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摘要:建立 QuEChERS净化样品,超高效液相色谱—串联质

谱同时测定羊奶中8种β-内酰胺类抗生素的检测方法。样

品以乙腈作为提取试剂,用 C18 和 PSA 吸附剂进行净化,以

0.1%(V/V)甲酸水溶液—乙腈为流动相,反相 C18 色谱柱分

离,正离子扫描,多反应监测模式进行质谱分析。结果表明,

8种β-内酰胺类抗生素的线性关系良好,相关系数均 大 于

0.986,样品加标回收率为83.8%~95.4%,相对标准偏差小

于6.5%,方法检出限为0.25~1.00μg/kg,定量限为1.0~
2.0μg/kg。该方法适用于羊奶及其它奶制品中β-内酰胺类

抗生素的测定。
关键词:超高效液相色谱—串联质谱;羊奶;β-内酰胺类抗生

素;QuEChERS
Abstract:Amethodwasdevelopedforsimultaneousdeterminationof
8β-lactamsingoat milkby QuEChERS-ultraperformanceliquid
chromatography-tandemmassspectrometry(UPLC—MS/MS).The
milkwasextractedwithacetonitrile,purifiedwithC18andPSAsor-
bentandseparatedbyanACQUITY UPLCBEH C18columnusing
water(containing0.1% formicacid)andacetonitrileas mobile

phase.The massspectrometricacquisitions werecarriedoutby
meansofmultiplereactionmonitoring(MRM)inpositiveionization
mode.Thelinearrelationofeightβ-lactamswasgoodandthecorre-
lationcoefficientwasmorethan0.986.Therecoveryratesofthe
targetanalytewerebetween83.8%~95.4%.Therelativestandard
deviationswerelessthan6.5%.Thelimitofdetection (LOD)of
8β-lactamswas0.25~1.00μg/kgandthelimitofquantification
(LOQ)was1.0~2.0μg/kg.Thismethodwasreliableforthede-
terminationofβ-lactamsingoatmilkandotherdietaryproducts.

Keywords:UPLC—MS/MS;goatmilk;β-lactams;QuEChERS

羊奶营养丰富、易于吸收,其蛋白质和脂肪含量均高于

牛奶,被国际营养学界称为“奶中之王”[1]。在中国奶类产量

中,山羊奶是第二大奶类,中国已成为饲养奶山羊最多的国

家[2]。β-内酰胺类抗生素可以治疗奶羊乳腺炎、心包炎等疾

病,在奶羊养殖过程中,由于缺乏科学用药的知识,或受经济

利益的驱使,不合理用药现象仍很严重[3]。长期食用含有β-
内酰胺类抗生素的羊乳会引起疾病,如过敏反应、致畸反应

以及增加细菌的耐药性[4]。

目前,国内外关于羊奶中β-内酰胺类抗生素的检测报道

较少[5],牛奶中β-内酰胺类抗生素的测定多采用传统的固相

萃取法(SPE)净化样品[6-9],与传统的固相萃取净化法相比,

QuEChERS净化法具有样品前处理时间短、节省溶剂、降低

检测成本等优点。本研究拟在参考牛奶中β-内酰胺类抗生

素检 测 方 法[10-13]的 基 础 上,用 改 进 的 QuEChERS 净 化

法[14],结合超高效液相色谱串联质谱法(UPLC—MS/MS)

测定羊奶中8种β-内酰胺类抗生素。试验以乙腈为提取试

剂,C18 和PSA吸附剂净化处理,具体考察提取试剂、吸附剂

类别和用量等条件对回收率的影响。以期为羊奶中β-内酰

胺类抗生素的检测提供一种快速、可靠的检测方法,同时对

相关标准的制定亦具有指导意义。羊奶中蛋白质和脂肪的

含量与牛奶中相差不大,本方法也适用于牛奶中β-内酰胺类

抗生素的测定。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂

超高效液相色谱—串联质谱仪:WatersXEVO TQ 型,
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ESI源,美国沃特世公司;

高速冷冻离心机:HeraeusMultifugeX1R 型,美国热电

公司;

氮吹仪:ANPELDC12型,上海安谱科学仪器有限公司;

超声波仪:TH 型,上海安谱科学仪器有限公司。

乙腈:色谱纯,德国 Merck公司;

甲酸:分析纯,美国Sigma公司;

C18 粉、PSA吸附剂:天津博纳艾杰尔科技有限公司;

标准品:阿莫西林、头孢喹肟、头孢氨苄、氨苄西林、头孢

噻呋、青霉素 G、苯唑西林、氯唑西林,纯度>98.5%,德国

Dr.Ehrenstorfer公司;

