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海水中喹诺酮类药物的测定 液相色谱-串联质谱法 

警示——本实验操作过程中需接触大量有机溶剂，且标准物质或溶液均具有毒性，样品前处

理实验应在通风橱内进行。 

1  范围 

本方法规定了液相色谱-串联质谱法（HPLC-MS/MS）测定海水中17种喹诺酮类药物残

留量的样品采集、处理、分析步骤、结果计算、质量保证和质量控制的方法和程序。 

本方法适用于海水、河口水及入海排污口污水样品中依诺沙星、麻保沙星、氧氟沙星、

培氟沙星、氟罗沙星、洛美沙星、诺氟沙星、环丙沙星、奥比沙星、恩诺沙星、丹诺沙星、

沙拉沙星、司帕沙星、双氟沙星、噁喹酸、氟甲喹、萘啶酸单种或多种药物残留量的测定。 

海水中喹诺酮类药物的检出限为5.0 ng/L，检测定量限为20.0 ng/L。 

2  规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本

适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

GB/T 6379.2 测量方法与结果的准确度（正确度与精密度）第2部分：确定标准测量方

法重复性与再现性的基本方法 

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法 

GB 17378.2 海洋监测规范第2部分：数据处理与分析质量控制 

GB 17378.3 海洋监测规范第3部分：样品采集、贮存与运输 

3  方法原理 

海水样品中的喹诺酮类药物经固相萃取柱富集、净化，用液相色谱-串联质谱仪测定，

内标法定量分析。 

4  试剂和材料 

除非另有说明，分析时所用试剂均为分析纯。 

4.1 水：GB/T 6682，一级。 

4.2 甲醇（CH3OH）：色谱纯。 

4.3 乙腈（C2H3N）：色谱纯。 

4.4 甲酸（CH2O2）：色谱纯。 

4.5 乙酸铵（CH3COONH4）：色谱纯。 

4.6 盐酸（HCl）：ρ=1.19 g/mL。 
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4.7 盐酸溶液（0.10 mol/L）：准确量取盐酸（4.6）8.40 mL，用水稀释至1000 mL。 

