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摘  要: 目的  建立固相萃取超高效液相色谱串联质谱(SPE-UPLC-MS/MS)同时检测牛奶中 6种头孢菌素类抗

生素含量的方法。方法  样品经 0.05 mol/L的磷酸氢二钾缓冲溶液提取, HLB固相萃取柱净化, 液相色谱串联

质谱法测定, 采用多反应监测模式进行定性和定量分析。结果  6种头孢菌素类抗生素的检出限(S/N=3)和定量

限(S/N=10)范围分别为 0.05~0.4 μg/kg和 0.1~1.6 μg/kg。样品加标回收率范围为 66.3%~110.0%。结论  该方法

便捷、快速、高效, 能够满足牛奶中头孢菌素类抗生素的检测。 
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ABSTRACT: Objective  To developed a method for the detection of 6 kinds of cephalosporins in milk by 

solid phase extraction coupled with ultra high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(SPE-UPLC-MS/MS). Methods  The samples were extracted with 0.05 mol/L phosphate buffer solution, 

cleaned up by HLB solid phase extraction column, and then analyzed by UPLC-MS/MS with multiple reaction 

monitoring (MRM) mode. Results  The LODs and LOQs of 6 kinds of cephalosporins were in the ranged of 

0.05~0.4 μg/kg and 0.1~1.6 μg/kg, respectively, with the mean recoveries varied from 66.25% to 109.97%. 

Conclusion  The established method is simple, rapid and effective, and suitable for the determination of 6 

kinds of cephalosporins in milk samples. 

KEY WORDS: solid phase extraction; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 

cephalosporin; milk 
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1  引  言 

头孢菌素类抗生素是分子中含有头孢烯的半合

成抗生素, 又称先锋霉素类抗生素, 具有临床治疗效

率高、抗菌谱广、杀菌力强、相比青霉素更耐酸及耐

青霉素酶、过敏反应少、毒性低等优点[1,2], 因此, 在

兽医临床及禽畜饲养中得到广泛应用。然而, 头孢菌

素类抗生素在畜禽在饲养过程中易被滥用而引起残

留, 可能会导致消费者在食用后带来健康损害、产生

抗药及过敏的风险[3-5]。因此, 动物源性食品中抗生

素残留问题必须引起高度重视。 

目前, 针对动物源性食品中头孢菌素类抗生素

的检测技术有少量报道, 但均由于存在不同程度的

技术缺陷而未得到广泛应用[6,7]。为了进一步提高头

孢菌素类抗生素检测技术的灵敏度和定性、定量准确

度, 以液相色谱-三重四极杆串联质谱(UPLC-MS/MS)

为代表的高分辨质谱技术在抗生素检测方面的应用

成为新的发展趋势[8-14]。Li 等[9,10]建立了同时检测牛

奶中 2 种头孢菌素类的 UPLC-MS/MS 分析方法, 样

品经乙酸铅沉淀, 用固相萃取柱进行净化, 实验平均

回收率在 82.5%~98.3%之间, RSD小于 5.5%。张奥博
[11]建立了同时检测牛奶中 3 种头孢菌素类物质的

HPLC-MS/MS 的方法, 样品经除脂肪蛋白后, 用固

相萃取柱进行净化 , 实验平均回收率在 81%以上 , 

RSD 小于 12%。Hou 等[12]建立了牛奶中头孢拉定和

头孢噻吩的 UPLC-MS/MS 分析方法, 运用固相萃取

进行净化 , 实验平均回收率在 94.6%~117.1%之间 , 

RSD小于 14%, 实验方法简单、高效。 

本研究开发了同时检测牛奶中 6 种头孢菌素类

抗生素的 SPE-UPLC-MS/MS 检测方法, 并将其应用

于实际样品的检测中。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

普通市售的不同品牌牛奶用于实际样品分析。 

乙酸铵(色谱纯, 北京百灵威科技有限公司); 甲

醇、乙腈、正己烷(色谱纯, Optima公司); 甲酸(色谱

纯, Alfa Aesar公司); 氢氧化钠(分析纯, 西陇化工股

份有限公司); 盐酸(优级纯, 国药集团化学试剂有限

公司); 磷酸氢二钾(分析纯, 国药集团化学试剂有限

公司)。 

UPLC XEVO-TQ MS型超高效液相色谱串联质

谱仪(美国Waters公司); Acquity UPLC BEH C18色谱

柱 (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm, 美国 Waters 公司 ); 

CR22G高速冷冻离心机(日本Hitachi公司); TGL-16G

高速台式离心机(上海安亭公司); Vortex-Genie 2涡旋

混合器(美国 Scientific Industries公司); KQ-500DE数

控超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ); 

