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　　摘要：建立动物源性食品牛奶及蜂蜜中诺氟沙星、环丙沙星、丹诺沙星、恩诺沙星、沙拉沙星、双氟沙星等６种氟喹
诺酮类药物残留快速筛查的薄层色谱法。该方法中，样品经５％乙酸乙腈提取，经改进的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法净化，采用
薄层色谱法对样品中６种氟喹诺酮类药物残留物进行检测。结果表明：该方法对环丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、双氟
沙星、丹诺沙星、沙拉沙星的检出限分别为１０、１０、１０、１０、２、２０μｇ／ｋｇ；经薄层色谱法检测，在１５批牛奶样品中检出
３批疑似阳性样品，在１５批蜂蜜样品中检出７批疑似阳性样品；通过最终质谱确认，１５批牛奶样品中检出１批阳性样
品，１５批蜂蜜样品中检出２批阳性样品。该方法耐受性好，可简单、快速适用于牛奶、蜂蜜中氟喹诺酮类残留的大批
量筛选。
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　　氟喹诺酮类（ＦＱｓ）系化学合成药物，因价格低廉、抗菌活
性强，在医学特别是在兽医学中应用广泛。由于致病菌产生

的耐药性和某些ＦＱｓ的潜在致癌性质，其残留问题已引起广
泛关注［１－４］。氟喹诺酮类检测是动物源性食品中药物残留分

析的重要研究内容。检测氟喹诺酮类药物残留的方法有微生

物法、薄层色谱法、高效液相色谱法、高效液相色谱 －质谱检
测法等［５－６］，牛奶、蜂蜜中氟喹诺酮类药物残留检测方法主要

为高效液相色谱法和高效液相色谱 －质谱法，运用薄层色谱
法进行检测的研究较少。用于检测食品中喹诺酮类药物残留

的国家标准ＧＢ２９６９２—２０１３《牛奶中喹诺酮类药物残留的测
定》和ＧＢ／Ｔ２３４１２—２００９《蜂蜜中喹诺酮类药物残留的检测》
均采用液相色谱－质谱／质谱法测定氟喹诺酮类残留。由于
仪器设备昂贵、检测方法复杂、试验成本高的限制，该方法在

国内普及还需要较长时间。本研究应用近年来在兽药残留检

测中应用日趋广泛的分散固相萃取样品前处理净化技术

（ｑｕｉｃｋｌｙ，ｅａｓｙ，ｃｈｅａｐ，ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ，ｒｕｇｇｅｄ，ｓａｆｅ，ＱｕＥＣｈＥＲＳ）［７－１１］，
用薄层色谱法对牛奶、蜂蜜中氟喹诺酮类残留进行筛选，以期

找出更为经济简便、更适用于基层部门监管食品安全的氟喹

诺酮类药物残留检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料
牛奶样品、蜂蜜样品各１５批，均为市售。６种氟喹诺酮

类标准品：恩诺沙星（纯度为９８．５０％，货号为Ｃ１３１７００００，批
号为 ｌｏｔ：９１１１１）、沙拉沙星（纯度为 ９５．５０％，货号为 Ｃ

１６９０８０００，批号为ｌｏｔ：１０４０７）、双氟沙星（纯度为９７．５０％，货
号为Ｃ１２６２７０００，批号为 ｌｏｔ：９１１０３）、诺氟沙星（纯度为
９９５０％，货号为 Ｃ１５６４８０００，批号为 ｌｏｔ：１０２１４）、环丙沙星
（纯度为９５．００％，货号为 Ｃ１１６６８５００，批号为 ｌｏｔ：００５２６）、丹
诺沙星（纯度为 ９４．００％，货号为 Ｃ１１９６０５００，批号为 ｌｏｔ：
００９２０），以上标准品均来自德国Ｄｒ．ＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司。
１．２　仪器与试剂

仪器：ＡＴＳ－４型自动点样仪［瑞士 ＣＡＭＡＧ（卡玛）公
司］；ＴＤ６Ｍ型医用离心机（长沙平凡仪器有限公司）；
ＢＴ２２０２Ｓ型电子分析天平（德国Ｓａｎｏｒｉｕｓ公司）；ＴＡＬＢＯＹＳ型
涡旋仪（美国亨利特里姆有限公司）。

