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液相色谱!串联质谱法测定原水中多种抗生素残留
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""摘"要!"采用固相萃取!超高效液相色谱)串联质谱法!检测东太湖水源地三个典型点位原

水中 * 类共 +# 种抗生素的残留量"包括氨基糖苷类 # 种%林可胺类 # 种%氯霉素类 $ 种%

!

)内酰胺

类 $ 种%大环内酯类 , 种%喹诺酮类 , 种%四环素类 , 种%磺胺类 #+ 种$& 通过固相萃取富集%多反

应监测"-.-$定性定量分析!该方法的平均回收率为 /&%/0 1#'*%*0!相对标准偏差为 $%+&0

1#2%#0!准确度及精密度均良好!灵敏度高"最低检出浓度为 #%' 34!5$!可快速有效地检测东太

湖原水中多种痕量抗生素的残留量&

""关键词!"原水#"抗生素#"固相萃取#"超高效液相色谱!串联质谱
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M;3N LSU;3PLVIP;3O# $ M;3NOLSPAULR>VWAB3;PLUO# $ M;3NOLS

!

?U>PQ>VO# , M;3NOLSV>PRLU;NBO# , M;3NO

LSXJ;3LU;3BO# , M;3NOLSQBQR>PIPU;3BO>3N #+ M;3NOLSOJUSL3>V;NBO" ;3 QARBBQIW;P>UO;QBOLSY>OQ6>;AJ

5>MBZ>QBROLJRPBZBRBNBQBRV;3BN TI7[58)-\!-\# QARLJ4A B3R;PAVB3QLSOLU;N?WA>OBB]QR>PQ;L3 >3N
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""大量研究表明#抗生素的广泛使用#不可避免地

给自然环境造成了巨大压力#特别是人畜服用的抗

生素类药物大多不能被有效吸收#常常未经代谢便

通过粪便或者尿液排出体外#直接进入污水或排入

环境& 然而现有主流污水处理技术难以将抗生素彻

底去除'#(

#这使得以城市污水处理厂)家畜饲养场)

渔业养殖场为代表的点源和面源污染#给地下水和

地表水体造成潜在的威胁'$(

& 中国作为抗生素生

产和使用大国#抗生素在水环境中的污染比其他国

家更为严重#特别是人口密度大)发展迅速的长三角

地区#其水环境中的抗生素含量相对较低#多以痕量

水平存在#并且种类繁杂#因此急需建立一套能够准

确富集并精确到 34!5级水平的抗生素检测方法&

目前#对水环境中抗生素的浓缩富集方法主要有液
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液萃取法)固相萃取法)冷冻干燥法等#有研究曾对

固相萃取法和冷冻干燥法进行比较#结果显示固相

萃取法的检测限比冷冻干燥法至少低一个数量级#

且可以随萃取终末体积的减少而进一步降低'+#,(

&

检测方面#常用的气相色谱)质谱法)高效液相色谱

)紫外!荧光检测法)酶联免疫吸附法等技术均被报

道用于抗生素药物残留的检测#但由于适用范围窄)

仪器灵敏度低等原因#主要被用于高通量残留抗生

素的检测'&#/(

& 为此#笔者采用固相萃取!超高效液

相色谱)串联质谱!7[58)-\!-\"法测定饮用水

源地原水中的 +# 种痕量抗生素#探索建立一种适用

性强)选择性广)精准度高的饮用水原水中抗生素残

留物的检测方法#以期为检测饮用水及其原水中的

痕量抗生素提供技术支持&

!"

试验部分

!#!"仪器及工作条件

仪器%美国C>QBRO公司的D897:6c7[58超高

效液相色谱仪和 =B̂L)69_串联三重四级杆质谱

仪#美国热电公司的 D6$*' 全自动固相萃取仪和

67.KHaD[

"

自动浓缩仪#美国 -;UU;WLRB公司的

\I3BR4I超纯水器&

色谱条件%色谱柱 D897:6cKYG 8#* ! #%2

#

V#$%# VVd#'' VV"&

液相流路%D

#

为 '%#0的甲酸水#D

$

为纯水#K

为乙腈#柱温为 ,' e#进样量为 #'

#

5&

质谱条件%离子源为电喷雾离子源!Y\:"#选取

多反应监测模式!-.-"#离子源温度为 #&' e$去

溶剂气温度为 +&' e#去溶剂气和锥孔反吹气均为

氦气#流速分别为 /&' 和 &' 5!A$碰撞气为氩气#流

速为 '%#& V5!V;3& 目标化合物通过 8LVT;3B模式

引入三重四级杆质谱仪#利用 6>R4BQUI3]软件 :3QBU?

