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β- 内酰胺类抗生素残留检测技术研究进展
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摘   要：β-内酰胺类抗生素具有杀菌活性强、毒副作用小等特点，在动物饲养过程中应用非常普遍。随着其在

临床上应用研究和毒理学研究的深入，由其残留问题引起的食品安全问题已引起各国食品安全管理部门及国际组织

的广泛关注。本文对β-内酰胺类抗生素药物残留的检测方法做了全面的综述。
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Abstract ：As β-lactam antibiotics has strong anti-microbial activities without severe adverse effects, it has common application

in animal breeding process. With its application in clinical research and in-depth toxicological studies, food safety issues caused

by its residues have been widely concerned by management department of food safety and international organizations. This

paper will make a comprehensive review on the detection methods of β-lactam antibiotics drug residue.
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β-内酰胺类抗生素是历史最悠久的抗微生物药

物，同时也是最大和最重要的一类抗生素，自1941年

青霉素首次应用以来，至今已研制出了近百种β-内酰

胺类抗生素，分为青霉素类、头孢菌素类、头霉素类、

碳青霉烯类、氧头孢类、碳头孢烯类、青霉烯类、单

环β-内酰胺类和β-内酰胺酶抑制剂等。主要用于治

疗革兰氏菌[1]，如葡萄球菌、肺炎球菌、链球菌、大

肠杆菌、嗜血杆菌、沙门氏菌等引起的各种感染。使

用后会在动物体内有一定的残留，食用含有β-内酰胺

类抗生素残留的食品后会危害人们身体健康，已有人食

用牛奶后引起青霉素过敏[2]，头孢曲松钠制剂与含钙产

品合用可能致人死亡的报道[3]，而且长期使用会产生抗

药性。为了避免消费者受到食品中抗生素残留的危害，

保护人民的身体健康，各国都对各种抗生素制定了严格

的最高残留限量，并且随着人们对健康问题的重视和新

的具有更高灵敏度仪器的出现，对残留限量的规定有越

来越严格、取消限量、甚至不得检出的趋势！表1列出

了部分国家和组织对β-内酰胺类抗生素在牛肉中的最高

残留限量。由表可见，日本规定的残留限量最多，也

药物 英文 日 欧盟 FDA CAC

名称 名称 (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)(mg/kg)

青霉素G
Penicillin G

0.05 0.05 － －

普鲁卡因青霉素
Procaine

0.05 0.05 － 0.05
Benzylpenicillin

苯唑青霉素 Oxacillin 0.3 0.3 － －

邻氯青霉素 Cloxacillin 0.04 0.3 － －

氨苄青霉素 Ampicillin 0.03 0.05 － －

乙氧萘青霉素 Nafcillin 0.005 0.3 － －

双氯青霉素 Dicloxacillin 0.03 0.3 － －

头孢氨苄 Cefalexin 0.2 0.2 － －

头孢噻呋(以
Ceftiofur 1.0 1.0 1.0 1.0

Desfuroylceftiofur计)

头孢匹林 Cefapirin
0.03 0.05(头孢

匹林与 － －

Desacetylcephapirin的和)

头孢喹咪 Cefquinome 0.04 0.05 － －

头孢唑啉 Cefazolin 0.05 － － －

头孢洛宁 Cephalonium 0.01 － － －

头孢呋肟 Cefuroxime 0.02 － － －

克拉维酸 Clavulanate 0.1 0.06 － －

表1   β -内酰胺素类抗生素在牛肉中的最高残留限量

Table 1   MRL of β - lactam antibiotics in beef
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更严格，优以乙氧萘青霉素明显，日本限量要严于欧

