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同位素内标稀释液相色谱!串联质谱法测定
鱼贝类组织中残留的环丙氟哌酸

陈晓红，- 王玉飞，- 姚浔平，- 金米聪#

（宁波市疾病预防控制中心，宁波市毒物研究与控制重点实验室，浙江 宁波 &$)"$"）

摘要：建立了不同鱼贝类肌肉组织中以氘代同位素为内标测定环丙氟哌酸残留量的液相色谱 /串联质谱（ 56/78 9
78）方法。样品加入内标环丙氟哌酸 /:* 和磷酸盐缓冲溶液（;< %. "）后进行匀质并用乙腈超声提取，经正己烷脱
脂后采用 =">-%? @"?1?& 7AB 小柱净化，在 6)(C-%?1)/6$* 柱上，以乙腈 /". ")D 三氟醋酸（体积比为 !) / %)）为流动
相，采用多反应监测（7E7）模式，液相色谱 /电喷雾质谱法测定。根据环丙氟哌酸和氘代内标物的定量离子质量色
谱图的峰面积比值，采用内标法定量。结果表明，环丙氟哌酸和内标的定量离子峰面积比值与环丙氟哌酸浓度在

". $ ’ )". " !F 9 GF 范围内呈现良好的线性关系，相关系数为 ". ### $，方法的定量检测限为 ". $ !F 9 GF，回收率为
#!. )D ’ #*. $D，相对标准偏差（E8:）小于 (. &D。将该方法用于市场上 $" 种鱼和贝类样品的检测，结果表明该法
具有灵敏、准确的优点，完全满足残留分析的确证检测要求。
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# # 近年来由于食品安全事件的频频发生，食品安
全成为了全球关注的焦点。随着 !$$% 年“多宝鱼事
件”的曝光，水产品中禁用药物的残留监测已成为

食品质量安全监管部门的重要任务。环丙氟哌酸又

名环丙沙星，曾被用于治疗鱼的烂鳃病、赤皮病等细

菌性疾病，目前是水产养殖的禁用药物。但由于其

抗菌谱广，抗菌力强，防病效果好，价格低廉，许多养

殖户由于对违禁药物的危害认识不足，依然对环丙

氟哌酸的使用禁而不止，因此时有出口水产品遭遇

欧盟环丙氟哌酸的药物残留技术壁垒而被拒收、扣

留、退货或索赔等。目前水产品中环丙氟哌酸残留

常见的检测方法主要有液相色谱!紫外法［& ’ (］、液相

色谱!荧光法［( ’ %］和液相色谱!串联质谱法（ "#!$% &
$%）［% ’ )］等。根据欧盟委员会 !$$! & %*" & ’# 决
议［&$］的规定，禁用兽药的确证检测方法必须能提供

结构方面的信息，且要达到法规规定的 + 个确证点，
液相色谱!紫外或荧光法检测均不能满足这一要求。
"#!$% & $% 能给出 + 个以上的确证点，定性准确度
高，检出限低，目前已广泛用于食品质量安全及毒物

残留等检测［&& ’ &,］，即使在鱼贝类肌肉组织中目标物

的浓度低、基质背景高的情况下，也能消除背景干

扰，改善灵敏度。目前文献报道的环丙氟哌酸检测

方法大多采用外标法或其他类似抗生素作为内标的

多种抗生素的同时测定方法［& ’ )］，由于外标法易受

环境及仪器条件的变化而影响测定准确度，而其他

同类抗生素可能同时存在于鱼贝类组织基体中，从

而影响了方法的准确定量，同时由于没有采用同位

素内标，难以较好地补偿样品预处理及检测过程中

的诸多因素对检测结果的影响。本文利用同位素内

标稀释技术，建立了一种科学、可靠、快速地测定鱼

贝类组织中环丙氟哌酸的 "#!$% & $% 确证检测方
法，用于实际样品的检测，取得了满意的效果。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
# # &&$$ %()*(+ "#!$%, -)./ %" 型高效液相色
谱!质谱联用仪（美国 01*2(34 公司）；56!!!$$ 型超
声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；全玻璃溶

