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实验技术与方法
超高效液相色谱)串联质谱法测定纯牛奶中喹乙醇及其代谢物

马晓年!张秀清!张瑞雨!赵丽!陈俊秀
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摘#要!目的#建立可靠的前处理方法!采用超高效液相色谱)串联质谱法检测纯牛奶中喹乙醇及其代谢物 .)甲

基)喹噁啉)%)羧酸(R_C’)# 方法#样品经盐酸水解!乙腈)乙酸乙酯("u"!#"#)提取!分析了直接浓缩及分别经
]’j"]V]固相萃取小柱净化"富集的结果&以乙腈)$-$!‘氨水为流动相!经 8AGHEL;FYZ6). 色谱柱 (%-" NNl"$$

NN!. !N)分离!采用多反应监测正离子模式进行定性及定量分析# 结果#直接浓缩具有较好的回收率!喹乙醇的

方法检出限为 $-$+ !B0MB!方法定量限为 $-%$ !B0MB!在 $-%$""-$$"!-$$ !B0MB. 个加标水平下回收率分别为
+/-*‘""""‘"/,-(‘&R_C’的方法检出限为 $-$% !B0MB!方法定量限为 $-"$ !B0MB!在 $-"$""-$$".-$$ !B0MB.

个加标水平下回收率分别为 ,!-*‘"""%‘""",‘# 结论#该检测方法适用于纯牛奶中喹乙醇及其代谢物残留的

检测#
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##喹乙醇#?F:̂P;AJ?<$ 又称喹酰胺醇"属喹噁啉
类化合物 (") "商品名为倍育诺’快育灵"该类药物具
有明显的促进动物生长的作用"且具有较强的抑菌
作用 (%) "广泛用于促进猪’牛’鸡’羊生长和抗菌治
病* 喹乙醇在动物体内代谢后会生成 .)甲基)喹噁
啉)%)羧酸 #R_C’$"它能抑制脱氧核糖核酸的合
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成"对染色体畸变有影响"也是一种致癌物* 喹乙
醇有明显蓄积毒性"对大多数动物有明显的致畸作
用"对人也有潜在的+三致,#致畸形"致突变"致癌$
作用"因此"喹乙醇在美国和欧盟都被禁止用作饲
料添加剂* %$"* 年 " 月 "" 日中华人民共和国农业
部发布第 %+.* 号公告 (.) "自 %$"* 年 ! 月 " 日起"停
止生产喹乙醇’氨苯胂酸’洛克沙胂等 . 种兽药的原
料药及各种制剂"自 %$"/ 年 ! 月" 日起"停止经营’

使用* 喹乙醇在动物体内造成的残留严重危害了
消费者的健康"因此"建立简便’灵敏的分析方法十
分必要* 喹乙醇及其代谢物的检测常用液相色谱
法 ((),) ’液相色谱)串联质谱法 (*)"%) "本试验在前人研
究工作的基础上"对样品前处理方法进行了改进"

建立了检测纯牛奶中喹乙醇及其代谢物的超高效
液相色谱)串联质谱#7]=C)R60R6$法*

"#材料与方法
"-"#主要仪器与试剂

_U&’](!$$ 质谱分析仪 #美国 ’O6C8Vj$’
’B;FGAE"%/$ 超高效液相色谱仪 #美国安捷伦$’高
速冷冻离心机’振荡器’氮吹仪 #&GGM?’PE?Vd’)
.$$’电子天平’均质器’’BGF:CFG:AGHE]’j固相萃
取小柱#+$ NB0. NF$’’BGF:CFG:AGHE]V]固相萃取
小柱#+$ NB0. NF$*

喹乙醇#\"%..!!"纯度为 //-$‘$’R_C’标准
品 #\"!*+.%" 纯 度 为 //-$‘$ 均 购 自 德 国 ZH2
V5HGALE?H4GH\NQ9"甲醇’乙腈’乙酸乙酯均为色谱
纯"浓氨水’浓盐酸均为分析纯"试验用水为超纯水*
"-%#方法
"-%-"#标准溶液的配制

喹乙 醇 和 R_C’ 标 准 品 分 别 称 取 "-/.’
"-$+ NB"用甲醇溶解并定容至 "$ NF制成母液* 取
$-%! NF喹乙醇’$-!$ NFR_C’定容至 "$$ NF棕色
容量瓶中"喹乙醇配成浓度为 (*. !B0=’R_C’配
成浓度为 !.$ !B0=的标准储备液" 于 w"* k避光
保存* 使用时根据需要配制适当浓度的标准使
用液*
"-%-%#样品的提取

