
恩诺沙星（Enrofloxacin，EF）又名乙基环丙沙星，
属于第三代氟喹诺酮类（Fluoroquinolones，FQs）合成

抗菌药，是第一个动物专用的 FQs药物。它具有抗菌
谱广、杀菌力强、作用迅速、体内分布广、副作用小及

与其他抗生素间无交叉耐药性等特点，广泛应用于畜

牧、水产养殖业。有研究表明恩诺沙星进入动物体后，

其原形及活性代谢产物会随排泄物排出体外。由于恩

诺沙星是一种广谱抗生素，它进入到土壤环境后，可

摘 要：为进一步研究恩诺沙星对蚯蚓的生态毒理，建立了用荧光检测高效液相色谱法测定蚯蚓体内恩诺沙星残留量的检测方法。

以 0.1 mol·L-1磷酸液（pH12）+乙腈=1+3（V /V）作为提取液，脱脂，浓缩，再用流动相溶解。液相色谱条件：荧光检测器，激发波长 280
nm，发射波长 450 nm。流动相：0.025 mol·L-1磷酸/三乙胺缓冲液（pH3.0）+乙腈=83+17（V /V）。恩诺沙星标准曲线范围 5耀500 ng·mL-1，
对其进行 3种浓度回收率测定，回收率在 81%耀88%之间，平均回收率为 84.5%，变异系数 10%以内，恩诺沙星的最低检出限为 2
ng·g-1。对蚯蚓进行恩诺沙星滤纸染毒，浓度分别为 0.16、1.6、16、32 滋g·cm-2，每个浓度设置 4个平行，对照为不加恩诺沙星的超纯
水，48 h后检测各个浓度下蚯蚓体内恩诺沙星的平均含量分别为 1.53、16.81、113.32、120.83 滋g·g-1。可见，蚯蚓对外源恩诺沙星有较
好的吸收，但当外源药物浓度达到一定程度后，对恩诺沙星的吸收量将不再无限制增加，且趋于稳定，验证了该测试方法是简单、快

速、可行的。
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A detection method for enrofloxacin residues in earthworms
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Abstract：An assay method using high performance liquid chromatography（HPLC）with fluorescence detection was established to quantify
enrofloxacin residues in earthworms. The extraction solution comprised 0.1 mol·L-1 phosphoric acid（pH12）+ acetonitrile（1+3,V /V）. The
initial extracts were defatted, evaporated, and re-dissolved in mobile phase consisting of 0.025 mol·L-1 phosphoric acid/triethylamine buffer
（pH3.0）+ acetonitrile（83+17,V /V）. The fluorescence detector excitation wavelength was 280 nm, and the emission wavelength 450 nm.
The linear range of the standard curve was 5~500 ng·mL-1. The recoveries of 3 concentration groups were between 81% and 88% with an
average of 84.5% and the coefficient of variation was less than 10%. The detection limit of enrofloxacin was 2 ng·g-1. Earthworms were ex原
posed to filter papers soaked in enrofloxacin with concentrations of 0, 0.16, 1.6, 16 滋g·g-1 and 32 滋g·cm-2, and 4 replicates in each case.
After 48 hours of exposure, the average enrofloxacin concentration in earthworms was 0, 1.53, 16.81, 113.32 滋g·g-1 and 120.83 滋g·g-1, re原
spectively. These results show that the absorption of enrofloxacin by earthworms increased linearly up to 1.6 滋g·cm-2 exposure concentra原
tion, and then asymptotically to a maximum of approximately 120 滋g enrofloxacin·g-1 earthworm tissue.
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能对生态系统的结构和功能产生影响[1-3]。

药物残留对环境的影响是近年来国际上新兴的

研究领域[4-5]。兽药残留已逐渐成为人们普遍关注的一
个社会焦点。近年来，人们越来越关注药物通过人和

动物的排泄物进入环境后，在环境中蓄积、迁移和转

化，以及在食物链中逐渐浓缩，进而对各种生物和人

类健康造成的潜在危害[6]。
蚯蚓作为土壤动物中最大的常见类群之一，是土

壤可持续利用的关键生物种。蚯蚓对土壤系统有重要

的生态作用，是生态系统的重要物质分解者，同时也

是展开土壤污染生态风险评价的重要指示生物[7-8]。蚯
蚓经常被作为载体对可能造成土壤环境污染的化学

物质进行测试，并根据这些化学物质对蚯蚓的毒害程

度来评价其对土壤生态系统可能的危害程度[7-10]，故
本文选取蚯蚓作为靶动物进行研究。

近年来，国内外对氟喹诺酮类药物的残留检测方

法报道较多，有荧光分光光度法[11]、酶联法[12-13]、液相
色谱法等，所测的靶动物不同，前处理和色谱测定条

件也不相同[17-21]。但蚯蚓体内恩诺沙星的检测方法以
及恩诺沙星对蚯蚓的影响尚未见报道。本文旨在建立

一种简单、快速、可靠的检测恩诺沙星在蚯蚓体内残

留量的方法，并运用所建立的检测方法进行了滤纸接

触试验验证，结果表明该方法在蚯蚓体内恩诺沙星残

留的实际检测中应用良好，为后续研究蚯蚓对恩诺沙

星的吸收动力学以及毒理反应等奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 试验动物
赤子爱胜蚓（Eiseniafoetida），在适宜环境条件中

