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[摘　要 ]　建立了猪肉组织中氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星、恩诺沙星、达氟沙星、二氟沙星和

沙拉沙星 7种氟喹诺酮类药物残留检测的高效液相色谱 -串联质谱方法。液相色谱条件为 :色谱

柱 XB ridge C18柱 (150 mm ×2. 1mm, 5μm ) ;流动相 0. 1%甲酸甲醇溶液 - 0. 1%甲酸水溶液 ,梯度

洗脱 ;柱温 30℃;流速 0. 2 mL /m in;进样量 20μL。质谱条件为 :电喷雾离子源 ( ESI
+ ) ,多反应监

测 (MRM )方式采集。以诺氟沙星 - D5作内标 ,内标法定量。结果表明 : 7种 FQ s药物在 5～250

ng/mL浓度范围内呈现良好线性关系 ,相关系数 R
2均大于 0. 997;方法检测限为 5 ng/g,定量限

为 10 ng/g;从 10、20和 100 ng/g三个添加浓度检测结果可以看出 ,方法平均回收率为 80. 7%～

116% ( n = 6) ,批内批间 RSD均小于 20%。
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Abstract:A HPLC - MS/MS method was established for the determ ination of ofloxacin, norfloxacin, cip rofloxacin,

enrofloxacin, danofloxacin, difloxacin and sarafloxacin in p ig muscle. HPLC condition: the chromatography column

is XB ridge C18 column of 150 mm ×2. 1 mm, 5μm; mobile phase is methanol ( 0. 1% form ic acid) and water

(0. 1% form ic acid) ; column temperature is 30℃; flow rate is 0. 2 mL /m in; injection volume is 20μL. Mass

Spectrometry condition: ESI+ and MRM mode. The calibration curve was good linear between the ratio of the peak

areas and concentrations of fluoroquinolones from 5 to 250 ng/mL containing the internal standard at 20 ng/mL, the

correlation coefficient R
2

was greater than 0. 997. The lim it of detection of the method was 5 ng/g, the lim it of

quantification was 10 ng/g. The average recoveries from sp iked p ig muscle at the three concentrations of 10, 20

and 100 ng /g ranged from 80. 7% to 116% ( n = 6) , intra - and inter - batch variation coefficientswere less than

20%.
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　　氟喹诺酮类药物 ( Fluoroquinolones, FQ s)是在

喹诺酮环结构的 6位引入氟、7位引入哌嗪环而得

到的一类衍生物 ,仅在 R1、R2、R3位取代基不同 (图

1)。FQ s药物抗菌谱广、毒性低 ,有良好的药动学
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特征 ,是目前兽医临床中最常用的药物之一。但是

