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固相萃取液相色谱串联质谱法同时测定 

养殖海水中 17 种喹诺酮类药物* 
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摘要    建立了固相萃取液相色谱串联质谱法(SPE-LC-MS/MS)同时检测养殖海水中 17 种喹诺酮

类药物残留的分析方法。海水经酸化处理后，采用 HLB 固相萃取柱富集、净化目标化合物，通过

对比水样在不同上样 pH、淋洗液与洗脱液等条件下的回收率，以此对前处理方法进行优化。收集

到的洗脱液经氮气吹干后用流动相定容至 1 ml，待测。色谱流动相 A 相为 0.1%甲酸水溶液，B 相

为乙腈，所有药物经梯度洗脱进行分离，在 LC-MS/MS 正离子模式的多反应监测模式下进行定性

定量分析。17 种化合物可以在 10 min 中内得到较好的分离，线性范围为 1–200 ng/ml，线性相关系

数均大于 0.999，检出限均在 2–10 ng/L 范围内，定量限均在 5–20 ng/L 范围内。以空白海水为基质，

在 20、100、200 ng/L 三个不同添加水平下采用内标法定量的加标回收率均在 71.3%–125.0%范围内，

相对标准偏差(RSD)为 2.44%–12.27% (n=5)。采用该方法对黄海灵山湾近岸 4 个养殖场进行海水采

集并检测，共检测出 4 种喹诺酮类药物，分别是恩诺沙星、氧氟沙星、诺氟沙星和环丙沙星，其中，

恩诺沙星浓度最高。研究表明，该方法快速、可靠，适用于养殖海水中喹诺酮类药物的检测。 
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喹诺酮类(Quinolones, QNs)药物为广谱抑菌药，

因其具有抗菌谱广、高效、低毒、价格低廉等特点，

在畜牧、水产等养殖生产中使用广泛 (杨守国等 , 

2010)。喹诺酮类抗菌药大量用于人类和动物医疗，

还添加于饲料中以提高饲料利用率和促进动物生长

(顾海东等, 2013)。喹诺酮类药物作为人工合成的抗

菌药在水产养殖业中发挥着巨大的作用。抗生素的使

用一方面极大地促进了水产养殖业的发展，另一方面

也造成了渔业养殖水环境污染和水产品中药物残留

问题(张瑞杰等, 2012)。研究表明，水产用抗生素少

部分进入食物链、大部分进入环境中，仅有少量抗生

素被鱼体吸收(聂湘平等, 2007; 徐英江等, 2010)。尽

管很多抗生素的半衰期不长，但由于其被频繁地使用

并进入环境，导致其形成“假持续”现象，进而对人体

健康以及整个生态系统构成长期潜在危害(周启星等, 

2007)。进入环境中的抗生素可能导致养殖环境中病

菌产生耐药性，破坏水产养殖动物的微生态平衡，因

此，水产养殖动物的病害防治工作愈发艰巨(胡文佳

等, 2007)。目前，抗生素已经在各种环境中检出，包

括废(污)水、地表水、地下水等(Watkinson et al, 2009)。

针对环境中特别是水产养殖环境，抗生素的环境分析

方法、生态效应的报道也逐渐增多。汪昆平等(2012)

研究表明，固相萃取高效/超高效液相色谱法是当今

检测环境抗生素的有效手段，高效液相色谱法(HPLC)
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具有分离速度快、效率高、应用广泛的特点。抗生素

残留在色谱分析时最常用的检测方式有紫外可见检

测器(UV-VIS)、荧光检测器(FLD)等(Ho et al, 2004; 

Göbel et al, 2004; Toussaint et al, 2005)。结合固相萃

取(SPE)样品前处理的色谱、质谱分析技术最为普遍

(杜鹃等, 2015)。目前的检测方法仍存在待测物种类

别少、回收率低、检出限高等问题(Reverté et al, 2003; 