盟的60倍。

目前，针对β-内酰胺类抗生素残留的检测方法，

有微生物法、酶联免疫法、薄层色谱法、气相色谱法、

气-质联用法、高效液相色谱法、液相色谱-质谱联用

法和毛细管电泳-质谱法等。

1 样品的制备和提取

1.1 取样及制备样品

正确的取样、制样对测定抗生素残留十分关键。

对于液体和动物器官等抗生素残留均匀分布的试样，常

规取样即可取到具有代表性的样品。但在肌肉组织中，

抗生素的残留分布不均匀，要取到有代表性的样品，尽

可能的使检测结果真实有效，就需要加大样品量，并

将其尽可能的混匀。关于这个问题，加拿大动物卫生

实验室在早期的实验中已经确定，分析青霉素G时，至

少要取40g样品混匀才能得到有代表性的样品[4]。

1.2 样品的萃取

样品的萃取有水溶剂[5-6]、有机溶剂[7-8]、酸性缓冲

溶液[9-11]和混合体系萃取[12]等多种方法。一般使用水、

酸和有机溶剂中的两种或三种，以一定比例配制的混合

溶剂萃取，以达到同时脱蛋白和萃取青霉素的目的。初

提液大都为水性溶剂，酸化后β-内酰胺类结构中羧基

电离被抑制，使药物呈中性，因此可用氯仿或二氯甲

烷萃取，然后再用pH为7.0磷酸盐缓冲溶液萃取氯仿

层。Fletouris D J等采用离子对萃取[13-14]，将pH调为

7.0，加入四丁基铵或18-冠-6醚离子对试剂，用氯仿

或二氯甲烷萃取。这种方法对β-内酰胺类盐萃取非常

有效，但对氨苄青霉素、羟氨苄青霉素等两性化合物

提取不理想。Wang J[6]使用水溶解蜂蜜样品均质离心，

实现了多种青霉素的同时萃取。Moats[15]使用乙腈从牛

奶中萃取青霉素和脱蛋白，再用二氯甲烷和正已烷净

化、脱脂和去除非极性干扰物。加拿大Boison[16]使用

钨酸钠、硫酸和水从组织中提取青霉素并脱掉蛋白质，

这种方法对萃取牛奶中的青霉素效果非常好，使用这种

方法，样品中的蛋白质通常会变性，留在液-液界面。

将脱蛋白溶剂甲醇、乙腈、硫酸、钨酸钠、酸

化乙腈等与试样一起均质，这样可以增加溶剂与试样的

接触面积，更好的除去蛋白质。液体试样与有机溶剂

混合后可以通过振荡脱蛋白质。脱蛋白完成后通过离心

除沉淀[4]。

2 样品的净化

通常，β-内酰胺类抗生素因使用量和降解等原

因，在样品中的含量并不高，得到的提取液中的浓度

会很低，同时含有很多共萃物，检测时会污染色谱柱，

还增加了仪器噪音，达不到痕量分析的目的。因此，

需要除去部分共萃物，并提高目标物的浓度。

2.1 液液萃取

液液萃取是利用溶液中各组分在所选用的溶剂中溶

解度的不同，即分配系数的差异，使溶质进入液液传

质，以达到分离均相液体混合物的操作。在早期的样

品净化方法中，主要应用液液萃取以实现样品的净化。

提取液经固相萃取等方式净化后，还含有一些杂质，为

得到更加纯净的试液，再进行一步液液萃取除去杂质。

β-内酰胺类抗生素在酸性条件下不太稳定，尤其是青

霉素G，因此在液液分配中，酸化后立即加入二氯甲烷

或氯仿提取，避免因时间过长而分解。Catharina Y[10]等

测定鲶鱼中的阿莫西林时，使用乙醚和醋酸铵缓冲液的

液液萃取法进行了净化。

2.2 固相萃取

SPE 具有安全、回收率高、重现性好、操作简便、

快速、易实现自动化操作等特点，从而显示出良好的

发展前景，在相关领域的应用越来越多。检测β-内酰

胺类主要使用C18[11,17-19]和HLB[5,8,12]柱。Terada[20]使用Sep-

Pak C18柱净化青霉素G和青霉素V提取液。 Bioson 等
[16]用Bond Elut C18 柱替代了Terada等所用Sep-Pak C18

柱，他们在研究中发现，Sep-Pak C18柱填料的碳含量

小于14%，而Bond Elut C18柱的碳含量为18%。实验

表明，为了从萃取柱中得到大于70%的回收率，C18柱

填充料的碳含量至少应为17%。所以在使用SPE净化的

方法中，要使药物的损失最小，必须考虑SPE柱的碳

含量。此外，缓冲溶液的浓度及种类和洗脱溶剂的用

量等因素都会对回收率有影响。实验表明，当磷酸盐的

浓度低于0.07mol/L时回收率也随之降低，特别是两性β-

内酰胺类，更需一定的缓冲溶液，使其保留在净化柱上，

为防止磷酸盐缓冲液阻塞柱，洗脱前要先用水淋洗。

2.3 基质固相分散法

Barker[21]等提出了固相分散技术，把样品和固体填

料C18混合搅拌均匀，装入层析柱中，用甲醇淋洗层析

柱洗脱。并用这种方法检测了牛肉中的苄青霉素、氨

苄青霉素和头孢匹林。Bogialli等[22]用这种方法检测牛组

织和牛奶中阿莫西林和氨苄青霉素。

2.4 样品处理自动化

Moats[14]首次在分析β-内酰胺类抗生素时，应用

自动在线痕量富集的技术。这种技术是使用馏分收集器

收集色谱淋洗液中的目标组分，浓缩后进行测定。并

利用这种方法测定牛奶中的羟氨苄青霉素等。Regina等
[23]检测了牛奶中的头孢派酮、头孢氨苄、头孢乙腈、

头孢噻呋和头孢匹林等五种头孢菌素类抗生素。

3 测定方法

3.1 微生物法

微生物测定法[24]可以分为微生物抑制法、微生物受

体法和酶比色法。其中微生物抑制法包括纸片分析平板

法、戴尔沃-P-法、戴尔沃-X-Press法、亮黑还原法、
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滕皇微球菌法、三碟法、六碟法等，微生物受体法包