剂过滤器（美国 7.4()+ 公司）；89#!!+ 型氮吹仪
（天津恒奥科技有限公司）；$*22*!6 纯水系统（美国
$*22*/:)( 公司）；&! 孔固相萃取仪（美国 %;/(2<: 公
司）；7.4()+ =.+*+& $0> 混合型阴离子交换的苯乙
烯!二乙烯基苯树脂基质的固相萃取小柱（( ?" & %$
?1，美国 7.4()+ 公司）。
# # 甲醇、甲酸、三氟醋酸均为色谱纯（德国 $()<@
公司），氨水、氢氧化钠、磷酸二氢钾均为分析纯（中

国医药集团上海化学试剂公司），所有的溶剂使用

前均用 $- +* !? 滤膜过滤；环丙氟哌酸标准品（纯
度为 ))- $A，德国 ,)B ’C)(3+4:)D() 公司）；环丙氟
哌酸!,, 标准品（纯度为 ),- $A，加拿大多伦多化学
研究所）。

# # !$$- $ !1 & " 环丙氟哌酸!,, 标准使用液的配
制：准确称取 &$- $ ?1 环丙氟哌酸!,, 标准品置于
&$$ ?" 容量瓶中，用甲醇稀释成 &$$- $ ?1 & " 的储
备液，然后用甲醇稀释成 !$$- $ !1 & " 的标准使用
液，于 ’ + E条件下避光保存。
# # 环丙氟哌酸标准储备液的配制：准确称取 &$- $
?1 环丙氟哌酸标准品于 &$$ ?" 容量瓶中，用甲醇
稀释成 &$$- $ ?1 & " 的储备液。
# # 环丙氟哌酸标准工作液的配制：使用前用甲醇
稀释环丙氟哌酸标准储备液配成适当质量浓度的工

作液（含环丙氟哌酸!,, 内标浓度为 !- $ !1 & "），于
’ + E条件下避光保存。
# # 磷酸盐缓冲液的配制：称取磷酸二氢钾 %- , 1，
加水溶解定容至 *$$ ?"，用 !$A F.=8 溶液调 /8
为 "- $。实验用水均来自 $*22*!6 纯水系统。
! ! #" 分析条件
! ! # ! !" 色谱条件
# # 色谱柱：#2:G()+*2!#&, 柱（&*$ ?? . +- % ??，*
!?）；流速：$- * ?" & ?*3；柱温：($ E；流动相：乙腈!
$- $*A 三氟醋酸（体积比为 !*/ "*）。
! ! # ! #" 质谱条件
# # 离子源：电喷雾电离（’%H），正离子模式；扫描
范围：! " # &$$ 0 *$$；毛细管电压：( &$$ I；毛细管
出口电压：!&* I；干燥温度：(*$ E；干燥气流速：
)- $ " & ?*3；喷雾压力：!+& B ( @J.（(*- $ /+*）。环丙
氟哌酸的定量离子对为 ! " # ((! &! " # !,,，确证离
子对为 ! " # ((! &! " # !+*，! " # ((! &! " # !%,，其碰
撞电压为 !- )* I；环丙氟哌酸!,, 的定量离子对为
! " # (+$ &! " # !)%，其碰撞电压为 !- )$ I。
! ! $" 样品处理
! ! $ ! !" 匀质和提取
# # 将鱼贝类肌肉组织用家庭用搅拌机粉碎后置于
’ &, E下冷冻保存备用。准确称取 &- $$ 1 试样于
*$ ?" 离心管中，加入 &$- $ !" 一定浓度的内标标
准溶液及 * ?" 磷酸盐缓冲溶液，用匀质器以
&$ $$$ ) & ?*3 速率匀质，然后加入 * ?" 乙腈，充分
旋涡混合 & ?*3，室温下超声提取 &* ?*3。取出离
心管，以 &$ $$$ ) & ?*3 速率于 + E下离心 &$ ?*3，
上清液倒入另一离心管中。残渣中加入 * ?" 磷酸
盐缓冲液!乙腈（体积比为 &/ &），按上述方法再提取
一次，合并上清液。

