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　　摘要：本试验建立了用高效液相色谱法测定鸡蛋中头孢噻呋残留的方法。鸡蛋样品经二硫赤藓醇提取，碘乙酰胺
衍生，Ｃ１８固相柱萃取净化，甲醇溶液洗脱，洗脱液氮气吹干，用流动相溶解，微孔过滤，ＨＰＬＣ分析。结果表明，用该方

法测得鸡蛋中头孢噻呋的最低检测限为１０μｇ／ｋｇ，回收率８７％以上，日内、日间相对标准偏差小，能够满足鸡蛋中头
孢噻呋残留检测技术要求。
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　　头孢噻呋是２０世纪８０年代美国普强公司开发成功的兽
医专用的第三代头孢菌素类药物。其抗菌谱广，抗菌活性强，

对革兰氏阳性菌、阴性菌及一些厌氧菌都有很强的抗菌活性，

广泛应用于奶牛、肉牛、猪、马、羊的呼吸道疾病治疗和１日龄
鸡感染的防治。随着头孢噻呋在畜牧业中的广泛使用，不可

避免地引起其在动物组织或其产品中的残留，欧盟２００２年４
月颁布了关于头孢噻呋在动物组织中的最大残留量（ＭＲＬ）。

农业部（２００８）公告了动物性食品中头孢噻呋的残留检测
方法［１］，国内外也有关于头孢噻呋在动物组织和牛奶中残留检

测研究［２－５］，但尚未见鸡蛋中头孢噻呋残留的检测报道，本研

究拟建立鸡蛋中头孢噻呋残留的高效液相色谱检测方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与设备
色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００）、二极管阵列检测器（Ｇ１３１５Ｂ）、色

谱柱（ＺＯＲＢＡＸ）、旋涡混合器（ＳＫ－１）、电热恒温水浴锅
（ＤＵ－３０Ｇ）、离心机（ＭＩＣＲＯ２２Ｒ）、分析天平（ＣＰ１５３）、匀浆机
（ＤＹ８９－１）、氮气吹干仪（ＨＳＣ－２４）、双重水蒸馏器（ＳＺ－９３）。
１．２　试验材料
１．２．１　主要药品和试剂　头孢噻呋标准品（含量９８％，江苏
倍康药业有限公司产品）；乙腈、甲醇为色谱纯；二硫赤藓醇

（纯度９９％）；碘乙酰胺（纯度９９％）；三氟乙酸、四硼酸钠等
为分析纯试剂。

１．２．２　主要溶液及配制　（１）标准储备液（１００μｇ／ｍＬ）：精
密称取１０．０ｍｇ头孢噻呋标准品，置于１００ｍＬ容量瓶内，用
磷酸缓冲液溶解并稀释定容至刻度，即成浓度为１００μｇ／ｍＬ
的头孢噻呋储备液，临用前用磷酸缓冲液配成系列标准浓度。

（２）标准工作液：取１ｍＬ头孢噻呋储备液，依次用磷酸缓冲
液稀释定容至 １０．００、５．００、１．００、０．５０、０．２５、０．１０、
０．０５μｇ／ｍＬ。（３）０．０５ｍｏｌ／Ｌ硼酸缓冲液（ｐＨ值９）：准确称
取四硼酸钠１９．０５ｇ、氯化钾 ３．７０ｇ，定容至 １０００ｍＬ。（４）

０．０２５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值７）：准确称取 ３．４ｇ磷酸二
氢钾，加水约７００ｍＬ后用氢氧化钾调节ｐＨ值至７．０，定容至
１０００ｍＬ。（５）０．４％二硫赤藓醇提取液：称取４．０ｇ二硫赤
藓醇，溶于１０００ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ硼酸缓冲液中（现配现用）。
（６）４％碘乙酰胺溶液：称取 ４．０ｇ碘乙酰胺，溶于 １００ｍＬ
００２５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液中（现配现用）。（７）ＨＰＬＣ流动相：
分别量取８００ｍＬ水，１ｍＬ三氟乙酸，２００ｍＬ乙腈，然后混匀。
１．３　方法
１．３．１　动物　３２周龄某品种蛋鸡 ５０只，体重（１．６±
０．２）ｋｇ，从江苏省泰州市某蛋鸡场购回后，按常规饲养方法
进行饲养，饲喂不含抗菌药物的全价饲料，连续饲喂７ｄ，之后
收集空白鸡蛋样品，备用。