4.8 乙酸铵溶液（5.00 mol/L）：准确称取 0.1925 g 乙酸铵（4.5）用水溶解并稀释至 500 mL。

用盐酸溶液（4.7）调节 pH 为 3±0.05，现用现配。 

4.9 甲酸水溶液（0.1%）：准确量取 0.50 mL 甲酸（4.4），用水稀释并定容至 500 mL。 

4.10 甲酸水（0.1%）-乙腈：（9+1，体积比），准确量取 90 mL 0.1%甲酸水溶液（4.9）和

10 mL 乙腈（4.3）混合。 

4.11 标准品：依诺沙星（enoxacin， ENX，纯度为 99.0%）、麻保沙星（marbofloxacin，

MAR，纯度为 99.0%）、氧氟沙星（ofloxacin，OFL，纯度为 99.0%）、培氟沙星（pefloxacin，

PEF，纯度为 99.0%）、氟罗沙星（fleroxacin，FLE，纯度为 99.0%）、洛美沙星（lomefloxacin，

LOM，纯度为 98.0%）、诺氟沙星（norfloxacin，NOF，纯度为 99.0%）、环丙沙星（ciprofloxacin，

CIP，纯度为 99.9%）、奥比沙星（orbifloxacin，ORB，纯度为 99.0%）、恩诺沙星（enrofloxacin， 

ENR，纯度为 99.8%）、丹诺沙星（danofloxacin mesylate，DAN，纯度为 99.9%）、沙拉沙

星（sarafloxacin，SAR，纯度为 98.0%）、司帕沙星（sparfloxacin，SPX，纯度为 99.6%）、

双氟沙星（difloxacin，DIF，纯度为 98.0%）、噁喹酸（oxloinic acid，OA，纯度为 98.0%）、

氟甲喹（flumequine，FLU，纯度为 98.5%）、萘啶酸（nalidixic acid，FLE，纯度为 99.0%）。 

4.12 内标物质：氘代诺氟沙星（D5-NOF，纯度为 99.0%）、氘代环丙沙星（D8-CIP，纯度

为 99.0%）、氘代恩诺沙星（D5-ENR，纯度为 99.0%）。 

4.13 标准储备溶液（1.00 mg/mL）：分别准确称取 10.0 mg 喹诺酮标准品（4.11），用甲醇

（4.2）溶解并定容至 10 mL 棕色容量瓶中，配制成浓度均为 1.00 mg/mL 的标准储备液。-20℃

以下避光保存，有效期 3 个月。 

4.14 内标标准储备溶液：分别准确称取 10.0 mg 内标物质（4.12），用甲醇（4.12）溶解并

定容至 10 mL 棕色容量瓶中，配制成浓度均为 1.0 mg/ml 的内标标准储备液。-20℃以下避

光保存，有效期 3 个月。 

4.15 混合标准工作溶液：分别准确量取 0.10 mL 标准储备溶液（4.13）于 100 mL 棕色容量

瓶中，用甲醇稀释配定容制成浓度为 1.0 µg/mL 的混合标准工作溶液。4℃下冰箱中保存，

有效期 1 个月。 

4.16 混合内标标准工作溶液：分别准确量取 0.10  mL 内标标准储备溶液（4.14）于 100 mL

棕色容量瓶中，用甲醇稀释定容配制成浓度为 1.0 µg/mL 的混合内标标准工作溶液。4℃下

冰箱中保存，有效期 1 个月。 

5  仪器和设备 

5.1 液相色谱-串联四极杆质谱仪（LC-MS/MS）：配电喷雾离子源(ESI)。 

5.2 天平：感量 0.01 g。 

5.3 分析天平：感量 0.000 01g。 

5.4 涡旋混合器。 

5.5 氮吹仪。 
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5.6  pH 计。 

5.7  固相萃取装置。 

5.8  固相萃取柱：500 mg/6mL，Oasis HLB 柱或性能相当者。 

5.9  醋酸纤维滤膜：0.45 µm。 

5.10 水相和有机相滤膜：0.22 µm。 

5.11 尖底玻璃离心管：具刻度，10 mL。 

5.12 棕色容量瓶：10 mL 、100 mL 和 500 mL。 

6 样品采集 

样品的采集、贮存与运输等要求执行 GB 17378.3 的规定。采集海水置于棕色瓶中，4℃

以下密封保存，一周内完成测试。 

7  分析步骤 

7.1 提取和净化 

固相萃取柱（5.9）置固相萃取装置（5.7）上，依次用6 mL甲醇和6 mL乙酸铵溶液（4.8）

进行平衡活化，备用。 

准确量取500 mL经0.45 µm醋酸纤维膜过滤后的海水样品，加入适量盐酸溶液（4.7）调

节pH至3，准确加入1 µg/mL混合内标标准工作溶液50 µL（4.16），摇匀，以约5 mL/min的

流速通过活化后的固相萃取柱。然后用10 mL乙酸铵溶液（4.8）淋洗，用氮气吹至近干，用

6 mL甲醇（4.2）洗脱，收集洗脱液于10 mL尖底玻璃离心管（5.11）中，尖底玻璃离心管置

于氮吹仪（5.5）内，40℃水浴下用氮气吹至近干，残留物用0.1%甲酸水-乙腈（4.10）稀释

至1 mL，用涡旋混合器（5.4）涡旋混匀1 min，经0.22 µm水相和有机相滤膜（5.10）过滤至

进样瓶中，待测。 

7.2 样品测定 

7.2.1  仪器条件 

参考仪器分析条件： 

——色谱柱：C18 柱，MGⅡ (2.1 mm x150 mm，5µm)，或性能相当者。 

——流动相：A：0.1%甲酸水溶液 (4.9)，B：乙腈(4.3)，梯度洗脱程序见表 1； 

——流速：0.20 mL/min； 

——柱温：30℃； 

——进样量：10 μL； 

——离子源：电喷雾，正离子模式； 

——扫描方式：选择反应监测，选择反应监测母离子、子离子和碰撞能量见表 2； 

——喷雾电压：4.5 kV； 

——鞘气流量：12 L/min； 

——辅助气流量：2 L/min； 

——源内碰撞诱导解离电压：10 V； 
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——碰撞气压力：氩气，1.5 mTorr； 

——离子传输管温度：350 ℃； 

——Q1半峰宽：0.7 Da； 

——Q3半峰宽：0.7 Da。 

 

表1 流动相梯度洗脱程序 

开始时间（min） 流动相 A 比例（%） 流动相 B 比例（%） 

0 90 10 

0.50 90 10 

3.00 30 70 

5.00 10 90 

8.00 10 90 

9.00 90 10 

10.00 90 10 

表2  选择反应监测母离子、子离子和碰撞能量 

目标化合物 
母离子 

(m/z) 

子离子 

(m/z) 

碰撞能 

(ev) 

