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摘要"建立了超高效液相色谱
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四极杆%静电场轨道阱高分辨质谱法"快速筛查鱼和虾样品中
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种药物

残留&取均质后的鱼或虾样品"加入适量
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溶液"分别用乙腈和乙酸乙酯超声提

取"经
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通过式固相萃取柱净化"以
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甲酸水溶液和
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甲酸
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乙腈溶液为流动

相"
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# 模式采集数

据"利用自建的包含化合物保留时间'母离子和子离子质荷比等信息的数据库定性"一级质谱全扫描母

离子定量&结果表明"本方法的检出限为
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"在不同的加标水平下"
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种药物的加标回收率
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的比例分别
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主要分布于低加标水平样品&利用本方法对
!T

个鱼和虾实

际样品进行筛查"共定性确定
*

种药物"分别是乙氧喹啉'恩诺沙星'环丙沙星'氧氟沙星'诺氟沙星'甲

氧苄啶'磺胺二甲基嘧啶'敌百虫和依维菌素&该方法前处理简单'可同时测定多种药物'检测效率高'

筛查定性准确度高&
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水产品中的药物残留主要来源于养殖过程

中渔药和饲料的使用&目前"存在向渔药和饲

料中非法添加药物的现象"质量良莠不齐*

)?+

+

&

将质量不合格的渔药'饲料用于水产动物养殖

过程"会导致水产品中的药物残留呈现杂乱未

知状态"难以预测其中的安全隐患&因此"建立

高效可靠的水产品中多种药物同时快速筛查的

方法"对水产品中药物残留风险监测和隐患排

查具有十分重要的意义&

目前"食品中药物残留的检测方法主要为

液相色谱
?

三重四极杆串联质谱法*

!?>

+

"并通过

多反应监测模式或选择反应监测模式实现多种

化合物的同时定性与定量*

S?T

+

&由于三重四极

杆质谱仪的分辨率和质量精度较低"该方法局

限于检测结构类似的同族化合物或少数其他几

类化合物*

*?)"

+

&

随着兽药的商业化"越来越多的化合物种

类需要监测*

))

+

&高分辨质谱凭借高分辨率和

高质量精度为多残留检测提供了新的手段"例

如飞 行 时 间 质 谱*

)#?)!

+和 静 电 场 轨 道 阱 质

T*

质 谱 学 报
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谱*
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"这些技术不仅能同时分析上百种化合

物"还可以进行非目标物的筛查&采用液相色

谱
?

四极杆%静电场轨道阱高分辨质谱法快速筛

查水产品中药物残留是近几年新兴的一种检测

手段"相关研究报道较少&杨璐齐等*

#"

+和

835..4

等*

#)

+运用此技术分别同时检测了水产

品中
++

种'

#>"

种药物"虽然
835..4

等测定了

#>"

种药物"但经实际样品验证的药物仅为
S"

多种&

本研究拟建立超高效液相色谱
?

四极杆%静

电场轨道阱质谱法"通过优化分析条件"开发快

速'高通量的样品前处理方法"实现水产品中

#""

种药物残留的同时快速检测"并通过建立

化合物数据库对目标物进行定性&希望为快速

了解水产品中药物残留状况'隐患因子排查提

供有效的技术支撑&
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实验部分
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主要仪器与装置
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超高效液相色谱
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静电场轨道阱高分辨质谱联用系统)配有

D.0:5N4/O5.

分析软件"美国
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超纯水机)美国
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公司产品$

JD)#PC

精密天平)

德国
80.;%.4-6

公司产品$
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超声波提

取仪)昆山市超声仪器有限公司产品&
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主要材料与试剂
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种风险排查标准品)均为德国
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公司产品$乙腈'甲醇'乙酸

乙酯和甲酸)均为色谱纯"美国
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产品$实验用水)由
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超纯水机制备$

F0646

GH47BIAJ

固相萃取柱!
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公司产品&
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实验条件
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样品制备
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从农贸市场购买草鱼'鲫

鱼'鳊鱼和南美白对虾等鲜活水产品&取鱼可

食用部分"均质混匀$将虾去头'去壳"均质混

匀$分别装入聚乙烯瓶中"于
c)Te

冷冻保存"

