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摘  要: 目的  建立一种简单、准确的检测牛乳中抗生素残留的方法-乳酸菌发酵法。方法   以接种量和温

度为变量, 优化发酵条件; 以青霉素为目标抗生素, 建立检测方法; 以发酵 4 h未凝乳的样品中抗生素最低浓

度为检测限, 测定本方法对 20种抗生素的检测限; 对比本方法和 GB/T 4789.27方法检测 111个商品乳样品中

抗生素残留检出率, 验证本方法的准确性。结果   建立了乳酸菌发酵法检测乳中抗生素残留的具体方法; 确

定了本方法对 8 类 20 种抗生素的检测限, 其中 4 类 12 种抗生素的检测限低于其在牛乳中的最大残留限量

(MRL); 本方法和GB/T 4789.27方法检测 111个商品乳样品抗生素残留检出率分别为 9.0%和 11.7%。结论  本

方法操作简单, 结果准确, 适合企业及基层检测单位作为初筛方法检测牛乳中的抗生素残留。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a simple and accurate method for the determination of antibiotic residues in 

milk by lactic acid bacteria fermentation method. Methods  The fermentation conditions were optimized by 

inoculation amount and fermentation temperature. The specific procedure for the lactic acid bacteria fermentation 

method was established by using penicillin as the target antibiotic and the detection limit for all 20 antibiotics were 

determined at the same time. A total of 111 commercial milk samples were detected by lactic acid bacteria 

fermentation method and GB/T 4789.27 method respectively to verify the accuracy of the established method. 

Results  A specific procedure for the determination of antibiotic residues in milk by lactic acid bacteria fermentation 

method was established. The concentrations of 20 kinds of antibiotics in 8 categories in the milk which did not curd 

after 4 hours of fermentation were considered to be the detection limit of this method. The result showed that the 

detection limits of 12 kinds of antibiotics in 4 categories were lower than their maximum residue limits (MRLs) in 

milk. The positive rates of 111 milk samples detected by lactic acid bacteria fermentation method and GB/T 4789.27 
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method were 9.0% and 11.7%. Conclusion  The lactic acid bacteria fermentation method is simple and accurate, and 

suitable for detection of antibiotic residues in milk as a primary screening method for enterprises and grass-roots 

testing organizations. 
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1  引  言 

牛乳因富含蛋白质、脂肪及维生素等多种营养物质

而在人们的膳食结构中占据着重要地位 [1], 因此近些年

人们对乳制品的需求也不断增加。但目前乳制品的安全

问题却令人担忧, 尤其是其中的抗生素残留问题。牛乳中

抗生素的残留主要是因为乳牛养殖过程中长期过量使用

β-内酰胺类、磺胺类及四环素类等多种抗生素并且不遵守

休药期规定来治疗或预防乳牛的乳房炎、子宫内膜炎等

疾病导致的[2-4]。而含抗生素的乳不但会造成发酵的失败, 

长期摄入含有抗生素的乳品, 会引起人体发生过敏反应、

正常菌群失调 , 使得致病菌产生耐药性 , 对人体健康造

成不利影响[5-7]。因此, 牛乳中抗生素残留的检测就显得

尤为重要。 

目前, 乳品中抗生素残留的检测方法主要分为三类
[8-11]: 生物测定法(微生物测定法、放射受体测定法)[12-14]、

理化分析法(波谱法、色谱及联用法)[15,16]、免疫法(荧光免

疫法、放射免疫法、酶联免疫法)[17]。其中理化分析法及免

疫法可以定量检测乳品中的抗生素残留, 但过程复杂, 费

用昂贵; 生物测定法操作要求高, 耗时较长, 均不适合原

料奶的初级检测。因此, 寻求快速、简便、准确、灵敏度

高的抗生素残留检测方法是我国乳品质量安全领域的一项

重要课题。 

本研究通过发酵条件优化、检测限测定及方法验证来

建立一种操作简单、快速准确、易于推广的适合企业及基

层检测机构的抗生素残留检测方法—乳酸菌发酵法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

AL204-IC 型分析天平(瑞士 Mettler Toledo 公司); 

