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淡水鱼中１６种喹诺酮类抗生素 UPLCＧMS/MS
检测方法的建立及膳食风险评价
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摘要:目的:建立一种 UPLCＧMS/MS同时检测淡水鱼中

１６种喹诺酮类抗生素的方法,并分析水煮、清蒸及油炸

３种不同烹饪方式对喹诺酮类抗生素残留量的影响.方

法:样品经乙腈(含４％甲酸)超声提取,C１８固相萃取柱净

化,WatersACQUITYUPLCBEHC１８(１．７μm,２．１mm×
１００mm)色谱柱分离,以０．１％甲酸水—乙腈为流动相梯

度洗脱.质谱(ESI＋ )采用多反应离子监测模式,内标法

定量.结果:在２．０~５０．０ng/mL质量浓度范围内,１６种

喹诺酮类抗生素呈良好线性关系,相关系数＞０．９９８４９,
检出限和定量限分别为０．３~４．１,０．９~１１．０μg/kg;基质

中低、中、高３个添加水平下的平均回收率 为 ７９．０％~
１０４．７％,相对标准偏差为１．０％~８．１％;与对照相比,３种

不同烹饪方式的鱼肉阳性样品中１６种喹诺酮类抗生素

残留量均无显著性差异.结论:该方法前处理简便快速、
灵敏度高,能够满足淡水鱼中多种喹诺酮类抗生素的高

通量筛查及膳食风险评价.
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评价

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoestablishamethodfor

thesimultaneousdeterminationof１６quinolonesinfreshwater

fishbyultraＧperformanceliquidchromatographyＧtandem mass

spectrometry(UPLCＧMS/MS)andthenanalyzetheeffectof

three differentcooking methods (by boiling,steaming and

frying)on the residues of quinolone antibiotics．Methods:

Sampleswereultrasonicextracted withacetonitrile (with４％

formicacid)andpurifiedwithC１８solidphaseextractioncolumn．

Thechromatographicseparation wasperformed on a Waters

ACQUITY UPLC BEH C１８ (１．７ μm,２．１ mm ×１００ mm)

column,with０．１％formicacidwaterＧacetonitrileasmobilephase

forgradientelution．Massspectrometry(ESI＋)wasmonitored

by multiplereactionionsandquantifiedbyinternalstandard

method．Results:１６quinolonesshowedaclearlinearrelationship
between ２．０ ng/mL and ５０ ng/mL,and the correlation

coefficientwasgreaterthan０．９９８４９．Thelimitsofdetection

quantificationwere０．３~４．１μg/kgand０．９~１１．０ μg/kg,

respectively．Averagerecoveriesinmatricesatlow,medium,and

highspikedlevelsrangedfrom ７９．０％ to１０４．７％,with a

standarddeviationof１．０％ to８．１％．Therewasnosignificant

differenceintheresiduesof１６quinolonesbetweenthefishmeatＧ

positivesamplesofthreedifferentcooking methodsandthe

control．Conclusion: The method was simple,rapid,and

sensitive,andmetthehighＧthroughputscreeninganddietaryrisk

assessmentofquinoloneantibioticsinfreshwaterfish．

Keywords: UPLCＧMS/MS; freshwater fish; quinolones;

determination;dietaryriskassessment

近年来中国水产品的消费量保持稳定增长,其中水

产养殖是水产品供应的主要途径[１].随着规模化和集约

化养殖方式快速发展,应激源和免疫力下降导致病害问

题日趋严重[２].
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喹诺酮类抗生素(quinolones,QNs)作为一类新型合

