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液相色谱-串联质谱法测定猪肝中喹乙醇残留 

标示物 3- 噁甲基喹 啉-2-羧酸 
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摘   要 : 目的   建立液相色谱 -串联质谱法测定猪肝中喹乙醇残留标示物 3-甲基喹噁啉 -2-羧酸

(3-methylquinoxaline-2-carboxylic acid, MQCA)含量的分析方法。方法  猪肝匀浆中的喹乙醇标示物 3-甲基喹

噁啉-2-羧酸经乙腈提取, MAX 固相萃取柱净化, 2%的甲酸乙酸乙酯溶液洗脱收集, 浓缩定容。分析样品采用

C18 色谱柱分离, 以乙腈、0.1%甲酸溶液为流动相, 多反应离子监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式测

定, 内标法定量。结果  喹乙醇残留标示物 3-甲基喹噁啉-2-羧酸在 0.5~100 µg/L 浓度范围内线性良好, 相关

系数 r大于 0.99; 该方法的检出限和定量限均为 0.5 µg/kg; 喹乙醇残留标示物 3-甲基喹噁啉-2-羧酸在 0.5、5.0、

20 µg/kg 添加水平的回收率为 97.7%~101.4%, 相对标准偏差小于 3.54%。结论  该方法简单快速、准确、灵

敏, 适用于猪肝中喹乙醇残留标示物 3-甲基喹噁啉-2-羧酸的快速检测。 

关键词: 喹乙醇; 液相色谱-串联质谱法; 3-甲基喹噁啉-2-羧酸; 猪肝样品; 残留 

Determination of 3-methyl quinoxaline-2-carboxylic acid of olaquindox 
marker residue in porcine liver by liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of 3-methylquinoxaline- 

2-carboxylic acid of olaquindox marker residue in porcine liver by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. 

Methods  Olaquindox 3-methylquinoxaline-2-carboxylic acid in porcine liver homogenate was extracted with 

acetonitrile, purified by a MAX solid-phase extraction column, eluted with 2% ethyl formate solution, collected, and 

concentrated to a constant volume. The analytical samples were separated on a C18 column using acetonitrile and 

0.1% formic acid solution as the mobile phase, determined by multiple reaction monitoring (MRM) mode and 

quantified by internal standard method. Results  The linearity of olaquindox residual marker 3-methylq 

uinoxaline-2-carboxylic acid was good in the concentration range of 0.5100 µg/L, and the correlation coefficient r 

was greater than 0.99. The detection limit and quantitation limit of the method were both 0.5 µg/kg. The recoveries of 

3-methylquinoxaline-2-carboxylic acid at the 0.5, 5.0, and 20 µg/kg addition levels were 97.7%‒101.4%, and the 
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relative standard deviations were less than 3.54%. Conclusion  This method is simple, rapid, accurate and sensitive, 

and is suitable for the rapid detection of 3-methylquinoxaline-2-carboxylic acid, a marker of olaquindox residues in 

porcine liver. 

KEY WORDS: olaquindox; liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 3-methylquinoxaline-2-carboxylic 

acid; porcine liver; residue 
 

 

