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摘 要：目的 研究高效液相色谱-串联质谱法（HPLC-MS/MS）测定动物源性食品中 15 种喹诺酮类化合物的基质

效应及其补偿措施。方法 以鱼肉、猪肉和鸡肉作为典型基质，采用提取后加入法和动态多反应监测方式评价基

质效应。结果 在三种基质中，60% 以上化合物受到中等及强的基质效应，恩诺沙星、培氟沙星和达氟沙星受到强

的基质增强效应；氟罗沙星受到强的抑制效应。前处理方法、基质种类、化合物种类以及质量浓度是影响喹诺酮类

化合物基质效应的主要因素。结论 日常监测过程中，在不改变检测标准前处理的条件下，采取基质匹配标准曲

线、同位素内标、稀释样品以及改善分离度并结合动态多反应监测方式能有效补偿喹诺酮类化合物的基质效应，提

高其检测结果的可靠性和准确性。
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Matrix effects and compensation measures of quinolones detection in animal derived food by
HPLC-MS/MS
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Abstract：Objective To study the matrix effects（MEs） and the compensation measures of 15 quinolones（QNs）
determination in animal derived food by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry（HPLC-MS/
MS）. Methods Fish，pork and chicken as typical substrates were tested by post-extraction spiking method and dynamic
multiple reaction monitoring to evaluate matrix effects. Results More than 60% of the quinolones suffered moderate and
strong matrix effects in the three samples. Enrofloxacin，pefloxacin and dalfloxacin had strongly matrix enhancement effect，
and fleroxacin was strongly inhibited. Pretreatment methods，matrix species，compound species and mass concentration
were the main factors affecting the matrix effect of quinolones. Conclusion In the process of daily monitoring which the
pretreatment method specified in the test standard cannot be changed casually，matrix matching standard curve，isotope
internal standard，diluted sample and improving chromatography resolution combined with dynamic multi reaction monitoring
could effectively compensate the matrix effect of quinolones and improve the reliability and accuracy of the detection results .
Key words：Quinolones；matrix effects；dynamic multi reaction monitoring；matrix effect evaluation；high performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry；matrix effect compensation

喹诺酮类药物（Quinolones，QNs）是一类合成抗

生素，因抗菌谱广、活性高等优点，在畜牧业中广泛

应用［1］。但使用过程中存在滥用、误用和不遵守休

药期等现象，导致喹诺酮类药物及其代谢物在动物

体内残留过多，长期食用此类食品会严重危害人类

健康［2］。近年来，我国对动物源性食品中喹诺酮类

药物残留的监管力度持续加强，GB 31650—2019［3］
中对喹诺酮类化合物的最高残留限量作了严格规

定。近几年来的食品抽检数据显示喹诺酮类药物

残留情况一直存在，其中恩诺沙星检出率和不合格
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率最高，其次是氧氟沙星、诺氟沙星，检出食品种类

主要鸡肉、鱼肉和蜂产品等。

我国目前已发布三十多个喹诺酮类药物的检

测标准，包括液相色谱法、液相色谱 -串联质谱法和

酶联免疫法等，其中大部分标准采用高效液相色谱-

串 联 质 谱（High performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry，HPLC-MS/MS）法进行定

量检测。HPLC-MS/MS 法因其高灵敏度和高选择

性的优势，已成为检测动物源性食品中兽药残留的

首选方法［4］。在近几年我国食品抽检检测过程中使

用的喹诺酮类化合物检测标准主要有 GB/T 21312—
2007［5］、GB/T 20366—2006［6］、SN/T 1751. 2—2007［7］
和农业部 1077 号公告 -1—2008［8］等，均为质谱法。

