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摘要:建立了一种采用超声辅助萃取 -高效液相色谱法检测牛奶中 9种 -内酰胺抗生素残留的方法.牛

奶样品经过乙腈沉淀蛋白, 磷酸盐缓冲溶液为提取液, 20 kH z超声处理 5 m in, 离心处理,固相萃取小柱净化,采

用 Ag ilent TC C18 ( 150mm 4. 6mm, 5 m )色谱柱,选用磷酸盐 -甲醇作流动相进行梯度洗脱,流速 1. 0mL /

m in, 220 nm检测, 在 22 m in内分离检测.方法可用于牛奶中上述抗生素残留的同时检测.
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-内酰胺类抗生素 ( - lactam s)系指化学结

构中具有 -内酰胺环的一大类抗生素, 主要包括

临床最常用的青霉素与头孢菌素.由于此类抗生素

具有杀菌活性强、毒性低、适应症广及临床疗效好

的优点,目前已广泛运用于预防和治疗食源性动物

的细菌感染性疾病.然而,在动物中过量使用这类

药物, 会导致动物源性食品中抗生素含量超标, 容

易诱发人类的 三致 疾病, 给人类身体健康带来

极大的潜在危险.

牛奶中 - 内酰胺抗生素残留量的检测方法

有微生物法
[ 1]
、酶联免疫法

[ 2- 3]
、薄层色谱法

[ 4]
、

高效液相色谱法
[ 5 - 8]
和液相色谱电喷雾串联质谱

法
[ 9- 11]

.本研究采用乙腈沉淀蛋白, 磷酸盐缓冲溶

液为提取液,采用超声辅助萃取, 固相萃取小柱净

化,最后通过高效液相色谱进行分析检测, 检测结

果令人满意,完全适用于牛奶中 9种 -内酰胺类

抗生素残留量的检测.该方法采用超声辅助萃取,

超声波辐射产生强烈的空化效应、扰动效应、高加

速度、击碎和搅拌作用等多级效应, 加速目标成分

进入溶剂, 既能让蛋白质变性,又能够萃取出样品

中的抗生素,有效地进行牛奶中抗生素的检测.

图 1 -内酰胺类抗生素的结构

F ig. 1 The structures of - lac tam s
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1 实验部分

1. 1 仪器与试剂 UV765型紫外分光光度计 (上

海精密仪器有限公司 ); Ag ilent双泵液相色谱仪:

LC- 20AT泵, SPD- M 20A二极管阵列检测器, Ag

ilentTC - C18色谱柱 ( 150 mm 4. 6 mm ); H -

1650高速台式离心机 (长沙湘仪离心机有限公

司 ); KQ100DB超声仪 (昆山市超声仪器有限公

司 ) . 阿莫西林、氨苄西林、头孢氨苄、头孢拉定、头

孢噻呋钠、头孢唑啉、头孢哌酮、头孢呋辛、头孢噻

吩 (均购于中国药品生物制品检定所 ) ; 磷酸二氢

钾 (分析纯, 汕头市西陇化工厂有限公司 ); 乙腈

(分析纯,广东光华化学厂有限公司 ); 娃哈哈矿泉

水,牛奶 (超市购买的某品牌纯牛奶 ) ; 乙腈、甲醇

(色谱纯,德国 M erck公司 ). 固相萃取小柱 C18、硅

胶、FL- RP(均购于美国 Ag ilent公司 ) .

1. 2 色谱条件 流动相为: A为 0. 05 m o l/L磷酸

二氢钾溶液; B为甲醇; 梯度洗脱: 0 ~ 5 m in, B:

10% ~ 15% ; 5 ~ 12 m in, B: 15% ~ 25% ; 12 ~ 25

m in, B: 25% ~ 55% .流速: 1. 0 m L /m in;进样量: 25

L.

1. 3 标准工作溶液的配制 准确称取每种头孢菌

素标准物质,分别用水配制成质量浓度为 1 g /L的

标准储备溶液. 取适量头孢菌素标准储备溶液, 用

空白样品提取液配制成适当浓度的基质混合标准

工作溶液.

配制 0. 05m o l/L磷酸二氢钾溶液, 用 2 m o l/L

N aOH调节 pH至 5. 0.

