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高效液相色谱 -串联质谱法测定动物源食品中
喹乙醇代谢物残留量

　　

　　刘正才 1，杨 方 1，余孔捷 1，林永辉 1，李 立 2

(1.福建出入境检验检疫局，福建 福州      350001；2.中国检验检疫科学研究院，北京      100123)

摘   要：建立动物源性食品中喹乙醇代谢残留标识物 3- 甲基喹喔啉 -2- 羧酸残留量的高效液相色谱串联质谱法。样

品均质后，经 Protease 蛋白酶进行过夜酶解，加入盐酸酸化，离心，过滤后采用阴离子交换固相萃取柱 Oasis MAX
进行净化和富集。分析样品经 Kinetex C18 色谱柱分离，在高效液相色谱 - 串联质谱多反应监测模式下进行定性、定

量分析，采用正离子扫描。6 种测定样品中 3- 甲基喹喔啉 -2- 羧酸定量下限均为 0.5μg/kg，鳗鱼、虾、鸡肉、猪

肉、牛肉和猪肝在 0.5、1.0、4.0μg/kg 和 10.0μg/kg 四个添加水平的平均回收率在 60.7%～107% 之间，相对标准偏

差(n ＝ 10)在 4.59%～14.9% 之间。本方法分析速度快、灵敏度高、重现性好，各项技术指标均满足国内外相关法

规要求，适用于动物源性食品中喹乙醇代谢物 3- 甲基喹喔啉 -2- 羧酸残留的确证检测。
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Abstract ：A high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) method was developed

to determine the olaquindox metabolite marker 3-methyl-quinoxaline-2-carboxylic acid (MQCA) in food products of animal origin.

Samples were homogenized, hydrolyzed with protease overnight, acidified by adding hydrochloric acid, centrifugated, filtrated,

and then cleaned up and enriched using an Oasis MAX solid phase extraction cartridge. The chromatographic separation was

performed on a Kinetex C18 column. The qualitative and quantitative analysis of MQCA was carried out using an HPLC-MS/MS

system under positive ion multiple reaction monitoring (MRM) mode. The limits of quantification for MQCA in meats from 6

different animal species (eel, shrimp, chicken, pork, beef and porcine liver) were all 0.5μg/kg. The average recoveries at four

different spike levels: 0.5, 1.0, 4.0μg/mg and 10.0μg/kg were 60.7%－107% with relative standard deviation between 4.59%

and 14.9% (n = 10). This method was fast, sensitive and reproducible and all of its technical indexes could meet the requirements

of domestic and international relevant standards. Therefore it is applicable for the determination and confirmation of MQCA

residues in food products of animal origin.
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喹乙醇(qlaquindox CAS：23696-28-8)又称喹酰胺

醇，是一种具有促生长作用的药物性添加剂，可促进

畜禽生长，提高饲料转化率，广泛用于猪、牛、鸡、

羊的促进生长、抗菌治病和水生动物疾病的防治[1]；3-
甲基喹喔啉 -2- 羧酸(3-methyl-quinoxaline-2-carboxylic
acid，MQCA，CAS：74003-63-7)是喹乙醇的主要代谢
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产物，也是国际食品法典委员会认定的标示残留物 [ 2 ]，

由于其性质稳定而且毒性极大[3-4]，喹乙醇在动物源性食

品中的残留已引起人们的重视，世界许多国家都禁止在

食用性动物饲养和治疗中使用喹乙醇，美国没有批准

使用；欧盟委员会 EC 2788/98 决议将喹乙醇列为禁用

药；我国也有明确规定，喹乙醇被禁止用于家禽及水

产养殖。

目前报道的喹乙醇残留检测方法主要有液相色谱法

(high performance liquid chromatography，HPLC)[5-7]、

液相色谱串联质谱法(liquid chromatography tandem mass
spectrometry，LC-MS/MS)[8-13]等。液相色谱法灵敏度相

