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摘 要：目的　建立并优化同时测定豆芽、豆干、火锅底料中喹诺酮类、磺胺类、硝基咪唑类、四环素类共 42 种抗

生素的超高效液相色谱串联质谱检测方法。方法　样品经 70% 乙腈-水（含 0. 1% 甲酸）提取后，经 PRiME HLB 净

化，采用 Agilent Eclipse Plus C18 柱（150 mm×3. 0 mm，1. 8 μm）进行分离，以 0. 2% 甲酸乙腈和 0. 2% 甲酸水为流动

相梯度洗脱，采用电喷雾离子源正离子动态多反应监测模式测定，外标法定量。结果　豆芽、豆干、火锅底料基质

中喹诺酮类、磺胺类、硝基咪唑类药物的线性范围为 2～80 ng/mL，方法检出限均为 5 μg/kg；四环素类药物的线性范

围为 10～400 ng/mL，方法检出限均为 25 μg/kg；相关系数均大于 0. 997。42 种抗生素在三个加标水平下平均回收

率为 85. 4%～119. 3%，相对标准偏差（n=6） 0. 4%～13. 4%。结论　该方法应用范围广、操作简便，灵敏度高，可对

豆芽、豆干、火锅底料中喹诺酮类、磺胺类、硝基咪唑类、四环素类多种抗生素药物的浓度进行快速筛查。
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Simultaneous determination of 42 antibiotics of quinolones, sulfonamides, nitroimidazoles and 
tetracycline in bean sprouts, dried tofu and hot pot seasoning by ultra-performance liquid 

chromatography tandem mass spectrometry
SU Yan， WEI Yutao， LI Shucai， YU Xiaoqin， DU Gang

（Sichuan Institute of Food Inspection, Sichuan Chengdu 611700, China）

Abstract： Objective　A high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry method for the simultaneous 
determination of 42 kinds of antibiotics including quinolones， sulfonamides， nitroimidazoles and tetracyclines was 
developed for bean sprouts， dried bean curd and hot pot seasoning. Methods　 The samples were extracted with 70% 
acetonitrile-water （containing 0. 1% formic acid）， purified by PRiME HLB， and separated by an Agilent Eclipse Plus C18 
column （150 mm×3. 0 mm， 1. 8 μm） with 0. 2% formic acid acetonitrile and 0. 2% formic acid water as gradient elution of 
mobile phase.  The detection was performed under positive ion dynamic multiple reaction monitoring mode with 
electrospray ion source， and external standard method were used for quantification. Results　 The linear range of 
quinolones， sulfonamides and nitroimidazoles in bean sprouts， dried tofu and hot pot seasoning was 2-80 ng/mL， and the 
limit of detection was 5 μg/kg； the linear range of tetracyclines was 10-400 ng/mL， and the limit of detection was 25 μg/kg； 
the correlation coefficients were all greater than 0. 997.  The average recoveries of 42 kinds of antibiotics in three spiked 
levels were 85. 4%-119. 3%， and the relative standard deviations （n=6） was 0. 4%-13. 4%. Conclusion　The method has 
a wide range of applications with easy operation and high sensitivity， and can rapidly screen the concentration of 
quinolones， sulfonamides， nitroimidazoles and tetracyclines in bean sprouts， dried tofu and hot pot seasoning.
Key words： Ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry； dynamic multiple reaction detection； 
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喹 诺 酮 类（Quinolones，QNs）和 四 环 素 类

