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超高效液相色谱-串联质谱法测定水源水中
6种β-内酰胺类抗生素的方法优化
孙文芳，刘祥萍，袁金华

南京市疾病预防控制中心，江苏  南京  210003

摘要 ：

[ 背景 ]　目前对水体中 β- 内酰胺类抗生素的检测并未形成统一的标准方法，常用的检测方法
污染重、危害大、耗时久。针对公共卫生突发事件，需要快速有效的检测方法。

[ 目的 ]　建立利用超高效液相色谱串联质谱法快速测定水源水中 6 种 β- 内酰胺类抗生素药物
（阿莫西林、头孢他啶、头孢克洛、头孢拉定、青霉素 V 钾和氯唑西林）残留的检测方法。

[ 方法 ]　利用相对响应值评价基质效应。比较不同温度和保存时间水源水中 β- 内酰胺类药物
的稳定性，确定最佳保存条件。水样经 0.22 μm 微孔滤膜过滤，采用大体积进样方式，以 0.1%

甲酸水溶液和 0.1% 甲酸乙腈溶液作为流动相进行梯度洗脱，在 Kinetex 2.6 μm C18 色谱柱上
进行分离，采用电喷雾离子源正离子和多反应监测模式进行检测。

[ 结果 ]　通过基质曲线补偿基质效应的干扰。水样于采样瓶内 4℃保存，24 h 内进行分析可避
免目标物降解。6 种 β- 内酰胺类抗生素在线性范围内线性关系良好，检出限 ( 信噪比 S/N=3）
为 4~7 ng/L，定量限（S/N=10）为 10~20 ng/L，加标回收率为 84.8%~99.6%，相对标准偏差小
于等于 15.6%（n=6）。

[ 结论 ]　该方法简化了前处理过程，可以满足应急事件中同时检测水源水中 6 种 β- 内酰胺类
抗生素残留的要求。
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Optimization of six β-lactam antibiotics determination in source water by UHPLC-MS/MS  SUN 
Wen-fang, LIU Xiang-ping, YUAN Jin-hua (Nanjing Center for Disease Control and Prevention, 
Nanjing, Jiangsu 210003, China) 
Abstract: 

[Background] At present, no generally accepted standard methods are available for detection 
of β-lactam antibiotics in water, while conventional methods are polluting, harmful, and time-
consuming. Rapid and effective detection methods are therefore warranted in handling public 
health emergencies.

[Objective] This study aims to establish a rapid method for detecting six β-lactam antibiotic 
residues in source water by ultra high performance liquid chromatography coupled with tandem 
mass spectrometry (UHPLC-MS/MS), including amoxicillin, ceftazidime, cefaclor, cephradine, 
phenoxymethylpenicillin potassium, and cloxacillin. 

[Methods] Matrix effects were evaluated with relative response value. The best storage 
conditions were determined by comparing the stability of β-lactam drugs in source water at 
different temperatures combined with different storage time. Water samples were filtered 
through a 0.22 μm rated microporous membrane using large volume injection, and then 
separated on Kinetex 2.6 μm C18 column with gradient elution using mobile phase of 0.1% 
formic acid and 0.1% acetonitrile. Electrospray ionization in positive mode and multiple reaction 
monitoring mode were used for detection.

[Results] Matrix effect interference was compensated by matrix curve. The water samples were 
stored at 4℃ and analyzed within 24 h to avoid degradation of target chemicals. The six β-lactam 
antibiotics showed good linear relationships in designed ranges. The limits of detection (S/N=3) were 4-7 
ng/L, the limits of quantification (S/N=10) were 10-20 ng/L, the adding standard recoveries were 84.8%-
99.6%, and the relative standard deviations were all less than 15.6% or equal to (n=6). 

[Conclusion] The method is featured with simplified pre-treatment process and meets the 
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requirement of simultaneously detecting six β-lactam antibiotic residues in source water in case of emergency events.

Keywords: cefaclor; ceftazidime; cephradine; β-lactam antibiotics; ultra high performance liquid chromatography coupled with tandem 
mass spectrometry; source water

近年来，β- 内酰胺类抗生素，包括青霉素及其衍
生物、头孢菌素、青霉烯类、单环 β- 内酰胺类、碳青霉
烯类和氧青霉烷类等其他非典型 β- 内酰胺类抗生素对
人类周围环境的污染及抗生素耐药问题日益引发了人
们的关注。自从 1929 年 Fleming 最初发现青霉素并用
于临床后，已有百余种抗生素被陆续研制使用［1］，导
致多地的自来水及河流水域，如黄浦江、长江入河口
均检出抗生素［2］。水体中残留的抗生素会引起细菌耐
药性增加，从而影响人体健康。

