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摘　 要　 研究建立了在线富集高效液相色谱-串联质谱法同时检测水中大环内酯类、磺胺类、四环素类、喹诺酮类四大类共 17
种抗生素含量的分析方法。 水样通过 Waters

 

SPE 模式在线富集经 Waters
 

Oasis®
 

HLB 固相富集小柱(30
 

mm×2. 1
 

mm,20
 

μm)
富集净化后,以 ACQUITY

 

UPLC®
 

BEH
 

C18 色谱柱(100
 

mm×2. 1
 

mm,1. 7
 

μm)分离,0. 1%甲酸水溶液-乙腈为流动相,在电喷

雾离子源正离子模式下采用质谱多反应监测模式(MRM)检测。 结果表明,各目标化合物质量浓度在 5 ~ 100
 

ng / L,线性关系

良好(R>0. 990),检出限为 2. 04 ~ 3. 30
 

ng / L;17 种抗生素的加标回收率为 49. 1% ~ 133. 8%,相对标准偏差( RSD,n = 6) 为

3. 8% ~ 11. 3%。 应用该方法测定温州市饮用水水源地的水样,除某水库下游红霉素、克拉霉素、阿奇霉素、磺胺甲恶唑、罗红霉

素被检出外,其余 12 种抗生素均未有检出。
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Abstract　 In
 

this
 

study,
 

it
 

was
 

established
 

an
 

online
 

enrichment
 

high-performance
 

liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry
 

(HPLC-MS / MS)
 

method
 

for
 

simultaneous
 

detection
 

of
 

17
 

antibiotics
 

in
 

water,
 

including
 

macrolides,
 

sulfonamides,
 

tetracyclines,
 

and
 

quinolones.
 

The
 

water
 

samples
 

were
 

enriched
 

online
 

through
 

the
 

Waters
 

SPE
 

mode
 

using
 

the
 

Waters
 

Oasis®
  

HLB
 

solid-phase
 

extraction
 

cartridge
 

(30
 

mm×2. 1
 

mm,
 

20
 

μm)
 

and
 

then
 

separated
 

on
 

the
 

ACQUITY
 

UPLC®
  

BEH
 

C18
 

column
 

(100
 

mm×2. 1
 

mm,
 

1. 7
 

μm)
 

with
 

0. 1%
 

formic
 

acid
 

aqueous
 

solution-acetonitrile
 

as
 

the
 

mobile
 

phase.
 

Detection
 

in
 

positive
 

ion
 

mode
 

using
 

multiple
 

reaction
 

monitoring
 

(MRM)
 

in
 

an
 

electrospray
 

ionization
 

source.
 

The
 

results
 

indicated
 

a
 

good
 

linear
 

relationship
 

between
 

the
 

target
 

compound
 

and
 

mass
 

concentration
 

(R>0. 990)
 

in
 

the
 

range
 

of
 

5~100
 

ng / L,
 

and
 

the
 

detection
 

limit
 

was
 

2. 04~3. 30
 

ng / L.
 

The
 

recovery
 

rates
 

of
 

the
 

17
 

kinds
 

of
 

antibiotics
 

were
 

49. 1% ~133. 8%,
 

and
 

the
 

relative
 

standard
 

deviation
 

(RSD,
 

n= 6)
 

was
 

3. 8% ~ 11. 3%.
 

