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摘要: 建立了一种液相色谱-电喷雾串联质谱同时测定中华鳖中 21种磺胺类药物残留的方法。均质样品先后用乙

腈、二氯甲烷提取,合并提取液, 取部分提取液经氮吹浓缩。残渣用 1mL流动相溶解,饱和正己烷脱脂净化。采用

ZORBAX E clipse XDB-C8色谱柱,以含 01 2%乙酸的水溶液和甲醇 ( 7B3)为流动相, 梯度洗脱,在电喷雾-多反应监测

离子模式下, 进行定量定性分析。方法的定量限为 4Lg /kg; 以标准加入法计算回收率, 在 4) 40Lg /kg添加范围内,

平均回收率为 7512% ) 104% ; 相对标准偏差为 01 16% ) 9198%。

关键词: 高效液相色谱-串联质谱; 中华鳖;磺胺类药物; 检测

中图分类号: X8301 2  文献标识码: A  文章编号: 1000-3207( 2008) 05-0669-11

  磺胺类药物 ( SAS)是具有对氨基苯磺酰胺结构

的一类药物的总称,具有芳氨基和磺酰胺基,是常用

的广谱抗菌素, 在水产养殖中广泛应用。但是磺胺

类药物能够产生排尿和造血紊乱等副作用。近年来

人们对食品中药物残留越来越关注, 国际食品法典

委员会 ( CAC)、欧盟和欧美等大多数国家规定食品

和饲料中磺胺类药物总量不得超过 011mg /kg。

2006年 5月 29日起新实施的日本 5肯定列表 6规

定:磺胺喹 啉的限量为 0105mg /kg, 磺胺甲基嘧啶

为 0102mg /kg, 磺胺二甲嘧啶为 0101mg /kg, 磺胺二

甲氧 嘧啶为 0104mg /kg, 磺胺 二甲 基嘧 啶为

0101mg /kg, 其他采用一律标准即 0101mg /kg。

中华鳖 ( Trionyx sinensis )俗称甲鱼, 营养丰富,

富含蛋白质、脂肪、维生素和矿物质等多种营养成

分,有良好的滋补功效,是深受消费者喜爱的高档水

产品。随着养殖规模的不断扩大, 中华鳖养殖过程

中病害时有发生,磺胺类药物对中华鳖的腐皮病等

细菌性疾病有较好的治疗效果
[ 1) 3, 10 ]

。然而磺胺类

药物在生物体内作用时间和代谢时间较长, 过量使

用必会导致磺胺类药物在生物体中的蓄积。国内外

对水产品中磺胺类残留分析的报道主要集中在磺胺

甲基异 唑、磺胺嘧啶、磺胺二甲嘧啶等几种常见磺

胺类药物的测定, 有 HPLC
[ 4) 6]
、LC-M S /M S

[ 7, 8 ]
、

HPLC-M S /M S
[ 9, 11, 12]

