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基于高通量全自动固相萃取的超高效液相色谱⁃串联质谱法
测定人尿中 １６ 种抗生素和 ４ 种 β⁃受体激动剂
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摘要：建立了基于高通量全自动固相萃取的人体尿液中大环内酯、四环素、喹诺酮、磺胺 ４ 类 １６ 种常见抗生素及特

步他林、沙丁胺醇、莱克多巴胺、克伦特罗 ４ 种 β⁃受体激动剂的超高效液相色谱⁃串联质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）分析方

法。 尿液样本于室温解冻后，取 １ ｍＬ，然后加入内标、２００ μＬ 乙酸铵缓冲液和 ２０ μＬ β⁃葡萄糖醛酸酶，于 ３７ ℃条件

下酶解过夜。 采用全自动固相萃取设备对尿液中的目标物进行提取，考察了固相萃取板、淋洗液、洗脱液种类及体

积，结果显示采用 Ｏａｓｉｓ Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ ９６ 孔固相萃取板，以 １􀆰 ５ ｍＬ １０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液作为淋洗液、２ ｍＬ 甲醇作

为洗脱液时，２０ 种目标物的回收率最为理想。 于 ４５ ℃氮吹浓缩，比较了不同氮吹条件（完全吹干、氮吹近干、氮吹

至 １ ｍＬ 和洗脱液中加水作为保护剂）下目标物的回收率。 结果表明，在洗脱液中加入水作为保护剂时，绝对回收

率最为理想。 研究优化了色谱分离条件，结果显示，以 ＨＳＳ Ｔ３（１００ ｍｍ×３􀆰 ０ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）作为分析柱，０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃０􀆰 １％ 甲酸（ｖ ／ ｖ）乙腈溶液作为流动相，以 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ 流速梯度洗脱时，分离效果最好。 比较了

不同比例甲醇水溶液及初始流动相作为进样溶剂时的出峰情况，发现在 ３０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液里目标物的峰形和

信噪比最为理想。 该方法标准曲线拟合度良好（相关系数＞０􀆰 ９９７），方法检出限为 ０􀆰 ０２ ～ ０􀆰 １２ ｎｇ ／ ｍＬ，定量限为

０􀆰 ０６～０􀆰 ４１ ｎｇ ／ ｍＬ。 在 ０􀆰 ２５、２􀆰 ５ 和 １２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 加标水平下，回收率为 ８１􀆰 ７％ ～ １２０􀆰 ０％ （除四环素外），日内精密

度和日间精密度（ｎ＝ ６）分别为 １􀆰 １％ ～１１􀆰 ０％ 和 １􀆰 ２％ ～１３􀆰 ０％。 基质效应考察结果表明，采取同位素内标校正后所

有目标物均为弱基质效应。 为考察该方法的正确度，采用 ＢＣＲ⁃５０３（含沙丁胺醇和克伦特罗）及内部质控样进行实

验，结果显示沙丁胺醇和克伦特罗的测定值均在参考范围内，２０ 种目标物在两种浓度内部质控样的 ７ 次测定浓度

平均值范围分别为 ０􀆰 ４４～０􀆰 ５９ ｎｇ ／ ｍＬ（０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ）和 １􀆰 ７２～２􀆰 １６ ｎｇ ／ ｍＬ（２􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ）。 该方法采用自动化样品前

处理设备结合 ９６ 孔固相萃取板，有效提高了检测效率，具有操作简单、灵敏度高、回收率好、基质效应弱等优点，可
满足人体尿液中 １６ 种抗生素和 ４ 种 β⁃受体激动剂的同时测定需求。 该研究为人体尿液中抗生素和 β⁃受体激动剂

的监测、暴露特征及健康风险评估提供了方法支撑。
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ｉｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ａｔ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ． Ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｅａｋｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ３０％ （ｖ ／ ｖ） ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｐｅａｋ
ｓｈａｐｅ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌ⁃ｔｏ⁃ｎｏｉｓｅ ｒａｔｉｏ． ＭＳ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ （ＥＳＩ＋）
ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （ＭＲＭ） ｍｏｄｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ， ｉｎｃｌｕ⁃
ｄｉｎｇ ｔｈｅ ｃｕｒｔａｉｎ （ＣＵＲ） ａｎｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｇａｓｅｓ （ＣＡＤ） ． Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ （ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ＞０􀆰 ９９７）， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ０􀆰 ０２－０􀆰 １２ ｎｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ０􀆰 ０６－０􀆰 ４１ ｎｇ ／ ｍＬ． Ａｔ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
０􀆰 ２５， ２􀆰 ５， ａｎｄ １２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ８１􀆰 ７％ －１２０􀆰 ０％ （ｅｘｃｅｐｔ ｔｈａｔ ｏｆ
ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ）， ｔｈｅ ｉｎｔｒａ⁃ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ＲＳＤｓ （ｎ ＝ ６） ｗｅｒｅ １􀆰 １％ －１１􀆰 ０％ ａｎｄ １􀆰 ２％ －１３􀆰 ０％， ｒｅ⁃
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ， ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ， ｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅ， ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ， ｒａｃｔｏｐａｍｉｎｅ， ａｎｄ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ
ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ， ｂｕｔ ａｌｌ ｔａｒｇｅｔｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｗｅａｋ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｆｔｅｒ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ
ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ． Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ， ＢＣＲ⁃５０３ （ｃｏｎｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ ａｎｄ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ） ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎ⁃
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ ａｎｄ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ｗｅｒｅ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｒａｎｇｅｓ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ
ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ２０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｆ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍ⁃
ｐｌｅｓ ａｆｔｅｒ ７ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ０􀆰 ４４－０􀆰 ５９ ｎｇ ／ ｍＬ （０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ） ａｎｄ １􀆰 ７２－２􀆰 １６
ｎｇ ／ ｍＬ （ ２􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ
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李振环，等：基于高通量全自动固相萃取的超高效液相色谱⁃串联质谱法

测定人尿中 １６ 种抗生素和 ４ 种 β⁃受体激动剂

ｍｅｔｈｏｄ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ａｕｔｏｍａｔｉｃ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ａ ９６⁃ｗｅｌｌ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｌａｔｅ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｄｉｓｐｌａｙｓ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ
ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ｉｄｅａｌ ｒｅｃｏｖｅｒｙ， ａ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｗｅａｋ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ， ｗｈｉｃｈ ｓａｔｉｓｆｉｅｓ ｔｈｅ
ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ １６ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ａｎｄ ４ β⁃ａｇｏｎｉｓｔｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｕｓｅ ｉｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ａｎｄ β⁃
ａｇｏｎｉｓｔｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ ｒｉｓｋｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ＳＰＥ）； ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）； ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ； β⁃ａｇｏｎｉｓｔｓ； ｕｒｉｎｅ

　 　 抗生素因在治疗与预防感染性疾病和促进生长

发育方面效果显著，被广泛应用于临床治疗、农业生

产和养殖业等领域中。 β⁃受体激动剂在临床上主要

用于治疗哮喘、慢性阻塞性肺疾病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂ⁃
ｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＯＰＤ）等呼吸系统

