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QuEChERS 结合超高效液相色谱-串联质谱法 
测定牛肉及其组织中巴喹普林残留 

袁邦群*, 王巧云, 胡铮瑢, 唐  巍, 陈启洪 
(娄底市食品药品检验检测所, 娄底  417000) 

摘  要: 目的  建立 QuEChERS 结合超高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance liquid chromatography 

-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)定量检测牛肉及其组织中巴喹普林残留量的方法。方法  样品经

甲醇-1%氨水(2:8, V:V)超声提取后, 使用 QuEChERS 试剂盒净化, UPLC-MS/MS 检测, 内标法定量分析。

结果   巴喹普林在 0.5~20.0 ng/mL 质量浓度范围内线性关系良好, 线性相关系数为 0.9996; 检出限为

1.0~2.0 μg/kg, 定量限为 3.0~6.0 μg/kg; 巴喹普林在 7 种牛肉组织中均表现为基质减弱效应, 在牛肝中基质

效应最强, 为 75.45%, 在其他基质中基质效应不明显。经同位素内标校正后, 巴喹普林在所有基质中的回

收率为 101%~111%; 3 个添加水平的平均回收率为 89.71%~103.94%, 相对标准偏差 (relative standard 

deviation, RSD)为 0.95%~6.58%。结论  该方法灵敏度高、精密度好、准确度高、前处理简便, 可以作为牛肉

及其组织中巴喹普林残留量的快速检测方法。 
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Simultaneous determination of baquiloprim residues in beef and its tissues 
by QuEChERS-ultra performance liquid chromatography-tandem  

mass spectrometry 

YUAN Bang-Qun*, WANG Qiao-Yun, HU Zheng-Rong,  
TANG Wei, CHEN Qi-Hong 

(Loudi Institute for Food and Drug Inspection and Testing, Loudi 417000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination the residues of baquiloprim in beef and its 

tissues by QuEChERS combined with ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(UPLC-MS/MS). Methods  After ultrasonic extraction with methanol-1% ammonia  (2:8, V:V), the sample was purified 

using QuEChERS kit, detected by UPLC-MS/MS, which quantified by internal standard method. Results  The linear 

relationship of baquiloprim exhibited excellent correlation within the mass concentration range of 0.5–20.0 ng/mL, with 

a coefficient of 0.9996. The limits of detection ranged from 1.0 to 2.0 μg/kg, while the limits of quantitation ranged 

from 3.0 to 6.0 μg/kg. Baquiloprim showed matrix attenuating effect in all the 7 types of beef tissues, and the 
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strongest matrix effect was found in the bovine liver with 75.45%, while the matrix effect was not obvious in the 

other matrices. The recoveries of baquiloprim in all matrices were 101%–111% after isotope internal standard 

correction; the average recoveries of the 3 spiked levels were 89.71%–103.94% with the relative standard 

deviations (RSD) of 0.95%–6.58%. Conclusion  This method is sensitive, precise, accurate and easy to use, and can 

be used as a rapid method for the determination of baquiloprim residues in beef and its tissues. 
KEY WORDS: QuEChERS; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; baquiloprim; 

beef and its tissues 
 
 

