
2012 年 1 月 Vol． 30 No ． 1
January 2012 Chinese Journal of Chromatography 45 ～ 50

研究论文 DOI: 10． 3724 /SP． J． 1123． 2011． 09010

* 通讯联系人: 吴聪明，博士，副教授，主要从事细菌耐药性研究． Tel: ( 010) 62733378，E-mail: wucm@ cau． edu． cn．
基金项目: 公益性行业( 农业) 科研专项和国家重点基础研究发展计划( “973”计划) 课题( No ． 2009CB118801) ．
收稿日期: 2011-09-06

超高效液相色谱-串联质谱法检测畜产品和水产品中
3-甲基喹口恶啉-2-羧酸残留

吕海鸾1， 吴聪明1* ， 程林丽1， 张素霞2， 沈建忠2

( 中国农业大学动物医学院，北京 100193)

摘要: 以猪肉、猪肝、猪肾、胖头鱼、对虾和蟹为试验材料，建立了喹乙醇( OLA) 的残留标示物 3-甲基喹口恶啉-2-羧酸

( MQCA) 残留的超高效液相色谱-串联质谱( UPLC-MS /MS) 检测方法。采用 0. 2 mol /L 盐酸提取可食性组织中的

分析物，经 C18 固相萃取小柱净化、35 ℃氮气吹干及含 0. 1% ( v /v) 甲酸的乙腈溶解后，采用超高效液相色谱分离，

串联质谱法确证和定量分析。质谱检测采取正离子多反应监测模式，外标法定量。结果表明: MQCA 在 2 ～ 500
μg /L 范围内呈良好的线性关系，各组织中的相关系数( r 2 ) 均大于 0. 990; 猪肉、猪肝、猪肾、鱼、对虾和蟹中 MQCA
的检出限依次为 0. 90、1. 51、0. 94、1. 04、1. 62 和 1. 80 μg /kg，定量限依次为 3. 00、5. 02、3. 13、3. 46、5. 40、6. 00
μg /kg。从 3 ～ 100 μg /kg 的添加浓度的检测结果可以看出，MQCA 的平均回收率均在 73. 6% 与 89. 0% 之间，日内

相对标准偏差( RSD，n = 5) 在 15%以下，日间 RSD( n = 3) 为 20%以下。该方法的灵敏度、准确度和精密度均符合

兽药残留分析技术的要求，适用于动物组织中 MQCA 残留的定量分析和确证检测。
关键词: 超高效液相色谱-串联质谱法; 喹乙醇; 3-甲基喹口恶啉-2-羧酸; 残留; 动物组织; 水产品

中图分类号: O658 文献标识码: A 文章编号: 1000-8713( 2012) 01-0045-06

Determination of 3-methyl-quinoxaline-2-carboxylic acid in
animal and aquatic products by ultra performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry

L Hailuan1，WU Congming1* ，CHENG Linli1，ZHANG Suxia2，SHEN Jianzhong2

( College of Veter inary Medicine，China Agr icu ltu ral Univer s i ty，Bei j ing 100193，China)

Abstract: An ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry ( UPLC-MS /
MS) method w as established for the determination of 3-methyl-quinoxaline-2-carboxylic acid
( MQCA) in animal tissues and aquatic products． The analyte w as extracted w ith 0. 2 mol /L
hydrochloric acid． The extract w as cleaned up on a Bond Elut C18 cartridge． Then the eluate
w as collected and evaporated to dryness under nitrogen gas at 35 ℃ ． The residue w as redis-
solved in acetonitrile containing 0. 1% ( v /v ) fo rmic acid． The identification w as performed by
multiple reaction monitoring in positive electrospray ionization． The quantification w as done by
external standard method． The calibration curves show ed good linearity w ithin the range of 2 －
500 μg /L w ith the correlation coefficients ( r 2 ) greater than 0. 990． The limits o f detection
( LODs ) of MQCA in pork，sw ine liver，pig kidney，fish，praw n，and crab w ere 0. 90，1. 51，

