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固相萃取-高效液相色谱法

测定水产品中 7种氟喹诺酮类药物残留

惠芸华
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,  冯  兵 2
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( 1.中国水产科学研究院 东海水产研究所,农业部水产品质量监督检验测试中心, 上海 200090;

2. 大连水产学院 食品工程学院, 大连 116023)

摘  要:建立了固相萃取-反相高效液相色谱法同时测定水产品 (河鳗、南美白对虾和罗非鱼 )中

7种氟喹诺酮类药物残留的方法。样品经 1 mo l /L磷酸盐提取、正己烷去脂、C18固相萃取柱净化

后,用高效液相色谱分离、荧光检测器检测、外标法定量。诺氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星的最低添

加水平为 5. 0 Lg /kg,单诺沙星为 1. 0 Lg /kg, 培氟沙星为 4. 0 Lg /kg, 沙拉沙星为 20. 0 Lg /kg, 氧

氟沙星为 30. 0 Lg /kg。结果表明, 7种氟喹诺酮类药物的平均回收率在 75%~ 95%之间, 相对标准

偏差为 1. 3%~ 9. 3%; 检测限在 0. 07~ 5. 84 Lg /kg之间,定量限在 0. 23~ 19. 48 Lg /kg之间。采用

所建立方法对上海农贸市场随机抽取的实际样品进行检测, 结果均未检出 7种氟喹诺酮类药物

残留。   

关键词:固相萃取;高效液相色谱;荧光检测器;水产品; 氟喹诺酮

DOI: 10. 3969 / .j issn. 1008-7303. 2009. 04. 10

中图分类号: O657. 7    文献标志码: A    文章编号: 1008-7303( 2009) 04-0462-05

Determ ination of Seven F luoroquinolones Residue in Aquatic

Products by Solid-phase Extraction-HPLC
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Abstract: A reversed-phase HPLC m ethod fo r ana ly zing seven f luo roqu ino lones residue in aquatic

products (Angu illa anguilla, Penaeus vannam ei andO reochrom is spp. ) w ith f luo rescence de tectorw as

developed. The f luo roqu ino lones re sidue w as ex tracted by pho sphate, pur if ied w ith n-hexane and so lid-

phase ex tract ion, quantif ied using ex ternal standard calibra tion m ethod. The m in imum added

concen trat ion w as 5. 0 Lg /kg fo r no rf lox ac in, cipro f lo xacin and enro f loxacin, 1. 0 Lg /kg fo r

dano f loxacin, 4. 0 Lg /kg fo r pef loxacin, 20. 0 Lg /kg for saraf lox ac in and 30. 0 Lg /kg for o f loxac in.

The average recoveries of the seven f luo roquino lone s in aqua tic product ranged from 75% to 95% , w ith

re lative standard dev ia tions o f 1. 3%- 9. 3%. The lim it o f de tection ( LOD ) w as 0. 07- 5. 84 Lg /kg,
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the lim it o f quantification ( LOQ ) w as 0. 23-19. 48 Lg /kg. Sam ples obta ined optiona lly from shangha i

term ina lm arketw ere ana lyzed w ith the establishedm ethod, and no f luo roqu ino lone w as detected.

Key words: so lid-pha se ex traction; high perfo rm ance liquid chrom ato graphy; fluo rescence detector;

aquatic products; f luoroqu ino lones

  氟喹诺酮 ( f luo roquino lones, FQ s,结构式如 Ñ)
是近几年发展起来的一类重要的抗生素类药物,

因具有抗菌谱广、抗菌力强、组织穿透力强、低毒、

结构简单、给药方便等优点
[ 1 ]
而愈来愈受到重视,

应用范围逐渐扩大。诺氟沙星 ( norf loxac in)、恩诺

沙星 ( enro f lox ac in )、环丙沙星 ( c ipro f lo-xacin)、氧

氟沙星 ( o f loxac in)、培氟沙星 ( pef lo-xacin)、单诺

沙星 ( dano f lo xacin)和沙拉沙星 ( saraf lo xacin)是氟

喹诺酮类药物的典型代表
[ 1-2]

, 目前在水产养殖过

程中已普遍使用, 造成了水产品中此类药物的残

留。由于使用不当所引起的抗生素类药物残留将

可能对人体健康造成危害
[ 2-3]

