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［摘　 要］ 　 建立同时快速检测牛奶中环丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、培氟沙星、氧氟沙星和洛美沙

星六种氟喹诺酮类药物残留的酶联免疫吸附法。 ＥＬＩＳＡ 法的操作在 ２０℃ ～ ２５℃下进行，以 ５０％ 抑

制浓度、最低检测限反映方法的灵敏度，同时进行加标回收试验。 结果表明，本文所建立的 ＥＬＩＳＡ

法的最低检测限为 １． ４８ μｇ ／ Ｌ，５０％抑制浓度的范围在 ０． ２５４ ～ ０． ３６１ μｇ ／ Ｌ；在环丙沙星、恩诺沙星、

诺氟沙星、培氟沙星、氧氟沙星和洛美沙星药物添加浓度为 ５、２５、５０ μｇ ／ Ｌ 时的回收率为 ８４． ５８％ ～

１１５． ９２％ ，批内变异系数均小于 １５． ０％ ，批间变异系数均小于 １６． ０％ 。 本方法简便快捷，灵敏度、准

确度和精密度高，适用于牛奶中 ＦＱｓ 残留的同时快速检测。

［关键词］ 　 酶联免疫吸附法；牛奶；氟喹诺酮类药物；残留

基金项目： 四川省科技计划（２０１９ＹＦＳ００６２０）；四川大学高校基本科研业务费研究专项项目（ｓｋｑｙ２０１２３４）

作者简介： 李燕君，硕士研究生，从事食品安全方向研究。

通讯作者： 吕晓华。 Ｅ － ｍａｉｌ：ｌｕｘｉａｏｈｕａ＠ ｓｃｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ Ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ｍｉｌｋ ｂｙ
Ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ Ａｓｓａｙ

ＬＩ Ｙａｎ － ｊｕｎ１，ＴＡＮ Ｍｅｉ１，ＹＵＥ Ｘｉｕ － ｙｉｎｇ２，ＬＵ Ｑｉａｎｇ２，ＷＵ Ｘｉａｏ － ｌａｎ２， ＬＶ Ｘｉａｏ － ｈｕａ１∗

（１． Ｗｅｓｔ Ｃｈｉｎａ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｗｅｓｔ Ｃｈｉｎａ Ｆｏｕｒｔｈ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｓｉｃｈｕａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００４１， Ｃｈｉｎａ；

２． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００４１， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＶ Ｘｉａｏ － ｈｕａ， Ｅ － ｍａｉｌ： ｌｕｘｉａｏｈｕａ＠ ｓｃｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａｎ ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ

ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｍｉｌｋ， ｉｎｃｌｕｄｅｓ ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ， ｅｎｏｘａｃｉｎ， ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ， ｐｅｆｌｏｘａｃｉｎ， ｏｆｌｏｘａｃｉｎ ａｎｄ

ｌｏｍｅｆｌｏｘａｃｉｎ． ＥＬＩＳＡ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ２０℃ ～２５℃， ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｒｅｆｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ

ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ １． ４８ μｇ ／ Ｌ， ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ
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０． ２５４ ～ ０． ３６１ μｇ ／ Ｌ； Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ， ｅｎｏｘａｃｉｎ， ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ， ｐｅｆｌｏｘａｃｉｎ， ｏｆｌｏｘａｃｉｎ ａｎｄ

ｌｏｍｅｆｌｏｘａｃｉｎ ａｔ ５， ２５ ａｎｄ ５０ μｇ ／ Ｌ ｗａｓ ８４． ５８％ ～１１５． ９２％ ， ｔｈｅ ｉｎｔｒａ － ｂａｔｃｈ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ

１５． ０％ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ － ｂａｔｃｈ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １６． ０％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｒａｐｉｄ， ｗｉｔｈ

ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ． Ｉｔ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ

ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ ｉｎ ｍｉｌｋ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＥＬＩＳＡ； ｍｉｌｋ； ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ； ｒｅｓｉｄｕｅｓ

