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芜湖地区饮用水中四环素类抗生素含量检测分析

丁苗苗1，金 晨1，胡春媛2，于 荣2，刘 飞2，文育锋2

( 皖南医学院 1．公共卫生学院; 2．检验学院，安徽 芜湖 241002)

【摘 要】目的:对芜湖地区饮用水中残留的四环素类抗生素进行检测，以评估抗生素残留现状。方法: 从芜湖 7 个地区采集
自来水末梢水水样 21 份，采用固相萃取联合高效液相色谱法检测自来水末梢水水样中土霉素、四环素、金霉素和强力霉素的
含量。结果:四种抗生素的线性范围为 0． 05 ～ 10 mL /L，r ＞ 0． 999，方法检出限为 0． 0272 ～ 0． 2241 μg /L，方法的平均加标回收
率为 81． 82% ～ 151． 11%，相对标准偏差为 0． 73% ～ 8． 40%，末梢水中目标抗生素含量低于检测限。结论:芜湖地区饮用水中
四环素类抗生素残留量较低。
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Detection and analysis of the tetracyclines concentration in drinking water in Wuhu area

DING Miaomiao，JIN Chen，HU Chunyuan，YU Rong，LIU Fei，WEN Yufeng
School of Public Health，Wanan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To detect the tetracyclines concentration for evaluation of the status of residual antibiotics in the drinking water in Wuhu area．

Methods: Twenty-one samples were obtained from the tap water in seven areas of Wuhu city． High performance liquid chromatography ( HPLC) and solid-

phase extraction( SPE) were performed to measure the level of oxytetracycline，tetracycline，chlortetracycline and doxycycline in the samples． Results: The

standard curves for four tetracyclines were linear over the concentration range of 0． 05-10 mL /L，with correlation coefficients all above 0． 999． The detection

limit was 0． 0272 － 0． 2241 μg /L． The average recovery ranged from 81． 82% to 151． 11%，and the relative standard deviation varied between 0． 73% and

8． 40% ． The target antibiotic content in the tap water was lower than the detection limits． Conclusion: Tetracyclines level remain relatively lower in the

drinking water in Wuhu area．
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用于人类和动物的抗生素 30% ～ 90%可以通
过尿液和粪便排泄到水环境中，且大部分未代谢，常
规废水和再循环水处理只能部分去除或降解，抗生
素残留已被公认为对健康有影响的新一类环境污染
物［1］。当前我国关于水环境中抗生素的残留分析
主要集中在海水、河水和城市污水，对饮用水中抗生
素的污染调查及评估非常缺乏，饮用水中抗生素长
期低剂量暴露，可加剧致病微生物耐药性的发
展［2 － 4］，来自食物或饮用水中的抗生素暴露与儿童
肥胖风险增加有关［5］，因此，开展饮用水中抗生素
残留检测与评估的研究具有现实意义。

我国四环素类抗生素的使用占整个抗生素市场

份额的 15． 8%，其在环境中降解后吸附力强，可长
期稳定地存在于水环境中［6 － 7］，极易通过饮用水进入
人体从而影响健康。研究显示在河流、湖泊、地下水中
均检测到四环素类抗生素的残留［8 －9］。在安徽地区，
仅有王莹［10］针对饮用水源及污水开展过抗生素污染相
关研究，为评估芜湖地区的饮用水抗生素残留现状，本
研究以四环素类抗生素为目标检测物，对芜湖地区饮
用水中四环素类抗生素进行检测分析。

