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摘　 要　 实验建立了蜂花粉样品前处理方法，用 １５ ｍＬ ２ ％（Ｖ ／ Ｖ）的高氯酸进行提取，离心过滤后调节清液

ｐＨ 值为 ６．０，经由 ＨＬＢ 固相萃取净化后，用液相色谱串联质谱法进行测定．用最终建立的分析方法对蜂花粉进

行添加回收实验，添加量为 ５．０、１０．０、２０．０ μｇ·ｋｇ－１，其回收率在 ７０．０％—１１１．５％之间，精密度小于 １０．０％，定量

限为为 １０．０ μｇ·ｋｇ－１ ．该方法通用性较好，结果可靠，可适用于日常蜂花粉样品的检测．
关键词　 高氯酸， 液相色谱⁃串联质谱， 喹诺酮类， 蜂花粉．

喹诺酮是一类人工合成的含 ４⁃喹诺酮基本结构、对细菌 ＤＮＡ 螺旋酶具有选择性抑制的抗菌剂，是一类广泛使用的

抗生素．喹诺酮类药物除了其副作用直接危害人类外，更严重的问题是食品中残留低浓度的药物可能使人的致病菌产生

耐药性．因此，必须十分重视喹诺酮类在动物性食品中的残留问题．目前先后有不同国家检出我国出口的蜂花粉中含有抗

生素，而我国现行的国家标准均无蜂花粉中抗生素检验指标，对于农药残留和重金属污染元素也仅涉及了其中很少的一

部分，不足以保障蜂花粉的食用安全性．
目前用于喹诺酮类残留的检测方法主要有微生物法、薄层色谱法、液相色谱法、液相色谱－质谱联用法．其中微生物

方法容易出现假阳性，准确度不高，因此很少被使用；液相色谱法灵敏度高、方法稳定、精确度高、特异性强，但是对多残

留难以定性，分离度不好；液相色谱串联质谱联用（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）是现代分析中常用的一种多残留分析方法，抗干扰能力

强、检出限低、无需强调分离，可一次性检测几乎所有的常用喹诺酮类药物残留，且随着仪器不断的普及，成为最主要最

常见的检测方法．
目前文献报道的液质联用法检测喹诺酮残留的方法主要针对于水产、畜禽肉类、蜂蜜和蜂王浆等基质，而对于蜂花

粉基质尚未见相关报道．蜂花粉是蜜蜂采集被子植物雄蕊花药或裸子植物小孢子囊内的花粉细胞，形成的团粒状物．蜂花

粉含有多种营养素与生物活性物质，如氨基酸、维生素、黄酮、常量和微量元素等，成分比较复杂，因此在分析前需要对蜂

花粉进行处理，去除干扰成分．目前还没有有效的蜂花粉前处理方法，虽然已有文献报道对于蜂蜜和峰王浆可以采用如

磷酸盐缓冲溶液、氢氧化钠溶液等处理，但是由于蜂花粉主要成分与蜂蜜和蜂王浆差异较大，这些方法均无法有效除去

蛋白质和黄酮类物质，导致回收率较低．本方法优化了蜂花粉中 １８ 种喹诺酮类药物检测的提取方法和净化方法，最终选

择了 ２％高氯酸为提取液，经 ＨＬＢ 净化后，采用高效液相色谱串联质谱法测定蜂花粉中喹诺酮类药物的含量．

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂及材料

液相色谱⁃串联四极杆质谱联用仪：Ｔｈｅｒｍｏ ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ Ｖａｎｔａｇｅ（配备电喷雾离子（ ＥＳＩ） 源和大气压化学电离

（ＡＰＣＩ）源）；Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｎｎｉｇａｎ Ｓｕｒｖｅｙｏｒ 液相色谱系统；氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公司）；超纯水器（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；２⁃１６ＰＫ
离心机（德国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＳＰＥ 固相萃取装置 ＳＨＺ⁃Ｄ；ＯＡＳＩＳ ＨＬＢ 固相萃取柱 ３ ｍＬ ／ ６０ ｍｇ（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）

