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ＥＮＶＩＲＯＮＭＥＮＴＡＬ ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ
Ｖｏｌ． ３６， Ｎｏ． １０
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１７

　 ２０１７ 年 ２ 月 ２３ 日收稿（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ： Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２３， ２０１７） ．

　 ∗国家自然科学基金 （ ４１５０１５１３，２１５７７１６１）， 中央高校基本科研业务费专项 （ ２０１０ＹＨ０５），国家科技重大专项参与单位任务

（２０１５ＺＸ０７２０３⁃００７⁃００３）和国家重点研发计划课题（２０１６ＹＦＤ０５０１４０５）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｈｅ Ｓｔａｔｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ（４１５０１５１３，２１５７７１６１），ｔｈｅ Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ

（２０１０ＹＨ０５），Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｍａｊｏｒ Ｐｒｏｊｅｃｔ（２０１５ＺＸ０７２０３⁃００７⁃００３） ａｎｄ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｉｎｖｅｎｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ

（２０１６ＹＦＤ０５０１４０５）．

　 ∗∗通讯联系人，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｙｕｘｉｕ＠ ｃｕｍｔｂ．ｅｄｕ．ｃｎ；ｍｘｃｈｅｎ＠ ｒｃｅｅｓ．ａｃ．ｃｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｙｕｘｉｕ＠ ｃｕｍｔｂ．ｅｄｕ．ｃｎ；ｍｘｃｈｅｎ＠ ｒｃｅｅｓ．ａｃ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１７０２２３０１
柴玉峰， 冯玉启， 张玉秀，等．猪场废水中 ２４ 种抗生素同时检测方法优化［Ｊ］ ．环境化学，２０１７，３６（１０）：２１４７⁃２１５４．

ＣＨＡＩ Ｙｕｆｅｎｇ， ＦＥＮＧ Ｙｕｑｉ， ＺＨＡＮＧ Ｙｕｘｉｕ， ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ

ｓｗｉｎｅ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ［Ｊ］ ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１７，３６（１０）：２１４７⁃２１５４．

猪场废水中 ２４ 种抗生素同时检测方法优化∗

柴玉峰１，３　 冯玉启２　 张玉秀１∗∗　 陈梅雪３∗∗　 王　 瑞３　 柳蒙蒙３　 魏源送３

（１． 中国矿业大学（北京）化学与环境工程学院， 北京， １０００８３；２．北京建筑大学环境与能源工程学院， 北京， １０００４４；

３． 中国科学院生态环境研究中心， 北京， １０００８５）

摘　 要　 采用优化固相萃取⁃液相色谱⁃串联质谱同步检测养猪废水中 ２４ 种抗生素的．水样用 １ ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸

调节 ｐＨ 值至 ３．５—４．０，流经 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱富集后再用甲醇和乙酸乙酯（Ｖ ∶ Ｖ ＝ １∶ １）进行洗脱．以
Ａｇｉｌｅｎｔ ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃ１８色谱柱为分离柱，以 ０．１％甲酸水溶液和乙腈为流动相进行梯度洗脱，采用电喷雾正离

子源，多反应监测模式检测．２４ 种抗生素的检出限（Ｓ ／ Ｎ＝ ３）在 ０．０３—３．００ μｇ·Ｌ－１之间．进一步以不同养猪场废

水进行实际样品测定，四环素类、大环内酯类、β⁃内酰胺类、喹诺酮类、磺胺类等 ５ 大类抗生素均有检出，土霉

素、替米考星和磺胺甲嘧啶等 ３ 种抗生素为主要污染抗生素，最高浓度可达 １４７．１０、１０７．８３、１００．２０ μｇ·Ｌ－１，磺
胺甲噻二唑及去甲基金霉素均未检出．本研究建立了快速准确的同步分析 ５ 大类 ２４ 种抗生素的分析方法．
关键词　 兽用抗生素， 高效液相色谱⁃质谱联用法， 固相萃取， 养殖废水．

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ

ＣＨＡＩ Ｙｕｆｅｎｇ１，３ 　 　 ＦＥＮＧ Ｙｕｑｉ２ 　 　 ＺＨＡＮＧ Ｙｕｘｉｕ１∗∗ 　 　 ＣＨＥＮ Ｍｅｉｘｕｅ３∗∗ 　 　
ＷＡＮＧ Ｒｕｉ３ 　 　 ＬＩＵ Ｍｅｎｇｍｅｎｇ３ 　 　 ＷＥＩ Ｙｕａｎｓｏｎｇ３

