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摘(要!目的(建立动物源性食品中 ? 种氟喹诺酮类药物%麻保沙星!诺氟沙星#环丙沙星#达氟沙星#恩诺沙星!

二氟沙星!噁喹酸!氟甲喹&残留的高效液相色谱检测法" 方法(样品用 I4/$03BLLaJKON缓冲溶液提取!,I,0; 固

相萃取柱净化!o2"c$]1)? %%:* !!t;.& !!!. %!&分离!荧光检测器检测!外标法定量" 结果(麻保沙星!噁喹

酸!氟甲喹配制标准品浓度在 <& e<*& %P@8!其余 . 种在 ). e)?& %P@8范围内线性关系良好!相关系数均 l&:’’!

诺氟沙星!环丙沙星!恩诺沙星!二氟沙星的检出限为 ; %P@RP!达氟沙星的检出限为 &:. %P@RP!麻保沙星!噁喹酸!

氟甲喹的检出限为 ? %P@RP!各种组分回收率在 EE:*g e’?:<g之间!相对标准偏差为 ;:?g e’:%g" 结论(该方

法操作简单!准确度和精密度高!对人体危害较小!能够满足不同基质检测的需要"
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((氟喹诺酮类抗菌药自 ;& 世纪 *& 年代问世以
来"至今已发展到第四代"因其具有抗菌谱广’高
效’低毒"组织穿透力强等特点"被广泛应用于畜禽
和水产养殖业中"如麻保沙星’恩诺沙星’环丙沙
星’达氟沙星’诺氟沙星和二氟沙星等( 但此类药
物在动物体内代谢缓慢"部分经肝脏代谢"大部分
以原形经肾脏排泄"对肝’肾有一定损害"并残留在
动物源性食品中"因此人们越来越关注氟喹诺酮类
药物的残留安全问题(

目前"对氟喹诺酮类药物残留检测方法"一般
有高效液相色谱法’液质联用法等"如农业部第
)&;. 号公告!)%!;&&?+动物源性食品中氟喹诺酮
类药物残留检测 高效液相色谱法, ))* "但其只是对
部分喹诺酮类药物进行分析#5c@/;)<);!;&&E
+动物源性食品中 )% 种喹诺酮药物残留检测方法
液相色谱0质谱@质谱法, );*利用液质联用法"可作为
确证方法"但由于仪器昂贵"检测技术含量高"不适
合基层使用( 本方法参考一些文献 )< i’* "优化前处
理方法"采用梯度洗脱和程序波长建立了一种能够
同时检测 ? 种氟喹诺酮类多残留的高效液相色谱法
$6,81%( 应用本方法可对样品进行大规模筛选检
测"成本较低"操作简单"准确度和精密度高"可为
动物源性食品中喹诺酮类药物的残留监控和监督
检验提供技术支持(

)(材料与方法
):)(主要仪器与试剂

液相色谱仪 $配有荧光检测器"型号&);*&"美
国 $PKLNO_%#固相萃取仪 $美国 +M‘NLBQ%( 标准物
质&麻保沙星$1$+&))...&0<.0)%’诺氟沙星 $1$+&
E&%.?0’*0E%’环丙沙星 $1$+&?.E;)0<<0) %’达氟沙
星$1$+&));<’?0&?0& %’恩诺沙星 $1$+&’<)&*0*&0
*%’二氟沙星 $1$+& ’);’*0?*0. %’噁喹酸 $1$+&
)%*’?0;’0%%’氟甲喹 $1$+& %;?<.0;.0* %"纯度 #
’’g"均购自美国 +KP!J(

乙腈’甲醇为色谱纯$美国 -KbDNU%"甲酸’柠檬
酸’磷酸二氢钠为分析纯 $天津科密欧化学试剂有
限公司%"乙二胺四乙酸二钠&优级纯( 甲醇水溶
液&.g水溶液#甲酸水溶液&&:;g水溶液( 磷酸氢
二钠溶液&&:; !QL@8"称取 E):*< P磷酸氢二钠"用
水溶解"定容到 ) &&& !L( 柠檬酸溶液&&:) !QL@8"
称取 ;):&) P柠檬酸"用水溶解"定容到 ) &&& !L(
3BLLaJKON缓冲溶液&将 ) &&& !L&:) !QL@8柠檬酸

