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［摘　要］　建立了一种可同时检测羊奶中五种氟喹诺酮类药物（环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙

拉沙星、二氟沙星）残留的高效液相色谱—荧光检测法。羊奶样品经乙腈提取，正己烷去脂肪，Ｃ１８

柱净化。以 ０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸三乙胺溶液和乙腈溶液为流动相，流速为 ０．８ｍＬ／ｍｉｎ，激发波长

２８０ｎｍ，发射波长４５０ｎｍ。结果表明环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、二氟沙星在１０～２００ｎｇ／ｍＬ，达

氟沙星在２～４０ｎｇ／ｍＬ呈良好的线性关系，Ｒ２均大于０．９９９。环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、二氟

沙星的最低定量限为３０μｇ／ｋｇ，达氟沙星的最低定量限为６μｇ／ｋｇ。环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙

星、二氟沙星在３０～２００μｇ／ｋｇ的浓度添加水平上，达氟沙星在６～４０μｇ／ｋｇ的浓度添加水平上其

回收率均在７０～１００％，批内、批间的相对标准偏差小于２０％。该方法简单快速、灵敏度高、重复性

好，适用于羊奶中五种氟喹诺酮类药物残留检测。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＰＬＣ；ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ；ｒｅｓｉｄｕｅｓ；ｓｈｅｅｐｍｉｌｋ

　　环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二

氟沙星均属于氟喹诺酮类抗菌药物，该类药物具有

高效、广谱、低毒等特点，在畜牧业养殖业中广泛用

于预防与治疗动物疾病［１］。随着喹诺酮类药物在

人医和兽医应用的增加，其各种毒副作用也逐渐显

现出来，美国自 ２０世纪 ８０年代中期至今已使用

１亿人次以上，氟喹诺酮类药物的严重不良反应年

发生率约１／３５００。日本对氟喹诺酮的开发研究中，

副作用发生率为１．６％ ～４．８％［２］。因此通过有效

的技术手段，对动物性食品中的有关氟喹诺酮类药

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。为加强兽药残留监控

工作，保证动物性食品卫生安全，农业部于２００２年

发布第２３５号公告《动物性食品中兽药最高残留限

量》中规定达氟沙星在羊奶中的最高残留限量

（ＭＲＬ）为３０μｇ／ｋｇ；恩诺沙星和环丙沙星在羊奶中

的最高残留限量（ＭＲＬ）为１００μｇ／ｋｇ［３］。

目前，有关ＦＱｓ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［４－６］，但是采用高效液相色谱法同时检测羊奶中

环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二氟沙

星残留的方法尚未见报道。本研究旨在建立一种

操作步骤简单，并可满足同时检测羊奶中五种氟喹

诺酮类药物的多残留分析方法。

１　材料与方法

１．１　标准品、主要试剂及其配制　环丙沙星、达氟

沙星、恩诺沙星、二氟沙星对照品，中国兽医药品监

察所，含量≥９９．０％；沙拉沙星对照品，中国兽医药

品监察所，含量≥９５．０％。乙腈（色谱纯）、正己烷

（色谱纯）、正丙醇（色谱纯），美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司；磷

酸二氢钾（分析纯）、磷酸（分析纯）、三乙胺（分析

纯），国药集团化学试剂有限公司；Ｃ１８固相萃取

柱：１００ｍｇ／ｍＬ；水，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水仪制备，

符合ＧＢ／Ｔ６６８２－１９９２规定的一级水。

环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二

氟沙星标准储备液：分别称取环丙沙星、恩诺沙星、

沙拉沙星和二氟沙星对照品约５０ｍｇ，达氟沙星约

１０ｍｇ，精密称定，于５０ｍＬ量瓶中，用０．０３ｍｏｌ／Ｌ

氢氧化钠溶解并稀释成含达氟沙星０．２ｍｇ／ｍＬ、含

环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二氟沙星

１ｍｇ／ｍＬ的标准储备液。

环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二

氟沙星标准工作液：准确量取适量标准储备液，用

乙腈溶解并稀释成浓度为２μｇ／ｍＬ的标准工作液

（达氟沙星浓度为０．４μｇ／ｍＬ）。

１．２　主要仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪（配

荧光检测器）美国安捷伦公司；ＡＥ２４０型分析天

平；ＢｉｏｆｕｇｅＳｔｒａｔｏｓ高速冷冻离心机德国贺利氏公

司；ＩＫＥＡ涡动混合仪；ＩＫＡ－ＷＥＲＫＥ振荡器。

１．３　方法

１．３．１　样品的提取　称取（２±０．０５）ｇ试料，置

５０ｍＬ离心管中，乙腈５ｍＬ，正己烷８ｍＬ，涡旋混

匀，中速振荡５ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清

液转入５０ｍＬ鸡心瓶中，残渣再用乙腈５ｍＬ提取

一遍，合并两次提取液，加正丙醇３ｍＬ，于５５℃水

浴下旋转蒸发至干，加ｐＨ７．０磷酸盐缓冲液１０ｍＬ

溶解，备用。

１．３．２　样品的净化　Ｃ１８柱用甲醇２ｍＬ、水２ｍＬ

预洗。取备用液３．０ｍＬ过柱，用水１ｍＬ洗，挤干。

流动相１．０ｍＬ洗脱，混匀，过滤膜，供高效液相色

谱法测定。

１．３．３　色谱操作条件及参数　色谱柱：Ｈｙｐｅｒｓｉｌ

Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，ｉ．ｄ），粒径５μｍ，或相当

者；流动相为０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸三乙胺溶液—乙腈液

（８２∶１８，ｖ／ｖ）；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：激发

波长２８０ｎｍ，发射波长４５０ｎｍ；柱温：３０℃，进样

量：２０μＬ。
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１．３．４　标准曲线的制备　准确量取适量的环丙沙

