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实验技术与方法
超高效液相色谱+四极杆串联线性离子阱质谱法测定
乳制品中 , 种青霉素类药物及其主要代谢产物
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摘$要!目的$建立一种超高效液相色谱+四极杆串联线性离子阱质谱技术测定乳制品中 , 种青霉素类抗生素

&青霉素 _%氨苄西林%青霉素 k%阿莫西林%苯唑西林%萘夫西林%氯唑西林%双氯西林’及其相应的代谢产物青霉噻

唑酸&青霉素 _噻唑酸%氨苄青霉噻唑酸%青霉素 k噻唑酸%羟氨苄青霉噻唑酸%苯唑青霉噻唑酸%乙氧萘青霉噻唑

酸%氯唑青霉噻唑酸%双氯青霉噻唑酸’残留的方法"并对市售乳制品中青霉素及青霉噻唑酸残留情况进行调查!

方法$乳制品样品中青霉素及青霉噻唑酸采用纯水超声提取"经乙腈沉淀蛋白"正己烷液液萃取除去脂肪"用氮气

吹至近干"用乙腈+水&!%l#%"-/-’复溶后"经 %.&& !K微孔滤膜过滤"经超高效液相色谱 >!,柱&(% KKs&.! KK"

!., !K’分离"选用乙腈+水&含 %.!b甲酸’为流动相"梯度洗脱分离 , 种青霉素及相应青霉噻唑酸共 !- 种组分#在

优化的四极杆串联线性离子阱质谱条件下"采用 UG[源%正离子模式%多反应监测方式"外标法定量"采用信息依赖

采集扫描功能&[])’结合增强子离子扫描&Ua[’模式对检出阳性结果进行定性分析! 结果$方法的线性范围为

!.% f&%% !</\", 种青霉素及相应青霉噻唑酸在各种乳制品基质中均有良好的线性相关性"相关系数 )在 %.### !

f%.### # 之间"方法最低检测限为 %.%! f%.%( !</J<&固体乳粉’和 %.%%& f%.%!% !</J<&液体奶’#方法回收率在

,%.%b f!!%.%b"相对标准差为 %.!-b fY.%-b! 结论$该方法测定 , 种青霉素药物及相应代谢产物青霉噻唑

酸的残留量简便%快速%定性准确"可以满足对青霉素类药物及其代谢产物残留的检测要求!

关键词!青霉素类药物# 青霉噻唑酸# 四极杆+串联线性离子阱质谱# 乳制品# 兽药残留

中图分类号!’!(($$文献标志码!)$$文章编号!!%%*+,*(-#&%!-$%&+%!#&+%,
!"#%!%.!"(#%/0120341&%!-.%&.%!!

!5650.&’(6&,’,+5&3%675’&/&2&’*(’-&6*75’&/&22,&/(/&-*&’.&2470,-?/6*1: ?260(
750+,0.(’/52&I?&-/%0,.(6,30(7%:@%:10&-60&725I?(-0?7,252&’5(0&,’60(7@.(***75/60,.560:

\[76A;<+4C" \[)XG49+24C;<" Z)?_\9" T)X\9+I4:" e[)X6=9+Q4C;" [̂?89:;<+NC9
#G4C;Q4C; >C;@CD3AD]9IC:IC>A;@DAB:;F aDCPC;@9A;" _=:;<FA;<G4C;Q4C; (!,%((" >49;:$

81*60(/6% "1=5/6&>5$)=B@D:OCD3ADK:;2CB9S=9F 24DAK:@A<D:O4H+4HMD9F @D9OBCS=:FD=OABCB9;C:D9A;+K:IIIOC2@DAKC@D92
KC@4AF #7a\>+WSW\[R$ N:ICI@:MB9I4CF 3ADFC@CDK9;:@9A; A3, OC;929B9;I# OC;929BB9; _" :KO929BB9;" OC;929BB9; k"

:KAc929BB9;" ;:329BB9;" 2BAc:29BB9;" Ac:29BB9; :;F F92BAc:29BB9; $ :;F @4C9DOC;929BBA92:29FI#OC;929BBA92:29F _" :KO929BBA92

:29F" OC;929BBA92:29F k" :KAc929BBA92:29F" ;:329BBA92:29F" 2BAc:29BBA92:29F" Ac:29BBA92:29F :;F F92BAc:29BB9A92:29F$ 9;

