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前言
头孢噻呋 (Ceftiofur, EFT) 是第三代头孢菌素中的一种，它因抗菌谱广、抑菌活性强、药物
半衰期长、药效持久等特点，广泛应用于动物养殖过程中。但是，头孢噻呋在动物饲养过
程中的不规范使用会导致药物残留于动物源性食品中，引起一系列食品安全问题；而且可
能导致细菌产生耐药性，给人类的健康带来隐患。

EFT 进入动物体内后，会在短时间内被吸收，并代谢成同样具有抗菌活性的去呋喃甲酰基
头孢噻呋 (Desfuroylceftiofur, DFC)。《食品安全国家标准 食品中兽药最大残留限量》(GB 
31650-2019) 中指定的头孢噻呋的残留标志物为 DFC，并且规定牛/猪肌肉组织中的残留
限量为 1000 μg/kg，肝组织中的残留限量为 2000 μg/kg。

本文采用 Captiva EMR-Lipid 结合 HPLC-MS/MS 建立了一种分析猪肉和猪肝中头孢噻呋及
其代谢产物的方法。该方法采用头孢噻呋代谢产物 DFC 作为标志物，可以更加准确地反
映头孢噻呋在动物源性食品中的实际代谢情况，避免仅分析头孢噻呋原型药时无法检出的
安全漏洞问题，更好地保障食品安全。

应用简讯

食品检测与农业
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头孢噻呋及其代谢产物分析
硼酸盐缓冲溶液 (pH 9) 配制：准确称取四硼酸钠 1.90 g 和氯化钾 
0.37 g，加水约 90 mL 后用磷酸将 pH 调节至 9.0 (±0.1)，用水定
容至 100 mL。

二硫赤藓醇 (DTE) 提取溶液的配置：准确称取 5.0 g 二硫赤藓醇，
用硼酸盐缓冲溶液 (pH 9) 溶解并定容至 250 mL，现配现用。

5% 甲酸乙腈:水 (4:1) 溶液的配置：准确量取 80 mL乙腈、15 mL 
水和 5 mL 甲酸，混合均匀。

称取 2 g 试样于 50 mL 塑料离心管中，加入 4 mL DTE 提取液和陶瓷均质子

涡旋振荡 1 min，在 50 ℃ 的烘箱中静置 20 min

冷却至室温，加入 8 mL 乙腈，涡旋提取 1 min

9000 rpm 4 ℃ 低温离心 5 min，取上清液于另一干净离心管中

残渣再加入 8 mL 乙腈重复提取一次。合并上清液，乙腈定容至 20 mL

取 2.5 mL 上清液加入到 Captiva EMR-Lipid
（300 mg, 3 mL，部件号 5190-1003）中

重力自流，接收流出液

加入 1.5 mL 5% 甲酸乙腈:水 (4:1) 洗脱，接收洗脱液，抽干小柱

合并流出液和洗脱液并混合均匀，过 Agilent PTFE-Q 针头过滤器，上机待分析

图 1. 样品前处理流程

表 1. 液相色谱分析条件

色谱系统 Agilent 1290 Infinity II 高液相色谱系统

色谱柱  Agilent·Poroshell 120 EC-C18, 2.1 × 100 mm, 2.7 μm

流动相 A 0.05% 甲酸水溶液

流动相 B 乙腈

流速 0.3 mL/min

进样量 2 μL

柱温 30 °C

梯度条件  0.0 min，5% B 
1.0 min，5% B 
3.0 min，50% B 
4.5 min，50% B 
5.0 min，95% B 
6.0 min，95% B

后运行时间 2 min

表 2. 质谱条件

质谱 Agilent 6470 三重四极杆液质联用系统

离子源 ESI+

监测模式  0 min，MRM，至废液 
1 min，MRM，至 MS

干燥气温度 250 °C

干燥气流速 7 L/min

鞘气温度 325 °C

鞘气流速 11 L/min

毛细管电压 3000 V

喷嘴电压 300 V

表 3. 头孢噻呋及其代谢产物的质谱参数

化合物
母离子
(m/z)

子离子
(m/z)

碎裂电压
(V)

碰撞能量
(eV)

去呋喃甲酰基头孢噻呋 
(DFC)

