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QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法同时测定
淡水鱼和淡水虾中的 11种喹诺酮类兽药残留量 

魏玉霞*, 王  芳, 左  郡, 王建国, 任武洁, 雷  凯 

(北京市通州区疾病预防控制中心, 北京  101100) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)测定淡水鱼和淡水虾中 11 种喹诺酮类兽药残留的分析方法。方法  样品中的喹诺

酮残留经酸化乙腈提取, C18 基质分散固相萃取净化, 超高效液相色谱-串联质谱测定其中 11 种喹诺酮类兽药

残留量。结果  恶喹酸在 1~50.0 µg/L, 其余 10 种喹诺酮类化合物在 1~100.0 µg/L 范围内线性关系良好, 11 种

喹诺酮药物的检出限为 0.5~1.0 μg/kg, 定量限为 1.5~3.0 μg/kg, 精密度＜12%, 低、中、高 3 个浓度加标回收

率为 70.0%~120.1%。结论  该方法样品前处理简单、重现性好、灵敏度高, 能满足限量标准的要求, 可用于

淡水鱼和淡水虾样品中喹诺酮类药物残留的分析检测。 
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Simultaneous determination of 11 quinolone residues in fresh water fish and 
shrimp by QuEChERS purification coupled with ultra performance  

liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

WEI Yu-Xia*, WANG Fang, ZUO Jun, WANG Jian-Huo, REN Wu-Jie, LEI Kai 

(Beijing Tongzhou District Center for Disease Control and Prevention, Beijing 101100, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 11 quinolone residues in 

fresh water fish and shrimp sample by QuEChERS purification combined with ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The target 11 quinolone residues were 

extracted by acidic acetonitrile and purified by C18 substrate dispersed  solid extraction , finally determined by 

UPLC-MS/MS. Results  The method showed good linear relationship within the concentration range of 1.0−   

50.0 μg/L for oxolinic acid and 1−100.0 µg/L for the other 10 quinolones. The recoveries of 11 quinolone residues 

ranged from 70.0% to 120.1% with the relative standard deviation less than 12%. The limits of detection and 

quantitation of 11 quinolone residues were in the range of 0.5−1.0 μg/kg and 1.5−3.0 μg/kg, respectively. Conclusion  

This method is simple, reproducible and sensitive, and can meet the requirements of the limit standard. It can be used 

for the determination of quinolones residues in freshwater fish and shrimp samples. 

KEY WORDS: fresh water fish; fresh water shrimp; quinolone residue; ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 
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0  引  言 

