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［摘　 要］ 　 建立了鸡蛋中环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星和沙拉沙星 ４ 种氟喹诺酮类药物残留测定

的超高效液相色谱方法。 样品经磷酸盐缓冲液提取后，用正己烷脱脂，Ｃ１８固相萃取柱净化，反相高

效液相色谱分离，荧光检测器测定。 本方法的检测限为环丙沙星、恩诺沙星和沙拉沙星 ５ μｇ ／ ｋｇ，达
氟沙星 １ μｇ ／ ｋｇ。 环丙沙星、恩诺沙星和沙拉沙星在 ２ ～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ、达氟沙星在 ０． ４ ～ ４０ ｎｇ ／ ｍＬ 范

围内呈线性相关，相关系数 ｒ 大于 ０． ９９９９。 在空白鸡蛋中添加环丙沙星、恩诺沙星和沙拉沙星 ５ ～
５０ μｇ ／ ｋｇ、达氟沙星 １ ～ １０ μｇ ／ ｋｇ，４ 种氟喹诺酮类药物的平均回收率为 ８２． ２％ ～１０１． ３％ ，批内变异

系数 ０． ８％ ～５． ９％之间（ｎ ＝ ６），批间变异系数在 １． ０％ ～６． ６％之间（ｎ ＝ ４）。 结果表明，该法灵敏、
准确、特异性强，适用于鸡蛋中氟喹诺酮类药物残留的测定。
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ｒｅｖｅｒｓｅｄ － ｐｈａｓｅ ＨＰＬＣ， ａｎｄ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ５ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ
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ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ４ ～ ４０ ｎｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｒ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ０． ９９９９． Ａｄｄｉｎｇ ５ ～ ５０ μｇ ／ ｋｇ ｏｆ
ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ， ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ａｎｄ ｓａｒａｆｌｏｘａｃｉｎ， １ ～ １０ μｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｔｏ ｂｌａｎｋ ｅｇｇｓ ｓａｍｐｌｅ， ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ ｉｓ ８２． ２％ ～１０１． ３％ ， ｔｈｅ ｉｎｔｒａ － ａｓｓａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
０． ８％ ａｎｄ ５． ９％ （ｎ ＝ ６）， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ － ａｓｓａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ １． ０％ ａｎｄ ６． ６％ （ｎ ＝ ４）．
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ， ａｎｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ
ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｅｇｇｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｅｇｇｓ； ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ； ｒｅｓｉｄｕｅｓ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

　 　 氟喹诺酮类药物（Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ）是一类人

工合成的广谱杀菌性抗菌药物，因其具有广谱、高
效、低毒以及与其它抗菌药物无交叉耐药性等特

点，已广泛应用于兽医临床。 但人们若长期使用含

较低浓度氟喹诺酮类药物的动物食品后，易诱导耐

药性的产生［１ － ２］。 目前，鸡蛋中氟喹诺酮类药物残

留的 检 测 方 法 有 液 质 联 用 法［３ － ５］、 液 相 色 谱

法［６ － ８］、酶联免疫法［９］ 等，其中一些是现行的检测

标准［５ － ７］。 在日常检测中，采用国内农业部 ７８１ 号

公告 － ６ － ２００６ 和 ＮＹ ５０３９ － ２００５ 的方法对鸡蛋中

４ 种氟喹诺酮类药物检测时发现回收率较低且平

行性较差。 本实验结合几种常见的氟喹诺酮类药

物检测标准，优化了样品提取净化条件，建立了鸡

蛋中环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星和沙拉沙星 ４
种氟喹诺酮类药物多残留的液相色谱 － 荧光检测

器分析方法。 本方法检测结果灵敏度高、准确度

好，适用鸡蛋中氟喹诺酮类药物残留的分析检测。
１　 材料和方法

１． １　 仪器和材料 　 高效液相色谱仪 Ｗａｔｅｒｓ２６９５
（配荧光检测器 ２４７５），美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；分析天平

