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分散液液微萃取结合超高效液相色谱-串联质谱法
测定水中26种兽药残留
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摘 要：建立了响应面优化（RSM）分散液液微萃取（DLLME）结合超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/
MS）同时测定水中多类兽药的分析方法。通过对前处理条件进行单因素优化，确定流动相以 0. 1%甲酸水溶

液（含 5 mmol/L甲酸铵）为水相，甲醇为有机相；加入乙二胺四乙酸二钠（Na2EDTA）以消除水中金属离子

的基质干扰；选用乙腈为萃取剂、丙酮为分散剂，并加入无水硫酸镁与氯化钠促进相分离。通过响应面设计

优化萃取剂体积、分散剂体积和Na2EDTA的最佳用量。在最优实验条件下，26种目标物在 0. 05~200 μg/L范

围内线性良好（r²>0. 99），检出限（LODs）与定量限（LOQs）分别为 0. 02~1. 6 μg/L和 0. 05~5 μg/L；在三个

加标水平下，回收率为 71. 94%~107. 76%（n=6），富集倍数（EF）为 7. 2~10. 8倍，该方法在日内和日间精密

度的相对标准偏差均小于 10%，显示出良好的重现性和再现性。同时，其操作步骤简便、成本较低，能够满

足高灵敏度检测的需求。适用于水样中磺胺类、喹诺酮类及糖皮质激素类化合物的检测。
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Abstract：A UPLC-MS/MS method based on RSM-optimized dispersive liquid-liquid microextrac⁃
tion （dllme）  was established for simultaneous determination of 26 veterinary drugs in water. Single-
factor experiments were conducted to optimize the pretreatment conditions. The mobile phase com⁃
prised 0. 1% formic acid in water （with 5 mmol/L ammonium formate） as the aqueous phase and 
methanol as the organic phase. Subsequently，Na₂EDTA was added to eliminate matrix interference 
from metal ions. Acetonitrile was chosen for extraction，and acetone for dispersion. while anhydrous 
magnesium sulfate and sodium chloride were added to facilitate phase separation. The optimal vol⁃
umes of the extraction solvent and dispersive solvent， as well as the optimal amount of Na2EDTA，
were determined using response surface methodology. Under optimized conditions，the 26 target ana⁃
lytes exhibited favorable linearity within the concentration range of 0. 05⁃200 μg/L （r²>0. 99），with 
LODs and LOQs of 0. 02⁃1. 6 μg/L and 0. 05⁃5 μg/L，respectively. At three spiking levels，the ob⁃
tained recoveries were in the range of 71. 94%⁃107. 76% （n= 6），with enrichment factors of 7. 2–
10. 8，and intra-day and inter-day RSDs both less than 10%. The proposed method offers simplicity，
cost efficiency and high sensitivity，making it applicable for quantifying sulfonamides，quinolones，
and glucocorticoids in aqueous samples.
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磺胺类和喹诺酮类兽药登记用于畜禽疾病防治，发挥抗炎、抑菌及杀菌作用，其残留通过养殖废

水等途径共同进入地表水，形成复合污染，即使处理后仍难以完全清除［1］，作为一类新兴污染物正引

起全球日益重视。抗生素虽在治疗传染病方面成效显著，但抗微生物药物耐药性已成为全球公共卫生

严重威胁［2］。目前兽药抗生素在地表水的浓度处于ng/L~μg/L级别，虽然浓度极低，但其长期存在也会

导致抗微生物耐药性的全球传播，并可能导致相关感染风险［3］。

糖皮质激素（GCs）是一类重要的甾体激素，其天然和合成产品的消费量呈增长趋势，使用量是

雌激素和雄激素的 10倍［4］。当前已有研究表明，糖皮质激素在环境水体中的污染水平不容忽视，如

Liu S等［5］对污水处理厂进水口中多种激素的残留进行了检测，结果显示糖皮质激素的总浓度（171~
192 ng/L）明显高于雌激素（41. 5~60. 2 ng/L）和孕激素（39. 6~40. 5 ng/L）。此外，糖皮质激素具有内

