
摘 要：利用高效液相色谱-串联质谱（HPLC-MS/MS）分析方法，探讨了广州地区施用粪肥的“绿色蔬菜基地”和“有机蔬菜基地”土
壤中 4种四环素类抗生素（四环素、土霉素、金霉素和强力霉素）的含量与分布特征。结果表明：土壤中 4种四环素类抗生素的总含
量在 0.11~48.45 滋g·kg-1之间，平均为 12.64 滋g·kg-1；各抗生素的检出率为 69%~92%，平均含量为 0.98~6.59 滋g·kg-1，以土霉素为
主；有机蔬菜基地土壤中四环素类抗生素的平均总含量比绿色蔬菜基地土壤中的高；同一基地不同品种蔬菜地土壤中 4种四环素
类抗生素的组成及含量特征有一定差异。研究区土壤中四环素类抗生素的含量低于土壤中抗生素生态毒害效应触发值（100 滋g·kg-1），
对土壤生物群落结构与功能的生态毒害风险较小。

关键词：绿色蔬菜基地；有机蔬菜基地；四环素类抗生素；土壤污染

中图分类号：X592 文献标志码：A 文章编号：1672-2043（2014）09-1743-06 doi:10.11654/jaes.2014.09.011

广州市某绿色和有机蔬菜基地土壤中四环素类抗生素
的含量与分布特征

邰义萍 1，2，3，莫测辉 3*，李彦文 3，吴小莲 3，黄献培 3，向 垒 3

（1.中国科学院华南植物园，广州 510650；2.中国科学院大学，北京 100049；3.暨南大学环境工程系广东省高校水土环境毒害性
污染物防治与生物修复重点实验室，广州 510632）

Concentrations and Distributions of Tetracycline Antibiotics in Soils of Green and Organic Vegetable Fields in
Guangzhou, China
TAI Yi-ping1,2,3, MO Ce-hui3*, LI Yan-wen3, WU Xiao-lian3, HUANG Xian-pei3，XIANG Lei3

（1. South China Botanical Garden, Chinese Academy of Sciences, Guangzhou 510650, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences,
Beijing 100049, China; 3. Key Laboratory of Water/Soil Toxic Pollutants Control and Bioremediation of Guangdong Higher Education Institu原
tion, Department of Environmental Engineering, Jinan University, Guangzhou 510632, China）
Abstract：Extensive uses of tetracycline antibiotics（TCs）in animal production have caused soil contamination via manure applications. In
this study, we investigated the concentrations and distributions of four TCs including tetracycline, oxytetracycline, chlortetracycline and de原
oxytetracycline in soils from green and organic vegetable fields in Guangzhou using high performance liquid chromatography-electrospray
ionization tandem mass spectrometry（HPLC-MS/MS）. Total concentrations of these four TCs ranged from 0.11 滋g·kg-1 to 48.45 滋g·kg-1,
averaging at 12.64 滋g·kg-1. Detection frequencies were 69% to 92% for the soil samples. The average concentration of individual antibiotics
was from 0.98 滋g·kg-1 to 6.59 滋g·kg-1, dominanet with oxytetracycline. Higher TCs concentrations were found in organic than in green veg原
etable fields. Concentrations and composition of tetracycline compounds in soils were different among different varieties or genotype of veg原
etables. So far the ecological risk of these four TCs in the soils was low as their concentrations were well below the ecotoxic effect trigger
value（100 滋g·kg-1）set by the Steering Committee of Veterinary International Committee on Harmonization. Further investigation including
environmental fate, plant uptake, and human exposure to antibiotics via plant-derived food should be conducted.
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四环素类等抗生素在规模化动物养殖中广泛用

于防病治病、提高饲料利用率和促进动物生长[1-2]。抗
生素使用后通常以药物原形随粪尿排出[3]，规模化养
殖动物粪便中抗生素含量普遍较高[4-8]，甚至达每千克
数十毫克以上[4-11]。动物粪便通常作为有机肥料用于
农业生产，特别是用在蔬菜和果树生产 [9，12]，可造成
土壤抗生素残留污染[4-6，13-14]，其输入量不亚于农药施
用量 [9]，并可通过干扰土壤微生物的群落结构与功
能 [15-16]而影响土壤肥力，甚至可被作物吸收累积[17-18]

