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通过式固相萃取净化-超高效液相色谱-串联质谱法

快速测定禽肉中利巴韦林的残留量 
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摘要：建立了通过式固相萃取净化-超高效液相色谱-串联质谱法快速测定禽肉中利巴韦林残留量的方法。样品在 37 ℃经酸性磷

酸酯酶酶解，乙腈提取，EMR-Lipid 固相萃取柱净化，以乙腈和 0.1%甲酸水（含 5 mmol/L 甲酸铵）为流动相，经过 BEH Z-HILIC

色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）分离，经串联质谱仪，在电喷雾正离子模式下以多反应监测（MRM）模式测定，同位素内标法

定量。对前处理条件、液相条件和质谱参数进行了系统的考察。该方法在 0.05~5 μg/L 质量浓度范围内线性关系良好，定量限（LOQ）

为 2.0 μg/kg。在 2.0、4.0、20 μg/kg 添加水平下，回收率为 94.5%~112.0%，相对标准偏差（n=6）为 1.4%~3.2%。该方法相比标准方

法前处理简单、快速，适用于禽肉中利巴韦林残留的批量分析。 
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Abstract: A rapid analysis method was established for determining the ribavirin residue in poultry meat through purification by 

solid-phase extraction and analysis by ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. After enzymatic hydrolysis with 

acid phosphatase at 37 , the samples were extracted with acetonitrile and pu℃ rified with an EMR-Lipid solid phase extraction column to remove 

liposoluble substances. The purified sample solution was subjected to separation using a BEH Z-HILIC column (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) and a 

mobile phase consisting of acetonitrile and 0.1% aqueous formic acid solution (containing 5 mmol/L ammonium formate) for analysis by 

tandem mass spectrometer in positive electrospray ionization mode with multiple reaction monitoring (MRM). An isotope-labeled internal  
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standard method was used for quantitative analysis. The pretreat conditions, HPLC conditions and mass spectrometry parameters were 

systematically investigated. This method showed good linearity in the range of 0.05~5 μg/L with the limit of quantification (LOQ) being     

2.0 μg/kg. When the spiking levels were 2.0, 4.0 and 20.0 μg/kg, the recoveries of ribavirin were in the range of 94.5%~112.0% with the relative 

standard deviations (n=6) being 1.4%~3.2%. Compared with the standard method, this method is simple and rapid, thus suitable for batch 

analysis of ribavirin residue in poultry meat. 

Key words: pass-through solid phase extraction; ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; ribavirin; 

poultry meat 

 

