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摘 要：为建立甲醇中磺胺类和喹诺酮类混合标准溶液的稳定性评定方法，使用液相色谱串联质谱法精确测定混合标准

溶液中各组分含量随储存条件及储存时间的变化。结果表明，制备的混合标准溶液均匀性良好，各组分 F值均小于 95%
置信水平下理论临界值；混合标准溶液中的磺胺嘧啶、磺胺喹噁啉、诺氟沙星和氟罗沙星在 40 ℃储存条件下降解率大于

10%；各组分浓度为 10.0 μg/mL的混合标准溶液在 4 ℃避光储存，4个月内稳定性良好，超过 4个月随储存时间延长，磺胺

嘧啶、磺胺二甲基嘧啶、磺胺喹噁啉、诺氟沙星和氟罗沙星发生较明显的降解，其他组分含量呈现逐渐上升趋势。该混合

标准溶液可用于食品和环境的残留检测及相关分析方法的确认与评价，有效期为 4个月。
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Stability Study of Mixed Standard Solution for Veterinary Drug Residue De⁃
tection
HUANG Luanyu, WU Xiangqing
( Guangxi Academy of Fishery Sciences, Nanning 530021, China)
Abstract：A method has been established for the stability evaluation of sulfanilamides and quinolones mixed stan⁃
dard solution in methanol. Each standard substance in the mixed standard solution was accurately determined by liq⁃
uid chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) in different storage conditions and different storage
time. The results showed that the mixed standard solution demonstrated excellent homogeneity, with the F-value of
each component falling below the theoretical critical value at the 95% confidence level. The solution rate of sulfadia⁃
zine, sulfaquinoxoline, norfloxacin and fleroxacin decreased by more than 10% at 40 ℃. Meanwhile, a mixed stan⁃
dard solution, with each component having a concentration of 10.0 μg/mL, maintained satisfactory stability for up to
four months when stored in darkness at 4 ℃. After more than 4 months, with the extension of storage time, the degra⁃
dation of sulfadiazine, sulfamethazine, sulfaquinoxoline, norfloxacin and fleroxacin was more obvious, and the con⁃
tents of other antibiotics showed a gradually increasing trend. This mixed standard solution has been found suitable
for use in residue detection for food and environmental applications, assisting in the identification and evaluation of
related analytical methods, with a validated effectiveness lasting for four months.
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磺胺类（Sulfonamides，SAs）和喹诺酮类（Qui⁃
nolones，QNs）抗生素因具有抗菌谱广、组织穿透

力强、高效低毒、廉价易得等优点，广泛应用于兽

医临诊、水产畜牧等养殖业。这两类药物也是人

类最有效的抗菌药物之一，由于细菌对这两类药
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物耐药性的产生和某些药物潜在的生物毒性，其

残留问题已引起广泛关注。目前关于这两类抗生

素的检测方法多为液相色谱串联质谱法 [1-7]，其中

以多组分同时仪器分析为主流。

标准物质是残留分析过程中质量控制及最终

定量的“砝码”，其在储存、运输、使用中因温度、光

照、时间、溶剂性质、混合物种类等因素的影响而表

现出不同的稳定性。上述因素导致降解或标准物

质间的相互作用均有可能造成检测结果有误。系

统地研究各类别标准物质在不同状态下的稳定性，

对实验室定量分析及质量控制，标准物质的研发、
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生产、储运条件、有效期确认等均具有重要意义。

目前，对标准物质稳定性的研究多集中在单

一的标准溶液 [8-11]、元素混合标准溶液 [12-13]和农药

混合标准溶液 [14-15]上。SAs和 QNs混合标准溶液

的稳定性尚未有相关研究报道。实验室对 SAs和
QNs标准物质的使用，是采用重量-容量法，将单

类别的固体标准物质配制单类别的储备液，然后

混合稀释配制成混合标准溶液，最后采用体积比

稀释法配制一系列工作溶液 [16-17]。一次取用少量

混合标准溶液，剩余大部分通常转移到样品瓶中

密封避光低温保存，在短期内继续使用。但是由

于溶剂挥发、多组分的相互影响、分解等多种因

素共同影响，有必要研究其稳定性，确保其符合

标准物质的计量特性。针对实验室对 SAs和 QNs
标准物质的使用现状，依据标准物质的稳定性检

验方法 [18]，选用德国 Dr.Ehrenstorfer公司生产的 19
种抗生素标准物质，溶解稀释混合，在特定条件

下储存，采用液相色谱串联质谱法（LC/MS/MS）评
价混合标准溶液的使用时效。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