溶液与 *;. !L&:; !QL@8磷酸氢二钠溶液混合"必
要时用盐酸或氢氧化钠调节 ,6值到$%:& q&:&.%(
I4/$03BLLaJKON缓冲溶液&&:) !QL@8"称取 *&:. P
乙二胺四乙酸二钠加入 ) *;. !L3BLLaJKON缓冲溶
液中"振摇使其溶解(
):;(方法
):;:)(样品前处理 );*

称取约 .:& P均匀试样 $精确值 &:&) P%入
.& !L离心管内"加入 ;. !LI4/$03BLLaJKON缓冲
溶液"在均质机上均质 ; !KO"超声 )& !KO 以提取
喹诺酮类药物( 第二次提取再用 ;. !L"合并两
次提取液(

,I,0; 固相萃取柱"使用时用 * !L甲醇"* !L
水活化"将上步提取的溶液取 ;& !L以 ; !L@!KO 的
速度过柱"弃去滤液"再用 ’ !L.g甲醇水溶液淋
洗"弃淋洗液"将小柱抽干"* !L甲醇洗脱并收集
洗脱液( 洗脱液置于氮吹仪内"%& f蒸发至干(
用 ) !L水0乙腈$E?p;;"JKJ%溶液溶解"溶解液过
&:; %!滤膜供 6,81测定(
):;:;(标准溶液配制

标准储备液的配制&准确称取麻保沙星’诺氟
沙星’环丙沙星’达氟沙星’恩诺沙星’二氟沙星’
噁喹酸’氟甲喹各 )&:& !P"分别用乙腈溶解"置于
? 个 )&& !L棕色容量瓶中"并用乙腈定容至刻度"
浓度为 )&&:& %P@!L$该溶液可在冰箱 & e% f保
存 * 个月% (

标准中间液的配制&分别移取以上 ? 种标准储
备液各 ):& !L"置于 )& !L和 )&& !L棕色容量瓶中"
用乙腈稀释至刻度"浓度分别为 )&:& 和 ):& %P@!L
$两种浓度的溶液可在冰箱 & e% f分别保存 < 个月
和 ) 个月%(

混合标准工作液的配制&用 ):& %P@!L标准中
间液配制麻保沙星"噁喹酸"氟甲喹 <&:&’*&:&’
);&:&’)?&:&’;%&:&’<*&:& %P@8系列混合标准溶
液"其余 . 种药物配制 ).:&’ <&:&’ *&:&’ ’&:&’
);&:&’)?&:& %P@8系列混合标准溶液"溶解液&水0
乙腈$E?p;;"JKJ%稀释定容$需当日新配%(
):;:<(仪器条件

色谱 柱& o2"c$] 1)? $ %:* !! t;.& !!"
. %!%#柱温 %& f#流动相&梯度洗脱 $$&:;g甲酸
水溶液%"c甲醇0乙腈$)p)"JKJ%#流速&:? !L@!KO#
检测器为荧光检测器# & e;):* !KO"激发波长
;E. O!"发射波长 %.& O!#;):* e;? !KO"激发波长
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<;& O!"发射波长 <*. O!( 进样量 . %L(

;(结果与分析
;:)(流动相的确立

氟喹诺酮类药物在酸性水溶液中常以离子形
式存在"其解离状态随 ‘6值变化"流动相的 ‘6值
会对氟喹诺酮类药物在色谱柱上的分离和保留产
生影响 )< i%* ( &:;g甲酸水的 ‘6值为$% q&:;%"最
接近分子的等电点"尝试用 &:;g甲酸水和纯有机
溶剂的不同比例来进行检测( 分别用 &:;g甲酸
水0甲醇$E?p;;"JKJ%"&:;g甲酸水0乙腈 $E?p;;"
JKJ%"&:;g甲酸水0$甲醇0乙腈% $E?p;;"JKJ%作为
流动相进行检测"结果 &:;g甲酸水0$甲醇0乙腈%
$E?p;;"JKJ%体系作为流动相"梯度洗脱"峰形尖
锐"分离度好"易于判断( 梯度洗脱程序见表 )(

表 )(梯度洗脱程序
/ĴLN)(ILM_KQO QC!Q̂KLN‘DJbNCQUbN‘JUJ_KQO QC? jMKOQLQONb

时间@!KO J$ Jc
& E. ;.
* E. ;.
*:. E? ;;
). E? ;;
).:. %& *&
;. %& *&
;.:. E. ;.