　 　 氟喹诺酮类药物（ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ，ＦＱｓ）是目前

广泛应用于畜牧业的第三代喹诺酮类药物，由于耐

药性致病菌的产生、继发的不良反应及潜在致癌作

用，ＦＱｓ 残留问题受到各国的高度关注［１ － ３］。 本文

探索一种快速同步检测牛奶中多种 ＦＱｓ 残留的酶联

免疫吸附法（ ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，

ＥＬＩＳＡ），为基层现场监测牛奶中 ＦＱｓ 残留提供参考。

１　 材料与方法

１． １　 样品　 牛奶样品，购于超市。

１． ２　 主要仪器 　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｇｏ 酶标仪（配

备 ４５０ ｎｍ 滤光片） （Ｔｈｅｒｍｏ），ＣＰＡ２２５Ｄ 电子天平

（赛多利斯），Ｘ － ２００ 漩涡混合仪（Ｌａｂｎｅｔ），Ｅｐｐｅｎ⁃

ｄｏｒｆ ５８１０Ｒ 冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），单道和多道微

量移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）。

１． ３　 标准品和主要试剂　 氟喹诺酮类药物残留酶

联免疫检测试剂盒（北京勤邦生物技术有限公司），

试剂盒中提供 ０、０． １、０． ３、０． ９、２． ７、８． １ μｇ ／ Ｌ 环丙

沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、培氟沙星、氧氟沙星和

洛美沙星药物系列标准溶液，试验用水符合 ＧＢ ／ Ｔ

６６８２ － ２００８ 规定。

１． ４　 方法　

１． ４． １　 样品前处理　 准确量取 ２５ μＬ 牛奶于 ２ ｍＬ

离心管中，加入稀释后复溶工作液 ４７５ μＬ，混合，用

涡旋仪涡动 １ ｍｉｎ，取 ５０ μＬ 用于分析。

１． ４． ２ 　 检测方法 　 所有操作均在 ２０℃ ～ ２５℃ 下

进行。

使用前将试剂盒置于室温（２０ ℃ ～２５ ℃）平衡

３０ ｍｉｎ 以上，注意每种液体试剂使用前摇匀，取出

需要数量的酶标板微孔条插入框架中，将不用的微

孔条放入自封袋，保存于 ２ ℃ ～ ８ ℃，将样品和标

准品对应微孔按序编号，每个样品和标准品做两个

平行实验；加入 ５０ μＬ 标准溶液或试样溶液到微孔

底部，每孔再加入 ５０ μＬ 抗体工作液和酶标二抗浓

缩液的混合液，轻轻振荡混匀，用盖板膜封板，

２５ ℃避光环境中反应 ３０ ｍｉｎ；倒出孔中液体，将酶

标板倒置在吸水纸上拍打，去除孔中液体，每孔加

２５０ μＬ 洗涤液，１０ ｓ 后倒出孔中液体，用吸水纸拍

干，如此重复操作共洗板 ５ 次；加入 ５０ μＬ 底物溶

液 Ａ 和 ５０ μＬ 底物溶液 Ｂ 到微孔中，轻轻振荡混匀

２５℃环境避光显色 １５ ｍｉｎ；加入 ５０ μＬ 终止液到微

孔中，轻轻振荡混匀，设定酶标仪于 ４５０ ｎｍ 处，测

定每孔吸光度值（ＯＤ 值）。

１． ４． ３　 ５０％ 抑制浓度 　 ５０％ 抑制浓度可评价检

测方法的灵敏度［４］ 。 分别测定 １０ 次标准曲线的

５０％抑制浓度。 标准曲线中 １０ 次 ０ 浓度的标准

液 ５０％抑制处所对应的药物浓度值，即为 ５０％ 抑

制浓度。

１． ４． ４　 最低检测限　 最低检测限也是检测方法灵

敏度的评价指标［４］。 检测 １０ 个牛奶样品，求出相

应浓度的平均值（Ｘ
－
），再加上 ３ 倍标准差（３ＳＤ），其

光密度值（Ｘ
－
－ ３ＳＤ）在曲线上对应的浓度值，即为

最低检测限。

１． ４． ５　 加标回收试验　 在牛奶样品加入 ＦＱｓ 系列

标准溶液，分别配制 ５． ０、２５． ０ 和 ５０． ０ μｇ ／ Ｌ 三个添

加浓度，ＥＬＩＳＡ 法测定样品中 ＦＱｓ 含量。 每批（日

内）每一浓度重复测定 ５ 次，共做 ３ 个批次（日间）。
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计算各质量浓度的批内和批间变异系数（ＣＶ）。

２　 结果与分析

２． １　 ＥＬＩＳＡ 法的 ５０％抑制浓度和最低检测限　 如

表 １ 所示， ＥＬＩＳＡ 法的 ５０％ 抑制浓度的范围在

０． ２５４ ～ ０． ３６１ μｇ ／ Ｌ。 ＥＬＩＳＡ 法的最低检测限为

１． ４８ μｇ ／ Ｌ。

表 １　 ＥＬＩＳＡ 法的 ５０％抑制浓度

Ｔａｂ １　 ５０％ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＬＩＳＡ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

