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土壤中头孢噻呋的高效液相色谱检测方法的建立
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［摘　 要］ 　 兽用抗菌药物的大量使用后进入环境后的行为、对环境的污染以及环境耐药基因的诱

导现象逐渐受到人们的重视。 建立了一种以高效液相色谱（ＨＰＬＣ）检测四种不同类型土壤中兽用

抗生素头孢噻呋的方法，为今后此类药物环境行为研究提供方法学借鉴。 使用硼酸缓冲液（ｐＨ ＝９）
简单提取两次，Ｗａｔｅｒｓ Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取小柱富集浓缩药物之后，氮吹干，初始流动相复溶，ＨＰＬＣ
检测。 流动相为 ０． １％三氟乙酸和乙腈，梯度洗脱之后经过 Ｗａｔｅｒｓ ２９９８ 二极管阵列检测器（ＰＤＡ）
进行定量分析。 该方法在四种土壤中的加标回收率为 ７０． ８％ ～８５． ６％ ，检测限为 ３０ μｇ ／ ｋｇ，定量限

为 ５０ μｇ ／ ｋｇ，日内变异系数范围为 ３． ８％ ～９． ８％ ，日间变异系数范围为 ４． １％ ～１０． ６％ 。 结果表明，
本方法高效、稳定、特异性好，可以用于不同类型土壤中头孢噻呋的检测。
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　 　 当今抗生素尤其是兽用抗生素对环境的污染

受到了世界各国的广泛关注，其存在于环境中不仅

会对动植物和微生物造成毒性，也会诱导环境微生

物产生耐药性并传播。 我国作为抗生素的使用大

国，仅在 ２０１８ 年我国兽用抗生素使用的总量就高

达 ２９７７４． ０９ 吨［１］。 如此大量的兽用抗生素经过动

物体排入环境后，势必会对土壤或水体环境造成严

重的污染［２］。 头孢噻呋（Ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ）又名赛德福，是
２０ 世纪 ８０ 年代由美国普强公司开发并被批准应用

于治疗动物细菌性疾病的第三代头孢菌素类药

物［３ － ４］。 由于其抗菌活性强，毒性较低，副作用较

小，因此，成为市场上应用最为广泛的兽用头孢菌

素类药物。 由于我国不合理用药的现象比较常见，
临床上的病原对其耐药性现象十分严重。 因此，人
们不仅要关注临床用药的合理规范，也要注意抗生

素对环境的污染以及对环境微生物耐药基因的诱

导作用［５ － ７］。 根据之前的研究，头孢噻呋在动物用

药后，约 ２０％ ～３０％的活性物质会随粪便和尿液排

入环境［４］，这些化合物以原型药物为主，其进入环

境后不仅会影响微生物群落结构，也会诱导耐药基

因的产生，因此，对其环境污染的研究是非常有必

要的［８］。 对于头孢噻呋的检测方法，目前研究较多

的是在组织和血浆中［９ － １２］，而在环境样品（粪便、
堆肥、污水）中的检测研究较少［１３ － １６］。 目前环境样

品中抗生素的检测最常见的是高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）和高效液相色谱 － 串联质谱法（ＨＰＬＣ －
ＭＳ ／ ＭＳ）。 这两种方法中 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 方法具有

更好的灵敏度，相比于 ＨＰＬＣ 法其仪器价格昂贵，
成本较高［１７］。 ＨＰＬＣ 分析方法具有应用范围广，成
本较低，更稳定等特点，被广泛应用于物质的定量

分析。 本研究选择砂土、壤土、砂壤土、黏土 ４ 种不

同类型的土壤为研究对象，开发了土壤中头孢噻呋

·３１·
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的定量检测方法，以期为头孢噻呋及其同类药物环

境行为研究提供方法学参考。
１　 材料与方法

１． １　 仪器、耗材与试剂　 Ｗａｔｅｒｓ ２９９８ 高效液相色

谱仪 （配备 ＰＤＡ 检测器）； 万分之一电子天平

（ＳＱＰ，购自北京赛多利科学仪器有限公司）；
Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８ （４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ × ５
μｍ）色谱柱；固相萃取装置；微型涡旋振荡器（ＷＸ
－８０Ａ，购自上海沪西分析仪器厂有限公司）；超声

波清洗机（ＫＱ －３２００，购自昆山市超声仪器有限公

司）；Ｗａｔｅｒｓ Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱 （３ｃｃ ／ ６０ ｍｇ，
Ｗａｔｅｒｓ公司）；高速冷冻离心机（ＨＩＴＡＣＨＩ ＣＲ２１Ｇ，
日立公司）；纯水仪（购自美国 Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 公司）；分
析天平（型号 ＡＷ１２０，购自日本 ＳＨＩＭＡＤＺＵ 公司）。