0. 94，1. 04，1. 62 and 1. 80 μg /kg，respectively ; and the limits o f quantification ( LOQs ) w ere
3. 00，5. 02，3. 13，3. 46，5. 40 and 6. 00 μg /kg，correspondingly． The recoveries o f MQCA in
animal tissues and aquatic products w ere 73. 6% －89. 0% at the spiked levels o f 3 － 100 μg /kg．
The intra-day relative standard deviations ( RSDs，n = 5 ) w ere less than 15%，and inter-day
RSDs ( n = 3) w ere less than 20%． The results demonstrated that the sensitivity，accuracy，and
precision w ere fit for the requirements o f veterinary drug residue analysis．
Key words: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry ( UPLC-MS /
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喹乙醇 ( olaquindox，OLA ) 属于喹 口恶 啉 类 药

物，是一种理想的兽药和饲料添加剂，具有抗菌与蛋

白质同化作用，兼有促进生长作用［1］。研究表明，

喹乙醇及其代谢物具有光敏毒性［2］、遗传毒性［3］、
致突变性、致癌作用、生态毒性［4，5］等毒性作用。过

量使用喹乙醇会造成蓄积，蓄积浓度过高时就会危

害到动物机体的健康，同时也对人类的健康造成极

大的负面影响。欧盟已于 1999 年禁止了在食品动

物生产中使用喹乙醇作为促生长添加剂［6］; 《中国

兽药典》( 2005 版) 也有明确规定，喹乙醇被禁止用

于家禽及水产养殖。喹乙醇本身不稳定，在动物体

内能够短时间内代谢成十多种产物，其中 3-甲基喹
口恶啉-2-羧酸( MQCA) 是主要代谢物之一，其在体内

相对稳定。国际联合国粮农组织( FAO ) /世界卫生

组织( WHO) 食品添加剂联合专家委员会( JECFA)

