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四种固相萃取柱在猪肉四种氟喹诺酮类 
药物残留检测中应用比较 

祝曙华*, 苏青云 
(东莞市农产品质量安全监督检测所, 东莞  523086) 

摘   要 : 目的   本文研究比较了四种固相萃取 (solid phase extraction, SPE)柱在超高效液相色谱 (ultra 

performance liquid chromatography, UPLC)法检测猪肉中四种氟喹诺酮类药物的应用效果。方法  首先标液过

SPE柱实验, 从中筛选出回收率符合要求的三种 SPE柱, 再对其进行 3水平、6平行的加标试验。加标试验添

加含量以环丙沙星计为 20、60、200 μg/kg。结果  三种 SPE柱即 HLB 3 cc、Agilent C18 1 cc和 Supelclean LC-C18 

1 mL都有较好的净化效果, 回收率和稳定性均能满足检测要求, 其中 HLB 3 cc柱的回收率为 87.3%~101.2%, 

RSD为 0.2%~5.2%; Agilent C18 1 cc柱的回收率为 89.0%~100.0%, RSD为 1.0%~3.6%; Supelclean LC-C18 1 mL

柱的回收率为 83.7%~97.2%, RSD为 0.7%~6.6%。在 10~100 μg/L浓度范围内线性关系良好, 相关系数 R>0.999, 

检出限为 0.1~1.3 μg/kg, 定量限为 0.1~4.2 μg/kg。结论  三种 SPE柱均能用于猪肉中四种氟喹诺酮类药物残留

检测。 
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Application contrast of four kinds of SPE cartridges in detecting drug residues 
of four fluoroquinolones in pork by UPLC 

ZHU Shu-Hua*, SU Qing-Yun 
(Dongguan Supervision and Test Institute of Agro-product Quality and Safety, Dongguan 523086, China) 

ABSTRACT: Objective  Four kinds of SPE cartridges were applied and compared in the detection of drug 
residues of four fluoroquinolones in pork by UPLC. Methods  Standard solutions were purified by four kinds 
of SPE columns, in which three kinds of columns were selected for their satisfying recoveries. Then recovery 
experiment was developed on three levels for 20, 60, 200 μg/kg with six parallels. Results  The results 
showed that the three SPE cartridges (HLB 3 cc, Agilent C18 1 cc and Supelclean LC-C18 1 mL) had satisfying 
purification effect, and recovery rate and stability could meet the requirements of detection. For HLB 3cc 
cartridge, the recoveries were 87.3%~101.2% and RSD were 0.2%~5.2%. For Agilent C18 1 cc, the recoveries 
were 89.0%~100.0% and RSD values were 1.0%~3.6%. For Supelclean LC-C18 1 mL, the recoveries were 
83.7%~97.2% and RSD values were 0.7%~6.6%. The linear relation was good when the concentration range 
was 10~100 μg/L and the correlation coefficient was over 0.999. Limit of detection was 0.1~1.3 μg/kg and limit 
of quantification was 0.1~4.2 μg/kg. Conclusion  Three kinds of SPE columns can be applied for detection of 
four fluoroquinolones residues in pork. 
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氟喹诺酮类 FQs是近 20年来迅速发展起来的一
类十分重要的广谱抗生素。在化学结构上, 本类药物
属于吡酮酸衍生物, 俗称“喹诺酮类”。FQs抑制细菌
DNA 螺旋酶, 其抗菌谱广、高效、低毒、组织穿透
力强, 抗菌作用是磺胺类药物的近千倍, 可与第三代
头孢类抗生素相媲美。FQs系化学合成药物, 价格低
廉, 故已成为兽医临诊和水产养殖中最重要的抗感
染药物之一, 被大量用于治疗、预防和促生长, 国内
兽用 FQs 的使用量已接近 500 t/a。由于致病菌产生
耐药性和某些 FQs 的潜在致癌性以及过敏、溢血和
肾衰等不良反应[1-5] , 其残留问题已引起广泛关注。
目前, 大多数 FQs缺乏最大残留量 MRLs资料。欧盟
规定各种组织中恩诺沙星 ENR的 MRLs为 30 μg/kg, 
联合国粮农组织/世界卫生组织食品添加剂联合专家
委员会 JECFA推荐鸡肝组织沙拉沙星 SAR的 MRLs
为 80 μg/kg, 猪肝组织中达氟沙星 DAN的 MRLs为
50 μg/kg[1]。 