分泌干扰效应，可对人体及水生生物的内分泌系统造成潜在危害。环境水中各类污染物呈现复合型、

多元化共存特征，因此，亟需建立可同步检测多类化合物的高效分析方法。

目前国内外检测针对水中的抗生素、糖皮质激素的样品前处理技术有：分散液液微萃取

（DLLME）、直接进样法、固相萃取（SPE）、液液萃取（LLE）等。直接进样法虽操作简便、无需有机

溶剂，但无法浓缩富集目标物，基质效应严重，且易造成仪器污染［6］。固相萃取法操作复杂，耗时长

且样品处理效率低下，难以满足快速检测的需求［7］。液液萃取虽适用于复杂基质中广泛目标物的定量，

但有机溶剂消耗大、易乳化且操作时间长［8］。相比之下，DLLME具有快速高效、富集倍数高、有机溶

剂用量极少等优势［9］。近年来，研究人员采用传统的分散液液微萃取、离子液体分散液液微萃取、低

共溶溶剂分散液液微萃取等方法来对水中的兽药化合物进行了相关研究。传统的DLLME使用氯仿等有

毒溶剂，违背绿色化学原则且对极性化合物萃取效率有限。离子液体 DLLME虽绿色环保，但成本高

昂、黏度大、操作烦琐［10］。低共熔溶剂DLLME虽安全廉价，却存在黏度较高、与水互溶性强导致回

收率不稳定等问题［11］。现有 DLLME 方法在萃取剂选择上往往难以同时兼顾绿色安全和极性兼容性。

因此，开发一种能兼顾高效、稳定、绿色且适用于宽极性污染物的DLLME方法，是当前污染物分析中

的一个重要挑战。

针对上述问题，本研究采用乙腈作为萃取剂，克服了传统分散液液微萃取对极性较强的化合物回

收率较差的问题。该方法不仅实现了目标物的高效富集，具有简单快速、绿色环保的特点，而且适用

于实际水样的常规检测，可为水中新兴污染物的风险监测和管控提供可靠的技术支撑

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

超高效液相色谱-串联质谱仪（Xevo TQD，美国 Waters 公司）；氮吹浓缩仪（N-EVAP112，美国

Organomation Associates 公司）；水平振荡器 （SR-2DS，日本 TATEC 公司）；离心机 （Allegra X-30R，

美国BECAKMEN COULTER 公司）；电子分析天平（MS204S，美国瑞士梅特勒-拖利多公司）；涡旋搅

拌器（TRIOTM-1N，日本ASONE公司）

26种兽药标准溶液（天津阿尔塔科技有限公司），纯度≥95%，其中磺胺类（15种），喹诺酮类（3
种），糖皮质激素类（8种）。氯化钠（分析纯，天津市鑫铂特化工有限公司），乙二胺四乙酸二钠（分

析纯，福晨化学试剂有限公司），无水硫酸镁（分析纯，北京益利精细化学品有限公司）；甲酸、甲酸

铵（质谱纯，美国Agilent公司）；乙腈、丙酮（色谱纯，美国Thermo Fisher公司）。

1. 2　标准溶液的配制　
分别准确移取适量体积浓度均为1000 mg/L的26种兽药的标准溶液于相应的10 mL容量瓶中，用甲

醇定容至刻度，得到10 mg/L的混合标准溶液，于4 °C冷藏避光保存。

1. 3　样品前处理　
移取 10 mL 水样于 50 mL 离心管中，调节水样 pH 值为 7，分别加入 850 μL 的乙腈作为萃取剂，

350 μL的丙酮作为分散剂，室温下涡旋 30 s，加入 15 mg的Na2EDTA，4 g的无水硫酸镁和 1 g的氯化钠
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涡旋 30 s后，震荡 5 min，以 4200 r/min离心 5 min，将上层有机相转移到 15 mL的窄口离心管，再次以

4200 r/min 离心 5 min，用注射器准确移取上层有机相 425 μL，置氮吹仪上于 40 °C 水浴浓缩至近干，

氮吹后加入甲醇溶液定容至1 mL，过0. 22 μm有机滤膜。样品前处理过程示意图见图1。

1. 4　色谱质谱条件　
色谱条件：色谱柱：Waters Aquity UPLC BEH C18 （2. 1 mm×100 mm，1. 7 μm）；柱温：40°C；流

动相A为 0. 1%甲酸水溶液（含 5 mmol/L甲酸铵），B为纯甲醇溶液；流速：0. 3 mL/min；进样体积：2 
μL；梯度洗脱程序： 0~1. 5 min， 2%B； 1. 5~2 min， 2~10%B； 2~6 min， 10~80%B； 6~7 min， 80~
90%B；7~10. 5 min，90%B；10. 5~11 min，90~70%B；11~12. 5 min，70~2%B；12. 5~15 min，2%B。26
种兽药的保留时间和质谱参数见表1。

质谱条件：电喷雾离子源（ESI）；正离子模式扫描；离子源温度为 150 °C；电喷雾电压为 2. 0kv；
去溶剂温度为 350 °C；脱溶剂气流速为 800 L/h；毛细管电压为 3. 5 kV；碰撞气流速为 0. 15ml/min；多

反应监测（MRM）模式。图2为26种目标物在浓度为200μg/L时的总离子流色谱图（TIC）。

2 结果与讨论 
2. 1　色谱条件的优化　

采用含 5 mmol/L甲酸铵的 0. 1%甲酸水溶液作为固定水相，对比评估了甲醇体系和乙腈体系对目标

化合物检测灵敏度及峰形对称性的影响。结果显示，甲醇体系的分离度及峰形表现优于乙腈，因此选

择甲醇作为有机相。在正离子检测模式下，流动相中添加适量甲酸与甲酸铵，能够有效增强目标分析

物的质子化效率，进而提高质谱检测的灵敏度［12］。磺胺苯甲酰胺的总离子流色谱（TIC）图，见图 3，
A为纯水溶液体系，B为 0. 1%甲酸水溶液。如图 3所示，在流动相中加入甲酸和甲酸铵，磺胺类抗生

素的杂峰减少，峰形逐渐呈现高斯对称。当甲酸浓度是 0. 1%时，化合物的分离效果得到了明显的改

善。最终选择0. 1%甲酸水（含5 mmol/L甲酸铵）作为水相，甲醇作为有机相。

2. 2　DLLME前处理条件的优化　
2. 2. 1　pH值的优化　水样 pH值会改变抗生素在水中存在形式而影响萃取效率［13］。由于碱性条件可

导致部分兽药发生水解、降解或失活，降低药效或产生毒性代谢物。本实验考察了水样 pH值为 3、4、
5、6和 7时对 26种目标物的回收率的影响。当 pH处于弱酸性环境中，其中 8种糖皮质激素类兽药的回