（感量 ０． ００００１ ｇ），ＭＥＴＴＬＥ ＴＯＬＥＤＯ ＸＰ２０５；天平

（感量 ０． ０１ ｇ），ＡＬＣ －１１００；涡旋混合器，ＩＫＡ ＭＳ２；
振荡器，江苏金坛市正基仪器有限公司 ＨＺ － ８２；离
心机， Ｓｉｇｍａ 公司 ３ － ３０ Ｋ；Ｃ１８ 固相萃取柱，美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司，规格 １００ ｍｇ，３ ｍＬ。
１． ２ 试剂 　 乙腈、甲醇均为色谱纯；氢氧化钠、磷
酸、三乙胺、磷酸二氢钾、正己烷为分析纯； 实验用

水为高纯水；盐酸环丙沙星、甲磺酸达氟沙星、恩诺

沙星、沙拉沙星对照品（中国兽医药品监察所，纯度

≥９９％ ）。
１． ３　 试剂的配制 　 ５． ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液， 取

氢氧化钠 ２０ ｇ 或饱和溶液 ２８ ｍＬ，加水稀释至 １００
ｍＬ；０． ０３ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液，取 ５． ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧

化钠溶液 ０． ６ ｍＬ，加水稀释至 １００ ｍＬ；磷酸盐缓冲

液，取磷酸二氢钾 ６． ８ ｇ，加水使溶解并稀释至 ５００
ｍＬ（ｐＨ≈４． ４），用 ５． ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液调节

ｐＨ 值至 ７． ０；０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸 ／三乙胺溶液，取

８５％ 磷酸 ３． ４ ｍＬ，用水稀释至 １０００ ｍＬ （ ｐＨ≈
１ ７），用三乙胺调节 ｐＨ 值至 ２． ４）。
１． ４　 试验方法

１． ４． １ 　 色谱条件 　 色谱柱：ＸＢｒｉｄｇｅＴＭ Ｃ１８ （５ μｍ，
４ ６ × １５０ ｍｍ）；柱温：３０ ℃；流动相：０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷

酸 溶 液 ／三 乙 胺 － 乙 腈 （ ８７ ＋ １３ ）； 流 速：
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：２０ μＬ；检测波长：激发波长

２８０ ｎｍ；发射波长 ４５０ ｎｍ。
１． ４． ２　 标准曲线绘制　 分别称取 ４ 种氟喹诺酮类

药物对照品，用 ０． ０３ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液配制成浓

度分别为 １ ｍｇ ／ ｍＬ（环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星）
和 ０． ２ ｍｇ ／ ｍＬ（达氟沙星）的标准贮备液； 用流动相

稀释成浓度分别为 ２、５、１０、２０、５０、１００、２００ ｎｇ ／ ｍＬ
（环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星）和 ０． ４、１、２、４、１０、
４０ ｎｇ ／ ｍＬ（达氟沙星）的系列标准工作液。
１． ４． ３ 　 样 品 前 处 理 　 鸡蛋去壳， 混合均匀。
－ ２０ ℃以下贮存备用。 称取新鲜或解冻的试料

２ ± ０． ０２ ｇ 置 ５０ ｍＬ 离心管中，加入磷酸盐缓冲液

１０ ｍＬ，涡旋混合，中速振荡 １０ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，转移上清液于 ２５ ｍＬ 容量瓶中。 用磷酸

盐缓冲液 １０ ｍＬ 重复提取一次。 合并两次上清液，

·３２·



中国兽药杂志 ２０２１ 年 １１ 月第 ５５ 卷第 １１ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

定容，混匀，转移到 ５０ ｍＬ 离心管中。 加入正己烷

１０ ｍＬ，涡旋混合，中速振荡 ５ ｍｉｎ。 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，吸取下层清液备用。 Ｃ１８ 固相萃取柱依

