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超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱法快速筛查
和确证渔药中 ８６ 种非法添加化学品
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摘要：建立了超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱法快速筛查与确证渔药中 ８６ 种非法添加禁限用药物的方法。
渔药以 ８０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液进行提取，通过稀释降低基质效应，采用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＰＲＥＭＩＥＲ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱进行分

离，以甲醇和 ０􀆰 １％ 甲酸水溶液作为流动相进行梯度洗脱，采用电喷雾双喷离子源（Ｄｕａｌ ＡＪＳ ＥＳＩ）正离子模式分析

检测。 建立了 ８６ 种药物的一级精确质量数据库和二级碎片质谱库。 在全扫描采集模式下，以化合物的色谱保留

时间、精确质量数、同位素分布和同位素丰度比定性；在 Ｔａｒｇｅｔ ＭＳ ／ ＭＳ 采集模式下，通过二级碎片离子的匹配进一

步确证化合物，以准分子离子峰的峰面积定量，实现渔药样品中多目标药物的快速定性定量分析。 ８６ 种药物在各

自的线性范围内均呈现良好的线性关系，相关系数均大于 ０􀆰 ９９，中草药制剂和抗生素粉剂的定量限（ＬＯＱ）范围分

别为 １～１５ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ５～７５ ｍｇ ／ ｋｇ，添加回收率范围为 ７６􀆰 ８％ ～ １１２􀆰 １％，相对标准偏差（ＲＳＤ， ｎ ＝ ３）小于 １１􀆰 ７％。
该方法快速、简便、准确、灵敏，适用于不同种类渔药中禁限用非法添加药物的高通量筛查。 将该方法应用于浙江

省渔用投入品质量安全监督抽检项目中，共筛查 ６０ 个样品，其中 ８ 种中草药制剂筛查出说明书中未明确标明的药

物成分，１ 种抗生素粉剂未检出有效成分。 该研究为渔药的质量安全监控提供了有效的技术手段。
关键词：超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱；非法添加药物；渔药；快速筛查

中图分类号：Ｏ６５８　 　 　 文献标识码：Ａ　 　 　 文章编号：１０００⁃８７１３（２０２２）０６⁃０５２０⁃１１

Ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ８６ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ
ｉｎ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ ｂｙ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃

ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ⁃ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
ＫＥ Ｑｉｎｇｑｉｎｇ， ＬＩ Ｓｈｉｙａｎ， ＷＡＮＧ Ｄｉｎｇｎａｎ， ＺＨＯＵ Ｑｉｎ， ＺＨＯＵ Ｆａｎ， ＢＥＩ Ｙｉｊｉａｎｇ，

ＣＨＥＮ Ｘｉａｏｍｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｙａｎｇ∗

（Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００２３， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ， ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ
ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｉｓ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｆｉｓｈｅｒｙ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｗｉｎｇ
ｔｏ ｔｈｅ ａｂｕｓｅ ｏｆ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｉｌｌｅｇａｌ ａｎｄ ／ ｏｒ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｉｎ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ．
Ａ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｔｈａｔ ａｒｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｈａｚａｒｄｓ ｔｏ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｉｎ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ． Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑ⁃
ｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ⁃ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）， ｆｏｒ ｔｈｅ
ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ８６ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｉｎ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ． Ｔｈｅ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇ ｓａｍ⁃
ｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ８０％ （ｖ ／ ｖ） ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｌｕｔｅｄ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｍａｔｒｉｘ
ｅｆｆｅｃｔｓ． Ｔｈｅ ８６ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｏｎ ａｎ ＡＣＱＵＩＴＹ ＰＲＥＭＩＥＲ ＨＳＳ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ
（１００ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）， ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ， ｖｉａ



第 ６ 期
柯庆青，等：超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱法快速筛查和

确证渔药中 ８６ 种非法添加化学品

ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｗａｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｕｓｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｏｄｅ． Ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ， ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｒｏｔｏｃｏｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ， ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ，
ａｎｄ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｖｏｌｔａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ８６ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ａｎ ａｃｃｕｒａｔｅ ｍａｓｓ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ
ｌｉｂｒａｒｙ ｗｅｒｅ ｃｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ８６ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ
ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｉｎ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ． Ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ｉｓｏｔｏｐｉｃ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｓｐａｃｉｎｇ， ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｅ
ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｉｏｎ ｆｏｒ ｅａｃｈ ａｎａｌｙｔｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ＭＳ ／ ＭＳ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｆｒｏｍ
ａ ｄａｔａｂａｓｅ ｔｏ ｅｎｓｕｒｅ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ
ｅａｃｈ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎ⁃
ｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ± ０􀆰 ３５ ｍｉｎ， ａｃｃｕｒａｔｅ ｍａｓｓ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ± １０ × １０－６， ａｎｄ ｍａｊｏｒ ａｄｄｕｃｔ
ｆｏｒｍｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋， ［Ｍ＋Ｎａ］ ＋， ａｎｄ ［Ｍ＋ＮＨ４］

＋ ． Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ８６
ｔａｒｇｅｔ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ａｔ ｖａｒｉｅｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ， ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｔｙｐｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｓ ｗｅｌｌ
ａｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｆｏｒ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ５０ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ １０ ｔｉｍｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ
ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ； ｏｎｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｏｔｈｅｒ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ． Ｆｏｒ ａ ｇｉｖｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ８６ ｔａｒｇｅｔ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｗｅｒｅ ｌｉｎｅａｒ ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ａｔ
ｌｅａｓｔ ０􀆰 ９９． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ７６􀆰 ８％ ｔｏ １１２􀆰 １％ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ
（ＲＳＤｓ） （ｎ＝ ３） ｏｆ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １１􀆰 ７％． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱ） ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ａｎｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｗｅｒｅ １－１５ ｍｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ５－７５ ｍｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｏ
ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＳＤＬｓ） ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｕｎｄ， ａ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ａ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇ ｓａｍｐｌｅ ａｔ ｖａｒｉｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅ ＳＤＬ ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ａｎｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｗｅｒｅ １ － １５ ａｎｄ ５ － ５０ ｍｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｉｓ
ａｐｐｒｏａｃｈ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ＳＤＬｓ ｔｈａｔ ｓａｔｉｓｆｙ ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ． Ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｉｔｓ ｒａｐｉｄ
ｎａｔｕｒｅ， ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ， ａｃｃｕｒａｃｙ， ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｍａｙ ｂｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｉｎ ｍａｎｙ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ． Ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ａ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｐｒｏｊｅｃｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｆｉｓｈｅｒｙ ｉｎｐｕｔｓ ｉｎ Ｚｈｅ⁃
ｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ． Ｓｉｘｔｙ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｅｉｇｈｔ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ
ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｃｏｎｔａｉｎ ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｏｎｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ
ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ｆｒｅｅ ｏｆ ａｎｙ ａｃｔｉｖｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ． Ｔｈｕｓ， ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ
ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ．

引用本文：柯庆青，李诗言，王鼎南，周钦，周凡，贝亦江，陈小明，王扬． 超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱法快速筛查和确证渔药

中 ８６ 种非法添加化学品． 色谱，２０２２，４０（６）：５２０－５３０．
ＫＥ Ｑｉｎｇｑｉｎｇ， ＬＩ Ｓｈｉｙａｎ， ＷＡＮＧ Ｄｉｎｇｎａｎ， ＺＨＯＵ Ｑｉｎ， ＺＨＯＵ Ｆａｎ， ＢＥＩ Ｙｉｊｉａｎｇ， ＣＨＥＮ Ｘｉａｏｍｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｙａｎｇ． Ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ８６ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｉｎ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ ｂｙ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ⁃ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃
ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（６）：５２０－５３０．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ⁃ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍ⁃
ｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ）； ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ； ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇｓ； ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
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　 　 我国是水产品生产和出口大国，２０１９ 年水产养

殖总产量达 ５０７９ 万吨，占渔业总产量的 ７８􀆰 ４％，出
口总额达 ２０６􀆰 ６ 亿美元，养殖量位居世界首位［１］。
然而，伴随着渔业的快速发展，渔药滥用及渔药中禁

