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高效液相色谱法检测鸡肉中氟喹诺酮类药物残留量

前处理方法的优化

李维铖，姬长云，张静洁，程汉奎，邓　超，钟佳莲，邓衔柏，沈祥广
（华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立一种用高效液相色谱法快速检测鸡肉组织中５种氟喹诺酮类药物（诺氟沙星、环丙沙星、达氟沙

星、恩诺沙星、沙拉沙星）残留量的方法．【方法】样品的提取液由乙腈与三氯乙酸溶液（质量分数２％）按体积比

１∶３的比例混合而成，流动相为乙腈－磷酸／三乙胺溶液（００２ｍｏｌ·Ｌ－１），荧光激发波长２８０ｎｍ，发射波长４５０ｎｍ．

【结果和结论】添加低、中、高浓度水平时，回收率为８４７１％～９９６６％，变异系数为０２０％～４３４％．该方法检测诺

氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星的残留定量限为１０μｇ·ｋｇ－１，达氟沙星的残留定量限为２μｇ·ｋｇ－１，沙拉沙星的残

留定量限为２０μｇ·ｋｇ－１．此法操作简单、实用，灵敏度高，可以满足鸡肉食品中氟喹诺酮类药物残留检测的需要．
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　　诺氟沙星（ＮＯＲ）、恩诺沙星（ＥＮＲ）、环丙沙星
（ＣＩＰ）、达氟沙星（ＤＡＮ）和沙拉沙星（ＳＡＲ）为常见
的氟喹诺酮类抗菌剂，目前在畜禽生产中被广泛应

用．此类药物使用不当导致的药物残留可能直接危
害人体健康，也可能使致病菌产生耐药性，间接对

人类健康造成影响［１２］．多个国家和地区均规定了
氟喹诺酮类药物的最高残留限量［１］．检测动物源食
品中氟喹诺酮类药物残留的方法有微生物法［３］、酶

联免疫法（ＥＬＩＳＡ）［４］、毛细管区带电泳法［５６］、电解

分析法［７］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［８１０］、高效液相
色谱 －质谱联用法（ＨＰＬＣＭＳ）［１１１４］等．目前，在鸡
肉产品的检测中，常采用的方法是《动物性食品中

氟喹诺酮类药物残留检测 －高效液相色谱法》（农
业部１０２５号公告１４２００８）［１５］．本试验以此标准为
基础，简化了试验前处理方法，优化了检测过程．经
试验验证，该法非常适合大批量处理样品，大量节

省了处理时间和所需耗材，较大幅度降低成本，方

法的灵敏度和回收率均可满足我国现行兽药残留

检测分析的要求．

１　材料与方法

１．１　药品和试剂
恩诺沙星对照品、环丙沙星对照品、诺氟沙星对

照品、达氟沙星对照品、沙拉沙星对照品，均为中国

兽医药品监察所产品，磷酸二氢钾、磷酸、三乙胺、氢

氧化钠溶液（分析纯，广州试剂厂），乙腈（色谱纯，

Ｆｉｓｈｅｒ公司）．
１．２　仪器和设备

Ａｇｉｌｅｎｔ高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）配
荧光检测器，高速匀质机及振荡器（德国ＩＫＡ公司），
高速台式冷冻离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）．
１．３　试液配制

分别称取恩诺沙星、环丙沙星、诺氟沙星对照品各

１０ｍｇ，置于同一个１０ｍＬ容量瓶中，用００５ｍｏｌ·Ｌ－１

的氢氧化钠溶液溶解定容至刻度，制得质量浓度均

为１ｍｇ·ｍＬ－１的混合储备溶液．准确称取达氟沙星
对照品１０ｍｇ，００５ｍｏｌ·Ｌ－１的氢氧化钠溶液溶解定
容至１０ｍＬ，使其质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１．准确称取
沙拉沙星对照品１０ｍｇ，００５ｍｏｌ·Ｌ－１的氢氧化钠溶
液溶解定容至１０ｍＬ，使其质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１．

置２～８℃冰箱中保存备用，有效期１个月．
取上述恩诺沙星、环丙沙星和诺氟沙星的混和

储备液１００μＬ，达氟沙星储备液２０μＬ，沙拉沙星储
备液２００μＬ，置于同一个１００ｍＬ容量瓶中，用流动
相定容至刻度，配置成恩诺沙星、环丙沙星、诺氟沙

星的质量浓度为１μｇ·ｍＬ－１，达氟沙星质量浓度为
０２μｇ·ｍＬ－１，沙拉沙星质量浓度为２μｇ·ｍＬ－１的
混合标准溶液．

提取液：称取２ｇ三氯乙酸于容量瓶中，加水至
１００ｍＬ，制得的三氯乙酸溶液与乙腈按体积比３∶１
的比例混合，搅拌均匀，得到提取液．

磷酸／三乙胺溶液：取磷酸３４ｍＬ，用水稀释至
１０００ｍＬ，配成００２ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸溶液，用三乙胺
调ｐＨ至２４．临用配制（易产生沉淀）．
１．４　测定方法
１．４．１　供试材料的制备　将市售的鸡肉样品用高
速匀浆机绞碎得到供试试料，将空白鸡肉样品绞碎