1 材料与方法
1． 1 仪器和试剂
1． 1． 1 仪器 高效液相色谱仪带紫外检测器
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( U3000 型，Thermo Fisher Scientific 公司，美国) ; 12
位固相萃取装置( 57044 型，Sepelco 公司，美国) ; 12
位手动氮吹仪( HGC-12A 型，天津恒奥科技发展有
限公司，中国) ; Sepelco HLB 固相萃取小柱 ( 200
mg /6 mL) ;超纯水发生器。
1． 1． 2 试剂 土霉素、四环素、金霉素、强力霉素 4
种标准品均购于上海阿拉丁生化科技股份有限公
司，甲醇、乙腈、乙酸乙酯为色谱纯，草酸与浓盐酸为
分析纯。
1． 2 标准溶液及溶液配制 土霉素、四环素、金霉
素、强力霉素 4 种标准品用甲醇配置成质量浓度为
1 g /L的储备液，在 － 18℃下避光保存; 混合标准工
作液现用现配，准确吸取适量的标准储备液于棕色
容量瓶中，用超纯水稀释成所需的浓度。
1． 3 样本采集 在芜湖市弋江区、镜湖区、鸠江区、
三山区、南陵县、繁昌县、芜湖县七个地区的居民家
中采集自来水水样，置于棕色瓶中保存，48 h 内上
机测定。
1． 4 样品前处理 取 1000 mL的末梢水，加入浓盐
酸调节 pH至 2 左右，以 12 mL /min 左右的流速通
过 Sepelco HLB固相萃取小柱，HLB 小柱在使用前
预先依次用 10 mL 甲醇和 10 mL 超纯水活化，活化
时要保持萃取小柱浸在溶液中，水样萃取结束后负
压抽干小柱 5 min，再用 10 mL 含 10%甲醇的乙酸
乙酯溶液洗脱并收集，置于氮吹仪上氮气吹干，以
30%的甲醇溶液定容至 2 mL，样品经 0． 22 μm滤膜
过滤后上机测定。
1． 5 液相色谱条件 Thermo Fisher C18色谱柱( 250
mm ×4． 6 mm，5 μm) ;柱温: 40℃ ;流动相 A为甲醇，B
为乙腈，C为 0． 01 mol /L草酸;流速为 1 mL/min;进样
量为 20 μL; 检测波长为 365 nm。见表 1。

表 1 流动相梯度洗脱程序

时间 /min
流速

/ ( mL /min)
甲醇
/%

乙腈
/%

0． 01 mol /L草酸
/%

0 1 1 4 95
3 1 10 20 70
8 1 5 45 50
10． 5 1 5 45 50
11 1 1 4 95
20 1 1 4 95

2 结果
2． 1 色谱条件的优化
2． 1． 1 流动相的选择 参照 GB /T 20764-2006《可
食动物肌肉中土霉素、四环素、金霉素、强力霉素残
留量的测定液相色谱-紫外检测法》，流动相采用甲

醇 +乙腈 + 0． 01 mol /L草酸( 2 + 1 + 7) ，4 种药物能
得到有效分离，但峰型欠佳，保留时间较长，怀疑是
未进行梯度洗脱的原因。故根据贺蕴普等已发表的
文献［11］，流动相参照其体系①方法: 甲醇 +乙腈 +
0． 01 mol /L草酸，同时采用梯度洗脱的方式，色谱峰
之间分离良好，四个目标峰峰型尖锐;参照其体系②
方法:甲醇 +乙腈 + 0． 01 mol /L三氯乙酸，4 种药物
分离效果良好，峰型尖锐，但出峰时间相对延长; 参
照其体系③方法: 甲醇 +乙腈 + 0． 01 mol /L 草酸 +
0． 01 mol /L三氯乙酸，在①的基础上添加 20%的三
氯乙酸，并未出现原文中 4 种药物的洗脱速度提升
现象，反而出峰速度变慢且保留时间相对的延长。
因此本研究参照贺蕴普体系①方法，选择甲醇 +乙
腈 + 0． 01 mol /L草酸为流动相，并进行梯度洗脱。
2． 1． 2 色谱图结果 图 1 为 4 种四环素类抗生素
的标准液相色谱图，土霉素、四环素、金霉素、强力霉
素的保留时间分别为 6． 905、7． 255、8． 550、9． 005
min，可见四种药物分离效果良好，能在 10 min 内完
全洗脱，峰型尖锐。见图 1。