目前，已发布实施的检测方法中仅针对动物源性
食品及乳制品中的抗生素残留进行检测。GB 5749—

2006《生活饮用水卫生标准》［3］中尚未规定其卫生限
量，水质中 β- 内酰胺类抗生素也未形成统一的标准检
测方法。文献报道，β- 内酰胺类抗生素的检测技术主
要有液相色谱法［4-5］、液相色谱 - 串联质谱法［6-9］、酶
联免疫吸附法［10］等。由于水体中抗生素浓度普遍较
低，前处理方法多采用固相萃取柱进行富集［7］，但富
集过程需使用大量的有机溶剂，污染重，危害大，且
耗时较久。针对突发性公共卫生事件，往往样品量大，
且分析时间非常紧迫，需要检测方法快速有效。现有
研究中，朱峰、Hernández 等［6，9］用直接进样法对水源
水及废水中的 β- 内酰胺类抗生素进行残留检测，但
未完全包含头孢拉定（一代头孢）、头孢克洛（二代头
孢）、头孢他啶（三代头孢）与青霉素及其衍生物等 6

类 β- 内酰胺类抗生素。
本研究采用大体积进样方式，建立了超高效液相

色谱 - 质谱联用法检测水源水中上述 6 类 β- 内酰胺类
抗生素残留的方法。本法关注了 β- 内酰胺类药物在水
源水中基质效应和水源水中待测物稳定性，并优化出
最佳的保存条件。

1   材料与方法
1.1   仪器与试剂

ABSCIEX QTRAP 4500 高效液相色谱 - 质谱联用仪
（ABSCIEX 公司，美国），LC-30A 超高效液相色谱系统
（岛津，日本），Milli-Q 超纯水装置（Millipore，美国）。

阿莫西林标准品（纯度 85.8%），头孢他啶标准品
（纯度 85.7%），头孢克洛标准品（纯度 94.4%），头孢拉

定标准品（纯度 88.3%）（中国药品生物制品检定所，

中国），青霉素 V 钾标准品（纯度 99.0%），氯唑西林标
准品（纯度 99.0%）（Dr.Ehrenstorfer，德国），乙腈和甲
醇（色谱纯，Merck，德国），甲酸和甲酸铵（色谱纯，
Sigma，美国），其他试剂均为分析纯。
1.2   仪器测定条件
1.2.1   色谱条件   色谱柱 ：Phenomenex Kinetex XB-

C18（2.1 mm×100 mm，2.6 μm）；柱温 35℃ ；流速
0.3 mL/min ；进样量 50 μL。所用的流动相 A 为 0.1% 甲酸
溶液、B 为含 0.1% 甲酸的乙腈溶液。梯度为 0~1.0 min，
5% B ；1.0~7.0 min，5%~100% B ；7.0~10.0 min，100% 

B ；10.0~10.2 min，100%~5% B ；10.2~12.0 min，5% B。
1.2.2   质谱条件   电喷雾正离子源（ESI+）；多反应监测

（MRM）扫描模式 ；碰撞气 Medium ；气帘气 103 kPa ；
雾化气 345 kPa ；加热气 379 kPa ；去溶剂温度 550℃ ；
离子源电压 5 000 V。 

1.3   试验方法
1.3.1   标准系列的配制   分别精确称取阿莫西林、头孢
他啶、头孢克洛、头孢拉定、青霉素 V 钾、氯唑西林各
适量，除阿莫西林用甲醇外，其他标准品均用 50% 乙
腈水溶液溶解并定容至 10 mL［11］，配制成 1 000 μg/mL

的单标储备液，于 -20℃避光保存。使用时用 50% 乙
腈溶液或空白基质稀释成适当质量浓度的混合标准
工作液。
1.3.2   样品前处理方法   采样时水样应注满采样瓶并于
4℃避光保存，24 h 内进行分析。分析前将待测水样混
匀后静置 15 min，取上清液直接过 0.22 μm 微孔滤膜，
过滤液按仪器工作条件直接测定。取经过检测 6 种 β-

内酰胺抗生素含量均低于检出限的水源水水样作为空
白样品，参照上述处理方法处理后得到空白基质液，加
入适量的混合标准溶液后得到基质匹配的标准溶液。

2   结果
2.1   质谱条件的选择

采用针泵直接进样方式，将用 50% 乙腈溶液稀释
后质量浓度为 200 ng/L 的 6 种 β- 内酰胺类药物分别注
入离子源，分别在 ESI+ 和负离子源（ESI-）模式下进行
Q1 母离子全扫描，进行质谱参数优化。结果表明，6

