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水质 11 种抗生素类化合物的测定 高效液相色谱串联质谱法

1 范围

本文件规定了使用高效液相色谱串联质谱法测定11种抗生素类化合物的规范性引用文件、术语和定

义、方法原理、干扰与消除、试剂和材料、仪器和设备、样品制备、分析步骤、结果计算与表示、精密

度与正确度、质量保证和质量控制和废物处理等基本要求。

本文件适用于地表水和污水中11种抗生素类化合物的测定。

当取样量为1000 ml，定容体积为1.0 ml，进样体积为5 μl时，本文件的方法检出限为0.003 μg/L～
0.006 μg/L，测定下限为0.010 μg/L～0.023 μg/L。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

HJ 91.1 污水监测技术规范

HJ 91.2 地表水环境质量监测技术规范

HJ 493 水质 样品的保存和管理技术规定

HJ 494 水质 采样技术指导

3 术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义。

4 方法原理

水中的11种抗生素类化合物经固相萃取法富集、净化后，用液相色谱串联质谱法分离检测。根据化

合物的保留时间和特征离子峰定性，内标法定量。

5 干扰与消除

金属离子与目标化合物能形成络合物，使固相萃取效率降低，可向水样中加入乙二胺四乙酸二钠抑

制络合物的形成。

6 试剂和材料1)

试剂。

1) 警告——本方法所使用的有机溶剂对人体健康有害，试剂配制和样品前处理过程应在通风橱内进行，操作时应按规定要求佩戴防护器

具，避免接触皮肤和衣服。
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除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的分析纯试剂，实验所用纯水为 GB/T 6682中规定的一

级水。

6.1.1 乙腈(CH3CN)：色谱纯。

6.1.2 甲醇(CH3OH)：色谱纯。

6.1.3 甲酸(HCOOH)：色谱纯。

6.1.4 乙酸铵(CH3COONH4)：色谱纯。

6.1.5 盐酸：c(HCl)=12 mol/L：优级纯。

6.1.6 硫酸：c(H2SO4)=18.4 mol/L：优级纯。

6.1.7 抗坏血酸(C6H8O6)：分析纯。

6.1.8 乙二胺四乙酸二钠(C10H14N2Na2O8)：分析纯。

6.1.9 氢氧化钠(NaOH)：分析纯。

6.1.10 盐酸溶液：c(HCl)=0.5 mol/L：量取 4 ml盐酸（6.1.5），缓慢加入到水中并定容至 100 ml。

6.1.11 硫酸溶液：c(H2SO4)=4.0 mol/L：量取 22 ml硫酸（6.1.6），缓慢加入到水中，待温度降低至

室温后，用水定容至 100 ml。

6.1.12 氢氧化钠溶液：c(NaOH)=1.0 mol/L：称取 4 g NaOH（6.2.9），用水溶解后，转移到 100 ml
容量瓶中，定容至标线。

6.1.13 2 mmol/L 乙酸铵/0.2%甲酸水溶液：称取 154 mg乙酸铵（6.1.4），用水溶解后加入 2 ml甲酸

（6.1.3），转移到 1 L容量瓶中，定容至标线。

6.1.14 甲醇/水溶液(ψ=5%)：量取 50 ml甲醇（6.1.2），用水定容至 1 L。

6.1.15 甲酸/甲醇溶液(ψ=0.1%)：量取 1 ml甲酸（6.1.3），用甲醇（6.1.2）定容至 1 L。

6.1.16 氮气：纯度≥99.99%。

标准溶液

6.2.1 标准储备液（c=100 mg/L）

准确称取10.0 mg抗生素类化合物标准物质（纯度大于95%），用甲醇（6.1.2）溶解后，转移到100
ml棕色容量瓶中定容至标线，此溶液可在-10℃下避光可保存1年。对于氟喹诺酮类抗生素，溶于含0.5%
1.0 mol/L NaOH（6.1.12）的甲醇溶液中。也可以直接购买有证标准溶液，参照制造商的产品说明书保

存。

6.2.2 脱水红霉素（c=2 mg/L）

取400 μl 100 mg/L红霉素储备液于20 ml棕色瓶中，加入19.6 ml甲醇，然后加入约10 μl硫酸溶液

（6.1.11）调pH至3.0，室温下震荡4 h，于-10℃避光可保存2个月。

6.2.3 标准使用液（c=1 mg/L）
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将标准储备液（6.2.1）用适量的甲醇（5.1.2）稀释，现用现配。

