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【摘要】 论文总结了抗生素在环境中的存在，归宿及对环境的影响。应用固相萃取、液相色谱/串联质谱法（HPLC-MS-MS）同时分析了黄河水体中几种重要抗生素的含量。总的结果表明，喹诺酮类抗生素的含量最高，其次是磺胺甲恶唑类和大环内酯类药物。这可能与这些抗生素的使用量有关，在邻近人口较集中的城镇的黄河中下游一带都有较高含量分布。与其它国家的研究相比，喹诺酮类与大环内酯类类药物甚至达到该国家污水厂的含量水平，也高于珠江广州河段抗生素含量水平。
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人们日常生活中大量接触的药物与个人护理品(Pharmaceuticals and Personal Care Products，简称PPCPs)的使用及其对环境生态的影响，多年来一直被忽视，直到1990年代后期才开始得到关注。PPCPs对环境中生物的影响较之其它类别有机污染物更为显著，更易产生生物累积。但在我国，相关研究并没得到足够的重视，我国是滥用药物，尤其是滥用抗生素类药物最为严重的国家之一。因此，加强对PPCPs环境污染研究，应属当务之急。本文总结了抗生素在黄河流域水体中的存在及其环境意义。

1．实验部分
1.1 仪器与设备

Agilent1100高效液相色谱仪和AB I/SC IEX AP I4000MS/MS液质联用仪；Oasis HLB柱(Waters, 6

mL /500 mg)；快速混匀器(QL2901江苏麒麟医用仪器厂)，真空泵, 沙芯漏斗及过滤膜(0145μm)等。
1.2 试剂与标准溶液
甲醇为色谱纯(Sigma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% ，Sigma公司)；7种抗生素标样(氧氟沙星、诺氟沙星、罗红霉素、红霉素、磺胺嘧啶、磺胺二甲嘧啶、磺胺甲噁唑，含量>99％,sigma公司)；13C3-咖啡因溶液(1mg/mL，Cambridge Isotope Labs，USA)
1.3 实验方法
1.3.1 采样  沿着黄河东流，途经三门峡，洛阳，开封，荷泽等城市，一直到达东平湖。采样时间为2006年5月。采样图如图Ⅰ。
1.3.2 分离富集步骤　水样经静置后, 将上层清液通过0.45µm的滤膜真空抽滤, 除去悬浮物。取1L水样并往其加入100µL，1µg/mL13C3-咖啡因后倾入预先分别经3mL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15mL /min。完成过柱后, 以6mL甲醇淋洗, 洗脱液收集于10 mL具塞离心管中。在室温下用N2吹扫至近干, 甲醇-水(60∶40)定容至1mL, 待测。
1.3.3 测量条件　色谱条件:色谱柱：ODS-P(4.6mm(250mm，DIKMA)；进样量：20µL；            流动相:乙腈(A)和0.2%甲酸溶液(B)；流速：0.4mL·min-1；梯度淋洗程序：40%A(0-8)min，然后在2min内将A相线性增加至60%并保持15min，随后在5min内降低A相至40%并保持5min。

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 /min，碰撞气和气帘气流速分别为6和15mL /min, 气体均为N2；辅助加热气温度, 450℃；电离电压, 5500 V。
去簇电压(declustering potential, DP) 、碰撞能(collision energy, CE)及3种抗生素的其它相关质谱条件见表Ⅰ。检测方式为多反应选择监测(MRM)离子模式。
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图Ⅰ  黄河及其流域水样采集位置略图
表Ⅰ 抗生素的相关质谱条件
	抗生素
	去簇电压/碰撞能
	分子离子/碎片离子
	抗生素
	去簇电压/碰撞能
	分子离子/碎片离子