括CHARMⅠ和CHARMⅡ法。王大菊等[25]用藤黄八叠

球菌为指示剂，用杯碟法检测猪、鸡组织中氨苄青霉

素的残留，其最低检测限可达0.25μg/kg，标准曲线的

工作范围1.25～20μg/kg，变异系数为2.91%±0.2%，

不同浓度氨苄青霉素的回收率为83%～107%。这些方法

的主要优点是价廉，易操作和适合于大量样品的筛选，

对于筛选样品中是否存在残留非常有效。但是只能测定

总量，不具有特异性。

3.2 免疫测定法

免疫分析法是以抗原与抗体的特异性可逆性结合反

应为基础的分析技术。Samsonova等[26]采用间接免疫法

测定牛奶中氨苄青霉素的含量，检测范围0.01～1mg/

L，检测限5.0μg/L。Benito-Pena E等[27]建立了荧光免

疫测定β-内酰胺类抗生素残留的方法，对青霉素的检测

限为2.4μg/L，回收率为99%～105%。这种方法作为筛

选方法非常有效，但存在假阳性问题。

3.3 气相色谱法

由于β- 内酰胺类抗生素本身不易气化，应用气

相、气质检测时需要进行甲酯化，检测仪器有氮磷检

测器和质谱检测器等。Meetschen等[28]用气相法测定了

动物组织中7种青霉素，利用重氮甲烷衍生化，形成易

挥发的青霉素甲基酯类化合物，提高了灵敏度和再现

性，其回收率在46%～73%之间。该方法前处理要经

过液液萃取、衍生等多次处理，操作繁琐费时，而且

甲氧青霉素的回收率仅为46%，方法的总体回收率也不

高。Preu M等[29]用气相-质谱联用仪试验了使用不同内

标和不使用内标检测青霉素G的区别，发现使用13C同

位素内标回收率较好。

3.4 液相色谱法

应用液相色谱检测时，对于两性离子型化合物，

在流动相中添加离子对试剂的方法来调节容量因子，改

善分离效果。即侧链含酸性集团的加酸抑制剂并加碱性

反离子；侧链含碱性集团的，加有机胺类化合物或选择

含胺的缓冲溶液，或选择低pH值的乙酸缓冲溶液。

3.4.1 液相色谱/紫外检测器测定法

青霉素类的紫外吸收波长在200～235nm之间，在

残留检测中干扰组分很多，因此应用液相色谱检测时需

要衍生化，使其具有特征吸收。衍生化分为柱前衍生

化和柱后衍生化两种，其中柱后衍生需另外加泵、反

映芯、T 型混合器、脱气机等。广泛使用的柱前衍生

化反应是在咪唑或1,2,3-三唑催化下，青霉素形成青霉

烷酸硫酸汞衍生物。Boison等[16]建立的柱前衍生测定衍

生化形成的青霉烷酸硫酸汞的方法，紫外最大吸收波长

为325nm，减少了干扰组分。Benoci等[30]对猪组织中头

孢噻呋及其代谢物进行了检测，采用赤藻糖醇盐缓冲溶

液提取，碘代乙酰胺柱前衍生，回收率在70%～95%之

间，检出限为100μg/kg。Verdon等[31]利用此方法，测

定了牛奶中的苯唑青霉素、邻氯青霉素和双氯青霉素，

检出限为2μg/L。但这种方法对不能形成青霉烷酸硫酸

汞的不适用[32]。Yasufuku等[33]对牛肉中的5种头孢菌素

类进行了检测，回收率在78.3%～91.6%之间，检出限

