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通过型固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法
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摘要：本研究以中华鳖中 ８ 种抗病毒药物（ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇｓ， ＡＴＶｓ）及 ２ 种代谢物为研究对象，采用 Ｗａｌｌｅｌｕｔ Ｌｉ⁃
ｐｏｃｌｅａｎ 磷脂去除小柱净化样品，建立了通过型固相萃取净化模式与超高效液相色谱⁃串联质谱法（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）相结合的快速检测方法。 样品在 ３７ ℃下经酸性磷酸酯酶酶解，１％ 乙酸乙腈提取，通过型固相萃取小柱净化，
４０ ℃下氮吹浓缩后采用 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测，多反应监测（ＭＲＭ）模式采集数据，内标法定量。 针对不同 ＡＴＶｓ 之

间极性差异大的特点，实验优化了仪器参数和前处理条件，重点对色谱柱进行了筛选并排除了生物内源性物质尿

苷对利巴韦林的分析干扰，同时讨论了前处理过程中提取液和净化小柱选择对提取效率和净化效果的影响。 在最

优实验条件下，１０ 种目标物在一定质量浓度范围内线性关系良好，相关系数（ ｒ２）为 ０􀆰 ９９４ ～ ０􀆰 ９９８，方法检出限

（ＭＤＬ）为 ０􀆰 ０５～１􀆰 １ μｇ ／ ｋｇ，方法定量限（ＭＱＬ）为 ０􀆰 １８～ ３􀆰 ８ μｇ ／ ｋｇ。 在低、中、高 ３ 个添加水平下 １０ 种目标物的

平均回收率范围为 ８２􀆰 ５％ ～ １０３％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ３􀆰 １１％ ～ １２􀆰 １％。 该方法操作简便、快速、灵敏，重复性

好，可用于大批量样品的同时快速检测，并成功应用于省级水产品质量安全风险监测工作。
关键词：通过型固相萃取；亲水作用色谱；超高效液相色谱⁃串联质谱；抗病毒药物；代谢物；中华鳖
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ｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｅｎ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉ⁃
ｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＭＤＬｓ） ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＭＱＬｓ） ｗｅｒｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０􀆰 ０５－１􀆰 １ ａｎｄ ０􀆰 １８－３􀆰 ８ μｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｔａｒ⁃
ｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ８２􀆰 ５％ ｔｏ １０３％， ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） ｉｎ ｔｈｅ
ｒａｎｇｅ ｏｆ ３􀆰 １１％－１２􀆰 １％ ａｔ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐ⁃
ｐｌｉｅｄ ｔｏ ６７ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｓｏｆｔｓｈｅｌｌ ｔｕｒｔｌｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｆｉｓｈ ｆａｒｍ ｉｎ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ． Ｒｉｂａ⁃
ｖｉｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｔｏｔａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ６􀆰 ０２－３３３􀆰 ２ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ， ｈｉｇｈｌｙ ａｃｃｕｒａｔｅ， ａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｕｓｅ ｉｎ ｒｉｓｋ⁃ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｗｉｎｇ ｔｏ ｉｔｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｒａｐｉｄｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｅｉｇｈｔ ＡＴＶ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｓｏｆｔｓｈｅｌｌ ｔｕｒｔｌｅ ｓａｍｐｌｅｓ．

引用本文：王亚琴，王坤，柯庆青，谭羽翀，王鼎南，李诗言． 通过型固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法同时测定中华鳖中 ８ 种抗病

毒药物及 ２ 种代谢物． 色谱，２０２４，４２（１２）：１１６４－１１７２．
ＷＡＮＧ Ｙａｑｉｎ， ＷＡＮＧ Ｋｕｎ， ＫＥ Ｑｉｎｇｑｉｎｇ， ＴＡＮ Ｙｕｃｈｏｎｇ， ＷＡＮＧ Ｄｉｎｇｎａｎ， ＬＩ Ｓｈｉｙａｎ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ａｎｔｉｖｉｒａｌ
ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｓｏｆｔｓｈｅｌｌ ｔｕｒｔｌｅｓ ｕｓｉｎｇ ｐａｓｓ⁃ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２４，４２（１２）：１１６４－１１７２．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐａｓｓ⁃ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
（ＨＩＣ）； ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇｓ； ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ； Ｃｈｉｎｅｓｅ ｓｏｆｔｓｈｅｌｌ ｔｕｒｔｌｅ

　 　 抗病毒药物（ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇｓ， ＡＴＶｓ）种类众多，
至今已累计发现约 １００ 种［１，２］，其曾作为兽药被广

