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高效液相色谱鄄串联质谱法同时测定

鸡蛋中头孢噻肟及其主要代谢物残留
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摘摇 要摇 建立了高效液相色谱鄄串联质谱(HPLC鄄MS / MS)法同时测定鸡蛋中头孢噻肟及其代谢物去乙酰头孢

噻肟残留量的检测方法。 样品经乙腈鄄水(9颐 1, V / V)提取,正己烷除脂,C18固相分散萃取除杂,Agilent Eclipse
Plus C18色谱柱(100 mm伊2. 1 mm, 3. 5 滋m)分离,以 0. 2% (V / V)甲酸鄄乙腈为流动相,进行梯度洗脱,目标物

采用电喷雾正离子(ESI+)模式电离,多反应监测(MRM)模式检测,基质匹配标准溶液外标法定量。 结果表

明,头孢噻肟和去乙酰头孢噻肟分别在 1. 0 ~ 143. 0 滋g / L 和 1. 0 ~ 120. 0 滋g / L 浓度范围内线性关系良好

(R2>0. 999)。 方法检出限(LOD, S / N=3)分别为 0. 07 和 0. 14 滋g / kg,定量限(LOQ, S / N = 10)分别为 0. 23
和0. 99 滋g / kg。 在 5. 0、50. 0 和 100. 0 滋g / kg 3 个添加水平下,头孢噻肟和去乙酰头孢噻肟的回收率分别为

83. 1% ~ 103. 0%和 88. 2% ~ 101. 0% ,相对标准偏差(RSD, n=6)均介于 2. 0% ~ 6. 2% 。 实际样品测定结果

表明,本方法简便、快速、灵敏、准确, 可用于鸡蛋中头孢噻肟及去乙酰头孢噻肟的残留分析检测。
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1摇 引 言

头孢噻肟(Cefotaxime, CTX)为半合成的第三代人用头孢菌素,属于 茁鄄内酰胺类抗生素,具有广谱、
高效、耐酶等特点,被广泛应用于临床已有 30 余年。 头孢噻肟在肝内代谢为有活性的去乙酰头孢噻肟

和几种无活性的其它代谢物[1,2]。 头孢噻肟及去乙酰头孢噻肟的分子结构式如图 1 所示。 农业部 176
号公告[3]明文规定,未办理兽药、饲料添加剂审批手续的人用药品,不得直接用于饲料生产和饲养过

程,而且头孢噻肟作为禁用药也在农业部第 560 号公告[4]中的兽药地方标准废止目录中。 但由于头孢

噻肟对兽医临床上常见的病原菌(如大肠杆菌、鸡鸭沙门氏菌、肺炎双球菌、流感嗜血杆菌等)疗效突

出[5 ~ 7],近年被大量用于家禽饲养中,因而不可避免地残留在畜禽组织及其制品中[8,9],造成食品安全

隐患,同时也会加剧细菌耐药性的问题,给人类感染性疾病的预防和控制带来困难。 随着该类药物的代

谢机理、毒理和残留研究的不断深入,世界各国政府及有关国际组织已高度重视该类药物在动物性食品

中的残留问题,对许多头孢类抗生素的残留量都制定了非常严格的要求。 头孢噻肟由于过去很少兽用,
目前欧盟、美国、日本以及我国均未对该药在动物中的残留限量做出相关规定。

为保障食品安全及人类健康,针对头孢噻肟在畜禽中滥用的现象,亟需对其进行有效的监管监测。
头孢噻肟在机体内代谢迅速,不易检出,因而对于其代谢物的检测至关重要[10,11]。 但目前报道的关于

头孢噻肟的检测方法,如分光光度法[12]、高效毛细管电泳(HPCE) [13,14]、高效液相色谱(HPLC)法[15]