（１． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｍｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，１０００８３， Ｃｈｉｎａ；

２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅｎｅｒｇｙ ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｉｖｉｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ，１０００４４， Ｃｈｉｎａ；

３． Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｅｃｏ⁃Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ，１０００８５， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａｎ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｓｗｉｎｅ
ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ． Ａｆｔｅｒ ａｄｊｕｓｔｉｎｇ ｐＨ ｔｏ ３．５—４．０ ｂｙ ｕｓｉｎｇ １ ｍｏｌ·Ｌ－１ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃ ａｃｉｄ， ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ， ａｎｄ
ｗｅｒｅ ｅｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ （Ｖ ∶Ｖ＝ １∶１）． Ｔｈｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｗｉｔｈ
０．１％ （Ｖ ∶Ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ａｇｉｌｅｎｔ ｅｃｌｉｐｓｅ
ｐｌｕｓ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｍｏｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ Ｓ ／ Ｎ ＝ ３） ｏｆ ｔｈｅ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｗａｓ
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２１４８　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３６ 卷

ｂｅｔｗｅｅｎ ０．０３—３．００ μｇ·Ｌ－１ ． Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ， ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓ， β⁃ｌａｃｔａｍｓ， ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ ａｎｄ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ
ｗｅｒｅ ａｌｌ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｗｉｎｅ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ． Ａｓ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍａｉｎ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ，
ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ， ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ａｎｄ ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｈａｖｅ ａ ｍａｘｉｍｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
１４７．１０， １０７． ８３ ａｎｄ １００． ２０ μｇ·Ｌ－１， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｗｈｅｒｅａｓ ｓｕｌｆａｄｏｘａｄｉａｚｏｌｅ ａｎｄ ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ５ ｍａｊｏｒ
ｃｌａｓｓｅｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ， ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（ＳＰＥ）， ｓｗｉｎｅ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ．

兽用抗生素已广泛应用于畜禽养殖业中疾病预防、治疗以及促生长［１］，在我国兽用抗生素的平均使

用量每年达到约 ６０００ 吨［２］ ．据估计，大约 ７５％的抗生素是不被动物所利用［２］，通过尿液或粪便以原药或

代谢产物的形式排泄到环境中，导致环境中耐药水平的提高，成为重要的新型环境污染物，严重危害生

态环境安全和人类健康［３］ ．畜禽养殖废水中有机物浓度高，成分复杂，抗生素多以痕量（ｎｇ·Ｌ－１）存在［４］，
闾幸等［５］检测出养猪废水中四环素类浓度为 ０．４—１６４．２６ μｇ·Ｌ－１，磺胺和喹诺酮类浓度分别为 ０．００３—
３．４７０ μｇ·Ｌ－１和 ０．０８—５．９２０ μｇ·Ｌ－１；Ｈｏｕ 等［６］研究发现 ８ 种兽用抗生素在养猪场和鱼塘的检出浓度在

０．１２—４７ μｇ·Ｌ－１之间，比当地污水处理厂的检出浓度高 １—２ 个数量级，集约化养猪业给农村水体带来

了严重的抗生素污染．刘新程等［７］在江苏检测土霉素、金霉素平均浓度在 ２．１１、１１．９６ ｍｇ·ｋｇ－ １，如果畜禽

粪便未经处理即排放到环境中， 可能对农田中微生物群落产生影响．Ｋｉｍ 等［８］在畜禽污水处理厂中检测

到磺胺类和四环素类抗生素浓度范围在 ０．２—４１．８ μｇ·Ｌ－１和 ０．８—４．０ μｇ·Ｌ－１ ．根据饲养动物的类型和育

龄，兽用抗生素种类多，有大环内酯类、林可胺类、四环素类、喹诺酮类、磺胺类等［９⁃１０］，建立快速高效的

畜禽养殖废水中多种抗生素的同时检测方法对于研究抗生素在处理过程中的迁移转化规律尤为重要．
目前的分析方法中，废水中抗生素的预处理主要采用固相萃取［１１⁃１２］，检测方法主要使用液相色谱⁃