·$+·
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! ! " ! #$ 净化
! ! 在上清液中加入 # "# 预先用乙腈饱和的正己
烷，加塞剧烈振荡 " $ % "$%，以 "& &&& & ’ "$% 速率
于 ’ (下离心 # "$%，弃去正己烷层，下层溶液用正
己烷重复洗涤一次，合并下层溶液。将下层溶液过

预先依次用 " "# 甲醇、" "# # ")* ’ # +,-. 和
" "# 水活化的 /"( 012 固相萃取小柱，分别用 "
"# #3 氨水、" "# 甲醇淋洗，然后用 % "# 含 ’3 甲
酸的甲醇溶液洗脱，挥干溶剂，用乙腈溶解定容至

") & "#，过 &) ’# !" 滤膜后，取样 "&) & !# 进行 #/!
40 ’ 40 分析。

#$ 结果与讨论

# ! !$ 样品处理条件的选择及优化
! ! 环丙氟哌酸主要以盐酸盐或乳酸盐的形式存
在，易溶于水，在中等极性或极性的有机溶剂中有较

好的溶解度。分别以甲醇、磷酸盐缓冲溶液、乙腈!
磷酸盐缓冲溶液（体积比为 "* "）和乙腈作为提取溶
剂考察样品中环丙氟哌酸的提取效果，结果表明：乙

腈的提取率约为 #&3，这可能是由于鱼贝类肌肉组
织中蛋白质和油脂含量较高，而乙腈对动物蛋白具

有良好的沉淀作用，部分待测物被蛋白包裹后与蛋

白共沉淀；甲醇的回收率尽管比乙腈要稍高，但也并

不十分理想；磷酸盐缓冲溶液具有较高的回收率，但

是经充分粉碎的鱼贝类肌肉组织中部分小分子蛋白

溶解于磷酸盐缓冲溶液中，如果不进行蛋白沉淀，则

易导致下一步的固相萃取小柱堵塞；乙腈!磷酸盐缓
冲溶液（体积比为 "* "）既可使环丙氟哌酸残留得到
较好的提取，同时又因为乙腈的存在，使提取液中的

小分子蛋白能较好地沉淀，保证了固相萃取净化步

骤的顺利进行，故本方法选用乙腈!磷酸盐缓冲溶液
（5. +) &）作为环丙氟哌酸的提取溶剂。
! ! 对于痕量环丙氟哌酸残留的检测，其检测结果
的准确性在很大的程度上依赖于共存成分对待测物

离子化的影响大小。如果仅采用液!液萃取，鱼贝类
组织的共存物要影响环丙氟哌酸在质谱雾化室中的

离子化，文献［, - .］均采用固相萃取进行前处理。
本工作通过优化条件，选用混合型阴离子交换 -,!
6$6& 478 固相萃取小柱，采用乙腈!磷酸盐缓冲液
（5. +) &）提取后直接上样，既方便操作，又可使环
丙氟哌酸以中性分子的形式吸附保留在 478 小柱
上（环丙氟哌酸分子中同时含有氨基和羧基，在不

