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高效液相色谱法在兽药检测中的应用分析
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摘� 要：兽药在畜禽与水产养殖中广泛应用，合理使用可防病促生长，但不合理使用会致残留，危害人体健康、

破坏生态环境，故建立高效准确检测方法很重要。高效液相色谱法（HPLC）因分离和检测灵敏度高、分析速度快、
适用性广，成为兽药检测核心技术之一。本文阐述其技术基础，分析典型应用场景，总结方法优化策略，剖析应用挑

战并提出对策，展望前景，为规范化、精准化应用提供参考。

关键词：高效液相色谱法；兽药检测；残留分析；方法优化；质量控制

引言：畜牧业、水产业规模化发展，兽药使用量增

加，合理使用关乎动物产品质量与公共卫生安全。但部

分养殖主体违规用药致残留超标，通过食物链危害人体

健康，还会污染生态环境。传统检测方法有诸多不足，

无法满足现代需求。高效液相色谱法不断发展，能适配

不同检测需求，广泛应用于兽药各环节。本文结合成果

全面分析其应用，为检测工作优化提供参考。

1��高效液相色谱法技术基础

1.1  HPLC技术原理与核心组件
高效液相色谱法（HPLC）基于不同组分在固定相与

流动相间分配系数、吸附能力等差异实现分离。样品随

流动相流经固定相时，各组分被反复吸附与解吸，最终

因保留时间不同而分离，再经检测器转化为电信号，经

数据处理得到分析结果。其核心组件包括输液系统（高

压泵、储液瓶等，可精准控制流速至0.01mL/min）、进
样系统（手动/自动进样器，后者减少误差并提高重复
性）、分离系统（色谱柱，如C18反相柱，性能决定分
离效果）、检测系统（捕捉组分信号）及数据处理系统

（生成色谱图并实现定性与定量分析）。各组件协同工

作，确保检测精准高效。

1.2  常见检测器类型及其适用性
HPLC检测器种类多样，需根据兽药类型与检测需

求选择。紫外-可见检测器（UV-Vis）基于组分对紫外光
的吸收特性，结构简单、成本低，适用于磺胺类、喹诺

酮类等含共轭双键的兽药，检测限达μg/mL级。荧光检
测器（FLD）灵敏度比UV-Vis高1-3个数量级，适用于氟
喹诺酮类等具荧光特性或可衍生化的兽药，可降低检测

下限。蒸发光散射检测器（ELSD）无需组分具紫外吸
收或荧光特性，适用于糖类、甾体类等无紫外吸收的兽

药，检测信号与质量相关，实现准确定量。质谱检测器

（MS）兼具分离与结构鉴定功能，灵敏度极高（达ng/

mL甚至pg/mL级），适用于痕量多残留检测与未知组分
筛查，广泛用于非法添加物检测[1]。

1.3  方法开发关键参数
HPLC兽药检测方法开发需控制关键参数以确保准确

性。流动相选择与配比直接影响分离效果，反相色谱中

常用甲醇、乙腈等有机相与缓冲液（如磷酸盐缓冲液）

混合，通过调节有机相比例、缓冲液pH值及离子强度优
化保留时间与分离度，避免峰重叠。色谱柱选择需结合

兽药极性与分子结构，反相柱（如C18）适用于极性较
弱的兽药，正相柱适用于极性较强的兽药；粒径与柱长

影响分离效率，小粒径、长柱分离效果更佳，但分析时

间延长。进样量需根据检测器灵敏度与色谱柱容量调整

（通常1-20μL），避免峰展宽或灵敏度不足。柱温通过
影响组分分配系数，调节分离效果与分析速度，一般控

制在25-40℃，部分兽药检测需通过调节柱温改善峰形。
2��HPLC 在兽药检测中的典型应用场景

2.1  兽药残留分析
兽药残留分析关乎动物产品质量安全，高效液相色

谱法因高灵敏度与分离效能，成为兽药残留检测首选，

在畜禽肉、蛋、奶、水产品及饲料检测中广泛应用。畜

禽产品检测里，能精准检测磺胺类等常用兽药残留。如

检测鸡肉磺胺二甲嘧啶残留，经样品前处理除杂后，用

C18色谱柱、甲醇 - 磷酸盐缓冲液作流动相，紫外检测器
可精准定量，检测限达0.01mg/kg，符合国家标准。水产
品检测中，针对鱼虾氟喹诺酮类残留，用荧光或质谱检

测器可提高灵敏度，检出痕量残留。饲料检测可查兽药

添加量，防超剂量致动物产品残留超标，还能查废弃兽药

非法添加，为饲料质量管控提供支撑，保障畜牧业发展。

2.2  兽药成分定性定量分析
高效液相色谱法可对兽药原料、制剂有效成分定性

与定量，是兽药生产质量控制与检验的关键手段，保障
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产品质量稳定有效。原料检测时，对比标准品保留时间