The
 

method
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

water
 

samples
 

from
 

the
 

drinking
 

water
 

sources
 

in
 

Wenzhou
 

City,
 

and
 

except
 

for
 

certain
 

reservoir
 

downstream
 

of
 

erythromycin,
 

clarithromycin,
 

azithromycin,
 

sulfamethoxazole,
 

roxithromycin,no
 

other
 

12
 

kinds
 

of
 

antibiotics
 

were
 

detected.
Keywords　 liquid

 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry　 detection　 in-situ
 

enrichment　 antibiotics　 water
 

bodies

—401—



　 　 随着工业和农业的快速发展,新型环境污染物

抗生素在环境中日益增多,对人类健康和生态环境

构成威胁[1] 。 新污染物以“源输入-河流-水库”的

迁移与转化模式造成饮用水源的污染,潜在威胁水

环境生态安全和人体健康[2-3] 。 抗生素作为新型环

境污染物,近年来对环境造成的危害愈发突出[4-5] 。
抗生素滥用、环境抗生素污染的真正危害在于加剧

细菌耐药性的情况,这些抗生素污染物对饮用水水

源安全构成了严重威胁[6-8] 。 目前检测抗生素主要

使用的方法有高效液相色谱( HPLC) [9-10] 、液质联

用法[11] 、磁性分析萃取[12] 等。 由于水中目标化合

物浓度通常较低,一般水体中的抗生素浓度更低,大
多在纳克每升到微克每升级别[13] ,检测其抗生素残

留是一项艰巨的任务。 因此,研究抗生素污染物的

检测方法、分布特征及生态风险评价具有重要意义,
开发高效、准确的检测方法,对水源地进行实时监

测,及时发现并控制这些污染物至关重要。 本文建

立 4 类抗生素的检测新方法:在线 SPE 高效液相色

谱-串联质谱法(LC-MS / MS)、高效液相色谱-质谱

联用技术。 具体如下:大体积进样 5
 

mL 通过 Waters
 

SPE 模式在线富集,通过色谱柱将样品中的抗生素

分离,然后将分离后的物质通过质谱仪进行检测和

鉴定。 采用此分析方法,基质干扰小,比普通的前处

理装置(固相萃取仪)用时短、无需二次转移、操作

简单、节约溶剂[14-18] ,18
 

min 就能完成一个样品的

检测,并且可用于检测不同基质的水样,检出限可达

纳克每升。
1　 试验部分
1. 1　 主要试剂与材料

1. 1. 1　 标准物质

四环素类:四环素、土霉素、多西环素(强力霉

素)、金霉素。 大环内酯类:克拉霉素、罗红霉素、
 

阿

奇霉素、红霉素。 喹诺酮类:氧氟沙星、诺氟沙星、恩
诺沙星、环丙沙星。 磺胺类:磺胺氯哒嗪、磺胺甲恶

唑、甲氧苄啶(甲氧苄氨嘧啶)、磺胺二甲基嘧啶(磺

胺二甲嘧啶)、磺胺嘧啶。 上述 17 种抗生素均采购

自中国农业科学院农业质量标准与检测技术研

究所。
1. 1. 2　 试剂