6.2.4 内标储备液（c=100 mg/L）

准确称取10.0 mg内标标准物质（纯度大于95%），用甲醇（6.1.2）溶解后，转移到100 ml棕色容量

瓶中，定容至标线。此溶液在-10℃下避光可保存1年。也可以直接购买有证标准溶液，参照制造商的产

品说明书保存。

6.2.5 内标使用液（c=1 mg/L）

将内标储备液（6.2.4）用适量的甲醇（6.1.2）稀释，现用现配。

7 仪器和设备

仪器

高效液相色谱串联三重四极杆质谱仪：配有电喷雾离子化源（ESI），具备梯度洗脱和多反应监测

功能。

设备

7.2.1 色谱柱：填料粒径为 1.8 μm、柱长 100 mm、内径 2.1 mm的 C18反相色谱柱或其他等效色谱柱。

7.2.2 固相萃取装置：自动或手动，流速可调节，配有真空系统和缓冲瓶。

7.2.3 浓缩装置：自动氮吹浓缩仪等性能相当的设备。

7.2.4 玻璃纤维滤膜：孔径为 0.7 μm。

7.2.5 固相萃取柱：6 ml，500 mg，60 μm 亲水亲油平衡反相吸附固相萃取柱，亲脂性二乙烯苯和亲

水性 N-乙烯基吡咯烷酮聚合物填料（或其他等效填料），聚丙烯外壳。

7.2.6 玻璃离心管：10 ml。

7.2.7 针式过滤器：0.22 μm孔径聚醚砜滤膜（有机系滤膜），聚丙烯外壳。

7.2.8 一般实验室常用仪器和设备。

8 样品制备

样品采集与保存

按照HJ 91.1和HJ 494中相关规定采集、运输和保存样品。样品采集前，向1 L棕色玻璃采样瓶中加

入150 mg抗坏血酸（6.1.7）和0.2 g乙二胺四乙酸二钠（6.1.8），采样时使样品充满样品瓶，不留液上空

间，并详细记录样品编号、来源和周边情况等信息。样品采集后于现场立即加入硫酸溶液（6.11）调节

样品pH至2-3。
样品采集后应尽快进行分析。如暂不能分析，需在0~4℃冷藏避光保存，3天内分析完毕。

试样的制备
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准确量取1 L样品，加入100 μl内标使用液（6.2.5），用玻璃纤维膜（7.2.4）过滤样品。将固相萃取

柱（7.2.5）安装在固相萃取装置（7.2.2）上。依次用5 ml甲醇（6.1.2）、5 ml盐酸溶液（6.1.10）和5 ml
纯水活化萃取柱。待萃取柱上超纯水剩余约2 ml时，通过管路在负压下使水样以10 ~ 15 ml/min的流速全

部通过萃取柱后，依次用5 ml 5%甲醇水溶液（6.1.14）和5 ml超纯水淋洗小柱，再真空抽干小柱使其完

全干燥。然后依次加入5 ml甲醇和5 ml甲酸/甲醇溶液（6.1.15），以1-2滴/秒的流速洗脱，玻璃离心管（7.2.6）
收集洗脱液。洗脱液经氮吹仪（7.2.3）浓缩至近干，加入1 ml甲醇（7.1.2）和2 mmol/L 乙酸铵/0.2%甲

酸水溶液（6.1.13）（V:V= 4:6）复溶，过0.22 μm有机滤膜（7.2.7）后装于1.5 ml棕色进样瓶，待测。

空白试样的制备

以实验用水代替样品，按照与试样制备相同步骤（8.2）进行实验室空白试样的制备。

9 分析步骤

仪器参考条件

9.1.1 液相色谱参考条件

a) 流动相A：2 mmol/L 乙酸铵/0.2%甲酸混合溶液（6.1.13）。

b) 流动相B：乙腈（6.1.1）。

c) 梯度洗脱程序参考见表1。
d) 运行时间：12分钟。

e) 流速：0.3 ml/min。
f) 柱温：35℃。

g) 进样体积：5 μl。

表 1 液相色谱流动相梯度洗脱程序

时间（分钟） 流动相A（%） 流动相B（%）

0.00 90.00 10.00

4.00 85.00 15.00

6.00 60.00 40.00

9.00 60.00 40.00

9.01 10.00 90.00

12.00 10.00 90.00

注：设置2分钟后运行时间（Posttime）平衡至初始流动相比例。

9.1.2 质谱参考条件

a) 离子源：电喷雾离子源（ESI），正离子模式。

b) 监测方式：多离子反应监测（MRM），具体条件参数见附录B。
c) 毛细管电压：4000 V。
d) 干燥气温度：350℃
e) 干燥器流速：10 L/min。
f) 雾化器压力：35 psi。