注&J$&&:;g甲酸水#Jc&甲醇0乙腈$)p)"JKJ%

;:;(波长的选择
根据结构的不同"喹诺酮类药物一般分为含有

哌嗪环的喹诺酮类药物$绝大部分的氟喹诺酮类药
物%和不含哌嗪环的喹诺酮类药物$如氟甲喹’恶喹
酸%( 由于这两类喹诺酮类药物的酸碱性’极性和
荧光性都有差异"因而给建立喹诺酮类药物多残留
检测方法带来了一定的困难 )<* ( 麻保沙星’诺氟沙
星’环丙沙星’达氟沙星’恩诺沙星’二氟沙星等哌
嗪类喹诺酮和噁喹酸’氟甲喹等酸性喹诺酮均具有
不同的荧光光谱"哌嗪类喹诺酮的最佳激发波长与
发射波长为 ;E. 和 %.& O!"而酸性喹诺酮的最佳激
发波长与发射波长为 <;& 和 <*. O!( 本法采用梯
度条件进行洗脱"程序波长荧光检测器进行检测"
能使 ? 种喹诺酮类标准品获得良好的分离和灵敏
度"且色谱峰尖锐’对称( 如图 ) 所示(
;:<(提取试剂的优化选择

氟喹诺酮类药物是两性有机化合物"同时含有
氨基和羧基"溶于酸性和碱性溶剂( 当 ‘6值"% 或
#’ 时"氟喹诺酮类药物易溶于含水相"I4/$0
3BLLaJKON缓冲液的 ‘6值约为$% q&:;%"提取目标
物的能力较强"而对脂肪等杂质的提取较弱 )** ( 本
试验考察了以酸化乙腈和 I4/$03BLLaJKON为提取

注&):麻保沙星# ;:诺氟沙星# <:环丙沙星#

%:达氟沙星# .:恩诺沙星# *:二氟沙星# E:噁喹酸# ?:氟甲喹

图 )(? 种喹诺酮类标准品液相色谱图
-KPMUN)(? jMKOQLQONbb_JOVJUV 6,81BDUQ!J_QPUJ!

溶剂 对 回 收 率 的 影 响( 结 果 表 明" 用 I4/$0
3BLLaJKON缓冲液提取时的回收率明显高于用酸化
乙腈提取的回收率"因此本试验采用无机试剂
I4/$03BLLaJKON缓冲液作为提取液"对实验人员的
身体健康危害较小(
;:%(净化条件的优化

动物源食品种类繁多"基质复杂"多数含有脂
肪’蛋白质’色素等"前处理如不进行净化"不仅造
成结果无法判断"而且对色谱柱造成伤害"因此须
选择合适的净化柱对样品彻底净化( 分别考察了
1)?柱’68c柱和 ,I,0; 净化柱对实验回收率的影
响( 结果表明",I,0; 净化柱的回收率明显高于其
他两柱( 用缓冲液提取时"提取出大量的组织悬浮
颗粒"样液呈混浊状态"直接进入小柱会堵塞柱子"
造成过柱困难( 提取液用 &:; %!微纤维滤纸过
滤"取 )& !L过滤后的提取液过 ,I,0; 柱"在过柱净
化时再用较多的清洗液$.g甲醇水%洗掉多余的杂
质"不会影响回收率( 经此改进后"样品前处理样
液更加干净"过柱流畅"6,81分析结果也显示杂质
干扰大大减少"见图 ;(

