
抗生素被广泛用于大批量养殖产业，能保护动物

免受疾病[1，3]，但它也可以通过动物排泄以有机肥形式
进入到环境土壤和周围的水体中[2]。在近四五十年中，

这些药物的使用量不断增加，造成了重大的环境问

题，因而备受关注。近年来，抗生素已经被认为是一种

新型的潜在污染物[4-6]。

摘 要：为建立一种基于 QuEChERS（快速 Quick、简单 Easy、廉价 Cheap、高效 Effective、耐用 Rugged、安全 Safe）同时测定土壤中
20种抗生素多残留的分析方法，土样经提取液（EDTA，乙腈颐磷酸盐）提取、分散固相萃取材料（PSA，C18）净化后，采用液相色谱串联
质谱（LC-MS/MS）进行测定。通过试验优化了不同提取方法、净化吸附剂比。结果表明：该方法在 7个添加水平（2.0、5.0、10.0、
20.0、50.0、100.0、200.0 滋g·kg-1）下具有良好的回收率，回收率范围为 61.4%~118.9%，相对标准偏差小于 20%（n=5）；绝大多数抗生
素的方法定量限为 2.0~5.0 滋g·kg-1，R2大于 0.990。该方法可应用于农业土壤样品的检测。
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尽管在土壤环境基质中已发现了多种抗生素药

物，但仍未有土壤中抗生素多残留的标准分析方法。

由于土壤基质的复杂性，很难从土壤中提取抗生素[7]。
为了评价抗生素的环境影响，需要建立一种可靠、准

确的检测土壤环境中抗生素的方法。

传统环境样品中抗生素的提取方法是基于使用

乙腈-磷酸盐超声提取，结合固相萃取（SPE）净化。
Blackwell等[8]利用超声波辅助法提取，固相萃取净化
土壤和猪粪中的兽药抗生素，马丽丽等[9]建立超高效
液相色谱/串联质谱法同时测定土壤中 18种抗生素，
这两种方法具有良好的回收率、低的定量限，然而超

声波提取和多次重复提取比较耗时。

在已有的净化方法中，固相萃取因其较好的净化

效果和较高的回收率被广泛应用于土壤、粪便、牛奶

和动物组织等基质中[10-13]。虽然固相萃取具有很多优
点，但是其步骤繁琐、耗时，并且材料昂贵。2003 年
Anastassiades等[14]建立了一种快速、简单、廉价、高效、
安全的方法，即 QuEChERS方法，最初是用于蔬果类农
药残留的提取、净化，近年来，它也被用于抗生素的多

残留分析中[15-17]。这种方法采用乙腈提取，经分散固相
萃取材料（d-SPE），如 PSA（Primary Secondary Amine）、
C18（Octadecylsilane）、GCB（Grafted Carbon Black）的净
化，然后上机。该方法的优点是具有简单的前处理步

骤、高的回收率、准确的测定结果，并且大幅降低了

材料和试剂的成本以及实验人员接触有害溶剂的可

能性。Bourdat-Deschamps等[18]建立了环境水样中抗
生素的 QuEChERS方法，回收率一般在 75.0%以上。
Dorival-Garc侏a等[19]建立了 QuEChERS方法用于检测
堆肥中 17种抗生素，回收率范围为 95.3%~106.2%，
相对标准偏差小于 7.0%。但是，在土壤基质中抗生
素多残留的 QuEChERS分析方法尚未见报道。

本研究的目的是建立一种检测土壤基质中 20种
抗生素的 QuEChERS方法。研究内容包括：色谱条
件、提取步骤、净化步骤的优化，并通过回收率、线性、

定量限、基质效应、实际样品的检测验证所建立方法

的可行性。

1 材料和方法

1.1 标准溶液的配制
标准品：磺胺醋酰（Sulfacetamide，SAA），磺胺二

甲异嘧啶（Sulfisomidine，SIM），磺胺嘧啶（Sulfadi原
azine，SDZ），磺胺噻唑（Sulfathiazole，STZ），磺胺砒啶
（Sulfapyridine，SPD），磺胺甲基嘧啶（Sulfamerazine，

