 -串联质谱多反应监测负离子模式扫描测定，基质匹配标准曲线外标法定量。结果 各相关基质中那西肽在

2~200 µg/L 浓度范围内线性关系良好，相关系数 r>0. 99，各动物组织中的检出限为 2. 0 µg/kg，定量限为 7. 0 µg/kg。
在 3. 5、7. 0 和 70 µg/kg 添加浓度下，那西肽的回收率范围为 76. 27%~92. 31%，相对标准偏差为 2. 15%~8. 03%。

结论 该方法简便快速、准确度高和重复性良好，适用于食用动物组织中那西肽残留的监测与定量测定。
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Determination of nosiheptide residue in food animal tissues by high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry
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Abstract：Objective To develop a method for the determination of nosiheptide residue in food animal tissues（porcine
muscle，porcine liver，porcine kidney，chicken muscle，chicken liver and chicken kidney）with high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry（HPLC-MS/MS）. Methods After extracted by 0. 1% acidic acetonitrile，the
nosiheptide extract was cleaned up by Captiva ND cartridge and determined by HPLC-MS/MS in negative electrospray
ionization mode. Quantification was performed using corresponding matrix-matched calibration curves. Results Nosiheptide
in corresponding matrix showed good linear relationships（r>0. 99）in the calibration range of 2~200 µg/L，and the limit of
detection（LOD）and limit of quantification（LOQ）of the method were 2. 0 and 7. 0 µg/kg，respectively. The recoveries
of the method ranged from 76. 27% to 92. 31% at the spiking level of 3. 5，7. 0 and 70 µg/kg with relative standard
deviations of 2. 15%~8. 03%. Conclusion The proposed method is simple，rapid，accurate as well as reproducible and
can be applied to monitor and determine nosiheptide residue in food animal tissues.
Key words：High performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry；nosiheptide；food animal tissues

那西肽是一类从链霉菌中产生的包含多个噻

唑环的硫多肽类抗生素［1］，相对分子量为 1 222. 37，
分子式为 C51H43N13O12S6，结构见图 1。目前，在畜牧

业和水产养殖业中，那西肽主要通过抑制革兰阳性

菌的生长和繁殖来促进畜禽的营养吸收和增重增

产，且在动物体内低毒，对环境污染小，已被广泛用

于禽兽及水产饲料中［2-3］。1998 年我国将那西肽批

准为国家三类新兽药［4］。2017 年，中国农业农村部

修订《药物饲料添加剂品种目录及使用规范》，那西

肽作为饲料添加剂其含量在猪和鸡中分别为 2. 5~
20 mg/kg 和 2. 5 mg/kg［5］。尽管那西肽有利于畜牧

业生产，但过度使用或忽视休药时间会导致抗生素

耐药细菌的大规模繁殖，而且动物源性食品中的那

西肽残留会通过食物链进入人体，威胁人类健康［6］。

日本肯定列表制定中规定鸡和猪肌肉、肝脏等组织

中那西肽的最高残留限量均为 30 µg/kg［7］，而其他

实验技术与方法
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国际监管机构还尚未制定动物组织中那西肽的残

留限量和检测方法。因此，为完善我国那西肽安全

用药体系，迫切需要建立动物组织中那西肽残留的

检测方法。

目前，针对饲料、兽药那西肽残留检测方法有

微生物检测法［8］和液相色谱法［9-11］，以动物组织为研

究对象的检测方法有液相色谱法［12-13］和气相色谱 -

质谱联用法［14］，因为那西肽同时含有发色团和荧光

团，其检测主要以高效液相色谱荧光法为主，但其

灵敏度差，抗干扰能力低等缺点无法满足现有的残

留分析要求。气质联用法的使用也因为复杂的衍

生化前处理而受到限制。近年来，高效液相色谱-串

联 质 谱 法（High performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry，HPLC-MS/MS）凭借高选择