同酸碱溶液中，存在着质子化平衡体系，表现为两性

分子，当 5. 为 +) & 时，环丙氟哌酸以中性分子形式
存在），在采用 #3 氨水淋洗时，环丙氟哌酸以碱式
阴离子的形式发生离子交换而保留在 478 小柱

上，而其他难以转化成阴离子的杂质被首先淋洗下

来，最后当用含 ’3 甲酸的甲醇洗脱时，环丙氟哌酸
重新转化成中性分子或酸式阳离子形式而被甲醇洗

脱。本文还比较了 -,6$6& .#9（ / "# ’ ,& ":）、
9)%; 2#<= 078（/ "# ’ ,& ":）、0>5?*@) #/!"(（/
"# ’ ,& ":）及 -,6$6& 478（/ "# ’ ,& ":）’ 种固
相萃取小柱的净化效果。结果发现，在 &) #，%) & 和
"&) & !: ’ A: / 个添加水平下，-,6$6& .#9、9)%;
2#<= 078 和 0>5?*@) #/!"( 小柱的平均回收率分
别为 ,%) /3，+.) /3 和 ,#) (3，而 -,6$6& 478 的平
均回收率为 .’) .3。最终选择采用 -,6$6& 478（/
"# ’ ,& ":）固相萃取小柱净化样品。
# ! #$ 质谱条件的优化
! ! 文献［, - .］报道了利用电喷雾电离源（20B）在
正离子模式下测定环丙氟哌酸残留。为了获得最佳

的质谱检测条件，本实验通过直接注射泵将质量浓

度为 ") & ": ’ # 的环丙氟哌酸标准溶液以 &) # "# ’ C
的流速，以及将乙腈!&) &#3 三氟醋酸（体积比为 %#
* +#）的流动相以 &) % "# ’ "$" 的流速通过 = 型管
同时引入质谱雾化室，利用仪器自动优化程序，优化

其毛细管电压、毛细管出口电压、干燥气温度及流量

等，以得到强而稳定的准分子离子信号，确定环丙氟

哌酸的准分子离子［4 0 .］0为 ! " # //%，与文献［,
- .］的采用串联四极杆质谱的结果一致。选择其
准分子离子峰［4 0 .］0 ! " # //% 为母离子，对其
子离子进行全扫描，在本文的质谱条件下，环丙氟哌

酸主要产生 ! " # %((、! " # %,( 和 ! " # %’# 等子离
子；而环丙氟哌酸!D( 以 ! " # /’& 为母离子主要产
生 ! " # %.,、! " # %+, 和 ! " # %’. 等子离子，其一级
及二级质谱图见图 "。选取丰度最强的 ! " # %(( 和
! " # %., 分别作为环丙氟哌酸和环丙氟哌酸!D( 的
定量监测离子，选择环丙氟哌酸 ! " # //% ’! " # %’#
和 ! " # //% ’! " # %,( 为确证离子对，其碎片离子的
相对丰度分别为 ! " # %((（"&&3），! " # %,(（",3），
! " # %’#（"(3）。我们推测，以环丙氟哌酸的准分
子离子［4 0 .］0 ! " # //% 为母离子，碎裂脱去一个
/-% 中性分子后得到的碎片离子是 ! " # %((［4 0

. - /-%］
0，在脱去一个 /-% 中性分子后再脱去一

分子 .E 或 /%.#+ 后得到的碎片离子分别是

! " # %,(［4 0 . - /-% - .E］0 和 ! " # %’#［4 0 .

- /-% - /%.#+］
0，其特征碎片离子的可能裂解途

径如图 % 所示。
# ! "$ 线性范围和检出限
! ! 称取 , 份空白样品各 ") & : 置于 #& "# 烧杯
中，加入环丙氟哌酸!D( 标准使用液 "&) & !#（浓度
为 %) & !: ’ A:），加入环丙氟哌酸标准储备液配制成
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图 !" （!）环丙氟哌酸和（"）环丙氟哌酸#$# 的 %& 图及（ ’）环丙氟哌酸和（(）环丙氟哌酸#$# 的 %& ) %& 图
*+,- !" %& ./0’12! 34（!）’+/234536!’+7 !7(（"）’+/234536!’+7#$#，!7( 180 %& ) %& ./0’12! 34
（ ’）’+/234536!’+7 !7(（(）’+/234536!’+7#$#

图 $" 环丙氟哌酸特征碎片离子的可能裂解途径
*+,- $" 93..+"50 42!,:071!1+37 :0’8!7+.: 34 180 ’8!2!’102+.1+’ 42!,:071. 432 ’+/234536!’+7