0  引  言 

巴喹普林(baquiloprim, BQP)是二氢叶酸还原酶的选

择性抑制剂, 能够抑制二氢叶酸还原为四氢叶酸, 从而阻

断细菌 DNA 的合成而产生抗菌活性, 具有与三甲氧苄氨

嘧啶(trimethoprim, TMP)相似的抗菌活性[1–4]。与传统的磺

胺增效剂 TMP、二甲氧苄啶(diaveridine, DVD)相比, BQP
有抗菌谱广、活性强等显著的优点, 其在体内的抗菌活性

是 TMP的 40倍, 且目前尚未发现耐药菌株; 吸收迅速, 消
除缓慢; BQP 属长效制剂, 而 TMP 属短效; 其急、慢性毒

性比 TMP 低, 无特殊毒性, 且无 TMP 对肠内微生物的不

良影响。基于上述原因, 巴喹普林已成为世界上许多国家

重点关注的磺胺类增效剂之一。研究该组分在动物体内残

留情况可以评估其对人体健康潜在风险, 为制定科学合理

的食品安全限量提供数据支持, 填补相关领域的空白, 推
动国家兽药残留限量标准不断完善。 

国内外对磺胺类物质和增效剂的检测方法主要有电

化学法[5–6]、分光光度法[7]、胶体金免疫层析法[8–9]、酶联

免疫法 [10]、毛细管电泳法 [11]、高效液相色谱法 (high 
performance liquid chromatography, HPLC)[12–13]、液相色谱-质
谱法 (liquid chromatography-massspectrometry, LC-MS)[14–18] 

以及气相色谱高分辨质谱法[19]。示差分光光度法易受干扰

物的影响; 荧光分光光度法的选择性较差; 胶体金免疫层

析法灵敏度较低, 难以实现痕量分析; 微生物法作为一种

初筛方法, 不能区分抗生素的种类。HPLC 的灵敏度较低, 
基质干扰影响较大, 前处理复杂并且容易造成假阳性干

扰。LC-MS 具有灵敏度高、选择性好等优点, 在满足复杂

基质痕量残留分析的基础上, 实现多残留化合物的同时分

析, 是磺胺类兽药残留分析的优选方法。 
QuEChERS (quick、easy、cheap、effective、rugged、

safe)是一种用于农产品检测的快速样品前处理技术。

QuEChERS 方法有回收率高、精确度和准确度高、适用

范围范围广、分析速度快、溶剂使用量少、操作简便等

优势[20–22]。 
GB 31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽药最

大残留限量》中对磺胺类合成抗菌药磺胺二甲氧嘧啶残留

有相关限度规定, 我国农业部规定[23]畜禽产品中磺胺类药

物 (sulfonamides, SAs)的最高残留限量 (maximum residue 
limits, MRLs)不得超过 0.1 mg/kg, 磺胺增效剂 TMP含量不

得超过 0.05 mg/kg。欧盟[24]、日本、新西兰等国家或地区

明确了在猪肉源、牛肉源食品中巴喹普林的 MRLs(表 1), 
但国内行业关于畜禽产品中巴喹普林残留量前处理及检测

方法研究较少, 磺胺增效剂巴喹普林暂未制订残留限量国

家标准。 
本研究以新型磺胺增效剂巴喹普林为主要研究对象, 

建立一种满足畜禽肉中残留筛查和定性定量分析检测要求

的 QuEChERS 前处理结合超高效液相色谱-串联质谱法, 
为建立该成分检测标准提供技术支持, 更好的服务畜禽肉

制品质量安全监管。 
 

表 1  动物源食品中 BQP 的 MRLs 
Table 1  BQP MRLs in animal-derived foods 

国家/地区 物种 MRLs/(μg/kg) 检测部位 

欧盟 

牛 

10 脂肪 

300 肝脏 

150 肾脏 

30 奶 

猪 

40 脂肪 

50 肝脏 

50 肾脏 

新西兰 牛 

150 脂肪 

10 肾脏 

300 肝脏 

30 奶 

日本 猪 40 肉 
 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

牛肉及其组织等实验材料和实际检测样品购于娄底

市城区及其所属县市农贸市场、超市、养殖基地等。 
甲醇(色谱纯, 美国 Sigma 公司); 乙腈(色谱纯, 美国

霍尼韦尔公司); 甲酸(色谱纯, 美国赛默飞科技世尔有限

公司); 乙酸铵(色谱纯, 上海安谱实验科技股份有限公司); 
氨水、乙二胺四乙酸二钠盐(分析纯, 北京国药集团化学试
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剂有限公司); BQP(纯度 99.4%)、BQP-D6(纯度 99.6%)(常州

坛墨质检科技股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

1290-6460C 型超高效液相色谱-串联质谱联用仪、

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱(2.1 mm×50 mm, 
1.8 μm)(美国安捷伦公司); TG20KR-D 高速冷冻离心机(长
沙东旺实验仪器有限公司); KYJ-3A 氮吹仪(北京斯珀特科

