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[摘要 ] � 目的: 建立用高效液相色谱荧光检测器同时测定婴幼儿食用鱼粉中环丙沙星和恩诺沙星残留的方法。方法: 试
样经水复原后,由 5%乙酸乙腈提取,正己烷脱脂, 以 0. 05 m o l/L磷酸三乙胺缓冲液 -乙腈 (体积比为 85�15)为流动相洗

脱, 荧光检测器定性定量。结果:该方法对测定的两种药物的检出限均为 5 �g /kg, 定量限均为 10 �g /kg。两种药物在

5 �g /L~ 80 �g /L范围内线性关系良好,相关系数均大于 0. 99。在添加水平分别为 10 �g /kg、20 �g / kg和 80 �g / kg时,

两种药物的加标回收率为 80. 3% ~ 92. 6% ,相对标准偏差 (RSD )为 1. 2% ~ 3. 8%。结论:方法操作简单、重现性好、灵敏

度高、分析时间短,适用于鱼粉中环丙沙星和恩诺沙星残留的确证检测。
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Simultaneous determ ination of ciprofloxacin and enrofloxacin residues in fish m eal for

children by high performance liquid chromatography with fluorescence detector

WANG H ong - q ing, JIANG H e, TUH ai- yun, HUANG J ian - p ing, LIN Wei- j ie

( H ang zhou Institute o f Test and Calibration fo rQuality and Techno logy Superv is ion, H ang zhou 310019, Ch ina)

[ Abstract] � Objective: A confirma tivem ethod for simu ltaneous determ ination o f cipro flox acin hydrochlor ideand enrofloxac in res�

idues in fish m ea l fo r children by h igh perform ance liquid chrom a tog raphyw ith fluorescence de tector w as deve loped. M ethods:

The samp le w as extrac ted w ith ac id ified aceton itrile a fter recovered by w ater, and defatted w ith n- hexane. The ta rget compounds

w ere sepa ra ted by phosphor ic ac id- triethylam ine buffer- ace ton itr ile ( 85�15), detec ted by fluorescence de tector. R esu lts: The
lim it of detection( LOD ) and quan tification ( LOQ ) w ere 5 and 10�g /kg respectively for each drug. The linear ranges w ere from

5 �g /kg to 80 �g /kg w ith the co rre lation coeffic ients above 0. 99 for all the tw o drugs. The ave rage recover ies sp iked at the 3

concentration levels of 10�g /kg, 20�g / kg, 80�g /kg ranged from 80. 3% to 92. 6% w ith the re lative standa rd dev iations (RSD )

o f 1. 2% ~ 3. 8% . Conclusion: Them ethod w as proved to be sim ple, good reproducibility, h igh sensitiv ity, rap id, re liab le and

suitable fo r the s imu ltaneous determ ination o f c ipro floxac in and enro floxac in residues in fish m ea.l
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� � 环丙沙星 ( C iprofloxac in)和恩诺沙星 ( Enro floxac in)是目前

应用的喹诺酮类抗菌药中抗菌活性较强的药物。喹诺酮类药

物 ( QN s)是畜牧、水产养殖中常用到的药物,饲养过程中不科

学地使用这些药物会导致其在动物源食品中的残留超标, 影

响人类健康, 并且会使细菌的耐药性增强, 从而影响药物在人

类疾病治疗上的作用。目前测定动物源性食品中喹诺酮类药

物残留的方法主要有高效液相色谱法 (H PLC ) [1~ 3]、液相色谱

-质谱法联用法 ( LC - MS /MS、UPLC - M S /M S) [ 4~ 8]等。现

在, 食用鱼粉越来越多地成为婴幼儿的辅食产品, 对它的药物

残留监控有非常重要的意义。目前还没有婴幼儿食用鱼粉中

喹诺酮类药物的研究报道。本研究旨在通过改进前处理方法

和优化色谱条件, 从而建立起一种简便、快捷、灵敏, 同时可以

满足国内外有关法规要求的方法。该法在鱼粉中的环丙沙星

和恩诺沙星残留的实际检测中应用良好。

1� 材料与方法

1. 1� 仪器与试剂

� � Ag ilen t LC- 1200高效液相色谱仪 (配有二极管阵列检测

器、荧光检测器 );超声仪 ;涡旋混匀器; 离心机; 氮吹仪; M illiQ

超纯水仪; 旋转蒸发仪;精密天平。

� � 标准品: 盐酸环丙沙星 ( ciproflox acin hydroch lo ride, CIP,

99. 9% ),恩诺沙星 ( enro flox acin, ENR, 99. 9% ), 均购自 Dr. Eh�

renstorfe r公司。

� � 乙腈 (色谱纯 ); 乙酸 ( 36% , 分析纯 ); 正己烷 (分析纯 ) ;

