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实验技术与方法
超高压液相色谱+电喷雾串联四极杆质谱内标法
同时测定禽类食品中 ## 种喹诺酮类药物

刘柏林!谢继安!赵紫微!王秀莉!单晓梅
!安徽省疾病预防控制中心"安徽 合肥$!%-2-#$

摘$要!目的$建立同时测定禽类食品中 ## 种喹诺酮类药物残留量的超高压液相色谱+电喷雾串联四极杆质谱
#?)QX+aB:+NB5NB$分析方法" 方法$鸡肉和鸡蛋样品经 #f乙酸乙腈##n#--!G&G$混合液提取!冷冻离心与正己

烷脱脂净化!以 #- PPCV5Q乙酸铵#含 -.#f甲酸$+甲醇为流动相!采用电喷雾电离!正离子扫描!多离子反应监测
#N/N$模式!基质匹配同位素内标!标准曲线法定量" 结果$## 种喹诺酮类药物在 -.-" c"-.- !D5Q的浓度范围

内线性良好!相关系数 L!"-.443 ’!检出限范围为 -.-" c-.#- !D5mD!平均回收率为 1!.’f c#-’.%f!相对标准

偏差小于 #".-f" 结论$该方法的样品前处理过程简单!净化效果好!减少了基质效应的影响!适用于大批量禽类

食品中喹诺酮类药物残留量的快速测定"

关键词!超高压液相色谱+电喷雾串联四极杆质谱& 喹诺酮& 鸡蛋& 鸡肉& 同位素内标& 兽药残留& 食品污染物&

检测
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Z9 ĈHD9YHZoH<=Z>Z<Z>‘I<=<VW\>\C8oH>=CVC=I\[ ĤD Î\>[HI\>= YCHVẐW8CC[&
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$$喹诺酮类# oH>=CVC=I\"OE\$药物是一类人工合
成的抗菌药"具有抗菌谱广’高效’低毒’组织穿透
力强’价格低廉等优点 (#) "广泛用于禽兽及水产养
殖疾病的治疗和预防* 过量使用会导致药物在动

物体内蓄积"现已报道动物源性食品中已有检
出 (!+%) "对人类的健康构成了危害"残留问题已引起

人们的广泛关注* 联合国粮农组织5世界卫生组织
食品添加剂专家联合委员会’欧盟已制定了多种喹
诺酮类药物在动物组织中的最高残留限量 (’) "美国

食品和药物管理局规定了家禽肉中的部分喹诺酮
类药物限量"我国农业部公告第 !%" 号 (")对达氟沙

星’二氟沙星’恩诺沙星’氟甲喹’恶喹酸’沙拉沙星
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制定了最高残留限量*
检测喹诺酮类残留的常见方法有高效液相色

谱#*)QX$法 (2+3) ’高效液相色谱+串联质谱#*)QX+
NB5NB$法 (1+##) * *)QX+NB5NB 具有选择性强’灵
敏度高等特点"成为喹诺酮类残留分析的首选方
法"当前现行检测喹诺酮类残留的国家标准方法为
液相色谱+串联质谱 #QX+NB5NB$法 (#!+#’) * 但多数
方法采 用外标 法定量" 内标法定 量报 道 比 较
少 (#"+#1) * 外标法定量存在很强的基质干扰问题*

本试验在前人研究的基础上"建立了超高压液相色
谱+串联质谱 #?)QX+NB5NB$法同时检测禽类食品
中 ## 种喹诺酮类药物残留的方法"该方法采用同位
素内标法定量"且每个化合物均有对应的同位素内
标"解决了几个化合物共用同一同位素内标带来的
校正偏差的问题"有效校正了基质效应所引起的定
量误差"降低了样品在提取’净化等过程中待测物
的损失"大大提高了分析效率"保证了检测结果的
准确性"适合大批量样品中喹诺酮类药物残留的快
速测定*

