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固相萃取(超高效液相色谱法测定水产品中

-

种氟喹诺酮类药物残留
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摘要!基于固相萃取&

$T/

'和超高效液相色谱&

[TP!

'技术!

建立可同时测定水产品中诺氟沙星"氧氟沙星"环丙沙星"培

氟沙星"洛美沙星"恩诺沙星
-

种氟喹诺酮类药物残留量的

检测方法#经优化后的检测过程及参数为%样品匀浆后以磷

酸盐缓冲液为提取剂!提取液经
$T/

净化"氮吹浓缩后!残

渣用
):(R

的甲酸水溶液溶解供
[TP!

分析$选用
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'色谱柱!以体积比为
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的
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P

柠檬酸
c):*0;3

(

P

乙酸铵缓冲液
%

乙腈为流动

相!流速为
):&(0P

(
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!进样体积为
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"

P

!柱温为
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!

荧光检测器检测波长
&
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"
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#该方法

简单有效!添加回收率为
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#
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!最低检出限为
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!相对标准偏差均低于
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#

关键词!固相萃取$超高效液相色谱$氟喹诺酮类药物$水

产品
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中国作为世界上著名的水产品养殖*生产和出口大国%

水产品养殖产量约占世界
(

)

,

%而渔药残留问题一直都是各

方关注的焦点&氟喹诺酮类药物!

X35;E;

e

529;3;9D

%

XfL

#是

一类十分重要的人工合成抗菌药物%因其具有抗菌谱广*抗

菌活性强*组织穿透力强*价格低廉*与其它抗菌药物无交叉

耐药性等特点+

*

,

%曾被广泛应用于水产养殖业中&但不合理

的用药可导致氟喹诺酮类药物及其代谢产物在水产品中的

残留%进而引起食用者肠道菌群失衡或产生远期毒性作用及

潜在.三致/!致癌*致畸*致突变#作用+

(\,

,

&近年来%随着社

会对食品安全问题关注度逐渐增大%氟喹诺酮类药物在水产

养殖等领域的应用开始受到限制%或制定了相应的最大残留

限量!

@#P

#&欧盟和北美等国家早已在水产养殖业中禁用

环丙沙星%中国也在
?̀ ')<)

'

())(

1无公害食品水产品中

<<



渔药残留限量2和
?̀ ')<*

'

())(

1无公害食品渔用药物使

用准则2中将其列为禁用药物&中国农业部于
()*'

年又发

布了第
((.(

号公告%禁止洛美沙星*培氟沙星*氧氟沙星*诺

氟沙星
&

种氟喹诺酮类药物在食用动物中的使用&欧盟及

中国规定水产品中恩诺沙星及其代谢产物环丙沙星的最高

残留总限量为
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&

建立方便有效的残留检测方法%是加强水产品中氟喹诺

酮类药物残留监控的前提与基础&目前%文献报道中已有一

系列的关于喹诺酮类药物的检测方法%如免疫分析法+

&\'

,

*

毛细管电泳法+

-

,

*高效液相色谱法!

WTP!

#

+

<\=

,

*液相色谱
%

质谱联用法+

.\*)

,等&其中
WTP!

方法相对来说最普遍%但

其在灵敏度和检测效率上仍存在不足&超高效液相色谱技

术!

[TP!

#是一种较传统
WTP!

方法更加灵敏和快速的分

析方法%随着该技术的发展和普及%极有望替代
WTP!

成为

新一代食品安全检测技术标准&此外%在氟喹诺酮类药物残

留检测中%样品前处理的传统方法多为液液萃取法%不仅复

杂耗时而且精确度不高$而固相萃取!

$T/

#技术已在食品安

全检测中广泛应用&本研究旨在基于固相萃取!

$T/

#和超

高效液相色谱!

[TP!

#技术%建立可同时测定水产品中诺氟

沙星*氧氟沙星*环丙沙星*培氟沙星*洛美沙星*恩诺沙星
-

种氟喹诺酮类药物残留量的检测方法%为水产品的安全提供

技术保障&

*

!

材料与方法

*:*

!

