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[bookmark: _GoBack][bookmark: StandardName]生活饮用水中16种β-内酰胺类药物残留的测定                 液相色谱-串联质谱法
[bookmark: _Toc12546045][bookmark: _Toc12546373][bookmark: _Toc12607119][bookmark: _Toc12631474][bookmark: _Toc17211556][bookmark: _Toc17212872]范围
本标准规定了生活饮用水中16种β-内酰胺类药物残留的液相色谱－串联质谱测定方法。
本标准适用于生活饮用水中16种β-内酰胺类药物残留量的测定。
[bookmark: _Toc12546047][bookmark: _Toc12546375][bookmark: _Toc12607121][bookmark: _Toc12631476][bookmark: _Toc17211557][bookmark: _Toc17212873]原理
水样经HLB固相萃取柱富集净化后，用甲醇洗脱待测物，氮气吹至近干，经复溶后，上液相色谱-串联质谱仪分析，内标法定量。
[bookmark: _Toc12546048][bookmark: _Toc12546376][bookmark: _Toc12607122][bookmark: _Toc12631477][bookmark: _Toc17211558][bookmark: _Toc17212874]试剂与材料
除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为GB/T 6682规定的一级水。
试剂
乙腈（CH3CN）：色谱纯。
甲酸（HCOOH）：色谱纯。
甲醇（CH3OH）：色谱纯。
0.05%甲酸水溶液：取500 μL甲酸加入1 L水中，混匀。
甲醇-乙腈溶液（4:6, V/V）：取400 mL甲醇加入600 mL乙腈中，混匀。
甲醇-水溶液（2:8, V/V）：取200 mL甲醇加入800 mL水中，混匀。
标准品
[bookmark: OLE_LINK39]氨苄西林 (C16H19N3O4S, CAS: 69-53-4)。
头孢氨苄 (C16H17N3O4S, CAS: 23325-78-2)。
头孢唑林杂质A (C11H12N4O3S3, CAS: 30246-33-4)。
阿洛西林 (C20H23N5O6S, CAS: 37091-66-0)。
头孢拉定 (C16H19N3O4S, CAS: 38821-53-3)。
苄青霉素 (C19H21NO3, CAS: 265989-30-8)。
苯唑西林 (C19H18N3NaO5S, CAS: 7240-38-2)。
双氯青霉素 (C19H16Cl2N3NaO5S.H2O, CAS: 13412-64-1)。
头孢匹林酸 (C17H17N3O6S2, CAS: 21593-23-7)。
氯唑西林 (C19H18ClN3O5S, CAS: 61-72-3)。
头孢噻呋 (C19H17N5O7S3, CAS: 80370-57-6)。
哌拉西林 (C23H27N5O7S, CAS: 61477-96-1)。
青霉素G (C16H17N2NaO4S, CAS: 69-57-8)。
青霉素V (C16H18N2O5S, CAS: 87-08-1)。
萘夫西林 (C21H21N2NaO5S, CAS: 985-16-0)。
头孢噻肟酸 (C16H17N5O7S2, CAS: 63527-52-6)。
青霉素G-D7 (C16H10D7N2NaO4S, CAS: 1217445-37-8)。
头孢氨苄-D5 (C16H12D5N3O4S)。
青霉素V-D5 (C16H13D5N2O5S)。
标准溶液
单一抗生素标准储备液 (约1.0 mg/mL)：分别准确称取青霉素G、青霉素V、氨苄西林、苯唑西林、氯唑西林、头孢噻肟酸、头孢氨苄、头孢唑林杂质A、阿洛西林、苄青霉素、双氯青霉素、头孢匹林酸、头孢噻呋、哌拉西林、头孢拉定、萘夫西林约10.0 mg，用甲醇溶解并定容于10 mL容量瓶中，配成浓度为约1.0 mg/mL的标准储备液，在-20 ˚C下避光保存，有效期为三个月。
混合抗生素标准中间液 (10 μg/mL)：分别准确吸取适量各单一标准储备液于25mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为10 μg/mL的混合标准中间液，在4 ˚C冰箱下避光保存，有效期为一个月。
单一抗生素内标化合物标准储备液 (约1.0 mg/mL)：分别称取头孢氨苄-D5、青霉素G-D7，青霉素V-D5约10.0 mg，用甲醇溶解并定容于10 mL容量瓶中，配成浓度为约1.0 mg/mL的内标储备液，在-20 ˚C下避光保存，有效期为三个月。
混合抗生素内标化合物标准中间液：分别吸取适量单一内标储备液于10ml容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成2 μg/mL的混合内标中间液，在4 ˚C冰箱避光保存，有效期为一个月。
混合标准溶液：用甲醇水溶液将抗生素标准中间液配制成混合标准系列溶液，如0.1 μg/L、0.2 μg/L、0.5 μg/L、1 μg/L、2 μg/L、5 μg/L、10 μg/L、20 μg/L、50 μg/L，各系列溶液中混合内标化合物浓度均为10 μg/L，液相色谱-串联质谱仪测定。临用现配。
[bookmark: _Toc12546049][bookmark: _Toc12546377][bookmark: _Toc12607123][bookmark: _Toc12631478][bookmark: _Toc17211559][bookmark: _Toc17212875]仪器与设备
液相色谱-串联质谱仪：配有ESI源。
分析天平：感量为10 mg和0.01 mg。
离心机：转速≥9000 r/min。
涡旋混合器。
超声仪。
氮吹仪。
HLB固相萃取柱（6 mL, 500 mg）。
固相萃取仪。
[bookmark: _Toc17212876]水样的采集及保存
水样的采集
用2 L螺口棕色玻璃瓶采集水样，满瓶采样，采样时需佩戴一次性手套。水样如从龙头处取样，应打开龙头放水数分钟再采集水样。采样瓶在采样前需用自来水反复冲洗多次，再用甲醇冲洗两遍，最后用纯水冲洗三遍，晾干备用。
水样的保存
水样采集完毕后，立即添加60 mg抗坏血酸于采样瓶中，盖上瓶塞适当振摇，使抗坏血酸溶解。采集到的水样需低温（﹤4℃）避光保存。水样需通过冷链或添加冰排冷藏运输的方式，在24 h内运送至实验室，并在48 h内完成检测。
[bookmark: _Toc12546050][bookmark: _Toc12546378][bookmark: _Toc12607124][bookmark: _Toc12631479][bookmark: _Toc17211560][bookmark: _Toc17212877]分析步骤
试样制备
水样经0.45 μm滤膜过滤后，量取500 mL水样，加入5 μL混合内标溶液，充分混匀后，用HLB固相萃取柱（上样前分别用10.0 mL甲醇和10.0 mL纯水活化平衡）进行富集净化，上样流速为20 mL/min，待上样结束后，先用5.0 mL的纯水以2 mL/min的速度进行淋洗，再用氮气干燥固相萃取柱15 min，最后用6.0 mL甲醇以2 mL/min的速度洗脱待测物于10.0 mL的试管中。
将洗脱液置于35 ˚C氮吹仪中浓缩至近干，用0.5 mL甲醇水溶液复溶，过0.22 μm微孔滤膜，供液相色谱-串联质谱测定。
液相色谱参考条件
色谱柱：C18柱，1.8 μm，100 mm × 2.1 mm，或等效柱。
流动相：A相为0.05%甲酸水溶液；B相为甲醇-乙腈溶液（4:6, V/V）。
流速：0.3 mL/min。
洗脱梯度：见表1。
柱温：40 ˚C。
自动进样器温度：5 ˚C。
进样体积：5.0 μL。
液相色谱梯度洗脱程序
	时间/min
	流动相A/%
	流动相B/%