N-EVAP112氮吹仪(美国 Organomation公司); OASIS 

HLB固相萃取柱(6 cc, 500 mg, 美国Waters公司)。 

2.2  色谱质谱条件 

色谱条件:  BEH C18色谱柱(2.1 mm×50 mm, 1.7 

μm); 流动相: 0.5 mmol/L乙酸铵水溶液(A, pH=5)和

甲醇(B); 流速: 0.2 mL/min; 柱温: 25 ℃; 进样量: 5 

μL; 梯度洗脱程序: 0~2 min, 5%~10%B; 2~5 min, 

10%~25%B; 5~7 min, 25%~35%B; 7~9 min, 
35%~95%B; 9~11.5 min, 95%~5%B。 

质谱条件: 采用多反应监测(MRM)模式, ESI(+)

分析。MRM参数见表 1。 

2.3  样品处理 

2.3.1  溶液配制 

0.05 mol/L 磷酸氢二钾缓冲溶液 (PBS): 称取

11.4 g磷酸氢二钾溶解于 1 L超纯水中, 使用时用 1 

mol/L NaOH和 6 mol/L HCl调节至合适的 pH值; 0.5 

mmol/L 乙酸铵水溶液(A): 称取 0.193 g 乙酸铵溶解

于 0.5 L超纯水中, 过 0.45 μm滤膜, 用甲酸调 pH值

至 5。 

6种头孢菌素类标准品, 包括头孢羟氨苄、头孢

氨苄一水合物、硫酸头孢喹诺、头孢拉定、头孢他美

新戊酯和头孢噻吩钠。将各标准品配制成 1000 mg/L

标准储备液, 4 ℃下保存。用甲醇-水(5:95, V:V)稀释, 

得 1 mg/L混合标准储备液。 

2.3.2  样品提取 

准确称取(2.0±0.2) g 牛奶样品于塑料离心管中, 

加入 6 mL PBS, 涡旋混匀 20 s, 待净化。 

2.3.3  样品净化 

将固相萃取柱依次用 6 mL甲醇, 3 mL PBS活

化。样品以 3 mL/min的流速过柱。依次用 3 mL PBS、

3 mL水淋洗柱, 抽干, 用 12 mL正己烷继续淋洗, 并

用 6 mL乙腈洗脱目标物, 收集洗脱液, 于 40 ℃下在

氮吹浓缩装置上吹干。用甲醇-水(5:95, V:V)溶液定容

至 1 mL, 过 0.22 μm滤膜后待测。 
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表 1  6 种头孢菌素类抗生素的 MRM 质谱参数 
Table 1  MS parameters in MRM mode of 6 kinds of cephalosporins 

化合物名称 分子式 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能量(eV) 锥孔电压(V) 

头孢羟氨苄 
C16H17N3O5S 364.1 

114.0* 18 16 

cefadroxil 158.0 8 16 

头孢氨苄一水合物 
C16H17N3O4S 348.0 

174.0* 16 20 

cefalexin monohydrate 158.0 8 20 

硫酸头孢喹诺 
C23H26N6O9S3 529.2 

134.1* 14 24 

cefquinome sulfate 394.1 12 24 

头孢拉定 
C16H19N3O4S 350.1 

158.0* 8 20 

cefradine 108.1 18 20 

头孢他美新戊酯 
C20H25N5O7S2 512.2 

241.1* 18 34 

cefetametpivoxyl 398.1 20 34 

头孢噻吩钠 
C16H15N2NaO6S2 419.0 

315.0* 16 26 

cefalotin sodium 359.0 12 26 

*: 定量离子(Quantitative ion) 

 
 

3  结果与讨论 

3.1  色谱条件和质谱条件 

3.1.1  质谱条件的优化 

为得到待测头孢菌素类抗生素的最佳质谱条件, 

用甲醇-水(5:95, V:V)分别配制 6种头孢菌素类抗生素

的 1 mg/L 的标准溶液, 直接进行质谱分析。一级质

谱全扫描确定其准分子离子峰, 6 种待测物质均在

ESI+模式下获得准分子离子峰; 以准分子离子峰为

母离子进行二级质谱扫描, 选择相对丰度较高的 2个

碎片离子作为定量和定性离子, 分别优化各个离子

对的锥孔电压和碰撞能量, 其最优条件见表 1。 

3.1.2  色谱条件的优化 

采用 C18 色谱柱, 分别以甲醇-乙酸铵水溶液和

乙腈-乙酸铵水溶液 2 个体系作为流动相, 考察 6 种

头孢菌素类抗生素在不同流动相体系中的响应, 结

果如图 1 所示, 以甲醇-乙酸铵水溶液体系为流动相

时, 6种头孢菌素类物质的灵敏度均高于乙腈-乙酸铵

水溶液体系, 因此, 选用甲醇-乙酸铵水溶液体系。 

运用电喷雾电离源, 采用正离子模式电离, 加

入甲酸可提高待测物质的响应信号。在 pH 值分别

为 3、4、5时, 考察 6种头孢菌素类抗生素的响应, 实

验结果如图 2所示, 只有头孢他美新戊酯在 pH值为

3时响应高于其他实验条件; 而硫酸头孢喹诺、头孢

拉定和头孢噻酚钠在 pH值为 4时响应较高; 头孢羟

氨苄、头孢氨苄一水合物在 pH 值为 5 时实验结果

较好。 

 
 