材料与试剂

草鱼*鳊鱼*鲫鱼*黄骨鱼"市售$

氧氟沙星*培氟沙星*诺氟沙星*恩诺沙星*环丙沙星*洛

美沙星标准溶液"美国
"!CD0BDM

公司$

!3D19DE4T/T%(

固相萃取 柱"填 料 量
()) 0

H

%体 积

-0P

%博纳艾杰尔公司$

乙腈"色谱纯%美国
B/VQ"

公司$

磷酸二氢钾*柠檬酸*乙酸铵*磷酸等"均为国产分析纯&

*:(

!

仪器与设备

超高效液相色谱仪!配有
XP#

荧光检测器#"

"7

e
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8

W%!31LL

型%美国
A14DEL

公司$

液相 色 谱 柱"
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e
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8
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#%美国
A14DE

公司$

高速冷冻离心机"

@5342O5

H

Db*#

型%赛默飞世尔科技

中国有限公司$

固相萃取装置"

VS%(&

型%美国
$5

J

D37;

公司$

电子分析天平"

Bb((,P

型%日本岛津公司$

氮吹仪"

W"V%(&+

型%北京恒奥德仪器仪表有限公司&
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!

方法与步骤

*:,:*

!

-

种氟喹诺酮类药物
[TP!

分析条件的优化及标准

曲线的建立

!

*

#

[TP!

分析条件的优化"配置浓度均为
'))9

H

)

0P

的
-

种氟喹诺酮药物的混合标准溶液%设定进样体积为

):(

"

P

%柱温为
') Y

%检测波长为
&

Ddg(<=90

%

&

D0g

&-'90

&参考有关文献资料+

**\*&

,

%重点对流动相的类型和

流速进行优化%以获取最佳检测效果&

!

(

#标准曲线的建立"按照表
*

用乙腈分别配制氟喹诺

酮系列混合标准溶液%采用已确定的
[TP!

分析检测条件进

行检测%并进一步建立标准曲线&

表
*

!

-

种氟喹诺酮类药物混合标准溶液的配制
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药物名称
标准溶液浓度)!

9

H

-

0P

\*

#

级别
*

级别
(

级别
,

级别
&

级别
'

诺氟沙星
&) =) *-) ,() -&)

氧氟沙星
&) =) *-) ,() -&)

环丙沙星
&) =) *-) ,() -&)

培氟沙星
*) () &) =) *-)

洛美沙星
&) =) *-) ,() -&)

恩诺沙星
() &) =) *-) ,()

*:,:(

!

水产品中
-

种氟喹诺酮药物检测前处理方案的建立

!

*

#固相萃取小柱的效果验证"将
(0P

浓度为
'))9

H

)

0P

的混合标准溶液用磷酸盐缓冲液稀释至
*)0P

作为模拟提

取液过
$T/

小柱!用前分别用
-0P

甲醇和
-0P

水活化#%

再用
,0P'R

甲醇水淋洗%最后用
-0P

甲醇洗脱&分别收

集上样过柱液*淋洗液*洗脱液%各取
*0P

过
):((

"

0

滤膜

上机检测其中各种氟喹诺酮类药物的含量%以验证所用固相

萃取柱的效果&

!

(

#提取方案的选择"准确称取
'

H

经搅碎的鱼肉样品

!并做加标处理#%分别加入
*)0P

酸化乙腈!

(R

甲酸#*盐酸

!

*0;3

)

P

#*四丁基溴化铵!

, 0;3

)

P

#和磷酸盐缓冲溶液

!

):*0;3

)

P

%

J

W&:'

#

&

种不同溶剂%涡旋混匀
*029

后超声

波!

&)MW6

%

') A

#提取
*) 029

%再于
*))))E

)

029

离心

*)029

取上清液%重复提取
,

次&合并提取液%按上述
$T/

操作进行净化%洗脱液经氮吹浓缩至干后%残渣用
):(R

的甲

酸水溶液溶解后过
):((

"

0

滤膜供
[TP!

分析&

*:,:,

!

方法评价

!

*

#添加回收试验和重复性试验"按照表
(

所示
"

*

+

*

!

,

组不同的添加水平%在空白基质鱼肉中添加标准溶液%每

个添加水平重复
,

次%同时做空白试验&按照所优化的方案

进行前处理%再用所建立的
[TP!

方法检测氟喹诺酮药物的

含量&用添加回收率评价方法的准确度%用多次检测的添加

回收率相对标准偏差!

