
　

HPLC-三重四级杆质谱法测定医疗废水中抗生素残留
张文斌,郑璇,张秀,赵晶∗,王俭

(重庆市生态环境监测中心,重庆　 401147)

摘　 要:采用固相萃取 / 高效液相色谱-三重四级杆质谱法同时测定医疗废水中的 20 种超痕量抗生素残留,通过优化

试验条件,使方法在 1. 00 μg / L ~ 100 μg / L 范围内线性良好,方法检出限为 0. 24 ng / L ~ 1. 22 ng / L。 空白水样和实际水样

3 个质量浓度水平的加标回收率分别为 80. 2% ~ 108%和 75. 8% ~ 114%,6 次测定结果的 RSD 分别为 2. 4% ~ 8. 4%和

1. 7% ~ 8. 1%。 将该方法用于测定重庆市 2 家三甲医院医疗废水中的超痕量抗生素残留,结果有 11 种抗生素检出,其余均

为未检出。
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Abstract:
 

20
 

kinds
 

of
 

ultra-trace
 

antibiotic
 

residues
 

in
 

medical
 

wastewater
 

were
 

determined
 

by
 

solid
 

phase
 

extraction-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography-triple
 

quadrupole
 

mass
 

spectrometry.
 

By
 

optimizing
 

the
 

exper-
imental

 

conditions,
 

the
 

method
 

had
 

good
 

linearity
 

in
 

the
 

range
 

of
 

1. 00 μg / L~ 100 μg / L.
 

The
 

method
 

detection
 

limits
 

were
 

from
 

0. 24 ng / L
 

to
 

1. 22 ng / L.
 

The
 

recoveries
 

of
 

spiked
 

blank
 

and
 

actual
 

samples
 

with
 

three
 

mass
 

concentration
 

levels
 

were
 

80. 2% ~ 108%
 

and
 

75. 8% ~ 114%,
 

respectively,
 

and
 

the
 

RSDs
 

of
 

six
 

measure-
ments

 

were
 

2. 4% ~ 8. 4%
 

and
 

1. 7% ~ 8. 1%,
 

respectively.
 

This
 

method
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

ultra-trace
 

antibi-
otic

 

residues
 

in
 

the
 

medical
 

wastewater
 

from
 

two
 

Three-A
 

hospitals
 

in
 

Chongqing,
 

the
 

results
 

showed
 

that
 

11
 

anti-
biotics

 

were
 

detected
 

and
 

the
 

rest
 

were
 

not
 

detected.
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　 　 抗生素被广泛应用于医疗卫生、畜禽养殖等领

域,近年来在人类及兽用药、农牧渔养殖废水或医

疗废水中被频繁检出[1] 。 国外有研究发现医疗废

水中多类抗生素多个单体共存[2] ,且不同医疗废

水中抗生素的浓度差异较大,我国对医疗废水中抗

生素残留的研究相对较少。 抗生素的检测方法主

要有生物酶免疫法[3] 、高效液相色谱法[4] 、液相色

谱与质谱的联用技术[5] 等。 其中,生物酶免疫法

由于条件要求苛刻、特异性低,准确定量较难[6] 。
液相色谱法虽然能对待测物准确定性,在分析痕量

物质时具有一定优势,但难以克服基质干扰,对多

组分物质的同时测定表现出一定局限性[7] ,高效

液相色谱与质谱的联用能实现复杂水环境中多组

分物质的准确检测[8-10] 。 今选择过往研究中检出

率和检出浓度较高的 20 种抗生素作为目标物,通
过优化固相萃取前处理条件、仪器参数等,建立医
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疗废水中 20 种超痕量抗生素的固相萃取 / 高效液

相色谱 串联质谱同时测定的方法,以期准确掌握

水环境中抗生素残留,研究其污染规律,为管理决

策提供数据支撑。

1　 试验

1. 1　 主要仪器与试剂

TSQ
 

Quantum
 

Accessmax 型高效液相色谱 三

重四级杆质谱联用仪, Hypersil
 

Gold
 

C18 色谱柱

(100 mm × 2. 1 mm,1. 9 μm 和 150 mm × 4. 6 mm,
3. 5 μm),美国 Thermo

 

Fisher 公司;Oasis
 

HLB 固相

萃取柱( 6 mL / 150 mg),德国默克 Supelco 公司;
0. 22 μm 针式微孔滤膜,美国 Millipore 公司。

20 种目标抗生素标准物质及内标物(纯度 >
99. 0%),德国 Dr

 