试剂:甲醇(默克)、甲酸(阿拉丁)、乙腈 (默

克)。 试验用水为超纯水,采用 0. 20
 

μm 滤膜(上海

新亚有限公司)。
1. 2　 仪器与设备

仪器:高效液相色谱 / 串联四极杆质谱仪(美国

Waters, OA
 

UPLC
 

On-Line
 

SPE + XEVO
 

TQ
 

MS );
96C008 型超声波清洗仪(上海杰恩普超声设备有限

公司);AP-01 型隔膜真空泵(奥特宝恩斯仪器有限公

司)。 设备:美国 Waters
 

Oasis®
  

HLB 固相富集小柱

(30
 

mm × 2. 1
 

mm, 20
 

μm);美国 Waters
 

ACQUITY
 

UPLC®
 

BEH
 

C18 色谱柱(100
 

mm×2. 1
 

mm,1. 7
 

μm)。
1. 3　 液相色谱和质谱条件

1. 3. 1　 色谱条件

在线富集小柱(捕集柱):Waters
 

Oasis®
  

HLB 固

相富集小柱 ( 30
 

mm × 2. 1
 

mm, 20
 

μm)。 四元泵

(QSM)在线富集程序流动相:A 为 0. 1%甲酸水溶

液,B 为乙腈;梯度富集,流速为 2. 0
 

mL / min。 具体

在线富集程序如表 1 所示。
表 1　 在线富集程序

Tab. 1　 Online
 

Enrichment
 

Program

时间 / min 流速 / (mL·min-1 ) A B

0 2. 00 100% 0

0. 50 2. 00 100% 0

3. 80 0. 01 100% 0

4. 10 2. 00 0
 

100%

9. 00 2. 00 0
 

100%

10. 00 2. 00 100% 0

12. 00 2. 00 100% 0

　 　 色谱柱: ACQUITY
 

UPLC®
 

BEH
 

C18 色谱柱

(100
 

mm×2. 1
 

mm,1. 7
 

μm),柱子的温度为 30
 

℃ ,
二元泵(BSM)梯度洗脱的流动相 A1 为 0. 1%甲酸

水溶 液, 流 动 相 B1 为 乙 腈; 流 速 设 置 为 0. 3
 

mL / min。 具体在线洗脱程序如表 2 所示。
表 2　 在线洗脱程序

Tab. 2　 Online
 

Elution
 

Program

时间 / min 流速 / (mL·min-1 ) A1 B1

0 0. 30 80% 20%

3. 8 0. 01 80% 20%

4. 1 0. 30 80% 20%

8. 1 0. 30 60% 40%

10. 1 0. 30 0
 

100%

11. 1 0. 30 80% 20%

12. 0 0. 30 80% 20%
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1. 3. 2　 质谱条件
 

电离方式是在正离子模式( ESI+)下电喷雾离

子源;喷雾电压为 0. 7
 

kV;多反应离子监测模式

(MRM)检测;设置脱溶剂气温度为 500
 

℃ ,脱溶剂

气流速为 1
 

000
 

L / h;各化合物优化的保留时间、质
核比、锥孔电压、碰撞电压如表 3 所示。

表 3　 抗生素的质荷比、锥孔电压、碰撞电压和保留时间
Tab. 3　 Mass

 