于 1995 年将 MQCA 定为喹乙醇在动物体内代谢的

残留标示物。2003 年我国农业部规定肌肉和肝脏

组织中 MQCA 的最大残留限量分别为 4 μg /kg 和

50 μg /kg。目前，在我国喹乙醇仍然作为抗菌促生

长添加剂被广泛使用［7］。因此，研究建立喹乙醇残

留标示物 3-甲基喹口恶啉-2-羧酸的残留检测技术具

有重要意义。
目前有关 MQCA 残留检测方法比较多，如高效

液相 色 谱 法 ( HPLC ) 、高 效 液 相 色 谱-紫 外 光 谱

( HPLC-UV) ［8］、气相色谱-质谱联用 ( GC-MS ) ［9］、
液相色谱-串联质谱联用( LC-MS /MS) ［10，11］、实时定

量聚合酶链式反应( PCR) ［12］、免疫分析法等。这些

方法一般都是先水解、再过固相萃取柱净化后检测，

并且普遍存在检出限高，回收率较低，操作繁琐和耗

时长的缺点［13］。与一般的 HPLC 相比，超高效液相

色谱( UPLC) 是最近新发展的技术，它有分辨率更

高、反应更灵敏、分析速度更快等特点［14 － 16］。因此，

我们拟采用 UPLC-MS /MS 分析方法，建立简单、准
确、高效的残留检测技术，能够极大地缩减其前处理

过程和仪器分析过程中所需的时间，同时分析猪肉、
猪肝、猪肾、鱼、虾和蟹中 MQCA 残留，以适用于对

多品种、大批量样品的残留监控检测。

1 实验部分

1． 1 仪器和试剂

ACQUITY UPLCTM 液相色谱仪 ( 美国 Waters
公司) ，串联 Quattro LC 三级四极杆质谱仪( 英国

Micromass 公司) ; Bond Elut C18 固相萃取柱( 规

格为 500 mg /6 mL，美国 Varian 公司) ; 微孔滤膜，

0. 22 μm。甲醇、乙腈、甲酸均为色谱纯; 其他试剂

均为国产分析纯; 水为超纯水。实验所用的猪组织

和水产品均购自北京某超市，将其可食用部分经高

速组织捣碎机绞碎匀浆作为检测用样品，并于 － 20
℃冰箱中贮存备用。
1． 2 标准工作液的配制

配制 MQCA 标准储备液( 100 mg /L) : 准确称

取( 10 ± 0. 01 ) mg 的 3-甲基喹口恶啉-2-羧酸标准品

( 纯度 94%，德国 Dr． Ehrenstorfer 公司) ，用甲醇溶

解并转移到棕色容量瓶中定容至 100 mL。标准工

作液: 根据使用需要，用甲醇将标准储备液稀释成不

同浓度的标准工作液，在 4 ℃冰箱中保存，可使用 2
周。复溶液: 含 0. 1% ( v /v ) 甲酸的乙腈。
1． 3 色谱条件

色谱柱: ACQUITY UPLCTM BEH C18 ( 50 mm
×2. 1 mm，1. 7 μm ) ; 流速: 0. 3 mL /min ; 进样量:

10 μL。流动相由 0. 1%甲酸水和含 0. 1%甲酸的甲

醇组成，梯度洗脱，具体设定条件见表 1。采用外标

法定量。

表 1 MQCA 的流动相梯度洗脱条件
Table 1 Gradient conditions for the analysis of 3-methyl-

quinoxaline-2-carboxylic acid ( MQCA)

t /min φ( H2O) 1) /% φ( Methanol) 1) /% Gradient change
0 95 5 6
1 95 5 6
3 40 60 6
5 95 5 6
1) Containing 0. 1% ( v /v ) fo rmic acid．

1． 4 质谱条件

离子源: 电喷雾离子源( ESI) ; 离子化方式: 正

离子; 扫描方式: 多反应监测( MRM ) ; 毛细管电压:

2. 8 kV; 离子源温度: 150 ℃ ; 脱溶剂温度: 300 ℃ ; 碰

撞气: 氩气。碰撞气压为 0. 40 Pa，脱溶剂气流速为

478 L /h。锥孔电压: 15 V; MQCA 母离子为 m /z
189，子离子为 m /z 171，m /z 145 和 m /z 143。其

中 m /z 145 为定量分析离子。
1． 5 样品处理

准确称取 2. 5 g ( 精确到 0. 01 g ) 组织样品于 50
mL 离心管中，加入 5 mL 0. 2 mol /L HCl 溶液，涡旋

混匀，振荡提取 2 min，以 6 000 r /min 的速率离心

10 min 后倾出上清液，置于另一 50 mL 离心管中。
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再向残渣中加入 5 mL 0. 2 mol /L HCl 溶液再重复

提取二次，合并 3 次上清液。然后于 4 ℃ 以 7 000
r /min 的速率离心 15 min。将上清液再转移至另一

50 mL 离心管中，放入 － 20 ℃低温环境中 30 min。
将 C18 固相萃取柱依次用 5 mL 甲醇和 3 mL

0. 2 mol /L HCl 活化，将放置在低温的提取液全部

过柱。再依次用 2 mL 水和 1 mL 甲醇淋洗，用吸耳

球加压挤干固相萃取小柱，用 4 mL 乙腈洗脱，收集

洗脱液，并于 35 ℃氮气吹干。然后用 1. 0 mL 复溶

液溶解，以 12 000 r /min 的速率离心 10 min，取上

清液经 0. 22 μm 滤膜过滤，供 UPLC-MS /MS 测定。
1． 6 标准曲线的制备

用标准贮备液或各组织样品经样品前处理过程

后获得的基质空白溶液配制成 2、5、10、50、100、200
和 500 μg /L 的系列标准溶液，取 10 μL 进样分析。
分别以 MQCA 的峰面积为纵坐标( y ) ，MQCA 的质

