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摘 要：本文利用超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）技术研究建立了同时测定畜禽粪便发酵沼液中 9种磺胺类

兽用抗生素残留的分析方法。样品经 Na2EDTA提取，Oasis HLB固相萃取柱净化，采用电喷雾正电离源（ESI+）和选择性反

应监测（MRM）模式进行检测，外标法定量。结果表明：9种磺胺类抗生素药物在 0.01~5.0 µg/mL质量浓度范围内与色谱

峰面积线性拟合曲线的相关系数（r）均大于等于 0.998 4，在 0.01、0.05、0.5、2.0 mg/L 4个加标水平下平均回收率为 62.3%~
93.1%，相对标准偏差为 3.64%~10.90%，检出限为 0.1~0.8 µg/L，定量下限为 0.3~2.6 µg/L。该方法净化效果显著、灵敏度

高、重现性好，适用于畜禽粪便发酵沼液中 9种磺胺类兽用抗生素残留的测定。
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Simultaneous Determination of Nine Sulfonamides Antibiotics in Biogas Slurry
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Abstract：A method for the analysis of nine sulfonamides antibiotics residues in biogas slurry was established by us‐
ing ultra high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). The samples were ex‐
tracted by Na2EDTA. Liquid extract was purified by an Oasis HLB SPE column, Electrospray ionization (ESI+) and
selective reaction monitoring (MRM) mode were used to detect and quantify by external standard method. The re‐
sults showed that the Correlation Coefficient between the concentration range of 0.01-5.0 µg/mL, the linear curve of
chromatographic peak area of 9 sulfonamide drugs were all greater than 0.9984, at the levels of 0.01, 0.05, 0.5, 2.0
µg/L, the average recovery of the samples were 62.3%-93.1%, and the relative standard deviation was 3.64%-
10.90%. The detection limit was 0.1-0.8 µg/L, and the limit of quantification (LOQ) was 0.3-2.6 µg/L. This method
has good purification effect, high sensitivity and reproducibility. It is suitable for the determination of nine sulfon‐
amides in biogas slurry.
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基于预防疾病和促进生长的目的，兽用抗生

素被广泛应用于畜禽养殖业中 [1-2]，由于兽用抗生

素并不能完全被动物体所吸收，约 30%~90%抗生
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素随着畜禽粪便排泄出来 [3-4]。沼气发酵是畜禽

粪便减量化、无害化和资源化利用的重要途径，

沼气发酵产生的沼液含作物生长所需的氮、磷、

钾、氨基酸、微量元素等营养物质，广泛用于农业

生产上。但沼气发酵不能完全去除残留在畜禽粪

便中的过量抗生素，将含有抗生素的沼液直接施

用于农田会对环境造成一定的危害 [5-8]。

磺胺类药物（sulfonamides，SAs）是一类广谱性

的抗菌药物，具有疗效确定、使用方便、性质稳

定、价格低廉等优点，作为兽药广泛应用于畜禽、
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水产养殖业中 [9-10]，由于磺胺类药物在畜禽养殖中

的长期过量使用，造成畜禽粪便中含有残留 [11-13]。

近年来，国内外学者利用液相色谱法或质谱法，

针对土壤、畜禽粪便、肉制品、奶制品、蜂蜜、水产

品等不同基质中磺胺类抗生素残留量检测技术进

行相关研究 [14-19]，但对畜禽粪便发酵沼液中磺胺

类抗生素的残留检测技术研究却鲜有报道。为

此，本研究针对复杂基质-畜禽粪便发酵沼液中

磺胺类抗生素检测方法存在不足的现状，运用

UPLC-MS/MS技术，建立了同时测定畜禽粪便发

酵沼液中磺胺喹噁啉（Sulfaquinoxaline，SQ）、磺胺

嘧啶（Sulfadiazine，SD）、磺胺二甲嘧啶（Sulfadimi‐
dine，SM2）、磺胺甲基嘧啶（sulfamerazine，SMR）、
磺胺噻唑（sulfathiazole，STZ）、磺胺甲噁唑（新诺明

Sulphamethoxazole，SMX）、磺胺苯甲酰（Sulfabenza‐
mide，SBZ）、磺 胺 氯 哒 嗪（sulfachloropyridazine，
SCP）、磺胺苯吡唑（Sulfaphenazolum，SPZ）9种磺胺

