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摘要 

應用高效液相層析法同時檢測豬肉中青黴素類抗生素 cephalothin、penicillin G 、penicillin V、

oxacillin、cloxacillin、nafcillin、dicloxacillin 等 7 種，檢測時間約 50 分，可一齊檢出，回收率各平

均為 69.8%、72.8%、59.2%、58.7%、56.2%、51.6%、42.7%。 

關鍵字：青黴素、同時檢測、高效液相層析法 

緒言 

青黴素類抗生素會引起人類過敏情形，而

動物用藥青黴素類抗生素使用又相當廣泛，基

於維護人體及動物健康的重要性，如能開發簡

易快速之試驗方法及配合青黴素類抗生素微生

物法與 penicillinase 之檢測，則對預防豬肉中青

黴素類抗生素殘留方面能達到進一步追蹤確

認，實為現行檢測的重要工作之一。世界各國

都已有此方面，肉品中青黴素抗生素殘留同時

檢測方法之發表；在日本〔1，4〕，加拿大〔2〕，
美國〔3〕，丹麥〔5〕，德國〔6〕，法國〔8〕，

還有其他地方〔4，7〕，都已有報告，本實驗

即在開發此一方面之檢測方法，以便實地檢測

時使用。 

材料及方法 

試藥 

各對照標準品中除 penicillin G sodium 
(PnG)為 USP 級，其餘 cephalothin sodium 
(Cephalo)、penicillin V(PnV)、oxacillin sodium 
(Oxa) 、 cloxacillin sodium (Cloxa), nafcillin 
sodium (Nafa)、dicloxacillin sodium (Dicloxa)皆
為 Sigma 公司產品。 

甲醇、正丁醇、乙醇、乙醚等為 E.Merck 公

司產品。 

儀器設備及器材 

 (1) 褐色玻璃定量瓶 (配製標準劑用) 

(2) 褐色玻璃離心試管 (含蓋子) 

(3) 褐色濃縮瓶 

(4) 均質機：YSTRAL GmbH 7801 Dottingen 

(5) 離心機：Kubota 5100 型 
( Hongz,Bankyo-Ka,Tokyo,Japan ) 

(6) 減壓濃縮器 Heidolph VV 2011 

(7) 0.45µm，nylon 材質過濾膜 

(8) 液相層析儀 ( HPLC ) Hitachi：幫浦 L-6000
型,檢測器 L-7420 型,記錄器 D-7200 型。 

(9) 高效液相層析分離管柱：Phenomenex 5µ C8 
150 × 4.6 mm 5µm 分離管。 

1. 標準曲線之建立 

(1) 標準品原液：精取 Cephalo、Oxa、Cloxa、
Nafci、Dicloxa 對照標準品各 20mg(力價)，
PnG 及 PnV 各 50,000 IU(力價)，各以移動

相稀釋成濃度為 200µg/mL 與 200 IU/mL。

(2) 混合標準溶液：量取各標準品原液 1ml 混
合再以移動相稀釋使濃度為 Cephalo、
Oxa、Cloxa、Nafci、Dicloxa 皆為 10µg/mL，
PnG 及 PnV 皆為 10 IU/ml;再將上述溶液稀

釋為 5µg/mL 與 5 IU/mL;2.5µg/mL 與 2.5 
IU/mL;1.25µg/mL與1.25 IU/mL;1 µg/mL與
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1 IU/mL ; 0.5 µg/mL 與 0.5 IU/mL; 0.25 
µg/mL 與 0.25 IU/mL;0.125 µg/mL 與 0.125 
IU/mL。標準溶液須新鮮配製以免分解成多

