
知识与经验

高效液相色谱-串联质谱法测定水产品中
喹乙醇及其代谢物

陈永平1 , 张素青1 , 林黎明2* , 李春青1 , 李兆千1

( 1. 农业部渔业环境及水产品质量监督检验测试中心, 天津 300221;

2. 山东省出入境检验检疫技术中心, 青岛 266002)

中图分类号: O657. 62 � � � 文献标志码: B � � � 文章编号: 1001-4020( 2011) 09-1108-03

� � 喹乙醇( OQX)是以邻硝基苯胺为原料合成的

一种抗菌促生长剂, 因其具有良好的广谱抗菌效果、

提高畜禽饲料消化率、促生长作用而被广泛应用于

兽药及饲料添加剂中
[ 1]
。但随着对 OQX毒性的深

入研究与评价, 普遍认为它是一种基因毒剂和生殖

诱变剂,有致突变、致畸作用, 并且在动物体内会产

生蓄积毒性,可通过食物链间接地对人体健康构成

威胁[ 2-3] 。3-甲基喹啉-2-羧酸是喹恶啉在动物体内

的代谢产物, 以喹诺酮和 OQX为主要代表[ 4] 。摄

入 OQX饲料添加剂后, 会在肌肉、肠道、肾脏等组

织中代谢生成 3-甲基-喹啉-2-羧酸, 这种代谢物对

机体毒性极大
[ 5]

,美国规定猪肉中 OQX含量不得

高于 4 �g � kg- 1 , 欧盟规定 OQX 及喹乙醇代谢物

( MQ CA)不得检出。

目前国内外报道了液相色谱法、气相质谱法、液

相色谱-质谱法检测 OQX或 MQCA,其中关于饲料

中 OQX,鸡肉、牛肉、猪肉组织中 MQCA 的报道较

多[ 6-9]。高效液相色谱-紫外检测器测定 OQX 及

MQCA,存在基质复杂、干扰较大,且不能定性的不

足。本工作建立了高效液相色谱-串联质谱法同时

测定水产品中 OQX 及 MQCA 的方法, 用外标法

定量。

1 � 试验部分

1. 1 � 仪器与试剂

Thermo Finnig an T SQ Quantum Access 液相

色谱-串联四极杆质谱联用仪,氮吹仪, 离心机, 旋转
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蒸发仪。

OQX 及 MQCA 标准储备溶液: 称取 OQX、

MQCA 标准品各 1. 0 mg ,用乙腈-甲醇-0. 1% (体积

分数,下同)甲酸水溶液( 8+ 7+ 85)的混合溶液溶解

并定容至 10 mL 容量瓶中。配制成 100 mg � L- 1

标准储备溶液。

pH 8磷酸盐缓冲溶液: 称取磷酸二氢钠 12 g

和磷酸氢二钠 14. 2 g ,加水溶解, 用 1 mol � L- 1氢

氧化钠溶液调 pH 至 8, 加水定容至 1 L, 配成

0. 1 mol � L - 1磷酸盐缓冲溶液。

乙腈、甲醇为色谱纯, 其余试剂为分析纯, 试验

用水为二次蒸馏水。

1. 2 � 仪器工作条件

1. 2. 1 � 色谱条件

Ag lient XDB C18色谱柱( 2. 1 mm � 150 mm,

3. 5 �m) ,流动相: A 为乙腈, B 为甲醇, C 为 0. 1%

甲酸水溶液;流量 200 �L � min
- 1

,进样量 20 �L,柱

温 30 � 。梯度洗脱程序见表 1。

表 1 � 梯度洗脱程序
Tab. 1 � Program of gradient elution

时间

/ m in

流动相体积分数/ %

A B C

0. 0 10 6 84

4. 0 10 6 84

10. 0 13 70 17

12. 0 13 30 57

1. 2. 2 � 质谱条件

电喷雾离子源( EIS
+
) ,电喷雾电压 4 000 V,离

子传输管温度 350 � , 鞘气压力3. 675 kPa, 辅助气

流量 5 L � min- 1 , 碰撞诱导解离电压 10 V, 选择反
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应监测( SRM) , 正离子模式检测, 碰撞气氩气压力