测定前解冻"称样&

HIJI"
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样品前处理
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准确称取
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样品于
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聚丙烯离心管中"加入
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和
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乙腈"在高通量研磨仪中"

以
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振荡
+"6

"超声
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<4/

离心
)"<4/

"取出上

清液&向残渣中加入
)"<A

乙酸乙酯"按上述

方法重复操作
)

次"合并
#

次上清液"于
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减

压蒸发至近干"用
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乙腈溶解"以
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离心
)"<4/

"得到待净化液&

将待净化液加入
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固相萃取柱中"用
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乙腈淋洗"接收全部上样流出液至
)"<A

离心管中"
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氮气吹至近干"用
) <A

含
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甲酸的乙腈
?

水溶液!

!"f>"
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E
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E

#复溶"

于
Pe

以
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离心
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"取上清液"过
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尼龙针式滤膜"待测&
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色谱条件
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乙腈溶液
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质谱条件
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静电场轨道阱质谱$可加热

的电喷雾离子源!

IB8a?

$

#$喷雾电压)

+@#R$
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g

#"

#@TR$
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#$鞘气)氮气"流速
TA

%

<4/

$

辅助气)氮气"流速
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%

<4/

"温度
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扫气)氮气"流速
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%

<4/

$离子传输管温度)
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$质谱数据获取模式)一级母离子全扫描

加数据依赖的二级子离子扫描模式 !
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%

OO?78

#

#$
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分辨率)

S""""

$最大注

入时间)
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$质量扫描范围)

9

%
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"
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$二级质谱分辨率)

)SP""

$触发阈值)
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P

$最大注入时间
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&

#""

种药物的质谱

参数列于表
)

&

HIJIL

!

标准溶液的配制
!

准确称取适量的标

准品"用甲醇配制成约
P""<

Q

%

A

的单标储备

液"不溶药品加入
)<A

甲酸或二甲亚砜溶解

后"用甲醇定容"于
c!# e

避光保存&将
#""

种药物按性质分为
)T

类"即苯并咪唑类'

!

?

受

体激动剂类'

!

?

内酰胺类'氯霉素类'染料类'激

素类'大环内酯类'硝基呋喃类'喹诺酮类'喹

啉类'镇静剂类'磺胺类'三嗪类'四环素类'硝

唑类'咪唑类农药'有机氯类农药和有机磷类农
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表
H

!

"##

种化合物的色谱#质谱信息和检出限
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)
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续表
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序号

(%@

化合物

2%<

9

%-/O6

保留时间

%

H

%
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母离子%扫描模式

G.5:-.6%.4%/6

!

9

%

D
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子离子
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Q

<5/;4%/6

!

9

%

D
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$
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$
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续表
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序号
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化合物
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#

S#@"!!+*

$

#*!@)!>)T )

))>

金霉素
T@>> !S*@)#)PS

!

g

#

!>#@"*P"#

$

!!!@"T!!> )"

))S

克伦潘特罗
T@>T #*)@)"#PP

!

g

#

)>T@"!!TT

$

)+#@">T# )

))T

天青
J T@S" #S"@)"P*!

!

g

#

#P!@"S!>!

$

#PP@"T#!S )

))*

异丙硝唑
T@S" )S"@"*#!"

!

g

#

T!@"T"ST

$

)"*@"S>"# )

#")
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续表
H

序号

(%@

化合物

2%<

9

%-/O6

保留时间

%

H

%

<4/

母离子%扫描模式

G.5:-.6%.4%/6

!

9

%

D

#%

6:0/<%O5

子离子

N.0

Q

<5/;4%/6

!

9

%

D

#

检出限

AFC6

%

!

!

Q

%

R

Q

#

)#"

甲苯胺蓝
T@S" #S"@)"P*!

!

g

#

#P!@"S!>! )

)#)

氟西泮
T@SP +TT@)PT>!

!

g

#

+)P@">T+P

$

+)S@"TP)P )

)##

阿苯哒唑
T@SP #>>@"*PSS

!

g

#

#+!@">*P>

$

#>>@"*PSS )

)#+

敌敌畏
T@SP ##"@*P+)T

!

g

#

)#S@")P>P

$

ST@**!P# )"

)#!

马布特罗
T@ST +))@))+#P

!

g

#

#+S@"!""*

$

#)S@"++T> )

)#P

美他环素
T@T+ !!+@)!!T*

!

g

#

!#>@))T+!