喹诺酮类药物是一类具有 1,4-二氢-4-氧代喹啉-3-

羧酸结构的化合物, 以原核生物 DNA 螺旋酶和拓扑异

构酶Ⅳ为靶点 , 通过与上述 2 种酶形成稳定的复合物 , 

抑制细菌细胞的生长和分裂 [1], 具有抗菌谱广、抗菌力

强的特点, 被广泛应用于畜牧、水产养殖中进行疾病防

治 [2]。喹诺酮化合物残留可通过动物源性食物进入人体, 

在体内蓄积 , 从而对人体健康造成危害 [3]。世界各国和

组织都制定了多种喹诺酮类抗生素在动物组织中的最

高残留量限值[4−5]。我国 GB 31650—2019《食品安全国

家标准  食品中兽药最大残留限量》 [6]中规定了达氟沙

星、二氟沙星、氟甲喹、恶喹酸、恩诺沙星(残留标志物

以恩诺沙星和环丙沙星计算)、沙拉沙星等 7 种喹诺酮类

兽药的残留限量 , 其中鱼 ( 皮 + 肉 ) 中的限量在 30~    

300 μg/kg 之间, 虾中暂未规定。 

为有效检测动物源性食品中喹诺酮残留, 国内外建

立了多种喹诺酮类兽药残留的分析检测方法[7]。其中, 样

品前处理主要包括有机溶剂提取、脱脂, 固相萃取净化 

等[8−9], 过程复杂, 耗时, 同时会使用大量的有机溶剂。

QuEChERS 是 由 美 国 化 学 家 LEHOTAY 和 德 国 的

ANASTASSIADAS 于 2003 年提出的一种快速、简单、便

宜、有效、可靠和安全的样品前处理技术[10], 在提取液中

直接加入吸附剂粉末进行净化 , 即分散固相萃取 , 最初

应用于农药残留中, 近年来已越来越多的应用于多组分

目标化合物的样品前处理。近年来也有将 QuEChERS 方

法应用于喹诺酮类化合物中的报道。曹鹏等[11]建立了分

散固相萃取-超高效液相色谱串联质谱法同时检测火锅食

材中的喹诺酮类化合物残留的分析方法。李佩佩等[12]建

立了分散固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱检测水产

品中 14 种喹诺酮类药物的分析方法, 但前处理方法较为

繁琐。液质联用技术具有灵敏高效、快速准确和专属

性强等优势 , 在喹诺酮类药物残留分析领域得到广泛

应用[13−15]。本研究选择 QuEChERS 方法, 并进行条件优

化建立了简单快速的样品前处理方法, 采用液质联用技

术进行分析检测, 旨在建立内标法同时检测淡水鱼虾中

的 11 种喹诺酮类兽药残留的快速、灵敏、准确的检测方

法, 并将其用于实际样品检测。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器 

Waters Acquity UPLC-TQS 液相色谱-质谱联用仪(美

国 Waters 公司); 低温离心机(德国 sigma 公司); IKA MS3

漩涡混合器 (德国 IKA 公司 ); Milli-Q 超纯水仪 (美国

Millipore 公司)。 

1.2  主要材料与试剂 

乙腈、甲醇(色谱纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公

司); 氯化钠(分析纯, 国药集团化学试剂北京有限公司); 

甲酸(色谱纯, 中国安谱公司); 喹诺酮混合标准溶液、诺氟

沙星-同位素 D5 标准溶液(均为 100.0 μg/mL, 中国 first 

standard 公司); 基质分散固相萃取净化管、0.22 μm滤膜(中

国 迪 马 公 司 ); Waters ACQUITY HSS T3 色 谱 柱       

(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm, 美国 Waters 公司); 水为超纯水

(美国 Millipore 公司)。 

样品: 市售淡水鱼(含鲤鱼、草鱼、武昌鱼和鲫鱼等)

和淡水虾(淡水虾、小龙虾、河虾和白虾等)各 25 件。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 

准确吸取甲醇中喹诺酮混合标准溶液 1.00 mL, 用

乙腈配制为 1.0 μg/mL 和 10.0 μg/mL 的混合标准使用

液。准确吸取甲醇中诺氟沙星 -D5 标准溶液内标溶液

1.00 mL, 用乙腈配制为 10.0 μg/mL 和 1.0 μg/mL 的内

标使用液。配制空白基质匹配混合标准系列 : 11 种喹诺

酮化合物浓度分别为 1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0、

100.0 μg/L, 内标诺氟沙星-D5 浓度为 50.0 μg/L, 临用

现配。  

1.3.2  样品前处理 

(1)提取 

喹诺酮类化合物属于酸碱两性化合物。它们在中性溶

液中主要以 3 种形式存在: 阳离子、两性离子、阴离子, 本

研究涉及到的目标物中, 恶喹酸和氟甲喹呈酸性, 其余 9

种呈两性[16]。因此, 本研究选择含 2%甲酸的乙腈溶液作为

提取液。同时, 在提取过程中加入 1.0 g NaCl 以便离心时

更好地分层。 

(2)净化 

采用 QuEChERS 方法进行样品净化时将样品加入基质

分散固相萃取管, 干扰物保留在固相萃取基质中, 上清液过

膜后直接上机测定。与传统固相萃取相比, 不需要活化、洗

脱、浓缩等步骤, 操作简单。本研究采用空白基质加标样品

比较 4 种不同的基质分散固相萃取管的净化效果。 

(3)样品处理 

样品取可食部分, 切碎、混匀, 准确称取 5.00 g 样品, 

置于 50 mL 具塞离心管中, 准确加入 10.0 μg/mL 内标溶液

25 μL, 加入 5.0 mL 2%甲酸乙腈溶液, 1.00 g NaCl 于涡旋

混匀器上快速混匀 1 min。4 ℃, 8000 r/min 离心 10 min。

取 2 mL 上清液, 移入净化管。4 ℃, 8000 r/min 离心 10 min, 

上清液过膜, 上机测定。 



2908 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

 

1.3.3  液相色谱条件 

色谱柱: Waters ACQUITY HSS T3 色谱柱, 流动相: A: 

0.1%甲酸水溶液; 流动相 B: 乙腈溶液。流速: 0.3 mL/min, 

柱温 : 40 ℃, 进样量 : 3 µL 。梯度洗脱条件为 : 0~         

1.0 min(90%A), 1.0~8.0 min(90%~0%A), 8.0~10.0 min(0%A), 

10.0~10.1 min(0%~90%A)。 

1.3.4  质谱条件 

模式: 电喷雾离子源正离子(electron spray ionization, 

ESI+), 喷雾电压: 3 KV, 雾化器温度: 500 ℃, 雾化器流速: 