试剂：乙腈（色谱纯，美国天地试剂公司）；冰乙酸（优级

纯，国药集团化学试剂有限公司）；三乙胺 （分析纯，成都市科

龙化工试剂厂）；Ｎ－正丙基乙二胺（ＰＳＡ）（美国 ＳＥＬＥＣＴＲＡ
公司）；正己烷（分析纯，天津市科密欧化学试剂有限公司 ）；

无水硫酸镁（分析纯，天津市美琳工贸有限公司）；无水硫酸

钠（分析纯，江苏强盛功能化学股份有限公司）；薄层板

（Ｍｅｒｃｋ板，尺寸为１００ｍｍ×２００ｍｍ）。
１．３　对照品溶液的制备
１．３．１　标准贮备溶液　分别称取恩诺沙星１０．１１ｍｇ、沙拉
沙星１０．２７ｍｇ、双氟沙星１０．２２ｍｇ、诺氟沙星１０．８９ｍｇ、环丙
沙星１０．７０ｍｇ、丹诺沙星１０．８１ｍｇ，置于１０ｍＬ容量瓶中，加
入２０μＬ甲酸和适量甲醇溶解，最后用甲醇稀释至刻度，摇
匀。分别吸取上述溶液１ｍＬ置于１００ｍＬ容量瓶，用０．２％
甲酸水溶液稀释至刻度，摇匀，即得恩诺沙星、沙拉沙星、双氟

沙星、诺氟沙星、环丙沙星、丹诺沙星浓度分别为 ９．９５８３、
９．９０７８、９．９６４５、１０．８３５６、１０．１６５０、１０．１６１４μｇ／ｍＬ的标准
贮备溶液。

１．３．２　混合标准使用溶液　分别吸取恩诺沙星、双氟沙星、
诺氟沙星、环丙沙星标准贮备溶液１ｍＬ，沙拉沙星标准贮备溶
液５ｍＬ，丹诺沙星标准贮备溶液０．２ｍＬ，置于同一个１０ｍＬ量
瓶，用０．２％甲酸水溶液稀释至刻度，摇匀，即得０．９９５８μｇ／ｍＬ
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恩诺沙星、４．９０４１μｇ／ｍＬ沙拉沙星、０．９９６４μｇ／ｍＬ双氟沙
星、１．０８３６μｇ／ｍＬ诺氟沙星、１．０１６６μｇ／ｍＬ环丙沙星、
０．２０３２μｇ／ｍＬ丹诺沙星的混合标准使用溶液（临用前现配）。
１．４　供试品溶液的制备
１．４．１　牛奶样品溶液的制备　称取牛奶样品１０ｇ于５０ｍＬ
离心管中，加入５％乙酸乙腈溶液１５ｍＬ，涡旋１ｍｉｎ；加入无
水硫酸钠１．５ｇ和无水硫酸镁６ｇ，涡旋５ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，取上清液于另１个 ５０ｍＬ离心管中，加入正己烷
５ｍＬ，涡旋１ｍｉｎ，分取下层溶液。将上述残渣加入１０ｍＬ５％
乙酸乙腈溶液中，涡旋１ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清
液经同一份正己烷萃取，合并下层溶液，置于５０℃水浴锅上
蒸干。将上述残渣加入 ２ｍＬ０．２％甲酸水溶液中，再加入
ＰＳＡ净化剂 ０．２ｇ和无水硫酸镁 ０．５ｇ，涡旋 １ｍｉｎ，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液过０．４５μｍ微孔滤膜，备用。
１．４．２　蜂蜜样品溶液的制备　称取蜂蜜样品 ５ｇ，置于
１００ｍＬ离心管中，加入Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓冲液约５ｍＬ，涡旋１ｍｉｎ；
加入５％乙酸乙腈溶液至５０ｍＬ，涡旋１０ｍｉｎ；加入无水硫酸
镁５ｇ，涡旋 ２ｍｉｎ。５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，吸取上清液
２５ｍＬ至蒸发皿中于５０℃水浴蒸干，加０．２％甲酸水溶液
２ｍＬ，加入ＰＳＡ净化剂０．２ｇ，涡旋１ｍｉｎ，离心，取上清液过
０．４５μｍ微孔滤膜，备用。
１．５　点样

