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摘　 要:采用固相萃取 / 超声辅助萃取-超高效液相色谱-质谱联用技术,建立了一种

适用于市政污水厂污水和污泥中 15 种典型抗生素的同步测定方法。 污水样品经过

滤、酸化及固相萃取柱富集净化;污泥样品用体积比为 3 ∶ 1 的 McIlvaine 缓冲液-乙腈

和 Mg(NO3) 2 -NH3·H2O 超声提取后经固相萃取柱富集净化。 以体积分数为 0. 1%
甲酸水溶液和乙腈为流动相进行梯度洗脱,采用电喷雾离子源,在多反应监测、正离

子模式下进行定量分析。 结果表明,在优化条件下,15 种目标分析物在 1 ~1 000 μg / L
范围内线 性 关 系 良 好 ( R2 均 大 于 0. 995 ), 污 水 和 污 泥 的 加 标 回 收 率 分 别 为

57. 02% ~156. 79%和 36. 98% ~ 143. 76% ,相对标准偏差分别为 0. 18% ~ 10. 64%
和 0. 77% ~8. 31% 。 该方法成功应用于资阳市某污水处理厂污水和污泥样品的检

测,污水和污泥中各有 10 目标抗生素被检出,浓度分别为 9. 70 ng / L ~ 551. 27 ng / L
和 15. 73 ng / g ~ 2 972. 20 ng / g。
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Abstract:A method was developed for the simultaneous determination of 15 typical antibi-
otics in the wastewater and sludge from wastewater treatment plants, using ultrasonic-
assisted extraction followed by solid phase extraction and ultra-high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. The wastewater samples were enriched and
cleaned-up by filtration, acidification and solid phase extraction cartridges. The sludge
samples were firstly extracted by ultrasonic-assisted extraction with a mixture of McIlvaine
buffer-Acetonitrile and Mg(NO3) 2 -NH3·H2O with a volume ratio of 3 ∶ 1, and then fol-
lowed by SPE process. All antibiotics were separated by gradient elution with the mobile
phase of 0. 1% formic acid aqueous solution and acetonitrile, and then quantitatively ana-
lyzed with an electrospray ionization source in the positive ion and multiple reaction moni-
toring modes. After Optimization, the 15 antibiotics achieved great linearity in the range of
1 ~ 1 000 μg / L (R2 >0. 995), and the average recoveries of wastewater and sludge were
57. 02% ~ 156. 79% and 36. 98% ~ 143. 76% , respectively, and the relative standard
deviations were 0. 18% ~ 10. 64% and 0. 77% ~ 8. 31% , respectively. This method has
been successfully applied in determining samples of the wastewater and sludge from a mu-
nicipal wastewater treatment plant in Ziyang. Ten target antibiotics were identified in the
wastewater and sludge, with the concentration ranges of 9. 70 ng / L ~ 551. 27 ng / L and
15. 73 ng / g ~ 2 972. 20 ng / g in wastewater and sludge samples, respectively.
key words:municipal wastewater treatment plants;antibiotics;ultra-high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry;solid phase extraction;ultrasonic assisted extrac-
tion

0　 引　 言

抗生素已广泛用于预防和治疗人类及兽类的

各种疾病,甚至被用作饲料添加剂以促进畜禽的

生长[1-3]。 中国是世界上最大的抗生素生产国和

消费国之一,2013 年中国消费了 92 700 t 抗生素,
包括 36 种抗生素,其中人类消费占 48% ,动物消

费占 52% ,人均消费量超过英国和北欧大部分地

区的使用量 6 倍之多[4-5]。 大量使用的抗生素并

不能完全被机体吸收,约有 70% 以活性母体化学

物质或代谢产物排出,可通过多种途径进入水环

境[6-8]。 近年来抗生素在全球范围内的污水处理

厂被广泛检出,污水处理厂已成为抗生素的一个

主要污染汇,其浓度多数在 ng / L ~ μg / L 级别。
然而,污水处理工艺并不能完全去除抗生素[9-15]。
环境中抗生素的长期存在会诱导耐药菌和耐药基

