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摘　要：建立了高效液相色谱－荧光检测器法测定鳗鱼中氟甲喹和　喹酸残留量的方法。用乙腈萃取鳗鱼样
品中氟甲喹和　喹酸残留物。色谱柱采用Ｃ8Ｌｕｎａ�柱温为35℃�激发波长和发射波长分别为312ｎｍ和369
ｎｍ�流动相为0．01ｍｏｌ／Ｌ草酸∶乙腈＝65∶35（Ｖ／Ｖ）。氟甲喹和　喹酸标准曲线在线性范围1～100ｎｇ／ｍＬ时
呈良好线性关系。对带皮的鳗鱼肉进行3种浓度的回收率测定。实验结果表明�回收率80％ ～110％�变异
系数≤10％。氟甲喹的检测限为2．5μｇ／ｋｇ�定量下限为5μｇ／ｋｇ；　喹酸的检测限为1μｇ／ｋｇ�定量下限为2
μｇ／ｋｇ。整个提取过程步骤简单�易于操作�可以满足世界各国目前对出口水产品检测的限量要求。
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图1　氟甲喹和　喹酸结构图
Ｆｉｇ．1　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｏｘｏｌｉｎｉｃａｃｉｄａｎｄｆｌｕｍｅｑｕｉｎｅ

　　氟甲喹 （ｆｌｕｍｅｑｕｉｎｅ）和　喹酸 （ｏｘｏｌｉｎｉｃａｃｉｄ）同
为第二代氟喹诺酮类抗菌药�是动物专用抗菌药物�
对治疗革兰氏阴性菌感染�特别是对大肠杆菌、支原
体、嗜水气单胞菌引起的畜、禽及水生动物疾病有较
好疗效 ［1－2］�其分子结构式见图1。由于氟甲喹和
喹酸具有高安全性、耐受性和独特的高渗透性�在无
公害养殖�出口畜产品、淡水产品及海水产品养殖中
得到广泛应用。但是研究发现其具有潜在的致癌性
和诱导有机突变性�因此欧盟和我国都对该类药物的最大残留量作出了一系列的规定 ［3－4］ （表1）。

表1　中国和欧盟对氟甲喹和　喹酸两种药物的最大残留量
Ｔａｂ．1　ＭＲＬｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙＥＵａｎｄＣｈｉｎａｆｏｒｏｘｏｌｉｎｉｃａｃｉｄａｎｄｆｌｕｍｅｑｕｉｎｅ

药物名称 动物名称 日本 （ＭＲＬｎｇ／ｇ） 中国 （ＭＲＬｎｇ／ｇ） 欧盟 （ＭＲＬｎｇ／ｇ）

氟甲喹

鳗鱼 不得检出 500 不得检出

罗非鱼 不得检出 500 400
虾 不得检出 － 200

喹酸
鳗鱼 不得检出 不得检出 不得检出

虾 不得检出 100 100

　　目前测定氟甲喹和　喹酸残留的方法主要是高效液相色谱法配合紫外 （ＵＶ）检测器、荧光 （ＦＬ）检
测器、质谱检测器或二极管阵列检测器�以ＦＬ检测器最为常见 ［5－8］。在国内测定水产品组织中氟甲喹
和　喹酸残留量的方法还不成熟。Ｂｒｏｄｆｕｅｈｒｅｒ等 ［9］用荧光检测的高效液相色谱法�并采用液-液分配提
取测定鸡肉组织中氟甲喹和　喹酸残留�但其流动相运用了四氢呋喃�而四氢呋喃本身在氟甲喹和　喹
酸的最适波长处荧光值也很高�对实验结果影响比较大。Ｔｕｒｉｅｌ等 ［10］则采用固相萃取净化�用荧光检测
的高效液相色谱法测定猪肉组织中氟甲喹和　喹酸残留�试验中采用了固相萃取柱�使操作过程繁琐�
回收率降低。本文利用高效液相色谱法配合荧光检测器测定鳗鱼组织中的氟甲喹和　喹酸残留�选择
了简便快捷的液-液萃取方法。试验结果表明�该方法具有步骤简单、易于操作的优点�可以满足世界各
国目前对出口水产品检测的限量要求。
1　材料与方法
1．1　主要仪器和设备