为0.05μg/g。赵军等[34]采用反相液相色谱，C8柱，同

时检测了尿样中5种常用β-内酰胺类抗生素，以醋酸缓

冲溶液和甲醇(75:25)为流动相，检出限0.18～0.35μg/ml，

回收率在85.3%～92.0%之间。其实验中发现，当流动

相中甲醇的浓度大于30%时不能完全分离，当浓度为

20%时能完全分离，但保留时间过长。

3.4.2 液相色谱/荧光检测器测定法

由于β-内酰胺类抗生素本身不具有荧光发色基团，

应用荧光检测时需进行衍生化。Terada等[35]利用氨苄青

霉素在甲醛和三氯乙酸溶液中能形成产生荧光衍生产物

的原理，用荧光检测器测定牛奶中氨苄青霉素残留量。

这不仅提高了方法的选择性，而且灵敏度可达1μg/L。

Ang CY等[36]检测了鲶鱼肉中羟氨苄青霉素残留量，用

磷酸盐缓冲液萃取待测物，甲醛和三氯乙酸衍生化，检

出限为0.5μg/kg。但是这种方法对于没有氨基的青霉素

不适用。

3.4.3 液相色谱-质谱法

液相色谱-质谱法为一种高灵敏度和高选择性的，

可以用于确证的仪器，随着仪器的不断改进，其检出

限越来越低，提供的碎片信息越来越多，在食品兽药

残留中的应用也日趋广泛[37-38]。表2为液质法检测β-内

酰胺类抗生素残留用的部分典型流动相[5-8,10-12,22,39-40]。

Tyczkowska等[41]用LC/TSP/MS鉴别了牛奶中的青霉素

G，用等体积的乙腈-甲醇-水(2:1:1)与牛奶混合，离心

后进样，最低检出限为0.1mg/L。

LC/ESI/MS用于牛奶和肉中的β-内酰胺类抗生素残

留，采用选择离子检测，提高了灵敏度，改善了选择

性。Straub等[39]使用这种技术测定了牛奶中的几种青霉

素残留，用50%乙腈水溶液脱蛋白，离心后进样测定，

邻氯青霉素和青霉素G的检出限为3～5μg/kg，而氨苄

青霉素和羟氨苄青霉素的检出限为20～30μg/kg。

Voyksner等[42]用电喷雾和离子喷雾接口，源内碰撞

基质 流动相 文献 基质 流动相 文献

动物组织 水/乙腈 [6] 蜂蜜 水(0.4% [5]

(均含0.05%蚁酸) 乙酸)/ 乙睛

牛奶 水/甲醇 [7] 牛奶 水/乙腈(均含 [8]

(均含1%蚁酸) 0.1%蚁酸)

鲶鱼 18%乙腈水 [10]畜禽肉水/乙睛(均含0.3% 乙酸)[11]

动物组织/ 水(0.005% [12] 牛奶 乙腈/水溶液(含0.2% [39]

牛奶 的蚁酸)/甲醇 甲酸和25mmol七氟丁酸)

动物组织 甲醇/水 [22]畜、水 乙腈/0.1% [40]

(均含10 mmol/L蚁酸) 产品 蚁酸

表2   液质法检测β-内酰胺类抗生素残留用的部分流动相

Table 2    Partial mobile phases for determination of β-lactam
antibiotic residues by LC-MS/MS
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解离(CID)技术，对青霉素裂解机理做了探讨，发现在

