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HILICＧMS/MS法检测动物源运动营养品中
９种抗病毒药物残留

Determinationoftheresiduesof９kindsofantiviraldrugsin
animalＧderivedsportsnutritionbyHILICＧMS/MS
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摘要:目的:加强动物源性运动营养品中抗病毒药物残留

的监控.方法:建立一种亲水交互作用色谱—串联质谱

测定动物源运动营养品中９种抗病毒药物组分的方法.
样品前处理采用１％乙酸—乙腈提取,经 PRiMEHLB小

柱净化后检测.采用乙腈—１０mmol/L 乙酸铵溶液(含

０．１％甲 酸)流 动 相 体 系,在 梯 度 洗 脱 模 式 下,经 Sielc
ObeliscR柱分离,实现９种目标物组分 的 分 离.结果:

９种抗病毒药物组分在０．１~２０．０ng/mL质量浓度范围

内线性良好,检出限为０．１~０．５μg/kg,定量限为０．３~
１．５μg/kg,加标回收率达８２．３％~９５．７％,相对标准偏差

为３．２％~５．９％ (n＝５).结论:试验方法可以满足动物

源运动营养品中９种抗病毒药物残留的检测需求.
关键词:固相萃取;亲水色谱;动物源;运动营养品;抗病

毒类药物

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtohelpwithstrengthening
themonitoringofantiviraldrugresiduesinanimalＧderivedsports

nutritionproducts．Methods:A methodfor determiningthe

residuesof９kindsofantiviraldrugsinanimalＧderivedsports

nutrition was established,by using hydrophilic interaction

chromatographytandem massspectrometry．Thesampleswere

extractedby１％ aceticacidＧacetonitrileandpurifiedbyPRiME

HLBcolumn．ThemobilephasesystemofacetonitrileＧ１０ mmol/L

ammoniumacetatesolution (containing０．１％ formicacid)was

separatedbySielcObeliscRcolumningradientelutionmodeto

achievetheseparationofninetargetcomponents．Results:The９

kindsofantiviraldrugsfractionshadgoodlinearityinthemass

concentrationrangeof０．１~２０．０ ng/mL,andthelimitof

detectionwas０．１~０．５μg/kg,withthelimitofquantificationof

０．３~１．５μg/kgandthespikedrecoveryof８２．３％~９５．７％,and

therelativestandarddeviation was３．２％ ~５．９％ (n ＝５)．

Conclusion:Thetestmethodcanmeetthedetectionrequirements

oftheresiduesof９kindsofantiviraldrugsintheanimalＧderived

sportsnutrition．

Keywords:solidphaseextraction(SPE);HILIC;animalderived;

sportsnutrition;residuesofantiviraldrug

抗病毒药物是一类用于预防和治疗人和动物病毒感

染的药物,常用的有阿昔洛韦、奥司他美金刚、奈韦拉平

等[１－２].由于抗病毒药物对畜禽的病毒性流感有一定的

预防和治疗作用,且价格低廉,所以也常被用于畜禽养殖

业[３－４].但因缺乏相应的科学规范以及安全可靠的数据

支持,将人用抗病毒药物移作兽用,会在动物体内造成药

物残留,还 可 能 会 使 病 毒 菌 株 发 生 变 异,危 害 人 类 健

康[５－６].但是对抗病毒药物多组分的检测方法尚不完

善,为了防止通过食物链引起中毒,尤其是动物源性运动

营养品这类特殊食品,有必要建立一种快速检测这些目

标组分的方法,加强动物源性运动营养品中抗病毒药物

残留的监控.

