
第 11 卷 第 2 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 11 No. 2 

2020 年 1 月 Journal of Food Safety and Quality Jan. , 2020 

 

                            

*通讯作者: 孙志文, 高级兽医师, 主要研究方向为畜禽产品兽药残留检测。E-mail: sunzw673@163.com 

*Corresponding author: SUN Zhi-Wen, Senior Veterinarian, Beijing Institute of Veterinary Drugs Control, 19 Xiangrui Street, Daxing District, 
Beijing 102600, China. E-mail: sunzw673@163.com 

 

高效液相色谱-串联质谱法同时测定鸡脂肪中 

磺胺嘧啶、甲氧苄啶的残留量 
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摘   要 : 目的   建立高效液相色谱 -串联质谱法 (high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, HPLC-MS/MS)同时测定鸡脂肪中磺胺嘧啶、甲氧苄啶的残留量的方法。方法  样品经乙腈 2 次

提取, 以乙腈和 0.1%甲酸水溶液为流动相进行溶解后, 用正己烷 2 次脱脂, 过滤膜后用于液相色谱串联质谱

仪测定, 基质添加标准溶液外标法定量。结果  0.5~100 ng/mL 的浓度范围内磺胺嘧啶、甲氧苄啶色谱峰面积

与浓度呈良好线性相关, 相关系数均大于 0.99; 方法定量限为 1.0 μg/kg; 鸡脂肪样品中磺胺嘧啶、甲氧苄啶在

1.0~200.0 μg/kg 添加水平内的平均回收率在 66.3%~97.5%之间, 批内批间相对标准偏差均小于 20%。结论  该

方法回收率满足残留检测要求, 且方法的重现性良好, 满足国内外兽药残留相关法规规定。 
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Simultaneous determination of sulfadiazine and trimethoprim residues in 
chicken fat by high performance liquid chromatography-tandem  

mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of sulfadiazine and trimethoprim residues 

in chicken fat by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  Samples were extracted 

twice with acetonitrile, dissolved in acetonitrile and 0.1% formic acid aqueous solution as mobile phases, degreased twice with 

n-hexane, filtered through a membrane and used for determination by liquid chromatography tandem mass spectrometry, and 

quantified by external standard method with matrix addition. Results  In the concentration range of 0.5100 ng/mL, the 

chromatographic peak area of sulfadiazine and trimethoprim showed a good linear correlation with the concentration, and the 

correlation coefficients were all greater than 0.99 and limit of quantity was 1.0 μg/kg. The average recoveries of sulfadiazine 

and trimethoprim in chicken fat samples at the addition level of 1.0 to 200.0 μg/kg were 66.3%97.5%, and the relative 

standard deviations within the batch and between batches were less than 20%. Conclusion  The recovery rate of this method 

meets the requirements for residue detection, and this method has good reproducibility, which meets the relevant domestic and 

foreign veterinary drug residue regulations. 

KEY WORDS: chicken fat; sulfadiamine; methoxil; high performance liquid chromatography-tandem mass 
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1  引  言 

磺胺嘧啶是具有广谱及较强抗菌活性的药物, 对革

兰阳性及阴性菌均有抑制作用, 抗菌机制是通过与对氨基

苯甲酸竞争细菌的二氢叶酸合成酶, 导致细菌体内叶酸合

成受阻而使细菌的生长、繁殖受挫。甲氧苄啶是抗菌增效

剂的一种, 属于二氨基嘧啶类药物, 它干扰细菌的叶酸代

谢, 阻止细菌菌体蛋白合成中的二氢叶酸还原成四氢叶酸, 

进而影响菌体合成去氧核酸、核搪核酸、菌体蛋白等, 使

细菌生长和繁殖不能正常进行[1]。与此同时, 磺胺类药物

利用其结构与对氨基苯甲酸相似, 可以竞争二氢叶酸合成

酶, 抑制二氢叶酸的合成。所以经常将磺胺类与甲氧苄啶

合用, 达到抗菌增效的效果。2000 年, 大肠杆菌对甲氧苄

啶的耐药率在一些研究中达到 70%以上, 表明食品动物细

菌耐药性的增长与兽医临床抗菌药的持续和大剂量的使用

有关[2]; 甲氧苄啶可以引起骨髓微核抑制和其他的不良反

应[3], 2 种药物若在动物源性食品中残留, 人类在食用后就

可能在人体内形成蓄积, 对身体造成很大的危害。 

为了控制磺胺和甲氧苄啶的使用, 中国、欧盟等国家

和组织对它们的最高残留限量做出了规定, 我国农业农村

部 2019 年颁布的 GB31650-2019《食品安全国家标准 食品

中兽药最大残留限量》[4], 对磺胺类药物的规定是所有食

品动物中脂肪的最大残留限量 100 μg/kg; 对甲氧苄啶的规

定是禽的肌肉、皮脂、肝脏、肾脏中的最大残留限量     

50 μg/kg, 并且规定日允许量为 0~4.2 μg/kgꞏBW/d。目前磺

胺类药物的检测方法主要有: 酶联免疫法 [5]、液相色谱  

法[69]、液相色谱串联质谱法[10-14],甲氧苄啶的检测方法主

要是液相色谱法[15], 单独检测磺嘧啶或者甲氧苄啶的方法

比较多, 同时进行动物源性 2 种药物的液相色谱-串联质谱

方法较少, 并且灵敏度不够高, 尤其是鸡脂肪组织中 2 种

药物检测的方法鲜有报道。 

现今食品安全问题已经成为与人们生活密切相关的

问题, 动物性食品中抗生素等有毒有害物质一旦超过限量, 

将严重威胁人类的身体健康。因此, 本研究建立了高效液

相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)
同时测定鸡脂肪中甲氧苄啶和磺胺嘧啶的检测方法, 以期

