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　　摘要：采用高效液相色谱－静电场轨道肼高分辨质谱技术，建立了动物源性食品中１３种磺胺类药物残留的磁性
石墨烯固相萃取－高分辨质谱分析方法。样品采用０．１％的甲酸／乙腈提取，目标物通过磁性石墨烯粉吸附，除去杂
质，然后再解析目标物的方法获得干净的样品基质。经 ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，１．７μｍ）色谱柱分

离，液相色谱－高分辨质谱仪进行检测。结果表明，１３种目标物在２．０～５０．０μｇ／Ｌ范围内线性关系良好（ｒ２＞０．９９）。
在动物源性食品基质中，目标化合物在２、５、１０μｇ／ｋｇ３个加标水平的平均回收率在７７．８％ ～９８．４％，相对标准偏差
（ＲＳＤ）为４．１％～１０．１％。该方法净化速度快、效率高，可用于动物源性食品中磺胺类药物残留筛查检测。
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　　磺胺类药物为合成的广谱抗菌剂，对多数革兰氏阳性菌
和阴性菌有效。由于磺胺类药物在体内作用时间和代谢时间

较长，通过任何途径摄入的磺胺都有可能在人体中蓄积，蓄积

到一定值的药物对人体机能是有害的［１］。目前，我国对磺胺

类及其增效剂的使用有比较明确的规定。我国农业部第２３５
号公告中规定，禽肉类产品中磺胺类总量不得超过

０．１ｍｇ／ｋｇ；日本肯定列表中将动物源性食品的最低限量定为
０．０２ｍｇ／ｋｇ；欧盟２３７７／９０／ＥＥＣ中明确规定，在所有动物源
性食品中磺胺类残留总量不能超过０．１ｍｇ／ｋｇ［２－３］。

磁性石墨烯是由石墨烯化学制备而成，磁性石墨烯纳米

粒子因具有很多特殊的磁性质，比如超顺磁性、高矫顽力、低

居里温度、高磁化率等，并且在磁流体、数据存储、催化、污染

物处理等很多方面都已有广泛的研究和实际应用。所以石墨

烯与磁性纳米粒子复合成的磁性石墨烯受到了极大的关注，

并为石墨烯的应用研究发展出了新的方向［４－６］。

目前，磺胺类及其增效剂残留的测定方法有高效液相色

谱法配合紫外检测器、荧光检测器和质谱检测器［７］。液相色

谱－三重四极杆串联质谱（ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）可以在一次分析中定
量和鉴定数百种目标化合物，具有很高的选择性和灵敏度。

但是，这种方法需要采用多种已知化合物优化仪器参数，因此

不能用于筛查未知化合物。基于Ｏｒｂｉｔｒａｐ技术，Ｅｘａｃｔｉｖｅ具有
极高的质量分辨率，从而保证了分析结果高质量准确度，并可

以准确地区分复杂样品中同时洗脱出的具有相同质量数的化

合物，高达３个数量级的动态线性范围，可轻松分析受复杂基
体干扰的痕量化合物［８－１０］。

本研究建立了动物源性食品中１３种具有代表性的磺胺
类药物增效剂的快速前处理和高分辨质谱法联用的测定方

法，该方法快速、准确，为监控动物源性食品中磺胺类药物增
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效剂残留提供了技术支持。

１　材料与方法

１．１　试剂与材料
１．１．１　标准物质　磺胺嘧啶、磺胺噻唑、磺胺吡啶、磺胺甲基
嘧啶、磺胺二甲基嘧啶、磺胺 －５－（对）甲氧嘧啶、磺胺甲噻
二唑、磺胺甲氧哒嗪、磺胺氯哒嗪、磺胺－６－（间）甲氧嘧啶、
磺胺邻二甲氧嘧啶、磺胺甲基异 唑、磺胺喹 啉，均购自

