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通过式固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱法测定

水产品中多种氟喹诺酮类和苯二氮䓬类药物 

王鼎南 1, 吴新雅 2, 李诗言 1, 周  钦 1, 柯庆青 1, 张宜明 2, 王  扬 1* 
(1. 浙江省水产技术推广总站, 杭州  310023; 2. 浙江农林大学食品与健康学院, 杭州  311300) 

摘  要: 目的  建立一种超高效液相色谱-串联质谱法(ultra-performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)同时测定水产品中 6 种氟喹诺酮类和 4 种苯二氮䓬类药物残留的分析方法。

方法  使用 1%甲酸乙腈溶液对水产样品进行提取, 提取液经旋转蒸发仪浓缩后用 90%乙腈水溶液(含 1%甲

酸)复溶, 经通过式固相萃取小柱(ProElut PLS-A)净化后直接供 UPLC-MS/MS 分析, 采用同位素内标法进行定

量。结果  10 种目标化合物在 0.5~50.0 ng/mL 质量浓度范围内线性关系良好, 相关系数(r)均大于 0.998。10

种目标化合物在 5 种水产品基质中定量限为 0.5~1.0 μg/kg, 低、中、高 3 个不同水平的加标回收率范围为

81.5%~109.7%, 相对标准偏差为 0.24%~13.22%。结论  经方法学验证, 该方法灵敏度高、定量准确、稳定性

好、操作简单高效, 可用于水产品中 6 种氟喹诺酮类和 4 种苯二氮䓬类药物残留的高通量检测。 
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Determination of multiple fluoroquinolones and benzodiazepines in aquatic 
products by ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry with pass-through solid phase extraction 
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the simultaneous determination of 6 kinds of 
fluoroquinolones and 4 kinds of benzodiazepines residues in aquatic products by ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  Aquatic product samples were extracted 



第 13 期  王鼎南, 等: 通过式固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱法测定水产品中多种氟喹诺酮类和苯二氮䓬类药物 27 
 
 
 
 
 

with 1% formic acid in acetonitrile. The extracts were concentrated with a rotary evaporator and then reconstituted in 
90% acetonitrile aqueous solution (containing 1% formic acid), and purified through a pass-through solid phase 
extraction cartridge (ProElut PLS-A). The purified extracts were directly analyzed by UPLC-MS/MS. Quantification 
was performed using the isotope internal standard method. Results  The 10 kinds of target compounds exhibited 
good linearity within the concentration range of 0.5 to 50.0 ng/mL, with correlation coefficients (r) all greater than 
0.998. The limits of quantitation for these compounds in 5 kinds of different aquatic product matrices ranged from 0.5 
to 1.0 μg/kg. The recovery rates at low, medium and high spiking levels ranged from 81.5% to 109.7%, with relative 
standard deviations ranging from 0.24% to 13.22%. Conclusion  Methodological validation confirmed that the 
developed method is highly sensitive, accurate in quantification, stable, and straightforward in operation. It is suitable 
for high-throughput detection of 6 kinds of fluoroquinolones and 4 kinds of benzodiazepines residues in aquatic 
products. 
KEY WORDS: fluoroquinolones; benzodiazepines; aquatic products; pass-through solid phase extraction 
 
 