限用药物非法添加引起的水产品质量安全问题已成

为阻碍我国渔业健康可持续发展的最大制约因素之

一。 自 ２００４ 年以来，国家和农业行政部门已经陆续

发布了《无公害食品渔用药物使用准则》、２５０ 公告、
２２６２ 公告、ＧＢ ３１６５０⁃２０１９ 等多条法规标准对渔业

生产中的禁限用药物做出了相应的规定。 然而长期

以来，由于市场无序竞争和管理制度上的缺陷等原

因，渔药市场秩序混乱，产品质量参差不齐［２－４］。 具

体表现为：以“非药品”的形式逃避监管；随意添加

禁限用药物；中草药类产品中添加抗生素成分；为了

降低成本，减少或者不添加有效成分等。 这些成分

不明、质量良莠不齐的渔药会产生治疗效果下降、水
产品药物残留超标等问题，给养殖户带来极大的困

扰，同时威胁消费者的身体健康，影响水产品的对外

出口贸易。 “问题渔药”已成为影响水产行业可持

续发展的重要问题。 ２０２１ 年农业农村部发布 １ 号

文件《关于加强水产养殖用投入品监管的通知》，要
求加大假、劣渔药处置，连续 ３ 年开展渔药等投入品

相关违法行为专项整治行动。
　 　 目前我国渔药中多种禁限用药物非法添加的筛

查尚无相关标准，相关技术研究较少［５－８］，主要采用

液相色谱法和液相色谱⁃串联质谱法。 这些方法存

在检测的渔药品种单一且筛查药物覆盖面较窄，未
考察基质效应对检测灵敏度和准确度的影响等问

题。 近年来，超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质

谱（ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ）技术因具有高特异性、高质

量分辨率、高通量、高扫描速度等优势开始在残留分

析领域得到应用。 国内外关于 Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 多组分

药物残留分析技术的研究多集中在环境、医药和食

品安全等领域［９－１４］，目前尚无采用 Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 技术

检测渔药中禁限用药物非法添加的文献报道。 本研

究结合水产养殖特点，有针对性地选取了渔药中可

能存在风险隐患的多种禁限用药物作为筛查对象，
通过稀释降低基质效应，基于 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 技

术，建立了渔药中 ８６ 种非法添加禁限用药物的快速

筛查和确证的方法。 本方法具有适用范围广、前处

理简单高效、分析通量高、灵敏准确等优点。 本方法

的建立为渔药的有效监管提供了技术支撑，对保障

水产品质量安全具有重要意义。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０⁃６５４０ 液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间

质谱仪配电喷雾双喷离子源（Ｄｕａｌ ＡＪＳ ＥＳＩ）（美国

安捷伦公司）； Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ２２０２Ｓ 型电子天平（德国赛

多利斯有限公司）；菲恰尔 ＴＤＬ⁃５Ａ 离心机（上海菲

恰尔分析仪器有限公司）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４２７Ｒ 高速

冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯

水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； ０􀆰 ２２ μｍ 聚四氟乙

烯（ＰＴＦＥ）滤膜（美国 ＰＡＬＬ 公司）。
　 　 ８６ 种化合物标准物质（包括 １９ 种磺胺类、１６ 种

喹诺酮类、１８ 种头孢类、１３ 种激素类、４ 种硝基呋喃

类、３ 种四环素类、１ 种苯二氮卓类、６ 种大环内酯

类、４ 种硝基咪唑类、２ 种三苯甲烷类等各类别的混

合标准溶液，质量浓度均为 １００ ｍｇ ／ Ｌ） （天津阿尔

塔科技有限公司），具体信息见表 １。
　 　 乙腈和甲醇（色谱纯，美国 ＴＥＤＩＡ 公司）；甲酸

（色谱纯，美国 ＲＯＥ 公司）；吸附剂 Ｎ⁃丙基乙二胺

（ＰＳＡ）、十八烷基键合硅胶 （ Ｃ１８ ）、石墨化炭黑

（ＧＣＢ）（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。
１．２　 标准溶液的配制

　 　 准确量取 １８ 种头孢类标准物质，以水⁃乙腈混

合溶液（３ ∶１， ｖ ／ ｖ）为溶剂，配制成 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合

标准储备溶液，小体积分装于棕色试剂瓶后－８０ ℃
保存。 准确移取 １８ 种头孢类混合标准储备液，水⁃
乙腈混合溶液（３ ∶ １， ｖ ／ ｖ）为溶剂，配制成 １ ｍｇ ／ Ｌ
的 １８ 种头孢类标准中间液，现配现用。 分别准确量

取适量除头孢外的各类混合标准物质（即磺胺类、
喹诺酮类、激素类、硝基呋喃类、四环素类、硝基咪唑

类、大环内酯类、三苯甲烷类混合标准溶液及苯二氮

卓类标准溶液），以甲醇为溶剂，配制 ９ 组 １０ ｍｇ ／ Ｌ
的混合标准储备液，置于棕色试剂瓶中－２０ ℃保存。
分别准确移取适量除头孢外各类混合标准储备液，
以甲醇为溶剂，配制成 ６８ 种 １ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准中

间液，置棕色试剂瓶中于－２０ ℃保存。 分别移取一

定体积的 １８ 类头孢类化合物和 ６８ 种化合物的混合

标准中间液，用 １０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液进行稀释，配
制成 １００ μｇ ／ Ｌ 的 ８６ 种化合物的混合标准溶液。
１．３　 样品制备

　 　 所有渔药样品采自浙江省内各水产养殖场和渔

药商店，包括抗生素粉剂和中草药制剂等，所有样品

常温密封保存，待检测。
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确证渔药中 ８６ 种非法添加化学品

表 １　 ８６ 种化合物的分子式、保留时间、质量偏差、检索得分和其他质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｏｒｍｕｌａｅ， ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ， ｍａｓｓ ｅｒｒｏｒｓ， ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｒｅｔｒｉｅｖａｌ ｓｃｏｒｅｓ， ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ８６ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｆｏｒｍｕｌａ
ｔＲ ／
ｍｉｎ