K9BJ ODAF=2@I1R4C, OC;929B9;I:;F @4CDCOC;929BBA92:29FI9; K9BJ ODAF=2@INCDCI=DPCHCF1A56%,-*$R4C, OC;929B9;I

:;F OC;929BBA92:29FI9; K9BJ ODAF=2@INCDCCc@D:2@CF MHN:@CD9; I=OCD+IA;929;I@D=KC;@" ODA@C9;INCDCODC29O9@:@CF MH

:2C@A;9@D9BC:;F FC<DC:ICF 3:@MH;+4Cc:;CN9@4 B9S=9F+B9S=9F Cc@D:2@9A;" @4C; @4CO=D939CF IAB=@9A; N:I2A;2C;@D:@CF MH

;9@DA<C;" F9IIABPCF N9@4 :2C@A;9@D9BC+N:@CD# !% l#%" -E-$ :;F 2BC:;CF MH%.&& !K K9BB9OADC39B@CD1R4C39B@D:@CN:I

FC@C2@CF MH =B@D: OCD3ADK:;2C B9S=9F 24DAK:@A<D:O4H+@:;FCK K:IIIOC2@DAKC@DH # 7a\>+TG/TG $" 9FC;@939CF MH

CBC2@DAIOD:H9A;9Q:@9A; #UG[$ 9; OAI9@9PCKAFC=I9;<K=B@9OBCDC:2@9A; KA;9@AD9;<" :;F S=:;@939CF N9@4 Cc@CD;:BI@:;F:DFI1

[;3ADK:@9A; FCOC;FC;@:2S=9I9@9A; I2:; 3=;2@9A; #[])$ 2AKM9;CF N9@4 C;4:;2CF ODAF=2@9A; I2:; #Ua[$ N:I=ICF @A

2A;39DK@4C, OC;929B9;I:;F @4C9DOC;929BBA92:29FI1B5*?26*$R4C2:B9MD:@9A; 2=DPCIA3, OC;929B9;I:;F OC;929BBA92:29FI

I4ANCF <AAF B9;C:D9@H9; @4CD:;<CA3!.%+&%% !</\N9@4 2ADDCB:@9A; 2AC33929C;@IA3%.### !+%.### #1R4CFC@C2@9A; B9K9@IA3

@4CKC@4AF NCDC%.%!+%.%( !</J<3ADK9BJ OANFCD:;F %.%%&+%.%!% !</J<3ADB9S=9F K9BJ1R4CDC2APCD9CIA3@4DCCIO9J9;<



超高效液相色谱+四极杆串联线性离子阱质谱法测定乳制品中 , 种青霉素类药物及其主要代谢产物!!!刘红河"等 !!#"$$ !

BCPCBID:;<CF 3DAK,%.%b @A!!%.%b" :;F @4CDCB:@9PCI@:;F:DF FCP9:@9A;I#C!<$ NCDC%.!-b+Y.%-b1$,’/2?*&,’$

R4CKC@4AF 3ADFC@CDK9;:@9A; A3, OC;929B9;I:;F OC;929BBA92:29FI9; K9BJ ODAF=2@IMH7a\>+WSW\[RN:IA3AOCD:@9A;

2A;PC;9C;2C" BCII9;@CD3CDC;2C3DAK9KO=D9@9CI:;F <AAF :22=D:2H" N4924 2A=BF KCC@@4CDCS=9DCKC;@I3AD@4CFC@CDK9;:@9A;

A3, OC;929B9;I:;F OC;929BBA92:29FIDCI9F=CI9; K9BJ ODAF=2@I1

95: ;,0-*% aC;929BB9;& OC;929BBA92:29FI& 4HMD9F @D9OBCS=:FD=OABCB9;C:D9A; @D:O+K:IIIOC2@DAKC@DH& K9BJ ODAF=2@I&
DCI9F=CA3PC@CD9;:DHFD=<

$$青霉素类抗生素# OC;929BB9;I$属于 #+内酰胺类
药物"其作为治疗牛乳腺炎’肺炎’尿道炎’肠胃炎
等细菌感染性疾病的首选药物 (!)而被广泛用于奶
牛养殖业* 我国 ?̂ (%*(!&%%, -无公害食品 生
鲜牛乳 . 标准规定"生鲜乳中 +不得检出 , 抗生
素 (&) * 有些不法商家为逃避监管"人为使用抗生
素消解剂# #+内酰胺酶$将青霉素代谢而掩蔽乳制
品中青霉素的存在 (") "使目前监管方法无法测定
出这些抗生素"加上大多数青霉素在生物体内代
谢半衰期较短"因此目前常规检测乳制品中青霉
素的方法并不能有效监管乳制品中青霉素类抗生
素的滥用* 我国食品风险监测方案目前并没有将
青霉素残留纳入乳制品的监测项目* 青霉素被 #+
内酰胺酶作用或体内代谢的主要产物均为青霉噻
唑酸"青霉噻唑酸保留了青霉素的基本活性结构"
长期摄入残留有青霉噻唑酸的食品可引起人体正
常菌群破坏’产生耐药性和过敏等变态反应而危
害人体健康 (*) * 监测青霉素代谢产物青霉噻唑酸
作为监管乳制品中青霉素残留的有效手段是目前
的研究方向*

目前有关乳制品中青霉素类抗生素及抗生素
消解剂 #+内酰胺酶的检测分析方法报道较多 ((+!%) "
由于商品化标准品的缺乏"目前对于青霉素代谢
产物的检测研究较少"只有针对青霉素 _噻唑酸
等少数几种代谢产物的报道 (!!+!-) * 本文在总结文
献 (!Y+!,)的基础上"通过自行合成青霉噻唑酸标准
物质"建立了同时测定奶粉’奶酪’液体奶和酸奶
等乳制品中 , 种青霉素及其代谢物相应青霉噻唑
酸的超高效液相色谱+四极杆串联线性离子阱质谱
联用技术#7a\>+WSW\[R$测定方法"方法简便’灵
敏’快速"结果稳定可靠"适合于食品风险监测和
相关部门对乳制品质量实现安全监控"并对有关
青霉素类抗生素及其代谢产物残留进行确证
分析*

