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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
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食品安全国家标准
水产品中喹诺酮类药物残留量的测定

液相色谱 串联质谱法

１　范围

本文件规定了水产品中喹诺酮类药物残留量检测的制样和液相色谱 串联质谱测定方法.
本文件适用于鱼类肌肉和皮等可食组织,虾、蟹、贝、蛙、鳖、海参可食组织中 喹酸、氟甲喹、诺氟

沙星、依诺沙星、环丙沙星、培氟沙星、洛美沙星、达氟沙星、恩诺沙星、氧氟沙星、沙拉沙星、司帕沙星、二
氟沙星、西诺沙星、萘啶酸、奥比沙星、马波沙星、氟罗沙星、吡哌酸残留量的检测.其他水产品的检测可参

照执行.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文

件.

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

GB/T３０８９１—２０１４　水产品抽样规范

３　术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义.

４　原理

试料中残留的喹诺酮类药物,用酸化乙腈提取,正己烷脱脂,亲水亲脂固相萃取柱净化,液相色谱 串

联质谱法测定,基质校准内标法定量.

５　试剂与材料

除另有规定外,所有试剂均为分析纯,水为符合 GB/T６６８２规定的一级水.

５􀆰１　试剂

５􀆰１􀆰１　乙腈(CH３CN):色谱纯.

５􀆰１􀆰２　正己烷(C６H１４):色谱纯.

５􀆰１􀆰３　甲酸(HCOOH):色谱纯.

５􀆰１􀆰４　乙酸铵(CH３COONH４).

５􀆰１􀆰５　磷酸(H３PO４).

５􀆰１􀆰６　氨水(NH３􀅰H２O).

５􀆰１􀆰７　甲醇(CH３OH):色谱纯.

５􀆰１􀆰８　氢氧化钠(NaOH).

５􀆰１􀆰９　二水合磷酸二氢钠(NaH２PO４􀅰２H２O).

５􀆰１􀆰１０　无水硫酸钠(Na２SO４):经５５０℃灼烧４h,冷却４h后,储于密闭容器中备用.

５􀆰２　溶液配制

５􀆰２􀆰１　酸化乙腈:９９mL乙腈中加入１mL甲酸,混合均匀.

５􀆰２􀆰２　０􀆰１mol/L氢氧化钠溶液:取氢氧化钠４􀆰００g,用水溶解并稀释至１０００mL.
１
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５􀆰２􀆰３　０􀆰０５mol/L磷酸盐缓冲溶液(pH７􀆰０):取二水合磷酸二氢钠１􀆰５６g,加入氢氧化钠溶液７９mL,
混匀,用水稀释至２００mL.

５􀆰２􀆰４　氨化甲醇:取氨水２５mL,用甲醇稀释至１００mL.

５􀆰２􀆰５　乙腈饱和正己烷:取正己烷２００mL于２５０mL分液漏斗中,加入适量乙腈后,剧烈振摇,待分配平

衡后,弃去乙腈层,即得.

５􀆰２􀆰６　０􀆰１％甲酸水溶液(含０􀆰００２mol/L乙酸铵):取乙酸铵１􀆰５４g,用水溶解并稀释至１０００mL.从

中取１００mL乙酸铵溶液,取甲酸１mL,再用水稀释至１０００mL.

５􀆰２􀆰７　复溶液:取乙腈１５mL,取０􀆰１％甲酸水溶液(含０􀆰００２mol/L乙酸铵)８５mL,混合均匀.

５􀆰３　标准品

５􀆰３􀆰１　 喹酸、氟甲喹、诺氟沙星、依诺沙星、环丙沙星、洛美沙星、达氟沙星、恩诺沙星、氧氟沙星、沙拉沙

星、司帕沙星、二氟沙星、西诺沙星、萘啶酸、奥比沙星、马波沙星、氟罗沙星、吡哌酸含量均≥９７􀆰０％,培氟

沙星含量≥９２􀆰０％,详见附录 A.

５􀆰３􀆰２　诺氟沙星ＧD５、环丙沙星ＧD８、恩诺沙星ＧD５含量均≥９９􀆰０％,详见附录 A.