SMR），磺胺对甲氧嘧啶（Sulfameter，SME），磺胺二甲
嘧啶（Sulfadimidine，SDD），磺胺甲噻二唑（Sulfamethi原
zole，SMT），磺胺邻二甲氧嘧啶（Sulfadoxin，SDX），磺
胺甲噁唑（Sulfamethoxazole，SMZ），磺胺噁唑（Sul原
famoxole，SMX），磺胺间甲氧嘧啶（Sulfamonomethox原
ine，SMM），磺胺二甲异噁唑（Sulfisoxazole，SIX），磺胺
苯酰（Sulfabenzamide，SBA），磺胺喹恶啉（Sulfaquinox原
aline，SQX），磺胺间二甲氧嘧啶（Sulfadimethoxine，
SDM），红霉素（Erythromycin，ERY），罗红霉素（Rox原
ithromycin，ROX），克拉霉素（Clarithromycin，CLR），标
准品纯度均大于 98.0%，购于德国 DrEhrenstorfer公
司。上述标准品均使用甲醇配制成 1000 mg·L-1标准
储备液，-20 益储存。用甲醇配制上述 20种抗生素的
混合标准溶液，浓度为 1 mg·kg-1，-20 益储存。
1.2 材料与试剂

甲醇和乙腈（色谱纯，Fisher公司），甲酸（98.0%，
Acros Organics 公司），Na2EDTA·2H2O（分析纯，国药
有限公司）；磷酸，氯化钠（天津化学试剂公司）。实验

用水均经 Milli-Q净水系统净化。分散固相萃取材料
（PSA、C18、GCB）购于 Agilent 公司，HLB 固相萃取小
柱（500 mg，6 mL）购于 Waters 公司。磷酸盐缓冲液
（27.2 g KH2PO4与 1.3 mL H3PO4 用超纯水定容至 1
L）。
1.3 仪器

涡旋振荡器（美国 Thermo 公司）；高速冷冻离
心机（香港 Heal Force公司）；N-EVAP氮吹仪（美国
Organomation公司）；Acquity 高效液相色谱仪，C18色
谱柱（1.8 滋m；2.1 mm 伊 100 mm,美国 Waters 公司）；
Qtrap 4500三重四级杆质谱仪（美国 SCIEX公司）。
1.4 色谱条件

液相条件：柱温 40 益，流动相为乙腈（A）、0.1%
甲酸（B），流速 0.3 mL·min-1；流动相梯度为 0~1.5 min
10%A，1.5~8 min 10%~70%A，8~8.1 min 70%~10%A，
8.1~10 min 10%A。

质谱条件：离子喷雾电压 4.5 kV；离子源温度
500 益；离子源气体 1（GS1）50 psi（1 psi=6.89 kPa）；
离子源气体 2（GS2）50 psi；采用正离子检测模式。目
标抗生素的保留时间、离子对、去簇电压、碰撞能等

质谱条件见表 1。
1.5 土壤样品的制备

土样采自天津市西青区农田 0 ~ 20 cm的表层土
壤（经检测未含目标抗生素），在直径 2.0 m左右的范
围内取样约 10.0 kg，自然风干后过 2.0 mm孔径筛。
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表 1 目标抗生素的质谱参数
Table 1 Optimized chromatographic parameters for the selected antibiotics

土壤 pH 7.2，有机质含量 1.5%。
1.6 提取和净化步骤

QuEChERS方法步骤：称取 5.0 g土样于 50 mL
离心管中，加入一定量标准物质，静置一段时间，然后

加入 0.4 g Na2EDTA、10.0 mL缓冲液和 10.0 mL乙腈，
剧烈摇晃 3 min，再加入 2.0 g NaCl继续手摇 1 min，
8000 r·min-1离心 5 min；吸取 2.0 mL 上清液于 5.0
mL 含有分散固相萃取材料（25.0 mg PSA、10.0 mg
C18、100.0 mg MgSO4）的离心管中，涡旋 1 min，5000 r·
min-1离心 3 min，吸取 1.0 mL上清液于玻璃离心管
中，在 35 益水浴中氮吹至近干，1.0 mL甲醇颐水（体积
比 1颐1）复溶，过 0.22 滋m纤维滤膜，LC-MS/MS上机。
方法优化时，每组另加两个全程序空白平行样（上机

