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水源水中8种治疗新冠的抗病毒药物的同步检测
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摘 要： 随着新冠疫情的持续暴发，大量治疗药物不可避免地从不同途径进入水体，在对其

进行治理和生态评价时面临准确、快速检测的问题，需要建立同步分析水中多种治疗新冠的抗病毒

药物的方法。通过对液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）的测定条件进行优化，构建了一种同步检测

水源水中利巴韦林、奥司他伟、奈韦拉平、拉米夫定、阿巴卡韦、司他夫定、阿昔洛韦、喷昔洛韦等8种
抗病毒药物的方法。结果表明，该方法的 8种抗病毒药物的子离子响应值相对较高，有利于目标化

合物的检测；8种抗病毒药物的标准曲线的线性相关系数（r）≥0.995 0，检出限（MDL）和测定下限分

别为 0.004~0.081、0.013~0.267 μg/L，实际水样的加标回收率与 RSD分别为 81.61%~113.03%、

0.84%~8.12%。
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Abstract： The continuous outbreak of COVID-19 results in a large number of therapeutic drugs

inevitably entering water bodies through different pathways, and there are problems of accurate and rapid
detection in the treatment and ecological evaluation of these drugs. Therefore, it is necessary to establish
a method for simultaneous detection of multiple antiviral drugs for treatment of COVID-19 in water. A
method for the simultaneous detection of 8 antiviral drugs (ribavirin, oseltamivir, nevirapine, lamivudine,
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abacavir, stavudine, acyclovir and penciclovir) in source water was developed by optimizing the
determining parameters of liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The daughter
ion response values of 8 antiviral drugs in this method were relatively high, which was beneficial to the
detection of target compounds. The correlation coefficient (r) of the standard curve of 8 antiviral drugs was
not less than 0.995 0, the method detection limit (MDL) and the lower limit of determination were in the
range of 0.004-0.081 μg/L and 0.013-0.267 μg/L, respectively, and the spike recoveries and RSDs of
actual water samples were 81.61%-113.03% and 0.84%-8.12%, respectively.

Key words： antiviral drugs; detection method; source water; LC-MS/MS

2020年新冠疫情席卷全球，直接威胁人类生

命。由于之前没有针对 COVID-19的特异性药物，

各国都是将现有具有潜在治疗效果的抗病毒药物

用于医治 COVID-19患者。目前的研究表明：药剂

利巴韦林［1］、奥司他韦［2］、奈韦拉平［3］、拉米夫定［4］、
阿巴卡韦［5］、司他夫定［6］、阿昔洛韦［7］和喷昔洛韦［8］

可能是治愈 COVID-19的抗病毒药物。疫情期间，

抗病毒药物的使用，一方面治疗了患者，阻控了病

毒的传播；另一方面，如果过量使用这些药物，则药

物及其代谢产物，容易随着人体排泄物进入城市污

水处理厂，这些药物具有极强的持久性和生物累积

性，只有很少的一部分在污水处理厂被去除，残余

的药物及其代谢产物会进入受纳水体，对水生态环

境造成风险。而且水中的病毒会通过变异导致对

这些药物产生抗药性，变异后的病毒更不利于去

除，因此，在对这些药物的环境影响效应进行跟踪

研究时，迫切需要建立水中多种抗病毒药物的同步

分析方法。

目前关于抗病毒药物的检测，大多数方法都是

基于医学生物样本如血浆、尿液和血清的检测，Jung
等［9］利用液相色谱-质谱对人体血浆中的 17种抗病

毒药物进行检测；Acquavia等［10］利用电喷雾电离-
质谱法对生物组织中的抗病毒药物进行检测。地

表水中抗病毒药物含量很低（纳克级~微克级），目

前关于其同步痕量检测方法的研究还很少。

本研究利用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）
技术，通过优化测定条件，构建了一种同步检测水

源水中利巴韦林、奥司他韦、奈韦拉平、拉米夫定、

阿巴卡韦、司他夫定、阿昔洛韦、喷昔洛韦的方法。

1 实验材料与方法实验材料与方法

1. 1 仪器与试剂

液相色谱-串联质谱联用仪：电喷雾离子源，

AB SCIEX TripleQuad 6500+；色谱分析柱：Kinetex®
2. 6 μm F5 100A（3. 0 mm×100 mm）、ACQUITY
UPLC® HSS T3 1. 8 μm（2. 1 mm×100 mm），保护柱：

