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摘要：建立高效液相色谱串联三重四极杆方法（HPLC-MS/MS），对喹烯酮在刺参体壁中的未知代谢物进行定性检测和结构解

析。单次投喂刺参含喹烯酮 20 mg/kg 的饲料，24 h 后转入清洁海水中 72 h，实验期间定时取样去除内脏进行分析。本研究采用乙腈

直接提取浓缩至干后定容检测和盐酸酸解后过 SPE 柱富集净化检测两种前处理方式对刺参体壁中的喹烯酮和可能代谢物进行提取和

净化。采用 ACQUITYTM UPLC ® BEH C18（2.1 mm  50 mm，1.7 μm）色谱柱，乙腈（0.1% HCOOH）和水（0.1% HCOOH）为流

动相，对未知代谢物样品进行梯度洗脱分离，电喷雾离子源（ESI）正离子，Fullscan-Data Dependant scan （Fullscan-DDA）扫描方法

进行检测。通过检测组分与已知喹烯酮和代谢物标准品的一级母离子和二级碎片离子对比，在刺参体壁中确认了已知代谢物 MQCA

（3-甲基喹恶啉-2 羧酸），并首次发现了另 4 种可能代谢物。 
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Abstract: A high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) method was established to conduct 

qualitative analysis and structural elucidation of the unknown quinocetone metabolites in the body wall of Apostichopus japonicus. Apostichopus 

japonicus were exposed to the one-time feed containing 20 mg/kg of quinocetone for 24 h, and then were transferred to clean seawater for 72 h. 

Sea cucumber samples were collected regularly during the experiment for analysis after removal of the viscera. In this study, acetonitrile was 

used for direct extraction, the extract was dried, and the dried sample was reconstituted in a volumetric flask. After hydrochloric acid hydrolysis, 

sample enrichment and purification were performed on a solid-phase extraction (SPE) cartridge to detect the quinocetone in the Apostichopus 

japonicus body wall due to the two pre-treatments as well as to extract and purify the possible metabolites. The metabolites were separated on an 

ACQUITYTM ® BEH C18（2.1 mm50 mm, 1.7 μm）column by gradient elution with acetonitrile-water (containing 0.1% formic acid) as the 

mobile phase, and were detected using full-scan-data-dependent scan (Fullscan-DDA) by positive ion electrospray ionization (ESI+). By 

comparing the MS1 and MS2 ions of the test sample with those of quinocetone and other metabolite standards, the metabolite MQCA 

(3-methyl-quinoxaline-2-carboxylic acid) was identified in Apostichopus japonicus body wall, along with other four possible, metabolites for the 

first time.  

Key words: high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry; full-scan-data dependent scan; quinocetone; 

Apostichopus japonicus; metabolite identification  

 

喹烯酮(Quinocetone)是中国农业科学院兰州畜牧

与兽药研究所研制的喹噁啉类促生长添加剂，是我国 
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首创的一类新药[1]，可促进生长并提高饲料转化率，

