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表 1 流动相洗脱梯度

时间 /min 流速 /（mL/min） 流动相 A/% 流动相 B/%

1 0.00 0.30 95 5

2 0.50 0.30 95 5

3 3.00 0.30 5 95

4 3.10 0.30 95 5

5 5.00 0.30 95 5

摘要 本试验建立了超高效液相色谱串联质谱同时测定饲料中 7种喹诺酮类药物残留的方法。饲料样品中

喹诺酮药物经酸化乙腈提取，电喷雾离子源三重四级杆串联质谱对喹诺酮类药物进行测定，外标法定量。试验结

果表明，7种喹诺酮药物在 0～500 ng/mL的浓度范围内，其回归标准曲线方程的相关系数为 0.997 4～0.999 7。

对空白饲料添加 5、50、100 μg/kg 3种浓度的喹诺酮类药物，回收率在 74.7%～92.3%范围内，相对标准偏差为

3.99%～8.29%，方法检出限为 2 μg/kg以下。说明该方法操作简单快速，定性定量准确。
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喹诺酮类（Quinolones），又称吡酮酸类或吡啶酮

酸类，是人工合成的含 4-喹诺酮基本结构的抗菌

药，均有广谱抗菌、价格低廉的特点 [1]，因此该类药

物在畜禽养殖环节中广泛使用。然而其使用也引发

出一系列的问题，如通过食物链富集从而影响人体

健康[2-4]，环境的污染[5]，因病菌对喹诺酮类药物抗性

的产生而需不断研发新型药物[6]等。目前，喹诺酮类

药物残留的检测方法主要有微生物法[7]、酶联免疫

吸附法[8-9]、毛细管电泳法[10-12]、高效液相色谱法[13-14]、

高效液相色谱串联质谱法等[15-19]。本试验拟采用超

高效液相色谱串联质谱法对饲料中的 7种喹诺酮

类物质进行检测。

1 材料与方法

1）仪器与试剂。仪器：超高效液相色谱仪串联

三重四级杆质谱仪（美国 Waters公司，Xevo TQ-S）；

离心机（Thermo Sorvall RC-6 plus）；对照品：7种喹

诺酮药物混合标品（二氟沙星、奥比沙星、沙拉沙

星、麻保沙星、恩诺沙星、丹诺沙星、环丙沙星），德

国 Dr. Ehrenstorfer公司；试剂：乙腈：色谱纯，Dikma

公司；甲酸：色谱纯，Dikma公司；试验用水为超纯水

（电阻率为 18.25 MΩ·cm）。

2）标准溶液配制。准确称取喹诺酮类对照品适

量，乙腈定容，配制成 1 mg/mL的储备液，-18 ℃保

存；稀释储备液成为 1 000 ng/mL的工作液，4 ℃

保存。

3）样品前处理。称取 2.00 g搅碎的饲料样品（精

确到 0.01 g），加入 10 mL酸化乙腈（甲酸∶乙腈 =

1∶99）和 1 g氯化钠，涡旋提取 1 min，6 000 r/min

离心 5 min。准确吸取上层乙腈 5.00 mL至另一离

心管中，加入 5.00 mL超纯水，过 0.22 μm微孔滤

膜，待上机。

4）液相色谱条件。色谱柱：ACQUITY UPLC

BEH C18液相色谱柱（50 mm ×2.1 mm，1.7 μm，

美国 waters公司）；流速：0.3 mL/min；柱温：35 ℃；

进样量：5 μL；流动相 A：0.1%甲酸水溶液，流动相

B：乙腈，梯度洗脱，洗脱条件见表 1。
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图 1 7种喹诺酮类药物的色谱图

