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磁性固相萃取－高效液相色谱串联
三重四级杆质谱法测定环境水样中的

磺胺类抗生素残留
杨梦晖１ꎬ金　 晶１ꎬ高仕谦１ꎬ顾海东２ꎬ张占恩１ꎬ３∗
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摘要:建立了磁性固相萃取－高效液相色谱串联三重四级杆质谱法分析环境水样中的磺胺类抗生素残留的方法ꎮ 优化后
的磁性固相萃取条件:将 ５０ ｍｇ 磁性萃取材料加入 １００ ｍＬ 水样ꎬ调节水样 ｐＨ 至 ４ꎬ振荡萃取 ２０ ｍｉｎ 后利用外加磁场收集磁性
萃取材料ꎬ再用 ４ ｍＬ 甲醇(含 １％氨水)涡旋洗脱ꎬ分离洗脱液氮吹至干ꎬ用液相色谱初始流动相定容后进行高效液相色谱－串
联质谱分析ꎮ ４ 种磺胺类抗生素在 ５~５００ μｇ / Ｌ 范围内线性良好ꎬ相关系数均大于 ０􀆰 ９９９ꎬ检出限为 ４􀆰 ２~４􀆰 ７ μｇ / Ｌꎬ加标回收率
为 ７２􀆰 ３％~８８􀆰 ５％ꎬ相对标准偏差在 ３􀆰 ５％~１０􀆰 ２％之间ꎮ 该方法简单便捷、用时短、重现性好、有机试剂消耗少ꎬ能够应用于实
际水样中磺胺类抗生素的检测ꎮ

关键词:磁性固相萃取ꎻ高效液相色谱质谱联用ꎻ磺胺类抗生素ꎻ环境水样
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　 　 磺胺类抗生素(ＳＡｓ)是一类广泛应用于人类医

疗和畜牧养殖的广谱抗菌剂[１]ꎮ 大量使用这类抗

生素不仅会提高细菌对抗菌剂的耐药性ꎬ也会导致

生物体内毒性蓄积[２]ꎮ 环境中磺胺类抗生素主要

有两大来源:一是人类和畜禽尿液、粪便ꎻ二是城镇

污水处理厂排放ꎬ进入环境水体[３]ꎮ 不仅对生态环

境造成严重污染ꎬ还会威胁人类健康和社会的长远

发展[４]ꎮ
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目前测定磺胺类抗生素的方法主要有紫外光度

法[５]、毛细管电泳法[６]、薄层色谱法[７]、高效液相色

谱法[８]和高效液相色谱串联质谱法[９] 等ꎮ 环境水

样中磺胺类抗生素的前处理方法主要采用固相萃取

(ＳＰＥ) [１０]、固相微萃取(ＳＰＭＥ) [１１]、液相微萃取法

(ＬＰＭＥ) [１２－１３]等ꎮ 以磁性材料为萃取剂的磁性固相

萃取技术(ＭＳＰＥ)由于具有萃取高效、步骤简单等

特点ꎬ成为当前环境、材料等多个领域的研究热点ꎮ
磁性固相萃取法直接将萃取剂分散到水样中ꎬ解决

了传统的固相萃取过程中常出现的柱堵塞难题ꎮ 磁

性纳米材料比表面积大ꎬ易于扩散ꎬ短时间内即能达

到吸附平衡[１４－１５]ꎬ已成功应用于四环类抗生素[１６]、
酰胺类除草剂[１７]等多类物质的分析检测ꎮ

笔者以由吡咯烷酮基和二乙烯基苯修饰的磁性

纳米材料(Ｅｔｐ Ｅｌｕｔ ＰＬＳ)为萃取剂ꎬ结合高效液相色

谱串联三重四级杆质谱法建立了环境水样中 ４ 种磺

胺类抗生素的分析方法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 高效液相色谱仪ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司生产ꎻＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ Ｕｌｔｒａ ＥＭＲ 三重四级杆质谱检

测器ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司生产ꎻＨＹ－２ 调速多用振荡

器ꎬ苏州威尔实验用品有限公司生产ꎻＭｉｌｌｉ－Ｑ Ａｃａ￣
ｄｅｍｉｃ 超纯水净化器ꎬ美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司生产ꎻＳＫ－１
快速混匀器ꎬ金坛市科析仪器有限公司生产ꎻＤＣ－１２
型氮吹仪ꎬ上海安普公司生产ꎻ雷磁 ＰＨＳ － ３Ｃ ｐＨ
计ꎬ上海仪电科学仪器股份有限公司生产ꎻＫＱ －
１００Ｅ 超声波清洗器ꎬ昆山超声仪器有限公司生产ꎮ