利巴韦林（Ribavirin）又名病毒唑，具有广谱抗

病毒活性，对多种 DNA 和 RNA 病毒都有抑制作用，

在医学上被广泛用于流感病毒、麻疹病毒、甲型肝炎、

乙型脑炎、腺病毒等的治疗[1,2]。该类药物易产生耐药

性，对人体产生的最突出的安全性问题是溶血性贫  
血[3]。在养殖行业，为了促进禽类快速生长，降低养

殖风险，滥用抗生素的现象时有发生。养殖过程中违

规使用人用抗病毒药物，一方面会造成耐药性的产生，

给动物疫病控制带来不良后果，另一方面会导致药物

残留，并通过食物链对人体健康产生危害。我国农业

部第 560 号公告（2005 年）明令禁止利巴韦林等抗病

毒药物在动物养殖过程中使用。 
目前，利巴韦林的检测方法主要有免疫分析法[4]、

分光光度法[5-7]、高效液相色谱法[8-13]、高效液相色谱-
串联质谱法[14-24]等。前三种方法易受基质干扰，常用

于兽药及制剂中利巴韦林含量的检测。液相色谱-串联

质谱法精准度高，选择性好，已经成为检测动物基体

中利巴韦林残留量的重要方法。动物源性食品基质复

杂，含有大量的蛋白、脂肪，提取净化过程极易对利

巴韦林造成基质干扰；另外，利巴韦林为强极性化合

物，结构与核苷类似，易受到基体中内源性核苷的干

扰，给检测带来了一定的困难。现有标准[25]及文    
献[15,16,22,23]多采用苯硼酸固相萃取小柱进行净化，但该

方法操作繁琐。 
本研究中，利巴韦林经磷酸酯酶酶解，乙腈提取，

EMR-Lipid 固相萃取柱净化后，采用 BEH Z-HILIC 亲

水色谱柱分离，三重四级串联质谱仪检测。该方法相

比标准方法快速简单，相比 QuEChERS 方法基质效应

小。本方法的回收率、线性曲线、精密度等均满足 GB/T 
27404-2008 规定的检验方法确认技术要求，可为禽肉

中利巴韦林的检测提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

利巴韦林（C8H12N4O5，CAS 号：36791-04-5，纯

度 99.34%）标准品，德国 Dr.Ehrenstorfer 公司；13C5-

利巴韦林（13C5C3H12N4O5，CAS 号：1646818-35-0，
纯度 99.4%）标准品，北京曼哈格公司；甲醇（CH3OH）、

乙腈（CH3CN）（色谱纯），德国 Merck 公司；甲酸铵

（HCOONH4）、甲酸（HCOOH）（色谱纯），美国 Fluka
公司；乙酸铵（CH3COONH4）、乙酸（CH3COOH）、

硫酸镁（MgSO4）、氯化钠（NaCl）（分析纯），国药

集团化学试剂有限公司；酸性磷酸酯酶（Wheat Germ，

活力：≥0.4 unit/mg，CAS 号：9001-77-8），美国

Sigma-Aldrich 公司；Captive EMR-Lipid（3 mL/300 mg），
美国 Agilent 公司；色谱柱 BEH Z-HILIC（100 mm×   
2.1 mm，1.7 μm），美国 Waters 公司；实验用样品购

自济南市当地超市。 
LCMS-8050 液相色谱质谱联用仪，日本Shimadzu

公司；MS3 型旋涡混合器，德国 IKA 公司；台式高速

离心机，德国 Sigma 公司；超声波清洗仪，宁波新芝

生物科技股份有限公司；固相萃取装置，美国 Supelco
公司；Milli-Q 超纯水系统，美国 Millipore 公司；BT 
125D 电子天平，德国 Sartorius 公司。 

1.2  溶液的配制 

标准储备溶液配制：称取利巴韦林、13C5-利巴韦

林标准品 10 mg，分别置于 100 mL 容量瓶中，用甲醇

溶解并稀释至刻度，摇匀，配制成 100 mg/L 的标准储

备液。 
标准工作溶液配制：分别量取利巴韦林、13C5-利

巴韦林标准溶液适量，用乙腈配制成含 13C5-利巴韦林

2 μg/L，含利巴韦林分别为 0.05、0.10、0.25、0.50、
2.00、5.00 μg/L 的系列混合标准溶液。 

酸性磷酸酯酶溶液（100 mg/L）：称取酸性磷酸酯

酶 5 mg，置 50 mL 容量瓶中，用水溶解并稀释至刻度，

摇匀。 
0.2 mol/L 乙酸铵溶液（pH 值 4.8）：称取乙酸铵 

15.4 g，加 900 mL 水溶解，用乙酸调 pH 值至 4.8±0.1，
加水定容至 1 000 mL。 

1.3  样品前处理 

称取 2 g 粉粹后的样品于 50 mL 离心管中，加入
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1 mg/L 13C5-利巴韦林标准溶液 40 μL，加入 3 mL   
0.2 mol/L 乙酸铵溶液（pH 值 4.8），涡旋 2 min，加入   
100 μL 酸性磷酸酯酶溶液，涡旋 1 min，于恒温干燥

