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基质分散固相萃取-高效液相色谱-可变波长 

检测法测定新鲜牛奶中 8种抗生素 

陈晓燕, 周静峰*, 施家威 

(浙江医药高等专科学校, 宁波  315100) 

摘  要: 目的  建立基于基质分散固相萃取-高效液相色谱-可变波长检测法测定新鲜牛奶中氯霉素、呋喃唑

酮、甲硝唑、磺胺嘧啶、磺胺吡啶、磺胺-5-甲氧嘧啶、磺胺甲基异恶唑、磺胺二甲氧嘧啶 8 种抗生素的分析

方法。方法  采用 0.5%乙酸乙腈对新鲜牛奶中的 8 种抗生素进行提取, 提取液用 C18 粉末和乙二胺-N-丙基甲

硅烷(primary secondary amine, PSA)粉末基质分散固相萃取, 以乙酸酸化的乙腈溶液(pH=3.0)和 0.05 mol/L 磷

酸二氢钾溶液(pH=3.0)为流动相, Eclipse XDB-C18 (4.6 mm×150 mm, 5 μm)色谱柱, 梯度淋洗分离, 多波长检

测定量。结果  8 种抗生素在 1.0~100.0 μg/kg 质量浓度范围内线性关系良好, 相关系数为 0.99904~1.00000; 对

新鲜牛奶进行 3 个水平 (5、20、50 μg/kg)的加标回收实验 , 其回收率为 84%~101%, 相对标准偏差为

2.4%~10.7%; 检出限为 0.18~0.41 μg/kg, 定量限为 0.53~1.23 μg/kg。结论  本方法适用于新鲜牛奶或液态奶中

抗生素的检测, 其前处理方法简便、回收率高、灵敏度高, 能够满足实验要求。 

关键词: 高效液相色谱法; 抗生素; 新鲜牛奶; 基质分散固相萃取 

Determination of 8 kinds of antibiotics in fresh milk by matrix dispersion 
solid phase extraction-high performance liquid chromatography- 

variable wavelength detection method 

CHEN Xiao-Yan, ZHOU Jing-Feng*, SHI Jia-Wei 

(Zhejiang Pharmaceutical College, Ningbo 315100, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 8 kinds of antibiotics [chloramphenicol 

(CAP), furazolidone (FZD), metronidazole (MNZ) and sulfadiazine (SD), sulfapyridine (SP), sulfamonomethoxine 

(SMM), sulfamethoxazole (SMX), sulfamethazine (SMZ)] in milk samples by matrix dispersion solid phase 

extraction-high performance liquid chromatography-variable wavelength detection method. Methods  Eight kinds of 

antibiotics in fresh milk were extracted with 0.5% acetonitrile acetate. C18 powder and primary secondary amine 

(PSA) powder matrix were used for dispersive solid phase extraction. Acetonitrile solution acidified with acetic acid 

(pH=3.0) and 0.05 mol/L potassium dihydrogen phosphate (pH=3.0) were used as mobile phases. Eclipse XDB-C18  

(4.6 mm×150 mm, 5 μm) was used as mobile phase chromatographic column, gradient elution separation, multi 
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wavelength detection and quantification. Results  Eight kinds of antibiotics wers good in the range of 1.0‒100.0 μg/kg, 

the correlation coefficient was 0.99904‒1.00000. The recoveries of 8 kinds of antibiotics at 3 spiked levels of 5, 20 

and 50 μg/kg were ranged from 84% to 101%, and relative standard deviations ranging from 2.4% to 10.7%. The 

limits of detection (LOD) were 0.18 to 0.41 μg/kg, and the limits of quantification (LOQ) were between 0.53 to  

1.23 μg/kg. Conclusion  This method is suitable for the detection of antibiotics in liquid milk such as fresh milk. 

