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以液相層析串聯質譜儀快速檢測尿液中 14種抗生素 
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摘要 

    本研究是開發一個檢測尿液中同時測定 14 種抗生素的方法，檢測的抗生素

是參考國內使用量較大的抗生素，以及食品相關的檢測中經常檢測出的抗生素。

本研究開發了一個以 SPE作為前處理，接著以 LC-MS/MS進行分析的檢測方法，

並且探討多個 SPE的參數之後，包含了進樣時的 pH 值，以及清洗時所使用的清

洗液。此方法藉由清洗 SPE管，降低了基質效應，同時處理了性質廣泛的待測物。

接著以 LC-MS/MS 進行分析，使用含有 1 mL L-1甲酸和 0.4 g L-1乙酸銨的水以

及甲醇作為移動相，以 C8管柱進行層析。並將此方法應用於孩童尿液樣品檢測。

在 100 個樣品中，其中以 Doxycycline 及 Trimethoprim 這兩個抗生素的檢出頻率

特別的高。 

 

關鍵詞：抗生素、液相層析串聯質譜儀、固相萃取、尿液 
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Abstract 

    In this study, a method for detecting 14 antibiotics in urine sample was developed. 

The antibiotics were usually used in medical propose. The solid phase extraction (SPE) 

method was used as the sample purification and the LC-MS/MS was used as the 

analytic method. We investigated the pH of sample as well as the wash solution of SPE. 

The C8 column was chosen to separate the analyte. The mobile phase of liquid 

chromatography was water and methanol both containing 1 mL L−1 of formic acid and 

0.4 g L−1 ammonium acetate. Moreover, this method was applied to detect the urine 

sample from children. According to the result, The Doxycycline and Trimethoprim 

were usually detected in 100 urine samples. 
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壹、前言 

