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摘　 要　 建立了固相萃取-高效液相色谱-串联质谱同时测定蔬菜中 8 种磺胺类抗生素(SAs)的分析方法. 以
10 mL 乙腈(添加 2 g 无水硫酸钠、0. 1 g 乙酸钠、0. 1 g Na2EDTA)进行提取,HLB 柱净化富集. 采用 RESTEK
Pinnacle Ⅱ C18 色谱柱,以水(含 0. 1%甲酸)和乙腈(含 0. 1%甲酸)为初始流动相进行梯度洗脱. 在电喷雾-
多反应检测离子模式下,进行定性定量分析. SMZ 的方法定量限为 0. 2 μg·kg - 1,其它 7 种化合物的定量限均

为 0. 1 μg·kg - 1 . 不同加标浓度(5—100 μg·kg - 1 )下 8 种 SAs 的回收率大部分约在 70% 以上,相对标准偏差

(RSD)多数小于 10% ,表明该方法能够满足实际样品的分析要求. 利用该方法对某无公害蔬菜基地进行分

析,蔬菜中检出 3 种以上磺胺类抗生素,含量在 0. 20—17. 43 μg·kg - 1 (干重) 之间,总含量在 2. 42—
27. 60 μg·kg - 1之间.
关键词　 磺胺类抗生素(SAs), 高效液相色谱-串联质谱法(HPLC-MS / MS), 蔬菜.

磺胺类抗生素(SAs)是具有对氨基苯磺酰胺结构的一类药物的总称,广泛应用于动物养殖业. 进入

动物体内的抗生素不能完全代谢,大部分以原型或代谢产物的形式随动物粪尿排出体外[1] . 现代农业生

产中将动物粪尿作为有机肥,导致了农业土壤中抗生素的污染[2-4] . 人类医疗使用的 SAs 也不断进入环

境[5] . 磺胺类抗生素在环境水体、饮用水、土壤、底泥等环境中均有不同程度检出[6-8] . 农业土壤和灌溉

水的抗生素污染,以及施用含抗生素的粪肥将导致抗生素在蔬菜中的吸收积累[9-12],对人体健康造成潜

在危害[13-14] . 抗生素污染及其生态毒理效应越来越受到人们关注[15-17] .
国内外对于动物性食品中 SAs 污染问题一直十分重视,并制定了残留量和每日摄取量控制标

准[18-19] . 而蔬菜等植物性食品中 SAs 的污染问题却鲜见报道[10,12] . 环境蔬菜样品中 SAs 含量甚微,且基

质复杂,对分析方法干扰大,传统的高效液相色谱分析难以满足分析要求.
本文在前期所建立的高效液相色谱分析方法[10] 的基础上,进一步建立了高效液相色谱-串联质谱

同时测定蔬菜中 8 种磺胺类抗生素的分析方法. 实验过程中优化了样品前处理步骤和色谱-质谱条件,
方法的灵敏度和准确度较高,可满足蔬菜样品分析检测要求.

1　 实验部分

1. 1　 仪器和试剂

Agilent 1100 型高效液相色谱仪,API4000 型电喷雾(ESI)离子源串联质谱仪;LL3000 型冷冻干燥

仪;SHZ-82 恒温震荡器;KQ-250E 超声波清洗器;HC-3018R 高速冷冻离心机;旋转蒸发仪;氮气浓缩装

置;VisiprepTM-DL 型固相萃取装置(Supelco);Oasis HLB 固相萃取柱(3 mL / 60 mg,Supelco).
8 种磺胺类抗生素分别是:磺胺嘧啶(Sulfadiazine,SD)、磺胺吡啶(Sulfpyride, SPD)、磺胺二甲基嘧
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啶(Sulfamethazine, SM2)、磺胺噻唑(Sulfathiazole,ST)、磺胺甲基嘧啶(Sulfamerazine,SM1)、磺胺-5-甲氧

嘧啶 ( Sulfameter, SMT)、磺胺甲恶唑 ( Sulfamethoxazole, SMZ)、磺胺间二甲氧嘧啶 ( Sulfadimethoxine,
SDM),均产自德国 Dr. Ehrenstorfer 公司,纯度均 > 98. 0% . 甲醇、乙腈为色谱纯(Sigma 公司);无水硫酸
钠(Na2SO4)、柠檬酸、乙二胺四乙酸二钠(Na2EDTA)均为分析纯;实验用水为高纯水.