孙广大等, 2009; 李佩佩等, 2015; 尹艳敏等, 2015)。

关于养殖海水中喹诺酮类药物的检测方法并没有相

应的标准规范，因此，对于水产养殖环境中抗菌药残

留检测方法的研究具有重大意义。本研究结合固相萃

取的液相色谱–质谱联用技术，建立了养殖海水中   

17 种喹诺酮类药物的检测方法。针对前处理以及检

测条件进行了不同条件的优化，结果显示，该方法操

作简单、选择性强、灵敏度高、重现性好，可满足养

殖海水中 17 种喹诺酮类药物的检测。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 

TSQ QuantumTM Access 液 相 色 谱  质 谱 仪

(Thermo Fisher Scientific, 美国)；NEVAPTMll2 型氮

气吹扫仪(Organomation, 美国)；Milli-Q 型超纯水仪

(Millipore, 美国)；12 管固相萃取装置(Supelco Co, 美

国)；6 ml/500 mg Oasis HLB 固相萃取柱(Waters, 美

国)；棕色采集瓶。 

依 诺 沙 星 (Enoxacin, ENX) 、 麻 保 沙 星

(Marbofloxacin, MAR)、氧氟沙星(Ofloxacin, OFL)、

培氟沙星 (Pefloxacin, PEF)、氟罗沙星 (Fleroxacin, 

FLE)、诺氟沙星(Norfloxacin, NOF)、氘代诺氟沙星

(D5-Norfloxacin, D5-NOF)、环丙沙星(Ciprofloxacin, 

CIP)、奥比沙星(Orbifloxacin, ORB)、氘代环丙沙星

(D8-Ciprofloxacin, D8-CIP)、萘啶酸(Nalidixic Acid, 

NA)、氘代恩诺沙星(D5-Enrofloxacin, D5-ENR)，以

上标准品纯度均为 99.0%；丹诺沙星(Danofloxacin, 

DAN, 纯度为 99.9%)、恩诺沙星(Enrofloxacin, ENR, 

纯度为 99.8%)、沙拉沙星(Sarafloxacin, SAR, 纯度为

93.5%)、司帕沙星(Sparfloxacin, SPX, 纯度为 99.6%)、

氟甲喹(Flumequine, FLU, 纯度为 98.5%)、双氟沙星

(Difloxacin, DIF, 纯度为 98.0%)、噁喹酸(Oxolinic Acid, 

OA, 纯度为 98.0%)、洛美沙星(Lomefloxacin, LOM, 

纯度为 97.6%)，均购自德国 Dr.Ehrenstorfer 公司。 

甲醇、乙腈(HPLC 级, Merck 公司)；甲酸、乙酸

铵(HPLC 级，Fluka 公司)；超纯水(18.2 MΩ·cm)；盐

酸；氢氧化钠。 

标准溶液配制：分别称取 10.0 mg 上述标准品，

用甲醇溶解并定容至 10 ml，个别不易溶解的标准品

(如洛美沙星、依诺沙星等)需加入少量甲酸溶解后，

甲醇稀释并定容至 10 ml，配制成 1.0 g/L 的标准储备

液，–20℃保存 6 个月。实验时，用甲醇稀释上述标

准储备液，配制成不同浓度的混合标准使用液。 

1.2  海水样品 

海水样品采自黄海灵山湾海区近岸的 4 个工厂

化养殖场(A、B、C 和 D)。用棕色采集瓶分别从每个

养殖场的进水口、出水口和不同的养殖池内进行海水

采集。空白海水样品采自青岛黄海近岸海域，经质谱

检测不含待测药物。样品当天带回实验室处理。 

1.3  样品检测条件 

1.3.1  色 谱 条 件     色谱柱为 MGⅡ (2.1 mm   

150 mm, 5 μm)，柱温为 35℃，流速为 0.20 ml/min，

进样量为 10 μl，流动相 A 为甲酸水溶液(含 0.1%甲

酸)、B 为乙腈，梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  流动相梯度洗脱程序 

Tab.1  Mobile phase gradient elution program 

时间 
Time (min)

A 相 

Mobile phase A (%) 

B 相 

Mobile phase B (%)