ＤＲ．公司，纯度均大于９９％。
１．１．２　试剂与耗材　乙腈，甲醇均为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ）；无水
硫酸钠，分析纯（烟台市双双化工）；甲酸，色谱纯（ＴＥＤＩＡ）；
水，ＧＢ／Ｔ６６８２规定的一级水；磁性石墨烯，实验室制备；硫酸
铜，优级纯（天津市北联精细化学品开发有限公司）；１－（２－
吡咯偶氮）－２－萘酚（ＰＡＮ），分析纯（北京化学试剂有限公
司）；Ｃ１８粉（天津艾杰尔）。
１．１．３　仪器　液相色谱仪，ＴｈｅｒｍｏＵｌｔｉＭａｔｅ３０００，静电场轨
道肼质谱仪（ＴｈｅｒｍｏＥＸＡＣＴＩＶＥ）；分析天平，感量０．１ｍｇ和
０．０１ｇ各 １台；离心机，５８１０型（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；均质器
（Ｔ２５型，ＩＫＡ公司）；振荡器（ＭＭＶ－１０００Ｗ，ＥＴＥＬＡ公司）；
氮吹仪（Ｎ－ＥＶＡＰ）；涡流混匀器（ＩＫＡＭＳｂａｓｉｃ）。
１．１．４　标准溶液配制　磺胺嘧啶、磺胺噻唑、磺胺吡啶、磺胺
甲基嘧啶、磺胺二甲基嘧啶、磺胺 －５－（对）甲氧嘧啶、磺胺
甲噻二唑、磺胺甲氧哒嗪、磺胺氯哒嗪、磺胺 －６－（间）甲氧
嘧啶、磺胺邻二甲氧嘧啶、磺胺甲基异 唑、磺胺喹 啉：用

乙腈溶解，按纯度标示折算配制成 １００μｇ／ｍＬ的标准储
备液。

１．２　试验方法
１．２．１　样品提取　准确称取２．００（±０．０２）ｇ待测样品置于
１００ｍＬ离心管中，加入 ５ｇ无水硫酸钠，２ｇ氯化钠，１０ｍＬ
０．１％ 甲酸／乙腈，均质２ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将上
清液转入另一干净离心试管中，重复提取残渣１次，取上清液
合并，加入１０ｍＬ正己烷，振荡５ｍｉｎ后静置，去掉上层正己
烷层。将提取液旋转蒸发至干，加入３ｍＬ乙腈／水溶解，待净
化。

１．２．２　样品净化　准确称取２０ｍｇ磁性石墨烯于１０ｍＬ离
心管中，分别加入２ｍＬ丙酮、甲醇和去离子水，依次清洗磁性
石墨烯。取５ｍＬ上清液入离心管中，涡混１０ｍｉｎ，静止萃取
５ｍｉｎ。用磁铁将磁性石墨烯聚集到离心管底部，弃去上清
液，将磁性石墨烯转移至另 １个干净的离心试管中，加入
１ｍＬ乙腈－氨水（体积比为９５∶５），涡旋２ｍｉｎ洗脱，重复洗
脱４次，合并洗脱液，氮气吹干，流动相定容至 １ｍＬ，过
０．２２μｍ滤膜，进行质谱测定分析。
１．２．３　液相色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＢＥＨＣ１８
（２．１×１００ｍｍ，１．７μｍ）；柱温：４０℃，流速：０．３ｍＬ／ｍｉｎ，进
样量：２０μＬ；流动相：Ａ：０．１％甲酸水，Ｂ：甲醇，梯度洗脱程
序：０→２．０ｍｉｎ，由５％ Ｂ→２０％ Ｂ；２．０→６ｍｉｎ，由２０％ Ｂ→
８０％ Ｂ；６．２ｍｉｎ，５％ Ｂ，平衡３ｍｉｎ。
１．２．４　质谱条件　全扫描正离子模式（质量范围 １００～
１５００）；分辨率：５００００；自动增益控制（ＡＧＣ）目标值：１０ｅ６；
加热点喷雾离子源条件：喷雾电压：２２００Ｖ，离子传输管温
度：２８０℃，鞘气气压：３２ａｕ，气化室温度：２００℃。１３种化合
物的质谱参数详见表１。