运动营养品对产品的安全性要求较高,市场上以动物

源为基质的运动营养品品种繁多,所占市场份额也越来越

大.近年来,食品中兽药残留事件频频曝光,所以人们对

这类特殊食品中的药物残留越来越重视,而抗病毒药物残

留是研究的热点[７－９].目前食品中抗病毒药物残留的检测

方法主要有酶联免疫法[１０－１２]、高效液相色谱法[１３－１４]、液相

色谱—串联质谱法[１５－１６]等.酶联免疫法由于仪器精度所

限,检测灵敏度较低;高效液相色谱法较为常用,但是对于

极性组分相近的物质,分离度较差;高效液相色谱—串联

质谱法流动相中要使用离子对试剂,存在系统稳定性差以

及抑 制 待 组 分 电 离 的 问 题.亲 水 交 互 作 用 色 谱
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(Hydrophilicinteractionchromatgraphy,HILIC)是一种组分

分离模式介于正相色谱和反相色谱之间的色谱技术,适用

于分析强亲水性和强极性化合物,可解决样品中多种强极

性组分分离难的问题[１７－１８].目前,亲水交互作用色谱法

在农产品抗病毒药物检测方面的应用较多,而对运动营养

品中抗病毒药物检测方面的研究较少.研究拟通过固相

萃取净化技术,结合亲水色谱分离技术对强极性较难分离

的９种抗病毒药物组分进行提取,通过亲水交互作用色

谱—串联质谱法(HILICＧMS/MS)检测动物源运动营养品

中９种抗病毒药物组分的残留,以期为动物源运动营养品

中抗病毒药物残留的分析和监控提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

高效液相色谱—串 联 质 谱 仪:XevoTQＧS 型,ZICＧ
HILIC色谱柱(４．６mm×１５０mm,３．５μm),美国 Waters
公司;

InertSustain Amide 色 谱 柱 (３．０ mm×１５０ mm,

３．５μm)、TSKgelAmideＧ８０色谱柱(３．０mm×１５０mm,

２μm):日本岛津有限公司;

ObeliscR色谱柱:４．６ mm×１５０ mm,５μm,美 国

Sielc科技公司;
奈韦 拉 平 (９８．５％)、泛 昔 洛 韦 (９９．２％)、阿 比 多

(９９．０％)、阿昔洛韦(９９．０％)、咪喹莫德(９９．５％)、美金刚

(９９．０％)、金刚烷胺(９８．５％)、奥司他韦(９９．２％)、吗啉胍

(９８．５％)标准品:上海安谱实验科学科技有限公司;
乙酸铵:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;
甲醇:色谱纯,德国 Merck公司;

MCX、MAX 以 及 PRiME HLB 固 相 萃 取 小 柱:

１００mg/３mL,美国 Waters公司;
动物源运动营养品(鸡胸肉源蛋白棒、牛肉源蛋白

棒、乳清蛋白棒、鸡胸肉运动代餐粉、牛肉运动代餐粉、蛋
白运动能量棒):市售.

１．２　试验方法

１．２．１　色谱条件优化　参照文献[１９－２０],选择４种色

谱柱 ZIC HILIC 色谱柱 (键合相为硅胶)、InertSustain
Amide色谱柱(键合相为酰胺基)、TSKgelAmideＧ８０色谱

柱(键合相为酰胺基)以及SielcObeliscR色谱柱(键合相

为含电荷的极性和非极性混合基团),比较９种抗病毒药

物组分的分离效果.

１．２．２　质谱条件　采用正离子电离模式扫描;监测模式

为多反应监测模式;离子源温度 ２００ ℃;脱溶剂气流量

２０L/min;锥孔气流量２．０L/min.

１．２．３　仪器条件　ObeliscR色谱柱,流速０．２mL/min,
柱温３０℃,进样量２．０μL;流动相 A为１０mmol/L乙酸

铵溶液(含０．１％甲酸),流动相 B为乙腈,按表１进行梯

度洗脱.

表１　流动相梯度洗脱步骤

Table１　Mobilephasegradientelutionstep

时间/min 流动相 A/％ 流动相B/％

０．０ ５ ９５

２．０ ５ ９５

４．０ ２０ ８０

６．０ ２０ ８０

６．５ ５ ９５

１５．０ ５ ９５

１．２．４　样品前处理　称取混合均匀的样品(固体样品预

先粉碎)２．０g,加入２０mL提取液(分别比较乙酸铵缓冲

溶液、三氯乙酸溶液,偏磷酸—甲醇溶液,乙酸—乙腈溶

液４种提取液),涡旋３０s,使样品与提取液混合均匀,超

声１０min,５０００r/min离心５min,过滤,取５．０mL滤液

上样,选 择 ３ 种 固 相 小 柱 (MCX、MAX 以 及 PRiME

HLB),固相萃取过程按照固相小柱操作步骤分别经活

化、上样、淋洗、洗脱后收集滤液,过０．２２μm 滤膜后上机

检测.

