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摘  要: 建立了同时测定鳗鱼组织中大环内酯、喹诺酮和磺胺类共 25种兽药残留的超高效液相色谱串联质

谱分析方法。采用多反应监测模式进行测定, 外标法定量, 鳗鱼组织在酸化条件下用乙腈提取, 经正己烷除

油, 检出限为 01 1~ 012 Lg /kg。除泰乐菌素外, 回收率均在 60% ~ 97% 之间, 相对偏差不大于 121 6% , 线性

回归相关系数在 01997 4~ 01 999 9之间。
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Abstrac:t A UPLC - MS /M S m ethod to sim ultaneously detect veterinary residues o f m acro lides,

quino lones and su lfonam ides in eelw as established. The eel tissuew as ex tracted by acidified aceton-i

trile, deg reased by n-hexane. The detection lim it w ere 011- 012 Lg /kg. Except for tylosin, the

recovery w ere 60% - 97% , RSD [ 1216% , the relat ive coefficiencies o f the ir regression equations

w ere 01997 4- 01999 9.

Key words: UPLC - M S /MS; m acro lides; qu ino lones; su lfonam ides; veterinary; eel

大环内酯 (m acrolides)、喹诺酮 ( quino lones)和磺胺类 ( sulfonam ides)化合物是合成抗菌剂, 广泛应

用于水产品养殖中, 大环内酯类可用于防治呼吸道疾病或在饲料中作促生长剂, 喹诺酮应用于系统各

种感染症的防治, 磺胺类是常用的抗菌、抗原虫药物。但这些合成抗菌剂具有导致过敏反应和使人体

产生抗药性等副作用, 世界各国对此有严格的限量要求。因此监测多种抗生素的残留对促进水产品出

口和保证动物源性食品安全具有积极的意义。

从目前文献和资料方法来看, 抗生素类检测方法的对象局限于单类抗生素在一种或多种基质中的

残留
[ 1- 4]

, 可能是由于这些化合物的结构和化学特性不同, 导致多类合成抗菌剂在动物组织中残留的

同时检测技术难度加大
[ 4- 8]
。本文在文献研究基础上, 应用电喷雾正离子扫描和多反应监测 (MRM )技

术, 建立了超高效液相色谱串联质谱法同时测定鳗鱼组织中大环内酯、喹诺酮和磺胺类共 25种兽药残

留量的方法。本方法操作简便、选择性和灵敏度高、分析时间短, 可满足进出口鳗鱼中多种抗菌剂残

留量检测分析和确证工作的需要。

1 实验部分

111 仪器与试剂

超高效液相色谱仪 UPLC (美国W aters公司 ), Prem ier四极杆串联质谱仪 (美国W aters公司 ), 超纯

水仪 (M illipore, Grad ient), 均质器 (德国 IKA T18)。甲酸和甲醇为色谱纯 (M erck公司 ) , 其他试剂均为分
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析纯 (中国国药化学试剂有限公司 ) , 水为 M illipo re- Q超纯水; 兽药标准品 (德国 Dr1Ehrenstorfer公司 )。

标准溶液: 由甲醇配制为 100 m g /L标准储备液, 4 e 避光保存。

112 样品处理

称取 5100 g均质后的鳗鱼组织样品、 5 g无水硫酸钠, 置于 50 m L离心管中, 加入 011% (体积分

数 )甲酸水溶液 4 mL和 25 mL乙腈, 匀浆 1 m in, 超声振荡 15 m in, 以 3 800 r/m in离心 5 m in, 上清液

移入分液漏斗中; 残渣用 15 mL乙腈重复提取 1次, 合并上清液; 加 10 m L用乙腈饱和的正己烷于分

液漏斗中, 振荡后取乙腈层至鸡心瓶中, 正己烷层用 5 mL乙腈重复提取 1遍, 合并乙腈层; 加 2 mL

正丁醇于鸡心瓶作为消泡剂, 37 e 水浴中旋转蒸发至近干, 准确加入 1 mL流动相和 1 mL正己烷溶解

残渣, 洗脱液转移至 5 mL离心管中, 以 12 000 r/m in离心 3 m in, 取下层清液, 过 0122Lm滤膜, 待测。

113 色谱条件
表 1 流动相梯度洗脱程序

Tab le 1 G rad ient e lution program

T im e

t /m in

F low rate

v / (mL# m in- 1 )

