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超高效液相色谱-串联质谱法检测蛋鸡体内 
抗病毒药物利巴韦林
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2.中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所，农业部农产品质量安全重点实验室，北京 100081；
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摘  要：为研究禁用抗病毒药物利巴韦林在蛋鸡体内的残留性，对11 只京红蛋鸡以30 mg/kg体质量单次口服灌喂

利巴韦林药物，采集给药后不同时间的静脉血，以超高效液相色谱-串联质谱法检测利巴韦林，多反应监测模式和

同位素内标法定量。利巴韦林线性范围为5～5 000 ng/mL，检出限为1 ng/mL。在10～1 000 ng/mL范围内样品添加

回收率为86.4%～97.1%，批内、批间相对标准偏差均满足定量要求。结果表明，给药后血浆中利巴韦林质量浓度

迅速升高，随着代谢消除进行，血浆中利巴韦林质量浓度逐渐下降，至24 h血浆中利巴韦林质量浓度低于方法检出

限。蛋鸡口服给药利巴韦林后吸收迅速，到达峰值时间短，体内分布广，消除速度快，残留性不高。
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Abstract: This study aimed to examine the residues of the banned antiviral drug ribavirin in poultry. Eleven Jinghong laying 

hens were fed with 30 mg/kg BW ribavirin via single oral administration and their blood samples were collected from a vein 

under the wing at different time points. The ribavirin in the plasma samples was measured by using ultra high performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) under the multiple reaction monitoring mode (MRM) 

and quantified using isotope-labeled internal standard. The calibration curve for ribavirin exhibited good linearity over the 

concentration range from 5 to 5 000 ng/mL, and the limit of detection (LOD) was 1 ng/mL. Average recoveries for ribavirin 

spiked at 3 levels ranged from 86.4% to 97.1%, and the inter-batch and intra-batch relative standard deviations (RSDs) both 

met the quantitative requirement. Ribavirin concentration in laying hens plasma increased rapidly after oral administration 

but then decreased gradually with metabolic elimination. The results suggested that the pharmacokinetic characteristics of 

ribavirin in hens include quick absorption, broad distribution, rapid elimination, and lower residue in tissue.
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利巴韦林，又名病毒唑，三氮唑核苷，化学名1-β-