to
 

Charge
 

Ratio,
 

Cone
 

Voltage,
 

Collision
 

Voltage,
 

and
 

Retention
 

Time
 

of
 

Antibiotics

化合物 母离子(m / z) 定性离子(m / z) 定量离子(m / z) 锥孔电压 / V 碰撞电压 / V 保留时间 / min

磺胺嘧啶 251. 2 91. 8 156. 0 30 26 / 15 6. 11

磺胺甲恶唑 253. 9 108. 0 155. 9 30 26 / 15 7. 44

磺胺氯哒嗪 285. 1 92. 0 156. 0 22 28 / 15 7. 14

氧氟沙星 362. 2 261. 2 318. 2 35 26 / 19 5. 94

四环素 445. 2 154. 0 410. 1 26 27 / 19 6. 19

土霉素 461. 2 426. 2 444. 0 25 20 / 13 6. 02

金霉素 479. 4 444. 1 462. 1 30 21 / 18 6. 92

阿奇霉素 749. 5 158. 1 591. 5 30 32 / 25 9. 11

罗红霉素 837. 8 158. 1 679. 4 32 34 / 22 9. 23

甲氧苄啶 291. 0 123. 0 230. 0 35 27 / 25 5. 96

诺氟沙星 320. 1 233. 0 276. 1 32 25 / 18 5. 88

环丙沙星 332. 1 288. 1 314. 1 32 18 / 22 5. 97

恩诺沙星 360. 2 245. 0 316. 1 32 26 / 22 6. 11

多西环素 445. 2 321. 0 428. 2 30 30 / 20 7. 15

红霉素 734. 4 158. 1 576. 3 29 30 / 20 7. 97

克拉霉素 748. 5 559. 0 590. 2 30 25 / 30 9. 10

磺胺二甲基嘧啶 279. 1 92. 0 186. 0 30 28 / 16 6. 44

　 注:碰撞电压分别对应定性离子和定量离子。

2　 操作步骤
2. 1　 样品采集与前处理

2. 1. 1　 样品采集

采样时,使用玻璃容器采集 500
 

mL 水样,避免

聚乙烯及其他可能的污染物,样品于 4
 

℃ 冰箱密封

冷藏保存。
2. 1. 2　 样品前处理步骤

取水样约 20
 

mL,用注射器经 0. 20
 

μm 滤膜过滤,
加甲酸溶液调节水样的 pH 值约为 3 之后上机分析。
2. 2　 标准曲线的绘制

配制 17 种抗生素[克拉霉素、罗红霉素、阿奇

霉素、红霉素、磺胺二甲基嘧啶(磺胺二甲嘧啶)、氧
氟沙星、诺氟沙星、甲氧苄啶(甲氧苄氨嘧啶)、恩诺

沙星、环丙沙星、磺胺甲恶唑、四环素、磺胺嘧啶、土
霉素、多西环素(强力霉素)、磺胺氯哒嗪、金霉素]
混合标准溶液。 购买市售的 17 种抗生素有证标准

物质,以纯水为溶剂,配成质量浓度为 5. 0、10. 0、
20. 0、40. 0、60. 0、100. 0

 

ng / L 的标准系列,上机测

定。 以各组分的浓度为横坐标,17 种抗生素相对应

的峰面积为纵坐标,绘制标准曲线。
2. 3　 样品的测定

将过滤酸化后的水样直接进样分析,进样体积

为 5
 

mL;通过在线固相萃取后进样检测,样品和标

准曲线在相同的仪器分析条件下测定,同时做空白

试验。
3　 结果与讨论
3. 1　 不同流动相的选择

因大环内酯类、磺胺类、四环素类、喹诺酮类 4
个类别的抗生素分子结构各不相同,同时保证提取

效果,难度较大[19] 。 在线富集程序中,比较 100%纯

水、0. 1%乙酸铵水溶液、0. 1%甲酸水溶液为流动相

A,结果表明采用 100%纯水和 0. 1%乙酸铵水溶液

时,磺胺类的峰型拖尾严重且有毛刺峰,所以在线富

集采用 0. 1% 甲酸水作为流动相 A。 试验比较了

100%超纯水、0. 1%和 0. 5%体积比的甲酸水溶液作

为流动相 A1 的出峰情况,结果表明 0. 1%甲酸作为

流动相 A1 时,灵敏度最高,分离效果最佳。 试验最

终选定 0. 1% 甲酸水和乙腈作为在线富集程序
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(QSM)的流动相,0. 1%甲酸水和乙腈作为 BSM 流

动相,仅仅 18
 

min(在线固相萃取约 5
 

min,洗脱分离

约 12
 

min,洗针约 1
 

min)内就能完成全部目标化合

物的富集和分离测定。
3. 2　 质谱条件的选择

实验室将母离子和 2 个响应合适的子离子组成

离子对,在 MRM 模式下进行定性和定量分析,优化

对灵敏度影响较大的锥孔电压和碰撞电压,从而获

得丰度和比例达到最高的特征离子[14] 。 全部目标

化合物优化质谱参数如表 3 所示。

3. 3　 不同 Online
 

SPE柱的选择

试验对比研究了 Oasis
 

HLB
 

2. 1
 

mm × 30
 

mm
 

Direct
 

Connect
 

HP、 XBridge
 

C18
 2. 1

 

mm × 30
 

mm
 

Direct
 

Connect
 

HP、XBridge
 

C8
 2. 1

 

mm×30
 

mm
 

Direct
 

Connect
 

HP,3 种 Online
 

SPE 柱对空白水样加标的

在线萃取回收率。 试验表明 Oasis
 

HLB
 

2. 1
 

mm ×
30

 