由于该类药物在临床上容易导致耐药菌株的产生 ,

因此欧盟、美国、日本等已将其列为动物性食品中

残留检测的重点监控药物。国外关于 FQ s药物残

留检测的方法报道较多 ,大多为 HPLC法。本文针

对部颁标准准许在兽医临床治疗中使用的 7种 FQ s

药物 ,制定出了一种可同时检测它们在猪肉组织中

残留的 HPLC - MS/MS确证方法 ,该方法简便、灵

敏度高且专属性强。

图 1　氟喹诺酮类药物的基本化学结构

1　材料与方法

1. 1　仪器　W aters 2695 - Quattro m icro
TM高效液相

色谱质谱联用仪 , W aters公司 ; AE260电子天平 ,

Mettler - toledo公司 ; biofuge Strators高速冷冻离心

机 ,德国贺利氏公司 ; Rescti - Therm3样品浓缩器 ,

Pierce公司 ; SIR4漩涡混合器 , IKA 公司 ; Oasis

MCX小柱 , 60mg/3cc,W aters公司。

1. 2　药品和试剂 　7种 FQ s药物对照品 ,纯度大

于 99. 0% ,均由中国兽医药品监察所提供 ;诺氟沙

星 - D5 ,纯度为 99. 0% ,由德国 D r Ehrenstorfer公

司提供 ;乙腈、甲醇为色谱纯 , MERCK公司 ;甲酸、

氨水、正丙醇为分析纯 ;所用水为超纯水。

1. 3　对照溶液的配制　分别精密称取 7种 FQ s药

物对照品适量 ,置于不同容量瓶中 ,用 0. 03 mol/L

氢氧化钠溶液溶解并用甲醇稀释成浓度为 1

mg/mL的标准储备液。准确量取各标准储备液适

量 ,用甲醇逐步稀释成浓度均为 1μg /mL的混合标

准工作液。置 - 20℃冰箱中保存 ,有效期为 3个

月。

1. 4　实验方法

1. 4. 1　色谱条件 　色谱柱为 XB ridge C18柱 ( 150

mm ×2. 1mm, 5μm ) ;流动相 A相为 0. 1%甲酸甲

醇溶液 , B相为 0. 1%甲酸水溶液 ,梯度洗脱 : 0

m in, A - B (18∶82) ; 14 m in, A - B (25∶75) ; 18 m in,

A - B (95∶5) ; 21 m in, A - B (95∶5) ; 21. 1 m in, A -

B (18∶82) ,保持 10 m in。柱温为 30℃;流速为 0. 2

mL /m in;进样量为 20μL。

1. 4. 2　质谱条件　电喷雾离子源 ( ESI
+ ) ,毛细管

电压为 3. 0 kV ,源温为 105℃,脱溶剂温度为

350℃;锥孔反吹气速为 50 L /h,雾化气速为 450

L /h;多反应监测离子情况见表 1。

表 1　7种 FQ s药物和内标的特征离子对

以及锥孔电压、碰撞能量

药物
定性离子对

(m / z)

定量离子对

(m / z)

锥孔电压

(V)

碰撞能量

( eV)

氧氟沙星
362. 3 > 261. 3

362. 3 > 318. 3 35
25

362. 3 > 318. 3 18

诺氟沙星
320. 4 > 276. 3

320. 4 > 302. 2 33
16

320. 4 > 302. 2 18

环丙沙星
332. 4 > 245. 4

332. 4 > 314. 2 33
23

332. 4 > 314. 2 18

恩诺沙星
360. 6 > 245. 4

360. 6 > 316. 5 38
25

360. 6 > 316. 5 17

达氟沙星
358. 4 > 81. 7

358. 4 > 340. 2 35
41

358. 4 > 340. 2 22

二氟沙星
400. 3 > 356. 2

400. 3 > 356. 2 35
20

400. 3 > 382. 2 20

沙拉沙星
386. 3 > 342. 3

386. 3 > 368. 2 37
18

386. 3 > 368. 2 20

诺氟沙星 325. 2 > 281. 3
325. 2 > 307. 2 32

16

- D5 325. 2 > 307. 2 19

1. 4. 3　定性与定量 　该方法定性需满足四个条

件 : ①试剂空白和样品空白不能出现与阳性对照

相同的离子峰 ;②特征离子色谱峰信噪比 ( S /N )都

在 3∶1以上 ; ③试样色谱峰保留时间应与校正溶

液的一致 ,容许偏差为 ±2. 5% ; ④检测到的离子

丰度比应与校正溶液的一致 ,容许偏差达到欧盟

2002 /657 /EC中的规定。定量时标液和内标都以

响应强度最强离子对进行计算。

1. 4. 4　标准曲线绘制　精密量取适量混合标准工

作液 ,用初始比例流动相稀释成浓度均为 5、10、20、

50、100、250 ng/mL的系列混合对照溶液 (内标 Nor

- D5浓度为 20 ng /mL ) ,由低浓度到高浓度进样 ,

内标法定量 ,以特征离子质量色谱峰面积与内标色

谱峰面积比为纵坐标 ,对应浓度为横坐标 ,绘制标

准曲线。

1. 4. 5　样品前处理 　取 ( 2 ±0. 05) g试料 ,置 50

mL离心管 ,加 1%甲酸乙腈溶液 10 mL,涡旋混合

10 s, 8 000 r/m in离心 5 m in,转移上清液。离心管

中沉淀物用 1%甲酸乙腈溶液 10 mL重复提取 1

次 ,合并上清液 ,摇匀备用。MCX柱依次用甲醇、
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水各 3 mL预洗。取 10 mL备用液过柱 ,用 2%甲酸

