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摘要：建立了高效液相色谱 /电喷雾串联质谱联用测定蜂蜜中恩诺沙星、环丙沙星、诺氟沙星、氧氟沙星、双氟沙星、
恶喹酸、氟甲喹、沙拉沙星、司帕沙星、丹诺沙星、氟罗沙星、马波沙星、伊诺沙星、奥比沙星、吡哌酸、培氟沙星、洛美

沙星、西诺沙星和萘啶酸等 $# 种喹诺酮类药物残留的方法。比较酸性溶液阳离子固相萃取（?=@ 柱）、近中性缓冲
溶液反相固相萃取（A;B 柱）和碱性溶液阴离子固相萃取（?<@ 柱）& 种不同提取净化方法的提取效果，最终选择
使用碱性溶液溶解蜂蜜样品，强阴离子固相萃取柱一步富集净化。以甲醇和 "- $C 甲酸溶液作为流动相，=$)作为

分析色谱柱，采用梯度洗脱方式进行液相色谱分离，选择离子反应监测模式检测 $# 种喹诺酮类药物，内标方法定
量。在 $ ( $"" !3 D ; 范围内，$# 种喹诺酮类药物的线性相关系数均大于 "- ##$。通过实际样品的添加回收试验，方
法的定量限（! " # . $"）为 $- " !3 D E3，& 个添加水平的回收率为 %$C ( $$)C，相对标准偏差为 ’- !C ( /- %C。
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! ! 喹诺酮类药物是在喹诺酮母核的基础上进行人
工全合成的一类广谱抗菌药，被广泛用于人和动物

疾病的治疗［"］。在我国人用药和兽用药没有明确

的界线，很多人用药物大量地在动物上使用。由于

人用药在动物机体组织中的残留，致使人食用动物

组织后造成人体对该药物的严重耐药性。喹诺酮类

药物在蜂蜜生产过程中属于禁用药物，因此只要在

蜂蜜中检出喹诺酮类药物就可以认定为产品不合

格。近几年来随着喹诺酮类药物在蜂蜜中检出率的

逐年增高，出口蜂蜜的质量受到日本、欧盟和美国的

特别关注。

! ! 目前已发表的关于测定喹诺酮类药物残留的方
法几乎都集中在禽肉类产品、水产品和奶制品上。

蜂蜜样品的性质决定了一般针对禽肉等产品的样品

前处理方法不适用于蜂蜜样品。测定喹诺酮类药物

残留常用的方法包括高效液相色谱!荧光检测方
法［) % ’］、高效液相色谱!紫外或二极管阵列检测［+ % $］

和高 效 液 相 色 谱!串 联 质 谱 方 法（ ;<=>!?@ A
?@）［& % ")］。;<=>!?@ A ?@ 的抗干扰能力强，检出限
低，无需强调分离，可一次性检测几乎所有的常用喹

诺酮类药物残留，且仪器不断普及；而紫外检测、二

极管阵列检测和荧光检测方法的抗干扰能力相对

弱，分析时间较长，且检出限达不到一些国家的最大

残留限量要求，因而已逐渐不再作为喹诺酮类药物

残留检测的首选方法。

! ! 本文通过比较蜂蜜中喹诺酮类药物残留的 , 种
不同提取方法，最终利用碱性溶液溶解并提取样品

中喹诺酮类药物分析物，强阴离子固相萃取柱一步

净化后，采用 ;<=>!?@ A ?@ 同时测定 "# 种喹诺酮
类药物残留，检出限达到 " 2 - !8 A B8。大量进出口
蜂蜜样品的检测结果表明，该方法能满足目前进出

口及国家残留监控的要求。

!" 实验部分

! ) !" 仪器、试剂与材料
! ! C&’(:* D,##,8"# C@E E5"#%5: F))’-- 液相
色谱!高分辨串联四极杆质谱联用仪，配有电喷雾电
离源。