目前, 国内外关于动物性食品中 FQs 残留分析
的报道已有很多, 主要采用高效液相色谱、液质联用
技术等一些高灵敏度的分析检测技术进行准确测定
[1-11]。但是生物样品基质复杂、干扰物质多, 而且 FQs
在生物样品中的残留浓度也很低, 对 FQs 的残留分
析带来了很大的困难, 因而样品前处理问题一直是
分析检测人员关注的热点。固相萃取技术是目前在氟

喹诺酮类兽药残留分析中应用较为普遍的样品前处

理技术, 与液-液萃取相比, 它不需要大量互不相溶
的溶剂, 处理过程中不会产生乳化现象, 而且采用高
效、高选择性的吸附剂(固定相), 能显著减少溶剂的
用量, 简化样品的处理过程, 同时减少所需费用[10]。

目前应用于 FQs 检测的均为反相固相萃取柱, 回收
率范围为 56%∼119%[3,4,7,8]。 

本文采取超高效液相色谱法同时检测猪肉中四

种氟喹诺酮类药物, 研究比较了四种反相固相萃取
柱的应用效果。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

对照品: 环丙沙星、达氟沙星、恩诺沙星和沙拉
沙星均产自德国 Dr. Ehrenstorfer 公司, 纯度依次为

98.5%、94.0%、95.5%、95.0%; 磷酸、甲醇(色谱纯, 
德国 Merck 公司); 三乙胺(色谱纯, J.T.Baker 公司);
磷酸二氢钾(分析纯, 广州化学试剂厂); 氢氧化钠(分
析纯, 广州化学试剂厂)。 

SPE柱: Waters HLB 3 cc, 60 mg; Agilent Bond 
ELUT-C18 1 cc, 100 mg; Supelclean LC-C18 1 mL; 
Supelclean LC-C18 3 mL。 

超高效液相色谱仪 (Waters Acquity UPLC 
H-Class)、荧光检测器 FLR、高速冷冻离心机(德国
Sigma 公司)、涡旋振荡器(德国 IKA 公司)、超声波
清洗器(上海科导超声器皿有限公司)、电子天平(赛多
利斯科学仪器有限公司 )、超纯水器 (德国默克
Millipore)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  色谱条件 
色谱柱: Agilent Poroshell 120 EC-C18(4.6 mm× 

100 mm, 2.7 μm); 流动相: 乙腈:磷酸/三乙胺(19+81); 
流速: 0.60 mL/min; 柱温: 35.0 ; ℃ 进样量: 10 μL; 
检测波长: 激发波长: 280 nm; 发射波长: 450 nm。 
1.2.2  标准曲线 

取适量 FQs标准储备液(0.03 mol/L NaOH溶解
后用乙腈稀释), 以流动相稀释定容, 配制成工作液, 
其中环丙沙星、恩诺沙星和沙拉沙星浓度为 10.0、
20.0、40.0、80.0、100 μg/L, 达氟沙星浓度为 2.00、
4.00、8.00、16.0、20.0 μg/L。依照浓度由小到大的
次序进样分析, 以组分含量为横坐标, 峰面积为纵坐
标作图, 计算线性回归方程和相关系数。 
1.2.3  样品前处理 

称取试样 2.00 g置于 50 mL离心管中, 加入 0.1 
mol/L磷酸二氢钾缓冲液 10.0 mL, 涡旋混合 30 s, 水
浴超声提取 15 min, 12000 r/min离心 10 min, 取上清
液。残渣再以磷酸二氢钾缓冲液 10.0 mL 提取一次, 
离心, 取上清液。合并两次上清液, 混匀, 离心, 分取
5 .0 mL上清液过 SPE柱净化。净化流程: 1倍柱体积
甲醇→1 倍柱体积水→上样→1 倍柱体积水润洗试管
→1倍柱体积水洗→抽干→洗脱、收集洗脱液→抽干
→混匀。最后过 0.2 μm滤膜上 UPLC测定。 
1.2.4  实验步骤 