#$材料与方法
#.#$主要仪器与试剂

0XO?:@;@N ?)QX超高压液相色谱仪’AagU
@ONB 串联质谱仪’1-#-F样品均质杯均购自美国
K<ZÎ\"N>VV>+O超纯水系统"漩涡混匀器*

## 种喹诺酮类标准物质%氧氟沙星 #X0B%
1!’#4+%2+#$’培氟沙星 #X0B%3-’"1+4!+% $’诺氟沙
星#X0B% 3-’"1+42+3 $’环丙沙星 #X0B% 1"3!#+%%+
#$’洛美沙星 #X0B%41-34+"#+3$’达氟沙星 #X0B%
##4’31+""+2$’双氟沙星#X0B%4#!42+12+"$’恩诺沙
星#X0B%4%#-2+2-+2 $’氟甲喹 #X0B%’!1%"+!"+2 $’
恶喹酸 #X0B%#’241+!4+’$’沙拉沙星 #X0B%41#-"+
44+1$均购自德国 (̂&a9 Î=\ZĈ8Î&## 种同位素内标
准物质%氧氟沙星+(% #X0B%##3%#’3+4#+"$’培氟沙
星+(" #X0B% #!!1#1!+"#+# $’ 诺氟沙星+(" #X0B%
#-#"1"2+"3+#$’环丙沙星+(1 #X0B%##%--"-+%"+4$’

洛美 沙 星+(" #X*-!#+!" $’ 达 氟 沙 星+(% #X0B%
#!#321%+""+-$’双氟沙星+(% #X0B%##3%-!#+14+-$’

恶喹酸+("#X0B%##1414-+41+4$均购自百灵威科技"

恩诺沙星+(" #X0B% ##3%-!#+4!+" $’沙拉沙星+(1
#X0B%#%"!134+"!+3$均购自德国 (̂&a9 Î=\ZĈ8Î"

氟甲喹+#%X% #X0B%##1"-’4+-4+""美国 @/X$&甲醇’

甲酸’乙腈’氨水’乙酸铵均为色谱纯*
#.!$方法
#.!.#$标准溶液的制备

标准储备液%分别称取适量的标准物质及同

位素内标物质"用甲醇溶解"并定容至刻度"配制
成 #-- !D5PV的标准储备液"避光保存于 j!- e

冰箱*
混合标准工作液%分别准确移取上述标准储备液

#- !V移至 #- PV容量瓶中"用 "f甲醇水溶液 #含
-.#f甲酸$稀释至刻度"混匀"配制成 #-- =D5PV的
混合标准工作液&分别准确移取上述同位素内标标准
储备液 #- !V移至 #- PV容量瓶中"用 "f甲醇水溶
液#含 -.#f 甲酸 $ 稀释至刻度" 混匀" 配制成
#-- =D5PV的混合内标工作液"现配现用*

标准系列应用液%分别准确移取上述混合标准
工作溶液 # #-- =D5PV$ "’ #-’ "-’ #--’ !--’ "--’
# ---’" --- !V移至 #- PV容量瓶中"加入 "-- !V混
合内标工作液"用 "f甲醇水溶液 #含 -.#f甲酸$

定容至刻度"配制成 -.-"’-.#’-."’#.-’!.-’".-’
#-.-’"-.- !D5Q的标准系列应用液*
#.!.!$样品前处理

鸡肉样品经高速组织捣碎机均匀绞碎"用四分
法缩分出适量样品"均分成两份"转入清洁容器内"

加封后作出标记"一份用于分析"另一份用于留样"

于 j!- e条件下保存* 鸡蛋样品去壳混合均匀"转
入清洁容器内"加封后作出标记"一份用于分析"另
一份用于留样"于 j!- e条件下保存*

准确称取 !.- D#精确到 -.-# D$均质样品置
于 "- PV具塞离心管中"加入 "- !V同位素混合内
标工作液"涡旋混匀"再加入 #- PV#f乙酸乙腈
##n#--"G&G$ "涡旋 # P>="超声波提取 #- P>="
’ e #- --- 5̂P>= 离心 " P>="取上清液于另一个离
心管中* 残留物再重复提取一次"合并两次提取
液"加入 ".- D无水硫酸钠"’ e #- --- 5̂P>= 离心
" P>= 后取上清液于 ’- e下氮气吹干* 准确加入
#.- PV"f甲醇水溶液#含 -.#f甲酸$"涡旋振荡溶
解残留物"冷冻离心后 # ’ e #- --- 5̂P>= 离心
" P>=$"取上层液"再加入 !.- PV正己烷"涡旋混合
%- \"转移至 #" PV具塞离心管中"" --- 5̂P>= 离心
" P>="弃去上层"下层液体经 -.’" !P滤膜过滤"供
?)QX+NB5NB 测定*
#.!.%$仪器条件