9.1.3 仪器调谐
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按照仪器使用说明书的要求在规定时间和频次内对高效液相色谱串联质谱仪进行仪器质量轴和分

辨率调谐，以确保仪器处于最佳测试状态。

在仪器使用过程中，如发现仪器质量数出现明显偏差或灵敏度明显下降时，应立即重新对仪器进行

质量轴和分辨率调谐。

校准曲线的建立

取一定量抗生素混合标准使用液（6.2.3）和内标使用液（6.2.5），用甲醇（6.1.2）和2 mmol/L 乙

酸铵/0.2%甲酸水溶液（6.1.13）（V:V= 4:6）稀释，配置至少5个非零浓度点的标准工作曲线，参考浓度

梯度为：1 μg/L、2 μg/L、5 μg/L、10 μg/L、20 μg/L、50 μg/L、100 μg/L和200 μg/L，内标的质量浓度均

为100 μg/L。
按照仪器参考条件（9.1），由低浓度到高浓度的顺序依次对标准工作溶液进行测定。以标准工作

溶液中目标组分的质量浓度为横坐标，其对应的峰面积（或峰高）与内标物峰面积（或峰高）的比值乘

以内标物浓度的乘积为纵坐标，建立校准曲线。

试样测定

按照与校准曲线的建立（9.2）相同的仪器条件进行试样（8.2）的测定。试样中目标化合物响应值

应在标准曲线的线性范围内，超出线性范围最高点则重新制备样品并测定。重新制备样品时可减少样品

量或用纯水稀释样品。

空白试验

按照与试样测定（9.3）相同的仪器条件进行空白试样（8.3）的测定。

10 结果计算与表示

定性分析

每种被测抗生素选择1个母离子和2个子离子进行监测。在相同的实验条件下，某待测组分在样品中

的保留时间与标准溶液中的保留时间的相对标准偏差小于2.5%，且在试样谱图中的定性离子的相对丰

度（����）与浓度相近的标准溶液谱图中对应的定性离子相对丰度（����）偏差不超过表2规定的范围，

则可判定样品中存在该待测物。11种抗生素类化合物和3种内标物的总离子流色谱图见图1。

���� = �2
�1
························································(1)

式中：

����——样品中目标化合物定性离子的相对丰度（%）；

�2 ——样品中目标化合物定性离子对的峰面积（或峰高）；

�1 ——样品中目标化合物定量离子对的峰面积（或峰高）。

���� = ����2
����1

·······················································(2)

式中：

����——标准溶液中目标化合物定性离子的相对丰度比（%）；

����2——标准溶液中目标化合物定性离子对的峰面积（或峰高）；

����1——标准溶液中目标化合物定量离子对的峰面积（或峰高）。
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表 2 定性确认时相对离子丰度比的最大允许偏差

Kstd （%） Ksam允许的偏差 （%）

Kstd＞50 ±20

20＜Kstd≤50 ±25

10＜Kstd≤20 ±30

Kstd≤10 ±50

图 1 目标物及内标的总离子流图（目标物 200 μg/L，内标 100 μg/L）

说明：

1——磺胺嘧啶

2——磺胺甲基嘧啶

3——磺胺二甲嘧啶

4——磺胺二甲嘧啶-13C6

5——氧氟沙星

6——诺氟沙星

7——环丙沙星

8——环丙沙星-d8
9——恩诺沙星

10——磺胺甲噁唑

11——脱水红霉素

12——红霉素-13C-d3
13——克拉霉素

14——罗红霉素

定量分析

目标化合物经定性鉴别后，根据定量离子的峰面积（或峰高），用内标法计算。按照公式（3）计

算样品中各目标抗生素的质量浓度。

�� =
��×���

���
−� ×��

�×�
··················································· (3)
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式中：