支波峰。 

2. 檢体前處理： 

精確稱取經細切之豬肉各 10 g，分別置於

50 mL 褐色玻璃離心瓶中，各分別加入 1 mL 之

混合標準溶液，使添加於肉中其含量為 1、0.5、
0.25 ppm，每個濃度重複取 3 個樣品做回收率

試驗。處理流程為樣品加無水硫酸鈉 3 g，甲醇

24 mL，以均質機均質 1 分鐘，以 3000 rpm 離

心 20 分鐘，上清液置入減壓蒸餾瓶中，殘渣同

樣操作再以甲醇 25 mL 再處理一次，二次上清

液混合加入減壓濃縮蒸餾瓶中，再加入 n - 
butanol 2 mL 及 ethanol 20 mL，50℃下減壓濃縮

乾涸，殘留物以 3 號緩衝溶液 10 mL 溶解，再

加入 ethylether ( 乙醚 ) 10 mL，振盪 10 分鐘，

3000 rpm，10 分鐘遠心分離，取水層約 7 mL，
0.45µm 過濾入褐色小玻璃瓶，再取 1 mL 置入

小支塑膠離心瓶，加入 0.5 mL acetonitrile 飽和

之 n - hexane 於 4000 rpm 3 分鐘遠心分離，取

下層液經 0.45µm 過濾後，注入 HPLC 分析。 

3. HPLC 分析條件 

(1) 移動相：0.01M KH2PO4以 2N NaOH 調 pH
至 6.5：acetonitrile：methanol(72：18：10 )

(2) 檢測波長：UV 225nm 

(3) 流速：1mL/min 

(4) 注入量：30Μl 

4. 3 號緩衝液： 

KH2PO4 0.7 g、Na2HPO4 0.6 g，精製水

75mL，1 分鐘煮沸溶解，以磷酸調 pH 為

6.0±0.1，再加水至 100mL。 

5. 回收率試驗： 

取豬肉 10g 3 份，置 50 mL 褐色離心瓶，各

別加入 Cephalo、Oxa、Cloxa、Nafci、Dicloxa
皆為 10µg/mL，PnG 及 PnV 皆為 10 iu/ml 之混

合標準溶液 1 mL 使添加於肉中其含量為 1、
0.5、0.25ppm。依上述檢体前處理方法及分析條

件測試回收率。 

 結果 

七種混合青黴素類抗生素標準品溶液

(0.25µg/mL、0.5µg/mL 及 1µg/mL)依分析條件操

作之層析圖，由其滯留時間得知，cephalothin
約在 6 分鐘，penicillin G 約在 7 分鐘，penicillin 
V約在10分鐘，oxacillin約在13分鐘，cloxacillin
約 22 分鐘，nafcillin 約在 28 分鐘，dicloxacillin
約在 49 分鐘左右(圖 2、3)。 

依檢體前處理方法操作，七種青黴素類抗

生素添加於肉中，使成 1.0、0.5、0.25、0.125ppm
並於波長 225nm，移動相以 0.01M KH2PO4 以

2N NaOH 調 pH 至 6.5 ： acetonitrile ：

methanol(72：18：10)可得良好之分離效果(圖
三、四)線性良好，R 值接近於 1，0.125ppm 時

只積分出 5 支波峰，penicillin G 及 dicloxacillin
有波峰但無面積。添加 Cephalo、PnG、PnV、

Oxa、Cloxa、Nafci 及 Dicloxa 之檢體回收率介

於 40~70%之間(表一)且線性良好(圖 3、5)。 

表 1 各種不同濃度添加之回收率及 CV 值 

添加物濃度 ppm 
 1.0 0.5 0.25 
藥名 回收率

﹪ 
CV值 回收率

﹪ 
CV值 回收率

﹪ 
CV值

Cephalo 73.6 5.3 64.8 4.7 71.0 4.9
PnG 76.1 4.6 68.5 4.3 73.8 4.5
PnV 59.3 2.4 59.5 2.4 58.8 2.7
Oxa 60.5 3.3 62.7 3.5 52.9 3.8
Cloxa 58.1 4.6 53.7 4.1 56.8 4.0
Nafci 53.7 2.0 50.4 1.8 50.7 1.5
Dicloxa 45.6 2.9 41.2 2.8 41.3 2.7

