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摘要!规模化养殖场动物粪肥富含抗生素且作为有机肥大量施用于农业生产$由此造成的土壤抗生素污染问题在我国还鲜有

研究C针对亚热带地区长期施用粪肥的,无公害蔬菜-生产基地$利用固相萃取F高效液相色谱F串联质谱"\V57F26O26#分析

方法$探讨了土壤中 ) 种四环素类"37N#化合物"四环素(土霉素(金霉素(强力霉素#的含量与分布特征C结果表明$土壤中 )

种四环素类化合物的总含量"" 37N#在 "‘+* f’’‘*’ !UOJU之间$平均为 $‘+* !UOJUC各化合物的检出率在 +"i f"((i之

间$平均含量为 (‘%+ f+‘"" !UOJU$以土霉素和强力霉素为主C化合物的含量与组成特征无论在平面上还是在剖面上均存在明

显的空间分布差异$且随着深度增加含量迅速降低$但在 &( MG深度仍有检出C土壤中四环素类化合物的含量较低$生态毒性

风险较小$但化合物的检出率较高且普遍同时检出多种化合物$其协同生态毒性尤其是耐药性问题值得进一步研究C
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!!规模化动物养殖中大量使用四环素类等各种抗
生素以防病治病(提高饲料利用率和促进动物生长$
如德 国 作 为 饲 料 添 加 剂 的 抗 生 素 年 用 量 达
" "$# :*"+ $在我国更是高达% ((( :*’+C抗生素使用后
通常大部分以药物原形或其代谢物随粪尿排出 *++ $
造成动物粪便中抗生素的含量普遍较高$甚至高达
数十 GUOJU以上 *) f"(+ $成为环境中抗生素的重要来
源C而且$规模化养殖场动物粪肥广泛作为有机肥料
大量施用于农业生产$可造成土壤抗生素残留污

染 ** f$$"" f"++ $其输入量甚至不亚于农药施用量 *)+ $并



) 期 邰义萍等!长期施用粪肥菜地土壤中四环素类抗生素的含量与分布特征

可通过干扰土壤微生物的群落结构与功能 *")$"*+而
影响土壤肥力$甚至可被作物吸收累积 *"%$"$+从而危
及农产品质量安全C此外$土壤抗生素污染还可通过
地表径流和淋滤作用进一步造成水体的抗生素污
染 *"& f’(+ $并引发细菌耐药性 *’"+ $威胁动物与人类健
康C因此$抗生素已成为一类新兴的重要环境有机污
染物和近年来环境科学研究的国际热点$但研究工
作主 要 集 中 在 水 环 境 污 染 及 其 生 态 效 应 方
面 *"& f’($’’+ $而对于土壤环境污染及其生态效应的研
究较少 ** f$$")$"*+ $在我国还鲜见报道 *&$""$"’$")+C特别
是富含抗生素的规模化养殖场动物粪肥长期施用而
导致的土壤抗生素污染问题令人关注$而目前国内
外特别是在国内还研究较少且不同研究结果之间差
异较大 ** f$$""+ $因为其污染状况与抗生素种类(气候
条件(生产方式等各种因素密切相关C为此本研究针
对动物养殖中广泛使用的 ) 种四环素类"37N#化合
物"四环素(土霉素(金霉素(强力霉素#$探讨了亚
热带地区长期施用粪肥的菜地土壤中四环素类化合
物的含量与分布特征$以期为粪肥安全施用和土壤
抗生素污染控制提供科学依据C

