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摘　要：建立了一种快速、灵敏的超高效液相色谱串联质谱法（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）同时定性和定量测定水产品中６种氟喹
诺酮类（ＦＱｓ）药物残留．考察了提取液类型、提取液甲酸体积分数、净化方式、脱水剂用量等影响浓缩富集效果的因素，
确立了样品采用酸化乙腈溶液提取、正己烷脱脂并以无水硫酸钠除水等步骤．在电喷雾－多反应监测正离子模式下，色
谱分离柱选用ＢＥＨＣ１８色谱柱，流动相选用０１％甲酸水溶液 －乙腈梯度洗脱，流速为０２０ｍＬ／ｍｉｎ．结果表明，６种氟
喹诺酮类标准品均在１～１０００μｇ／Ｌ内线性关系良好 （Ｒ２均≥０９９８），在 ２～１００μｇ／ｋｇ添加范围内平均回收率在
７６９％～９５９％，相对标准偏差在４８％～９２％，最低检测限和定量限分别为０１和０２μｇ／ｋｇ．
关键词：水产品；氟喹诺酮类；样品前处理；优化；超高效液相色谱串联质谱法
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　　喹诺酮类（Ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ，ＱＮｓ）是１，４－二氢－４
－吡啶酮－３羧酸衍生物的抗菌药，４－吡啶酮 －

３－羧酸是共同的功能基团，对细菌 ＤＮＡ螺旋酶
具有选择性抑制作用．氟喹诺酮类抗菌药物
（Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ，ＦＱｓ）是ＱＮｓ的一个亚组，其化
学结构为６号位氟取代的吡啶酮羧酸衍生物，作
为一类人工合成的广谱高效抗菌药物，近年来在

临床、兽医和水产养殖中获得了广泛应用［１－２］．研



究表明，氟喹诺酮类药物会给人类健康造成一定

的毒害，长期服用会增加耐药性［３－４］，还有致畸胎

和致突变、致癌的危险［５－６］，其残留问题已引起广

泛的关注［７－９］．
目前，针对氟喹诺酮类药物在动物源性食品

中残留的检验主要有微生物法［１０－１１］、高效液相色

谱法［１２－１３］和液相色谱串联质谱法（ＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ）［１４－１５］．相对于其他分析手段，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法
具有灵敏度高、选择性强、分析范围广等优点，在

水产品氟喹诺酮类药物残留的定性和定量测定中

广泛应用［１４，１６］．液质方法多采用固相萃取法进行
样品前处理，其对于复杂生物样品基质净化处理

的效果较好，但价格昂贵、难以满足高通量检测的

要求，且一般步骤较繁琐［１４－１５］．本实验通过对前
处理方法的优化，在保证回收率的同时，建立一种

步骤尽可能简单、精密度良好、费用低并且适合液

质检测的样品前处理方法，用于自水产品肌肉组

织中提取６种常用 ＦＱｓ药物，以期为水产动物体
内该类药物残留分析方法提供一种灵敏度高、专

一性强、重现性好、回收率稳定的检测手段，并满

足药物吸收、分布、代谢、排泄、毒性等进一步研究

的检测需求．

１　实　验
１１　试剂与材料

诺氟沙星标准品（美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司，
≥９９９％，ＮＯＲ）；恩诺沙星标准品（美国 Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司，≥９９９％，ＥＮＲ）；环丙沙星标准品
（德国Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司，≥９９０％，ＣＩＰ）；沙拉
沙星标准品 （德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司，≥
９９０％，ＳＡＲ）；达诺沙星标准品（美国 Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司，≥９９９％，ＤＡＮ）；氧氟沙星标准品
（美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司，≥９９３％，ＯＦＬ）；甲
醇、丙酮、乙腈（德国 Ｍｅｒｃｋ公司，色谱纯）；正己
烷（美国ＴＥＤＩＡ公司，色谱纯）；实验过程中所用
水由 ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＡ１０纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）制备；无水硫酸钠（上海国药，分析纯）；甲酸

