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离子对高效液相色谱法同时测定鱼类中四种喹诺酮类药物的残留
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摘要：采用离子对高效液相色谱法同时测定了鱼类中 & 种喹诺酮类药物（89:）的残 留。检 测 条 件 为：采 用 ;/<,=5
!>&3?/2/@+A B’* 柱，以 ’’ ..&# C D 的四丁基溴化铵溶液 )乙腈（ 体积比为 )&, +）为流动相（ 用冰乙酸调 2E 为 %- "，

流速 ’- " .D C .03），柱温 &" F ；采用荧光检测器检测，激发波长 !*" 3.，发射波长 &+" 3.。测定结果表明，该方法

对 89: 的最低检测限为 ’ !G C @G，在 + ( ’"" !G C @G 线性范围内，溶液含量与峰面积的相关系数达"- ))) #以上。在

高、中、低 % 种含量水平下对所测鱼组织中 & 种喹诺酮类药物 进 行 回 收 率 测 定，结 果 为 $+H I ’""H，相 对 标 准 偏 差

小于 $H。该法简便、准确，灵敏度高，符合痕量测定的要求。
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* * 喹诺酮类药物（89:）具有抗菌谱广、抗菌作用

强、生物利用度高、毒副作用小、组织分布广等特点，

已被世界各国广泛用于畜禽和鱼类疾病的防治。由

于 89: 在动物体内的残留消除缓慢，过量的药物残

留会损害人体健康，因此做好 89: 残留的监测工作

很有必要。近年来，有关高效液相色谱测定 89: 残

留的方法国内已有不少报道，但有的方法虽然灵敏

度足够高却只能测定恩诺沙星［’］；有的方法只能同

时测定恩 诺 沙 星 和 环 丙 沙 星［!，%］；有 的 方 法 虽 然 能

同时测定几种 89:［& ( $］，但检测灵敏度偏低，而且有

的流动相体系很复杂［$］，缓冲溶液易与有机相产生

结晶而引起色谱流路堵塞。国外报道的方法中流动

相多采用 梯 度 洗 脱［* ( ’"］。我 们 用 离 子 对 反 相 高 效

液相色谱法（ WN)ENDB），采用等度洗脱，可以同时测

定 鱼 类 中 & 种 89: 的 含 量，最 低 检 测 限 达 到 ’

!G C @G，满足中华人民共和国农业部提出的、国家水

产品质量监 督 检 验 中 心 起 草 的《 无 公 害 食 品、水 产

品中渔药残留限量》(X #"$" )!""’ 中规定的水产品

中有关喹诺酮类药物的最高残留限量的检测要求。

方法简便、准确，灵敏度高，重现性好。
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型荧光检测器，!"#$%&’ 色谱工作站，均质器，超声

波清洗器（ 昆山 市 超 声 仪 器 有 限 公 司），离 心 机（ 金

坛市江南仪器厂），()*#$+ 旋涡混合器（ 上 海 医 科

大学仪器厂），#, 计（ 上 海 埃 依 琪 实 业 有 限 公 司），

吹氮装置，恒温水浴，微量可调移液器。

- - 氧氟沙星（./0(）、诺 氟 沙 星（1/0(）、环 丙 沙

星（23/(）、恩诺沙星（!1(）等 % 种 /45 标准品均

购自 567"8 公司，甲醇、乙腈为色谱纯，四丁基溴化

铵、无水硫酸钠、正己烷及提取用乙腈、正丙醇、乙二

醇、冰乙酸、氢氧化钠均为分析纯，水为二次蒸馏水。

- - 实验用鳗鱼购自福州农产品市场。

! ! "# 色谱分析条件

- - 色 谱 柱：)89&’: !;$<=8#8>?@ 2&# 柱（"’ ( ""
6’ =’ ) "$$ ""，&$ !"）。流动相：&& ""$A B 0 四丁

