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超高效液相色谱-串联质谱法测定鸡组织和 
牛组织中的甲苄喹啉和癸氧喹酯 

林  黎, 康海宁*, 肖陈贵, 沈金灿, 叶  刚 
(深圳出入境检验检疫局食品检验检疫技术中心 深圳市食品安全检测技术研发重点实验室, 深圳  518045) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-串联质谱检测鸡组织和牛组织中甲苄喹啉和癸氧喹酯残留的检测方法。

方法  样品采用乙腈提取, 亲水-亲脂平衡介质固相萃取柱(hydrophile-lipophile balance, HLB) 净化, 超高效液

相色谱-串联质谱仪检测, 外标法定量。结果  甲苄喹啉和癸氧喹酯在 0.005~0.250 mg/ kg 范围内线性关系良

好, 相关系数均大于 0.999, 方法定量限为 0.01 mg/kg, 平均回收率范围为 77.0%~110%, 相对标准偏差范围为

1.36%~12.4%。结论  本方法简便、快速、准确、灵敏度高, 适用于鸡组织和牛组织中甲苄喹啉和癸氧喹酯残

留的检测与确证。 
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Determination of nequinate and decoquinate residues in chicken tissues and 
bovine tissues by ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry 
LIN Li, KANG Hai-Ning*, XIAO Chen-Gui, SHEN Jin-Can, YE Gang 

(Key Laboratory of Detection Technology R & D on Food Safety, Food Inspection and Quarantine Center, Shenzhen 
Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Shenzhen 518045, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for determination of nequinate and decoquinate residues in 
chicken tissues and bovine tissues by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
(UPLC-MS/MS). Methods  The residues of nequinate and decoquinate in the test sample were extracted with 
acetonitrile. The extraction was cleaned with hydrophile-lipophile balance (HLB) cartridge. The residues were 
determined by UPLC-MS/MS, using external standard method. Results  The limits of quantification were 
0.010 mg/kg for nequinate and decoquinate, the standard curves were linear in the range of 0.005~0.250 mg/kg, 
with the correlation coefficients >0.999. The average recovery was between 77.0%~110%, the RSD was be-
tween 1.36%~12.4%. Conclusion  This method is rapid, simple, precise, and sensitive for both confirmation 
and quantification of nequinate and decoquinate residues in chicken tissues and bovine tissues. 
KEY WORDS: nequinate; decoquinate; ultra performance liquid chromatography-mass spectrum spectrometry; 
chicken tissues; bovine tissues 
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1  引  言 

甲苄喹啉和癸氧喹酯同属于喹啉类抗球虫药物, 
分子结构式见图 1。喹啉类抗球虫药在抗球虫药物中
开发较早, 药效较好, 至今有几种药物还添加在饲料
中, 用以防止及治疗球虫病[1]。这类抗球虫药具有毒

性低、耐受性好、代谢快的优点, 应用越来越广泛。
它们都是通过阻断球虫线粒体内细胞色素系统中的

电子传递过程而起到抗虫作用[2]。甲苄喹啉的抗球虫

效力较强, 是癸氧喹酯的两倍。癸氧喹酯是全球唯一
被日本、欧盟、美国、中国政府批准使用的化学型抗

球虫药, 与目前中国允许使用的兽药饲料添加剂无
任何配伍禁忌。尽管这类抗球虫药物的毒性较低, 但
抗球虫药物的使用易导致球虫出现抗药性, 畜牧生
产中使用抗球虫药物有加大剂量的倾向。为保障动物

源食品的食用安全, 国内外对多数抗球虫药物制定
了残留限量, 并对动物性食品中抗球虫药物残留加
强监控。美国、加拿大、日本对不同产品中甲苄喹啉

和癸氧喹酯最大残留限量都做了规定。日本的要求最

为严格, 为 0.1 mg/kg。我国农业部 235号公告[3]中规

定了癸氧喹酯在牛、山羊中仅限于口服使用, 产奶动
物禁用, 无需制定残留限量; 对于鸡产品, 规定了其
在皮和肉中的最高残留限量为 1 mg/kg, 其他可食组
织中的最高残留限量为 2 mg/kg。甲苄喹啉在我国尚
未被批准使用, 因此尚未制定相关残留限量。 

