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液液萃取'超高效液相色谱'串联质谱法快速

检测原料乳中
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@$+8#'&)-(82/&

"

$33-'-/+$)&'$()(*"#

?

8$)(#()-2/-2$38-2$)/&0+$#1

:

4

#$

?

8$3<#$

?

8$3->'/&%'$()&)38#'/&

"

-/*(/+&)%-#$

?

8$3

%6/(+&'(

,

/&

"

6

4

'&)3-++&222

"

-%'/(+-'/

4

周艳华"

-+SA!&/'4)&

"

!

李
!

涛'

JGR&6

'

!

潘小红!

1"# K.&6'46/

0

!

!

向
!

俊'

KG"#$2)/

'

!

"M

长沙环境保护职业技术学院%湖南 长沙
!

&"$"""

$

'M

湖南省食品质量监督检验研究院食品安全

监测与预警湖南省重点实验室%湖南 长沙
!

&"$"""

$

!M

湖南省药品检验研究院%湖南 长沙
!

&"$$$"

#

!

"M*4&/

0

@4&,/B.>6/53/?&71>6?3<?.6/*6773

0

3

%

*4&/

0

@4&

%

+)/&/&"$"""

%

*4./&

$

'M+)/&/1>6B./<.&7966:

Q)&7.?

(

;)

H

3>B.@.6/&/:G/@

H

3<?.6/G/@?.?)?3

%

+)/&/1>6B./<.&7N3

(

J&O6>&?6>

(

6

8

966:;&

8

3?

(

I6/.?6>./

0

&/:

,&>7

(

L&>/./

0

%

*4&/

0

@4&

%

+)/&/&"$"""

%

*4./&

$

!M+)/&/G/@?.?)?3

8

6>14&>5&<3)?.<&7G/@

H

3<?.6/

%

*4&/

0

@4&

%

+)/&/&"$$$"

%

*4./&

#

摘要!目的!建立一种同时检测原料乳中
"#

种喹诺酮类

药物残留的快速检测方法#方法!采用液液萃取净化法

进行前处理!并将该前处理技术与超高效液相色谱串联

质谱相结合!分析原料乳中
"#

种喹诺酮类药物的残留

量#结果!
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种喹诺酮在
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内具有良好

的线性关系&

D

'
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$3))'

'!检出限为
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$3*$
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B
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!定

量限为
$3$%
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种喹诺酮的加标回收率为

1&3$̂

%

"$%3*̂

!相对标准偏差为
"3"̂

%

"!3$̂

#结论!

该方法简单高效"准确度高!可作为原料乳中喹诺酮类药

物残留的定量确证检验方法#

关键词!液液萃取$超高效液相色谱+三重四级杆质谱$

喹诺酮类化合物$原料乳
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牛奶中含有丰富的蛋白质*脂肪*维生素和矿物质等

营养物质%是一种优质食品来源&随着生活水平的提高%

乳制品受到人们青睐%乳品安全也受到社会广泛关注%而

原料乳安全直接影响乳制品安全&喹诺酮药物是一种人

工合成抗菌药物%具有抗菌谱广和价格低廉等特点%被广

泛应用于动物疾病的预防和治疗,

"N'

-

&药物滥用%会出

现动物的毒性反应%且此类药物半衰期长%残留的喹诺酮

药物会造成过敏%可能对人体造成肝肾功能损伤和神经

中毒等不良反应,

!N&

-

&欧美发达国家制定了多种喹诺酮

类药物在动物组织中的最高残留量,

*

-

&为加强兽药残留

监控工作%保证动物性食品卫生安全%中国也修订了.动

物性食品中兽药最高残留限量/

,

%

-
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目前%喹诺酮药物残留的测定方法主要有高效液相色

谱法,
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-

*酶联免疫法,

)

-

*液相串联质谱法,

"$N""

-等&液相

色谱法灵敏度低%检测项目少%选择性差$
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法仪器化
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程度低*前处理简单%适用于现场大批量样品快速筛查%但

灵敏度和准确度有待提高&液质联用法具有灵敏度高*选

择好*重现性好等优点%是药物残留定量定性分析的首选

方法&国家现有标准中检测动物源性食品中喹诺酮类化

合物的标准有
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采用缓冲溶液提取和
PQY

固相萃取

柱净化%前处理步骤繁杂%而
\Y

(

K'$!%%
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'$$%

未对牛

奶基质进行验证研究%不适用于原料奶检测&目前报道

的原料乳中多种喹诺酮药物残留净化方法包括
PQY

固

相萃取柱法,

"'

-

*免疫固相萃取柱法,

"!

