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 前 言 
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水质 37 种抗生素类化合物的测定 

固相萃取法-高效液相色谱-三重四级杆质谱法 

警告：实验中使用的部分溶剂及标准品具有一定的毒性，试剂配制和样品前处理应在通风橱中进行，

操作时应按规定要求佩戴防护器具，避免接触皮肤和衣物。 

1 范围 

本标准规定了测定水中37种抗生素类化合物的固相萃取法-高效液相色谱-三重四级杆质谱法。 

本标准适用于地表水、地下水、生活污水、工业废水、农业废水和海水中泰乐菌素、克拉霉素、红

霉素、交沙霉素、罗红霉素、阿奇霉素、螺旋霉素、替美考星、吉他霉素、克林霉素、林可霉素、恩诺

沙星、氟罗沙星、沙拉沙星、环丙沙星、氧氟沙星、洛美沙星、诺氟沙星、麻保沙星、培氟沙星、四环

素、土霉素、金霉素、强力霉素、磺胺甲恶唑、磺胺二甲(基）嘧啶、磺胺嘧啶、磺胺甲基嘧啶、磺胺吡

啶、磺胺氯哒嗪、磺胺噻唑、磺胺间二甲氧基嘧啶、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺对甲氧嘧啶、甲氧苄啶、阿

莫西林、氨苄西林等37种抗生素类化合物的测定。 

取样量为1 L，试样定容体积为1.0 ml，进样体积为5 μl时，37种抗生素的方法检出限为2 ng/L～8 ng/L，

测定下限为8 ng/L～32 ng/L，见附录A。 

 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB 17378.3 海洋监测规范 第3部分：样品采集、贮存与运输 

HJ 91.1 污水监测技术规范 

HJ 91.2 地表水环境质量监测技术规范 

HJ 164 地下水环境监测技术规范 

HJ 442.3 近岸海域环境监测技术规范 第三部分 近岸海域水质监测 

 

3 方法原理 

在pH值为2条件下，样品中的多类抗生素经亲水性反相固相萃取柱富集净化，用高效液相色谱-三重

四极杆质谱仪分离检测。根据保留时间和特征离子峰定性，内标法定量。 

4 干扰和消除 

当样品中存在余氯等氧化性物质时，可在样品采集和保存（7.1）时加入抗坏血酸（5.6）消除干扰。 

当样品基质较复杂时，可通过减少取样体积、QuEchERS 方法净化定容液等方法降低基质影响。 

5 试剂和材料 
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除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的分析纯试剂，实验用水为新制备的不含目标化合物的