量浓度为横坐标( x ) 绘制标准曲线，并求回归方程

和相关系数。各组织样品中 MQCA 的浓度采用各

组织样品的基质添加标准曲线法测定。

2 结果与讨论

2． 1 样品前处理条件的选择和优化

目前在用色谱法进行 MQCA 残留检测的样品

制备中，对于残留物的提取有多种方法，主要有水提

取［15 － 17］，氢 氧 化 钠 溶 液 水 解、乙 酸 乙 酯 重 复 提

取［18，19］，偏磷酸甲醇溶液、乙酸乙酯及磷酸盐缓冲

液依次提取［8，20］，以及蛋白酶酶解、盐酸溶液或乙酸

乙酯提取［10，11，21］。另外，还有采用乙腈和乙酸乙酯

提取的报道［22］。在本研究中比较了盐酸溶液、氢氧

化钠溶液、乙酸乙酯有机溶剂提取以及这些提取液

的不同组合提取，并比较了提取液的用量、用时、温
度、次数和 pH 值。结果表明，仅采用 0. 2 mol /L 盐

酸溶液水解即可将 MQCA 从动物性组织以及水产

品组织中分离提取出来，既避免了使用有机溶剂，减

少了环境污染，又简化了步骤缩短操作时间。实验

证明，MQCA 在盐酸中稳定，而且方法回收率多数

在 80%以上，－ 20 ℃冷藏 30 min 后能够有效沉淀

蛋白质，不用乙酸乙酯萃取即可过 C18 小柱。
2． 2 固相萃取条件的选择和优化

在 MQCA 残留检测的样品制备过程中，提取液

的纯化技术基本上是采用固相萃取法，并以使用

MAX 小柱和 SCX 小柱为主。本实验采用的是固相

萃取法，并对 MAX、MCX、HLB、C18、中性氧化铝柱

等几种小柱的净化效果进行了比较，结果发现 C18
小柱能较好地保留 MQCA。在实验中同时也对淋

洗液和洗脱液的种类及用量进行了筛选和优化。结

果表明，用 2 mL 超纯水和 1 mL 甲醇淋洗、4 mL 乙

腈洗脱即可达到较好的净化效果和较高的方法回收

率。在净化过程中一般不需要用正己烷进行脱脂，

这是因为猪肉以及水产品组织的含脂量极低，对检

测基本不存在干扰现象，可不必进行脱脂; 同时，也

为了尽量避免不必要的损失。在实际工作中若发现

含脂量较大而干扰正常检测时，就必须采用适量的

正己烷进行脱脂，一般可在氮吹残渣复溶后用 2 mL
正己烷脱脂即可获得满意的效果。
2． 3 色谱条件的选择和优化

由于在 MQCA 的残留分析中使用的色谱柱多

是 C18 柱，因此，本实验便直接选用了色谱性能较

好的 ACQUITY UPLCTM BEH C18 柱。但在不同的

研究中所使用的流动相存在着很大的差别。经过对

比发现，相关实验中所使用的流动相多是由水相和

有机相混合而成的。水相一般是纯水或低浓度甲酸

水溶液; 有机相一般是甲醇、乙腈或二者都有，而且

一般都采用等度或梯度洗脱。因此，在选定色谱柱

之后，本实验对以水、甲酸水、甲醇及乙腈组成的不

同组合流动相进行了比较。结果表明，以 0. 1% 甲

酸水溶液和含 0. 1%甲酸的甲醇为流动相时分离效

果较好。并且当采用本实验所设计的流动相洗脱条

件时，MQCA 的保留时间和峰形均非常理想，且与

干扰峰之间能获得很好的分离结果。

图 1 MQCA 的子离子扫描质谱图
Fig． 1 MS /MS spectrum of MQCA

2． 4 UPLC-MS /MS 分析

对 MQCA 标准品进行 m /z 100 ～ 300 范围内的

质谱全扫描分析，获得 MQCA 的分子离子峰 m /z
189. 06。对该分子离子进行进一步的子离子扫描，

结果如图 1 所示，m /z 145. 11 和 m /z 143. 15 的丰

度最高，因此以 m /z 189. 06 为多反应监测的母离

子，m /z 145. 11 作为定量分析离子。经过对锥孔电

压、碰撞能等质谱参数进一步优化，确定了 MQCA
