
阴离子交换固相萃取<超高效液相色谱<串联质谱法检测猪肌肉中 !7 种喹诺酮类药物!!!马建民$等 !5#"$$ !

实验技术与方法
阴离子交换固相萃取<超高效液相色谱<串联质谱法

检测猪肌肉中 !7 种喹诺酮类药物

马建民!!夏曦5!李晓薇5!丁双阳5

!!9北京农业职业学院畜牧兽医系"北京$!65##5# 59中国农业大学动物医学院"北京$!666"#$

摘$要!目的$建立猪肌肉中喹诺酮类#j(T$药物液相色谱<电喷雾串联四极杆质谱 #-=0%<V*@V*$检测方法%

方法$样品经磷酸盐溶液超声提取碱化后!采用阴离子交换固相萃取# *=)$柱净化提取液!并对目标物质进行富

集!用 -=0%<V*@V* 检测猪肌肉中喹诺酮类药物含量% 试验通过空白基质净化液添加标准品!建立校正标准曲线!

降低基质对离子化的干扰% 结果$!7 种喹诺酮类药品在 8 d!66 !J@UJ的线性范围内均具有良好的线性关系!相

关系数在 69""! 6 d69""" 5 之间!定量限#0,j$为 69588 d79755 !J@UJ!回收率均在 D"9!Eed!6#9#8e之间!相对

标准偏差为 695!ed!69"Ee% 结论$该方法简便"快速"灵敏度高!适用于猪肌肉中喹诺酮类药物的检测需求%
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$$喹诺酮类" NHBCKWKCMT$j(T#药物被广泛应用于
动物养殖中$随着该类药物大量(非科学使用$造成
其在动物体内残留$并通过食物链进入人体$从而
影响人体健康’ 因此$动物体内的 j(T残留检测备
受关注’

动物组织基质复杂$在使用电喷雾离子源检测
动物样品时$基质通常会产生干扰作用’ 通过改善

提取净化方法可以减少基质干扰’ 在喹诺酮类药
物残留检测中$多种固相萃取方法被应用$包括反
相柱 )!* (强阳离子交换柱 )5* (强阴离子交换柱 )7* (免
疫亲和固相萃取柱 )#* (分子印迹固相萃取柱 )8*等’
使用免疫亲和(分子印迹固相萃取柱同时检测的药
物数量较少&使用反相固相萃取柱$有较强的基质
干扰$表现为响应值偏低$变异系数偏大’ 阴离子
交换固相萃取柱$理论上可以和所有 j(T药物的羧
基产生静电吸附$表现出一定的选择性’ 一般此类
药物检测方法是使用酸性有机溶剂提取$蒸干$再
用缓冲溶液溶解后过离子交换柱 )5$7* ’ 本文利用
j(T药物具有酸碱两性$采用酸提碱沉方法提取$不
需要溶剂转换$直接过阴离子交换固相萃取柱$简
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化提取方法’

!$材料与方法
!9!$仪器与试剂

/ZNHBQL-WQ?F=M?RK?AFCZM0%超高效液相色谱
仪(;M̂K<:j 质谱系统( (<)n/=:V<!!! 氮吹仪(
8#!b%@.高速冷冻离心机(,FTBT0 V/;固相萃取柱
"7 AW$D6 AJ#’

诺氟沙星 "(,.#(环丙沙星 "%’=#(洛美沙星
"0,V#(氧氟沙星",10#(培氟沙星"=)1#(依诺沙
星")(,#均购于中国药品生物制品检定所$恩诺沙
星")(.#(沙拉沙星"*/.#(恶喹酸",;,#(氟甲喹
"10-#(达氟沙星"2/(#(二氟沙星"2’1#(麻保沙
星"V/.#均购于 2?_)G?MCTQK?RM?4AP&公司$甲醇
"色谱纯#$甲酸"""e#$磷酸二氢钠(氢氧化钠"均
为分析纯 #$水为 VBWW<Bj 超纯水$磷酸盐溶液%
6968 AKW@0磷酸二氢钠溶液$用磷酸调节至 [&59E’
!95$方法
!959!$样品前处理