性，定量精准等优点，已广泛应用于抗生素残留的

测定［15-18］。LIU 等［19］研究了那西肽的生物合成途径

并通过高分辨率电喷雾电离质谱发现那西肽前体

离子的微弱信号，以及信号更低的碎片离子，目前碎

片离子信号强度低成为开发液相色谱 -串联质谱法

测定那西肽的一大阻碍。2019 年，SONG 等［20］采用

碱水解法通过间接分析那西肽的降解产物 4-羟甲

基 -3-甲基吲哚 -2-甲酸而实现了那西肽的高效液相

色谱-串联质谱法测定，该方法前处理实验过程相对

繁琐，且测定的目标物为间接降解产物，对其实验过

程要求严格且容易发生误判。为此，肖陈贵等［21］基

于 HPLC-MS/MS 技术，前处理采用固相萃取法去除

鸡蛋中脂肪与色素等杂质，有效降低基质对目标物

的干扰，提高了仪器的灵敏度，实现鸡蛋中痕量那

西肽的快速、准确测定。但目前尚未有高效液相色

谱 -串联质谱法直接测定动物组织中那西肽残留的

报道，本实验选用猪肉、猪肝脏、猪肾脏、鸡肉、鸡肝

脏及鸡肾脏六种常见食用动物组织作为研究对象，

将固相萃取法和 HPLC-MS/MS 技术联用，建立快速

检测食用动物组织中那西肽药物残留的方法。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器与材料

超 高 效 液 相 色 谱 仪（中 国 珂 睿 公 司 ，APUS
PLUS）；三重四极杆质谱仪（美国 AB SCIEX 公司，

Sciex 6500）；CR22N 型高速冷冻离心机（日本日立

公司）；Mettler PL202-L 型电子分析天平（瑞士美特

勒 -托利多公司）；Captiva ND lipids 固相萃取柱、

QuEChERS 净化管（美国 Agilent公司）；HLB 固相萃

取柱（美国 Waters 公司）。

那西肽（中国阿尔塔科技有限公司，纯度为

97. 0%）；甲酸、甲醇、乙腈（色谱纯，美国 MERCK公司）。

1. 2 样品前处理

准确称取 2. 00 g（精确到 0. 01 g）均质试样，于

50 mL 聚丙烯离心管中，加入 8 mL 1% 甲酸乙腈提

取液，涡旋振荡 10 min，于 10 000 r/min 离心 5 min，
取上清液于另一 50 mL 离心管中，加入 8 mL 1% 甲

酸乙腈再次提取，涡旋振荡 10 min，离心 5 min，合
并两次提取液后涡旋混匀 1 min。准确吸取 8 mL
收集液，以 1 s/滴的速度过 Captiva ND 固相萃取

柱，待样液完全流出后，抽干，收集全部滤出液。将

滤出液于 50 ℃下吹氮浓缩至近干，准确加入 1 mL
乙腈 -水（1：1，V/V）超声复溶，过 0. 22 µm 微孔滤

膜，供高效液相色谱-质谱/质谱测定。

1. 3 液相色谱-质谱条件

1. 3. 1 色谱条件

纳谱 ChromCoreTM C18色谱柱（2. 1 mm×100 mm，

1. 8 µm）。流动相 A：5 mmol/L 乙酸铵溶液，流动相

B∶乙腈。梯度洗脱程序：0~0. 5 min，10% B；0. 5~
3. 0 min，10%~100% B；3. 0~4. 5 min，100% B；4. 5~
5. 0 min，100%~10% B，5. 0~7 min，10% B。流速：

0. 35 mL/min；进样体积：10 µL；柱温：30 ℃。

1. 3. 2 质谱条件

电喷雾电离（Electrospray ionization，ESI）采用负

离子模式；离子化电压：-4 500 V；气化温度：400 ℃；气

帘气压力：40. 0 kPa（N2）；喷雾气压力：40 kPa（N2）；

辅助加热气压力：50 kPa（N2）；碰撞气：Medium（N2）；

检测模式：多反应监测（Multiple reaction monitoring，
MRM）模式。

2 结果

2. 1 样品前处理条件的优化

2. 1. 1 提取溶剂的优化

那西肽的 lgP≈0. 72，lgD≈-2. 75，呈弱极性。同

图 1 那西肽的化学结构图

Figure 1 Chemical structures of nosiheptide
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时考虑到动物组织结构紧密，蛋白质和脂肪含量高