The method is simple, with high recovery rate and sensitivity, and can meet the requirements of the experiment. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography; antibiotics; fresh milk; matrix dispersion solid phase 

extraction 
 
 

0  引  言 

随着人民生活水平的逐渐提高, 营养保健意识的不

断增强, 乳制品消费市场逐步扩大并趋于成熟[1], 乳制品

的重要性与安全性也受到了越来越高的重视[2], 尤其是牛

奶中的抗生素问题[3‒6]。因此, 建立一套针对牛奶中常见抗

生素的简单、便捷、灵敏的检测方法非常必要。 

目前, 国内外用于牛奶中抗生素检测的方法有: 应用

微生物塑料薄膜平板, 进行快速定性半定量分析[7], 利用

超高效液相色谱-串联质谱仪高通量的优势, 对新鲜牛奶

中多达 72 个组分的抗生素残留进行快速测定[8], 分子印迹

技术[9]、浊点萃取法[10]等前处理方法也应用于检测中。但

这些检测方法均存在操作复杂、溶剂毒性大、不适于基层

检测等问题。本研究基于基质分散固相萃取-高效液相色谱

-可变波长检测法测定新鲜牛奶中 8 种抗生素(氯霉素、呋

喃唑酮、甲硝唑、磺胺嘧啶、磺胺吡啶、磺胺-5-甲氧嘧啶、

磺胺甲基异恶唑、磺胺二甲氧嘧啶), 以期为基层日常新鲜

液态奶中抗生素的检测提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

新鲜牛奶: 市售。 

1.2  仪器与试剂 

1200 高效液相色谱仪(配紫外可变波长检测器, 美国

Agilent 公司); Milli-Q 超纯水器(美国 Millipore 公司)。 

C18 粉末(45 μm, 孔径 60 A)、乙二胺-N-丙基甲硅烷

(primary secondary amine, PSA)粉末(美国 Agilent 公司); 乙

腈 ( 色谱纯 , 美国 Tedia 公司 ); 固相萃取柱  ProElut 

Na2SO4(6 mL, 1000 mg, 美国迪马公司); 正己烷、二氯甲

烷(色谱纯, 德国默克公司); 磷酸二氢钾、磷酸、乙酸(分

析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 氯霉素、呋喃唑酮、

甲硝唑、磺胺嘧啶、磺胺吡啶、磺胺-5-甲氧嘧啶、磺胺甲

基异恶唑、磺胺二甲氧嘧啶 8 种抗生素标准品(纯度≥

99.5%, 德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公司)。 

1.3  色谱条件 

色谱柱 Eclipse XDB-C18 (4.6 mm×150 mm, 5 μm), 流动

相: 乙酸酸化的乙腈溶液(pH=3.0)(A), 0.05 mol/L 磷酸二氢钾

溶液(pH=3.0)(B), 流速 1.0 mL/min。梯度洗脱: 0~12 min, 

5%~55% A (4.2% A/min), 后运行 5 min。进样量 10 μL; 柱

温 30 ℃。检测波长程序: 0~5.4 min, 325 nm; 5.5~8.1 min, 

270 nm; 8.15~9.0 min, 365 nm; 9.1~12.0 min, 270 nm。 

1.4  样品前处理方法 

称取C18和PSA各 1.0 g置于玻璃研钵中, 加入 1.0 mL

乙腈:水(1:1, V:V)碾磨活化吸附剂。然后吸取 1.0 g 牛奶样

品, 将样品与活化的吸附剂碾磨混合均匀, 并将得到的匀

质物填入空柱, 使用 6 mL 正己烷清洗并抽干, 之后将