-

*

fJ+D9+VM

法,

"&

-

等%其均通过液质联用仪进行检测&

试验拟采用液液萃取净化法进行前处理%并将该前

处理技术与超高效液相色谱串联质谱相结合%用于大批

量原料乳中
"#

种喹诺酮类药物残留的快速检测%旨在为

有效监控原料乳中喹诺酮药物提供依据%从而保证乳制

品安全&
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材料与方法
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材料与试剂

原料乳"市售$
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%美国赛默飞世

尔公司$

乙腈*甲醇*乙酸乙酯"色谱纯%德国默克公司$

甲酸"优级纯%上海安谱实验科技股份有限公司$
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#标准品"北京坛墨质检科技股份有限公司&
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仪器与设备

超高效液相色谱串联三重四极杆质谱"

KMffJ.78/:

型%美国赛默飞世尔公司$

电子分析天平"

YMT''&:

型%赛多利斯科学仪器!北

京#有限公司$

高速离心机"

K\"%,ZM

型%长沙市湘仪仪器有限

公司$

超声波清洗器"

'$*$K

型%上海安谱实验科技股份有

限公司$

高速振荡器"

DC,"$$$

型%东京理化器械株式会社&
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质谱条件优化

在
P+M6

离子源下%采用
FJ00

扫描和
MVC

扫描%毛

细管电压
!*$$X

$汽化温度
!*$i

$鞘气压
$3'&BO.

$辅

助气压
$3$)"BO.

$取标准溶液直接进质谱%通过
FJ00

扫

描%确定电离模式和母离子
5

(

C

%通过
MVC

扫描%确认最

优质谱条件&
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液相色谱条件优化

在相同其他色谱条件下%优化流动相种类%优化的无

机流动相为"

*--50

(

Q

乙酸铵溶液*体积分数
$3"̂

甲酸

溶液*体积分数
$3"̂

甲酸'
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(

Q

乙酸铵溶液%优化

的有机流动相为"甲醇和乙腈%考察样品的分离效果与响

应度&设定无机流动相为
T

相%有机流动相为
Y

相$流速

$3!-Q

(
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$色谱柱温
!*i

$进样体积
*

&

Q

&梯度洗脱
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样品前处理工艺优化

精密称取混合均匀的原料乳
'3$

?

于
*$-Q

离心管

中!

/a%

#%加入
!-Q"

/

提取剂!分别为水*

$3"̂

甲酸及

$3'̂

甲酸#%振摇
*-/7

%超声
"$-/7

%加入
"*-Q'

/

提

取剂!分别为甲醇*乙腈和乙酸乙酯#%振荡
"*-/7

%离心%

取
*3$-Q

上清液氮吹至近干%

"*̂

甲醇水溶液定容至

"3$-Q

%过
$3''

&

-

有机滤膜%测定并计算喹诺酮类化合

物的回收率%确定最优提取溶剂&

"3%

!

方法学验证

取空白原料乳%配制质量浓度为
'3$

%

"$$3$7

?

(

-Q

的基质标准线性系列溶液%制作标准曲线&在空白原料

乳中添加低浓度混合标准溶液%按最优的前处理工艺处

理后测定%

;

(

#

%
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的浓度为检出限!

QER

#%

;

(

#

%

"$

的

浓度为定量限!

QEf

#&分别在原料乳中加入
"#

种喹诺

酮类混合标准溶液%加标后样品浓度分别为
'3$

%

&3$

%

'$3$

&
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?
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/a%

#&测定
"#

种喹诺酮药物残留含量%计

算回收率和相对标准偏差值&

"31

!

基质效应评价

取空白原料乳基质%配制空白基质混合标准系列溶

液%同时配制相同浓度的溶剂标准系列溶液%经液质联用

仪测定后得基质标准曲线和溶剂标准曲线&依据基质效

应!

C+

#可由基质标准曲线斜率与溶剂标准曲线斜率百分

比表示的方法反映每个喹诺酮化合物的基质效应,

"*N"%
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"3#
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样品检测

取
'$

批次原料乳%用所建立的检测方法检测样品中

"#

种喹诺酮类化合物%判定样品中是否有喹诺酮药物

残留&

"3)

!

数据处理

采用
+L4<0

软件对试验数据进行处理%分析准确度*

$&

安全与检测
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精密度*检出限*定量限及回收率&

'

!

结果与讨论
'3"

!

质谱条件优化

经
FJ00

扫描得知%

"#

种喹诺酮类化合物在正离子模

式下响应值最高%通过
MVC

扫描%得到喹诺酮化合物母

离子*子离子及相应最佳碰撞电压*

VF,0<7:

电压%选择信

号强度最高的子离子为定量离子&

"#

种喹诺酮类化合物

质谱参数见表
"

&

'3'

!

