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摘    要：本研究以四环素类、β-内酰胺类、大环内酯类、磺胺类和喹诺酮类等 5 大类 19 种抗生素以及

5 种抗生素代谢产物为研究对象，建立典型海洋生物中抗生素及其代谢产物残留的前处理提取方法。

比较不同提取方法（QuEChERS 方法、超声萃取−柱净化法）下目标物的提取回收率，优化前处理过程

中的盐析剂和吸附剂。试验结果表明：QuEChERS 方法的提取效率优于超声萃取−柱净化法，且使用以

氯化钠和硫酸钠为盐析剂、C18 为吸附剂的 QuEChERS 方法的回收率优于以硫酸镁和柠檬酸三钠为盐

析剂的 QuEChERS 方法。优化后的方法对 24 种抗生素及其代谢产物的检出限为 0.04～3.31 µg/kg，回

收率为 60.23%～119.88%，相对标准偏差 (RSD) 为 0.10%～29.79%。本研究可为研究抗生素及其代谢产

物在海洋生物中的残留特征和环境行为提供技术支持。
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Rapid detection of antibiotics and their metabolite in marine biological samples
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Abstract: In  this  study,  19  kinds  of  antibiotics  in  five  categories  (tetracyclines,  β-lactams,  macrolides,
sulfonamides  and  quinolones)  and  5  antibiotic  metabolites  were  included  as  target  analytes.  A  pretreatment

extraction method for  antibiotics  and their  metabolites  residues in typical  marine organisms (croaker,  shrimp,

clam) was established. The extraction recoveries of the targets under different extraction methods (QuEChERS

method, Ultrasonic extraction-column purification method) were compared, and the salting-out and adsorbents
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in the pretreatment process were optimized. The results showed that the recovery efficiency of the QuEChERS
method  was  better  than  that  of  the  Ultrasonic  extraction-column  purification  method.  In  addition,  the
QuEChERS method  using  sodium chloride  and  sodium sulfate  as  salting  agents  as  well  as  C18  as  adsorbents
showed  a  better  extraction  efficiency  than  the  QuEChERS  method  using  magnesium  sulphate  and  trisodium
citrate as salting agents. The detection limits of the optimized method for 24 antibiotics and metabolites were
0.04～ 3.31  µg/kg,  and  the  recoveries  by  the  method  were  60.23%～ 119.88%  with  the  relative  standard
deviations  (RSD)  of  0.10%～ 29.79%.  The  study  provides  technical  support  for  the  study  of  the  residual
characteristics and environmental behavior of antibiotics and their metabolites in marine organisms.

Key words: QuEChERS method; antibiotics; liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS);
marine organism samples