表 2 喹诺酮类药物的选择离子及碰撞能量

注：a数值按照定量离子 /定性离子的顺序给出。

化合物 定量离子 /（m/z） 定性离子 /（m/z） 碰撞能量 /（eV）a

二氟沙星 400.0>356.0 400.0>382.0 18/21

丹诺沙星 358.1>314.2 358.1>340.2 25/23

环丙沙星 332.1>288.2 332.1>314.1 16/20

奥比沙星

沙拉沙星

396.2>295.1

386.1>342.3

396.2>352.3

386.1>368.2

24/17

18/21

麻保沙星

恩诺沙星

363.2>72.2

360.1>245.3

363.2>320.3

360.1>316.1

19/15

29/23

5）质谱条件。离子源：电喷雾（ESI）；检测方式：

多反应监测（MRM）；扫描方式：正离子扫描；雾化温

度：350 ℃；喷雾电压：3 000 V。喹诺酮类药物检测

离子对、碰撞能量（CE）见表 2。

2 结果与分析

1）液相色谱条件及质谱条件优化。甲酸水溶液

能够提供 H+，使目标化合物更容易离子化，增强了

目标化合物扫描的响应强度。为了便于待测物目标

峰的选择和流动相配制的方便，本试验选用了乙腈

和 0.1%甲酸作为流动相，同时也优化了质谱的电

压、气流、电位等参数。7种喹诺酮类药物的色谱图

见图 1。

2）线性范围及检出限。以空白基质提取液对工

作液进行梯度稀释，进行上机分析，以进样浓度为

横坐标，色谱峰面积为纵坐标，进行线性回归，7种

喹诺酮类药物在 0～500 ng/mL的浓度范围内呈现

出良好的线性关系，相关系数 r的范围在 0.997 4～

0.999 7。在空白样品中添加标准工作液，通过计算

得到本试验方法检出限（LOD，S/N＞3）为 2 μg/kg，

定量限（LOQ，S/N＞10）为 5 μg/kg。

3）回收率与精密度。称取样品，对其进行喹诺

酮标准品添加，选择 5、50、100 μg/kg 3种浓度，使

用优化好的提取方法和上机条件进行数据测定，计

算回收率和精密度，回收率在 74.7%～92.3%，精密

度在 3.99%～8.29%。

3 结 论

超高效液相色谱串联质谱法测定饲料中 7 种

氟喹诺酮类药物灵敏度高、重复性好，能够满足一

般实验室对饲料中喹诺酮类物质测定的检测要求，

为实验室检测提供了技术参考。
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摘要 无菌条件下采集患有多系统衰竭综合征的断奶仔猪的淋巴结、肺脏和脾脏组织病料，对病毒进行电

镜观察、间接免疫荧光试验、荧光定量 PCR测定、动物人工感染试验。动物人工感染试验结果表明，将第 18 代

PCV2病毒接种于 4头未免疫过的健康猪只体内，其中 2头有较严重的临床症状，另外 2头有较轻微的临床症

状，对剖杀时采集的血液进行间接免疫荧光试验，结果呈阳性，说明即使经过多次传代，PCV2病毒仍然能够使猪

只感染。
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近年来，我国多个地区在患病猪体内分离到了

猪圆环病毒 2 型（PCV2），该病毒能够引起断奶仔

猪多系统衰竭综合征以及多种疾病。PCV2经常与

猪呼吸与繁殖综合征病毒（PRR SV）或猪细小病

毒（PPV）并发感染或继发细菌感染[1]。猪圆环病毒

（porcine circovirus，PCV）属于圆环病毒科圆环病毒

属，包括 2个血清型 PVC1和 PVC2，PVC1存在于

猪只体内，没有致病性，首次是在 PK-15细胞中发

现 [2]；PVC2 是致病性的病毒，能够引起断奶仔猪多

系统衰竭综合征。此外，PVC2也是导致母猪繁殖障

碍、呼吸道疾病、猪皮炎和肾综合征、猪增生性坏死

性肺炎、间质性肺炎的主要病原。

猪圆环病毒 2型（porcine circovirus type 2）能

够使仔猪发生断奶后多系统衰竭综合征（PMSW），

临床表现主要有生长发育迟缓，身体逐渐消瘦，呼

吸困难，精神萎靡，皮毛杂乱，食欲减退，黄染，皮肤
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