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色谱法检测动物源食品中喹诺酮类
药物残留研究进展

李佩佩，郭远明，陈雪昌*，张小军，梅光明，龙 举
(浙江省海洋水产研究所，浙江省海水增养殖重点实验室，浙江 舟山 316100)

摘  要：喹诺酮类药物是一类广谱高效抗菌药物，广泛应用于畜禽和水产养殖。喹诺酮类药物在动物源食品中的

残留会对人体健康造成危害。目前动物组织中喹诺酮类药物残留检测方法有很多，其中高效液相色谱(HPLC)和高

效液相串联质谱法(HPLC-MS-MS)是主要方法。色谱法检测喹诺酮类药物的一般步骤为样品提取、净化、浓缩，进

HPLC柱或HPLC-MS-MS柱定量检测。本文对色谱法检测动物源食品中喹诺酮类药物残留研究做简要综述，以期为

食品中喹诺酮类的多残留检测提供一定的参考。
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Abstract：Quinolones is a kind of antibacterial agents with broad-spectrum antibacterial capability. It is widely applied in 

animal and aquaculture. The residues of quinolones in animal-derived foods can be dangerous for human health. HPLC (high 

performance liquid chromatography) and HPLC-MS-MS are major methods to analyze quinolones residues. The general 
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喹诺酮类(quinolones，QNs)是一大类具有1,4-二氢-4-

氧代喹啉-3-羧酸结构的人工合成抗菌药物，对革兰氏阴性

菌和阳性菌有抑制作用，因具有高效低毒、抗菌谱广、价

格低廉、与其他抗菌药物无交叉耐药性等优点而广泛用于

临床诊疗、动物疾病预防及促生长[1]。QNs在动物源食品

中的过量或不当使用会引起食用者产生潜在“三致”(致

癌、致畸、致突变)作用，诱导致病菌产生耐药性，从而

威胁人类健康[2]，因此许多国家和组织都限制其使用并制

订出相应的最高残留限量(MRLs)：欧盟规定动物肌肉、

肝脏和肾脏中达氟沙星、二氟沙星、恩诺沙星(环丙沙星

与恩诺沙星量之和)、麻保沙星、沙拉沙星等的MRLs为

0.01～1.9mg/kg；美国禁止在食用动物养殖中使用FQNs；

我国于2002年规定了环丙沙星、单诺沙星、恩诺沙星、沙

拉沙星、二氟沙星、恶喹酸和氟甲喹等7种QNs药物在动

物肌肉组织中的最高残留限量为10～500µg/kg。 

QNs的多残留分析是当今研究的热点。Carlucci [3]

综述了1998年以前关于QNs残留研究的近250篇文献，

Hernández-Arteseros等[4]总结了2001年以前的100多篇文

献，Andreu等[5]总结比较了2002—2006年食品和环境中

QNs类残留的前处理和测定方法。国内最早的报道为1994

年邱银生等[6]对猪和鸡的肝、肾和肌肉中的烟酸诺氟沙星

残留研究。目前QNs的检测方法主要有高效液相色谱法

(HPLC)[7]、高效液相-串联质谱法(HPLC-MS-MS)[8-9]、酶

联免疫法(ELISA)[10]、微生物法[11-12]、高效毛细管电泳分

析法[13-14]等。酶联免疫法可能造成样品假阳性，不适合作

残留确证，适用于大量样品的快速筛选；微生物法检测

限过高，特异性不强；高效毛细管电泳分析法的检测限

也较高；HPLC法特异性强、定量准确，缺点是测定种类

少、不能作定性分析、检出限难以进一步降低；HPLC-

MS-MS法灵敏度高、检测限低、测定种类多、集高效分
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离和结构鉴定于一体，该仪器在我国检测机构中的配置