, 目前水产品中氟喹

诺酮类药物的残留问题已引起广泛关注
[ 3]
, 开展

水产品中此类药物残留情况的监控、保障食品安

全已是当务之急。

(Ñ )

  目前国内外有关氟喹诺酮类药物检测的报道
较多

[ 1, 4-15]
, 测定方法主要为液相色谱法、液-质联

用法和毛细管电泳法等, 主要是关于鸡蛋
[ 1, 4-7]

、鸡

肉
[ 8-9]
、血浆、尿液

[ 10]
以及猪肾

[ 11-12]
中该类药物残

留量的测定, 关于水产品中氟喹诺酮类药物残留

检测的相关报道还不多见, 且涉及水产品的这些

报道有的采用液-质联用法
[ 13]
测定, 成本较高, 通

用性不强, 而采用液相色谱法
[ 14-15]

测定则应用范

围窄,检测项目较少, 不能满足国际上对多残留检

测的要求。因此开展水产品中氟喹诺酮类药物的

多残留检测研究,建立高效、灵敏的检测方法是极

其必要的。本研究建立了可同时测定 7种氟喹诺

酮类药物残留的固相萃取-反相高效液相色谱检测

方法,成本低、通用性强, 经验证方法的准确性和

灵敏度均满足分析测试的要求, 具有较好的实用

性和推广价值。

1 材料与方法

1. 1 材料
供试水产品河鳗 Angu illa anguilla、南美白对

虾 P enaeus vannam ei、罗非鱼 O reochrom is spp. 均

购自上海市农贸市场, 经检测, 样品均不含 7种氟

喹诺酮类药物。

1. 2 仪器与试剂

A g ilent 1100高效液相色谱仪, 配荧光检测器;

Supelco固相萃取装置, C18固相萃取柱 ( 200 m g,

3 mL ) ; X br idge Shie ld RP C 18 ( 150mm @ 4. 6mm )

色谱柱, W a ters公司。

氧氟沙星 ( o f lo xac in)、诺氟沙星 ( norf loxacin)、

培氟沙星 ( pef lo xac in)、环丙沙星 ( cipro f lo xacin)、单

诺沙星 ( dano f lo xacin)、恩诺沙星 ( enro f lox ac in )、

沙拉沙星 ( saraf loxac in ) 7种氟喹诺酮类药物标准

品均购自 S igm a公司, 纯度 \ 99. 0%。分别精确

称取 0. 010 0 g, 用 5mL浓度为 1m o l /L的盐酸溶

解,乙腈定容至 100 mL, 0~ 4 e 保存, 用前以流动

相稀释。

1. 3 色谱条件

X br idge Shie ld RP C18 ( 4. 6 mm @ 150 mm )色

谱柱; 流动相: 0. 1%的三氟乙酸 (用三乙胺调 pH

为 3. 0 )-乙腈-甲醇 = 89B4 B7 (体积比 ) ; 流速

2 mL /m in; 柱温 40 e ; 进样量 50 LL;荧光检测器

激发波长 280 nm, 发射波长 450 nm。

1. 4 样品处理

1. 4. 1 样品的制备  鱼去鳞、去皮后沿背脊取肌
肉,虾去头、去壳取可食肌肉部分, 经组织粉碎机

粉碎, 于 - 18 e 冰箱中冷冻贮存,测定前在室温下

解冻。

1. 4. 2 提取与净化  分别称取 5. 0 g制备好的水

产品样本于 50 mL离心管中,加入 10 mL浓度为

1 mo l/L的磷酸二氢钾, 80 e 保温 1 h, 4 000 r /m in

下离心 10 m in,取上清液; 用 5 mL磷酸二氢钾清

洗残渣, 4 000 r /m in下离心 10 m in, 取上清液。合

并两次上清液于另一 50 mL离心管中, 用磷酸二

氢钾定容至 20mL。加入 30 mL用水饱和的正己

烷,振荡至糊状, 静置分层。取 10 mL 下层水相清

液进行固相萃取。
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固相萃取柱预先用 3 mL甲醇和 3mL水淋洗