而危及农产品质量安全。

目前关于抗生素污染的研究工作主要集中在水

体污染及其生态效应方面[19-22]，而对于土壤污染及其生
态效应的研究较少[4-6，13-14]，在我国还鲜见报道[10，15，23-25]。
特别是绿色蔬菜、有机蔬菜等经有关机构认证的蔬菜

基地，更强调有机粪肥的施用，对动物粪肥中抗生素

含量没有限制要求，因而其土壤中抗生素的污染问题

更令人关注。

本文选择人畜共用的四环素类抗生素为研究对

象，探讨广州市施用粪肥的某绿色蔬菜基地和有机蔬

菜基地土壤中 4种四环素类抗生素的含量与分布特
征，以期为土壤抗生素污染控制与保障农产品安全提

供科学依据。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
样品预处理和分析中所使用的仪器设备主要有

固相萃取装置（VisiprepTM-DL，Supelco）、Oasis HLB
固相萃取柱（3 mL/60 mg，Supelco）、数控恒温水浴、恒
温振荡器、超声波清洗器、低速离心机以及高效液相

色谱仪（Agilent 1100）、电喷雾（ESI）离子源串联质谱
仪（AB4000QTRAP）。

研究的 4种四环素类（TCs）抗生素分别为四环素
（TC）、土霉素（OTC）、金霉素（CTC）、强力霉素（DC），
标准品均产自德国 Ehrenstorfer GmbH公司，纯度大
于 98%。甲醇、乙腈均为色谱纯（Sigma公司），其他化
学试剂均为分析纯，实验用水为高纯水。

四环素类抗生素标准品母液配制：准确称取标准

品各 0.010 0 g，溶于甲醇并定容至 100 mL，配制成浓
度为 100 滋g·mL-1的工作母液，于 4 益冰箱中避光保
存，使用期为 6个月。实验所用各种浓度的标准液用
乙腈/水（20/80，V /V）按一定比例稀释，配制成浓度范
围为 0.2~200 滋g·L-1的校正曲线工作液。

EDTA-McIlvaine缓冲液配制：称取柠檬酸 12.9

g，磷酸氢二钠 27.5 g，乙二胺四乙酸二钠（EDTA）37.2
g，溶于水中并定容到 1 L（pH=4.0）。
1.2 样品采集与预处理

土壤样品采自广州市某绿色蔬菜生产基地和有

机蔬菜生产基地，前者约 270 hm2，后者约 33 hm2，主
要种植的认证蔬菜品种有芥兰、菜心、芥菜、豆角和

上海青等，有机肥（猪粪、鸡粪等）年施用量为 7500~
15 000 kg·hm-2。根据采样时种植蔬菜品种结合环境
条件等因素，选择了地势平坦、肥力均匀的采样地块

共 13个，每个地块采用对角线取样法进行采样，相同
种植类型的地块分别以 5~8个点位采集表层土壤（20
cm）组成混合样，再用四分法保留 1 kg左右的土壤。
其中来自绿色蔬菜基地的土壤混合样品 5个，来自有
机蔬菜基地的土壤混合样品 8个（其中 2个土样分别
来自两处种植菜心的地块，在比较种植不同蔬菜土壤

中四环素含量组成时，取平均值）。土壤 pH为 5.0~7.2
（水土比为 2.5颐1），有机质含量为 20~35 g·kg-1（重铬
酸钾容量法）

样品采集后按四分法缩减，于室内风干后粉碎过

60目筛备测，样品预处理方法参考文献[26]进行。准
确称取 1.00 g干土样品置于 10 mL离心瓶中，加入甲
醇/EDTA-Mcllvaine（1颐1）缓冲液 5 mL，依次振荡和超
声提取各 15 min，离心（4500 r·min-1）收集上清液。残
渣按上述方法反复提取 2次。合并上清液，利用旋转
蒸发仪在 40 益水浴中减压蒸发至 1 mL左右，再经固
相萃取柱净化富集。