#$V

#评价方法的精密度&

!!

!

(

#最低检出限和最低定量限试验"参照美国
/T"

标准

中规定的单浓度重复试验方法进行最低检出限和最低定量

限的测定+

*'

,

&

*:,:&

!

市售水产样品中
-

种氟喹诺酮药物的检测
!

按照

*:,:*

和
*:,:(

所优化的色谱方法和前处理方法%分别对某超市

采购的草鱼*鳊鱼*鲫鱼*黄骨鱼进行氟喹诺酮类药物检测&

(

!

结果与分析
(:*

!

-

种氟喹诺酮类药物
[TP!

分析条件的优化及标准曲

线建立

!!

氟喹诺酮类药物结构上有羧基和哌嗪基%具有酸碱两

=<

安全与检测
!

()*=

年第
'

期



性%又由于分子结构相似%给液相色谱分离带来一定的难度&

根据国内外相关文献+

**\*&

,报道%为防止色谱峰拖尾%通常选

用酸性溶液如柠檬酸*乙酸铵*乙腈*甲醇*三乙胺等多种配

比作为流动相&在本试验条件下%尝试采用多种流动相配比

和流速&最终结果表明"以体积比为
.,

"

<

的
):)'0;3

)

P

柠

檬酸
c):* 0;3

)

P

乙酸铵缓冲液
%

乙腈为流动相%流速为

):&(0P

)

029

时%在
A14DEL "7

e

524

8

[TP!

)

+/W !
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柱

!

*:<

"

0

%

(:*00l'):)00

#上
*)029

内将
-

种氟喹诺酮

类药物有效分开!图
*

#%与传统的
WTP!

方法相比%检测效

率明显提高&以此色谱条件%分析
*:,:*

中氟喹诺酮系列浓

度的混合标准溶液%得到
-

种氟喹诺酮药物的标准曲线方

程*决定系数
U

(和线性范围见表
,

&

(:(

!

水产品中
-

种氟喹诺酮药物检测前处理方案的建立

(:(:*

!

固相萃取小柱的效果验证
!

固相萃取柱应用效果的

影响因素除填料类型外%也包括填料的粒径以及填料装填的

表
(

!

添加回收试验中
-

种氟奎诺酮类药物的

添加水平设置
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组别 诺氟沙星 氧氟沙星 环丙沙星 培氟沙星 洛美沙星 恩诺沙星
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诺氟沙星*氧氟沙星*环丙沙星*洛美沙星浓度为
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$培氟沙

星浓度为
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$恩诺沙星浓度为
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种氟喹诺酮类药物标准品的液相色谱图
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种氟喹诺酮类药物的标准曲线方程和线性范围
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药物名称 标准曲线回归方程
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紧密程度等%因此不同品牌的同一类型固相萃取柱也可能会

产生不同的效果&本研究用标准溶液作为模拟样品%对所选

用的
!3D19DE4T/T%(

固相萃取小柱进行了有效性验证&结

果表明%上样过柱液*淋洗液中均未检出
-

种氟喹诺酮%而洗

脱液中
-

种氟喹诺酮类药物的含量与预期基本相符%回收率

为
.':.R

#

*)):<R

!表
&

#%说明选用的固相萃取柱有效&

表
&

!

固相萃取过程中各部分收集液中
-

种氟喹诺酮类

药物的含量及回收率h
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药物名称
含量)!
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-
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\*

#

上样过柱液1 淋洗液 洗脱液G

回收率)
R

诺氟沙星 未检出 未检出
*--:<< *)):*

氧氟沙星 未检出 未检出
*'.:.) .':.

环丙沙星 未检出 未检出
*-&:'- .=:<

培氟沙星 未检出 未检出
*-(:(( .<:,

洛美沙星 未检出 未检出
*-<:== *)):<

恩诺沙星 未检出 未检出
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浓度均为
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的混合标准溶液用磷酸盐缓

冲液稀释至
*)0P

作为模拟样品进行上样$

G:

洗脱液体积为

-0P

&

(:(:(

!

提取方案的选择
!

样品前处理过程中不同的提取剂

的提取能力有很大差异%目前常用的提取剂主要有酸性乙

腈+

*-

,

*磷酸盐缓冲液+

*<

,

*盐酸+

*=

,

*二氯甲烷+

*.

