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摘要：建立了一种同时测定鸡肉中 $ 种氟喹诺酮类药物残留的超高效液相色谱 /电喷雾串联质谱确证分析方法
（89:7/.;</=; > =;）。样品经酸化乙腈提取、正己烷脱脂和 ?:@ 固相萃取柱净化，采用 67A8<)B 89:7)= @.?
7(+色谱柱（*" 00 . !/ ( 00，(/ $ !0）分离，以 " ’ (C 甲酸水溶液和乙腈作为流动相进行梯度洗脱，电喷雾质谱检

测，正离子多反应监测模式进行定性和定量分析。$ 种药物在 * ’ ("" !3 > D3 范围内线性关系良好，相关系数（ !!）

均大于 "/ ##；以 *，!*，*" !3 > D3 , 个浓度水平进行添加回收试验，$ 种药物的平均回收率在 $#/ !C ’ ("+/ &C 之间，
相对标准偏差为 %/ !C ’ +/ #C，方法的检出限（ :EF）为 "/ ! ’ (/ % !3 > D3。方法重现性好、灵敏度高、分析时间短、
确证能力强，适用于鸡肉中氟喹诺酮类药物多残留的确证检测。
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! ! 氟喹诺酮类药物（ "#$%&%’$()%#%)*+，,-+）是 $%
世纪 &% 年代出现的抗菌作用更强的第三代喹诺酮
类药物（又称新喹诺酮）［’］。,-+ 的抗菌谱广、高
效、低毒、组织穿透力强，适用于预防和治疗呼吸、消

化、泌尿、生殖等系统的各种感染症，目前已广泛应

用于畜禽和水产养殖业。由于饲养过程中该类药物

的不合理应用，导致其残留在动物源性食品中，给人

体健康造成了极大危害。欧盟、美国等已将 ,-+ 列
为动物源性食品中残留的重点监控药物，并制定了

最大残留限量，如恩诺沙星为 ’%% !. / 0.；日本更是
规定了 ,-+ 的最大残留限量为 ’% !. / 0. 的“一律标
准”［’］。因此，建立一种灵敏度高、分析迅速和确证能

力强的 ,-+ 残留检测方法具有重要的现实意义。
! ! 动物源性食品中 ,-+ 残留的检测方法，文献报
道有高效液相色谱法（1234）［$ ( )］和高效液相色谱!
质谱联用法（ 34!56［"，)］，34!56 / 56［" ( ’"］）。目前

1234 和 34!56 / 56 已成为国内外最为常用的 ,-+
残留检测方法。随着色谱柱填料技术的发展，基于

’* # !7 小颗粒技术的超高效液相色谱（8234）比
传统的 1234 具有更高的分离能力，可以在很高的
线速度、流速和反压下进行高效的分离工作，并获得

满意的结果。本文采用超高效液相色谱!电喷雾串
联质谱（8234!96:!56 / 56），建立了一种快速检测
鸡肉中 # 种 ,-+ 残留的确证分析方法。

表 !" # 种 !"# 的色谱$质谱参数
%&’() !" *+,-$./0$1/ 2 1/ 3&4&5)6)4# 784 # !"#

,- ;*<*)<(%) <(7* / 7() 2=&*)< (%)（! " #） 4>=）/ > -$=#(<=<(?* (%) @=(&+（! " #） 49A）/ *> :%) =A$)B=)C* &=<(%C）

5D; ’ E +% ,+, E , ,% ,+, E , / ,$% E ,!，,+, E , / ,") E $ ’)，$% # E $- ’
F,3 ’ E &’ ,+$ E , ,’ ,+$ E , / ,’& E $!，,+$ E , / $+’ E , ’&，$) ’ E )- ’
9G; $ E )+ ,+% E , ,) ,+% E , / ,’+ E $!，,+% E , / $") E $ $+，$% $ E %- ’
6D; , E "% ,&+ E ) ,& ,&+ E ) / ,"$ E "!，,&+ E ) / ,+& E " ’&，$$ $ E "- ’
HDG $ E $+ ,)& E $ ,) ,)& E $ / ,"% E $!，,)& E $ / ,’" E $ $,，’# ’ E )- ’
4:2 ’ E .& ,,$ E " ,) ,,$ E " / $&& E ,!，,,$ E " / $") E , $)，’& ’ E &- ’
GF; ’ E &$ ,$% E , ,) ,$% E , / $#+ E $!，,$% E , / ,%$ E $ ’)，$% $ E #- ’

