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同  效液相色谱法检测海水养殖环境中喹诺酮类药物残留 
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( 中国水产科学研究院黄海水产研究所 ，青岛 266071) 

( 上海海洋大 学水产与生命学 院，201306) 

摘 要 建立了一种养殖海水中诺氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星 3种喹诺酮类抗生素残留量的高 

效液相 色谱一荧光测定方法。水样经稀盐酸调 pH 后经 HI B固相萃取柱富集、净化 ，用外标 法定量。 

结果表明，诺氟沙星、环丙沙星和 恩诺 沙星检 出限分别是 2、1和 1／xg／I ，定量限分剐是 6．6、3．3和 

3．3／xg／I ，添加浓度为 10、20和 50 g／L时，3种物质的回收率为 71．9 ～85．3 ，批 内变异 系数≤ 

10 ，批间变异系数≤7 。利用该方法对黄海沿岸部分养殖场及近岸海水(北起 36。40．303 N，121。 

8．939 E；南至 35。39．36 N，119。52．433 E)进行分析 ，诺 氟沙星、环 丙沙星、恩诺沙星的检 出质量浓 

度分别为 6．20～982、55．2和 11．6～55．4 ffg／L。实验结果表明，该方法灵敏度 高，重现性好 ，适 用于 

养殖海水中诺氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星的检测。 
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Determination of quinolones drug residues in 

aquacultural seawater using HPLC method 
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ABSTRACT A detection method of high—performance liquid chromatography(HPLC)COU— 

pied with fluorescence was developed for the determination of residues of three quinolones in 

seawater．p H of were water samples adj usted with dilute HCl followed by extraction and con— 

centration through hydrophilic—lipophilic balance cartridges，and three antibiotic quinolone com— 

pounds were determined using external standard quantification method．The results showed that 

the detection limits of norfloxacin，ciprofloxacin and enrofloxacin were 2 ffg／L，1 tag／L and 1 

ffg／I respectively。and the quantitative limits were 6．6 ffg／L，3．3 ffg／L and 3．3 ffg／I respee— 

tively．The recoveries from natural seawater ranged from 71．9 to 85．3 when the three anti— 

biotics were added at the concentration of 10 ffg／L，2O ffg／L and 50 ffg／L for norfloxacin，cipro一 
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floxacin and enrofloxacin，respectively．The coefficients of variation within batches were equal 

or 1ess than 1 0 ，while that among batches were equal or less than 7 ．The method has been 

successfully applied to the monitoring of the residues in the sea water samples from the Yellow 

Sea near Qingdao(from 36。40．303 N，121。8．939 E to 35。39．36 N，11 052．433 E)．Norfloxa- 

cin，ciprofloxacin and enrofloxacin were detected at mass concentrations of 6．2O～ 982／~g／L， 

55．2肚g／L and 11．6～55．4／~g／L respectively．The results showed that this method posessed 

high sensitivity and good reproducibility，and can be used for the detection of norfloxacin，cipro— 

floxacin and enrofloxacin in aquacultural seawater． 

KEY WORDS Quinolones High performance liquid chromatography(HPLC) 

