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高效毛细管电泳法检测淡水鱼肉中阿莫西林和
氨苄西林残留方法的建立

孙雪峰，王方雨*
（河南省农业科学院 动物免疫学重点实验室，河南 郑州 450000）

摘  要：为建立一种基于高效毛细管电泳技术、可同时高效检测淡水鱼肉中阿莫西林和氨苄西林残留的高通量检

测方法，选用鲢鱼作为淡水鱼的代表，以空白鱼肉为试材，使用二极管阵列检测器进行检测。结果表明：样品经乙

腈提取、旋转蒸发仪浓缩、固相萃取柱萃取后，在pH 7.85的30 mmol/L硼砂溶液缓冲体系中，检测波长210 nm、检测

电压20 kV、检测温度25 ℃的电泳条件下，阿莫西林和氨苄西林在20 min内能够实现基线分离；在0.02～10.00 μg/mL 
质量浓度范围内，阿莫西林和氨苄西林的峰面积与质量浓度之间呈线性相关，相关系数（R2）均大于0.990；阿莫

西林在淡水鱼肉中的加标回收率为78.90%～85.72%，日内变异系数小于8.01%，氨苄西林在淡水鱼肉中的加标回收

率为75.36%～86.34%，日内变异系数小于8.06%。
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Establishment of a High Performance Capillary Electrophoresis Method for the Determination of  

Amoxicillin and Ampicillin Residues in Freshwater Fish

SUN Xuefeng, WANG Fangyu*
(Key Laboratory of Animal Immunology, Henan Academy of Agricultural Sciences, Zhengzhou 450000, China)

Abstract: This study established a high-throughput method for the simultaneous and efficient detection of amoxicillin and 

ampicillin residues in silver carp as a representative of freshwater fish using high performance capillary electrophoresis 

(HPCE) with a diode array detector. Samples were extracted with acetonitrile, concentrated by rotary evaporation and cleaned 

up using a solid phase extraction (SPE) column. The capillary column was washed with 30 mmol/L borax buffer solution 

at pH 7.85. The detection wavelength, voltage and temperature were set at 210 nm, 20 kV and 25 ℃, respectively. Baseline 

separation of amoxicillin and ampicillin was accomplished within 20 min. The peak area of amoxicillin and ampicillin 

showed a linear correlation with their concentrations in the range of 0.02–10.00 μg/mL, with correlation coefficients 

(R2) greater than 0.990. The recoveries of amoxicillin and ampicillin spiked in freshwater fish were 78.90%–85.72% and  

75.36%-86.34%, respectively, with within-day coefficient of variation (CV) less than 8.01% and 8.06%, respectively.
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随着经济的发展、收入的增加及饮食健康意识的

逐步增强，消费者对蛋白质的需求也越来越大，水产品

作为谷类和牛乳以外的主要蛋白质来源，其占人类需求

总蛋白质和动物蛋白质的比例分别达到6.5%和16.4%。 

2018年据联合国粮食及农业组织统计，水产养殖已成为

全球食品方面增长最快的蛋白质提供源，平均以每年8%

的速率持续增长。据统计，2021年，我国水产品总产量

达到6 463 万t，其中人工养殖水产品产量高达5 388 万t，
人工养殖水产品总产量远超天然生产水产品产量，也是

全球唯一的人工养殖水产品产量超过天然生产水产品产

量的国家[1]。随着人工养殖水产品产量的增加，水产品的

安全问题逐渐凸显。我国作为水产养殖大国有多种养殖

模式，但人工养殖的整体特点是生产密度高，该模式导

致兽药残留成为影响动物源性水产品质量安全的关键。

阿莫西林和氨苄西林作为2 种常见易得的β-内酰胺

类抗生素在水产养殖过程中疾病预防与临床治疗上使用

非常广泛。截至到2019年，除了美国、加拿大和澳大

利亚对动物源水产品肉中阿莫西林、氨苄西林的最大残

留限量（maxium residue limit，MRL）未作规定外，中

国、国际食品法典委员会、欧盟、海湾阿拉伯国家合作

委员会、韩国、智利和新西兰等国家、地区和国际组织

对动物源性水产品中的阿莫西林、氨苄西林等β-内酰胺

类药物的MRL均进行了限定，虽然各个国家、地区和国

际组织对动物源性水产品的具体种类或组织部位要求不

尽相同，但是阿莫西林的MRL和氨苄西林的MRL一致， 

均为50 μg/kg[2]。

目前，兽药残留的检测方法主要有高效液相色谱法

（high performance liquid chromatography，HPLC）[3-4]、 

气相色谱 -质谱联用法（gas  ch romatography-mass 
spectrometry，GC-MS）[5-6]、LC-MS法[7-10]、毛细管法[11-14] 