由于食品基质复杂，经提取净化后并不能完全去除

干扰物，使得目标化合物的离子化效率受到很大影

响，基质效应成为影响质谱法检测结果准确性的关

键因素［9］。

基质效应是待检测溶液中除目标分析物以外

其他物质对分析过程产生的影响和干扰的总称［10］，

其强弱与样品种类、待测物的物理化性质以及仪器

种类等密切相关［11］。随着各界对食品安全关注度

的提高，兽药残留检测过程中的基质效应与改进措

施成为检测行业研究的重点。据报道，弥补和消除

基质效应的方法主要有基质匹配标准溶液［12］、同位

素内标法［13］、统计校正因子法［14］等。此外，改进前

处理技术、优化色谱条件等方法也可以改变基质效

应的影响［15］。虽然研究喹诺酮类药物检测方法的

报道众多，如固相萃取法［16-17］、QuEChERS 法［18-19］

等，但对于 HPLC-MS/MS 法检测动物源性食品中喹

诺酮类药物残留的基质效应及改善措施还未见详

细报道，而我国动物源性食品中喹诺酮类药物残留

情况较为普遍，因此研究 HPLC-MS/MS 法检测喹诺

酮类化合物的基质效应及补偿措施具有重要意义。

本研究采用 HPLC-MS/MS 技术，以猪肉、鸡肉

和鱼肉为典型基质，采用 GB/T 21312—2007［5］（以

下简称 GB/T 法）和 SN/T 1751. 2—2007［7］（以下简

称 SN/T 法）的前处理方法，研究 15 种喹诺酮类药

物 的 基 质 效 应 、影 响 因 素 和 补 偿 措 施 ，为 补 偿

HPLC-MS/MS 法检测食品中喹诺酮类药物的基质

效应提供重要依据，同时对其他兽药残留检测的基

质效应研究也具有参考价值。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 主要仪器与试剂

HPLC-MS/MS 仪，配有电喷雾离子源，色谱柱为

Waters ACQUITY UPLCTM BEH C18（50 mm×2. 1 mm，

1. 7 µm）（美国 Angilent 公司）；漩涡振动器（德国

IKA 公司）；Milli-Q 高纯水发生器（美国 Millipore 公

司）；离心机（德国 SIGMA 公司）；氮吹仪（中国杭州

奥盛科学仪器有限公司）；滤膜（0. 22 µm，北京泰科

瑞迪国际贸易）；均质仪（Tomtec 公司，美国）。

猪肉、鸡肉、鱼肉均为市售。乙腈、甲醇、甲酸

（色谱纯，德国默克公司）；乙腈、甲醇、柠檬酸、磷酸

氢二钠、乙二胺四乙酸二钠、氢氧化钠、正己烷、甲

酸、乙酸（分析纯，成都市科隆化学品有限公司）；实

验所用水均为超纯水（GB/T 6682—2008 规定的一

级水）；PEP 固相小柱（500 mg/6 mL，天津博纳艾杰

尔科技有限公司）。

1. 1. 2 标准品

依 诺 沙 星（Enoxacin，Eno）、氟 罗 沙 星

（Fleroxacin，Fle）、诺氟沙星（Norfloxacin，Nor）、氧氟

沙星（Ofloxacin，Ofl）、培氟沙星（Pefloxacin，Pef）、环

丙沙星（Ciprofloxacin，Cip）、洛美沙星（Lomefloxacin，
Lom）、达 氟 沙 星（Danofloxacin，Dan）、恩 诺 沙 星

（Enrofloxacin，Enr）、奥比沙星（Orbifloxacin，Orb）、沙

拉沙星（Sarafloxacin，Sar）、双氟沙星（Difloxacin，Dif）、
司帕沙星（Sparfloxacin，Spa）、噁喹酸（Oxolinic acid，
Oxo）、氟甲喹（Flumequine，Flu）、D5 恩诺沙星（D5-
Enrofloxacin）、D5-诺氟沙星（D5-Norfloxacin）、D8-环丙

沙星（D8-Ciprofloxacin）纯度≥90%，均购自德国 Dr.
Ehrenstorfer GmbH 公司。

1. 2 方法

1. 2. 1 溶剂配制

EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液（0. 1 mol/L）按 GB/
T 21312—2007［5］中方法配制。

