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高效液相色谱-三重四级杆质谱联用法检测荷斯坦
和水牛原料乳中喹诺酮残留 
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摘  要: 目的  建立高效液相色谱-三重四级杆质谱联用法检测我国南方地区荷斯坦和水牛原料乳中喹诺酮类

抗生素类残留的分析方法。方法  采集南方地区 15个荷斯坦牧场和 15个水牛牧场的 120份原料乳, 采用高效

液相色谱-三重四级杆质谱联用法检测其中的喹诺酮类抗生素残留情况。结果   检出限和回收率分别为

0.05~0.25 µg/L和 88.2%~109.2%。水牛乳中喹诺酮类抗生素残留检出率为 8.06%, 荷斯坦牛乳中抗生素残留率

为 6.89%。结论  该方法检测牛乳中喹诺酮类结果准确可靠, 南方地区的荷斯坦牛乳和水牛乳喹诺酮类残留量

与国内外相比程度较低, 原料乳总体上处于安全范围。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of quinolone residues in raw Holstein and 

Buffalo milk in south China by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). 

Methods  One hundred and twenty milk samples were collected from Holstein and Buffalo farms in Zhejiang and 

Guangxi, and the quinolones residues in raw milk were determined by HPLC-MS/MS. Results  The LODs and 

recovery rates were 0.05~0.25 µg/L and 88.2%~109.2%, respectively. The detection rates of quinolone residues in 

raw Buffalo and Holstein milk were 8.06% and 6.89%. Conclusion  This method is accurate and reliable for the 
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determination of quinolones residues in raw milk. Compared to the results of other parts and area, the quinolone 

residues in raw Holstein and Buffalo are in safety situation in south China. 
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1  引  言 

喹诺酮类(quinolones, QNs)药物是一类人工合成的抗

生素, 最早出现在 20 世纪 60 年代, 具有广谱抗菌, 强力

杀菌等特点, 尤其对革兰氏阴性杆菌的抗菌活性高, 并且

因其吸收快、组织分布广泛, 可治疗各个系统的感染性疾

病的优点早已广泛应用于兽医临诊、药物预防、水产养殖

等领域[1]。喹诺酮类药物具有较强的残留毒性, 过量使用

后可引起失眠、头痛等神经系统反应, 恶心、呕吐等消化

系统的反应及过敏等症状[2]。喹诺酮类抗生素主要包括环

丙沙星及恩诺沙星等, 通常用于治疗家畜疾病, 包括胃肠

道及呼吸道感染。如果抗生素使用不当, 或者没有按照推

荐的安全剂量使用, 则可能残留在动物体内, 对动物产品

如肉和奶等造成影响, 例如影响乳酸菌的发酵等, 乳中的

抗生素残留则会导致人体肠道菌群具有抗药性[3]。 

目前已开发多种方法用于检测食品中抗生素残留 , 

主要有微生物检测法和理化检测法两大类。微生物检测法

应用最早且广泛, 包括纸片法、TTC 法、STOP 法等[4,5]。

微生物法操作简便且费用低, 但时间长、误差大。理化检

测法根据抗生素分子基团的性质来测定含量, 包括高效液

相色谱法[6]、免疫[7]、亲和色谱法[8]及免疫传感器[9]等方法, 

具有定性定量和敏感性高等优点。 

原料乳中抗生素残留对乳制品质量具有重要影响。荷

斯坦牛和水牛是国内外饲养的主要产奶品种, 但目前的研

究集中在检测方法的开发和市场上乳制品上的检测等方面
[10-12]。对新鲜牛乳的检测分析较少, 尚未见水牛原料乳及

乳制品中喹诺酮的残留的报道[13]。我国是水牛养殖和水牛

乳生产大国, 水牛数量和产量均位于世界第三。因此, 水牛

原料乳的安全对人们安全及区域发展息息相关。此外, 国

内外在不同区域和牧场间喹诺酮残留的比较方面报道也很

少 [14]。本研究拟采用高效液相色谱 -串联质谱法 (high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
HPLC-MS/MS)测定不同地区及牧场中荷斯坦牛和水牛原