５􀆰４　标准溶液制备

５􀆰４􀆰１　标准储备液:取 喹酸、氟甲喹、诺氟沙星、依诺沙星、环丙沙星、培氟沙星、洛美沙星、达氟沙星、恩
诺沙星、氧氟沙星、沙拉沙星、司帕沙星、二氟沙星、西诺沙星、萘啶酸、奥比沙星、马波沙星、氟罗沙星、吡哌

酸标准品各适量(相当于各活性成分１０mg),精密称定,在加入２００μL甲酸条件下,用乙腈溶解稀释定容

至１００mL棕色容量瓶,配制成浓度为１００μg/mL标准储备液.－１８℃ 以下避光保存,有效期６个月.

５􀆰４􀆰２　混合标准中间液:分别精密量取标准储备液１mL,于１０mL棕色量瓶中,用乙腈稀释至刻度,配
制成浓度为１０μg/mL标准中间液.－１８℃ 以下避光保存,有效期３个月.

５􀆰４􀆰３　混合标准工作液:精密量取标准中间液１mL,于１０mL棕色量瓶中,用乙腈稀释至刻度,配制成

浓度为１μg/mL混合标准工作液.４℃ 以下避光保存,有效期１个月.

５􀆰４􀆰４　内标标准储备液:取氘代诺氟沙星、氘代环丙沙星、氘代恩诺沙星各１０mg,精密称定,在加入２００

μL甲酸条件下,用乙腈溶解稀释定容至１００mL棕色容量瓶,配制成浓度为１００μg/mL内标标准储备

液.—１８℃ 以下避光保存,有效期６个月.

５􀆰４􀆰５　混合内标标准中间液:分别精密量取内标标准储备液１mL,于１０mL棕色量瓶中,用乙腈稀释至

刻度,配制成浓度为１０μg/mL内标标准中间液.－１８℃ 以下避光保存,有效期３个月.

５􀆰４􀆰６　混合内标标准工作液:精密量取内标标准中间液１mL,于１０mL棕色量瓶中,用乙腈稀释至刻

度,配制成浓度为１μg/mL混合内标标准工作液.４℃ 以下避光保存,有效期１个月.

５􀆰５　材料

５􀆰５􀆰１　反相混合型亲水亲脂固相萃取柱:６０mg/３mL,或相当者.

５􀆰５􀆰２　尼龙微孔滤膜:０􀆰２２μm.

６　仪器和设备

６􀆰１　液相色谱 串联质谱仪:配电喷雾离子源.

６􀆰２　分析天平:感量０􀆰００００１g和０􀆰０１g.

６􀆰３　超声波清洗仪.

６􀆰４　低速离心机:转速可达４０００r/min.

６􀆰５　高速离心机:转速可达１５０００r/min.

６􀆰６　移液枪:２００μL,１mL,５mL.

６􀆰７　旋转蒸发仪.

６􀆰８　涡旋混合器.
２
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６􀆰９　氮吹仪.

６􀆰１０　分液漏斗:２５０mL.

６􀆰１１　梨形瓶:１００mL.

７　试样的制备与保存

７􀆰１　试样的制备

按 GB/T３０８９１—２０１４中附录B的要求制样.蛙至少取３只,清洗后去头,从头部去皮,去内脏,用刀

或剪刀将肌肉剔下,绞碎混匀后备用;试样量为４００g,分为两份,一份用于检样,一份用于留样.

a)　取均质的供试样品,作为供试试样;

b) 取均质的空白样品,作为空白试样;

c) 取均质的空白样品,添加适宜浓度的标准工作液,作为空白添加试样.

７􀆰２　试样的保存

－１８℃以下保存.

８　测定步骤

８􀆰１　提取

称取试料(５±０􀆰０５)g,于５０mL离心管,加入内标标准工作溶液２５μL,涡旋混合３０s,避光放置

１０min;加入无水硫酸钠５g,涡旋混匀,再加入酸化乙腈２０mL,于涡旋混合器上以２０００r/min涡旋

１min,超声８min,以３５００r/min离心５ min,取上清液,于１００ mL 离心管内.残渣再加酸化乙腈

２０mL,重复提取１次,合并２次上清液于１００mL离心管,备用.

