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摘 要：目的　建立动物源性食品奶豆腐中 6 种喹诺酮类药物残留的高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）检

测方法。方法　奶豆腐样品经 0. 1 mmol/L EDTA-Mcllvaine 缓冲液处理并加入亚铁氰化氢、乙酸锌各 0. 1 mL 提取，

HLB Pro 固相萃取柱净化，经 Shim-pack FC-ODS（150 mm×20 mm，3 μm）分离，用 10 mmol/L 乙酸铵（含 0. 1% 甲酸）-

甲醇乙腈（40：60，V/V）进行梯度洗脱，在全扫描（full MS）模式检测。结果　6 种喹诺酮类药物在 10~100 ng/mL 的浓

度范围内线性良好，相关系数（R2）均大于 0. 995；检出限（LOD）为 0. 5~1. 5 μg/kg，定量限为（LOQ）2～4 μg/kg，加标

回收率为 82. 3%~101. 6%，相对标准差低于 10%。结论　该方法灵敏度高、快速、准确，适用于奶豆腐中 6 种喹诺

酮类药物的快速筛查和定量定性分析。
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Abstract： Objective　 To establish a high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry （UPLC-MS/
MS） method for the detection of 6 quinolones residues in milk tofu. Methods　 The milk tofu sample was extracted with 
0. 1 mmol/L EDTA-Mcllvaine buffer with 0. 1 mL each of ferrocyanide and zinc acetate， purified by HLB Pro solid phase 
extraction column， and separated by Shim-pack FC-ODS （150 mm×20 mm， 3 μm）， gradient eluted by 10 mmol/L 
ammonium acetate （containing 0. 1% formic acid）-methanol acetonitrile （40：60， V/V）， and detected in full scan （full 
MS） mode. Results　The results showed that the 6 quinolones had good linearity in the concentration range of 10-100 ng/mL， 
the correlation coefficient （R2） was all above 0. 995， the limit of detection （LOD） was 0. 5-1. 5 μg/kg， the limit of 
quantification （LOQ） was 2-4 μg/kg， the recovery rate of spiked sample was 82. 3%-101. 6%， and the relative standard 
deviation was less than 10%. Conclusion　 This method is highly sensitive， rapid and accurate， and suitable for rapid 
screening， quantitative and qualitative analysis of 6 quinolones in milk tofu.
Key words： UPLC-MS/MS； quinolone； milk tofu； drug residue

喹诺酮类（Quinolones）药物是广泛应用的抗菌 药物，价格低廉，对多种革兰氏阴性菌具有明显的

杀菌效果等优点，在畜牧业应用广泛［1-2］。然而，喹

诺酮类药物在控制奶牛场病原菌的同时，其药物残

留也会富集到牛奶中，进而留存在奶制品当中，对

人体引发过敏反应和毒副作用。随着人民生活水

平的提高，乳制品由于较高的营养价值和保健功能

更加受到人们青睐，奶豆腐是内蒙古自治区传统的

实验技术与方法
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奶制品之一，通过凝固、发酵制得而成，深受当地人

