
现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology                                               2024, Vol.40, No.8

 339 

高效液相色谱-四级杆/静电场轨道肼高分辨率质谱

测定禽蛋中的阿苯达唑及其代谢物残留

刘芸1*，顾贝贝1，王雪婷1，姚倩1，张晓燕1，张庶冉2，李优2，伊雄海2

（1.南京海关动植物与食品检测中心，江苏南京 210001）

（2.上海海关动植物与食品检验检疫技术中心，上海 200000）

摘要：建立了高效液相色谱 - 四级杆 / 静电场轨道肼高分辨率质谱法测定禽蛋中阿苯达唑及其代谢物的检测方

法。禽蛋样品经乙腈溶液提取、无水硫酸钠除水、正己烷脱脂净化、氮吹后，用体积比为 3:7 的甲醇水溶液定容并

溶解残渣，充分涡旋混合后过 0.45 μm 滤膜。采用 Phenomenex C18（100 mm×4.6 mm, 2.6 μm）色谱柱进行分离，以

乙腈 -0.1% 甲酸水溶液（体积分数）为流动相梯度洗脱。质谱采用正离子模式，扫描范围：100~1 000 m/z，二级采用

Target-ms/ms 扫描模式，在碰撞能为 30 eV 和分离窗口 m/z 为 2.0 的条件下，提取响应值较高且在待测样品中无干扰

的目标化合物的精确质量数，以二级子离子为定量离子，外标法定量。在所建立的色谱条件下，阿苯达唑及三种代谢

物能够得到较好的分离。该方法对阿苯达唑及代谢物的检测限可达 3 μg/kg，定量限可达 10 μg/kg，在 20~200 ng/mL 浓

度范围内线性关系良好，相关系数均大于 0.99。通过加标验证，在三个水平下的平均回收率为 75.9%~97.4%，相对

标准偏差（Relative Standard Deviations, RSD）为 4.3%~8.5%。该方法样品处理过程简单，回收率高、稳定性好，可

以用于禽蛋中阿苯达唑及其代谢的测定，为规范禽蛋中阿苯达唑兽药的使用具有重要意义。
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禽蛋的营养丰富且营养成分比较全面均衡，含