图 1 4 种四环素类抗生素标准品的液相色谱图

2． 2 线性范围及方法检出限 配制浓度分别为
0． 05、0． 1、0． 5、1、10 mg /L 的混合标准工作液，每个
浓度均取 20 μL进行 HPLC检测，以浓度为横坐标，
峰面积为纵坐标作标准曲线，计算其线性范围、线性
方程与相关系数。在空白样品中加标液并稀释，取
信噪比为 3 时所对应的浓度为方法检出限。见
表 2。

表 2 4 种四环素类抗生素的工作曲线

抗生素 线性方程 相关系数 方法检出限 / ( μg /L)

土霉素 y = 0． 6674x － 0． 0072 0． 9998 0． 0689
四环素 y = 0． 7416x + 0． 0106 0． 9997 0． 0272
金霉素 y = 0． 5070x － 0． 0489 0． 9994 0． 2241
强力霉素 y = 0． 4460x － 0． 0014 0． 9999 0． 0512

2． 3 回收率与精密度 准确吸取适量的混合标准
溶液添加到空白末梢水中，配制成浓度为 0． 1 mg /L

·09· 皖南医学院学报( J of Wannan Medical College) 2018; 37( 1)



和 1 mg /L的加标水样，每个水平取 7 个平行进样，
做加标回收率实验，同时计算相对标准偏差( relative
standard deviation，RSD) ，结果见表 3。由表 3 可知，
4 种四环素类抗生素的平均回收率为81． 82% ～
151． 11%，精密度良好。

表 3 方法的回收率和精密度( n = 7)

抗生素
加标浓度
/ ( mg /L)

实测值
/ ( mg /L)

回收率
/%

RSD

/%

土霉素 0． 1 0． 08635 86． 35 7． 42

1 0． 87660 87． 66 1． 10

四环素 0． 1 0． 08395 83． 95 4． 68

1 0． 84718 84． 72 0． 73

金霉素 0． 1 0． 15111 151． 11 4． 87

1 0． 81214 81． 21 7． 04

强力霉素 0． 1 0． 08546 85． 46 8． 40

1 0． 92017 92． 02 2． 64

2． 4 实际样品测定 用上述分析方法对 21 份芜湖
市居民家中的末梢水进行测定，结果水样中四环素
组分的浓度均低于检出限，均未检出 4 种抗生素。

3 讨论
针对环境水体中四环素类抗生素的检测方法主

要有:高效液相色谱与紫外联用( HPLC-UV) 、液相
色谱与质谱联用( LC-MS) 、高效液相色谱与串联质
谱联用( HPLC-MS /MS) 及超高效液相色谱串联质谱
联用( UPLC-MS /MS) 等［12］。高效液相色谱( HPLC)
是检测四环素类药物的首选方法［13］，本研究采用的
是 HPLC-UV 法，相对于高效液相色谱与质谱
( HPLC-MS) 联用或串联质谱 ( HPLC-MS /MS) 联用
法灵敏度较低，检出限较高，但成本低廉，更适合常
规实验室或一般检测分析使用。本研究建立的方法
选择 Sepelco HLB 小柱萃取四环素类抗生素，该柱
的萃取效率较高( ﹥ 80% ) ，保证了此研究方法有较
好的重现性。四环素类抗生素通常以盐酸盐形式存
在，在酸性溶液中较稳定，故本研究中用浓盐酸将水
样 pH 调节至 2 左右，流动相中采用浓度为
0． 01 mo /L的草酸，提高目标物的稳定性。

本研究在检测饮用水中的四环素类抗生素时仅
采用定性方法，确定了检出限，并未进一步探究定量
限，故在检出四环素类抗生素的前提下，不能够更进
一步明确其具体残留量。此外，研究中饮用水的采
集地为芜湖，芜湖处在长江南岸，青弋江与长江汇合

处，河湖水网密布，雨量充沛，水系发达，也有可能是
抗生素残留浓度低未检测出的原因，而赵腾辉等检
测东江上游水体四环素浓度达 32． 24 ng /L［14］。由
于多数抗生素在环境中的浓度与有机物污染有关
联，同时也受水体的自净能力和其他污染物等环境
因素的制约和影响，因此在进一步探索抗生素残留
检测方法、开展抗生素残留对健康危害的研究的同
时，环境因素的分析也是必要的。
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