对多种肠道致病菌(特别是革兰氏阴性菌)有抑制作

用，能明显降低畜禽腹泻发生率[1]，适用于猪、家禽

及水产的防病、促生长[3]。与卡巴氧、喹乙醇等已明

令禁用的喹噁啉类药物相比，喹烯酮药效高，毒性低、

使用相对安全，在家禽、家畜和水产动物的养殖生产

中已得到大范围的使用。刺参作为高经济价值水产动



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.11 

14 

物，人工养殖难度大、成本高，为增加产量，提高经

济效益，喹烯酮在刺参养殖生产中使用也非常频繁。 

喹噁啉类药物在动物体内代谢过程复杂，药理学

和毒理学对传统的喹噁啉类药物研究表明此类化合物

的毒性和代谢密切相关[4]。作为卡巴氧和喹乙醇的替

代药物，喹烯酮在结构和理化性质上非常相似，具有

相同的 N-杂环母核结构，其代谢物和代谢途径也可能

存在相似性。虽然毒性远低于传统喹噁啉类药物，但

已有文献报道，喹烯酮具有遗传毒性和肝毒性[4,7]。原

药及其代谢物在刺参体内的残留特征和代谢产物的研

究，对确定刺参体内的喹烯酮残留靶组织和残留标示

物，进而保障刺参养殖产业的健康、可持续发展有积

极和深远的意义。 

目前关于喹烯酮药物代谢动力学及代谢物的研

究主要集中于禽畜中[8~11]，水产动物中喹烯酮的药动

学及代谢研究相对较少，且局限于鱼类。刘永涛等采

用HPLC研究了喹烯酮在鲤和斑点叉尾鮰体内的药动

学模型和组织分布[12]，李佳蔚等采用 HPLC 研究了喹

烯酮在大菱鲆中的喹烯酮药动学规律[13]，然而喹烯酮

在水产动物体内药物代谢行为和代谢物的研究鲜有人

涉及。徐英江等研究了喹烯酮在刺参中的代谢，但是

仅限于对体内药时曲线描述和常规药动学参数测定
[14]，体内的代谢行为研究和代谢物鉴定也基本处于空

白。 

本研究以刺参幼参为实验动物，对喹烯酮在刺参

体内的代谢行为和未知代谢物进行全面地定性分析。

由于喹烯酮在刺参体内的药物浓度远远低于在其它动

物源食品中的浓度[14]，预测其可能代谢产物浓度也应

较低，采用最常见的 HPLC 应无法满足本实验需要。

因此本实验采用高灵敏、高专属的 LC-MS/MS 对刺参

体壁内的喹烯酮代谢产物进行检测，并和喹烯酮标准

品、已知喹噁啉类的代表代谢产物 MQCA 标准品的

质谱图进行比较和分析，对未知代谢物进行结构推测

和确证，对代谢物的体内消除规律进行初步评价。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要仪器与试剂 