之前加入一定量的标准物质溶液），以校正各待测化

合物在土壤基质中存在的不可忽略的基质效应。

SPE方法步骤：称取 5.0 g土壤样品于 50 mL离
心管中，加入 0.4 g Na2EDTA、10.0 mL缓冲液和 10.0
mL乙腈，手摇 3 min，8000 r·min-1离心 5 min，将上清
液全部倒入球形瓶，然后旋蒸至 10.0 mL以下，再用
超纯水稀释至 100 mL，用甲酸调节 pH至 2.5，开始过
HLB小柱，过柱前，预先用 6.0 mL甲醇、6.0 mL超纯
水活化 SPE小柱。过柱后，用 6.0 mL甲醇洗脱 HLB

柱，将洗脱液氮吹至近干，后同 QuEChERS方法。
2 结果与讨论

2.1 提取条件的优化
采用超声辅助提取可提高目标物的回收率[2]，本

试验对该方法的效果进行了验证。按文 1.6 中
QuEChERS方法步骤进行试验，结果（图 1）表明超声
对目标抗生素的提取几乎没有影响。因此，本试验不

采用超声辅助提取，进而节约前处理时间。

2.2 净化条件的优化
提取完成后，为减少基质效应，将含有目标抗生

素的有机相加入到 d-SPE 净化材料（PSA、C18、GCB）
中进行下一步净化。PSA作为弱阴离子交换剂，可以
形成强相互作用的氢键，并去除脂肪酸和其他极性有

机酸；非极性吸附剂 C18反相吸附脂肪和一些矿物
质；GCB保留平面物质，用于去除色素[19，22-23]。无水硫
酸镁作为传统干燥剂用于去除有机溶剂残留的水。如

图 2所示，在添加浓度为 100.0 滋g·kg-1水平下，选用
5.0 mg GCB、100.0 mg MgSO4作为净化材料得到较低
的回收率。其中，GCB对磺胺邻二甲氧嘧啶、磺胺噁
唑、磺胺二甲异噁唑、磺胺间二甲氧嘧啶有少量吸附，

回收率约 60.0%，特别是对红霉素具有强烈的吸附作

抗生素 保留时间 tR /min 离子对 MRM1 去簇电压 DP 碰撞能 CE 离子对 MRM2 去簇电压 DP 碰撞能 CE
SAA 2.66 215>156 52 15 215>108 52 29
SIM 2.51 279.1>124.1 80 30 279.1>186.1 80 23
SDZ 3.10 251.1>156 63 22 251.1>108 63 34
STZ 3.44 256.1>156.1 60 22 256.1>108 60 35
SPD 3.59 250.1>156 65 23 250.1>184 65 23
SMR 3.84 265.1>156 73 24 265.1>172 73 24
SME 4.42 281.1>156.1 70 25 281.1>108 70 35
SDD 4.33 279.1>186 75 25 279.1>124.1 75 35
SMT 4.35 271>156 65 21 271>108 65 36
SDX 5.28 311>156 80 26 311>108.1 80 37
SMZ 5.29 254.1>156 70 23 254.1>108 70 32
SMX 5.54 268>108 70 35 268>113 70 25
SMM 4.83 281.1>156 75 25 281.1>126.2 75 30
SIX 4.13 268 >156 70 21 268>113 70 23
SBA 5.90 277.1>156 60 19 277.1>108 60 32
SQX 6.03 301.1>156.1 80 24 301.1>108 80 36
SDM 6.03 311.3>156.1 100 28 311.3>218 100 28
ERY 6.14 734.6>158.3 141 39 734.6>576.3 141 27
ROX 6.92 837.6>679.4 156 30 837.6>158 156 47
CLR 6.81 748.8>590.3 76 30 748.8>558.5 76 30
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用，回收率为 0.6%。因此，本试验没有选择 GCB，而是
选用 PSA和 C18作为净化材料。本试验对这两种净化
材料分别设计了 3个水平：C18（10.0、25.0、50.0 mg），
PSA（10.0、25.0、50.0 mg）。为优化到其最佳配比，回收
率和基质效应必须同时考虑。基质效应（Matrix
Effects，ME）计算公式[24]如下：