收率超过了 120%。而在水样 pH调整为 7时，92%的目标物的回收率在 70%~120%，萃取效果理想。因

此，本实验选择pH=7时进行后续分析。

2. 2. 2　水样中Na2EDTA加入量的优化　复杂环境水样基质效应显著，多价金属离子易与喹诺酮类抗

生素通过配位作用形成螯合物，造成萃取损失［14］。为消除此类干扰，通常在水样中加入金属络合剂

Na2EDTA，与金属离子络合，促使抗生素从络合态中解离，进而优化萃取效率［15］。本实验对比了在水

样中不添加 Na2EDTA，以及添加 10 mg､20 mg､50 mg的 Na2EDTA，比较不同用量对 26种兽药回收率

图1　分散液液微萃取过程示意图
Fig.  1　Flow diagram of dispersion liquid-liquid microextraction
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的影响。结果图 4所示，不添加Na2EDTA时，磺胺甲噻二唑、磺胺嘧啶、那氟沙星和氟甲喹的回收率

仅为 14. 38%~57. 49%；当添加 10 mg Na2EDTA 后，其回收率提高至 88. 66%~99. 41%，当 Na2EDTA 的量

达到 20 mg时，糖皮质激素类化合物的回收率高于 120%，可能是 Na₂EDTA过量导致萃取过程 pH或离

子强度改变，共萃取物增加的影响［16］。当Na2EDTA的量达到 50 mg时，部分磺胺类化合物如磺胺间甲

氧嘧啶、磺胺甲氧哒嗪、磺胺苯吡唑的回收率从 75. 55%~93. 37%降低至 42. 47%~77. 54%。为了兼顾两

类化合物的回收率，因此，最终选择在水样中加入 10 mg Na2EDTA，以保证各类化合物能够被准确

提取。

2. 2. 3　提取盐的优化　萃取盐的引入能够有效调节目标物在水相与有机相之间的分配系数，增加其

在有机层中的富集程度［17］。为考察萃取盐组成的影响，于 20 μg/L 加标样品中测试了三种盐包（2 g 
NaCl、1 g NaCl+4 g MgSO4、1 g NaCl+4 g Na2SO4），并对其所得目标物回收率进行了平行比较。采用 1 g 
NaCl+4 g MgSO4的组合回收率均在 70%以上，其他两种很难将乙腈层析出，分层不明显。这是由于

MgSO4极强的水合能力，它能非常快速、强烈地结合大量的水分子，瞬间破坏有机溶剂－水的互溶体

系，将极性的乙腈萃取相分离出来［18］。在确定盐种类的基础上，进一步考察了MgSO4用量对萃取效果

的影响，分别测试了 2 g、4 g和 6 g MgSO4 （均搭配 1 g NaCl）。结果显示，当MgSO4用量为 2 g时，体系

无法实现有效分层；当用量增至 4 g时，可回收约 50%的乙腈相；继续增加至 6 g时，回收体积未见明

显提升。考虑到过量盐析不仅对富集倍数贡献有限，还可能引入更多基质干扰，本实验最终选择 1 g 
NaCl+4 g MgSO4作为提取盐组合。

2. 2. 4　萃取剂的选择　26种兽药属于弱极性至中等极性化合物，易溶于甲醇、乙腈等有机溶剂。考

察了甲醇、乙腈、二氯甲烷、三氯甲烷 4种提取剂的提取效率。这 4种萃取剂基于“相似相溶”原理，

其中二氯甲烷与三氯甲烷属于低极性溶剂［19-20］，能有效提取弱极性的化合物：而乙腈与甲醇属于极性

溶剂［21-22］，对极性化合物的提取效果更好。在20 μg/L的添加水平下，二氯甲烷和三氯甲烷作为萃取剂

时，只有 8种糖皮质激素和 3种喹诺酮类的回收率超过 70%，磺胺类抗生素回收率仅为 10%~40%，偏低

的原因可能是二氯甲烷和三氯甲烷更适用于弱极性化合物的提取［23］，而对中等极性的磺胺类化合物萃

取效果较差。乙腈作为萃取剂时，对磺胺类化合物提取效果较好，所有化合物回收率均在 70%~120%。

最终选择乙腈作为本实验的萃取剂。

萃取剂体积是影响提取效率和富集倍率的重要因素，分别考察了 200 μL、400 μL、600 μL、800 
μL、1000 μL不同萃取剂体积对 26种目标物的提取效果。如图 5所示，当萃取剂体积为 200 μL时，由