磺胺吡啶、磺胺甲唑、磺胺甲基嘧啶、磺胺二

甲基嘧啶标准品ꎬ纯度均达到 ９８􀆰 ０％ꎬ上海阿拉丁

生化科技股份有限公司生产ꎮ 将磺胺类抗生素标准

品用甲醇分别配制为 １０００ ｍｇ / Ｌ 的标准储备液ꎬ于
－４℃的冰箱中保存ꎮ 实际使用时ꎬ再取适量标准储

备液混合并用甲醇稀释配成 １􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ 的标准工作

溶液ꎻ甲醇、乙腈、丙酮ꎬ均为色谱纯ꎬ美国 Ｔｅｄｉａ 公

司生产ꎻ氨水ꎬ分析纯ꎬ无锡市展望化工试剂有限公

司生产ꎻ冰乙酸ꎬ分析纯ꎬ上海润捷化学试剂有限公

司生产ꎻ磁性纳米材料(Ｅｔｐ Ｅｌｕｔ ＰＬＳ)ꎬ上海英芮诚

生化科技有限公司生产ꎻ实际水样为自来水和校园

人工湖水ꎬ先后经 ０􀆰 ４５ μｍ 和 ０􀆰 １５ μｍ 的水相滤膜

过滤后于－４℃保存待用ꎮ
１􀆰 ２　 样品的前处理

准确称量 ５０ ｍｇ 磁性萃取材料于锥形瓶中ꎬ加

入 １００ ｍＬ 含磺胺类抗生素(ＳＡｓ)的水样ꎬ用冰乙酸

调节 ｐＨ 为 ４ꎬ振荡萃取 ２０ ｍｉｎꎮ 萃取完成后静置

５ ｍｉｎꎬ利用磁铁吸附磁性萃取材料ꎬ小心倾去上层

水样ꎮ 然后用 ４ ｍＬ 甲醇(含 １％氨水)分 ２ 次涡旋

洗脱ꎬ每次 １ ｍｉｎꎬ收集洗脱液并氮吹至干ꎬ用液相色

谱初始流动相定容至 １􀆰 ０ ｍＬ 后进行高效液相色

谱－串联质谱分析ꎮ
１􀆰 ３　 色谱条件

色谱柱:Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ －Ｃ１８ 反向色谱柱

(５０ ｍｍ×３ ｍｍꎬ１􀆰 ８ μｍ)ꎬ柱温为 ２５℃ꎬ流速为 ０􀆰 ２
ｍＬ / ｍｉｎꎬ进样量为 １０ μＬꎬ流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％甲酸ꎬ
流动相 Ｂ 为甲醇ꎬ洗脱梯度为 ０ ~ １ ｍｉｎꎬ９０％ Ａ ~
８０％ Ａꎻ１~２􀆰 ５ ｍｉｎꎬ８０％ Ａ~２０％ Ａꎻ ２􀆰 ５ ~４􀆰 ９ ｍｉｎꎬ
２０％ Ａꎻ ４􀆰 ９ ~ ５ ｍｉｎꎬ２０％ Ａ ~ ９０％ Ａꎻ５ ~ ７ ｍｉｎꎬ
９０％ Ａꎮ
１􀆰 ４　 质谱条件

离子源:电喷雾离子源 ( ＥＳＩ＋ )ꎻ毛细管温度:
３５０℃ꎻ监测模式:选择反应监测(ＳＲＭ)ꎻ喷雾温度:
３００℃ꎻ正极喷雾电压:３ ５００ Ｖꎬ负极喷雾电压:３ ０００ Ｖꎻ
鞘气流速:３４ Ｌ / ｍｉｎꎮ ４ 种磺胺类抗生素的反应监