!$材料与方法
!.!$材料
!.!.!$样品来源

购于深圳市多家超市各种品牌奶粉 &! 份’奶酪
( 份’鲜奶 , 份’液体奶 &" 份和酸奶样品 , 份"共

-( 份*
!.!.&$主要仪器与试剂

)a[WR’)a((%% 四极杆串联线性离子阱质谱
联用仪 #美国 )LG29Cc$’ G49K:FQ= &%)]e’7E\>
超快速液相色谱仪#日本岛津$’)L?&(%% 氮气发
生器#上海析维公司$’)BBC<D:e+&&’高速冷冻离心
机’TG" 漩涡振荡器’ZW+&(%]k超声清洗仪’R=DMA
k:O"型氮吹浓缩仪#美国 >:B9OCD$*

青霉素 _#>)G%-!+""+-$’氨苄西林 #>)G%-#+
("+*$’青霉素 k#>)G%,Y+%,+! $’阿莫西林 #>)G%
&-Y,Y+Y,+%$’苯唑西林#>)G%!!Y"+,,+&$’萘夫西林
#>)G%#,(+!-+%$’氯唑西林#>)G%-*&+Y,+*$和双氯
西林 #>)G%"!!-+Y-+( $等标准品均购自德国 ]D1
U4DC;I@AD3CD_KM6"纯度均 g##b&, 种青霉噻唑酸
实验室自制&青霉素 _噻唑酸#德国 \_>_KM6$&
#+内酰胺酶#日本 R>[$&乙腈’正己烷和甲酸均为色
谱纯&其他试剂除注明外均为分析纯&试验用水为
二次蒸馏超纯水*
!.&$方法
!.&.!$标准溶液的配制

青霉素标准溶液配制%分别精确称取 , 种青霉
素固体标准品 %.%!% %% <于 , 个 !% KB容量瓶中"
分别用乙腈溶解定容"混匀"配成浓度为 ! %%% K</\
的标准储备液" j&% p下避光保存&分别移取各标
准储备液 !%% !B于 !% KB容量瓶中"用乙腈+水
#!l!"-E-$定容至 !% KB"制备成浓度为 !% !</KB
的 , 种青霉素混合标准使用液* * p冰箱中保存*

青霉噻唑酸的制备%参照文献(!Y)的方法制备
各种青霉噻唑酸"移取 ! %%% K</\的青霉素标准储
备溶液各 ! KB"分别置于不同 !% KB容量瓶中"加入
(%% </\ZX6各 %.& KB"加入约 ( KB水"混匀后放置
" f* 4 后"用 ! KAB/\盐酸调节 O6至 ,.Y"用水定
容至刻度"得 %.! K</KB的各种青霉噻唑酸的标准
储备溶液* 准确移取 !.% KB各种青霉噻唑酸的标
准储备液于 !% KB容量瓶中"用乙腈+水#!l!"-E-$
定容至 !% KB"成浓度为 !% !</KB的 , 种青霉噻唑
酸混合标准使用液*
!.&.&$样品前处理

准确称取奶粉’奶酪等固体乳制品约 !.%% <
于 (% KB离心管中"加入 * KB水"漩涡 & K9; 混匀
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后"超声提取 !( K9;"液体奶准确称取 (.%% <于
(% KB离心管中* 在样品中加入 !% KB乙腈"漩涡
& K9; 充分混匀"" %%% D/K9; 离心 !% K9;&吸取
!% KB上清液#避开表面脂肪层$于另一 !( KB离
心管"加入 & KB正己烷"漩涡 ! K9;"静置分层后弃
去上层正己烷层"下层溶液于 *% p水浴氮气吹至
近干"加入 ! KB乙腈+水#!%l#%"-E-$ "漩涡 & K9;
溶解残渣"过%.&& !K有机系微孔滤膜"供 7a\>+
WSW\[R测定*
!.&."$标准工作曲线的配制

根据样品基质不同选取不同的空白样品* 称
取 Y 份经预试验证实不含青霉素和青霉噻唑酸的空
白奶粉 !.%% <或液体奶样品液体奶 (.%% <"分别加
入浓度为 !% !</KB青霉素混合标准使用液和青霉
噻唑酸标准使用液各 %.%’ !.%’ (.%’ !%.%’ (%.%’
!%%.%’&%%.% !B"加入 * KB水 #液体奶不加$"漩涡
& K9;"混匀"按 !.&.& 样品前处理方法进行处理后"
上机测定*
!.&.*$仪器条件

