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前言

目前常见的兽药主要有喹诺酮类、β-受体激动剂类、磺胺

类、大环内脂类、激素类、氯霉素类、头孢类、青霉素类

等化合物。过量服用这些药物的畜禽可通过代谢途径进入

动物体内，最终通过食物链在人体内蓄积，导致过敏反应

和使人体产生抗药性的副作用，甚至是更严重的危害。相

关标准和文献报道的多种类兽药同时分析尚不多见，主要

原因一方面是兽药及其代谢物多达几百种，化学特性差异

极大，既有强极性的水溶性化合物又有完全非极性的脂溶

性化合物；另外，肉类样品含有较多的蛋白质（15-25%）、

脂肪（5-25%）和磷脂（1-3%），使得基质非常复杂。开

发有效、快速、化合物通量高的的样品前处理方法便成为

实现利用 LC-MS/MS 对多种类兽药同时筛查和确证的必

要前提；同时开发多兽药残留检测的 LC/MS/MS 仪器方

法也具有相当的挑战性，对仪器的灵敏度、抗基质干扰能

力、分辨率等性能均有较高的要求。因此，亟需一套完整

可靠的分析方法对肉类食品中的多种兽药残留进行筛查，

以提高食品安全监管水平，保障公众健康和安全。

Q-Exactive 是赛默飞世尔科技推出的新型高分辨质谱仪，

它将高性能四极杆的离子选择与 Orbitrap 高分辨准确质

量（HR/AM）测量技术相结合，具有高达 140000 FWHM 

的分辨率和长期稳定的高质量精度，可获得高质量的一级、

二级质谱图，保证筛查结果的可靠和准确性；并提供各种

高分辨扫描功能以适应不同的应用需要。同时具有媲美高

端三重四极杆的定量能力，可轻松定量复杂基质中痕量兽

药残留。

本应用旨在解决上述具有挑战性难题，研究开发了一套

专门针对动物源食品中常见兽药残留快速筛查和确证的

LC/MS/MS 方法。实验选择了猪肉、鸡肉、鸭肉进行实验，

并在样品中添加了 200 多种常见兽药，加标浓度为 1.0 µg/Kg 

和 5.0 µg/Kg。实验采用酸化乙腈 /水进行提取并沉淀蛋白，

使用 HyperSep Retain-PEP SPE 小柱对样品进行快速有效

的净化，结合高分辨质谱 Q-Exactive 快速筛查和确证样品

中多兽药残留。实验结果表明，1.0 µg/Kg 添加浓度在基

质中兽药残留检出率均在 84% 以上，5.0 µg/Kg 添加浓度

在基质中兽药残留检出率均在 92% 以上。



1 实验部分 

1.1 仪器、试剂与材料

Dionex Ultimate UHPLC3000 超高效液相色谱；Thermo 

Fisher Scientific Q Exactive 四极杆轨道肼质谱，配 ESI 源；

色谱柱 Thermo Fisher Accucore RP-MS（2.1×100mm，

2.6 µm，17626-102130）。乙腈（色谱纯，Fisher 

Scientific）；甲醇（色谱纯，Fisher Scientific）；甲酸（色

谱纯，Fisher Scientific）；HyperSep Retain-PEP SPE

