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［摘　 要］ 　 建立了同时测定蜂蜜和蜂王浆中 ２０ 种喹诺酮类药物的超高效液相色谱－串联质谱方

法。 以磷酸盐缓冲液（ｐＨ ３．０）溶液提取样品中的待测物，ＨＬＢ 固相萃取柱净化，液相色谱－串联质

谱法测定，外标法定量。 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 ０．９９。 方

法的检出限为 ０．５ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 １．０ μｇ ／ ｋｇ，在蜂蜜和蜂王浆中添加浓度范围为 １．０ ～ ５．０ μｇ ／ ｋｇ，
其平均回收率为 ６９．０％ ～１０５．１％，相对标准偏差在 １．４％ ～１４．７％之间。 方法抗干扰能力强、分析速

度快、灵敏度高，适用于蜂产品中喹诺酮类药物残留量的测定。
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　 　 我国是养蜂大国，蜂蜜产量和出口量均居世界

第一［１］，随着养蜂产业化的发展，兽药在防治蜂病、

降低蜜蜂死亡率、提高蜂产品产量方面起到了重要

作用。 喹诺酮类药物系化学合成药物，由于价格低

廉，具有广谱、高效、低毒以及与其他抗菌药物无交

叉耐药性等特点，在蜜蜂养殖产业中，广泛用于预

防和治疗可引起蜜蜂幼仔大量死亡的美国或欧盟

污仔病。 喹诺酮类药物在其广泛应用的同时亦存

在着不少问题，过量或不当使用会导致药物残留，

除其本身的毒副作用对人体造成直接危害外，更为

严重的是人类长期食用含较低浓度喹诺酮类药物

的蜂产品，容易诱导耐药性的传递，从而影响该类

药物的临床疗效。 因此，蜂产品中喹诺酮类药物残

留问题越来越受到人们的重视。 目前，蜂产品中喹

诺酮类药物的检测方法主要有：薄层色谱法［２－３］、高

效液相色谱法［４－７］ 和液质联用检测法［８－１５］ 等，其中

液质联用技术由于选择性和灵敏度较高，应用最为

广泛。 由于蜂王浆样品基质非常复杂，目前的检测

方法多是仅针对蜂蜜样品，涉及蜂王浆样品的也多

是采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法［８－１０］ 进行净化，检测限较

高，药物种类较少，难以满足实际样品检测的需要。

本文采用固相萃取方法作为净化方法，结合液相色

谱－串联质谱联用技术，建立了同时测定蜂蜜和蜂

王浆中 ２０ 种喹诺酮类药物残留量的方法。

１　 材料与方法

１．１　 仪器与试剂 　 超高效液相色谱－串联质谱仪

（Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＸＰ２０５ 分析天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ

