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摘 要 建立了同相萃取一高效液相色谱 (uV)检测水 、沉积物和土壤 中的氯霉素、土霉素、四环素和金霉素 

4种抗生素的方法。水样 、土壤和沉积物样品的前处理采用 EDTA—McIlvaine缓冲溶液提取 ，用 SAX—HLB串联 

小柱纯化和富集 ，用丙酮(含 10％甲醇)洗脱进一步减小天然有机质的影响。采用乙腈和0．01 moL／L草酸溶 

液作为流动相 ，8 rain内分离4种抗生素。测定了贵阳市阿哈湖 、南明河和乌江渡水库的水样及沉积物 均有 

抗生素检出。 

关键词 同相萃取 ，高效液相色谱 ，氯霉素，四环素类，抗生素 

1 引 言 

从 20世纪60年代，抗生素开始用作畜禽饲料添加剂 J̈。近年来随着养殖业的迅速发展，为了治 

疗、预防动物疾病和促进其机体生长，饲养者肓目地使用抗生素。过量的抗生素进入环境中，会形成持 

续性的污染 J，导致病菌耐药性的产生。这不仅影响到养殖业的生产，更威胁着人类的健康与生存环 

境。分属于氯霉素类的氯霉素(CAP)，以及分属于四环素类的土霉素(OTC)、四环素(TC)和金霉素 

(CTC)是养殖业常用的抗生素类药物。以前的研究大多关注的是这些药物在食品中的残留 。从 

20世纪 90年代，国际上开始关注其在地表环境(水、沉积物和土壤)中的行为，如四环素类在水体中的 

残留[5]，磺胺类药物在土壤中的残留和迁移 J，以及四环素类、大环内酯类和硫胺类药物在土壤中的残 

留[7 等，但对环境中氯霉素残留的研究却较少。由于氯霉素和四环素类抗生素在养殖业中被广泛使 

用，因此建立同时测定环境中两类抗生素的方法是亟待解决的问题。 

环境中抗生素的前处理最常用的是固相萃取法(SPE) ’ ，但单一萃取柱的固相萃取法不能完全 

去除天然有机质(如腐殖酸)。。 ，从而影响了色谱分离的效果。针对这些问题，本实验采用 SAX-HLB联 

用．丙酮(含 10％甲醇)洗脱的前处理方法，并采用等度淋洗的高效液相色谱法测定氯霉素和3种四环 

素。结果表明，SAX和丙酮(含 10％甲醇)的使用有效地减少了水 、沉积物和土壤中有机杂质的影响。 

采用乙腈和0．01 moL／L草酸溶液作为流动相等度洗脱，8 min内简捷快速地分离4种抗生素。 

2 实验部分 

2．1 仪器与试剂 

Agil~ HP1 100高效液相色谱仪(紫外检测器)；KS-2康氏振荡器(上海浦东物理光学仪器厂)； 

OASIS HLB固相萃取柱(3 mL／60 mg，Waters公司)；强阴离子交换柱(sAx)(3 mL／500 mg，Agilent公 

司)；0．7 Ixm GF／F玻璃纤维滤膜(Whatman公司)。 

氯霉素、土霉素、四环素和金霉素均为 Fluka公司产品；甲醇、乙腈均为色谱纯(美国 Dikma公司)； 
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Na2HPO4、柠檬酸、Na2EDTA、NaOH为分析纯；草酸为优级纯；超纯水(18．2 MI)cm，Millipore)。 