次用甲醇 ２ ｍＬ，磷酸盐缓冲液 ２ ｍＬ 预洗。 取上述

备用液 １０． ０ ｍＬ 以 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的速度过柱。 用水

２ ｍＬ洗柱，挤干。 用洗脱液 ２． ０ ｍＬ 以 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的

速度将样品洗脱入 １０ ｍＬ 离心管中，挤干，涡旋混

合，过 ０． ２２ μｍ 微孔滤膜，供高效液相色谱 － 荧光

检测器测定。
１． ４． ４　 样品回收率与精密度　 取空白样品，分别

添加 ５、１０、２０、５０ μｇ ／ ｋｇ（环丙沙星、恩诺沙星、
沙拉沙星）和 １、２、４、１０ μｇ ／ ｋｇ（达氟沙星） ４ 个

浓度，按 １ ． ４ ． ３ 项进行测定。 每个浓度分别测定

６ 次，连续测定 ４ ｄ，计算回收率及批内批间相对

标准偏差。
１． ４． ５ 　 检测限　 取 ２０ 个空白样品进行适当浓度

的添加，按上述步骤操作，测得噪音信号的平均值，
按信噪比≥３ 为检测限。
２　 结果与分析

２． １　 色谱分离与测定　 图 １ 为混合标准溶液色谱

图，４ 种氟喹诺酮类药物的保留时间依次为环丙沙

星 ５． ５ ｍｉｎ、达氟沙星 ６． ６ ｍｉｎ、恩诺沙星 ７． ７ ｍｉｎ、
沙拉沙星 １２． １ ｍｉｎ。 图 ２、图 ３ 分别为鸡蛋空白样

品、空白添加样品的色谱图。

图 １　 ２ ｎｇ ／ ｍＬ 标准溶液中氟喹诺酮类药物色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｏｆ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ

２． ２　 标准曲线 　 在选定的色谱条件下，配制系列

标准工作液（１． ４． ３ 项）进行色谱分析，４ 种氟喹诺

酮类药物的回归方程及相关系数见表 １，标准曲线

见图 ４。

图 ２　 空白鸡蛋中氟喹诺酮类药物色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｅｇｇ

图 ３　 ５ μｇ ／ ｋｇ 空白鸡蛋添加试样中氟喹诺酮类药物色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ ｗｉｔｈ ５ μｇ ／ ｋｇ

ａｄｄｅｄ ｔｏ ｂｌａｎｋ ｅｇｇ

表 １　 ４ 种氟喹诺酮类药物测定的工作曲线

Ｔａｂ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ４ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ
化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ 回归方程 Ｃｕｒｖｅ 相关系数 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

环丙沙星 Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ Ｙ ＝ ８５９８Ｘ － ３２０７ ０． ９９９９９

达氟沙星 Ｄａｆｌｏｘａｃｉｎ Ｙ ＝ ９１５７９Ｘ － ３５６９ ０． ９９９９９
恩诺沙星 Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ Ｙ ＝ １６２６８Ｘ － ２７９９ ０． ９９９９７
沙拉沙星 Ｓａｒａｆｌｏｘａｃｉｎ Ｙ ＝ ６６６３Ｘ － ７６１６ ０． ９９９９８

图 ４　 ４ 种氟喹诺酮类药物标准曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ４ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ

２． ３　 回收率与精密度　 用空白鸡蛋添加后进行方

法回收率试验，结果见表 ２。 由表 ２ 可见 ４ 种氟喹

诺酮类药物均具有良好的回收率和重现性。

·４２·
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表 ２　 鸡蛋中氟喹诺酮类药物残留回收率试验及批内批间相对标准偏差

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅ Ｒｅｍａｉｎｅｄ ｉｎ Ｅｇｇｓ ａｎｄ ｔｈｅ Ｉｎｔｒａ － ｂａｔｃｈ ａｎｄ Ｉｎｔｅｒ － ｂａｔｃｈ ＲＳＤｓ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

添加浓度
Ａｄｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／ （μｇ·ｋｇ － １）

测定次数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

批内相对标准偏差
Ｉｎｔｒａ － ａｓｓａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ／ ％ （ｎ ＝ ６）

批间相对标准偏差
Ｉｎｔｅｒ － ａｓｓａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ ／ ％ （ｎ ＝ ４）

