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［摘　 要］ 　 建立的固相萃取 －高效液相色谱法具有灵敏度高、检测限低的特点，可同时定量检测奶

牛粪污中磺胺嘧啶、磺胺二甲嘧啶、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺甲恶唑、磺胺喹噁啉的残留。 采用 Ｃ１８ 色

谱柱（５００ ｍｍ ×４． ６ ｎｍ， ５ μｍ），以 ０． ３％的乙酸 － 乙腈溶液为流动相，在流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ、检测波

长 ２７０ ｎｍ、柱温 ３０ ℃条件下，５ 种抗生素均能达到基线分离；３ 倍信噪比下，５ 种抗生素的检出限均

为 ２０ μｇ ／ ｋｇ。 在加标浓度 ５０ μｇ ／ ｋｇ 条件下，奶牛粪污样品经前处理、ＭＣＸ 固相萃取小柱富集净化

后，五种磺胺类抗生素回收率达到 ７５％ ～８０％ ，相对标准偏差为 ２． ８％ ～３． ９％ 。 此方法检测了某规

模化奶牛场粪污中磺胺类抗生素残留，结果显示，磺胺嘧啶的浓度范围在 ４５ ～ ５０ μｇ ／ ｋｇ，其他抗生

素无检出。
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ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｂａｓｅｌｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ Ｃ１８ ｃｌｏｕｍｎ （５００ ｍｍ ×４． ６ ｎｍ， ５ μｍ） ａｔ ｔｈｅ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ２７０ ｎｍ，
３０ ℃ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｆｔｅｒ ｅｌｕｔｅｄ ｂｙ ０． ３％ ａｃｅｔａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ
ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｗａｓ ２０ μｇ ／ ｋｇ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｅｘｃｒｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｅｗａｇｅ ｏｆ ｄａｉｒｙ ｆａｒｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ａｎｄ
ｃｌｅａｎｅｄ － ｕｐ ｂｙ ＭＣＸ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｆｉｖｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５０ μｇ ／ ｋｇ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ７５％ ～
８０％ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ ｏｎｅ ｄａｙ （ＲＳＤ） ｗａｓ ２． ８％ ～ ３． ９％ ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｆｉｖｅ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｄａｉｒｙ ｆａｒｍ ｉｎ Ｗｕｈａｎ， ｏｎｌｙ ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ４５ ～ ５０ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｎｅ， ｗｈｉｃｈ
ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｅｘｃｒｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｅｗａｇｅ ｏｆ ｄａｉｒｙ ｆａｒｍ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｅｘｃｒｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｅｗａｇｅ ｏｆ ｄａｉｒｙ ｆａｒｍ； ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ； ｓｏｌｉｄ ｐｈａｇｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍ⁃
ａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

　 　 抗生素类药物的广泛应用推动了规模化、集约

化畜禽养殖业的快速发展，但抗生素类药物在动物

体内吸收性差，约 ３０ ～ ９０％以原形或初级代谢物形

式随畜禽粪尿排出体外，从而产生大量抗生素残留

的粪污。 畜禽粪污还田利用是当前资源化利用的

主要途径，还田利用过程中粪污残留的抗生素可通

过地表径流、渗滤等方式进入环境，对地表水、农田

土壤和地下水造成污染，对生态环境和人类健康造

成严重危害［１ － ４］。
目前用于分析抗生素痕量的检测方法主要有

高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）和高效液相 － 串联质谱法

（ＬＣ － ＭＳ） ［５］。 ＬＣ － ＭＳ 法虽然可以提高定量分析

的精密度和灵敏度，但对畜禽养殖粪污中的复杂成

分存在较强的基质效应，且操作复杂，使用及维护

成本较高。 ＨＰＬＣ 技术与之相比具有检测成本低、
易于操作且检测速度快等特点，已成功用于不同环

境基质中抗生素的定量分析［６］。 目前建立的抗生

素检测方法主要集中在食品、土壤、城市污水及养

殖废水等，而对奶牛场粪污中抗生素残留的检测方

法的报道较少［７ － ９］。 奶牛场粪污主要指奶牛排泄

的粪便、尿液、降温与挤奶厅冲洗等产生的污水及

生活污水等组成的混合物，由于其成分复杂，样品

前处理显得冗杂而费时费力，因此探索一种简单、
快捷的样品前处理技术十分必要。 固相萃取是近

年发展起来的一项样品前处理技术，主要通过固相

填料对样品组分的选择性吸附及解吸过程，降低样

品基质干扰，提高检测灵敏度，实现样品的分离、纯

化和富集［１０］。 本研究以畜禽粪污抗生素检出率和

检出浓度较高的 ５ 种磺胺类抗生素作为目标分析

化合物，建立了一种固相萃取 － 高效液相色谱法，
可同时定量测定奶牛粪污中的五种磺胺类抗生素

的痕量残留，研究结果对加强奶牛粪污的安全处理

与资源化利用的安全评价具有积极的意义。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ － １２００ 高效液相色谱仪 （美
国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；超声波破碎仪 （宁波新芝生物科

