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液相色谱法快速测定鸡肉中氧氟沙星 
手性对映体残留量

叶宇飞1，刘勇军2，赵  健1，吕  燕1，吴银良1,*
(1.宁波市农业科学研究院，浙江 宁波   315040；2.中国动物疫病预防控制中心，北京 100125)

摘  要：建立了鸡肉样品中氧氟沙星对映体液相色谱荧光检测（liquid chromatography fluorescence detector， 

LC-FLD）残留量快速分析方法。鸡肉样品经磷酸盐缓冲液提取后，用C18固相萃取小柱净化，洗脱液吹干后用流动

相复溶即可进行液相色谱分析。分析时采用LeapsilTM C18色谱柱，以水相（含2 mmol/L硫酸铜和2.5 mmol/L异亮氨

酸，pH 3.5）和甲醇作为流动相进行梯度分析，荧光检测器检测，其中激发波长为297 nm，发射波长为487 nm，

外标法定量。本方法在5.0、50、100 μg/kg和150 μg/kg 4 个添加水平下，左氧氟沙星对映体平均添加回收率在

75.5%～86.1%之间，批内变异系数在1.97%～4.42%之间，批间变异系数在3.02%～6.02%之间；右氧氟沙星对映体

平均添加回收率在77.3%～84.9%之间，批内变异系数在2.15%～4.21%之间，批间变异系数在3.87%～5.84%之间。

方法对两种对映体的检测限均为1.5 μg/kg，定量限均为5.0 μg/kg。
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Determination of Residual Ofloxacin Enantiomers in Chicken Muscle by Liquid Chromatography

YE Yu-fei1, LIU Yong-jun2, ZHAO Jian1, LÜ Yan1, WU Yin-liang1,*
(1. The Ningbo Academy of Agricultural Sciences, Ningbo 315040, China;

2. The Center for Animal Disease Control and Prevention, P.R. China, Beijing 100125, China)

Abstract: A method was developed for determining residual ofloxacin enantiomers in chicken muscle by liquid 
chromatography with fluorescence detection. Samples were extracted with phosphate buffer solution. The extract was 
purified by solid phase extraction (SPE) using a C18 cartridge and the eluent was then dried by nitrogen blowing and 
dissolved in mobile phase. The analytes were separated on a LeapsilTM C18 column using a mobile phase composed of 
a mixture of methanol and aqueous solution of (pH 3.5) 2 mmol/L copper sulfate and 2.5 mmol/L isoleucine. Excitation 
wavelength was 297 nm and emission wavelength was 487 nm. Quantitation was performed by using the external standard 
calibration method. The average recoveries for the two enantiomers in spiked chicken muscle were 75.5%–86.1% at four 
fortified levels ranging from 5 to 150 μg/kg, and the intra- and inter-batch coefficients of variation (CVs) were 2.15%–4.21% 
and 3.87%–5.84%, respectively. The limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were 1.5 and 5.0 μg/kg for the two 
enantiomers of ofloxacin, respectively.
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氧氟沙星（ofloxacin），又名氟嗪酸，属于氟喹诺酮

类（fluoroquinolones）抗菌药，具有抗菌谱广，组织穿

透性好，低浓度即呈现较强的杀菌作用及价格低廉等优

点，广泛应用于临床以及畜牧业生产中。然而，它在动

物源性食品中的残留以及引起病原菌的耐药性问题已受

到普遍的关注和重视。可现对于评估该药物对健康造成

的危害时，仅对该药物作为纯的单一化合物来看等，未

考虑该药物是手性药物这一特征。而手性药物不同异构

体之间在毒性、致畸、致癌、致突变上往往存在差异，

必然导致对其危害估计不是过高就是过低。现生产中仍

然大量使用氧氟沙星外消旋体，而大量实验表明氧氟沙

星在实验动物中的代谢具有立体选择性[1]，导致氧氟沙星
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两对映体含量不一致。因此为安全评估该药物对人体健