注&):麻保沙星# ;:诺氟沙星# <:环丙沙星#

%:达氟沙星# .:恩诺沙星# *:二氟沙星# E:噁喹酸# ?:氟甲喹#

$:空白样品# c:空白添加回收

图 ;(鸡肉组织添加回收谱图
-KPMUN;($VV BDKBRNO _KbbMNUNBQaNUWb‘NB_UJ

;:.(基质效应的影响
质谱分析易受样品基质的影响"样品基质对离

子化有非常强的抑制或促进作用"影响定量分析"
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为了得到可靠的定量结果"须采用基质匹配校正曲
线进行定量分析"使标准溶液和样品溶液具有相同
的离子化条件"从而消除样品中基质效应对氟喹诺
酮类药物定量测定的影响 )E i’* ( 荧光检测器具有灵
敏度高和选择性好的特点"对样品进行适当的前处
理后"基质效应不会影响测定结果( 用相同的前处
理方法"样品分别注入液相色谱0串联质谱$8103+@
3+%和高效液相色谱荧光检测器 $6,810-84%检
测"结果发现质谱受基质影响较大"但其定性准确"
可应用为确证方法( 本方法用荧光检测器所得谱
图干扰较少"回收率稳定(

;:*(方法学参数和回收率
;:*:)(线性范围’相关系数’检出限及定量限

麻保沙星"噁喹酸"氟甲喹配制 <&:&’ *&:&’
);&:&’)?&:&’;%&:&’<*&:& %P@8系列混合标准溶液"
其余 . 种药物配制 ).:&’<&:&’*&:&’’&:&’);&:&’
)?&:& %P@8系列混合标准溶液"在上述色谱条件下根
据各组分的浓度与其色谱峰面积进行线性回归"呈良
好的线性关系( 以 < 倍信噪比$#K)%计算"该方法测
定动物肌肉组织中 ? 种氟喹诺酮类药物的检出限为
&:. e? %P@RP"以 )& 倍信噪比$#K)%计算"该方法的
定量限为 ; e;. %P@RP( 各种参数见表 ;(

表 ;(? 种喹诺酮类药物的线性方程’相关系数’检出限和定量限
/ĴLN;(?(RKOVbQCjMKOQLQONbLQj" VN_NB_KQO LK!K_JOV LKONJUNjMJ_KQO

药物(( 线性范围@$%P@8% 线性方程 相关系数 检出限@$%P@RP% 定量限@$%P@RP%

麻保沙星 <& e<*& Fh.:)* t)& i)D=?:E* t)& i< &:’’’ ? ;.

诺氟沙星 ). e)?& Fh):E; t)&;D=%:%% t)& i; &:’’’ ; E

环丙沙星 ). e)?& Fh):E) t)&;D=%:)’ t)& i; &:’’’ ; E

达氟沙星 ). e)?& Fh’:<E t)&;D=;:&’ t)& i; &:’’’ &:. ;

恩诺沙星 ). e)?& Fh;:’. t)&;D=):?< t)& i; &:’’’ ; E

二氟沙星 ). e)?& Fh;:<* t)&;D=):.) t)& i) &:’’? ; E

噁喹酸( <& e<*& Fh%:*% t)&<D=):<) t)& i; &:’’? ? ;.

氟甲喹( <& e<*& FhE:;< t)&<D=):*? t)& i; &:’’? ? ;.

;:*:;(回收率和精密度

选用预先验证过的不含氟喹诺酮类药物的鸡
肉作为空白样品"并分别添加 ? 种氟喹诺酮类标准
溶液( 每种组分添加 < 个浓度"每个浓度做 * 个平
行样( 在 . P空白样品中加入 )&:& %P@8的麻保沙
星’噁喹酸’氟甲喹标准溶液各 ).’<&’*& %L"使样品
中 < 种 组 分 的 浓 度 梯 度 分 别 为 <&:&’ *&:&’
);&:& %P@RP"其余 . 种在空白样品中添加 )&:& %P@8

的各标准溶液 E:.’).’<& %L"使样品中各组分的浓
度梯度分别为 ).:&’<&:&’*&:& %P@RP"测得 ? 种喹
诺酮类药物在鸡肉组织中的平均回收率为 EE:*g
e’?:<g"相对标准偏差 $E#I%为 ;:?g e’:%g"

精密度良好"表明该方法稳定性强’重现性好"回收
率能满足我国对动物源食品中喹诺酮类药物残留
检测的要求(

;:E(实际样品检测

采用本方法对 <). 件样品日常检测"其中包括
宠物食品$干%;E 份"检出诺氟沙星 ; 份"含量分别
为 *E&:& 和 %?&:& %P@RP"检出率 E:%g( 鸡蛋 E 份"

检出诺氟沙星和达氟沙星 ) 份"含量分别为 %<:E 和
<):’ %P@RP"检出率 )%:<g"鸡肉及鸡熟制品 )E?