得到空白试料，在空白试料中添加适宜浓度的标准

溶液作为空白添加试料．
１．４．２　提取与净化　称取１ｇ试料，置于匀浆杯中，
加提取液４ｍＬ，高速匀浆１ｍｉｎ．匀浆液转入１５ｍＬ
聚丙烯离心管中，振荡３０ｍｉｎ，１６０００ｒ／ｍｉｎ，离心８
ｍｉｎ，取上清液过０２μｍ滤膜，装入进样瓶，待测．
１．４．３　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８２５０ｍｍ×

４６ｍｍ（ｉ．ｄ），粒径５μｍ．流动相：Ｖ（００２ｍｏｌ·Ｌ－１

磷酸／三乙胺溶液）∶Ｖ（乙腈）＝８０∶２０．流速：１
ｍＬ·ｍｉｎ－１．检测波长：激发波长２８０ｎｍ；发射波长
４５０ｎｍ．进样量：２０μＬ．
１．５　线性范围与检出限

空白样品中加入混合标准液配制成的诺氟沙

星、环丙沙星、恩诺沙星、达氟沙星、沙拉沙星系列标

准溶液．高效液相色谱仪检测后，以峰面积为纵坐
标，药物质量浓度为横坐标，进行线性回归分析．在
空白样品中添加不同质量浓度混合标准溶液，按

“１４”的方法进行处理，检测后取信噪比 Ｓ／Ｎ＝３对
应的样品浓度为方法检出限（ＬＯＤ），信噪比 Ｓ／Ｎ＝
１０对应的样品浓度为方法定量限（ＬＯＱ）．
１．６　回收率和精密度

向空白待测样品中分别添加３个浓度水平的混
合标准液，按“１４”的方法进行处理，每个浓度重复
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５次，连续做３个批次，计算回收率和变异系数．

２　结果与分析

２．１　色谱分析

在试验选定的条件下，测得诺氟沙星的保留时

间为６６７ｍｉｎ，环丙沙星为 ７１９ｍｉｎ，达氟沙星为
８１８ｍｉｎ，恩诺沙星为９０７ｍｉｎ，沙拉沙星为１２９３
ｍｉｎ，峰形尖锐，分离完全，空白组织样品在上述保留
时间无干扰峰出现（图１）．
２．２　方法的检出限及标准曲线

空白鸡肉样品中添加不同质量浓度的标准工作

溶液 ，诺氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星的残留定量限

为１０μｇ·ｋｇ－１，达氟沙星的残留定量限为 ２
μｇ·ｋｇ－１，沙拉沙星的残留定量限为２０μｇ·ｋｇ－１．
诺氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星的线性范围为１０～
１００μｇ·ｋｇ－１，达氟沙星为２～２０μｇ·ｋｇ－１，沙拉沙
星为２０～２００μｇ·ｋｇ－１．对质量浓度不同的混合标
准使用液进行色谱分析，工作曲线的线性范围、回归

方程、相关系数见表１．可见，本方法灵敏度高、线性
范围较宽，有一定的实用价值．
２．３　方法的回收率与精密度

对鸡肉样品分别进行４个浓度的添加试验，测得的
回收率为８４７１％～９９６６％，批内变异系数为０．２０％～
４４２％，批间变异系数为０３３％～２６８％（表２）．

１：诺氟沙星（０１μｇ·ｍＬ－１）；２：环丙沙星（０１μｇ·ｍＬ－１）；３：达氟沙星（００２μｇ·ｍＬ－１）；４：恩诺沙星（０１μｇ·ｍＬ－１）；５：沙拉沙星（０２

μｇ·ｍＬ－１）．

图１　标准溶液（ａ）、空白肌肉添加药品（ｂ）、空白肌肉样品（ｃ）的色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｆｉｖｅｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ（ａ），ｓｐｉｋｅｄｓａｍｐｌｅ（ｂ），ｂｌａｎｋｍｕｓｃｌｅｔｉｓｓｕｅ（ｃ）

表１　方法的线性范围、回归方程与相关系数

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ，ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