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ）
Ｍａｓｓ
ｅｒｒｏｒ ／
１０－６

Ｓｃｏｒｅ

Ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ
Ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ （磺胺嘧啶） Ｃ１０Ｈ１０Ｎ４Ｏ２Ｓ ４．５４６ ２５１．０５９４９ １５６．０１１２０， １０８．０４４３０， ９２．０４９４０ －１．２８ ９７．２６
Ｓｕｌｆａｔｈｉａｚｏｌｅ （磺胺噻唑） Ｃ９Ｈ９Ｎ３Ｏ２Ｓ２ ５．０９１ ２５６．０２１２１ １５６．０１１４４， １０８．０４４５０， ９２．０４９８０ －０．７３ ９７．２１
Ｓｕｌｆａｐｙｒｉｄｉｎｅ （磺胺吡啶） Ｃ１１Ｈ１１Ｎ３Ｏ２Ｓ ５．３６９ ２５０．０６４４１ １８４．０８６８１， ９２．０４９６０， ６５．０３８９０ －０．９１ ９７．１２
Ｓｕｌｆａｍｅｒａｚｉｎｅ （磺胺甲基嘧啶） Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ２Ｓ ５．８１４ ２６５．０７５８７ １５６．０１１２５， １０８．０４４５９， ６５．０３８８８ －０．９２ ９７．３１
Ｓｕｌｆａｍｅｔｈａｚｉｎｅ （磺胺二甲基嘧啶） Ｃ１２Ｈ１４Ｎ４Ｏ２Ｓ ６．７９２ ２７９．０９２０１ １８６．０３３６５， １２４．０８７１９， ９２．０４９８２ －０．５６ ９８．７６
Ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ （磺胺间甲氧嘧啶） Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３Ｓ ７．３３７ ２８１．０７１１１ １５６．０１１５７， １２６．０６６４２， ９２．０４９８３ －０．６５ ９７．３５
Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｉｚｏｌｅ （磺胺甲噻二唑） Ｃ９Ｈ１０Ｎ４Ｏ２Ｓ２ ６．６３６ ２７１．０３１８３ １５６．０１１２８， １０８．０４４３６， ９２．０４９６３ －０．９０ ９５．０９
Ｓｕｌｆａｍｅｔｅｒ （磺胺对甲氧嘧啶） Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３Ｓ ６．５５８ ２８１．０７０９８ １５６．０１１７０， １２６．０６６５１， ９２．０４９９３ －１．１０ ９７．０８
Ｓｕｌｆａｃｈｌｏｒｏｐｙｒｉｄａｚｉｎｅ （磺胺氯哒嗪） Ｃ１０Ｈ９ＣｌＮ４Ｏ２Ｓ ７．１７０ ２８５．０２０６９ １５６．０１１０６， ９２．０４９９５， ６５．０３９０２ －０．９３ ９８．８５
Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘｙｐｙｒｉｄａｚｉｎｅ （磺胺甲氧哒嗪） Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３Ｓ ６．９３６ ２８１．０７０１１ ９２．０４９９３， １５６．０１１７０ －０．９３ ９８．３５
Ｓｕｌｆａｄｏｘｉｎｅ （磺胺邻二甲氧嘧啶） Ｃ１２Ｈ１４Ｎ４Ｏ４Ｓ ７．６０３ ３１１．０８１８８ １５６．０１１６４， ９２．０４９８０， ６５．０３９０２ －１．３７ ９８．１０
Ｓｕｌｆａｄｉｍｅｔｈｏｘｉｎｅ （磺胺间二甲氧嘧啶） Ｃ１２Ｈ１４Ｎ４Ｏ４Ｓ ８．４２６ ３１１．０８１８８ １５６．０７６７８， ９２．０４９６９， ６５．０３８９１ －１．０３ ９６．９８
Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ （磺胺甲基异噁唑） Ｃ１０Ｈ１１Ｎ３Ｏ３Ｓ ７．２５９ ２５４．０５９８１ １５６．０１１３５， １０８．０４４３７， ９２．０４９６８ －１．０７ ９８．４１
Ｓｕｌｆｉｓｏｘａｚｏｌｅ （磺胺二甲异噁唑） Ｃ１１Ｈ１３Ｎ３Ｏ３Ｓ ７．５９２ ２６８．０７５５６ １５６．０１１３５， １１３．０７１１７， ９２．０４９８５ －１．１５ ９９．４０
Ｓｕｌｆａｂｅｎｚａｍｉｄｅ （苯甲酰磺胺） Ｃ１３Ｈ１２Ｎ２Ｏ３Ｓ ７．８５９ ２７７．０６４４８ １５６．０１１４３， ９２．０４９９１， ６５．０３８８８ －１．３５ ９８．３８
Ｓｕｌｆａｑｕｉｎｏｘａｌｉｎｅ （磺胺喹恶啉） Ｃ１４Ｈ１２Ｎ４Ｏ２Ｓ ８．６１５ ３０１．０７５８７ １０８．０４４３８， ９２．０４９５６， ６５．０３８７８ －１．０２ ９７．１２
Ｓｕｌｐｈａｃｅｔａｍｉｄｅ （磺胺醋纤） Ｃ８Ｈ１０Ｎ２Ｏ３Ｓ ３．５３５ ２１５．０４８４２ １５６．０１１０２， １０８．０４４４５， ９２．０４９６６ －０．９２ ９８．６９
Ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ （甲氧苄氨嘧啶） Ｃ１４Ｈ１８Ｎ４Ｏ３ ６．４７０ ２９１．１４６０３ １２３．０６６８７， ８１．０４５０８， ６８．０３６９４ －０．４９ ８１．２１
Ｓｕｌｆａｐｈｅｎａｚｏｌｅ （磺胺苯吡唑） Ｃ１５Ｈ１４Ｎ４Ｏ２Ｓ ８．１８２ ３１５．０９１６７ １６０．０８６９１， ９２．０４９４８， ６５．０３８７９ －０．７９ ９８．６７
Ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ
Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ （恩诺沙星） Ｃ１９Ｈ２２ＦＮ３Ｏ３ ７．２５９ ３６０．１６９９１ ３４２．１６１８０， ２８６．０９９３７， ８４．０８１１１ －０．５０ ９９．７１
Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ （诺氟沙星） Ｃ１６Ｈ１８ＦＮ３Ｏ３ ７．０２５ ３２０．１４０６９ ３０３．１２７０８， ２３４．１０３３２， ７０．０６５４７ －１．３０ ９７．２２