OQ>RQ功能自动选择子离子和优化锥孔电压)碰撞能

量等参数&

!#$"试剂及材料

甲醇!色谱纯")乙腈!色谱纯"购自德国 -BRPM

公司#*0甲酸水溶液!色谱纯"购自山东西亚化学

股份有限公司#丙酮!色谱纯"购自国药集团化学试

剂有限公司#硫酸!优级纯"购自南京化学试剂有限

公司#Y_6D二钠!优级纯"购自阿拉丁公司&

罗红霉素)交沙霉素标准样品购自国家食品药

品检定研究院$螺旋霉素)头孢拉定)阿米卡星)克林

霉素标准样品购自德国 _R%YARB3OQBRSBR公司$其他

标准品均购自农业部环境保护科研监测所&

试验用水为 \I3BR4I纯水器制备的超纯水&

固相萃取小柱购自美国 C>QBRO公司#型号为

HD\:\ G5K/PP!&''V4&

!#%"样品前处理

取 # 5水样经 '%,&

#

V醋酸纤维滤膜过滤#用

稀硫酸调节 WG值至 +%' 左右#加入 '%& 4Y_6D二

钠#振荡混合均匀待测& 通过 G5K小柱萃取富集#

G5K小柱使用前#依次用 ( V5甲醇)& V5纯水)&

V5的 '%#0甲酸水溶液淋洗活化#以 & V5!V;3 的

流速上样#待样品富集完成后#依次使用 , V5高纯

水和 , V5的 #'0甲醇进行清洗#负压抽干 +' V;3&

用 #$ V5含 '%#0甲酸的甲醇分两次洗脱小柱#洗

脱液移至自动浓缩仪内#置于 ,' e水浴中氮气吹脱

至近干#用含 '%#0甲酸的甲醇定容至 # V5#使用

'%$$

#

V滤膜过滤后用7[58)-\!-\检测&

!#&"标准曲线绘制

配制 #)&)#')$')&')#''

#

4!5六种浓度的抗生

素标准样品使用液#用固相萃取!超高效液相色谱)

串联质谱法测定#绘制峰面积)浓度曲线&

!#'"实际样品测定

取东太湖水源地原水)北部养殖区原水及亭子

港水库原水#经预处理后进行检测#并根据外标法计

算水体中多种抗生素的残留量&

$"

结果与讨论

$#!"试验条件的选择

$#!#!"样品前处理条件选择

固相萃取小柱)洗脱剂及其用量)样品 WG值和

上样流速均影响固相萃取的效率& 本研究采用试剂

水加标方法对上述条件进行了优化&

\_K阳离子交换柱因易受金属离子的影响而不

适用于高硬度水#8#* 柱被认为是富集河水)湖泊水

中喹诺酮类抗生素的最佳选择'2(

& 其中 H_\ 小柱

常被用于萃取环境水体中的有机物#但水样中磺胺

类抗生素的萃取很多采用 HD\:\ G5K小柱'*(

& 本

研究比较了两种小柱对 &' 34!5浓度水平空白水加

标样品的萃取效率#结果发现#G5K小柱对不同磺

胺类抗生素的富集效率基本相同#且萃取效率明显

高于H_\小柱#因此本研究采用G5K小柱&

另外#本研究比较了 WG值为 +%' 和 2%' 的空

白加标样品在G5K小柱中的萃取效率& 结果表明#

两种 WG值下的萃取效率无明显差异& 考虑到东太

*($#*
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湖水体夏季极端情况 WG值会接近 (%'#为保证数据