质谱联用法［１３⁃１４］ ．养殖废水基质复杂，所含抗生素种类较多，建立多种抗生素快速准确的分析方法成为

研究者的努力的目标．固相萃取的条件是影响多种抗生素同步检测的重要条件，本研究优化了前处理固

相萃取方法，建立了 ２４ 种抗生素同步分析的方法，对进一步开展畜禽养殖废水中多种抗生素残留相关

研究奠定基础．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 超高效液相色谱、Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ  ＡＢ⁃ＡＰＩ５０００ 质谱联用仪、 Ｓｉｇｍａ ２⁃１６Ｐ 高速离心机

（Ｓｉｇｍａ 公司）、ＳＥ８１２ 型氮吹仪（北京帅恩科技有限责任公司）、固相萃取柱（Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ，６ ｃｃ ／ ３００ ｍｇ，美
国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）、固相萃取装置（美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司）．

四环素类药物：盐酸四环素（ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ，ＴＣ，９７％，ＣＴＸ）、４⁃差向四环素盐酸盐（４⁃ｅｐｉ⁃ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＥＴＣ，９９％）、四环素⁃ｄ６（ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ⁃ｄ６，ＥＴＣ，８０％）、金霉素（ＣＴＣ，９９％）、盐酸差向金霉素

（４⁃ｅｐｉｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＥＣＴＣ，９７％）、土霉素 （ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，ＯＴＣ，９７％）、４⁃差向土霉素

（４⁃ｅｐｉｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，ＥＯＴＣ，９７％，ＣＴＸ）．
β⁃内酰胺类药物：青霉素 （ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ， ＰＣＮ，９９％）、氨苄西林 （ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ， ＡＭＰ，９９％）、头孢噻肟

（ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ｓｏｄｉｕｍ，ＣＦＸ，９７％）．
大环内酯类药物：螺旋霉素（ｓｐｉｒａｍｙｃｉｎ，ＳＰＭ，９６％），新螺旋霉素（ｎｅｏ ｓｐｉｒａｍｙｃｉｎ Ｉ，ＮＳＰＭ，９７％）、克

拉霉素 （ ｃｌａｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ，ＣＬＲ，９９％）、罗红霉素 （ ｒｏｘｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ，ＲＯＸ，９７％）、替米考星 （ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ， ＴＩＬ，
９７％）、泰乐菌素（ｔｙｌｏｓｉｎ，ＴＹＬ，９８％）．

喹诺酮类药物：诺氟沙星（ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ，ＮＯＲ，９７％）、环丙沙星（ ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＣＩＰ，９７％）、恩诺沙星

（ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＥＮＲ，９７％）、氧氟沙星（ｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＯＦＸ，９７％）．
磺胺类药物：磺胺甲基嘧啶 （ ｓｕｌｆａｍｅｒａｚｉｎｅ， ＳＭＺ， ９７％）、磺胺间甲氧嘧啶 （ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ

ｓｏｄｉｕｍ，ＳＭＸ，９７％）、磺胺甲噻二唑（ｓｕｌｆａｍｅｔｈｉｚｏｌｅ，ＳＭＬ，９９％）、磺胺嘧啶（ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ，ＳＤ，９７％）、磺胺甲
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嘧啶（ｓｕｌｆａｍｅｒａｚｉｎｅ，ＳＭＮ，９９％）均购自购于德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ．
甲醇、乙腈，乙酸乙酯均为色谱纯，Ｎａ２ＥＤＴＡ，甲酸、氢氧化钠，盐酸均为分析纯，超纯水由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 系

统（Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）制取．
１．２　 溶液的配制

１．２．１　 抗生素标准储备液的配制

精确称取药品各 ０． ０１０ ｇ，用甲醇溶解并定容至 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，混匀，得到质量浓度

１０００ ｍｇ·Ｌ－１的储备液，置于－２０ ℃冰箱内避光保存，精密量取各标准储备溶液 １００ μＬ 至 １０ ｍＬ 棕色容

量瓶中，用甲醇稀释定容，配制成 １０．０ ｍｇ·Ｌ－１的混合标准中间溶液．
１．２．２　 缓冲液的配制

Ｎａ２ＥＤＴＡ⁃ＭｃＩｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液的配制：将 １ Ｌ ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸溶液和 ６２５ ｍＬ ０．２ ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二