色谱条件%采用 ]9JK:U;FC:PADI9B>!,色谱柱
#(% KKs&.! KK"!., !K$"以水 #含 %.!b甲酸$
$$$

和乙腈#含 %.!b甲酸$为流动相进行梯度洗脱#见
表 ! $&流速 %."% KB/K9;&柱温 "% p&进样体积
!% !B&进样前平衡时间 ( K9;*

表 !$流动相梯度洗脱条件
R:MBC!$_D:F9C;@CB=@9A; ODA<D:K3ADICO:D:@9A; A3ICPC;

OC;929B9;I:;F @4COC;929BBA92:29FI
时间/K9; 水#含 %.!b甲酸$/b 乙腈#含 %.!b甲酸$/b

% #( (
&.% #( (
&.%! #% !%
Y.% -% *%
#.% &( Y%
!&.% &( Y%
!&.%! #( (
!".% #( (

$$质谱条件%离子源为 UG[m"采用多反应监测
#T’T$方式定量"利用保留时间和定性与定量离子
丰度比值进行初步定性"增强子离子扫描图谱精确
定性* 质谱条件具体为%喷雾电压#[G$( (%% k"入
口电压#Ua$!% k"气帘气压力#>7’$%.&! Ta:"源
内气#_G! $(% \/K9;"辅助气 #_G& $ (% \/K9;"碰撞
气流速中等"离子源温度 -%% p"驻留时间 # FNCBB
@9KC$!%% KI"其他部分 T’T参数见表 &*

表 &$青霉素及青霉噻唑酸 T’T参数表
R:MBC&$GAKCO:D:KC@CDIA3K=B@9OBCDC:2@9A; KA;9@AD9;<FC@C2@9A; 3ADICPC; OC;929B9;I:;F @4COC;929BBA92:29FI

化合物
保留时间
/K9;

母离子
/:K=

子离子
/:K=

去簇电压
/k

碰撞电压
/k

碰撞池出口电压
/k

青霉素 _ Y.%( ""(.! !-%.!$ "!Y-.! Y% !,"!, !(

青霉素 _噻唑酸 (.*" "(".% !Y*.!$ "!-%.! -% &("!# !(

氨苄西林 ".(" "(%.! !%-.!$ "!#&.! !%% &("&& !(

氨苄青霉噻唑酸 ".%& "-,.% "&*.!$ ""%Y.! -% !("&% !(

青霉素 k Y.-Y "(!.! !-%.!$ "!#&.! Y% &%"!( !(

青霉素 k噻唑酸 (.#* "-,., !-%.!$ ""&(.! -% !#"!Y !(

阿莫西林 %.#( "--.! !!*.%$ "&%,.! Y% &,"!, !(

羟氨苄青霉噻唑酸 %.,% ",*.& !,#.!$ "!-%.! -% &,"&, !(

苯唑西林 ,.%& *%&.! !-%.!$ "&*&.# Y% &%"!, !(

苯唑青霉噻唑酸 -.-! *&%.! "Y-.!$ "!Y*.! -% !,"&( !(

萘夫西林 ,.-& *!(.! !##.!$ "!Y!.% Y% &%"(% !(

乙氧萘青霉噻唑酸 Y.!" *"".! !##.!$ "!Y!.! (% &*"(" !(

氯唑西林 ,.*- *"-.% &YY.!$ "!-%.! ,% &%"!# !(

氯唑青霉噻唑酸 -.#( *(*.! *!%.%$ "!-%.! Y% !#""% !(

双氯西林 ,.#% *-#., !-%.!$ ""!!.% ,% !,"&% !(

双氯青霉噻唑酸 Y.Y" *,,.% !Y*.!$ "!-%.! -% &Y"&% !(

注%$为定量离子对

$$信息依赖采集#[])$条件%在质谱条件下增加
[])监测模式"设定监测响应值超过 ( %%% 2OI时触
发增强子离子扫描#Ua[$扫描模式"扫描分子量为
(% f(%% ]:的离子"扫描速率为 ! %%%% ]:/I"Ua[
电压参数%去簇电压 #]a$ !%% k"碰撞电压 #>U$
&( k&碰撞能量散射值#>UG$!% k*

&$结果与分析
&.!$青霉噻唑酸合成条件的优化

青霉素经 #+内酰胺酶作用后"#+内酰胺环开环
生成青霉噻唑酸 (!%"!-+!Y) "为了验证本试验采用氢氧
化钾溶液对 , 种青霉素进行碱水解的产物与被 #+内
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酰胺酶 酶 解后 的产物是否一致" 移取 浓 度 为
!% !</K\青霉素混合标准溶液 !%% !B"加入 !%% !B

#+内酰胺酶溶液"再加入 ,%% !B水"混匀"在常温下
放置 & 4* 将此溶液稀释作为样品上机用 7a\>+
WSW\[R检测"结果发现"溶液中未检出 , 种青霉素"