类兽用抗生素残留的检测方法，方法学考察结果

表明，该方法重现性好、灵敏度高、回收率高，适

用于畜禽粪便发酵沼液中磺胺类兽药残留的检

测，为治理环境中磺胺类抗生素污染和沼液的农

田安全利用提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

仪器：Waters Quattro PremierXE UPLC-MS/MS
(ACQUITY超高效液相色谱仪、Quattro micro API
三重四级杆串联质谱仪、MassLynx数据处理系统，

美国 Waters 公司)、固相萃取仪（美国 Supelco 公
司）、Oasis HLB SPE柱（500 mg/6 cc，美国Waters公
司）、Milli-Q超纯水机（美国 Millipore公司）、0.45
µm纤维滤膜 (美国 Millipore公司）、0.22 µm微孔

滤膜（美国 Millipore公司）、离心机、氮吹仪、涡旋

仪、电子天平等。

试剂：磺胺喹噁啉（SQ）、磺胺嘧啶（SD）、磺胺

二甲嘧啶（SM2）、磺胺甲基嘧啶（SMR）、磺胺噻唑

（STZ）、磺胺甲噁唑（新诺明 SMX）、磺胺苯甲酰

（SBZ）、磺胺氯哒嗪（SCP）、磺胺苯吡唑（SPZ）化学标

准品（购自德国Dr. Ehrenstorfer，纯度≥96%），乙腈、

甲醇、甲酸为色谱级（购自美国Fisher公司），其他化

学试剂为分析纯，试验用水均为超纯水。

标准溶液的配制：分别精确称取 10 mg的 SD、
STZ、SMR、SM2、SCP、SMX、SBZ、SPZ、SQ 标准品

(精确到 0.000 1 g)于 10 mL容量瓶中，用甲醇配制

成 1 mg/mL的标准储备液，4 ℃避光保存。

1.2 样品提取与净化

试验用沼液取自辽宁省沈阳市某畜禽养殖基

地沼气工程，采集的沼液静置后，先通过滤纸过

滤掉悬浮物，再通过 0.45 µm纤维滤膜后，准确量

取 10 mL滤液到试管中，加入 0.25 g的 Na2EDTA，
用 HCl调节样品 pH为 4.0左右，滤液经过漩涡均

质后，准备进行固相萃取。

采用 Oasis HLB SPE萃取柱（Waters，500 mg/6
mL），依次用 5.0 mL甲醇及 10.0 mL超纯水活化柱

子，上样后，用 5 mL超纯水淋洗萃取柱并抽干，再

用 10.0 mL甲醇洗脱，收集洗脱液，40 ℃条件下氮

气吹干后，20%甲醇 2 mL定容，过 0.22 µm的微孔

滤膜，待测定。

1.3 测定

1.3.1 色谱条件

色谱柱为Waters Acquity UPLC BEN C18柱（50
mm×2.1 mm，1.7 µm）；流动相 A为 0.2％甲酸，B为
甲醇，梯度洗脱顺序为：0~2 min，5%B；2~8 min，
5%~25%B；8~14 min，25%~42%B；柱温度：40 ℃；

流速：0.2 mL/min；样品体积：10 µL。
1.3.2 质谱条件

电离方式：电喷雾电离源（ESI+）；电离电压

3.0 KV；离子源温度 100 ℃；脱溶剂温度 300 ℃；脱

溶气体流速 500 L/h（高纯 N2，纯度≥99.999%）；锥
孔气流量 50 L/h（高纯 N2，纯度≥99.999%）；正离子

扫描下多反应监测方式（MRM）分析。

2 结果与分析

2.1 色谱条件的优化

由图 1可知，经过色谱条件优化后，10 min内分

离出了9种磺胺类抗生素药物，且色谱峰形对称。

2.2 质谱条件的优化

首先采用一级质谱对浓度为 0.1 mg/L的 9种
磺胺类抗生素药物单标标准液进行全扫描，确定

准分子离子峰，然后二级质谱以分子离子为母离

子，选择定量和定性两个子离子，同时优化参数，

最终确定质谱参数，如表 1所示。

2.3 线性范围和方法检出限

准确量取标准储备液，配制 9种抗生素药物

混合标准溶液，浓度分别为 0.01、0.02、0.05、0.2、
0.5、2.0、5.0 µg/mL，依照上述 2.2质谱条件进样检

测分析，绘制 9种抗生素的标准拟合曲线，9种磺

胺抗生素的线性回归方程、相关系数、检出限和

定量下限见表 2。检出限 (LOD)按照 3倍信噪比计

算，定量下限 (LOQ)按照 10倍信噪比计算。从表 2
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可以看出，9种磺胺类抗生素药物的检出限为