头孢噻呋标准品（纯度≥８９． ５％ ），购自湖北

赛因斯实验设备有限公司，１００ ｍｇ；硼酸钠；氯化

钾；甲醇和乙腈均为 ＨＰＬＣ 级；三氟乙酸、乙二胺

四乙酸二钠（Ｎａ２ＥＤＴＡ）、乙酸乙酯等试剂均为分

析纯。
１． ２　 标准溶液及提取液的配置　 准确称取头孢噻

呋标准品 １１． ２ ｍｇ，溶解在 ２ ｍＬ Ｎ，Ｎ －二甲基甲酰

胺中，加入超纯水定容至 １０ ｍＬ，配置成浓度为

１０００ μｇ ／ ｍＬ 的标准储备液，于 － ２０ ℃冰箱中保存

备用。
硼酸缓冲液：称取 ３． ７ ｇ 氯化钾和 １９ ｇ 四硼酸

钠，用超纯水溶解并定容至 １ Ｌ（ｐＨ 为 ９）。
１． ３　 供试土壤样品的采集及理化性质　 土壤采自

华中农业大学水稻田边土壤，黏土采自华中农业大

学水稻田池塘边土壤，砂壤土采自华中农业大学狮

子山上，砂土采自武汉白沙洲大桥附近。 以上土壤

使用多点采样法从表层土壤顶部 ０ ～ ２０ ｃｍ 收集三

个子样本混合在一起得到复合样本，自然风干。 其

中一部分过 ２ ｍｍ 筛用于土壤实验，另一部分过 １
ｍｍ 筛用于测定土壤的基本理化形式。 土壤颗粒组

成用比重法测定，阳离子交换量（ＣＥＣ）使用乙酸铵

法测定，有机质含量（ＯＣ）使用重铬酸钾容量法测

定，土壤 ｐＨ 使用电位法测定（水土比 ＝ ５ ∶ １）。 上

述土壤经检测不含目标抗生素。 四种土壤的相应

理化性质见表 １。

表 １　 四种土壤的理化性质

Ｔａｂ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｆｏｕｒ Ｓｏｉｌｓ

土壤
类型

ｐＨ 粉粒 ／ ％ 黏粒 ／ ％ 砂粒 ／ ％ 有机质
含量 ／ ％

阳离子
交换量 ／

（ｃｍｏｌ ／ ｋｇ）

砂土 ７． ３７ ４． ６５ ６． ７３ ８８． ６３ ３． ４０ ２． ９３

壤土 ６． ８９ ６６． ２５ １９． ０２ １４． ７３ ５． ９３ ２０． ２７

砂壤土 ６． ３２ ３５． ５３ １３． ９２ ５０． ５５ １５． ７２ １３． ７３

黏土 ６． ５８ ５６． ７８ ４０． ５３ ２． ６９ ３７． ５０ ２５． ７１

１． ４　 样品提取与净化 　 称取土壤 １ ｇ 和 ０． １５ ｇ

Ｎａ２ＥＤＴＡ 于 １０ ｍＬ 离心管中，加入硼酸缓冲液 ４

ｍＬ，涡旋 ２ ｍｉｎ 混匀，超声 １０ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，将上清液转移至另一只 １０ ｍＬ 离心管

中。 再分别加相同量提取液重复提取一次。 进行

固相萃取，取固相萃取 ＨＬＢ 柱（６０ ｍｇ，３ｃｃ）依次用

３ ｍＬ 甲醇、３ ｍＬ 超纯水活化。 样品过柱，过完后用

２ ｍＬ 超纯水淋洗，真空条件下干燥 ５ ｍｉｎ，再用

３ ｍＬ甲醇洗脱两次，收集洗脱液，４０ ℃水浴氮气吹

干，用 １ ｍＬ 初始流动相［０． １％ 三氟乙酸：乙腈 ＝
４∶ １（Ｖ∶ Ｖ）］复溶，溶液过 ０． ２２ μｍ 微孔滤膜，ＨＰＬＣ
分析。
１． ５　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８ 色谱柱

（４． ６ × ２５０ ｍｍ）；流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ２５ ℃；波长

２９５ ｎｍ；进样量 ２０ μＬ；流动相：Ａ 相为 ０． １％ 三氟

乙酸，Ｂ 相为乙腈，梯度洗脱程序见表 ２。

表 ２　 液相色谱梯度洗脱比例

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ
时间 ／ ｍｉｎ ０． １％三氟乙酸 乙腈

０ ８０ ２０

５ ８０ ２０

１９ ２４ ７６

１９． ０１ ８０ ２０

２０ ８０ ２０

１． ６　 方法性能考核

１． ６． １　 标准曲线的制备　 根据头孢噻呋在环境中
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可能出现的浓度，将标准曲线的范围设置为 ０． ０５ ～
１０ μｇ ／ ｍＬ，取 ４ ｍＬ 离心管数只配置成含有头孢噻