５０％抑制浓度

／ （μｇ·Ｌ － １）
０． ２９９ ０． ３３２ ０． ３５０ ０． ３０９ ０． ３１５ ０． ３２６ ０． ２９６ ０． ３６１ ０． ２８６ ０． ２５４

２． ２　 ＥＬＩＳＡ 法的加标回收率 　 如表 ２ 所示，在牛

奶中添加 ５ μｇ ／ Ｌ 环丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、
培氟沙星、氧氟沙星和洛美沙星药物时，回收率为

８７． ２０％ ～１１５． ９２％ ；添加 ２５ μｇ ／ Ｌ 环丙沙星、恩诺

沙星、诺氟沙星、培氟沙星、氧氟沙星和洛美沙星药

物时，回收率为 ８４． ５８％ ～ １１２． ９１％；添加 ５０ μｇ ／ Ｌ
环丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、培氟沙星、氧氟沙

星和 洛 美 沙 星 药 物 时， 回 收 率 为 ８７． １０％ ～
１１３． ２８％ 。
２． ３　 ＥＬＩＳＡ 法的加标试验的批内和批间变异系数

　 如表 ２ 所示，在环丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、
培氟沙星、氧氟沙星和洛美沙星药物添加浓度为 ５、
２５、５０ μｇ ／ Ｌ 时，批内变异系数均小于 １５． ０％ ，批间

变异系数均小于 １６． ０％ 。

表 ２　 ＥＬＩＳＡ 法的加标回收试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ Ｔｅｓｔ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｂｙ ＥＬＩＳＡ
添加浓度