的喜爱［3］。现代畜牧养殖业呈集约化和规模化发展，

动物疫病的爆发频率逐渐增高，一些养殖户和经营

者为了预防和治疗疾病，提高效益，非法添加、滥用

药物及不能严格遵守休药期等相关规定，使得奶制

品药物残留现象时有发生。为了让消费者吃上健

康无害的动物源性食品，我国出台了原农业部 235
号公告和 2292 号公告［4-5］，制定了多种喹诺酮药物在

动物源性食品中的最高残留限量，以确保消费者的

食品安全，并规定：诺氟沙星、洛美沙星在动物食品

中禁止添加；氟甲喹在奶类食品中最高限量值为

50 μg/kg；环丙沙星、恩诺沙星、司帕沙星在奶类食

品中最高限量值为 100 μg/kg。
目前针对喹诺酮类药物残留检测已经发展了

几种定量定性分析方法：液相色谱法［6-8］、毛细管电泳

法［9-11］、胶体金方法［12］、液相色谱串联质谱法（HPLC-

MS/MS）［13-15］等多种检测方法。液相色谱法的前处

理时间较长，溶剂消耗量较大，对环境有污染；毛细

管电泳法的灵敏度较低，毛细管直径小、光路短，且

电渗会因样品组成而变化，从而影响分离效果与重

现性；胶体金方法的通量不高，试纸的准确性高度

依赖于抗体的特异性。而相对以上检测方法，HPLC-

MS/MS 方法存在丰富的基质效应，影响定量、定性

能力与检测性能，本文采用的高效液相色谱-串联质

谱法灵敏度高、快速、准确，消耗溶剂较少，适用于

奶豆腐中 6 种喹诺酮类药物的快速筛查和定量定

性分析。诸多研究已报道了牛奶喹诺酮类含量的

检测［16-17］，但源自牛奶的发酵奶制品之一——奶豆腐

中喹诺酮类药物残留的检测方法尚未见报道。因

此，本文采用固相萃取技术提取净化奶豆腐中喹诺

酮药物残留，并与 HPLC-MS/MS 相结合，建立了奶

豆腐中喹诺酮类抗生素残留的分析方法，为奶豆腐

中喹诺酮类抗生素残留等动物性食品的质量安全

检测提供技术支持。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

液相色谱质串联谱仪（Acquity UPLC-Xevo TQS 
MS，美国 Water 公司），电子天平（AL204-IC，梅特勒托

利多仪器（上海）有限公司），酸度计（FE20，梅特勒

托利多仪器（上海）有限公司）；超声波清洗器（KQ-

500DE，昆山市超声仪器有限公司），无油真空泵

（H50BE-180，上海人民电机集团（国际）有限公司），

离心管振摇混匀器（Multi Reax，Heidolph instrument 
GmbH &Co KG），氮吹仪（TTL-DC11，北京同秦联），

高速离心机（Avanti J-E，贝克曼库尔特），手动固相

萃取仪（W-SPE24，莱博秦科），微孔滤膜（0. 22 μm，

上海安谱公司），超纯水器（Milli-Q IQ7000，美国

Millipore 公司）。

甲醇、乙腈（色谱纯，国药集团化学试剂有限公

司），甲酸、乙酸锌、亚铁氰化钾（分析纯，国药集团

化学试剂有限公司），实验用水为超纯水，电阻率

18. 2 MΩ·cm；恩诺沙星≥98. 5%、环丙沙星≥98. 8%、

诺氟沙星 ≥98. 4%、洛美沙星 ≥98. 5%、司帕沙星 ≥
98. 9%、氟甲喹 ≥98. 6%（上海源叶生物科技有限

公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　标准溶液的配制

准确称取标准品环丙沙星、诺氟沙星、恩诺沙

星、司帕沙星、氟甲喹、洛美沙星各 1 mg，用 2% 甲

酸甲醇溶解并定容至 100 mL 容量瓶中，标准储备

液浓度为 10 μg/mL，4 ℃冰箱中下避光保存，有效

期 3 个月；根据需要，移取适量标准储备液，用 2%
甲酸甲醇根据需要逐级稀释，配制成混合标准工作

液，现配现用。

1. 2. 2　样品前处理

称取均质试样 5. 0 g（精确到 0. 1 g），置于 50 mL
离心管中，用 20 mL 0. 1 mol/L EDTA-Mcllvaine 缓

冲液溶解，1 000 r/min 旋涡混合 1 min，超声 10 min，
8 000 r/min 离心 10 min（离心力 55 000×g），上清液

取至新的 50 mL 离心管中，重复提取两次。加入

0. 1 mL 亚铁氰化钾溶液，再加入 0. 1 mL 乙酸锌溶

液，8 000 r/min 离心 10 min，上清液取至新的 50 mL
离心管中。

HLB Pro 固相萃取柱（200 mg，6 mL），使用时用

6 mL 甲醇洗涤、6 mL 水活化。将样品提取液以

1 mL/min 的速度过柱，弃去废液，用 2 mL 5% 甲醇

水溶液淋洗，弃去淋洗液，将小柱抽干，再用 6 mL
甲醇洗脱液并收集洗脱液，洗脱液用氮气吹干（其

中洗脱用 2×6 mL 甲醇洗脱氮吹）氮吹后用 1 mL 
0. 1% 甲酸水溶液溶解，1 000 r/min 旋涡混合 1 min，
过 0. 22 μm 微孔滤膜，并用于上机测定。

1. 2. 3　仪器条件

1. 2. 3. 1　色谱

色 谱 柱 ：Shim-pack FC-ODS（150 mm×20 mm，

3 μm）；流速：0. 4 mL/min；柱温：40 ℃；进样量：10 μL；
柱温箱：40 ℃；流动相：A：10 mol/L 乙酸铵 0. 1% 甲

酸水；B：甲醇 -乙腈（40∶60，V/V）。梯度洗脱程序

见表 1。
1. 2. 3. 2　质谱

离子源模式：电喷雾离子；正离子模式检测；离

子源温度：150 ℃；脱溶剂气温度为 350 ℃喷雾气体
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流量：7 mL/min；毛细管电压：3 kV；碰撞气体流量：