0.0 90 10 

0.5 90 10 

3.0 30 70 

5.0 10 90 

8.0 10 90 

9.0 90 10 

10.0 90 10 

 
1.3.2  质谱条件    电喷雾离子源(ESI)，正离子模

式，多反应监测(MRM)，喷雾电压为 4500 V，雾化

气流量为 12 L/min，辅助气流量为 2 L/min，离子传

输管温度为 350℃，源内碰撞诱导解离电压为 10 V，

其他参数见表 2。 

1.4  水样的前处理方法 

水样经 0.45 m 水系滤膜过滤，去除水中悬浮颗

粒物。加入适量的稀盐酸调节水样 pH 为 3.00±0.05，

准确量取 500 ml 调节 pH 之后的水样，准确加入 1 g/ml

混合内标标准工作液 50 l，以约 5 ml/min 流速通过

Oasis HLB 固相萃取柱进行富集和净化。SPE 小柱上

样前，依次用 6 ml 甲醇和 6 ml 5 mmol/L 乙酸铵 
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表 2  喹诺酮的质谱检测参数 
Tab.2  MS detection parameters of quinolones 

序号 Number 化合物 Compound 
母离子 

Parent ion (m/z) 
子离子 

Daughter ion (m/z) 
碰撞能 

Collision energy (ev)

1 氟罗沙星 Fleroxacin 370 269 26 

   326* 19 

2 氧氟沙星 Ofloxacin 362 261 27 

   318* 18 

3 诺氟沙星 Norfloxacin 320 233 24 

   276* 16 

4 依诺沙星 Enoxacin 321 232 34 

   303* 21 

5 环丙沙星 Ciprofloxacin 332 245 22 

   288* 17 

6 恩诺沙星 Enrofloxacin 360 245 26 

   316* 9 

7 洛美沙星 Lomefloxacin 352 265 22 

   308* 16 

8 丹诺沙星 Danofloxacin 358 263 22 

   340* 22 

9 奥比沙星 Orbifloxacin 396 295 24 

   352* 17 

10 双氟沙星 Difloxacin 400 299 28 

   356* 19 

11 沙拉沙星 Sarafloxacin 386 299 26 

   342* 18 

12 司帕沙星 Sparfloxacin 393 292 25 

   349* 19 

13 噁喹酸 Oxloinic acid 262 216 29 

   244* 18 

14 氟甲喹 Flumequine 262 202 32 

   244* 18 

15 培氟沙星 Pefloxacin 334 290 18 

   316* 20 

16 麻保沙星 Marbofloxacin 363 320 23 

   345* 29 

17 萘啶酸 Nalidixic acid 233.3 215.2 19 

   187.4* 35 

18 D5-诺氟沙星 D5-Norfloxacin 325 307 22 

19 D8-环丙沙星 D8-Ciprofloxacin 340 322 21 

20 D5-恩诺沙星 D5-Enrofloxacin 365 321 19 

*为定量离子 
*Denoted quantitative ions 

 
缓冲液(pH=3.00±0.05)进行活化平衡。水样过柱后用

10 ml 乙酸铵缓冲液淋洗，减压抽干后用 6 ml 甲醇分

2 次进行洗脱。在 40℃下，将洗脱液用氮气吹至近干，

用流动相 (0.1%甲酸水溶液︰乙腈 =9︰ 1)定容至    

1 ml，过 0.22 m 微孔滤膜，待测。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱条件的优化 

利用液相色谱法或液相色谱质谱法测定喹诺酮
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类药物时，常用的液相色谱流动相有水乙腈、水
甲醇和水甲醇乙腈等(王金秋等, 2014)。在流动相