M ethanol

U /%

Amm on ium acetate

U /%
C urve

0 013 3 97 In itial

015 013 3 97 6

15 013 45 55 6

17 10 90 10 6

19 013 90 10 6

21 013 3 97 1

23 013 3 97 1

色谱柱: Acquity UPLC BEH C18, 211 mm @ 100 mm,

117 Lm (美国W aters公司 ); 流动相: 甲醇 ( 011%甲酸 ) -

20 mmo l/L乙酸铵水溶液 ( 011%甲酸 ), 梯度洗脱程序见表

1; 流速: 013 mL /m in; 柱温 36 e ; 进样量: 5LL。

114 质谱条件

电喷雾离子源, 正离子扫描模式, 多反应监测

M RM; 毛细管电压 315 kV; 离子源温度 120 e ; 雾化

气流速 700 L /h; 反吹气流速 50 L /h; 其他质谱参数见

表 2。 表 2 25种兽药的 LC- ESIM S /M S仪器参数

Tab le 2 LC- ESIM S /M S param eters for 25 ve terina ries

Com pound

(化合物 )

Formu la

(分子式 )

MRM trans it ion*

(MRM离子对 )m /z

Cone voltage

(锥孔电压 ) V /V

C ollision energy V / eV

(碰撞能量 )

Reten tion tim e

(保留时间 ) t /m in

Su lfacetam ide(磺胺醋酰 ) C8H 10 N2 O3 S 21512 /15613, 21512 /10811 30 25, 18 3117

Su lfadiaz ine(磺胺嘧啶 ) C10H10N 4O 2 S 25112 /15610, 25112 /10811 30 18, 25 4148

Su lfath iazo le(磺胺噻唑 ) C9H9 N3 O2 S2 25612 /9210, 25612 /10810 30 25, 20 5131

Su lfapyrid ine(磺胺吡啶 ) C11H11N 3O 2 S 25012 /15519, 25012 /10719 30 15, 25 5184

Su lfam erazin e

(磺胺甲基嘧啶 )

C11H12N 4O 2 S 26512 /15612, 26512 /10812 30 18, 25 6108

Su lfam eth izole

(磺胺甲噻二唑 )

C9H10N 4O2 S2 27112 /10810, 27112 /15519 30
22, 15

7133

Su lfam ethazine

(磺胺二甲嘧啶 )

C12H14N 4O 2 S 27911 /10810, 27911 /12410 35 28, 22 7165

L in com ycin (林可霉素 ) C18H34N 2O 6 S 40713 /12612, 40713 /35913 35 25, 20 7185

Su lfameter

(磺胺对甲氧嘧啶 )

C11H12N 4O 3 S 28112 /15519, 28112 /10810 30 20, 15 8107

Su lfach loropyridaz ine

(磺胺氯哒嗪 )

C10H 9 C lN 4O 2 S 28511 /9210, 28511 /15519 30 30, 15 8138

O floxacin (氧氟沙星 ) C18H20FN 3O 4 36213 /31810, 36213 /26111 40 25, 18 8167

N orfloxacin (诺氟沙星 ) C16H18FN 3O 3 32012 /30212, 32012 /23111 40 25, 40 8193

Su lfam ethoxypyridazine

(磺胺甲氧哒嗪 )

C11H12N 4O 3 S 28112 /15519, 28112 /10810 30 20, 15 9101

C ip rofloxacin(环丙沙星 ) C17H18FN 3O 3 33212 /31411, 33212 /23110 40 20, 35 9133

Danof loxacin(单诺沙星 ) C20H22FN 3O 3 35811 /34011, 35811 /8210 40 22, 40 9165

En orof loxacin(恩诺沙星 ) C19H22F3N 3O 3 36012 /24511, 36012 /34211 40 28, 20 9185

Sarafloxacin (沙拉沙星 ) C20H17F2N 3O 3 38612 /34211, 38612 /29910 40 20, 27 10166

D ifloxacin (双氟沙星 ) C
21

H
19

F
2
N

3
O 40012 /29911, 40012 /35611 40 30, 20 10164

Su lfadoxin

(磺胺邻二甲氧嘧啶 )