0  引  言 

浙江省是水产养殖大省, 其产值规模持续增长, 据统

计 2023 年全省水产品养殖总产量已达 29.99 万 t[1], 是本省

的重要支柱产业[2–3]。水产品富含必需氨基酸、不饱和脂肪

和多种微量元素, 具有低脂肪、易消化、易吸收等优点, 
是优质的蛋白质来源, 在饮食结构中占据不可替代的地

位[4]。然而, 随着水产养殖业的高速发展, 部分养殖主体为

追求更高收益而违规使用药物, 极大地影响了水产品的安

全性和消费者的身体健康[5]。氟喹诺酮类药物是一类人工

合成的抗生素, 具有广谱抗菌作用, 曾广泛应用于动物和

人类的细菌性感染疾病治疗[6], 该类药物代谢周期长, 在
环境中稳定, 长期使用易导致细菌的耐药性[7], 进而对动

物疫病控制、食品安全及人类健康构成潜在威胁[8–10]; 苯
二氮䓬类药物是一类人工合成的精神药物, 用于治疗人

类的焦虑症、失眠、癫痫及肌肉痉挛等症状[11], 同时也被

应用于动物医疗, 然而该类药物在人体内存在潜在的成

瘾性和依赖性风险[12–13]。苯二氮䓬类药物在环境中也同

样稳定[14–15], 不仅干扰水生动物的正常行为[16], 还有可能

通过食物链传递并累积, 最终对人类健康造成潜在影响[17]。

我国为限制药物的滥用, 制定了 GB 31650—2019《食品安全

国家标准 食品中兽药最大残留限量》和 GB 31650.1—2022
《食品安全国家标准 食品中 41 种兽药最大残留限量》等

限量标准, 在水产品中氧氟沙星、诺氟沙星、洛美沙星、

培氟沙星限量值为 2 μg/kg, 恩诺沙星和环丙沙星总量的限

量值为 100 μg/kg, 地西泮则为不得检出。但根据调研结果, 
上述药物在水产品中仍存在不少超标情况[18–19], 因此对这

两类药物开展持续监测具有重要意义。 
目前, 对于这两类药物的检测方法主要包括酶联免

疫法[20–21]、液相色谱法[22–23]、气相色谱-串联质谱法[24–25]、

液相色谱-串联质谱法等[26–27]。其中酶联免疫法对于具有相

似分子结构的药物分辨能力较差, 存在显著的交叉反应, 

无法正确鉴别和定量每一种药物[21]; 液相色谱法对于分子

结构类似药物则需要严苛的色谱条件才能有效鉴别各个药

物, 同时也存在灵敏度较低的缺点; 气相色谱-串联质谱法

分析极性较强的喹诺酮类药物则需要衍生化, 步骤较烦

琐[24]; 液相色谱-串联质谱法不仅具有高选择性和高灵敏

度优点 , 同时能满足多通道同时分析 , 是分析多药物残

留的理想方法, 国内外学者也在此基础上开发了多种药

物分析方法[28–29]。但氟喹诺酮类和苯二氮䓬类药物极性差

异较大, 再加上水产品本身品种繁多、基质复杂, 给样品

前处理提出了更高的要求。一些 QuEChERS 法[30–31]、固相

萃取法(solid phase extraction, SPE)[32–33]虽然能够实现目标

药物的检测, 但在净化效果、适用范围和分析效率上仍有

提升空间。如今基于亲水亲脂平衡型材料的通过式 SPE 小

柱在不损失太多目标物的情况下, 能有效去除样品中的基

质干扰, 为前处理方法拓展了新思路[19,34–36]。基于此, 本
研究通过优化目标药物的色谱、质谱分析条件, 并考察不

同通过式 SPE 小柱的净化效果, 建立通过式固相萃取-超
高效液相色谱-串联质谱法测定水产品中多种氟喹诺酮类

和苯二氮䓬类药物的分析方法, 以期为水产品的高通量分

析及监管提供有力的技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

实验所用水产品样品均来自浙江省内水产养殖主体, 
品种包括鱼类、虾类、蟹类、鳖类和蛙类。 

甲醇、乙腈[色谱纯, 赛默飞世尔科技(中国)有限公

司]; 甲酸(色谱纯)、甲酸铵(质谱纯)(上海麦克林生化科技

股份有限公司); 诺氟沙星、培氟沙星、洛美沙星、氧氟

沙星、恩诺沙星、环丙沙星、地西泮、去甲西泮、替马

西泮、奥沙西泮等标准物质、诺氟沙星-D5、培氟沙星-D5、

洛美沙星-D5、氧氟沙星-D8、恩诺沙星-D5、环丙沙星-D8、

地西泮-D5、去甲西泮-D5、替马西泮-D5、奥沙西泮-D5
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等同位素参考物质(质量浓度 100 μg/mL, 天津阿尔塔科

技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

ExionLC AD-4500Qtrap 超高效液相色谱串联质谱仪

(美国SCIEX公司); L530R大容量低速冷冻离心机(最大转

速 4500 r/min, 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司 ); 
PL203 电 子 天 平 ( 精 确 至 0.001 g, 瑞 士 METTLER 
TOLEDO 公司); RE-2000B 旋转蒸发器(上海亚荣生化仪

器厂); Multi Reax 漩涡混合器(德国 Heidolph 公司); Milli 
Q Advantage A10 超纯水仪(美国 Millipore 公司); ProElut 
PLS-A SPE 小柱(200 mg/6 mL, 北京迪马科技有限公司); 
Oasis PRiME HLB SPE 小柱(500 mg/6 mL)、Sep-Pak C18 
SPE 小柱(500 mg/6 mL)、ACQUITY Premier HSS T3 色谱

柱(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm)[沃特世科技(上海)有限公司]; 
Copure Lipoclean SPE 小 柱 (300 mg/3 mL) 、 Copure 
HLB-lim SPE 小柱(200 mg/3 mL) (深圳逗点生物技术有限

公司); Kinetex C18 色谱柱(2.1 mm× 100 mm, 1.7 μm, 天津博

纳艾杰尔科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品制备 
水产品样品制备过程依照 GB/T 30891—2014《水产

