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长期以来，抗生素被大量地用于人类和动物细菌性感染

疾病的治疗，同时也被作为促生长剂和饲料添加剂以亚治疗

剂量添加于动物饲料中，在集约化畜牧业和养殖业中应用广

泛[1,2]。然而，绝大部分抗生素不能完全被机体吸收利用，

摄入人体和动物体内未被代谢的抗生素会经不同途径进入环

境，对水体、沉积物和土壤等环境介质造成污染[3~5]。尽管抗

生素的半衰期较短，可通过水解、光解与微生物降解等途径

被分解，但由于其使用频率高、使用量大，导致其在环境中

仍然表现出“假持久性”现象[6]。环境中残留的抗生素加速

了抗生素抗性菌株的产生与传播[7]，对人类健康与生态环境
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摘要　本研究建立了测定水中四种四环素类抗生素的超高效液相色谱（ultra-high performance liquid chromatography，

UPLC）分析方法。采用固相萃取法提取水中的四环素类抗生素，分别以甲醇和水活化、平衡HLB小柱，用甲醇进行

洗脱。在UPLC条件中采用甲醇、乙腈及0.01mol/L柠檬酸溶液作为流动相进行梯度洗脱，外标法定量，分析时间仅为

4.5分钟。四种四环素类抗生素的线性关系良好，线性相关系数大于0.999。低中高三个浓度加标回收率分别为56.0%-

86.3%，68.0%-78.5%，73.8%-80.4%。土霉素、四环素、金霉素和强力霉素的方法检出限分别为0.71，0.36，0.47，0.88 

μg/L，与HPLC-MS方法相当。该方法重现性较好，操作简单，分析时间短，可用于高通量水体样品中四环素类抗生素

的测定。
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安全造成了极大威胁。近年来，固相萃取技术被广泛用于水

体中四环素类抗生素的预处理过程中[8]，同时，高效液相色

谱技术的发展也为四环素类抗生素的研究提供了更先进的检

测方法[9]。目前，环境水体中四环素类抗生素的检测方法主

要包括高效液相色谱与紫外联用（HPLC-UV）[10]、液相色

谱与质谱联用（LC-MS）[11]、高效液相色谱与串联质谱联用

（HPLC-MS/MS）[12]、及超高效液相色谱串联质谱（UPLC-

MS/MS）[13]等。高效液相色谱法分析时间长，溶剂消耗量

大，质谱法仪器设备昂贵。超高效液相与二极管阵列检测器

（UPLC-DAD），能够克服高效液相色谱法的缺陷，同时仪
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器成本较低。本研究采用固相萃取-超高效液相色谱法测定水