 

图 1  甲苄喹啉和癸氧喹酯的分子结构式 
Fig. 1  The structural formula of nequinate and decoquinate 
 

近年来, 液相色谱-串联质谱检测技术已成为兽
药残留检测的主要手段之一[4], 采用液相色谱串联质
谱法测定抗球虫药物残留也有不少文献报道, 主要
针对鸡肉[5,6]、鸡蛋[7,8]、牛肉[9], 还有文献报道了鸡皮
及脂肪[10], 鸡的排泄物[11]中抗球虫药物残留的检测

等。但对肝脏、肾脏等复杂基质中抗球虫药物残留检

测的研究较少, 且鲜有同时检测甲苄喹啉和癸氧喹
酯的文献报道。本研究采用超高效液相色谱-串联质
谱 (ultra performance liquid chromatography-mass 
spectrum spectrometry)检测技术 , 研究建立动物肌
肉、肝肾组织和鸡蛋、牛奶等多种基质中甲苄喹啉和

癸氧喹酯残留的测定方法, 具有灵敏度高、选择性强
的优点, 为鸡组织和牛组织中喹啉类抗球虫药物的
检测提供技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  仪器和试剂 

超高效液相色谱-串联四极杆质谱仪, 配电喷雾
离子源(美国 Waters 公司); Acquity BEH C18色谱柱

(50 mm×2.1 mm i.d., 1.7 μm, 美国Waters公司); Oasis 
HLB固相萃取柱(60 mg, 3 mL, 美国Waters公司); 旋
涡振荡仪(德国 heidolph公司); 离心机(德国 Sigma公
司); 氮吹浓缩仪(美国 Caliper 公司); 漩涡振荡混合
器(美国 Thermo公司)。 

甲醇、乙腈、正己烷、甲酸、乙酸铵均为色谱纯, 
购自德国 Merck公司; 实验用水为 Milli-Q超纯水。
标准物质甲苄喹啉和癸氧喹酯均购自德国

Dr.Ehrenstorfer 公司, 纯度>97%。 
鸡肉、鸡肝、鸡肾、鸡蛋、牛肝、牛奶样品均为

本地市售。 

2.2  液相色谱与质谱条件 

色谱柱: Acquity BEH C18色谱柱(50 mm×2.1 mm 
i.d., 1.7 μm); 柱温: 40 ℃; 进样量: 10 µL; 流动相: A: 
0.005 mol/L乙酸铵水溶液(含 0.05%甲酸); 流动相 B: 
乙腈。梯度洗脱程序 : 0~2.5 min, 20%流动相 B; 
2.5~3.5 min, 流动相 B线性增至 90%, 保持 0.1 min; 
3.5~3.6 min, 流动相B 线性降至20%, 并保持2 min。
流速: 0.30 mL/min。 

电喷雾电离正离子模式 (ESI+): 多反应监测
(MRM); 分辨率:  单位分辨率; 电喷雾电压: 3000 V; 
辅助气流速: 700 L/h; 碰撞气: 氩气; 幕帘气流速: 50 
L/h; 离子源温度: 105 ℃; 辅助气温度: 350 ℃。 

2.3  样品的处理 

称取均质样品 5 g(精确至 0.01 g)于 50 mL具塞
离心管中, 加入 15 mL乙腈, 漩涡混和 1 min, 往复
振荡提取 5 min, 4500 r/min离心 5 min, 上清液转移
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至另一 50 mL离心管中。残渣加入 10 mL乙腈, 重复
提取 1 次, 4500 r/min离心 5 min, 合并乙腈层。在乙
腈提取液中加入过量氯化钠, 旋涡混匀 1 min, 4500 
r/min离心 3 min。取上层乙腈层 5 mL于 15 mL离心
管中, 45 ℃水浴下吹氮浓缩至 3 mL, 加水定容至 10 
mL, 过 HLB固相萃取小柱净化, HLB固相萃取柱使
用前用 5 mL 甲醇、5 mL 水活化, 控制流速约 1 
mL/min。再依次用 3 mL 30%乙腈水溶液和 3 mL水
淋洗小柱, 真空泵抽干后用 3 mL 乙腈洗脱, 收集至
15 mL离心管中, 45 ℃下吹氮浓缩至近干。用 1 mL
初始流动相溶解, 过 0.22 µm有机滤膜, 超高效液相
色谱-串联质谱仪测定。 