mm
 

Direct
 

Connect
 

HP 对 17 种抗生素具有良好

的回收效果,回收率在 77. 3% ~ 112. 5%,具体如表 5
中的空白加标回收率。 优化后的检测方法的 17 种

标准溶液 MRM 色谱图如图 1 所示。

图 1　 100
 

ng / L
 

17 种抗生素的 MRM 色谱图

Fig. 1　 MRM
 

Chromatogram
 

of
 

17
 

Antibiotics
 

at
 

100
 

ng / L
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3. 4　 方法的线性关系及检出限

在 5 ~ 100
 

ng / L 配制 6 个标准溶液,ESI +模式

下,用前面 1. 3 小节标明的色谱和质谱条件测定绘

制 17 条标准曲线。 17 种抗生素的标准曲线、相关

系数和检出限如表 4 所示。 各目标化合物质量浓度

在 5 ~ 100
 

ng / L,线性关系良好(R>0. 990),检出限

为 2. 04 ~ 3. 30
 

ng / L。

表 4　 17 种抗生素的工作曲线、相关系数和检出限
Tab. 4　 Working

 

Curves,
 

Correlation
 

Coefficients,
 

and
 

Detection
 

Limits
 

of
 

17
 

Antibiotics

抗生素名称 标准曲线方程 R 检出限 / (ng·L-1 )

磺胺嘧啶 y= 16
 

042. 8x+23
 

609. 6 0. 996
 

7
 

2. 30

磺胺甲恶唑 y= 11
 

252. 5x-3
 

193. 1 0. 999
 

7
 

2. 19

磺胺二甲嘧啶 y= 22
 

249. 5x+52
 

375. 3 0. 997
 

8
 

2. 14

磺胺氯哒嗪 y= 13
 

456. 5x+9
 

725. 1 0. 998
 

5
 

2. 05

甲氧苄啶 y= 12
 

085. 7x+15
 

818 0. 995
 

8
 

2. 04

诺氟沙星 y= 649. 1x+958. 1 0. 991
 

5
 

3. 27

环丙沙星 y= 1
 

299. 9x+2
 

284. 4 0. 996
 

9
 

3. 05

恩诺沙星 y= 907. 8x+2
 

483. 6 0. 993
 

5
 

3. 19

氧氟沙星 y= 1
 

945. 3x+1
 

025. 7 0. 995
 

1
 

3. 24

多西环素 y= 7
 

849. 8x-1
 

891. 4 0. 998
 

9
 

2. 35

四环素 y= 5
 

273. 1x-1
 

549. 2 0. 999
 

8
 

2. 93

土霉素 y= 5
 

714. 5x+663. 8 0. 999
 

9
 

3. 30

金霉素 y= 2
 

593. 8x+351. 1 0. 995
 

9
 

3. 03

红霉素 y= 5
 

652. 0x-4
 

836. 9 0. 993
 

8
 

3. 18

克拉霉素 y= 3
 

276. 6x-1
 

876. 8 0. 994
 

2
 

2. 69

阿奇霉素 y= 527. 5x-277. 5 0. 993
 

0
 

2. 24

罗红霉素 y= 3
 

238. 1x+2
 

844. 6 0. 992
 

3
 

2. 36

3. 5　 方法的精密度和加标回收率试验

分别进行了纯水、出厂水、水源水的加标回收试

验来检验方法的精密度和准确度[18] 。 空白、出厂水

和选取的地表水均未检出,80
 

ng / L 纯水加标的回

收率为 77. 3% ~ 112. 5%,10
 

ng / L 出厂水和 50
 

ng / L
地表水的加标回收率分别是 49. 1% ~ 133. 8% 和

52. 2% ~ 117. 4%,10
 

ng / L 的相对标准偏差( RSD)
为 3. 8% ~ 11. 3%(重复 6 次)。 具体如表 5 所示。

表 5　 纯水、出厂水、水源水的精密度 / 加标回收率
Tab. 5　 Precision / Standard

 

