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固相萃取-超高压液相色谱-串联质谱同时分析

环境水样中四环素类和喹诺酮类抗生素

孙广大,  苏仲毅,  陈  猛*
,  袁东星

(厦门大学环境科学研究中心, 福建 厦门 361005)

摘要: 应用固相萃取及超高压液相色谱-质谱联用技术,建立了环境水样中 4种四环素类和 6种喹诺酮类抗生素的

同时分析方法。样品经 HLB固相萃取柱富集、净化后用甲醇洗脱 , 以超高压液相色谱-串联质谱仪多反应监测

(MRM )离子模式定性、定量分析。以河水和海水为基质, 卡巴氧为替代物进行回收率评价, 4种四环素类抗生素在

加标质量浓度分别为 2010 ng /L和 1001 0 ng /L时的回收率为 941 0% ~ 11710%,相对标准偏差为 210% ~ 917% (n =

4),方法的检出限均为 201 0 ng /L; 6种喹诺酮类抗生素在加标质量浓度分别为 510 ng /L和 2010 ng /L时的回收率

为 6316% ~ 931 9%, 相对标准偏差为 116% ~ 811% (n = 4), 方法的检出限为 01 4 ng/L。结果表明,所建立的方法可

成功地应用于近岸海域表层环境水样中目标抗生素残留的分析。
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S imu ltaneous determ ination of tetracycline and quinolone

antibiotics in environmentalwater samples using solid

phase extraction-u ltra pressure liquid chromatography

coupledw ith tandem mass spectrometry

SUN Guangda, SU Zhongy,i CHEN M eng
*

, YUAN Dongxing

(En vir onm en ta l Scien ce Resear ch Cen ter, X iam en Un iver sity, X iam en 361005, Chin a )

Abstract: U s ing HLB cartridge for extraction and cleanup, amethod for simultaneous determ-i

nation of 4 tetracycline and 6 quinolone antibiotics in environmental water samples was deve-l

oped by ultra pressure liquid chromatography coupled w ith tandem mass spectrometry. U sing

river w ater and sea water as matrices and carbadox as surrogate, the recoveries and relative

standard dev iations (RSD, n = 4) were 9410% - 11710% and 210% - 917% for 4 tetracyclines at

2010 ng /L and 10010 ng /L spik ing levels and 6316% - 9319% and 116% - 811% for 6 quinolones

at 510 ng /L and 2010 ng /L spik ing leve ls, respective ly. The detection lim itswere 2010 ng /L for

4 tetracyclines and 014 ng /L for 6 quinolones. The method has been successfu lly applied to the

survey of10 target antibiotic residues in J iu long R iver estuary, Fujian.

K ey words: so lid phase extraction ( SPE ); u ltra pressure liquid chrom atography-m ass spec-

trometry (UPLC-MS); tetracycline; quinolone; environment water samples

  随着畜禽、水产养殖业的快速发展,我国抗生素

的种类和用量也在日益增加。抗生素在动物性产品

中的残留不仅引起了食品安全问题, 相当一部分还

随动物粪便、医药废物以及饲料投放等进入水环境

中,从而增加了环境安全和生态健康风险
[ 1, 2]
。抗

生素的环境效应, 尤其是在水环境中的效应, 从 20

世纪 90年代末开始已成为国际上环境领域研究的

热点。

  水环境中抗生素残留的灵敏、准确、快速的分析
方法是研究其环境行为 (分布、迁移转化、降解动

态、生物富集 )和生态效应的必要手段。但是进入

水环境中的抗生素不仅种类繁多, 而且水的稀释作

用使其多以痕量或超痕量存在
[ 3, 4]

, 加之不同水体

中的干扰物质不同,因此水环境中抗生素的分析技
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术已成为其污染效应研究的制约因素。C18、HLB以