1. 4 样品处理 取待测样品 6mL于离心管中,加

入乙腈 2 mL, 0. 05 m ol /L磷酸二氢钾 2mL,于超声

波清洗器上超声处理一定时间, 置离心机内, 以

3 000 r /m in离心 5 m in, 移取离心上清液过固相萃

取小柱, 5 mL甲醇洗脱,收集洗脱液, 氮气吹干,用

0. 5mL流动相溶解残渣,过 0. 45 m滤膜, 然后取

25 L注入 HPLC进行检测.

2 结果与讨论

2. 1 检测波长与色谱分离条件确定 9种 -内

酰胺抗生素的最大紫外吸收波长为 220~ 273 nm,

考虑到近紫外的末端吸收, 故实验选取 220 nm作

为检测波长,在此波长处分析物的吸收都比较强,

与文献报道相似
[ 12- 13 ]

.

实验分别考察了水 - 乙腈 /甲醇、磷酸盐 -甲

醇 /乙腈流动相体系对 9种 -内酰胺类抗生素分

离的影响. 水 -乙腈 /甲醇体系不能有效地分离上

述 9种 -内酰胺类抗生素.采用缓冲盐能够优化

峰型,并且使上述抗生素能够有效地分离. 通过实

验分析,最终确定采用磷酸盐 -甲醇体系, 并确定

最适的缓冲盐浓度.

同时选用 Ag ilent Ex tend C18色谱柱. 随后进

一步考察了梯度洗脱和等度洗脱 2种不同的洗脱

方式对 9种抗生素分离的影响,结果表明: 9种 -

内酰胺类抗生素的紫外最大吸收在 220 nm, 采用

梯度洗脱模式时该波长处检测会有基线漂移,但影

响不大,基本能够满足上述抗生素的有效分离.

2. 2 超声处理条件的确定 分别考察了甲醇、乙

腈及甲醇 -磷酸盐、乙腈 -磷酸盐等洗脱溶剂的影

响,研究表明 10%乙腈体系的萃取效果比较好,考

虑到溶剂对环境的影响, 故选择乙腈 -磷酸盐溶液

为萃取溶剂.考虑到超声处理对牛奶中抗生素的分

解作用
[ 14]

, 以及样品稳定、节能的角度考虑,选择

超声处理的时间和频率分别为: 5 m in、20 kH z.

2. 3 固相萃取柱的选择 分别考察了 w ater Oasis

H LB柱、A g ilent Strata C18- E柱、Ag ilent Strata FL

- PR柱、Ag ilent S ilica柱对水样进行测试, 比较 4

种萃取柱的吸附性能. 配制 10 mL质量浓度为 50

g /mL的标准混合液过柱, 5 mL甲醇洗脱,氮气吹

干,流动相定容,过 0. 45 m滤膜, H PLC测定. w a

ter O asisH LB柱效果明显优于其他几种固相萃取

柱,且回收率高于 70% .故选用 w ater O asisH LB萃

取柱.

2. 4 线性范围和方法检出限 配制混合标准系列

质量浓度分别为 1, 5, 10, 60, 100 g /mL的工作液.

按照 1. 2 节的最佳条件下测定, 以峰面积为纵坐

标,质量浓度为横坐标分别作标准曲线, 采用 3倍

计算检出限.相关系数、回归方程以及检出限见表

1.

2. 5 样品的测定 对市购的某品牌牛奶,按照1. 4

的处理方法进行前处理,再通过色谱分析. 取同体

积牛奶样品进行加标回收实验, 分别加入 1, 5, 10

g /mL 3种不同质量浓度的抗生素混合标准溶液,

每个添加水平平行做 5次,分别计算加标样品的平

均回收率 ( n = 5)及精密度, 所得结果见表 2, 其色

谱图和加标色谱图见图 2.
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表 1 9种抗生素检测的线性关系和检出限

Tab. 1 L inear re la tionsh ips and detection lim its o f nine antib io tic standa rds

组分 线性范围 /( g mL- 1 ) 回归方程 相关系数 R 2 检出限 /( g kg- 1 )

阿莫西林 1~ 100 Y= 30. 102x - 2. 378 2 0. 999 89 0. 6

氨苄西林 1~ 100 Y= 25. 532x - 1. 274 1 0. 999 88 1. 3

头孢氨苄 1~ 100 Y= 38. 498x - 2. 289 2 0. 999 92 0. 9

头孢拉定 1~ 100 Y= 15. 504x - 6. 453 3 0. 999 54 2. 5

头孢噻呋钠 1~ 100 Y= 24. 185x - 110. 38 0. 996 34 1. 3

头孢唑啉 1~ 100 Y= 25. 556x - 6. 222 2 0. 999 88 1. 3

头孢哌酮 1~ 100 Y= 38. 651x - 30. 091 0. 999 76 0. 5

头孢呋辛 1~ 100 Y= 26. 522x - 13. 513 0. 999 74 1. 3

头孢噻吩 1~ 100 Y= 30. 212x - 12. 105 0. 998 96 0. 9

1:阿莫西林; 2: 头孢噻呋钠; 3:头孢氨苄; 4: 氨苄西林; 5:头孢呋辛; 6:头孢拉定; 7: 头孢唑啉; 8:头孢哌酮; 9: 头孢噻吩

图 2 实际样品 ( a)、加标样品 ( b)和 9种 -内酰胺抗生素 ( 100 g /mL)标准 ( c)色谱图

F ig. 2 The chrom atogram o f realistic samp le( a), spiked sam ple( b) and nine - lactam s standard so lu tions( c) ( 100 g /mL )