萘啶酸（Ｎａｌｉｄｉｘｉｃ ａｃｉｄ，ＮＡＬ）、恶喹酸（Ｏｘｏｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ，ＯＸＯ）、氟甲喹（Ｆｌｕｍｅｑｕｉｎｅ，ＦＬＵ）、西诺沙星（Ｃｉｎｏｘａｃｉｎ，ＣＩＮ）、诺
氟沙星（Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ，ＮＯＲ）、伊诺沙星（Ｅｎｏｘａｃｉｎ，ＥＮＯ）、环丙沙星（Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＣＩＰ）、洛美沙星（Ｌｏｍｅｆｌｏｘａｃｉｎ，ＬＯＭ）、丹
诺沙星（Ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＤＡＮ）、恩诺沙星（Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＥＮＲ）、氧氟沙星（Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＯＦＬ）、马波沙星（Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＭＡＲ）、
氟罗沙星（Ｆｌｅｒｏｘａｃｉｎ，ＦＬＥ）、加替沙星（Ｇａｔｉｘａｃｉｎ，ＧＡＴ）、沙拉沙星（Ｓａｒａｆｌｏｘａｃｉｎ，ＳＡＲ）、司帕沙星（Ｓｐａｒｆｌｏｘａｃｉｎ，ＳＰＡ）、奥比

沙星（Ｏｒｂｉｆｌｏｘａｃｉｎ，ＯＲＢ）、双氟沙星（Ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ，ＤＩＦ）均购自 Ｓｉｇｍａ 或 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司，纯度均≥９８％．
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Ｄ５⁃诺氟沙星（Ｄ５⁃Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ，Ｄ５⁃ＮＯＲ）、Ｄ５⁃恶喹酸（Ｄ５⁃Ｏｘｏｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ，Ｄ５⁃ＯＸＯ）、Ｄ８⁃环丙沙星（Ｄ８⁃ Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，Ｄ８⁃
ＣＩＰ）、Ｄ５⁃恩诺沙星（Ｄ５⁃Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，Ｄ５⁃ＥＮＲ），购自 ＷＩＴＥＧＡ ＢＥＲＬＩＮ 公司，纯度均 ≥ ９８ ％．

甲醇（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司），甲酸（色谱纯，德国 ＣＮＷ 公司），磷酸氢二钾、甲醇（分析纯，南京化学试剂厂），高
氯酸（优级纯，美国 Ａｌａｄｄｉｎ 公司）．

样品来源于市售蜂花粉样品以及来自不同产地不同花种的蜂花粉原料．
１．２　 标准溶液的配制

标准储备液的配制：准确的分别称取 １８ 种喹诺酮标准品，用适量甲醇溶解，需要时加入 ５００ μＬ ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ 溶

液助溶，用甲醇定容至 １０ ｍＬ，配成 １．０ ｇ·Ｌ－１的标准储备液，于 ０—４ ℃下避光保存．
吸取 １．０ ｍＬ 内标标准品，用甲醇定容至 １０ ｍＬ，配成 １．０ ｇ·Ｌ－１的标准储备液，于 ０—４ ℃下避光保存．
标准工作液：按照实际检测需求，用流动相稀释标准储备液，配制标准工作溶液，质量浓度范围为 １—５０ μｇ·Ｌ－１，并

加入内标溶液，使其质量浓度为 ２５ μｇ·Ｌ－１ ．
１．３　 样品前处理

准确称取 １．００ ±０．０５ ｇ 样品于 ５０ ｍＬ 塑料离心管中，加入 ２ ｍＬ 水，涡旋 ３０ ｓ，准确加入 ５０ μＬ 内标溶液后，再加入

１５ ｍＬ ２ ％（Ｖ ／ Ｖ）高氯酸溶液，于涡旋混匀器上涡旋 １ ｍｉｎ．以 ８０００ ｒ·ｍｉｎ－１速率离心 ３ ｍｉｎ，取出上清液至另一干净塑料离

心管中，用 １ ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钾溶液调节 ｐＨ 值为 ６．０ 后，以 ８０００ ｒ·ｍｉｎ－１速率离心 ３ ｍｉｎ，上清液用中速滤纸过滤至干净

的 ５０ ｍＬ 离心管中，待净化．
提取液加入预先用 ３ ｍＬ 甲醇和 ３ ｍＬ 水处理的 ＨＬＢ 柱中，流速控制在每秒 １—２ 滴，用 ５ ｍＬ 水洗小柱，弃去全部流

出液，减压抽干 １０ ｍｉｎ，最后用 ５ ｍＬ 甲醇洗脱，收集洗脱液于 １０ ｍＬ 试管中，于 ４５ ℃用氮吹仪吹干，用甲醇⁃水（３∶７，Ｖ ／ Ｖ）
定容至 １．０ ｍＬ，过 ０．４５ μｍ 滤膜到进样瓶中，供液相色谱⁃质谱仪测定．
１．４　 分析方法