后, 将提取液加入萃取柱, 控制流速在每 3 ~ 4 s

1滴, 试样液过柱后, 依次用 5mL水、3 mL甲醇淋

洗, 弃去淋洗液。用 6mL体积分数为 6%的氨水-

甲醇溶液洗脱, 洗脱液接收至 10 mL 的刻度离心

管中, 55 e 氮气吹干, 用流动相定容至 1 mL, 过

滤, 待分析。

2 结果与讨论

2. 1 色谱分离条件

氟喹诺酮属两性化合物, 在水溶液中均以离

子形式存在, 给液相色谱分离带来了一定难度。

研究过程中分别以不同离子对试剂为流动相考察

了色谱柱对氟喹诺酮分离的影响, 发现 X bridge

Sh ie ld RP C18的分离效果较好,峰形对称 (见图 1) ,

因此选择其作为氟喹诺酮分离的最佳色谱柱。

图 1 7种氟喹诺酮类药物标准品的液相色谱图

F ig. 1 S tanda rd HPLC chrom ato g ram o f

7 f luo roqu ino lones
OFL:氧氟沙星 of loxac in; PEF: 培氟沙星 p ef loxacin; NOR:

诺氟沙星 n orf lox acin; C IF: 环丙沙星 cip ro f loxacin; DAN: 单诺沙

星 dano-f loxacin; ENR: 恩诺沙星 en rof loxacin; SAR: 沙拉沙星

saraf loxacin.

图 3同。 Th e sam e a s in Fig. 3.

2. 2 提取剂的选择

氟喹诺酮类药物分子中含有氨基和羧基, 易

溶于稀酸、稀碱和乙腈。目前常用的提取方法主

要有两种: 一是用乙腈
[ 12 ]
、二氯甲烷

[ 5]
等有机溶

剂提取, 然后减压蒸发; 另一种是用盐酸
[ 7 ]
、pH

7. 0的磷酸盐缓冲液
[ 6 ]
等水溶液提取, 然后经固

相萃取净化。考虑到多残留分析对样品净化的

要求较高 , 需采用固相萃取以排除杂质干扰, 故

选用水溶液作为提取剂。比较发现, 1 m o l/L的

盐酸和 1 m o l/L的磷酸二氢钾 ( pH 7. 0 )溶液的

提取效果都非常理想, 但用盐酸溶液提取时杂质

含量较高 , 易堵塞固相萃取柱; 而用磷酸二氢钾

溶液提取蛋白质含量高的品种 (如南美白对虾 )

时, 由于水溶性蛋白质的影响, 提取液呈胶状, 无

法离心分离, 可在 80 e 保温 1 h, 使蛋白质变性

后分离出提取液和残渣。综合考虑, 以 1 m o l/L

的磷酸二氢钾缓冲溶液 ( pH 7. 0 )作为提取剂可

满足测定要求。

2. 3 工作曲线和线性范围

在上述色谱条件下, 氟喹诺酮类药物浓度和

峰面积呈现良好的线性关系, 其工作曲线和线性

范围见表 1。

2. 4 回收率和精密度

分别测定了脂肪含量高的河鳗、蛋白质含量

高的南美白对虾及罗非鱼中的氟喹诺酮类药物

残留。添加水平、回收率和方法的相对标准偏差

见表 2, 空白谱图和最低添加水平下的谱图见

图 2~图 3。

2. 5 方法的定量限和检测限

配制不同浓度的混合标样, 分别对南美白对

虾空白样品进行添加回收实验。 7种氟喹诺酮类

药物的添加回收率均在 70%~ 95% 之间, 相对标

准偏差都低于 10% , 各组分信噪比大于 10。分

别计算得到方法的定量限和检测限 (表 2 )。

表 1 7种氟喹诺酮类药物的线性范围和回归方程

T able 1 L inear ranges, reg ression equat ions o f the 7 f luo roqu ino lones

氟喹诺酮   
F luo roqu in o lones  

回归方程

R eg ression equa tion s

相关系数 R 2

C orrelation co ef f icien t

线性范围

L in ear ran ges / (m g /L )