因大范围的增殖和传播,进而对人类健康产生潜

在的威胁[16-18]。
目前,国内外对于环境样品中抗生素的检测

尚未有统一的方法标准,现有的检测方法包括高

效液相色谱法(high performance liquid chromatog-
raphy,HPLC)、气相色谱-质谱联用法(gas chroma-
tography-mass spectrometer,GC-MS)、液相色谱-质
谱联用法(high performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry,HPLC-MS)和超高效液

相色谱-串联三重四极杆质谱法(ultra performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry,
UPLC-MS / MS)等[19-24]。 其中,UPLC-MS / MS 的灵

敏度高、选择性好,对环境样品中痕量抗生素的检

测具有独特的优势[22,25-26]。 须指出的是,为实现

环境样品抗生素的有效测定,探索合适的样品前

处理条件十分关键。 通常,水相样品前处理方法
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为固相萃取法(solid phase extraction,SPE),固相

样品前处理方法为超声溶剂萃取-固相萃取法

(ultrasonic solvent extraction-solid phase extraction,
USE-SPE) [19-20,22,27]。 由于环境样品中抗生素种

类繁多且理化性质差异较大、不同环境基质复杂

程度不一,针对不同环境样品优化其前处理条件

对于抗生素的准确测定至关重要。 近年来,国内

外在地表水、自来水、污废水等环境基质中抗生素

的检测方法开发方面开展了大量工作,并取得了

较好的应用效果,但目前仍存在分离效果较差或

相对耗时较长等问题,同时针对市政污泥等更为

复杂的环境介质中抗生素的检测方法研究还较为

缺乏[14,21,26-30]。 因此,建立一种同步测定市政污

水厂污水和污泥中多类抗生素的分析方法是十分

必要的。
本文以污水处理系统中检出率较高的 4 大类

包括 4 种四环素类( tetracyclines,TCs)、5 种磺胺

类(sulfonamides,SAs)、4 种喹诺酮类(quinolones,
QNs)和 2 种大环内酯类(macrolides,MLs)共 15
种典型抗生素为目标抗生素,采用 USE / SPE-
UPLC-MS / MS 技术,着重优化了仪器分析参数和

样品前处理方法,建立了一种适用于市政污水厂

污水和污泥中 4 类 15 种典型抗生素的同步测定

方法。

1　 材料与方法

1. 1　 仪器与试剂

超高效液相色谱仪(ACQUITY UPLC,美国

Waters 公司),配三重四极杆串联质谱仪 (Xevo
TQ MS,美国 Waters 公司);固相萃取仪(12 管防

交叉污染型,美国 Supelco 公司);氮吹仪(HGC-
12D,天津市恒奥科技公司);真空冷冻干燥机

(SCIENTZ-12N,宁波新芝生物科技股份有限公

司);高速离心机( TDL-5-A,上海安亭科学仪器

厂);超声波清洗机(AS3120,天津奥特赛恩斯仪

器公司);涡旋混匀器(Vortex 2,德国 IKA 公司);
超纯水器(UPT-II-10L,成都优越科技有限公司);
固相萃取小柱(Oasis HLB 6 mL / 500 mg,美国 Wa-
ters 公司)。

15 种抗生素标准品包括 4 种 TCs:强力霉素

(doxycycline,DOX)、四环素( tetracycline,TC)、金
霉素( chlortetracycline,CTC)、土霉素( oxytetracy-
cline, OTC);5 种 SAs:磺胺二甲嘧啶(sulfametha-
zine,SM2)、磺胺嘧啶( sulfadiazine,SDZ)、磺胺甲

嘧啶( sulfamerazine,SM1)、磺胺间甲氧嘧啶( sul-

famonomethoxine, SMM)、磺胺氯哒嗪(sulfachloro-
pyridazine, SCP);4 种QNs:环丙沙星(ciprofloxacin,
CIP)、诺氟沙星(norfloxacin,NOR)、氧氟沙星(oflox-
acin, OFL)、恩诺沙星( enrofloxacin,ENR);2 种

