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氟喹诺酮类兽药残留检测方法研究进展

王蕊．廖晓萍，刘雅红
(华南农业大学兽医学院，广东广州510642)

摘要：氟喹诺酮类药物是一类广谱高效抗菌药，临床上广泛用于动物和人类的各种感染性疾病的治疗。综述了氟喹诺酮类

药物的残留检测方法，为进一步开展该药残留检测的研究和监测提供借鉴。

关键词：氟喹诺酮；残留；微生物法；色谱分析法；免疫分析法

中图分类号：5859．84 文献标识码：A 文章编号：1004—874X(2010)10-0041—03

氟喹诺酮类(1rluoroquinolones．FQNs)药物是一类人T合

成的，“谱抗菌药．其开发始于20世纪80年代。FQNs药物具
有抗菌谱广、抗菌作用强、体内分布广泛、组织药物浓度高、

蛋白结合率低、使用方便、不良反应小及价格低廉等特点．20

余年来已成为发展最快的化学合成抗菌药物，在l临床上广泛

用于动物和人类的各种感染性疾病的治疗。随着在食品动物

的广泛应用，其残留问题己引起了人们广泛关注。FQNs类药

物残留不但对人体有直接的危害，更为严重的是致病菌对

其耐药性正逐渐增强，从而不利于该类药物治疗人类相炎疾

病。目前已发现某砦FQNs具有潜在致癌性．各国政府对

FQNs残留榆测的研究都非常重视，各种分析方法得以发展

和应用，主要有微生物法、色谱法、免疫分析法等。

1微生物法

微生物法适用于对畜禽组织中的抗菌药物进行快速

筛选检验。通常的操作方法是将组织和抗微生物药物均匀

分散到琼脂培养皿中抑制微生物的生长．该方法虽然能检

测高浓度的残留，但检测限高于样品所规定的最高残留限

量(MRLs)。

1998年Okermanill报道了用改进的欧洲四平皿法ffou卜

plate test，FPT)，检测市场上零售肉中恩诺沙星和环丙沙星

的残留。邢应寿等121以藤黄微球菌为工作菌建立了检测肉

鸡组织中环丙沙星残留的微生物法，各组织样品中的检

出限为25～75斗g／kg。

2色谱分析法

2．1高效液相色谱法(HPLC)

HPLC是现代分离测定的重要手段。采用高效色谱

柱、高压泵、高灵敏度的检测器、柱前或柱后衍生化技术以

及计算机联用等，大大提高了液相色谱的检测效率、灵敏

度、速度和操作自动化程度。在残留检测方面得到了广泛

的应用。但亦有溶剂消耗量大、色谱柱价格较贵、存在环境

污染等缺点。

Roybal等『31用荧光HPLC检测了鲶鱼、虾、鲑鱼组织中

的环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二氟沙星残留量。将鱼
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组织用酸化乙醇提取，在阳离子交换固相萃取柱中离析．