 
 
1.头 孢 羟 氨 苄 (cefadroxil) 2.头 孢 氨 苄 一 水 合 物 (cefalexin 

monohydrate) 3.硫酸头孢喹诺 (cefquinome sulfate) 4.头孢拉定

(cefradine) 5.头孢他美新戊酯 (efetametpivoxyl) 6.头孢噻吩钠

(cefalotin sodium) 
 

图 1  流动相种类对牛奶基质中 6种头孢菌素类抗生素药

物响应强度的影响 

Fig. 1  Influence of different mobile phase on the responsive 
intensity of 6 kinds of cephalosporin compounds in milk 
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1.头 孢 羟 氨 苄 (cefadroxil) 2.头 孢 氨 苄 一 水 合 物 (cefalexin 

monohydrate) 3.硫酸头孢喹诺 (cefquinome sulfate) 4.头孢拉定

(cefradine) 5.头孢他美新戊酯 (cefetametpivoxy) 6.头孢噻吩钠

(cefalotin sodium) 
 

图 2  流动相 pH值对牛奶基质中 6种头孢菌素类抗生素

药物响应强度的影响 

Fig. 2  Influence of different pH of mobile phase on the responsive 
intensity of 6 kinds of cephalosporin compounds in milk 

 
 

由于在 pH值为 5时头孢羟氨苄的响应比 pH值

为 4时高出 41.4%, 而其他物质在 pH值为 4和 pH值

为 5时差别不大, 因此选择流动相的 pH值为 5。 

3.2  样品前处理的优化 

3.2.1  提取液 pH 值的优化 

头孢菌素类抗生素的结构中同时含有酸性和碱

性基团, 化合物结构比较复杂, 性质差别比较大, 受

pH 值的影响也比较大。在样品提取操作中, 使用 1 

mol/L的 NaOH和 6 mol/L的 HCl调节 PBS的 pH值, 

比较了 pH分别为 5、6.5、7、7.5、8.5和 10的提取

液的提取效果。实验结果表明, pH 值为 6.5 的 PBS

提取硫酸头孢喹诺、头孢他美新戊酯和头孢噻吩钠效

果较好, pH值为 10的 PBS提取头孢羟氨苄、头孢氨

苄一水化合物和头孢拉定效果较好。 

3.2.2  提取液体积的优化 

为了考察提取液是否能够充分提取牛奶基质中

的待测组分, 需要对提取液用量进行优化。实验过程

中分别使用 6、8、和 10 mL PBS进行提取, 结果如

图 4所示, 随着提取液的增多, 各物质的回收率无明

显变化。因此, 在不影响回收率的情况下应尽量减少

试剂的使用量, 使用 6 mL提取液即可充分提取牛奶

基质中的待测组分。 

 
 
 
 
1.头 孢 羟 氨 苄 (cefadroxil) 2.头 孢 氨 苄 一 水 合 物 (cefalexin 

monohydrate) 3.硫酸头孢喹诺 (cefquinome sulfate) 4.头孢拉定

(cefradine) 5.头孢他美新戊酯 (cefetametpivoxyl) 6.头孢噻吩钠

(cefalotin sodium) 
 

图 3  提取液 pH值对牛奶基质中 6种头孢菌素类抗生素

药物回收率的影响 

Fig. 3  Influence of different pH of selected solvent on the 
recoveries of 6 cephalosporins compounds in milk 

 
 
 

 
 
1.头 孢 羟 氨 苄 (cefadroxil) 2.头 孢 氨 苄 一 水 合 物 (cefalexin 

monohydrate) 3.硫酸头孢喹诺 (cefquinome sulfate) 4.头孢拉定

(cefradine) 5.头孢他美新戊酯 (cefetametpivoxyl) 6.头孢噻吩钠

(cefalotin sodium) 
 
图 4  提取液体积对牛奶基质中 6种头孢菌素类抗生素药物回收

率的影响 

Fig. 4  Influence of the volume of selected solvent on the recoveries 
of 6 kinds of cephalosporin compounds in milk 

 
 
3.2.3  淋洗液体积的优化 

由于牛奶基质含有大量的脂肪和蛋白 , 因此 , 

采用固相萃取柱对基质进行净化。应用 HLB 固相萃

取柱, 淋洗液增多时, 可减少基质效应。当淋洗液体
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积由 6 mL增大至 12 mL时, pH为 10的提取液中头

