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鸡肉中 !! 种喹诺酮类药物多残留的高效液相色谱检测

林保银!

（ 广州市农业标准与监测中心，广东 广州 ,("$",）

摘要：建立了用荧光检测器同时测定 (( 种 喹 诺 酮 类 药 物（ 包 括 诺 氟 沙 星、培 氟 沙 星、环 丙 沙 星、恩 诺 沙 星、氧 氟 沙

星、达氟沙星、洛美沙星、二氟沙星、沙拉沙星、恶喹酸和氟 甲 喹）在 鸡 肉 中 的 多 残 留 的 高 效 液 相 色 谱 检 测 方 法。鸡

肉样品用 ("6 三氯乙酸 .乙腈（ 体积比为 %- $）提取两次并稀释，随后用反相固相萃取柱净化。采用 738,#90( 4:;.
<() 色谱柱分离，以乙腈和水为流动相梯度洗脱，荧光检测器用程序编程检测波长检测。(( 种喹诺酮类药物标准曲

线的线性范围为 , ’ ( !"" != > ?，相关系数大于 ". ##)。在高、中、低三个添加水平下的回 收 率 为 ,&6 ’ ((#6，批 内

相对标准偏差为 ". *6 ’ (&. (6，批间相对标准偏差为 (. *6 ’ !$. "6。检出限和定量限分别为 ( ’ !$ != > @= 和 * ’
*" != > @=。该方法快速、灵敏，达到了兽药残留检测的要求。
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94)$’-1$：5 %0=% 8,#C’#/"1$, (0DE0F $%#’/"G’=#"8%0$（ 7H?<） /,G%’F I0G% C(E’#,9$,1$,
F,G,$G0’1 I"9 F,J,(’8,F C’# G%, 90/E(G"1,’E9 F,G,#/01"G0’1 ’C (( DE01’(’1,9（K*9）（1’#C(’L".
$01，’C(’L"$01，$08#’C(’L"$01，8,C(’L"$01，(’/,C(’L"$01，F"1’C(’L"$01，,1#’C(’L"$01，9"#"C(’L".
$01，F0C(’L"$01，’L’(010$ "$0F "1F C(E/,DE01,）#,90FE,9 01 $%0$@,1 /E9$(,) +%, $%0$@,1 /E9$(,
9"/8(,9 I,#, ,LG#"$G,F 23 ("6 G#0$%(’#’"$,G0$ "$0F > "$,G’10G#0(,（%- $，J > J）GI0$,，F0(EG,F "1F
$(,"1,F E8 23 " #,J,#9,F.8%"9, 9’(0F.8%"9, ,LG#"$G0’1（;H-）$"#G#0F=,) +%, K*9 I,#, 9,8"#"G,F
’1 " #,J,#9,F.8%"9, <() $’(E/1（738,#90( 4:;.<() ）I0G% /’20(, 8%"9, =#"F0,1G ,(EG0’1（"$,G’.
10G#0(, "1F I"G,# "9 /’20(, 8%"9,9）"1F F,G,$G,F 23 " C(E’#,9$,1$, F,G,$G’# I0G% " I"J,(,1=G%
8#’=#"/) +%, (01,"# #"1=,9 ’C DE01’(’1, $"(02#"G0’19 I,#, , 0 ( !"" != > ? 01 $%0$@,1 /E9$(,
I0G% G%, $’##,("G0’1 $’,CC0$0,1G9 /’#, G%"1 ". ##) ) +%, #,$’J,#0,9 C’# $%0$@,1 /E9$(, C’#G0C0,F
I0G% (( K*9 "G G%#,, (,J,(9 I,#, ,&6 0 ((#6 I0G% "$$,8G"2(, 01G#".2"G$% #,("G0J, 9G"1F"#F F,J0.
"G0’19（M;:）（". *6 0 (&. (6）"1F 01G,#.2"G$% M;:（(. *6 0 !$. "6）) +%, (0/0G9 ’C F,G,$G0’1

（?A:）"1F (0/0G9 ’C DE"1G0C0$"G0’1（?AK）I,#, ( 0 !$ != > @= "1F * 0 *" != > @= C’# G%, (( K*9，

#,98,$G0J,(3) +%, 9,190G0J0G3 /,,G9 G%, DE"1G0C0$"G0’1 #,DE0#,/,1G9 C’# G%, #,90FE, "1"(3909)
:(5 8.’*)：%0=% 8,#C’#/"1$, (0DE0F $%#’/"G’=#"8%3（7H?<）；9’(0F.8%"9, ,LG#"$G0’1（ ;H-）；

