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　　目前关于反式脂肪酸对健康产生不利影响的报

道已经很多。特别是丹麦关于限制高含量反式脂肪

酸食物的法律已经实施 ,这对国内学术界和相关管

理部门有很大震动。但是反式脂肪酸类型有多种 ,

且对健康的影响也存在差异。学术界在这方面应为

公众提供更多更准确的信息 ,同时也使管理部门在

制定有关食品法规时能够更加科学。
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论著

LC - MSΠMS测定牛奶中六种青霉素类抗生素残留
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(11浙江省疾病预防控制中心 ,浙江　杭州　310009 ; 21浙江工业大学 ,浙江　杭州　310019)

摘　要 :目的　建立一种用 LC - MSΠMS快速测定牛奶中 6种青霉素类抗生素残留的方法。方法　选择青霉素 G

- D7为内标 ,样品经乙腈沉淀蛋白 , SPE 柱净化、浓缩 ,有效地去除杂质。经高效液相色谱 C18柱分离 ,选用含

011 %甲酸的水和乙腈作流动相 ,在 26 min内 ,在线梯度洗脱将 6种青霉素类抗生素得以分离。结果　方法检出限

为青霉素 G0102 ngΠml、青霉素V 0106 ngΠml、苯唑西林 0104 ngΠml、氯唑西林 0111 ngΠml、奈夫西林 0102 ngΠml、双氯唑

西林 0119 ngΠml ,在 012～210 ngΠml线性范围内 ,相关系数 r为 01991 ,回收率大于 90 % ,方法精密度为 4187 %。结论

该方法准确可靠 ,重复性好 ,灵敏度高。可适用于牛奶中多组分β- 内酰胺类抗生素的确认和准确定量检测 ,能满

足各国对上述β- 内酰胺类抗生素的最低检出要求。

关键词 :乳制品 ;青霉素类 ;液相色谱 - 电喷雾串联质谱 ;药物残留物

Residue Analysis of Six Penicillins in Milk by LC - MSΠMS

HUANG Bai2fen , REN Yi2ping , CAI Zeng2xuan , MO Yan2xia

(Zhejiang Provincial Center for Disease Prevention and Control , Zhejiang Hangzhou 310009 , China)

Abstract : Objective　To establish a method for the detection of 6 penicillins residues in milk. Method　The extracts were

separated and detected by liquid chromatography electrospray ionization tandem mass spectrometry (LC - ESI - MSΠMS) . Mass

spectral acquisition was done in the positive ion mode by multiple reaction monitoring (MRM) . The sample was cleaned2up and

concentrated by SPE in a HLB column. The chromatography was performed by reversed2phase HPLC in a C18 column with MRM

detection. The mobile phase was acetonitrile (011 % formic acid ) 2water (011 % formic acid) . Results 　The correlation

coefficient was 01991 within the linear range 012～210 ngΠml. The average recovery was above 90 % , with RSD = 4187 % ( n =

6) . Conclusion　The method is sensifive , specific and easy for detecting penicillias residues in milk.
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　　青霉素 G、青霉素 V、苯唑西林、氯唑西林、双氯

