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高效液相色谱 －串联质谱法测定牛（羊）奶中
阿莫西林的残留

李帅鹏，黄显会，许　颖，郭春娜，孔祥凯
（华南农业大学，国家兽药残留基准实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立奶中阿莫西林残留检测的高效液相色谱－串联质谱方法．【方法】２ｇ样品经乙醇沉淀蛋白质后，

转入梨形瓶中旋转蒸发浓缩至约０５ｍＬ左右，用ｐＨ４５乙酸铵溶液定容，净化后检测．流动相为乙腈和体积分数

０１％甲酸水溶液，梯度洗脱，经 Ｌｕｎａ５μｍＣ１８色谱柱分离，采用电喷雾电离，多反应监测正离子模式对阿莫西林进

行定量分析．【结果和结论】采用基质匹配法对奶中阿莫西林的含量进行标准校正，在阿莫西林质量浓度为１～４００

μｇ·Ｌ－１范围内呈现良好的线性关系，相关系数 ＞０９９９；奶中加标样品的检出限（按信噪比 Ｓ／Ｎ≥３计）为 １

μｇ·ｋｇ－１，定量限（按信噪比Ｓ／Ｎ≥１０计）为２μｇ·ｋｇ－１．在定量限、１／２最高残留限量（５μｇ·ｋｇ－１）、最高残留限

量（１０μｇ·ｋｇ－１）、２倍最高残留限量（２０μｇ·ｋｇ－１）添加水平下，奶中阿莫西林的平均回收率为７５６％ ～９１０％，

相对标准偏差为１６％～１０２％．
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　　阿莫西林（Ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ）又名羟氨苄青霉素，是一
种最常用的青霉素类广谱β－内酰胺类抗生素，具有
杀菌能力强，口服吸收好，血药浓度高，且不受食物

影响的特点［１］，医学和兽医临床应用广泛．阿莫西林
对金黄色葡萄球菌、链球菌、炭疽杆菌、胸膜肺炎放

线杆菌等几种常见的致病菌具有较强的抗菌活性，

广泛应用于治疗各种动物泌尿道、呼吸道和皮肤的

敏感菌感染［２］．国外已批准用于治疗牛、犬和猫的疾
病，国内已批准使用阿莫西林治疗牛、猪和家禽的敏

感菌感染．其作用机理是与细菌胞质膜上的青霉素
结合蛋白（ＰＢＰｓ）结合，使其失去活性，导致细胞壁合
成受阻，最终使细菌裂解而死亡［３］．

奶中阿莫西林的残留，会引起敏感人群的过敏

反应和细菌耐药性的增加，导致奶制品质量和产量

下降，给乳品加工业带来巨大经济损失．阿莫西林残
留是当前欧盟和北美等国家对进口动物食品的必检

项目之一［４］．为确保消费者健康，避免消费者受到阿
莫西林残留的危害，许多国家规定了阿莫西林的最

高残留限量（Ｍａｘｉｍｕｍｒｅｓｉｄｕｅｌｉｍｉｔ，ＭＲＬ）．欧盟规定
牛奶中阿莫西林的最高残留限量为４μｇ·Ｌ－１［５］，农
业部第２３５号公告规定食品动物中靶组织的最高残
留限量分别是５０（肌肉、脂肪、肝脏、肾脏）和１０（奶）
μｇ·ｋｇ－１［６］．

奶、蜂蜜和组织中阿莫西林的检测方法目前报

道的有微生物检测法［７８］、酶联免疫分析法［９］、高效

液相色谱与荧光检测器［１］、紫外检测器［２，４，１０１１］和质

谱检测器［１２２１］联用．高效液相色谱法的灵敏度低，样
品处理通过衍生化和ＳＰＥ柱净化来实现，操作繁琐；
高效液相色谱－质谱联用法多为 β－内酰胺类抗生
素多残留检测，对奶中阿莫西林残留检测的专属性

不强，且均需要 ＳＰＥ柱净化，成本较高．本研究采用
高效液相色谱 －串联质谱法（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）分析奶
中阿莫西林残留，通过乙醇提取，正己烷净化来实现

