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兽药残留检测方法验证探究

吴兴文
莫力达瓦达斡尔族自治旗农畜产品质量安全中心� 内蒙古� 呼伦贝尔� 162850

摘� 要：兽药在养殖业广泛应用，其残留问题关乎食品安全与公共健康。本文深入探究兽药残留检测方法验证，

梳理常见检测技术分类，剖析国内外验证研究进展与现存问题。以液质联用技术为核心开展实验，设计全面验证方案

并分析结果。针对基质干扰、前处理繁琐等不足提出优化策略，经改进后方法在准确性、精密度等方面提升显著，为

规范检测提供有力支撑。
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引言：在畜牧业蓬勃发展的当下，兽药作为防治动

物疾病、促进生长的关键要素被广泛使用。然而，兽药

残留问题随之凸显，过量或不规范使用兽药导致其在动

物源性食品中残留，严重威胁消费者健康，引发食品安

全隐患。为有效监控兽药残留，确保食品质量安全，建

立科学、准确、可靠的检测方法至关重要。因此，对兽

药残留检测方法进行全面验证探究，成为保障食品安全

领域亟待解决的重要课题。

1��文献综述

1.1  兽药残留检测技术分类
（1）仪器分析法：色谱法中高效液相色谱（HPLC）

凭借良好分离能力成为常规定量核心，如检测鸡组织中

氟雷拉纳时，通过C18色谱柱实现精准分离；质谱法以液
质联用（LC-MS/MS）为代表，兼具分离与定性优势，检
测限可达pg/mL级，是阳性样品确证的“金标准”；光谱
法依托特征光谱响应实现快速定性，但灵敏度不足，多

作为辅助手段[1]。（2）快速检测技术：免疫分析法包括
酶联免疫法（ELISA）与胶体金法，前者一次可测96个样
品，灵敏度达ng/mL级，后者15分钟内出结果，适配现场
筛查；生物传感器尚处优化阶段，通过特异性生物识别

元件提升检测效率；试纸条以胶体金免疫层析技术为核

心，虽操作简便，但检测通量较低，单项成本10-20元。
1.2  方法验证的国内外研究进展
（1）国际标准：ISO/IEC17025明确检测实验室能力

要求，将方法验证的精密度、回收率等指标纳入质量体

系；AOAC指南制定具体验证流程，如对残留检测方法
要求加标回收率在70%-120%，为全球方法标准化提供依
据。（2）国内规范与案例：遵循《GB31650-2021》等标
准，方法验证需满足检出限、线性关系等指标，如鸡组

织中氟雷拉纳检测方法验证显示，相关系数R2 > 0.99，回
收率81.2%-99.1%；农业农村部通过比对试验推动验证规

范化，但基层实验室执行一致性仍待提升。

1.3  现有研究的不足
（1）基质影响显著：肉类中脂肪、水产品中蛋白、

乳制品中乳糖均会干扰检测，如氟雷拉纳在鸡肝与鸡肉

中残留检测的基质效应差异，需通过基质匹配校准曲线

修正，而跨基质验证研究仍较匮乏。（2）前处理技术待
优化：现有方法如乙腈提取-固相萃取净化耗时2-3小时，
且不同基质需单独优化流程，如水产品酶解步骤复杂，

导致检测效率受限，缺乏通用化前处理方案。

2��检测方法原理与实验设计

2.1  检测技术选择依据
（1）目标兽药种类适配性：针对4类典型兽药残留

检测需求，其中氯霉素（抗生素）、恩诺沙星（喹诺酮

类）、克伦特罗（β-受体激动剂）及孔雀石绿（抗寄生
虫药）极性差异显著，需兼具分离与精准定性能力。液

质联用（LC-MS/MS）可通过色谱柱分离不同极性组分，
结合质谱多反应监测（MRM）模式实现多类别药物同步
检测，适配复杂基质中混合残留分析[2]。（2）技术优势
综合对比：相较于ELISA等快速检测技术，LC-MS/MS
灵敏度更高，检出限可达0.02μg/kg（氯霉素），满足痕
量残留检测需求；虽单样品检测成本（约50元）高于试
纸条，但一次可同时分析9种药物，降低批量检测综合成
本。与传统HPLC相比，无需衍生化步骤，操作复杂度降
低，且通过离子源特异性响应减少假阳性，符合AOAC指
南对确证方法的要求。