唑西林、奈夫西林都是广谱青霉素类抗生素 ,广泛用

于兽医学中。该类药物用于产肉动物的呼吸、肠胃、

泌尿、生殖和皮肤病毒感染的治疗和预防。青霉素

在食品中的残留会对青霉素过敏的人产生健康危

害 ,更为重要的是 ,抗生素被过量食入健康人肠道 ,

会破坏健康人的正常菌群环境 ,导致人体免疫力的

降低[1 ]。为确保消费者的安全 ,欧盟规定动物组织

和牛奶允许的上述各种青霉素最大残留量为 4～

30μgΠkg。美国 FDA规定牛奶中青霉素类抗生素的

安全限为或 215～5μgΠkg。

目前 ,对食品中青霉素类抗生素残留的分析方

法还是采用传统的微生物法和 HPLC 法[2 ]。常规

HPLC往往仅适宜于测定比较纯的产物 ,对于具有

复杂组分的生物培养基中的抗生素 ,特别是痕量的

抗生素 ,往往由于高背景干扰而难于定量分析[3 ]。

E. Verdon , P. Couedor
[4 ]曾报道用柱前衍生 - 离子对

高效液相色谱法测定牛奶中的异恶唑青霉素残留 ,

但前处理步骤过于复杂 ,操作难于控制 ,其准确性和

选择性较差。D. M. Holstege[5 ]等采用 LC - MS测定

了牛奶中 5 种β - 内酰胺类抗生素残留。Sonja

Riediker 和 Yuko Ito 也用 LC - MSΠMS测定牛奶中的

青霉素含量 ,准确性较好 ,但灵敏度不高[6 ,7 ]。本研

究借鉴各方法的优点 ,建立同时测定牛奶中 6种青

霉素类抗生素残留的方法。

1　材料与方法

111　材料

11111　试剂

牛奶样品　超市购买。

氯唑西林钠、奈夫西林钠、双氯唑西林钠、苯唑

西林均购自美国 Sigma化学公司 ;青霉素 G钾、青霉

素 V钾购自中国药品生物制品鉴定所。

内标　氘代青霉素 G(PCG - d7)购自剑桥同位

素实验室。

甲醇 ,一级色谱纯 ,美国Merck公司出品 ;乙腈 ,

一级色谱纯 ,美国 Merck 公司出品 ;甲酸 ,分析纯 ,

TEDIA化学公司 ;水为MiLLi - Q系统纯化水。

标准储备液的配制 　分别称取氯唑西林钠、奈

夫西林钠、双氯唑西林钠、苯唑西林、青霉素 G钾、

青霉素 V钾各 1 mg ,用 50 %甲醇水溶液溶解并定容

至 25 ml。各储备液浓度均为 100μgΠml。

青霉素 G - d7 内标溶液的配置 　准确称取

01010 0 g内标 ,用甲醇定容至 50 ml棕色瓶中 ,混匀 ,

浓度为 200 ngΠml ,再用甲醇稀释至 20 ngΠml。

11112　设备

Waters 高效液相色谱 - 质谱系统 , (包括 :Waters

2695 Separations Module , Waters 2996 Photodiode Array

Detector , Micromass Quattro Ultima
TM

Pt , Waters 2414

Refractive Index Detector , Empower
TM软件) 。

色谱分离柱 Atlantis dC18 5μm , 211 mm ×150

mm柱 ,part No : 186001301 ;固相萃取柱 Waters HLB

柱 ,60 mgΠ5ml ; Milli - Q RiOs
TM水纯化系统 美国

Millipore公司出品 ;WH - 861涡流混合器 ,太仓市科

教器材厂生产 ;pH - S3酸度计 ;BECKMAN Avanti
TM

J

- 20XP高速离心机 ;抽滤装置、电子天平、精密移液

枪、超声波震荡器等实验室常用仪器设备。

1. 2　方法

1. 2. 1 　色谱分离条件 　色谱柱 　Waters Atlantis

ODS - C18柱 , 211 mm ×150 mm ,粒径 5μm ;柱温

30 ℃; 样品温度室温 ; 进样体积 10μl ;流动相A纯

水 (含 011 %甲酸) ,流动相 B 乙腈 (含 011 %甲酸)流

动相梯度见表 1。A、B液梯度淋洗可使 6种被测青

霉素得到较好的分离。

表 1　高效液相色谱分离梯度条件

时间

(min)

水 (含 011 %

甲酸) ( %)

乙腈 (含

011 %甲酸) ( %)

梯度变化

曲线

0100 85 15 1

5100 70 30 1

6100 50 50 11

17100 50 50 1

17160 0 100 5

20100 85 15 6

26100 结束

11212　质谱条件 　离子源 (Source) ESI ( + ) ; 毛细

管电压 (Capillary) 3180 kV ;锥孔电压 (Cone) 50 V ;离

子源温度 (Source Temperature) 100 ℃;锥孔反吹气流

量 ( Cone Gas FLow) 55 LΠh ;脱气温度 (Desolvation

Temperature) 350 ℃;脱气流量 (Desolvation Gas Flow)

402 LΠh。

质量分析器 　分析器 1 低端分辨率 RF Lens1 :

1215 V ;高端分辨率 HM Lens1 :1215 V ;入口透镜电

压 ( Entrance) : - 2v ;碰撞电压 (Collision) :8～16 V ;碰

撞梯度 :210 ;出口电压 ( Exit) :110 V ;分析器 2 低端

分辨率 RF Lens2 : 1215 V ;高端分辨率 HM Lens2 :