公司），ＳＩＧＭＡ ３－３０Ｋ 离心机（德国 ＳＩＧＭＡ 公司）；

ＫＱ－３２００Ｅ 超声波清洗机（昆山市超声仪器有限公

司）；Ｎ－ＥＶＡＰ － １１２ 氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ）；

ＭＳ３ ｂａｓｉｃ 涡旋混合器（ＩＫＡ）。 恶喹酸、氟甲喹、西

诺沙星、二氟沙星、沙拉沙星、氧氟沙星、恩诺沙星、

洛美沙星、培氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星、萘啶酸、

依诺沙星、达氟沙星、麻保沙星、氟罗沙星、加替沙

星、奥比沙星、吡哌酸和司帕沙星标准品对照品，含

量均大于 ９１．１％，购于 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司；Ｗａｔｅｒｓ

Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱（６ｍＬ ／ ５００ｍｇ）；Ｗｈａｔｍａｎ 玻

璃纤维滤纸 （１． ６ μｍ）。 甲醇、乙腈、甲酸 （色谱

纯）；氨水、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、乙酸乙酯（分

析纯）；实验用水为经 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ 净化系统制备的去离

子水。 提取液：称取磷酸氢二钠 ７．１６ ｇ 和磷酸二氢

钠 ３．１２ ｇ，加入 ８００ ｍＬ 水溶解，用磷酸调节 ｐＨ 至

３．０±０．５，再用水定容至 １０００ ｍＬ。 ２０％乙腈甲酸溶

液：取乙腈 ２０ ｍＬ，用 ０．１％甲酸溶液定容至１００ ｍＬ。

１．２　 标准溶液的配制　 精密称取喹诺酮类对照品

各 １０ ｍｇ，分别于 １０ ｍＬ 量瓶中，用少量氨水溶解

后，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的

标准贮备液。 －２０ ℃保存，有效期 ６ 个月。

１．３　 样品前处理

１．３．１　 蜂蜜　 称取试料 （２±０．０２） ｇ，于 ５０ ｍＬ 聚丙

烯离心管中。 加提取液 ２０ ｍＬ，涡旋 １ ｍｉｎ，振荡

１０ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液，备用。

１．３．２　 蜂王浆　 称取试料 （２±０．０２） ｇ，于 ５０ ｍＬ 聚

丙烯离心管中。 加提取液 １０ ｍＬ，涡旋 １ ｍｉｎ，振荡

１０ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液。 残渣加

提取液 １０ ｍＬ 重复提取，合并两次上清液，玻璃纤

维滤纸过滤后，备用。

１．３．３ 　 净化 　 固相萃取柱分别用甲醇 １０ ｍＬ、水

１０ ｍＬ活化，取备用液过柱，用水 ５ ｍＬ 淋洗，抽干，

分别用 ５％甲酸甲醇 ４ ｍＬ 和乙酸乙酯 ４ ｍＬ 洗脱，

收集洗脱液，于 ４０ ℃氮气吹干。 用 ２０％乙腈甲酸

溶液 １．０ ｍＬ 溶解残余物，超声 １ ｍｉｎ 后涡旋混匀，

２００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清液滤膜过滤，供液相

色谱－串联质谱测定。

１．４　 仪器条件

１． ４． １ 　 液 相 色 谱 参 考 条 件 　 色谱柱： Ｗａｔｅｒｓ

ＵＰＬＣＴＭ ＢＥＨ Ｃ１８ 柱（５０ ｍｍ×２．１ ｍｍ，１．７ μｍ）；流

速 ０．３０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ３５ ℃；进样量 ５ μＬ；流动相 Ａ

相为甲醇，Ｂ 相为 ０．１％甲酸溶液，梯度洗脱程序：

０～１．５ ｍｉｎ，５％～２０％Ａ；１．５ ～ ４．５ ｍｉｎ，２０％ ～４０％Ａ；

４．５～ ６．５ ｍｉｎ，４０ ％ ～ ９５％Ａ；６．５ ～ ７．５ ｍｉｎ，９５％Ａ；

７．５～８．０，９５％～５％Ａ；８．０～９．０ ｍｉｎ，５％Ａ。

１．４．２　 质谱参考条件　 离子源：电喷雾离子源；正

离子扫描；多反应监测（ＭＲＭ）；电离电压 １．０ ｋＶ；
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源温 １５０ ℃；雾化温度 ５００ ℃；锥孔气流速 １５０ Ｌ ／ ｈ；

雾化气流速 １０００ Ｌ ／ ｈ；定性离子对、定量离子对及

对应的碰撞能量参考值见表 １。

表 １　 ２０ 种喹诺酮类药物的分子式、保留时间和质谱参数

Ｔａｂ １　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ， ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ２０ ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ
药物名称 保留时间 ／ ｍｉｎ 母离子（ｍ ／ ｚ） 子离子（ｍ ／ ｚ） 锥孔电压 ／ Ｖ 碰撞能 ／ ｅＶ