品抽样规范》, 即鳖类、蛙类样品取可食部分, 鱼类样品

去头、骨、内脏, 取肌肉、鱼皮等可食部位, 虾类去虾头、

虾皮、肠腺, 得到整条虾肉, 以上样品分别经绞碎混合均

匀后备用, 并在-18 ℃下冷冻保存以防变质。 
1.3.2  标准工作溶液配制 

分别取诺氟沙星、培氟沙星、洛美沙星、氧氟沙星、

恩诺沙星和环丙沙星标准物质 1 mL, 混合后用 2%甲酸乙

腈溶液逐级稀释至各组分质量浓度为 100 ng/mL 的氟喹诺

酮类药物标准工作液; 分别取地西泮、去甲西泮、替马西

泮和奥沙西泮标准物质 1 mL, 混合后用乙腈逐级稀释至

各组分质量浓度为 100 ng/mL 的苯二氮䓬类药物标准工作

液; 分别取诺氟沙星-D5、培氟沙星-D5、洛美沙星-D5、氧

氟沙星-D8、恩诺沙星-D5 和环丙沙星-D8 同位素参考物质

1 mL, 混合后用 2%甲酸乙腈溶液逐级稀释至各组分质量

浓度为 400 ng/mL 的氟喹诺酮类同位素内标工作液; 分别

取地西泮-D5、去甲西泮-D5、替马西泮-D5、奥沙西泮-D5

同位素参考物质 1 mL, 混合后用乙腈逐级稀释至各组分

质量浓度为 400 ng/mL 的苯二氮䓬类药物同位素内标工作

液, 所有工作液均在-18 ℃下保存待用。 
1.3.3  标准曲线绘制 

精确量取氟喹诺酮类药物标准工作液和苯二氮䓬类

药物标准工作液, 用 90%乙腈水溶液(含 1%甲酸)稀释成

0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0 ng/mL 7 个水平的混

合标准系列溶液, 同时每个水平中的同位素内标含量均为

20.0 ng/mL。标准系列溶液临用现配。 
1.3.4  样品预处理 

提取: 准确称取 1.50 g 样品(精确至 0.01 g), 置于

50 mL 聚丙烯离心管中, 分别加入 150 μL 氟喹诺酮类和苯

二氮䓬类同位素内标工作液, 静置 10 min。加入 15 mL 1%
甲酸乙腈溶液, 立即涡旋打散肉糜并持续涡旋 5 min 进行

充分提取。在室温条件下, 4500 r/min 离心 5min, 移取上层

清液转移于 150 mL 鸡心瓶中, 按上述方法重复提取一次, 
合并提取液, 40 ℃减压浓缩至干。 

净化: 在鸡心瓶中加入 3 mL 90%乙腈水溶液(含 1%
甲酸), 涡旋 30 s 充分复溶, 将复溶液全量转移至 PLS-A 小

柱中待自然流出, 收集流出的所有净化液于 5 mL 离心管

中, 适当涡旋使其混合均匀, 取其中 1 mL 过有机滤膜后存

于进样瓶中, 待上机测定。 
1.3.5  色谱条件 

色谱柱: ACQUITY Premier HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 
1.8 μm); 进样量: 2 μL; 柱温: 40 ℃; 流速: 0.400 mL/min; 
流动相: A 相为 0.1%甲酸水溶液(含 2 mmol/L 甲酸铵), B 相

为甲醇; 梯度洗脱程序: 0~1.0 min, 10% B; 1.0~8.0 min, 
98% B; 8.0~10.0 min, 98% B; 10.0~10.1 min, 10% B; 
10.1~13.0 min, 10% B。 
1.3.6  质谱条件 

质谱采用电喷雾离子源正离子模式 (electro spray 
ionization, ESI+), 离子源温度 550 ℃, 离子化电压 5500 V, 
喷雾气(GS1)压力 55 psi, 辅助加热气(GS2)压力 60 psi, 气
帘气(CUR)压力 35 psi, 扫描方式为多反应监测(multiple 
reaction monitoring, MRM), 6 种氟喹诺酮类和 4 种苯二氮

䓬类药物及其对应内标物的质谱参数见表 1。 
 

表 1  目标化合物的质谱参数 
Table 1  Mass spectrometric parameters for target compounds 

化合物 对应内标 离子对(m/z) 去簇电压 
/V 

碰撞能量
/eV 

氧氟沙星 氧氟沙星-D8
362.2>318.1* 70 28 

362.2>261.1 70 40 

诺氟沙星 诺氟沙星-D5
320.2>276.1* 70 26 

320.2>233.1 70 36 

培氟沙星 培氟沙星-D5
334.2>316.1* 70 28 

334.2>290.1 70 26 

洛美沙星 洛美沙星-D5
352.2>308.1* 70 25 

352.2>265.1 70 35 

恩诺沙星 恩诺沙星-D5
360.2>316.0* 80 28 

360.2>245.0 80 38 

环丙沙星 环丙沙星-D8
332.3>288.0* 80 27 

332.3>245.0 80 34 

地西泮 地西泮-D5
285.1>193.1* 40 45 

285.1>154.0 40 37 
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表 1(续) 

化合物 对应内标 离子对(m/z) 去簇电压
/V 

碰撞能量
/eV 

去甲西泮 去甲西泮-D5 
271.1>140.0* 40 38 

271.1>165.0 40 38 

奥沙西泮 奥沙西泮-D5 
287.1>241.1* 40 32 

289.1>243.0 40 32 

替马西泮 替马西泮-D5 
301.1>255.1* 40 30 

303.1>257.1 40 30 

氧氟沙星-D8 — 370.2>326.1 70 28 

诺氟沙星-D5 — 325.0>281.2 70 24 

培氟沙星-D5 — 339.2>295.0 70 25 

洛美沙星-D5 — 357.2>270.1 70 35 

恩诺沙星-D5 — 365.1>321.1 60 28 

环丙沙星-D8 — 339.9>249.0 60 27 

地西泮-D5 — 290.1>198.1 40 45 

去甲西泮-D5 — 276.1>140.1 40 38 

奥沙西泮-D5 — 292.0>246.1 40 32 

替马西泮-D5 — 306.1>260.1 40 33 

注: *为定量离子对; —为无对应内标。 
 

1.3.7  基质效应考察 
分别使用 90%乙腈水溶液(含 1%甲酸)和按照 1.3.4 中

步骤制得的样品基质液, 按 1.3.3 步骤, 在不加入同位素内标

物的前提下分别配制成溶剂标准系列溶液和基质匹配标准系

列溶液, 在获得各曲线 K 值后, 采用斜率比值法[36]计算样品

净化后的基质效应(matrix effect, ME)。ME 计算如公式(1):  