色谱条件：Ｖａｒｉａｎ Ｐｏｌａｒｉｓ Ｃ⁃１８ 色谱柱（ １００×２．１ ｍｍ，５ μｍ），流动相：Ａ，０．１ ％（Ｖ ／ Ｖ）甲酸水溶液；Ｂ，甲醇．梯度洗脱程

序：０—１．０ ｍｉｎ，１０％ Ｂ；１．０—３．０ ｍｉｎ，１０％—３０％ Ｂ；３．０—４．０ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ；４．０—６．０ ｍｉｎ， ３０％—９０％ Ｂ； ６．０—９．５ ｍｉｎ，９０％
Ｂ；９．５—１１．０ ｍｉｎ，１０％ Ｂ．流速：０．２５ ｍＬ·ｍｉｎ－１ ．柱温为室温．进样体积为 ２５ μＬ．

质谱条件：采用 ＥＳＩ 源，正离子方式检测；喷射电压：２５００ Ｖ；鞘气（Ｓｈｅａｔｈ Ｇａｓ）５５ ｂａｒ，辅助气（Ａｕｘｉｌｉａｒｙ Ｇａｓ）１０ ｂａｒ；
毛细管温度：３５０ ℃ ．待测化合物的信息和质谱参数见表 １．

表 １　 化合物的信息和质谱参数

化合物 母离子（ｍ ／ ｚ） 子离子（ｍ ／ ｚ） 碰撞能 ／ ｅＶ
Ｎａｌｉｄｉｘｉｃ ａｃｉｄ ２３３ １８７∗ 　 　 ２１４．８ ２６　 　 １５
Ｏｘｏｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ ２６２ ２４４∗ 　 　 ２１６ １８　 　 ３３
Ｆｌｕｍｅｑｕｉｎｅ ２６２ ２４４∗ 　 　 ２０２ １８　 　 ２９
Ｃｉｎｏｘａｃｉｎ ２６３ ２１７∗ 　 　 ２４５ ２０　 　 ２０
Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ３２０ ２７６∗ 　 　 ２３３ １４　 　 １８
Ｅｎｏｘａｃｉｎ ３２１ ２３２∗ 　 　 ３０３ ３５　 　 １８
Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３３２ ２３１∗ 　 　 ２８８ ３０　 　 １６
Ｌｏｍｅｆｌｏｘａｃｉｎ ３５２ ２６５∗ 　 　 ３０８ ２２　 　 １６
Ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３５８．１ ３４０∗ 　 　 ２８３ ２２　 　 ３２
Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３６０ ３１６∗ 　 　 ２４５ ２０　 　 ２２
Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３６２．３ ３１８．３∗ 　 　 ２６１．２ １８　 　 ２６
Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３６３ ７２．１∗ 　 　 ３４５ ２６　 　 ２５
Ｆｌｅｒｏｘａｃｉｎ ３７０ ３２６∗ 　 　 ３５２ １６　 　 ２１
Ｇａｔｉｘａｃｉｎ ３７６ ２６０．９∗ 　 　 ３５８．１ ２６　 　 １５
Ｓａｒａｆｌｏｘａｃｉｎ ３８６ ２９９∗ 　 　 ３６８ ３１　 　 ２３
Ｓｐａｒｆｌｏｘａｃｉｎ ３９３．１ ２９２∗ 　 　 ３７５ ２４　 　 ２２
Ｏｒｂｉｆｌｏｘａｃｉｎ ３９６ ３５２∗ 　 　 ２９５ １９　 　 ２６
Ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ４００ ２９９∗ 　 　 ３８２ ３１　 　 ２０
Ｄ５⁃Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ３２５ ２８１ ２１
Ｄ５⁃Ｏｘｏｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ ２６７．１ ２４９．１ １７

Ｄ８⁃Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３４０ ２３５．１ ３６

Ｄ５⁃Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３６５．１ ３２１．１ １７

　 　 ∗ 定量离子．

２　 结果与讨论

２．１　 提取溶剂的选择与优化

花粉中含有较多的蛋白质和黄酮类化合物，采用一般的有机溶剂提取法如乙酸乙酯、乙腈或其它混合试剂，难以有
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效将喹诺酮类药物残留从花粉中完全提取出来．喹诺酮类抗生素化学结构中含有羧基和氨基，属于酸碱两性化合物，酸
解常数（ｐＫａ１）≈６，碱离解常数（ｐＫａ２）≈９，等电点（ｐＫＩ）≈７．当 ｐＨ 值在≤４ 或≥９ 即在酸性和碱性溶液中有较好的溶解