而检出了 , 种青霉噻唑酸", 种物质的选择离子流
图与试验中采用氢氧化钾碱水解方式制备的青霉
噻唑酸混合标准溶液得到的选择离子流图一致"峰
面积也基本相同* 青霉素裂解成相应青霉噻唑酸
的反应比例为 !l!"即一个青霉素分子反应生成一
个青霉噻唑酸分子"反应产物青霉噻唑酸分子量比
相应的青霉素分子量多 !, #分子中增加 ! 个氧和
& 个氢$"本课题组测定的 , 种青霉素分子量范围为
""* f*-,"因此可以忽略两种物质分子量差别导致
的质量浓度差别"即青霉素碱水解产物青霉噻唑酸
的质量浓度与相应青霉素的质量浓度基本一致*
本课题组将反应得到的青霉素 _噻唑酸与购买的
商品化青霉素 _噻唑酸标准物质测定结果进行比
较"也证实了本课题组自制标准与购买的商品化标
准间质谱图及浓度关系的一致性* 试验结果表明"

可用碱水解的方式制备青霉噻唑酸的标准溶液*
&.&$样品提取和净化条件的选择

目前有关乳制品中青霉噻唑酸提取的报道"多
采用乙腈提取后氮吹至干再用水复溶后测定 (!&"!() "

或用乙腈+水提取后经固相萃取小柱净化后测
定 (!*"!-) * 本课题组对这两种方法均进行了尝试%采
用乙腈直接提取"试验中发现因待测物尚未完全提
取到溶液中#即因蛋白变性沉淀导致待测成分共沉
淀$而导致回收率较差&固相萃取法净化"测定成本
高’操作复杂’前处理时间长"各种组分绝对回收率
只有约 (%b"测定效果并不理想* , 种青霉素和其
相应的青霉噻唑酸均易溶于水"本试验考虑采用水
溶液提取样品中青霉素和青霉噻唑酸* 比较了用
纯水’O6r,.% 的磷酸盐缓冲液’O6r(.( 的乙酸铵
缓冲液’不同比例的乙腈+水及乙腈对固体乳制品样
品的提取效率"发现当溶液中乙腈比例达到 (%b以
上时提取效果较差"其余水溶液结果一致"考虑操
作方便"试验中采用纯水作为提取液* 比较了 ( KB

的液体奶或固体乳制品提取液加入不同体积乙腈
沉淀蛋白的效果"发现加入乙腈 , KB以上即可达到
良好的效果"实际试验时统一采用加入 !% KB乙腈
来沉淀蛋白* 由于青霉素热稳定性较差"本试验对
氮吹浓缩的水浴温度也进行了比较"发现使用 (% p

以上的水浴温度"回收率明显下降"考虑到温度太
低氮吹浓缩时间较长"最终选择氮吹时水浴温度为
*% p* 样品加入乙腈沉淀蛋白后的上清液仍可能

混有油脂"导致氮气吹干加水溶解后溶液浑浊"预
先用正己烷萃取除去剩余的脂肪可有效消除这种
现象* 本试验建立方法采用样品经水提取后"再加
入乙腈沉淀蛋白"方法简单’回收结果较好"优于目
前文献报道方法*
&."$色谱条件的选择

比较了 e@CDD:>!,’ )@B:;@9I>!,’ >:O2CBBa)Z
>!,’aDAI4CBB!&% U>+>!,和 U;FC:PADI9B>!,等不同规
格和不同粒径大小的色谱柱* 结果发现 , 种青霉素
峰形和分离效果均较好"aDAI4CBB!&% U>+>!, 分离
羟氨苄青霉噻唑酸峰形较宽"e@CDD:>!,’)@B:;@9I>!,
和 >:O2CBBa)Z>!,分离多数青霉噻唑酸均峰形较
宽"且个别峰拖尾较严重* 综合比较不同色谱柱分
离效 果’ 峰 形 及 灵 敏 度" 最 终 选 择 采 用 ]9JK:
U;FC:PADI9B>!,#(% KKs&.! KK"!., !K$柱"在合
适的色谱条件下"各种青霉素峰形尖锐’灵敏度较
好’保留时间适中"可有效地满足 , 种青霉素及其相
应青霉噻唑酸的定量检测要求* 由于青霉素极易
与甲醇发生化学反应"加上液相色谱+质谱联用对流
动相的要求"可供选择的反相流动相体系只有乙腈+
水"考虑到在流动相中加入如甲酸’乙酸或乙酸铵
等一般可以提高待测物离子化效率"在流动相中添
加不同浓度的甲酸’乙酸铵’乙酸等试剂"比较分离
效果和灵敏度"最终发现流动相中加入 %.!b甲酸"

灵敏度和分离度均达到最好* 为了使 !- 种物质有
较好的分离和适当的出峰时间"最终选择线性梯度
洗脱* 在优化的条件下"空白奶粉添加浓度均为
(.% !</J<的 , 种青霉素及相应青霉噻唑酸的 T’T
质谱图见图 !*
&.*$质谱的定性及质谱优化条件选择

根据 , 种青霉素及其相应噻唑酸的分子结构的
特征"本试验选择了 UG[m电离模式* 将质量浓度为
!.% K</\的混合标准溶液用针泵连续直接进样"分
别对喷雾电压’离子源温度’气帘气’碰撞气’源内
气’辅助气’去簇电压’入口电压’碰撞气能量’碰撞
池电压等质谱参数进行了优化"以确定 !- 种物质的
母离子和子离子"以强度较大的子离子作为定量离
子"而以强度稍小的子离子作为定性离子"以待测
样品出现与标准物质相同的质谱信号和保留时间"

