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超高效液相色谱Ｇ串联质谱法测定水产养殖
用非规范药品及水中扑草净、阿维菌素

和伊维菌素的残留量

陈永平１,包　艳２∗ ,许文龙２,成振华１,王　辉１,韩现芹１,时文博１,王愿宁１

(１．天津市农业生态环境监测与农产品质量检测中心,天津３００１９３;

２．中国科学院 青岛生物能源与过程研究所,青岛２６６１０１)

摘　要:取水产养殖用非规范药品样品１．００g,加入１．０mg􀅰L－１扑草净Ｇd６(内标)溶液１０μL
和水２０mL,其中固态样品经均质、超声处理后离心５min,液态样品经涡旋振荡混匀后离心

５min,均取上清液用水定容至１００mL;养殖水样经０．４５μm 滤膜过滤,取滤液２００mL,加入

１．０mg􀅰L－１扑草净Ｇd６ 溶液１０μL,振荡混匀.将上述样品溶液过 NPOHLB固相萃取柱(预先用

５mL甲醇、５mL水活化),用５mL水淋洗,用６mL甲醇洗脱,将洗脱液于４０℃氮气吹至近干,加
入体积比３∶７的甲醇Ｇ含０．１％(体积分数,下同)甲酸的２mmol􀅰L－１乙酸铵溶液混合液１．０mL
复溶,经涡旋、超声振荡、离心、过滤后,采用超高效液相色谱Ｇ串联质谱法同时测定其中扑草净、阿

维菌素和伊维菌素的残留量.以 WatersACQUITYUPLCC１８柱为固定相,以不同体积比的甲醇Ｇ
含０．１％甲酸的２mmol􀅰L－１乙酸铵溶液混合液为流动相进行梯度洗脱,质谱分析采用电喷雾离

子(ESI)源,正离子(ESI＋ )扫描及多反应监测模式,内标法定量.结果表明:扑草净标准曲线的线

性范围为０．２~１５．０μg􀅰L－１,阿维菌素、伊维菌素标准曲线的线性范围为２．０~１５０．０μg􀅰L－１,非

规范药品样品中检出限(３S/N)分别为０．２,２．０,２．０μg􀅰kg－１,水样中检出限(３S/N)分别为１．０,

１０,１０μg􀅰L－１.按照标准加入法进行回收试验,回收率为８４．８％~１０５％,测定值的相对标准偏

差(n＝６)小于９．０％.方法用于分析８０个实际样品,结果显示,１个非规范药品样品中检出阿维菌

素,其残留量为７１８mg􀅰kg－１,１个水样中检出扑草净,其残留量为３．２ng􀅰L－１.
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　　在养殖用地不断收缩、因地下水开采限制需养

殖用水循环使用的形势下,为了满足人们日益增长

的水产品的需求,水产品高密度养殖成为增加产品

供应量的主要途径之一.其中,闭环养殖是高密度

养殖的常见模式,但闭环养殖易导致水质恶化和水

生物疾病频发,从而加剧药物控制的依赖.促生长

剂、杀虫剂、除杂剂和环境改良剂等非规范药品因具

有抗病、杀虫、除草、促生长等功能,备受养殖者的青

睐.有些养殖者专门用扑草净清除养殖水体中的丝
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状藻类、大型草类及有毒藻类[１Ｇ２],用阿维菌素、伊维

菌素杀灭单养和混养池塘水体中、增殖水体中,以及

与鱼体体表寄生的锚头鳋、中华鳋、鱼鲺、线虫、指环

虫、三代虫等寄生虫及松藻虫、水蜈蚣等水生昆虫

等[３Ｇ５],致使渔业养殖水环境受到扑草净、阿维菌素、
伊维菌素等残留污染.非规范药品残留会对水生生

物及浮游生物产生严重影响,也会通过食物链富集.
当人类食用含有扑草净的水产品后,会引起人体免

疫系统、生殖系统、内分泌系统和神经系统异常[６Ｇ７];
食用少量阿维菌素、伊维菌素会产生运动失调、呼吸

缓慢、DNA 损伤等,过量会导致重度昏迷甚至死

亡[８Ｇ１１].农业农村部制定«２０２０年水产养殖用兽药

及其他投入品安全隐患排查计划»,加大了对水产养

殖用非规范药品中药物的监督及排查力度.由于非
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规范药品为新型投入品,相关学者对其中药物检测

技术研究较少,尚无检测标准或方法依据可参考,这
给非规范药品中药物的监督、监测造成较大困难,因
此开发非规范药品中药物检测技术十分必要.