$

#")@"P!># )"

)#>

红霉素
T@T+ S+!@!>TP#

!

g

#

)PT@))SP>

$

))>@"S">) )

)#S

氯氮卓
T@TP +""@"T*T#

!

g

#

##S@"!*>+

$

#T+@"TS"T P

)#T

磺胺间二甲氧嘧啶
T@TT +))@"T"TP

!

g

#

)P>@"))+T

$

)"T@"!!+* )

)#*

萘啶酸
T@T* #++@"*#"S

!

g

#

#"P@">"SS

$

)TS@"P"#+ )

)+"

乙氧喹啉
T@T* #)T@)P+*!

!

g

#

)!T@"SP>*

$

)*"@)##>! )

)+)

头孢哌酮
T@*) >!>@)!*>T

!

g

#

#*"@))+P+

$

)!T@"+*+ P"

)+#

奥苯哒唑
T@*) #P"@))T>#

!

g

#

#)T@"*#!"

$

)S>@"!P!P )

)++

甲基硫菌灵
T@*# +!+@"P#*#

!

g

#

)P)@"+#!P

$

+))@"#>S) P

)+!

克林霉素
T@*+ !#P@)TS)P

!

g

#

)#>@)#SS# P

)+P

氟苯哒唑
T@*P +)!@"*+PP

!

g

#

#T#@">S++

$

+)!@"*+PP )

)+>

倍他米松
T@*P +*+@#"S)T

!

g

#

+PP@)*"+*

$

#S*@)S!+! P

)+S

帕苯哒唑
*@"+ #!T@)+*+P

!

g

#

#)>@))+)!

$

)>"@"P"P! )

)+T

硝西泮
*@"+ #T#@"TS+#

!

g

#

#>T@"T!#!

$

)T"@"T"ST )

)+*

青霉素
$ *@"* +P)@)""*#

!

g

#

##*@">!)!

$

#PS@"P*"P P"

)!"

苯乙醇胺
E *@)! +!P@)T"TT

!

g

#

+#S@)S"+#

$

)P"@"*)+! )

)!)

泰乐菌素
*@)S *)>@P#>!+

!

g

#

SS#@!!SST

$

)S!@))#!S P

)!#

隐色孔雀石绿
*@)S ++)@#)>TT

!

g

#

+)>@)*+!"

$

#+*@)P!#T P

)!+

奥沙西泮
*@)S #TS@"PT)T

!

g

#

#!)@"P#S+

$

#>*@"!S># )

)!!

丫啶黄
*@)* +P#@"S>)!

!

c

#

S*@*P>#S

$

+P#@"S>)! )"

)!P

氟甲喹
*@#" #>#@"TS!"

!

g

#

#!!@"S>T+

$

##"@"!"!P )

)!>

乙酰丙嗪
*@#+ +#S@)P#P>

!

g

#

T>@"*>!+

$

PT@">P)+ )

)!S

去甲地西泮
*@#T #S)@">+#S

!

g

#

)!"@"#>)P

$

)>P@"#)!+ )

)!T

氟羟甲睾酮
*@+" ++S@#)S+P

!

g

#

#**@#""P>

$

#T)@)T*** P

)!*

艾司唑仑
*@+" #*P@"S!P"

!

g

#

#>S@"PPST

$

#"P@"S>"# )

)P"

盐酸异丙嗪
*@+> #TP@)!#""

!

g

#

T>@"*>!+

$

)*T@"+S#T )

)P)

硝呋烯腙
*@+> +>)@"T*))

!

g

#

###@">+P)

$

PT@"!)+# P

)P#

安眠酮
*@PT #P)@))ST*

!

g

#

)+#@"T"ST

$

*)@"P!#+ )

)P+

新青霉素
$

*@T# !"#@)))T#

!

g

#

)!!@"!!+*

$

)>"@"!#>T P"

)P!

