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基于硅烷化三聚氰胺海绵的改良 
QuEChERS结合UPLC-MS/MS快速 

测定猪肉中49 种抗生素多残留
季宝成1,2,3，侯铸琛1，任承雨1，许  旭1,2,3，杨贻轲1，王洪云1，吕  佳1，白艳红1,2,3,*

（1.郑州轻工业大学食品与生物工程学院，河南 郑州 450001；2.河南省冷链食品质量安全控制重点实验室， 

河南 郑州 450001；3.食品生产与安全河南省协同创新中心，河南 郑州 450001）

摘  要：采用十八烷基三氯硅烷（octadecyltrichlorosilane，OTS）与N-[3-(三甲氧基硅基)丙基]乙二胺（N-[3-
(trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine，ATS）改性三聚氰胺海绵（melamine sponge，MeS）制备得到2 种新型弹

性多孔硅烷化MeS（OTS@MeS和ATS@MeS）净化材料，将其用于改良QuEChERS（quick, easy, cheap, effective, 
rugged and safe）基质净化过程，通过溶液自发浸润和物理挤压过程即可快速、高效分离干扰基质，结合超高效

液相色谱-串联质谱技术建立了同时测定猪肉中49 种抗生素多残留的分析方法。样品用1.0%乙酸-乙腈溶液提取并

用2.0 g Na2SO4和0.5 g NaCl盐析，离心后取1 mL上清液复配使用OTS@MeS与ATS@MeS净化，随后使用Agilent 
ZORBAX Eclipse Plus C18色谱柱，以甲醇溶液和含有0.1%甲酸、5 mmol/L乙酸铵的甲醇-水溶液（5∶95，V/V）为流

动相进行梯度洗脱，采用电喷雾电离源、正离子多反应监测模式进行定性定量分析。结果表明：49 种抗生素的相

关系数均大于0.999，基质效应为－13.5%～10.9%，检出限在0.1～10 μg/kg之间，定量限在0.3～30.3 μg/kg之间；

利用该方法在低、中、高3 个加标水平下进行回收率实验，回收率范围为65.0%～112.7%，日内和日间相对标准偏

差分别为0.3%～11.8%和2.4%～18.4%。该方法样品前处理过程简单、快捷、灵敏度高、准确性好，可用于猪肉中

49 种抗生素多残留的高效快速检测。
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Simultaneous Determination of 49 Antibiotics Residues in Pork by a Modified QuEChERS Method Based on Silanized 

Melamine Sponge Coupled with Ultra-high Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry
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Abstract: Two new types of elastic porous silanized melamine sponges (MeS) were prepared by silylation reaction using 
octadecyltrichlorosilane (OTS) and N-[3-(trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine (ATS), which were respectively designated 
as OTS@MeS and ATS@MeS. The silanized sponges were used to develop a modified quick, easy, check, effective, rugged, 
and safe (QuEChERS) method that can quickly and efficiently separate interfering matrices from the extract through 
spontaneous solution infiltration and physical extrusion. In this study, an analytical method using the modified QuEChERS 
procedure combined with ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) was 
established for the simultaneous determination of 49 antibiotic residues in pork. Samples were extracted with 10 mL of 
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acetonitrile containing 0.1% acetic acid, and then salted out with 2.0 g of Na2SO4 and 0.5 g of NaCl. After centrifugation, a  
1 mL aliquot of the supernatant was cleaned up with a mixture of OTS@MeS and ATS@MeS. The chromatographic 
separation was conducted on an Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 column with gradient elution using a mobile phase 
comprised of methanol and aqueous solution (methanol/water, 5:95, V/V) containing 0.1% formic acid and 5 mmol/L 
ammonium acetate. The qualitative and quantitative detection were performed by multiple-reaction monitoring (MRM) 
using an electrospray ionization source in the positive ion mode. The results showed that the correlation coefficients for all 
analytes were greater than 0.999. The matrix effects (ME) were in the range of −13.5%−10.9%. The limits of detection (LOQ) 
and quantitation (LOQ) were 0.1–10.0 and 0.3–33.3 μg/kg, respectively. The recoveries at three spiked levels ranged from 
65.0% to 112.7%, with intra- and interday relative standard deviations (RSDs) of 0.3%–11.8% and 2.4%–18.4%, respectively. The 
developed method was simple, rapid, highly sensitive and accurate, and could be used for the efficient and rapid determination of 
the 49 antibiotics residues in pork.
Keywords: silanized melamine sponge; ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; pork; antibiotics
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抗生素是用于预防和治疗牲畜疾病，或通过加速牲

畜生长而提高经济效益的药物，已经被广泛用于畜牧产

业[1]。目前自然界中大约存在200多种抗生素，根据其不

同的化学结构和功能主要可分为氨基糖苷类、林可酰胺

类、大环内酯类、多肽类、β-内酰胺类、喹诺酮类、磺

胺类、四环素类、氯霉素类等[2]，由于磺胺类和四环素类

抗生素成本较低、效果较好而成为我国养殖领域使用最

多的抗生素。抗生素的滥用会产生耐药菌株，成为影响

养殖产业可持续发展的安全隐患[3]。此外，抗生素滥用导

致动物组织和动物源性食品中药物残留会对消费者的健

康构成潜在危害[4-6]。

近年来已经在猪肉中检测到多种抗生素残留 [7-9]。

为了确保食品安全和人类健康，包括中国、欧美在内

的许多国家和组织均对猪肉中的抗生素最大残留限量

（maximum residue limits，MRLs）有明确规定[10-11]。目

前，抗生素残留的检测方法主要有酶联免疫分析法[12]、

薄层色谱法[13]、液相色谱法[14]及液相色谱质谱联用法[15-17]