D-呋喃核糖基-1H-1,2,4,-三氮唑-3-甲酰胺，是一种嘌呤

核苷类似物，自1972年合成[1-2]以来，被广泛用于人类呼

吸道合胞病毒、流感病毒、脊髓灰质炎病毒、丙型肝炎

病毒等的治疗[3]。长期以来，为了预防畜禽流感，利巴韦

林也被广泛应用于畜禽养殖过程中。为了保证人类用药

安全和动物防疫安全，2005年农业部发布第560号公告，

禁止利巴韦林、金刚烷胺、吗啉胍等抗病毒药物在动物养

殖中使用。然而利巴韦林在畜禽养殖过程违规使用的现象

仍然普遍存在，畜禽产品质量安全受到一定的威胁[4-5]。 

目前，对于血浆中的利巴韦林残留检测方法研究比较

多，多以液相色谱[6]、液相色谱-串联质谱法测定[7-8]，灵

敏度不高，分析时间略长。本研究建立了一种灵敏快速

检测鸡血浆中利巴韦林的超高效液相色谱-串联质谱方

法，分析时间短，并对蛋鸡体内利巴韦林的药物代谢规

律进行了初步研究，可为禽产品中利巴韦林残留检测提

供一定的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

4 3  周 龄 京 红 蛋 鸡 1 1  只 ， 平 均 体 质 量

（1.8±0.2） kg，购于北京市顺义某鸡场。

利巴韦林标准品（1-β-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-

3-carboxamide，C8H12N4O5，M r：244.20，CAS号：

36791-04-5，纯度99.9%） 德国Dr.Ehrenstorfer有

限责任公司；13C5-利巴韦林（1-β-D-ribofuranosyl-1H-

1,2,4-triazole-3-carboxamide-13C5，C3
13C5H12N4O5，Mr：

249.17，货号：R414477） 加拿大TRC公司；利巴韦

林注射液（批号：1312263，规格0.1 g/mL） 杭州民

生药业有限公司；甲醇（色谱纯） 德国Merck公司；

甲酸（色谱纯） 美国Mreda Technology公司；实验

用水为Milli-Q纯水仪制备的超纯水（≥18 MΩ•cm）；

0.22 μm水系滤膜 上海安谱科学仪器有限公司。

1.2 仪器与设备

ACQUITY UPLC超高效液相色谱 美国Waters公

司；串联AB SCIEX QTRAP 6500型线性离子阱质谱仪

（配有Turbo V离子源、Analyst 1.6.2数据处理软件） 

美国 AB Sciex公司；XS105分析天平（感量0.01 mg） 

瑞士Mettler Toledo公司；TTL-DC II型氮气浓缩仪 北京 

同泰联科技发展有限公司；MicroSmart微型离心机 北京 

昊诺斯科技有限公司；VORTEX-5涡旋振荡器 海门市

其林贝尔有限公司。

1.3 方法

1.3.1 色谱条件

色谱柱：Agilent ZORBAX SB-Aq（3.0 mm×100 mm， 

1 . 8   μ m）；流动相A：甲醇，B：0 . 1 %甲酸溶液。

梯度洗脱程序：0～2.5 min，99%  B；2.5～4 min，

99%～85% B；4～5 min，85%～10% B；5～6 min，

10%～99% B；保持3 min。流速：0.3 mL/min；柱温：

30 ℃；样品室温度：20 ℃；进样量：10 μL。
1.3.2 质谱条件

电喷雾离子源，正离子模式扫描，多反应监测模

式，监测离子对m/z 245/113和m/z 245/96，碰撞能分别为

15 eV和40 eV，其中m/z 245/113为定量离子对；13C5-利巴

韦林监测m/z 250/113离子对，碰撞能15 eV。碰撞气为氮

气，气帘气压力：0.14 MPa；雾化气压力：0.21 MPa；

辅助加热气压力：0.14 MPa；离子源电压：5 000 V；离

子源温度：550 ℃；碰撞室出口电压：10 V；射入电压：

10 V；离子对驻留时间：50 ms。

1.3.3 蛋鸡给药及采血

给蛋鸡适应性饲喂全价饲料7 d，给药前禁食12 h，

自由采水。给药前采空白血，给药后分别于0.25、0.5、

1、2、3、8、10、24、34、48、58、72 h翼下静脉采血

1 mL，肝素钠抗凝，3 000 r/min离心10 min，分离上层血

浆，置于1.5 mL离心管中，－20 ℃冻存，待测。

1.3.4 血浆样品前处理

将冻存血浆解冻，涡旋均匀，取300 μL置于2 mL离

心管中，加入适量内标工作液（空白血浆不加，以相同

体积纯水替换），涡旋1 min，加入1.3 mL甲醇，振荡

10 min，12 000 r/min离心10 min，取上清液，40 ℃水浴

氮气吹干，加0.9 mL纯水，涡旋30 s复溶，15 000 r/min，

离心10 min，上清液过0.22 μm水系滤膜，进样测定。

1.4 数据处理

采用AB Sciex质谱自带的Analyst 1.6.2软件，对峰面

积进行积分，并计算相关的血浆中利巴韦林质量浓度数

据。用非房室模型药代动力学软件WinNonlin 6.3来处理

血浆中利巴韦林质量浓度-时间数据，计算每只鸡的药代

动力学参数，并计算平均值及标准差。

2 结果与分析

2.1 方法特异性考察结果

在1.3.1和1.3.2节条件下，对空白血浆、标准品、空
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白加标血浆，以及给药后2 h实际样品色谱图进行分析。

如图1所示，本方法前处理简单，色谱柱对利巴韦林保留

效果较好，且不受内源性成分（保留时间4.13 min）的干

扰。利巴韦林保留时间为3.08 min。
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图 1 空白（a）、标准品20 ng/mL（b）、加标500 ng/mL样品（c）