OP材料与方法

OQO!仪器与试剂
4UB<A9:""(( 型高效液相色谱仪$4T)(((a304V

型电喷雾",6/#离子源串联质谱仪’6\[F&’ 恒温振
荡器’ âF’*(,超声波清洗器’ Ŵ7F"()’ 型低速离
心机’.BNBDEAD32FW5型固相萃取装置 " 6?DA<M8#’
1HNBN\5T固相萃取柱 " + G5O%( GU$ 6?DA<M8#’
5̂*"’]型数控恒温水浴C四环素类"37N#抗生素 )
种$分别为四环素 "37#(土霉素 "137#(金霉素
"737#( 强 力 霉 素 "W7#$ 标 准 品 均 产 自 德 国
,;EA9N:8ERAEZGQ\公司$纯度 k#&iC甲醇(乙腈均
为色谱纯"6BUGH公司#$其它化学试剂均为分析纯$
实验用水为高纯水C四环素类化合物标准品母液配
制!准确称取标准品各(‘("( ( U$溶于甲醇并定容至
"(( G5$配制成浓度为 "(( !UOG5的工作母液$于)r
冰箱中避光保存$使用期为 % 个月C实验所用各种浓
度的标准液用乙腈O水"’(O&($体积比#按一定比例稀
释$配制成浓度范围为 (‘’ f’(( !UO5的校正曲线工
作液C,W34F2M/<SHB9A缓冲液配制!称取柠檬酸 "’‘#
U$磷酸氢二钠 ’$‘* U$乙二胺四乙酸二钠 ",W34#
+$‘’ U$溶于水中并定容到 " 5"D\p)‘(#C
OQE!样品采集与预处理

研究区为地处亚热带湿热气候条件"年均气温

’"‘#r$年降雨量" %&’‘& GG#的珠三角地区某现代
化农业生态园区内,无公害蔬菜-生产基地$由企业
"连片 "(( 亩以上#或各农户 ""( 亩O户左右#进行
经营$以北江清洁水源进行灌溉$长期施用畜禽粪肥
"牛粪(鸡粪等#作为有机肥"’*( JUO亩左右#$同时
施用一定量化肥C根据生产方式(蔬菜品种和环境条
件等因素$按环境监测要求选择 "+ 个采样地块$分
别以多个点位采集表层土壤 "’( MG#组成混合样C
同时对大白菜和苦麦菜菜地分别采集土壤剖面样品
"( f’(( ’( f)(( )( f%(( %( f&( MG#C样品采集后
按四分法缩减$于室内风干后粉碎过 %( 目筛备测$
其中表层土壤样品 "+ 个$’ 个不同蔬菜土壤剖面样
品各 ) 个C表层土壤有机质平均含量为 "(‘& UOJUC
土壤 D\值为弱酸性$随着深度向中性演化C

土壤样品预处理方法参考文献*"’+C准确称取
"‘(( U左右土壤样品置于 "( G5离心瓶中$加入甲
醇O,W34F2M<<SHB9A""�"$体积比#缓冲液混合液 *
G5$依次振荡 "( GB9$超声提取 "* GB9$离心") *((
EOGB9$"( GB9#收集上清液C残渣按上述方法反复提
取 ’ 次C合并上清液进行旋转蒸发$浓缩液通过\5T
小柱*先后用 % G5甲醇和 % G5的 ,W34F2M<<SHB9A
""�"$体积比#缓冲液活化+萃取富集C先用 % G5高
纯水淋洗$再用 + G5甲醇洗脱小柱C洗脱液在)(r
水浴下用氮气吹至近干$用甲醇O水 " %(O)($体积
比#溶液定容至 " G5$溶液过 (‘’’ !G滤膜后收集
于样品瓶中待测C
OQR!57F26O26 分析与质控

色谱条件!色谱柱$’(0T4__WTF7"&"’‘" q*(
GG#’流动相!水 ")t甲酸#F乙腈 ""t甲酸#$其体
积比 p&(�’(’进样体积!* !5C质谱条件!离子源为
,6/源’离子源""Z6"#和#"Z6’#的气体流量分别
为 *( 和 %( G5OGB9$气帘气流量为 "( G5OGB9$气体
均为 -’’离子源温度为*((r’离子源电压为) *((
.’检测方式为多反应选择监测 "202#离子模式C
以 + 个加标浓度""(( *( 和 "(( !UOJU#进行四环素
类化合物的回收率测定C结果表明$各化合物在不同
加标浓度下的回收率总体上差别不大$相对标准偏
差均低于 "(iC) 种化合物的回收率在 &$i f
""’i之间$符合分析要求"表 "#C