2.2  实验材料与仪器
（1）核心材料与设备：标准品包括氯霉素（纯度 ≥ 

99.5%，Cerilliant）、恩诺沙星（纯度 ≥ 99.0%，Cayman 
Chemica l）等，内标选用氯霉素 -D5、克伦特罗 -D9
（浓度100μg/mL）。试剂为乙腈（色谱纯，Merck）、
甲酸（质谱纯，Thermo）、OasisPRiMEHLB固相萃
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取柱（10mg，Waters）。仪器采用ACQUITYUPLCI-
C l a ss系统串联X e v o T Q - S M i c r o质谱仪，色谱柱为
CORTECSUPLCC18（1.6μm，2.1×100mm），柱温30℃，
流速0.6mL/min。（2）样品处理与基质控制：样品采集
自本地屠宰场猪肉、水产市场三文鱼及乳制品厂原料

奶，-20℃冷冻保存。前处理采用“提取-净化-浓缩”流
程：取100μL样品加100μL0.1M硫酸锌/醋酸铵溶液涡旋，
加400μL乙腈沉淀蛋白，离心后上清液用水稀释12倍，直
接上样至OasisPRiMEHLB柱（无需活化平衡），经甲醇-
水清洗、乙腈-甲醇洗脱后，氮气吹干复溶。该流程可去
除90%以上磷脂，显著降低基质效应[3]。

2.3  方法验证方案设计
（1）线性范围：配制混合标准工作液，恩诺沙星设

0.780-100ng/mL梯度，氯霉素设0.039-5.00ng/mL梯度，用
空白基质提取液稀释，以峰面积比（目标物/内标）对浓
度回归，要求R2 ≥ 0.995。（2）灵敏度测定：基于3倍信

噪比（S/N = 3）计算LOD，10倍信噪比（S/N = 10）确定
LOQ，每个浓度平行测定7次，确保结果重现性。（3）
准确性评估：在空白样品中添加低、中、高3个浓度水平
标准品（如氯霉素0.07、0.35、1.0μg/kg），每个水平6个
平行样，计算回收率，目标范围70%-120%。（4）精密
度验证：日内重复性为同一批次样品连续测定6次，日间
重复性为连续3天测定，中间精密度由不同实验员操作验
证，要求RSD% ≤ 15%。（5）特异性分析：考察10种常
见干扰物（如磺胺嘧啶、诺氟沙星）在相同条件下的响

应，确保干扰峰面积 ≤ 目标物峰面积的10%。（6）稳定
性测试：样品在4℃放置0、24、48h，标准品在-20℃保
存0、7、30天，分别检测响应值变化，偏差 ≤ 10%即为
稳 定。

3��实验结果与分析

3.1  方法性能指标数据

表1��目标兽药检测方法性能验证结果

目标兽药
线性范围

（ng/mL）
R2 LOD（μg/kg） LOQ（μg/kg） 回收率范围（%） 日内RSD% 日间RSD%

中间精密度

RSD%

恩诺沙星 0.780-100 0.998 0.12 0.40 82.3-108.5 4.2 7.8 11.5

氯霉素 0.039-5.00 0.999 0.02 0.07 79.6-112.8 5.7 9.3 13.2

克伦特罗 0.156-20.0 0.997 0.05 0.17 85.1-105.2 3.8 6.9 9.7

3.2  基质效应影响讨论
（1）不同基质的信号干扰规律：实验显示肉类基

质（猪肉）因脂肪成分导致信号抑制28%，水产品（三
文鱼）中蛋白质与多糖的协同作用使抑制效应增强至

35%，而乳制品（牛奶）的乳糖成分产生轻微增强效应
（8%）。这种差异与基质中有机成分对ESI离子源的竞争
电离有关，高脂肪基质的抑制作用最为显著，与氟苯尼

考检测中基质效应的表现一致。（2）基质匹配校准的关
键作用：未采用基质匹配时，猪肉中恩诺沙星低浓度加

标回收率仅61.2%，偏离AOAC指南要求；经空白基质提
取液配制标准曲线后，回收率提升至82.3%-108.5%，R2

值从0.982升至0.998。证实该方法可有效抵消基质干扰，与
文献中“基质标准曲线内标法提升准确性”的结论相符。

3.3  不确定度评估
（1）主要误差来源识别：称量环节（分析天平允

差±0.01mg）贡献32%的不确定度，为最大误差源；稀
释过程（移液枪精度±0.5%）占比28%；仪器波动（LC-
MS/MS响应值RSD4.2%）占比25%；前处理重复性占
比15%。（2）扩展不确定度计算：合成标准不确定度
（u_ c）通过方和根法计算，恩诺沙星在10μg/kg水平时

u_ c = 0.58μg/kg，氯霉素在1μg/kg水平时u_c = 0.07μg/
kg。按包含因子k = 2计算，扩展不确定度分别为1.16μg/
kg（恩诺沙星）、0.14μg/kg（氯霉素），均小于测量结
果的15%，符合检测规范要求。