抗生素是一类具有抑菌或杀菌活性的药物，

被广泛应用于人类医疗、畜牧业和水产养殖业

等领域。据报道，2013年我国的抗生素生产量

约为 21万吨，使用量达 16.2万吨 [1]，其中，48%
的抗生素被应用于人类临床，52%的抗生素用于

水产养殖和畜牧业。由于不能够被生物体完全

代谢，50%以上的抗生素被排放进入水体，使其

在全球水体中被频繁检出，例如，在西太平洋地

区国家的水体中共检出 92种人用和兽用抗生

素，而在东南亚国家的水体中检出了 45种抗生

素 [2]。河流径流和海水养殖业是海洋中抗生素

污染的两个主要来源，导致海岸带甚至远海区域

的抗生素污染 [3]。尽管残留在海洋环境中的抗

生素及其代谢产物浓度通常处于痕量水平，但长

期暴露于此环境中的动植物及微生物仍会受到

不容忽视的影响，水体微生物群落的变化可能沿

食物链放大，波及高营养级生物，从而破坏生态

系统的平衡。

海水中残留的抗生素能够逐渐在海洋生物

体内累积。研究表明，多种抗生素即使在低浓度

下也能发生生物积累 [4]。2000年至 2009年，美

国、加拿大、欧盟（EU）和日本均在海产品中检

出多种抗生素残留[5]。同一时期，在德国、美国、

意大利和希腊沿海水域的 153个海洋生物样本

中检出红霉素、罗红霉素、氯霉素和磺胺甲噁唑

残留，其中旧金山湾的磺胺甲噁唑检出频率最

高，浓度为 13～61 ng/L[6]。海洋环境中残留的抗

生素不仅会影响生物的生存、繁殖以及生态系

统的群落结构和生态功能，也会对海产品消费者

造成潜在风险[7]。例如，如果抗生素在可食用动

物体内的残留浓度足够高，可能会引起过敏或诱

发抗生素耐药菌的产生，导致耐药性疾病，引起

人类健康问题。为了保护人类健康并避免上述

潜在风险，欧盟等 12个监管机构为鱼类和其他

海产品等动物源性食品中的抗生素等药物制定

了最大残留限量标准（MRLs）[8]。海产品中抗生

素残留的准确定量对于评估其环境影响和人类

健康风险至关重要。

近年来，抗生素残留检测的定量验证方法取

得了显著进展。然而，由于分析方法复杂且成本

高，食品中抗生素残留控制的实施仍然受到限

制 [9]。在前处理方法方面，QuEChERS具有快

速、简便、经济、有效、可靠、安全等特点，在抗

生素残留分析中发挥着至关重要的作用，是一种

常用的提取残留物的方法。目前，研究人员[10-11]

已开始使用该方法处理生物样品中残留的抗生

素。液相色谱−串联质谱法（LC-MS/MS）在食品

中多种抗生素残留的筛选和定量分析方面具有

独特优势[12]。尽管已有方法报道了海洋生物样

品中抗生素残留的提取方法，但是由于抗生素种

类繁多，理化性质（如溶解度、极性、稳定性）差

异显著，这些方法往往只能有效提取某一类抗生

素，难以实现海洋生物样品中多种类抗生素的同

时提取。此外，多数抗生素代谢产物具有与其母

体化合物相似或更高的生物活性[13]，也同样可能

发生生物累积。因此，有必要在多残留分析方法

中纳入抗生素代谢产物的检测。然而，现有方法

主要聚焦于人或动物使用的抗生素药物，很少有

方法涵盖抗生素代谢产物[8]。

针对目前海洋生物样品中抗生素提取方法

的不足，本研究旨在通过优化海洋生物样品中抗

生素及其代谢产物的前处理方法，实现对海洋生
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物体内 24种抗生素及其主要代谢产物的同时提

取测定，为海洋生物样品中抗生素的测定提供有

效方法，填补同时从海洋生物样品中提取多种抗

生素及其代谢产物的空白。同时，该研究有助于

保护水生态环境和保障海洋食品安全[14]。

 1   材料与方法

 1.1    仪器与试剂

真空冷冻干燥机（博医康实验仪器，北京）；

涡旋振荡器（Vortex Genie-2，杭州仪宁仪器有限

公司）；超声波清洗器（KQ5200E，昆山市超声仪

器有限公司）；离心机（Ependorf AG Hamburg，德
国）；真空固相萃取装置（美国 Supelco公司）；

Milli-Q超纯水系统（艾科浦，中国）；氮吹仪（广

州石泰环保科技有限公司，中国）；液相色谱三重

四级杆串联质谱仪（AB SCIEX 4500，美国）。

抗生素及其代谢产物清单见表 1。 5类

19种抗生素及 5种抗生素代谢产物标准品均购

自德国 Dr.Ehrenstorfer公司，纯度均大于 98%。

内标物恩诺沙星-D5（ERF-D5）、红霉素-N,N-二
甲基-13C2（ERT-13C6）、氧氟沙星-D3（OFL-D3）、
磺胺嘧啶 -D4（SDZ-D4）、磺胺二甲氧嘧啶 -D6
（SFT-D6）、磺胺甲噁唑 -13C6（SMX-13C6）、四

