
第 29卷第 10期

2010年 10月
� � � � � � � � �

分析测试学报

FENXI CESH I XUEBAO ( Journal of Ins trum en talAnalys is)
� � � � � � � � �

V ol�29 No�10

987~ 992

收稿日期: 2010 - 06- 02; 修回日期: 2010- 07- 13

基金项目: 国家自然科学基金重点资助项目 ( 20837003) ; 国家自然科学基金重大资助项目 ( 20890111 ); 国家 973项目子课题资助项目

( 2009CB 421605)

第一作者: 厉文辉 ( 1985- ) , 男, 山东日照人, 硕士研究生

通讯作者: 蔡亚岐, Te:l 010- 62849239, E- m ai:l caiyaq @i rcees� ac� cn

研究报告

加速溶剂萃取 -高效液相色谱 -串联质谱法同时
检测鱼肉中喹诺酮、磺胺与大环内酯类抗生素

厉文辉
1
, 史亚利

1
, 高立红

2
, 刘杰民

2
, 蔡亚岐

1

( 1. 中国科学院生态环境研究中心 � 环境化学与生态毒理学国家重点实验室, 北京 � 100085;

2. 北京科技大学 � 土木与环境工程学院, 北京 � 100083)

摘 � 要: 建立了加速溶剂萃取 ( ASE ) -高效液相色谱 -串联质谱联用法同时检测鱼肉中 22种抗生素药物残

留的分析方法。样品经 ASE提取, HLB固相萃取柱净化后进入高效液相色谱 -串联质谱仪分析。对 ASE的

萃取条件进行优化, 并采用 XTe rraM S C18柱对药物进行分离, 以甲醇 -乙腈 (体积比 1 �1)为色谱流动相 A,

以 0� 3% (体积分数 )甲酸水溶液 (含 0� 1% 甲酸铵, pH = 2�9 )为流动相 B。 22种喹诺酮、磺胺和大环内酯类

抗生素药物在加标水平为 20、 100 �g /L时的回收率分别为 72% ~ 120% 与 66% ~ 114% , 相对标准偏差 ( RSD,

n= 5)分别为 1�9% ~ 16% 与 0�7% ~ 10% , 方法的检出限为 0�02~ 0�6 �g / kg。结果显示所建立的方法精密度

好, 准确度高, 可满足同时对鱼肉样品中多种喹诺酮、磺胺和大环内酯类抗生素残留进行定性及定量分析的

要求。
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Abstrac:t A m ethod for the sim ultaneous ana lysis of 22 antibiot ics( quino lones, su lfonam ides and

m acrolides) in f ish sam p les was deve loped. The target com pounds w ere ex tracted using acce lerated

solvent ex traction( ASE ) and purified by so lid phase extraction ( SPE ) using a hydroph ilic�lipophilic

ba lanced(HLB ) polym er. TheASE conditionsw ere optim ized. The opt imum ASE conditionsw ere u�
sing m ethano l as the extract ion so lven t at tem perature o f 70  , pressure o f 10�34 MPa and extraction

t im e o f 15 m in. The eluate w as collected and concentrated to 1 mL under a gentle stream o f n itrogen

gas, and then analyzed byH PLC - ESIM S /M S under positive e lectrospray ion ization and m ultiple re�
act ion m onitoring(MRM ) m ode. The separation of ana ly tesw as carr ied out on a XT erraM S C18 co l�
um n w ith m ethano l- acetonitrile( 1 �1, by vo lum e) asm obile phaseA and 0�3% fo rm ic acid( con�
taining 0�1% amm on ium form ate, pH = 2�9 ) as m ob ile phase B. The recover ies o f all the com�
pounds from fish m uscles at tw o concentrat ion levels o f 20 and 100 �g /L w ere in the range o f 72% -

120% and 66% - 114% , respective ly, w ith the corresponding relative standard deviat ions( RSD, n=
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5) o f 1�9% - 16% and 0�7% - 10% , respect ive ly. The m ethod detection lim its ranged from 0�02

�g /kg to 0�6 �g /kg. The m ethod could be applied in the ana lysis of quino lones, su lfonam ides and

m acrolides in fish muscle sam p les w ith good prec ision and accuracy.