Ehrenstorfer 公司。 甲醇、甲酸和

乙腈(色谱纯),EDTA-2Na、氨水(分析纯) 等,阿
拉丁化学试剂有限公司(上海)。 标准物质用甲醇

配制成 1
 

000 mg / L 的标准储备溶液,用铝箔包裹

后,置于冰箱中-20 ℃ 下避光冷藏保存,保存时限

为 2 个月。
1. 2　 样品采集与处理

参照标准[11] 和相关文献[12] 对重庆市医疗废

水 6 个点位进行连续采样。 采集样品于 1 L 棕色

玻璃瓶中并注满,0 ℃ ~ 4 ℃ 下避光冷藏保存。 水

样经 0. 45 μm 针式滤膜过滤后,加入 10 mL 1 g / L
的 EDTA-2Na 溶液,分别用 1 mol / L 甲酸和 1 mol / L
氨水溶液调节水样 pH 值为 4. 0 ~ 6. 0,加入 5 μL

10. 0 mg / L 的内标使用液。 依次用 10 mL 甲醇和超

纯水活化固相萃取柱,活化后水样以 3. 0 mL / min ~
4. 0 mL / min 的流量过萃取小柱进行富集。 用

10 mL 超纯水反洗萃取柱,真空干燥 15 min 以去除

柱体残留的水分。 用 10 mL 甲醇洗脱,收集洗脱液

于试管中,经温和氮吹浓缩至干,用甲醇水溶液定

容至 1. 0 mL,经 0. 22 μm 滤膜过滤后转入进样瓶

中待上机分析。
1. 3　 仪器条件

采用 C18 色谱柱,梯度洗脱的流动相 A 为体积

分数为 0. 05%的甲酸溶液,流动相 B 为甲醇溶液,
洗脱程序:1 min ~ 1. 5 min,φ(B)为 10%;1. 5 min ~
2. 0 min,φ( B)为 10% →30%;2. 0 min ~ 4. 5 min,
φ(B)为 30% →90%;4. 5 min ~ 8. 0 min,φ( B) 为

90%;8. 0 min ~ 8. 5 min, φ ( B ) 为 90% → 10%;
8. 5 min ~ 10. 0 min,φ( B) 为 10%。 进样体积为

10 μL,流量为 200 μL / min,柱温为 40 ℃ 。 质谱条

件采用电喷雾正离子源( ESI),MRM 多反应监测

模式分析。

2　 结果与讨论

2. 1　 仪器条件优化

配制 10. 0 μg / L 和 100 μg / L 的抗生素混合标

准溶液,加入 10 μL 10. 0 g / L 的内标使用液,贮存

在棕色进样小瓶中,进行条件优化试验。 质谱参数

见表 1,总离子流见图 1。

表 1　 质谱参数与方法效能验证结果

Table
 

1　 Mass
 

spectrum
 

parameters
 

and
 

method
 

effectiveness
 

verification
 

results

种类 化合物
母离子
m / z

子离子(定量
离子)m / z

碰撞能量
Q / eV 回归方程

检出限 ρ
/ (ng·L-1 )

磺胺类 磺胺吡啶(SPD) 250 184(156) 15(16) Y = 3. 18 × 10-5 + 0. 010X 0. 69

　 磺胺噻唑(ST) 256 108(156) 27(16) Y = 2. 75 × 10-3 + 0. 009X 0. 80

　 磺胺甲基嘧啶(SM1) 265 108(156) 24(16) Y = 4. 15 × 10-3 + 0. 016X 1. 11

　 磺胺对甲氧嘧啶(SMT) 281 108(156) 24(16) Y = -3. 72 × 10-2 + 0. 095X 0. 64

　 磺胺甲噻恶唑(SMTZ) 271 108(156) 23(15) Y = 1. 24 × 10-2 + 0. 008X 0. 97

　 磺胺二甲嘧啶(SM2) 279 124(186) 22(16) Y = 1. 32 × 10-3 + 0. 007X 1. 02

　 磺胺二甲嘧啶-13 C6(SM2-13 C6 ) 285 124(186) 19(17) Y = 3. 54 × 10-4 + 0. 016X 1. 22

　 磺胺甲氧哒嗪(STD) 281 108(156) 25(16) Y = 1. 06 × 10-2 + 0. 013X 1. 14

　 磺胺氯哒嗪(SCP) 285 108(156) 23(15) Y = -1. 27 × 10-2 + 0. 017X 0. 87

　 磺胺甲恶唑(SMZ) 254 108(156) 25(15) Y = -3. 54 × 10-3 + 0. 017X 1. 02

　 磺胺-6-(间)甲氧嘧啶(SMM) 281 108(156) 24(15) Y = -2. 81 × 10-3 + 0. 019X 0. 69

　 甲氧卞氨嘧啶(TMP) 291 261(230) 24(22) Y = -1. 82 × 10-3 + 0. 008X 0. 38
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续表