泛用于动物疫病的防治［３］。 考虑到食品安全与耐

药性问题，我国农业部于 ２００５ 年发布了第 ５６０ 号公

告，明 确 禁 止 在 农 业 养 殖 中 使 用 金 刚 烷 胺 等

ＡＴＶｓ［４］。 当前，动物源性食品中 ＡＴＶｓ 监测主要关

注金刚烷胺、金刚乙胺、拉米夫定、利巴韦林、吗啉

胍、阿昔洛韦、奥司他韦、咪喹莫特等广谱类 ＡＴＶｓ
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和抗流感、抗疱疹病毒类 ＡＴＶｓ［５－７］。 由于部分 ＡＴ⁃
Ｖｓ 在生物体内可以形成代谢物［８，９］，同时监测原药

和代谢物对于 ＡＴＶｓ 的生物代谢机理和残留风险研

究具有重要意义。 中华鳖，俗称甲鱼，其味道鲜美又

具有一定的药用价值，是我国重要的淡水渔业经济

养殖品种［１０］。 随着中华鳖养殖集约化程度不断提

高，其病毒性疾病的发生率也不断提升［１１，１２］，极易

导致ＡＴＶｓ的滥用风险。 此外，部分 ＡＴＶｓ 在水环境

中可以长期稳定存在［１３，１４］，中华鳖等水生动物易受

其暴露影响，造成 ＡＴＶｓ 的蓄积。 目前，国内尚未有

中华鳖中 ＡＴＶｓ 及代谢物残留的研究报道，相关风

险值得关注。
　 　 近年来，超高效液相色谱⁃串联质谱法（ＵＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ）因灵敏度高、抗基质干扰能力强，已成为动

物源性食品中 ＡＴＶｓ 检测的主流分析方法［１５－１７］。
由于不同 ＡＴＶｓ 之间理化性质差异大，采用 ＵＨ⁃
ＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 建立的 ＡＴＶｓ 及代谢物高通量检测方

法在兼顾方法灵敏度和准确度上仍存在着不小挑

战。 尿苷被报道是利巴韦林在质谱分析时的生物内

源性干扰物，在建立利巴韦林的检测方法时需要排

除其干扰［１８，１９］。 不同种类 ＡＴＶｓ 及代谢物极性跨度

较大，在不同种类色谱柱上保留能力和质谱响应也

存在差异，吗啉胍等强极性 ＡＴＶｓ 在反相色谱柱上

几乎不保留，质谱响应也普遍低于亲水作用色

谱［２０］，可见针对 ＡＴＶｓ 及代谢物的 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
方法对于仪器条件特别是色谱条件的优化有着更为

严苛的要求。 前处理方面，动物源性食品中 ＡＴＶｓ
净化通常采用吸附⁃洗脱模式固相萃取法［６，２１－２３］，该
方法的固相萃取小柱需要通过活化、上样、淋洗和洗

脱 ４ 个步骤，操作繁琐。 此外，单类别小柱目前难于

满足多种类 ＡＴＶｓ 的高通量分析，如 Ｂｅｒｅｎｄｓｅｎ
等［１７］为保证目标药物的回收率最终采用了双固相

萃取小柱串联方式的净化方法，用于测定家禽肌肉

中 ７ 种抗病毒药物残留。 与此相比，ＱｕＥＣｈＥＲＳ
法［２０，２４］和通过式固相萃取法［２５，２６］ 因操作简便已逐

步应用于动物源性食品中 ＡＴＶｓ 的检测。 特别是通

过式固相萃取法在药物分析时可以同时兼顾检测效

率和净化效果，在多种类药物分析上具有更为显著

的优势［２７］。
　 　 针对上述问题，本研究以养殖业中重点关注的

ＡＴＶｓ 为目标物，通过色谱柱筛选，优化色谱条件排

除尿苷对利巴韦林分析的干扰，结合通过式固相萃

取方法实现了杂质和目标物的一步式分离净化，建

立了中华鳖中 ８ 种 ＡＴＶｓ 及 ２ 种代谢物的 ＵＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 高效分析技术，为中华鳖中 ＡＴＶｓ 残留风险

研判提供了技术支持。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＥｘｉｏｎＬＣ ＡＤ⁃４５００ Ｑｔｒａｐ 超高效液相色谱⁃串
联质谱仪（美国 ＳＣＩＥＸ 公司）； Ａｌｌｅｇｒａ Ｘ⁃１２Ｒ 高速

冷冻离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； Ｍｕｌｔｉ Ｒｅａｘ 多

位试管振荡器（德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯

水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
　 　 金刚烷胺、金刚乙胺、１，２，４⁃三氮唑⁃３⁃甲酰胺、
拉米夫定、利巴韦林、吗啉胍、阿昔洛韦、奥司他韦、
奥司他韦酸、咪喹莫特标准品纯度均大于 ９６％，购自

