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摘要
本研究使用 LC/Q-TOF 与一系列精确质量数工具进行精确质量数分析，以鉴定美国
科罗拉多州丹佛市附近的南普拉特河沿岸的地表水和地下水中的目标药物、可疑药
物、未知药物及它们的降解产物。利用仪器具有的对未知药物的检测能力考察药物
从大都市区域（丹佛）到南普拉特河以及最终到附近冲积层地下水的迁移和去除过
程。本研究是采用未知物鉴定来了解药物在地下水和地表水系统中的迁移和去除的
一个很好的示例。

利用 LC/Q-TOF 鉴定地下水和地表水
中的未知物
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前言
自 20 世纪 90 年代末以来，作为地表水
中药物来源的废水的重要性得到广泛研
究，1998 年发表了一篇有关此问题的著
名综述1。在该综述发表后，美国地质调
查局对地表水中的药物展开了研究2。两
项研究均发现城市污水是水样中药物的主
要来源。从那时起，已发表了数千篇关于
地表水和废水中出现药物的论文，其中包
括许多综述文章3,4。然而，尽管最早有关
水中药物的文献报道是地下水受污水影 
响3，但与地下水中发现药物相关的研究
或综述却非常少4。

本研究介绍了分析工作流程和一套采用
精确质量数的分析工具，它们已成功用
于通过液相色谱与四极杆飞行时间质谱
仪联用系统 (LC/Q-TOF-MS) 鉴定药物及
其降解物。此外，使用这些工作流程，在
科罗拉多州丹佛市附近的南普拉特河中发
现了可疑药物和未知药物。最后，使用  
LC/Q-TOF-MS 测量受南普拉特河影响的
冲积层地下水井中的这些药物及其降解
物，以更好地了解药物的迁移和去除。
本应用简报是许多使用 Agilent 6500 系列 
LC/Q-TOF-MS 进行地表水和地下水中药
物检测的研究汇编。

实验部分

样品
2016 年，在三个月内从沿南普拉特河的 
10 个冲积层井中多次采样。使用标准地
下水和地表水采样方法，这些方法均使
用蠕动泵和气囊泵5。此外，还在 2009–
2010 年从南普拉特河和两个冲积层井中
采样，一年内每月采样一次。所有冲积层
井都与南普拉特河存在水文联系。对南普
拉特河本身进行随机采样。图 1 展示了
沿河冲积层井的位置。 

分析方法
使用 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱系统对
分析物进行分离，该系统配备 150 mm × 
4.6 mm、填料粒径为 3.5 µm 的反相 C8 分
析柱 (Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C8)。
柱温保持在 25 °C。进样量为 10 µL。流
动相 A 和 B 分别为 0.1% 甲酸水溶液和乙
腈。经优化的色谱方法在初始流动相组成 
(10% A) 下保持恒定 5 分钟，然后通过线
性梯度在 30 分钟后增加至 100% A。 

HPLC 系统与配备安捷伦喷射流离子源的 
Agilent 6545 LC/Q-TOF 联用。使用 Agilent  
MassHunter 软件对记录的数据进行处理。

图 1. 沿科罗拉多州丹佛市以北约 30 英里处的南普拉特河的地下水井的位置5
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样品前处理
使用离线固相萃取 (SPE) 技术浓缩样品，
该技术支持通过 MS 分析、MS/MS 分析
法多次分析样品，并可达到所需的 ng/L 
浓度。在 Gilson 自动化系统上使用 SPE 
处理 100 mL 水样。用 5 mL 甲醇洗脱样
品，然后用氮气吹蒸至 0.5 mL，最终浓
缩系数为 200 倍。该方法是一种通用方
法，已成功用于分析地表水和废水中的抗
抑郁药物6。 

结果与讨论

分析工作流程和所用工具
对地下水和地表水样品的分析需要采用一
种能同时检测可疑药物和未知药物的工作
流程方法。表 1 展示了用于可疑物和未
知物分析的全套工具，图 2 展示了使用
迭代系统对未知样品进行全面分析的工作
流程系统。四类工具包括： 