表１　１３种化合物的质谱参数

化合物名称 ＣＡＳ号 分子式
质荷比理论值

（ｍ／ｚ）
出峰时间

（ｍｉｎ）

磺胺嘧啶 ６８－３５－９ Ｃ１０Ｈ１０Ｎ４Ｏ２Ｓ ２５１．０５９７ ４．２４
磺胺噻唑 ７２－１４－０ Ｃ９Ｈ９Ｎ３Ｏ２Ｓ ２５６．０２０９ ４．３３
磺胺吡啶 １４４－８３－２ Ｃ１１Ｈ１１Ｎ３Ｏ２Ｓ ２５０．０６４５ ４．４９
磺胺甲基嘧啶 １２７－７９－７ Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ２Ｓ ２６５．０７５４ ４．６４
磺胺二甲基嘧啶 ５７－６８－１ Ｃ１２Ｈ１４Ｎ４Ｏ２Ｓ ２７９．０９１０ ４．９３
磺胺－５－（对）甲氧嘧啶 ６５１－０６－９ Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ２Ｓ ２８１．０７０３ ４．８２
磺胺甲噻二唑 １４４－８２－１ Ｃ９Ｈ１０Ｎ４Ｏ２Ｓ ２７１．０３１８ ４．８３
磺胺甲氧哒嗪 ８０－３５－３ Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３Ｓ ２８１．０７０３ ４．９７
磺胺氯哒嗪 ８０－３２－０ Ｃ１０Ｈ９ＣＬＮ４Ｏ２Ｓ ２８５．０２０８ ５．１４
磺胺－６－（间）甲氧嘧啶 １２２０－８３－３ Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３Ｓ ２８１．０７０３ ５．２４
磺胺邻二甲氧嘧啶 ２４４７－５７－６ Ｃ１２Ｈ１４Ｎ４Ｏ３Ｓ ３１１．０８０９ ５．６７
磺胺甲基异 唑 ７２３－４６－６ Ｃ１０Ｈ１１Ｎ３Ｏ３Ｓ ２５４．０５９４ ５．１１
磺胺喹 啉 ５９－４０－５ Ｃ１４Ｈ１２Ｎ４Ｏ２Ｓ ３０１．０７５４ ５．７８

２　结果与分析

２．１　质谱条件的优化
２．１．１　色谱柱的选择　本研究检测的１３种磺胺类药物中磺
胺－５－（对）甲氧嘧啶、磺胺甲氧哒嗪、磺胺 －６－（间）甲氧
嘧啶分子量相同，因此，不同目标物的分离要考虑化合物性

质，在提高分离速度和灵敏度的同时，达到最佳的目标物分离

效果。通过比较ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（粒径１．７μｍ）和Ａｇｉ
ｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８（粒径１．８μｍ），以及柱长分别
为２．１×１００ｍｍ、３．０×１００ｍｍ的２种不同规格的色谱柱，在

分离效率和目标物响应值方面，柱长为２．１×１００ｍｍＷａｔｅｒｓ
ＵＰＬＣＢＥＨＣ１８更好一些。
２．１．２　流动相的选择　磺胺类药物在正离子模式下响应值
较高，通过在水溶液中加入酸性溶液的方式测试其响应值。

分别比较了甲醇／０．１％甲酸水溶液、乙腈／０．１％甲酸水、乙
腈／１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵、甲醇／１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液作为流动
相，在电喷雾源ＥＳＩ＋方式下，在甲醇／０．１％甲酸水溶液组成
的流动相中，质谱的离子化效率较其他流动相条件响应值高，

峰形好，因此本研究选择甲醇／０．１％甲酸水作为流动相。
通过改变甲醇／０．１％甲酸水不同的起始比例，经多次进
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样分离，结果表明，在采用梯度洗脱的条件下，起始流动相甲

醇比例在５％时，磺胺－５－（对）甲氧嘧啶、磺胺甲氧哒嗪、磺
胺－６－（间）甲氧嘧啶能够得到较好地分离。在本研究的色
谱条件下，１３种化合物的出峰情况见图１。
２．２　前处理条件的优化与比较
２．２．１　提取试剂的选择　磺胺类药物其结构中均含有多个
胺基团，在酸性条件下容易形成正离子，因此，在提取试剂中

加入酸性溶液，可以提高提取效率和离子化效果［１１］。在提取

试剂选择方面，分别比较了０．１％的甲酸乙腈、０．１％的甲酸
甲醇、０．１％的甲酸乙酸乙酯的提取效率，结果表明，０．１％的
甲酸乙腈提取效率较高，同时加入２ｇ氯化钠能够使乙腈层

和水层较好地分离，避免乳化现象出现。

２．２．２　净化吸附剂的优化　ＱｕＥＣｈＥＲＳ（分散固相萃取）方
法的原理是通过吸附粉末的吸附作用而达到净化的效果，此

种净化方法主要去除的是极性中小分子杂质，而液质联用残

留分析中主要用到的电喷雾电离源（ＥＳＩ源）分析的就是极性
化合物，因此二者相互结合，可以发挥最大的检测效率［１２－１３］。

利用质谱在全扫描方式下对ＯＤＳＣ１８和 ＭＳＰＥ净化效果进行
考察，从图２可以看出，ＭＳＰＥ方法净化完后一些中极性和分
子量较大的杂质被除去，综合比较，在杂质净化方面ＭＳＰＥ要
优于Ｃ１８。
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２．３　磁性石墨烯净化方法与国标、行标的比较
在ＧＢ／Ｔ２１３１６—２００７中前处理净化采用的是液液萃取