等。其中，液相色谱质谱联用法具有高灵敏度、高精确

度、高通量的特点[18-20]，逐渐发展成为抗生素多残留的主

要确证技术。

有效的样品前处理方法能够提高样品的检测率和方

法的灵敏度。QuEChERS（quick, easy, cheap, effective, 

rugged and safe）法因简单、高效、成本低等特点，已经

广泛用于抗生素多残留检测领域[21-24]，QuEchERS法中

常用的净化材料包括N-丙基乙二胺（primary secondary 

amine，PSA）、十八烷基键合硅胶（C18）、石墨化炭黑

（graphitized carbon black，GCB）及碳纳米管（carbon 

nanotubes，CNTs）等[25-27]，能够实现对大部分动物源性

食品中抗生素多残留的检测。QuEChERS前处理技术对

操作人员要求低、步骤简单，但其基质净化过程主要通

过限速、耗时的涡流和离心过程实现，且部分吸附剂存

在材料团聚、分散性不足等问题[28-30]。

三聚氰胺海绵（melamine sponge，MeS）是由甲

醛、三聚氰胺与亚硫酸氢钠共聚而成，内部为三维多孔

网状结构，不仅孔隙率高、比表面积大，而且其微孔表

面具有丰富的仲胺基，能通过修饰不同官能团作为不同

功能化材料开发的活化位点[31-34]。此外，MeS理化性质稳

定均一、成本低廉，且能在各种有机溶剂中保持良好的

弹性和机械性能，在吸附与净化方面显示出较大的开发

和应用潜力。本课题组前期将其用于牛奶中抗生素多残留

净化，研究结果表明其在牛奶基质净化中具有良好的吸附

性能[35]。目前，在食品分析领域中基于MeS及其功能化改

性材料的抗生素多残留基质净化方法还鲜有报道。

本研究基于硅烷化MeS结合超高效液相色谱-串联质

谱（ultra-high performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry，UPLC-MS/MS），建立猪肉中同时检

测49 种抗生素的分析方法，以期为动物源食品中抗生素

多残留的快速分析及食品安全监管提供技术支持。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

猪肉 河南郑州各大型超市及农贸市场。

甲醇、乙腈（均为色谱纯） 美国赛默飞公司； 

乙酸铵、甲酸（均为色谱纯）、分散固相萃取吸附剂

（dispersive solid phase extraction，d-SPE）（PSA、C18

和GCB） 上海安谱实验科技股份有限公司；乙酸（色

谱纯）、十八烷基三氯硅烷（octadecyltrichlorosilane，
OTS）、N - [3 - (三甲氧基硅基 )丙基 ]乙二胺（N - [3 -
( t r imethoxys i ly l )propyl ]e thylenediamine，ATS）  
上海麦克林生化科技有限公司；氯化钠（NaCl）、

硫酸镁（M g S O 4）、硫酸钠（N a 2S O 4）、乙二胺

四乙酸二钠（N a 2E D TA）（均为分析纯）  上海 

阿拉丁生化科技股份有限公司； Q U I C L E A R F -
Q u E C H E R S - A O A C  M F F  3 2 0 2多功能针型过滤器

（50 mg PSA、50 mg C18和150 mg MgSO4） 天津 

阿尔塔科学有限公司；MeS 科林美高新材料有限

公司；49 种抗生素标准品：磺胺胍（sulfaguanidine，
SGD）、磺胺嘧啶（sulfadiazine，SD）、磺胺噻唑

（sulfathiazole，STA）、磺胺吡啶（sulfapyridine，
SPD）、磺胺二甲基异噁唑（sulfisoxazole，SSX）、

磺胺氯哒嗪（ s u l f a c h l o r o p y r i d a z i n e，S C P）、磺

胺氯吡嗪（ s u l f a c h l o r o p y r a z i n e，S P Z）、氨苯砜

（dapsone，DAP）、磺胺喹噁啉（sulfaquinoxaline，
S Q Z）、磺胺二甲氧嘧啶（ s u l f a d i m e t h o x i n e，
SDM）、磺胺甲基嘧啶（sulfamerazine，SM1）、磺