技有限公司); XS205 型电子天平(感量 0.1 mg, 瑞士梅特勒

-托利多公司); WH-2 涡旋振荡器(上海沪西分析仪器厂);  
Cleanert MAS-Q 净化管(天津博纳艾杰尔科技有限公司); 
C18 固相萃取柱(500 mg/6 mL, 深圳逗点生物科技有限公

司); MCX 固相萃取柱(60 mg/3 mL, 美国 Waters 公司); 
HLB 固相萃取柱(60 mg/3 mL, 山东美正生物科技有限公

司); Purelab classic 超纯水系统(德国 ELGA 公司)。 

1.3  溶液配制 

BQP标准储备液(1.0 mg/mL): 准确称取 10.0 mg BQP, 
使用甲醇定容至 10 mL。 

BQP-D6 标准储备液(0.1 mg/mL): 准确称取 1.0 mg 
BQP-D6, 使用甲醇定容至 10 mL。标准储备液存储条件为

2~8 ℃, 保存时间 6 个月。 
BQP标准使用液(1000 ng/mL): 吸取标准储备液0.1 mL, 

使用甲醇定容至 100 mL。 
BQP-D6 标准使用液(1000 ng/mL): 吸取标准储备液

0.1 mL, 使用甲醇定容至 10 mL。标准使用液存储条件为

2~8 ℃, 保存时间 1 个月。 

1.4  样品处理 

称取 2.0 g(精确到 0.1 mg)均质样品至 50 mL塑料离心

管中, 准确加入 50 μL 内标标准使用液, 加入 10 mL 1%氨

水-甲醇(2:8, V:V), 涡旋混匀 2 min, 超声提取 10 min, 
12000 r/min 离心 2 min, 取上清液至 10 mL 离心管中备用。 

QuEChERS 前处理法: 吸取上清液 1 mL 至 Cleanert 
MAS-Q 净化管中, 涡旋混匀 2 min, 12000 r/min 离心 2 min, 
过 0.22 μm 尼龙微孔滤膜, 供超高效液相色谱-串联质谱仪

测定。 
固相萃取前处理法: 依次用 5 mL 甲醇、5 mL 水活化固

相萃取柱(C18, MCX, HLB), 保持柱体湿润, 吸取上清液 1 mL, 
加载至固相萃取柱, 接收流出液至 10 mL 离心管, 过 0.22 μm
尼龙微孔滤膜, 供超高效液相色谱-串联质谱仪测定。 

1.5  分析条件 

质谱条件: 电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI)
采用正离子扫描; 离子化喷雾电压 4000 V; 离子源温度

350 ℃; 雾化气流速 11 L/min; 雾化气压力 40 psi; 扫描方

式采用多重反应监测(multiple reaction monitoring, MRM), 
其他质谱参数见表 2。 

表 2  BQP、BQP-D6的 MRM 参数 
Table 2  MRM parameters for BQP and BQP-D6 

化合物 保留时间
/min 

母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

碎裂电压 
/V 

碰撞能量
/V 

巴喹普林 2.128 309.1 
 171.1* 

135 
29 

266.1 33 

巴喹普林-D6 2.108 315.2 
 296.9* 

130 
20 

173.1 20 

注: *为定量离子。 
 

色谱条件: Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱

(2.1 mm×50 mm, 1.8 μm); 流动相 A 为 5 mmol/L 乙酸铵, 
流动相 B 为甲醇; 流速 0.4 mL/min, 进样量 1 μL, 梯度洗