性，因此本研究实验了不同的酸性和碱性溶液进行提取．

图 １　 不同酸性提取液对绝对回收率的影响

实验发现，由于花粉蛋白质含量较高，用 １ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ
等碱性溶液提取时，无法去除蛋白等杂质，基质干扰大．而酸

性溶液能够较好的沉淀蛋白、去除杂质，因此，选择了酸性溶

液进行提取．比较了不同浓度的三氯乙酸和高氯酸溶液：２％
三氯乙酸、４％三氯乙酸、１％高氯酸和 ２％高氯酸溶液，在提取

过程中发现高氯酸相较于三氯乙酸沉淀蛋白的能力要强．相
同浓度的酸性溶液，高氯酸提取离心完后的液体清亮、颜色较

浅、杂质基本被沉淀．经回收率实验对比（图 １），发现 ２％高氯

酸沉淀效果最好，因此选用 ２％高氯酸为提取溶液．
２．２　 固相萃取条件的选择

蜂花粉样品经由 ２％高氯酸溶液提取后，采用 ＳＰＥ 净化

并富集，比较了强阳离子交换柱（ＭＣＸ）和亲水亲脂平衡柱（ＨＬＢ）两种方法．实验结果表明，喹诺酮类药物在 ＭＣＸ 柱上有

良好的吸附，但吸附作用太强，如环丙沙星用 ５％的氨水甲醇 ５ ｍＬ 仅能洗脱大约 ２０％；而 ＨＬＢ 柱能很好地保留住目标

物，回收率高且易于洗脱，故采用 ＨＬＢ 固相萃取柱．
２．３ 　 样液 ｐＨ 值的优化

为了提高喹诺酮类药物的回收率，对上样液的 ｐＨ 值进行优化．用 １ ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钾溶液分别将提取液调节至ｐＨ ４．０、
５．０、６．０、７．０，考察了其对回收率的影响．结果表明，当ｐＨ 值为 ６．０ 时回收率最高，所有目标物的回收率基本在 ６５％以上，故在

净化前将提取液的 ｐＨ 值调为 ６．０，固相萃取效果最好．
２．４　 线性范围和检出限

在质量浓度为 １—５０ μｇ·Ｌ－１时，以标准品与内标物峰面积比值 Ｙ 为纵坐标，工作溶液的质量浓度 Ｘ（μｇ·Ｌ－１）为横坐

标，绘制标准工作曲线，用标准工作曲线对样品进行定量，样品溶液的响应值均在仪器测定的线性范围内．在 １—
５０ μｇ·Ｌ－１范围内，１８ 种喹诺酮类药物的线性方程相关系数 ｒ２＞０．９９１．

在阴性蜂花粉样品中添加 １８ 种喹诺酮药物的标准溶液，提取净化后进行测定，分别以 ３ 倍信噪比（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）和 １０ 倍

信噪比（Ｓ ／ Ｎ＝ １０） 确定方法的检出限 （ ＬＯＤ） 和定量限 （ ＬＯＱ），分别为 ５． ０ μｇ·ｋｇ－１ 和 １０． ０ μｇ·ｋｇ－１，图 ２ 为添加

１０．０ μｇ·ｋｇ－１标准色谱图．

图 ２　 阴性蜂花粉加标样品（添加水平为 １０．０ μｇ·ｋｇ－１）的色谱图



　 ４ 期 许蔚等：ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测定蜂花粉中 １８ 种喹诺酮类药物残留 ８１３　　

２．５　 添加回收实验和精密度

选取阴性蜂花粉样品，添加喹诺酮药物标准品，添加水平分别为为 ５．０、１０．０、２０．０ μｇ·ｋｇ－１，每个水平做 ６ 个平行，按
照“１．３ 节”方法处理，进行回收率实验，结果见表 ２．由表 ２ 可知，１８ 种化合物的平均回收率为 ７０．０％—１１１．５％，相对标准