液相色谱条件优化

在最优质谱*色谱条件下%

"#

种喹诺酮化合物的定量

离子提取色谱图见图
"

&由图
"

可知%

"#

种喹诺酮在

"'3*-/7

内得到了有效分离&当无机流动相分别为

*--50

(

Q

乙酸铵溶液*体积分数
$3"̂

甲酸溶液*体积分

数
$3"̂

甲酸'

*--50

(

Q

乙酸铵溶液时%有机流动相为

甲醇*乙腈*体积分数
$3"̂

甲酸'乙腈均能分离出
"#

种

喹诺酮类化合物%但存在峰形*分离度及响应度的差异&

当无机流动相为体积分数
$3"̂

甲酸'
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Q

乙酸铵

溶液时%喹诺酮化合物的分离度及峰形较好%有机流动相

为乙腈时%化合物分离效果及响应值最高&由于所测喹

诺酮化合物种类较多%低浓度的乙酸铵溶液可改善喹诺

酮化合物的峰形%使峰型更尖锐%分离度更好%低浓度甲

酸可为喹诺酮化合物电离时提供质子&有机流动相为甲

醇时%组分色谱峰形易变宽%组分分离度低%而乙腈作为

有机流动相时可明显改善酸喹诺酮化合物的峰形%因此

最佳的色谱条件为体积分数
$3"̂

甲酸'

*--50

(

Q

乙酸

铵'乙腈&

'3!

!

"

/

提取剂优化结果

由图
'

可知%

!

种
"

/

提取剂中%

"*

种喹诺酮化合物

的回收率存在差异%萘啶酸*吡哌酸*氟甲喹
!

种化合物

的回收率无显著差异%其他化合物经水提取后回收率最

高%为
1*̂

%

""$̂

%

$3'̂

甲酸水溶液的最低&

"

/

提取

剂主要将待测物中目标化合物溶解分散%通过超声波辅

助提取%利用超声波的空化作用提高样品中的喹诺酮化

合物的运动速率和穿透力%从而提高回收率&加入甲酸

后%降低了提取溶液的
;

P

值%使原料乳中蛋白质凝聚%吸

附了喹诺酮%从而影响了回收率&试验不采用常用的兽

药残留缓冲液提取液如
U.

'

+RKT,C400@./7<

缓冲溶液和

磷酸盐缓冲溶液%因液液萃取净化法会将难挥发的钠盐

带入质谱%影响质谱的灵敏度%因此选择最优的
"

/

提取

剂为水&

'3&

!

'

/

提取剂优化结果

由图
!

可知%选择水作为
"

/

提取剂%

!

种
'

/

提取剂

中%乙腈提取后喹诺酮化合物回收率最高%乙酸乙酯提取

后目标化合物回收率最低%

'

/

提取剂对吡哌酸*萘啶酸*

表
"

!

"#

种喹诺酮类化合物的质谱参数表k

K.I0<"

!

K9<C.:::

;

<48=J-

;

.=.-<8<=:8.I0<5>"#

2

J/75057<:

化合物 电离模式 母离子!

5

(

C

# 子离子!

5

(

C

# 碰撞能量(
<X VF,0<7:

恩诺沙星 ,

C_P

-

_

!%$3'1* !"%3')'

)

%

!&'3"%1 "13*)

%

")3&" "$!

环丙沙星 ,

C_P

-

_

!!'3'$' !"&3'$#

)

%

'!"3$#! "#3%*

%

!*3'$ ""!

氧氟沙星 ,

C_P

-

_

!%'3'&* !"#3'$#

)

%

'%"3"** "13&1

%

'*3#* "'$

诺氟沙星 ,

C_P

-

_

!'$3'&' !$'3'!#

)

%

'1%3'!# "#3*'

%

"*31$ """

培氟沙星 ,

C_P

-

_

!!&3''' !"%3'$#

)

%

')$3''$ "#3%)

%

"%3*& ""!

洛美沙星 ,

C_P

-

_

!*'3'"' '%*3"!1

)

%

!$#3')' ''3")

%

"*3*1 "'$

达氟沙星 ,

C_P

-

_

!*#3'** !&$3'$#

)

%

'**3$#! '$3)'

%

!#3'& "'#

依诺沙星 ,

C_P

-

_

!'"3'!' !$!3'$#

)

%

'!'3"'* "#3!"

%

!!3%$ "$)

沙拉沙星 ,

C_P

-

_

!#%3'!* !%#3"!1

)

%

'))3'$# '$3"'

%

'*31' "!"

