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摘要：建立了超高效液相色谱 *串联质谱（789:*;< = ;<）测定牛肉中 # 种头孢菌素类药物残留的方法。头孢菌素
类药物经乙腈 *水溶液提取，>,?-? @94 柱净化。以乙腈 *水（含 ". "-A 甲酸）为流动相，789:*;< = ;< 法测定。结
果表明，# 种头孢菌素类抗生素在 - +-B 内达到分离。头孢呋辛的定量限为 &" !/ = C/，头孢洛宁和头孢噻夫的定
量限为 ". - !/ = C/，其他头孢菌素的定量限均为 &. " !/ = C/。加标回收率为 $%. !A ’ &&#A，精密度（D<E）(&-A。
该方法简单、灵敏、可靠，适用于牛肉中头孢菌素类药物残留的分析确证。
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, , 头孢菌素类抗生素主要用于治疗革兰氏菌引起
的各种感染，具有抗菌谱广、疗效高、毒性低、过敏反

应少等优点，但过量的抗生素又具有毒副作用，主要

体现在对脑神经、听觉以及肾脏的损害［&］。欧盟规

定牛肉中头孢氨苄、头孢噻呋（以脱呋喃甲酰头孢

噻呋计）、头孢匹林（以头孢匹林与去乙酰头孢匹林
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之和计）和头孢喹咪的最大残留限量分别为 #$ !，
%$ #，#$ #& 和 #$ #& !" # $"［!］；日本对牛肉中头孢菌

素类最大残留限量规定了 " 种，其中头孢氨苄为
#$ ! !" # $"、头孢噻呋（以脱呋喃甲酰头孢噻呋计）
为 %$ # !" # $"、头孢匹林为 #$ #’ !" # $"、头孢喹咪
为 #$ #( !" # $"、头孢唑啉为 #$ #& !" # $"、头孢洛宁
为 #$ #% !" # $" 和头孢呋辛为 #$ #! !" # $"［!］。

) ) 文献报道的头孢菌素类药物残留的检测方法主
要有微生物法［’，(］和液相色谱法［& * %(］，液相色谱应

用尤为广泛。液相色谱%紫外检测法［& * +］只能通过

保留时间定性，准确性较差，且灵敏度低；文献［, *
%%］所报道的液相色谱%串联质谱法测定的头孢菌素
药物种类均少于 ’ 种，在要求检测多种头孢菌素时
成本较高，而文献［%! * %(］所报道的液相色谱%串联
质谱法能同时检测 ’ 种以上的头孢菌素类抗生素，
但未同时涵盖牛肉中有最大残留限量要求的所有头

孢菌素类药物的检测。本文建立了同时对牛肉中 ,
种头孢菌素类药物定性确证和定量检测的超高效液

相色谱%串联质谱（&’()%*+ # *+）方法。

表 !" 测定 # 种头孢菌素类药物的质谱条件及保留时间
!"#$% !" &"’’ ’(%)*+,-%*+.) ,(%+"*./0 ),/1.*.,/’ "/1 +%*%/*.,/ *.-%’ ,2 # )%(3"$,’(,+./ 1+40’
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010-": # 09

;02012341
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)0</=3-31（头孢匹林） (!( > # !,! > # %+ %& % > ,+

%&% > ,! !!
,06<.-4:8?0<234<.-（脱呋喃甲酰头孢噻呋） (+" > # !(% > %! ’% !, ! > ’#

%-" > % %,
)0<@.314!0（头孢喹咪） &!, > ! %’( > #! !- %& ! > (%

’!( > % %-
)0</8413.!（头孢洛宁） (&, > % ’’" > #! %- %# ! > &#

%&! > # %+
)0</80A31（头孢氨苄） ’(+ > % %&" > ,! %& + ! > ",

%"( > # %!
)0</B4831（头孢唑啉） (&& > % ’!’ > % !% %# ! > +-

%&- > #! %(
)0<.-4A3!0（头孢呋辛） (!’ > # ’-! > # %- " ! > ,&

’%+ > #! +
)0<4=0-/B410（头孢哌酮） -(- > % %(’ > #! %- ’& ’ > (-

&’# > # %!
)0<234<.-（头孢噻呋） &!( > # !(% > %! ’% %+ ( > ’"