胺二甲基嘧啶（sulfamethazine，SM2）、磺胺甲噁唑

（sulfamethoxazole，SMZ）、甲氧苄定（trimethoprim，

TMP）、磺胺邻二甲氧嘧啶（sulfadoxine，SDX）、

磺胺二甲基异嘧啶（sulfisomidine，SID）、磺胺甲

噻二唑（sulfamethizole，STZ）、磺胺对甲氧嘧啶

（sulfameter，SMT）、磺胺苯酰（sulfabenzamide，
SBZ）、磺胺苯吡唑（sulfaphenazole，SPP）、琥珀

酰磺胺噻唑（succinylsulfathiazole，SST）、磺胺间

甲氧嘧啶（sulfamonomethoxine，SMM）、磺胺甲

氧哒嗪（sulfamethoxypyridazine，SMP）、环丙沙星

（ciprofloxacin，CIP）、恩诺沙星（enrofloxacin，
ENR）、氧氟沙星（of loxac in，OFL）、沙拉沙星

（sarafloxacin，SAR）、奥比沙星（orbifloxacin，
ORB）、诺氟沙星（norf loxacin，NOR）、萘啶酸

（nal id ix ic  ac id，NA）、二氟沙星（dif loxacin，
DIF）、麻保沙星（marbofloxacin，MAR）、洛美沙

星（lomefloxacin，LOM）、氟甲喹（flumequine，
FLU）、吡哌酸（pipemidic acid，PIP）、培氟沙星

（pefloxacin，PEF）、氟罗沙星（fleroxacin，FLE）、

依诺沙星（enoxacin，ENO）、西诺沙星（cinoxacin，
CIN）、司帕沙星（spar f loxac in，SPA）、噁喹酸

（oxolinic acid，OXA）、交沙霉素（ josamycin，
J O S）、泰勒菌素（ t y l o s i n，T Y L）、柱晶白霉素

（k i t a samyc in，KIT）、洛硝哒唑（ ron idazo le，
RON）、甲硝唑（metronidazole，MET）、二甲硝咪

唑（dimetridazole，DMZ）、克林霉素（clindamycin，
CLR）、双氯青霉素（dicloxacillin，DIC） 美国o2si
公司。

1.2 仪器与设备

1290 Infinity II UPLC超高效液相色谱仪 美国

Agilent公司；QTRAP 5500质谱仪 美国AB SCIEX
公司；JSM-7001F冷场发射扫描电子显微镜（scanning 
electron microscopy，SEM） 日本JEOL公司；3K15高
速冷冻离心机 德国Sigma公司；ZGDCY-12干式氮吹仪 
上海梓桂仪器有限公司；Vortex-Genie2多功能旋涡混 

合器 美国Scientific Industries公司；SB-4200DT超声波

清洗机 宁波新芝生物科技股份有限公司；ME204分析

天平 瑞士Mettler Toledo公司。

1.3 方法

1.3.1 硅烷化MeS的制备与表征

硅烷化MeS采用两步溶胶-凝胶法制备[36]。将MeS剪
裁成底部直径为9 mm、高为3 mm的微型圆柱体，分别浸

入含有不同种类硅烷试剂（OTS、ATS，10 mg/g）的甲

苯溶液中振荡30 min。将收集的海绵用甲苯洗涤数次，

并置于120 ℃干燥1 h。将得到的硅烷化海绵分别表示为

OTS@MeS和ATS@MeS。
将得到的OTS@MeS和ATS@MeS样品剪切成薄片，

铺展在导电胶片上，喷金条件：20 mA，40 s。用SEM观

察不同放大倍数下的改性海绵微观结构。

1.3.2 液相色谱条件

色谱柱：A g i l e n t   Z O R B A X   E c l i p s e   P l u s   C 1 8

（50 mm×2.1 mm，1.8 μm）；流速：0.3 mL/min；
柱温： 3 5  ℃；进样量： 2 . 0   μ L；流动相A为含有

0.1%甲酸和5 mmol/L乙酸铵的甲醇-水溶液（5∶95，
V / V），流动相B为甲醇。流动相梯度洗脱程序：

0～4 min，95%～55% A、5%～45% B；4～10 min，
55%～10% A、45%～90% B；10～11 min，10% A、

90% B；11～11.1 min，10%～95% A、90%～5% B；

11.1～13.1 min，95% A、5% B。
1.3.3 质谱条件

离子源：电喷雾离子源；电离模式：ESI＋；离子

扫描模式：多反应监测（multiple reaction monitoring，
M R M）；雾化气流速：3 . 0   L / m i n；干燥气流速： 

10.0 L/min；加热气流速：10.0 L/min；脱溶剂温度：

250 ℃；接口温度：300 ℃；加热气温度：400 ℃。
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1.3.4 标准溶液的配制