三唑仑
*@TS +!+@"P))T

!

g

#

+"T@"T#++

$

+)P@"+#!P )

)PP

群勃龙
*@T* #S)@)>*#>

!

g

#

#P+@)PT>*

$

)**@)))S! )

)P>

雌酮
*@T* #S)@)>*#>

!

g

#

)++@">!S*

$

)PS@">!S* )

)PS

芬苯哒唑
*@*S +""@"T")#

!

g

#

#>T@"P+*)

$

+""@"T)"# )

)PT

替马西泮
*@*S +")@"S+T+

!

g

#

#PP@">T+P

$

#T+@">+#S )

)P*

去氢睾酮
)"@" #TS@#""P>

!

g

#

#>*@)T***

$

)S+@"*>"* P

+")

第
#

期
!!

于慧娟等)超高效液相色谱
?
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续表
H

序号

(%@

化合物

2%<

9

%-/O6

保留时间

%

H

%

<4/

母离子%扫描模式

G.5:-.6%.4%/6

!

9

%

D

#%

6:0/<%O5

子离子

N.0

Q

<5/;4%/6

!

9

%

D

#

检出限

AFC6

%

!

!

Q

%

R

Q

#

)>"

克拉霉素
)"@) S!T@!T!)S

!

g

#

)PT@))SP>

$

P*"@+*>PT )

)>)

丙酰丙嗪
)"@# +!)@)>T#)

!

g

#

T>@"*>!+

$

PT@">P)+ )

)>#

玉米赤霉醇
)"@+ +#)@)S"SP

!

c

#

+"+@)>")T

$

#SS@)T"*# P"

)>+

罗红霉素
)"@! T+S@P+)TP

!

g

#

)PT@))SP>

$

T+@"!*)! )

)>!

诺龙
)"@! #SP@#""P>

!

g

#

#PS@)T***

$

#+*@)S*!+ P"

)>P

萘夫西林
)"@! !)P@)+###

!

g

#

#P>@"*>T#

$

)**@"SP+> P"

)>>

沙美特罗
)"@! !)>@#S*P!

!

g

#

+*T@#>T*S

$

+T"@#PT!) )

)>S

去氢甲睾酮
)"@P +")@#)>#)

!

g

#

)#)@">!S*

$

)!*@)+#!T )

)>T

地西泮
)"@P #TP@"ST*#

!

g

#

)P!@"!)T"

$

)*+@"TT> )

)>*

硫菌灵
)"@P +S)@"T!##

!

g

#

)P)@"+#!P

$

#T#@"+>P! )

)S"

氯丙嗪
)"@> +)*@)"+"#

!

g

#

T>@"*>!+

$

PT@">P)+ )

)S)

吉他霉素
)"@S ST>@!>+!+

!

g

#

PPT@+#S#S

$

)S!@))#!S )"

)S#

炔诺酮
)"@S #**@#""P>

!

g

#

#+)@)S!+!

$

)"*@">!S* )

)S+

睾酮
)"@T #T*@#)>#)

!

g

#

)"*@">!S*

$

*S@">!S* )

)S! #)?

羟基孕酮
)"@* ++)@##>SS

!

g

#

+)+@#)>#)

$

)"*@">!S* P

)SP

雄烯二酮
))@) #TS@#""P>

!

g

#

)"*@">!S*

$

*S@">!S* P"

)S> )S0?

羟基孕酮
))@# ++)@##>SS

!

g

#

*S@">!S*

$

)"*@">!S* )

)SS

玉米赤霉酮
))@+ +#)@)>*>P

!

g

#

+"+@)P*"*

$

)#+@"!!"> )

)ST

双烯雌酚
))@P #>S@)+S*>

!

g

#

)"S@"!*)!

$

)#)@">!S* P"

)S*

康力龙
))@> +#*@#PTS!

!

g

#

)#)@)"))T

$

T)@"!!S# )

)T"

克拉珠利
))@> +S)@")"T"

!

c

#

+""@")""T

$

#>P@")>T" P"

)T)

左炔诺孕酮
))@> +)+@#)>#)

!

g

#

#*P@#"P>!

$

#!P@)T*** )

)T#

炔诺孕酮
))@S +)+@#)>#)

!

g

#

#*P@#"P>!

$

#!P@)T*** P"

)T+

地克珠利
)#@# !"!@*S)T+

!

c

#

+++@*S))" P"

)T!

孔雀石绿
)#@+ +#*@#")#+

!

g

#

+)+@)>**+

$

#"T@))#SS P

)TP

三唑磷
)#@! +)!@"S##T

!

g

#

)>#@">>)*

$

))!@*>)++ )

)T>

利福平
)#@S T#+@!)#!"