MLs:罗红霉素( roxithromycin, ROX)、阿奇霉素

(azithromycin, AZM),以上均购自德国 Dr. Ehren-
storfer GmbH,纯度均大于 99. 5% 。

甲醇、乙腈、乙酸乙酯和甲酸均为色谱纯级;
Na2EDTA、氢氧化钠、硝酸镁、氨水、柠檬酸、磷酸

氢二钠和磷酸等均为分析纯级。
1. 2　 溶液配制

精确称取 5. 0 mg 各抗生素标准品溶于甲醇

中,将其转移至 100. 0 mL 棕色容量瓶中定容并摇

匀,配制成 50. 0 mg / L 的抗生素标准储备溶液于
-20 ℃下避光保存。 精密吸取各抗生素标准储备

溶液 4 mL 至 100 mL 棕色容量瓶中,用甲醇稀释

定容并摇匀,配制成 2. 0 mg / L 的抗生素混合标准

储备溶液于-20 ℃下避光保存。 使用时,用体积

分数为 20%的甲醇溶液稀释至所需浓度。
1. 3　 样品采集与前处理

2020 年 5 月,采集了四川省资阳市某污水处

理厂进出水及生化池泥水混合液样品 6 个,每个

取样点采集 2 L 水样装入棕色采样瓶中,在冰浴

下运回实验室,并于 4 ℃下保存,48 h 内完成前

处理。
污水样品:水样经 0. 45 μm 玻璃纤维滤膜过

滤后,准确量取 500 mL,加入 0. 25 g Na2EDTA,混
匀,(络合水样中的金属阳离子等), 然后用

H3PO4 调节 pH 至 3. 0 左右,储存于 4 ℃ 下并在

48 h 内完成固相萃取。 依次用 10 mL 甲醇、10 mL
超纯水、10 mL pH = 3 的超纯水活化 HLB 小柱。
将预处理后的水样以 3 mL / min 左右的流速通过

HLB 小柱进行富集;完成过柱后,用 10 mL 超纯

水淋洗 HLB 小柱以去除杂质;真空干燥 2 h 左右,
再用 9 mL 体积分数为 0. 1%甲酸-甲醇溶液洗脱,
洗脱液用 10 mL 的氮吹管收集,且保持洗脱流速

为 1 mL / min 左右;将收集的洗脱液在 35 ℃下用

温和的氮气吹至 0. 1 mL 左右,用体积分数为

20%的甲醇溶液复溶至 1 mL,涡旋振荡 2 ~
3 min,用 0. 22 μm 针孔滤膜过滤后转移至 1. 5 mL
棕色瓶中储存于 - 20 ℃ 下, 待 UPLC-MS / MS
分析。

污泥样品:将采集的污泥样品于-20 ℃下冷

冻一周左右,经 48 h 冷冻干燥后研磨过筛,准确

称取 1. 0 g 过筛后的污泥样品于 50 mL 的聚四氟
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乙烯离心管中,加入 15 mL 体积比为 1 ∶ 1 的

McIlvaine 缓冲液和乙腈溶液,涡旋震荡 2 min,超
声 15 min,5 000 r / min 离心 10 min,转移上清液至

棕色玻璃瓶中,重复萃取 2 次;再向残余物中加入

5 mL 体积比为 96 ∶ 4 的 Mg(NO3) 2 和 NH3·H2O
溶液继续萃取,步骤同上,重复萃取 2 次;合并萃

取液,用超纯水稀释至 500 mL,随后进行固相萃

取,步骤与污水样品的处理相同。
1. 4　 分析条件

色谱条件:ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱

(2. 1 mm×100 mm,1. 7 μm);柱温:40 ℃;进样体

积:5 μL;流速:0. 3 mL / min;流动相 A:体积分数

0. 1%甲酸水溶液,流动相 B:乙腈;梯度洗脱程

序:0 min,10% B;8 min,12% B;10. 5 min,18% B;
15 min,540% B;17 min,55% B;17 min,90% B。

质谱条件:电喷雾离子源 ( electrospray ion
source,ESI),正离子模式;离子源温度:150 ℃;脱

溶剂温度:500 ℃,脱溶剂气流量:800 L / h;毛细

管电压:3. 5 kV;锥孔电压:35 V;采用多反应监测

(multiple reaction monitoring,MRM)模式检测。

2　 结果与讨论

2. 1　 质谱参数的优化

据文献报道[26-27,31],4 大类目标抗生素在 ESI
正离子模式下扫描,采用 MRM 模式时响应较强。
因此,本文选择多反应监测 ESI+模式监测。 将 15
种 50 μg / L 目标抗生素标准溶液分别注入离子