（Tetracyclines，TCs）药物是一类广谱抗生素，其中大

多数是人畜共用药物，如四环素、环丙沙星等［1］。磺

胺类药物（Sulfonamides，SAs）和硝基咪唑类药物

（Nitroimidazoles，NMZs）同样是一类抗生素和抗原

虫药物，对牲畜的生长及改善饲料转化率方面效果

显著，均具有性质稳定、抗菌谱广、疗效强、价廉等

优点而被广泛应用［2-3］。磺胺类、硝基咪唑类、喹诺

酮类、四环素类药物在动物体内代谢缓慢，容易产

生蓄积和残留，人体过量食用还会产生潜在的“三

致”（致癌、致畸、致突变）作用［3-6］。

近年来，随着问题豆芽事件的频发［7-10］，抗生素

作为新型环境污染物引发的食品安全问题引发了

人们极大的关注。国家市场监督管理总局 2019 年

第 15 号公告发布的 BJS 201909 方法中采用 HLB
固相萃取柱净化，高效液相色谱-串联质谱法测定豆

制品、火锅、麻辣烫等食品中 11 种喹诺酮类化合物

残留量［11］。赵飞等［12］采用超高效液相色谱 -串联四

极杆质谱法对 185 批麻辣烫和 9 批麻辣烫火锅底

料食品中的喹诺酮类药物残留进行了检测，发现

185 批次麻辣烫中有 9 批次检出喹诺酮类药物，其中

检出恩诺沙星 1 批、诺氟沙星 1 批、环丙沙星 7 批。徐

潇颖等［13］通过 pH=4. 0 的乙二胺四乙酸二钠-Mcllvaine
缓冲溶液提取、MCX 固相萃取柱净化，采用高效液

相色谱-串联质谱法测定豆芽样品中 15 种喹诺酮类

药物的残留量。目前针对豆芽、豆制品、蔬菜等植

物性食品基质中抗生素药物的检测研究日益增

多［14-15］，但检测方法多集中在一种或同类的几种抗

生素上，覆盖范围不够全面，容易形成检测盲区且

前处理繁琐、耗时长、成本高，不能满足市场监管及

食品安全突发事件中大批量样品检测所需要的高

效快速、多组分同时检测的要求，因此，开发出一种

应用范围更广、检测化合物更多、可操作性更强的

抗生素类药物残留的检测方法尤为重要。本实验

采用 PRiME HLB（新型反相固相萃取小柱）净化方

式，建立并优化了同时测定豆芽、豆干、火锅底料中喹

诺酮类、磺胺类、硝基咪唑类、四环素类共 42 种抗生

素的超高效液相色谱-串联质谱检测方法，该方法前

处理简便快捷、灵敏度高、专属性强、重现性好，为

食品安全检验检测工作提供了强有力的技术支持。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器和试剂

Agilent 1290-GC6460 三重四级杆质谱；X3R 高

速离心机；IRMsci 超声仪；IKA MS3 涡旋混合器；

Biotage TurboVap 全自动氮吹仪。甲酸、乙腈均为色

谱纯，实验用水为 Milli-Q 超纯水。

1. 2　标准溶液

1. 2. 1　标准品

混合标准品：环丙沙星、达氟沙星、双氟沙星、

依诺沙星、恩诺沙星、氟罗沙星、氟甲喹、洛美沙星、

诺氟沙星、氧氟沙星、奥比沙星、培氟沙星、沙拉沙

星、司帕沙星混合标准品储备液，浓度均为 100 μg/mL；