氟喹诺酮类

药物

线性范围／

（μｇ·ｋｇ－１）
回归方程

检出限／

（μｇ·ｋｇ－１）

定量限／

（μｇ·ｋｇ－１）
相关系数（ｒ）

诺氟沙星 １０～１００ Ｙ＝０．３９５Ｘ－０．０８９ ５ １０ １

环丙沙星 １０～１００ Ｙ＝０．３３５Ｘ－０．０２８ ５ １０ １

达氟沙星 ２～２０ Ｙ＝０．７１１Ｘ－０．０１１ １ ２ １

恩诺沙星 １０～１００ Ｙ＝０．６５４Ｘ＋０．３６１ ５ １０ １

沙拉沙星 ２０～２００ Ｙ＝０．４５９Ｘ－０．０１８ １０ ２０ １
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表２　回收率及相对标准偏差

Ｔａｂ．２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ

氟喹诺酮类

药物

ｗ添加／

（μｇ·ｋｇ－１）

批内 批间

回收率（ｎ＝５）／％ ＣＶ／％
１ ２ ３ １ ２ ３

回收率

（ｎ＝１５）／％
ＣＶ／％

诺氟沙星 １０ ９９．００±１．２７ ９６．７２±２．７４ ９７．００±２．２６ １．２９ ２．８４ ２．３３ ９７．５４±２．２０ ２．２６

２０ ９９．６６±０．３７ ９８．５９±１．０６ ９８．５９±１．０６ ０．３７ １．０８ １．０８ ９８．９３±０．９５ ０．９６

５０ ９８．６６±０．５０ ９８．５４±０．６３ ９８．３９±０．７５ ０．５１ ０．６４ ０．７６ ９８．５３±０．６０ ０．６１

１００ ９９．３６±０．７０ ９９．６２±０．２０ ９９．４９±０．２０ ０．７１ ０．２０ ０．２１ ９９．４９±０．４０ ０．４１

环丙沙星 １０ ９６．８８±２．３１ ９７．５１±１．７８ ９６．５７±２．４６ ２．３８ １．８２ ２．５５ ９６．９６±２．０１ ２．０７

２０ ９４．５１±４．１７ ９６．８０±１．２１ ９６．８０±１．２１ ４．４２ １．２５ １．２４ ９６．０８±２．５７ ２．６８

５０ ９８．４５±０．５１ ９８．５１±０．６７ ９８．４３±０．８６ ０．５２ ０．６８ ０．８７ ９８．４６±０．６４ ０．６５

１００ ９９．３１±０．３１ ９８．８０±０．２３ ９９．２５±０．２４ ０．３１ ０．２４ ０．２３ ９９．１３±０．３３ ０．３３

达氟沙星 ２ ９９．０８±０．３２ ９７．８１±１．１２ ９７．０９±１．１２ ０．３２ １．１５ １．１５ ９７．９４±１．１９ １．２２

４ ９８．１３±１．５８ ９７．７８±０．５６ ９７．７８±０．５６ １．６１ ０．５７ ０．５７ ９７．８９±０．９３ ０．９５

１０ ９８．５１±０．７１ ９８．４７±０．８６ ９８．２７±０．６５ ０．７２ ０．８８ ０．６６ ９８．４２±０．７０ ０．７１

２０ ９７．４６±１．２８ ９７．１８±１．１１ ９５．７７±１．１１ １．３１ １．１５ １．１６ ９６．７４±１．３１ １．３５

恩诺沙星 １０ ９６．３５±１．８２ ９４．６７±０．９５ ９４．５５±１．１５ １．８９ １．００ １．２２ ９５．１５±１．４７ １．５５

２０ ９６．０７±１．８４ ９６．７４±０．５３ ９６．４１±０．５３ １．９２ ０．５５ ０．５５ ９６．４１±１．０６ １．１０

５０ ９８．４７±０．６２ ９８．３８±０．８５ ９８．２４±０．８９ ０．６３ ０．８６ ０．９０ ９８．３７±０．７４ ０．７５

１００ ９７．０１±１．１８ ９７．０１±１．１８ ９６．４２±１．９３ １．２２ １．２２ ２．００ ９６．７９±１．３５ １．４０

沙拉沙星 ２０ ８５．７８±２．４０ ８６．６７±１．７６ ８６．４１±４．３４ ２．８０ ２．０３ ５．０２ ８５．９７±１．８５ ２．１６

４０ ８４．７１±３．０１ ８６．９１±０．８７ ８６．３６±０．８７ ３．５６ １．００ １．００ ８６．０１±１．９３ ２．２４

１００ ９７．９５±０．９５ ９８．８５±０．７２ ９８．３０±０．７６ ０．９７ ０．７３ ０．７７ ９８．３７±０．８５ ０．８６

２００ ９１．７０±１．８９ ９２．８８±１．８０ ９３．０１±１．３１ ２．０６ １．９３ １．４１ ９２．５６±１．６３ １．７５

２．４　抽样检测
从市场上购买３０个鸡肉样品，每份样品２个重

复，按本方法进行制样和检测，结果发现一例鸡肉样

品中诺氟沙星残留量为４３５μｇ·ｋｇ－１，平行样品中

诺氟沙星的质量浓度为４１４μｇ·ｋｇ－１，其余样品均
未检出氟喹诺酮药物的残留．表明该方法检测鸡肉
中氟喹诺酮类药物残留量的重现性非常好，相对偏

差保持在３％之内，数据可靠．

３　讨论与结论

３．１　样品前处理方法的优化