基溴化铵溶液*乙腈（ 体积比为 (% * +），用冰乙 酸 调

#, "’ $，流速 &’ $ "0 B "6<。柱温 %$ C。采用荧光

检测器检测，激发波长 !#$ <"，发射 波 长 %+$ <"。

进样量 &$ !0。此 条 件 下，% 种 /45 能 得 到 有 效 的

分离（ 见图 &）。

图 !# 混合标准品（"）和鳗鱼样品（#）的色谱图

$%&! !# ’()*+",*&)"+- *. " +%/,0)1 *. -,"23")3-（"）

"23 "2 114 -"+541（#）

& D ./0(；! D 1/0(；" D 23/(；% D !1(D

! ! $# 试液的配制

- - /45 标 准 储 备 液：精 密 称 取 氧 氟 沙 星、诺 氟 沙

星、恩诺沙星和环丙沙星标准品各 !,’ $ "7，除环丙

沙星用 $’ $" "$A B 0 的 18., 溶液溶解并定容至 ,$
"0 外，其 他 " 种 标 准 品 均 分 别 用 乙 腈 溶 解 并 定 容

至 ,$ "0。% 种 标 准 储 备 液 的 质 量 浓 度 均 为 ,$$
"7 B 0。将上述 % 种储备液置于 % C冰箱内保存。

- - /45 混合标准工作液：移取上述 % 种标准储备

液各 &’ $ "0 于同 一 ,$ "0 棕 色 容 量 瓶 中，用 乙 腈

稀释 并 定 容，配 制 成 % 种 药 物 的 质 量 浓 度 均 为 &$
"7 B 0 的混合标准工作液"。移取 /45 混合标准工

作液",’ $ "0，用流动相溶液稀释并定容于 ,$ "0
棕色容量瓶中，制 成 % 种 药 物 的 质 量 浓 度 均 为 &’ $
"7 B 0 的混合标准工作液#。

- - 四 丁 基 溴 化 铵 溶 液：称 取 "’ %+ 7 四 丁 基 溴 化

铵，溶于& $$$ "0 二次蒸馏水中，用冰乙酸调 #, 值

至 "’ $，得 && ""$A B 0 四丁基溴化铵溶液。

! ! %# 样品处理

- - 取一定量的鱼组织样品进行匀浆，置于 E !$ C
冰箱内保存备用。准确称取 &$’ $$$ 7 鱼组织样品，

置于 &$$ "0 聚 丙 烯 离 心 管 中，加 入 经 灼 烧 的 无 水

硫酸钠，用干净玻璃棒将样品与无水硫酸钠搅拌均

匀。再加入 !, "0 乙 腈 涡 旋 振 荡 ! "6<，超 声 波 提

取 &, "6<，然 后 以" $$$ ’ B "6<的 速 率 离 心 , "6<。

将上清液移入 &!, "0 分 液 漏 斗 中，加 !, "0 正 己

烷混合，涡 旋 振 荡，静 置 分 层。 将 下 层 溶 液（ 乙 腈

层）移入 &$$ "0 棕色细口鸡心 瓶 中。用 !, "0 乙

腈对沉淀物重复以上操作，合并乙腈层于鸡心瓶中。

在以上提取液中加入 # "0 正丙醇，于 ,$ C 水浴中

吹氮 蒸 发 至 近 干。 加 入 ! "0 流 动 相 溶 液 超 声 ,
"6< 溶解残渣后移入 &$ "0 离心管中，再加入 ! "0
正己烷，涡旋混匀，离心分层，弃去上层正己烷相，将

下层溶液过 $’ %, !" 水相滤膜后供液相色谱测定。

"# 结果与讨论

" ! !# 色谱柱的选择

- - 对于喹诺酮类药物的高效液相色谱测定，使用

最多的是 2&# 柱。本文分别用 )89&’: 1$F8*38> 2&#

（ "’ ( "" 6’ =’ ) &,$ ""， % !" ）和 )89&’:
!;$<=8#8>?@ 2&#（ "’ ( "" 6’ =’ ) "$$ ""，&$
!"）色谱柱进行实验，结果表明：用 1$F8*38> 柱虽