对目标物的处理，该方法操作简单快速，避免了衍生

化和ＳＰＥ柱净化的繁琐步骤，成本较低，灵敏度高，

精密度和重复性好．

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
ＡＰＩ４０００电喷雾 －串联四极杆质谱仪，配 Ａｎａ

ｌｙｓｔ４．１．５软件（美国应用生物系统公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ
１２００型液相色谱仪（美国安捷伦公司）；旋转蒸发仪
（瑞士ＢＵＣＨＩ公司）；ＭｉｌｌｉＱ纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；Ｍａｃｈ１６Ｒ冷冻型离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；Ｌｕｎａ５μｍＣ１８色谱柱（美国Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司）．
阿莫 西 林 标 准 品：质 量 分 数 为 ８６４％，批 号
Ｋ０２２１２０６，为中国兽医药品监察所产品；甲酸和乙腈
为色谱纯（德国ＣＮＷ公司）；乙醇、正己烷、乙酸铵均
为国产分析纯．
１．２　溶液的配制

５００ｍｇ·Ｌ－１阿莫西林标准溶液：精密称取５７９
ｍｇ阿莫西林标准品，置于１０ｍＬ容量瓶中，用体积
分数为５０％甲醇乙腈溶液溶解并定容至刻度，配成
５００ｍｇ·Ｌ－１标准溶液，于４℃冰箱中避光保存．临
用前用ｐＨ４５的乙酸铵溶液稀释成阿莫西林系列
标准工作溶液．１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液：精密称取
乙酸铵０１５４ｇ，用纯水溶解并定容至２００ｍＬ，冰醋
酸调ｐＨ至４５．
１．３　样品前处理方法

称取２ｇ空白奶样品于１５ｍＬＥＰ管中，加入８

ｍＬ乙醇，旋涡混匀１ｍｉｎ，以１００００ｒ·ｍｉｎ－１（温度
低于４℃）离心 １５ｍｉｎ；转移上清液至梨形瓶中，
３７℃条件旋转蒸发至约０５ｍＬ，取下梨形瓶，立即
加入乙酸铵溶液１ｍＬ，旋涡混匀１ｍｉｎ，转移溶液至
另一１５ｍＬＥＰ管中，用乙酸铵溶液定容至２ｍＬ；取
１ｍＬ上述溶液于２ｍＬＥＰ管中，加入正己烷０８ｍＬ
除脂，涡旋混匀，以１００００ｒ·ｍｉｎ－１（温度低于４℃）
离心 １０ｍｉｎ，弃去上层正己烷，下层水相过０２２μｍ
水相滤膜，供ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测．
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１．４　标准曲线的制作
精密称取２ｇ空白奶样品于１５ｍＬＥＰ管中，按

“１３”方法处理样品，用所得空白基质液将阿莫西林
标准工作液稀释成１、２、５、１０、５０、１００、４００μｇ·Ｌ－１，
用 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ进行检测．每一水平设５个平行样
品同日检测，连续测定５日．以测得阿莫西林峰面积
平均值为纵坐标（ｙ），质量浓度（μｇ·Ｌ－１）为横坐标
（ｘ）绘制标准曲线，求得其回归方程和标准曲线．
１．５　方法的灵敏度

精密称取空白奶样品２ｇ，依次加入不同质量浓
度的阿莫西林标准工作液１００μＬ，涡旋混匀，使得样
品中阿莫西林的添加质量浓度分别为０５、１０、２０、
５０、１０．０μｇ·Ｌ－１，按 “１３”方法处理样品．以信噪
比Ｓ／Ｎ≥３确定检出限（ＬＯＤ），以信噪比 Ｓ／Ｎ≥１０
确定定量下限（ＬＯＱ）．
１．６　回收率和精密度的测定

回收率和精密度的计算，采用在空白奶样品中

添加标准溶液的方法进行检测．根据农业部对阿莫
西林制定的 ＭＲＬ及残留控制要求，在 ＬＯＱ、
１／２ＭＲＬ、ＭＲＬ、２ＭＲＬ４个添加水平，２ｇ空白奶样品
中分别添加４０、１００、２００、４００μｇ·Ｌ－１的阿莫西林标
准工作液１００μＬ，即奶中添加质量分数为２、５、１０、２０
μｇ·ｋｇ－１，旋涡混匀，按“１３”方法处理样品，每一水
平设５个平行样品同日检测，连续测定５日．求得空
白奶中添加阿莫西林回收率的平均值（Ｘ）和标准差
（ＳＤ），同时计算日内和日间相对标准偏差．
１．７　抽样检测