等,主要针对头孢噻肟原型,而对于其代谢物的研究仅有针对脑脊液、血浆等非食用性基质建立的高效

液相色谱方法,且定量限大于 100 滋g / kg[16 ~ 18],达不到动物源性食品残留检测的要求。 本研究采用

HPLC鄄MS / MS 法建立了同时测定鸡蛋中头孢噻肟及其主要代谢物去乙酰头孢噻肟残留量的检测方法,
并应用于阳性鸡蛋样品的检测分析。 结果表明,本方法简便、快速、准确,可为头孢噻肟在动物源性食品

中残留检测和生产监控提供技术支撑。
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图 1摇 (A)头孢噻肟和(B)去乙酰头孢噻肟的结构式

Fig. 1摇 Molecular structures of (A) cefotaxime and (B) desacetylcefotaxime

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

1200 series 高效液相色谱(美国 Agilent Technologies 公司); QTRAP襅 5000 三重四极杆质谱仪(美
国 AB Sciex 质谱系统公司); BiofugeStratos 台式高速冷冻离心机(德国贺力氏公司); TTL鄄DCII 型氮气

浓缩仪(北京同泰联科技发展有限公司); XS105DM 电子天平(瑞士 Mettler Toledo 公司); 培英 ZP鄄400
振荡器(苏州市培英实验设备有限公司); VORTEX鄄5 涡旋振荡器(海门市其林贝尔有限公司); Milli鄄Q
超纯水器(美国 Millipore 公司); 超声波清洗机(宁波新艺超声设备有限公司)。

头孢噻肟钠标准品(纯度逸99. 5% ,上海源叶生物科技有限公司); 去乙酰头孢噻肟标准品(纯度

逸98% ,加拿大 TRC 公司); 甲醇(HPLC 级,德国 Merck 公司); 乙腈(HPLC 级,美国 J. T. Baker 公司);
甲酸(HPLC 级,美国 Mreda Tecnology 公司); 实验用水为 Milli鄄Q 纯水仪制备的超纯水(逸18 M赘·cm)
2. 2摇 标准溶液的配制

以甲醇鄄水(1颐 1, V / V)为溶剂分别配制 143 mg / L 头孢噻肟钠和 120 mg / L 去乙酰头孢噻肟标准储备

液,于棕色容量瓶中低温避光短期保存。 测定当天用甲醇鄄水(1颐 1, V / V)逐级稀释至所需浓度,现配现用。
2. 3摇 样品处理

准确称取已混匀的全蛋样品(1. 0依0. 01) g,置于 50 mL 具塞离心管中,加入 10 mL 乙腈鄄水(9颐 1,
V / V),涡旋 30 s,振荡 20 min 提取,8000 r / min 离心 10 min,转移上清液至另一个 50 mL 离心管中,加入

5 mL 乙腈饱和正己烷除脂,涡旋 30 s,振荡 10 min,5000 r / min 离心 10 min,取下层溶液 5 mL 于 10 mL
离心管中,加入 100 mg C18净化后,转移上清液于 40益以下水浴氮吹浓缩至干,以 1 mL 甲醇鄄水(1 颐 1,
V / V)复溶,经 0. 22 滋m 滤膜过滤后,待测。
2. 4摇 色谱条件

Agilent Eclipse C18色谱柱(100 mm伊2. 1 mm, 3. 5 滋m); 流动相 A 为 0. 2% (V / V)甲酸溶液,流动相

B 为乙腈; 柱平衡时间 1 min; 梯度洗脱程序:0 ~ 1. 0 min,95% A; 1. 0 ~ 3. 0 min,95% ~60% A; 3. 0 ~
5. 0 min,60% A; 5. 1 ~ 7. 0 min,95% A; 流速 0. 3 mL / min; 进样体积 5 滋L; 外标法定量。
2. 5摇 质谱条件