! ! 甲醇（色谱纯，德国 ?’()B），甲酸（ . &+/，分析
纯），氢氧化钠（分析纯，南京化学试剂厂），水为重

蒸蒸馏水。强阴离子交换柱和强阳离子交换柱

（<FG 和 <>G，*- :8 A , :=，F8’0" 公司），;=H 柱
（*- :8 A , :=，I"%’(- 公司）。
! ! 恩诺沙星（’#(*10*J"),#，KLM）、环丙沙星（ ),9!
(*10*J"),#，>3<）、诺氟沙星（#*(10*J"),#，LNM）、氧
氟沙星（ *10*J"),#，ND=）、双氟沙星（ $,10*J"),#，
O3D）、恶喹酸（*J*0,#,) "),$，NGN）、氟甲喹（ 105:’!
65,#’，D=P）、沙拉沙星（ -"("10*J"),#，@FM）、司帕
沙星（ -9"(10*J"),#，@<F）、丹诺沙星（$"#*10*J"),#，
OFL）、氟罗沙星（ 10’(*J"),#，D=K）、马波沙星
（:"(4*10*J"),#，?FM）、伊 诺 沙 星（ ’#*J"),#，
KLN）、奥比沙星（*(4,10*J"),#，NMH）、吡哌酸（9,9!
:,$,) "),$，<3<）、培氟沙星（ 9’10*J"),#，<KD）、洛
美沙星（ 0*:’10*J"),#，=N?）、西诺沙星（ ),#*J"!
),#，>3L）和萘啶酸（#"0,$,J,) "),$，LF=）等 "# 种喹
诺酮类药物标准品购自 @,8:"!F0$(,)& 公司，纯度

$#&/。
! ! 诺氟沙星内标（#*(10*J"),#!O+）购自 I3CKQF
="4*("%*(,’# H’(0,#!F$0’(-&*1 Q:4; 公司，纯度$
#&/。
! ! 标准储备液：称取适量的标准品，使用 -( "
:*0 A = 氢氧化钠!甲醇（体积比为 " / ##）溶解，得到
质量浓度为 "-- :8 A =的标准储备液。
! ! 标准工作溶液：使用甲醇!水（体积比为 ) / &）稀
释标准储备液至所需的质量浓度。

! ! 蜂蜜样品为国内各省送检样品。
! ) #" *+,-./0 1 /0 条件

! ! ;<=> 条件：<&’#*:’#’J Q’:,#, >0&色谱柱

（"+- :: 0 )( " ::，, !:）；流动相 F 相为甲醇，流
动相 H 相为 -( "/ 甲酸水溶液，流速 -( )- := A :,#，
梯度洗脱程序见表 "；柱温为室温；进样体积为 )+

!=；分析时间为 "" :,#。
表 !" 喹诺酮类药物色谱分离的线性梯度洗脱程序

2345" !" ,67"3& 8&3’6"79 "5:96%7 ;&%8&3< =%& 9>"
(";3&396%7 %= ?:67%5%7" ’&:8(

C,:’ A :,# !（?’%&"#*0）A / !（- 2 "/ D*(:,) -*05%,*#）A /

- 2 -- "- #-

) 2 -- "- #-

’ 2 -- #- "-

& 2 -- #- "-

# 2 -- "- #-

"" 2 -- "- #-

·+,·
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# # !" # !" 条件：电喷雾离子化源，正离子方式检
测；源内诱导解离电压（"$%）$% &。$& 种喹诺酮类
药物质谱定性定量信息见表 !。

表 !" #$ 种喹诺酮类药物的母离子和选择离子
!"#$% !" &"’%() *+(, "(- ,%$%.)*/% *+(,

+0 #$ 12*(+$+(% -’23,

’()*(+,-
./01,2

3(,（! " #）
%/+45210

3(,6（! " #）

7,0(89(:/;3, ’() ’$(#，!*%
’3*0(89(:/;3, ’’! !’$#，!++
<(089(:/;3, ’!) !"(#，’)!
=89(:/;3, ’(! !($#，’$+
%389(:/;3, *)) !&&#，’+!
"/0/89(:/;3, ’+( !&&#，’(+
"*/089(:/;3, ’&’ !&!#，’"%
%/,(89(:/;3, ’%+ ’*)#，!+’
=:(93,3; /;3- !(! !$(#，!**
>9+)1?+3,1 !(! !)!#，!**
>910(:/;3, ’") ’!(#，’’!
!/0@(89(:/;3, ’(’ "!#，!*%
7,(:/;3, ’!$ !’!#，’)’
=0@389(:/;3, ’&( ’%!#，!&%
.3*1)3-3; /;3- ’)* !$"#，$+&
.189(:/;3, ’’* !’’#，!&)
A()189(:/;3, ’%! ’)+#，’’*
’3,(:/;3, !(’ !$"#，!*%
</93-3:3; /;3- !’’ $+"#，!$%
<(089(:/;3,B%%（ $"） ’!% !+$# # #