氟罗沙星 

FLE 
370 

269 26 

326* 19 

氧氟沙星 

OFL 
362 

261 27 

318* 18 

诺氟沙星 

NOR 
320 

233 24 

276* 16 

依诺沙星 

ENX 
321 

232 34 

303* 21 

环丙沙星 

CIP 
332 

245 22 

288* 17 

恩诺沙星 

ENR 
360 

245 26 

316* 9 

洛美沙星 

LOM 
352 

265 22 

308* 16 

丹诺沙星 

DAN 
358 

283 22 

340* 22 

奥比沙星 

ORB 
396 

295 24 

352* 17 

双氟沙星 

DIF 
400 

299 28 

356* 19 

沙拉沙星 

SAR 
386 

299 26 

342* 18 

司帕沙星 

SPX 
393 

292 25 

349* 19 



T/QMIS XXX—20XX 

5 

噁喹酸 

OA 
262 

216 29 

244* 18 

氟甲喹 

FLU 
262 

202 32 

244* 18 

培氟沙星 

PEF 
334 

290 18 

316* 20 

麻保沙星 

MAR 
363 

320 23 

345* 29 

萘啶酸 

NA 
233.3 

215.2 19 

187.4* 35 

氘代诺氟沙星 

D5-NOR 
325 307* 22 

氘代环丙沙星 

D8-CIP 
340 322* 21 

氘代恩诺沙星 

D5-ENR 
365 321* 19 

注：* 为定量碎片离子 

 

7.2.2 定性分析 

通过比较标准溶液和样品的保留时间及离子碎片丰度比进行目标化合物的定性，阳性样

品保留时间与标准物质保留时间相对标准偏差在±5%以内，且检测到的离子的相对丰度，用

与最强离子（基峰）的强度百分比表示，应当与浓度相当的校正标准相对丰度一致。基峰与

次强碎片离子丰度比应符合表3要求。17种喹诺酮类药物液相色谱图参见附录A。 

表 3 基峰与次强碎片离子丰度比要求 

次强碎片离子相对丰度(%) 允许偏差(%) 

＞50 ±20 

＞20～50 ±25 

＞10～20 ±30 

≤10 ±50 

7.2.3 定量分析 

7.2.3.1 标准曲线绘制 

准确吸取混合标准工作溶液（4.15）适量，用 0.1%甲酸水-乙腈（4.10）逐级稀释，配

制成浓度为 1、2、5、10、20、50、100 和 200 ng/mL 的标准系列溶液，同时加入混合内标

标准工作溶液（4.16），使内标浓度均为 50 ng/mL。以被测组分与其对应内标的峰面积比值

为纵坐标，以系列标准溶液中各个组分含量与对应内标含量比值为横坐标，绘制标准曲线，

计算回归方程和相关系数。 
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7.2.3.2 试样测定 

参照 7.2.1 仪器条件，对进样瓶中待测样（7.1）进行测定。 

8  结果计算 

以试样溶液和相应的标准工作液，作多点校准，按内标法定量。标准溶液及试样溶液中

喹诺酮类药物的响应值均应在仪器检测的线性范围之内。根据式（1）计算出试样溶液中喹

诺酮类药物的浓度，根据式（2）计算海水中喹诺酮类药物的浓度，保留三位有效数字： 

𝐶𝑖 =
𝐶𝑖𝑠

𝑎
(
𝐴𝑖

𝐴𝑖𝑠
− 𝑏)………………………………………………………（1） 

Ci——试样溶液中喹诺酮类药物的浓度，单位为纳克每毫升(ng/mL)； 

Cis——试样溶液中喹诺酮类内标物的浓度，单位为纳克每毫升(ng/mL)； 

Ai——试样溶液中喹诺酮类药物的峰面积； 

Ais——试样溶液中喹诺酮类内标物的峰面积； 

𝜔 =
𝐶𝑖×𝑉

𝑉1
………………………………………………………………（2） 

ω——海水中喹诺酮类药物的含量，单位为纳克每升(ng/L)； 

V——定容体积，单位为毫升（mL）； 

V1——试样体积，单位为升(L)。 

9  精密度和准确度 

6家实验室对10.0 ng/mL、50.0 ng/mL和100.0 ng/mL三个加标水平的海水样品分别进行了

5次重复测定：在10.0ng/m添加水平下，六家实验室相对标准偏差为3.67%～5.41%；实验室

间再现性相对标准偏差为4.28%；在20.0ng/m添加水平下，六家实验室相对标准偏差为

3.67%～5.41%；实验室间再现性相对标准偏差为4.28%；在50.0ng/m添加水平下，六家实验

室相对标准偏差为3.67%～5.41%；实验室间再现性相对标准偏差为4.28%。 

10  质量保证和质量控制 

10.1校准曲线 

每批样品应配制标准曲线，相关系数不小于0.99；每个工作日应测定一种或几种浓度的

标准溶液以检验标准曲线，测定值与标准值的相对标准偏差不大于10%。 

10.2 空白 

10.2.1 试剂空白 

所有试剂空白测试结果应低于方法检出限。 

10.2.2 全过程空白 

以人工海水或经检测不含喹诺酮类药物的海水作为空白样品，按照7 规定进行空白试验。

每批样品全过程空白的样品数量不少于该批样品总数的10%。 
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10.3 平行样 