源,在 ESI+模式下进行离子扫描,选取响应最高

的离子峰作为该化合物的母离子,然后对母离子

进行破碎,选择 2 个合适的碎片离子作为子离子,
并对各目标抗生素的子母离子对进行碰撞能量等

质谱参数优化。 15 种目标抗生素在 MRM 模式下

的质谱参数见表 1。

表 1　 MRM 模式下 15 种目标抗生素的质谱采集参数

Table 1　 Mass spectrometry acquisition parameters for the 15 target antibiotics in MRM mode

目标抗生素 保留时间 / min 母离子(m / z) 子离子(m / z) 碰撞能量 / eV

磺胺类
(SAs)

磺胺嘧啶 SD 2. 67 251. 1 156. 0∗ / 92. 1 14 / 27

磺胺甲嘧啶 SM1 3. 82 265. 1 92. 1∗ / 156. 0 26 / 22

磺胺二甲嘧啶 SM2 5. 34 279. 1 92. 2∗ / 186. 1 32 / 24

磺胺间甲氧嘧啶 SMM 10. 14 281. 1 156. 1∗ / 92. 1 32 / 28

磺胺氯哒嗪 SCP 10. 29 285. 0 156. 1∗ / 124. 0 24 / 21

四环素类
(TCs)

土霉素 OTC 6. 63 461. 1 426. 2∗ / 201. 2 32 / 35

四环素 TC 8. 54 445. 2 410. 3∗ / 427. 3 17 / 10

金霉素 CTC 15. 77 479. 1 153. 9∗ / 444. 1 30 / 20

强力霉素 DOX 17. 81 445. 2 428. 2∗ / 321. 5 24 / 30

喹诺酮类
(QNs)

诺氟沙星 NOR 7. 61 320. 1 302. 2∗ / 276. 1 21 / 10

氧氟沙星 OFL 7. 61 362. 1 318. 5∗ / 261. 0 17 / 25

环丙沙星 CIP 8. 38 332. 1 314. 1∗ / 288. 1 20 / 15

恩诺沙星 ENR 10. 68 360. 2 342. 4∗ / 316. 1 19 / 17

大环内酯类
(MLs)

阿奇霉素 AZM 17. 49 749. 5 591. 3∗ / 158. 0 25 / 25

罗红霉素 ROX 22. 55 837. 5 679. 5∗ / 158. 1 30 / 35

　 　 注:∗为定量子离子。

2. 2　 色谱分离程序的优化

对于抗生素等药物类化合物常用乙腈、甲醇

和含无机酸的水溶液组成的流动相体系进行分

离,如甲酸和氨水等离子化助剂可以有效改善目

标抗生素的峰形、提高分析灵敏度[25,29,32-33]。 本

研究发现在流动相中加入体积分数为 0. 1% 甲酸

可以显著改善目标抗生素的峰形。 因此,本文采

用体积分数为 0. 1%甲酸-水和乙腈溶液作为二元
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流动相体系对目标抗生素进行梯度洗脱分离。 结

果发现,15 种目标抗生素均可以得到较高的响应

值,但是有部分抗生素的响应峰存在重叠,分离效

果不理想。 为了使 15 种目标抗生素均可被有效

分离,对流动相洗脱程序进行了优化,最终确定梯

度洗脱程序为:0 min,10% B;8 min,12% B;
10. 5 min,18% B;15 min,540% B;17 min,55%
B;17 min,90% B。 总离子流色谱图如图 1 所示,
分离效果较好,无明显峰形拖尾。

1—SD;2—SM1;3—SM2;4—OTC;5—NOR;6—OFL;7—CIP;
8—TC;9—SMM;10—SCP;11—ENR;12—CTC;13—AZM;