Ｗａｔｅｒｓ2996型高效液相色谱仪�2475型荧光检测器；Ｃ8Ｌｕｎａ色谱柱�150ｍｍ×4．6ｍｍ（ｉｄ）�5μｍ�
美国Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司；ＡＭ-6型组织匀浆机 （日本 ）、离心机、旋转蒸发仪。
1．2　试剂与溶液
1．2．1　标准品与试剂

氟甲喹标准品 （含量≥99．0％ ）�　喹酸标准品 （含量≥99．0％ ）�乙腈、草酸、正己烷均为色谱纯�
无水硫酸钠、氢氧化钠为分析纯�水为去离子水。
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1．2．2　标准储备液
准确称取氟甲喹和　喹酸标准品各10ｍｇ�分别用0．03ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液溶解并定容至10ｍＬ�

配成1．0ｍｇ／ｍＬ的标准储备液�置－18℃冰箱中保存备用。
1．2．3　混标使用液

准确量取适量氟甲喹和　喹酸标准储备液�用乙腈稀释成浓度为1．0μｇ／ｍＬ和0．1μｇ／ｍＬ�混标使
用液置4℃冰箱中保存。
1．3　色谱条件

Ｃ8Ｌｕｎａ色谱柱�柱温为35℃；激发波长312ｎｍ�发射波长369ｎｍ；流动相为0．01ｍｏｌ／Ｌ草酸∶乙腈＝
65∶35（Ｖ／Ｖ）；流速0．8ｍＬ／ｍｉｎ；进样量10μＬ。
1．4　样品处理
1．4．1　制样

鳗鱼取带皮肌肉。样品切为不大于0．5ｃｍ×0．5ｃｍ×0．5ｃｍ的小块后混匀�放置于－18℃冰箱备
用。
1．4．2　提取

将试样解冻�称取2．0ｇ�精确到0．01ｇ；置于50ｍＬ聚乙烯离心管中�加乙腈10ｍＬ�无水硫酸钠
2ｇ�均质提取30ｓ�加入8ｍＬ正己烷�涡旋混合1ｍｉｍ�以4000ｒ／ｍｉｎ离心10ｍｉｎ�弃去上层有机相�下
层清液转移至50ｍＬ鸡心瓶中；另取一个50ｍＬ离心管�加入10ｍＬ乙腈�洗涤均质刀头10ｓ�洗涤液移
入第一支离心管中�用玻璃棒搅动残渣�加入8ｍＬ正己烷�涡旋提取1ｍｉｎ�以4000ｒ／ｍｉｎ离心10ｍｉｎ�
弃去上层有机相�下层清液转移至上述50ｍＬ鸡心瓶中�于55℃下旋转蒸发至干。准确加入1ｍＬ0．01
ｍｏｌ／Ｌ草酸∶乙腈＝65∶35（Ｖ／Ｖ）液体溶解残留物�在振荡器上涡旋30ｓ�过0．45μｍ的滤膜�供高效液
相色谱分析。
2　结果
2．1　标准曲线及回归方程

图2　1～100ｎｇ／ｍＬ　喹酸和氟甲喹标准曲线
Ｆｉｇ．2　Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｏｘｏｌｉｎｉｃａｃｉｄ
ａｎｄｆｌｕｍｅｑｕｉｎｅａｔ1－100ｎｇ／ｍＬ

　　准确量取适量混标使用液�用乙腈稀释成浓度
为1�2�5�10�20�50�100ｎｇ／ｍＬ的系列工作液。将
工作液从低浓度到高浓度依次注入液相色谱仪�按
1．3项下的色谱条件进行分析。每一浓度进3针�
按其所得峰面积的平均值与对应的标准溶液浓度作

