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［摘　 要］ 　 建立牛肉中加替沙星残留量检测的液相色谱 －串联质谱（ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）方法。 牛肉样品经 ８０％ （Ｖ ／ Ｖ）乙腈溶液提取， Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取

柱净化。 采用 ０． １％甲酸（Ｖ ／ Ｖ） －甲醇溶液和 ０． １％甲酸（Ｖ ／ Ｖ） － 水溶液进行梯度洗脱， 电喷雾离

子源正离子扫描模式（ＥＳＩ ＋ ），多反应监测（ＭＲＭ），内标法定量。 结果表明，加替沙星进样浓度在

１ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内与峰面积呈良好的线性关系（ｒ２ ＝ ０． ９９９）；方法检出限和定量限分别为 １． ０ 和

２． ０ μｇ ／ ｋｇ；在 ２． ０、４． ０、５０ μｇ ／ ｋｇ ３ 个添加水平上，回收率在 ６４． ２％ ～ １１４． ６％之间，相对标准偏差

为 ５． ５％ ～９． ７％ （ｎ ＝ ６）。 本方法快速、准确、灵敏，适用于牛肉中加替沙星残留量检测。
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Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ６４． ２％ －１１４． ６％ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ５． ５％ －９． ７％ （ｎ ＝ ６）ａｔ ｔｈｅ
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ａｄｄｉｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ２． ０， ４． ０ ａｎｄ ５０． ０ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｆａｓｔ， ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｔｉｆｌｏｘａｃｉｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｂｅｅｆ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ； ｂｅｅｆ； ｇａｔｉｆｌｏｘａｃｉｎ； ｒｅｓｉｄｕｅｓ

　 　 牛肉营养价值高，具有高蛋白、低脂肪、低胆固

醇的优点，在我国需求与日俱增，市场供求紧

张［１ － ２］。 恩诺沙星注射液是治疗牛细菌性疾病和

支原体感染的常用药，有研究表明［３］ 恩诺沙星注射

液存在非法添加加替沙星的风险。 加替沙星又译

作甲替沙星是第四代喹诺酮类药物，对肺炎衣原

体、肺炎克雷伯杆菌、肺炎链球菌、大肠杆菌等有较

强的抗菌活性，与血清蛋白结合率及生物利用度均

较高［４］。 原农业部 ５６０ 号公告［５］ 指出甲替沙星等

人医临床控制使用的最新抗菌药物用于食品动物，
会产生耐药性问题，影响动物疫病控制、食品安全

和人类健康，将其列入《兽药地方标准废止目录》
中。 用于检测加替沙星的方法主要有高效液相色

谱法［６ － ９］，液相色谱 － 串联质谱法［１０ － １２］，高效液相

色谱法主要用于药物制剂的含量测定，不适用于基

质复杂样品的痕量分析，本研究采用液相色谱 － 串

联质谱法建立了牛肉中加替沙星残留量检测方法，
以期对肉牛养殖过程中使用加替沙星情况进行监

控， 减少因加替沙星使用带来的食品安全隐患，为
有关工作者提供参考。
１　 材料与方法

１． １　 仪器与材料

１． １． １　 仪器　 Ｘｅｖｏ ＴＱ － Ｓ 超高效液相色谱 － 串联

质谱仪（配电化学喷雾离子源，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；
ＹＰ －５００２ 电子天平（感量 ０． ０１ ｇ， 上海佑科仪器仪

表公司）；ＶＭＶ － ５ 多管漩涡振荡器（北京优晟联合

科技有限公司）；Ｓｙｎｃｏｒｅ 离心机（赛默飞世尔科技公

司）；ＸＤＮＳ － ２４ 氮吹仪（上海析达仪器有限公司）；
Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取柱（６ｃｃ，２００ ｍｇ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司）；针头式滤器 （ＰＴＦＥ，０．２０ μｍ，默克Ｍｉｌｌｐｏｒｅ 公司）。
１． １． ２　 试剂与样品 　 加替沙星标准溶液（批号

