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简介

球虫病是一种由原生动物球虫引起的动物肠道寄生虫病。这种疾病通

过接触受感染的粪便或摄入受感染的组织在动物之间传播。主要症状

为腹泻，严重时变为便血。大多数动物感染球虫后无症状；但是动物

幼体或免疫力低下的动物可能会出现包括死亡在内的严重症状。其中

家养动物、工业化饲养的家禽和兔子为易感群体。

目前，根据欧盟法规2003/1831/EC，11种抗球虫剂经批准可作为饲料添

加剂。其它一些法规还规定了可用于特定动物物种的抗球虫剂。由于

饲料公司常会用同一生产线生产不同的饲料，因此难以避免残留的抗

球虫药发生批次间转移。饲料公司本身努力避免交叉污染，并且欧盟

发布指令2005/183/EC规定了抗球虫药的最大残留浓度（2009/8/CE）以

保护动物健康并将对消费者的风险降至最低。该指令规定饲料的最大

残留浓度：用于敏感动物物种的为1 %，相对不敏感的非标靶动物物种

为3 %。表1中示出的所需LOQ水平取决于药物，根据提取方案做进一步

限定。这些LOQ浓度差异较大，难以在一次多残留分析中，分析所有组

分并实现良好的灵敏度、准确度和线性范围。

此外，饲料是非常复杂的混合物。通常情况下无法对每种饲料使用基

质匹配校准法或标准品加入法，而是采用内标法和只对某一种饲料基

质。基于同种饲料基质，在不同浓度下进行加标回收率实验，以验证

方法的准确度。

应用优势

使用ACQUITY UPLC® I-Class系统和Xevo® TQ-S开

发出一种检测饲料样品中的11种抗球虫剂

的快速、稳健、准确和灵敏的方法。

 ■ 与原有HPLC/MS-MS方法相比，饲料样品提

取物可进一步稀释50倍，进样体积只有

原来一半。

 ■ 运行时间从16 min（HPLC/MS-MS）缩短至

8 min（UPLC/MS-MS）。

 ■ RADAR™能够提供关于基质效应的相关信

息，因此是方法开发的一种重要工具。

沃特世解决方案

ACQUITY UPLC I-Class

Xevo TQ-S

ACQUITY UPLC BEH色谱柱 MassLynx®软件

TargetLynx™应用管理器
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［应用纪要］

众所周知，基质可显著改变电喷雾电离的响应，可能使信号增强，但更可能的是抑制信号。

通过减少源区中基质离子的绝对量可以使基质效应最小化。一种途径是通过稀释样品实现（如

果所用的方法足够灵敏，则此途径可行），使得加载到色谱柱上的基质减少，在常规食品和饲

料检测实验室工作时也无需频繁清洗仪器，从而延长了仪器的正常工作时间，提高了方法的稳

健性。

本应用纪要介绍了一种快速、准确且稳健的UPLC/MS-MS方法，该方法利用Waters® ACQUITY UPLC 

I-Class和Xevo TQ-S系统检测饲料中残留浓度低至0.25 %的11种抗球虫剂。Xevo TQ-S是一种高灵敏的

串联四极杆仪器，具有快速转换正/负离子的功能，能够应对颇具挑战性的基质。

最大治疗剂量
最大值

（1 %残留浓度）
最大值

（3 %残留浓度）
要求的LOQ

抗球虫药 [mg/kg] [µg/kg] [µg/kg] [µg/kg]

拉沙里菌素 125 1250 3750 312.5

甲基盐霉素 70 700 2100 175.0

沙利霉素 70 700 2100 175.0

莫能菌素 125 1250 3750 312.5

马杜霉素 5 50 150 12.5

赛杜霉素 25 250 750 62.5

DNC，尼卡巴嗪 50 500 1500 125.0

地克珠利 1 10 30 2.5

癸氧喹酯 40 400 1200 100.0

卤夫酮 3 30 90 7.5

氯苯胍 66 700 2100 175.0

表1. 11种抗球虫药的治疗剂量、残留浓度和规定的LOQ。
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实验