	0.0
	97
	3

	1.0
	97
	3

	1.1
	85
	15

	9.5
	25
	75

	9.6
	5
	95

	11.5
	5
	95

	11.6
	97
	3

	13.5
	97
	3


质谱参考条件
电喷雾离子源：ESI+。
离子源温度：550 ℃。
毛细管电压：5.5 kv。
气帘气：30 psi。
雾化气：55 psi。
辅助气：55 psi。
定量分析为多反应监测模式（MRM），β-内酰胺类化合物质谱参数见附录A。
标准曲线的制作
将5 µL的标准系列各浓度溶液，由低到高浓度依次注入液相色谱串联质谱仪中，测得相应的峰面积，以被测组分i定量离子峰面积Ai与内标物定量离子峰面积Ais之比Ai/Ais（y）对相应的质量浓度（x，ng/mL）做标准曲线，以离子对定性采用内标法进行定量分析，绘制相应的标准曲线。
β-内酰胺类化合物标准溶液提取离子色谱图参见附录B，线性相关系数、标准曲线方程见附录C。
试样溶液的测定
将5 µL的待测试样溶液注入液相色谱串联质谱仪中，以保留时间和两对离子（特征离子对/定量离子对）所对应的LC-MS/MS色谱峰面积相对丰度进行定性，根据标准曲线，内标法计算待测液中目标化合物的浓度。
定性测定：在同样测试条件下，试样溶液中与标准溶液中β-内酰胺类化合物的保留时间之比，偏差在±2.5%以内，且检测到的离子的相对丰度，应当与浓度相近的标准工作液中离子的相对丰度一致，其丰度比偏差应符合表1要求。
定性测定时相对离子丰度的最大允许偏差
	相对离子丰度/%
	＞50
	>20~≤50
	>10~≤20
	≤10