离子源:电喷雾离子源(ESI); 检测方式:多重反应监测(MRM); 扫描方式:正离子扫描; 碰撞气

(CAD)压力为 8 MPa; 气帘气(CMR)压力为 35 MPa; 雾化气(GS1)压力为 55 MPa; 干燥气(GS2)压力

为 55 MPa; 电喷雾电压( IS)为 5500 V; 离子化温度(TEM)为 550 益; MRM 定量离子对、去簇电压

(DP)及碰撞电压(CE)见表 1。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 前处理方法优化

头孢类抗生素多采用不同浓度的甲酸鄄水、乙腈鄄水、甲醇作为提取剂[19]。 本实验通过对比发现,乙
腈鄄水(9颐 1, V / V)作为提取剂时,提取液清澈,蛋白质沉淀完全,回收率较高; 甲酸鄄水作为提取剂的回收

率相对较低,原因可能是头孢噻肟在酸性溶液中不稳定,氮吹水浴时分解所致。
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表 1摇 头孢噻肟钠和去乙酰头孢噻肟质谱参数
Table 1摇 Parameters and fragment ions for cefotaxime sodium and deacetylcefotaxime

目标物
Analyte

保留时间
Retention time

(min)

母离子
Parent ion
(m / z)

子离子
Daughter ion

(m / z)

驻留时间
Dwell time

(ms)

碰撞能
Collision energy

(eV)

去簇电压
Declustering potential

(V)

头孢噻肟钠
Cefotaxime sodium 3. 15 456. 2*

去乙酰头孢噻肟
Deacetylcefotaxime 2. 67 414. 1*

324. 1* 100 20 75
396. 0 100 15 75
241. 0* 100 21 80
285. 0 100 23 80

注:*为定量离子对(Quantitative ion)。

摇 摇 QuEChERS 作为一种简单快速的样品前处理方法,近年被逐渐应用于 茁鄄内酰胺类药物的前处理

中[20]。 鉴于动物组织中含有大量蛋白质和脂肪,应针对不同的样品基质,选择合适的提取溶剂和吸附

剂。 目前,动物源性食品常用 C18和 PSA 作为吸附剂吸附杂质,C18为非极性吸附剂,主要去除脂类和弱

极性杂质; PSA 为弱阴离子交换剂,主要去除有机酸、金属离子和酚类等[21]。 本实验考察了 PSA 和 C18

对头孢噻肟钠及其主要代谢物去乙酰头孢噻肟的净化效果,结果表明,PSA 对目标物有吸附作用,而 C18

对头孢噻肟钠和去乙酰头孢噻肟几乎无吸附,净化效果较好,目标物回收率均在 83. 1% ~ 103. 0% 之

间。 此外,本实验也采用 LiChrolut RP鄄18 柱和 HLB 柱等传统的固相萃方式对鸡蛋样品进行了净化,发
现去乙酰头孢噻肟回收率只有 30% ~ 40% ,相比之下,QuEChERS 方法具有回收率高,简便快速,成本

低廉等优点,更适用于大批量样品的残留检测。
3. 2摇 色谱鄄质谱条件的选择与优化

在正离子模式下,头孢噻肟和去乙酰头孢噻肟主要以[M+H] +分子离子峰形式存在,二级质谱图见

图 2 和图 3。 质谱数据表明,以头孢噻肟的分子离子 m / z 456. 1 为母离子进行二级质谱分析,得到特征

离子峰 m / z 396. 1 和 324. 1; 以去乙酰头孢噻肟的分子离子 m / z 414. 1 为母离子进行二级质谱分析,得
到特征离子峰 m / z 241 和 285; 其中 m / z 241 为 茁鄄内酰胺环主要裂解碎片,且丰度最高,m / z 285 为 茁鄄内
酰胺环较为特殊的开环方式[22]。
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图 2摇 头孢噻肟标准溶液在正离子模式下的二级质谱

图

Fig. 2 摇 MS2 spectrum of cefotaxime standard solution
under positive ion mode
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图 3摇 去乙酰头孢噻肟标准溶液在正离子模式下的二