TSQ Fortis液相色谱-串联质谱联用仪（美国

Thermo 公司）；XS205DU 电子天平（美国 Mettler
Toledo公司）；20 mL移液管（德国 Witeg 公司）；

50、2 000 mL容量瓶（德国Witeg 公司）；Transfer⁃
pette S微量移液器（德国 Brand公司）。上述仪器

设备均通过计量部门检定。

标准品：磺胺氯哒嗪（Sulfachloropyridazine，
SCP）、磺胺嘧啶（Sulfadiazine，SD）、磺胺甲基嘧啶

（Sulfamerazine，SM1）、磺胺二甲基嘧啶（Sulfa⁃
methazine，SM2）、磺胺甲基异恶唑（Sulfamethoxa⁃
zole，SMZ）、磺胺间甲氧嘧啶（Sulfamonomethoxine，
SMM）、磺胺喹噁啉（Sulfaquinoxaline，SQX）、磺胺

噻唑（Sulfathiazole，ST）、磺胺异恶唑（Sulfisoxazole，
SIZ）、磺胺邻二甲氧嘧啶（Sulfadoxine，SDX）、磺胺

甲噻二唑（Sulfamethizole，SMT）、磺胺间二甲氧嘧

啶（Sulfadimethoxine，SDM）、诺氟沙星（Norfloxacin，
NXC）、培氟沙星（Pefloxacin，PEF）、氧氟沙星

（Ofloxacin，OFL）、环丙沙星（Ciprofloxacin，CIP）、
洛美沙星（Lomefloxacin，LOM）、氟罗沙星（Fleroxa⁃
cin，FLE）、恩诺沙星（Enrofloxacin，ENR）。上述标

准品均购于德国Dr.Ehrenstorfer公司。

甲醇（HPLC级，美国 Tedia公司）；甲酸（HPLC
级，美国 Fisher公司）；高纯氮气、氩气；实验用水

为超纯水。

1.2 试验方法

1.2.1 标准物质的制备

在室温为（20±3）℃的洁净实验室中，根据标

准物质的实际纯度，使用检定合格的电子天平分

别称取 19种经折算的适量标准物质（精确至 0.1
mg），分别用甲醇定容至 50 mL容量瓶中，配成浓

度为 1 000 μg/mL的单标储备液。分别移取 19种
单标储备液 20 mL于同一容量瓶中，混合并用甲醇

定容至 2 000 mL，配成各组分浓度均为 10.0 μg/mL
的混合标准溶液。将混合标准溶液分装于 10 mL
洁净的带四氟乙烯衬盖的棕色螺口样品瓶中，每

瓶分装 6 mL，共制备约 300瓶，拧紧瓶盖，做好标

识。低温避光保存，以备均匀性、稳定性考察。

1.2.2 LC/MS/MS 分析

色谱条件：Thermo Hypersil GOLD C18色谱柱

（100 mm×2.1 mm，3 μm，Thermo 公 司）；柱 温

35 ℃；进样量 10 μL；流速 0.3 mL/min；流动相 A为
5 mmol/L乙酸铵（含体积分数 0.1%的甲酸），流动

相 B为甲醇；梯度洗脱程序：0~1.5 min，10% B；
1.5~3.5 min，10%~30% B；3.5~4.5 min，30% B；4.5~
6.5 min，30%~75% B；6.5~7.5 min，75%~95% B；
7.5~8.5 min，95% B；8.5~8.51 min，95%~10% B；
8.51~10 min，10% B。