! ’$=)<(<=<(?* (%)；=）C%)* ?%#<=.*；A）C%##(+(%) *)*&.I；C）<J* =A$)B=)C* &=<(% %" ’$=)<(<=<(?* (%) <% =)%<J*& ’$=#(<=<(?* (%)E

!" 实验部分

! 9 !" 仪器、试剂与材料
! ! D4-8:KL 8#<&= 2*&"%&7=)C* 34K5超高效液相

色谱仪、-$=<<&% 2&*7(*& M9 电喷雾串联四极杆质
谱仪、5=++#I)N "* ’ 数据处理软件、O=<*&+ F=+(+
13P 固相萃取（ 629）柱（+% 7.，, 73）（美国 O=!
<*&+ 公司）；5(##(!-" Q&=B(*)< 超纯水净化器。
! ! 标准品：诺氟沙星（ )%&"#%N=C()，GF;，纯度为
.&* )R）、达氟沙星（ B=)%"#%N=C()，HDG，纯度为
.+R）、恩诺沙星（*)&%"#%N=C()，9G;，纯度为 .&R）、
环丙沙星（C(@&%"#%N=C()，4:2，纯度为 .&R）、麻保沙
星（7=&A%"#%N=C()，5D;，纯度为 ..R）、氧氟沙星
（%"#%N=C()，F,3，纯度为 ..R）和沙拉沙星（ +=&=!

"#%N=C()，6D;，纯度为 .#* $R），均购自德国 H&E 9J!
&*)+<%&"*& 公司。
! ! 甲醇、乙腈（1234 级，,(+J*& 科技公司）；$)R
氨水等其他试剂均为分析纯；实验用水为超纯水；鸡

肉样品为黑龙江正大公司冷冻分割鸡肉。

! ! 单标储备液的制备：分别精确称取各种 ,-+ 的
标准品 ’% 7. 于烧杯中，加入少量乙腈并滴加适量
的 %* %$ 7%# / 3 盐酸，待完全溶解后转移到 ’%% 73
容量瓶中，用乙腈定容至刻度，得到质量浓度为 ’%%
7. / 3 的单标储备液，于 ( $% S条件下储存备用。
! ! 混合标准储备液的制备：分别准确移取 ) 73
各单标储备液于同一个 ’%% 73 容量瓶中，用初始
流动相（乙腈!%* ’R（体积分数，下同）甲酸水溶液
（体积比为 ’%- .%））定容至刻度，得到 # 种药物质量
浓度均为 ) 7. / 3 的混合标准储备液，于 ( $% S条
件下储存备用。

! ! 混合标准工作液的制备：准确移取一定量的混
合标准储备液于容量瓶中，用初始流动相定容至刻

度，逐级稀释成 ’%%，)%，$)，’% 和 ) !. / 3 的混合标
准工作液，于 " S条件下储存备用。
! 9 $" *+,-$./0$1/ 2 1/ 分析
! 9 $ 9 !" 超高效液相色谱条件
! ! 色谱柱：O=<*&+ D4-8:KL 8234K5 P91 4’&超

