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摘　要:针对水产品中恩诺沙星残留, 通过筛选药物敏感菌株和显色剂,建立了一种基于显色反应来判断结果

的微生物检测方法。以腾黄八叠球菌 (Sarcinaureae)为指示菌株, 以氯化三苯四氮唑显色为显色剂, 阳性样品

呈肉眼可辨的红色, 阴性样品呈无色, 最低检测限可达 50 μg/kg。经酶联免疫法 (最低检测限可达 12 μg/kg,

回收率在 74.25% ～ 93.38%之间 )和高效液相色谱法 (最低检测限可达 5.0 μg/kg, 回收率在 78.20% ～

91.27%之间 )验证,该方法准确 、可靠。不同于传统的方法, 该方法更为快速 、便捷 、易于结果判定,是对现有

检测方法的一种有益的补充和完善,极其适合在生产 、销售 、流通等非实验室条件下作为初筛方法使用。
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Abstract:Byscreeningthesensitivestrainandthecolordevelopingreagent, weestablishedamicrobiological

chromotestmethodtodeterminetheresiduesofenrofloxacininthefisheryproducts.Sarcinaureaetreatedas

theindicationstrainandtriphenyltetrazoliumchlorideasthecolordevelopmentreagent, thepositivesamples

showredwhilethenegativeonescolorless.Thedetectionlimitsofthemethodcanreach50 μg/kg.This

methodispreciseandreliable, whichisverifiedbyEnzymeLinkedImmunosorbentAssay(ELISA) andHigh

PerformanceLiquidChromatography(HPLC) methods.ThedetectionlimitsofELISAmethodcanreach12

μg/kgwhiletherecoveryratescovered74.25%-93.38%.ThedetectionlimitsofHPLCmethodcanreach



to5.0μg/kgwhiletherecoveryratescovered78.20% -91.27%.Comparedtothetraditionalmethod, this

methodismorerapid, convenientandeasier.Itisbeneficialtothecurrentprocedureandcanbeappliedin

thesefieldssuchascultivation, sale, transportation, consumptionandqualityinspection.

Keywords:microbiologicalchromotest;enrofloxacin;residues;determination;

　　恩诺沙星
[ 1]

(enrofloxacin, 简称 ENR)是一种喹诺酮类药物 。我国政府规定:恩诺沙星在水产品中

的残留限量为 50 μg/kg
[ 2]

(鳗鲡除外
[ 3]

)。近年来屡屡发生由药物残留引发的水产品安全事件均涉及

到 ENR,使其成为公众关注的热点之一 。 ENR在动物可食用组织中残留的检测方法主要包括微生物

法
[ 4]
;高效液相色谱法 (HPLC)

[ 5-6]
;酶联免疫法 (ELISA)

[ 4, 7]
和毛细管电泳法

[ 8]
等 。微生物法作为一

种简便 、快捷的初筛方法具有广阔的应用前景 。传统的微生物法以抑菌圈直径作为定量的标准 。但是,

影响其结果判定的因素极多 (如接种物浓度 、培养基 、培养条件等
[ 4]

) ,且阳性反应判定的阈值规定不

一
[ 4, 9-10]