氧氟沙星 o f loxacin Y = 49. 1 9x - 3. 63 7 0. 9 98 9 0. 02 5~ 5. 0

培氟沙星 p ef loxacin Y = 709. 0x - 16. 3 3 0. 9 99 7 0. 00 5~ 1. 0

诺氟沙星 no rf loxacin Y = 524. 7x - 12. 5 8 0. 9 99 9 0. 00 5~ 1. 0

环丙沙星 cip rof loxacin Y = 496. 3x - 11. 3 6 0. 9 99 7 0. 00 5~ 1. 0

单诺沙星 dano f loxacin Y = 4 863x - 28. 63 0. 9 99 9 0. 00 1~ 0. 2

恩诺沙星 enrof loxac in Y = 865. 6x - 20. 7 3 0. 9 99 9 0. 00 5~ 1. 0

沙拉沙星 saraf loxacin Y = 258. 4x - 31. 5 2 0. 9 99 7 0. 02 5~ 5. 0
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表 2 7种氟喹诺酮类药物的添加回收率、精密度及检测限、定量限

Tab le 2 R esults o f recovery, prec ision, LOD and LOQ o f the 7 f luo roqu ino lones

氟喹诺酮   
F luo roqu in o lones  

添加水平

Fo rtif ied level /

( Lg /kg )

平均回收率 Av erage recovery /%

河鳗

Angu illa an gu illa

南美白对虾

P enaeu s vannam ei

罗非鱼

O reoch rom is spp.

相对标

准偏差

RSD /%

检测限

LOD /

( Lg /k g)

定量限

LOQ /

( Lg /k g)

氧氟沙星 o f lox ac in 3 0. 0 87. 4 82. 6 80. 3
3. 1 5. 8 4 19. 48

200. 0 89. 0 84. 7 81. 7

培氟沙星 p ef loxacin 4. 0 78. 1 77. 1 75. 2
3. 8 0. 3 3 1. 09

10. 0 75. 4 76. 1 76. 7

诺氟沙星 no rf loxacin 5. 0 80. 9 83. 7 82. 2
2. 3 0. 6 3 2. 09

20. 0 81. 4 84. 4 81. 4

环丙沙星 cip rof loxacin 5. 0 86. 2 83. 6 85. 9
3. 1 0. 7 3 2. 43

20. 0 89. 5 85. 5 84. 5

单诺沙星 d ano f loxacin 1. 0 95. 0 84. 0 80. 1
5. 3 0. 0 7 0. 23

10. 0 90. 0 86. 4 81. 4

恩诺沙星 enrof loxacin 5. 0 80. 5 82. 8 81. 6
1. 3 0. 5 2 1. 75

20. 0 82. 2 81. 7 82. 2

沙拉沙星 saraf loxacin 2 0. 0 77. 9 83. 2 78. 1
2. 0 2. 3 9 7. 97

90. 0 79. 4 81. 3 79. 4

2. 6 实际样品检测结果

于 2008年 11月从上海市农贸市场随机抽取

草鱼 C tenopharyngodon idellus、南美白对虾和大黄

鱼 Preudo sciaena cro cea 3种样品按 1. 3节所述方

法进行检测,结果表明, 此次抽取的样品中均未检

出含有 7种氟喹诺酮类药物残留。

3 结论

用本文所建立方法进行检测, 7种氟喹诺酮类

药物在各基质中的平均回收率在 75%~ 95%之间,

相对标准偏差均小于 10% , 定量限低, 且各药剂浓

度和峰面积呈现良好的线性关系, 表明方法的准

确性、精密度和灵敏度均符合残留分析要求。所

建立方法操作简便、灵敏度高, 适用于水产品中

7种氟喹诺酮类药物残留的同时测定。
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The PesticideManual) New Fifteenth Edition

Ed ited by C live Tom lin

由 C live Tom lin主编的 5农药手册6第 15版 ( The F ifteen th Edition o f the Pestic ideM anua l)已于 2009年 11月出版,

ISBN 978 1 901396 18 8, 定价 250英镑。根据世界各地农药生产商提供的信息, 在最新版中新增加了 30个农药品种, 其

中有 20个是新的化学合成品。该版共收录农药 1 436种, 涉及 2 600余个产品,包括除草剂、杀菌剂、杀虫剂、杀螨剂、杀

线虫剂、植物生长调节剂、除草剂、安全剂、驱避剂、增效剂、信息素、有益微生物和无脊椎动物剂、杀鼠剂及杀动物外寄生

虫药。

另外,与第 14版相比,最新版还在产品的分析方法、EPA推荐用量、风险评估、毒理学和环境评价以及公司信息等方

面进行了更新和完善。

该书的电子版 ( e-Pe sticideM anual)也已同期出版。

(杨新玲  供稿 )
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