DE01’(’1,9（K*9）；$%0$@,1 /E9$(,

/ / 喹诺酮类药物（DE01’(’1,9，K*9）是一类高效、

广谱的合成抗菌药物，在化学结构上属于吡喹酮酸

（83#0F’1,$"#2’L3(0$ "$0F，H<5）衍 生 物。 喹 诺 酮

类药物通过抑 制 细 菌 脱 氧 核 糖 核 酸（:*5）螺 旋 酶

而起作用，具有抗菌谱广、高效、低毒、组织穿透力强

的特点，抗菌作用是磺胺类药物的近千倍，可与第三

代头孢类抗生素相媲美。目前，我国已经批准恶喹

酸（ ’L’(010$ "$0F，AN5）、氟 甲 喹（ C(E/,DE01,，
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!"#）、诺 氟 沙 星（ $%&’(%)*+,$，-./）、二 氟 沙 星

（0,’(%)*+,$，12!）、达 氟 沙 星（ 0*$%’(%)*+,$，134
-.）、沙 拉 沙 星（ 5*&*’(%)*+,$，63/3）、恩 诺 沙 星

（7$&%’(%)*+,$，8-/.）、环 丙 沙 星（ +,9&%’(%)*+,$，

:2;/.）、氧 氟 沙 星（ %’(%)*+,$，.!"）、洛 美 沙 星

（ (%<7’(%)*+,$，".=8）和 培 氟 沙 星（ 97’(%)*+,$，

;8!）等 ## 种 >-5 可 应 用 于 畜 禽 和 水 产 养 殖。随

着 >-5 应用的增加，其毒副作用和耐药性问题备受

关注。食品中残留的 >-5 危害着人类的身体健康，

为此各国政府都制定了相应的标准和法规。我国农

业部在 "$$" 年第 "%& 号文件规定了部分 >-5 的最

高残留限量（=/"5）。由于我国在兽医临床上使用

的 >-5 的种类多，因此迫切需要建立多残留检测方

法。根据结构的不同，喹诺酮类药物一般可分为含

有哌嗪环的喹诺酮类药物［#］（ 如绝大部分的氟喹诺

酮类药物）和 不 含 哌 嗪 环 的 喹 诺 酮 类 药 物（ 如 氟 甲

喹、恶喹酸）。由于这两类喹诺酮类药物的酸碱性、

极性和荧光性都有差异，因而给建立喹诺酮类药物

多残留方法带来了一定的困难。在国内外已有大量

>-5 的多残留检测方法的报道（ 主要是高效液相色

谱（ ?;": ）［" ’ #%］ 和 液 相 色 谱4质 谱 法 （ ":4
=6）［#( ’ "$］）。但是大多数的 ?;": 方法都不能一次

性同时检 测 被 批 准 的 用 于 我 国 兽 医 临 床 的 ## 种

>-5。":4=6 方法能同时检测和确证多种 >-5，但

是在国 内 外，":4=6 方 法 更 常 用 于 确 证，而 不 是 用

于常规检测。本文采用梯度洗脱和程序波长建立了

一种能够同时检测上述 ## 种 >-5 多残留的 ?;":
方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! @*A7&5 ")*& 4"(+& 高 效 液 相 色 谱 仪，配 有 荧 光

检测器（ 美国 @*A7&5 公司）；负压固相萃取装置（ 美

国 @*A7&5 公 司 ）；反 相 聚 合 物 固 相 萃 取（ 6;8）柱

（6A&*A*4B 填料，)$ <C D % <"，美国 ;E7$%<7$7) 公

司）；3=4" 型 组 织 匀 浆 机（ 3:8 公 司 ）；离 心 机

（&(#&1 型，德国 8;;8-1./! 公司）；氮气浓缩仪

（ -48F3;G=## 型，.&C*$%<*A,%$ 355+%+,*A7 公

司）多功能 振 荡 器（?6"&$ H*5,+ 型，马 来 西 亚 2I3
公司）。

! ! 盐酸环 丙 沙 星、盐 酸 洛 美 沙 星、甲 磺 酸 培 氟 沙

星、甲 磺 酸 达 氟 沙 星、氧 氟 沙 星、诺 氟 沙 星、恩 诺 沙

星、沙拉沙星对照品购于中国兽医药品监察所，恶喹

酸标准品、氟 甲 喹 标 准 品 购 于 6,C<* 公 司，盐 酸 二

氟沙星为原料药（ 广州惠华动物保健品有限公司）。

乙腈、甲 醇 均 为 色 谱 纯（!,5E7& 公 司），其 余 试 剂 为

分析纯（ 广 州 化 学 试 剂 厂 ），流 动 相 用 水 为 蒸 馏 水

（ 广州屈臣氏食品饮料有限公司）。

! ! #" 色谱条件

! ! 色 谱 柱 为 ?J97&5,( H164:#,（ "&$ << - (. )
<<，& !<，大 连 依 利 特 分 析 仪 器 公 司 ）；流 动 相 3
为乙腈，流动相 H 为 $. $& <%( D " 柠檬酸4$. # <%( D "
乙酸铵缓冲液（9? (. % / (. &），梯度洗脱条件：3 相