环丙沙星
Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ

５

１０

２０

５０

１

２

３

４

１

２

３

４

１

２

３

４

１

２

３

４

９９． ４

９６． ７

１００． ２

９０． ０

９７． ４

９７． ４

１０１． ３

９１． ０

９８． ９

９７． ６

９７． ６

９４． ９

９４． ０

９４． ８

９８． １

８９． ４

２． １

４． ２

１． ９

５． ９

２． １

３． ５

２． ４

５． ０

０． ９

１． ８

４． ０

２． ５

１． ５

３． ２

１． ６

２． ５

４． ８

４． ４

１． ７

３． ８

达氟沙星
Ｄａｆｌｏｘａｃｉｎ

１

２

４

１０

１

２

３

４

１

２

３

４

１

２

３

４

１

２

３

４

８８． ３

８６． １

９２． １

８５． ５

９１． １

９１． ４

９３． ４

８７． ５

９１． ６

８８． ２

９６． ４

８２． ２

８８． ９

８５． ５

９１． １

８５． ５

３． ２

３． ５

３． ０

４． ９

１． ７

２． ６

２． ７

２． ２

１． ８

５． ９

２． ６

３． ２

０． ８

３． ９

１． ９

１． ８

３． ４

２． ７

６． ６

３． １
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化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

添加浓度
Ａｄｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／ （μｇ·ｋｇ － １）

测定次数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

批内相对标准偏差
Ｉｎｔｒａ － ａｓｓａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ／ ％ （ｎ ＝ ６）

批间相对标准偏差
Ｉｎｔｅｒ － ａｓｓａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ ／ ％ （ｎ ＝ ４）

恩诺沙星
Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ

５

１０

２０

５０

１

２

３

４

１

２

３

４

１

２

３

４

１

２

３

４

９２． ０

９０． １

９４． ４

８４． ９

９２． ８

９３． ３

９４． ３

９２． ０

９１． ６

９１． ６

９４． ５

９０． ９

８８． ４

８８． ４

９３． ９

８６． ０

２． ３

５． ５

４． ５

４． ６

２． ６

３． ５

３． ５

１． ９

１． ２

１． ６

２． ３

４． １

１． １

２． ８

２． ８

３． ５

４． ５

１． ０

１． ７

３． ８

沙拉沙星
Ｓａｒａｆｌｏｘａｃｉｎ

５

１０

２０

５０

１

２

３

４

１

２

３

４

１

２

３

４

１

２

３

４

９４． ０

９２． ３

９５． ２

８５． １

９６． ０

９５． ８

９５． ５

８９． １

９６． ９

９６． ７

９７． ７

９３． ４

９４． ０

９２． ８

９４． ０

８９． ３

３． ９

５． ７

３． ６

４． ８

２． ７

１． ８

３． ７

４． ６

１． ４

１． ４

１． ５

２． ４

２． ６

２． １

３． ８

３． ２

５． ０

３． ５

２． ０

２． ４

２． ４　 检测限 　 本方法的检测限为环丙沙星、恩诺

沙星、沙拉沙星 ５ μｇ ／ ｋｇ，达氟沙星 １ μｇ ／ ｋｇ。

３　 讨论与结论

３． １　 提取条件的选择　 目前，鸡蛋中氟喹诺酮类药

物的提取液有乙腈［３］、甲酸乙腈溶液［８］、ＥＤＴＡ －

Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液［５］、磷酸盐缓冲溶液［６ － ７］ 等。 采

用乙腈或酸化乙腈提取均需要增加浓缩步骤，较为

繁琐，而 ＥＤＴＡ －Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液的配制也较为复

杂，故本实验借鉴文献［６ － ７］ 的提取方法，采用磷酸盐

缓冲溶液（ｐＨ ７． ０）对鸡蛋中氟喹诺酮类药物进行提

取。 本实验对振荡时间、提取次数进行了考察，结果

发现，样品提取的振荡时间大于 １０ ｍｉｎ，４ 种氟喹诺

·６２·
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酮类药物的回收率无明显变化。 用磷酸盐缓冲溶液