等方法, 但水产品中磺胺类多

组分同时检测方法很少。

本研究应用液相色谱-串联质谱仪研究了同时

检测中华鳖人工养殖中可能用到的 21种磺胺类药

物, 优化了色质谱条件, 方法的灵敏度和准确度较

高, 可以满足日常检测需求。

1 材料与方法

111 材料  API3000串联四极杆质谱仪 (美国 AB

公司 ) ,配有电喷雾离子源 ( ESI源 )。磺胺、磺胺甲

氧哒嗪、磺胺对甲氧嘧啶、磺胺氯哒嗪、磺胺喹 啉、

磺胺吡啶、磺胺二甲基嘧啶、磺胺甲噻二唑、磺胺二

甲氧嘧啶、磺胺-6-甲氧嘧啶、磺胺醋酰、磺胺二甲嘧

啶、磺胺噻唑、磺胺胍、磺胺邻二甲氧嘧啶、磺胺硝

苯、磺胺二甲异嘧啶、磺胺苯吡唑、磺胺甲基异 唑、

磺胺嘧啶、磺胺二甲异 唑为 S igma公司试剂,用甲

醇分别配制成 100mg /L标准储备液; 乙腈、甲醇为

色谱纯 (M erck试剂 ); 水为 M ill-iQ超纯水; 其他试

剂为分析纯 (上海试剂厂 )。

112 检测样品的提取方法优化  分别采用乙腈和

二氯甲烷作为磺胺类药物残留的提取液。准确称取

5100g样品于 50mL离心管中,加入 20mL乙腈或二

氯甲烷,均质 3m in( 10000r /m in) ,离心 5m in( 5000r /

m in) ,将乙腈或二氯甲烷层转移至 50mL棕色容量

瓶中,再用 20mL乙腈或二氯甲烷重复提取残渣一
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次,合并提取液, 用乙腈或二氯甲烷定容至 50mL。

113 样品净化方法优化  分别选用中性氧化铝柱、

HLB柱和正己烷净化法进行净化方法筛选。 ¹ 中

性氧化铝柱净化法: 先活化中性氧化铝柱, 然后上

样,再用 3mL甲醇冲洗,合并接液, 40e 水浴氮吹至
干,加入 1mL流动相 ( 012%乙酸B甲醇 = 7B3)定容,

溶液过 012Lm滤膜收集于进样瓶中, HPLC-M S /M S

检测。ºHLB柱净化法: 活化 HLB柱,然后上样,用

1mL水淋洗, 真空抽干, 弃接液。洗脱: 方法一, 用

5mL甲醇和 5mL乙酸乙酯洗脱;方法二,用 5mL乙腈

和 5mL二氯甲烷洗脱。将洗脱液置于 40e 水浴氮气

吹干后, 用 1mL流动相 ( 012%乙酸B甲醇 = 7B3)定

容,溶液过 012Lm滤膜收集于进样瓶中, HPLC-M S /

M S检测。

114 流动相选择  同流动相配比为: 012%乙酸 +

甲醇 ( 7+ 3); 012%乙酸 +乙腈 ( 7+ 3) ; 012%甲酸 +

甲醇 ( 7 + 3) ; 012% 甲酸 + 乙腈 ( 7 + 3 )。分别取

1mL的混合标准液于 4个 10mL离心管中, 40e 水
浴氮吹干,用上述不同配比的流动相溶解残渣,旋涡

混匀后经 012Lm滤膜过滤, 供 HPLC-MS /M S分析。

115 流动相优化  配制含 012%乙酸水溶液与甲
醇 ( 8+ 2; 7+ 3; 6+ 4; 1+ 1)的四种流动相,分别取

1mL的混合标准液 ( 100ng /mL)于 4个 10mL离心

管中, 40e 水浴氮吹至干,分别取 1mL流动相来定

容,然后进行 HPLC-M S /M S分析。

116 液相色谱条件  ZORBAX Ec lipse XDB-C8色谱

柱 ( 416mm @ 150mm, 5Lm, 美国 Ag ilent公司 )。流动

相:含 012%乙酸水溶液和甲醇, 梯度洗脱条件 (表

1)。流速: 200LL /m in;柱温: 30e ;进样量: 20LL。

表 1 流动相梯度洗脱条件

Tab11 F luen t grad ient cond itions

时间

T im e( m in )

甲醇

M ethano l(% )

含 012%乙酸的水溶液

012% A cetic acid so lut ion (% )

0 30 70

10 30 70

15 80 20

20 80 20

21 30 70

35 30 70

117 质谱条件  根据磺胺类药物分子的结构特征

我们选择 ESI( + )作为电离模式, 采用半自动进样

方式, 以 5LL /m in将每种 011mg /mL的磺胺标准工

作储备液分别注入离子源中, 在多级反应监测

(MRM )模式下对每一种磺胺进行一级质谱分析

( Q1扫描 ) ,得到每种磺胺的分子离子峰,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, 然后再对得到的每种磺胺