超高效液相色谱 -串联质谱仪（Unimat 3000 

&Thermo Vantage，Thermofisher USA），高速控温离

心机（30K，sigma，USA），氮吹仪（N-EVAPTM112，

Organomation Associates，USA），超纯水仪（Milli-Q 

Gradient，Millipore，France），超声波清洗器（KQ-600E，

昆山市超声仪器有限公司），旋转蒸发仪（IKA）。 

甲醇、乙腈（色谱纯），二氯甲烷（色谱纯），甲

酸（优级纯）。喹烯酮和 MQCA（3-甲基喹恶啉-2 羧

酸）标准品（购自德国 Dr. Ehrenstorfer 公司）纯度不

小于 98%。  

标准溶液的配制：分别称取适量喹烯酮、MQCA

标准品，甲醇溶解，配成 100 mg/L 储备溶液，使用前

流动相稀释至所需质量浓度。 

1.1.2  实验方案 

由于喹烯酮水溶性较差，不适宜对刺参进行药浴，

养殖过程中是通过将喹烯酮添加到饲料中饲喂，来达

到抑制肠道致病菌，提高饲料利用率的目的[15]。本实

验根据实际使用方法，将喹烯酮、市售升索刺参饲料

和 50%海泥混合均匀，制成含喹烯酮 20 mg/kg 的饲

料。 

由当地养殖场采购大小均匀的刺参苗种（体重

15~20 g），经抽样检测不含喹烯酮[16]，在玻璃鱼缸中

暂养 2 个周后，经检查生理状态和生长情况正常后，

将 200 头刺参随机分为实验组和对照组。实验组投喂

添加喹烯酮 20 mg/kg 的饲料，对照组投喂无添加喹烯

酮的饲料，24 h 后换水暂养 72 h，分别在 0.5 h、1 h、

3 h、6 h、12 h、24 h、72 h 各时间点随机采样 5~10

只去除内脏，打成混合匀浆供检测用。 

1.2  样品前处理方法 

方法 1：称取 5.00 g 匀浆样品，加入 25 mL 乙腈，

漩涡震荡 1 min，超声 30 min，然后在 0 ℃下 10000 

r/min 离心 20 min。将上清液转移到 50 mL 鸡心瓶中，

在 40 ℃下旋转蒸干。用 1 mL（含 0.1%甲酸）甲醇水

（70:30，V/V）定容，在 0 ℃下 15000 r/min 离心 5 min，

取清液过 0.22 μm 聚四氟乙烯滤膜，待测。 

方法 2：称取 5.00 g 匀浆样品，加入 5 mL 2 mol/L

盐酸，超声提取 1 h，4 ℃下 10000 r/min 离心 10 min。

MAX 柱先用 3 mL 甲醇 3 mL 2 mol/L 盐酸活化，加入

离心管中的上清液，用 3 mL 乙酸钠甲醇溶液淋洗，

12 mL 二氯甲烷洗脱收集，3 mL 含 2%甲酸的乙酸乙

酯洗脱收集。40 ℃下氮气吹干，加入 1 mL（含 0.1%

甲酸）甲醇水（70:30，V/V）定容，在 0 ℃下 15000 r/min

离心 5 min，取清液过 0.22 μm 聚四氟乙烯滤膜，待测。 

1.3  液相色谱串联质谱条件 

色谱柱：ACQUITYTM UPLC ® BEH C18（2.1mm 

50 mm，1.7 μm），色谱柱温度：35 ℃，流动相：A 0.1%

甲酸乙腈；B 0.1%甲酸水，流速：0.3 mL/min，洗脱

梯度为 0.0 min→A 5%，2.5 min→A 10%，7.5 min→A 

40%，9 min→A 100%，11.5 min→A 5%，15 min→A 
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5%。 

离子源：电喷雾离子源；扫描方式：正离子扫描；

检测方式：全扫描-数据依赖扫描（Fullscan-Data 

Dependant scan）；电喷雾电压（V）：3500；壳气（Psi）：

40；辅助气（L/min）：3；离子传输管温度（℃）：350；

二级扫描信号触发阈值：10
4；二级碰撞能量变化率（V 

per m/z）：0.0350；碰撞能量差值（V）：35；碰撞气

（mTorr）：1.0。 

2  结果与分析 

2.1  喹烯酮裂解规律及可能裂解途径 

由于喹烯酮碎片离子很多，直接采用 LC-MS/MS

分析出碎片的裂解途径相对困难。因此本研究采用了

源内诱导解离（Source CID），使喹烯酮发生源内裂解，

直接生成特征二级碎裂质谱，然后再对碎片离子进行

数据依赖扫描，对残留喹烯酮及其主要碎片离子再进

行 CID 碰撞碎裂，检测到类似于 MS
3的多级子离子，

从而对多碎片离子进行归属和结构确认。 

通过一级离子的二级碎片全扫描可以看到喹烯

酮的主要碎片离子有 273、245、231、197、167、143、

102 等，通过对碎片离子进行二次碎裂扫描后发现，

245 可以打碎出 231、167；273 中有 245、231、167；

197 打碎后出现了 143 和 102；143 打碎出现了 102 和

75 如图 1。推断喹烯酮的裂解途径如图 2。 

 

 

图 1喹烯酮（m/z：307）的二级子离子谱及其主要碎片（m/z 245；m/z 273；m/z 197；m/z 143）离子的三级子离子图 

Fig.1 MS2 spectra of quinocetone (m/z 307) and MS3 of its main fragments (m/z 245; m/z 273; m/z 197) 

 

图 2 喹烯酮的二级质谱裂解途径[17~20] 

Fig.2 Proposed fragmentation pathway of quinocetone[17-20] 