目前阿维菌素的主要检测方法有酶联免疫吸附

测定法[１２Ｇ１４]、液相色谱法[１５Ｇ２２]和液相色谱Ｇ串联质谱

法[２３Ｇ３０],液相色谱法灵敏度低,干扰影响因素多,而
采用荧光检测器时涉及衍生化处理,操作复杂,而高

效液相色谱Ｇ串联质谱法具有高选择性和高灵敏度,
应用较为广泛.扑草净的测定方法主要有高效液相

色谱法[３１Ｇ３２]、液相色谱Ｇ串联质谱法[３３]、气相色谱

法[３４]、气相色谱Ｇ质谱法[３５Ｇ３６]和酶联免疫吸附测定

法[１]等,但水产养殖用非规范药品及水中上述药物

的同时测定方法还未见报道.鉴于此,本工作采用

超高效液相色谱Ｇ串联质谱法同时测定水产养殖用

非规范药品及水中扑草净、阿维菌素和伊维菌素的

残留量.

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

AB５５００ Qtrap 型三重四极杆质谱仪;SHIＧ
MADLCＧ３０AD 型超高效液相色谱仪;SIMGA３Ｇ
１８KS型高速冷冻离心机;IKAＧT２５型高速组织匀

浆机;MS１ MiniＧshaker型涡轮振荡器;MilliＧQ 型

纯水器;NPO HLB固相萃取柱(６mL/５００mg).
单标准储备溶液:１００mg􀅰L－１,准确称取扑草

净、阿维菌素、伊维菌素标准品各１０mg,分别用甲

醇溶 解 并 定 容 至 １００ mL,配 制 成 质 量 浓 度 为

１００mg􀅰L－１的单标准储备溶液,于－１８℃避光保

存.同法配制内标(扑草净Ｇd６)储备溶液.
混合标准溶液:取扑草净标准储备溶液０．１mL,

阿维菌素、伊维菌素标准储备溶液各１．０mL,用含

０．１％(体积分数,下同)甲酸的２mmol􀅰L－１乙酸铵

溶液溶解并定容至１００mL,配制成扑草净质量浓度

为０．１mg􀅰L－１,阿维菌素、伊维菌素的质量浓度均

为１．０mg􀅰L－１的混合标准溶液.
内标溶液:１．０mg􀅰L－１,移取内标储备溶液

１．０mL,用含０．１％甲酸的２mmol􀅰L－１乙酸铵溶

液稀 释 并 定 容 至 １００ mL,配 制 成 质 量 浓 度 为

１．０mg􀅰L－１的内标溶液.
混合标准溶液系列:移取适量的混合标准溶液

以及内标溶液,用含０．１％甲酸的２mmol􀅰L－１乙

酸铵溶液稀释,配制成扑草净的质量浓度为０．２,

０．５,１．０,２．０,５．０,１０．０,１５．０μg􀅰L－１,阿维菌素、伊
维菌素的质量浓度为 ２．０,５．０,１０．０,２０．０,５０．０,

１００．０,１５０．０μg􀅰L－１,内标质量浓度均为１０μg􀅰

L－１的混合标准溶液系列.
扑草净、阿维菌素、伊维菌素、扑草净Ｇd６ 标准品

的纯度不小于９８％;甲醇、乙腈、甲酸、乙酸铵均为

色谱纯;试验用水为超纯水.