Ｐｅｆｌｏｘａｃｉｎ （培氟沙星） Ｃ１７Ｈ２０ＦＮ３Ｏ３·ＣＨ４ＳＯ３ ６．９１４ ３３４．１４８８６ ３１６．１４５４２， ２３２．０５９４３， ７０．０６５５６ －０．７９ ９９．３８
Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ （环丙沙星） Ｃ１７Ｈ１８ＦＮ３Ｏ３ ７．１５９ ３３２．１４０６３ ３１６．１４６１５， ２３１．０５６３５ －０．４９ ９０．１０
Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ （氧氟沙星） Ｃ１８Ｈ２０ＦＮ３Ｏ４ ６．８９２ ３６２．１５１４０ ３４４．１４０８７， ２６１．１０３６７， ５８．０６５４６ －０．９９ ９８．３５
Ｓａｒａｆｌｏｘａｃｉｎ （沙拉沙星） Ｃ２０Ｈ１７Ｆ２Ｎ３Ｏ３ ７．５７０ ３８６．１３１６８ ３６８．１２０３３， ２９９．０９８３６， ２７０．０９６０７ －０．５ ９９．４２
Ｅｎｏｘａｃｉｎ （依诺沙星） Ｃ１５Ｈ１７ＦＮ４Ｏ３ ６．９３６ ３２１．１３７５４ ３０３．１２５８９， ２３２．０５２３５， ２０４．０５６９７ －３．９２ ９６．２５
Ｌｏｍｅｆｌｏｘａｃｉｎ （洛美沙星） Ｃ１７Ｈ１９Ｆ２Ｎ３Ｏ３ ７．３７０ ３５２．１４６７３ ３３４．１３５４４， ３０８．１５６６２， ２６５．１１４５０ －１．１１ ９８．２５
Ｎａｌｉｄｉｘｉｃ ａｃｉｄ （萘啶酸） Ｃ１２Ｈ１２Ｎ２Ｏ３ ９．５３８ ２３３．０９２４２ ２１５．０８２０６， １８７．０５０５２， １３１．０６０６２ －０．９５ ８３．０８
Ｏｘｏｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ （恶喹酸） Ｃ１３Ｈ１１ＮＯ５ ８．７７１ ２６２．０７１４１ ２４４．０６１１０， ２１６．０２９０２， １６０．０３９２８ －１．１１ ８４．５３
Ｆｌｕｍｅｑｕｉｎ （氟甲喹） Ｃ１４Ｈ１２ＦＮＯ３ ９．６８２ ２６２．０８７８６ ２４４．０７６８７， ２０２．０３０３０， １７４．０３４９４ －０．７８ ８８．３５
Ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ （达氟沙星） Ｃ１９Ｈ２０ＦＮ３Ｏ３ ７．２９２ ３５８．１５６９２ ３４０．１４６３０， ２５５．０５６７６， ８２．０６５６６ －０．６５ ８８．４５
Ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ （双氟沙星） Ｃ２１Ｈ１９Ｆ２Ｎ３Ｏ３·ＨＣｌ ７．４４８ ４００．１４８０７ ３８２．１３６０８， ２９９．０９８２７， ５８．０６５３０ －０．８ ９９．５５
Ｏｒｂｉｆｌｏｘａｃｉｎ （奥比沙星） Ｃ１９Ｈ２０Ｆ３Ｎ３Ｏ３ ７．４５９ ３９６．１５２６８ ３５２．１６４２８， ２９５．１０６０２， ２６７．０３８１５ －１．００ ９４．５４
Ｓｐａｒｆｌｏｘａｃｉｎ （司帕沙星） Ｃ１９Ｈ２２Ｆ２Ｎ４Ｏ３ ７．９９３ ３９３．１７３９８ ３４９．１８４１７， ２９２．１２６４３， ５８．０６５４８ －０．８４ ９６．８４
Ｆｌｅｒｏｘａｃｉｎ （氟罗沙星） Ｃ１７Ｈ１８Ｆ３Ｎ３Ｏ３ ６．６５９ ３７０．１３７８８ ３２６．１４７７７， ２６９．０９０４８， ５８．０６５３２ －０．９３ ９６．６２
Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｓ
Ｃｅｐｈａｌｅｘｉｎ （头孢氨苄） Ｃ１６Ｈ１７Ｎ３Ｏ４Ｓ ６．９９２ ３４８．１００２２ １４０．０１６５６， １０６．０６５１４， ６８．０５０１９ －１．０６ ８９．７２
Ｃｅｐｈａｐｉｒｉｎ （头孢匹林钠） Ｃ１７Ｈ１６Ｎ３Ｏ６Ｓ２Ｎａ ５．５８５ ４２４．０６３５７ ２９２．０５７３７， １８１．０４３２４， １５２．０１６３７ －０．８２ ９７．５７
Ｃｅｆａｃｌｏｒ （头孢克洛） Ｃ１５Ｈ１４ＣｌＮ３Ｏ４Ｓ ６．６０３ ３６８．０４６９４ １７４．５４５３０， １０６．０６５６５ －０．０７ ９６．５１
Ｃｅｆｉｘｉｍｅ （头孢克肟） Ｃ１６Ｈ１５Ｎ５Ｏ７Ｓ２ ７．３３７ ４５４．０４９８４ ２８５．０２８８７， ２１０．０２１１５， １２６．０１１８３ －０．９７ ９７．６３
Ｃｅｐｈｒａｄｉｎｅ （头孢拉定） Ｃ１６Ｈ１９Ｎ３Ｏ４Ｓ ７．３８１ ３５０．１８８６３ １９１．０８１９９， １０８．０８０８２， ９１．０５４４１ －０．３２ ８４．８９
Ｃｅｆｑｕｉｎｏｍｅ （头孢喹肟） Ｃ２２Ｈ２２Ｎ６Ｏ５Ｓ２ ６．３４７ ５２９．１３２１４ １３４．０９６６３， １６７．０２５４２ ０．３１ ９９．４９
Ｃｅｆｅｔａｍｅｔ ｐｉｖｏｘｙｌ （头孢他美酯） Ｃ２０Ｈ２５Ｎ５Ｏ７Ｓ２ ９．９８３ ５１２．１２８６９ ３９８．０５９３６， ２４１．０３９５８， ５７．０７０２８ －０．３６ ９９．５８
Ｃｅｆａｚｏｌｉｎ （头孢唑啉） Ｃ１４Ｈ１４Ｎ８Ｏ４Ｓ３ ７．４１５ ４５５．０３７８７ ３２３．０５５２４， ２９５．０６０５２， １５６．０１１４６ －０．６３ ９２．６７
Ｄｅｓａｃｅｔｙｌｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ （３⁃去乙酰基头孢噻肟） Ｃ１４Ｈ１５Ｎ５Ｏ６Ｓ２ ５．４６９ ４１４．０５４５ １５６．０２２４３， １２６．０１１８９， ６０．０４４５７ －０．４２ ９９．６０
Ｃｅｆａｍａｎｄｏｌｅ ｌｉｔｈｉｕｍ （头孢孟多锂） Ｃ１８Ｈ１７Ｎ６Ｏ５Ｓ２Ｌｉ ８．０５９ ４６３．０８１２７ ３４７．０６９６１， １５８．０２６９８， ６８．０４７７０ ０．７８ ９４．３１
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表 １　 （续）
Ｔａｂｌｅ １　 （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｆｏｒｍｕｌａ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ）
Ｍａｓｓ
ｅｒｒｏｒ ／
１０－６