双氟沙星 ,

C_P

-

_

&$$3'"* !#'3"%1

)

%

!*%3"%1 '$3*$

%

"#3$' "!&

司帕沙星 ,

C_P

-

_

!)!3'1* !&)3'!#

)

%

')'3'!# "#3'!

%

'!3*# "!"

吡哌酸
!

,

C_P

-

_

!$&3'!' '"13"**

)

%

'#%3'!# '$3"'

%

"13$" "$!

西诺沙星 ,

C_P

-

_

'%!3"#' '"13$#!

)

%

'&*3"'* '"3"!

%

"&3%$ #&

萘啶酸
!

,

C_P

-

_

'!!3'$' '"*3$#!

)

%

"#13"'* "'3*&

%

'&3$& %#

氟甲喹
!

,

C_P

-

_

'%'3"%'

'$'3$1"

)

%

'&&3$#!

!"3&*

%

"%3$& #'

氟罗沙星 ,

C_P

-

_

!1$3'*' !'%3'!#

)
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'%)3"** "13*"

%

'*3!$ "'"

奥比沙星 ,

C_P

-

_

!)%3'** !*'3"%1

)

%

')*3'$# "%3*&

%

''3)$ "'*

麻保沙星 ,

C_P

-

_
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)

%
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氟甲喹
!

种化合物的回收率影响不显著&兽药残留最常

用的提取剂包括甲醇*乙腈和乙酸乙酯%三者中乙腈极性

最大%乙酸乙酯极性最小%喹诺酮化合物为酸碱两性化合

物%易溶于水%经
"

/

超声提取后%喹诺酮化合物已分散在

水性介质中%因此乙酸乙酯提取回收率低%甲醇提取时水

溶性蛋白进入提取液中%影响了目标化合物的电离%回收

率不高&乙腈具有沉淀蛋白作用%经乙腈提取后溶液中

的蛋白质*脂肪含量大大降低%基质干扰减少%从而提高

了回收率&

'3*

!

线性关系(检出限和定量限结果

由表
'

可知%当质量浓度为
'3$

%

"$$3$7

?

(

-Q

时%

"#

种喹诺酮化合物的线性关系良好!

D

'

%

$3))'

#%检出限

!

QER

#为
$3$'

%

$3*$

&

?

(

B

?

%定量限!

QEf

#为
$3$%

%

"3*$

&

?

(

B

?

%此方法所得大部分喹诺酮化合物的检出限和

定量限优于
\Y

(

K'$!%%

'

'$$%

和
\Y

(

K'"!"'

'

'$$1

的&不同喹诺酮化合物的分子量和结构不同%在同一条

件下的响应度和信噪比不同%因此检出限和定量限也

不同&

'3%

!

准确度和精密度结果

由表
!

可知%当喹诺酮加标浓度为
'3$

&

?

(

B

?

时%回

收率为
1&3$̂

%

"$$3%̂

%相对标准偏差
VMR

为
'3$̂

%

"'3*̂

$当喹诺酮加标浓度为
&3$

&

?

(

B

?

时%回收率为

1%31̂

%

"$$3$̂

%相对标准偏差
VMR

为
"3#̂

%

"!3$̂

$

当喹诺酮加标浓度为
'$3$

&

?

(

B

?

时%回收率为
#$3$^

%

图
"

!

"#

种喹诺酮类混合标准溶液定量离子色谱图

F/

?

J=<"

!

K9<

2
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"$%3*̂

%相对标准偏差
VMR

为
"3"̂

%

"$3'̂

&

!

个梯度

加标回收率和精密度良好%回收率符合
\Y

(

K'1&$&

'

'$$#

中当加标浓度
#

$3"-

?

(

B

?

时%回收率为
%$̂

%

"'$̂

的要求&因
"#

种喹诺酮化合物的定量限不同%为

使准确度试验覆盖所有喹诺酮化合物%采用浓度较高的

依诺沙星的定量限为最低加标浓度%分别以定量限*

'

倍

定量限和
"$

倍定量限浓度进行加标试验%结果表明试验

建立的方法满足原料乳中
"#

种喹诺酮化合物的测定&

'31

!

