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QuEChERS- 超高效液相色谱-串联质谱法快速测定海水
鱼中四环素和喹诺酮类药物的残留量

蔡振世，许琨琨，卢文斌
（泉州市食品药品检验所，泉州 362000）

摘　要：取1. 00 g均质好的样品，加入500 μg · L−1 混合内标工作液100 μL，涡旋混匀后加入2 mL 
0. 1 mol · L−1 Na2EDTA溶液，涡旋1 min。加入8 mL乙腈，涡旋1 min，超声15 min，离心3 min。取

全部上清液，加至Cleanert LipoNo净化管，振摇1 min，静置1 min。取全部上清液，于45 ℃氮吹至干，

用体积比95∶5的0. 1%（体积分数，下同）甲酸 -乙腈溶液1. 0 mL复溶，过0. 22 μm有机滤膜，采用超

高效液相色谱 -串联质谱法测定滤液中4种四环素类和5种喹诺酮类药物的含量。在色谱分析中，以

ACQUITY UPLC® BEH C18 色谱柱为固定相，以不同体积比的0. 1%甲酸溶液和乙腈的混合溶液作

流动相进行梯度洗脱；在质谱分析中，以电喷雾离子源正离子（ESI+）模式电离，多反应监测（MRM）

模式扫描，同位素内标法定量。结果显示：4种四环素类和5种喹诺酮类药物与内标的质量浓度比值

均在5. 00~125 μg · L− 1 内和相应的峰面积比值呈线性关系，检出限均为2. 00 μg · kg− 1。按照标准

加入法进行回收试验，回收率为91. 3%~110%，测定值的相对标准偏差（n=6）为3. 4%~11%。方

法用于200批海水鱼样品的分析，检出结果和国家标准方法的基本一致，所用前处理时间和投入人员

数更少。
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为防止海水鱼养殖及运输贮藏过程中微生物过

度繁殖导致食物腐败变质，常使用四环素和喹诺酮

两类药物 [1]。相关国家标准规定，鱼类皮和肉中恩

诺沙星（以恩诺沙星与环丙沙星含量合计）、四环素、

土霉素、金霉素及多西环素的最大残留限量分别为

100，200，200，200，100 μg · kg−1[2]，氧氟沙星、诺氟

沙星及培氟沙星均不得使用 [3]。由于部分养殖者对

相关药物的非法滥用，养殖海水鱼中这两类抗生素

药物的检出率居高不下，由此带来的食品安全问题

日益突出 [4-6]，不仅对人体健康产生直/间接危害，而

且导致细菌严重耐药进而对生态系统产生毒害。因

此，开发可靠、快速、高通量、高精度、易操作的监测

海水鱼中这两类药物残留量的分析方法尤为重要。

检测关键点主要集中在前处理方法和测定方法的选

择上。这两类药物残留的样品前处理方法主要有液

液萃取法 [7-8]、固相萃取法 [9-13]及QuEChERS[14-16]等。

相较传统的液液萃取法及固相萃取法，QuEChERS
精密度和准确度更好，分析更快，有机溶剂用量更

少，操作更简单等，适用于大批量样品分析。但是

QuEChERS无法完全消除基质干扰，对定量结果存

在一定影响。因此，本工作优化了QuEChERS前处

理条件，选择同位素内标法定量，提出了一种基于

Cleanert LipoNo净化管的操作简单、快速、高效、准

确、可靠的QuEChERS-超高效液相色谱 -串联质谱

法，用于测定大批量海水鱼样品中4种四环素类药物

及5种喹诺酮类药物的残留量。

1　试验部分

1. 1　仪器与试剂

TripleQuad5500 型超高效液相色谱 -串联质

谱仪；3K15型冷冻离心机；PM3-900TD型超声波

清洗器；TurboVap LV型全自动氮吹仪；LPD2500
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型多管涡旋混合仪；HTY HOMO761 型匀浆仪；