级质谱图

Fig. 3 摇 MS2 spectrum of desacetylcefotaxime standard
solution under positive ion mode

摇 摇 头孢类抗生素常用的流动相为水、甲酸溶液、乙酸铵溶液与乙腈、甲醇等[23 ~ 25]。 本研究以 Agilent
Eclipse C18色谱柱(100 mm伊2. 1 mm, 3. 5 滋m)为分析柱。 流动相的水相分别考察了纯水、0. 1% 和

0. 2% (V / V)的甲酸溶液、乙酸铵溶液(以甲酸调至 pH 4. 5); 有机相分别考察了乙腈、0. 1% 和 0. 2%
(V / V)甲酸鄄乙腈、甲醇,在同一色谱条件下对目标物进行梯度洗脱分离。 结果表明,使用 0. 2% (V / V)
甲酸鄄乙腈作为流动相时,头孢噻肟钠和去乙酰头孢噻肟的峰形、分离度与灵敏度均优于上述其它流动

相,结果如图 4B 所示,因此本研究选用 0. 2% (V / V)甲酸鄄乙腈作为流动相。
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实验表明,甲醇或纯水复溶效果均不理想,头孢噻肟钠和去乙酰头孢噻肟保留性差,峰形易受基质

干扰。 因此,本实验对不同比例的甲醇鄄水的复溶效果也进行了考察,最后确定以甲醇鄄水(1颐 1, V / V)作
为复溶液,目标物的出峰时间、分离度、峰型均能达到理想效果。
3. 3摇 方法检出限和定量限

分别以信噪比 S / N逸3 及 S / N逸10 确定方法的检出限(LOD)和定量限(LOQ),得到头孢噻肟和去

乙酰头孢噻肟的检出限分别为 0. 07 和 0. 14 滋g / kg; 定量限分别为 0. 23 和 0. 99 滋g / kg。
3. 4摇 方法的线性范围、回收率和精密度

为了消除基质效应对测定结果的影响,本方法采用基质标准曲线对头孢噻肟和去乙酰头孢噻肟进

行分析。 准确吸取适量头孢噻肟钠和去乙酰头孢噻肟的混合标准溶液,分别加入到按 2. 3 节方法处理

过的空白样品提取液中,使溶液中头孢噻肟钠的浓度分别为 1、6、36、72 和 144 滋g / L,去乙酰头孢噻肟

的浓度分别为 1、10、30、60 和 120 滋g / L,以峰面积和质量浓度作定量标准曲线。
取空白鸡蛋样品,分别添加 5、50 和 100 滋g / kg 3 个水平浓度的头孢噻肟钠和去乙酰头孢噻肟混合

标准溶液,每个浓度作 6 个平行样,按本方法测定回收率。 线性方程、加标回收率及精密度如表 2 所示。
表 2摇 头孢噻肟钠和去乙酰头孢噻肟的加标回收率和相对标准偏差
Table 2摇 Recovery and relative standard deviation of cefotaximesodium and desacetylcefotaxime

化合物
Compound

线性范围
Linearity
(滋g / L)

线性方程
Regression equation

决定系数
Correlation coefficients

(R2)

添加浓度
Spiked

(滋g / kg)

回收率
Recovery

(% , n=6)

精密度
RSD

(% , n=6)

头孢噻肟钠
Cefotaxime sodium 1 ~ 144 Y=700. 47X-209. 76 0. 9995

去乙酰头孢噻肟
Desacetylcefotaxime 1 ~ 120 Y=1369. 2X-898. 19 0. 9993

5 103. 0 6. 1
50 83. 1 6. 0
100 95. 1 3. 8
5 101. 0 6. 2
50 82. 4 2. 0
100 82. 6 3. 0

