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摘要!应用超高效液相色谱$串联四极杆质谱"YJK=$?@(?@#$建立了一套同时分析牛的肌肉组织中环丙沙

星%恩诺沙星%沙拉沙星三种氟喹诺酮类药物残留的方法&该方法采用乙腈萃取牛肉中的残留药物$旋转蒸

发至半干$正己烷萃取脂肪$下层溶液过滤$流动相定容后用作 YJK=$?@(?@检测样品&经 [+B>;0U16/$

,BCaI)=’8色谱柱分离$多反应监测模式采集质谱数据&三种药物的检出限均为"3"H#5)K
S’$定量限为

"3’#5)K
S’&用外标法定量$H"和’""#5)R5

S’两个添加水平下$三种物质回收率为&G3#"P!8(3!HP$

Q@O"&MG#为"3%HP!83#8P&

关键词!环丙沙星!恩诺沙星!沙拉沙星!超高效液相色谱$串联四极杆质谱!兽药残留

中图分类号!T&H#3&G!!文献标识码’U!!文章编号’’""%$!((#"!""##"%$!’($"H

$%&%’()*+&),*,-042,’,92)*,4,*%/[%&%’)*+’7$’2.N%/)12%/
)*I,O)*%?2/A4%67]Y8:#?@(?@

OYZ.>4$],+$@YE@./$6,
"?/(O(&’@&(8/15(0:32.$/D(+%-H/+$&3-3’:$?/(O(&’’"""!($.$(&%#

36/&’+A&’\.>*>B.:2:<0,*/-B+4>:/0+4+-C0,0:<=,A;:<-:]+1,4$)4;:<-:]+1,4+42@+;+<-:]$
+1,4,4N:F,4>*/01->7+02>F>-:A>27,B.+4/-B;+A>;<:;*+41>-,6/,21.;:*+B:5;+A.CB+4$
2>**+000A>1B;/*3U1>B:4,B;,->7+0/0>2B:>]B;+1BB.>;>0,2/>0<;:*N:F,4>*/01->$+42
B.>+1>B:4,B;,->;>0:-/B,:47+01:41>4B;+B>2+422;,>2NCB.>;:B+;C>F+A:;+B:;3\.>;>0,$
2/>07>;>2,00:-F>27,B.*:N,->A.+0>+<B>;1->+4>27,B..>]+4>3\.>-:7>;-+C>;7+02>$
B>1B>2NCB.>YJK=$?@(?@3\.>0>A+;+B,:47+0+1.,>F>2:4+[+B>;0U16/,BCaI)=’8
1:-/*4$+42B.>2>B>1B,:47+0NCB.>?Q?*:2>:<B.>*+000A>1B;/*3\.>-,*,B:<2>B>1$
B,:4"KTO#,0"3"H#5)K

S’+42B.>-,*,B:<6/+4B,B+B,:4"KTc#,0"3’#5)K
S’+--:<B.>

B.;>>0/N0B+41>03\.>+F>;+5>;>1:F>;,>0:<H"#5)R5
S’+42’""#5)R5

S’B7:0A,R>21:4$
1>4B;+B,:4->F>-0+;>&G3#"P$8(3!HP$+42B.>Q@O"&MG#,0"3%HP$83#8P3
B%7=,’1/’1,A;:<-:]+1,4!>4;:<-:]+1,4!0+;+<-:]+1,4!YJK=$?@(?@!F>B>;,4+;C2;/5;>0,$
2/>0



!!氟喹诺酮类!<-/:;:6/,4:-:4>0"bc0#药物
是近年来人工合成的一系列新型杀菌性抗菌药

物"因其抗菌谱广$抗菌活性强$与其他抗菌药物
无交叉耐药性和毒副作用小等特点而广泛应用

于动物和人类的多种感染性疾病的防治当中%’&’
目前已有近!"个品种的bc0投入市场"兽医临
床上常用的bc0主要有环丙沙星!=,A;:<-:]+$
1,4"=VJ#$恩诺沙星!)4;:<-:]+1,4")EQ#$沙拉
沙星!@+;+<-:]+1,4"@UQ#等’氟喹诺酮类药物
的残留除其本身的毒副作用对人体造成直接危