中的四环素类抗生素，分析时间短，成本低，是环境水体中

四环素类抗生素测定的通用方法。

1 材料与方法

1.1 仪器

安捷伦1290 Infinity 超高效液相色谱仪，配有DAD检测

器；安捷伦Elipse Plus C18 RRHD色谱柱（1.8 μm，2.1×50 

mm）；十二位固相萃取装置(美国Supelco公司)；氮吹仪（北

京帅恩科技有限责任公司）。

1.2 试剂

甲醇、乙腈（色谱纯，Fisher公司）；超纯水（电阻率

≥18.2 MΩ·cm)；四环素、金霉素、土霉素和强力霉素固体标

准物质（Dr. Ehrenstorfer GmbH）；一水合柠檬酸（分析纯，

国药集团化学试剂有限公司）、乙二胺四乙酸二钠（分析

纯，天津光复科技发展有限公司）。采用减重法称量四种四

环素类抗生素标准物质，用甲醇（含0.1%甲酸）配制成1000 

mg/L的标准储备液，置于棕色瓶内保存于-20℃。

1.3 实验方法

水样的富集：使空白水样通过0.45 μm水系滤膜（上海

安谱科学仪器有限公司），滤去杂质，以免阻塞固相萃取小

柱。准确量取过滤后水样500 mL，加入四环素类抗生素的标

准溶液，同时加入0.2 g乙二胺四乙酸二钠，去除干扰离子。

HLB小柱(6 mL/500 mg，Waters公司)预先用6 mL甲醇活化，

6 mL超纯水平衡，使水样以不大于10 mL/min的速率通过HLB

小柱。水样富集完成后，以6mL超纯水洗去残留离子。减压

抽干5分钟，以6 mL甲醇洗脱目标物，氮吹至近干，用初始流

动相比例的溶液定容至1mL。

色谱条件：采用梯度洗脱程序（表1），A相为0.01mol/L

柠檬酸溶液，B相为乙腈，C相为甲醇。流速为0.4 mL/min，柱

温28℃。DAD检测器的吸收波长为350 nm，进样量为10 μL。

表1　UPLC梯度洗脱程序

Table 1　Gradient elution program of UPLC 

时间（min） A（%） B（%） C（%）

0.0 80 10 10

2.5 70 18 12

4.5 70 18 12

2 实验结果与讨论

2.1 色谱条件优化

首先，选用Agilent C18反相色谱柱，选用文献报道含

0.1%甲酸的水溶液和乙腈作为流动相[14]，对四种四环素类抗

生素进行分离，金霉素和强力霉素的色谱峰重叠；改变流动

相的梯度，仍不能使二者分离（图1-a）。然后，改用柠檬酸

水溶液（0.01 mol/L）和乙腈作为流动相时，二者的分离度明

显提高。同时，初始流动相比例对于土霉素和四环素的分离

有很大影响：当柠檬酸溶液以90%比例起始时，四种抗生素

出峰时间在3min之后，土霉素出现肩峰，金霉素和强力霉素

的峰有前沿趋势；当柠檬酸溶液以78%比例起始时，土霉素

和四环素之间的分离度下降（图1-b）；当柠檬酸溶液以80%

比例起始时，土霉素和四环素的分离度为3.30，基本达到基

线分离，能够满足定性定量分析的要求（图1-c）。因此，确

定以80%柠檬酸溶液、10%乙腈、10%甲醇的作为流动相的起

始比例。通常高效液相色谱的分离时间约在20min左右[15]，本

方法在4.5分钟内可以完成四种四环素类抗生素的分离，分析

时间大大缩短。

 表 2　UPLC方法与常见HPLC方法的比较

Table 2　Comparison of UPLC method developed 

with traditional HPLC methods

方　　法 色　谱　柱
有机溶液消耗
量(mL)

分析时
间(min)

GB/T 22990-2008 Kromasil 100-5C18
 (4.6×150mm, 5μm) 3.22 14

RIGOL应用报告
(LC-AR-0102019TD)

月旭 XB C18
(4.6×250mm, 5μm) 6.00 25

本研究
Elipse Plus C18 RRHD
（1.8μm，2.1×50mm） 0.50 4.5

表2为常用高效液相色谱法与本研究的UPLC方法之间比

较。该方法分析时间短、有机溶剂消耗少，可见该方法具有

非常高的分析效率。

2.2 工作曲线、方法检出限和测定下限

根据环境水样的含量分布选择合适的标准曲线线性范

围，分别设定50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 μg/L浓度制

作标准曲线，由表1可以看出，四种四环素类抗生素的标准曲

线方程线性关系良好（r2 > 0.999）。测定12份浓度为1.0 μg/L

的加标水样，并按照公式1计算方法检出限MDL。

 （1）

k—置信因子为3；s—峰面积的标准偏差；c—样品浓度（μg/

L）； —峰面积平均值

表3　四种抗生素的工作曲线、方法检出限及测定下限

Table 3　Calibration curves, method detection and minimum 

quantitative detection limits

化合物
工作曲线
（x: μg/L）

线性相关系数
（r2）

方法检出限
（μg/L）

测定下限
（μg/L）

土霉素 y=0.0342x-0.7034 0.9998 0.71 2.38

四环素 y=0.0397x-0.8342 0.9996 0.36 1.20

金霉素 y=0.0183x-0.0270 0.9999 0.47 1.56

强力霉素 y=0.0293x-0.4030 0.9999 0.88 2.95
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图1　四种四环素类抗生素的色谱图