ｓ１２８６９７， １００ μｇ ／ ｍＬ）和环丙沙星 － Ｄ８ 标准溶液

（批号 ｓ１３０８２３， １００ μｇ ／ ｍＬ）均购自天津阿尔塔科

技有限公司。 乙腈、甲醇（色谱纯， 法国 Ｃｌｅｍａｎ 公

司）；甲酸（质谱级， 法国 Ｃｌｅｍａｎ 公司）；水为一级

水。 牛肉试料购自山东省内超市及农贸市场。
１． ２　 实验方法

１． ２． １ 　 溶液配制　 加替沙星标准溶液配制：用移

液器移取 １００ μＬ 加替沙星溶液（１００ μｇ ／ ｍＬ）至

１０ ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，作为

１ μｇ ／ ｍＬ标准溶液，４ ℃保存，有效期 ７ ｄ。
环丙沙星 － Ｄ８ 内标溶液配制：用移液器移取

１００ μＬ 环丙沙星 － Ｄ８ 溶液（１００ μｇ ／ ｍＬ）至 １０ ｍＬ
容量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，作为 １ μｇ ／ ｍＬ
内标溶液，４ ℃保存，有效期 ７ ｄ。
１． ２． ２ 　 样品前处理 　 称取绞碎后的牛肉样品：
（２ ５ ±０． ０１） ｇ， 置于 ５０ ｍＬ 离心管中， 加入 １ μｇ ／ ｍＬ
环丙沙星 － Ｄ８ 内标溶液 ２５ μＬ，涡旋混匀，放置

５ ｍｉｎ，准确加入 ８０％ （Ｖ ／ Ｖ）乙腈溶液 １０ ｍＬ，振荡

提取 １０ ｍｉｎ，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 取上清液

６ ｍＬ置 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取柱上，收集全部流出

液，涡旋混匀后准确移取 ４ ｍＬ 于 １５ ｍＬ 离心管中，
氮吹（不超过 ５０ ℃）至干，准确加入 １０％ （Ｖ ／ Ｖ）甲
醇 １ ｍＬ，涡旋 １ ｍｉｎ，过针头式滤器，供上机测试。
１． ２． ３　 仪器条件

１． ２． ３． １ 　 色谱条件 　 Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱（５０
ｍｍ ×２． １ ｍｍ， １． ７ μｍ）， 流动相 Ａ： ０． １％ （Ｖ ／ Ｖ）
甲酸 －甲醇溶液；流动相 Ｂ： ０． １％ （Ｖ ／ Ｖ）甲酸 － 水

溶液，流速： ０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 进样体积： ５ μＬ， 柱温：
３０ ℃。 液相色谱梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 液相色谱梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ
时间 ／ ｍｉｎ

Ｔｉｍｅ
流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １）

Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ ０． ３ １０ ９０
０． ５ ０． ３ １０ ９０
１ ０． ３ ３０ ７０
３ ０． ３ ３０ ７０

３． ５ ０． ３ ９０ １０
４ ０． ３ ９０ １０

４． ５ ０． ３ １０ ９０
５． ５ ０． ３ １０ ９０
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１． ２． ３． ２　 质谱条件　 电喷雾离子源正离子扫描模

式 （ ＥＳＩ ＋ ）； 多反应监测 （ ＭＲＭ）； 离子源温度：
１５０ ℃；毛细管电压：３． ０ ｋＶ；脱溶剂气和锥孔反吹

气均为氮气，流速分别为 １０００、１５０ Ｌ ／ ｈ；脱溶剂温

度： ４５０ ℃；碰撞气为氩气。
１． ２． ４ 　 标准曲线绘制　 为降低基质效应的影响，
采用内标法进行定量，将加替沙星浓度为 １、２、４、
１０、２０、５０、１００ ｎｇ ／ ｍＬ 其中环丙沙星 － Ｄ８浓度均为