１．２　仪器工作条件

１．２．１　色谱条件

Waters ACQUITY UPLC C１８ 色 谱 柱

(１００．０mm×２．１ mm,１．７μm);流 量 ０．２ mL􀅰

min－１;柱温４０℃;进样体积５．０μL;流动相 A为含

０．１％甲酸的２mmol􀅰L－１乙酸铵溶液,B为甲醇.
梯度洗脱程序:０~６．０min时,B由３０％降至０,保
持４．０min;１０．０~１０．１min时,B由０跳转至３０％,
保持２．９min.

１．２．２　质谱条件

电喷雾离子(ESI)源,正离子(ESI＋ )扫描模式;
离子源温度５５０℃;气帘气压力１３８kPa;碰撞诱导

解离(CAD)设置 Medium;喷雾电压４５００V;辅助

气１压力３４４kPa;辅助气２压力３４４kPa;多反应

监测(MRM)模式.其他质谱参数见表１,其中“∗”
代表定量离子.

表１　质谱参数

Tab．１　MSparameters

化合物
保留时间/

min

质荷比(m/z)

母离子 子离子

去簇电压/
V

碰撞能量/
eV

扑草净 ２．２７ ２４２．０ ２００．１,１５８．０∗ ８５,８５ ２４,３１

阿维菌素 ５．４０ ８９０．５ ３０５．１∗ ,１４５．０ ９５,９５ ３３,５８

伊维菌素 ７．６７ ９８２．５ ５６９．４,３０７．３∗ ８５,８５ ３５,３５

扑草净Ｇd６ ２．２４ ２４８．０ ２０６．０∗ ８５ ２４

１．３　试验方法

１．３．１　样品的前处理

水产养殖用非规范药品固态样品处理:准确称

取水产养殖用非规范药品固态样品１．００g,加入

１．０mg􀅰L－１扑草净Ｇd６ 溶液１０μL和水２０mL,经
均质、超声处理后离心５min,取上清液用水定容至

１００mL.
水产养殖用非规范药品液态样品处理:准确称

取水产养殖用非规范药品液态样品１．００g,加入

１．０mg􀅰L－１扑草净Ｇd６ 溶液１０μL和水２０mL,经
涡旋振荡混匀后离心５min,取上清液用水定容至

１００mL.
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养殖水样品处理:养殖水样品经０．４５μm 滤膜

过滤,取滤液２００mL,然后加入１．０mg􀅰L－１扑草

净Ｇd６ 溶液１０μL,振荡混匀.

１．３．２　样品的净化

用５mL甲醇、５mL水活化 NPO HLB固相萃

取柱,充分浸润填料,以清洗固相萃取柱上的干扰杂

质以及溶剂残留.将１００mL待净化的样品溶液以

１滴/s的流量过已活化的 NPO HLB固相萃取柱,
用５mL水淋洗.用洗耳球将固相萃取柱内的淋洗

液吹干,然后用６mL甲醇洗脱于１５mL离心管中,
再用洗耳球吹干.将洗脱液于４０℃氮吹至近干,加
入体积比３∶７的甲醇Ｇ含０．１％甲酸的２mmol􀅰

L－１乙酸铵溶液(定容溶剂)１．０mL,涡旋１min,超
声振荡 １ min,转 入 １．５ mL 离 心 管 中,以 转 速

２００００r􀅰min－１离心５min,所得溶液过０．２μm 滤

膜,按照仪器工作条件测定.

２　结果与讨论

２．１　色谱条件的选择

２．１．１　流动相

为同时使扑草净、阿维菌素、伊维菌素获得理想

的灵敏度与分离效果,试验选取了乙腈Ｇ含０．１％甲

酸的２mmol􀅰L－１乙酸铵溶液、甲醇Ｇ含０．１％甲酸

的２mmol􀅰L－１乙酸铵溶液、甲醇Ｇ水、乙腈Ｇ水等

４种不同的流动相体系进行对比.结果表明,与甲

醇Ｇ水、乙腈Ｇ水流动相体系相比,乙腈Ｇ含０．１％甲酸

的２mmol􀅰L－１乙酸铵溶液、甲醇Ｇ含０．１％甲酸的

２mmol􀅰L－１乙酸铵溶液流动相体系可明显提高离

子化程度,在同等条件下,甲醇Ｇ含 ０．１％ 甲酸的

２mmol􀅰L－１乙酸铵溶液作为流动相体系时目标物

的信号更强,因此试验选择甲醇Ｇ含０．１％甲酸的

２mmol􀅰L－１乙酸铵溶液作为流动相体系.