对较低，容易受到复杂基质干扰，满足不了日益严格

的残留限量要求；液相色谱串联质谱联法具有特异性

强，定性准确等特点，检测灵敏度和准确性有了进一

步的提高，因此现已成为分析喹乙醇代谢物的主要手

段，但现有的喹乙醇残留检测的质谱方法存在前处理步

骤繁琐、有机试剂消耗量大、测定周期长、检测基体

较单一等缺点。因此，本实验室在参考喹乙醇残留检

测国家标准[14-15]的基础上进行改进，扩大了检测基体，

优化样品前处理步骤，拟建立喹乙醇标示代谢物 MQCA
的 LC-MS/MS 方法，为更全面、严格监控这类药物的

使用和残留测定提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

鱼、虾、猪肉、鸡肉、牛肉、猪肝均为市售，

鱼肉、虾肉去皮，去壳后取其可食部分。

实验用水，应符合 GB/T 6682 — 2008《分析实验

室用水规格和实验方法》一级水的要求；乙腈、甲醇、

甲酸、乙酸乙酯为色谱纯；盐酸、乙酸、乙酸钠、

氢氧化钠、氯化钠、氨水为分析纯；P r o t e a s e 蛋白酶

(P5147，－ 18℃以下保存)、Tris 碱(T 1503)     美国 Sigma
公司；3- 甲基喹喔啉 -2- 羧酸甲酯(MQCA)、氘代 3- 甲
基喹喔啉-2-羧酸甲酯(MQCA_D7)标准品(纯度＞99%)    德
国 Dr. Ehrenstorfen GmbH 公司。

4000Q Trap 液相色谱 - 串联质谱仪(配有电喷雾离子

源)    美国 Applied Biosystems 公司；SK-1 涡旋混合器

上海医科大学仪器厂；高速冷冻离心机 ( 转速可达

15000r/min，致冷可达 4℃)     美国 Beckman Coulter 公
司；MilliQ 纯水系统    美国 Millipore 公司；固相萃取

装置     美国 Waters 公司。

1.2 标准工作液的制备

MQCA 以及内标 MQCA_D7 的标准储备溶液：分别

准确称取适量标准品(精确至 0.1mg)，用甲醇溶解，配

制成质量浓度约为 100mg/L 的标准储备溶液，于－ 18℃

保存，保存期 6 个月；M Q C A 的标准工作溶液：根据

需要吸取适量的 MQCA 标准储备溶液，用甲醇稀释成

质量浓度为 1.0mg/L 的标准工作液，于 4℃保存，保存

期 3 个月。MQCA_D7 标准工作溶液：根据需要吸取适

量的 MQCA_D7 标准储备溶液，用甲醇稀释成质量浓度

为 1.0mg/L 的标准工作液，于 4℃保存，保存期 6 个月。

临用时，用 10% 甲醇水溶液稀释上述标准工作溶液，配

制成不同浓度的标准工作液。

10g/L 蛋白酶水溶液，4℃保存；蛋白复合体消化

溶液(0.2mol/L Tris缓冲盐溶液含 0.1mol/L 的氯化钙，HCl
溶液调 pH9.6)，室温保存；阴离子交换柱：Oasis MAX
60mg/3mL，使用前需用 3mL 甲醇和 3mL 水活化，保持

柱体湿润。

1.3 样品前处理

制样：将鱼肉、虾肉、鸡肉、牛肉、猪肉组织

和肝脏样品充分绞碎，取 0.5kg 作为试样，置于清洁样

品容器中，密封，将制备好的试样于－ 18℃以下保存。

酶解：称取 5g 组织样品(精确至 0.01g)于 50mL 聚丙

烯离心管中，加入 8mL 蛋白复合体消化溶液(pH9.6)，混

匀，再加入 0.3mL 10g/L 蛋白酶溶液，充分混匀后，置

于(47 ± 3)℃空气浴摇床中酶解 16～18h。
提取与净化：酶解后的样品溶液置室温中冷至常

温，加入 2× 10mL 0.3mol/L HCl溶液，振荡混匀， 5000r/
min 离心 5min，移出上层水溶液，加入 10mL 正己烷，振

荡混匀，15000r/min 离心 10min，弃去正己烷后将上清

液过滤；下层水溶液过滤后全部移入 Oasis MAX 固相

萃取柱中，待样液全部流出后，用 1 0 m L 乙酸钠溶液

(0.05mol/L，pH7.0)- 甲醇(19:1，V/V)溶液淋洗离心管后

过固相萃取柱，待溶液全部流出后，固相萃取柱依次用

2× 3mL 水、2 × 3mL 水 - 甲醇(4:1，V/V)溶液和 3mL 甲

醇淋洗，然后真空抽干 5min，最后用 3mL 含体积分数

2% 甲酸的乙酸乙酯洗脱至玻璃管中，加入 50μL 内标工

作液(相当于试样中含内标 10.0μg/kg)，在 45℃用氮气浓

缩仪吹干。准确加入 1.0mL 0.1% 甲酸 - 乙腈(9:1，V/V)
溶液溶解残渣，过 0.22μm 滤膜，供液相色谱 - 串联质

谱仪测定，内标法定量。

1.4 LC-MS/MS 条件

时间 /min 0.2% 甲酸 /% 甲醇 /% 乙腈 /%
0.0 90 5 5
0.2 90 5 5
4.0 10 30 60
7.0 5 70 25
8.0 90 5 5
12.0 90 5 5