SPX-150B(F)生化培养箱 (上海瑞丰仪器仪表有限公司 ); 

SG2 pH计(梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司); HH-2 型

电热恒温水浴锅(北京科伟永兴仪器有限公司); SW-CJ-ID

双人净化工作台(苏州净化设备有限公司); 固相萃取 C18

柱(美国 Pall公司); 苯基柱(美国 Pall公司); HLB固相萃取

柱(美国 Pall公司); 0.20 μm微孔滤膜(美国 Pall公司); 6740 

HPLC-MS/MS(美国 Agilent Technologies公司)。 

无抗牛乳(陕西银桥生物科技有限公司); 乳酸菌剂

YO-MIXTM300 LYO(中国丹尼斯克有限公司), 为嗜热链

球菌(Streptococcus thermophilus)和德氏乳杆菌保加利亚亚

种(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricu)复合菌种, 产

品规格 100DCU ; 20种抗生素标准品, 纯度均≥99.6%(德国

Dr. Ehrenstorfer GmbH公司); 乙腈(色谱纯, 美国 Fisher科

技公司)；甲醇(色谱纯, 美国 Fisher 科技公司); 甲酸铵(色

谱纯, 美国 Fisher科技公司); 20种商品抗生素来源见表 1。 

2.2  试验方法 

2.2.1  检测菌种的活化 

称取 100 g无抗牛乳于 250 mL烧杯中, 90 ℃杀菌 10 

min, 迅速冷却至 43 , ℃ 接种 0.01 g乳酸菌剂, 43 ℃恒温发

酵 6 h后于 4 ℃冰箱中保存备用, 保存期限 7 d。  

2.2.2 发酵条件的优化 

(1)最佳接种量的选择。称取 100 g无抗牛乳于 250 mL

烧杯中, 90 ℃杀菌 10 min, 迅速冷却至 43 , ℃ 分别以 1%、

2%、3%、4%和 5%的接种量接入活化后的检测菌种, 43 ℃

恒温发酵 4 h, 测定牛乳样品的 pH、酸度并观察凝乳情况, 

从而确定最佳接种量。酸度测定方法参考 GB 5413.34-2010

《食品安全国家标准 乳和乳制品酸度的测定》[18]。 

(2)最佳发酵温度的选择。称取 100 g无抗牛乳于 250 

mL烧杯中, 90 ℃杀菌 10 min, 迅速冷却至 43 ℃左右, 按

照最佳接种量接种活化的检测菌种, 分别在 37、40、43、

46、49 ℃条件下恒温发酵 4 h, 测定牛乳样品的 pH、酸度

并观察凝乳情况, 从而确定最佳发酵温度。 

2.2.3 检测方法的建立 

青霉素为乳牛疾病治疗中常用的 β-内酰胺类抗生素, 

本研究选择青霉素为目标抗生素, 建立检测方法。利用 1 

mg/kg的青霉素储备液分别配制青霉素浓度为 8、20 µg/kg

的牛乳样品, 在最佳发酵条件下分别发酵 1.5、2、2.5、3、

3.5、4 h, 测定发酵液的 pH值并观察凝乳情况。以不含抗

生素的牛乳为空白对照。 

2.2.4 检测限的测定 

选择 20 种常见商品兽药抗生素进行研究。首先用高

效液相色谱-串联质谱法测定 20 种商品兽药中抗生素的有

效含量, 色谱及质谱条件参考相应国标方法[19-30], 根据实

际有效成分含量配制成不同浓度梯度的有抗乳样品, 用已

建立的乳酸菌发酵法测定 20种抗生素残留, 发酵 4 h未凝

乳样品所含的抗生素浓度即认定为乳酸菌发酵法对该种抗

生素的检测限。将检测限与乳中抗生素的最大残留限量

(MRL)进行比较, 评价乳酸菌发酵法的可行性。各抗生素

浓度设置见表 2。 
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表 1  20 种商品抗生素种类及来源 
Table 1  The species and sources of 20 kinds of commercial antibiotics 

