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液相色谱-串联质谱法测定鸡蛋中氟虫腈及其 

代谢物的残留量 
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摘要：建立一种采用液相色谱-三重四级杆质谱测定鸡蛋中氟虫腈及其代谢物（氟甲腈、氟虫腈砜和氟虫腈硫醚）的快速筛查方

法。鸡蛋样品经乙腈和正己烷提取，C18固相萃取柱净化，Shim-pack XR-ODS Ⅲ色谱柱（2.0 mm i. D×150 mm，2.1 μm）分离，以乙

腈-5 mmol/L 乙酸铵（0.02%甲酸）水溶液为流动相，梯度洗脱，外标法定量。采用液相色谱-三重四级杆串联质谱动态多反应监测模

式，以负离子采集进行定性筛查和定量分析。结果表明，氟虫腈及其代谢物在 0~50 μg/L 质量浓度范围内线性关系良好，相关系数

R2均大于 0.999。以 10 倍信噪比确定各药物的定量限（LOQ），氟虫腈及其代谢物的定量限为 0.3~0.6 μg/kg。在 0.5、5.0 和 10.0 μg/kg

添加水平下，氟虫腈及其代谢物的平均回收率为 92.3%~105.1%，相对标准偏差（RSD）为 1.2%~8.6%。该方法简便、快速、灵敏，

适用于鸡蛋中氟虫腈及其代谢物的快速筛查和定量检测。 

关键词：液相色谱-串联质谱；鸡蛋；氟虫腈及其代谢物 

文章篇号：1673-9078(2019)01-274-280                                          DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2019.1.039 
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Abstract: A rapid screening method was developed for the determination of the residues of fipronil and its metabolites (fipronil-desulfinyl, 

fipronil sulfone and fiproil sulfide) in eggs by liquid chromatography triple quadrupole mass spectrometry (LC-MS/MS). Egg samples were 

extracted with acetonitrile and n-hexane. The obtained extract was purified by a C18 solid phase extraction (SPE) column and further separated 

using a Shim-pack XR-ODS  columnⅢ  (2.0 mm I.D. × 150 mm L., 2.1 μm particle size) with a mobile phase in gradient elution (acetonitrile -5 

mmol/L ammonium acetate (0.02% formic acid ). Qualitative screening and quantitative analysis were performed by LC-MS/MS with dynamic 

multiple reaction monitoring (DMRM) mode and in negative ion mode, and quantification was carried out by the external standard method. The 

results showed that good linearity was detected for fipronil and its metabolites in the range of 0~50 μg/L, with the correlation coefficient R2 

greater than 0.999. The limit of quantification (LOQ) of fipronil and its metabolites was 0.3~0.6 μg/kg at the signal-to-noise ratio of 10. The 

average recovery of fipronil and its metabolites at the spiking levels of 0.5, 5.0 and 10.0 μg/kg ranged from 92.3% to 105.1%, with the relative 

standard deviation (RSD, n=6) in the range of 1.2%~8.6% The method was proven to be simple, rapid andsensitive, and suitable for rapid 

screening and quantitative detection of fipronil and metabolite residues in eggs. 
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氟虫腈（Fipronil）又名芬普尼，商品名称锐劲特，

是一种苯基吡唑类新型高效杀虫剂。氟虫腈的杀虫机

制在于阻碍昆虫 γ-氨基丁酸控制的氯化物代谢，对鳞

翅目、直翅目、鞘翅目幼虫、蚜虫、螨虫、跳蚤、虱、

叶蝉、等害虫有很高的杀虫活性[1,2]。氟虫腈在自然条
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件下，会产生 3 种代谢物，分别是氟甲腈、氟虫腈砜

和氟虫腈硫醚。随着氟虫腈使用范围的逐渐扩大，其

残留的毒副作用也逐步显现。氟虫腈在食品和环境中

半衰期长，且其残留物能够在生物体内富集，对生物

体的健康具有较大毒害风险[3]。 
2017 年 8 月欧洲发生“毒鸡蛋”事件，“毒鸡蛋”

主要是指氟虫腈药物残留超标的鸡蛋。德国农业部首

先在从荷兰和比利时进口的鸡蛋中检测出了氟虫腈，
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此事迅速引起全球消费者的注意。氟虫腈是一种杀虫