 ME/%= 1

2
1 100%K

K
 

− × 
 

 (1) 

式中: K1 为基质匹配标准曲线的斜率; K2 为溶液标准曲线

的斜率。 

1.4  数据处理 

通过 Analyst (Version 1.6.3)工作站软件进行数据采集, 
MultiQuant (Version 3.0.3)软件进行定量定性分析, 通过

Office 2021 软件对数据进行处理并使用 Origin 2018 软件

进行图形绘制。 

2  结果与分析 

2.1  质谱条件优化 

在 Mass only 模式下采用针泵进样方式, 对目标化合

物标准物质进行分析, 以确定最佳的离子碎片。所有目标

化合物均在 ESI+模式下响应较强 , 一级碎片主要为

[M+H]+形式的准分子离子峰簇。其中, 奥沙西泮一级碎片

m/z 287.1 所产生的二级碎片主要有 m/z 241.1、m/z 269.0、
m/z 104.2 等, 在质谱中的离子丰度依此递减, 根据已报道

的文献[27,37], 通常将 m/z 287.1>241.1 和 m/z 287.1>269.0
作为奥沙西泮的定量和定性离子对。但在真实样品分析中

发现, 二级碎片 m/z 269.0 由一级碎片 m/z 287.1 脱去水分

子而成, 存在较强基线噪音, 对低浓度样品的定量定性分

析影响较大。而二级碎片 m/z 287.1>104.2 离子丰度太弱, 
同样难以满足分析要求。因奥沙西泮分子结构中含有 1 个

氯原子, 而氯存在 35Cl 和 37Cl 两种天然同位素, 丰度比约

为 3:1, 故对奥沙西泮另一个二级碎片 m/z 289.1>243.0 进

行考察, 其离子丰度和基线噪音均能满足分析要求, 且符

合 欧 盟 《 Commission Implementing Regulation (EU) 
2021/808》中关于液相色谱-串联质谱法的定性要求。同理

对替马西泮及氟喹诺酮类同位素参考物质的二级碎片进行

优化, 选择更优离子碎片替代脱水离子碎片。各化合物的

详细质谱条件见表 1。 

2.2  色谱条件优化 

2.2.1  色谱柱的选择 
本研究对比了 Kinetex C18 和 Primer HSS T3 两款色谱

柱对各目标化合物的保留性能、峰型及离子丰度的影响。

由于 Primer HSS T3 在 C18 基础上键合极性基团, 可耐受更

高比例的水相, 同时对氟喹诺酮类等极性化合物具有更好

的反相保留能力, 增强与基质中极性干扰物的分离能力。

此外 Primer HSS T3 在色谱柱内壁进行了钝化处理, 有效

降低了氟喹诺酮类药物与色谱柱内壁金属产生的金属配位

作用, 在其洗脱时与固定相分离更快, 降低了出峰时的拖

尾现象 , 改善了定量分析的准确性。因此 , 色谱柱选择

Primer HSS T3。 
2.2.2  洗脱溶剂的选择 

本研究考察了乙腈和甲醇两种洗脱溶剂(有机相), 甲
醇作为洗脱溶剂时目标化合物保留时间更晚, 峰宽窄且响

应强, 原因是甲醇的洗脱能力弱于乙腈, 目标化合物需要

更高比例的有机相才能被从固定相上洗脱下来, 而在高比

例的有机相下, 化合物在质谱中的离子化效率提升, 因此

离子丰度增强。乙腈虽然能使部分化合物之间达到基线分

离, 但其强洗脱能力也导致目标化合物从色谱柱上分离过

早, 易与极性干扰物共流出, 从而对分析产生干扰。甲醇

虽然分离度不足, 但质谱多反应监测模式为独立通道采集

数据, 各化合物之间互不干扰, 能够弥补该缺点, 因此甲

醇为最优洗脱溶剂。 
2.2.3  水相的选择 

由于是在 ESI+模式下, 通常需要在水相中加入甲酸

和缓冲盐增强目标化合物的离子化程度以提高离子丰度。

研究对比了 0.1%甲酸水、0.1%甲酸水(含 2 mmol/L 甲酸铵)
和 0.1%甲酸水(含 5 mmol/L 甲酸铵)3 种水相, 如图 1 所示, 
各目标化合物在不同水相下的离子丰度存在显著差异, 其
中氟喹诺酮类及地西泮在含有缓冲盐的水相中能够获得更

高的离子丰度, 如培氟沙星其离子丰度可提高 92%。但去
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甲西泮、奥沙西泮、替马西泮在含缓冲盐的水相中离子丰