,导致假阳性几率极高,重现性也不理想 。活细胞分泌的某些代谢产物在显色剂作用下可发生

肉眼可辨的颜色变化,药物敏感微生物菌株同样具有类似的性质。相比测量抑菌圈直径, 显色法的优势

显而易见:结果易于判读 、更灵敏 、更准确和易于推广。目前,国内尚无该方面研究报道和检测试剂盒问

世 。本文通过筛选药物敏感菌株和显色剂,建立了基于微生物显色反应的测定水产品中 ENR残留的快

速方法,并结合酶联免疫法和液相色谱法对快速检测的结果进行了复检确认。期望本方法为药物残留

快速检测程序提供一种新的参考思路,为实现 “从农田到餐桌 ”的全程药物残留监控提供技术支持。

1　材料与方法

1.1　仪器和试剂

使用的仪器有:Agilent1100高效液相色谱仪, Bio-TekEL311型酶标仪, MICROSON超声波破碎仪,

SANYO烘箱, HitachiCR21G型高速离心机, ThermoForma3111型培养箱, SanyoMLS-3780型高压蒸汽灭

菌锅, FormaScientific725型超低温冰箱 。

ENR原料药纯度高于 99%,购自浙江新昌国邦兽药厂。 95%乙醇 、乙腈 、氯化钠 、氯化钾 、磷酸氢二

钠 、磷酸氢二钾 、四丁基溴化铵 、氯化三苯四氮唑 (Triphenyltetrazoliumchloride,简称 TTC) 、苯酚红 、牛肉

膏蛋白胨培养基均为国产化学纯试剂, 甲醇 、柠檬酸,醋酸铵为国产色谱纯试剂 。异育银鲫 (Carassius

auratusgibelio)购自上海易初莲花超市。

荷兰 EURO-DIAGNOSTICA公司恩诺沙星检测试剂盒,包括包被恩诺沙星兔抗体的 96孔板 、恩诺沙

星标准液 、过氧化物酶恩诺沙星结合物 、恩诺沙星抗体 、反应停止液等。

滕黄八叠球菌 (Sarcinaureae) BYK0001024、大肠杆菌 (Escherichiacoli) BYK00105-01-01、枯草芽孢

杆菌 (Bacillussubtilis) BYK000318-01-01、嗜热脂肪芽孢杆菌 (Bacillusstearothermophilus)BYK00039-01-

01和荧光假单孢菌 (Pseudomonasfluorescens) BYK00017-01-01由上海海洋大学农业部渔业动植物病原

库保藏 。

1.2　标准溶液的配制

磷酸缓冲液 :精确称取 8.0 g氯化钠 、0.2g氯化钾 、1.44g磷酸氢二钠和 0.24 g磷酸氢二钾,用蒸

馏水定容至 1 L。

ENR标准品母液:准确称取 0.001 g干燥恒重的 ENR标准品, 用 2mL2%醋酸溶液溶解后,用磷酸

缓冲液定容至 100 mL,配制成 100μg/mL的 ENR标准品母液, -20 ℃保存备用。

1.3　微生物显色法测定 ENR在水产品中残留

1.3.1　显色培养基的配制

称取 0.1gTTC和苯酚红, 分别加入 5mL95%乙醇酒精溶解,再用蒸馏水定容至 100mL,分别配制

成 1 000 μg/mL的 TTC、苯酚红显色液 。
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往 1 L牛肉膏蛋白胨培养基中分别加入 10 mLTTC和苯酚红显色液,配制成 TTC和苯酚红显色培