XSE205DU型电子天平；Dirent-Pure UP UV 30型纯

水仪；Cleanert LipoNo净化管（净化管规格15 mL，

Cleanert LipoNo用量0. 1 g）。
喹诺酮类药物混合标准储备溶液：恩诺沙星、环

丙沙星、氧氟沙星、诺氟沙星及培氟沙星的质量浓度

均为100 mg · L−1，市售。

四环素类药物混合标准溶液：取四环素、土霉

素、金霉素及多西环素等四环素类药物固体标准品，

用甲醇充分溶解和稀释，得到100 mg · L−1的四环素

类药物混合标准溶液。

混合标准工作液：取四环素类药物混合标准

储备溶液及喹诺酮类药物混合标准储备溶液各

0. 1 mL于同一20 mL容量瓶中，用甲醇稀释，配制

成500 μg · L−1的混合标准工作液。

单内标溶液：恩诺沙星 -d5（校正5种喹诺酮类药

物）和四环素 -d6（校正4种四环素类药物）的质量浓

度均为100 mg · L−1，市售。

混合内标工作液：取恩诺沙星 -d5及四环素 -d6单

内标溶液各0. 1 mL于同一20 mL容量瓶中，用甲醇

稀释，配制成500 μg · L−1的混合内标工作液。

四环素、土霉素、金霉素及多西环素等四环

素类药物固体标准品，100 μg · 支− 1；甲醇、乙

腈和甲酸为色谱纯；二水合乙二胺四乙酸二钠

（Na2EDTA · 2H2O）为分析纯；试验用水为超纯水，

由纯水仪制备。

200批海水鱼样品源于2022—2023年监督抽样

留样，抽检场地主要为福建省泉州市各大超市及农

贸市场。

1. 2　仪器工作条件

1. 2. 1　色谱条件

ACQUITY UPLC® BEH C18 色谱柱 (50 mm× 
2. 1 mm，1. 7 μm)；柱温 40 ℃；流动相A为 0. 1%

（体 积 分 数，下 同）甲 酸 溶 液，B为 乙 腈；流 量

0. 3 mL · min− 1；进 样 量 2 μL。 梯 度 洗 脱 程 序：

0~1. 0 min，B 为 5%；1. 0~5. 0 min，B 由 5% 升

至 40%；5. 0~7. 0 min，B由 40%升 至 95%；7. 0~ 
7. 1 min，B由95%跳转至5%，保持2. 9 min。
1. 2. 2　质谱条件

电喷雾离子（ESI）源，正离子（ESI+）模式；

离子源温度 550 ℃；多反应监测（MRM）扫描方

式；气帘气压力 241 kPa；离子化电压 5 500 V；喷

雾气压力 379 kPa；辅助加热气压力 379 kPa；去

簇电压 80 V。进样后切换成进废液模式，3 min
后切换成质谱检测模式。其他质谱参数见表 1，
其中“*”代表定量离子。

1. 3　试验方法

称取（1. 00±0. 05） g均质好的样品于 50 mL 
离心管中，加入混合内标工作液 100 μL，涡旋混

匀。加入2 mL 0. 1 mol · L− 1 Na2EDTA溶液，涡旋

1 min，加入8 mL乙腈，涡旋1 min，超声15 min，以

转速5 000 r · min− 1 离心3 min。取全部上清液，加

至Cleanert LipoNo净化管，振摇1 min，静置1 min。
取全部上清液，于 45 ℃氮吹至干，用初始流动相

1. 0 mL复溶，过0. 22 μm有机滤膜，滤液收集至进

样瓶，按照仪器工作条件测定。

表1　质谱参数

Tab. 1　MS parameters

序号 化合物 保留时间/min 母离子质荷比（m/z） 子离子m/z 碰撞能量/eV

1 土霉素 3. 75 461. 2 426. 2*，443. 2 25，17

2 四环素 3. 93 445. 1 410. 2*，427. 1 24，19

3 金霉素 4. 73 479. 1 462. 0*，443. 2 24，28

4 多西环素 5. 03 445. 0 428. 1*，154. 1 24，35

5 四环素 -d6 3. 91 451. 1 416. 2 24

6 诺氟沙星 3. 72 320. 1 276. 1*，233. 1 26，35

7 氧氟沙星 3. 73 362. 2 261. 1*，318. 1 38，26

8 培氟沙星 3. 76 334. 3 290. 2*，233. 1 26，37

9 环丙沙星 3. 81 332. 1 288. 1*，245. 1 25，33

10 恩诺沙星 4. 05 360. 1 316. 1*，245. 1 28，36

11 恩诺沙星 -d5 4. 04 365. 0 321. 0 28
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过程包括固相萃取柱活化以及样品提取液上样、淋