,等水溶液或有

机溶剂&为了最大效率提取样品中
-

种氟喹诺酮类药物%本

研究比较了酸化乙腈!
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甲酸#*盐酸!

*0;3
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P

#*四丁基溴

化铵!
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#和磷酸盐缓冲液!
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P

%
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种

提取溶剂的提取效果%结果见表
'

&使用酸化乙腈提取时%样

品蛋白质极易快速沉淀%造成待测物包裹损失%提取效果不

佳$使用
*0;3

)

P

的盐酸溶液提取时%提取液中脂肪和蛋白

质等杂质含量较高%后续净化过程中易堵塞固相萃取柱$而

四丁基溴化铵和磷酸盐缓冲液提取时效果较好&综合考虑%

选用磷酸盐缓冲溶液!

J

W&:'

#作为最终的提取溶剂&

(:,

!

方法评价

在确定
[TP!

分析条件和水产品中
-

种氟喹诺酮药物提

取*净化等前处理方案的基础上%本研究进一步对整套检测方

法的准确度*精密度和灵敏度进行了评价%结果见表
-

&由

表
-

可知%

-

种氟喹诺酮药物的添加回收率为
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%最低检出限为
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%相对标准偏差均低于

*)R

%表明方法的准确度*精密度和灵敏度均符合
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B
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1实验室质量管理规范食品理化检测2的相关

要求&

(:&

!

市售鱼样品中
-

种氟喹诺酮药物的检测

按照
*:,:*

和
*:,:(

所优化的色谱方法和前处理方法%对

常德市区某超市出售的草鱼*鳊鱼*鲫鱼*黄古鱼
&

种水产品

进行了
-

种氟喹诺酮类药物残留的检测%相关色谱图见图
(

&

结果表明"诺氟沙星*氧氟沙星*环丙沙星*培氟沙星*洛美沙
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江等"固相萃取'超高效液相色谱法测定水产品中
-

种氟喹诺酮类药物残留
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不同提取剂提取效果的比较
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水产品
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种氟喹诺酮类药物检测分析方法准确度$精密度和灵敏度评价结果
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星
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种禁用药物在
&

种水产品中均未检出$恩诺沙星在草

鱼*鳊鱼*鲫鱼中有检出%黄古鱼中未检出%其中草鱼中的残

留量低于检测方法的最低定量限%鳊鱼和鲫鱼的残留量分别

为
':*'=

%

<:)=,

"

H
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M

H

%也均低于恩诺沙星在水产品肌肉中的

最大残留限量!
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结论
本研究基于固相萃取!

$T/

#和超高效液相色谱!

[TP!

#

建立了水产品中的
-

种氟喹诺酮药物残留的检测方法%并利

用该方法对
&

种常见的市售水产品进行了分析&结果表明%

该方法的前处理过程简单有效%上机分析过程较传统的

WTP!

分析耗时明显缩短!

*)029

即可完成分析#$灵敏度明

显提高!最低检出限为
):'

#

*:=

"

H

)

M

H

#$准确度和稳定性符

合检测要求%添加回收率为
-,:-.R

#

.):=,R

%相对标准偏

差均低于
*)R

&综合说明%该方法有望为氟喹诺酮类药物标

准分析方法的建立提供借鉴和参考&
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# 发布了第

'()*+,-(

号公告!拟修改$食品等的标示标准%的部分内

容!其主要内容如下&

随着家用便利食品的快速增长!消费者对提供食品中

营养成分含量信息的需求在不断增加!营养标示食品的范

围也在扩大!但因食品生产加工使用的原料栽培地'收获

期等差异!即使是同一产品营养成分含量也会存在差异(

另外!像盒饭等多种类型混合的产品!或因反式脂肪'

饱和脂肪' 胆固醇等微量元素的营养成分含量偏差较大!

现实中很难遵守营养成分允许误差的规定)

以公认检测机构的检测结果为依据标示营养成分值

时! 实际测定值即使超出规定的范围不视为超出允许误

差) 标示公认检测机构事先确认的营养成分值!可提高消

费者对营养成分标示制的可信度)

以上意见征集时间至
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年
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月
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日)
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