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摘要：建立了一种可同时测定鸡可食性组织中环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星及沙拉沙星等多种残留的反相高效液

相色谱 ’荧光分析法。鸡的肌肉、皮和脂、肝、肾等 * 种组 织 经 不 同 () 值 的 磷 酸 二 氢 钾 缓 冲 溶 液 匀 浆 提 取，上 清 液

通过 *,( 固相萃取柱净化，以流动相洗脱。洗脱液经液 相 色 谱 分 离 后，用 荧 光 检 测 器 进 行 检 测（ 激 发 波 长 !(" +,，

发射波长 *#" +,），外标法 定 量。 对 鸡 的 * 种 组 织 进 行 添 加 回 收 率 测 定，结 果 显 示 方 法 在 添 加 水 平 为 !" ) ’""

!- . /-时药物的回收率约为 #’C 10 1 1’C *0，批间回收率测定值的相对标准偏差低于 !’0；环丙 沙 星、恩 诺 沙 星、沙

拉沙星的定量检出限为 !" !- . /-，达氟沙星为 * !- . /-。方法简单、快速，能满足常规兽药残留检测的需要。
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& & 环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星及沙拉沙星均属

于氟喹诺酮类抗菌药物（ATH），由于该类药物多具

有广谱、高 效、低 毒 等 特 点，因 此 应 用 颇 为 广 泛［,］。

在我国，上述 * 种 ATH 及相关制剂已先后被农业部

正式 批 准 作 为 兽 药 使 用。但 自 !" 世 纪 (" 年 代 以

来，越来越多的研究证实 ATH 可引起动物或人类的

耐药性问题。在许多工业化国家，对 ATH 耐药的沙

门氏菌和弯曲杆菌所引发的人类食源性疾病大多被

证实与 在 食 用 动 物 中 使 用 ATH 有 关［!，’］。 与 此 同

时，由于该类药物除部分被用作兽药外，尚有很多品
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种在人类临床治疗中使用，从而使得 !"# 相互之间

的交叉耐药问题同样不容忽视［#］。就目前看来，国

内亦有金黄色 葡 萄 球 菌 等 致 病 菌 对 !"# 的 耐 药 率

不断上升的报道［$］。因此，通过有效的技术手段对

动物组织中有关药物残留量进行检测以监督养殖企

业和养殖户，促使其严格遵守兽药使用过程中用药

剂量、疗程以及休药期的规定，依法合理使用此类抗

菌药物无疑是必要的。

$ $ 有关 !"# 多残留的检测方法国外已有 诸 多 报

道，主要是通过高效液相色谱法以梯度或等度的方

式分离，再 以 紫 外（ %&）或 荧 光（ !’）检 测 法 测

定［% & ’］。随着我国对 食 品 安 全 问 题 的 日 趋 重 视，能

满足 ( & ! 种 !"# 残留检测的方法在国内已陆续报

道［"，()，((］，但能够同 时 测 定 鸡 可 食 性 组 织 中 环 丙 沙

星、达氟沙星、恩诺沙星及沙拉沙星残留的检测方法

未见报道。本 研 究 旨 在 建 立 一 种 操 作 步 骤 较 为 简

单，并可同时满足鸡可食性组织中上述 # 种 !"# 检

测的多残留分析方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

$ $ ()*+,#-%)). 型 高 效 液 相 色 谱 系 统（ 配 #*# 型

荧光检测器、*(* 型自动进样器及 /011+22034"! 色谱

数据处理系统）购自美国 ()*+,# 公司；!-#$)) 型荧

光分光光度 计 购 自 日 本 日 立 公 司；5/-% 型 组 织 匀

浆机购自日本精机制作所；5. !#) 型分析天平（ 精

度)+ ))) )( 6）及 7+1*)-"!) 型酸度计购自上海梅特

勒-托利多公司；809:36+ ;*,)*9# 高速冷冻离心机购

自德国贺利氏公司；892< .13* =(, 固相萃取柱（())
46，( 4’）系美国 &),0)2 公司产品。

$ $ 环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星和沙拉沙星对照

品由 中 国 兽 医 药 品 监 察 所 供 给（ 含 量 均 不 低 于

’’+ )> ）。

$ $ 用于鸡的肌肉、（ 皮 ? 脂肪）样品的提取液配制

方法：取磷酸二氢钾 %+ , 6，加水溶解并 稀 释 至 $))
4’，用 $+ ) 491 @ ’氢氧化钠溶液调 AB 值至 *+ )；用

于鸡的肝脏、肾脏样品的提取液配制方法：取磷酸二

氢钾 %+ , 6，加水溶解并稀释至 $)) 4’ 即得。

! ! #" 色谱条件

$ $ )+ )$ 491 @ ’磷 酸 @ 三 乙 胺 缓 冲 溶 液 的 配 制：取

,$> 磷酸 "+ # 4’，用 水 稀 释 至( ))) 4’，以 三 乙 胺

调节 AB 值至 !+ # 即得。

$ $ 色谱柱为 ()C9#01 =(, D; 柱（$ !4，!$) 44 E
#+ % 44 0+ <F ），保护柱为 ()G=# -H7;! =(, 柱芯，二

