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免疫亲和层析结合高效液相色谱法检测 

氟喹诺酮类药物 
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3. 苏州大学基础医学与生物科学学院, 苏州  215123) 

摘  要: 目的  建立检测氟喹诺酮类药物的免疫亲和层析样品前处理方法结合高效液相色谱法的分析方法。

方法  通过将抗恩诺沙星单抗与溴化氰活化的琼脂糖 4B 偶联作为免疫吸附剂来提取胎牛血清中的 5 种氟喹

诺酮类药物, 并用高效液相色谱仪配备荧光检测器检测。结果  在本研究中, 诺氟沙星、恩诺沙星、环丙沙星、

沙拉沙星和达氟沙星在胎牛血清中的萃取回收率分别为 82.97%、70.50%、70.16%、31.83%和 6.37%, 检出限

均为 0.5 ng/mL。结论  建立的氟喹诺酮类免疫亲和层析色谱胶具有高的吸附容量、选择性、萃取效率和稳定

性。免疫亲和色谱法是一种可以从复杂基质样品中萃取多种氟喹诺酮抗生素的可行方法。 
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Determination of fluoroquinolones by immunoaffinity chromatography with 
high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of fluoroquinolones by immunoaffinity 

chromatography with high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The anti-enrofloxacin 

monoclonal antibody was covalently cross-linked to CNBr-Sephorase 4B as an immunosorbent agent which was used 

for the extraction of 5 kinds of fluroquinolones including norfloxacin, enrofloxacin, ciprofloxacin, sarafloxacin and 

danofloxacin from bovine serum. A liquid chromatography equipped with a fluorescence detector was used for the 

detection of the extracted fluroquinolones. Results  The recovery values of norfloxacin, enrofloxacin, ciprofloxacin, 

sarafloxacin and danofloxacin in bovine serum were 82.97%、70.50%、70.16%、31.83% and 6.37%, respectively. The 

limits of quantitation of fluroquinolones were all 0.5 ng/mL. Conclusion  The established fluoroquinolone 

immunoaffinity chromatography displays high binding capacity, selectivity, extraction efficiency and stability. The 

immunoaffinity chromatography is a feasible method for the extraction of multiple fluoroquinolone antibiotics from 

complex matrix samples. 
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1  引  言 

氟喹诺酮类药物作为人工合成抗生素类药物, 以抗

菌能力强、机体利用率高、与其他种类抗生素对细菌无交

叉耐药性等优点广泛应用于医学、农副水产品生产中[1,2]。

但如果用药过量会造成中枢神经系统、消化系统和肝肾等

器官发生病变, 因此氟喹诺酮类药物必须严格控制用量以

确保畜禽产品等的食用安全。目前, 各领域氟喹诺酮类药

物的残留检测对象以恩诺沙星、环丙沙星、诺氟沙星、培

氟沙星、依诺沙星、氧氟沙星、沙拉沙星、双氟沙星为主。 

目前用来检测氟喹诺酮类药物残留的主要有色谱分

析法和免疫分析法。在这些方法中, 高效液相色谱法被认

为是最具权威的分离和检测方法, 而其所需的样品前处理

手段纷繁复杂, 其中的净化方法种类繁多, 如固相萃取[3]、

液液萃取[4]、基质固相萃取[5]、搅拌棒吸附萃取[6,7]、磁固

相萃取[8]和固相微萃取[9]等。2007 年颁布的检测氟喹诺酮

类药物的国标中, 采用了固相萃取联合液相色谱串联质谱

法 (solid phase extraction-liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry, SPE-LC-MS/MS)同时检测 14 种氟喹诺

酮类药物的残留, 检测范围均在 0.5~100 ng/g 之间[10]。而

在此之前, 欧盟早已规定恩诺沙星和环丙沙星在牛奶中的

最大残留量分别为 100 μg/kg 和 75 μg/kg[11]。刘媛等[12]利

用固相萃取作为样品前处理技术, 高效液相色谱法(high 

performance liquid chromatography, HPLC)作为检测手段, 

对鸡蛋中 4 种氟喹诺酮类药物残留进行了同时检测, 其回

收率在 78.1%~95.7%之间; Shim 等[13]采用了超临界流体萃

取技术从鸡胸肉中萃取恩氟沙星进入高效液相色谱配荧光

检测器(high performance liquid chromatography-fluorescence 

detector, HPLC-FLD)中检测, 回收率达到 104%。 

免疫亲和色谱法(immunoaffinity chromatography, IAC)