度显著下降, 可能是缓冲盐抑制了其离子化。综合考虑, 
环丙沙星和诺氟沙星是所有化合物中离子丰度最弱的 2 个

化合物, 为保证其在样品分析时有足够的离子丰度, 选择

0.1%甲酸水(含 2 mmol/L 甲酸铵)作为流动相的水相使用。 
综合优化后的色谱条件, 获得的 10 种目标化合物标

准溶液离子色谱图如图 2 所示。 
 

 
 

图 1  不同水相条件下各目标化合物的离子丰度(n=3) 
Fig.1  Ion abundance of each target compound under different 

aqueous phase conditions (n=3) 

 

 
 

图 2  10 种目标化合物的提取离子色谱图 
Fig.2  Extracted ion chromatogram for 10 kinds of target compounds 

 
2.3  预处理条件优化 

2.3.1  提取试剂的选择 
氟喹诺酮类药物多为两性化合物, 在中性条件下难

溶于甲醇、乙腈、乙酸乙酯、水等溶剂, 通常需要在酸性

或碱性条件下将其离子化才能使其有效溶解, 这也是其标

准物质在配制时需要加入甲酸的原因。现有研究表明, 从
生物样品中提取喹诺酮类药物需先用甲酸或盐酸对乙腈进

行酸化[8]。而苯二氮䓬类药物极性较弱, 易溶于甲醇、乙

腈、乙酸乙酯等溶剂, 宿书芳等[38]在研究不同有机溶剂的

提取效率后, 认为乙腈能使生物基质中的蛋白质变性, 配
合高速离心可有效去除样品中蛋白质, 同时无论是酸化乙

腈、氨化乙腈以及纯乙腈的提取效率均可达 85%以上, 高
于其他溶剂且三者提取效率接近, 无显著差异。综合两类

目标化合物的提取条件, 最终选择使用 1%甲酸乙腈作为

样品的提取溶剂。 

2.3.2  上样溶剂的选择 
PLS-A、Lipoclean、HLB-lim 和 PRiME HLB 等 SPE

小柱是目前应用较广的通过式 SPE 小柱, 填料多为高分子

聚合物, 通过非极性、极性、体积排阻等多种作用力, 在
特定比例的乙腈和水溶液下, 对样品中的脂肪、磷脂、色

素等多种干扰物进行去除, 达到较好的净化效果, 相较传

统 C18、HLB、MCX 等 SPE 小柱, 可省去活化、淋洗等步

骤, 有效提高预处理效率。结合前期研究[35,38], 苯二氮䓬

类药物极性较弱, 乙腈比例过低会导致其被保留在小柱无

法有效洗脱, 但纯有机溶剂会使小柱填料失去某些作用力, 
反而易造成回收率损失。因此研究使用 90%乙腈水、90%
乙腈水(含 0.1%甲酸)、90%乙腈水(含 1.0%甲酸)将目标化

合物配制成样液, 按照预处理中净化步骤进行上样, 比较

4 种小柱过柱后的回收率。如图 3 所示, 苯二氮䓬类药物

在Lipoclean小柱中回收率均不小于 93.7%, 高于其他小柱, 
但氟喹诺酮类药物在 Lipoclean 小柱中回收率普遍偏低, 
在无甲酸或 0.1%甲酸下甚至无法通过小柱。PRiME HLB
小柱的回收率也普遍较低, 即便在 90%乙腈水(含 1.0%甲

酸)条件下培氟沙星回收率仅为 34.1%, 表明大部分的目标

物被小柱截留。HLB-lim 小柱和 PLS-A 小柱均在 90%乙腈

水(含 1.0%甲酸)条件下回收率较好, 各目标化合物回收率

均不小于 72.2%。此外 PLS-A 小柱在有甲酸条件下, 氟喹

诺酮类药物的回收率均超过了 100%, 可能是酸化后的乙

腈/水溶液在通过小柱后带出了某些物质, 增强了氟喹诺

酮类药物在质谱中的灵敏度。综合 4 种小柱的回收率情况, 
氟喹诺酮类药物的回收率可能跟其离子化程度有关, 酸性

增强使其更容易以离子形式通过小柱从而提高回收率, 而
苯二氮䓬类药物对复溶液中是否有酸不敏感, 回收率差异

不大, 因此 90%乙腈水(含 1.0%甲酸)为最佳上样溶剂。 
2.3.3  净化效果考察 

考察 ME 是检验预处理净化效果的主要方法, 通常

采用提取后添加法(峰面积比值法)[31]及离子抑制率法(斜
率比值法)[36], 由于后者可以考察目标化合物在不同浓度

下的整体 ME, 因此选择后者作为本次 ME 考察方法。研

究将中华鳖 (Pelodiscus sinensis)、大黄鱼 (Larimichthys 
crocea)、南美白对虾 (Litopenaeus vannamei)、棘胸蛙