质谱条件：电喷雾电离源（ESI），正离子模式；

多反应监测 SRM模式采集；喷雾电压 3 500 V；离
子传输管温度 350 ℃；蒸发温度 300 ℃；碰撞气压

力 1.5 mTorr；鞘气流速 35 L/h；辅助气流速 10 L/h。
测定方法：欧盟法案 2002/657/EC中规定，在农

药和兽药残留分析中以质谱作为确证方法，必须达

到 4点要求才能满足鉴定。二级质谱LC/MS/MS的 1
个母离子为 1点，1个子离子为 1.5点，确证时选择

两个离子对即可达到 4点要求。采用外标法定量，

用标准溶液配制不同浓度的标准工作溶液，绘制定

量分析曲线，在相同仪器条件下测定待测样品浓

度，以保留时间和两对离子对为依据进行定性，以

定量离子的峰面积计算目标化合物浓度。

1.2.3 均匀性检验

考察标准物质瓶内均匀性和瓶间均匀性。若

记 N为总样品数，按 3 N3 计算抽取样品数，在分

装样品的前、中、后期，从制备的 300瓶混合标准

溶液样品中随机抽取 20瓶进行均匀性检验，采用

LC/MS/MS检测各组分浓度，每瓶测试 3次。通过单

因素方差分析法对测得值进行统计分析，判断混合

标准溶液的均匀程度。若检验结果F<F0.05（v1，v2），表明
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该混合标准溶液均匀性良好；若检验结果F>F0.05（v1，v2），
则表明该混合标准溶液均匀性不符合要求[19-20]。

1.2.4 稳定性检验

稳定性检验要考察短期稳定性和长期稳定性，

短期稳定性检验是通过模拟运输条件，将 4组样品

（每组 6瓶）分别存放在-18、4、20、40 ℃条件下，2周
后取出，用 LC/MS/MS测定混合标准溶液中各组分

的浓度；长期稳定性检验是将 1组样品共 28瓶保存

在 4 ℃条件下，储存 0.5、1、2、4、6、9、12个月后各取

出 4瓶测定溶液中各组分的浓度。每次测量均配置

新的标准溶液和不同浓度系列的标准工作溶液绘制

定量分析工作曲线，每次测量的 4个样品取平均值，

以平均值的变化观察各组分浓度的变化趋势。

2 结果与分析

2.1 定性分析结果

通过选择离子监测方式分别优化各化合物的

锥孔电压，使母离子响应最大化，然后对母离子

采用子离子全扫描方式，优化碰撞能使子离子响

应最大化，为每个化合物选择最佳离子对及相应

的质谱采集参数。通过调整流动相 pH值、比例，使

待测化合物分离。各化合物的采集参数见表 1。
2.2 均匀性检验结果

按照 1.2.3所述方法对研制混合标准溶液的

均匀性进行 F检验，混合标准溶液中各组分均匀

性检验统计结果见表 2。在 95％置信范围内，查

表 2 SAs和QNs混合标准溶液均匀性检验结果

化合物

SCP

SD

SM1

SM2

SMZ

SMM

SQX

ST

SIZ

SDX

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

差方和

0.314
0.822
0.139
1.160
0.284
0.731
0.126
0.679
0.238
0.833
0.136
0.864
0.186
0.576
0.227
0.691
0.338
0.922
0.161
0.839

自由度

19
40
19
40
19
40
19
40
19
40
19
40
19
40
19
40
19
40
19
40

方差

0.017
0.021
0.007
0.029
0.015
0.018
0.007
0.017
0.013
0.021
0.007
0.022
0.010
0.014
0.012
0.017
0.018
0.023
0.008
0.021

F值
0.80

0.25

0.82

0.39

0.60

0.33

0.68

0.69

0.77

0.40

结论

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

化合物

SMT

SDM

NXC

PEF

OFL

CIP

LOM

FLE

ENR

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

瓶间

瓶内

差方和

0.243
0.777
0.220
0.653
0.205
0.822
0.134
0.614
0.118
0.397
0.172
0.745
0.441
1.595
0.091
0.686
0.192
0.788

自由度

19
40
19
40
19
40
19
40
19
40
19
40
19
40
19
40
19
40

方差

0.013
0.019
0.012
0.016
0.011
0.021
0.007
0.015
0.006
0.010
0.009
0.019
0.023
0.040
0.005
0.017
0.010
0.020

F值
0.66

0.71

0.53

0.46

0.63

0.49

0.58

0.28

0.51

结论

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

均匀

表 1 19种抗生素的 SRM模式采集参数及保留时间

化合物

SCP
SD
SM1
SM2
SMZ
SMM
SQX
ST
SIZ
SDX
SMT
SDM
NXC
PEF
OFL
CIP
LOM
FLE
ENR
注，“*”为定量离子

母离子

(m/z)
285
251
265
279
254
281
301
256
268
311
271
311
320
334
362
332
352
370
360

子离子

(m/z)
108/156*
108/156*
172/156*
186/156*
108/156*
215/156*
108/156*
108/156*
108/156*
108/156*
108/156*
108/156*
233/276*
290/316*
261/318*
245/288*
265/308*
269/326*
245/316*

