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液相色谱-串联质谱法检测饲料中洛美沙星、 

培氟沙星、氧氟沙星、诺氟沙星残留 

史艳艳 1, 高  琳 1, 李  俊 2*, 何志霞 1  

(1. 天津市兽药饲料监察所, 天津  300402; 2. 中国农业科学院饲料研究所, 北京  100081.) 

摘   要 : 目的  建立一种可同时检测饲料中 4 种氟喹诺酮类药物残留的液相色谱 -串联质谱 (liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)检测分析方法。方法  试样用磷酸盐缓冲液和乙腈混合

进行提取, MCX 固相萃取柱净化, 以甲醇-0.1%甲酸水溶液为流动相, LC-MS/MS 法检测, 同时定性、定量测定

4 种氟喹诺酮类抗生素残留。结果  4 种氟喹诺酮类抗生素在 Hypersil GOLD C18 色谱柱上分离效果较好, 添

加的回收率在 60.3%~91.0%之间, 相对标准偏差在 0.87%~5.91%之间(n=6), 方法的检测限为 2 μg/kg, 定量限

为 5 μg/kg。结论  该方法准确、简便、快速, 能满足兽药残留分析的要求, 适合测定饲料中 4 种氟喹诺酮类

抗生素残留。 
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Determination of lomefloxacin, pefloxacin, ofloxacin and norfloxacin 
residues in feed by high performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry 

SHI Yan-Yan1, GAO Lin1, LI Jun2*, HE Zhi-Xia1 

(1. Tianjin Veterinary Drug and Feed Supervision Institute, Tianjin 300402, China; 2. Institute of Feed Research of Chinese 
Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of 4 fluoroquinolones residues in 

feed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods  The samples were extracted by 

mixing phosphate buffer and acetonitrile, purified by MCX solid phase extraction column, and detected by 

LC-MS/MS with methanol-0.1% formic acid solution as mobile phase. Four fluoroquinolone antibiotic residues were 

determined qualitatively and quantitatively at the same time. Results  Four kinds of fluoroquinolones had good 

separation effects in Hypersil GOLD C18 column. The recoveries were 60.3%-91.0%, with the relative standard 

deviations of 0.87%-5.91% (n=6). The limit of detection of the method was 2 μg/kg and the limit of quantitation was 

5 μg/kg. Conclusion  The method is accurate, simple and rapid, and can meet the requirements of veterinary drug 

residue analysis, which is suitable for the determination of four fluoroquinolone antibiotics residues in feed. 
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1  引  言 

氟喹诺酮类(fluoroquinolones)属吡啶酮酸类抗菌药 , 

具有抗菌谱广、杀菌力强、快速高效、低毒、价格低廉等

特点[13]。因此被广泛用于治疗家禽家畜、以及小动物和水

生动物由细菌、支原体感染引起的消化、呼吸等系统疾病。

但该类药物本身具有毒性, 超剂量或长期反复使用可引起

中枢神经系统等不良反应[3]。随着社会的发展和生活水平

的不断提高, 食品安全问题倍受关注。然而饲料的安全直

接影响到动物性食品的安全, 饲料的不安全因素通过食物

链进入人体对健康造成危害。人若长期食用含抗生素的畜

禽产品, 可产生耐药性及其他不良反应[4]。为保障畜禽产

品的质量安全和人类健康, 2015 年 9 月农业部决定在食品

动物中停止使用洛美沙星等 4 种兽药[5], 但滥用该类药物

的情况依然存在, 因此建立一种高效准确且同时检测饲料

中多种喹诺酮类药物的方法具有重要意义。目前氟喹诺酮

类药物检测主要有高效液相色谱法[6,7]、微生物法[8]、酶联

免疫法[9]、毛细管电泳法[10]、飞行时间质谱法[11]、高效液

相色谱-串联质谱法[1216]等。液相色谱质谱联用法具有更

高的灵敏度和选择性, 应用广泛。本研究用液相色谱-串联

质谱法同时检测饲料中 4 种氟喹诺酮类药物, 通过对前处

理方法和色谱质谱方法等的研究, 建立一种快速、准确的

检测方法。该方法操作步骤简便, 重复性好, 节约成本, 易

于广泛应用, 以期为饲料中的药物残留安全提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  主要仪器、试剂与实验样品 