高效液相色谱柱（)% 77 / $* ’ 77，’* # !7）；柱
温：,% S；样品室温度：,% S；进样量：) !3；流动相
D：乙腈；流动相 P：%* ’R 甲酸水溶液；梯度洗脱程
序：在 %* , 7() 内由 ’%R D 线性上升到 ’)R D，保持
$* $ 7()，然后在 %* , 7() 内由 ’)R D 线性上升到
.)R D，保持 %* " 7()，最后在 %* " 7() 内由 .)R D
线性下降到 ’%R D，保持 %* . 7()，以平衡色谱柱；流
速：%* $)% 73 / 7()；运行时间 "* ) 7()。
! 9 $ 9 $" 质谱条件
! ! 离子源：电喷雾离子源（96:）；扫描方式：正离
子（96: 0）扫描；检测方式：多反应监测（5;5）；毛
细管电压：,* % 0>；源温度：’’% S；脱溶剂温度：,)
S；脱溶剂气（氮气）流量：))% 3 / J；锥孔气（氮气）
流量：)% 3 / J；碰撞气（氩气）流量：%* ’& 73 / 7()；光
电倍增器电压：+)% >。其他参数见表 ’。
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! ! "# 样品前处理
! ! " ! !# 提取
# # 准确称取 $% && ! 鸡肉样品于 $& "# 聚丙烯离
心管中，依次加入 $% && ! 无水硫酸钠、!& "# 提取
液（$&$ 盐酸%乙腈（体积比为 ’ ( $&）），于 ’& &&&
& ’ "() 速率下均质提取 ! "()，以 ) $&& & ’ "() 速率
离心 $ "()，收集上清液并转移到分液漏斗中，用 !&
"# 提取液重复提取一次；合并上清液，加入乙腈饱
和的正己烷 !& "#，振荡后静置分层，弃去正己烷
层。剩余部分过无水硫酸钠柱于鸡心瓶中，在 $& *
下旋转蒸发至近干，加入 $ "# 磷酸盐缓冲液（&% &$
"+, ’ #，-. * "% +）溶解残留物，待净化。

图 !# $ 种 "#$ 的定量离子流色谱图
"%&! !# #’()*%*(*%+, %-) .’//,)* .0/-1(*-&/(1$ -2 $ "#$

! ! " ! %# 净化
# # .#/ 固相萃取柱依次用 ) "# 甲醇、) "# 超纯
水进行预处理，然后加入上样液。先用 + "# 超纯
水淋洗小柱，于负压下抽干 )& 0，用氨水%甲醇（体积
比为 !$( "$）溶液 ) "# 洗脱，收集全部洗脱液，于
$& *下用氮气吹至近干，用’ "# 初始流动相定容，
过孔径为 &% !! !" 有机滤膜，滤液供 12#3%456%
75 ’ 75 测定。
! ! &# 方法学验证
# # 通过添加回收率试验进行方法学验证，验证的
效能指标包括线性范围、回收率、精密度、检出限和

定量限，方法验证遵循欧盟 !&&! ’ ,$" ’ 43 决议。

%# 结果与讨论

% ! !# 质谱分析条件的优化
# # 采用六通阀手动进样方式在正离子模式下分别
对 " 种 890 的标准溶液（质量浓度为 $ "! ’ #）进行
母离子全扫描，确定各种 890 的准分子离子并分别
优化锥孔电压（:+); <+,=>!;，3?）；然后分别以其准
分子离子为母离子，对其子离子进行全扫描，选择最

佳子离子，同时分别优化碰撞能量（ :+,,(0(+) ;);&%
!@，34）。890 的二级质谱中主要碎片离子有脱水
离子（［7 - . . .!A］

- ）、脱羧离子（［ 7 - . .

3A!］
-）以及脱羧后哌嗪环断裂发生结构重排失去

3!.+BC 的 产 物 离 子（［ 7 - . . 3A! .

3!.+BC］
-）［/］，选择 ) 种碎片离子中丰度较高的 !

种离子作为定性、定量特征离子，最大程度地提高了

检测灵敏度，选取的离子对数符合欧盟 !&&! ’ ,$" ’
43 决议对兽药残留质谱确证分析的方法学要求
（ (D;)=(E(:>=(+) -+()=0"+）。最后以正离子多反应监
测模式优化各种质谱调谐参数，结果见表 ’。
# # 由于 " 种 890 的相对分子质量不同，因此结合
保留时间和一级、二级质谱信息（见表 ’）即可进行
准确定性。" 种 890 的定量离子流色谱图见图 ’。
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! ! !" 色谱分离条件的优化
! ! ! ! #" 色谱柱的选择
! ! 结合 "#$ 的理化性质和 %&’( 性能，分别选用
基于 $% # !) 小颗粒技术的 *(#%+,- %&’(,.