等特点，选用具有强组织渗透力的乙腈作为提取溶

剂，但是纯乙腈对那西肽的提取效率并不理想。那

西肽是一种两亲性化合物，在提取溶剂中加入酸或

碱可以改变蛋白质极性，从而减少其对目标物那西

肽的吸附，有效提高提取效率［22-23］。因此，本研究进

一步讨论了甲酸含量对那西肽提取的影响，分别选

用 0. 5%、1. 0%、1. 5%、2. 0%、3. 0% 甲酸乙腈作为

提取溶液，针对基质相对复杂的鸡肝脏基质，在添

加浓度为 10 µg/kg 的水平上进行提取回收实验，其

回收率结果如图 2 所示，当加入少量甲酸酸化后，

变性蛋白质对那西肽的吸附减少，因而回收率得到

显著提升，在甲酸浓度到达 1% 时那西肽回收率达

到最佳。进一步添加甲酸含量，那西肽在酸性环境

下易分解为四个片段，导致其回收率下降明显［24-25］。

综合以上实验结果，本方法选用 1% 甲酸乙腈作为

那西肽提取溶剂。

2. 1. 2 净化条件的优化

本实验中基质经过甲酸乙腈沉淀蛋白后，为了

进一步减少基质干扰，需要对提取液中残留的蛋

白、脂肪以及部分脂溶性基质杂质进行二次净化，

以确保目标物定量的准确性。对于动物组织中那

西 肽 残 留 常 用 的 净 化 方 法 有 HLB 固 相 萃 取 、

Captiva ND 固相萃取［26］和 QuEChERS 法［12，27］，本研

究首先采用了 QuEChERS 方法进行净化，以乙二

胺-N-丙基硅烷、石墨化炭黑和无水硫酸镁三种净化

剂用来吸附提取液中的脂肪类杂质和水分，通过样

品加标回收试验发现，QuEChERS 法净化后回收率

低于 5%，分析认为可能的原因是无水硫酸镁在脱

水的同时加快了样品结块速度，从而影响药物回收

效率［28］。那西肽呈弱极性，为了实现去除杂质的同

时，降低净化材料对目标物的损失，鉴于 HLB 固相

萃取柱和 Captiva ND 净化柱常用来进行脂质和蛋

白等基质组分的净化，本方法又分别测试了两者的

净化效果。前者填料中疏水性的二乙烯基苯结构

易保留非极性化合物，对非极性至中等极性化合物

均有较好回收率，而后者滤柱和滤板能有效去除生

物体液中的磷脂和蛋白，大幅提高灵敏度。在加标

浓度为 10 µg/kg 条件下，将提取液分别过以上两种

不同固相萃取柱，结果如图 3，表明两者均可有效降

低杂质干扰，但 Captiva ND 法的回收率优于 HLB
法。综合以上结果，最终选择 Captiva ND 固相萃取

柱进行净化操作。

2. 1. 3 质谱和色谱条件的优化

在 ESI负离子模式下进行一级质谱全扫描，得到

那西肽的前体离子准分子离子（［M-H］-）1 220. 1，通
过子离子扫描得到响应较高碎片离子（973. 0，1
017. 2）。优化去簇电压、入口电压和碰撞能量等质

谱 参 数 以 进 一 步 提 高 子 离 子 信 号 水 平 ，结 果

见表 1。

图 2 不同甲酸浓度水平对猪肉、猪肝脏、猪肾脏、鸡肉、

鸡肝脏及鸡肾脏基质中那西肽提取的影响

（添加水平：10 µg/kg）
Figure 2 Effects of formic acid concentration on extraction of
nosiheptide in porcine muscle, porcine liver, porcine kidney,

chicken muscle, chicken liver and chicken kidney
（addition spiking level: 10 µg/kg）

图 3 不同净化方法对动物组织中那西肽回收率的影响

Figure 3 Effects of different clean-up approaches on recover⁃
ies of nosiheptide spiked in animal tissues

表 1 那西肽的化学信息及质谱分析参数

Table 1 Chemical information and mass spectrometric parameters of nosiheptide
目标分析物

那西肽

化学文摘服务社

登录号 CAS #
56377-79-8

保留时间/min

3.78

前体离子（m/z）

1 220.1

碎片离子（m/z）

973.0*
1 017.2

去簇电压/eV
-127
-127

碰撞能量/eV
-74
-57

注：*定量离子
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那西肽是一种含硫环多肽抗生素，其亲水性比