环素 -D6（TC-D6）、甲氧苄氨嘧啶 -13C3（TMP-
13C3）购于美国剑桥CIL公司，纯度≥99%。试剂包

括：甲醇、乙腈（色谱纯，德国默克公司）；乙酸、甲酸、

盐酸、二水合柠檬酸三钠、Na2SO4、无水MgSO4、

NaCl、Na2EDTA、Na2HPO4（国药集团化学试剂

有限公司）；PSA和 C18（上海安谱实验科技股份

有限公司）。Oasis HLB固相萃取柱（60 mg，3 mL）
 

表 1    目标抗生素及其代谢产物信息

Tab.1    The information of target antibiotics and antibiotic metabolites

简称Abbreviation 全称Compound 中文名称Chinese name CAS编号CAS

PCV Penicillin V 青霉素V 132-98-9

DesATM Descladinose azithromycin 去克拉定糖阿奇霉素 117693-41-1

RXM Roxithromycin 罗红霉素 80214-83-1

N-dmRXM N-desmethyl roxithromycin N-去甲基罗红霉素 118267-18-8

TYL Tylosin 泰乐菌素 74610-55-2

CIP Ciprofloxacin 环丙沙星 93107-08-5

ERF Enrofloxacin 恩诺沙星 93106-60-6

OFL Ofloxacin 氧氟沙星 82419-36-1

DMCTC Demeclocycline 去甲金霉素 64-73-3

DOC Doxycycline 多西环素 24390-14-5

TC Tetracycline 四环素 64-75-5

4-epiTC 4-Epitetracycline 4-表四环素 79-85-6

MOC Minocycline 米诺环素 13624-98-7

SDZ Sulfadiazine 磺胺嘧啶 68-35-9

SFT Sulfadimethoxine 磺胺间二甲氧嘧啶 122-11-2

TMP Trimethoprim 甲氧苄氨嘧啶 738-70-5

3-dmTMP 3-Desmethyl trimethoprim 3-去甲基甲氧苄啶 27653-69-6

4-OH-TMP 4-Hydroxy trimethoprim 4-羟基甲氧苄啶 112678-48-5

SQX Sulfaquinoxaline 磺胺喹噁啉 59-40-5

SCZ Sulfachloropyridazine 磺胺氯吡嗪钠－水合物 1392129-96-2

SME Sulfamethoxazole 磺胺对甲氧嘧啶 651-06-9

SFZ Sulfamethazine 磺胺二甲嘧啶 57-68-1

SMX Sulfamethoxazole 磺胺甲噁唑 723-46-6

SMR Sulfamerazine 磺胺甲基嘧啶 127-79-7
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和 Prime HLB固相萃取柱（60 mg，3 mL）购自美国

Waters公司。0.22 µm PTFE过滤器购于上海安

谱实验科技股份有限公司。大黄鱼（Larimichthys
crocea）、中国明对虾（Fenneropenaeus chinenisis）、
蛤蜊（Venerupinnata）样品均购自山东省烟台市

烟大海鲜市场。

 1.2    标准储备液的配制

以甲醇为溶剂，将 24种抗生素及其代谢产

物标准品配制成 1000 mg/L的标准储备液，于

−20 ℃ 条件下避光储存。用甲醇将以上标准储

备液稀释配制成 1 mg/L的 24种抗生素及其代

谢产物的混合标准溶液，于−20 ℃ 条件下保存备

用。使用前，以甲醇为溶剂，将 1 mg/L的 24种

抗生素的混合标准溶液逐级稀释成 100 µg/L、
50 µg/L、20 µg/L、10 µg/L、5 µg/L、1 µg/L、0.5 µg/L、
0.1 µg/L和 0.05 µg/L的系列混合标准溶液。