• 硬件

• 软件

• 离子化学工具

• 与地表水和地下水化学相关的物理、
化学和生物学工具

这种方法在鉴定地表水和地下水样品中的
可疑药物和未知药物过程中非常有效。

所用工具
在图 2 的工作流程中，首先在 TOF 模式
下采集的精确质量数文件中搜索可疑物
列表。可疑物列表与目标物列表的不同
之处在于，可疑物仅有精确质量数是已
知的（有时可能已知保留时间，但是当
前无可用的标准品，这是可疑物或非目

标物列表的实际定义）。目标化合物将
具有保留时间和若干确认离子，基于鉴
定点的概念使用精确质量数进行确认7。
所用的可疑物/非目标物列表是已在地
表水和废水中发现的 100 种常见药物的 
列表8。

表 1. 用于未知物和可疑物分析的工具

硬件工具

• 高分离度和精确质量数7–8, 25

• 全离子、自动 MS/MS、伪 MS3 (22–24)

软件工具

• 数据库、谱库14

• Kendrick 质量数、质量数结构关联工具、元素强制程序、同位素计 
算器14–16, 26

离子化学工具

• 加合物形成（规则 5）、碎裂工具（诊断和碎片离子）、碎裂规则（N 规
则和奇偶电子离子规则）8,9,16,17

物理和生化工具 ― 创造性思维

• 生化途径18,19

• 生物降解途径6,19

• 紫外降解和化学氧化20,21

• 相关途径

图 2. 用于未知物和可疑物鉴定的分析流程

对未知物或
可疑物列表进行数据库搜索

未知物和可疑物鉴定，然后进行自动 
MS/MS

与新化合物关联
所形成的“提升”

鉴定化合物，然后利用诊断离子
进行代谢物搜索

推断的药物代谢物

MS/MS 结构关联工具鉴定
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可采用两种方法，即 Excel 数据库（CSV 
文件）或称为个人化合物数据库 (PCD.cdb) 
文件的安捷伦数据库搜索。个人化合物数
据库和谱库 (PCDL.cdb) 文件的谱库部分
还包含 MS/MS 谱图。PCD.cdb 文件还可
包含结构的 mol 文件，该文件可轻松导
入分子结构关联软件以进行片段验证。两
种文件均易于创建和使用。 

本研究中检测和确认的 22 种化合物包括：

• 用于控制血压的 β-受体阻滞剂药物

• 抗生素

• 抗抑郁药物

• 咖啡因

• 三氯蔗糖，一种低热量甜味剂 

β -受体阻滞剂、抗生素和抗抑郁药物 
包括：

• 阿替洛尔 

• 阿奇霉素 

• 安非他酮 

• 甲红霉素 

• 可待因 

• 右啡烷 

• 地尔硫卓 

• 苯海拉明 

• 无水红霉素 

• 加巴喷丁 

• 拉莫三嗪 

• 美托洛尔 

• 羟考酮 

• 磺胺甲恶唑 

• 噻菌灵 

• 甲氧苄啶 

• 文拉法辛

• 这些药物的各种代谢物

除使用表 1 中的工具和图 2 中的工作流
程以外，还使用其他工具（诸如诊断离
子）检测代谢物（图 2 中的框 3）。诊断
离子是指同一类药物通常具有相似的碎片
离子或能够诊断这些药物结构的离子。
Ferrer 和 Thurman 的论文8,9 列出了大约
三种可用作诊断离子的碎片离子，它们可
用于鉴定同一系列的相关药物和农药或检
出的化合物的代谢物。 

这种工具的一个很好的应用示例是发现了
拉莫三嗪葡糖苷酸，通过使用多种工具 
 （包括氯元素过滤器和诊断碎片离子）在
南普拉特河中发现该化合物10。在本例
中，诊断离子是 m/z 256 离子，该离子
的质量数与母体化合物拉莫三嗪的质子化
分子的质量数相同。最终在 MS/MS 和标
准品匹配后鉴定出该化合物10。

图 2 中框 5 所示的分子结构关联软件是
另一种有用的工具。在购得标准品之前，
可以进行 MS/MS 分析。然后使用结构关
联工具来研究精确质量数碎片离子，如果
可能的话，该结构关联工具将会为每种碎
片分配正确的精确质量数。这种工具非常
适合用于可疑药物分析，因为很少有两种
化合物具有相同的碎片离子，尽管这种情
况偶尔也会发生11（例如在鉴定曲马多与
文拉法辛的代谢物的情况下）。