钠混匀，并加入 ６０．５ ｇ Ｎａ２ＥＤＴＡ 溶解后混合均匀，用 １ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸调节 ｐＨ＝ ３．８５±０．１．
１．３　 样品采集及前处理

猪场废水分别取自北京（猪场一）、山东（猪场二）、江西（猪场三）的养猪场，３ 个养殖场均有较规范

的猪场废水处理工艺．用 ５００ ｍＬ 棕色玻璃瓶采集厌氧进料池中水样，取样后 ４ ℃储存，带回实验室进行

下一步分析．水质指标见表 １．

表 １　 三个猪场养殖废水样品的水质参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｗｉｎｅ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ

参数 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ 猪场一 Ｐｉｇ ｆａｒｍ １ 猪场二 Ｐｉｇ ｆａｒｍ ２ 猪场三 Ｐｉｇ ｆａｒｍ ３

ＣＯＤ ／ （ｍｇ·Ｌ－１） ３８１２０ ４１６５０ ５４０

ＮＨ４ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ·Ｌ－１） １１２７ １２５６ ３７０

ｐＨ ７．３４ ７．８５ ７．２４

ＳＳ ／ （ｇ·Ｌ－１） ２．３６ ４．５８ ２．８４

５００ ｍＬ 样品于 ５０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，取上清液过 ０．４５ μｍ 滤膜，用 １ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸调节滤液 ｐＨ
值为 ３．８５，加入 １００ μＬ 饱和 Ｎａ２ＥＤＴＡ 溶液．ＳＰＥ 固相萃取柱（Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 柱，６ ｍＬ ／ ５００ ｍｇ），预先采用

５ ｍＬ乙酸乙酯，５ ｍＬ 甲醇，５ ｍＬ ｐＨ＝ ３．８５ 纯水依次淋洗活化．开启真空泵，控制流速约为 ３—５ ｍＬ·ｍｉｎ－１

将过膜上清液上柱，上样量为 ５ ｍＬ．过柱完成后，分别用 ５ ｍＬ ５％甲醇水、５ ｍＬ 超纯水冲洗小柱，对 ＨＬＢ
柱抽真空干燥 ３０ ｍｉｎ，最后，用 ４．５ ｍＬ 甲醇和 ４．５ ｍＬ ５０％甲醇＋５０％乙酸乙酯洗脱，收集洗脱液并在室

温下用 Ｎ２吹扫至近干，用 １０％甲醇定容至 １ ｍＬ，待测．
１．４　 色谱条件

色谱条件为：色谱柱 Ａｇｉｌｅｎｔ ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃ１８ （１００ ｍｍ×２．１ ｍｍ，１．８ μｍ）；动相为乙腈（Ａ）和 ０．１％甲

酸溶液（Ｂ），柱温 ３５ ℃，流速 ０．３ ｍＬ·ｍｉｎ－１；梯度洗脱程序：０—１ ｍｉｎ，９０％ Ａ，１—１０ ｍｉｎ，９０％—８０％ Ａ；
１０—２０ ｍｉｎ，８０％—５０％ Ａ；２０—２５ ｍｉｎ，５０％—５０％ Ａ；２５—２６ ｍｉｎ，５０％—９０％ Ａ；２６—３５ ｍｉｎ，９０％—
９０％ Ａ，进样量 １０ μＬ．多反应监测模式下，２４ 种总离子流图（ＴＩＣ）如图 １ 所示．
１．５　 质谱条件

电喷雾离子源；正离子扫描；雾化气、脱溶剂气、锥孔气为氮气，碰撞气为氩气；源温度和脱溶剂气温

度分别为 ９０ ℃和 ３５０ ℃；脱溶剂流速和锥孔气流速分别为 ５００ 和 ７０ Ｌ·ｈ－１；毛细管电压为 ４ ｋＶ．检测方

式为 ＭＲＭ 模式，采用 ＥＳＩ－ＭＳ ／ ＭＳ 正离子检测，用注射泵直接进入的方式，测定每个化合物的母离子、
子离子，并优化锥孔电压、碰撞能，２４ 种抗生素的串联质谱检条件见表 ２．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 固相萃取方法优化

２．１．１　 洗脱溶剂的优化

许多研究者用甲醇洗脱的目标化合物［１５⁃１６］，本文研究了甲醇、乙酸乙酯、乙腈等 ３ 种洗脱溶剂，结果
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表明，甲醇和乙酸乙酯分别对 ５ 大类抗生素的洗脱效果各有优势．因此，进一步考察了单独甲醇、乙酸乙