4��方法验证的优化与改进

4.1  前处理技术优化
（1）QuEChERS法适配性分析：该方法以“快速、

简便、低成本”为核心优势，采用乙腈-乙酸乙酯提取
结合150mg乙二胺基-N-丙基与100mgC18净化剂，对
牛奶基质中恩诺沙星的净化回收率达88.6%，RSD降至
5.3%。但在三文鱼等高蛋白质基质中，因多糖与净化剂
吸附竞争，回收率较猪肉基质低12%，需补充50mg多壁
碳纳米管增强吸附效果。（2）固相萃取（SPE）法性能
优势：MCX固相萃取柱对氯霉素的净化效果显著优于
QuEChERS法，在1μg/kg加标水平下回收率达96.8%，较
后者提升8.2个百分点，且基质干扰峰面积减少62%。但
该方法流程耗时增加40%，溶剂消耗量为QuEChERS法的
3倍，更适用于法规要求严格的出口检测场景[4]。（3）组
合优化方案：针对高脂肪猪肉基质，采用“QuEChERS
初步净化+SPE精净化”两步法，既保留QuEChERS的高
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效性，又通过SPE去除残留脂肪干扰，使中间精密度RSD
从11.5%降至7.3%，符合AOAC对复杂基质检测的精密度
要 求。

4.2  仪器参数优化
（1）流动相组成调控：将初始“甲醇-水”体系改

为0.1%甲酸溶液-甲醇梯度洗脱，恩诺沙星与基质杂质的
分离度从1.2提升至2.5，且ESI离子源响应值增强30%。
对氯霉素检测，进一步引入5mM乙酸铵缓冲液，使峰形
对称因子从0.85优化至0.98，解决拖尾问题。（2）柱温
与流速协同优化：柱温从30℃升至40℃时，克伦特罗保
留时间缩短28%，但峰展宽增加15%；最终确定35℃柱
温配合0.3mL/min流速，实现分离度（1.8）与分析效率
的平衡。该参数下仪器波动贡献的不确定度从25%降至
18%。（3）离子对精准筛选：通过MRM模式优化，为
恩诺沙星选择m/z360.1→316.0作为定量离子对，较原离
子对信噪比提升42%；氯霉素采用m/z321.0→152.0离子
对，成功规避牛奶中乳糖的干扰峰，LOD从0.02μg/kg降
至0.015μg/ kg。

4.3  与标准方法的对比分析
（1）与GB系列标准的符合性：参照GB23200.116-

2021，本方法对猪肉中恩诺沙星的LOQ（0.40μg/kg）低
于标准限值（1.0μg/kg），回收率范围（82.3%-108.5%）
完全覆盖标准要求的70%-120%，但分析时间缩短30%。
（2）与SN/T标准的差异性：对比SN/T3235-2012，本
方法创新采用基质匹配-离子对优化组合技术，在水产

品基质中回收率较标准方法提升14%，且无需酶解前
处理步骤，适用于紧急检测场景。但在肝脏基质检测

中，标准方法的中间精密度（RSD8.9%）仍优于本方法
（11.2%）。（3）方法适用性拓展：通过参数优化，本
方法可同时检测肉、水产品、乳制品三类基质，突破GB/
T21311-2007单一基质检测局限，扩展了标准方法的应用
范围。

结束语

通过对兽药残留检测方法的系统验证探究，我们明

确了各类检测技术的特性与适用场景，成功优化了前处

理流程与仪器参数，显著提升了检测的准确性、灵敏度

和精密度。这不仅为日常兽药残留监测提供了更高效可

靠的技术手段，也为应对突发食品安全事件提供了坚实

保障。未来，我们将持续关注行业发展，进一步完善检

测方法，以更好地守护食品安全防线，保障公众健康。
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