（ｐＨ ７． ０）提取 ２ 次比提取 １ 次回收率提高 ９． ８％ ～
１５． ６％，提取 ３ 次后，回收率无明显增加。 此外，由于

鸡蛋中含有大量水分，提取时与提取液混合在一起，
用加入的提取液体积来计算结果会引起较大偏差，
所以本实验采用用磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ ７． ０）提取 ２
次，合并后定容的方法准确定量提取液体积。
３． ２　 脱脂条件的选择　 由于鸡蛋中含有大量的脂

肪、蛋白质及氨基酸等组分，样品的提取液呈浑浊

状，高速离心无法使其澄清。 所以，在固相萃取前

应先进行脱脂。 本实验考察了不同体积、不同次数

的正己烷脱脂效果，结果发现，用 １０ ｍＬ 正己烷脱

脂 １ 次即能达到脱脂效果。 需要注意的是，加入正

己烷振荡离心后正己烷和提取液会产生乳化，形成

凝絮状物质，低速离心往往使正己烷、乳化层、提取

液层分层不明晰，采用高速 （１００００ ｒ ／ ｍｉｎ） 离心

１０ ｍｉｎ可改善分层现象。 然而，用吸管不易吸取凝

絮状物质，所以，可用吸管小心吸取下层清液备用。
３． ３　 固相萃取条件的选择　 本实验采用 ３ ｍＬ Ｃ１８

固相萃取柱净化，比 １ ｍＬ Ｃ１８固相萃取柱能有效减

少堵塞现象发生。 首先用 ２ ｍＬ 甲醇活化柱子，尽

可能除去填料中存在的杂质，使填料溶剂化，提高固

相萃取的重现性。 再用 ２ ｍＬ 磷酸盐缓冲溶液平衡，
为上样创造一致的溶剂环境。 本实验比较了 ５、１０、
１５、２０ ｍＬ４ 种上样体积的回收率，结果发现，５ ｍＬ和
１０ ｍＬ 上样量的回收率无明显差异，但对于的低残留

样品，采用 ５ ｍＬ 上样净化时最终上机测试溶液的浓

度较低，灵敏度不能满足需要；而当上样体积增加到

１５ ｍＬ 以上后会出现不同程度的过柱缓慢甚至堵塞

现象，回收率有所降低。 所以，最终选择取备用液

１０ ｍＬ进行净化。 之后用 ２ ｍＬ 水淋洗固相萃取柱，
除去其中的干扰物。 淋洗完后，挤干固相萃取柱，尽
可能除去柱中的残留液体，再用 ２ ｍＬ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷

酸溶液 ／三乙胺（ｐＨ ２． ４） － 乙腈（８２ ＋ １８）即可完全

洗脱。 本实验比较了不同体积、不同洗脱液组成比

例的洗脱效果，结果发现，１ ｍＬ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸溶

液 ／三乙胺（ｐＨ ２． ４） －乙腈（８２ ＋１８）洗脱不完全，若
增大乙腈比例，虽然可以提高洗脱效率但会引起色

谱峰展宽。
３． ４　 方法比较　 在空白鸡蛋中添加环丙沙星、恩
诺沙星、沙拉沙星 ２０ μｇ ／ ｋｇ 和达氟沙星 ４ μｇ ／ ｋｇ，
采用该方法与常用标准进行比较，实验结果见表 ３。

表 ３　 不同方法测定鸡蛋中氟喹诺酮类药物残留的比较

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ Ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅ Ｄｒｕｇｓ Ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ｅｇｇｓ

方法名称
Ｍｅｔｈｏｄ ｎａｍｅ

方法简述
Ｍｅｔｈｏｄ ｂｒｉｅｆ

化合物
Ｍｅｔｈｏｄ ｂｒｉｅｆ

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

／ ％ （ｎ ＝ ３）

检测限
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ／
（μｇ·ｋｇ － １）

农业部 ７８１ 号公告 － ６ － ２００６
称样 ２ ｇ，２ ｍＬ × ２ 次提取，合并提取液。
１０ ｍＬ × ２ 次水饱和正己烷脱脂，下清
液全部过柱净化，２ ｍＬ 洗脱。