Key words: accelerated so lvent extraction; h igh perform ance liquid chrom atography- electrospray

ionizat ion tandem m ass spectrom etry; quino lone; su lfonam ide; m acro lide; f ish

抗生素是一类具有抵抗细菌、真菌和寄生物活性的天然、半合成或人工合成的物质, 作为广谱抗

菌药物大量应用于人和动物的感染性疾病治疗, 并添加在饲料中作为生长促进剂促进动物的生长发

育
[ 1]
。人畜服用的抗生素类药物大多不能被充分吸收利用而随排泄物进入环境, 虽然许多抗生素的半

衰期较短, 但由于其频繁使用而易进入环境, 导致形成 !假持久性 ∀ 现象 [ 2 ]
, 对人类和环境造成了严

重威胁。喹诺酮 ( Quino lones)、磺胺 ( Sulfonam ides)和大环内酯 (M acro lides)类化合物是合成抗菌剂, 广

泛应用于水产品养殖中。大环内酯类可用于防治呼吸道疾病或在饲料中作促进生长剂, 喹诺酮应用于

各种感染症的防治, 磺胺类是常用的抗菌、抗原虫药物
[ 3]
。与其他常用抗生素相比, 这些药物性质更

加稳定
[ 4]

, 但其在动物源性食品中的残留可通过食物链对人体健康构成危害。有调查表明, 磺胺药物

在人体中长期存在会导致许多细菌对其产生抗药性, 且有潜在的致癌性, 已被多个国家规定限量或禁

止使用; 而喹诺酮类药物在美国属水产养殖业的禁用药
[ 5]
。因此监测多种抗生素的残留对促进水产品

出口和保证动物源性食品安全具有积极意义。

加速溶剂萃取法 ( ASE )在固体样品中污染物的萃取方面有广泛的应用, 其与索氏萃取法、超声波

溶剂萃取法相比, 具有溶剂用量少、提取时间短和样品提取自动化的优点
[ 6 - 7 ]

, 并已被美国国家环保

局收录为处理固体样品的标准方法之一
[ 8 ]

, 也有文献推荐采用 ASE对污泥、底泥和肉类中的抗生素进

行萃取
[ 9- 14]

。但目前国内外采用 ASE萃取鱼肉样品中多种抗生素残留的方法还少见报道, 因此本文建

立了基于 ASE萃取、固相萃取柱净化的鱼肉中 22种抗生素残留的高效液相色谱 -串联质谱联用的分

析方法。该方法具有选择性强、灵敏度高、重复性好等优点, 对实际鱼肉样品的检出限可达到 0�02~

0�6 �g /kg, 可满足鱼肉中抗生素类药物残留检测的要求。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
色谱系统: P680二元梯度泵, U ltMi ate 3000自动进样器和 Chrom eleon 6�70色谱工作站 (美国 D i�

onex公司 ), 分析柱为 XTerraM S C18柱 ( 2�1 mm # 100 mm, 3�5 �m, 美国 W aters公司 ) ; 质谱系统:

API3200三重四极杆串联质谱检测系统 (美国 AB I公司 ) , 配有电喷雾离子源 ( ESI)和 Analyst 1�4�1工
作软件; ASE350加速溶剂萃取仪 (美国 D ionex公司 ) ; Oasis H LB柱 ( 6 mL /200 m g, 美国 W aters公

司 ) ; RE�52AA旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器厂 ); Vo tex旋涡混合器 (海门市其林贝尔仪器制造有限

