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摘　要 :目的 　建立一种高效液相色谱方法测定鳗鱼中环丙沙星、恩诺沙星和恶喹酸 3 种喹诺酮类药物残留量。

方法 　试样用含 1 %乙酸的乙腈提取 ,用正己烷脱脂、浓缩 ,缓冲盐 + 乙腈 (80 + 20 ,体积分数) 溶解 ,超高速离心净

化 ,用荧光检测器测定 ,外标法峰面积定量。结果 　试样在 1010～6010μgΠkg范围内校正曲线呈良好的线性关系 ,3

种物质的相关系数都在 01999 以上。加标回收率 :恶喹酸为 8714 %～10511 % ,环丙沙星为 7010 %～8517 % ,恩诺沙

星为 7610 %～9218 % ,相对标准偏差均小于 10 % ;检出限 :恶喹酸为 114μgΠkg ,环丙沙星为 217μgΠkg ,恩诺沙星为

115μgΠkg。结论 　该方法操作简单、快捷 ,结果准确、可靠。
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Abstract : Objective 　To determine three kinds of quinolones (ciprofloxacin , enrofloxacin and oxclinic acid ) residues in eels

by high performance liquid chromatography ( HPLC) . Method 　The samples were extracted with 1 % acetic acid2acetonitrile ,

then defatted with hexane and concentrated by evaporation. The residues were dissolved in the buffer2acetonitrile. After high2speed

centrifugation , the solutes were determinated by HPLC - FLD , and quantified by external standard method. Results 　The linear

ranges of standard curves were 1010～6010μgΠkg , and the correlation coefficients were more than 01999. The recoveries in

spiked samples of Oxolinic acid , Ciprofloxacin hydrochloride and Enrofloxacin were 8714～10511 % , 7010～8517 % and 7610～

9218 % , respectively. The RSDs were all below 10 %. The detection limits of Oxolinic acid , Ciprofloxacin hydrochloride and

Enrofloxacin were 114μgΠkg , 217μgΠkg and 115μgΠkg , respectively. Conclusion 　The method could be simple , fast , accurate

and credible.
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　　环丙沙星、恩诺沙星和恶喹酸是属喹诺酮类药 ,

具有抗菌谱广、高效、组织穿透能力强、价格低廉等

特点 ,广泛使用于水产动物的细菌性疾病 ,对疖疮

病、赤鳍病、红点病、溃疡病、肠炎病等有非常好的疗

效 ,还常用于池塘与水体的消毒 ,有时还作为饲料添

加剂促进动物生长 ,提高生长速度与产量。喹诺酮

类药物的残留主要表现为毒性反应和耐药性 ,可引

起软骨毒性、消化系统不良反应、神经症状和生殖毒

性 ,具有潜在的致癌性 ,因此其残留问题已经引起了

人们的广泛关注。我国及世界卫生组织、欧盟、日本

等国家和组织都将其列入限制使用的兽药名单中 ,

并制定了相应最高残留限量 (MRL) 。中国、欧盟、韩

国等制定恶喹酸的 MRL 为 100～300μgΠkg ,恩诺沙

星和环丙沙星之和的 MRL 为 30～100μgΠkg ;日本规

定鳗鱼中恶喹酸的 MRL 为 5010μgΠkg ,环丙沙星与

恩诺沙星均为 1010μgΠkg ,本方法的定量限能达到

国际最高残留限量要求。

1 　材料与方法

111 　仪器与试剂

高效液相色谱仪 (Agilent 1200 配荧光检测器) 、

匀浆机 ( IKA T25) 、低速离心机 (上海安亭 TGL -

16C) 、超高速离心机 (上海安亭 TDL - 5 - A) 、旋转蒸

发仪 (上海亚荣 RE - 52c) 、超纯水机 (Milli - Q) 、涡

旋振荡器 (德国 IKA) 、肉样组织粉碎机 ( PHILIPS) 、

电子天平 (岛津 AY220) 。

乙腈、正己烷、乙酸、磷酸、三乙胺为分析纯 ,天

津市化学试剂一厂 ;乙腈 色谱纯 ,德国 Sigma ;超纯

水 ;恶喹酸、环丙沙星、恩诺沙星标准品 (纯度 ≥

99 %) ,德国 DR。
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112 　溶液的配制

标准储备溶液 　分别称取适量环丙沙星、恩诺

沙星、恶喹酸标准品用乙腈配制 ,浓度为 100μgΠml ,

在 - 20 ℃冰箱里可保存半年。

标准工作液 　分别准确吸取适量环丙沙星、恩

诺沙星、恶喹酸标准储备液 ,用乙腈配成浓度为

1μgΠml标准液 ,于 - 20 ℃冰箱保存 ,可保存一个月。

试样提取液 　乙腈 + 乙酸 (体积分数 ,100 + 1) ;