（a初始流动相为甲酸水溶液/乙腈；b和c初始流动相为柠檬酸水溶液/乙腈/甲醇）

Figure 1　Chromatograms of 4 tetracycline antibiotics

表4　水中四种四环素类抗生素的回收率（n=3）

Table 4　Recoveries of 4 tetracycline antibiotics in water samples (n=3)

化合物

加标量（μg/L）

1.0 5.0 9.0

回收率
（%）

RSD
（%）

回收率
（%）

RSD
（%）

回收率
（%）

RSD
（%）

土霉素 85.8 15.6 72.9 13.3 73.8 26.4

四环素 86.3 19.9 78.5 5.6 80.4 13.3

金霉素 72.0 34.1 71.6 7.8 76.2 9.5

强力霉素 56.0 24.1 68.0 8.4 78.8 6.5

从表3可看出四种四环素类抗生素的方法检出限在0.36~ 

0.88μg/L之间，与HPLC-MS方法的方法检出限（0.10 μg/L）

相当[4]。以公式1中k取10来计算方法的测定下限[16]，则该方法

的测定下限为1.20~2.95μg/L。

2.3 不同加标水平下四环素

类抗生素回收情况

于500 mL空白水样中加

入四种四环素抗生素的标准

溶液，添加浓度分别为1.0，

5.0，9.0 μg/L。加标水样按

照1.3的方法进行回收实验，

结果表明，低、中、高浓

度下四种四环素抗生素的回

收率分别为56.0%~86.3%、

68.0%~78.5%、73.8%~80.4%

（表4）。

3 结论

本研究采用固相萃取方

法对环境水样进行富集和净

化，结合超高效液相方法对

水样中四种四环素抗生素进

行分析，建立了固相萃取-超

高效液相色谱法测定水中四

环素类抗生素的基本方法。

四种抗生素的线性关系良好

（r2 > 0.999），能够满足水

体中抗生素测定的基本要

求。低中高三个浓度加标回

收率分别为56.0%-86.3%，

6 8 . 0 % - 7 8 . 5 %， 7 3 . 8 % -

80.4%。土霉素、四环素、金

霉素和强力霉素的检出限分

别为0.71，0.36，0.47，0.88 μg/L，与HPLC-MS方法相当。该

方法重现性较好，操作简单，分析时间短，可用于高通量水

体样品中四环素类抗生素的测定。

参考文献

[1] Addison J B. Antibiotics in sediments and run-off waters from 

feedlots. Residue Reviews, 1984, 92: 1-28.

[2] Kümmerer K. Antibiotics in the aquatic environment–a review–part 

I. Chemosphere, 2009, 75(4): 417-434.

[3] Dı az C M. Environmental behavior and analysis of veterinary 

and human drugs in soils, sediments and sludge. TrAC Trends in 

Analytical Chemistry, 2003, 22(6): 340-351.

（下转P44）



研究简报
生命科学仪器  2014 第12卷/6月刊

44

分析检测的一项重要任务和有难度的工作。为了让保健食品

具有标识的功效，不法生产企业会向产品中添加药用化学成

分。为了准确的定性定量，本文采取了液质联用，同时定性

定量检测的分析方法，快速高效。基于高通量检测的需要及

考虑保健食品生产工艺的基本特点，本文从样品快速制备到

准确分析检测整个过程作了有益的尝试，建立的方法符合食

品检测法规的技术要求，测定了几批市场上的实际样品，结

果准确可靠。

本方法对标识具有抗疲劳功效的保健食品非法添加西地

那非类药物的分析检测具有参考意义，对保健食品中非法添

加其他化学成份的分析检测提供一定的方法思路借鉴。
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