酯和甲醇＋单独乙酸乙酯 ３ 种洗脱方案，结果表明，乙腈对于大部分抗生素不能洗脱下来，分别用甲醇和

乙酸乙酯洗脱时，回收率大多低于 ５０％，当用甲醇和乙酸乙酯体积比为 １∶１ 时，对 ５ 类目标抗生素的回

收率均高于 ５０％，回收率达到 ６５．９２％—１９５．３０％（见图 ２）．但对抗生素氨苄西林洗脱回收率较低，回收

率仅为 ３４．９５％，因此，综上所述，本研究选择甲醇和乙酸乙酯（Ｖ ∶Ｖ＝ １∶１）作为洗脱液．

图 １　 多反应监测模式下的总离子流色谱图（编号见表 ２）
Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｃｑｕｉｒｅｄ ｕｎｄｅｒ ｍｕｌｔｉ⁃ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｍｏｄｅ（Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｔａｂｌｅ ２）

表 ２　 ＭＲＭ 模式下 ２４ 种抗生素的定量定性离子、碰撞能和保留时间

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｔｈｅ ＭＲＭ ｍｏｄｅ

Ｎｏ． 抗生素
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

母离子
Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎｓ ／

（ｍ ／ ｚ）

子离子
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ ／

（ｍ ／ ｚ）

定量离子
Ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅ

ｉｏｎｓ ／ （ｍ ／ ｚ）

碰撞能
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

１ ＴＣ ４４５．１ ４２７．３ ４１０．３ ６，１０ ６．６８
２ ＥＴＣ ４４５．８ ４２８．５ ４１１．２ ６，１０ ６．６３
３ ＣＴＣ ４７９．３ ４６２．３ ４４４．３ ８，１２ １１．３６
４ ＥＣＴＣ ４６５．３ ４４８．０ ４３０．０ ６，１５ ８．６８
５ ＯＴＣ ４６１．３ ４４３．３ ４２６．１ ５，１２ ７．２０
６ ＥＯＴＣ ４６１．５ ４４３．３ ４２６．１ ５，１２ ７．８２
７ ＰＣＮ ３３５．０ ２１７．０ ９１．０ ５，４５ １５．３１
８ ＡＭＰ ３５０．０ １７４．０ １０６．０ ５，１０ １０．８４
９ ＣＴＸ ４５６．０ ３２４．０ １６７．０ ５，１５ ５．５６
１０ ＮＳＰＭ ６９９．３ １７４．０ １４２．０ ２０，２５ １２．７９
１１ ＳＰＭ ８４３．４ １７４．１ １４２．１ ３５，３０ １２．７８
１２ ＣＬＲ ７４８．３ １５８．１ １２６．９ ２５，２０ １８．２４
１３ ＴＹＬ ９１６．９ １４５．１ １７３．８ ５０，３５ １７．６５
１４ ＲＯＸ ８３７．４ ６７９．３ １５８．１ １５，２０ １５．６０
１５ ＮＯＲ ３２０．１ ３０２．０ ２７６．１ １０，１５ ５．９８
１６ ＣＩＰ ３３２．１ ３１４．１ ２８８．２ ９，１２ ６．４７
１７ ＴＩＬ ８６９．６ ６９６．４ １７４．０ ４０，４０ １４．９７
１８ ＥＮＲ ３６０．１ ３４２．２ ３１６．１ １５，１５ ７．９３
１９ ＯＦＸ ３６２．１ ３４４．０ ３１８．１ １５，１５ ６．０６
２０ ＳＭＺ ２６５．０ １０８．０ ９２．０ ２５，２５ ４．１１
２１ ＳＭＸ ２８１．１ １５６．０ ９２．０ １０，２５ ７．９０
２２ ＳＭＬ ２７１．０ １５６．０ ９２．０ ５，２０ ６．０７
２３ ＳＤ ２５１．０ １５６．０ １０８．０ ９，１７ ２．９０
２４ ＳＭＮ ２７９．１ １５６．０ １２４．０ １０，２５ ５．４５
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图 ２　 不同洗脱溶剂对目标抗生素回收率的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