恶喹酸 ４．５６ ２６２．０３ １５９．９８∗，２１５．８８ ２ ３４，２８

氟甲喹 ５．７１ ２６２．０５ ２０２．００∗，１２６．００ ４ ３０，４２

西诺沙星 ４．１０ ２６３．０３ １８８．９８∗，２１７．００ ４ ２４，２０

二氟沙星 ３．３０ ４００．１１ ３５６．０７∗，２９９．０３ ４２ １８，２６

沙拉沙星 ３．４５ ３８６．０９ ２９９．０２∗，３４２．０６ ２８ ２４，１６

氧氟沙星 ２．７３ ３６２．１１ ２６１．０７∗，３１８．０８ ４ ２４，１８

恩诺沙星 ３．００ ３６０．１３ ３１６．１０∗，２４５．０６ ３８ １６，２４

洛美沙星 ３．１９ ３５２．１１ ２６５．０６∗，３０８．０９ ３８ ２０，１６

培氟沙星 ２．７３ ３３４．１２ ２９０．１０∗，３１６．０９ ２６ １６，２０

诺氟沙星 ２．８５ ３２０．１０ ２３３．０４∗，２７６．０８ １４ ２２，１４

环丙沙星 ２．９７ ３３２．１０ ２３１．０１∗，２８８．０８ ２ ３０，１６

萘啶酸 ５．５８ ２３３．０５ ２１４．９８∗，１８６．９６ ２ １４，２４

依诺沙星 ２．７５ ３２１．１６ ３０３．１０∗，２３２．０４ ４ １８，３２

达氟沙星 ３．１０ ３５８．１８ ３４０．１３∗，８２．０８ ４８ ２２，３８

马波沙星 ２．４６ ３６３．１７ ７２．０５∗，３２０．０８ ６ １８，１４

氟罗沙星 ２．５４ ３７０．１６ ３２６．１６∗，２６９．０４ ８ １８，２４

加替沙星 ３．７１ ３７６．１９ ２６１．１０∗，３３２．１９ ４６ ２８，１６

奥比沙星 ３．２０ ３９６．１８ ３５２．１３∗，２９５．０９ ４ １６，２２

吡哌酸 ２．３２ ３０３．９７ １８９．０５∗，２１７．０７ ３８ ３０，２０

司帕沙星 ３．９７ ３９３．０１ ３４９．０８∗，２９２．０７ ３２ １８，２４

　 ∗定量离子

１．５　 定性测定 　 在同样测试条件下，试样液中喹

诺酮类药物的保留时间与基质匹配标准溶液中喹

诺酮类药物的保留时间之比，偏差在±２．５％以内，
且检测到的离子的相对丰度，应当与浓度相当的标

准溶液相对丰度一致，其允许偏差应不大于±３０％。
２　 结果与分析

２．１　 线性范围　 精密量取喹诺酮类药物混合标准

工作液适量，用 ２０％乙腈甲酸溶液稀释，配制成浓

度为 １、２、５、１０、２０、５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列标准溶液，各
取 １．０ ｍＬ，分别于 ６ 个经提取、净化吹干步骤处理

的空白试料中，溶解残余物，２００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
上清液过滤，供液相色谱－串联质谱测定。 以特征

离子质量色谱峰面积为纵坐标，标准溶液浓度为横

坐标，绘制基质标准曲线。 蜂蜜和蜂王浆基质中各

药物的回归方程及相关系数见表 ２。 从表中可以看

出，药物在 １～５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的浓度范围内呈现良好的

线性相关，喹诺酮类药物蜂王浆基质标准溶液特征

离子色谱图如图 １ 所示。
２．２　 方法的灵敏度　 添加适量混合标准溶液于 ２ ｇ
空白样品中，经提取后测定，依据信噪比 Ｓ ／ Ｎ＞３（按
ＰｔＰ 算），确定检出限为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ。 依据信噪比

Ｓ ／ Ｎ＞１０（按 ＰｔＰ 算），确定定量限为 １．０ μｇ ／ ｋｇ。
２．３　 方法的准确度和精密度考察　 采用标准添加

法，在空白蜂蜜、蜂王浆中添加 １．０、２．０、５．０ μｇ ／ ｋｇ

·５５·
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３ 个不同浓度，进行准确度和精密度试验，各浓度进

行 ５ 个样品平行试验，重复 ３ 次，求批内、批间相对

标准偏差，计算结果见表 ２。 从表中可以看出，本方

法在空白蜂蜜和蜂王浆中进行 １～５ μｇ ／ ｋｇ 的添加，

平均回收率在 ６９．０％ ～１０５．１％之间，相对标准偏差

均小于 １４．７％。 说明该方法对蜂蜜和蜂王浆中喹

诺酮类药物不同含量的测定均有较好的准确度和

精密度。

表 ２　 ２０ 种药物的相关系数、回收率及相对标准偏差

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ， ｒｅｃｏｖｅｒｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ２０ ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ ｉｎ ｂｅｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