基质效应评价

由图
&

可知%吡哌酸和西诺沙星表现为基质增强效

应%其他喹诺酮化合物的基质效应均在
#$̂

%

"'$̂

%表

现为基质效应不明显&该方法中有两种化合物的基质效

应明显%为保证所有化合物检测结果的准确性%仍采用基

质标准曲线%非测定吡哌酸和西诺沙星%可以选用溶剂标

准曲线&因液相色谱'串联质谱仪的离子源结构特点%

不可避免地会出现基质效应%并对目标化合物的灵敏度*

准确度和方法的重现性等产生影响&通常采用不同净化

工艺*同位素内标及基质标准曲线来减少基质效应%试验

采用液液萃取法净化了原料乳中的蛋白质*脂肪基质%且

结果表明此研究方法中大部分喹诺酮类化合物基质效应

不明显%说明前处理工艺能够最大限度地净化基质%保证

检验结果的准确性&

'3#

!

方法运用

为验证方法的有效性%采用所建立的方法对市售的

'$

批原料乳进行检测%样品中均未检出上述
"#

种喹诺

酮类化合物%且质控样品加标回收率符合
\Y

(

K'1&$&

'

图
'

!

"

/

提取剂对喹诺酮回收率的影响
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?
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!
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/
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H
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图
!

!

'

/

吸附剂对喹诺酮回收率的影响

F/

?
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表
'

!

喹诺酮化合物的标准曲线方程(相关系数(检出限和定量限

K.I0<'

!

D.0/I=.8/574J=@<:

%

45==<0.8/5745<>>/4/<78:

%

0/-/8:5>G<8<48/57.7G

%

0/-/85>

2

J.78/8.8/575>89<
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化合物 标准曲线方程
D

' 检出限(!

&

?

0

B

?

N"

#定量限(!

&

?

0

B

?

N"

#

恩诺沙星
!aN"%$*$%_"'")'*K $3))#& $3" $3!

环丙沙星
!aN"#'#&3)_'"%!!3#K $3)))' $3& "3!

氧氟沙星
!aN'!!*"%_"$*)$!K $3))'$ $3" $3&

诺氟沙星
!aN#!#&3$&_"***)31K $3)))& $3& "3!

培氟沙星
!aN'"$&*3)_'##$'31K $3)))% $3! "3$

洛美沙星
!aN&%%%)3*_&)&#13&K $3)))& $3' $3*

达氟沙星
!aN"#!*!3*_!!1*)3)K $3)))* $3& "3'

依诺沙星
!a"%$1%31_"%'1)3*K $3))#% $3* "3*

沙拉沙星
!aN!*$'#3)_'1'**3&K $3)))" $3! "3$

双氟沙星
!aN&!)1*3%_'#!!$3"K $3)))" $3! $3)

司帕沙星
!aN'1*)%3"_"$'"&&K $3)))) $3$* $3'

吡哌酸
!

!aN!#"!3'#_!')%#3#K $3))*# $3' $31

西诺沙星
!aN&#%""3"_)*'&13%K $3)))# $3$1 $3!

萘啶酸
!

!a')$*'3"_%"%1!1K "3$$$$ $3$' $3$%

氟甲喹
!

!aN*'&#"3#_"#$!#&K $3)))) $3$! $3$1

氟罗沙星
!aN"''%$3*_#"%$*3!K $3)))) $3" $3&

奥比沙星
!aN%'$*)3)_"$1"##K $3)))! $3$& $3"&

麻保沙星
!aN'!*%#3&_'*")*3#K $3)))' $3' $31

表
!
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喹诺酮化合物的回收率和精密度
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化合物
'3$

&

?

(

B

?

回收率
VMR

(

^

&3$

&

?

(

B

?

回收率
VMR

(

^

'$3$

&

?

(

B

?

回收率
VMR

(

^

恩诺沙星
"$$3% *3) )13% &31 )*31 *31

环丙沙星
)&3' *3* #&3" '3" "$!3# %31
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司帕沙星
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吡哌酸
!
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图
&

!

"#

种喹诺酮化合物的基质效应
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!
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'$$#

要求%表明结果准确可靠&说明原料乳中喹诺酮化

合物残留风险较小%后续将选择不同来源的原料奶进行

检测&

!

!

结论
建立了同时快速检测原料乳中

"#

种喹诺酮类药物残

留的超高效液相色谱串联质谱法&采用液液萃取法提取

净化样品%并对线性方程*检出限*定量限*回收率等方法

学指标进行了验证&结果表明%与国家标准相比%此研究

验证了原料乳中喹诺酮化合物的检测方法%增加了所检测

目标化合物的数量%定量限优于国家标准%在不影响准确

度的情况下采用液液萃取工艺%大大缩短了检验时间%提

高了检验效率%降低了成本%提高了检测通量%且基质效应

不明显&该方法作为批量快速检测原料乳中
"#

种喹诺酮

类化合物定量检测方法%具有简单高效*灵敏度高等优点&
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