种化合物均在 ESI+ 模式下具有较高的响应值。通过对
各化合物的分子离子进行子离子扫描，选取响应相对
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较高的离子对，在 MRM 模式下优化其去簇电压和碰
撞电压，选择合适的母离子、子离子、去簇电压和碰
撞电压。最后，利用工作站的流动注射分析功能分别
对离子化电压、去溶剂温度、气帘气压力、喷雾气压
力、辅助加热气压力进行了优化，得到最终质谱条件。
6 种目标物的质谱参数见表 1。

表 1   6 种 β- 内酰胺类药物的质谱参数

化合物名称
保留
时间 

（min） 

母离子
质荷比

定量
离子

质荷比

定性
离子

质荷比

去簇
电压 

（V）

碰撞电压（V）
定量
离子

定性
离子

阿莫西林 5.80 366.1 113.8 208.0 62 27 17 

头孢他啶 6.03 547.1 468.1 396.1 60 19 25 

头孢克洛 6.16 368.1 174.1 106.0 70 19 41 

头孢拉定 6.23 350.1 176.0 158.0 55 17 14 

青霉素 V 钾 8.26 351.1 160.1 192.2 67 17 15

氯唑西林 8.65 436.1 160.1 277.0 55 17 20 

2.2   色谱条件的选择
以 C18 色 谱 柱（2.1 mm×100 mm，2.6 μm）作 为 分

析柱，分别使用流动相 0.1% 甲酸水溶液 - 乙腈，0.1%

甲 酸 水 溶 液 -0.1% 甲 酸 乙 腈，5 mmol/L 甲 酸 铵 水 溶
液 -0.1% 甲酸乙腈，0.1% 甲酸水溶液 -0.1% 甲酸甲醇
进行优化［12］。最终选用的流动相 A 为 0.1% 甲酸水溶
液，流动相 B 为 0.1% 甲酸乙腈。

同时比较了不同进样体积（5、10、20、30、40、
50 μL）对目标物响应强度的影响，结果表明目标物
响应值随着进样体积的增加而增强，因此为了获得
较高的灵敏度，最终选择仪器最大进样体积 50 μL。
100 ng/L 的混合标准溶液的总离子流图见图 1。

图 1   6 种 β- 内酰胺类药物混合标准溶液（100 ng/L）的
总离子流图

2.3   溶液稳定性
按试验方法取空白基质加标溶液放置在不同的

保存条件下，对溶液稳定性进行测定，结果见图 2。结
果表明，100 ng/L 的 β- 内酰胺抗生素标准溶液在 25℃
条件下放置 10 h，头孢他啶及头孢克洛的响应值分别

降低了 36% 及 50% ；而 4℃条件下放置 24 h 后，6 种 β-

内酰胺抗生素的响应值与 0 h 的响应值相比，比值均
在 85% 以上。

图 2   基质加标溶液的稳定性（100 ng/L）

2.4   基质效应
取初始流动相和空白基质液作为基质，分别配制

质量浓度 100 ng/L 的加标样品。计算化合物在纯溶剂
中的响应值（A）与空白基质添加相同浓度标准物质的
响应值（B）的比值，即基质效应值。结果见表 2。

表 2   100 ng/L β- 内酰胺类药物在不同基质中的基质效应

名称
峰面积响应值

基质效应值（%）
A B

阿莫西林 7.28×103 8.43×103 116

头孢他啶 3.52×103 5.17×103 147

头孢克洛 1.20×104 1.19×104 99

头孢拉定 2.15×104 2.31×104 107

青霉素 V 钾 3.09×104 3.47×104 112

氯唑西林 2.54×104 2.79×104 110

2.5   工作曲线的线性及检出限
为避免基质效应，取空白基质液（按 “1.3.2” 所

述方法处理）作为基质配制质量浓度为 20、50、100、
150、200 ng/L 的基质曲线，采用外标法定量。分别以
各待测物的峰面积（ŷ）和对应的质量浓度（x）进行线
性回归，得到线性方程和相关系数。通过向空白基质
中添加标准物质考察方法的检出限（信噪比 S/N=3）
和定量限（S/N=10），结果见表 3。

表 3   6 种 β- 内酰胺类药物的线性参数及检出限、定量限

化合物 线性范围
（ng/L） 回归方程 相关系数 检出限

（ng/L）
定量限

（ng/L）
阿莫西林 20~200 ŷ=77.85x+260.2 0.999 2 7 20

头孢他啶 20~200 ŷ=57.57x-217.7 0.998 5 7 20

头孢克洛 20~200 ŷ=112.2x+205.6 0.999 4 7 20

头孢拉定 10~200 ŷ=230.9x+461.6 0.999 3 4 10

青霉素 V 钾 10~200 ŷ=312.7x+502.2 0.999 8 4 10

氯唑西林 10~200 ŷ=226.0x+210.8 0.998 9 4 10
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2.6   方法的回收率和精密度
取 空 白 样 品 进 行 加 标 回 收 试 验，分 别 在 20、

