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66摘6要!6采用超高效液相色谱5高分辨质谱法"789:5;<=>$同时测定水体中 ? 种青霉素

残留% 水样经"@/A/;9B固相萃取小柱富集和净化后!用反向:$( 色谱柱分离!以 %&$C的甲酸水

溶液和乙腈溶液为流动相进行梯度洗脱!采用电喷雾离子源正离子模式进行检测% ? 种青霉素类

化合物在 $&% D4%&%

!

.+9的线性范围内!相关系数!均大于 %&''!检出限为 $ D$% E.+9% 实际水

样加标回收率为 '$&$)C D$%3&*3C!相对标准偏差为 4&*%C D(&2?C!均小于 $%C% 该方法具有

简单快速&准确度高等特点!可以实现水体中 ? 种目标青霉素残留的测定%
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66有关青霉素残留的检测涉及很多领域$如食品

和医疗卫生方面$邸欣等'$(利用薄层色谱法优选分

离 3 种青霉素类药物%徐兴志'4(对青霉素类抗生素

的荧光分析法进行了深入研究%王超等'* 52(采用柱

前衍生液相色谱法检测猪肉和牛奶中的青霉素残

留%范莹莹等')(采用高效液相色谱 5质谱联用法检

测猪肉中 ) 种青霉素残留量) 而有关水体中青霉素

残留测定的研究近年来也备受关注$最初水体中青

霉素的主要检测方法是液相色谱法'3(

$但随着质谱

技术的发展$液相色谱 5质谱联用技术成为分析水

体中青霉素残留的常用方法) 8L-L等'?(采用高效

液相色谱5串联电喷雾质谱测定水体中包括青霉素

在内的 $3 种抗生素%9A@E.等'((通过超高效液相色

谱5串联质谱法测定水中的 $% 种抗生素%:WKE.

等''(以固相萃取 5液相色谱串联质谱法测定地表

水中 $* 种抗生素%Q@L等'$%(建立了液相色谱 5串

联质谱法检测水体中 '4 种抗生素%FLE.等'$$(分析

测定了水样中的 ( 种青霉素残留情况%聂晓静'$4(基

于液相色谱5串联质谱法测定水体中多种
"

5内酰

胺类抗生素%朱峰等'$*(采用高效液相色谱 5质谱联

用法同时检测水体中 $* 种
"

5内酰胺类药物残留%

封梦娟等'$2(采用高效液相色谱 5串联质谱法同时

测定水体中 2% 种抗生素)

笔者采用固相萃取结合超高效液相色谱5高分

辨质谱法"789:5;<=>#同时测定水体中 ? 种青

霉素残留) 样品经固相萃取富集和净化后$经超高

效液相色谱分离$在 ( HAE 内完成检测) 高分辨质

谱结合了G>#和d5F"a技术$G>#是一种大气压软

电离技术$特别适用于极性分子的气化和离子化$适

于测定混合物%而d5F"a具有高分辨*高速度扫描

的特点$可以快速得到最终分子式确定所必需的真

实同位素峰形$保证目标化合物分子质量的精准)

因此$该方法能更加快速准确地测定水体中 ? 种青

霉素残留)
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实验部分

!#!"仪器与试剂

O.AITE\$4'%+BXKeTXH@fA/AH0@N\超高效液相

色谱5高分辨质谱联用仪$配电喷雾离子源"德国

BXKeTX公司#%B> $$%> 电子天平"德国 >@X\LXAK/公

司#%=AIIA5dQX@[ATE超纯水系统"美国=AIIA0LXT公

司#) 固相萃取仪"天津恒奥公司#%固相萃取小柱

"美国R@\TX/公司$"@/A/;9B小柱$3 H9+)%% H.#%

P5GcO8$$$ 氮吹仪"美国"X.ELH@\ALE 公司#) 乙

二胺四乙酸二钠为分析纯"国药集团化学试剂有限

公司#%色谱级甲酸"美国 !AeH@公司#%色谱级甲

醇*乙腈"德国=TXNe公司#) 实验用水为=AIIAd超

纯水"电导率$(&4 =

#

&NH#)
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量科学研究院#)