/01 (&、($&和苯基柱 ’ 种色谱柱对 # 种 "#$ 的分
离度和灵敏度进行对比试验，结果表明：这 ’ 种色谱
柱对 "#$ 的分离效果均较好，但检测灵敏度存在很
大差异。采用 (& 和苯基柱进行分离，# 种 "#$ 的检

测灵敏度相对较低。采用 *(#%+,- %&’(,. /01
($&柱，# 种 "#$ 均具有很好的分离效果和较高的灵
敏度，该柱比传统的色谱柱具有更高的分离能力。

孙雷等［(］采用 1&’(!.2 3 .2 检测猪肉组织中 # 种
氟喹诺酮类药物残留的分析时间为 ’$ )45，彭涛
等［$$］采用反相 1&’(!.2 3 .2 同时测定鸡肉中 ) 种
喹诺酮药物残留的分析时间为 *+ )45，而本文中 #
种 "#$ 的分析时间仅为 " 6 ) )45（见图 *）。

图 !" （"）空白鸡肉样品和（#）加标鸡肉样品的 $%$ 色谱图
&’(! !" $%$ )*+,-".,(+"-/ ,0（"）" #1"23 )*’)342

-5/)14 /"-614 "27（ #） .*4 )*’)342 -5/)14
/"-614 /6’347 8’.* $ &9/

! &789 4:75;4<4=8;4>5$：$ 6 )8?@><A>B8=45；* 6 ><A>B8=45；’ 6 5>?!
<A>B8=45；" 6 =4C?><A>B8=45；) 6 :85><A>B8=45；( 6 75?><A>B8=45；
# 6 $8?8<A>B8=456

! ! 另外，考察 *(#%+,- %&’(,. /01 ($&色谱柱

的实验结果表明，$++ )) 长柱比 )+ )) 短柱的分
离度更好，但灵敏度会降低，为达到最佳的检测灵敏

度最后选择了 )+ )) 短柱。

! ! ! ! !" 流动相的选择
! ! "#$ 为酸碱两性化合物，其解离状态随 C1 变
化，因此流动相的 C1 会对 "#$ 在色谱柱上的分离
和保留产生显著的影响；对于电喷雾质谱的正离子

模式来说，添加一定量的挥发性有机酸可促进 "#$
的离子化，提高检测灵敏度。实验发现，流动相中添

加甲酸和乙酸均能显著提高 "#$ 的离子化效率，增
强检测的灵敏度，而且 # 种 "#$ 的峰形良好。最后
选择以乙腈和 +% $D 甲酸水溶液为流动相，采用梯
度洗脱方式实现 # 种 "#$ 的良好分离。
! ! %" 前处理条件的优化
! ! % ! #" 提取条件的优化
! ! "#$ 常用的提取液一般为有机溶剂，如：甲醇、
乙腈、二氯甲烷等，或有机溶剂添加一定比例的酸或

碱［$］。比较乙腈、$D（体积分数）乙酸!乙腈和不同
比例（体积比分别为 $ , *+，$ , )+，$ , $++）的 )+D 盐
酸!乙腈混合液的提取效率，结果表明，)+D 盐酸!乙
腈（体积比为 $, )+）混合液的提取效率最高，蛋白质
沉淀较好，提取液澄清，浓缩比较简单，完全满足提