Solid phase extraction Seawater 

喹诺酮类(Quinolones，QNs)抗生素是一族人工合成的新型杀菌性抗菌药物，具有抗菌谱广、抗菌活性 

强、与其他抗菌药物无交叉耐药性以及毒副作用小的特点，主要用于水生动物弧菌病、链球菌病、水霉病和寄生 

性疾病的防治，其中诺氟沙星(Norfloxacin，NF)、环丙沙星(Ciprofloxacin，CIP)和恩诺沙星(Enrofloxacin， 

EN)等被广泛应用于水产养殖中。目前，我国针对这类抗生素的研究主要集中于水产品中检测技术和代谢动 

力学的研究(方星星等 2004；钱云云等 2007；曲晓荣等 2007；王洪艳等 2007；何 平等 2008；李 娜等 

2009)。 

近年来我国水产养殖业发展迅速，产量和规模不断增加 ，但 由于环境恶化和养殖模式 的改变 ，水生动物疾 

病频发。为了预防和治疗水生动物疾病，抗生素被广泛应用在水产养殖中。但研究表明，所使用的抗生素仅 

20 ～3O 被鱼类吸收，大部分进入环境中(Samuelsen 1989)，而这部分抗生素再次进入食物链，可能导致养 

殖环境中病菌耐药性的产生，导致二次污染(Hamscher et a1． 2002)。这不仅影响到水产养殖业的健康发 

展，而且还威胁着生态环境的安全。因此，需要建立水环境中这类药物的检测方法。 

顾 洁等(2003)建立了高效液相色谱法测定海水中环丙沙星含量的方法，并测定其衰减度，在 0n6 h内 

环丙沙星衰减很快，但 6 h后其浓度基本稳定，同时还发现环丙沙星在海水 中衰减程度随盐度的增加而加快 。 

谭建华等(2007)利用高效液相色谱法分析了城市河水中的多种抗生素，水样由稀盐酸调 pH至 4．2后经 HLB 

固相萃取，用内标法通过 HPLC进行定量分析。对海水养殖环境中喹诺酮类残留量的检测研究报道较少。为 

减少海水养殖环境中盐分、浮游生物及微小颗粒对喹诺酮类测定存在的干扰，本研究采用固相萃取技术对海水 

中的3种喹诺酮类抗生素进行富集和净化处理，采用高效液相色谱荧光检测器测定，建立了诺氟沙星、环丙沙 

星和恩诺沙星 3种喹诺酮类抗生素残留检测方法 ，并测试 了青岛附近黄海海水养殖区 (从 36。40．303 N，121。 

8．939 E至 35。39．36 N，119。52．433 E)海水中的喹诺酮的含量，为海水中药物的生态风险评估提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 海水样品 

海水样品采自黄海近岸海水养殖区，包括 5个采样点(图 1)：山东省海阳市大阎家镇某半滑舌鳎养殖场； 

山东省即墨市鳌山卫镇某大菱鲆养殖场；青岛市太平角海区；青岛市红岛滩涂养殖区；山东省胶南市琅琊镇某 

海参养殖场。分别用玻璃取样瓶在每个采样点采集 500 ml表层海水，4℃密封保存，经 0．45 m醋酸纤维滤 

膜水相滤膜过滤后使用 。 

1．2 仪器和试剂 

Waters 2695型高效液相色谱仪，配荧光检测器；VisiprepV~_DL型固相萃取装置(Supelco)；漩涡混合器 

(德国 IKA仪器公司)；KQ600DE型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；Milli～Q超纯水器(美国Milli— 
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pore公司)；Laborota400型旋转蒸发器(德国 Heidopih公司)；PHS-3C精密 pH计(上海雷磁仪器厂)；Oasis 

HLB固相萃取小柱(3 ml／60mg，Waters公司)。 

标准品和试剂 ：诺氟沙星标准品(含量≥99．8 )、环丙沙星标准品(含量≥99．8 )、恩诺沙星标准品(含量 

≥99．8 )(美国 Sigma chemical公司)；甲醇、乙腈为色谱纯；四丁基溴化铵、磷酸为分析纯；实验用水均来 自 

Milli—Q纯水系统。 

标准储备液(100 gg／m1)：准确称取诺氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星标准品各 10．0 mg，分别用乙腈溶解并 