料乳的抗生素残留, 拟为我国现阶段原料乳安全提供数据

支持。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与材料 

标 准 品 : 吡 哌 酸 (pipemidic acid) 、 马 波 沙 星

(marbofloxacin) 、 氟 罗 沙 星 (fleroxacin) 、 氧 氟 沙 星

(ofloxacin)、培氟沙星(pefloxacin)、依诺沙星(enoxacin)、

诺氟沙星(norfloxacin)、环丙沙星(ciprofloxacin)、恩诺沙星

(enrofloxacin) 、 洛 美 沙 星 (lomefloxacin) 、 达 氟 沙 星

(danofloxacin) 、 奥 比 沙 星 (orbifloxacin) 、 双 氟 沙 星

(difloxacin) 、 沙 拉 沙 星 (sarafloxacin) 、 司 帕 沙 星

(sparfloxacin)、西诺沙星(cinoxacin)、恶喹酸(oxolinic acid)、

萘啶酸 (nalidixic acid)、氟甲喹 (flumequin)购自德国 Dr. 

Ehrenstorfer GmbH公司。乙腈、正己烷、甲醇(色谱纯, 赛

默飞中国有限公司); 甲酸、磷酸(优级纯, 上海凌风化学试

剂有限公司)。 

原料乳样品包括水牛乳和荷斯坦牛乳, 其中水牛乳

采集自广西和贵州地区 15个牧场, 荷斯坦样品采自浙江和

广西的 15个牧场。分数次一共采集样品 120个, 其中荷斯

坦样品 58个, 水牛乳样品 62个。样品采集于 50 mL的离

心管中, -20 ℃冻存, 直至分析。 

2.2  仪器与设备 

Agilent1290 超高效液相色谱仪(美国 Agilent 公司); 

QTRAP® 6500三重四极杆—线性离子阱复合质谱系统(美

国 AB 公司); 匀浆机(T8 Basic, 德国 IKA 公司); 涡旋仪

(945616): TALBOYS 公司 ; 高速冷冻离心机 (Biofuge 

Primor): 美国 Thermo Scientific 公司; 旋转蒸发仪(HB10 

digital): 德国 IKA公司; 超声波清洗器(KQ-100B): 昆山市

超声仪器有限公司。 

2.3  试验方法 

2.3.1  标准溶液的配制 

准确称取 10 mg标准品于 50 mL容量瓶中, 用甲醇定

容至刻度, 配成浓度为 0.2 mg/mL 的标准储备液。分别吸

取待测物标准储备液 100 μL于 200 mL容量瓶中, 用甲醇

-0.1%甲酸水液(1:9, V:V)定容, 配制成 100 ng/mL的混合标

准工作液。用甲醇-0.1%甲酸水溶液稀释标准溶液至 10 

ng/mL, 为内标标准工作溶液。 

2.3.2  样品的前处理 

样品的前处理依据前人研究并做一定修改[15]。冷冻奶

样先在 37 ℃水浴中解冻, 然后准确称取 2 g牛乳样品于 50 

mL离心管, 加入 50 µL内标。加入 10 mL 浓磷酸和 4 mL

乙腈, 用小型涡旋机振荡 1 min后, 放入 7000 r/min的离心

机中离心 3 min, 取出样品的上清液加入到离心管中。然后

向该离心管中加入 5 mL正己烷, 振荡 1 min后, 取出样品

静置。再次加入 4 mL乙腈到之前的 50 mL离心管中, 振

荡 1 min后, 放入 7000 r/min的离心机中离心 3 min, 取出

上清液并加入离心管。振荡 1 min 后, 上清液用正己烷提

取, 将合并的下层液体转移到蒸发瓶中, 在 50 ℃恒温水浴
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箱中以 100 r/min 的速度真空旋转至仅剩余不易蒸干的黄

色油滴, 用 1 mL流动相(甲醇:0.1%甲酸溶液=1:9, V:V)溶解

残留物, 经超声波仪超声 1 min 后, 用滤膜过滤至色谱进

样瓶中, 上机检测。 

2.3.3  检测条件 

采用 ACQITY UPLC BEH C18 (100 mm×2.1 mm, 1.7 

μm)色谱柱, 流动相为甲醇 (A)和 0.1%的甲酸及 2 mmol/L

甲酸胺的水溶液(B) 作为流动相进行梯度洗脱, 梯度洗脱

程序见表 1。 

色谱条件: 流动相流速 0.20 mL/min, 柱温 30 ℃, 进

样体积 10 µL。 

质谱条件: 电离源(electronic spray ion, ESI+); 喷雾电

压为 5500 V; 离子源温度为 450 ℃; 喷射气流流量为 50 psi; 