及混合相固相微萃取 ( SPE)等固相萃取技术的发展

使得同时并高倍浓缩萃取水环境中的多种抗生素成

为可能。液相色谱-质谱尤其是串联质谱联用技术,

在保证准确定性、定量的前提下极大地提高了抗生

素检测的灵敏度, 因此固相萃取-液相色谱-质谱联

用技术已成为当前水环境中痕量抗生素检测的关键

技术。在已报道的文献中, 刘玉春等
[ 5]
应用该技术

测定了河水中的大环内酯类抗生素, Zhu等
[ 6]
测定

了湖水中的四环素类抗生素, Xu等
[ 7]
则利用该技术

检测了香港维多利亚港附近海水中的氯霉素、2种

喹诺酮类抗生素和 3种磺胺类抗生素。

  四环素类抗生素和喹诺酮类抗生素是水产养殖

中常用的广谱抗菌素, 相关研究主要集中于食品残

留检验技术方面
[ 8, 9]
。而环境水样中这些抗生素的

分析方法、环境行为和生态效应方面的报道很少。

本研究选择常用的 4种四环素类抗生素和 6种喹诺

酮类抗生素为研究对象,采用 HLB固相萃取小柱进

行富集、净化, 超高压液相色谱-串联质谱 (UPLC-

MS /M S)联用技术检测, 建立了环境水样中高灵敏

的同时分析方法,并将所建立的方法应用于福建九

龙江口及厦门近岸海域环境水样中四环素类和喹诺

酮类抗生素残留的调查。

1 实验方法

1. 1 药品与试剂
  甲醇与乙腈均为色谱纯 (Tedia Co. , USA);盐

酸为优级纯 (广东汕头市西陇化工厂 ); 甲酸 (汕头

市达濠精细化学品公司 )、乙酸铵 (广东汕头市西陇

化工厂 )和乙二胺四乙酸二钠盐 ( EDTANa2 ) (上海

申博化工有限公司 )为分析纯。卡巴氧 (纯度

9710% )、四环素 (纯度 9710% )、土霉素 (纯度

9719% )、金霉素 (纯度 9910% )、强力霉素 (纯度

98% )、氧氟沙星 (纯度 9810% )、诺氟沙星 (纯度

9910% )、环丙沙星 (纯度 9915% )、达氟沙星 (纯度

9915% )、恩诺沙星 (纯度 9910% )和沙拉沙星 (纯度

9810% )标准品 ( Dr. Ehrenstorfer GmbH, G erma-

ny)。实验用水为 M ill-i Q水 (M illipore, Bedford,

MA, USA)。

  分别称取 1010 mg标准品, 用乙腈溶解并定容

于 50mL棕色容量瓶中, 配制成 200 mg /L的单标

准储备液,置于 - 20 e 冰箱中保存。实验中根据需

要配制成相应质量浓度的单标准工作液。

  取各单标准储备液适量,用稀释液 (用流动相 A

和流动相 B按体积比 1B4混合 )配制所需浓度的混

合标准溶液。

1. 2 仪器与设备
  超高压液相色谱-质谱联用仪为 W aters

Acquity
TM

U ltra Performance LC 串 联 Quattro

Prem ier XE M ICROMASS(W aters, USA ); 12管固

相萃取装置 ( Supelco Co. , USA ); 6 mL /500 mg

O as is HLB SPE柱 (W aters, U SA); GM-0133型真
空泵 (天津津腾实验设备有限公司 ); 0145 Lm有机

相滤膜 (天津津腾实验设备有限公司 ); SK-1型快速

混匀器 (金坛市富华仪器有限公司 );砂芯漏斗 (天

津津腾实验设备有限公司 )。

1. 3 液相色谱条件和质谱条件

  色谱条件  色谱柱: W aters Acquity
TM

BEH

C18(50mm @ 211 mm, 117 Lm ); 流动相: 1 g /L甲

酸乙腈 (A)和含 510 mm ol/L乙酸铵的 1 g /L甲酸

水溶液 (B ), 流速为 012 mL /m in; 梯度洗脱程序:

12% A保持 3m in, 在 3 m in内由 12% A线性增加

至 25% A并保持 2m in,随后在 1 m in内再由 25%

A线性增至 90% A并保持 5 m in, 最后在 1m in内

由 90% A线性回落到起始的 12% A并保持 5 m in。

进样量 5 LL;柱温 30 e 。

  质谱条件  电离源为电喷雾电离源 ( ESI), 检

测方式为多反应监测 (MRM )离子模式, 正离子检

测; 去溶剂气和锥孔反吹气流速分别为 700 L /h和

50 L /h, 气体均为高纯氮气; 碰撞气流速为 0118
mL /m in,维持碰撞池压力 ( collis ion cell pressure)

约为 334 Pa(3134mbar),气体为氦气;去溶剂辅助

加热温度 ( desolvation temp. )为 350 e ; 源温度

( source temp. )为 120 e ;毛细管电压为 3 kV。锥

孔电压 ( cone voltage)、碰撞能 ( collision energy)

及 11种抗生素的其他相关质谱条件见表 1。

1. 4 样品预处理方法

  表层河水和海水样品均采自水面下约 015 m

处。在 110 L水样中加入卡巴氧作为替代物, 以

0145 Lm滤膜除去悬浮物, 并加入约 200 LL盐酸调

节水样 pH为 310左右, 然后以 5~ 8 mL /m in流速

通过 500mg /6 mL Oasis HLB SPE小柱。HLB小

柱上样之前依次用 6 mL丙酮、6 mL甲醇和 6 mL

pH为 310的 5 mmol/L乙酸铵缓冲液淋洗。水样

过柱后,先用乙酸铵缓冲液淋洗小柱,再将小柱于氮

气保护下干燥 10 m in, 最后用 6mL甲醇洗脱,洗脱

液在 40 e 下用氮气吹干,用稀释液定容为 110 mL,

待上机分析。

2 结果与讨论

2. 1 色谱条件和质谱条件的优化

  将各抗生素单标准工作液直接进样,先进行全
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扫描, 找出准确的 [ M + H ]
+
的分子离子峰, 然后对

其进行轰击以获得二次碎裂产生的子离子。将分子

离子和 2~ 3个信号强度适宜的子离子组成监测离

子对, 以MRM模式进行检测, 在此基础上重点优化

了对灵敏度影响较大的锥孔电压和碰撞能, 使选定

的母离子和子离子组成的特征离子的丰度和比例达

到最佳。优化后的参数见表 1。

表 1 目标抗生素的串联质谱检测参数
Table 1 Tandem mass spectrometric parameters

for target an tibiotics

Antibiotic

Parent

ion

[M + H ] +

(m /z )

Daughter

ion

(m /z )

Cone

voltage /

V

Collision

energy /

eV

Carbadox (卡巴氧 ) 263. 1 231. 0 28 13

Oxyte tracy cline (土霉素 ) 461. 2 426. 1* 24 17

443. 2

T etracyc line (四环素 ) 445. 2 410. 1* 27 17

427. 1

Chlor tetracycline (金霉素 ) 479. 2 444. 1* 26 19

462. 0

D oxycyc line (强力霉素 ) 445. 2 428. 1 27 18

Ofloxac in (氧氟沙星 ) 362. 2 261. 1 35 28

318. 1* 21

N or floxac in (诺氟沙星 ) 320. 2 276. 2* 33 18

302. 1 21

Ciprofloxac in (环丙沙星 ) 332. 2 288. 1* 30 16

314. 1 21

D anofloxac in (达氟沙星 ) 358. 2 283. 1 32 26

314. 1* 18

340. 1 21

Enrofloxac in (恩诺沙星 ) 360. 2 316. 1* 33 21

342. 1 22

Sara floxac in (沙拉沙星 ) 386. 2 299. 1 32 26

342. 1* 20

368. 1 22

* quantita tive ion.