14—DOX;15—ROX。

图 1　 15 种目标抗生素的总离子流色谱图

Fig. 1　 Total ion current(TIC)chromatogram of
the 15 target antibiotics

2. 3　 样品前处理方法的优化

固相萃取(solid phase extraction,SPE)和超声

溶剂萃取(ultrasonic solvent extraction,USE)技术

已经被广泛应用于环境样品中抗生素类化合物的

前处理[19-20,22,32]。 因此,本文采用 SPE 和 USE 技

术对污水和污泥样品中抗生素进行提取、富集和

净化,为减少环境基质的干扰同时提高目标抗生

素的回收率,需对 SPE 洗脱剂和 USE 提取剂进行

优化。
已报道的研究中大多选择用甲醇作为目标分

析物的洗脱剂[28,34],本文对比了洗脱剂 A:体积

分数为 0. 1%甲酸-甲醇溶液、洗脱剂 B:体积比为

1 ∶ 1 的甲醇-乙腈、洗脱剂 C:体积分数为 2% 氨

水-甲醇溶液和洗脱剂 D:体积比为 1 ∶ 1 的甲醇-
乙酸乙酯对目标抗生素的洗脱效果,如图 2 所示,
洗脱剂 A 对所有目标抗生素的洗脱效果均较好,
回收率介于 57. 02% ~ 156. 79% ;当使用洗脱剂

B、C 和 D 时,四环素类、喹诺酮类和大环内酯类

抗生素的回收率均小于 35% 。 因此,本文选择体

积分数为 0. 1%甲酸-甲醇溶液作为洗脱剂。

图 2　 不同洗脱剂下目标抗生素回收率

Fig. 2　 Target antibiotic recovery rate under
different eluents

4 大类抗生素的化学结构不同,极性和酸碱

性差异较大。 根据目标分析物的理化性质和前人

的研究发现,由乙腈、甲醇等有机溶剂和弱酸弱碱

溶液组成的萃取剂可以有效提取固相样品中残留

的抗生素等药物[28,32-35]。 同时,亦有研究者发现

在萃取剂中添加 Mg2+ 盐可以有效提高喹诺酮类

抗生素的回收率[19-20]。 本文考察了萃取剂 A:体积

比为 3 ∶ 1 的 McIlvaine 缓冲液-乙腈和 Mg(NO3)2-
NH3·H2O、萃取剂 B:体积比为 1 ∶ 1 的 McIlvaine
缓冲液和甲醇溶液和萃取剂 C:体积比为 1 ∶ 1 的

McIlvaine 缓冲液和乙腈溶液对 21 种目标抗生素

的提取效果,如图 3 所示,萃取剂 A 对所有目标

抗生素的提取效果均较好,回收率介于 43. 3% ~
143. 8% ;当使用萃取剂 B 和 C 时,无法提取出

NOR、OFL 和 CIP。 因此,本文选择体积比为 3 ∶ 1
的 McIlvaine 缓冲液-乙腈和 Mg(NO3)2-NH3·H2O
作为污泥样品的萃取剂。
2. 4　 线性范围、检出限、定量限和回收率

配制 1、5、10、50、100、250、500 和 1 000 μg / L
不同质量浓度梯度的混合标准工作溶液,按 1. 4
中的分析条件进行测定,外标法定量。 以浓度为

横坐标,峰面积为纵坐标绘制校准曲线,线性方程

及相关系数见表 2。 结果表明,15 种目标抗生素

的线性关系良好,相关系数(R2)均大于 0. 995,满
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足测定要求。 仪器的检出限 ( LOD) 和定量限

(LOQ)分别以信噪比(S / N)≥3 和 S / N≥10 来确

定,获得 15 种目标抗生素的 LOD 和 LOQ 分别为

0. 01 μg / L ~ 2. 97 μg / L 和 0. 06 μg / L ~ 9. 90 μg / L。
以污水和污泥样品为基底进行加标回收实验,加
标浓度为 100 μg / L,设置 3 个平行样,按 1. 3 中的

方法进行样品前处理,考察方法回收率和精密度。
结果表明,目标抗生素在污水和污泥基质中的回

收率分别为 57. 02% ~ 156. 79% 和 36. 98% ~
143. 76% , 相 对 标 准 偏 差 分 别 为 0. 18% ~
10. 64%和 0. 77% ~8. 31% 。

图 3　 不同萃取剂下目标抗生素回收率

Fig. 3　 Target antibiotic recovery rate under
different extractants

表 2　 15 种抗生素的线性范围、线性方程、检出限、定量限和回收率

Table 2　 The linear range, linear equation, limit of detection, limit of quantitation
and recoveries of 15 target antibiotics

抗生素
线性范围 /
(μg·L-1)