疾病，由于具有减少脂肪积累、促进蛋白质生成和提

高饲料转化率的作用，曾被添加到动物饲料中以提

高牲畜瘦肉率［１］。 目前，我国已禁止硫酸特布他

林、莱克多巴胺、（硫酸）沙丁胺醇和盐酸克仑特罗

等在饲料和动物饮用水中的使用［２］。 抗生素和 β⁃
受体激动剂通过临床用药、食物摄入或环境暴露等

途径进入人体后，主要经尿液排出体外［３－５］。 近年

来，其造成的人体健康问题受到普遍关注。 已有人

群流行病学研究显示，抗生素和 β⁃受体激动剂的暴

露与多种健康风险密切相关，如耐药性［６］、肠道菌

群失调［７］、肥胖 ／超重［８］、心动过速［９］。 因此，建立

生物样本中多种类抗生素和 β⁃受体激动剂的分析

方法，了解其人群负荷水平，科学管理抗生素和 β⁃
受体激动剂的使用，在降低生态环境和人群健康风

险等方面具有重要价值。
　 　 目前，在食品［１０，１１］、地表水［１２，１３］、土壤［１４］、底
泥［１５］等非生物样本中抗生素和 β⁃受体激动剂的分

析方法研究较多，在人体生物样本中的研究相对较

少。 生物样本基质复杂，且抗生素和 β⁃受体激动剂

的负荷水平多为痕量水平，因此高效的前处理方法

和高灵敏度的检测技术成为同时检测多种目标物的

关键。 已有报道的尿液中抗生素和 β⁃受体激动剂

的前处理方法主要包括固相萃取（ＳＰＥ）、液液萃取、
蛋白沉淀、固相分散萃取和固相微萃取等，其中

ＳＰＥ 是目前最常用的前处理方法。 检测技术主要

包括微生物分析、 免疫分析、 高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）和液相色谱⁃串联质谱法（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）等，
其中 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 因具有灵敏度高、特异性强、分析

速度快等优点，在当前检测中应用广泛。 但是，已有

研究多关注一种或一类目标物，同时检测尿液中抗

生素和 β⁃受体激动剂的分析方法鲜有报道，仅查到

一篇文献同时分析了磺胺类抗生素、β⁃受体激动剂

和类固醇［１６］，该方法以非靶向筛查为主要目的，检
出限较高（１ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ），难以满足普通人群体内

痕量水平目标物的定量分析需求。 鉴于此，本研究

建立了基于高通量全自动固相萃取的尿液中 ４ 类

１６ 种常见抗生素（大环内酯类、四环素类、喹诺酮

类、磺胺类）及 ４ 种 β⁃受体激动剂（特步他林、沙丁

胺醇、莱克多巴胺、克伦特罗）的高效液相色谱⁃串联

质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）检测方法。 该方法操作简便，
分析效率高，灵敏度高，重现性好，适合大批量人群

样品的快速定量检测，具有较高的实际应用价值。

１　 实验部分

１．１　 仪器、材料与试剂

　 　 Ｉ Ｃｌａｓｓ 型超高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司）； Ｑｔｒａｐ ６５００ ｐｌｕｓ 三重四极杆质谱仪（美国 ＡＢ
Ｓｃｉｅｘ 公司）； ２Ｋ⁃１５ 型离心机（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；
恒温水浴摇床（中国莱伯泰科仪器股份有限公司）；
９６ 孔氮吹仪 （中国杭州米欧仪器有限公司）；
ＡＰ２５０Ｄ 十万分之一电子天平 （美国 ＯＨＡＵＳ 公

司）； ＩＱ７００５ 纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 公司）； ９６ 孔固

相萃取装置、Ｏａｓｉｓ Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ ９６ 孔固相萃取板、
Ｏａｓｉｓ Ｐｒｉｍｅ ＭＣＸ ９６ 孔固相萃取板、Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ Ｃ１８

９６ 孔固相萃取板与 ２ ｍＬ 收集板（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公

司）； ＥｘｔｒａｈｅｒａＴＭ ＨＶ⁃５０００ 大容量自动化样品制备

工作站（瑞典 Ｂｉｏｔａｇｅ 公司）。
　 　 甲醇和乙腈（ＭＳ 级，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；甲酸、
乙酸和乙酸铵（ＭＳ 级，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；
β⁃葡萄糖醛酸酶（ ＞ １００ ０００ Ｕ ／ ｍＬ，美国 Ｓｉｇｍａ 公

司）；有证参考物质 ＢＣＲ⁃５０３（欧洲标准局）；标准品

及同位素内标均购自天津阿尔塔科技有限公司，详
细信息见表 １。

·９９３·



色 谱 第 ４１ 卷

表 １　 ２０ 种标准品及 ８ 种内标的信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ２０ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ｅｉｇｈｔ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
Ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／

Ｐｕｒｉｔｙ
Ｓｏｌｖｅｎｔ

１ ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ （阿奇霉素） ＡＺＩ １０００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
２ ｃｌａｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ （克拉霉素） ＣＬＡ １０００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
３ ｒｏｘｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ （罗红霉素） ＲＯＸ １０００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
４ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ （四环素） ＴＣ ＞９６．３％ －
５ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ （强力霉素） ＤＣ ＞９２．４％ －
６ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ （土霉素） ＯＴＣ ＞９３．８％ －
７ ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ （环丙沙星） ＣＩＰ １０００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
８ ｏｆｌｏｘａｃｉｎ （氧氟沙星） ＯＦＬ １０００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ （１ ∶１， ｖ ／ ｖ）
９ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ （恩诺沙星） ＥＮＲ １０００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ （１ ∶１， ｖ ／ ｖ）

１０ ｐｅｆｌｏｘａｃｉｎ （培氟沙星） ＰＥＬ １０００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
１１ ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ （二氟沙星） ＤＩＦ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
１２ ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ （诺氟沙星） ＮＯＲ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
１３ ｓｕｌｆａｍｅｔｈａｚｉｎｅ （磺胺二甲嘧啶） ＳＭＺ １０００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
１４ ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ （磺胺甲噁唑） ＳＭＸ １０００ μｇ ／ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
１５ ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ （磺胺嘧啶） ＳＤＺ １０００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ （４ ∶１， ｖ ／ ｖ）
１６ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ （甲氧苄啶） ＴＥＰ １０００ μｇ ／ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
１７ ｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅ （特布他林） ＴＥＲ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
１８ ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ （沙丁胺醇） ＳＡＬ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
１９ ｒａｃｔｏｐａｍｉｎｅ （莱克多巴胺） ＲＡＣ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
２０ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ （克伦特罗） ＣＬＥ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
２１ ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ⁃Ｄ３ （阿奇霉素⁃Ｄ３） ＡＺＩ⁃Ｄ３ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
２２ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ⁃Ｄ３ （强力霉素⁃Ｄ３） ＤＣ⁃Ｄ３ ＞ ９５．６％ －
２３ ｏｆｌｏｘａｃｉｎ⁃Ｄ３ （氧氟沙星⁃Ｄ３） ＯＦＬ⁃Ｄ３ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
２４ ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ⁃１３Ｃ６ （磺胺甲噁唑⁃１３Ｃ６） ＳＭＸ⁃１３Ｃ６ １００ μｇ ／ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
２５ ｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅ⁃Ｄ９ （特步他林⁃Ｄ９） ＴＥＲ⁃Ｄ９ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
２６ ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ⁃Ｄ３ （沙丁胺醇⁃Ｄ３） ＳＡＬ⁃Ｄ３ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
２７ ｒａｃｔｏｐａｍｉｎｅ⁃Ｄ６ （莱克多巴胺⁃Ｄ６） ＲＡＣ⁃Ｄ６ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
２８ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ⁃Ｄ９ （克伦特罗⁃Ｄ９） ＣＬＥ⁃Ｄ９ １００ μｇ ／ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ
　 －： ｓｏｌｉｄ．