（美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司，＞９８％）．
准确称取适量的６种标准品，用纯甲醇溶解

并定容得到１００ｍｇ／Ｌ的储备液，室温下可稳定
两个月．储备液用乙腈／０２％甲酸水溶液（体积
比为２０∶８０）做稀释液配成１０ｍｇ／Ｌ的中间工作
溶液；然后将中间液用该稀释液配制成相应浓度

的标准工作溶液，上机前过０２２μｍ有机滤膜．
１２　仪器设备

ＡＣＱＵＩＴＹＴＭ超高效液相色谱仪，Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ

ＱｕａｔｔｒｏｍｉｃｒｏＡＰＩ三重四极杆质谱（配电喷雾离
子源），ＭａｓｓＬｙｎｘＴＭＶ４１操作软件（Ｗａｔｅｒｓ公
司）；ＸＳ２０５电子天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；
ＢｉｏｆｕｇｅＳｔｒａｔｏｓ高速冷冻离心机（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；Ｔ２５ｄｉｇｉｔａｌＵＬＴＲＡ－ＴＵＲＲＡＸ均质机、ＲＶ
１０旋转蒸发仪、ＭＳ１Ｍｉｎｉ－ｓｈａｋｅｒ涡轮振荡器
（ＩＫＡ公司）；Ｍｉｌｌｉ－ＱＡ１０纯水器（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；移液器（２００、１０００、５０００μＬ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）ＰＨＳ－３ＣｐＨ计（上海精密科学仪器有限
公司）．
１３　色谱和质谱条件

色谱柱：ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨ Ｃ１８
１７μｍ，２１ｍｍ×５０ｍｍ；柱温：３５℃；样品室温
度：１０℃；流动相 Ａ：含０１％（体积分数）甲酸的
水溶液；流动相 Ｂ：乙腈；进样体积：１０μＬ；流速：
０２０ｍＬ／ｍｉｎ．流动相梯度洗脱程序：０～１ｍｉｎ，
９０％Ａ；１～２ｍｉｎ，９０％Ａ线性变化至８０％Ａ；２～
４ｍｉｎ，８０％Ａ线性变化至１５％Ａ；４～６ｍｉｎ，１５％Ａ
线性变化至９０％Ａ．

电离方式：ＥＳＩ（＋）；电离电压：２１ｋＶ；锥孔
电压：３０Ｖ；离子源温度：１２０℃；锥孔反吹气流
量：５０Ｌ／ｈ；脱溶剂气温度：３６０℃；脱溶剂气流
量：７００Ｌ／ｈ；采集方式：ＭＲＭ模式；定性定量离子
对见表１．

表１　ＦＱｓ的定性定量离子对、碰撞能量和锥孔电压

名称 定性离子对 定量离子对
锥孔

电压／Ｖ

碰撞

能量／ｅＶ

恩诺沙星

Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ

３６０２＞２４５２

３６０２＞３１６２
３６０２＞３１６２

４６

４６

１６

２５

环丙沙星

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ

３３２２＞２８８２

３３２２＞２４５２
３３２２＞２８８２

３２

３２

１６

２２

沙拉沙星

Ｓａｒａｆｌｏｘａｃｉｎ

３８６１＞３４２２

３８６１＞２９９２
３８６１＞３４２２

３２

３２

１７

２５

达氟沙星

Ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ

３５８２＞３４０２

３５８２＞３１４２
３５８２＞３１４２

３４

３４

１９

１７

诺氟沙星

Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ

３２０２＞２７６２

３２０２＞２３２２
３２０２＞２７６２

３４

３４

１５

２０

氧氟沙星

Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ

３６２２＞３１８２

３６２２＞２６１２
３６２２＞３１８２

３４

３４

１８

２４

１４　前处理方法
鱼剔取背部肌肉，虾、贝去壳后取可食部分，

分别以均质机充分均质后，称取（５００±００５）ｇ
均质好的样品，置于５０ｍＬ聚四氟乙烯离心管中，
加入２０ｍＬ２％甲酸的乙腈溶液，均质提取１０ｓ，
用１０ｍＬ提取液洗涤刀头１０ｓ，洗涤液储备．向