种类 化合物
母离子
m / z

子离子(定量
离子)m / z

碰撞能量
Q / eV 回归方程

检出限 ρ
/ (ng·L-1 )

大环内酯类 林可霉素(LCM) 407 126(359) 27(18) Y = -3. 13 × 10-3 + 0. 012X 0. 27

　 螺旋霉素(SPM) 438 145(174) 15(20) Y = -5. 83 × 10-3 + 0. 018X 0. 73

　 克林霉素(CLIN) 425 126(377) 28(18) Y = -1. 83 × 10-3 + 0. 002X 1. 21

　 红霉素-13 CD3(ERY-13 CD3 ) 738 580(162) 20(31) Y = -1. 42 × 10-3 + 0. 013X 0. 87

四环素类 四环素-D6(TC-D6 ) 451 433(416) 6(21) Y = -3. 81 × 10-3 + 0. 002X 0. 71

　 四环素(TC) 445 428(410) 19(16) Y = -2. 23 × 10-3 + 0. 011X 0. 53

　 土霉素(OTC) 461 443(426) 6(18) Y = -1. 67 × 10-3 + 0. 006X 0. 24

喹诺酮类 依诺沙星(ENX) 321 303(232) 21(33) Y = -2. 83 × 10-3 + 0. 021X 0. 84

　 麻保沙星(MFX) 363 72(345) 22(18) Y = -1. 03 × 10-3 + 0. 007X 1. 09

　 诺氟沙星-D5(NOR-D5 ) 325 281(231) 16(38) Y = -4. 83 × 10-3 + 0. 019X 0. 61

　 诺氟沙星(NOR) 320 282(231) 28(37) Y = -1. 22 × 10-3 + 0. 014X 0. 78

　 氧氟沙星(OFX) 362 261(318) 26(17) Y = -3. 13 × 10-3 + 0. 015X 0. 75

图 1　 混合标准溶液总离子流

Fig. 1　 Total
 

ion
 

current
 

of
 

mixed
 

standard
 

solution

2. 2　 色谱柱和柱温的选择

分别考察 100 mm × 2. 1 mm 和 150 mm ×
4. 6 mm 的 C18 色谱柱,以及不同柱温(30 ℃ 、40 ℃
和 50 ℃ )对目标物分离效果的影响。 结果表明,虽
然两种色谱柱的填料相同,均能在一定程度上实现

对目标物的有效分离,但 100 mm 的色谱柱长度较

短,能有效缩短样品分析时间,当柱温为 40 ℃ 时,
目标物可达到最大程度的分离,峰形和组分的分离

效果均最好。 故选择 100 mm × 2. 1 mm 的 C18 色谱

柱,适宜柱温为 40 ℃ 。
2. 3　 固相萃取条件的优化

HLB 柱和 C18 柱填料及作用机理差异较大,试
验发现 SMT 和 SMM 在 C18 小柱上的保留较弱,萃
取效率低于 30. 5%,HLB 柱对 4 类抗生素的萃取

效率均高于 C18 小柱,萃取效率为 65. 0% ~ 110%,
故选择 HLB 柱作为固相萃取柱。 分别考察当水样

pH 值为 4. 0、6. 0、8. 0 和 10. 0 时对目标物回收率

的影响,结果表明:20 种抗生素在水样 pH 值为

6. 0 时,加标回收率较优,为 81. 5% ~ 106%;在水

样 pH 值为 4. 0 时,NOR 和 SMTZ 加标回收率较

差,为 65. 3% ~ 74. 8%;在碱性条件下,除 SMM 加

标回收率相对较好外,其余 19 种抗生素加标回收

率均较差,为 38. 4% ~ 142%。 这可能是由于在酸

性条件下,抗生素的解离速度较慢,更有利于抗生

素的富集提取[12-13] ,故确定水样 pH 值为 6. 0。
分别 考 察 不 同 上 样 流 量 ( 2. 0 mL / min、

5. 0 mL / min 和 10 mL / min)对目标物加标回收率的

影响,发现低流量( ≤2. 0 mL / min)下抗生素平均

回收率超过 64. 7%。 当上样流量为 5. 0 mL / min
时,抗生素平均加标回收率表现最优,为 80. 5% ~
108%。 当上样流量超过 10 mL / min 时,抗生素加

标回收率出现较大波动,可能是由于上样速度过大

导致固相萃取柱过载,从而影响回收率[14] 。 考虑

到上样流量小会延长分析时间,最终确定上样流量

为 5. 0 mL / min。
分别考察淋洗液 pH 值为 7. 0 和 2. 0 时的去离

子水洗脱效果,结果表明:当 pH 值为 7. 0 时去离

子水洗脱效果更显著,目标物回收率为 80. 5% ~
114%;当 pH 值为 2. 0 时去离子水作为淋洗液,回
收率波动差异明显, TMP 回收率超过 152%,而