成抗菌药,被广泛应用于水产养殖业细菌性疾病的预防

和治疗[３－４].不同于其他抗菌药,QNs通过抑制 DNA的

复制来发挥抑菌作用,具有高效、广谱等优点[５－６].以往

监测数据[７－９]表明,多个地区均有养殖过程中 QNs滥用

的情况.QNs的大剂量、长时间使用,不仅会导致食物链

富集超标而损害人体中枢神经系统和肝肾器官[１０－１１],也
会产生细菌耐药性问题[１２].为保障消费者健康,中国政

府、世界卫生组织、欧盟、美国、日本等均制定了相关的

QNs残留限量标准,其检测项目也存在差异[１３－１５].
目前用 于 QNs检 测 的 主 要 方 法 有 高 效 液 相 色 谱

法[１６]、荧光分析法[１７]、液相色谱串联质谱法[１８－２０].高效

液相色谱法特异性强、定量准确,但灵敏度低、检出限难

以满足限量要求;荧光分析法灵敏度较高、操作简单、响
应时间短,但稳定性和抗干扰性较差,对复杂食品基质有

局限性;液相色谱串联质谱法具有灵敏度高、检出限低、
分析速度快,分离和鉴定同时进行等优点,被广泛用于痕

量分析,但基质效应会影响检测结果的准确性.高温烹

饪是人们制作熟制品最主要的方式,相关研究主要集中

在食品营养成分和风味物质含量变化上[２１－２２].其中,涉
及水产品中 QNs残留量变化方面的研究和报道较少.
研究拟采用三重四极杆—质谱结合同位素内标法建立一

种前处理简便快速、分析时间短、灵敏度高,可同时测定

淡水鱼及制品基质中１６种 QNs的检测方法.在此基础

上,进一步分析３种高温烹饪方式对鱼肉中 QNs残留量

的影响,旨在为水产品及制品中喹诺酮类抗生素的监测

和膳食风险评价提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

１６ 种 喹 诺 酮 混 标、恩 诺 沙 星ＧD５ 内 标:美 国 A
ChemTek公司;

环丙沙星ＧD８内标:德国 Dr．Ehrenstorfer公司;

诺氟沙星ＧD５内标:北京曼哈格生物科技有限公司;
甲酸、乙腈、甲醇、乙酸铵:色谱纯,德国 Merck公司;

淡水鱼样品:市售.

１．１．２　仪器与设备

质谱仪:AB４５００型,美国SCTEX公司;

超声波清洗机:SK７２００型,上海科导超声仪器有限

公司;

氮吹仪:XcelVapＧXCV５４００型,美国 Horizon公司;
低温冷冻离心机:５８０４R型,德国Eppendorf公司;
净化 柱:BondElutC１８ 型,５００ mg,６３３ mL,美 国

Agilent公司;

WatersOasis􀆿 PRimeHLB 固相萃取柱:２００ mg,

６mL,美国 Waters公司;

AgelaTechnologiesCleanert􀆿 MASＧQ 固相萃取柱:
美国 AgelaTechnologies公司;

色谱柱:WatersACQUITYUPLCBEHC１８,１．７μm,

２．１mm×１００mm,美国 Waters公司;

CORTECST３:２．７μm,２．１ mm×１００ mm,美 国

Waters公司;

EclipsePlusRRHDC１８:１．８μm,２．１mm×１００mm,
美国 Agilent公司;

KinetexC８１００A:１．７μm,２．１ mm×１００ mm,美国

Phenomenex公司.

１．２　方法

１．２．１　仪器条件

(１)质谱条件:离子源为ESI源,正离子模式;反应监

测(MRM)模式;电喷雾电压５５００V;离子源温度５５０℃;
雾化气０．３４MPa;加热气０．３４MPa;气帘气０．１７MPa;碰
撞室入口电压１０V.

(２)色谱条件:ACQUITY UPLCBEH C１８ 色谱柱

(１．７μm,２．１mm×１００mm);柱温３５℃;进样量５．０μL;
流速０．３mL/min;流动相 A为０．１％甲酸水溶液;流动相

B为乙腈;梯度洗脱程序:０~２ min,５％ B;２~３ min,

５％~９５％ B;３~７min,９５％ B;７~１０min,５％ B.

１．２．２　样品前处理　称取５．０g鱼肉均质样品至５０mL
干净离心管中,分别加入质量浓度为１０．０μg/mL含３种

混合内标标准溶液４０μL及１０mL乙腈(含４％甲酸),充
分涡旋后超声１０min,１００００r/min离心５min;移取上

清液５mL至C１８ 固 相 萃 取 柱 进 行 净 化,收 集 滤 液 过

０．２２μm 有机膜,上质谱测定.