·３５·第１０期 孙言春，等：ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定水产品中氟喹诺酮类药物前处理优化



５０ｍＬ离心管加入４０ｇ无水硫酸钠，涡动３０ｓ，
然后以 ４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，上清液转移到
１２５ｍＬ分液漏斗中．将洗涤液加入前一次提取后
残渣中，涡动提取１ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
合并上清液．向分液漏斗加入２５ｍＬ乙腈饱和的
正己烷，振荡２ｍｉｎ，避光静置１５ｍｉｎ，下层溶液
４０℃水浴低压旋转蒸发至干，加入１ｍＬ１０％乙
腈溶液（含０１％甲酸）溶解残渣，并加入５ｍＬ乙
腈饱和的正己烷，涡动３０ｓ．溶液转移至１０ｍＬ离
心管中，４０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ．用一次性注射器

吸取下层溶液，过０２２μｍ有机相滤膜，取滤液
上机检测．

２　结果与讨论
２１　６种ＦＱｓ的质量色谱图

采用１３中的色谱和质谱条件，６种ＦＱｓ在Ｃ１８
（１７μｍ，２１ｍｍ×５０ｍｍ）色谱柱上获得了良好的
分离（图 １），保留时间分别为 ２６１ｍｉｎ（ＮＯＲ）、
２６５ｍｉｎ（ＯＦＬ）、２７４ｍｉｎ（ＣＩＰ）、２９３ｍｉｎ（ＤＡＮ）、
３１１ｍｉｎ（ＥＮＲ）和３４９ｍｉｎ（ＳＡＲ）．
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图１　添加鱼肉基质（２０μｇ／ｋｇ）后６种药物的质量色谱图

２２　提取溶液的选择
ＦＱｓ极性较大，本实验研究了丙酮、甲醇和乙

腈作为提取液提取鲤鱼肌肉中６种ＦＱｓ药物的回
收效果（空白基质添加质量分数为５０μｇ／ｋｇ，ｎ＝
６），结果见图２．可以看出，乙腈作为提取剂时，６
种ＦＱｓ的回收率较好，在５６６％ ～６９３％，并且
乙腈做提取剂时对于生物蛋白的沉淀作用也较

好，离心后的上层溶液比较澄清，能起到一定的净

化作用．因此，选择乙腈作为提取液．
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图２　丙酮、甲醇和乙腈提取回收率比较
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２３　提取溶液ｐＨ的选择
有文献报道［１７－１８］，提取剂添加一定比例的酸

和碱可显著提高氟喹诺酮的回收率．而本实验选
择ＥＳＩ（＋）电离方式，添加挥发性的酸有利于离
子化效果，因此，考察了在提取液中添加一定量的

酸对回收率的影响．在乙腈提取液中分别添加体
积分数为１％、２％、３％的甲酸，将其与纯乙腈作
为提取液时的回收率相比较，结果如图３所示．

!"

!"#$!"

#"%&!"

$"%&!"

%&

'&

(&

$&

!&

'

(

)

)

"

*+, -*. /0- 10. 234 5-.

