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分散固相萃取结合液相色谱-串联质谱法测定 

淡水鱼中 9种磺胺类和 3种喹诺酮类药物残留量 

周瑞铮*, 陈锦杭, 张树权, 周惠健, 郑耀林, 林秋凤 

(东莞市食品药品检验所, 东莞  523808) 

摘  要: 目的  建立分散固相萃取结合液相色谱-串联质谱法检测淡水鱼中 9 种磺胺类和 3 种喹诺酮类药物的

分析方法。方法  淡水鱼肉样品用 1%甲酸乙腈提取, 提取液经盐析后取乙腈层, 用分散固相萃取净化包净化, 

目标物用 C18 色谱柱(2.1 mm×50 mm, 1.7 μm)分离, 采用 0.1%甲酸水-乙腈作为流动相进行梯度洗脱, 利用电

喷雾离子源正离子多反应监测模式进行测定, 内标法定量。结果  9 种磺胺和 3 种喹诺酮类药物在 1~50 ng/mL

浓度范围内线性关系良好, 相关系数均大于 0.999。检出限和定量限分别为 0.1~1.0 μg/kg、0.5~5.0 μg/kg, 在 3

个不同浓度添加水平下的平均回收率为 84.4%~114.6%, 相对标准偏差为 1.0%~7.8% (n=6)。结论  该方法操

作简单、快速、灵敏度高, 适用于淡水鱼中常见 9 种磺胺和 3 种喹诺酮类兽药残留测定。 
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Determination of 9 kinds of sulfonamides and 3 kinds of quinolones residues 
in freshwater fish by dispersive solid phase extraction coupled with  

liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

ZHOU Rui-Zheng*, CHEN Jin-Hang, ZHANG Shu-Quan, ZHOU Hui-Jian,  
ZHENG Yao-Lin, LIN Qiu-Feng 

(Dongguan Institutes for Food and Drug Control, Dongguan 523808, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of 9 kinds of sulfonamides and 3 kinds of 

quinolones residues in freshwater fish by dispersive solid phase extraction coupled with liquid chromato 

graphy-tandem mass spectrometry. Methods  Freshwater fish samples were extracted with 1% formic acid 

acetonitrile, the extracted solution was salted out, and the acetonitrile layer was purified with disperse solid phase 

extraction purification package, the target substance was separated on a C18 column (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm), and 

gradient elution was carried out using water and acetonitrile with 0.1% formic acid as mobile phase, the electrospray 

ion source positive ion multi-reaction monitoring mode was used for determination, and the internal standard method 

was used for quantification. Results  The 9 kinds of sulfonamides and 3 kinds of quinolones had good linear 

relationships in the concentration range of 1‒50 ng/mL, and the correlation coefficients were all greater than 0.999. 

The limits of detection and limits of quantification were 0.1‒1.0 μg/kg and 0.5‒5.0 μg/kg, respectively, the average 

recoveries were 84.4%‒114.6% at 3 kinds of different supplemental levels. The relative standard deviations were 

1.0%‒7.8% (n=6). Conclusion  This method is simple, rapid, sensitive and suitable for the determination of 9 kinds 
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0  引  言 