1215 V。6种青霉素类抗生素色谱和质量条件及参

数详见表 2。

11213　实验方法 　吸取 5100 ml 牛奶试样于 50 ml

的离心管中 ,摇匀 ,加入 5 ml乙腈 ,涡流混合 60 s ,再

加 10 ml 乙腈涡流 ,离心 5 min (1 800 rΠmin) ,取 10
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ml上层清液 ,用氮气吹干 ,加入 3 ml 磷酸盐缓冲液

(pH 415) ,涡流 15 s。HLB柱依次用 3 ml 甲醇 ,3 ml

水活化。将试样溶液以 1～2 mlΠmin的速度完全过

柱后 ,抽干 HLB柱中的溶液 ,再用 8 ml 70 %乙腈水

溶液洗脱 ,用定量瓶收集洗脱液并定容至 10 ml ,经

013μm微孔滤膜过滤后用于LC - MSΠMS测定。

表 2　6种青霉素类抗生素质谱条件及参数

组　分
保留时间

(min)

母离子相对

分子量 (Da)

子离子相对

分子量 (Da)

碰撞能

量 (eV)

青霉素 G 12198 335115 160100a 8

176105 8

青霉素 V 13184 351117 160100a 8

114106 28

苯唑西林 14161 402120 160105a 12

243112 12

氯唑西林 15170 436115 160106a 16

277110 16

奈夫西林 16121 415123 199111a 16

171107 36

双氯唑西林 17187 470112 160108a 20

311110 20

注 :a表示定量离子。

3　结果与讨论

311　方法的优化

31111　固相萃取柱的选择 　由于牛奶中存在多种

基质效应 ,在进样前需要进行处理 ,否则会干扰电喷

雾过程的离子化程度 ,从而影响测定结果的灵敏度

和准确性。加之牛奶中的蛋白质必须在进样前去

除 ,否则会影响色谱柱的使用寿命。本文分别采用

HLB固相萃取柱、C18柱、MAX柱等对试样进行净化 ,

后两种柱子的保留能力及洗脱效果较差 ,而采用

HLB固相萃取柱进行净化 ,平均回收率均在 90 %以

上。可见 , HLB固相萃取柱是净化牛奶试样的理想

固相萃取柱。

31112　流动相的选择

流动相组成的选择 　在本实验中采用了乙腈Π
含 011 %甲酸的水或含 011 %甲酸的乙腈Π含 011 %

甲酸的水作为流动相 ,使用同一色谱柱、色谱条件进

行梯度洗脱分离。由图 1 结果可见 ,使用 011 %甲

酸的乙腈Π含 011 %甲酸的水 (b)作流动相的峰形优

于乙腈Π含 011 %甲酸的水 (a)作流动相的峰形 ,且能

得到更好的分离度。这说明甲酸对青霉素类抗生素

的离子化有促进作用。

　　流动相梯度洗脱的确定　本文采用乙腈和水作

流动相进行液相色谱梯度分离测定 ,试验结果见图

图 1　不同流动相对出峰效果的影响

图 2　流动相梯度洗脱的比较

2。可见 ,采用在线可变梯度洗脱较之恒梯度 (水 +

乙腈 = 85 + 15)洗脱更为合理 ,6组分的分辨率和峰

形明显优于恒梯度 ,梯度参数见表 1。

31113　前处理方法的探讨
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试样过柱前 pH的选择 　吸取 1μgΠml 的青霉

