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摘要：采用超高效液相色谱一串联质谱技术，建立了水中5类共12种抗生素的同时检测方法。分析物包括4

种四环素类、3种磺胺类、2种大环内酯类、2种喹诺酮类和1种酰胺醇类抗生素。样品经过0．22 um滤膜过滤，采用

ACQUITY UPLC BEH C18色谱拄(50 mill x2．1 mm，1．7 um)分离，以0．1％(体积分数)甲酸溶液一甲醇为流动相梯

度洗脱，采用电喷雾离子源串联质谱，在正离子模式下采用多反应监测(MRM)模式检测，外标法定量。12种抗生素

类药物在0．1～50 us／L质量浓度范围内线性关系良好(相关系数大于0．99)，检出限为0．0002—0．005 ug／L。以实

验室纯水为基质，在2。0、10．0 ug／L 2个加标水平的平均回收率为90．9％一113．0％，相对标准偏差(RSD)为1．86％

～7．87％。该方法准确可靠、方便快捷，适用于水体中抗生素类药物的定性定量分析。
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抗生素(antibiotics)是生物(包括微生物、植物

和动物)在其生命活动过程中所产生的、或由其他

方法获得的，能在低微浓度下有选择地抑制或影响

它种生物功能的有机物质。【l。J20世纪70年代以

来，抗生素的广泛而大量应用及滥用所导致的细菌

耐药性已成为威胁人类的焦点问题[3 J。我国是抗

生素的生产和使用大国，抗生素滥用现象尤为严重，

医用、畜用、水产养殖及医药工业废水中的抗生素不

能得到有效处理使水资源安全利用的巨大挑战。目

前，水环境中抗生素的色谱检测技术有高效液相色

谱与串联质谱联用(HPLC—MS／MS)技术¨1、高效

液相色谱一紫外吸收(HPLC—uV)检测技术∞o和高

效液相色谱一荧光(HPLC—FD)检测技术M J。本文

采用超高效液相色谱与串联质谱联用仪(UPLC—

MS／MS)测定水体中12种抗生素，取得了良好的效

果。

l实验部分

1．1仪器、试剂与材料

ACQUITY超高效液相色谱系统，配TQD三重

四极杆质谱检测器(美国Waters公司)；Milli—Q超

纯水器(美国Millipore公司)；．022umPTFE针式过

滤器(上海安普科学仪器有限公司)；AS3120B型数

控超声波清洗器(天津奥特赛恩斯仪器有限公司)。

甲醇、甲酸均为色谱纯，购自美国TEDIA；其余

试剂为分析纯；实验室用水为Milli—Q制备的超纯

水；实际水样采自某地下井水，某污水处理厂进、出

口，某医院废水排出口。

1．2实验条件

1．2．1标准溶液的配置

分别准确称取12种抗生素固体标准品，加入适

量甲醇超声溶解，配置成质量浓度为10mg／L的标

准溶液，储备待用。移取适量10 mg／L的标准溶液，

用甲醇稀释成0．1 mg／L的中间液。用10％甲醇稀

释，分别配置质量浓度为0．1、0．5、1．0、2．0、5．0、

10．0、25．0、50．0 ug／L的标准工作溶液。再配置质

量浓度分别为1．O、10．0 ug／L的质量控制溶液。

1．2．2 UPLC条件

色谱柱：ACQUITY UPLC BEH C18柱(50 mm×

2．1 mm，1．7 am；美国Waters公司)；柱温：40℃；进

样体积：10 uL；流动相A：甲醇；流动相B：水(含

0．1％(v／v)甲酸)；流速：0．3 mL／min。梯度程序：0
—1 min，10％A；1—1．5 min，10％A～45％A；1．5～3
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rain，45％A～55％A；3—4 min，55％A～65％A；4—5

min，65％A～95％A；5—6 min，95％A；6．1～10 rain，

95％A一10％A。

1．2．3 Ms／MS条件

采用电喷雾离子源，正离子多反应检测(MRM)

模式。毛细管电压为0．5 kv，离子源温度为120℃，

脱熔剂气(氮气)温度为350℃，脱溶剂气流速为

650 L／}lr，碰撞气流速为50 L／hr。12种抗生素的检

测离子、锥孔电压(cone voltage)和碰撞能量(colli—

sion energy)见表1。
表1 12种抗生素的UPLC—MS／MS分析参数

Table 1 UPLC—MS／MS parameters of 12 antibiotics

组分名 母离子 子离子 锥孔电压 碰撞能量

Compound parent ion dauber ion cone voltage collision ener母'

Sulfadiazine 156。 15
251．06 35

(磺胺嘧啶) 92 28

Oxytetraeyeline 426．1+ 20
461．16 30

(土霉素)443．2 13

伽oxacin 318．2+ 20
362．15 40

(氧氟沙星) 261．1 28

SulfadimidineTablets 186‘ 17
279．09 33

(磺胺二甲嘧啶) 92 30

Norfloxacin 302．2‘ 20
320．14 35

(诺氟沙星) 276．2 18

Tetracycline Hydroehlofide 410+ 20
445．16 30

(盐酸四环素) 154 30

Sulfamethoxazole 156+ 15
254．06 30

(磺胺甲嗯唑) 92．1 28

Chloroamphenicol 152‘ 18
321 35

(氯霉素) 257．04 10

Chlortelracyeline 444．1’ 2l
479．12 35

(盐酸金霉素) 154．1 30

Doxycycline
445．2 428．2· 35 20

(强力霉素)

Streptomyees erythreus
一

734．5 576．5+ 35 20

(红霉素)