	允许的相对偏差/%
	±20
	±25
	±30
	±50



定量测定：取试样溶液和相应的标准溶液等体积进样测定，采用内标法定量。标准溶液及试样溶液中β-内酰胺类化合物的响应值均应在仪器检测的线性范围之内。青霉素G以青霉素G-D7为内标，青霉素V、双氯青霉素以青霉素V-D5为内标，头孢氨苄、头孢拉定、头孢噻肟酸、氯唑西林、萘夫西林、苯唑西林、头孢噻呋、头孢匹林酸、哌拉西林、氨苄西林、头孢唑林杂质A、阿洛西林、苄青霉素以头孢氨苄-D5为内标。
[bookmark: _Toc12546051][bookmark: _Toc12546379][bookmark: _Toc12607125][bookmark: _Toc12631480][bookmark: _Toc17211561][bookmark: _Toc17212878]空白实验
除不加试样外，均按上述测定步骤进行。
[bookmark: _Toc12546052][bookmark: _Toc12546380][bookmark: _Toc12607126][bookmark: _Toc12631481][bookmark: _Toc17211562][bookmark: _Toc17212879]分析结果的表述
试样中β-内酰胺类化合物的含量按式（1）计算：
=     ………………………………………（1）

式中：
——实际样品被测组分浓度，单位为纳克每升（μg/L）；
Ci——标准曲线计算的样品测定溶液被测组分浓度，单位为微克每升（μg/L）；
Cis1——标准系列内标物浓度，单位为微克每升（μg/L）；
Cis2——样品测定溶液内标物浓度，单位为微克每升（μg/L）；
V1——复溶液体积，单位为毫升（mL）；
V2——样品体积，单位为毫升（mL）。
以重复条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。
[bookmark: _Toc12546053][bookmark: _Toc12546381][bookmark: _Toc12607127][bookmark: _Toc12631482][bookmark: _Toc17211563][bookmark: _Toc17212880]精密度
在重复条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的15%。
[bookmark: _Toc12546054][bookmark: _Toc12546382][bookmark: _Toc12607128][bookmark: _Toc12631483][bookmark: _Toc17211564][bookmark: _Toc17212881]检出限与定量限
β-内酰胺类化合物的最低检出限和定量限详见附录C。
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（资料性附录）
质谱参考条件
  16种β-内酰胺类抗生素化合物和3种内标化合物的质谱参数
	检测物质
	CAS号
	母离子
	子离子
	保留时间（min）
	DP电压（V）
	碰撞能（eV）

	苄青霉素
	265989-30-8
	312.2
	225.9*
	8.79
	160
	19

	
	
	312.2
	200.2
	
	
	21

	头孢氨苄
	23325-78-2
	348.0
	157.9*
	3.12
	55
	13

	
	
	348.0
	174.0
	
	
	21

	头孢拉定
	38821-53-3
	350.0
	175.9*
	3.27
	55
	17

	
	
	350.0
	157.9
	
	
	13

	头孢唑林杂质A
	30246-33-4
	345.0
	108.0*
	2.60
	120
	41

	
	
	345.0
	141.0
	
	
	27

	青霉素G
	69-57-8
	367.3
	160.0*
	5.92
	30
	21

	
	
	367.3
	217.0
	
	
	28

	氨苄西林
	69-53-4
	382.3
	333.0*
	3.61
	20
	22

	
	
	382.3
	160.0
	
	
	27

	青霉素V
	87-08-1
	383.1
	160.0*
	6.42
	50
	23

	
	
	383.1
	114.0
	
	
	54

	萘夫西林
	985-16-0
	415.2
	199.0*
	7.44
	115
	22

	
	
	415.2
	170.9
	
	
	53

	头孢匹林酸
	21593-23-7
	424.0
	292.0*
	2.70
	130
	23

	
	
	424.0
	152.0
	
	
	23

	苯唑西林
	7240-38-2
	434.2
	160.0*
	7.13
	20
	24

	
	
	434.2
	144.0
	
	
	40

	头孢噻肟酸
	63527-52-6
	456.0
	166.9*
	3.48
	60
	28

	
	
	456.0
	125.0
	
	
	70

	阿洛西林
	37091-66-0
	462.2
	246.0*
	5.10
	150
	20

	
	
