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摘  要: 应用固相萃取 ( SPE)及 LC- M S/M S技术, 建立了水中痕量大环内酯类抗生素即红霉素、脱水红霉素、

罗红霉素的分析方法, 优化了固相萃取、液相色谱 -质谱 /质谱等相关条件。水样经 H LB固相萃取柱富集净化,

以多反应检测方式 (M RM )对待测物进行定性和定量分析。 3种抗生素在 10~ 2 000 ng /L范围内具有良好的线性。

其定量下限为 5 ng /L ( S /N > 10)。加标纯水和实际水样的回收率在 71% ~ 111% 之间, 相对标准偏差 ( RSD )在

317% ~ 816% 之间。该方法灵敏度高、选择性好、准确度高, 适合实际水样中痕量大环内酯类药物的检测。使用

该方法测得珠江广州河段某水样中红霉素、脱水红霉素和罗红霉素质量浓度分别为 164、291和 134 ng /L。
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Abstrac:t The de term ination ofm acrolide antib iotics in w ater w as perform ed using solid phase ex trac-

t ion( SPE ) fo llow ed by a com bined liqu id chrom a tography ( LC ) and tandem m ass spectrom etry( MS /

MS) procedure under them ult-i reactivem ode.l The experim enta l results show ed that this m ethod w as

satisfacto ry for the analysis of several typ ica l an tib io tics such as erythromyc in( ETM ), ery throm yc in-

H2O ( ETM - H2O) and rox ithrom ycin( RTM ) in riverw ater. The linear rangew as 10- 2 000 ng /L and

the detection lim itwas 5 ng /L for ETM, ETM - H 2O and RTM. The spik ing recoveries for these an tib-i

otics ranged from 71% to 111% and the ir relat ive standard dev iat ions( RSD ) w ere less than 816% .

The concentrations o fETM, ETM - H2O and RTM m easured in PearlR iver w ater( urban Guangzhou)

w ere 164, 291 and 134 ng /L, respective ly.

Key words: M acrolide ant ib iot ics; Solid phase ex traction; LC - M S /M S; R iver w ater; E rythrom ycin;

E ry throm yc in- H 2O; Rox ithrom ycin

近年来, 抗生素类药物引发的环境污染问题开始受到关注
[ 1]
。然而, 由于环境介质中的抗生素污

染物相对分子质量较大、化学结构复杂、含量极低 (多在 10
- 9

~ 10
- 12
级 ), 因此分析难度大、分析成本

高。这也是环境中抗生素污染研究难以广泛和深入开展的重要原因
[ 2- 3 ]
。目前, 国内的一些分析研究

报道多集中于药品质量控制、血液和食品等样品中抗生素的残留分析
[ 4- 5]

, 较少涉及有关环境中微量

抗生素污染分析的报道。
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 环境样品中抗生素分析常用固相萃取柱如 C18和 HLB进行分离和富集
[ 6- 7]