纯水。 

乙腈（CH3CN）：色谱纯。 

甲醇（CH3OH）：色谱纯。 

盐酸（HCl）：ρ＝1.19 g/ml，w∈[36.0%～38.0%]。 

甲酸（HCOOH）：色谱纯。 

氢氧化钠（NaOH）。 

抗坏血酸（C6H8O6）。 

二水合乙二胺四乙酸二钠（C10H14N2Na2O8·2H2O）。 

分散固相萃取材料：N-丙基乙二胺（PSA）、石墨化炭黑（CarbonS）。 

盐酸溶液。 

量取适量盐酸（5.3）缓慢加入到水中，调节溶液pH值至2±0.5。 

甲酸溶液。 

用甲酸（5.4）和水按1:999体积比进行混合。 

甲酸乙腈溶液Ⅰ。 

用甲酸溶液（5.10）和乙腈（5.1）按1:1体积比进行混合。 

甲酸乙腈溶液Ⅱ。 

用甲酸（5.4）和乙腈（5.1）按5:95体积比进行混合。 

氢氧化钠溶液：ρ(NaOH)＝40 g/L。 

取4.0 g氢氧化钠（5.5）溶于少量水中，稀释至100 ml。 

目标化合物标准贮备液：ρ＝100.0 μg/ml。 

可购买有证标准溶液，组分包括泰乐菌素、克拉霉素、红霉素、交沙霉素、罗红霉素、阿奇霉素、

螺旋霉素、替美考星、吉他霉素、克林霉素、林可霉素、恩诺沙星、氟罗沙星、沙拉沙星、环丙沙星、

氧氟沙星、洛美沙星、诺氟沙星、麻保沙星、培氟沙星、四环素、土霉素、金霉素、强力霉素、磺胺甲

恶唑、磺胺二甲(基）嘧啶、磺胺嘧啶、磺胺甲基嘧啶、磺胺吡啶、磺胺氯哒嗪、磺胺噻唑、磺胺间二甲

氧基嘧啶、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺对甲氧嘧啶、甲氧苄啶、阿莫西林、氨苄西林按标准溶液证书要求保

存。也可用纯度大于99.0%的有证标准物质配制，用甲醇（5.2）溶解，制备的标准贮备液于-20 ℃以下

冷冻、密封、避光保存，保存期为180 d。 

目标化合物标准使用液：ρ＝10.0 μg/ml。 

移取适量目标化合物标准贮备液（5.14），用甲醇（5.2）稀释，于-20 ℃以下冷冻、密封、避光保

存，保存期为90 d。 

内标贮备液：ρ＝100.0 μg/ml。 

内标物推荐阿特拉津-d5标准品，也可使用其他同位素物质。可购买有证标准溶液，按标准溶液证

书要求保存。也可用有证标准物质制备，标准物质纯度大于99.0%，用少量甲醇（5.1）溶解，转移至100 

ml容量瓶中，用甲醇（5.1）定容至标线，混匀。分装于棕色样品瓶中，密封，-20 ℃以下冷冻避光保存，

保存期为180 d。 
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内标使用液：ρ＝1.00 μg/ml。 