0  引  言 

喹乙醇又称喹酰胺醇, 属于喹噁啉类药物, 是 1965

年德国拜耳公司研究合成的一种动物专用药物。其抗菌谱

广, 有蛋白同化作用, 添加在饲料中可提高饲料的转化率, 

具有抗菌促生长作用[1], 因此喹乙醇作为饲料添加剂曾经

被广泛用于畜禽及鱼类。但毒理研究表明, 喹乙醇及其代

谢物存在三致风险(即致畸、致癌、致突变)[23]。随着人们

对喹乙醇的进一步研究, 发现喹乙醇还有诱导细胞凋亡、

细胞自噬、周期阻滞等毒性反应[4]。鉴于药物的安全性问

题, 欧盟于 1988 年禁止喹乙醇在可食性动物中使用, 随后

美国等国家也把喹乙醇列为食品动物生产中禁用的药物。

《中国兽药典》2005 版明确规定, 喹乙醇禁用于家禽及水

产养殖, 农业农村部公告宣布, 从 2019 年 5 月 1 号起, 喹

乙醇禁用于可食性动物[5]。但是由于喹乙醇价格低廉, 效

果明显, 受经济利益的驱使, 养殖户在生产养殖的过程中

非法添加现象严重, 急需政府部门严格监管。 

喹乙醇在动物体内代谢很快, 产生多种代谢产物, 其

中 3-甲基喹噁啉-2-羧酸(3-methylquinoxaline-2-carboxylic 

acid, MQCA)是主要代谢产物之一, 因其代谢过程长, 残

留量相对稳定, 被国际食品法典委员会认定为喹乙醇的残

留标示物[67]。近几年来, 对喹乙醇残留检测方法报道很多, 

都希望能通过优化方法提高检测效率。有关研究主要集中

在水产品及水产品养殖环境[813], 对畜禽产品如牛奶、奶

酪、鸡肉、鸡蛋、猪肉中喹乙醇残留标示物 MQCA 的检测

方法也有研究[67,1418], 但是对猪肝中的喹乙醇残留标示

物 MQCA 的检测方法研究甚少。2020 年广东省对喹乙醇

在牛肉、鸡肉、猪肉、猪肝中的残留开展例行监测, 结果

表明, 喹乙醇标示物MQCA在猪肝中的检出率远远高于其

他产品。该监测采用国家标准 GB/T 20746—2006《牛、猪、

肝脏和肌肉中卡巴氧、喹乙醇及代谢物残留量的测定 液

相色谱-串联质谱法》作为监测依据, 该方法耗时长(其中酶

解步骤就需要 16~18 h), 有机溶剂用量多, 处理过程非常

烦琐。因此, 本研究针对猪肝样品中 MQCA 的检测方法进

行探讨 , 用乙腈提取猪肝中的 MQCA, 参考国家标准

GB/T 20746—2006, 用 MAX 固相萃取柱净化, 并对净化

过程进行简化, 建立一个适用于猪肝中MQCA残留量检测

的新方法, 为快速检测和监管工作提供技术保障与参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

Agilent 1290-6470 液相色谱-串联质谱仪(美国安捷伦

公司); MS3 basic 涡旋混合器、HS501 digital 振荡器、HB-10

水浴锅(德国 IKA 公司); Reeko Auto EVA-60 全自动平行浓

缩仪(中国睿科集团); ST16R 高速冷冻离心机(美国赛默飞

世尔科技公司); Milli-Q Advantage A10 超纯水系统(美国

Millipore 公司); VISIPREP 24TM DL 固相萃取装置(美国

Supelco 公司)。 

乙腈、甲醇、甲酸(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 乙酸

乙酯(分析纯, 广州化学试剂厂); CNW Poly-Sery MAX 混

合型阴离子交换 SPE 小柱(6 mL, 200 mg, 上海安谱公司); 

NYLON 0.2 μm 滤膜(美国安捷伦公司); 3-甲基喹噁啉-2-羧

酸(中国兽医药品监察所); 3-甲基喹噁啉-2-羧酸-D4(中国坛

墨质检科技有限公司)。 

猪肝样品: 购买于天河万佳超市。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品处理 

猪肝样品切碎, 匀浆, 采用 GB/T 20746—2006 相关

方法检测 , 检测结果为阴性 , 作为空白猪肝样品 , 置于

18 ℃保存, 备用。 

1.2.2  溶液配制 

3-甲基喹噁啉-2-羧酸(MQCA)标准储备溶液: 称取 3-

甲基喹噁啉-2-羧酸 10 mg(精确至 0.01 mg), 用甲醇溶解并

定容至 100 mL, 配制成质量浓度为 100 mg/L 的标准储备

液。于18 ℃保存。 

3-甲基喹噁啉-2-羧酸-D4(MQCA-D4)内标储备溶液 : 

称取 3-甲基喹噁啉-2-羧酸-D4 10 mg(精确至 0.01 mg), 用

甲醇溶解并定容至 100 mL, 配制成质量浓度为 100 mg/L

的内标储备液。于18 ℃保存。 

3-甲基喹噁啉-2-羧酸(MQCA)标准工作溶液: 取适量

MQCA 标准储备溶液, 稀释并定容至 1000 µg/L 的标准工

作液, 4 ℃保持。 

3-甲基喹噁啉-2-羧酸-D4(MQCA-D4)内标工作溶液 : 

取适量 MQCA-D4 内标储备溶液, 稀释并定容至 100 µg/L

的内标工作液, 4 ℃保存。 

0.1%甲酸水溶液: 取 1.0 mL 甲酸, 用水稀释并定容
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至 1 L。 