预养一段时间，然后挑选体重为 300耀400 mg、环带明
显且大小一致的健康成蚓进行试验。

1.2 仪器和设备
高效液相色谱仪（附荧光检测器），美国 Thermo，

SURVERY PLUS；色谱柱 Halo C18，4.6 mm伊150 mm，
2.7 滋m；电子分析天平，梅特勒-托利多（METTLER
TOLEDO），MX5；离心机，德国 SIGMA，3K30；匀浆机，
FLUKO，FA25；恒温水浴氮吹仪，上海启全仪器科技
有限公司，PHC-12R；MX-S可调式漩涡混匀仪，美国
SCILOGEX。
1.3 试剂和溶液

恩诺沙星分析标准品（纯度 100.0%）、恩诺沙星
原粉（纯度逸98%），上海阿拉丁生化科技股份有限公
司。乙腈为色谱纯；磷酸（逸85%）、正己烷、正丙醇、三

乙胺、氢氧化钠、乙酸、无水乙醇等均为分析纯，国药

集团化学试剂有限公司。试验用水为超纯水。

1.3.1 0.1 mol·L-1磷酸溶液（pH12）
吸取 85%的磷酸 6.8 mL，加超纯水稀释至 1000

mL，滴加 1 mol·L-1氢氧化钠溶液调 pH至 12。
1.3.2 提取液

取 0.1 mol·L-1磷酸溶液（pH12）100 mL，乙腈 300
mL，充分混合，放置待溶液澄清后，过滤即得。
1.3.3 流动相

0.025 mol·L-1 磷酸/三乙胺缓冲液（pH3.0）+乙
腈=83+17（V/V），超声脱气处理。0.025 mol·L-1磷酸/三乙
胺缓冲液（pH3.0）：取 85%磷酸 1.7 mL，超纯水稀释至
1000 mL，用三乙胺调节 pH至 3.0，过 0.22滋m微孔滤
膜。

1.4 液相色谱条件
色谱柱见 1.2所述；柱温 25 益。荧光检测器检测

波长：激发波长 280 nm、发射波长 450 nm。流动相流
速 300 滋L·min-1。进样体积 2 滋L。
1.5 标准曲线的绘制
1.5.1 标准储备液

准确称取 2.000 mg恩诺沙星标准品于 10 mL棕
色容量瓶中，以流动相溶解并定容，配制成 200 滋g·
mL-1恩诺沙星标准储备液，于 4 益避光保存。
1.5.2 标准工作液

吸取 990 滋L流动相于 1.5 mL棕色进样瓶中，加
入 10 滋L标准储备液，漩涡混匀，制成 2 滋g·mL-1标
准工作液。

1.5.3 标准曲线各浓度工作液
用流动相将标准工作液分别稀释成 10、20、50、

100、250、500 ng·mL-1的系列工作液。
1.6 蚯蚓体内恩诺沙星的提取

取蚯蚓三条，称重（约 1.0 g），剪碎置于 15 mL离
心管中，按 1颐4（W 颐V）加入提取液 4 mL，匀浆；匀浆液
以 4000 r·min-1离心 10 min，收集上清液，残渣再用上
述方法重复提取一次，合并两次上清液；加入 4 mL正
己烷，充分漩涡混匀，4000 r·min-1离心 5 min；用注射
器吸取下层清液于离心管中，加入 2 mL正丙醇，于
50 益水浴中以氮气吹干溶剂；用 1 mL流动相溶解后
转入 1.5 mL离心管中 4000 r·min-1离心 5 min，取上
清液过 0.22 滋m微孔膜，装入棕色进样瓶中，取 2 滋L
进行 HPLC分析。
1.7 回收率及变异系数的测定

取蚯蚓三条，称重，剪碎，分别添加 10、50、250
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a：恩诺沙星标准色谱图b：空白蚯蚓样品色谱图c：加标样品色谱图

图 1 恩诺沙星标准色谱图、空白蚯蚓样品和加标样品色谱图
Figure 1 Chromatograms for enrofloxacin standard，blank and spiked samples