!#$"标准溶液配制

配制浓度为 $&% .+9的单标储备液$? 种青霉素

标准品各称取 $%&% H."精确至 %&%%% $ .#分别置于

$% H9容量瓶中$加入甲醇摇匀$再用甲醇定容至 $%

H9$ 54% g下保存$使用时恢复至室温$摇匀使用)

分别准确吸取 4)

!

9单标储备液于 4) H9容量

瓶中$配制成浓度为 $&% H.+9的混合标准储备液$

用甲醇稀释至所需浓度) 配制浓度为 $&%*4&%*

)&%*$%&%*$)&%*4%&%

!

.+9的标准系列溶液$于 2

g冰箱内保存待用)

!#%"样品前处理

取 $ 9水样$经 %&2)

!

H玻璃纤维滤膜过滤$加

入 $&% .乙二胺四乙酸二钠充分混匀$再进行固相

萃取$将"@/A/;9B小柱置于固相萃取仪上$分两次

吸取 ) H9甲醇活化小柱$再用 $% H9超纯水活化小

柱$然后以 2 H9+HAE的速度抽滤水样) 水样瓶用超

纯水清洗 * 次$合并的滤液以同样的速度抽滤%待所

有样品过柱后$再用 ) H9超纯水淋洗萃取柱%最后

用 3 H9甲醇对小柱进行洗脱$收集洗脱液$氮吹至

近干$用甲醇溶液定容至 $&% H9$待 789:5;<=>

分析) 同时做空白实验)

!#&"分析条件

液相条件! 使用 O.AITE\反向 :$( 色谱柱

"U"<BOf<<;!>B5:$($4&$ HHh)% HHh$&(

!

H#$流动相O是含 %&$C甲酸的水溶液$流动相 B

是乙腈%流速!%&4 H9+HAE%柱温!4) g$样品进样

量!4%

!

9) 梯度洗脱条件见表 $)

质谱条件!采用电喷雾离子源"G>##正离子模

式%扫描范围为质荷比 )% D3%% >?9%喷雾电压为

&*$$&
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* )%% c%干燥气温度为 $(% g%干燥气流量为 3&%

9+HAE)

表 !"液相色谱梯度洗脱条件

F@̂&$6QX@[ATE\TIK\ALE NLE[A\ALE/LYIAZKA[ NWXLH@\L.X@0W]

时间+HAE O+C B+C

%&%% '% $%

$&%% '% $%

4&%% 3% 2%

)&%% 3% 2%

3&%% 2% 3%

3&$% '% $%

(&%% '% $%

$"

结果与讨论

$#!"前处理方法的选择

环境中青霉素的含量较低$需对样品进行适当

前处理以消除或降低基体影响$富集目标化合物以

提高分析测试的准确性) 青霉素检测的前处理方法

主要包括液5液萃取*固相萃取和固相微萃取技术)

由于固相萃取技术既能富集又能净化目标化合物$

操作简便$所以选择采用固相萃取技术)

为方便快速地达到对目标化合物进行富集和净

化的目的$实验采用 "@/A/;9B固相萃取小柱对样

品进行前处理) 该小柱具有亲水亲油平衡的特性$

既可以很好地富集目标物$又可以有效去除杂质$利

于提高检测的灵敏度和准确度)

$#$"色谱条件优化

实验采用反向:$( 色谱柱$首选甲醇或乙腈作

为流动相进行洗脱) 考虑到水相中适量添加有机酸

可能起到积极作用) 因此$比较了不同流动相!水5

乙腈*%&$C甲酸水 5乙腈*水 5甲醇和 %&$C甲酸

水5甲醇梯度洗脱条件下$? 种青霉素的分离效果)

适量的甲酸有效减少了色谱峰拖尾$增加了青霉素

类物质的电离效率) 最终选用 %&$C甲酸水 5乙腈

溶液作为流动相$增强了灵敏度$且目标化合物的分

离效果良好)

$#%"质谱条件优化

采用针泵直接进样"速度为 )

!