１０ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列标准工作液注入液相色谱 － 串联

质谱仪。 以相应加替沙星定量离子峰面积与环丙

沙星 － Ｄ８峰面积的比值为纵坐标（Ｙ），加替沙星浓

度与环丙沙星 － Ｄ８浓度的比值为横坐标（Ｘ），进行

线性回归分析。
２　 结果与分析

２． １ 　 质谱条件优 化 　 在正离子模式下， 以

５ μＬ ／ ｍｉｎ的流速将 ３００ ｎｇ ／ ｍＬ 加替沙星和环丙沙

星 － Ｄ８溶液直接注入串联质谱仪，进行母离子和子

离子扫描，确定母离子质荷比和最佳响应时的锥孔

电压，调节碰撞能量，加替沙星选取丰度较高的 ２
个子离子为定量和定性离子，环丙沙星 － Ｄ８选取丰

度较高的 １ 个子离子为定量离子， 优化后的参数见

表 ２。

表 ２　 加替沙星和环丙沙星 － Ｄ８的 ＭＲＭ 检测参数表

Ｔａｂ ２　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｔｉｆｌｏｘａｃｉｎ ａｎｄ Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ － Ｄ８

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

定性离子对（ｍ ／ ｚ）
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ

定量离子对（ｍ ／ ｚ）
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ

锥孔电压 ／ Ｖ
Ｃｏｎｅ ｖｏｌｔａｇｅ

碰撞能量 ／ ｅＶ
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ

加替沙星
３７６． １０ ＞ ２６１． ００

３７６． １０ ＞ ３３２． ００
３７６． １０ ＞ ３３２． ００

３５ ３０

３５ １７

环丙沙星 － Ｄ８ ３４０． １０ ＞ ３２２． ０５ ３４０． １０ ＞ ３２２． ０５ ４８ ２０

２． ２　 色谱条件优化　 基于参考文献［１０ － １３］，氟喹诺

酮类检测的色谱系统主要有甲醇 － 水系统和乙腈

－水系统，甲醇比乙腈毒性低且价格低廉，故选用

甲醇 －水作为流动相， ＥＳＩ ＋ 模式下在两相中均加

入甲酸能促进化合物的离子化且相对稳定。 基质

中在加替沙星附近有一干扰峰，通过调整梯度洗脱

程序在适当时间使用 Ａ 相∶ Ｂ 相为 ３０∶ ７０ 等度洗脱

可实现较好分离。 添加样品色谱图在标准品相应

位置出相同的色谱峰，能与空白样品中的干扰物实

现分离，目标物峰形较好，色谱图见图 １ ～图 ３。

图 １　 加替沙星标准品（１０ ｎｇ ／ ｍＬ）的色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｇａｔｉｆｌｏｘａｃｉｎ（１０ ｎｇ ／ ｍＬ）
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图 ２　 牛肉空白样品的色谱图

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｂｅｅｆ ｓａｍｐｌｅ

图 ３　 牛肉添加加替沙星样品的色谱图（４． ０ μｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｅｅｆ ｓａｍｐｌｅ ｗｉｔｈ ａｄｄｅｄ ｇａｔｉｆｌｏｘａｃｉｎ（４． ０ μｇ ／ ｋｇ）

２． ３　 样品前处理优化 　 加替沙星为喹诺酮类药

物，含有酸碱两性基团，易溶于酸、碱溶液、甲醇、乙
腈等极性有机溶剂［１４ － １５］。 牛肉中的主要干扰物为

蛋白质和脂肪，乙腈能够沉淀蛋白，故选择乙腈为

提取溶剂。 以纯乙腈为提取溶剂样品前处理振荡

提取时难以分散，依据参考文献方法［１３］ 选择 ８０％
乙腈为提取溶剂满足前处理要求，提取液离心后透

明清澈。 已报道文献［１０ － １３］ 大多采用 ＳＣＸ、ＨＬＢ、

Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取柱进行净化，Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 可以

有效去除蛋白、盐、脂肪等且无需活化［１６ － ２１］，大大

缩减了前处理步骤，处理后的样品回收率好，满足

检测要求。
２． ４　 基质效应评估　 称取空白牛肉样品 ６ 批，按
前处理方法进行处理至“氮吹（不超过 ５０ ℃）至

干”，加入 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 加替沙星溶液 １ ｍＬ，涡旋 １ ｍｉｎ
溶解残渣后进行检测，所得面积值与相同浓度对照
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品溶液的峰面积进行比较，样品均有不同程度的基