１．２　 溶液配制

１．２．１　 乙酸铵缓冲溶液

　 　 称取 １􀆰 ９３ ｇ 乙酸铵，加入纯水溶解，转移至 ２５
ｍＬ 容量瓶，混匀。 加入乙酸，调节 ｐＨ 为 ５􀆰 ０，配制

成 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵缓冲溶液。
１．２．２　 标准储备溶液

　 　 将目标物标准品及同位素内标均用甲醇配制成

质量浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的单标储备溶液，置于－２０
℃冰箱保存。 准确移取一定体积的标准品及同位素

内标的单标储备溶液，用甲醇定容至 １０ ｍＬ，配制成

质量浓度均为 ４􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准储备溶液和

混合同位素内标储备溶液，置于－２０ ℃冰箱保存。
１．２．３　 标准系列工作溶液配制

　 　 以 ３０％ （ ｖ ／ ｖ） 甲醇水溶液为溶剂，将 ４􀆰 ００
μｇ ／ ｍＬ 的混合标准储备溶液逐级稀释，配制标准系

列工作溶液，使目标物的最终质量浓度分别为 ０􀆰 １、
０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ５、５􀆰 ０、１０􀆰 ０、１５􀆰 ０、２０􀆰 ０、３０􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ，内

标质量浓度均为 ２４􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ。
１．３　 样品前处理

　 　 将冻存的尿液样本取出，放置至室温。 用涡旋

混匀器混匀尿液样本，准确移取 １􀆰 ００ ｍＬ 于 ９６ 孔收

集板中，依次加入相当于 ４􀆰 ８ ｎｇ 的混合同位素内

标，２０ μＬ β⁃葡萄糖醛酸酶，２００ μＬ 乙酸铵缓冲溶

液，于 ３７ ℃酶解过夜。 取出样品溶液冷却至室温，
待进行固相萃取。
　 　 前处理过程在大容量自动化样品制备工作站中

进行。 依次加入 １ ｍＬ 甲醇和 １ ｍＬ 纯水对 Ｐｒｉｍｅ
ＨＬＢ ９６ 孔板进行活化、平衡。 将样品溶液（约 １􀆰 ２
ｍＬ）分两次全部转移至 ９６ 孔固相萃取板中，梯度加

压模式下过柱。 用 ０􀆰 ７５ ｍＬ １０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液

快速淋洗，重复一次，然后用 １ ｍＬ 甲醇缓慢洗脱，
重复一次，收集洗脱液。 洗脱液中加入 １４０ μＬ 纯

水，４５ ℃条件下氮吹至 １４０ μＬ，然后加入 ６０ μＬ 甲

醇。 以 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，转移上清液至液

·００４·
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测定人尿中 １６ 种抗生素和 ４ 种 β⁃受体激动剂

相色谱进样小瓶中，待测。
１．４　 分析条件

１．４．１　 质谱条件

　 　 离子源：电喷雾离子源（ＥＳＩ）；扫描模式：正电

离；检测方式：多反应监测 （ＭＲＭ）；离子源温度：
４００ ℃；喷雾电压（ ＩＳ）： ５ ５００ Ｖ；碰撞气（ＣＡＤ）：
Ｈｉｇｈ；气帘气（ＣＵＲ）： ２００ ｋＰａ；雾化气： ２００ ｋＰａ；
辅助气： ３５０ ｋＰａ。

图 １　 不同（ａ）气帘气及（ｂ）碰撞气条件下 ２０ 种目标物的信噪比（ｎ＝４）
Ｆｉｇ． １　 Ｓｉｇｎａｌ⁃ｔｏ⁃ｎｏｉｓｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｔｈｅ ２０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （ａ） ｃｕｒｔａｉｎ （ＣＵＲ）

ａｎｄ （ｂ） ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｇａｓｅｓ （ＣＡＤ） （ｎ＝４）

１．４．２　 色谱条件

　 　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱（１００
ｍｍ × ３􀆰 ０ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）；流动相：Ａ 相为 ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液，Ｂ 相为 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸乙腈溶

液；流速：０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温箱温度：４０ ℃；样品室

温度：１０ ℃；进样量：５ μＬ。 流动相洗脱梯度见表 ２。

２　 结果与讨论

２．１　 质谱条件优化

　 　 依次对单个目标物进行质谱参数优化。 首先采

用母离子扫描模式（Ｑ１ ｓｃａｎ），确定目标物的分子

离子峰， 再采用子离子扫描模式 （ ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ
ｓｃａｎ），确定子离子峰；选取 ２ 个丰度高、干扰少的

子离子分别作为定量离子和定性离子；对目标物的

离子对进行碰撞电压（ＣＥ）和去簇电压（ＤＰ）的优

表 ２　 梯度洗脱程序
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ

Ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ φ（Ａ） ／ ％ φ（Ｂ） ／ ％
Ｉｎｉｔｉａｌ ９７．０ ３．０
１．０ ９７．０ ３．０
２．０ ８０．０ ２０．０
７．０ ４０．０ ６０．０
８．５ ５．０ ９５．０

１１．０ ５．０ ９５．０
１１．５ ９７．０ ３．０
１５．０ ９７．０ ３．０

　 Ａ： ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； Ｂ： ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ．

化。 分别对 ＣＵＲ、ＣＡＤ、离子源温度、雾化气和辅助

气进行优化，根据目标物的信号强度，选择最优条

件。 ＣＵＲ 为 ３００ ｋＰａ 时，大环内酯类抗生素无响

应，而改为 ２００ ｋＰａ 时，均有响应，且该条件下其他

目标物的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）变化不大，最终选择 ＣＵＲ 为

２００ ｋＰａ （图 １ａ）。 比较 ＣＡＤ 为 Ｌｏｗ、Ｍｅｄｉｕｍ 和

Ｈｉｇｈ 时，各目标物的信号强度，结果显示，ＣＡＤ 为

Ｈｉｇｈ 时，多数目标物响应最好（图 １ｂ）。 改变离子

源温度（４００、５００ ℃）、雾化气（２００、３５０ ｋＰａ）和辅助

气（３５０、３８０ ｋＰａ）等参数，目标物信号强度变化较

小，为降低分析成本，选择离子源温度为 ４００ ℃， 雾

化气为 ２００ ｋＰａ， 辅助气为 ３５０ ｋＰａ。 最终确定的

２０ 种目标物及内标的主要质谱参数见表 ３。
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表 ３　 ２０ 种目标物及 ８ 种内标的质谱参数
Ｔａｂｌｅ ３　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ２０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｎｄ

ｅｉｇｈｔ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ
　

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ／
（ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ ／
（ｍ／ ｚ）

ＣＥ ／ ｅＶ ＤＰ ／ Ｖ

１ ＡＺＩ ７４９．７ ５９１．３∗ ４４ ６０
５７３．５ ４８

２ ＣＬＡ ７４８．６ １５８．２∗ ３４ １０
５９０．３ ２５

３ ＲＯＸ ８３７．６ ６７９．３∗ ３０ ３０
１５８．１ ４３

４ ＴＣ ４４５．２ １５４．０∗ ３４ ２０
４１０．０ ２７

５ ＤＣ ４４５．２ ４２８．１∗ ２５ ４５
４１０．１ ３５

６ ＯＴＣ ４６１．１ ４２６．０∗ ２６ ３５
４４３．１ １８

７ ＣＩＰ ３３２．２ ２８８．２∗ ２２ １２０
２３１．０ ２６

８ ＯＦＬ ３６２．２ ３１８．０∗ ２４ １２０
２６１．０ ３９

９ ＥＮＲ ３６０．２ ３１６．３∗ ２８ ３５
３４２．０ ３１

１０ ＰＥＬ ３３４．１ ２３３．０∗ ３２ １３０
２９０．１ ２６

１１ ＤＩＦ ４００．２ ３５６．１∗ ２５ １２５
２９９．０ ３５

１２ ＮＯＲ ３２０．２ ２７６．０∗ ２０ １３０
２３３．１ ３３

１３ ＳＭＺ ２７８．９ １８６．２∗ ３１ ２５
１５６．２ ３１

１４ ＳＭＸ ２５４．１ ９１．８∗ ２４ ４５
１０８．１ ３１

１５ ＳＤＺ ２５１．１ １５６．１∗ ２０ ６３
９２．０ ２８

１６ ＴＥＰ ２９１．３ ２３０．１∗ ３６ ５０
２６１．２ ３０

１７ ＴＥＲ ２２６．１ １５２．１∗ ２０ ７０
１０７．１ ３５

１８ ＳＡＬ ２４０．１ １４８．０∗ １９ ６０
１６６．０ １７

１９ ＲＡＣ ３０２．３ １２１．１∗ ３０ ４０
１３６．０ ２６

２０ ＣＬＥ ２７７．１ ２０３．０∗ ２０ ３０
１６８．０ ３４

２１ ＡＺＩ⁃Ｄ３ ７５２．６ ５９４．４ ４６ ３０
２２ ＤＣ⁃Ｄ３ ４４８．３ ４３１．０ ２６ ３０
２３ ＯＦＬ⁃Ｄ３ ３６５．２ ２６１．１ ３５ ３０
２４ ＳＭＸ⁃１３Ｃ６ ２６０．１ １６２．０ ２５ ３０
２５ ＴＥＲ⁃Ｄ９ ２３５．１ １５３．１ ２８ ２５
２６ ＳＡＬ⁃Ｄ３ ２４３．２ １５１．０ ２０ ３０
２７ ＲＡＣ⁃Ｄ６ ３０８．３ １６８．０ ２１ ２４
２８ ＣＬＥ⁃Ｄ９ ２８６．１ ２０４．１ ２２ ４０

　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ； ＣＥ： ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ； ＤＰ： ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ．

２．２　 色谱条件优化

２．２．１　 色谱柱选择

　 　 考察了 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱（１００
ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ） ［１７，１８］ 和 ＨＳＳ Ｔ３

［１９，２０］ 两种

色谱柱。 结果表明，相同流动相条件（０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）
甲酸水溶液⁃０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） 甲酸乙腈溶液） 下，使用

ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱时，磺胺类（图 ２ａ）和大环内酯类（图
２ｂ）目标物的 Ｓ ／ Ｎ 更高，约为 ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱条件

下的 １􀆰 ４～ ２􀆰 ５ 倍。 可能的原因是：与 ＢＥＨ Ｃ１８色谱

柱相比，ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱采用三键 Ｃ１８烷基键合，配基

密度低，对极性化合物的保留效果更好。 鉴于多数

抗生素属于极性化合物，最终选用 ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱。
２．２．２　 流动相优化

　 　 通过查阅文献，发现在抗生素或 β⁃受体激动剂

分析中，常用的水相为纯水或酸性水溶液，有机相为

甲醇、乙腈或其酸性溶液。 因此，本研究采用 ＡＣ⁃
ＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱，比较了水⁃甲醇、水⁃
乙腈、０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸甲醇

溶液和 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸乙

腈溶液等不同流动相条件下各目标物的 Ｓ ／ Ｎ 和分

离效果。 结果发现，水⁃乙腈和水⁃甲醇作为流动相、
不加甲酸时，大部分物质易产生拖尾现象，其中喹诺

酮类抗生素最为严重（图 ２ｃ）。 为提高正离子质子

化，改善色谱峰形，在流动相中加入 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲

酸。 在 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸甲

醇溶液和 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸

乙腈溶液两种流动相体系下，各物质峰形较好（图
２ｄ）。 主要是因为加酸后，Ｈ＋与目标物 ＲＯ－结合，抑
制目标物水解，改善拖尾现象；同时又为正离子的形

成提供了必需的质子来源，从而提高其离子化效率。
考虑到甲醇黏性大于乙腈，采用 ＵＰＬＣ 进行分离时，
柱压偏高，随着色谱柱进样次数的增多，容易出现超

压现象，最终选择乙腈作为有机相。
２．２．３　 梯度洗脱条件优化

　 　 以 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸乙

腈溶液作为流动相，采用梯度洗脱程序优化分离效

果。 当初始流动相中有机相比例为 ２０％ （维持 ２
ｍｉｎ）、 １０ ｍｉｎ 内增加到 ９０％ 时，各目标物出峰时间

过早，且在 ３􀆰 ０ ～ ３􀆰 ７ ｍｉｎ 内密集出峰，分离度差。
当初始有机相比例降低为 １０％ （维持 ２ ｍｉｎ），并在

１０ ｍｉｎ 内增加到 ９０％ 时，大部分目标物的出峰时间

可以延后约 ３ ｍｉｎ，分离度较好，但特步他林和沙丁

胺醇仍出峰很快，容易受到溶剂效应的影响。 通过

·２０４·
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图 ２　 采用不同色谱柱及流动相时目标物的提取离子色谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍ⁃
ａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ ａｎｄ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ

　