!%# > ! !’
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!" 实验部分

! 5 !" 仪器、试剂与材料
) ) C)D&EFGF*超高效液相色谱仪、*3?-4!/66%
D./22-4 &823!/F* ’2 质谱仪（美国 H/20-6 公司）；
’I%& 离心机（德国 +EJ*C 公司）；*3883%D 超纯水器
（美国 *3883=4-0 公司）。
) ) 乙腈，高效液相色谱（K’()）级（*0-?$ 公司），
实验用水为二次重蒸水，其他试剂均为分析纯。,

种头孢菌素类药物标准品（见表 %）（纯度均大于
,!L）。
) ) 头孢菌素类药物标准储备液的配制：称取适量
的标准品，分别用乙腈%水（体积比为 ’. "）定容至 &#
!(，其质量浓度分别为 !## !" # (，于 * %+ M下避光
保存。

! 5 $" 样品的提取
) ) 准确称取 ! > ## " 样品，置于 &# !( 离心管中，
加入 !# !( 乙腈和 ’ !( 水，于 %( ### - # !31 均质
% !31，在 ( M、%# ### - # !31 条件下离心 & !31，取
出上清液，残渣再用 %# !( 乙腈和 ! !( 水漩涡提
取一次；合并上清液，加入 ! !( 饱和氯化钠溶液，
在低于 ’" M条件下减压浓缩至少于 ! !(。
! 5 %" 样品的净化
) ) 采用 N/636 K(O 固相萃取柱（&## !"，- !(）对
样品进行净化，使用前用 & !( 甲醇和 & !( 水预平
衡。将上述提取液注入预平衡好的固相萃取柱，先

用 & !( 水淋洗，再用 + !( 乙腈%水（体积比为 "# .
’#）洗脱，洗脱液经氮吹仪吹至少于 ’ !(，用水定容
至 ’$ # !(。分析前经 #$ ! !! 微孔滤膜过滤。
! 5 &" 液相色谱及质谱条件
! 5 & 5 !" 超高效液相色谱条件
) ) 色谱柱：C?@.32: &’()F* OPK )%+柱（&# !!
/ !$ % !!，%$ " !!）；柱温：’# M；进样量：%# !(；
流动相 C 为乙腈，流动相 O 为 #$ #&L 甲酸水溶液，
流速：#$ ’ !( # !31。梯度洗脱程序：#%#$ & !31，
&L C；#$ &%!$ & !31，&L C 线性升至 ’#L C；!$ &%
($ & !31，’#L C 线性升至 ,#L C；($ &%-$ # !31，

·+%(·
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#$" #；%& $ $%& 后迅速降至 ’" #。
! ! " ! #$ 质谱条件
! ! 电喷雾离子源（’()）。除了头孢呋辛外，其他 (
种头孢菌素类药物均采用正离子模式，多反应监测；

毛细管电压：)& *$ *+；离子源温度：++$ ,，去溶剂
温度：)($ ,；去溶剂气流量：’$$ - . /；锥孔反吹气
流量：’$ - . /；碰撞气流速：$& +’ - . $%&。检测头孢
呋辛采用负离子模式，毛细管电压：*& # *+，其他同
正离子模式。定性定量离子对、锥孔电压、碰撞气能

量及在此仪器条件下的保留时间见表 +。

#$ 结果与讨论

# ! !$ 提取溶剂的选择
! ! 实验比较了乙腈!水（体积比为 ", +）、磷酸盐溶
液（$& $’ $01 . -，23 值为 (& ’）、乙腈!$& *" 偏磷酸
溶液（体积比为 ), -）、乙腈!$& $’ $01 . - 磷酸盐溶液
（体积比为 ", +）和乙腈（含 $& $+" 的甲酸）为提取
剂的提取效果。当用磷酸盐或酸化乙腈提取时提取