# ?+/,2383;/23(, 3(,C

# 4 %" 样品提取
# # 准确称取 ! 4 蜂蜜样品（精确到 ), )$ 4）于 %)
)A 具塞离心管中，准确加入诺氟沙星内标 %) ,4。
加入 ), !% )(9 # A 氢氧化钠溶液 % )A，于旋涡混匀
器上快速混合至蜂蜜完全溶解。依次用 ’ )A 甲醇
和 ’ )A 水活化 .DE 阴离子交换柱，将样品溶液转
移到小柱上，依次用水、甲醇淋洗，弃去流出液。用

%F 甲酸甲醇 ’ )A 洗脱，收集洗脱溶液，并于 *) G
水浴中旋转蒸发至干，用甲醇B水（体积比为 ! - +）定
容到 $, ) )A，过 ), *% !) 的滤膜到进样瓶中，供
H.A’B!" # !" 测定。

!" 结果与讨论

! 4 #" 标准溶液和样品溶液的配制
# # 喹诺酮类药物的化学结构中有羧基和哌嗪基，
属于酸碱两性化合物，酸解离常数 *$ /$%(，碱解离
常数 *$ /!%&，等电点 *%%"，在酸性和碱性溶液中
有较好的溶解性。当使用甲醇和乙腈作为溶剂配制

喹诺酮类药物标准溶液时，发现某些喹诺酮类药物

标准品（如诺氟沙星、沙拉沙星等）无法全部溶解。

尽管超声可促进其溶解，但配制好的标准储备液在

) . * G下保存一两天会出现沉淀，经测定发现响应

信号有不同程度的下降。实验中发现，配制过程中

加入适量的酸性溶液（如甲酸和乙酸）或碱性溶液

（如氨水和适量氢氧化钠溶液）都可提高其在有机

溶剂中的溶解性并延长标准溶液的稳定性。

# # 在液相色谱分析中，样品的定容一般都使用有
机溶剂和水的混合溶液。实验中发现，当使用乙腈B
水或甲醇B水混合溶液定容时，定容溶液中有机溶剂
的比例高于色谱洗脱程序起始时有机相比例的 ! 倍
时，就会出现色谱峰分裂现象，即在死时间（约 !, %
)3,）有一个色谱峰，其峰面积为后流出主峰峰面积
的 %F . $)F 左右。因此，在样品定容时需要控制定
容溶剂中有机相和水相的比例与起始流动相有机相

和水相的比例，否则将会造成峰分裂，直接影响最后

的定量结果。

! 4 !" 提取和净化方式的选择
# # 蜂蜜为弱酸性，且其中含有大量的糖类和少量
的蛋白质等。采用有机溶剂提取或采用一般针对禽

肉类、水产品类样品的提取方法，喹诺酮类药物的绝

对回收率很低。本文比较了 ’ 种提取方法（即分别
为 $F 三氯乙酸、) C ! )(9 # A 磷酸盐缓冲溶液（.I"，
*H ( C %）和 ) C !% )(9 # A 氢氧化钠提取，对应使用的
固相萃取柱为阳离子交换柱（.’E）、HAI 柱和阴离
子交换柱（.DE））的提取效果。用 $F 三氯乙酸溶
液提取离心后，提取液中有少量的沉淀；用磷酸盐缓

冲溶液（*H (, %）溶解蜂蜜样品，可以控制其中的喹
诺酮类分析物以中性分子态存在，但蜂蜜样品溶解

后需要高速离心、过滤才能保证过柱后净化柱不被

堵塞；用 ), !% )(9 # A 氢氧化钠溶液可以完全溶解蜂
蜜，故无需离心。分析结果表明：使用 .’E 柱和
HAI 柱净化蜂蜜样品，喹诺酮类药物的回收率总体
偏低，约为 !%F . ()F；使用 .’E 柱净化时，由于恶
喹酸和氟甲喹接受质子的能力弱，无法有效形成正