８􀆰２　净化

８􀆰２􀆰１　鳗鲡、大黄鱼类等油脂含量高、虾蟹等色素含量高的水产品

１００mL离心管中加入乙腈饱和正己烷３０mL,剧烈振摇２min,静置,取下层清液于梨形瓶中,４０℃
下旋蒸至干.加入磷酸盐缓冲液４mL溶解残余物,振荡１min,残余物溶解液转移至１５mL离心管.再

重复提取残余物２次,溶解液转移至同一离心管.合并３次残余物溶解液,３０００r/min离心５min,上清

液备用.
固相萃取柱依次用甲醇３mL、水３mL、磷酸盐缓冲液３mL活化,取备用液过柱,流干,流速控制为

每秒１滴;水３mL淋洗,抽干,依次用氨化甲醇６mL、甲醇４mL洗脱,收集洗脱液于１５mL离心管中,

５０℃下氮吹至干.复溶液１􀆰０mL溶解残余物,过０􀆰２２μm 滤膜,供液相色谱 串联质谱测定.

８􀆰２􀆰２　其他类水产品

１００mL离心管中加入乙腈饱和正己烷３０mL,剧烈振摇２min,静置,取下层清液于梨形瓶中;４０℃
下旋蒸至干,复溶液１􀆰０mL溶解残余物,加乙腈饱和正己烷１mL,转至５mL离心管中,涡旋混合３０s,

１３０００r/min离心３min,取下层清液过０􀆰２２μm 滤膜,供液相色谱 串联质谱测定.

８􀆰３　基质匹配标准曲线的制备

分别取适量混合标准工作液于５mL玻璃离心管中,加入内标标准工作溶液２５μL,５０℃下氮吹至干,分
别加入经８􀆰１和８􀆰２步骤处理所得的未加入内标的基质空白液１􀆰０mL,旋涡混匀１min,过０􀆰２２μm滤膜,配
制成喹诺酮类药物浓度为 ２􀆰５ng/mL、５􀆰０ng/mL、１０ng/mL、２５ng/mL、５０ng/mL、１００ng/mL和

２００ng/mL的系列基质匹配标准溶液;现用现配.以目标物和内标物的特征离子质量色谱峰面积比值为

纵坐标、基质匹配标准溶液质量浓度为横坐标,绘制基质匹配标准曲线.求回归方程和相关系数.

８􀆰４　测定

８􀆰４􀆰１　液相色谱参考条件

a)　色谱柱:端基封尾C１８色谱柱(１５０mm×２􀆰１mm,５μm)或相当者;

b) 流动相:A为０􀆰１％甲酸水溶液(含０􀆰００２mol/L乙酸铵),B为乙腈,梯度洗脱程序应符合表１的

要求;　
３
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表１　梯度洗脱程序

时间,min A,％ B,％

０ ８５􀆰０ １５􀆰０
１５􀆰５ ８１􀆰０ １９􀆰０
１６􀆰０ ６０􀆰０ ４０􀆰０
２３􀆰０ ６０􀆰０ ４０􀆰０
２３􀆰５ ８５􀆰０ １５􀆰０
２８􀆰０ ８５􀆰０ １５􀆰０

c) 流速:０􀆰２５mL/min;

d) 柱温:３５℃;

e) 进样量:１０μL.

８􀆰４􀆰２　质谱参考条件

a)　离子源:电喷雾(ESI)离子源;

b) 扫描方式:正离子扫描;

c) 检测方式:多反应监测;

d) 喷雾电压:３５００V;

e) 离子传输毛细管温度:３５０℃;

f) 雾化气压力:２４１kPa;

g) 辅助气流量:２L/min;

h) 定性离子对、定量离子对和碰撞能量见表２.

表２　定性离子对、定量离子对和碰撞能量

化合物名称 定性离子对(碰撞能量),m/z(eV) 定量离子对(碰撞能量),m/z(eV)

喹酸
２６２/２１６(２９)

２６２/２４４(１８) ２６２/２４４(１８)

氟甲喹
２６２/２０２(３２)

２６２/２４４(１８) ２６２/２４４(１８)

诺氟沙星
３２０/２３３(２４)

３２０/２７６(１８) ３２０/２７６(１８)

依诺沙星
３２１/３０３(２１)

３２１/２３２(３４) ３２１/３０３(２１)

环丙沙星
３３２/２４５(２２)

３３２/２８８(１７) ３３２/２８８(１７)

培氟沙星
３３４/２９０(１８)

３３４/３１６(２１) ３３４/３１６(２１)

洛美沙星
３５２/２６５(２２)

３５２/３０８(１６) ３５２/３０８(１６)

达氟沙星
３５８/３１４(１８)

３５８/３４０(２２) ３５８/３４０(２２)

恩诺沙星
３６０/２４５(２６)

３６０/３１６(１８) ３６０/３１６(１８)