2.2  喹烯酮代谢物确证和结构解析 

2.2.1  代谢物筛选 

通过质谱一级扫描，再与空白对照组的一级全扫

描图进行对比，找到如图 3：D1（m/z：275，t=9.13 min）、

D2（m/z：291，t=6.51 min）、D3（m/z：307，t=8.11 min）、

D4（m/z：309，t=8.17 min）、D5（m/z：309，t=8.85 min）、

D6（m/z：293，t=9.68 min）和 D7（m/z：189，t=4.06 

min）质谱总离子流图和如图 4 的各个目标代谢物离

子的 2 级质谱扫描图。 

 
图 3各种代谢物的总离子流图 

Fig.3 TICs of quinocetone metabolites in sea cucumber 

2.2.2  D1 代谢物的结构分析 

D1 代谢物分子量 275 比原型药喹烯酮少了 32 
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Da，二级离子的裂解碎片 247、169 与原型药喹烯酮

的 245、167 多 2 Da。裂解碎片 143 与原形药裂解碎

片主要相同。D1 的液相保留时间比喹烯酮标准品偏

后，说明化合物极性降低。由此推断喹烯酮的N O断

裂脱双氧得到的产物，其可能的分子结构式和裂解途

径如图 5。 

 

图 4喹烯酮的主要代谢物与喹烯酮原药的 MS
2
质谱图 

Fig.4 MS2 spectra of quinocetone and its metabolites D1, D2, 

D3, D4, D5, D6, and D7 

 

图 5代谢物 D1（m/z：275）的结构式及可能裂解 

Fig. 5 Proposed fragmentation pathway of D1 (m/z 275) 

2.2.3  D2 代谢物的结构分析 

D2（m/z：291）代谢物较原药喹烯酮（m/z：307）

少了 16 Da，分子离子的裂解碎片 245、143 与原型药

喹烯酮的 245、143 主要碎片基本相同，说明可能是喹

烯酮的N O断裂，脱去一个氧后得到的脱一氧产物，

但无法判断是N1-脱氧喹烯酮还是N4-脱氧喹烯酮（结

构式如图 7）。 

2.2.4  D3 代谢物的结构分析 

D3 代谢物的分子量与喹烯酮的分子量一致，出

峰时间也相吻合，一级母离子和二级子离子碎片与标

准品的质谱离子图基本一致（如图 4），可以断定 D3

是原型药喹烯酮（结构式如图 7）。 

2.2.5  D4、D5 代谢物的结构分析 

D4、D5 代谢物质量数均为 309 Da，保留时间分

别为 8.17 和 8.80 min，提示它们存在结构差异。D4、

D5 的主要碎片 275、247 较喹烯酮的 273 和 245 多了 

 

2 Da，提示 D4、D5 相对喹烯酮加了两个氢发生了还

原反应。D4 中碎片较多，且出现 104 碎片，比喹烯酮

的 102 多了 2 Da，提示 D4 可能为喹噁啉环还原。D5

的 143,103 的低端子离子碎片与喹烯酮一致，说明 D5

的还原在侧链上，可能为羰基还原（结构式如图 7）[18]。 

2.2.6  D6 代谢物的结构分析 

D6（m/z：293）较原型药喹烯酮少 14Da，比代

谢物 D2 多 2Da，提示它为脱一氧喹烯酮的加氢代谢

物。D6 子离子谱中可以看到 91、144、185、233 的子

离子，应为3-甲基-2-喹恶啉苯丙烯醇-N4-一氧化物（结

构式如图 7）。 

2.2.7  D7 代谢物的结构分析 

D7 化合物与原型药物喹烯酮 2 级碎片离子对比，

发现喹烯酮的 MS
2低质量端与 D7（m/z 189）的 MS

2

碎片相吻合，通过图 6 代谢物 D7 与标准品 MQCA(3-

甲基喹恶啉-2-羧酸)的 MS
2质谱图对比，D7 与 MQCA

的裂解相似度很大，而且液相色谱的出峰时间也一致。

因此推断 D7 化合物即为 MQCA，这一结果与文献报

道相一致[14]（结构式如图 7）。 

 