水溶液、纯甲醇各 3 mL淋洗 ,真空抽干。用 5%氨

水甲醇溶液 5 mL洗脱 ,真空抽干 ,收集洗脱液 ,

50℃下氮气吹干 ,残余物用初始比例流动相 1. 0 mL

溶解 ,过滤后上机测定。

1. 4. 6　灵敏度的确定　将适当浓度的 7种 FQ s药

物加入到空白猪肉组织中 ,制成 2、5、10 ng/g三个

浓度的添加样品 ,经上述方法前处理后 ,用 HPLC -

MS/MS检测 ,观察药物特征离子质量色谱峰信噪

比 ( S /N )和对应药物浓度 , S /N大于 3者 ,定其为

方法检测限 ; S /N大于 10者 ,定其为方法定量限。

1. 4. 7　准确度和精密度的测定 　采用标准添加

法 ,在空白猪肉组织中添加 10、20、100 ng/g三个不

同浓度药物进行回收率试验 ,各浓度进行 6个样品

平行试验 ,重复 3次 ,求批内批间相对标准偏差。

2　结 果

2. 1　标准曲线　7种 FQ s药物在 5～250 ng/mL浓

度范围内呈现良好的线性关系 ,线性方程和相关系

数见表 2。

表 2　7种 FQ s药物回归方程及相关系数 (R
2 )

药物 回归方程 R2

氧氟沙星 y = 11. 05x - 0. 172 9 0. 999 2

诺氟沙星 y = 1. 754x + 0. 281 0 0. 998 3

环丙沙星 y = 1. 716x + 0. 232 4 0. 997 6

恩诺沙星 y = 2. 485x - 0. 458 6 0. 997 0

达氟沙星 y = 2. 448x + 0. 075 4 0. 998 7

二氟沙星 y = 4. 401x - 0. 721 6 0. 997 3

沙拉沙星 y = 2. 247x + 0. 048 5 0. 997 0

2. 2　方法灵敏度　按上述方法进行处理 ,当添加浓度

为 10 ng/g时 ,测得 7种 FQs药物 S/N大于 10,说明方

法定量限为 10 ng/g。当添加浓度为 5 ng/g时 ,测得 7

种 FQ s药物 S/N大于 3,表明方法检测限为 5 ng/g。

10 ng/mL对照溶液和 10 ng/g添加试液中 7

种 FQ s药物和内标的特征离子质量色谱图见图 2

和图 3。

2. 3　方法精确度 　7种 FQ s药物在 10、20、100

ng/g三个添加浓度进行回收率试验结果汇总见表

3,从中可以看出方法平均回收率为 80. 7% ～

116% ,批内 RSD为 2. 8% ～18. 4% ,批间 RSD为

1. 07%～16. 2%。

3　讨 论

3. 1　质谱条件优化　首先采用 1μg/mL的各 FQ s

药物标准溶液以蠕动泵进样方式在正离子模式下

图 3　10 ng/g空白猪肉添加试液中 7种 FQs药物特征离子质量色谱图

图 2、图 3质量色谱图中 :

1 -氧氟沙星特征离子质量色谱图 (362. 3 > 318. 3) ;

2 -诺氟沙星特征离子质量色谱图 (320. 4 > 302. 2) ;

3 -诺氟沙星 - D5特征离子质量色谱图 (325. 2 > 307. 2) ;

4 -环丙沙星特征离子质量色谱图 (332. 4 > 314. 2) ;

5 -恩诺沙星特征离子质量色谱图 (360. 6 > 316. 5) ;

6 -达氟沙星特征离子质量色谱图 (358. 4 > 340. 2) ;

7 -二氟沙星特征离子质量色谱图 (400. 3 > 356. 2) ;

8 -沙拉沙星特征离子质量色谱图 (386. 3 > 368. 2)。
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表 3　猪肉中添加 7种 FQ s药物精确度测定结果 ( n = 6)

