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黎乃添１，雍 燕１，叶渭源１，黎健业１，吴玉枝１，方炳虎１，２，３∗

（１． 广东温氏大华农生物科技有限公司，广东云浮 ５２７４００；２． 华南农业大学兽医学院，广州 ５１０６４２；

３． 广东省兽用生物制品技术研究与应用企业重点实验室，广东肇庆 ５２６２６８）

［收稿日期］ ２０２３ － ０５ － ２５　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０２４） ０５ － ００３４ － １１　 ［中图分类号］Ｓ８５９． ８４

［摘　 要］ 　 建立一种同时测定鸡蛋中氨苄西林及其主要代谢物氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的超高

效液相色谱串联质谱方法。 样品经乙腈水溶液（７０∶ ３０，Ｖ ／ Ｖ）提取、浓缩、ＳＡＸ 固相萃取小柱净化后，采用

超高效液相色谱串联质谱法进行检测。 结果显示，氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪在１ ～２００ ｎｇ ／ ｇ
的浓度范围内呈良好的线性关系。 在鸡蛋中氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的检测限

均为 ０． ５ ｎｇ ／ ｇ，定量限为 １ ｎｇ ／ ｇ。 在 １ ～ １００ ｎｇ ／ ｇ 添加浓度范围内，氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西

林二酮哌嗪在鸡蛋中的平均回收率分别为 ８４． ０％ ～９６． ２％ 、８５． ６％ ～９６． ４％和 ８９． ２％ ～９５． ８％ ，批内、
批间 ＲＳＤ 均小于 １０％ 。 添加不同浓度药物的鸡蛋样品具有良好的长期冷冻放置稳定性和反复冻融稳

定性。 蛋鸡在服用氨苄西林后，所产鸡蛋均能检出氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪，且氨苄

西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的残留量和残留时间高于氨苄西林原型。 上述内容表明，该方法各项技术

指标均能满足残留检测要求，可用于定量测定鸡蛋中氨苄西林及其主要代谢物的残留量。
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　 　 氨苄西林是一种半合成的耐酸、长效的青霉素类

抗生素，对革兰氏阳性菌、阴性菌等均具有较强的杀灭

效果，主要用于防治禽畜胃肠道及呼吸道细菌感染性

疾病。 由于鸡蛋在蛋禽体内成形往往需要数天时间，
在蛋鸡开产前使用氨苄西林等药物，仍有可能造成药

物在鸡蛋中的残留，存在食品安全和危害人体健康等

潜在风险。 食品安全国家标准 ＧＢ３１６５０． １ －２０２２ 规定

了以氨苄西林原型为残留标志物，鸡蛋中氨苄西林的

最大残留限量是 ４ μｇ ／ ｋｇ［１］。 经查阅文献资料发现，
氨苄西林在体内主要通过β － 内酰胺环开环降解形

成氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪［２ － ４］。 而氨苄西

林酸和氨苄西林二酮哌嗪等代谢物是引起过敏反应

的主要成分［５ － ６］。 因此，除了氨苄西林原型外，也需

关注氨苄西林的代谢物如氨苄西林酸和氨苄西林二

酮哌嗪等在鸡蛋中的残留情况。
目前，氨苄西林及其代谢物的残留检测方法包括

微生物法、试管扩散法、分子印迹法、ＨＰＬＣ 法和

ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ法等［７ －１２］。 虽然微生物法和试管扩散

法能够定性检测残留的氨苄西林及其代谢物，但是难

以对其残留量进行准确定量。 液相色谱 －质谱法实现

了高效的色谱分离和高灵敏度检测，已经成为了抗生

素类药物残留的主要检测方法。 利用液相色谱 －质谱

法系统地检测鸡蛋中氨苄西林及其代谢产物的残留未

见报道。 因此，本文拟建立一种同时测定鸡蛋中氨苄

西林及其主要代谢物的 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 法，快速定量

测定鸡蛋中氨苄西林及其主要代谢物的残留量，以期

为鸡蛋中兽药残留的检测提供有效手段。
１　 材料与方法

１． １　 仪器与设备　 １２９０ 型超高效液相色谱仪（美
国安捷伦公司）；４５００ 型三重四级杆质谱仪（美国

ＡＢ 公司）；ＣＰＡ２２５Ｄ 型分析天平（感量 ０． ０１ ｍｇ，赛
多利斯科学仪器（北京）有限公司）；Ｓｏｒｖａｌｌ ＳＴ１６Ｒ 型

高速冷冻离心机（美国赛默飞公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ ｒｅｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ 型超纯水系统（美国密理博公司）；ＶＯＲＴＥＸ
ＭＳ３ 型高速涡旋仪 （ 德国艾卡公司 ）； ＢＣＤ －
６５６ ＷＤＰＴ型冰箱（海尔公司）；Ｒ２０５Ｂ 型旋转蒸发
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仪（上海申生科技有限公司）；ＰＨＳ － ３Ｃ 型 ｐＨ 调节