标准曲线图�结果表明�氟甲喹的线性相关系数Ｒ2＝
0．9997�　喹酸的线性相关系数Ｒ2＝0．9999�绘制
标准曲线图 （图2）。
2．2　检测限和定量限

在空白鳗鱼带皮肌肉组织中分别添加氟甲喹标

准溶液2．5μｇ／ｋｇ和　喹酸标准溶液1．0μｇ／ｋｇ�经
测定其信噪比 （Ｓ／Ｎ）都大于3�表明氟甲喹和　喹酸检测下限分别为 2．5μｇ／ｋｇ和1．0μｇ／ｋｇ。在空白
鳗鱼带皮肌肉组织中分别添加氟甲喹标准溶液5μｇ／ｋｇ和　喹酸标准溶液2μｇ／ｋｇ�经测定其信噪比
（Ｓ／Ｎ）都大于10�表明氟甲喹和　喹酸的定量下限分别为 5μｇ／ｋｇ和2μｇ／ｋｇ。从测定结果来看 （图
3）�分离效果好�在目标物保留时间附近没有任何干扰峰。
2．3　回收率及变异系数
　　取空白鳗鱼带皮肌肉组织2．0ｇ加适量的标准溶液�制成含氟甲喹和　喹酸浓度为5．0～20．0μｇ／ｋｇ
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的添加样品�按1．5中步骤组织样品的提取方法处理后进行色谱分析。取峰面积值计算氟甲喹和　喹
酸的含量�以加入量和测得量之比计算回收率。选择3个不同水平�按每个水平各测5个样品的回收率
计算批内的变异系数；每个浓度各测3批�计算批间的变异系数 （表2）。

图3　色谱图
Ｆｉｇ．3　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

ａ．50ｎｇ／ｍＬ标准溶液色谱图；ｂ．25ｎｇ／ｇ加标回收色谱图；ｃ．空白鳗鱼肌肉色谱图
表2　鳗鱼组织中　喹酸和氟甲喹回收率测定结果

Ｔａｂ．2　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｏｘｏｌｉｎｉｃａｃｉｄａｎｄｆｌｕｍｅｑｕｉｎｅｆｒｏｍｅｅｌｔｉｓｓｕｅ ｎ＝5

分析物
添加水平
（μｇ／ｋｇ） 测定批次

检测结果
（μｇ／ｋｇ） 回收率 （％ ） 批内变异

系数ＣＶ（％ ）
批间变异
系数ＣＶ（％ ）

　喹酸

5
1 3．949 78．98±1．23 5．09
2 3．162 63．24±1．31 4．21 8．92
3 3．213 64．26±1．27 5．23

10
1 9．63 96．3±0．76 4．76
2 10．03 100．3±0．67 3．67 7．44
3 11．03 110．3±1．17 3．79

20
1 19．08 95．40±0．83 2．87
2 18．92 94．60±0．79 2．84 6．41
3 18．96 94．80±0．76 2．12

氟甲喹

5
1 3．812 76．24±0．99 8．33
2 4．125 82．50±1．11 7．31 8．77
3 3．658 73．16±1．08 8．26

10
1 8．93 89．30±0．56 6．63
2 9．62 69．20±0．61 5．63 7．52
3 9．41 94．10±0．62 7．66

20
1 21．93 109．6±1．22 3．13
2 20．89 104．4±1．19 2．14 4．79
3 21．01 105．0±1．25 3．19
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　　实验结果表明�方法中氟甲喹和　喹酸在5ｎｇ／ｇ、10ｎｇ／ｇ、20ｎｇ／ｇ添加水平的平均回收率在85％ ～
105％ 之间。批内变异系数＜2％�批间变异系数＜9％�结果重复性好�回收率高�方法的准确度和精密
度可以满足药残检测的要求。
3　讨论
3．1　色谱条件的优化
3．1．1　流动相的选择

氟甲喹和　喹酸的性质不同�它们没有共同的最大吸收和发射波长�但荧光检测器利用特定波长能
有效地检测和定量这两种物质。利用乙腈和草酸作为流动相比用盐溶液或离子试剂作流动相具有更好
的分辨率和峰形 ［11－12］。实验分别考察了由乙腈 （ＣＡＮ）-水组成的混合物、ＣＡＮ-甲醇-水混合物和ＣＡＮ-
四氢呋喃 （ＴＨＦ）-水混合物3种不同的流动相�结果发现运用ＣＡＮ-ＴＨＦ-0．02ｍｏｌ／Ｌ的磷酸溶液作为流
动相�10ｎｇ／ｍＬ的标准液峰形拖尾严重�检出限稍高�并在试验中利用荧光分光光度计测得10ｎｇ／ｍＬ
的标准液在激发波长312ｎｍ�发射波长369ｎｍ处的荧光值与纯四氢呋喃在此处的荧光值相差很少�影
响了检出限的降低；利用ＣＡＮ-甲醇-水混合物作为流动相�峰形稍差。本试验采用ＣＡＮ-0．01ｍｏｌ／Ｌ的
草酸作为流动相�ＣＡＮ和草酸都没有荧光值�可以降低检出限到2ｎｇ／ｍＬ。
3．1．2　流动相比例的选择