表 1 MQCA 测定的梯度洗脱条件

Table 1   Gradients elution condition for MQCA separation
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1.4.1 色谱条件

色谱柱：C18 柱，Kinetex(100mm × 3.0mm(i.d.)，
2 .6μm)  ；流动相：甲醇、乙腈以及 0 .2% 甲酸溶液，

梯度洗脱条件见表 1。流速：0 .30mL/min；柱温：35
℃；进样量：2 0μL 。

1.4.2 质谱条件

离子源：电喷雾离子源(electron spray ionization，
E S I )；扫描方式：正离子模式：多反应监测( mu l t i p l e
reaction monitoring，MRM)，电喷雾电压：4500V；

气帘气压力：0.172MPa(氮气) ；离子源温度(550℃；雾

化气压力 0.379MPa；辅助气压力 0.379MPa；其他质谱

参数见表 2 。

注：* 为定量离子。

化合 保留 母离子 子离子 裂解结 去族电 碰撞能

物 时间 (m/z) (m/z) 构解析 压 /EV 量/eV

MQCA 7.16 189.1
145.0* [M＋H－H2O－CO]+ 54 22
143.0 [M ＋H －H2O－ CO－ 2H]+ 54 24
102.1 [M＋H－COOH－CH3－HCN]+ 54 35

MQCA_D7 7.16 196.1
133.1 [M ＋ H － D2O － CO － CD3]+ 54 25

表 2  MQCA 的主要质谱参数

Table 2   MS/MS parameters of MQCA

2 结果与分析

2.1 提取条件的优化

MQCA 在动物体内与蛋白质以结合态存在，因此

在提取前需要水解，使 MQCA 从组织中游离出来，本

方法采用酶解的方式，选用 Protease 蛋白酶进行酶解，

酶解之前，先加入 Tris 蛋白复合体消化溶液使蛋白复合

体分解，然后加入 Protease 蛋白酶，置于 47℃空气浴

中过夜(16～18h)。目前对 MQCA 的的提取方法主要有

有机溶剂(乙酸乙酯)提取以及采用酸提取，本方法采用

酶解后调节 pH 值后直接用酸溶液提取，操作简单，避

免了采用有机溶剂多次提取，有利于下一步的净化。

2.2 净化条件的优化

目前根据文献报道的方法[5-12]，对 MQCA 的净化主

要包括有利用酸碱条件下溶解性不同的液液分配进行净

化和利用 SPE 净化，SPE 主要有包括 SCX 和 MAX，本

方法比较两种净化方法，最终选择先用正己烷去除脂溶

性杂质后再过 MAX 进行净化。由于 Oasis MAX 克服传

统硅胶基质混合型固相提取吸附剂的局限性，有较强的

p H 值适应范围，因此选择混合型固相萃取柱 O a s i s
MAX，用 3mL 的洗脱液基本上能洗脱保留在 SPE 上的

目标化合物，回收率达 9 8 % 以上；但是其氘代内标物

MQCA_D7 在 MAX 的过柱回收率比较低，因此采用过

柱后加入内标溶液。

2.3 基质效应的考察

将 MQCA 标准溶液分别用流动相和空白基质提取溶

液稀释至 0、0.50、1.0、2.0μg/L 和 5.0μg/L，以峰面

积为纵坐标，质量浓度为横坐标作图，即可得到标准

工作曲线和基质曲线，通过两个曲线的斜率求商可知，

MQCA 的基质曲线响应值约为标准曲线响应值的 95%，

说明 MQCA 在所验证基质中无基质效应。

2.4 液相色谱条件的选择

流动相的优化，采用水、甲醇、乙腈三通道对

M Q C A 进行测定，使其获得最佳的保留时间，分别

往水相中加入少量的甲酸、乙酸以及乙酸铵等进行测

试，发现甲酸，乙酸有明显的离子增强作用，而乙

酸铵对其中的离子对(m/z 145.0/189.1)有明显的离子抑

制作用，因此采用 0 . 2 % 甲酸、甲醇、乙腈作为流

动 相 。

2.5 质谱条件的优化

实验采用 1.0mg/L 的 MQCA 以及 MQCA-D7 标准溶

液在正离子模式下进行母离子全扫描，确定其分子离

子，并对仪器电离电压、锥孔电压、离子源温、碰

撞能量等参数进行优化。分别对其母离子，子离子进

行全扫描，MQ CA 的子离子二级质谱图见图 1，经过

优化，选择 m /z  189.1/145.0 作为定量离子对，而 m /z
189.1/143.0和m/z 189.1/102.2为定性离子对，最后以MRM
正离子模式优化各种质谱参数，得到最佳质谱条件以及