辅助气流流量为 60 psi。 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  The gradient elution procedure 

时间(min) 流速(mL/min) A(%) B(%) 

0.0 0.2 10 90 

3.0 0.2 90 10 

11.0 0.2 90 10 

11.5 0.2 10 90 

18.00 0.2 10 90 

 
2.3.4  检测限、回收率及精密度试验 

将标准品配制成浓度为 0、10、25、50、100、300 µg/L

的溶液, 上机检测并建立标准曲线, 确定抗生素的检测限。

对 10、50、100 µg/L 3个浓度进行回收率试验, 计算回收

率。对同一样品重复测定 6次, 计算方法的准确性。 

采用机器自带软件 MultiQuant 3.0进行处理, 同时分

析仪器的检测限和回收率等指标。 

3  结果与分析 

3.1  喹诺酮标准品 

19种喹诺酮类抗生素的保留时间、质谱信息及标准图

谱见表 2和图 1。根据测定结果可知 19种喹诺酮类抗生素

的液相出峰时间在 5.77~7.07 min, 样品的分离效果良好, 

可用于标准品及样品的分析测定。 

 
表 2  19 种喹诺酮类抗生素标准品保留时间和质谱信息 

Table 2  Retention time and mass fragment ions of 19 kinds of 
QNs 

抗生素 
保留时间

(min) 
离子对 
(m/z) 

去族电压 
(V) 

碰撞能 
(v) 

吡哌酸 5.77 304.0/286.0 80 24 

马波沙星 5.85 363.2/320.0 80 25 

氟罗沙星 5.89 370.4/326.4 80 30 

氧氟沙星 5.95 362.4/261.3 80 40 

培氟沙星 5.95 334.1/316.1 80 27 

依诺沙星 5.96 321.1/303.4 80 35 

诺氟沙星 6.01 320.4/233.2 80 30 

环丙沙星 6.05 332.4/288.3 80 25 

达氟沙星 6.05 358.3/340.3 80 30 

恩诺沙星 6.06 360.6/316.4 80 33 

洛美沙星 6.12 352.3/265.4 80 40 

奥比沙星 6.13 396.3/352.3 80 2 

双氟沙星 6.16 400.4/356.2 80 28 

沙拉沙星 6.21 386.4/342.3 80 43 

司帕沙星 6.33 393.3/349.4 80 30 

西诺沙星 6.60 263.1/217.1 80 22 

恶喹酸 6.70 262.3/244.2 80 30 

萘啶酸 7.02 233.3/215.2 80 24 

氟甲喹 7.07 262.3/244.3 80 30 

 
 

 
 
 

图 1  19种喹诺酮标准品的色谱图 

Fig. 1  Chromatograms of 19 kinds of QNs 
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续图 1  19种喹诺酮标准品的色谱图 

Fig. 1  Chromatograms of 19 kinds of QNs 
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3.2  回收率、检出限和精密度 

喹诺酮类抗生素采用高效液相色谱-串联质谱法检测

的相关性、回收率、检出限及精确度等数据见表 3。由表 3

可知 , 19 种兽药均有良好的线性关系 , 相关系数 (r2)为

0.993~0.999, 方法的检出限为 0.05~0.25 µg/L, 研究结果与

国外研究结果[16,17]类似, 他们采用超高效液相色谱-质谱

法的方法检测, 检出限在 0.3~2.0 ng/g。各种喹诺酮类抗生

素的回收率在 88.2%~109.2%, 符合欧盟及我国兽药残留

检测标准中平均回收率在 70%~120%的要求, Noemí 等[16]

测定的回收率在 96%~104.5%, 略高于本方法。样品的精密

度试验结果发现 6 次检测后结果的相关标准偏差≤6.1%, 

说明液相串联质谱法检测重复性好、准确性高。上述检测

结果表明采用高效液相色谱-三重四级杆质谱检测方法准

确可靠, 可用于乳制品中喹诺酮类抗生素残留的检测。 

 

 
表 3  高效液相色谱串联质谱法测定喹诺酮抗生素的回收率、检

出限及精确度 
Table 3  The recovery rate, LOD and precision of quinolone 

residues determined by HPLC-MS/MS 

抗生素 相关性(%) 回收率(%) 
检测限
(µg/L) 