在同一默克薄层板上，距板底边１３ｍｍ处依次点６种氟
喹诺酮标准使用溶液、混合对照溶液和供试品溶液各５μＬ，
将溶液点成带状，带状宽度为３ｍｍ。
１．６　展开及检视

以三氯甲烷 －甲醇 －乙酸乙酯 －氨水 －水（体积比
１５∶１０∶４∶２∶１）为展开剂，饱和１５ｍｉｎ后上行展开，取出，
晾干，再喷３％三氯化铽乙醇溶液，１００℃烘１ｍｉｎ，取出，冷至
室温，在３６５ｎｍ波长下检视。

２　结果与分析

２．１　样品结果判断
如果供试品色谱中与对照色谱相应的位置上显相同颜色

的斑点，被视为疑似阳性样品。试验表明：１５批牛奶样品供
试品色谱中，有３批样品在与对照品色谱相应位置上显相同
颜色的斑点，则视为疑似阳性样品，分别是２号、４号、１１号样

品，其他样品在与对照品色谱相应位置上均未显相同颜色的

斑点，初步判断其他１２批样品中未检出６种氟喹诺酮类药物
残留物。１５批蜂蜜样品供试品色谱中，有６批样品在与对照
品色谱相应位置上显相同颜色的斑点，则视为疑似阳性样品，

分别是１７号、１９号、２６号、２７号、２８号、２９号样品，其他９批
样品在与对照品色谱相应位置上均无显相同颜色的斑点，初

步判断其他９批样品未检出６种氟喹诺酮类药物残留物。从
牛奶检测结果图谱（图１）可见，基质对样品测定结果基本无
干扰，说明牛奶样品前处理方法是适用的；从蜂蜜检测结果图

谱（图２）可见，蜂蜜基质对样品测定结果有干扰，说明蜂蜜前
处理方法不够完善。

２．２　专属性
取对照品溶液和自制模拟样品溶液用点样仪点样，然后

展开及检视。结果表明，该方法专属性强，阴性样品无干扰，

适用于牛奶、蜂蜜中６种氟喹诺酮类药物的快速筛查。结果
见图３。
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２．３　检出限
供试品溶液色谱中待检查的斑点应与相应的对照品溶液

或系列对照品溶液的相应斑点比较，颜色（或荧光）不得更

深。结果表明，牛奶、蜂蜜中环丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、

双氟沙星的检出限均为 １０μｇ／ｋｇ，丹诺沙星的检出限为
２μｇ／ｋｇ，沙拉沙星的检出限为２０μｇ／ｋｇ。
２．４　质谱确认结果

将疑似阳性样品经过质谱确认，结果显示所有疑似阳性

样品中有３批为阳性样品，其余几批均为假阳性样品。质谱
确认结果见表１，色谱图和质谱图见图４至图９。

表１　阳性样品测定结果

样品号 样品类别 测出指标成分
峰面积

（ｍＡＵ·ｓ）
检出量

（μｇ／ｋｇ）

２号 牛奶 诺氟沙星 ６９０９８ ２．４９
２６号 蜂蜜 诺氟沙星 １９９４６５ ７．８１
２８号 蜂蜜 环丙沙星 ２０５６ １．３４

２．５　展开剂的考察
分别考察了５种展开系统：（１）四氢呋喃－乙酸乙酯－异

丙醇－氨水（体积比４∶３∶６∶３）；（２）三氯甲烷－甲醇－乙酸
乙酯－氨水（体积比１６∶１０∶４∶３）；（３）三氯甲烷－甲醇－乙
酸乙酯－氨水（体积比１５∶１０∶４∶３）；（４）三氯甲烷－甲醇－
乙酸乙酯－氨水（体积比１５∶１０∶７∶３）；（５）三氯甲烷 －甲
醇－乙酸乙酯－氨水－水（体积比１５∶１０∶４∶２∶１）。结果表