其可能的结构式见表 2。

2.6 线性范围、线性关系、测定低限

在本方法所确定的实验条件下，分别以流动相逐级

稀释成标准系列浓度进行测定，以定量离子的响应峰面

积(y)对相应的 MQCA 的质量浓度(x/(ng/mL))作图，获得

的线性方程为 y ＝ 1160x ＋ 22.4，相关系数(r)为 0.9996，
结果表明在 0.5～100ng/mL 范围内定量离子的响应峰面积

和样品质量浓度之间有很好的线性关系。

图 1  MQCA 的二级质谱图

Fig.1   MS/MS spectra of MQCA
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                        添加水平 /(μg/kg)
样品                         0.5                             1.0                       4.0                        10.0

回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/%
鳗鱼 76.0～95.6 8.57 78.5～105.0 7.76 60.7～94.5 12.7 73.7～106.0 11.8

虾 73.4～91.4 7.38 69.0～90.7 9.86 69.0～98.5 11.4 63.6～97.2 14.8

猪肉 71.8～103.2 12.8 73.3～99.7 12.5 73.2～94.5 8.20 75.7～103.0 8.10

猪肝 72.4～99.4 12.5 68.9～98.5 13.3 61.7～81.7 10.7 67.3～97.0 14.9

鸡肉 69.4～96.4 8.62 76.9～89.4 4.59 85.5～105.2 6.86 83.5～107.0 9.11

牛肉 73.8～103.2 11.8 73.6～99.1 11.6 75.2～98.2 8.00 74.7～103.0 8.10

表 3 不同添加水平下 6 种动物组织中 MQCA 的回收率及相对标准偏差(n ＝ 10)
Table 3  Recoveries and relative standard deviations of triadimenol at four spiked levels in animal tissue samples (n = 10)

选择鳗鱼、虾、猪肉、鸡肉、牛肉、猪肝 6 个

各不同批次不含 MQCA 的样品，按照上述的实验步骤

进行测定，得到 20 个空白样品的质谱图，按照 10 倍的

信噪比计算所对应 MQCA 的浓度即为测定低限，其结果

分别为鳗鱼(0.4μg/kg)、虾(0.3μg/kg)、猪肉(0.5μg/kg)、
鸡肉(0.3μg/kg)、牛肉(0.5μg/kg)、猪肝(0.5μg/kg)，远

低于国内外对 MQCA 的最大残留限量规定。

2.7 方法的回收率与精密度

以不含 M Q C A 残留的鳗鱼、虾、鸡肉、牛肉、

猪肉、猪肝为空白样品，进行 4 个水平的添加回收实

验，方法的回收率范围及相对标准偏差见表 3。4 个添

加水平的平均回收率在 60.7%～107% 之间，相对标准偏

差(n ＝ 10)在 4.59%～14.9% 之间。实验结果满足国内外

对残留分析的要求，空白及加标鳗鱼样品的重构离子色

谱图见图 2 。

a、b 空白鳗鱼样品；c、d 空白鳗鱼样品加标 0.5μg/kg。
图 2 鳗鱼基质中测定低限水平的 MQCA 在 MRM 检测模式下的

色谱图

Fig.2   Chromatograms of MQCA in blank and spiked eel samples
under MRM mode

2.8 实际样品的检测

已将该方法应用于进出口动物组织中 MQCA 的残留

监控检测，检测的基体包括鳗鱼、虾、猪肝、鸡肝

等，检测样品 4 2 批次，没有发现阳性样品，结果表

明，方法灵敏度高(定量下限为 0.5μg/kg)、重现性好、

适用性强，完全能满足国内外相关法规的要求。

3 结  论

本实验采用蛋白酶水解动物组织样品，盐酸酸化

后，直接采用 MAX 阴离子固相萃取小柱富集与净化，

高效液相色谱分离，串联质谱仪测定，该方法有机溶
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剂用量少、操作简单、灵敏度高，适用于食品中 MQCA
的痕量测定。
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