也较为普遍，已成为复杂混合物中痕量组分定性和定量

的有力工具，国家标准中近一半方法为液质方法。色谱

法检测QNs残留包括样品前处理和色谱测定2大步骤，本

文从这两方面总结动物源食品中QNs残留的色谱测定有

关内容。

1 样品提取

1.1 提取溶剂

QNs为极性化合物，易溶于极性和水溶性有机溶

剂、稀酸和碱溶液，不溶于非极性溶剂。动物源食品中

QNs的提取剂大致可归纳为4种[15-16]：1)水不溶性有机溶

剂，如二氯甲烷和三氯甲烷；2)强极性有机溶剂，如乙

腈、甲醇、乙醇、丙酮和乙酸乙酯；3)水溶性有机溶剂

和酸、碱的混合液，如盐酸/磷酸/乙酸/三氯乙酸/氨水-乙

腈、乙酸/三氯乙酸-甲醇等；4)缓冲溶液，如磷酸和柠檬

酸缓冲溶液等。

早期QNs残留提取常用乙酸乙脂、二氯甲烷、三氯

甲烷[17-19]。由于乙酸乙脂和二氯甲烷对人体和环境有较大

危害，释放药物能力差，现已不常用。目前酸性喹诺酮

大多用碱性溶液提取，含哌嗪基的喹诺酮(PQs)一般用pH

值接近于7的溶液提取，如刘丽贞等[20]用丙酮和0.1mol/L

氢氧化钠体积比为10:1来提取鱼肉中的诺氟沙星、环丙

沙星和恩诺沙星残留。

直接提取试剂首选乙腈，其溶解强度大、黏度系

数低，可有效沉淀蛋白。甲醇、丙酮因蛋白沉淀效果

差、提取液杂质含量高而不常用。生物样品大多含有一

定水分，有机溶剂提取时一般加入无水Na2SO4来促进

盐析和提高回收率。乙腈、甲醇中混入少量的磷酸、盐

酸、乙酸、三氯乙酸、氢氧化钠、氨水等对QNs具有良

好的组织渗透性、脱蛋白质和释放药物作用，可大幅度

提高回收率，是QNs残留分析常用的提取方法。用酸化

乙腈提取时一般也加入5～30g的无水Na2SO4(以5g样品

计)。Bailac等[21]曾比较了二氯甲烷和酸化乙腈V(0.3%磷

酸):V(乙腈)=25:75 2种提取剂对鸡肉中QNs的提取效果，

发现虽然使用二氯甲烷提取的样品杂质少，但使用酸化

乙腈提取的样品分析时间短，检出限低。有机溶剂中添

加酸或碱的浓度、种类和比例对样品提取效率均有较大

影响。施冰等[22]分析鱼肉等组织时研究了乙腈和0.1%甲

酸的比例对去除蛋白效果的影响：当乙腈含量低于50%

时，蛋白质不易沉淀，提取液离心无法澄清；乙腈含量

提高，去除蛋白的能力增强；乙腈和0.1%甲酸体积比为

80:20时的提取效果好于乙腈和冰乙酸体积比为100:1时。

刘莉莉 [23]考察了不同配比的磷酸-乙腈对草鱼体内蛋白

去除和QNs提取效果的影响，最终确定磷酸和乙腈体积

比为25:75时为最佳条件。Posyniak等[24]研究了不同比例

的乙腈-三氯乙酸(TCA)对鸡肉中恩诺沙星、环丙沙星、

二氟沙星、沙拉沙星4种药物的提取效率，研究表明5% 

