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ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法测定济宁市区河水中
４种喹诺酮类抗生素残留
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　　摘　要　目的　采用高效液相色谱串联质谱（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）法测定济宁市区河水中诺司帕沙星、洛美沙
星、萘啶酸、氟甲喹４种喹诺酮类抗生素，以探索济宁市区河水中喹诺酮类抗生素的污染现状。方法　采集的水
样经ＨＬＢ固相萃取柱富集，真空干燥后，先用０．５％甲醇淋洗再用甲醇洗脱，氮吹浓缩至０．１ｍｌ以下，最后用０．
１％甲醇定容至０．５ｍｌ，以０．１％甲酸水乙腈为流动相上机检测。采用ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ１．９μｍ，５０ｍｍ×２．１ｍｍ（ｉ．
ｄ）色谱柱分离，在电喷雾离子源（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｓｏｕｒｃｅ，ＥＳＩ）、正离子模式、多重反应监测（ｍｕｌｔｉｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏ
ｒｉｎｇ，ＭＲＭ）模式下测定，外标法定量。结果　所测４种喹诺酮类化合物均在浓度为５～２００μｇ／Ｌ的线性范围内，
线性关系良好，相关系数Ｒ２均＞０．９９，回收率８１．９％ ～１１５．０％，相对标准偏差均 ＜１０％，定量限为１０μｇ／Ｌ，市
区河水所采集的２０个样品未检出司帕沙星、洛美沙星、萘啶酸，但均检出氟甲喹，且均低于定量限１０μｇ／Ｌ。结
论　济宁市区河水中诺司帕沙星、洛美沙星、萘啶酸在检出限内均未检出，所有水样均检测出氟甲喹，含量较低，
但应引起有关部门注意，观察长期效应。
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　　抗生素（ＳＡｓ）是最常见的抗菌药物之一，由于
使用频繁，许多水体中都有可能产生残留，我国许

多地区的水环境中都被检出过［１２］。水体中抗生素

残留浓度通常在 μｇ／Ｌ或 ｎｇ／Ｌ的水平［３４］。虽然

大多数抗生素的半衰期短，但由于使用频繁并易进

入水体环境，导致形成“假持续”现象，进而对人类

及整个生态系统构成产生长期的潜在危害。其中

喹诺酮药物因其具有抗菌谱广、抗菌作用强、不良

反应小及价格低廉等特点而广泛应用于动物和人

类的多种感染性疾病的预防和治疗［５］。济宁市区

河流较多，许多支流途径市区、多家医院、养殖场

等，为了解目前济宁市区河水中喹诺酮类抗生素的

现状，评价其河水治理的水平。本文采用高效液相

色谱串联质谱（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）法对司帕沙星、氟
甲喹、洛美沙星、萘啶酸４种常用喹诺酮诺抗生素
残留进行了测定。

１　材料与方法

１．１　材料
４种喹诺酮类标准品：司帕沙星、氟甲喹、洛美

沙星、萘啶酸，以上４种标准品均来自德国 Ｄｒ．Ｅｈ
ｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司，纯度在９８％以上；甲醇、乙酸乙酯、
甲酸、盐酸、乙腈均为色谱纯，均由天津永大化学试

剂有限公司提供。

１．２　仪器
超高效液相色谱三重四级杆质谱联用仪：Ｗａ

ｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣ／ＸｅｖｏＴＱＭＳ型，购于美国Ｗａｔｅｒｓ
公司；雷磁 ＰＨＳＪ３Ｆ，上海精科；真空泵 ＡＰ０１Ｐ，天
津奥特赛恩斯仪器有限公司；ＨＬＢ固相萃取柱
６ｃｃ／５００ｍｇ，ＷＡＴ１０６１２２Ｃａｒｔｒｉｄｇｅ，Ｒｅｖ，Ａ；０．２２μｍ
滤膜，南通市卫宁实验器材有限公司；ＨＮ２００多功
能氮吹仪，上海海能科技仪器有限公司。

１．３　方法
１．３．１　样品采集　在济宁市区大运河、老运河人

口稠密区和药品生产厂家附近河段采集２０个水样
各０．５Ｌ和供加标回收实验的４个水样各２Ｌ，置于
棕色玻璃瓶中，并加入５００ｍｇ／Ｌ的叠氮化钠抑制
微生物的生长，采集完成后放置４℃保存，４８ｈ之内
富集完成。