!

g

#

*P@"TPP+

$

)P)@"SP+> P

)TS

三氯苯哒唑
)#@T +PT@*PS+"

!

g

#

+!+@*++*#

$

#S+@**>#) )"

)TT

醋酸甲地孕酮
)+@" +TP@#+S+!

!

g

#

+#P@#)>#)

$

#T#@)*ST# )

)T*

醋酸氯地孕酮
)+@" !"P@)T#S)

!

g

#

+!P@)>)PT

$

+"*@)T!*) )"

)*"

醋酸甲羟孕酮
)+@) +TS@#P#**

!

g

#

)#+@"T"!!

$

+#S@#+)T> )

)*)

醋酸美仑孕酮
)+@# +*S@#+S+!

!

g

#

++S@#)>#)

$

#S*@)S!+! )"

)*#

孕酮
)+@# +)P@#+)T

!

g

#

)"*@">!S*

$

*S@">!S* P

)*+

茚虫威
)!@# P#T@"SS*

!

g

#

#"+@")T>>

$

)>T@"#)"S )

)*!

爱普瑞菌素
)!@> *+>@P"S*T

!

g

#

!*"@#SS#P

$

+P#@)S#ST )"

)*P

结晶紫
)!@T +S#@#!+!#

!

g

#

+P>@#)#)#

$

#P)@)P!#T )

)*>

丙酸睾酮
)P@) +!P@#!#!#

!

g

#

#S)@#"P>!

$

#P+@)*P"T )

)*S

阿维菌素
)P@+ T*P@!T)!+

!

g

#

SP)@!"#ST

$

!!*@#P"*S )"

)*T

多拉菌素
)>@" *#)@!*S"T

!

g

#

SSS@!)T!+

$

!!*@#P"*S )"

)**

苯丙酸诺龙
)>@+ !"S@#PT"S

!

g

#

#PS@)T***

$

#+*@)S*!+ )"

#""

伊维菌素
J)0 )>@* T*S@!*S"T

!

g

#

SP+@!)T!+

$

+#*@#"TS# )"

!")
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药"分别吸取适量的单标储备液"用甲醇配制成

)T

种
)"<

Q

%

A

混合标准溶液$再分别吸取适量

的
)T

种混合标准溶液"用甲醇稀释"配制成浓

度均为
"@P<

Q

%

A

的
#""

种药物混合标准工作

液"于
c!#e

避光保存&

HIJIN

!

数据库'定性和定量分析
!

收集
#""

种

药物的分子式和相对分子质量信息"在优化的

液相色谱和质谱条件下"获取
"@)<

Q

%

A

各类

药物的色谱保留时间'母离子及加合模式"并在

梯度碰撞能量!

#"

'

P"

'

T"5$

#下获得碎片离子

信息&利用
D.0:5N4/O5.

软件建立含有化合物名

称'

2E8

号'分子式'精确分子质量'保留时间'母

离子质荷比!精确至
)"

cP

#以及碎片离子质荷比

的数据库&

利用
N-&&78

%

OO?78

# 模式采集数据"结

合建立的数据库进行定性筛查"确认检出的标

准为)母离子质荷比偏差
#

+M)"

c>

$保留时间

偏差
#

)P6

$同位素质荷比偏差
#

)"M)"

c>

'相

对丰度偏差
#

#PK

'综合比对
$

SPK

$碎片离子

质荷比偏差
#

#"M)"

c>

"且至少有
)

个碎片离

子满足此要求&采用基质匹配标准曲线外标

法"利用母离子进行定量分析&

"

!

结果与讨论

"IH

!

样品前处理的优化

本实验的
#""

种目标物极性差异较大"采

用乙腈'乙酸乙酯为提取剂"对草鱼加标样品进

行提取实验&结果表明"乙腈作为提取剂时"多

数药物能被提取出来"但激素类'镇静剂类和咪

唑类药物的提取效率较低$乙酸乙酯作为提取

剂时"虽然能够提高激素类和镇静剂类药物的

提取效率"但沙星类'

!

?