者均 为 澳 大 利 亚 ;G. 公 司 产 品；流 动 相 为 )+ )$
491 @ ’磷 酸 @ 三 乙 胺 缓 冲 溶 液-乙 腈（ ,! - (,，体 积

比），用前经 )+ #$ !4 滤 膜 过 滤，并 超 声 脱 气；流 速

为 )+ , 4’ @ 402；色 谱 柱 温 度 为 室 温；进 样 量 为 !)
!’。荧光检测 器 的 激 发 波 长 为 !,) 24，发 射 波 长

为 #$) 24。

! ! $" 对照溶液的配制及线性范围的确定

$ $ 分别取达氟沙星、恩诺沙星、环丙沙星和沙拉沙

星对照品约 ()，$)，$) 和 $) 46，精密称定，用 )+ )"
491 @ ’氢氧 化 钠 溶 液 溶 解 并 制 成 质 量 浓 度 为 )+ !
6 @ ’（ 达氟沙星）和 ( 6 @ ’（ 恩诺沙星、环丙沙星和沙

拉沙星）的混合储备液，再以乙腈稀释，配制成一定

质量浓度的混合工作液。

$ $ 准确移取上述混合工作液适量，用流动相稀释，

使达氟 沙 星 质 量 浓 度 为 )+ ))(，)+ ))!，)+ )(，)+ )!，

)+ )%) 和 )+ ()) 46 @ ’，恩 诺 沙 星、环 丙 沙 星 和 沙 拉

沙 星 质 量 浓 度 均 为 )+ ))$，)+ )()，)+ )$)，)+ ())，

)+ ")) 和 )+ $)) 46 @ ’的 系 列 混 合 对 照 溶 液。 将 此

系列混合对照溶液依次从低浓度到高浓度，按照液

相色谱条件进行分析，每一浓度进样 " 次，按其所得

峰面积的平均值与对应的对照溶液的质量浓度作标

准曲线，并计算回归方程及相关系数。

! ! %" 组织样品的提取

$ $ 称 取 绞 碎 后 的 鸡 可 食 性 组 织 样 品 !+ ) 6，置 于

") 4’ 匀 浆 杯 中，加 提 取 液 ()+ ) 4’，于 () )))
, @ 402速率下匀 浆 ( 402。将 匀 浆 液 转 移 至 离 心 管

中，于 振 荡 器 中 振 荡 提 取 $ 402 后，再 于 () )))
, @ 402速率下离心 $ 402（ 对于肝脏和肾脏两种组织

则须在($ ))) , @ 402下 离 心 () 402），分 离 上 清 液。

另取提取液 ()+ ) 4’，清 洗 刀 头、匀 浆 杯 后，对 离 心

管中的组织残渣重复提取 ( 次。合并两次离心得到

的上清液于适宜容器中，混匀后作为样液。

! ! &" 组织样品的净化

$ $ =(, 固相萃取柱依次用甲醇 ! 4’、相应 AB 值的

提取液 ! 4’ 预洗。取 $+ ) 4’ 样 液 过 柱，用 ( 4’
水淋洗并吹去小柱中残余的液体。加 (+ ) 4’ 流动

相洗脱，收集洗脱液，供高效液相色谱分析。

#" 结果与讨论

# ! !" 激发波长与发射波长的选择

$ $ 用流动相分别配制以上 # 种 !"# 的对照溶液，

并以 !-#$)) 荧光分光光度计进行扫描，测得环丙沙

星、达氟沙星、恩诺沙星及沙拉沙星的最大激发波长

（! +I）分别为 !,(，!,#，!,) 和 !*, 24，最 大 发 射 波

长（! +4 ）分别为 #$(，###，##,，#%) 24。当以 ! +I J
!,) 24 和 ! +4 J #$) 24 对 由 色 谱 柱 洗 脱 的 # 种

!"# 进行连续测定时，# 种 !"# 均有很强的荧光响

应。该试验结果与 K9,C+ 等［,］的报道相似。

·%,!·



! 第 ! 期 董琳琳等：反相高效液相色谱法同时测定 " 种氟喹诺酮类药物在鸡可食性组织中的残留

! ! !" 色谱条件的选择

! ! 根据文献［#$］的报道，对 "#$ 进行色谱分离常

使用 %#% 或 %% 色 谱 柱。然 而 由 于 "#$ 的 结 构 中 同

时包含有氨基和羧基，属于两性分子，传统的色谱柱

常常会因为残余硅醇基和金属不纯物的存在而导致

色谱峰拖尾。为此，实验选择了以端基封闭的高纯

硅胶为固定相的 &’()$*+ %#% ,- 色谱柱，并在流动

相中加入适量三乙胺，有效地抑制了拖尾峰的产生。

" 种 "#$ 混合对照溶液的色谱图如图 #。

图 #" $ 种 "#$ 混合对照溶液的色谱图

"%&! #" ’()*+,-*&),+ *. , +%/-0)1 *. -(1
.*0) .20*)*30%4*2*41 $-,45,)5$

# . /*01)2+)3’/*4（ $& !5 6 7）；$ . 8’4)2+)3’/*4（ " !5 6 7）；

! . 941)2+)3’/*4（$& !5 6 7）；" . $’1’2+)3’/*4（$& !5 6 7）.

