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［摘　 要］ 　 建立超高效液相色谱 － 串联质谱法（Ｕｌｔｒａｈｉｇｈ － ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ －

ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）同时测定鸡蛋中 ５ 种磺胺类药物（磺胺甲恶唑、磺胺二甲

嘧啶、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺喹噁啉、磺胺二甲氧嘧啶）和甲氧苄啶的残留量的方法。 样品经乙腈提

取 ２ 次， ９５％乙腈溶液进行溶解后， 过 Ａｌｕｍｉｎａ Ｂ Ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ 柱，３０％乙腈洗脱， 滤膜过滤后滤液用

于超高效液相色谱 －串联质谱仪测定，外标基质标准曲线法定量。 在 ０． ５ ～ １００ μｇ ／ ｋｇ 的浓度范围

内 ５ 种磺胺类药物和甲氧苄啶色谱峰面积与浓度呈良好线性相关， 相关系数均大于 ０． ９９； 方法检

测限 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ、定量限为 １． ０ μｇ ／ ｋｇ； 鸡蛋样品中 ５ 种磺胺类药物和甲氧苄啶在 １． ０ ～ １００． ０ μｇ ／ ｋｇ

添加水平内的平均回收率在 ６６． ３％ ～ ９７． ５％ 之间， 批内、批间相对标准偏差在 １． ４％ ～ １１． ４％ 之

间。 该方法回收率满足残留检测要求， 且方法的重现性良好， 满足国内外兽药残留相关法规规定。
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ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ９５％ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｅｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ３０％ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｏｎ ａｌｕｍｉｎａ ｂ ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ ｃｏｌｕｍｎ， ｆｉｌｔｅｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｍｅｍｂｒａｎｅ， ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ － ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ． Ｉｎ ｔｈｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ５ ～ １００ μｇ ／ ｋｇ， ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ
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ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ０． ９９． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ

ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ０． ５ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ １． ０ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ

ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｉｎ ｅｇｇ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ６６． ３％ ａｎｄ ９７． ５％ ａｔ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ １． ０ ～１００． ０

μｇ ／ ｋｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｗａｓ ｂｅｔｗｅｅｎ １． ４％ ａｎｄ １１． ４％ ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ

ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｍｅｅｔｓ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｒｅｓｉｄｕｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ， ｗｈｉｃｈ ｍｅｅｔｓ

ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｄｕｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｅｇｇ； ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ； ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ； ｕｌｔｒａｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ

　 　 磺胺类药物为人工合成的抗菌药，它具有抗菌

谱较广、性质稳定、使用简便、生产时不耗用粮食等

优点。 特别是 １９６９ 年抗菌增效剂 － 甲氧苄啶

（ＴＭＰ）发现以后，与磺胺类药物联合应用可使其抗

菌作用增强、治疗范围扩大，对革兰阳性及阴性菌

均有抑制作用。 抗菌机制是通过与对氨基苯甲酸

竞争细菌的二氢叶酸合成酶， 导致细菌体内叶酸

合成受阻而使细菌的生长、繁殖受挫。 磺胺类药物

种类多，本文主要研究兽医领域经常使用的磺胺二

甲嘧啶、磺胺喹噁啉、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺二甲嘧

啶、磺胺甲恶唑。 甲氧苄啶是抗菌增效剂的一种，
属于二氨基嘧啶类药物， 它干扰细菌的叶酸代谢，
阻止细菌菌体蛋白合成中的二氢叶酸还原成四氢

叶酸， 进而影响菌体合成去氧核酸、核搪核酸、菌
体蛋白等， 使细菌生长和繁殖不能正常进行［１］。
与此同时， 磺胺类药物利用其结构与对氨基苯甲

酸相似， 可以竞争二氢叶酸合成酶， 抑制二氢叶酸

的合成。 所以经常将磺胺类与甲氧苄啶合用， 达

到抗菌增效的效果。 ２０００ 年， 大肠杆菌对甲氧苄

啶的耐药率在一些研究中达到 ７０％ 以上， 表明食

品动物细菌耐药性的增长与兽医临床抗菌药的持

续和大剂量的使用有关［２］； 甲氧苄啶可以引起骨

髓微核抑制和其他的不良反应［３］， ２ 类药物若在动

物源性食品中残留， 人类在食用后就可能在人体

内形成蓄积， 对身体造成很大的危害。 为了控制

磺胺类药物和甲氧苄啶的使用，中国、欧盟等国家

和组织对它们的最高残留限量做出了规定， 我国

农业农村部 ２０１９ 年颁布的 ＧＢ３１６５０ － ２０１９《食品

安全国家标准食品中兽药最大残留限量》 ［４］， 对磺

胺类药物的规定是所有食品动物中脂肪的最大残

留限量 １００ μｇ ／ ｋｇ； 对甲氧苄啶的规定是禽的肌

肉、皮脂、肝脏、肾脏中的最大残留限量 ５０ μｇ ／ ｋｇ，
并且规定日允许量为 ０ ～ ４． ２ μｇ ／ ｋｇ·ＢＷ／ ｄ。 目前

磺胺类药物的检测方法主要有酶联免疫法［５］、液相

色谱法［６ － ９］、液相色谱 － 串联质谱法［１０ － １４］，甲氧苄

啶的检测方法主要是液相色谱法［１５］，单独检测磺

胺类药物或者甲氧苄啶的方法比较多， 同时进行

动物源性 ２ 类药物的液相色谱 － 串联质谱方法较

少，并且灵敏度不够高［１６］，尤其是鸡蛋组织中 ２ 类

药物同时检测的方法鲜有报道，而且这些方法具有

前处理步骤多、效率低、检测组织等局限。
现今食品安全问题已经成为与人们生活密切

相关的问题， 动物性食品中抗生素等有毒有害物

质一旦超过限量， 将严重威胁人类的身体健康。
本研究建立超高效液相色谱 － 串联质谱法（ ｕｌｔｒａ⁃
ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）同时测定鸡蛋

中 ５ 种磺胺类药物和甲氧苄啶的检测方法， 以期方

便日常检测工作。
１　 材料与方法

１． １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ Ｘｅｖｏ ＴＱ － ＸＳ 超高效液相色谱

－串联质谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＰＢ６０２ － Ｎ 电子

天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司）；氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ
Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ 公司）； ＣＦ１６ＲＮ 高速冷冻离心机（日本

ＨＩＴＡＣＨＩ 公司）； ＭＳ ３ ｂａｓｉｃ 涡旋混合器水平振荡

器（德国 ＩＫＡ 公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ ａｃａｄｅｍｉｃ 超纯水仪

（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；溶剂过滤器（美国 ＰＡＬＬ 公

司）； 微量加样器（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）。
１． ２　 试剂和耗材　 磺胺二甲嘧啶、磺胺喹噁啉、磺
胺间甲氧嘧啶、磺胺二甲嘧啶、磺胺甲恶唑 ５ 种磺
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胺类药物标准品（纯度≥９９． １％ ）、甲氧苄啶标准品

（９９． ２％ ） （德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司）； 甲醇、乙
腈、甲酸（质谱纯，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）； 正己烷（分析纯， 北京化工试剂厂）；所用水为

超纯水；Ｓｅｐ －Ｐａｋ Ｖａｃ １２ｃｃ（２ｇ） Ａｌｕｍｉｎａ Ｂ Ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ
（美国沃特世公司）。
１． ３　 标准溶液配制　 分别精密称取 ５ 种磺胺类药

物、甲氧苄啶标准品约 １０ ｍｇ， 于 １０ ｍＬ 容量瓶中，
用乙腈溶解并定容至刻度， 配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 磺胺

类药物、甲氧苄啶的标准储备液； 准确吸取 ０． １ ｍＬ
标准储备液至另一 １０ ｍＬ 容量瓶中， 用乙腈 ＋０． １％
甲酸水溶液（２０ ∶ ８０， Ｖ ∶ Ｖ）溶解并稀释至刻度， 配