49 种抗生素标准品储备液：分别准确称取49 种抗生

素标准品，用乙腈溶解并定容，配制成1 mg/mL标准储备

溶液，于－18 ℃冰箱保存。精密量取各化合物标准品储

备液0.5 mL置于100 mL容量瓶中，用乙腈稀释，配制成

5 μg/mL的混合标准中间液，于4 ℃冰箱冷藏保存。在实

验过程中根据需要精确吸取适量标准溶液，用初始流动

相稀释成所需质量浓度。

1.3.5 样品前处理

准确称取2.5 g充分均质的样品于50 mL离心管中，

加入1 mL水，涡旋混合0.5 min后，加入10 mL 1.0%乙酸-
乙腈溶液，涡旋混合2 min；然后依次加入2.0 g Na2SO4

和0.5 g NaCl，立即涡旋2 min，在4 ℃、8 000 r/min离心

10 min。将OTS@MeS和ATS@MeS（2∶2，n/n）预先装

入2.5 mL注射筒中，然后取1 mL上清液于注射筒中，通

过拉动、按压注射器柱塞进行基质净化，净化液用等量

甲醇-水溶液（50∶50，V/V）稀释后，用0.22 μm滤膜过

滤，供UPLC-MS/MS检测。

1.4 数据处理

所有数据均采用A n a l y s t  1 . 6 . 3软件采集，用

MultiQuantTM 3.0软件建立标准曲线、计算结果；图表绘

制采用Microsoft Excel 2013软件。

2 结果与分析

2.1 硅烷化MeS的表征

如图1所示，采用不同硅烷化试剂对海绵改性后，

其微观形貌发生显著变化。MeS由纤维骨架相互交织而

成，整体呈多孔网络结构，硅烷化改性前其表面较光滑

平整。相比之下，MeS通过OTS和ATS烷化改性，硅烷

化试剂在海绵表面发生共聚反应，海绵纤维骨架表面微

观形貌变得粗糙，所制备得到的OTS@MeS和ATS@MeS

表面聚合物分别呈绒毛状和泥状。此外，采用移液枪滴

加5 µL超纯水至上述不同海绵表面观察其亲疏水性质变

化，发现微液滴能够缓慢浸润未改性MeS，而在OTS@

MeS和ATS@MeS表面均形成了良好的球形液滴且难以进

入海绵内部。改性后海绵表面疏水性发生改变，水滴在

改性海绵界面上不能被亲水吸附，因此在水的表面张力

作用下形成球形液滴。以上实验结果均表明成功制备的

两种硅烷化海绵具有与原始海绵不同的理化性质。

300 µm1.0 kV 8.7 mm 150 10.0 µm1.0 kV 9.5 mm 4 000

A1 A2

300 µm1.0 kV 8.3 mm 150 10.0 µm1.0 kV 8.4 mm 4 000

B1 B2

300 µm1.0 kV 8.4 mm 150 10.0 µm1.0 kV 8.5 mm 4 000

C1 C2

A. MeS；B. OTS@MeS；C. ATS@MeS。下标1、2.分别为×150、×4 000。

图 1 未修饰MeS与硅烷化改性MeS的SEM图

Fig. 1 SEM images of raw and silylated MeS

2.2 质谱条件的优化

通过直接注射质量浓度为0.1 μg/mL的单标溶液，快

速优化MRM参数。分别将各标准溶液在全扫描模式下依

次注入质谱中进行检测。结果发现所有化合物在正离子

（ESI＋）模式下，均能得到质子化分子离子[M＋H]＋。
虽然少数药物还能得到[M＋Na]＋，但其[M＋H]＋强度更

高且能产生更稳定的碎片离子，因此，在ESI＋模式下选

择[M＋H]＋作为各种抗生素的母离子，将得到的母离子

进行二级质谱扫描，选择强度最高的2 个子离子分别作为

定量离子和定性离子，优化后MRM参数如表1所示。

表 1 49 种抗生素的质谱参数

Table 1 Mass spectrometric parameters of 49 antibiotics

抗生素
保留

时间/min
定量
离子对

去簇
电压/V

碰撞
电压/V

定性
离子对

去簇
电压/V

碰撞
电压/V

SGD 1.4 215.0/156.2 101 18 215.0/108.2 94 28

SD 3.3 251.0/156.1 108 23 251.0/92.0 108 30

STA 3.4 256.1/156.2 100 20 256.1/108.1 76 30

SPD 3.6 250.0/156.0 76 22 250.0/108.2 77 31

SSX 4.9 268.1/156.0 56 18 268.1/113.1 56 21

SCP 4.6 285.0/156.0 54 21 285.0/92.0 57 44

SPZ 5.6 285.0/108.1 59 40 285.0/92.0 57 44

DAP 4.0 249.1/156.1 148 19 249.1/108.1 144 28

SQZ 6.0 301.2/108.2 40 35 301.2/92.1 40 48

SDM 5.8 311.1/156.1 72 25 311.1/108.1 78 36

SM1 3.8 265.0/156.1 59 23 265.0/108.1 59 34

SM2 3.3 279.2/186.1 69 23 279.2/124.1 89 30

SMZ 4.8 254.0/156.1 49 22 254.0/108.1 49 31

TMP 3.9 291.1/230.1 68 31 291.1/123.2 64 31

SDX 4.8 311.1/156.1 72 25 311.1/108.1 78 36

SID 4.2 279.2/186.1 69 23 279.2/124.1 89 30

STZ 4.1 271.1/156.1 45 19 271.1/108.1 43 38

SMT 4.2 281.1/156.1 45 23 281.1/92.1 55 39

SBZ 5.2 277.2/156.2 31 15 277.2/92.0 29 39

SPP 5.4 315.1/156.1 55 27 315.1/108.1 77 44

SST 3.0 356.0/256.1 127 24 356.0/192.0 120 46

SMM 4.3 281.1/156.1 45 23 281.1/108.0 55 34

SMP 4.9 281.1/156.1 45 23 281.1/92.1 55 38

CIP 4.5 332.1/314.2 161 26 332.1/288.2 140 23

ENR 4.6 360.1/316.3 165 25 360.1/245.2 155 35

OFL 4.2 362.2/318.2 144 24 362.2/261.1 154 35
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抗生素
保留

时间/min
定量
离子对

去簇
电压/V

碰撞
电压/V

定性
离子对

去簇
电压/V

碰撞
电压/V

SAR 4.9 386.2/342.2 160 25 386.2/299.1 140 36

ORB 4.7 396.2/352.2 145 24 396.2/295.1 170 31

NOR 4.3 320.2/302.1 160 30 320.2/276.2 70 23

NA 7.2 233.2/187.1 89 33 233.2/215.2 89 20

DIF 4.8 400.1/356.2 195 26 400.1/299.1 174 35

MAR 4 363.2/72.2 136 25 363.2/345.1 206 28

LOM 4.6 352.1/265.2 188 31 352.1/308.1 188 23

FLU 7.4 262.1/244.1 60 23 262.1/202.2 43 43

PIP 7.2 277.8/212.6 70 31 277.8/131.7 58 39

PEF 4.2 334.1/316.0 165 26 334.1/290.2 157 25

FLE 4.1 370.1/326.2 165 25 370.1/269.1 166 36

ENO 4.3 321.0/303.2 175 27 321.0/234.1 123 30

CIN 5.9 263.1/188.9 30 37 263.1/217.3 30 30

SPA 5.3 393.2/349.2 171 22 393.2/292.1 177 38

OXA 6.2 262.1/244.1 60 23 262.1/216.1 64 39

JOS 8.4 828.5/174.2 7 57 828.5/229.0 21 40

TYL 7.6 916.6/174.0 8 47 916.6/772.4 9 42

KIT 7.7 772.5/174.1 9 39 772.5/109.2 18 39

RON 1.7 201.1/140.2 46 16 201.1/55.0 48 27

MET 3.4 172.0/128.2 91 18 172.0/82.1 72 32

DMZ 3.8 142.1/96.0 84 22 142.1/81.1 72 33

CLR 4.2 185.3/134.1 87 20 185.3/112.3 78 35

DIC 4.4 234.2/144.6 64 31 234.2/123.4 60 35

2.3 提取条件的优化

适宜的提取条件是利用UPLC-MS/MS实现准确、

灵敏检测多类抗生素的重要前提。本实验分别对比和

考察了以下4 种不同提取条件对回收率结果的影响： 

1）1 mL 0.5 mmol /L Na2EDTA溶液和10 mL乙腈溶

液，脱水剂为2.0 g无水Na2SO4和0.5 g NaCl；2）1 mL
纯水和10 mL乙腈溶液，脱水剂为2.0 g无水Na2SO4和

0.5 g NaCl；3）1 mL 0.5 mmol/L Na2EDTA溶液和10 mL
乙腈，脱水剂为2.0 g无水MgSO4和0.5 g NaCl；4）1 mL
纯水和10 mL乙腈溶液，脱水剂为2.0 g无水MgSO4和