蔬菜样品来源于广州市某无公害蔬菜基地,采集了大白菜、花菜、生菜和油麦菜 4 种叶菜类样品. 样
品先用自来水冲洗表面灰尘,再用去离子水清洗 2—3 次,冷冻干燥后磨碎,用棕色密封玻璃瓶于冰箱中

保存备测.
1. 2　 样品前处理

准确称取 1. 00 g 蔬菜(以大白菜为例)干样于 50 mL 离心管中,加入 10 mL 乙腈和 2 g 无水硫酸钠、
0. 1 g 柠檬酸、0. 1 g 乙二胺四乙酸二钠,振荡 10 min 后超声 15 min,10 ℃下 12000 r·min - 1离心 15 min,
收集上清液. 残渣用上述方法反复提取 2 次,合并上清液. 往清液中加 1 mL 水,于旋转蒸发仪上减压蒸

发至 1 mL 左右,过 HLB 固相萃取小柱(过柱前,柱子依次用 6 mL 甲醇和 6 mL 水进行活化),再用 3 mL
甲醇洗脱. 洗脱液于 40 ℃水浴中氮吹浓缩至近干,加入 1 mL 甲醇-水(1 ∶ 1,V ∶ V)复溶,溶液过 0. 22 μm
膜,于样品瓶中存放在 - 4 ℃的冰箱中待测.
1. 3　 液相色谱-质谱条件
1. 3. 1　 液相色谱条件

RESTEK Pinnacle Ⅱ C18 色谱柱(5 μm,50 mm ×2. 1 mm). 流动相 A:水(含 0. 1%甲酸),流动相 B:
乙腈(含 0. 1%甲酸),梯度洗脱程序(表 1)进行分析;流速:300 μL·min - 1;柱温:20 ℃ . 进样量:2 μL.

表 1　 流动相梯度洗脱条件
Table 1　 Eluent gradient conditions

时间 /
min

水
(含 0. 1%甲酸)

乙腈
(含 0. 1%甲酸)

时间 /
min

水
(含 0. 1%甲酸)

乙腈
(含 0. 1%甲酸)

0 90 10 10 10 90

4 70 30 11 90 10

6 70 30 16 90 10

7 10 90

1. 3. 2　 质谱条件

离子源:电喷雾(ESI)离子源,正离子化模式;气帘气(CUR):15 psi;雾化气 (GS1):40 psi;干燥气
(GS2):50 psi;喷雾电压(IS):5500 V;碰撞气(CAD):Hight;离子源温度:500 ℃;扫描方式:多反应离子

监测(MRM). 检测离子对、去簇电压(DP)和碰撞能量(CE)见表 2.

表 2　 8 种磺胺类抗生素的色谱-质谱参数
Table 2　 HPLC-MS / MS parameters for the eight sulfonamides

化合物 保留时间 定性离子对(m / z) 定量离子对(m / z) DP / V CE / V

SD 1. 46 251. 3 / 156. 2 251. 3 / 108. 3 60 25

SPD 1. 85 250. 2 / 156. 2 250. 2 / 184. 2 68 30

ST 1. 90 256. 2 / 156. 2 256. 2 / 108. 2 55 23

SM1 2. 01 265. 2 / 156. 2 265. 2 / 172. 1 60 25

SM2 2. 72 279. 2 / 186. 2 279. 2 / 156. 2 65 25

SMT 3. 80 281. 2 / 156. 2 281. 2 / 108. 2 65 25

SMZ 6. 20 254. 3 / 156. 2 254. 3 / 108. 1 62 25

SDM 7. 56 311. 2 / 156. 2 311. 2 / 218. 3 75 52

2　 结果与讨论

2. 1　 提取液的选择

　 　 磺胺类抗生素一般采用有机溶剂进行提取,如二氯甲烷或乙腈. 但二氯甲烷容易提取基质中类脂
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物,浓缩后不容易脱脂,乙腈也容易将基质中蛋白质提取出来[20] . 因此,一般采取酸化的有机溶剂来进