  选择 1 g /L甲酸乙腈溶液和含 510mmol/L乙

酸铵的 1 g /L甲酸水溶液为流动相, 流速为 012
mL /m in,考察并最终确定了上述 / 1130节的梯度洗

脱程序。在优化的梯度洗脱程序下, 除了氧氟沙星

和诺氟沙星无法分离外, 其余目标抗生素均能实现

较好的分离, MRM 谱图见图 1, 目标抗生素的检测

过程耗时仅 8 m in。

2. 2 固相萃取条件的优化
  SPE柱类型、洗脱剂和洗脱剂用量、水样过柱

体积和流速、pH、盐度等都会影响 SPE萃取的效

率,本研究以加标回收率为评价依据分别对这些实

验条件进行了优化。

2. 2. 1 柱型、水样过柱体积和流速

  为了提高水样中目标抗生素的检测灵敏度,必

须适当提高样品的浓缩倍数,但是样品浓缩倍数受

图 1 四环素类和喹诺酮类抗生素混合标准样品的 MRM谱图

Fig. 1 MRM chromatogram of tetracyclin e and

qu ino lone standards

  1. oxyte tracyc line; 2. ofloxacin; 3. norfloxacin; 4. cipro-

floxac in; 5. tetracyc line; 6. danofloxac in; 7. enrofloxac in; 8.

sara floxac in; 9. chlortetracyc line; 10. doxycyc line. Su: carba-

dox.

限于 SPE小柱的类型和容量。本研究根据文献报

道
[ 6, 10]

, 采用 W aters公司的 Oasis HLB小柱 ( 500

mg /6 mL), 流速采用其建议的 5 ~ 8 mL /m in。以

过滤后的海水为基底、各抗生素的加标质量浓度为

100 ng /L,考察水样的过柱体积。结果发现, 水样的

过柱体积分别为 015 L和 110 L时, 10种目标抗生

素的回收率在 6316% ~ 10518% 之间, 体积增大到

115 L时回收率普遍大幅度下降。因此, 实验最终

选择水样过柱体积为 110 L。

2. 2. 2 洗脱溶剂和洗脱剂用量
  SPE柱上的抗生素常用甲醇或乙腈洗脱。实

验发现,当采用甲醇为洗脱溶剂且洗脱剂用量大于

510 mL时, 目标抗生素即可被完全洗脱, 因此本研

究选择洗脱剂用量为 610 mL。

2. 2. 3 水样的 pH和盐度

  一般河水的 pH在 6~ 9之间,盐度为 0j ;海水

样品的 pH在 718~ 813之间, 盐度在 3310j左右。
不考虑其他干扰因素, 以 110 L M ill-i Q水为基底,

分别调整 pH为 310, 510, 710和 910, 然后加入目标
抗生素混合标准溶液, 使其最终质量浓度为 100

ng /L,混匀后参照 / 1140节的方法进行处理。结果
发现, pH为 310时目标抗生素的回收率普遍较高,

重现性较好。

  同样以 110 L M ill-iQ水为基底,配制盐度分别

为 010j , 1112j和 3314j的人工海水, 调节 pH为

310,同上处理, 考察盐度的影响。结果发现, 水样盐

度在 0j ~ 3314j范围内对目标抗生素的回收率无

显著影响。因此, 本实验确定水样过柱前用盐酸调

节 pH至 310, 对盐度不进行调节。
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2. 3 样品的加标回收率
  取厦门近岸海水和九龙江口河水为基底, 加标