计（上海仪电科学仪器股份有限公司）。
１． ２　 对照品与试剂 　 氨苄西林标准品（含量为

８６． ０％ ，批号为 Ｋ０２１１４１０，中国兽医药品监察所）；
氨苄西林酸标准品（含量为 ９４． ５％ ，批号为 ０５２１ －
ＲＢ －００１５，广州佳途科技股份有限公司）；氨苄西

林二酮哌嗪标准品（含量为 ９２． ５％ ，批号为 ０５２１ －
ＲＢ － ００１６，广州佳途科技股份有限公司）。 甲醇

（色谱纯，美国默克公司）；乙腈（色谱纯，美国默克

公司）；甲酸（质谱纯，美国赛默飞公司）；超纯水

（实验室自制，符合 ＧＢ ／ Ｔ ６６８２ － １９９２ 规定的一级

水要求）；其他试剂均为分析纯。 ＳＡＸ 固相萃取小

柱（１５０ ｍｇ ／ ６ ｍＬ，美国 Ｗｅｌｃｈ 公司）。
１． ３　 试液配制　 氨苄西林、氨苄西林酸、氨苄西林

二酮哌嗪标准溶液：分别精密称取适量 ３ 种标准品各

约 １０ ｍｇ，于 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，用 ５０％（Ｖ ／ Ｖ）乙腈

水溶解并稀释定容至刻度，配制成浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的

标准贮备液。 分别精密量取 １ ｍＬ 各标准贮备液于

１００ ｍＬ 棕色容量瓶中，用 ５０％ （Ｖ ／ Ｖ）乙腈水稀释

定容至刻度，配制成 １０ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准溶液。
磷酸盐缓冲液：取 ６． ８ ｇ 磷酸二氢钾，加水溶解

并稀释至 １０００ ｍＬ，用 １２． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液调

节 ｐＨ 值至 ８． ０。
提取液：７００ ｍＬ 乙腈与 ３００ ｍＬ 水混合均匀。
洗脱液 Ａ：取超纯水 ４５０ ｍＬ，加甲醇 ５０ ｍＬ、甲

酸 ２ ｍＬ，混匀。
洗脱液 Ｂ：取甲醇 １００ ｍＬ，加甲酸 ０． ４ ｍＬ，混匀。

１． ４　 样品采集与制备　 鸡蛋样品来源于云浮市新

兴县某蛋鸡养殖场。 经检测无氨苄西林及其代谢

物残留。 将鸡蛋的蛋清和蛋黄均质匀浆，置于 ５０
ｍＬ 离心管中，备用。
１． ５　 样品前处理

１． ５． １　 样品提取　 称取鸡蛋匀浆样品（２ ± ０． ０２）ｇ
于 ５０ ｍＬ 离心管中，加入 １０ ｍＬ 提取液，涡旋 １
ｍｉｎ，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液。 向残渣中

再加入 ５ ｍＬ 提取液重复提取，合并上清液，于

１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 将上清液转移至鸡心瓶

中，４０ ℃水浴下旋转蒸发除去有机相。 浓缩液转

移至新的离心管中，先后用 ３ ｍＬ 磷酸盐缓冲液洗

涤鸡心瓶两次，合并浓缩液和洗涤液，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ。 取上清液作为提取液，备用。
１． ５． ２　 样品净化　 ＳＡＸ 固相萃取小柱依次用甲醇 ６
ｍＬ、水６ ｍＬ及磷酸盐缓冲液６ ｍＬ 活化。 将上述提取液

加入活化后的 ＳＡＸ 固相萃取柱，控制流速在 ３ ｍＬ／ ｍｉｎ
以内，流完后再用磷酸盐缓冲液 ３ ｍＬ 淋洗。 最后依次

用洗脱液Ａ ３ ｍＬ、洗脱液 Ｂ １ ｍＬ 洗脱，收集洗脱液，经
０．２２ μｍ微孔滤膜滤过后，供ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
１． ６　 测定方法

１． ６． １　 色谱条件　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ® ＢＥＨ，
Ｃ１８ ２． １ × ５０ ｍｍ， １． ７ μｍ（美国沃特世公司）；流动

相：Ａ 相为甲醇，Ｂ 相为 ０． １％甲酸水；柱温：２５ ℃；进
样量：５． ０ μＬ；流动相梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 流动相梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０． ００ ０． ３００ ０． ００ １００． ００
０． ９０ ０． ３００ ０． ００ １００． ００
１． ００ ０． ５００ １００． ００ ０． ００
３． ４０ ０． ５００ １００． ００ ０． ００
３． ５０ ０． ３００ ０． ００ １００． ００
５． ００ ０． ３００ ０． ００ １００． ００

１． ６． ２　 质谱条件　 大气压电喷雾离子源（ＥＳＩ ＋ ）；
采用多反应监测（ＭＲＭ）模式采集：电喷雾电压（ＩＳ）：
５５００ Ｖ；雾化气压力 （ＧＳ１）：５０ ｐｓｉ；辅助气流速

