
摘 要：通过对样品预处理过程优化、提取剂与洗脱剂的筛选和检测色谱条件优化，建立了基于固相萃取-高效液相色谱荧光检测
法分析鸡粪中 6种氟喹诺酮类（云匝泽）的检测方法。该方法选用 Mcllvaine-Na2EDTA缓冲液颐乙腈（1颐1，V /V）（pH=2）作为提取剂，超声
提取时间 15 min，经 HLB固相柱净化，选用甲醇为洗脱剂，浓缩后用 HPLC/FLD检测，采用乙腈/0.7%磷酸作为流动相。FQs在 0.01耀
1.0 mg·kg-1浓度范围内呈现良好线性关系，R2为 0.996 9耀0.999 9。加标（浓度水平 0.01、0.5、1.0 mg·kg-1干重）回收率达 76.7%耀
106.7%，相对标准偏差 0.7%耀14.4%（n=4）。方法检出限为 0.002耀0.022 mg·kg-1，方法定量限为 0.006 8耀0.074 mg·kg-1。应用该方法对
北京地区 5个养鸡场内鸡粪样品中 6种 FQs进行分析，检出浓度为 ND耀1.13 mg·kg-1。
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Abstract：An analytical method for simultaneous determination of six fluoroquinolones（FQs）in chicken manures based on solid-phase ex原
traction and high performance liquid chromatography with a fluorescence detection（HPLC/FLD）was developed in the current study. Sam原
ples were ultrasonically extracted in Mcllvaine-Na2EDTA buffer/acetonitrile（1颐1）（pH=2）for 15 min. The extract was cleaned by a HLB
solid-phase extraction column, and then eluted with methanol solvent. The fluoroquinolones in the extract were determined by HPLC/FLD
with acetonitrile/0.7% phosphate as mobile phase. In a concentration range of 0.01~1.0 mg·kg-1, R2 of calibration was greater than 0.99. The
average percent recoveries ranged from 76.7% to 106.7% for six compounds in chicken manure samples at three different spiked levels（0.1,
0.5 mg·kg-1 and 1.0 mg·kg-1）. The detection limits（LOD）were from 0.002 mg·kg-1 to 0.022 mg·kg-1, and limit of quantification（LOQ）
from 0.006 8 mg·kg-1 to 0.074 mg·kg-1. This method was used to analyze six FQs in chicken manures collected from 5 chicken farms in
Beijing. All six FQs were detected in most samples, with concentrations ranging from LOD to 1.13 mg·kg-1.
Keywords：fluoroquinolones（FQs）; solid-phase extraction-high performance liquid chromatography with fluorescence detection; livestock
and poultry excrement; analytical method
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第 32卷第 1期2014年 5月 刘 博，等：高效液相色谱-荧光检测法同时分析鸡粪中六种氟喹诺酮类抗生素
氟喹诺酮类（FQs）抗生素是一类由人工合成的广

谱类抗菌药，是喹诺酮的哌嗪基派生物，通过抑制细

菌的 DNA 解旋酶域（Topoisomerase 域）和拓扑异构
酶郁（Topoisomerase 郁）而影响细菌的 DNA 复制过
程[1]。由于具有广谱抗革兰氏细菌活性和口服吸收效
果好等特性，FQs在禽畜养殖业被大量用于禽畜疾病
防治以及被用作饲料添加剂[2]。据世界卫生组织统计，
全球每年消耗的抗生素总量中，有 90%被用于禽畜养
殖。如美国每年养殖业使用抗生素约超过 1万 t，由于
代谢率仅为 10%~40%，大部分抗生素被直接排放到
环境中。近年来中国养殖业发展迅猛，规模化、集约化

