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超高效液相色谱-串联质谱法测定猪肉中磺胺类 

药物残留量 

杨  梅, 孙  思, 王安波, 汪  俭, 洪之国, 刘文锋* 

(黔东南州农产品质量安全检测中心, 凯里  556000) 

摘  要: 目的  建立检测猪肉中磺胺氯哒嗪、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺噻唑、磺胺嘧啶及磺胺吡啶等药物残留

的 超 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 

UPLC-MS/MS)。方法  样品采用乙腈提取后, 浓缩提取物用正己烷脱脂净化, 正离子多反应监测(multiple 

reaction monitoring, MRM)测定, 外标法定量。结果  磺胺类药物在 5~200 μg/L 质量浓度范围内线性关系良好, 

相关系数R2均大于 0.996。5种磺胺的检出限均为 5 μg/kg, 在添加量为 10.0~150.0 μg/kg时回收率为 90%~105%, 

相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)≤7%。结论  建立的方法精密度、准确度较高, 选择性好, 操

作快速、简便, 能对猪肉中的磺胺类残留进行定性和定量分析。 
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Determination of sulfonamides residues in pork by ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

YANG Mei, SUN Si, WANG An-Bo, WANG Jian, HONG Zhi-Guo, LIU Wen-Feng* 

(Examing and Inspection Center for Agricultural Products Safety and Quality of Qiandongnan Prefecture, 
Kaili 556000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid detection of 5 sulfonamides, including sulfachloropyridazine, 

sulfamonomethoxine, sulfathiazole, sulfadiazine and sulfapyridine in pork by ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  After the extraction of acetonitrile, the 

concentrated extract was purified with hexane, and the positive ion multiple reaction monitoring (MRM) was 

measured and the external standard method was quantified. Results  Sulfonamides had good linear relationships 

within the range of 5~200 g/L, with correlation coefficients more than 0.996. The limits of detection (LODs) were 5 

μg/kg, and the recovery rates were 90%~105% with relative standard deviations (RSDs) less than 7% when the spiked 

amounts were 10.0~150.0 μg/kg. Conclusion  The established method is accurate, selective, rapid and simple, 

which can be used for qualitative and quantitative analysis of sulfonamides residues in pork This method can detect 

the sulfonamides residues in pork, with a better precision, higher accuracy, better specificity, and the result is 

satisfied. 
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1  引  言 

磺胺类药物是具有对氨基苯磺酰胺结构的一类药物

的总称, 被广泛用于畜牧业和兽医临床中预防和治疗食源

性动物疾病。磺胺类药物在体内的作用时间和代谢时间较

长, 长期或过度使用可能导致在人体中蓄积, 对人体机能

产生危害, 破坏人的造血系统, 造成溶血性贫血, 并导致

病原体产生抗药性[1,2]。近年来, 动物源食品中磺胺类药物

残留量超标现象十分严重, 其残留问题已经引起国际上的

高度重视, 世界各国对其残留限量均有严格的规定。美国

及欧盟等国家规定动物性食品中磺胺总量的最大残留限量

(maximum residue limit, MRL)为 0.1 mg/kg[3], 我国农业部

2002 年发布的 235 号公告也明确规定在动物性食品中的磺

胺总量的 MRL 为 0.1 mg/kg[4]。因此加强对动物源性食品

中磺胺类残留的检测监控和检测方法的研究, 提高检测结

果的准确性是非常必要的。 

目前, 磺胺类药物残留的检测方法主要有酶联免疫

吸附法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)[5]、气

相色谱法(gas chromatography, GC)[6]、气相色谱-质谱联用

法(gas chromatograph-mass spectrometer, GC-MS)[7]、液相

色谱法(liquid chromatography, LC)[8,9]、液相色谱-串联质谱

法 (liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 

LC-MS/MS)[10-13]等。各种方法的检出限和鉴定的简捷方便

程度逐渐成为关注的焦点。LC-MS/MS 因其良好的检测限

和较高的精确性等特点而被各检测部门广泛采用。 

考 虑 到 超 高 效 液 相 色 谱 法 - 串 联 质 谱 法 (ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, UPLC-MS/MS)的高灵敏度、高效率、精确性
[14,15], 本研究采用乙腈提取样品中的磺胺类残留, 浓缩提