１．２．３　标准溶液的配制

(１)１６种混合标准使用溶液(１．０μg/mL):准确吸取

１００μg/mL１６种喹诺酮混标１００μL,用２％甲酸乙腈定

容至１０mL,于－１８℃贮藏备用.
(２)３种混合内标标准使用溶液(１０．０μg/mL):分别

吸取１．０mL质量浓度为１００μg/mL恩诺沙星ＧD５、环丙

沙星ＧD８、诺氟沙星ＧD５,用２％甲酸乙腈定容,于－１８ ℃
贮藏备用.

１．２．４　基质标准曲线配制　选取空白基质阴性样品,按

１．２．２的方法进行处理得到空白基质溶液,配制成质量浓

度为２．０~５０ng/mL的基质标准工作曲线.

１．２．５　线性关系　采用建立的方法测定１６种 QNs空白

基质标准工作溶液,以峰面积为纵坐标、浓度为横坐标,
进行线性回归计算,分别得到线性方程及相关系数.

１．２．６　检出限及定量限　通过测定１６种 QNs空白基质

标准工作溶液,以３倍信噪比(S/N＝３)时对应的目标物

浓度计算得到方法检出限,以１０倍信噪比(S/N＝３)计
算得到方法定量限.

１．２．７　回收率和精密度测定　选取阴性鱼肉样品,分别

添加２,５,１０μg/kg３个水平的１６种QNs混标溶液,按照

１４
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建立的方法进行测定,每个水平６次重复,分别计算回收

率和精密度.

１．２．８　不同烹饪方式鱼肉中 QNs残留量的测定　选取

同一类型淡水鱼阴性样品搅拌均匀,分成２等份,一份作

为阴性对照,另一份按一定比例向其中人工添加一定浓

度１６种 QNs混标溶液,并采用均质器充分均质混匀,得
到含量为２００ng/g阳性样品;阴性、阳性样品置于４℃冰

箱１２h;将阴性样品和阳性样品分别分成４等份,并进行

处理(每一组均有等量阴性样品作为空白对照):① ５．０g
鱼肉阳性样品无处理;②５．０g鱼肉阳性样品油炸３min;

③５．０g鱼肉阳性样品水煮１０min;④５．０g鱼肉阳性样

品清蒸１０min.每组处理均按照建立的方法进行测定,

每组４个平行样,重复２次.

１．２．９　数据处理　采用SPSS２２．０软件对数据进行处理,

使用 Origin８．０软件绘图.

２　结果与讨论

２．１　质谱条件优化

通过全扫描模式对１６种 QNs混合标准溶液及３种

内标溶液进行正负离子扫描,得到一级全扫描图谱,１９种

化合物均在正离子模式下响应值最好.在正离子模式下

继续进行二级质谱扫描,选定信噪比较高的特征离子分

别作为定性和定量离子对,采用多反应监测模式优化电

压和碰撞能.优化后的１６种 QNs及３种内标质谱参数

见表１.

２．２　色谱条件优化

２．２．１　色谱柱的选择　选择 WatersACQUITY UPLC
BEHC１８、EclipsePlusRRHDC１８、CORTECST３、Kinetex
C８１００A４种不同类型色谱柱进行分离效果评价.当使用

WatersACQUITY UPLCBEH C１８、EclipsePlusRRHD
C１８时,１９ 种 化 合 物 均 能 在 ５ min 内 实 现 分 离,其 中

WatersACQUITYUPLCBEH C１８柱峰型尖锐,响应值

最好.黄季维等[２２]采用 WatersACQUITY UPLCBEH
C１８色谱柱,能够有效分离出禽畜肉中１８种 QNs,其峰型

均较好.因此,最终选择 WatersACQUITY UPLCBEH
C１８柱作为分析色谱柱.