１．２．５　标准曲线绘制　称取适量的９种抗病毒药物组分

标准品,用甲醇超声溶解并配制成１０００．０ng/mL的储备

液,检测前以流动相配制成０．１~５０．０ng/mL质量浓度范

围的标准混合溶液,经仪器进行分析,绘制标准曲线.

１．２．６　提取溶液的选择　参照文献[２１－２２],提取含

５０μg/kg阳性样品的目标组分,比较提取溶液Ⅰ:２０g/L
乙酸铵溶液,提取溶液Ⅱ:１％乙酸溶液,提取溶液Ⅲ:１％
乙酸—甲醇溶液(V乙酸 ∶V甲醇 为９∶１),提取溶液Ⅳ:１％
乙酸—乙腈溶液(V乙酸 ∶V乙腈 为９∶１)对９种组分提取的

影响.

１．２．７　固相萃取柱的选择　采用固相萃取法进行净化提

取液,比较 HLB、MCX、MAX３种小柱对提取液的净化

效果,以各组分加标回收的峰面积为比较依据.

２　结果与讨论

２．１　色谱条件优化

由图１可知,ZICHILIC柱分离９种抗病毒药物组分

效果不理想,目标组分出峰重叠,分离度较差;而 TSKgel

AmideＧ８０柱在乙腈—１％甲酸为流动相梯度洗脱模式下,

可以实现部分抗病毒药物组分的分离;在InertSustain

Amide色谱柱上９种组分的保留效果较差,在前２min内

有６种待测组分基本分离出峰,而阿比多、阿昔洛韦、吗

啉胍由于极性较大,在此色谱柱上未保留,整体分离效果

也较差;而SielcObeliscR色谱柱由于含极性基团和非极

性混合基团,所以对９种组分的分离效果较好,出峰时间

适宜,各组分也有较好的分离度,故选用 SielcObeliscR
色谱柱.

３４
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图１　４种色谱柱的分离效果比较

Figure１　Comparisonofpurificationof４kindsof
chromatographiccolumns

２．２　质谱参数选择

９种抗病毒药物组分结构中均含有胺基基团,在离子

化过程中易与 H 离子结合后带有正电荷,所以采用正离

子扫描模式对９种组分的混标溶液进行母离子和子离子

的质谱扫描,并优化质谱参数,具体质谱分析参数见表２.

２．３　流动相条件优化

甲醇—水、乙 腈—水、乙 腈—１０ mmol/L 乙 酸 铵 溶

液、乙腈—１０ mmol/L 乙酸铵溶液(含０．０５％甲酸)、乙
腈—１０mmol/L 乙酸铵溶液(含 ０．１％ 甲酸)和乙腈—

１０mmol/L乙酸铵溶液(含０．２％甲酸)等流动相在Sielc

表２　９种组分的质谱参数†

Table２　Massspectrometryparametersofnine
components

目标化合物 母离子 子离子 去簇电压/V 碰撞电压/V

奈韦拉平 ２６７．０

泛昔洛韦 ３２２．１

阿比多　 ４７７．８

阿昔洛韦 ２２６．２

咪喹莫德 ２４２．２

美金刚　 １８０．１

金刚烷胺 １５２．５

奥司他韦 ３１３．２

吗啉胍　 １７２．６

１９８．２

２２６．１∗

１３６．１∗

２８０．１

２７９．４

４３２．６∗

１３５．１

１５２．０∗

１６９．１

１８６．７∗

１０７．０

１６３．９∗

７７．２

１３５．１∗

１６６．１∗

２２５．８

１１３．２∗

１３０．８

２８

３２

４２

３６

３５

４２

３２

４２

３６

２３

１１

２７

１６

２５

１８

１９

１３

２１

１５

３０

１８

２４

２３

１８

１６

２１

１９

　†　∗为定量离子.