固相萃取 HLB小柱处理：先后用 6 mL甲醇和 6
mL EDTA-Mcllvaine缓冲液活化固相萃取小柱，再用
6 mL高纯水淋洗小柱;将上述经旋转蒸发后的清液
过固相萃取小柱，控制流速为 60~120滴·min-1。先用
6 mL水淋洗小柱，真空干燥 10 min，再用 3 mL甲醇
洗脱小柱，控制流速约为 30滴·min-1。收集洗脱液于
40 益水浴下用氮气吹至近干，用甲醇/水（60/40，V /V）
溶液定容至 1 mL，溶液过 0.22 滋m滤膜后收集于样
品瓶中待测。

1.3 LC-MS/MS分析
色谱条件：色谱柱，20RBAX XDB-C18（2.1 mm伊50

mm）；流动相为水（0.4%甲酸）-乙腈（0.1%甲酸）（80颐
20，V /V）；进样体积 5 滋L。质谱条件：离子源为 ESI
源；离子源玉（GS1）和域（GS2）的气体流量分别为 50、
60 mL·min-1，气帘气流量为 10 mL·min-1，气体均为
N2；离子源温度为 500 益；离子源电压为 4500 V；检测
方式为多反应选择监测（MRM）离子模式。以 3个加标
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表 2 文献报道施用粪肥土壤中四环素类抗生素的检出率、最高含量和平均含量
Table 2 Detection rates and maximum and mean contents of tetracyclines in manure-amended soils reported in literature

四环素类抗生素 Tetracyclines 检出率 Detection rates/% 最高含量 Maximum/滋g·kg-1 平均含量 Mean/滋g·kg-1

土霉素 Oxytetracycline 19[13]、89[24]、93[23]、100[6，25] 9.6[13]、11.6[25]、103.4[24]、500[6]、5200[23] 2.7[25]、9.0[24]、9.6[13]、350[23]

四环素 Tetracycline 77[25]、84[24]、88[23]、97[13] 1.3[24]、4.9[25]、74.4[13]、600[23] 0.6[25]、1.3[24]、44.1[13]、43.4~86.2[14]、110[22]

金霉素 Chlortetracycline 23[5]、31[25]、33[6]、35[13]、59[24]、93[23] 4.4[25]、76[24]、104.6[13]、600[23] 0.9[25]、5.1[24]、3.7~6.6[14]、31.1[13]、120[23]

强力霉素 Deoxytetracycline 62[24]、100[25] 6.9[25]、44.6[24] 3.1[25]、5.5[24]

表 1 蔬菜基地土壤中四环素类抗生素的含量特征
Table 1 Concentrations of tetracyclines in soils from

vegetable fields

注：ND表示低于检测限，NQ表示低于定量限，均按 0参与统计。

四环素
类抗生素

Tetracyclines
最大值

Maximum
/滋g·kg-1

最小值
Minimum/
滋g·kg-1

土霉素
Oxytetracycline 46.62 NQ
四环素

Tetracycline 3.97 ND
金霉素

Chlortetracycline 20.19 ND
强力霉素

Deoxytetracycline 3.29 ND
移TCs 48.45 0.11

平均值依标准偏差
Mean依SD
/滋g·kg-1

检出率
Detection/

%
6.59依12.75 92

1.13依1.31 92

3.93依5.87 69

0.98依1.13 92
12.64依15.59 100

图 1 土壤中四环素类抗生素总含量区间分布
Figure 1 Distribution of total tetracyclines in soils

图 2 四环素类各抗生素含量分布
Figure 2 Distribution of different tetracycline antibiotics in soils

浓度（10.0、50.0、100.0 滋g·kg-1）进行四环素类抗生素
的回收率测定[25]，土壤中土霉素、四环素、金霉素和强
力霉素的回收率分别为 108%依4%、91%依4%、89%依
2%和 102%依4%，4 种四环素类抗生素检测限在
0.03~0.06 滋g·L-1之间，定量限为 0.11~0.22 滋g·kg-1。
1.4 质量控制与保证