是利用抗原与抗体之间特异性结合的特点, 可建立从复杂

样品基质中高效分离和浓缩目标物的样品前处理方法[14]。

它相比于固相萃取和液液萃取技术, 具有基质干扰小、选

择性高、稳定性好、可再生利用等优势[15]。免疫亲和色谱

法如今已十分成熟。Hou 等[16]采用 IAC-LC-MS/MS 方法, 

同时检测牛肉中阿维菌素类杀虫剂残留, 样品回收率在

62.9%~84.0%之间。2008 年, Li 等[17]制备了氟喹诺酮类和

磺胺类多组分混合免疫亲和柱, 通过 LC-MS/MS 对猪肉中

13 种氟喹诺酮类药物和 6 种磺胺类药物进行同时检测, 19

种目标物的样品回收率在 72.6%~107.6%之间, 结果较好。

这种新的免疫亲和方法实现了 2 个不同类别的药物进行同

时检测的可能。 

本文将免疫亲和层析高选择性与液相色谱分离技术

完美结合在一起, 研制了新型的抗恩诺沙星单抗免疫亲和

层析色谱胶, 同时捕获胎牛血清中 5 种氟喹诺酮类药物并

利用高效液相色谱获得上述 5 种药物的确证与精确定量。 

2  材料与方法 

2.1  样品与试剂 

CNBr-Sepharose-4B(瑞典 GE healthcare 公司); 碳酸

氢钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、氯化钠(分析纯, 国药集

团化学试剂有限公司); Tris(色谱纯, 美国 Amresco 公司); 