（60mg/3ml，60107-203）柱。所用水均为超纯水。

1.2 实验方法

1.2.1  样品处理

准确称取 2.5 g 样品至 50mL 离心管中，加入含 0.5% 甲酸 -

乙腈/水溶液（9:1）10 mL，涡旋分散混匀；用手持均质器

提取 1~2min（若无均质器建议用震荡提取 20 min 代替），

40 ℃ 超声波提取 15min，12000 r/min 离心 5 min，上清液

待净化。

依次用 3 mL 甲醇，3 mL 水活化 SPE 柱，取 2 mL 上清液

上样，收集滤液，准确取 1 mL 至 1.5 mL 离心管中，氮吹

至近干，用 0.2 mL 甲醇/水（1:1）复溶，15000 r/min 离心 

5 min，取上清液质谱分析。

表 1. 流动相梯度洗脱程序

表 2. 质谱扫描参数

1.2.2  仪器条件

色谱柱：Accucore aQ RP-MS（2.1×100 mm，2.6  µm）；

正模式流动相 A：水（0.1% 甲酸）；流动相 B：乙腈（0.1% 

甲酸）；负模式流动相 A：水（0.03% 氨水）；流动相 B：

乙腈（0.03% 氨水）流速：0.3 mL/min；进样量：5 µL；柱温：

30 ℃。流动相洗脱梯度见表 1。

质谱条件：ESI 源，不同于三重四极杆，Orbitrap 高分辨质

谱不需要对每个化合物优化质谱条件和碰撞能量，因此在方

法开发方面花费的时间大大减小。离子源参数和质谱扫描参

数见表 2。

2 结果与讨论

2.1 样品前处理方法

实验比较了乙腈/水（8:2）和乙腈/水（9:1）的提取效果，

结果表明两种溶剂对大多数目标物提取效率影响不明显，但

是乙腈/水（8:2）需要花费几倍长时间和更高的氮吹温度才

能挥干。因此最终选用乙腈/水（9:1）作为提取溶剂，可以

节约大量时间。同时比较了 2%、0.5%、0.2% 甲酸浓度对

提取效果的影响，实验结果表明2%甲酸蛋白沉淀效果最好，

对激素类化合物提取效果更好，但对碱性化合物提取效果

比 0.5% 和 0.2% 提取效果差，而且较高浓度的甲酸会残留

在样品中使得一些极性化合物受溶剂效应影响明显，峰形很

差。另外实验比较了只沉淀蛋白、QuEChERS、HyperSep 

Retain-PEP SPE 柱之间的去除干扰效果，实验结果如图 1，

表明经 HyperSep Retain-PEP SPE 柱净化的样品本底和脂类

干扰物明显低于另外两种净化方式，可以有效的去除大部分

脂肪和磷脂，并且采用样品通过式的净化方式可以极大的提

高样品处理通量。HyperSep Retain-PEP SPE 柱为采用高纯

多孔聚苯乙烯 DVB 为基质，并通过化学修饰，使该填料对

极性和非极性化合物都具有良好的保留特性。与传统的硅胶

填料不同，Hypersep Retain PEP 填料即使在柱床干涸的情

时间 /min A B 流速：µL/min
0.00 95 5 300
15.0 5 95 300
17.0 5 95 300
17.1 95 5 300
20.0 95 5 300