取物用正己烷脱脂净化, 用超高效液相色谱-三重四极杆

质谱联用仪测定, 采用外标法定量, 建立猪肉中磺胺类药

物残留的快速检测方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

UPLC H-Class/TQ-S Micro 超高效液相色谱/三重四

极杆质谱联用仪(美国 Waters 公司); 氮气发生器(英国 Peak

公司); RE2000B 旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂); T18 分

散机(德国 IKA公司); TDZ5-WS离心机(湖南迈克尔实验仪

器有限公司); SCQ-151104E 超声波清洗器(上海声彦超声

波仪器有限公司)。 

磺胺氯哒嗪(sulfachloropyridazine, SCP)、磺胺间甲氧

嘧啶(sulfamonomethoxine, SMM)、磺胺噻唑(sulfathiazole, 

ST)、磺胺嘧啶(sulfadiazine, SD)及磺胺吡啶(sulfapyridine, 

SPD)(浓度 100 μg/mL, 农业部环境保护科研监测所); 甲

醇、乙腈(色谱纯, 美国 TEDIA 公司); 甲酸(色谱纯, 德国

Merck 公司); 无水硫酸钠(分析纯, 天津科密欧公司); 水

(超纯水, 威立雅水处理技术(上海)有限公司)。 

2.2  标准溶液配制 

标准品储备液: 精密量取磺胺氯哒嗪、磺胺间甲氧嘧

啶、磺胺噻唑、磺胺嘧啶及磺胺吡啶(100 μg/mL)1 mL 置

10 mL 容量瓶中, 用甲醇稀释至刻度, 摇匀, 得相应磺胺

标准储备液(10 μg/mL), 保质期 6 个月。 

混合标准品工作液: 精密量取上述磺胺标准储备液

(10 μg/mL)各 1 mL置 10 mL容量瓶中, 用甲醇稀释至刻度, 

摇匀, 作为磺胺混合标准工作储备液溶液(1 μg/mL)。 

2.3  样品处理 

2.3.1  样品制备 

取样品肌肉组织 400 g, 制成不大于 2.0 cm×2.0 

cm×2.0 cm 方块, 直接搅碎, 高速匀浆机匀浆, 装入样品瓶

中, -20 ℃保存。 

2.3.2  样品提取   

精密称取(5±0.01) g 样品, 置于 50 mL 离心管中, 加

入 20 mL 乙腈, 匀质提取 2 min, 再加入 10 g 无水硫酸钠, 

立即剧烈振摇, 4000 r/min 离心 5 min, 上清液转移至 50 

mL 比色管中。残渣再加入 20 mL 乙腈, 重复上述操作, 合

并全部上清液至 50 mL 比色管中, 用乙腈定容至 50 mL。

摇匀后移取 20 mL 乙腈提取液, 用 10 mL 正己烷除脂, 弃

掉上层正己烷, 再加 10 mL 正己烷涡旋混合 30 s, 静置分

层, 弃去上层正己烷, 从中精密分取 10 mL 乙腈提取液, 

45 ℃氮吹至干, 1 mL 乙腈-水(50:50, V:V)溶解残渣, 超声

5 min, 以 13000 r/min 离心 5 min, 过 0.22 μm 滤膜, 上机

检测。 

2.4  色谱条件 

采用 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱(2.1 mm×100 

mm, 1.8 μm); 柱温 30 ℃; 流动相为乙腈+0.1%甲酸水溶液

(V:V); 梯度洗脱模式; 流速 0.3 mL/min; 进样量 2 μL。具

体参见表 1。 

 
 

表 1  磺胺类药物洗脱梯度 
Table 1  Elution gradient of sulfonamides 

时间(min) 流速(mL/min) 乙腈(%) 0.1%甲酸水(%)

0 0.3 5 95 

2.0 0.3 15 85 

5.0 0.3 40 60 

7.0 0.3 95 5 

7.1 0.3 5 95 

9.0 0.3 5 95 
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2.5  质谱条件   

采用电喷雾离子源 ; 正离子扫描 , 多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM), 脱溶剂温度 500 ℃, 