羊奶:市售。

1.2　标准溶液配制

(1)标准储备溶液:分别准确称取8种标准品各10mg,

用50%乙腈水溶液溶解并定容至10mL,即得1.0mg/mL
的标准储备液,低温储存备用。

(2)混合标准储备液:吸取8种标准储备液各100μL,

用50%乙腈水溶液溶解并定容至10mL,即得10μg/mL的

混合标准储备液。

(3)标准工作溶液:用50%乙腈水溶液逐级稀释混合标

准储备液。

1.3　样品前处理

1.3.1　提取　称取5.00g羊奶于50mL离心管中,加入乙

腈10mL,涡旋振荡1min,超声提取10min,8000r/min离

心5min,上清液待净化。

1.3.2　净化　取1.3.1中上清液8mL转移至15mL离心

管中(管中预先加入150mgC18 和150mgPSA),涡旋混匀

1min,5000r/min离心3min,取6mL上清液氮气吹干,残

渣用1mL10%乙腈水溶液复溶,过0.22μm 有机相滤膜,

上机分析。

1.4　分析条件

1.4.1　 液相色谱条件 　 色谱柱:WatersACQUITY UP-

LCTMC18(2.1mm×50mm,1.7μm);流动相:A为0.1%
甲酸水溶液,B为乙腈;柱温30 ℃;流动相梯度洗脱程序:

0~1min,95% A,1~4min,95%~50% A,4~6min,50%

A,6~7 min,50% ~95% A,7~8 min,95% A,进样量:

5μL,流速:0.3mL/min。

1.4.2　质谱条件　离子源:电喷雾离子源;扫描方式:正离

子扫描;毛细管电压:1.60kV;离子源温度:150 ℃;去溶剂

温度:500℃;去溶剂气流:氮气,800L/h;碰撞气:氩气;多反

映监测模式(MRM)采集。8种β-内酰胺类抗生素的保留时

间、母离子、子离子以及对应的碰撞能量见表1。

2　结果与讨论

2.1　流动相的选择

测 定牛奶中β-内酰胺类抗生素时通常使用甲醇/0.1%

表1　8种β-内酰胺类抗生素质谱条件

Table1　MSparametersof8β-lactams

化合物
保留时

间/min

母离子

(m/z)

子离子

(m/z)

碰撞能

量/eV

阿莫西林 2.45 366.20 114.00/349.00 8/20

头孢喹肟 2.80 528.97 134.09/395.99 12/12

头孢氨苄 3.06 348.16 157.98/174.00 8/16

氨苄西林 3.28 350.20 106.00/160.00 12/18

头孢噻呋 4.36 524.22 125.07/241.02 30/30

青霉素 G 4.88 335.10 160.00/176.00 10/15

苯唑西林 5.34 402.20 160.00/243.10 12/15

氯唑西林 5.63 436.20 160.00/277.10 15/15

甲酸水溶液或乙腈/0.1%甲酸水溶液作流动相,本试验比较

了这两种流动相对8种β-内酰胺类抗生素色谱行为的影响。

结果表明,以甲醇/0.1%甲酸水溶液为流动相时,5种青霉素

类化合物响应值较低,峰形较差,以乙腈/0.1%甲酸—水溶

液为流动相时,8种目标化合物分离完全,且峰形较好,故选

用乙腈/0.1%甲酸水溶液为流动相,8种β-内酰胺类抗生素

的总离子流图见图1。

�

 

相
对
丰
度

Re
la
tiv
e
in
te
ns
ity
/%

时间

Time/min

100

0
654321

2.45
3.06

3.28

2.80

4.36 4.88

5.34

5.63

80

60

40

20

图1　8种β-内酰胺类抗生素总离子流图

Figure1　Totalionchromatogram (TIC)of8β-lactams

2.2　样品处理条件的选择与优化

2.2.1　提取试剂的选择　试验比较了甲醇、乙腈、1%甲酸

乙腈3种提取试剂对待测组分回收率的影响,结果见图2。

由图2可知,乙腈去蛋白的能力较强,提取效果最好,甲醇中

的羟基会加速青霉素的分解,酸性条件下,头孢类抗生素的

提取效果比青霉素类抗生素好,综合考虑,选择乙腈作为提

取试剂。

2.2.2　吸附剂对净化效果的影响　试验比较了C18、PSA和

C18+PSA(1+1)3种净化方式对回收率的影响,结果见

图3。由图3可知,C18+PSA(1+1)混合使用比单独使用净

化效果好,这是由于C18 主要吸附样品中的脂肪和蛋白,PSA

76

安全与检测 　 2015年第3期



主要吸附样品中的脂肪酸和糖类杂质,单独使用 C18 或 PSA
时,样品中脂肪和蛋白吸附不完全,存在较大的基质效应,综

合考虑,选择C18+PSA净化方式净化样品。

2.2.3　C18+PSA(1+1)吸附剂用量对净化效果的影响　试

验优化了C18+PSA(1+1)吸附方式的不同用量对8种β-内

酰胺类抗生素的净化效果,结果见图 4。由 图 4 可 知,当

C18+PSA吸附剂为300mg时,各组分的回收率最高。吸

附剂用量为100mg时,样品中蛋白和脂肪吸附不完全,吸附

剂用量为500mg时,吸附剂会吸附样品中目标化合物,导致
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Figure2　Effectofextractionreagenton

extractionefficiency
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图3　吸附剂对净化效果的影响

