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[摘 � 要 ] � 建立一种可同时检测鸡蛋中四种氟喹诺酮类药物 (环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星和

沙拉沙星 )残留的高效液相色谱 -荧光检测法。结果表明, 四种氟喹诺酮类药物中环丙沙星、恩

诺沙星、沙拉沙星在 2~ 500 ng /mL范围内峰面积与浓度呈良好的线性关系, R
2
均大于 0. 9999;达

氟沙星在 0. 4~ 100 ng /mL范围内峰面积与浓度呈良好的线性关系, R
2
大于 0. 9999。环丙沙星、

恩诺沙星、沙拉沙星的定量限为 10 �g /kg, 达氟沙星的定量限为 2 �g /kg。环丙沙星、恩诺沙星、

沙拉沙星在 10~ 200 �g /kg的浓度添加水平上, 其回收率为 70% ~ 100%; 达氟沙星在 2~ 40

�g /kg的浓度添加水平上,其回收率为 70% ~ 100%, 批内、批间的相对标准偏差均小于 10%。
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Study on DetectionM ethod of Quinolones Residues in Egg
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Abstract: A m ethod fo r determ ination of quino lones residues in egg byH PLC w ith fluorescence detector detection

w as established. A good linearity o f the calibration curves for cipro floxac in, enro floxac in, saraflox ac in w as obtained

w ith in the range of 2~ 500 ng /mL (R
2

> 0. 9999), and danof loxac in w as obta ined w ith in the range of 0. 4~ 100

ng /m L( R
2

> 0. 9999 ). The lim it of quantificat ion of cipro floxac in, enro floxacin, sarafloxacin w as 10 ng /g, and

danofloxacin w as 2 ng /g. The average recoveries of c iprofloxac in, enrofloxacin, sara floxac in from spiked eggs at

three concentrations o f 10, 50, 200 ng /g ranged from 70% to 100% ( n = 5) , and danof loxac in from spiked eggs

at three concentrat ions o f 2, 10, 40 ng /g ranged from 70% to 100% ( n = 5) . The in tra- and inter- batch

var iat ion coeffic ients w ere bo th less than 10%.

Key words: H PLC; qu ino lones; residues; egg

� � 环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星和沙拉沙星均

属于氟喹诺酮类抗菌药物 ( FQ s), 该类药物具有高

效、广谱、低毒等特点,在畜牧养殖中广泛用于预防

与治疗动物疾病
[ 1]
。随着社会不断发展进步, 人民

生活水平日益提高, 动物性食品的消费也日趋增

加。因此动物性食品中的兽药残留问题也愈来愈

受到关注。通过有效的技术手段对动物性食品中

的药物残留进行检测,以确保人类对动物性食品消

费的安全,具有十分重要的意义。

有关 FQ s多残留在动物组织中的检测方法, 国

内外已有诸多报道。主要是通过高效液相色谱法、

液相色谱串联质谱法及荧光检测器检测, 提取的方

法也各有不同, 有液 - 液萃取、液 - 固萃取等
[ 2]
。

依据农业部 781号公告 - 6- 2006�鸡蛋中氟喹诺

酮类药物残留检测    高效液相色谱法 !进行检

样, 实验结果显示四种氟喹诺酮类药物 (环丙沙星、
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达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星 )回收率不理想,达

不到鸡蛋中氟喹诺酮类药物残留检测的要求。因

此本研究旨在改善提取净化条件,建立一种操作步

骤简单,同时提高鸡蛋中四种氟喹诺酮类药物 (环

丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星 )回收率的

多残留分析方法。

1� 实验部分

1. 1� 仪器与试剂 � Ag ilent 1100高效液相色谱仪

(配荧光检测器 ) ,美国安捷伦公司; AE 240型分析

天平; Delta- 320型酸度计, 上海梅特勒 - 托利多

公司; B iofuge Stratos高速冷冻离心机, 德国贺利氏

公司; 乙腈 (色谱纯 ), 美国 Fisher公司; 磷酸,北京

化学试剂公司;三乙胺,广东汕头市西陇化工厂;正

丙醇、甲酸, 北京化工厂;环丙沙星、恩诺沙星、沙拉

沙星、达氟沙星对照品,中国兽医药品监察所, 含量

均大于等于 99. 0%。

1. 2� 色谱条件 � 0. 05 m o l/L磷酸三乙胺溶液配制:

取 85%磷酸 3. 4 mL,用水稀释至 1000 mL。用三乙

胺调节 pH值至 2. 4,即得。流动相为 0. 05 m ol /L磷

酸三乙胺溶液 -乙腈液 ( 82+ 18, V /V ); H ypersil C18

色谱柱, 250 mm # 4. 6 mm ( .i d ),粒径 5 �m,或相

当者;流速 1. 0 mL /m in; 检测波长: 激发波长 280

nm,发射波长 450 nm;柱温 30∃ ;进样量 20 �L。

1. 3� 对照溶液的配制 � 环丙沙星、恩诺沙星、沙拉

沙星、达氟沙星混合标准储备液: 分别称取环丙沙

星、恩诺沙星、沙拉沙星、达氟沙星对照品约 25、25、

25、5 m g,精密称定于 25 mL量瓶中, 用 0. 03 mo l /L

氢氧化钠溶液溶解并稀释至刻度,摇匀, 配成浓度

分别为 1 m g /m L(环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星 )