Thermo TSQ Quantum 液相色谱 -串联质谱  (美国

Thermo 公司); Hypersil GOLD C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 

5 μm, 美国 Thermo 公司); AE240S 电子天平(感量为 0.1 mg 

/0.01 mg, 梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司); IEC CL31R

冷冻离心机(美国 Thermo 公司); GenPure 超纯水机(美国

Thermo 公司); BF-2000M 氮吹仪(八方世纪公司); GL88B

涡旋混合器 (江苏海门市麒麟医用仪器厂); SPE-24A 固相

萃取装置(上海鑫翁科学仪器有限公司); KQ-100DB超声波

清洗器(昆山市超声仪器有限公司); Waters Oasis HLB 固相

萃取小柱(3 cc/60 mg, 美国 Waters 公司); Cleanert PCX 混

合型阳离子交换柱(3 cc/60 mg, 博纳艾杰尔); Waters Oasis 

MCX 固相萃取小柱 (3 cc/60 mg, 美国 Waters 公司)。 

氧氟沙星、乳酸诺氟沙星、甲磺酸培氟沙星、洛美沙

星(纯度>98%, 中国兽医药品监察所); 乙腈、甲醇(色谱纯, 

德国 Merk 公司); 乙酸、甲酸(分析纯, 上海金山亭新化工试

剂厂); 磷酸二氢钾(分析纯, 无锡市展望化工试剂有限公司)。 

磷酸盐缓冲溶液(取磷酸二氢钾 13.6 g, 加水使溶解并

稀释至 1000 mL, 用 5.0 mol/L 氢氧化钠溶液 pH 调至 7.0)。 

实验样品: 从天津市辖区内抽取饲料样品, 得到的饲

料样品粉碎处理后放于干燥处保存备用。 

2.2  标准溶液的配制 

2.2.1  4 种喹诺酮类标准储备液 

分别精密称取4种氟喹诺酮类药物25 mg(精确至0.1 mg), 

用 30 mmol/L 氢氧化钠溶解后移入 25 mL 容量瓶中, 并稀

释至刻度, 配制成含量为 1.0 mg/mL 的标准储备液。 

2.2.2  标准曲线的制备 

为去除基质干扰, 采用空白基质加标的方法做标准曲

线, 即空白基质通过与样品同样的操作步骤进行操作, 将相

对应浓度的标准溶液加入到净化后的洗脱液中, 配制浓度

为 2、5、10、20、50 ng/mL, 供液相色谱-串联质谱测定。 

2.3  样品前处理 

准确称取试样 2 g(精确至 0.001 g), 置于 50 mL 具塞

离心管中, 准确加入 20.00 mL 磷酸盐乙腈提取液[5], 振荡

摇床振荡 15 min。置于离心机中 10000 r/min 离心 10 min, 

取上清液备用。分别用 3 mL 甲醇、3 mL 水活化固相萃取

柱, 准确移取 10.00 mL 备用液过柱, 再用 3 mL 水、3 mL

甲醇淋洗, 抽干。3 mL 5%氨水甲醇溶液洗脱, 收集洗脱液, 

于 50 ℃下氮气吹干。准确移取 1.00 mL 流动相溶解残留物, 

涡旋混合, 过 0.2 μm滤膜后, 供液相色谱-串联质谱分析[17]。 

2.4  检测方法 

2.4.1  液相色谱条件 

本实验采用色谱柱 : Hypersil GOLD C18(100 mm×  

2.1 mm, 5 μm, 美国 Thermo 公司)。流动相: A: 0.1%甲酸水

溶液, B: 甲醇。柱温: 35 ℃, 上机体积 20 μL, 流动相的梯

度洗脱条件如表 1 所示。 

 
表 1  流动相梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution conditions of mobile phase 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 流速/(mL/min) 

0.00 70 30 0.25 

1.00 70 30 0.25 

5.00 30 70 0.25 

6.00 70 30 0.25 

 
2.4.2  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI+); 检

测方式: 多反应监测; 雾化温度: 350 ℃; 喷雾电压: 4.0 kV。

质谱采集参数见表 2。 

3  结果与分析 

3.1  样品前处理方法的选择 

3.1.1  质谱条件的优化 

以流动注射方式进行质谱优化, 分别对 4 种氟喹诺酮 
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表 2  4 种喹诺酮类的质谱条件 
Table 2   Mass spectrometric conditions of 4 kinds of quinolones 