且信号响应值#峰高$超过 ( %%% 2OI时触发增强子
离子全扫描#Ua[$"比较样品子离子全扫描图谱与
预先储存的标准碎片谱库的匹配程度作为定性确
证的质量控制依据* 优化后的各化合物质谱参数
见 !.&.* 及表 &*
&.($标准曲线的线性范围和检出限

按照优化的分析条件"以 !- 种待测物的标准峰
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图 !$空白奶粉添加 , 种青霉素及相应青霉噻唑酸#(.% !</J<$的 T’T质谱图
E9<=DC!$T=B@9OBCDC:2@9A; KA;9@AD# T’T$ K:IIIOC2@D:A3C9<4@OC;929B9;I:;F @4COC;929BBA92:29FI#(.% !</J<$ IO9JCF @AK9BJ

面积为纵坐标"以在空白样品中加入青霉素及青霉噻
唑酸的浓度为横坐标"计算标准工作曲线的线性回归
方程* 本方法对于测定 , 种青霉素及相应的青霉噻
唑酸在 !.% f&%% </\的浓度范围内有良好线性关
系"相关系数#)$在 %.### ! f%.### # 之间* 将标准

溶液用不含待测成份的空白样品提取液逐级稀释"以
响应信号接近 " 倍信噪比的标准溶液峰面积在标准
工作曲线上查得结果作为定性检出限#\X]$’以接近
!% 倍信噪比的标准溶液峰面积在标准工作曲线上查
得结果作为定量限#\XW$"结果见表 "*

表 "$, 种青霉素及青霉噻唑酸的标准曲线’线性范围和检出限
R:MBC"$\9;C:DDC<DCII9A; CS=:@9A;I"2ADDCB:@9A; 2AC33929C;@I:;F B9K9@IA3S=:;@9@:@9A; 3ADI9c@CC; OC;929B9;I:;F @4COC;929BBA92:29FI

化合物 标准曲线
线性范围
/#!</\$

相关系数
)

固体乳粉 液体奶
\X]/

#!</J<$
\XW/

#!</J<$
\X]/

#!</J<$
\XW/

#!</J<$

青霉素 _ 1r&.(Y s!%*9m"."( s!%* !.% f&%%.% %.### , %.%& %.%Y %.%%* %.%!&

青霉素 _噻唑酸 1r-.-- s!%*9m".,# s!%" !.% f&%%.% %.### # %.%" %.!% %.%%- %.%&%

氨苄西林 1r!.,! s!%*9m!.Y( s!%( !.% f&%%.% %.### & %.%& %.%, %.%%* %.%!-

氨苄青霉噻唑酸 1r".*- s!%*9m&.*- s!%* !.% f&%%.% %.### # %.%" %.!! %.%%- %.%&&

青霉素 k 1r&.!( s!%*9m(.*& s!%* !.% f&%%.% %.### ! %.%& %.%Y %.%%* %.%!*

青霉素 k噻唑酸 1r(.!# s!%*9j&.&( s!%* !.% f&%%.% %.### , %.%! %.%* %.%%& %.%%Y

阿莫西林 1r!.,# s!%*9m*.,Y s!%* !.% f&%%.% %.### ( %.%* %.!* %.%%, %.%&,

羟氨苄青霉噻唑酸 1r!.#% s!%*9j(.(# s!%" !.% f&%%.% %.### ( %.%" %.!! %.%%- %.&!

苯唑西林 1r!.(! s!%*9m*.#Y s!%* !.% f&%%.% %.### # %.%( %.!Y %.%!% %.%""

苯唑青霉噻唑酸 1r(.%, s!%*9j!.Y- s!%* !.% f&%%.% %.### # %.%* %.!* %.%%, %.%&,

萘夫西林 1r*.#" s!%*9m*.%" s!%* !.% f&%%.% %.### , %.%! %.%* %.%%& %.%%,

乙氧萘青霉噻唑酸 1r,.-, s!%*9j&.%( s!%* !.% f&%%.% %.### # %.%& %.%Y %.%%* %.%!*

氯唑西林 1r&.&, s!%*9m&.*- s!%* !.% f&%%.% %.### # %.%& %.%- %.%%* %.%!"

