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摘要
研究发现环境水体中抗生素污染相当广泛，包括磺胺类抗生素。本应用简报介绍了
一种将固相萃取 (SPE) 与液相色谱-串联四极杆质谱 (LC/MS/MS) 联用来测定水中磺
胺类抗生素的可靠方法。所述的 LC/MS/MS 方法在纯水中线性关系良好，在测试
的 0.5–100 µg/L 浓度范围内，19 种磺胺类化合物的线性回归系数均高于 0.996。
这些化合物的方法定量限 (LOQ) 值 (S/N = 10) 均处于 2 ng/L 或以下的水平。纯水中
浓度为 20、200 和 400 ng/L 的加标回收率测试表明，大多数化合物的回收率值在 
70.5%–96.4% 的范围内，RSD (n = 6) 低于 15%。以地表水为基质，在 20 ng/L 的浓
度水平进行加标回收测试，所有分析物的加标回收率均在 80.2%–89.5% 的范围内，
RSD 低于 20%。这些结果表明，所开发的方法灵敏、准确、可靠，可以用于实际环
境地表水的分析。

超高效液相色谱串联质谱法测定水中的
磺胺类药物
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前言
据估计，全球每年人类和牲畜使用的抗
生素超过 100000 吨，且由于大多数抗生
素未经有效处理就排入环境，这些物质
在环境中的归趋受到日益密切的关注[1]。 
研究发现，在一些亚洲国家的水体中，某 
些特定抗生素的含量甚至高达 450 µg/L[1]。
此类污染可能引起抗生素耐药性，破坏微
环境的平衡，并进一步影响生态系统。许
多调查表明，磺胺类药物是中国水体中存
在的主要抗生素类别之一[2,3]。但是目前还没
有一种稳定可靠的方法用于水体中这组抗
生素的常规监测。美国 EPA 1694 方法中
针对第 1 组分析物描述了一种包括 10 种
磺胺类药物及其共生物在内的分析方 
法[4]。在中国，磺胺类药物的用量大，涉
及的种类多，在环境水基质中的存在经常
见诸报道 [2,3]，常规监测方法仍然倾向于
针对单一类别物质。本研究展示了一种使
用 SPE 小柱净化富集和 LC/MS/MS 结合
的方法同时测定水中 18 种常见的磺胺类
药物和 1 种共生物的可靠方法。

液相色谱条件

Agilent 1290 Infinity II UHPLC  
系统

• 1290 Infinity II 二元泵，内置脱气机
• 1290 Infinity II 自动进样器，具有针座反冲功能
• 柱温箱

色谱柱 Agilent InfinityLab Poroshell C18, 2.1 × 150 mm, 2.7 µm

流动相
A) 0.2% 乙酸水溶液 
B) 甲醇

流速 0.30 mL/min

柱温 35 °C

进样量 2.0 µL

后运行时间 3 min

梯度

时间 (min) %A %B 
0 90 10 
8 60 40 
12 35 65 
13 5 95 
16 5 95

质谱条件

质谱仪 Agilent 6470 LC/MS/MS 和 Agilent Ultivo LC/MS/MS 

离子源 安捷伦喷射流 (AJS)

电离模式 正离子

毛细管电压 3500 V

喷嘴电压 500 V 

雾化器气体 (N2) 压力 30 psi

干燥气 (N2) 温度 325 °C

干燥气流速 6 L/min

鞘气 (N2) 温度 350 °C

鞘气流速 11 L/min

采集模式 MRM

仪器条件

实验部分

化学品与试剂
方法中共选择 19 种化合物进行监测，其 
中包括 18 种磺胺类药物和 1 种磺胺类
共生物（甲氧苄啶）。此外，还包括四
种同位素标记的内标 (IS1-IS4)，其中三
种内标 (IS1-IS3) 作为回收内标，在样品

前处理前添加以用于内标法定量；剩余
一种内标 (IS4) 作为进样内标，在样品前
处理的最后一步加入，用于评估绝对回
收率。详细的化合物信息如表 1 所示。
采用 LC/MS 级甲醇 (Merck) 和 Milli-Q 水
制备流动相。其它试剂（如甲酸、氨水
和乙酸铵）均为 HPLC 级，购自 Sigma-
Aldrich。
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方法

样品前处理过程
空白水样为购自当地市场的瓶装纯净水， 
地表水则采集自当地城市河流。样品体
积可在 200–1000 mL 的范围内，在本文
所述的方法中，采用 500 mL。根据以下
流程图进行样品前处理。