化合物 定性离子对(m/z) 定量离子对(m/z) 喷雾电压/kV 补偿电压/V 碰撞能量/eV 离子化方式

氧氟沙星 
362.2>261.2 

362.2>318.2 4.0 89 
25 

ESI+ 
362.2>318.2 18 

诺氟沙星 
320.1>276.2 

320.1>276.2 4.0 90 
13 

ESI+ 
320.1>302.2 15 

培氟沙星 
334.2>290.2 

334.2>290.2 4.0 92 
16 

ESI+ 
334.2>316.2 22 

洛美沙星 
352.2>265.1 

352.2>265.1 4.0 89 
20 

ESI+ 
352.2>308.2 15 

 

类药物进行正、负离子模式扫描, 结果表明 4 种化合物在

正离子[M+H]+模式下响应强度最高, 以甲醇-0.1%甲酸溶

液(30:70, V:V)为基准流动相, 采用流动注射泵连续进样方

式进行优化, 在正离子模式下全扫描, 以选择适当的分子

离子峰, 确定母离子和子离子, 优化出最优质谱参数。 

3.1.2  色谱条件的优化 

(1) 色谱柱的选择 

实验摸索过程中使用了 Hypersil GOLD C18(100 mm×  

2.1 mm, 5 μm)色谱柱, 通过出峰效果来看, 4种化合物都有较好

的保留, 且都能有较高的响应值和较好的峰型, 因此本实验采

用 Hypersil GOLD C18进行本次检测方法的开发。图 1~4 分别

为氧氟沙星、洛美沙星、诺氟沙星和培氟沙星质谱色谱谱图。 

(2) 流动相的选择 

比较甲醇-水、甲醇-0.1%甲酸水溶液、甲醇-5 mmol/L

乙酸铵溶液为流动相时待测化合物的出峰时间、峰型、响

应值以及信噪比 S/N, 实验证明以甲醇-0.1%甲酸水溶液为

流动相时 4 种化合物的相应值均高于另外 2 种流动相下的

响应值和信噪比, 同时也能很好地将 4 种组分分离出来且

能得到很好的峰型, 因此本实验选用甲醇-0.1%甲酸水溶

液为流动相。选择梯度洗脱, 改变流动相中水相和有机相

的比例, 以保证重现性和最佳的峰型, 图 5 为 4 种化合物

混标的出峰状况。 
 

 
 

图 1  氧氟沙星谱图 

Fig.1  Spectrogram of ofloxacin 
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图 2 洛美沙星谱图 

Fig.2  Spectrogram of lomefloxacin 
 
 

 
 

图 3  诺氟沙星谱图 

Fig.3  Spectrogram of norfloxacin 
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图 4  培氟沙星谱图 

Fig.4  Spectrogram of pefloxacin 

 

 
 

图 5  4 种化合物混标谱图 

Fig.5  Mixed-label spectra of 4 kinds of compounds 
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图 6  3 种提取液回收率比较 

Fig.6  Comparison of recovery rates of 3 extracts 
 

3.1.3  提取方法的优化 

分别比较了 1%乙酸的乙腈溶液, 2%甲酸水溶液和乙

腈(7:3, V:V)、磷酸盐缓冲液和乙腈(3:1, V:V)3 种提取液, 图

6 为 3 种提取液的回收率比较, 实验结果显示磷酸盐缓冲

液和乙腈(3:1, V:V)提取效果较好。 

3.1.4  净化方法的优化 

由于饲料样品基质复杂, 对比了 HLB、PCX、MCX 3

种固相萃取柱回收率和净化效果。实验结果表明, MCX 效

果最佳, 回收率最高能达到 90%以上, 最低也能达到 50%, 

每种药物回收率均能达到预期水平, 且能很好的去除杂质

干扰, 因此最终选择 MCX 柱进行净化。 

3.2  方法学验证 

3.2.1  线性关系 

本方法检测为去除基质干扰, 采用基质添加的方法

作标准系列曲线, 配制标准系列工作溶液, 其浓度为 2、5、 

10、20、50 ng/mL, 作标准曲线, 氧氟沙星、诺氟沙星、培

氟沙星和沙拉沙星的相关系数 r2 均大于 0.99, 在一系列浓

度范围内具有良好的线性关系(如表 3)。空白基质加标后标

准曲线图(见图 7~10)。结果表明, 4 种氟喹诺酮类药物浓度

与对应的峰面积呈现良好的线性关系。 

 
 