的程度不断提高，每年用于饲料添加剂的抗生素占全

球使用量的 50%以上。中国每年畜禽粪便产生量约是
工业固体废弃物的 2倍以上，部分地区甚至超过 4
倍。大量抗生素将进入环境中，这可能带来生物毒性

和致病菌产生抗药性基因等环境风险和生态风险[3-5]。
而以欧盟为例，氟喹诺酮类和喹诺酮类作为主要的兽

药抗生素，其在欧盟主要国家使用比例仅次于四环素

类、磺胺类，由此带来的环境风险不容忽视[6]。
由于畜禽粪便基质复杂，FQs在畜禽粪便中的分

析受到较大干扰。目前环境基质中抗生素的检测技术

中，高效液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）具有检测
范围宽、灵敏度高、抗干扰能力较强等特点[7-9]，但 LC-
MS/MS成本较高，影响到它的广泛应用。由于 FQs在
灵敏度较高而成本相对较低的荧光检测器（FLD）下
有响应，通过高效液相色谱-荧光分析法（LC/FLD）检
测 FQs的应用越来越多。潘媛等[10]使用 LC/FLD对动
物源性食品中 6种 FQs进行了检测分析，Li等[11]使用
LC/FLD对土壤中的 4种 FQs进行残留检测，但回收
率相对偏低（洛美沙星为 61.3%耀67.8%、恩诺沙星为
63.2%耀75.7%）。Zhao等[12]建立了 LC-FLD对禽畜粪
便中 7种 FQs同时检测分析的方法，但由于未经过
SPE净化过程，方法定量限偏高（0.031耀0.15 mg·kg-1）。
本研究基于 SPE-HPLC/FLD法建立了鸡粪样品中 6
种典型 FQs残留同时检测分析的方法，该方法具有
较高的回收率，较低的定量限，且分析成本较 LC-MS/
MS方法低，适合对复杂环境介质中 6种 FQs分析，
为研究和治理环境中 FQs类抗生素污染提供支撑。
1 材料与方法

1.1 试剂与仪器
Shimadzu LC-20AT高效液相色谱仪（附荧光检

测器、自动进样器、二元泵、柱温箱、LC-solution工作

站），日本 Shimadzu公司；WATERS Xterra RP18色谱
柱（250 mm伊4.6 滋m，5 滋m），美国WATERS公司；Oasis
HLB 柱（3 mL/60 mg），美国 WATERS 公司；VisiprepTM

-DL 固相萃取装置，美国 Supelco 公司；HITACHI
CR21G 域高速离心机，日本 HITACHI公司；DELTA
320 pH计，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；CM-
12 水浴氮吹仪，北京成荫伟业科技有限公司；KQ-
500DB型超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；
冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限公司；SENCO R
系列旋转蒸发器，上海申科科技有限公司。

诺氟沙星（纯度逸99.91%）、环丙沙星（纯度逸
99.91%）、达氟沙星（纯度逸99.91%）、恩诺沙星（纯
度逸99.91%）、沙拉沙星（纯度逸99.91%），农业部环
境保护科研监测所；洛美沙星（逸90.7%），中国药品生
物制品检定所。甲醇、乙腈为色谱纯；磷酸为优级纯；

乙二胺四乙酸二钠、柠檬酸、磷酸氢二钠、乙酸、乙酸

铵、硝酸镁、氨水、HCl、NaOH等均为分析纯；试验用
水为超纯水。

1.2 溶液配制
称取柠檬酸 12.9 g、磷酸氢二钠 5.45 g、乙二胺四

乙酸二钠 37.2 g，用超纯水定容至 1 L，制成 0.1 mol·
L-1的 Na2EDTA-Mcllvaine缓冲溶液（pH=4左右）。将
Na2EDTA-Mcllvaine与乙腈 1颐1（V /V）混合，配制成混
合提取液，用 HCl调节 pH=2左右。

甲醇、乙酸和水按 6颐1颐3（V /V /V）混合（pH=3.11）。
50% Mg（NO3）2溶液：称取 50 g Mg（NO3）2·6H2O溶于
100 mL水中。50% Mg（NO3）2-2.5% NH3·H2O提取液：
将 50% Mg（NO3）2溶液与 2.5% NH3·H2O 按 96颐4（V /
V）混合。

准确吸取诺氟沙星（NOR）、环丙沙星（CIP）、洛美
沙星（LOM）、达氟沙星（DAN）、恩诺沙星（ENR）和沙
拉沙星（SAR）等 6种抗生素目标物 100 mg·L-1标准溶
液 1 mL于 10 mL棕色容量瓶中，以甲醇溶解并定容，
配制成 10 mg·L-1混合标准储备液，于 5 益避光保存。
1.3 样品采集与前处理