（ＧＳ２）：５０ ｐｓｉ；气帘气压力（ＣＵＲ）：４０ ｐｓｉ；离子源温

度（ＴＥＭ）：５５０ ℃；碰撞室压力（ＣＡＤ）：９ ｐｓｉ；氨苄西

林、氨苄西林酸、氨苄西林二酮哌嗪的定性定量离子

对及去簇电压（ＤＰ）、碰撞能量（ＣＥ）见表 ２。
表 ２　 定性定量离子对及去簇电压（ＤＰ）、碰撞能量（ＣＥ）

Ｔａｂ ２　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ ａｎｄ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ （ＤＰ），

ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ （ＣＥ）
化合物 母离子 子离子 ＤＰ ／ Ｖ ＣＥ ／ ｅＶ

氨苄西林 ３４９． ７
１０６． １∗ ７５． ０ ３３． ２
１９２． １ ７６． ０ ２１． ０

氨苄西林酸 ３６７． ８
３２４． ２∗ ２２． ０ １５． ０
３０７． ３ ２２． ０ ２１． ０

氨苄西林二酮哌嗪 ３４９． ７
１６０． １∗ ４０． ０ １９． ０
１９１． ０ ４０． ０ ２１． ０

　 　 ∗为定量离子
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２　 方法验证

２． １　 特异性考察 　 分别取空白鸡蛋样品、空白鸡

蛋添加混合标准工作溶液样品，按照 １． ５ 项下方法

进行处理，按照 １． ６ 项下的 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 条件分

析测定，判断空白鸡蛋基质是否会干扰氨苄西林及

其主要代谢物的测定。
２． ２　 方法灵敏度确定　 取 １０ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准

溶液用 ５０％ （Ｖ ／ Ｖ）乙腈水配制浓度为 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的

混合标准工作溶液，现用现配。 分别添加适量浓度

为 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 混合标准工作溶液于空白鸡蛋样品

中，制得添加浓度为 ０． １、０． ２、０． ５、１、２ ｎｇ ／ ｇ 的系列

鸡蛋样品。 添加样品按 １． ５ 项下方法进行处理，按
１． ６ 项下的 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 条件分析测定。 以最低

检出浓度计算，按照信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥３ 时确定方法检

测限（ＬＯＤ），Ｓ ／ Ｎ≥１０ 时确定方法定量限（ＬＯＱ）。
２． ３　 线性范围测定　 取 １０ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准贮

备液用 ５０％ （Ｖ ／ Ｖ） 乙腈水分别配制系列浓度为

４０００、２０００、８００、４００、２００ 和 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的混合标准

工作液。 分别精密移取 ０． １ ｍＬ 上述系列混合标准

工作液，并加入至（２ ± ０． ０２） ｇ 空白鸡蛋样品中，制
得添加浓度为 ２００、１００、４０、２０、１０ 和 １ ｎｇ ／ ｇ 的系列

鸡蛋样品。 添加样品按 １． ５ 项下方法进行处理，按
１． ６ 项下的 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 条件分析测定。 以待测

组分定量离子的峰面积为纵坐标，对应的添加浓度

为横坐标，绘制基质匹配标准曲线。
２． ４　 准确度与精密度的测定 　 分别配制氨苄西

林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪添加浓度均为

１、１０ 和 １００ ｎｇ ／ ｇ 的低、中、高 ３ 个不同浓度的鸡蛋

样品进行加标回收率试验。 各浓度设置 ６ 个平行

样品，每个加标浓度重复 ３ 批。 添加样品按 １． ５ 项

下方法进行处理，按 １． ６ 项下的 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 条

件分析测定。 通过外标法定量，计算各药物的回收

率和批内、批间精密度。
２． ５　 稳定性测定

２． ５． １　 样品冷冻长期放置稳定性测定　 分别配制

氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪添加浓

度均为 １、１０ 和 １００ ｎｇ ／ ｇ 的低、中、高 ３ 个不同浓度

的鸡蛋样品，各浓度设置 ６ 个平行样品。 将上述添

加样品放置于 － ２０ ℃低温环境中，分别于 ０、７、１４ ｄ
各取出一批次样品，按 １． ５ 项下方法进行处理，按１． ６
项下的 ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ 条件分析测定。 考察上述添

加样品在 －２０ ℃低温条件下长期放置的稳定性。
２． ５． ２　 样品反复冻融稳定性测定　 分别配制氨苄

西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪添加浓度均

为 １、１０ 和 １００ ｎｇ ／ ｇ 的低、中、高 ３ 个不同浓度的鸡

蛋样品，各浓度设置 ６ 个平行样品。 将上述添加样

品分别在 － ２０ ℃条件下反复冻融 ３ 次与常温条件

下，按 １． ５ 项下方法进行处理，按 １． ６ 项下 ＵＰＬＣ －
ＭＳ ／ ＭＳ 条件分析测定。 考察上述添加样品在

－ ２０ ℃条件下反复冻融 ３ 次后的稳定性。
２． ６　 基质效应试验　 取浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的混合