的二级质谱对去簇电压 ( 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。

2 结果

211 检测样品的提取

本实验分别用乙腈、二氯甲烷作为样品提取溶

液, 对空白样品添加 200Lg /kg标准溶液进行提取实

验。结果发现:有些磺胺药物用乙腈提取效果好,而

有些磺胺用二氯甲烷提取效果好, 但总的效果还是

用乙腈提取好。因此,综合考虑, 本实验最终确定采

用一次乙腈加一次二氯甲烷提取。

212 样品的净化

采用三种方法对样品进行净化, 净化结果 (图

1) 3)。用中性氧化铝柱净化去脂后出峰效果差,

而用 HLB柱净化的峰型好,各种磺胺的离子对强度

正常,且洗脱液用 5mL甲醇和 5mL乙酸乙酯比用

5mL乙腈和 5mL二氯甲烷洗脱效果好, 并且用饱和

正己烷去脂后出峰差的物质,用 HLB柱去脂后出峰

效果也很好,但是由于 HLB柱价格贵, 也可采用正

己烷脱脂净化, 并过 012Lm 的滤膜, 进行 HPLC /

M S /M S分析, 能取得良好的效果。

213 样品前处理条件的优化
优化后的样品前处理条件如下: 准确称取

5100g样品于 50mL离心管中, 加入 20mL乙腈和

10g的无水硫酸钠, 均质 3m in ( 10000r/m in) , 离心

5m in( 5000r /m in), 将乙腈层转移至 50mL棕色容量

瓶中。再用 20mL二氯甲烷重复提取残渣一次, 合

并提取液, 用二氯甲烷定容至 50mL。准确移取

10mL于 40e 水浴下氮吹浓缩至干后, 用 1mL含

012%乙酸水溶液与甲醇 ( 7B3)混合溶液溶解残渣,

加 2mL乙腈饱和的正己烷溶液, 涡旋混匀, 4000r /

m in离心 5m in,弃去正己烷层,将底层溶液过 012Lm
滤膜后移入棕色进样瓶中,供 HPLC /M S /M S分析。

214 液相条件优化

本研究实验结果表明, 含 012%乙酸水溶液与
甲醇 ( 7+ 3)混合溶液可以很好地将 21种磺胺类药

物分离开来。不同的甲醇比例也会改变保留时间,

由图 4可以看出随着甲醇的比例逐渐地增大, 所有

磺胺的峰形都向前移,很多峰都紧凑在一起不易分

离。综合比较分离效果得出用 7+ 3的比例磺胺类



5期 张永正等: H PLCM S /M S法检测中华鳖中磺胺类药物残留 671  

  

图 1 中性氧化铝柱净化的质谱图

F ig11 Mass spectra of sam p le cleanup on alum ina column

图 2 HLB柱净化的质谱图 (方法 1)

F ig12 M ass spectra of sam p le cleanup on HLB colum n ( th e f irstm ethod)

图 3 HLB柱净化的质谱图 (方法 2)

Fig13 M ass spectra of sam ple cleanup onH LB column ( the second m ethod)
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药物的分离效果比较好,虽然 8+ 2的比例也能较好

地分离各种磺胺,但是它最后出峰的时间很长,柱效

低, 峰形边宽; 因此最后本实验选的流动相为含

012%乙酸的水溶液和甲醇 ( 7+ 3)。

215 质谱条件优化
对每一种磺胺进行一级质谱分析 (Q1扫描 ), 得

到每种磺胺的分子离子峰, 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 (图 5)。然后再对得到的每种磺胺的二级质

谱对去簇电压、聚焦电压、碰撞气、碰撞能量、电喷雾

电压等质谱参数进行优化。优化的质谱条件如下:

离子源: 电喷雾 ( ESI)离子源, 雾化气 12mL /

m in, 气帘气 12mL /m in, 辅助加热气 ( AUX ) N 2 8L /

m in, 辅助气温度 450e , 喷雾电压 5500V, 碰撞气

( CAD ) 7L /m in, 入口电压 ( EP)和出口电压 ( CXP)