参数名称 设置
喷雾电压 3500/3000 v（+/-）
雾化温度 400 ℃

离子传输管温度 350 ℃
鞘气 40
辅助气 5

反吹气 1

Full Scan Resolation 70000

Full Scan Mass Range 100~1000 m/z
ddMS2 Resolation 17500

MS Isolation 2.0 m/z 



图 2. 不同分辨率下基质中睾酮峰面积和质量精度测定结果

图 3. 不同允许质量偏差对基质样品中中马布特罗峰提取结果的影响

图 1. 三种净化方式效果比较

2.2.3 质量精度和稳定性

质量精度通常用来衡量质谱仪器测定质量数与理论值的偏

差，以 ppm 表示，该数值越小表明质量精度越高，即偏差

越小。图 3 表示了允许质量偏差分别为 20 ppm、10 ppm、

3 ppm 时对同一样品中马布特罗峰提取结果的影响，可以看

出，当允许质量偏差 ≤3 ppm 时可以很好的去除基质干扰，

定性的准确性也就越高。而数据分析时允许质量偏差的设

定范围取决于仪器本身的质量精度。实验中测定了所添加

的 200 多种常见兽残，其实测值与理论值的质量偏差均 

≤ 1ppm。不仅如此，实验中考察了目标物色谱峰的每个

扫描点的质量精度，如图 4 所示：每一个数据点的质量精

度均 ≤ 1 ppm，表明 Q-Exactive 具有非常好的质量精度。

并可以看出，即使在 70000 分辨率下，Q-Exactive 仍然

可以保证色谱峰在 8～10 s 出峰时间内有 20 个扫描点，

扫描速度完全可以满足定量和定性需要。

况下，也能保持较高的回收率，有利于进行快速的样品制备

和方法开发。同时该填料还具有载样量高的特点，因此可以

使用比硅胶更少的填料量分离更多的样品。

2.2 高分辨质谱 Q Exactive 用于大规模化合物筛查

2.2.1 数据采集模式

针对不同的应用需求，Q-Exactive 可以提供多种不同扫描模

式。本实验数据采集模式为 full scan+ddms2（一级全扫描 +

自动触发二级），一针进样同时得到高质量的一级、二级质

谱数据用于筛查结果的定性。此种扫描方式几乎不需要任何

方法开发即可用于大规模（个数不受限制）目标和非目标物

筛查，另外，无需重新采集数据即可进行回顾性数据挖掘，

可帮助发现不在监控范围内的新型药物。

2.2.2 超高分辨率

分辨率通常用来衡量质谱仪器区分两个相近质量数的能力，

分辨率越高表示这方面能力越强。Q-Exactive 分辨率最高可

达 140000，如此高分辨率可以很好的对精确质量极为接近

的化合物进行有效区分。这一特性使得 Q-Exactive 分析复

杂基质时，可以有效避免相近共流出基质对目标物确证的

干扰，提高筛查准确性和速度。同时，超高分辨可以提高

仪器精确质量数测定的准确性，尤其在有基质干扰存在时。

实验中分别用分辨率 17500、35000、70000、140000 对基

质中睾酮进行测定，结果表明在四种分辨率下睾酮的峰面积

RSD% 为 4.7%，差异在合理的可接受范围内；并且四种分

辨率下睾酮的测定质量精度均 <1ppm，如图 2所示。因此，

Q-Exactive 提高分辨率可以增强选择性，但不会损失灵敏度

和质量精度。



2.3 筛查流程和方法

兽残快速筛查方法包基于高分辨质谱 Q-Exactive 建立，包

括样品前处理方法、仪器方法、筛查方法和兽残数据库，

适合肉类等基质中多兽药残留筛查，20 min 即可完成一个

样品分析。数据库涵盖 400 余种兽残，有化合物名称、离

子化类型、一级精确质量数、保留时间、二级碎片等信息。

兽残大规模筛查数据处理由 TraceFinder 3.3 自动完成，

TraceFinder 应用程序为高通量分析提供面向工作流程

的方法，用于特定的数据分析、仪器控制和方法开发

等。可自动快速创建方法、加载样品、自动生成数据、

手动查看和编辑结果，并完成数据查看和报告处理。利

图 4. 色谱峰中每个数据点的质量精度

图 5. Q-Exactive 长期质量轴稳定性测试结果

虽然超高分辨率使质谱仪器质量精度测定得到更好的发

挥，但仪器质量精度仍然容易受到硬件、外部环境等因素

的影响，一台真正高质量精度的高分辨质谱，同时还应该

具备长期的质量轴稳定性，以充分保证在长达数日的实验

周期内得到的数据质量。因此我们考察了 Q-Exactive 长期

质量轴稳定性，即仪器经过校正后中间不再进行校正，采