脱程序见表 3。 
 

表 3  超高效液相色谱的梯度洗脱程序 
Table 3  Gradient programs of mobile phase of ultra 

performance liquid chromatography 

时间/min A/% B/% 

0.00 95 5 

1.00 50 50 

2.00 10 90 

3.00 10 90 

4.00 95 5 

6.00 95 5 
 

1.6  方法验证 

本研究通过评估线性范围、检出限、定量限、测量准

确度、重复性及基质效应(matrix effect, ME)等进行方法验

证。通过比较提取试剂和样品基质中相同浓度标准物质的

响应来评估 ME; 通过向空白样品中添加待测物质的方式

估算 LOD 和 LOQ, 以信号与噪声比(S/N)为 3 时的检测浓

度作为 LOD, S/N 为 10 时的检测浓度作为 LOD; 通过向空

白样品中添加 3 个浓度梯度的标准物质进行加标回收试验, 
每个浓度重复测试 6 次, 评估方法的准确性和精密度。 

1.7  数据处理 

实验重复 3 次测定, 超高效液相色谱-质谱仪采集的

数据通过 Quantitative Analysis (Version B.07.01)软件进行

处理、内标法定量分析; Microsoft Excel 2016 软件统计分

析数据; Origin 2021 进行图谱处理。 

2  结果与分析 

2.1  超高效液相色谱-串联质谱法条件优化 

质谱条件优化: BQP 和 BQP-D6 分子含-NH2 基团(图
1), 呈碱性, 适用于 ESI+模式分析。将质量浓度为 500 ng/mL
的标准物质注入质谱系统, 在 ESI+模式下进行全扫描, 并优

化碎裂电压, 获得[M+H]+准分子离子, 作为母离子; 然后, 
通过子离子扫描并优化碰撞能量(collision engrgy, CE), 获
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得子离子, 选取响应最高的两个碎片离子, 分别作为定量

离子和定性离子。根据优化获得的母离子和子离子建立

MRM 程序, 进行定性和定量分析。 
 

 
 

图 1  BQP 和 BQP-D6 分子结构式 
Fig.1  Molecular structure formulas of BQP and BQP-D6 

 
液相色谱条件优化: 流动相和梯度洗脱程序可能会

对目标物质的离子化效率、色谱峰型、响应等产生影响。

针对目标物质的特性, 本研究分别考察了甲醇-5 mmol/L
乙酸铵、乙腈-5 mmol/L 乙酸铵、甲醇(0.1%甲酸)-5 mmol/L
乙酸铵、乙腈(0.1%甲酸)-5 mmol/L 乙酸铵等 4 种流动相体

系, 结果详见图 2。相较于乙腈, 使用甲醇做流动相时, 
BQP 的响应更好; 流动相中加入甲酸后, BQP 的出峰时间

提前, 且响应降低; 最终, 选用甲醇-5 mmol/L 乙酸铵的流

动相体系。 

2.2  提取试剂优化 

本研究旨在探究牛肉、牛百叶等 7 种基质中 BQP 的

快速检测方法, 而使用单一的提取方式降低基质干扰, 难
以获得理想的回收效率。本研究首先考察了作为兽药残留

检测的常用提取试剂乙腈、甲醇[25]的提取效率, 实验重复

3 次, 结果见图 3。两种试剂在牛肉、牛百叶中的提取效率

无较大差异, 在其他 5 种基质中, 甲醇的提取效率整体优

于乙腈, 平均回收率为 57%~87%。因此, 选择甲醇作为

BQP 的主要提取试剂。 
 

 
 

注: A、B、C、D 分别代表流动相为: 甲醇(0.1%甲酸)-5 mmol/L 乙酸铵、乙腈(0.1%甲酸)-5 mmol/L 乙酸铵、 
甲醇-5 mmol/L 乙酸铵、乙腈-5 mmol/L 乙酸铵; 315.2->296.9 为 BQP-D6 定量离子, 315.2->173.1 为 BQP-D6 定性离子;  

309.1->171.1 为 BQP 定量离子, 309.1->266.1 为 BQP 定性离子。 
图 2  BQP 和 BQP-D6 MRM 色谱图 

Fig.2  MRM chromatograms of BQP and BQP-D6 
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图 3  不同提取溶剂对回收率的影响 
Fig.3  Influences of different extraction solvents on the recovery 

 
众多文献中报道, 在有机试剂中添加适当比例的水、

1%甲酸 [26]、1%氨水、0.1 mol/L Na2EDTA[27], 0.1 mol/L 
Na2EDTA-McLlvaine 缓冲液[28]等, 有助于提高回收效率。结

