
２０２０ 年 １ 月 Ｖｏｌ．３８ Ｎｏ．１
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２０ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ９５～１０３

中国样品前处理技术进展专刊·专论与综述 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０１９．０７００５

∗收稿日期：２０１９⁃０７⁃０３
∗通讯联系人．Ｔｅｌ：（０５３５）２１０９１３０，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｘｃｈｅｎ＠ ｙｉｃ．ａｃ．ｃｎ．
基金项目：国家自然科学基金（４１６０１５２５）；山东省自然科学基金（ＺＲ２０１６ＤＢ０７）；环境化学与生态毒理学国家重点实验室开放基金

（ＫＦ２０１７⁃１１） ．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ４１６０１５２５）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ

Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ＺＲ２０１６ＤＢ０７）； Ｏｐｅｎ Ｆｕｎｄ ｏｆ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｅｃｏｔｏｘｉ⁃
ｃｏｌｏｇｙ （Ｎｏ． ＫＦ２０１７⁃１１） ．

近海环境中抗生素分析样品前处理技术的研究进展
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摘要：抗生素在人和动物疾病防治方面的广泛及大量使用造成其源源不断地进入到环境中，并最终通过各种途径

进入到近海环境中。 由于抗生素可在水生生物体内蓄积，特别是其可促进细菌耐药性的产生与传播，已经威胁到

生态和人类健康。 抗生素种类复杂、性质各异，且在环境中存在浓度低，因此，发展各种基质中抗生素分析的前处

理方法至关重要。 该文综述了近十几年来近海水体、沉积物和生物体中抗生素的前处理方法，主要包括固相萃取、
固液萃取、基质固相分散萃取和 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 等几种常用前处理技术，并对方法中可能影响萃取和净化效果的各种

因素进行了分析，最后对各种方法的优缺点和发展进行了总结和展望。
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　 　 抗生素是指能在低浓度下有选择性地抑制或影

响其他生物功能的一类物质，包括生物产生的和人

工合成的［１］。 抗生素被誉为 ２０ 世纪最重要的医学

发现之一。 在世界范围内，每年有越来越多的抗生

素被人工合成，而且抗生素的消费使用量也在逐年

增加，预计至 ２０３０ 年畜用抗生素消费使用量将比

２０１１ 年增加 ６７％ ［２］。 由于大部分抗生素不能被人

体或动物代谢，通过排泄物的形式排出体外［３］，最
终通过地表径流进入到近海环境中。 已有研究显示

一些抗生素可在鱼类等生物体内富集，具有生物放

大效应［４］，威胁生态安全和人类健康。 另外，抗生

素会引发细菌耐药性，并造成耐药性的传播［５］。 因

此，亟须掌握抗生素在环境中的行为及其环境效应，
其中，建立环境中抗生素的分析方法成为关键。
　 　 由于抗生素在环境中的存在水平较低［６－８］，通
常用高灵敏度和高选择性的液相色谱⁃质谱（ＨＰＬＣ⁃
ＭＳ）或液相色谱⁃串联质谱（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）进行检

测分析。 而样品前处理过程会直接影响仪器检测的

灵敏度和稳定性，因此，发展各种环境基质中样品的

前处理方法极为重要。 目前已有环境水体［９］、鱼体

内［１０］抗生素分析样品前处理方法的综述，也有对近

海包括抗生素等药品和个人护理用品存在水平的文

献回顾［８］，然而尚缺乏对近海各种介质中抗生素分

析样品前处理方法的文献综述。 本文将对近十几年

近海水体、沉积物和生物样品中抗生素测定的前处

理方法进行回顾总结，并着重介绍了固相萃取

（ＳＰＥ）、固液萃取、基质固相分散萃取（ＭＳＰＤ）和

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 等几种常用前处理技术。

１　 海水中抗生素分析的样品前处理

　 　 由于抗生素在海水中的存在水平低，且海水基

质复杂，因此，针对海水样品的前处理方法均是为了

去除基质干扰以及富集目标物。 目前水样中研究较

多的抗生素包括磺胺类、四环素类、喹诺酮类和大环

内酯类，另外，甲氧苄氨嘧啶因与磺胺类抗生素一起

使用［１１］，也是研究较多的抗生素。
１．１　 预处理

　 　 水样一般会首先过滤去除颗粒物，其中，０􀆰 ４５
μｍ 或 ０􀆰 ７ μｍ 的玻璃纤维滤膜使用较多［１１－２３］，也
有研究采用 １ μｍ 甚至更大孔径的玻璃纤维滤