 1.3    实验方法

将中国明对虾和蛤蜊去壳、大黄鱼去鱼皮后

的可食用组织均质化，所有样品冻干处理，研磨

成粉并过筛，保存于−20 ℃ 直至分析。冷冻干燥

后药物稳定性的预实验结果显示，在冷冻干燥过

程中没有化合物损失[7]。

取 0.2 g冻干海洋生物组织置于离心管中，

然后在基质加标样品中分别加入 50 µL 1 mg/L
抗生素及其代谢产物的标准混合物，涡旋混合。

每种生物都设置 1个基质不加标样品和 3个基

质加标平行样品。

QuEChERS方 法 ： 向 样 品 中 加 入 EDTA-
McⅡvaine缓冲液和含 5%乙酸的乙腈 ，涡旋

1 min后超声 30 min，在 5000 r/min转速下离心

10  min。 在 上 清 液 中 加 入 盐 析 剂 ， 立 即 密

封并剧烈振荡 3 min，在 5000 r/min转速下离心

10 min。取上清液转移到棕色玻璃瓶中，氮吹至

近干，加入甲醇复溶，过 0.22 µm PTFE滤膜后待

LC-MS/MS分析。

超声萃取−柱净化法：向样品中加入 8 mL乙

腈∶水（v∶v）=8∶2的提取液，涡旋 1 min后超

声处理 30 min，于 5000 r/min离心 10 min，收集

上清液并转移到洁净离心管，重复上述提取步

骤，合并两次提取所得上清液，进行柱净化。步

骤如下：依次使用 10 mL甲醇和 10 mL超纯水活

化净化柱（Oasis HLB或 Prime HLB），将合并后

的提取液上样至活化好的净化柱，控制流速小

于 5 mL/min。上样完毕后加入淋洗液淋洗小柱，

收集全部洗脱液，氮吹至近干，加入甲醇复溶，

经 0.22  µm  PTFE滤膜过滤后待 LC-MS/MS分

析。

 1.4    仪器条件

 1.4.1    色谱条件

色谱柱：ACQUITY UPLC BEH-C18 色谱柱

（ 100  mm×2.1  mm， 1.7  μm） ； 流 动 相 ： A相 为

0.01%（v/v）甲酸水溶液，B相为乙腈溶液；流速：

0.3 mL/min；柱温箱温度：35 ℃；样品室温度：15 ℃；

进样量：5 μL。流动相梯度洗脱程序列于表 2。
 
 

表 2    梯度洗脱程序

Tab.2    Gradient elution program

时间/min φ(A)/% φ(B)/%

0.0 95 5

1.0 95 5

2.0 90 10

4.0 65 35

10.0 40 60

10.5 5 95

12.0 5 95

12.1 95 5

14.0 95 5

注：A为0.01%（v/v）甲酸水溶液；B为乙腈
 

 1.4.2    质谱条件

离子源：电喷雾离子源（ESI）；扫描模式：正

离子；检测方式：多反应监测（MRM）；离子源温

度：550 ℃；喷雾电压（IS）：5500 V；碰撞气（CAD）：

High；气帘气（CUR）：207 kPa（30 psi）；雾化气：

345 kPa（50 psi）；辅助气：345 kPa（50 psi）。各目

标物的质谱参数列于表 3。

 2   结果与讨论

 2.1    前处理方法的比较与优化

近年来，超声萃取−柱净化法和 QuEChERS
方法广泛应用于生物样品中抗生素残留分析。

其中，超声萃取−柱净化法具有操作简单、处理

时间短等优点，可同时提取目标物并且去除基质

干扰，是一种安全、高效、重复性好的抗生素残
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表 3    测定 24 种目标物和 8 种内标的质谱参数