鸡粪样品来自北京市郊区 4 个规模化养鸡场
（养鸡场 1、养鸡场 2、养鸡场 3和养鸡场 4）和 1个天
然放养场（养鸡场 5）。在养鸡场鸡舍使用不锈钢铲采
集当天新鲜鸡粪，在一个养鸡场内多点收集并混合

均匀成为一个鸡粪样品，避光密封（每个养鸡场分别

编号为 1、2、3、4、5），带回实验室在-10 益保存。从鸡
粪样品取适量经冷冻干燥、粉碎后过 2 mm 筛，取
（0.5依0.005）g研磨过筛，样品置于离心管中，加入 5
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mL EDTA-Mcllvaine颐乙腈=1颐1（V /V）提取液漩涡混匀
30 s，超声 15 min，以 4000 r·min-1离心 15 min，上清
液转入 250 mL容量瓶中，重复提取两次。合并 3次提
取液，利用旋转蒸发仪在 40 益左右水浴中减压蒸发，
去除有机溶剂。提取液过孔径为 1.2 滋m、直径为 22
mm的玻璃纤维滤膜，然后以 1 mL·min-1的速率通过
HLB柱并抽干，用 6 mL 5%甲醇溶液清洗小柱，最后
经 5 mL甲醇洗脱目标抗生素，收集洗脱液，在 40 益
条件下高纯氮气吹至近干，用乙腈颐0.7%磷酸（1颐9，V /
V）定容至 1 mL，超声 5 min促溶，过 0.22 滋m滤膜后
待测。

1.4 色谱条件
WATERS Xterra RP18色谱柱（250 mm伊4.6 滋m伊5

滋m），柱温 40 益；荧光检测器（FLD）检测波长：激发波
长 280 nm，发射波长 450 nm；进样体积：20 滋L；流速：
0.8 mL·min-1。二元梯度泵，流动相 A为乙腈，流动相
B 为 0.7%磷酸溶液。梯度洗脱程序：0耀20 min，10%
A；20耀35 min，10%耀25% A；35耀45 min，40% A；45耀55
min，10% A。
2 结果与讨论

2.1 SPE过程优化
2.1.1 提取液的选择

对 FQs类物质从环境样品中提取，提取剂的选
择非常重要。目前常用的提取剂有 Mg（NO3）2 溶
液 [9，11]、EDTA-Mcllvaine缓冲液[13]和乙腈[13-14]等。比较
50% Mg（NO3）2-2.5% NH3·H2O、EDTA-Mcllvaine缓冲
液（pH=4）和乙腈等提取液，甲醇颐乙酸颐水（6颐1颐3，V /V /
V）[15]和 EDTA-Mcllvaine颐乙腈（1颐1，V /V）等混合提取
液，以及EDTA-Mcllvaine 缓冲液与甲醇颐乙酸 颐水（6颐
1 颐3，V /V /V）复合提取时各目标物的回收率。结果
如表1，从表中可以看出，单独使用无机提取液 50%
Mg（NO3）2-2.5% NH3·H2O、EDTA-Mcllvaine缓冲液或
有机提取液乙腈时，均无法从基质中有效提取出目标

物；而使用有机无机混合提取液甲醇 颐乙酸 颐水（6颐1颐
3，V /V /V）时，对于 NOR、CIP等目标物提取效率仍然
偏低，采用 EDTA-Mcllvaine缓冲液与甲醇颐水颐乙酸
（6颐1颐3，V /V /V）复合提取时，提取效率基本能达到要
求，但实验提取剂使用量较大，提取步骤较繁琐，需两

种提取剂先后各提取两次，前处理后的样品上机检测

时检出的杂质也较多；而使用 EDTA-Mcllvaine颐乙腈
（1颐1，V /V）时，6种目标物回收率均较理想，且溶剂使
用量小，提取步骤简便，杂质也较少。这是因为 FQs

容易与环境样品中的二价或三价金属离子形成化合

物，加入螯合剂 EDTA可以防止被二价或三价金属离
子绑定[16]。而乙腈相对于甲醇、乙酸乙酯、二氯甲烷等
具有更好的提取喹诺酮类的效果[14]，并且乙腈在沉淀
粪便样品中蛋白质方面效果较好，优于甲醇和丙酮。

