
第 14 卷 第 4 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 14 No. 4 

2023 年 2 月 Journal of Food Safety and Quality Feb. , 2023 

 

                            

*通信作者: 鲍蕾, 研究员, 主要研究方向为食品安全与标准。E-mail: Lei.bao@rd.nestle.com 

*Corresponding author: BAO Lei, Professor, Nestlé Research & Development (China), No.6, Jiuxianqiao Road, Chaoyang District, Beijing 
100016, China. E-mail: Lei.bao@rd.nestle.com 

 

高效液相色谱-高分辨质谱法定性筛查牛奶中 

49种 β-内酰胺类抗生素残留 
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[1. 吉林大学食品科学与工程学院, 长春  130062; 2. 雀巢研发(中国)有限公司,  

雀巢食品安全研究院, 北京  100016] 

摘  要: 目的  开发和验证定性筛查牛奶中 49 种 β-内酰胺类抗生素残留的高效液相色谱-高分辨质谱法(high 

performance liquid chromatography coupled with high resolution mass spectrometry, HPLC-HRMS)。方法  牛奶经

磷酸盐缓冲液及乙腈提取后, 加入硫酸钠(Na2SO4)和氯化钠(NaCl)进行盐析, 离心后取部分上清液经 Na2SO4

和 C18 混合的分散式固相萃取填料(dispersive solid phase extraction, d-SPE)净化, 净化液浓缩定容后, 使用

HPLC-HRMS 分别以全扫描 -数据依赖型二级扫描 (full scan-data dependent secondary acquisition, Full 

MS/dd-MS2)和全扫描-平行反应监测二级扫描(full scan-selected ion monitoring/parallel reaction monitoring, Full 

MS/PRM)两种模式进行数据采集。结果  在 Full MS/PRM 模式下, 45 种抗生素通过方法验证, 假阳性率和假

阴性率都小于 5%; 在 Full MS/dd-MS2 模式下, 43 种抗生素通过方法验证, 假阳性率和假阴性率在规定的目标

浓度下均低于 5%, Full MS/PRM 数据采集模式更适用于多兽药残留的定性筛查。结论  此方法适用于牛奶样

品中 β-内酰胺类抗生素的定性筛查, 并且高分辨质谱的 Full MS/PRM 采集模式相较于 Full MS/dd-MS2 采集模

式, 抗干扰性更好, 更适用于复杂基质中目标物的定性筛查。 
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Qualitative screening of 49 kinds of β-lactam antibiotic residues in milk by 
high performance liquid chromatography coupled with high  

resolution mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To developed and validate a qualitative screening method for the determination of 49 kinds 

of β-lactam antibiotic residues in milk by high performance liquid chromatography coupled with high resolution mass 

spectrometry (HPLC-HRMS). Method  Milk was extracted with a mixture of a phosphate buffer solution and 

acetonitrile followed by a salt partition using sodium sulphate (Na2SO4) and sodium chloride (NaCl). After 

centrifugation, an aliquot of the supernatant was cleaned by dispersive solid phase extraction (d-SPE) which consisted 

of a mixture of Na2SO4 and octadecyl-silica C18 sorbents. After concentration and constant volume of the purification 

solution, HPLC-HRMS were used for data acquisition in 2 modes: Full scan-data dependent secondary acquisition 
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(Full MS/dd-MS2) and full scan-selected ion monitoring/parallel reaction monitoring (Full MS/PRM). Result  The 

45 kinds of antibiotic passed through the validation with false positive and negative rate less than 5% in Full 

MS/PRM mode; 43 kinds of antibiotics passed through the validation with false positive and negative rate less than 

5% at the specified target concentration in Full MS/dd-MS2 mode, Full MS/PRM was more suitable for the qualitative 

screening of multiple veterinary drug residues. Conclusion  This method is suitable for the qualitative screening of 

β-lactam antibiotics residues in milk. Comparing to Full MS/dd-MS2, Full MS/PRM is more robust, and it is more 

suitable for the qualitative screening of veterinary drug residues in complex matrix. 