于萃取剂太少，离心后很难析出乙腈层，回收率均在 10%以下，当乙腈用量为 800 μL时，回收率已处

于 70%~100%的良好范围；进一步增至 1000 μL时，回收增益极小，反而因稀释效应导致富集能力下

降。综合考虑富集效率与试剂消耗，最终确定800 μL为最适萃取体积。

2. 2. 5　分散剂的选择　分散剂有助于促进萃取剂在样品水溶液中高度分散，形成微米级液滴，从而

极大增加两相接触面积，以显著提高目标分析物的传质速率和萃取效率［24］。本研究考察了丙酮、甲

醇、乙醇［25-26］作为分散剂时的提取效率。由于甲醇、乙醇极性和乙腈相似，均未能实现水相和有机相

的分离，在分散剂筛选过程中，丙酮使目标物的回收率稳定在 70%~100%之间，因此最终选用了丙酮

作为分散剂。

分散剂体积通过调控萃取剂液滴的大小和分布，直接影响萃取动力学和富集因子，体积过小会导

致分散不均，体积过大则会过度稀释萃取剂微滴，均会降低萃取效率［27］。以丙酮作分散剂，为明确分

散剂用量对提取效果的影响，考察了四种体积水平（200、400、600、800 μL）下目标物的回收率与精

密度的变化趋势，结果如图 6所示。当分散剂体积为 200 μL时，多数药物回收率在 60%~70%。这是因

为分散剂体积太小，无法将萃取剂充分、均匀地分散成微米级液滴，致使两相接触面积严重不足，传

质效率低下。当分散剂体积为 400 μL时，所有目标物的回收率均在 70%~100%之间。当分散剂体积为

600 μL和 800 μL时，随着分散剂体积的增大，过度的丙酮会和乙腈互溶，导致离心收集到的有机相体

积显著减少，回收率与富集倍数均受到明显影响。为保证富集效果，选定400 μL作为分散剂添加量。

2. 3　响应面分析　
2. 3. 1　Plackett-Burman 实验结果分析　考察了萃取剂体积（A）、分散剂体积（B）、Na2EDTA添加

4
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量（C）、PH值（D） 4个因素对目标物提取效率的影响，实验结果如表2所示。

对 PB 实验的结果进行了回归分析，结果见表 3。通过对数据进行多元拟合，得到回归方程：Y=
63. 97+5. 87A-4. 46B+3. 20C+1. 04D。由表 3可知，该模型的P值＝0. 0007<0. 01，说明该数据模型显著

可靠。决定系数 R2=0. 9166，说明相关性较好。由 F 值可知影响目标物提取效率的关键因素依次为 A
（萃取剂体积） >B （分散剂体积） >C （Na2EDTA的量） >D （PH值），其中萃取剂体积和分散剂体积对

表1　26种兽药保留时间和质谱参数
Table 1　Retention times and mass spectrometry parameters for 26 veterinary drugs

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

Analyte
Sulfabenzamide （苯甲酰磺胺）

Sulfachloropyridazine （磺酰氯哒嗪）

Sulfadiazine （磺胺嘧啶）

Sulfadimethoxine （磺胺间二甲嘧啶）

Sulfadimidine （磺胺二甲嘧啶）

Sulfamethizole （磺胺甲噻二唑）

Sulfamonomethoxine （磺胺间甲氧嘧啶）

Sulfamethoxydiazine （磺胺对甲氧嘧啶）

Sulfamethoxypyridazine （磺胺甲氧哒嗪）

Sulfaphenazole （磺胺苯吡唑）

Sulfamethoxazole （磺胺甲恶唑）

Sulfathiazole （磺胺噻唑）

Trimethoprim （甲氧苄啶）

Sulfamerazine （磺胺甲基嘧啶）

Sulfapyridine （磺胺吡啶）

Nadifloxacin （那氟沙星）

Flumequine （氟甲喹）

Nalidixic acid （萘啶酸）

Beclomethasone （倍氯米松）

Cortisone （可的松）

Cortisone acetate （醋酸可的松）

Dexamethasone （地塞米松）

Hydrocortisone （氢化可的松）

Meprednisone （甲基泼尼松）

Methylprednisolone （甲泼尼龙）

Prednisone （泼尼松）

Retention time/
min

4. 51
3. 99
3. 09
4. 25
3. 75
3. 00
4. 15
3. 61
2. 83
4. 79
4. 05
3. 21
3. 52
3. 42
3. 34
7. 73
6. 89
6. 68
7. 98
7. 20
8. 88
8. 60
7. 43
8. 41
8. 13
7. 06

Ion pair
277. 1/156. 0*，       277. 1/92. 0

285. 0/156. 0*，285. 0/92. 0
251. 1/92. 0*，
251. 1/108. 0

311. 1/156. 0*
311. 1/108. 0

279. 1/186. 0*
279. 1/124. 0

271. 0/156. 0*
271. 0/92. 0

281. 1/92. 0*
281. 1/108. 0
281. 1/92. 0*
281. 1/108. 0
281. 1/92. 0*
281. 1/108. 0

315. 1/108. 0*
315. 1/156. 0

254. 1/156. 0*
254. 1/108. 0
256. 0/92. 0*
256. 0/156. 0

291. 1/123. 0*
291. 1/261. 1
265. 1/92. 0*
265. 1/156. 0
250. 1/92. 0*
250. 1/156. 0

361. 2/343. 1*
361. 2/161. 0

262. 1/244. 0*
262. 1/202. 0

233. 1/215. 1*
233. 1/187. 0

409. 2/391. 1*
409. 2/146. 9

361. 2/163. 0*
361. 2/121. 0

403. 2/343. 0*
403. 2/121. 0

393. 2/355. 2*
393. 2/319. 2

363. 2/121. 0*
363. 2/327. 2

373. 2/355. 2*
373. 2/337. 2

375. 2/339. 1*
375. 2/161. 1

359. 2/313. 2*
359. 2/147. 2

CE/eV
17，24
14，28
24，23
16，22
17，20
12，28
35，20
28，25
26，22
25，18
16，24
24，15
27，28
26，24
30，16
20，50
17，35
15，28
7，39

25，27
19，32
10，12
27，15
11，12
20，30
14，30

CV/V
30
24
30
30
30
30
30
30
28
20
20
30
30
30
30
28
35
30
30
30
30
30
30
10
20
14

*定量离子
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响应值的影响极显著（P<0. 01），PH对实验结果的影响不显著（P<0. 05）。结合Pareto图（图7）发现，

