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液相色谱 －串联质谱法测定水产饲料中喹乙醇残留量
张海琪，何中央，徐晓林，施礼科

（浙江省水产质量检测中心，浙江 杭州　３１００１２）

摘要：为测定水产饲料中喹乙醇的残留量，建立了高效液相色谱－串联质谱的测定方法。水产饲料经５％甲醇溶
液提取，ＨＬＢ固相萃取小柱净化后上机定量检测。采用ＺｏｒｂａｘＸＤＢＣ１８色谱柱，并以０．２％乙酸水溶液＋甲醇（６０
＋４０，体积分数）为流动相，色谱分离后直接进串联质谱器。采用电喷雾正离子，多反应监测模式检测，外标法定
量。在１～２０ｍｇ／Ｌ浓度下具有良好的线性关系，方法的定量限为０．０４ｍｇ／ｋｇ，添加浓度在１～２０ｍｇ／ｋｇ时的回
收率为７２．２％～９８．５％，相对标准偏差小于７．９％。
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　　喹乙醇（Ｏｌａｑｕｉｎｄｏｘ）又称喹酰胺醇，是一种化
学合成抗菌促生长剂，因其具有广谱抗菌效果和促

生长作用，作为饲料添加剂被广泛用于畜禽及水产

品的养殖。生物毒性试验研究表明，喹乙醇可在动

物体内形成残留，具有明显的蓄积毒性和ＤＮＡ显性
损伤等毒副作用（徐韵等，２００４）。基于可能对人体
健康造成危害，欧盟委员会２７８８／９８决议规定禁止
喹乙醇的使用。国内也对喹乙醇的使用量作了限

制，并且为了加强对喹乙醇的监控，先后制定了出口

肉、动物饲料中喹乙醇的检测方法（１９９３；２００６）。
目前饲料中喹乙醇的检测方法主要是液相色谱法

（欧阳华学等，２００２；李来生和邱水平，１９９７；ＥＲｏｅｔｓ
ｅｔａ１，２００１），在日常检测中往往存在干扰大、无法
确证等问题。本实验旨在研究建立一个样品经过固

相萃取小柱净化，高效液相色谱电喷雾串联质谱的

检测方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＨＰＬＣ仪 （美国，安捷伦公司），

ＡＰＩ３０００三级四极杆质谱仪（美国，ＡＢＩ公司），配有
电喷雾离子源；ＯａｓｉｓＨＬＢ３ｍＬ固相萃取小柱；固相
萃取仪。

甲醇为色谱纯，实验用水为超纯水。喹乙醇标

准品，纯度为９９．６％（Ｒｉｅｄｅ１－ｄｅ公司）。将喹乙醇
用色谱纯甲醇溶解并配制成１ｇ／Ｌ标准储备液。准

确量取标准储备液于容量瓶中，氮气吹干后用４０％
甲醇水溶液定容，使其浓度依次成 １．０、２．５、５．０、
１０．０、２０．０ｍｇ／Ｌ的标准溶液，现配现用。
１．２　样品前处理

用５０ｍＬ５％甲醇溶液作为提取液，分２次避光
提取。合并混匀后的提取液经普通滤纸过滤，取２
ｍＬ滤液加入已活化好的 ＨＬＢ小柱（２ｍＬ甲醇和２
ｍＬ水），分别用３ｍＬ０．０２ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶液和５％
甲醇水溶液淋洗小柱，负压抽干小柱３ｍｉｎ，最后用
２ｍＬ４０％甲醇水溶液洗脱，洗脱液过０．２μｍ滤膜后
上机测定。

１．３　色谱和质谱条件
１．３．１　色谱条件　色谱柱：ＺｏｒｂａｘＸＤＢＣ１８柱（２１
ｍｍ×１５０ｍｍ，５．０μｍ）；流动相：０．２％乙酸水溶液
＋甲醇（６０＋４０，体积分数）；流速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ；柱
温：３０℃；进样量：２０μＬ。
１．３．２　质谱条件　离子源：电喷雾离子源；扫描模
式：正离子扫描；离子源电压：５５００Ｖ；离子源温度：
４５０℃；氮气作为雾化气、气帘气和辅助气，其中雾化
气为７，气帘气为９，辅助气流速为７Ｌ／ｍｉｎ。监测模
式：多反应监测方式。选择３对监测离子对，其中母
离子为２６４．３，相应的特征碎片离子分别为 ２１２．３、
１７７．２和２４６．３。监测离子对的驻留时间均为１００
ｍｓ，去簇电压为８５Ｖ，对应的碰撞电压分别为３０Ｖ、
２４Ｖ和１７Ｖ。

２　结果与分析

２．１　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析
由于液相色谱 －串联质谱拥有多反应监测功

能，可以实现特定离子对的有效监测，因此增加了监



测的专一性，并可进行良好的定量定性分析，这一点

比液相色谱分析中所采用的保留时间定性要优越得

多。根据ＭｉａｏＸＳ等（２００３）的报道，本文采用 ＥＳＩ
正离子电离模式。将１ｍｇ／Ｌ的喹乙醇标准溶液，利
用针泵以５μＬ／ｍｉｎ流动注射的方式，在正离子模式
下通过全离子扫描，找出准确的母离子峰，并且对其