KEY WORDS: β-lactam antibiotic; high resolution mass spectrometry; targeted screening; milk 
 

 

0  引  言 

β-内酰胺类抗生素是治疗奶牛乳腺炎的常用药物, 不

合理给药或治疗后不遵循用药指南停止收奶会导致在牛奶

中存在此类药物残留, 给食品安全和人类健康造成潜在危

害[1‒5]。牛奶中 β-内酰胺类抗生素残留检测方法多是基于

液相色谱-串联三重四极杆质谱法(liquid chromatography 

coupled with triple quadrupole mass spectrometry, LC-MS/ 

MS), 但是受限于 LC-MS/MS 的扫描速度、灵敏度和分辨

率, 其更适用于十几种甚至上百种目标抗生素残留的定量

分析, 不能进行更多组分的非目标物定性筛查目的。静电

场离子阱高分辨质谱(Orbitrap)则具有多组分检测时所需

要的高分辨率和灵敏度, 一针进样可以同时分析上百种化

合物。并且 Orbitrap 的超高质量精度能确保筛查结果的正

确性。相对于 LC-MS/MS 只能采集目标化合物的信息, 

Orbitrap 在进行目标物筛查时, 可以同时开启全扫描的模

式收集样品中未知污染物的信息, 进而可对任何可疑或新

的物质进行回顾性分析[6‒11]。 

由于食品成分复杂, 基质效应和离子干扰仍是进行

多组分兽药残留分析的限制因素[12‒16]。因此需要选择一

个通用的样品前处理方式去除牛奶基质中的干扰物质 , 

减少基质效应和离子干扰 , 有效地提取被分析物质。

QuEChERS 法与其他传统样品前处理方法相比, 样品处理

效率高, 有机溶剂使用量少, 对目标物具有更高的回收率

和更好的分析性能[17‒21]。在高分辨质谱采集模式方面, 每

种扫描模式各有优缺点, 全扫描-数据依赖型二级扫描(full 

scan-data dependent secondary acquisition, Full MS/dd-MS2)
对碎片离子识别具有良好重复性和较少的假阳性[22‒24], 而

全扫描 -平行反应监测二级扫描 (full scan-selected ion 

monitoring/parallel reaction monitoring, Full MS/PRM)模式

仅监测目标前体离子, 可以克服共洗脱基质信号对低浓度

目标物的抑制[25‒26]。本研究对传统的 QuEChERS 法进行改

进, 并应用于牛奶中 β-内酰胺类抗生素的筛查, 并对比

Full MS/dd-MS2 和 Full MS/PRM 两种采集模式在目标物筛

查时的性能, 从而选择一种更适用的多组分目标物筛查的

采集模式。另外, 方法验证是确认开发的分析方法是否满

足应用目的的主要途径和手段, 本研究根据欧洲食品安全

局(European Food Safety Authority, EFSA)发布的《兽药残

留筛查的方法验证指南》, 以假阴性率和假阳性率为指标, 

对开发的筛查方法进行验证[27]。 

综上, 本研究拟建立以 QuEChERS 样品前处理结合

高效液相色谱 -高分辨质谱法 (high performance liquid 

chromatography coupled with high resolution mass spectrometry, 

HPLC-HRMS)对牛奶中 β-内酰胺类抗生素残留进行定性筛

查, 并通过方法验证确认此方法在牛奶中 β-内酰胺类抗生

素残留的定性筛查中的适用性, 从而为市场上的牛奶质量

安全的监控提供一种快速可靠的质谱筛查方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

市售常温奶、鲜奶购于当地超市。 

甲醇、水、乙腈、甲酸(质谱纯, 德国 Merck 公司); 甲酸

铵(分析纯, 美国 Sigma-Aldrich 公司); β-内酰胺类抗生素标准

品(纯度 90%~99%, 天津阿尔塔科技有限公司); QuEChERS 提

取盐包(4 g 硫酸钠+1 g 氯化钠)、净化盐包(0.9 g 硫酸钠+0.2 g 

C18填料)、氧化锆均质子(分析纯, 北京本立科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

超高效液相色谱 U3000串联高分辨质谱仪 Q-Exactive 

Orbitrap、Multifuge X3R 离心机、Legend Micro 21R 离心

机(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); SPEX®SamplePrep 

Geno Grinder® 2010 样品均质机(美国 SPEX 公司); G-560 涡旋

机(美国科技工厂); N-EVAPTM112 氮吹仪(美国 Organomation

公司); S100H 超声清洗机(德国Elma 公司); AT200 分析天平(精

度 0.01 g, 瑞士 METTLER TOLEDO 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  混合标准工作溶液配制 