1. 2. 2 标准溶液配制

标准储备液（1. 0 mg/mL）的配制：取喹诺酮类

标准品，用 1% 甲酸乙腈配制 1. 0 mg/mL 的标准储

备液。

混合标准溶液（1. 0 µg/mL）的配制：分别移取

适量的标准储备液，用甲醇配制成 1. 0 µg/mL 的混

合标准溶液。

标准工作溶液（4~400 ng/mL）的配制：分别移

取混合标准溶液适量，氮气挥去溶剂后，用复溶液

（含 0. 1% 甲酸的 15% 乙腈水溶液）或空白基质溶

解，即得溶剂或基质匹配标准系列工作溶液。

1. 2. 3 样品前处理

1. 2. 3. 1 GB/T法处理

称取均质样品 5. 0 g，置 50 mL 离心管中，加入

EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液 20 mL，涡旋混匀 1 min，
超声提取 10 min，4 ℃ 10 000 r/min 离心 5 min，提
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取 3 次，合并所有上清液。

将上述上清液以约 2 mL/min 的流速全部通过

PEP 柱（使用前依次用 6 mL 甲醇、6 mL 水活化），用

2 mL 5% 甲醇水溶液淋洗，弃去淋洗液，抽干，用 6 mL
甲醇洗脱并收集洗脱液，45 ℃氮吹至近干，精密加

入 5. 0 mL 复溶液溶解，过 0. 22 µm 滤膜。

1. 2. 3. 2 SN/T法处理

称取均质样品 5. 0 g，置 50 mL 离心管中，加入

15 mL 1% 乙酸乙腈，涡旋混匀 1 min，在 15 ℃以下

超声提取 15 min，4 ℃ 4 000 r/min 离心 5 min，重复

提取两次，合并所有上清液。于上清液中加入 15 mL
正己烷，混合 1 min，4 ℃ 4 000 r/min 离心 5 min，弃
去正己烷层，乙腈层加入 5 mL 异丙醇，混匀后于

45 ℃水浴氮吹至近干。加入复溶液溶解，加入 5 mL
正己烷，混合 1 min，4 ℃ 4 000 r/min 离心 5 min，弃
去正己烷层，下层溶液用复溶液定容至 5 mL 后过

0. 22 µm 滤膜。

1. 2. 4 液相色谱-串联质谱参考条件

1. 2. 4. 1 色谱条件

色 谱 柱 ：Waters Acquity UPLC BEH C18（2. 1×
50 mm，1. 7 µm）；柱温：40 ℃；流速：0. 25 mL/min；进
样体积：2 µL。流动相：A-0. 1% 甲酸水溶液，B-

0. 1% 甲酸乙腈。洗脱程序（B%）：0~3. 0 min，10%；

3. 0~8. 0 min，10%~30%；8. 0~10. 0 min，30%；10. 0~
10. 5 min，30%~95%；10. 5~13. 0 min，95%；13. 0~
15. 0 min，95%~10%。

1. 2. 4. 2 质谱条件

监测模式：电喷雾离子源，正模式多反应监测；

喷雾电压 4 000 V；辅助气温度 300 ℃；鞘气流速

11 L/min；鞘气温度 300 ℃；干燥气流速 10 L/min。

质谱参数见表 1。
1. 2. 5 基质效应评价方法

本研究采用提取后基质匹配添加法评价基质

效应。

斜率法［9］：ME=基质标准曲线斜率/溶剂标准曲

线斜率。

峰面积法［11］：ME=基质标准溶液峰面积平均

值/溶剂标准溶液峰面积平均值。

若 ME=1，表示不存在基质效应；ME>1（或 ME-

1>0），为增强效应；ME<1. 0（或 ME-1<0），为抑制效

应。若 0. 8≤ME≤1. 2时，为弱基质效应，当 0. 5<ME<
0. 8 或 1. 2<ME<1. 5 时，为中等基质效应；当 ME<
0. 5 或 ME>1. 5 时，为强基质效应［20］。