Tab.3    MS parameters of the 24 target compounds and eight internal standards

简称 全称 保留时间(tR)/min 母离子/m·z−1 子离子/m·z−1 解簇电压DP/V 碰撞能量CE/eV

PCV Penicillin V 6.73 351.1
228.9*
87.0

110
23
46

DesATM Descladinose azithromycin 5.11 591.3
158.2*
116.0

128
42
67

RXM Roxithromycin 7.14 837.4
679.4*
158.2

98
29
29

N-dmRXM N-desmethyl roxithromycin 6.95 823.9
522.3*
665.4

108
38
31

TYL Tylosin 6.22 916.5
174.1*
772.0

101
35
35

CIP Ciprofloxacin 4.47 332.2
245.0*
314.0

65
35
35

ERF Enrofloxacin 4.72 360.1
245.1*
342.2

64
37
37

OFL Ofloxacin 4.41 362.2
318.1*
261.1

80
26
38

DMCTC Demeclocycline 5.05 465.4
430.3*
385.3

78
31
24

DOC Doxycycline 5.41 445.3
428.2*
410.3

93
28
35

TC Tetracycline 4.75 445.1
410.1*
427.1

45
25
30

4-epiTC 4-Epitetracycline 4.74 445.1
410.2*
392.0

117
28
34

MOC Minocycline 4.76 458.2
441.3*
352.0

101
35
40

SDZ Sulfadiazine 3.81 251.0
156.1*
91.9

46
35
23

SFT Sulfadimethoxine 6.04 310.9
218.0*
155.9

56
25
27

TMP Trimethoprim 4.37 291.6
230.1*
261.0

93
31
35

3-dmTMP 3-Desmethyl trimethoprim 3.80 277.2
123.0*
261.0

121
59
34

4-OH-TMP 4-Hydroxy trimethoprim 4.32 307.1
139.2*
181.1

104
27
27

SQX Sulfaquinoxaline 6.04 301.1
156.1*
108.0

72
24
38

SCZ Sulfachloropyridazine 5.98 285.2
92.0*
156.0

65
37
22

SME Sulfamethoxazole 4.89 281.2
156.1*
108.1

68
25
33

SFZ Sulfamethazine 4.84 279.0
186.1*
124.0

61
28
33

SMX Sulfamethoxazole 5.52 254.3
108.0*
156.0

61
30
21

SMR Sulfamerazine 4.42 265.0
156.0*
107.8

41
24
35

ERF-D5 Enrofloxacin-D5 4.43 365.2 321.2 103 28.98

OFL-D3 Ofloxacin-d3 4.42 365.1 321.3 116 25.63

SFT-D6 Sulfadimethoxine-D6 5.00 317.3 162.1 84 31.90

SMX-13C6 Sulfamethoxazole-(phenyl-13C6) 5.00 260.0 162.0 77 21.00

ERT-13C6 Erythromycin (N,N-dimeyhyl-13C6) 5.00 738.0 162.0 117 37.00

SDZ-D4 Sulfadiazine-D4 5.00 255.0 160.0 73 22.35

TC-D6 Tetracycline-D6 5.18 451.1 416.0 92 28.25

TMP-13C3 13C3-Trimethoprim 4.35 294.1 262.0 98 34.36

注：*为定量离子
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留分离方法[15-16]。本研究选择两款市售净化柱，

分别是 Oasis HLB净化柱和 Prime HLB净化柱

进行对比分析。其中，Oasis HLB净化柱具有高

回收率和良好重复性的优点[17]；Prime HLB净化

柱的新型过滤器过滤快速且易于操作，适合分析

含有大量磷脂化合物的肉类或牛奶样品，并且

Prime  HLB的提取原理与传统的 HLB萃取不

同，Prime HLB 萃取工艺仅包含一个步骤 [18]。

QuEChERS方法具有快速、简便、经济、有效、

安全等特点，也是一种常见的提取残留物的方

法，本研究使用无水 MgSO4 和柠檬酸三钠作为

盐析剂进行 QuEChERS提取分析。从图 1的提

取回收率结果来看 ，超声萃取后使用 Prime
HLB净化柱的回收率为 0.00%～10.11%，Oasis
HLB净化柱的回收率为 1.53%～88.32%，两款净