9+HAE#$对浓度

为 4%%

!

.+9的青霉素标准溶液进行质谱全扫描$得

到待测目标物的质荷比$同时优化各质谱参数$如喷

雾电压*脱气流量*离子源温度等$得到 G>#正模式

下的最佳质谱图$最终确定碰撞能量为 )&% Tc$离

子传输时间为 )%&%

!

/$氮气喷雾压力为 %&$) =8@$

干燥气温度为 $(% g$干燥气流速为 3&% H9+HAE$

喷雾电压为 * )%% c) 结果表明$? 种青霉素均在正

离子模式下具有丰度较高的准分子离子峰'=i

;(

i

)

质谱参数优化后$采用 %&$C甲酸水 5乙腈作

为流动相进行梯度洗脱$样品洗脱和数据采集完成

不超过 (&%% HAE) 同时检测 ? 种青霉素混合标准标

溶液的质谱总离子流图$如图 $ 所示) 图 $ 中 ? 种

青霉素对应的抽提离子谱图见图 4) 图 4 中由上往

下 ? 个抽提离子峰对应的 '= i;(

i分别是

*33&$$$ '* *)%&$$? (* **)&$%3 %* *)$&$%$ %*

2*3&%?* $*2$)&$*4 )*2?%&%** ($? 种标准物质实际

测得的分子质量和软件计算的理论分子质量的偏差

均小于 %&%%% 4C$完全匹配)
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图 !"' 种青霉素混合标准物质的质谱总离子流图
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图 $"' 种青霉素标准物质的抽提离子谱图
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$#&"工作曲线和检出限

取不同浓度的青霉素标准系列溶液进行测定$

&2$$&
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绘制相关工作曲线$得到线性回归方程和相关系数)

检出限以 * 倍信噪比"3?@#计算$定量限以 $% 倍信

噪比"3?@#计算$? 种青霉素的检出限"9"!#*定量

限"9"d#*线性方程和相关系数见表 4)

表 $"' 种青霉素化合物的测定结果

F@̂&46FT/\XT/KI\/LY? eAE[/LY0TEANAIIAE/

项6目
9"!+

"E.&9

5$

#

9"d+

"E.&9

5$

#

线性方程 !

OHL_ANAIIAE 4 )

'j$3*&*%A5

')&$3

%&''( ?

OH0ANAIIAE ) $)

'j2 4)%&%2A

54 2%3&(4

%&''' ?

8TEANAIIAE Q $ *

'j4$$&44Ai

$''&)2

%&''' ?

8TEANAIIAE c * $%

'j()&(%Ai

*)4&42

%&'') 4

:IL_@NAIIAE ) $)

'j42?&4?Ai

?*2&('

%&''? 4

P@YNAIIAE ( 4)

'j)2%&4%Ai

(4%&%?

%&''' $

!ANIL_@NAIIAE $% *%

'j$?*&%$A5

)32&4?

%&'') %

$#("回收率和精密度

在水样中分别加入 )*$% 和 4% E.+9的青霉素

标准溶液$按照前述样品前处理方法进行标准添加

实验) 处理好后平行测定 ( 次$结果如表 * 所示)

表 %"' 种青霉素的平均加标回收率及相对标准偏差"! ) *#

F@̂&*6ÒTX@.TXTNL̀TXAT/@E[ XTI@\ÀT/\@E[@X[ [T̀A@\ALE LY

? eAE[/LY0TEANAIIAE/"$ j(#

项6目
标准值+

"E.&9

5$

#

测定值+

"E.&9

5$

#

回收率+C <>!+C

OHL_ANAIIAE

) 2&(' k%&4' '?&(4 k)&?( )&'$

4% $(&(3 k$&3% '2&*4 k?&'' (&2?