和实际样品（d）典型色谱图

Fig.1 Typical chromatogram of blank (a), ribavirin standard (20 ng/mL) (b), 

plasma spiked with 500 ng/mL (c), and real sample (d)

2.2 方法线性范围、检出限、准确度和精密度

以空白样品配制含利巴韦林5、10、20、100、500、

1 000、5 000 ng/mL质控样品，每个质量浓度2 个平行，

以内标校准峰面积（Y）对校准质量浓度（X，ng/mL）

进行线性拟合，得线性方程Y=0.027 2X＋2.187 5，线性

范围5～5 000 ng/mL。方法检出限、定量限分别以信噪比

3、10 倍计算，检出限和定量限分别为1、5 ng/mL。

设置高、中、低（1 000、100、10 ng/mL）3 个质量

浓度利巴韦林质控样品，每个质量浓度样品重复数为5，

结果如表1所示，利巴韦林的平均回收率为86.4%～97.1%，

批内、批间相对标准偏差均满足定量要求。

表 1 血浆添加利巴韦林回收率及相对标准偏差

Table 1 Linear equations, correlation coefficients, LODs, recoveries 

and relative standard deviations for ribavirin

线性范围/
（ng/mL） 线性方程

相关
系数

检出限/
（ng/mL）

定量限/
（ng/mL）

添加量/
（ng/mL）

回收
率/%

批内相对标准偏差
（n=5）/%

批间相对
标准偏差/%

5～5 000 Y=0.027 2X＋
2.187 5 0.994 7 1 5

10 86.4 13.4 16.9

100 97.1 5.1 6.8

1 000 94.2 6.3 5.2

2.3 蛋鸡体内利巴韦林代谢规律
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图 2 口服给药30 mg/kg后蛋鸡血浆中利巴韦林质量浓度随时间 

变化曲线（n=11）

Fig.2 Mean concentration of ribavirin in plasma of laying hens 

following oral administration of ribavirin at 30 mg/kg BW (n=11)

蛋鸡单剂量口服灌喂利巴韦林30 mg/kg后，以该方

法测定11 只蛋鸡各时间点的血浆中利巴韦林质量浓度，

数据经WinNonlin 6.3软件分析，绘制成血浆中利巴韦林

质量浓度-时间曲线（图2）。利巴韦林吸收迅速，给药

后（1.59±0.74） h即达到最大值，血浆中利巴韦林最大

质量浓度为（2 796.54±1 120） ng/mL，蛋鸡肠道对利巴

韦林的吸收程度不高，药时曲线下面积仅为（AUC0～t）

（10 658.18±2 627.348）（h•ng）/mL。利巴韦林在蛋鸡体

内消除快，血浆消除半衰期（T1/2β）为（2.94±0.90） h，

在 1 0  h 下 降 到 （ 1 3 6 . 6 1 ± 6 7 . 2 8 ）  n g / m L ， 

此后血浆中利巴韦林质量浓度进入平稳期，在34 h低于检

出限。总的来说，蛋鸡对利巴韦林的代谢快，药物的残

留性不高，平均驻留时间为（3.58±0.73） h。

3 讨 论

3.1 方法色谱及质谱条件优化

利巴韦林极性强，且结构与核苷类似，易受到血

浆中的核苷的影响。文献报道，一般采用Agilent SB-

Aq[9]、XDB C18
[10]、Waters HILIC[11]、T3[12]、Atlantis 

dC18
[13]等对极性化合物有一定保留的色谱柱进行利巴韦

林分离。根据实验，利巴韦林在Agilent ZORBAX SB-Aq

（3.0 mm×100 mm，1.8 μm）亲水性色谱柱上保留效

果好，峰形尖锐，且该色谱柱能分离基质中的内源性干
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扰。本方法选择99%的水相作为起始比例，在流动相中