天津阿尔塔科技有限公司；尿苷、金刚烷胺⁃Ｄ６、金刚

乙胺⁃Ｄ４、利巴韦林⁃１３Ｃ５、拉米夫定⁃１３Ｃ，１５Ｎ２、阿昔洛

韦⁃Ｄ４、奥司他韦⁃Ｄ３、奥司他韦酸⁃Ｄ３、咪喹莫特⁃Ｄ９，
纯度均大于 ９２％，购自加拿大 ＴＲＣ 公司；乙腈、甲
醇、甲酸（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；乙酸铵（色谱

级，上海麦克林公司）；酸性磷酸酯酶 （活力 ＞ ０􀆰 ４
ｕｎｉｔ ／ ｍｇ，美国 Ｓｉｇｍａ 公司）。 Ｗａｌｌｅｌｕｔ Ｌｉｐｏｃｌｅａｎ 磷

脂去除小柱（３００ ｍｇ ／ ３ ｍＬ，深圳逗点生物技术有限

公司）。
１．２　 溶液配制

　 　 分别准确称取 １０ ｍｇ 标准品于 １００ ｍＬ 容量瓶

中，用甲醇溶解并定容，配制成质量浓度为 １００
ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液，冷冻储存；分别准确称取 １０
ｍｇ 同位素内标药物于 １００ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇溶

解并定容，配制成质量浓度为 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的同位素

内标储备液，冷冻储存。 用甲醇稀释标准储备液，配
制成质量浓度为 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准中间液，标准

工作液临用现配。 用甲醇稀释同位素内标储备液，
配制成质量浓度为 １􀆰 ００ ｍｇ ／ Ｌ 的同位素内标混合

工作液。
１．３　 样品前处理

１．３．１　 酶解与样品提取

　 　 取中华鳖可食部分，放入搅拌机中制为肉糜。
称取 ２􀆰 ５０ ｇ（精确至 ０􀆰 ０１ ｇ）肉糜试样，置于 ５０ ｍＬ
带盖离心管中，加入混合内标工作液 １００ μＬ，混匀

后避光静置 １０ ｍｉｎ。 向试样所在离心管中加入 ６
ｍＬ ０􀆰 １０ ｍｏＬ ／ Ｌ 乙酸铵缓冲溶液（ｐＨ ４􀆰 ８）和 ５０
μＬ 酸性磷酸酯酶，充分涡旋混匀后于 ３７ ℃下避光

恒温水浴振荡酶解 ２ ｈ。 取出离心管后试样冷却至
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室温，加入 １４ ｍＬ 乙腈（含 １％ 乙酸）溶液，涡旋振荡

提取 １０ ｍｉｎ，于 ４ ℃下 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，待
净化。
１．３．２　 样品净化

　 　 移取 ２ ｍＬ 上清液于 Ｗａｌｌｅｌｕｔ Ｌｉｐｏｃｌｅａｎ 磷脂

去除小柱，自然流干后再加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ７０％ 乙腈水溶

液润洗柱子，收集全部流出液，４０ ℃下氮吹至近干，
用 １􀆰 ０ ｍＬ 甲醇⁃乙腈（５０ ∶ ５０， ｖ ／ ｖ） 溶液复溶，过
０􀆰 ２２ μｍ 聚四氟乙烯滤膜，待测。
１．４　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＨＩＬＩＣ⁃Ｚ 柱（１００ ｍｍ×
２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ７ μｍ，美国安捷伦公司），带聚醚醚酮

（ＰＥＥＫ）材质内衬；柱温：４０ ℃；流速：０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
进样量：１ μＬ。 流动相 Ａ： ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液

（含 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵）；流动相 Ｂ：乙腈。 梯度洗脱

程序：０～１􀆰 ０ ｍｉｎ， ３％ Ａ； １􀆰 ０～５􀆰 ０ ｍｉｎ， ３％ Ａ～２０％
Ａ； ５􀆰 ０～ ６􀆰 ０ ｍｉｎ， ２０％ Ａ； ６􀆰 ０ ～ ６􀆰 ５ ｍｉｎ， ２０％ Ａ ～
５０％ Ａ； ６􀆰 ５～８􀆰 ０ ｍｉｎ， ５０％ Ａ； ８􀆰 ０ ～ ８􀆰 ５ ｍｉｎ， ５０％
Ａ～３％ Ａ； ８􀆰 ５～１２ ｍｉｎ， ３％ Ａ。

表 １　 １０ 种目标物、尿苷和 ８ 种同位素内标的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ １０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ， ｕｒｉｄｉｎｅ ａｎｄ ８ ｉｓｏｔｏｐｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ａｃｒｏｎｙｍ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ｉｏｎ ｐａｉｒｓ （ｍ／ ｚ） ＤＰ ／ Ｖ ＣＥｓ ／ ｅＶ ＩＳ
１ １，２，４⁃ｔｒｉａｚｏｌｅ⁃３⁃ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ ＴＣＯＮＨ２ １．４２ １１３．０＞９６．０∗， １１３．０＞６９．０ ４０ １８， ３５ ＲＢＶ⁃１３Ｃ５

２ ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ ３ＴＣ ２．２９ ２３０．１＞１１２．１∗， ２３０．１＞９５．０ ３０ ２３， ５３ ３ＴＣ⁃１３Ｃ，１５Ｎ２

３ ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ ＩＭＱ ２．３７ ２４１．２＞１８５．１∗， ２４２．２＞１６８．１ ７０ ３５， ４５ ＩＭＱ⁃Ｄ９

４ ｒｉｂａｖｉｒｉｎ ＲＢＶ ３．２０ ２４５．１＞１１３．０∗， ２４５．１＞９６．０ ３０ １２， ４２ ＲＢＶ⁃１３Ｃ５

５ ｒｉｍａｎｔａｄｉｎｅ ＲＭＴ ３．７０ １８０．２＞１６３．１∗， １８０．２＞８１．１ ４０ ２２， ３０ ＲＭＴ⁃Ｄ４

６ ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ ＯＳＴ ４．０１ ３１３．２＞１６６．０∗， ３１３．２＞２２５．１ ４０ ２６， １５ ＯＳＴ⁃Ｄ３

７ ａｍａｎｔａｄｉｎｅ ＡＭＴ ４．０６ １５２．１＞１３５．１∗， １５２．１＞９３．１ ４０ ２３， ３８ ＡＭＴ⁃Ｄ６

８ ａｃｙｃｌｏｖｉｒ ＡＣＶ ４．２９ ２２６．１＞１５２．１∗， ２２６．１＞１３５．０ ４０ ２０， ４０ ＡＣＶ⁃Ｄ４

９ ｍｏｒｏｘｙｄｉｎｅ ＡＢＯＢ ４．６５ １７２．１＞１１３．０∗， １７２．１＞８５．０ ５０ ２８， ２２ ＡＣＶ⁃Ｄ４

１０ ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ ａｃｉｄ ＯＳＴＡ ６．１３ ２８５．２＞１９７．１∗， ２８５．２＞１３８．１ ２０ １５， ２８ ＯＳＴＡ⁃Ｄ３

１１ ｕｒｉｄｉｎｅ ＵＲＤ ２．６３ ２４５．１＞１１３．０ ３０ １５ －
Ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ⁃１３Ｃ，１５Ｎ２ ３ＴＣ⁃１３Ｃ，１５Ｎ２ ２．３０ ２３３．１＞１１５．０ ３０ ２０ －
Ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ⁃Ｄ９ ＩＭＱ⁃Ｄ９ ２．３７ ２５０．２＞１８６．１ ７０ ３５ －
Ｒｉｂａｖｉｒｉｎ⁃１３Ｃ５ ＲＢＶ⁃１３Ｃ５ ３．２０ ２５０．１＞１１３．０ ３０ １２ －
Ｒｉｍａｎｔａｄｉｎｅ⁃Ｄ４ ＲＭＴ⁃Ｄ４ ３．７０ １８４．２＞１６７．１ ４０ ２０ －
Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ⁃Ｄ３ ＯＳＴ⁃Ｄ３ ４．０１ ３１６．２＞２２８．１ ４０ １５ －
Ａｍａｎｔａｄｉｎｅ⁃Ｄ６ ＡＭＴ⁃Ｄ６ ４．０６ １５８．２＞１４１．１ ４０ ２３ －
Ａｃｙｃｌｏｖｉｒ⁃Ｄ４ ＡＣＶ⁃Ｄ４ ４．２９ ２３０．１＞１５２．１ ４０ ２０ －
Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ ａｃｉｄ⁃Ｄ３ ＯＳＴＡ⁃Ｄ３ ６．１３ ２８８．２＞２００．０ ２０ １５ －

　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ． ＤＰ： ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ； ＣＥｓ： ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｉｅｓ．