1. 2. 6 基质效应补偿效果评价方法

通过比较不同措施前后化合物在该基质中的

ME 值进行评价，当处理后的 ME 值较处理前更接

近于 1，则说明该方式能够弥补部分基质效应［21］。

1. 3 统计学分析

原始数据采用 Excel 2017 和 SPSS 20. 0 进行统

计分析，以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 基质效应评价

2. 1. 1 不同食品的基质效应评价

采用 GB/T 法分别制备猪肉、鸡肉及鱼肉的空

白基质，考察 4~400 ng/mL 浓度范围内 15 种喹诺

酮类化合物的基质效应。图 1 为 15 种喹诺酮类化

合物在三种基质中基质效应的分布情况。如图 1
所示，喹诺酮类化合物在三种基质中均受到一定程

度的基质效应，但不同基质效应强弱的化合物个数

表 1 15种喹诺酮类药物与 3种内标药物的主要质谱参数

Table 1 Mass spectrum parameters of 15 QNs and 3 isotope internal standards
化合物

依诺沙星（Enoxacin，Eno）
氟罗沙星（Fleroxacin，Fle）
诺氟沙星（Norfloxacin，Nor）
氧氟沙星（Ofloxacin，Ofl）
培氟沙星（Pefloxacin，Pef）
环丙沙星（Ciprofloxacin，Cip）
洛美沙星（Lomefloxacin，Lom）
达氟沙星（Danofloxacin，Dan）
恩诺沙星（Enrofloxacin，Enr）
奥比沙星（Orbifloxacin，Orb）
沙拉沙星（Sarafloxacin，Sar）
双氟沙星（Difloxacin，Dif）
司帕沙星（Sparfloxacin，Spa）
噁喹酸（Oxolinic acid，Oxo）
氟甲喹（Flumequine，Flu）
D5-Enrofloxacin
D5-Norfloxacin
D8-Ciprofloxacin

离子对（m/z）
321.1(303.3*,234,231.8)
370.14(326*,268.9)

320.1(302.1,276*,233.2)
362.2(318.2*,261.1)

334.2(316*,290.1,233.1)
332.1(314,288*,245,231)
352.2(334,308.2,265*)
358.2(340.1*,283,82.1)
360.2(342.2,316.2*,245.1)
396.2(352.1*,295.1,267)
386.1(368.1,342.1*,299.1)
400.1(382.1,356.2*,299.1)
393.2(375.2,349*,292.1)
262.07（243.9*,216,159.9）

262.1（244.1*,202）
365.1（321）
325（307）
340（322）

碰撞电压/V（碰撞能 eV）
159(16,24,40)
150(20,24)
150(25,25,40)
149(20,40)
174(16,16,28)
149(20,20,30,48)
159(20,16,25)
151(20,20,48)
156(20,16,32)
159(16,28,39)
150(20,20,40)
156(20,16,32)
164(20,20,28)
114（20,20,45）
108（12,32）
110（32）
110（20）
110（20）

注：“*”表示定量离子
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存在差异。这可能是由于三种基质中蛋白质、脂肪