按照表1分别移取相应体积的各个抗生素母液(0.1 mg/mL)

于 10 mL 容量瓶中, 用 25%乙腈水溶液定容, 配制混合标

准溶液(现配现用), 用于样品检测。 
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表 1  标准工作溶液的制备 
Table 1  Preparation of standard working solution 

兽药名称 CAS 号 
储存液转移 

体积/µL 

标准工作溶液 

质量浓度/(µg/mL)

阿莫西林 61336-70-7 20 0.2 

氨苄西林 69-53-4 20 0.2 

阿洛西林 37091-66-0 20 0.2 

阿扑西林 63358-49-6 40 0.4 

苄星青霉素 1538-09-6 20 0.2 

氯唑西林 642-78-4 20 0.2 

双氯西林 13412-64-1 20 0.2 

美洛西林 32887-01-7 20 0.2 

甲氧西林 7246-14-2 20 0.2 

萘夫西林 7177-50-6 20 0.2 

苯唑西林 1173-88-2 20 0.2 

青霉素 G 113-98-4 20 0.2 

青霉素 V 87-08-1 40 0.4 

苯氧乙基青霉素 30302-52-4 80 0.8 

哌拉西林 61477-96-1 20 0.2 

匹氨西林 26309-95-5 40 0.4 

普鲁卡因青霉素 G 6130-64-9 20 0.2 

舒巴坦 68373-14-8 20 0.2 

舒他西林 83105-70-8 40 0.4 

他唑巴坦 89786-04-9 20 0.2 

头孢乙腈 10206-21-0 100 1 

头孢克洛 53994-73-3 100 1 

头孢羟氨苄 50370-12-2 400 4 

头孢孟多 30034-03-8 100 1 

头孢匹林 21593-23-7 100 1 

头孢硫脒 33075-00-2 100 1 

头孢地尼 91832-40-5 100 1 

头孢吡肟 123171-59-5 100 1 

头孢他美酯 65243-33-6 100 1 

头孢克肟 79350-37-1 400 4 

头孢地嗪 69739-16-8 200 2 

头孢哌酮 62893-19-0 100 1 

头孢噻肟 63527-52-6 100 1 

头孢替坦 69712-56-7 200 2 

头孢替安 61622-34-2 400 4 

头孢西丁 35607-66-0 200 2 

头孢匹罗 84957-29-9 100 1 

头孢泊肟 80210-62-4 100 1 

头孢喹诺 118443-89-3 100 1 

头孢他啶 72558-82-8 200 2 

头孢唑肟 68401-81-0 100 1 

头孢呋辛 55268-75-2 100 1 

头孢呋辛酯 64544-07-6 100 1 

头孢氨苄 15686-71-2 100 1 

头孢洛宁 5575-21-3 100 1 

头孢噻吩 153-61-7 100 1 

头孢拉定 38821-53-3 100 1 

脱乙酰头孢噻肟 66340-28-1 100 1 

去呋喃甲酰头孢 

噻呋 
120882-22-6 500 5 

1.3.2  磷酸盐缓冲液配制 

称取(35.5±0.1) g 磷酸氢二钠, 置于 500 mL 的烧杯中, 

加入 400 mL 水, 用磁力搅拌器搅拌直至完全溶解, 转移至

500 mL 容量瓶中并用水定容, 混合均匀。 

1.3.3  样品前处理 

准确称取(5±0.01) g 牛奶于 50 mL 离心管中。向样品

中加入 10 mL 磷酸盐缓冲溶液, 并加入一袋氧化锆均质子, 

使用均质机以 1700 r/min 均质 3 min。随后加入 12 mL 乙

腈, 以 1700 r/min 的速度均质 5 min。加入 QuEChERS 提

取盐包后, 立即手摇或涡旋 1 min, 确认样品无结块的现象

发生, 以 1700 r/min 的速度混匀 5 min 后, 将样品转移至离

心机, 在室温下以 3800×g 离心 10 min 得上清液。取 8 mL