缓冲液 　900 ml 水加入 3 ml 三乙胺 ,用磷酸调 pH

值至 310 ;定容液 　缓冲液 + 乙腈 (80 + 20) 。

113 　方法

11311 　试样提取 　准确称取 510 g 已捣碎混匀的组

织试样于 50 ml 离心管中 ,加入 24 ml 试样提取液 ,

用匀浆机以14 000 rΠmin速度均质 30 s ,另取 24 ml 试

样提取液以14 000 rΠmin速度洗涤匀浆刀 ,该提取液

留作第二次提取用。将第一次提取液以4 500 rΠmin

速度离心 5 min ,把上清液转移至 50 ml 具塞比色管 ,

下层残渣用玻棒捣碎后加入 24 ml 第二次提取液进

行提取 ,在涡旋振荡器上振荡 1 min 后以4 500 rΠmin

速度离心 5 min ,合并上清液至 50 ml 具塞比色管中 ,

用提取液定容至 50 ml ,摇匀备用。

11312 　试样净化 　吸取 15 ml 试样提取液至 50 ml

具塞离心管中 ,加 5 ml 正己烷 ,在涡旋振荡器上振

荡 30 s ,静置 10 min ,弃去上层正己烷及少量杂质 ,

下层溶液中再加入 5 ml 正己烷 ,重复净化步骤 ,弃

去上层正己烷。吸取 10 ml 下层溶液至鸡心瓶中以

40 ℃旋转蒸发至干 ,残渣用 110 ml 定容液 (缓冲液

+ 乙腈 ,80 + 20)和 015 ml 正己烷溶解 ,将鸡心瓶置

于超声波水浴中振荡 115 min ,涡旋振荡 30 s ,吸取

溶液 ,以15 000 rΠmin离心 5 min ,取中层液经 0145μm

滤膜过滤后进行液相色谱分析。

11313 　色谱条件 　由于环丙沙星、恩诺沙星与恶喹

酸的最佳色谱条件差异较大 ,须分两次进样进行液

相色谱分析。其色谱条件见表 1。

表 1 　色谱条件

条件 环丙沙星、恩诺沙星 恶喹酸

色谱柱
Agilent

ZORBAX
SB - C18 250 mm ×

416 mm ×5 mm

流速 (mlΠmin) 110 110

进样体积 (μl) 20 20

流动相 (缓冲液Π乙腈) 86Π14 70Π30

柱温 ( ℃) 40 35

激发波长 (nm) 280 265

发射波长 (nm) 460 380

11314 　校正曲线绘制 　分别准确吸取1μgΠml环丙

沙星、恩诺沙星、恶喹酸标准液 1 ml 置于 100 ml 容

量瓶中 ,用定容液 (缓冲液 + 乙腈 :80 + 20) 稀释至刻

度 ,摇匀配成 10 ngΠml混合标准液 ,按同样方法配备

20、30、40、50、60 ngΠml的混合标准液 ,进行液相色谱

分析 ,做校正曲线。

11315 　样品测定 　取试样待测液 20μl 进行液相色

谱分析。

2 　结果与讨论

211 　提取条件及净化条件的选择 　动物食品中喹

诺酮类药物一般采用乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯等有

机溶剂及其与乙酸、磷酸、氨水等的混合溶液进行提

取 ,以乙腈和乙酸的混合溶液作为提取液较多。本

实验曾用乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯对喹诺酮加标试

样进行提取作比较 ,以乙腈对 3 种喹诺酮的回收率

较高。再分别以乙腈、含 1 %乙酸的乙腈、含 1 %磷

酸的乙腈、含 3 %乙酸的乙腈作提取液进行比较 ,实

验结果显示纯乙腈与含 1 %乙酸的乙腈对 3 种药物

同时有较好的回收 (结果见图 1) 。本方法选用含

1 %乙酸的乙腈作试样提取液。本方法只取 50 ml

提取液中的 10 ml 提取液进行浓缩 ,大大缩短检验

时间 ,减少了空气污染。

试样净化常用方法有液液萃取法和固相萃取小

柱净化。本方法采用正己烷对去脂和去杂质有较好

的作用 ,比较 SPE净化更省时、省成本且操作简易。

提取液 :11 二氯甲烷 ;21 乙酸乙酯 ;31 含 3 %乙酸乙腈 ;