500 mL 水样 

将 EDTA 加入样品中充分溶解，使 EDTA 最终浓度达
到 0.5 g/L。将水样的 pH 调节至 pH = 4 至 pH = 7 的

范围内

加入最终浓度为 40 ng/L 的回收内标
（IS1、IS2 和 IS3）。通过石英膜过滤

将上述水样以约 5–10 mL/min 的流速加载到
预活化的 Agilent BondElut PPL-SPE 柱 

(规格：500 mg, 6 mL) 中

真空干燥 SPE 柱

用 5 mL 纯水清洗 SPE 柱

使用含 2% 氨水的甲醇洗脱 SPE 柱

在 40 °C 下用氮气干燥，使最终体积 ≤ 0.5 mL

加入 20 ng 进样内标 (IS4)，用纯水定容至 1 mL，
充分涡旋混合

在 13000 rpm 的转速下离心 5 分钟，得到上清液

采用 LC/MS/MS 进行分析

图 1. (A) 磺胺类药物的共同结构。(B) 磺胺类药物的典型叠加 MRM 色谱图。注：a). 各物质浓度均为 0.5 μg/L; 
b). 所用设备为 Agilent 6470 LC/MS/MS
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结果与讨论

LC/MS/MS 条件的优化
磺胺类药物都含有一个共同结构（如图 1A 
所示），在酸性条件下容易发生质子化。
因此，使用 Agilent 6470 LC/MS/MS 选择
正离子模式和酸性流动相来优化 MS/MS  
采集参数，所得参数列于表 1 中。甲醇/ 
酸化水能够使两组异构体获得基线分离， 
但乙腈/酸化水对异构体磺胺甲氧哒嗪和 
磺胺对甲氧嘧啶的分离度较差。因此，
选择甲醇/酸化水作为二元流动相。Agilent 

Eclipse Plus 和 Poroshell C18 色谱柱在 
甲醇/酸化水条件下均能使异构体获得基
线分离。本研究选用 Poroshell 色谱柱，
主要是由于其内填键合的薄壳层填料，反
压相对较低。进一步调整梯度洗脱，以确
保分析物在短时间内从色谱柱上洗脱下来
并得到良好分离（图 1B）。

另外，在高有机相组成下冲洗至少四分
钟，以除去残留在色谱柱上的强保留基
质组分。在 6470 LC/MS/MS 下优化得
到的 MRM 离子对及其它参数也适用于 
Agilent Ultivo LC/MS/MS 系统。



4

样品前处理程序的优化
本方法选用 Agilent Bond Elut PPL SPE 柱
富集和净化水中的磺胺类药物。最初，
将未经 pH 调节的纯水加载到 PPL 柱上，
然后选择含 2% 氨水的甲醇从柱上洗脱分
析物。图 2 显示了经过第一次 2 mL 洗脱
和第二次 2 mL 洗脱后收集的分析物的测
试结果。除磺胺噻唑的总回收率为 54.3% 
外，所有其它分析物的总洗脱回收率均 
高于 75%。考虑到磺胺噻唑的 pKa 约为 
7.0，对样品的 pH 进行考察。如图 3 所
示，当上样分析物为 20 ng/L 时，在 pH = 
6.0 的条件下，所有磺胺类药物的回收率
均高于 80%，而 pH = 9.0 时大部分分析
物的回收率均很低。对 pH 的进一步详细
考察表明，当 pH 在 4–7 的范围内时，均
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图 2. 在分步洗脱 SPE 柱得到的各分析物的累积回收率

表 1. 各分析物及内标物的 MRM 采集参数列表

序号 名称 RT  
(min)

母离子  
m/z

碎裂电压  
(V)

定量离子 定性离子
IS 标记

m/z CE (V) m/z CE (V)

1 磺胺醋酰 2.88 215.2 65 156 7 108 20 IS1

2 磺胺嘧啶 3.57 251.3 100 156 16 92 32 IS1

3 磺胺噻唑 4.081 256 100 156.1 14 65.2 56 IS1

4 磺胺吡啶 4.444 250.3 110 91.9 32 156 16 IS1

5 磺胺甲嘧啶 4.811 265.3 110 92 32 65.2 58 IS2

6 甲氧苄啶 5.430 291.3 120 230.1 26 261 28 IS2

7 磺胺甲氧哒嗪 5.629 281.3 100 156 16 92.2 32 IS2

8 磺胺甲二唑 5.844 271.3 90 92.1 28 65.1 56 IS2

9 磺胺二甲嘧啶 6.037 279.3 100 65.2 64 92.1 32 IS2

10 磺胺对甲氧嘧啶 6.354 281.3 110 156 16 92.2 34 IS2

11 磺胺氯哒嗪 6.796 285 100 156 14 92 36 IS2

12 磺胺甲恶唑 7.017 254.3 100 65.2 54 156 16 IS2

13 磺胺间甲氧嘧啶 7.273 281.3 70 156 18 92.2 34 IS2

14 磺胺多辛 7.564 311.4 130 156 18 92 34 IS2

15 磺胺异恶唑 7.666 268.3 100 155.9 12 92.1 30 IS2

16 磺胺苯甲酰胺 8.257 277.2 80 156 12 108 28 IS3

17 磺胺苯吡唑 9.064 315.4 130 65 78 92 43 IS3

18 磺胺地托辛 9.824 311.4 130 156 22 92 38 IS3

19 磺胺喹恶啉 10.277 301.4 110 156.1 16 92.1 36 IS3

IS1 C13-磺胺吡啶 4.444 256 110 162 17  –  –  –

IS2 C13-甲氧苄啶 5.415 294 120 230 38  – –  –

IS3 C13-磺胺地托辛 9.824 317 130 162 21  – – – 

IS4 13C6-磺胺甲二唑 5.844 277 90 162 28 –  –  –
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图 3. 不同 pH 水样富集和净化后回收率的比较
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可获得令人满意的回收率。因此，在将
水样加载到 SPE 小柱上进行浓缩和净化
之前，需要将水样的 pH 调节至 4–7 的范 
围内。