醋酸钠(色谱纯, 美国 Alfa Aesar 公司); 环丙沙星、恩诺沙

星、诺氟沙星、培氟沙星、依诺沙星(德国 Dr. Ehrenstorfer

公司); 胎牛血清(德国 Gibco 公司); 恩诺沙星单克隆抗体

[ 来 源 于 杂 交 瘤 细 胞 株 ( 中 国 典 型 培 养 保 藏 中 心

NO.C2015221)]; 乙腈(色谱纯, 美国 Honeywell 公司)。 

2.2  仪器与设备 

Waters e2695 高效液相色谱仪(配备 Waters 2475 荧光

检测器, 美国 Waters 公司); BSA 2202S-CW 电子天平(德国

赛多利斯公司); Multi 720 pH 计(德国 WTW 公司); 5804R

高速冷冻离心机(艾本德中国有限公司); DIRECT-Q3 超纯

水机(密理博中国有限公司); MS3 涡旋振荡混合器(广州仪

科实验室技术有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  色谱条件 

色谱柱: Waters XBridge® C18 柱(4.6 mm×250 mm, 5 

μm); 流速: 0.8 mL/min; 柱温: 25 ℃; 试样温度: 室温; 进

样量: 20 μL; 流动相: A 相为 0.05 mol/L 磷酸溶液/三乙胺

(pH 2.4), B 相为乙腈, 等度洗脱, A:B=86:14(V:V); 荧光检

测器: 激发波长 280 nm, 发射波长 450 nm。 

2.3.2  标准溶液配制 

恩诺沙星、诺氟沙星、环丙沙星、沙拉沙星、达氟沙

星标准储备液: 分别称量 10 mg 固态标准品于 10 mL 容量

瓶中, 加入 0.03 mol/L NaOH 溶液溶解定容, 分别得到浓

度为 1.0 mg/mL 的标准储备液。 

2.3.3  制备免疫亲和层析胶 

称取 3 g CNBr 活化的 Sepharose 4B 冻干粉于 50 mL 

离心管, 加入 30 mL 1 mmol/L HCl 室温于摇床中轻轻摆动

溶胀 1 h, 室温 2000 r/min 10 min 弃上清, 重复同法离心洗

涤重复 8~10 次充分去除 Sepharose 4B 中其他小分子化学

试剂后 , 再加 30 mL 0.1 mol/L NaHCO3 和 0.5 mol/L 

NaCl(pH 8.3)离心洗涤一次, 取沉淀胶备用。 

将纯化好的单抗蛋白液加入上述沉淀胶中, 置于摇

床中室温摇动孵育 1 h, 室温 2000 r/min 离心 10 min, 弃上

清 , 从该上清中取少许以 Bradford 法分析单抗蛋白与

Sepharose 4B 交联效果。每支离心管加 30 mL 0.1 mol/L 

NaHCO3/0.5 mol/L NaCl(pH 8.3)缓冲溶液, 置于摇床中室

温摇动孵育 10 min, 室温 2000 r/min 离心 10 min 弃上清, 

再用该交联缓冲液重复上述步骤离心洗涤 5~6 次以充分去

除未交联的蛋白, 获得抗体蛋白交联胶。 



第 9 期 章雪明, 等: 免疫亲和层析结合高效液相色谱法检测氟喹诺酮类药物 3629 
 
 
 
 
 

 

在离心管加入 30 mL 0.1 mol/L Tris-HCl(pH 8.0)置于

摇床中室温摇动孵育 2 h 以充分封闭 Sepharose 4B 胶中未

与蛋白交联的活化基团, 室温 2000 r/min 离心 10 min, 弃

上清, 再分别用 30 mL 0.1 mol/L HAC-NaAC 和 0.5 mol/L 

NaCl(pH 4.0)和 30 mL 0.1 mol/L Tris-HCl 和 0.5 mol/L 

NaCl(pH 8.0)2 种缓冲液交替离心洗涤 3 个循环后, 将胶重

悬于 30 mL 0.1 mol/L Tris-HCl 和 0.5 mol/L NaCl(pH 8.0)液

补加 0.02%NaN3, 即制备好免疫亲和层析胶, 于 4 ℃保存

备用。 

2.3.4  免疫亲和过程 

(1)免疫亲和层析胶亲和过程 

取若干 1.5 mL 离心管, 每管均加入 500 µL 免疫亲和

层析胶悬液(层析胶实际体积约为 50 µL), 用 0.01 mol/L 

PBS(pH 7.2)离心洗涤 2 次, 再将样品溶液一一对应移入含

免疫层析胶的离心管中, 混合后于摇床室温摆动孵育 1 h, 

1000 r/min 离心 10 min 弃上清, 用 0.01 mol/L PBS(pH 7.2)