从市场购买新鲜牛奶和羊奶１００ｍＬ，牛奶和羊
奶样品各取１５份，共抽检３０份样品，每份样品２个
重复，按“１３”方法进行制样和检测．
１．８　色谱－质谱条件
１．８．１　色谱分离条件　Ｌｕｎａ５μｍＣ１８色谱柱（１５０

ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ；美国 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司）；流动相
Ａ为乙腈，流动相 Ｂ为体积分数０１％甲酸水溶液，
梯度洗脱程序：０～１ｍｉｎ，０～４０％ Ａ；１～３５ｍｉｎ，
４０％ Ａ；３５～４ｍｉｎ，４０％ ～０Ａ；４～１０ｍｉｎ，０Ａ；流
速：０２５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３５℃；进样量：５μＬ．
１．８．２　质谱条件　ＥＳＩ正离子模式扫描（ＥＳＩ＋），
多反应监测（ＭＲＭ）采集方式；离子源温度７００℃，
电喷雾电压４ｋＶ，雾化气压力５５ｋＰａ，辅助气压力３５
ｋＰａ，气帘气压力１５ｋＰａ．阿莫西林的多反应监测质
谱检测参数：母离子 ｍ／ｚ为 ３６６３，子离子 ｍ／ｚ为
３４９２、２０８２，其中ｍ／ｚ３６６３／３４９２为定量离子对；

碰撞能量（ＣＥ）１３ｅＶ／１９ｅＶ；去簇电压（ＤＰ）５８／４５
Ｖ；碰 撞 室 射 出 电 压 （ＣＸＰ）１０Ｖ；射 入 电 压
（ＥＰ）１０Ｖ．

２　结果与分析

２．１　质谱参数的确定

阿莫西林标准溶液（１ｍｇ·Ｌ－１）分别在正离子
和负离子模式下全扫描，发现阿莫西林在正离子模

式下的响应值更高．阿莫西林标准溶液（１ｍｇ·Ｌ－１）
在正离子模式下全扫描，得到［Ｍ ＋Ｈ］＋（ｍ／ｚ
３６６３）准分子离子峰．对 ｍ／ｚ３６６３进行二级质谱
全扫描，得到阿莫西林二级全扫描质谱图．阿莫西林
的质谱行为较简单，主要为分子脱 ＮＨ３生成的［Ｍ－

ＮＨ３＋Ｈ］
＋（ｍ／ｚ３４９２）和 β－内酰胺断裂生成的

ｍ／ｚ２０８２、１１３９和１６００．在多反应监测正离子模
式下，改变碰撞能量，其中 ｍ／ｚ３４９２和２０８２的强
度相对较大，干扰较小，选择 ｍ／ｚ２０８２为辅助定性
离子，ｍ／ｚ３４９２为定量离子．
２．２　标准曲线和线性范围

按“１４”方法进行操作，得牛奶中阿莫西林的回
归方程ｙ＝３８６８９ｘ＋５４６４，相关系数 ｒ＝０９９９８；
羊奶中阿莫西林的回归方程ｙ＝４０４１８ｘ＋１２５４０，
相关系数ｒ＝０９９９４．
２．３　方法的灵敏度

以信噪比Ｓ／Ｎ≥３确定检出限（ＬＯＤ），以信噪比
Ｓ／Ｎ≥１０确定定量下限（ＬＯＱ）．得出阿莫西林在奶
中的检出限为１μｇ·ｋｇ－１，定量下限为２μｇ·ｋｇ－１，
满足残留检测的要求．
２．４　回收率和精密度

回收率和精密度的计算，采用在空白奶样品中

添加标准溶液的方法进行检测，其多反应监测质谱

图如图１所示．由表１可知，阿莫西林在奶中的平均
回收率介于７５６％ ～９１０％，日内相对标准偏差为
１６％ ～１０２％，日间相对标准偏差为 ３５％ ～
８２％，满足兽药残留检测方法的要求．
２．５　抽样检测