和 0. 2 m g /mL (达氟沙星 )的混合标准储备液。

2∃ ~ 8∃ 保存。

环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、达氟沙星混合

标准工作液: 准确量取适量标准储备液, 用流动相

稀释成浓度分别为 1 �g /mL(环丙沙星、恩诺沙星、

沙拉沙星 )和 0. 2 �g /mL(达氟沙星 )的混合标准工

作液。 2∃ ~ 8∃ 保存。

1. 4� 组织样品的提取 � 称取试料 ( 2 % 0. 05) g,置

50 mL离心管中,加 1%甲酸乙腈溶液 6 mL,涡旋混

匀,中速振荡 5 m in, 8000 r/m in离心 6 m in。上清

液转入 50 mL鸡心瓶中。残渣用 1%甲酸乙腈溶液

6 mL重复提取一次, 合并上清液于同一 50 mL鸡

心瓶中,加入正丙醇 3 m L,于 50∃ 旋转蒸发器中蒸

干。残余物用流动相 4. 0 mL溶解, 涡旋混匀转入

15 m L离心管中, 5000 r /m in离心 10 m in。取上清

液经微孔滤膜过滤,供高效液相色谱法分析。

2� 结果与讨论

2. 1� 色谱条件的选择 � 参考国内外有关资料, 经

过反复试验摸索, 氟喹诺酮类药物在酸性条件下,

具有较强的荧光吸收。因此,确立用高效液相色谱

仪荧光检测器, 激发波长为 280 nm; 发射波长为

450 nm;流动相为 0. 05 m o l/L磷酸 /三乙胺 -乙腈

液。为达到分离度要求,在试验过程中调整流动相

中有机相浓度比例, 最后确立 0. 05 m o l/L磷酸 /三

乙胺 -乙腈液 ( 82 &18)等度洗脱。空白鸡蛋色谱

图、对照溶液色谱图及样品添加色谱图分别如图 1、

图 2、图 3所示。

2. 2� 标准曲线及线性范围 � 精密量取含环丙沙

星、恩诺沙星、沙拉沙星 1 �g /mL, 含达氟沙星 0. 2

�g /mL的标准工作液 0. 02、0. 05、0. 1、0. 25、1. 0、

5. 0 mL至 10 m L量瓶中, 用流动相稀释至刻度, 配

成浓度分别为 2、5、10、25、100、500 ng /mL的环丙

沙星、恩诺沙星、沙拉沙星标准溶液, 0. 4、1、2、5、
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20、100 ng /m L的达氟沙星标准溶液,依次从低浓度

到高浓度按液相色谱条件进行分析, 每一浓度进样

三次, 按其所得三次峰面积的平均值与对应的对照

溶液的浓度做标准曲线,四种氟喹诺酮类药物 (环

丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、达氟沙星 )的标准曲

线图、回归方程及相关系数分别如图 4、图 5、图 6、

图 7所示。

图 7� 沙拉沙星标准曲线

2. 3� 样品提取 � 在方法研究过程中, 对样品的提

取液进行了实验摸索。采用酸性、碱性乙腈溶液分

别进行提取实验, 并同时进行了 0. 5%甲酸乙腈溶

液、1%甲酸乙腈溶液、2% 甲酸乙腈等不同浓度提

取液的效果实验。结果发现四种氟喹诺酮类药物

经 1%酸性乙腈溶液提取, 效果非常理想, 对不同浓

度的添加实验其回收率均高于 70%, 达到了残留检

测的要求,因此确立 1%酸性乙腈溶液作为提取液,

直接从鸡蛋中提取药物残留,提取液经旋转蒸发浓

缩后,用流动相溶解供高效液相色谱仪分析。

由于采用酸性乙腈溶液提取,甲酸及乙腈作为

蛋白沉淀剂和提取液能很好地沉淀蛋白, 提取液经

旋转蒸发浓缩, 用流动相溶解离心后, 所得溶液比

较澄清,再经微孔滤膜过滤可直接供高效液相色谱

仪分析,故本方法中未采用固相萃取技术。

2. 4� 方法准确度和精密度 � 采用标准添加法, 在

空白鸡蛋中添加 3个不同浓度 (低、中、高三个浓

度 )的环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星进

行回收率试验, 各浓度进行 5个样品平行试验, 重

复 3次,求批内、批间相对标准偏差,计算结果如表

1、表 2、表 3、表 4所示。从表可以看出, 本方法在

空白鸡蛋中进行适当浓度添加后方法的回收率为

70% ~ 100%, 批内、批间相对标准偏差均小于

10. 0%。

表 1� 鸡蛋中环丙沙星回收率测定结果

添加浓度 ( �g /kg) 测定批次 回收率 (% ) 平均回收率 (% ) 批内 RSD (% ) 批间 RSD (% )