1000 L/Hr, 锥孔气流速: 150 L/Hr, 雾化气压力: 7 bar。检测

方式: 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM), 参

数见表 1。 

 
表 1  11 种喹诺酮类兽残和内标的 MRM 参数 

Table 1  MRM parameters of 11 kinds of quinolones and internal standard 

化合物 定性离子对(m/z) 定量离子对(m/z) 锥孔电压/V 碰撞电压/V 

恶喹酸 
262.0>244.1 

262.0>244.1 4 

23 

262.0>160.1 35 

氟甲喹 
262.2>244.0 

262.2>244.0 40 

20 

262.2>202.6 40 

诺氟沙星 
320.3>276.3 

320.3>276.3 50 

17 

320.3>302.3 19 

诺氟沙星-D5 325.2>238.1 325.2>238.1 6 30 

环丙沙星 
332.2>288.1 

332.2>288.1 32 

18 

332.2>314.1 23 

培氟沙星 
334.3>290.3 

334.3>290.3 38 

17 

334.3>233.2 25 

洛美沙星 
352.1>265.1 

352.1>265.1 42 

32 

352.1>237.0 44 

达氟沙星 
358.3>314.1 

358.3>314.1 38 

18 

358.3>340.3 25 

恩诺沙星 
360.2>316.4 

360.2>316.4 32 

19 

360.2>342.3 23 

氧氟沙星 
362.2>261.1 

362.2>261.1 4 

26 

362.2>318.3 18 

沙拉沙星 
386.1>299.1 

386.1>299.1 40 

26 

386.1>342.3 18 

二氟沙星 
400.2>299.1 

400.2>299.1 44 

30 

400.2>256.1 46 
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2  结果与分析 

2.1  净化条件的选择 

11 种化合物和内标中恶喹酸的响应最高, 经不同固相

萃取管净化 , 响应强度大小为 50 mg PSA+50 mg C18+   

150 mg MgSO4>50 mg PSA+150 mg MgSO4>50 mg C18>   
50 mg PSA+50 mg C18+50 mg Carb+150 mg MgSO4。图 1 给

出了另外 10 种化合物和内标经 4 种净化基质净化后的响应, 

氟甲喹的响应大小顺序为: 50 mg PSA+50 mg C18+150 mg 

MgSO4≈50 mg PSA+150 mg MgSO4>C18>50 mg PSA+50 mg 
C18+50 mg Carb+150 mg MgSO4。其他 9 种沙星类化合物用

C18 净化后响应最高。综合化合物响应和净化基质对化合物

响应的影响, 本实验选用 C18 作为净化剂。 

 

 
 

图 1  4 种不同净化条件下目标化合物的响应 

Fig.1  Response of target compounds to 4 kinds of different 
purification conditions 

 