ProElut Na2SO4
 (6 mL, 1000 mg)固相萃取柱与上述自制小

柱连接, 最后用 5.0 mL 乙腈:二氯甲烷(8:2, V:V)将目标化

合物洗脱, 洗脱液在 50 ℃条件下, 氮气吹干, 使用 200 μL

正己烷溶解残留物, 待测。 

1.5  基质匹配工作曲线的制作 

为了降低基质效应, 采用了基质匹配工作曲线方法。

将 8 种抗生素分别配制成 10.0 mg/L 的混合标准使用液。

取 6 份空白牛奶样品, 分别加入混合标准使用液 2~200 μL, 

按 1.4 处理。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的选择 

目前各实验室常采用的检测抗生素的流动相为甲醇

‒0.05%乙酸水溶液、乙腈‒0.05%乙酸水溶液、乙腈‒0.004%

磷酸水溶液以及酸化乙腈-磷酸盐缓冲溶液(pH=2.5~4.0)。

研究发现, 流动相选择乙腈和磷酸盐缓冲溶液时各组分均

有较大相应, 但是本研究发现流动相体系中 pH 的变化对

基线影响非常大, 见图 1A[乙酸酸化的乙腈(pH=3.0)], 基

线的剧烈变化对后期定量分析造成巨大影响。因此最终使

用乙酸酸化的乙腈(pH=3.0)-磷酸盐缓冲溶液(pH=3.0)作流

动相, 8种抗生素可以在 12 min内实现完全分离, 同时达到

基线平稳, 见图 1B。 
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磺胺类抗生素结构中有一个苯环 , 在紫外波长   

270 nm 条件下有特征吸收, 甲硝唑、氯霉素和呋喃唑酮分

别在 325、270 和 365 nm 有特征吸收, 因此设置了波长程

序性变化, 从而实现了 8 种抗生素的良好分离, 并具有较

低的检出限, 可靠的重复性。 

2.2  样品前处理的优化 

吸附剂和洗脱溶剂的相关性质是基质分散固相萃取

中的关键因素, 它们决定了萃取效果和最终提取物的纯 

度[11‒12]。使用空白牛奶加标样品测试每个因素的不同设置

或条件, 以回收率和相对标准偏差作为指标, 对萃取剂、

活化剂、样品与吸附剂的配比、洗脱溶剂、洗脱体积进行

优化, 结果如图 2 所示。最终确定: 采用 C18 和 PSA 各   

1.0 g 作为吸附剂, 用 1.0 mL 乙腈:水(1:1, V:V)碾磨活化后

加入牛奶样品, 碾磨混合均匀, 使用 5.0 mL乙腈:二氯甲烷

(8:2, V:V)将目标化合物洗脱。 

2.2.1  吸附材料的种类 

本研究基于基质分散固相萃取方法原理, 其核心是

不同的吸附剂对于目标化合物会有不同的吸附效果。

C18+PSA、C18和 C8通常用作分散相和吸附相[13], C18和 PSA

可以很好地吸附液态奶制品中的脂肪酸、有机酸以及非极

性类杂质[14]。PSA 吸附剂可以通过与水溶性基质、非极性

有机物基质的相互作用进行化合物交换, 如果表面带有电

荷, 则可以通过离子交换进行化合物交换[15‒16]。C18 和 C8

是基于键合、反相(十八烷基硅烷)、不规则硅胶(二氧化硅)

颗粒, 建议作为极性和非极性分析物的通用固相萃取相, 

而且根据已发表的文献[17], C18 被认为是最合适的萃取相。

通过本研究的提取效率实验发现 8 种抗生素的平均提取效

率如下: C18+PSA(92%)>C18(81%)>C8(71%), 同时净化效率

表明 C18+PSA 优于 C18(图 3)。因此最终选择 C18 和 PSA 各

1.0 g 作为基质分散固相萃取的吸附材料。 

 

 
 

注: 1. 甲硝唑; 2. 磺胺嘧啶; 3. 磺胺吡啶; 4. 磺胺-5-甲氧嘧啶; 5. 呋喃唑酮; 6. 磺胺甲基异恶唑; 7. 氯霉素; 8. 磺胺二甲氧嘧啶, 下同。 