等组成存在差异，导致在同样的前处理条件下，净

化效果不一致，进而产生不同的基质效应。

2. 1. 2 同一种基质在不同前处理方式的基质效应

评价

实验以鱼肉为基质，比较了经 1. 3. 3 中两种方

法所得基质匹配标准溶液（4~400 ng/mL）中 15 种

喹诺酮类化合物的基质效应。结果如图 2所示，15种

化合物在两种基质溶液中均受到不同程度的基质

效应，GB/T 法中受到强基质效应的化合物比例（占

66. 7%，10/15）高于 SN/T 法（占 26. 7%，4/15）。这

可能是由于不同前处理方式的净化效果和去除杂

质种类不一致，导致目标化合物受到的基质干扰程

度存在差异。此外，鱼肉中含有大量蛋白质，SN/T
法中乙腈沉淀蛋白的效果较好也可能是导致差异

的原因之一。图 3 为鱼肉基质在不同前处理条件

下对 15 种化合物的基质效应，培氟沙星、达氟沙星

和恩诺沙星在两种前处理条件下均表现为强的增

强效应，而氟罗沙星则均为强的抑制效应。结果表

明同一种基质经不同的方式净化后，对喹诺酮类化

合物产生不同的基质效应。

2. 1. 3 同一基质中不同化合物的基质效应评价

对 15 种化合物在经 GB/T 法处理的鱼肉基质

中的基质效应进行了考察（斜率法）。如图 4 所示，

15 种化合物在鱼肉中均受到不同的基质效应，其中

依诺沙星、恩诺沙星等 10 种为增强效应，氟罗沙

星、洛美沙星等 5 种为抑制效应；达氟沙星受到的

最强的增强效应，氧氟沙星为最弱的抑制效应；依

诺沙星、恩诺沙星等 10 种具有强基质效应 ，占

66. 7%。喹诺酮类化合物基本骨架均为氮杂双并

环，但不同化合物的分子和空间结构存在一定差

异，可能导致其受到基质影响不同。

2. 1. 4 不同基质中的同一化合物基质效应评价

研究对 15 种化合物在猪肉、鸡肉和鱼肉中受

到的基质效应进行了评价（斜率法），GB/T 法研究

结果如图 5 所示。研究表明，同一种化合物在 3 种

基质中受到的基质效应存在差异。除氧氟沙星外，

其余化合物在 3 种基质中增强或抑制效应趋势基

本一致，培氟沙星、达氟沙星和恩诺沙星等 5 种化合

物在 3种基质中均表现为强的增强效应，而氟罗沙

星和司帕沙星在 3 种基质中均为强的抑制效应。

2. 1. 5 质量浓度对基质效应的影响

研 究 采 用 峰 面 积 法 对 4、20、40、100、200、
400 ng/mL 六个质量浓度水平条件下 15 种化合物

的基质效应进行了考察。以 GB/T 法制备的鱼肉基

质为例，研究结果如图 6 所示。结果显示，随着质

量浓度增大，大部分具有增强效应的化合物的基质
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图 4 15种喹诺酮类化合物在鱼肉中的基质效应（n=3）
Figure 4 Matrix effects of 15 QNs in fish (n=3)

强基质效应 中等基质效应 弱基质效应
0

2

4

6

8

10

12

GB/T法 SN/T法

化
合
物
个
数

图 2 不同前处理方法中 15种喹诺酮类化合物的基质效应

分布图

Figure 2 Matrix effects of different pretreatments for 15 QNs

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

2.0 

2.5 

3.0 

Eno Fle Nor Ofl Pef CipLomDanEnr Orb Sar Dif Spa Oxo Flu

化合物名称

GB/T法 SN/T法 

基
质
效
应

图 3 不同前处理方法中 15种喹诺酮类化合物的基质效应

（n=3）
Figure 3 Matrix effects of 15 QNs in the processing of different

pretreatments (n=3)