的水相中加入醋酸铵和甲酸等挥发性电解质，可以提

高离子化效率，在保持较好分离度的前提下获得理想

色谱峰形(高立红等, 2010)。为了考察加入甲酸对喹

诺酮类药物峰形的调节作用，比较了当流动相中甲酸

浓度分别为 0、0.1%和 0.2%时，对喹诺酮类药物峰形

的影响。发现纯水(甲酸浓度为 0)和乙腈为流动相时，

有多种药物不出峰(图 1-a)；0.1%的甲酸水溶液和乙

腈为流动相时，峰形好且灵敏度高(图 1-b)；0.2%的

甲酸水溶液和乙腈为流动相时，质谱峰灵敏度降低

(图 1-c)。因此，选择 0.1%甲酸水溶液和乙腈为流动

相，17 种喹诺酮类药物以及 3 种内标物标准溶液  

(20 ng/ml)的色谱图见图 2。 

采用 0.1%甲酸水溶液(A)、甲醇(B)和乙腈(C)的

三元流动相，出峰时间长(16 min)且灵敏度降低。麻

保沙星出峰有小分叉，响应强度低(图 3-a)。而采用

0.1%甲酸水和乙腈两相为流动相时，麻保沙星出峰正

常(图 3-b)；所有喹诺酮类分析时间短(10 min)，分离

度好且响应强度高。 

2.2  固相萃取条件的优化 

喹诺酮类药物的基本结构中既含有羧基官能团，

又含有叔胺基，属于两性、极性化合物 (Ho et al, 

2004)。固相萃取技术使得高倍浓缩萃取水环境中的

抗生素成为可能。Oasis HLB 是亲水亲脂平衡型固相

萃取柱，对极性和非极性物质都有很好的富集效果。

本研究选择 Oasis HLB(6 ml/500 mg)对养殖海水中喹

诺酮进行富集。 

天然海水的 pH 范围为 7.8–8.3，海水的 pH 可以

影响抗生素与 SPE 柱的结合效率，影响到最终的萃

取效果。研究证明，抗生素在酸性条件下比中性(不

调节 pH)、碱性条件下与 SPE 的结合更显著(高会等, 

2011; 孙广大等, 2009)。因此，本研究将过柱海水的

pH 分别调成 2.0、3.0、4.0 三种水平。按照前处理的

方法通过加标回收可知，当海水用盐酸调节 pH 至 3.0

时，水样加标的回收率结果更稳定，重现性好(图 4)，

所以本研究在过柱前统一将海水 pH 调为 3.0，这与

徐维海等(2006)和张瑞杰等(2012)的研究结果一致。 

2.3  淋洗液与洗脱液的考察 

经过 Oasis HLB 小柱的富集之后，需对 SPE 柱

进行淋洗除去杂质，本研究选择乙酸铵水溶液作为淋

洗液，分别选择 6、8、10、12 ml 不同体积进行实验，

可知当淋洗液的体积为 10 ml 时，能够得到满意的除

杂效果和回收率。 
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图 1  不同流动相分离的 5 种喹诺酮的色谱图 
Fig. 1  Chromatogram of 5 quinolones in different mobile phases 
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图 2  17 种喹诺酮以及 3 种内标物标准溶液的色谱图 
Fig. 2  Chromatogram of a mix solution of 17 quinolones and 3 internal standards (20 ng/ml) 

 

SPE 柱淋洗后，对洗脱液的种类以及使用量进行

考察。首先，选用乙腈和甲醇进行洗脱，经过回收数

据统计可知，用甲醇洗脱后的样品回收率较稳定，经

过乙腈处理的回收率偏高，且乙腈的毒性比甲醇大，

所以选择甲醇为洗脱液。对甲醇的使用量进行对比，

结果显示，6 ml 的甲醇分 2 次进行洗脱即可达到较高

的回收率，继续增加使用量之后，效果不明显，且增

加了甲醇使用量，延长了氮吹时间。 

2.4  线性范围和方法检出限 

在优化的色谱和质谱条件下，用流动相稀释喹诺

酮的混合标准品，每个浓度梯度都准确加入 1 g/ml

混合内标标准工作液 50 l，使混合标准工作液终浓

度为 1、2、5、10、20、50、100 和 200 g/L。标准

曲线结果显示，17 种喹诺酮的线性关系均良好，

R2>0.999，仪器测定线性范围为 1–200 g/L，空白海

水(500 ml)加标的方法得到 17 种喹诺酮的方法(S/N=3)