萃取剂体积、分散剂体积、Na2EDTA对 26种兽药的提取率呈现不同程度的显著影响。因此，选择萃取

剂体积、分散剂体积、Na2EDTA的量这3个关键因素进一步做响应面优化设计。

2. 3. 2　响应面因素的确立　基于单因素和 PB 试验所得结果，参照 Box-Behnken 中心组合设计原则，

运用响应面法设计后续试验，选择对目标物回收率有显著影响的三个因素：Na2EDTA添加量（A）、萃

取剂的体积（B）、分散剂的体积（C），以目标物的总体回收率为响应值，采用三因素三水平设计实验

方案，并对其结果进行回归分析和优化，Box-Behnken实验因素与水平见表4。
2. 3. 3　响应面实验及方差分析　采用 Design-Expert 13. 0软件，按照 Box-Behnken组合设计，并进行

回归模型显著性检验及方差分析，结果见表5。
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图2　26种兽药的总离子流色谱图
Fig.  2　Total ion chromatogram of 26 veterinary drugs
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图3　苯甲酰磺胺的TIC图
Fig.  3　TIC chromatogram of Sulfabenzamide

A.  Pure aqueous solution system； B.  0. 1% formic acid solution （containing 5 mmol of ammonium formate）  systemA.  纯水溶液体系；B.  
0. 1%甲酸水（含5 mmol甲酸铵）体系
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对响应面的结果进行多元回归拟合，拟合二次多项回归方程为：

Y=82. 75+3. 15A+4. 31B-2. 26C-3. 61AB+0. 3223AC-2. 88BC-7. 79A2-10. 21B2-8. 31C2

由表 5的方差分析结果可以看出，该响应面分析模型拟合度良好，失拟项的 P值为 0. 3719，大于
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图4　不同Na2EDTA的量对目标物回收率的影响
Fig.  4　The effect of different Na2EDTA concentrations on the recovery of the target compounds
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Fig.  5　The effect of the volume of different solvents on the recovery of the target compounds
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0. 05表现为不显著；模型的 F值为 38. 12，P<0. 0001，表明回归模型极显著。该模型的决定系数R2为

0. 9800，校正系数R2ADJ为 0. 9543，两者的值接近且大于 0. 9，说明所选的因素与响应值之间存在较高

的相关性，模型具有较高的可靠性。R2Pre为 0. 8224，它与校正系数R2ADJ的差值小于 0. 2，说明模型具有

良好的预测能力和稳健性。回归模型的方差分析表显示，Na2EDTA用量（A）和萃取剂体积（B）的交

互影响以及萃取剂体积（B）和分散剂的体积（C）对水中 26种兽药的平均回收率的影响极显著（P<
0. 05），Na2EDTA 用量 （A） 和分散剂的体积 （C） 的交互影响对平均提取回收率的影响不显著 （P>
0. 05）。二次项A2､B2､C2对回收率的影响均极显著（P<0. 01）。

由图 8可知，响应曲面图是开口向下的凸面曲线，存在最高值。AB和BC交互作用的等高线为扁

椭圆形，3D响应面的曲面最陡峭，表明两者交互作用显著。利用Design Expert13软件对模型进行分析

预测，当加入 16. 638 mg的 Na2EDTA，828. 935 μL的萃取剂，350. 322 μL的分散剂时，响应值最大为

89. 71%。

2. 3. 4　模型验证实验　为了确保预测模型的可靠性，通过进一步验证实验来对其进行评价。考虑到
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图6　分散剂用量对目标物回收率和精密度的影响
Fig.  6　Effect of dispersant dosage on the recovery and precision of target compounds.

表2　Plackett-Burman 实验设计及结果
Table 2　Plackett-Burman test design and results

Running sequence
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

A
1000
600

1000
600
600
600

1000
1000
1000
600

1000
600

B
600
600
200
600
200
200
200
600
600
600
200
200

C
0

20
20
0

20
0
0
0

20
20
20
0

D
8
6
8
8
6
8
6
6
6
8
8
6

REC （%）

60. 31%
55. 19%
77. 80%
50. 51%
62. 40%
59. 69%
74. 79%
61. 81%
65. 88%
62. 29%
78. 43%
57. 47%
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实验的可操作性，将最优条件下的Na2EDTA用量调整为 15 mg，萃取剂体积用量调整为 850 μL，分散

剂体积用量调整为 350 μL，此时目标物的平均回收率为 91. 21%，与模型理论值基本一致。将验证条件

（A=0. 50，B=0. 25，C=-0. 25）代入二次回归方程，得该点的预测响应值为 82. 55%。验证实验实测平

均回收率为91. 21%，残差为-8. 66%。因此，最终采用上述优化参数作为实验条件。

2. 4　方法学考察　
2. 4. 1　基质效应　在前处理过程中，水里的共萃取物（如溶解的有机物、无机盐、悬浮颗粒等）可

能会对分析目标物质的检测产生干扰。通过绘制 26种兽药在空白基质和纯溶剂中的标准曲线，比较两

表3　Plackett-Burman 实验方差分析结果
Table 3　Analysis of variance results of Plackett-Burman experiment

Source
Model

A- extractant
B- dispersant
C- Na2EDTA

D-PH
residual

Pure Error
Cor Total

Sum of square
789. 05
413. 95
239. 23
122. 88
12. 98
71. 81

0. 1985
860. 85

Degree of freedom
4
1
1
1
1
7
1

11

Mean square
197. 26
413. 95
239. 23
122. 88
12. 98
10. 26

0. 1985

F
19. 23
40. 35
23. 32
11. 98
1. 27

P
0. 0007
0. 0004
0. 0019
0. 0105
0. 2977

Result
significant

图7　标准化效应的帕累托图
Fig.  7　Pareto chart of standardization effects

表4　响应面实验设计
Table 4　Response surface design of experiments

Factors
A：Na2EDTA （mg）

B：Volume of the extractant （μL）

C：Volume of the dispersant （μL）

-1
0

600
200

0
10

800
400

1
20

1000
600
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种标准曲线的斜率来计算基质效应。计算公式如下：ME （%） = （基质匹配标准曲线斜率/溶剂匹配标