	氧氟沙星
	130/24
	362/318
	磺胺嘧啶
	70/40
	250.9/92.2

	诺氟沙星
	120/25
	320/302
	磺胺二甲嘧啶
	75/25
	279.1/186.1

	罗红霉素
	120/54
	837.1/158.2
	磺胺甲噁唑
	68/26
	253.9/156.1

	红霉素(脱水)
	120/25
	716.1/558.3
	13C3咖啡因
	80/25
	198.1/140.1


2．结果与讨论
2.1抗生素在黄河流域的存在与分布

黄河水样分析结果（ng/L），具体采样位见图Ⅰ所示。各采样点抗生素含量如表Ⅱ。结果显示不同位置的河流的抗生素的含量和种类有所不同。
表Ⅱ  各抗生素沿着黄河东流而下在黄河流域的含量分布(ng/L)
	样品编号及采样点
	磺胺类
	氟喹诺酮类
	大环内酯类

	
	磺胺甲恶唑
	氧氟沙星
	诺氟沙星
	红霉素（脱水）
	罗红霉素

	1 风陵渡大桥   
	--
	--
	--
	4
	--

	2 三门峡水库
	--
	--
	--
	13
	--

	3 小浪底水库  
	--
	82
	74
	102
	95

	4 孟津大桥  
	--
	37
	46
	--
	16

	5 洛阳石化总厂  
	--
	56
	128
	56
	53

	6 杨沟村  
	3
	264
	164
	--
	--

	7 首阳山电厂(孟津东良村)
	--
	56
	--
	----
	--

	8 高崖寨  
	--
	111
	152
	--
	18

	9 龙门公路大桥
	--
	79
	--
	--
	--

	10 伊洛河汇合口
	53
	--
	--
	66
	--

	11 首阳山电厂
	--
	114
	327
	77
	66

	12 河南化工厂
	--
	120
	236
	--
	--

	13 伊洛河神北村    
	--
	--
	--
	36
	64

	14 黄河1
	--
	48
	106
	23
	66

	15 黄河2
	23
	122
	127
	24
	89

	16 黄河3
	--
	120
	150
	39
	24

	17 汜水
	68
	129
	--
	--
	62

	18 汜水黄河
	56
	123
	172
	--
	--

	19 东平滩
	--
	--
	--
	76
	91

	20 沁河
	--
	--
	--
	56
	38

	21 沁河黄河
	17
	--
	--
	10
	31

	22 花园口
	--
	128
	147
	--
	--

	23 开封大桥
	--
	115
	168
	--
	--

	24 濮阳东明公路大桥
	--
	209
	242
	--
	--

	25 金堤河(贾海桥)
	11
	--
	--
	28
	42

	26 金堤河黄河
	--
	116
	300
	--
	--

	平均值
	38
	11.7
	169.3
	43.6
	53.9

	中值
	115.5
	152
	
	57.5
	36
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从比较黄河与珠江广州河段(洪季)中抗生素的平均含量可知(如图Ⅱ)，不同地区含有抗生素的总类与数量差别较大，这与地区的经济种类和人口密度有关。
图Ⅱ 黄河与珠江广州河段(洪季)河水中几典型抗生素的浓度水平比较
黄河水中含有氟喹诺酮类药物的量远高于珠江广州河段该类抗生素的量，而在大环内酯类药物，磺胺甲恶唑方面，两者的平均含量相差不多。表明黄河水中氟喹诺酮类药物与大环内酯类药物的污染较严重，应该给予重视。但从图Ⅲ可看出，黄河中的抗生素的含量与珠江河段枯季的含量相当，一方面由于气候和水系的不同，特别珠江处于亚热带水系较黄河发达，而且在洪季(5月分后)，珠江流域降水较多，从而使河流中抗生素的含量有所降低。此外，冬、春季节是感冒等疾病的多发季节，抗生素的使用量相对较大，从而造成春季珠江河水中抗生素类药物含量偏高。但从两方面的比较可知在全国不同河流的含量其实都很高，从下表黄河水与欧洲易北河的含量比较可知，我国河流抗生素污染已相当严重，应当重视。
表Ⅲ 黄河与易北河抗生素含量