２．２．２　流动相的选择　对比了０．２％甲酸水/甲醇、水/甲

醇、水/乙腈、０．２％甲酸水/乙腈、５mmol/L乙酸铵水溶

液/乙腈、５mmol/L乙酸铵水溶液/甲醇６种不同流动相

对１６种 QNs和３种内标物的分离效果.结果发现,当流

动相含有甲酸时,分离效果较好,且采用０．２％甲酸水/乙

腈流动相能够兼顾１６种 QNs及３种内标物,其色谱峰型

对称、信 号 响 应 高、稳 定 性 好.黄 燕 红 等[２３]发 现 采 用

UPLCＧMS/MS法筛查豆芽中１２种喹诺酮类药物残留

时,选用０．１％甲酸水/乙腈作为流动相同样具有较高灵

敏度,说明甲酸水/乙腈体系流动相适用于喹诺酮类抗生

素的检测分离.因此,选用０．２％甲酸水/乙腈作为流动

相.１６种 QNs化合物质谱总离子色谱图如图１所示.

表１　１６种 QNs的质谱参数

Table１　MSparametersof１６quinolones

化合物 保留时间/min 母离子(m/z) 定量(m/z) 定性(m/z) 碰撞能量/V 去簇电压/V 内标物

恩诺沙星 ２．７４ ３６０．３ ３１６．２ ２４５．１ ２４/３６ １００ 恩诺沙星ＧD５

环丙沙星 ３．１３ ３３２．２ ３１４．１ ２３１．０ ３０/３０ １００ 环丙沙星ＧD８

氧氟沙星 ３．２７ ３６２．２ ３１８．１ ２６１．１ ２６/３８ １００ 诺氟沙星ＧD５

诺氟沙星 ３．４１ ３２０．２ ３０２．２ ２３３．１ ３５/３３ １００ 诺氟沙星ＧD５

培氟沙星 ３．４３ ３３４．３ ３１６．１ ２９０．０ ２６/２４ １０８ 诺氟沙星ＧD５

洛美沙星 ３．７５ ３５２．２ ２６５．１ ３３４．１ ３２/３０ １００ 环丙沙星ＧD８

达氟沙星 ３．８１ ３５８．２ ３４０．１ ２５５．０ ３１/５３ １１０ 环丙沙星ＧD８

沙拉沙星 ３．９４ ３８６．２ ２９９．０ ３６８．２ ２８/３１ １１５ 恩诺沙星ＧD５

氟罗沙星 ３．９７ ３７０．２ ３２６．１ ２６９．０ ２４/３８ １００ 诺氟沙星ＧD５

双氟沙星 ４．２８ ４００．２ ３５６．２ ３８２．１ ３９/３１ １１０ 环丙沙星ＧD８

司帕沙星 ４．５７ ３９３．２ ３４９．２ ２９２．０ ２６/３５ １２０ 恩诺沙星ＧD５

依诺沙星 ４．６１ ３２０．２ ３０２．１ ２３３．１ ２４/３４ １００ 诺氟沙星ＧD５

萘啶酸 ４．９１ ２３３．１ ２１５．０ １８７．１ １８/３４ ６０ 恩诺沙星ＧD５

恶喹酸 ５．２４ ２６２．１ ２４４．１ １６０．１ ２３/４７ ８０ 恩诺沙星ＧD５

氟甲喹 ５．３１ ２６２．２ ２４４．０ ２０２．１ ２３/２５ ８０ 恩诺沙星ＧD５

奥比沙星 ５．３３ ３９６．２ ２９５．１ ３５２．０ ３４/２４ １０３ 环丙沙星ＧD８

环丙沙星ＧD８ ５．５６ ３４０．３ ３２２．１ / ２８ ５０ /

恩诺沙星ＧD５ ３．４０ ３６５．１ ３２１．１ / ２６ ５０ /

诺氟沙星ＧD５ ３．２３ ３２５．３ ３０７．２ / ４２ １１０ /
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２．３　样品前处理方法优化

２．３．１　提取　试验采用乙腈作为提取溶剂,通过加标回

收试验的方式,考察６种不同浓度甲酸/乙腈提取液(０,

０．５％,１．０％,２．０％,４．０％,５．０％)对１６种 QNs提取效果

的影响.由图２可知,纯乙腈和０．５％、１．０％甲酸/乙腈提

取萘啶酸、恶喹酸、氟甲喹、奥比沙星的回收率偏高,说明

以上３个浓度提取溶剂对这４个化合物显示基质增强效

应;２％甲酸/乙腈提取时基质增强效应开始减弱;４％甲

酸/乙腈作 为 提 取 溶 液 时 整 体 回 收 率 较 好,回 收 率 为

８８．０％~１１１．０％;当提取溶液中甲酸浓度达到５％时,部
分化合物回收率偏高.因此,选择最优的提取液为４％甲

酸/乙腈.