表 2 实际样品以及方法的回收率和精密度 ( n= 5)

Tab. 2 Detection results o fm ilk sam ples and recove ries prec isions o f them ethod ( n = 5)

组分
样品 /

( m g L- 1 )

1m g /L 5 mg /L 10m g /L

回收率 /% RSD 回收率 /% RSD 回收率 /% RSD

阿莫西林 ND 85. 73 3. 31 78. 46 4. 36 81. 51 3. 63

氨苄西林 ND 71. 62 2. 93 82. 55 3. 77 77. 54 2. 84

头孢氨苄 ND 77. 63 4. 13 72. 84 5. 36 88. 47 2. 78

头孢拉定 ND 68. 64 5. 22 71. 32 3. 24 74. 64 3. 37

头孢噻呋钠 ND 72. 37 4. 62 77. 51 3. 16 74. 28 3. 51

头孢唑啉 ND 89. 63 2. 75 88. 52 2. 69 84. 33 5. 37

头孢哌酮 ND 78. 64 3. 61 81. 67 4. 11 86. 29 4. 11

头孢呋辛 ND 88. 39 2. 78 81. 57 3. 31 85. 42 3. 48

头孢噻吩 ND 71. 59 1. 95 82. 31 2. 33 85. 19 3. 52

ND:未检出
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3 结 论

通过研究牛奶中 9种 - 内酰胺抗生素残留

的检测方法,结合超声辅助萃取和固相小柱萃取,

优化了 H PLC色谱分析条件,建立了完整的 H PLC

检测牛奶中 -内酰胺抗生素残留的分析方法.由

于牛奶中基体复杂,干扰较大, 在处理过程中不可

避免的会有抗生素的损失,本研究利用超声辅助萃

取,增强溶剂的穿透力,从而加速目标成分进入溶

剂,促进萃取的进行, 极大的提高了抗生素的萃取

率,该方法稳定可靠, 回收率较好, 准确度较高,各

种抗生素的检出限均低于欧盟 ( EU )规定的牛奶中

最大残留量 (MRLs) ,适合牛奶中 - 内酰胺抗生

素的检测.
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Determ ination of ch loram phen ico l res idues in m eat by UPLC- M S /M S

Y IN L i zhu, ZHANG Xue zhong, FENG Le,i ZHU H ong kun, ZHU N a, N IU Zh i ru i

( Yunnan Institute o f P roduct Qua lity Superv ision and Inspection, Kumm ing 650223, China)

Abstract: A new determ ination of chloramphen ico l in m eat w as introduced. Solid- phase extraction ( SPE )

w as applied in pretreatm ent of sam ples wh ich w ere separated by u ltra perform ance liqu id chrom atography (UP

LC ) w ith acetron itrile- w ater as m ob ile phase afterw ards. The detection of ch loram phen icol residues w as per

fo rm ed by MS /M S in ESI( - ) - MRM m ode. The resu lts show s that the pretreatm en,t as w e ll as the analyt ical

approach, w as h ighly e ff icien,t sensitive and also spec ific to chloram phen ico.l

Key words: chloram phen ico;l UPLC - M S /M S; m eat
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Abstract: A m ethod has been deve loped for the sim u ltaneous determ ination o f 9 - lactam ant ib iot ics resi

dues in m ilk by h igh- perform ance liquid chrom atography- ultrasonic assisted extraction (H PLC - UAE ) . The

m ilk sam ples w ere extracted w ith acetonitrile- phosphate buffer so lu tion under 20 kH z u ltrasound for 5m in, then

centrifuged. W ith Ag ilentTC C18 ( 150mm 4. 6 mm id, 5 m ) co lum n, phosphate bu ffer- m ethano l as m obile

phase, f low rate 1. 0mL /m in, 220 nm de tect ion, 9 - lactam antib io ticsw ere separated w ith in 22m in. Them eth

od cou ld be used for sim ultaneous determ inat ion of - lactam antib io tics in m ilk.

Key words: u ltrasound- assisted ex traction; H PLC; m ilk; - lactam ant ib iot ics
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