磺胺类、喹诺酮类药物是人工合成的、具有对氨基

苯磺酰胺结构的广谱类抗生素药物, 可以预防和治疗细

菌感染性疾病被广泛应用于畜禽、水产养殖行业[1‒3]。抗

生素通过养殖直接投放进入鱼体, 或通过养猪或水面养

鸭的粪便进入水体环境, 从而间接进入鱼体[4‒5]。该类抗

生素可通过食物链蓄积进入人体, 对器官产生一定的毒

性, 增加人类疾病风险[6]。美国和欧盟均对磺胺和喹诺酮

类药物做出了残留限量标准, 我国国家标准规定动物源

性食品中磺胺总量的最高残留限量为 100 μg/kg。恩诺沙

星 (以恩诺沙星、环丙沙星之和计 )最高残留限量为    

100 μg/kg, 氧氟沙星不得检出[7]。目前, 高效液相色谱-

串联质谱法是测定抗生素残留的主要检测方法, 具有灵

敏度高、准确度高、重现性好等优点, 是测定动物源性食

品中抗生素残留的主要检测方法[8‒11]。样品前处理是分析

检测的重要环节, 其过程包括分离、净化, 直接影响检测

方法的准确性和灵敏度, 常用的前处理方法有液液萃取、

固相萃取、分散固相萃取[12‒16]。本研究以淡水鱼为研究

对象, 采用分散固相萃取净化, 对液相分离条件、质谱条

件和样品前处理进行了优化, 建立高效液相色谱-串联质

谱法同时测定淡水鱼中 9 种磺胺类(磺胺甲基嘧啶、磺胺

甲噁唑、磺胺二甲嘧啶、磺胺间二甲氧嘧啶、磺胺间甲

氧嘧啶、磺胺喹噁啉、磺胺嘧啶、磺胺氯达嗪、磺胺邻

二甲氧嘧啶)和 3 种喹诺酮类(恩诺沙星、环丙沙星、氧氟

沙星)抗生素残留的分析方法, 以期为淡水养殖生态系统

中的磺胺和喹诺酮残留风险提供参考[17-19]。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

样品为超市抽取, 包括淡水鲈鱼 15 份、鳙鱼 20 份、

鲫鱼 20 份、草鱼 20 份和福寿鱼 15 份。 

磺胺氯达嗪、磺胺嘧啶、磺胺间甲氧嘧啶(纯度大于

97%, 中国食品药品检定研究院); 磺胺甲基异噁唑、磺胺

甲基嘧啶、磺胺甲基嘧啶、氧氟沙星、磺胺喹噁啉、磺

胺邻二甲氧嘧、磺胺间二甲氧嘧啶、环丙沙星(纯度大于

97%,德国 Dr. Ehrenstorfer 公司); 磺胺二甲嘧啶(纯度大于

97%,中国药品生物制品鉴定所); 恩诺沙星、磺胺邻二甲

氧嘧啶-D3、磺胺间二甲氧嘧啶-D6、诺氟沙星-D5 恩诺沙

星-D5、环丙沙星-D8(纯度大于 97%,北京曼哈格生物科技

有限公司)。 

乙腈、甲醇、甲酸、正己烷(色谱纯, 美国 Tidea 公司); 

CNW dSPE 净化管(上海安谱实验科技股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

SCIEX 5500+质谱联用仪[配电喷雾(electrospray, ESI)

离子源, 美国 AB 公司]; CPA225D 电子分析天平(感量

0.00001 g)、BSA223S 电子分析天平(感量 0.001 g)(德国赛多

利斯公司); 3K 15 离心机(9500 r/min, 德国 Sigma 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  色谱条件 

色谱柱: Waters ACQUITY UPLC BEH C18 (2.1 mm× 

50 mm, 1.7 μm); 流速 0.2 mL/min; 柱温 30 ℃; 进样量   

2 μL。流动相 A: 0.1%甲酸水溶液; 流动相 B: 乙腈。梯度

洗脱程序见表 1。 

 
表 1  液相洗脱梯度 

Table 1  Liquid elution gradient 

时间/min 0.1%甲酸水/% 乙腈/% 

 0.00 85.0  15.0 

 4.00 50.0  50.0 

 5.00 0 100.0 

 6.50 0 100.0 

 6.60 85.0  15.0 

10.00 85.0  15.0 

 
1.3.2  质谱条件 

离子源: 电喷雾(electrospray, ESI); 扫描模式: 正离

子扫描 ; 检测方式 : 多反应监测模式 (multiple reaction 

monitoring, MRM); 雾化气(GS1): 50.0 psi (氮气); 辅助气

(GS2): 50.0 psi (氮气); 气帘气: 30.00 psi (氮气); 喷雾电压: 

5500 V; 去溶剂温度: 550 ℃; 碰撞气: 8.00 psi (氮气)。 

1.3.3  标准溶液 

分别称取 10 mg 12 种标准物质于 10 mL 容量瓶中, 

用甲醇溶解定容配制成质量浓度为 1.0 mg/mL 的单物质

标准储备液, 置于-20 ℃冰箱中贮存, 使用期限为 1 个月。

根据需要将上述储备液混合稀释成不同质量浓度的混合

标准溶液, 现用现配。定量分析时, 9 种磺胺和 3 种喹诺

酮均采用内标法进行校正。其中, 氧氟沙星以诺氟沙星
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-D5 为内标; 恩诺沙星以恩诺沙星-D5 为内标, 环丙沙星

