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液相色谱串联质谱法测定饮用水体中抗生素残留
吴 维1’， 赵新华1， 刘 旭2

(1．天津大学环境科学与工程学院，天津300072；2．天津市自来水集团有限公司水质

检测中心，天津300040)

摘要： 采用固相萃取技术(solid phase extraction，SPE)对饮用水体样品中的7类30种抗生

素药物残留(包括青霉素类1种、林可胺类1种、氯霉素类3种、喹诺酮类3种、四环素类4种、大环

内酯类5种、磺胺类抗生素13种)进行富集，使用液相色谱／串联质谱仪(LC—MS／MS)的多反应监

测模式(multiple reaction monitor，MRM)进行定性定量分析。该方法的平均回收率为61．89％一

152．66％，相对标准偏差为1．60％～14．97％，方法最低检出浓度为1．5 ng／L，表明该方法完全适

用于饮用水体中抗生素残留的监测分析。
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Determination of Antibiotics Residues in Drinking Water by LC．MS／MS
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Abstract： 30 kinds of antibodies(1 kind of penicillins，1 kind of lincomycins，3 kinds of chlor-

amphenicols，3 kinds of quinolones，4 kinds of tetracyclines，5 kinds of macrolides and 1 3 kinds of sul．

fonamides)in tap water samples were enriched using solid phase extraction and analyzed qualitatively and

quantitatively using LC-MS／MS in muhiple reaction monitor mode．The average recovery rate is 61．89％

to 152．66％，the RSD is 1．60％to 14．97％，and the MLD is 1．5 ng／L．All the data show that this

method Can be used to analyze residual antibodies in water samples．

Key words： residual antibodies；tap water sample；LC—MS／MS

抗生素是由微生物产生的，用于抑制其他微生

物生长的有机化合物。目前，抗生素一般可分为

8一内酰胺类、喹诺酮类、四环素类、氨基葡糖苷类、

大环内酯类等。自从1929年青霉素首先得到临床

应用以来，抗生素主要作为人类临床治疗、急救类药

物、畜产品和水产品的促生长剂、抗真菌细菌药物等

被广泛使用¨q1。

现有的分析数据表明，人类和动物所使用的大

部分抗生素类药物并没有得到有效利用，常常未经

代谢便通过粪便或者尿液排出体外，进入环境[4]。

然而现有主流污水处理工艺和环节，对于残留抗生

素的处理效率极低∞’6J，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、面源污染，

给地下和地表水体造成潜在的威胁，进而影响人类

的饮用水安全"曲J。

饮用水体中的残留抗生素多以痕量水平存在，

并且种类繁杂，这给检测工作带来了困难，因此往往

需要在检测前对水体中的残留药物进行富集，目前

·9l·

万方数据

深圳市高比科技有限公司  联系人：水先生  电话：13810737909
邮箱：water1102@163.com   网址：www.globetechchina.com



第27卷第14期 中国给水排水 www．watergasheat．com

文献中报道过液液萃取、固相萃取、液相微萃取、固

相微萃取等多种技术¨¨12J，但各有利弊。而在检测

环节，常用的气相色谱一质谱技术，液相色谱一紫

外／荧光检测技术等均曾经被用于抗生素药物残留

的检测，但由于仪器灵敏度低、适用范围窄等原因，

主要用于含有高浓度残留抗生素的污水的检

测¨3'14|，而对于饮用水体的检测，由于抗生素浓度

水平较低，对检测人员形成了巨大的挑战，笔者利用

液相色谱／串联质谱检测技术灵敏度高、选择性好的

特点，成功完成了对饮用水体样品中抗生素物质的

检测。

1试验部分

1．1 试验材料

甲醇(色谱纯)、乙腈(色谱纯)购自美国JrI'