氧氟沙星
３６２/２６１(２７)

３６２/３１８(１８) ３６２/３１８(１８)

沙拉沙星
３８６/２９９(２６)

３８６/３４２(１８) ３８６/３４２(１８)

司帕沙星
３９３/２９２(２５)

３９３/３４９(１９) ３９３/３４９(１９)

二氟沙星
４００/３５６(１９)

４００/２９９(２８) ４００/３５６(１９)

西诺沙星
２６３/２１７(２３)

２６３/２４５(１７) ２６３/２１７(２３)

４
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表２ (续)

化合物名称 定性离子对及碰撞能量,eV 定量离子对及碰撞能量,eV

萘啶酸
２３３/１８７(２５)

２３３/２１５(１４) ２３３/２１５(１４)

奥比沙星
３９６/３５２(１８)

３９６/２９５(２３) ３９６/３５２(１８)

马波沙星
３６３/７２(２３)

３６３/３４５(２１) ３６３/７２(２３)

氟罗沙星
３７０/３２６(１９)

３７０/２６９(２５) ３７０/３２６(１９)

吡哌酸
３０４/２１７(２４)

３０４/１８９(３１) ３０４/２１７(２４)

氘代诺氟沙星 ３２５/３０７(２１) ３２５/３０７(２１)

氘代环丙沙星 ３４０/３２２(２１) ３４０/３２２(２１)
氘代恩诺沙星 ３６５/３２１(１９) ３６５/３２１(１９)

８􀆰４􀆰３　测定法

８􀆰４􀆰３􀆰１　定性测定

在同样测试条件下,试料溶液中喹诺酮类药物和其内标物的保留时间与基质匹配标准工作液中喹诺

酮类药物和其内标物的保留时间之比偏差在１％以内;且检测到的相对离子丰度应与浓度相当的基质匹

配标准工作液相对离子丰度一致,其允许偏差为±４０％.

８􀆰４􀆰３􀆰２　定量测定

取试料溶液和基质匹配标准工作液,作单点或多点校准,以色谱峰面积定量,按内标法计算,其中诺氟

沙星、依诺沙星、培氟沙星、氧氟沙星、马波沙星、氟罗沙星、吡哌酸以氘代诺氟沙星为内标;环丙沙星、洛美

沙星、达氟沙星、沙拉沙星、二氟沙星、奥比沙星以氘代环丙沙星为内标;西诺沙星、司帕沙星、 喹酸、氟甲

喹、恩诺沙星、萘啶酸以氘代恩诺沙星为内标.基质匹配标准工作液及试料溶液中喹诺酮类药物的响应值

均应在仪器检测的线性范围之内.对于试料中喹诺酮残留量超过仪器测定线性范围的,在提取时根据药

物浓度相应增加混合内标标准工作液的添加量,使试料溶液稀释后喹诺酮的响应在仪器检测的线性范围

内,对应内标物浓度与基质匹配标准曲线制备中的内标物浓度一致.在上述色谱 质谱条件下,喹诺酮类

药物标准溶液的特征离子质量色谱图见附录B.

８􀆰５　空白试验

取空白试样,除不加标准溶液外,采用相同的测定步骤进行平行操作.

９　结果计算和表述

试样中待测药物的残留量按标准曲线法或公式(１)计算.

X＝
Ai×A′is×Cs×Cis×V
Ais×As×C′is×m

(１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X　———试样中被测组分残留量的数值,单位为微克每千克(μg/kg);

Cs ———基质匹配标准溶液中被测组分浓度的数值,单位为纳克每毫升(ng/mL);

Cis ———试料溶液中内标浓度的数值,单位为纳克每毫升(ng/mL);

C′is ———基质匹配标准溶液中内标浓度,单位为纳克每毫升(ng/mL);

Ai ———试料溶液中被测组分的峰面积;

Ais ———试料溶液中被测组分对应内标的峰面积;

A′s ———基质匹配标准溶液中被测组分的峰面积;

A′is———基质匹配标准溶液中被测组分对应内标的峰面积;

V ———试料溶液定容体积的数值,单位为毫升(mL);
５
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m ———试料质量的数值,单位为克(g).
注:计算结果以平行测定结果的算术平均值表示,含量不小于１μg/kg的保留３位有效数字,１μg/kg以下保留至小数

点后２位.

１０　方法灵敏度、正确度和精密度

１０􀆰１　灵敏度

本方法的检出限为０􀆰５μg/kg;定量限为１􀆰０μg/kg.

