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［摘　要］　为了研究氨苄西林（ＡＭＰ）在鸡排泄物中残留消除规律，将鸡排泄物用乙腈去蛋白处理，

再用饱和的二氯甲烷萃取后，在酸性条件下上清液用水杨醛沸水浴衍生化后，在激发波长３５４ｎｍ、

发射波长４４５ｎｍ处用高效液相色谱荧光检测器检测。结果显示：该方法测定鸡排泄物中ＡＭＰ的检

测限为１．２μｇ／ｋｇ（Ｓ／Ｎ≥３）、定量限为３．５μｇ／ｋｇ（Ｓ／Ｎ≥１０）。ＡＭＰ在鸡排泄物样品中平均回收率

为７４．９６％ ～８０．４１％，变异系数均低于９．７７％。试验鸡按体重以６０．０、１２０．０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量

内服ＡＭＰ，每天给药１次，连续５ｄ。ＡＭＰ在投药第１ｄ时，鸡排泄物中ＡＭＰ残留量被检测到，投药

第５ｄ时达到峰值。休药后ＡＭＰ在鸡排泄物中残留量迅速降低。正常剂量组，休药第７ｄ时，ＡＭＰ

在鸡排泄物中残留量低于检测限。双倍剂量组，在休药第９ｄ时，鸡排泄物中ＡＭＰ残留量低于检测

限。ＡＭＰ在鸡排泄物中的残留量与给药剂量呈正相关，鸡排泄物中高含量ＡＭＰ残留存在较大的环

境风险。
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　　氨苄西林（Ａｍｐｘｉｃｉｌｌｉｎ，ＡＭＰ），是半合成耐酸广

谱青霉素，不仅抗菌谱广，而且杀菌能力强。因此，

ＡＭＰ被广泛用于家禽养殖中。虽然鸡的排泄物经

处理后可添加到动物饲料中作为很好的蛋白质饲

料来源，但养殖户抗生素的滥用和休药期不按规定

执行而导致抗生素在鸡排泄物中残留，随着食物链

的传递，最终对人类健康构成威胁。我国农业部与

欧盟都有最高残留限量（ＭＲＬｓ）规定，ＡＭＰ在动物

可食性组织中的ＭＲＬｓ为５０μｇ／ｋｇ［１－２］。

目前，国内外研究 ＡＭＰ的残留检测方法虽有

微生物法［３］、试管扩散法［４］、ＨＰＬＣ法［５－７］、ＨＰＬＣ－

ＭＳ／ＭＳ［８］等报道，但关于 ＡＭＰ在鸡排泄物中的残

留消除规律研究尚未见报道。本试验按体重分别

以６０．０、１２０．０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量给京海黄鸡每天

内服ＡＭＰ１次，连续５ｄ，测定从投药期到休药期不

同时间ＡＭＰ在鸡排泄物中的残留量变化，研究鸡

排泄物中ＡＭＰ的残留消除规律，为 ＡＭＰ环境风险

的正确评估及鸡排泄物中 ＡＭＰ去除技术研究，实

现鸡排泄物的循环再利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　标准物质、主要试剂及配置　ＡＭＰ标准物质：