为控制实验过程中人为污染，保证操作过程准

确，每 4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。空白中均未检出 4种四环素类抗生素，平行样
品测试结果标准偏差均约1%，整个分析流程的回收率
在 81.0%~96.1%之间。
2 结果与讨论

2.1 土壤中四环素类抗生素的含量
研究区为获得品质认证的蔬菜基地，对生产要求

严格，注重施用有机粪肥，因此土壤中四环素类抗生

素主要来源于粪肥的施用。土壤中 4种四环素类抗生
素总含量（撞TCs）在 0.11~48.45 滋g·kg-1之间，平均为
12.64 滋g·kg-1（表 1），全部低于 50 滋g·kg-1，半数以上
低于 10 滋g·kg-1（61.5%），在 10~30 滋g·kg-1 和 30~
50 滋g·kg-1之间的样品各占 23.1%和 15.4%（图 1）。4

种四环素类抗生素的检出率为 69%~92%，含量基本
在 10 滋g·kg-1以下（图 2），土霉素和金霉素最高含量
分别为 46.62、20.19 滋g·kg-1，平均含量顺序为土霉素
（6.59 滋g·kg-1）>金霉素（3.93 滋g·kg-1）>四环素（1.13
滋g·kg-1）>强力霉素（0.98 滋g·kg-1）。可见，研究区土壤
中四环素类抗生素组成以土霉素为主，其次为金霉

素，而四环素和强力霉素的含量较低。大部分土壤样

品能同时检出 4种四环素类抗生素，但各抗生素的含
量基本在 10 滋g·kg-1以下。

不同地区土壤中四环素类抗生素含量差异较大

（表 2），最高可达每千克几毫克，最低不到 1 滋g·kg-1。
影响土壤中抗生素含量的因素很复杂，与地区分布相

关的气候因素如温度、湿度等与土壤中抗生素的环境
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行为影响有关，通常高温、高湿有利于抗生素的降

解[29]。除了与气候因素相关的地区分布以外，还有其
他重要的控制因素，如粪肥来源、种类及其中抗生素

含量、施肥方式、施肥后取样时间、土壤特性、耕作条

件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。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[30]，鸡粪中抗
生素的降解速率比猪粪中的快[29]，砂壤质土壤中抗生
素的降解速率比砂质土壤中的快[31]。

与文献报道的施用粪肥土壤中四环素类抗生素

检出的含量相比较（表 2），本研究区土壤中四环素类
抗生素的含量较低。本研究区“绿色蔬菜基地”和“有机

蔬菜基地”更强调有机粪肥的施用，由于粪肥在施用

前通常经过堆肥处理，其中抗生素已得到有效降解[28]。
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[29]。连续施肥可能促进了土壤微生物的活动性，从而
有利于抗生素的进一步降解，导致土壤中抗生素含量

不累积甚至降低[30]。这可能是研究区施用粪肥土壤中
抗生素的含量甚至比一般农业土壤如东莞市普通蔬

菜生产基地土壤中抗生素含量[24]更低的原因，农田土
壤中抗生素来源途径包括污水灌溉等[32]。此外，类似
于土壤有机污染植物修复作用[33]，蔬菜生产中较高的
复种指数和经常性轮作也有利于施用粪肥土壤中抗

生素的降解而减轻污染程度，导致研究区土壤中喹诺

酮类抗生素含量较低，且低于兽药国际协调委员会

（VICH）筹划指导委员会提出的土壤中抗生素生态毒
害效应的触发值（100 滋g·kg-1）[6]，对土壤生物群落结
构与功能的毒害风险较小。据报道，潜育灰壤在四环

素存在下孵化 8周后，当浓度为 10 滋g·kg-1时代谢熵
仍受到显著影响[34]，而本研究土壤中土霉素和金霉素
的最高含量分别已达到 46.621 0 滋g·kg -1 和 20.19
滋g·kg-1。同时本研究区土壤中 4种四环素类抗生素
的检出率均较高，且多数土壤样品中同时检出 3种以
上四环素类抗生素，各抗生素之间的联合毒性尤其是