甲醇洗脱．配荧光检测器的LC分析。流动相为乙腈一2％醋

酸(16：84)，激发波长278 am，发射波450 nm。检测限可达

20斗g，kg，回收率为56％一93％。刘媛等141建立了同相萃取一

反相高效液相色谱同时分析鸡蛋样品中4种FQNs残留

量的方法。对鸡蛋样品的提取及其在C18同相萃取柱上

的净化条件进行了研究。采用荧光检测器检测．外标法定

量。鸡蛋样品中4种沙星的加标同收率为78．1％～95．7％：

相对标准偏差(RSD)为4．1％～16．2％。环丙沙星、恩诺沙星、

沙拉沙星的最低检出限(LOD)为10／出g／kg；达氟沙星的

LOD为2斗g／kg。Marilyn等151采用高效液相色谱一荧光法

(HPLC—FLD)法同时检测了鸡的肌肉组织中5种FQNs(甲
达沙星、环丙沙星、恩诺沙星、二氟沙星、沙拉沙星)和3种

四环素类药物．检测限分别达到0．5～5．0 I山g／kg。能够满足

各国和组织对FQNs的残留限量标准。研究达到r较高的
样品回收率和较低的检测限，而且试验重现性好。李海燕

等161报道了HPLC—FLD同时检测鸡蛋中9种喹诺酮和氟

喹诺酮类药物(噢啉酸、氟甲喹、麻保沙星、诺氟沙星、甲磺

酸培氟沙星、单诺沙星、恩诺沙星、二氟沙星、沙托沙星)。

样品经PBS提取，HLB小柱净化．用不同比例的甲醇一水

洗涤洗脱，检测麻保沙星的定量限(LOQ)为2 Ixg／kg，其他

药物的LOQ均为l灿g／l【g。申京字等【1利用超临界流体萃

取(Supercritical FIuid Extraction。SPE)与HPLC联用。同

时检测了鸡肉中4种FQNs(氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙

星和恩诺沙星)。优化了SPE萃取的适宜条件：温度

80cc。系统压力300 kg／cm2，总流速3 mUmin，萃取时间
30 min，夹带剂甲醇的比率为30％。萃取样品用

HPLC—FLD(Ex=290 am，Em--455 am)外标法定量。检测限

为10～25 pg／kg。平均加标回收率为56．6％～94．2％，相对

标准偏差在1．4％～14．1％范围。

目前，各围对于FQNs药物残留的检出限要求越来越

低。HPLC虽然检测结果稳定，具有较好的灵敏度和回收

率，但是由于方法和仪器自身的限制。检出限难以进一步

降低，而且HPLC对于FQNs的多残留检测效果不好。
2．2液相质谱联用法(LC—MS)

液质联用技术结合了色谱、质谱两者的优点。质谱作

为理想的色谱检测器，不仅特异性强。而且灵敏度极高．在

FQNs药物的残留分析中，以LC-MS作为检测手段愈加广泛。

Toussaint等[Sl采用LC—MS／MS对猪。肾中11种喹诺酮类

药物同时定最和确证，最低检出限小于或等于50“非g，

低于欧盟规定的MRL。陈笑梅等191建立了液相色谱串联质

万方数据



42

谱法测定鳗鱼中恩诺沙星、环丙沙星、诺氟沙星和氧氟沙

星．采用乙睛萃取样品中的残留物，在氮气下浓缩干燥．加

流动相溶解残渣，正己烷液液萃取，弃上层液．下层溶液用

作液相色谱分析荧光检测或质谱检测。鳗鱼中添加平均

回收率为70％一84．3％，相对标准偏差为3．0％。6．3％。杜振

霞等【101建立了牛肉中环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星3种

FQNs兽药残留的LC—MS／MS分析方法，3种药物的检出

限均为0．05斗g，L，定量限为0．1恤g／L。

213高效毛细管电泳分析法(HPCE)

高效毛细管电泳法是近年发展起来的新技术，与常用

的HPLC法相比．它不受运行缓冲液的酸、碱性和其中的表

面活性剂等添加剂的影响。具有样品用量少、分析速度快、分

离效率高、适用范围广等特点，有利于实际样品的分析。

Hernandez等11IJ应用非水毛细管电泳法(non aqueous

capillary electrophoresis．NACE)对猪肾样品中的恩诺沙星、

环丙沙星、达氟沙星、二氟沙星、麻保沙星、氟甲喹、恶喹酸进

行分析，用20 mmo|醋酸铵，0．004％HDB(polycation
hexadimethfine bromide)。含4％乙酸(0H5．4)的乙腈溶液为流

动相，分离效果很好。前处理用盐酸作为提取剂．Baker C 18

柱固相萃取，回收率大于80％。Hernandez等”2Ii丕应用毛细

管等速电泳一毛细管区带电泳(capillary isotachophoresis

capillary zone electrophoresis。ITP—CZE)检测猪血清中的

环丙沙星、恩诺沙星和氟甲喹，其检出限分别为70、85、50

¨g，l(g，该方法简单灵敏，可作为HPLC的一种替代方法。

Barton等『131应用同相萃取和毛细管电泳分析鸡肉中二氟

沙星和沙抻沙星，检测器为光电二极管阵列检测系统．标

准曲线线性范围50～300斗g／kg．二氟沙星和沙拉沙星的

检出限分别为10ixg／kg和25¨以g，其数值低于欧盟规定
的阳性肌肉允许的MRL。饶钦雄等【14t报道了以伊诺沙星为

内标，环丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、二氟沙星在鱼组织

中的毛细管电泳多残留检测方法。研究采用含10 m饥
乙腈的pH 5．0的磷酸氢二钠一柠檬酸缓冲溶液。C18固相

萃取柱浓缩和净化处理．二极管阵列检测器进行检’狈t1(275

nm)。4种药物的回收率均大于75％。恩诺沙星的检测限低

于25 Ixg／kg，其余均为25 weeks。王艳红㈣建立了同时
检测鸡肉中洛美沙星、氧氟沙星、恩诺沙星、培氟沙星多残

留的基质固相分散萃取法一高效毛细管电泳法(HPCE)及

液相一质谱联用(LC—MS)验证方法。采用pH值为8．8的

35 mmol／L硼砂缓冲液，乙腈沉淀蛋白，基质固相分散萃

取时用正己烷淋洗，4％氨水甲醇洗脱。4种药物的回收率

为75．9％一91．6％．最低检测限范围为51—100 Ixg／kg。

2．4高效薄层色谱法(HPTLC)