2．2 标准溶液及缓冲溶液的配制 

准确称取0．01 g的 CAP、OTC、TC和 CTC标准品，加入少量甲醇溶解，然后转移到 100 mL棕色容 

量瓶中，用甲醇稀释到刻度，配制成 100 mg／L的标准储备液，保存在4~C冰箱中(不超过3个月)。 

称取一定量的 Na EDTA,Na HPO4和柠檬酸，分别配制成 0．1、0．2和 0．4 mol／L的溶液。按照 

3：2的比例混合 Na HPO 和柠檬酸，配制成 McIlvaine溶液。将 0．1 mol／L EDTA溶液与 McIlvaine缓冲 

溶液按照 1：1的比例混合，配制成 EDTA．McIlvaine提取液(混合后 pH值约为 4)。 

2．3 水样的前处理 

取500 mL水样，加入 50 mL EDTA．McIlvaine缓冲溶液，混匀，静置片刻后用玻璃纤维滤膜过滤，再 

通过 SAX—HLB串联小柱  ̈“ (SAX和HLB均用 2 mL丙酮，2 mL甲醇，2 mL超纯水预处理)。萃取完 

成后，移去 SAX柱，用2 mL 15％的甲醇冲洗 HLB柱(以去除部分有机杂质)，再用3 mL丙酮(含 10％甲 

醇)洗脱抗生素。洗脱液装于4 mL棕色样品瓶中。洗脱液经高纯Ar气吹干后，再用250 L甲醇定容， 

密封冷藏于4℃待测。 

2．4 沉积物和土壤的前处理 

将沉积物或土壤样品冷冻干燥后碎至 0．30 mm粒径，称取4 g放入锥形瓶中，加入 20 mL EDTA— 

McIlvaine缓冲溶液，振荡30 rain，取上层提取液。反复提取3次后，合并3次提取液，并用玻璃纤维滤膜 

过滤。其余步骤同上。 

2．5 色谱条件 

色谱柱：Hypersi]ODS(200 mm×4．6 mm，5 m)；流动相：0．01 mol／L的草酸水溶液和乙腈 

(60：40，V／V)；流速：1．0 mL／min；进样环体积：20 L；柱温：25℃；检测波长：278 llnl。 

3 结果与讨论 

3．1 提取液的选择 

四环素类抗生素(TCs)的吸附性很强，而且易与金属离子螯合⋯’ ，而氯霉素的吸附性比TCs 

弱 引̈。因此在提取时，首先考虑适合 TCs的提取液。 

EDTA—McIlvaine缓冲溶液作为 TCs的提取液，在食品和环境样品中都有应用⋯’ ’ ，但 McIlvaine 

溶液的pH值却不尽相同。根据 TCs的性质可以看出，酸性溶液比较适合对 TCs的萃取，但是当 pH<2 

时，TCs容易分解  ̈。经过实验比较，本实验选择了 pH 4的 McIlvaine缓冲液与0．1 mol／L EDTA缓冲 

液混合作为TCs的提取液。实验结果证明EDTA—McIlvaine对于CAP的萃取效果同样很好。因此本实 

验选择 EDTA—McIlvaine(pH 4)缓冲溶液同时萃取 TCs和 CAP。 

3．2 干扰的去除 

在水、沉积物和土壤中，天然有机质(主要为腐殖酸)含量常常很高，对 HPLC检测有很大的影响。 

处理样品时，如果只用 HLB小柱纯化和富集，HLB小柱在吸附抗生素的同时也会吸附大量的有机质。 

在用甲醇洗脱时，由于甲醇的洗脱性很强，在完全洗脱抗生素的同时，也会洗脱大量的其它有机物，导致 

色谱分离时，有机质的峰很高，并形成拖尾，对 CAP的影响很大。于是采用两个步骤消除有机质的干 

扰：(1)在 HLB柱之前串联 SAX柱。在酸性的 EDTA—McIlvaine提取液中，腐殖酸类有机质都以阴离子 

形式存在，在通过 SAX柱时可以被去除l】 ，而抗生素可以通过 SAX柱；(2)用丙酮(含 10％的甲醇)洗 

脱抗生素。甲醇是常用的洗脱液 川 ，其洗脱性强是因为极性强。丙酮的极性比甲醇弱，对腐殖酸的溶 

解性也较小n ，代替甲醇作为洗脱液可以减少大部分有机质的洗脱。考虑到纯丙酮不能完全洗脱 HLB 

柱上的抗生素，因此在丙酮中加入适量甲醇混合使用，以期能结合二者优点。经过实验证明甲醇和丙酮 

的比例为 1：9(V／V)时，可以完全洗脱 HLB柱上的抗生素，同时也能有效地减少对有机质的洗脱，取得 

良好的效果。 

为了证明 SAX柱和丙酮作为洗脱液的效果，将相同的加标沉积物分为等量的 sl、s2和s3三组，用 
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EDTA．McIlvaine缓冲溶液提取后分别采用3种纯化富集的方法，即：HLB一甲醇洗脱、SAX—HLB串联一甲 