纯度９９．００％，德国Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ赠送；兽用氨苄

西林钠粉剂：江苏倍康药业有限公司；水杨醛、三氯

乙酸、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾和二氯甲烷：均为分

析纯；乙腈：色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ有限公司；超纯水

（本实验室自制）。

ＡＭＰ标准储备液：准确称取 ＡＭＰ适量置于

１０ｍＬ棕色容量瓶中，用无菌超纯水溶解并定容至刻

度；即成０．５ｍｇ／ｍＬ的ＡＭＰ标准液，置于－３５℃冰

箱中密封保存。

１．２　主要仪器　高效液相色谱仪（带两台５１５型

高压泵、配 ２４７５型荧光检测器等，美国 Ｗａｔｅｒｓ公

司）；高速冷冻离心机（Ｄ－３７５２０型，德国 Ｏｓｔｅｒｏｄｅ

ａｍＨａｒｚ公司）；漩涡混合器（Ｇ５６０Ｅ型，美国 Ｓｃｉｅｎ

ｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；分析天平（Ａｘ２０５型，瑞士

ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；超纯水制备仪（ＳＭＡＲＴＰＵＲＥ，

美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）等。

１．３　方法

１．３．１　供试动物处理及样品采集　随机选取９０

只２８周龄京海黄鸡产蛋鸡，体重１．８±０．２ｋｇ，分

成３组，分别为氨苄西林正常剂量组３０只，给药剂

量６０．０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、氨苄西林双倍剂量组３０只，

给药剂量１２０．０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、空白对照组３０只。

给药前分别称重、编号、单笼饲养。前预期７天，饲

喂全价饲料（不含任何药物），自由采食、饮水。用

无菌超纯水先将氨苄西林钠粉剂配成净含量

５０ｍｇ／ｍＬ的水溶液。各试验组鸡按上述剂量分别

将药物注入到鸡嗉囊中，每天８∶３０左右内服给药

１次，连续５ｄ，自给药日起一直到停药后１５ｄ，每

天１７∶３０左右采集各试验组鸡排泄物，在－８０℃冰

箱中保存待测。

１．３．２　样品的提取、净化与衍生化　准确称取 ５ｇ

鸡排泄物匀浆液放入５０ｍＬ具塞离心管中，加入乙

腈溶液１０ｍＬ，漩涡混匀振荡２ｍｉｎ，以８０００×ｇ的

离心力在５℃条件下离心１０ｍｉｎ。将上清液转到

另一只５０ｍＬ具塞离心管中，重复提取剩余的残渣
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１次，合并上清液后，加入２０ｍＬ饱和的二氯甲烷，

漩涡混匀振荡２ｍｉｎ，以６５００×ｇ的离心力在１０℃

条件下离心１０ｍｉｎ。转移上层水相置于１５ｍＬ玻

璃离心管中，用真空干燥器抽干，加入１０ｍＬ超纯

水振荡溶解。从中取 １００μＬ溶解后的溶液置于

１０ｍＬ玻璃离心管中，再分别加入１００μＬ１５％的

三氯乙酸溶液、２０μＬ水杨醛后，漩涡混匀振荡

１．５ｍｉｎ，在沸水浴中进行衍生化反应１ｈ。将衍生

化样品取出冷却至室温后，转移到２ｍＬ离心管中，

用５００μＬ５０％乙腈溶液分两次洗涤１０ｍＬ玻璃离

心管，转移并合并至 ２ｍＬ离心管中，最后再用

５０％乙腈溶液定容到２ｍＬ。以２００００×ｇ的离心

力离心１５ｍｉｎ，上清液经０．２２μｍ滤膜过滤后，供

ＨＰＬＣ测定。

１．３．３　色谱操作条件及参数　色谱柱：Ａｔｈｅｎａ

Ｃ１８，５μｍ，２５０ｍｍ ×４．６ｍｍ，ｉｄ；荧光检测器：激

发波长为３５４ｎｍ，发射波长为 ４４５ｎｍ；流动相：Ａ

相０．０１ｍｏＬ／Ｌ磷酸二氢钾溶液，用０．１ｍｏＬ／Ｌ磷

酸氢二钾溶液调ｐＨ至５．５；Ｂ相乙腈溶液，梯度洗

脱程序见表 １；流速 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积：１００

μＬ；柱温：４０℃。
表１　梯度洗脱程序

时间／ｍｉｎ Ａ液／％ Ｂ液／％ 流速／（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

０．０ ６４ ３６ １．０

８．５ ６４ ３６ １．０

９．５ ４０ ６０ １．０

１４．５ ４０ ６０ １．０

１５．５ ６４ ３６ １．０

２０．０ ６４ ３６ １．０

１．３．４　标准曲线的制备　用空白基质提取液将
ＡＭＰ标准储备液稀释成浓度分别为 ３．５、１２．５、
６２．５、１２５．０、２５０．０μｇ／ｋｇ的 ＡＭＰ标准工作液。准
确吸取各浓度点 ＡＭＰ标准工作液１００μＬ，按衍生
化步骤衍生，重复测定每个浓度点的 ＡＭＰ衍生化
产物４次，取色谱峰面积平均值绘制ＡＭＰ浓度（Ｃ）
－ＡＭＰ色谱峰面积（Ａ）的标准曲线，求出 ＡＭＰ线
性回归方程和相关系数。