Kinetex® 1. 7 μm C18 100A（50 mm×2. 1 mm）；超纯

水系统（MilliQ-Integral 3）；移液枪：100、1 000 μL；
容量瓶：10、100 mL。

利巴韦林、奥司他韦、奈韦拉平、拉米夫定、阿

巴卡韦、司他夫定、阿昔洛韦、喷昔洛韦标准品，纯

度≥99. 0%；甲醇、乙腈，色谱纯，纯度≥99. 9%；甲酸

铵、甲酸，分析纯，纯度≥99. 0%；实验用水为超纯水

（电阻率18. 2 MΩ·cm）。

1. 2 溶液的配制

分别称取 8种抗病毒药物 1. 0 mg至 10 mL的容

量瓶中，用甲醇定容后配制成 100 mg/L的单一原

液，在 4 ℃条件下储存，取 8种药品 10 μL原液于 10
mL容量瓶中，用 2 mmol/L甲酸铵+0. 02%甲酸水溶

液/0. 1%甲酸乙腈溶液（9/1）定容，制成 100 μg/L的
混合溶液，用于目标化合物及其子离子的确定，再

取 8种药品 100 μL原液于 10 mL容量瓶中，用 2
mmol/L甲酸铵+0. 02%甲酸水溶液/0. 1%甲酸乙腈

溶液（9/1）定容，制成 1 mg/L的混合溶液，将混合溶

液用 2 mmol/L甲酸铵+0. 02%甲酸水溶液/0. 1%甲

酸乙腈溶液（9/1）稀释成 0、2、4、6、8、10 μg/L的标准

曲线工作溶液。

1. 3 样品的采集

实测水样取自深圳市龙岗区布吉水质净水厂

的进出水口、深圳市第三人民医院排水口，用 2 L的
棕色玻璃瓶收集，收集前用水样润洗棕色玻璃瓶 3~
4次，待水样完全充满棕色玻璃瓶后盖上盖子，并在

4 ℃条件下储存，于48 h内完成前处理及检测。

1. 4 LC-MS/MS条件

色谱条件：柱温 40 ℃，最大温度 80 ℃，进样体
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积5 μL，采用梯度洗脱方式，梯度洗脱程序见表1。

串联质谱条件：离子源是正离子模式，检测方

式为多离子反应监测方式（MRM）。8种抗病毒药物

多反应检测条件见表2。

2 结果与讨论结果与讨论

2. 1 色谱分析柱的选择

实 验 研 究 了 Kinetex® 2. 6 μm F5 100A（3. 0
mm×100 mm）和 ACQUITY UPLC® HSS T3 1. 8 μm
（2. 1 mm×100 mm）两个不同色谱分析柱对 8种目标

化合物的分离效果，结果表明，使用 Kinetex® 2. 6
μm F5 100A（3. 0 mm×100 mm）色谱分析柱时，8种
抗病毒药物能够被很好地分离，且具有更高灵敏

度。因此，选择Kinetex® 2. 6 μm F5 100A（3. 0 mm×
100 mm）作为色谱分析柱。

2. 2 样品基质的选择

实验分别用甲醇、乙腈、2 mmol/L 甲酸铵 +
0. 02%甲酸水溶液/0. 1%甲酸乙腈溶液（9/1）作为

样品基质，结果表明，2 mmol/L甲酸铵+0. 02%甲酸

水溶液/0. 1%甲酸乙腈溶液（9/1）作为样品基质时，

8种抗病毒药物子离子的峰分离度更好，因此，选定

2 mmol/L甲酸铵+0. 02%甲酸水溶液/0. 1%甲酸乙

腈溶液（9/1）作为样品基质。

2. 3 流动相的选择

实验分别采用流动相为纯水（A）和甲醇（B）、

0. 1%甲酸（A）和甲醇（B）、2 mmol/L甲酸铵水溶液

（A）和甲醇（B）、2 mmol/L甲酸铵水溶液（A）和乙腈

（B）、2 mmol/L甲酸铵+0. 02%甲酸水溶液（A）和

0. 1%甲酸乙腈溶液（B）进行检测。结果表明 2
mmol/L甲酸铵+0. 02%甲酸水溶液（A）和 0. 1%甲酸

乙腈溶液（B）作为流动相时，8种抗病毒药物子离子

的峰分离度和响应值更好，因此，选定 2 mmol/L甲

酸铵+0. 02%甲酸水溶液（A）和 0. 1%甲酸乙腈溶液

（B）作为流动相。

2. 4 质谱条件的优化

实验中，以 2 mmol/L甲酸铵+0. 02%甲酸水溶

液（A）和 0. 1%甲酸乙腈溶液（B）作为流动相，采用

电喷雾离子源（ESI+），对 8种目标化合物的质谱条

件进行了优化。确定各化合物的母离子和子离子

后，又优化了去溶剂温度（TEM）、喷雾电压（IS）、气

帘气压力（CUR）、雾化气压力（GS1）、加热气压力

（GS2）条件。实验分别在 TEM为 300、400、500、
600 ℃，IS为 2 500、3 500、4 500、5 500 V，CUR为

2. 068×105、2. 413×105、2. 758×105 Pa，GS1为 3. 447×
105、3. 792×105、4. 137×105 Pa，GS2 为 3. 447×105、
3. 792×105、4. 137×105 Pa的条件下进样检测。由于