等。农业部和出入境检验检疫部门针对阿莫西林和氨苄

西林的残留现行的检测方法主要有GC-MS、HPLC、放射

受体分析法、免疫胶体金法和酶联免疫法等。本研究建

立了一种高效毛细管电泳分离法，使用二极管阵列检测

器同时对淡水鱼肉中阿莫西林和氨苄西林的残留进行检

测，为淡水鱼肉中阿莫西林和氨苄西林的兽药残留检测

提供一种新的检测方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

淡水鲢鱼肌肉组织（10 份） 浙江海洋水产养殖

研究所。

阿莫西林标准品（纯度87.0%）、氨苄西林标准品

（纯度85.6%） 中国兽医药品监察所；氢氧化钠、四

硼酸钠、磷酸二氢钠（均为分析纯）、乙腈（色谱纯）   
国药集团化学试剂有限公司；实验用水均为超纯水。

1.2 仪器与设备

7100毛细管电泳仪（配备二极管阵列检测器） 美国 

安捷伦科技公司；Heraeus Multifuge×1R高速冷冻离心机 
热电实验设备有限公司；RE-52AA旋转蒸发仪 上海亚

荣生化有限公司；Scientz-48 L组织研磨器、冷冻型高通

量组织研磨器 宁波新芝生物科技股份有限公司。

1.3 方法

1.3.1 溶液配制

1.3.1.1 标准储备液

分别称取阿莫西林标准品114.94 mg、氨苄西林标准

品116.82 mg，用水溶解并定容于100 mL棕色容量瓶中，

置于4 ℃冰箱保存，备用。

1.3.1.2 缓冲溶液

30 mmol/L四硼酸钠缓冲溶液：称取适量的十水四硼

酸钠，按照30 mmol/L的浓度，加水溶解，并用20 mmol/L 
稀盐酸溶液调节pH值为7.85，用0.22 μm水系滤膜过滤，

备用。用前超声波脱气5～10 min。
1.3.2 毛细管预处理

开机用1 mol/L NaOH冲洗5 min，等待5 min，超纯

水冲洗5 min，30 mmol/L四硼酸钠缓冲溶液冲洗5 min，
20 kV预电泳20 min；2 次运行之间采用0.1 mol/L NaOH、

超纯水和30 mmol/L四硼酸钠缓冲溶液分别冲洗毛细管各

5 min，以保证良好的重现性。

1.3.3 样品的采集和处理

选用鲢鱼作为淡水鱼的代表，进行实验。称取空

白匀浆鱼肉组织1.000 g于5 mL洁净离心管中，加入混

合标准溶液1.00 mL，漩涡振荡后4 ℃冰箱放置30 min，
加入pH 7.85的0.01 mmol/L磷酸二氢钠溶液1.00 mL，
涡旋振荡提取后，放入冷冻离心机中，5 500 r/min离心

20 min。移取上清液至另一个5 mL洁净离心管中，加入

乙腈1 mL，涡旋振荡，放入冷冻离心机中5 500 r/min离
心20 min。取上清液50 ℃旋转蒸发干燥后，再用2.0 mL
超纯水溶解，得样品提取液。

取MCX固相萃取柱，先用3 mL超纯水淋洗活化，

取样品提取液，以1 滴/s的流速过柱，用3 mL超纯水淋

洗，收集洗液，再用3 mL体积分数80%乙腈水溶液进行

洗脱，收集洗脱液；将收集的洗液和洗脱液50 ℃水浴蒸

干，用1 mL超纯水溶解，过0.22 μm微孔滤膜，4 ℃保存

备用。

1.3.4 高效毛细管电泳法检测波长和电泳条件的选择

检测波长的选择：分别取配制好的质量浓度

10.00 μg/mL阿莫西林标准溶液、10.00 μg/mL氨苄西林

标准溶液、10.00 μg/mL阿莫西林和氨苄西林混合标准溶

液，于波长190～220 nm下进行紫外扫描，依照毛细管电

泳波长选择的原则，在基质不干扰的情况下取最大灵敏

度时的波长。
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电泳条件的选择：在确定的检测波长下，根据文 