精密度
(%, RSD)

吡哌酸 0.998 95.1~104.6 0.05 3.5 

马波沙星 0.993 93.7~101.5 0.09 2.8 

氟罗沙星 0.997 90.8~103.7 0.10 3.9 

氧氟沙星 0.998 91.1~105.7 0.05 4.5 

培氟沙星 0.999 91.5~99.9 0.05 5.4 

依诺沙星 0.997 91.8~105.4 0.10 3.7 

诺氟沙星 0.998 96.4~107.8 0.15 2.9 

环丙沙星 0.998 91.5~102.7 0.11 3.3 

恩诺沙星 0.999 90.1~100.3 0.05 3.8 

洛美沙星 0.995 89.4~99.6 0.10 2.5 

达氟沙星 0.997 88.2~99.8 0.05 4.9 

奥比沙星 0.999 95.2~109.2 0.05 5.2 

双氟沙星 0.994 90.3~101.7 0.15 3.4 

沙拉沙星 0.997 94.3~105.4 0.15 5.6 

司帕沙星 0.998 90.9~102.3 0.05 4.4 

西诺沙星 0.999 90.0~100.1 0.05 6.1 

恶喹酸 0.996 94.4~108.7 0.25 3.9 

萘啶酸 0.997 91.1~99.8 0.10 2.8 

氟甲喹 0.998 92.7~98.9 0.05 2.9 

3.3  原料牛乳和水牛乳中喹诺酮含量 

南方地区 15个荷斯坦牧场和 15个水牛乳牧场不同时

间采集的 120个的样品中喹诺酮类抗生素检测结果见表 4。

由表 4 可知, 有 9 个样品检出抗生素, 其中水牛乳样品 5

个(检出率 8.06%), 荷斯坦乳样品 4 个(检出率 6.89%)。检

测出的抗生素种类包括氟甲喹、诺氟沙星、氧氟沙星、环

丙沙星和恶喹酸, 浓度范围在 0.06~1.02 μg/L。 
 

表 4  原料乳中喹诺酮检测结果 
Table 4  Results of quinolone in raw milk 

抗生素 检出率 浓度 μg/L 品种 

氧氟沙星 3/62 0.06~1.02 水牛 

诺氟沙星 2/62 0.14~0.51 水牛 

环丙沙星 4/62 0.25~0.87 水牛 

洛美沙星 2/62 0.29~0.55 水牛 

氟甲喹 1/62 0.06 水牛 

氟罗沙星 3/58 0.16~0.62 荷斯坦 

恩诺沙星 2/58 0.25~0.89 荷斯坦 

恶喹酸 3/58 0.11~0.35 荷斯坦 

氟甲喹 2/58 0.06~0.13 荷斯坦 

 
Noemí 等[16]对西班牙 28 个牧场的原料乳进行检测, 

共有 5 个牧场发现喹诺酮抗生素, 范围在 0.2~0.6 ng/g。

Chung 等[4]对 269 个牛乳和羊乳产品进行检测, 结果有 4

个样品检出喹诺酮。闫正等[18]采用超快速液相-质谱法测定

30 个液态乳和乳粉中喹诺酮残留, 发现其残留量均低于

0.05 μg/L。根据国内外关于喹诺酮类抗生素的测定结果可

知, 目前我国原料乳中喹诺酮类抗生素残留总体情况良好, 

样品的检出率和残留浓度均在可控范围内。 

4  结  论 

本研究采用高效液相色谱-三重四级杆质谱法测定了

浙江和广西等地荷斯坦及水牛原料乳中 19 种喹诺酮类抗

生素残留情况。此方法的检出限为 0.05~025 μg/L, 回收率

为 88.2%~109.7%, 检测相对标准偏差≤6.1%。对采集的 120

个原料乳样品检测发现, 样品中水牛乳检出率为 8.06%, 

浓度在 0.06~1.02 μg/L; 荷斯坦牛乳的检出率为 6.89%, 浓

度在 0.06~0.89 μg/L。结果表明高效液相色谱-三重四级杆

质谱法是检测水牛和荷斯坦乳中抗生素残留准确、可靠的

方法。我国南方地区的荷斯坦和水牛原料乳中抗生素残留

情况总体良好。 
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