锥孔电压

(V)
90
71
71
71
74
73
104
77
75
70
102
76
79
102
89
78
87
86
94

碰撞能量

(eV)
23/14
22/18
15/16
16/18
23/15
17/17
25/16
22/14
22/12
18/26
22/13
26/18
23/16
17/20
26/18
23/17
22/16
24/16
25/18

保留时间

(min)
5.59
2.83
4.30
5.16
5.79
5.92
7.53
3.70
6.23
6.13
5.09
7.38
5.54
5.42
5.38
5.69
5.96
5.14
5.81
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表得 F0.05(19，40)=1.85。各标准物质 F值均小于 95%
置信水平下理论 F0.05(19，40)值，表明样品瓶内和瓶间

无显著差异，混合标准溶液均匀性良好，满足标

准物质技术要求。

2.3 稳定性检验结果

按照 1.2.4的方法，在相同的仪器条件下对混

合标准溶液中 19种抗生素组分的浓度进行评价。

在短期稳定性实验中，按照温度分成 4组，每组 6
个样品，取测量值的平均值绘制表 3，由表 3可知，

大多数抗生素在短期内受温度影响不明显，少数

抗生素在 40 ℃存储条件下降解较明显，降解率大于

10%的有 4种，其中 SD降解率 10.68%，SQX降解率

16.32%，NXC降解率12.96%，FLE降解率14.38%。
表 3 10 μg/mL混合标准溶液短期稳定性检验结果

化合物

SCP
SD
SM1
SM2
SMZ
SMM
SQX
ST
SIZ
SDX
SMT
SDM
NXC
PEF
OFL
CIP
LOM
FLE
ENR

-18 ℃
浓度

(μg/mL)
9.964
9.897
10.023
9.905
10.116
10.002
9.934
9.855
10.083
9.791
9.91
9.752
10.104
9.826
9.759
10.134
10.047
9.843
9.952

4 ℃
浓度

(μg/mL)
9.857
10.035
9.847
9.789
9.934
9.765
10.015
9.935
9.816
10.038
9.827
10.009
9.823
9.916
10.175
9.846
9.937
10.139
10.017

20 ℃
浓度

(μg/mL)
10.002
9.928
9.962
10.128
9.873
9.883
9.742
9.793
9.841
10.106
10.145
9.918
9.755
9.833
9.730
9.905
9.682
9.724
9.783

40 ℃
浓度

(μg/mL)
9.701
8.932
9.758
9.814
9.726
9.651
8.368
9.501
9.723
9.820
9.753
9.711
8.704
9.684
9.598
9.627
9.486
8.562
9.428

降解率

(%)
2.99
10.68
2.42
1.86
2.74
3.49
16.32
4.99
2.77
1.80
2.47
2.89
12.96
3.16
4.02
3.73
5.14
14.38
5.72

考察长期稳定性，按照间隔时间先密后疏的

原则，在规定储存时间到期后取出 4瓶保存在

4 ℃的样品，测定各组分的浓度，取 4个样品的浓

度平均值，绘制 19种抗生素组分在不同保存时间

下浓度变化表，结果见表 4。由表 4可知，19种抗

生素标准物质在 4 ℃避光储存 4个月，其浓度基

本保持稳定；6个月以后，SD、SM2、SQX、NXC和
FLE发生较明显的降解，储存 9个月降解率分别

为 7.69%、6.29%、6.68%、5.71% 和 5.05%，储存 12

个月降解率分别达到 11.53%、13.41%、14.59%、
10.01%和 13.26%；部分抗生素浓度呈现逐渐上升

趋势，这是因为其沸点较高，甲醇溶剂沸点较低，

蒸气压较高，易挥发逃逸。

3 结 论

对 19种抗生素混合标准溶液配制后进行均

匀性检验，各组分 F值均小于理论临界值，均匀性

满足标准物质技术要求。密封避光储存的短期稳

定性评价表明，大多数抗生素在短期内受温度影

响不明显，SD、SQX、NXC和 FLE在 40 ℃存储条件

下降解率大于 10%，在运输过程中应当采取冰袋

或其他控温措施。长期稳定性评价表明，随储存

时间的延长，SD、SM2、SQX、NXC和 FLE发生较明

显的降解，其他抗生素浓度呈现逐渐上升趋势。

该混合标准溶液可用于食品和环境的残留检测及

相关分析方法的确认与评价，在 4 ℃密封避光储

存的有效期为 4个月。
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