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在线富集HTLC/ MS / MS分析环境水资源中多种抗生素

简介

人们日益关注环境水资源中抗生素的存在情况。这

迫使环境和政府实验室开发新的液相色谱/质谱（LC/

MS）方法，以监测水资源中抗生素的存在状况1-4。

然而，环境水资源中含有的抗生素的通常是很痕量

的，往往需要大量的水样进行富集和净化。在液相色

谱/质谱（LC/MS）分析之前，需要对大约100-1000mL

水样进行富集和清理，以达到被测物质的检测限。即

使样本量很多，该提取过程也是耗时耗力的，实现

高通量检测非常困难。本研究提出的方法，使用了

可以对样品进行在线浓缩和净化的Thermo Scientific TSQ 

Quantum Ultra三重四极杆质谱仪，不仅大大缩短了样品

处理的时间，而且在高选择反应监测（H-SRM）模式

下，可以进行痕量浓度（pg/mL）抗生素检测分析。

目标

通过使用配有在线样品浓缩和净化的LC/MS/MS仪器，

开发进行地表水中抗生素分析检测的方法。

实验条件

此检测方法中所用到的抗生素标准品（详情请见表

1）购自Sigma公司 (St. Louis, MO)，无需进一步净化可

以直接使用。用甲醇配制1.0 mg/mL的标准储存液，置

于褐色聚丙烯样品瓶，-20°C保存备用。水样在进行

高通量HPLC（HTLC/MS/MS）分析之前，为了防止四环

素黏附在玻璃容器表面，或是与溶剂中的金属离子

结合1，按照2 µg/mL的浓度加入Na2EDTA。选用Thermo 

Scientific Aria TLX-2仪器分析系统，直接将1mL水样注入

TurboFlow®色谱柱，不需要任何更进一步的样品制备过

程。目标抗生素经过turbulent-flow色谱柱被浓缩富集，

然后进入到分析柱。经过一个反向梯度洗脱，待测物

便被成功分离，然后进入TSQ Quantum Ultra系统，在高

选择反应监测（H-SRM）模式下进行待测物的检测分

析。仪器操作的相关参数如下：

1.在线Turbo Flow

 仪器：Thermo Scientific Aria TLX-2
 色谱柱：0.5×50 mm Cyclone® MAX
 自动进样器：CTC PAL (Leap Technologies)

 进样量：1.0mL

 流动相：   A  10 mM碳酸氢铵, 
                      B  0.5％醋酸+ 0.04％三氟乙酸
                      C 乙腈+ 0.1％甲酸
 流速：2.0 mL/min

2. LC 色谱条件

 分析柱：Thermo Scientific HypersilGOLD™ 4.6×100 mm, 3 µm
 流速：1.2 mL/min
 流动相： A  0.5％醋酸+ 0.04％三氟乙酸
                    B  乙腈+ 0.5％醋酸+ 0.04％三氟乙酸
 进样量：1.0mL
 分流：柱后，0.5 mL/min到ESI源

TSQ Quantum Ultra
离子化模式：阳离子 ESI
离子传输管温度：375°C

碰撞气压力：1.5 mTorr 氩气
SRM：请见表1
SRM扫描时间：40 ms/transition
Q1分辨率：0.7 Da FWHM，H-SRM (0.15 Da FWHM)
Q3分辨率：0.7 Da FWHM

3．MS条件

4．SRM参数

表1 各种抗生素名称、HTLC/MS/MS分析中选定的母/子

离子和离子监测模式

药物名称 母离子M/Z 子离子M/Z     分辨率

磺胺甲基
异恶唑

254 108，156 H-SRM

磺胺甲基
嘧啶

265 156，172 H-SRM

磺胺甲二唑 271 108，156 H-SRM
磺胺二甲
嘧啶

279 156，186 H-SRM

林可霉素 407 126，359 H-SRM
四环素 445 154，410 H-SRM
强力霉素 445 321，428 H-SRM
金霉素 479 444，462 H-SRM

脱氢红霉素 716 158，558 H-SRM
红霉素 734 158，576 Unit H-SRM
罗红霉素 837 158，679 Unit H-SRM
泰乐菌素 916 174，772 Unit H-SRM