箱中 37 ℃培养 2 h。取出后，加入 17 mL 乙腈，涡旋

3 min，再加入 5 g 无水硫酸镁，立即涡旋混合 1 min，
于 8 000 r/min 离心 3 min，上清液待净化。 

取上清液 3 mL，注入 Captive EMR-Lipid 固相萃

取柱中，以小于等于 1.5 mL/min 的流速通过，收集样

品净化液于 15 mL 离心管中，涡旋混匀后，过 0.22 μm
尼龙滤膜，待测定。 

1.4  仪器条件 

1.4.1  色谱条件 

色谱柱：Atlantis Premier BEH Z-HILIC（100 mm   
× 2.1 mm，1.7 μm）；柱温：40 ℃；进样量：2 μL；流

动相：A 相为乙腈，B 相为 0.1%甲酸（V/V，含 5 mmol/L
甲酸铵）溶液；梯度洗脱程序：0~2.0 min，90% A~80% 
A，2.0~5.0 min，80% A~60% A，5.0~7.0 min，60% A，

7.0~7.1 min，60% A~90% A，7.1~11.0 min，90% A。 
1.4.2  质谱条件 

电喷雾离子源（ESI 源）；MRM；正离子模式扫

描；雾化气（氮气）流量：3 L/min；加热气（空气）

流量：10 L/min；接口温度：300 ℃；脱溶剂管温度：

250 ℃；加热块温度：400 ℃；干燥气（氮气）流量：

10 L/min。利巴韦林、13C5-利巴韦林的母离子、子离

子、驻留时间等质谱参数见表 1。 
表1 利巴韦林及 13C5-利巴韦林质谱参数 

Table 1 MS/MS parameters of ribavirin and 13C5-ribavirin 

目标物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 驻留时间/ms Q1 预四极偏置电压/V 碰撞电压/eV Q3 预四极偏置电压/V

利巴韦林 245.3 
96.0 50 11 28 15 

113.0* 50 11 8 21 
13C5-利巴韦林 250.3 113.0* 50 11 8 21 

注：*为定量离子对。 

1.5  基质效应评价 

向试剂及样品处理液中添加同水平的同位素内

标，通过液相色谱-串联质谱仪测定二者的峰面积响应

值，评价基质效应（ME）[26]。基质效应计算公式为： 

1

0

1 100%.RME
R

⎛ ⎞
= − ×⎜ ⎟
⎝ ⎠

  

式中： 

ME——基质效应； 

R1——样品处理液中内标物的响应值；  

R0——试剂处理液中内标物的响应值。 

2  结果与讨论 

2.1  质谱条件的优化 

利巴韦林结构含有氨基及多个羟基，极性很强且

易结合质子，因此选择正离子模式电喷雾离子源。将

0.1 mg/L 的利巴韦林标准溶液注入液相色谱质谱联用

仪，在母离子全扫描模式下，获得化合物的分子离子

峰[M+H]+为 245、[M+Na]+为 267，选择强度高、稳定

性好的[M+H]+为母离子；在产物离子扫描模式下，以

m/z 245 为母离子，施加碰撞能，进行二级质谱扫描，

获得 m/z 113 和 m/z 96 的碎片离子；在多反应监测模

式下，进一步优化碰撞能、偏置电压等质谱参数，以

获得高的灵敏度，优化后的质谱条件见表 1。 

2.2  色谱条件的优化 

2.2.1  色谱柱的选择 
利巴韦林结构中的极性基团虽然有助于电离，但

缺乏在反相色谱柱上的色谱保留。另外，根据文献报

道[22]，动物源性的基体中都有一种与利巴韦林结构相

似的物质（尿苷）影响利巴韦林的分离，现有研究方

法无法将该物质去除，因此通过选择合适的色谱柱使

利巴韦林与杂质有效分离是至关重要的。 
本研究考察了反相 ACQUITY HSS T3 色谱柱和

不同固定相键合的亲水作用色谱柱（ACQUITY BEH 
HILIC、Atlantis Premier BEH Z-HILIC、Acchrom 
XAmide）对利巴韦林的保留及分离效果，结果见图 1。
HSS T3 是在 C18键合相基础上又增加了极性基团修