(Quasipaa spinosa)、鳙鱼(Aristichthys nobilis)阴性样品参

照 1.3.7 步骤, 分别使用 PLS-A、HLB-lim、PRiME HLB
小柱制备成基质液, C18 小柱按照“活化、上样、淋洗、洗

脱”流程同样制备基质液, 再将各基质液配制成基质标准

曲线溶液, 经超高效液相色谱-串联质谱法分析后按公式

计算 ME。如图 4 所示, 经 PLS-A、HLB-lim、PRiME HLB、

C18 小柱净化后的 ME 范围分别为 –20.6%~33.8% 、

–24.2%~35.0%、–22.2%~ 20.9%、–23.4%~31.7%。通常认

为 ME 介于–20%~20%之间, 属较弱 ME 可以忽略, 超过

以上范围则存在较强的基质抑制或基质增强效应。基质
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增强效应主要出现在诺氟沙星和环丙沙星 2 个目标化合

物上, 且 3 种通过式 SPE 小柱和 C18 小柱均存在基质增强

效应, 表明基质增强效应更大概率与目标化合物的理化

特性相关。综合结果, 3 种通过式 SPE 小柱的净化效果基

本与 C18 小柱相当。 
2.3.4  通过式 SPE 小柱的选择 

根据 2.3.3 中结果, 鳙鱼是 5 种水产品基质中基质抑

制效应最显著的基质, 因此在鳙鱼基质上进行加标验证, 
 

 
 

图 3  不同通过式 SPE 小柱对目标化合物回收率的影响(n=3) 
Fig.3  Recoveries of target compounds using different pass-through SPE cartridges (n=3) 

 

 
 

图 4  不同净化方式下的 MEs 比较 
Fig.4  Comparison of MEs across purification methods 
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图 4(续)  不同净化方式下的 MEs 比较 
Fig.4  Comparison of MEs across purification methods 

 

加标浓度为 10 μg/kg, 净化则分别使用 PLS-A、HLB-lim、

PRiME HLB、C18 小柱进行, 获得的样液与同等浓度的溶

剂标准溶液进行超高效液相色谱-串联质谱法分析, 通过

峰面积比值计算各目标化合物的绝对回收率。结果如图 5
所示, 在鳙鱼基质中, PRiME HLB 净化后的绝对回收率与

2.3.2 中结果类似, 氟喹诺酮类药物损失较大, 且平行性欠

佳。PLS-A 和 HLB-lim 小柱净化后的绝对回收率较好, 各
目标化合物绝对回收率均不小于 69.8%, 且仅在去甲西泮

中略低于 C18 小柱, 其他化合物中均高于 C18 小柱, 表明此

类通过式 SPE 小柱有较理想的净化效果。而在 10 种化合

物中, PLS-A小柱有 6 种绝对回收率优于 HLB-lim小柱, 特
别是在质谱中离子丰度最弱的环丙沙星, 其在 PLS-A 小柱

净化后有更好的绝对回收率, 这可能是 PLS-A 小柱的填料

为吡咯烷酮修饰的聚苯乙烯-二乙烯苯聚合物, 其苯乙烯-
二乙烯苯骨架结构通过疏水作用有效截留了脂肪、磷脂、

甾醇等, 而通过吡咯烷酮的氢键和偶极作用吸附了色素、

有机酸等极性小分子杂质, 其自身孔穴结构又有效排阻了

大分子蛋白, 从而获得了更优的净化效果[39–40], 因此选择

PLS-A 小柱作为方法的最终净化方案。但考虑到 PLS-A 小

柱净化后仍可能导致部分化合物出现基质增强效应, 因此

引入同位素内标进一步改善方法的准确性。 
 

 
 

图 5  鳙鱼基质加标验证结果 
Fig.5  Validation results of spiked bighead carp matrix 
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2.4  方法学验证 

2.4.1  方法的线性范围、回归方程、检出限与定量限 
根据 1.3.3 内容, 配制 7 个水平的混合标准系列溶液, 

经超高效液相色谱-串联质谱法分析后获得目标化合物色

谱峰面积及同位素内标色谱峰面积, 以各目标化合物与同

位素内标峰面积比值 Y 为纵坐标, 质量浓度(X, ng/mL)为
横坐标, 绘制了 10 种目标化合物的内标法标准工作曲线。

由表 2 可知, 10 种目标化合物在线性范围内均具有良好的

线性关系, 相关系数(r)均大于 0.998。按照 GB/T 27417— 
2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》中相关

要求, 以基质减弱效应最强的样品基质为基准, 通过信噪

比计算确定本方法的 LOD 和 LOQ, 10 种目标化合物的

LODs 范围为 0.15~0.30 μg/kg, LOQs 范围为 0.5~1.0 μg/kg。
鱼、虾基质中 6 种氟喹诺酮类药物 LOQs 较文献[29–30,34]
低, 鱼基质中地西泮 LOQ 较文献[38]低, 与文献[35,41]
相当。 
2.4.2  精密度和准确度验证 

本研究选择中华鳖、大黄鱼、南美白对虾、棘胸蛙和

鳙鱼 5 种常见的水产品基质作为考察对象, 通过 1、10、
50 μg/kg 3 个水平的加标测试, 以验证本方法的准确性和重现

性。根据表 3 回收率和相对标准偏差结果, 10 种目标化合物在

5 种不同水产品基质中的平均回收率范围为 81.5%~109.7%,  
 

表 2  线性方程、相关系数、线性范围、LODs 和 LOQs 
Table 2  Linear equation, correlation coefficient, linear range, LODs and LOQs 