?)QX%色谱柱为 K<ZÎ\07oH>ZW@N ?)QXTa*

X#1柱#!.# PPk#-- PP"#.3 !P$"柱温 ’- e"样品
室温 度 #- e" 进 样 体 积 #- !V" 流 动 相 0 为
#- PPCV5Q乙酸铵 #含 -.#f甲酸$’流动相 T为甲
醇"流速 -.% PV5P>="梯度洗脱条件见表 #*

质谱%离子源为电喷雾离子源#aB:$"电离模式
为 aB:l"检测方式为多反应监测 #N/N$"毛细管
电压 %.1 mg"离子源温度 #"- e"脱溶剂气温度
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$$$$ 表 #$?)QX梯度洗脱条件
@<]VI#$?)QXD̂<[>I=ZIVHZ>C= 7C=[>Z>C=

时间5P>= 流速5#PV5P>=$ 流动相 05f 流动相 T5f

-.-- -.%- 4-.- #-.-

’."- -.%- 2-.- ’-.-

3.-- -.%- ".- 4".-

1.-- -.%- ".- 4".-

1."- -.%- 4-.- #-.-

4."- -.%- 4-.- #-.-

"-- e" 脱 溶 剂 气 流 量 1-- Q59" 碰 撞 气 流 量
-.#% PV5P>=* 待测物的母离子’子离子及对应的碰
撞能量’锥孔电压见表 !*
#.!.’$加标回收率试验

分别称取已绞碎均匀的阴性样品 !.- D#精确
到 -.-#D$于 % 个 "- PV离心管中"分别按 #.-’".-
和 #-.- !D5mD浓度添加 ## 种喹诺酮混合标准工作
液"提取步骤同 #.!.! 样品前处理*

表 !$## 种喹诺酮类药物及同位素内标的质谱分析参数
@<]VI!$NB+NB 7C=[>Z>C=\8ĈZ9I<=<VW\>\C8IVI‘I= 7CPYCH=[\<=[ >=ZÎ=<V\Z<=[<̂[\

待测物 保留时间5P>= 母离子5#5&J$ 子离子5#5&J$ 碰撞能量5Ig 锥孔电压5g

氧氟沙星 %.4’ %2!.% %#1.%$ 5!2#.! !- 5!2 ’2
氧氟沙星+(% %.4% %2".% !2#.!$ !1 ’1

培氟沙星 %.41 %%’.% !%%.!5!4-.%5%#2.%$ !2 5#15!! ’1
培氟沙星+(" %.43 %%4.% !%1.!5!4".%$ !2 5#1 ’2

诺氟沙星 ’.## %!-.% !32.!5%-!.%$ 5!%%.! #1 5!!5!’ "-
诺氟沙星+(" ’.-4 %!".% !1#.%5%-3.%$ 5!%1.! #1 5!-5!2 "-

环丙沙星 ’.!3 %%!.% !’".!5!11.%5%#’.%$ !’ 5#35!- ’1
环丙沙星+(1 ’.!’ %’-.’ !’4.!$ !2 ’1

达氟沙星 ’.%4 %"1.% %’-.%$ 542.# !2 5!" ’’
达氟沙星+(% ’.’# %2#.% %’%.%$ 1".! !’ 5’- "-

恩诺沙星 ’.’! %2-.’ %#2.’$ 5!’".!5%’!.% !- 5!25!! ’’
恩诺沙星+(" ’.%4 %2".’ !’".!$ !1 ’’

洛美沙星 ’."" %"!.% !2".!$ 5%-1.%5!%3.# !’ 5#15%’ "!
洛美沙星+(" ’."% %"3.% !3-.!$ 5%#%.%5!%1.# !2 5#15%’ "!