　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ａ， ｂ ａｎｄ ｄ， ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ⁃０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ｃ． ｗａｔｅｒ⁃
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ．
　 Ｐｅａｋ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ： １． ＳＤＺ； ２． ＴＥＰ； ３． ＳＭＺ； ４． ＳＭＸ； ５．
ＡＺＩ； ６． ＣＬＡ； ７． ＲＯＸ； ８． ＮＯＲ； ９． ＯＦＬ； １０． ＰＥＬ； １１． ＣＩＰ； １２．
ＥＮＲ； １３． ＤＩＦ．

进一步优化，当初始流动相中有机相比例降低至

３％，并在 １１ ｍｉｎ 内通过梯度洗脱程序分段缓慢增

加有机相比例至 ９５％ 时，特步他林和沙丁胺醇的出

峰时间可延后至 ５ ｍｉｎ 左右，其他目标物在 ５􀆰 ５ ～
８􀆰 ２ ｍｉｎ 以内出峰完全，分离度良好。 优化后的梯

度洗脱程序见表 ２。
２．２．４　 进样溶剂优化

　 　 采用纯甲醇为溶剂进样时，由于溶剂效应会出

现色谱峰拖尾或分叉等现象，因此，需降低溶剂中的

有机相比例。 本研究比较了不同体积分数（９０％ ～
１０％）的甲醇水溶液和初始流动相为进样溶剂时，各
目标物的峰形和 Ｓ ／ Ｎ。 结果发现，随着有机相的减

少，各目标物峰形得到改善，当甲醇比例降低到

４０％ 时，均无拖尾等现象，峰形较好。 信号响应方

面，进样溶剂主要影响大环内酯类抗生素，该类物质

微溶于水，易溶于有机溶剂，使用水相比例较高的初

始流动相或甲醇水溶液作为进样溶剂时信号响应会

降低，而有机相比例的增加有利于提高其 Ｓ ／ Ｎ［２１］。
综合考虑其他目标物的信号响应，最终选择 ３０％
（ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液作为进样溶剂。 ２０ 种目标物的

ＭＲＭ 色谱图见图 ３。
２．３　 前处理条件优化

２．３．１　 固相萃取柱的选择

　 　 采用全自动固相萃取设备进行前处理。 根据目

标物的极性、ｐＫａ、相对分子质量，结合文献查阅结

果，比较了 Ｐｒｉｍｅ ＭＣＸ、Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ Ｃ１８、Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 等

３ 种 ９６ 孔固相萃取板对尿液中目标物的萃取效果。
图 ４ 表明，采用 Ｐｒｉｍｅ ＭＣＸ 柱时，仅磺胺类抗生素

的萃取效果较为理想，这可能是由于磺胺类抗生素

结构中含有多个氨基基团，在酸性条件下容易形成

阳离子，利用阳离子交换柱进行净化和富集是较为

理想的方法［２２］。 采用 Ｓｅｐ⁃Ｐａｋ Ｃ１８柱时，四环素类

和喹诺酮类物质萃取效果差，而 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 柱应用

范围广，适用于极性、非极性和弱极性的化合物，对
于本研究关注的 ２０ 种目标物均有较好的净化富集

效果，最终选择 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ ９６ 孔萃取板提取样品。
２．３．２　 淋洗条件优化

　 　 本研究比较了不同体积分数（０％ ～ ３０％ ）的甲

醇水溶液作为淋洗液时目标物的淋洗损失情况。 损

失率以淋洗液中目标物内标峰面积与相同浓度条件

下未经处理的标准溶液中内标峰面积的比值表示，
比值越大损失越多。 结果发现，随着甲醇比例的增

加，淋洗液中各目标物损失增多，β⁃受体激动剂类物

质尤为明显。 以沙丁胺醇为例，３０％ 甲醇水溶液为

淋洗液时，损失率为 ４８􀆰 ５％， ２０％ 甲醇水溶液中为

３６􀆰 ５％， １０％ 甲醇水溶液中为 ８􀆰 ５％，纯水淋洗几乎

无损失。 为减少目标物的损失并尽可能去除其他有

机杂质，最终选择 １０％ 甲醇水溶液作为淋洗液。 经

进一步优化淋洗液的使用量（０􀆰 ５ ～ ２􀆰 ５ ｍＬ），发现

使用 １􀆰 ５ ｍＬ 淋洗液时，各目标物绝对回收率高，杂
峰干扰少。 因此，本研究选择 １􀆰 ５ ｍＬ １０％ （ｖ ／ ｖ）甲
醇水溶液作为淋洗液。

·３０４·



色 谱 第 ４１ 卷

图 ３　 ＭＲＭ 模式下 ２０ 种目标物（２０ ｎｇ ／ ｍＬ）的色谱图
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ２０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （２０ ｎｇ ／ ｍＬ） ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ＭＲＭ ｍｏｄｅ

·４０４·
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图 ４　 固相萃取柱对目标物回收率的影响（ｎ＝４）
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃａｒｔｒｉｄｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （ｎ＝４）