3  结果与分析 

3.1  提取条件的选择 

甲苄喹啉和癸氧喹酯两个化合物均属于喹啉类

抗球虫药, 但是化学性质差异较大, 因此提取溶剂的
选择要兼顾两者的提取效率。本方法比较了甲醇、乙

腈、乙酸乙酯、丙酮等不同提取溶剂的提取效果。采

用甲醇提取的极性杂质较多, 而乙酸乙酯和丙酮易
将样品中的脂肪提取出来, 给下一步的净化带来困
难。实验结果表明, 采用乙腈提取的效果最好, 因此
选用乙腈作为提取溶剂。 

3.2  净化条件的选择和优化 

比较了 5 种固相萃取柱的提取效率和净化效果, 
结果见表 1。实验表明, 甲苄喹啉和癸氧喹酯在硅胶
柱上的回收非常低, 硅胶柱不适合用于甲苄喹啉和
癸氧喹酯的净化。在 HLB 和 C18柱上具有较好的回

收, 尤以Oasis HLB对两种化合物的净化效果最理想, 
并且可以获得较高的回收率。因此, 选用 Oasis HLB
作为样品净化柱。 

不同比例的上柱溶液对化合物的回收率也有一

定的影响, 方法分别比较了 10%、20%、30%、40%、

50%、60%、70%和 80%乙腈水溶液作为上柱液和淋
洗液的回收效果, 如图 2和图 3所示, 结果表明上柱
液中有机相比例为 10%的时候, 癸氧喹酯的回收很
低。随着有机相比例的逐渐增大, 甲苄喹啉和癸氧喹
酯的回收率都有所提高, 当有机相比例增大到 50%
的时候, 甲苄喹啉的保留变差。随着有机相比例的继
续增大, 两种目标化合物在柱上几乎没有保留。综上
所述, 选择 30%乙腈水溶液作为上柱液和淋洗液可
以得到理想的回收效果。本研究还比较了 1、2、3、
4、5、6和 7 mL的乙腈作洗脱溶液, 结果表明, 3 mL
的乙腈已经足够把吸附在柱上的目标物洗脱下来 , 
因此采用 3 mL乙腈作为洗脱溶液。 

3.3  仪器条件的优化 

比较了 Acquity BEH C18(50 mm×2.1 mm i.d., 1.7 
μm), 和 Acquity BEH C8(50 mm×2.1 mm i.d., 1.7 μm)
两种色谱柱对甲苄喹啉和癸氧喹酯的分离效果, 结
果发现, Acquity BEH C18分析柱对甲苄喹啉和癸氧喹

酯的分离度较好。对比了甲醇-水、乙腈-水、甲醇-
甲酸水溶液、乙腈-甲酸水溶液、甲醇-乙酸铵水溶液、
乙腈-乙酸铵水溶液等不同的流动相体系, 实验表明, 
乙腈-0.005 mol/L 乙酸铵水溶液(含 0.05%甲酸)做为
流动相并采用梯度洗脱时, 甲苄喹啉和癸氧喹酯的
仪器响应较高。因此, 选择 Acquity BEHC18作为分析

柱, 乙腈-0.005 mol/L 乙酸铵水溶液(含 0.05%甲酸)
作为流动相。 

分别取 5 μg/mL甲苄喹啉和癸氧喹酯标准溶液, 
以 30 μL/min流速将它们注入离子源。得到分子离子
峰, 优化锥孔电压, 使分子离子峰强度最大。再对分
子离子进行二级质谱分析(子离子扫描), 甲苄喹啉和
癸氧喹酯的二级质谱图见图 4。优化碰撞能量、毛细
管电压、去溶剂气温度和去溶剂气流速, 确定最优参
数。优化的质谱参数、MRM离子对及其他质谱条件
见表 2。 