然也能将 % 种喹诺酮类药物完全分离，但流动相中

四丁基溴化铵溶液所占的比例要大于 (-G，如此高

的 比 例 会 增 加 色 谱 柱 的 损 坏 程 度；用 )89&’:
!;$<=8#8>?@ 柱，流动相中四丁基溴化铵溶液所占

的比例为 (%G 时 就 能 将 % 种 喹 诺 酮 类 药 物 完 全 分

离，这样的流动相比例有利于对色谱柱的保护。因

此选择用 !;$<=8#8>?@ 柱。

" ! "# 流动相的选择及优化

- - 采用乙腈*甲醇*;’699$< H$I6<:$<（;H）缓 冲 液

（ 体积比为 -"* -* !$）作流动相［,］时，;H 缓冲液为磷

酸、乙酸、硼酸混合液，成分复杂，其与乙腈、甲醇混

合时极易产生结晶而引起色谱流路堵塞，且灵敏度

偏低；用 , ""$A B 0 磷酸盐缓冲液*乙腈溶液作流动

相［-］，无论怎么 调 整 两 种 溶 液 的 比 例、调 节 流 动 相

的酸度，都无法将氧氟沙星与诺氟沙星分离；用甲醇

*柠檬酸加醋酸铵（ 体积比为 !,* -,）作流动相［"］，虽

能将 % 种药物完全分离，但检测灵敏度偏低，检出限

均大于 "+$ !7 B 0。本文用四丁基溴化铵溶液*乙腈

（ 体积比为 (% * +）作 流 动 相，可 将 % 种 药 物 完 全 分

·!$%·



! 第 ! 期 郭根和等：离子对高效液相色谱法同时测定鱼类中四种喹诺酮类药物的残留

离，且 ! 种药物的检出限都能达到 " !" # $。

! ! 考察了 # $ #" %%&’ # $ 共 " 个浓度水平下的四

丁基溴化铵溶液，结果发现当四丁基溴化铵浓度达

到 ## %%&’ # $ 时 ! 种药物的色谱峰才能 得 到 有 效

分离；当浓度继续增大时，! 种药物的色谱峰分离度

仅略微变大。为了降低试剂的费用，选择四丁基溴

化铵浓度为 ## %%&’ # $。

! ! 四丁基溴化铵是一种离子对试剂（()* + ），它

的加入改变了 氧 氟 沙 星 与 诺 氟 沙 星 的 保 留 因 子 !，

因而也改变了分离因 子 !，使 氧 氟 沙 星 与 诺 氟 沙 星

的分离度 " , 发生了较大变化，从而使原先无法分离

的这两种药物得到了有效分离。需注意的是，色谱

柱用含有离子对试剂的流动相进行初始平衡时，色

谱柱吸收和释放离子对试剂的过程缓慢，因此柱平

衡较慢，需要证实保留值能重现后再进行测定。

! ! -./ 是两性分子，同时含有一个氨基和一个羧

基，因而 流 动 相 的 01 值 对 -./ 的 分 离 度 影 响 很

大。我们考察了流动相的 01 值（01 为 %& ’ $ !& "）

对 -./ 分 离 度 的 影 响，发 现 当 01 为 (& ’ 时，! 种

-./ 的分离最好，故选定流动相的 01 值为 (& ’。

! ! "# 工作曲线、线性范围及最低检测限

! ! 取 #& ’ %" # $ 的 混 合 标 准 工 作 液"，用 流 动 相

溶液稀释成 (’ $ "’’ !" # $ 即 ) $ #’’ !" # 2" 系列浓

度的混合工作 液，按“# 3 %”节 所 述 色 谱 条 件 每 种 质

量浓度的溶液依次进样 #’ !$。分别以各成分的峰

面积 # 对标准工作溶液的质量浓度 $（!" # $）进行

线性回归分析，结果见表 #。

表 $# 喹诺酮类药物的线性回归方程、相关系数和线性范围

"#$%& $# ’&()&**+,- &./#0+,-*，1,))&%#0+,- 1,&22+1+&-0* #-3
%+-&#) )#-(&* 2,) 04& 3&0&)5+-#0+,- ,2 2%/,),./+-,%,-&*