１．５　 质谱条件

　 　 电喷雾离子源，正离子模式；扫描方式：多反应

监测（ＭＲＭ）模式；离子源温度：５５０ ℃；电喷雾电

压：５ ５００ Ｖ；雾化气（ＧＳ１） 压力：３４５ ｋＰａ；辅助气

（ＧＳ２）压力：３７９ ｋＰａ；气帘气（ＣＵＲ）压力：１７２ ｋＰａ。
待测药物和同位素内标的保留时间、离子对、去簇电

压（ＤＰ）、碰撞能量（ＣＥ）等参数见表 １。
１．６　 数据处理

　 　 基质效应（ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ， ＭＥ）按以下公式计

算［２８］： ＭＥ＝（ｋ１ ／ ｋ２－１）×１００％ （其中 ｋ１ 为基质匹配

标准曲线的斜率，ｋ２ 为溶剂标准曲线的斜率）。 绝

对回收率（ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ， ＡＲ）按以下公式计

算［２９］： ＡＲ＝（Ａ ／ Ｂ）×１００％ （其中 Ａ 为基质加标溶液

经处理后待测液目标药物的峰面积，Ｂ 为与基质加

标待测液同等浓度的纯试剂标准溶液中目标药物的

峰面积）。

２　 结果与讨论

２．１　 质谱条件的优化

　 　 采用针泵进样对所有待测物和尿苷的质谱参数

进行优化。 参照文献［３０］选择 ＥＳＩ＋质谱模式，筛选

出强度稳定且响应较高的 ２ 对离子对，并对所有离

子对的 ＤＰ、ＣＥ 等参数进行优化，优化后的质谱参

数见表 １。
　 　 实验对比了利巴韦林和尿苷的二级质谱碎片信

息（见图 １），发现两者主要碎片均为糖苷键断裂后

产生的［Ｍ－Ｃ５Ｈ８Ｏ４］
＋离子峰（ｍ／ ｚ １１３􀆰 ０），由于利

巴韦林和尿苷同为核苷类物质，相对分子质量接近

且二级碎片一致性较高，无法在三重四极杆质谱仪

上对两者进行区分，因此需要通过色谱方法进行

分离。
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图 １　 利巴韦林和尿苷的二级离子质谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ

ｏｆ ｒｉｂａｖｉｒｉｎ ａｎｄ ｕｒｉｄｉｎｅ

图 ２　 １０ 种目标物（５０ ｎｇ ／ ｍＬ）在不同色谱柱上的峰面积（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （５０ ｎｇ ／ ｍＬ） ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ （ｎ＝３）

表 ２　 利巴韦林和尿苷在不同色谱柱上的分离度
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ （Ｒｓ） ｏｆ ｒｉｂａｖｉｒｉｎ ａｎｄ ｕｒｉｄｉｎｅ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ

Ｎｏ． Ｂｒａｎｄ Ｍｏｄｅｌ Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｃａｔｅｇｏｒｙ Ｒｓ

１ Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＨＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ １００ ｍｍ×２．１ ｍｍ， １．７ μｍ ＲＰＬＣ ４．１５
２ Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＨＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ １００ ｍｍ×２．１ ｍｍ， １．８ μｍ ＲＰＬＣ ４．６９
３ Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＳＢ⁃ａｑ １００ ｍｍ×２．１ ｍｍ， １．８ μｍ ＲＰＬＣ ５．６５
４ Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ １００ ｍｍ×２．１ ｍｍ， １．７ μｍ ＲＰＬＣ ５．１５
５ Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＨＰＬＣ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ １００ ｍｍ×２．１ ｍｍ， １．７ μｍ ＨＩＬＩＣ １．４５
６ Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＨＩＬＩＣ⁃Ｚ １００ ｍｍ×２．１ ｍｍ， ２．７ μｍ ＨＩＬＩＣ ４．６４

２．２　 色谱条件的优化

２．２．１　 色谱柱的选择

　 　 色谱柱的选择对其分析结果的准确度和灵敏度

均会产生重要影响。 实验考察了 ６ 种色谱柱对待测

物质谱分析的影响，其中反相作用色谱（ＲＰＬＣ）条

件参照 Ｍｕ 等［２４］ 报道的方法，亲水作用色谱（ｈｙ⁃
ｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ， ＨＩＬ⁃
ＩＣ）条件参照 ＳＮ ／ Ｔ ４２５３⁃２０１５ 标准方法［６］，仪器系

统稳定后重复进样 ３ 次，在获取所有待测物质谱响

应值的同时考察尿苷和利巴韦林的分离效果（见图

２ 和表 ２）。 结果表明，ＨＩＬＩＣ 模式下各待测物的质

谱响应均值均强于或者接近 ＲＰＬＣ 模式，更适合于

本研究中 ＡＴＶｓ 及代谢物的分析。 特别是利巴韦林

与其代谢物 １，２，４⁃三氮唑⁃３⁃甲酰胺在 ＲＰＬＣ 色谱

模式下保留能力弱且质谱响应较低，而 ＨＩＬＩＣ 模式

下两者能获得较好的保留，质谱响应均值也能相应

提升 ２～５ 倍。 ＨＩＬＩＣ 模式下 Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＨＩＬＩＣ⁃Ｚ
色谱柱上利巴韦林和尿苷的分离度（Ｒｓ ＝ ４􀆰 ６４）高

于 ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 色谱柱（Ｒｓ ＝ １􀆰 ４５），排除尿苷干扰

的能力更强，因此被选为本方法的分析柱。
２．２．２　 流动相的优化

　 　 ＨＩＬＩＣ 色谱模式通常采用乙腈流动相体系，流
动相中缓冲盐的浓度会显著影响化合物的峰形、保
留时间和灵敏度。 为此，实验进一步考察了不同浓

度乙酸铵溶液 （ ０􀆰 ５、１、２、５、１０、２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，均含

０􀆰 １％ 甲酸） ⁃乙腈流动相体系对待测物峰面积的影

响（见图 ３）。 结果表明，随着乙酸铵溶液浓度的上
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中华鳖中 ８ 种抗病毒药物及 ２ 种代谢物