表 1  甲苄喹啉和癸氧喹酯在不同固相萃取柱上的回收率数据 
Table 1  The data of different solid phase extraction of nequinate and decoquinate 

化合物 

化合物在不同柱子上的回收率(%) 

Oasis HLB 
(60 mg, 3 mL) 

Sep-pak C18 
(200 mg, 3 mL) 

SupelcoLC-18 
(200 mg, 3 mL) 

Bond Elut C18 
(500 mg, 6 mL) 

J.T.Baker硅胶柱 
(500 mg, 3 mL) 

甲苄喹啉 95.0 82.7 84.1 95.0 <50 

癸氧喹酯 90.0 75.9 82.6 75.7 <50 
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图 2  不同比例乙腈水溶液作为上柱液和淋洗液的回收效果 
Fig. 2  Different proportion in acetonitrile solution as a 

liquid column and recycling effect of eluent 

 

图 3  甲苄喹啉和癸氧喹酯的洗脱曲线 
Fig. 3  The elution curve of nequinate and decoquinate 

 

图 4  甲苄喹啉和癸氧喹酯的二级质谱图 
Fig. 4  Secondary mass spectrum of nequinate and decoquinate 

表 2  甲苄喹啉和癸氧喹酯测定的质谱参数 
Table 2  MS parameters of nequinate and decoquinate 

化合物 参考保留时间(min) 母离子 子离子 采集时间(s) 锥孔电压(V) 碰撞能量(eV)

甲苄喹啉 2.25 366.3 
334.1* 

0.1 40 
22 

91.0 33 

癸氧喹酯 2.99 418.1 
372.2* 

0.1 52 
26 

204.0 42 

*为定量离子 
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3.4  样品的基质效应 

由于样品基质复杂, 易对电喷雾电离离子源产
生影响, 抑制离子化。为消除样品基质效应, 采用在
空白样品中添加标准, 样品提取液作为标准溶液可
使标准和样品溶液具有同样的离子化条件, 从而降
低基质的影响。 

3.5  线性范围和定量限 

在不同基质空白中添加甲苄喹啉和癸氧喹酯的

标准溶液 , 按本研究“2.3”制备浓度分别为 0.005、
0.010、0.050、0.100和 0.250 mg/ kg 的基质混合标准
工作溶液, 按本研究“2.2液相色谱与质谱条件”进行测
定, 以峰面积为纵坐标, 各化合物的浓度为横坐标建
立标准曲线, 回归方程、线性范围和相关系数见表 3。

甲苄喹啉和癸氧喹酯的定量限(LOQ)均为 0.01 mg/kg。 

3.6  回收率和精密度 

在鸡肉、鸡肝、鸡肾、鸡蛋、牛肝、牛奶阴性样

品中添加不同浓度水平的甲苄喹啉和癸氧喹酯, 每

个浓度水平重复测定 6次, 测得甲苄喹啉和癸氧喹酯

的平均回收率和相对标准偏差数据见表 4。甲苄喹啉

和癸氧喹酯回收率范围为 77.0%~110%, 相对标准偏

差为 1.36%~12.4%, 方法的回收率和精密度良好。在

目标化合物出峰位置没有杂质峰干扰测定, 方法的

特异性可以满足检测要求。甲苄喹啉和癸氧喹酯标准

溶液的多反应监测(MRM)色谱图见图 5, 空白鸡肝和

加标鸡肝样品中甲苄喹啉和癸氧喹酯的多反应监测

(MRM)色谱图见图 6, 7。 

表 3  不同基质中家苄喹啉和癸氧喹酯的线性范围、回归方程和相关系数 
Table 3  Linear range, regression equations and correlation coefficients of nequinate and decoquinate in different matrix 

基质 化合物 线性范围(mg/kg) 回归方程 相关系数(R) 