甲硝唑、地美硝唑、羟基甲硝唑、羟甲基甲硝咪唑、

罗硝唑混合标准品储备液，浓度均为 100 μg/mL；磺
胺苯酰、磺胺醋酰、磺胺氯哒嗪、磺胺嘧啶、磺胺间

二甲氧嘧啶、磺胺二甲嘧啶、磺胺邻二甲氧嘧啶、磺

胺甲基嘧啶、磺胺对甲氧嘧啶、磺胺甲噻二唑、磺胺

甲基异噁唑、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺苯吡唑、磺胺吡

啶、磺胺喹恶啉、磺胺噻唑、磺胺二甲异嘧啶、磺胺

二甲异噁唑、甲氧苄啶混合标准品储备液，浓度均

为 100 μg/mL；四环素、土霉素、金霉素、多西环素混

合标准品，均为 100 μg；天津阿尔塔科技有限公司。

1. 2. 2　标准溶液的配制

喹诺酮类、磺胺类、硝基咪唑类药物的标准溶

液的配制（1 μg/mL）：分别准确吸取混合标准品

0. 1~10 mL 容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀后，

作为混合标准储备液。四环素类标准溶液的配制

（10 μg/mL）：向标准品瓶中加入 1. 0 mL 甲醇，充分

溶解混匀，转入 10 mL 容量瓶中，再分别加入甲醇

溶液润洗 2~3 次，合并洗液，用甲醇稀释至刻度，摇

匀后，作为四环素混合标准储备液。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　样品的前处理

取火锅底料约 500 g 混合均匀；取豆芽、豆干各

约 500 g，用组织捣碎机充分捣碎混匀，装入洁净的

容器中。称取 5 g 混合均匀的样品（精确至 0. 001 g），

置 50 mL 离心管中，加入 10 mL 70% 乙腈水（含

0. 1% 甲酸）溶液，涡旋混匀 1 min，超声提取 15 min，
置于高速离心机中 8 000 r/min 离心 5 min，离心半

径为 12 cm，上清液转移至 20 mL 容量瓶中，残渣用

8 mL 70% 乙腈水（含 0. 1% 甲酸）溶液再重复提取

一次，合并两次上清液于同一容量瓶中，用 70% 乙

腈水（含 0. 1% 甲酸）溶液定容至刻度，混匀。置于

高速离心机中 8 000 r/min 离心 5 min，离心半径为

12 cm，上清液待净化。用 5 mL 70% 乙腈水（含

0. 1% 甲酸）溶液活化 PRiME HLB 小柱，再精密吸取

待净化液 4 mL 通过固相小柱于氮吹管中，45 ℃氮吹

至近干，准确加入 1 mL 10% 乙腈水（含 0. 1% 甲酸）

溶解残渣，过 0. 22 μm 滤膜，续滤液供液相色谱 -串

联质谱仪分析。
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1. 3. 2　色谱条件

Agilent Eclipse Plus C18 柱（150 mm×3. 0 mm，

1. 8 μm）；柱温∶40 ℃∶进样量 5 μL；流动相：A：0. 2%
甲酸水，B∶0. 2% 甲酸乙腈。流速 0. 5 mL/min；流
动相梯度见表 1。

