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　　摘要：为了监测养殖场排污水中兽药抗生素污染状况，拟建立１种固相萃取－高效液相色谱方法测定养殖场污水
中强力霉素残留。养殖场排污水离心后取上清液过滤膜并调整溶液ｐＨ值，分别采用固相萃取柱进行富集和洗脱，氮
吹浓缩处理，Ｃ１８色谱柱分离，０．０１ｍｏｌ／Ｌ乙二酸溶液＋甲醇－乙腈溶液洗脱。结果显示，标准曲线在１～２０μｇ／ｍＬ浓

度范围内呈线性关系，相关系数 ｒ为０．９９９８；在１０～５０μｇ／Ｌ添加浓度范围内，强力霉素平均回收率为９１．５５％ ～
９５１４％，日内相对标准偏差为 １．６６％ ～６．４５％，日间相对标准偏差为 ０．６２％ ～０．７５％，该方法的检测限为
０．１μｇ／ｍＬ。该方法操作简便、高效，适用于养殖场排污水中强力霉素残留的快速测定。
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　　兽药抗生素在现代畜牧业的发展和动物性产品的丰富供
给方面发挥了重要作用。据报道，２０１３年我国用在养殖业中
的抗生素量约为８．４万ｔ，约占其生产总量的５２％，相当于美
国养殖业使用量的６倍［１］。然而药物在动物体内的利用效率

不高，高达９０％的饲用抗生素将以母体或代谢产物的形式随
畜禽粪尿排出体外，对环境产生污染［２－３］。目前，在动物粪

便、土壤、水体等样品中检出多种抗生素残留［２，４－６］，其中四环

素类药物作为养殖场常用兽药，在环境中的检出率相对较

高［７－８］。强力霉素（ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ，简称ＤＯＸ）为四环素类抗生素
的一种，于１９６７年获得食品药品监督管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，简称ＦＤＡ）批准，因其具有良好的组织穿透性、
分布广和抑菌作用强等特点而被广泛应用于兽医临床［９］，是目

前养殖业使用的主要四环素类药物之一。饲喂动物后，约有

８５％的强力霉素以原形或代谢物形式随粪尿排出［１０］。养殖场

水冲粪、水泡粪清粪工艺产生的污水较多，残留的抗生素随同

污水排放进入环境，使得环境中微生物处于长期选择压下，将

诱导病原菌产生抗性［１１］，破坏环境生态平衡，并发生纵向传递

和横向传播，对生态环境和食品安全造成威胁［１２－１３］。

目前，已报道的强力霉素检测方法主要用于动物产品和

饲料等养殖投入品［１４－１５］，养殖污水等环境基质中强力霉素残

留的检测标准缺失，色谱检测方法也鲜有报道。因此，建立方

法简便、快速、高效和灵敏的养殖粪污水中强力霉素残留的测

定方法，可为研究强力霉素在环境中的行为、评估其对水生生

态系统生态风险以及环境风险提供技术支撑，也为粪污中其

他类抗生素测定方法的建立提供参考和借鉴，对抗生素的科

学监管、合理使用以及制定养殖场抗生素排放标准具有重要

意义。强力霉素的结构见图１。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂
强力霉素标准品（纯度≥９７．０％），购自 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ

公司；甲醇和乙腈（色谱纯），购自美国天地（ＴＥＤＩＡ）公司；盐
酸和氢氧化钠（分析纯），购自南京化学试剂一厂；乙二胺四乙

酸二钠和乙二酸（分析纯），购自国药集团化学试剂有限公司；

柠檬酸和磷酸氢二钠（分析纯），购自西陇化工股份有限公司。

１．２　仪器设备
高效液相色谱系统（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００Ｓ，配二极管阵列检测器

ＤＡＤ），购自Ａｇｉｌｅｎｔ公司；分析天平（ＡＬ２０４）、ｐＨ计（３２０），购
自梅特勒－托利多仪器有限公司；漩涡混合器（ＸＷ－８０Ａ），
购自上海琪特分析仪器有限公司；调速多用振荡器（ＨＹ－
４），购自常州国华电器有限公司；高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），购
自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；超纯水仪（Ｍｉｌｌｉ－Ｑ），购自美国
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Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公 司；氮 吹 仪 （Ｎ －ＥＶＡＰＴＭ１１２），购 自 美 国
Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司；固相萃取装置，购自美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ公司；
ＨＬＢ固相萃取柱（２００ｍｇ，６ｍＬ），购自美国Ｗａｔｅｒｓ公司。
１．３　标准溶液的配制