的质谱分析条件( 见 1. 4 节) 。图 2 中的 a、b、c 分
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图 2 ( a) 猪肉空白样品、( b) 猪肉空白样品添加 MQCA
( 40 μg /kg ) 和 ( c ) 猪 肉 基 质 添 加 MQCA ( 40
μg /kg) 的 TIC 色谱图

Fig． 2 Total ion current ( TIC) chromatograms of
( a ) blank pork，( b ) blank pork spiked
with MQCA ( 40 μg /kg) and ( c) pork ma-
trix spiked with MQCA ( 40 μg /kg)

别为猪肉空白样品、猪肉空白样品添加 MQCA ( 40
μg /kg ) 、猪肉基质添加 MQCA ( 40 μg /kg ) 的总离

子流( TIC) 色谱图，其中猪肉空白添加是指在准确

称量猪肉空白样品之后加入标准品，然后再将猪肉

进行酸解、液液萃取和固相萃取来制备的; 猪肉基质

添加是指添加适量标准品于空白基质，空白基质是

通过将猪肉进行酸解、液液萃取和固相萃取来制备

的。图 3、图 4 分别为猪其他组织以及水产品空白

样品添加 MQCA ( 40 μg /kg ) 的 TIC 色谱图。由图

3 和图 4 可知，猪肉样品中的 MQCA 的保留时间处

无杂峰干扰。通过对鱼、虾、蟹的空白样品检测可

知，在这些样品中的 MQCA 保留时间处也没有杂峰

图 3 猪组织空白样品添加 MQCA ( 40 μg /kg) 的 TIC 色谱图
Fig． 3 TIC chromatograms of blank animal tissues

spiked with MQCA ( 40 μg /kg)
a． liver; b． kidney．

图 4 水产品空白样品添加 MQCA ( 40 μg /kg) 的 TIC 色谱图
Fig． 4 TIC chromatograms of blank aquatic products

spiked with MQCA ( 40 μg /kg)
a． praw n ; b． crab ; c． fish．
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的干扰。
2． 5 线性关系、检出限与定量限

不同动物组织中喹乙醇代谢物的基质添加标准

曲线方程及相关系数见表 2。由表 2 可知，在 2 ～
500 μg /L 范围内，各标准曲线的浓度与峰面积均呈

线性相关，相关系数均大于 0. 990，符合兽药残留分

析的相关要求。实验采用在空白组织中添加目标组

分的方法，以特征离子色谱峰的信噪比( S /N ) 大于

3 为检出限( LOD) ，S /N 大于 10 为定量限( LOQ ) ，

确定各动物组织中的检出限和定量限( 见表 2) 。根

据中华人民共和国农业部公告第 235 号文件《动物

性食品中兽药最高残留限量》，喹乙醇的残留标示

物 MQCA 在 猪 肝 组 织 中 的 最 大 残 留 限 量 是 50
μg /kg，在猪肉组织中的最大残留限量是 4 μg /kg。
因此本方法的定量限低于国内对 MQCA 的最大残

留限量规定，符合对动物组织中该药物的检测要求。
根据我国农业行业标准 NY5070-2002《无公害食品

水产品中渔药残留限量》文件规定，水产品中不得

检出喹乙醇，但该标准中未对其标示物进行明确规

定。本方法对水产品中喹乙醇残留标示物的检出限

为 1. 04 ～ 1. 80 μg /kg。
表 2 不同动物组织中 MQCA 的基质添加标准曲线、

相关系数、检出限( LOD) 和定量限( LOQ)