份"猪肉 *) 份"鸡肝 %; 份"检测结果均小于方法定
量限"也远低于规定的最高残留限量( 日常检测表
明"该方法对氟喹诺酮类药物残留的初筛检测有较
好的参考作用(

<(小结
以 &:) !QL@8I4/$03BLLaJKON缓冲溶液作为提

取剂",I,0; 净化柱进行净化"o2"c$]1)?$%:* !!
t;.& !!". %!%分离"6,810-84定量检测动物源
食品中的 ? 种氟喹诺酮类药物"可获得满意回收率(
该方法操作简单"适用基质范围广"准确度和灵敏
度高"最大限度避免使用有机溶剂"一定程度上有
利于操作员的身体健康"而且方法检出限等指标能
够满足国内外对氟喹诺酮类药物检测的相关要求(
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实验技术与方法
高效液相色谱0四级杆0飞行时间质谱法同时测定

猪肉中 <) 种 !0受体激动剂

刘畅!陈燕!李晓雯!秦峰!王柯
!上海市食品药品检验所"上海(;&);&<#

摘(要!目的(建立猪肉中 <) 种 !0受体激动剂的高效液相色谱0四级杆0飞行时间质谱%6,81070/2-03+&检测方
法" 方法(样品经葡萄糖醛苷酶@芳基硫酸酯酶分解!乙腈提取!24+01)? #乙二胺0#0丙基硅烷粉末%,+$&和无水硫
酸镁净化#浓缩后!用 ,QUQbDNLL);& I101)?柱%;:) !!t).& !!!;:E %!&分离!以乙腈0&:)g甲酸水溶液作为流动
相进行梯度洗脱" 在电喷雾正离子%I+G=&电离模式进行检测" 高分辨质谱一级全扫描数据用于筛选及定量分
析!信息相关扫描%G4$&获得的二级碎片离子信息用于定性确证" 结果(<) 种化合物的检出限%824&为 &:&) e
. %P@RP!定量限%827&为 &:) e)& %P@RP" 所有化合物在 827e)&& %P@RP范围内!线性相关系数 7﹥ &:’’" 在低#

中#高 < 个加标水平下!绝大部分化合物回收率为 <’:&g e).):.g!E#I﹤ ).g% 3 h.&" 结论(该方法样品处理
简单快速#灵敏#准确!适合于猪肉中 !0受体激动剂的筛查及定量测定"

关键词!高效液相色谱$ 飞行时间质谱$ !0受体激动剂$ 猪肉$ 瘦肉精$ 违禁药物$ 食品安全
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[NUNCUQ!&:&)0. %P@RP>/DNUNBQaNUKNb[NUNKO _DNUJOPNQC<’:&g0).):.g [K_D E#I9).g $3 h.%>A)-’*40.)-(/DN

UNbML_bKOVKBJ_NV _DJ__DN!N_DQV [JbbK!‘LN" UJ‘KV" bNObK_KaNJOV bMK_ĴLNCQU_DNVN_NU!KOJ_KQO QC!0JPQOKb_bKO ‘QUR>
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((!0受体激动剂是一类化学合成的苯乙醇胺类物 质"可分为苯胺型’苯酚型和苯二酚型( 其结构和生
理功能类似肾上腺素和去甲肾上腺素"主要用于防治
人和动物的支气管哮喘和痉挛( 因其具有营养再分
配作用"可显著提高动物的瘦肉率"故曾被作为促生
长添加剂使用并受到广泛关注))* ( 但人类食用含有
该类药物残留的动物源性食品后会出现不良反应"严
重时会对健康造成极大伤害"因此"该类药物已被禁