*+,-

图３　乙腈，１％、２％和３％甲酸乙腈提取液的回收率比较
（ｎ＝６）

　　图３可以看出，酸化乙腈回收率普遍高于纯
乙腈，并且２％甲酸乙腈溶液作为提取液时回收
效率最佳，因此，选择２％甲酸乙腈溶液作为提取
液来提取水产品中ＦＱｓ药物残留．
２４　提取方式的选择

称取（５００±００５）ｇ均质好的空白鱼肉样
品（ｎ＝６），加入５０μｇ／ｋｇ的混合标准品溶液，以
２％甲酸乙腈溶液为提取溶剂，分别按以下方法提
取目标药物：① 涡旋震荡提取；② 超声５ｍｉｎ后
涡旋震荡提取；③ 均质提取．图４为３种提取方
式回收率的比较．可以看出，方式③ 的回收效果
最佳．因此，选择方式③ 作为提取鲤鱼组织中
ＦＱｓ药物的提取方式．
２５　净化方式的选择

选择２％乙腈均质提取时，回收率达到了要
求，但是由于检测溶液较浑浊，虽然质谱的选择性

较好，但会对色谱柱和质谱仪造成污染，减少使用

寿命，因此，需对其进行净化处理．选择脂溶性较
好的正己烷除脂，对提取液中的脂肪类杂质等采

取３种不同的除脂方式：① 只用３０ｍＬ乙腈饱和
的正己烷除脂１次；② 先用２５ｍＬ乙腈饱和的正
己烷除脂，旋转蒸干用１ｍＬ流动相复溶后，又加

入５ｍＬ乙腈饱和的正己烷，涡动后离心；③ 用
１５ｍＬ乙腈饱和的正己烷除脂两次．
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图４　不同提取方式回收率的比较

　　方式① 的净化效果较差，而② 、③ 的效果较
好，用流动相复溶后的溶液澄清透明．但是净化方式
② 的平均回收率（７２４％ ～９２３％）比方式③
（６２２％～８０１％）高，因此，选择第② 种净化方式．
２６　脱水剂加入量的选择

水产品可食性组织中含有大量的水分，其与

乙腈提取液是互溶的，这将导致提取液的浓缩富

集步骤所需时间较长．针对这种情况一般有两种
方法，其一是加入能和水形成共沸的物质，如异丙

醇等；其二是加入能和水结合而不与提取剂及目

标分析物反应的物质，如无水硫酸钠等．由于异丙
醇和水形成共沸的量不容易控制，选择无水硫酸

钠做除水剂，并对其添加量对蒸发时间和回收率

的影响进行了探讨．
以肌肉组织中水分含量为研究目标，做了未

加及添加３、４、５、６和７ｇＮａ２ＳＯ４的空白基质加标
回收率实验（５０μｇ／ｋｇ，ｎ＝６），并结合旋转蒸发
的时间考察其除水效果．实验中，旋转蒸发温度、
蒸发瓶旋转速度、真空度及蒸发瓶的水下接触面

积固定．由图５可以看出，无水硫酸钠加入后，蒸
发时间明显减少．但是随着脱水剂加入质量的继
续增加，蒸干时间并没有明显提高，回收率反而下

降（见图６）．这说明Ｎａ２ＳＯ４在一定的质量时就将

其中的水分完全去除，再增加时，由于表面吸附等

原因，一些含有目标分析物的提取剂也附着在

Ｎａ２ＳＯ４表面，造成提取液量减少，导致回收率降
低．综合比较实验结果，选择４０ｇ无水硫酸钠作
为本实验的除水剂．
２７　线性范围和灵敏度

按１１节所述方法分别配制质量浓度为１、２、
５、２０、５０、１００、２００和１０００μｇ／Ｌ混合标准工作溶
液，外加一个空白样品，进样量均为１０μＬ，外标法
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定量，其回归方程及相关系数如表２所示．Ｘ表示
相应药物的质量浓度（μｇ／Ｌ），Ｙ表示质谱响应值，
Ｒ表示相关系数．可见，在此范围内６种ＦＱｓ的标
准曲线线性关系良好，Ｒ２均在０９９８以上，说明氟
喹诺酮药物在１～１０００μｇ／Ｌ内，峰面积和浓度呈
良好的线性关系．
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图５　提取液蒸干时间随Ｎａ２ＳＯ４添加量的变化
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图６　Ｎａ２ＳＯ４添加量对ＦＱｓ回收率的影响