公司 ); LGJ�12B型冷冻干燥机 (北京松源华兴科技发展有限公司 ); CR22G∃高速离心机 (日本 H itach i

公司 )。

喹诺酮类标准品: 氧氟沙星 ( OFL, 纯度 99�9% )、诺氟沙星 ( NOR, 99�9% )、环丙沙星 ( C IP,

99�9% )、沙拉沙星 ( SAR, 95�0% )、氟罗沙星 ( FLE, 99�5% )、洛美沙星 ( LOM, 98�0% )、双氟沙星

( D IF, 98�0% )、恩诺沙星 ( ENR, 99�9% )均购于美国 S igm a- A ldrich公司; 磺胺类标准品: 磺胺嘧啶

( SDZ, 99�7% )、磺胺甲基嘧啶 ( SMR, 99�9% )、磺胺间二甲氧嘧啶 ( SDM, 99�4% )、磺胺二甲基异

唑 ( SIA, 99�0% )、磺胺间甲氧嘧啶 ( SMM, 99�0% )均购于美国 Sigm a- A ldrich公司, 磺胺噻唑

( ST, 99�0% )、磺胺吡啶 ( SPD, 99�0% )、磺胺甲基异 唑 ( SMX, 99�0% )均购于日本东京化成工业

株式会社, 磺胺二甲基嘧啶 ( SDM D, 99�0% )购于美国 A cros Organ ics公司。大环内酯类标准品: 红霉

素 ( ERY, 99�1% )、罗红霉素 ( ROX, 不小于 90�0% )、交沙霉素 ( JOS, 不小于 98�0% )、酒石酸泰乐

菌素 ( TYL, 82�4% )、螺旋霉素 ( SPI, 88�9% )均购于美国 Sigm a- A ldrich公司。

替代物标准品: 诺氟沙星 �d5 ( NOR�d5, 99% )、氧氟沙星�d3 ( OFL�d3, 99�5% )、沙拉沙星�d8

( SAR�d8, 99�5% )均购于美国 S igm a- A ldrich公司; 磺胺甲基异 唑 �d4 ( SMX�d4, 99�0% )、磺胺二甲

基嘧啶 �d4 ( SDMD�d4, 99�0% )、螺旋霉素 % �d3 ( SPI % �d3, 98�0% )、红霉素 �
13

C, d3 ( ERY�
13

C, d3,
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98�0% )均购于加拿大 Toronto R esearch Chem icals公司。

甲醇、乙腈 (色谱纯, 美国 F isher公司 ) , 50% 氨水、甲酸铵 ( 99% , 美国 A lfa A esar公司 ) , 甲酸

( 98% , 美国 F luka公司 )。所用水均为 M illi�Q Advantage A 10系统 (美国 M illipo re公司 )提供的电阻率

为 18�2 M� & cm ( 25  )的超纯水。

1�2� 标准溶液的配制
分别称取 25�0 m g标准品, 用甲醇溶解并定容于 25 mL棕色容量瓶中, 配制成 1 000 m g /L的标准

储备液, 于 - 20  下遮光保存。取各标准储备液适量, 用甲醇配制所需浓度的混合标准工作液, 密封

于 4  下保存备用。

1�3� 色谱条件与质谱条件
1�3�1� 色谱条件 � XTerraM S C18型色谱柱 ( 2�1 mm #100 mm, 3�5 �m ); 流动相: A相为甲醇 -乙腈

溶液 (体积比 1 �1), B相为 0�3%甲酸水溶液 (含 0�1%甲酸铵, pH = 2�9) ; 流速: 0�2 mL /m in; 进样

量: 15 �L; 梯度洗脱条件: 0~ 2 m in, 10% A; 2~ 12 m in, 10% ~ 70% A; 12~ 16 m in, 70% ~ 100% A,

16~ 19 m in, 100% A; 19~ 19�1 m in, 100% ~ 10% A; 19�1~ 33 m in, 10% A。

1�3�2� 质谱条件 � 采用电喷雾离子源 ( ESI) , 分析物在正离子扫描下以多反应监测 (M RM )模式分析。

采用针泵进样, 分别进行 Q1和 Q3扫描并确定离子对, 进而优化解簇电压 DP等参数 (见表 1)。在选

定色谱流动相条件下优化 G as1、Gas2和离子喷雾电压等参数, 使信号稳定, 灵敏度最高。优化后的质

谱分析条件: 气帘气压力 0�14M Pa, 碰撞气压力 0�02 M Pa, 离子喷雾电压 5 000 V, 温度 600  , 离

子源 Gas1: 0�38 M Pa, G as2: 0�45M Pa。

表 1� 质谱检测条件
Tab le 1� Exper im ental conditions o f e lec tro spray tandem m ass spec trom etry

Analyte
Parent

ionm /z

Daughter

ionm /z

Declu stering

poten tial

U /V

En tran ce

potent ial

U /V

C ollision cellen t

poten t ial

U /V

Coll is ion

energy

E / eV

Coll is ion cell

exit poten tial

U /V

Norf loxacin (NOR) 320�1 276�3, 302�2* 45, 40 8�0, 8�0 11, 11 23, 28 10, 10

C ip rofloxacin ( CIP) 332�1 231�1, 314�3* 58, 55 4�5, 5�0 14, 11 49, 28 9�5, 6�0

D ifloxacin hydroch lorid e( DIF) 400�0 299�1, 356�2* 60, 60 4�0, 4�0 13, 13 41, 28 12, 13