方便日常检测工作, 帮助检测体系的建立。 

2  材料与方法 

2.1  仪  器  

Waters Xevo-TQ-XS 高效液相色谱串联质谱仪(美国

Waters 公司 ); PB602-N 电子天平 (瑞士 Mettler 公司 ); 

CF16RN 高速冷冻离心机(日本 HITACHI 公司); 氮吹仪

(美国 Organomation Associates 公司); MS 3 basic 涡旋混合

器水平振荡器(德国 IKA 公司); 溶剂过滤器(美国 PALL 公

司); Milli-Q academic超纯水仪(美国Millipore 公司); 微量

加样器(德国 Eppendorf 公司)。 

2.2  试  剂   

磺胺嘧啶 (99.1%)、甲氧苄啶标准品 (99.2%)(德国

Dr.Ehrenstorfer 公司 ); 甲醇、乙腈、甲酸 (质谱纯 ,美国

Thermo Fisher Scientific 公司); 正己烷(分析纯, 北京化工

试剂厂)。所用水为超纯水。 

2.3  标准溶液配制  

分别精密称取甲氧苄啶、磺胺嘧啶标准品约 10 mg, 

用甲醇溶解, 转移至 10 mL 容量瓶中,用甲醇定容至刻度, 

配制成 1 mg/mL 磺胺嘧啶、甲氧苄啶的标准储备液; 准确

吸取 0.1 mL 标准储备液至另一 10 mL 容量瓶中, 用乙腈

+0.1%甲酸水溶液(20:80, V:V) 溶解并稀释至刻度, 配制成

10 g/mL 标准工作液。 

2.4  样品的前处理 

称取鸡脂肪试样(2±0.02) g, 置于 50 mL 塑料离心管, 

加乙腈 15 mL, 50 ℃水浴 5 min, 涡旋混匀, 涡旋振荡   

10 min, 8000 r/min 离心 10 min, 取上层液体于另一离心管

中; 10 mL 乙腈重复提取一次, 合并上清液, 于 50 ℃水浴

氮气吹干。 

在残留物加入 0.1%甲酸水溶液 2 mL溶解, 加入 5 mL

正己烷, 涡旋 10 s, 8000 r/min 离心 5 min, 弃去正己烷, 用

正己烷重复脱脂 1 次, 用 0.22 μm 滤膜过膜, 供高效液相色

谱-串联质谱测定。 

2.5  仪器条件 

2.5.1  色谱条件  

色谱柱为 BEH C18 柱(2.1 mm×50 mm, 1.7 μm); 流动相

A 为乙腈溶液, B 为 0.1%甲酸水溶液; 流速: 0.25 mL/min; 进

样量: 5 μL; 柱温 30 ℃。色谱梯度洗脱条件见表 1。 

 
表 1  液相色谱梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution conditions of liquid chromatography 

时间/min 流速/(mL/min) 流动相 A/% 流动相 B/%

0.0 0.25 5 95 

0.8 0.25 20 80 

2.0 0.25 60 40 

2.9 0.25 95 5 

3.0 0.25 5 95 

 

2.5.2  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源; 扫描方式: 正离子扫描; 检

测方式: 多反应监测(multiple response monitoring, MRM); 

电离电压: 2.0 kV; 源温: 150 ℃; 雾化温度: 450 ℃; 锥孔

气流速: 150 L/h; 雾化气流速: 650 L/h, 质谱参数见表 2。 
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表 2  磺胺嘧啶和甲氧苄啶定性定量离子对、锥孔电压和碰撞能量 
Table 2  Qualitative and quantitative ion pair, cone hole voltage 