洗、洗脱、收集等步骤，操作繁杂、耗时较长，且容易

发生固相萃取柱堵塞等问题。因此，试验选择采用

QuEChERS净化样品，并比较了分别采用净化材料

Cleanert LipoNo、C18+N-丙基乙二胺（PSA）（质量

比1∶1）、氧化锆吸附脂类等非极性干扰物（用量均

为1 g）时加标空白基质（加标量5 μg · kg−1）中各目

标物的基质效应（ME）值（外标法所得ME值绝对

2　结果与讨论

2. 1　色谱条件的选择

试验比较了分别以水 -乙腈、5 mmol · L− 1乙酸

铵溶液 -乙腈、0. 1%甲酸溶液 -乙腈体系作流动相

时目标物的峰形及响应情况，结果显示：在水中加入

0. 1%甲酸有助于改善各目标物的离子化效率，增大

其响应强度，改善其色谱峰形。因此，试验选择0. 1%
甲酸溶液-乙腈体系作流动相。在优化的色谱条件下，

加标空白海水鱼基质溶液的提取离子色谱图见图1。
由图1可知，9种药物及2种内标的色谱峰峰形

对称、尖锐，保留时间为3. 72~5. 03 min，满足定量

分析要求。

图 1　空白海水鱼基质中 9 种药物及 2 种内标的提取离子色谱图

Fig. 1　Extracted ion chromatograms of 9 drugs and 2 internal standards in blank marine fish matrix

图 2　不同提取次数下各目标物的回收率

Fig. 2　Recovery of each target at different extraction times

2. 2　前处理条件的选择

2. 2. 1　提取条件

适用于QuEChERS提取的溶剂主要有甲醇及

乙腈，相较甲醇，乙腈可以有效沉淀蛋白，且对糖类

和脂肪的溶解程度更低 [17]，因此试验选择采用乙腈

提取样品中的目标物。考虑到四环素类药物容易与

金属离子、蛋白质等发生螯合作用，提取难度较高，

试验参考文献 [18]进一步优化提取溶剂，确定采用

0. 1 mol · L−1 Na2EDTA溶液＋乙腈提取，该溶剂组

合有利于沉淀蛋白，并能将药物从生物组织中释放

出来，充分溶解在乙腈中。为确保提取充分，试验比

较了分别对加标空白基质（加标量5 μg · kg− 1）提取

1，2，3次时各目标物的回收率，结果见图2。
由图 2 可知，不同提取次数下回收率均在

90. 0%~110%内。为节省分析时间，试验选择只提取

1次。

2. 2. 2　净化方法

在日常监督抽样检测中发现，液液萃取法 [19]

对试验人员的操作能力要求较高，且耗费时间过

长；固相萃取法 [20]需要专门的固相萃取装置，净化
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值，分别采用空白基质溶液和初始流动相配制混合