标准贮备液适量，分别并加入至（２ ± ０． ０２） ｇ 空白

鸡蛋样品中，制得添加浓度为 １００、１０ 和 １ ｎｇ ／ ｇ 的

系列鸡蛋样品，各浓度设置 ６ 个不同来源的鸡蛋样

品。 添加样品按 １． ５ 项下方法进行处理，制得基质

匹配对照品溶液。
另取浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准贮备液适量

用洗脱液（洗脱液 Ａ ３ ｍＬ、洗脱液 Ｂ １ ｍＬ）配制浓

度分别为 ５０、５ 和 ０． ５ ｎｇ ／ ｍＬ 的混合标准工作液，
其浓度分别与基质匹配对照品溶液上机浓度一致。
每个浓度设置 ６ 个平行样品。 经 ０． ２２ μｍ 微孔滤

膜滤过后，供 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
按 １． ６ 项色谱工作条件对上述样品进行检测，

记录相同浓度下各定量离子的峰面积，并分析鸡蛋

基质对检测结果的基质效应。
２． ７　 实际样品检测　 选取 ２５ 羽京红一号在产蛋

期的蛋鸡（２８ 周龄，体重约 １． ５ ｋｇ，来源于温氏蛋

业公司），试验前分别称重、编号。 试验前于试验条

件下观察饲养 １ 周，临床表现健康，饲喂不含任何抗

菌药物的蛋鸡专用饲料，自由饮水。 按照氨苄西林

可溶性粉标准中推荐的最高剂量和最长疗程，通过

灌胃给药方式进行给药。 于末次给药后停药当天开

始分别采集 １ ～１０ ｄ 鸡蛋样品，每个采样时间点收集

的鸡蛋不少于 １０ 枚。 收集的鸡蛋分别洗净蛋壳，将
蛋清和蛋黄混合均质后，按 １． ５ 项下方法进行处理，
按 １􀆰 ６ 项下 ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ 条件分析测定。
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３　 结果与分析

３． １　 特异性试验结果　 分别对空白鸡蛋样品和空白

鸡蛋添加混合标准工作溶液样品进行测定，可见图 １ 至

图６。 结果表明，鸡蛋样品中的内源性杂质不会干扰氨

苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的检测。 药物

峰与杂质峰分离良好，表明该方法具有较好的特异性。

图 １　 空白鸡蛋样品在氨苄西林质谱条件下色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｅｇｇｓ ｓａｍｐｌｅ ｕｎｄｅｒ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ２　 空白鸡蛋样品在氨苄西林酸质谱条件下色谱图

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｅｇｇｓ ｓａｍｐｌｅ ｕｎｄｅｒ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ａｃｉｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ３　 空白鸡蛋样品在氨苄西林二酮哌嗪质谱条件下色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｅｇｇｓ ｓａｍｐｌｅ ｕｎｄｅｒ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｄｉｋｅｔｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

·８３·
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图 ４　 空白鸡蛋中添加氨苄西林对照品的定量离子色谱图

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｉｎ ｅｇｇ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ５　 空白鸡蛋中添加氨苄西林酸对照品的定量离子色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ａｃｉｄ ｉｎ ｅｇｇ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ６　 空白鸡蛋中添加氨苄西林二酮哌嗪对照品的定量离子色谱图

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｄｉｋｅｔｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ ｉｎ ｅｇｇ ｓａｍｐｌｅｓ

·９３·
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３． ２　 方法灵敏度 　 根据建立的检测方法，氨苄

西林、氨苄西林酸、氨苄西林二酮哌嗪在鸡蛋中

的 ＬＯＤ 均为 ０ ． ５ ｎｇ ／ ｇ、ＬＯＱ 均为 １ ｎｇ ／ ｇ，验证了

该方法灵敏度高，完全满足氨苄西林、氨苄西林

酸、氨苄西林二酮哌嗪在鸡蛋中残留检测的

要求。
３． ３　 线性范围 　 鸡蛋基质中的氨苄西林、氨苄西

林酸和氨苄西林二酮哌嗪在 １ ～ ２００ ｎｇ ／ ｇ 的浓度范

围内呈良好的线性关系，相关系数 Ｒ２ 均大于 ０． ９９。
其定量离子在鸡蛋基质中的线性范围、回归方程和

相关系数可见表 ３。

表 ３　 鸡蛋中氨苄西林、氨苄西林酸和

氨苄西林二酮哌嗪的线性范围考察结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｒａｎｇｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ， ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ

ａｃｉｄ ａｎｄ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｄｉｋｅｔｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ ｉｎ ｅｇｇｓ

化合物
线性范围

／ （ｎｇ·ｇ － １）
回归方程 Ｒ２

氨苄西林 １ ～ ２００ ｙ ＝ ２． ４７ｅ ＋ ０４ ｘ ＋ － １． ３６ｅ ＋ ０４ ０． ９９９６
氨苄西林酸 １ ～ ２００ ｙ ＝ １． ３７ｅ ＋ ０４ ｘ ＋ － １． ９３ｅ ＋ ０４ ０． ９９５６