进行轰击，分别找出３个信号较强的碎片离子，以母
离子和子离子组成监测离子对，以多反应监测模式

对待测物进行定性和定量分析。喹乙醇的离子碎片

图如图１，其碎片结构信息与 ＭｉａｏＸＳ等（２００３）和

ＰｏｕｃｋｅＣＶ等（２００３）人的方法相同，主要的碎片离
子是ｍ／ｚ２１２．３（丢失了 Ｈ２０２和 Ｈ２０）、ｍ／ｚ２４６３
（丢失了 Ｈ２０）和 ｍ／ｚ１７７．２（丢失了 Ｃ２Ｈ５Ｎ和
ＣＯ２）。选择丰度最强的碎片离子组成的监测离子
对 ｍ／ｚ２６４．３／２１２．３用于喹乙醇的定量，ｍ／ｚ
２６４３／１７７２和ｍ／ｚ２６４３／２４６３用于其辅助定性。
为了获得更高的离子强度，在多反应监测（ＭＲＭ）模
式下同时对质谱条件进行优化，以碰撞能量对离子

强度影响最大（见图２）。

图１　喹乙醇的子离子扫描图（左）及分子离子裂解碎片图（右）
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｃａｎｓｐｅｃｔｒｕｍ（ｌｅｆｔ）ａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍ（ｒｉｇｈｔ）ｏｆＯｌａｑｕｉｎｄｏｘ

图２　不同碰撞能量对喹乙醇总离子流强度的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｅｓ

ｏｎｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｏｔａｌｉｏｎｓ

取阴性样品，按照上述样品处理操作，进行

ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。阴性加标样品和标样品的液

相色谱－串联质谱图见图３。
２．２　样品前处理的优化

样品的前处理方法对喹乙醇的分析至关重要。

目前一般都是采用５％甲醇溶液作为提取液，只简
单通过微孔滤膜的物理过滤，无法解决色谱柱的受

污染问题，因此提取液必须经过净化处理。本试验

选用了ＯａｓｉｓＨＬＢ小柱进行净化，开展了 ＳＰＥ小柱
条件的优化。试验发现，５％甲醇水溶液过小柱后只
造成２．８２％的喹乙醇损失，而４０％甲醇水溶液则造
成９５．６％的损失。通过ＳＰＥ小柱的净化，大部分杂
质都被净化掉，大大减少了受污染的程度。

图３　 喹乙醇标准品（１ｍｇ／Ｌ）及空白饲料添加１０ｍｇ／ｋｇ喹乙醇的总离子流
Ｆｉｇ．３　ＴｏｔａｌｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＯｌａｑｕｉｎｄｏｘｓｔａｎｄａｒｄ（１ｍｇ／Ｌ）

ａｎｄｓｐｉｋｅｄｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０ｍｇ／ｋｇ
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２．３　方法的线性范围、定量限、回收率和精密度
本试验采用喹乙醇标准溶液直接进样，以喹乙

醇的浓度和峰面积关系来绘制线性关系曲线。结果

发现，浓度在１～２０ｍｇ／Ｌ范围内具有很好的线性关
系，工作曲线方程为：ｙ＝２．４３×１０５ｘ＋２．２６×１０５，
其相关系数为ｒ＝０．９９８８。以１０倍信噪比计算方法
的定量限（ＬＯＱ），方法的定量限为０．０４ｍｇ／ｋｇ。

以空白水产饲料添加不同浓度的喹乙醇标准溶

液，将样品置于烘箱中挥发掉甲醇，依本法测定添加

回收率，结果见表１。由表１可知，水产饲料中添加
浓度１ｍｇ／ｋｇ喹乙醇，回收率最低为７２．２％。

图４　喹乙醇的浓度与峰面积的线性关系
Ｆｉｇ．４　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ａｎｄａｒｅａｏｆＯｌａｑｕｉｎｄｏｘ

表１　试样加标回收率和重复测定的相对标准偏差
Ｔａｂ．１　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｏｆＯｌａｑｕｉｎｄｏｘｉｎｂｌａｎｋｆｅｅｄ

水平

Ｌｅｖｅｌ
添加浓度／ｍｇ·ｋｇ－１

ＡｄｄｅｄＣｏｎｃ．

测定浓度／ｍｇ·ｋｇ－１

ＤｅｔｅｃｔｅｄＣｏｎｃ．

平均回收率／％

Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ

相对标准偏差／％

ＲＳＤ
１ １．００ ０．７２２、０．８１５、０．７６５、０．７３８、０．８０６、０．７９５ ７７．４ ４．９１
２ １０．０ ８．２１、９．８５、９．１９、８．８４、８．０６、９．１４ ８９．３ ７．９０
３ ２０．０ １７．４、１９．４、１８．２、１８．４、１８．６、１８．７ ９２．２ ３．５６
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