Baker公司；8％甲酸水溶液(色谱纯)购自美国Sig-

ma公司；丙酮(色谱纯)购自天津康科德科技有限

公司；盐酸(分析纯)购自天津风船化学试剂科技有

限公司；乙二胺四乙酸二钠(分析纯)购白天津北方

天医化学试剂四厂。

甲砜霉素、土霉素、林可霉素、吉他霉素、交沙霉

素标准购自中国生物医学研究院；氯霉素、磺胺吡啶

标准购自中国计量科学研究院；其他标准均购自美

国百灵威公司。

试验用水为经过Milli—Q Graden纯水器处理

过的纯水。

OASIS HLB 6ee／500 mg固相萃取柱(美国wa．

ters公司)。

高纯液氮购自空气化工产品(天津)有限公司；

高纯氩气购白天津近代福利气体厂。

标准储备液的配制：分别称取适量标准品(精

确到0．000 l g)溶解于适当的基质中，保存于2 mL

钳口棕色样品瓶中，于一lO℃条件下避光保存。

配制相应浓度的标准使用液。标准储备液每个

月重新配制一次，标准使用液每次使用时重新配制。

1．2试验仪器

ACQUITY UPLC超高效液相色谱仪(美国Wa．

ters公司)、Quattro Premiere XE三重四极杆质谱仪

(美国Waters公司)；MilliQ超纯水器(美国Millipore

公司)；HPD一25半自动固相萃取仪(天津恒奥科技

发展公司)；氮吹仪(北京康林科技有限公司)。

色谱柱：ACQUITY BEH C18(1．7“m，2．1 mm

×50 mm)，ACQUITY BEH C8(1．7 wm，2．1 mIll×

100 mm)，ACQUITY BEH RPl8(1．7斗m，2．1 mm×

100 ram)。

1．3样品处理

取1 L水体样品，加入约0．4 mL浓盐酸，将水

样pH值调节至2．0～3．0范围内，加入0．5 g

Na，EDTA，振荡摇匀。

OASIS富集柱在使用前，先后用9 mL甲醇、5

mL纯水、5 mL的0．1％甲酸水溶液淋洗。装配好固

相萃取装置后，水样流速为5 mL／min，过滤完毕用5

mL纯水淋洗富集柱，负压抽干30 min。

富集柱使用12 mL甲醇分三次洗脱，洗脱液放

入氮吹仪内，置于45℃水浴内，用氮气吹干，用

10％甲醇水溶液重悬后转移至棕色样品瓶中。在检

测前置于一10℃下冷暗处保存。

1．4检测方法

30种抗生素共分为2组，氯霉素、甲砜霉素、氟

甲砜霉素在ESI一的条件下检测，其他27种物质在

ESI+的条件下检测。因此对应有两种液相分离方

法和质谱检测方法。

·液相色谱各流路为：A1乙腈，B1 0．1％甲酸水

溶液，B2纯水。柱温为40℃，进样量为10止(溢

出因子为4)，使用梯度洗脱方式见表1。

表1梯度洗脱方式

’I址．1 Gradient elution mode

项目 时间／min 流速／(mL·rain。) Al／％ B2／％

0．300 10．O 90．0

2．50 0．300 32．O 68．0

5．00 O．300 90．0 10．0
ESI一

8．00 O．300 90．0 10．0

lO．oo O．300 lO．0 90．0

12．00 O．300 10．0 90．0

O．300 7．5 92．5

1．00 0．300 7．5 92．5

3．00 0．300 12．O 88．O

4．50 0．300 20．O 80．0

ESI+ 6．00 0．300 60．0 40．0

9．00 O．300 90．0 10．0

16．50 0．300 90．0 10．0

17．00 0．300 7．5 92．5

加．00 0．300 7．5 92．5

串联质谱仪的离子源为电喷雾离子源(Electro．

spray，ESI)；多反应监测模式；毛细管电压为2．8

kV，萃取锥孔电压为5 V，RF透镜电压为0．1 V；离

子源温度为120 oC，去溶剂气温度为350℃；去溶剂
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气和锥孔气均为高纯氮，流速分别为600 L／h和75