液呈红色，且随着酸浓度的增加，提取液的颜色加

深；采用酸化乙腈提取时，加入氯化钠盐析，取乙腈

层浓缩后检测，发现该法对于非钠盐形式的目标物

的提取率较低，头孢氨苄的提取效率只有 ’$"，回收
率较低，而且在强酸性条件下，待测物不稳定，这种

方式的提取效果也最差。用乙腈!$& *" 偏磷酸溶液
（体积比为 ), -）提取，固相萃取柱净化时上样溶液
过多，不便操作。用乙腈 !$& $’ $01 . - 磷酸盐溶液
（体积比为 " , +）的提取效果与用乙腈!水溶液提取
的效果无显著差异，提取效率均在 -$" . +*+" 之
间，但用乙腈!水溶液体系时不必配制磷酸盐缓冲溶
液，因此选择乙腈!水溶液为提取溶剂。

# ! #$ 固相萃取柱的选择
! ! 净化头孢菌素类抗生素常用的固相萃取柱有
4+(柱、离子交换柱和二乙烯基苯!!!乙烯基吡咯烷
酮共聚物小柱。实验比较了 5607/8$ 4+(和 59:%:
3-; 柱的净化效果，发现前者对头孢匹林等的吸附
能力不强，而后者具有良好的吸附能力和净化效果。

采用 59:%: 3-; 柱（%$ $<，) $-）净化，注入 ) $-
+ $< . - 混合标准溶液，用 + $- 水淋洗，) $- 乙腈!
水（体积比为 -, )）洗脱，洗脱液和淋洗溶液中均检
测到部分目标物，近 ($" 的头孢匹林已经被淋洗至
淋洗液中，这表明 59:%: 3-; 柱（%$ $<，) $-）的
吸附容量严重不足。采用 59:%: 3-; 柱（’$$ $<，%
$-），用 ’ $- 水淋洗，( $- 乙腈!水（体积比为 - ,
)）洗脱，淋洗液中未检测到目标物，洗脱液中目标
物的回收率达 ($" 以上。因此选用 59:%: 3-;
（’$$ $<，% $-）固相萃取柱净化。
# ! %$ 线性范围与方法的定量限
! ! 吸取 + $- 质量浓度为 * $< . - 的混合标准工
作溶液（头孢呋辛为 *$ $< . -），用按照样品处理方
法制得阴性样品基质提取液，配制 *$$ !< . -（头孢
呋辛为 * $$$ !< . -）的基质工作溶液。将混合基质
工作溶液逐级稀释，配制质量浓度分别为 +$$，’$，
*$，’，+，$& ’ !< . -（头孢呋辛的质量浓度分别为
+ $$$，’$$，*$$，’$，+$，’ !< . -）系列基质工作溶液。
剔除超出线性部分，以分析物的质量浓度 "（!< . -）
为横坐标，以其峰面积 # 为纵坐标做校正曲线，各
组分的线性方程、相关系数、线性范围见表 *。按照
本方法的实验步骤进行添加回收试验，以信噪比

（$ % !）等于 +$ 时的添加浓度为方法的定量限
（-5=）。

表 #$ & 种药物的线性方程、相关系数、线性范围及方法的定量限
"#$%& #$ ’&()&**+,- &./#0+,-*，1,))&%#0+,- 1,&22+1+&-0*（ !），%+-&#) )#-(&* #-3 %+4+0* ,2 ./#-0+0#0+,-（567*）2,) & 3)/(*