抽样（牛、羊奶各１５份）检测结果显示，２份牛
奶检测出６μｇ·ｋｇ－１的残留（未超过残留限量，阿莫
西林在奶的 ＭＲＬ为 １０μｇ·ｋｇ－１），１份羊奶检测出
１５μｇ·ｋｇ－１的阿莫西林残留（超过了残留限量），其
余样品未检测出阿莫西林残留．表明该方法可检测
牛奶和羊奶中阿莫西林的残留量，在生产实际中可

用于检测奶中阿莫西林的残留．

８１ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３５卷　



Ａ、ａ：牛奶；Ｂ、ｂ：羊奶

图１　空白（Ａ、Ｂ）和空白添加阿莫西林（ａ、ｂ，２μｇ·ｋｇ－１）奶样品的多反应监测质谱图

Ｆｉｇ．１　ＭＲＭｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｂｌａｎｋｍｉｌｋｓａｍｐｌｅｓ（Ａ，Ｂ）ａｎｄｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎａｔ２μｇ·ｋｇ－１（ａ，ｂ）

表１　奶中阿莫西林的加标回收率及相对标准偏差（ｎ＝５）

Ｔａｂ．１　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ（ＲＳＤ）ｏｆａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎｓｐｉｋｅｄｉｎｍｉｌｋ（ｎ＝５）

样品
ρ添加／

（μｇ·ｋｇ－１）

回收率

（珋ｘ±ＳＤ）／％
日内相对标准偏差／％

日间相对标准

偏差／％
牛奶 ２ ７８．５±６．４ １０．２、７．７、４．６、９．４、８．５　 ８．２

５ ８６．５±３．７ ４．２、４．６、３．４、２．６、３．２ ４．２
１０ ８８．９±３．５ ２．１、３．３、３．５、４．１、２．８ ３．９
２０ ８２．９±６．１ １．９、９．３、６．３、７．５、５．４ ７．３

羊奶 ２ ７５．６±４．０ ６．３、３．５、２．８、５．９、５．４ ５．３
５ ８５．０±３．１ １．６、３．１、３．６、３．８、１．９ ３．６
１０ ８５．６±３．０ ３．６、３．１、１．７、４．１、３．４ ３．５
２０ ９１．０±３．９ ４．９、４．５、３．６、２．６、１．８ ４．３

３　讨论与结论
３．１　色谱条件的优化

阿莫西林的极性较小，是有机弱酸性物质，在

Ｃ１８色谱柱上能较好地保留．研究考察了 ＧｅｍｉｎｉＣ１８
（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，粒径３５μｍ）和 ＬｕｎａＣ１８（２１
ｍｍ×１５０ｍｍ，粒径５μｍ）２种色谱柱的分离效果，

发现在 ＧｅｍｉｎｉＣ１８色谱柱上药物峰形宽大，分离效
果差，而且柱压较高，不予采用，因此采用 ＬｕｎａＣ１８
（２１ｍｍ×１５０ｍｍ，粒径５μｍ）色谱柱．本试验流
动相的有机相成分为乙腈，在水相中加入体积分数

为０１％的甲酸［２２］使阿莫西林的响应值更高，峰形

尖锐，分离度更好．说明甲酸促进了阿莫西林的离
子化．
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３．２　样品前处理方法的优化
分析样品中阿莫西林残留的方法有微生物测定

法、免疫分析法、高效液相色谱法和液相色谱 －串联
质谱法等．通过文献对比发现：微生物法由于动物源
性食品中干扰物质多，且具备抑菌作用的抗生素种

类繁多，使其结果假阳性率较高，准确性较差，而且

缺乏特异性．高效液相色谱法测定青霉素类药物残
留通常用反相液相色谱法，紫外检测器进行定量．但
由于测定波长在２００～２３５ｎｍ，基体干扰明显，无法
应用于实际样品中药物含量测定．人们开发了测定
衍生化青霉素的方法，通过提高检测波长来消除基

体干扰［４］．但实际样品中阿莫西林残留分析之前，都
要经过繁琐费时的衍生化［１２，４，１０１１］过程．液相色谱－
串联质谱法采用多离子通道系统进行药物分析，分

离能力强，精确可靠，用于测定阿莫西林的残留时避

免了衍生化的繁琐步骤，但都要用 ＳＰＥ柱进行净
化［１３１８，２０２１］，所需试剂的种类和数量较多，成本较高．
本研究运用高效液相色谱－串联质谱法（ＨＰＬＣＭＳ／
ＭＳ）检测奶中阿莫西林的残留，通过 ８ｍＬ乙醇提
取，旋转蒸发至０５ｍＬ后用乙酸铵溶液定容，正己
烷净化来实现对目标物的处理，该方法操作简单快