以环丙沙星-D8 为内标, 磺胺喹噁啉、磺胺间二甲氧嘧啶

以磺胺间二甲氧嘧啶-D6 为内标, 磺胺甲基嘧啶、磺胺甲

噁唑、磺胺二甲嘧啶、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺嘧啶、磺

胺氯达嗪、磺胺邻二甲氧嘧啶以磺胺邻二甲氧嘧啶-D3 为

内标。 

1.3.4  样品前处理 

(1)提取 

将鱼肉去骨均质后称取 2 g (精确至 0.1 g)于 50 mL 离

心管中, 加入 15 mL 1%甲酸-乙腈溶液, 于旋涡混匀器上

涡旋 5 min, 加入 4 g MgSO4、1 g NaCl, 然后超声水浴   

10 min, 以 5000 r/min 离心 5 min, 转移上清液备用, 加入

15 mL 1%甲酸-乙腈溶液重复上述步骤再提取一次, 合并 2

次提取液。 

(2)净化 

将提取液转移到 CNW dSPE 净化管中, 涡旋 5 min, 

以 5000 r/min 离心 5 min, 转移净化管中所有上清液到鸡心

瓶中, 40 ℃减压蒸发至近干。加入 1 mL 5%乙腈水复溶, 涡

旋混合 1 min, 过 0.22 μm 滤膜, 供液相色谱-质谱测定。 

取空白样品进行平行操作。 

1.3.5  基质加标标准工作曲线的制备 

称取与试样基质相应的阴性样品 2.0 g, 加入上述 6种

不同浓度的标准系列溶液 1.0 mL, 按照 1.3.4 步骤与试样

同时进行提取和净化, 即得基质加标标准工作曲线溶液。 

2  结果与分析 

2.1  色谱和质谱条件优化 

对于磺胺类和喹诺酮类, 水相中加入甲酸后, 目标物

的峰形较好, 灵敏度也会得到显著提高[13‒14]。添加不同浓

度的甲酸, 结果表明含 0.1%甲酸的水溶液作为水相时, 各

目标物的峰形尖锐, 分离效果较好, 当酸浓度增大, 目标

物电离受到抑制。原因是这两类药物均呈弱碱性, 加入适

当浓度的酸可以促进目标化合物带电, 从而提高待测物在

电喷雾离子源中的正离子化效率, 促进[M+H]+峰的形成, 

最终提高了质谱响应。待测物中的同分异构体先用混合标

准溶液进行色谱分离, 再用单一标准溶液进行确定各异构

体的时间窗口。 

根据待测物的化学结构, 12 种化合物适合在电喷雾正

离子模式下进行母离子全扫描 , 确定其母离子均为

[M+H]+。实验在 ESI+模式下进行离子化, 采用质谱直接进

样的方式将 100 ng/mL 的混合标准中间液进行质谱参数优

化, 以各化合物的分子离子峰为母离子, 进行子离子全扫

描, 得到它的碎片离子信息; 通过改变碰撞能量(collision 

energy, CE)和去簇电压(declustering potential, DP), 选择信

号较强、干扰较小的子离子对, 其中丰度相对较强的为定

量离子, 另一个作为定性离子, 在MRM模式下对 2个碎片

离子的 CE 和 DP 等质谱条件进行优化, 使定量离子、定性

离子的响应达最佳, 各种物质灵敏度达到最优。优化后的

质谱参数见表 2。 

2.2  样品前处理优化 

液质分析的提取溶剂, 大多采用甲醇或乙腈, 而采用

乙腈可以避免从动物组织中提取出过多的脂肪, 同时它具

有较好的蛋白沉淀效果、较少共提物的特点[8‒10], 本方法