献[15-18]报道，以及阿莫西林和氨苄西林毛细管电泳图谱基

线的平稳度、药物分离度、峰形的好坏等对电泳条件进

行筛选，包括缓冲体系、缓冲体系的pH值、电压和分离

温度的选择。

1.3.5 标准曲线的绘制

按实验方法对0.02、0.10、0.50、1.00、2.00、5.00、

10.00 μg/mL的2 种药物混合标准溶液进行测定。每个质

量浓度重复测定3 次取平均值，以峰面积（y）对质量浓

度（x，μg/mL）作线性回归曲线。

1.3.6 灵敏度测定

取空白鱼肉样品，设7 个平行，按照1.3.4节选定检

测波长和设定电泳条件进行检测，以连续测定空白样品

溶液响应值的3 倍标准偏差所对应的峰面积代入药物标准

曲线回归方程计算出的药物含量作为检测限；以连续测

定空白溶液响应值的10 倍标准偏差所对应的峰面积代入

相应标准曲线回归方程计算出的药物含量作为定量限。

1.3.7 准确度与精密度测定

将不同质量浓度的标准工作液按样品处理方法添加

到空白匀浆鱼肉组织，使组织中各个药物的加标量分别

为20、40、100、200 μg/kg，进行添加回收实验，每个加

标量做5 个平行，根据峰面积计算药物含量，从而求得加

标回收率和日内变异系数。

1.4 数据处理

利用Microsoft Office Excel（2010版）软件对实验数

据进行分析。

2 结果与分析

2.1 高效毛细管电泳法检测波长和电泳条件的选择

2.1.1 高效毛细管电泳法检测波长的选择

依照毛细管电泳波长选择的原则，在基质不干扰的

情况下取最大灵敏度时的波长，故选择210 nm为检测波

长，所得毛细管电泳图如图1～3所示。
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图 1 阿莫西林标准溶液毛细管电泳图

Fig. 1 Capillary electrochromatogram of amoxicillin standard solution
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图 2 氨苄西林标准溶液毛细管电泳图

Fig. 2 Capillary electrochromatogram of ampicillin standard solution 
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图 3 阿莫西林与氨苄西林混合标准溶液毛细管电泳图

Fig. 3 Capillary electrochromatogram of mixed standard solution of 

amoxicillin and ampicillin

2.1.2 高效毛细管电泳法电泳条件的选择

缓冲体系的选择：考察15、20、25、30、35 mmol/L 
的四硼酸钠缓冲液，硼酸盐浓度较低时，各药物出现前沿

峰，且基线不能分离；随着硼酸盐浓度的增加，药物的迁

移时间延长，峰形较好，且基线分离，最终选用30 mmol/L 
四硼酸钠缓冲液作为检测的缓冲体系。

缓冲体系pH值的选择：用稀盐酸溶液将30 mmol/L
四硼酸钠缓冲溶液的pH值分别调至6.6、7.0、7.4、7.85、
8.2、8.4，pH值较低时，分离效果好，但出锋时间较长，

最长达40 min；pH值较高时，出锋时间缩短，最终选择

缓冲溶液的pH值为7.85，阿莫西林和氨苄西林的峰形较

好，基线分离，且出峰时间在10 min以内。

电压的选择：考察16、18、20、22、24 kV等电压对

阿莫西林和氨苄西林分离度的影响，峰高随着电压的增

大而增高，但电压过高会导致基线不稳，且峰形变差。

因此，选择电压为20 kV，阿莫西林和氨苄西林的响应值

达25 mAU，基线稳定，峰形较好。

分离温度的选择：考察不同分离温度（15、20、
25、30 ℃）对阿莫西林和氨苄西林分离的影响，结果显

示，药物的迁移时间随着分离温度的升高而缩短，分离

温度过高会影响药物分离度，降低分离温度会导致分离

时间延长，而增大分离温度会导致峰形和分离度变差。

故选择分离温度为25 ℃，迁移时间较短，且峰形和分离

度较好。

最终确定高效毛细管电泳法检测波长和电泳条件

为：在pH 7.85的30 mmol/L四硼酸钠溶液缓冲体系中，检
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测波长210 nm，运行电压20 kV，温度25 ℃，压力进样