Ｓｃｏｒｅ

Ｃｅｆｍｉｎｏｘ ｓｏｄｉｕｍ （头孢米诺钠盐） Ｃ１６Ｈ２０Ｎ７ＮａＯ７Ｓ３ ４．６３５ ５２０．０７１６９ １６１．０３８１８， ２１５．０４８０８ ０．６８ ９７．３７
Ｃｅｆｏｐｅｒａｚｏｎｅ ｓｏｄｉｕｍ （头孢哌酮钠） Ｃ２５Ｈ２６Ｎ９ＮａＯ８Ｓ２ ７．７８１ ６４６．１４７５８ ５３０．１３０６２， ２９０．１１３０４， １４３．０８０９３ １．２０ ９２．８３
Ｃｅｆａｄｒｏｘｉｌ （头孢羟氨苄） Ｃ１６Ｈ１７Ｎ３Ｏ５Ｓ ４．６８０ ３６４．０９６３８ ２０８．０２４９１， １１４．０００７４， ６８．０４９８８ －０．６３ ８４．３４
Ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ （头孢噻呋） Ｃ１９Ｈ１７Ｎ５Ｏ７Ｓ３ ８．８１５ ５２４．０３８０９ ２４１．０３９１２， ２１０．０２０５８， １２６．０１１９６ ０．２８ ９７．０１
Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ （头孢噻肟） Ｃ１６Ｈ１７Ｎ５Ｏ７Ｓ２ ７．２０３ ４５６．０６５３１ ３２３．０５５７９， ２９５．０５９６９， １５６．０１１４６ －０．５６ ９８．２６
Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ （头孢他啶） Ｃ２２Ｈ２２Ｎ６Ｏ７Ｓ２ ５．７４７ ５４７．１００７３ ３９６．０７８７７， ２７７．０２２８９， １６７．０２７１８ ０．８７ ９７．２５
Ｃｅｐｈａｌｏｎｉｕｍ （头孢洛宁） Ｃ２０Ｈ１８Ｎ４Ｏ５Ｓ２ ６．１１４ ４５９．０７９５３ ３３７．０３０６７， １５２．０１６２４， １２３．０５４９４ ０．１２ ９９．５５
Ｃｅｆｐｉｒｏｍｅ （头孢喹肟） Ｃ２２Ｈ２２Ｎ６Ｏ５Ｓ２ ５．５５８ ５１５．１１６３３ ３９６．０４２７６， ３２４．０５８２３， １２０．０８１０４ ０．５６ ９８．６０
Ｈｏｒｍｏｎｅｓ
Ｍｅｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ １７⁃ａｃｅｔａｔｅ Ｃ２４Ｈ３４Ｏ４ １１．３１７ ３８７．２５４１５ ２８５．２２１１０， １２３．０８０３８， ９７．０６５１０ －１．１８ ９８．９９
（醋酸甲羟孕酮）
１７⁃Ｍｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ （甲基睾酮） Ｃ２０Ｈ３０Ｏ２ １１．２０５ ３０３．２３２８２ ２２７．１７９０２， １０９．０６５０２， ９７．０６５１８ －１．１０ ９８．１２
Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ （丙酸睾丸素） Ｃ２２Ｈ３２Ｏ３ １１．５７２ ３４５．２３５１４ ９７．０６５００， １０９．０６４８０ －１．１４ ９８．６２
Ｎｏｒｇｅｓｔｉｍａｔｅ （炔诺肟酯） Ｃ２３Ｈ３１ＮＯ３ １１．４１７ ３７０．２３８８ １２４．０７５５２， ９８．０６０１０， ７９．０５４５５ －１．５１ ９８．２８
Ｎｏｒｅｔｈｉｎｄｒｏｎｅ （炔诺酮） Ｃ２０Ｈ２６Ｏ２ １０．８７２ ２９９．２０１２９ ２３１．１７４１０， １０９．０６４８１， ８３．０４９３０ －０．６５ ９７．４４
Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ （睾酮） Ｃ１９Ｈ２８Ｏ２ １１．０７２ ２８９．２１６９５ １０９．０６５１０， ９７．０６５２３ －１．００ ９８．５７
Ｎｏｒｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ （诺龙） Ｃ１８Ｈ２６Ｏ２ １０．８８３ ２７５．２０１４８ ２５７．１８９８５， １０９．０６４９８， ８３．０４９２９ －０．９６ ９８．２９
Ｔｒｅｎｂｏｌｏｎｅ （群勃龙） Ｃ１８Ｈ２２Ｏ２ １０．６５０ ２７１．１７０１ １９９．１１１５３， １０７．０４９３２， ８３．０４９４０ －４．２９ ９７．２０
Ｄ⁃（－） ⁃Ｎｏｒｇｅｓｔｒｅｌ （甲基炔酮） Ｃ２１Ｈ２８Ｏ２ １１．１５０ ３１３．２１６９２ ２４５．１９０００， １０９．０６４９８， ８３．０４９３０ －１．２７ ９８．６６
Ｍｅｇｅｓｔｒｏｌ （甲地孕酮） Ｃ２２Ｈ３０Ｏ３ １１．２２８ ３４３．２２７７８ ２６７．１７４０１， １８７．１１１６２， ９７．０６４９９ －１．２７ ９８．２０
Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ （氢化可的松） Ｃ２１Ｈ３０Ｏ５ １０．０３８ ３６３．２１６９９ ３２７．１９５１０， １２１．０６４８３， ９７．０６４９５ －１．０９ ９８．５９
Ｃｏｒｔｉｓｏｎｅ （可的松） Ｃ２１Ｈ２８Ｏ５ ９．８２１ ３６１．２０１８１ １６３．１１１５４， １２１．０６４８８， ９３．０７００２ －１．１３ ９８．９４
Ｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅ （泼尼松） Ｃ２１Ｈ２６Ｏ５ ９．７２７ ３５９．１８６０７ ２６５．１５８４５， １７１．０８０２２， １４７．０８０２２ －０．９６ ９８．７９
Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓ
Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｚｏｎｅ （呋喃西林） Ｃ６Ｈ６Ｎ４Ｏ４ ６．４６５ １９９．０４６８８ １８２．０１９５９， １０８．０３２２８， ５４．０１０４３ －１．３３ ９９．７３
Ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ （呋喃唑酮） Ｃ８Ｈ７Ｎ３Ｏ５ ６．５５８ ２２６．０４６５５ １３９．０１３８５， １２２．０１１１２， ６７．０４１８４ －０．９２ ９９．５７
Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｔｏｉｎ （呋喃妥因） Ｃ８Ｈ６Ｎ４Ｏ５ ６．４７６ ２３９．０４１２４ １０３．０７５６８， ５９．０４９１５ ０．５０ ９９．４３
Ｆｕｒａｌｔａｄｏｎｅ （呋喃它酮） Ｃ１３Ｈ１６Ｎ４Ｏ６ ４．１５３ ３２５．１１４５６ ２５２．０９７８２， １２８．１０６８４， １００．０７５８２ －０．９３ ９３．６１
Ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅ
Ｌｅｕｃｏｍａｌａｃｈｉｔｅ ｇｒｅｅｎ （孔雀石绿） Ｃ２３Ｈ２６Ｎ２ １１．２２２ ３３１．２１７７２ ３１３．１６９９５， ２０８．１１１８９ －０．９２ ９９．１７
Ｍａｌａｃｈｉｔｅ ｇｒｅｅｎ （无色孔雀石绿） Ｃ２３Ｈ２４Ｎ２ ９．９７７ ３２９．２０１８５ ３１３．１６９９５， ２０８．１１１８９ －０．５２ ８３．４３
Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ
Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ （四环素） Ｃ２２Ｈ２４Ｎ２Ｏ８ ７．０８１ ４６１．１４８１８ ２０１．０５４８２， ４２６．１１８６８ ０．４９ ９８．７５
Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ （土霉素） Ｃ２２Ｈ２４Ｎ２Ｏ９ ６．９７０ ４４５．１５３２７ １５４．０４９６５， ４１０．１２３８１ ０．３３ ９１．１１
Ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ （金霉素） Ｃ２２Ｈ２３ＣｌＮ２Ｏ８ ８．０５９ ４７９．１１４２９ １５４．０４９９０， ４４４．０８３９５ ０．５２ ９５．２７
Ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓ
Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ （红霉素） Ｃ３７Ｈ６７ＮＯ１３ ９．７４９ ７３４．４６９０７ ５７６．３７１７０， １５８．１１６０ －０．１９ ８６．４２
Ｒｏｘｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ （罗红霉素） Ｃ４１Ｈ７６Ｎ２Ｏ１５ １０．３３８ ８３７． ５３１８ ６７９．４３７８０， ４９４．３３５５ －０．４１ ８７．３１
Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ （林可霉素） Ｃ１８Ｈ３４Ｎ２Ｏ６Ｓ ６．２８１ ４０７．２１３７ ３５９．２１６４０， １２６．１２７４ －０．９５ ８６．９０
Ｃｌａｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ （克拉霉素） Ｃ３８Ｈ６９ＮＯ１３ １０．２７２ ７４８．４７６８９ ４０７．２２１５０， １２６．１７４８ －０．６６ ８９．３０
Ｏｌｅａｎｄｏｍｙｃｉｎ （磷酸竹桃霉素） Ｃ３５Ｈ６４ＮＯ１６Ｐ ９．２４９ ６８８．４１９３８ ５４４．３１５３０， １５８．１７５３ －０．６３ ８４．７８
Ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ （克林霉素） Ｃ１８Ｈ３３ＣｌＮ２Ｏ５Ｓ ８．９３０ ４２５．１７９８７ ３５０．２２２２０， １７４．１１１６ －０．８９ ８０．８７
Ｎｉｔｒｏｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ
Ｄｉｍｅｔｒｉｉｄａｚｏｌｅ （地美硝唑） Ｃ５Ｈ７Ｎ３Ｏ２ ４．４１４ １４２．０５３８３ ９６．０１９６３， ８１．１５４６１ －０．４６ ９９．５１
Ｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅ⁃２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ （羟甲基甲硝咪唑） Ｃ５Ｈ７Ｎ３Ｏ３ ３．５９９ １５８．０４８７４ １１２．０６２９２， １４０．０４５１０ －０．３２ ９９．８１
Ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ （羟基甲硝唑） Ｃ６Ｈ９Ｎ３Ｏ４ ２．９９５ １８８．０５９３１ １２３．０５５０１， １２６．０２９５３ －１．２７ ９９．６６
Ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ （甲硝唑） Ｃ６Ｈ９Ｎ３Ｏ３ ４．０５４ １７２．０６４３９ １１１．０４０９８， １２８．０４５２６ －０．８５ ９８．６５
Ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ
Ｄｉａｚｅｐａｍ （地西泮） Ｃ１６Ｈ１３ＣｌＮ２Ｏ １０．８５５ ２８５．０７１６４ １５４．０４１４６， １９３．０８８４７ －０．８０ ９９．０６
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第 ６ 期
柯庆青，等：超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱法快速筛查和

确证渔药中 ８６ 种非法添加化学品

１．４　 样品前处理

１．４．１　 样品提取

　 　 准确称取粉末状渔药 １００ ｍｇ（液态药物用移液

枪准确移取 １００ μＬ）于 ５０ ｍＬ 离心管中，加入 ２ ｍＬ
超纯水，涡旋 ２ ｍｉｎ，加入 ８ ｍＬ 乙腈，４０ ℃超声提取

１５ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，待稀释。
１．４．２　 稀释净化

　 　 抗生素粉剂类渔药，准确移取提取液 ２０ μＬ，用
１０％ （ｖ ／ ｖ，下同）乙腈水溶液定容至 １ ｍＬ，配制成稀

释倍数为 ５０ 倍的初始稀释液；中草药制剂准确移取

提取液 １００ μＬ，用 １０％ 乙腈水溶液定容至 １ ｍＬ，配
制成稀释倍数为 １０ 倍的初始稀释液；上述稀释液均

过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜，上机测试。 其中抗生素粉剂

上机液进样时，每个样品间隔 １ 针空白溶剂进样。
１．５　 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 条件

１．５．１　 色谱条件

　 　 色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＰＲＥＭＩＥＲ ＨＳＳ Ｔ３
（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）；流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％ 甲

酸水溶液，流动相 Ｂ 为甲醇；流速为 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温为 ４０ ℃；进样量为 ２ μＬ。 梯度洗脱程序设定：
０～ １ ｍｉｎ， ３％ Ｂ； １ ～ ５ ｍｉｎ， ３％ Ｂ ～ ２０％ Ｂ； ５ ～ １０
ｍｉｎ， ２０％ Ｂ～ ７５％ Ｂ； １０ ～ １０􀆰 ５ ｍｉｎ， ７５％ Ｂ ～ １００％
Ｂ； １０􀆰 ５～１４ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； １４～１４􀆰 ５ ｍｉｎ， １００％ Ｂ～
３％ Ｂ； １４􀆰 ５～１５ ｍｉｎ， ３％ Ｂ。
１．５．２　 质谱条件