ObeliscR亲水色谱柱上的总离子流图见图２.由图２可

知,流动相中含有一定比例的乙酸铵会维持流动相pH 值

的稳定性,能改善峰形,减少拖尾,洗脱效果最好;流动相

中无甲酸存在的情况下,９种抗病毒药物组分的电离效果

不理想,出现峰型不对称性等现象,将流动相中水更换为

甲酸溶液后,流动相体系为酸性,待测组分电离更充分,

分离情况得到改善.当流动相中含０．１％甲酸时,各组分

的响应值最高,因此选择以乙腈—１０mmol/L乙酸铵溶

液(含０．１％甲酸)为流动相,并以梯度洗脱模式,保证各

组分有良好的峰形、分离度及较强的响应值.

１．奈韦拉平　２．泛昔洛韦　３．阿比多　４．阿昔洛韦　５．咪喹莫

德　６．美金刚　７．金刚烷胺　８．奥司他韦　９．吗啉胍

图２　９种抗病毒药物组分的 TIC图

Figure２　TICdiagramsof９kindsofantiviral
drugcomponents

２．４　提取溶液的选择

由图３可知,１％乙酸—乙腈的提取效果整体优于其

他３种提取溶液,能够有效提取９种组分,且不同提取溶液

间提取效果差异显著(P＜０．０５).这是因为在提取液偏酸

且存在有机溶剂的溶液体系中,目标组分在提取液中的分

配系数较高,样品中的干扰物易除去,实现较好的提取效

果.结合流动相中含有乙腈组分,为了减少溶剂间的转

化,因此选择１％乙酸—乙腈溶液作为样品的提取液.

２．５　固相萃取柱的选择

由图４可知,HLB固相小柱的净化效果最好,各组分

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图３　不同提取溶液对峰面积的影响

Figure３　Effectsofdifferentextractionsolutions
onpeakarea
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的峰面积最高,与其他两款固相小柱的效果差异显著

(P＜０．０５).这是因为 HLB固相小柱适用范围广,特异

性不强,适合大多数化合物,而 MCX和 MAX固相小柱

特异性强,对部分抗病毒药物组分的保留性较差,因此选

用 HLB小柱进行净化提取液较合适.试验采用了新一

代的PRiMEHLB固相萃取柱,较传统 HLB固相小柱,

免去活化和洗脱步骤,缩短了试验时间,提高了效率,故
选择PRiMEHLB固相小柱.

２．６　方法的线性范围与灵敏度

将９种抗病毒药物组分的标准混合溶液以乙腈—

１０mmol/L 乙酸铵溶液(含 ０．１％ 甲酸)为流动相进行

梯度洗脱,绘制标准曲线,结果见表３,９种组分在０．１~

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图４　不同固相小柱对峰面积的影响

Figure４　Effectofdifferentsolidphasecolumnsonpeakarea

表３　９种组分的线性关系及相关系数

Table３　Linearrelationshipandcorrelationcoefficientof９components

目标化合物 线性范围/(ngmL－１) 线性回归方程 R２ 检出限/(μgkg－１) 定量限/(μgkg－１)
奈韦拉平 ０．１~２０．０ Y＝２２１０６９X－３５９３６ ０．９９９４ ０．１ ０．３
泛昔洛韦 ０．１~２０．０ Y＝４８１５３４X＋２５６８４ ０．９９９３ ０．１ ０．３
阿比多　 ０．１~２０．０ Y＝２２４８２６X－１３６７２１ ０．９９９６ ０．１ ０．３
阿昔洛韦 ０．５~５０．０ Y＝８９６４８X＋９１８９ ０．９９９１ ０．５ １．５
咪喹莫德 ０．５~５０．０ Y＝８１１２５X＋６８５３ ０．９９９８ ０．５ １．５
美金刚　 ０．１~２０．０ Y＝２３８４４１６X－１３５２１ ０．９９９５ ０．１ ０．３
金刚烷胺 ０．１~２０．０ Y＝１６９６１９X＋３３３７４ ０．９９９１ ０．１ ０．３
奥司他韦 ０．５~５０．０ Y＝５４４３６X－９１５９ ０．９９９３ ０．５ １．５
吗啉胍　 ０．５~５０．０ Y＝９６６５３X－３２１５ ０．９９９２ ０．５ １．５

５０．０μg/mL 质量浓度范围内线性关系良好,检出限为

０．１~０．５μg/kg,定量限为０．３~１．５μg/kg,方法灵敏度高.