图 1  不同色谱条件的 8 种抗生素分离 

Fig.1  Separation of 8 kinds of antibiotics under different chromatographic conditions 
 

 
 

注: 误差线为相对标准偏差, 星号为最优条件。 

图 2  8 种抗生素在不同条件下的平均提取率 

Fig.2  Average extraction efficiency of total 8 kinds of antibiotics for different conditions 
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注: (a): C18 提取; (b): C18+PSA 提取。 

图 3  添加 50 μg/kg 抗生素混合物的空白牛奶样品的色谱图 

Fig.3  Chromatogram of blank milk sample added 50 μg/kg 
antibiotic mixture 

 

 
2.2.2  吸附材料的活化 

吸附剂表面的活化可以在吸附剂表面提供更多的空

位, 尽管大多数固相萃取(solid phase extraction, SPE)方法

需要活化吸附剂, 但许多基质固相分散(matrix solid phase 

dispersion, MSPD)方法忽略了这一步骤[18]。实验中分别采

用活化的吸附剂和未活化的吸附剂对同一牛奶样品进行提

取和净化, 其中一份 2.0 g 吸附剂(C18+PSA)被 1.0 mL 乙腈:

水(1:1, V:V)活化后再进行基质分散固相萃取, 另一份直接

进行基质分散固相萃取。2 种吸附剂用 1.0 mL 牛奶分散, 

用 5 mL 正己烷洗涤, 用 5 mL 乙腈:二氯甲烷(8:2, V:V)洗

脱。洗脱后, 活化吸附剂具有更强的吸附能力, 萃取效率

如图 2 所示。最终采用 1.0 mL 乙腈:水(1:1, V:V)碾磨后活

化吸附剂进行基质分散固相萃取。 

2.2.3  吸附材料使用量 

研究了样品与吸附剂(C18+PSA)的比例对于提取效率

的影响, 并采用了从 1:1 (m:m)到 1:4 (m:m)的比例。对于牛

奶样品, 确定 1:2 (m:m)的比例足以适当分散样品, 并且在

将吸附剂量增加到样品量的两倍以上后, 没有观察到萃取

效率的改善。因此最终选择 C18 和 PSA 共 2.0 g 作为基质

分散固相萃取的吸附材料。 

2.2.4  洗脱液种类 

选择合适的洗脱溶剂是基质分散固相萃取的关键。分

别测试了正己烷、乙腈(pH=3.0)、甲醇:二氯甲烷(8:2, V:V)

以及乙腈:二氯甲烷(8:2, V:V), 结果见图 2。乙腈(pH=3.0)

与乙腈:二氯甲烷(8:2, V:V)溶剂混合物洗脱效率几乎相同, 

但考虑到使用乙腈和二氯甲烷混合物的另一个优点是提取

溶剂比其他洗脱溶剂具有更少的脂质[19], 确定洗脱液为乙

腈:二氯甲烷(8:2, V:V)。 

2.2.5  洗脱液体积 

MSPD 萃取柱的洗脱体积是另一个主要的优化步骤。

为了在不增加总溶剂消耗的情况下提高分析物提取效率, 

分别测试了使用洗脱的乙腈 :二氯甲烷(8:2, V:V)体积从 

5.0 mL 到 20 mL 的回收率, 如图 2 所示, 未观察到显著差

异。因此, 确定洗脱溶剂的体积为 5.0 mL。 

2.3  线性关系、检出限及定量限 

将 8 种抗生素按 1.5 的方法配制成基质匹配工作曲线, 

以各待测物的质量浓度(X, mg/L)为横坐标、峰面积(Y)为纵

坐标绘制工作曲线, 其曲线方程及相关系数结果见表 1。8

种抗生素在 1.0~100.0 μg/kg 浓度范围内线性关系良好, 相

关系数为 0.99904~1.00000。 

在取样量为 1.0 g 时, 本方法中 8 种抗生素的检出限

为 0.18~0.41 μg/kg, 定量限为 0.53~1.23 μg/kg, 见表 1。与

前人的研究相比, 本方法的检出限更低。罗文婷等[20]用超

高效液相色谱法测定甲硝唑、呋喃唑酮以及氯霉素的检出

限为 0.01 mg/L (取样量为 1.0 g时, 其检出限为 0.01 mg/kg); 