标准溶液系列并制作标准曲线，以前后二者标准曲

线斜率比和1的差值的绝对值计算 [21]），结果见图3。

由图 3 可知，Cleanert LipoNo所得ME值绝对

值更小，说明其净化效果更好，这是由于Cleanert 
LipoNo是一种表面修饰了大量大颗粒长碳链的除脂

材料，可针对性地吸附脂肪等非极性干扰物，且操作

简单，试验人员只需将提取液转移进填充有Cleanert 
LipoNo的净化管中，振摇后静置分层，2 min即完成

全部净化工作，操作简单、快速，无需专门净化设备，

且成本较固相萃取法更低。

2. 3　基质效应及消除

采用超高效液相色谱 -串联质谱法分析动物源

性食品时，由于样品基质往往会对定量结果产生

严重影响，因此需要对基质效应进行评估。参考

文献 [21]计算ME值，当ME值绝对值不大于 10%
时，基质效应可以忽略；当ME值绝对值在 [10%，

50%）内时，存在中等基质增强或抑制效应；当ME
值绝对值大于 50%时，存在强基质增强或抑制效

应，对定量结果影响较大。当存在中等或强基质

效应时，需要优化检测方法，将ME值绝对值控制

在 10%以内 [22]。目前消除基质效应的方法主要有

空白基质匹配标准曲线法 [23]和内标法 [24]。在实际

检测中，样品基质种类多样，不同基质对同一目标

物产生的基质效应差异较大，若每种基质都用来制

作空白基质匹配标准曲线，则所需空白基质数量

庞大，经济及操作上均难以实现。同位素内标法不

仅准确度高、操作简单，且无需制作空白基质匹配

标准曲线；在同一类型药物中选取 1~2种同位素

内标直接进行内标法定量分析，既兼顾了经济性又

能确保方法的准确度。综合考虑，试验选择采用四

环素 -d6 作为四环素类药物的同位素内标，恩诺沙

星 -d5 作为喹诺酮类药物的同位素内标，并以市场

销售量较高的 6种空白海水鱼基质（黄花鱼、黄翅

鱼、带鱼、海鲈鱼、金线鱼和鲳鱼，其中黄花鱼及黄

翅鱼中目标物检出率较高）为待测对象，考察了分

别采用内标法与外标法测定时各目标物的ME值，

所得结果见图4。
由图 4 可知：采用外标法定量时，两类药物

ME值绝对值在 [10%，50%)内，均显示为基质抑

制效应；采用内标法定量时，两类药物ME值绝对

值均小于 10%，说明内标法能有效消除基质效应。

2. 4　方法学考察

2. 4. 1　标准曲线、检出限和测定下限

分别取混合标准工作液及混合内标工作液适量，

用初始流动相稀释，配制成含内标50 μg · L−1，各目

标物5. 00，10. 0，25. 0，50. 0，75. 0，125 μg · L−1的

混合标准溶液系列，按照仪器工作条件测定。以各

目标物质量浓度与内标质量浓度的比值为横坐标，

对应的目标物的定量离子色谱峰面积与对应内标子

离子色谱峰面积的比值为纵坐标绘制标准曲线，所

得各标准曲线的线性范围均为5. 00~125 μg · L− 1，

其他线性参数见表2。
在空白海水鱼基质中加入标准溶液，制备一

系列低浓度加标水平的海水鱼样品（加标量1. 00，
2. 00，5. 00，10. 00 μg · kg− 1），按照试验方法测定。

以信噪比接近3，10的加标量作检出限和测定下限，

检出限和测定下限分别为2. 00，5. 00 μg · kg−1。

2. 4. 2　精密度和回收试验

选取不合格率较高的空白黄花鱼基质，在1，2，
10倍测定下限水平下各进行6次平行加标回收试验，

计算回收率和测定值的相对标准偏差（RSD），结果

见表3。
由表 3 可知，9 种药物的回收率为 91. 3%~ 

110%，测定值的RSD为 3. 4%~11%，满足实际检

测准确度和精密度要求。

2. 5　样品分析

按照试验方法分析 2022—2023年实验室监督

抽样中留存的200批海水鱼样品，检出结果与当年

实验室监督抽样所用国家标准方法 [25-26]的进行比

对。结果显示：四环素类药物均未检出；在41批样

品中检出了喹诺酮类药物，其中41批样品检出了恩

诺沙星，36批样品同时检出了环丙沙星，6批样品

图 3　不同 QuEChERS 材料净化后各目标物的 ME 值绝对值

Fig. 3　Absolute value of ME value of each target after purification 
with different QuEChERS materials
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中恩诺沙星和环丙沙星总检出量超过国家标准规定