康造成的危害，首先应建立该药物在动物组织中的对映

体残留分析方法。

由于氟喹诺酮类抗生素对动物性食品安全的影响较

大，目前无论国内外对动物性食品中的氟喹诺酮类抗生

素残留的分析方法较多，主要有酶联免疫吸附法[2-3]、液

相色谱法[4-7]和液相色谱串联质谱法[8-9]等；但对生物样品

中氧氟沙星对映体水平上的分析方法研究多集中在生物

体液，而对动物组织中的对映体分析报道国内尚未见相

关报道。氧氟沙星的手性分离方法主要包括采用手性流

动相或衍生的方法以及采用手性色谱柱进行分离[10-20]。本

实验采用手性流动相添加剂法实现了氧氟沙星映体的拆

分，并在参考前人对动物性食品中氟喹诺酮类药物残留

分析的基础上，建立了提取、净化效果较好，分离较快

的鸡肉中氧氟沙星对映体残留量分析方法，该方法的建

立为进一步研究氧氟沙星在对映体水平上的毒性毒理、

代谢等奠定了一定的基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

空白鸡肉样品 市购，实验用肉鸡为健康肉鸡，体

质量0.5 kg左右，用药前测定是否含氧氟沙星。

氧氟沙星（99%） 德国Dr. Ehrenstorfer公司；

左旋氧氟沙星（99%） 河南赫福莱生物制药有限公

司；甲醇（色谱纯）  美国默克公司；甲酸（色谱

纯） 美国天地有限公司；Bond Elut C18（200 mg3/mL） 
Varian公司；pH 7.0磷酸盐缓冲液 实验室自制；其他

试剂均为分析纯试剂。

1.2 仪器与设备

UPLC超高效液相色谱仪  美国Wate r s公司；

SIGMA3K15离心机 北京博励行有限公司；Milli-Q超

纯水仪 美国Millipore公司。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

1.3.1.1 标准储备液

称取氧氟沙星和左氧氟沙星标准品或原药各

100.0 mg于10 mL容量瓶中，分别用甲醇定容至刻度，即

成质量浓度1 000 mg/L的标准储备液，―18 ℃条件下保

存，保质期为6 个月。

1.3.1.2 标准工作液

用流动相稀释氧氟沙星标准储备液配制质量浓度分

别为2.0、10、20、50、100、200 μg/L和500 μg/L的标准

工作液，现配现用。

1.3.2 样品前处理

称取2.0 g鸡肉样品于带盖的50 mL聚四氟乙烯离心

管中，加入10 mL磷酸盐缓冲液，然后以10 000 r/min以
上的速度均质60 s，盖上盖子以8 000 r/min的速度离心

5 min，上清液转入另一离心管中，同样步骤重复提取一

次，合并上清液，混匀后取10 mL提取液过已经2 mL甲
醇、2 mL磷酸盐缓冲溶液依次活化的C18小柱，待样品

溶液流过固相萃取小柱后，依次用2 mL超纯水和2 mL磷
酸盐缓冲溶液淋洗柱子，待全部溶液过柱后，抽干C18小

柱，然后用2 mL甲醇洗脱，洗脱液经50℃水浴氮气吹干

后用1.00 mL流动相溶解，过0.22 μm滤膜后进行液相色谱

分析。

1.3.3 仪器条件

色谱柱LeapsilTM C18色谱柱（100 mm×2.1 mm，2.7 μm）；

流动相：pH3.5的2 mmol/L硫酸铜溶液（含2.5 mmol/L 

异亮氨酸）∶甲醇=9∶1（V / V）；流速0.5 mL/min， 

柱温30 ℃；进样量10 μL。激发波长297 nm，发射波长

487 nm。

2 结果与分析

2.1 分离条件的选择和优化

对于氧氟沙星对映体的分离，研究较多，按仪器

分主要为毛细管电泳手性拆分和高效液相色谱手性拆

分，而应用最广泛最成熟的当属采用手性流动相添加剂

法分析氧氟沙星对映体。而当采用手性流动相添加剂法

时，Cu2+经常为配合离子，手性氨基酸为配合剂，手性

氨基酸则通常为苯丙氨酸和异亮氨酸。Shao Bing等[18]曾

详细研究了异亮氨酸和硫酸铜溶液的浓度及两者比例

对氧氟沙星对映体的分离影响，确定硫酸铜溶液最佳

浓度为4.0 mmol/L，异亮氨酸最佳浓度为5.0 mmol/L， 

然而完全按照Shao Bing等 [18]建立的方法进行分析时每

个样品分析时间较长，需要25 min,  同时荧光检测器

（fluorescence detector，FLD）流通池也易堵塞, 为缩短

分析时间和解决流通池易堵塞情况，本研究对色谱柱、

硫酸铜和异亮氨酸浓度的浓度进行了选择和优化。

为缩短样品分析时间，本研究首次尝试采用UPLC

对氧氟沙星对映体进行分析。由图1可知，实验中当色谱

柱采用内径较小的Acquity BHE C18（100 mm×2.1 mm，

1.7 μm）时，标准溶液色谱图中出现了4 个色谱峰，而采

用内径较大的色谱柱LeapsilTM C18（100 mm×2.1 mm，

2.7 μm）时只有2 个色谱峰。这一现象目前尚未见相关报

道，而根据已报道的文献分析，氧氟沙星仅有2 个对映

体，因此本实验采用LeapsilTM C18（100 mm×2.1 mm，

2.7 μm）进行后续的流动相优化实验。
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图中1和2分别为左氧氟沙星和右氧氟沙星。

图 1 氧氟沙星对映体标准溶液（a，Acquity BHE C18柱； 

b，LeapsilTM C18柱）、鸡肉空白样品（c）和鸡肉添加样品 

（d, 0.50 μg/kg）色谱图

Fig.1 Chromatograms of ofloxacin enantiomers in mixed standard 

solution (a, Acquity BHE C18 column; b, LeapsilTM C18 column), chicken 

muscle blank sample (c) and chicken muscle fortified  

sample (d, at 0.50 μg/kg)