行提取[21] . 实验分别用乙腈、酸化乙腈、二氯甲烷作为样品提取液,对样品添加 100 μg·kg - 1标准溶液进

行提取实验. 结果表明,酸化乙腈提取蔬菜中 8 种 SAs 的回收率均比乙腈的高. 二氯甲烷对 SM1、SM2、
SDM 有较高的回收率,但对其它 5 种 SAs 的回收率比酸化乙腈的低. 酸化乙腈提取蔬菜中 8 种 SAs 的回

收率均在 67%以上(图 1). 添加适量 Na2SO4、CH3COONa、Na2EDTA 能进一步提高提取效率[10] . 因此,本
实验采用 10 mL 酸化乙腈(添加 2 g Na2SO4、0. 1 g CH3COONa、0. 1 g Na2EDTA)作为提取液.

图 1　 提取液种类对 SAs 回收率的影响

Fig. 1　 Effect of extraction solvent on the recoveries of SAs

2. 2　 样品的净化

采用去脂净化和 HLB 柱净化进行处理. 去脂净化即取 5 mL 提取出的溶液,用 5 mL 正己烷去脂两

次,再氮气吹至近干,定溶测定. 去脂净化处理时(表 3),虽然 SPD 和 SDM 都有较好的回收率,但 SM1、
SM2 和 SMT 的回收率均低于 40% . 而采用 HLB 柱处理时(表 3),各化合物都有较高的回收率(大于

60% ). 因此,本文选择过 HLB 柱的方法进行预处理.

表 3　 净化处理方法对 SAs 回收率的影响(% )
Table 3　 Effect of purification treatments on the recoveries of SAs

SD SPD ST SM1 SM2 SMT SMZ SDM

去脂净化 59. 03 85. 29 72. 38 38. 12 38. 23 30. 86 76. 97 83. 99

HLB 柱净化 73. 54 73. 60 67. 45 88. 04 71. 45 91. 01 67. 88 70. 07

2. 3　 洗脱液的选择

样品提取液过 HLB 柱处理后,分别用甲醇和酸化乙腈洗脱,甲醇洗脱所得 8 种 SAs 的回收率均在

70%以上,而酸化乙腈洗脱所得 8 种 SAs 的回收率均在 50%以下(图 2). 因此,本实验选择甲醇作为洗

脱液.

图 2　 洗脱液对回收率的影响

Fig. 2　 Effect of eluent on the recoveries of SAs antibiotics
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2. 4　 色谱-质谱条件的优化

SAs 结构式中含有氨基,具有弱碱性. 因此,调节流动相 pH,可以抑制弱碱的离解,从而导致保留时

间的改变. 研究表明,用水(含 0. 1%甲酸)和乙腈(含 0. 1% 甲酸)混合溶液进行梯度洗脱,可以较好地

将 8 种 SAs 分离开来(图 3). 质谱仪采用母离子和两个子离子分别形成离子对进行定性定量分析,色谱

分离不完全的化合物在质谱部分也能准确进行分析. 因此,虽然 SPD、ST 和 SM1 具有相近的保留时间,
但由于其母离子和子离子不同,也能定性定量分析.

图 3　 磺胺类抗生素的 MRM 谱图(20 μg·L - 1)
Fig. 3　 The MRM chromatogram of sulfonamide standards (20 μg·L - 1)

根据磺胺类抗生素分子的结构特征,选择 ESI ( + ) 作为电离模式. 采用半自动进样方式,以
2 μL·min - 1将 20 μg·L - 1的磺胺类抗生素标准工作储备液注入离子源中,在多级反应监测(MRM)模式

下对磺胺类抗生素进行一级质谱分析(Q1 扫描),得到分子离子峰. 选取相应的母离子峰,对其子离子

进行二级质谱分析(Q2 扫描),得到碎片离子信息. 再对磺胺类抗生素的二级质谱的去簇电压(DP)、聚
焦电压(FP)、碰撞气(CAD)、碰撞能量(CE)、电喷雾电压(IS)等质谱参数进行优化,以使每种磺胺类抗

生素的分子离子与特征离子碎片产生的离子强度都达到最大化(图 4).
2. 5　 线性范围和定量限

将标准品母液用初始流动相进行稀释,配成浓度为 0. 1、0. 2、1、6、20、40、80 μg·L - 1的混合标准系列

溶液. 在上述实验条件下进样,得到 8 种 SAs 峰面积(y)与质量浓度(x)的线性关系,相关系数( r)为

0． 9979—0. 9999(表 4). 在浓度为 0. 1 μg·L - 1时,除 SMZ 以外,其它 7 种 SAs 的信噪比(S / N)均大于 10.
当浓度为 0. 2 μg·kg - 1时,SMZ 的 S / N 大于 10. 因此,该实验方法对 SMZ 的定量限为 0. 2 μg·kg - 1,其它

7 种 SAs 的定量限均为 0. 1 μg·kg - 1 .