激动剂类和染料类药物

的提取效率较低&为实现不同极性化合物均可

达到高效率提取"本实验采用两步提取的方法"

即先用乙腈超声提取"再用乙酸乙酯对残渣超

声提取"经两次提取"检测回收率为
+"K

"

)#"K

"其中"有
SPK

药物的回收率大于
P"K

&

"I"

!

色谱条件的优化

本实验涉及的目标物种类繁多'性质各异"

为达到所有目标物同时分析'准确定性的目的"

选择
D35.<%E::-:%.50L

柱作为色谱柱"对

#""

种目标物进行分离实验&结果显示"非极

性'弱极性和极性化合物在该色谱柱上的保留

性能良好"极性化合物的保留性能优于
D35.<%

E::-:%.52)T

色谱柱&以
"@)K

甲酸水溶液和

"@)K

甲酸
?

乙腈溶液为流动相"优化的梯度洗

脱条件见
)@+@+

节"在最佳色谱分离条件下"各

药物均得到有效保留"峰形和灵敏度良好&在

##<4/

内"通过
)

次进样可实现
#""

种药物的

快速筛查分析&

#""

种药物的保留时间已列于

表
)

"部分同分异构体和极性化合物的提取离

子流图示于图
)

&

"IJ

!

质谱条件的优化

根据
#""

种药物的电离性质"选用
B8a

g和

B8a

c离子化模式"其中"甲砜霉素'氟苯尼考'

氯霉素'玉米赤霉醇'卡拉珠利'地克珠利'头孢

呋辛和丫啶黄在负离子模式下响应$其余药物

均在正离子模式下响应&采用流动注射方式对

#""

种药物分类进行一级质谱全扫描"质量扫

描范围
9

%

D)P"

"

)"""

"选择信号最强的目标

离子作为一级母离子&

#""

种药物母离子'子

离子及扫描模式列于表
)

&

"IK

!

线性范围和检出限

以鱼'虾空白基质溶液配制基质匹配工作

曲线进行定量分析"以消除基质效应对测定结

果的影响&基质标准曲线的绘制方法为)以空

白基质液配制
)

"

)"""<

Q

%

A

系列混合标准溶

液"检测得到母离子响应值&以药物的浓度为

横坐标"响应值为纵坐标"绘制基质标准曲线&

结果表明"每种药物在
)"""<

Q

%

A

检出限范围

内"线性关系良好"相关系数
.

#

%

"@**""

&以

能够触发二级质谱扫描的各化合物最小峰面积

为评价标准"通过不同加标水平确定方法检出

限&本方法的检出限为
)

"

P"

!

Q

%

R

Q

"其中"有

)""

种药物的检出限为
)

!

Q

%

R

Q

"有
!#

种药物的

检出限为
P

!

Q

%

R

Q

"

++

种药物的检出限为
)"

!

Q

%

R

Q

"

#!

种药物的检出限为
P"

!

Q

%

R

Q

"各药

物的检出限列于表
)

&

"IL

!

回收率和精密度

为考察本方法的准确性"对空白鱼'虾样品

进行标准添加实验"添加水平分别为
)

'

P

'

)"

和

P"

!

Q

%

R

Q

"每个添加水平做
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个平行样"按
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节方法处理和检测"计算不同添加水平下药物

的回收率和精密度&结果表明"在不同的加标

水平下"
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种药物的平均回收率为
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$相对标准偏差在
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之间"其中"
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的比例分别为
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和
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"且相对标准

偏差
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主要分布于低加标水平上&
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头孢匹林$
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图
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混合标准溶液中部分药物的提取离子流图
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实际样品筛查

应用本方法对
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个鲜活水产品"包括南美白

对虾'鳊鱼'草鱼'鲤鱼'鲫鱼和大黄鱼等进行筛

查"结果表明"对虾样品中未检出药物残留"鳊鱼'
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出率占样品总量的
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&检出药物的种类包括乙
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甲氧苄啶'磺胺二甲基嘧啶'敌百虫和依维菌素"其

中有
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个草鱼样品的药物残留较严重"同时检出乙

氧喹啉'恩诺沙星'环丙沙星'甲氧苄啶和敌百虫

P

种药物"含量分别为
T@))

'

+>+@!

'

))@S

'

)#S+

和

#>@>

!

Q

%

R

Q

"该样品的提取离子流图示于图
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