    1928 年人類發現第一個抗生素 Penicillin，開啟了人類對於抗生素的研究。接著

在 1942 年因應戰爭的需求， Penicillin 以及磺胺類抗生素被用於治療受傷的士兵，

提高了傷兵的生存率，展現了抗生素強大的作用。 

    現在抗生素已經成為醫學上不可或缺的藥物，醫生將它們用於治療以及預防疾

病。而對於畜牧業而言，抗生素也是用來治療及預防動物疾病的重要工具。在現代畜

牧業許多種抗生素會被添加於飼料當中，這些抗生素除了防止動物生病外，也有一些

抗生素能提升動物的生長速率以及換肉率，像是抗球蟲類的藥物以及部分的大環內脂

類藥物。因為人們會食用這些畜牧產品，所以必須藉由法規的方式規範這些抗生素的

使用，以防人們攝取過多的抗生素。並且畜牧業這些使用抗生素的行為，會導致抗生

素藉由動物的排泄物(Chiesa, Nobile, Panseri, & Arioli, 2017)排放至環境中，這需要密

切觀察後續的影響。 

    在生活中除了醫療行為外，還有許多機會攝取到抗生素，像是食用畜牧產品

(Matabudul, Conway, Lumley, & Sumar, 2001; J. Wang, 2004)，或是接觸到環境中殘留的

抗生素，也有可能食用的農產品在生產過程中有吸收到抗生素，這些都可能會攝取到

微量的抗生素。大部分的畜牧業產品所使用的抗生素有法律規範，以法律訂出 

MRL(maximal residue level) 的方式控管從畜牧業產品攝取到的抗生素。但是這些法律

是參考各種抗生素的毒性所制定的，在文獻中有指出微量的抗生素會影響體內腸道中

菌落的種類與平衡，可能造成肥胖、腸胃失調甚至憂鬱症等，以及攝取抗生素可能會

造成抗藥性。所以歐盟以經禁止畜牧業在飼料中添加抗生素，而大多數的國家並無這

個規定。本研究要開發一個方法檢測兒童尿液中所含有的抗生素，用於評估兒童的抗

生素攝取量，在未來用於抗生素對於健康影響的研究。 

    SPE (Solid Phase Extration)是一個有效去除樣品中鹽類的方法，但不管是哪種

SPE管柱，都很難對應廣泛的待測物。所以在同時檢測較多待測物時，回收率以及基

質效應會不理想。並且在使用 SPE的過程中並不會稀釋樣品，而且還有機會濃縮樣

品，所以能有比較好的偵測極限。 

本研究開發了一個快速且靈敏的檢測方法，檢測尿液中的抗生素。尿液會先經過

改良過的 SPE 方法進行前處理，得到檢液後以 LC-MS/MS 進行偵測。這個優化後的 

SPE 方法以不同的溶劑進行清洗，這方式改善了較高極性的抗生素以及其他抗生素的

基質效應無法兼顧的問題，並且在方法確效中得到了可以接受的結果。本方法也檢測

了孩童的尿液樣品，並且在尿液中檢測出目標抗生素，證明此方法是可以在尿液樣品

中這到抗生素的。本方法未來要應用於檢測孩童尿液中的抗生素，提供抗生素與健康

影響相關研究的檢測工具。 
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貳、文獻回顧 

 2018年 David S. Wishart  團隊以簡單的衍生化搭配 LC-MS/MS檢測血清中的兒

茶酚胺。在前處理的部分，以 Phenyl isothiocyanate 進行衍生化，再離心過濾後即可

上機偵測。在真實樣品中，可以偵測到這 8種待測物，濃度也符合健康人的正常值

(Zheng, Mandal, & Wishart, 2018)。 

    2018年 Katalin Lányi 團隊以 LC-MS/MS測量在牛奶裡的抗生素對於加熱時的熱

降解速率。此實驗將牛奶添加不同濃度的抗生素後煮沸，並且依照煮沸的時間觀察抗

生素熱降解的比例。結論是類似結構的抗生素不一定有相同的降解率，而這些熱降解

的數據與過去藥物的研究相近，認為牛奶基質並不會嚴重影響熱降解速率。此實驗指

出抗生素會熱降解，但是並沒有確認降解後的產物是否具有藥物的活性，所以加熱是

否可以避免過敏以及抗藥性的問題是無法確認的(László, Lányi, & Laczay, 2018)。 

    2017年Maria Beatriz A. Gloria團隊以 LC-MS/MS檢測魚類裡的 40種抗生素。魚

類樣品會經過三氯乙酸的水溶液萃取接著離心後取上清液過濾，就可以上機偵測，此

方法檢測能力符合法規需求。在方法確效的部分，確定大部分目標分析物的檢測能力

可以高於法規要求的一半。在真實樣品的部分，檢測了 193個養殖魚類樣品，其中約

有 15%的樣品呈陽性反應，證明了此方法可以用於魚肉中抗生素的檢測(Guidi et al., 

2017)。 

    2018年Thomas BESSAIRE 團隊以QuEChERS以及 LC-MS/MS 快速篩選食品樣

品使否含有過量的 23種 β-內醯胺類抗生素。首先樣品以鹼性的緩衝溶液處理後，以 

QuEChERS 的方法萃取，之後濃縮並置換溶劑後，即可上機偵測。並且比較樣品以及

有添加標準品的樣品所得到的訊號，快速篩選出可能含有過量目標待測物的樣品，以

利於後續的檢測(Bessaire et al., 2018)。  

    2017年 Meng Chen 教授團隊以一個簡單且快速的前處理方式，以及       

LC-MS/MS 檢測了雞蛋中九種類 64支的抗生素。首先雞蛋樣品會加入 90% ACN以

及 EDTA 在超音波震盪 15分鐘後離心取上清液，其中 EDTA 會螯合樣品中的金屬

離子，使容易與金屬離子錯合的抗生素比較沒有錯合的現象，使得容易與金屬螯合的

抗生素萃取效率大幅度的提升。在淨化的過程中，有別於傳統的 SPE，是用離心的方

式進行淨化，與 SPE 比較有一個相近甚至更好的效果，而在避免基質效應的部分，

64支抗生素中有 32支的基質效應小於 20%(K. Wang, Lin, Huang, & Chen, 2017)。 
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參、材料與方法 

一、藥品 

    Penicillin G potassium sult 、 Cephalexin 、 Chlortetracycline hydrochloride 、 

Doxycycline monohydrate、 Oxytetracycline、 Florfenicol 、Tilmicosin 、 Lincomycin 、 

Salinomycin 、Monensin sodium salthydrate 、 Tiamulin 、 Sulfamethazine 、 

Sulfamethoxazole 、 Trimethoprim 、NH4F以及醋酸銨購自美國 Sigma-Aldrich 公司 

 

