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高效液相色谱⁃串联质谱法测定鸡肉中利巴韦林的含量
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利巴韦林为合成的核苷类广谱抗病毒药，可用于病毒性感冒、肺炎、肝炎、出血热等病症的治疗．２０１２ 年 １２ 月我国爆

发“速生鸡”事件，曝光鸡在饲养过程中被违规喂食利巴韦林、金刚烷胺等抗病毒药物．违禁抗病毒药物的滥用不仅造成

鸡肉风味和品质的下降，更会导致细菌耐药性的发生和药物残留，并通过食物链影响人类健康和破坏生态平衡，造成严

重不良后果．美国食品药物管理局（ＦＤＡ）早于 ２００５ 年就禁止将人类抗病毒药物用于畜禽类；我国农业部公告第 ５６０ 号中

也明确规定抗病毒药物为禁用兽药．
利巴韦林的检测方法有放射免疫法、紫外分光广度法、气相色谱⁃质谱法、液相色谱法、液相色谱⁃质谱法等， 其中液

相色谱⁃ 串联质谱法以高灵敏度和高选择性，既可用于残留的确证分析，又能作为通用的高效能测定方法，得到了越来越

广泛的应用．目前，我国尚无动物源食品中利巴韦林检测的国家标准．
本文采用液相色谱⁃ 串联质谱法测定鸡肉中利巴韦林的残留量，方法简单，灵敏度高，抗干扰能力强，为利巴韦林药

物的监控提供了技术支持．

１　 实验部分

１．１　 试剂和仪器

利巴韦林标准品， 纯度 １００． ０％，中国药品生物制品检定所；１３Ｃ５ ⁃利巴韦林，纯度，９８％，加拿大 ＴＲＣ 公司；甲酸、甲酸

铵、甲醇、乙腈为色谱纯；水为自制超纯水．标准品用甲醇溶解并配制成 １．０ ｍｇ·ｍＬ－１标准储备液，再根据需要稀释成适当

浓度的标准工作液．
ＴＳＱ Ｖａｎｔａｇｅ 三重四极杆串联质谱仪（赛默飞世尔科技公司），配置有电喷雾电离源（ＨＥＳＩ⁃Ⅱ）；Ｄｉｏｎｅｘ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００

ＲＳＬＣ 超高效液相色谱．
１．２　 试样的制备

称取均质匀浆后的鸡肉样品 ２ ｇ，加入内标溶液 １０ μＬ（２５ ｎｇ），再加入 １０ ｍＬ 乙腈 ／ ０．１％甲酸水溶液（７∶３），涡旋混

匀，超声提取 １０ ｍｉｎ．离心后，取 ３ ｍＬ 上清进行固相萃取（ＨｙｐｅｒＳｅｐ ＨｙｐｅｒＣａｒｂ 固相萃取柱，２００ ｍｇ ／ ３ ｍＬ）．
固相萃取步骤：活化：５ ｍＬ 甲醇，５ ｍＬ 水，负压过柱；上样：３ ｍＬ 上清液，１ ｍＬ·ｍｉｎ－１速率过柱；淋洗：３ ｍＬ 水；洗脱：

３ ｍＬ 甲醇∶乙腈（４∶６），１ ｍＬ·ｍｉｎ－１速率洗脱；收集洗脱液，经 ０．２２ μｍ 滤膜过滤后，供上机测定分析．
１．３　 实验条件

液相条件 　 色谱柱：Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ Ｇｏｌｄ Ａｍｉｎｏ，１００× ２． １ ｍｍ，３ μｍ；梯度洗脱程序见表 １，进样量 ５ μＬ，流速

３００ μＬ·ｍｉｎ－１ ．　

表 １　 梯度洗脱表

时间 ／ ｍｉｎ ０．００ ２．００ ５．００ ８．００ ８．１０ １０．００

水（０．１％ 甲酸＋５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵） ／ ％ １０ １０ ７０ ７０ １０ １０