HIrFLC的出现使薄层色谱法(TLC)进入了新的时期，

现已成为仅次于HPLC和GC的残留分析方法。其优势在

于简便、快速和高通量．在兽药多残留检测中有很好的应

用前景。

Mody等f161很早就报道了利用HPTLC方法检验人体

血浆中的斯帕沙星及其代谢动力学研究。Vega等㈣也报

道了测定鱼饲料和组织中恶喹酸、氟甲喹的HPTLC方法。

HPTLC的斑点原位扫描定量、定性和高效分离材料改变

了常规TLC在灵敏度和重现性方面的不足，但保持了

TLC的大的优点，可使用正相或反相板，因此可以广泛应

用在氟喹诺酮多残留快速筛查。

3免疫分析法

3．1酶联免疫分析法(ELISA)

近年来．应用ELISA法测定抗生素残留的研究越来

越多。FQNs结构中含有羧基，多采用FQNS羧基与载体

蛋白质游离氨基的缩合反应，将FQNs与载体连接合成

人工抗原，方法简单、快速，而且不需要昂贵的仪器设备，

非常适于大量样品的同时检测，用于药物残留分析可使分

析过程大大简化。

魏东等118t以沙挣沙星为半抗原，牛血清白蛋白偶联后免

疫兔．获得对多种FQNs药物有特异性的广谱性抗体。以沙
拉沙星与卵清白蛋白的偶联物作包被原．建立了间接竞争

ELISA检测方法，对沙拉沙星检测限达19¨矶，且对诺氟
沙星、环丙沙星和恩诺沙星均有特异性识别，检测限分别是

22、26¨玑和19斗舢。刘欢欢等11q以FQNs药物多残留试
剂盒为基础，建立了鸡蛋中FQNs药物残留的间接竞争

EUSA检测方法。该方法在5—50 I-Lg／kg浓度范围内的平均
添加同收率在70％以上．检测限为5 i山gc'kg。Bucknall等田用
几种喹诺酮和FQNs半抗原生产多克隆抗体，呈现出特异性

和对该类抗菌药的交叉反应性。对于单独检测恩诺沙星、环

丙沙星、萘啶酸和氟甲喹。其ELISA方法具有相当高的特异

性，还可检测另外5种喹诺酮类药物。在牛奶和羊肾组织的

药物残留分析中，批内RSD值为10．5％，批间RSD值为

11．2％。检测限除了哌嗪酸为6斗gCkg，其余为4斗蜀爪g。Duan
等121制备了环丙沙星多克隆抗体．并建立了检测环丙沙星残

留的间接竞争ELISA方法．检测限为0．32．g／mE．环丙沙星

在猪肉、鸡肉及牛乳中的回收率分别为75．58％、81．2％和

84．50％。抗血清与恩诺沙星和诺氟沙星的交叉反应率分别
为69．8％、44．6％。与金霉素、庆大霉素、青霉素、新霉素、喹乙

醇和磺胺等无交叉反应。Gobbo等翰报道了环丙沙星的抗原

捕获ELISA(Plate Trapped Antigen,PTA—ELISA)测定法。用

环丙沙星与BSA偶连，免疫新两兰雌性家兔(4次)，从家兔

耳边缘静脉取血。离心提取m清，低温保存。利用PTA—

EUSA方法测定，用碱性磷酸(酯)酶和辣根过氧化物酶显色，

所得数据用Packard系统软件统计。利用本方法可有效检测

家畜体内环丙沙星残留量。用此方法还可检测其它的氟酮

诺酮类兽药，如诺氟沙星、恩诺沙星、氧氟沙星。

3．2高效免疫亲和色谱法(HPIAC)

免疫亲和色谱法是一种将免疫技术和色谱技术结合

的分析方法。它的原理是将特异性的抗体与惰性基质耦

联，制备成免疫吸附剂后装柱，对待测样品进行净化后．

再进行色谱分析。利用抗原抗体反应提取所分析的药物．

其特异性强，纯化效率较高。

Holtzapple等【∞I用HPIAC同时检测了牛血清中的环

丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星和二氟沙星，用荧光检测器检

测，激发波长和发射波长分别为280哪和444 llm。样品
进柱前需用PBS进行10倍稀释，并经0．2“m滤膜过滤

以除去微粒物质。从样品矩阵观察不到显著的干扰物，这

表明HPIAC柱具有很好的选择性。样品回收率大于
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