测模式的各参数如表 １ 所示ꎮ
表 １　 反应监测模式下 ４ 种磺胺类抗生素的质谱参数

抗生素
保留时

间 / ｍｉｎ
母离子

(ｍ / ｚ)
子离子

(ｍ / ｚ)
碰撞能 /

Ｖ

磺胺吡啶 ４􀆰 ４１ ２４９􀆰 ９ ９２􀆰 １ꎬ１５５􀆰 ９ꎬ１０８􀆰 ０∗ ２７ꎬ１６ꎬ２６
磺胺甲唑 ４􀆰 ８６ ２５３􀆰 ９ １５５􀆰 ９ꎬ１０８􀆰 ０ꎬ９２􀆰 ０∗ １５ꎬ２３ꎬ２５
磺胺甲基嘧啶 ４􀆰 ５１ ２６４􀆰 ９ ９２􀆰 １ꎬ１７１􀆰 ８ꎬ６５􀆰 ０∗ ２７ꎬ１７ꎬ４２
磺胺二甲基嘧啶 ４􀆰 ７０ ２７８􀆰 ９ １８５􀆰 ９ꎬ９２􀆰 １ꎬ１２４􀆰 １∗ １７ꎬ３０ꎬ２５

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 磁性萃取剂的选择

根据文献[１８]中的报道ꎬ对比 ＰＬＳ、Ｃ１８、ＨＬＢ ３
种富集材料可发现ꎬＰＬＳ 材料对磺胺类抗生素的富

集效果最优ꎮ 而磁性纳米材料(Ｅｔｐ Ｅｌｕｔ ＰＬＳ)是以

普通 ＰＬＳ 材料为基础的高级聚合物ꎬ其表面由亲水

的吡咯烷酮基团和疏水的二乙烯基苯基团修饰ꎬ具
有顺磁性、亲水亲脂较为平衡的特点ꎮ 因而选择

Ｅｔｐ Ｅｌｕｔ ＰＬＳ 作为磁性固相萃取的萃取剂ꎬ用于目标

物磺胺类抗生素的吸附ꎮ
２􀆰 ２　 萃取条件优化

２􀆰 ２􀆰 １　 萃取材料的质量对萃取效率的影响

萃取材料的质量是影响磁性固相萃取效率的关

键因素ꎮ 分别选取 ２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０ ｍｇ 磁性

材料加入到 １００ ｍＬ 水样中进行实验ꎬ磁性材料质量
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对萃取效率的影响如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可以看出ꎬ
当磁性萃取材料质量从 ２０ ｍｇ 增加到 ５０ ｍｇ 时ꎬ萃
取效率明显提高ꎻ超过 ５０ ｍｇ 后ꎬ萃取效率出现小幅

下滑ꎬ且再无显著增加趋势ꎬ因此ꎬ最佳磁性萃取材

料质量为 ５０ ｍｇꎮ

１—磺胺吡啶ꎻ２—磺胺甲唑ꎻ３—磺胺甲基嘧啶ꎻ
４—磺胺二甲基嘧啶

图 １　 磁性材料质量对萃取效率的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 水样的 ｐＨ 对萃取效率的影响

水样的 ｐＨ 能够影响磁性萃取材料表面的电荷

分布ꎬ从而影响萃取效率ꎮ 分别考察了 ｐＨ 为 ２、４、
６、８、１０ 时ꎬ磁性萃取材料对目标物的吸附情况ꎬ如
图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ当 ｐＨ 为 ４ 时ꎬ磁性萃

取材料对磺胺类抗生素的吸附效果最佳ꎻ当 ｐＨ 为

１０ 时ꎬ萃取效率下降十分明显ꎮ 这是由于 ４ 种磺胺

类抗生素皆为弱酸性ꎬ当 ｐＨ 为 ４ 时ꎬ体系中 Ｈ＋浓度

增大ꎬ根据电离平衡原理ꎬ反应向分子化方向进行ꎬ
疏水作用增强ꎬ促进吸附ꎬ从而提高了萃取效率ꎮ 因

此ꎬ最适水样 ｐＨ 为 ４ꎮ

１—磺胺吡啶ꎻ２—磺胺甲唑ꎻ３—磺胺甲基嘧啶ꎻ
４—磺胺二甲基嘧啶

图 ２　 ｐＨ 对萃取效率的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 萃取吸附时间对萃取效率的影响