２．３．２　净化　以回收率为指标,比对了C１８、PRimeHLB、

MASＧQ３种类型固相萃取柱的净化效果,结果如图３所

示.BondElutC１８、PRimeHLB固相萃取柱对１６种 QNs
均有回收,其中 BondElutC１８固相萃取柱的净化效果最

佳,整体回收率为９９．７％~１１７．８％;PRimeHLB固相萃

取柱对萘啶酸、恶喹酸、奥比沙星的回收率偏高;MASＧQ
固相萃取柱的净化效果不理想,多数目标物无回收率,可
能是柱填料对这些化合物具有吸附作用,未收集到目标

物.因此,选择最优的固相萃取柱为BondElutC１８.

２．４　线性范围、检出限及定量限

采用优化好的方法对１６种 QNs空白基质标准工作溶

液进行测定,其线性方程、检出限及定量限结果见表２.由

表２可知,在２．０~５０ng/mL浓度范围内,１６种 QNs均呈

良好线性关系,相关系数＞０．９９８４９,检出限和定量限分别

为０．３~４．１,０．９~１１．０μg/kg,优于SN/T１７５１．２—２００７中

规定１０．０μg/kg的检出限值,说明试验方法灵敏度较高.

图１　１６种喹诺酮 MRM 色谱图

Figure１　The１６quinolonesofMRMchromatogram

３４
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图２　样品提取液对１６种 QNs回收率的影响

Figure２　Theeffectofextractontherecoveriesof１６quinolones

图３　３种固相萃取柱对１６种 QNs回收率的影响

Figure３　Effectsofthreesolidphaseextractioncolumnsontherecoveriesof１６quinolones

表２　１６种 QNs的线性关系、检出限、定量限

Table２　Linearequation,LODsandLOQsof１６quinolones
化合物 回归方程 相关系数r 检出限/(μg􀅰kg－１) 定量限/(μg􀅰kg－１)

恩诺沙星 y＝１．０８８２８x＋０．０１９６２ ０．９９９５８ ４．１ １１．０
环丙沙星 y＝１．５４１１０x＋０．０９３４８ ０．９９８４９ １．６ ４．２
氧氟沙星 y＝０．９６８４９x＋０．０４５８７ ０．９９９０１ ４．１ １１．０
诺氟沙星 y＝１．３９１３８x－０．０３１２４ ０．９９９４７ ２．６ ７．０
培氟沙星 y＝０．６７４４４x＋０．０３２０５ ０．９９８７５ １．２ ３．１
洛美沙星 y＝４．５３３５８x－０．０５４４０ ０．９９９５６ ３．６ ９．７
达氟沙星 y＝４．０７６８２x＋０．００７９６ ０．９９８７０ ２．６ ７．０
沙拉沙星 y＝１．００２０８x－０．００２９４ ０．９９９３８ １．１ ２．９
氟罗沙星 y＝０．９３４７３x＋０．１０３７２ ０．９９９１２ １．６ ４．３
双氟沙星 y＝１．２４０９３x＋０．０４２４５ ０．９９９２６ ３．４ ９．１
司帕沙星 y＝１．５８２４９x－０．０４４５６ ０．９９９２２ １．３ ３．６
依诺沙星 y＝１．７６０７１x－０．００８５７ ０．９９９４３ ２．３ ６．２
萘啶酸　 y＝７１．３４２９０x＋１．２２４５１ ０．９９９０５ ０．３ ０．９
恶喹酸　 y＝７０．８５５３６x－１．２０３５６ ０．９９９５１ ０．９ ２．３
氟甲喹　 y＝７４．８８０１５x－０．６２７９８ ０．９９９２３ ０．５ １．４
奥比沙星 y＝１．３００９２x＋０．１３９９３ ０．９９９１０ ０．８ ２．２
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２．５　回收率与精密度

由表３可知,１６种 QNs的平均回收率为７９．０％~

１０４．７％,RSD为１．０％~８．１％,说明该方法的回收率及重

复性较好,符合 GB/T２７４０４—２００８的要求.

