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摘  要 

建立了一种同时快速提取并检测沉积物中多种磺胺类抗生素及其典型代谢产物的方法，沉积物样品经冷

冻干燥后，经萃取液(纯水，乙腈)萃取、净化盐(硫酸镁，C18)净化后，利用高效液相色谱–串联质谱仪

(LC-MS/MS)进行测定。和常用的加速溶剂萃取法相比，该方法使用的有机溶剂量降低了57%，提取时

间减少了40%。此外，该方法在低浓度下的回收率都相对较高，范围在为80%~121%，相对标准偏差

小于9%。该方法可应用于水体沉积物中磺胺类抗生素及其代谢物的同时检测，且检测过程相对快速。 
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Abstract 
A rapid method was established to simultaneously extract and detect various sulfonamide anti-
biotics and their typical metabolites in sediments. After freeze-drying, the sediment samples were 
extracted with extraction solution (pure water, acetonitrile) and purified with purification salt 
(magnesium sulfate, C18). The target compounds were then measured by high performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometer (LC-MS/MS). Compared with the accelerated solvent 
extraction method, the used organic solvent in the present method was reduced by 57%, and the 
extraction time was reduced by 40%. In addition, the recoveries of the method at low concentra-
tions were relatively high, ranging from 80% to 121%, and the relative standard deviations were 
all less than 9%. It suggests that the method could be applied to simultaneously detect sulfona-
mide antibiotics and their metabolites in sediments, and the detection process is relatively fast. 
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1. 引言 

磺胺类抗生素是一种人工合成的抗菌类药物，具有抗菌谱广，价格便宜等特点，在医疗业、畜牧和

水产养殖业等广泛应用[1] [2] [3]。这类药物在保护生物体免受疾病的同时，也会通过生物体排泄不断进

入水体和沉积物等环境介质，并通过干扰生物体的抗氧化系统和内分泌功能威胁生物体的个体生长和

种群繁衍，以及促进抗性基因的迁移和耐药菌的传播，最终影响水生生态系统稳定及人类健康安全[4] 
[5] [6]。因而，水环境中磺胺类抗生素的残留是一个备受关注的环境问题，已经引起了世界范围内的广泛

关注。 
磺胺类抗生素经人体及动物体内吸收后，约 50%会以原型药的形式随尿液及粪便排出体外，还有约

30%部分则以乙酰化代谢物的形式排出体外[7]。此外，磺胺类抗生素经污水厂处理也能不断转化为代谢

物，并随污水排入地表水[8]。因此，无论是磺胺类抗生素母体还是其代谢产物都会源源不断进入水环境

并产生环境危害。已有研究表明有些代谢物的毒性甚至会比其母体化合物更强，例如乙酰化的磺胺抗生

素一般比其母体溶解度更低，极易析出结晶，产生结晶尿，进而增加肾毒性[9]。因此，在监测磺胺抗生

素环境赋存的同时也迫切需要关注其代谢物。然而，到目前为止，大部分研究仍集中在母体化合物，其

代谢物的研究仍十分匮乏，其提取和分析方法也亟需确定。 
样品的前处理是检测抗生素及其代谢物环境残留的重要步骤，包括加速溶剂萃取、超声提取等[10] 

[11]。但是现有的前处理大部分只关注磺胺类抗生素母体自身，且具有相对效率低，时间消耗长，有机试

剂消耗量大，成本较高等特点。建立一种快速高效检测磺胺类抗生素及其代谢物的方法是掌握磺胺类抗

生素及其代谢物环境残留的重要前提。因此，本研究拟建立一种检测沉积物中 8 种磺胺类抗生素及其代

谢物的快速提取和分析方法，通过对比分析时间和有机试剂消耗等内容，并优化分析方法，进而通过实

际沉积物样品检测验证方法的可行性。 
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2. 材料和方法 

2.1. 试剂 

目标化合物的基本参数见表 1，其中磺胺甲恶唑(sulfamethoxazole, SMZ)，磺胺甲基嘧啶(sulfamerazine, 
SM1)，磺胺二甲基嘧啶(sulfamethazine, SM2)和磺胺嘧啶(sulfadiazine, SDZ)等母体化合物购自于百灵威公