最后，图 2 中的框 6 展示了迭代使用工
作流程图的优势。化合物之间可能存在关
联或“提升”(lift)。“提升”是一个营销术
语，表示销量随特定的广告而增长。在这
里，我们使用“提升”来表示由于一种化
合物以混合物形式出售或与另一种化合物
一起提供，由此可推断此化合物存在。由
于这些化合物在水处理和迁移过程中具有
不同的化学反应和去除过程，因此它们在
水样中的浓度不相关。因此，一种化合物
的存在可以“提升”另一种化合物存在的
机率或表明可能存在另一种化合物。在这
种情况下，两种化合物在用途上具有相关
性，但是不一定以 1:1 相关。一个很好的
例子是在南普拉特河中检出磺胺甲恶唑 
 （表 2），该药物通常作为抗生素治疗尿路
感染，并且与甲氧苄啶一起使用。当搜索
甲氧苄啶的精确质量数时，发现它的强度
低于数据库可疑药物搜索的截止限，但是
该化合物以痕量水平存在。它优先通过废
水处理除去，但是其浓度仍可能略高于分
析方法的检测限，这显示了使用工作流程
图在可疑药物分析和未知物鉴定中检测出
各种化合物的优势。 
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表 2. 本研究中使用的 LC 和 MS 以及 MS/MS 仪器条件

用于 1290 Infinity II 液相色谱系统的液相色谱条件

色谱柱 ZORBAX Eclipse XDB-C8 150 mm × 4.6 mm, 3.5 µm（部件号 963967-906）

柱温 25 °C

进样量 10 µL

流动相 A) 乙腈 
B) 0.1% 甲酸水溶液

运行时间 30 分钟

流速  0.6 mL/min

梯度 
时间为 0 处，90% B，保持 5.0 分钟， 
在 30 分钟内逐渐增加至 100% B， 
后运行时间：10 分钟

正离子模式下的 MS 条件

鞘气温度 350 °C

鞘气流速 11 L/min

气体温度 250 °C

脱溶剂气体流速 10 L/min

雾化器压力 45 psi

毛细管电压 3500 V

喷嘴电压 0 V

锥孔电压 65 V

八极杆射频电压 750 V

精确质量数谱图范围 50–1000 m/z

碎裂电压 190 V

自动 MS/MS 条件

四极杆分离宽度 1.3 m/z

碰撞能量 15 eV，30 eV

MS 质量数范围 100–1000 m/z

MS 采集速率 4 幅谱图/秒

MS/MS 质量数范围 40–700 m/z

MS/MS 采集速率 4 幅谱图/秒

阈值 25000 响应值

相对阈值 0.01%

主动排除 启用，在 1 s 后排除，在 0.2 min 后发布

静态排除 118–123 m/z  
700–1000 m/z

模式 常见有机分子，仅单电荷母离子，按丰度对母离子排序，扫描速度因母离子丰度而异，目标
物为 50000 响应值/质谱图

纯度 100%，纯度截止限为 30%

冲积层地下水中的药物
在距离南普拉特河 100–500 m 的冲积层
地下水中，经常检出 8 种化合物。这些
化合物包括：

• 安非他酮

• 咖啡因

• 卡马西平 

• 加巴喷丁，一种卡马西平的代谢物 

• 拉莫三嗪

• 三氯蔗糖

• 磺胺甲恶唑

相比在南普拉特河中确认检出的 22 种化
合物，在冲积层地下水中检出的化合物有
所减少。当河水流入冲积层井时，通过
堤岸过滤被去除或稀释至检测限以下的 
14 种化合物包括：

• 阿替洛尔

• 阿奇霉素

• 甲红霉素

• 可待因

• 右啡烷

• 地尔硫卓

• 苯海拉明

• 无水红霉素

• 美托洛尔

• 羟考酮

• 噻菌灵

• 甲氧苄啶

• 文拉法辛及其代谢物

在 2009–2010 年对更靠近南普拉特河 
 （大约 50 m）的地下水井采样中，还检测
到阿替洛尔、苯海拉明、文拉法辛及其代
谢物，表明这些化合物极少发生迁移。
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图 3 为保守迁移（即非去除）的一个很
好的示例，其中包括药物和甜味剂。它
们是加巴喷丁和三氯蔗糖。这两种南普
拉特河中存在的化合物一种浓度未发生
变化，一种在通过冲积层地下水时仅减
少 50%，即使距离河流 500 m 远处也是 
如此。