准确称取均质后的猪组织 !966 J于 86 AW离心
管中$加入 E AW磷酸盐溶液超声提取 !8 ABC 后$以
!6 666 ?@ABC 离心 8 ABC$收集上清液置于 86 AW离
心管中’ 残留组织用磷酸盐溶液重复提取 ! 次$合
并两次提取的上清液’ 向上清液中加入 !6 AKW@0
氢氧化钠溶液 "6 !W$涡动 ! ABC$超声 !6 ABC$以
!6 666 ?@ABC离心 8 ABC$收集上清液于 86 AW刻度
管中$定容至 56 AW$精密量取 8 AW定容后溶液$超
纯水稀释至 !8 AW$涡动 ! ABC$以 !6 666 ?@ABC 离心
8 ABC$取上清液经固相萃取柱净化’ 净化前依次用
7 AW的甲醇(8e氨水活化固相萃取柱$提取液以
6958 AW@ABC 流速过柱后$先经过 7 AW8e氨水及
7AW甲醇淋洗$再以 7 AW#e甲酸甲醇洗脱’ 洗脱液
在 #8 c条件下用氮气吹干$用 ! AW甲醇<乙腈<水
"! m! mE$!"!"!#复溶$复溶溶液过 6955 !A滤膜
后待测’
!9595$色谱质谱条件

/ZNHBQL-=0%:V X)& %!E 色谱柱 " 59! AAh
!66 AA$!9b !A#&流动相%/液为 69!e甲酸水$X
液为 695e甲酸甲醇&流速 697 AW@ABC$柱温 78 c$
进样体积 !6 !W$样品温度 !8 c$梯度洗脱程序
见表 !’

电喷雾离子源")*’m#%毛细管电压 698 Un$锥
孔电压 5# n$萃取电压 7966 n$电离源温度 !86 c$
脱溶剂温度 886 c$锥孔气流速 86 0@&?$脱溶剂气
流! 666 0@&?$二级碰撞器 69!D AW@ABC’ 质量分析
器 !"母离子选择#%低端分辨率 59E$高端分辨率

$$ 表 !$-=0%流动相梯度洗脱条件

表 !$-=0%J?FSBMCQ[?KJ?FARK?QGMFCLWLTBTKRj(T
时间
"ABC#

流速
"AW@ABC#

流动相 /
"e#

流动相 X
"e# 曲线

6 697 "8 8 D
698 697 E6 56 D
8 697 D6 #6 D
898 697 6 !66 D
D98 697 6 !66 D
D9D 697 "8 8 !
" 697 "8 8 D

注%曲线+D,表示线性变化$+!,表示立即变化

!#9b&离子能量 698 n’ 质量分析器 5 "子离子选
择#%低端分辨率 59E$高端分辨率 !#9b&离子能量
69" n’

5$结果
59! 样品前处理条件的选择

j(T的基本结构见图 !’ j(T药物结构决定其
可溶解在酸@碱水溶液中’ 因此利用 j(T酸碱两
性$采用酸提碱沉方法提取$减少共提物质$超声提
取可起到沉淀蛋白作用’

图 !$喹诺酮基本结构
1BJH?M!$:GMPFTBZTQ?HZQH?MKRjHBCKWKCM

固相萃取柱属于阴离子交换与反相混合机理
的固相萃取柱$与 j(T药物 7 位羧基产生静电吸
附’ 离子作用速度较慢$流速过快$诺氟沙星(依诺
沙星(环丙沙星(二氟沙星回收率较低’ 提取液中
离子强度也影响药物的吸附$本试验取 !@# 的提取
液稀释后过柱降低离子强度’

取空白样品过柱前提取液$向提取液中加入
!66 !J@UJ标准溶液$漩涡混匀后静置 !8 ABC$使药
物在提取液中状态接近真实提取情况&取固相萃取
柱 5 个$串联$上面标注柱 !$下面标注柱 5$用 7 AW

的甲醇(8e氨水活化$样品过柱后分开洗脱’ 柱 !(
柱 5 分别用 !959! 中净化方法净化$连续收集甲醇
淋洗液(#e甲酸甲醇洗脱液$每次 ! AW$测定淋洗液
及洗脱液中药物响应值’ 结果表明%柱 !(柱 5 淋洗
液(柱 5 洗脱液中均未检测到药物$仅在柱 ! 的洗脱
液中检测到药物&药物主要在柱 ! 的前 WAW洗脱液
中$最后 ! AW洗脱液中仅检测出了沙拉沙星(二氟
沙星(恶喹酸(氟甲喹(洛美沙星及环丙沙星且都不
足前 ! AW的 7e’ 因此$推测 !66 !J@UJ药物没
$$
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有出现穿透现象$可用 7 AW甲醇淋洗及 7 AW#e甲
酸甲醇洗脱’
595$流动相的选择

使用酸性甲醇<水作为流动相$色谱图峰形对
称$而且有机相比例高$可以降低毛细管电压及脱
溶剂温度$所以本试验选用酸性甲醇<水作为流动相
梯度洗脱’ 出峰是时间 59D8 dD975 ABC$!7 种药物
除氧氟沙星(培氟沙星(依诺沙星没有达到完全分
离$其他 !6 种药物均达到基线分离’