养基。

1.3.2　水产品中 ENR残留的测定

称取 5.0 g切碎的异育银鲫肌肉 、肝脏,置于均质器中匀浆,加入 10mL10 g/L无菌磷酸缓冲液,置

于旋涡混和器上振荡 3 min, 4 500r/min离心 10 min。取上清液 0.1 mL分别与 0.1mL指示菌 (八叠腾

黄球菌 BYK0001024、大肠杆菌 BYK00105-01-01、枯草芽孢杆菌 BYK000318-01-01、嗜热脂肪芽孢杆菌

BYK00039-01-01和荧光假单孢菌 BYK00017-01-01)菌悬液混合,涂布于显色培养基平板上, 37℃倒置

培养 24 h(嗜热脂肪芽孢杆菌 55 ℃培养 )。

1.3.3　最低检测限的确定

将 ENR标准母液梯度稀释,添加至鲫鱼空白组织中,测定显色反应的最低检测限。

1.4　微生物显色法测定结果的验证

1.4.1　酶联免疫法

参照 EURO-DIAGNOSTICA恩诺沙星试剂盒说明书,测定水产品不同组织中 ENR残留。

1.4.2　高效液相色谱法

参照准确称取样品 5g(精确到 0.01g), 依次加入 30 g无水硫酸钠和 30mL酸化乙腈,用高速组织

捣碎机匀浆 。将匀浆样品置于带玻璃珠的三角瓶中 ( 2 ～ 3粒 /瓶 ) , 经摇床振荡 15 min( 120 r/min), 再

转入离心管中, 4 500 r/min离心 15 min, 取上清液 。往残渣中加入 30 mL酸化乙腈, 重复上述操作一

次,合并上清液, 置于分液漏斗中,加入 25 mL正己烷, 振荡 5 min,充分静置, 取下层乙腈层移入烧瓶,

55 ℃旋转蒸发至干。用 1.0 mL流动相充分溶解残渣,移入 1.5mL离心管, 4 500 r/min离心 5 min, 取

上清液,经 0.45μm微孔滤膜过滤,滤液供高效液相色谱仪测定。色谱条件参照胡鲲
[ 5]
提供的方法。

2　结果

2.1　微生物显色法检测 ENR在水产品中残留

2.1.1　微生物显色剂的筛选

分别以滕黄八叠球菌 、产碱假单孢菌 、枯草芽孢杆菌 、溶藻弧菌和荧光假单孢菌作为指示菌,在苯酚

红和 TTC显色剂培养基上与对照组颜色均有差异 (如图 1)。在苯酚红显色培养基中, 对照组呈粉红

色,试验组呈鲜红色;在 TTC显色培养基中,对照组呈无色,试验组呈粉红色。 TTC显色培养基色差较

为明显,因此选取 TTC显色培养基作为测定 ENR残留的显色培养基 。

2.1.2　微生物对 ENR药物敏感性的筛选

TTC显色培养基上,分别以滕黄八叠球菌 、大肠杆菌 、枯草芽孢杆菌 、嗜热脂肪芽孢杆菌和荧光假单

孢菌作为指示菌,检测异育银鲫肌肉中 ENR残留的最低检测分别可达 50 μg/kg、120 μg/kg、100 μg/

kg、75μg/kg和 100μg/kg,试验结果如图 2(n=3)。

2.2　ELISA法测定 ENR在水产品中残留

2.2.1　ELISA方法标准曲线的确定

在 450nm下,测定系列稀释浓度的 ENR标准溶液的吸光度,将各质量浓度 (包括 0μg/mL)的 A450

值转化成 B/B0, 0 μg/mL的 ENR溶液吸光度为 B0,各相应质量浓度的 ENR溶液光度为 B。以 B/B0值

为纵坐标 、lnCENR为横坐标 。B/B0值与 lnCENR成线性回归关系,线性回归方程为 y=14.773-5.586 8x,

相关系数 R=0.992,拟合的曲线见图 3。以 B0 /B=1.2确定方法的最低检测限,对应的 A450接近 0.833,

即 ENR为 12.12 μg/kg, 取 12 μg/kg作为最低检测限, 且方法在 10 ～ 200 μg/kg间线性关系较好 。
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图 1　显色剂培养基筛选试验
Fig.1　Testofscreeningthecolordevelopingreagent

a.CK;b.滕黄八叠球菌;c.大肠杆菌;d.枯草芽孢杆菌;e.嗜热脂肪芽孢杆菌;f.荧光假单胞菌;Ⅰ为苯酚红显色培养基, Ⅱ为 TTC
显色培养基

图 2　菌株对 ENR的检测最低限检测结果
Fig.2　TheresulteofsensitivitytoENR

图 3　ELISA方法下的恩诺沙星标准曲线
Fig.3　ThestandardcurveofENRbyELISAmethod
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2.2.2　ELISA方法测定 ENR在异育银鲫组织中的残留