在 %$ <,$ 内从 ,K 增加到 &&K，变化曲线为 *；流速

为 ". $ <" D <,$。样 品 分 析 时 间 为 %$ <,$；下 一 样

品进样 延 迟 时 间：& <,$。柱 温 为 &$ L，进 样 量 为

"$ !"。荧光检测器采用程序波长：$ / "%. ) <,$，激

发波 长 ! 7) 为 "+, $<，发 射 波 长 ! 7< 为 ()& $<；

"%. ) / %$. $ <,$，! 7)为 %#" $<，! 7< 为 %)) $<。

! ! $" 样品前处理过程

! ! 称取（#. $ 0 $. $&）C 样品于 #& <" 聚丙烯离心

管中，加入 & <" #$K 三氯 乙 酸4乙 腈（ 体 积 比 为 + 1
%），旋 涡 混 匀，置 于 摇 床 振 摇 %$ <,$；然 后 在& &$$
& D <,$）速率下离心 & <,$，上清液倒入 &$ <" 管中；

加入 & <" 提取 液 到 下 层 的 残 余 物 中，重 复 提 取 一

次。合并上清液，并用 "$ <" 的磷酸缓冲液（;H6）

（9? +. (）稀释，供净化。

! ! 将 反 相 聚 合 物 6;8 柱（ 6A*&A*4B，;E7$%<74
$7)）以 % <" 甲 醇 活 化，% <" $. $& <%( D " ;H6 缓

冲液（9? +. (）平衡。将提取液上样，保持流速为 #
/ " 滴 D 5；用 % <" #$K 甲醇淋洗一次，真空抽干；用

% <" 甲醇洗脱药物，保持流速为 # / " 滴 D 5，收集洗

脱液。将洗脱液 于 )$ / +$ L 下 用 空 气 流（ 或 者 氮

气流）吹干，用 $. & <" 乙腈4水流动相（ 体积比为 *1
*#）溶 解 残 留 物，旋 涡 混 匀，于 #$ $$$ & D <,$ 离 心

) <,$。吸取约 (&$ !" 上清液至 " <" 螺口自动进

样瓶中供 ?;": 检测。

#" 结果与讨论

# ! !" 梯度洗脱方法的优化

! ! 梯度洗脱的曲线类型可以分为 % 种：凸型、凹型

和线性型。本文所用的仪器是 @*A7&5 公司的 ")*& 4
"(+& 系统，仪器工作站所提供的梯度洗脱曲线有 ##
种（ 见图 #），曲线 # / & 是凸型梯度曲线，曲线 + / ##
是凹型梯度曲线，曲线 ) 是线性型梯度曲线。

! ! 做线性梯度洗脱时，流动相的变化率不变；做凸

型梯度洗脱时，流动相的洗脱能力前段时间变化比

后段时间快；做凹型曲线梯度洗脱时，则反之。* 种

氟喹诺酮类药物和氟甲喹、恶喹酸在反相 :#, 分析

柱上的保留能力很不一致，用等度洗脱不能实现在

较合理的一个分析时间周期内把所有的药物峰分离

开；而采用梯度洗脱却能#补这个缺陷。实验结果

·+$"·
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图 !" !"#$%& #$%& 工作站中 !! 种梯度洗脱曲线类型

’()* !" +,%-$ &."/$& 01 !! )%"2($3# 4,%-$& 10% )%"2($3#
$5,#(03 (3 !"#$%& #$%& 60%7(3) &#"#(03

# # !"#$%#&’(&)"#* "+ ($%&"#)&’),% )# &-% ."/),% 0-(*% 1),, )#2
$’%(*% )# &-% ."3% "+ $4’5% $ 34’)#6 &-% 6’(3)%#& %,4&)"# )# &-)*
*&4378