制成 １０ μｇ ／ ｍＬ 标准工作液。
１． ４　 样品采集与制备　 试验所采用的样品， 来自

标准养殖示范基地，经检测无药物残留，将鸡蛋均

质匀浆，置于 ５０ ｍＬ 离心管中备用。
１． ５　 样品的前处理　 称取鸡蛋试样（５ ± ０． ０２） ｇ，
置于 ５０ ｍＬ 塑料离心管， 加乙腈 ２０ ｍＬ， ５０ ℃水浴

５ ｍｉｎ， 涡旋混匀， 涡旋振荡 １０ ｍｉｎ， ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 取上层液体于另一离心管中； １０ ｍＬ 乙

腈重复提取一次， 合并上清液， 于 ５０ ℃水浴氮气

吹干。
在残留物加入 ９５％ 乙腈 ５ ｍＬ 溶解，直接过

Ｓｅｐ － Ｐａｋ Ｖａｃ １２ｃｃ（２ｇ） Ａｌｕｍｉｎａ Ｂ Ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ 碱性

氧化铝柱，吹干，再用 ５ ｍＬ ３０％ 乙腈洗脱，收集洗

脱液，用 ０． ２２ μｍ 滤膜过滤， 滤液供超高效液相色

谱 －串联质谱仪测定。
１． ６　 仪器条件

１． ６． １ 　 色谱条件 　 色谱柱为美国沃特世 Ｗａｔｅｒｓ
ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ（ＢＥＨ Ｃ１８ １． ７ μｍ，２． １ ｘ ５０ ｍｍ）；
流动相 Ａ 相为乙腈溶液， Ｂ 相为 ０． １％ 甲酸水溶

液； 流速： ０． ２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样量： ５ μＬ； 柱温

３０ ℃。 色谱梯度洗脱条件见表 １。
１． ６． ２　 质谱条件　 离子源： 电喷雾离子源； 扫描

方式： 正离子扫描； 检测方式： 多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ， ＭＲＭ）； 电离电压： ２． ０ ｋＶ； 源