１．３．２　样品处理　ＨＬＢ固相萃取柱在使用之前
需进行润洗：１）先用６ｍｌ乙酸乙酯：甲醇（１∶１）溶
液润洗脱，２）再用６ｍｌ甲醇润洗，３）最后用６ｍｌ酸
性水（ｐＨ４．２）润洗。水样在富集前先用定性滤纸
过滤，然后再用０．２２μｍ的滤膜过滤；滤液过柱富
集完成之后，抽真空干燥５～８ｍｉｎ，之后用６ｍｌ０．
５％甲醇淋洗，再用６ｍｌ甲醇洗脱至１０ｍｌ棕色玻璃
比色管中，最后吹氮气浓缩 ０．１ｍｌ以下。４）转移
至０．５ｍｌ的样品瓶中，再用０．１％的甲酸定容至０．
５ｍｌ上机检测。
１．３．３　加标回收样品的处理　水样在富集前先用
定性滤纸过滤，然后再用０．２２μｍ的滤膜过滤，再
将水样分成４份，各５００ｍｌ。其中一份与前面水样
一起直接过柱富集，另外３份按照低、中、高３种浓
度加入标准品做加标回收实验，同上过柱富集，水

样流速控制在５ｍｌ／ｍｉｎ以下。
１．３．４　标准溶液的配制　将司帕沙星、氟甲喹、洛
美沙星、萘啶酸配制成浓度为１ｍｇ／Ｌ的标准储备
液，甲醇水（体积为２∶１）定容，－２０℃避光保存。
然后用上述标准储备液逐步稀释配置成浓度为５、
１０、２０、５０、１００、２００μｇ／Ｌ的标准应用液。

２　结果

２．１　实验条件与优化
２．１．１　色谱条件　ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ１．９μｍ，５０ｍｍ
×２．１ｍｍ（ｉ．ｄ）色谱柱；柱温３０℃；进样量为５μｌ；
流动相为０．１％甲酸乙腈，流速２５０μｌ／ｍｉｎ。梯度
洗脱程序见表１。
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表１　流动相梯度洗脱条件

时间／ｍｉｎ ０．１％甲酸／％ 乙腈／％ 流速／μｌ·ｍｉｎ－１

０．００ ９０．０ １０．０ ２５０
２．００ ９０．０ １０．０ ２５０
５．００ １０．０ ９０．０ ２５０
６．００ １０．０ ９０．０ ２５０
７．００ ９０．０ １０．０ ２５０
８．００ ９０．０ １０．０ ２５０

２．１．２　质谱条件　离子源为电喷雾离子源；电离
模式为正离子；扫描方式为多重反应监测；电喷雾

电压４５００Ｖ；鞘气压力 ２．０７×１０５Ｐａ；清扫气压力
０；辅助气压力６．８９×１０４Ｐａ；离子源温度３５０℃。
２．１．３　流动相的选择　文献报道的流动相有乙
腈水、甲醇乙腈水、乙酸铵乙腈等［５６］。综合相

关文献后我们发现低浓度的甲酸乙腈作为流动
相，可以加强离子化效率，提高方法灵敏度。在综

合比较了０．０５％、０．１％、０．２％、０．４％的甲酸乙腈
作为流动相的响应值和峰形效果，结果发现０．１％
甲酸乙腈作为流动相时所测的４种喹诺酮类抗生
素，分离度高，响应效果好。见图１。