取和后续净化的要求。对提取液采用乙腈饱和的正

己烷进行初步净化，有效地去除了鸡肉组织中的类

脂物，降低了基质效应的影响。

! ! % ! !" 净化条件的优化
! ! 目前喹诺酮类药物常用的固相萃取净化方法主
要采用反相和离子交换 2&0 柱。E>F5$;>5 等［$*］采

用 * 步 2&0 净化方法，即先用反相聚合 2&0 柱，再
用阴离子 2&0 柱。G85 HI5=F; 等［$"］也使用了类似

的净化方法，采用的是 ($&和阳离子 2&0 柱。经 *
步 2&0 处理后的净化效果明显，但方法较为繁琐，
对操作要求严格，重现性不易控制。

! ! 采用 J8;7?$ K8$4$ 1’/ 聚合物填料的固相萃
取柱净化，同样达到了良好的净化效果，且方法简

单、重现性好。实验采用超纯水作为淋洗液，氨水!
甲醇（体积比为 *) , #)）溶液作为洗脱液，并分别做
了淋洗曲线和洗脱曲线，结果表明，" )’ 淋洗液和
’ )’ 洗脱液即可满足净化要求。综上所述，得到
$ 6 ’ 6 * 节所述的净化条件。
! ! &" 方法学验证
! ! & ! #" 线性范围
! ! 选用不含 # 种待测组分的空白鸡肉样品，经 $% ’
节方法制备空白基质液，并分别添加 # 种 "#$ 的混
合标准溶液，配制 )，$+，*)，)+，$++ !L 3 9L 的基质标
准溶液。根据各种药物定量离子 ) 次测定的平均峰
面积（!）与相应药物的质量浓度（"，!L 3 9L）进行线
性回归，绘制基质匹配标准曲线，经 .8$$AI5B "% $ 软
件分析处理后，# 种 "#$ 的线性回归方程见表 *。
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表 !" # 种 !"# 的线性回归方程及相关系数（ !!）（" $ %）
$%&’( !" )*+(%, ,(-,(##*.+ (/0%1*.+# %+2 3.,,(’%1*.+ 3.(44*3*(+1#（ !!）.4 # !"#（" $ %）

!"
#$%&’%(’ )%*+,(%$+-& ).(/0

*+&0%( (01(022+-& 03.%$+-& !!
4%$(+567%$)80’ )%*+,(%$+-& ).(/0!

*+&0%( (01(022+-& 03.%$+-& !!

9:; " # $! < "# % &’ < " ( < )))! " # ’* < ’# % )! < $ ( < )))+
=>? " # "* < )# % *)’ < " ( < )))’ " # $+ < !# % *!) < & ( < )))’
@A9 " # *,$ < "# % ’(, < ) ( < ))&& " # *!& < $# % ,+) < ) ( < )))*
B9; " # ,&’ < $# % **&$ < ( ( < )))* " # ,,& < +# % *()+ < ( ( < )))$
:!C " # ’(( < +# % **(’ < " ( < ))&) " # !++ < &# % +’$ < * ( < )))"
4A; " # !)( < ’# % $’ < ( ( < )))! " # !’& < )# % $() < , ( < )))’
#A; " # **+ < !# % !," < " ( < )))" " # &+ < +# % *," < ) ( < )))$

- ! 4%$(+567%$)80’ )%*+,(%$+-& ).(/0 D%2 )-&2$(.)$0’ ,E 2F+G+&1 " !"2 +&$- $80 05$(%)$2 -H ,*%&G )8+)G0& 7.2)*0< "：70%& F0%G %(0%
-H 3.%&$+$%$+/0 +-&（$ # $）；#：)-&)0&$(%$+-& -H !"（!1 I G1）<

! 5 & 5 !" 回收率、精密度及检出限
- - 选用不含 " 种待测组分的空白鸡肉样品，分别
添加 $，!$ 和 $( !1 I G1 , 个浓度水平的 " 种 !"2 的
混合标准溶液，按建立的方法处理样品，分析测定并

计算回收率和精密度，测得平均回收率（$ # $）在
"). !J / *(&. +J 之间，相对标准偏差（ ;#@）为
’. !J / &. )J（见表 ,）。

表 ’" # 种 !"# 的添加回收率、精密度和检出限（)67）（" $ %）
$%&’( ’" 89*:(2 ,(3.;(,*(#，9,(3*#*.+ %+2 ’*<*1#

.4 2(1(31*.+（)67）4., # !"#（" $ %）

!" #F+G0’ I（!1 I G1）;0)-/0(E I J ;#@ I J C:@! I（!1 I G1）
9:; $ )! < ’ & < ! ( < )

!$ &" < , $ < "
$( )! < + + < !