有十分丰富的人体必须氨基酸和优质蛋白，是人们

日常生活中常食用的食品之一 [1-3] 。随着人们对禽蛋

的需求量增大，规模化养殖业也不断出现，高密度

的饲养会导致畜禽感染寄生虫，因此抗寄生虫类药物

在养殖中被广泛使用，以达到防止畜禽感染寄生虫，

切断传播途径，减少寄生虫生病造成的困扰 [4-6] 。阿

苯达唑又名丙硫咪唑，是一种苯并咪唑类广谱驱虫

药物，可用于驱除蛔虫、蛲虫、绦虫等，凭借“高

效低毒”的药理性成为治疗动物的肠道寄生虫感染

病的主要药物，也是兽医临床在全世界范围内广泛

使的药物之一 [7,8] 。阿苯达唑在人和动物体内可以

通过肝粒酶的代谢作用转化成阿苯达唑砜、阿苯达

唑 -2- 氨基砜、阿苯达唑亚砜等主要代谢产物 [9,10] 。

虽然目前国内外没有明确规定禽蛋中阿苯达唑及其

代谢物的最大残留限量，但长期食用含有阿苯达唑

兽药残留的畜禽产品，则可能导致人体染色体畸形、

甚至导致癌症，对人体产生严重危害 [10-12] 。

近年来国内外对于阿苯达唑及其代谢物的研究

主要集中于禽肉和牛奶等基质的残留分析，常用的

检测方法有液相色谱法 [13-16] 和液相色谱 - 串联质谱

法 [17-22] 等，而对于禽蛋中阿苯达唑及其代谢物的研

究较少。仅查到贺兆源等 [23] 运用液相色谱法检测牛

肉、鸡肉和鸡蛋中的阿苯达唑及三种代谢物。但液

相色谱方法具有灵敏度和准确性差的缺点，不能

用于最终方法的确证实验。相对于液相色谱方法，

液相色谱 - 串联质谱法具有准确性高、灵敏度高

的优势，广泛应用于水产养殖产品中兽药残留的

分析测定。 

因此本研究采用高效液相色谱 - 四级杆 / 静电

场轨道肼高分辨率质谱仪，建立了一种快速、有效

检测禽蛋中阿苯达唑及其代谢物的测定方法。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

阿苯达唑、阿苯达唑砜、阿苯达唑亚砜和阿苯

达唑 -2- 氨基砜均来自 Sigma-Aldrich 试剂公司，纯

度大于等于 99%。

乙腈（色谱纯），天津科密欧公司；甲酸（色谱

纯），天津科密欧公司；无水硫酸钠（分析纯），上海

源叶生物科技有限；试验用水均为超纯水（自制）。

禽蛋样品共计 200 份，分别购于南京市各大超

市和企业送检样品。

high-resolution mass spectrometry (HPLC-Q/Qrbitrap MS) was developed for the determination of albendazole and its 

metabolites in poultry eggs. The egg samples were extracted with acetonitrile. The obtained extracts were dehydrated 

by anhydrous sodium sulfate, degreased by n-hexane and purified by nitrogen blowing. The residue was dissolved in 

methanol-water solution (volume ration: 3:7, V/V), followed by well vortexing then filtration through 0.45-μm membrane 

filters. A Phenomenex C18 column (100 mm×4.6 mm, 2.6 μm) was used to separate the analytes by gradient elution using 

acetonitrile-0.1% (volume fraction) formic acid aqueous solution as the mobile phase. MS scanning experiments were 

performed over the range of m/z 100~1 000 in positive mode. The Target-MS/MS scanning mode was used for the second 

stage. The collision energy was 30 eV and the separation window m/z was 2.0. The mass number of the target compound 

was accurate with high response value, and no interference in the to-be-analyzed sample was detected by the external 

standard method with the secondary ion as quantitative ion. The samples were determined based on external standard method 

with secondary quantitative ion. Under the established chromatographic conditions, albendazole and the three metabolites 

were well separated. The detection limits and quantification limits were 3 μg/kg and 10 μg/kg, respectively. Good linear 

relationship was obtained in the range of 20~200 ng/mL, and the correlation coefficients were all higher than 0.99. Spiking 

experiments were performed for verification, and the average recoveries at three levels were in the range of 75.9%~97.4% 

with the relative standard deviations (RSD) in the range of 4.3%~8.5%. The proposed method was simple, with a high 

recovery rate and good stability, thus, can be used for the determination of albendazole and its metabolites in poultry eggs. 

The method is of great significance for regulating albendazole veterinary drugs in poultry eggs.

Key words: albendazole and its metabolites; high performance liquid chromatography-quadrurpole/electrostatic field 

orbitrap high resolution mass spectrometry; high res olution mass spectrometry; eggs
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表 1  阿苯达唑及其代谢物的质谱参数

Table 1 MS parameters of the Albendazole and its metabolites

目标物 保留时间 /min 母离子 碰撞能 /V 子离子 (m/z) 子离子 * (m/z)

阿苯达唑 -2- 氨基砜 5.10 240.080 12 30 198.033 17  165.053 28

阿笨达唑亚砜 7.03 282.090 69 30 240.043 74 208.017 52

阿苯达唑砜 7.28 298.085 60 30 266.059 39 244.012 44

阿苯达唑 8.31 266.095 77 30 234.069 56 191.014 78

注：* 为定量离子。

入 5 mL 正己烷在涡旋混匀器上混合 2 min，弃上层

正己烷层，脱脂后的目标物溶液置于离心管中。

1.4.3 目标物的浓缩与复溶

将上述目标物溶液放入自动氮吹仪中，样品在

氮气仪上吹干后，用 1.0 mL 的甲醇 - 水溶液（3:7，
V/V）溶液溶解样品管中剩余的残渣，涡旋混匀，

过微孔滤膜（0.45 μm），供仪器测试。

1.5 色谱-质谱条件

1.5.1 色谱条件

色谱柱：Phenomenex Kinetex C18（100 mm×
4.6 mm，2.6 μm）；柱温：25 ℃；进样量：10 μL ；

流动相：A 相：0.1% 甲酸水溶液（体积分数）；B
相：乙腈；流速：0.5 mL/min ；梯度洗脱程序：

0~1.0 min，10% B ；1.0~3.0 min，10%~40% B ；

3.0~6.5 min，40%~95% B ；6.5~10.5 min，95% B ；

10.5~11 min，95%~10% B ；11.0~12.0 min，10% B。

1.5.2 质谱条件

可加热的电喷雾离子源（HESI- Ⅱ）；毛细管

温度为 320 ℃，鞘气（N2）流量 30 L/min，辅助气

（N2）流速 10 L/min，吹扫气（N2）流速 5 L/min ；

采用正离子扫描模式；全扫描的分辨率 R=35 000，
扫描范围：100~1 000 m/z，二级采用 Target-ms/ms
扫描模式，分辨率 R=35 000，碰撞能为 30 eV。具