萃取吸附时间是磁性固相萃取过程中的关键考

察因素ꎮ 在确保萃取完全的情况下ꎬ应当选择最短

的萃取吸附时间ꎬ从而提高分析检测效率ꎮ 考察了

萃取吸附时间分别为 ５、１０、１５、２０、２５、３０ ｍｉｎ 时对

萃取效率的影响ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可以看

出ꎬ当振荡时间从 ５ ｍｉｎ 提高到 ２０ ｍｉｎ 时ꎬ吸附效果

逐渐增强ꎻ超过 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ萃取效率进入稳定期ꎬ表

明已达到吸附平衡ꎮ 所以ꎬ选择最适萃取吸附时间

为 ２０ ｍｉｎꎮ

１—磺胺吡啶ꎻ２—磺胺甲唑ꎻ３—磺胺甲基嘧啶ꎻ
４—磺胺二甲基嘧啶

图 ３　 萃取时间对萃取效率的影响

２􀆰 ２􀆰 ４　 洗脱剂的选择

萃取完成后ꎬ选择合适的洗脱剂将目标抗生素

洗脱下来是影响磁性固相萃取效率的关键ꎮ 本试验

中ꎬ选取甲醇、乙腈、丙酮 ３ 种洗脱溶剂ꎬ结果如表 ２
所示ꎮ 由表 ２ 可以看出ꎬ甲醇能够较好地对磺胺类

抗生素进行洗脱ꎮ 同时还考察了含 １％氨水的甲醇

和 ５％氨水的甲醇的洗脱效果ꎬ结果发现ꎬ含 １％氨

水的甲醇洗脱能力更强ꎮ 这是由于添加氨水后提高

了洗脱剂的 ｐＨꎬＯＨ－ 浓度变大ꎬ与 Ｈ＋ 发生中和ꎬ根
据电离平衡原理ꎬ反应向离子化方向移动ꎬ有利于解

吸附的进行ꎬ亲水作用增强ꎮ 由于甲醇与水极性相

近ꎬ因此ꎬ能溶于极性较强的含 １％氨水的甲醇中ꎮ
而 ５％氨水的甲醇由于碱性过强反而降低了洗脱效

率ꎮ 因此ꎬ选择含 １％氨水的甲醇为洗脱剂ꎮ
表 ２　 不同种类洗脱剂洗脱效果分析 ％

抗生素 丙酮 乙腈 甲醇
含 １％氨

水的甲醇

含 ５％氨

水的甲醇

磺胺吡啶 ４３􀆰 ３２ ４７􀆰 ９９ ５７􀆰 ５７ ６９􀆰 ２９ ６４􀆰 ９２

磺胺甲唑 ４２􀆰 ５１ ５０􀆰 ２１ ６１􀆰 ２４ ８６􀆰 ４２ ７７􀆰 ０３

磺胺甲基嘧啶 ４３􀆰 ３２ ４６􀆰 ５２ ６１􀆰 ４１ ７８􀆰 １６ ６９􀆰 ８９

磺胺二甲基嘧啶 ４０􀆰 ２５ ３７􀆰 ００ ５３􀆰 ５０ ７９􀆰 ３７ ６２􀆰 ４９

２􀆰 ２􀆰 ５　 洗脱剂的体积

洗脱剂体积不仅能够提高萃取效率ꎬ还能减少

后续氮吹时间ꎬ节约有机溶剂ꎮ 分别用 ２、３、４、５、６、
７ ｍＬ 的洗脱剂对磺胺类抗生素进行洗脱ꎬ结果发

现ꎬ当洗脱剂用量为 ４ ｍＬ 时ꎬ洗脱效率最高ꎮ 因此ꎬ
选用 ４ ｍＬ 洗脱剂对目标物进行洗脱ꎮ
２􀆰 ３　 方法的线性范围和检出限

分别配制质量浓度分别为 ０􀆰 ５、１、５、１０、５０、
１００、５００ μｇ / Ｌ 的标准溶液ꎬ采用优化后的最佳条件

对其进行前处理后进行 ＨＰＬＣ－ＭＳ / ＭＳ 分析测定ꎬ
再以色谱峰面积( ｙ)和浓度( ｘꎬμｇ / Ｌ)进行线性拟
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合ꎮ 结果表明ꎬ４ 种磺胺类抗生素在 ５~５００ μｇ / Ｌ 范