上清液于 15 mL 离心管中, 加入 QuEChERS 净化盐包, 立

即手摇或涡旋 1 min, 使用均质机以 1700 r/min 的速度混匀

5 min, 转移至离心机, 在室温下以 3800×g 离心 10 min。

取 6 mL 上清液于 15 mL 的离心管中, 在(35±2)℃下氮吹

至 1 mL 左右, 加 1 mL 水, 涡旋均匀并超声 1 min, 继续氮

吹至少于 1 mL, 用水补加至 1 mL, 转移至 1.5 mL 离心管

中, 在 4℃下以 17000×g离心 10 min, 将上清液转移到进样

瓶中以备 HPLC-HRMS 分析。 

1.3.4  色谱条件 

流动相 A: 水[0.5 mmol/L 甲酸铵和 0.1%甲酸(V/V)]; 

流动相 B: 甲醇[0.5 mmol/L 甲酸铵和 0.1%甲酸(V/V)]; 色

谱柱: Waters ACQUITY UPLC BEH C18 (100 mm×2.1 mm, 

1.7 µm)(美国 Waters 公司); 保护柱: UPLC BEH C18 Van 

Guard (5 mm×2.1 mm, 1.7 μm)(美国Waters 公司); 柱温: 40℃; 

进样体积: 10 µL; 转换阀: 在 0.5~12 min之间将洗脱液切换至

质谱检测器, 0.5 min之前和 12 min之后洗脱液切换至废液; 

流速: 0.4 mL/min; 梯度洗脱程序: 0 到 0.5 min, 流动相 A

维持在 95%; 0.5 到 2.5 min, 流动相 A 从 95%降低至 65%; 

2.5 到 10 min, A 从 65%减至 0%; 10 到 12 min, A 维持在 0%; 

12 到 12.5 min, A 从 0%升至 95%; 12.5 至 16 min, A 维持

95%不变。 

1.3.5  质谱条件 

加热电喷雾离子源 (heated electrospray ionization, 

HESI), 鞘气流速 50 psi, 辅助气流速 13 psi, 吹扫气流速 3 

psi, 正模式喷雾电压 3.8 kV, 负模式喷雾电压 2.8 kV, 离子

传输管温度 380℃, 加热气温度 450℃, 离子透镜水平 50。正

模式负模式各扫一次, 分别采用两种扫描模式: Full MS/ 

dd-MS2和 Full MS/PRM。质量轴扫描范围: 100~1000 m/z, β-

内酰胺类抗生素高分辨质谱扫描母离子 m/z 值和保留时间

如表 2 所示。碰撞能量(collision energy, NCE)分别为 10、

20 和 30。一级全扫描分辨率为 70000, dd-MS2 和 PRM 二

级子离子扫描分辨率为 17500。PRM 采集模式下各个兽药

二级子离子采集窗口为保留时间±30 s。 

1.3.6  数据处理 

首先利用 β-内酰胺类抗生素标准品建立此类兽药定性

中
国
仪
器
仪
表
学
会



第 4 期 于倩倩, 等: 高效液相色谱-高分辨质谱法定性筛查牛奶中 49 种 β-内酰胺类抗生素残留 165 
 
 
 
 
 

筛查的数据库, 数据库包含所筛查兽药母离子的精确 m/z 值, 

保留时间及同位素比例信息。用 Trace FinderTM5.0(美国

Thermo Fisher Scientific 公司)软件处理原始数据, 按表 2 的筛

查参数, 结合已建立的数据库对原始数据进行定性分析。 

1.3.7  方法验证实验设计 

对于同一个牛奶样品分别称取 3 份, 一份牛奶不进行

加标, 记作空白样品。一份牛奶加标 1 倍的 β-内酰胺类抗生

素 STC, 记作 1×STC。一份牛奶加标 2 倍的 β-内酰胺类抗

生素目标筛查浓度, 记作 2×STC。每种 β-内酰胺类抗生素的

STC 值如表 2 所示。3 份样品分别按照 1.3.3 进行样品前处

理和 1.3.6 进行数据处理。分别按公式(1)、(2)计算各个抗生

素的空白响应比值(RSB/S1)和加标响应比值(RS1/S2)。 

RSB/S1=空白样品中抗生素的响应值/ 1×STC 样品中抗

生素的响应值                                  (1) 