样品制备

本方法参考先前应用于HPLC-MS-MS的方法，对其进行了适当的转换以用于UPLC®，除此之

外还包括最终的稀释步骤。

1. 称取5 g研磨均匀的饲料样品，放至50 mL一次性离心管中。

2. 加入50 µL内标混合溶液（50 µg/mL氯苯胍-d8、尼日利亚菌素，25 µg/mL DNC-d8，5 µg/mL

地克珠利-bis、癸氧喹酯d5）。

3. 加入10 mL 10 % Na2CO3溶液，手动振荡。

4. 加入15 mL乙腈。

5. 振荡30 min。

6. 在2000 rpm （4 ℃）下离心5 min。

7. 将上清液转移至50 mL试管中。

8. 再次用乙腈提取，合并两次所得的有机提取物。

9. 将1 mL提取物转移至玻璃管中，并用初始流动相将样品稀释50倍。

UPLC条件

系统： ACQUITY UPLC I-Class

色谱柱： ACQUITY BEH C18  2.1×100 mm

柱温： 50 ℃

样品温度： 10 ℃

进样： 10 µL

流动相： A  0.1 %甲酸水溶液

 B  0.1 %甲酸和甲醇混合液

梯度如表2所示。

MS条件 

MS系统： Xevo TQ-S

极性： ES +/-

毛细管电压（kV）： ES+为1.00，

 ES-为3.00

源温度： 150 ℃

脱溶剂气温度： 500 ℃

锥孔气体流速： 150 L/h

脱溶剂气流速： 1200 L/h

［应用纪要］

UPLC条件 

 时间 A% B% ?

 0.0 50 50 –

 0.5 50 50 6

 3.0 0 100 6

 5.0 0 100 6

 7.0 50 50 1

 8.0 50 50 1
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图2. 截取自IntelliStart方法开发报告，显示了马杜霉素钠加合物的优化锥孔电压（A），两次跃迁的优化碰撞能量（B，C）和
产物离子的位置（D）。

使用IntelliStart™软件完成化合物调谐。IntelliStart根据化合物的质量数或元素组成为每个化合物自

动生成最多5个MRM通道。这种优势在于可同时选择多个加合物，非常适用于易形成钠加合物的

抗球虫剂。IntelliStart向导的屏幕截图如图1所示。马杜霉素提取物的最佳MRM通道见图2。

图1. 元素组成为C47H80O17的马杜霉素
的Intellistart向导屏幕截图。

锥孔电压/V 碰撞能量/eV

碰撞能量/eV
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母离子质量
m/z

产物离子质量
m/z

驻留时间（s）
锥孔电压
（V）

碰撞能量
（eV）

氯苯胍
334.2

334.2

155.2

111.1

0.017

0.017

20

20

20

40

卤夫酮
416.1

416.1

100.2

120.2

0.017

0.017

20

20

20

20

癸氧喹酯
418.3

418.3

204.1

372.3

0.015

0.015

20

20

35

20

拉沙里菌素
613.4

613.4

377.4

577.4

0.015

0.015

20

20

35

30

莫能菌素
693.5

693.5

461.4

501.4

0.015

0.015

20

20

50

50

沙利霉素
773.6

773.6

431.4

531.4

0.015

0.015

20

20

50

40

甲基盐霉素
787.6

787.6

431.3

531.3

0.015

0.015

20

20

50

45

赛杜霉素
895.5

895.5

833.6

851.6

0.015

0.015

20

20

30

35

马杜霉素
939.5

939.5

877.6

719.5

0.015

0.015

20

20

32

64

DNC
301.2

301.2

137.1

107.1

0.017

0.017

20

20

15

35

地克珠利
407.1

405.1

336.1

334.1

0.017

0.017

50

50

17

17

地克珠利-bis 421.1 323.1 0.017 50 25

DNC-D8 309.2 141.1 0.017 20 15

氯苯胍-d8 342.2 142.3 0.017 20 25

尼日利亚菌素 747.5 703.5 0.015 20 55

癸氧喹酯-D5 423.3 377.3 0.015 20 20

表3. 11种抗球虫药及其内标的MS方法参数。

为每种化合物自动创建其MRM通道。表3显示了所有化合物质谱条件概览，包括最佳锥孔电压和

碰撞能量。每种化合物选择了两个或三个MRM通道，内标物除外。
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图3A显示了MassLynx MS方法编辑器中的每种化合物的保留时间窗口。图3B显示了包含癸氧喹酯

及其内标的质谱方法。

图3A. MassLynx MS方法编辑器中的保留时间窗口。

图3B. 癸氧喹酯及其内标的MassLynx MS运行方法。
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4A 4B

图4A. 残留浓度为1 %的基质匹配校准标准品的HPLC/MS-MS色谱图，图中示出了卤夫酮（1）、氯苯胍（2）、DNC（3）、地克珠利
（4）、癸氧喹酯（5）、赛杜霉素（6）、拉沙里菌素（7）、沙利霉素（8）、莫能菌素（9）、甲基盐霉素（10）和马杜霉素（11）。
4B. 残留浓度为1 %的基质匹配校准标准品的UPLC/MS-MS色谱图，图中示出了卤夫酮（1）、氯苯胍（2）、DNC（3）、地克珠利
（4）、癸氧喹酯（5）、赛杜霉素（6）、拉沙里菌素（7）、沙利霉素（8）、莫能菌素（9）、甲基盐霉素（10）和马杜霉素（11）。