抗生素 来源 

头孢噻呋(ceftiofur) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

头孢氨苄(cephalexin) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

头孢喹肟(cefquinome) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

苄星青霉素(benzyl penicillin) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

普鲁卡因青霉素(procaine penicillin) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

阿莫西林(amoxicillin) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

氨苄西林(ampicillin) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

红霉素(erythromycin) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

泰乐菌素(tylosin) 成都中牧生物药业有限公司 

替米考星(tilmicosin) 河南和牧动物制药有限公司 

土霉素(oxytetracycline) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

四环素(tetracycline) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

金霉素(aureomycin) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

双氢链霉素(dihydrostreptomycin sulphate) 重庆市吉亨动物药业有限责任公司 

庆大霉素(gentamicin) 成都中牧生物药业有限公司 

恩诺沙星(enrofloxacin) 陕西华星实验科技有限公司 

氟甲喹(flumequine) 河北远征药业有限公司 

林可霉素(lincomycin) 陕西圣奥动物药业有限公司 

磺胺二甲嘧啶(sulfadimidine) 陕西瑞尔化工科技有限公司 

粘菌素(colistin) 河北远征药业有限公司 

 
表 2  抗生素检测的浓度设置(µg/kg) 

Table 2  Concentration settings for antibiotic detection (µg/kg) 

抗生素 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5

头孢噻呋 1 2 3 4 5 

林可霉素 10 15 20 25 30 

头孢氨苄 60 70 80 90 100 

头孢喹肟 2 4 6 8 10 

苄星青霉素 10 14 18 22 26 

普鲁卡因青霉素 9 13 17 21 25 

红霉素 4 6 8 10 12 

泰乐菌素 35 40 45 50 55 

替米考星 35 40 45 50 55 

土霉素 50 55 60 65 70 

四环素 40 45 50 55 60 

金霉素 40 45 50 55 60 

阿莫西林 4 6 8 10 12 

氨苄西林 4 6 8 10 12 

恩诺沙星 600 650 700 750 800 

粘菌素 700 750 800 850 900 

氟甲喹 800 850 900 950 1000

双氢链霉素 600 650 700 750 800 

磺胺二甲嘧啶 400 450 500 550 600 

庆大霉素 500 550 600 650 700 

2.2.5  检测方法的验证 

采集市售液态乳 85份, 乳粉 26份, 共计 111份样品。

样品为西安市各大中型超市、商店中不同品牌不同批次的

商品。利用乳酸菌发酵法和 GB/T 4789.27-2008《食品卫生

微生物学检验 鲜乳中抗生素残留检验》[31]检验 111 份样

品。对比两种方法的合格率, 以此验证乳酸菌发酵法的准

确性。 

3  结果与分析 

3.1  发酵条件的优化 

3.1.1  最佳接种量的选择 

由表 3可知, 当接种量≥3%时, 43 ℃下发酵 4 h, 牛

乳 pH降低, 酸度增加, 发生凝乳。所以检测菌种的最佳接

种量为 3%。合适的接种量有利于乳酸菌发酵产酸, 形成凝

乳, 菌株的种类及特性不同, 最佳接种量也不同, 乳酸菌

发酵酸乳的接种量一般在 1%~6%之间[32-34]。 

3.1.2 最佳发酵温度的选择 

表 4是不同发酵温度对牛乳凝固的影响, 当发酵温度

较低(如≤40 )℃ 或较高(≥46 )℃ 时, 乳酸菌生长繁殖均受

抑制, 产酸速度及产酸量降低, 发酵 4 h未凝乳; 当发酵温

度为 43 ℃时, 产酸速度快, 发生凝乳。所以检测菌种的最

佳发酵温度为 43 ℃。李志成等[32]使用活化后的保加利亚
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乳杆菌和嗜热链球菌混合菌种发酵酸乳, 发现 30~42 ℃的

范围内酸乳中的活菌数无显著差异, 而本研究中使用的直

投式乳酸菌剂在 43 ℃条件下发酵 4 h效果最佳。 
 
 