司(上海)，纯度均 > 99%；其乙酰化(acetylation, Ac)代谢物 Ac-SMX、Ac-SM1、Ac-SM2 和 Ac-SDZ 购自

于 TRC 公司(加拿大)，纯度均 > 98.5%；1 种内标化合物 13 C-SMZ 购自 Dr. Ehrenstorfer 公司(德国)，纯

度在 97%以上。HPLC 级的乙腈、甲醇等购自 Merk 公司(德国)，硫酸镁、氯化钠和 C18 等购自于上海阿

拉丁试剂公司，均为分析纯。超纯水由 Milli-Q 系统(美国)提供。 
 

Table 1. Basic parameters of target compounds 
表 1. 目标物质的基本参数 

中文名 英文简写 CAS 号 分子量 logKow 

磺胺甲恶唑 SMX 723-46-6 253.28 0.89 

乙酰磺胺甲恶唑 Ac-SMX 21312-10-7 295.32 1.21 

磺胺甲基嘧啶 SM1 127-79-7 264.30 0.21 

乙酰磺胺甲基嘧啶 Ac-SM1 127-73-1 306.34 0.933 

磺胺二甲基嘧啶 SM2 57-68-1 278.32 0.757 

乙酰磺胺二甲基嘧啶 Ac-SM2 100-90-3 320.37 1.481 

磺胺嘧啶 SDZ 68-35-9 250.28 −0.1 

乙酰磺胺嘧啶 Ac-SDZ 127-74-2 292.31 −0.61 

注：表示该物质为其上物质的代谢产物。 
 

标准物质的储备液采用甲醇进行配制，浓度为 10 mg/mL，均保存在−20℃冰箱。测试用工作曲线为

混标，采用甲醇逐级稀释的方法获得，均现配现用。 

2.2. 仪器 

高速冷冻离心机为上海安亭 TGL-20bR，涡旋振荡器购自 Thermo 公司(美国)，氮吹仪为上海安谱的

EFAA-D12 型，超高效液相色谱串联质谱联用仪为 Waters 公司(美国)的 ACQUITY UPLC/Xevo TQ MS，
ACQUITY BEH C18 色谱柱购自 Waters 公司(1.7 μm; 2.1 mm × 100 mm)。 

2.3. 样品采集 

本研究选择南通市某水产养殖区域外排沟渠为研究对象，使用彼得逊采泥器收集表层沉积物，放入

聚丙烯塑料袋并迅速运回实验室。在−20℃预冷冻后，沉积物样品在−60℃进行冷冻干燥处理，过 100 目

孔径筛后存放于−80℃冰箱，用于后续的萃取工作。 

2.4. 前处理步骤 

准确称取冷冻干燥后的沉积物样品 5.0 g 于 50 mL 聚丙烯材质圆底离心管中，依次加入提取液超纯水

10 mL 和含 5%体积氨水的乙腈萃取液 15 mL，分别涡旋 30 s，加入第一净化盐氯化钠 1 g 和硫酸镁 4 g，
手动摇匀，涡旋 1 min，使萃取液净化盐和沉积物充分混匀，4000 r/min 的速度离心 5 min，取上清液。 

取上清液 12 mL 于 15 mL 聚丙烯材质尖底离心管中，使其与盛于管中的第二净化盐混合，涡旋 1 min，
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充分混匀，4000 r/min 的速度离心 5 min，取上清液。 
取 9 mL 上清液于玻璃试管中，45℃下氮气吹干，加入 20 ng 的内标 13C-SMZ 后用 1 mL 甲醇复溶并

定量得到待测液。使用 0.22 微米过滤器过滤待测样品，并分装于棕色色谱瓶中，供后续分析。 

2.5. 色谱分析 

目标化合物的分离采用 Waters BEH C18 色谱柱(2.1 × 100 mm, 1.7 µm)进行，柱温箱的温度保持在

40℃，进样体积设置为 5 µL，进样流速设定为 0.4 mL/min，采用梯度洗脱模式，流动相包括 A：98%水

及 2%甲醇(含 0.05%甲酸)和 B：乙腈，流动相梯度按如表 2 所示。 
 

Table 2. The composition mobile phase 
表 2. 流动相组成 

时间(min) 
流动相组成(%) 

A B 

0 90 10 

0.25 90 10 

3 10 90 

4 10 90 

4.01 90 10 

5 90 10 

2.6. 质谱分析 

质谱分析使用 Waters Acquity 三重四级杆质谱仪，离子源为电喷雾离子源(ESI)，离子源温度为 150℃，

雾化气脱溶剂气和碰撞气分别选择高纯氮和高纯氩，流速分别为 891 L/Hr 和 0.15 mL/min，毛细管电压

2.0 kV，脱溶剂气温度为 500℃，锥孔反吹气流速为 50 L/Hr。质谱数据的采集方式为多重反应监测模式

(MRM)。各种目标物质的质谱参数见表 3。 
 

Table 3. The mass spectrometer optimization parameters of target compounds 
表 3. 目标物质的质谱优化参数 