离子，导致其回收率尤其低。而喹诺酮类药物种类

多，*$ / 值的范围广，使用磷酸盐缓冲溶液只能控制

*H 在近中性，对于喹诺酮类药物这种同时具有酸碱
两性化合物而言，很难做到完全不电离，因此容易导

致固相萃取时损失，从而带来回收率的损失。而使

用氢氧化钠（), !% )(9 # A）溶液溶解蜂蜜，能使其完
全溶解，无沉淀，所有分析物均以负离子形式被富

集，使用甲醇淋洗固相萃取柱去除中性基质干扰，被

测组分的绝对回收率在 ()F . +(F 之间。
! 4 %" 色谱和质谱条件的优化
# # 不同的色谱柱对同一样品有不同的保留时间。
实验中，我们使用几种不同的反相色谱柱进行分离，

结果发现：在现有的色谱洗脱条件下，.51,()1,1:
公司的 J1)3,3 ’$+柱（$%) )) / ! ))，’ !)）由于

·(’·
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填料颗粒细，使峰形更加对称尖锐，信噪比更高，因

此本文最终选择该色谱柱作为分离柱。而在流动相

中加入适量的甲酸（$% ""），可以提高灵敏度，具有
相同母离子的恶喹酸和氟甲喹在加入甲酸的条件

下，在色谱柱上可以完全分离，不产生色谱峰交叉。

! ! 在现有的色谱条件下进行色谱分离，"# 种喹诺
酮类分析物在 & #$% 左右全部被洗脱下来，且大部
分色谱峰重叠在一起，每个色谱峰的底宽约 "’ &。
为了使每一个色谱峰有足够的扫描点（ ’()* +*!
+,-），优化了质谱参数。在“" . &”节的优化条件下，
每个子离子的扫描驻留时间为 ( #&，每个子离子切
换时间为 ) #&，每个分析物色谱峰扫描点在 &( 个
以上，保证每个色谱峰有良好的重现性。

! ! "# 方法的定性、定量、线性范围、回收率和精密度
! ! 进行样品测定时，若样品的色谱峰保留时间与

标准品一致，并且在扣除背景后的样品谱图中各定

性离子的相对丰度与浓度接近的同样条件下得到的

标准溶液谱图相比，最大允许相对偏差不超过相关

文件［")］中规定的范围，则可判断样品中存在对应的

被测物。在质量浓度为 " * "$$ !/ 0 1 时，以标准品
与内标物峰面积比值 ! 为纵坐标，工作溶液的质量
浓度 "（!/ 0 1）为横坐标，绘制标准工作曲线，用标
准工作曲线对样品进行定量，样品溶液的响应值均

在仪器测定的线性范围内。在 " * "$$ !/ 0 1 范围
内，"# 种喹诺酮类药物的线性方程相关系数 # +
$% ##"。在阴性蜂蜜基质中添加 "# 种喹诺酮类药物
标准溶液（添加水平为 "% $ !/ 0 2/，图谱见图 "），"#
种喹诺酮类药物的信噪比（$ % &）大于 "$，表明该方
法所有喹诺酮类药物的定量限均可达到 "% $
!/ 0 2/。

图 $# 空白蜂蜜中添加 $% 种喹诺酮类药物的选择离子色谱图
"#$! $# %&’()*+($’*), (- $% ./#0(1(02 3’/$, *03 #0+2’0*1 ,+*03*’3 ,4#523 #0 &(026 #0 789 )(32

34$2$%/ ,-5-,：" . $ !/ 0 2/.

! ! 在阴性蜂蜜中添加 "# 种喹诺酮类药物标准溶
液，添加水平为 "% $，&% $ 和 (% $ !/ 0 2/，按本方法每
个添加水平平行测定 "$ 次，计算其回收率和相对标

准偏差（637）。添加水平为 "% $ !/ 0 2/ 时，平均回
收率为 ,"" * ""-"，637 为 ’% #" * .% ,"；添加水平
为 &% $ !/ 0 2/ 时，平均回收率为 ,"" * "","，637
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为 #$ !! % &$ "!；添加水平为 &$ ’ !" # $" 时，平均回
收率为 "#! % (("!，%&’ 为 #$ ’! % &$ (!。
! ! "# 实际样品测定
) ) 为验证方法的实用性和准确性，参加由英国中
央实验室（(&)）组织的 *+,+& 国际水平比对实
验［(#］，(* 个国家 !* 个实验室参加并提交有效试验
数据。我们利用本文建立的方法对阳性蜂蜜中可能