E nrofloxacin ( ENR ) 360�0 245�2, 316�2* 55, 58 5�0, 5�0 12, 11 39, 28 9�5, 11

Fleroxacin( FLE ) 370�0 269�2, 326�2* 45, 45 4�5, 4�5 20, 12 34, 27 10, 12

O f loxacin (OFL) 362�2 261�2, 318�2* 55, 55 5�0, 5�0 24, 12 38, 27 10, 11

Lom efloxacin hydroch loride( LOM ) 352�0 265�2* , 308�2 53, 55 5�0, 4�0 12, 37 34, 32 10, 12

Sarafloxacin hydroch loride( SAR) 386�0 299�2, 368�2* 65, 60 4�5, 4�5 13, 14 37, 31 6�5, 7�0

Norfloxacin�d5 (NOR�d5 ) 325�3 281�4, 307�3* 50, 40 8�5, 7�5 11, 11 23, 27 6�0, 6�5

O floxacin�d3 (OFL�d3 ) 365�2 261�2, 321�2* 55, 55 6�0, 6�0 12, 12 39, 28 10, 11�5

Sarafloxacin�d8 ( SAR�d8 ) 394�2 350�3, 376�2* 60, 59 6�0, 6�0 13, 12 28, 33 12, 14

Su lfath iazole( ST ) 256�0 108�0, 156�0* 43, 42 4�5, 4�2 10, 10 36, 21 4�5, 4�5

Su lfam ethoxazole( SMX ) 254�0 156�0* , 160�1 45, 47 4�0, 4�5 9, 9 23, 27 5�2, 6�0

Su lfisoxazole ( SIA ) 268�1 108�0, 156�0* 46, 46 4�5, 4�5 12, 9 37, 21 4�5, 5�0

Sulfapyrid ine( SPD) 250�1 108�0, 156�0* 38, 41 7�0, 4�7 11, 9 36, 24 4�5, 5�5

Su lfad im ethox in( SDM ) 311�2 108�0, 156�1* 55, 57 4�5, 4�0 12, 12 41, 30 4�5, 6�0

Su lfam ethazin e( SDMD) 279�2 156�0, 186�1* 47, 49 4�5, 4�0 9, 10 27, 25 6�0, 6�5

Su lfad iazin e( SDZ) 251�1 108�0, 156�0* 42, 43 4�3, 3�5 11, 9 35, 23 4�2, 5�0

Su lfam eraz in( SMR) 265�2 107�9* , 156�0 47, 48 4�5, 5�0 11, 10 37, 24 4�5, 5�5

Su lfamonom ethox ine( SMM ) 281�2 156�0* , 215�1 50, 48 5�0, 5�0 10, 9 26, 25 5�5, 7�0

Su lfamethaz ine�d4 ( SDMD�d4 ) 283�1 160�0* , 186�0 48, 48 4�5, 4�5 10, 10 28, 26 6�0, 6�5

Su lfam ethoxazole�d4 ( SMX�d4 ) 257�9 112�0, 160�0* 44, 44 4�5, 4�5 11, 9 36, 25 4�8, 5�5

Sp iram ycin ( SPI) 843�4 174�1* , 318�3 87, 85 10, 9�5 30, 30 50, 42 8�0, 8�0

Josamycin ( JOS) 828�3 174�2* , 229�1 79, 77 10, 10 30, 28 47, 43 7�5, 8�5

Tylos in tartrate( TYL) 916�3 174�0* , 772�3 83, 85 10, 9�0 33, 29 55, 43 8�0, 17

E rythrom ycin A�d ihydrate( ERY ) 734�3 158�2* , 576�3 60, 58 4�8, 4�8 27, 23 41, 28 6�0, 12

Rox ithromycin (ROX) 837�4 158�1* , 679�4 62, 62 7�0, 6�5 30, 26 48, 30 7�0, 14

Sp iram ycin % �d
3

( SPI % �d
3
) 846�4 174�1* , 432�3 85, 30 10, 4�5 30, 27 52, 18 8�0, 15

E ryth rom ycin�13 C, d3 ( ERY�13 C, d4 ) 738�0 162�1* , 580�3 55, 55 5�0, 5�0 25, 23 45, 28 7�0, 12

� * qu ant itat ive ion
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1�4� 样品前处理方法
将草鱼等样品去皮、去骨, 切碎后匀浆, 冷冻干燥处理后, 经研钵研磨均匀, 低温下密封保存。