醇洗脱和SAX HLB串联．丙酮(含10％的甲醇)洗脱 。在HPLC检测时，s2的有机质峰高比s1的有机 

质峰高减小50％，但抗生素的出峰无明显变化； 表1 3种前处理方法的回收率(％) 

s3比s2有机质峰高降低 30％，抗生素的出峰 

无明显变化。以上实验结果说明，使用 SAX和 

丙酮(含 10％的甲醇)，既可以减少有机质的影 

响，又不会影响回收率(表 1)。因此，本实验选 

择SAX．HLB联用纯化富集一丙酮(含 10％甲醇) 

洗脱作为沉积物 、土壤中抗生素检测的前处理 

方法 

Table 1 Recoveries of three pretreatment methods(％ ) 

HLB：hydrophilic—liphophilic balance；SAX：strong anion exchanger 

CAP：chloroamphenicol；OTC：oxytetracycline；TC：tetracycline；CTC 

chl0netracycline． 

3．3 色谱条件的选择 

TCs的结构使其能够和金属离子螯合，导致在色谱分离时的峰形会形成明显的拖尾。在流动相中添加 

草酸溶液能够很好地消除拖尾现象  ̈。实验证明当 

草酸的浓度为0．01 moL／L，草酸和乙腈 比例为60：40 

( )时，不仅 TCs出峰尖锐无拖尾，而且 CAP的出 

峰同样良好(图1为超纯水配制的 1 mg／L的标准溶 

液色谱图，用河水和湖水配制的标准溶液分离效果 

没有差别)。因此选择乙腈和 0．01 moL／L的草酸溶 

液作为流动相。 

TCs的紫外检测波长一般在 250～400 nm之 

间  ̈，因此在此区间选择 TCs和 CAP共同的最优检 

测波长。选择 254、270、300、340和 355 nm进行 比 

较，结果证明，当检测波长超过 300 nm以后 ，CAP的 

峰很低，而在 270 nm时4种抗生素的峰都很高。在 

{ 
八 ，、 

260～280 nm的范围内进一步实验比较，最后选择278 nm为4种抗生素的共同检测波长。 

3．4 线性、重现性、检出限和回收率 

标准的线性、重现性、检出限和加标样品的回收率结果见表 2和表 3。 

． 将标 液用超纯 ， 壁 ’． ： 表2线性、重现性和检出限 0
．5、1、2、5、10和 25 mg／L的混合标准系列溶 ble 2一Li i 

，

re i’li
ty and detect／on limits 

液，得标准系列 的相关系数 (r)为 0．9987～ 

0．9999，重现l生好于 1．7％。以 3倍信噪 比求 

得 CAP、OTC、TC和 CTC的检测限分别为 23、 

18、20和 32 L。 

在空白河水、沉积物和土壤(3种基质经 

表 3 抗生素的标准加入的回收率(％) 
Table 3 Recovery of antibiotics in water and sediment(％ ) 

实验证明不含抗生素)中添加标准溶液，采用前述方法富集测定，求出回收率。结果表明：(1)同一种抗 

生素在不同的介质中回收率不同。这是因为不同介质中抗生素的吸附性不同，进而导致回收率的差异。 
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可以看出，：对于同一种抗生素，水样的回收率最高，土壤其次 ，而沉积物最低。文献[2，10，11]报道， 