=>? $ *(’ < , " < * ( < ,
!$ ), < ! ’ < !
$( )’ < * ’ < &

@A9 $ )& < + " < , * < ’
!$ && < ’ ’ < "
$( )( < ! ’ < ,

B9; $ ") < ! & < ) * < (
!$ &$ < ’ + < ’
$( &+ < , + < ,

:!C $ *(& < + ’ < ) ( < !
!$ ), < ’ $ < !
$( )! < * ’ < $

4A; $ *(* < , $ < $ * < !
!$ )( < $ + < !
$( &) < ’ $ < )

#A; $ )! < * + < * ( < ,
!$ )$ < ’ $ < &
$( )’ < ) ’ < "

! % & ’ # , <

- - 该方法在测定标准添加回收率时的最低添加量
为 $ !1 I G1，各种 !"2 的信噪比（ % & ’）均大于 *(，
并且具有较好的回收率，故确定各 !"2 的定量限为
$ !1 I G1；以 , 倍 % & ’ 计算方法的检出限，" 种 !"2
的回收率、精密度及检出限（ C:@）见表 ,。与普通
的液相色谱6串联质谱法相比，本文所建立的方法具
有更高的灵敏度。刘芃岩等［"］用 K?C=6B#>64# I

4# 同时测定鸡肉中残留的磺胺类和氟喹诺酮类兽
药，方法的定量限在 ,. +& / !!. &$ !1 I G1 之间；岳振
峰等［)］用 K?C=64# I 4# 测定动物组织中的 *+ 种
喹诺酮类药物残留，测定低限为 *( !1 I G1。
! 5 & 5 ’" 基质效应的消除
- - 大气压电喷雾离子源质谱分析容易受生物样品
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，因此如何消除基质效应成

为电喷雾离子源质谱分析的关键［*$］。

- - 比较 " 种 !"2 的标准校正曲线和基质匹配校
正曲线的斜率（见表 !），发现前者的斜率均高于后
者，表明基质效应对方法检测的灵敏度影响很

大［*+］，因此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，从而消除生物样品中基

质效应对 !"2 定量测定的影响。
! 5 & 5 &" 实际样品的确证分析
- - 对高效液相色谱检测呈阳性的 *, 份鸡肉组织
样品进行确证分析，其中 * 份鸡肉组织样品被检出
含有环丙沙星，采用基质匹配校正曲线进行定量，其

含量为 +. & !1 I G1，其他无 !"2 检出。

’" 结论

- - 采用 L?C=6B#>64# I 4# 同时测定动物源性食
品中的 !"2 残留，能够提供 !"2 的一级和二级质谱
信息，丰富了 !"2 的定性依据，有效避免了假阳性
检出的发生；进行方法的基质效应验证时，发现鸡肉

基质对 !"2 测定的影响较大，须采用基质匹配校正
曲线进行定量分析。与普通的液相色谱串联质谱法

相比，该方法分析迅速、灵敏度高、重现性好、确证能

力强，能满足国内外对 !"2 残留确证分析的要求，
适用于动物源性食品中 !"2 残留的确证检测。
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! ! 本书是《色谱技术丛书》中专门介绍亲和色谱方法的分册。书中对亲和色谱方法的特点、适用范
围、亲和固定相的制备方法及实验技术作了较全面的介绍。在固定相和配位体各章、节，较详细地介绍

了载体活化、间隔臂偶联，配位体键合制备亲和固定相的具体操作方法、化学反应的基本过程、分析测定

实例、重要的参考文献。全书共分 +& 章，包括亲和色谱法基础、流动相、固定相、染料配位体、定位金属
离子配位体、包合配合物配位体、电荷转移配位体等。对共价、分子印迹、疏水作用三类亲和配位体也予

以较详细地介绍。
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