Figure3　Effectofdifferentsorbentson

extractionefficiency
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图4　C18+PSA用量对净化效果的影响

Figure4　EffectofweightofC18andPSAon
extractionefficiency

回收率降低,综合考虑,选择吸附剂用量为300mg。

2.3　线性范围和方法检出限

用空白样品提取液配制系列标准曲线,标准曲线浓度分

别为1.0,5.0,10.0,25.0,50.0μg/kg。按1.3的方法处理

测定,测定后以各组分的峰面积(Y)为纵坐标,质量浓度(X,

μg/kg)为横坐标,绘制标准曲线,以信噪比S/N≥3确定方

法的检出限(LOD),以信噪比S/N≥10确定方法的定量限

(LOQ),8种 β-内酰胺类抗生素的方法检出限为 0.25~

1.00μg/kg,定量限为1.0~2.0μg/kg。在1.0~50.0μg/kg
浓度范围内,8种目标化合物的线性方程、相关系数、方法检

出限和定量限见表2。

表2　各化合物的线性方程及方法检出限

Table2　Linearequationsandcorrelationcoefficients

组分 线性方程
相关

系数

检出限/

(μg·

kg-1)

定量限/

(μg·

kg-1)

阿莫西林 Y=180.879X-31.261 0.998 0.50 1.0

头孢喹肟 Y=0.120X-0.060 0.986 1.00 2.0

头孢氨苄 Y=19.378X+18.189 0.995 0.50 1.0

氨苄西林 Y=4.335X-0.421 0.999 0.25 1.0

头孢噻呋 Y=1.192X-0.256 0.997 0.50 1.0

青霉素 G Y=319.86X-158.53 0.997 0.50 1.0

苯唑西林 Y=1.405X+0.916 0.996 0.50 1.0

氯唑西林 Y=16.434X-0.199 0.994 0.50 1.0

2.4　方法回收率和精密度

用同一空白羊奶样品做加标回收试验,8种β-内酰胺类

抗生素的添加水平分别设定为5.0,10.0,25.0μg/kg。按照

1.3的方法进行测定,每个添加水平做6个平行样,结果见

表3。

2.5　实际样品的测定

应用本方法对15份市售的羊奶进行检测,按1.3中样

品处理方法操作,各样品中均未检测到8种β-内酰胺类抗生

素的残留,说明测定的15份羊奶质量较好。

3　结语

本试验建立了 QuEChERS净化法结合超高效液相色谱

串联质谱法测定羊奶中8种β-内酰胺类抗生素的方法,该方

法使用吸附剂直接净化样品,与传统固相萃取净化相比,该

方法样品前处理简单快速、提高了检测效率,同时也具有较

好的回收率和较低的检出限,方法实用性较强,为羊奶及其

他奶制品中β-内酰胺类抗生素的残留检测提供了可靠的方

法,对相关标准的制定也具有指导性意义。

86

第31卷第3期 王帅帅等:QuEChERS—UPLC—MS/MS法同时测定羊奶中8种β-内酰胺类抗生素 　



表3　8种β-内酰胺类抗生素的回收率和精密度

Table3　Recoveriesandrelativestandarddeviations(RSD)of8β-lactamsinspikedmilksamples(n=6)

组分

加标1

加标量/

(μg·kg-1)

回收率/

%

RSD/

%

加标2

加标量/

(μg·kg-1)

回收率/

%

RSD/

%

加标3

加标量/

(μg·kg-1)

回收率/

%

RSD/

%

阿莫西林 5.0 95.4 1.3 10.0 84.2 4.1 25.0 92.2 1.6

头孢喹肟 5.0 90.2 1.7 10.0 84.9 3.1 25.0 91.0 1.0

头孢氨苄 5.0 92.7 2.7 10.0 83.8 0.9 25.0 87.8 5.1

氨苄西林 5.0 92.8 1.9 10.0 84.6 2.2 25.0 88.7 4.7

头孢噻呋 5.0 91.6 3.7 10.0 91.8 1.2 25.0 86.8 6.5

青霉素 G 5.0 85.9 1.2 10.0 85.1 4.6 25.0 87.8 2.7

苯唑西林 5.0 92.6 4.1 10.0 84.9 3.4 25.0 89.6 2.5

氯唑西林 5.0 92.1 3.0 10.0 84.3 1.6 25.0 89.9 0.8
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