2%甲酸乙酸乙酯溶液 : 400 mL 乙酸乙酯中加入    

10 mL 甲酸, 再加入乙酸乙酯稀释至 500 mL。 

0.1%甲酸+甲醇溶液(19:1, V:V): 190 mL 的 0.1%甲酸

溶液与 10 mL 甲醇混合。 

1.2.3  样品前处理 

称取匀浆好的猪肝 5 g(精确至 0.01 g), 置至于 50 mL

离心管中, 加入 100 µL MQCA-D4 内标工作液和 10 mL 乙

腈溶液, 涡旋 30 s, 振荡 5 min, 混匀后置于 65 ℃水浴    

30 min。取出冷却至室温, 在 4 ℃条件下 12000 r/min 离心

10 min, 收集上清液, 备用。 

用 6 mL 甲醇和 6 mL 水活化 MAX 柱, 上清液经过

MAX 固相萃取柱萃取, 6 mL 甲醇, 6 mL 水淋洗, 加压吹干

2 min。用 3 mL 乙酸乙酯淋洗固相萃取柱, 弃去全部流出

液 , 最后用 6 mL 2%甲酸乙酸乙酯溶液洗脱 , 收集于    

15 mL 玻璃离心管中。收集液用氮气浓缩仪在 45 ℃吹至近

干, 残余物用 1.0 mL 的 0.1%甲酸+甲醇溶液(19:1, V:V)复

溶, 0.2 µm 滤膜过滤, 供液相色谱-串联质谱仪测定。 

1.2.4  液相色谱-串联质谱条件 

(1)液相色谱条件 

色谱柱: Phenomenex Luna C18(150 mm×2 mm, 5 µm); 

柱温: 35 ℃; 进样体积: 5 µL; 流动相 A: 0.1%甲酸水; 流

动相 B: 乙腈; 流速: 0.3 mL/min; 梯度洗脱条件见表 1。 
 

表 1  流动相梯度洗脱 
Table 1  Gradient elution mode of mobile phases  

时间/min 0.1%甲酸水/% 乙腈/% 

0.00 90.00 10.00 

4.00 65.00 35.00 

6.00 5.00 95.00 

6.50 90.00 10.00 

8.00 90.00 10.00 

 
(2)质谱条件 

离子源: 电喷雾电离 ESI(+); 检测方式: 多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM)模式 ; 毛细管电压 : 