表明：乙腈在流动相中所占的比例超过 %9，诺氟沙

星、氧氟沙星、环丙沙星和培氟沙星之间不能分离，

洛美沙星和达氟沙星不能分离开。所以要分离以上

& 种 :;*，在梯度洗脱时的前段时间内，乙腈在流动

相中所占的比例不能太高，而保留时间较长的二氟

沙星、氟甲喹和恶喹酸药物却需要流动相洗脱能力

较大，即需要乙腈在流动相中所占的比例较大。因

此，理论上本文应该采用流动相洗脱能力前段时间

变化慢而后段时间变化快的凹型梯度曲线。通过试

验曲线 "、曲线 %、曲线 $ 和曲线 ’(，结果表明曲线 $
使所 有 的 药 物 峰 的 分 离 度 达 到 最 好，结 果 见 图 !。

按保留时间排列依次为诺氟沙星、氧氟沙星、环丙沙

星、培氟沙星、洛美沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉

沙星、二氟沙星、恶喹酸、氟甲喹。

# * #" 检测波长的选择

# # 所 有 的 喹 诺 酮 类 药 物 都 有 较 好 的 荧 光 性［’］。

本次实验中 $ 种 氟 喹 诺 酮 类 药 物 的 保 留 时 间 都 在

!) 8 & .)# 内，它 们 有 相 似 的 激 发 波 长 和 发 射 波 长，

因而都可 设 置 为 激 发 波 长 为 !"% #.，发 射 波 长 为

*&+ #.；而 氟 甲 喹、恶 喹 酸 的 保 留 时 间 都 在 !) 8 &
.)# 以后，它们也有相似的激发波长和发射波长，所

以设置为激发波长为 )’! #.，发射波长为 )&& #.。

不同的实验条件下，由于保留时间的波动，波长变化

的时间参数可作相应的调整。

# * ’" 样品前处理的选择

# # 参 考 <"*7#)(= 等［!’］的 样 品 前 处 理，选 择 以

’(9 三氯乙酸（>!?）2乙腈（ 体 积 比 为 " , )）作 为 提

取剂，净化方 法 采 用 反 相 固 相 萃 取（ @&’(’&(2A 柱）。

对于反相机制的固相萃取来说，提取液的极性越大，

洗脱液的极性越小，回收率越高。所以用于反相固

相萃取净化的提取液的极性不能太小，也就是说提

图 #" 典型样品的色谱图

’()* #" +.%08"#0)%"8& 01 #9/(4"5 &"8/5$&
# # (8 /,(#= .4*$,%；/8 &-% .4*$,% *0)=%3 1)&- &-% *&(#3(’3
.)B&4’% (* $；$8 *&(#3(’3 .)B&4’% "+ ’’ :;* (& "+ !6 C D +"’
EFG；’!+ !6 C D +"’ GDH；+( !6 C D +"’ ;IJ，IGD，<KG，DILK，

E?;I (#3 IA?；!+ !6 C D +"’ K;JI (#3 !F<JI；’( !6 C D +"’
@?J?8

取液中 有 机 溶 剂 的 含 量 不 能 太 大，一 般 不 宜 超 过

’(9，否则会造 成 回 收 率 的 大 幅 度 下 降。所 以 本 方

法中提取液 在 上 样 前 必 须 用 极 性 大 的 <M@ 液（ 0N
"- *）稀释 ) 倍。

# * (" 线性关系和方法的灵敏度

# # 对 空 白 样 品 中 没 有 干 扰 的 :;*，其 检 出 限

（DIE）以 ) 倍 信 噪 比 来 计 算，定 量 限（ DI:）以 ’(
倍信 噪 比 来 计 算。 对 有 干 扰 的 恩 诺 沙 星，以 ! .
)@E（! 为 !( 个空白样品中恩诺沙星干扰物的实测

浓度，@E 为标准偏差）作为其 DIE，以 ! . ’(@E 作

为 DI:。结果见表 ’。由此可见，在 线 性 范 围 内 除

环丙沙星外，其 他 ’( 种 :;* 的 回 归 方 程 的 相 关 系

数（ "）/ (- $$$，检出限都低于国内外的最高残留限

量，方法的灵敏度达到了残留检测的要求。

·%(!·
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表 !" # 个批次鸡肉样品中 $ 个添加水平的 %% 种 !"# 的回收率和测定精密度

$%&’( !" )(*+,(-.(# %/0 1-(*.#.+/# +2 !"# #1.3(0 ./ *4.*3(/ 56#*’(# %7 74-(( ’(,(’# 2+- 2+6- &%7*4(#