#，#$ %，#$ &，!$ #，%#$ #，&#$ # !! " #! 的系列样品，在
上述分析条件下，以环丙氟哌酸与环丙氟哌酸$%’
的峰面积比值 ! 为纵坐标，以环丙氟哌酸的质量浓
度 " 为横坐标，计算线性回归方程，其回归方程为
! ( #$ )&" * #$ #!+，相关系数（ #）为 #$ ,,, %，环丙氟
哌酸在 #$ % - &#$ # !! " #! 范围具有良好的线性关
系，以信噪比（$ % &）为 %# 进行计算，鱼贝类组织中

的环丙氟哌酸的定量检测限为 #$ % !! " #!。
$ - %" 回收率和精密度
. . 取空白样品，分别添加一定量的环丙氟哌酸标
准溶液（其中含 !$ # !! " #! 氘代内标），使其浓度为
#$ &，!$ # 和 %#$ # !! " #!，按“%$ +”节进行操作，平行
测定 ) 次，回收率为 ,!$ && - ,’$ %&，相对标准偏差
（’(%）为 !$ %& - /$ +&（见表 %）。
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表 !" 空白样品中环丙氟哌酸的加标回收率（! # $）
!"#$% !" &%’()%*+ (, ’-.*(,$(/"’-0 1.-2%3 -0

" #$"02 1"4.$%（! # $）

"##$# %
（!& % ’&）

()*+#（,$-+ # ./）%
（!& % ’&）

0$1)2$34 %
5

0./ %
5

$ 6 % $ 6 &’ # $ 6 $" (& 6 $ ) 6 "

) 6 $ " 6 *% # $ 6 $+ () 6 % , 6 )

"$ 6 $ ( 6 *" # $ 6 &) (* 6 " & 6 ,

% 5 &" 方法的比较
! ! 在实验中利用高效液相色谱!串联质谱技术，分
别使用内标法和外标法对鱼贝类组织中的环丙氟哌

酸进行回收率比较。结果表明：使用外标法时其回

收率为 ’*- ,5 . (%- )5，平均回收率为 *+- *5，而用
内标法进行定量时，其回收率为 ()- %5 . (*- "5，平
均回收率为 (&- (5；内标法的定量回收率高于外标
法；使用外标法时其最低检出限为 $- ) !& % ’&，与内

标法的 $- " !& % ’& 相比，稍有差别，这主要由于外标
法抗环境与检测条件变化能力不如同位素内标法所

致；外标法的线性范围为 $- ) . %$- $ !& % ’&，与内标
法的 $ 6 " . %$ 6 $ !& % ’& 相比，主要由于检出限的差
异引起的线性范围低限的差别。总体而言，同位素

内标法比外标法具有更好的准确性。

% 5 $" 样品分析
! ! 为考察方法的适用性，按本方法对市售的鲜活
鱼贝类进行了抽检，样品包括鲫鱼、鳗鱼、草鱼、鲤

鱼、鳕鱼、鲅鱼、小黄鱼、对虾和花蛤、牡蜊共 "$ 种。
结果显示，除小黄鱼样品中含有 &- % !& % ’& 的环丙
氟哌酸外，其他 ( 种鱼贝类肌肉组织中均未检测出
环丙氟哌酸。图 , 为小黄鱼样品的 707 色谱图。
由图 , 可以看出，空白小黄鱼样品中没有出现明显
的色谱峰，说明基质中的其他成分几乎不干扰测定。

图 ’" 6&6 模式下（"）空白小黄鱼样品、（#）空白小黄鱼样品中添加环丙氟哌酸78(
（%) * !9 : 29）和（ ’）阳性小黄鱼样品（+) & !9 : 29）的色谱图

;-95 ’" <=*(4">(9*"41 (,（"）" #$"02 14"$$ +%$$(? ’*("2%* 1"4.$%，（#）" #$"02 14"$$ +%$$(? ’*("2%* 1"4.$% 1.-2%3
?->= ’-.*(,$(/"’-078(（ %) * !9 : 29） "03（ ’） " .(1->-)% 14"$$ +%$$(? ’*("2%* 1"4.$% (, ’-.*(,$(/"’-0（ +) &
!9 : 29）-0 6&6 4(3%