图 ３　 ｐＨ 值对 ５ 类抗生素固相萃取回收率的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ５ ｃｌａｓｓｅｓ
ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ＳＰＥ ｍｅｔｈｏｄ

２．１．２　 ｐＨ 值对 ＳＰＥ 效果的影响

ｐＨ 的优化根据 Ｖｅｎｋａｔｅｓｗａｒｌｕ 和 Ｃｈｉｅｓａ［１５， １７］ 发

表的固相萃取方法并有所改进，采用在酸性条件下，
目标物的回收率较高．本研究经实验后，研究了 ｐＨ ４
和 ｐＨ ８ 时，用甲醇、乙酸乙酯、乙腈和甲醇＋乙酸乙

酯为洗脱剂的回收率，结果表明，当 ｐＨ ４ 时大部分目

标化合物回收率高于 ｐＨ ８ 的回收率，并且 ｐＨ ４ 时可

检出的抗生素种类多于 ｐＨ ８ 时检出的抗生素（如
图 ３），综上，甲醇和乙酸乙酯体积比为１ ∶１，萃取体系

ｐＨ ４ 时，对各类抗生素的均能有较高回收率，并且可

洗脱出的抗生素种类多于 ｐＨ ８ 时检出的，所以本研

究采用 ｐＨ ４ 作为萃取体系 ｐＨ 值．
Ｄｏｒｉｖａｌ 等［１８］研究了磺胺类、喹诺酮类抗生素的

检测方法，Ｋｉｍ［８］等研究了 ４ 种磺胺类抗生素和四环

素，为了对本研究的方法做进一步验证，增加了 ５ 类

抗生素的 ８ 种做进一步验证．结果表明，通过综合萃取体系 ｐＨ 值和洗脱溶剂回收率比较（见图 ４），发现

萃取体系 ｐＨ ４，用甲醇和乙酸乙酯（１∶１，Ｖ ∶Ｖ）洗脱同样适用于这 ８ 种抗生素．
２．２　 色谱条件优化研究

根据文献报道，乙腈与 ０．１％甲酸水作为二元流动相体系适用于各种抗生素的检测，试验也选择这

种流动相体系进行试验．结果表明，可以得到较高的响应值，但是大多数目标抗生素的响应峰重叠，分离

效果差，如图 ５（ａ），分别调试流动相比例，分别得到图 ５（ｂ、ｃ、ｄ）的总离子流图，最终确定出梯度洗脱程

序：０—ｍｉｎ，９０％ Ａ，１—１０ ｍｉｎ，９０％—８０％ Ａ；１０—２０ ｍｉｎ，８０％—５０％ Ａ；２０—２５ ｍｉｎ，５０％—５０％ Ａ；２５—
２６ ｍｉｎ，５０％—９０％ Ａ；２６—３５ ｍｉｎ，９０％—９０％ Ａ 时，分离效果较好，而且色谱峰形窄，表明这种流动相体

系对抗生素的分离效果较好．
２．３　 线性范围、检出限、定量限及回收率

采用外标法对样品中浓度进行定量分析，线性方程浓度范围由 ２．０、５．０、１０．０、５０．０、１００．０、２５０．０、
５００．０、１０００ μｇ·Ｌ－１等 ８ 个浓度组成．由于现实中很难找到不受抗生素污染的养猪场废水，基质的背景污

染对方法回收率和检出限计算影响甚大．整个流程重复 ３ 次，计算不同水样的方法精密度，结果如表 ３
所示．
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图 ４　 ２４ 种抗生素固相萃取法的回收率

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ＳＰＥ ｍｅｔｈｏｄ

图 ５　 ２４ 种抗生素不同洗脱梯度总离子流图

Ｆｉｇ．５　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ

　 　 仪器的检出限为 ３ 倍信噪比时的浓度，仪器定量限为 １０ 倍信噪比时的浓度，氨苄西林响应值最大．
检出限在 ０．０３—３．０ μｇ·Ｌ－１，相关性系数为 Ｒ２为 ０．９９０—０．９９９，满足分析要求．
２．４　 实际废水样品中 ２４ 种抗生素的同步检出