与色谱峰形可定性，依峰面积定量判断是否符合标准。

如检测青霉素类原料纯度，用反相色谱法、乙腈 - 水作流
动相、紫外检测器，可精准测含量、除杂质干扰。制剂

检测能查片剂等有效成分含量均匀度、溶出度，确保药

效稳定。如检测喹诺酮类注射液，优化色谱条件可避辅

料干扰定量，还能查降解产物，保障安全性，防止不合

格兽药流入市场。

2.3  非法添加物筛查
在兽药生产、养殖过程中，部分主体为追求经济效

益，非法添加违禁药物或未批准使用的兽药，危害动物

产品安全，高效液相色谱法凭借高分离能力和高灵敏

度，可实现非法添加物的快速筛查与定性定量检测。常

见的非法添加物包括激素类药物（如己烯雌酚）、镇静

类药物（如氯丙嗪）、抗生素类违禁药物等，此类物质

残留量低、基质干扰复杂，采用HPLC结合质谱检测器，
可有效提高筛查准确性和灵敏度[2]。例如在畜禽养殖中，

非法添加己烯雌酚等激素类药物可促进动物生长，但会

通过食物链危害人体健康，采用HPLC-MS联用技术，可
检测出动物组织中痕量的己烯雌酚残留，检测限可达pg/
mL级别。在兽药制剂中，可筛查是否非法添加其他兽药
成分，如在抗病毒兽药中非法添加抗生素，采用HPLC
法可实现多种成分的同时分离与检测，打击非法添加行

为，保障兽药使用安全。

3��HPLC 兽药检测方法的优化策略

3.1  前处理技术优化
样品前处理是兽药检测的关键环节，其目的是去

除样品基质中的杂质（如蛋白质、脂肪、碳水化合物

等），富集目标兽药组分，减少杂质对检测结果的干

扰，提高检测准确性和灵敏度，因此前处理技术优化是

HPLC检测方法优化的重点。传统前处理方法（如液-液
萃取、固相萃取）操作繁琐、耗时较长，优化后可采用

QuEChERS技术，该技术具有操作简单、快速、有机溶
剂用量少等优势，适用于畜禽肉、水产品等复杂基质样

品的前处理，通过优化提取溶剂、吸附剂种类和用量，

可有效去除蛋白质、脂肪等杂质，提高目标组分的回收

率。采用固相微萃取、分子印迹技术等新型前处理技

术，固相微萃取无需有机溶剂，可实现目标组分的快速

富集，分子印迹技术具有高选择性，可特异性吸附目标

兽药，减少干扰组分的影响，进一步提高前处理效率和

检测精度。

3.2  色谱条件优化
色谱条件的优化直接影响组分的分离效果和检测准

确性，是HPLC检测方法优化的核心内容，主要包括流
动相、色谱柱、柱温、流速等参数的优化。流动相优化

可通过调整有机相比例、缓冲液pH值、离子强度，改善
组分的保留时间和分离度，例如检测多组分兽药时，采

用梯度洗脱方式，逐步调整有机相比例，可有效避免色

谱峰重叠，提高分离效率；对于极性差异较大的组分，

可添加离子对试剂，改善分离效果。色谱柱优化可选择

合适的色谱柱类型、粒径和柱长，小粒径色谱柱（如

1.8μm）可提高分离效能，缩短分析时间；针对复杂基质
样品，可选择高选择性色谱柱，减少杂质干扰。柱温和

流速优化可通过调节柱温，改善色谱峰形，减少拖尾现

象；优化流速可在保证分离效果的前提下，缩短分析周

期，提高检测效率，通常流速控制在0.8-1.2mL/min。
3.3  检测技术联用
单一检测技术存在一定局限性，将高效液相色谱

法与其他检测技术联用，可互补优势，提高检测灵敏

度、选择性和准确性，扩大检测范围，适用于痕量多残

留检测、未知组分筛查等复杂检测需求。HPLC与质谱
（MS）联用是目前兽药检测中应用最广泛的联用技术，
MS检测器具有高灵敏度和结构鉴定功能，可实现痕量组
分的精准检测和未知非法添加物的结构鉴定，解决单一

HPLC检测器灵敏度不足、无法定性未知组分的问题，例
如HPLC-MS/MS联用技术，可有效检测动物产品中ng/mL
级别的兽药残留，同时可快速筛查未知非法添加物[3]。