图 ３　 不同浓度乙酸铵溶液对 １０ 种目标物峰面积
的影响（ｎ＝３， ５０ ｎｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒ⁃
ａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｔａｒｇｅｔ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （ｎ＝３， ５０ ｎｇ ／ ｍＬ）

　

升，１０ 种待测物峰面积呈现下降趋势，下降幅度为

１０􀆰 ７％ ～ ３４％ （ 乙 酸 铵 浓 度 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 与 ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时对比）。 此外，当乙酸铵溶液浓度为 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 及以上时各待测物峰形能保持稳定，低于

此浓度后金刚烷胺、吗啉胍等药物出峰时间易出现

飘移或出现峰分叉，这与 Ｄｏｕｉｌｌｅｔ 等［３１］ 的研究结果

图 ４　 尿苷与 １０ 种目标物的提取离子色谱图
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ （ＥＩＣ） ｏｆ ｕｒｉｄｉｎｅ

ａｎｄ ｔｈｅ １０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
　 １􀆰 １，２，４⁃ｔｒｉａｚｏｌｅ⁃３⁃ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ； ２． ｌａｍｉｖｕｄｉｎｅ； ３． ｉｍｉ⁃
ｑｕｉｍｏｄ； ４． ｒｉｂａｖｉｒｉｎ； ５． ｒｉｍａｎｔａｄｉｎｅ； ６． ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ； ７． ａｍａｎｔａ⁃
ｄｉｎｅ； ８． ａｃｙｃｌｏｖｉｒ； ９． ｍｏｒｏｘｙｄｉｎｅ； １０． ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ ａｃｉｄ； １１． ｕｒｉ⁃
ｄｉｎｅ．

相一致。 综合考虑，本研究采用 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵

溶液（含 ０􀆰 １％ 甲酸）作为流动相，此时 １０ 种待测物

的响应相比乙酸铵溶液浓度为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时能提

高 ８􀆰 １％ ～ ２９％。 进一步优化梯度程序等，得到 １􀆰 ４
节的色谱条件，此条件下 １０ 种抗病毒药物及代谢物

色谱峰形良好，同时利巴韦林和尿苷仍能确保基线

分离排除干扰（见图 ４）。

２．３　 前处理条件优化

２．３．１　 前处理方式的选择

　 　 实验前期验证了报道的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法［２４］ 和吸

附⁃洗脱模式固相萃取法［２１］ 对 １０ 种待测物的提取

和净化效果。 结果表明，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法中 Ｎ⁃丙基乙

二胺（ＰＳＡ）吸附剂对代谢物奥司他韦酸存在强吸

附，吸附⁃洗脱模式固相萃取法中的混合型阳离子交

换（ＭＣＸ）小柱对强极性药物利巴韦林等无法有效

保留，均存在适用性问题。 此外，利巴韦林在生物体

内多以磷酸酯形式存在，需要酶解为游离态以确保

分析的准确性［５］。 因此本实验先采用乙酸铵缓冲

溶液（０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ４􀆰 ８）分散样品基质后酶解，再
使用极性适中的乙腈（含 １％ 乙酸）试剂［１９，２４，３１］进行

二次提取，最后采用通过式固相萃取方式净化样品。
上述前处理方式既保证了样品的酶解需求，也兼顾

了不同极性待测物的提取需要，同时无需溶剂置换，
提取液可直接采用通过式固相萃取净化。

图 ５　 提取液中乙腈比例对 １０ 种目标物提取率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｔａｒｇｅｔ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （ｎ＝３）

　

２．３．２　 前处理条件的确定

　 　 提取液中乙腈含量会同时影响待测物的提取效

率和后续的净化效果，需综合考察后再确认其最优

比例。 在称样量和提取液总量固定为 ２􀆰 ５０ ｇ 和 ２０
ｍＬ 的条件下，考察了不同乙腈（含 １％ 乙酸）比例提

取液（分别为 １０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、
８０％ 和 ９０％）对 １０ 种待测物提取率的影响（见图

５）。 结果表明，当提取液乙腈（含 １％ 乙酸）比例低

于 ５０％ 时，咪喹莫特等部分极性较弱药物的提取率

出现下降并低于 ７０％，当提取液乙腈（含 １％ 乙酸）
比例达到 ９０％ 时，利巴韦林等部分强极性药物的提

取率会出现下降并低于 ８０％。 提取液中乙腈（含

·９６１１·
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１％乙酸）比例为 ５０％ ～８０％ 时能够兼顾绝大多数待