2.2  液质条件的优化 

质谱条件优化采用直接进样方式, 取混标溶液(浓度为

100 ng/mL, 分子量接近的目标化合物采用单标溶液)。在正离

子模式下得到分子离子峰, 接着进行子离子扫描, 得到碎片

离子, 优化锥孔电压, 碰撞电压等参数, 得到最佳的 MRM 参

数。参考文献[8−9], 本研究液相色谱分离中采用乙腈和水(含

0.1%甲酸)作为流动相, 通过优化梯度洗脱, 使待测物得到较

好的分离。空白基质加标样品中各化合物的色谱图见图 2。 

2.3  线性关系、检出限和定量限 

为尽可能地去除基质干扰, 本研究采用空白基质匹配

曲线。恶喹酸和氟甲喹保留时间与内标相差较远, 且这 2 个

化合物与内标性质差异较大, 因此这 2种目标物采用外标法

定量, 其余 9 组分为内标法定量。结果见表 2, 表明恶喹酸

在 1.0~50.0 µg/L, 其余 10种化合物在 1.0~100.0 µg/L范围内, 

线性相关系数均大于 0.996, 线性关系良好。 

采用加标浓度为 5.0 μg/kg 的空白基质加标样品, 经

样品处理 , 进行灵敏度测定 , 计算得到检出限(limits of 

detection, LOD, S/N=3)和定量限(limits of quantification, 

LOQ, S/N=10), 结果表明 11 种喹诺酮兽残的检出限为

0.5~1.0 µg/kg; 定量限为 1.5~3.0 µg/kg, 满足法规对喹诺酮

药物残留监测的要求。 

2.4  添加回收率与精密度 

分别向淡水鱼和淡水虾阴性样品中, 在 5.0、10.0、

20.0 μg/kg 的条件下进行加标实验, 制备 6 个平行样品, 

计算回收率和精密度(n=6)。结果见表 3, 淡水鱼样品中

回收率在 70.0%~120.1%之间, 精密度在 4.7%~12%之间, 

淡水虾样品中回收率在 71.0%~115.8%之间 , 精密度在

5.9%~12%之间, 方法准确度和精密度满足要求。 

2.5  实际样品检测 

将本方法应用于 50 件市售淡水鱼和淡水虾样品的检

测, 25 件淡水虾样品中 11 种喹诺酮均为阴性。25 件淡水鱼

样品中 , 17 件样品检出恩诺沙星 , 检出浓度在 2.2~    

74.8 μg/kg 之间, 同时有 3 件样品检出环丙沙星, 检出浓度

在 1.5~9.5 μg/kg 之间, 均符合 GB 31650—2019 规定的限

量要求, 其余组分未检出。 

3  结  论 

本研究建立了同时测定淡水鱼和淡水虾中的11种喹诺

酮类兽药残留量的液相色谱-串联质谱分析测定方法。试样

用酸性乙腈提取, C18 基质分散固相萃取净化, UPLC-MS/MS

分析检测, 基质匹配内标法定量。该方法简单快速、灵敏度

高、回收率高, 重现性好, 为淡水鱼和淡水虾中喹诺酮类化

合物的检测提供了可靠的前处理方法和检测方法。 

 
表 2  11 种喹诺酮的线性方程、相关系数、检出限和定量限 

Table 2  Standard curve, correlation coefficient, limits of detection and limits of quantification of 11 quinolones 

化合物 保留时间/min 线性方程 相关系数 r 检出限/(µg/kg) 定量限/(µg/kg)

恶喹酸 3.94 Y=168759X+28108.1 0.996 0.5 1.5 

氟甲喹 4.55 Y=51690.3X+5553.37 0.999 0.55 1.5 

诺氟沙星 2.90 Y=0.0332362X−0.02137 0.998 1.0 3.0 
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表 2(续) 

化合物 保留时间/min 线性方程 相关系数 r 检出限/(µg/kg) 定量限/(µg/kg)

环丙沙星 2.94 Y=0.0534554X−0.01516 0.999 1.0 3.0 

培氟沙星 2.92 Y=0.188755X−0.03385 0.999 1.0 3.0 

洛美沙星 3.01 Y=0.0643464X−0.02593 0.998 1.0 3.0 

达氟沙星 2.99 Y=0.0423755X−0.03428 0.998 1.0 3.0 

恩诺沙星 3.06 Y=0.286548X−0.12638 0.998 1.0 3.0 

氧氟沙星 2.91 Y=0.219256X−0.03368 0.999 1.0 3.0 

沙拉沙星 3.21 Y=0.129599X−0.07203 0.998 1.0 3.0 

二氟沙星 3.25 Y=0.283839X−0.17358 0.998 1.0 3.0 

 

 
 

图 2  空白基质加标样品中各化合物的色谱图 

Fig.2  Chromatogram of each compound in blank matrix spiked sample 
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表 3  准确度和精密度(n=6) 
Table 3  Recoveries and precisions(n=6) 

化合物 
加标量/ 淡水鱼 淡水虾 

(μg/kg) 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 

恶喹酸 

5.0 120.1 9.1 94.2 7.9 

10.0 76.9 7.2 91.6 7.4 

20.0 101.6 5.9 87.8 6.9 

氟甲喹 

5.0 95.6 10 90.1 9.5 

10.0 70.0 7.4 77.1 8.0 

20.0 76.3 4.7 71.1 4.6 

诺氟沙星 

5.0 106.4 7.9 96.7 7.9 

10.0 104.3 6.2 93.8 7.1 

20.0 99.8 7.3 91.8 6.5 

环丙沙星 

5.0 114.0 5.7 111.1 10 

10.0 108.8 8.0 105.7 9.5 

20.0 116.3 4.9 101.9 5.7 

培氟沙星 

5.0 118.1 5.5 104.2 8.2 

10.0 115.5 5.9 97.3 9.1 

20.0 107.6 11 96.4 9.4 

洛美沙星 

5.0 117.2 4.3 115.8 8.9 

10.0 113.9 7.2 109.6 8.9 

20.0 109.4 5.8 100.3 4 

达氟沙星 

5.0 99.6 8.5 97.5 9.8 

10.0 84.0 6.5 108.4 11 

20.0 104.1 9.3 109.7 6.7 

恩诺沙星 

5.0 97.1 12 103.6 13 

10.0 89.6 9.5 89.9 8.4 

20.0 86.9 5.2 105.1 5.9 

氧氟沙星 

5.0 83.2 12 85.4 14 

10.0 103.0 9.6 96.2 9.5 

20.0 96.4 7.4 92.3 9.3 

沙拉沙星 

5.0 96.4 13 84.6 12 

10.0 76.1 11 80.4 11 

20.0 100.3 9 88.7 6.5 

二氟沙星 

5.0 76.9 12 91.7 11 

10.0 86.1 9.7 88.3 8.4 

20.0 88.6 9.5 74.9 11 
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