!"
#$%&’( )’*’) +

（!, + &,）

-’./*’01 $ #2（-#2）+ 3（! % &）

456.7 # 456.7 " 456.7 ’ 456.7 (
-’./*’01 + 3
（! % ")）

-#2 + 3
（! % ")）

"8-（ 诺氟沙星） &) *’ $ " 9 )（( 9 +） *" $ " 9 ,（, 9 #） &- $ " 9 ’（, 9 ’） -- $ " 9 ,（, 9 +） -* ## 9 -
#)) *’ $ # 9 +（( 9 ,） *’ $ " 9 )（- 9 )） -* $ " 9 &（+ 9 &） *# $ " 9 (（* 9 -） *# ( 9 #
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表 %" 鸡肉基质中 %% 种 !"# 的校正曲线、检出限及定量限

$%&’( %" 8%’.&-%7.+/ *6-,(#，9:;# %/0 9:!# +2 74( %% !"# ./ *4.*3(/ 56#*’(

!"
@-; %D <7%D5 +

（!, + &,）

;%D’50 05D,’ +
（!, + ;）

<5)%4056%/D .E0*’#） ""
;82"）+

（!, + &,）

;8!’）+
（!, + &,）

"8-（ 诺氟沙星） . (） "& . +)) # % #-’ 9 ,$ . &-& 9 - ) 9 ,,,+ * "(
8:;（ 氧氟沙星） . "& . +)) # % +& 9 &$ . "&+ 9 # ) 9 ,,,- #" ()
<=>-8（ 环丙沙星） . #" 9 & . ()) # % #’+ 9 ,$ . ##-" 9 & ) 9 ,,-’ - ")
>?:（ 培氟沙星） . "& . +)) # % "+& 9 *$ . ((" 9 , ) 9 ,,,+ & #+
;8@?（ 洛美沙星） . "& . +)) # % ##* 9 -$ . (&" 9 , ) 9 ,,,- #) ’(
2A"8（ 达氟沙星） ")) "& . +)) # % #"&) 9 )$ . -"-" 9 & ) 9 ,,,* # (
?"-8（ 恩诺沙星） ! #))&） #" 9 & . ()) # % "&) 9 )$ . ’&" 9 & ) 9 ,,,- "’-） ’**）

#A-A（ 沙拉沙星） #) & . #-) # % ##* 9 -$ / #’# 9 + ) 9 ,,,* * "’
2=:（ 二氟沙星） ’)) ’* 9 & . #")) # % #," 9 ’$ . #*)* 9 * ) 9 ,,,- ’ #)
8BA（ 恶喹酸） #)) #+ 9 *& . -)) # % #&- 9 ’$ . &*# 9 , ) 9 ,,,* + "*
:;C（ 氟甲喹） &)) ’# 9 "& . #))) # % #&- 9 ’$ . "+*) 9 ’ ) 9 ,,,’ ’ ,

! #）#：$’5& 50’5；$：F5GG ./D.’D6056%/D，!, + ;9 "）;82：)%F%6 /H (’6’.6%/D，% & ’ % ’ 9 ’）;8!：)%F%6 /H IE5D6%H%.56%/D，% & ’ % #) 9
(）：J%67/E6 @-;9 &）K7’ @-; *5)E’ J5G 67’ GEF /H ’D0/H)/L5.%D 5D( .%$0/H)/L5.%D9 -）K7’ ;82 *5)E’ J5G .5).E)56’( 5G ( / ’#2（(
J5G 67’ 5.6E5) (’6’.654)’ ./D.’D6056%/D /H 67’ %D6’0H’0%D, ./F$/D’D6G 6/ ?"-8 H/0 67’ ") 4)5D& G5F$)’G；#2：67’ G65D(50( (’*%56%/D）9
*）K7’ ;8! *5)E’ J5G .5).E)56’( 5G ( / #)#2（( 5D( #2：67’ G5F’ 5G %D -）9

! < &" 回收率和相对标准偏差的测定

! ! 制备高、中、低 ’ 个浓度水平的鸡肉添加样品，

每个浓度作 & 次重复测定，共测定 ( 个批次，结果见

表 "。氧氟沙星、恩 诺 沙 星、沙 拉 沙 星、二 氟 沙 星 的

平均回收率大于 +)3，其余 * 种 !"G 在 --3 0 +"3
之间；批内相对标准偏差（-#2）在 )1 (3 0 #-1 #3 之

间，批间 -#2 在 # 9 (3 0 "’ 9 )3 之间。表 明 方 法 的

准确性基本能够符合方法设计的要求。

·,)"·
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!" 结论

# # 本 研 究 用 梯 度 洗 脱 和 程 序 荧 光 建 立 了 一 种

!"#$ 方法，能够一次性分离和检测鸡肉中的 $$ 种

%&’。该方法快速、灵敏、稳定，达到了兽药残留检

测的要求，为禽肉中 %&’ 的多残留检测提供了一种

较简便和快速的常规检测参考方法。
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