利巴韦林、奥司他伟和司他夫定在检测时会分解成

几个子离子，所以对其分别标记为利巴韦林 1、利巴

韦林 2；奥司他伟 1、奥司他伟 2、奥司他伟 3；司他夫

定 1、司他夫定 2，并且以峰面积大的子离子作为化

合物的定量离子。结果表明，TEM为 400 ℃、IS为
3 500 V、CUR为 2. 413×105 Pa、GS1为 3. 792×105 Pa、
GS2为 3. 792×105 Pa时 8种抗病毒药物的子离子综

合峰面积值都相对较高，有利于子离子的检测。最

终确定了目标化合物的多离子反应检测（MRM）条

件（见表2）。

表2 8种抗病毒药物多反应检测条件

Tab.2 Multi‑response detection conditions of eight
antiviral drugs

项目

利巴韦林

奥司他韦

奈韦拉平

拉米夫定

阿巴卡韦

司他夫定

阿昔洛韦

喷昔洛韦

母离子m/z

245.1

313.1

267.1
230.1
287.2
225.1
226.1
254.1

子离子m/z
113.0
96.1
208.1
225.1
166.1
226.0
112.1
191.1
166.1
208.1
152.1
152.1

碰撞能

量/V
15.0
41.0
19.0
15.0
26.0
34.0
24.0
27.0
17.0
13.0
18.0
24.0

锥孔电

压/V
20.0

30.0

130.0
155.0
120.0
147.0
20.0
140.0

碰撞室出

口电压/V
12.0

10.0

10.0
10.0
10.0
10.0
10.0
10.0

表1 液相色谱流动相梯度洗脱程序

Tab.1 Gradient elution program of mobile phase
in liquid chromatography

时间/min
0.0
3.0
5.0
5.1
7.0

注： A为 2 mmol/L甲酸铵+0.02%甲酸水溶液，B为 0.1%
甲酸乙腈溶液。

流速/（mL·min-1）
0.40
0.40
0.40
0.40
0.40

A/%
90
10
10
90
90

B/%
10
90
90
10
10
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2. 5 目标物总离子流图