鸡肉 
甲苄喹啉 0.005~0.250 Y=3237.13X+2787.33 0.9996 

癸氧喹酯 0.005~0.250 Y=4626.43X +2703.13 0.9992 

鸡肝 
甲苄喹啉 0.005~0.250 Y=2077.42X +3618.07 0.9991 

癸氧喹酯 0.005~0.250 Y=3380.61X +11766.2 0.9994 

鸡肾 
甲苄喹啉 0.005~0.250 Y=2798.91X -478.36 0.9993 

癸氧喹酯 0.005~0.250 Y=2682.18X +1904.49 0.9999 

鸡蛋 
甲苄喹啉 0.005~0.250 Y=2906.72X +9279.94 0.9994 

癸氧喹酯 0.005~0.250 Y=8464.73X +3069.01 0.9999 

牛肝 
甲苄喹啉 0.005~0.250 Y=2978.25X +3864.95 0.9999 

癸氧喹酯 0.005~0.250 Y=5399.98X -6616.76 0.9997 

牛奶 
甲苄喹啉 0.005~0.250 Y=4343.90X +2096.03 0.9999 

癸氧喹酯 0.005~0.250 Y=8138.01X +8689.29 0.9999 

表 4  添加回收率数据(n=6) 
Table 4  Recovery ranges and RSDs of nequinate and decoquinate (n=6) 

基质 添加水平(mg/kg) 
甲苄喹啉 癸氧喹酯 

回收率(%) RSD (%) 回收率 (%) RSD (%) 

鸡肉 

0.010 96.4~105 2.61 77.3~105 12.4 

0.100 98.9~105 1.95 96.4~102 1.78 

1.00 78.9~84.9 2.47 80.2~88.9 3.24 

2.00 79.0~88.0 3.14 77.0~84.5 2.76 

鸡肝 

0.010 85.0~105 7.89 81.8~110 7.01 

0.100 91.0~108 5.03 89.3~108 6.95 

1.00 91.7~96.7 1.36 91.3~102 1.70 

2.00 85.0~90.0 1.59 91.5~98.0 2.74 
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续表 4 

基质 添加水平(mg/kg) 
甲苄喹啉 癸氧喹酯 

回收率(%) RSD (%) 回收率 (%) RSD (%) 

鸡肾 

0.010 91.7~108 5.24 81.8~110 10.8 

0.100 84.5~91.8 3.03 89.3~108 7.69 

1.00 87.2~97.8 4.60 91.3~102 3.69 

2.00 87.0~95.0 2.85 91.5~98.0 2.35 

鸡蛋 

0.010 89.0~104 5.54 92.0~109 5.77 

0.100 101~109 2.66 87.3~101 5.01 

1.00 89.7~101 3.56 89.4~105 5.48 

2.00 92.0~102 3.69 85.0~91.0 2.05 

牛肝 

0.010 89.1~101 4.30 85.0~107 6.97 

0.100 98.4~107 3.02 83.2~102 6.98 

0.200 96.5~104 2.56 78.0~95.7 6.74 

牛奶 

0.010 93.7~107 4.72 101~110 3.62 

0.100 92.4~99.0 2.19 83.2~102 1.45 

0.200 101~108 2.17 78.0~95.7 3.62 

 

图 5  甲苄喹啉和癸氧喹酯 0.01 mg/L标准溶液的多反应监测色谱图 
Fig. 5  MRM chromatogram of nequinate and decoquinate standard solution (0.01 mg/L) 
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图 6  空白鸡肝样品的多反应监测色谱图 
Fig. 6  MRM chromatogram of chicken liver (blank) 

 

图 7  加标浓度为 0.01 mg/kg的鸡肝样品的多反应监测色谱图 
Fig. 7  MRM chromatogram of spiked chicken liver (0.01 mg/L) 
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4  结  论 

本研究建立了超高效液相色谱-串联质谱同时检
测鸡组织和牛组织中甲苄喹啉和癸氧喹酯残留的方

法。样品采用乙腈提取, HLB固相萃取柱净化, 外标
法定量。经实验验证, 方法简便、快速、准确、灵敏
度高, 适用于鸡组织和牛组织中甲苄喹啉和癸氧喹
酯残留的检测与确证。 
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