0. 25 mL/min；扫瞄范围（m/z）275. 69~214. 00；检测

方式：多重反应监测（Multiple reaction monitoring， 
MRM）。6 种喹诺酮类药物的保留时间、母离子、子

离子、锥孔电压、碰撞能量见表 2。

2　结果与分析

2. 1　流动相的选择

本实验比较了 0. 1% 甲酸水 -甲醇、0. 1% 甲酸

水 -乙腈、0. 1% 磷酸水 -乙腈、10 mmol/L 乙酸铵（含

0. 1% 甲酸）-甲醇乙腈（40∶60，V/V）、0. 1% 柠檬酸

水 -甲醇等 5 个流动相体系对 6 种喹诺酮药物分离

的影响。酮类物在质谱扫描方式上均选择正扫描，

选择的母离子为［M+H］+，甲酸水溶液能提供 H+，使

目标化合物更容易离子化，增强目标化合物扫描的

响应强度。本实验比较了不同浓度的甲酸对 6 种喹

诺酮药物监测灵敏度的影响，甲酸含量为 0. 1% 时，

6 种喹诺酮药物峰影响强度最大，当增加甲酸含量

时，峰响应强度变化很小，为了减少污染，选用 0. 1%
甲酸水为本方法的水相。利用 HPLC-MS/MS 分析

喹诺酮类药物时，常出现色谱峰拖尾现象，为减轻

这一现象，在水相中加入乙酸铵来改善色谱峰拖

尾［18］，本研究采用含量为 10 mmol/L 乙酸铵（含

0. 1% 甲酸）-甲醇乙腈（40∶60，V/V）作为流动相，采

用梯度洗脱进行分离，在优化条件下得到的标准品

色谱图如图 1。由图 1 可以看出在优化的色谱条件

下，6 种喹诺酮类药物分离良好，峰形尖锐。

2. 2　样品提取剂的选择

从图 2 可以看出，喹诺酮类抗生素的结构上有

羧基和哌嗪基，属于酸碱两性化合物，在酸性条件

下，易溶于水、乙腈、甲醇等极性较大的溶剂［19］。本

实验考察了不同溶剂（乙腈、1% 甲酸乙腈、2% 甲酸

乙腈、硫酸锌溶液、0. 1 mmol/L EDTA-Mcllvaine 缓
冲液）对 6 种喹诺酮药物提取效果，当加标浓度为

10 μg/kg 时，6 种喹诺酮药物的平均回收率见图 2。
从图 3 可以看出，纯乙腈、硫酸锌溶液作为提取剂

时，回收率普遍偏低，当采用 0. 1 mmol/L EDTA-

Mcllvaine 缓冲液为样品提取液时，目标物的回收率

普遍较高，提取效果最好。6 种喹诺酮类药物的回

收率在 82. 3%～101. 6% 之间。奶豆腐中蛋白质脂

肪含量比较高，在检测过程中会影响回收率和结果

的稳定性，用 0. 1 mol/L EDTA-Mcllvaine 缓冲液提

取时，许多干扰物质会被提取出来，蛋白质和油脂

是主要干扰物，为了沉淀蛋白质在缓冲液中加入亚

铁氰化氢、乙酸锌各 0. 1 mL，为了去除样品中脂肪

的干扰物，采用高速冷冻离心除脂法，在低温状态

下脂肪粒以固体状态从溶液中析出，以达到净化分

离 效 果 。 因 此 ，本 实 验 选 取 0. 1 mmol/L EDTA-

Mcllvaine 缓冲液并加入亚铁氰化氢、乙酸锌各 0. 1 mL
样品提取液进行提取。

2. 3　质谱条件的优化

6 种喹诺酮类物质在正离子模式下响应较强，

因此，本研究选择正离子模式监测。通过质谱扫描

分析，分别对 6 种喹诺酮类药物进行正离子扫描，

确定各个目标物的母离子，再对母离子进行二级质

谱扫描，对锥孔电压、碰撞能量等参数进行优化。

选择影响强度高的子离子为定量离子，其余的为定

性离子。设定驻留时间及采集通道，确保色谱峰采

集点数在 10 点以上，以得到准确的定量定性结果。

2. 4　线性范围、检出限、定量限

配制浓度为 10、20、30、40、50、80、100 ng/mL
的 6 种喹诺酮类抗生素标准溶液，经 UPLC-MS/MS
分析，以测得各种药物的定量离子峰面积（y）为纵坐