的可比性#将样品 WG值用稀硫酸调至 +%' 左右&

试验比较了 + V5甲醇 f+ V5丙酮)/ V5甲

醇)#$ V5甲醇三种洗脱方式#结果表明#+ V5甲醇

f+ V5丙酮的洗脱效果较差#部分抗生素例如交沙

霉素和青霉素的回收率仅为 +20和 $'0左右& 用

/ V5甲醇洗脱时#目标抗生素的回收率在 2,0 1

(20之间#追加 / V5甲醇洗脱后#回收率仅在 ,0

左右& 为方便外标法定量并保证目标物完全洗脱#

本研究选用 #$ V5甲醇洗脱#+# 种抗生素的回收率

在 /&%/0 1#'*%*0之间#相对标准偏差!.\_"为

$%+&0 1#2%#0&

选取克林霉素)交沙霉素和青霉素三种回收率

相对较低的抗生素#分别对立即洗脱和隔夜洗脱)立

即浓缩和加溶剂再浓缩的回收效果进行对比#结果

见表 #& 可知#试验条件下目标保存条件不稳定&

表 !"不同洗脱及浓缩方式对比

6>T%#"8LVW>R;OL3 LSN;SSBRB3QBUJQ;L3 >3N PL3PB3QR>Q;L3

VBQALNO 0

项"目
隔夜洗脱

回收率

立即洗脱

回收率

立即浓缩

回收率

二次浓缩

回收率

克林霉素 /%2 &#%$ &#%$ /*%#

交沙霉素 $+%$ /'%2 /'%2 2#%/

青霉素 #'%* &/%+ &/%+ /&%/

""上样流速选取 $)& V5!V;3两种进行对比#结果

发现#空白加标的回收率没有明显差异#为节约分析

时间#选取上样流速为 & V5!V;3&

$#!#$"液相分离条件的选择

试验采用乙腈 )水体系梯度洗脱分析方法#在

Y\:f模式的液相分离过程中添加一定浓度甲酸#能

改变流动相 WG值#改善色谱分离效果#有利于形成

'-fG(

f

& 水相分别添加 '%'&0)'%#0)'%$0的

甲酸#随着甲酸浓度的增加#目标化合物的保留时间

和响应值逐渐减小$当甲酸浓度为 '%$0时磺胺类

分离度较差#而当甲酸浓度为 '%#0时目标化合物

的分离度及灵敏度均较高#峰型较好#因此选择乙腈

)'%#0甲酸水体系& 对于磺胺脒和磺胺醋酰两种

具有相同定量离子对的物质#该液相体系也可有效

分离&

当流动相中有甲酸时#氢离子会抑制氯霉素)甲

砜霉素在质谱Y\:)模式下的响应#因此选用乙腈

)纯水体系洗脱分析该类物质#分离效果满足检测

要求&

$#!#%"质谱检测

利用6>R4BQUI3]软件 :3QBUOQ>RQ功能自动选择子

离子和优化锥孔电压)碰撞能量等参数#检测时每种

物质采集两组离子对通道#分别用于定量和定性&

$#$"标准工作曲线及检出限

目标化合物标准品用甲醇 )'%#0甲酸水配制

#)&)#')$')&')#''

#

4!5标准溶液系列#按照上述

条件分析#以定量离子对的响应面积和对应浓度进

行线性回归#在 # 1#''

#

4!5范围内各抗生素均具

有良好的线性关系!@

$

g'%((' '"$以 + 倍信噪比对

应的浓度为依据估算仪器检出限#+# 种抗生素的检

出限范围为 '%'+ 1'%2(

#

4!5&

$#%"实际样品的分析结果

应用固相萃取!超高效液相色谱 )串联质谱法

对东太湖饮用水源地三个典型点位的水样进行检测

分析& 结果表明#养殖区附近原水中检出了磺胺甲

基异口恶唑和磺胺嘧啶两种磺胺类抗生素及少量的

恩诺沙星和甲砜霉素#浓度分别为 +2%$)$/%+)#%2)

#%/ 34!5#磺胺类抗生素是水产养殖业常用的杀菌

药#故该类抗生素会在养殖区附近原水中有较高浓

度的检出$另外#东太湖原水中有少量磺胺甲基异

口恶唑!&%& 34!5"检出& 其他均未检出&

%"

结论

$

"固相萃取!超高效液相色谱 )串联质谱法

可有效检测饮用水原水中多种痕量抗生素类药物残

留#该方法准确性好)灵敏度高#适用于原水样品中

# 1#'' 34!5范围内的抗生素残留检测&

%

"对东太湖水源地原水的检测结果表明#饮

用水源水中磺胺类抗生素的残留应引起重视#需进

一步研究其对生态和人体健康的影响&
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