准溶剂斜率-1） ×100%［28］。如表 6所示，本研究的所有目标物的基质效应在 13. 15%~14. 39%，|ME|均<
20%，属于弱基质效应，属于基质增强和抑制效应的分别有 9种和 17种，采用基质匹配校准曲线对样

品中的目标物进行定量，以降低或抵消基质效应的影响。

表5　响应面实验结果方差分析
Table 5　Analysis of variance for response surface experiment results

Source
Model

A- Na2EDTA
B- extractant
C dispersant

AB
AC
BC
A²
B²
C²

residual
Lack of Fit
Pure Error
Cor Total

Sum of square
1453. 02

79. 45
148. 54
41. 03
52. 03
0. 42

33. 16
255. 43
438. 88
290. 52
29. 65
15. 03
14. 61

1482. 67

Degree of freedom
9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

Mean square
161. 45
79. 45

148. 54
41. 03
52. 03
0. 42

33. 16
255. 43
438. 88
290. 52

4. 24
5. 01
3. 65

F
38. 12
18. 76
35. 07
9. 69

12. 29
0. 10
7. 83

60. 31
103. 63
68. 60
1. 37

P
<0. 0001
0. 0034
0. 0006
0. 0170
0. 0099
0. 7633
0. 0266
0. 0001

<0. 0001
<0. 0001
0. 3719

Result
significant

not significant

 

图8　Na2EDTA、萃取剂体积、分散剂体积交互作用下的提取效率响应面与等高线图
Fig. 8　Response surface and contour plots of extraction efficiency under the interaction of Na ₂EDTA， extraction solvent vol⁃
ume， and disperser solvent volume

10



第 XX 期 居孟璋等：分散液液微萃取结合超高效液相色谱-串联质谱法测定水中26种兽药残留

2. 4. 2　线性关系、检出限与定量限　用甲醇溶液将混合标准储备液逐级稀释得到一系列的基质标准

溶液 （0. 05、 0. 1、 0. 2、 0. 5、 1、 2、 5、 10、 20、 50、 100、 200 μg/L） 和对应的溶剂标准溶液

（0. 25、0. 5、1、2. 5、5、10、25、50、100、250、500、1000 μg/L），以各待测物的质量浓度为自变

量（x），对应峰面积为因变量（y），建立基质匹配标准曲线和溶剂标准曲线。如表 6所示，在所考察

的浓度区间内，所有分析物在基质匹配条件下的标准曲线均显示出良好的线性关系，r2范围在 0. 99以

上。根据目标化合物 3 倍信噪比 （S/N=3） 和 10 倍信噪比 （S/N=10） 分别确定 LODs 和 LOQs 为 0. 02~
1. 6 μg/L和0. 05~5 μg/L。
2. 4. 3　准确度与精密度　在线性范围内，选取低、中、高三个添加浓度（分别对应 1倍、2倍和 10倍

LOQ）的混合标准溶液，加至不含目标物的自来水和养殖废水中，用以开展回收率与精密度验证实验，

如表 7 所示，自来水的平均回收率范围分别为： 72. 30%~107. 39%、 71. 94%~107. 08%、 74. 30%~
107. 76%；精密度分别为：2. 52%~17. 49%、1. 72%~9. 65%、0. 85%~7. 79%。养殖废水的平均回收率分

别为： 78. 97%~106. 71%、 71. 43%~105. 58%、 71. 90%~107. 48%；精密度分别为： 2. 37%~10. 55%、

1. 76%~11. 34%、1. 18%~8. 35%。

在方法精密度验证中，以三个添加浓度（各浓度平行测定 6次）为条件，分别于日内和日间进行

加标回收试验，进而求得对应的相对标准偏差，得出日内 RSD 在 0. 60%~5. 87%，日间 RSD 在 2. 14%~
9. 21%，日内和日间RSD ≤10%。表明所建方法对水中检测的目标物有较好的准确性和重复性，满足实

际检测的要求。

2. 5　实际样品的检测　
采用本方法对随机采集的 28批水样（河水、养殖废水、自来水等）进行了检测，水样测定前于冷

藏冰箱避光保存。其中 1批养殖废水检出磺胺嘧啶，其浓度为 0. 237 μg/L。其余样品均未检出，表明

该方法能够有效应用于实际水样中痕量兽药残留的监测。

表6　水中26种兽药的LODs、LOQs、线性范围、线性相关系数和基质效应
Table 6　LODs， LODs， linear range， correlation coefficients and matrix effects of 26 veterinary drugs in water