药物名称

蜂蜜 蜂王浆

Ｒ２
平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ２ ５ １ ２ ５
Ｒ２

平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ２ ５ １ ２ ５

恶喹酸 ０．９９９３ ９６．９ ９５．２ ９６．６ ４．４ ４．９ ４．０ ０．９９９６ ８３．７ ７４．５ ７６．３ １４．３ １０．５ ９．８

氟甲喹 ０．９９６６ ８９．６ ９９．１ ９１．２ １０．２ ５．３ ８．２ ０．９９８９ ６９．０ ７５．３ ７１．４ ７．８ １１．１ １３．１

西诺沙星 ０．９９８２ ９８．２ １０２．４ ９９．４ ５．７ ５．９ １．７ ０．９９５８ ７８．９ ７７．２ ７８．４ １１．９ ７．８ １３．９

二氟沙星 ０．９９８４ ９１．９ １００．７ ９７．５ ５．５ ３．８ ３．１ ０．９９４５ ７１．５ ８０．５ ８７．０ １３．３ １０．８ １４．１

沙拉沙星 ０．９９４１ ９５．０ １０３．８ ９９．７ １０．２ ６．５ ６．８ ０．９９７２ ７８．１ ９２．２ ９４．８ ８．４ １４．６ ４．５

氧氟沙星 ０．９９８８ ９３．８ １０２．１ ９７．９ ７．３ ７．５ ２．５ ０．９９２１ ７５．８ ８０．９ ８６．２ １０．４ １０．７ １０．２

恩诺沙星 ０．９９９８ ９５．６ １０２．０ ９６．９ ７．３ ５．０ ２．８ ０．９９００ ８５．９ ８６．６ ９３．１ １４．７ １３．３ ６．８

洛美沙星 ０．９９６４ ９３．６ ９９．８ ９８．９ ６．４ ３．７ ３．０ ０．９９２７ ８１．６ ８７．９ ９０．９ １２．３ １２．９ ９．９

培氟沙星 ０．９９７１ ９１．５ ９６．４ ９６．７ ９．５ ５．４ ２．２ ０．９９６３ ７４．４ ８１．６ ８５．０ ９．５ ７．４ ９．０

诺氟沙星 ０．９９８６ ９１．３ １０１．１ ９７．９ ８．６ ８．２ ６．６ ０．９９６６ ８９．２ ８７．６ ８３．５ １１．５ １０．０ １４．１

环丙沙星 ０．９９６６ ９３．５ ９８．９ ９６．８ １１．０ ６．３ ７．９ ０．９９８９ ８４．８ ８７．０ ９０．３ １３．４ １１．９ ８．５

萘啶酸 ０．９９８５ １００．２ １０１．３ １００．２ ５．４ ２．７ ７．８ ０．９９００ ７６．６ ７８．８ ７４．７ １２．５ ８．６ １１．９

依诺沙星 ０．９９８１ ９２．９ １０２．６ ９８．７ ９．０ ７．０ ５．４ ０．９９７３ ７８．６ ９０．３ ９１．８ ９．０ １１．３ ８．４

达氟沙星 ０．９９８６ ９２．１ ９９．５ ９８．１ ６．４ ５．９ ２．２ ０．９９６２ ８１．８ ９０．３ ８９．９ ８．８ １２．５ １０．５

马波沙星 ０．９９７８ ９４．１ １００．５ ９８．７ ５．０ ３．４ ２．９ ０．９９８４ ８５．９ ８５．６ ９１．２ １１．６ １２．２ １２．６

氟罗沙星 ０．９９９３ ９２．８ ９９．５ ９９．８ ５．４ ５．５ ３．２ ０．９９７５ ８０．３ ８５．７ ９４．２ １４．４ １３．４ １３．３

加替沙星 ０．９９６６ ９３．９ １００．６ ９４．０ ７．４ ５．３ ５．４ ０．９９５４ ８２．３ ８５．１ ８８．６ １０．８ １０．３ ９．０

奥比沙星 ０．９９８２ ９３．５ ９９．８ ９９．５ ３．９ ４．６ １．４ ０．９９３２ ８３．７ ８１．２ ９３．７ ７．１ １１．３ ６．３

吡哌酸 ０．９９８４ １００．６ １０４．８ １０５．１ ６．７ ６．６ ４．８ ０．９９８７ ８０．２ ８９．１ ９５．９ １２．９ １１．９ １１．３

司帕沙星 ０．９９４１ ９４．２ １０１．４ ９７．９ １０．９ ６．９ ５．１ ０．９９９６ ８２．３ ７９．２ ８３．９ １１．７ ４．１ １１．６

　 添加浓度单位为 μｇ ／ ｋｇ

３　 讨论与结论

３．１　 仪器条件的优化　 将一定浓度的喹诺酮类标

准溶液流动注射进样，发现这些药物的［Ｍ＋Ｈ］ ＋峰

均比较强，故选择［Ｍ＋Ｈ］ ＋作为母离子。 喹诺酮类

药物因分子中含有羧基和哌嗪结构，子离子主要为

脱羧峰［Ｍ＋Ｈ－ＣＯ２］
＋ 和脱羧后哌嗪环断裂重排

［Ｍ＋Ｈ－ＣＯ２－Ｃ２Ｈ４ＮＲ ］ ＋。 选择丰度最强的碎片离

子作为定量离子，次强的碎片离子作为定性离子。
由于喹诺酮类药物均为两性物质，色谱峰易出现拖

尾现象。 采用 ０．１％甲酸水溶液作为流动相的组成

部分，可以增加化合物的离子化效率，使检测的灵

敏度迅速提高，并且 ２０ 种药物均能得到对称、尖锐

的峰形。
３．２　 净化条件的确定　 喹诺酮类药物中含有羧基

和叔氨基，具有酸碱两性性质，参考文献及药物性

质，用标准溶液对 Ｗａｔｅｒｓ ＨＬＢ 柱［１１、１４］、Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８
柱、混合型阴离子交换柱［１２］ （Ａｇｉｌｅｎｔ ＰＡＸ 柱）、混
合型阳离子交换柱（Ｗａｔｅｒｓ ＭＣＸ 柱、Ａｇｅｌａ ＰＣＸ 柱）