采用 ELISA方法测定 ENR在水产品中的残留, 测试结果见表 1, 肌肉组织中回收率为 80.94% ～

93.38%,肝脏组织中回收率为 74.25% ～ 87.80%, 相对标准偏差分别为 3.25% ～ 9.75%和 5.71% ～

10.22%。
表 1　ELISA测定异育银鲫中 ENR残留方法学数据 (n=3)

Tab.1　PrecisionsofENRdeterminationsbyELISAmethod(n=3)

检查部位
理论值

(μg/kg)
测定值

(μg/mL)
回收率

(% )

相对标准偏差 RSD
(% )

肌肉

肝脏
12

9.71±0.95
8.91±0.91

80.94
74.25

9.75
10.22

肌肉

肝脏
24

20.78±1.41
18.98±1.42

86.58
79.08

6.76
7.46

肌肉

肝脏
48

44.82±1.46
42.14±2.41

93.38
87.80

3.25
5.71

2.3　HPLC法测定 ENR在水产品中残留

2.3.1　ENR色谱图

ENR标准品色谱图如图 4,标准品浓度为 10 μg/mL, ENR的保留时间为 9.4 min。加入 ENR标准

品的异育银鲫肌肉组织样品色谱图如图 5, 加标样品浓度为 5 μg/kg。色谱图基线平稳, 药物峰分离效

果良好 。

图 4　ENR标准色谱图

Fig.4　ChromatogramofENRstandardsamples

图 5　ENR加标样品色谱图

Fig.5　ChromatogramofthesamplesaddedwithENR

2.3.2　HPLC法测定 ENR的标准曲线

图 6　HPLC法测定的恩诺沙星标准曲线

Fig.6　ThestandardcurveofENRbyHPLCmethod

ENR的标准曲线如图 6。 ENR在 0.02 ～ 5.00

μg/mL范围内线性关系良好;标准曲线为 y=

78.343x-1.024;相关系数为 0.999 9。

2.3.3　HPLC法测定 ENR的最低检测限

向空白样品中添加不同浓度梯度的 ENR标准

品,根据 2倍噪音确定最低检测限, ENR的最低检

测限分别为 5.0μg/kg。

2.3.4　HPLC方法测定 ENR在异育银鲫组织中的

残留

采用 HPLC方法测定 ENR在水产品中的残留, 测试结果见表 2, 肌肉组织中回收率为 81.60% ～

91.27%,肝脏组织中回收率为 78.2% ～ 87.80%, 相对标准偏差分别为 2.37% ～ 4.95%和 3.62% ～

4.46%。
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表 2　HPLC法测定异育银鲫中 ENR残留方法学数据 (n=3)

Tab.2　PrecisionsofENRDeterminationsbyHPLCmethod(n=3)

检测部位
理论值

(μg/kg)
测定值

(μg/mL)
回收率

(% )

相对标准偏差 RSD
(% )

肌肉

肝脏
5.0

4.08±0.20
3.91±0.17

81.60
78.2

4.95
4.46

肌肉

肝脏
10.0

8.73±0.21
8.32±0.31

87.30
83.07

2.37
3.71

肌肉

肝脏
15.0

13.69±0.38
13.54±0.49

91.27
87.80

2.81
3.62

2.4　异育银鲫组织中 ENR残留的初筛判定及其结果的复检

向异育银鲫的空白组织样品中添加不同浓度 ENR标准溶液 。利用微生物显色法 (以八叠腾黄球菌

为指示菌株, TTC显色培养基 )对其 ENR残留进行初筛判定,再利用 ELISA和 HPLC法对其检测结果进

行复检确认 。初筛及复检结果如表 3, 空白样品在显色培养基中呈粉红色, 初筛结果为阴性, ELISA法

和 HPLC法复检中均未检出 ENR残留 。对于在显色培养基中呈无色的样品, 初筛结果为阳性, ELISA

法和 HPLC法的复检结果均检测出高于 50 μg/kg的 ENR残留量 。

表 3　异育银鲫组织中 ENR残留的初筛及复检鉴别

Tab.3　Theresultsofscreening＆verificationmethodstotheresiduesofENRinCarassiusauratusgibeliotissues