称取 0�10 g干鱼样品, 加入 1�5 g硅藻土混合均匀; 萃取池 ( 34 m L)底部铺上 1 cm厚的硅藻土层, 将

混匀好的样品填入萃取池, 并加入 20 ng替代物; 设置萃取条件为压力 10�34 M Pa, 温度 70  , 静态

萃取时间 5 m in, 冲洗溶剂体积为池容积的 60% , 氮气吹扫时间 120 s, 静态循环 2次。将萃取池置于

ASE350上, 进行加温加压萃取。收集的萃取液转移至心形瓶, 37  水浴真空旋转蒸发至不再有馏

出物。

向心形瓶中加入 100 mL超纯水溶解提取物, 漩涡振荡后摇匀, 以 1 mL /m in流速过 OasisH LB小

柱 ( 6 mL /200 m g)进行净化。HLB柱预先用 5 mL甲醇和 5 mL水进行活化平衡, 柱富集完成后, 用 12

mL超纯水淋洗 HLB柱, 然后在负压下抽干, 最后用 6 mL氨水 -甲醇溶液 (体积比 5 �95)洗脱, 洗脱

液在 35  下氮气浓缩至 1�0 mL以下, 用初始比例流动相定容至 1�0 mL离心管中, 漩涡振荡后以

15 000 r /m in离心 5 m in, 取上层清液过 0�22 �m尼龙滤膜后待测。

2� 结果与讨论

2�1� 样品提取条件的优化
2�1�1� 萃取溶剂的选择 � 动物组织中药物残留的提取, 一般采用二氯甲烷、丙酮、甲醇和乙腈等为

提取溶剂
[ 15]
。本文分别考察了甲醇与乙腈对鱼样进行提取时的加标回收率。结果表明, 以甲醇作为提

取溶剂时, 各目标物回收率接近 90% , 而乙腈的回收率相对偏低。因此, 采用甲醇作为萃取溶剂。

图 1� ASE萃取温度对抗生素加标回收率的影响

F ig� 1� Effect of ex traction temperatu re in ASE

on sp iked recovery o f an tibiotics at 20 �g /L

2�1�2� 萃取温度的影响 � 在其他萃取条件不变的条件

下, 选择 50、 60、 70、 80  4个提取温度进行研究,

结果如图 1所示。图中数据表明, 温度是加速溶剂萃取

中最重要的参数, 提取温度对样品加标回收率的影响很

大。当提取温度超过 50  , 大部分化合物的加标回收

率明显提高, 但 80  时提取杂质增多, 结果重复性差。

与 60、80  时相比, 70  时的提取效果较好, 除磺胺

嘧啶外, 样品的加标回收率均在 60% ~ 130%之间。这可

能是由于随着温度的升高, 溶剂的粘度下降, 从而加强

了溶剂浸润基质和溶解目标分析物的能力。加入的热能

同时也有助于破坏目标化合物与基质之间的作用力, 增

强目标分析物从基质表面扩散到溶剂中的能力, 从而提

高萃取回收率。但随着温度进一步提高, 可能促进了部分抗生素的分解
[ 11]

, 导致回收率降低, 所以选

择最佳提取温度为 70  。

2�1�3� 静态循环次数的优化 � 在其它萃取条件不变的条件下, 选择 3次循环进行研究。结果表明, 磺

胺和大环内酯类化合物经过第一次循环几乎萃取完全, 而喹诺酮类化合物第二次循环时仍少量存在,

第三次循环时接近萃取完全。鱼肉样品的基质穿透性很差, 检测到的部分化合物浓度很高, 而且喹诺

酮类化合物具有很强的吸附作用
[ 16]

, 采用多次静态循环对提高化合物的萃取回收率非常有效。因此选

用两个静态循环萃取样品。

2�2� 固相萃取条件优化
2�2�1� 固相萃取柱的选择 � 本文采用美国W aters公司的 Oasis系列固相萃取柱。H LB柱填充的是亲

水、亲脂平衡的水可浸润型的反相吸附剂, 是一种可适用于酸性、中性及碱性化合物的通用型萃取柱;

WAX萃取柱填充的是混合型弱阴离子反相吸附剂, 对强酸性化合物具有高选择性。喹诺酮类药物是两

性化合物, 磺胺类药物在结构中含有 ∋ NH2
[ 5]