星等五种标准工作液，用流动相稀释成含环丙沙星、

恩诺沙星、沙拉沙星和二氟沙星浓度分别为１０、２０、

６０、１００、１５０、２００ｎｇ／ｍＬ，达氟沙星浓度分别为２、４、

１２、２０、３０、４０ｎｇ／ｍＬ的系列混合标准溶液，进样分析

绘制标准曲线，并计算回归方程及相关系数。

１．３．５　回收率及精密度的测定　采用标准添加

法，称取羊奶样品，置于５０ｍＬ离心管中，添加适宜

浓度的环丙沙星等五种标准工作液，环丙沙星、恩

诺沙星、沙拉沙星和二氟沙星在羊奶中的药物浓度

为３０、１００、２００ｕｇ／ｋｇ；达氟沙星在羊奶中的药物浓

度为６、２０、４０ｕｇ／ｋｇ。每种浓度５个样品，重复３批

次，按照１．３．１和１．３．２的方法处理后，供ＨＰＬＣ测

定，外标法定量，计算回收率、批内、批间变异系数。

１．３．６　检测限和定量限的测定　对环丙沙星等五

种标准工作液，进行 ＨＰＬＣ分析，并逐渐降低浓度，

以溶液检测时的信噪比（Ｓ／Ｎ）分别大于等于３和

１０作为药物的检测限和定量限。并计算定量限浓

度点的回收率及批内、批间相对标准偏差，验证其

可靠性［７］。

２　结果与分析

２．１　色谱分离 　在优化的色谱条件下，测得羊奶

中环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二氟

沙星色谱峰峰形好，峰间隔时间较长，且均达到基

线分离。空白组织样品在上述时间无干扰峰出现，

色谱图见图１。

图１　羊奶中环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二氟沙星的高效液相色谱图

２．２　标准曲线　分别以环丙沙星、达氟沙星、恩诺 沙星、沙拉沙星和二氟沙星的色谱峰面积与其对应
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的对照溶液的质量浓度作图，得到相应的标准曲

线。环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二氟沙星在

３０～２００μｇ／ｋｇ的质量浓度范围内，达氟沙星在

６～４０μｇ／ｋｇ的质量浓度范围内，色谱峰面积与浓

度呈良好的线性关系。线性回归方程、相关系数见

表１。
表１　环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、二氟沙星的回归方程、相关系数和线性范围

药物名称 回归方程 相关系数 线性范围／（μｇ·ｍＬ－１）

环丙沙星 Ｙ＝０．５６０７Ｘ＋３．７６３２ ０．９９９５ ０．０１－０．２

达氟沙星 Ｙ＝５．４９８８Ｘ＋７．７５３３ ０．９９９３ ０．００２－０．０４

恩诺沙星 Ｙ＝１．１２０６Ｘ＋８．２０６ ０．９９９７ ０．０１－２．０

沙拉沙星 Ｙ＝０．４１８１Ｘ＋３．１０８５ ０．９９９１ ０．０１－２．０

二氟沙星 Ｙ＝０．７５４４Ｘ－０．９２３５ ０．９９９７ ０．０１－２．０

２．３　样品的回收率及精密度
表２　环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、二氟沙星在羊奶中的回收率（ｎ＝５）

药物名称 添加值／（μｇ·ｋｇ－１） 平均回收率／％ 批内ＲＳＤ／％ 批间ＲＳＤ／％

环丙沙星

３０ ７３．５ ５．２８ ５．４７

１００ ７４．７ ４．７４ ４．７１

２００ ７０．８ ５．９８ ６．２９

达氟沙星

６ ７１．１ ３．９６ ４．１１

２０ ７３．９ ７．０２ ８．０１

４０ ８３．２ ９．９０ ９．９３

恩诺沙星

３０ ９４．９ １．８２ ２．０３

１００ ９２．５ ３．６７ ３．９７

２００ ８８．６ ８．０８ ９．６９

沙拉沙星

３０ ７４．５ ６．７８ ７．０５

１００ ７９．０ ４．０２ ４．７２

２００ ７８．０ ９．６８ １０．７

二氟沙星

３０ ８３．２ １０．２ １０．８

１００ ８３．６ ９．０６ ９．３０

２００ ８１．４ ８．８８ ９．１４

　　由表２可以看出羊奶中环丙沙星、恩诺沙星、
沙拉沙星、二氟沙星添加浓度水平分别为３０、１００、
２００μｇ／ｋｇ时，平均回收率分别在７０．８％～７４．７％，
８８．６％ ～９４．９％，７４．５％ ～７９．０％，８１．４％ ～
８３．６％范围内，批内、批间的ＲＳＤ分别低于５．９８％、
６．２９％；８．０８％、９．６９％；９．６８％、１０．７％；１０．２％、
１０．８％；达氟沙星添加浓度水平分别为 ６、２０、
４０μｇ／ｋｇ时，平均回收率分别在７１．１％～８３．２％范
围内，批内、批间的ＲＳＤ分别低于９．９０％、９．９３％。
结果表明该方法可靠，重复性高。