２．７　方法回收率与精密度

分别添加低、中、高３个水平的９种抗病毒药物标准

品于样品中进行加标回收试验,结果见表４.

　　由表４可知,９种抗病毒药物组分的加标回收率为

８２．３％~９５．７％,RSD为３．２％~５．９％,说明试验检测数

据的准确度和精密度可靠.

表４　回收率及相对标准偏差

Table４　Recoveriesandrelativestandarddeviations
(RSD)(n＝５) ％

目标组分
２．０μg/kg

回收率 RSD

１０．０μg/kg

回收率 RSD

５０．０μg/kg

回收率 RSD
奈韦拉平 ８７．９ ３．５ ８９．２ ５．１ ９１．３ ３．８
泛昔洛韦 ８３．７ ４．２ ９２．６ ３．５ ８６．４ ５．９
阿比多　 ９２．５ ３．６ ８７．４ ３．６ ９１．０ ３．７
阿昔洛韦 ８８．２ ３．９ ８８．２ ４．０ ９２．３ ３．８
咪喹莫德 ８７．６ ４．２ ９３．６ ３．２ ８７．２ ５．３
美金刚　 ９０．５ ３．７ ８７．４ ４．１ ９１．０ ３．９
金刚烷胺 ８６．２ ３．９ ８８．２ ４．０ ９２．０ ３．６
奥司他韦 ８５．７ ４．０ ９５．７ ３．８ ８２．３ ５．１
吗啉胍　 ９１．５ ３．７ ８７．４ ３．９ ９１．０ ３．７

２．８　实际样品分析

对１０份不同品牌动物源运动营养品中９种抗病毒

药物组分残留进行分析发现,９种目标物组分含量均未检

出,结果良好,符合国家标准要求.为验证方法的适用性

和可 靠 性,对 阴 性 样 品 进 行 加 标 处 理 后 (２．０,１０．０,

５０．０μg/kg),分别用标准方法(SN/T４２５３—２０１５)和试

验方法进行比较,结果见表５.由表５可知,试验方法所

表５　方法的适用性†

Table５　Applicabilityofthemethod μg/kg

目标组分

２．０μg/kg

试验

方法

标准

方法

１０．０μg/kg

试验

方法

标准

方法

５０．０μg/kg

试验

方法

标准

方法

奈韦拉平 １．８２ １．７６ ９．０２ ８．５１ ４５．６ ４６．８
泛昔洛韦 １．７５ － ９．１１ － ４３．２ －
阿比多　 １．８３ － ８．８７ － ４５．２ －
阿昔洛韦 １７．１０ ND ８．９４ ６．６３ ４６．１ ３３．５
咪喹莫德 １．７８ － ９．２８ － ４３．６ －
美金刚　 １．８０ １．５６ ８．６５ ７．６８ ４５．５ ３９．９
金刚烷胺 １．８２ １．６８ ８．７６ ８．３６ ４６．０ ４３．１
奥司他韦 １．７６ １．６３ ９．６１ ８．１２ ４２．３ ４４．５
吗啉胍　 １．８６ １．７４ ８．８５ ７．９２ ４５．５ ４５．２

　†　“ND”表示未检出;“－”表示暂无标准方法.
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测定的结果与标准方法均在合理的误差范围内,表明试

验方法适用于动物源运动营养品中９种抗病毒药物组分

残留的测定.

３　结论
建立了一种亲水作用色谱—串联质谱法检测动物源

运动营养品中９种抗病毒残留的分析方法.结果表明,
样品经１％乙酸—乙腈溶液提取后,选择PRiMEHLB固

相小柱净化处理,可实现对动物源运动营养品中９种目

标物组分的有效检测,且与目前的标准方法相比,在保证

准确性好、灵敏度高的同时,尽可能省去了复杂的前处

理,降低了检测成本,提高了检测目标种类和效率.
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