, 大环内酯类药物具有偏碱性, 根据目标化合物的化学

性质, 分别考察了 H LB柱和WAX柱对 22种抗生素的萃取效果。研究结果发现, HLB柱对目标化合物

的萃取效率较高。因此, 本文采用 HLB固相萃取柱对样品进行富集和净化。

2�2�2� 洗脱液的选择 � 分别采用甲醇和氨水 -甲醇 ( 5 �95)溶液为洗脱液进行研究。结果发现, 采用
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氨水 -甲醇 ( 5 �95)为洗脱液时, 3类抗生素的回收率均在 80% ~ 130% 范围内。而采用甲醇为洗脱液

时, 大环内酯类抗生素的回收率较低, 为 65% ~ 80% 。因此本文采用氨水 -甲醇 ( 5 � 95 )溶液进行

洗脱。

2�3� 方法的线性范围与检出限
在优化的色谱和质谱条件下, 22种抗生素混合标准可以较好地分离。标准色谱图见图 2。

对一系列浓度的混合标准溶液进行分析, 以内标法定量, 各分析物的线性范围及相关系数等参数

见表 2。结果表明, 该方法在较宽范围内具有良好线性, 仪器检出限 ( LOD, S /N = 3)为 0�002~ 0�06

�g /L, 由于样品均称取 0�1 g, 所以该方法对实际样品中目标化合物的检出限为 0�02~ 0�6 �g /kg。

� �

图 2� 8种喹诺酮类 ( A )、9种磺胺类 ( B)和 5种大环内酯类 ( C )的色谱图

F ig�2� Chrom atogram s o f 8 qu ino lones( A ) , 9 su lfonam ides( B) and 5 m acrolides standard( C)

A: 1. FLE, 2. OFL, 3. NOR, 4. C IP, 5. LOM, 6. ENR, 7. D IF, 8. SAR; B: 1. SDZ, 2. ST, 3. SPD, 4. SMR,

5. SDMD, 6. SMM, 7. SMX, 8. S IA, 9. SDM; C: 1. SP I, 2. ERY, 3. TYL, 4. JOS, 5. ROX

表 2� 22种抗生素的线性范围、相关系数及加标回收率

Tab le 2� L inear ranges, correlation coeffic ients( r ) and sp iked recoveries o f 22 antib io tics  / (�g& L- 1 )

Analyte Su rrogate L inear range r2 LOD Background Add ed Found Recovery R /% RSD sr /%