　 　 离子源：Ｄｕａｌ ＡＪＳ ＥＳＩ 源；扫描方式：正离子全

扫描；毛细管电压：４ ０００ Ｖ；鞘气温度：３５０ ℃；鞘气

流速：１２􀆰 ０ Ｌ ／ ｍｉｎ；干燥气流速：８􀆰 ０ Ｌ ／ ｍｉｎ；干燥气

温度：３２５ ℃；诱导解离电压：１５０ Ｖ。 一级质谱数据

采集为单极质谱全扫描模式，全扫描范围 ｍ／ ｚ ５０ ～
１ ０００，采集速率为 ２ ｓｐｅｃｔｒａ ／ ｓ。 二级质谱数据采集

为目标离子采集模式，扫描范围 ｍ／ ｚ ５０ ～ １ ０００，采
集速率为 ２ ｓｐｅｃｔｒａ ／ ｓ，碰撞能量为 １０、２０ 和 ４０ ｅＶ。
采集数据时采用参比液（嘌呤，Ｃ５Ｈ４Ｎ４，其离子精确

相对质量为 １２１􀆰 ０５０ ８６３）实时质量校准。
１．５．３　 筛查参数

　 　 采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｍａｓｓ Ｈｕｎｔｅｒ Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ Ｓｏｆｔ⁃
ｗａｒｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ Ｂ ５􀆰 ００）软件完成各化合物数据的采

集与处理，Ａｇｉｌｅｎｔ Ｍａｓｓ Ｈｕｎｔｅｒ ＰＣＤＬ Ｍａｎａｇｅｒ（Ｂ
４． ００）软件完成化合物筛查数据库的建立。 匹配总

得分涉及质量得分、同位素强度得分、同位素间距得

分、保留时间等因素，四者的权重值均 １００。 筛查列

表以±０􀆰 ０２ Ｄａ 质量宽度提取化合物的分子离子峰。

数据库筛查以±１０×１０－６（±１０ ｐｐｍ）精确质量偏差提

取化合物的分子离子峰，保留时间限定误差±０􀆰 ３５
ｍｉｎ，离子化形式选择＋Ｈ、＋ＮＨ４、＋Ｎａ 模式。

２　 结果与讨论

２．１　 色谱⁃质谱条件的优化

２．１．１　 色谱柱的选择

　 　 本研究考察了 ＡＣＱＵＩＴＹ ＰＲＥＭＩＥＲ ＨＳＳ Ｔ３
（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ，简称 Ｔ３ 柱）、ＺＯＲＢ⁃
ＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８（１００ ｍｍ×３􀆰 ０ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）
和 ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ Ｎａｒｒｏｗ Ｂｏｒｅ ＲＲ
（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ３􀆰 ５ μｍ） ３ 种色谱柱对 ８６ 种

化合物的分离情况和检测灵敏度。 结果表明，大部

分化合物在 Ｔ３ 柱上的灵敏度更高，尤其是头孢类

药物和四环素类药物，其在 Ｔ３ 柱上的响应是其他

两根色谱柱上的 ２ ～ ４ 倍。 相较于其他色谱柱，Ｔ３
柱对于部分极性较大的药物具有更强的保留能力，
同时新型 ＰＲＥＭＩＥＲ Ｔ３ 柱在柱管内侧和填料之间

采用了 ＭＡＸ ＰＥＡＫ ＨＰＳ 表面涂层技术，可通过减

少四环素类等化合物与色谱柱表面金属离子的相互

作用，改善化合物的峰形，提高检测的灵敏度。
２．１．２　 流动相的选择

　 　 选择 ＰＲＥＭＩＥＲ Ｔ３ 色谱柱，比较了甲醇⁃水体

系和乙腈⁃水体系在梯度洗脱条件下对 ８６ 种化合物

分离效果和灵敏度的影响。 结果表明，在 ＥＳＩ＋模式

下，流动相中加入 ０􀆰 １％ 的甲酸可提高目标药物的

离子化效率，明显改善酸碱化合物的峰形。 乙腈⁃水
体系无法将 ３ 种磺胺同分异构体（Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３Ｓ）中
的磺胺对甲氧嘧啶和磺胺甲氧哒嗪分开，而甲醇⁃水
体系则可以很好地将这两种化合物分开。 甲醇极性

强，作为流动相对两性化合物和极性大的化合物更

有优势，同时洗脱能力较弱，能够对化合物较好保

留。 此外，在本实验条件下，甲醇还可以显著提高头

孢类（平均响应提高 ３ 倍）、四环素类（平均响应提

高 ３􀆰 ５ 倍）和磺胺类（平均响应提高 ２ 倍）等化合物

的灵敏度。 因此本方法选择甲醇⁃０． １％ 甲酸水溶液

作为流动相。 图 １ 为 ３ 种磺胺类药物的同分异构体

（Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３Ｓ）分别在乙腈⁃０． １％ 甲酸水溶液体系

和甲醇⁃０． １％ 甲酸水溶液体系中的提取离子色谱

图。 图 ２ 为 ８６ 种化合物混合标准溶液的提取离子

色谱图，在 １􀆰 ５ 节条件下，１４ ｍｉｎ 内可完成 ８６ 种化

合物的分析，且目标物的峰形较好，保持了较高的检

测灵敏度。

·５２５·



色 谱 第 ４０ 卷

图 １　 不同流动相体系下 ３ 种磺胺类药物同分异构体的提取离子色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ｉｓｏｍｅｒｓ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ

Ａｎ ＡＣＱＵＩＴＹ ＰＲＥＭＩＥＲ ＨＳＳ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ） ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ．
Ｐｅａｋ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ： １． ｓｕｌｆａｍｅｔｅｒ； ２． ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘｙｐｙｒｉｄａｚｉｎｅ； ３． ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ．

图 ２　 ８６ 种化合物的提取离子流色谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ８６ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （１００ μｇ ／ Ｌ）

　 Ａｎ ＡＣＱＵＩＴＹ ＰＲＥＭＩＥＲ ＨＳＳ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ） ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ， ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅｓ ｆｏｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ．

图 ３　 碎裂电压为 ７０～ ２１０ Ｖ 时 １０ 类化合物的
平均响应强度趋势

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ
１０ ｃｌａｓｓｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎ⁃
ｔｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ７０ ｔｏ ２１０ Ｖ

　

２．１．３　 质谱参数优化

　 　 飞行时间质谱仪毛细管出口区域的碰撞诱导解

离电压（Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ）能够影响离子的传输效率，
Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ 过低时不利于离子聚焦和传输，Ｆｒａｇ⁃
ｍｅｎｔｏｒ 过高时会造成离子的源内裂解，两种情况都

会对检测的灵敏度产生影响［１５］。 本研究分别优化

了 １０ 类 ８６ 种化合物的诱导解离电压在 ７０ ～ ２１０ Ｖ
时的分子离子峰响应情况。 图 ３ 为每类化合物在不

同强度诱导解离电压下的分子离子峰的平均响应强

度。 结果显示，诱导解离电压为 １５０ Ｖ 时，１０ 类 ８６
种化合物均能获得较高强度的响应值，因此本实验

选择诱导解离电压为 １５０ Ｖ。
２．２　 筛查信息数据库建立

２．２．１　 一级精确质量数据库的建立

　 　 化合物筛查数据库是筛查目标化合物的判定依

据，在最佳的色谱⁃质谱条件下，对 ８６ 种化合物进行

Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 一级质谱全扫描分析获取信息，分别将

８６ 种化合物的色谱峰对应的化合物名称、分子式、
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第 ６ 期
柯庆青，等：超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱法快速筛查和