三氯蔗糖浓度是南普拉特河中浓度的 
50%，而加巴喷丁的浓度与河流中的浓度
相同。然后可以将这两种化合物与通过 
LC/Q-TOF-MS 分析发现的其他药物进行
比较。例如，图 4 展示了阿替洛尔和苯
海拉明相对于南普拉特河的去除率。血压
调节药物阿替洛尔的去除率为 90%，而
非处方抗组胺药物苯海拉明的去除率为 
99%。两种化合物都被认为吸附在了冲积
含水层的沉积物上。
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图 3. 加巴喷丁药物和三氯蔗糖甜味剂在冲积层地下水流中的保守迹线 

图 4. 冲积层地下水中阿替洛尔和苯海拉明相对于南普拉特河的去除率
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尽管尚不清楚去除的原因，但是由疏水作
用和阳离子交换引起的吸附可能是这些药
物在通过地下水迁移时被去除的重要机
制。图 5 展示了这种从冲积层地下水去
除药物（文拉法辛及其代谢物去甲文拉法
辛）的另一个示例。
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图 5. 距离南普拉特河 50 m 的冲积层地下水中的文拉法辛和去甲文拉法辛

在这个示例中，文拉法辛及其主要代谢物
在迁移到靠近南普拉特河的冲积层井的过
程中被去除了 60%。存在的氨基可以在
地下水的 pH（约 7.5）条件下部分质子
化。因此，阳离子交换和疏水作用有助于
从地下水中去除这种抗抑郁药物及其代

谢物。这两种化合物的重要性还在于，
当使用氯胺进行水纯化时，它们是水处
理过程中 N-亚甲基二硝胺 (NDMA) 的来
源12。显然，二甲胺基团与氯胺反应形成 
NDMA12。



8

结论
未知物的鉴定需要采用一套复杂的工具，
本应用简报对此进行了介绍，并在表 1 
中列出。工具主要包括四大类：硬件、软
件、离子化学工具以及物理和生化工具。
本应用简报中所包含的参考集（如图 2 
所示）是如何应用这些不同工具的示例指
南。硬件和软件工具仍在不断发展，分辨
率和质量数准确度在不断提高。随着精确

图  6  展示了在距离南普拉特河  1 0 0 –
500 m 的冲积层地下水中几乎总能检出的
三种药物。这些化合物是卡马西平、拉莫
三嗪和磺胺甲恶唑。其中两种为抗抑郁药
物，一种为抗生素。随着时间的推移，化
合物的浓度可能会发生较大变化，其中拉
莫三嗪始终具有最高的浓度，这种趋势在
有关废水的文献中有所报道10。这三种化
合物对于未来的地下水和药物研究非常重
要。在本例中，同样重要的是要意识到浓
度可能因河水水源的原因而迅速变化，因
为这些河水受丹佛地区废水排放和许多药
物的季节性使用的影响。 

最后，冲积层地下水的一个重要用途是用
作饮用水源，特别是在干旱的美国西部沿
河地区。事实上，南普拉特河是一个很好
的示例，因为它在汇入密苏里河之前从丹
佛流至密苏里州堪萨斯城附近。沿着这条 
600 英里长的河道，冲积层地下水是内布
拉斯加州和科罗拉多州东部许多社区的饮
用水源。因此，本文报告的结果对饮用水
标准具有重要影响，并展示了可疑及未知
化合物的分析对于水资源重复利用极为重
要的西部干旱地区在确保水质中的重要
性。在这个意义上，水资源重复利用意味
着废水可能通过渗透到地下水来净化，然
后作为饮用水源使用。
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图 6. 在两个月内测得的地下水中的三种药物的浓度

质量数数据库的不断发展，自动 MS/MS 
非常实用。离子化学工具以及物理和生化
工具的应用是一个围绕用户测试目的发展
的精确质量数研究领域。要解决的问题类
型（例如阿片类药物）将决定离子化学和
生化途径。这些工具通过软件得以增强，
但是由用户的应用推动。最终，随着更
多应用和问题通过 LC/Q-TOF 分析得以解
决，对未知物的研究将继续向前发展。
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