普通多肽抗生素弱。因此，这种化合物可以在常规

反相 C18和 C8色谱柱上生成峰形对称的色谱图［10，13，26］。

本研究选用的 ChromCoreTM C18色谱柱在优化的色谱

分离条件下目标物获得的色谱峰峰形尖锐对称，信

噪比低高，其在动物组织（猪肉）中的代表性 MRM
色谱图如图 4 所示。流动相中加入缓冲盐不仅可

以调节 pH 环境为中性或偏碱性，更有利于那西肽

负离子的产生。本实验将 10 mmol/L 醋酸铵作为

水相，有效改善了目标物的峰形和分离效果。

2. 2 基质效应

在高效液相-串联质谱仪的 ESI 源中，基质中其

他组分会对目标物的离子化产生抑制或增强作用，

从而影响仪器的灵敏度和准确度，尤其对于富含蛋

白、脂肪等复杂基质的样品，其基质效应更为明显。

基质效应的计算公式：ME=S1/S2，其中 S1 为基质匹

配标准曲线斜率，S2 为纯溶剂标准曲线斜率。通常

ME<0. 8，存在基质抑制效应；ME>1. 2，存在基质增

强效应；当 0. 8<ME<1. 2 时，基质效应可以忽略不

计。因此，本文对猪肉、猪肝脏、猪肾脏、鸡肉、鸡肝

脏及鸡肾脏的基质效应分别进行了评估，配制浓度

水平为 2、5、10、20、50、100、200 µg/L 的基质匹配和

纯溶剂标准曲线，实验结果见图 5。结果表明，那西

肽在猪肉和鸡肾脏基质溶液中均有不同程度的基

质抑制作用，而猪肝脏、猪肾脏、鸡肉和鸡肝脏的基

质效应可以忽略，因此，本研究在定量分析中对于

猪肉和鸡肾脏采用基质匹配标准曲线，其他基质采

用溶剂标准曲线。

2. 3 方法验证

2. 3. 1 方法的线性范围、检出限和定量限

本方法中针对猪肉和鸡肾脏采用基质匹配标

准曲线作为定量曲线，采用空白样品提取液配制浓

度为 2、5、10、20、50、100、200 µg/L 的标准溶液，其

他基质采用溶剂配制同等质量浓度的标准溶液进

行定量。经仪器检测，以待测物浓度为横坐标，待

测物定量离子提取离子流图峰面积为纵坐标得到

那西肽的两种基质匹配标准曲线和溶剂标准曲线。

结果显示那西肽在 2~200 µg/L 浓度范围内线性关

系良好，线性相关系数 r>0. 990。基于标准曲线中

的最低响应，以 3 倍和 10 倍信噪比（S/N）结合浓度

外推法确定方法的检出限（Limits of detection，LOD）
和定量限（Limits of quantification，LOQ），其中检出限

为 0. 92~1. 54 µg/kg，定量限为 4. 15~6. 93 µg/kg，
为方便限量值的确定和方法验证的进行，最终将检

出限确定为 2. 0 µg/kg，定量限为 7. 0 µg/kg。
2. 3. 2 回收率与精密度

分别取猪肉、猪肝脏、猪肾脏、鸡肉、鸡肝脏及

鸡肾脏空白样品，根据本方法定量限 7. 0 µg/kg，设
定添加 3. 5、7、70 µg/kg 三个浓度水平的标准溶液，

进行前处理和目标物的测定，每个添加水平进行

6 次平行实验。结果见表 2，那西肽在六种基质中

的平均回收率为 76. 27%~92. 31%，相对标准偏差

图 4 猪肉基质中那西肽的MRM色谱图（10 µg/kg）
Figure 4 Typical MRM mass spectra of nosiheptide in porcine muscle at spiking level（10 µg/kg）

图 5 那西肽溶剂标准曲线及相应基质匹配标准曲线

Figure 5 Solvent standard curve and matrix matched standard
curve of nosiheptide in corresponding matrix
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（Relative standard deviation，RSD）为 2. 15%~8. 03%，

日间精密度为 3. 45%~8. 92%，其精密度满足那西

肽残留检测的要求。

2. 4 实际样品检测

采购农贸市场猪肉、猪肝脏、猪肾脏、鸡肉、鸡

肝脏及鸡肾脏各 15 份。使用建立的方法对实际样

品进行那西肽的检测，且在空白样品中添加那西肽

标准溶液（添加水平：3. 5 µg/kg）进行回收率测试，

结果均未在样品中检出那西肽药物残留且加标回

收率稳定（图 6）。

3 结论

本研究基于高效液相色谱 -三重四级杆质谱技

术，建立了食用动物组织猪肉、猪肝脏、猪肾脏、鸡

肉、鸡肝脏及鸡肾脏中那西肽的直接分析方法。样

品使用 1% 酸化乙腈提取，采用 Captiva ND 固相萃

取净化除脂，与已有报道相比，本方法无需复杂的

样品前处理，极大地节约了检测时间。同时 该方法

中针对猪肉和鸡肾采用基质标准曲线定量，有效补

偿了外标法中基质效应带来的干扰，提高了结果的

准确性。通过方法学验证，该方法灵敏度高、加标

回收稳定、重现性好，为食用动物组织中那西肽残

留检测提供了重要的技术支持。
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