体质谱参数如表 1所示。

1.6 数据分析

若待测溶液中检出与对照品保留时间一致的色

谱峰，并且所选择的两个离子丰度比与标准溶液的

离子丰度比相同（相对比例＞ 50% 时，允许偏差为

±20% ；相对比例为 20% 到 50% 时，允许偏差为

±25% ；相对比例为 10% 到 20% 时，允许偏差为

±30% ；相对比例＜ 10% 时，允许偏差为±50%），

可判定样品中有该成分物质检出。

1.2 仪器与设备

Q-Exactive 四极杆静电场轨道阱高分辨质谱

仪（配备有 HESI- Ⅱ源，液相色谱系统为 Dionex 
3000 高压液相色谱，自动进样器），赛默飞世尔科

技 ThermoFisher Scientific 公司；KH-500B 超声波仪，

昆山禾创超声仪器有限公司；WH-861型涡旋混合器，

太仓华利达实验室设备公司；HERAEUS Multifuge 
X1R 离 心 机， 赛 默 飞 世 尔 科 技 ThermoFisher 
Scientific 公司；EVA 48 氮吹仪，普立泰科；SMATR
高纯水发生器，上海和泰仪器有限公司。

1.3 标准溶液的配制

分别称取阿苯达唑、阿苯达唑砜、阿笨达唑亚

砜和阿苯达唑 -2- 氨基砜四种标准品各 10.00 mg（精

确至 0.01 mg），分别置于 10 mL 容量瓶中，用乙腈

溶解并稀释至刻度，摇匀，配制成 1 mg/mL 的标准

储备液，于 4 ℃冰箱中密封保存。分别移取上述标

准储备溶液各 100 μL 于 10 mL 容量瓶中，用乙腈

溶解并定容，制得 10 μg/mL 的混合标准中间溶液。

标准工作溶液的配置：分别吸取上述混合标准中间

溶液适量，用甲醇 - 水溶液（3:7，V/V）稀释并定

容，配制成 20、50、80、100、200 ng/mL 的系列

标准溶液。

1.4 样品前处理

1.4.1 禽蛋样品的制备

禽蛋样品，去壳，置于研磨仪中，将全蛋、蛋

清和蛋黄充分搅拌均匀，置于 4 ℃冰箱中保存。

1.4.2 目标物的提取

称取 2.00 g 试样（精确到 0.01 g）于 50 mL 离

心管中，加入 10 mL 乙腈，于涡旋混匀器上快速混

合 2 min，加入 3 g 无水硫酸钠，涡旋 1 min，超声提

取 20 min（功率 500 W，频率 40 Hz），以 8 000 r/min
离心 3 min，收集上清液于 20 mL 玻璃离心管中，加
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2  结果与分析

