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摘要!建立并优化了生鲜牛奶中抗生素残留的预处理方

法"进行有效提取和净化"并使用超高效液相色谱)串联

质谱仪对其进行分析&考察了不同提取溶剂和净化方式

对
5

类
"#

种化合物回收率的影响并优化了条件&结果

表明"

"#

种抗生素在
!3$

"

!$$3$

#

:

#

9

时线性关系良好'

5

种化合物
9N=

为
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#
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种化合物
9N=

为
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"其余
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种化合物
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/

#35

#
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种抗

生素加标回收率在低!中!高
%

个水平下分别为
"63$Z

"

!!232Z

"

'%32Z
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!##3'Z

"

6%3&Z
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"相对标准偏

差分别为
!3%"Z

"

#&3'!Z

"

!3"&Z

"

%$3#"Z

"

'3$%Z

"

%&3"$Z

&该方法灵敏度高"保留时间稳定"检测时间短"

操作简便&

关键词!超高效液相色谱)串联质谱法'抗生素残留'生

鲜牛奶
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牛奶是人们日常生活中需经常消费的食品%近年

来$抗生素残留问题日益突出$而牛奶中抗生素残留主要

来源于兽医临诊及畜牧生产中的大量使用*

!

+

%其中一部

分违禁抗生素被违禁应用于动物饲料添加剂中*

#

+

$或是

使用抗生素来预防动物疾病且促进动物快速增长*

%

+

$或

是在休药期违法使用抗生素而造成抗生素残留*
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+

%

牛奶中的抗生素残留可能产生以下危害*

5

+

"

)

对人

体的危害$包括导致人体免疫力下降)降低药物对人体的

治疗作用)使人体慢性中毒)导致基因突变等(

*

对生态

环境的危害$包括造成环境污染)破坏微生物种群平衡)

增加耐药菌种等%因此$建立牛奶中的抗生素多残留检

测方法已成为保障食品安全的迫切需求%而多残留检测

方法的关键是前处理中的提取和净化%目前报道的牛乳

中抗生素残留的净化方法有直接法*
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法*
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固相萃取法*
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+及免疫固相萃取法*
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+等%

试验拟建立一套超高效液相色谱&串联质谱法测定

生鲜牛奶中
"#

种抗生素残留的方法$并对
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牛奶进行检测$为生鲜牛奶中抗生素残留的检测提供新

的快速检测方法%
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材料与方法
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种头孢类抗生
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仪器与设备
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样品前处理
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!
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涡旋
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$加入
!$

#

9

甲酸及
#$3$*9

乙腈*考察溶剂

包括甲醇)乙腈)乙酸乙酯)二氯甲烷)

(=>8)#R+

&乙腈

溶液)

!35Z

!体积分数#甲酸&乙腈溶液和
5Z

!体积分

数#甲酸&乙腈溶液+$涡旋
%*,/

$超声
!5*,/

$加
#

:

氯化

钠$涡旋
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$

&$$$F
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离心
%*,/

$收集上清液$残渣

再次加入
!$3$*9

乙腈重复上述操作$合并两次上清液于

另一离心管中$混合均匀$

6$i

下氮气吹干待净化%

!3%3#

!

净化
!

取氮气吹干的离心管$加入定容液!乙腈
#

水
]!

#

%

$体积比#

53$*9

$超声
#*,/

$加入乙腈饱和的

正己烷
!$3$ *9

$涡旋混合
# *,/

$

&$$$F
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*,/

离心
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$收集下层清液$使其全部通过
N+C,C@X,U(?97

柱

!使用前无需活化平衡处理#并收集于另一离心管中$流速

#

"

%*9

'
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$再次涡旋混合后$取适量混合液过
$3##

#

*

@>M(

滤膜$供液相色谱串联&质谱'质谱仪测试%

!3%3%

!

基质加标标准工作曲线的制备
!

将混合标准工作

液$用定容液逐级稀释成
53$

"

!$$3$

#

:

'

9

标准系列溶

液%称取与试样基质相应的阴性样品
53$$

:

$加入标准系

列溶液
!3$*9

$其余操作同
!3%3!

)

!3%3#

%

!3%36

!

加标回收试验
!

取空白鲜奶样品$添加混合标准

溶液$进行总数为
&'

批次!

6

基质
'̂

平行
6̂

批次$为期

!

月#的加标回收率试验%

!36

!

9V)UO

'

UO

条件

!363!

!

液相色谱条件
!

色谱柱
8D-+/D,C

'

>%

柱!

#3!**^

5$**

$

!3"

#

*

#$柱温
%$i

$进样体积
#

#

9

$流动相
8

为

$3!Z

!体积分数#甲酸&水溶液$流动相
7

为乙腈$流速

$35*9
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%梯度洗脱程序"

$
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!363#

!

质谱条件
!

多反应监测!

UXU

#$电喷雾正离子模

式!

(OW

_

#(毛细管电压
%3$$;c

(脱溶剂气温度
5$$i

(脱

溶剂气流速
!$$$9

'

E

(反吹气流速
!5$9

'

E

(碰撞气流速

$3!5*9

'

*,/

%

!363%

!

质谱参数的优化
!

将
5

类混合标准溶液分别注入

质谱仪中$对去簇电压!

V4/B

#)碰撞能量!

V(

#进行优化$

选取相对丰度较高的两对多反应监测!

UXU

#离子对作

为定量离子和定性离子%

!35

!