均为 10V;扫描方式:正离子扫描;检测方式: 多反应

监测 (MRM )。检测离子对、去簇电压 ( DP)、聚焦电

压 ( FP)、碰撞能量 ( CE ) (表 2)。

图 4 各种磺胺在不同比例流动相下的分离效果图

Fig14 Iso lation effect of 21 su lfonam ides under d ifferen t proport ion ofm ob ile phases

表 2 21种磺胺类药物的 MRM 粒子对和 DP、FP、CE的优化结果

Tab12 Selectedmu lt ip le reactionsm on itoring (MRM ) trans itions for 21 su lfonam ides and the op t im izat ion of DP, FP and CE

名称 定性离子对 m / z 定量离子对 m /z DP(V ) FP( V) CE (V )

磺胺 17312 /15613 17312 /15613 40 260 11

Su lfan ilam ide 17312 /9210 35 260 26

磺胺甲氧哒嗪 28110 /15613 28110 /15613 40 260 26

Su lfam ethoxypyridazin e 28110 /10813 40 260 37

磺胺对甲氧嘧啶 28110 /15613 28110 /15613 60 400 25

Su lfam eter 28110 /21514 60 400 25
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续表

名称 定性离子对 m / z 定量离子对 m /z DP(V ) FP( V) CE (V )

磺胺氯哒嗪 28511 /15613 28511 /15613 50 250 23

Sulfach loropyridaz ine 28511 /10813 50 250 35

磺胺喹 啉 30113 /15613 30113 /15613 45 260 24

Su lfach inoxalin 30113 /9210 45 260 45

磺胺吡啶 25012 /15613 25012 /15613 50 250 25

Su lfapyridine 25012 /18414 50 250 25

磺胺二甲基嘧啶 26513 /15613 26513 /15613 50 250 23

Su lfam erazine 26513 /17212 50 250 22

磺胺甲噻二唑 27113 /15612 27113 /15612 50 250 20

Su lfam ethizol 27113 /10813 50 250 34

磺胺二甲氧嘧啶 31112 /15613 31112 /15613 50 400 31

Su lfad im ethoxin 31112 /10813 70 400 42

磺胺-6-甲氧嘧啶 28110 /15613 28110 /15613 55 250 26

Su lfam onom ethoxin 28110 /21514 60 250 26

磺胺醋酰 21514 /15612 21514 /15612 40 250 18

Su lfacetam ide 21514 /10813 45 250 18

磺胺二甲嘧啶 27910 /18613 27910 /18613 55 400 25

Su lfam ethazin e 27910 /15613 55 400 27

磺胺噻唑 25610 /15613 25610 /15613 60 250 22

Su lfath iazole 25610 /10813 55 250 33

磺胺胍 21512 /15613 21512 /15613 45 400 21

Su lfaguan id ine 21512 /10813 45 400 33

磺胺邻二甲氧嘧啶 31111 /15613 31111 /15613 55 250 26

Su lfadox ine 31111 /10813 55 250 35

磺胺硝苯 33610 /15612 33610 /15612 52 260 19

Su lfan itran 33610 /29413 52 260 19

磺胺二甲异嘧啶 27912 /12411 27912 /12411 48 260 31

Su lfisom id in sod ium 27912 /18613 40 260 25

磺胺苯吡唑 31512 /15613 31512 /15613 55 250 30

Sulfaphenazole 31512 /16014 55 250 33

磺胺甲基异 唑 25411 /15613 25411 /15613 55 250 23

Su lfam ethoxazole 25411 /14712 55 250 22

磺胺嘧啶 25111 /15613 25111 /15613 50 250 23

Su lfad iaz ine 25111 /18514 50 250 27

磺胺二甲异 唑 26813 /15613 26813 /15613 45 250 20

Su lfisoxazole 26813 /11312 45 250 23

216 方法的线性范围和检出限

本实验 6点不同浓度工作曲线全部采用空白样

品添加磺胺混合标准工作液。按照优化方法制备样

品溶液,在本法所确定的实验条件下进样,测定其峰

面积, 以质量浓度 X为横坐标, 峰面积的比值 Y为

纵坐标, 绘制标准曲线。在 4) 250Lg /L浓度范围

内,即相当于样品浓度 4) 250Lg /kg的范围内,色谱

峰面积与质量浓度的相关系数 ( r )为 019943)