方法，ＳＮ／Ｔ３１５５—２０１２中肉及肉制品的净化采用的是过 Ｃ１８
固相萃取柱的方法［１４－１５］，根据３种前处理方法，分别添加质
量浓度为０．０１ｍｇ／ｋｇ的标准物质在空白样品当中，磺胺类药
物的平均回收率见表２。
２．４　方法的线性、精密度、检测限和定量限

考察了试验方法及仪器条件的线性及精密度，选取不同

的动物源性食品，分别添加质量浓度为２．０、５．０、１０．０μｇ／ｋｇ

表２　磺胺类药物的平均回收率

净化方法
添加浓度

（ｍｇ／ｋｇ）
平均回收率

（％）

ＧＢ／Ｔ２１３１６—２００７ ０．０１ ７９．１
ＳＮ／Ｔ３１５５—２０１２ ０．０１ ８２．７
ＭＳＰＥ ０．０１ ８６．９

的标准物质，线性回归方程、相关系数、回收率、ＲＳＤ值见
表３。

表３　磺胺类药物回归方程、相关系数、回收率和变异系数

化合物名称 回归方程
决定系数

（ｒ２）

添加２．０μｇ／ｋｇ
标准物质

添加５．０μｇ／ｋｇ
标准物质

添加１０．０μｇ／ｋｇ
标准物质

回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

磺胺嘧啶 ｙ＝０．９０９５ｘ＋０．００５６ ０．９９９７ ８４．３ ８．１ ８２．６ ７．６ ８１．６ ７．１
磺胺噻唑 ｙ＝０．９４１９ｘ－０．０１８６ ０．９９８６ ８０．２ ８１．３ ７９．６ ９．６ １０．１ ９．１
磺胺吡啶 ｙ＝０．６６２８ｘ－０．００９２ ０．９９９１ ８１．２ ８．０ ８１．９ ８０．０ ８．７ ７．９
磺胺甲基嘧啶 ｙ＝１．０２７１ｘ－０．０２７５ ０．９９４９ ９０．６ ９３．４ ９１．２ ６．０ ６．５ ６．２
磺胺二甲基嘧啶 ｙ＝０．８９２７ｘ－０．００５３ ０．９９８６ ９３．６ ９２．８ ９４．１ ５．５ ５．１ ６．０
磺胺－５－（对）甲氧嘧啶 ｙ＝１．６２１１ｘ－０．０３０４ ０．９９９５ ８９．７ ９１．７ ８８．６ ４．１ ４．３ ５．０
磺胺甲噻二唑 ｙ＝２．１５１７ｘ＋０．０４７４ ０．９９８４ ９５．６ ９６．７ ９６．１ ７．６ ８．９ ８．３
磺胺甲氧哒嗪 ｙ＝０．１９１９ｘ－０．０１２６ ０．９９２８ ７７．８ ７８．６ ７９．１ ８．２ ９．１ ９．２
磺胺氯哒嗪 ｙ＝１．２０４０ｘ－０．００９８ ０．９９９６ ７９．６ ７９．１ ８０．１ ７．７ ７．９ ７．１
磺胺－６－（间）甲氧嘧啶 ｙ＝０．８０８９ｘ－０．００９０ ０．９９９０ ８６．４ ８６．１ ８５．６ ８．９ １０．６ ９．６
磺胺邻二甲氧嘧啶 ｙ＝０．６９６７ｘ－０．０１４９ ０．９９９１ ９０．３ ９２．７ ９１．２ ８．０ ７．２ ８．１
磺胺甲基异 唑 ｙ＝２．３０１９ｘ＋０．０５９６ ０．９９９９ ９７．６ ９８．１ ９８．４ ７．６ ７．１ ８．０
磺胺喹 啉 ｙ＝０．５８２９ｘ－０．００８８ ０．９９９２ ９２．１ ８．２ ９１．４ ７．６ ９２．０ ６．６

３　结论

本研究采用高效液相色谱 －静电场轨道肼高分辨质谱，
磁性石墨烯净化技术，建立了动物源性食品中磺胺类药物残

留的液相色谱－高分辨质谱分析检测方法。采用磁性石墨烯
固相萃取作为净化材料，提高了样品前处理效率，降低了环境

污染，为监控动物源性食品中磺胺类药物增效剂残留提供了

有力的技术支持。
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