结果与讨论

1．HTLC/MS/MS方法细节

本方法中使用新的混合萃取模式的TurboF low色谱

柱---Cyclone MAX进行样品的浓缩和预处理，该Cyclone 

MAX系统兼有反相层析和阴离子交换层析的特性。样

品进入TurboFlow色谱柱后，上样泵以2.0 mL/min的速度

冲洗样品以消除基质干扰（见图1），阀1开关打开萃

取溶剂（50％乙腈+ 0.1％甲酸）进入色谱柱，萃取溶

液的有机相可以溶解抗生素并将之转移到分析柱内。

而在进入分析柱之前，高含水的流动相以1.2 mL/min的

速度泵入将分析物稀释。这种混合动力发生在样品进

入分析柱之前，使各种抗生素能够在进行反相分离之

前有效地重新进行分配调整。而在液相色谱/质谱/质



谱（LC/MS/MS）数据采集过程中，TurboFlow色谱柱被

再生以对下一个样品进行分配。Cyclone MAX系统的工

作原理图请见图1。

图1 联结TSQ Quantum Ultra的Aria TLX-2系统的工作原理

图

因为采用TSQ Quantum Ultra 的SRM 和H-SRM监测模式 ，

采集的数据可以分为5个时间段，每个时间段使用8个

SRM事件。每种待测物分别在2个SRM监测模式下被分

析检测，它能够显著提高测试实际样品时定量及定性

的灵敏度及准确性。

2．HTLC/MS/MS分析的灵敏度和校准数据

图2给出了13种抗生素标准品和脱氢红霉素的HTLC/MS/

MS色谱图，当进样量为1mL时，各种化合物的定量限

（LOQs）在0.5-5 pg/mL范围内。用去离子水将 13种抗

生素标准品稀释到100 pg/mL作为标准溶液来制作标准

曲线。13种抗生素中有11种可以用于校准曲线的线性

拟合（1/X）。使用二次拟合校准曲线，磺胺甲恶唑

和磺胺甲二唑也有好的结果。所有标准品的线性回归

方程的R2≥0.990（n=4）。

图 2  各种抗生素LOQs对应的HTLC/MS/MS色谱图

3．地表水样本中添加抗生素的检测结果

实验之前，地表水样品用前面描述的方法进行扫描，

没有发现靶抗生素。向不含靶抗生素的地表水中添加

抗生素标准品，其添加浓度为25 pg/mL，其检测结果

请见图3。另外，图4给出的是浓度为25 pg/mL的各种抗

生素纯标准溶液HTLC/MS/MS色谱图。对比图3和图4，

结果发现对磺胺类药物，在地表水添加样品中有小的

抑制信号，而此干扰对大环内酯类抗生素的反应略有

提高。然而，对四环素而言，地表水基质添加样品和

标准品的检测结果显示有他们之间有着显着性差异。

这种差异可能是由于这些四环素类抗生素结合了水样

中残留的金属造成的。

图3 添加有靶抗生素的地表水样本的HTLC/MS/MS色谱

图（添加浓度为25 pg/mL）

图4  各种抗生素纯标准溶液HTLC/MS/MS色谱图（浓度

为25 pg/mL）

4．HTLC/MS/MS对环境水样中抗生素检测结果

使用前文所描述的HTLC/MS/MS方法对来自加利福尼亚

州，佛罗里达州和安大略省多个地方地表水样本进行

了检测分析。结果显示，只有安大略湖水样本中检测

到目标抗生素（详情请见图5）。图5中插入的兰色框

为两个SRM监测到的待测物的色谱图，它再次确认了

抗生素的存在，并且使得检测结果更加可信。

图5 安大略湖水样本中有关靶抗生素的检测结果
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结论

本研究开发了一种串联在线样品纯化和预浓缩系统的

质谱检测方法，可以对水样中痕量（pg/mL）抗生素进

行检测分析。在线turbulent-flow大样本量（1mL）的净

化和富集能力，大幅降低了样品分析时间，将几个小

时进行的分析缩短到几分钟完成。高选择性反应监测

（H- SRM）提供了优于SRM进行实际样品定量和定性

的灵敏度和准确度。使用HTLC/MS/MS分析方法，可以

对地表水样本中低浓度抗生素进行检测和定量。
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