-’4&5&6
7489&’&9:

;:"5:,,8&9
:74<=8&9

%
$89:<5 5<9": #

（!" # 2"）

>-$? # & % ’ ’( * #’($ @ % 3 (+ * #’! ’ 3 ,,," ) - #’’
A-$? # & # ’ ## * #’!$ @ ) 3 .# * #’! ’ 3 ,,,+ ) - #’’
BC-? # & # ’ #+ * #’!$ @ " 3 ++ * #’! ’ 3 ,,,) ) - #’’
DA? # & # ’ %. * #’!$ @ ( 3 %# * #’! ’ 3 ,,,) ) - #’’
! #：0:<2 <5:<；$：%<,, E&9E:9=5<=8&9（!" # $）3

! ! 选取经测定确 认 样 品 中 不 含 ! 种 -./ 的 空 白

样品，采用添加 标 准 溶 液 的 方 法，检 测 -./ 的 最 低

检测 限。 按 信 噪 比 大 于 % 计，得 到 鱼 样 品 中 ! 种

-./ 的最低检测限均为 # !" # 2"。

! ! %# 回收率及日内、日间精密度的测定

! ! 在不含 ! 种 -./ 的 #’& ’’’ " 鱼均质组织中分

别添加 前 述 混 合 标 准 工 作 液"#’’，"’’，# ’’’ !$，

涡动混合 " %89，静置 #’ %89，制成含量分别为 #’，

"’ 及 #’’ !" # 2" 的样品。

! ! 将上述 样 品 在 每 个 浓 度 水 平 下 做 " 次 平 行 实

验，按样品处理 方 法 处 理 后 进 样，计 算 ! 种 -./ 的

加标回收率，结果见表 %。表 % 的数据表明，采用该

方法测定，-./ 的 回 收 率 良 好，精 密 度 令 人 满 意。

将各浓度样品日内重复测定 " 次，并连续测定 " F，

计算日内和日间精密度。结果表明，! 种 -./ 测定

结果的相对标准偏差均小于 +G，精密度良好。

表 !# 鱼类中 % 种喹诺酮类药物的回收率和精密度（ 以相对标准偏差计）（( & "）

"#$%& !# ’&1,6&)7 #-3 8)&1+*+,- ,2 2,/) 2%/,),./+-,%,-&* +- 2+*4（( & "）

*FF:F #
（!" # 2"）

>-$?
5:E&H:5I # G ;/J # G

A-$?
5:E&H:5I # G ;/J # G

BC-?
5:E&H:5I # G ;/J # G

DA?
5:E&H:5I # G ;/J # G

#’’ ,% 3 " % 3 # ,. 3 % ( 3 , ,. 3 , % 3 ! ,, 3 + ( 3 +
"’ +) 3 ( ! 3 % +! 3 , ! 3 ) ++ 3 . ( 3 . ++ 3 # ( 3 "
#’ .) 3 + ) 3 , +’ 3 # . 3 ( ., 3 ! " 3 + +! 3 % " 3 %

! ! &# 样品测定

! ! 在本实验设定的条件下，大量测定了福建仙游、

霞浦、福清的鳗鱼、黄瓜鱼、甲鱼等鱼类样品。结果

发现，! 种 -./ 标样峰与鱼组织中的杂质峰均达到

良好分离（ 见图 #）。
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