NOR NOR�d5 0�05~ 500 0�997 4 0�01 1�35 20�0, 100�0 19�5, 83�1 91, 82 16, 3�8

C IP NOR�d5 0�05~ 500 0�998 7 0�01 0�87 20�0, 100�0 16�5, 73�3 78, 72 12, 9�2

D IF OFL�d3 0�05~ 200 0�998 5 0�01 - * 20�0, 100�0 15�5, 85�2 78, 85 3�7, 7�0

ENR OFL�d3 0�05~ 200 0�999 0 0�02 0�29 20�0, 100�0 18�1, 88�1 89, 88 10, 3�6

FLE OFL�d3 0�05~ 500 0�998 4 0�02 0�45 20�0, 100�0 19�7, 94�0 96, 94 8�4, 7�1

OFL OFL�d3 0�02~ 500 0�998 8 0�01 0�83 20�0, 100�0 19�0, 83�0 91, 82 9�9, 3�2

LOM OFL�d3 0�1~ 500 0�996 7 0�03 0�42 20�0, 100�0 16�3, 83�0 80, 83 8�9, 6�7

SAR SAR�d8 0�05~ 500 0�999 2 0�02 0�35 20�0, 100�0 18�7, 90�6 92, 90 4�1, 3�3

ST SMX�d4 0�05~ 500 0�997 4 0�005 0�017 20�0, 100�0 20�1, 87�3 100, 87 14, 10

SMX SMX�d4 0�02~ 500 0�999 1 0�005 0�038 20�0, 100�0 19�4, 97�2 97, 97 3�5, 1�2

SDZ SMX�d4 0�05~ 200 0�998 7 0�005 - 20�0, 100�0 18�6, 96�8 93, 97 3�0, 4�2

SPD SDMD�d4 0�02~ 500 0�998 5 0�002 - 20�0, 100�0 19�9, 96�7 99, 97 11, 9�1

SDM SDMD�d4 0�01~ 500 0�999 6 0�002 - 20�0, 100�0 21�7, 114�4 109, 114 3�8, 4�6

SDMD SDMD�d4 0�05~ 500 0�999 3 0�002 - 20�0, 100�0 20�9, 103�6 105, 104 1�9, 3�9

S IA SDMD�d4 0�01 ~ 500 0�998 6 0�002 0�006 20�0, 100�0 24�0, 111�4 120, 111 8�8, 3�2

SMR SDMD�d4 0�02~ 500 0�997 7 0�004 - 20�0, 100�0 20�7, 109�2 104, 109 7�0, 8�2

SMM SDMD�d4 0�02~ 500 0�998 5 0�004 - 20�0, 100�0 20�3, 103�0 102, 103 3�7, 0�7

SPI SP I % �d3 0�2~ 500 0�998 0 0�06 0�07 20�0, 100�0 21�3, 106�0 106, 106 3�5, 2�1

JOS SP I % �d3 0�1~ 200 0�993 4 0�01 - 20�0, 100�0 17�1, 74�8 86, 75 6�6, 7�0

TYL SP I % �d3 0�1~ 200 0�993 4 0�03 - 20�0, 100�0 17�1, 65�8 86, 66 8�8, 8�1

ERY ERY�13 C, d4 0�05~ 500 0�999 2 0�004 0�075 20�0, 100�0 19�0, 96�7 95, 97 4�4, 4�4

ROX SP I % �d3 0�1~ 200 0�990 5 0�01 - 20�0, 100�0 14�4, 91�8 72, 92 8�6, 8�0

� * n o detected

2�4� 方法的精密度与准确度
对鱼肉样品进行加标回收实验, 加标水平分别为 20、 100 �g /L, 平行测定 5份, 分析结果列于表

2。结果表明, 本文采用的前处理方法对 22种抗生素的测定具有良好的精密度与准确度。加标水平为

20、100 �g /L时, 22种抗生素的加标回收率分别为 72% ~ 120% 、66% ~ 114% , 相对标准偏差 ( RSD)

分别为 1�9% ~ 16%、 0�7% ~ 10%。

2�5� 实际样品的分析
在优化实验条件下, 对农贸市场随机采集的鱼类样品进行检测 (结果见表 3)。结果表明, 喹诺酮
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表 3� 鱼肉样品中的抗生素含量

Table 3� Contents of antib iotics in fish samp lesw /(�g& kg- 1 )

A nalyte S amp le 1 Samp le 2 Analyte Sam p le 1 Sam ple 2

FLE 3�51 1�20 SPD 1�47 0�099

NOR - * 0�89 SDM 1�71 0�091

D IF - 0�77 SDMD - -

OFL - 1�99 SIA - -

C IP 3�93 1�02 SMR - -

SAR 4�73 0�72 SMM - -

LOM 3�41 0�81 SPI - -

ENR 36�4 2�85 JOS - -

ST 6�01 3�22 TYL - -

SMX - 0�061 ERY - -

SDZ 1�28 0�042 ROX - -

� * no d etected

类抗生素在鱼肉中的残留水平较高, 尤其是

恩诺沙星, 可达 36�4 �g /kg; 而磺胺类和大

环内酯类抗生素的含量较低, 仅有 4种可以

检出, 其它均低于检出限。

3� 结 � 论

本文采用 ASE与 H PLC - MS /M S联用技

术, 建立了鱼肉中 22种抗生素类药物残留的

分析方法。方法具有较高的灵敏度和选择性。

采用本研究中的样品前处理和分析方法, 能

够实现对鱼肉样品中喹诺酮类、磺胺类和大

环内酯类抗生素的准确快速测定。

参考文献:

[ 1] � K�MM ERER K. Antibiotics in the aquatic env ironm ent∋ ∋ ∋ A rev iew - Part % [ J]. Chem osphere, 2009, 75 ( 4) :

417- 434.

[ 2] � 周启星, 罗义, 王美娥. 抗生素的环境残留、生态毒性及抗性基因污染 [ J] . 生态毒理学报, 2007, 2 ( 3) :

243- 250.

[ 3] � 陈莹, 陈辉, 林谷园, 林荆, 江滨炜, 吴文凡. 超高效液相色谱串联质谱法对鳗鱼中大环内酯类、喹诺酮类和

磺胺类兽药残留量的同时测定 [ J]. 分析测试学报, 2008, 27( 5) : 243, 538- 541.