1. 3. 3　质谱条件

离子源：电喷雾离子源（Electrospray ionization，
ESI）；扫描方式：正离子扫描；检测方式：动态多反应

检测（Dynamic multiple reaction monitoring，dMRM）；

毛细管电压：3. 5 kV；干燥气温度：300 ℃；干燥气流

量：11 L/min；雾化气压力：35 psi；鞘气温度：300 ℃；

鞘气流量：11 L/min。

2　结果

2. 1　仪器方法的建立和优化

甲醇作为有机流动相时，目标化合物的出峰时

间较乙腈更晚，峰型更宽，峰强度稍低，因此，选择

乙腈作为有机相。采用 ESI+模式对 42 种目标化合

物进行了一级质谱全扫描和子离子扫描分析，筛选

出 42 种目标化合物的碎片离子。由于碎片离子较

多，传统的多反应扫描模式可能会使目标化合物碎

片离子的色谱峰采集点不够，影响峰形。采用动态

多 反 应 扫 描 监 测 模 式（Dnamic multi response 
monitoring，dMRM）模式能利用保留时间和保留时间

窗口两个参数，可以实现对目标化合物进行精确扫

描，保证定性定量的准确性。42 种抗生素总离子流

图见图 1。

2. 2　提取条件的优化

4 类化合物和 3 种基质性质都差异较大，例如

喹诺酮类药物结构上既有羟基，又有哌嗪环，是两

性化合物；磺胺类药物也呈酸碱两性，碱性源于芳

伯氨基，酸性源于磺酰胺基。考虑到 42 种药物快

速筛查的耐用性、兼顾多兽药同时检测，且为了进

一步提高提取效率，研究中考察了不同提取溶剂、

不同酸浓度和水相比例对目标化合物提取效率的

影响，结果如图 2 所示，综合考虑采用 70% 乙腈水

（含 0. 1% 甲酸）溶液作为提取溶液。

2. 3　净化方式的考察

实验中采用空白基质加标回收率方式考察

HLB、MCX、PRiME HLB 三种不同填料的固相萃取

小柱的净化效果，结果表明 PRiME HLB 小柱净化

效果最好，结果如图 3 所示。PRiME HLB 萃取柱是

HLB 萃取柱的升级产品，能有效去除样品中的蛋

白、脂肪、磷脂及非极性杂质的磷脂类干扰物，操作

简便、快速，无需转换、活化、淋洗柱子等步骤，可大

表 1　流动相梯度洗脱程序

Table 1　The gradient elution procedure of mobile phase
时间/min
0
0.5
1.8
3.5
6.5
8
11
16
18
20

体积分数/%
A
98
98
90
85
80
75
70
65

0
0

B
2
2

10
15
20
25
30
35

100
100

图 1　42 种抗生素的总离子流色谱图

Figure 1　Total ion current chromatograms of 42 antibiotics
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大提高样品通量，减少目标物损失［16］。因此，综合

考虑采用 PRiME HLB 固相萃取小柱净化方式。

2. 4　检出限与线性范围

由于实验中目标化合物较多、基质效应不一

致，大部分兽药无对应同位素内标，因此，综合考虑

采用基质匹配标准曲线法以补偿基质干扰、保证结

果的准确性。

分别称取豆芽、豆干、火锅底料 7 份空白基质

样品，向其中分别准确加入一定量的混合标准储备

液，经样品前处理同法操作，最终配制成喹诺酮类、

磺 胺 类、硝 基 咪 唑 类 浓 度 为 2、5、10、20、50、60、
80 ng/mL、四 环 素 类 浓 度 为 10、25、50、100、250、
300、400 ng/mL 的系列标准工作溶液，以目标化合

物定量离子的峰面积为纵坐标，质量浓度为横坐标

得到线性回归方程，42 种目标化合物的线性相关系

数（R2）均大于 0. 997，表明喹诺酮类、磺胺类、硝基

咪唑类化合物在 2～80 ng/mL、四环素类化合物在

10～400 ng/mL 范围内均呈良好的线性关系。通过

阴性样品加标测定，喹诺酮类、磺胺类、硝基咪唑类

化合物在 5 μg/kg 的添加水平下、四环素类化合物

在 25 μg/kg 的添加水平下经过前处理所得试液的

信噪比（S/N）均大于 3，表明该方法下 42 种目标化

合物的检出限均可达到。42 种抗生素化合物的线

性方程及质谱参数见表 2。
2. 5　方法回收率

分别在豆芽、豆干和火锅底料的空白样品中添

加标准品 5、10、50 μg/kg 3 个水平，每个水平分别

做 6 份平行样，计算回收率和精密度。豆芽中 42 种

化合物 3 个加标水平下的平均回收率为 88. 9%~
119. 3%，RSD 为 0. 5%~12. 3%。豆干中 42 种化合

物 3 个 加 标 水 平 下 的 平 均 回 收 率 为 86. 5%~
117. 5%，RSD 为 0. 4%~13. 4%。火锅底料中 42 种

化合物 3 个加标水平下的平均回收率为 85. 4%~
111. 1%，RSD 为 1. 2%~10. 9%。表明该方法准确性

和精密度良好。

图 3　不同净化方式对平均回收率的影响

Figure 3　The effect of different purification methods on the average recovery

图 2　不同提取溶剂对平均回收率的影响

Figure 2　Effects of different extraction solvents on the average recovery
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2. 6　实际样品的测定