019999。在样品浓度为 4Lg /kg时,所有磺胺的 S /N

均大于 10。因此,方法的定量限均为 4Lg /kg。

217 回收率和精密度实验

在 5100g中华鳖空白样品中添加不同量的混合
标准溶液 (添加水平分别为 4、8、16、32、40Lg /kg ),按

所选条件进行处理和测定,采用标准加入法计算得到

各种磺胺类药物的平均回收率为 7512% ) 104%

( n = 6);相对标准偏差 (RSD)为 0116% ) 9198%。

3 讨  论

311 样品前处理的优化
在现代动物源性食品磺胺类药物残留检测技术
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图 5 21种磺胺类药物的二级质谱图

Fig15 P roduction sp ectra of 21 su lfonam ides

中, 最常用最主要的提取液有二氯甲烷、乙腈。本论

文就这两种提取液作比较研究。二氯甲烷、乙腈各

有优缺点:乙腈沸点高, 而磺胺类药物耐热性差, 浓

缩温度低于 35e , 故乙腈作提取液浓缩时间长, 但

它共提的杂质少;二氯甲烷有可能提取出类脂物,浓

缩后不容易脱脂, 但是二氯甲烷提取浸出杂质少而

且易排除基质干扰。总的效果还是用乙腈提取好,

以 4种磺胺为例 (表 3)。本实验最终确定采用一次

乙腈加一次二氯甲烷提取。

样品的净化原则上是用 HLB小柱效果好,但是

由于 HLB柱价格贵, 考虑到实验成本, 也可采用正

己烷脱脂净化, 并过 012Lm 的滤膜, 进行 LC /M S /

M S分析,也能取得良好的效果。

本实验采用标准加入法, 即采用空白样品添加

  
表 3 四种磺胺在不同提取液中的回收率突出显示部分加注英文

Tab13 R ecoveries data by d if feren t extract l iqu ids of four su lfonam ides(% )

回收率 Recovery(% )