定容至 100 ml棕色容量瓶中，于4℃保存(保存期不超过 3个月)。 

混标使用液：分别取适量各标准储备液，用流动相稀释成浓度均为 1．0／~g／ml的混合标准工作使用液， 

4。C保存。 

0．01 mol／L四丁基溴化铵溶液(0．01 mol／L)：精确称取 3．22 g四丁基溴化铵，用水溶解并定容至 1 000 

ml棕色容量瓶 中，用磷酸调 pH 至 3．1。 

1．3 方法 

1．3．1 提 取 方 法 

取水样 60 ml，用稀盐酸调 pH 值至 4．0，通过 HLB固相萃取柱富集 、净化 。HLB柱上样之前依次用 3 ml 

甲醇和 3 ml水活化。水样过柱流速控制在 l ml／min以下。样品过柱后 ，先用 2 ml水淋洗 ，减压抽干后用 10 

ml甲醇洗脱 至鸡心瓶 中，35～4O℃旋转蒸发至干。用 1．0 ml流动相定 容，充分涡旋溶解残渣 ，滤液 经 0．22 

／xm微孔滤膜过滤，供高效液相色谱仪测定。 

1．3．2 测 试 方 法 

色谱柱 ：Agilent ZORBAX SB- 8柱(250 minx4．6 mm)；柱温 ：40。C；流动相：乙腈+0．01 mol／L四丁基溴化 

铵 (pH 3．1)：5+95(g／ )；流速 ：1．5 ml／min荧光检测器 ：激发波长 280 rim，发射波长 450 nm 进样量 ：20 l。 

1．3．3 标 准 曲线 的绘 制 

1．3．3．1 标准工作液 

准确量取混标使用液，用流动相配制成浓度为 1、2、5、10、2O、50和 100 ptg／L的系列标准工作液。 

1．3．3．2 绘制标准工作 曲线 

将绘制标准曲线所用的系列标准工作液从低浓度到高浓度依次注入液相色谱仪，按 1．3．2方法进行分析。 

每一浓度进两针 ，按其所得峰面积 的平均值与对应标准溶液浓度作标准曲线，得 出回归方程及相关系数 。 

1．3．4 检 出限和定 量 限 

取加标水样按“1．3．1和 1．3．2”方法进行处理和分析 ，以 3倍信噪比(S／N=3)对应浓度为分析物的最低 

检测浓度，以 1O倍信噪比(S／N=lo)对应浓度为分析物的最低定量浓度。 

1．3．5 回收率及 变异系数的测定 

取空白海水样品 6O m1，添加 1O、2O和 5O ptg／L的混标使用液，每个添加水平设 5个平行，按“1．3．1和 1． 

3．2”的方法进行处理和分析，取峰面积值分别计算 3种喹诺酮类抗生素的含量，以加入量和测定值之比计算回 

收率 。按每个浓度各测定 5个样品计算批 内变异系数 ；每个浓度各测 3批 ，计算批问变异系数 。 

2 结果与讨论 

2．1 标准曲线 

配制浓度为 1、2、5、10、2O、50和 100／xg／L 3种喹诺酮类的标准液，测定其峰面积，并做面积与浓度工作曲 

线(图2)。结果表明，诺氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星的 1～100／,g／L浓度与其峰面积呈 良好的线性关系，其 

相关参数见表 1。 

2．2 检出限和定量 限 

以 3倍信噪比(S／N=3)对应浓度为分析物 的最低检测浓度 ，3种喹诺 酮类抗生素 的最低检测 限分别 为 
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NF 2 g／L，CIP 1 g／L和 EN 1 t~g／I 。以10倍信噪~t(S／N=1o)对应浓度为分析物的最低定量浓度，3种喹 

诺酮类抗生素的最低定量限分别为 NF 6．6 t~g／I 、CIP 3．3 ug／L和 EN 3．3 t~g／L。 

北起 36。40．303 N，121。8．939 E，南至(35。39．36 N，119。52．433 E) 

36。40．303 N ，121。8．939 E ～ 35。39．36 N，119。52．433 E 

图 1 黄海沿岸部分养殖场及近岸水域水体样品采集地点分布 

Fig．1 The map of seawater sampling locations at 

aquaculture farms along the Yellow Sea nearshore waters 
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图 2 3种喹诺酮类抗生素的标准曲线 

Fig．2 Standard curve of three quinolones 

表 1 线性方程及相关系数 

Table 1 Calibration equations and correlation coefficients 

2．3 回收率及变异系数的测定 

取空白海水为试验对象，测定 3种喹诺酮类的添加浓度在 10～50肚g／L时的回收率和变异系数(表 2)。 

回收率均在 71．9 ～85．3 之间，批内变异系数均≤1O ，批间变异系数≤7 。 

2．4 实验色谱图 

2．5 固相萃取条件的优化 

根据文献报道(Zhu et a1． 2001；Lindsey et a1． 2001)，采用 Waters公司的 Oasis HLB小柱(60 

mg／3m1)，流速采用其建议的 1 ml／min以下。水样过柱体积、pH、洗脱剂和洗脱剂用量等都会影响固相萃取 

(SPE)的效率，本研究以加标回收率为评价依据分别对这些实验条件进行了优化。最终，水样过柱体积为 6O 

ml，pH为 4．0，洗脱剂为甲醇，洗脱剂用量为 10 ml(图3)。 

2．5．1 水样过 柱体 积 

以过滤后的海水为基底，加入目标喹诺酮类抗生素混合标准溶液，考察水样的过柱体积，实验结果如图 4 

所示，诺氟沙星、环丙沙星、恩诺沙星三者总的趋势相似，都是在 60 ml时达到最大值，8o m1之后样品加标回收 

率≤6O 。因此，本研究最终选择水样过柱体积为 6O ml。 

2．5．2 PH 
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一 般海水的 pH在 7．8～8．7之间(张志卫等 2009)。不考虑其他干扰因素，以 60 ml空 白海水为基底 ， 