 
图 6代谢物 D7(m/z 189)与 MQCA(3-甲基喹恶啉-2-羧酸)的 MS

2

质谱图 

Fig.6 Spectra of the metabolite D7 (m/z 189) and the reference 

standard MQCA (m/z 189) and the chemical structure of 

MQCA 

通过以上分析可以得到喹烯酮可能的代谢途径

及主要代谢产物如图 7。 
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图 7 喹烯酮可能的药物代谢及主要代谢产物 

Fig.7 Proposed metabolic pathways of quinocetone and the 

metabolites in sea cucumber 

3  讨论 

3.1  样品前处理方法的确定 

刺参为低等海洋生物，其生理结构和特性不同于

常见的禽畜和普通水产，其体壁主要是由一些糖类和

蛋白组成，因此在提取过程中需要考虑药物及其代谢

物在刺参体壁中的存在形态。关于喹烯酮代谢的相关

文献均未有II相代谢的报道，因此暂不考虑II相代谢产

物前处理降解的问题，采用酸水解的方法将可能与糖

或蛋白结合的原型药物及代谢物释放出来。本研究采

用乙腈直接提取法和盐酸酸解后固相萃取（SPE）法

提取离子型化合物，对蛋白结合态的、离子态存在的

代谢物尽量完全提取，尝试了强阴离子交换柱

（MAX）、强阳离子交换柱（MCX）、复合离子交换

柱（MCAX）等，发现在MAX柱上能够得到足够多的

疑似代谢物。乙腈提取法能够得到的疑似代谢物不多，

但是对于个别代谢物有比较好的响应，比如D6代谢

物。 

通过对喹烯酮标准品质谱条件优化，得到相应的

质谱和液相参数。由于喹烯酮代谢物具有与原药相似

的特征官能团，在二级质谱上能看到相同或相似的碎

片和中性丢失。因此，本研究以喹烯酮的质谱条件作 

 