２．３．３　 洗脱条件优化

　 　 本研究比较了甲醇、乙腈、丙酮、乙酸乙酯、二氯

甲烷等不同有机溶剂对目标物洗脱效果的影响，并
以洗脱液中内标峰面积与相同浓度条件下未经处理

的标准溶液中内标峰面积比值表示，比值越接近

１００％，说明洗脱效果越好。 结果显示，采用二氯甲

烷作为洗脱液时，磺胺类物质（磺胺二甲嘧啶、磺胺

甲噁唑、磺胺嘧啶）的洗脱效果较好，但其他物质未

被洗脱；采用乙酸乙酯时，仅可洗脱四环素类和磺胺

类物质；采用甲醇、乙腈或丙酮时，可洗脱所有目标

物，且对于多数目标物，甲醇和乙腈的洗脱效果普遍

优于丙酮。 以阿奇霉素为例，以甲醇作为洗脱液时

的比值为 ８９％，而采用乙腈和丙酮时，分别为 ３９％ 和

４２％。 综合考虑，选择甲醇作为洗脱液。 另外，考察

了洗脱液的使用量（０􀆰 ５ ～ ３􀆰 ０ ｍＬ）对洗脱效果的影

响。 结果表明，当洗脱液的使用量达到 ２􀆰 ０ ｍＬ 后，
各目标物的绝对回收率无明显提高，说明 ２􀆰 ０ ｍＬ
甲醇能够满足目标物的洗脱需求，为节约溶剂，减少

氮吹时间，本研究选择以 ２􀆰 ０ ｍＬ 甲醇作为洗脱液。
２．３．４　 氮吹条件优化

　 　 比较了在 ４５ ℃条件下，完全吹干、氮吹至近干、
氮吹至 １ ｍＬ 和洗脱液中加纯水作为保护剂等不同

氮吹条件对目标物绝对回收率的影响。 结果发现，
氮吹至近干时，各目标物的绝对回收率为完全吹干

的 １􀆰 １～６􀆰 ９ 倍，说明氮吹至近干可在一定程度上减

少目标物的损失，但与氮吹至 １ ｍＬ 相比，磺胺类物

质的绝对回收率偏低，这可能是因为磺胺类物质易

在氮吹过程中损失。 考虑到随着氮吹时间的增加，
部分目标物也会随有机相的挥发而损失，本研究尝

试了在洗脱液中加入纯水作为保护剂的方式，并且

为保证最终进样溶剂比例与 ２􀆰 ２􀆰 ４ 节所述一致，先

于洗脱液中加入 １４０ μＬ 纯水作为保护剂后氮吹至

１４０ μＬ，再加 ６０ μＬ 甲醇作为最终进样溶液。 结果

显示，该条件下目标物绝对回收率明显优于氮吹至

近干的条件，且与氮吹至 １ ｍＬ 相比，能够提高各目

标物的富集倍数，有利于降低方法的检出限，更适合

尿液中痕量目标物的分析要求。 因此，本研究选择

先加入纯水作为保护剂后氮吹的方式。
２．４　 基质效应评价

　 　 由于无法获得不含 ２０ 种目标物的实际尿液，因
此采用人工尿液作为基质，配制质量浓度分别为

０􀆰 １、 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 ２􀆰 ５、 ５􀆰 ０、 １０􀆰 ０、 １５􀆰 ０、 ２０􀆰 ０、 ３０􀆰 ０
ｎｇ ／ ｍＬ 的基质标准系列工作溶液，经前处理，与标

准系列工作溶液一同上机测定，并按文献方法［２３］ 对

绝对基质效 应 进 行 评 估， 用 基 质 效 应 （ ｍａｔｒｉｘ
ｅｆｆｅｃｔｓ， ＭＥ）的绝对值表示。 结果显示，阿奇霉素、
甲氧苄啶、特步他林、沙丁胺醇、莱克多巴胺和克伦

特罗的 ｜ ＭＥ ｜ 为 ２３􀆰 ０％ ～ ３７􀆰 ０％，为中等基质效应，
需采取补偿措施。 其余目标物的 ｜ ＭＥ ｜ 为 ０􀆰 ６％ ～
１８􀆰 ０％，为弱基质效应。 在此基础上，进一步评估内

标对基质效应的校正效果。 结果表明，表现出中等

基质效应的 ６ 种目标物经过校正后的 ｜ＭＥ ｜为 ４􀆰 ５％
～１７􀆰 ０％，基质效应得到校正。 鉴于 β⁃受体激动剂

类物质有中等基质效应，定量时采用一一对应内标，
其他目标物依据化学性质和结构组成，选择阿奇霉

素⁃Ｄ３、强力霉素⁃Ｄ３、氧氟沙星⁃Ｄ３ 和磺胺甲噁唑⁃１３

Ｃ６ 分别作为大环内酯、四环素、喹诺酮、磺胺 ４ 类抗

生素的内标。
　 　 选取 ６ 份不同来源的实际尿样，经过前处理后，
分别加入混合内标，计算各目标物内标峰面积的相

对标准偏差（ＲＳＤ），用于评估不同基质对信号响应

的影响。 结果显示，在不同基质中内标峰面积的

·５０４·
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ＲＳＤ 为 ３􀆰 ９％ ～１４􀆰 ８％，说明信号响应稳定。 为提高

工作效率，定量分析时可用溶剂标准曲线代替基质

工作曲线。
２．５　 方法学评价

２．５．１　 方法检出限与定量限

　 　 以目标物与内标质量浓度之比为横坐标（ｘ），
峰面积之比为纵坐标（ｙ）绘制校准曲线，内标法定

量，线性方程见表 ４。 在测量浓度范围内，所有目标

物的相关系数（ ｒ）均大于 ０􀆰 ９９７。 采用美国环保署

（ＵＳ ＥＰＡ） 方法［２４］，确定本方法的方法检出限

（ＭＤＬｓ）和方法定量限（ＭＱＬｓ）。 鉴于所有目标物

均没有空白干扰，用不含本底的尿样预估方法定量

限，并以此浓度进行加标，用 ７ 次测定结果的 ３ 倍和

１０ 倍标准偏差分别计算 ＭＤＬｓ 和 ＭＱＬｓ。 ２０ 种目

标物的 ＭＤＬｓ 和 ＭＱＬｓ 分别为 ０􀆰 ０２ ～ ０􀆰 １２ ｎｇ ／ ｍＬ
和 ０􀆰 ０６～０􀆰 ４１ ｎｇ ／ ｍＬ（见表 ４）。

表 ４　 ２０ 种目标物的线性范围、回归方程、相关系数（ｒ）、方法检出限和方法定量限
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｒｅｇｒｅｓｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ）， ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＭＤＬｓ）， ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＭＱＬｓ） ｏｆ ｔｈｅ ２０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ ＭＤＬ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） ＭＱＬ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）
１ ＡＺＩ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０６５２ｘ＋０．０１１４ ０．９９８ ０．０３ ０．０９
２ ＣＬＡ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０５９３ｘ＋０．００６９ ０．９９９ ０．０２ ０．０８
３ ＲＯＸ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０６７４ｘ＋０．００１４ ０．９９９ ０．０３ ０．０９
４ ＴＣ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０２５２ｘ＋０．０００８ ０．９９９ ０．０３ ０．０８
５ ＤＣ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０５９２ｘ＋０．００４３ ０．９９９ ０．０５ ０．１２
６ ＯＴＣ ０．１－３０ ｙ＝ ０．１１６０ｘ＋０．０１８８ ０．９９９ ０．０２ ０．０６
７ ＣＩＰ ０．５－３０ ｙ＝ ０．０３４８ｘ＋０．０１０３ ０．９９９ ０．１０ ０．３３
８ ＯＦＬ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０３９２ｘ＋０．００６１ ０．９９９ ０．０２ ０．０６
９ ＥＮＲ ０．５－３０ ｙ＝ ０．１０５０ｘ＋０．００４６ ０．９９９ ０．０７ ０．２４

１０ ＰＥＬ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０２５１ｘ＋０．００２４ ０．９９８ ０．０３ ０．１０
１１ ＤＩＦ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０２４５ｘ＋０．００２１ ０．９９９ ０．０４ ０．１２
１２ ＮＯＲ ０．５－３０ ｙ＝ ０．０５４７ｘ＋０．０３５４ ０．９９９ ０．０９ ０．３０
１３ ＳＭＺ ０．１－３０ ｙ＝ ０．１１４０ｘ＋０．０１１５ ０．９９９ ０．０２ ０．０６
１４ ＳＭＸ ０．５－３０ ｙ＝ ０．０２５７ｘ＋０．００４３ ０．９９８ ０．１２ ０．４１
１５ ＳＤＺ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０４３０ｘ＋０．００６４ ０．９９７ ０．０３ ０．０９
１６ ＴＥＰ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０４０５ｘ＋０．００６６ ０．９９９ ０．０３ ０．１２
１７ ＴＥＲ ０．１－３０ ｙ＝ ０．０５７１ｘ＋０．０３２２ ０．９９８ ０．０３ ０．０６
１８ ＳＡＬ ０．１－３０ ｙ＝ ０．３６４０ｘ＋０．００４９ ０．９９９ ０．０２ ０．０６
１９ ＲＡＣ ０．５－３０ ｙ＝ ０．０１３９ｘ＋０．０００８ ０．９９８ ０．０８ ０．２６
２０ ＣＬＥ ０．５－３０ ｙ＝ ０．０４７３ｘ＋０．００６６ ０．９９９ ０．０８ ０．２５
　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ．