动物源食品中基质干扰复杂，富含脂肪和蛋白

质，选择并优化样品的前处理方法对结果的准确性

尤为重要．本试验在农业部１０２５号公告１４２００８所
采用方法［１５］的基础上，对样品的前处理过程进行了

一定的优化．该标准检测方法采用磷酸盐缓冲液提
取完后，离心取上清液，过固相萃取柱，从而除去样

品中的杂质．本试验的提取液由乙腈与质量分数为
２％的三氯乙酸按体积比１∶３混合而配得，蛋白质在
酸性条件下变性，离心出沉淀除掉杂质，而提取液中

加入乙腈也与流动相中乙腈比例吻合，出峰较好．
比较其他相关研究，仲锋［１６］在鸡组织中检测氟

喹诺酮类药物残留量的回收率为７０％～１０７％，变异
系数小于１０％；陈红等［１７］在鸡排泄物中检测氟喹诺

酮类药物的回收率为 ７５％以上，批内变异系数在
２２％～１０％之间，批间变异系数在６２％ ～１３０％
之间；而本试验测得的回收率为８４７１％ ～９９６６％，
批内变异系数为０２０％ ～４４２％，批间变异系数为
０３３％～２６８％．相较而言，本试验的回收率有了明
显稳定的提高，精密度和准确度也相应改善了，定量

限能满足日常采集样品的检测范围，而且检测的效

率大大增加，节省了柱子的成本，减少了处理的时

间，非常适用于样本量较大时的残留检测．
３．２　检测方法的稳定性

将新鲜配制的混合标准工作液５０μｇ·ｋｇ－１于４
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℃冰箱中避光保存１、３、５、７ｄ后上机检测，结果表
明，被测药物保留时间基本不变，但浓度明显降低，

可见标液在保存过程中不稳定，因此在测定过程中

应该做到现用现配，处理完后的样品也应及时上机．
３．３　结论

本试验在农业部 １０２５号公告１４２００８所采用
方法［１５］的基础上，对样品的前处理过程进行了优化，

使样品处理快捷便利，灵敏度高，重现性好，明显降

低批量样品的检测成本，可有效应用于鸡肉食品品

质的日常监控．
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ａｔｏｇｒＢ，２００１，７５４（１）：１９．

［１１］施冰，张志刚，吴抒怀，等．ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ测定水产品中７
种氟喹诺酮类抗菌素残留量的方法研究［Ｊ］．检验检
疫科学，２００４，１４（增刊）：２５３０．

［１２］ＶＡＮＨＯＯＦＮ，ＤＥＷＡＳＣＨＫ，ＯＫＥＲＭＡＮＬ，ｅｔａｌ．Ｖａｌｉ
ｄａｔｉｏｎｏｆａｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｒｉｃｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｉｇｈｔｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓｉｎｂｏ
ｖｉｎｅｍｕｓｃｌｅ，ｍｉｌｋａｎｄａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．Ａｎａｌ
ＣｈｉｍＡｃｔａ，２００５，５２９（１／２）：２６５２７２．

［１３］岳振峰，林秀云，唐少冰，等．高效液相色谱－串联质谱
法测定动物组织中的１６种喹诺酮类药物残留［Ｊ］．色
谱，２００７，２５（４）：４９１４９５．

［１４］ＳＡＭＡＮＩＤＯＵＶ，ＥＶＡＧＧＥＬＯＰＯＵＬＯＵＥ，ＴＲＴＺＭＬＬＥＲＢ
Ｍ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｒｅｓｉｄｕｅｄｅｔｅｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｎｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓａｎ
ｔｉｂｉｏｔｉｃｓｉｎｇｉｌｔｈｅａｄｓｅａｂｒｅａｍｕｓｉｎｇｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＡ，２００８，１２０３
（２）：１１５１２３．

［１５］农业部．农业部１０２５号公告１４２００８　动物性食品中
氟喹诺酮类药物残留检测 －高效液相色谱法［Ｓ］．北
京：中国农业出版社，２００８．

［１６］仲锋．恩诺沙星、环丙沙星在鸡组织中残留量的检测方
法研究［Ｊ］．中国兽药杂志，１９９９，３３（４）：５８．

［１７］陈红，曾振灵．鸡排泄物中恩诺沙星和环丙沙星含量
ＨＰＬＣ检测方法的建立［Ｊ］．中国兽医科技，２００５，３５
（１２）：１００４１００７．
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