双氟沙星 ’.32 ’--.% %"2.’$ 5!44.!5%1!.% !- 5!15!" ’2
双氟沙星+(% ’.3" ’-%.% %"4.’$ 5!44.!5%1".% !- 5%-5!" ’2

沙拉沙星 ’.14 %12.% %’!.%5!44.%5%21.%$ !- 5!15!! ’’
沙拉沙星+(1 ’.13 %4’.% %"-.’5%-%.%5%32.’$ !- 5%-5!’ ’2

恶喹酸 ".4- !2!.! !’’.!$ 5!#2.# !- 5!1 %’
恶喹酸+(" ".11 !23.! !’4.!$ 5#2#.#5!#3.! !- 5%25%- %’

氟甲喹 2.24 !2!.! !’’.!$ 5!-!.#5!#2.# #1 5%!5%- %’
氟甲喹+#%X% 2.24 !2".! !’3.#$ 5!-".# #1 5%! %’

注%$为定量离子

!$结果与分析
!.#$流动相的选择

本试验比较了 -.#f甲酸水+乙腈’" PPCV5Q乙
酸铵 #含 -.#f甲酸 $+乙腈’ -.#f甲酸水+甲醇’
-.#f甲酸水+甲醇乙腈溶液#’-n2-"G&G$’" PPCV5Q乙
酸铵#含 -.#f甲酸$+甲醇’#- PPCV5Q乙酸铵 #含
-.#f甲酸$+甲醇等 2 个流动相体系对分离的影响*
据文献 (1)报道"流动相的 Y*值对喹诺酮类药物的
分离和保留具有明显影响"使用纯水为流动相时"
## 种喹诺酮类药物不能完全分离"其中氟甲喹和恶
喹酸几乎是同一时间出峰"加入少量的甲酸控制流
动相的 Y*值"不仅能提高待测物分离度"还能提供
质子"提高正离子的灵敏度"试验比较了不同浓度
甲酸对灵敏度的影响"甲酸含量为 -.#f时"## 种喹
诺酮类药物的峰强度最大"增加甲酸含量"峰强度
几乎不变"故选用 -.#f甲酸水* 水相中加入电解
质乙酸铵"在保持较好分离度的前提下改善了离子

峰的峰形"可以获得对称性好的色谱峰&另外"正离
子模式下"与乙腈相比"甲醇能提供质子"增加离子
强度"提高灵敏度&因此采用 #- PPCV5Q乙酸铵#含
-.#f甲酸$+甲醇作为流动相"使用表 # 的梯度洗
脱"实现了## 种喹诺酮的完全分离"且各峰形尖锐’
对称性好#见图 #$*
!.!$样品前处理的优化

FT5@!-%22!!--20动物源产品中喹诺酮类残
留量的测定 液相色谱+串联质谱1 (#!)采用 !f甲酸
乙腈提取"乙腈饱和"正己烷脱脂"过微孔滤膜进
样&FT5@!#%#!!!--30动物源性食品中 #’ 种喹诺
酮药物残留检测方法 液相色谱+质谱5质谱法1 (#%)

采用 -.# PCV5Qa(@0+N7VV‘<>=I#a(@0为乙二胺四
乙酸二钠"N7VV‘<>=I为 -.# PCV5Q柠檬酸溶液与
-.! PCV5Q磷酸氢二钠溶液的混合缓冲液$缓冲溶液
提取"*QT柱净化* 本试验在国标基础上"对样品
的前处理进行优化"分别考察了乙腈’#f乙酸乙腈
## n#--" G&G$’ -.# PCV5Q a(@0+N7VV‘<>=I缓 冲
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图 #$## 种喹诺酮标准物质及同位素内标的色谱图#浓度为 ".- =D5PV$
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溶液’乙腈与 -.#PCV5Qa(@0+N7VV‘<>=I缓冲液 ’ 种
提取溶剂的提取效果* 结果显示"采用 -.# PCV5Q
a(@0+N7VV‘<>=I缓冲溶液提取样品时"提取液浑浊
且黏稠"杂质多"易堵塞 *QT柱"向缓冲溶液中加入
乙腈"沉淀蛋白"提取液变澄清"随乙腈含量的增
加"沉淀蛋白效果明显"但使用 *QT柱净化时"提取
液需要稀释以降低乙腈含量"过程繁琐* 另外"喹
诺酮类药物是两性化合物"在纯乙腈中加入乙酸有
利于待测物溶解在提取液中"提高回收率"本试验
优化了乙酸的含量"发现使用 #f的乙酸时"待测物
的加标回 收率最高& 因此" 采用 #f 乙酸乙 腈
##n#--"G&G$进行提取*