氨苄西林二酮哌嗪 １ ～ ２００ ｙ ＝ ５． ７７ｅ ＋ ０４ ｘ ＋ ２． ８８ｅ ＋ ０４ ０． ９９９６

３． ４　 准确度与精密度　 氨苄西林、氨苄西林酸和氨

苄西林二酮哌嗪在鸡蛋中的添加回收率和精密度考

察结果可见表 ４。 氨苄西林在 １、１０、１００ ｎｇ ／ ｇ 添加水

平的平均回收率为 ８４． ０％ ～９６． ２％，批内精密度均小

于 ５． ８％，批间精密度均小于 ５． ３％。 氨苄西林酸在 １、

１０、１００ ｎｇ ／ ｇ 添加水平的平均回收率为 ８５． ６％ ～
９６􀆰 ４％，批内精密度均小于 ８． ０％以内，批间精密度

均小于 ６􀆰 ２％。 氨苄西林二酮哌嗪在 １、１０、１００ ｎｇ ／ ｇ
添加水平的平均回收率为 ８９． ２％ ～ ９５． ８％，批内精

密度均小于 ８． ７％，批间精密度均小于 ７． ９％。 上述

结果表明建立的检测方法准确度高，重现性好。
３． ５　 稳定性

３． ５． １　 样品冷冻长期放置稳定性　 添加氨苄西林、
氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的鸡蛋样品在

－２０ ℃低温条件下的长期放置稳定性试验结果可见

表 ５。 结果表明，不同添加浓度的鸡蛋样品在 －２０ ℃
低温条件下储存７ ｄ 和１４ ｄ 后药物浓度均值与０ 天相

比均在 ±１０％范围内，批内变异系数均小于 １５％，符合

生物样品定量分析方法验证的要求。 鸡蛋样品在

－２０ ℃条件下储存１４ ｄ，组织样品中的氨苄西林及其主

要代谢物氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪稳定性较好。
３． ５． ２　 样品反复冻融稳定性　 添加氨苄西林、氨苄

西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的鸡蛋样品在 － ２０ ℃
低温条件下反复冻融稳定性的试验结果可见表 ６。
结果表明，不同添加浓度的鸡蛋样品在 － ２０ ℃低温

条件下反复冻融 ３ 次后，变异系数均小于 １５％；其与

冻融 ０ 次检测的浓度相比较，每一浓度的均值与标

示浓度的偏差均在 ± １０％范围内，表明氨苄西林及

其主要代谢物氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪在鸡

蛋组织中具有良好的反复冻融稳定性。

表 ４　 氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪在鸡蛋中回收率与精密度结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ， ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｄｉｋｅｔｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ ｉｎ ｅｇｇｓ

添加浓度

／ （ｎｇ·ｇ － １）
批次

（ｎ ＝ ６）

氨苄西林 氨苄西林酸 氨苄西林二酮哌嗪

平均回收率
／ ％

批内 ＲＳＤ
／ ％

批间 ＲＳＤ
／ ％

平均回收率
／ ％

批内
ＲＳＤ ／ ％

批间
ＲＳＤ ／ ％

平均回收率
／ ％

批内
ＲＳＤ ／ ％

批间
ＲＳＤ ／ ％

１

１０

１００

１ ９４． ６ ４． ０ ９６． ４ ２． ０ ９１． １ ５． ８

２ ９０． ４ ４． ６ ５． ３ ９４． ３ ３． ２ ５． ２ ９０． ５ ６． ４ ６． ４

３ ９６． ２ ５． ８ ８７． ０ ２． ９ ８９． ２ ７． ８

１ ９０． ７ ４． ４ ９６． ４ ４． ０ ９１． ９ ８． ３

２ ９３． ３ ３． ７ ４． ４ ９５． ８ ４． ０ ４． ０ ９２． ２ ８． １ ７． ９

３ ９２． ２ ５． ５ ９６． １ ４． ７ ９１． ２ ８． ７

１ ９０． ４ ４． ４ ８５． ６ ４． ２ ９５． ８ ４． ８

２ ８４． ０ ３． １ ４． ７ ９２． ７ ８． ０ ６． ２ ９３． ２ ４． ８ ５． ３

３ ８６． ６ １． ３ ８８． ６ ２． １ ８９． ６ ３． ３

·０４·
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表 ５　 添加氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的鸡蛋样品冷冻长期放置稳定性结果

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｌｏｗ － ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｏｒａｇｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ， ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｄｉｋｅｔｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ ｉｎ ｅｇｇｓ