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

Analyte
Sulfabenzamide （苯甲酰磺胺）

Sulfachloropyridazine （磺酰氯哒嗪）

Sulfadiazine （磺胺嘧啶）

Sulfadimethoxine （磺胺间二甲嘧啶）

Sulfadimidine （磺胺二甲嘧啶）

Sulfamethizole （磺胺甲噻二唑）

Sulfamonomethoxine （磺胺间甲氧嘧啶）

Sulfamethoxydiazine （磺胺对甲氧嘧啶）

Sulfamethoxypyridazine （磺胺甲氧哒嗪）

Sulfaphenazole （磺胺苯吡唑）

Sulfamethoxazole （磺胺甲恶唑）

Sulfathiazole （磺胺噻唑）

Trimethoprim （甲氧苄啶）

Sulfamerazine （磺胺甲基嘧啶）

Sulfapyridine （磺胺吡啶）

Nadifloxacin （那氟沙星）

Flumequine （氟甲喹）

Nalidixic acid （萘啶酸）

Beclomethasone （倍氯米松）

Cortisone （可的松）

Cortisone acetate （醋酸可的松）

Dexamethasone （地塞米松）

Hydrocortisone （氢化可的松）

Meprednisone （甲基泼尼松）

Methylprednisolone （甲泼尼龙）

Prednisone （泼尼松）

Classification
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Sulfonamides
Quinolones
Quinolones
Quinolones
Hormones
Hormones
Hormones
Hormones
Hormones
Hormones
Hormones
Hormones

LODs
（μg/L）

0. 06
0. 06
0. 02
0. 03
0. 06
0. 06
0. 02
0. 02
0. 02
0. 30
0. 06
0. 06
0. 03
0. 03
0. 03
0. 03
0. 02
0. 02
0. 30
0. 60
0. 60
0. 60
0. 60
1. 30
0. 60
1. 60

LOQs
（μg/L）

0. 20
0. 20
0. 05
0. 10
0. 20
0. 20
0. 05
0. 05
0. 05
1. 00
0. 20
0. 20
0. 10
0. 10
0. 10
0. 10
0. 05
0. 05
1. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
4. 00
2. 00
5. 00

Linear range /
（μg/L）

1-1000
1-1000

0. 25-1000
0. 5-1000

1-1000
1-1000

0. 25-1000
0. 25-1000
0. 25-1000

5-1000
1-1000
1-1000

0. 5-1000
0. 5-1000
0. 5-1000
0. 5-1000

0. 25-1000
0. 25-1000

5-1000
10-1000
10-1000
10-1000
10-1000
20-1000
10-1000
25-1000

r2

0. 999
0. 998
0. 998
0. 998
0. 998
0. 997
0. 997
0. 997
0. 999
0. 997
0. 999
0. 997
0. 999
0. 999
0. 999
0. 998
0. 999
0. 998
0. 998
0. 999
0. 998
0. 999
0. 998
0. 999
0. 997
0. 996

Matrix effect
（%）

1. 15
-2. 28
2. 81
2. 51

-2. 53
5. 40

14. 39
-1. 60
-1. 09
-8. 18
-2. 76
-6. 55
-1. 13
-8. 21
-9. 89
10. 98
0. 78

10. 98
-13. 60
-5. 30
1. 37

-13. 15
-3. 52

-19. 90
-2. 30
-2. 33

11



第 XX 卷分析测试学报（http://www.fxcsxb.com）

2. 6　方法比较　

将所建立的方法与其他已报道的检测水样中兽药方法进行了比较，如表 8所示。与采用高密度卤

代溶剂的传统DLLME相比，本方法选用乙腈作为萃取剂，其突出优势在于对极性化合物具有良好的溶

解性，能够有效克服传统方法对磺胺类等极性较强兽药残留提取效率不足的局限。此外，乙腈密度小

于水，需盐析辅助相分离，实验表明实际收集到的有机相体积仅为初始加入量的 50%左右，这会在一

定程度上影响富集倍数。前处理方面，本方法操作简便、试剂用量少、环境友好，符合绿色分析化学

理念；而传统固相萃取需优化活化、上样、洗脱等多个步骤，过程烦琐、耗时且溶剂消耗量大。灵敏

度方面，本方法的检测限低于环境标准《水质 18种磺胺类抗生素和甲氧苄啶的测定》（HJ 1398-2024）
直接进样法规定的0. 6 μg/L~1. 8 μg/L的要求，完全满足相关标准对痕量兽药检测的灵敏度要求。

3 结 论 
本研究系统优化了 pH、Na2EDTA用量、萃取剂和分散剂的种类与体积，采用响应面Box-Behnken

法进一步优化了Na2EDTA的用量、萃取剂和分散剂的体积，建立了RSM-DLLME法结合UPLC-MS/MS
同时测定磺胺类、喹诺酮类及糖皮质激素类化合物的检测新方法。该方法操作简便、有机溶剂用量少，

具有良好的精密度和准确度，为复杂水基质中多残留兽药同步分析提供了可行方案。

表7　水中26种兽药的加标回收率与精密度
Table 7　Spiked recoveries and precision of 26 veterinary drugs in water

No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

Analyte

Sulfabenzamide （苯甲酰磺胺）

Sulfachloropyridazine （磺酰氯哒嗪）

Sulfadiazine （磺胺嘧啶）

Sulfadimethoxine （磺胺间二甲嘧啶）

Sulfadimidine （磺胺二甲嘧啶）

Sulfamethizole （磺胺甲噻二唑）

Sulfamonomethoxine （磺胺间甲氧嘧啶）

Sulfamethoxydiazine （磺胺对甲氧嘧啶）

Sulfamethoxypyridazine （磺胺甲氧哒嗪）

Sulfaphenazole （磺胺苯吡唑）

Sulfamethoxazole （磺胺甲恶唑）

Sulfathiazole （磺胺噻唑）

Trimethoprim （甲氧苄啶）

Sulfamerazine （磺胺甲基嘧啶）

Sulfapyridine （磺胺吡啶）

Nadifloxacin （那氟沙星）

Flumequine （氟甲喹）

Nalidixic acid （萘啶酸）

Beclomethasone （倍氯米松）

Cortisone （可的松）

Cortisone acetate （醋酸可的松）

Dexamethasone （地塞米松）

Hydrocortisone （氢化可的松）

Meprednisone （甲基泼尼松）

Methylprednisolone （甲泼尼龙）

Prednisone （泼尼松）

自来水

1×LOQ
Recovery

（%）

107. 3
84. 4
85. 9

102. 7
86. 2
87. 5
96. 9
94. 8
94. 8
94. 7
72. 7
92. 1
98. 2
82. 9
73. 9
94. 1
81. 9
72. 2
87. 4
93. 7
85. 1
86. 9
82. 2