氯唑青霉噻唑酸 1r!.Y% s!%*9j!.*& s!%* !.% f&%%.% %.### # %.%* %.!" %.%%, %.%&-

双氯西林 1r!.!- s!%*9m*.(& s!%" !.% f&%%.% %.### # %.%& %.%- %.%%* %.%!&

双氯青霉噻唑酸 1r,."% s!%"9m!.*( s!%* !.% f&%%.% %.### ! %.%" %.!% %.%%- %.%&%
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&.-$方法准确度和精密度
取空白奶粉在 !.%’&%.%’!%%.% !</J<" 个浓

度水平"液体牛奶在 %.&’*.%’&%.% !</J<" 个浓
度水平上分别进行加标回收试验"每个水平重复
Y 次"试验结果见表 *’(* 样品的平均回收率为
,%.%b f!!%.% b" 相 对 标 准 差 为 %.!-b f

Y.%-b* 而对于固体奶粉在 !.% !</J<和液体牛
奶在 %.& !</J<两个较低添加水平"样品的平均回
收 率 为 ,!.%b f!!%.% b" 相 对 标 准 差 为
%.!-b f-."#b* 该法精密度和准确度都较好"
可满足我国有关食品中禁用物质理化检测技术
要求*

表 *$空白奶粉中 , 种青霉素及青霉噻唑酸的加标回收率测定结果#& rY$

R:MBC*$’C2APCD9CIA3, OC;929B9;I:;F @4COC;929BBA92:29FIIO9JCF @AK9BJ OANFCD

化合物
添加水平 !.% !</J< 添加水平 &%.% !</J< 添加水平 !%%.% !</J<

平均浓度
/#!</J<$

平均回收率
/b

C!<
/b

平均浓度
/#!</J<$

平均回收率
/b

C!<
/b

平均浓度
/#!</J<$

平均回收率
/b

C!<
/b

青霉素 _ %.#! #!.% *.,Y !#.- #,.% ".Y% !%%.% !%%.% (.&,

青霉素 _噻唑酸 !.%* !%*.% (.,# !,.% #%.% *.&" !%!.! !%!.! &.,!

氨苄西林 !.%( !%(.% ".,( !,.% #%.% ".!! #,.Y #,.Y &.""

氨苄青霉噻唑酸 %.,( ,(.% ".%# &%.* !%&.% -."& ##.& ##.& ".**

青霉素 k !.%- !%-.% &.%# !#.- #,.% %.,* !%%.% !%%.% &.&,

青霉素 k噻唑酸 %.#! #!.% &.&! !,.* #&.% *.&& ##.( ##.( &.%-

阿莫西林 %.,! ,!.% !.&% !Y.& ,-.% %.-% !%!.% !%!.% !.,Y

羟氨苄青霉噻唑酸 !.%* !%*.% ".*- !Y.Y ,,.( &.!Y ##.- ##.- &.&!

苯唑西林 !.%" !%".% &.Y, !Y.& ,-.% !.%" !%!." !%!." !.##

苯唑青霉噻唑酸 %.#Y #Y.% *.&# !Y.% ,(.% !.(, !%%.! !%%.! &.%#

萘夫西林 !.!% !!%.% -."# !-.% ,%.% (.%! !%&.( !%&.( *.!&

乙氧萘青霉噻唑酸 !.%& !%&.% *.%, !-.* ,&.% Y.%- !%".& !%".& !.&Y

氯唑西林 !.%( !%(.% %.*& !#.* #Y.% *."Y !%!.Y !%!.Y &.!-

氯唑青霉噻唑酸 %.#& #&.% &."" !#.% #(.% ".&" #,.! #,.! ".--

双氯西林 %.## ##.% %.!- !,.# #*.( &.!% ##.& ##.& %.Y#

双氯青霉噻唑酸 !.%- !%-.% &.-" !,.* #&.% -.(Y #,." #,." &.%&

表 ($液体奶中 , 种青霉素及青霉噻唑酸的加标回收率测定结果#& rY$

R:MBC($’C2APCD9CIA3, OC;929B9;I:;F @4COC;929BBA92:29FIIO9JCF @A3B=9F K9BJ

化合物
添加水平 %.&% !</J< 添加水平 *.% !</J< 添加水平 &%.% !</J<

平均浓度
/#!</J<$

平均回收率
/b

C!<
/b

平均浓度
/#!</J<$

平均回收率
/b

C!<
/b

平均浓度
/#!</J<$

平均回收率
/b

C!<
/b

青霉素 _ %.!, #%.% *."( ".,, #Y.% "."( &%.( !%&.( *.-Y

青霉素 _噻唑酸 %.&% !%%.% (.!% ".#% #Y.( ".(& !#., ##.% &.%&

氨苄西林 %.&& !!%.% *.!! ".#, ##.( !.(( !#.- #,.% ".!!