化柱均不满足《合格评定 化学分析方法确认和

验证指南》（GB/T 27417－2017）[19] 要求（回收率

范围为 60%～120%）；QuEChERS方法的回收率

为 30.09%～111.56%，部分目标物（如 DMCTC）的
回收率小于 60%，但其精密度为 1.26%～29.24%，

满足《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》

（GB/T 27417－2017）要求（低浓度下精密度小于

30%）。后续实验将 QuEChERS方法作为首选方

法进行优化。

 2.2    盐析剂的优化

QuEChERS方法因其高效、简便的特点，应

用范围不断扩大，已成为抗生素残留分析的常用

方法，并在多种污染物分析中广泛应用 [20]。在

QuEChERS萃取中使用盐析剂和脱水剂的主要

作用是去除样品基质中的水分，从而促进有机相

和水相之间的分离 [21]。常用的试剂包括 NaCl、
无水 Na2SO4 和无水 MgSO4。本研究对比了两

种盐析剂组合 （无水 MgSO4+柠檬酸三钠和

NaCl+无水 Na2SO4）对目标物回收率的影响。结

果表明（图 2），NaCl+无水 Na2SO4 的提取效果优

于无水 MgSO4+柠檬酸三钠。已有研究显示，

MgSO4 具有吸水、团聚、产热的特性 [21]，并且

Mg2+易与四环素类药物形成难溶的螯合物 [22]，

导致四环素类、喹诺酮类、磺胺类和大环内酯类

化合物的回收率降低 [23]。因此 ，本研究选择

NaCl+无水 Na2SO4 作为盐析剂进行后续试验。

然而 ，该组合对部分抗生素 （DMCTC、DOC、
TC、TYL）的回收率小于 60%，需进一步优化。

根据 Serra-Compte等 [24] 的研究，在提取溶剂中

加入 1%的甲酸可显著提高四环素类抗生素的

回收率，后续可通过实验验证该优化方案的可行

性。此外，为进一步提高目标物的回收率，本研

究还引入吸附剂进行优化。
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图 2    QuEChERS方法中两种盐析剂组合条件下目标物

的回收率 (n=3)

Fig. 2    Recoveries  of  the  target  compounds  in  the

QuEChERS  method  with  two  combinations  of

salting-out agents (n=3)
 

 2.3    吸附剂的优化

萃取后，为降低基质效应，采用吸附剂对含
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图 1    3种净化方式 (Oasis  HLB固相萃取柱 、 Prime

HLB固相萃取柱、QuEChERS方法)下目标物的回

收率 (n=3)

Fig. 1    Recoveries of the target compounds of three cleanup

methods  (Oasis  HLB  solid-phase  purification

columns,  Prime  HLB  solid-phase  purification

columns, QuEChERS method) (n=3)
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目标物的有机相进行进一步吸附净化。常用的

吸附剂包括 PSA、C18 和石墨化炭黑 （GCB）。
PSA常用于去除脂肪酸、糖、有机酸、脂类和某

些色素；C18 则用于吸附基质中的非极性成分和

脂肪 [25]；GCB保留平面物质，用于去除色素 [26]。

为了确保最小的基质效应并实现最佳回收率，根

据目标物的物理化学性质选择合适的吸附剂至

关重要。值得注意的是，GCB对极性分子的亲和

力增强，导致回收率降低[27]。Wang等[28] 对 7种

净化吸附剂类型进行了比较分析，即 50 mg C18、

100 mg C18、200 mg C18、25 mg PSA、50 mg PSA、

25 mg PSA-100 mg C18 和 25 mg PSA-200 mg C18，

结果表明，加入 25 mg PSA会导致 β-内酰胺抗生

素的回收率降低，200 mg C18 具有良好的回收

率，可以有效减轻基质干扰。图 3的回收率结

果显示，加入 200 mg C18 的提取效果（60.23%～

119.88%）优于未加入吸附剂的提取效果（47.49%～

153.27%），满足《合格评定 化学分析方法确认和

验证指南》（GB/T 27417－2017）[19] 要求，能够同

时有效提取 24种抗生素及其主要代谢产物。
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图 3    QuEChERS方法是否使用吸附剂对目标物回收率

的影响 (n=3)