正离子电喷雾或离子喷雾电离，CID电压在160V时，得

到质子化分子离子[M+H]+强度较高，β-内酰胺环开环

后，得到共有特征离子[C6H9HSO2+H]+，m/z为160，进

一步脱COOH，得到[C6H9HSO2+H-COOH]+， m/z为114，

酰胺部分断裂，产生化合物的特征离子。采用负离子

电喷雾电离，得到脱质子分子离子[M-H]－，CID碰撞

后，β-内酰胺环开环，脱去中性分子CO2和H2O，形

成[M-H-CO2]－和[M-H-H2O]－，但负离子电喷雾电离得到

的离子强度较正离子电喷雾电离弱。

Blanchflower等[43]使用LC/ESI/MS技术测定了肌肉、

肾及牛奶中的青霉素G、青霉素V、苯唑青霉素、邻

氯青霉素、双氯青霉素，使用乙氧萘青霉素做内标，

在肌肉和肾中的回收率为85%～114%，牛奶中的回收率

为70%～118%，肌肉和肾中的回收率分别是在200μg/kg

和500μglkg，该方法添加量有些偏高。Heller等[44]用

LC/ESI/MS/MS测定了牛奶中的7种β-内酰胺类抗生素

残留，样品经乙腈提取后，用SPE C18柱净化，检出

限为5～10μg/kg。这种方法灵敏度高，给出的结构信

息也比较多，但重现性不好。

Matthias Becker等[12]用四极杆质谱技术同时检测了

动物组织、牛奶中的15种β-内酰胺类抗生素残留，利

用了正负离子结合模式，样品经Oasiss HLB柱净化后，

进仪器测定，其回收率在65%～111%之间，检出限未

见报道。中国国家标准有检测蜂蜜中六种青霉素[5]和畜

禽肉中九种青霉素[11]的同时测定方法，回收率在73%～

106%之间，检出限在0.25～2.0μg/kg之间，仅在九种

青霉素的同时测定中包含了氨苄青霉素一种两性青霉

素，对羟氨苄青霉素没有涉及。“日本肯定列表”涉

及检测方法中头孢唑啉、头孢吡啉、头孢氨苄、头孢

洛宁、头孢呱酮和头孢呋肟检测方法(畜、水产品)[40]，

此方法用甲醇:0.2%偏磷酸溶液的混合溶液萃取，再用

0.2%偏磷酸溶液从样品中萃取目标物一次，经二乙烯基

苯-N-乙烯基吡咯烷酮共聚物小柱净化后，上仪器进行

测定和确证，检出限为0.01mg/kg。

3.5 其他方法

检测β-内酰胺类抗生素抗生素，还有一些其他方

法，因只能检测总量或目标物本身的性质或仪器不普及

等原因，未广泛应用。

Smither R等[45]用薄层色谱法测定了动物组织中的青

霉素钠。Tsikas等[46]用毛细管等速电泳法测定了药物中

12种青霉素和头孢菌素及6-氨基青霉烷酸和7-氨基头孢

烷酸。Everest等[47]用紫外分光光度法测定了肾脏中的

β-内酰胺类抗生素残留。原理是利用特殊反应使其产

生发色团，或利用含α-氨基的头孢菌素水解产物具有

荧光等进行测定。Luttings等[48]用凝胶电泳-生物自显影

法测定和鉴别了牛奶中的5种β-内酰胺类抗生素。样液

经2%琼脂糖凝胶分离，用嗜热脂肪芽孢菌显色，检出

限为5～50μg/kg。Gala等[49]用荧光光度法测定了牛奶中

的氨苄西林，检出限40μg/kg，回收率在95%～103%

之间。Gustavsson等[50]用细胞质皮因子生物传感器法测

定了牛奶中的β-内酰胺类抗生素。其原理是利用细胞

质皮因子(SPR)上具有羧肽酶活性β-内酰胺受体蛋白，

其含量同它的活性之间存在线性关系，从而推算浓度，

最低检出限1.5μg/kg，添加浓度在MRL(4μg/kg)时变异

系数小于5%。

4 结  语

随着β-内酰胺类抗生素的广泛应用，代谢机理、

毒理及残留研究的深入，各国对残留限量要求越来越严

格，检测方法的研究也越来越多。在前处理方法中，对

于目标物的萃取多用水、酸和有机溶剂以一定比例配制

的混合溶剂萃取，而针对样品的净化过程，固相萃取技

术得到了广泛的应用。在检测方法方面，液相色谱法占

绝对优势，其中液相色谱-质谱联用法因其高灵敏度、

高选择性，在药物残留检测中的应用日趋广泛。但是，

目前对于一些不常用β-内酰胺类抗生素还没有在食品中

的残留检测方法；已有的检测方法流动相中酸的浓度差

异很大；多残留同时检测了15种β-内酰胺类抗生素，

但没有报道检出限。因此，建立一种快速、准确，多

残留同时测定β-内酰胺类抗生素的方法将比较可行。
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