3500 V; 雾化器压强 : 45 psi; 气体温度 : 300 ℃, 流速    

5 L/min; 鞘气温度 300 ℃, 流速 8 L/min。MQCA 及其内标

物 MQCA-D4 质谱参数见表 2。 

 
表 2  MQCA 及内标物 MQCA-D4 质谱参数 

Table 2  MS parameters for MQCA and MQCA-D4 

化合物名称 母离子(m/z) 子离子(m/z) 裂解电压/V 碰撞能/eV

MQCA 189.01 143 70 16 

  145* 70 12 

MQCA-D4 193.1 149.2 85 24 

注: *为 MQCA 定量离子。 

2  结果与分析 

2.1  样品前处理方法的建立 

2.1.1  提  取 

喹乙醇在动物体内很快代谢, 主要代谢产物 MQCA 在

体内与蛋白质结合形成结合态[7]。目前报道的检测方法中, 

一般先通过酶水解[8,16]、酸水解[19]或者碱水解[67]的方式破

坏组织, 水解物用固相萃取柱净化、富集, 或者对水解物反

复液液萃取净化, 最后用液相色谱-串联质谱仪测定。酶水

解法[8,16]用蛋白酶酶解蛋白质, 需要 16~18 h, 且净化处理过

程非常烦琐。张小军等[19]提出酸水解法, 用盐酸水解提取

MQCA, 阴离子固相萃取柱净化, 刘迪等[6]提出碱水解法, 

用氢氧化钠水解提取 MQCA, 阴离子固相萃取柱净化。本研

究用空白猪肝添加 MQCA(添加浓度为 2 µg/kg)作为检测样

品, 按照张小军等[19]提出的酸水解方法和刘迪等[6]提出的

碱水解方法分别进行检测, 结果均不能检出 MQCA。本研究

利用肝脏的特殊性, 把肝脏充分打碎匀浆至流体状, 直接加

入乙腈。肝脏含大量的血蛋白和水, 乙腈是极性有机溶剂, 

可以使蛋白质变性, 使蛋白质空间结构发生改变, 影响原来

MQCA 与蛋白质的牢固结合。乙腈的极性可破坏 MQCA 与

蛋白质的共价结合, 使共价键断裂。实验表明, 用乙腈作为

提取溶剂, 可以把大部分 MQCA 从肝组织中提取出来。 

本研究对比乙腈和甲醇 2 种常用的有机溶剂提取: 空白

猪肝 5 g 添加含 MQCA 200 ng 的标准溶液, 分别用甲醇和乙

腈 10 mL 提取, 离心后分别取提取液 0.5 mL, 用 0.1%甲酸+

甲醇溶液(19:1, V:V)定容至 5 mL, 0.2 µm 滤膜过滤, 供液相色

谱-串联质谱仪测定。结果表明, 用乙腈提取回收率为 60%, 

用甲醇提取回收率为 30%, 故采用乙腈作为提取溶剂。实验

研究温度对乙腈提取效果的影响: 设置水浴时间为 0.5 h, 水

浴温度分别设置为常温(实验室温度 25 ℃)、45、65、75 ℃, 用

市场抽查结果为阳性的猪肝(经国家标准 GB/T 20746—2006

法检测为阳性)在不同温度下, 用乙腈提取。结果表明, 温度

为常温和 45 ℃时, 回收率分别为 60%和 65%, 温度为 65 ℃

与 75 ℃时, 回收率分别为 78%与 80%, 在同等回收率水平的

情况下, 实验选取温度较低的 65 ℃作为提取温度。 

2.1.2  净化与富集 

GB/T 20746—2006 中采用 MAX 固相萃取柱净化与富

集。MAX 柱填料具有阴离子交换和反向吸附 2 种模式, 有良

好的水可浸润性, 在有机溶剂中稳定, 本研究参考 GB/T 

20746—2006, 用 MAX 柱进行净化。由于乙腈的沉淀蛋白作

用, 提取液澄清, 省去国家标准方法过柱净化过程中的多个

洗涤过程, 只保留甲醇和水洗涤便可达到很好的净化和富集

效果。本研究分别用 CNW Poly-Sery MAX 混合型阴离子交

换 SPE 小柱 3 mL/60 mg、6 mL/200 mg、6 mL/500 mg 3 种规

格作比较, 分段收集洗脱液。3 mL/60 mg 规格的 MAX 柱用  

1 mL 洗脱液即可使 MQCA 全部洗脱, 后面的洗脱液均未检
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出 MQCA, 但是回收率只有 10%。6 mL/200 mg、6 mL/500 mg

规格的 MAX 柱回收率均约 80%, 6 mL/200 mg 规格的 MAX

柱用 3 mL 洗脱液即可把大部分 MQCA 洗脱下来, 6 mL/  

500 mg 规格的 MAX 柱需要  6 mL 洗脱液才能把大部分

MQCA 洗脱下来, 且过柱速度很慢, 容易造成堵塞。因此, 

本研究选择 6 mL/200 mg 规格的 MAX 柱净化与富集。 

2.2  液相色谱-串联质谱方法的建立 

分别取标准储备液与内标储备液 , 用甲醇稀释成   

5 µg/mL 的工作液, 不接色谱柱(直接连接), 采用单极质谱

(MS2, Positive 模式)扫描, 得到母离子质荷比。利用仪器的

自 动 优 化 功 能 (Optimizer 模 式 ), 分 别 对 MQCA 与

MQCA-D4 的质谱条件进行优化测试, 经优化后的质谱条

件如“1.2.4(2)”节和表 2 所示。 

MQCA为弱酸性化合物, 极性一般, 在C18柱上的保留

效果好[20], 因此采用 Phenomenex Luna C18 (150 mm×2 mm, 

5 µm)进行实验。流动相中加入甲酸, 可以提高离子电离效

率以及目标化合物与杂质的分离度, 因此采用 0.1%的甲酸

水溶液作为水相。有机相分别采用乙腈和甲醇进行对比实验, 

MRM 图谱如图 1 所示。实验表明, 甲醇作为有机相时, 色

谱峰的响应值低(相同浓度下, 用甲醇信噪比为 52.6, 用乙

腈信噪比为 760.6), 基线需平衡时间长, 因此选择 0.1%甲酸

溶液与乙腈作为流动相。通过对空白猪肝基质添加 MQCA

作为供实验品, 对液相条件进行优化, 得到液相色谱最优条

件如“1.2.4(1)”节和表 1 所示。 

 

 

 
注: a: 0.01%甲酸-乙腈; b: 0.01%甲酸-甲醇。 

图 1  2 种流动相条件下 MQCA 的 MRM 图谱 

Fig.1  MRM chromatography of MQCA of two mobile phases 
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2.3  基质效应 

将 MQCA 标准工作液分别用流动相和空白基质提取

液稀释成质量浓度为 0.5、5.0、10、15、20 µg/L, 上机检

测。以浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标, 分别作标准曲线。

通过 2 个曲线的斜率比值可知, 基质标准曲线响应值约为

纯标液曲线的 70%, 说明基质在检测中会产生一定的离子

抑制效应。为补偿基质效应和实验操作中造成的误差, 本

研究采用 MQCA-D4 作为内标, 采用同位素内标曲线法进

行定量。 

空白猪肝添加 MQCA 和 MQCA-D4的 MRM特征图谱

如图 2~3 所示。结果说明, 在本研究的样品前处理与仪器

条件下, MQCA 响应值高, 峰形尖锐, 与基质中的杂质分

离良好。出峰时间为 5.3 min, 整个过程 8 min 完成, 缩短

了样品上机的检测时间, 提高了检测效率。 

 