以四环素类抗生素混合标准工作液系列浓度
(‘’( (‘*( "‘(( *‘(( "(( *(( "((( ’(( !UO5进行
57F26O26 分析$建立各化合物标准曲线的线性回
归方程C根据 (‘’ !UO5混合工作液分析中重组离子
色谱峰的 + 倍信噪比 " +6O-# 和 "( 倍信噪比

+&""
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!!!!!!表 OP土壤中四环素类化合物的加标回收率Oi
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化合物
加标浓度O!U)JUh"

"( *( "((
土霉素 "(* g%‘$ "($ g%‘# ""’ g$‘*
四环素 #( g+‘( && g’‘# #* g’‘*
金霉素 &# g"‘# &$ g"‘& #( g’‘+
强力霉素 ## g"‘) "(( g"‘) "(% g+‘(

""(6O-#分别确定检测限"51W#和定量限"51a#$
结果见表 ’C为控制实验过程中人为污染$保证操作
过程准确$每 "( 个样品间隔设置空白(样品平行样(
样品加标样$并且在进样过程中同时进固定浓度标
样进行质量控制C空白中均未检出 ) 种四环素类化
合物$平行样品测试结果标准偏差均 j"i$整个分
析流程的回收率为 &%i f#&iC

表 EP四环素类化合物的线性回归方程’检测限和定量限

3HQ<A’!,c?H:B89 8R<B9AHEEAUEANNB89$<BGB:8R@A:AM:B89 H9@ <BGB:8Rc?H9:BRBMH:B89 8R:A:EHM=M<B9AH9:BQB8:BMN

化合物
碎片离子

O母离子"!=H#
浓度范围
O!U)5h"

回归方程 相关系数 #
检测限
O!U)5h"

定量限
O!U)5h"

土霉素 )’%‘’O)%"‘’ (‘’ f’(( 5p+‘))A+6h%‘+%A+ (‘### # (‘() (‘"*
四环素 )"(‘’O))*‘’ (‘’ f’(( 5p"‘)%A)6F*‘$A) (‘### & (‘(+ (‘""
金霉素 )))‘’O)$#‘’ (‘’ f’(( 5p’‘)A+6F"‘)*A) (‘### % (‘(* (‘"&
强力霉素 )’&‘’O))*‘’ (‘’ f’(( 5p"‘"’A)6F*‘""A) (‘### # (‘(% (‘’’

图 OP长期施用粪肥土壤中四环素类化合物的含量分布特征
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EP结果与讨论

EQO!表层土壤中四环素类化合物的含量及其分布
特征

研究区以清洁的江水进行灌溉$因此土壤中抗
生素主要来源于粪肥的施用C表层土壤中 ) 种四环

素类化合物总含量 "" 37N# 在 "‘+* f’’‘*’

!UOJU之间$平均为 $‘+* !UOJU"表 + #$以低于 *

!UOJU为主"&)‘%’i#$在 * f"( !UOJU之间和高于
"( !UOJU分别占 $‘%#i和 $‘%#i*图 " "H#+C各化
合物的检出率在 +"i f"((i之间$含量大部分在 *

!UOJU以下*图 ""Q#+C其中土霉素和强力霉素的检
出率均为 "((i$含量分别在 (‘$" f""‘%’ !UOJU和
("低于定量限# f%‘#’ !UOJU之间$平均含量分别为
’‘$) !UOJU和 +‘"" !UOJU’四环素和金霉素的检出
率分别为 $$i和 +"i$含量分别在 ("低于检测限#
f)‘#( !UOJU和 ("低于检测限# f)‘+* !UOJU之间$
平均含量分别为 (‘%+ !UOJU和 (‘&$ !UOJUC化合物
的最高含量顺序为土霉素"""‘%’ !UOJU# k强力霉

素 "%‘#’ !UOJU# k四环素 ")‘#( !UOJU# k金霉素
")‘+* !UOJU#$平均含量顺序为强力霉素 " +‘""