氨苄青霉噻唑酸 %.!, #%.% "."" *.%! !%%." *.&% !#., ##.% "."Y

青霉素 k %.&! !%(.% &.-Y *.%% !%%.% &.!- &%." !%!.( ".((

青霉素 k噻唑酸 %.!Y ,(.% &.%" ".#Y ##." ".&( &%.% !%%.% &.YY

阿莫西林 %.!Y ,(.% !.,( ".-, #&.% &.Y& &%.% !%%.% &."#

羟氨苄青霉噻唑酸 %.&% !%%.% ".%" ".-- #!.( &.#" !#., ##.% !.YY

苯唑西林 %.&! !%(.% ".%! ".(Y ,#." &.-! !#.& #-.% &.(*

苯唑青霉噻唑酸 %.!# #(.% *.(( ".(( ,,., &.", !#.( #Y.( &.,Y

萘夫西林 %.&& !!%.% (.-( ".(( ,,., *.!" !#." #-.( ".*&

乙氧萘青霉噻唑酸 %.&% !%%.% ".YY ".(! ,Y., -."! !#.# ##.( &.!&

氯唑西林 %.!# #(.% !.&* ".,& #(.( ".-- !#.* #Y.% ".%&

氯唑青霉噻唑酸 %.!, #%.% &."( ".#! #Y., &.-" !#.- #,.% "."-

双氯西林 %.!# #(.% !.%( ".,, #Y.% &.(( &%.% !%%.% &.!#

双氯青霉噻唑酸 %.&& !!%.% &.&! ".#" #,." *.&# !#.& #-.% &.,Y

&.Y$Ua[模式的特征优化及阳性样品判断
Ua[扫描模式能够提供高灵敏度和高准确度的

定性分析能力* 普通串联四级杆质谱一般以选定
的目标物两对或以上的离子对#包括定量离子和定
性离子$的强度比与标准溶液相应的离子对强度比
基本一致作为定性确证的质量控制依据* 但实际

样品中当待测物含量较低时"某些离子通道干扰较
大而导致各离子对比例与标准品的差别较大而影
响定性结果的正确判断"本试验在样品检测中利用
线性离子阱的 Ua[扫描功能来协助定性* 在 Ua[模
式下优化 >U值和测定分子量范围"以获得待测青
霉素及其相应噻唑酸具有足够碎片离子信息的碎
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片图谱* >U值为 &( k"测定分子量范围 (% f
(%% F]:时"得到的碎片信息可有效用于可疑阳性
结果的定性判断* 通过比较 !.% !</J<的混合标准
溶液及添加有 !.% !</J<混合青霉素及其噻唑酸标
准的奶粉样品进行分析"两种基质测定的 T’T图
谱及 Ua[图谱完全一致"因此"本试验以添加有
!.% !</J<混合青霉素及其噻唑酸标准的奶粉样品
进行 Ua[模式扫描"建立 , 种青霉素及其相应噻唑
酸的碎片谱库"以样品分析中响应值 #峰高$超过
( %%% 2OI时触发增强子离子全扫描#Ua[$"进行定

性判断* 在实际样品分析测定中"如待测样品和标
准溶液的定性离子对出峰时间一致"且待测样品和
预先储存的标准碎片谱库中的碎片图谱基本一致
的话"就可以判断该目标物检出阳性* 图 & 分别为
疑似检出青霉素 _噻唑酸的牛奶样品"从总离子流
图#R[>$看保留时间#(.(% K9;$与青霉素 _噻唑酸
标准图谱基本一致"其 T’T图也与标准接近"通过
触发 Ua[扫描"其 Ua[碎片图与标准的 Ua[的碎片
谱库基本一致"由此可以判断样品中检出青霉素 _
噻唑酸*

图 &$T’T和 [])两种扫描模式下检出青霉素 _噻唑酸的牛奶样品测定结果
E9<=DC&$T=B@9OBC’C:2@9A; TA;9@ADIOC2@D=K:;F C;4:;2CF ODAF=2@9A; IOC2@D=KA3OC;9BBA92:29F _9; K9BJ

"$小结
本次建立了乳制品中 , 种青霉素及其相应青霉

噻唑酸的超高效液相色谱+四极杆串联线性离子阱
质谱分析方法"并采用建立的方法测定了市场上随
机采集的乳制品样品"结果表明"该法快速’准确’
灵敏"适合于生产过程监控和日常检测的高灵敏度
确证分析"同时在个别牛奶中检出青霉噻唑酸"提
示在我国市售乳制品中也存在青霉素代谢产物残
留情况"应引起有关食品监管部门的重视"下次调
整食品风险监测项目时"应适当考虑增加乳制品中
青霉素代谢物等项目*
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摘$要!目的$结合不同标准和规范要求"对 aC@D939BKRT沙门菌测试片&以下简称 "T测试片’进行评价! 方法$

用 (" 个血清型的 -* 株沙门菌及 "% 株不同种属的非沙门菌"对 "T测试片的包容性和排他性进行评价#针对 !& 类

食品样品"通过与我国国标方法的平行检测"对不同沙门菌检测系统的检验效果进行对比分析! 结果$-* 株沙门

菌在所测试 * 种分离培养基上生长率差异有统计学意义&5h%.%(’"* 种沙门菌分离培养基对 "% 株非沙门菌抑制

效果也存在一定差异! 不同沙门菌选择性增菌肉汤+选择性培养基组合可影响食品样品中 !% j!23=/&( <染菌水平

沙门菌的检出"差异有统计学意义&5h%.%(’"其中以 ’k&’!%’+"T测试片组合检出率最高"而两种选择性增菌肉

汤+选择性培养基组合&如国标法’可提高不同种类食品样品中人工污染低浓度沙门菌的检出! 结论$"T测试片

以其快速%方便%易保存"且准确性与国标方法相当的特点值得在食品微生物检测行业推广!
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