动物源性食品中脂肪含量高"往往会影响回收
率和测定结果的稳定性"用乙腈提取时"许多干扰
物也会被提取出来"油脂是主要干扰物"为了去除

基质中的脂肪类干扰物"采用高速冷冻离心除脂
法"在低温状态下脂肪粒以固体状态从溶液中析
出"以达到净化分离效果* 复溶后"加入正己烷液
液分配除去不饱和脂肪酸类油脂杂质"冷冻离心与
正己烷脱脂两个净化步骤相结合"能有效地去除样
品中的油脂类干扰物*
!.%$基质效应的消除

在应用 ?)QX+NB5NB 测定基质复杂样品时"基
质通常对分析物的离子化具有增强或抑制效应"可
能严重影响定量的准确性 (#4) * 本试验考察了基质
效应对喹诺酮类药物的影响"以阴性样品提取液作
为溶剂"配制 ".- =D5PV的混合标准工作液"测定其
峰面积为 0&以初始流动相为溶剂"配制 ".- =D5PV
的混合标准工作液测定其峰面积为 T* 基质效应
,;#f$ iD&"k#--f (!-) "其中 Nah#--f为基质
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增强效应"Na,#--f为基质抑制效应 (!#) * 表 % 可
以看出"样品提取液对目标化合物存在一定的基质
影响* 本方法选取 ## 种待测物同位素内标校正"按
照 #.!.! 样品前处理的方法进行处理"制定标准曲
线"由于样品溶液有已知浓度的内标"从而减少了
样品基质效应的影响"确保方法的灵敏度’重现性
和定量分析准确性*

表 %$## 种喹诺酮类药物的线性方程’相关系数’

检出限及基质效应

@<]VI%$Q>=I<̂IoH<Z>C=" 7Ĉ̂IV<Z>C= 7CI88>7>I=Z" QU(
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待测物 线性方程
相关系数
L!

检出限
5#!D5mD$

基质效
应5f

氧氟沙星 >i-.%1#!%l-.-#-# -.444 ’ -.-" #’2

培氟沙星 >i-.%21%%l-.-#%’ -.444 " -.-" #"’

诺氟沙星 >i-.!’1!%l-.--"" -.444 ’ -.-" #3%

环丙沙星 >i!.#21-%l-.##"! -.443 ’ -.#- #"!

达氟沙星 >i-.-42#%l-.-%#! -.444 2 -.-" 4’

恩诺沙星 >i#.--1-%l-.-22% -.444 - -.#- ##-

洛美沙星 >i-.!!%"%l-.-#-! -.444 3 -.-" #2%

双氟沙星 >i-.#2’1%l-.--%2 -.444 4 -.-" #!"

沙拉沙星 >i-.!3#1%l-.-#%- -.444 3 -.-" 11

恶喹酸 >i-.#’%!%l-.--4’ -.444 1 -.-" #’3

氟甲喹 >i-.#34’%l-.-#"3 -.444 3 -.-" #%4

!.’$线性关系’检出限’精密度和回收率
选取阴性空白样品"加入标准系列应用液"按

照 #.!.! 样品前处理的步骤进行处理"上机测定"以
待测物峰面积#>$为纵坐标"质量浓度#%"!D5Q$为
横坐标"绘制标准曲线"得到线性回归方程 #见表
%$"各待测物的浓度在 -.-" c"-.- !D5Q的范围内
与其峰面积呈良好的线性关系"相关系数 L! 均"
-.443 ’*

添加 -.-" !D5mD浓度时"各待测物峰的信噪比
#)&K$均大于 %"故将其定为检出限&定量限定义为
在获得理想的回收率和标准偏差条件下"可以检测
到的样品溶液中目标化合物的最低浓度 (4) "本方法
的定量限为 -." !D5mD"该浓度下的添加回收率与
相对标准偏差 #L)M$ 均能够满足 FT5@!3’-’!
!--10实验室质量控制规范 食品理化检测1 (!!)的相
关要求*