优化时发现降低硫酸铜和异亮氨酸浓度有利于解决

荧光检测器流通池易堵塞问题，因此优化实验时硫酸铜

和异亮氨酸的浓度为Shao等[18]优化浓度的一半，分别为

2 mmol/L和2.5 mmol/L。当固定流动相比例（90∶10）和

柱温（40 ℃）时，分离度随流速升高（0.3～0.7 mL/min）
而降低（1.55～1.18），但分析时间逐步缩短；而柱温对

分离度的影响较小，当固定流动相比例（90∶10）和流速

（0.3 mL/min）时，分离度随温度升高（25～45℃）略

有改善（1.35～1.45）。而改变流动相比例对分离度影响

较大，当固定流速0.3 mL/min和柱温30 ℃时，流动相中

有机相从10%变化到12%时，分离度从1.4降为0.94。综合

实验结果，本研究中硫酸铜和异亮氨酸最终浓度分别为

2 mmol/L和2.5 mmol/L，柱温30 ℃，流动相中水相有机

相比例为90∶10，在此条件下先出峰的为左氧氟沙星，后

出峰的为右氧氟沙星。

2.2 前处理条件的选择

仲锋曾利用C18固相萃取小柱建立了鸡肉中恩诺沙星

和环丙沙星的净化方法[21]。本研究考虑到该净化方法较

简单方便，因此参考该方法对鸡肉中的氧氟沙星进行了

净化效果实验，结果发现氧氟沙星利用该净化方法净化

效果较好，当采用液相色谱荧光检测分析时鸡肉样品中

不存在明显的杂质峰干扰。

2.3 线性实验

根据1.3.1.2节配制标准工作溶液，对氧氟沙星2 种
对映异构体在2.0～500 μg/L质量浓度范围内以待测物

峰面积对质量浓度作图，所得标准曲线方程分别为

y=40 778x+9 772（左氧氟沙星）和y=39 517x＋19 587
（右氧氟沙星），相关系数（R 2）分别为0.999  1和
0.999 3，说明本方法适用于2 种氧氟沙星对映体残留量的

定量分析。

2.4 回收率、精密度和检出限

从 表 1 可 见 ， 各 浓 度 点 平 均 添 加 回 收 率 在

75 .5%～86 .1%之间。批内相对标准偏差（ r e l a t ive 
standard deviation，RSD）为1.97%～4.42 %，批间RSD为

3.02%～6.02%，可见该方法能满足现行药物残留分析的

要求。本方法选择5.0 μg/kg添加实验中响应最低样品的

信噪比，并按RSN为3计算2 种氧氟沙星对映体的检出限均

为1.0 μg/kg，按RSN为10计算定量限均为5.0 μg/kg。标准溶

液、空白样品和添加样品的色谱图详见图1。

表 1 鸡肉中的氧氟沙星对映体添加实验回收率和相对标准偏差（n＝3）

Table 1 Mean recoveries and relative standard deviations (RSDs) of 

ofloxacin enantiomers in chicken muscle (n＝3)

药物种类 添加量/（μg/kg） 平均回收率 /% 批内相对标准偏差/% 批间相对标准偏差/%

左氧氟沙星

(-)-ofloxacin

5 75.5   84.6   80.4 3.02   4.28   4.42 6.02

50 81.8   85.2   81.2 3.31   3.59   2.15 3.98

100 77.4   86.1   80.9 2.77   2.31   4.13 4.71

150 85.5   84.6   80.4 1.97   2.67   3.32 3.02

右氧氟沙星

 (+)-ofloxacin

5 77.3   83.2   80.6 2.88   3.97   4.21 5.84

50 81.3   84.6   83.0 3.65   3.27   2.42 4.36

100 78.2   84.9   81.2 2.84   2.41   3.59 4.52

150 84.3   83.7   81.0 2.15   2.84   3.51 3.87

2.5 方法应用

利用该方法进行了氧氟沙星外消旋体在鸡体内氧氟

沙星立体选择性降解行为试验，停药后1 d测定鸡肉中

氧氟沙星2 个对映体含量，发现左旋体含量为0.021 μg/g

（n=3），右旋体含量为0.012 μg/g（n=3），可见氧氟沙

星外消旋体在鸡体内降解存在立体选择性。
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3 结 论

本研究建立了鸡肉中氧氟沙星对映体的快速测定LC-FLD 
方法。鸡肉样品经磷酸盐缓冲液提取后，通过C18固相萃取

小柱净化，净化后的样品利用手性流动相添加剂法在色谱

柱上分离对映体，进行LC-FLD法测定。该方法具有快速、

灵敏、准确的特点，利用该方法可为进一步开展氧氟沙星

在对映体水平上的毒性毒理、代谢等研究奠定基础。
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