测物的提取效率，此时 １０ 种待测物的平均提取率为

８１％ ～９４％。

图 ６　 不同固相萃取柱对 １０ 种目标物绝对回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＳＰＥ ｃｏｌｕｍｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （ｎ＝３）

ＡＣＮ： ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ＡＣＮ （１％ ＡＡ）： ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １％ （ｖ ／ ｖ） ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ．

　 　 在提取率试验结果基础上，比较了不同乙腈

（含 １％ 乙酸）比例提取液在不同通过式固相萃取小

柱上对所有待测物的净化效果。 按 １􀆰 ３􀆰 １ 节方法获

取中华鳖阴性样品基质溶液，添加待测物后分别通

过 Ｏａｓｉｓ ＰＲＩＭＥ ＨＬＢ 小柱（１５０ ｍｇ ／ ３ ｍＬ，美国沃

特世公司）、 Ｃａｐｔｉｖａ ＥＭＲ⁃Ｌｉｐｉｄ 小柱 （ ３００ ｍｇ ／ ３
ｍＬ，美国安捷伦公司）和 Ｗａｌｌｅｌｕｔ Ｌｉｐｏｃｌｅａｎ 小柱净

化，以绝对回收率评价净化效果。 由图 ６ 可知 Ｃａｐ⁃
ｔｉｖａ ＥＭＲ⁃Ｌｉｐｉｄ 小柱和 Ｏａｓｉｓ ＰＲＩＭＥ ＨＬＢ 小柱分

别对吗啉胍和阿昔洛韦存在吸附，净化后的绝对回

收率显著低于未净化组。 Ｗａｌｌｅｌｕｔ Ｌｉｐｏｃｌｅａｎ 小柱

整体净化效果最优，在利巴韦林、阿昔洛韦、咪喹莫

特等药物上具有最高的绝对回收率，被选为方法的

净化小柱。 按照文献［３２］报道，通过式固相萃取柱

的上样溶液乙腈比例通常为 ７０％ ～ ８５％ ，此时可以

较好地平衡净化效果与待测物的回收率。 本实验提

取液中乙腈（含 １％ 乙酸）比例选择为 ７０％，此时大

部分待测物的绝对回收率最高 （范围为 ７５％ ～
９５％）。 综上，本实验最终采用 ６ ｍＬ ０􀆰 １０ ｍｏＬ ／ Ｌ 乙

酸铵缓冲溶液加 １４ ｍＬ 乙腈（含 １％ 乙酸）的提取模

式，此时提取液中乙腈（含 １％ 乙酸）比例为 ７０％。
２．４　 基质效应

　 　 质谱分析中样品基质会影响目标物的离子化程

度，导致基质效应的出现，而较强基质效应的存在会

影响质谱分析的准确性［２７］。 经考察，中华鳖基质下

金刚烷胺和金刚乙胺表现出弱效应的基质增强作

用， ｜ＭＥ ｜分别为 ６􀆰 ３％ 和 ５􀆰 ６％，其余待测物均存在

弱效应的基质抑制作用， ｜ＭＥ ｜范围为 ５􀆰 ５％ ～ １６％。
为了校正基质效应，本实验采用同位素稀释内标法

进行定量分析。
２．５　 检出限、定量限与线性范围

　 　 采用内标法绘制标准曲线，１０ 种待测物在线性

范围内均具有良好的线性关系，相关系数（ｒ２）均大

于 ０􀆰 ９９３。 按照标准 ＧＢ ／ Ｔ ２７４１７⁃２０１７，以空白标准

偏差法确定方法检出限（ＭＤＬ）和定量限（ＭＱＬ），
１０ 种待测物的 ＭＤＬ 范围为 ０􀆰 ０５ ～ １􀆰 １ μｇ ／ ｋｇ，
ＭＱＬ 范围为 ０􀆰 １８～３􀆰 ８ μｇ ／ ｋｇ（见表 ３）。 现有行业

标准［５，６］中金刚烷胺、金刚乙胺、利巴韦林、咪喹莫

特、吗啉胍和奥司他韦的 ＭＱＬ 均为 １􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ，阿
昔洛韦为 ２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ，本方法对应的 ＡＴＶｓ 灵敏度均