１０􀆰２　正确度

标准添加浓度１􀆰０μg/kg~１０μg/kg,回收率为６０％~１２０％;标准添加浓度１０μg/kg~１００μg/kg,
回收率７０％~１２０％;标准添加浓度１００μg/kg~５００μg/kg,回收率为８０％~１１０％.

１０􀆰３　精密度

１０􀆰３􀆰１　重复性精密度

标准添加浓度１􀆰０μg/kg~１０μg/kg,相对标准偏差≤２０％;标准添加浓度１０μg/kg~１００μg/kg,相
对标准偏差≤１５％;标准添加浓度１００μg/kg~５００μg/kg,相对标准偏差≤１０％.

１０􀆰３􀆰２　再现性精密度

标准添加浓度１􀆰０μg/kg~１０μg/kg,相对标准偏差≤３０％;标准添加浓度１０μg/kg~１００μg/kg,相
对标准偏差≤２０％;标准添加浓度１００μg/kg~５００μg/kg,相对标准偏差≤１５％.

６
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附　录　A
(资料性)

喹诺酮类药物的中英文名称、化学分子式和CAS号

　
喹诺酮类药物的中英文名称、化学分子式和CAS号见表 A􀆰１.

表A􀆰１　喹诺酮类药物的中英文名称、化学分子式和CAS号

中文名称 英文名称 化学分子式 CAS号

喹酸 Oxolinicacid C１３H１１NO５ １４６９８Ｇ２９Ｇ４
氟甲喹 Flumequine C１４H１２FNO３ ４２８３５Ｇ２５Ｇ６

诺氟沙星 Norfloxacin C１６H１８FN３O３ ７０４５８Ｇ９６Ｇ７
依诺沙星 Enoxacin C１５H１７FN４O３ ７４０１１Ｇ５８Ｇ８
环丙沙星 Ciprofloxacin C１７H１８FN３O３ ８５７２１Ｇ３３Ｇ１
培氟沙星 Pefloxacin C１７H２０FN３O３ ７０４５８Ｇ９２Ｇ３
洛美沙星 Lomefloxacin C１７H１９F２N３O３ ９８０７９Ｇ５１Ｇ７
达氟沙星 Danofloxacin C１９H２０FN３O３ １１２３９８Ｇ０８Ｇ０
恩诺沙星 Enrofloxacin C１９H２２FN３O３ ９３１０６Ｇ６０Ｇ６
氧氟沙星 Ofloxacin C１８H２０FN３O４ ８２４１９Ｇ３６Ｇ１
沙拉沙星 Sarafloxacin C２０H１７F２N３O３ ９８１０５Ｇ９９Ｇ８
司帕沙星 Sparfloxacin C１９H２２F２N４O３ １１０８７１Ｇ８６Ｇ８
二氟沙星 Difloxacin C２１H１９F２N３O３ ９８１０６Ｇ１７Ｇ３
西诺沙星 Cinoxacin C１２H１０N２O５ ２８６５７Ｇ８０Ｇ９
萘啶酸 Nalidixicacid C１２H１２N２O３ ３８９Ｇ０８Ｇ２

奥比沙星 Orbifloxacin C１９H２０F３N３O３ １１３６１７Ｇ６３Ｇ３
马波沙星 Marbofloxacin C１７H１９FN４O４ １１５５５０Ｇ３５Ｇ１
氟罗沙星 Fleroxacin C１７H１８F３N３O３ ７９６６０Ｇ７２Ｇ３
吡哌酸 Pipemidicacid C１４H１７N５O３ ５１９４０Ｇ４４Ｇ４

氘代诺氟沙星 NorfloxacinＧD５ C１６H１３D５FN３O３ １０１５８５６Ｇ５７Ｇ１
氘代环丙沙星 CiprofloxacinＧD８ C１７H１０D８FN３O３ １１３００５０Ｇ３５Ｇ９
氘代恩诺沙星 EnrofloxacinＧD５ C１９H１７D５FN３O３ １１７３０２１Ｇ９２Ｇ５

７
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附　录　B
(资料性)

喹诺酮类药物标准溶液的特征离子质量色谱图

　
喹诺酮类药物标准溶液的特征离子质量色谱图见图B􀆰１.

图B􀆰１　喹诺酮类药物标准溶液的特征离子质量色谱图(１０ng/mL)

８