添加了0.1%的甲酸，并提高离子源温度，保证了高比例

水相条件下的有效离子化。此外，实验还对比了甲醇和

乙腈的洗脱效果。结果显示，相比于乙腈，甲醇洗脱能

分离利巴韦林和内源性干扰，且保留效果更好。研究中

还发现，采用甲醇溶解样品上机会产生溶剂效应，色谱

出现双峰，因此，样品提取及复溶试剂均采用纯水。本

方法灵敏度高，线性范围宽，不受基质干扰，前处理方

法简单、经济。

利巴韦林在正离子模式条件下易电离，产生[M＋H]＋  

m/z 245和[M＋Na]＋ m/z 267，加钠峰响应略高，但不稳

定，不宜选用。以[M＋H]＋为母离子进行碎片离子扫

描，m/z 113、m/z 96和m/z 133为主要例子碎片。根据文

献[14]的研究，m/z 113、m/z 133碎片是呋喃核糖和三氮

唑环断裂形成，m/z 96是由三氮唑乙胺中性丢失NH2获

得。根据2002/657/EEC关于确证法4 个确证点的要求，选

取丰度强，干扰小的两对离子对m/z 245/113和m/z 245/96

为定性离子对，同时选取m/z 245/113为定量离子对，并

优化离子源电压、温度等参数。 

3.2 不同动物体内利巴韦林药物代谢规律对比

利巴韦林在蛋鸡体内的药代动力学研究尚属空白，

相关数据的缺失，不利于残留研究中给药剂量、采样时

间点的确认。本研究表明，蛋鸡口服利巴韦林呈现出吸

收快、分布广、消除较快的特点。达峰时间Tmax反映了

药物在机体内的吸收快慢，利巴韦林在蛋鸡体内Tmax为

（1.59±0.74） h。利巴韦林在蛋鸡血浆中的达峰时间与其

在猪[15]和大鼠[16]等动物中的达峰时间相比，并没有太大差

别，均在1～3 h。利巴韦林口服给药的吸收受到肠道首关

效应的影响，生物利用度不高。据报道，利巴韦林的吸收

受到ENT1[17]、CNT2[18]、CNT3[19]的调控。而平衡型核苷载

体和依赖Na＋的浓缩型核苷载体的种属差异并不大。

利巴韦林在不同动物体内的代谢消除差异较

大。利巴韦林在蛋鸡血浆消除半衰期（ T 1 / 2 β）为

（2.95±0.9） h，消除较快。利巴韦林在猪和猴体内的残

留蓄积时间长，消除半衰期分别为23.5 h和8.1 h。猕猴静

脉注射，消除半衰期可达130 h。消除半衰期主要与清除

率和代谢转化有关。研究表明，利巴韦林的代谢转化是

利巴韦林消除的主要途径，通过肾脏代谢消除的部分只

占5%～15%[20]。利巴韦林在动物体内可能的代谢途径有

两条：一条代谢途径是去核糖基化或酰胺水解形成三唑

羧酸代谢物；另一条是可逆的磷酸化途径[13]，涉及多种

酶的作用，包括腺苷激酶，嘌呤核苷磷酸化酶。磷酸化

的活性产物包括利巴韦林单磷酸、利巴韦林二磷、利巴

韦林三磷酸[21-22]。利巴韦林在哺乳动物体内的消除半衰期

比较长，而蛋鸡体内却很短，这提示利巴韦林的残留性

与种属差异有一定关系，还需进一步研究确证。

此外，本研究显示，利巴韦林在蛋鸡体内的代谢

存在较大的个体差异，如9、10号鸡Cmax分别为4 920、

1 485 ng/mL。这可能是由于不同个体对利巴韦林的吸收

程度不同或存在一定的个体生理差异。

4 结 论

本研究建立了蛋鸡血浆中利巴韦林的超高效液相

色谱-串联质谱检测方法，该方法灵敏快速，线性范围

5～5 000 ng/mL，检出限和定量限分别为1、5 ng/mL，

平均回收率为86.4%～97.1%，满足生物样品定量相关要

求，并将此方法应用于蛋鸡体内利巴韦林的代谢规律的

初步研究。
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