OTC、TC和CTC在地表水中的回收率为76％ ～99％、86％～98％和87％ ～90％，在土壤中的回收率为 

27％ ～85％、33％ ～41％和57％ ～76％(沉积物尚缺乏 TCs的结果，而 CAP无对比结果)，与本实验结 

果基本处于相同范围；(2)不同的抗生素在同一介质中回收率不同。由于 TCs的吸附性比CAP强，因 

此 TCs的回收率比 CAP低。 

3．5 实际样品中的应用 

在贵阳市的阿哈湖水库、乌江渡水库和南明河采集水样、沉积物。 

阿哈湖是贵阳市饮用水源(但过去养鱼 表4 实际样品测定结果 

网箱较多，为了保证水质，到采样时已全部 

拆除)。在岸边的钓鱼场附近采集水样2个 

(阿哈湖 1、2)，在湖心采集水样 1个(阿哈 

湖3)；乌江渡水库位于乌江中上游，沿两岸 

分布很多养鱼网箱。从上游往下的养鱼区 

分别采集水样 2个(乌江渡 1、2)、沉积物 

2个(乌江渡3、4)，在远离养鱼区的下游约 

1500 m处(靠近大坝)采集沉积物 1个(乌 

江渡 5)。南明河是贯穿贵 阳市的一条河 

流，在流经贵阳城区后有南北两个排污口排 

出的城市污水汇人。在两个排污口分别采 

Table 4 Analytical results of real samples 

N．D．表示未检出(not detectable)。 

集水样(南北排污口)，于排污口上游约200 m处采集水样(南明河)以作对比。 

采用上述方法，对样品进行测定，结果如表4所示。结果表明：(1)阿哈湖的养鱼网箱虽然已经拆 

除，但是水中仍有抗生素的检出；(2)乌江渡水库养鱼区的水样中的抗生素含量并不高，其原因可能是 

水流动性大。沉积物中的抗生素含量较高，在养鱼区下游 1500 m处的沉积物中的抗生素含量也较高， 

说明抗生素具有一定的迁移性；(3)贵阳市南明河排污 口上游抗生素含量少。城市的污水中的抗生素 

含量明显高于上游，说明城市污水是抗生素的重要来源。 
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Determination of Chloramphenicol and Three Tetracyclines by 

Solid Phase Extraction and High Performance Liquid 

Chromatography-Ultraviolet Detection 

Liu Hong 一，Zhang Guo．Ping ，Liu Cong．Qiang 

(State Key Laboratory of Environmental Geochemistry，Institute of Geochemistry， 

Chinese Academy of Sciences，Guiyang 550002) 

(Gradua~School of Chinese Academy ofSciences， 咖 100039) 

Abstract A method for determination of chloramphenicol，oxytetracycline，tetracycline and chl0rtetracycline 

in water，sediment and soil，using solid phase extraction with high performance liquid chromatography—UV 

detection was developed．The four antibiotics in water，sediment and soil were extracted using a mixture of 

EDTA and McIlvaine buffer(citric acid and sodium orthophosphate)，then cleaned—up and pre—concentrated 

by a tandem method using strong anion exchanger(SAX)cartridge and hydrophilic—liphophilic balance 

(HLB)cartridge and then eluted by acetone(including 10％ methano1)to depress the interference of nature 

organic compounds．Using acetonitrile and 0．01 mol／L oxalic acid as the mobile phase，the four antibiotics 

were separated within 8 min．This method was applied to the analysis of antibiotics in lake water，river water 

and lake sediment． 

Keywords Solid phase extraction，high performance liquid chromatography，chloramphenicol，tetracyclines， 

antibiotics 
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《蛋白折叠液相色谱法》 

该书是第一部全面和系统地论述采用液相色谱对变性蛋白折叠并同时进行复性的专著。其内容涉及蛋白折叠液相 

色谱的原理、方法 、设备、典型实验及其在化学、化工、生物化学、分子生物学 、基因工程及生物制药等方面的应用。除了 

对蛋白的分子结构及用于变性蛋白折叠的一般方法进行简要介绍外，该书主要论述将液相色谱用于变性蛋白折叠、分子 

构象变化及其工业化中所遇到的新理论 、新方法、新设备和新技术。该书可供化学化工、生物化学 、生物分子学 、基因工 

程及生物制药等领域科研人员、工程师参考，也可作为大专院校相关专业教师和研究生用书。 

该书由西北大学耿信笃、白泉、王超展著 ，科学出版社出版。 
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