强基质效应 中等基质效应 弱基质效应

鱼肉 猪肉 鸡肉

0

2

4

6

8

10

12

化
合
物
个
数

图 1 3种基质中 15种喹诺酮类化合物的基质效应

Figure 1 Matrix effects of 15 QNs in 3 matrixs

——696



HPLC-MS/MS法检测动物源性食品中喹诺酮类药物的基质效应及其补偿措施研究——李道霞，等

效应逐渐减弱，而受到抑制效应的化合物的基质效

应变化不大，可能是由于基质产生增强和抑制效应

的原理不同而导致两种效应受浓度变化的影响程

度有差异。4 ng/mL 浓度时依诺沙星、培氟沙星等

8 种化合物的基质增强效应显著高于其他浓度，可

能是该浓度下，样品基质相对于化合物含量而言显

著高于其他浓度，导致该浓度下基质效应较强。

2. 2 喹诺酮类化合物基质效应的补偿措施研究

2. 2. 1 同位素内标的补偿效果

实验对同位素内标的基质效应补偿效果进行

了研究。图 7 中列举了 D5-诺氟沙星、D8-环丙沙星

和 D5-恩诺沙星三种内标对鱼肉中诺氟沙星、氧氟

沙星等 7 种化合物的补偿效果，其中，氟罗沙星、诺

氟沙星和氧氟沙星以 D5-诺氟沙星为内标；环丙沙

星和达氟沙星以 D8-环丙沙星为内标；恩诺沙星和

沙拉沙星以 D5-恩诺沙星为内标。结果表明，同位

素内标能在一定程度上补偿基质效应，但采用非对

应的同位素内标进行校正时可能会进一步加强基

质效应。这可能是由于对应的同位素内标因其理

化性质与待测物基质一致，在前处理及离子化过程

中受到的影响类似，因而二者响应的比值不变，故

对应的同位素可以很好地弥补基质效应；而非对应

的同位素内标应与待测物受到的影响存在差异，导

致其响应比值变化，进而引起更为复杂的影响。因

此，实际检测过程中应尽可能采用对应的同位素内

标进行校正。

2. 2. 2 稀释样品的补偿效果

按 GB/T 法制备鱼肉空白基质，用复溶液分别

稀释 2. 5、5、10、20 倍后配制 100 ng/mL 的基质配

标准溶液，峰面积法评价基质效应补偿效果，结果

如图 8 所示。研究表明，随着稀释倍数的增加，基

质效应明显减弱。当稀释 20 倍时，除培氟沙星（ME
为 1. 46）外，其余 14种化合物的 ME值在 0. 79~1. 14
之间，基质效应得到显著改善。因此实际检测过程

中，在仪器响应能够满足标准规定检出限时，稀释

样品溶液能够有效地弥补基质效应。

2. 2. 3 改善色谱分离度结合 dMRM采集方式的补

偿效果

实验考察了调整色谱条件结合 dMRM 采集方式

对喹诺酮类化合物基质效应的补偿效果（斜率法），如

图 9 所示。结果表明，改善色谱分离条件并结合

dMRM 采集能够有效改善大部分喹诺酮类化合物的
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基质效应。dMRM 是一种特殊的多反应监测方式，采

用该方法采集数据时，仪器仅在设定的时间窗口内获

取相应的 MRM 数据，并结合有效色谱分离，使进入

离子源的共流物减少，能够有效弥补基质效应。

3 结论

经研究，用 HPLC-MS/MS 法检测动物源性食品

中喹诺酮类化合物时普遍存在基质效应，样品种

类、前处理方法、质量浓度以及化合物种类均为主

要的影响因素。在考察的 15 种喹诺酮类化合物

中，60% 以上具有中等及强基质效应。其中恩诺沙

星和环丙沙星表现为强的基质增强效应；诺氟沙星

为中等的增强效应；氧氟沙星在不同的方法中基质

效应表现不同。喹诺酮类为近年来食品安全监测

过程中检出率最高的兽药残留指标，其中以恩诺沙

星（以恩诺沙星和环丙沙星之和计）检出率和不合

格率最高，基质效应是影响其检测准确性和可靠性

的重要原因，在检测过程中需密切关注。

通过基质匹配标准曲线、同位素内标、稀释样

品溶液以及优化色谱条件和采集方式均能够有效

地补偿喹诺酮类化合物的基质效应。食品安全监

督抽检过程中，在不能改变检测标准前处理的情况

下，上述几种补偿方法的研究对改善喹诺酮类化合

物基质效应具有重要意义。为确保分析结果的准

确性，需要综合考虑前处理方法、分离检测条件、同

位素内标及化合物种类等多种因素，同时还需注意

方法间的相互干扰，采取有效措施降低基质效应的

影响。
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