Fig. 3    Effects  of  the  QuEChERS  method  with  or  without

adsorbents  on  the  recoveries  of  the  target

compounds (n=3)
 

 2.4    线性方程、检出限、定量限、加标回收率

及相对标准偏差

在 LC-MS/MS确认的实验条件下，取海洋生

物空白样品按样品制备处理后得到空白基质，分

别加入 9种不同质量浓度的混合标准溶液，在上

述质谱条件下进行测定。以目标物的质量浓度

为横坐标，把目标物的峰面积与其对应的定量内

标的峰面积比值作为纵坐标，建立标准曲线。

以 3倍和 10倍信噪比（S/N）对应的质量浓度确

定检出限（LOD）和定量限（LOQ）。

19种抗生素和 5种抗生素代谢产物的线性

方程、相关系数（R2）、LOD 及 LOQ 列于表 4，加
标回收率及相对标准偏差（RSD）列于表 5。结果

显示，所有目标化合物均线性良好，其标准溶液的

曲线回归系数（R2）均大于 0.99。采用 QuEChERS
方法进行提取试验的 LOD 及 LOQ 分别为 0.04～
3.31 μg/kg和 0.13～11.03 μg/kg。总体而言，主要

抗生素的 LOD 和 LOQ 与以往海洋生物样品中

多残留分析的研究结果相当或低于这些结果[25]，

说明本方法具有较高的灵敏度。通过在工作溶

液中添加特定浓度的抗生素，验证了所有抗生素

的最低检测限[29]。本研究目标物的加标回收率

为 60.23%～119.88%，满足《合格评定 化学分析

方法确认和验证指南》（GB/T 27417－2017） [19]

要求（回收率范围为 60%～120%）。另外，本方

法所有目标物的精密度结果均符合《合格评定

化学分析方法确认和验证指南》（GB/T 27417－
2017）[19] 对精密度的要求（低浓度下精密度小于

30%）。

结果表明，使用 NaCl和无水 Na2SO4 作为盐

析剂并加入 200 mg C18 作为吸附剂的 QuEChERS
方法能够对海洋生物中的目标抗生素及其代谢

产物进行有效提取。后续的氮吹浓缩步骤既未

影响目标物的稳定性，也未降低回收率。在质

谱分析之前，对样品还进行了额外的过滤处理。

结果表明，该方法简单、有效、快速，只需通过

QuEChERS进行提取，随后对样品进行蒸发和过

滤，此外，样品分析的成本也显著降低，整个分析

过程的总时间少于 3 h。
 2.5    实际样品测试

采用本研究建立的方法对渤海采集的 42种

底栖生物进行提取检测，样品类型包括脊索动

物、软体动物、甲壳动物。结果表明，每个样品

均检出多种抗生素及其代谢产物残留，但均未检

出泰乐菌素（TYL），检出频次较高的抗生素及其
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表 4    抗生素和抗生素代谢物的线性方程、相关系数 (R2)、LOD及 LOQ
Tab.4    Calibration  curve  with  correlation  coefficient(R2),  limits  of  dection(LODs)  and  limits  of  quantification(LOQs)  of  antibiotics  and