滋L的标准工作液（1.5.2），制得恩诺沙星浓度分别为
20、100、500 ng·g-1的蚯蚓样品。每个浓度水平 4个重
复，按上述 1.6的方法进行提取、脱脂、浓缩和进样分
析。取恩诺沙星峰面积值（y）代入标准曲线回归直线
方程中，得到回归后的恩诺沙星浓度（x）。计算相应浓
度的平均回收率、相对标准偏差（RSD）及变异系数。
1.8 滤纸接触法测定蚯蚓对恩诺沙星的吸收
（1）清肠：取直径 15 cm的培养皿，在底部铺上 2

层滤纸，加适量水，以刚好浸没滤纸为宜。挑选具有环

带、个体大小相似的健壮蚯蚓，用水清洗后用滤纸清

除体表泥土杂物。放在滤纸上，用塑料薄膜封口，并用

解剖针扎孔，然后放置于人工气候箱中清肠 24 h。
（2）染毒：参照 OECD标准化滤纸染毒法[14]，在直

径 15 cm的培养皿底铺一层滤纸，以刚好铺满皿底为
宜。将恩诺沙星用无水乙醇配成 0.02、0.2、2、4 mg·
mL-1系列浓度，对照组为不加恩诺沙星的无水乙醇。
各取 5.652 mL倒入培养皿中，刚好浸润滤纸，于暗室
中挥发至干，然后逐一加入 5.652 mL超纯水，使染毒
组浓度分别为 0.16、1.6、16、32 滋g·cm-2。每个浓度设
置 4个重复。
（3）放入蚯蚓：将清肠后的蚯蚓冲洗干净并用滤

纸吸干蚯蚓体表的水分，放入培养皿中。每个处理放

入蚯蚓 5条，用塑料薄膜封口，并用解剖针扎孔。
（4）培养：将培养皿放入人工气候箱中培养。箱中

为标准实验条件：温度（20依1）益，湿度 75%依2%，光暗
比为 12 h/12 h[15]。
（5）检测：48 h后，每个重复各取 3条大小、重量

尽量相同的蚯蚓，清洗、吸干体表水分后，称重。然后

按 1.6的方法处理并进行 HPLC分析。将恩诺沙星的
峰面积（y）代入标准曲线回归方程中，计算出相应处
理组蚯蚓体内恩诺沙星的含量（x）。

2 结果与讨论

2.1 检测方法的确定以及色谱条件的优化
2.1.1 样品前处理

在样品处理中，采用了匀浆、离心、脱脂、浓缩的

提取过程[16，21]。从测定效果来看，达到了将恩诺沙星从
样品中分离的目的，操作简单、方便。

2.1.2 流动相的选择
在反相 HPLC中，优化流动相的组成是控制保留

时间和选择性最方便的方法。氟喹诺酮类药物具有可

质子化的氮原子和可离解的羟基，在水溶液中通常以

离子形式存在。选用适当离子对试剂有利于分离，该

类药物的离子对流动相有四丁基溴化铵与磷酸、三乙

胺与磷酸、乙酸铵与柠檬酸等[21]。已报道的氟喹诺酮
类的各种 HPLC 分离方法的基本体系是 C18/乙腈-
甲醇-磷酸盐缓冲液。氟喹诺酮类药物是酸碱两性化
合物，其解离状态和流动相中的溶解性在整个 pH区
域内随 pH变动而增大或减小。根据 Rogstad等[22]报
道，恩诺沙星在酸性 pH2.0耀2.8范围内，显示荧光强
度最大。综合考虑到恩诺沙星在酸性流动相中荧光强

度较高和柱中填料对 pH的耐受性，我们选择 pH为
3.0。本文采用了 0.025 mol·L-1磷酸/三乙胺缓冲液
（pH3.0）[18-21]。结果显示以 0.025 mol·L-1磷酸/三乙胺
缓冲液（pH3.0）+乙腈=83+17（V /V）作流动相体系分
离效果较好，其基线平稳，色谱峰良好（图 1 中 a 曲
线），且配制方便、快捷。

2.2 蚯蚓样品中恩诺沙星的色谱行为
在 1.4所设计的色谱条件下，HPLC基线平稳，恩

诺沙星保留时间为 11~12 min。蚯蚓样品中虽有杂峰
出现，但无干扰峰，与药峰分离良好，见图 1中 b、c曲
线（空白蚯蚓样品和加标样品的色谱图）。
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2.3 标准曲线

将绘制标准曲线用的工作液（1.5.3）依次从低浓
度到高浓度，按照液相色谱条件（1.4）进行测定，每一
浓度测定 4次。按其所得峰面积的平均值和对应的标
准溶液浓度作标准曲线图，见图 2，并计算回归方程
及相关系数。结果显示：恩诺沙星在 10耀500 ng·mL-1