合前期研究及目标物特性, 本研究重点考察了甲醇(1%氨

水)、甲醇-水(8:2, V:V)、甲醇-1%氨水(8:2, V:V)、甲醇-0.1 mol/L 
Na2EDTA-McLlvaine 缓冲液 (8:2, V:V) 、甲醇 -0.1 mol/L 
Na2EDTA (8:2, V:V)等提取试剂的提取效果, 结果如图 4 所

示。甲醇-水(8:2, V:V)在牛肝、牛肚基质中的回收率低于

50%; 甲醇 -0.1 mol/L Na2EDTA-McLlvaine 缓冲液 (8:2, 
V:V)、甲醇-0.1 mol/L Na2EDTA (8:2, V:V)在牛百叶、牛肚

基质中的回收率低于 40%; 甲醇-1%氨水(2:8, V:V)相对于

其他提取试剂的提取效率更高, 在 7 种基质中的平均回收

率为 75%~93%。因此, 将甲醇-1%氨水(2:8, V:V)作为提取

试剂开展后续研究。 
 

 
图 4  提取溶剂的优化 

Fig. 4  Optimization of extraction solvents 
 

2.3  净化方法选择 

固相萃取技术是基于液-固相色谱理论, 通过选择性吸

附、选择性洗脱的方式实现对目标物质的富集、分离和纯化

的微量及痕量分析技术, 被广泛应用于兽药残留检测[29–31]。

QuEChERS 是在分散固相萃取基础上开发的前处理技术, 
原理与固相萃取类似。QuEChERS 的优势在于样品经有机

试剂提取后, 转移上清液至 QuEChERS 净化管中, 涡旋振

荡、离心, 经滤膜过滤后即可上机分析, 处理速度更快, 选
择性、适应性更强, 近年来, 被越来越多的应用与农药残

留及兽药残留检测。 
本研究比较了 3 种固相萃取柱(C18, MCX, HLB)与

QuEChERS 试剂盒的回收效率, 结果见图 5。C18 柱在牛肉、

牛肝基质中的回收率低于 60%; MCX 柱在牛肉、牛肠基质

中的回收率低于 60%; HLB 柱在牛肝、牛心基质中的回收

率低于 50%; QuEChERS 试剂盒的回收率优于这 3 种固相

萃取柱, 在 7 种基质中的回收率均大于 75%。因此, 选择

QuEChERS 前处理法作为本研究的净化方法。 
 

 
 

图 5  4 种前处理方式的回收率 
Fig.5  Recoveries of the 4 kinds of different pretreatment processes 

 

2.4  方法验证 

2.4.1  线性范围、检出限、定量限 
在 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0 ng/mL 质量浓度范

围内绘制标准曲线, 内标物质量浓度为 5.0 ng/mL。如表 4
所示, 相关系数为 0.9996, 牛肉等 7 种基质的检出限为

1.0~2.0 μg/kg, 定量限为 3.0~6.0 μg/kg。满足表 1 所示各国

家和地区 BQP最高残留量检测要求, 可以为我国建立该物

质检验标准提供技术支持。 
2.4.2  基质效应评价 

超高效液相色谱 -串联质谱法中的基质效应 (matrix 
effect, ME)是指由于基质中的共流出组分(非目标化合物)
与目标化合物竞争电离所导致的离子增强或抑制的现象
[32–33]。本研究采用峰面积比值法(ME/%=目标分析物在基

质中响应信号的峰面积/目标分析物在纯溶剂中响应信号

的峰面积×100%)评价 7 种基质中的 ME[34]。 
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表 4  线性范围、检出限与定量限 
Table 4  Linear ranges, limits of detection and limits of quantitation  

基质 线性方程 相关系数 线性范围/(ng/mL) 检出限/(μg/kg) 定量限/(μg/kg) 