乙腈 ／ ％ ９０ ９０ ３０ ３０ ９０ ９０

质谱条件　 电喷雾电离源（ＨＥＳＩ⁃Ⅱ），正离子模式；选择反应监控（ＳＲＭ）扫描，喷雾电压：３３００ Ｖ；雾化温度 ３３０ ℃，
离子传输管温度：３３０ ℃；氮气作为鞘气和辅助气，其中鞘气为 ４０ ａｒｂ，辅助气为 ５ ａｒｂ，氩气用作碰撞气， 碰撞压力为

１．５ ｍＴｏｒｒ；选择反应监测（ＳＲＭ），离子对信息见表 ２．

２　 结果与讨论

２．１　 特异性和方法检出限（ＭＤＬ）
本试验的检测条件下，利巴韦林及其同位素内标均在在 ２．３ ｍｉｎ 左右出峰， 峰形良好，无杂质峰干扰测定，基线平稳．



　 ６ 期 朱克卫等：高效液相色谱⁃串联质谱法测定鸡肉中利巴韦林的含量 １０５３　

本方法具有较高的特异性，能准确测定鸡肉中利巴韦林的浓度，灵敏度较高．

表 ２　 离子对信息表

化合物 母离子 子离子 碰撞能量（ＣＥ） ／ ｅＶ Ｓ⁃ｌｅｎｓ 电压 ／ Ｖ

利巴韦林
（Ｒｉｂａｖｉｒｉｎ） ２４５．２０３

１３Ｃ５ ⁃利巴韦林

（Ｒｉｂａｖｉｒｉｎ ＩＳ）
２５０．１８９

９６．１００ ２５ ５９

１１３．１００∗（∗定量离子） ９ ５９

９６．１０ ２８ ５７

１１３．１００ ６ ５７

取利巴韦林标及其同位素内标标准溶液加入到空白基质中，使鸡肉基质中利巴韦林含量约为 ０．１ μｇ·ｋｇ－１，按“试样

的制备”项下操作，记录色谱图，得到利巴韦林基质前加标的最低检出限，Ｓ ／ Ｎ＝ ９，结果图 １．

图 １　 方法检出限色谱图

２．２　 线性范围

以定量离子 ｍ ／ ｚ ２４５． ０＞ １１３． ０ 与内标校正离子 ｍ ／ ｚ ２５０． ０＞ １１３． ０ 峰面积之比 ｙ 为纵坐标， 利巴韦林浓度 ｘ
（ｎｇ·ｍＬ－１） 为横坐标， 得到鸡肉中添加利巴韦林的标准曲线，方程为：ｙ ＝ － ０． ０３９９９ ＋ ０． １３５８ｘ，Ｒ２ ＝ ０． ９９２１．在 ０． ５—
２０ ｎｇ·ｍＬ－１范围内， 线性关系良好（ｎ＝ ６，３ 次平行）．
２．３　 定性实验

在相同试验条件下， 样品中与利巴韦林标准物质的保留时间一致， 且监测离子相对于基峰的丰度比符合离子相对

丰度的允许偏差的要求， 可判定该试料中存在利巴韦林残留．试样离子相对丰度的允许偏差范围：相对丰度＞５０％， 允许

相对偏差±２０％；相对丰度在 ２０％—５０％， 允许相对偏差±２５％；相对丰度在 １０％—２０％， 允许相对偏差±３０％；相对丰度

≤１０％， 允许相对偏差±５０％．
２．４　 回收率实验

在相同实验条件下， 采用基质加标的方法，在鸡肉空白样品中分别添加了 １．０ μｇ·ｋｇ－１和 ５．０ μｇ·ｋｇ－１的标准品，进行

回收率实验．检测结果表明，利巴韦林残留的回收率为 ８５．３％和 ９０．９％，方法的回收率满足相关法规要求．

３　 结论

利巴韦林为强极性化合物，常规色谱柱保留差，易受到基质的干扰，本文采用氨基柱进行色谱分离，可获得良好的效

果．采用 ＨｙｐｅｒＳｅｐ Ｈｙｐｅｒｃａｒｂ 进行样品的净化，方法简单，能有效去除杂质干扰，与现有方法相比，避免了反复调节 ｐＨ 的

步骤．由于用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定利巴韦林时有较强的基质效应出现， 单独采用外标法定量的结果准确度较低， 本实验采取

同位素内标校正，有效去除了基质效应的影响， 能够较准确用于定量．
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