综合考虑，选择 EDTA-Mcllvaine颐乙腈（1颐1，V /V）作为
提取剂。

2.1.2 提取剂 pH值
由于氟喹诺酮类抗生素结构式含哌嗪基，有 2个

pKa 值（pKa1=5.5耀6.3，pKa2=7.6耀8.5），在水溶液酸性
条件下（通常 pH<5），氟喹诺酮是阳离子形式，在对喹
诺酮类样品预处理中大多将样品 pH调节为酸性，将
其转化为阳离子形式有利于提取[17-18]。选择 EDTA-
Mcllvaine颐乙腈（1颐1，V /V）作为提取剂，用 HCl或NaOH
调节提取液 pH 为 1.0耀8.0 后对样品进行提取，过
SPE柱后上机测定，研究提取液在不同 pH条件下的
提取效率。结果如表 2，各目标物回收率受提取剂 pH
变化影响非常明显，在一定范围内，抗生素回收率随

着 pH的降低而提高。pH逸5时，目标物回收率较低，
均小于 60%，而当 pH臆3.0时，6种氟喹诺酮类回收
率均较高，在 68.5%以上，且在 pH=2时回收率最佳，
达 76.6%耀104.3%，同时提取液中所含杂质相对较少。
因此选择 EDTA-Mcllvaine颐乙腈（1颐1，V /V）作为提取
剂，pH调至 2时，提取效率最佳。
2.1.3 提取时间与次数

提取时间影响目标物的回收率，提取时间过短无

法有效将目标抗生素从基质中提取出来，致使回收率

低，而提取时间过长则可能将基质中的有机物杂质提

取出来，影响随后的分析测定。本文比较了不同超声

表 1 不同提取剂的比较
Table 1 Percent recoveries and relative standard deviation（RSD）

with different extraction agents
提取剂

（回收率依RSD）/%
NOR CIP LOM DAN ENR SAR

a 15.9依2.9 23.6依3.0 51.7依3.5 49.0依2.5 61.2依6.6 73.7依5.9
b 61.1依7.7 48.9依12.0 69.0依7.6 40.7依4.0 65.2依12.0 59.8依12.8
c 11.7依1.6 14.8依2.2 14.1依2.1 19.5依3.0 28.1依4.1 43.4依10.4
d 59.9依6.6 57.7依4.6 71.5依5.2 71.0依10.2 78.0依22.7 62.9依18.8
e 72.4依8.9 63.1依5.7 80.2依3.4 65.5依5.9 63.1依12.5 76.7依4.1
f 83.6依4.4 68.0依4.9 74.1依6.1 79.7依4.8 90.8依4.7 64.3依5.5
注：a.50% Mg（NO3）2-2.5% NH3·H2O；b.EDTA-Mcllvaine 缓冲液

（pH=4）；c.乙腈；d. 甲醇 颐乙酸 颐水（6 颐1 颐3，V /V /V）；e.EDTA-Mcllvaine
（pH=4）与甲醇 颐乙酸 颐水（6 颐1 颐3，V /V /V）复合提取；f.EDTA-Mcllvaine
（pH=4）颐乙腈（1颐1，V /V）。
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表 2 提取液不同 pH值条件下 6种 FQs的回收率和相对标准偏差比较

Table 2 Percent recoveries and relative standard deviations（RSD）of 6 FQs in extracting buffer solution with different pH values
pH （回收率依RSD）/%

NOR CIP LOM DAN ENR SAR
1 94.8依16.56 83.0依15.94 75.4依10.28 85.6依13.69 96.4依8.39 80.9依10.04
2 95.5依15.70 83.7依17.87 77.9依7.95 84.3依4.30 104.3依5.75 76.6依5.25
3 80.9依3.66 76.7依14.44 70.2依1.79 78.9依2.17 103.8依6.31 68.5依4.41
4 71.5依14.87 74.6依24.93 62.9依8.76 65.8依12.58 87.2依16.95 56.0依10.97
5
6