／ （μｇ·Ｌ － １）
药物 实测浓度 ／ （μｇ·Ｌ － １） 回收率 ／ ％ 批内变异

系数 ＣＶ％
批间变异
系数 ＣＶ％

５

环丙沙星

恩诺沙星

诺氟沙星

培氟沙星

氧氟沙星

洛美沙星

４． ９８ ５． ４７ ５． ２０ ５． ２３ ５． ６７ １０６． ２０ ５． ０１

５． ２１ ５． ７４ ５． ３４ ５． ６７ ５． ２１ １０９． ０８ ４． ３２

５． ２８ ４． ９７ ５． ３４ ５． ４６ ５． ５３ １０６． ３２ ４． ０８

５． ３０ ５． ２３ ５． １２ ４． ７８ ４． ８４ １０１． ０８ ４． ６１

５． ４５ ５． ６４ ５． ２３ ５． １２ ５． １９ １０６． ５２ ４． ０３

５． ４７ ５． ７６ ５． ３４ ５． ５６ ５． １２ １０９． ００ ４． ４０

５． ２０ ５． ６７ ５． ３４ ５． ４２ ５． １９ １１３． ２８ ３． ６６

５． ７９ ５． ３４ ５． ０２ ５． ４６ ５． ５８ １０８． ７６ ５． ２７

５． ２３ ５． ６８ ５． ７１ ５． ５３ ５． ２３ １０９． ５２ ４． ２９

５． １９ ５． ７８ ５． ２１ ５． ９０ ４． ８９ １０７． ８８ ７． ９４

５． １２ ５． ８９ ５． １３ ５． ６７ ５． ２８ １０８． ３６ ６． ３７

５． ５９ ５． ９８ ５． ７８ ５． ７６ ５． ８７ １１５． ９２ ２． ４９

５． ７７ ５． ３４ ４． ７８ ５． ３７ ５． ６４ １０７． ６０ ７． ０９

５． ６７ ５． ９１ ５． ８２ ５． ３４ ５． ７４ １１３． ９２ ３． ８３

５． ２３ ６． ２１ ５． ７９ ５． ６３ ５． ３３ １１２． ７６ ６． ９４

４． １２ ４． ２３ ４． ４１ ４． ３１ ４． ７３ ８７． ２０ ５． ３３

４． ２７ ４． ３９ ５． ４６ ４． ３６ ４． ２２ ９０． ８０ １１． ４３

５． １７ ６． ２１ ５． ７９ ５． ６３ ５． ３３ １１２． ５２ ７． ２４

４． ３４

５． １７

４． ２３

６． ４８

６． １９

１４． ２３

·８４·
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续表　 　

添加浓度

／ （μｇ·Ｌ － １）
药物

实测浓度

／ （μｇ·Ｌ － １）
回收率 ／ ％ 批内变异

系数 ＣＶ％
批间变异
系数 ＣＶ％

２５

环丙沙星

恩诺沙星

诺氟沙星

培氟沙星

氧氟沙星

洛美沙星

２５． ７３ ２５． ６９ ２２． ３９ ２６． ０８ ２４． ５４ ９９． ５４ ６． ０７

２７． ７８ ２８． ６５ ２６． ９７ ２７． ５６ ２７． ４１ １１０． ７０ ２． ２４

２６． ３６ ２５． ９５ ２６． １２ ２６． ７６ ２４． ９１ １０４． ０８ ２． ６６

２３． ４３ ２４． １２ ２２． ６５ ２３． ６７ ２１． ８９ ９２． ６１ ３． ８２

２６． ５６ ２７． ６７ ２９． ３４ ２５． １２ ２７． ４３ １０８． ９０ ５． ６９

２７． ４３ ２５． １２ ２６． ３４ ２８． １０ ２３． ２３ １０４． １８ ７． ４４

２６． ４８ ２９． １２ ２５． １３ ２５． ７２ ２５． ２９ １０５． ３９ ６． ２１

２６． ２３ ２９． ４３ ２７． １２ ２５． ９０ ２８． １２ １０９． ４４ ５． ２７

２５． ８６ ２８． ９３ ２７． ９１ ２９． １０ ２９． ３４ １１２． ９１ ５． ０７

２９． ４３ ２３． ４５ ２６． １８ ２８． ７５ ２８． １２ １０８． ７４ ８． ８８

２９． １２ ２８． ３４ ２３． １０ ２６． ３９ ２２． １５ １０３． ２８ １２． ０１

２６． １３ ２７． ４５ ２８． １３ ２７． １２ ２６． ９８ １０８． ６５ ２． ６８

２８． １２ ２７． ２２ ２７． ６３ ２８． ４５ ２５． １２ １０９． ２３ ４． ８０

２６． ４２ ２８． ６３ ２９． ２３ ２４． １０ ３０． １２ １１０． ８０ ８． ７８

２３． ２２ ３１． ０１ ２９． ４５ ２８． ３１ ２３． １８ １０８． １４ １３． ４２

２１． １３ ２２． ７０ ２１． ３４ ２０． ３４ ２０． ２２ ８４． ５８ ４． ７１

２７． １２ ２５． ３４ ２６． １６ ２８． ４５ ２９． ４１ １０９． １８ ６． ０６

２４． ４６ ３１． ２９ ２８． ４６ ３２． １５ ２３． ４１ １１１． ８２ １４． ０７

５． ７９

８． ８８

５． ８８

８． ３７

８． ９７

１５． ４９

５０

环丙沙星

恩诺沙星

诺氟沙星

培氟沙星

氧氟沙星

洛美沙星

４２． ９８ ４３． １７ ４１． ５８ ４９． ８７ ４８． ４１ ９０． ４０ ８． １５

４２． ９８ ４５． ２６ ４２． ６７ ４８． １２ ４３． ５６ ８９． ００ ５． ０９

４３． ７５ ４２． ８９ ４８． ５６ ４４． １２ ４２． ７６ ８８． ８３ ５． ３７

４３． ４５ ４４． ２１ ４８． ６５ ４６． ９２ ５１． ５６ ９３． ９２ ７． ０５