技股份有限公司）；涡旋混合器 （海门市其林贝尔

仪器制造有限公司）；旋转蒸发仪 （上海亚荣生化

仪器厂）；固相萃取装置 （天津市富城达科技有限

公司）；氮吹仪 （杭州聚同电子有限公司）；ＭＣＸ 固

相萃取柱 （上海安谱实验科技股份有限公司）；ｐＨ
计 （上海佑科仪器仪表有限公司）；ＡｇｉＬｅｎｔ ＳＢ －
Ｃ１８ 色谱柱 （５００ ｍｍ × ４． ６ ｎｍ， ５ μｍ）； 离心机

（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；０． ２２ μｍ 的

微孔滤头 （天津津腾实验设备有限公司）。
１． １． ２ 　 试剂 　 磺胺嘧啶 （ ＳＤＺ）、磺胺二甲嘧啶

（ＳＤＭＤ）、磺胺间甲氧嘧啶 （ ＳＭＭ）、磺胺甲恶唑

（ＳＭＺ）、磺胺喹噁啉（ＳＱ）标准品，均购自美仑生物

有限公司，纯度≥９８％ ；乙腈、甲醇色谱纯，购自美

国 Ｔｈｅｍｏ 公司；氯化钠、氨水、盐酸和冰乙酸等试剂

均为分析纯，购自上海国药集团化学试剂有限公

司；实验用水为超纯水。

·５２·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 １０ 月第 ５４ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

１． ２　 方法

１． ２． １　 标准溶液的配置　 分别称取 ０． ０１００ ｇ 的抗

生素标准品，加入乙腈溶解并定容至 １００ ｍＬ 棕色

容量瓶，配制成 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液，放置

－ ２０ ℃冰箱避光保存。 准确称取各种单标储备

液，用乙腈定容至 １ ｍＬ， 得 １０ ｍｇ ／ Ｌ 混合标准工作

液，备用。
１． ２． ２　 样品前处理　 在某奶牛养殖场多点采集奶

牛粪浆，混合均匀，取约 １０００ ｇ 作为代表性样品。
样品采集后用黑色塑料袋密封，并立即存放于冰盒

中运回实验室，并进行冷冻干燥处理。 冻干后的样

品避光保存，分析前用高速粉碎机将其粉碎，过筛，
使其粒径小于 ２ ｍｍ 孔径试验筛，混合均匀后均分

至 １００ ｇ，储存于样品瓶中， － ２０ ℃密闭保存，供检

测用［１１］。
在奶牛粪浆样品中加入抗生素混合标准溶液，

加标浓度为 ５０ μｇ ／ ｋｇ，混合均匀后放置 ２４ ｈ，使抗

生素与样品介质充分接触，以模拟实际情况，按照

上述步骤进行样品前处理。
分析前用研钵研磨，并过 ２ ｍｍ 筛后进行样品

前处理。 称取 ５． ０ ｇ 前处理样品， 加入 １０ ｍＬ 水，
１０ ｍＬ 乙腈，漩涡混匀，超声 １５ ｍｉｎ，加入 ３． ０ ｇ 氯

化钠，漩涡混匀后 ４ ５００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ，离心 ３ ｍｉｎ，上层

提取液转移至 １００ ｍＬ 离心管中，残渣中加入 １０ ｍＬ
乙腈重复提取 ２ 次，合并提取液，旋转蒸发近干，用
２０ ｍＬ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液溶解残渣，加入正己烷

去脂 ２ 次，每次 ６ ｍＬ， 弃去正己烷，水层备用［１１］。
１． ２． ３　 净化　 ＭＣＸ 固相萃取小柱在使用前，依次

用 ６ ｍＬ 超纯水和 ６ ｍＬ 甲醇进行活化。 将以上提

取液以 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ 流速过柱，依次用 ６ ｍＬ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ
盐酸水溶液、６ ｍＬ 超纯水和 ６ ｍＬ 甲醇冲洗 ＭＣＸ
固相萃取小柱，吹干柱中残留液体，加入 ６ ｍＬ ２％
氨化甲醇洗脱目标抗生素，收集洗脱液，氮吹近干，
用乙酸 － 乙腈混合溶液定容至 １ ｍＬ，高效液相色

谱仪分析［１２］。
２． ５　 色谱条件　 ＡｇｉＬｅｎｔ ＳＢ － Ｃ１８ 色谱柱（５００ ｍｍ
× ４． ６ ｎｍ， ５ μｍ）；流动相为 ０． ３％的乙酸（Ａ）和乙

