
应用简讯

食品检测与农业

作者

李鹏 
北京畜牧兽医研究所

安娟，吴翠玲，李建中 
安捷伦科技（中国）有限公司

前言
β-内酰胺类抗生素是指化学结构中含有 β-内酰胺环的类抗生素，包括最常用的青霉素类
药物与头孢菌素类药物。GB/T 22975-2008 牛奶和奶粉中阿莫西林、氨苄西林、哌拉西
林、青霉素 G、青霉素 V、苯唑西林、氯唑西林、萘夫西林和双氯西林残留量的测定 液
相色谱-串联质谱法方法的参考性有限[1]，其中在进样分析之前大都需要对样品进行旋转
蒸发、固相萃取净化和氮吹浓缩。整个操作流程耗时，且青霉素类药物稳定性差，容易
在样品前处理过程中发生损失。

本文介绍了一种快速检测牛奶中 β-内酰胺类抗生素残留的检测方法。该方法采用 Agilent 
Captiva EMR-Lipid 去除牛奶中的磷脂等杂质，并结合高灵敏度 Agilent 6495 三重四极杆
液质联用系统 (LC/QQQ)，对牛奶中的阿莫西林、氨苄西林、氯唑西林、双氯西林、苯唑
西林、萘夫西林，阿洛西林、美替西林、哌拉西林、青霉素素 G、青霉素 V、苯氧乙基青
霉素、氟氯西林、头孢哌酮、头孢氨苄、头孢噻呋和头孢喹肟的残留量进行分析。

使用 Captiva EMR-Lipid 结合 LC/QQQ 
对牛奶中的 β-内酰胺类抗生素进行 
测定
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牛奶中 β-内酰胺类抗生素的分析
标准储备液的配制：用水配制浓度为 1.0 mg/mL 的阿莫西林、
氨苄西林、氯唑西林、双氯西林、苯唑西林、萘夫西林、阿洛西
林、美替西林、哌拉西林、青霉素素 G、青霉素 V、苯氧乙基青
霉素、氟氯西林、头孢哌酮、头孢氨苄、头孢噻呋、头孢喹肟的
标准储备液，保存于 –20 °C 的冰箱中。

 

5 g 牛奶样品，加入 10 mL 5% 甲酸的乙腈溶液，剧烈振荡 5 min

加入 Agilent Bond Elut QuEChERS 兽药残留分析萃取盐包，涡旋混合 1 min

在 4 ℃ 下以 9000 r/min 的转速低温离心 5 min

取 4 mL 上清液，加入 1 mL 水，涡旋混合混匀

取 3 mL 上清液，直接过 Agilent Captiva EMR 小柱 

收集流出液，通过 Agilent 0.2 µm Captiva RC 滤膜进行过滤

利用 Agilent 6470 LC/QQQ 进行检测

图 1. 牛奶样品前处理流程图

表 1. 液相色谱条件液相色谱

Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统

色谱柱 Agilent Poroshell 120 EC-C18, 100 × 3.0 mm, 2.7 µm

柱温 30 °C

进样量 5 µL

进样器温度 10 °C

流动相
A：水（含 0.1% 甲酸 + 2 mmol/L 甲酸铵)

B：乙腈

流速 0.4 mL/min

梯度条件

时间（min） B（%）
0 20
4 90
6 90
6.5 20
9 20

表 2. 质谱条件

质谱 Agilent 6495 三重四极杆液质联用系统

离子模式 正

干燥气温度 150 °C

干燥气流速 12 L/min

雾化气压力 35 psi

鞘气温度 325 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 3000 V

喷嘴电压 0 V

表 3. β-内酰胺类抗生素的离子对信息

化合物
母离子  
(m/z)

子离子  
(m/z)

碎裂电压 
(V)

碰撞能量 
(eV)