线性方程
相关系数

(R2)
检出限 /

(μg·L-1)
定量限 /

(μg·L-1)

回收率 / %

污水 污泥

SD 1-250 y=29. 817x-5. 8953 0. 999 0. 24 0. 80 61. 88 61. 16

SM1 1-250 y=56. 277x-76. 617 0. 999 0. 02 0. 06 61. 87 66. 46

SM2 1-250 y=81. 882x-72. 48 0. 999 0. 01 0. 18 64. 35 56. 97

SMM 5-500 y=6. 239x-35. 639 0. 999 0. 14 0. 46 110. 73 69. 20

SCP 1-500 y=7. 9046x-59. 573 0. 999 0. 08 0. 26 94. 44 43. 30

TC 10-500 y=13. 433x-354. 1 0. 997 0. 31 1. 03 63. 57 79. 91

CTC 10-500 y=15. 262x-420. 09 0. 995 0. 13 0. 44 105. 18 137. 07

DOX 10-500 y=20. 987x-521. 53 0. 995 0. 06 0. 20 102. 77 60. 57

OTC 10-500 y=7. 5844x-179. 72 0. 997 0. 44 1. 48 66. 92 53. 26

NOR 10-1000 y=14. 708x-756. 15 0. 996 0. 33 1. 11 79. 38 63. 26

OFL 10-1000 y=124. 12x-2486. 6 0. 999 0. 02 0. 07 67. 49 48. 28

CIP 10-500 y=12. 391x-157. 8 0. 999 1. 21 4. 06 122. 17 143. 76

ENR 5-250 y=31. 934x-71. 893 0. 999 2. 97 9. 90 105. 19 103. 97

AZM 5-500 y=66. 27x-169. 7 0. 999 0. 02 0. 08 156. 79 80. 12

ROX 1-250 y=23. 692x+17. 034 0. 999 0. 12 0. 41 57. 02 36. 98

2. 5　 实际样品检测

将本文所建立的方法应用于四川省资阳市某

市政污水处理厂污水和污泥样品中抗生素的测

定,结果如图 4 和图 5 所示。 污水和污泥中各有10
种目标抗生素被检出,其浓度分别为 9. 70 ng / L ~
551. 27 ng / L 和 15. 73 ng / g ~ 2 972. 20 ng / g。 出

水中残留的抗生素污染物主要为 SCP 和 OFL,其

浓度分别为 196. 05 ng / L 和 494. 67 ng / L;污泥中

残留的抗生素污染物主要为 NOR 和 OFL,其浓度分

别为 2 113. 63 ng / g ~2 437 ng / g 和 2 901. 03 ng / g ~
2 972. 20 ng / g。 污水处理工艺对部分抗生素难以

有效去除或是没有真正的去除。 因此,有必要针

对污水处理厂中抗生素类污染物的分布和去除进

行深入研究。
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图 4　 资阳市某市政污水处理厂不同处理单元

水样中抗生素浓度

Fig. 4　 Concentration of antibiotics in wastewater of
different treatment units from a municipal

wastewater treatment plant in Ziyang

图 5　 资阳市某市政污水处理厂不同处理单元

污泥中抗生素浓度

Fig. 5　 Concentration of antibiotics in the sludge of
different treatment units from a municipal

wastewater treatment plant in Ziyang

3　 结　 论

本文基于 USE / SPE-UPLC-MS / MS 技术,着重

优化了目标抗生素的提取条件、富集净化过程中的

洗脱条件以及 LC-MS 条件,建立了一种适用于污

水和污泥中四环素类、磺胺类、喹诺酮类和大环内

酯类共 15 种典型抗生素的同步测定方法,方法检

出限和定量限分别为 0. 01 μg / L ~ 2. 97 μg / L 和

0. 06 μg / L ~9. 90 μg / L,污水和污泥的加标回收率

分别为 57. 02% ~156. 79%和 36. 98% ~143. 76%,
相对标准偏差分别为 0. 18% ~10. 64%和 0. 77% ~

8. 31%。 本方法成功应用于资阳市某污水处理厂

污水和污泥样品的检测中,共检出 10 种抗生素,其
在污水和污泥中的浓度分别为 9. 70 ng / L ~
551. 27 ng / L 和 15. 73 ng / g ~2 972. 20 ng / g。
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