害外"更为严重的是长期食用含较低浓度bc0
药物的动物源性食品"容易诱导人类致病菌产生
耐药性"具有潜在致畸致癌的威胁%’&’因此"随
着bc0药物在动物源性食品中的广泛应用"其
残留问题越来越引起社会各界的广泛关注和有

关部门的高度重视’欧盟法规规定了氟喹诺酮
类药物的最大残留限量!*+],*/*;>0,2/>->F$
>-0"?QK0#%’$!&’本工作拟建立一套快速准确的
食品中bc0残留的测定方法"这对保护消费者
权益和我国进出口贸易都有很大的意义’
文献报道的氟喹诺酮类药物的检测方法多

为液相色谱紫外%G&或荧光%%&检测$毛细管电泳
法%H&等"但是这些方法不可避免地存在杂质干
扰"容易造成假阳性’串联四极杆质谱的多反应
监测!*/-B,A->;>+1B,:4*:4,B:;,45"?Q?#扫描
方式更加有效地提高了分析的灵敏度和选择性"
通过对一个母离子和由它产生的两个子离子进

行检测"避免了假阳性的可能"使检测结果准确
可靠"是目前 ?@(?@定性和定量的主要手段’
近期问世的超高效液相色谱!/-B;+$A>;<:;*+41>
-,6/,21.;:*+B:5;+A.C"YJK=#"采用粒径’3#

#*的填料技术"全面提升了 IJK=的分离效
率$峰容量和灵敏度’YJK=技术与串联四极杆
质谱的?Q?检测联用"灵敏度高$分析时间短$

确证能力强"可以应用该平台对肉类等基质复杂
的食品样品进行兽药残留的检测’

!!试验部分
!C!!主要仪器与装置

[+B>;0U16/,BCYJK=超高效色相谱仪"配
有 [+B>;0U16/,BCaI) =’8 色谱柱$@+*A->
?+4+5>;自动进样器$a,4+;C@:-F>4B?+4+5>;
溶剂管理系统等)?,1;:*+00c/+BB;:A;>*,>;
三重四极杆质谱仪"配有电喷雾电离源!)@V#"
液相与质谱部分均为美国 [+B>;0公司产品)

YJK=$?@(?@部分由 ?+00KC4]D%3’软件控
制)@+;B:;,/0XJ!!HO 十万分之一电子天平)

X,-0:4J,A>B*+4J型移液器)禾创 dI!!""Oa
超声波清洗仪)安亭\XK$’&X离心机)亚荣Q)$
H!U旋转蒸发仪’

!C"!主要材料与试剂
乙腈$甲醇!b,0.>;"色谱纯#$二次蒸馏水

!自制#$甲酸!((P#$环丙沙星$恩诺沙星$沙拉
沙星标准品由中国兽药检查所提供"含量均大于

((P’

!CD!试验条件

!CDC!!色谱条件!色谱柱*[+B>;0U16/,BC
aI)=’8!!3’gH"**g’3##*#)柱温*GHe)
流速*"3G*K+*,4S’)流动相*乙腈!U#$"3’P
甲酸水溶液!a#"梯度洗脱"流动相梯度列于表

’)进样量*’"#K’

!3D3"!质谱条件!电离模式*)@Vh)毛细管电
压*G3HRD)锥孔电压*GGD)萃取锥孔电压*H
D)Qb透镜电压*"3HD)源温*’’"e)裂解温
度*%""e)锥孔气*H"K+.S’)脱溶剂气流*&""
K+.S’)采集模式*?Q?:<&1.+44>-0)其他参
数列于表!’

表!!流动相梯度表

>+64%!!K’+1%&+64%,-(,6)4%<;+/%

时间

\,*>(*,4

流速

b-:7;+B>(!*K+ *,4S’#

U相体积

!U(P

a相体积

!a(P

曲线

=/;F>

V4,B,+- "3G ’" (" V4,B,+-

!3" "3G !" 8" &

G3" "3G H" H" 8

%3H "3G (" ’" ’

&3" "3G ’" (" ’
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表"!质谱 ?N?方式检测部分参数

>+64%"!Y+’&)+4<+’+(%&%’/,-?N?1%&%A&),*

名称

E+*>

母离子

J+;>4B,:4!"D!E#

碎片离子

b;+5*>4B,:4!"D!E#

锥孔电压

=:4>F:-B+5>!D

碰撞能量

=:--,0,:4>4>;5C!>D

环丙沙星 GG! !%H GH !!