腈（Ｂ），流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ３０ ℃；梯度洗脱

程序：０ ～ １８ ｍｉｎ，８５％ Ａ；１５ ～ ２０ ｍｉｎ，６０％ Ａ，２０ ～
２０． １ ｍｉｎ， ８５％ Ａ； ２０． １ ～ ２５ ｍｉｎ， ８５％ Ａ；紫外检

测波长 ２７０ ｎｍ。
２　 结果与分析

２． １　 ＳＰＥ 净化过程的优化

２． １． １　 固相萃取柱选择 　 奶牛粪污样品成分复

杂，基质中含有蛋白质、脂类、纤维素、有机酸、氨基

酸等有机物和各种无机组分［１３］。 这些复杂成分的

存在对样品中抗生素的测定会产生严重干扰，样品

的净化对目标抗生素的准确定量至关重要。 目前，
ＨＬＢ 固相萃取小柱和 ＭＣＸ 萃取小柱均可用于环

境、食品、畜禽粪污中磺胺类药物的净化。 实验结

果显示，采用 ＨＬＢ 固相萃取柱净化，一方面残渣溶

解液所用的缓冲液配制复杂，而且需要调节 ｐＨ，检
测过程相对复杂；另一方面 ＨＬＢ 固相萃取柱没有

选择机制，对性质相似的化合物均有保留，所以杂

质相对较多，对检测结果的影响较大。 采用 ＭＣＸ
固相萃取小柱净化，提取残渣用酸性水溶液溶解，
可以去除部分不溶于酸性溶液的杂质，不仅可以有

效净化样品，而且净化步骤简单。 综合考虑，本研

究选用 ＭＣＸ 固相萃取小柱。
２． １． ２ 　 上样过柱体积优化　 提取液旋蒸近干，用
０． １ ｍｏＬ ／ Ｌ 盐酸溶液溶解提取残渣时，本研究尝试

了不用不同体积的盐酸溶液溶解残渣，结果表明，
从 ５ ｍＬ 至 ２０ ｍＬ，目标物质的回收率呈现增长趋

势，但当溶解液体积超过 ２５ ｍＬ 后，回收率没有明

显增长，分析其主要原因是过柱体积越小，同一样

品前处理所得的过柱溶液中目标物含量越高，在相

同流速下，过柱时间越短，目标物与固相萃取小柱

中填料结合时间越短，所以会有部分目标物未与填

料结合即流出固相萃取柱，导致回收率偏低。 因

此，本研究选择 ２０ ｍＬ 作为最终的过柱溶解体积。
２． １． ３　 氮吹流速优化　 本研究优化了氨化甲醇氮

吹速度对回收率的影响，将目标物质直接用 ６ ｍＬ
２％ 氨化甲醇溶解，调节氮气流速，控制氮吹速度。
结果表明，当氨化甲醇的流失速度大于 ０． ０５ ｍＬ ／ ｍｉｎ
时，氮吹可能导致目标物有 １０％ ～２０％的损失。 所

以本方法建议控制氮吹流速，保持氨化甲醇流失速

·６２·
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度不大于 ０． ０５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
２． ２　 流动相的确定　 流动相一般采用有机溶剂和