称取 ! B#精确至 $-$" B$均质好的纯牛奶样品
至 !$ NF离心管中"加入 "$ NF乙腈)乙酸乙酯#"u""
#"#$溶液"混匀后置于#(, n.$k水浴中振摇 " 5"
"$ k ! $$$ H0N;A 离心 "$ N;A#离心半径, 3N$"收
集上层有机相&加入 %$ NF$-. N?F0=盐酸"振荡
! N;A"再加入 "$ NF乙腈)乙酸乙酯 #"u""#"#$溶
液"混匀后置于 #(, n.$k水浴中振摇 " 5""$ k
! $$$ H0N;A 离心 "$ N;A#离心半径 , 3N$"合并上

层有机相*
"-%-.#样品的净化

将上述提取液分别过 ]’j’]V]固相萃取小柱
#分别用 . NF甲醇和 . NF水活化$ (,""") "再分别用
. NF甲醇和 . NF水淋洗"最后用 . NF含 %‘甲酸的
乙酸乙酯洗脱"挥至近干"准确加入 "-! NF甲醇溶
解残渣"过 $-%% !N滤膜"供 7]=C)R60R6 仪测定*
"-%-(#仪器条件

色谱%色谱柱为岛津 8AGHEL;FYZ6). 柱#%-" NN
l"$$ NN". !N$&流动相 ’为 $-$!‘氨水"流动相
O为乙腈"梯度洗脱程序见表 "&流速 $-.$ NF0N;A"
分析时间 ! N;A"进样体积 ! !F"柱温 .$ k*

表 "#流动相梯度洗脱
U:QFG"#R?Q;FG@5:LGBH:J;GAEGFPE;?A

40N;A $-$!‘氨水0‘ 乙腈0‘
$-$ *$ %$
"-! *$ %$
"-+ %! ,!
.-! %! ,!
.-+ *$ %$
!-$ *$ %$

##质谱%电离电压%(-! Md&检测方式%多反应监测
#R&R$&离子源温度%(!$ k&喷雾气压力%($ @L;
#%-,+ l"$! ]:$&气帘气压力%.! @L;# %-(" l"$!

]:$&辅助气流速%($ !F0N;A&其他参数见表 %*
表 %#各化合物质谱参数

U:QFG%#R6 @:H:NGEGHL4?H:A:FKEGL

化合物名称
母离子
0#F"R$

子离子
0#F"R$

去簇电压
0d

碰撞电压
0Gd

喹乙醇

R_C’

%+.-*

"**-/

%"%-$% *$ %*
",,-" *$ %%
"(.-$ *$ ($

"(!-$% !$ "*
"(.-$ !$ %$
","-$ !$ "%

注%%为定量离子

%#结果与分析
%-"#样品前处理的优化
%-"-"#提取溶剂的选择

采用各类溶剂提取动物源性食品中喹噁啉类
药物残留已有文献报道"常用有乙腈’甲醇’水’乙
酸乙酯等单一溶剂体系或二相’三相溶剂体系* 本
试验比较了乙腈)乙酸乙酯#"u""#"#$’乙腈)甲醇)
乙酸乙酯#"u"u"" #"#$’乙腈)甲醇#"u""#"#$’甲
醇)乙酸乙酯#"u""#"#$ ’水’乙腈’乙腈)水的提取
效果* 结果表明"水体系对牛奶的提取效果不佳"
而其他溶剂体系均有一定的提取率"其中乙腈)乙
酸乙酯#"u""#"#$及甲醇)乙酸乙酯#"u""#"#$提
取率最高"回收率均能达 ,!‘以上* 而乙腈提取
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时"杂质相对较少"且有沉淀蛋白的作用"能减轻
净化的负担* 乙酸乙酯对 R_C’也有较好的提取
率"故本试验采用乙腈)乙酸乙酯 #"u""#"#$作为
提取溶剂*
%-"-%#净化条件的选择

本试验对经 ]’j’]V]两种固相萃取小柱净化
富集及直接浓缩进行了加标回收试验* 结果表明
两种固相萃取小柱富集’净化过程中损失较大"回
收率均偏低"且价格昂贵"而直接浓缩液能得到较
好的回收率且大大节约了试验成本"结果见表 ."综
合考虑本试验采用直接浓缩*

表 .#三种前处理方法的回收率
U:QFG.#&G3?SGHKH:EG?4E5HGG@HGEHG:ENGAE

前处理方法 喹乙醇0‘ R_C’0‘

直接浓缩 +/-* m""" ,!-* m"",

]V]固相萃取小柱 !%-" m+!-+ ,$-! m*+-/

]’j固相萃取小柱 !$-! m+.-$ +,-* m*!-+

%-%#基质效应的消除
在应用 7]=C)R60R6 法测定复杂样品 #如动

物源食品及生物样品$时"基质通常对分析物的离
子化具有增强或抑制效应"此为基质效应* 基质
###

效应影响仪器的灵敏度和重复性"是影响可靠定
性及准确定量的重要因素* 本试验采用以下手段
减少基质效应%#"$进行蛋白沉淀’液液萃取来降
低绝对基质效应&#%$通过优化色谱分离条件使得
内源性杂质与待测物分离&#.$采用较低流速使同
时离子化的化合物减少"降低待测组分与基质成
分在电离过程中的竞争"从而减弱基质效应&
#($在保证灵敏度的情况下"采用小进样体积降低
基质效应*
%-.#流动相的选择