提取液 E xtract l iqu id

磺胺吡啶

Sulfapyrid ine

磺胺氯哒嗪

Sulfach loropyridaz ine

磺胺对甲氧嘧啶

Su lfam ethoxydioz ine

磺胺噻唑

Su lfath iazole

乙腈

Aceton itrile
7718 7016 9214 9519

二氯甲烷

D ich lorom ethane
9312 5119 8118 7814

系列浓度的标准溶液后, 按照样品的检测步骤进行

操作, 在本法所确定的实验条件下进样,测定其峰面

积,以质量浓度 X为横坐标, 峰面积 Y为纵坐标,绘

制标准曲线,然后以此进行定量分析。本方法取提

取液的 1 /5量进行。

后续测定采用的是氮吹浓缩法, 与传统的较长

时间、单个进行的旋转蒸发浓缩法相比,可同时测定

多个样品,具有很好的平行性, 且可节约操作时间。

由于磺胺类药物具有热不稳定性和见光分解等特

点,因此操作过程中需要避光和缩短检测时间,本方

法能保证同步性操作,缩短检测时间。由于缩短检

测时间,也可减少磺胺类在操作过程中热和光效应

损失, 从而提高了回收率。

312 液相色谱条件优化

由于磺胺类药物结构式中含有氨基, 具有弱碱

性,因此调节流动相中的 pH值,可以抑制弱碱的离

解,从而导致保留时间的改变。含 012%乙酸水溶液
与甲醇 ( 7B3)混合溶液可以很好地将 21种磺胺类药

物分离开来,不同的甲醇比例也会改变保留时间。

由于是等度进行分析的,有些峰也不能很好地

分离 (如磺胺二甲嘧啶与磺胺二甲异嘧啶, 它们的

峰叠在一起不易区分 ), 因此本实验又进行多次梯

度调节,并最终确定最佳梯度洗脱程序。

313 质谱条件的优化

不同的碰撞能量 CE对各离子对峰强度大小影

响显著。因此,为达到最佳的检测灵敏度,对碰撞能

量 CE进行优化是至关重要的。不同的去簇电压

DP对各离子对峰强度大小也存在一定的影响。再

加上质谱检测器具有 MRM功能作用, 因此尽管磺

胺甲氧哒嗪、磺胺-6-甲氧嘧啶和磺胺对甲氧嘧啶,

磺胺胍和磺胺醋酰,磺胺二甲氧嘧啶和磺胺邻二甲

氧嘧啶以及磺胺二甲基嘧啶和磺胺二甲异嘧啶的母

离子和子离子都相同,但是它们的保留时间不同,所

以很容易区分。

314 结论

采用高效液相色-谱串联质谱法测定中华鳖肌

肉组织中磺胺类药物的残留, 具有较高的灵敏度和

重现性,方法操作简单、快速, 适合大量样品的同步

测定。试验表明,通过优化条件, 该方法可准确分析

样品中多种磺胺类药物的残留, 该方法灵敏、准确,
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特异性强、分离度好, 可推广应用到多种水产品中磺

胺类药物的残留量检测。
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SIMULTANEOUS DETERM INATION OF TWENTY ONE SULFONAM IDE RESIDUES

IN TRION YX SINENSIS BY HIGH PERFORMANCE L IQUID CHROMATOGRAPHY

TANDEM MASS SPECTROMETRY
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Abstract: Sulfonam ides are w idely used in fisheries for prevention of d iseases1W ith the public. s increasing concern w ith

the food safety, res idues of sulfonam ides in fishery products should arouse regards1 Improper use or mi proper w ithdraw tmi e

w ill lead to the presence of sulfonam ide residues in fishery products, which can influence hum an food security and pollute

environment possib ly1M any countries have established the m axmi um allow able residue lmi its for sulfonam ides in fishery

products1Therefore, it is necessary to establish the analys is method for the detection o f sulfonam ides residues in fishery

products1A m ethod of smi ultaneous determ ination of twenty-one commonly used sulfonam ide res idues inTrionyx sinensis by

h igh performance liqu id chrom atography-electro spray tandem m ass spectrom etry ( HPLC /MS /MS ) is de-

scribed1Sulfonam ide res iduesw ere extracted from hom ogen ized t issue w ith aceton itrile and dichlorom ethane1A part of the

extract was taken and then dried by n itrogen1The res iduesw ere disso lved into 1mL mobile phase and defatted w ith n-hex-

ane ( saturated by acetonitrile) 1The 21 analytes w ere separated on ZORBAX EclipseXDB-C8 Column w ith mobile phases

containingm ethanol and 012% acet ic acid and finally determ ined by electrospray ion ization tandem m ass spectrometry

( ESI-MS-MS) 1A linear gradient elut ing program o fmethanol from 30% to 80% (V /V ) w as employed at a flow rate o f

012mL /m in in 35m inutes1Ana lytes conf irmation were perform ed usingm ultiple react ion mon itoring (MRM ) w ith one pre-

cursorion and tw o product ions as identifiers1The quantitative lmi it o fmethod was 4Lg /kg1Recoveries tested by standard

addition m ethod w ere in the range of 7512% ) 104% , RSDsw ere in the range of0116% ) 9198% at a spiking level from

4Lg /kg to 40Lg /kg ( n= 6) 1

K ey words:H igh perform ance L iquid chromatography-tandem m ass spectrom etry; T rionyx sinensis; Sulfonam ides; Smi ulta-

neous determ ination