２．４　灵敏度　应用本试验建立的检测方法，测得
羊奶中环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、二氟沙星的

检测限、定量限分别为９μｇ／ｋｇ（Ｓ／Ｎ≥３）、３０μｇ／ｋｇ
（Ｓ／Ｎ≥１０），达氟沙星的检测限、定量限分别为
１．８μｇ／ｋｇ（Ｓ／Ｎ≥３）、６μｇ／ｋｇ（Ｓ／Ｎ≥１０）。由表２
可见，添加浓度为３０μｇ／ｋｇ时，环丙沙星、达氟沙
星（添加浓度为６μｇ／ｋｇ）、恩诺沙星、沙拉沙星、二
氟沙星在羊奶中的平均回收率均大于７１．１％，批
内、批间的ＲＳＤ分别低于１０．２％、１０．８％。表明该
方法在定量限水平的可靠性好，且灵敏度高，完全

满足环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、二

氟沙星在羊奶中残留检测的需要。

３　讨论与小结
３．１　色谱条件的选择　参考国内外有关资料，经
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　２０１６，５０（１）：３１～３５／李 丹，等 中国兽药杂志

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 ２８０ｎｍ；发射波长为
４５０ｎｍ；流动相为０．０５ｍｏｌ／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０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸／三
乙胺—乙腈液（８２∶１８）等度洗脱。
３．２　样品提取与净化方法的优化　在方法的提取
研究过程中，对样品的提取液进行了实验摸索，采

用酸性乙腈、碱性乙腈及纯乙腈溶液进行提取实

验，结果发现，纯乙腈提取效果非常理想，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，确立乙腈作为提取液。在去脂过

程中，对正己烷、异辛烷的去脂效果进行了对比研

究，结果表明正己烷的去脂效果优于异辛烷，同时

对于正己烷的用量进行了优化选择，结果表明８ｍＬ
正己烷的加入去脂效果最好。此外，在样品提取过

程中，对离心机使用的转速和时间进行了对比试

验，发 现 两 次 离 心 过 程 中，离 心 机 转 速 为

１００００ｒ／ｍｉｎ，离心时间为１０ｍｉｎ的样品除杂效果
明显优于离心机转速为１００００ｒ／ｍｉｎ，离心时间为
５ｍｉｎ及转速为 ５０００ｒ／ｍｉｎ，离心时间为 ５ｍｉｎ或
１０ｍｉｎ。

在方法的净化研究过程中，提取液经旋转蒸发

浓缩至干后，用流动相溶解，过滤膜直接进样分析，

发现样品基质干扰特别严重，达不到基本分离的要

求，因此确定采用固相萃取技术进行样品的净化。

实验过程中，对 ＨＬＢ，Ｃ１８等固相萃取柱及不同柱
规格进行了摸索和比较研究，最终发现 Ｃ１８，
１００ｍｇ／ｍＬ规格的萃取柱对样品的净化效果最好，
最大程度地降低了样品基质对有效成分的干扰，使

得环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、二氟

沙星在羊奶中的残留检测技术参数（灵敏度、精密

度、准确度）均达到了兽药残留检测方法的要求。

３．３　方法的回收率及灵敏度　本试验中环丙沙
星、恩诺沙星、沙拉沙星、二氟沙星的添加浓度范围

为３０～２００μｇ／ｋｇ时，回收率在７０．８％～９４．９％范
围内，批内和批间 ＲＳＤ分别低于１０．２％、１０．８％，
达氟沙星的添加浓度范围为６～４０μｇ／ｋｇ时，回收
率在７１．１％ ～８３．２％范围内，批内和批间 ＲＳＤ分
别低于９．９０％、９．９３％，符合农业部对兽药残留试
验规范中的要求［８］。通过添加定量限浓度点对其

可靠性进行验证，结果发现环丙沙星、达氟沙星、恩

诺沙星、沙拉沙星、二氟沙星在羊奶中的回收率均

大于７１．１％，批内、批间的 ＲＳＤ分别低于１０．２％、
１０．８％。表明该方法在定量限水平的可靠性好，且
灵敏度高，完全满足环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙

星、沙拉沙星、二氟沙星在羊奶中残留检测的需要。

本研究建立了一种同时检测羊奶中五种氟喹

诺酮类药物的多残留分析方法。本试验条件下，表

明该方法灵敏可靠，完全满足羊奶中环丙沙星、达

氟沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、二氟沙星的残留检测

要求。
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