我国农业部 !--! 年 !%" 号公告 (")中限量标准
最严的是沙拉沙星"其限值为 #-.- !D5mD* 按此限
量标准进行加标试验"考察该方法是否满足各化合
物标准限值"称取 !.- D#精确到 -.-# D$阴性样品"
添加混合标准工作液"使加标水平分别达到 #.-’
".- 和 #-.- !D5mD"加入混合内标工作液"按照
#.!.! 样品前处理方法进行处理"上机测定"每个添
加水平进行 % 次平行测定* 结果如表 ’ 所示"回收
率范围为 1!.’f c#-’.%f"L)M范围为 #.-f

c#’.2f*

表 ’$样品中 ## 种喹诺酮类残留的加标回收率及

精密度#( i%$

@<]VI’$/I7C‘Î>I\<=[ Z9I ÎV<Z>‘I\Z<=[<̂[ [I‘><Z>C=

C8IVI‘I= <=<VWZI\>= Z9I<7ZH<V\<PYVI\

食品
名称

待测物

添加量
#.- !D5mD

添加量
".- !D5mD

添加量
#-.- !D5mD

回收
率5f

L)M
5f

回收
率5f

L)M
5f

回收
率5f

L)M
5f

鸡蛋

鸡肉

氧氟沙星 43.% !.2 44.! %.’ 4’.% 4.%

培氟沙星 4#." 2.’ #--.2 ’.3 #-#.3 !.’

诺氟沙星 #-!." #.- 4".# 2.2 43.1 #."

环丙沙星 12.3 3.! 1!.’ 3.% 41.4 %.#

达氟沙星 4%.! #’.2 #-%.’ %.! 41.3 1.!

恩诺沙星 1%.3 %.2 42.1 1.1 13.! 2.-

洛美沙星 44.- %." #-%.4 %.- 4-.1 3.-

双氟沙星 1".% ##.’ 14.4 3.- 1’.1 %.!

沙拉沙星 13.% 2.3 12." 1.% 1".% !.3

恶喹酸 42." #.’ 43.’ ".2 #-!." %.-

氟甲喹 #-’.% !.! #-%.# #.’ #-#.1 #.%

氧氟沙星 #--.! ".! 4".4 "." 43.! !.3

培氟沙星 4%.- %.- #-%.’ ".- #-#.- %.!

诺氟沙星 43." #-.3 #--.’ !.3 #-!.3 ’.#

环丙沙星 44.- ".- 11.! 1.% 4#." 4.’

达氟沙星 4%." #%.2 41." %.! #-#.2 2.-

恩诺沙星 41.1 4.# 41.1 ’.1 4#.3 1.2

洛美沙星 4".! 2.1 43.’ #.! #--.3 #."

双氟沙星 14.3 3.- 12.4 %.1 13.3 !.’

沙拉沙星 41.- ’." 4%.3 ".3 13.4 %.2

恶喹酸 42.1 #." #--.# #.’ #-#." #.#

氟甲喹 4".1 #.2 #-#.# #." 44.’ !.’

!."$实际样品的测定
应用本方法分别测定鸡肉与鸡蛋样品"结果发

现"样品中检出恩诺沙星’氧氟沙星’环丙沙星和诺
氟沙星"其余各组分均未检出"实际检出率低于
#-f(鸡肉为 2.1f#2511$"鸡蛋为 1.1f#351-$)"
含量为 #.3" c’!.4 !D5mD"均未超出农业部 !--! 年
!%" 号公告 (")中限量标准*

%$小结
本试验建立了禽类食品中 ## 种喹诺酮类残留

检测的?)QX+NB5NB 分析方法* 通过对?)QX条件
和样品前处理条件的优化"采用 #f 乙酸乙腈
##n#--"G&G$提取样品"冷冻离心与正己烷脱脂两
步净化和同位素内标法补偿基质效应"使得方法的
灵敏度’准确度和精密度均能满足兽药残留分析要
求* 本方法样品前处理简单"回收率高"适合批量
样品的快速测定*
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