剂，在禽类养殖过程中应用，用来杀灭跳蚤、螨和虱

等。若长期大量食用被氟虫腈污染的鸡蛋，会导致肝、

肾和甲状腺功能损伤。欧盟规定，在畜禽养殖过程中

不得使用氟虫腈，同时也对氟虫腈的残留量做出了严

格的规定，规定鸡蛋中氟虫腈的残留量不得超过 0.005 
mg/kg。目前国内暂时还没有鸡蛋中氟虫腈残留标准，

且对氟虫腈残留的检测研究主要限于水果和蔬菜，关

于鸡蛋中氟虫腈残留的检测方法报道较少。因此，建

立鸡蛋中氟虫腈简单、准确、快速、成本低的检测方

法具有十分重要的意义。 
目前氟虫腈的仪器检测方法有气相色谱法（GC）

[4,5]、高效液相色谱法（HPLC）[6~9]、气相色谱-质谱

联用法（GC-MS/MS）[10~14]、液相色谱-质谱联用法

（LC-MS/MS）[15~20]，大都集中于蔬菜水果中氟虫腈

的检测，用液相色谱-质谱联用法（LC-MS/MS）法检

测鸡蛋中氟虫腈及其代谢物的报道很少见，我国目前

还没有关于鸡蛋中氟虫腈及其代谢物残留的标准检测

方法。本研究对前处理提取和净化方法、MS/MS 参数

和流动相体系进行优化，选择无水硫酸钠、正己烷和

C18固相萃取柱对鸡蛋样品进行净化，建立了鸡蛋中氟

虫腈及其代谢物检测的 LC-MS/MS 法，该方法操作简

单、快速，灵敏度较高，回收率稳定，适合鸡蛋中氟

虫腈及其代谢物的的确证和定量测定。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

乙腈和正己烷（色谱纯），德国 Merck 公司；甲

酸、乙酸铵（均为色谱纯），德国 Fluka 公司；C18固

相萃取柱（500 mg，6 mL），天津艾杰尔公司；无水

硫酸钠（分析纯），天津市科密欧化学试剂有限公司；

氟虫腈及其代谢物标准溶液（1000 mg/L），农业部环

境保护科研监测所。 

1.2  仪器与设备 

LC-20A 高效液相色谱、LCMS-8040 三重四级杆

质谱仪、Shim-pack XR-ODS Ⅲ色谱柱（2.0 mmi. 
D×150 mm，2.1 μm），日本岛津；T25 均质机，德国

IKA 公司；KQ5200DB 型数控超声清洗仪，昆山市超

声仪器有限公司；X1R 高速台式冷冻离心机，美国

Thermo；CPA225D 电子天平，赛多利斯；Milli-Q 超

纯水装置，美国 Millipore 公司；12 位固相萃取仪，上

海安谱实验科技股份有限公司。 
 

1.3  方法 

1.3.1  标准溶液配制 
分别准确移取 1.0 mL 氟虫腈及其代谢物标准溶

于 10 mL 容量瓶中，用甲醇稀释成质量浓度为 100 
μg/mL 的标准储备液，置于-20 ℃保存。移取标准储

备液 1.0 mL 于 10 mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，

制成标准混合液，4 ℃冰箱存放备用。用乙腈逐级稀

释标准混合液，配制系列工作溶液。 
1.3.2  提取 

称取 5 g（精确至 0.01 g）打碎均匀、浆状的鸡蛋

于 100 mL 具塞离心管中，加入 10 g 无水硫酸钠、20 
mL 乙腈和 15 mL 乙腈饱和正己烷，15000 r/min 均质

提取 2 min，4000 r/min 冷冻离心 5 min，转移下层乙

腈于 50 mL 具塞量筒中，将残余的正己烷层加入分离

的残留物中，再加入 20 mL 乙腈重复提取一次，合并

乙腈层，用乙腈定容至 50 mL，混匀。 
1.3.3  净化 

将 C18 固相萃取柱小柱放入固相萃取装置上，先

用 10 mL 乙腈活化，移入上述 10 mL 提取液，同时用

100 mL 鸡心瓶收集滤液，最后用 10 mL 乙腈洗涤柱，

收集滤液和洗涤液，加入 5 mL 异丙醇，在 40 ℃下旋

转蒸发至干，准确加入 1 mL 乙腈，超声溶解残渣，

过 0.22 μm 滤膜，上机检测。 
1.3.4  LC-MS/MS 条件 
1.3.4.1  色谱条件 

色谱柱：Shim-pack XR-ODS Ⅲ色谱柱（2.0 mmi. 
D×150 mm，2.1 μm）；柱温 40 ℃；进样量 1 μL；流

速：0.3 mL/min；流动相：A 相为 5 mmol/L 乙酸铵溶

液（含 0.02%（V/V）甲酸），B 相为乙腈；梯度洗脱

程序：0~1 min，5% B~5% B；1~14 min，5% B~95% B；
14~21 min，95% B~95% B；21~21.5 min，95% B~5% 
B；21.5~25 min，5% B~5% B。 
1.3.4.2  质谱条件 