膜［２４，２５］或其他滤膜［２６－２８］。 因此，这些方法测定的为

溶解态的抗生素。 考虑到重金属可与四环素类、喹
诺酮类、大环内酯类等抗生素发生络合作用［２９］，因

此，萃取时常用 ＥＤＴＡ 络合重金属，可有效提高抗

生素的萃取效率［３０，３１］。
　 　 另外，抗生素结构比较复杂，通常具有酸性或碱

性官能团，而在溶液中不同的存在状态直接影响其

后续富集净化过程中的保留行为，因此，溶液 ｐＨ 也

是影响其后续回收率的关键因素。 在中性条件下，
酸性化合物以解离状态存在，可以与环境基质中质

子化的氨基官能团作用，而碱性化合物可以与环境

基质中去质子化的酸性官能团作用，影响萃取效率；
在碱性条件下，仲氨基 Ｈ＋解离程度提高，萃取效率

会比中性条件下更低；而在低 ｐＨ 条件下，酸性化合

物以分子状态存在，碱性化合物以中性或者阳离子

状态存在，与基质作用减弱，萃取效率会提升［３２］。
因此，对于大多数抗生素，酸性条件有利于它们的萃

取。 然而，有研究显示，酸性或碱性条件下一些 β⁃
内酰胺类和头孢菌素类抗生素容易发生降解，进而

导致回收率偏低［９］。 Ｇｕｌｋｏｗｓｋａ 等［３３］ 在分析大环

内酯类、四环素类、喹诺酮类、β⁃内酰胺类和头孢菌

素类抗生素时，将样品分成两份，测 β⁃内酰胺类和

头孢菌素类抗生素时，将水样调至中性，而将另一份

水样调至酸性以测其他抗生素，最后得到较好的回

收率。 然而，该方法工作量较大，Ｚｏｕ 等［１３］ 在测定

包括 β⁃内酰胺类和头孢菌素类在内的 ２１ 种抗生素

时，将水样酸化至 ｐＨ＝ ３，实现了多组分抗生素的同

时分析，虽然回收率有所降低，但仍在可接受范围

内，且该方法更简便。 值得注意的是，有些抗生素如

四环素在较低 ｐＨ 条件下（ｐＨ＜２）不稳定［２９］，通常

将 ｐＨ 调到 ２～４ 之间。
１．２　 固相萃取

　 　 与传统液液萃取相比，ＳＰＥ 更省时省力、耗费溶

剂较少，且在多组分同时分析方面具有更好的重现性

和选择性，已经成为水样中抗生素富集净化的经典方

法。 要想获得较好的富集净化效果，ＳＰＥ 柱填料成为

关键。 亲水疏水反向平衡柱（ＨＬＢ）因可同时富集净

化极性和非极性的化合物，且可耐受较宽 ｐＨ 范围

（１～１４）而常用于各种酸性、中性和碱性化合物的前

处理分析。 特别地，因 ＨＬＢ 小柱不含有硅醇基，因
此较适合四环素类抗生素，不会造成后续测定过程

中峰拖尾现象［９］。 在相同中性条件下， 相比于

ＨＬＢ，也有研究发现将混合型阳离子交换柱（ＭＣＸ）
和 ＨＬＢ 串联起来使用可使磺胺醋酰、磺胺嘧啶和磺

胺噻唑等磺胺类抗生素的回收率由 ６６􀆰 ８％、６４􀆰 ２％
和 ５１􀆰 ３％ 分别提高到 ８８􀆰 ９％、８８􀆰 ９％ 和 ６７􀆰 ４％ ［２６］。

·６９·
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理论上，ＭＣＸ 材料既具有反相柱的特点，又具有阳