��——样品中目标化合物i的质量浓度（μg/L）；

��——样品中目标化合物i的峰面积（或峰高）；

���——样品中内标物的峰面积（或峰高）；

���——样品中内标物的质量浓度（μg/L）；

�——校准曲线的截距；

�——校准曲线的斜率；

��——提取液定容后的体积（ml）；

�——水样体积（ml）。

结果表示

测定结果小数位数与检出限一致。当测定结果大于或等于0.1 μg/L时，保留三位有效数字。

11 精密度和正确度

实验室内和实验室间进行方法验证，相对标准偏差为1.0%~14.9%回收率为77.9%~128.1%，具体结

果见附录C。

12 质量保证和质量控制

校准

校准曲线的相关系数应≥0.995；每20个样品或每批次（少于20个样品）应分析测定一个校准曲线

中间浓度点的标准溶液，测定结果与曲线该浓度的相对误差应在±20%以内，否则需重新建立校准曲线。

空白实验

每批次样品至少进行一个实验室空白，实验室空白中目标化合物的浓度应低于方法检出限。

平行实验

每10个样品或每批次（少于10个样品）需分析一个平行样。平行样的相对标准偏差应控制在25%以

内。

基质加标

每10个样品或每批次（少于10个样品）需做一个基质加标样，加标回收率应在60%~130%之间。

13 废物处理

实验操作过程产生的有机溶剂废液及废物应集中收集，分类保存，并做好相应标识，委托有资质的

单位进行处理。
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A
A

附 录 A

（规范性）

A.1 方法的检出限和测定下限

本方法中目标化合物的检出限和测定下限见表A.1。

表 A.1 本方法中目标化合物的检出限和测定下限

序号 化合物 CAS 所属类别
方法检出限

（μg/L）

方法测定下限

（μg/L）

1 磺胺嘧啶 68-35-9

磺胺类

0.003 0.011

2 磺胺甲基嘧啶 127-79-7 0.004 0.015

3 磺胺二甲嘧啶 57-68-1 0.003 0.010

4 磺胺甲噁唑 723-46-6 0.003 0.012

5 氧氟沙星 82419-36-1

氟喹诺酮类

0.005 0.020

6 诺氟沙星 70458-96-7 0.005 0.020

7 环丙沙星 85721-33-1 0.003 0.012

8 恩诺沙星 93106-60-6 0.005 0.020

9 脱水红霉素 114-07-8

大环内酯类

0.004 0.017

10 罗红霉素 80214-83-1 0.004 0.017

11 克拉霉素 81103-11-9 0.006 0.023
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B
B

附 录 B

（资料性）

B.1 目标化合物、内标物的多离子反应监测条件

目标化合物、内标物的多离子反应监测条件见表B.1。

表 B.1 目标化合物、内标物的多离子反应监测条件（带*为定量离子）

序号 名称 母离子 子离子 碎裂电压（V） 碰撞能（eV）

1 磺胺嘧啶 251.1
156* 80 12

92.1 80 28

2 磺胺甲基嘧啶 265.1
92.1* 80 28

65.2 80 56

3 磺胺二甲嘧啶 279.1
186* 85 12

92.1 85 32

4 磺胺甲噁唑 254.1
92.1* 75 28

156 75 12

5 氧氟沙星 362.2
318.1* 100 16

261.1 100 28

6 诺氟沙星 320.1
302.1* 90 20

276.1 90 12

7 环丙沙星 332.1
314.1* 95 20

231 95 36

8 恩诺沙星 360.2
316.1* 95 16

342.1 95 20

9 脱水红霉素 716.5
158* 98 28

558.3 98 16

10 罗红霉素 837.5
158* 113 36

679.4 113 20

11 克拉霉素 748.5
158.1* 113 32

590.3 113 16

12
磺胺二甲嘧啶

-13C6
285.3

186* 85 16

124.1 85 24

13 环丙沙星-D8 340.2
322.1* 95 20

296.1 95 16

14 红霉素-13C-D3 737.5
162.1* 103 32

562.3 103 16
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附 录 C

（资料性）

C.1 方法的精密度和正确度

方法精密度和正确度见表C.1。

表 C.1 方法精密度和正确度

序号 目标化合物 相对标准偏差（%） 加标回收率（%）

1 磺胺嘧啶 3.8-7.2 77.9-89.0
2 磺胺甲基嘧啶 3.0-10.5 78.0-90.0
3 磺胺二甲嘧啶 1.0-12.1 91.4-103.6
4 磺胺甲噁唑 2.7-9.9 78.9-105.3
5 氧氟沙星 2.2-13.2 87.0-127.9
6 诺氟沙星 4.4-13.2 78.6-105.0
7 环丙沙星 4.2-10.3 78.9-110.0
8 恩诺沙星 3.6-14.9 101.4-116.9
9 红霉素 1.9-10.1 90.9-126.9
10 罗红霉素 2.1-11.6 100.7-125.7
11 克拉霉素 2.6-13.2 105.7-128.1