环丙沙星 ６３． １ １０
达氟沙星 ５３． ５ ２
恩诺沙星 ５７． ３ １０
沙拉沙星 ６２． ２ １０

ＮＹ ５０３９ － ２００
５ 附录 Ａ

称样 ５ ｇ，１０ ｍＬ × ２ 次提取，合并提取
液。 １５ ｍＬ × ２ 次正己烷脱脂，下清液 ８
ｍＬ 过柱净化，２ ｍＬ 洗脱。

环丙沙星 ７２． ５ １０
达氟沙星 ６９． ０ ／
恩诺沙星 ６９． ０ １０
沙拉沙星 ７２． ５ ／

本实验方法
称样 ２ ｇ，１０ ｍＬ × ２ 次提取，合并提取
液，定容至 ２５ ｍＬ。 １０ ｍＬ 正己烷脱脂，
下清液 １０ ｍＬ 过柱净化，２ ｍＬ 洗脱。

环丙沙星 ９４． ５ ５
达氟沙星 ８７． ４ １
恩诺沙星 ８７． ３ ５
沙拉沙星 ９５． ９ ５

本实验方法
（称样量不同）

称样 ５ ｇ，１０ ｍＬ × ２ 次提取，合并提取
液，定容至 ２５ ｍＬ。 １０ ｍＬ × ２ 次正己烷
脱脂，下清液 ５ ｍＬ 过柱净化，２ ｍＬ
洗脱。

环丙沙星 ８６． ４ ／
达氟沙星 ８１． ４ ／
恩诺沙星 ８２． ０ ／
沙拉沙星 ９１． １ ／

·７２·
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　 　 结果显示：采用农业部 ７８１ 号公告 － ６ － ２００６
的检测方法平均回收率低，原因在于合并提取液后

脱脂时正己烷和提取液形成凝絮状沉淀，除去沉淀

后损失部分提取液，致使净化液体积减少。 按照公

式 Ａ·Ｃｓ·Ｖ ／ Ａｓ ／ ｍ 计算，净化液与提取液体积不相

等，样品最终的稀释体积产生偏差。 而且，对于不

同的样品，视其脂肪等杂质含量的高低，形成的凝

絮状沉淀量不同，损失的提取液体积也不尽相同，
其回收率的相对标准偏差也较大。

采用 ＮＹ ５０３９ － ２００５ 附录 Ａ 的方法回收率较

低的主要原因是 ２ 次提取合并后鸡蛋中本身的水

分进入提取液，影响提取液的体积，且不同的样品

水分有所差别，致使提取液体积无法准确计量，按
照公式 Ａ·Ｃｓ·Ｖ提取·Ｖ洗脱 ／ Ａｓ ／ ｍ ／ Ｖ净化 计算，样品

提取液体积 Ｖ１ 应为 ２０ ｍＬ，实际值一般有 ２４ ｍＬ 左

右，所以按加入的提取液体积计算的回收率结果会

较低，且对于水分不同的样品，它们之间的回收率

的相对标准偏差也较大。
采用本实验方法，平均回收率和相对标准偏差

均满意，提取后定容可以视为提取液体积为 ２５
ｍＬ，脱脂后虽然提取液有损失，但取部分脱脂后的

提取液净化，其提取液、净化液和定容液的体积均

准确，按照公式 Ａ·Ｃｓ·Ｖ提取 ·Ｖ洗脱 ／ Ａｓ ／ ｍ ／ Ｖ净化 计

算，结果准确，回收率稳定，相对标准偏差小。 将称

样量增大至 ５ ｇ 时，平均回收率和相对标准偏差也

均较满意，但由于增加样品的称样量，其脂肪等杂

质的含量也相应提高，一般需要进行 ２ 次脱脂，增
加了实验步骤，故舍去该方法。

本研究通过优化前处理方法，建立起了液相色

谱 －荧光法同时检测鸡蛋中 ４ 种氟喹诺酮类药物

的方法，该方法线性范围宽，灵敏度高，重复性好，
可满足日常样品的检测需求，完全适合鸡蛋中氟喹

诺酮类药物残留的检测。
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