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铽离子增敏荧光光度法测定鱼肉组织中的恩诺沙星残留
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　　摘要：为了研究建立分析测定恩诺沙星的新方法，以铽－恩诺沙星配合物的荧光特性为基础，发现在ｐＨ值为６．０
的ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲溶液中，铽与恩诺沙星的配合物在５４５ｎｍ（λｅｘ＝３２８ｎｍ）处产生了 Ｔｂ

３＋的特征荧光峰，可用于恩

诺沙星的分析测定，从而建立了简单、快速、灵敏测定恩诺沙星的荧光方法，并优选了反应的最佳条件。在最佳试验条

件下，恩诺沙星浓度在 １．０×１０－８～１．０×１０－６ｇ／ｍＬ范围内与其 ５４５ｎｍ的荧光强度呈良好的线性关系（ｒ２＝
０．９９２３），检出限为１．３×１０－９ｇ／ｍＬ；对药片中恩诺沙星的测定回收率为９７．７％，变异系数为１．４％；对于鱼肉组织中
恩诺沙星测定回收率为７９．０％～９４．５％，变异系数为２．０％～７．８％。
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　　恩诺沙星（ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＥＮＲ）别称乙基环丙沙星，是第３
代氟喹诺酮类抗菌药，为动物专用抗菌素，因具有抗菌谱广、

抗菌活性强、生物利用度高、毒副作用小等优点而受到国内外

临床兽医的关注，在临床上已被广泛应用。恩诺沙星为广谱

抗菌药，对大肠杆菌、沙门氏杆菌、嗜血杆菌、巴氏杆菌等革兰

氏阴性菌有很强的抗菌作用［１］；此外，对革兰氏阳性菌亦表

现出良好的抗菌作用。恩诺沙星主要用于治疗猪、鸡、鹅、牛

等的细菌性感染，同时用于治疗继发性感染和猪、鸡的霉形体

病。但是长期用药所产生的不良反应、在畜禽产品中的残留、

耐药性的增加以及在环境中的生态效应等已经引起广泛的关

注，农业部也制定了相关残留限量标准。

国内外关于恩诺沙星的检测方法主要有高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）［２－６］、高效毛细管电泳法（ＨＰＣＥ）［７－８］、酶联免疫
法［９－１０］、化学发光分析法［１１－１２］和荧光光谱法［１３］等。

从化学结构看，恩诺沙星药物与其同类药物类似，其核心

部分为喹啉，具有较大的共轭结构和刚性平面结构，因此可产

生较显著的荧光，适合采用荧光光度法测定。

稀土离子Ｔｂ３＋是灵敏的荧光探针，被广泛用于药物、蛋
白质、核酸等测定和研究，利用稀土 Ｔｂ３＋作为荧光探针测定

喹诺酮类药物已见报道［１４－１６］，如周静等研究了铽－培氟沙星
的荧光特性［１６］。本研究主要探讨了ＥＮＲ与Ｔｂ３＋离子配合物
体系的荧光特性，发现 ＥＮＲ与 Ｔｂ３＋离子能形成稳定的配合
物，能够发射铽离子的特征谱线［１６］，由此建立 １种简单、快
速、可靠的检测药物中恩诺沙星含量的方法，并用于实际样品

鱼肉组织中恩诺沙星残留的检测。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
ＲＦ－５３０１型荧光分光光度计（日本岛津分析仪器公

司）；ｐＨＳ－３Ｄ型ｐＨ计（上海雷磁仪器厂）。
主要试剂有：恩诺沙星标准储备液（１ｍｇ／ｍＬ）：准确称取

恩诺沙星标准对照品，用适量蒸馏水溶解，配成浓度为

１．０ｍｇ／ｍＬ贮备液；２ｍｏｌ／ＬＨＡｃ溶液；ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲溶
液：取５０ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＨＡｃ溶液用２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调至所
需ｐＨ值，定容至１００ｍＬ；Ｔｂ３＋标准溶液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）：准确称
取Ｔｂ４Ｏ７粉末０．３７３８ｇ于烧杯中，逐渐加入适量的浓盐酸，
用电热套加热，保持微沸使其溶解，溶解后继续加热至蒸发结

晶，再用０．１ｍｏｌ／Ｌ稀盐酸溶解并转移至１００ｍＬ容量瓶中定
容，用时稀释到所需浓度。

荧光测定均在室温进行，所有化学试剂除特别注明外均

为分析纯试剂，试验用水为２次蒸馏水。
１．２　试验方法

在１０ｍＬ的比色管中，分别加入适量的恩诺沙星标准储

—４９２— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第３期



备液，再依次加入一定量的 ２０ｍｍｏｌ／ＬＴｂ３＋溶液、１．０ｍＬ
ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲溶液，用蒸馏水稀释至１０ｍＬ，振荡均匀后放
置２０ｍｉｎ。