检出限的范围为 2–10 ng/L，定量限(S/N=10)的范围为

5–20 ng/L(表 3)。 

2.5  方法回收率、重现性和精密度 

本研究采用内标法进行定量分析，在样品中加入

回收率指示物，以此来保证整个样品前处理过程的回

收率。诺氟沙星、依诺沙星、麻保沙星、氧氟沙星、

培氟沙星、氟罗沙星、洛美沙星以氘代诺氟沙星为内

标，环丙沙星、奥比沙星以氘代环丙沙星为内标，恩

诺沙星、丹诺沙星、沙拉沙星、司帕沙星、双氟沙星、

恶喹酸、氟甲喹、萘啶酸以氘代恩诺沙星为内标。采

用标准添加法，选择空白海水为空白样品，海水样分

别在 20、100、200 ng/L 三个添加水平下进行加标回收

率和精密度 (n=5)的考察。结果显示，回收率范围

71.3%–125.0%，方法的相对标准偏差≤12.27%(表 4)。

由此说明，该方法灵敏度、准确性与重现性都较高，

可用于水产养殖环境中海水的喹诺酮类残留检测。 

2.6  实际水样分析 

采用所建立的养殖海水中 17 种喹诺酮类药物的

检测方法对黄海灵山湾近岸的 4 个养殖场的海水进

行取样。共检测出 4 种喹诺酮类药物，分别是恩诺沙

星、氧氟沙星、诺氟沙星和环丙沙星，浓度范围是

ND–6880.05 ng/L (表 5)。其中，恩诺沙星的检出率最

高，在 4 家养殖场中都有检出，其他 3 种喹诺酮的检

出率较低。养殖场 C 的检测结果显示，该场用药种类 

多且含量较高，需引起重视。在水产养殖过程中，恩
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诺沙星属于允许按规范使用的抗菌药，氧氟沙星、诺

氟沙星和环丙沙星是禁止使用的抗菌药。目前，虽然

没有水体中喹诺酮类药物残留限量标准，但检测结果

显示，水产养殖过程中喹诺酮类药物存在不同程度

的滥用现象，需要进一步加强监管。 

3  结论 

本研究采用 SPE 与 LC-MS/MS 联用技术，建立

了养殖海水中 17 种喹诺酮类药物残留的分析方法。

该方法可检测到的喹诺酮类药物较全面，具有较高

的灵敏度和选择性，准确可靠，回收率为 71.3%– 

125.0%。该方法适用于养殖海水中的喹诺酮类药物

残留的检测。将此方法初步应用于黄海灵山湾近岸养

殖区喹诺酮类药物残留的调查，结果显示，养殖区水

体中检出喹诺酮类药物，且浓度较高，表明该养殖区

存在较严重的超浓度使用喹诺酮类药物的现象。 

 

 
 

图 3  麻保沙星标准溶液在不同流动相下的色谱图 
Fig.3  Chromatogram of standard marbofloxacin in different mobile phase (20 ng/ml) 
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图 4  采用不同 pH 上样溶液时的 17 种喹诺酮的回收率比较 
Fig.4  Comparison of 17 quinolones recoveries with loading buffers at different pH 

 

 
表 3  目标物的线性方程、线性范围、相关系数、方法检出限以及方法定量限 

Tab.3  Calibration equations, linear range, correlation coefficients (R2), detection limits and quantitation limits 

序号 
No. 

化合物 Compound 
线性方程 

Linear regression equation 

仪器线性范围
Linear range 

(g/L) 

相关系数 R2 
Correlation
coefficient

方法检出限 
Detection  

limits (ng/L) 

方法定量限
Quantitation 
limits (ng/L)