	河流
	氧氟沙星
	诺氟沙星
	红霉素
	罗红霉素
	磺胺甲噁唑

	黄河
	37-264
	46-324
	4-102
	16-95
	3-68

	易北河
	--
	--
	30-70
	30-40
	--


[image: image2.wmf]0

100

200

300

400

500

600

氧氟沙星

诺氟沙星

红霉素

罗红霉素

磺胺甲�f唑

含量(ng/L)

黄河

珠江

图Ⅲ 黄河与珠江广州河段(枯季)河水中几典型抗生素的浓度水平比较
2.2 氟喹诺酮类抗生素的分布特征
该类抗生素是近十多年来研究最多、用量较大的一类合成抗菌药，如氧氟沙星和诺氟沙星等。
[image: image3.wmf]图6 氟喹诺酮类抗生素含量分布
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图Ⅳ 黄河水中氟诺酮类抗生素的含量分布
氧氟沙星在其中18个采样地点都有检出，含量在37～264ng/L之间，诺氟沙星在其中15个采样点都有检出，含量在46～324ng/L之间，在所检出的抗生素中，该类抗生素的含量最高，其总体含量水平明显高于瑞士河流中同类抗生素，甚至与该国污水处理厂的含量水平相当[2]。
图Ⅳ为各采样点诺氟沙星和氧氟沙星的含量分布。可以看出，这两种氟喹诺酮类的最低含量出现在位于小浪底水库下游的孟津大桥附近（4#），分别为46ng/L和37ng/L。这可能是因为小浪底水库水体对抗生素浓度的稀释作用引起的。同样，在首阳山电厂(7#)、伊洛河汇合口(10#)、伊洛河神北村(13#)、黄河1(14#)、金堤河-黄河交汇报处(26#)等几个采样位置，也由于河水的稀释作用和黄河水中泥沙的吸附作用使氟喹诺酮类药物的含量有所降低。在东平滩(19#)、沁河(20#)两个采样点，未检测出氟喹诺酮类药物的存在，表明沁河和新蟒河对黄河水中氟喹诺酮类药物的含量影响很小。然而，在濮阳东明公路大桥(24#)、杨沟村(6#)采样位置，因该地区人口密度相对较大，氧氟沙星的含量很高(209 ng/L,264 ng/L)，表明在该流域有大量抗生素注入黄河。
反观诺氟沙星，其最高含量出现在首阳山电厂点(11#)，表明氧氟沙星药物在该流域有大量的使用。另外在河南化工厂(12#)、濮阳东明公路大桥(24#)、金堤河黄河(26#)处诺氟沙星的含量都较高，表明在对应流域氟喹诺酮类药物的使用较多。
通过上述分析发现，在黄河中下游，该类抗生素的含量都较高(有大量的生活废水和工业废水)，如杨沟村、首阳山电厂、河南化工厂、金堤河黄河、濮阳东明公路大桥，这反映了氟喹诺酮类药物在我国具有较高的用量。相对而言，在人为活动相对较少的黄河上游，该类抗生素的含量都较低。同时，河水的稀释作用是影响河水中抗生素含量重要因素。此外，由于沉积物、悬浮物等颗粒物质对氟喹诺酮类药物具有较强的吸附或促进其降解等特性。因此，在水体中检测到的溶解态的氟喹诺酮类药物并不能完全反映抗生素整体污染水平。