表 3  乳酸菌接种量对牛乳凝固的影响 
Table 3  Effect of inoculation amount of lactic acid bacteria on 

milk coagulation 

接种量(g/100 g) pH 滴定酸度(ºT) 凝乳情况 

1 5.02 62 未凝乳 

2 4.83 69 未凝乳 

3 4.70 76 凝乳 

4 4.67 78 凝乳 

5 4.65 80 凝乳 

 
 

表 4  发酵温度对牛乳凝固的影响 
Table 4  Effect of fermentation temperature on milk coagulation 

发酵温度( )℃  pH 滴定酸度(ºT) 凝乳情况 

37 5.20 58 未凝乳 

40 4.97 63 未凝乳 

43 4.70 76 凝乳 

46 4.96 64 未凝乳 

49 5.34 53 未凝乳 

 

3.2  检测方法的建立 

青霉素对牛乳发酵过程中 pH变化的影响如图 1所示, 

青霉素浓度为 8 μg/kg的乳样 pH降低的速度虽低于空白对

照, 但与空白对照整体变化趋势相似, 并且最终发生凝乳

现象。青霉素浓度为 20 μg/kg乳样的 pH在 3 h之前缓慢

降低, 经 4 h 发酵后, 牛乳 pH 仅降低至 5.8 左右, 并未发

生凝乳现象。试验证明当牛乳中青霉素残留量较大, 足以

抑制或者杀灭乳酸菌, 牛乳 pH变化不明显, 不能发生凝乳

现象。郭凡财等[35]研究了不同浓度青霉素 G钾盐对牛乳发

酵凝乳的影响, 结果表明在抗生素浓度过高时, 牛乳不能

发酵凝乳, 这与本研究结果相同。 

因此, 可根据乳酸菌发酵后牛乳是否发生凝乳现象

来判定乳样中抗生素的残留, 具体方法为: 液态牛乳样品

经 90 ℃杀菌 10 min 后, 冷却至 43 , ℃ 接检测菌种 3%, 

43 ℃发酵 4 h, 若未凝乳, 则判定样品抗生素残留, 若发生

凝乳, 则判定样品无抗生素残留。 

3.3  检测限的测定 

利用乳酸菌发酵法检测已制备的含不同抗生素的牛

乳样品(抗生素浓度设置见表 2), 发酵 4 h刚好未凝乳样品

所含的抗生素浓度即认定为乳酸菌发酵法对该种抗生素的

检测限。测得乳酸菌发酵法对 20种抗生素的检测限如表 5  

 
 
 

图 1  青霉素对牛乳发酵过程中 pH变化的影响 

Fig. 1  Effect of penicillin on pH of milk during fermentation 
 
 

表 5  乳酸菌发酵法测定 20 种抗生素的检测限 
Table 5  Detection limits of 20 kinds of antibiotics by lactic acid 

bacteria fermentation method 

编号 抗生素 
有效成分含量 

(g/100g) 
检测限
(µg/kg)

MRL*
(µg/kg)

1 头孢噻呋 21.9 3 100 

2 头孢氨苄 65.3 80 100 

3 头孢喹肟 79.7 6 20 

4 苄星青霉素 64.2 18 4 

5 普鲁卡因青霉素 56.7 17 4 

6 阿莫西林 53.1 8 10 

7 氨苄西林 38.4 8 10 

8 红霉素 46.8 8 40 

9 泰乐菌素 63.5 45 50 

10 替米考星 57.5 45 50 

11 土霉素 91.8 60 100 

12 四环素 20.1 50 100 

13 金霉素 72.4 50 100 

14 双氢链霉素 49.3 750 200 

15 庆大霉素 38.6 650 200 

16 恩诺沙星 40.7 700 100 

17 氟甲喹 51.6 900 50 

18 林可霉素 63.2 20 150 

19 磺胺二甲嘧啶 70.6 550 25 

20 粘菌素 67.5 800 50 

注: *为乳中最大残留限量(maximum residue limit, MRL), 规定的

数据来源于中华人民共和国农业部第 235 号公告《动物性食品中

兽药最高残留限量》。 
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所示。其中乳酸菌发酵法对头孢噻呋(3 µg/kg)、头孢氨苄