and collision energy of sulfadiazine and trimethoprim 

化合物 母离子 子离子 锥孔电压/V 碰撞能量/V

磺胺嘧啶 251 
185 22 15 

92 22 25 

甲氧苄啶 291 
230 22 22 

261 22 15 

 
2.6  方法的灵敏度和精密度 

采用空白组织中添加目标化合物的方法, 依据特征

离子质量色谱峰信噪比 S/N＞10 为方法定量限, 添加适量

标准溶液于 2 g 空白试样中, 分别制备得到 0.5 和 1.0 μg/kg

的添加样品, 经前处理后检测, 在相应的保留时间, 空白

试样对所测药物无干扰, 测定灵敏度。 

采用标准添加法, 分别准确称取空白样品 2 g, 添加

一定体积的标准工作溶液, 使组织中磺胺嘧啶、甲氧苄啶

浓度分别为 1.0、25、50、100 和 200 μg/kg, 按上述样品前

处理方法处理后进行测定, 一日内每种药物的每个添加浓

度取 5 个平行样品分别进行测定, 每个添加浓度设 5 个平

行, 重复测定 3 d, 计算回收率、批内相对标准偏差(relative 

standard deviation, RSD)和批间相对标准偏差, 测定精密度。 

2.7  标准曲线的绘制 

精密量取磺胺嘧啶和甲氧苄啶标准工作液适量, 制

成空白添加试样, 和空白试样一起经前处理后, 用流动相

2.0 mL 溶解并过 0.22 μm 微孔滤膜, 制成添加试样和空白

试样, 用空白试样将添加试样溶液稀释成含待测药物浓度, 

0.5、2.5、5.0、20、50、100 ng/mL 系列浓度的添加标准溶

液, 依次上机测定, 以基质添加标准溶液浓度为横坐标, 

特征离子质量色谱峰面积为纵坐标绘制标准曲线。 

3  结果与分析 

3.1  线性结果  

在空白基质中添加适量的标准工作液配制成 6 个不

同浓度(0.5、2.5、5.0、20、50、100 ng/mL), 以浓度为横

坐标, 对应的峰面积为纵坐标绘制标准曲线, 线性回归方

程及相关系数见表 3。 

标准曲线回归方程及相关系数结果表明 , 在 0.5~  

100 ng/mL 的浓度范围内磺胺嘧啶、甲氧苄啶色谱峰面积

与浓度呈良好线性相关, 相关系数均大于 0.99。 
 

表 3  线性回归方程及相关系数 
Table 3  Linear regression equations and correlation coefficients 

名称 线性方程 r2 

甲氧苄啶 Y=47372.9X+94.561 0.9967 

磺胺嘧啶 Y＝2664.18X368.9 0.9994 

 

 
 

图 1  50 ng/mL 磺胺嘧啶和甲氧苄啶基质匹配标准溶液 MRM 色谱图 

Fig.1  MRM chromatogram of 50 ng/mL sulfadiazine and trimethoprim matrix matching standard solution 
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图 2  磺胺嘧啶和甲氧苄啶鸡脂肪空白 MRM 色谱图 

Fig.2  Blank MRM chromatogram of sulfadiazine and trimethoprim in chicken fat 

 

 
 

图 3  鸡脂肪添加 50 μg/kg 磺胺嘧啶和甲氧苄啶 MRM 色谱图 

Fig.3  MRM chromatogram of chicken fat added with 50 μg/kg sulfadiazine and trimethoprim 
 

3.2  灵敏度和精确度  

根据方法测定定量限(limit of quantity, LOQ)满足信噪

比 S/N=10, 该方法定量限为 1.0 μg/kg。其中 50 μg/kg 磺胺

嘧啶和甲氧苄啶基质匹配标准溶液 MRM 色谱图如图 1, 磺

胺嘧啶和甲氧苄啶鸡脂肪空白 MRM 色谱图如图 2, 鸡脂肪

添加 50 μg/kg 磺胺嘧啶和甲氧苄啶 MRM 色谱图如图 3。 

根据回收率的测定方法进行测定, 结果表明, 鸡脂肪 

样品中磺胺嘧啶、甲氧苄啶在 1.0~200 μg/kg 添加水平内的

平 均 回 收 率 为 66.3%~97.5%, 日 内 相 对 标 准 偏 差 为

1.4%~11.4%, 日间相对标准偏差在 3.3%~9.7%,批内批间

相对标准偏差均小于 20%。结果表明磺胺嘧啶、甲氧苄啶

的添加回收率及相对标准偏差均满足残留检测的相关要求, 

且方法的重现性很好。鸡脂肪中磺胺嘧啶和甲氧苄啶添加

回收率实验结果见表 4。 
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表 4  磺胺嘧啶和甲氧苄啶的添加回收率试验结果 
Table 4  Results of tests on the recoveries of sulfadiazine and 

trimethoprim 

药物 

名称 
添加浓度范围

/(μg/kg) 
回收率范围

/% 
批内 RSD 

/% 
批间 RSD

/% 

磺胺 

嘧啶 
1~200 66.3~77.5 2.1~11.1 3.3~8.0 

甲氧 

苄啶 
1~200 67.0~97.5 1.4~11.4 4.8~9.7 

 

4  结  论 

本研究采用乙腈提取正己烷净化的前处理技术, 以

液相色谱-串联质谱建立了鸡脂肪中磺胺嘧啶、甲氧苄啶残

留量检测方法。该方法在 0.5~100 ng/mL 的质量浓度范围

内, 线性关系良好, 相关系数均大于 0.99。在 1.0~200 μg/kg

添加水平, 平均回收率在 66.3%~97.5%之间 , 回收率高, 

方法定量限为 1.0 μg/kg。该方法具有准确度高、精密度好、

前处理简单快捷、成本低廉等特点, 适用于动物源性食品

中磺胺嘧啶、甲氧苄啶残留量的检测。 
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