5 kPa、5 s。

2.2 标准曲线

阿莫西林和氨苄西林2 种抗生素7 个质量浓度的混合

标准样品，在选定的电泳条件下测定，得到阿莫西林回

归方程为y=1.446 1x＋0.346 1（R2=0.997 5），氨苄西林

回归方程为y=1.569 5x＋1.045 9（R2=0.993 9）。结果表

明，在0.02～10.00 μg/mL时各药物的峰面积与质量浓度

之间呈线性相关，R2均大于0.990。

2.3 灵敏度

根据7 个空白鱼肉样品的基线噪音平均值，按信噪

比（RS/N）=3为检测限，RS/N=10为定量限，得到阿莫西林

检测限为20 μg/kg，氨苄西林检测限为30 μg/kg，阿莫西

林定量限为30 μg/kg，氨苄西林定量限为40 μg/kg。空白

鱼肉和添加药物的空白鱼肉毛细管电泳图谱见图4～5。

在空白鱼肉样品中添加药物后，因鱼肉样品中成分比较

复杂，导致2 种药物的迁移时间与标准样品相比也略微后

移，但是迁移时间小于1 min，整体不影响检测结果。
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图 4 空白鱼肉毛细管电泳图

Fig. 4 Capillary electrochromatogram of blank fish
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图 5 空白鱼肉添加40 μg/kg药物毛细管电泳图

Fig. 5 Capillary electrochromatogram of ampicillin and amoxicillin at 

40 μg/kg spiked in blank fish

2.4 准确度与精密度

由表1可知：阿莫西林在淡水鱼肉中的加标回收率为

78.90%～85.72%，日内变异系数小于8.01%；氨苄西林在

淡水鱼肉中的加标回收率为75.36%～86.34%，日内变异

系数小于8.06%。

表 1 空白鱼肉中阿莫西林和氨苄西林的加标回收率及 

日内变异系数（n=5）

Table 1 Recoveries and within-day coefficient of variation of 

amoxicillin and ampicillin spiked in blank fish (n = 5)

药物 加标量/（μg/kg） 加标回收率/% 日内变异系数/%

阿莫西林

20 78.90 7.05
40 80.62 7.32
100 84.35 7.67
200 85.72 8.01

氨苄西林

20 75.36 6.89
40 78.35 7.08
100 83.37 7.93
200 86.34 8.06

3 结 论

高效毛细管电泳结合了电泳技术与现代微柱分离

技术，已成为化学分析方面新兴的一个分支学科，是

20世纪90年代以来发展最快的分析方法之一[19-20]。相比

HPLC法，它具有以下优点：1）分析时间短，分离效

率高；2）检测样品用量少，检测过程中样品用量仅为

HPLC仪的几百分之一；3）样品选择性很大，可以根

据样品的分子性质，如大小、电荷数、手性、疏水性等

对样品进行有效分离。毛细管电泳法已经广泛应用于

药物含量检测[21-22]、肉中的非法添加药物检测[23-25]、食

品质量控制[26-28]、口服液中甜味剂和防腐剂检测[29]、食

品和水中药物残留[30]、化妆品[31]、真菌毒素[32]和动物疫 

病[33]等领域的检测。

本研究建立一种基于高效毛细管电泳技术、可同时

高效检测淡水鱼肉中阿莫西林和氨苄西林残留的高通量

检测方法，选用鲢鱼作为淡水鱼的代表，以空白鱼肉为

试材，使用二极管阵列检测器进行检测，在给定的条件

下阿莫西林和氨苄西林在20 min内可实现基线分离。此

外，该方法的检测限和定量限也满足样品检测的需求，

为淡水鱼肉中阿莫西林和氨苄西林残留的检测提供了一

种新的借鉴模式。
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