移取适量内标贮备液（5.16），用甲醇（5.2）稀释，于-20 ℃以下冷冻、密封、避光保存，保存期

为90 d。 

固相萃取柱：填料为二乙烯苯和 N-乙烯基吡咯烷酮共聚物，规格为 200 mg/6 ml，或其他等效固

相萃取柱。 

氮气：纯度≥99.99%。 

氩气：纯度≥99.999% 

滤膜Ⅰ：0.22 μm，玻璃纤维或其他材质等效滤膜。 

滤膜Ⅱ：0.45 μm，玻璃纤维或其他材质等效滤膜。 

6 仪器和设备 

除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的A级玻璃容器。 

采样瓶：具塞玻璃瓶，>1 L。 

高效液相色谱-三重四极杆质谱仪：具备梯度洗脱和多反应监测功能。 

色谱柱：100 mm（柱长）×2.1 mm（内径）×1.8 μm（粒径）的 C18 的色谱柱，或其他等效色谱

柱 

固相萃取装置：手动或自动，流速可调节。 

浓缩装置：氮吹仪或其他功能相当的浓缩装置。 

pH 计：pH 值测定范围为 0～14。 

微量注射器或移液器：10 μl、50 μl、100 μl、1000 μl。 

进样瓶：2.0 ml 带聚四氟乙烯内衬垫的螺旋盖棕色玻璃瓶。 

一般实验室常用仪器和设备。 

7 样品 

样品的采集和保存 

参照 GB 17378.3、HJ 91.1、HJ 91.2、HJ 164和HJ 442.3的相关规定采集和运输样品。样品充满采样

瓶（6.1），根据余氯试纸指导在样品中可能含有余氯的情况下，每1 L样品中加入100 mg抗坏血酸（5.6），

在4 ℃以下冷藏、密封、避光保存，7 d内完成萃取。 

试样的制备 

萃取前用盐酸溶液（5.9）或氢氧化钠溶液（5.13）调节水样pH≈2。萃取液应于4 ℃以下冷藏、密

封、避光保存，14 d内完成分析。 

将固相萃取柱（5.18）固定在固相萃取装置（6.4）上，依次使用10 ml甲醇（5.2）和10 ml 实验用

水活化，在整个萃取的过程中应确保小柱中填料表面不露出液面。取1L样品，经滤膜Ⅱ（5.21）过滤后，

加入100 mgNa2EDTA（5.7），混匀后以10 ml/min～15 ml/min（约3~5滴/秒）的流速通过固相萃取柱。

用10 ml实验用水淋洗小柱，然后用真空泵干燥小柱30 min或用氮气（5.19）吹干。再用10 ml甲醇（5.2）

以3 ml/min（约1滴/秒）的流速洗脱，收集洗脱液即为萃取液。萃取液经浓缩装置（6.5）浓缩至近干，

用甲酸乙腈溶液Ⅰ（5.11）定容至1.0 ml，对基质复杂的样品加入用甲酸乙腈溶液Ⅱ（5.12）定容至1.0 ml，
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采用10 mg PSA和5 mg CarbonS（5.8）涡旋2 min净化，定容液加入50 μl内标使用液（5.17），过滤膜Ⅰ

（5.22）后待测。 

空白试样的制备 

用实验用水代替样品，按照与试样的制备（7.2）相同步骤制备实验室空白试样。 

8 分析步骤 

仪器参考条件 

8.1.1 液相色谱参考条件 

流动相A：甲酸水溶液（5.10），流动相B：乙腈（5.1）；梯度洗脱程序见表1；  

流速：0.3 ml/min；  

柱温：35 ℃；  

进样体积：5 μl。 

表 1 流动相梯度洗脱程序 

时间/min 
流动相 

A/% B/% 

0 95 5 

5 90 10 

10 50 50 

15 40 60 

20 95 5 

22 95 5 

 

8.1.2 质谱参考条件 

离子源：电喷雾离子源（ESI），正离子模式。 

监测方式：多反应监测（MRM）。 

其余条件参见附录B。 

校准 

按照仪器使用说明书在规定时间和频次内校正高效液相色谱-三重四极杆质谱仪的质量数和分辨率，

以确保仪器处于最佳测试状态。 

8.2.1 标准曲线的建立 

取一定量目标化合物标准使用液（5.15），用甲酸乙腈溶液Ⅰ（5.11）或甲酸乙腈溶液Ⅱ（5.12）配制

至少5个浓度点的标准系列，目标化合物的质量浓度分别为2.00 μg/L、5.00 μg/L、10.0 μg/L、50.0 μg/L、

100 μg/L和200 μg/L（此为参考浓度），分别取1.0 ml制备好的标准系列，加入内标使用液（5.17）50 μl，

混匀待测。  

按照仪器参考条件（8.1），从低浓度到高浓度的顺序，依次测定标准系列溶液，以目标化合物的质

量浓度为横坐标，以其对应响应值与内标物响应值的比值和内标物浓度的乘积为纵坐标，建立标准曲线。 

8.2.2 标准参考谱图 
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在本标准仪器参考条件下，所有化合物的总离子色谱图见图 1。 

 

 
保留时间（min） 

1.磺胺嘧啶；2.林可霉素；3.磺胺噻唑；4.磺胺吡啶；5.磺胺甲基嘧啶；6.甲氧苄啶；7.麻保沙星；8.土霉素；9.阿莫

西林；10.磺胺二甲(基）嘧啶；11.氟罗沙星；12.诺氟沙星；13.氧氟沙星；14.培氟沙星；15.环丙沙星；16.洛美沙星；

17.恩诺沙星；18.磺胺对甲氧嘧啶；19.磺胺间甲氧嘧啶；20.沙拉沙星；21.磺胺氯哒嗪；22.氨苄西林；23.磺胺甲恶唑；

24.金霉素；25.阿奇霉素；26.螺旋霉素；27.克林霉素；28.强力霉素；29.四环素；30.替美考星；31.磺胺间二甲氧基嘧

啶；32.红霉素；33.泰乐菌素；34.吉他霉素；35.克拉霉素；36.去水红霉素；37.罗红霉素；38.交沙霉素 

图 1 抗生素的多离子反应监测总离子流图 (100 μg/L) 