采用电喷雾离子源（Electrospray ion source，ESI）：
加热块温度 400 ℃；DL 管温度 250 ℃；雾化气流速

3 L/min（氮气）；干燥气流速 15 L/min（氮气）；碰撞

气 230 kPa（氩气）；采集方式采用动态多反应监测

（dynamic multiple reaction monitoring，DMRM）模式，

负离子扫描。 

2  结果与分析 

2.1  MS/MS参数的优化结果 
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表1 氟虫腈及其代谢物的保留时间及质谱分析参数 

Table 1 Retention time and mass spectral parameters for Fipronil and metabolite 

化合物名称 保留时间/min 母离子 产物离子 Q1 Pre Bias/V CE/V Q3 Pre Bias/V 电离模式 相对丰度

氟虫腈 11.987 435.00 
330.00* 10.0 16.0 21.0 

ESI- 29.61 
250.00 10.0 28.0 24.0 

氟甲腈 12.341 386.90 
350.90* 27.0 12.0 21.0 

ESI- 14.30 
282.00 18.0 30.0 26.0 

氟虫腈砜 12.815 450.90 
282.00* 12.0 27.0 26.0 

ESI- 94.10 
414.90 22.0 15.0 26.0 

氟虫腈硫醚 12.866 418.90 
262.00* 20.0 28.0 24.0 

ESI- 60.93 
382.70 29.0 13.0 24.0 

注：*表示定量离子；“Q1”和“Q3”分别指质谱仪碰撞池前端和后端四极杆预杆偏置电压；“CE”指碰撞池电压。 

氟虫腈及其代谢物（氟甲腈、氟虫腈砜和氟虫腈

硫醚）分子结构中含有较多的卤代基和氨基，理论上

可以在正离子模式下加上 H+带正电荷，形成分子离子

峰[M+H]+，在负离子模式下减去 H+带负电荷，形成

分子离子峰[M-H]-。 
本研究分别采用ESI+和ESI-模式扫描，结果发现：

氟虫腈及其代谢物在 ESI+模式下，[M+H]+明显低于

ESI-模式下[M-H]-的响应值，在 ESI-模式下，氟虫腈及

其代谢物的减氢峰离子信号均较强且稳定。因此，本

研究选择[M-H]-作为母离子，然后对子离子的选择、

碎裂电压、碰撞能量等参数进行优化，结果见表 1，
选择 2 对检测离子对。欧盟 EU 标准 2002/657 已颁布

的定性确认标准，均包含保留时间、定性确认点

(identification points，IP)和相对丰度三个要素。实验选

择 2 对检测离子对，IP 值为 4，满足定性要求，相对

离子丰度允许偏差不超过 GB/T 27404-2008 中的规定

范围，可确证样品中氟虫腈及其代谢物的存在[21,22]。 

2.2  流动相的优化 

鸡蛋中基质复杂，鸡蛋中的磷脂成分会严重干扰

化合物在离子源内的电离，造成严重的离子抑制效应，

即使得到了良好的净化，微量的磷脂成分也会影响氟

虫腈及其代谢物在离子源内的电离，因此选择合适的

流动相及比例使药物和杂质在色谱柱中充分分开是非

常必要的。本研究采用 ESI-模式，流动相中过高的酸

会抑制氟虫腈及其代谢物的电离，为保证各药物具有

良好的峰形和足够灵敏度，考察体系 A：乙腈-水、体

系 B：乙腈-5 mmol/L 乙酸铵、体系 C：乙腈-含体积

分数 0.02%甲酸 5 mmol/L 乙酸铵 3 种流动相体系，在

质量浓度为 10 ng/mL 条件下，比较氟虫腈及其代谢物

在上述流动相体系条件下，各药物的峰形及灵敏度。 
结果表明，氟虫腈及其代谢物在中性或偏碱性流

动相体系下，峰宽更宽，不尖锐，响应值也不如在酸

性流动相体系下的响应值，该现象与文献报道相符
[23]。当采用体系 C 时，氟虫腈及其 3 个代谢物的峰形

和灵敏度都比较满意，为了使氟虫腈及其代谢物在离

子源内电离时尽量小的受到基质效应的干扰，实验采

用梯度洗脱模式，使目标物和杂质尽可能的分开，以

获得较好的灵敏度和较小的干扰。 

2.3  样品溶剂对色谱峰峰形及回收率的影响 

采用高效液相色谱法测定化合物时，当样品定溶

液的洗脱强度大于流动相的洗脱强度时，目标化合物

的峰会变形，同时导致色谱柱柱效降低，即所谓的溶

剂效应。为了获得比较好的峰形，一般采用流动相溶

解样品；或者用洗脱强度相对较弱的溶剂溶解样品；

或者先用强溶剂溶解样品后，再用弱溶剂进行稀释；

或者采用减少进样量的方法；还可以优化流动相的比

例，延长目标化合物的相对保留时间，以降低溶剂效

应的影响[24]。 

 
图1 定溶液对氟虫腈及其代谢物回收率的影响 

Fig.1 Effect of solution on recovery of fluoronitrile and its 

metabolites 

氟虫腈及其代谢物属于弱极性化合物，用弱溶剂

溶解会造成溶解不完全的现象，导致回收率较低。实

验考察把氟虫腈及其代谢物标准溶液在 40 ℃条件下

旋转蒸发至干，加入不同的样品溶剂溶解药物，考察
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不同的样品溶剂对回收率的影响，按照体积比配制不