为研究喹烯酮代谢物的条件，采用全扫描-数据依赖二

级扫描的采集模式，首先在一级全扫描中寻找疑似代

谢物，然后再根据喹烯酮标准品和已知代谢物MQCA

标准品的二级子离子碎片进行化合物确证和未知代谢

物推导。 

3.2  喹烯酮在刺参中的代谢特征 

文献报道喹噁啉类药物在动物体内代谢过程较复

杂，主要的代谢过程为喹噁啉上的较活泼的 N-O 基团

还原脱氧，生成脱氧代谢物，再发生侧链断裂反应，

生成羧酸及其衍生物[17~19]。喹烯酮具有-N1,N4-二氧化

物的基本结构，侧链上有羰基和双键，极易发生烯醇

互变和化学键重排，因此有多代谢位点，可以发生N-O

基团还原、羰基还原、双键还原、侧链羟基化、甲基

化和乙酰化等多种代谢。其中刘兆颖、沈建忠等在大

鼠、猪和鸡的喹恶啉代谢物研中发现了 20~40 种喹恶

啉类代谢物[17~20]。 

由于喹烯酮本身口服生物利用度较低[21]，刺参给

药采用是饲料投喂的方式，喹烯酮及其代谢物在刺参

体内的药物浓度比普通的水产动物更低。此前的实验

通过 HPLC 仅能检出喹烯酮和 MQCA，无法检测到更

多的代谢物，也无法对检出化合物进行结构解析和定

性。本实验采用液相色谱串联质谱（LC-MS/MS），凭

借仪器方法的高灵敏度和高专属性，在给药后的刺参

体壁样品中除原型和已知代谢物 MQCA 外，还首次

在刺参中检出了单脱氧、双脱氧、羰基还原等多个代

谢产物，与猪、鸡中检出的主要代谢产物一致，符合

喹噁啉类药物的共同代谢机理[19]，检测化合物可能代

谢类型见表 1。本次试验检出代谢物６个，数目与猪、

鸡等相比相对较少。这可能与本实验的研究对象刺参

是低等水生动物，与其他文献中研究的高等动物在生

理结构和代谢酶系上有很大的差别有一定关系。这与

文献报道喹烯酮代谢有明显种属差异一致。 

文献报道喹烯酮在猪、鸡等哺乳类动物中口服给

药后，在体内广泛分布，吸收和消除都较快，口服给

药符合一级动力学模型，消除半衰期为 3.5~4 h
[1]。喹

烯酮在鲤、斑点叉尾鮰和大菱鲆的消除半衰期为 2~5

ｈ[12]。由于没有除 MQCA 外的代谢物标准品，也无

法预估各代谢物的前处理回收率和质谱响应，因此无

法对主要代谢物的总代谢率和 mass balance 进行预

估，仅能根据检测得到的喹烯酮及其可能代谢物的峰

面积，以非房室模型对各代谢物的代谢特征进行表征，

计算得到刺参体壁内的原药和代谢物的药物消除半衰

期(T1/2)见表 1 和图 8。 
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图 8 刺参体壁中喹烯酮及其代谢物消除趋势图 

Fig.8 Chart of elimination trends of QCT and its metabolites in 

the body wall of Apostichopus japonicus 

喹烯酮原型测得的消除半衰期 3 h，与其他动物体

内残留消除速率无明显差异。通过对表 1 中各个化合

物的半衰期对比发现 D5 与原型药物 D3 半衰期都较

短，说明 D5 为初级代谢产物，生物转化消除快，较

短的停药期后就不易被检测到；其余代谢物半衰期较

长，均在 24 h 以上，与原药有显著性差异。在 72 h

的停药期中，代谢物 MQCA（D7）的浓度不降反升，

说明 D7 应为最终代谢产物。 

比较各代谢物的消除半衰期可见，D5 与原型药物

D3 半衰期都较短，说明 D5 可能为初级代谢产物，生

物转化消除快，其余代谢物半衰期较长，均在 24 h 以

上，与原药有显著性差异。在 72 h 的休药期中，代谢

物 MQCA（D7）的浓度不降反升，说明 D7 还在生物

转化增加的过程中，很可能为代谢终产物。目前刺参

中的喹烯酮药物残留监控仍以喹烯酮原药为指标，由

本次试验可以看出，对喹烯酮在刺参体壁的药物残留，

除了将原药作为靶标残留物外，也应考虑对特征代谢

物进行监测和质量控制。 

表 1未知代谢物检测结果 

Table 1 Detection of the unknown metabolites 

化合物 保留时间/min 推测分子式 主要碎片离子 代谢模式 消除半衰期/h 

D1 9.10 C18H14N2O 247、169、143 脱二氧 72 

D2 6.51 C18H14N2O2 245、143、102 脱一氧 73 

D3 8.11 C18H14N2O3 273、245、143、102 原型 3 

D4 8.17 C18H16N2O3 275、247、143 羰基还原 27 

D5 8.80 C18H16N2O3 275、247、143 羰基还原 8 

D6 9.68 C18H16N2O2 275、247、233、185、144、91 脱一氧加氢还原 45 

D7 4.06 C10H8N2O2 145、143、118、102、92 羧酸衍生物 NA 

4  结论 

本文采用液相色谱串联质谱，通过 Fullscan-Data 

Dependant scan（Fullscan-DDA）扫描方法研究了喹烯

酮在刺参体壁中的代谢产物及其残留消除规律，给药

后的刺参体壁样品中除原型和已知代谢物 MQCA 外，

还首次在刺参中检出了单脱氧、双脱氧、羰基还原等

多个代谢产物，与猪、鸡中检出的主要代谢产物一致，

符合喹噁啉类药物的共同代谢机理。本次试验检出代

谢物６个，数目与猪、鸡等相比相对较少，这可能与

本实验的研究对象刺参是低等水生动物，与其他文献

中研究的高等动物在生理结构和代谢酶系上有很大的

差别有一定关系。但与文献报道喹烯酮代谢有明显种

属差异结果相一致[19~21]。 
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