１．３．５　添加回收率和精密度的测定　准确称取
５．０ｇ匀浆的空白鸡排泄物放入５０ｍＬ具塞离心管

中，分别添加ＡＭＰ低、中、高浓度的标准工作液，使
ＡＭＰ在空白鸡排泄物中含量依次为３．５、５．０、２５、
１２５μｇ／ｋｇ，经样品提取、净化和衍生化后，取
１００μＬ进样，进行 ＨＰＬＣ检测，计算添加回收率。
按ＡＭＰ药物的浓度高低将回收率检测后剩余的样
品分别混合成３份，在同１天、同１星期内的不同
时间，用同一台 ＨＰＬＣ分别重复测定低、中、高三种
药物浓度的样品６次，求得日内、日间变异系数。
１．３．６　检测限和定量限的测定　把一定质量浓度
的 ＡＭＰ标准溶液添加到空白基质提取液中，
经１．３．２样品的提取、净化与衍生化后，取上清液用
ＨＰＬＣ进行分析测定，以样品检测时的信噪比大于
等于３和１０分别作为 ＡＭＰ检测方法的检测限和
定量限。

１．３．７　ＡＭＰ在鸡排泄物中残留量的分析测定　按
照外标定量的方法，把 ＡＭＰ在鸡排泄物中测得的
峰面积带入ＡＭＰ标准曲线回归方程（如果实测样
品的含量超过标准曲线的线性浓度范围，可以对样

品提取液和衍生化后溶液进行稀释后再测定），即

能得到鸡排泄物中ＡＭＰ的残留量。
２　结 果

２．１　色谱分离　由图１显示，在筛选好的最佳色
谱条件下，测得鸡排泄物中 ＡＭＰ的保留时间为
１５．３ｍｉｎ左右，色谱峰为基线分离峰且峰形较好，
空白提取液在上述时间内无干扰峰。

２．２　标准曲线　以 ＡＭＰ的色谱峰面积（Ａ）为横
坐标、进样前 ＡＭＰ的质量浓度（Ｃ，μｇ／ｋｇ）为纵坐
标作图，得到ＡＭＰ标准曲线。ＡＭＰ在３．５μｇ／ｋｇ～
２５０．０μｇ／ｋｇ线性范围内，其线性回归方程为 Ｃ＝
０．０１８１Ａ

$

１．７６０５，相关系数ｒ为０．９９９８。
２．３　样品的添加回收率和精密度　由表２可知，
当ＡＭＰ在空白鸡排泄物样品中添加水平分别为
３．５、５．０、２５．０、１２５．０μｇ／ｋｇ时，鸡排泄物样品中
ＡＭＰ平均添加回收率为７４．９６％ ～８０．４１％，变
异系数均低于９．７７％。其日内、日间变异系数分
别均低于８．７４％、１１．５９％。结果表明：该检测方
法可靠性、重复性均符合要求。

２．４　灵敏度　用本试验建立的分析测定方法，测
得ＡＭＰ在鸡排泄物中的检测限为 １．２μｇ／ｋｇ
（Ｓ／Ｎ≥３）、定量限为３．５μｇ／ｋｇ（Ｓ／Ｎ≥１０），表明
此方法的灵敏度能满足ＡＭＰ在鸡排泄物中残留检
测的要求。

２．５　鸡排泄物中 ＡＭＰ残留量的分析测定　ＡＭＰ
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在鸡排泄物中的残留量测定结果及其消除曲线分 别见表３、图２。