’" 结论

! ! 所建立的鱼贝类肌肉组织中环丙氟哌酸残留的
同位素稀释高效液相色谱!电喷雾电离离子阱质谱
联用测定方法具有样品用量少、操作简便、方法准确

灵敏、有机试剂消耗量少等优点，可适用于鱼贝类肌

肉组织中环丙氟哌酸残留的确证检验。

参考文献：

［"］! 8$99$&3:+) 0 7，.$&)9)+: (，;-&:+: ;6 < 8=-3, >:),$#
"+-9，)$$*，&’（)）：%+’

［)］! 7$+& ?，@* A B，C=* D B，$E -96 <)*3+-9 )F (:G=$34 .1:!
$+1$G )F ;=:+-（孟勇，吴光红，朱晓华，等 6 中国水产科
学），)$$%，")（+）：’’)

［,］! D* ? 8，/:+& B ?，8-+ B D6 ;=:+$G$ <)*3+-9 )F B$-9E= H-!
I)3-E)34 J$1=+)9)&4（徐亚萍，丁红云，潘海祥 6 中国卫生检
验杂志），)$$’，"’（+）：(’’

［&］! ?)3’$ < ;，(3)1 86 < ;=3),-E)&3 "，)$$$，**)（" % )）：+,
［%］! A*) A B，8-+ @，.* / .，$E -96 ;=:+$G$ <)*3+-9 )F ;=3)!

,-E)&3-K=4（郭根和，潘葳，苏德森，等 6 色谱），)$$%，),
（&）：&$"

［+］! ;=$+ D 7，;=: B ;，H:* B .，$E -96 H:F$ .1:$+1$ L+GE3*!
,$+EG（陈笑梅，池浩超，刘海山，等 6 生命科学仪器），

)$$%，,（%）：)$
［’］! <)=+GE)+ H，7-1’-4 H，;3FE 76 < ;=3),-E)&3 "，)$$)，(*)
（"）：(’

［*］! /* C D，.*+ . M6 <)*3+-9 )F ;=:+$G$ 7-GG .K$1E3),$E34 .)!
1:$E4（杜振霞，孙姝琦 6 质谱学报），)$$’，)*（&）：)"(

［(］! J)*GG-:+E >，;=$#:+ 7，>)3#:+ A，$E -96 < ;=3),-E)&3 "，
)$$%，" $**（"）：,)

［"$］! ;),,:GG:)+ /$1:G:)+ )$$) % +%’ % N;6［)$$* !$% !"$］6 =EEK：% %
OOO6 O$E&:O6 &)26 K9 % )9# % PN % K3-O) % $)/+%’ % $$)+%’ 6 K#F

［""］! <:+ 7 ;，Q*4-+& D R，;=$+ D B6 < "KK9 J)S:1)9，)$$’，)’
（"）："*

［")］! <:+ 7 ;，0$+ ? 8，D* D 7，$E -96 "+-9 H$EE$3G，)$$’，&$
（&）：’,’

［",］! D* M，B*-+& 7，0$+ M H，$E -96 ;=3),-E)&3-K=:-，)$$’，
++（( % "$）：’,%

［"&］! <:+ 7 ;，Q*4-+& D R，0$+ M H，$E -96 J-9-+E-，)$$’，’)
（)）：%*)

［"%］! <:+ 7 ;，0$+ ? 8，D* D 7，$E -96 ()3$+G:1 .1: L+E，)$$’，
"’"（"）：%)

［"+］! <:+ 7 ;，0$+ ? 8，;=$+ D B6 ;=3),-E)&3-K=:-，)$$’，++
（% % +）：&$’

［"’］! ;=$+ R >，;-: 7 M，;=$+ D B，$E -96 ;=3),-E)&3-K=:-，
)$$*，+’（, % &）：))%

［"*］! ?*$ C (，H:+ D ?，J-+& . >，$E -96 ;=:+$G$ <)*3+-9 )F
;=3),-E)&3-K=4（岳振峰，林秀云，唐少冰，等 6 色谱），
)$$’，)%（&）：&("

·,&·