准确称取强力霉素标准物质１０ｍｇ于１０ｍＬ棕色容量瓶
中，用甲醇定容配成１ｍｇ／ｍＬ标准储备液，吸取一定量的储
备液，用甲醇配成１００μｇ／ｍＬ标准中间液，－２０℃避光存放。
用流动相稀释中间液配制浓度为１、５、７、１０、２０μｇ／ｍＬ的系列
标准工作液，４℃避光存放，１周更换。
１．４　提取和净化方法

污水取自养殖场净化池后流出液，将采集的样品低温运

送回试验室，４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心后取上清液过０．８μｍ滤
膜，加入２０ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ－柠檬酸缓冲溶液到１Ｌ
过滤样液中，调节 ｐＨ值至６后过 ＨＬＢ（亲脂 －亲水平衡）柱
净化。固相萃取ＨＬＢ柱依次用甲醇和０．１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ－
柠檬酸缓冲溶液（ｐＨ值为 ４）各 ６ｍＬ进行活化，然后取
１００ｍＬ调节 ｐＨ值后的样液过柱净化，样液装载流速为
３ｍＬ／ｍｉｎ，用１０ｍＬ水淋洗并真空抽干，然后用８ｍＬ甲醇洗
脱，洗脱速度为１ｍＬ／ｍｉｎ，在１０ｍＬ离心管中收集洗脱液，在
４０℃水浴中用氮气浓缩至近干，加入１ｍＬ流动相溶解残余
物，过０．２２μｍ孔径有机滤膜后用于高效液相色谱仪测定。
１．５　高效液相色谱（ＨＰＬＣ）测定

色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ；流动相
００１ｍｏｌ／Ｌ乙二酸溶液 ∶甲醇－乙腈溶液（甲醇和乙腈体积
比为１∶１）比例为 ６５∶３５；柱温为 ３０℃；流速设定为
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测器波长为３５０ｎｍ；进样量为２０μＬ。

２　结果与分析

２．１　流动相条件的优化
为了减少样品中杂质峰的干扰，试验对流动相的配比进

行了优化，选择０．０１ｍｏｌ／Ｌ乙二酸溶液 ＋甲醇 －乙腈为流动
相，比较流动相组成比例分别为６０∶４０、６５∶３５和７０∶３０时
对色谱峰的影响。结果发现，当流动相中的甲醇 －乙腈增加
时，即有机相的比例增加时，强力霉素出峰时间前移，目标物

的色谱峰与样品中的杂质峰分离度降低；当有机相组成减少

时，强力霉素出峰时间延后，将增加样品分析的时间与试验成

本，尤其是在对批量样品分析的情况下。综合上述试验结果，

流动相配比为６５∶３５时可以较好地满足分析需要。
２．２　前处理条件优化

养殖场净化池为粪水混合物，在好氧与厌氧发酵等条件

下，依靠物理化学和微生物的作用促进残留抗生素的降解。

由于产生的污水多为悬浊液，易堵塞固相萃取柱，影响过柱效

率及降低吸收富集的效果。试验中通过高速离心去除大颗粒

悬浮物的干扰，然后利用０．８μｍ水相滤膜过滤掉溶液中的
小粒径颗粒，强力霉素属于小分子化合物，试验发现离心和过

滤基本不影响其在污水中的残留。

２．３　固相萃取－高效液相色谱法的建立
２．３．１　标准工作曲线　对１～２０μｇ／ｍＬ强力霉素标准工作
液进行分析，每个浓度重复测定４次取平均值，根据色谱峰面
积（ｙ）与强力霉素浓度（ｘ）作线性回归分析，强力霉素在浓度
范围内线性良好，回归方程为 ｙ＝１０．４５６０ｘ－２．２７７８，相关

系数大于０．９９。强力霉素标准溶液和添加样品在试验优化
的色谱条件下的谱图见图 ２，目标药物色谱保留时间为
９．７０６ｍｉｎ，由于室温的影响，色谱保留时间在很小范围内波
动，控制柱温可以消除影响，在分析过程中目标物色谱峰与杂