用正负切换的采集模式，连续 60 h 进样克伦特罗和氯霉素，

每隔 10 h 监测仪器质量精度。结果如图 5：在 60 h 内，

克伦特罗和氯霉素的质量偏差均 ≤ 1 ppm，表明 Q-Exactive 

具有长期的质量轴稳定性。

图 6. 利用 TraceFinder 进行大规模兽药筛查流程

利用 TraceFinder 软件筛查流程

一级、二级质谱数据采集（+/-）

建立 Master Method

勾选所需数据库

数据处理，自动搜库

一级、二级、同位素丰度比自动确认

用 TraceFinder 进行筛查流程非常简单，只需勾选所需的 

Database 和筛选条件，即可快速自动完成大批量样品的

筛查。如图 6 所示。

TraceFinder 会从多个维度对目标物进行“严格审查”，

包括一级精确质量数、保留时间、同位素丰度比、二级碎

片、二级质谱图。在实验中，利用 Q-Exactive 在高质量

精度方面的优势，设置一级质量允许偏差为 ≤ 3 ppm 进

行提峰，可大大提高筛查的准确度，减少假阳性结果；保

留时间 RT 在色谱维度具有唯一性，往往可以帮助准确的

对化合物进行“鉴定”，考虑到基质、流动相配制、色谱

柱批次等因素引起的 RT 微弱漂移，实验中设定 RT 窗口

为 0.5 min；化合物在自然界的同位素分布与同位素丰度

信息对定性具有重要贡献，其通常作为一项重要的参数和

判断依据，Q-Exactive 可以准确的测定化合物的同位素信

息，而 TraceFinder 可根据化合物的化学式自动生成相应

的同位素峰理论信息，然后将测定值与其进行比对，并根

据匹配度给出相应的得分；化合物的二级质谱图因为具有

很强的专属性和特征性，在定性确证中有着举足轻重的地

位。Q-Exactive 为四级杆与 Orbitrap 的串联质谱，同时采

用阶梯碰撞能量，full ms-ddms2 采集模式可以自动触发

二级得到高分辨、高质量精度的二级质谱图。TraceFinder  

兽残 Database 中收录了每个化合物主要二级碎片，并根

据标准品建立了化合物的二级质谱库，在数据分析时，

TraceFinder 可以将样品的二级质谱图与 Database 中碎片

离子进行比对，或者检索二级质谱库进行相似度的分析。
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2.4 实际样品筛查和结果

实验选择猪肉、鸡肉、鸭肉进行实验，并在样品中添加了 

194 种常见兽药，加标浓度为 1.0 µg/Kg 和 5.0 µg/Kg, 利

用本文所建立的整体方案进行样品前处理，并对所添加兽

药进行快速的筛查和确证。TraceFinder 可自动生成筛查结

果，图 7 为部分兽药筛查结果截图。在结果中可以查看化合

物名称列表及其提取离子色谱图，并以不同颜色标识出各筛

查指标的匹配情况，绿色表示通过，红色表示失败，具有很

好的可视化效果。下方则显示色谱图、同位素峰的匹配结果、

二级碎片的匹配结果。实验中对 194 中所添加兽药的检出

情况进行了统计，结果表明：添加浓度为 1.0 µg/Kg，基质

中所有化合物的检出率 > 84%；添加浓度为 5.0 µg/Kg，基

质中所有化合物的检出率 > 92%。

3 结论

本应用针对目前多兽药残留的各种挑战，开发了一种专

门针对动物源食品中常见兽药残留快速筛查和确证的 

LC/MS/MS 方法，并取得了满意的效果。结果表明：添加

浓度为 1.0 µg/Kg，基质中所有化合物的检出率 > 84%；

添加浓度为 5.0 µg/Kg，基质中所有化合物的检出率 > 

92%。该方法使用 HyperSep Retain-PEP SPE 小柱对样品

进行快速有效的净化处理，然后由高分辨质谱 Q Exactive 

分析，结合 Accucore RP-MS 低流失质谱柱和 TraceFinder 

软件从多个维度对目标物进行确证，从而实现对动物组织

样品中多兽药残留的准确、快速筛查。Accucore RP-MS 

选择性与 C18 类似，且同时具备高效率和低拖尾因子，是 

MS 检测的首选。Q Exactive 具有高达 140000 的分辨率、

出色的质量精度、高灵敏度和宽动态范围等特点，具有非

常优异定性和定量表现，是食品安全领域未知残留物的大

范围筛查和定性定量分析的最佳平台。

图 7. TraceFinder 筛查结果截图