检测部位 样品名
微生物方法

显色状态 鉴别结果

ELISA方法初筛结果
(μg/kg)

HPLC方法复检结果
(μg/kg)

肌肉

肝脏
空白样品

粉红色

粉红色

阴性

阴性

ND
ND

ND
ND

肌肉

肝脏
J-1

粉红色

粉红色

阴性

阴性

22.53
23.46

21.51
24.35

肌肉

肝脏
J-2

无色

无色

可疑

可疑

89.62
75.65

85.54
71.56

　　注:ND为未检出

3　讨论

3.1　显色剂的选择及其作用机理

利用微生物对于药物的敏感性检测药物残留具有很强的实用性。微生物代谢过程中产生的氢能将

无色的氧化型 TTC还原成红色的还原型 TTC。TTC染色法曾被应用于测定奶制品中 β -内酰胺类抗生

素残留
[ 11]
。苯酚红是一种偏酸性环境 (pH为 6.8 ～ 8.4)的 pH指示剂, 微生物的生长代谢使培养基酸

化,从而改变苯酚红显色培养基的颜色 。相比苯酚红显色培养基的红黄色系, TTC显色培养基呈现无

色 /红色差异更容易凭肉眼鉴别 。

3.2　药物敏感菌株的选择及其检测限

利用微生物法检测不同种类的药物残留,指示菌株往往亦不相同,如:表皮葡萄球菌 (Stphylococcus

eqidermidis)用来测定新霉素
[ 12]
和庆大霉素

[ 13]
残留;藤黄微球菌 (Micrococcusluteus)被当作指示菌株测

定氨苄青霉素
[ 14]
和苯唑青霉素

[ 15]
等 。

对于喹诺酮类药物的残留检测, 挪威公布了以大肠杆菌 (ATCC11303)作为指示菌测定鱼肝等组织

中沙拉沙星 、氟甲喹的测定方法
[ 10]
。邢应寿

[ 9, 16]
利用滕黄八叠球菌抑菌圈测定诺氟沙星 、环丙沙星在

组织中的最低检测限分别达到 120μg/kg～ 300μg/kg和 25μg/kg～ 75μg/kg。郑晶
[ 4]
采用喹诺酮类试

剂盒测定药物敏感菌的抑菌圈,测定 ENR残留的灵敏度达到 40μg/kg。

本文建立的以滕黄八叠球菌为指示菌株测定 ENR残留的方法, 检测限可达 50μg/kg, 符合我国政
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府规定的水产品中 ENR残留限量要求。

3.3　微生物显色法是对 ELISA、HPLC等方法的补充和完善。

表 2中 ELISA方法最低检测限可达 12 μg/kg,且回收率良好。肝脏组织的回收率和重现性均差于

肌肉组织,其原因可能是由于肝脏组织成分更为复杂
[ 17]

,前处理操作对测定结果影响较大所致 。HPLC

法检测灵敏度高 、重现性好,其最低检测限依据浓缩富集步骤
[ 5-6, 18]

、检测器种类
[ 6]
及水产品组织样品

种类
[ 6, 18-21]

不同而略有差异。本文采用的 HPLC法对 ENR的最低检测限可达 5.0 μg/kg, 准确性和可

靠性良好,一般可作为实验室条件下的最终确认方法。

微生物显色法快速 、便捷 、易于判定且对环境条件依赖度低, 是一种简便 、可靠的初筛鉴别方法, 适

合于在生产 、销售 、流通等非实验室条件下应用,是 ELISA、HPLC等方法的一种有益的补充 。在现有研

究结果的基础上,还可将培养基固定化或者制备成商品化的检测试纸条,该方法具有极强的推广和应用

前景。
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