围内线性良好ꎬ相关系数 ｒ２ 大于 ０􀆰 ９９９ꎬ检出限均小

于 ５ μｇ / Ｌꎬ相对标准偏差在 ４􀆰 ５％~７􀆰 ８％之间ꎬ详见

表 ３ꎮ
表 ３　 ４ 种磺胺类抗生素的线性方程、相关系数、

线性范围、检出限和相对标准偏差

抗生素 线性方程
相关

系数

线性

范围 /
(μｇ􀅰

Ｌ－１)

检出限 /
(μｇ􀅰

Ｌ－１)

相对

标准

偏差 /
％

磺胺吡啶 ｙ＝１２６８１ｘ－２７２３４ ０􀆰 ９９９１ ５~５００ ４􀆰 ２ ４􀆰 ５
磺胺甲唑 ｙ＝１１２１４ｘ－７６３８２ ０􀆰 ９９９０ ５~５００ ４􀆰 ７ ７􀆰 ８
磺胺甲基嘧啶 ｙ＝９６６０􀆰 ５ｘ－１８０７９ ０􀆰 ９９９７ ５~５００ ４􀆰 ４ ６􀆰 ４
磺胺二甲基嘧啶 ｙ＝６４８７􀆰 ６ｘ－８９７７􀆰 ７ ０􀆰 ９９９９ ５~５００ ４􀆰 ６ ６􀆰 ７

２􀆰 ４　 实际样品分析

实际水样分别取自自来水和校园人工湖水ꎮ 在

最佳萃取条件对实际水样进行前处理后检测ꎬ未检

出磺胺类抗生素ꎮ 对 ２ 种实际水样进行低、高质量

浓度加标ꎬ分别为 ５０ μｇ / Ｌ 和 ５００ μｇ / Ｌꎬ得到相应回

收率为 ７２􀆰 ３％~８８􀆰 ５％ꎬ相对标准偏差小于 １０􀆰 ２％ꎮ
表明该方法的精密度较好ꎬ能够运用于磺胺类抗生

素实际水样的分析测定ꎬ详见表 ４ꎮ
表 ４　 自来水、校园人工湖水中磺胺类抗生素的

回收率(ｎ＝５)

抗生素
加标浓度 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)

自来水 校园湖水

回收

率 / ％
相对标准

偏差 / ％
回收

率 / ％
相对标准

偏差 / ％

磺胺吡啶 ５０􀆰 ０ ７５􀆰 ６ ８􀆰 ９ ７２􀆰 ３ ６􀆰 ７
５００􀆰 ０ ７３􀆰 ５ ６􀆰 ５ ８０􀆰 ６ ９􀆰 ４

磺胺甲唑 ５０􀆰 ０ ８１􀆰 ７ ４􀆰 ４ ８８􀆰 ５ ３􀆰 ５
５００􀆰 ０ ７７􀆰 ４ ７􀆰 １ ８５􀆰 １ ５􀆰 ２

磺胺甲基嘧啶 ５０􀆰 ０ ７６􀆰 １ １０􀆰 ２ ８２􀆰 ５ ７􀆰 ３
５００􀆰 ０ ７５􀆰 ２ ６􀆰 ４ ７３􀆰 ７ ８􀆰 ２

磺胺二甲基嘧啶 ５０􀆰 ０ ７８􀆰 ３ ８􀆰 ５ ８４􀆰 １ ４􀆰 ７
５００􀆰 ０ ７４􀆰 ８ ４􀆰 ２ ８６􀆰 ３ ６􀆰 ６

３　 结论

建立了磁性固相萃取－高效液相色谱－串联三

重四级杆质谱法测定环境水样中的磺胺类抗生素

(磺胺吡啶、磺胺甲唑、磺胺甲基嘧啶和磺胺二甲

基嘧啶)残留的分析方法ꎬ所分析的 ４ 种磺胺类抗

生素在 ５ ~ ５００ μｇ / Ｌ 都有较好的线性ꎬ相关系数全

部大于 ０􀆰 ９９９ꎬ检出限在 ４􀆰 ２ ~ ４􀆰 ７ μｇ / Ｌ 之间ꎬ实际

水样加标回收率是 ７２􀆰 ３％ ~ ８８􀆰 ５％ꎬ相对标准偏差

低于 １０􀆰 ２％ꎮ 该方法具有较广的线性范围ꎬ用时较

短ꎬ有机试剂消耗少ꎬ重现性佳ꎬ因此能够应用于实

际水样中磺胺类抗生素的检测ꎮ
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