饰，可以兼容 100%纯水相作为流动相，但高比例的

水相不利于电喷雾质谱的电离与挥发，会降低分析物

的离子化效率，导致方法灵敏度太低无法满足检测需

求。BEH HILIC 色谱柱表面裸露的硅醇基与利巴韦

林之间存在较强的氢键作用导致峰形较宽且拖尾。

BEH Z-HILIC 色谱柱相比 XAmide 色谱柱能将利巴

韦林与内源性化合物更好分离，且响应值较高，因此，

选择了两性离子基团的 BEH Z-HILIC 色谱柱作为分

离柱。 
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图1 利巴韦林（1）以及杂质（2）在不同色谱柱的分离情况 

Fig.1 Chromatograms for the ribavirin and impurity on 

different column 

注：a 为 HSS T3 色谱柱，b 为 BEH HILIC 色谱柱，c 为

Xamide 色谱柱，d 为 BEH Z-HILIC 色谱柱。 

2.2.2  流动相的选择 
利巴韦林在正离子模式下易电离，流动相中加入

甲酸能够提高利巴韦林的信号响应强度。本研究比较

了乙腈-0.05%甲酸、乙腈-0.1%甲酸、乙腈-0.2%甲酸、

乙腈-0.1%甲酸（含 5 mmol/L 甲酸铵）、乙腈-0.1%甲

酸（含 10 mmol/L 甲酸铵）等不同流动相种类。实验

表明，随着甲酸浓度的增加，利巴韦林的保留时间不

变，但响应值逐渐增强，当甲酸的浓度为 0.2%时，样

品中利巴韦林与杂质无法完全分离，所以选择乙腈

-0.1%甲酸水为流动相。当在流动相中加入 5 mmol/L
甲酸铵后，内源性干扰物的响应降低，利巴韦林的响

应增强，之后再增加甲酸铵的浓度，响应值变化不大。

综合考虑选择乙腈-0.1%甲酸（含 5 mmol/L 甲酸铵）

为流动相。 

2.3  样品前处理的选择 

2.3.1  酶解条件的选择 
利巴韦林在动物体内主要以原药、单磷酸酯、二

磷酸酯和三磷酸酯等形式存在[27,28]，需对磷酸酯化的

利巴韦林进行酶解，才能测定试样中总利巴韦林含量。

同时，也有文献[19,29]比较了酶解和不酶解的区别，得

出酶解后的测定值明显高于不酶解的测定值。本文采

用标准[25]中酶解的方法，即在 pH 值 4.8 条件下 37 ℃
酶解 2 h。 
2.3.2  提取溶剂的选择 

利巴韦林属于强极性化合物，常用的提取溶剂主

要有三氯乙酸水溶液、乙腈、甲醇等。本实验比较了

5%三氯乙酸水溶液（pH 值 4.8）、乙腈、0.1%甲酸-
乙腈、甲醇 4 种提取溶剂的提取效率。向阴性鸡肉样

品中添加 25 μg/kg 的利巴韦林标准物质，比较提取效

率。结果表明，四种提取溶剂对利巴韦林的回收率均

能达到 80%以上，但是 5%（V/V）三氯乙酸水溶液（pH
值 4.8）和甲醇提取后的基质效应明显高于乙腈和

0.1%甲酸-乙腈，分析原因可能是甲醇、5%三氯乙酸

水溶液为亲水性提取溶剂，水溶性共提取物较多，增

加了基质效应的影响。此外，由于酶解液为缓冲液，

提取液中加入 0.1%甲酸后，提取效果无明显变化，因

此采用乙腈为提取剂。 
2.3.3  净化方式的选择 

为降低基质干扰，获得高灵敏度的方法，需要对

样品进行净化。盐析是去除杂质的一种重要手段，常

用的盐析剂主要有无水硫酸镁和氯化钠。无水硫酸镁

可以吸附体系中的水分，促使分析物向有机相中转移；

氯化钠可促使水相和有机相两相分离，实现分析物的

液-液分配。本实验考察了两种盐析剂对利巴韦林回收

率的影响，实验发现无水硫酸镁作为盐析剂时利巴韦

林的回收率为 75.2%，氯化钠作为盐析剂时利巴韦林

的回收率仅为 8.4%，这归因于利巴韦林具有很强的亲

水性，无法通过液-液分配到达乙腈层，因此本方法选
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择无水硫酸镁作为盐析剂。 
在盐析的基础上，进一步对净化方式进行了考察。