表２　６种氟喹诺酮的回归方程及相关系数

名称 回归方程 相关系数Ｒ２

达诺沙星 Ｙ＝３２５６Ｘ＋３０５３ ０９９９

氧氟沙星 Ｙ＝１２１３Ｘ－２４７２ ０９９９

诺氟沙星 Ｙ＝４９５６Ｘ＋１８３５ ０９９８

沙拉沙星 Ｙ＝７１０８Ｘ－８４７ ０９９８

恩诺沙星 Ｙ＝１１８１１Ｘ－２６２５ ０９９９

环丙沙星 Ｙ＝１２６２５Ｘ－３２６４ ０９９９

　　采用向阴性样品中添加标准物质的方法考察
灵敏度．在鱼、虾、蟹空白样品中添加６种 ＦＱｓ标
准溶液（添加水平０１０μｇ／ｋｇ），经测定信噪比均
大于３，表明在这３类水产品中的检测限（ＬＯＤ）
均可达 ０１０μｇ／ｋｇ．在空白样品中添加水平为
０２μｇ／ｋｇ时，信噪比均大于 １０，表明其定量限
（ＬＯＱ）均可达０２μｇ／ｋｇ．
２８　回收率和精密度

采用空白加标的方式，以 ２、２０、１００μｇ／ｋｇ
３个浓度梯度，每个浓度水平６个平行样品，考察
６种 ＦＱｓ在鱼、虾和蟹３种水产品中的平均回收
率和相对标准偏差，结果见表 ３．经过统计和计
算，６种ＦＱｓ在鱼、虾和蟹３种水产品中的回收率
为７６９％ ～９５９％，精密度在４８％ ～９２％．回
收率和精密度良好，符合水产品质量安全检测技

术的需要．

表３　６种ＦＱｓ添加到３种水产品中的回收率及相对标准偏差（ｎ＝６） ％

水产品
添加水平／

（μｇ·ｋｇ－１）
ＣＩＰ ＥＮＲ ＯＦＬ ＮＯＲ ＤＡＮ ＳＡＲ

２ ７９３±６９ ７８６±９０ ７８３±５９ ７７５±６４ ９２５±８７ ８６５±８５

鱼 ２０ ８５１±４８ ７７８±８３ ８１５±７６ ８２４±９７ ７８６±８２ ９４６±７３

１００ ８２６±８４ ８６２±７９ ８８５±８５ ７９７±８９ ８２４±７８ ９２５±６４

２ ７６９±８６ ７７８±６３ ８７５±９１ ８３２±７３ ９５９±８３ ８６８±８５

虾 ２０ ８３８±６８ ８１３±８９ ８３４±７６ ８２５±６５ ８５３±５１ ９４３±７２

１００ ８２３±５７ ９１３±５３ ９２５±８９ ７７９±６８ ７７６±９２ ８７９±６４

２ ８０３±７５ ８３７±６８ ７９７±６７ ８６５±８３ ８７６±８６ ８８５±７６

蟹 ２０ ９３１±９１ ７９２±９２ ９１５±７６ ８９７±６７ ９１８±７５ ９０３±６８

１００ ８７４±８３ ９１５±８６ ９３３±５５ ９２８±７３ ９３１±８６ ８８４±９０

３　结　论
１）液液萃取具有耗材低廉、易于操作等优

势，采用含２％甲酸的乙腈做提取液进行均质提
取，正己烷除脂，５０ｇ水产品可食性组织中加入
４０ｇＮａ２ＳＯ４除水，可显著提高前处理效率，满足

高通量检测的要求．
２）该方法步骤简单、费用低、回收率高、精密

度良好并且适合液质检测，可以作为水产品可食

性组织中ＦＱｓ残留的检测方法，进一步为药代动
力学、消除规律及毒理评价等研究提供了灵敏、准

确的分析手段．
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