表 3  染料木素和大豆黄酮的标准曲线与线性评价 
Table 3  Standard curves and linear evaluation of genistein and 

soybean flavonoids 

化合物 线性方程 相关系数 r2 

氧氟沙星 Y=124782X-8259.74 0.9997 

诺氟沙星 Y=37689.3X-8535.86 0.9932 

培氟沙星 Y=70314.6X-6194.78 0.9931 

洛美沙星 Y=179045X-6026.71 0.9908 

 

 
 

图 7  氧氟沙星基质加标曲线图 

Fig.7  Ofloxacin matrix labeling curve 
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图 8  诺氟沙星基质加标曲线图 

Fig.8  Norfloxacin matrix labeling curve 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

图 9  氧氟沙星基质加标曲线图 

Fig.9  Ofloxacin matrix labeling curve 
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图 10  洛美沙星基质加标曲线图 

Fig.10  Lomefloxacin matrix labeling curve 
 

表 4  基质添加回收率与测定的变异系数(n=6) 
Table 4  Recovery of matrix addition and coefficient of variation determined (n=6) 

化合物名称 空白试样 4 种化合物含量/(ng/mL) 添加浓度 /(ng/mL) 回收浓度/(ng/mL) 回收率/% 相对标准偏差/% 

氧氟沙星 n.d. 20 15.6 78.0 2.08 

 n.d. 50 36.6 73.3 0.87 

 n.d. 100 79.3 79.3 1.32 

诺氟沙星 n.d. 20 12.1 60.3 5.91 

 n.d. 50 33.0 65.9 1.09 

 n.d. 100 62.7 62.7 3.43 

培氟沙星 n.d. 20 17.2 86.2 2.38 

 n.d. 50 39.7 79.4 5.11 

 n.d. 100 91.0 91.0 2.11 

洛美沙星 n.d. 20 13.9 69.5 5.55 

 n.d. 50 35.8 71.5 7.78 

 n.d. 100 84.0 84.0 4.66 

注: n.d.为未检出。 
 

3.2.2  检测低限 

按所建立的色谱条件, 以 3 倍噪音比作为检测低限, 4

种化合物均可达到 2 μg/kg, 测得本方法 4 种氟喹诺酮类药

物的测定低限均可以达到 5 μg/kg, 满足国内和国际对喹诺

酮类药物残留监控的要求。 

3.2.3  基质效应的消除 

由于空白样品基质溶液对 4 种氟喹诺酮类标准物质

有不同程度的影响, 本文采用配制基质匹配标准溶液用于

定量的方法, 很好地消除了基质影响, 完全能满足残留检

测的要求。 

3.2.4 方法的回收率和稳定性 

用空白饲料进行添加回收实验。加标回收实验每个批

次内同一浓度做 6 个平行, 同时做空白对照, 分析结果见

表 4, 4 种氟喹诺酮类抗生素在色谱柱上分离效果较好, 回

收率在 60.3%~91.0%之间, 相对标准偏差在 0.87%~5.91%

之间, 方法准确度及精密度满足要求。 

3.3  实际样品的测定 

采用本研究中确定的检测方法对天津市辖区内 5 批

次饲料样品进行 4 种化合物含量的测定, 结果均未检出。 
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4  结  论 

本研究建立了饲料中氧氟沙星、诺氟沙星、培氟沙星、

沙拉沙星 4 种氟喹诺酮类残留量的液相色谱-串联质谱测定

方法。试样用磷酸盐缓冲液和乙腈混合进行提取, MCX 固相

萃取柱净化, 以甲醇-0.1%甲酸水溶液为流动相, LC-MS/MS

法检测, 同时定性、定量测定 4 种氟喹诺酮类抗生素残留。

4 种氟喹诺酮类抗生素在色谱柱上分离效果较好, 回收率在

60.3%~91.0%之间, 相对标准偏差在 0.87%~5.91%之间, 均

能满足兽药残留分析的要求, 方法快速准确, 为饲料中多种

兽药残留测定提供了可靠的前处理方法和检测手段。本方法

可适用于对饲料中 4种氟喹诺酮类抗生素的检测, 测定结果

准确可靠、灵敏度高、重现性好。 
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