分别比较了基质分散固相萃取（C18、PSA、NH2）、通

过式固相萃取（PRiME HLB、EMR-Lipid）、稀释等的

净化效果，实验条件如下： 
（1）基质分散固相萃取：分别取 3 mL 盐析后的

溶液于15 mL离心管中，分别加入100 mg吸附剂（C18、

PSA、NH2），涡旋混匀 3 min，离心后过 0.22 μm 滤膜。 
（2）通过式固相萃取：分别取 3 mL 盐析后的溶

液，注入通过式固相萃取柱（PRiME HLB、EMR-Lipid）
中，收集样品净化液于 15 mL 离心管中，涡旋混匀后，

过 0.22 μm 滤膜。 
（3）稀释：取 1 mL 盐析后的溶液加 1 mL 乙腈，

涡旋混匀后，过 0.22 μm 滤膜。 

 
图2 不同净化方式的回收率 

Fig.2 Recovery of ribavirin by different purification methods 

 
图3 不同净化方式的基质效应 

Fig.3 Matrix effects of ribavirin by different purification 

methods 

实验表明（图 2），用乙腈直接稀释样品后回收率

基本无变化；经过基质分散固相萃取后，分析物有不

同程度的损失，且极性分散剂（PSA，NH2）对目标

物的吸附明显大于非极性吸附剂（C18）；通过式固相

萃取虽然对目标物也有一定的吸附，但基质效应明显

低于直接稀释和基质分散固相萃取，且 EMR-Lipid 相

比 PRiME HLB 净化效果更好（图 3），响应值更高，

综合考虑选用 EMR-Lipid 为净化柱。 
2.3.4  上样体积的选择 

对于通过式固相萃取上样的过程，也是分析物保

留和洗脱的过程，上样体积小可能造成回收率低，上

样体积大可能会影响净化效果。本方法比较了不同的

上样体积，并从基质效应、回收率和响应等方面进行

了评价，结果如图 4 和图 5 所示。图 4 表明，随着上

样体积的增大，基质效应逐渐增强，这归因于上样体

积越大，净化效果越差；图 5 表明，随着上样体积的

增大，回收率逐渐增大，但由于基质抑制的作用，响

应强度逐渐减弱，当上样体积为 3 mL 时，响应强度

最大，因此，选择上样体积为 3 mL。 

 
图4 不同上样体积的基质效应 

Fig.4 Matrix effects of ribavirin with different loading volume 

 
图5 不同上样体积的回收率和响应值 

Fig.5 Recovery and intensity of ribavirin with different loading 

volume 

2.4  定量方式的选择 

采用基质匹配标准曲线外标法、基质加标标准曲

线外标法和内标法分别对样品进行检测比对，结果如

表 2 所示。采用基质匹配标准曲线外标法定量回收率

偏低，无法满足检测要求，基质加标标准曲线外标法

的回收率虽然满足检验要求，但无法消除样品之间的

差异性因素，因此为提高检测效率，本方法采用纯溶

剂标准溶液内标法进行定量。 
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表2 不同定量方式的结果比对 

Table 2 Comparison of results by different quantitative methods 

定量方式 添加水平/(μg/kg) 回收水平/(μg/kg) 回收率/% 

基质匹配标准曲线外标法 10.0 5.5 55 

基质加标标准曲线外标法 10.0 9.1 91 

内标法 10.0 9.7 97 

  

  
图6 标准溶液(a)、空白样品(b)、定量限加标样品(c)、10倍定量限加标样品(d)的特征离子色谱图 

Fig.6 Characteristic ion current chromatograms of standard solution (a), blank sample (b) and LOQ (c), 10 LOQ (d) spliked sample 