同的样品溶剂：A：水、B：乙腈/水（10/90）、C：乙

腈/水（30/70）、D：乙腈/水（50/50）、E：乙腈/水（80/20）、
F：乙腈，结果见图 1。由图 1 可知，当采用弱溶剂溶

解时，回收率低，可能是因为溶解不完全造成的。因

此实验采用强溶剂乙腈溶解，通过减少进样量的方式，

获得了较高的回收率和满意的峰形。 

2.4  提取净化条件的选择 

鸡蛋中的杂质主要是脂肪、蛋白质、水分、微量

金属元素以及一些活性成分。氟虫腈属于中等偏弱极

性化合物，易于溶解在有机试剂中，乙腈具有良好的

提取能力，可以破除提取过程中的乳化现象，且能去

除蛋白，因此实验采用乙腈作为提取溶剂。 
在提取的过程中加入适量无水硫酸钠，目的是为

了除去鸡蛋中的水分以及一些水溶性杂质，且能起到

分散基质的作用。本实验采用正己烷用以去除脂肪和

一些非极性杂质，正己烷脱脂的方式常采用液液萃取

的方法，本研究比较了正己烷加入的顺序对药物回收

率的影响，实验了两种方法：一是提取时，正己烷和

乙腈一起加入，在提取的过程中脱脂，离心后转移乙

腈层，剩下的正己烷继续和新加入的乙腈再次进行提

取；另一种加入方式是在乙腈提取后，把乙腈层转移

到分液漏斗中，加入正己烷，然后振荡，静置分层后

除去正己烷。实验发现，采用第二种方法，氟虫腈及

其代谢物的回收率在 70%~75%之间，明显低于第一种

方法，原因可能是因为氟虫腈及其代谢物在正己烷中

有溶解，正己烷参与了提取过程，结果见图 2。 

 
图2 正己烷脱脂顺序对氟虫腈及其代谢物回收率的影响 

Fig.2 Effect of n-hexane degreasing sequence on the recovery of 

fipronil and its metabolites 

鸡蛋中主要干扰物是脂肪、蛋白质、水溶性极性

杂质和脂溶性杂质，乙腈可以沉淀蛋白质，可通过离

心除去，用正己烷结合冷冻离心可以去除大部分脂肪，

但仍含有其余痕量杂质。痕量杂质的存在会干扰目标

化合物在离子源内的电离，通过考察基质效应（见

2.5），发现痕量杂质的存在会对目标化合物产生基质

增强的效应。由于氟虫腈及其代谢物极性较小，出峰

时间较晚，在 12~13 min，极性杂质出峰时间早，不

会和目标物共流出，因此干扰的痕量杂质主要是一些

中等偏弱极性化合物。实验研究了采用 HLB 小柱和

C18小柱对杂质的去除效果，结果表明采用固相萃取小

柱净化可明显消除基质效应，HLB 小柱和 C18小柱的

除杂效果不存在明显差异，考虑 HLB 小柱价格较 C18

小柱贵，因此选择 C18小柱进行净化处理。 

2.5  基质效应 

当采用电喷雾离子源（ESI）时，样品中存在的基

质会干扰目标化合物在离子源内的电离，可产生抑制

或增强效应，即基质效应。基质效应的存在会影响目

标物定量的准确性，例如方法的检出限、定量限、线

性、精密度等[25,26]。本研究以氟虫腈及其代谢物在基

质中的信号峰面积与在溶剂标准溶液中的峰面积比值

计算基质效应，若在 85%~115%之间则认为不存在基

质效应[26,27]。试验比较了三种方法：不净化，C18小柱

净化和 HLB 小柱净化。由图 3 可知，不净化时，氟

虫腈及其代谢物表现为基质增强效应；采用 C18 和

HLB 固相萃取柱净化时，氟虫腈及其代谢物基质效应

不明显。 

 
图3 2种净化方式下氟虫腈及其代谢物的基质效应情况 

Fig.3 Matrix effect of fipronil and its metabolites under 2 

purification methods 

2.6  方法验证 

2.6.1  线性关系与灵敏度 