离子交换的优势，酸性条件更利于其对化合物的萃

取。 原因是，在低 ｐＨ 条件下（２􀆰 ５ ～ ３），由于碱性化

合物带正电，可强烈结合到阳离子交换剂上，而中性

和酸性化合物可被反相材料较好地保留，所以碱性、
酸性和中性化合物都可以有效保留在 ＭＣＸ 材料上。
　 　 大多数研究后续用水、低浓度的甲醇水溶液或

非极性的正己烷进行冲洗柱子，以去除 ＥＤＴＡ 以及

干扰组分，待柱子抽干后，采用甲醇、酸化的甲醇或

乙腈进行洗脱。 当有其他化合物与抗生素一起分析

时，甲醇洗脱后，也会根据化合物性质后续用别的溶

剂进一步洗脱［３４］。 近海海水中抗生素测定的前处

理方法见表 １。 需要注意的是，由于一些抗生素易

发生光降解，因此，收集的样品包括前面采集样品一

般会储放在棕色瓶中。 而且，与淡水水体中抗生素

样品的前处理方法［３５］相比，整体流程类似。

２　 沉积物和生物样品中抗生素分析样品的
前处理

　 　 对于沉积物和生物样品，基质比水体更为复杂，
处理过程也更为繁琐。 对于生物血样，离心取血浆

后，用甲酸水溶液稀释定容，然后过 ＨＬＢ 小柱，用甲

醇洗脱［３６，３７］。 对于固体样品，首先需要通过超声、
微波、振荡或者加速溶剂萃取（ＡＳＥ）把抗生素从基

质中提取出来［１５，１８－２１，２３，２４，３８－５１］，进一步进行净化。
近年 来， 很 多 学 者 发 展 出 更 简 便 的 方 法， 如

ＭＳＰＤ［５２，５３］ 和 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方 法［２５，５４－５７］， 特 别 是