化合物 线性方程 线性范围/(ng/mL) 相关系数(r) LODs/(μg/kg) LOQs/(μg/kg) 

氧氟沙星 Y=0.06361X+0.01243 0.5~50.0 0.99926 0.15 0.5 

诺氟沙星 Y=0.00787X+0.00109 0.5~50.0 0.99886 0.30 1.0 
培氟沙星 Y=0.17935X+0.03154 0.5~50.0 0.99939 0.15 0.5 
洛美沙星 Y=0.04475X+0.00301 0.5~50.0 0.99971 0.30 1.0 
恩诺沙星 Y=0.03241X+0.00450 0.5~50.0 0.99844 0.30 1.0 
环丙沙星 Y=0.00750X+6.78787e–4 0.5~50.0 0.99979 0.30 1.0 
去甲西泮 Y=0.01979X+0.00116 0.5~50.0 0.99952 0.30 1.0 
地西泮 Y=0.05977X+0.00198 0.5~50.0 0.99947 0.15 0.5 

奥沙西泮 Y=0.05086X–9.75543e–4 0.5~50.0 0.99946 0.30 1.0 
替马西泮 Y=0.05441X+0.00168 0.5~50.0 0.99943 0.30 1.0 

注: 检出限(limit of detection, LOD)和定量限(limit of quantitation, LOQ)。 
 

表 3  目标化合物在水产品中的平均加标回收率和精密度结果(n=6) 
Table 3  Average spike recovery rates and precision results of target compounds in aquatic products (n=6) 

样品 化合物 加标量/(μg/kg) 平均回收率/% 相对标准偏差/% 

大黄鱼 

氧氟沙星 1, 10, 50 94.7, 96.0, 98.3 4.15, 4.09, 3.31 
诺氟沙星 1, 10, 50 102.7, 84.4, 103.3 5.39, 2.76, 1.95 
培氟沙星 1, 10, 50 93.3, 99.8, 95.3 10.35, 2.22, 6.51 
洛美沙星 1, 10, 50 98.3, 101.2, 102.5 2.78, 1.84, 3.11 
恩诺沙星 1, 10, 50 104.0, 102.2, 100.9 3.22, 2.26, 2.32 
环丙沙星 1, 10, 50 101.3, 101.8, 91.8 2.97, 2.10, 2.26 
地西泮 1, 10, 50 97.7, 101.0, 98.1 3.22, 1.30, 4.00 

去甲西泮 1, 10, 50 98.5, 99.7, 94.3 8.61, 2.66, 1.66 
奥沙西泮 1, 10, 50 100.7, 102.2, 101.4 3.24, 0.49, 2.55 
替马西泮 1, 10, 50 102.2, 96.6, 99.2 2.43, 2.26, 4.77 

南美白对虾 

氧氟沙星 1, 10, 50 101.0, 98.6, 97.7 6.60, 3.72, 3.85 
诺氟沙星 1, 10, 50 109.3, 94.0, 106.8 2.06, 10.37, 6.00 
培氟沙星 1, 10, 50 99.1, 101.1, 101.0 7.93, 0.67, 3.99 
洛美沙星 1, 10, 50 100.0, 100.3, 103.6 2.53, 0.54, 3.48 
恩诺沙星 1, 10, 50 104.7, 104.4, 104.1 1.97, 1.42, 3.08 
环丙沙星 1, 10, 50 87.0, 87.3, 102.6 9.14, 0.92, 3.05 
地西泮 1, 10, 50 99.3, 100.3, 97.4 2.60, 1.36, 2.97 

去甲西泮 1, 10, 50 104.5, 99.7, 92.8 3.46, 1.98, 1.25 
奥沙西泮 1, 10, 50 101.8, 102.0, 104.4 2.67, 1.64, 1.94 
替马西泮 1, 10, 50 98.3, 87.9, 99.8 4.35, 2.98, 4.14 
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表 3(续) 