C
12

H
14

N
4
O

4
S 31112 /15610, 31112 /10811 30 30, 20 12125

Oxolin ic acid (噁喹酸 ) C
13

H
11

NO
5 26213 /24412, 26213 /21611 35 23, 30 12155

Su lfaqu inoxaline

(磺胺喹恶啉 )

C14H12N 4O 2 S 30110 /15610, 30110 /10811 30 28, 18 12178

Spiram ycin(螺旋霉素 ) C43H 74 N2 O14 84316 /17411, 84316 /69916 50 35, 25 14181

F lum equine(氟甲喹 ) C13H11NO 5 26213 /20212, 26213 /24413 35 25, 30 15196

T im icos in(替米考星 ) C46H 80 N2 O13 86917 /17412, 86917 /69618 50 45, 40 16165

Tylos in(泰乐菌素 ) C46H 77 NO17 91616 /17412, 91616 /77217 55 35, 30 17105

  * bold type stands for quant itative ion pa ir(黑体表示定量离子对 )

539
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2 结果与讨论

211 LC - M S /M S条件的优化

实验发现, 在流动相中加入乙酸铵可增加喹诺酮类和磺胺类化合物在柱中的保留, 其分离度加大

且峰形得到有效改善。选择乙腈和含 011% (体积分数,下同 ) 甲酸的水溶液作流动相时, 目标化合物

的响应值比用甲醇和含 011% 甲酸的水溶液为流动相时低, 可能因为乙腈降低了目标化合物的离子化

效率, 目标化合物的响应值亦随之降低。以纯甲醇或乙腈作为定容液时, 喹诺酮类化合物的响应值较

低, 且出峰时间不稳定, 因此选用甲醇和含 011% 甲酸的水溶液作为定容液。

在质谱条件中, 各化合物均选用 [M + H ]
+
作为母离子, 磺胺的子离子

[ 9]
多为 p-氨基苯磺酸部分

[M - RNH 2 ]
+

(m /z 156) , [M - RNH 2 - SO2 ]
+

(m /z 108), [M - RNH2 - SO2 ]
+

(m /z 92)和不同的胺代

离子 RNH3 [MH - 155]
+
; 喹诺酮的子离子

[ 2]
为脱羧峰 [M + H - CO2 ]

+
和脱羧后哌嗪环断裂重排 [M +

H - CO2 - C2H 4NR]
+

; 大环内酯的子离子主要有 [M + 2H - C8H 15O3 ]
+
和 [ C8H 15NO 3 + H ]

+
等

[ 10- 11]
。

212 前处理条件的选择

在实验中, 对比了乙腈、二氯甲烷和乙酸乙酯等不同有机溶剂作为提取液时对实验结果的影响。

结果表明二氯甲烷和乙酸乙酯作为提取剂时, 油脂过多, 不易控制, 而选择乙腈时, 3类抗菌剂的回

收率均较佳。

在鳗鱼肌肉组织中加入 011% 甲酸水溶液, 回收率明显增加。由于鳗鱼组织中蛋白质和油脂含量

较高, 在实验过程中油脂含量过高使得回收率降低和稳定性较差, 在提取步骤中加入无水硫酸钠, 可

减少旋转蒸发时油脂对回收率的影响。

213 线性、回收率、精密度与检出限

在最佳的分离条件下, 配制系列浓度的混合标准溶液进行测定, 以各化合物峰面积 ( y )对兽药含量

( x, Lg /kg)绘制工作曲线, 见表 3。结果表明, UPLC- M S /M S分析方法同时测定大环内酯类、喹诺酮

类和磺胺类兽药, 在 1~ 100 Lg /kg范围内线性良好, 相关系数在 01997 4~ 01999 9之间, 满足定量要求。

在鳗鱼空白样品中添加 3个水平的 25种抗菌剂的混合标准溶液, 按 / 1120方法做回收率实验。每

个添加浓度重复 6次, 计算添加回收率和结果相对标准偏差, 结果见表 3, 根据 S /N \ 3作为检出限,

除了磺胺噻唑为 012 Lg /kg外, 其他均达 011 Lg /kg。

表 3 25种兽药的线性范围、线性方程及相关系数

Tab le 3 L inear ranges, regression equation and related coefficient fo r 25 veter inar ies