2.1 前处理方法优化

四种目标化合物的化学结构式如图 1 所示，阿

苯达唑及其代谢物中均含有 1,2- 二氨基苯结构，不

溶于水，在冰醋酸和甲醇中溶解，因此选用乙腈、

甲醇和 0.1% 甲酸的乙腈溶液（体积分数）作为提

取溶剂进行实验考察。禽蛋样品的基质复杂，含有

丰富的蛋白质、卵磷脂、固醇类、氨基酸等营养成分。

在质谱分析中，禽蛋中的蛋白质属于大分子物质，

会影响目标物的测定结果，也会对仪器造成污染。

由此，质谱分析中常在样品中加入适量的沉淀剂或

变性剂来改变蛋白质分子内及分子间的氢键，使得

蛋白质等生物大分子物质变性凝聚从而加以除去。

实验中比较了常用的蛋白沉淀剂甲醇和乙腈，发现

乙腈对于禽蛋的除蛋白效果明显优于甲醇的沉淀蛋

白效果。由于阿苯达唑及其代谢物在酸性溶液中较

易溶解，因此本实验又比较了乙腈和 0.1% 甲酸的

乙腈溶液对于目标物的提取效果。结果发现，乙腈

和 0.1% 甲酸的乙腈溶液（体积分数）都能够完全

提取出靶标物质，目标物的回收率没有显著性差异，

因此最终选用乙腈作为提取溶剂。

图 1 阿苯达唑及其代谢物的结构

Fig.1 Structure of Albendazole and its metabolites

注：（a）阿苯达唑 -2- 氨基砜；（b）阿苯达唑亚砜；

（c）阿苯达唑砜；（d）阿苯达唑。

由于禽蛋中含有部分水分，不利于后续的浓缩

处理，需要吸附剂除去禽蛋中的水溶性杂质和水分。

因此本研究在前处理时加入了无水硫酸钠，并考察

了无水硫酸钠加入量为 1、2、3、4、5 g 时对目标

物质提取效率的影响。结果发现，随着无水硫酸钠

的加入量增大，目标物的响应也增大，阿苯达唑及

其代谢物的回收率也逐渐增大，具体如表 2 所示。

当无水硫酸钠的加入量为 3 g 时，回收率达到最大

值，此时，随着无水硫酸钠持续增加，回收率不再

变化，因此，本研究选取的无水硫酸钠加入量为 3 g。

表 2  无水硫酸钠加入量的优化

Table 2 Optimization of anhydrous sodium sulfate content

硫酸钠
加入量
/g

回收率 /%

阿苯达唑 -2-
氨基砜

阿笨达唑
亚砜

阿苯达
唑砜

阿苯
达唑

1 83.2 80.4 84.4 85.0

2 88.9 86.9 89.1 89.3

3 92.4 90.3 91.5 92.7

4 90.5 90.7 91.7 91.1

5 90.7 91.9 90.2 90.8

2.2 仪器条件的优化

2.2.1 色谱柱和流动相的优化

结合分析靶标物质的结构特性，本实验以 0.1%
甲酸水溶液和乙腈为流动相梯度条件下，考察了

不同色谱柱 Phenomenex C18（100 mm×4.6 mm, 
2.6 μm）、Diamond plus C18（150 mm×4.6 mm, 5 μm）

和 Sapphire C18 （150 mm×4.6, 5 μm）对目标物质分

离的影响，具体如图 2 所示，四种化合物自上而下

依次为阿苯达唑 -2- 氨基砜、阿苯达唑亚砜、阿苯

达唑砜、阿苯达唑。由于阿苯达唑及其代谢物都含

有苯环，他们在 C18 色谱柱相对容易保留。图 2a 为
Phenomenex 色谱柱对阿苯达唑及代谢物进行分离，

可以看出，所有化合物峰形对称、谱峰尖瘦。而

Diamond plus（图 2b）和 Sapphire（图 2c）色谱柱对

四种物质分离时，可以看出阿苯达唑 -2- 氨基砜的色

谱峰对称，峰形较好，但对其他三个化合物的色谱

保留增强，但谱峰变宽，峰形变差。因此实验过程

中，选择 Phenomenex（100 mm×4.6 mm, 2.6 μm）色

谱柱对阿苯达唑及其三种代谢物进行分离。

通常在正离子扫描模式下，流动相中加入少量

甲酸，有助于目标物质的离子化和改善峰形，故本

实验比较了两个体系，乙腈 -0.1% 甲酸水溶液（体

积分数，图 3a）和乙腈 - 水（图 3b）溶液对分析

物的分离效果，四种化合物自上而下依次为阿苯达

唑 -2- 氨基砜、阿苯达唑亚砜、阿苯达唑砜、阿苯

达唑，结果表明，两种体系对靶标化合物的分离均

较好。相同化合物浓度下，在乙腈 -水溶液体系中，

阿苯达唑亚砜和阿苯达唑的响应值有所增加，但阿

苯达唑 -2- 氨基砜的峰形明显变差，拖尾严重，具

体如图 3b 所示。当水溶液中加入 0.1% 甲酸（体积

分数）时，阿苯达唑 -2- 氨基砜的峰形较好。因此，

乙腈和 0.1% 甲酸水溶液（体积分数）作为流动相，

梯度洗脱，流量为 0.5 mL/min。
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图 2 三种不同色谱柱对阿苯达唑及其代谢物分离色谱图