!UOJU# k土霉素 " ’‘$) !UOJU# k金霉素 " (‘&$

!UOJU# k四环素 "(‘%+ !UOJU#C可见$研究区表层
土壤中四环素类化合物以土霉素和强力霉素为主C
所有土壤样品均检出 ’ 种以上四环素类化合物$其
中能同时检出 ) 个( + 个和 ’ 个化合物的土壤样品
分别占 +"i( )%i和 ’+iC

表 RP长期施用粪肥菜地土壤中四环素类化

合物的含量特征"# O!U)JUh"

3HQ<A+!789MA9:EH:B89N8R:A:EHM=M<B9ANB9 N8B<NM;E89BMH<<=

RAE:B<BbA@ PB:; GH9?EANO!U)JUh"

化合物 最大值 最小值
平均值 g标
准偏差

检出率Oi

土霉素 ""‘%’ (‘$" ’‘$) g’‘#+ "((

四环素 )‘#( -W (‘%+ g"‘+’ $$

金霉素 )‘+* -W (‘&$ g"‘)% +"

强力霉素 %‘#’ -a +‘"" g’‘%& "((

" 37N ’’‘*’ "‘+* $‘+* g*‘%" "((

"#-W表示低于检测限$-a表示低于定量限$均按 ( 参与统计

)&""
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!!国外针对施用粪肥土壤中四环素类抗生素污染
特征的研究有一些报道 ** f$+ $而在国内只有个别报
道 *""+ $但不同研究结果之间差异很大C澳大利亚粪
肥中金霉素(土霉素和四环素的含量分别高达 )%(
’# 和 ’+ GUOJU$但施用粪肥土壤中土霉素和四环素
的含量均低于检测限$而金霉素的含量高达 +#"
!UOJU*%+C意大利(土耳其等国施用粪肥土壤中土霉
素和金霉素的含量高达 "(( !UOJU甚至 *(( !UOJU
以上 *$$’++C我国浙北地区施用粪肥土壤中土霉素(金
霉素和四环素的含量高达 *(( !UOJU甚至 * (((
!UOJU以上 *""+C而德国(丹麦(加拿大等国施用粪肥
土壤中土霉素(金霉素和四环素的含量则低于 "((
!UOJU**$"+$’)$’*+C不同地区的温度(湿度等气候因素
对于施用粪肥土壤中抗生素的环境行为影响很大$
通常高温(高湿有利于抗生素的降解 *’% f’&+C其它因
素如粪肥种类"猪粪(鸡粪等#及其中抗生素含量(
施肥方式(施肥后时间长短(土壤特性(耕作条件等
等都会影响施用粪肥土壤中抗生素的含量$而且这
些因素之间又可能相互影响C施用粪肥土壤中抗生
素的含量随着时间推移可能发生很大变化 *’*$’#+ $鸡
粪中抗生素的降解速率比猪粪中的快 *+(+ $砂壤质土
壤中抗生素的降解速率比砂质土壤中的快 *’*+C连续
施用粪肥可能导致土壤中抗生素含量的累积提
高 *"++ $也可能不累积甚至反而降低 *’#+ $后者可能是
因为连续施肥促进了土壤微生物的活动性从而有利
于抗生素的降解C与不施用粪肥相比$施用粪肥可促
进土壤中抗生素的降解 *’%+ $而且粪肥施用量越大土
壤中抗生素降解越快 *’$+C此外$类似于有机物污染
土壤的植物修复作用一样 *+"+ $在蔬菜生产中较高复
种指数和经常性轮作有利于降低施用粪肥土壤中新
兴有机污染物抗生素的含量C因此$与上述其它地区
施用粪肥土壤相比$本研究区施用粪肥土壤中四环
素类抗生素的含量较低$而且远低于兽药国际协调
委员会"./7\#筹划指导委员会提出土壤中抗生素
生态毒害效应的触发值 ""(( !UOJU# *$+ $对土壤生
物群落结构与功能的生态毒害风险较小C但是也有
报道$潜育灰壤在四环素存在下孵化 & 周后当浓度
为 "( !UOJU时代谢熵仍受到显著影响 *+’+ $而本研究
土壤中土霉素的最高含量已接近 "( !UOJUC特别是
研究区土壤中 ) 种四环素类化合物的检出率均较
高$且土壤中多数能同时检出 + 种以上四环素类化
合物$各化合物之间的联合生态毒性尤其是耐药性
问题值得关注$需要进一步研究与控制C
EQE!不同蔬菜土壤中四环素类化合物的组成及其