质增强作用，增强程度在 ２０％ ～６０％不等且差异较

大。 选择基质匹配无法实现准确定量，加替沙星同

位素内标难以获取，故选择结构与其相近的环丙沙

星 － Ｄ８为内标进行定量分析。
２． ５　 方法的线性关系、检出限及定量限　 经检测，
回归方程为：Ｙ ＝ ２． ３０７６Ｘ ＋ ０． ０３９４（ ｒ２ ＝ ０． ９９９），结
果表明加替沙星进样浓度在 １ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内

与定量离子峰面积呈良好的线性关系。 称取空白

牛肉，添加一定量加替沙星，按前处理方法进行处

理，以定性、定量离子色谱峰的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）均大

于等于 ３ ∶ １，且定性时相对离子丰度偏差符合规

定［２２］的最低添加量为本方法的检出限。 满足定性

条件且定量离子色谱峰的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）满足 １０∶ １
的最低添加量为本方法的定量限。 本方法的检出

限为 １． ０ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ２． ０ μｇ ／ ｋｇ，满足牛肉中

痕量加替沙星残留检测需求。
２． ６　 回收率和精密度　 取 ３ 批空白牛肉样品，按
２． ０、４． ０、５０ μｇ ／ ｋｇ 进行添加，每个浓度平行 ６ 份，
在确定的前处理方法和仪器条件下进行检测，内标

法定量，考察方法的回收率及相对标准偏差，结果

见表 ３。 加替沙星在牛肉中的回收率为 ６４． ２％ ～
１１４．６％，批内相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，
ＲＳＤ）为 ５． ５％ ～９． ７％ ，批间 ＲＳＤ ＜ １５％ ，能够满足

牛肉样品痕量残留检测要求。

表 ３　 回收率和精密度实验结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ

添加量 ／ （μｇ·ｋｇ －１）
Ａｄｄｅｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏ

批次
Ｂａｔｃ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

均值 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

批内
Ｉｎｔｅｒ － ａｓｓａｙ
ＲＳＤ ／ ％

批间
Ｂｅｔｗｅｅｎ － ａｓｓａｙ

ＲＳＤ ／ ％

２． ０

Ⅰ ６９． ４ ７３． ２ ７８． １ ９０． ４ ８０． ４ ８５． ５ ７９． ５ ９． ７

Ⅱ ９２． ５ ８４． ６ ８８． ７ ７８． ５ ９０． ４ １０２． １ ８９． ５ ８． ９

ＩＩＩ ７８． ７ ７０． ６ ６４． ２ ７５． ２ ７６． ８ ８０． ５ ７４． ３ ８． １

１１． ６

４． ０

Ⅰ ８４． ７ ８２． ５ ９４． ２ ７８． ７ ９０． ６ ７８． １ ８４． ８ ７． ６

Ⅱ ９３． ５ ８８． ７ ９０． ２ ８２． ５ ９９． ７ ９１． ８ ９１． １ ６． ２

ＩＩＩ ９０． ４ ８４． ４ ７９． ６ ８８． ２ ７０． ６ ８５． ４ ８３． １ ８． ６

８． １

５０

Ⅰ ９４． ５ １１４． ６ １０５． ４ １０２． ８ ９３． ４ ９７． ７ １０１． ４ ７． ９

Ⅱ １０４． ５ １０２． ８ ９７． ６ １０８． ４ ９９． ４ ９２． ７ １００． ８ ５． ５

ＩＩＩ ８９． ２ ９６． ４ １０６． ８ ９５． ２ ９４． ７ １０６． ５ ９８． １ ７． ２

６． ７

２． ７　 实际样品测定　 用本方法对山东省内超市及

农贸市场购买的 １２０ 批牛肉样品进行检测， 发现阳

性样品 １ 批，其残留量为 ２５ μｇ ／ ｋｇ。
３　 结　 论

本研究建立了液相色谱 － 串联质谱法测定牛

肉中加替沙星残留量的检测方法。 研究采用 ８０％
（Ｖ ／ Ｖ）乙腈溶液提取，无需活化的 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相

萃取柱净化，大大简化了前处理过程，检出限为 １． ０
μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ２． ０ μｇ ／ ｋｇ，满足痕量检测要求。
本方法快速、准确、灵敏，适用于大批量样品同时检

测，满足对食品安全隐患排查需求，能为相关研究

人员提供参考。
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