二、LC-MS/MS的設定 

本研究使用 LC-MS 8060 (Shimadzu, Japan)，使用的移動相 A為含有 0.4 g  / L醋

酸銨以及 1 mL / L 甲酸的水溶液，移動相 B為 0.4 g / L醋酸銨以及 1 mL / L甲酸的甲

醇溶液。樣品注射量為 3 μL ，並且同時注射 20 μL 的氟化銨水溶液(0.1M)。流速設

定為 0.35 mL / min，流洗條件是以 5 % 移動相 B 流洗 3 分鐘，接著在 2 分鐘內

將移動相 B 濃度提升至 95% 並維持 4 分鐘，再以 5 %  的移動相 B 平衡 3 分

鐘，完成後即可進行下一個樣品分析。單一樣品包含再平衡的總流洗時間為 12 分

鐘。質譜儀使用多重反應監測(multiple reaction monitoring, MRM)進行檢測，離子化器

使用電噴灑游離法 (Electrospray Ionization, ESI)。 

 

 

三、樣品前處理 

   尿液樣品取樣後分裝在 2 mL 的離心管保存在 -20℃ 的冰箱中，使用前 解凍後

以 3000 rpm離心 10 分鐘後取上層液進行前處理。在這冷凍的過程中會使一部份尿

液中的蛋白質以及其他固體成分聚集成更大的顆粒，再以離心的方式去除這些蛋白質

以及其他固體成分。 

    此方法是先將 1 mL離心過的尿液樣品放入 1.5 mL離心管中並且添加標準品溶

液，接著添加 100 μL EDTA(0.1M)以及 100 μL 醋酸銨緩衝溶液(0.5M pH=5.4)，均勻

混和後將這混和液加載到以 1 mL 甲醇以及 3 mL H2O活化過的 HLB 管柱，接著離

心管以 1 mL的 H2O 沖洗殘留的混和液，並且將沖洗液加載至 HLB 管柱。清洗的

部分使用 3 mL 5% MeOH進行清洗去除鹽類，接著丟棄進樣以及清洗時流出的廢液。

最後使用 2 mL 的甲醇洗脫 HLB 管柱內剩下的抗生素，並且收集到 15 mL 離心管

中。離心管內的溶液都在 50 ℃ 下以溫和氣流吹乾，並且都以 0.5 mL 50% 甲醇水

溶液回溶並且過濾後，上機進行偵測。 
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肆、結果與討論 

一、質譜儀的條件探討 

    我們將各個抗生素分別注入質譜系統，確認了各抗生素的母離子，並且與文獻比

對後，再進行擊碎並挑選使用的子離子。最後使用的參數表示在表二。 

 

二、各個抗生素所使用的MRM參數。 
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二、HLB 管柱與 C18  

    我們將傳統的 C18 SPE與我們使用的 HLB SPE進行比較，發現大多數的待

測物以 C18 管柱處理後所得到的回收率低於使用 HLB 管柱處理時的回收率，

並且我們也觀察到在使用 C18 處理過後的樣品會有乳白色的雜質。所以我們認

為我們使用的 HLB 管柱比起 C18 管柱還要適合用於處理尿液樣品中的這些待

測物。  

 
圖一、HLB 與 C18 管柱的比較。 

 

三、液相層析的條件探討 

    我們探討了液相層析時所使用的管柱，我們比較了 C18 與 C8 的兩種管柱。我

們發現兩種管柱的層析能力沒有太大的差異，但是使用 C18 管柱時最後一個待測物

的滯留時間比起使用 C8 時多了 3分鐘。為了節省分析所消耗的時間，我們選用 C8 

管柱，使用的法得到的層析圖表示在圖二。 
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圖二、14種抗生素的層析圖。 
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四、儀器的檢測能力 

    我們探討了此方法的檢測能力(表三)，我們探討了各個抗生素的標準檢量線的線

性範圍，以及 LOD 和 LOQ。其中標準檢量線的相關係數皆大於 0.995 ，各個抗生

素的 LOQ介於 0.005~0.25 μg / L 之間，而 LOD 介於 0.0017~0.0833 μg / L 之間。 

表三、各個抗生素的線性範圍、相關係數、LOQ以及 LOD。(單位為 μg / L) 

 

 