>6?< -%&896 8@?9A%0&!
4066819A%0& 708BB%7%8&A
（ &）

-%&896 69&<8 .
（!< . *<）

-5= .
（!< . *<）

48B92%6%&（头孢匹林） # / +## C "’" 0 -- C $" 1 $ C #### + C $ 2 *$$ + C $
>8:B?60D178BA%0B?6（脱呋喃甲酰头孢噻呋） # / +$+ C ))" 2 #’ C )(’ $ C #### + C $ 2 *$$ + C $
48B@?%&0$8（头孢喹咪） # / "+ C ##)(" 2 +* C ##* $ C ##-" + C $ 2 +$$ + C $
48B910&%?$（头孢洛宁） # / **" C ’"" 0 #) C %" 1 $ C #### $ C ’ 2 *$$ $ C ’
48B918E%&（头孢氨苄） # / +*# C "-" 2 %- C ’)# $ C ##%# + C $ 2 +$$ + C $
48B9F01%&（头孢唑啉） # / +$% C #(" 2 #" C (’* $ C ##(* + C $ 2 *$$ + C $
48B?60E%$8（头孢呋辛） # / + C *$+" 0 ’$ C (+’ $ C ##’# +$ 2 +$$ +$
48B02869F0&8（头孢哌酮） # / +"# C *%" 2 %’ C +-- $ C ###% + C $ 2 *$$ + C $
48BA%0B?6（头孢噻呋） # / %$) C $-" 2 +%* C +" $ C ###( $ C ’ 2 *$$ $ C ’

!#：289* 9689；"：$9:: 70&78&A69A%0&，!< . -C

# ! "$ 添加回收率和方法精密度
! ! 取不含有待测组分的阴性样品进行添加回收试
验，对有最大残留限量要求的，以定量限（ -5=）、+
倍最大残留限量水平（GH-）和 * 倍最大残留限量

水平（*GH-）) 个添加水平进行回收率试验；对没有
最大残留限量要求的及脱呋喃甲酰头孢噻呋，按定

量限、+$$ !< . *<、*$$ !< . *< ) 个添加水平进行回收
率试验。在 * < 样品中，添加不同水平的头孢菌素

·#+"·
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类药物标准溶液进行 #$ 次平行试验，测定结果、平
均回收率及相对标准偏差（!"#）见表 %。本方法的
添加回收率均在 "&$ 以上，!"#(#’$，回收率符合
残留检测要求，重现性较好。

表 !" 空白牛肉基质中 # 种头孢菌素类药物的添加
回收率和相对标准偏差（! $ %&）

!"#$% !" &’()%* +%,-.%+(%/ "0* +%$"1(.% /1"0*"+*
*%.("1(-0/（2&3/）4-+ # ,%’5"$-/’-+(0/
(0 " #$"0) #%%4 /"6’$%（! $ %&）

#%&’
())*) +
（!’ + ,’）

-.&/) +
（!’ + ,’）

!*0.1*%2 +
$

!"# +
$

3*4567%7/ # 8 $ $ 8 "() "( 8 ) ( 8 #
（头孢匹林） %$ !* 8 &% )) 8 # " 8 ’

*$ ’& 8 %# ($ 8 ’ * 8 (
#*94&%.2:0*4;7.4&% # 8 $ # 8 #(! ##( #$ 8 &
（脱呋喃甲酰头孢噻呋） #$$ #$# 8 ! #$# ’ 8 "

!$$ #(* 8 & () 8 ! & 8 $
3*4<&7/.=* # 8 $ $ 8 ""* "" 8 * ( 8 *
（头孢喹咪） &$ %’ 8 )# )( 8 ’ " 8 &

)$ "" 8 #! (* 8 & ’ 8 &
3*45:./7&= $ 8 ’ $ 8 %(& ") 8 ) #’ 8 $
（头孢洛宁） #$ ) 8 !"& )! 8 " #$ 8 )

!$ #) 8 *& (% 8 ! " 8 *
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!" 结论

+ + 本文建立的检测 ( 种头孢菌素类抗生素的方法
准确可靠，重复性好，灵敏度高，可适用于牛肉中多

组分头孢菌素类的定性和定量检测，能够满足各国

对上述头孢菌素类抗生素的最大残留限量要求，具

有广泛的适用性。
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