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法，耗时更短。
２．１　 预处理

　 　 沉积物样品一般需要冷冻干燥，后续研磨过筛

没有统一标准，筛子孔径从 ０􀆰 １５ ｍｍ 到 ２ ｍｍ 均有

报道。 考虑到不同粒径的颗粒对污染物的吸附能力

不同，在比较不同研究污染物存在水平时筛孔直径

也不能忽视。
　 　 对于生物样品，血样一般离心，冷冻保存；其他

一般取肌肉等生物组织样品，如对双壳贝类生物去

壳，然后匀质化，经冷冻干燥或不经冷冻干燥直接冷

冻保存。
２．２　 固液提取

　 　 固液提取是向固体样品中加入提取溶剂，通过

超声、振荡、加速溶剂萃取等方法将目标物从固体样

品中提取出来，该法因操作简单且过程中不需要贵

重仪器而成为应用最多的一种经典前处理方法，但

该方法后续通常会与 ＳＰＥ 技术相结合，以进一步净

化（见表 ２）。
　 　 提取溶剂是影响目标物回收率的关键，常用提

取溶剂包括乙腈、甲醇、乙酸乙酯、酸化的乙腈或甲

醇，以及甲醇⁃水、甲醇⁃乙腈等混合溶剂。 ＭｃＩｌ⁃
ｖａｉｎｅ ／ ＥＤＴＡ 水溶液（ｐＨ ４）对四环素类抗生素有很

高的溶解性，常用于从固体样品中提取四环素［２９］。
在所有的提取溶剂中，乙腈因为较低的基质干扰效

应被认为是较优的选择，但它对有些抗生素如阿莫

西林的萃取效率较低［４６］。 尽管如此，Ｆｒｅｉｔａｓ 等［４７］

比较了乙腈、甲醇以及混合溶剂对生物体中 ４１ 种抗

生素包括磺胺类、甲氧苄氨嘧啶、四环素类、大环内

酯类、喹诺酮类、青霉素类和氯霉素类等 ７ 大类抗生

素的处理效率，发现相对于其他溶剂体系，乙腈对目

标抗生素的整体回收率最好，且不需要进一步 ＳＰＥ
净化，快速方便。 相比之下，甲醇会提取到较多的极

性杂质，因此，很多学者会采用一定比例的甲醇水或

甲醇⁃乙腈溶液作为萃取溶剂［４０，５７］。
　 　 与 β⁃内酰胺类、大环内酯类、磺胺类和氟喹诺

酮类等抗生素相比，针对氨基糖苷类抗生素的检测

分析报道较少。 一个主要原因是，氨基糖苷类抗生

素在酸性条件下具有较强的极性和稳定性，需要高

离子强度的溶剂进行提取。 Ｇｂｙｌｉｋ 等［４４］ 研究了鱼

体中包括氨基糖苷类、β⁃内酰胺类、大环内酯类、磺
胺类、氟喹诺酮类和甲氧苄氨嘧啶类共 ３４ 种抗生素

的分析方法，提出分别用偏磷酸和七氟丁酸组成的

离子对试剂和乙腈提取，最后混合可以使目标抗生

素有较好的回收率，且应先采用离子溶剂提取，否则

会导致氨基糖苷类抗生素回收率的降低。
　 　 生物样品中因含有较多的蛋白质，常加入乙腈、
甲醇、丙酮或者这些溶剂与酸类物质包括三氯乙酸

（ＴＣＡ）、三氟乙酸、乙酸、柠檬酸和甲酸等的混合

物，以促使蛋白质沉淀；另外，ＭｃＩｌｖａｉｎｅ⁃ＥＤＴＡ、柠
檬酸钠、草酸盐、磷酸盐缓冲液等也可以作为蛋白质

去除剂［５８］。 针对四环素类、喹诺酮类和大环内酯类

等抗生素，也需要加入重金属络合剂以提高目标物

的提取效率。 Ｇｂｙｌｉｋ 等［４４］测定鱼体内抗生素时，分
别加入 ＥＤＴＡ 和 ２０％ 三氯乙酸溶液以分别络合重

金属、促进蛋白质的沉淀。
　 　 根据样品中目标物提取的情况，往往需要对提

取液进一步做净化处理。 常用步骤是通过旋蒸去除

提取液中的有机溶剂，然后同水样处理方法，进一步

采用ＳＰＥ进行浓缩净化。由于沉积物或生物样品

·７９·
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基质比水体更为复杂，有研究［１５，２３］ 在 ＨＬＢ 柱前串

联强阴离子交换柱（ＳＡＸ）以去除基质中的腐殖质，
降低基质效应。 由于生物样品脂肪含量较高，且正

己烷可溶解脂类物质，而不能溶解抗生素，因此，也
可用它进行样品净化［４３］。
２．３　 ＭＳＰＤ
　 　 ＭＳＰＤ 第一步通常是将样品和吸附剂用研钵研

磨混匀，然后将其放入带筛板的空柱子里，用溶剂进

行洗脱。 ＭＳＰＤ 方法后面的洗脱过程与 ＳＰＥ 类似，
但 ＭＳＰＤ 方法洗脱过程中样品与溶剂接触面积更

大。 ＭＳＰＤ 因所用样品和溶剂量比较少，近年来已

广泛用于污泥、食品等固体和半固体样品中农药等

有机污染物的前处理［５９－６１］，目前用于近海环境中抗

生素分析样品前处理的研究较少（见表 ２）。
　 　 样品量跟吸附剂量的比例与样品种类和含水量

有关，含水量较高的样品所需吸附剂的比例通常也

较高。 吸附剂、洗脱溶剂的选择均会影响基质去除

以及目标物的回收率。 对于四环素类等抗生素，在
研磨过程中也会加入 ＥＤＴＡ 以络合重金属［５２］。 Ｖｉｌ⁃
ｌａｒ⁃Ｐｕｌｉｄｏ 等［５４］ 采用氨丙基材料 Ｂｏｎｄｅｓｉｌ⁃ＮＨ２ 和

乙腈分别作吸附剂和洗脱溶剂测定虾中的抗生素，
磺胺类抗生素的回收率大部分低于 ４０％。 Ｓｈｅｎ
等［５３］研究了不同吸附剂（十八烷基（Ｃ１８）、中性氧

化铝、ＨＬＢ 材料和多壁碳纳米管）和洗脱溶剂（不同

比例的甲醇氨水溶液）对鱼肉中 １４ 种磺胺类抗生

素的前处理效果，发现 ＨＬＢ 材料效果最好，其次是

中性氧化铝，而 Ｃ１８ 对大部分磺胺类抗生素均有较

好的效果（因对氨基苯磺酰胺具有较强的亲水性，
回收率较低），所用洗脱溶剂均能较好地将目标物

洗脱下来，但含甲醇多的洗脱溶剂会造成基质效应

增大，因此，选择适当配比的甲醇氨水溶液会取得较

好的效果。 另外，有学者在对柱子洗脱前采用正己

烷淋洗柱子以去除脂溶性杂质，降低基质效应［５２］。
２．４　 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法

　 　 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法最早提出于 ２００３ 年，因具有

快速 （ ｑｕｉｃｋ）、简单 （ ｅａｓｙ）、廉价 （ ｃｈｅａｐ）、有效

（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ）、可靠（ ｒｕｇｇｅｄ）和安全（ｓａｆｅ）的特点而

得名［６２］。 该方法通常是取一定量样品至离心管中，
如果是干样，萃取前需要加水，接着加入乙腈等溶

剂，振荡或超声提取， 然后加入无水 ＭｇＳＯ４ 和

ＮａＣｌ，立刻振荡，使水相和有机相分离，并将目标物

从水相提取到有机相中；离心取有机相，后续通常会

通过分散固相萃取（ｄ⁃ＳＰＥ）进一步净化，具体是将

提取液加入含有 ＰＳＡ（ｐｒｉｍａｒｙ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｍｉｎｅ）
等吸附剂和无水 ＭｇＳＯ４ 的离心管中；振荡离心后取