! ! %" 标准曲线

! ! 由于 " 种 "#$ 中达氟沙星的荧光响应最强，约

为相同浓度恩诺沙星的 " ’ ( 倍，为更好地反映出同

时被分析的 " 种 "#$ 色谱峰的分离情况（ 见图 #），

配制的混合对照溶液中达氟沙星的浓度仅为其他 !
种 "#$ 的 # 6 (。在“# . $”节 所 述 的 色 谱 条 件 下，环

丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星的峰面积与

其质量浓度均呈现良好的线性关系（ 见表 #）。

表 #" $ 种 "#$ 的线性范围、回归方程和线性相关系数

6,721 #" 8%41,) ),4&1$，)1&)1$$%*4 130,-%*4$ ,45
9*))12,-%*4 9*1..%9%14-$ .*) -(1 .*0) .20*)*30%4*2*41$

:4’+;<9
7*49’1 1’459 6

（=5 6 7）

,9519$$*)4
9>?’<*)4

%)119+’<*)4
/)922*/*94<

%*01)2+)3’/*4 & . &&( ) & . ( ! " %$ # %$ @ *# . ( & . ++++%
A’4)2+)3’/*4 & . &&# ) & . # ! " %!&$ @ ,& . ( & . +++++
B41)2+)3’/*4 & . &&( ) & . ( ! " #*%$ @ !*#& & . ++++*
-’1’2+)3’/*4 & . &&( ) & . ( ! " ,$ # +$ @ $&!& & . +++++
! !：09’( ’19’；$：=’$$ /)4/94<1’<*)4 )2 2+?)1)>?*4)+)49，=5 6 7.

! ! $" 样品前处理方法

! ! 采用的前处理方法参考了文献［#!］的工作，并

针对不同的动物组织作了适当的改动。从不同鸡可

食性组织的空白及阳性添加样品的色谱图（ 见图 $）

可以看到，在 " 种 "#$ 的 出 峰 位 置，没 有 明 显 的 杂

质干扰峰出现，说明现有的处理条件可以有效地去

除各组织样品中的干扰组分。

图 !" $ 种鸡可食性组织的空白样品及阳性添加样品的色谱图

"%&! !" ’()*+,-*&),+$ *. -(1 72,4: ,45 $;%:15 9(%9:14 -%$$01 $,+;21$
’. =?$/+9；C. $(*4 D 2’<；/. +*E91；8. (*849;.

# . /*01)2+)3’/*4；$ . 8’4)2+)3’/*4；! . 941)2+)3’/*4；" . $’1’2+)3’/*4.

! ! 在 选 择 %#% 固 相 萃 取 小 柱 时，优 先 选 择 了 填 料

用量小 且 经 济，但 能 够 满 足 试 验 需 要 的 #&& =5 小

柱。另外，通过与其他两个品牌固相萃取小柱的比

较还发现，相 同 填 料 量 的 :++<9/F %#% 、GF94)=9493

-<1’<’HI%#% JB 固相萃取柱 在 本 方 法 中 较 K’1*’4 公

司的 L)48 B+?< "%#% 柱 回 收 率 大 约 低 #(M N $&M。

因此，在进行实际样品检测时，有必要对选用的 %#%

固相萃取小柱的回收率进行考察。

! ! &" 添加回收率及重复性试验

! ! 在 $- & 5 绞碎的空白鸡可食性组织样品中添加

适宜浓度的混合对照溶液 &- # =7，制得所需的阳性

添加样品，并依“#- "”和“# . (”节的方法进行样品的

提取和净化。实验分别就 " 种不同鸡可食性组织中

" 种 "#$ 最高残留限量（I,7）值的差异［#"］设计了

各自的添加浓度水平。对于达氟沙星及沙拉沙星，

由于前者荧光响应值高，而后者 I,7 低，因此以相

·*%$·
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对较低的添加浓度水平进行回收率实验。根据表 !
中所列出的添加浓度水平，取每种组织每批 # 份平

行样品，共测定 " 批，通过外标法定量，得到相应的

平均回收率及批间相对标准偏差。

! ! 实验数据显示，按信噪比为 $% 计，该方法对于

环丙沙星、恩诺 沙 星、沙 拉 沙 星 的 定 量 检 出 限 为 !%
!" # $"，达氟沙星为 & !" # $"。该法对于鸡肝组织样

品的提取回收率略低，这可能与肝脏组织中复杂的

本底及内源物质干扰有关，去除杂质的同时可能引

起目 标 组 分 的 损 失。 沙 拉 沙 星 在 低 添 加 水 平（!%
!" # $"）时批间相对标准偏差偏大，但均符 合《 农 业

部兽药残留试验技术规范（ 试行）》的要求。故该法

可以作为鸡可食性组织中上述 & 种 %&’ 的 常 规 残

留检测方法使用。
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