Com pound
Linear range

Q/ ( Lg# L- 1 )
Regression equat ion Related coefficien t r

Sp iked

w / ( Lg# kg- 1 )
Recovery R /% RSD s

r
/%

Su lfacetam ide 1~ 100 y= 101193x- 13118 01998 5 5, 10, 20 78, 73, 70 517, 818, 416

Sulfad iaz ine 1~ 100 y= 50112x- 25163 01999 0 5, 10, 20 78, 81, 87 815, 719, 616

Su lfathiazole 1~ 100 y= 24156x+ 2107 01997 8 5, 10, 20 97, 93, 89 1012, 613, 1112

Su lfapyrid in e 1~ 100 y= 156128x+ 126 01999 2 5, 10, 20 82, 89, 79 517, 1212, 416

Su lfam erazin e 1~ 100 y= 262128x+ 4144 01999 0 5, 10, 20 70, 69, 75 813, 517, 611

Su lfam eth izole 1~ 100 y= 42162x+ 39137 01999 1 5, 10, 20 90, 94, 88 712, 317, 614

Su lfam ethazine 1~ 100 y= 182160x+ 48176 01999 3 5, 10, 20 74, 71, 80 712, 516, 611

L incomycin 1~ 100 y= 564193x+ 231 01999 8 5, 10, 20 79, 74, 77 419, 715, 513

Su lfameter 1~ 100 y= 327164x+ 142108 01998 1 5, 10, 20 72, 74, 78 617, 814, 414

Su lfach loropyridaz ine 1~ 100 y= 121166x+ 0175 01999 5 5, 10, 20 70, 81, 72 818, 913, 911

O floxacin 1~ 100 y= 153177x+ 30166 01997 5 5, 10, 20 80, 79, 78 519, 414, 612

Norfloxacin 1~ 100 y= 179115x+ 86144 01999 5 5, 10, 20 92, 83, 81 813, 911, 814

Su lfam ethoxypyridazine 1~ 100 y= 103145x+ 31123 01997 4 5, 10, 20 66, 78, 72 514, 811, 617

C iprofloxacin 1~ 100 y= 69146x- 10144 01998 5 5, 10, 20 75, 70, 75 910, 714, 515

Danofloxacin 1~ 100 y= 346110x- 100192 01999 4 5, 10, 20 81, 96, 88 619, 711, 419

Enorofloxacin 1~ 100 y= 95154x- 37193 01999 1 5, 10, 20 96, 95, 87 616, 811, 313

Sarafloxacin 1~ 100 y= 64133x- 37155 01998 7 5, 10, 20 76, 73, 72 1010, 710, 715

D ifloxacin 1~ 100 y= 99174x+ 16158 01999 9 5, 10, 20 88, 83, 82 517, 610, 610

Su lfadoxin 1~ 100 y= 192141x+ 40177 01999 4 5, 10, 20 74, 72, 76 813, 911, 815

Oxo lin ic acid 1~ 100 y= 172175x+ 10193 01998 9 5, 10, 20 72, 75, 78 613, 415, 318

Su lfaqu inoxaline 1~ 100 y= 135157x+ 64182 01999 2 5, 10, 20 91, 82, 81 813, 911, 815

540
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(续表 1)

Com pound
Linear range

Q/ ( Lg# L- 1 )
Regression equat ion Related coefficien t r

Sp iked

w / ( Lg# kg- 1 )
Recovery R /% RSD sr /%

Sp iram ycin 1~ 100 y= 190168x+ 25166 01999 2 5, 10, 20 67, 62, 63 511, 411, 819

Flum equ ine 1~ 100 y= 132145x+ 49171 01999 4 5, 10, 20 73, 70, 78 619, 314, 717

T im icosin 1~ 100 y= 643199x+ 171 01999 7 5, 10, 20 67, 60, 65 513, 1116, 413

Tylosin 1~ 100 y= 235141x+ 36 01999 2 5, 10, 20 44, 47, 40 1216, 1117, 1018
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