脱溶剂气氮气流速 1000 L/h, 离子源温度 150 ℃, 锥孔气

流量 50 L/h, 毛细管电压 3.0 kV, 碰撞气为氩气。其它质谱

参数见表 2。 

3  结果与分析 

3.1  前处理条件优化 

采用标样添加法, 在空白基质样品中添加浓度为 10 

μg/kg 的标准品, 考察甲醇、乙腈、乙酸乙酯作为提取剂提

取猪肉中磺胺类药物, 结果发现乙腈具有沉淀蛋白的作用, 

极性适中, 有助于提高目标物的电离效率, 提取也更为完

全, 回收率最高, 是提取磺胺类药物的合适溶剂。 

提取时, 比较了称样后立即加入无水硫酸钠和第一次

乙腈提取后加入无水硫酸钠, 结果发现前者所测结果偏低, 

特别是在批量做样时更为明显, 可能是因为混匀力度不到

或者混匀不及时, 无水硫酸钠遇到样品和乙腈中的水分迅

速结块, 加之将部分样品被包裹在无水硫酸钠结块中, 造成

提取不充分。反之, 若在样品用乙腈匀质提取后再加入无水

硫酸钠, 并且立即剧烈振摇, 造成的损失会明显减少。 

除脂时, 比较了提取液旋蒸浓缩后除脂和先除脂再

氮吹 2 种方式, 结果发现提取液旋蒸浓缩后除脂方式其检

测值偏低。可能是因为鸡心瓶旋蒸至干后, 鸡心瓶表面积

较大, 样品多附着在瓶壁上, 加入 1 mL 流动相溶解难以充

分溶解样品 , 造成损失; 除脂后 , 定容体积会发生改变 , 

造成样品浓度发生改变, 结果不准确。因此我们采用的是

在第一次分取 20 mL 提取液时, 用正己烷除脂, 除脂后精

密分取 10 mL 氮吹, 再溶解上机检测, 此法最大限度减少

了因除脂造成的损失。 

3.2  色谱条件优化 

比较了甲醇-水、甲醇-0.1%甲酸水、乙腈-水、乙腈

-0.1%甲酸水、甲醇-0.03%甲酸铵水、乙腈-0.03%甲酸铵水

对目标物的色谱峰及离子化的影响, 结果发现乙腈-0.1%

甲酸水、乙腈-0.03%甲酸铵水作为流动相对 5 种化合物的

分离度较好 , 峰形较好 , 且目标化合物的响应较高。

UPLC-MS/MS 仪器管路较细, 色谱柱粒径小, 采用缓冲盐

作为流动相容易造成仪器堵塞, 所以选择乙腈-0.1%甲酸

水作为流动相。 

3.3  质谱条件优化 

将磺胺分别配成 100 μg/L 的标准溶液, 不经色谱柱, 

直接质谱进样, 进行母离子扫描和子离子扫描, 通过自动

和手动,调谐相结合, 优化二级碎片离子信息, 获得定性离

子和定量离子最佳质谱条件, 具体见表 2。 

3.4  基质标准曲线绘制 

实验采用基质匹配标准曲线消除基质效应 , 称取

(5±0.01) g 空白样品基质于 50 mL 离心管中, 称取 8 份, 按

2.3.2 项样品提取进行操作制备得到空白基质溶液。按浓度

5、10、50、100、150、200 ng/mL 的系列空白基质标准溶

液, 以标准溶液质量浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标, 绘

制标准曲线。5 种磺胺类药物的浓度在 5~200 μg/L 范围内

时, 其线性方程, 相关系数见表 3。 

3.5  准确度和精密度试验 

采用基质匹配标准溶液-外标法定量, 取猪肉空白样

品基质(5±0.01) g, 分别添加 3个不同浓度的磺胺类化合物, 

加标水平 10、50和 150 μg/kg, 按照 2.3的方法进行操作, 每

个加标水平重复 6 次, 结果如表 3。磺胺类标准溶液 MRM

色谱图见图 1, 空白样品加标 MRM 图见图 2。 
 

 
表 2  磺胺类药物的质谱参数 

Table 2  Mass parameters of sulfonamides 

化合物名称 离子对(m/z) 定量离子对(m/z) 锥孔电压(V) 碰撞能量(eV) 