１．３．２　色谱操作条件及参数 色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＸＤＢ－
Ｃ１８（４．６ｍ×２５０ｍｍ×５μｍ，Ｉ．Ｄ）；检测器：紫外检测器，检测
波长２６６ｎｍ；流动相为水 ∶三氟乙酸 ∶乙腈 ＝８００∶１∶２００
（体积比）；柱温：３０℃；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１００μＬ。
１．３．３　样品的提取净化步骤　（１）提取和衍生，将鸡蛋打
碎，去壳转移到１００ｍＬ干净的小烧杯中，用玻璃棒将其搅拌
均匀，称取（５．０±０．１）ｇ鸡蛋样品，置５０ｍＬ具塞离心管中，
加入０．４％二硫赤藓醇提取液１０ｍＬ，涡旋１～２ｍｉｎ混匀，
５０℃ 水浴３０ｍｉｎ，每隔３～５ｍｉｎ涡旋振荡１次，振荡后立即
放入水浴中，３０ｍｉｎ后置于室温。冷却后加入４％碘乙酰胺
溶液３ｍＬ，涡旋１～２ｍｉｎ混匀，室温避光衍生３０ｍｉｎ，每隔
１０ｍｉｎ，涡旋混匀１次。衍生完毕后加入０．０２５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓
冲液５ｍＬ，调节ｐＨ值至２．５～３．０，于４℃１００００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上清液置于另一离心管中，备用。（２）净化，用
３ｍＬ甲醇、３ｍＬ磷酸缓冲液预先将 Ｃ１８固相萃取柱活化，然
后将上清液加入柱中，用１０ｍＬ超纯水淋洗，真空固相萃取装
置抽干，最后用５ｍＬ甲醇溶液洗脱，收集洗脱液，４５℃氮气
吹干，用０．５ｍＬ流动相溶解，涡旋振荡 ５ｍｉｎ，超声 ５ｍｉｎ，
０．２２μｍ微孔滤膜过滤，取１００μＬ进行ＨＰＬＣ检测。
１．３．４　标准曲线制作　移取适量头孢噻呋标准工作液，置于
５０ｍＬ聚丙烯离心管中，然后按照方法“１．３．３”进行提取净
化，每个浓度样品测定３次，不同时间重复上述操作３次，以
头孢噻呋标准工作液浓度为横坐标（ｘ），以测得的头孢噻呋
峰面积为纵坐标（ｙ）建立标准曲线，求出线性相关系数，计算
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线性回归方程。

１．３．５　回收率和精密度测定　称取空白鸡蛋匀浆５ｇ，置于
５０ｍＬ聚丙烯离心管中，分别加入０．１、１．０、１０．０μｇ／ｍＬ的标
准工作液各１ｍＬ，经上述方法提取和净化后，ＨＰＬＣ检测，求
得鸡蛋样品中头孢噻呋在０．０２、０．２０、２．００μｇ／ｇ水平上的回
收率。测定时，每个浓度处理在同一工作日内测定５次（日
内）；在不同工作日测定５批次（日间），每批次 ５次重复，分
别计算日内和日间的色谱峰面积平均值及标准误，求日内和

日间相对标准偏差（ＲＳＤ）。
１．３．６　灵敏度测定　称取 ５份空白鸡蛋匀浆各 ５ｇ，置于
５０ｍＬ聚丙烯离心管中，分别加 ０．０５、０．１０、０．２５、０．５０、
１．００μｇ／ｍＬ的标准工作液各１ｍＬ，使每１ｇ鸡蛋匀浆含头孢
噻呋０．０１、０．０２、０．０５、０．１０、０．２０μｇ，按上述方法提取、净化，