标，以药物浓度（x）横坐标，绘制 6 种喹诺酮类抗生素

的标准曲线，结果见表 3。6 种药物在 10~100 ng/mL
的 浓 度 范 围 内 线 性 良 好 ，相 关 系 数（R2）均 大 于

0. 995。在空白样品中添加 6 种化合物混合标准储

备液，按照 1. 2. 2 方法进行样品前处理，经 1. 2. 3

表 2　6 种喹诺酮药物部分质谱参数

Table 2　Some mass spectrometric parameters of 6 
quinolone drugs

序号

1

2

3

4

5

6

药物

Flu

Nor

Cip

Lom

Enr

Spa

保留
时间/min

10.38

4.78

5.03

5.44

5.6

6.81

母离子/

（m/z）

262.18

320.20

332.19

352.23

360.30

393.24

子离子/

（m/z）

244.15*
202.06
302.24*
282.25
314.20*
288.30
308.25*
265.23
342.22*
316.22
349.23*
292.18

锥孔
电压/V

40

40

40

40

40

40

碰撞
能量/eV

19
30
28
18
22
17
18
25
20
19
20
24

注：*为定量离子

表 1　梯度洗脱程序

Table 1　Gradient elution program
时间/min

0
6
9
9.5

11
11.5
18

流动相/%
A
90
70
30
60
60
90
90

B
10
30
70
40
40
10
10

注 :A：10 mol/L 乙酸铵 0.1% 甲酸水；B：甲醇-乙腈  （40∶60，V/V）
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仪器条件进行测定，按照 3 倍和 10 倍信噪比（S/N）
确定方法的检出限（Limit of detection，LOD）及定量

限（Limit of quantiy，LOQ）。

2. 5　基质效应评价

由于奶豆腐中存在大量脂肪、蛋白质等内源性

干扰物，及在样品前处理过程中引入的无机盐、有

图 1　6 种喹诺酮类药物定量定性离子流图

Figure 1　Quantitative and qualitative ion flow diagram of 6 quinolones
注：Flu：氟甲喹；Enr：恩诺沙星；Cip：环丙沙星；Spa：司帕沙星；Lom：洛美沙星；Nor：诺氟沙星
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洛美沙星（Lom） 恩诺沙星（Enr） 司帕沙星（Spa）

诺氟沙星（Nor） 环丙沙星（Cip）

图 2　6 种喹诺药物分子结构式

Figure 2　Molecular structure formulas of six quinolones
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机酸等外源性杂质，会增强或抑制基质效应［20］。在

LC-MS/MS 方法的开发验证过程中，还需要评估基

质效应［21］。本实验通过提取后添加法定量评价 6
种化合物在奶豆腐中的 ME 强度，分别测定了样品

空白提取液与纯溶剂中添加同水平目标成分的响

应值，计算二者的相对比值来评价 ME。

ME（%）=（基质匹配标准溶液曲线斜率/无基质

标准溶液曲线斜率-1）×100%。其中 ME>50% 为强

基质效应；20%～50% 为中等基质效应；0%~20% 为

弱基质效应［22］。

实验结果表明，奶豆腐样品基质对 6 种喹诺酮

类抗生素的基质效应均<20%（表 3），说明存在基质

效应，但影响较小，证明本方法可以有效地从目标

化合物中去除大部分基质。

2. 6　加标回收率及精密度

取奶豆腐空白样品，对 6 种喹诺类药物做 3 水

平加标实验，每个水平重复 6 次，加标回收率和精

密度试验结果见表 4，回收率在 82. 3%～101. 6% 之

间，相对标准偏差（Relative standard deviation，RSD）
在 4. 4%~9. 7% 之间，精密度良好，表明该方法稳定

性 强 、重 现 性 好 ，回 收 率 符 合 残 留 分 析 方 法 的

要求。

2. 7　实际样品检测

采用本研究方法随机选取 30 份市售奶豆腐样

品进行分析检测，采用一级、精确质量数和保留时

间，并结合二级特征碎片离子确证，对样品的 6 种

喹诺酮类药物进行定性筛查。其中一份样品检测

出了氟甲喹，含量为 3. 43 μg/kg，其余样品均未检

出阳性样品，与标准方法 GT/T 21312—2007［23］的测

定结果一致，阳性样品色谱图见图 4。

3　结论

本试验采用 Acquity UPLC-Xevo TQS MS 超高

效液相色谱 -串联质谱技术建立了奶豆腐中 6 种喹

诺酮类药物残留检测方法，并进行了方法学验证。

对前处理方法、固相萃取净化方式、液相质谱参数

分别进行优化，有效缩短了测定时间。该方法具有

操作简便、灵敏度高，准确性好等优势，为奶豆腐中

喹诺酮类抗生素污染的特征分析及奶豆腐等动物

性食品的质量安全监测提供技术支持
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