SMTZ 的回收率仅有 30. 8%。 这可能是由于 pH 值

为 7. 0 的去离子水和抗生素溶液的 pH 值相近,更
易洗脱提取,不会出现 pH 值差距较大影响质谱响

应的情况[15-16] 。
分别考察 0. 22 μm 尼龙 66、0. 22 μm 聚丙烯和
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0. 22 μm 聚醚砜滤膜对 10 μg / L 空白加标样的回

收率。 结果表明,使用聚丙烯滤膜的样品回收率最

好,为 81. 7% ~ 106%,聚醚砜滤膜次之,尼龙 66 微

孔滤膜的回收率最差,为 58. 4% ~ 135%。 与聚醚

砜和尼龙 66 相比,聚丙烯滤膜具有较强疏水性,在
医药卫生、石油化工等领域被广泛应用[17] 。 故选

用 0. 22 μm 聚丙烯的针式过滤器处理样品。
2. 4　 方法效能验证

采用内标法进行定量,磺胺类、喹诺酮类、大环

内酯类和四环素类抗生素分别选用磺胺二甲嘧

啶-13C6、诺氟沙星-D5、红霉素-13CD3 和四环素-
D6 为内标物定量, 内标物为 10. 0 ng / L。 配制

1. 00 μg / L、 2. 00 μg / L、 5. 00 μg / L、 10. 0 μg / L、
20. 0 μg / L、50. 0 μg / L、100 μg / L 的混合标准系列,
在 1. 3 条件下测定,并绘制标准曲线。 结果表明,
20 种抗生素的回归方程线性良好,相关系数 R2 ≥
0. 998。 按照《环境监测分析方法标准制订技术导

则》(HJ
 

168—2020),配制 7 个检出限 2 ~ 5 倍的空

白加标样品,按照 1. 2 所述前处理,在 1. 3 条件下

测定,计算测定结果的标准偏差 S,按照 MDL =
3. 143 × S 计算,得到方法检出限为 0. 24 ng / L ~
1. 22 ng / L, 远 低 于 报 道 中 的 0. 840 ng / L ~
1. 22 ng / L[18] 和 1. 00 ng / L ~ 3. 00 ng / L[19] ,可以满

足超痕量检测的要求。 以 4 倍的方法检出限确定

测定下限,为 0. 96 ng / L ~ 4. 88 ng / L。 方法效能验

证结果见表 1。
2. 5　 加标回收试验

所有分析数据的获得均严格执行 QA / QC 程

序,通过方法空白和空白加标来控制整个试验过程

的准确性与可靠性。 在样品分析中,预先设定内标

异常响应值范围,对内标响应值异常的样品重新分

析,或使用制备校正标样的基质对受影响的样品进

行序列稀释后再分析。 每 5 个样品设置 1 个平行

样,每次分析至少做 1 个实验室空白和 1 个空白加

标样。 取与待测水样相同体积的超纯水,在超纯水

和医疗废水中分别添加不同质量浓度水平(5 ng / L、
10 ng / L和 20 ng / L)的抗生素混合标准溶液,做加标

回收试验,平行试验 6 次。 结果表明,超纯水和医

疗废水中上述 20 种抗生素的加标回收率分别为

80. 2% ~ 108%和 75. 8% ~ 114%,RSD 为 2. 4% ~
8. 4%和 1. 7% ~ 8. 1%。
2. 6　 实际样品测定

按照 1. 2 所述操作,在 1. 3 条件下,测定重庆

市主城区三甲医院 A 和 B 废水中的抗生素残留。
结果表明,医院 A 的医疗废水中有 11 种被检出,
检出率为 47. 8%,测定值为未检出 ~ 528 ng / L,主
要抗生素残留 SMTZ、SMM、TC 和 SMZ 的测定值分

别为 528 ng / L、515 ng / L、414 ng / L 和 388 ng / L;医
院 B 的医疗废水中有 9 种被检出, 检出率为

53. 2%,测定值为未检出 ~ 237 ng / L,主要抗生素

残留 OFX、 SMM、 SMT 和 TC 的测定值分别为

237 ng / L、187 ng / L、183 ng / L 和 168 ng / L。 由此可

见,上述两家医疗废水主要受磺胺类、四环素类和

喹诺酮类抗生素的污染威胁。

3　 结语

建立了医疗废水中 20 种抗生素同时测定的固

相萃取 / 高效液相色谱 质谱联用法,该方法检出限

低,灵敏度高,在医疗废水抗生素的实际检测中具

有一定应用前景,可为进一步了解医疗废水中抗生

素残留水平和污染状况提供支撑。
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