 
 

图 2  空白猪肝添加 2 µg/kg MQCA 及 MQCA-D4 的总离子色谱图 

Fig.2  Total ion chromatogram of blank porcine liver spiked with 2 µg/kg MQCA and MQCA-D4 

 

 
 

图 3  空白猪肝添加 2 µg/kg MQCA 及 MQCA-D4 的 MRM 谱图 

Fig.3  MRM chromatography of blank porcine liver spiked with 2 µg/kg MQCA and MQCA-D4 
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2.4  线性范围、检出限与定量限 

取 7 个空白猪肝试样, 每个试样 5.0 g, 依次按照上

述前处理方法处理, 制成质量浓度为 0.5、2.5、5.0、10、

25、 60 和 100 µg/L 的 MQCA 基质溶液 , 并且含

MQCA-D4 质量浓度均为 10 µg/L。用液相色谱-串联质谱

测定, 以 MQCA 与 MQCA-D4 的峰面积比值为纵坐标 Y, 

MQCA 的浓度为横坐标 X, 做线性回归方程。计算得标

准曲线方程 Y=1214.71X+734.87, 相关系数 r 为 0.9970。

实验表明, MQCA 在 0.5~100 µg/L 浓度范围内, 线性关

系良好。 

MQCA 的检出判定需要定性离子对 189.01/143 和

189.01/145, 其中 189.01/145 的响应值比 189.01/143 高, 杂

质干扰少, 作为定量离子对用于定量计算。色谱检测中, 

色谱峰的信噪比(S/N)大于 3 即可视为检出, 信噪比(S/N)大

于 10 即可用于定量。在该方法中 , 当定性离子对

189.01/143 的色谱峰信噪比大于 3 时, 同为定性与定量离

子对 189.01/145 的色谱峰信噪比大于 10, 所以该方法的检

出限也是定量限。取空白猪肝样品, 加入低浓度 MQCA 标

准工作液, 制得一系列加标样品, 按照“1.2.3”节方法处理

样品, 测得定性离子对 189.01/143 的色谱峰信噪比大于 3

的最低添加浓度为 0.5 µg/kg, 确定该方法的检出限与定量

限均为 0.5 µg/kg。 

2.5  方法的回收率与精密度 

称取空白猪肝样品 5.0 g, 分别加入 MQCA 标准溶液, 

制得 0.5、5.0、20 µg/kg 3 个浓度添加水平的试样, 每个浓

度做 6 个平行样, 按照“1.2.3”节方法处理, 同位素内标法

进行定量, 计算平均回收率和相对标准偏差。实验结果如

表 3 所示。结果表明, 本方法 MQCA 的平均回收率在

97.7%~101.4%, 相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)为 1.25%~3.54%。该方法回收率与精密度良好。 

2.6  实际样品检测 

从广东某地采购猪肝样品 30 个进行检测, 结果有 5

个猪肝样品检出 MQCA, 残留量在 1.36~11.63 µg/kg 之间, 

分别为 11.63、7.56、3.70、1.36、8.24 µg/kg, 说明喹乙醇

的代谢物 MQCA 在猪肝中的残留现象较严重。 

3  结  论 

本研究用乙腈在 65 ℃水浴条件下, 提取猪肝中的

MQCA, 通过混合型阴离子 MAX 固相萃取柱直接净化, 

同位素内标曲线法定量, 建立了液相色谱-串联质谱法测

定猪肝中 3-甲基喹噁啉-2-羧酸的残留分析方法。该方法前

处理简单方便、快速准确、经济环保, 适用于对喹乙醇残

留的日常监测, 提高了检测效率。 

表 3  猪肝中 MQCA 加标回收率及精密度(n=6) 
Table 3  Recoveries and precision of MQCA in porcine liver (n=6) 

添加浓度/ (µg/kg) 回收率/% 平均回收率% RSD%

0.5 97.35 101.4 2.09 

 101.20   

 103.06   

 102.32   

 101.60   

 102.95   

5.0 96.73 97.7 1.25 

 98.04   

 98.77   

 96.16   

 97.41   

 99.36   

20.0 104.70 101.3 3.54 

 96.35   

 105.85   

 100.02   

 101.85   

 98.96   
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