antibiotic metabolites

抗生素 线性方程 R2 LOD/μg·kg−1 LOQ/μg·kg−1

PCV y=7471x+538 0.9933 0.73 2.43

DesATM y=5225x+63 0.9994 2.28 7.60

RXM y=15251x-101 0.9994 0.59 1.97

N-dmRXM y=5074x-155 0.9992 1.85 6.17

TYL y=2991x-156 0.9979 0.63 2.10

CIP y=4671x+16743 0.9931 0.16 0.53

ERF y=5507x-621 0.9951 0.45 1.50

OFL y=59x+2193 0.9904 0.87 2.90

DMCTC y=1412x+737 0.9918 0.81 2.70

DOC y=3318x-166 0.9910 0.56 1.87

TC y=8350x-379 0.9917 1.90 6.33

4-epiTC y=10809x-26.60 0.9901 1.33 4.43

MOC y=2235x-8754 0.9979 1.98 6.60

SDZ y=28405x+201 0.9945 1.20 4.00

SFT y=13194x+158 0.9992 1.51 5.03

TMP y=5551x+576 0.9927 0.98 3.27

3-dmTMP y=14616x+713 0.9951 0.28 0.93

4-OH-TMP y=6823x+595 0.9965 2.54 8.47

SQX y=25665x+156 0.9931 1.51 5.03

SCZ y=8824x-146 0.9944 3.31 11.03

SME y=16298x-201 0.9938 0.04 0.13

SFZ y=25469x-567 0.9942 1.84 6.13

SMX y=23424x+408 0.9936 0.10 0.33

SMR y=6113x+11 0.9961 0.28 0.93

注：y为目标物定量离子的峰面积；x为质量浓度（μg/kg）

 

表 5    抗生素和抗生素代谢物的加标回收率及相对标准偏差 (n=3)
Tab.5    Spiked recoveries and RSDs of antibiotics and antibiotic metabolites(n=3)

抗生素
蛤蜊 大黄鱼 中国明对虾

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/%
PCV 119.88 14.80 99.27 29.65 93.56 25.26

DesATM 91.88 14.93 99.27 20.56 98.36 28.92

RXM 115.44 29.72 118.16 2.95 114.76 6.40

N-dmRXM 83.66 24.01 108.25 29.66 117.25 1.21

TYL 63.09 27.99 65.34 29.37 72.91 29.83

CIP 115.67 0.35 113.35 10.03 90.76 19.04

ERF 117.69 15.77 115.03 27.54 104.63 18.98

OFL 103.69 2.99 115.41 27.32 98.42 25.42

DMCTC 67.89 7.09 83.30 4.73 61.32 5.02

DOC 79.45 8.44 68.65 4.86 61.21 21.67

TC 61.54 27.65 63.37 3.04 69.01 19.72

4-epiTC 61.42 29.11 77.36 17.52 67.43 11.07
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代谢产物有氧氟沙星（OFL，1.04～148.76 ng/g）、
多西环素（DOC，22.20～63.76 ng/g）、磺胺甲基嘧

啶（SMR，0.53～9.03 ng/g）、N-去甲基罗红霉素

（N-dmRXM，0.01～0.18 ng/g）、4-羟基甲氧苄啶

（4-OH-TMP，0.02～0.13 ng/g），同时，检出四环素

类抗生素的残留量超过国家标准《食品安全国家

标准  食品中兽药最大残留限量》（GB 31650－
2019）规定的最大残留限量值（四环素类抗生素

在水生生物中的最大残留量不得大于 30 µg/kg）。
图 4为渤海底栖生物样品中典型抗生素及其代

谢产物的检出频率和检出浓度。

 3   结 论

本研究建立了一种基于 QuEChERS处理结

合 LC-MS/MS检测生物样品中多种抗生素及其

代谢产物的方法，有效克服了因目标物物理化学

性质差异导致的方法回收率低与覆盖范围窄的

问题，实现了多种目标物的高效同步提取与测

定。QuEChERS前处理方法具有快速、简便、廉

价且无须额外净化步骤的特性，与超声萃取−柱
净化法相比，对大多数目标物展现出更高的准确

性、回收率和良好重现性。该方法应用于渤海

底栖生物体内残留抗生素及其代谢产物的检测，

结果显示，海洋底栖生物中氧氟沙星（OFL）和多

西环素（DOC）的残留量分别高达 148.80 ng/g和

63.80 ng/g。本研究结果为相关残留标准的制定

与补充以及海产品安全保障提供了重要的数据

支撑和技术依据，在海洋环境监测与风险评估中

具有显著的应用价值。
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图 4    渤海底栖生物样品中典型抗生素及其代谢产物的

检出频率和检出浓度

Fig. 4    Detection  frequency  and  concentration  of  typical

antibiotics  and  their  metabolites  in  benthic  samples

from the Bohai Sea
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