ME（%）=（Sm/Ss-1）伊100 （1）
式中：Sm和 Ss分别表示基质标曲和溶剂标曲的斜率。

当 ME 为 -20.0% ~20.0%、-50.0% ~-20.0%和
20.0%~50.0%、<-50.0%和>50.0%时，分别表示轻微、
中等、较强的基质效应。

如图 3至图 6所示，当选择 50.0 mg PSA作为净
化材料时，磺胺醋酰、磺胺二甲异嘧啶、磺胺甲噻二

唑、磺胺噁唑的回收率低于 55.0%。对于 C18，三组基
质效应均低于 60.0%，大多数低于 40.0%，但使用
10.0 mg C18时的回收率均大于 65.0%。所以，本试验
最终选择 25.0 mg PSA、10.0 mg C18作为净化材料。图
7为最终优化后的基质效应。
2.3 与 SPE方法的比较

本研究将 QuEChERS方法和传统 SPE方法进行

了回收率对比，实验结果如图 8所示。对于绝大多数
抗生素而言，QuEChERS 方法的回收率大于 SPE 方
法，尤其是磺胺二甲异恶唑和红霉素。

实际试验过程对比表明，QuEChERS方法简单的
前处理步骤仅耗时 1 h，较 SPE方法 5 h大为缩短；
QuEChERS 方法单个样品比 SPE 方法节省约 70 元
（主要节省了 Waters Oasis HLB小柱）；QuEChERS方
法整个流程的试剂基本处于封闭状态，很大程度上降

低了实验人员接触有害溶剂的可能性。试验证明，对

于本试验所选定的目标抗生素，QuEChERS方法优于
SPE方法。
2.4 方法验证

本试验通过线性、回收率和定量限对 QuEChERS
方法进行了验证。

由空白基质配制的 8 个浓度水平（1.0、2.0、5.0、
10.0、20.0、50.0、100.0、200.0 滋g·kg-1）的标准工作曲线
呈现良好的线性，R2在 0.990~0.998之间（表 2）。

在 7 个添加浓度水平（2.0、5.0、10.0、20.0、50.0、
100.0、200.0滋g·kg-1）下得到的回收率为 61.4%~118.9%，
相对标准偏差低于 20.0%。

图 1 超声和不超声的回收率对比
Figure 1 The comparison of recoveries with and without ultrasonic bath

图 2 使用 5.0 mg GCB作为 d-SPE净化材料时 20种抗生素的回收率
Figure 2 Recoveries of 20 antibiotics using 5.0 mg GCB as d-SPE sorbent
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图 3 不同 PSA加入量的基质效应
Figure 3 ME of different masses of PSA as d-SPE sorbent
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图 4 不同 C18加入量的基质效应
Figure 4 ME of different masses of C18 as d-SPE sorbent

图 5 不同 PSA加入量下 20种抗生素的回收率
Figure 5 The recoveries of 20 antibiotics using different masses of PSA as d-SPE sorbent

该方法的定量限取值为具有可接受的回收率

（60.0%~120.0%）和相对标准偏差（小于 20.0%）时的
最低浓度。本试验所选取的目标抗生素的定量限大部

分都低于 5.0 滋g·kg-1，比 Peysson等[25]所报道的值低。
在 10.0、50.0、200.0 滋g·kg-1添加浓度下的回收率、相
对标准偏差、定量限见表 3。
2.5 实际样品检测