如图 ６ 所示，调查了 ３ 个猪场的抗生素含量，发现 ５ 大类抗生素均有被检出，四环素类药物在所有

猪场中均含有，ＯＴＣ、ＴＩＬ 和 ＳＭＮ 等 ３ 种抗生素为主要污染抗生素，最高浓度可达 １４７． １０、１０７． ８３、
１００．２０ μｇ·Ｌ－１ ．江西猪场中 ＣＴＣ、ＴＣ、ＮＯＲ、ＯＦＸ 浓度均高于江西省某养猪场废水（０．００９、０．０７４、０．００７、
０．２９９ μｇ·Ｌ－１），但 ＳＭＬ 未检出［１９］；与北京地区养猪场对比，ＳＭＸ、ＳＭＬ、ＳＭＮ、ＴＣＮ、ＯＴＣ、ＣＴＣ 检出量对比

（范围分别在 ＮＤ—１．０１、ＮＤ、ＮＤ—１０．０７、１．１４—４．６２、６．１８—２５．３６、２．６５—３２．６７ μｇ·Ｌ－１），本样品中未检

出 ＳＭＬ，除 ＯＴＣ、ＳＭＮ 高于 Ｂｅｎ 的研究［２０］，其他抗生素含量相当；同样和山东 ３ 个猪粪废水样品中

ＳＭＸ、ＳＭＬ、ＳＭＮ、ＴＣＮ、ＯＴＣ、ＣＴＣ 检出量（范围分别在 １．１—２０．１、ＮＤ—９．０、ＮＤ—２．５、０．８—４１．２、３．５—
３８７．１、３．０—１３８．８ μｇ·Ｌ－１）对比，ＳＭＸ、ＳＭＬ、ＳＭＮ 均未检出，ＴＣＮ、ＯＴＣ、ＣＴＣ 含量高于本研究的样品浓度．
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　 １０ 期 柴玉峰等：猪场废水中 ２４ 种抗生素同时检测方法优化 ２１５３　

说明这 ３ 种四环素类抗生素是目前我国畜禽养殖常用的兽用抗生素．磺胺类抗生素部分猪场会使用，其
他抗生素成分及浓度均有差异．

表 ３　 ２４ 种抗生素的线性范围、线性回归方程、检出限、定量限和回收率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ， ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ， ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，
ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

抗生素
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

线性范围
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／
（μｇ·Ｌ－１）

线性回归方程
Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

检出限
Ｌｉｍｉｔ ｏｆ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ／
（μｇ·Ｌ－１）

定量限
Ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｑｕａｎｔｉｔｙ ／
（μｇ·Ｌ－１）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