Fig.2 Chromatogram of the albendazole and its metabolites compounds based on three different chromatographic column

注：1: Phenomenex ；2: Diamond plus ；3: Sapphire。a: 阿苯达唑 -2- 氨基砜；b: 阿苯达唑亚砜；c: 阿苯达唑砜；d: 阿苯达唑。
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图 3 两种不同流动相对阿苯达唑及其代谢物分离色谱图

Fig.3 Chromatogram of the albendazole and its metabolites compounds based on two different mobile phase 

注：1: 乙腈 -水作为流动相；2: 腈 -0.1% 甲酸水溶液。a: 阿苯达唑 -2- 氨基砜；b: 阿苯达唑亚砜；c: 阿苯达唑砜；d: 阿苯达唑。

 

 

图 4 阿苯达唑及其代谢物的二级质谱图

Fig.4 The product-ion mass spectrum of albendazole and its metabolites compounds
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2.2.2 质谱条件的优化

为了优选靶标物质的电离方式和母离子，对质

量浓度为 100 ng/mL 的阿苯达唑及三种代谢物的单

个标准溶液，分别进行流动注射方式扫描。结果发

现，4 种化合物均在正离子扫描下得到加氢母离子。

再对各靶标物质子离子进行考察，选取相对强度较

高的两个子离子作为定性离子和定量离子，具体的

阿苯达唑及三种代谢物的二级质谱图如图 4 所示。

2.3 方法学评价

2.3.1 线性范围及检出限

准确吸取混合标准储备溶液适量，采用甲醇 -

水溶液（3:7，V/V）溶液逐级稀释，配制一系列标

准工作溶液，质量浓度分别为 20、50、80、100、
200 ng/mL。通过以上实验选择的最佳条件，对阿

苯达唑及其三种代谢物的标准溶液进行测定，采用

外标法定量。以靶标物质的浓度（X）为横坐标、

峰面积（Y）为纵坐标绘制标准曲线，结果见表 3，

当样品中的阿苯达唑及其代谢物的浓度超过此线性

范围内，可适当增加样品的稀释倍数。从表 3 中可

以看出，阿苯达唑及其三种代谢物的相关系数（R2）

大于 0.99，在 20~200 ng/mL 范围内，线性关系良好。

以 3 倍信噪比为检出限，以 10 倍信噪比为定量限。

选择空白鸡蛋和鹌鹑蛋样品，对检出限和定量限进

行验证。在检出限和定量限浓度时，空白基质中的

所有物质信噪比均满足要求。

2.3.2 回收率和精密度

选取未含有阿苯达唑及其代谢物的鸡蛋和鹌鹑

蛋共 2 种禽蛋样品分别进行添加回收和精密度实验，

每个水平重复测定 6 次，添加水平分别为 10、25、
50 µg/kg，按照 2.3 部分方法进行前处理，测得阿苯

达唑及其三种代谢物的回收率范围、相对标准偏差

范围和精密度结果分别如表 4 所示。3 个添加水平

的平均回收率范围为 75.9%~97.4%，相对标准偏差

为 4.3%~8.5%。表明所建立的分析方法可以用于实

际禽蛋样品的测定。

表3 阿苯达唑及其代谢物的线性方程、相关系数（R2）和检出限

Table 3 Regression equations, correlation coefficients (R2), detection limit of each compound 

化合物 线性方程 相关系数 检出限 /(µg/kg) 定量限 /(µg/kg)

阿苯达唑 -2- 氨基砜 Y=12 787.7+29 147.2x 0.998 2 3.0 10

阿笨达唑亚砜 Y=2 991.5+17 794.5x 0.999 8 3.0 10

阿苯达唑砜 Y=2 193.4+6 417.3x 0.993 2 3.0 10

阿苯达唑 Y=23 894.2+49 828.3x 0.996 6 3.0 10

表4 样品中阿苯达唑及其代谢物的加标回收率和精密度结果

Table 4 Recovery and RSD of albendazole and its metabolites spiked in egg samples (n=6)