分别调整 pH 为 3．0、4．0、5．0、6．0、7．0、8．0和 9．0，然后加入 目标喹诺酮类抗生素混合标准溶液 ，混匀后参照 

“1．3．1”提取方法进行处理。结果发现，pH为 4．O时目标喹诺酮类抗生素的回收率普遍较高，重现性较好。 

表2 天然海水中3种喹诺酮类抗生素回收率测定结果 ( 一5) 

Table 2 Recoveries of three quinolones from seawater( 一5) 

2．5．3 洗脱溶 剂 和洗 脱剂 用 量 

吸附在 SPE柱上的抗生素常用甲醇或者乙腈洗脱。本研究比较了乙腈和甲醇作为固相萃取柱洗脱剂的 

洗脱效果。实验结果显示，用乙腈做洗脱剂时，加标样品诺氟沙星、环丙沙星、恩诺沙星的回收率≤60 ；用甲 

醇做洗脱剂时 ，加标样品诺氟沙星、环丙沙星 、恩诺沙星的平均 回收率分别为 75．2 、79．5 、74．4 。因此试 

验选择甲醇作洗脱剂。 

对甲醇作为固相萃取柱洗脱剂的洗脱用量逐渐增加，实验结果如图5所示。可以看出，当洗脱溶剂甲醇用量达 

到9 ml之后，随着洗脱剂用量的增大，样品加标的回收率逐渐趋于平稳变化。因此试验选择洗脱剂用量为1O rnl。 
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说明：a为空白海水样品色谱图．b为海水样品喹诺酮类加标 50 g／I 加标回收色谱图；c为喹诺酮类 50 pg／L标准溶液色谱图 

Note：a．blank seawater；b．seawater spiked at 50 g／I，；C．5O Bg／I standard solution 

图 3 实验色谱 图 

Fig．3 Chromatograms 

体积Volume(m1) 

图4 样品加标回收率与水样的过柱体积的关系 
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图 5 加标样品回收率与洗脱剂用量的关系 

Fig．4 Relationship between recovery and sample volume Fig．5 Relationship between recovery and amount of eluent 

2．6 样品测定 

分析了 1O份采自不同海域的养殖海水，结果见表 3。谭建华等(2007)利用固相萃取的方法分析了珠江广 

州河段的城市河水，检测到诺氟沙星和环丙沙星的质量浓度范围为 0．197~0．510 t~g／L，说明人们日常生活中 

也有3种喹诺酮类抗生素；本试验对黄海沿岸部分养殖场及近岸海水分析，有养殖海水检测到 3种喹诺酮类抗 

生素，而近岸海水未检测到3种喹诺酮类抗生素。这说明大水域生态系统由于面积大、范围广，更有利于稀释、 
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降解抗生素。养殖海水中检出喹诺酮类抗生素的原因可能是：(1)3种喹诺酮类抗生素药物仍在使用。药物的 

不规范使用是导致水环境中存在检出药物的重要原因(王朋华等 2008)；(2)残留在海水中的未代谢药物。水 

生动物用药后，药物以原形或其代谢物的形式通过粪便和尿液排到体外，继而对海水造成污染；(3)残留在海底 

底泥 中未代谢 的药物 。Kammerer(2001)报道环丙沙星进入水体后 ，会被沉积物吸附 ，有 65 9／6进入到污泥中。 

表 3 养殖海 水中 3种 喹诺 酮类抗生素的检测结果 

Table 3 Determination results of three quinolones in seawater samples 

3 结论 

本研究建立了一种简单、快速检测海水中喹诺酮类抗生素的分析方法。该方法对海水样品进行 6O～150 

倍的浓缩，诺氟沙星、环丙沙星和恩诺沙星检出限分别是 2、1和 1／,g／L，定量限分别是 6．6、3．3和 3．3／~g／L， 

添加浓度为 1O、2O和 50 t~g／L时的回收率为 71．9 ～85．3 ，批 内变异 系数≤10 ，批间变异系数≤7 。 

该方法净化效果好 、操作简便 、精确度高，且重复性好。 
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