本方法中平行样的数量不小于样品数的10%，平行双样相对偏差应符合GB 17378.2的规

定。
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附录 A 

（资料性附录） 
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6.264.36 7.22 8.854.773.65 5.531.83 5.19 6.01 6.53 7.642.150.14 8.00 8.62 9.122.650.860.57 3.27 9.661.44

4.06

4.22 4.45 5.683.86 5.95 8.852.241.72 6.435.500.46 7.987.384.952.65 3.42 6.612.940.99 9.551.24 8.28 9.14

3.94

4.26 4.54 4.93 5.22 5.721.67 6.56 6.913.75 7.356.322.01 3.13 8.767.71 9.832.390.39 8.922.87 8.50 9.588.210.96 1.15

3.90

4.964.161.60 3.770.16 0.42 4.70 7.576.59 7.992.07 6.862.851.37 3.29 8.848.635.50 9.745.92 7.15 9.176.162.260.97

4.06

4.473.93 4.64 7.66 8.844.98 5.65 5.92 6.936.171.69 3.29 9.977.13 7.96 8.55 9.620.09 3.041.14 2.18 2.62 9.070.41

NL: 1.41E6

TIC F: + c ESI SRM ms2 

340.000 

[321.999-322.001]  MS 

20PPB

NL: 2.36E6

TIC F: + c ESI SRM ms2 

352.000 

[264.999-265.001, 

307.999-308.001]  MS 

20PPB

NL: 1.51E6

TIC F: + c ESI SRM ms2 

358.000 

[282.999-283.001, 

339.999-340.001]  MS 

20PPB

NL: 1.05E6

TIC F: + c ESI SRM ms2 

360.000 

[244.999-245.001, 

315.999-316.001]  MS 

20PPB

NL: 4.27E6

TIC F: + c ESI SRM ms2 

362.000 

[260.999-261.001, 

317.999-318.001]  MS 

20PPB

NL: 2.84E5

TIC F: + c ESI SRM ms2 

363.000 

[319.999-320.001, 

344.999-345.001]  MS 

20PPB

NL: 4.65E6

TIC F: + c ESI SRM ms2 

365.000 

[320.999-321.001]  MS 

20PPB

NA 

OA FLU 

NOR 

ENX 

D5-NOR 

CIP 

PEF 

D8-CIP 

LOM 

DAN 

ENR 

OFL 

MAR 

D5-ENR 



T/QMIS XXX—20XX 

9 

 

图 A.1 17 种喹诺酮以及 3 种内标物标准溶液的色谱图（20.0 ng/mL） 
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3.97

4.54 4.733.841.68 5.855.47 6.612.14 5.31 6.770.79 8.756.26 8.047.757.242.49 9.998.33 9.330.39 3.191.14 2.94

4.18

4.560.06 5.07 7.255.844.021.62 3.32 7.856.06 6.735.49 9.482.01 2.52 2.72 8.778.12 8.581.140.41 9.938.98

4.18

4.56 4.85 5.37 5.87 7.146.70 7.670.31 6.362.651.33 8.691.75 3.982.16 9.769.428.04 8.373.60 9.192.961.18 3.130.61

4.11

4.54 4.76 5.995.625.16 6.15 6.921.74 7.513.44 9.410.45 8.26 8.817.826.572.22 3.21 3.692.90 9.610.63 1.14

4.21

4.43 4.854.01 6.535.975.08 8.466.745.51 8.007.270.88 2.031.82 9.102.33 2.68 3.64 9.357.56 8.702.86 9.840.31 1.07 3.45

NL: 2.94E6

TIC F: + c ESI SRM 

ms2 370.000 

[268.999-269.001, 

325.999-326.001]  

MS 20PPB

NL: 1.60E6

TIC F: + c ESI SRM 

ms2 386.000 

[298.999-299.001, 

341.999-342.001]  

MS 20PPB

NL: 4.16E6

TIC F: + c ESI SRM 

ms2 393.000 

[291.999-292.001, 

348.999-349.001]  

MS 20PPB

NL: 4.54E6

TIC F: + c ESI SRM 

ms2 396.000 

[294.999-295.001, 

351.999-352.001]  

MS 20PPB

NL: 2.73E6

TIC F: + c ESI SRM 

ms2 400.000 

[298.999-299.001, 

355.999-356.001]  

MS 20PPB

FLE 

DIF 

SAR 

SPX 

ORB 