RS1/S2=1×STC 样品中抗生素的响应值/2×STC 样品中

抗生素的响应值                                 (2) 

分别将 RSB/S1 和 RS1/S2 的值与实验中设定的截断值

(Vcut-off)进行比较 , 当样品中 RS1/S2≤Vcut-off, 该抗生素在

1×STC 样品中被判定为假阴性(FN); 当样品中 RSB/S1≥

Vcut-off, 该抗生素在空白样品中被判定为假阳性(FP)。 

本研究选取了 51 个牛奶样品(包含全脂灭菌乳、部分脱

脂灭菌乳、脱脂灭菌乳)进行方法验证的研究, 牛奶样品使用

HPLC-HRMS 对目标 β-内酰胺类抗生素进行筛查, 确认牛奶

本底不存在待检测的抗生素。依据欧盟《兽药残留筛查方法

验证指南》方法性能考察参数规定, FP 和 FN 同时满足<5%, 

则证明此方法适用于此抗生素在牛奶中的筛查目的。 

1.3.8  样品检测 

分别称取 2 份 5 g 样品, 一份样品不加标, 一份样品

加标 1×STC 浓度。按照 1.3.3 进行样品前处理和 1.3.6 进行

数据处理。如样品中此抗生素的响应与 1×STC 中此抗生素

的响应比值大于 Vcut-off, 则样品中可能含有抗生素, 抗生

素的含量可以使用相应的定量方法进行定量检测, 否则样

品中此抗生素的含量小于 STC 浓度。 

2  结果与分析 

2.1  方法验证 

2.1.1  筛查目标浓度的设定 

定性筛查方法中目标化合物的 STC 确认取决于高分

辨质谱的灵敏度, 通常在满足灵敏度要求的情况下, STC

的值越低越好。另外, STC 值需要低于此化合物法规规定

的 MRL。本研究中抗生素的 STC 设置参考了 GB 

31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽药最大残留限

量》, 方法中设置的 STC 均小于等于其规定的 MRL。 

 
表 2  兽药提取离子荷质比、保留时间、筛查目标浓度及最大残留限量信息 

Table 2  Charge-to-mass ratios, retention times, screening targeted concentrations and maximum residue limits of veterinary drugs 