2.5  方法学验证 

2.5.1  线性范围、检出限和定量限 
将标准工作溶液（0.05、0.10、0.25、0.50、2.00、

5.00 μg/L，含内标 2 μg/L）注入高效液相色谱-串联质

谱仪测定，以利巴韦林峰面积与内标峰面积的比值（y）
为纵坐标，以利巴韦林的质量浓度（x）为横坐标，绘

制标准曲线，得到线性回归方程。结果显示利巴韦林

在 0.05~5 μg/L 范围内呈良好的线性，线性方程为

y=0.622 618x-0.004 587 05，相关系数（r）为 0.999 2。 
分别向空白鸡肉中添加系列浓度的标准物质，产

生 3 倍信噪比的浓度确定了检出限，10 倍信噪比的浓

度确定为定量限。本方法中利巴韦林的检出限和定量

限分别 1.0 μg/kg 和 2.0 μg/kg。标准溶液、空白样品、

定量限水平样品、10 倍定量限水平的样品特征离子色

谱图如图 6 所示。 
2.5.2  回收率与精密度 

分别向空白鸡肉、鸭肉中添加低（LOQ）、中    

（2 LOQ）、高（10 LOQ）三个水平的标物溶液，每

个水平做 6 个平行试验，结果见表 3。鸡肉、鸭肉中

利巴韦林的回收率为 94.5%~112.0%，相对标准偏差为

1.4%~3.2%。 

2.6  与标准方法的比较 

取鸡肉样品，采用本方法和 SN/T 4519-2016《出

口动物源食品中利巴韦林残留量的测定液相色谱-质
谱/质谱法》进行比较。本方法的绝对加标回收率为

50%~60%，内标校正回收率为 90%~110%，方法检出

限为 1.0 μg/kg，而标准方法的绝对回收率为 30%~ 
40%，内标校正回收率为 90%~110%，方法测定低限

为 1.0 μg/kg。且本方法操作快捷方便，避免了反复调

节 pH、淋洗、氮吹等步骤。 

2.7  实际样品分析 

将建立的方法应用于市售 15 份鸡肉样品、5 份鸭

肉样品的检测，所测样品中均未检出利巴韦林残留。 
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表3 不同添加水平下利巴韦林的测定结果 

Table 3 Analytical results of ribavirin at different spiked levels (n=6) 

基质 编号 

LOQ 2 LOQ 10 LOQ 

回收浓度/ 
(μg/kg) 

回收率/ 
% 

精密度/
% 

回收浓度/
(μg/kg) 

回收率/
% 

精密度/
% 

回收浓度/ 
(μg/kg) 

回收率/ 
% 

精密度/
% 

鸡肉 

1 2.19 109.5 

3.2 

3.93 98.2 

1.4 

19.5 97.5 

2.1 

2 2.10 105.0 3.92 98.0 20.3 101.5 

3 2.24 112.0 3.86 96.5 19.8 99.0 

4 2.11 105.5 3.78 94.5 20.1 100.5 

5 2.20 110.0 3.90 97.5 20.7 103.5 

6 2.06 103.0 3.90 97.5 20.2 101.0 

鸭肉 

1 2.11 105.5 

3.1 

3.87 96.8 

1.7 

20.2 101.0 

2.5 

2 2.06 103.0 3.92 98.0 19.6 98.0 

3 2.23 111.5 3.82 95.5 20.3 101.5 

4 2.09 104.5 3.87 96.8 19.1 95.5 

5 2.16 108.0 3.96 99.0 19.4 97.0 

6 2.06 103.0 4.01 100.2 20.1 100.5 

3  结论 

本研究建立了通过式固相萃取净化/超高效液相

色谱-串联质谱法测定禽肉中利巴韦林残留量的方法，

与之前研究相比，创新性地采用 EMR 固相萃取柱净

化，省去了反复调节 pH、淋洗、氮吹等步骤，提高了

检测效率，为保障食品安全，打击违法添加行为提供

了技术支持。 
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