２．１．２　色谱柱

保持其他条件不 变,试 验 考 察 了 ShimＧpack
XRＧODSC８ 柱(７５．０mm×２．１mm,２．２μm)、TherＧ
moC１８柱(１００．０mm×２．１mm,５．０μm)和 Waters
ACQUITY UPLC C１８ 柱 (１００．０ mm×２．１ mm,

１．７μm)等不同色谱柱对目标物分离效果的影响,
结果见图１.

由图１可知:以ShimＧpackXRＧODSC８ 柱作为

分离柱,阿维菌素、伊维菌素峰形较差,响应强度较

低;以 ThermoC１８柱作为分离柱,阿维菌素、伊维菌

素半峰宽较宽,响应强度较低;以 WatersACQUITY

(a)　ShimＧpackXRＧODSC８ 柱

(７５．０mm×２．１mm,２．２μm)

(b)　ThermoC１８柱(１００．０mm×２．１mm,５．０μm)

(c)　WatersACQUITYUPLCC１８柱

(１００．０mm×２．１mm,１．７μm)

图１　不同色谱柱下目标物的分离效果

Fig．１　Separationeffectoftargetsondifferent

chromatographiccolumns

UPLCC１８柱作为分离柱,目标物峰形好,响应强度

高.因此,试验选择 WatersACQUITYUPLCC１８柱

(１００．０mm×２．１mm,１．７μm)作为色谱分离柱.

２．２　扫描模式的选择

为获得扑草净、阿维菌素、伊维菌素较理想的信

号 强 度,比 较 了 ESI＋ 与 电 喷 雾 离 子 源 负 离 子

(ESI－ )扫描模式下目标物的响应强度.结果表明:
在ESI－ 扫描模式下,阿维菌素、伊维菌素响应强度

较低,按不小于３倍信噪比(S/N)计算,扑草净的检

出限为５μg􀅰kg－１,阿维菌素、伊维菌素的检出限

为１００μg􀅰kg－１;在 ESI＋ 扫描模式下,以体积比
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３∶７的甲醇Ｇ含０．１％甲酸的２mmol􀅰L－１乙酸铵

溶液作为定容溶剂,各目标物母离子[M＋NH４]＋

响应强度增大,按不小于３倍信噪比计算,扑草净的

检出限可达到０．２μg􀅰kg－１,阿维菌素、伊维菌素的

检出限可达到２．０μg􀅰kg－１.因此,试验选择ESI＋

模式扫描.

２．３　固相萃取柱的选择

试验 分 别 以 NPO HLB 柱、Waters OASIS
HLB柱和CNW HLB柱等３个品牌 HLB固相萃

取柱(５００mg/６mL)作为目标物净化提取柱,考察

了不同 HLB固相萃取柱对非规范药品中３种目标

物的提取效果,结果见图２.
结果表明:在相同条件下,WatersOASISHLB

柱净化效果较好,但过柱时间长;NPO HLB柱过柱

速率最快,回收效果好,但柱净化效果稍差;CNW
HLB柱过柱速率较快,净化效果较好,但回收效果

不理想.综合考虑,大批量样品处理采用 NPO
HLB柱作为固相萃取柱,同时满足高效、准确度高

的要求.

２．４　标准曲线、检出限和测定下限

按仪器工作条件测定混合标准溶液系列,扑草

图２　不同固相萃取柱下非规范药品中３种目标物的回收率

Fig．２　Recoveryof３targetsinnonＧstandarddrugsby

differentsolidphaseextractioncolumns

净、阿维菌素、伊维菌素均以扑草净Ｇd６ 为内标,用仪

器自带工作站按内标法进行自动计算,以目标物质

量浓度与内标质量浓度的比值为横坐标,以目标物

峰面积与内标峰面积的比值为纵坐标绘制标准曲

线.所得目标物的线性范围、线性回归方程和相关

系数见表２.按不小于３倍信噪比分别计算非规范

药品和水样中各目标物的检出限,按不小于１０倍信

噪比分别计算非规范药品和水样中各目标物的测定

下限,结果见表２.