, 然后以气 -质联用 ( GC-

M S)或液 -质联用 ( LC - MS)进行检测
[ 8- 9]
。GC - MS多适于稳定、易气化、相对分子质量较小的非极性

化合物的测定; 对相对分子质量较大、挥发性低且有一定极性的抗生素, 现大多采用 LC- M S测定。

本工作选择用量大、稳定性较高的红霉素、脱水红霉素以及罗红霉素为研究对象 (其结构如图 1所

示 ) , 利用以苯乙烯 -二乙烯苯共聚物为主体的 H LB固相萃取小柱进行分离富集, 液相色谱 -质谱 /质

谱 ( LC - M S /MS)定量测定河水中上述药物含量, 结果令人满意。

图 1 大环内酯类抗生素的结构
F ig1 1 M olecu lar structures of the m acro lides

1 实验部分

111 仪器与设备

Ag ilent 1100高效液相色谱仪和 AB I/SC IEX API4000 M S /M S液质联用仪; Oasis H LB柱 (W aters, 6

mL /500 mg ); 快速混匀器 ( QL-901江苏麒麟医用仪器厂 ), 真空泵, 沙芯漏斗以及过滤膜 ( 0145 Lm,

Durapore)等。

112 试剂与标准溶液

甲醇与乙腈均为色谱纯 ( S igm a公司 ) , 其它试剂未做说明均为优级纯; 红霉素、罗红霉素标样

( 99% , S igm a公司 ) ; 水为超纯水 (经过 M ill-iQ超纯水器处理过的纯水 )。

分别称取一定量的红霉素和罗红霉素标准品, 用乙腈配制成 500 Lg /mL储备液。使用时, 取适量

储备液, 以体积比为 1 B1的乙腈 -水稀释至所需浓度; 用 310 m o l/L的 H 2 SO4调节红霉素标准溶液的

pH等于 310, 在室温下保持至少 4 h, 即得到对应浓度的脱水红霉素标准溶液。

113 实验方法

11311 分离富集步骤  河水样品取自珠江水面下深约 1 m处。水样经静置后, 将上层清液通过 0145

m的滤膜真空抽滤, 除去悬浮物。取 1 L水样倾入预先分别经 3 m L甲醇和超纯水淋洗过的 HLB固相萃

取柱, 开启真空泵, 控制流速约为 15 mL /m in。完成过柱后, 再将柱于 N2保护下干燥 1 h。最后, 以 6

mL甲醇淋洗, 洗脱液收集于 10 mL具塞离心管中。在室温下用 N 2吹扫至近干, 并用液相色谱流动相

定容至 1 mL, 待测。

11312 测量条件  色谱条件: 色谱柱, ODS-P( 416 mm @ 250 mm, DIKMA ); 进样量, 20 LL; 流动相

为乙腈 ( A )和 012% 甲酸溶液 ( B ) , 流速 014 mL /m in; 梯度淋洗程序, 40% A保持 8 m in, 然后在 2

m in内将 A线性增加至 60% 并保持 15 m in, 随后在 5 m in内降低 A至 40%并保持 5 m in。

质谱条件: 离子源为 ESI; 离子源Ⅰ ( GS1)和Ⅱ ( GS2)的气体流速分别为 20和 40 mL /m in, 碰撞气

和气帘气流速分别为 6和 15 mL /m in, 气体均为 N 2; 辅助加热气温度, 450 e ; 电离电压, 5 500 V。

去簇电压 ( declustering po tentia,l DP)、碰撞能 ( co llision energy, CE )及 3种抗生素的其它相关质谱条件

见表 1。检测方式为多反应选择监测 (MRM )离子模式。

表 1 3种抗生素的相关质谱条件

Table 1 Them ass spectra l cond itions fo r the determ ination of m acro lides

Ant ib iot ics DP(V /V) CE (V /V) M olecu lar ion(m / z) Fragm en t ion (m /z )

E rythrom ycin(红霉素 ) 120 25 733. 9 576. 6

E rythrom ycin- H2 O(脱水红霉素 ) 120 25 716. 1 558. 3

Rox ith rom ycin (罗红霉素 ) 120 54 837. 1 158. 2
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2 结果与讨论

211 影响 SPE萃取效率的因素

分别考查了可能会影响 SPE萃取的几种主要因素, 如 pH值、样品流速和洗脱体积。结果表明, pH

3~ 9对大环内酯类抗生素影响不大; 样品流速在 5~ 20 mL /m in, 对抗生素回收率影响不大, 但样品流速

超过 20 mL /m in, 回收率则有明显下降, 考虑到萃取时间, 一般应控制样品流速在 15~ 20 mL /m in之间;

当甲醇洗脱体积为 6 mL时, 目标物即可被完全洗脱, 本实验选择甲醇的洗脱体积为 6 mL。

212 大环内酯类抗生素的质谱特征

将 3种抗生素标准溶液进行全扫描, 找出准确的 [M + 1]
+
峰, 然后分别以分子离子峰为母离子进

行轰击, 找出信号较强的碎片离子, 以母离子与子离子组成监测离子对, 以多反应检测 (MRM )对待测

物进行定性和定量分析, 优化各种质谱条件。信号最强的离子对往往为定量提供了高灵敏度, 而其它

离子对则可提供辅助定性信息。因此, 在进行 MRM检测方式时选择信噪比 (S /N )最高的离子对进行检

测, 以提高质谱确证的准确性。实验结果表明质谱的去簇电压 ( DP)、碰撞能 ( CE )对 ETM、ETM -

H2O及 RTM的裂解有重要影响, 特别是 CE的影响尤为显著。表 2给出了不同 CE值 ( 25, 40和 54)下

3种抗生素裂解产物的差异。

表 2 各抗生素在不同碰撞能条件下的质谱参数
Tab le 2 M S /M S pa rame ters in var ious CE va lues

Ant ib iot ics
CE (碰撞能 ) V /V

25 40 54

E rythrom ycin 733. 9 [M + H ] + 733. 9 733. 9

(红霉素 ) 576. 6 [M + H - desosam ine- H2 O] + 158. 2 158. 2

158. 2 [ desosam ine+ H ] +

E rythrom ycin- H2 O 716. 6 [M + H ] + 716. 6 716. 6

(脱水红霉素 ) 558. 3 [M + H - desosam ine- H2 O] + 558. 3 158. 2

540. 4[M + H - d esosam ine- 2H 2O] +

Rox ith rom ycin 837. 1 [M + H ] + 837. 1 837. 1

(罗红霉素 ) 679. 6 [M + H - desosam ine] + 679. 6 158. 2

158. 2

  该实验结果显示, 当碰撞能为 25 V时, 二级质谱的基峰是分子离子峰, 随着碰撞能的不断加大,

分子离子峰的强度逐渐下降, 碎片增多, 且碎片离子强度增大; 当碰撞能提高至 54 V, 3种抗生素的

主要的碎片离子峰均为去氧氨基糖碎片峰 ( desosam ine), 而且这些去氧氨基糖片段很容易形成脱水的带

电离子。

213 线性范围及检出限
在经过优化的色谱和质谱条件下, ETM、ETM - H 2O和 RTM混合标样均可得到良好的响应和分离

(图 2)。各化合物在 10~ 2 000 ng /L范围内具有良好的线性 ( y为质谱信号响应, x为质量浓度 ), 见表

3, 测量红霉素、脱水红霉素和罗红霉素的定量下限为 5 ng /L (S /N均大于 10)。

图 2 抗生素混合标样 ( 20 g /L )的选择离子对色谱图

F ig1 2 Se lec tive ion pa ir chrom atograph of the standard( 20 g /L )