200 Pa。其余质谱参数见表 2。

表 2 � OQX和MQCA的质谱参数

Tab. 2 � MS parameters for OQX andMQCA

组分
质荷比 m/ z

母离子 子离子

碰撞能量

/ eV

OQX 263. 9 220. 9 13

143. 0 30

MQCA 189. 1 145. 1 14

102. 1 32

1. 3 � 试验方法
1. 3. 1 � MQCA的测定

称取鱼肉匀浆试样 5. 00 g,置于 50 mL 玻璃离

心管中, 加 3 mo l � L- 1氢氧化钠溶液 10 mL, 置

95 � ~ 100 � 水浴中水解 20 min。冷却至室温, 加

盐酸 4 mL,混匀,冷却至室温, 加乙酸乙酯 10 mL,

涡旋振荡 1 min, 以4 000 r � min- 1转速离心 5 min,

上层溶液转入 50 mL 玻璃离心管; 用 5 mL 乙酸乙

酯重复提取两次, 合并上层溶液。加 pH 8磷酸盐

缓冲溶液 8 mL,手摇振荡 1 min,以 4 000 r �min
- 1

转速离心 5 min。弃去上层有机层溶液, 在下层水

相中加盐酸 0. 3 mL, 混匀, 加乙酸乙酯 5 mL, 手摇

振荡 30 s,以 4 000 r � min- 1转速离心 5 m in, 上层

溶液转入另一个试管;用 5 mL 乙酸乙酯重复提取

两次,合并上层溶液, 于 40 � 氮气流下吹干, 加乙

腈-甲醇-0. 1%甲酸水溶液( 10+ 6+ 84)的混合溶液

1 mL, 混旋 1 min, 过 0. 25 �m 滤膜后, 按仪器工作

条件进行测定。

1. 3. 2 � OQX的测定

称取组织试样 5. 00 g 于 50 mL 聚丙烯离心管

中,加入中性氧化铝( 45~ 75 mm) 5. 0 g ,加入乙腈-

乙酸乙酯( 1+ 1)混合溶液 25 mL, 充分振荡混合

2 m in,以 10 000 r � min- 1转速离心 5 m in, 将上清

液移至另一个干净的 50 mL 离心管中,加入正己烷

3 mL, 振荡 2 min, 以 10 000 r � min- 1转速离心

5 m in,弃去上层正己烷,将下层清液过无水硫酸钠

柱转移至 150 mL 鸡心瓶中。重复提取 1次, 合并

两次提取液于同一鸡心瓶中, 在30 � 水浴中减压旋

转蒸发至干。加入甲醇( 5+ 95)溶液 2. 0 mL 涡旋,

过已活化好的 HLB 小柱(经甲醇 2 mL 和水 2 mL

活化) ,分别用 0. 02 mol � L - 1盐酸溶液 3 mL 和甲

醇( 5+ 95)溶液淋洗小柱,负压抽干小柱 3 min, 最

后用甲醇( 1+ 1)溶液 1 mL 洗脱,洗脱液过 0. 2 �m

滤膜后, 按仪器工作条件进行测定,外标法定量。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 提取净化条件的选择