存在的 (’ 种喹诺酮类药物残留进行定性和定量，测
定结果表明该蜂蜜中含有环丙沙星（(" - # !" # $"）
和诺氟沙星（!+ - & !" # $"），此分析结果在合理范围
之内。

$# 结论

) ) 建立了 .,)(/0& # 0& 同时测定蜂蜜中 (* 种喹
诺酮类药物残留方法。碱性氢氧化钠溶液溶解样

品，阴离子交换柱一步富集净化，有效去除基质干

扰，方法快速简洁，适合大量进出口蜂蜜样品的

检测。

参考文献：

［(］) )1 2 &，314 5 0，678" (- +879:;1; <= >?@?A187A: BA4" A?;1/
B4?;- &C78"C71： &C78"C71 &D1?8@1=1D 78B E?DC81D79 ,A?;;
（李俊锁，邱月明，王超 - 兽药残留分析 - 上海：上海科学技
术出版社），!’’!：!

［!］) ’4 ) 0，6?1 . 3，FC78" 2 5，?@ 79- (C18?;? 2<4A879 <=

(CA<G7@<"A7HC:（杜黎明，卫洪清，张俊燕，等 - 色谱），
!’’,，!(（&）：&’,

［,］) 07A7I4?97 0 ’，0<A?8</J<8B1 0 (- 2 (CA<G7@<"A +，!’’#，
( ’,#：!&

［#］) 31 K F，FC4 ) 3，&48 L %- (C18?;? 2<4A879 <= (CA<G7@<"/
A7HC:（祁克宗，朱良强，孙国仁 - 色谱），!’’"，!&（#）：&&,

［&］) (CA1;@<B<49<4 M +，&7G781B<4 N *，,7H7B<:7881; O P- 2
&?H &D1，!’’+，,(（(）：((*

［-］) E4A1?9 M，J<AB18 L，%<BA1"4?I + %- 2 (CA<G7@<"A +，!’’,，
( ’’+（!）：(#&

［"］) ,?D<A?991 O，L797A181 %，J1Q1 %- +879 (C1G +D@7，!’’,，#+,：
+(

［+］) 54? F *，)18 R 5，E78" & J- (C18?;? 2<4A879 <= (CA<G7@<"/
A7HC:（岳振峰，林秀云，唐少冰 - 色谱），!’’"，!&（#）：#*(

［*］) 2<C8;@<8 )，07D$7: )，(A<=@ 0- 2 (CA<G7@<"A +，!’’!，
*+!：*"

［(’］) .?AA78I &，0<A?8</J<8B1 0 (，07A7I4?97 0 ’- 2 (CA<G7/
@<"A +，!’’"，( (#’：-,

［((］) )14 , 5，2178" P，678" 5 *，?@ 79- (C18?;? 2<4A879 <=
(CA<G7@<"A7HC:（刘芃岩，姜宁，王英峰，等 - 色谱），
!’’+，!-（,）：,#+

［(!］) 5? F 3，6?18Q?A" . &，0?:?A 0 E- +879 (C?G，!’’"，"*
（,）：( (,&

［(,］) (<GG1;;1<8 <= @C? M4A<H?78 (<GG481@1?;- OGH9?G?8@18"
D<48D19 B1A?D@1>? *- # !, # M( D<8D?A818" @C? H?A=<AG78D? <=
7879:@1D79 G?@C<B; 78B @C? 18@?AHA?@7@1<8 <= A?;49@;，!’’! #
-&" # M(-［ !’’! /’+ /(#］- C@@H：# # SSS- S?@"1S- "<>- H9 # <9B #
TM # HA7S< # ’!.-&" # ?’!-&" - HB=

［(#］) *+,+&" ,A<=1D1?8D: E?;@ ’!((&：3418<9<8?; 78B =94<A</
U418<9<8?; 18 C<8?:- ［ !’’+ /’& /!’］- C@@H：# # SSS- =7H7;-
D<G # HA<"- D=G？8?S978" / IC

·+,·