阿莫西林
Amoxicillin

366.1
349

380
2

208 6

氨苄西林
Ampicillin

350.1
160

380
6

105 12

氯唑西林
Cloxacillin

436
277

380
2

160 15

双氯西林 
Dicloxacillin

470
311

380
15

160 15

苯唑西林
Oxacillin

402
143

380
8

160 11

萘夫西林
Nafcillin

415
199

380
15

171 35

青霉素 G 
Penicillin G

335.1
176

380
6

160 4

青霉素 V
Penicillin V

351.1
160

380
4

114 32

阿洛西林
Azlocillin

462.1
246

380
10

218 15

美替西林
Methicillin

381
222

380
15

165 30

苯氧乙基青霉素 
Phenethicillin

387
182

380
20

228 15

派拉西林
Piperacillin

518.2
160

380
15

143 25

氟氯西林 
Flucloxacillin

454
295

380
12

160 10

头孢哌酮 
Cefoperazone

646
530

380
8

143 30

头孢氨苄
Cefalexin

348
158

380
6

140 22

头孢噻呋
Ceftiofur

524
241

380
20

210 20

头孢喹肟 
Cefquinome

529
396

380
10

134 15

阿莫西林 (D4) 
Amoxicillin-D4

370 353 380 5

氨苄西林 (D5)
Ampicillin-D5

355 111 380 12
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Cpd 1: Amoxioillin
Cpd 2: Amoxioillin-D4
Cpd 3: Ampicillin-D5
Cpd 4: Cefquinome
Cpd 5: Ampicillin
Cpd 6: Cephalexin
Cpd 7: Cefoperazone
Cpd 8: Azlooillin
Cpd 9: Ceftiofur
Cpd 10: Piprasil
Cpd 11: Methicillin
Cpd 12: Penicillin G
Cpd 13: Penicillin V
Cpd 14: Oxaoillin
Cpd 15: Pherethioillin
Cpd 16: Cloxaoillin
Cpd 17: Flucloxacillin
Cpd 18: Nafoillin
Cpd 19: Dicloxacillin

图 2. β-内酰胺类抗生素标样 (5 μg/L) 的 MRM 谱图
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图 3. 加标浓度为 5 μg/L 的牛奶样品中 β-内酰胺类抗生素的 MRM 谱图

如图 2、3 所示，分别为 5 μg/L 17 种 β-内酰胺类抗生素混合标样
和 β-内酰胺类抗生素在牛奶中的 5 μg/L 加标浓度下的响应。如表 
4 表示，17 种 β-内酰胺类抗生素在 1–100 μg/L 范围内线性关系
良好。

表 4. β-内酰胺类抗生素的线性方程

化合物 线性回归方程 相关系数 (R2)

阿莫西林 
Amoxicillin y = 1.147638x + 0.232048 0.9975

氨苄西林 
Ampicillin y = 3291.813043x + 2624.958518 0.9976

阿洛西林 
Azlocillin y = 5.139146x – 0.783683 0.9961

苯氧乙基青霉 
Phenethicillin y = 6.115702x – 3.508849 0.9910

派拉西林 
Piperacillin y = 269.052526x – 1188.98231 0.9928

氯唑西林 
Cloxacillin y = 33.449245x – 44.359596 0.9989

双氯西林 
Dicloxacillin y = 919.65833x – 1773.255191 0.9993

美替西林 
Methicillin y = 547.607421x – 910.309737 0.9990

萘夫西林 
Nafcillin y = 436.588598x – 314.822697 0.9974

苯唑西林 
Oxacillin y = 246.192481x + 129.338282 0.9989

青霉素 G  
Penicillin G y = 7139.911394x + 14062.563910 0.9990

青霉素 V  
Penicillin V y = 328.776067x + 574.781625 0.9926

氟氯西林  
Flucloxacillin y = 387.171392x – 513.495254 0.9992

头孢哌酮 
cefoperazone y = 358.007675x – 869.403623 0.9981

头孢氨苄 
Cefalexin y = 95.158193x – 383.460401 0.9960

头孢噻呋 
ceftiofur y = 997.494101x – 2642.644695 0.9983

头孢喹肟 
cefquinome y = 2042.611072x – 1584.331636 0.9997
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表 5. β-内酰胺类抗生素在牛奶基质中不同加标浓度下的平均回收率 (n = 6)