２．５．２　 回收率与精密度

　 　 采用实际尿样加标的方式，配制 ２０ 种目标物的

低 （ ０􀆰 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ ）、 中 （ ２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ）、 高 （ １２􀆰 ５
ｎｇ ／ ｍＬ）水平加标溶液，进行加标回收率和精密度试

验。 结果表明，低、中、高 ３ 个水平的加标回收率分

别为 ８３􀆰 ２％ ～ １２０􀆰 ０％、８３􀆰 １％ ～ １２２􀆰 ０％ 和 ８１􀆰 ７％ ～
１１６􀆰 １％，日内精密度（ｎ＝ ６）和日间精密度（ｎ ＝ ６）分
别为 １􀆰 １％ ～ １１􀆰 ０％ 和 １􀆰 ２％ ～ １３􀆰 ０％，具体见表 ５。

本研究除四环素外，其他目标物的加标回收率为

８１􀆰 ７％ ～１２０􀆰 ０％，满足 ＧＢ ／ Ｔ ２７４１７⁃２０１７［２５］要求（回
收率范围为 ６０％ ～１２０％）。 四环素的加标回收率为

１２２％，其原因可能是四环素无对应内标。 另外，本
方法所有目标物的精密度结果均符合 ＧＢ ／ Ｔ ２７４１７⁃
２０１７ 标准对精密度的要求（低浓度下精密度小于

４３％）。
２．５．３　 正确度评价

　 　 通过测定含沙丁胺醇和克伦特罗的 ＢＣＲ⁃５０３
质控样品，评估方法的正确度。 结果表明，沙丁胺醇

和克伦特罗的测定结果分别为 ２􀆰 ８ ～ ３􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ
（ＲＳＤ： ４􀆰 ２％， ｎ ＝ ４） 和 ２􀆰 １ ～ ２􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ （ＲＳＤ：
３􀆰 ８％，ｎ ＝ ４），均在给定的参考值范围 １􀆰 ７ ～ ３􀆰 ２
ｎｇ ／ ｍＬ 和 ２􀆰 １～２􀆰 ９ ｎｇ ／ ｍＬ 之内，说明测定结果正确。
　 　 因大部分目标物没有对应的有证参考物质，故
本研究同时设置质量浓度为 ０􀆰 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ２􀆰 ００
ｎｇ ／ ｍＬ 的内部质控样品（ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ，
ＩＱＣ）来进一步评估方法的正确度，且每个浓度进行

７ 次平行测定。 在 ０􀆰 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的内部质控样品中，
２０ 种目标物测定浓度平均值的范围为 ０􀆰 ４４ ～ ０􀆰 ５９
ｎｇ ／ ｍＬ， ＲＳＤ 为 ４􀆰 ４％ ～ ９􀆰 ６％；在 ２􀆰 ００ ｎｇ ／ ｍＬ 的内

部质控样品中，２０ 种目标物测定浓度平均值的范围

为 １􀆰 ７２ ～ ２􀆰 １６ ｎｇ ／ ｍＬ， ＲＳＤ 为 ３􀆰 ６％ ～ ９􀆰 ４％，见

图 ５。 表明该方法正确度较好，结果准确。

·６０４·
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表 ５　 ２０ 种目标物的加标回收率、日内精密度和日间精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ， ｉｎｔｒａ⁃ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） ｏｆ ｔｈｅ ２０ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ （ｎ＝６）

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
０．２５ ｎｇ ／ ｍＬ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％
Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

２．５ ｎｇ ／ ｍＬ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％
Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

１２．５ ｎｇ ／ ｍＬ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％
Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

１ ＡＺＩ ９２．６ ２．３ ４．４ ８３．１ ４．１ ６．０ ８１．７ １１．０ ７．１
２ ＣＬＡ ８８．４ ２．７ ５．６ ９２．４ １．４ ４．４ ９１．９ ７．２ ７．３
３ ＲＯＸ ９９．３ １．２ ７．２ ９９．７ ２．４ ５．８ ９３．２ ２．２ ２．７
４ ＴＣ １０４．４ ３．８ ４．６ １２２．０ ４．７ ５．３ １１６．６ ６．５ ５．６
５ ＤＣ ９５．５ １．４ ４．６ ９９．５ ３．２ １．８ ９８．８ ７．９ ５．０
６ ＯＴＣ ８５．８ ５．３ １３．０ ９１．１ ９．４ ８．１ ９１．９ ７．３ ２．８
７ ＣＩＰ ９５．５ ３．２ ３．７ １０５．９ ６．７ ８．１ ９６．３ ５．３ ６．３
８ ＯＦＬ ８３．５ ４．７ ６．４ ８９．０ ２．９ ２．９ ８６．０ ６．０ ７．８
９ ＥＮＲ ８３．９ ６．３ ８．６ ８８．２ ２．８ ５．５ ８７．１ ９．８ １０．０

１０ ＰＥＬ ９３．３ ６．２ ５．３ ９７．６ １．６ ２．７ ９６．０ ５．１ ５．２
１１ ＤＩＦ １０１．６ ２．６ ２．０ １００．０ ４．６ ３．６ １０３．８ ２．２ ２．４
１２ ＮＯＲ １０９．７ ５．３ ６．９ ９４．６ ３．１ ２．２ ９９．８ ９．３ ５．４
１３ ＳＭＺ ９９．９ １．２ １．６ １０５．４ ２．８ ２．５ １０３．５ ６．２ ６．１
１４ ＳＭＸ １０１．４ ９．１ ８．７ １００．９ １．８ ２．０ ９９．５ １．１ １．２
１５ ＳＤＺ ８９．２ １．４ ７．２ ９３．０ １．９ １．９ ９４．９ ２．６ ２．４
１６ ＴＥＰ ８３．２ ２．９ ５．２ ８４．０ ２．１ ４．７ ８８．６ ４．７ ４．６
１７ ＴＥＲ １０２．８ ５．４ ５．５ １０３．８ ７．８ ５．１ １１１．９ ２．１ ２．３
１８ ＳＡＬ ９６．６ ３．７ ３．６ ９１．０ ２．７ ３．２ ８６．６ ３．４ ４．０
１９ ＲＡＣ １２０．０ ５．８ ５．６ ９８．１ ４．８ ５．７ ９５．６ ３．１ ３．６
２０ ＣＬＥ ９２．７ ５．０ ６．２ ９９．１ ２．９ ３．５ ９２．８ ６．９ ７．７

图 ５　 内部质控样的正确度评价结果（ｎ＝７）
Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｃｔｎｅｓｓ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｉｎｔｅｒｎａｌ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝７）