100. 4
72. 4
91. 5

RSD
（%）

4. 9
4. 7
3. 7
2. 5
5. 2
3. 7
7. 1

13. 3
7. 3
4. 4
3. 8
3. 2
4. 2
3. 0
7. 4
8. 0
5. 3
4. 2
5. 5
4. 5
7. 8
8. 1

17. 4
6. 2

10. 1
5. 4

2×LOQ
Recovery

（%）

99. 8
101. 1
73. 4
81. 8
95. 4
72. 7
93. 4
64. 1
95. 0
73. 6
71. 9
90. 7

105. 9
81. 5
96. 7
97. 6
90. 3
72. 3
86. 6

103. 2
97. 2

103. 5
107. 0
95. 0

100. 3
87. 8

RSD
（%）

2. 3
3. 0
3. 1
2. 4
2. 8
3. 1
4. 1
5. 1
2. 8
5. 1
2. 6
3. 4
3. 9
4. 5
2. 4
8. 2
8. 5
4. 7
9. 6
2. 4
7. 2
1. 7
3. 8
1. 9
1. 7
3. 0

10×LOQ
Recovery

（%）

86. 7
74. 6
92. 7
84. 2
76. 5
94. 9
80. 6
88. 2
79. 4
78. 2
86. 6
94. 9

101. 5
83. 9
74. 3
97. 8

102. 9
82. 1

103. 0
107. 3
107. 7
96. 7
93. 4

102. 4
96. 6
95. 5

RSD
（%）

2. 3
2. 9
1. 3
1. 1
6. 3
0. 9
6. 6
2. 3
3. 3
3. 5
1. 9
0. 9
1. 5
6. 0
1. 7
2. 7
5. 2
7. 7
4. 6
2. 3
4. 8
2. 2
5. 6
2. 3
4. 9
3. 4

养殖废水

1×LOQ
Recovery

（%）

84. 5
80. 0
90. 7
89. 4
81. 5
90. 5
91. 4
90. 8
89. 6
84. 2
81. 4
85. 7

106. 7
78. 9
81. 2
96. 5
89. 2
80. 5
96. 6
97. 2
93. 6
94. 6
86. 8

105. 3
86. 4
92. 5

RSD
（%）

4. 6
10. 8
7. 6
4. 9
4. 6
8. 7
4. 5

10. 0
11. 7
3. 8
4. 5
4. 9
8. 7
6. 6
3. 9
3. 1
2. 4
3. 4
3. 9
4. 0
3. 6
4. 7

10. 6
7. 3

10. 0
4. 4

2×LOQ
Recovery

（%）

91. 2
85. 6
82. 5
84. 3
89. 7
80. 7
92. 1
77. 1
92. 5
71. 4
78. 3
81. 1

104. 4
90. 0
82. 6
88. 8
88. 4
83. 2

105. 6
99. 1
88. 4
99. 5

100. 3
102. 2
99. 2
85. 9

RSD
（%）

6. 0
6. 9
5. 3
5. 1
3. 4
6. 4
3. 1
8. 8
6. 8
4. 4
6. 9
4. 9
2. 8
4. 5
5. 9
6. 3
8. 0
1. 8
4. 8
4. 4
8. 6
5. 2
2. 6
1. 9
6. 7

11. 3

10×LOQ
Recovery

（%）

89. 3
71. 9
92. 6
92. 6
83. 2
91. 1
76. 6
92. 6
88. 9
79. 0
83. 4
88. 7

100. 5
89. 0
75. 3
84. 5
94. 4
91. 6

100. 8
104. 1
103. 7
88. 8

107. 5
105. 4
101. 7
95. 5

RSD
（%）

2. 5
3. 3
3. 7
3. 7
8. 1
1. 6
2. 2
7. 3
1. 3
3. 5
2. 1
4. 1
4. 9
8. 0
5. 8
1. 5
4. 1
5. 2
1. 4
5. 1
8. 4
2. 4
5. 3
6. 0
1. 2
2. 8

表8　水中兽药分析方法的比较
Table 8　Comparison of methods for determination veterinary drugs in water

No.
1
2
3
4
5

Extraction solvent
CHCl3DCM
CCl4
DES
ACN

Number of analyte
25
10
7
3

26

LOD/ （μg. L-1）
0. 35-10. 50
1. 67-5. 57
0. 70-7. 80
0. 10-0. 30
0. 02-1. 60

Recovery/%
78. 00-117. 00
64. 16-99. 80

80. 00-116. 00
83. 70-99. 50

71. 94-107. 76

RSD/%
1-20

0. 7-8. 4
0. 1-8. 1
1. 1-4. 8
2. 1-9. 2

Green
No
No
No
Yes
Yes

Ref.
［19］
［20］
［28］
［29］

This study
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