孢菌素类物质的回收率绝大部分均有所提高。 

 
 

 
 
1.头 孢 羟 氨 苄 (cefadroxil) 2.头 孢 氨 苄 一 水 合 物 (cefalexin 

monohydrate) 3.硫酸头孢喹诺 (cefquinome sulfate) 4.头孢拉定

(cefradine) 5.头孢他美新戊酯 (cefetametpivoxyl) 6.头孢噻吩钠

(cefalotin sodium) 
 

图 5  淋洗液体积对牛奶基质中 6种头孢菌素类抗生素药

物回收率的影响 

Fig. 5  Influence of the volume of selected solvent on the 
recoveries of 6 cephalosporin compounds in milk 

 

3.3  方法学考察 

3.3.1  检出限和定量限 

在牛奶空白基质中, 添加一定浓度的标准溶液, 

测定检出限和定量限。按照色谱峰面积信噪比等于

3(S/N=3)时计算检出限 ; 色谱峰面积信噪比等于

10(S/N=10)时计算定量限。6 种头孢菌素类抗生素的

检出限和定量限见表 2。 

3.3.2  基质标准曲线及线性范围 
用基质空白提取液配制一系列不同浓度的混合

标准溶液, 按上述分析条件进行测定, 以峰面积对浓

度做标准曲线。结果表明, 头孢他美新戊酯在线性范

围 1~100 ng/mL内, 线性关系良好; 硫酸头孢喹诺、

头孢拉定、头孢噻吩钠在线性范围 2~200 ng/mL 内, 

线性关系良好; 头孢羟氨苄和头孢氨苄一水化合物

在线性范围 4~400 ng/mL 范围内, 线性关系良好。6

种物质线性相关系数(r2)均大于 0.994。 

3.3.3  回收率和精密度 
在空白的牛奶基质中添加高中低 3 个不同水平

混合标准溶液进行回收率试验。按照 2.3.1 和 2.3.2

的方法进行样品制备, 测定方法回收率和精密度列

于表 2, 回收率的结果介于 66.2%~110.0%, 精密度

(RSD)＜15.3%。 

表 2  6 种头孢菌素类抗生素在牛奶基质中的检出限、定量限、添加回收率和相对标准偏差及基质添加曲线线性相关系数

的变化范围(n=3) 
Table 2  LOD, LOQ, range of recovery, relative standard deviation and linear correlation coefficient of 6 kinds of 

cephalosporin compounds in milk (n=3) 

化合物名称 
检出限 

LOD(μg/kg) 
定量限 

LOQ(μg/kg) 
线性相关系数 r2 添加浓度 

(μg/kg) 
回收率 

(%) 
RSD 
(%) 

头孢羟氨苄 

0.1 1.0 0.9997 

8 75.38% 0.89% 

cefadroxil 80 69.20% 3.73% 

160 80.27% 7.16% 

头孢氨苄一水合物 

0.4 1.6 0.9987 

8 88.79% 3.01% 

cefalexin monohydrate 80 71.82% 6.46% 

160 100.10% 2.18% 

硫酸头孢喹诺 

0.2 0.5 0.9959 

4 71.61% 8.30% 

cefquinome sulfate 40 86.78% 15.22% 

80 92.75% 4.37% 

头孢拉定 

0.2 0.5 0.9940 

4 91.79% 3.49% 

cefradine 40 83.36% 7.06% 

80 92.22% 8.35% 

头孢他美新戊酯 

0.05 0.1 0.9987 

2 67.90% 12.1% 

cefetametpivoxyl 20 72.26% 3.82% 

40 109.97% 3.20% 

头孢噻吩钠 

0.2 0.5 0.9967 

4 66.25% 8.27% 

cefalotin sodium 40 67.05% 0.22% 

80 89.03% 6.85% 
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3.3.4  实际样品检测 

取市售不同品牌的 10 个牛奶样本, 将本方法用

于牛奶样品的检测, 每个样本平行处理 3次, 样品中

均未检出上述 6种头孢菌素类抗生素。 

4  结  论 

本研究采用 SPE-UPLC-MS/MS方法测定牛奶中

的 6 种头孢菌素类抗生素药物残留。采用 pH 为 6.5

的 0.05 mol/L的 PBS提取硫酸头孢喹诺、头孢他美

新戊酯和头孢噻吩钠, pH为 10的 PBS提取头孢羟氨

苄、头孢氨苄一水化合物和头孢拉定。经 HLB 固相

萃取柱净化, 使用超高效液相色谱串联质谱仪进行

检测, 外标法定量。目前欧盟标准 EC 2002/657/EC[15]

规定头孢氨苄在牛奶中的最大残留限量为 100 μg/kg, 

因此, 本方法能够满足牛奶样品中头孢菌素类抗生

素的分析要求。 
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