(80 µg/kg)、头孢喹肟(6 µg/kg)、阿莫西林(8 µg/kg)、氨苄

西林(8 µg/kg)、红霉素(8 µg/kg)、泰乐菌素(45 µg/kg)、替

米考星(45 µg/kg)、土霉素(60 µg/kg)、四环素(50 µg/kg)、

金霉素(50 µg/kg)、林可霉素(20 µg/kg)这 12种抗生素的检

测限低于其在牛乳中的 MRL, 可以判定牛乳中这 12 种抗

生素残留量是否合格。李琴[36]、刘顺顺[37]等分别建立了 2

种通过发酵来检测牛乳中抗生素的方法, 但均属于定性检

测, 没有测定方法的检测限。王超逸等[38]使用嗜热脂肪芽

孢杆菌建立了乳粉中抗生素残留的检测方法, 该方法对 β-

内酰胺类和四环素类抗生素的检测限为 80 µg/kg, 高于本

研究方法的检测限; 而对氨基糖苷类抗生素的检测限低于

本研究方法的检测限, 检测效果优于本方法。 

分析表 5的数据可以发现, 本方法对 β-内酰胺类、大

环内酯类、四环素类、林可霉素类抗生素敏感性较高, 检

测限低于 MRL, 符合检测要求; 而对氨基糖苷类、喹诺酮

类、磺胺类及多粘菌素类敏感性较低, 检测限高于 MRL, 

可能是由于试验所用乳酸菌株对不同类型抗生素敏感性不

同造成的。 

3.4  检测方法的验证 

表 6 是乳酸菌发酵法与 GB/T 4789.27 方法检测市售

111 份液态乳及乳粉中抗生素残留的结果。比较数据可知, 

111份液态乳和乳粉中, 乳酸菌发酵法阳性检出率为 9.0 %; 

GB/T 4789.27方法阳性检出率为 11.7 %, 说明乳酸菌发酵

法的灵敏度略低于 GB/T 4789.27方法的灵敏度。 

 
 

表 6  乳酸菌发酵法与国标方法对 111 份市售液态乳和乳粉样品

的检测结果 
Table 6  Test results of 111 samples of commercialmilk and milk 
powder detected by lactic acid bacteria fermentation method and 

GB method 

种类 样品总数(份) 
阳性检出率(%) 

乳酸菌发酵法 国标方法 

牛乳 85 8.2 10.6 

乳粉 26 11.5 15.3 

合计 111 9.0 11.7 

 
 

方法结果验证表明, 乳酸菌发酵法检测乳中抗生素

残留基本符合检测要求。乳酸菌发酵法和 GB/T 4789.27法

的检测结果均表明: 乳粉的不合格率大于液态乳的不合格

率, 说明目前乳粉中抗生素残留问题比液态乳严重。 

4  结  论 

本研究建立了乳酸菌发酵法检测牛乳中抗生素残留

的方法, 具体检测步骤为: 液态牛乳样品经 90 ℃杀菌 10 

min 后, 冷却至 43 , ℃ 以 3%的接种量接种活化的检测菌

种, 43 ℃发酵 4 h, 若未凝乳, 则判定样品抗生素残留, 若

发生凝乳, 则判定样品无抗生素残留。使用本方法检测牛

乳中 8类 20种抗生素, 结果表明乳酸菌发酵法对 β-内酰胺

类、大环内酯类、四环素类、林可霉素类 4类共 12种抗生

素的检测限低于其在牛乳中的 MRL, 符合检测要求。使用

本方法与 GB/T 4789.27方法检测 111份商品液态乳及乳粉

样品, 结果验证表明, 乳酸菌发酵法的灵敏度略低于 GB/T 

4789.27方法。但本方法操作简单, 耗时较短, 可用于基层

奶站对原料奶中抗生素残留的初筛。 
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