药物 添加浓度 ( ng/g)
批内平均回收率 (RSD /% )

1 2 3

批间平均回收率

(RSD /% )

10 93. 4 (10. 2) 83. 1 (18. 4) 95. 5 (8. 11) 6. 64

氧氟沙星 20 93. 4 (7. 34) 98. 9 (4. 37) 95. 5 (14. 2) 2. 78

100 116 (4. 30) 97. 2 (14. 0) 94. 4 (14. 3) 12. 1

10 91. 7 (12. 4) 89. 4 (18. 1) 89. 4 (16. 2) 1. 33

诺氟沙星 20 91. 7 (10. 4) 82. 1 (11. 0) 89. 6 (17. 6) 5. 05

100 97. 7 (11. 8) 82. 3 (4. 64) 113 (5. 16) 15. 8

10 108 (9. 13) 102 (10. 4) 114 (4. 08) 6. 06

环丙沙星 20 92. 5 (13. 8) 93. 6 (12. 5) 84. 9 (10. 6) 4. 74

100 100 (8. 74) 91. 4 (4. 95) 114 (8. 13) 11. 6

10 83. 0 (9. 33) 76. 9 (8. 17) 103 (13. 1) 13. 7

恩诺沙星 20 95. 0 (15. 6) 101 (14. 6) 112 (6. 00) 8. 40

100 97. 9 (16. 3) 96. 0 (14. 5) 96. 1 (14. 8) 1. 07

10 104 (4. 98) 93. 4 (11. 2) 91. 7 (4. 47) 6. 72

达氟沙星 20 80. 7 (8. 22) 95. 7 (13. 6) 100 (16. 9) 10. 1

100 99. 7 (11. 7) 81. 9 (10. 6) 105 (18. 1) 12. 1

10 95. 3 (14. 3) 83. 2 (17. 5) 86. 6 (13. 4) 6. 24

二氟沙星 20 99. 5 (16. 6) 111 (8. 78) 108 (12. 8) 6. 20

100 118 (2. 80) 105 (16. 3) 109 (14. 0) 7. 03

10 115 (5. 35) 82. 0 (11. 9) 86. 9 (17. 3) 16. 2

沙拉沙星 20 96. 6 (18. 4) 102 (12. 9) 111 (14. 1) 7. 25

100 108 (7. 80) 95. 0 (12. 3) 112 (11. 7) 9. 06

进行母离子全扫描 ,确定各种 FQ s药物的准分子离

子 ,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。 FQ s药物二级质谱中主要的碎片

离子是脱水离子 ( [M + H - H2 O ] + )、脱羧离子

( [M + H - CO2 ] + )以及脱羧后哌嗪环断裂发生结

构重排失去 C2 H4 NR的产物离子 ( [M + H - CO2 -

C2 H4 NR ] + )。最后以多反应监测正离子模式优化

了各种质谱调谐参数。

3. 2　提取和净化条件选择　FQ s药物分子结构中

含有羧基和叔胺基 ,是酸碱两性化合物。文献报

道 [ 1 ]的提取方法包括用纯有机溶剂 (甲醇、乙睛、二

氯甲烷等 ) ,或用有机溶剂添加一定比例的酸或碱

来进行提取。本方法采用 1%甲酸乙睛溶液作为提

取溶剂 ,不仅除蛋白效果好 ,而且容易浓缩 ,提取回

收率也可满足有关要求。FQ s药物分子极性较强 ,

选用对碱性极性物质吸附能力较强的复合模式阳

离子交换柱 (MCX柱 ) ,在酸性环境中 FQ s药物以

完全离子化方式与复合模式吸附剂作用 ,当用甲醇

淋洗时离子型化合物得以完全保留 ,而单纯以疏水

性作用为保留机制的物质将被大部分去除。用氨

化甲醇进行洗脱 ,可以调节 pH值使离子化的 FQ s

变为中性 ,进而洗脱出来。结果表明该方法净化样

品效果理想 ,且重现性好。
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