浓度范围内呈良好的线性关系，线性回归方程为：

y=0.105 1x+0.136 2，R2=0.999 7
在上述样品处理方法及色谱操作条件下，以信

噪比 S/N=3 计，测得恩诺沙星的最低检出限为 2
ng·g-1。

2.4 回收率及变异系数
对恩诺沙星进行 3种浓度回收率测定，结果见表

1。平均回收率在 81%耀88%之间，总平均回收率为
84.5%，总平均变异系数为 3.46%。可见该检测方法的
准确度与精密度良好。

2.5 滤纸接触法中恩诺沙星在蚯蚓体内的吸收情况
滤纸接触法是标准的蚯蚓生态毒理学测定方法

之一，简便快捷，可用于快速判定毒物毒性的大小。实

验过程中 0.16 滋g·cm-2与 1.6 滋g·cm-2浓度组以及对
照组中蚯蚓的存活率约为 100%，16 滋g·cm-2浓度组
蚯蚓的存活率为 95%，32 滋g·cm-2浓度组蚯蚓的存活
率为 85%。这说明滤纸接触法中恩诺沙星对蚯蚓的
LC50远大于 32 滋g·cm-2，高于多种重金属或农药[23-25]，

说明恩诺沙星对蚯蚓是低毒的，符合一般规律。因为

兽药可用于动物，毒性一般低于农药或重金属[15]。
滤纸染毒 48 h后，蚯蚓体内的恩诺沙星吸收浓

度见图 3。由图 3可知，当染毒浓度小于 16 滋g·cm-2

时，蚯蚓体内恩诺沙星的吸收量随染毒浓度变化明

显，染毒浓度越高，蚯蚓吸收越多。染毒浓度 1.6 滋g·
cm-2的吸收量是 0.16 滋g·cm-2吸收量的 11.0 倍，16
滋g·cm-2的吸收量是 1.6 滋g·cm-2吸收量的 6.7倍。然
而，随着浓度的继续升高，蚯蚓体内恩诺沙星的吸收

量趋于稳定。32 滋g·cm-2浓度组中蚯蚓对恩诺沙星的
吸收量与 16 滋g·cm-2 浓度组相比已没有显著差异
（P<0.05）。滤纸接触法主要是通过体表接触吸收毒
物，可见蚯蚓通过体表对外源恩诺沙星有着较好的

吸收，且这种吸收具有一定的剂量-效应关系。当外
源药物浓度达到一定程度后，其吸收量不再继续增

加，而是趋于稳定。这为进行下一步慢性毒性试验和

土壤染毒试验，进一步评价恩诺沙星的生态毒理提供

了参考。

3 结论

本实验采用高效液相色谱法分析检测蚯蚓体内

恩诺沙星的含量，对该方法的色谱条件进行了研究探

索，最终确定采用 Halo C18色谱柱，0.025 mol·L-1磷
酸/三乙胺缓冲液（pH3.0）+乙腈=83+17（V /V）作为流
动相，柱温为 25 益，荧光检测器激发波长 280 nm、发
射波长 450 nm，流动相流速 300 滋L·min-1，进样体积
2 滋L。在该实验条件下所测得的样品有良好的分离
度，并通过最低检出限和加标回收率的检测，验证了

该方法的稳定性和准确性。恩诺沙星的最低检出限为

2 ng·mL-1。标准曲线线性范围为 10耀500 ng·mL-1，线

图 3 滤纸染毒 48 h后蚯蚓体内恩诺沙星的吸收量
（平均值依标准差，n=4）

Figure 3 Absorption of enrofloxacin by earthworms exposed to filter
paper for 48 h（Mean依SD，n=4）
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图 2 恩诺沙星标准曲线图
Figure 2 Standard curve for enrofloxacin

表 1 恩诺沙星回收率测定结果（n=4）
Table 1 Recovery percentages of enrofloxacin（n=4）

添加浓度/
ng·g-1

实测浓度
Mean依SD/ng·g-1

回收率
Mean依SD/% 变异系数/%

20 16.916依0.901 84.580依4.506 5.33
100 81.903依2.986 81.903依2.986 3.65
500 435.376依6.143 87.075依1.229 1.41

60
50
40
30
20
10
0 0

标准溶液浓度/ng·mL-1
100 200 300 400 500 600

y=0.105 1x+0.136 2
R2=0.999 7
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性相关系数为 0.999 7。在加标回收率检测中平均回
收率为84.5%，平均变异系数为 3.46%。

将建立的方法实际应用于滤纸接触法中蚯蚓对

恩诺沙星的吸收测定。结果表明，蚯蚓对外源恩诺沙

星有着较好的吸收，但当外源药物浓度到达一定程度

后，吸收量不再无限制增加，而是趋于稳定。本文建立

的测试方法为进一步进行恩诺沙星对蚯蚓的生态毒

理研究奠定了基础，滤纸接触吸收试验的结果验证了

该检测方法的可行性，也为相关试验提供了参考。
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