本试验对流动相进行了研究"有机相分别采用
了甲醇’乙腈’甲醇)乙腈混合溶液"水相分别采用了
$-"‘甲酸’$-$!‘氨水"将有机相和水相进行两两
搭配进行试验* 结果发现乙腈有改善峰形的作用"
$-$"‘甲酸)乙腈及 $-$!‘氨水)乙腈均能分离测定
两个物质* 但 $-$"‘甲酸)乙腈分离体系下"喹乙醇
响应低且 R_C’峰形拖尾展宽严重&$-$!‘氨水)乙
腈体系下"两个物质均有较高响应"峰形窄"且分离
时间缩短"在 . N;A 内就能完成分离"见图 "* 考虑
到操作的简便及分离的效果"本试验最终确定流动
相为 $-$!‘氨水)乙腈*

注%:%流动相为 $-$"‘甲酸)乙腈的 U8C图&Q%流动相为 $-$!‘氨水)乙腈的 U8C图

图 "#两种流动相下的 U8C图
I;BPHG"#U8C35H?N:E?BH:N?4% N?Q;FG@5:LG

%-(#质谱条件的优化
根据待测物的性质"分别配制 "/. !B0NF的喹

乙醇和 "$+ !B0NF的 R_C’标准溶液"在 V68o模式
下分别进行质谱条件优化"第一步进行母离子扫
描"确定母离子"并优化得到去簇电压和碰撞电压*
同时在 R&R模式下优化了气帘气压力’离子源温
度’喷雾气压力’辅助气流速*
%-!#线性范围’回归方程和检出限

配制喹乙醇的质量浓度为 $-.*+’$-,,%’"-/.’
.*-+’,,-%’"/.’.$/’.*+ !B0="R_C’的质量浓度
为 $-"$+’$-%"%’$-!.$’"$-+’%"-%’!.-$’*(-*’"$+
!B0=的系列混合标准溶液* 以目标组分的峰面积
#K$对质量浓度#5$做标准曲线* 两种化合物的线

性关系’相关系数’方法检出限见表 (*

表 (#目标物的回归方程’线性范围’相关系数’检出限

U:QFG(#&GBHGLL;?A ĜP:E;?AL" F;AG:HH:ABGL" 3?HHGF:E;?A

3?G44;3;GAEL" F;N;EL?4E:HBGE3?N@?PAJL

化合物 回归方程
相关系
数 8

线性范围
0#!B0=$

方法检出限
0#!B0MB$

喹乙醇 Kt,(./%-"5o/-% $-/// " $-.*+ m.*+ $-$+
R_C’ Kt!$/!*,-$5o%%+-! $-/// . $-"$+ m"$+ $-$%

%-+#方法的回收率和精密度
准确称取空白样品 / 份"每份 !-$$ B"共 . 组"

分别添加 "-$$’ !-$$’ %!-$$ AB喹乙醇和 $-!$’
!-$$’"!-$$ ABR_C’* 按供试品溶液制备方法制
备后进行测定"结果见表 !* 从表中可见"不同浓度
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的平均加标回收率在 +/-*‘ m"",‘之间"平均相
对标准偏差 #’!/$为 (-.‘ m,-%‘* 图 % 为标准
品及加标样品 R&R色谱图*

.#小结
本试验建立了同时检测纯牛奶中喹乙醇及其

代谢物残留的 7]=C)R60R6 分析方法"通过对样
###

表 !#目标化合物在不同加标水平下的加标回收率及
’!/#& t.$

U:QFG!#&G3?SGHKH:EG:AJ ’!/?43?N@?PAJL
目标物 加标水平0#!B0MB$ 平均回收率0‘ ’!/0‘

喹乙醇

R_C’

$-%$ +/-* +-*
"-$$ """ ,-%
!-$$ /,-( !-!
$-"$ ,!-* (-.
"-$$ ""% !-%
.-$$ "", +-+

注%’)" 为 R_C’标准谱图&’)% 为 R_C’直接浓缩的加标样品谱图&’). 为 R_C’过 ]V]小柱的加标样品谱图&
’)( 为 R_C’过 ]’j小柱的加标样品谱图&O)" 为喹乙醇标准谱图&O)% 为喹乙醇直接浓缩的加标样品谱图&

O). 为喹乙醇过 ]V]小柱的加标样品谱图&O)( 为喹乙醇过 ]’j小柱的加标样品谱图
图 %#标准溶液及加标样品 R&R谱图

I;BPHG%#R&R35H?N:E?BH:N?4R_C’:AJ ?F:̂P;AJ?<

品前处理条件和仪器条件进行优化"使得方法简
便’经济* 该方法操作简单’灵敏’稳定"可满足牛
奶中喹乙醇及其代谢产物残留的检测*
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