ＴＣ １０—１０００ ｙ＝ １．００７２ｘ－２．６４５２ ０．９９９ ０．１０ ３．３０ ９９．５９ １２．３

ＥＴＣ ５０—１０００ ｙ＝ ｘ＋２×１０－１３ ０．９９４ ０．７０ ２．３０ ７９．８２ ２５．５

ＣＴＣ １０—１０００ ｙ＝ ０．９９５９ｘ＋１．９１８４ ０．９９９ ０．６０ ２．００ ６１．２４ １３．３

ＥＣＴＣ １０—１０００ ｙ＝ １．００２１ｘ－０．７５４８ ０．９９８ ０．６０ ２．００ ５７．５６ １０．４

ＯＴＣ ５—１０００ ｙ＝ １．０１８７ｘ－６．８０８４ ０．９９９ ０．３０ １．００ ９２．５８ １４．６

ＥＯＴＣ ５—１０００ ｙ＝ １．０２３８ｘ－８．６９４７ ０．９９６ ３．００ ８．５０ ８５．８４ １７．６

ＰＣＮ １０—１０００ ｙ＝ １．８０３３ｘ－１７．６３２ ０．９９０ １．００ ３．００ １３０．１５ ２１．２

ＡＭＰ １０—５００ ｙ＝ １．０２０８ｘ－７．６４５５ ０．９９９ ０．２３ ０．７５ １４４．１０ ５．２

ＣＴＸ ５—１０００ ｙ＝ ０．９９２８ｘ＋２．６３５６ ０．９９０ ０．５ １．５０ ９２．９６ １１．９

ＮＳＰＭ ５０—１０００ ｙ＝ ０．９９９４ｘ－０．６１２２ ０．９９９ ０．４０ １．３０ １１４．９９ １．４

ＳＰＭ ５０—１０００ ｙ＝ １．０２２４ｘ－２．５５１ ０．９９９ ０．２０ ０．８０ ９７．２９ ８．３

ＣＬＲ ５—１０００ ｙ＝ ０．９８９１ｘ＋４．００５１ ０．９９９ ０．０３ ０．１０ １００．９１ ４．３

ＴＬＹ ５—１０００ ｙ＝ ０．８９６４ｘ－０．３１６６ ０．９９０ ０．１５ ０．４０ ９５．００ ８．０

ＲＯＸ １０—１０００ ｙ＝ １．００２５ｘ－０．８９６７ ０．９９９ ０．１５ ０．５０ ９９．５１ ３．０

ＮＯＲ １０—１０００ ｙ＝ １．０３６８ｘ－１３．５０８ ０．９９７ ０．４０ １．３０ ９８．０１ ４９．８

ＣＩＰ １０—１０００ ｙ＝ １．０３７２ｘ－１３．６８ ０．９９９ ０．４０ １．２０ １０１．３２ ４１．３

ＴＩＬ ５０—１０００ ｙ＝ １．０１８ｘ－２．０４０８ ０．９９０ ０．８０ ２．６７ ９９．５３ ２．５

ＥＮＲ ５—１０００ ｙ＝ １．０３２３ｘ－１１．８２３ ０．９９０ ０．３０ ０．１０ ９１．５３ ４９．０

ＯＦＸ ５—１０００ ｙ＝ １．０２９５ｘ－１０．７６７ ０．９９８ ０．２０ ０．７０ ９７．５８ ５１．０

ＳＭＺ ５０—１０００ ｙ＝ ０．８６１７ｘ＋５０．３８８ ０．９９０ ０．０４ ０．１０ ８３．７５ １０．７

ＳＭＸ ５０—１０００ ｙ＝ ０．８４０２ｘ＋５８．２１９ ０．９９０ ０．０６ ０．２０ ８１．０８ １２．８

ＳＭＬ ５０—１０００ ｙ＝ ０．９３０１ｘ＋２５．４３７ ０．９９８ ０．０７ ０．２０ ７３．４２ １８．４

ＳＤ ５０—１０００ ｙ＝ ０．８５３６ｘ＋５３．３２６ ０．９９０ ０．０６ ０．２０ ７７．６７ ８．９

ＳＭＮ ５０—１０００ ｙ＝ ０．８６９７ｘ＋４７．４７６ ０．９９０ ０．３０ ０．９０ ７８．７６ ７．８

图 ６　 不同养殖场中 ２４ 种抗生素浓度

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ２４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｗｉｎｅ ｆａｒｍｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

本研究通过优化固相萃取法和液相色谱⁃串联质

谱法，建立了一种可以快速同步准确检测养猪废水

中 ５ 大类 ２４ 种抗生素的分析方法，通过方法的验证，
６ 种四环素类、３ 种 β⁃内酰胺类、６ 种大环内酯类、
４ 种喹诺酮类和 ５ 种磺胺类抗生素分别在 ０．００５—
１ μｇ·ｍＬ－１ 和 ０． ００５—０． ５ μｇ · ｍＬ－１、 ０． ００５—
１．０ μｇ·ｍＬ－１、０．０１—１．０ μｇ·ｍＬ－１、０．０５—１．０ μｇ·ｍＬ－１

范围内线性良好，相关系数 Ｒ２＞０．９９，５ 大类抗生素的

检出限分别为 ０． ０３—３．０ μｇ·Ｌ－１、０．５—１．０ μｇ·Ｌ－１、
０．５— １． ５ μｇ·Ｌ－１、 ０． ５—０． ８ μｇ·Ｌ－１ 和 ０． ５—
１．０ μｇ·Ｌ－１，确定了萃取体系的 ｐＨ 值为 ３．８５，用甲醇

和乙酸乙酯（Ｖ ∶Ｖ＝ １∶１）进行洗脱，５ 大类抗生素的回
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收率均大于 ５０％，分析时间较短并且加标回收率好，检出限较低．证明此方法适合养猪废水中多种抗生

素的同步分析．并且对国内 ３ 个地方的猪场废水样品进行了分析，得出四环素类抗生素每个猪场都会使

用，其他 ４ 大类抗生素在不同猪场均有被检出．ＯＴＣ、ＴＩＬ 和 ＳＭＮ 等 ３ 种抗生素含量和检出率均较高，可
能对环境安全有更大的威胁．
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