试验分别用甲醇( 5+ 95)溶液与乙腈-乙酸乙酯

( 1+ 1)混合溶液作提取剂,对 OQX进行提取,正己

烷去脂、过无水硫酸钠柱和 HLB 小柱, 除去基质中

的水及大分子杂质, 减少对色谱柱、质谱仪的污染。

结果表明: 采用乙腈-乙酸乙酯( 1+ 1)混合溶液提

取, 回收率较甲醇( 5+ 95)溶液提取回收率高。与文

献报道的测定动物组织中 OQX[ 2] 和猪粪中

OQX
[ 10]
方法作比较,净化效果理想。

MQCA 带有一个- COOH 基团显弱酸性, 与

组织中某些蛋白质结合较牢固,通常可采用酸水解、

碱水解或酶解的方式将目标化合物与蛋白质分离。

试验分别采用酶水解、酸水解和碱水解 3种提取方

式对 MQCA 进行提取, 结果表明: 用酶水解时, 温

度、pH 值对酶活性影响较大, 试验过程较难控制,

且酶解时间需 16 h以上, 耗时[ 11] ; 碱水解较酸水解

回收率高, 原因可能是 MQCA 含一个羧基显弱酸

性, 试验选择在碱性条件下水解对 MQCA 进行

提取。

2. 2 � 液相色谱条件的选择

试验考察了不同型号的色谱柱及流动相配比对

目标物分离效果的影响。结果表明: 选择 Ag lient

XDB C18色谱柱( 2. 1 mm � 150 mm , 3. 5 �m) ,以不

同配比的甲醇、乙腈和 0. 1%甲酸水溶液作为流动

相进行梯度洗脱, 出峰效果最佳, 可以满足试验

要求。

2. 3 � 质谱条件的选择

OQX及 MQCA 分子结构中同时含有酸性基

团和碱性基团,电离时会同时产生正、负离子。试验

表明:正离子[ M + H ] + 采集到的信号较强,因此以

正离子方式( ESI
+
)进行采集。在 m/ z 100~ 500扫

描范围内进行一级质谱图扫描, 确定 OQX 和

MQCA的分子离子分别为 m/ z 189. 1和 263. 9。然

后以 m/ z 189. 1和263. 9作为母离子进行子离子扫

描, 选取丰度最强的 m/ z 220. 9和 145. 1作为定量

离子,以次强离子 m/ z 143. 0和 102. 1 作为定性离

子。最后以选择反应监测正离子模式优化锥孔电

压、碰撞能量等质谱参数,见 1. 2. 2节。

50 �g � L - 1 OQX和 MQCA 混合标准溶液的

总离子流图见图 1。
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图 1 � 标准溶液总离子流图

Fig. 1 � TIC chromatogram s of th e stan dard solut ion

2. 4 � 标准曲线和检出限

向空白组织中分别加入 0. 5, 1. 0, 2. 0, 4. 0,

10. 0, 20. 0, 40. 0, 100. 0 �g � kg- 1 OQX 及 MQCA

标准溶液,按试验方法提取后在仪器工作条件下测

定, OQX 在 1. 0~ 100. 0 �g � kg
- 1
范围呈线性,

MQCA 在 0. 5~ 100. 0 �g � kg- 1范围呈线性, OQX

及 MQCA 的线性回归方程分别为 y = 97 513 �+

95 250, y = 79 695 �- 41 340, 相关系数分别为

0. 999 8, 0. 999 7。

按试验方法分别对空白样品中添加 1. 0 �g �

kg
- 1

OQX和 0. 5 �g � kg
- 1

MQCA 标准溶液进行

测定,结果表明: OQX及 MQCA 的测定下限( 10S/

N )分别为 1. 0, 0. 5 �g � kg- 1 ,比文献[ 11]报道的

10 �g � kg- 1
OQX、1. 0 �g � kg

- 1
MQCA 低。

2. 5 � 方法的回收率及精密度

取罗非鱼、南美白对虾和梭子蟹空白样品, 在

3个浓度水平下做 OQX 及 MQCA 的加标回收试

验,按试验方法平行测定 6次,计算回收率及相对标

准偏差,结果见表 3。

表 3 � 回收率及精密度试验结果( n= 6)

Tab. 3 � Results of tests for recovery and precision

样品
标准加入量

w/ ( �g � kg- 1 )

MQCA OQX

回收率

/ %

RSD

/ %

回收率

/ %

RSD

/ %

罗非鱼 4. 0 81. 9 1. 4 80. 9 0. 8

10. 0 83. 4 3. 5 82. 4 1. 9

40. 0 91. 7 4. 7 86. 9 5. 5

南美白对虾 4. 0 81. 8 1. 1 79. 7 0. 6

10. 0 84. 0 2. 6 84. 6 1. 6

40. 0 88. 5 2. 1 88. 8 1. 2

梭子蟹 4. 0 83. 5 1. 0 81. 0 0. 7

10. 0 83. 0 1. 5 84. 0 1. 6

40. 0 86. 4 1. 3 85. 4 2. 3

2. 6 � 样品分析

按试验方法对 44个从市场采集的水产品样品

进行测定,结果检出 1个水产品样品中 OQX超标,

合格率为 97. 7%;所有样品中 MQCA均合格。

方法具有灵敏度高、选择性强、简便、快速、外标

法定量成本低等优点,可用于水产可食部分样品中

OQX及 MQCA 残留量的同时确证检测。
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