L／h；碰撞气为高纯氩，碰撞室压力约为0．5 Pa，碰

撞室进、出口电压分别为0和1 V。

2结果与讨论

2．1样品富集

试验中对富集柱分别采用了3 mL甲醇+3 mL

丙酮、6 mL甲醇、9 mL甲醇、12 mL甲醇等几种洗脱

方法，结果12 mL甲醇的洗脱效果最好，各物质的回

收率见表2。与之相比，9 mL甲醇对于部分抗生素

的不同批次间回收率数据的相对标准偏差明显变大

(见表3)。而3 mL甲醇+3 mL丙酮和6 mL甲醇

的洗脱效果相当，回收率最低，例如青霉素等物质的

回收率仅有20％左右，富集柱上仍然还有大量被测

物未被洗脱下来。

表2 12 mL甲醇洗脱效果

’I址．2 Elution effect of 12 mL methanol ％

项 目 回收率 RSD

土霉素 105．70 8．30

金霉素 124．30 12．6

四环素 103．80 13．5

强力霉素 106．3 lO．1

氟甲喹 122．98 3．82

f惩喹酸 121．36 6．97

磺胺甲噻二唑 102．31 3．49

磺胺嘧啶 98．59 1．98

磺胺甲基异嘧唑 106．35 3．13

磺胺醋酰 111．90 6．43

萘啶酸 122．56 4．89

林可霉素 20．85 3．62

磺胺间甲氧嘧啶 105．3l 1．66

磺胺甲氧哒嗪 99．41 4．85

磺胺氯哒嗪 106．14 2．99

磺胺吡啶 104．24 1．60

磺胺对甲氧嘧啶 98．72 4．79

磺胺多辛 103．74 2．12

磺胺脒 136．92 3．19

稽瞎一甲啼咛 97．24 2．76

磺胺甲嘧啶 100．07 3．45

氯霉素 102．63 4．65

甲砜霉素 145．73 6．06

氟甲砜霉素 113．64 6．03

螺旋霉素 71．22 14．74

罗红霉素 114．11 1．9l

红霉素 152．66 14．97

吉他霉素 84．72 4．51

青霉素G 61．89 13．28

交沙霉素 74．32 3．16

表3 9 m1．甲醇的洗脱效果

’I’ab．3 Elufion effect of 9 mL methanol ％

项 目 回收率 RSD

9 mL 交沙霉素 56．94—82．55 17．74

甲醇 吉他霉素 74．26～122．06 22．75

洗脱 罗红霉素 103．28～191．53 30．58

12 mL 交沙霉素 73．14—77．03 3．16

甲醇 吉他霉素 77．89～88．67 4．51

洗脱 罗红霉素 111．69～115．94 1．91

在磺胺脒、螺旋霉素和红霉素吸附于富集柱上

之后，对立即洗脱和隔夜后洗脱的效果进行了对比

试验，结果见表4，表明其在本研究中的保存条件下

并不稳定。

表4立即洗脱与隔夜洗脱效果对比

Tab．4 Comparison of immediate elution and overnight elution

％

项 目 隔夜洗脱回收率 立即洗脱同收率

磺胺脒 12．58 136．92

螺旋霉素 26．63 71．22

红霉素 5．79 152．66

2．2液相分离

试验最终采用了梯度淋洗，对于ESI+方法组

的液相分离过程使用了乙腈和0．1％甲酸水溶液，

色谱柱为ACQUITY BEH C18(1．7斗m，2．1 mm×50

mm)。

液相色谱分析的主要问题是完成3组具有相同

母离子和定量子离子的物质的色谱分离。

第一组：对于磺胺脒和磺胺醋酰两种物质，考察

了色谱柱的分离效果，结果表明在合适的流动相下，

三种色谱柱均可有效分离两种物质。

第二组：对于氟甲喹和曙喹酸两种物质，考察了

色谱柱的分离效果，结果表明在合适的流动相条件

下，三种色谱柱也可有效分离这两种物质。

第三组：对于磺胺甲氧哒嗪、磺胺间甲氧嘧啶和

磺胺对甲氧嘧啶三种物质，三种色谱柱的分离效果

表明，ACQUITY BEH RPl8色谱柱和ACQUITY

BEH C8色谱柱无法完全分离磺胺间甲氧嘧啶和磺

胺对甲氧嘧啶两种物质，而只有ACQUITY BEH C18

可以实现完全分离。

对于ESI一方法组的液相分离使用了乙腈和纯

水，色谱柱为ACQUITY BEH RPl8(1．7 Ixm，2．1 mm

×100 mm)。试验中的C18、C8和RPl8三种色谱

柱均可以较好地分离三种物质，都可以满足样品检
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测需要，但由于RPl8可以长期耐受水相比例较高