2.3 大环内酯类抗生素的分布

该类抗生素在中国的用量仅次于内酰胺类药物，主要包括红霉素和罗红霉素等。红霉素在酸性条件下不稳定，口服后易被胃酸破坏，发生分子内脱水环合反应，生成脱水红霉素。在环境中检测到的红霉素多为脱水的形式[3,4]，在美国和德国等国家的河流及污水处理厂，均检出较高含量的脱水红霉素等大环内酯类抗生素[5,6]。
[image: image4.emf]图5 黄河中与珠江广州河段抗生素平均含量对比
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图Ⅴ 黄河水中大环内酯类抗生素的含量分布
从含量表(表Ⅱ)、采样图(图Ⅰ)、含量分布图(图Ⅴ)可知红霉素（脱水）在其中14个采样点有检出，含量在4～102 ng/L之间；罗红霉素在其中14个采样点有检出，含量在16～95 ng/L之间，两者的最高含量都是出现在小浪底水库(3#)，可知在该流域对黄河水内大环内酯类药物含量有大量的注入作用，因为该流域存在大量的养殖业，大环内酯类药物被大量地使用。在孟津大桥(4#)、杨沟村(6#)、首阳山电厂(孟津东良村)(7#)、河南化工厂(12#)、伊洛河神北村(13#)、沁河(20#)、沁河黄河(21#)、金堤河黄河(26#)采样位置处由于河水的稀释作用和黄河水中泥沙的吸附作用使相应采样位置流域大环内酯类药物的含量有所降低。在高崖寨(8#)、龙门公路大桥(9#)、花园口(22#)、开封大桥(23#)、濮阳东明公路大桥(24#)采样位置处都出现低含量，当然不可忽略河水的稀释和泥沙的吸附作用，但更重要的是表明在对应的流域内大环内酯类药物的使用量较少。

而其余的采样位置处，含量都在42～91ng/L，而在对应流域内大部分是人口稠密的城镇与工业区、养殖区(如黄河2、东平滩、黄河1、首阳山电厂、伊洛河神北村等)，可知大环内酯类药物在该流域有较高的使用。

2.4 磺胺甲噁唑：

属磺胺类抗生素，该类抗生素是应用较早的一类人工合成抗菌药物。

[image: image5.emf]图8 磺胺甲噁唑含量分布图
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图Ⅵ 黄河水中磺胺类抗生素的含量分布

从含量表(表2)、采样图(图1)，含量分布图(图Ⅵ)可知只有6个采样点有检出，含量分别在3～68ng/L之间，除了零含量的采样点外，最低含量点出现在杨沟村(6#)，最高点出现在汜水(17#)。观察含量与采样点对照图，可知汜水在磺胺甲恶唑含量上对黄河贡献较多，另外洛伊河的影响也不可忽视。黄河2(15#)、沁河黄河(21#)、金堤河(贾海桥)(25#)的低含量表明该类抗生素在对应流域有少量的使用。总的来说，黄河水中磺胺甲恶唑的含量并不高，一方面河水的稀释和泥沙的吸附在起作用，而更重要的原因则是该类抗生素在黄河流域的使用量相对于其他抗生素来说较少，因为磺胺类药物稳定性较高，亲水性强，很容易通过排泄和雨水冲刷等方式进入到水环境中[7]，进一步表明该类抗生素在黄河流域使用得较少。
3．结论

人类使用的抗生素又从水循环中回到我们的生活中。母亲河抗生素的含量有增长的趋势，并且受影响的流域越来越大。同时，通过与珠江广州河段(枯季)的比较可知，抗生素在全国不同河流的含量都很高；对比欧洲易北河，可知抗生素在我国的污染已经非常严重，应当引起重视。
同时，由于珠江较黄河的水系发达，而且处于亚热带，洪季降雨较多，所以珠江广州河段在洪季时的含量比黄河的含量要低很多。因为有关抗生素对生态影响的信息很少，而且很难对居民卫生用药和农业用药进行具体的调查和检测，因此难以估算抗生素含量的增长对黄河的影响。因此，对抗生素的生态研究将是一个很迫切的任务。国家应制定一系列关于抗生素使用的标准和抗生素对环境的影响进行评估。
4. 分析方法讨论
在本实验中，采用HLB柱对样品进行富集分离。在进行这一组实验的同时，我们也采用相同的方法富集分离养猪场废水中抗生素。但是当样品用HPLC-MS检测的时候，却检测不出信号，这可能与养猪场废水的基体十分复杂有关。化粪池的废水含有大量的有机酸和腐殖质（将该水样先通过虑膜后，发现过滤后的水是深褐色不透明的），该水样中的其他基体，把HLB柱的填充物饱和了，故抗生素没法在HBL柱上富集，对于该类水体的分离富集方法还需进一步研究。
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