表２　线性参数、检出限和测定下限

Tab．２　Linearityparameters,detectionlimitsandlowerlimitsofdetermination

化合物
线性范围ρ/
(μg􀅰L－１)

线性回归方程 相关系数

检出限 测定下限

非规范药品w/

(μg􀅰kg－１)

水样ρ/

(ng􀅰L－１)

非规范药品w/

(μg􀅰kg－１)

水样ρ/

(ng􀅰L－１)

扑草净 ０．２~１５．０ y＝１．４７０×１０－３x＋５．４４０×１０－３ ０．９９８９ ０．２ １．０ ０．５ ２．５

阿维菌素 ２．０~１５０．０ y＝３．７６０×１０－３x＋１．２９０×１０－３ ０．９９８９ ２．０ １０ ５．０ ２５

伊维菌素 ２．０~１５０．０ y＝２．３７０×１０－３x＋５．６８０×１０－３ ０．９９６９ ２．０ １０ ５．０ ２５

２．５　精密度和回收试验

选取空白非规范药品固态样品和液态样品、水
样为基质,分别进行３个浓度水平的加标回收试验,

每个浓度水平制备６个平行样品,计算回收率及测

定值的相对标准偏差(RSD),结果见表３和表４.
结果表明:目标物的回收率为８４．８％~１０５％,

表３　在非规范药品样品基质中的精密度和回收试验结果(n＝６)

Tab．３　ResultsoftestsforprecisionandrecoveryinnonＧstandarddrugsamplematrices(n＝６)

基质 化合物
加标量w/
(μg􀅰kg－１)

回收率/
％

RSD/
％

基质 化合物
加标量w/
(μg􀅰kg－１)

回收率/
％

RSD/
％

非规范药品固态样品 扑草净 ０．５ ９４．０ ５．７ 非规范药品液态样品 扑草净 ０．５ ９６．０ ７．４

５．０ ９６．４ ４．２ ５．０ ９７．６ ５．８

１５．０ ９６．７ ３．１ １５．０ １０５ ２．９

阿维菌素 ５．０ ９２．８ ６．５ 阿维菌素 ５．０ ８９．２ ７．６

５０．０ ９５．０ ４．７ ５０．０ ９８．６ ３．８

１５０．０ ９７．７ ３．９ １５０．０ ９６．９ ３．２
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表３(续)

基质 化合物
加标量w/
(μg􀅰kg－１)

回收率/
％

RSD/
％

基质 化合物
加标量w/
(μg􀅰kg－１)

回收率/
％

RSD/
％

伊维菌素 ５．０ ９４．２ ３．４ 伊维菌素 ５．０ ９８．２ ６．３

５０．０ ９７．４ ５．３ ５０．０ ９７．４ ４．６

１５０．０ ９８．９ ４．６ １５０．０ １０１ ３．７

表４　在水样基质中的精密度和回收试验结果(n＝６)

Tab．４　Resultsoftestsforprecisionandrecovery
inwatersamplematrix(n＝６)

基质 化合物
加标量ρ/
(ng􀅰L－１)

回收率/
％

RSD/
％

水样 扑草净 ２．５ ９３．６ ５．８

１０ ９４．２ ５．１

５０ １０３ ２．９

阿维菌素 ２５ ８４．８ ８．４

１００ ９３．６ ４．９

５００ ９７．２ ４．１

伊维菌素 ２５ ９３．２ ７．５

１００ ９５．１ ４．４

５００ ９４．６ ３．６

测定值的 RSD为２．９％~８．４％.说明方法适合水

产养殖非规范药品及水中扑草净、阿维菌素、伊维菌

素的残留测定.