0.5 g NaCl。如图2所示，通过对4 种提取条件下目标化合

物的回收率分布统计结果进行比较发现，组合2回收率

处于80%～120%的目标物数量最多且回收率小于60%

的化合物数量最少，因此选择组合2用于进一步提取条

件的优化。
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图 2 提取条件对回收率的影响

Fig. 2 Effect of extraction condition on the recoveries of analytes 

由于部分抗生素属于两性化合物，提取溶液的pH
值可能会影响目标物的存在状态及其提取效率。本实验

比较了乙腈中不同乙酸添加量（0%、0.5%、1%、3%

和5%，体积分数）对抗生素回收率分布的影响。如图

3所示，在提取溶剂中添加乙酸能够明显提高化合物的

回收率，且当乙酸添加量为1%时，抗生素回收率处于

80%～120%理想区间的数目最多。当持续提高乙酸添加

量至1%以上时，回收率在80%～120%范围内的化合物数

量逐渐减少。此外，过高的乙酸添加量会致使猪肉样品

在提取过程中出现结块团聚现象而不利于抗生素的充分

提取以及实验结果的重现，这可能与猪肉中蛋白质在较

低pH值环境下会发生变性有关。
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图 3 提取溶剂中乙酸的含量对回收率的影响

Fig. 3 Effect of acetic acid content on the recoveries of analytes

因此，综合上述两部分实验结果，研究最终选择

1 mL纯水和10 mL 1%乙酸-乙腈溶液作为提取溶剂，并用

2.0 g无水Na2SO4和0.5 g NaCl作为脱水剂。

2.4 净化条件的优化

2.4.1 硅烷化海绵配比优化

OTS@MeS和ATS@MeS存在较大的理化性质差异，

其基质净化能力不同。基于此，研究考察2 种不同硅烷

化海绵不同配比对基质净化效果的影响。以1 mL提取

液为净化对象，将不同数目的硅烷化海绵微柱预先装

入2.5 mL注射器中，通过抽拉注射器塞杆辅助完成对体

积样品溶液的“自发浸润-物理挤压”基质分离过程。

当使用1 个或2 个海绵微柱时，浸入海绵内部微孔的溶

液体积均不足50%。当填装过多海绵微柱时（n≥5），

顶部的海绵难以被提取液浸润。同时放置4 个海绵微柱

时，1 mL提取液能够完全被吸入海绵微孔内。因此，在

后续净化过程中，均选取海绵微柱数目为4。研究比较 

OTS@MeS与ATS@MeS不同用量比（4∶0、3∶1、2∶2、
1∶3、0∶4，n/n）对回收率分布的影响，并与未改性MeS
进行对比。结果如图4所示，MeS经硅烷化改性后能显著

提高化合物的回收率，且OTS@MeS和ATS@MeS比例为

2∶2和0∶4时，回收率在80%～120%的化合物数量最多。

研究表明净化吸附剂C18和PSA的使用可以有效降低猪肉

样品中磷脂含量，C18的除脂效果优于PSA，且对磷脂酰

乙醇胺、磷脂酰肌醇和磷脂酰丝氨酸的去除效果好于磷

脂酰胆碱，而联合使用C18和PSA吸附剂能增加弱基质效

续表1
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应（matrix effect，ME）（±20%）的化合物数量[37]。据

此推测上述实验结果与C18和PSA两种吸附剂不同的基质

净化选择性相关。综合考虑基质净化选择性及回收率结

果，选择OTS@MeS和ATS@MeS配比为2∶2用于后续猪

肉提取液基质净化。

60 60 80 80 120 120
0

10

20

30

50

40/

MeS

2 2

4 0
3 1

1 3
0 4

/%

图 4 不同MeS及其用量配比对回收率分布的影响

Fig. 4 Effect of MeS and mixtures of OTS@MeS and ATS@MeS in 

different proportions on the recoveries of analytes 

2.4.2 动静态净化模式对比

MeS良好的机械性能和弹性可支持动态净化和静态

净化2 种模式。动态净化是通过反复快速抽拉注射器塞

杆加速基质在提取液混合扩散，以达到高效吸附基质的

目的，属于动力学行为；而静态净化则是将提取液吸取

到注射器内后，通过稳态的自由扩散方式达到基质吸附

的目的，属热力学行为。本实验比较了6 种净化方式对回

收率结果的影响：1）动态吸附1 次（1 cycle）；2）动态

吸附3 次（3 cycle）；3）动态吸附5 次（5 cycle）；4）
静态吸附1 min（1 min）；5）静态吸附5 min（5 min）；

6）静态吸附10 min（10 min）。如图5所示，动静态净

化模式下目标化合物的回收率分布总体差异较小，除

SMP外所有抗生素回收率均处于60%～120%之间，且动

态吸附1 次处于80%～120%范围内化合物数量较多。分

析比较6 种净化方式相应平均回收率（依次为89.0%、

87.9%、88.6%、88.3%、84.8%和85.8%）可知，较长时

间的静态净化（5 min和10 min）会降低所监测抗生素的

总体回收率。综合考虑回收率结果和净化速率，最终选

择快速动态吸附1 次作为基质净化模式。
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图 5 不同净化模式下吸附次数和静置时间对回收率的影响