3
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表 3 线性关系、相关系数 ( n= 5)

Table 3 L inear equations and correlation coeffic ients o f them acro lides( n= 5)

An tib iotics L inear equat ion Correlation coef ficien t r

E rythromycin(红霉素 ) y = 1. 36 @ 104 x + 1. 03 @ 105 0. 999

E rythromycin- H2 O(脱水红霉素 ) y = 6. 81 @ 104 x + 1. 05 @ 106 0. 997

Roxith rom ycin (罗红霉素 ) y = 8. 89 @ 104 x + 1. 36 @ 106 0. 997

214 方法回收率及实际样品分析
考虑到目标抗生素在实际样品中的含量水平和范围, 分别于 1 L纯水中加入 20及 100 ng 3种大环

内酯抗生素标准物, 同样, 对实际河水样品也进行加标回收实验。由实验结果可以看出, 对纯水和实

际样品的加标回收率大多在 80% 以上 (表 4) , 其相对标准偏差 ( RSD)小于 816% , 这表明该方法测定

河水中微量大环内酯抗生素是可行的。

表 4 3种抗生素的加标回收率 ( n = 3)

Tab le 4 Sp iking recover ies for three antib io tics in pure and rea lw ater sam ples( n = 3)

Ant ib iot ics
A dd ed

mA /ng

Pu re w ater

Found

QF / ( ng# L- 1 )

Recovery

R /%

RSD

sr /%

R iver w ater

Orig inal

QO / ( ng# L- 1 )

Found

QF / ( ng# L- 1 )

R ecovery

R /%

RSD

sr /%

Erythromycin 20. 0 22. 1 111 3. 7 164 182 92 8. 6

100. 0 95. 2 95 4. 9 248 84 6. 2
Erythromycin- H2 O 20. 0 14. 3 71 5. 6 291 306 73 7. 9

100. 0 85. 7 86 4. 3 371 80 4. 4

Roxith rom ycin 20. 0 17. 1 86 7. 5 134 151 84 8. 2

100. 0 101 101 5. 8 224 90 5. 7

  实际河水样品中的色谱图如图 3, 河水中红霉素、脱水红霉素和罗红霉素的质量浓度分别为 164、

291和 134 ng /L (表 4)。值得注意的是, 这些测量值均远高于欧洲易北河 ( R iver E lbe)河水中同类抗生

素 30~ 70 ng /L的含量水平
[ 10]

, 表明珠江河流中抗生素污染较为严重。另外, 在珠江河水检出未脱水

红霉素原药成份 ( 164 ng /L ), 说明河水中抗生素除了来源于人或动物服用后的排泄外 (脱水红霉素 ) ,

还有相当的抗生素污染可能来源于诸如水产养殖过程中的直接投放和制药厂的直接排放。

图 3 实际水样的选择离子对色谱图
F ig13 Selective ion pa ir chrom atog ram s o f r iver samp le
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关于召开 /全国第一届近红外光谱学术会议 0 的征文通知

中国分析测试协会和中国石油学会石油炼制分会拟于 2006年 11月 8~ 10日在北京主办全国第一

届近红外光谱学术会议。届时将邀请国内经验丰富的近红外光谱分析专家学者和仪器专家作专题报告,

并进行近红外光谱分析技术交流。热忱欢迎光谱学界专家教授及广大从事分析测试技术工作的科技人

员踊跃撰稿, 会议将编辑论文集, 并推荐优秀论文在 《分析测试学报》及 《现代科学仪器》等杂志上

发表。会议热烈邀请国内外仪器厂商前来展出近红外光谱仪以及其它各种分析仪器。

征文内容如下:

( 1) 近红外光谱基础理论研究;

( 2) 近红外光谱分析技术国内外发展综述;

( 3) 近红外光谱仪器新设计、新技术;

( 4) 化学计量学方法在近红外光谱分析中的应用研究;

( 5) 化学计量学软件的研制、校正模型数据库的开发和网络技术;

( 6) 近红外光谱校正模型建立规范、技巧与经验;

( 7) 近红外光谱在农业、石化、烟草、食品、制药、纺织、医学和矿物等领域的应用;

( 8) 近红外光谱分析方法的标准化。

论文截稿日期: 2006年 7月 25日; 参展厂商报名截止日期: 2006年 10月 20日。

论文投寄方式: 推荐采用电子邮件方式, 磁盘函寄也可。

联系人: 褚小立、王艳斌、许育鹏, 电话: 010- 82368342。

电子邮件: n ir2006@ sina1 com、 nir2006@ 1631 com(建议向两个邮箱同时发送 )。

通讯地址: 北京市 914信箱第一分箱, 邮编: 100083

会议通知可参见仪器信息网站, 网址: http: / /www1 instrum ent1 com1 cn/conference
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