兽药名称 化学式 提取离子量 加荷方式 STC/(µg/kg) MRL/(µg/kg) 保留时间/min 

阿莫西林 C16H19N3O5S 366.1118 M+H 4 4 2.26 

氨苄西林 C16H19N3O5S 350.1169 M+H 4 4 3.47 

阿洛西林 C20H23N5O6S 462.1442 M+H 4 ND 5.43 

阿扑西林 C21H27N5O7S 494.1704 M+H 8 ND 2.61 

苄星青霉素 C16N2H20 241.1699 M+H 4 ND 2.12 

氯唑西林 C19H18ClN3O5S 436.0729 M+H 4 30 6.66 

双氯西林 C19H17Cl2N3O5S 470.0339 M+H 4 ND 7.03 

美洛西林 C15H23N3O3S 326.1533 M+H 4 ND 3.60 

甲氧西林 C17H20N2O6S 381.1115 M+H 4 ND 5.37 

萘夫西林 C21H22N2O5S 415.1322 M+H 4 ND 7.03 

苯唑西林 C19H19N3O5S 402.1118 M+H 4 30 6.45 

青霉素 G C16H18N2O4S 335.106 M+H 4 ND 5.85 

青霉素 V C16H18N2O5S 373.0829 M+Na 8 ND 6.43 

苯氧乙基青霉素 C17H20N2O5S 365.1166 M+H 16 ND 6.75 

哌拉西林 C23H27N5O7S 518.1704 M+H 4 ND 5.63 

匹氨西林 C22H29N3O6S 464.185 M+H 8 ND 6.29 

普鲁卡因青霉素 G C13H20N2O2 237.1598 M+H 4 4 2.27 

舒巴坦 C8H11NO5S 232.0285 M-H 4 ND 2.38 

舒他西林 C25H30N4O9S2 593.1381 M-H 8 ND 4.61 

他唑巴坦 C10H12N4O5S 301.0601 M+H 4 ND 2.24 

头孢乙腈 C13H13N3O6S 357.0863 M+NH4 20 ND 2.93 

头孢克洛 C15H14ClN3O4S 368.0466 M+H 20 ND 3.18 

头孢羟氨苄 C16H17N3O5S 386.0781 M+Na 80 ND 2.39 

头孢孟多 C18H18N6O5S2 485.0672 M+Na 20 ND 4.19 

头孢匹林 C17H17N3O6S2 424.0632 M+H 20 ND 2.61 
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表 2(续) 

兽药名称 化学式 提取离子量 加荷方式 STC/(µg/kg) MRL/(µg/kg) 保留时间/min

头孢硫脒 C19H28N4O6S2 473.1523 M+H 20 ND 3.81 

头孢地尼 C14H13N5O5S2 396.0431 M+H 20 ND 3.03 

头孢吡肟 C19H24N6O5S2 481.1322 M+H 20 ND 2.01 

头孢他美酯 C20H25N5O7S2 512.1268 M+H 20 ND 6.23 

头孢克肟 C16H15N5O7S2 454.0486 M+H 80 ND 3.47 

头孢地嗪 C20H20N6O7S4 585.0349 M+H 40 ND 4.45 

头孢哌酮 C25H27N9O8S2 646.1497 M+H 20 ND 3.69 

头孢噻肟 C16H17N5O7S2 456.0642 M+H 20 ND 3.35 

头孢替坦 C17H17N7O8S4 597.9914 M+Na 40 ND 3.31 

头孢替安 C18H23N9O4S3 548.0927 M+Na 80 ND 1.88 

头孢西丁 C16H17N3O7S2 450.04 M+Na 40 ND 3.84 

头孢匹罗 C22H22N6O5S2 515.1166 M+H 20 ND 2.55 

头孢泊肟 C15H17N5O6S2 428.0693 M+H 20 ND 3.25 

头孢喹诺 C23H24N6O5S2 529.1322 M+H 20 ND 2.83 

头孢他啶 C22H22N6O7S2 547.1064 M+H 40 ND 2.67 

头孢唑肟 C13H13N5O5S2 384.0431 M+H 20 ND 2.99 

头孢呋辛 C16H16N4O8S 442.1027 M+NH4 20 ND 3.51 

头孢呋辛酯 C20H22N4O10S 533.0949 M+Na 20 ND 4.88 

头孢氨苄 C16H17N3O4S 348.1013 M+H 20 100 3.29 

头孢洛宁 C20H18N4O5S2 459.0791 M+H 20 ND 3.00 

头孢噻吩 C16H16N2O6S2 419.0342 M+Na 20 ND 4.85 

头孢拉定 C16H19N3O4S 350.1169 M+H 20 ND 3.49 

脱乙酰头孢噻肟 C14H15N5O6S2 414.0537 M+H 20 ND 2.60 

去呋喃甲酰头孢噻呋 C14H15N5O5S3 430.0308 M+H 100 100 3.55 

注: 筛查目标浓度(screening targeted concentration, STC); 最大残留限量(maximum residue limit, MRL); ND 代表目前没有法规最大残留限量。 
 

2.1.2  Vcut-off 的设定 

Vcut-off 通常是定性筛查方法中的一个判定阳性和阴性

的临界值, 它可以是某一浓度下的信号绝对响应值, 也可

以是信号响应的相对比值。当使用质谱做定性筛查工具时, 

与信号的绝对响应值筛选相比, 信号的相对比值筛选能够

对每个测试样本的结果进行自我质量控制, 降低仪器性能

及基质效应对被测物响应值的影响[28‒30]。本研究分析基质

空白样品和相应加标样品(1×STC 和 2×STC)的响应比值来

确定 Vcut-off, 通过计算 51 个样品中每种抗生素的 RSB/S1 和

RS1/S2 值, 作点状分布图(图 1), 选取合理的 Vcut-off。考虑到 
 

 
 