Fig. 5 Effect of number of adsorption times and standing time on the 

recoveries of analytes in different purification modes

2.5 方法验证

2.5.1 线性范围、ME、检出限（limit of detection，
LOD）及定量限（limit of quantitation，LOQ）

在1～400 μg/kg范围内配制49 种抗生素的混合标准

溶液，以目标物质量浓度为横坐标，定量离子对峰面积

为纵坐标分别绘制标准曲线。如表2所示，49 种抗生素的

线性相关系数均大于0.999，说明本实验建立的方法具有

良好的线性关系，能够满足定量分析的要求。分别以3 倍
信噪比和10 倍信噪比计算目标物的LOD和LOQ，49 种抗

生素的LOD为0.1～10.0 μg/kg，LOQ为0.3～30.3 μg/kg。

表 2 49 种抗生素的线性方程、相关性数、ME、LOD和LOQ及MRL

Table 2 Calibration curve equations, correlation coefficients, matrix 

effects, LODs and LOQs for 49 antibiotics

抗生素 线性方程
相关
系数

ME/% LOD/
（μg/kg）

LOQ/
（μg/kg）

MRLs/（μg/kg）
中国 欧盟 美国 日本

SGD y＝6 144.03x－194.5 0.999 6 －4.7 4.0 13.3 100* 100* — 不得检出

SD y＝12 433.3x＋23.401 0.999 3 －3.1 0.2 0.7 100* 100* — 100
STA y＝9 975.72x－224.6 0.999 4 0.1 1.0 3.6 100* 100* — 100
SPD y＝18 973.1x－198.7 0.999 7 －9.6 0.4 1.3 100* 100* — 不得检出

SSX y＝18 857.1x－3 753.2 0.999 1 －2.7 4.0 13.3 100* 100* — —

SCP y＝12 837.2x＋573.01 0.999 1 －0.5 4.2 11.9 100* 100* — 50
SPZ y＝3 823.47x－55.48 0.999 5 2.5 2.0 6.7 100* 100* — —

DAP y＝52 167.6x－221.3 0.999 3 －2.7 0.2 0.6 不得检出 不得检出 — —

SQZ y＝13 553.2x－337.1 0.999 5 2.9 1.0 3.3 100* 100* — 100
SDM y＝46 370x－102.3 0.999 6 －9.3 0.2 0.7 100* 100* — —

SM1 y＝18 163.0x＋282.41 0.999 2 －4.0 0.4 1.3 100* 100* — 不得检出

SM2 y＝21 343.3x－485.5 0.999 6 －2.1 0.4 1.3 100* — 100 —

SMZ y＝16 896.8x－139.5 0.999 4 －2.1 1.0 3.3 100* 100* — 20
TMP y＝79 269.3x－1 916.1 0.999 3 －5.9 2.0 6.7 50 50 — 100
SDX y＝71 442.1x－282.6 0.999 1 －6.9 0.1 0.4 100* 100* — 100
SID y＝36 252.9x＋1 086.1 0.999 2 －5.5 0.2 0.7 100* 100* — —

STZ y＝17 203.4x＋2.946 8 0.999 8 －7.4 1.0 3.2 100* 100* — —

SMT y＝18 207.7x－284.1 0.999 5 －3.1 1.0 3.4 100* 100* — —

SBZ y＝16 564.2x－169.7 0.999 7 －0.6 1.0 3.1 100* 100* — —

SPP y＝11 780.9x－19.16 0.999 3 －6.2 1.0 3.3 100* 100* — —

SST y＝3 625.45x－266.0 0.999 2 －6.7 2.0 6.7 100* 100* — —

SMM y＝13 295.9x＋454.60 0.999 4 －1.1 1.0 3.3 100* 100* — 20
SMP y＝30 571.4x－297.3 0.999 3 －13.5 0.4 1.3 100* 100* — 不得检出

CIP y＝42 959.6x＋403.12 0.999 7 1.50 0.4 1.5 100 — — —

ENR y＝53 049.8x＋2 195.3 0.999 3 1.00 0.4 1.3 100 — — 50
OFL y＝87 227.7x＋298.34 1.000 0 0.20 0.4 1.4 — — — —

SAR y＝21 111.1x－235.0 0.999 5 －0.4 0.4 1.3 — — — 不得检出

ORB y＝67 655.8x－234.3 0.999 1 －2.3 0.2 0.7 — — — 20
NOR y＝36 997.1x－420.0 0.999 4 4.1 0.4 1.3 — — — 20
NA y＝96 914.5x＋819.86 0.999 1 －6.2 0.2 0.7 — — — —

DIF y＝33 270.7x－209.1 0.999 5 －1.6 1.0 3.3 400 400 — 20
MAR y＝36 547.9x＋343.79 0.999 3 －1.0 0.1 0.4 — 150 — 50
LOM y＝38 718.9x＋191.01 0.999 6 －1.8 0.2 0.7 — — — 5
FLU y＝97 767.2x＋763.99 0.999 2 5.1 1.0 3.3 500 200 — 500
PIP y＝31 829.9x－1 779.0 0.999 2 10.9 2.0 6.7 — — — —

PEF y＝64 504.1x＋93.593 0.999 4 －5.0 1.0 3.3 — — — —

FLE y＝59 248.1x－433.5 0.999 6 0.5 0.4 1.3 — — — —
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抗生素 线性方程
相关
系数

ME/% LOD/
（μg/kg）

LOQ/
（μg/kg）

MRLs/（μg/kg）
中国 欧盟 美国 日本

ENO y＝72 540.7x－1 317.0 0.999 7 3.1 1.0 3.1 — — — —

CIN y＝43 241.2x－532.5 0.999 2 －5.6 1.0 3.1 — — — —

SPA y＝30 860.8x－68.86 0.999 3 －4.1 1.0 3.3 — — — —

OXA y＝150 822x－4 861.0 0.999 2 －10.5 1.0 3.6 100 100 — 20
JOS y＝89 963x＋94.795 0.999 4 －0.8 0.1 0.3 — — — 不得检出