48.8依6.99
34.8依15.99

36.8依8.45
24.1依12.22

52.0依12.05
43.6依13.89

37.5依5.40
36.7依12.11

59.5依10.30
68.5依6.71

35.7依2.69
28.4依14.05

7
8

17.0依6.8
9.4依2.3

10.5依5.0
4.8依1.2

36.1依5.6
26.5依6.8

22.3依4.2
13.7依2.6

51.8依6.2
50.7依4.5

16.0依4.9
10.8依0.9

提取时间（5、10、15、20、25 min）的回收率变化（图 1）。
从图 1可以看出，10 min时回收率已接近最高值，而
在 15 min以后，各目标物回收率提高较少。因此在
40 益条件下超声提取时间确定为 15 min。同时，试验
表明，第 4次提取液中抗生素已低于检出限。因此采
用 3次提取，每次提取时间 15 min，合并提取液，以备
下一步处理。

2.1.4 洗脱溶剂和洗脱体积
由于鸡粪基质的复杂性，需选择适当的有机溶剂

尽可能将目标物洗脱，同时避免洗脱下来干扰杂质影

响目标物的检测。目前常用的洗脱溶剂有甲醇[16，19]、甲
醇颐丙酮（80颐20，V /V）[20]、甲醇颐乙酸乙酯（10颐90，V /V）[21]

和二氯甲烷[22]。将 1 mL混合标准溶液（各目标物浓度
均为 1 mg·L-1）用超纯水（约 20 mL）稀释后过 HLB
柱，分别以甲醇、甲醇颐丙酮（80颐20，V /V）、甲醇颐乙酸乙
酯（10颐90，V /V）和二氯甲烷为洗脱剂，进行洗脱实验，
实验结果见图 3。甲醇的洗脱效果最为理想（92.7%耀
100.8%），而其他几种洗脱溶剂的洗脱能力均比甲醇
低。结果也表明，甲醇洗脱实际样品后产生的杂质峰

并不会对目标峰产生干扰。所以对实际样品洗脱选用

了甲醇。用 2、4、6、8、10 mL甲醇洗脱吸附在固相萃取
柱上的目标物，结果表明 4 mL时目标物洗脱效率已
达最高值，最终确定最佳洗脱体积为 4 mL。

2.2 色谱条件优化
高效液相色谱荧光检测法（SPE-HPLC/FLD）测

定氟喹诺酮类（FQs）抗生素，流动相的选择非常重要。
目前采用 0.025 mol·L-1的乙酸铵-0.5%乙酸缓冲液
与乙腈或 0.7%磷酸与乙腈 [11-12] 作为流动相较为常
见。为了同时测定 6种 FQs，分别用淤0.025 mol·L-1

的乙酸铵-0.5%乙酸缓冲液与乙腈和于0.7%磷酸与
乙腈作为流动相试验，发现用淤0.025 mol·L-1的乙酸
铵-0.5%乙酸缓冲液与乙腈作为流动相，采用梯度洗
脱程序，6种 FQs分离效果不好，且拖尾现象严重。而
选用于0.7%磷酸与乙腈作为流动相，采用梯度洗脱程
序，结果 6种 FQs抗生素出峰时间稳定，分离效果较
好，分离度均大于 1.5，无拖尾现象。

样品前处理后，定容的溶剂也影响 6种抗生素的

图 1 提取时间对回收率的影响
Figure 1 Effect of extraction time on recoveries of FQs

图 2 不同洗脱液对回收率的影响
Figure 2 Effect of different elution solutions on recoveries of FQs
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检测。研究发现样品前处理后使用甲醇定容时，6种
抗生素色谱峰拖尾严重，未完全分离，而采用初始流

动相乙腈颐0.7%磷酸（1颐9，V /V）定容时，色谱峰峰形对
称，分离效果较好。定容后采取超声 5 min促溶后目
标物回收效率要优于直接定容。标准样品（1 mg·L-1）、
加标样品（在来自养鸡场 5 的样品中添加浓度 0.5
mg·kg-1）和环境样品中 6种氟喹诺酮类抗生素的色
谱分离图见图 3。