[ 4] � CHA JM, YANG S, CARLSON K H. T race determ ination of!�lactam antib io tics in surface w ater and urban w astew ater

using liquid chrom atography comb ined w ith electrospray tandem mass spectrom etry [ J] . J Chrom atog r: A, 2006, 1115

( 1 /2) : 46- 57.

[ 5] � 刘正才, 杨方, 李耀平, 余孔捷, 王武军, 叶松生. UPLC- M S /M S对鳗鱼中 26种喹诺酮类及磺胺类抗生素药

物残留的快速测定 [ J]. 分析测试学报, 2008, 27( 11): 1171- 1175.

[ 6] � CARABIAS- MART�NEZ R, RODR�GUEZ- GONZALO E, REV ILLA- RU IZ P, HERN NDEZ- M!NDEZ J. P ressur�
ized liqu id ex traction in the ana lys is of food and b io log ica l sam ples[ J]. J Chrom atogr: A, 2005, 1089( 1/2): 1- 17.

[ 7] � M ENDIOLA J A, H ERRERO M, CIFUENTES A, IBA∀EZ E. Use of com pressed flu ids for sam ple preparation: Food

applica tions[ J]. J Chrom atog r: A, 2007, 1152( 1 /2): 234- 246.

[ 8] � SANCHEZ- BRUNETE C, M IGUEL E, TADEO J L. Ana lysis of 27 po ly cyc lic a roma tic hydrocarbons by ma tr ix so lid�
phase dispersion and iso tope d ilu tion gas chroma tog raphy- m ass spectrom etry in sew age sludge from the Spanish a rea of

M adr id[ J]. J Chrom atogr: A, 2007, 1148( 2): 219- 227.

[ 9] � JEL IC' A, PETROV IC'M, BARCEL# D. M u lti�residue m ethod fo r trace leve l de term ina tion of pharm aceuticals in so lid

samp les us ing pressurized liqu id ex traction fo llow ed by liqu id chrom atography /quadrupole�linear ion trap m ass spectrom etry

[ J]. T a lanta, 2009, 80( 1): 363- 371.

[ 10] � NIETO A, BORRULL F, MARCE R M, POCURULL E. Se lective extraction of sulfonam ides, macrolides and o ther phar�
maceuticals from sew age sludge by pressurized liqu id ex traction[ J]. J Chrom atog r: A, 2007, 1174( 1/2): 125- 131.

[ 11] � CARRETERO V, BLASCO C, P IC# Y. M u lti�class dete rm ination o f antim icrobia ls in m eat by pressurized liqu id ex trac�
tion and liqu id chrom a tog raphy- tandem m ass spec trom etry[ J]. J Chrom atog r: A, 2008, 1209( 1 /2): 162- 173.

[ 12] � SILV IA D�AZ- CRUZ M, JOS! L∃ PEZ DE ALDA M, BARCEL∃ D. Dete rm ina tion of antim icrob ia ls in sludge from in�
filtration basins at two a rtific ia l recharge p lants by pressurized liqu id extraction - liqu id chrom atography - tandem mass

spectrom e try [ J] . J Chrom atog r: A, 2006, 1130( 1): 72- 82.

[ 13] � JACOBSEN A M, HALLING- S∀'RENSEN B, INGERSLEY F, HANSEN S H. Sim ultaneous ex traction o f tetracyc line,

macrolide and sulfonam ide antibiotics from agricu ltura l soils using pressur ised liquid ex traction, fo llowed by so lid�phase ex�
traction and liqu id chrom atog raphy- tandem m ass spectrome try[ J]. J Chrom atogr: A, 2004, 1038( 1 /2): 157- 170.

[ 14] � CA∀ADA- CA∀ADA F, M U∀OZ DE LA PE∀A A, ESP INOSA - MANSILLA A. Ana ly sis of antib io tics in fish sam ples

[ J]. Anal B ioana l Chem, 2009, 395( 4): 987- 1008.

[ 15] �吴鹏, 赵新淮. 加速溶剂提取 -液相色谱法分析动物组织中的磺胺残留 [ J]. 食品科学, 2008, 28( 12): 382- 386.

[ 16] � M ORENO- BONDIM C, M ARAZUELA M D, HERRANZ S, RODR IGUEZ E. An ove rv iew of samp le preparation pro�
cedures fo r LC - M S mu ltic lass antib io tic determ ination in env ironm enta l and food samp les [ J]. Ana l B ioana l Chem,

2009, 395( 4) : 921- 946.

992