41 含 1 %磷酸乙腈 ;51 乙腈 ;61 含 1 %乙酸乙腈

图 1 　回收率与不同提取液关系曲线

212 　色谱条件的优化 　环丙沙星、恩诺沙星、恶喹

酸在含一定比例乙腈的酸性水溶液中能有效分离 ,

但色谱峰容易拖尾 ,加入少量三乙胺能获得更好的

峰形。而流动相的 pH 值对 3 种药物的分离也有影

响。本方法选用磷酸水溶液作为流动相组成部分 ,

并对不同 pH(3、4、5、6) 的磷酸水溶液进行比较 ,实

验结果表明 ,在相同流动相比例条件下 ,随着流动相

pH的降低 ,目标峰的保留时间延长 ,且与干扰峰完

全分开 ,故本方法选用 pH 3 的磷酸水溶液 + 三乙胺

(900 + 3 ,体积分数)为缓冲液 ,与乙腈组成流动相 ,3

种喹诺酮得到很好的分离 ,且目标峰尖锐、对称。见

10 ngΠg加标回收色谱图 2、3。

213 　校正曲线与检出限 　用1μgΠml 环丙沙星、恩

诺沙星、恶喹酸标准溶液分别配制成 10、20、30、40、
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图 2 　添加 10 ngΠg恶喹酸的加标回收色谱图

50、60 ngΠml的混合标准溶液 ,按该方法进行色谱测

定。以标准浓度 (ngΠml)为 x 值 ,标准峰面积为 y 值

进行线性回归 ,求得线性方程 ,以 3 倍信噪比为检出

限 ,以 10 倍信噪比为定量限。数据见表 2。

214 　方法的准确度和精密度 　将 3 种药物在空白

基质鳗鱼中加入 10、20、50 ngΠg 3 个浓度水平 ,分别

　　

图 3 　添加 10 ngΠg环丙沙星与恩诺沙星的加标回收色谱图

进行加标回收试验 ,以回收率表示方法准确度 ,以每

个水平的 10 次测定数据的相对标准偏差做方法精

密度 ,结果见表 3。恶喹酸为 8714 %～10511 % ,环

丙沙星为 7010 %～8517 % ,恩诺沙星为 7610 %～

9218 % ,相对标准偏差均小于 10 % ,说明该方法精密

度好 ,稳定可靠。

表 2 　校正曲线数据

名称 线性范围 (ngΠml) 曲线方程式 相关系数 检出限 (ngΠg) 定量限 (ngΠg)

环丙沙星 1010～6010 y = 01495 0 x - 01016 3 01999 2 217 819

恩诺沙星 1010～6010 y = 11291 3 x - 01052 4 01999 5 115 511

恶喹酸　 1010～6010 y = 01843 7 x - 01302 0 01999 8 114 416

表 3 　方法回收率和精密度试验结果 ( n = 10)

添加
浓度
(ngΠg)

环丙沙星 恩诺沙星 恶喹酸

平均回
收率 ( %)

RSD
( %)

平均回
收率 ( %)

RSD
( %)

平均回
收率 ( %)

RSD
( %)

10 7817 4147 8519 6184 9614 3163

20 7416 4153 8510 5161 9412 4192

50 7513 5106 8318 5146 9217 6111

215 　方法应用 　本方法不仅适用于鳗鱼肌肉 ,还适

用于其他水产品肌肉 ,其 3 种药物的回收率略高于

鳗鱼的回收率。

3 　小结

本方法用含 1 %乙酸的乙腈提取 3 种喹诺酮类

药 ,有快速、灵敏、精确、操作简便的特点 ,并能满足

出口检验检疫要求。
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消息 (二) 如何区分无公害食品、绿色食品、有机食品

无公害是食品的一种基本要求 ,所有食品都应达到这一要求。绿色食品是从“普通食品”向“有机食品”

发展的一种过渡性产品 ,经农业部门认证推广 ,分 A 级和 AA 级两种。其中 ,A 级绿色食品允许在生产过程

中限量使用化学合成物质 ;AA 级绿色食品则较为严格地要求不使用化学合成物质。有机食品与无公害食

品、绿色食品的最显著区别在于 ,在生产和加工过程中绝对禁止使用农药、化肥、除草剂、合成色素、激素等

人工合成物质 ,其生产难度更大。
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