离心洗涤 5~6 次, 再用 0.9%NaCl 离心洗涤 2 次, 每支离心

管中分别加 1 mL 0.1 mol/L HAC-HCl(pH 2.3)开始洗脱, 置

于摇床室温摇动孵育 15 min, 1000 r/min 离心 10 min, 将离

心洗脱上清液各取 850 µL一一对应移入新的离心管中, 每

管再补加 150 µL色谱级乙腈充分混匀后, 作待测样本直接

上 HPLC-FLD 定量测定。 

(2)萃取回收率的测定 

将上样浓度分别为 25、50、100 ng/mL 的恩诺沙星、

诺氟沙星、环丙沙星、沙拉沙星混合标准溶液 1 mL 加入

到免疫层析胶中, 交联反应、洗涤、洗脱, 收集 850 µL 洗

脱液, 再补加 150 µL 色谱级乙腈, 充分混合后作待测样本

直接上 HPLC-FLD 定量测定各浓度点目标物的含量并根

据该含量换算成回收率。 

(3)免疫亲和层析胶抗基质干扰能力的测定 

为了进一步验证免疫亲和层析胶抗基质干扰能力 , 

在胎牛血清基质下做了对比实验。方法是将 5 种氟喹诺酮

类药物的混合标准溶液分别等体积加入到 5%胎牛血清和

0.01 mol/L PBS 中, 另外再以等体积的 5%胎牛血清和 0.01 

mol/L PBS 混合液作为空白对照试液, 将这 3 种溶液作为

上样溶液, 洗脱后用 HPLC-FLD 定量分析, 测定各自的回

收率。 

2.3.5  免疫亲和层析柱亲和过程 

取一支 5 mL 亲和层析专用柱床, 用 Tdwater 充分洗

涤后, 将 3 mL IAC 胶悬液装柱于柱床中, 100 mL 0.01 

mol/L PBS(pH 7.4)平衡柱后备用, 用 0.01 mol/L PBS(pH 

7.4)将恩诺沙星、诺氟沙星、环丙沙星、沙拉沙星、达氟

沙星等 5 种药物标准储备液稀释成浓度均为 50 pg/mL 的

100 mL 混合液作试液, 将该液于层析柱中过滤 5 次(自然

流速), 分别用 100 mL 0.01 mol/L PBS(pH 7.4)和 0.9% NaCl

洗涤该柱, 最后加 1.5 mL 0.1 mol/L HAC-HCl(pH 2.3)过滤

柱子, 流速不大于 1.0 mL/min, 收集洗脱液, 取 850 µL 洗

脱液于一支 1.5 mL 离心管中, 补加 150 µL 色谱级乙腈充

分混匀, 过 0.22 µm 滤膜进样作 HPLC-FLD 定量分析。 

3  结果与分析 

3.1  单抗纯化电泳鉴定 

单抗纯度是决定免疫亲和层析胶性能的关键因素。本

研究采用 protein G resin 一步法纯化抗体蛋白, 纯化样本

经 SDS-PAGE 电泳鉴定, 结果见图 1。该图中纯化蛋白样

本仅显示 2 条蛋白条带(重链和轻链), 无其他杂蛋白条带, 

结果表明已获得极高纯度单克隆抗体蛋白, 满足免疫亲和

层析胶研制的要求。 

 

 

 
注: 泳道 1 为蛋白分子量 Marker; 泳道 2 为腹水样本; 泳道 3 为 3

倍稀释腹水样本; 泳道 4 为纯化单抗蛋白。 

图 1  单抗诱生腹水样本经 Protein G 纯化后的电泳鉴定图 

Fig. 1  Detection of McAb protein derived from ascites filtered with 
protein G resin by SDS-PAGE 

 

3.2  氟喹诺酮类药物 HPLC-FLD 方法的建立 

为了更好地分离这 5 种物质, 比较了不同种类和不同

比例的流动相。最后选择的流动相是 0.05 mol/L 磷酸溶液/

三乙胺-乙腈(86:14, V:V), 等度洗脱, 流速为 0.8 mL/min, 

进样量 20 μL; 激发波长 280 nm, 发射波长 450 nm。以此

作为条件, 5 种物质的峰型和出峰时间都比较好。在优化好

的条件下, 测定了 5 种物质的标准曲线, 如表 1 所示。 

3.3  萃取回收率测定 

25、50、100 ng/mL 的诺氟沙星、恩诺沙星、环丙沙

星 3 种药物样本回收率均大于等于 65%, 其中诺氟沙星的

回收率最高分别为 82.17%、77.69%、75.79%;  而沙拉沙

星回收率较低, 分别为 54.15%、47.98%、45.58%; 结果见

图 2, 图中 4 种药物的回收率为 3 次独立重复试验而获得。

该结果与间接竞争 ELISA 测定的该单克隆抗体对 4 种药物

的亲和力呈强相关性。 
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3.4  免疫亲和层析胶抗基质干扰能力的测定 