GG! !88 GH !!

恩诺沙星 G&" !%H %" !%

G&" G’& %" !!

沙拉沙星 G8& !(( %" !H

G8& G%! %" !!

!3D3D!标准曲线的配制!准确称取=VJ$)EQ
和@UQ标准品各"3H*5%用甲醇定容至H"*K
容量瓶中%配制成’"*5&KS’混合标样储备液%

%e保存’临用时使用初始流动相!"乙腈#L!
""3’P甲酸水溶液#M’"L("稀释成不同浓度的
混合标准曲线工作液’

!3D3E!样品前处理!准确称取H3"5搅碎的牛
肉样品于G"*K烧杯中%加入’"*K乙腈%超声
萃取G"*,4%高速离心H*,4"转速’"""";&

*,4S’#%取上清液%剩余残渣中再加入H*K乙腈
混匀$离心%重复萃取!次%然后合并上清液得到
乙腈提取液’GH e旋转蒸发乙腈提取液至半
干%蒸发速度控制在G"2&*,4S’左右’然后用
流动相定容%加入同体积的正己烷于分液漏斗中
振荡%静置G"*,4%反复萃取G次%取下层清液过

"3!#*滤膜%用流动相定容至’"*K%作为色谱
分析样品’

"!结果与讨论
"C!!质谱条件的优化
分别配制浓度为"3H#5&K

S’的=VJ$)EQ
和@UQ标准品溶液%通过六通阀进样%在全扫描
方式下优化毛细管电压$锥孔电压$裂解温度$脱
溶剂气流等参数%确定每种物质最佳质谱条件下
得到的(?hI)峰’在选定的条件下对母离子
进行子离子扫描"2+/5.B>;01+4#%优化碰撞能量
"1:--0,:4>4>;5C#等参数%选择两个响应较强的
子离子作为检测的碎片离子%将其中 ?Q? 色谱
图峰形好$响应值高的一个子离子用于定量计
算’由实验得到三种物质的 ?Q? 检测所需的
最佳离子对列于表!’=VJ$)EQ和@UQ的(?
hI)峰分别为D!EGG!$G&"$G8&%其子离子扫描
质谱图示于图’’

"C"!液相条件的选择
氟喹诺酮类药物的分离多选用=’8$=8 色谱

柱%但是与普通色谱柱相比%U16/,BCaI)=’8
YJK=色谱柱灵敏度高$分离时间短%可以得到
更好的分离效果’采用乙腈和水作为流动相%由
于氟喹诺酮类药物中含有羧基和可质子化的氮%
属于两性分子%因此考虑加入甲酸促进其电离并
抑制色谱峰拖尾’分别考察了甲酸添加体积分
数为"3"HP$"3’P$"3’HP$"3!P色谱图的峰形
和分离度%发现"3’P的甲酸水溶液分离效果最
好’故选用乙腈$"3’P甲酸水溶液的流动相体
系’
由以上条件得到的=VJ$)EQ和@UQ三种

物质的多反应通道 ?Q?色谱图示于图!’三者
的保留时间依次为!3"H$!3G#$!3#8*,4%分离效
果良好%分析时间在G*,4之内完成%这为高通
量样品的快速测定奠定了基础’

"CD!标准曲线与线性范围
通过测定%空白样品 ?Q? 色谱图无基质干

扰%示于图G%因此直接使用溶剂标准品配置标准
曲线即可进行定量’由于食源性动物体内残留
的药物水平较低%为了更好地适应实际样品的测
定工作%标准曲线需选择较低浓度的线性范围’
配制 =VJ$)EQ和@UQ浓度均为’$H$’"$H"$

’""#5&K
S’混合标准溶液%在!3D3!的液相条

件下进混合标准溶液%经 YJK=$?@!?@ 的

?Q?方式检测%通过?+00KC4]D%3’软件计算
得到各物质定量离子对的峰面积对浓度绘制的

标准曲线%其结果列于表G%其线性关系良好%线
性相关系数均大于"3((’