Ａ．空白鸡排泄物；Ｂ．水杨醛；Ｃ．ＡＭＰ（２０．０ｎｇ／ｍＬ）标准品

Ｄ．添加ＡＭＰ（２５．０μｇ／ｋｇ）标准品的空白鸡排泄物；Ｅ．ＡＭＰ给药后的鸡排泄物

图１　鸡排泄物中ＡＭＰ的ＨＰＬＣ图

表２　鸡排泄物中ＡＭＰ的添加回收率和精密度（ｎ＝６）

添加浓度／（μｇ·ｋｇ－１） 回收率／％ 变异系数／％ 日内变异系数／％ 日间变异系数／％

３．５ ７４．９６±４．６１ ６．１５ ７．３６ １１．５９

５．０ ７６．５３±４．５４ ５．９３ ７．１９ １１．２３

２５．０ ７６．６９±７．４９ ９．７７ ８．７４ １０．５６

１２５．０ ８０．４１±６．２１ ７．７２ ５．６８ ９．５７
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　　由表 ３、图 ２可见，试验组鸡按体重分别以
６０．０、１２０．０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量内服给药 ＡＭＰ，每天
１次，连续５ｄ。投药第１ｄ时，在鸡排泄物中就能
检测到ＡＭＰ残留，第５ｄ时，ＡＭＰ残留量达峰值。

正常剂量组在休药第５ｄ时，鸡排泄物中ＡＭＰ残留
量低于检测限；双倍剂量组在休药第７ｄ时，鸡排
泄物中ＡＭＰ残留量低于检测限。鸡排泄物中ＡＭＰ
的残留量与给药剂量的大小呈正相关。

表３　鸡排泄物中ＡＭＰ的残留量

时期 天数／ｄ
残留量／（μｇ·ｇ－１）

６０．０／（ｍｇ·（ｋｇ·ｄ）－１） １２０．０／（ｍｇ·（ｋｇ·ｄ）－１）

１ ３０．８７±１．４１ ６０．６９±１．０８

投药期 ２ ３３．１６±０．５３ ６３．３７±１．７４

３ ５５．４２±１．３２ ９８．６６±２．９０

４ ６０．３５±１．７６ １１２．８４±１．３８

５ ６１．２６±１．６１ １１５．３０±３．３０

１ ８．５５±１．４３ １３．８６±０．６０

休药期 ３ ０．３９±０．０４ ０．３８±０．０２

５ ０．２０±０．０１ ０．３２±０．０３

７ ＮＤ ０．１５±０．０２

９ ＮＤ ＮＤ

１１ － ＮＤ

注：ＮＤ．未检测到，“－”未检测

图２　鸡排泄物中ＡＭＰ的残留消除曲线

３　讨 论

３．１　检测器的选择与衍生条件的优化　目前，氨
苄西林（ＡＭＰ）的 ＨＰＬＣ检测方法国内外虽有不少
报道［９－１０］，但选择的检测器有紫外检测器、荧光检

测器等。本试验选择荧光检测器（Ｗａｔｅｒｓ２４７５型）
进行检测，采用衍生化反应使 ＡＭＰ的母体 β－内
酰胺产生荧光发色基团。通过邻苯二甲醛、水杨

醛、苯甲醛、甲醛等衍生化试剂进行比较发现，目标

物与水杨醛的衍生产物具有较高的灵敏度，所以本

试验选用水杨醛作为衍生试剂。ＡＭＰ衍生化条件
为：１００μＬ１５％三氯乙酸、水杨醛２０μＬ、１００℃ 沸
水浴１ｈ。
３．２　鸡排泄物中 ＡＭＰ的残留消除规律　试验组
鸡按体重分别以６０．０、１２０．０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量内
服给药ＡＭＰ，每天１次，连续５ｄ。试验结果表明：
在投药第１ｄ时，ＡＭＰ在鸡排泄物中残留量被检测
到，投药第５ｄ时达到峰值。休药后ＡＭＰ在鸡排泄
物中残留量迅速降低，ＡＭＰ在鸡排泄物中的半衰期
较短。正常剂量组，休药第７ｄ时，ＡＭＰ在鸡排泄
物中残留量低于检测限。双倍剂量组，在休药第

９ｄ时，ＡＭＰ在鸡排泄物中残留量低于检测限。鸡
排泄物中的ＡＭＰ残留量与给药剂量的大小呈正相
关，ＡＭＰ在鸡排泄物中高含量残留存在较大的环境
风险。
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