结果与讨论

原有 HPLC/MS-MS方法

1 %交叉污染的样品原有的HPLC/MS-MS色谱图如图4A所示。总运行时间为16 min1。离子载体类抗

球虫药没有完全分离。

然后，将该方法转换为ACQUITY I-Class的方法，运行时间缩短，并且对加标回收率无任何显著影

响。交叉污染为1 %的基质加标样品采用该方法所得的典型色谱图如图4B所示。在3 min内，11种

化合物全部被洗脱。两次连续进样的总运行时间为8 min。除拉沙里菌素和马杜霉素之外，所有

化合物均实现基线分离。离子载体类抗球虫药的分离明显改善。
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色谱方法开发－RADAR

将原有Alliance® HPLC系统色谱分离方法转换为ACQUIT Y UPLC系统的UPLC方法。当使用UPLC方法

时，分析时间仅3 min。对于基质加标样品，某些饲料QC样品中的赛杜霉素显示出高达200 %的

回收率。使用分析时间6 min时，回收率符合相关标准。在Xevo TQ-S上应用RADAR功能，可同时

获得MRM和全扫描色谱图。如图5A所示，基质在与赛杜霉素相同的保留时间处有干扰，可能产

生可观测到的基质效应。由图5B可知，较长的梯度时间能让赛杜霉素与基质中干扰组分更好地

分离。

图5A. 赛杜霉素的MRM色谱图
（下方迹线）和全扫描TIC（上方
迹线）以及目标物保留时间区
域的放大图，显示了赛杜霉
素在保留时间处的色谱干扰。

图5B. 赛杜霉素的MRM色谱图
（下方迹线）和全扫描TIC（上方
迹线）以及目标物保留时间区
域的放大图，显示了在赛杜
霉素保留时间处的色谱分离
干扰。
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图6. 残留浓度为1 %的基质匹
配校准标准品的U P LC-MS-MS
色谱图，图中示出了卤夫酮
（1）、氯苯胍（2）、DNC（3）、地
克珠利（4）、赛杜霉素（5）、癸
氧喹酯（6）、莫能菌素（7）、拉
沙里菌素（8）、马杜霉素（9）、
沙利霉素（10）和甲基盐霉素
（11）。

基质效应－RADAR

我们通过实验探讨了稀释50倍的样品受基质效应影响的程度。稀释50倍的提取物在无基质效应

的情况下，可以使用溶剂配制的的标准曲线而不必用基质加标校准曲线。为实现这一点，在空

白饲料提取物和溶剂中均加入相同浓度的抗球虫药，0.25 %的交叉污染水平。两份等量的加标

样品都稀释50倍，然后，按照基质加标样品中不同化合物的峰面积除以溶剂标准液中相应化合

物的峰面积，所得的比值计算两种稀释状态下的基质效应。结果如表4所述。

化合物
保留时间
（min）

基质效应
（未稀释样品）

基质效应
（稀释50倍的样品）

卤夫酮 1.1 79 % 45 %

氯苯胍 2.1 73 % 12 %

DNC 2.5 11 % -2 %

地克珠利 2.9 22 % 5 %

赛杜霉素 3.7 50 % -5 %

癸氧喹酯 3.8 36 % -6 %

莫能菌素 3.9 48 % 5 %

马杜霉素 4.0 75 % 2 %

拉沙里菌素 4.0 28 % -21 %

沙利霉素 4.1 3 % 7 %

甲基盐霉素 4.2 -5 % 6 %

表4. 交叉污染水平为0.25 %的未稀释和稀释50倍的饲料加标提取物的基质效应。
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对于未稀释的样品，后洗脱下来的化合物似乎具有较低的基质效应，基质效应对各种组分的影