试样测定  

按照与标准曲线测定相同的仪器参考条件（8.1）进行试样（7.2）的测定。 

8.3.1 空白试验 

按照与试样测定（8.3）相同的仪器参考条件（8.1）进行空白试样（7.3）的测定。 

9 结果计算与表示 

定性分析 

每个目标化合物选择1个母离子和2个子离子进行定性分析。在相同的实验条件下，试样中目标化合

物的保留时间与标准样品中该目标化合物的保留时间比较，相对偏差的绝对值应小于2.5%；样品谱图中

各目标化合物定性离子的相对离子丰度（Ksam）与浓度接近的标准溶液谱图中对应的定性离子的相对离

子丰度（Kstd）进行比较，偏差不超过表2规定的范围，则可判定为样品中存在对应的目标化合物。定性

离子的相对离子丰度分别按照式（1）、式（2）计算： 

𝐾𝑠𝑎𝑚 =
𝐴2

𝐴1

×100%                                      （1） 

式中：Ksam——样品中某组分定性离子的相对离子丰度，%； 

A2——样品中某组分定性离子对的峰面积（或峰高）； 

A1——样品中某组分定量离子对的峰面积（或峰高）。 

                                𝐾𝑠𝑡𝑑 =
𝐴𝑠𝑡𝑑2

𝐴𝑠𝑡𝑑1

×100%                                    （2） 

式中：Kstd——标准样品中某组分定性离子的相对离子丰度，%； 

Astd2——标准样品中某组分定性离子对的峰面积（或峰高）； 

Astd1——标准样品中某组分定量离子对的峰面积（或峰高）。 

 响
应
强
度
（

cp
s）

 



XXXXX-XXXX 

6 

                      表 2 定性确认时相对离子丰度的最大允许偏差               单位： % 

标准样品中某组分定性离子的相对

离子丰度（Kstd） 
Kstd＞50 20＜Kstd≤50 10＜Kstd≤20 Kstd≤10 

样品中某组分定性离子的相对离子

丰度（Ksam）允许的最大偏差 
±20 ±25 ±30 ±50 

 

定量分析 

样品中目标化合物的质量浓度，按照式（4）计算： 

𝜌 𝑖 =
𝜌1 ×𝑉1

𝑉
 × D                                    （4） 

 

式中： ρi ——样品中目标化合物的质量浓度， μg/L； 

       ρ1 ——由标准曲线得到的试样中目标化合物的质量浓度， μg/L； 

       V1 ——试样体积，ml； 

       V ——取样体积，ml； 

       D ——样品的稀释倍数。 

结果表示 

测定结果小数点后位数的保留与方法检出限一致，最多保留3位有效数字。 

10 准确度 

精密度 

2家实验室对加标浓度为10.0 ng/L、100 ng/L和200 ng/L统一空白加标样品进行了6次重复测定:实验

室内相对标准偏差分别为2.3%~23%、1.5%~18%和0.8%~11%；实验室间相对标准偏差分别为0.6%~27%、

0.1%~31%和0.2%~40%；重复性限分别为0.9 ng/L~4.5 ng/L、4.7 ng/L~ 41 ng/L和13 ng/L~ 47 ng/L；再现

性限分别为0 ng/L~ 8.7 ng/L、0 ng/L~ 88 ng/L和0 ng/L~ 239 ng/L。 

2家实验室分别对加标浓度为20.0 ng/L的地表水、地下水、生活污水、农业废水、工业废水和海水

统一样品进行6次重复定，实验室内相对标准偏差分别为1.2%～36%、1.2%～24%、1.9%～18%、1.8%～

19%、1.3%～24%、1.5%～24%；实验室间相对标准偏差分别为0%～25%、0.2%～22%、1.0%～34%、

1.4%～36%、0.3%～34%、0%～26%；重复性限分别为1.6 ng/L～14 ng/L、3.4 ng/L～11 ng/L、1.3 ng/L～

9.5 ng/L、2.5 ng/L～13 ng/L、2.5 ng/L～12 ng/L、6.8 ng/L～58 ng/L；再现性限分别为0 ng/L～17 ng/L、