2.3 线性范围与检测限
配制 0.01、0.05、0.1、0.2、0.5、1.0 mg·L-1的系列混

合标准溶液，按照前述的色谱条件进行检测，以色谱

峰面积对抗生素质量浓度作校正曲线后得到线性回

归方程和相关系数，采用 3 倍信噪比计算检出限
（LOD），10倍信噪比计算定量限（LOQ），结果见表 3。
2.4 添加回收率

分别在 0.5 g 空白粪便样品中添加 0.1、0.5、1.0
mg·kg-1的混合标准溶液，每个添加水平取 4个平行
样，按上述方法进行实验，并计算各目标物平均回收率

及相对标准偏差（RSD），结果见表 4。6种抗生素的回
收率为 76.7%耀106.7%，方法标准偏差为 0.7%耀14.5%。

2.5 实际样品检测
取适量鸡粪样品冷冻干燥，按上述方法进行提取

与检测，结果见表 5。4 个规模化养鸡场（养鸡场1、

抗生素 回归方程 相关系数
LOQ/mg·kg-1

LOD/mg·kg-1

NOR y=965 786x-1 361.9 0.999 8 0.025 0.007 5
CIP y=784 441x-586.1 0.999 9 0.016 8 0.005

LOM y=839 878x+1 783.7 0.999 9 0.011 5 0.003 4
DAN y=9 000 000x-8 097.7 0.999 9 0.006 8 0.002
ENR y=1 000 000x-1 889.2 0.999 9 0.011 4 0.003 4
SAR y=617 788x-2 867.7 0.996 9 0.074 0.022 2

表 3 6种 FQs标准曲线方程
Table 3 Calibration curves and correlation coefficients of

the developed method

表 4 6种抗生素添加回收率与相对标准偏差（n=4）
Table 4 Percent recoveries and relative standard deviations（RSD）

of the developed method for 6 FQs（n=4）

图 猿 标准样品（员援园 皂早·蕴-1）、加标样品（添加浓度 园援缘 皂早·噪早-1）
和环境样品中氟喹诺酮类的色谱图
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葬 泽责蚤噪藻凿 泽葬皂责造藻（园援缘 皂早·噪早-1）葬灶凿 葬灶 藻灶增蚤则燥灶皂藻灶贼葬造 泽葬皂责造藻
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2、3、4）的样品均有不同程度目标物检出，而在天然放
养场（养鸡场 5）的样品中未有任何目标物检出。同一
养鸡场中的不同类抗生素检出率以及含量差异较大。

其中养鸡场 3均有各抗生素不同浓度的检出，其中
ENR含量达 0.74 mg·kg-1，养鸡场 2中检出的NOR、
CIP、DAN 和 SAR 4 种抗生素含量范围达 0.40耀1.13
mg·kg-1，养鸡场 1检出的最高含量抗生素为 ENR，含
量为 0.94 mg·kg-1，养鸡场 4除了 LOM外，其他抗生
素均有检出，不过其含量（0.04耀0.39 mg·kg-1）与其他
养鸡场比相对较低。同一种抗生素在不同养鸡场鸡粪

样品中含量也不同，CIP、DAN和 SAR污染较为严重，
在不同养鸡场样品中均有不同浓度的检出，其中 CIP
检出含量达 0.25耀0.49 mg·kg-1，而 LOM只在养鸡场 3
中有检出，NOR 检出的最高含量在养鸡场 2 中，达
1.13 mg·kg-1，ENR除了在养鸡场 2中未检出，在其他
3个养鸡场中均有，且含量较高（0.24耀0.94 mg·kg-1）。

3 结论

建立了基于固相萃取-高效液相色谱荧光检测法
（SPE-HPLC/FLD）分析禽畜粪便中 6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

星和洛美沙星）的方法。选用 Mcllvaine-Na2EDTA缓
冲液颐乙腈（1颐1，V /V）（pH=2）作为提取剂，超声提取时
间 15 min，经 HLB固相柱净化，选用甲醇为洗脱剂，
浓缩后用 HPLC/FLD检测，采用乙腈颐0.7%磷酸作为
流动相。添加回收率为 76.7%耀106.7%，标准偏差为
0.7%耀14.4%。应用该方法对北京地区养鸡场鸡粪样品
中 6种 FQs进行分析，为研究和治理该地区养鸡场禽
畜粪便中 FQs类抗生素污染提供支撑。
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