偏差为 ３．４％—１０．０％，方法的准确度和精密度均达到残留分析方法的要求．

表 ２　 不同加标量下（μｇ·ｋｇ－１）回收率和精密度实验结果

化合物
检测值 ／ （μｇ·ｋｇ－１）

５．０ １０．０ ２０．０

回收率 ／ ％

５．０ １０．０ ２０．０

相对标准偏差 ／ ％

５．０ １０．０ ２０．０

Ｎａｌｉｄｉｘｉｃ ａｃｉｄ ３．７７ ８．７４ ２０．８８ ７５．５ ８７．４ １０４．４ ４．９ ８．９ ５．５

Ｏｘｏｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ ４．３１ ８．６２ １７．２５ ８６．１ ８６．２ ８６．２ ８．７ ９．３ ５．２

Ｆｌｕｍｅｑｕｉｎｅ ３．８９ ７．７２ １６．２０ ７７．８ ７７．２ ８１．０ ９．６ ９．６ ９．４

Ｃｉｎｏｘａｃｉｎ ４．３０ ９．６１ １７．２９ ８５．９ ９６．１ ８６．５ ６．０ １０．０ ９．８

Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ４．５６ ９．０１ １９．０２ ９１．１ ９０．１ ９５．１ ７．１ ６．６ ９．２

Ｅｎｏｘａｃｉｎ ４．１７ ８．６９ ２１．９８ ８３．３ ８６．９ １０９．９ ６．９ １０．０ ５．５

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ４．７８ １０．５８ １７．３５ ９５．６ １０５．８ ８６．７ ４．３ ７．９ ６．０

Ｌｏｍｅｆｌｏｘａｃｉｎ ４．２４ ７．９９ １６．０５ ８４．７ ７９．９ ８０．２ １０．０ ９．１ ７．３

Ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ ４．３３ ９．０７ １５．９７ ８６．５ ９０．７ ７９．９ ８．５ ８．２ ８．８

Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ５．５７ ９．５９ １９．２０ １１１．５ ９５．９ ９６．０ ９．５ ６．６ ６．４

Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ ４．５１ ９．９５ １７．８０ ９０．１ ９９．５ ８９．０ ９．３ ６．３ ９．２

Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ４．１７ ８．７５ １７．８０ ８３．３ ８７．５ ８９．０ ９．８ ９．９ ５．４

Ｆｌｅｒｏｘａｃｉｎ ４．２１ ８．７１ １４．６２ ８４．２ ８７．１ ７３．１ ５．９ ９．８ ５．０

Ｇａｔｉｘａｃｉｎ ４．７９ ８．１８ １６．６２ ９５．８ ８１．８ ８３．１ ７．１ ６．６ ８．８

Ｓａｒａｆｌｏｘａｃｉｎ ３．６１ ７．０３ １４．０３ ７２．２ ７０．３ ７０．２ ９．０ ７．５ ５．５

Ｓｐａｒｆｌｏｘａｃｉｎ ３．７７ ７．１２ １４．２９ ７５．３ ７１．２ ７１．４ ７．１ ５．６ ４．７

Ｏｒｂｉｆｌｏｘａｃｉｎ ３．５０ ７．７６ １４．１３ ７０．０ ７７．６ ７０．７ ７．４ ８．５ ３．４

Ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ３．６２ ７．０１ １４．１４ ７２．３ ７０．１ ７０．７ ８．２ ４．７ ４．６

２．６　 实际样品的测定

采用该检测方法对 ２０ 余个花粉样品进行检测，其中 ２ 个样品测出诺氟沙星，４ 个检出环丙沙星，其含量范围为

１０ ２—６９．７ μｇ·ｋｇ－１，具体数值见表 ３．

表 ３　 实际蜂花粉样品检测（μｇ·ｋｇ－１）

蜂花粉
喹诺酮药物种类

ＮＡＬ ＯＸＯ ＦＬＵ ＣＩＮ ＮＯＲ ＥＮＯ ＣＩＰ ＬＯＭ ＤＡＮ ＥＮＲ ＯＦＬ ＭＡＲ ＦＬＥ ＧＡＴ ＳＡＲ ＳＰＡ ＯＲＢ ＤＩＦ

河南油菜花粉 ６９．７

南京油菜花粉 １０．４

安徽滁菊花粉 ４３．２

河南茶花粉 １０．２

南京茶花粉 １３．０ ２４．６

　 　 注： “ ”为小于定量限．

３　 结论

实验建立了高效液相色谱⁃串联质谱测定蜂花粉中喹诺酮类药物残留的方法，用 ２ ％高氯酸进行提取可以有效地去

除蛋白质等大部分杂质干扰，经由 ＨＬＢ 固相萃取净化后进行测定．该方法有较好的重现性，结果可靠，符合实际检测工作

的需要．