确证渔药中 ８６ 种非法添加化学品

母离子精确质量数及保留时间等信息导入 ＰＣＤＬ 数

据库软件，得到化合物的一级精确质量数据库，用于

软件初步筛查分析。
２．２．２　 二级碎片离子质谱图数据库的建立

　 　 在 １􀆰 ５ 节条件下，对已获得精确质量数的母离

子作不同碰撞能量（１０、２０、４０ ｅＶ）的 Ｔａｒｇｅｔｅｄ ＭＳ ／
ＭＳ 二级质谱扫描，采集并分析所有二级碎片离子

质谱图，得到 ８６ 种化合物离子的质谱图数据库，用
于精确质量数据库初筛结果的最终确认。 另外，将
相对丰度在 １０％ 以上的碎片离子作为该化合物的

定性点，取定性点最多的碰撞能量作为其确证的最

佳条件。 ８６ 种化合物的定性点均达到 ４ 个以上，满
足欧盟 ２００２ ／ ６５７ ／ ＥＣ 决议对质谱分析方法的规

定［１６］。 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 获得的定性位点远远高

于 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的 ４ 个位点，从而大大降低了出现假

阳性结果的概率，提高了定性结果的可信度。 表 １
列出了 ８６ 种化合物的精确质量数、保留时间、母离

子和相对丰度最高的 ２～３ 个特征离子碎片、质量偏

差和一级库检索得分等信息。
２．３　 样品前处理条件的选择和优化

２．３．１　 提取试剂的选择

　 　 本研究涉及激素类、磺胺类、氟喹诺酮类、硝基

咪唑类、大环内酯类、头孢类、四环素类等多类化合

物，化合物间化学性质差异较大，应选择合适的提取

溶剂以满足所有化合物的提取需求。 实验分别比较

了甲醇、乙腈、８０％ 乙腈水溶液作为提取溶剂时的提

取效果。 结果如图 ４ 所示，纯甲醇或纯乙腈对头孢

类、喹诺酮类、四环素类药物提取效果较差，８０％ 乙

腈水溶液提取效果最佳。 在 ８０％ 乙腈水溶液中分

别加入 ０􀆰 ２％、０􀆰 １％、０􀆰 ０５％ 的甲酸进行考察，实验发

现，甲酸的加入会增强部分头孢类、四环素类、孔雀

石绿和喹诺酮类药物的响应，但磺胺类和红霉素类

药物响应有较大幅度降低，尤其是红霉素。 红霉素

在酸性条件下不稳定、易分解［１７］。 提取体系存在

０􀆰 ０５％甲酸时红霉素的响应比无甲酸时的响应降低

７０％。 综上，选择 ８０％ 乙腈水溶液作为提取试剂。
２．３．２　 净化方式的选择

　 　 研究比较了 Ｃ１８、ＰＳＡ、ＧＣＢ 等 ３ 种吸附剂对渔

药提取液的净化效果和对目标化合物回收率的影

响。 结果显示，ＧＣＢ 能有效地去除渔药中的色素，
但对喹诺酮类药物具有极强的吸附。 加入 ２０ ｍｇ
的 ＧＣＢ 时，１６ 种喹诺酮类化合物中有 １４ 种回收率

低于 １０％。 ＰＳＡ 能够去除极性干扰物质，但对四环

图 ４　 １０ 类化合物在不同提取体系时的平均回收率
Ｆｉｇ． ４　 Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ １０ ｃｌａｓｓｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ
　

素类、喹诺酮类和头孢类等化合物有较强的吸附。
当加入 ５０ ｍｇ 的 ＰＳＡ 时，１４ 种头孢药物和 ３ 种四环

素类药物完全被吸附，９ 种喹诺酮类药物回收率低

于 ６０％，此结果与郭海霞等［１８］ 的实验结果一致。
Ｃ１８能够吸附脂肪等强疏水性干扰物，而渔药中草药

中的主要干扰物质一般为色素和有机酸。 虽然 Ｃ１８

对 ８６ 种化合物均无明显吸附，但通过净化前后化合

物回收率的比对发现，Ｃ１８对渔药基质无法起到较好

的净化效果。 渔药一般通过池塘泼洒或拌饲进行给

药，若进行非法添加通常添加药物含量较高，本研究

考虑采用直接稀释法以降低基质效应（ＭＥ）。
２．３．３　 稀释倍数和基质效应评价

　 　 渔药样品经过稀释后可以减少基质效应对检测

结果的干扰，但稀释倍数过高会降低分析方法的灵

敏度，因此需要对渔药在不同稀释倍数下的基质效

应进行考察，以确定适宜的稀释倍数。 本实验中基

质效应通过如下公式计算：基质效应＝ （基质空白溶

液加标信号强度 ／空白溶剂加标信号强度） ×１００％，
当计算值为 ８０％ ～１２０％时，认为基质效应不明显；小
于 ８０％ 时，表明存在明显的基质抑制作用；大于

１２０％ 时，表明存在明显的基质增强作用［１９］。 抗生

素粉剂和中草药制剂基质差异性较大，本研究同时

对这两大类渔药进行了基质效应考察。 抗生素粉剂

选择了 ２ 种常见治疗渔药为代表样品（主要成分分

别为恩诺沙星和红霉素），中草药制剂选取了 ４ 种

渔用中草药为代表样品（主要成分基本涵盖渔药中

草药制剂的常见药草成分）。 按照 １􀆰 ４􀆰 １ 节处理获

取提取液，以 １０％ 乙腈水溶液作为稀释液，考察了

上述渔药提取液在 ２、５、１０、２０、５０、１００ 和 ２００ 倍稀

释倍数下 ８６ 种化合物的基质效应。
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图 ６　 实际渔药样品中甲氧苄氨嘧啶的（ａ）提取离子色谱图、
（ｂ）一级质谱同位素分布图、（ｃ）二级质谱图和数据库
中的甲氧苄氨嘧啶二级质谱图

　

Ｆｉｇ． ６　 （ａ） Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｎｄ （ｂ） ＭＳ ｐｒｏｆｉｌｅ
ｏｆ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｉｎ ａ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇ ｓａｍｐｌｅ， ａｎｄ （ｃ）
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｓｈｅｒｙ ｄｒｕｇ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｄａｔａｂａｓｅ

　

　 　 结果如图 ５ 所示，２ 种抗生素粉剂基质干扰较

小，在样品稀释倍数为 ５ 倍时，８６ 种化合物即无明

显的基质效应，但此时抗生素粉剂原药上机浓度过

高，会对仪器造成污染。 经验证，当抗生素粉剂稀释

倍数为 ５０ 倍时，在 ２ μＬ 进样量情况下，通过上机时

样品之间间隔 １ 针空白试剂进样，即可消除色谱体

系中原药残留对下个样品分析的影响。 考虑到稀释

倍数过高，会降低筛查灵敏度，实验中将抗生素粉剂

的初始稀释倍数定为 ５０ 倍，并通过上机时样品之间

间隔空白试剂进样的方式消除针间污染，此时 ８６ 种

化合物均无明显的基质效应，直接采用试剂配制标

准曲线外标法进行定量分析。 ４ 种中草药制剂基质

较为复杂，在稀释倍数较低时（如 ２ 倍和 ５ 倍），基
质效应显著的化合物数量较多，如 ３ 号中草药制剂

在稀释 ５ 倍时，仅有 ５１ 种化合物的基质效应在 ８０％
～１２０％范围内，当稀释倍数增加至 １０ 倍时，仅有少

量化合物存在明显的基质效应。 在本实验中为获得

较低的筛查限（ＳＤＬ），将中草药制剂类渔药的初始

稀释倍数定为 １０ 倍，并通过基质匹配标准曲线法进

行定量分析，以保证检测结果的准确性。

图 ５　 ６ 种渔药在不同稀释倍数下基质效应在 ８０％～ １２０％
之间的化合物数量

Ｆｉｇ． ５　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｓｉｘ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｆｉｓｈｅｒｙ
ｄｒｕｇ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ， ｗｉｔｈ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｒａｎｇｉｎｇ
ｆｒｏｍ ８０％ ｔｏ １２０％， ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ
ｒａｔｉｏｓ

　

　 Ｎｏｓ． １－４： Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ； Ｎｏｓ． ５－６： ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ．