TYL y＝16 509.8x－15.84 0.999 6 0.2 0.2 0.7 100 100 200 100
KIT y＝15 252.3x－59.46 0.999 3 －0.9 0.4 1.3 200 — — 不得检出

RON y＝15 179.9x－319.2 0.999 2 －6.7 1.0 3.3 不得检出 不得检出 — —

MET y＝12 546.7x＋1 397.0 0.999 4 －4.7 2.0 6.7 不得检出 不得检出 — —

DMZ y＝8 676.23x－2 401.2 0.999 2 －1.9 10.0 30.3 不得检出 不得检出 — —

CLR y＝41 067.3x＋410.30 0.999 3 －3.3 0.2 0.7 — — — —

DIC y＝4 821.68x－37.60 0.999 5 2.6 1.0 3.3 — 300 — 300

注：—.标准中未规定或未提及；*.磺胺类药物限量100 μg/kg为食品中所
有磺胺类药物残留量之和；各国或组织关于猪肌肉中兽药残留的标准引
自GB 31650—2019《食品中兽药最大残留限量》、欧盟《动物源性食品
中药理活性物质的分类及其最大残留量》、美国《联邦法典》第21卷第
556部分、日本《农业化学品在动物产品中的限量标准及禁用药物》。

当使用UPLC-MS/MS检测时，猪肉样品中的干扰基

质会对化合物产生离子增强或抑制效应，称为ME。对每

种化合物在猪肉种的ME进行评估，计算公式如下：

ME/% 1 100
ka

kb

式中：ka和kb分别为目标化合物在基质匹配溶液和标

准溶液对应线性方程的斜率。

一般而言，ME＝0表示不存在ME；ME在±20%范

围内表示ME不显著；ME＜－20%和ME＞20%则表示存

在显著基质抑制或增强效应。如表2所示，经2 种硅烷化

海绵净化后，所考察抗生素ME均不显著（≤±20%）。

除了SMP、PIP与OXA外，其余抗生素ME均在±10%以

内，这表明使用硅烷化MeS净化可有效消除猪肉的ME。
为获得更准确的定量结果，本实验进一步采用基质匹配

外标法进行定量分析。

2.5.2 加标回收率及精密度

分别在低中高3 个加标水平（10、100、200 μg/kg）
向空白猪肉样品中添加适量抗生素混合标准溶液，每个

加标浓度均进行日内精密度实验（重复6 次）和日间精密

度实验（连续3 d，每天重复3 次），计算方法的回收率

和相对标准偏差（relative standard deviation，RSD）。考

虑到部分抗生素LOQ较高（≥10 μg/kg），SGD、SSX和

SCP的低浓度加标水平选定为15 μg/kg，DMZ的低浓度加

标水平选定为30 μg/kg，其他抗生素低浓度加标水平均选

定为10 μg/kg。如表3所示，49 种抗生素的加标回收率均

在65.0%～112.7%范围内，日内RSD为0.3%～11.8%，日

间RSD为2.4%～18.4%，均小于20%，证明该方法具有良

好的准确度和精密度。

表 3 49 种抗生素在猪肉加标回收率及精密度

Table 3 Spiked recoveries and precision of 49 antibiotics in pork
%

抗生素
回收率（±RSD）（n＝6） 日间

RSD低 中 高

SGD 94.2（±5.2） 90.3（±0.6） 89.5（±1.0） 6.4
SD 87.7（±1.3） 89.8（±1.8） 88.8（±0.5） 5.9
STA 93.9（±6.0） 96.7（±2.3） 94.4（±3.3） 6.0
SPD 87.6（±3.3） 90.2（±3.6） 89.3（±0.8） 4.8
SSX 91.5（±9.2） 91.9（±3.9） 93.7（±3.8） 10.8
SCP 100.8（±1.8） 94.0（±7.2） 90.2（±1.2） 7.2
SPZ 100.3（±12.3） 95.4（±1.9） 93.4（±0.7） 12.3
DAP 92.5（±7.7） 95.5（±1.2） 93.6（±0.7） 7.7
SQZ 92.4（±7.5） 94.1（±1.6） 89.6（±0.6） 7.5
SDM 91.5（±4.9） 96.1（±0.4） 93.1（±1.1） 4.9
SM1 92.9（±6.1） 93.4（±1.3） 94.8（±3.1） 6.1
SM2 83.4（±6.1） 86.3（±0.3） 82.0（±0.4） 6.1
SMZ 95.1（±3.5） 95.4（±0.5） 92.7（±1.8） 5.6
TMP 84.8（±6.1） 81.6（±0.6） 81.9（±0.8） 6.1
SDX 95.4（±2.8） 95.4（±2.0） 92.7（±1.8） 2.8
SID 85.5（±6.6） 86.5（±9.5） 88.1（±0.9） 9.5
STZ 92.8（±1.2） 90.9（±2.5） 91.9（±3.2） 7.7
SMT 97.6（±1.8） 93.5（±2.6） 93.0（±2.4） 6.4
SBZ 84.9（±1.7） 88.8（±1.9） 90.0（±1.6） 7.5
SPP 98.5（±9.4） 100.3（±1.3） 97.3（±1.9） 9.4
SST 65.5（±8.0） 71.3（±3.0） 70.8（±2.6） 8.0