	462.2
	218.1
	
	
	27

	氯唑西林
	61-72-3
	468.2
	160.0*
	7.43
	50
	23

	
	
	468.2
	178.0
	
	
	39

	双氯青霉素
	13412-64-1
	470.1
	438.0*
	7.42
	130
	23

	
	
	470.1
	160.3
	
	
	23

	哌拉西林
	61477-96-1
	518.0
	160.2*
	5.62
	90
	28

	
	
	518.0
	142.9
	
	
	29

	头孢噻呋
	80370-57-6
	524.3
	241.1*
	5.13
	180
	23

	
	
	524.3
	210.1
	
	
	29


    表A.1	  16种β-内酰胺类抗生素化合物和3种内标化合物的质谱参数(续)
	检测物质
	CAS号
	母离子
	子离子
	保留时间（min）
	DP电压（V）
	碰撞能（eV）

	青霉素G-D7
	1217445-37-8
	342.2
	183.1*
	6.00
	30
	17

	
	
	342.2
	160.1
	
	
	19

	头孢氨苄-D5
	
	370.3
	326.2
	3.10
	90
	38

	
	
	370.3
	265.2*
	
	
	25

	青霉素V-D5
	
	388.1
	160.1*
	6.39
	50
	23

	
	
	388.1
	114.1
	
	
	54

	*为定量离子。
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（资料性附录）
标准图谱
[image: ]
说明：
1——苄青霉素 (8.79 min)；2——头孢氨苄(3.12 min)；3——头孢拉定(3.27 min)；4——头孢唑林杂质A(2.60 min)；
5——青霉素G (5.92 min)；6——氨苄西林(3.61 min)；7——青霉素V (6.42 min)；8——萘夫西林(7.44 min)；
9——头孢匹林酸(2.70 min)；10——苯唑西林(7.13 min)；11——头孢噻肟酸(3.48 min)；12——阿洛西林(5.10 min)；
13——氯唑西林(7.43 min)；14——双氯青霉素(7.42 min)；15——哌拉西林(5.62 min)；16——头孢噻呋(5.13 min)；
17——青霉素G-D7 (6.00 min)；18——头孢氨苄-D5 (3.10min)；19——青霉素V-D5 (6.39min)。
16种β-内酰胺类抗生素化合物和3种内标化合物的标准色谱图
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（资料性附录）
方法学参数
16种β-内酰胺类抗生素残留的检出限、定量限、线性相关系数及线性方程
	检测物质
	标准曲线
	R
	线性范围
(μg/L)
	方法
检出限(ng/L)
	方法
定量限（ng/L）

	苄青霉素
	y = 0.01645 x - 0.05122
	0.9971
	0.1～50
	0.2
	0.6

	头孢氨苄
	y = 0.07476 x - 0.08437
	0.9978
	0.2～100
	0.5
	1.5

	头孢拉定
	y = 0.06231 x - 0.02066
	0.9990
	1.0～200
	0.5
	1.5

	头孢唑林杂质A
	y = 0.01365 x - 0.00068
	0.9999
	0.2～100
	0.5
	1.5

	青霉素G
	y = 0.28233 x + 0.07146
	0.9999
	0.1～50
	0. 1
	0.3

	氨苄西林
	y = 0.02524 x - 0.01613
	0.9996
	0.5～100
	0.2
	0.6

	青霉素V
	y = 0.03982 x + 0.01103
	0.9994
	0.1～50
	0.1
	0.3

	萘夫西林
	y = 0.00151 x - 0.00123
	0.9995
	0.2～100
	0.1
	0.3

	头孢匹林酸
	y = 0.01186 x - 0.01175
	0.9995
	1.0～200
	0.5
	1.5

	苯唑西林
	y = 0.00099 x + 0.00150
	0.9969
	0.1～50
	0.1
	0.3

	头孢噻肟酸
	y = 0.09018 x - 0.00242
	0.9982
	2～200
	1.5
	5.0

	阿洛西林
	y = 0.03125 x - 0.00558
	0.9998
	0.1～50
	0.2
	0.6

	氯唑西林
	y = 0.27120 x - 0.09385
	0.9997
	0.05～50
	0.1
	0.3

	双氯青霉素
	y = 0.00632 x - 0.00067
	0.9994
	0.1～100
	0.1
	0.3

	哌拉西林
	y = 0.04635 x - 0.00049
	0.9999
	0.2～100
	0.3
	1.0

	头孢噻呋
	y = 0.09648 x - 0.03154
	0.9998
	0.1～50
	0.2
	0.6
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