Table 2 Calibration curves，correlation coefficients ( r2 ) ，
limits of detection ( LODs) and limits of quanti-
tation ( LOQs) in the different animal tissue ma-
trix spiked with MQCA

Matrix source Linear equation2) r 2
LOD /

( μg /kg )
LOQ /

( μg /kg )

Acetonitrile1) y = 15． 78x + 88． 25 0． 996 － －
Pork y = 18． 97x + 157． 9 0． 998 0． 90 3． 00
Liver y = 37． 11x + 286． 2 0． 997 1． 51 5． 03
Kidney y = 34． 57x + 519． 7 0． 992 0． 94 3． 13
Fish y = 38． 76x + 227． 1 0． 998 1． 04 3． 46
Praw n y = 5． 574x + 78． 77 0． 999 1． 62 5． 39
Crab y = 15． 18x + 40． 35 0． 996 1． 80 5． 99
1) containing 0. 1% formic acid． 2) y : peak area ; x : mass

concentration，μg /kg． Linear range : 2 － 500 μg /L．

2． 6 回收率与精密度

准确称取 2. 5 g ( 精确至 0. 01 g ) 空白组织样

品，猪肉样品以 3、10、50、100 μg /kg 的浓度水平进

行 4 个浓度的添加回收试验，其他样品以 10、50、
100 μg /kg 的浓度水平进行 3 个浓度的添加回收试

验。按 1. 5 节方法前处理后进行 UPLC-MS /MS 测

定。每个浓度设 5 个平行样品，连续做 3 天，计算日

内相对标准偏差( RSD ) 和日间 RSD。结果如表 3
所示，各组织中 MQCA 的平均回收率为 73. 6% ～
89. 0%; 日内 RSD 为 10. 2% ～ 14. 6%，均小于 15%;

日间 RSD 为 12. 6% ～18. 2%，均小于 20%。

表 3 动物组织中 MQCA 的回收率及相对标准偏差( RSDs)
Table 3 Recoveries and relative standard deviations

( RSDs) of MQCA in different tissues

Sample
Added /

( μg /kg )
Recovery /%

( n = 5)

RSD /%
Intra-day
( n = 5)

Inter-day
( n = 3)

Pork 3 78． 2 11． 8 15． 4
10 83． 6 14． 6 14． 8
50 81． 7 10． 2 16． 9
100 89． 0 13． 3 16． 2

Liver 10 84． 5 12． 7 12． 8
50 73． 6 13． 9 14． 8
100 78． 4 14． 0 13． 6

Kidney 10 76． 5 12． 8 15． 3
50 88． 1 10． 7 14． 8
100 80． 4 13． 6 18． 2

Fish 10 75． 5 11． 5 12． 6
50 78． 9 14． 2 14． 5
100 82． 6 12． 9 16． 4

Praw n 10 76． 9 13． 5 14． 7
50 80． 2 11． 6 13． 5
100 84． 6 12． 2 16． 0

Crab 10 79． 3 14． 0 14． 1
50 84． 6 12． 5 15． 7
100 87． 5 10． 9 16． 6

3 结论

本实验采用 UPLC-MS /MS 对动物性产品以及

水产品中残留的 MQCA 进行检测。检测方法主要

是用稀盐酸提取动物组织以及水产品中残留的目标

物，经过 C18 固相萃取小柱净化，并对流动相的配

比进行优化，最后 采 用 UPLC-MS /MS 进 行 测 定。
本方法具有快速简便、专属性强、灵敏度高的特点，

并且可操作性强、重复性好，符合兽药残留分析方法

的性能要求，适用于基层质检机构对动物性产品和

水产品中 MQCA 残留的检测。
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