HPLC与原子吸收光谱、红外光谱等技术联用，可实现兽
药中重金属、杂质组分的同步检测，进一步完善检测体

系，提高检测的全面性和准确性。

3.4  数据分析与标准化
数据分析与标准化是提高HPLC兽药检测方法重复

性、可比性的重要保障，可有效减少人为误差，确保检

测结果的可靠性。数据分析优化可采用先进的数据处理

软件，对色谱图进行基线校正、峰识别、峰面积积分，

提高数据处理的准确性和效率，同时可采用回收率、

精密度、检测限、定量限等指标，评价检测方法的可行

性，通过优化数据处理参数，减少干扰因素对数据结果

的影响。检测方法标准化可参考国家、行业相关标准，

规范检测流程、色谱条件、前处理方法等，建立统一的

检测标准体系，确保不同实验室、不同检测人员的检测

结果具有可比性。此外，可建立兽药检测数据库，整合

不同兽药的检测参数、标准品信息、色谱图数据等，为

检测工作提供参考，提高检测效率，推动HPLC兽药检测
方法的规范化发展。

4��挑战与对策
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4.1  主要挑战
4.1.1  复杂基质干扰（如食品、饲料中的蛋白质、

脂肪）

复杂基质干扰是HPLC兽药检测的主要难题。动物
产品（畜禽肉、蛋、奶）及饲料样品含大量蛋白质、脂

肪、碳水化合物和色素等杂质，其理化性质与目标兽药

相近，色谱分离时易共洗脱，造成色谱峰重叠、拖尾，

干扰检测信号，降低准确性与灵敏度。以猪肉兽药残

留检测为例，脂肪、蛋白质难以通过常规前处理彻底去

除，进入色谱柱会污染柱体，缩短使用寿命，干扰目标

组分分离与检测，导致结果偏差。不同基质干扰成分差

异大，针对一种基质优化的方法难以适配多种样品，增

加方法开发难度和工作量，限制了 HPLC 在复杂基质检
测中的高效应用。

4.1.2  多残留同时检测的色谱峰重叠问题
HPLC 多残留兽药检测常面临色谱峰重叠难题。实

际检测中需同时分析多种兽药，但不同组分保留时间相

近、理化性质相似，影响分离与定量，降低准确性。常

用兽药种类繁多，同一类（如磺胺类、喹诺酮类）包含

多种同分异构体或结构相似衍生物，相同色谱条件下保

留时间差异小，难以有效分离。例如磺胺嘧啶与磺胺二

甲嘧啶，结构相似，常规反相色谱下色谱峰易重叠，无

法准确定量。另外，多残留检测中组分浓度差异大，高

浓度组分易掩盖低浓度痕量组分，进一步增加了同时检

测的难度[4]。

4.2  对策建议
4.2.1  开发高选择性色谱柱与衍生化试剂
为应对复杂基质干扰和色谱峰重叠问题，开发高选

择性色谱柱与衍生化试剂是关键。色谱柱开发上，可研

制分子印迹色谱柱、手性色谱柱等专用柱。分子印迹色

谱柱能特异性识别目标兽药，有效排除基质杂质及结构

相似组分干扰；手性色谱柱可分离同分异构体兽药，解

决色谱峰重叠难题。衍生化试剂开发方面，针对无紫外

吸收或荧光特性弱的兽药，开发高选择性试剂，通过衍

生化改变其理化性质，增强紫外吸收或荧光强度，调整

保留时间，避免与其他组分重叠，提高检测灵敏度与分

离效果。如用丹磺酰氯作衍生化试剂，可增强甾体类兽

药荧光强度，实现痕量检测。

4.2.2  推广快速筛查技术与便携式HPLC设备
为解决复杂基质干扰和提升检测效率，需推广快速

筛查技术与便携式HPLC设备。快速筛查技术上，推广
QuEChERS、固相微萃取等新型前处理技术，简化流程、
缩短时间，结合HPLC-MS联用技术，提高筛查准确性与
灵敏度，实现多兽药残留快速筛查与定量。便携式HPLC
设备方面，研发体积小、操作简便、稳定性好的设备，

简化检测流程，无需专业实验室条件，适用于养殖场、

批发市场等现场检测，能及时发现兽药残留超标和非法

添加问题，提升检测及时性与实效性，还能减少样品运

输污染和组分变化，进一步提高检测准确性。

结束语

高效液相色谱法（HPLC）以分离与检测灵敏度高、
适用性广、自动化程度高等优势，成为兽药检测核心技

术，在残留分析、成分定性定量等方面作用重大，为

兽药生产、动物产品监管及生态保护提供有力支撑。未

来，随着科技发展，HPLC将不断优化，与新型前处理及
联用技术结合更紧密，检测精度与效率进一步提升，应

用范围扩大，有力推动兽药检测规范化，保障“两业”

及公共、生态环境安全。
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