含量特征
不同品种蔬菜土壤中四环素类化合物的组成及

其含量特征有明显差异 "图 ’ #C首先在总含量

"" 37N#上变化范围在 "‘*+ f"(‘%$ !UOJU之间$

其中韭菜(大白菜和西兰花土壤中" 37N较高$而

油麦菜(苦麦菜等土壤中" 37N较低’其次在化合

物组成上$韭菜(菜心(苦麦菜土壤中以土霉素和强
力霉素为主$西兰花(葱花土壤中以土霉素(金霉素
和强力霉素为主$大白菜土壤中以土霉素(四环素和
强力霉素为主$萝卜土壤中以土霉素和金霉素为主$
而油麦菜土壤中以土霉素为主C同一品种蔬菜不同
地块土壤中四环素类化合物的组成及其含量特征也
有明显差异"图 +#C大白菜 ) 个不同地块土壤中四

环素类化合物总含量 "" 37N# 变化在 "‘+* f

’’‘*’ !UOJU之间$且大白菜 "(大白菜 ’ 土壤中以土
霉素和强力霉素为主$大白菜 + 土壤中以土霉素为
主$而大白菜 ) 土壤中以土霉素(四环素和强力霉素
为主C不同植物根际对土壤中有机污染物的降解情

图 EP不同蔬菜土壤中四环素类化合物组成
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图 RP大白菜不同地块土壤中四环素类化合物组成
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况存在明显差异 *+"+ $与植物根系分泌物等生理生化
特征以及根际微生物种群结构与功能的差异等因素
有关$这是导致不同蔬菜土壤中四环素类化合物组
成及其含量差异的重要原因C另外$蔬菜基地内不同
农户之间生产方式"如施肥(灌溉(轮作等#不同也
会造成土壤中四环素类化合物的降解性(迁移性等
环境行为的不同 *+++ $从而导致同一品种蔬菜不同地
块土壤中四环素类化合物的组成及其含量特征的差
异C
EQR!土壤剖面中四环素类化合物的组成及其含量
特征

由于四环素类化合物在土壤中较强的吸附
性 *+)$+*+ $在土壤剖面中其含量随着深度的增加而迅
速降低"图 )#C这与前人的研究结果相似$但也有一
定差异$如我国浙北地区施用粪肥土壤中四环素(土
霉素和金霉素的含量从表层土壤"( f’( MG#到亚
表层土壤"’( f)( MG#降低 ’ f+ 倍 *""+ $而德国施用
粪肥土壤中四环素在土壤不同深度 ( f"(( "( f’(
!!

和 ’( f+( MG的含量分别为 &%‘’( "#&‘$ 和 "$"‘$
!UOJU$而在深度 +( MG以下时含量低于检测限 *"++C
不同蔬菜土壤剖面中四环素类化合物的组成及其含
量随深度的变化特征差异较大C大白菜土壤剖面不
同深度"( f’(( ’( f)(( )( f%( 和 %( f&( MG#土壤
中均检出土霉素(四环素和强力霉素 + 个化合物’而
苦麦菜土壤剖面 ( f’( MG土壤中检出土霉素(四环
素和强力霉素 + 个化合物$但在 ’( f)( MG和 )( f
%( MG土壤中仅检出土霉素和强力霉素 ’ 个化合
物$且在 %( f&( MG土壤中未检出四环素类化合物C
这种差异与不同植物根系生理生化特征和各农户生
产方式不同而导致土壤中抗生素的环境行为不同有
关$不同耕作方式直接影响土壤中抗生素的活动性(
迁移性及其在土壤剖面的分布*++$+)+C总体上各化合
物的含量随着土壤剖面深度的增加而降低的幅度为
四环素 k土霉素 k强力霉素$这与化合物在土壤中的
吸附能力大小顺序吻合*+*$+%+ $即化合物的吸附能力
越强$其含量随着土壤剖面深度降低的幅度就越大C