597$母离子和子离子的选择
用初始流动相稀释各个喹诺酮单标$对每个单

标进行全扫描$确定每种喹诺酮类药物的母离子质
量数$然后分别对子离子及碰撞能量进行优化$从
中选出丰度最高时所对应的碰撞能量值作为最佳
碰撞能量$选择两个丰度比较高的子离子作为定性
和定量离子$建立多离子反应监测"V.V#模式$各
种喹诺酮类药物的质谱采集参数见表 5$总离子色
谱图见图 5’

表 5$喹诺酮类质谱采集参数(线性关系及定量限"0,j#和检出限"0,2#

:FPWM5$=F?FAMQM?TRK?V*<V* SMQMZQBKC$0BCMF??FCJM$ ZK??MWFQBKC ZKMRRBZBMCQ$ WBABQTKRSMQMZQBKC FCS NHFCQBRBZFQBKC KR

!7 QL[MTKRNHBCKWKCMT"j(T#

j(T
母离子
":"I#

锥孔电压
"n#

碎片离子"碰撞能量 Mn#
":"I# 标准曲线

相关系数
"##

线性范围
"!J@UJ#

0,j
"!J@UJ#

0,2
"!J@UJ#

,;, 5D596 5# 5##96"!E# 5!D96"5E# 6f"!!#98Cm7!!89b 69""E # 8 d!66 696"! 69767

10- 5D59! 5D 5##96"!E# 56596"75# 6f!7DEbCm77##9! 69""" 5 8 d!66 69!5" 69#7!

(,. 7569! 77 76596"!"# 57796"58# 6f#ED9!!Cm7D79b! 69""5 D 8 d!66 69""b 79755

)(, 75!9! 75 7679!"56# 57#96"55# 6f7b#b97Cm55b#98 69""8 ! 8 d!66 69!## 69#E6

%’= 7759! 5! 7!#9!"55# 57!9!"7E# 6f!!!76Cm#b7b 69""b D 8 d!66 696bD 69588

=)1 77#9! 7# 7!D9!"56# 5"69!"!E# 6f8bDE9bCm77!b9" 69""8 D 8 d!66 696"b 69757

0,V 7859! 7! 76E9!"!D# 5D89!"55# 6f7E589ECm!8E79E 69""b # 8 d!66 69577 69bbE

2/( 78E95 7# 7#695"57# "D96"58# 6f#!##Cm7!679D 69""5 D 8 d!66 69#D8 !988!

)(. 7D695 7# 7!D9!"56# 5#896"5D# 6f87D"9DCm76689# 69""8 E 8 d!66 69!7E 69#8"

,10 7D59! 76 7!E9!"56# 5D!9!"5D# 6f!"585Cm""759D 69""D 8 8 d!66 69756 !96DD

V/. 7D79! 5# 75696"!8# b596"5!# 6f!7#76Cm!!6"7 69""! 6 8 d!66 698D# !9EE!

*/. 7ED95 77 7#59!"56# 5""9!"5b# 6f!76#7Cm8#"!97 69""b D 8 d!66 69#8! !9868

2’1 #6695 7b 78D9!"!"# 5""96"76# 6f!6"7ECmDDE#9" 69""8 6 8 d!66 696EE 695"5

注%+$$$, %定量离子

图 5$标准品色谱图"!6 !J@0#

1BJH?M5$’KCBZZG?KAFQKJ?FAKRTQFCSF?S FQ!6 !J@0

59#$方法学验证
59#9!$标准曲线

取 8 份空白样品$将每份空白样品经过提取和

净化后$在洗脱液中添加浓度为 6( 8( !6( 86 和
!66 !J@UJ混合标准溶液$样品按上述方法处理后$
计算得到标准曲线及相关参数$见表 5’ 与溶剂标
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准品比较$只有恶喹酸没有基质干扰作用$诺氟沙
星表现轻微基质抑制$其它药物表现基质增强作
用’ 因此需采用阴性样品基质添加标准曲线定量’
59#95$方法的检出限和定量下限

通过向阴性样品中添加 j(T来考察方法的检

出限"*@(f7#(定量限"*@(f!6#’ 猪肌肉中各种
j(T药物的方法检出限和定量限见表 5’ 图 7 为
!7 种喹诺酮空白猪肌肉样品加标色谱图’ !7 个通
道中并未发现明显杂质干扰’