磷酸 (分析纯 );三乙胺 (分析纯 )。
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1. 2� 色谱条件

� � 色谱柱: ODS- C18柱 ( 150 � 4. 6 mm, 5 �m, 末端封尾 ),

C18预柱, 柱温 30� ; 流动相: 0. 05 m o l/L磷酸溶液 /三乙胺

(取 3. 4 m l浓磷酸, 用 900 m l水稀释, 三乙胺调 pH 至 2. 4,定

容到 1000 m l)和乙腈, 体积比为 85�15; 检测条件: 荧光检测
器, 激发波长 280 nm,发射波长 450 nm, 进样体积 20 � ,l流速

1 m l/m in。

1. 3� 标准储备液和工作液的配制

� � 分别准确称取标准品各 10. 0 mg, 用 5% 乙酸乙腈溶解并

定容至 100 m l棕色容量瓶, 于 - 20� 条件下保存。使用时取

一定体积的上述标准储备溶液混合, 用流动相稀释成质量浓

度为 5. 0 �g /L, 10. 0 �g /L, 20. 0 �g /L, 40. 0 �g /L, 80. 0 �g /L

的标准工作液。

1. 4� 样品提取与净化
� � 称取试样 1 g(精确到 0. 01 g )于 50 m l聚丙烯离心管中,

加入 2. 5 g超纯水涡旋混匀后,室温放置 2 h,加 15 m l 5%乙酸

乙腈溶液, 15� 以下超声提取 15 m in, 于 5� 下 8000 r /m in离

心 8 m in, 收集上清液于 50 m l棕色梨形瓶中,残渣再重复提取

一次, 合并上清液, 于 40� 旋转蒸发至近干, N
2
气吹干。用

2 m l流动相将残渣转移到 5 m l具塞离心管中, 加入 2 m l乙腈

饱和正己烷, 涡旋混合, 于 5� 下 8000 r /m in离心 8 m in, 弃去

正己烷层 (上层 ), 下层过 0. 22�m滤膜, 待测。

2� 结果与讨论

2. 1� 色谱条件的优化

2. 1. 1� 色谱柱 � 考虑到方法的通用性, 既满足目标物的分
离, 抗干扰能力强, 峰形不拖尾, 又节省时间和试剂 ,选择 150

� 4. 6 mm、5 �m末端封尾的色谱柱, 10 m in即完成一次检测。

2. 1. 2� 流动相 � 郭黎明 [8]等人研究了磷酸盐缓冲液对喹诺

酮类药物响应信号的影响, 发现喹诺酮类药物以磷酸三乙胺

缓冲液 -乙腈为复溶液时的响应信号最强,故选择 0. 05 mo l/L

磷酸三乙胺缓冲液 ( pH 2. 4)和乙腈为流动相。改变磷酸缓冲

液和乙腈的比例, 发现比例为 82�18时, 6 m in即完成检测,但

检测样品时有杂质峰干扰;比例为 85�15时, 10 m in完成检测,

峰形良好, 目标物和杂质很好分离, 灵敏度高, 故采用 85�15的
比例。

2. 1. 3� 波长 � 环丙沙星和恩诺沙星的紫外吸收很弱, 但有强

荧光性质, 灵敏度高, 基线平稳, 杂质峰少, 故采用荧光检测

法。环丙沙星和恩诺沙星的最大激发波长为 280 nm, 最大发

射波长为 450 nm, 采用 �
ex
= 280 nm, �

em
= 450 nm 为实验波

长。

2. 2� 前处理条件的优化

2. 2. 1� 是否用水复原和复原时间 � 试验比较了直接提取和

先用水复原 (润湿 )再用溶剂提取两种方法。结果表明, 直接

提取方法的提取效率只有复原后的提取效率的 20% ~ 30% ,

可能因为鱼粉是细小的颗粒状, 直接用 5%乙酸乙腈提取, 蛋

白变性, 目标物被包被, 无法提取完全。而用水复原后, 鱼粉

溶胀, 与溶剂的接触面积增加, 提取效率也随之增加。

� � 复原时间长短对提取效率也有影响。试验比较了复原
24 h(过夜 )、6 h、2 h、1 h后的提取效率, 结果表明复原 2 h以

上即可提取完全, 所以采取两小时为复原时间。

2. 2. 2� 提取溶剂的选择 � 盐酸环丙沙星和恩诺沙星是水溶

性物质, 一般用酸化乙腈或甲醇提取, 本文比较了 1%、2%、

5%、10%乙酸乙腈的提取效率,试验结果表明, 5%乙酸乙腈的