五、進樣時條件的探討 

    我們使用 hydrophilic–lipophilic-balanced (HLB) 的 SPE 管柱來做為尿液樣品前

處理所使用的管柱，HLB 管柱是以疏水作用力來吸附待測物，此方法可以有效的清

除樣品中的鹽類。因為 HLB 管柱是使用疏水作用力吸附待測物，而待測物的疏水性

可能會因為樣品的 pH 值不同，造成待測物在離子態以及分子態之間轉換。所以固定

樣品進入 SPE 時的 pH 值，所以我們在樣品添加緩衝液後才加載至 HLB 的管柱。 

    我們探討了以不同 pH 值的緩衝液與樣品混和後與回收率之間的影響(圖三)，從

圖中可以發現，在使用偏酸的緩衝液時有比較好的回收率，所以我們選用 pH 為 5.4 

的緩衝液。 
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圖三、pH 值對於回收率的影響。 

而在樣品加載至 HLB 管柱時，待測物可能也會受到樣品中金屬離子的影響，造成回

收率的下降。所以我們在樣品中添加 EDTA的水溶液，以此避免樣品裡金屬離子的干

擾。 

     

六、清洗時條件的探討 

    清洗的步驟是以溶劑通過 SPE 管柱，在這過程中可以有效的清除樣品中的鹽

類。隨著溶劑的選擇，在清洗的過程中也可以清除樣品中的其他雜質，但是清洗時也

有可能使待測物直接被洗出 SPE 管柱，造成待測物檢測不到。所以我們需要探討清

洗流程的參數，我們探討了以不同甲醇比例的甲醇水溶液以及水進行清洗與回收率之

間的影響。這個探討的結果表示在圖三，從結果發現大部分的待測物在使用 5% 的甲

醇水溶液有較好的回收率。有一些待測物在較高比例的甲醇水溶液進行清洗時有較好

的回收率(Oxytetracycline，Florfenicol ，Trimethoprim)，但是有些待測物在使用較高

比例的甲醇進行清洗時回收率會降低至 0% 。這是因為這些待測物在清洗階段就被洗

出了 SPE 管柱，所以才會使回收率為 0% ，我們最後選擇 5%的甲醇作為清洗時左

使用的溶劑。 
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圖三、不同比例的甲醇水溶液對回收率的影響。 

七、洗脫時條件的探討 

    我們探討了洗脫時所使用的參數，我們以不同體積的甲醇進行洗脫並觀察回收率

的變化(圖四)。我們發現在使用較少體積的甲醇時回收率較高，而使用體積較多的甲

醇時回收率反而較低。這可能是因為當洗脫液體積較多時，在後續吹乾回溶的過程容

易有損失，所以造成回收率下降，最後我們使用 2 mL 的甲醇進行洗脫。最後我們所

使用的 SPE 方法表示在圖五。 
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圖四、洗脫時使用不同體積的甲醇與回收率的影響 

 

 

 

 

 

圖五、優化條件後的 SPE 方法。 
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八、檢測學童尿液樣品中抗生素  

    我們將此方法檢測了 100 個學童的尿液樣品，其結果表示在表四。在這 100 個

學童尿液樣品中有 61個驗出目標待測物，其中 Doxycycline及 Trimethoprim的檢出頻

率特別的高。Trimethoprim 是只能用於動物的抗生素，在畜牧業中會添加於飼料之

中，所以這些學童很可能是透過食用畜牧業產品的方式攝取到 Trimethoprim 。但是

不管是攝取到這些待測物的原因還是攝取這些待測物是否會對健康產生影響，都需要

更大量的數據以及後續的研究才能有結論，這也是我們後續的研究目標。 

 

 

 

 

 表四、100個學童尿液中檢測到的待測物。( μg L
-1

) 

  

伍、結論 

    這這個研究中我們開發了一個檢測尿液中 14種抗生素的分析方法。此方法是使

用 HLB SPE 進行樣品的前處理，之後以 LC-MS/MS進行分析，其中我們優化了 HLB 

SPE的多種參數。最後我們得到了一個快速且有效的檢測方法，並且將此方法檢測 100 

個學童尿液後，發現有 61個學童的尿液中含有抗生素，並且 Doxycycline 及 

Trimethoprim 的檢出頻率特別的高。未來我們要繼續相關的研究，探討人們攝取這些

抗生素與健康之間的影響。 
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