采用本方法对 30 批样品（10 批豆芽、10 批火

锅和 10 批豆干）中 42 种药物残留进行测定。2 批

黄豆芽检出恩诺沙星含量分别为 760 和 281 μg/kg、
一批绿豆芽检出恩诺沙星含量为 66. 8 μg/kg，其余

样品均未检出药物残留，检出率为 10%。将上述三

批豆芽检出的恩诺沙星结果与豆制品、火锅、麻辣

烫等食品中喹诺酮类化合物的测定（BJS201909）方

法进行比较，测得结果基本一致，表明本方法数据

准确可靠。

3　结论

本实验建立了豆芽、豆干、火锅底料中喹诺酮

类、磺胺类、硝基咪唑类、四环素类共 42 种抗生素

的超高效液相色谱-串联质谱检测方法，前处理快捷

简便、净化效果好，能同时测定多种抗生素化合物

和满足大批量样品的检测需求，极大地提高了检测

效率，丰富了食品中抗生素类化合物的检测手段，

为以后相关检验标准的制定奠定了基础。
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表 3　42 种化合物的回收率和精密度（n=6）
Table 3　Recoveries and RSDs for 42 kinds of antibiotics（n=6）
化合物

环丙沙星

达氟沙星

双氟沙星

依诺沙星

恩诺沙星

氟罗沙星

氟甲喹

洛美沙星

诺氟沙星

氧氟沙星

奥比沙星

培氟沙星

沙拉沙星

司帕沙星

甲硝唑

地美硝唑

罗硝唑

羟基甲硝唑

羟甲基甲硝咪唑

磺胺苯酰

磺胺醋酰

磺胺氯哒嗪

磺胺嘧啶

磺胺间二甲氧嘧啶

磺胺二甲嘧啶

磺胺邻二甲氧嘧啶

磺胺甲基嘧啶

磺胺对甲氧嘧啶

磺胺甲噻二唑

磺胺甲基异噁唑

磺胺间甲氧嘧啶

磺胺苯吡唑

磺胺吡啶

磺胺喹恶啉

磺胺噻唑

磺胺二甲异嘧啶

磺胺二甲异噁唑

甲氧苄啶

四环素

土霉素

金霉素

多西环素

添加水平/（μg/kg）
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50
5、10、50

25、50、250
25、50、250
25、50、250
25、50、250

回收率/%
92.2~100.9
92.4~100.0
90.5~99.0
92.8~99.2
94.5~100.8
92.0~104.8
93.4~113.6
92.5~104.2
98.4~116.4
93.1~98.7
92.3~100.8
97.1~100.6
87.8~98.9
90.4~99.8
95.1~100.6
95.3~112.0
90.4~99.4
95.0~102.3
94.5~103.0
86.3~119.3
91.8~116.3
89.3~107.2
95.2~110.5
86.5~110.3
88.5~110.1
85.4~106.7
89.7~109.2
91.4~111.4
86.1~114.9
89.4~110.2
91.8~109.1
87.1~110.4
90.0~110.3
87.9~117.5
87.2~116.2
86.9~117.2
88.3~105.0
91.0~104.4
88.9~101.4
90.0~100.3
90.1~97.8
91.2~99.9

RSD/%
1.7~7.0
1.9~9.3
1.7~5.7
1.6~5.2
0.5~5.8
0.6~4.7
2.1~13.4
1.5~8.1
1.5~9.4
1.3~6.4
1.4~5.4
1.8~6.1
2.1~5.7
1.2~6.0
2.0~8.3
2.8~5.7
1.3~5.1
0.9~4.9
1.8~3.4
1.5~7.1
1.5~9.6
2.2~9.1
1.9~6.8
1.7~7.5
1.6~6.4
0.4~10.9
1.6~7.5
2.1~5.4
1.4~7.3
1.1~7.2
2.8~6.5
1.3~8.8
0.6~7.0
2.2~10.3
2.0~7.4
1.0~7.9
1.8~7.5
1.7~6.1
1.1~8.3
0.5~6.7
1.2~6.9
1.8~4.7
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