化合物
加标 2 ng/g 加标 5 ng/g 加标 10 ng/g 加标 20 ng/g

平均回收率 (%) RSD (%) 平均回收率 (%) RSD (%) 平均回收率 (%) RSD (%) 平均回收率 (%) RSD (%)

阿莫西林 
Amoxicillin 73.6 5.2 94.4 6.7 76.0 12.8 60.3 5.6

氨苄西林 
Ampicillin 86.7 8.0 89.0 2.9 88.0 3.1 78.3 13.2

阿洛西林 
Azlocillin 97.6 7.0 104.1 5.0 101.7 5.5 97.0 2.2

头孢哌酮 
Cefoperazone 88.9 5.8 98.8 7.2 104.2 3.2 97.0 1.7

头孢喹肟 
Cefquinome 65.3 3.8 62.9 2.1 61.9 2.5 65.2 3.4

头孢噻呋 
Ceftiofur 85.6 17.7 68.1 15.8 69.3 17.0 67.9 5.2

头孢氨苄 
Cephalexin 82.4 11.3 80.6 8.8 75.9 6.9 79.4 3.1

氯唑西林 
Cloxacillin 101.6 6.4 84.3 14.6 111.1 12.4 101.8 5.1

双氯西林 
Dicloxacillin 71.7 2.5 105.7 8.5 110.4 4.8 89.5 3.8

氟氯西林 
Flucloxacillin 81.9 3.5 91.4 9.4 103.6 7.9 102.3 6.2

美替西林 
Methicillin 66.5 3.0 72.6 6.0 77.4 1.7 86.5 5.1

萘夫西林 
Nafcillin 85.3 6.0 95.2 5.1 89.7 1.1 90.9 2.4

苯唑西林 
Oxacillin 75.5 7.5 99.1 7.7 89.2 8.9 102.8 3.8

青霉素 G  
Penicillin G 76.4 6.6 90.1 4.3 85.2 3.9 94.2 4.3

青霉素 V  
Penicillin V 88.3 10.1 90.0 8.4 93.3 5.1 95.5 2.8

取牛奶样品进行加标回收率和精密度测试，所用加标浓度分别为 
2、5、10 和 20 ng/g。通过基质校准标样校正（对于阿莫西林和
氨苄青霉素，采用内标校正），获得不同加标浓度下的平均回收
率在 60.3%–111.1% 之间，且相对标准偏差 (RSD) 小于 18.0%。
结果详见表 3。

综上，本文采用 Agilent Captiva EMR-Lipid 除去牛奶基质中的
磷脂等杂质，使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱并结合 
Agilent 1290 Infinity II 液相色谱/6470 三重四极杆液质联用系统，
采用正离子扫描模式获得了较高的灵敏度。通过方法学验证数据
得到以上方法适用于分析牛奶中 β-内酰胺类抗生素（如：阿莫西
林、氨苄西林、氯唑西林、双氯西林、苯唑西林、萘夫西林、阿
洛西林、美替西林、哌拉西林、青霉素素 G、青霉素 V、苯氧乙
基青霉素、氟氯西林、头孢哌酮、头孢氨苄、头孢噻呋和头孢喹
肟）的残留量。
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消耗品订购信息
消耗品 部件号

Agilent Bond Elut QuEChERS 兽药残留分析萃取试剂盒 5982-0032

Agilent Captiva EMR-Lipid 5982-1003

Agilent Poroshell 120 EC-C18, 100 × 3.0 mm, 2.7 µm 695975-302

Agilent Captiva 针头过滤器，RC，0.2 µm 5190-5281
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