3. 5摇 实际样品分析

以头孢噻肟在蛋鸡养殖中的常用剂量 20 mg / kg 对实验蛋鸡连续 5 天肌注给药,并于停药后不同时

间点采集鸡蛋样品,应用本方法测定其中头孢噻肟及去乙酰头孢噻肟的残留量。 经检测分析,空白、加
标样品和停药 1 d 后的鸡蛋样品 LC鄄MS / MS 总离子流色谱图见图 4。 停药 20 天后,鸡蛋样品中仍可检

测到头孢噻肟和去乙酰头孢噻肟,残留浓度分别为 32. 5 和 4. 8 滋g / kg,说明此药在鸡蛋中消除非常缓

慢,因此,鸡蛋可作为蛋鸡养殖中监测头孢噻肟违规使用的靶组织。
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图 4摇 鸡蛋空白(A)、加标样品(B)及阳性样品(C)的总离子流色谱图

Fig. 4摇 Total ion chromatograms of blank egg (A), spiked egg (B) and positive samples (C)

4摇 结 论

本研究建立了同时测定鸡蛋中头孢噻肟及其主要代谢物去乙酰头孢噻肟的高效液相色谱鄄串联质

谱(LC鄄MS / MS)方法。 本方法样品前处理简便快速,回收率高,定量限及精密度均能满足残留检测要

求,解决了此药在动物组织由于残留低、易代谢转化而难于监测的问题,为此药在畜禽养殖中违禁使用

的监管监测提供理论依据和技术支撑。
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Simultaneous Determination of Cefotaxime and Its Main Metabolin
Residue in Eggs by High Performance Liquid Chromatography鄄

Tandem Mass Spectrometry

YANG Xiao鄄Ti1,2, TANG Xiao鄄Yan*1, SHEN Xi鄄Xi1,2, ZHANG Xiao鄄Qing1

1(Key Laboratory of Agrifood Safety and Quality, Ministry of Agriculture, Institute of Quality Standards and
Testing Technology for Agro鄄products, Chinese Academy of Agricultural & Science, Beijing 100081, China)

2(National Centre of Meat Quality and Safety Control, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China)

Abstract摇 An efficient method for the analysis of cefotaxime and its metabolite desacetylcefotaxime residues in
eggs was developed based on high performance liquid chromatography鄄tandem mass spectrometry (HPLC鄄MS /
MS). The samples were homogenized and extracted with acetonitrile / water (9颐 1, V / V) solution. The fat was
removed by hexane, and the other impurities were removed with C18 sorbent. The separation of cefotaxime and
desacetylcefotaxime was performed on an Agilent Eclipse Plus C18 column (100 mm 伊 2. 1 mm, 3. 5 滋m)
using a mobile phase of 0. 2% formic acid ( A)鄄acetonitrile ( B) by gradient elution. The analytes were
detected by MS / MS in positive electrospray ionization mode ( ESI +) and multiple reaction monitoring
(MRM), quantitated by matrix鄄matched extemal standard method. Results showed that the calibration curves
had a good linearity in the range of 1. 0-143 滋g / L (cefotaxime) and 1. 0-120 滋g / L (desacetylcefotaxime),
respectively, with correlation coefficient R2>0. 999. Limits of detection (LOD, S / N = 3) for cefotaxime and
desacetylcefotaxime were 0. 07 and 0. 14 滋g / kg, and limits of quantitation (LOQ, S / N = 10) for cefotaxime
and desacetylcefotaxime were 0. 23 and 0. 99 滋g / kg, respectively. At three spiked concentration levels, the
recoveries of cefotaxime and desacetylcefotaxime ranged from 83. 1% to 103. 0% and 88. 2% to 101. 0% ,
respectively, both with RSDs (n=6) less than 6. 2% . The results demonstrated that the method was simple,
quick, sensitive and reliable, and suitable for determination of cefotaxime and desacetylcefotaxime residues in
eggs.
Keywords摇 Egg; Cefotaxime; Desacetylcefotaxime; High performance liquid chromatography鄄tandem mass
spectrometry
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