明，系统１中６种喹诺酮只呈现４个点，其中丹诺沙星和沙拉
沙星、恩诺沙星和双氟沙星无法分离；系统２中６种喹诺酮只
呈现５个点，其中丹诺沙星和沙拉沙星无法分离；系统３／系
统４中丹诺沙星和沙拉沙星无法分离；只有系统５中６种喹
诺酮均能分离，且Ｒｆ值为０．２～０．８。故选择系统５为展开
剂，饱和１５ｍｉｎ，直立上行展开８～１０ｃｍ，取出，晾干。在紫
外波长３６５ｎｍ下观察６种氟喹诺酮的斑点，并测量 Ｒｆ值进
行定性。

２．６　显色剂的考察
分别考察了３％三氯化铋乙醇溶液、３％三氯化铽乙醇溶

液２种显色剂，在波长３６５ｎｍ下检视。结果显示，３％三氯化

铽乙醇溶液显色后在波长３６５ｎｍ下斑点明显易于观察。另
外考察了１％、３％、５％、７％三氯化铽乙醇溶液的显色效果，
结果显示，３％三氯化铽乙醇溶液显色后在波长３６５ｎｍ下斑
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点明显易于观察、无扩散。故选择３％三氯化铽乙醇溶液作
为最终显色剂。

２．７　薄层板的选择
在选定条件下，分别运用国产高效硅胶 Ｇ预制板、国产

普通硅胶Ｇ预制板、自制板、Ｈ板、Ｍｅｒｃｋ板，观察分离效果。
结果表明，在Ｍｅｒｃｋ板中的分离效果优于其他薄层板，斑点清
晰，条带无扩散，因此选择Ｍｅｒｃｋ板进行薄层鉴别。
２．８　耐受性考察

用不同浓度的硫酸溶液来控制薄层板的相对湿度，观察

展开剂在 ５种湿度下的展开情况。结果显示，湿度为
３２％～７２％时，均能获得较好的分离效果。分别在高温
（４０℃）、室温（２０℃）、低温（４℃）环境下考察温度对展开效
果的影响，发现在各温度条件下均能获得较好的分离效果。

２．９　净化剂及其用量选择
目前对于氟喹诺酮类药物残留的净化大多数选择固相萃

取。但是此方法操作步骤繁琐、费用较高且回收率普遍偏低。

本研究对近年来在农药、兽药残留应用广泛的样品前处理技

术ＱｕＥＣｈＥＲＳ进行了探索。目前分散固相萃取技术常用的
吸附剂有Ｃ１８、ＮＨ２、ＰＳＡ、ＰＡＸ等４种，根据牛奶基质特点，
选取Ｃ１８、ＰＳＡ比较其净化效果及其对目标物的影响。试验
表明，２种吸附剂对目标物的影响没有明显区别，但Ｃ１８对牛
奶中蛋白质和蜂蜜中糖提取物净化效果有限，故采用 ＰＳＡ作
为净化剂。比较０、２５、５０、７５、１００、１５０、２００ｍｇ／ｍＬＰＳＡ下的
净化效果，发现过量使用吸附剂会吸附目标化合物，吸附剂使

用较少时净化效果不佳，当吸附剂用量为１００ｍｇ／ｍＬ时目标
物几乎无损失，且净化效果较好。因此选择 ＰＳＡ净化剂用量
为１００ｍｇ／ｍＬ。

３　结论

本研究建立了牛奶、蜂蜜中诺氟沙星、环丙沙星、丹诺沙

星、恩诺沙星、沙拉沙星、双氟沙星等６种氟喹诺酮类的快速
检测方法，即薄层鉴别法。本方法简单、快速，灵敏度高，检出

限均可满足兽药残留筛查检测要求。本方法为牛奶、蜂蜜中

氟喹诺酮类药物残留监测提供了简单、快速的前处理和检测

手段，适用于大批量牛奶、蜂蜜样品中氟喹诺酮类药物残留的

筛选。本方法也适合其他对象中该类兽药残留的监测，为食

品安全快速检测研究提供了研究基础。
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