荧光光度法的测定：在室温条件下，用１ｃｍ石英比色皿
装入测量溶液，置于ＲＦ－５３０１型荧光分光光度计中，分别进
行荧光激发光谱和发射光谱扫描 （激发狭缝为１０ｎｍ，发射
狭缝为５ｎｍ，发射光谱扫描范围为３５０～７００ｎｍ），确定测定
体系的最大荧光激发波长、最大荧光发射波长。试验中采用

固定激发波长、发射波长的方法测定相应条件下测试溶液的

相对荧光强度。

片剂中恩诺沙星的测定：取２片恩诺沙星片剂样品（规
格为０．１ｇ∶５ｍｇ），精确称量后研细，准确称取１片量的药
粉，用蒸馏水溶解，待药物完全溶解后过滤不溶物，将滤液转

移至５０ｍＬ容量瓶中定容。取适量在最佳试验条件下测定其
相对荧光强度，计算恩诺沙星含量。

鱼肉样品中恩诺沙星的测定：随机于市场购置多宝鱼、鲫

鱼、罗非鱼样品，去鳞、内脏组织，取其食用部分绞碎混匀。准

确称取５．００ｇ混匀鱼肌肉组织样，加入５．０ｇ无水硫酸钠研
磨均匀后置于１０ｍＬ离心管中，加入提取溶剂 （４ｍＬ乙腈、
０．０４ｍＬ冰乙酸 ），高速匀浆 ２ｍｉｎ，于 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心
６ｍｉｎ，移取上层清液；将残渣重复提取１次，合并上层清液，
用氮气吹干，再用２．０ｍＬｐＨ值为６．０的ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲液
溶解残渣，并稀释至２５．００ｍＬ，取６份２．０ｍＬ该样品液，加
入不同浓度的标准 ＥＮＲ溶液，采用标准加入法测定其中的
ＥＮＲ含量。

２　结果与分析

２．１　激发光谱和发射光谱
准确量取１０μＬ浓度为１ｍｇ／ｍＬ的恩诺沙星标准储备

液于１０ｍＬ比色管中，加入１ｍＬｐＨ值为６．０的 ＨＡｃ－ＮａＡｃ
缓冲溶液，用蒸馏水稀释至刻度，进行光谱扫描，结果见图１。
可以看出：恩诺沙星的最大激发波长为３２８ｎｍ，最大发射波
长为４３５ｎｍ。

　　在上述体系中加入Ｔｂ３＋，恩诺沙星的激发光谱明显下降
（图１中Ｂ线）；同时由于配合物的形成，发生分子内能量转
移，４３５ｎｍ处恩诺沙星本身的荧光发射峰降低，同时在４８９、

５４５、５８２、６２０ｎｍ出现Ｔｂ３＋的特征发射峰（图１中Ｂ１线）。为
了后续的研究，本试验中如果选择激发波长为２７５ｎｍ时，在
发射光谱５５０ｎｍ附近会出现倍频峰，将对Ｔｂ３＋在５４５ｎｍ附
近的特征峰形成干扰，因此最后选择激发波长为３２８ｎｍ。
２．２　酸度对ＥＮＲ－Ｔｂ（Ⅲ）荧光强度的影响

在ｐＨ值为３．５～１３．０的 ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲溶液中，观察
ＥＮＲ－Ｔｂ３＋配合物的荧光光谱变化。结果表明，在强碱性环
境下（ｐＨ值 ＞１０）及强酸性环境下（ｐＨ值 ＜３．５），ＥＮＲ与
Ｔｂ３＋配合物不稳定，没有Ｔｂ３＋的荧光发射；ｐＨ值为３．５～９．０
范围内，均可观察到 Ｔｂ３＋的荧光发射，５４５ｎｍ的荧光强度随
ｐＨ值的变化情况见图２；当ｐＨ值 ＝６．０时，能得到最为明显
的铽离子的特征峰，５４５ｎｍ的荧光强度最大，试验选用的
ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲溶液 ｐＨ值 ＝６．０作为配合物形成最佳酸
碱度。

２．３　Ｔｂ３＋浓度对铽离子的特征荧光强度的影响
本试验固定ＥＮＲ的浓度为１．０μｇ／ｍＬ，ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲

溶液的ｐＨ值＝６．０，通过改变铽离子的浓度，观察其荧光光谱
的变化。从结果看出，随着铽离子浓度增加，在５４５ｎｍ处铽离
子的特征荧光强度逐渐增大（图３）；当Ｔｂ３＋浓度为 １２５ｍｇ／Ｌ
时，５４５ｎｍ铽离子的荧光强度达到最大值，说明在此条件下，
能量 转 移 最 好，因 此 后 续 试 验 中 固 定 Ｔｂ３＋ 浓 度 为
１２５ｍｇ／Ｌ。　

２．４　线性范围和检出限
在最佳试验条件下，配制 ＥＮＲ的系列溶液，按相应试验

方法分别测定在５４５ｎｍ处的荧光强度。ＥＮＲ浓度在１．０×
１０－８～１．０×１０－６ｇ／ｍＬ范围内与荧光强度呈良好的线性关
系，其标准曲线的回归方程为 Ｆ＝２６４．２９Ｃ＋２７．５８６，ｒ２＝
０．９９２３［Ｆ为荧光强度；Ｃ为ＥＮＲ浓度，ｍｇ／Ｌ］。在最佳条件
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下平行测定１１次空白溶液，按国际纯粹与应用化学联合会
（ＩＵＰＡＣ）（３σ）规定的方法计算检出限为 １．３×１０－９ｇ／ｍＬ。
对于５．０×１０－８ｇ／ｍＬ的ＥＮＲ溶液进行１０次平行测定，相对
标准偏差为２．０％。
２．５　样品测定
２．５．１　片剂中恩诺沙星的测定　取适量该样品液并用
“１．２”节方法平行测定５次，代入线性方程，计算得每片恩诺
沙星平均含量为４．９ｍｇ，结果与标示量基本相符（表１）。

表１　恩诺沙星片剂的测定结果

测定次数 荧光强度Ｆ 折算成恩诺沙星

含量（ｍｇ／片）

１ ５３．５ ４．９
２ ５３．５ ４．９
３ ５３．０ ４．８
４ ５３．５ ４．９
５ ５４．０ ５．０

　　注：标准偏差０．０７１ｍｇ／片；相对标准偏差１．４０％。

２．５．２　恩诺沙星的回收率　在３支盛有样品液的１０ｍＬ比
色管中分别加入１．０ｍｇ／ｍＬ恩诺沙星标准液，然后再加入
１ｍＬｐＨ值为 ６．０的 ＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲液，再加入 １．２５ｍＬ
１．０ｍｇ／ｍＬＴｂ３＋溶液，按试验方法分别测定在５４５ｎｍ处的荧
光强度，测定结果见表２，平均回收率为９７．７％。

表２　３种不同浓度的恩诺沙星样品液的测定结果

样品本底
加入量

（μｇ）
加标测定量

（μｇ）
加标回收率

（％）

１．００ １．００ １．９８ ９８．０
２．００ ２．００ ３．９７ ９８．５
３．００ ３．００ ５．９０ ９６．６

２．５．３　鱼肉样品的分析　按“１．２”节方法对鱼肉样品进行
测定。结果表明，本次抽取的鱼肉样品均未检出 ＥＮＲ残留。
试验采用标准加入法测定加标回收率，结果见表３。方法的
平均回收率在７９．０％ ～９４．５％之间，变异系数在１０％以内，
达到了国际残留法规委员会的要求。

表３　鱼肉组织中ＥＮＲ的回收率和变异系数

鱼种
药物加入量

（μｇ／ｇ）
实测值

（μｇ／ｇ）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ（批内）
（％）

ＲＳＤ（批间）
（％）

０．１０ ０．０８２ ８２．０ ５．５ ７．５
鲫鱼 ０．５０ ０．４５２ ９０．４ ４．５ ６．０

１．００ ０．９２４ ９２．４ ２．８ ３．５
０．１０ ０．０７９ ７９．０ ６．０ ７．８

多宝鱼 ０．５０ ０．４５３ ９０．６ ３．８ ５．５
１．００ ０．９３０ ９３．０ ２．５ ３．０
０．１０ ０．０８１ ８１．０ ４．５ ５．６

罗非鱼 ０．５０ ０．４３１ ８６．２ ３．０ ４．５
１．００ ０．９４５ ９４．５ ２．０ ３．２

３　结论

恩诺沙星与Ｔｂ３＋能形成配合物发射铽离子的特征荧光，
由此建立了１个测定 ＥＮＲ的新方法，本方法用于实际样品

（恩诺沙星片剂和鱼肉组织）中 ＥＮＲ的测定，方法快速，操作
简便，样品回收率均在７０％以上，变异系数在１０％以内，达到
了国际残留法规委员会的要求，可作为检测ＥＮＲ残留的快速
筛选方法。
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