	前言
	1　范围
	2　规范性引用文件
	3　术语和定义
	4　方法原理
	5　干扰与消除
	6　试剂和材料�)
	6.1　试剂。
	6.1.1　乙腈(CH3CN)：色谱纯。
	6.1.2　甲醇(CH3OH)：色谱纯。
	6.1.3　甲酸(HCOOH)：色谱纯。
	6.1.4　乙酸铵(CH3COONH4)：色谱纯。
	6.1.5　盐酸：c(HCl)=12 mol/L：优级纯。
	6.1.6　硫酸：c(H2SO4)=18.4 mol/L：优级纯。
	6.1.7　抗坏血酸(C6H8O6)：分析纯。
	6.1.8　乙二胺四乙酸二钠(C10H14N2Na2O8)：分析纯。
	6.1.9　氢氧化钠(NaOH)：分析纯。
	6.1.10　盐酸溶液：c(HCl)=0.5 mol/L：量取4 ml盐酸（6.1.5），缓慢加入到水中并定容至1
	6.1.11　硫酸溶液：c(H2SO4)=4.0 mol/L：量取22 ml硫酸（6.1.6），缓慢加入到水中，待
	6.1.12　氢氧化钠溶液：c(NaOH)=1.0 mol/L：称取4 g NaOH（6.2.9），用水溶解后，转
	6.1.13　2 mmol/L 乙酸铵/0.2%甲酸水溶液：称取154 mg乙酸铵（6.1.4），用水溶解后加入2
	6.1.14　甲醇/水溶液(ψ=5%)：量取50 ml甲醇（6.1.2），用水定容至1 L。
	6.1.15　甲酸/甲醇溶液(ψ=0.1%)：量取1 ml甲酸（6.1.3），用甲醇（6.1.2）定容至1 L。
	6.1.16　氮气：纯度≥99.99%。

	6.2　标准溶液
	6.2.1　标准储备液（c=100 mg/L）
	6.2.2　脱水红霉素（c=2 mg/L）
	6.2.3　标准使用液（c=1 mg/L）
	6.2.4　内标储备液（c=100 mg/L）
	6.2.5　内标使用液（c=1 mg/L）


	7　仪器和设备
	7.1　仪器
	7.2　设备
	7.2.1　色谱柱：填料粒径为1.8 μm、柱长100 mm、内径2.1 mm的C18反相色谱柱或其他等效色谱柱
	7.2.2　固相萃取装置：自动或手动，流速可调节，配有真空系统和缓冲瓶。
	7.2.3　浓缩装置：自动氮吹浓缩仪等性能相当的设备。
	7.2.4　玻璃纤维滤膜：孔径为0.7 μm。
	7.2.5　固相萃取柱：6 ml，500 mg，60 μm亲水亲油平衡反相吸附固相萃取柱，亲脂性二乙烯苯和亲水性
	7.2.6　玻璃离心管：10 ml。
	7.2.7　针式过滤器：0.22 μm孔径聚醚砜滤膜（有机系滤膜），聚丙烯外壳。
	7.2.8　一般实验室常用仪器和设备。


	8　样品制备
	8.1　样品采集与保存
	8.2　试样的制备
	8.3　空白试样的制备

	9　分析步骤
	9.1　仪器参考条件
	9.1.1　液相色谱参考条件
	9.1.2　质谱参考条件
	9.1.3　仪器调谐

	9.2　校准曲线的建立
	9.3　试样测定
	9.4　空白试验

	10　结果计算与表示
	10.1　定性分析
	10.2　定量分析
	10.3　结果表示

	11　精密度和正确度
	12　质量保证和质量控制
	12.1　校准
	12.2　空白实验
	12.3　平行实验
	12.4　基质加标

	13　废物处理
	附录A（规范性）A.1 方法的检出限和测定下限
	附录B（资料性）B.1 目标化合物、内标物的多离子反应监测条件
	附录C（资料性）C.1 方法的精密度和正确度