在液相色谱质谱优化的条件下，8种抗病毒药

物都实现了有效分离，响应值较好，总离子流图

见图1。

2. 6 方法性能指标

2. 6. 1 线性关系、检出限和测定下限

采用优化的分析条件，对不同浓度的混合药物

进行检测，同一浓度进行 6次平行实验，经计算每个

浓度的相对标准偏差（RSD）在 0%~10%，以药物峰

面积为纵坐标、药物浓度为横坐标绘制标准曲线，

然后进行 10次空白实验，将各测定结果换算成样品

的浓度，计算其相对标准偏差（RSD）和检出限

（MDL），测定下限采用 IUPAC的建议，以空白实验

测量值标准偏差的 10倍相对应的浓度值作为分析

方法的测定下限，约为 3. 3倍的MDL。8种药物的

线性关系、相关系数、检出限和测定下限见表3。

可见，方法的线性相关性好（r≥0. 995 0），目标

物检出限在 0. 004~0. 081 μg/L，测定下限在 0. 013~

0. 267 μg/L，可满足水体低浓度样品的检测需求。

2. 6. 2 精密度和准确度

对深圳市龙岗区布吉水质净水厂的进出水口、

深圳市第三人民医院排水口三种不同类型的实际

水样中目标化合物的浓度进行测定，结果均为未检

出，可能是因为水样中 8种抗病毒药物浓度过低，甚

至是不含 8种抗病毒药物。在三份 100 mL的空白

样品（纯水）中分别加入0. 1、0. 5、1 mL浓度为1 mg/L
的混合标准溶液，并在三份 100 mL实际湖泊水样中

加入 0. 1 mL浓度为 1 mg/L的混合标准溶液，分别进

行加标回收实验，进行 8次平行实验，根据测量结果

计算平均加标回收率和RSD，结果见表 4、5。可见，

纯水水样的加标回收率为 85. 25%~115. 82%，RSD
为 2. 15%~9. 94%，实 际 水 样 的 加 标 回 收 率 为

81. 61%~113. 03%，RSD 为 0. 84%~8. 12%，表明该

方法的测定精密度和准确度良好。

表4 纯水的加标回收率及相对标准偏差

Tab.4 Spike recoveries and RSDs of pure water %

项目

利巴韦林

奥司他韦

奈韦拉平

拉米夫定

阿巴卡韦

司他夫定

阿昔洛韦

喷昔洛韦

加标1 μg/L
加标回

收率

95.50
96.85
90.87
96.08
107.52
94.65
107.33
102.48

RSD
5.61
7.13
9.17
3.56
9.91
8.48
9.94
8.74

加标5 μg/L
加标回

收率

111.86
108.07
93.42
85.25
112.72
103.50
104.93
111.89

RSD
2.23
5.19
5.08
3.83
3.00
3.38
3.08
3.01

加标10 μg/L
加标回

收率

112.92
102.99
88.44
99.57
106.70
98.90
105.43
115.82

RSD
2.19
3.28
2.34
4.77
2.15
5.04
4.22
4.02

表5 实际水样的加标回收率及相对标准偏差

Tab.5 Spiked recoveries and RSDs of actual water
samples %

项目

利巴韦林

奥司他韦

奈韦拉平

拉米夫定

阿巴卡韦

司他夫定

阿昔洛韦

喷昔洛韦

湖泊1
加标回

收率

99.80
112.15
86.54
97.76
82.06
99.90
98.43
81.61

RSD
5.74
2.04
2.41
3.98
2.82
5.14
5.64
1.75

湖泊2
加标回

收率

103.02
113.03
91.76
93.25
82.14
106.40
104.06
84.29

RSD
8.12
1.19
0.84
3.38
1.32
2.30
3.86
1.78

湖泊3
加标回

收率

92.09
107.00
87.33
97.00
92.34
104.36
102.57
84.61

RSD
2.76
1.38
4.98
3.96
2.82
0.92
4.47
2.43

t/min
0.5 1.0 1.5 2.0 2.50

1.8e7
1.6e7
1.4e7
1.2e7
1.0e7
8.0e6
6.0e6
4.0e6
2.0e6

利
巴
韦
林

阿
昔
洛
韦

喷
昔
洛
韦

拉
米
夫
定

阿
巴
卡
韦

奈
韦
拉
平

奥
司
他
韦司

他
夫
定

响
应

值

3.0

图1 总离子流图

Fig.1 Total ion flux diagram

表3 8种药物的线性关系、检出限、测定下限

Tab.3 Linear relationship, detection limit, and lower
limit of determination of eight drugs

项 目

利巴韦林

奥司他韦

奈韦拉平

拉米夫定

阿巴卡韦

司他夫定

阿昔洛韦

喷昔洛韦

回归方程

y = 11 268x
y = 591 620x
y = 266 509x
y = 17 635x
y = 2×106x
y = 61 689x
y = 217 759x
y = 87 761x

线性范围/
（μg·L-1）
0~10
0~10
0~10
0~10
0~10
0~10
0~10
0~10

相关系

数 r

0.998 8
0.997 0
0.998 0
0.995 0
0.997 5
0.996 9
0.999 0
0.999 4

检出限/
（μg·
L-1）
0.081
0.054
0.034
0.014
0.055
0.044
0.005
0.004

测定下

限/（μg·
L-1）
0.267
0.178
0.112
0.046
0.182
0.145
0.016
0.013
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3 结论结论

① 在 采 用 Kinetex® 2. 6 μm F5 100A（3. 0
mm×100 mm）作为色谱分析柱、2 mmol/L甲酸铵+
0. 02%甲酸水溶液/0. 1%甲酸乙腈溶液（9/1）作为

样品基质、2 mmol/L甲酸铵+0. 02%甲酸水溶液（A）
和 0. 1%甲酸乙腈溶液（B）作为流动相、TEM为

400 ℃、IS为 3 500 V、CUR为 2. 413×105 Pa、GS1为
3. 792×105 Pa、GS2为 3. 792×105 Pa的条件下，8种抗

病毒药物的子离子响应值相对较高，更有利于目标

化合物的的检测。

② 8种抗病毒药物的标准曲线的相关系数 r≥
0. 995 0，MDL 和测定下限分别在 0. 004~0. 081、
0. 013~0. 267 μg/L范围内，可满足水体低浓度样品

的检测需求。对实际水样的检测结果表明，方法的

测定精密度和准确度良好。

③ 水中抗病毒类药物同步检测方法的建立，

为研究抗疫药物的环境次生风险提供了有效的方

法学基础，对于提升国家应对重大公共卫生事件的

保障能力具有重要的理论与实际价值。
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