·６５·
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１－洛美沙星（３５２．１１ ＞ ２６５．０６）；２－培氟沙星（３３４．１２ ＞ ２９０．１０）；３－环丙沙星（３３２．１０ ＞ ２３１．０１）；４－依诺沙星（３２１．１６ ＞ ３０３．１０）；
５－诺氟沙星（３２０．１０ ＞ ２３３．０４）；６－吡哌酸（３０３．９７ ＞ １８９．０５）；７－西诺沙星（２６３．０３＞ １８８．９８）； ８－氟甲喹（２６２．０５ ＞ ２０２．００）；

９－恶喹酸（２６２．０３ ＞ １５９．９８）；１０－萘啶酸（２３３．０５ ＞ ２１４．９８）；１１－二氟沙星（４００．１１＞ ３５６．０７）；１２－奥比沙星（３９６．１８ ＞ ３５２．１３）；
１３－司帕沙星（３９３．０１ ＞ ３４９．０８）；１４－沙拉沙星（３８６．０９ ＞ ２９９．０２）１５－加替沙星（３７６．１９ ＞ ２６１．１０）；１６－氟罗沙星（３７０．１６ ＞ ３２６．１６）；
１７－马波沙星（３６３．１７ ＞ ７２．０５）； １８－氧氟沙星（３６２．１１ ＞ ２６１．０７）；１９－恩诺沙星（３６０．１３ ＞ ３１６．１０）；２０－达氟沙星（３５８．１８ ＞ ３４０．１３）

图 １　 喹诺酮类药物蜂王浆基质标准溶液特征离子色谱图（２ ｎｇ ／ ｍＬ）
Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ ｉｎ ｍａｔｒｉｘ ｓｔａｎｄａｒｄ （２ ｎｇ ／ ｍＬ）
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和强阳离子交换柱（Ｓｕｐｅｌｃｏ ＳＣＸ）进行考察。 结果

显示 Ｃ１８ 柱和 ＨＬＢ 柱对所有药物都有很好的保

留，回收率均在 ８５％以上。 ＰＡＸ 柱除了恶喹酸、诺
氟沙星和依诺沙星回收率约为 ７５％，其余药物回收

率均超过 ８５％。 阳离子交换柱结果均不理想，原因

可能是阳离子交换柱对部分药物的吸附作用太强。
对蜂蜜和蜂王浆基质进行考察，发现二者差异较

大。 蜂王浆由于成分极为复杂，采用 ＰＡＸ 柱进行

净化时，药物在固相萃取柱上的损失很大，方法回

收率达不到 ３０％，可能是蜂王浆中的王浆酸等酸性

物质在阴离子交换柱上的竞争结合导致。 Ｃ１８ 柱

上大部分药物有很好的回收，但恩诺沙星、吡哌酸

回收率不到 ６０％，相比之下 ＨＬＢ 柱拥有更高更稳

定的回收率。 最终选择 ＨＬＢ 柱作为净化柱。
３．３　 提取条件的确定　 提取溶液不仅影响药物的

提取效率，同时也会对药物在固相萃取柱上的保留

产生影响。 喹诺酮类药物中含有羧基和叔氨基，具
有酸碱两性性质，易溶于酸性和碱性溶液。 比较了

ｐＨ 分别为 １、３、６ 和 １０ 的溶液作为提取液时的回

收率，发现喹诺酮类药物采用 ｐＨ＝ ３ 的溶液回收率

最高。 由于蜂王浆样品只能部分溶于提取液，形成

悬浊液，仅进行一次提取部分药物回收率不理想。
经过考察，最终采用 ２０ ｍＬ 分两次对蜂王浆进行提

取。 提取液高速离心后依然浑浊，需要采用玻璃纤

维滤纸过滤后才能过固相萃取柱净化。
该方法具有较好的灵敏度、准确度和精密度，

适用于蜂产品中 ２０ 种喹诺酮类药物的残留量的

测定。
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