再经ＨＰＬＣ检测，观察出现头孢噻呋色谱峰的最低药物浓度。

２　结果

２．１　色谱峰与保留时间
试样中的头孢噻呋与二硫赤藓醇（ＤＴＥ）溶液培养，使头

孢噻呋及去呋喃甲酰头孢噻呋（ＤＦＣ）有关代谢物从蛋白或含
硫化合物中分离，产生 ＤＦＣ。ＤＦＣ与碘乙酰胺反应，生成稳
定的ＤＦＣ乙酰胺衍生物（ＤＣＡ），原形药或代谢物均转化为
ＤＣＡ。在本试验选定的色谱操作条件及参数下，鸡蛋中的
ＤＣＡ与其他干扰杂质可有效分离。测得 ＤＣＡ的保留时间为
１０．６ｍｉｎ（图１），从图１可以看出，该色谱峰峰形较佳，且均
为基线分离峰。而空白对照组的鸡蛋匀浆提取液在上述保留

时间无色谱峰出现。

２．２　标准曲线
在选定的色谱操作条件和参数下，标准工作液经方法

１３３处理，进样１００μＬ，ＨＰＬＣ测定，得到当头孢噻呋浓度为
０．０５～１０．００μｇ／ｍＬ时头孢噻呋标准曲线的回归方程为：ｙ＝
６５．２５ｘ＋２４．３５，相关系数（ｒ）＝０．９９９８，式中 ｙ代表头孢噻
呋峰色谱峰面积，ｘ代表头孢噻呋标准液浓度（μｇ／ｍＬ）。说
明，当头孢噻呋浓度为０．０５～１０．００μｇ／ｍＬ时线性关系良好。
２．３　回收率和精密度

鸡蛋中添加混合标准工作液后，样品经提取、净化、ＨＰＬＣ
检测，鸡蛋样品中头孢噻呋平均回收率为９０．４１％，日内 ＲＳＤ
为４．９１％，日间ＲＳＤ为５．５７％。

表１　鸡蛋样品回收率和精密度测定结果

头孢噻呋添加量

（μｇ／ｇ）
回收率

（％）
ＲＳＤ（％）

日内 日间

０．０２ ８７．２５±５．６２ ５．８４ ４．９３
０．２０ ９２．８６±４．４５ ４．６５ ６．７６
２．００ ９１．１２±３．７８ ４．２５ ５．０２

２．４　灵敏度
将标准工作液添加到空白鸡蛋匀浆中，使１ｇ鸡蛋匀浆

含头孢噻呋０．０１、０．０２、０．０５、０．１０、０．２０μｇ，应用本试验所建
立的方法测得鸡蛋样品中头孢噻呋最低检测限为

０．０１μｇ／ｇ，即１０μｇ／ｋｇ。

３　讨论

３．１　检测方法
国内外关于头孢噻呋的检测方法主要有高效液相色谱－

紫外检测法（ＨＰＬＣ－ＵＶ）、高效液相色谱 －质谱法（ＨＰＬＣ－
ＭＳ）、微生物法和免疫分析法等，其中 ＨＰＬＣ－ＵＶ法是最常

用的检测方法。本试验也建立了用高效液相色谱技术测定鸡

蛋中头孢噻呋残留的方法。鸡蛋样品经二硫赤藓醇提取，碘

乙酰胺衍生，Ｃ１８固相柱萃取净化，甲醇溶液洗脱，结果表明，
该方法操作简便、快速、灵敏度高。

３．２　操作条件的选择
应用ＨＰＬＣ检测药物残留量时，选择合适的液相色谱操

作条件是至关重要的。在一定的柱温（３０℃）下，流动相的组
分和流速直接影响到柱压，进而影响到组分的保留时间。本

试验在前人工作的基础上，通过改变流动相混合物的组成、比

例与流速，调节柱压和组分在色谱柱中的分离效果，使之出现

了较佳的色谱峰和保留时间。

３．３　回收率和精确率
在空白鸡蛋样品中分别添加０．０２、０．２０、２．００μｇ／ｇ水平

的头孢噻呋，测得头孢噻呋的回收率高，日内、日间 ＲＳＤ小，
符合残留检测要求。
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