选择乙腈作为提取溶剂。磺胺类药物有酸碱两性, 在不同

的溶剂中均有一定的溶解性[15,20]; 喹诺酮类药物带有伯胺

或仲胺基团, 具有一定的弱碱性, 在酸性提取溶剂下, 更

易被萃取[16]。实验比较了乙腈中分别添加 1%、2%、5%甲

酸的提取效果, 在浓缩过程中发现 2%甲酸乙腈、5%甲酸

乙腈组的旋蒸时间是 1%甲酸乙腈组的 2倍, 再结合回收率, 

发现提取液中加入 1%甲酸可达到较理想的回收率, 因此

最终选择 1%甲酸乙腈作为提取溶剂。实验还考察了 1、2、

5、10、15 min 超声提取时间对目标物的提取效果。结果

表明 , 随着超声提取时间的延长 , 目标物提取率随之增

大。当超声时间增至 10 min 和 15 min 时, 目标物的回收率

无明显差异。为了保证提取效率、减少杂质干扰, 最终选

择超声时间为 10 min。 

2.3  基质效应、线性关系、检出限与定量限 

方法基质效应 , 如表 3 所示 , 其中氧氟沙星的基

质效应最强 , 为 1.19, 其余待测物质在 0.83~1.12 之间。

虽然 12 种物质均受到一定的基质效应影响 , 但根据文

献 [17]研究基质效在 0.80~1.20 之间可不考虑基质效应

的影响。  

本研究采用内标法, 以系列标准溶液的质量浓度 X

为横坐标, 以化合物峰面积和内标峰面积的比值 Y 为纵

坐标, 绘制标准曲线。如表 3 所示, 各组分在 1~50 ng/mL

浓度范围内线性良好, 相关系数均大于 0.999。以定量离

子的 3 倍信噪比 (S/N=3)为检出限 (limit of detection, 

LOD), 10 倍 信 噪 比 (S/N=10) 为 定 量 限 (limit of 

quantitation, LOQ), 测定各组分的检出限和定量限浓度, 

如表 3 所示, 各组分的检出限在 0.1~1.0 μg/kg 之间, 定

量限在 0.5~5.0 μg/kg 之间。 

2.4  回收率及精密度 

在空白样品中添加 9 种磺胺和 3 种喹诺酮类药物混

合标准溶液, 添加量分别为 2.0、4.0 和 6.0 μg/kg, 结果

见表 4。各化合物的平均回收率为 84.4%~114.6%, 相对

标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 1.0%~7.8%, 

回收率、精密度均符合 GB/T 27404—2008《实验室质量

控制规范 食品理化检验》附录 F 的检测方法确认的技
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术要求[20]。 

2.5  实际样品检测  

采用本方法检测 5 种淡水鱼共 90 份试样。检测样品

中均未有磺胺类、氧氟沙星和环丙沙星药物残留, 1 份鲫

鱼、1 份福寿鱼和 1 份鲈鱼中检出恩诺沙星, 含量分别为

13.28、9.99、9.41 μg/kg。 

 
 

表 2  9 种磺胺和 3 种喹诺酮类药物的质谱采集参数 
Table 2  Mass spectrometric parameters of 9 kinds of sulfonamides and 3 kinds of quinolones 