呋浓度为 ０． ０５、０． ２、１、５、１０ μｇ ／ ｍＬ 的药液 １ ｍＬ，
取 ２０ μＬ 进行 ＨＰＬＣ 检测，绘制加药浓度与峰面积

的曲线图，考察方法的线性关系，并得出回归方程。
１． ６． ２　 准确度和精密度 　 １ ｇ 空白土壤样品分别

添加 ０． ０５、０． １、１ μｇ ／ ｇ 的头孢噻呋，作为低、中、高
浓度，按照样品前处理的步骤处理后进行 ＨＰＬＣ 测

定，每个浓度设置 ５ 个重复，通过单点校正法进行

回收率的测定，作为准确度考核结果。 这些样品每

天重复走样三次，连续测定 ３ ｄ，得出日内和日间变

异系数作为该方法的精密度考核。
１． ６． ３　 检测限和定量限 　 １ ｇ 空白土壤中加入一

系列低浓度头孢噻呋标准品，其浓度分别为 ０． ２、
０． １、０． ０５、０． ０４、０． ０３ μｇ ／ ｇ，每个浓度做 ５ 个平行样

品，按照上述样品前处理步骤处理后进行检测，以
Ｓ ／ Ｎ ＝３ 时的最低药物浓度作为该方法的检测限，以
Ｓ ／ Ｎ ＝１０ 时的最低药物浓度作为该方法的定量限。
２　 结果与分析

２． １　 方法的线性范围与检测限和定量限 　 目标

物质在０． ０５ ～ １０μｇ ／ ｍＬ范围内具有良好的线性关

系，线性方程为 ｙ ＝ ８７． ５４５ｘ ＋ ４１２３． ６，相关系数 ｒ２

为 ０． ９９９８。 按照信噪比为 ３ 时的最低浓度作为检

测限，信噪比为 １０ 时的最低浓度作为定量限，得到

四种土壤的检测限为 ３０ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ５０ μｇ ／ ｋｇ
（图 １）。

图 １　 头孢噻呋标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ

２． ２　 方法的准确度和精密度　 根据 １． ６． ２ 项中的

步骤得到回收率和日间变异系数作为方法的准确

度和精密度，准确度范围是 ７０． ８％ ～ ８５． ６％ ，日内

变异系数范围是 ３． ８％ ～９． ８％ ，日间变异系数范围

是 ４． １％ ～ １０． ６％ ，相应结果见表 ３。 头孢噻呋在

四种土壤的添加色谱图见图 ２。

表 ３　 四种土壤中头孢噻呋的回收率、日内和日间变异系数

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ＬＯＱ， ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ ｉｎ ｆｏｕｒ ｓｏｉｌｓ
土壤类型 添加浓度 ／ （μｇ·ｋｇ － １） 实测浓度 ／ （μｇ·ｋｇ － １） 平均回收率 ／ ％ 日内变异系数 ／ ％ 日间变异系数 ／ ％

壤土

５０ ４２． ３ ８４． ６ ± ４． ６ ５． １ ５． ４

１００ ７８． ４ ７８． ４ ± ３． ４ ４． ２ ４． ４

１０００ ８２５． ０ ８２． ５ ± ６． ３ ６． ７ ７． ６

砂壤土

５０ ４１． ３ ８２． ６ ± ６． ２ ７． ４ ７． ６

１００ ８０． ７ ８０． ７ ± ４． ０ ３． ８ ４． ９

１０００ ７７３． ０ ７７． ３ ± ３． ９ ４． ９ ５． １

砂土

５０ ４２． ８ ８５． ６ ± ３． ５ ４． ０ ４． １

１００ ７７． ８ ７７． ８ ± ７． ８ ９． ５ １０． １

１０００ ７８１． ０ ７８． １ ± ８． ２ ９． ８ １０． ５

黏土

５０ ３５． ４ ７０． ８ ± ７． ５ ９． ３ １０． ６

１００ ７２． ３ ７２． ３ ± ５． ９ ７． １ ８． １

１０００ ７２６． ０ ７２． ６ ± ６． ２ ７． ４ ８． ５
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图 ２　 壤土、黏土、砂壤土、砂土 １００ μｇ ／ Ｌ 添加提取色谱图（Ａ：壤土 Ｂ：黏土 Ｃ：沙壤土 Ｄ：砂土）

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ １００ μｇ ／ Ｌ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏａｍ， ｃｌａｙ， ｓａｎｄｙ ｌｏａｍ