素混标溶液 100μl ,分别用 pH = 216、315、415、610、

710、815、912的磷酸盐缓冲液定容至 10 ml。将溶液

以 1～2 mlΠmin的速度通过 HLB柱后 ,抽干 HLB柱

中的溶液 ,再用 8 ml 60 %乙腈洗脱 ,用定量瓶收集

洗脱液。将净化后的试样溶液定容至 10 ml ,经 013

μm微孔滤膜过滤后用于 LC - MSΠMS测定。从测定

结果观察 ,pH对各组分的峰面积无明显的影响 ,本

文选用 pH = 415的磷酸盐缓冲液。

洗脱液强度的选择 　吸取 1μgΠml 的青霉素混

合溶液 100μl ,用 pH = 415的磷酸盐配成 10 ngΠml的

混合标准品 ,将溶液以 1～2 mlΠmin的速度完全过柱

后 ,抽干 HLB 柱中的溶液 ,分别用浓度为 30 %、

40 %、50 %、60 %、70 %、80 %、90 %、100 %的乙腈水溶

液洗脱 ,将净化后的试样溶液定容至 10 ml ,经 013

μm微孔滤膜过滤后用于 LC - MSΠMS测定。测定结

果表明 ,当乙腈浓度在 70 %以上时就能得到完全洗

脱 ,但当乙腈浓度在 90 %以上时各组分的峰形较

差 ,考虑实际情况 ,所以选择浓度为 70 %～80 %的

乙腈作为洗脱液。

312　方法学论证

31211　校正曲线的制作　分别吸取浓度为 100

ngΠml的青霉素混合标准溶液 60、80、100、120、160、

200μl于 10 ml容量瓶中 ,各加入浓度为 20 ngΠml的

内标溶液 016 ml ,用 70 %乙腈水溶液定容至 10 ml ,

使其标准系列浓度分别为 016、018、110、112、116、

210 ngΠml ,内标浓度为 112 ngΠml ,依次进样 ,进样量

均为 10μl ,以标样峰面积与内标峰面积的比值为纵

坐标 ,标样浓度为横坐标分别作校正曲线 ,其相关系

数及回归方程见表 3 ,可见 ,线性相关系数均大于

01993。

31212　检出限和定量限 　当信噪比为 3 比 1 的溶

液浓度为检出限 (LOD) ,当信噪比为 10比 1时的溶

液浓度为定量限 (LOQ) ,将青霉素的混合标准溶液

逐步稀释至 110 ngΠml ,依次进样 ,各组分在牛奶中

的检出限 (LOD) 、定量限 (LOQ)见表 4 ,可见 ,定量限

明显低于欧盟要求。

表 3　6种青霉素类抗生素的线性回归方程和相关系数

组分名称 回归方程 相关系数

青霉素 G y = 40137 x + 0123 01998

青霉素 V y = 27186 x + 1141 01999

苯唑西林 y = 11176 x + 0118 01998

氯唑西林 y = 35127 x + 0135 01998

奈夫西林 y = 207134 x - 1169 01997

双氯唑西林 y = 14114 x - 01001 01993

表 4　牛奶中 6种青霉素类抗生素的

最低检出限 μgΠkg

组分名称 LOD LOQ
欧盟指令 2377Π90ΠEEC

中规定的MRL

青霉素 G 0102 0107 4

青霉素 V 0106 0119 Π

苯唑西林 0104 0112 30

氯唑西林 0111 0136 30

奈夫西林 0102 0108 30

双氯唑西林 0119 0164 30

31213　精密度试验　以牛奶加标样作为阳性试样 ,

作 6次重复试验 ,分别进样 10μl , 取其平均值进行

计算。结果见表 5。

31214　回收率试验　取精密度试验中牛奶阳性样

品 2份为试样 ,每份 5100 g ,每份加入相应的各组分

标样 ,分别进样 10μl ,结果见表 6。

表 5　6种青霉素类抗生素精密度试验结果

组分名称 峰面积 RSD %

青霉素 G 29682 28976 30097 27956 31897 29541 4141

青霉素 V 15121 15409 14876 13987 15959 14685 4152

苯唑西林 23877 22987 21559 23985 24557 22654 4168

氯唑西林 18327 19726 18995 17806 17186 18597 4184

奈夫西林 35898 32498 34968 37056 36891 33987 5102

双氯唑西林 16665 15986 15432 18023 16875 17587 5176

表 6　6种青霉素类抗生素回收率测定结果

组分名称
原样中测
得量 (ng)

加标后测
得量 (ng)

标准加入
量 (ng)

回收率
( %)

青霉素 G 01112 01274 01170 95130

青霉素 V 01154 01311 01170 92140

苯唑西林 01176 01347 01170 100150

氯唑西林 01150 01315 01170 97106

奈夫西林 01132 01286 01170 90159

双氯唑西林 01249 01412 01170 95188

31215　干扰性试验 　取未经过青霉素处理的空白

牛奶 ,按试样前处理方法进行处理 ,定容至 10 ml ,进

样 ,经质谱MRM检测 ,结果见图 3。可见 ,牛奶中其

他成分对青霉素的测定无干扰。

31216　实样测定 　取空白牛奶加入青霉素混合标

准样品和内标 (最终浓度 112 ngΠml) ,按试样前处理

方法进行处理 ,定容至 10 ml。进样 ,经质谱MRM检

测 ,结果见图 4。
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图 3　空白牛奶样品图

图 4　牛奶加标样品图 (2 ngΠml)
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