质峰具有很好的分离度，保证了目标化合物分析的准确性。

２．３．２　回收率、精密度与检出限　用空白污水样品进行加标
回收试验，吸取适量的标准中间溶液到空白污水中，配成强力

霉素浓度分别为１０、２０、５０μｇ／Ｌ的待测样品，每个浓度设３
个平行。分别取１００ｍＬ待测样液按照上述处理方法对待测
样品进行制备处理，进行ＨＰＬＣ测定，计算强力霉素在养殖污
水中批内和批间的回收率和精密度，结果见表１。强力霉素
平均回收率为９１．５５％～９５．１４％，日内相对标准偏差（ＲＳＤ）
为 １．６６％～６．４５％，日间相对标准偏差为０．６２％ ～０．７５％，
说明该方法具有较好的回收率和重现性。以能够产生３倍信
噪比（Ｓ／Ｎ＝３）所对应的药物浓度计算方法检测限（ＭＤＬ），
目标药物的ＭＤＬ为０．１μｇ／ｍＬ［１６］。
２．４　方法应用

利用建立的分析方法测定了６个猪场净化池流出的污水
样品，分析结果显示，猪场污水样品中强力霉素浓度为０～
１５０８μｇ／Ｌ。对阳性样品进行加标回收，评价本方法分析实际
样品的能力，结果表明，加标回收率为８８．５％～９０．２％，相对标
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表１　养殖污水中强力霉素的添加回收率和相对标准偏差

添加浓度

（μｇ／Ｌ） 测定批次
平均浓度

（μｇ／Ｌ）
回收率

（％）
日内ＲＳＤ
（％）

日间ＲＳＤ
（％）

１０ １ ９．１７５ ９１．７５ ４．７１ ０．７５
２ ９．２８３ ９２．８３ ３．０８
３ ９．１５５ ９１．５５ ６．４５

２０ １ １８．６８２ ９３．４１ ３．８４ ０．７０
２ １８．９３７ ９４．６９ ２．５６
３ １８．７５６ ９３．７８ ３．２９

５０ １ ４７．２８４ ９４．５７ ３．６７ ０．６２
２ ４７．５６９ ９５．１４ ２．８１
３ ４６．９８３ ９３．９７ １．６６

准偏差小于９％，评价结果满足方法准确度和精密度的要求。

３　讨论

在方法开发过程中，由于色谱柱Ｃ１８反向键合相表面分布
有硅醇基，四环素类药物分子基团与其发生缔合，将造成强力

霉素色谱峰在分析柱上的拖尾，影响色谱峰宽及目标化合物

定量分析的准确性。因此，为了减少强力霉素色谱峰拖尾情

况的发生，本研究通过优化流动相的组成，在流动相中加入一

定浓度的乙二酸溶液，以减少目标分析物与分析柱之间的键

合作用力，从而有效减少色谱峰拖尾现象的产生［１７］。此外，

在试验过程中，笔者发现养殖场污水的 ｐＨ值会对目标物的
回收率产生一定影响。所以本研究通过添加回收试验，比较

了将基质 ｐＨ值分别调整为 ３和６时对目标物回收率的影
响，获得最适样品酸碱度。当ｐＨ值为３时，强力霉素回收率
偏低，研究发现在加样后的固相萃取柱流出液、淋洗液及随后

的洗脱液中，检出了强力霉素特征峰，提取液的强酸性改变了

固相萃取柱的吸附作用，导致目标药物在柱上保留不充分；将

提取液ｐＨ值调整为６时，回收效果满足试验要求，表明弱酸
性溶剂有利于四环素类药物在固相萃取柱中富集。同时在样

品处理过程和固相萃取柱的预处理液中加入一定浓度的

Ｎａ２ＥＤＴＡ溶液，可以有效降低样品中强力霉素与二价离子螯
合程度［１８］，提高目标物的回收率。

４　结论

通过高速离心去除粪污中悬浮固体物质、固相萃取柱去

除杂质和富集净化、优化溶液ｐＨ值及流动相的组成和配比，
使得强力霉素的色谱峰与干扰峰分离效果良好。与现有方法

比较，高效液相色谱法具有样品处理过程简便、试剂消耗低的

优点，本方法处理简便、快速，检测灵敏，适用于养殖场污水中

强力霉素残留的快速测定，为监测养殖业抗生素污染和制订

养殖场抗生素排放标准提供了技术支撑，也为建立粪污中其

他类抗生素测定方法提供了参考和借鉴。
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