为了进一步验证本文的免疫亲和层析胶对氟喹诺酮

类药物多组分混标物结合力以及该层析胶抗基质干扰能力, 

以单组分均为 50 ng/mL 的恩诺沙星、环丙沙星、诺氟沙星、

沙拉沙星、达氟沙星 5 组分混标物作目标物, 加入到 5%胎

牛血清基质中, 测其萃取回收率; 并与药物在 0.01 mol/L 

PBS(pH 7.4)溶液中回收率作对比。2 组试样洗脱物的各组

分的 HPLC 如图 3 所示。从图 3 可以看出, 各组分均能被

高效液相色谱柱有效分离, 各组分信号响应良好, 目标峰

明确清晰、无其他非相关分子杂峰, 而空白对照组无任何

的目标药物信号峰。结果表明免疫亲和层析胶对上述 5 种

药物混标物的单组分均有选择性捕捉能力。 

各组分在 0.01 mol/L PBS 和 5%胎牛血清中的萃取回

收率如图 4 所示, 可以看出与 0.01 mol/L PBS 组相比, 5%

胎牛血清组的 5 种药物回收率均有显著地提高, 诺氟沙

星、恩诺沙星、环丙沙星、沙拉沙星和达氟沙星在胎牛血

清中的萃取回收率分别为 82.97%、70.50%、70.16%、31.83%

和 6.37%。该结果表明 5%胎牛血清作模式基质不仅没有干

扰免疫亲和层析胶对氟喹诺酮类目标物识别与捕捉 , 反

而显著提高了该层析胶对目标物识别与捕捉能力, 推测

牛血清对免疫亲和层析胶有良好封闭作用, 大大降低了

固相抗体分子空间排阻效应, 从而提高了抗体对目标抗

原的识别与结合力。更为重要的是, 通过牛血清对免疫亲

和层析胶预封闭处理, 将恩诺沙星、环丙沙星、诺氟沙星

等 3 种食品样本重要残留目标物的回收率提高到 70%以

上 , 考虑到样本洗涤时部分结合胶损失 , 实际回收率接

近甚至超过 80%, 为该免疫亲和层析胶由试验型转化为

实际应用型提供了良好的优化方法。 
 

 
 

Fig. 2  环丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星和沙拉沙星的免疫亲和层

析色谱回收率折线图(n=3) 

Fig. 2  Immunoaffinity chromatography recovery line chart of 
ciprofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin and sarafloxacin (n=3) 

 

表 1  氟喹诺酮类药物的回归曲线方程、相关系数、线性范围、检出限 
Table 1  Regression equations, correlation coefficients, linear ranges and limits of detection of fluoroquinolones. 

分析物 回归方程 相关系数 线性范围(ng/mL) 检出限(ng/mL) 

诺氟沙星 Y=202056X+94349 0.9997 2~100 0.5 

环丙沙星 Y=152157X+197397 0.9993 2~100 0.5 

达氟沙星 Y=2E+06X+172987 0.9996 0.5~20 0.5 

恩诺沙星 Y= 310119X+199493 0.9996 2~100 0.5 

沙拉沙星 Y=112368X+80088 0.9993 2~100 0.5 
 

 
 

注: a: 0.01 mol/L PBS 溶剂; b: 5%胎牛血清溶剂; c: 5%胎牛血清空白。 

图 3  恩诺沙星、环丙沙星、诺氟沙星、沙拉沙星和达氟沙星标准溶液色谱图 

Fig. 3  Chromatograms of the enrofloxacin, ciprofloxacin, norfloxacin, sarafloxacin and danofloxacin standard solution 
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Fig. 3  Chromatograms of the enrofloxacin, ciprofloxacin, norfloxacin, sarafloxacin and danofloxacin standard solution 
 

 
 

图 4 氟喹诺酮类药物掺入胎牛血清及 PBS 的回收率对比图(n=6) 

Fig.4 Comparison of recoveries of fluoroquinolones into fetal bovine 
serum and PBS (n=6) 

3.5  免疫亲和层析柱对目标物富集能力的测定 

氟喹诺酮类药物在地表水和土壤中的残留是极微量

的, 而对其残留限目前没有统一的国际标准, 但瑞典等发

达国家对氟喹诺酮类药物的检测限规定为 500 pg/mL。因

此本文在证实上述免疫亲和层析胶能同时捕捉几种氟喹诺

酮类药物的基础上, 以浓度分别为 0.5 ng/mL的 5种氟喹诺

酮类药物的 100 mL 混合标准溶液作为样本, 经上述免疫

亲和层析柱凝胶免疫结合-洗脱获取 5 种药物的洗脱样本, 

经 HPLC-FLD 检测, 结果如图 5 所示。5 种药物均达到

HPLC-FLD 仪器信号响应水平, 目标峰明确清晰, 无其他

非相关分子杂峰。 

4  结  论 

本文成功制备了抗恩诺沙星单克隆抗体和 CNBr 活化

的 Sepharose 4B 偶联的氟喹诺酮类免疫亲和层析胶。依据

抗体的特异性, 可同时捕获胎牛血清中 5 种氟喹诺酮类药

物供高效液相色谱检测, 回收率在 6.37%~83.0%。免疫亲

和层析胶具有高的柱容量、选择性、萃取效率和稳定性, 在

实际样品分析中具有广阔的应用前景和价值。 
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图 5  氟喹诺酮类药物混合液经免疫亲和检测图(50 pg/mL) 

Fig. 5  Chromatogram of fluoroquinolones by immunoaffinity chromatography (50 pg/mL) 
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