TCA和乙腈的比例为8:2或7:3时，4种QNs的回收率最高

(高于80%)，9:1时最低(低于75%)；保持TCA和乙腈的比

例为8:2不变，研究了不同浓度的TCA溶液对脱蛋白的效

果，最后确定10% TCA和乙腈比例为8:2时，具有最好的

回收率和脱蛋白效果。

很多研究者也使用缓冲溶液作为提取剂。如董琳琳

等[25]用不同pH值的磷酸二氢钾缓冲溶液匀浆提取了鸡的

肌肉、皮脂、肝和肾4种组织中的4种QNs残留；赵思俊

等[26]用pH7.0的0.01mol/L的磷酸盐缓冲液提取鸡肉和猪肉

中的7种QNs残留；刘媛[27]、林玲[28]等分别用pH7.0的磷酸

盐缓冲液提取了禽蛋中的QNs残留。

1.2 提取量和提取方式

提取时一般取1～5g样品，每1g样品约需用5～10mL

的提取液，多次重复提取。提取过程采用高速匀质、机

械振荡或超声。Hermo等[29]引进微波辅助提取(MAE)技术

提取猪肉中的QNs，提取后的样品比常规方法含有的干

扰物质更少，且快速简单，适用于分析大量样品。

2 样品净化

目前QNs的净化方法主要为液-液萃取(LLE)和固相萃

取(SPE)，具体实验中需依据样品基质和提取溶剂选择适

宜的净化方法。

LLE是净化QNs的基本方法。调节pH值使QNs在两相

间分配，或利用不互溶的溶剂对杂质和待测组分溶解性

的差别进行分配。乙腈作为提取剂时一般用极性较小的

正己烷除脂。由于乙腈和正己烷有一定的互溶性而影响

回收率，有时也用乙腈饱和的正己烷[30]。为达到更好的

除杂效果，研究者在提取液旋蒸干用乙腈溶解后再在离

心管中加1～2mL的正己烷通过漩涡混合进行小体积的液-

液分配[31]。LLE由于存在操作费时、消耗高纯溶剂多以

及样品易乳化等不足已逐步被SPE代替。

SPE消耗溶剂少、不产生乳化现象，是净化QNs最

常用的方法，约占QNs净化方法的70%，主要用于极性

溶剂和缓冲溶液提取QNs之后。QNs常用的SPE柱主要

为硅胶键合C18或C8的反相柱和硅胶键合苯磺酸基或丙酸

基等基团的离子交换柱(如SCX、PRS、MPC)，聚合物

基质的SPE柱使得SPE技术应用更为广泛，如 HLB柱和

ENV柱[32]。Bailac等[33]比较了Oasis HLB、Oasis MAX 和

SDB-RPS 3种SPE柱对鸡肉样品的净化效果，实验表明经

Oasis MAX柱净化的样品中环丙沙星的回收率低于25%，

经HLB 柱净化后的样品谱图中达氟沙星目标峰处有杂

质干扰，因此在这3种柱回收率都较高的情况下选择了
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SDB-RPS柱作为净化柱。赵思俊[16]将制备的免疫亲和柱