Recovery
 

Rates
 

of
 

Finished
 

Water
 

and
 

Source
 

Water

抗生素名称 10
 

ng / L
 

RSD 10
 

ng / L 出厂水回收率 50
 

ng / L 地表水回收率 80
 

ng / L 空白加标回收率

磺胺嘧啶 3. 8% 58. 5% 59. 7% 84. 2%

磺胺甲恶唑 6. 1% 52. 9% 56. 2% 77. 3%

磺胺二甲嘧啶 5. 7% 81. 4% 67. 3% 89. 3%

磺胺氯哒嗪 4. 4% 57. 7% 60. 8% 99. 3%

甲氧苄啶 6. 8% 57. 3% 59. 8% 84. 9%

诺氟沙星 10. 8% 70. 8% 70. 1% 79. 5%

环丙沙星 9. 6% 54. 4% 52. 2% 80. 3%

恩诺沙星 9. 4% 49. 1% 56. 3% 81. 0%

氧氟沙星 8. 7% 51. 2% 58. 6% 83. 1%

多西环素 6. 0% 84. 0% 86. 3% 94. 3%
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(续表5)

抗生素名称 10
 

ng / L
 

RSD 10
 

ng / L 出厂水回收率 50
 

ng / L 地表水回收率 80
 

ng / L 空白加标回收率

四环素 8. 8% 89. 7% 78. 8% 83. 2%

土霉素 10. 5% 77. 8% 76. 0% 78. 3%

金霉素 8. 4% 106. 4% 92. 9% 90. 1%

红霉素 7. 7% 130. 1% 101. 2% 88. 7%

克拉霉素 11. 1% 131. 4% 98. 9% 101. 9%

阿奇霉素 11. 3% 133. 8% 117. 4% 105. 8%

罗红霉素 10. 9% 125. 6% 105. 6% 112. 5%

3. 6　 实际样品检测

试验采集了温州市饮用水水源地各水库水及水

库周边流域,并随机采集了温州市的出厂水若干个,
采集时间是在 2024 年 3 月—4 月,共采集了 30 个

水样。 按照优化后的试验方法进行检测,并同时做

了空白试验。 试验结果发现空白样和出厂水的样品

中均未检出目标物质,结果表明温州市市民的饮用

水中 17 种抗生素的药物残留均控制在安全水平。
但是在水源地各水库水及水库周边流域的样品中发

现,其中某一水库下游检测出红霉素质量浓度为

5. 15 ~ 9. 13
 

ng / L,磺胺甲恶唑质量浓度为 5. 74 ~
6. 15

 

ng / L,罗红霉素质量浓度为 8. 12 ~ 9. 15
 

ng / L,
克拉霉素质量浓度为 5. 18

 

ng / L,阿奇霉素质量浓度

为 5. 89
 

ng / L,其他均为未检出,这表明水源地水资

源有被污染的风险。 具体如表 6 所示。
表 6　 实际水样中抗生素的检测

Tab. 6　 Detection
 

of
 

Antibiotics
 

in
 

Actual
 

Water
 

Samples

抗生素名称
样品 1 /

(ng·L-1 )

样品 2 /

(ng·L-1 )

样品 3 /

(ng·L-1 )

磺胺甲恶唑 6. 15 <2. 19 5. 74

红霉素 9. 13 5. 15 7. 25

克拉霉素 5. 18 <2. 69 <2. 69

阿奇霉素 5. 89 <2. 24 <2. 24

罗红霉素 9. 15 8. 12 <2. 36

4　 结论
本研究采用在线 SPE / HPLC / MS / MS 技术建立

了水中 4 大类 17 种痕量抗生素同时测定的快速分

析方法,研究结果表明,该方法灵敏度高,能够精确

快速地检测到极微量(痕量级)的抗生素。 用该方

法对温州市的多个水库及周边流域、温州市内水厂

的出厂水进行了初步测定,除了某一水库下游检测

出了极微量的红霉素、磺胺甲恶唑、克拉霉素、阿奇

霉素、罗红霉素外,其余 12 种抗生素均未检出。 实

际水样的分析结果表明,水源水中各目标分析物的

检出程度存在差异。 虽然已经检测到了部分抗生

素,但想准确判断自然水体受抗生素污染的程度以

及其对环境造成的影响,还需要持续不断地进行监

测与研究。
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