实验采用外标法定量，以标准溶液浓度为横坐标，

峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。由表 2 可知，氟虫

腈及其代谢物的标准曲线在 0~50 μg/L 质量浓度范围

内线性关系较好，相关系数 R2大于 0.999，以 10 倍信

噪比确定各药物的定量限（limit of quantitation，LOQ），

氟虫腈及其代谢物的定量限为 0.3~0.6 μg/kg。 
2.6.2  回收率和精密度 
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表2 氟虫腈及其代谢物的定量限、线性方程、相关系数、加标回收率和精密度 

Table 2 Limits of quantitation, correlation coefficients, calibration curves, recoveries and relative standard deviations for fluonitrile and 

its metabolites in egg 

序号 化合物名称 LOQ/(μg/kg) 线性方程 
相关系

数 

平均回收率/%（RSD/%） 

鸡蛋 

0.5 μg/kg 5.0 μg/kg 10.0 μg/kg 

1 氟虫腈 0.6 Y=2693.80X-202.193 0.9993 94.6(4.2) 98.5(5.2) 105.1(4.3) 

2 氟甲腈 0.3 Y=7262.74X-370.993 0.9991 92.3(8.6) 96.7(5.1) 95.6(6.6) 

3 氟虫腈砜 0.5 Y=4539.78X-346.288 0.9993 93.5(3.9) 99.8(3.2) 97.4(3.5) 
4 氟虫腈硫醚 0.5 Y=3665.88X-257.291 0.9996 94.7(7.8) 102.3(4.1) 104.1(3.9) 

 

 

图 4 空白样品和加标样品中氟虫腈及其代谢物的总离子流色

谱图 

Fig.4 Total ion chromatography of fipronil and its metabolites 

in blank and spiked samples 

考虑 LOQ 和残留量的高低，需要高、中、低 3
个添加量，因此向空白鸡蛋样品中按照最终浓度 0.5、
5.0和10.0 μg/kg添加氟虫腈及其代谢物的混合标准工

作液，每个浓度水平做 6 个平行样，加标后混匀，静

置 30 min，然后按照 1.3 节样品前处理方法进行提取

和净化，回收率和精密度见表 2。氟虫腈及其代谢物

的加标回收率在 92.3%~105.1%范围内，RSD 在

1.2%~8.6%范围内，回收率和精密度均较好。鸡蛋加

标样品和空白样品中氟虫腈及其代谢物特征色谱图见

图 4。按照 GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范 食
品理化检测》中方法确认的技术要求，该方法满足鸡

蛋中氟虫腈及其代谢物残留检测的要求[28]。 
 

3  结论 

本研究采用液相色谱-三重四级杆串联质谱技术，

用乙腈和正己烷混合均质提取，C18 固相萃取小柱净

化，建立了鸡蛋中氟虫腈及其代谢物的残留分析方法。

该方法前处理简单快速，稳定性好，在线性、回收率、

精密度、定量限等方面均满足残留检测方法确认的要

求，可作为鸡蛋中氟虫腈及其代谢物残留的定性和定

量检测手段。 
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