"CE!检测限和定量限
根据VYJU="V4B>;4+B,:4+-Y4,:4:<J/;>
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图!!环丙沙星!3"#恩诺沙星!I"#沙拉沙星!:"的子离子扫描质谱图

0).C!!$+2.;&%’/A+*(+///<%A&’2(,-:)<’,-4,P+A)*$J*’,-4,P+A)*+*1@+’+-4,P+A)*

图"!环丙沙星#恩诺沙星#

沙拉沙星的标准品 ?N?色谱图

0).C"!?N?A;’,(+&,.’+(,-/&+*1+’1/+(<4%

,-:)<’,-4,P+A)*$J*’,-4,P+A)*+*1@+’+-4,P+A)*

+42UAA-,>2=.>*,0B;C!国际纯粹与应用化学联
合会"的定义!本方法的检出限和定量限的定义
分别为产生相应于G倍和’"倍背景噪音的标准

偏差分析信号的分析物浓度#根据此定义由

?+00KC4]D%3’软件计算出来的三种物质的检
出限为"3"H#5$K

S’!定量限为"3’#5$K
S’#

检出限和定量限完全可以满足欧盟法规的要求#

"CF!回收率的测定
从空白基质 ?Q?色谱图%图G%U""中可以

看出!基质中没有干扰物质#向空白基质中添加
一定比例的=VJ&)EQ和@UQ混合标准溶液!
加标后的样品 ?Q?色谱图示于图G%a"#由峰
面积根据标准曲线计算加标回收率!添加量为

H"#5$R5
S’和’""#5$R5

S’时!=VJ&)EQ和

@UQ三种物质的回收率结果列于表%#结果表
明!G份平行样品中三种物质的加标回收率为

&83#"P!8(3!HP!相对标准偏差在"3%HP!
83#8P之间!可以满足残留分析要求#

表D!三种药物的线性关系

>+64%D!8)*%+’’%4+&),*,--42,’,92)*,4,*%/

名称

E+*>

线性范围

K,4>;;+45>’%#5$KS’"

线性方程

K,4>;>6/+B,:40

相关系数

Q>-+B>21:><<,1,>4B0

环丙沙星 ’!’"" FM%"8ASH83(&&H "3(((

恩诺沙星 ’!’"" FM’((H"!&AS&H(3!(! "3((8

沙拉沙星 ’!’"" FM##!"G&’AS’(G3’#( "3((H

图D!环丙沙星#恩诺沙星#沙拉沙星的标准品 ?N?色谱图%3C基质&IC加标样品

0).CD!?N?A;’,(+&,.’+(,-:)<’,-4,P+A)*$J*’,-4,P+A)*+*1@+’+-4,P+A)*%3C(+&’)P&IC/<)M%1/+(<4%
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表E!回收率实验结果

>+64%E!3O%’+.%’%A,O%’)%/,-&;%(%&;,1/

名称

E+*>

添加浓度

@A,R>2!"#5#R5S’$

平均测定值"4MG$

UF>;+5>F+-/>!"#5#R5S’$

平均回收率

UF>;+5>;>1:F>;C!P

相对标准偏差

Q@O!P

环丙沙星 ’"" #83(" #83(" G3(G

H" G%3GH &83#" H3!#

恩诺沙星 ’"" 8#3%" 8#3%" ’3!’

H" %%3&G 8(3!H "3%H

沙拉沙星 ’"" 8&3## 8&3## ’3!G

H" G&3(8 #G3(& 83#8

D!结!论
本方法采用超高效液相色谱$串联四极质谱

联用仪%建立了牛肉中G种氟喹诺酮类药物残留
检测方法%每个样品分析时间仅为G*,4%与传
统液相色谱相比%极大地缩短了分析时间%这为
高通量地分析样品提供了可靠的系统分析平台&
质谱的?Q?模式采集的数据准确可靠%符合国
际上对化合物确证的要求%检出限可达"3"H#5
#KS’%低于欧盟法规规定的最大残留量%因此
本方法可供临床医学’食品安全及进出口检测中
大通量样品的分析要求&
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