应用在13种QNs的净化上并取得了较好的效果。对于同

一种SPE柱，上样液和淋洗液的体积以及洗脱液的强度

对回收率均有影响；不同品牌的同种SPE柱对回收率也

有影响[25]。反相柱的淋洗液通常使用水、含有较低浓度

有机溶剂(如甲醇、乙腈)或弱酸性的水溶液，洗脱液常用

纯甲醇(或乙腈)以及甲醇(或乙腈)比例大于75%以上的酸

或碱性溶液。离子交换柱的淋洗液一般使用缓冲溶液，

洗脱液常用含有高浓度有机溶剂的酸或碱性溶液，如甲

醇-NH3·OH[34]、乙腈-2%～4%的三氟乙酸水溶液[32-33]。

对于杂质含量较多的动物组织，有研究者还采用两步SPE

净化或者先正己烷除脂再SPE净化的方法[35]。SPE方法的

缺点是SPE柱价格相对昂贵、结果重现性差、目标化合物

的回收率和精密度比LLE低[36]。

目前，基质固相分散萃取、超临界流体萃取、固相

微萃取、加速溶剂萃取和分子印迹固相萃取等较新的方法

也应用到QNs残留分析中。基质固相分散技术适用于萃取

对固体、半固体和高黏稠的生物样品中的分析物。如乔凤

霞等[37]采用基质固相分散-HPLC法分析了牛奶、蜂蜜中的

多种QNs。蜂蜜的检出限为0.125µg/kg；申京宇等[38]等利

用超临界流体萃取-HPLC法检测了鸡肉中的4种QNs。

3 样品浓缩

样品净化后的浓缩方法通常为真空旋转蒸发和氮气

水浴吹干。当样品量大于10mL时前者比较简便快速。旋

蒸过程中易产生爆沸、蒸干后溶解不充分会导致回收率

比氮吹低。刘莉莉[23]比较了旋蒸温度为45、50、55℃对

回收率的影响，发现温度对回收率变化的影响不大。

4 HPLC法检测

4.1 色谱柱的选择

QNs的叔胺基和羧基官能团在水中解离会导致色谱

柱填料表面残留的硅醇基(硅羟基)和金属杂质通过氢键

或离子交换作用强烈吸附QNs，造成色谱峰拖尾、峰形

异常和分离度下降等现象，因此QNs残留分析多采用以

高纯硅胶为基质并经端基封闭处理的色谱柱，如C18、C8

柱、苯基柱。非硅胶基质的聚合物柱也有应用。一般柱

的规格为(250mm×4.6mm，5μm)；UPLC的柱填料粒径

小于2μm。

4.2 流动相的选择

流动相一般由有机试剂、酸性溶液、离子对试剂(如

三乙胺或四丁基溴化铵)三部分组成。QNs药物具有可质

子化的氮原子和离解的羟基，经反相色谱柱测定时会出

现峰拖尾现象，加入离子对试剂可改善QNs的峰形和提

高分离度。有研究发现三乙胺作为离子对试剂不能有效

地分离氧氟沙星和诺氟沙星[39]。流动相的pH值对QNs的

分离和保留也有显著影响：QNs是酸碱两性化合物，其

解离状态和在流动相中的溶解性随pH值变化；硅胶键合固

定相表面残余硅醇基的解离程度与流动相pH值也有关[40]，

pH＞3即完全解离。而当pH值过低(＜2.0)时个别QNs不能

有效分离[16]，在流动相比例不变的情况下，过低的pH值

会导致QNs的保留时间延长，且低酸度也会影响色谱系

统寿命，因此流动相的pH值一般调节为2.0～3.0。我国农

业部标准[41]中测定3种QNs采用的流动相为乙腈和四丁基溴

化铵溶液(磷酸调pH值为3.0)体积比为5:95，很多文献中也

使用此流动相。此外，乙腈-磷酸(三乙胺调节pH值)也有应

用。磷酸盐、柠檬酸盐与乙腈混合时易产生结晶而引起色

谱管路堵塞，且灵敏度也较低，故研究者对流动相做了改

进：以甲酸或乙酸来代替缓冲盐，如赵思俊等[26]用0.1%甲

酸-甲醇作为流动相检测动物肌肉组织中7种QNs；乙腈-甲

醇-水(或弱酸)作为流动相也可使分离更快速和灵敏[20]，如

V(乙腈):V(甲醇):V(0.1%三氟乙酸)＝20:8:72。当测定的QNs

种类较多时，采用梯度条件洗脱、程序波长荧光检测器检

测可提高分离效果和灵敏度。

4.3 流速和柱温

流速和柱温对保留时间和峰型都有影响。增大流速

和升高柱温会缩短保留时间，使峰型更加尖锐，但流速

太大、柱温太高会损害色谱柱，造成峰重叠，因此需要

根据具体实验情况确定合适的流速和柱温。柱温一般选

择30～40℃，流速为0.8～1.0mL/min。

4.4 检测器的选择

QNs具有较强的紫外吸收和荧光性质，动物组织中

QNs残留既可用紫外也可用荧光检测器检测。

4.4.1 紫外检测(UV)