的流动相，又不降低分离效果，因此选择RPl8色谱

柱。

2．3质谱检测

试验中，所有物质在1．5～500¨g／L的范围内

均有较好的线性响应(r≥0．99)。在1．5斗g／L左右

的浓度下所有标准物质峰的信噪比均大于10：1。

根据欧盟EC 657法令，对一个被分析物的定性

确证需要4．0分，即母离子(1．0分)，定性子离子

(1．5分)和定量子离子(1．5分)。因此在检测时，

需要同时采集30种抗生素药物的母离子和两个子

离子。表5分别列出了上述离子及其碰撞能量。

表5检测离子及其碰撞能

Tab．5 Detection ions and their collision energy

保留时
离子对： 锥孔 碰撞

项 目 (定量离子对) 电压 电压
间／min

(定性离子对) ，、 ，、

460．94一>425．87 19
土霉素 3．24 28

460．94一>282．88 25

478．89一>443．80 20
金霉素 4．98 31

478．89一>153．54 28

444．94一>409．87 20
四环素 3．75 25

444．94一>153．53 25

强力霉素 5．41 444．94一>427．87 29 17

261．90一>243．85 14
氟甲喹 5．98 26

261．90一>201．81 29

261．90一>243．87 20
嘧喹酸 5．2l 30

261．90一>215．86 28

270．90一>155．75 14
磺胺甲噻二唑 3．15 26

270．90一>91．81 21

250．90一>155．73 14
磺胺嘧啶 1．37 28

250．90一>91．80 27

253．90一>155．75 17
磺胺甲基异唾唑 4．41 27

253．90一>146．65 17

214．89一>155．83 10

磺胺醋酰 1．18 18
214．89一>107．74 20

232．89一>214．85 14
萘啶酸 5．88 27

232．89一>186．92 25

林可霉素 2．30 407．05一>125．9l 39 26

280．90一>155．75 18
磺胺间甲氧嘧啶 4．00 32

280．90一>91．91 28

280．90一>155．75 18
磺胺甲氧哒嗪 3．31 3l

280．90一>125．57 18

284．84一>155．75 15
磺胺氯哒嗪 4．03 27

284．84一>107．66 24

249．90一>155．75 16
磺胺吡啶 1．95 28

249．90一>107．90 22

续表5(Continued)

保留时
离子对： 锥孔 碰撞

项 目 (定量离子对) 电压 电压
间／min

(定性离子对) ，、 f、

280．90一>155．75 18
磺胺对甲氧嘧啶 3．05 31

280．90一>187．93 14

310．90一>155．75 17
磺胺多辛 4．46 34

310．90一>91．48 29

215．95一>155．79 14
磺胺脒 0．50 22

215．95一>107．79 21

278．86一>155．75 18
磺胺二甲嘧啶 2．96 32

278．86一>185．90 17

264．90一>155．75 17

磺胺甲嘧啶 2．19 29
264．90一>171．80 14

螺旋霉素 5．37 843．40一>173．90 31 30

837．40一>679．19 22
罗红霉素 6．19 39

837．40一>157．7l 34

734．25一>157．86 29
红霉素 5．86 34

734．25一>576．13 19

吉他霉素 6．2l 786．28一>173．85 27 29

334．91一>216．82 14
青霉素G 5．8l 35

334．91一>159．54 16

828．29一>173．85 31
交沙霉素 6．29 32

828．29一>113．41 20

320．78一>151．74 17
氯霉素 2．61 27

320．78一>175．80 20

甲砜霉素 1．57 353．78一>184．75 34 19

355．72一>184．75 19
氟甲砜霉素 2．28 25

355．72一>290．41 15

本研究将被测物质分为两组进行检测，是由于

当流动相使用甲酸水溶液时，其中的氢离子将抑制

氯霉素、甲砜霉素和氟甲砜霉素在质谱中的响应，使

上述三种物质的标准曲线的最低浓度只能在50—

100斗g／L范围内，不能满足对水体样品的检测要

求。

3结论

利用固相萃彬液相色谱／串联质谱技术，成功
实现对饮用水体中的30种抗生素药物残留同时进

行检测分析。结果表明该方法灵敏度高、适用性好，

能够对饮用水体样品中l一100 ng／L范围内的抗生

素药物残留进行准确的定性定量检测。
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