0 ng/L～15 ng/L、0 ng/L～21 ng/L、0 ng/L～24 ng/L、0 ng/L～22 ng/L、0 ng/L～23 ng/L。 

正确度 

2家实验室对加标浓度为10.0 ng/L、100 ng/L和200 ng/L统一空白加标样品进行了6次重复加标分析

测定：加标回收率范围分别为61.9%~ 140%、68.5%~150%、64.7%~146%；加标回收率最终值为68.8%±

13.9%～121%±35.6%、80.0%±23.0%～146%±6.91%、80.9%±2.89%～121%±25.6%。2家实验室分别

对加标浓度为20.0 ng/L的地表水、地下水、生活污水、农业废水、工业废水和海水统一样品进行6次重

复定：加标回收率范围分别为76.0%~149%、63.8%~147%、68.1%~143%、58.6%~148%、62.8%~145%、

68.4%~148%；加标回收率最终值为78.1%±4.29%～131%±34%、68.5%±9.34%～132.6%±19.3%、76.2%

±16.2%～131%±11.5%、67.7%±18.3%～137%±21.9%、79.2%±32.9%～126.9%±44.8%、78.6%±

19.8%～137%±13.1%。 

11 质量保证和质量控制 
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空白试验 

每20个样品或每批次（少于20个样品/批）至少测定1个实验室空白，其测定结果应低于方法检出限。 

校准 

每批样品应建立标准曲线，线性相关系数应≥0.995，否则重新建立标准曲线。每 20个样品或每批

次（少于20个样品/批）至少测定1个曲线中间浓度点标准溶液，测定结果与该点浓度的相对误差应在±20%

以内，否则应重新建立标准曲线。 

平行样 

每 20个样品或每批次（少于20个样品/批）至少测定1个平行样，测定结果大于等于测定下限时，平

行双样测定结果的相对偏差应在±30%以内。 

基体加标 

每20个样品或每批次（少于20个样品/批）至少测定1个基体加标样，基体加标回收率应在 50%～

160%之间。 

12 废物处置 

实验中产生的废物应集中收集，分类保存，并做好相应的标识，依法处置。 
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A  

附 录 A  

（规范性） 

方法检出限和测定下限 

各目标化合物的方法检出限和测定下限见表B.1。 

表 B.1 方法检出限和测定下限 

抗生素种类 抗生素名称 方法检出限 MDL 测定下限 LOQ 

大环内酯类 

泰乐菌素 3 12 

克拉霉素 4 16 

红霉素 4 16 

去水红霉素 3 12 

交沙霉素  4 16 

罗红霉素 3 12 

阿奇霉素 4 16 

螺旋霉素 4 16 

替美考星 6 24 

吉他霉素 3 12 

克林霉素 4 16 

林可霉素 3 12 

喹诺酮类 

恩诺沙星 3 12 

氟罗沙星 4 16 

沙拉沙星 4 16 

环丙沙星 3 12 

氧氟沙星 3 12 

洛美沙星 3 12 

诺氟沙星 3 12 

麻保沙星 6 24 

培氟沙星 7 28 

四环素类 

四环素 6 24 

土霉素 5 20 

金霉素 6 24 

强力霉素 5 20 

磺胺类及磺胺增效剂 

磺胺甲恶唑 3 12 

磺胺二甲(基）嘧啶 3 12 

磺胺嘧啶 4 16 

磺胺甲基嘧啶 4 16 

磺胺间甲氧嘧啶 2 8 

磺胺对甲氧嘧啶 4 16 

磺胺吡啶 4 16 

磺胺氯哒嗪 3 12 

磺胺噻唑 3 12 

磺胺间二甲氧基嘧啶 4 16 

甲氧苄啶 8 32 

β内酰胺类 阿莫西林 4 16 
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氨苄西林 3 12 
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A  
B  