２．６　样品分析

按照试验方法分析天津市场的８０个非规范药

品与水样(包括杀虫剂、促生长剂、水质改良剂、底质

改良剂、微生态制剂、水产养殖用饲料等).结果显

示,１个非规范药品样品中检出阿维菌素,其残留量

为７１８mg􀅰kg－１,１个水样中检出扑草净,其残留

量为３．２ng􀅰L－１,其他样品均未检出.
本工作提出了超高效液相色谱Ｇ串联质谱法同

时测定水产养殖用非规范药品及水中扑草净、阿维

菌素、伊维菌素残留量的方法.本方法具有快速、灵
敏、准确且简单的优点,可满足实验室质量控制规范

的技术要求.
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DeterminationofResiduesofPrometryne,Avermectinand
IvermectininNonＧStandardDrugsforAquaculture

andWaterbyUltraＧHighPerformanceLiquid
ChromatographyTandem MassSpectrometry

CHENYongping１,BAOYan２∗ ,XUWenlong２,CHENGZhenhua１,WANGHui１,

HANXianqin１,SHIWenbo１,WANGYuanning１

(１．TestingCenterofTianjinAgriculturalEcologicalEnvironmentand
AgriculturalProductQuality,Tianjin３００１９３,China;

２．QingdaoInstituteofBioenergyandBioprocessTechnology,ChineseAcademy
ofSciences,Qingdao２６６１０１,China)

Abstract:ThenonＧstandarddrugsampleforaquaculture(１．００g)wastaken,and１０μLof１．０mg􀅰L－１

prometryneＧd６(internalstandard)solutionand２０mLofwaterwereadded．Thesolidsamplewascentrifugedfor
５minafterhomogenizationandultrasonication,whiletheliquidsamplewascentrifugedfor５minafterstirringwell
byvortexoscillation,bothinwhichthesupernatantwastakenandmadeitsvolumeupto１００mLwithwater．The
aquaculturewatersamplewasfilteredthrougha０．４５μmfiltermembrane,２００mLofthefiltratewastaken,and
１０μLof１．０mg􀅰L－１ofprometryneＧd６solutionwasadded,shakingandmixingwell．Theabovesamplesolution
waspassedthroughNPOHLBsolidphaseextractioncolumn(activatedwith５mLofmethanoland５mLofwater),

washedwith５mLofwater,andelutedwith６mLofmethanol．Theeluentwasblowntoneardrynessat４０℃ by
nitrogen．Theresiduewasredissolvedin１．０mLofamixtureofmethanoland２mmol􀅰L－１ammoniumacetate
solutioncontaining０．１％ (volumefraction,thesamebelow)formicacidatavolumeratioof３∶７．Aftervortex,

ultrasonicoscillation,centrifugationandfiltration,theresiduesofprometryne,avermectinandivermectinwere
determinedbyultraＧhighperformanceliquidchromatographytandem massspectrometry(UHPLCＧMS/MS),using
WatersACQUITYUPLCC１８columnasstationaryphaseandmixturesofmethanoland２mmol􀅰L－１ammonium
acetatesolutioncontaining０．１％ formicacidatdifferentvolumeratiosas mobilephaseforgradientelution．
Electrosprayion(ESI)sourcewasusedformassspectrometry,withmultiplereactionmonitoringmodeinpositive
scanningmode．Internalstandardmethodwasusedforquantitativeanalysis．Asshownbytheresults,thelinear
rangesofthestandardcurvewere０．２－１５．０μg􀅰L－１forprometryne,and２．０－１５０．０μg􀅰L－１foravermectinand
ivermectin,withdetectionlimits(３S/N)of０．２,２．０,２．０μg􀅰kg－１respectivelyinthenonＧstandarddrugsamples,

and１．０,１０,１０μg􀅰L－１respectivelyinwatersamples．Testforrecoverywasmadebystandardadditionmethod,

givingresultsintherangeof８４．８％－１０５％,withRSDs(n＝６)ofthedeterminedvalueslessthan９．０％．This
methodwasappliedtotheanalysisof８０actualsamples,anditwasshownthatavermectinwasdetectedwitha
residueof７１８mg􀅰kg－１inanonＧstandarddrugsample,andprometrynewasdetectedwitharesidueof３．２ng􀅰

L－１inawatersample．
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