图 1  氨苄西林 RSB/S1、RS1/S2 和 Vcut-off 值分布图 

Fig.1  Distributions diagram of RSB/S1, RS1/S2 and Vcut-off for ampicillin 

该值的选取越靠近 RS1/S2, 呈现假阴性的可能性越大, 反之

呈现假阳性的可能性大。为了降低假阴性概率的出现, 从

确保食品安全的角度考虑, 本研究将 Vcut-off 设定为 0.2, 并

以此判断此抗生素是否在样品中检出。 

2.1.3  方法验证结果 

49 种 β-内酰胺类抗生素在 Full MS/dd-MS2 和 Full 

MS/PRM 两种数据扫描模式下的验证结果如表 3 所示。结

果发现, 匹氨西林极易降解, 需现配现用, 及时上样检测, 

所以只选取 40 个有效数据进行假阳性和假阴性分析, 其

余抗生素分别以 51 个数据点进行假阳性和假阴性分析。

在 Full MS/dd-MS2 数据采集模式下, 头孢克肟和头孢地

嗪在当前 STC (40 和 80 µg/kg)下未通过验证, 假阴性率

分别为 25.49%和 17.65%。通过原始数据分析, 此两种抗

生素在 HRMS 上的响应相对其他抗生素较低, 由于此两

种抗生素目前没有规定 MRL, 因此, 可以提高此两种抗生

素的 STC, 进一步验证此方法对其的适用性。阿莫西林、舒

他西林、头孢替坦和头孢他啶 4 种抗生素在两种扫描模式下

加标样品都未出现正常响应。但是相同加标浓度的标准品溶

液在高分辨质谱上响应正常, 由此推断可能是样品前处理

方法不适用这 4种抗生素, 导致加标样品回收率较低, 因此, 

需要考虑改善样品前处理方法, 再进一步验证。综合验证数

据发现, 在 Full MS/PRM 模式下, 45 种抗生素通过方法验证, 
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假阳性率和假阴性率都小于 5%; 在 Full MS/dd-MS2模式下, 

43 种抗生素通过方法验证, 假阳性率和假阴性率在规定的

目标浓度下均低于 5%, Full MS/PRM 采集模式更适用于多

抗生素的目标物筛查方式。后续常规样品分析将只采用 Full 

MS/PRM 采集模式。 
 

表 3  牛奶中 β内酰胺类抗生素的验证结果(%) 
Table 3  Validation results of β-lactam antibiotics in milk (%) 

兽药名称 样品数 
Full MS/PRM Full MS/dd-MS2 

假阳性率 假阴性率 假阳性率 假阴性率

氨苄西林 51 0 0 0 0 

阿洛西林 51 0 0 0 0 

阿扑西林 51 0 0 0  1.96 

苄星青霉素 51 0 1.96 0  1.96 

氯唑西林 51 0 0 0 0 

双氯西林 51 0 0 0 0 

美洛西林 51 0 0 0 0 

甲氧西林 51 0 0 0 0 

萘夫西林 51 0 0 0 0 

苯唑西林 51 0 1.96 0 0 

青霉素 G 51 0 1.96 0  3.92 

青霉素 V 51 0 1.96 0 0 

苯氧乙基 

青霉素 
51 0 0 0  3.92 

哌拉西林 51 0 0 0 0 

匹氨西林 40 0 0 0 0 

普鲁卡因 

青霉素 G 
51 0 0 0 0 

舒巴坦 51 0 0 0  1.96 

他唑巴坦 51 1.96 0 1.96 0 

头孢乙腈 51 0 1.96 0  1.96 

头孢克洛 51 0 0 0 0 

头孢羟氨苄 51 0 0 0 0 

头孢孟多 51 0 0 0 0 

头孢匹林 51 0 0 0 0 

头孢硫脒 51 0 0 0 0 

头孢地尼 51 0 0 0 0 

头孢吡肟 51 0 0 0  1.96 

头孢他美酯 51 0 0 0 0 

头孢克肟 51 0 3.92 0 25.49 

头孢地嗪 51 0 0 0 17.65 

头孢哌酮 51 0 0 0 0 

头孢噻肟 51 0 0 0 0 

头孢替安 51 0 0 0 0 

头孢西丁 51 0 0 0  1.96 

头孢匹罗 51 0 0 0 0 

头孢泊肟 51 0 0 0 0 

表 3(续) 