数据处理

使用
U+CC9

G

/J

'软件对每个化合物的定量离子进行

数据处理以得到样品溶液浓度数据$并使用定性离子进

行辅助定性%然后计算样品含量)精密度)回收率数据%

#

!

结果与分析
#3!

!

色谱(质谱条件优化

#3!3!

!

色谱柱的选择
!

通过比较分析$选择可在宽
L

?

条件下使用且对极性化合物有较好分离效果的
\+DBFC

8D-+/D,C>%

色谱柱$并选择柱长
5$**

)粒径
!3"

#

*

的

@̀9V

型号$分离检测
"#

种抗生素残留单次运行时间为

!$*,/

%

#3!3#

!

流动相的选择及洗脱梯度的优化
!

通过比较水&

甲醇)水&乙腈)

$3!Z

!体积分数#甲酸&甲醇)

$3!Z

!体

积分数#甲酸&乙腈
6

种流动相组合的分离效果$发现乙

腈相对于甲醇的峰形更好$色谱柱反压更低$保留时间更

稳定(而在
(OW

_模式下$

$3!Z

!体积分数#甲酸相对于水

能提供更多地离子化所需的
?

_

$从而明显增强化合物的

响应$提高检测灵敏度%因此$最终选择
$3!Z

!体积分

数#甲酸&乙腈作为流动相$并优化了洗脱梯度$所有化

合物均得到了较好地分离并具有良好的峰形%

5

类抗生

素代表化合物的
UXU

色谱图见图
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种抗生素残留



图
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类抗生素代表化合物
UXU

色谱图
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!

提取溶剂的优化

牛乳中含有蛋白质)脂肪)乳糖等较多分析干扰物$

试验重点考察了沉淀蛋白的方式对多种抗生素提取效果

的影响%由图
#

可知$当使用
!35Z

!体积分数#甲酸&乙

腈溶液为提取溶剂时$多数化合物能实现有效提取$回收

率较好$达
"63%Z

(但随甲酸浓度的增加$化合物提取效

率呈下降趋势$可能是甲酸浓度改变了部分化合物的带

电状态$降低了其在乙腈中的溶解效率%因此$选择
!35Z

!体积分数#甲酸&乙腈为提取溶剂%

#3%

!

净化方法的优化

!!

试验发现$当使用
!$*9!35Z

!体积分数#甲酸&乙

!3

二氯甲烷
!

#3

甲醇
!

%3

乙酸乙酯
!

63

乙腈
!

53!35Z

!体积分

数#甲酸&乙腈溶液
!

'35Z

!体积分数#甲酸&乙腈溶液

!

"3(=>8)#R+

&乙腈溶液

图
#

!

"

种提取溶剂下
"#

种抗生素在牛奶基质中的平均

回收率
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腈溶液进行蛋白沉淀后$提取液呈澄清状$由于免疫固相

萃取柱具有一定的专一性$比较了直接法进样)市售

e1(VE(XO

净化包及两种固相萃取柱!

?97

和
N+C,C

'

@X,U(?97

#的净化效果%结果表明$

e1(VE(XO

净化

包不适用于生鲜牛奶的化合物净化$主要为部分化合物

无回收%相比直接进样法$固相萃取方式适用于生鲜牛

奶中的抗生素残留分析$对减少基质效应有较为明显的

影响$综合试验成本及效率$选择无需活化处理的
N+C,C

'

@X,U(?97

柱进行净化处理试验%

#36

!

方法学评价

#363!

!

线性关系)检出限及定量限
!

试验表明$

"#

种抗生

素在
!3$

"

!$$3$

#

:

'

9

浓度范围内均线性良好%线性相

关系数!

T

#

#在
$3&'$$

"

$3&&&&

%以定量离子信噪比

5

'

#]%

计算化合物的检出限!

9N=

#$

5

种化合物
9N=

为
!$3$

#

:

'

;

:

$

!5

种化合物
9N=

为
53$

#

:

'

;

:

$其余
5#

种

化合物
9N=

/

#35

#

:

'

;

:

%

#363#

!

精密度与回收率
!

试验发现$

"#

种抗生素的加标

回收率在低)中)高
%

个水平下分别为
"63$Z

"

!!232Z

$

'%32Z

"

!##3'Z

$

6%3&Z

"

!%&3"Z

(相对标准偏差分别为

!3%"Z

"

#&3'!Z

$

!3"&Z

"

%$3#"Z

$

'3$%Z

"

%&3"$Z

%

#35

!

实际样品检测

通过试验发现$共检出
#

批次阳性样品$分别为氯甲

硝咪唑
53"'

#

:

'

;

:

$替米考星
'32%

#

:

'

;

:

%目前$中国关

于氯甲硝咪唑的禁限量标准尚未建立%试验建立的方法

可对市售产品进行有效监管$在检测时间及简单易行上

具有优势$可用于生鲜牛奶中抗生素残留的快速检测%
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结论
综合考虑生鲜牛奶基质的特点及

5

类抗生素的理化

性质$对仪器条件和前处理方法进行了优化$建立了一套

可用于快速检测生鲜牛奶中
"#

种抗生素的快速前处

理&超高效液相色谱&串联质谱方法$在低)中)高
%

个

加标水平下的回收率为
6$Z

"

!6$Z

$且保留时间稳定$

定性准确%该方法灵敏度高$检测时间较少$方法简便$

对生鲜牛奶中抗生素的检测具有较高的参考价值%后续

将增加可检测抗生素的类别及种类$尽量覆盖所有的有

可能造成危害的抗生素%
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