耐药性问题不容忽视。因此，需要进一步深入研究，为

粪肥的合理处理、利用，并结合科学的农艺措施来控

制土壤抗生素污染提供科学依据。

2.2 两种蔬菜种植基地土壤中四环素类抗生素的含
量与组成特征

不同蔬菜基地土壤中四环素类抗生素的含量分

布特征有明显不同（图 3），有机蔬菜基地土壤中四环
素类抗生素的平均总含量（13.7 滋g·kg-1）是绿色蔬菜

基地（10.99 滋g·kg-1）的 1.3倍，可能与有机蔬菜基地
更加强调施用有机肥有关。单个四环素类抗生素而

言，有机蔬菜基地土壤中四环素、金霉素和强力霉素

的含量均高于在绿色蔬菜基地土壤中相应的含量，以

金霉素为主；而绿色蔬菜基地土壤中以土霉素为主，

其含量（10.17 滋g·kg-1）远高于有机蔬菜基地土壤中土
霉素的含量（4.35 滋g·kg-1）。
2.3 不同品种蔬菜地土壤中四环素类抗生素的组成
与含量特征

4种四环素类抗生素在同一蔬菜基地不同品种蔬
菜地土壤中的含量差异明显（图 4）。绿色蔬菜基地不
同品种蔬菜地土壤中四环素类抗生素总含量为0.23~
48.45 滋g·kg-1，其中菜心地和茄子地土壤中 撞TCs较
高，而芥兰地、豆角地和葱地土壤中 撞TCs较低；在抗
生素组成上，不同蔬菜地土壤中均以土霉素为主，其次

是四环素。有机蔬菜基地不同品种蔬菜地土壤中四环

素类抗生素的总含量（撞TCs）变化在 1.23~41.53 滋g·kg-1

之间，差异较大，由高到低依次为奶白菜地土（41.53
滋g·kg-1）>芥菜地土（15.86 滋g·kg-1）>上海青地土（14.01
滋g·kg-1）>菜心地土（13.07 滋g·kg-1）>芥兰地土（6.72
滋g·kg-1）>番薯地土（3.81 滋g·kg-1）>绍菜地土（1.23 滋g·
kg-1）；其次，在抗生素组成上也有差异，单个化合物以
强力霉素为主的有绍菜地土和芥兰地土，以金霉素为

主的有番薯地土、奶白菜地土、菜心地土、芥菜地土和

上海青地土。本研究区不同植物种植地土壤中四环素

类抗生素含量差异明显，可能与不同植物对抗生素吸

收累积不同有关[17]。不同植物根际对土壤中有机污
染物的降解情况差异明显，如不同品种（基因型）蔬菜

对土壤中邻苯二甲酸酯的吸收和降解存在显著差

异 [33]，可能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[35]等因素有关。另外，

图 3 两种种植基地土壤中四环素类抗生素含量和组成特征
Figure 3 Contents and compositions of tetracyclines in soils from

green and organic vegetable fields
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图 4 不同品种蔬菜种植地土壤中四环素类抗生素组成特征
Figure 4 Contents of four tetracyclines in soils grown with different species of vegetables
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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抗生素的降解性、

迁移性等环境行为的不同[36]，如前面已提及的关于粪
肥施用条件不同会造成土壤中抗生素降解特征差异，

从而导致同一蔬菜基地种植不同蔬菜土壤中四环素

类抗生素含量与组成特征的差异。

3 结论

广州某绿色蔬菜基地和有机蔬菜基地土壤中 4
种四环素类抗生素普遍检出，平均含量在 0.98~6.59
滋g·kg-1之间，以土霉素为主；有机蔬菜基地土壤中四
环素类抗生素的平均总含量比绿色蔬菜基地土壤中

的含量高；同一蔬菜基地不同品种蔬菜地土壤中 4种
四环素类抗生素的组成及含量特征差异明显。总体上

土壤中四环素类抗生素的含量较低，对土壤生物群落

结构与功能的生态毒害风险较小。
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