提取效率最高, 如表 1所示。 10%的乙酸乙腈由于水相的比例

较高, 影响后续操作, 浓缩时间长, 可能是影响提取率的原因

之一。所以最终选择 5%乙酸乙腈作为提取溶剂。

表 1� 乙酸浓度和提取效率

目标物
乙酸浓度 (% )和提取效率 (% )

1 2 5 10

环丙沙星 77 81 88 85

恩诺沙星 80 83 92 86

2. 3� 方法性能指标的考察

2. 3. 1� 线性关系 � 测定环丙沙星和恩诺沙星的质量浓度均
为 5. 0�g /L, 10. 0 �g /L, 20. 0 �g /L, 40. 0 �g /L, 80. 0 �g /L的

混合标准溶液, 以质量浓度为横坐标、峰面积为纵坐标, 得到

的线性回归方程见表 2。两种物质均在 0. 1 ng~ 1. 6 ng进样

质量范围内与其峰面积呈线性关系, 相关系数均大于 0. 99。

表 2� 方法的线性范围、线性回归方程、相关系数

名称 线性范围 (�g /kg) 线性方程 相关系数 r2

环丙沙星 5- 80 Y = 0. 3731X + 1. 1998 0. 99827

恩诺沙星 5- 80 Y = 0. 7331X + 1. 6042 0. 99996

� � 注: Y: peak area; X: m ass concen trat ion, �g /L.

2. 3. 2� 检出限和定量限 � 在 5. 0 �g / kg添加水平时, 环丙沙

星和恩诺沙星的信噪比均大于 3, 故将其定为检出限。在

10. 0 �g /kg添加水平时,环丙沙星和恩诺沙星的信噪比均大于

10,且回收率、相对标准偏差 (RSD )满足条件, 故将其定为定量

限。

2. 3. 3� 方法的回收率 � 称取 1 g空白试样, 添加混合标准溶

液, 使加标水平分别达到 10 �g / kg、20 �g /kg和 80 �g /kg, 充

分混匀, 按照本文建立的方法进行测定, 每个添加水平作 3份

平行测定, 由表 3可见回收率稳定, 均在 80%以上, 可以满足

分析要求。

表 3� 方法的加标回收率试验 ( n= 3 )

样品 D rug
本底值

(�g /kg)

回收率 recovery(% )

10 �g /kg 20 �g /kg 80 �g/kg

鳕鱼粉 环丙沙星 < LOD 80. 5 88. 8 87. 6

恩诺沙星 < LOD 84. 2 92. 4 92. 6

鲤鱼粉 1 环丙沙星 < LOD 80. 3 88. 2 86. 8

恩诺沙星 < LOD 83. 4 91. 5 91. 9

2. 3. 4� 方法的精密度 � 对一种试样分别进行 5次实际处理和

仪器分析检测, 结果 RSD小于 5% , 方法的精密度良好, 见表 4

和图 1、图 2。

51中国卫生检验杂志 2011年 1月第 21卷 第 1期 � C h inese Jou rnal ofH ea lth Laboratory Technology, Jan 2011; Vol 21� No 1



表 4� 方法的精密度试验 ( n= 5)

样品名称 D rug
测定值 (�g /kg)

1 2 3 4 5
R SD (% )

鲤鱼粉 2 环丙沙星 10. 7 11. 7 11. 5 10. 9 11. 4 3. 75

恩诺沙星 40. 3 41. 5 41. 1 40. 6 40. 9 1. 12

3� 结论

� � 本文用酸化乙腈提取婴幼儿食用鱼粉中的恩诺沙星和环

丙沙星, 乙腈饱和正己烷脱脂净化, 前处理过程简单且操作方

便, 无需 SPE净化,不需用基质标样, 既节约成本又缩短了样

品的分析时间。用荧光检测器进行定性定量分析, 提高了检

测灵敏度,抗干扰能力强,且方法线性相关性好、回收率高、测

试结果稳定, 可以作为婴幼儿食用鱼粉中恩诺沙星和环丙沙

星残留的分析确证方法。
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图和总离子流图如下。

图 1� 苯丙酸诺龙及诺龙标准溶液的总离子流图和特征离子质谱图
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