OH0ANAIIAE

) )&44 k%&$?$%2&2( k*&*$ *&$?

4% $(&2$ k%&(3 '4&%? k2&*% 2&3?

8TEANAIIAE Q

) 2&)3 k%&$2 '$&$) k4&(4 *&$%

4% $'&2$ k%&(4 '?&%3 k2&$% 2&4*

8TEANAIIAE c

) )&*4 k%&$3$%3&*3 k*&44 *&%*

4% $'&%$ k%&3) ')&%? k*&43 *&24

:IL_@NAIIAE

) 2&() k%&$( '?&%' k*&)' *&3'

4% $(&?? k%&(3 '*&(* k2&*4 2&3%

P@YNAIIAE

$% '&)* k%&44 ')&*$ k4&$' 4&*%

4% $'&*$ k$&4$ '3&)* k3&%3 3&4(

!ANIL_@NAIIAE

$% '&*? k%&)3 '*&3) k)&)) )&'*

4% 4%&?' k$&$*$%*&'* k)&3? )&23

66可见$? 种青霉素化合物的平均加标回收率为

'$&$)C D$%3&*3C$<>!为 4&*%C D(&2?C$均小

于 $%C$说明该方法有很好的准确性$满足定量检

测要求)

$#+"样品测定

按照实验方法对 ( 份水样"4 份水源水** 份出

厂水和 * 份末梢水#进行分析测定$其中 4 份水源水

中检出阿莫西林$测定值分别为 )&$4*(&*3 E.+9$说

明该水源水中存在阿莫西林污染$但浓度不高) 出

厂水和末梢水中均未检出该 ? 种青霉素残留)

%"

结论

采用超高效液相色谱5高分辨质谱法同时测定

水体中 ? 种青霉素残留$该方法简便快速$准确灵

敏$适用于水体中 ? 种青霉素残留的快速筛查和

测定)
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HANXLT_\X@N\ALE @E[ KI\X@1WA.W 0TXYLXH@ENT IAZKA[

NWXLH@\L.X@0W]5\@E[THH@///0TN\XLHT\X]@E@I]/A/!\WT

KI\X@1\X@NT[T\TXHAE@\ALE LY$% @E\ÂAL\AN/AE J@\TX
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!@IA@E! !@IA@E 7EÀTX/A\] LYFTNWELIL.]$ 4%$? " AE

:WAET/T#&

'$*(6朱峰$吉文亮$阮丽萍$等&高效液相色谱5质谱联用

法同时检测水体中 $* 种
"

5内酰胺类药物残留'V(&

色谱$4%$3$*2"*#!4'' 5*%)&

U;7 aTE.$ V# RTEIA@E.$ <7OP 9A0AE.$ -( %&&

>AHKI\@ETLK/[T\TXHAE@\ALE LY$*

"

1I@N\@HXT/A[KT/AE

J@\TX^]WA.W 0TXYLXH@ENTIAZKA[ NWXLH@\L.X@0W]5

\@E[TH H@///0TN\XLHT\X]' V(&:WAET/TVLKXE@ILY

:WXLH@\L.X@0W]$4%$3$*2"*#!4'' 5*%)"AE :WAET/T#&

'$2(6封梦娟$杨正标$张芹$等&高效液相色谱5串联质谱

法同时测定表层水体中 ) 类 2% 种抗生素'V(&色谱$

4%$'$*?")#!)4) 5)*4&

aGPQ=TE.,K@E$SOPQUWTE.̂A@L$U;OPQdAE$-(%&&

>AHKI\@ETLK/[T\TXHAE@\ALE LYYÀT\]0T/LY2% @E\ÂAL\AN/
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