样品 化合物 加标量/(μg/kg) 平均回收率/% 相对标准偏差/% 

中华鳖 

氧氟沙星 1, 10, 50 94.3, 99.3, 95.7 4.96, 1.86, 5.47 

诺氟沙星 1, 10, 50 109.7, 86.1, 102.5 2.05, 1.86, 2.74 

培氟沙星 1, 10, 50 98.1, 101.5, 102.4 6.33, 0.24, 2.89 

洛美沙星 1, 10, 50 96.5, 99.8, 103.1 2.60, 2.30, 2.43 

恩诺沙星 1, 10, 50 98.7, 99.9, 101.1 4.80, 0.62, 1.00 

环丙沙星 1, 10, 50 94.3, 83.9, 95.2 2.97, 5.75, 3.42 

地西泮 1, 10, 50 105.8, 101.2, 98.7 5.91, 4.09, 5.81 

去甲西泮 1, 10, 50 98.7, 97.7, 95.2 3.66, 1.85, 1.85 

奥沙西泮 1, 10, 50 105.7, 98.3, 96.3 5.03, 4.83, 3.84 

替马西泮 1, 10, 50 100.0, 96.8, 98.1 5.22, 2.02, 3.67 

棘胸蛙 

氧氟沙星 1, 10, 50 98.2, 101.4, 98.4 4.39, 1.45, 3.02 

诺氟沙星 1, 10, 50 107.2, 89.7, 102.1 1.09, 4.89, 3.74 

培氟沙星 1, 10, 50 89.0, 97.7, 96.8 4.59, 1.50, 4.42 

洛美沙星 1, 10, 50 96.2, 98.2, 105.5 4.13, 2.16, 2.16 

恩诺沙星 1, 10, 50 105.5, 102.6, 102.8 2.30, 4.59, 2.24 

环丙沙星 1, 10, 50 88.8, 81.5, 91.4 7.48, 6.69, 3.56 

地西泮 1, 10, 50 104.2, 102.3, 99.6 2.22, 1.16, 2.27 

去甲西泮 1, 10, 50 100.8, 101.9, 96.9 5.34, 2.91, 2.37 

奥沙西泮 1, 10, 50 98.2, 102.0, 103.1 5.56, 2.46, 3.51 

替马西泮 1, 10, 50 96.5, 99.3, 98.8 2.25, 2.05, 4.20 

鳙鱼 

氧氟沙星 1, 10, 50 94.0, 99.1, 94.7 6.06, 1.05, 1.75 

诺氟沙星 1, 10, 50 108.8, 93.2, 100.8 2.75, 5.71, 3.60 

培氟沙星 1, 10, 50 96.3, 97.2, 99.8 2.18, 3.17, 3.70 

洛美沙星 1, 10, 50 93.7, 94.0, 100.8 3.49, 1.87, 3.60 

恩诺沙星 1, 10, 50 104.3, 100.6, 102.8 2.32, 1.17, 2.81 

环丙沙星 1, 10, 50 93.5, 86.1, 92.5 13.22, 4.44, 3.69 

地西泮 1, 10, 50 105.0, 100.4, 98.3 2.63, 1.29, 3.32 

去甲西泮 1, 10, 50 103.0, 101.3, 97.1 5.49, 0.84, 6.19 

奥沙西泮 1, 10, 50 94.5, 99.5, 102.4 3.95, 2.27, 1.33 

替马西泮 1, 10, 50 99.0, 100.3, 96.4 4.65, 2.44, 3.70 

 
相对标准偏差为 0.24%~13.22%, 表明方法具有良好的准

确度和精密度。 

2.5  真实样品检测 

在浙江省内各地养殖场采集了 123 批次大宗水产品, 
包括 18 批次鳊鱼、20 批次大黄鱼、13 批次大口黑鲈、2
批次乌鳢、55 批次鲫鱼、3 批次牛蛙、12 批次鳙鱼, 将优

化后的方法应用于以上样品的检测分析。实验结果表明, 
所有样品中均未检出氧氟沙星、培氟沙星、洛美沙星、诺

氟沙星等 4 种禁用药物, 但有 17 批次水产品检出恩诺沙星

和环丙沙星, 品种包括鳊鱼(4 批次)、大黄鱼(1 批次)、大

口黑鲈(5 批次)、乌鳢(1 批次)、鲫鱼(4 批次)和牛蛙(2 批次), 
根据 GB 31650—2019 中规定, 水产品中恩诺沙星和环丙

沙星总和不得大于 100 μg/kg, 故有 3 批次大口黑鲈超过了

限量标准, 恩诺沙星和环丙沙星总量分别为 130、206 和

207 μg/kg。由于样品来自养殖场, 尚未进入流通环节, 且
恩诺沙星和环丙沙星允许在水产养殖中使用, 只要以上水

产品在上市前有足够休药期, 可有效避免成为不合格样

品。另有 1 批次鲫鱼检出苯二氮䓬类药物, 地西泮含量为

18.5 μg/kg, 去甲西泮含量为 1.31 μg/kg, 替马西泮含量为

0.510 μg/kg, 根据 GB 31650—2019 中规定, 地西泮不得在

动物源性食品中检出, 因此该鲫鱼为不合格样品。 

3  结  论 

本研究通过对色谱质谱条件、前处理方法、ME 等因
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素的充分考察, 建立了一种适用于多种水产品基质中 6 种

氟喹诺酮类和 4 种苯二氮䓬类药物的同时测定方法。该方

法基于通过式 SPE 小柱, 实现了两种极性差异较大的药物

的同时净化和测定, 不仅有效降低了水产品中的基质干扰, 
还较好地保留了目标化合物, 净化效果与传统 C18 小柱相

当。通过进一步的方法学验证, 该方法灵敏度高、定量准

确、稳定性好、操作简单高效, 可用于水产品中两类药物

的高通量检测, 为相关标准的修订提供了一定的技术参考, 
并为水产品质量监管提供了技术支撑。但该方法尚未考察

蟹、贝类基质的影响, 若应用于蟹、贝类等水产品仍需进

一步验证, 对于氟喹诺酮类药物存在基质增强效应的情况, 
方法预处理过程仍存在改良的空间。 
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