接近或优于标准方法。

·０７１１·
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表 ３　 １０ 种目标物的线性范围、线性方程、相关系数、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ２）， ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＭＤＬｓ） ａｎｄ
ｍｅｔｈｏｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＭＱＬｓ） ｏｆ ｔｈｅ １０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ Ｌ） Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２ ＭＤＬ ／ （μｇ ／ ｋｇ） ＭＱＬ ／ （μｇ ／ ｋｇ）
ＴＣＯＮＨ２ １－１００ ｙ＝ ０．０９１６ｘ＋０．０１２９ ０．９９８ ０．２６ ０．８８
３ＴＣ ０．２－２０ ｙ＝ ０．０１７４ｘ－０．０００１０ ０．９９７ ０．０５ ０．１８
ＩＭＱ ０．２５－２５ ｙ＝ ０．０６２４ｘ－０．００３１３ ０．９９８ ０．０６ ０．２１
ＲＢＶ １－１００ ｙ＝ ０．０３８３ｘ－０．０００６４２ ０．９９５ ０．２９ ０．９８
ＲＭＴ ０．５－５０ ｙ＝ ０．０２４０ｘ＋０．０００７３２ ０．９９６ ０．１２ ０．４１
ＯＳＴ ０．５－５０ ｙ＝ ０．０２４３ｘ＋０．０００５５６ ０．９９４ ０．１５ ０．４８
ＡＭＴ ０．５－５０ ｙ＝ ０．０２５５ｘ＋０．００２３ ０．９９５ ０．１４ ０．４６
ＡＣＶ ０．５－５０ ｙ＝ ０．０２４３ｘ＋０．００１３４ ０．９９８ ０．１４ ０．４６
ＡＢＯＢ ０．５－５０ ｙ＝ ０．０１０７ｘ＋０．００１８１ ０．９９５ ０．１５ ０．５０
ＯＳＴＡ ４－４００ ｙ＝ ０．０３１５ｘ－０．０００５８３ ０．９９５ １．１ ３．８

　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ Ｌ．

表 ４　 １０ 种目标物在鳖样品中的加标回收率和
相对标准偏差（ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ
（ＲＳＤｓ） ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ
ｓｏｆｔｓｈｅｌｌ ｔｕｒｔｌｅ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝６）

　

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌ ／ （μｇ ／ ｋｇ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
ＴＣＯＮＨ２ １ ９８．６ ９．１８

２ １０３ ７．２１
１０ ９７．９ ５．０８

３ＴＣ ０．２ ９４．１ ９．２３
０．４ ９２．９ ５．４９
２ ９５．２ ３．２１

ＩＭＱ ０．２５ ９４．１ ９．２３
０．５ ９２．９ ５．４９
２．５ ９５．２ ３．２１

ＲＢＶ １ ９１．７ ５．９８
２ ９３．９ ６．３３

１０ ９５．０ ４．６２
ＲＭＴ ０．５ ８７．２ １１．２

１ ９２．６ ６．５７
５ ９３．７ ５．７２

ＯＳＴ ０．５ ９０．７ ７．５０
１ ９５．２ ４．３０
５ ９７．２ ３．１１

ＡＭＴ ０．５ ９０．４ ９．２０
１ ９４．６ ７．９１
５ ９５．８ ６．６６

ＡＣＶ ０．５ ９５．１ ６．８８
１ ９６．１ ４．８９
５ ９９．５ ７．７９

ＡＢＯＢ ０．５ ８２．５ ９．１７
１ ８４．９ ６．２８
５ ８３．４ ４．５８

ＯＳＴＡ ４ ８８．６ １２．１
８ ９１．２ ９．８６

４０ ９０．７ ６．１６

２．６　 回收率与精密度

　 　 选取空白中华鳖样品，按低、中、高 ３ 个水平添

加目标物，每个水平重复测定 ６ 次，计算回收率和

ＲＳＤ 值。 由表 ４ 可知，１０ 种待测物的加标回收率范

围为 ８２􀆰 ５％ ～１０３％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ３􀆰 １１％
～１２􀆰 １％。
２．７　 实际样品分析

　 　 采用本方法测定了地方水产养殖场中 ６７ 批次

中华鳖样品，其中 ３ 批次样品检出利巴韦林，含量分

别为 ６􀆰 ０２、４６􀆰 ２ 和 ３０２ μｇ ／ ｋｇ。 此外，利巴韦林含

量最高的样品中还检出利巴韦林生物代谢物 １，２，４⁃
三氮唑⁃３⁃甲酰胺残留，含量为 ３１􀆰 ２ μｇ ／ ｋｇ。 采用行

业标准［５］对利巴韦林阳性样品进行对比检测，检测

结果分别为 ５􀆰 ７６、５１􀆰 ２ 和 ３１２ μｇ ／ ｋｇ，与本方法检

测结果一致性较好。

３　 结论

　 　 本研究建立了中华鳖中 １０ 种抗病毒药物及代

谢物的通过式固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱

分析方法。 该方法前处理简单，特异性强，灵敏度

高，适用于中华鳖中多种抗病毒药物及代谢物的快

速精准检测分析。 研究结果表明，中华鳖中存在利

巴韦林残留风险，建议进一步开展中华鳖中利巴韦

林的药代动力学、组织分布规律和迁移转化规律研

究，为风险溯源和防控提供理论依据和指导。
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