化合物 保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞电压/V 去簇电压/V 

磺胺甲基嘧啶 2.03 265.1 
156.1* 23 80 

172.1 23 80 

磺胺甲噁唑 3.39 254.1 
156.1* 22 60 

108.2 35 60 

磺胺二甲嘧啶 2.37 279.1 
186.1* 25 80 

156.1 25 80 

磺胺间二甲氧嘧啶 3.98 311.0 
156.4* 27 80 

108.4 40 80 

磺胺间甲氧嘧啶 2.93 281.0 
156.1* 25 60 

215.1 25 60 

磺胺喹噁啉 3.99 301.0 
156.1* 25 100 

108.1 38 100 

磺胺嘧啶 1.62 251.1 
156.1* 23 80 

108.1 33 80 

磺胺氯达嗪 3.09 285.0 
156.1* 22 80 

108.1 35 80 

磺胺邻二甲氧嘧啶 3.25 311.0 
156.4* 27 80 

108.4 40 80 

氧氟沙星 1.84 362.0 
318.0* 27 120 

261.0 38 120 

恩诺沙星 2.27 360.1 
316.0* 27 100 

245.0 38 100 

环丙沙星 1.95 332.0 
288.0* 26 100 

245.0 34 100 

磺胺邻二甲氧嘧啶-D3 3.21 314.1 156.1 25 100 

磺胺间二甲氧嘧啶-D6 3.93 317.1 156.1 28 120 

诺氟沙星-D5 1.81 365.1 321.1 30 120 

恩诺沙星-D5 2.26 325.1 307.1 31 120 

环丙沙星-D8 1.93 340.1 322.1 30 100 

注: *为定量离子。 
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表 3  线性范围、线性方程、相关系数、检出限、定量限、基质效应 
Table 3  Linear ranges, regression equations, correlation coefficients, limits of detection, limits of quantification and matrix effect 

名称 线性范围/(ng/mL) 线性方程 相关系数(r) LOD/(μg/kg) LOQ/(μg/kg) 基质效应 

磺胺甲基嘧啶 1~50 Y=0.03573X 0.9998 0.2 1.0 1.09 

磺胺甲噁唑 1~50 Y=0.05238X 0.9998 1.0 5.0 0.89 

磺胺二甲嘧啶 1~50 Y=0.04506X 0.9999 1.0 5.0 1.01 

磺胺间二甲氧嘧啶 1~50 Y=0.27048X 0.9999 0.2 1.0 1.02 

磺胺间甲氧嘧啶 1~50 Y=0.02600X 0.9994 0.4 2.0 0.91 

磺胺喹噁啉 1~50 Y=0.09792X 0.9994 0.3 1.5 1.02 

磺胺嘧啶 1~50 Y=0.04584X 0.9999 0.2 1.0 1.12 

磺胺氯达嗪 1~50 Y=0.03754X 0.9998 0.3 1.5 0.96 

磺胺邻二甲氧嘧啶 1~50 Y=0.08521X 0.9999 0.1 0.5 1.06 

氧氟沙星 1~50 Y=0.18407X 0.9996 0.2 1.0 1.19 

恩诺沙星 1~50 Y=0.06307X 0.9994 0.2 1.0 0.83 

环丙沙星 1~50 Y=0.04282X 0.9994 1.0 5.0 0.84 

 
 

 
表 4  加标回收率和相对标准偏差(n=6) 

Table 4  Standard recoveries and RSDs (n=6) 

编号 名称 
2.0 μg/kg 4.0 μg/kg 6.0 μg/kg 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 

1 磺胺甲基嘧啶 102.7 3.2 111.9 5.0 107.3 2.7 

2 磺胺甲噁唑 92.1 2.3 112.9 1.9 106.6 6.6 

3 磺胺二甲嘧啶 105.2 7.5 110.2 4.4 97.6 4.1 

4 磺胺间二甲氧嘧啶 95.2 5.0 113.3 7.8 99.2 4.4 

5 磺胺间甲氧嘧啶 89.2 4.6 107.5 3.1 100.9 3.1 

6 磺胺喹噁啉 84.7 3.9 102.9 3.2 100.8 4.5 

7 磺胺嘧啶 90.0 4.6 106.5 3.7 102.2 4.4 

8 磺胺氯达嗪 84.4 5.6 114.6 4.6 114.0 4.2 

9 磺胺邻二甲氧嘧啶 95.2 2.0 110.3 1.0 103.8 6.8 

10 氧氟沙星 92.2 1.2 109.9 4.0 98.3 1.9 

11 恩诺沙星 94.0 1.2 103.3 1.6 100.7 7.6 

12 环丙沙星 94.4 1.9 106.7 2.4 95.2 2.9 
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3  结论与讨论 

本研究采用高效液相色谱-串联质谱法检测淡水鱼中

9 种磺胺和 3 种喹诺酮, 通过实验优化, 9 种磺胺和 3 种喹

诺酮得到很好的分离, 本方法前处理简便、高效、成本低, 

为大批量样品检测节省了时间, 为动物源性食品中磺胺类

和喹诺酮类药物的检测提供参考方向。实际样品检测结果

表明, 抽检淡水鱼中检出恩诺沙星, 但并未超出标准规定

的最高残留限量。 
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