添加浓度

／ （ｎｇ·ｇ － １）
时间
／ ｄ

氨苄西林 氨苄西林酸 氨苄西林二酮哌嗪

Ｘ ± Ｓ． Ｄ
（ｎ ＝ ６）

ＣＶ
／ ％

ＸＴ ／ Ｘ０

／ ％
Ｘ ± Ｓ． Ｄ
（ｎ ＝ ６）

ＣＶ
／ ％

ＸＴ ／ Ｘ０

／ ％
Ｘ ± Ｓ． Ｄ
（ｎ ＝ ６）

ＣＶ
／ ％

ＸＴ ／ Ｘ０

／ ％

１

０ ０． ８２ ± ０． ０８ ９． ９ ／ ０． ８４ ± ０． ０８ ９． １ ／ ０． ８６ ± ０． ０６ ６． ８ ／

７ ０． ８８ ± ０． １２ １３． ９ １０７． ３ ０． ８３ ± ０． ０８ １０． １ ９８． ８ ０． ８４ ± ０． ０７ ８． １ ９７． ７

１４ ０． ８２ ± ０． ０７ ９． １ １００． ０ ０． ８２ ± ０． ０８ ９． ６ ９７． ６ ０． ８７ ± ０． ０５ ５． ７ １０１． ２

１０

０ ９． ０６ ± ０． ５３ ５． ９ ／ ９． ００ ± ０． ２７ ３． ０ ／ ９． １６ ± ０． ３４ ３． ７ ／

７ ８． ７８ ± ０． ５７ ６． ５ ９６． ９ ８． ７７ ± ０． ３７ ４． ３ ９７． ４ ８． ９９ ± ０． ２３ ２． ６ ９８． １

１４ ８． ９１ ± ０． ６７ ７． ６ ９８． ３ ８． ９５ ± ０． ２７ ３． ０ ９９． ４ ８． ９４ ± ０． ４２ ４． ７ ９７． ６

１００

０ ９７． ５７ ± ５． ５３ ５． ７ ／ ９６． ８９ ± ４． ６２ ４． ８ ／ ９４． １８ ± ４． ６８ ５． ０ ／

７ ９２． ６２ ± ３． ５３ ３． ８ ９４． ９ ９４． ７２ ± ６． ３６ ６． ７ ９７． ８ ９２． ３４ ± ５． １１ ５． ５ ９８． ０

１４ ９２． ２３ ± ３． ２５ ３． ５ ９４． ５ ９４． ３６ ± ６． ６７ ７． １ ９７． ４ ９１． ６３ ± ５． ３３ ５． ８ ９７． ３

　 　 （ＸＴ ／ （Ｘ０ 为 － ２０ ℃冻存待测样品（７ ｄ 或 １４ ｄ）检测浓度平均值与 ０ ｈ 检测浓度平均值比

表 ６　 添加氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的鸡蛋样品冻融稳定性结果

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｆｒｅｅｚｅ － ｔｈａｗ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ， ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｄｉｋｅｔｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ ｉｎ ｅｇｇｓ

添加浓度 ／
（ｎｇ·ｇ －１）

冻融
次数

氨苄西林 氨苄西林酸 氨苄西林二酮哌嗪

Ｘ ± Ｓ． Ｄ
（ｎ ＝ ６）

ＣＶ
／ ％

ＸＴ ／ Ｘ０

／ ％
Ｘ ± Ｓ． Ｄ
（ｎ ＝ ６）

ＣＶ
／ ％

ＸＴ ／ Ｘ０

／ ％
Ｘ ± Ｓ． Ｄ
（ｎ ＝ ６）

ＣＶ
／ ％

ＸＴ ／ Ｘ０

／ ％

１
０ ０． ８４ ± ０． ０７ ８． ２ ／ ０． ８６ ± ０． ０８ ９． １ ／ ０． ８６ ± ０． ０７ ８． ４ ／

３ ０． ８３ ± ０． ０８ ９． ８ ９８． ８ ０． ８４ ± ０． ０５ ６． ３ ９７． ７ ０． ８４ ± ０． ０５ ５． ６ ９７． ７

１０
０ ９． １３ ± ０． ３１ ３． ７ ／ ９． １１ ± ０． ４０ ４． ４ ／ ９． ０２ ± ０． ３８ ４． ２ ／

３ ９． ００ ± ０． ３３ ３． ７ ９８． ６ ８． ９７ ± ０． ２５ ２． ７ ９８． ５ ８． ９１ ± ０． １３ １． ５ ９８． ８

１００
０ ９３． ９４ ± ４． ３５ ４． ６ ／ ９２． ０７ ± ４． ６２ ５． ０ ／ ９３． １０ ± ４． ４４ ４． ８ ／

３ ９２． ８１ ± ３． １５ ３． ４ ９８． ８ ９０． ８０ ± ５． ０７ ５． ６ ９８． ６ ９２． ６４ ± ３． ２１ ３． ５ ９９． ５

　 　 ＸＴ ／ Ｘ０ 为冻融 ３ 次检测浓度平均值与冻融 ０ 次检测浓度平均值的比

３． ６　 基质效应试验　 按 ２． ６ 项下考察氨苄西林、
氨苄西林酸、氨苄西林二酮哌嗪在鸡蛋中的基质效

应。 以相同上机浓度的基质匹配对照品与标准工

作液的峰面积比平均值作为考察鸡蛋基质对氨苄

西林、氨苄西林酸、氨苄西林二酮哌嗪响应值的影

响，结果见表 ７。 结果表明，组织样品在 １、１０、１００
ｎｇ ／ ｇ 添加浓度下基质效应均在 ８６． ２％ ～ ８８． ８％ 范

围内，基质效应不明显。 为获得更准确的结果，本
实验采用通过基质匹配溶液的方法对基质效应进

行校正。

表 ７　 氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪基质效应研究结果

Ｔａｂ ７　 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ， ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｄｉｋｅｔｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ

上机浓度 ／ （ｎｇ·ｇ － １）
氨苄西林 氨苄西林酸 氨苄西林二酮哌嗪

Ｘ ± Ｓ． Ｄ（ｎ ＝ ６） ＣＶ ／ ％ Ｘ ± Ｓ． Ｄ（ｎ ＝ ６） ＣＶ ／ ％ Ｘ ± Ｓ． Ｄ（ｎ ＝ ６） ＣＶ ／ ％
０． ５ ８７． ４ ± １． ６ １． ８ ８６． ７ ± １． ４ １． ６ ８７． ２ ± １． ４ １． ６

５ ８７． １ ± ２． ５ ２． ９ ８８． ２ ± ２． ４ ２． ８ ８６． ７ ± １． ３ １． ５

５０ ８６． ２ ± １． ２ １． ４ ８７． ５ ± ２． ３ ２． ６ ８８． ８ ± １． ９ ２． １

　 　 Ｘ 为基质匹配对照品与标准工作液峰面积比的平均值（％ ）

·１４·
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３． ７　 实际样品检测结果　 按 ２． ７ 项下开展动物试

验，并对收集的鸡蛋样品按 １． ５ 项下方法进行处

理，按 １． ６ 项下 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 条件分析测定，实
际样品检测结果见表 ８。 结果表明该检测方法能准

确检测鸡蛋中氨苄西林、氨苄西林酸及氨苄西林二

酮哌嗪的含量。 同时也证明了蛋鸡在服用氨苄西

林后，鸡蛋中均可检测出氨苄西林及其主要代谢物

氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪。 而且，氨苄西林

酸和氨苄西林二酮哌嗪在鸡蛋中的残留量和残留

时间均高于氨苄西林原型。

表 ８　 氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪实际样品检测结果

Ｔａｂ ８　 Ａｃｔｕａｌ ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ， ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｄｉｋｅｔｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ

目标物
浓度 ／ （ｎｇ·ｇ － １）（Ｘ ± Ｓ． Ｄ，ｎ ＝ １０）

１ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ４ ｄ ５ ｄ ６ ｄ ７ ｄ ８ ｄ ９ ｄ １０ ｄ

氨苄西林

氨苄西林酸

氨苄西林二酮哌嗪

１０． ４４ ± ２． ３ ４． ８１ ± １． ６ ３． ５３ ± ０． ９ １． ２２ ± ０． ３ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

４２． ０３ ± ８． ６ ３６． ４０ ± ５． ６ ３７． ９６ ± ３． ７ １７． １１ ± ４． ６ １２． １４ ± ３． ６ ７． ８６ ± ２． ３ ３． ６２ ± ０． ９ １． ３４ ±０． ５ ＮＤ ＮＤ

２７． ２０ ± ５． ８ ２３． ６４ ± ５． ５ ３２． ４８ ± ５． ９ １０． ５３ ± ２． ４ ７． ７９ ± ３． ０ ４． ５０ ± １． ２ ２． １４ ± １． ０ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

４　 讨论与结论

４． １　 氨苄西林监测代谢物的选择　 食品安全国家

标准 ＧＢ３１６５０ － ２０１９［１３］ 和 ＧＢ３１６５０． １ － ２０２２［１］ 中

分别严格制定了所有食品动物的可食性组织（包括

肌肉、脂肪、肝、肾等）、牛奶和鸡蛋中的最大残留限

量。 但是，上述标准中均是以氨苄西林原型为残留

标志物制定的最大残留限量，并未对其代谢物的残

留情况进行监测。 相关文献资料表明［５ － ７］，氨苄西

林在体内的代谢物如氨苄西林酸和氨苄西林二酮

哌嗪等是引起过敏反应的主要成分。 本文在实际

样品研究中也发现，蛋鸡在产蛋期服用氨苄西林

后，其生产的鸡蛋中均可检测到氨苄西林及其主要

代谢物氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪。 在停药 ３ ｄ
后，鸡蛋中的氨苄西林残留量已经低于其残留限