第一步是取标准工作液(达氟沙星 0.02 mg, 其余
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三种各为 0.1 mg)以 5.00 mL提取缓冲液稀释后过四
种 SPE柱, 分别为 HLB、Agilent、Supelclean 1 mL
和 Supelclean 3 mL, 分批以 1、2、4 mL洗脱液(乙腈:
磷酸/三乙胺=20+80)洗脱, 从而确定洗脱体积, 筛选
出回收率、稳定性较高的 SPE柱; 第二步是在此基础
上将加标样品提取过柱, 考察 SPE柱的净化效果、回
收率及稳定性。加标实验以 20、60、200 μg/kg(以环
丙沙星、恩诺沙星、沙拉沙星计, 达氟沙星为其 1/5
浓度)3水平、6平行进行。 

2  结果与分析 

2.1  标准曲线、线性范围、检出限与定量限 

以选定的仪器方法进行 UPLC 检测, 能有效分
离 4种 FQs组分, 6 min内出峰完毕。色谱峰尖锐、
对称, 灵敏度较高, 标准谱图如图 1所示。CIP、ENR、
SAR浓度为 100 μg/L, DAN浓度为 20.0 μg/L。 
2.1.1  标准曲线与线性范围 

在检测浓度范围内, 以各组分的浓度与其色谱

峰面积进行线性分析, 呈现良好的线性关系, 其相关
参数如表 1所示。 
2.1.2  标液过柱 

标液过柱的回收率如表 2所示。从表 2中可以看
出: HLB柱须用 4 mL洗脱液才能完全洗脱, 回收率
94.8%~102.1%; Agilent柱 1 mL洗脱液即可, 回收率
92.7%~102.9%; Supelclean 1 mL柱用 4 mL洗脱液才
能大致洗脱, 回收率 76.2%~96.2%; 而 Supelclean 3 
mL 柱即使 4 mL 洗脱液也远未洗脱完全, 回收率
9.0%~63.5%。洗脱体积过大会导致误差加大和灵敏
度下降, 因此确定前三种 SPE 柱的洗脱体积分别为
4、1、4 mL, 可进一步分析应用, 而最后一种 SPE柱
则弃用。 
2.1.3  检出限与定量限 

以 3倍信噪比(S/N)计算, 该方法测定猪肉中 4种
FQs 组分的检出限是 0.1~1.3 μg/kg; 以 10 倍信噪比
(S/N)计算, 该方法的定量限是 0.1~4.2 μg/kg。具体参
数如表 3所示。 

 

图 1  四种氟喹诺酮类药物标准溶液 UPLC谱图 
Fig. 1  Chromalogram of standard solution of 4 kinds of FQs 

表 1  四种沙星的回归分析 
Table 1  Regression analysis of four kinds of FQs 

组分 线性范围 μg/L 回归方程 相关系数 R 

环丙沙星 10.0~100 Y=2.12×104X−4.14e×103 0.999997 

达氟沙星 2.00~20.0 Y=2.10×105X−9.46×103 0.999999 

恩诺沙星 10.0~100 Y=3.99×104X−7.63×103 0.999998 

沙拉沙星 10.0~100 Y=1.51×104X−1.68×103 0.999998 
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表 2  四种 SPE 柱不同洗脱体积的回收率比较 
Table 2  Analysis of different elution volumes of four kinds of SPE cartridges 

SPE柱 洗脱体积(mL) 
回收率(%) 

环丙沙星 达氟沙星 恩诺沙星 沙拉沙星 

HLB 

1 77.7 71.9 69.2 39.0 

2 99.0 95.2 101.0 90.2 

4 99.9 94.8 102.1 99.1 

Agilent 

1 102.6 99.9 105.1 99.6 

2 107.8 104.7 109.9 106.0 

4 98.9 96.3 102.9 92.7 

Supelclean 1 mL 

1 73 76.1 72.4 35.5 

2 81.5 85.6 86.5 62.7 

4 87.1 90 92.2 76.2 

Supelclean 3 mL 

1 0.7 0.4 0.0 0.0 

2 29.9 23.9 10.8 0.0 

4 63.5 62.2 48.7 9.0 

表 3  四种沙星的检出限与定量限 
Table 3  Limit of detection and limit of quantitation of four kinds of FQs 