UV应用不多，检测波长通常为254～280nm，主要

用于检测体液和饲料中的QNs。陈辉华等[42]用UV同时测

定了鱼肉中的5种FQs(沙拉沙星、恩诺沙星、达氟沙星、

环丙沙星、单氟沙星)。二极管阵列检测器(DAD)也有

应用，孟勇等[40]应用反相高效液相色谱法配二极管阵列

检测器在波长279nm处测定了中华绒螯蟹肝脏中诺氟沙

星、环丙沙星和恩诺沙星的残留量。Cinquina等[43]分析了

羊奶中的恩诺沙星及其代谢物环丙沙星，奶样用磷酸盐

缓冲液提取，C18 SPE柱纯化，在277nm波长处用HPLC-

DAD分析，定量检出限为20µg/kg。

4.4.2 荧光检测

荧光检测器较UV灵敏度高2～3个数量级，因此绝大

多数QNs残留分析使用荧光检测器。QNs分子结构复杂、

荧光特性各异。含有哌嗪环的QNs(绝大部分的FQs，如

诺氟沙星、环丙沙星、恩诺沙星、二氟沙星等)和不含

哌嗪环的QNs(如噁喹酸、氟甲喹等)具有不同的荧光光

04-专题论述-03.indd			305 2013-2-1			15:20:37



306  2013, Vol.34, No.03	              食品科学	 ※专题论述

谱特性，前者激发波长(λEx)一般采用285、280、278、

297nm，对应的发射波长(λEm)为460、450、446～465、

515nm；后者(λEx)为320nm，(λEm)为365nm。使用荧光检

测法进行QNs多残留检测时采用程序波长检测法可提高

检测灵敏度和选择性。

4.5 检测限

近几年来分析较多的动物源食品是肌肉组织，其次

是肝、肾、皮肤、脂肪。由于检测的靶组织、QNs种类

以及样品前处理和检测条件不同，动物源食品中QNs残

留的检测限也各有不同。目前水产品中HPLC法检测QNs

的检出限一般为0.2～10µg/kg。检测限较低的研究有：

Schneider等[44]等用HPLC-FLU法测定了鸡肉中的多种QNs

残留，其中达氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星、二氟沙

星、沙拉沙星的检测限分别为0.5、1.0、2.0、5.0µg/kg。

刘慧慧等[45]对鱼肉中恩诺沙星、环丙沙星、沙拉沙星和

二氟沙星进行了检测，其检测限分别是1.0、0.3、0.2、

0.2µg/kg。赵思俊等[26]对鸡肉和猪肉中环丙沙星、单诺

沙星等7种QNs进行了检测，检出限为0.1～0.3µg/kg，定

量限为0.3～1.0µg/kg。刘波静[46]分析了鸡肉、脂肪、鸡

肝和鸡肾中的氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星和恩诺沙

星，检测限均为0.92µg/kg。李娟[15]同时检测了牛肉、猪

肉、猪肝和猪肾4种组织中的QNs残留，最低检测限和

定量限在牛肉中分别为0.2～6.5µg/kg和0.7～21.6µg/kg，

在猪肉中为0.2～6.0µg/kg和0.8～20.0µg/kg，在猪肝中为

0.3～10.0µg/kg和1.2～33.3µg/kg，在猪肾中为0.3～8.2µg/kg

和0.9～27.2µg/kg。

5 HPLC-MS-MS检测

目前约60%的QNs检测使用HPLC-MS-MS。Hermo

等[32]研究发现使用MS测定的QNs检出限比LC-UV低35

倍。李雅丽等[47]等研究发现MS的检测灵敏度比荧光检

测器高5～10倍。由于采用MS分析，不能使用难于气化

的磷酸盐等缓冲液流动相体系，因此HPLC-MS-MS的

流动相多为0.1%的甲酸(或三氟乙酸或乙酸铵)溶液-乙腈

(或甲醇、0.1%甲酸乙腈、0.1%甲酸甲醇)。因测定药物

种类多，为达到不同药物的最佳检测条件，流动相均采

用梯度洗脱程序。一般使用电喷雾离子源(ESI)和多反

应监测模式(MRM)。Toussaint等[48]用LC-MS-MS对猪肾

脏中的11种QNs同时定量和确证，检测限均小于或等于

50µg/kg；Bailac等[21]检测了鸡肉中的7种QNs，检测限为

0.15～0.5µg/kg；Johnston等[49]用LC-MS-MS同时分析了

鲑鱼、对虾和鲍鱼中的8种喹诺酮和氟喹诺类药物的残留

量，所有分析样品在12min内出峰，检测限为1～3µg/kg；

岳振峰等[50]测定了鸡肉、鸡肝、鱼肉中的16种QNs，所

有药物在9min内全部出峰，测定低限均为10µg/kg。李雅

丽等[47]等建立了鸡和鱼肌肉组织中19种QNs的HPLC-ESI-

MS-MS检测法，检出限为0.3µg/kg。田媛等[51]等用内标法

测定了鸡蛋中氟喹诺酮类药物残留，定量限为1µg/kg。

黄优生等[52]建立了快速测定鱼肉中4种氟喹诺酮类药物

残留的HPLC-MS法，检出限为0.1～0.4µg/kg，定量限

为0.3～1.0µg/kg。魏伯平等[53]采用RP-HPLC-MS-MS法

同时测定了鸡肉中7种QNs，检测限为0.25～1.07µg/kg。

施冰等 [22]建立了鳗鱼、虾、鱼肉中7种氟喹诺酮类药

残的LC-ESI-MS-MS定量检测和确证方法，定量限为

1.8～9.6µg/kg。HPLC-MS-MS法还可实现包括QNs类药

物在内的多种药物的同时测定。如李峰格等[54]利用分散

固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱技术测定了鸡肝中12

种磺胺类、19种喹诺酮类和8种苯并咪唑类药物及其代谢

物残留，39种药物的检出限均为5µg/kg。

6 结 语

HPLC和HPLC-MS-MS法是测定QNs的主要方法，在

具体实验中需根据所测靶动物和QNs的种类以及检测要

求选择适宜的前处理和色谱条件。未来HPLC-MS-MS法

的发展方向是在定量检测药物的同时能提供物质的结构

信息以及对未知药物给予确证。
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