上清液可直接上机测定。 在该方法中，添加 ＮａＣｌ
可以去除水溶性较高的极性干扰基质，同时加入

ＭｇＳＯ４ 和 ＮａＣｌ 可促使水相和有机相的分离，且盐

的存在可降低极性物质的溶解度，所以该方法对极

性物质也有较高的回收率。 ＰＳＡ 吸附剂作为弱离

子交换剂，可以与提取液中的酸性脂肪酸等杂质作

用，达到净化的目的；ＭｇＳＯ４ 可以去除提取液中的

水分，进而可以促使 ＰＳＡ 去除酸类杂质。
　 　 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 已被广泛用于各种样品中农药的

前处理分析［６３－６７］，近年来，有研究学者开始将该方

法用于样品中抗生素的处理［６８－７０］（见表 ２）。 而根

据目标物和基质的不同，萃取体系及吸附材料往往

也需进行调整优化。 针对虾中的磺胺类和嘧啶类抗

生素，Ｖｉｌｌａｒ⁃Ｐｕｌｉｄｏ 等［５４］ 采用乙酸酸化的乙腈提取

后，加 １􀆰 ７５ ｇ ＮａＣｌ 和 ４ ｇ ＭｇＳＯ４ 进行盐析分层，然
后向乙腈相中加入 ２５０ ｍｇ ＰＳＡ 和 ７５０ ｍｇ 无水

ＭｇＳＯ４ 通过 ｄ⁃ＳＰＥ 进一步净化。 而对于悬浮颗粒

物中的磺胺类和嘧啶类抗生素，Ｃａｎｔｗｅｌｌ 等［２５］采用

乙酸⁃乙酸钠酸化的乙腈提取，并用 ３ ｇ ＭｇＳＯ４ 进行

盐析分层，取乙腈相浓缩后直接上机测定，并未经过

ｄ⁃ＳＰＥ 进一步净化。 针对鱼体内的四环素类抗生

素，Ｇｒａｎｄｅ⁃Ｍａｒｔｉｎｅｚ 等［５７］采用 ＥＤＴＡ⁃ＭｃＩｌｖａｉｎｅ 缓

冲液和乙腈溶液进行提取，加（ＮＨ４） ２ＳＯ４ 进行盐

析，并采用 Ｃ１８ 经过 ｄ⁃ＳＰＥ 进一步净化。 由于 ｄ⁃
ＳＰＥ 过程中的吸附材料最终要通过离心或过滤丢

弃，且与 ＳＰＥ 过程相比，丢掉的吸附材料上仍会残

留较多目标化合物，造成回收率的偏低。 据研究，
ＰＳＡ、Ｃ１８ 以及硅胶、氧化铝等一些吸附材料，可造

成一些喹诺酮类和 β⁃内酰胺类抗生素回收率偏

低［７１，７２］。 因此，有学者通过加入正己烷对萃取后的

有机相进一步净化［５５］。

３　 结论与展望

　 　 整体上，目前近海环境关注的抗生素种类有限，
且多局限于磺胺类、喹诺酮类、四环素类和大环内酯

类抗生素，未来需关注其他抗生素。 相比较而言，近
海水相中抗生素的前处理方法较成熟，也有基于

ＳＰＥ 的 Ｏｎｌｉｎｅ⁃ＳＰＥ 在线前处理系统，可与 ＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ 直接相连，实现了自动化。 沉积物和生物样品

因基质更为复杂，在提取目标物的同时去除基质干

扰也成为关键。 固液萃取、ＭＳＰＤ 和 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方

·１０１·
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法是目前常用的 ３ 种固体样品前处理技术。 其中，
固液萃取应用较多，但其所需溶剂较多，操作步骤较

为繁琐。 ＭＳＰＤ 技术所需溶剂和样品量均较少，但
因研磨和装柱过程中操作上的差异容易造成重现性

差，且面临着无法自动化的问题。 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法

目前已有针对特定目标物的市场化产品，但在抗生

素分析样品前处理方面研究较少。 考虑到有些抗生

素极性较大，最后 ｄ⁃ＳＰＥ 所用吸附剂需要谨慎选

择，ＰＳＡ 因对极性物质具有吸附作用会造成回收率

的降低。 其他材料如磁性材料通过将目标物吸附到

表面，在外部磁场作用下使目标化合物与基质分离，
具有富集效率高、分离过程简便等优点，具有良好的

应用前景。 另外，分子印迹材料因具有高选择性，可
有针对性地对某种或某类物质进行吸附，相比于

Ｃ１８、ＰＳＡ 等具有较广吸附范围的材料，分子印迹材

料在目标物萃取或者净化方面可能是一个较好的选

择。
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