陈振桂等[21]采用高效液相色谱法测定 13 种磺胺类药物的

检出限均大于等于 0.02 mg/kg。 

2.4  回收率 

在新鲜牛奶中分别加入 3 个水平(5、20、50 μg/kg)的

8 种抗生素, 确定方法的回收率, 其加标色谱图见图 4。各

溶液中 8 种抗生素的平均回收率在 84%~101%之间(详见表

1), 满足检测的要求。 

 

 
 

图 4  牛奶加标样品色谱图(20.0 μg/kg) 

Fig.4  Chromatogram of milk spiked sample (20.0 μg/kg) 



4816 食品安全质量检测学报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

表 1  8 种抗生素的线性范围及方法学验证结果 
Table 1  Linear range and methodology validation results of 8 kinds of antibiotics 

化合物 
回收率/%(RSD/%) 

检出限*/(μg/kg) 定量限*/(μg/kg) 标准曲线(1.0~100.0 μg/kg) 相关系数(r)
5 μg/kg 20 μg/kg 50 μg/kg 

氯霉素 84(3.1) 86(5.7) 92(2.4) 0.23 0.69 Y=53.90X+0.03 1.00000 

呋喃唑酮 88(7.4) 84(4.2) 97(4.6) 0.41 1.23 Y=38.51X+6.02 0.99904 

甲硝唑 101(5.9) 93(6.3) 99(2.6) 0.21 0.63 Y=72.04X+0.15 0.99999 

磺胺嘧啶 92(8.73) 93(4.8) 96(3.5) 0.18 0.53 Y=98.36X+0.40 0.99994 

磺胺吡啶 89(10.7) 91(6.6) 97(3.7) 0.22 0.65 Y=89.09X+2.33 0.99998 

磺胺-5-甲氧嘧啶 89(7.1) 95(2.6) 93(4.8) 0.28 0.83 Y=74.09X+5.83 0.99987 

磺胺甲基异恶唑 93(8.8) 92(4.7) 99(3.9) 0.21 0.63 Y=91.67X‒4.55 0.99993 

磺胺二甲氧嘧啶 91(9.1) 94(10.6) 98(3.6) 0.18 0.53 Y=121.72X‒5.21 0.99991 

注: “*”取样量为 1 g。 

 
2.5  实际样品分析 

在某地区知名超市, 购买了 3 种市面常见的新鲜牛奶

进行了 3 个批次的测试, 所有批次样品均未检出上述 8 种

抗生素。 

3  结论与讨论 

本次研究采用基质分散固相萃取-高效液相色谱-可变

波长检测法, 先用 0.5%乙酸乙腈溶液对新鲜牛奶中的 8 种

抗生素进行提取, 再利用 C18 粉末和 PSA 粉末进行净化, 

优化了色谱条件和提取方法等参数, 实现了在 12 min 内同

时检测氯霉素、呋喃唑酮、甲硝唑、磺胺嘧啶、磺胺吡啶、

磺胺-5-甲氧嘧啶、磺胺甲基异恶唑、磺胺二甲氧嘧啶 8 种

抗生素。结果表明该方法灵敏高、准确度好、方法操作简

单, 为新鲜牛奶或其他液态奶中典型抗生素的分析提供了

一种快速、准确、可靠的分析方法, 更加适合于基层检测

单位对新鲜牛奶或其他液态奶中抗生素检测的要求。此外, 

基于基质分散固相萃取方法的易用性, 可以尝试拓展到其

他食品中抗生素、农残、兽残的检测。 
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