100、200 ng/L 3 个加标水平进行加标回收率和精密
度试验，平行测定 6 次。结果表明，方法的回收率在
84.8%~99.6% 之间，相对标准偏差在 4.3%~15.6% 之间。
各化合物的加标回收率和精密度见表 4。

表 4   方法的回收率和精密度（n=6）
化合物 加标值（ng/L） 实测值（ng/L） 回收率（%） 相对标准偏差（%）

阿莫西林 20 18.69 93.5 15.6

100 94.41 94.4 4.7

200 184.60 92.3 6.7

头孢他啶 20 17.62 88.1 13.8

100 97.05 97.1 9.4

200 192.00 96.0 6.0

头孢克洛 20 17.28 86.4 13.7

100 93.81 93.8 14.9

200 169.50 84.8 5.4

头孢拉定 20 17.58 87.9 6.8

100 95.17 95.2 4.3

200 187.40 93.7 4.6

青霉素 V 钾 20 18.10 90.5 7.2

100 95.69 95.7 5.3

200 199.00 99.5 4.3

氯唑西林 20 17.90 89.5 5.4

100 94.25 94.2 5.5

200 199.30 99.6 4.6

2.7   实际样品检测结果
采用本研究建立的分析方法对本市水厂中采集

的 9 处饮用水水源水样品进行检测，结果均未检出这
6 种 β- 内酰胺类抗生素。

3   讨论
在流动相筛选时，发现使用 0.1% 甲酸水溶液 - 乙

腈，0.1% 甲酸水溶液 -0.1% 甲酸乙腈都能使 6 种目标
物得到较好的分离及较高的灵敏度。在流动相两相中
添加甲酸不仅可增强目标化合物在质谱上的离子化
效率，且当洗脱梯度中有机相比例较大时，乙腈中的
甲酸可使强保留的目标物得到更窄的峰型，增加分离
度。因此最终选用的流动相 A 为 0.1% 甲酸水溶液，流
动相 B 为 0.1% 甲酸乙腈。

在对样品溶液的稳定性进行考察时发现，6 种 β-

内酰胺类抗生素随温度增加更易降解。研究组也尝
试了在水样中添加一定量的保存剂，保存时间可增
加至 3 d 左右，但由于直接进样法使得添加的保存剂
容易引起离子源的污染。同时参考了 GB/T 5750.2—

2006《生活饮用水标准检验方法 水样的采集与保存》［13］，

大多数有机物的保存时间为 4~24 h。在保证分析结果
的可靠性和保证仪器稳定的双重考虑下，最终采用的
方法为采样后将采样瓶于 4℃保存，24 h 内进行分析。

在样品测试过程中，因待测物以外的其他物质
的存在，直接或间接影响待测物响应的现象，这种效
应被称为基质效应。基质效应可以用化合物在纯溶
剂中的响应值与空白基质添加相同浓度标准物质的
响应值的比值来评估 ［14-15］。若基质效应值 >100%，认
为基质对分析物的响应产生增强作用，若基质效应
值 <100%，则认为基质对分析物的响应产生抑制。文
献［14］定义基质效应值在 85%~115% 之间认为基质
效应不明显。由于头孢他啶的基质效应值高于 115%。
为了避免基质效应对定量产生的影响，因此采用不含
6 种 β- 内酰胺类抗生素的空白水样配制基质曲线。

本研究采用优化的样品保存方式，建立了大体积
直接进样和超高效液相色谱 - 串联质谱法测定水中 6

种 β- 内酰胺类抗生素的分析方法。与传统方法相比，
可直接进样分析以快速获得实验结果，无须进行复杂
的样品前处理，灵敏度高且准确性好，实现了包括一
代头孢（头孢拉定）、二代头孢（头孢克洛）、三代头孢

（头孢他啶）与青霉素及其衍生物等 6 种 β- 内酰胺类
抗生素药物残留的超高效液相色谱 - 质谱联用法的同
时快速检测，并能满足水源水中 6 种 β- 内酰胺类药物
残留的卫生应急检测要求。

在本研究中，对样品保存条件及测定条件进行了
研究，保证测定准确可靠。通过大体积进样弥补了一
部分因直接进样未经过固相萃取浓缩带来的灵敏度
损失，但对于可能含有较低浓度待测物的常规样品
应用受限，且更易被杂质干扰。本课题组将在本研究
的基础上，探索离子肼型三重四级杆质谱对定性的应
用，给水源水中 6 种 β- 内酰胺类药物残留的卫生应急
检测提供更可靠的保障。
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