２．６　烹饪方式对鱼肉中 QNs残留量的影响

为进一步分析高温烹饪对鱼肉 QNs残留量的影响,根

据饮食习惯采用油炸、水煮、清蒸３种日常烹饪方式对样

品进行处理后测定QNs残留量,结果见图４.由图４可知,

阴性样品均未检出,不作统计;３种烹饪方式的鱼肉阳性样

品测定值与对照相比均无显著性差异,说明３种烹饪方式

的鱼肉中喹诺酮类抗生素未发生明显降解,其热稳定性较

好,对人体的膳食暴露仍存在较大威胁,因此,需要持续加

强淡水鱼中喹诺酮类抗生素的监管及膳食暴露风险评估

工作.薛哲等[２４]研究表明,内酰胺类以及大环内酯类抗生

素在高温下容易开环,而氨基糖苷类等抗生素的热稳定性

较好,但有关喹诺酮类抗生素的降解尚未见报道.

３　结论
采用内标法建立了淡水鱼中１６种喹诺酮类抗生素

UPLCＧMS/MS的检测方法,该方法前处理简单,具有良

好灵敏度和重现性,适用于鲜活鱼类及不同高温烹饪处

理后鱼肉样本的检测,各化合物均在５min内完成分析,
可满足淡水鱼中喹诺酮类抗生素的高通量筛查及膳食风

险评价.对水煮、清蒸及油炸 ３ 种烹饪方式的鱼肉加

标样品进行检测,发现３种烹饪方式测定值与对照相比,

表３　１６种 QNs的回收率和RSD
Table３　TherecoveryandRSDof１６quinolones(n＝６)

化合物
２μg/kg

平均回收率/％ RSD/％

５μg/kg

平均回收率/％ RSD/％

１０μg/kg

平均回收率/％ RSD/％

恩诺沙星 １０４．７ １．１ １００．５ １．５ ９７．５ ３．６
环丙沙星 ９０．３ ５．３ ９６．７ １．０ ８９．５ １．８
氧氟沙星 ８２．３ ７．７ ９５．９ ４．１ ９８．０ ２．６
诺氟沙星 ８９．３ ６．６ ９０．３ ４．６ ９３．９ ３．７
洛美沙星 １０２．３ １．１ １００．０ １．６ １０３．４ １．８
培氟沙星 ９５．６ ５．５ ９３．０ ４．９ ９０．１ ３．６
达氟沙星 ９４．４ ７．５ ９３．４ ３．１ ８７．５ １．５
沙拉沙星 １０１．８ ３．４ １００．５ １．７ １００．０ ４．６
氟罗沙星 １０１．８ ３．４ １０１．４ ２．０ １０１．７ ４．３
司帕沙星 ９８．８ ３．５ １００．８ ２．０ ９８．４ ３．８
双氟沙星 ９９．１ ７．１ １００．８ ４．３ １０３．１ ５．８
依诺沙星 ９４．１ ６．３ ９５．８ ６．８ ９３．４ ５．５
萘啶酸　 ７９．０ ３．３ ８５．２ ２．６ ８１．３ １．３
恶喹酸　 ９４．８ ６．８ ９４．２ ４．８ ９２．３ ６．７
氟甲喹　 ９７．３ ５．５ ９８．０ ４．９ ９５．５ ８．１
奥比沙星 １０１．４ １．１ １００．９ １．０ １０１．０ ３．５

图４　烹饪方式对鱼肉中 QNs残留量的影响

Figure４　TheeffectofdifferentcookingmethodsontherecoveriesofQNsinfish
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１６种喹诺酮类抗生素残留量均无显著性差异,说明传统

烹饪方式对鱼肉中喹诺酮类抗生素降解效果不明显.后

续需要持续加强淡水鱼中喹诺酮类抗生素的监管及膳食

暴露风险评估工作.
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