２．４　 定性筛查与确证

　 　 实际样品经过前处理后首先通过一级质谱全扫

描测定，获得的数据通过已建立的一级精确质量数

据库在设定的检索参数下进行自动检索，软件根据

实测离子与数据库中的精确质量偏差、保留时间、同
位素分布和同位素比例 ４ 个因素的匹配程度进行打

分，经优化，将检索得分≥８０ 分的化合物，确定为疑

似阳性。 再利用二级质谱的碎片离子对疑似阳性样

品进一步确证。 样品经二次进样测定后，将样品的

二级碎片离子信息与已建立的二级碎片离子质谱图

数据库中碎片离子信息进行匹配，若有两个及两个

以上的主要碎片离子匹配，则可确证为非法添加的

药物。
　 　 以实际样品中检测到的磺胺类药物甲氧苄氨嘧

啶为例，对实际样品前处理后进行 ＭＳ 测定，获得结

果通过一级质谱库进行检索，检索得分为 ９７ 分，保
留时间和同位素比例及其分布与数据库中的理论值

匹配良好，质量偏差为 ０􀆰 ７８×１０－６，从而认为甲氧苄

氨嘧啶为此渔药中疑似添加的药物。 图 ６ａ 为甲氧

·８２５·
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确证渔药中 ８６ 种非法添加化学品

苄氨嘧啶的一级提取离子流色谱图，图 ６ｂ 为一级质

谱同位素分布图。 将样品的二级碎片离子信息与二

级库中碎片离子信息进行匹配。 图 ６ｃ 为实际样品

中甲氧苄氨嘧啶和数据库中甲氧苄氨嘧啶的二级质

谱对比结果，可以明显看出其主要的特征碎片与谱

图库均匹配良好，二级得分为 ９０ 分，故确定样品中

含有甲氧苄氨嘧啶。
　 　 为了考察本研究所建立的筛查方法的可靠性，
采用已建立的一级精确质量数据库和二级谱图库对

添加了 ８６ 种化合物的渔药样品进行自动检索。 ８６
种化合物均与一级精确质量数据库检索匹配良好，
质量偏差均小于 ５×１０－６，检索得分均高于 ８０。
２．５　 方法学验证

２．５．１　 筛查限

　 　 本实验通过逐级稀释标准溶液浓度，将能够稳

定可靠地筛查出化合物的最低浓度（筛查分数＞８０
分）作为该化合物的筛查限［２０］。 中草药制剂取空白

样品按 １􀆰 ４ 节将样品处理成空白基质溶液，使用空

白基质溶液对标准溶液进行逐级浓度稀释；抗生素

粉剂使用 １０％ 乙腈水溶液对标准溶液进行逐级浓

度稀释。 结果表明，中草药制剂和抗生素粉剂中 ８６
种禁限用药物非法添加的筛查限范围分别为 １ ～ １５
ｍｇ ／ ｋｇ 和 ５ ～ ５０ ｍｇ ／ ｋｇ（具体数据见附表 ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ． ｃｏｍ）。 据文献［５，６］ 报道，渔药

中禁限用药物添加浓度较高，本方法的筛查限可以

满足实际检测需求。
２．５．２　 线性范围和定量限

　 　 根据 ８６ 种化合物在质谱中的响应，配制不同浓

度的系列混合标准溶液，中草药制剂采用空白基质

溶液配制标准溶液，抗生素粉剂采用溶剂配制标准

溶液。 在 １􀆰 ５ 节条件下，将系列混合标准溶液上机

测定。 ８６ 种化合物均以提取离子色谱图的峰面积

（ｙ）为纵坐标，对应的质量浓度（ｘ， μｇ ／ Ｌ）为横坐

标绘制标准曲线，得到线性回归方程（具体数据见

附表）。 结果表明，在上述两种情况下，８６ 种化合物

的标准曲线均线性关系良好，相关系数（ｒ２）均大于

０． ９９。
　 　 以目标化合物的信噪比等于 １０（Ｓ ／ Ｎ＝ １０）的含

量，确定该化合物的定量限（ＬＯＱ）（见附表）。 结果

表明，中草药制剂中 ８６ 种化合物的定量限范围为 １
～１５ ｍｇ ／ ｋｇ，抗生素粉剂中 ８６ 种化合物的定量限范

围为 ５～７５ ｍｇ ／ ｋｇ。 当渔药中禁限用药物添加含量

较高导致初次上机浓度超出方法标准曲线的线性范

围时，在 １􀆰 ４ 节所述的初始稀释倍数基础上，进一步

稀释 １０、１００、１ ０００ 倍，以此类推，以 １０ 倍为数量级

逐级稀释，直到待测物的上机浓度落在标准曲线的

线性范围之内。 其中，中草药制剂采用空白基质液

稀释，抗生素粉剂采用 １０％ 乙腈水溶液稀释。 通过

稀释可满足实际过程中不同浓度禁限用药物添加的

渔药筛查。 本方法也适用于免疫调节剂、微生物制

剂等其他多种渔药基质中禁限用药物的非法添加筛

查，不同渔药基质筛查限略有不同。
２．６　 回收率和精密度

　 　 采用在抗生素粉剂和中草药制剂基质中添加

８６ 种化合物标准溶液的方法进行添加回收率测定。
中草药制剂中的添加浓度为 ２０、１００ 和 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ，
抗生素粉剂中添加浓度为 ５０、２５０ 和 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ，每
个水平重复测定 ３ 次，按照 １．４ 节前处理方法和 １．５
节仪器条件进行测定，筛查与定量结果表明，各药物

的检出率为 １００％， ８６ 种化合物在两种渔药中的加

标回收率为 ７６􀆰 ８％ ～ １１２􀆰 １％，相对标准偏差（ＲＳＤ，
ｎ＝ ３）均小于 １１􀆰 ７％。 由此可见，本实验建立的筛查

方法准确可靠，可实现渔药中 ８６ 种化合物的无标准

品、高选择性的快速筛查和确证。
２．７　 实际样品检测

　 　 应用本文所建立的筛查方法对浙江省主要水产

养殖投入品质量安全抽检任务中的 ６０ 批次渔药样

品进行禁限用药物非法添加的快速筛查检测。 在

６０ 个渔药样品中，１ 种标注主要成分为恩诺沙星的

抗菌药中未检出有效成分，８ 种中草药中筛查出成

分表中未标注的药物成分，具体结果见表 ２。 由此

可见，目前浙江省生产环节使用的渔药存在非法添

加未注明药物、质量参差不齐等不良现象。 因此，渔
技推广部门需要加强对养殖户科学选药的指导宣

传，渔政部门应加强渔药的监管工作，有效地制约不

法市场行为，倡导科学用药，保证水产品质量安全。

３　 结论

　 　 本研究利用液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱，
建立了 １０ 类共 ８６ 种化合物的精确质量数据库和二

级质谱图库，针对不同渔药基质，通过优化稀释倍数

进行前处理，配合数据库检索，实现了一次进样、不
需要标准品即可完成渔药中 ８６ 种禁限用药物非法

添加的全面筛查与确证。 方法准确、高效，可有效避

免假阳性的出现，成功应用于浙江省渔药中禁限用

药物非法添加的隐患排查。

·９２５·
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表 ２　 实际筛查渔用中草药制剂阳性样品结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｓａｍｐｌｅ Ｕｎｌｉｓｔｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） Ｍａｓｓ ｅｒｒｏｒｓ ／ １０－６ Ｓｃｏｒｅｓ （ＴＯＦ ／ ＭＳ） Ｓｃｏｒｅｓ （ＴＯＦ ／ ＭＳ ／ ＭＳ）
１ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３５１５ －１．２１ ９６ ９０
２ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ １１２１ ０．９３ ９６ ８７
３ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ， ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ４５２， ２８９ １．１２， ０．８４ ９２， ９４ ９１， ８９
４ ｏｆｌｏｘａｃｉｎ， ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ １６７， ２４３ ０．７７， ０．５６ ８９， ９１ ８４， ９０
５ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ２２７８ ０．９７ ９７ ９１
６ ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ １０２ １．３１ ９３ ９３
７ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ５１２ ０．５６ ９５ ８６
８ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ２３７２０ －０．５４ ９５ ９１
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