质量浓度分别为 510, 2010和 10010 ng /L, 按 / 1140

节所述方法对样品进行处理,每个质量浓度水平平

行测定 4份,考察方法的总体回收率和重现性。卡

巴氧在国内使用较少,且在水样基底中未被检出,因

此被作为替代物 ( surrogate),在分析前加至水样品

中以对分析过程进行质量控制。分析结果列于表

2。从表 2中可以看出:在各加标水平上, 九龙江口

河水中各抗生素的平均回收率在 8713% ~ 10518%
之间, 相对标准偏差 (RSD)在 116% ~ 917%之间;厦

门近岸海水中各抗生素的平均回收率在 6316% ~

11710%之间, RSD在 418% ~ 816% 之间。由此可
知, 所建立的方法有着较好的重现性,回收率也完全

符合要求。

2. 4 工作曲线的线性范围和方法的检出限

  采用优化的色谱和质谱条件, 喹诺酮类抗生素

和四环素类抗生素分别在 014~ 1 000 Lg /L和 20~

1 000 Lg /L范围内具有良好的线性关系;以信噪比

(S /N )为 10对应的浓度为依据估算方法的检出限,

结果见表 2。由于预处理过程中加入 EDTAN a2, 四

环素类抗生素大部分以结合态存在, 离子化效率相

对较低,因而其灵敏度与喹诺酮类类抗生素有较大

的差异。

表 2 河水和海水样品中抗生素的加标回收率 (n = 4)、方法的检出限和线性相关系数

Tab le 2 Matrix-spiked recoveries (n = 4), detection lim its and correlation coeffic ien ts of antib io tics

Antibiotic
Spiked

leve l / (ng /L)

R iver water

recovery /% RSD /%

Sea wa ter

recovery /% RSD /%

Detec tion

lim it / (ng /L)
r 2

O xyte tracyc line 20. 0 102. 3 8. 4 95. 9 6. 0 20. 0 0. 9997

100. 0 99. 4 5. 3 97. 3 6. 8

T etracyc line 20. 0 99. 4 3. 2 94. 0 5. 0 20. 0 0. 9982

100. 0 98. 3 2. 3 93. 2 7. 3

Chlorte tracyc line 20. 0 101. 0 3. 1 117. 0 5. 8 20. 0 0. 9999

100. 0 105. 8 9. 7 111. 8 6. 5

D oxycyc line 20. 0 99. 3 5. 8 96. 4 4. 8 20. 0 0. 9999

100. 0 104. 3 2. 0 97. 7 8. 6

O floxacin 5. 0 90. 3 5. 3 63. 6 6. 6 0. 4 0. 9999

20. 0 89. 2 1. 6 68. 4 8. 1

N orfloxac in 5. 0 90. 1 5. 6 70. 6 7. 2 0. 4 0. 9999

20. 0 93. 1 3. 4 75. 8 5. 7

Ciprofloxac in 5. 0 88. 2 5. 6 67. 2 6. 5 0. 4 0. 9982

20. 0 89. 4 1. 6 73. 8 6. 4

D anofloxac in 5. 0 91. 6 3. 2 80. 5 5. 5 0. 4 0. 9999

20. 0 93. 9 3. 2 81. 2 7. 9

Enrofloxac in 5. 0 87. 3 3. 6 70. 4 7. 1 0. 4 0. 9996

20. 0 91. 4 2. 0 76. 2 5. 5

Sara floxac in 5. 0 89. 2 3. 9 69. 3 6. 0 0. 4 0. 9999

20. 0 92. 4 2. 7 77. 0 7. 2

2. 5 实际水样中目标抗生素的分析

  本实验于 2006年 12月采集福建九龙江口和厦

门近岸海域 21个站位的表层河水和海水样品, 其中

九龙江下游到入海口布设 16个采样站位, 编号为

JL01~ JL16;在厦门西海域布设 5个采样站位, 编号

为 XH01~ XH05。将所建立的分析方法应用于目标

抗生素的分析,结果显示, 四环素类抗生素在全部站

位中均未被检出,喹诺酮类抗生素中的氧氟沙星在

九龙江口部分站位和厦门西海域的全部站位均被检

出,质量浓度在 019~ 518 ng /L之间 (如图 2所示 )。

这两个地区的水域中氧氟沙星的来源及其分布值得

进一步研究。

图 2 实际水样中四环素类和喹诺酮类抗生素的 MRM谱图

F ig. 2 MRM chromatogram of tetracyc lines

and qu ino lones in a water samp le

F or peak identifications, see F ig. 1.

#57#



色 谱 第 27卷

3 结语

  本研究采用 SPE与 LC-M S/MS联用技术, 建

立了环境水样中 4种四环素类抗生素和 6种喹诺酮

类抗生素同时分析的高灵敏方法, 并成功地用于福

建九龙江口及厦门近岸海域水环境中抗生素残留的

调查。结果显示, 氧氟沙星检出的质量浓度在 019
~ 518 ng /L之间, 其来源和分布值得进一步关注和

深入研究。
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