图 UP土壤剖面中四环素类化合物的组成及其含量特征
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RP结论

""#亚热带某蔬菜基地长期施用粪肥土壤中 )

种四环素类化合物的总含量 "" 37N#在 "‘+* f

’’‘*’ !UOJU之间$平均为 $‘+* !UOJUC
"’#各化合物的检出率在 +"i f"((i之间$平

均含量为 (‘%+ f+‘"" !UOJU$以土霉素和强力霉素为
主C化合物的组成及其含量特征无论在平面上还是在
剖面上均有明显差异$且随着深度增加含量迅速降
低$但在 %( f&( MG深度仍有检出C虽然土壤中四环
素类化合物的含量较低$生态毒性风险较小$但化合
物的检出率较高且普遍同时检出多种化合物$其协同
生态毒性尤其是耐药性问题值得进一步研究C

参考文献#
* " +! 8̂8<N6 4,$ 28<:GH99 ]>$ 9̂HMJAE3C,N:BGH:B9U:;A?NA8R

SA:AEB9HE=GA@BMB9ANB9 :;A,?E8DAH9 ?9B89 * ]+C0AU?<H:8E=

38KBM8<8U=H9@ V;HEGHM8<8U=$ ’((&$VF""# !*#F%*C

* ’ +!侯放亮C饲料添加剂应用大全 *2+C北京!中国农业出版社$

’((+C"F)*C

* + +!\H<<B9UF6�EA9NA9 T$ -BA<NA9 6 -$ 5H9bJ=V>$ %&’(C1MM?EEA9MA$

RH:AH9@ ARRAM:N8RD;HEGHMA?:BMH<N?QN:H9MANB9 :;AA9SBE89GA9:0

HEASBAP*]+C7;AG8ND;AEA$ "##&$R!"’#!+*$F+#+C

* ) +!\H<<AE2Y$ 2?<<AE6 0$ 2M4E@A<<76$ %&’(Ca?H9:BRBMH:B89 8R

SA:AEB9HE=H9:BQB8:BMN"N?<R89HGB@ANH9@ :EBGA:;8DEBG# B9 H9BGH<

GH9?EAQ=<Bc?B@ M;E8GH:8UEHD;=FGHNNNDAM:E8GA:E=*]+C]8?E9H<

8R7;E8GH:8UEHD;=4$ ’((’$TVE""F’# !"""F"’(C

* * +!4?N:2 1$ Z8@<B9NJB>$ 3EHSBNZ 0$ %&’(CWBN:EBQ?:B89 8R

N?<RHGA:;HbB9A$ M;<8E:A:EHM=M<B9AH9@ :=<8NB9 B9 GH9?EAH9@ N8B<

8R7H9H@BH9 RAA@<8:NHR:AEN?Q:;AEHDA?:BM?NAB9 MH::<A* ]+C

%&""



) 期 邰义萍等!长期施用粪肥菜地土壤中四环素类抗生素的含量与分布特征

,9SBE89GA9:H<V8<<?:B89$’((&$OV!"+# !"’)+F"’*"C

* % +!2HE:�9AbF7HEQH<<8,$ Z89b{<AbFTHEEABE87$ 6M;HER6$ %&’(C

,9SBE89GA9:H<G89B:8EB9UN:?@=8RNA<AM:A@ SA:AEB9HE=H9:BQB8:BMN

B9 H9BGH<GH9?EAH9@ N8B<NB9 4?N:EBH* ]+C,9SBE89GA9:H<

V8<<?:B89$’(($$OUG"’# !*$(F*$#C
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