在天津市东丽区菜地共采集 10个土样：Q-1茄

子地，Q-2甘蓝地，Q-3菠菜地，Q-4红薯地，Q-5 花
菜地，Q-6大白菜地，Q-7污灌区，Z-1、C-1、F-1为玉
米地。每个样品约 500 g，自然风干后过 2.0 mm孔径
筛，随后用本研究建立的 QuEChERS方法进行检测，
其中 8个土样有检出，大部分检出抗生素低于定量
限，Q-2中罗红霉素浓度高于定量限，浓度为 3.7 滋g·
kg-1，Q-1和 Q-5中克拉霉素浓度高于定量限，浓度分
别为 2.9、2.4 滋g·kg-1。罗红霉素和克拉霉素这两种大
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图 6 不同 C18加入量下 20种抗生素的回收率
Figure 6 The recoveries of 20 antibiotics using different masses of C18 as d-SPE sorbent
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图 7 使用优化后的净化材料得到的 20种抗生素的基质效应
Figure 7 The matrix effects of the optimized combination adsorbents for 20 analytes

图 8 QuEChERS方法与 SPE方法的回收率对比
Figure 8 The recoveries of 20 antibiotics using QuEChERS and SPE

环内酯类抗生素在土壤中降解较慢，吸附性较强[24]，可
较长时间稳定地残留在土壤基质中。上述结果表明，

本方法可应用于土壤中抗生素含量的检测。

3 结论

（1）通过对提取方式、净化材料用量及配比的优
化，并进行方法的验证，建立了基于QuEChERS方法

同时检测土壤中 20 种抗生素多残留的高效液相色
谱-串联质谱法。
（2）对于所选定的目标抗生素，QuEChERS 方法

优于 SPE方法，体现了快速、简单、廉价等特点。
（3）QuEChERS方法现已成功应用于土壤中多种

抗生素含量的检测，可为环境风险评估提供一定的数

据支持。
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表 2 20种抗生素的线性方程、线性范围和相关系数。

Table 2 Linear equation，linear range and R2 of 20 antibiotics
抗生素 线性方程 线性范围/滋g·kg-1 R2

SAA y=3.6伊103x+2.3伊104 1.0~200.0 0.991
SIM y=3.1伊104x+7.9伊104 1.0~200.0 0.998
SDZ y=2.8伊104x+1.9伊105 1.0~200.0 0.992
STZ y=5.5伊104x+4.3伊105 1.0~200.0 0.992
SPD y=4.1伊104x+2.1伊105 1.0~200.0 0.997
SMR y=2.8伊104x+2.1伊105 1.0~200.0 0.994
SME y=8.3伊104x+1.9伊105 1.0~200.0 0.998
SDD y=5.4伊104x+3.9伊105 1.0~200.0 0.997
SMT y=2.0伊104x+3.1伊105 1.0~200.0 0.990
SDX y=2.3伊104x+8.7伊104 1.0~200.0 0.997
SMZ y=3.5伊103x+2.1伊104 1.0~200.0 0.990
SMX y=2.6伊104x+4.0伊104 1.0~200.0 0.995
SMM y=3.1伊104x+2.1伊104 1.0~200.0 0.995
SIX y=8.2伊103x+4.5伊104 1.0~200.0 0.997
SBA y=3.5伊104x+1.4伊105 1.0~200.0 0.991
SQX y=1.1伊104x+1.1伊105 1.0~200.0 0.993
SDM y=4.6伊104x+4.0伊105 1.0~200.0 0.991
ERY y=2.0伊104x+3.4伊104 1.0~200.0 0.994
ROX y=3.1伊104x+5.9伊104 1.0~200.0 0.992
CLR y=2.3伊104x-2.0伊104 1.0~200.0 0.995

表 3 20种抗生素在 10.0、50.0、200.0 滋g·kg-1添加浓度下的回收率、相对标准偏差（n=5）和定量限
Table 3 LOQs，recoveries and RSDs（n=5）of 20 antibiotics for soil spiked at 10.0，50.0 and 200.0 滋g·kg-1
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