Roxithromyein 158．1’41
837．7 40

(罗红霉素) 679．6 21

’为定量子离子

2结果与讨论

2．1 UPLC—MS／MS条件的优化

本实验使用ACQUITY UPLC BEH C18柱

(50mmx2．1 InHI，1．7 urn；美国Waters公司)，待测

物质分离良好且峰形对称，12种抗生素标准溶液的

MRM色谱图见图1。

对12种抗生素，采用调谐的方法确定最佳锥孔

电压和碰撞能量。将lOug／L的12种抗生素类药物

的标准溶液以10 ul／min的流速连续注射进入ESI

离子源中。在正离子检测模式下对12种药物进行

一级质谱分析(MS SCAN)，得到母离子[M+H+]

峰，逐步改变锥孔电压，观察质谱响应信号，分别选

择合适的锥孔电压；再对母离子峰进行二级质谱分

析(MSMS SCAN)，调节优化碰撞能量，得到碎片离

子信息；选择响应值高、极限噪音低的离子对作为监

测离子对(定性离子对)，最终选择响应值高，峰形

对称的子离子作为定量离子。由于12种抗生素出

峰较为分散，因此采用MRM模式时，数据采集采用

分段采集模式以便提高灵敏度。通过以上方法确定

了1．2．3节所述的质谱条件。

2。2方法学验证

2．2．1线性关系、检出限和定量限

在优化的实验条件下，对质量浓度为0．1、0．5、

1．0、2．0、5．0、10．0、25．0、50．0 ug／L的标准工作溶

液进行测定，以质量浓度为(x)为横坐标，峰面积

(y)为纵坐标进行曲线回归，在0．1～50ug／L范围

内，12种抗生素均呈良好的线性关系，结果见表2。
表2 12种抗生素的线性方程和相关系数

Sulfadiazine

(磺胺嘧啶)

Oxytetraeyehne

(土霉素)

伽oxaein

(氧氟沙星)

SulfMimidineTablets

(磺胺二甲嘧啶)

Norfloxacin

(诺氟沙星)

y：1110．48x-77．20 0．9982 2．00×10—4

y=177．67x-47．60 0．9999 3．00×10—3

y=190．63x一139．31 0．9999 2．50 x10—4

y=820．14x+37．01 0．9996 2．00 x10—4

y=287．83x-359．17 0．9999 3，00×10—3

Tetracycline Hydrochlofide

y=217．36x一48．70 0．9998 3．00×10‘3
(盐酸四环素)

。

Sulfamethoxazole

(磺胺甲嚼唑)

Chloroamphenicol

(氯霉素)

Chlortetracycline

(盐酸金霉素)

Doxyeycline

(强力霉素)

Streptomyces erythreus

(红霉素)

Roxithromycin

(罗红霉索)

y=558．37x+41．07 0．9999 2．00x10’4

y=86．87x+172．55 0．9996 3．00×10’3

y=66．64x一17，39 0．9999 4．00×10—3

y=117．58x-21．加0．9995 4．00×10～3

y=28．49x-22．52 0．9977 5．00 x10’3

Y=111．77x一110．34 0．9990 3．00 x10’3

2．2．2准确度、精密度实验

以实验室纯水为基质，采用加标回收法进行回

收率和精密度试验，添加2．0、10．0ug／L 2个水平浓

度，每个水平重复测定7次，平均回收率为90．9％

一113．0％，相对标准偏差(RSD)为1．86％～
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7．87％(见表3)。

表3 12种抗生素类药物的加标回收率与精密度

组分名

添加浓度

2．0 ug／L 10．0．s／L

平均回 RSD 平均回 RSD

收率(％) (％) 收率(％) (％)
Sulfadiazine

102．5 4．37 103．0 6．37

(磺胺嘧啶)

Oxytetracycline
104．5 5．08 99．8 4．79

(土霉素)
伽oxacin

94．5 6．46 104．0 1．86
(氧氟沙星)

SulfadimidineTablets
94．5 7．59 100．1 3．62

(磺胺二甲嘧啶)
Nomox∽in

99．0 3．45 106．6 5．Ol
(诺氟沙星)

Tetracycline Hydrochloride
’

106．5

(盐酸四环素)

Sulfamethoxazale
91．5

(磺胺甲嗯唑)

Chloroamphenicol
一

97．5

(氯霉素)

Chlortetracycline

(盐酸金霉素)

Doxycycline

(强力霉素)

Streptomyces elTthreus

(红霉素)

97．0

111．0

113．0

6．16

5．”

4．93

7．87

7．7l

6．34

105．3 2．79

102．4 4．1l

103．3 3．96

97．3 7．77

103．6 3．75

90．9 4．94

Roxithromycin’

106．0 5．66 97．8 2．32

(罗红霉素)

0l?，2口tB l蝴粕对2 c．、|meb睁
fSD!
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2．3实际样品的分析

采用本方法对某地下水，某污水处理厂进口、出

口生活污水，某肛肠医院废水实际水样进行分析，测

定效果好，实用性强，完全能满足环境水体中12种

抗生素检测要求，测定结果见表4。

表4实际水样中12种抗生素测定结果(ug／L)

N表不未检出

3．结语

本文所建立的UPLC—MS／MS方法可同时检测

地下水、生活污水、医院废水中12种抗生素药物的

含量，操作简单、快速，测定结果准确可靠，适用于水

中抗生素类药物残留的定性定量分析。
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图1 12种抗生素子离子流图

注：1．磺胺嘧啶(SD)2．土霉素(OTC)3．氧氟沙星(OFX)4．磺胺二甲嘧啶(SM2)5．诺氟沙星(NFX)6．盐酸四环素(TC)7．磺胺甲恶唑

(SM)8．氯霉素(CAP)9．盐酸金霉素(CTC)10．强力霉素(DC)11．红霉素(ETM)12．罗红霉素(RTM)
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