图 7$猪肌肉加标样品色谱图"#6 !J@0#

1BJH?M7$%G?KAFQKJ?FATKRT‘BCMAHTZWMFQ#6 !J@0‘BQG !7 j(T

59#97$方法回收率及精密度
取空白猪肌肉$分别添加 56(#6(!66 !J@UJ混

合标准品$按 !959! 样品前处理方法进行处理$做回

收率试验$结果见表 7’ !7 种 j(T的回收率在
D"9!Eed!6#9#8e之间$能够达到比较满意的回收
率$方法的重现性也在可接受范围内"H<0q!8e#’

表 7$方法的回收率"猪肌肉#

:FPWM7$:MTQKR?MZK̂M?BMTFCS BCQM?<SFL[?MZBTBKC"T‘BCMAHTZWM#

药物

添加量"!J@UJ#
56 #6 !66

回收率
"e#

日内
H<0"e#
" 1 fD#

日间
H<0"e#
" 1 f!E#

回收率
"e#

日内
H<0"e#
" 1 fD#

日间
H<0"e#
" 1 f!E#

回收率
"e#

日内
H<0"e#
" 1 fD#

日间
H<0"e#
" 1 f!E#

,;, bD9# 69D! 595! bD9bD 69#D !98! bD9!7 6977 !98"

bD9EE 595b bb9ED 596b b89D5 !9!6

bD957 597b bb9#8 !96b b89!E 5957

10- b8965 89!7 b97E b596D 79E" D9#7 bb97! 59b8 D986

b69"b 89!7 b#977 !96" b696# b96#

bD9#" D987 bE9!8 b9E8 b797" !9""

(,. E79#7 b9#b D98" ED9D! b9D# D9!" b"98# !9DE 79DD

E796b D9#8 E89#E 79E8 b"9D7 897E

b"9"5 59E" E695# #965 E!957 59b7

)(, bE95D 59b7 E9!E E69b7 695! b9E7 bb9bE 798b D96D

ED97D E956 ED98# !69"E E598D D96E

bE9"8 D9#5 b"9#! 897" b"9D5 D9DE

%’= E59"# 598# #9!7 E#9#6 !9"5 #9!b E!9E! !97D !9"6

E#9"# 89#5 ED9"8 89b5 E!9b7 !9b!

E595! 597D E59#b 5978 E59Db 5986
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续表 7

药物

添加量"!J@UJ#
56 #6 !66

回收率
"e#

日内
H<0"e#
" 1 fD#

日间
H<0"e#
" 1 f!E#

回收率
"e#

日内
H<0"e#
" 1 fD#

日间
H<0"e#
" 1 f!E#

回收率
"e#

日内
H<0"e#
" 1 fD#

日间
H<0"e#
" 1 f!E#
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2/( "59#5 #956 #97E "#9E# 79!E #95! "6988 595D 59b7
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"b9"# 5985 "E988 5985 "D955 !95"
"896! 79E! "#9!7 #9E# "b96b 69"8

,10 "!9!b D9"" b957 "8956 8976 b95# EE968 79b8 #97b
"D9DE D97" "b985 "9!8 "5987 !9"5
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V/. EE955 !9"b 59!D Eb96" !9#" !9D" E"9!6 !96D 59!6
ED9DD !9bD Eb9E7 69D! ED9## 5985
EE9b" !9"8 EE9"6 595b EE9!7 !985

*/. b6977 69E5 !967 D"9ED 69D5 69E# b69D" 69## 69"5
D"9DE 69#D D"9"5 698" D"9E# 69b6
b698D 69bD b69#b 69b8 b69#7 69E!

2’1 "898D !975 596" "#9E6 !966 69ED "D9!8 69b! 5958
"#985 !96! "89!E 698b "#9#E !987
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7$小结
本研究采用阴离子交换固相萃取$结合 -=0%<

V*@V* 技术建立了猪肌肉中 !7 种 j(T多残留同时
分析方法’ 本方法简便(可靠$灵敏度满足国际上
对猪肌肉中 j(T残留限量的要求’
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关于 ($(<二乙基乙醇胺等 58E 种食品包装材料用添加剂名单的公告
56!7 年 第 8 号

$$ 根据(食品安全法)及其实施条例的规定!按照(关于开展食品包装材料清理工作的通知) #卫监督发
*566"+!6E 号$的要求!经组织专家评估!现公布 (!(<二乙基乙醇胺等 58E 种食品包装材料用添加剂名单%

特此公告%
附件’(!(<二乙基乙醇胺等 58E 种食品包装材料用添加剂名单_[SR$#略$

国家卫生和计划生育委员会
二〇一三年四月十日$