由于氟甲喹和　喹酸具有相似的化学结构和色谱特征�为了缩短分析时间�我们采用等梯度洗脱�
即乙腈∶0．01％的草酸＝35∶65（Ｖ／Ｖ）�两种物质都能在9ｍｉｎ内被分离。实验研究了乙腈-草酸的比
例、草酸的浓度、柱温及流速对峰形及保留时间的影响�通过对流动相中不同比例的乙腈和草酸进行的
研究结果显示�随着乙腈比例的增加�两种物质的保留时间降低�但是乙腈比例增加对荧光响应值没有
明显影响 （图3）。当乙腈比例增加到70％时�峰形明显变差�当乙腈比例增加到75％时�两个峰保留时
间很接近�没法将其分开。本试验还对不同浓度的草酸对荧光值的影响进行了研究�发现不同浓度的草
酸对荧光值没有明显影响 （图4）。

本文考虑到保留时间和峰形及分离度的多重影响�最后确定了乙腈-草酸比例为35∶65�草酸浓度
为0．01ｍｏｌ／ｍＬ�流速为0．8ｍＬ／ｍｉｎ�柱温为35℃。

图4　流动相中不同比例的乙腈对保留时间的影响
Ｆｉｇ．4　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ

ａｎｄｏｘａｌｉｃａｃｉｄｏｎｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

图5　不同浓度草酸对荧光值的影响
Ｆｉｇ．5　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆｏｘａｌｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

3．2　前处理过程的优化
3．2．1　萃取方法和萃取试剂的选择

固相萃取是近些年来常用的前处理提取净化方式 ［13－14］。目前针对氟甲喹和　喹酸净化而使用的
固相萃取柱主要是ＳＰＥ柱�ＳＰＥ柱的填料可以是Ｃ18�Ｃ8�Ｃ2或苯乙烯－二乙烯苯共聚物�但固相萃取
需要淋洗及洗脱�对样品提取液也有一定要求�本试验选择了成本低、样品处理速度快的液液萃取。试
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验比较了利用乙酸乙酯、氯仿、二氯甲烷�乙腈作为提取液的效果。由于氯仿具有比较大的毒性�一般不
采用；用二氯甲烷提取的方法在离心过程中有悬浮物�上清液不易提取；利用乙酸乙酯和乙腈提取回收
率相差不大�但利用乙腈可以直接加正己烷去脂�简化试验步骤。所以选择乙腈作为提取剂。对鳗鱼肌
肉进行不同溶度的氟甲喹和　喹酸 （5～20ｎｇ／ｇ）的加标回收�回收率为85％ ～105％。
3．2．2　定溶溶液的选择

本试验比较了氮吹仪浓缩至干后利用流动相、0．01ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠、0．2％甲酸定容、1∶1的乙腈
比0．01％草酸这4种不同溶剂或比例定容�过膜�进样测其回收率�结果显示利用流动相定容的方法其
峰形最好。
3．2．3　提取方法的选择

本试验对同一样品同种浓度加标后在4种情况下的回收率进行了分析。分别进行了不均质旋转蒸
发至干、均质旋转蒸发至干、不均质氮吹仪浓缩至干和均质氮吹仪浓缩至干4种方法的比较。结果发
现�均质比不均质效果好；用旋转蒸发至干比用氮吹仪浓缩至干回收率要好�最终选择了均质后旋转蒸
发至干为优化后的提取方法。
3．3　稳定性研究
　　氟甲喹和　喹酸无论在碱性环境下还是酸性环境下都具有很好的稳定性。本试验中�样品在室温
（20～25℃ ）或4℃间隔96ｈ再进样�峰形及面积没有明显影响。
试验建立了测定鳗鱼肌肉中氟甲喹和　喹酸残留量的高效液相色谱荧光检测方法。样品经乙腈提

取�正己烷去脂�离心后�取下层清液过膜�进高效液相色谱进行分析�无须再过柱净化步骤�整个提取过
程步骤简单�易于操作。
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