方法的线性和灵敏度
利用浓度为  0.5、1、2、5、10、20、
50、100、200 µg/L 的磺胺类药物的甲醇
溶液对方法的线性范围进行评估。采用同
位素标记的内标法进行校准，以减小由基
质干扰效应引起的定量偏差。如图 4 所
示，所测试的磺胺类药物均表现出优异的
线性，回归系数 (R2) 都高于 0.996。

基于最低校准浓度 0.5 µg/L 下获得的提
取 MRM 色谱图，估算得出每个分析物
在该浓度下的信噪比 (S/N)。结果表明，
当使用 6470  LC/MS/MS 时，各磺胺类
药物的 S/N 均大于 10，范围为 21–101
（图 5）。对于 Ultivo LC/MS/MS，除了
四种分析物的 S/N 值略低于 10 外，其它
分析物的 S/N 均高于 10，不过与 6470 
LC/MS/MS 相比，大多数分析物的 S/N 
较低（图 5）。考虑到富集倍数为 500，
经有效富集后，使用 6470 LC/MS/MS 和 
Ultivo LC/MS 分别能够可靠地检测 500 mL 
水中浓度低至 1 ng/L 和 2 ng/L 的分析物。

图 4. 应用 6470 LC/MS/MS 和 Ultivo LC/MS/MS 测定水中磺胺类药物的线性比较 (R2)。注：浓度范围： 
0.5–200 μg/L；分析物序号（X 轴）同图 1B 的洗脱顺序，相应名称见表 1
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图 5. 最低校准浓度 (0.5 µg/L) 下各种磺胺类药物的灵敏度 (S/N)。注：分析物序号（X 轴）同图 1B 的洗脱顺
序，相应名称见表 1；色谱峰的噪音 (N) 基于峰峰算法得出 
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方法准确度与精密度
在 500 mL 水中分别添加 10、100、200 ng  
磺胺类药物（相应浓度分别为 20、200、
400 ng/L），对方法的准确度和精密度进
行评估。图 6 显示，大多数添加回收率
值在 70.5%–96.4% 的范围内，只有加标
浓度为 20 ng/L 的磺胺异恶唑的回收率
偏低，略低于 60%，另外三个回收率值
在 63.0%–69.7% 的范围内。所有分析物的 
RSD 均在 0.3%–12.3% 的范围内。结果表
明，该方法具有良好的准确度和可靠性。

图 6. 纯水中不同加标浓度下磺胺类药物的回收率与精密度
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将 10 ng 磺胺类药物加入 500 mL 地表水
（采集自当地河流），对应的样品中的加
标浓度为 20 ng/L，按照前述方法对加标
样品进行前处理，并对回收率和精密度
进行评估。表 2 所示，所有 19 种分析物
的加标回收率均在 80.2%–89.5% 的范围
内，RSD 低于 20% (n = 4)，表明该方法
适用于地表水中该类分析物的检测。

结论
本研究展示了一种同时测定水中 19 种痕
量磺胺类抗生素的 SPE-UHPLC/MS/MS 
方法。无论采用 Agilent 6470 LC/MS/MS 
还是 Agilent Ultivo LC/MS/MS，该方法
均具有线性关系良好、灵敏度高、准确
度和精密度高的特点，并符合中国 GB/T 
27417-2017《合格评定 化学分析方法确
认和验证指南》中规定的标准[5]。采用环
境水基质对该方法的进一步评估表明，该
方法能够可靠用于地表水中磺胺类药物的
常规监测。

表 2. 地表水基质中加标浓度为 20 ng/L 的分析物的回收率和精密度 
(N = 4)

序号 名称 平均回收率 (%) RSD (%)

1 磺胺醋酰 83.1 18.9

2 磺胺嘧啶 85.4 15.4

3 磺胺噻唑 85.6 16.4

4 磺胺吡啶 88.1 17.5

5 磺胺甲嘧啶 84.5 14.7

6 甲氧苄啶 89.5 16.9

7 磺胺甲氧哒嗪 82.4 15.6

8 磺胺甲二唑 82.9 14.7

9 磺胺二甲嘧啶 83.3 16.2

10 磺胺对甲氧嘧啶 81.9 15.5

11 磺胺氯哒嗪 81.7 14.9

12 磺胺甲恶唑 80.2 11.6

13 磺胺间甲氧嘧啶 82.0 14.6

14 磺胺多辛 83.1 15.1

15 磺胺异恶唑 81.8 13.3

16 磺胺苯甲酰胺 81.6 12.9

17 磺胺苯吡唑 80.3 15.4

18 磺胺地托辛 80.8 16.9

19 磺胺喹恶啉 80.7 16.5
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