1 麻保沙星 Marbofloxacin Y=0.0066X+0.0029 1–200 0.9999 2 5 

2 氟罗沙星 Fleroxacin Y=0.0580X+0.0515 1–200 0.9998 2 5 

3 依诺沙星 Enoxacin Y=0.0438X+0.0187 5–200 0.9999 10 20 

4 氧氟沙星 Ofloxacin Y=0.0660X+0.0415 1–200 0.9999 2 5 

5 培氟沙星 Pefloxacin Y=0.0352X+0.0214 5–200 0.9994 10 20 

6 诺氟沙星 Norfloxacin Y=0.0202X+0.0021 1–200 0.9992 2 5 

7 环丙沙星 Ciprofloxacin Y=0.0229X+0.0027 1–200 0.9997 2 5 

8 丹诺沙星 Danofloxacin Y=0.0196X+0.0139 5–200 0.9998 10 20 

9 恩诺沙星 Enrofloxacin Y=0.0028X–0.0007 1–200 0.9995 2 5 

10 洛美沙星 Lomefloxacin Y=0.0372X–0.0394 1–200 0.9999 2 5 

11 奥比沙星 Orbifloxacin Y=0.1580X–0.0677 1–200 0.9991 2 5 

12 双氟沙星 Difloxacin Y=0.0199X–0.0086 1–200 0.9998 2 5 

13 沙拉沙星 Sarafloxacin Y=0.0117X–0.0069 1–200 0.9998 2 5 

14 司帕沙星 Sparfloxacin Y=0.0190X+0.0073 3–200 0.9995 5 10 

15 萘啶酸 Nalidixic acid Y=0.0208X+0.0164      3–200 0.9999 5 10 

16 噁喹酸 Oxolinic acid Y=0.0236X+0.0102 1–200 0.9993 2 5 

17 氟甲喹 Flumequine Y=0.0213X+0.0187 1–200 0.9999 2 5 
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表 4  目标化合物加标回收率以及相对标准偏差 
Tab.4  Spiked recoveries and RSDs of the target compounds (n=5) 

化合物 
Compound 

添加水平 
Spiked  

level (ng/L) 

回收率 
Recovery  

(%) 

相对标准 

偏差 

RSD (%) 

化合物 
Compound 

添加水平 
Spiked  

level (ng/L)

回收率 
Recovery  

(%) 

相对标准 

偏差 
RSD (%) 

20 112.41 11.04 20 73.05 5.10 

100 81.59 7.26 100 84.66 8.73 
氟罗沙星 
Fleroxacin 

200 97.48 8.09 

奥比沙星 
Orbifloxacin 

200 71.33 7.35 

20 84.02 8.22 20 111.21 4.52 

100 80.57 11.60 100 97.01 9.97 
依诺沙星 
Enoxacin 

200 83.61 6.10 

双氟沙星 
Difloxacin 

200 91.24 6.74 

20 103.48 9.63 20 110.79 8.25 

100 72.05 5.24 100 100.19 11.72 
氧氟沙星 
Ofloxacin 

200 93.87 10.98 

沙拉沙星 
Sarafloxacin 

200 99.98 6.76 

20 83.63 5.46 20 83.93 12.18 

100 81.26 7.47 100 71.98 10.16 
培氟沙星 
Pefloxacin 

200 91.42 7.46 

司帕沙星 
Sparfloxacin 

200 72.04 5.38 

20 125.00 7.34 20 111.09 8.42 

100 90.74 8.28 100 113.65 5.47 
诺氟沙 
Norfloxacin 

200 123.59 5.21 

萘啶酸 
Nalidixic acid 

200 84.22 8.72 

20 108.99 7.65 20 85.60 12.27 

100 78.10 4.73 100 98.23 8.72 
环丙沙星 
Ciprofloxacin 

200 94.86 4.01 

噁喹酸 
Oxolinic acid 

200 91.43 7.81 

20 75.88 4.16 20 86.82 11.32 

100 87.62 10.67 100 87.95 8.94 
丹诺沙星 
Danofloxacin 

200 73.06 10.91 

氟甲喹 
Flumequine 

200 114.41 6.67 

20 102.57 6.03 20 110.33 8.89 

100 94.76 8.60 100 101.69 9.10 
恩诺沙星 
Enrofloxacin 

200 94.94 6.17 

麻保沙星 
Marbofloxacin

200 107.27 2.73 

20 106.36 9.31     

100 80.62 9.44     
洛美沙星 
Lomefloxacin 

200 100.32 6.52     
 

表 5  养殖海水中喹诺酮类药物检测结果 
Tab.5  Results of quinolones detected in aquaculture seawater samples (ng/L) 