（100 μg · kg−1）[2]，比对结果如表4所示。

图 4　9 种药物在不同海水鱼基质中的 ME 值

Fig. 4　ME values of 9 drugs in different marine fish matrices

表2　线性参数

Tab. 2　Linearity parameters

化合物 线性回归方程 相关系数

四环素 y=0. 648 6x－0. 002 200 0. 999 6

土霉素 y=0. 546 9x ＋0. 042 47 0. 999 5

金霉素 y=0. 519 9x－0. 025 51 0. 999 4

多西环素 y=1. 152x－0. 051 88 0. 999 7

恩诺沙星 y=0. 674 2x ＋0. 057 13 0. 999 5

环丙沙星 y=0. 342 5x ＋0. 032 05 0. 999 6

氧氟沙星 y=0. 906 3x ＋0. 263 63 0. 999 6

诺氟沙星 y=0. 328 3x ＋0. 038 01 0. 9994

培氟沙星 y=0. 643 5x ＋0. 054 95 0. 999 5

由表4可知，200批海水鱼样品的检出结果与当

年监督抽样检验结果基本一致，但是本方法所需前

处理时间及投入人员数大大减少，说明本方法操作

更为简便、快速，且结果稳定可靠。

本工作采用基于Cleanert LipoNo净化管的

QuEChERS-超高效液相色谱 -串联质谱法测定海

水鱼样品中四环素和喹诺酮类药物的含量，大大

缩短了样品前处理和仪器运行时间，同时保证了

较高的准确度及精密度，适用于大批量海水鱼样

品中抗生素残留的快速、高效、准确测定。后续研

究可增加药物种类及样品种类，一次性实现对多

基质中多种类药物的快速定量分析，进而为政府

大规模开展食用农产品监督抽样及风险监测提供

有利技术支持。
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表4　方法对比结果

Tab. 4　Results of method comparison 

方法来源

总检出 不合格检出
前处理 

总用时/d
投入 

人员数/人数量/批 化合物
测定值w/
(μg · kg− 1)

数量/批 化合物 测定值w/(μg · kg−1)

国家标准方法 41 恩诺沙星 11. 5~955 6 恩诺沙星＋环丙沙星 367，518，241，234，
1 005，248

10 2

36 环丙沙星 6. 14~50. 1

本方法 41 恩诺沙星 12. 3~1 017 6 恩诺沙星＋环丙沙星 389，553，222，256，
1 074，265

2 1

36 环丙沙星 5. 30~57. 3
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Rapid Determination of Residues of Tetracyclines and Quinolones in Marine Fish 
by Ultra-High Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass  

Spectrometry with QuEChERS

CAI Zhenshi, XU Kunkun, LU Wenbin
(Quanzhou Institute for Food and Drug Control, Quanzhou 362000, China)

Abstract: An aliquot (1. 00 g) of the homogenized sample was taken, and 100 μL of 500 μg ·  L− 1 mixed internal standard 
working solution was added. After mixing well by vortex, 2 mL of 0. 1 mol · L − 1 Na2EDTA solution was added, and the 
mixture was vortexed for 1 min. Then 8 mL of acetonitrile was added, and the mixture was vortexed for 1 min, sonicated for 
15 min, and centrifuged for 3 min. All the supernatant was taken and placed into a Cleanert LipoNo purification tube for shaking 
for 1 min and settling for 1 min. All the supernatant was taken and blown to dryness by nitrogen at 45 ℃. The residue was re-
dissolved in 1. 0 mL of 0. 1% (volume fraction, the same below) formic acid-acetonitrile solution at volume ratio of 95∶5.  The 
solution obtained was passed through a 0. 22 μm organic filter membrane, and 4 tetracyclines and 5 quinolones in the filtrate were 
determined by ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. In chromatographic analysis, ACQUITY 
UPLC® BEH C18 chromatographic column was used as the stationary phase, and mixed solutions of 0. 1% formic acid solution 
and acetonitrile at different volume ratios were used as the mobile phase for gradient elution. In mass spectrometry analysis, the 
positive ion (ESI+) mode of the electrospray ion source was used for ionization, multiple reaction monitoring (MRM) mode was 
used for scanning, and the isotope internal standard method was used for quantification. It was shown that linear relationships 
between values of the mass concentration ratio and peak area ratio of 4 tetracyclines and 5 quinolones to the internal standard were 
kept in the range of 5. 00-125 μg · L− 1, with detection limits of 2. 00 μg · kg− 1.  Test for recovery was made according to the 
standard addition method, giving recoveries in the range of 91. 3%-110%, and RSDs (n=6) of the determined values ranged 
from 3. 4% to 11%. The proposed method was used for the analysis of 200 batches of marine fish samples, and the detection 
results were basically consistent with those given by the national standards，with lower pre-treatment time and number of personnel 
involved.

Keywords: QuEChERS; ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; marine fish; 
tetracycline drug; quinolone drug; isotope internal standard method