缓冲液按照一定比例组成。 有机溶剂一般采用乙

腈和甲醇。 相比较甲醇，乙腈具有紫外吸收低、洗
脱能力强、峰型好、柱效高等优点［１２］。 所以本方法

采用乙腈做为有机溶剂。 抗生素是一类可离子化的

极性有机化合物，因此流动相的 ｐＨ 值对抗生素物质

的分离和检测非常重要。 调节流动相 ｐＨ 值常用甲

酸、乙酸、磷酸和草酸［１１］。 本研究用 ０． ３％ （ｖ ／ ｖ）的
乙酸水溶液与乙腈做为流动相，同时测定 ５ 种抗生

素，结果发现，可以获得良好的分离效果和适宜的

保留时间，峰形尖锐，对称性良好，无拖尾现象，５
种抗生素在 ２０ ｍｉｎ 内可以获得较好的分离。
２． ３　 方法线性范围、检出限及回收率 　 配置浓度

范围在 ０． ２ ～ １０ ｍｇ ／ Ｌ 的系列混合标准溶液进行测

定，以质量浓度（ｃ）为横坐标，相应峰面积（Ｓ）为纵

坐标，得到了 ５ 种抗生素的线性范围，结果如表 １
所示，在 ０． ２ ～ １０ ｍｇ ／ Ｌ 范围内标准曲线具有良好

的线性关系，相关系数 ｒ 均大于 ０． ９９。 以 ３ 倍信噪

比（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）所对应的浓度为方法检出限，５ 种抗生

素的检出限均为２０ μｇ ／ ｋｇ。 在加标量为５０ μｇ ／ ｋｇ 条

件下，５ 种抗生素的回收率均在 ７０％ ～ ７５％之间，选
定某一浓度的混合标准品，在最适宜条件下连续进

行 １０ 次分离测定，５ 种抗生素的保留时间和峰面积

的相对标准偏差（ＲＳＤ）在 ２． ５％和 ３． ９％之间。
２． ４　 实际样品的测定　 按照上述建立的检测方法

对某奶牛场粪污样品中 ５ 种磺胺类抗生素进行检

测。 通过多点取样，采集新鲜粪污样品经冷冻干

燥，研磨过筛后按照上述建立的方法进行样品预处

理和检测。 结果表明，粪污样品中磺胺嘧啶的含量

为 ４５ ～ ５０ μｇ ／ ｋｇ，磺胺二甲嘧啶、磺胺间甲氧嘧啶、
磺胺甲恶唑、磺胺喹噁啉均未检出。

表 １　 目标抗生素的线性关系，相关系数，检出限及回收率

Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ， ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ５ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
抗生素 线性方程 相关系数 检出限 回收率 ＲＳＤ（％ ）

磺胺嘧啶 Ｓ ＝ ８６． ６０１６７ × ｃ ０． ９９９ ２０ μｇ ／ ｋｇ ８０ ２． ８

磺胺二甲嘧啶 Ｓ ＝ ６９． ６３８６ × ｃ ０． ９９９ ２０ μｇ ／ ｋｇ ７５ ２． ５

磺胺间甲氧嘧啶 Ｓ ＝ ６６． １０４６７ × ｃ ０． ９９９ ２０ μｇ ／ ｋｇ ７７ ３． １

磺胺甲恶唑 Ｓ ＝ ８３． １０６２３ × ｃ ０． ９９９ ２０ μｇ ／ ｋｇ ７９ ２． ５

磺胺喹噁啉 Ｓ ＝ ６２． ９６８９５ × ｃ ０． ９９９ ２０ μｇ ／ ｋｇ ７５ ３． ９

图 １　 目标抗生素标准溶液的色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒｍ ｏｆ ５ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

３　 讨论与结论

目前，关于利用固相萃取 － 高效液相色谱法检

测奶牛粪污中磺胺类抗生素的研究鲜有报道。 奶

牛粪污样品基质成分复杂，因此样品的前处理对目

标抗生素的准确定量至关重要。 固相萃取技术是

近年来发展起来的一项样品前处理技术，由液固萃

取和液相色谱技术相结合发展而来，主要通过固相

填料对样品组分的选择性吸附及解吸过程，实现对

样品的分离、纯化和富集。 主要目的在于降低样品

基质干扰，提高检测灵敏度。 商品化的固相萃取小

柱根据填料可以分为不同的类型，需要注意的是，
在选择固相萃取柱时，要考虑固相吸附层的吸附能

力，避免实际操作时出现过载现象。 已有的研究较

多使用 ＨＬＢ 固相萃取小柱对土壤、畜禽粪便、养殖

水体 及 沉 积 物 和 沼 液 中 的 抗 生 素 进 行 富

集［４，７，１１，１２］。 本实验采用 ＭＣＸ 固相萃取小柱能够

对奶牛粪污中的抗生素和其他杂质进行有效分离，

·７２·
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并且净化步骤简单，重复性较高。
实验对色谱条件的检测波长和流动相进行了

严格的优化。 研究表明，磺胺类药物的结构中有一

个苯环，在 ２７０ ｎｍ 附近有较强的紫外吸收［１５］。 本

实验中利用二级管阵列检测器，选用 ２７０ ｎｍ 做为

检测波长对 ５ 种磺胺类抗生素进行检测时发现，色
谱峰分离效果好，峰形较好，结果见图 １。 因此， 本

研究选择 ２７０ ｎｍ 作为紫外检测波长。 目前从高效

液相色谱法检测磺胺类抗生素含量的文献报道来

看，流动相的组成主要有乙腈 ∶ 甲醇 ∶ ２％ 乙酸［１４］，
０． １％甲酸 ∶ 乙腈［１２］，草酸 ∶ 乙腈［７］，０． １％ 甲酸 ∶ 甲
醇［１７］，本实验对以上流相进行了优化，最终确定以

０． ３％ （ｖ ／ ｖ）的乙酸水溶液与乙腈做为流动相，抗生

素的出峰时间较理想，峰形较好，且与杂质分离

良好。
本研究建立了一种固相萃取 － 高效液相色谱

法同时检测奶牛粪污样品中五种磺胺类抗生素的

检测方法。 本方法对 ５ 种抗生素的检出限为

２０ μｇ ／ ｋｇ，回收率在 ７０ ～ ７５％之间。 本方法灵敏度

高、检出限低，能够准确对样品中磺胺类抗生素进

行定量分析，对畜禽粪污残留抗生素污染评估和治

理具有重要的指导意义。
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