0.1~0.8 µg/L，定量下限为 0.3~2.6 µg/L，9种抗生

素药物在 0.01~5.0 µg/mL质量浓度范围内与色谱

峰面积呈良好的线性拟合关系，相关系数 (r)均大

于等于 0.998 4，满足检测的技术要求。

2.4 方法的回收率和精密度

在 10 mL空白沼液样品加标，加标水平分别为

0.01、0.05、0.5、2.0 mg/L，每个添加水平取 6个平行

样，按上述方法进行实验，考察方法的准确度和精密

度结果见表 3。9种抗生素的平均回收率为 62.3%~
93.1%，相对标准偏差为 3.64%~10.9%，由此可见，

该方法的回收率和精密度满足检测技术要求。

表 2 9种磺胺抗生素药物的回归方程、相关系数和检出限

化合物

SD
STZ
SMR
SM2
SCP
SMX
SBZ
SPZ
SQ

回归方程

y=4.6324×106x - 2361.28
y= 9.4693×106x - 1678.64
y= 1.5035×106x - 2744.06
y= 1.5563×106x - 2911.57
y= 1.1291×106x - 2736.53
y= 9.2787×106x - 1675.39
y= 4.1448×106x - 877.43
y= 9.0071×106x - 744.88
y= 9.5908×106x - 473.56

相关系数（r）
0.9986
0.9992
0.9996
0.9993
0.9989
0.9997
0.9986
0.9987
0.9984

检出限（µg/L）
0.8
0.5
0.8
0.8
0.1
0.3
0.5
0.5
0.2

定量下限（µg/L）
2.6
1.7
2.6
2.6
0.3
1.0
1.7
1.7
0.6

表 1 9种磺胺抗生素药物的质谱检测条件

化合物

SD
STZ
SMR
SM2
SCP
SMX
SBZ
SPZ
SQ
注：“*”为定量离子

母离子

(m/z)
251.1
255.8
264.8
278.8
284.7
253.8
277.0
314.8
300.8

子离子

(m/z)
156.0*，91.8
155.6*，91.6
91.6*，155.5
185.7*，91.7
155.5*，91.5
155.6*，91.7
155.7*，107.7
158.0*，91.7
155.6*，91.7

锥孔电压

(V)
28
28
30
30
26
28
30
40
32

碰撞能量

(eV)
17,27
15,28
30,18
17,32
28,16
16,27
13,25
26,40
17,30

 

图 1 9种抗生素药物的保留时间和MRM图
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3 结 论

本研究建立了畜禽粪便发酵沼液中 9种磺胺

类抗生素药物残留的超高效液相色谱-串联质谱

测定方法，9种目标物在 0.01~5.0 µg/mL质量浓度

范围内与色谱峰面积呈良好的线性拟合关系，相

关系数 (r)均大于等于 0.998 4，在 0.01、0.05、0.5、
2.0 mg/L 4个加标水平下平均回收率为 62.3%~
93.1%，相对标准偏差为 3.64%~10.9%，9种磺胺类

抗生素药物的检出限为 0.1~0.8 µg/L，定量下限为

0.3~2.6 µg/L。该方法定性和定量分析简单快速，

灵敏度高，重现性好，满足实验分析要求，可用于

畜禽粪便发酵沼液中磺胺喹噁啉、磺胺嘧啶、磺

胺二甲嘧啶、磺胺甲噁唑、磺胺噻唑、磺胺甲基嘧

啶、磺胺氯哒嗪、磺胺苯甲酰、磺胺苯吡唑 9种磺

胺类抗生素药物残留的同时测定。
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表 3 9种磺胺抗生素药物的回收率和相对标准偏差（n=6） %

化合物

SD
STZ
SMR
SM2
SCP
SMX
SBZ
SPZ
SQ

回收率±RSD
0.01 mg/L
79.2±6.15
83.6±4.66
62.3±11.8
75.4±6.87
75.5±7.06
73.2±10.4
67.5±9.75
75.8±5.87
72.3±10.5

0.05 mg/L
82.3±5.33
86.8±4.75
65.8.5±10.7
83.8±10.3
82.9±10.5
83.3±7.64
70.5±8.92
77.9±5.75
74.6±10.7

0.5 mg/L
86.1±6.38
89.1±4.32
68.6±10.3
85.9±9.68
84.7±9.98
86.3±7.72
73.6±8.38
80.3±6.48
77.8±10.9

2 mg/L
90.1±3.64
93.1±7.32
74.6±10.8
89.6±7.99
88.3±6.56
90.3±6.49
78.6±7.69
85.3±8.28
80.8±10.2