分析物
鸡蛋 鸽蛋

添加水平 /(µg/kg) 回收率 /% 相对偏差 RSD/% 添加水平 /(µg/kg) 回收率 /% 相对偏差 RSD/%

阿苯达唑

10 83.2 8.2 10 80.5 8.5

25 85.7 7.7 25 83.1 7.9

50 87.0 5.6 50 85.9 5.9

阿苯达唑砜

10 77.8 7.9 5.0 75.9 7.5

25 83.3 7.1 25 80.4 6.4

50 89.1 4.8 50 83.5 5.0

阿笨达唑亚砜

10 87.8 7.9 10 85.8 8.3

25 93.4 6.4 25 90.4 6.5

50 98.9 5.0 50 93.7 4.3

阿苯达唑 -2- 氨基砜

10 89.5 6.5 10 90.4 7.0

25 92.4 5.2 25 94.3 5.3

50 95.0 4.6 50 97.4 4.9
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图 5 鸡蛋样品的提取离子流图（a）和鸡蛋中入加 10 ng/mL 标准溶液的提取离子流图（b）

Fig.5 Extracted ion chromatogram from egg sample and extracted ion chromatogram from a soy sauce sample combined 

with 10 ng/mL standard solution
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2.4 实际禽蛋样品中阿苯达唑及其代谢物的
检测

本方法以江苏省超市和企业送检收集的 200 个

禽蛋样品为研究对象，分析禽蛋中阿苯达唑的使用

情况，其中包括 64 个鸡蛋、53 个鸽蛋、46 个鸭蛋、

37 个鹌鹑蛋。其中检出有阿苯达唑及其代谢物的样

品有 4 批次，具体检出数值详见表 5，检出率为 2.0%。

阴性鸡蛋样品的提取离子流图如图 5a 所示，其中添

加质量浓度为 10 ng/mL 的阿苯达唑及其三种代谢物

和提取离子流图如图 5b 所示。

《GB 31650-2019 食品安全国家标准 食品中兽

药最大残留限量》中虽然规定了阿苯达唑及其代谢

物在食品动物中的肌肉、脂肪、肝、肾脏、奶中的

限量，其中肌肉、脂肪和奶的限量为 100 µg/kg、肝

和肾脏的限量为 5 000 µg/kg，但本标准中缺少阿苯

达唑及其代谢物在禽蛋中的限量规定。因次，本研

究此次对禽蛋中阿苯达唑的摸底筛查，也是为监管

部门制定禽蛋中阿苯达唑的限量提供了数据支持，

相关部门对于禽蛋中的阿苯达唑及代谢物的限量规

定刻不容缓。

表 5  禽蛋样品中检出阿苯达唑及其代谢物的含量

Table 5 The contents of albendazole and its metabolites based 
on egg samples 

样品名称 检出物质 含量 /(μg/kg)

鸡蛋 -1
阿苯达唑亚砜 110.7

阿苯达唑砜 310.5

鸡蛋 -2
阿苯达唑亚砜 7.6

阿苯达唑砜 13.6

鸽蛋 -1
阿苯达唑 11.2

阿苯达唑砜 76.3

鸽蛋 -2
阿苯达唑砜 247.7

阿笨达唑亚砜 264

3  结论

本文充分利用四级杆 / 静电场轨道肼高分辨率

质谱仪的卓越的抗干扰能和优秀的获得精确质量数

的特点，建立了高效液相色谱 - 四级杆 / 静电场轨

道肼高分辨率质谱测定禽蛋中阿苯达唑、阿苯达唑

砜、阿苯达唑 -2- 氨基砜、阿笨达唑亚砜的方法。

样品经乙腈提取，加入无水氯化钠除去样品中的水

分，最后加入正己烷除去目标物中的脂肪后，氮吹

后，用体积比为 3:7 的甲醇 - 水溶液定容，样品基

质对目标化合物的测定基本无干扰。该方法可以

用于大多数实验室禽蛋样品中阿苯达唑及其代谢

物的日常检测。该分析方法的建立，一方面填补

了禽蛋中该成分尚无检测方法和国家标准的空白，

为市场监管提供有力的技术支持；另一方面也可以

为 GB 31650-2019《食品安全国家标准食品中兽药

最大残留限量》中规定禽蛋的最大残留限量提供

数据支撑。
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