目标物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能量(eV) 模式 

SDZ 251 92 27 ESI+ 

Ac-SD 293.1 
198.0 26 

ESI+ 
134.0 28 

SMX 254 156 16 ESI+ 

Ac-SMX 296.2 
198.1 26 

ESI+ 
134.2 28 

SMZ 265.1 
156.1 23 

ESI+ 
172.0 25 

Ac-SMZ 307.3 
172.0 33 

ESI+ 
198.1 31 
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Continued 

SM2 279.2 
186.1 26 

ESI+ 
123.8 28 

Ac-SM2 321.3 
185.9 33 

ESI+ 
255.3 37 

2.7. 方法验证 

实验过程中使用 13C-SMX 作为内标，结合分析方法的线性、回收率、定量限等验证了该方法的准确

性。 

3. 结果与讨论 

3.1. 优化提取条件 

本研究首先评估了超声辅助提取对目标物回收率的影响，结果如图 1 所示。正常情况下，超声作用

可提高基质的分散性，进而增加目标物的回收效果[12]。在本研究中，超声提取对目标物的提取效果几乎

没有影响，两者都具有较高的回收率。因此，本研究不再进一步采用超声辅助提取方法，一方面可以节

约大量的前处理时间(涡旋 1 min 和超声 5 min)，另一方面则可有效降低成本和工序。 
 

 
Figure 1. The recoveries of target compounds extracted by vortex and ultrasonic bath 
图 1. 涡旋和超声提取目标物的回收率 

3.2. 与 ASE 相比 

将本研究中建立的提取方法和常用的 ASE 提取方法进行对比后发现，大体上，本方法获得的药物回

收率和 ASE 提取法的结果相近，都位于 60%~120%之间。但相对而言，本研究的方法变化幅度较小，一

致性相对较好。 
进一步对比本方法和常用 ASE 提取方法的试验过程可以发现(图 2)，本方法消耗的有机溶剂(主要是

乙腈)仅为 ASE 方法的 43%，消耗量大大降低；此外，单个样品的前处理时间仅耗时 15 min，较 ASE 方

法的 25 min 大为缩短，单个样品的处理效率大大提升。此外，本方法中已经采用 C18 对样品进行了净化
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处理，而 ASE 方法仍需要固相萃取柱进行净化，在成本上也有了明显降低。 
 

 
Figure 2. The recoveries of target compounds extracted from different pretreatment methods 
图 2. 不同前处理方法下目标物的回收率 

 
因此，本研究新建立的前处理方法和常用 ASE 方法相比，对目标物的回收率没有明显差异性，但在

有机溶剂的使用上明显降低，更为环保安全，在时间和成本上也有明显下降，大大降低了检测的时间成

本和金钱成本(图 3)。总之，对于本研究选定的磺胺类抗生素及其代谢产物，本研究所确定的方法要优于

常用的 ASE 方法。这一结果也得到孟明辉等的认可，他们发现相较于固相萃取方法，采用 QuEChERS
方法的成本明显较低[13]。 

 

 
Figure 3. Solvent consumption and treatment time under different pretreatment methods 
图 3. 不同前处理方法下的溶剂消耗量和处理时长 

3.3. 方法验证 

本研究通过线性方程、回收率和定量限对建立的方法进行了验证。结果发现，由空白基质配制的标
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准工作曲线呈现出良好的线性关系，相关系数均在 0.994~0.999 之间(表 4)。 
 

Table 4. Linear equation, linear range and R2 of different compounds 
表 4. 目标物的线性方程、线性范围和相关系数 

目标物 线性方程 相关系数(R2) 线性范围(ng/g) 

SMX y = 253.909x − 0.871568 0.999 1~200 

Ac-SMX y = 50.2362x − 8.41563 0.996 1~200 

SM1 y = 299.956x − 24.1756 0.999 1~200 

Ac-SM1 y = 2180.38x + 213.544 0.998 1~200 

SM2 y = 1120.25x − 125.305 0.996 1~200 

Ac-SM2 y = 725.914x − 83.9108 0.997 1~200 

SDZ y = 66.0317x − 11.0783 0.994 1~200 

Ac-SDZ y = 22.1723x − 3.08082 0.994 1~200 

 
在 5 g 沉积物空白样品中分别加入 0.5，1 和 2 ng/g 的磺胺类抗生素及其乙酰化代谢产物的混合标准

溶液后，按照本研究建立的方法进行前处理，并采用外标法和内标法相结合对目标物进行定量，重复 6
次。所有目标物的回收率和标准偏差见表 5。结果显示，该方法下得到的沉积物中不同浓度下目标物的