表 4　 8 种 SAs 的线性关系、相关系数和定量限

Table 4　 Linear relation, correlation coefficient and limit of quantitation of eight sulfonamides
化合物 线性关系 相关系数( r) 定量限 / (μg·kg - 1)

SD y = 2. 48 × 104 x + 4. 82 × 104 0. 9979 0. 1

SPD y = 2. 47 × 104 x + 1. 85 × 104 0. 9996 0. 1

ST y = 3. 29 × 104 x + 1. 61 × 104 0. 9997 0. 1

SM1 y = 2. 39 × 104 x + 1. 06 × 104 0. 9999 0. 1

SM2 y = 3. 44 × 104 x + 1. 1 × 104 0. 9993 0. 1

SMT y = 3. 73 × 104 x + 1. 74 × 104 0. 9995 0. 1

SMZ y = 2. 36 × 104 x + 3. 06 × 104 0. 9984 0. 2

SDM y = 6. 66 × 104 x + 6. 15 × 104 0. 9996 0. 1
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图 4　 磺胺类抗生素的二级质谱全扫描图

Fig. 4　 Product ion spectra of sulfonamide antibiotics

2. 6　 回收率和精密度

以 1 g 蔬菜(以大白菜为例)为实验样品进行不同浓度加标回收试验(添加浓度分别为 5、50、
100 μg·kg - 1). 样品加标后放置 12 h 进行老化平衡,按上述优化的方法进行前处理和分析测定,定量计

算回收率和相对标准偏差(RSD). 除了 SM2 在 5 μg·kg - 1添加浓度时回收率较低(49. 37% )以外,不同

加标浓度下 8 种 SAs 的回收率在 62. 03%—91. 01% 之间,大部分约在 70% 以上. RSD 在 1. 07%—
14． 00%之间,绝大部分 RSD 小于 10% (表 5). 表明该方法具有较高的准确度和精密度,能够满足实际

样品的分析要求.
2. 7　 不同植物样品对提取过程的影响

表 6 是不同蔬菜中 8 种 SAs 的回收率,分别代表了叶菜类蔬菜(生菜和通菜)、瓜果类蔬菜(苦瓜和

冬瓜)和根类蔬菜(红萝卜和番薯). 从表中可以看出不同蔬菜中同种化合物的回收率不同;除了红萝卜

对 SM2 的回收率(34. 00% )偏低以外,其它化合物均有较高的回收率( > 56. 60% );虽然不同蔬菜中各

个化合物的回收率不同,但差异不大,表明该方法对不同类型蔬菜样品中 SAs 的分析具有通用性.
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表 5　 蔬菜中 8 种 SAs 的加标回收率及相对标准偏差(% ) (n = 3)
Table 5　 Recoveries and relative standsard deviations RSD of eight SAs in vegetable samples(% , n = 3)

添加浓度 / (μg·kg - 1) SD SPD ST SM1 SM2 SMT SMZ SDM

5 78. 22
(7. 87)

62. 12
(8. 83)

75. 30
(10. 97)

62. 81
(8. 83)

49. 37
(4. 22)

81. 37
(1. 07)

83. 95
(3. 56)

76. 00
(4. 66)

50 69. 98
(6. 65)

62. 03
(10. 30)

62. 35
(12. 05)

63. 18
(10. 32)

67. 91
(10. 77)

84. 55
(7. 23)

74. 04
(5. 57)

80. 10
(14. 00)

100 73. 54
(6. 66)

73. 60
(7. 29)

67. 45
(3. 69)

88. 04
(2. 33)

71. 45
(4. 31)

91. 01
(4. 70)

67. 88
(4. 37)

70. 07
(2. 44)