SMM 100.9（±4.3） 91.2（±2.7） 90.9（±2.7） 5.9
SMP 87.0（±4.1） 84.0（±3.2） 83.7（±2.9） 18.4
CIP 95.5（±2.4） 82.8（±1.7） 83.0（±3.2） 6.7
ENR 95.4（±4.7） 87.6（±2.9） 86.5（±1.8） 10.7
OFL 91.4（±2.7） 87.3（±1.2） 86.4（±3.5） 6.8
SAR 94.9（±4.7） 92.6（±2.3） 90.7（±2.5） 6.3
ORB 91.7（±2.8） 90.5（±3.6） 87.0（±1.6） 4.6
NOR 82.0（±5.2） 83.0（±0.8） 82.3（±3.2） 8.8
NA 91.5（±2.4） 92.7（±0.7） 90.5（±1.5） 2.4
DIF 89.9（±5.5） 89.5（±0.6） 89.3（±1.0） 8.5

MAR 86.3（±1.7） 84.7（±3.2） 83.2（±3.2） 13.1
LOM 83.9（±6.0） 82.3（±1.4） 81.7（±0.7） 6.0
FLU 91.0（±2.4） 89.1（±1.4） 88.4（±1.8） 2.4
PIP 65.0（±8.5） 72.5（±2.8） 71.4（±2.3） 10.2
PEF 86.3（±7.2） 87.8（±2.2） 85.4（±3.6） 8.1
FLE 85.8（±7.5） 85.8（±0.6） 83.0（±0.6） 7.5
ENO 89.2（±4.3） 79.5（±2.8） 78.4（±4.3） 5.2
CIN 85.8（±2.7） 84.6（±2.6） 83.4（±1.2） 7.1
SPA 86.6（±1.7） 89.4（±1.4） 87.9（±2.3） 4.0
OXA 85.0（±3.9） 87.1（±1.8） 85.3（±1.1） 5.6
JOS 89.5（±2.3） 89.0（±0.7） 87.8（±0.8） 2.8
TYL 72.0（±2.2） 70.8（±2.0） 72.8（±2.9） 2.9
KIT 75.9 （±1.0） 73.5（±2.5） 75.6（±0.8） 5.9
RON 86.5（±4.5） 91.5（±1.0） 87.5（±1.5） 7.3
MET 90.6（±3.5） 88.1（±0.9） 86.6（±1.3） 6.2
DMZ 112.7（±11.8） 93.7（±2.5） 94.8（±3.7） 14.6
CLR 70.0（±1.5） 70.6（±0.8） 71.2（±1.8） 3.7
DIC 95.4（±2.4） 97.4（±1.3） 93.4（±0.7） 9.5

2.5.3 材料对比

商业固相分散吸附剂如PSA、C18与GCB及其组合等

是采用QuEChERS技术高效净化动物源食品的常用净化

续表2
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剂。在同等条件下，对比分析了所开发“OTS@MeS＋
ATS@MeS”净化海绵组合材料与“PSA＋C18”组合以

及“PSA＋C18＋GCB”组合吸附剂的净化效果，加标

回收率对比结果如图6所示。采用“OTS@MeS＋ATS@
MeS”净化海绵组合时加标回收率均处于60%～120%

之间，且处于80%～120%区间的药物数量最多。与

“PSA＋C18”净化组合相比（CIP 73.1%、NOR 78.1%、

PEF 77.2%、ENO 69.4%），净化海绵组合能够显著

提升部分喹诺酮类药物（CIP 83 .4%、NOR 84 .5、
PEF 91.4%、ENO 81%）的加标回收率。“PSA＋C18＋

GCB”组合用于基质净化时，大部分喹诺酮类兽药的回

收率显著降低（＜60%）。这可能是喹诺酮类药物分子

中的芳香共轭平面结构与GCB材料间的强吸附作用导致

的。此外，通过ME进一步考察和对比了“OTS@MeS＋
ATS@MeS”净化海绵组合材料与“PSA＋C18”组合吸

附材料的净化效果，除SMM（ME＝47%）外，上述2 种
净化吸附剂组合ME均不显著（ME≤±20%）（图7）。

相比较而言，“OTS@MeS＋ATS@MeS”净化海绵组合

材料对较多药物具有轻微的基质抑制效应，而“PSA＋

C18”组合吸附材料呈现出轻微的基质增强效应。综合而

言，所开发“OTS@MeS＋ATS@MeS”净化海绵材料具

有同等甚至更优的基质净化效果，且基质分离过程方便

快捷、无需离心等耗时环节，在猪肉抗生素多残留分析

中具有良好的适用性。
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图 6 不同净化材料对所监测49 种抗生素药物回收率分布的影响

Fig. 6 Influence of different sorbents on the recoveries of 49 antibiotics

ME /%

0
20

20
10

10
0

0
10

10
20 20

20

10
5

40
35
30
25

15

/

OTS@MeS ATS@MeS
d-SPE C18 PSA

图 7 不同净化材料对所监测49 种抗生素药物ME的影响

Fig. 7 Influence of different sorbents on the ME of 49 antibiotics

2.5.4 实际样品分析结果

应用本实验建立的方法对市场购买的36 份猪肉样品

进行检测，结果均未检测出抗生素残留。

3 结 论

本实验将硅烷化MeS用于猪肉抗生素多残留基质净

化，通过比较不同提取条件、海绵用量配比及基质净化

模式确定最佳前处理条件，建立了改良QuEChERS结合

UPLC-MS/MS技术检测猪肉中49 种抗生素多残留的快速

分析方法。该方法用硅烷化MeS代替常规的基质净化材

料，仅需简单推拉注射器即可完成样品净化，能够大大

简化前处理过程，缩短样品前处理时间，实现大批量样

品的快速检测。此外，该方法线性范围广、ME低、准确

度和精密度良好、灵敏度高、适用范围广，可用于猪肉

中49 种抗生素多残留的快速定量检测。
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