回收率为 79%~121%，相对标准偏差在 3.1%~8.8%。一般情况下，前处理方法的回收率在 60%~120%之

间，相对标准偏差小于 20%为合适的处理方法，本研究中总体上满足方法学的要求。定量限的取值为可

接受回收率(60%~120%)和相对标准偏差(小于 20.0%)时的最低浓度，本研究中各个目标物的定量限都低

于 0.5 ng/g，明显低于王大鹏等所报道的抗生素及其代谢产物在污泥中的值低[14]，说明本研究所建立的

方法在方法学上是可行的。 
 

Table 5. Recoveries, standard deviation and limit of quantitation of different target compounds 
表 5. 目标物的回收率、标准偏差和定量限 

目标物 
0.5 ng/g 1 ng/g 2 ng/g 定量限 

LOQ (ng/g) 回收率% RSD% 回收率% RSD% 回收率% RSD% 

SDZ 84~113 8.8 79~112 8.2 89~113 3.3 0.17 

Ac-SD 85~105 7.6 89~120 3.6 79~105 6.2 0.13 

SMX 86~120 6.8 84~110 4.7 83~121 7.4 0.15 

Ac-SMX 83~110 6.0 89~115 5.1 81~108 3.3 0.23 

SMZ 84~105 4.7 82~98 3.1 87~102 4.2 0.17 

Ac-SMZ 80~92 4.4 82~103 6.1 84~112 4.2 0.19 

SM2 82~97 3.1 88~105 3.5 86~107 3.8 0.27 

Ac-SM2 88~115 3.6 80~110 3.8 88~115 4.3 0.31 

3.4. 环境因素影响 

在 LC-MS/MS 分析中，环境介质的组成和结构会明显影响和干扰目标物的分析，形成基质效应(ME)。
在本研究中，采用了样品提取后添加法来评定目标物在沉积物中的基质效应，其计算公式为： 
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ME = A1/A2*100% 

其中，A1 是指标准溶液在样品基质提取液中的信号峰面积，A2 为标准品溶液的信号峰面积。ME 介于

80%~120%之间代表基质效应不明显。在本研究中，目标物在沉积物样品中的基质效应全部在 83%~102%
之间，其基质效应在规定范围之内，符合要求。 

3.5. 实际样品测定 

基于本研究所建立的前处理和检测方法，进一步选择南通市某水产养殖区域外排沟渠的沉积物为对

象，分析了 8 种磺胺类抗生素及其乙酰化代谢物的残留水平，结果如表 6 所示。8 种目标物在沉积物中

均有检出，浓度最高为分布为 28 ng/g 的 SMZ 和 21.6 ng/g 的 Ac-SMZ。四种磺胺类抗生素均属于人畜共

用药，且在水产养殖中也有广泛应用，其在养殖区域外排沟渠沉积物的赋存表明这几种物质在附近的水

厂养殖场有不同程度的应用，而乙酰化代谢产物的存在则表明磺胺类抗生素在环境中的赋存可以进一步

转化为代谢产物形式，考虑到代谢产物可能具有和母体一样的生物效应和环境危害，需要对其进行进一

步的研究和探讨。 
 

Table 6. Detected concentration of target compounds in sediments 
表 6. 目标物在典型沉积物中的浓度 

目标物 
沉积物(ng/g) 

范围 平均值 中值 检出率 

SDZ 0.29~19.7 7.12 4.6 100% 

Ac-SD 未检出~4.4 1.1 1.0 80% 

SMX 未检出~13.1 10.3 7.2 83% 

Ac-SMX 0.2~4.6 3.7 1.4 100% 

SMZ 1.5~28 21.5 12.1 100% 

Ac-SMZ 6.2~21.6 10.2 8.4 100% 

SM2 3.6~10.0 6.1 5.8 100% 

Ac-SM2 0.82~2.76 1.31 1.05 100% 

4. 结论 

1) 通过对比提取方式、试剂用量、处理时间和价格等，并结合方法学验证，初步建立了一种可以基

于高效液相色谱–串联质谱法的快速提取和同时检测沉积物中 8 种磺胺类抗生素及其代谢产物的方法。 
2) 本研究所建立的方法在试剂用量、处理时间及处理成本等方面均优于以前常用的 ASE 等方法，

具有快速、环保、价优的特点。 
3) 本方法已成功应用于沉积物中多种磺胺类抗生素及其代谢产物赋存水平的检测，可为抗生素环境

监测提供方法学基础。 
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