注：洛美沙星，４．０４ｍｉｎ；司帕沙星，４．１４ｍｉｎ；

　 氟甲喹，４．４５ｍｉｎ；萘啶酸，４．６５ｍｉｎ

图１　０．１％的甲酸乙腈作为流动相时
４种喹诺酮类抗生素色谱图

２．１．４　洗脱剂的选择　结果发现在其他条件相同
情况下甲醇对司帕沙星、氟甲喹等４种喹诺酮类抗
生素的回收率相对较好，所以选择甲醇作为洗脱

剂。见表３。

表２　３种洗脱剂的回收率

抗生素
回收率／％

甲醇 乙腈 乙酸乙酯

司帕沙星 ８８ ８２ ９３
萘啶酸　 ８３ ７８ ７１
氟甲喹　 ８５ １０８ ７８
洛美沙星 １１４ ８８ ８９

２．１．５　萃取速度的选择　萃取速度是影响富集效
率的重要一环，太快可能会导致富集效率下降，太

慢则会导致富集时间过长。在此过程中可能会受

到较多外部因素的干扰，经过实验发现萃取速度在

２～５ｍｌ／ｍｉｎ时回收率高、重现性好。
２．１．６　方法的线性范围、相关系数（Ｒ２）、检出限、
定量限、精密度（ＲＳＤ）、回收率　配制浓度为 ５、
１０、２０、５０、１００、２００μｇ／Ｌ的４种喹诺酮类混合标准
溶液，在５～２００μｇ／Ｌ浓度范围内线性关系较好，
相关系数 Ｒ２＝０．９９２１～０．９９８７，以３倍信噪比确
定检出限，均为 ３μｇ／Ｌ，以 １０倍信噪比确定定量
限，均为１０μｇ／Ｌ。另取供加标回收实验水样 ２Ｌ，
平均分成４份，每份５００ｍｌ，其中１份作空白，其他
３份分别加入 ４种喹诺酮类抗生素，分别配制成
２０、１００、２００μｇ／Ｌ的低、中、高３种浓度的溶液，按
照上述实验条件进行加标回收实验，计算回收率和

精密度，４种喹诺酮类浓度为 ２０μｇ／Ｌ时，回收率
８６．０％～１０３．６％；浓度为１００μｇ／Ｌ时，回收率８５．
６％～１０７．４％；浓度为２００μｇ／Ｌ时，回收率８１．９％
～１１５．０％，其ＲＳＤ均＜１０％。见表３。

表３　４种喹诺酮类抗生素的定量限、相关系数、
线性方程及回收率

抗生素
定量限

／μｇ·Ｌ－１
相关系数

（Ｒ２）
线性方程

回收率／％
２０μｇ／Ｌ １００μｇ／Ｌ ２００μｇ／Ｌ

司帕沙星 １０ ０．９９６５ Ｙ＝３５３６２５Ｘ＋４１６１３４ ８７．４ ８５．６ ８３．５
氟甲喹　 １０ ０．９９２１ Ｙ＝４７５０８０Ｘ－３０５５２０ ９０．３ ８７．８ ８９．４
洛美沙星 １０ ０．９９３９ Ｙ＝１０５６４３Ｘ＋４８１４３ １０３．６ １０７．４ １１５．０
萘啶酸　 １０ ０．９９８７ Ｙ＝１２８７８１Ｘ＋１９３７８９ ８６．０ ８６．９ ８１．９

２．２　水样测定结果
２０份水样中均未检出司帕沙星、洛美沙星、萘

啶酸，只有氟甲喹出现了峰，浓度在３．１０～６．６４×
１０５，但浓度较低，低于检测限。

３　讨论

ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法灵敏度高、检出限低、适用范
围广、准确性好。本实验首先对水样进行了富集浓

缩，然后上机检测，相比传统方法在较大程度上提

高了该方法的灵敏度。另外对色谱条件、洗脱剂、

·６６２·
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流动相以及萃取速度等实验条件进行了优化，并通

过加标回收实验对该方法进行了质量控制，保障结

果的准确性和精密度，能够快速准确地对水体中司

帕沙星、氟甲喹、洛美沙星、萘啶酸４种喹诺酮类抗
生素进行检测。

所检测的２０个水样中在检出限为 ３μｇ／Ｌ内
均未检出司帕沙星、洛美沙星、萘啶酸，但均检出了

氟甲喹，其含量均低于定量限１０μｇ／Ｌ。这可能与
济宁市近些年对运河附近的相关污染企业、工厂进

行了整改以及加强了污水排放处理，大运河水质优

良，污染可以忽略不计。另外，喹诺酮类抗生素在

水中的溶解性较差，易受水环境的温度、某些离子

浓度和光照等影响，水样在过滤、富集时也可能会

有附着在悬浮颗粒物上的样品损失。有文献报道

一些喹诺酮药物在水体的半衰期不超过半年［７］，

雨水也有一定的稀释作用，因此，本地区司帕沙星、

洛美沙星、萘啶酸含量极低。所有水样均检出了氟

甲喹，虽然浓度较低，不超过国家标准，但说明济宁

市大运河市区段已受到了氟甲喹的污染，而氟甲喹

是一种高效的广谱抗菌药，主要用于畜禽疾病的治

疗，该污染来源有可能是周边畜禽市场、畜禽养殖

场排放污水所致。因此，希望有关部门及早加强其

检测和监督。
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