討論 

本試驗方法，想一次可以同時檢測豬肉中

青黴素，但 methicillin 已無生產，而豬肉檢體

中，由於豬肉本身的波峰在滯留時間較前面的

位置，此會影響到 amoxicillin、ampicillin 及

cephalothin、penicillinG 的檢測，經嘗試降低移

動相中之有機相或改變移動相為 25mM 
KH2PO4 pH4.6:MeoH(45：55)或變換其有機相與

水相之比率或改變波長為 254nm 檢測，波峰都

未比以 0.01M KH2PO4(pH6.5)：acetonitrile：
methanol(72：18：10)作移動相，225nm 檢測分

析結果來得好，波峰不是變小就是豬肉本身干

擾波峰也延後出現或波峰變胖甚至減少檢測波
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峰數。 

另前處理也曾改以用 acetonitrile 代替甲醇

抽取，結果並沒有比甲醇好。前處理也曾經以

豬肉 5 克，加無水硫酸鈉 3 克，加乙晴及磷酸

緩衝溶液(27mL：3mL)混合之萃取溶液，以均

質器將檢体充分均質，均質液移至 50mL 離心

瓶中振璗 30 秒，以每分鐘 2000 轉、離心 6 分

鐘，吸取上清液於 45℃水浴槽中減壓濃縮至

2–3mL，蒸發瓶中再以磷酸緩衝溶液反覆溶洗

三次，每次 1mL，濃縮液將依次通過 0.45µm 濾

膜後的濾液，再置入 C18 Sep–pak(使用前依序以

甲醇、水及磷酸緩衝溶液做預洗工作)層析匣

中，以磷酸緩衝溶液沖 1mL，甲醇 1mL 沖洗，

以溶離抑留在管柱中的藥物，收集後 1mL 層析

液並於 45℃下以氮氣吹乾；乾涸之檢體樣本以

0.5mL 乙晴/磷酸緩衝溶液(1：19)溶出，並通過

中性氧化鋁管柱(使用前依序以甲醇、水及磷酸

緩溶液做預洗工作)，再陸續加入相同溶液 0.5、
1、1 及 1mL(1：19)，收集此 4mL 溶液並加以

蒸乾後，再加入 1mL 動相溶液，再經 4000rpm
離心 10 分鐘，取上清液供作 HPLC 樣品，所作

結果與本試驗原檢體前處理方法結果差異不

大。 

筆者曾以乙晴抽取振盪 30 分鐘，再重複以

乙晴抽取，收集萃取液後加 3 mL 4% NaCl 液於

45℃下蒸乾，再經 C18 Sep-Pak 使用前依序以甲

醇、水、2%NaCl 溶液做預洗工作)處理，再以

移動相沖出，結果與本試驗原檢体前處理方法

結果，並無較好。 

分析管柱也曾用 µ Bondapak C18 3.9 × 300 
mm 或 Lichrospher 100 RP-18 (5µm) Lichrocart 
250-4 HPLC-cartridge 也可分析出，但滯留時間

較長。 

本次試驗嚐試各種分析方法，回收率仍然

無法提高，可能是一次同時檢出之關係有待以

後大家探討。 
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圖 1 豬肉空白試驗之液相層析圖。 
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圖 2   七種青黴素類抗生素標準品溶液 1.0µg/mL、0.5µg/mL 及 0.25µg/mL 之層析圖。 
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圖 3   七種青黴素類抗生素標準品溶液 1.0µg/mL、0.5µg/mL 及 0.25µg/mL 之標準曲線圖。 
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圖 4 豬肉中添加七種青黴素類抗生素 1.0 ppm、0.5 ppm 及 0.25 ppm 之層析圖。 
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圖 5  豬肉中添加七種青黴素類抗生素 1.0 ppm、0.5 ppm 及 0.25 ppm 之標準曲線圖。 
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SUMMARY 

A high-performance liquid chromatography ( HPLC ) method was developed to determine 
simultaneously seven penicillins, cephalothin, penicillin G, penicillin V, oxacillin, cloxacillin, nafcillin, 
dicloxacillin, in pork. The HPLC detection time was approximately 50 minutes. The recovery rates 
were 69.8 %, 72.8 %, 59.2 %, 58.7 %, 56.2 %, 51.6 % and 42.7 %, respectively. 

Keywords: Penicillin, High performance liquid chromatography, Simultaneous determination 