ａｎｄ ｓａｎｄ （Ａ： ｌｏａｍ， Ｂ： ｃｌａｙ， Ｃ： ｓａｎｄｙ ｌｏａｍ， Ｄ： ｓａｎｄｙ ｓｏｉｌ）

２． ３　 提取 ｐＨ 的选择　 本研究同时比较了不同 ｐＨ
缓冲液条件下的提取效果（磷酸盐缓冲液 ｐＨ ＝ ３、
４、５、６、７ 以及硼酸盐缓冲液 ｐＨ ＝９、１１）。 根据结果

ｐＨ ＝３、４、５、６、７ 时回收率最高只有 ６０％ 左右，而
ｐＨ ＝１１ 时无法将头孢噻呋提取出来，当 ｐＨ ＝ ９ 时

提取效果最好，回收率可达 ７０％以上（图 ３）。

图 ３　 不同提取 ｐＨ 条件的回收率

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐＨ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２． ４　 提取试剂的选择　 本研究除了硼酸缓冲液之

外，还使用了 ｐＨ 为 ４ 的磷酸缓冲液乙腈不同比例

混合提取液（Ｖ∶ Ｖ ＝ １∶ １、１∶ ２、２∶ １）、超纯水、乙腈水

（Ｖ∶ Ｖ ＝ ４∶ １），结果表明，硼酸缓冲液能够有效的将

头孢噻呋从土壤中提取出来且回收率最高。 最终

选择 ｐＨ ＝９ 的硼酸缓冲液作为提取试剂，各个提取

试剂的回收率如图 ４ 所示。
２． ５　 洗脱条件的选择　 同时对比了甲醇、乙腈、乙

图 ４　 不同提取试剂的回收率

Ｆｉｇ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ

酸乙酯三种常用的洗脱试剂，结果表明甲醇的洗脱

效果最好，而乙腈和乙酸乙酯无法将头孢噻呋洗脱

下来，检测不到色谱峰，最终选择甲醇作为最终的

洗脱试剂。
３　 讨论与结论

３． １　 提取试剂的选择　 对于土壤基质来说，主要

干扰检测的因素为金属离子和土壤的吸附能力，通
过加入 ＥＤＴＡ 来有效的降低金属离子对检测的干

扰，碱性缓冲液能够更好的去除土壤对酸性药物的

吸附作用［１８，１３］。 目前国内外研究中，提取土壤中的

兽用抗生素大多使用乙腈和缓冲液以一定比例混

合作为提取试剂［１９］，本实验中也尝试了此方法，但
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是提取的上清液均出现一定浑浊，并且回收率也比

较低，原因可能是乙腈虽然具有较强的提取能力，
但其会溶解土壤中的一些亲脂性物质，对分析造成

干扰。 在尝试了几种提取试剂后最终选取 ｐＨ ＝ ９
的硼酸缓冲液作为提取试剂。 本文中黏土的回收

率相较于其他三种土壤存在差异，黏土的有机质含

量明显高于另外三种土壤，对于头孢噻呋来说，其
在这种土壤中吸附量更大，分子之间的吸附相较于

另外几种土壤不易破坏，因此，回收率会比另外三

种土壤低一些，但也可以达到检测要求。
３． ２　 提取 ｐＨ 条件的选择 　 在不同提取 ｐＨ 条件

下可以发现在 ｐＨ ＝ ９ 使回收率达到 ７０％ 以上，而
ｐＨ 在偏中性或者强碱性条件下回收率达不到要

求，而强酸性条件下回收率可以达到 ６０％以上但不

如弱碱性环境回收率高，原因可能是酸性条件下无

法破坏土壤和头孢噻呋之间的吸附作用，碱性过强

时由于头孢噻呋本身 ｐＫａ 等于 ２． ５ ～ ３． １，属于强酸

性药物，在碱性较强（ｐＨ ＞ １１）的环境下相对不稳

定［４］，其会在很快的时间（几小时）内达到降解半

衰期［２０ － ２２］。
３． ３　 洗脱条件的选择 　 对于洗脱试剂来讲，由于

本实验中使用的是 ＨＬＢ 小柱，为亲脂亲水平衡柱，
一般在洗脱时不需要调 ｐＨ，三种洗脱试剂中甲醇

的洗脱效果最好，可能是由于头孢噻呋的极性与甲

醇的极性相似，而乙酸乙酯和乙腈的极性均低于甲

醇，无法将药物完全洗脱下来，因此，最终选择甲醇

作为洗脱试剂。
本研究建立了一种高效液相色谱法检测土壤

中头孢噻呋的方法，采用 ｐＨ ＝ ９ 的硼酸缓冲液提

取，经 ＨＬＢ 小柱净化后进行分析。 该方法专属性

较强、灵敏度高、重现性好、成本较低、回收率和精

密度均可达到检测要求，可以用来检测四种土壤中

的头孢噻呋含量，为今后头孢噻呋的环境行为研究

提供了方法学借鉴。
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