量。 但是，氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪在鸡蛋

中的残留量和残留时间均高于氨苄西林原型。 因

此，考察氨苄西林用药后的残留也需要重点关注氨

苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪等代谢物在鸡蛋中

的残留情况。
４． ２　 提取溶剂的选择 　 氨苄西林、氨苄西林酸和

氨苄西林二酮哌嗪在水中难以溶解，但其结构中含

羧基基团，易溶于碱性溶液中，可采用乙腈等有机

溶剂或碱性溶液来提取基质中的药物。 由于鸡蛋

组织中含有蛋白质和脂肪等复杂成分，会对检测结

果产生基质效应，因此选用的提取溶剂不仅需要能

将鸡蛋中的药物提取完全，也要降低蛋白质和脂肪

等基质成分对药物的提取和检测的干扰。
参考国家标准 ＧＢ ／ Ｔ ２２９７５ － ２００８［１４］的提取方

法，拟采用乙腈 －水溶液体系来提取鸡蛋中的氨苄

西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪等药物。 乙

腈对鸡蛋中的蛋白质等具有良好的沉淀效果，随着

乙腈用量的提高，分离所得上清液的澄清度越好。
经优化，最终确定乙腈 ∶ 水（７０ ∶ ３０，Ｖ ／ Ｖ）作为提取

溶液、高速离心处理、重复提取 ２ 次的方式提取鸡

蛋中的药物。 为了降低鸡蛋基质中脂肪等成分的

基质干扰，采用 ｐＨ ８． ０ 的磷酸盐缓冲液对浓缩后

的乙腈 － 水基质溶液进一步的提取。 采用上述提

取方法，鸡蛋中氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林

二酮哌嗪等药物的回收率均能达到 ９０％以上，能满

足检测要求。
４． ３　 净化条件的选择　 固相萃取法是常见的净化

方式。 在前期研究中，本文也比较了 Ｃ１８、ＭＣＸ、
ＷＣＸ、ＨＬＢ 和 ＳＡＸ 等系列固相萃取小柱对氨苄西

林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的保留效果。
结果表明，Ｃ１８、ＭＣＸ 和 ＷＣＸ 等固相萃取小组均不

能完全保留三种药物。 国家标准 ＧＢ ／ Ｔ ２２９７５ －
２００８［１４］中采用 ＨＬＢ 固相萃取小柱来萃取和净化牛

奶和奶粉中的氨苄西林，但是 ＨＬＢ 固相萃取小柱

对氨苄西林酸的保留效果差。 ＳＡＸ 固相萃取小柱

是以硅胶为基质的强阴离子交换萃取柱，含有季铵

·２４·
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盐官能团。 阳离子态的季铵基团对含羧基等阴离

子有机化合物具有较强的选择性保留。 与上述四

种固相萃取小柱相比，ＳＡＸ 固相萃取小柱对氨苄西

林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪的保留效果均

较好，保留率均能达到 ９５％ 以上。 因此，优选 ＳＡＸ
固相萃取小柱进行净化处理。
４． ４　 淋洗液和洗脱液的选择 　 在前期研究中，采
用纯化水作为淋洗液进行净化处理时，氨苄西林无

法被 ＳＡＸ 固相萃取小柱保留，被大量洗脱。 为了

保证氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪等

药物维持阴离子状态，使其有效滞留于 ＳＡＸ 固相

萃取小柱中，本文选用 ｐＨ ＝８． ０ 的磷酸盐溶液作为

淋洗液。
氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪等

药物主要通过离子化后滞留于 ＳＡＸ 固相萃取柱

中，洗脱液中需要加入适量的甲酸等有机酸便于其

被洗脱和回收。 由于氨苄西林、氨苄西林酸和氨苄

西林二酮哌嗪等药物极性有所区别，也需要选用合

适的洗脱液。 经验证，甲酸 ∶ 甲醇 ∶ 水 ＝ ０． ０４ ∶ １ ∶ ９
（Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）的洗脱液 Ａ 可将氨苄西林和氨苄西林酸

洗脱完全，而甲酸∶ 甲醇 ＝ ０． ４∶ １００（Ｖ ／ Ｖ）的洗脱液

Ｂ 可将氨苄西林二酮哌嗪从 ＳＡＸ 固相萃取柱上洗

脱完全。 因此，依次使用上述两种洗脱液，将氨苄

西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪洗脱回收

后，供 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测。
４． ５　 色谱条件的优化 　 在前期研究中，分别比较

了沃特世公司的 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ® ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱

柱和安捷伦公司的 Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱对氨苄

西林、氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪等目标物的

分离效果。 通过比较发现 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ® ＢＥＨ
Ｃ１８ 色谱柱对氨苄西林及其代谢物的保留和分离

效果更优。
β －内酰胺类抗生素的残留分析常使用 ０． １％

甲酸水 － 甲醇、０． １％ 甲酸水 － 乙腈两种体系流动

相［１１ － １２］。 但与乙腈相比，使用甲醇作为流动相时，
氨苄西林及其主要代谢物在色谱柱上的保留以及

洗脱效果更优。 因此，试验选用 ０． １％ 甲酸水 － 甲

醇作为流动相。

本文建立了一种可同时测定鸡蛋中氨苄西林

及其主要代谢物氨苄西林酸和氨苄西林二酮哌嗪

的超高效液相色谱串联质谱的方法。 该方法前处

理简便快捷，特异性好，背景干扰少，灵敏度高，能
够准确测定鸡蛋中氨苄西林及其主要代谢物的残

留量，为鸡蛋的食品质量安全监控提供了重要的技

术支持。
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