磺胺氯哒嗪 
285>92 

285>156 20 
28 

285>156 15 

磺胺间甲氧嘧啶 

281>92 

281>156 35 

31 

281>156 22 

281>215 18 

磺胺噻唑 
256>92 

256>156 31 
25 

256>156 15 

磺胺嘧啶 
251>92 

251>156 30 
27 

251>156 15 

磺胺吡啶 
250>108 

250>156 33 
25 

250>156 16 
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表 3  5 种化合物的线性方程、相关系数、加标回收率和相对标准偏差(n=6) 
Table 3  Linear equations, correlation coefficients, spiked recoveries and relative standard deviations (RSDs) of 5 kinds of 

compounds (n=6) 

化合物 保留时间(min) 线性方程 相关系数(R2) 加标浓度(μg/kg) 回收率(%) RSD(%) 

磺胺氯哒嗪 5.71 Y=25.5927X+78.2971 0.9984 

5 83.45 5.78 

10 92.07 3.50 

50 100.93 2.84 

150 93.40 3.07 

磺胺间甲氧嘧啶 5.49 Y=38.6143X+101.226 0.9977 

5 81.68 7.26 

10 91.17 5.63 

50 99.15 3.68 

150 90.11 2.11 

磺胺噻唑 4.12 Y=41.4486X+139.948 0.9974 

5 80.51 6.84 

10 98.67 2.49 

50 99.71 2.46 

150 91.18 2.64 

磺胺嘧啶 3.75 Y=19.5655X+90.2267 0.9993 

5 82.42 6.42 

10 98.27 4.14 

50 96.34 2.48 

150 100.25 2.55 

磺胺吡啶 4.23 Y=19.8381X+89.1036 0.9961 

5 81.78 6.15 

10 103.47 3.66 

50 94.92 6.03 

150 96.86 2.25 
 

 
 

图 1  磺胺类标准溶液 MRM 色谱图(100 ng/mL) 

Fig. 1  MRM chromatograms of sulfonamides standard solution (100 ng/mL) 
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图 2  空白样品加标 MRM 色谱图(50 μg/kg) 

Fig. 2  MRM chromatograms of spiked blank samples (50 μg/kg) 
 
从表 3 中可以看出, 猪肉空白基质样品在 10、50、150 

μg/kg 3 个不同浓度的磺胺类化合物, 进行添加回收加标试验, 

回收率为 90%~105%之间, 相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)≤7%。说明该方法对猪肉中磺胺类药物残留

的测定均有良好的准确度和精密度, 符合残留分析的要求。 

3.6  检出限 

以信噪比 S/N=3 确定 5 种磺胺类药物的检出限, 以信

噪比 S/N=10 确定其定量下限。采用加标回收进行验证, 符

合一定的准确度和精密度要求的最低浓度, 确定根据磺胺

类药物残留限量要求, 进行加标回收试验。试验结果表明, 

当添加浓度为 5 μg/kg 时, 其信噪比 S/N≥3, 5 种磺胺类药

物的检出限为 5 μg/kg, 当添加浓度为 10 μg/kg 时, 其信噪

比 S/N≥10, 可以确定为该方法的定量下限为 10 μg/kg。 

3.7  样品测定   

采用优化后的前处理方法和分析条件对所抽的 50 批

猪肉样进行磺胺类药物残留检测, 其中 5 批样品有检出但

均未超过农业部 235 号公告中磺胺类残留限量 100 μg/kg

的规定, 其残留量为 10~30 μg/kg。 

4  结  论 

本研究是采用乙腈提取样品中的磺胺类药物残留 , 

浓缩提取物用正己烷脱脂净化, 用 UPLC-MS/MS 测定, 采

用外标法定量。优化后的方法提取效率高、净化效果好, 不

需固相萃取柱净化, 节约成本, 提高工作效率。方法能对

猪肉中的磺胺类药物残留进行定性和定量分析, 方法具有

较高的回收率、良好的精密度、较高准确度, 选择性好, 操

作快速、简便, 满足实际工作需求。 
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