响差异较大，可能几乎没有（甲基盐霉素、沙利霉素和DNC），也可能非常强（卤夫酮和马杜

霉素）。在提取物未进行稀释的情况下显然必须使用基质加标校准曲线。

对于稀释50倍的样品，除早洗脱的卤夫酮（45 %）和氯苯胍（12 %）之外，基质效应明显减

弱，均低于7 %。在稀释50倍的饲料提取物中，拉沙里菌素显示其信号增强20 %。当然，仍然

是：最好采用基质加标校准曲线。

结果如预期，在样品未稀释的情况下，总离子流（T IC）基线显著高于样品稀释50倍时T IC色谱

图中的基线。由此可得出结论：饲料提取物稀释50倍时，基质效应明显减弱。凭借Xevo TQ-S的

灵敏度，这些稀释后的饲料样品，仍可进行分析，表现出良好的灵敏度。分析少量的稀释样品

时，无需频繁清洗仪器，这使得仪器的正常运行时间延长，提高了方法的可靠性。

灵敏度

交叉污染为0.25 %时，即使是最难分析的组分（卤夫酮、地克珠利、马杜霉素和赛杜霉素），

依然能被检出，且信噪比在20以上。信噪比通过原始数据和峰间噪音定义测得。考虑到所采用

的提取步骤，交叉污染0.25 %时，相对的柱上进样量见表5。交叉污染为0.25 %的基质加标样品

的色谱图及相应信噪比水平见图7。

残留浓度为0.25 %的校准标准品

名称 浓度（µg/kg） 柱上进样量（pg）

卤夫酮 7.5 1.875

氯苯胍 175 43.75

DNC 312.5 78.125

地克珠利 2.5 0.625

马杜霉素 12.5 3.125

莫能菌素 312.5 78.125

沙利霉素 175 43.75

甲基盐霉素 312.5 78.125

拉沙里菌素 312.5 78.125

赛杜霉素 62.5 15.625

癸氧喹酯 100 25

表5. 交叉污染为0.25 %的校准标准品的绝对柱上进样量。
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图7. 残留浓度为0.25 %的基质匹配校准标准品的色谱图及信噪比数值。
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加标回收率和重复性

通过在最大许可交叉污染0.25 %至6 %的八点基质加标校准曲线，分析交叉污染为0.5 % （n=1）、

1 %（n=4）和3 %（n=3）的八份样品。加标回收率和重复性的测定结果均符合欧盟指令

2002/657/CE的要求。

平行分析六次作重现性实验。结果见表6。交叉污染为1 %时的重现性的CV %值良好（低于10 %），

但地克珠利除外（CV值为15 %）。

这些值与采用最初的HPLC/MS-MS方法得出的结果具有良好的一致性1。

为考察准确度，进行了加标回收率实验。回收率结果均符合欧盟指令2002/657/CE的规定。

线性

通过进样，建立八点校准曲线，以考察11种化合物的线性。在研究范围内，相关系数的测定

值均在0.995以上，表明线性良好。所有88个校准点的偏差基本在±10 %范围之内，其中只有3

个点除外，其最大偏差为+14 %。氯苯胍、卤夫酮和地克珠利的残留偏曲线和校准曲线如图8所

示。由于Xevo TQ-S在LOQ水平下的采样点数任较高，使得进行低浓度检测时的准确度和精密度较

其它仪器更出色。

化合物
CV

(%)

卤夫酮 7.7

氯苯胍 2.2

DNC 2.6

地克珠利 15.0

马杜霉素 3.4

莫能菌素 4.2

沙利霉素 2.9

拉沙里菌素 5.6

赛杜霉素 3.6

癸氧喹酯 2.3

表6. 所有11种抗球虫药的CV %值。
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图8A. 卤夫酮的残留偏曲线和
校准曲线。

图8B. 氯苯胍的残留偏差曲线
和校准曲线。

图8C. DNC的残留偏差曲线和
校准曲线。

化合物名称：卤夫酮
相关系数：r = 0.999365，r2 = 0.998731
校准曲线：174.473 * x＋67.0591
响应类型：外标法，按峰面积计算
曲线类型：线性，原点：包含，加权：1/x，轴转：无

化合物名称：氯苯胍
相关系数：r = 0.999826，r2 = 0.999652
校准曲线：0.00535461 * x＋-0.0306356
响应类型：内标（参比2），峰面积*（内标浓度/内标峰面积）
曲线类型：线性，原点：包含，加权：1/x，轴转：无

化合物名称：DNC
相关系数：r = 0.998059，r2 = 0.996122
校准曲线：0.00262506 * x＋0.0500539
响应类型：内标（参比4），峰面积*（内标浓度/内标峰面积）
曲线类型：线性，原点：包含，加权：1/x，轴转：无
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［应用纪要］

结论

利用ACQUITY UPLC I-Class/Xevo TQ-S系统，开发出一种快速、

稳健、准确和灵敏的分析方法，用于检测饲料样品中11 

种抗球虫药。与原有HPLC/MS-MS方法相比，饲料样品提取

物可稀释50倍，进样体积只需原来的一半。这使清洗仪器

的频率降低，延长了仪器的正常运行时间，提高了检测的

可靠性。RADAR功能能够提供关于基质效应的信息，是方

法开发的一种重要工具。
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