兽药名称 样品数
Full MS/PRM Full MS/dd-MS2 

假阳性率 假阴性率 假阳性率 假阴性率

头孢喹诺 51 0 1.96 0 0 

头孢唑肟 51 0 0 0 0 

头孢呋辛 51 0 0 0 0 

头孢呋辛酯 51 0 1.96 0 0 

头孢氨苄 51 0 0 0 0 

头孢洛宁 51 0 0 0 0 

头孢噻吩 51 0 0 0 0 

头孢拉定 51 0 0 0 0 

脱乙酰 

头孢噻肟
51 0 0 0 0 

去呋喃甲酰

头孢噻呋
51 0 0 0  3.92 

阿莫西林 51 0 100 0 100 

舒他西林 51 0 100 0 100 

头孢替坦 51 0 100 0 100 

头孢他啶 51 0 100 0 100 

 

2.2  样品筛查 

本研究对采购于市面上的 48 个牛奶样品进行筛查分

析。在 Full MS/PRM 采集模式下, 头孢克洛在 38 个样品中

检出, 含量可能超过 20 µg/kg; 头孢氨苄在 15 个样品中检

出 , 含量可能超过 20 µg/kg 。目前头孢克洛在 GB 

31650—2022 没有最大限量要求, 因此不存在合规问题的

担忧。头孢氨苄在牛奶中的 MRL 为 100 µg/kg, 从食品安

全角度出发 , 需要进一步利用现有的定量分析方法 (如

LC-MS/MS)或后续开发高分辨质谱法进行定量分析, 对阳

性样品进行定量, 以提供检测数据进行风险评估, 进而推

断是否会对消费者身体健康产生安全隐患。 

3  结  论 

本研究开发了改进的 QuEChERS 样品前处理结合

HPLC-HRMS 对牛奶样品中的 β-内酰胺类抗生素残留进行

定性筛查的方法。相对于传统的胶体金法或酶联免疫法等

快速筛查方法, HPLC-HRMS 选择性更强, 并且质谱可作

为确性的筛查工具, 增加筛查的确认度, 避免假阳性和假

阴性的发生。与利用 LC-MS/MS 对兽药筛查方法相比, 

HPLC-HRMS 具有更高的质量精度和分辨率, 方法可以筛

查更多的化合物, 更重要的是 HPLC-HRMS 在进行目标物

筛查的同时可以采集更多的非目标化合物的信息。可以后

期对样本进行其他污染物回顾分析。 

本方法选择合理的 Vcut-off作为判读假阳性和假阴性的

临界值, 较好的降低了仪器性能及基质效应对被测物响
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应值的影响。同时比较了全扫描加数据依赖二级扫描(Full 

MS/dd-MS2)和全扫描-选择离子监测/平行反应监测二级

扫描(Full MS/PRM)两种数据采集模式 , 两者相较而言 , 

Full MS/PRM 扫描模式在克服共洗脱基质信号对目标物

的抑制方面更具优势, 更适合于目标物质的定性筛查应

用。通过对市售样品的筛查, 头孢克洛和头孢氨苄在部分

牛奶中检出。目前建立的方法可用于对市售牛奶中包含

本研究涉及药物进行定性筛查, 但在鸡蛋、鸡肉类的动物

源性食品基质中的适用性需进一步验证, 但是目前此方

法仅适用于定性筛查, 对于阳性样品中抗生素的定量分

析 , 有待进一步开发高分辨质谱定量方法 , 达到一针进

样对所检药物既能定性又能精准定量的目的, 以期为检

测动物源性食品中的 β-内酰胺类抗生素残留提供更高效

的方法。 
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