附 录 B  

（资料性） 

质谱参考条件 

 

离子源：电喷雾离子源（ESI），正离子模式；  

监测方式：多反应监测（MRM）。  

其他仪器条件如下： 

a）干燥气温度：350 ℃；  

b）干燥气流速：8 L/min；  

c）鞘气温度：350 ℃； 

d）鞘气流速：11 L/min；  

e）毛细管电压：3500 V；  

f）喷嘴电压：500 V；  

g）雾化器压力：2.41×10 5 Pa（35psi）；  

h）目标化合物的多反应监测条件见表A.1。 

 

表 A.1 目标化合物的多反应监测条件 

抗生素种类 抗生素名称 

母离子 

Parent ion

（m/s） 

子离子 product 

ion（m/s） 
碰撞能 CE/V 

大环内酯类 

泰乐菌素 916.2 772.3*/174.1 40/44 

克拉霉素 748.3 157.9*/590.3 33/15 

红霉素 734.3 157.9*/576.2 25/15 

去水红霉素* 716.0 158.2*/576.3 25/15 

交沙霉素  828.3 173.8*/108.8 33/41 

罗红霉素 837.4 157.9*/679.3 37/21 

阿奇霉素 749.5 591.4*/573.4 33/37 

螺旋霉素 422.4 174.1*/101.2 22/22 

替美考星 435.2 174.1*/126.1 26/36 

吉他霉素 772.4 174*/109.1 40/43 

克林霉素 425.1 125.8*/377.1 15/10 

林可霉素 407.3 126.0*/359.1 10/10 
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喹诺酮类 

恩诺沙星 360.2 316.2*/254.2 20/18 

氟罗沙星 370.1 326.0*/268.9 21/29 

沙拉沙星 386.1 299.0*/342.1 30/10 

环丙沙星 332.1 288.1*/245.1 30/40 

氧氟沙星 362.1 318.1*/261.0 10/30 

洛美沙星 352.1 264.9*/308.0 30/10 

诺氟沙星 320.1 276.0*/232.8 17/25 

麻保沙星 363.0 71.9*/320.0 33/25 

培氟沙星 334.1 290.0*/316.1 17/21 

四环素类 

四环素 445.0 409.9*/427.0 20/16 

土霉素 461.1 425.9*/442.9 19/12 

金霉素 479.0 444.0*/154.0 21/24 

强力霉素 445.1 428.1*/154.1 24/35 

磺胺类及磺胺增效剂 

磺胺甲恶唑 254.0 91.8*/155.8 29/20 

磺胺二甲(基）嘧啶 278.9 185.8*/123.9 20/25 

磺胺嘧啶 251.1 155.8*/92.0 10/30 

磺胺甲基嘧啶 265.1 155.8*/171.7 19/15 

磺胺间甲氧嘧啶 281.1 155.9*/92.1 16/34 

磺胺对甲氧嘧啶 281.1 155.9*/92.1 17/17 

磺胺吡啶 250.1 183.8*/155.7 10/30 

磺胺氯哒嗪 285.0 155.9*/92.1 14/30 

磺胺噻唑 256.0 155.7*/107.7 25/30 
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磺胺间二甲氧基嘧啶 310.9 156*/108.0 25/33 

甲氧苄啶 291.1 229.8*/260.8 25/25 

β内酰胺类 

阿莫西林 366.3 114.0*/208.0 30/17 

氨苄西林 350.3 160.2*/192.0 22/16 

内标 莠去津同位素-D5 221.2 101.1*/69.1 30/46 

*在本标准的酸性前处理体系内红霉素在酸性实验体系中发生分子内脱水环合大量转化为去水红霉

素，因此以去水红霉素作为定量指标
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