牛百叶 

Y=1.912484X+0.042523 0.9996 0.5~20.0 

1.5 5.0 
牛肚 1.0 3.0 
牛肉 1.0 3.0 
牛肠 1.5 5.0 
牛肝 2.0 6.0 
牛心 1.0 3.0 
牛肾 1.0 3.0 

 
当 ME>100%时, 表现为基质增强效应; 当 ME<100%

时, 表现为基质减弱效应; ME=100%, 则不存在基质干扰

现象。通常认为当 80%<ME<120%时, 表明 ME 不明显; 当
ME>120%或 ME<80%, 该分析物表现出较强的 ME。 

在牛肉及其组织空白样品中添加 5 μg/kg 浓度的标准

物质 , 经 1% 氨水 - 甲醇 (2:8, V:V) 超声提取后 , 使用

QuEChERS 试剂盒净化, UPLC-MS/MS 检测, 内标法定量

分析, 重复测量 3 次。基质效应评价结果如图 6 所示, 巴
喹普林在 7 种牛肉组织中均表现为基质减弱效应, 在牛肝

中 基 质 效 应 最 强 , ME 为 75.45%, 在 其 他 基 质 中 , 
80%<ME<90%, 表现为 ME 不明显。 

降低 MEs 的常用方法包括: 优化前处理条件、色谱分 
 

 
 

图 6  不同基质中 BQP 的 MEs 
Fig.6  MEs of BQP in different matrix samples 

离条件、质谱分析条件, 使用内标物质, 基质匹配标准溶

液等[35–36]。本研究在优化色谱和质谱条件的基础上, 通过

添加内标物质降低 ME, 经同位素内标校正后, BQP在所有

基质中的回收率显著提升, 达到 101%~111%(图 7)。 
 

 
 

图 7  同位素内标对 BQP MEs 的校正作用 
Fig.7  Correction for MEs of BQP by isotopic internal standards 

 
2.4.3  回收率及精密度 

在牛肉及其组织空白样品中分别添加 3 个浓度(5、
10、50 μg/kg)水平的标准物质, 每个浓度重复测试 6 次, 
结果见表 5。平均回收率为 89.71%~103.94%, 相对标准

偏差为 0.95%~6.58%。准确度和精密度均满足实验室日常

检测要求。 
 

表 5  加标回收率及相对标准偏差 
Table 5  Recoveries with added standard and relative standard deviations 

基质 
5 μg/kg 10 μg/kg 50 μg/kg 

回收率/% 相对标准偏差
/% 

回收率/% 相对标准偏差
/% 

回收率/% 
相对标准偏

差/% 
牛百叶 100.75 5.42 100.71 1.16  98.26 2.42 
牛肚  99.21 0.95  98.55 6.27  98.12 1.94 
牛肉  97.49 6.50 100.29 2.46 101.37 3.42 
牛肠  93.21 5.42  94.88 4.56  99.00 2.06 
牛肝  91.01 4.40 103.94 6.06 100.19 2.60 
牛心 100.17 6.58  98.09 5.99  98.10 2.23 
牛肾  89.71 3.17  94.92 2.03  95.79 5.12 
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2.4.4  实际样品检测 
为验证该方法的适用性, 本研究对娄底市区及其下

属 4 个县市采集的 50 份样品进行分析, 实际样品平行测定

3 次, 共有 2 份样品检出 BQP, 分别为牛肝: 12.83 μug/kg; 
牛肉: 21.55 μg/kg, 其中, 牛肝阳性样品 BQP 残留量低于

表 1 所示各国家和地区 BQP 最大允许残留量要求; 牛肉阳

性样品在表 1 中无对应基质。检测结果表明: 该检测方法

准确高效, 能够快速完成大批量样品的 BQP 残留量筛查, 
有助于进一步完善兽药使用规范和残留限量标准。 

3  结  论 

本研究针对磺胺类抗菌增效剂巴喹普林缺乏相关检

测 标 准 等 问 题 , 开 发 了 一 种 基 于 QuEChERS 结 合

UPLC-MS/MS 测定牛肉及其组织中 BQP 残留的快速检测

方法, 该方法在线性范围、灵敏度、精密度、重复性等方

面得到良好的验证。经 10 mL 1%氨水-甲醇(2:8, V:V)提取

和 QuEChERS 试剂盒净化, 可以有效地去除牛肉及其组织

中的干扰杂质, 适用于多种基质, 能够获得出色的纯化和

回收效果, 快捷高效, 且使用该方法能够在短时间内完成

处理大批量样品的前处理, 可以作为牛肉及其组织中 BQP
残留量的快速检测方法。 
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