表 6　 不同蔬菜中 8 种 SAs 的回收率(% )
Table 6　 Recovery of eight SAs in different vegetable samples(% )

蔬菜品种 SD SPD ST SM1 SM2 SMT SMZ SDM

生菜　 　 64. 30 63. 19 66. 14 80. 85 81. 73 78. 81 95. 88 77. 83
通菜　 　 90. 52 106. 38 105. 06 94. 84 94. 75 86. 76 88. 52 79. 72
苦瓜　 　 85. 12 97. 12 79. 55 97. 05 102. 33 104. 53 94. 63 92. 53
冬瓜　 　 87. 20 82. 45 90. 02 93. 79 84. 57 99. 67 85. 55 81. 67
红萝卜　 87. 31 64. 93 101. 49 72. 20 34. 00 56. 60 70. 27 63. 60
番薯　 　 94. 33 87. 07 77. 94 98. 83 75. 68 113. 83 92. 59 91. 33

2. 8　 蔬菜样品中 8 种 SAs 的测定

利用上述所建立的分析方法,对广州市某无公害蔬菜基地的大白菜、花菜、生菜和油麦菜样品进行

了测定(表 7). 每种蔬菜中均检出 3 种以上磺胺类抗生素,含量在 0. 11—17. 43 μg·kg - 1(干重)之间,总
含量在 2. 42—27. 60 μg·kg - 1之间,其中 SD 和 SM2 在各蔬菜中均被检出.

表 7　 不同蔬菜样品中 8 种 SAs 的含量(μg·kg - 1,干重)
Table 7　 Analytical results of eight sulfonamides in different vegetable samples(μg·kg - 1)

蔬菜　 SD SPD ST SM1 SM2 SMT SMZ SDM ∑SAs

大白菜 17. 43 2. 22 0. 11 0. 11 0. 75 20. 62
花菜　 0. 59 0. 24 1. 39 0. 20 2. 42
生菜　 17. 14 2. 1 8. 36 27. 60
油麦菜 10. 13 1. 58 2. 18 0. 13 0. 44 14. 46

　 　 注: 表示低于定量限.

3　 结论

建立了固相萃取-高效液相色谱-串联质谱同时测定蔬菜中 8 种磺胺类抗生素的分析方法. SMZ 的方法

定量限为 0. 2 μg·kg -1,其它 7 种化合物的定量限均为 0. 1 μg·kg -1 . 不同加标浓度(5—100 μg·kg -1)下
8 种化合物的回收率大部分约在 70%以上,相对标准偏差(RSD)多数小于 10%,能够满足实际样品的分析

要求. 无公害蔬菜样品也普遍检出磺胺类抗生素,总含量在 2. 42—27. 60 μg·kg -1(干重)之间.
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Simultaneous determination of eight sulfonamide antibiotics in vegetables
using solid phase extraction and high performance liquid chromatography

coupled with mass spectrometry
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Department of Environmental Engineering, Jinan University, Guangzhou, 510630;
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ABSTRACT
An analytical method for the simultaneous determination of eight sulfonamide antibiotics

(sulfadimethoxine, sulfpyride, sulfamethazine, sulfathiazole, sulfamerazine, sulfamethoxazole, sulfameter and
sulfadiazine) in vegetables was presented using solid phase extraction and high performance liquid
chromatography coupled with mass spectrometry. Vegetable samples were extracted by acetonitrile (containing
2 g anhydrous sodium sulfate, 0. 1 g sodium acetate and 0. 1 g disodium ethylenediamine tetraacetate), then
purified and enriched by the HLB column. The sulfonamide antibiotics were separated on RESTEK Pinnacle
Ⅱ C18 column with mobile phase containing 0. 1% acetic acid and acetonitrile (0. 1% acetic acid) and then
determined by electrospray ionization mass spectrometry ( ESI-MS). The quantitative limits of method were
0. 2 μg·kg - 1 for SMZ and 0. 1 μg·kg - 1 for the other seven analytes. Recoveries were mostly above 70% and
relative standard deviation ( RSD) was mostly under 10% at various spiking levels The method was
successfully applied to test sulfonamides in vegetable samples with total content from 2. 42 μg·kg - 1 to
27. 60 μg·kg - 1 . 　

Keywords: sulfonamide antibiotics, HPLC-MS / MS, vegetables.