429.8
125.9
240.9
226.9

130
130
130

20
15
20

头孢噻呋 (EFT) 524.0
241.0
210.0
125.9

130
130
130

16
24
48

头孢噻呋在动物体内主要以其代谢物 DFC 的形式存在，DFC 在血
浆、尿液和组织中极少以游离状态或原型存在，其通过 3 位取代
基上的巯基与半胱氨酸、谷胱甘肽形成二硫化合物，还可能与血
浆蛋白或组织蛋白结合以形成 DFC-蛋白复合物。结合态 DFC 不
容易被溶剂萃取出来，因此需要使结合态化合物转化为游离态。
DTE（二硫赤藓醇）可以切断二硫酯键，使结合态 DFC 及原型药 
EFT 转化为游离态 DFC。经过样品前处理后，上机分析的溶液中
仅含游离态 DFC。如下表 4 所示，原型药 EFT 转换为游离态 DFC 
以 EFT 平均转换系数表示，并在表 5 不同加标浓度下的回收率计
算时使用。

表 4. 不同加标浓度下的 EFT 平均转换系数* (n = 3)

                     加标浓度 
 
基质

80 μg/kg 100 μg /kg 500 μg /kg

EFT 平均 
转换系数

EFT 平均 
转换系数

EFT 平均 
转换系数

猪肉 1.61 1.41 1.57

猪肝 1.43 1.44 1.32

* EFT平均转换系数
EFT 计算浓度

EFT 添加浓度
=
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如图 3 所得数据，以 6.25 ng/mL 的基质标准品（用基质空白配
置的标准溶液）的峰面积除以 6.25 ng/mL 的溶剂标准品的峰面
积百分比，考察头孢噻呋代谢产物在不同基质中的基质效应。结
果表明，头孢噻呋代谢产物在猪肉、猪肝中的基质效应分别为 
108% 和 182%。因此，采用基质校正定量方法。

利用基质空白溶液配制标准溶液，并对其分析绘制标准曲线。
该标准曲线在 3.125–200 ng/mL 的范围内表现出良好的线性， 
R2 > 0.999，如图 2 所示。头孢噻呋代谢产物在猪肉和猪肝中的平
均回收率分别为 98.7%–107.0% 和 89.9%–99.3%，且 RSD 均小于 
10% (n = 3)，如表 5 所示。以最低添加回收浓度作为方法定量限，
计算得到猪肉和猪肝样品的定量限为 80 μg/kg；检测限 (S/N ≥ 3) 
分别为 1.7 μg/kg 和 1.9 μg/kg。

表 5. 不同加标浓度下的回收率* 与相对标准偏差 (n = 3)

                加标浓度 
 
基质

80 μg/kg 100 μg /kg 500 μg /kg

回收率 
(%)

RSD 
(%)

回收率 
(%)

RSD 
(%)

回收率 
(%)

RSD 
(%)

猪肉 99.9 1.1 107.0 1.9 98.7 3.1

猪肝 99.3 7.4 89.9 7.1 90.3 8.6

* 回收率
MIX 计算浓度

(DFC 加标浓度 + EFT 加标浓度 * EFT 平均转换系数)
= × 100%
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图 2. DFC 基质标准曲线
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图 3. DFC 空白样品（黑色）、6.25 ng/mL DFC 基质标准品（橙色）、加标样品（同
时添加 100 μg/kg EFT 和 100 μg/kg DFC）（绿色）的 MRM 色谱图

结论
本文采用 Captiva EMR-Lipid 结合 HPLC-MS/MS 建立了一种分析
猪肉和猪肝中头孢噻呋及其代谢产物的方法。该方法操作简单、
回收率高，且以头孢噻呋代谢产物为标志物可以更准确地反映头
孢噻呋在动物源性食品中的实际代谢情况，避免仅分析头孢噻呋
原型药时无法检出的安全漏洞。

Agilent Captiva EMR-Lipid 过滤柱无需经过活化平衡，就可将乙腈
提取液混合一定比例 (20%) 的水相直接加载到过滤柱上，收集滤
液，浓缩或过膜后直接分析，从而大大提高了样品前处理效率。
另外，Captiva EMR-Lipid 过滤柱采用特殊的填料结构，可有效去
除动物源性食品中的长链脂质化合物，有效避免色谱柱污染，从
而大大延长色谱柱使用寿命。总之，本文所述的方法适用于检测
猪肉和猪肝中的头孢噻呋及其代谢产物。

消耗品订购信息
消耗品 部件号
Agilent Captiva EMR-Lipid，300 mg，3 mL 5190-1003

Agilent Poroshell 120 EC-C18, 2.1 × 100 mm, 2.7 µm 695775-902

Agilent PTFE-Q 针头过滤器，0.2 µm，13 mm 5191-4294

Agilent VacElut 20 固相萃取装置 12234104
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