组分 
检出限 μg/kg 定量限 μg/kg 

HLB Agilent Supelclean HLB Agilent Supelclean 

环丙沙星 0.7 0.2 0.7 2.2 0.6 2.2 

达氟沙星 0.1 0.1 0.1 0.3 0.1 0.3 

恩诺沙星 0.4 0.1 0.4 1.3 0.3 1.3 

沙拉沙星 1.3 0.3 1.3 4.2 1.1 4.2 

 
2.2  加标回收净化效果 

根据标液过柱实验确定的洗脱体积, 对加标样

品分别采用三种 SPE柱进行净化, 其结果分析如下。 

2.2.1  杂质去除情况 
三种 SPE柱净化后的加标样品谱图如图 2所示。

由谱图可见, 样品基质杂质能被有效去除, 对 FQs组

分的定性和定量没有干扰。因此, 三种 SPE柱均可有

效净化样品, 满足检测的需要。 

2.2.2  回收率和稳定性 
分析加标回收的回收率和稳定性, 从表 4、表 5

中可见, HLB、Agilent、Supelclean三种 SPE柱的回
收 率 分 别 为 87.3%~101.2% 、 89.0%~100.0% 、
83.7%~97.2%, 相 对 标 准 偏 差 RSD 值 依 次 为

0.2%~5.2%、1.0%~3.6%、0.7%~6.6%。虽然 Supelclean 
SPE 柱的回收率相对偏低, 但也能满足国标中回收
率 60%~100%的要求[7]。三者均能用于猪肉中四种氟

喹诺酮类药物的检测。 
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图 2  三种 SPE柱净化的样品 UPLC谱图 
Fig. 2  Chromalogram of samples treated by three kinds of SPE cartridges 

表 4  三种 SPE 柱净化回收率(%)的比较 
Table 4  Recoveries(%) of standard addition treated by three kinds of SPE cartridges 

目标物 
20 μg/kg 60 μg/kg 200 μg/kg 

HLB Agilent Supelclean HLB Agilent Supelclean HLB Agilent Supelclean 

环丙沙星 100.2 100.0 97.2 95.4 99.6 94.9 91.6 97.0 90.1 

达氟沙星 97.8 91.3 90.2 90.6 91.3 87.2 87.3 89.0 84.0 

恩诺沙星 101.2 94.5 93.2 96.3 94.6 92.4 93.2 91.3 89.7 

沙拉沙星 97.8 95.3 83.7 95.1 97.8 83.8 92.0 95.0 84.1 

表 5  三种 SPE 柱净化稳定性的比较(RSD/%) 
Table 5  Stability of standard additions treated by three kinds of SPE cartridges(RSD/%) 

目标物 
20 μg/kg 60 μg/kg 200 μg/kg 

HLB Agilent Supelclean HLB Agilent Supelclean HLB Agilent Supelclean 

环丙沙星 5.2 1.0 2.9 0.5 2.1 6.6 0.2 3.0 0.8 

达氟沙星 3.7 1.4 2.2 1.0 1.9 4.0 0.4 2.9 1.1 

恩诺沙星 3.2 1.4 1.0 0.7 2.1 3.6 0.3 2.8 0.7 

沙拉沙星 4.8 3.6 4.6 0.6 3.0 4.9 0.4 3.1 1.2 

 

3  结  论 

本文采用超高效液相色谱法检测猪肉中四种

FQs药物残留, 从四种 SPE柱中比较筛选, 确立了其
中三种 SPE 柱能有效净化猪肉样品基质。与当前报
道的同类检测方法[3-8]相比, 该方法具有简便快速、
回收率和稳定性较高、检测灵敏度较高的优势, 能满
足实际样品分析的要求。 
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