５６． ９８ ５４． ２３ ５６． ２１ ５８． ４５ ５７． ３３ １１３． ２８ ２． ７７

５１． ２３ ５７． １１ ５４． ２３ ５２． ３４ ５６． ２３ １０８． ４６ ４． ６０

５２． １３ ５１． ２０ ５０． ７９ ５１． １７ ５３． ８６ １０３． ６６ ２． ３９

５７． ２３ ５３． ２１ ５７． ８９ ５６． ４５ ５５． ２１ １１２． ００ ３． ３０

５３． ２１ ５２． ８９ ５１． ２０ ５１． ８７ ５７． ３１ １０６． ５９ ４． ４７

５４． ２３ ５５． ９８ ５２． １３ ５５． ４６ ５１． ９８ １０７． ９１ ３． ４３

４５． ６８ ４７． ９０ ４６． １２ ５０． １２ ４４． ２９ ９３． ６４ ４． ８１

５５． １３ ５６． １２ ５７． ３４ ５５． ９７ ５２． １９ １１０． ７０ ３． ５０

４８． １２ ４８． ５６ ４７． ５４ ４６． ８９ ４８． １２ ９５． ６９ １． ３５

５２． ２３ ５７． １３ ５４． １６ ５１． ３４ ５９． ２５ １０９． ６４ ６． ０６

５１． ２１ ５３． ４５ ５２． ０９ ５４． １５ ５７． ３３ １０７． ２９ ４． ３９

４４． １２ ４３． ５６ ４２． ５７ ４１． ２６ ４６． ２３ ８７． １０ ４． ２５

４９． ３２ ４８． ９１ ４５． ６５ ４２． ４７ ４４． ５９ ９２． ３８ ６． ３０

５３． ２１ ５５． １８ ４９． ３２ ５２． １７ ４８． ５６ １０３． ３８ ５． ３１

５． ９６

９． ２７

４． ６５

８． ２５

７． ３９

８． ９７

３　 讨论与结论

ＦＱｓ 是一类重要的兽用抗菌药，对金黄色葡萄

球菌等多种细菌有很强的抗菌活性，常被用作治疗

奶牛乳房炎等疾病［４］。 研究表明，ＦＱｓ 残留可通过

·９４·
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食物链进入人体，对人体多系统造成损伤，并导致

耐药性致病菌的产生［５］。 ＦＱｓ 在禽畜体内具有良

好的药代动力学特征，可穿过血乳屏障进入乳腺，

在泌乳动物乳汁中呈聚集现象［６］。 我国农业部虽

已规定了牛 ／羊奶中恩诺沙星的最大残留限量

（Ｍａｘｉｍｕｍ ｒｅｓｉｄｕｅ ｌｉｍｉｔｓ， ＭＲＬｓ）为 １００ μｇ ／ ｋｇ，达氟

沙星的 ＭＲＬｓ 为 ３０ μｇ ／ ｋｇ［７］，但由于奶牛泌乳期超

量、盲目或不按休药期规定等滥用 ＦＱｓ，牛奶中 ＦＱｓ

残留超标问题依旧严重。 在基层工作中，经常面临

现场对大量样品的检测，因此，探索 ＦＱｓ 多残留的

快速检测方法十分必要。

目前国内外常用的兽药残留检测技术有确证

法和筛检法［８］。 确证法主要包括高效液相色谱法

和高效液相色谱 －质谱联用法等，因其检测结果稳

定、准确度高、重现性好，广泛应用于动物性食品的

兽药残留分析中［９ － １３］。 但确证法仪器昂贵，前处理

复杂、检测时间长、操作繁琐，使得其无法满足大样

本量的快速检测。 筛选法中胶体金试纸条快速检

测法虽检测时间短，但由于检测限高、灵敏度差、假

阳（阴）性率偏高，难以保证结果的准确可靠性［１３］；

而 ＥＬＩＳＡ 法灵敏度高、特异性强、分析成本低、操作

简便快捷，试剂盒检测时间仅约 １． ５ ｈ，且样本仪器

化程度低、前处理简单，尤其适合于现场大批量样

品的快速检测，极易在基层推广［１４］。 目前已有用

于猪肉、牛肉、鸡蛋、牛奶等中 ＦＱｓ 残留检测的报

道［１５ － １８］，然而已有的 ＥＬＩＳＡ 法仅对某一种或一类

ＦＱｓ 药物进行残留检测，且灵敏度、准确度有待提

高，因此有必要进一步探索大批量快速检测牛奶中

多种 ＦＱｓ 残留的 ＥＬＩＳＡ 法。

本文建立了一种同时测定牛奶中环丙沙星、恩

诺沙星、诺氟沙星、培氟沙星、氧氟沙星和洛美沙星

等六种 ＦＱｓ 残留的 ＥＬＩＳＡ 法，试验结果表明，本文

所建立的 ＥＬＩＳＡ 法的最低检测限为 １． ４８ μｇ ／ Ｌ，

５０％抑制浓度的范围在 ０． ２５４ ～ ０． ３６１ μｇ ／ Ｌ，在环

丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、培氟沙星、氧氟沙星

和洛美沙星药物添加浓度为 ５、２５、５０ μｇ ／ Ｌ 时的回

收率为 ８４． ５８％ ～ １１５． ９２％ ，批内变异系数均小于

１５． ０％ ，批间变异系数均小于 １６． ０％ ，该方法的精

密度（变异系数）、回收率和最低检测限等均符合兽

药残留试验技术规范的要求［１９］，且回收率和最低

检测限与高效液相色谱法［２０］、高效液相色谱 － 串

联质谱法［２１］ 接近，优于现常用的高效液相色谱荧

光检测法［２２ － ２３］，具有较高的灵敏度、准确度，极易

在基层工作中推广普及，适合大批量样本的快速

检测。

综上，氟喹诺酮类药物残留同步快速检测的酶

联免疫吸附法符合兽药残留试验技术规范的要求，

简便快捷，灵敏度、准确度和精密度高，适用于牛奶

中 ＦＱｓ 残留的快速检测。
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