取样位置 
Sampling  
location 

恩诺沙星 
Enrofl- 
oxacin 

氧氟沙星 
Ofloxacin 

诺氟沙星
Norfl- 
oxacin 

环丙沙星
Ciprofl-
oxacin 

取样位置 
Sampling  
location 

恩诺沙星
Enrofl-
oxacin

氧氟沙星 
Ofloxacin 

诺氟沙星
Norfl- 
oxacin

环丙沙星
Ciprofl-
oxacin

进水口 
Inlet 

36.98 24.28 ND ND 进水口
Inlet 

34.68 ND ND ND 

养殖池 
Pond 

ND ND ND ND 养殖池
Pond 

283.57 ND 60.03 30.03 

养殖场 
A 

Farm A 

出水口 
Outlet 

87.40 35.63 ND ND 

养殖场
C 

Farm C

出水口
Outlet 

6880.05 ND 135.31 79.03 

进水口 
Inlet 

21.94 ND ND ND 进水口
Inlet 

69.25 ND ND ND 

养殖池 
Pond 

ND ND ND ND 养殖池
Pond 

ND ND ND ND 

养殖场 
B 

Farm B 

出水口 
Outlet 

48.27 ND 71.15 ND 

养殖场
D 

Farm D

出水口
Outlet 

177.07 ND ND 34.77 

ND：未检出 
ND: Not detected 
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Simultaneous Determination of Seventeen Quinolones in Aquaculture  
Seawater Using Solid-Phase Extraction and Liquid  

Chromatography Tandem Mass Spectrometry 

DONG Xiao1,2, LI Zhaoxin1①
, SUN Xiaojie1, XING Lihong1, PENG Jixing1, SONG Caihu1,2 

(1. Key Laboratory of Testing and Evaluation for Aquatic Product Safety and Quality, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries 
Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 2. College of Food Science and Technology, 

Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    In this study, we developed a method to determine 17 kinds of quinolones residues in 

aquaculture seawater by using solid-phase extraction and liquid chromatography tandem mass 

spectrometry (SPE-LC/MS/MS). The target antibiotics in water samples were enriched and cleaned-up by 

solid-phase extraction cartridges after the acidification with hydrochloric acid. We compared the sample 

recovery under different conditions to find the optimal pH of the loading buffer and the most suitable type 

and volume of the eluent. The elute was collected and concentrated under a gentle stream of nitrogen gas, 

and then dissolved into 1 ml liquid by the mobile phase. All antibiotics were separated by gradient elution 

with the mobile phase of 0.1% formic acid in water and acetonitrile. The targets were then analyzed by 

LC-MS/MS under the positive electrospray ionization condition in the multiple-reaction-monitoring 

(MRM) mode. Seventeen kinds of antibiotics can be separated successfully within 10 minutes. Calibration 

curves for antibiotics exhibited good linearity in the concentration range from 1 to 200 ng/ml and the 

correlation coefficients were larger than 0.999. The limits of detection (LOD) were 210 ng/L and the 

limits of quantification (LOQ) were 520 ng/L. The average recoveries of 17 quinolones at the spiked 

concentrations of 20 ng/L, 100 ng/L and 200 ng/L were 71.3% to 125.0% with a relative standard 

deviation (RSD, n=5) of 2.44% to 12.27%. This new method was applied to the analysis of four 

mariculture farms located in the Lingshan Bay of Qingdao in China. The results showed that four kinds of 

quinolones were detected including enrofloxacin, ofloxacin, norfloxacin and ciprofloxacin, and the 

highest concentration was 6880.05 ng/L. These results suggested that the new method was efficient and 

reliable, which was suitable for the detection of quinolones in seawater samples. 

Key words    Quinolones; Solid-phase extraction (SPE); Liquid chromatography tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS); Aquaculture seawater 
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