温： １５０ ℃； 雾化温度： ４５０ ℃； 锥孔气流速：
１５０ Ｌ ／ ｈ； 雾化气流速： ６５０ Ｌ ／ ｈ（表 ２）。

表 １　 液相色谱梯度洗脱条件

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０． ０ ０． ２５ ５ ９５

０． ８ ０． ２５ ２０ ８０

２． ０ ０． ２５ ６０ ４０

２． ９ ０． ２５ ９５ ５

３． ０ ０． ２５ ５ ９５

表 ２　 ５ 种磺胺类药物和甲氧苄啶定性、

定量离子对、锥孔电压和碰撞能量

Ｔａｂ ２　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ， ｃｏｎｅ ｈｏｌｅ

ｖｏｌｔａｇｅ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ

ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ

化合物
定性离子
对（ｍ ／ ｚ）

定量离子
对（ｍ ／ ｚ）

锥孔
电压 ／ Ｖ

碰撞
电压 ／ ｅＶ

磺胺二甲嘧啶 ２７９ ＞ １２４ ２７９ ＞ １８６ ３０ ３２

磺胺喹噁啉 ３０１ ＞ １５５ ３０１ ＞ １０７ ３５ ３０

磺胺间甲氧嘧啶 ２８１ ＞ １２５ ２８１ ＞ １５５ ３０ ２２

磺胺二甲氧嘧啶 ３１１ ＞ ９２ ３１１ ＞ １５６ ３０ ２６

磺胺甲恶唑 ２５４ ＞ １５５ ２５４ ＞ １０７ ３０ ２８

甲氧苄啶 ２９１ ＞ ２６１ ２９１ ＞ ２３０ ２２ ２２

１． ７　 基质标准曲线的制备　 在空白鸡蛋基质中添

加适量的标准工作液配制成 ６ 个不同浓度（０． ５、
２． ５、５． ０、２０、５０、１００ μｇ ／ ｋｇ）系列基质标准溶液， 以

其浓度为横坐标， 对应的峰面积为纵坐标，制备基

质标准曲线。
１． ８　 方法的回收率、精密度和灵敏度　 采用标准

添加法， 分别准确称取空白样品 ２ ｇ， 添加一定体

积的标准工作溶液， 使鸡蛋中 ５ 种磺胺类药物、甲
氧苄啶浓度分别为 １． ０、２５、５０、１００ μｇ ／ ｋｇ， 按上述

样品前处理方法处理后进行测定， 一日内每种药

物的每个添加浓度取 ５ 个平行样品分别进行测定，
每个添加浓度设 ５ 个平行， 重复测定 ３ ｄ， 外标基

质标准曲线法定量，计算回收率和批内、批间相对

标准偏差（ＲＳＤ）。
采用空白鸡蛋中添加目标化合物的方法， 依

据特征离子质量色谱峰信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥３ 的浓度为方

法定量限， Ｓ ／ Ｎ≥１０ 的浓度为方法定量限， 添加适
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量标准溶液于 ５ ｇ 空白试样中，制备得到一定浓度

的添加样品， 经前处理后检测， 在相应的保留时

间， 空白试样对所测药物无干扰， 测定灵敏度。
２　 结果与分析

２． １　 基质标准曲线线性结果　 以 ６ 个不同浓度系

列基质标准溶液浓度为横坐标， 对应的峰面积为

纵坐标，绘制基质标准曲线， 线性回归方程及相关

系数见表 ３。 由表 ３ 可见，在 ０． ５ ～ １００ μｇ ／ ｋｇ 的浓

度范围内 ５ 种磺胺类药物、甲氧苄啶色谱峰面积与

浓度呈良好线性相关， 相关系数均大于 ０． ９９。

表 ３　 基质标准曲线线性回归方程及相关系数

Ｔａｂ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ａｎｄ

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ
名称 线性方程 ｒ２

甲氧苄啶 Ｙ ＝ ４７３７２． ９Ｘ ＋ ９４． ５６１ ０． ９９６７

磺胺二甲嘧啶 Ｙ ＝ １５６９７２Ｘ － ２４０８２０ ０． ９９８７

磺胺喹噁啉 Ｙ ＝ ２５４８８Ｘ － ７３４６４ ０． ９９８３

磺胺间甲氧嘧啶 Ｙ ＝ ５２９８３Ｘ － １６４６９ ０． ９９７５

磺胺二甲氧嘧啶 Ｙ ＝ ６５４４３Ｘ － ２０８３０４ ０． ９９０１

磺胺甲恶唑 Ｙ ＝ ２６６４． １８Ｘ － ３６８． ９ ０． ９９９４

２． ２　 回收率、精密度和灵敏度 　 根据回收率的测

定方法进行测定， 结果表明， 鸡蛋样品中 ５ 种磺

胺类药物、甲氧苄啶在１． ０ ～ １００μｇ ／ ｋｇ添加水平内

的平均回收率为 ６６． ３％ ～ ９７． ５％ ， 批内相对标准

偏差为 ３． １％ ～９． ７％ ， 批间相对标准偏差在 １． ４％
～１１． ４％ 。 结果表明 ５ 种磺胺类药物、甲氧苄啶的

添加回收率及相对标准偏差均满足残留检测的相

关要求， 且方法的重现性很好。 鸡蛋中 ５ 种磺胺类

药物和甲氧苄啶添加回收率实验结果见表 ４。 取信

噪比 Ｓ ／ Ｎ≥３ 时的浓度为检测限，信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥１０
的浓度为定量限，测得该方法检测限为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ，
定量限为 １． ０ μｇ ／ ｋｇ。 其中 ５０ μｇ ／ ｋｇ ５ 种磺胺类药

物和甲氧苄啶基质匹配标准溶液 ＭＲＭ 色谱图如图

１， ５ 种磺胺类药物和甲氧苄啶鸡蛋空白 ＭＲＭ 色谱

图如图 ２， 鸡蛋添加 ５０ μｇ ／ ｋｇ ５ 种磺胺类药物和甲

氧苄啶 ＭＲＭ 色谱图如图 ３。
表 ４　 ５ 种磺胺类药物和甲氧苄啶的添加回收率试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ

ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｄ Ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ

药物名称
添加

浓度范围 ／
（μｇ·ｋｇ － １）

回收率
范围 ／ ％

批内
ＲＳＤ ／ ％

批间
ＲＳＤ ／ ％

磺胺二甲嘧啶 １ ～ １００ ６６． ３ ～ ９５． ５ ３． ３ ～ ６． ０ ２． １ ～ １１． １

磺胺喹噁啉 １ ～ １００ ６５． ２ ～ ９４． ７ ３． ４ ～ ８． ０ ２． ２ ～ １０． ７

磺胺间甲氧嘧啶 １ ～ １００ ６８． ４ ～ ９３． ６ ３． ７ ～ ７． ５ ２． ７ ～ １２． １

磺胺二甲氧嘧啶 １ ～ １００ ６７． ８ ～ ９５． ４ ３． １ ～ ７． ０ ２． ５ ～ １０． １

磺胺甲恶唑 １ ～ １００ ６６． ７ ～ ９０． ４ ３． ５ ～ ６． ５ ２． ４ ～ ９． ８

甲氧苄啶 １ ～ １００ ６７． ０ ～ ９７． ５ ４． ８ ～ ９． ７ １． ４ ～ １１． ４

图 １　 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ５ 种磺胺类药物和甲氧苄啶基质匹配标准溶液 ＭＲＭ 色谱图
（１．磺胺甲恶唑；２．磺胺二甲嘧啶；３．磺胺间甲氧嘧啶；４．甲氧苄啶；５．磺胺喹噁啉；６．磺胺二甲氧嘧啶）

Ｆｉｇ １　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｍａｔｒｉｘ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
（ １． ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ；２． ｓａｌｆａｍｅｔｈａｚｉｎｅ；３． ｓｕｌｆａｍｏｎｉｍｅｔｈｏｘｉｎｅ；４． ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ；５． ｓｕｌｆａｑｕｉｎｏｘａｌｉｎｅ；６． ｓｕｌｆａｄｏｘｉｎｅ）
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图 ２　 ５ 种磺胺类药物和甲氧苄啶鸡蛋空白 ＭＲＭ 色谱图

（１．磺胺甲恶唑 ２．磺胺二甲嘧啶 ３．磺胺间甲氧嘧啶 ４．甲氧苄啶 ５．磺胺喹噁啉 ６．磺胺二甲氧嘧啶）

Ｆｉｇ ２　 Ｂｌａｎｋ ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｉｎ ｅｇｇｓ

（ １． ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ；２． ｓａｌｆａｍｅｔｈａｚｉｎｅ；３． ｓｕｌｆａｍｏｎｉｍｅｔｈｏｘｉｎｅ；４． ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ；５． ｓｕｌｆａｑｕｉｎｏｘａｌｉｎｅ；６． ｓｕｌｆａｄｏｘｉｎｅ）

图 ３　 鸡蛋添加 ５０ μｇ ／ ｋｇ ５ 种磺胺类药物和甲氧苄啶 ＭＲＭ 色谱图

（１．磺胺甲恶唑 ２．磺胺二甲嘧啶 ３．磺胺间甲氧嘧啶 ４．甲氧苄啶 ５．磺胺喹噁啉 ６．磺胺二甲氧嘧啶）

Ｆｉｇ ３　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｅｇｇｓ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ５０ μｇ ／ ｋｇ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ

（ １． ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ；２． ｓａｌｆａｍｅｔｈａｚｉｎｅ；３． ｓｕｌｆａｍｏｎｉｍｅｔｈｏｘｉｎｅ；４． ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ；５． ｓｕｌｆａｑｕｉｎｏｘａｌｉｎｅ；６． ｓｕｌｆａｄｏｘｉｎｅ）

３　 讨论与结论

３． １　 色谱条件的确定 　 色谱柱的选择：选择常用

的 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸＳＢ － Ｃ１８ 色谱柱（２． １ ｍｍ × ５０
ｍｍ，１． ８ μｍ） 和 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱

（２． １ ｍｍ ×５０ ｍｍ，１． ７ μｍ） 进行分离实验对比分

析结果显示，使用 ＢＥＨ Ｃ１８ 进行分离时，各化合物

的峰形较好，信噪比更高，主要是因为 ＢＥＨ Ｃ１８ 是

端基封尾的色谱柱，其固定相上无残留的硅羟基，
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可以改善峰的形状，且耐受的 ｐＨ 更宽，因此，最终

选择 ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱（２． １ ｍｍ × ５０ ｍｍ，１． ７ μｍ）
作为分离柱。

流动相的选择：本方法对比了甲醇和乙腈作为

有机相时的分离效果，发现乙腈可提高待测组分的

离子化效率，而在水相中加入 ０． １％甲酸时，化合物

的离子化效果更好，峰形有所改善，灵敏度也相应

提高。
确定以乙腈和 ０． １％ 甲酸水溶液作为流动相，

目标化合物可获得较好的分离度，且保留时间适

中，灵敏度高。
３． ２　 质谱条件的确定　 使用液质联用方法进行检

测时，质谱条件可直接影响方法的灵敏度，优化条

件主要包括一级质谱扫描（Ｑ１ 扫描）、二级质谱扫

描（子离子扫描）和多反应监测（ＭＲＭ）扫描，其中

一级质谱条件主要需优化的参数为锥孔电压，其他

参数如毛细管电压、萃取锥孔电压等的变化对待测

化合物离子响应变化影响不大；二级质谱条件主要

优化碰撞能量。 本实验采用注射杆直接进样的方

式，分别进 １ μｇ ／ ｍＬ 的 ５ 种磺胺和甲氧苄啶标准溶

液来优化质谱参数。 结合分子式结构并比较电喷

雾正负离子模式下的信号强度，最终本实验选择电

喷雾正离子模式。 在 Ｑ１ 扫描中找出每个化合物的

母离子，在子离子扫描中找到 ３ ～ ４ 个响应较大的

子离子，最后在 ＭＲＭ 扫描下优化参数，选择响应较

高，稳定性好的 １ 个子离子作为定量离子，优化的

质谱参数见表 ２。
３． ３　 前处理方法的优化　 对动物性产品常用的前

处理提取试剂为乙腈［１６］、 甲酸乙腈［１４］ 乙酸乙

酯［１０］、丙酮［１０］ 提取试剂，本方法尝试以上试剂发

现，使用乙腈作为提取试剂获得的回收率和峰型最

好，进行两次提取比进行一次提取后溶液更干净，
更容易进一步实验，采用正己烷除脂肪是效果比较

好的试剂，但进行两次除脂肪比较麻烦［１７］，本研究

选用碱性氧化铝柱能除脂和杂质，过柱速度非常

快，一般只需要 １ ～ ２ ｍｉｎ 就可以完成，跟不过柱直

接上机相比，更容易过膜且峰型明显偏好，同时进

行了 ＨＬＢ、ＭＣＸ、ＭＡＸ 萃取柱过柱回收率的比较，

发现回收率明显偏低，而且过柱时间长。
本研究采用乙腈提取碱性氧化铝柱净化的前

处理技术， 建立了超高效液相色谱 － 串联质谱法

同时检测鸡蛋中 ５ 种磺胺类药物、甲氧苄啶残留量

的方法。 该方法在 ０． ５ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ 的质量浓度范

围内， 线性关系良好， 相关系数均大于 ０． ９９。 在

１． ０ ～２００ μｇ ／ ｋｇ 添加水平， 平均回收率在 ６６． ３％ ～
９７． ５％之间， 回收率高， 方法检出限为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ，
定量限为 １． ０ μｇ ／ ｋｇ。 该方法具有准确度高、精密

度好、前处理简单快捷、成本低廉等特点， 适用于

鸡蛋中 ５ 种磺胺类药物、甲氧苄啶残留量的检测。
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