３　 结论

　 　 本研究建立了基于高通量全自动固相萃取的

ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法用于测定人体尿液中 １６ 种抗生

素和 ４ 种 β⁃受体激动剂。 相较于已有的抗生素检测

方法，本研究增加了 ４ 种 β⁃受体激动剂，实现了人体

尿液中多种抗生素和 β⁃受体激动剂的同时测定；采
用全自动固相萃取设备，通过优化前处理条件，提高

了工作效率，节省了前处理试剂用量；通过优化仪器

条件，改善了色谱峰形，增强了目标物的信号响应。
本方法操作简单，灵敏度高，基质效应弱，回收率理

想，满足人体尿液中多种痕量抗生素和 β⁃受体激动

剂的高通量分析需求，可为人体尿液中抗生素和 β⁃
受体激动剂的暴露研究提供方法支撑。
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［５］ 　 Ｃａｒｖａｌｈｏ Ｉ Ｔ， Ｓａｎｔｏｓ Ｌ． Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｉｎｔ， ２０１６， ９４： ７３６
［６］ 　 Ａｎｓａｒｉ Ｓ， Ｈａｙｓ Ｊ Ｐ， Ｋｅｍｐ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＪＡＣ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ Ｒｅｓｉｓｔ，

·７０４·
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２０２１， ３（２）： ｄｌａｂ０３８
［７］ 　 Ｓｕｎ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｉｎｆｅｃｔ Ｍｉ⁃

ｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１９， ９： ９９
［８］ 　 Ｌｉｕ Ｓ， Ｚｈａｏ Ｇ Ｄ， Ｚｈａｏ Ｈ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｓｃｉ Ｔｏｔａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ， ２０１７，

５９９： ２９８
［９］ 　 Ｓｙｅｄ Ｓ Ａ， Ｓｈｅｒｗａｎｉ Ｎ Ｚ Ｆ， Ｒｉａｚ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｅｕｓ， ２０２１， １３

（３）： ｅ１３６７２
［１０］　 Ｍｏｎｔｅｓ Ｎｉｎｏ Ａ Ｍ， Ｇｒａｎｊａ Ｒ， Ｒｅｃｈｅ Ｋ Ｖ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｏｄ Ａｄ⁃

ｄｉｔ Ｃｏｎｔａｍ Ｐａｒｔ Ａ Ｃｈｅｍ Ａｎａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｅｘｐｏ Ｒｉｓｋ Ａｓｓｅｓｓ，
２０１７， ３４（５）： ７８５

［１１］　 Ｂｅｎ Ｙ Ｊ， Ｈｕ Ｍ， Ｚｈｏｎｇ Ｆ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｒｅｓ， ２０２２， ２１２
（Ｐｔ Ｃ）： １１３３８７

［１２］　 Ｄｅｎｇ Ｗ Ｊ， Ｌｉ Ｎ， Ｚｈｅｎｇ Ｈ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓａｆ，
２０１６， １２５： １２１

［１３］　 Ｓａｋａｉ Ｎ， Ｍｏｈｄ Ｙｕｓｏｆ Ｒ， Ｓａｐａｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｓｃｉ Ｔｏｔａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ，
２０１６， ５４８ ／ ５４９： ４３

［１４］　 Ｈｕ Ｙ， Ｚｈｕ Ｑ Ｑ， Ｈｕ Ｌ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａ⁃
ｔｏｇｒａｐｈｙ， ２０２１， ３９（８）： ８７８
胡钰， 朱青青， 胡立刚， 等． 色谱， ２０２１， ３９（８）： ８７８

［１５］　 Ｗａｎｇ Ｌ Ｆ， Ｌｉ Ｈ， Ｄａｎｇ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓｃｉ Ｐｏｌｌｕｔ Ｒｅｓ
Ｉｎｔ， ２０２１， ２８（２２）： ２８２０７

［１６］　 Ｂｌｏｋｌａｎｄ Ｍ Ｈ， Ｚｏｏｎｔｊｅｓ Ｐ Ｗ， Ｖａｎ Ｇｉｎｋｅｌ Ｌ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｏｄ
Ａｄｄｉｔ Ｃｏｎｔａｍ Ｐａｒｔ Ａ Ｃｈｅｍ Ａｎａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｅｘｐｏ Ｒｉｓｋ Ａｓｓｅｓｓ，
２０１８， ３５（９）： １７０３

［１７］ 　 Ｇｕｏ Ｐ， Ｗａｎ Ｊ Ｃ， Ｚｈａｎ Ｃ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ｂ Ａｎａｌｙｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌ Ｂｉｏｍｅｄ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０１８， １０９６： １２２

［１８］ 　 Ｃａｚｏｒｌａ⁃Ｒｅｙｅｓ Ｒ， Ｒｏｍｅｒｏ⁃Ｇｏｎｚａｌｅｚ Ｒ， Ｆｒｅｎｉｃｈ Ａ Ｇ， ｅｔ ａｌ．
Ｊ Ｐｈａｒｍ Ｂｉｏｍｅｄ Ａｎａｌ， ２０１４， ８９： ２０３

［１９］ 　 Ｗａｎｇ Ｈ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｎ， Ｑｉａｎ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ，
２０１７， ５１（６）： ３５１８

［２０］ 　 Ｗａｎｇ Ｈ Ｘ， Ｙａｎｇ Ｊ Ｑ， Ｙｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ，
２０１８， ５２（２３）： １３９４２

［２１］ 　 Ｌｉｎ Ｊ． ［ＭＳ Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎ］ ． Ｗｅｎｚｈｏｕ： Ｗｅｎｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉ⁃
ｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１２
林洁． ［硕士学位论文］ ． 温州： 温州医科大学， ２０１２

［２２］ 　 Ｊｉａｎｇ Ｙ， Ｓｈｅｎ Ｃ Ｙ， Ｙａｏ Ｙ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｌ
Ａｎａｌｙｓｉｓ， ２００９， ２８（７）： ８３４
蒋原， 沈崇钰， 姚义刚， 等． 分析测试学报， ２００９， ２８（７）：
８３４

［２３］ 　 Ｌｉ Ｊ， Ｑｉａｏ Ｑ Ｄ， Ｚｈｕａｎｇ Ｊ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ２０１６， ３４（２）： １７０
黎娟， 乔庆东， 庄景新， 等． 色谱， ２０１６， ３４（２）： １７０

［２４］ 　 ＵＳ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ Ａｇｅｎｃｙ． Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｐｒｏｃｅ⁃
ｄｕｒｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｅｔｈｏｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｌｉｍｉｔ，
Ｒｅｖｉｓｉｏｎ ２． （２０１６⁃１２⁃０１） ［２０２２⁃０８⁃２９］ ． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｐａ．
ｇｏｖ ／ ｓｉｔｅｓ ／ ｄｅｆａｕｌｔ ／ ｆｉｌｅｓ ／ ２０１６⁃１２ ／ ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ｍｄｌ⁃ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
＿ｒｅｖ２＿１２⁃１３⁃２０１６．ｐｄｆ

［２５］ 　 ＧＢ ／ Ｔ ２７４１７⁃２０１７
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