速，避免了衍生化和ＳＰＥ柱净化的繁琐步骤，前处理
过程仅需要乙醇、乙酸铵和正己烷３种试剂，成本较
低，效率高（单个样品前处理时间在４０ｍｉｎ左右），
适用于生产实践中大批量样品的快速检测．
３．３　提取液的选择

已报道的文献资料中，用来沉淀牛奶中蛋白质

的有机溶剂主要有乙腈［１，１２，１７１８］和三氯乙酸［２，１０］，也

有采用乙酸铅［１４］的报道．这些报道的样品前处理方
法中，大部分都包含了操作繁琐的固相萃取（ＳＰＥ）净
化步骤．本试验采用乙腈、甲醇和乙醇［１９］来去除奶中

的蛋白质．结果显示乙醇沉淀蛋白质的效果最好，阿
莫西林的回收率较高（７５％ 以上），而乙腈和甲醇沉
淀蛋白质后阿莫西林的回收率在６０％左右．由于阿
莫西林不稳定，为了防止目标物降解，在旋转蒸发至

约０５ｍＬ后，分别加入 ｐＨ为３０、４．５、５０、６０的
乙酸铵溶液，考察其提取效果，试验结果表明阿莫西

林在ｐＨ４５的乙酸铵溶液中最稳定，回收率最高．
由于离子浓度对阿莫西林有一定影响，比较了１０与
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液提取结果的回收率，发现
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液回收率高于５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

乙酸铵溶液．样品提取溶液经过高速低温离心和
０２２μｍ微孔滤膜过滤后进行 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析，
检测结果表明样品提取溶液足够干净，不会对阿莫

西林的检测产生显著的干扰．

３．４　浓缩条件的选择
本试验运用旋转蒸发的方式去除提取溶液中的

乙醇，对阿莫西林进行浓缩．阿莫西林本身不稳定，
在溶液条件下会加速阿莫西林的降解，提高蒸发浓

缩的温度会加快乙醇的挥发，同时也会加速阿莫西

林的降解．因此选择在３０、３７和４０℃条件下进行对
比试验．发现在３７℃条件下浓缩效率高（单个样品
蒸发浓缩至０５ｍＬ需要６ｍｉｎ），方法的回收率也较
高（７５％以上）．本试验同时尝试将提取液完全吹干，
由于耗时较长，阿莫西林的降解导致方法回收率降

低（回收率只有５０％ ～６０％），处理方法上采用了在
３７℃条件下蒸发浓缩至０５ｍＬ的方式．
３．５　基质效应的消除

样品基质溶液对目标物的电喷雾离子化有很大

影响，可增强或抑制信号响应，进而影响测定结果的

准确度与精密度［２３］．本试验通过在空白奶基质提取
液中添加低、中、高 ３个质量浓度即 ５、５０、２００
μｇ·Ｌ－１的阿莫西林标准溶液，与纯溶剂中的信号强
度进行比较，奶基质峰面积与纯溶剂的峰面积比值

为７０％～８６％，说明牛奶和羊奶基质对阿莫西林检
测均有抑制效应．为消除样品基质效应的影响，采用
空白基质匹配标准溶液法［２４］进行校准．
３．６　结论

本文建立了ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法测定奶中阿莫西林
残留量的分析方法．样品经乙醇提取，提取液经旋转
蒸发浓缩后用乙酸铵溶液复溶，复溶液用正己烷去

除脂肪后，经液相色谱－串联质谱分析．本方法前处
理操作简便易行，不需要 ＳＰＥ柱净化，所需试剂较
少，成本较低；同 ＨＰＬＣ法相比，ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法避
免了衍生化和 ＳＰＥ柱净化的繁琐步骤，而且精密度
和重复性好，灵敏度高，定量限低于欧盟对奶中阿莫

西林制定的最高残留限量，适用于奶中阿莫西林的

残留检测．
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