1 79. 8 87. 7 73. 5 87. 0 84. 2 82. 4 5. 87

10 2 95. 6 94. 7 97. 4 97. 8 97. 4 96. 6 1. 36 5. 92

3 93. 8 88. 7 85. 5 84. 0 83. 5 87. 1 4. 26

1 70. 4 71. 7 76. 8 80. 7 79. 3 75. 8 4. 57

50 2 82. 9 92. 5 91. 4 87. 3 89. 8 88. 8 2. 95 5. 87

3 71. 9 79. 8 76. 1 71. 3 79. 8 75. 8 3. 34

1 82. 0 87. 3 89. 4 70. 2 86. 9 83. 2 7. 72

200 2 89. 7 89. 9 90. 4 89. 3 96. 2 89. 1 1. 16 2. 91

3 86. 6 85. 2 88. 6 86. 9 86. 8 86. 8 7. 28

∀3∀� 2010, 44( 6): 1~ 4/李 丹, 等 � � � � � � � � � � 中国兽药杂志



表 2� 鸡蛋中达氟沙星回收率测定结果

添加浓度 ( �g /kg) 测定批次 回收率 (% ) 平均回收率 (% ) 批内 RSD (% ) 批间 RSD (% )

1 70. 3 93. 4 74. 2 89. 8 86. 1 82. 8 10. 0

2 2 84. 8 90. 2 93. 9 91. 5 93. 8 90. 9 3. 72 6. 25

3 93. 3 78. 5 86. 5 78. 1 81. 8 83. 6 6. 38

1 71. 8 76. 6 79. 4 81. 4 81. 6 78. 2 4. 08

10 2 82. 3 86. 4 91. 8 80. 0 84. 6 85. 0 3. 26 4. 24

3 74. 8 75. 5 78. 8 71. 9 75. 2 75. 2 1. 52

1 86. 0 90. 5 93. 5 70. 1 89. 8 86. 0 9. 26

40 2 90. 2 92. 8 90. 2 91. 5 88. 3 90. 6 1. 25 3. 51

3 88. 6 86. 6 87. 0 86. 3 83. 6 86. 4 1. 20

表 3� 鸡蛋中恩诺沙星回收率测定结果

添加浓度 ( �g /kg) 测定批次 回收率 (% ) 平均回收率 (% ) 批内 RSD (% ) 批间 RSD (% )

1 78. 3 99. 9 74. 2 86. 9 84. 6 84. 8 9. 83

10 2 90. 3 94. 8 96. 3 94. 9 92. 7 93. 8 2. 33 6. 38

3 98. 8 86. 3 86. 1 76. 3 88. 1 87. 1 8. 02

1 70. 9 75. 0 80. 8 83. 2 82. 9 78. 6 5. 42

50 2 84. 3 90. 5 93. 1 85. 2 87. 5 88. 1 2. 92 5. 00

3 77. 2 77. 1 79. 8 74. 0 78. 4 77. 3 1. 46

1 86. 2 90. 1 92. 7 71. 8 90. 8 86. 5 8. 43

200 2 91. 0 93. 4 90. 8 93. 7 89. 3 92. 6 1. 54 3. 67

3 87. 8 86. 9 86. 8 85. 6 83. 5 88. 6 1. 23

表 4� 鸡蛋中沙拉沙星回收率测定结果

添加浓度 ( �g /kg) 测定批次 回收率 (% ) 平均回收率 (% ) 批内 RSD (% ) 批间 RSD (% )

1 85. 4 98. 1 82. 7 92. 2 88. 7 89. 4 6. 02

10 2 90. 3 94. 8 96. 3 94. 9 92. 7 88. 8 2. 33 6. 38

3 98. 8 86. 3 86. 1 76. 3 88. 1 87. 8 8. 02

1 72. 5 76. 3 82. 4 83. 5 83. 9 79. 7 5. 07

50 2 88. 1 90. 4 91. 8 86. 3 88. 0 88. 9 1. 72 5. 07

3 79. 0 75. 7 85. 0 75. 9 76. 9 78. 5 2. 80

1 87. 2 90. 7 93. 0 71. 9 89. 8 86. 5 8. 42

200 2 92. 2 95. 1 92. 5 92. 7 90. 8 92. 6 0. 98 3. 38

3 92. 0 89. 0 87. 9 87. 8 86. 4 88. 6 1. 48

� � 从上述表中数据可以看出,无论是各种浓度的

回收率,还是批内、批间的变异系数, 均符合农业部

农发 [ 2003] 1号关于发布 ∋兽药残留试验技术规范
(试行 ) (通知的规定要求。

3� 结 论

此方法提取过程简单, 操作步骤少, 所用化学

试剂的量也少,减少了对环境的污染。此方法适用

于鸡蛋中四种氟喹诺酮类药物 (环丙沙星、达氟沙

星、恩诺沙星、沙拉沙星 )残留的检测。
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