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摘 要 研 究建立了海水 中5种磺胺类药物残留检测方法。样 品经 0asis HI B固相柱萃取，磺胺 

类药物与干扰物分 离，利用高效液相 色谱法，采用紫外检测器检测 。以乙腈(pH≈3)：水(pH≈3)= 

2O：8O作为流动相，于 270nm 波长处对 5种磺胺类药物进行 同时检 测。结果表明，5种 药物在 0．05 

～ 5．00mg／L范围内均呈 良好线性关系，两个添加浓度的平均回收率范围为 75 ～92 ，相对标准偏 

差皆小于 lO％。该方法海水中最低检 出浓度为 ：磺胺嘧啶(SD)20 ng／I 磺胺 甲基嘧啶(SM1)20 ng／ 

L、磺胺二甲基嘧啶(SM2)20 ng／L、磺胺 甲基异恶唑(SMZ)30 ng／L、磺胺喹恶啉(SQ)40ng／I 。 
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ABSTRACT An analytical method was established for the determination of residues of five sulfon— 

amides in sea water by high performance liquid chromatography (HPLC)with ultraviolet detector． 

The five drugs showed good linear relationship in the range of 0．05～5．00mg／I ．The average reeov— 

cry was 75 ～ 92 at two concentration levels．The telative standard deviation was 1ess than lO ． 

The minimum detection concentrations were as follows：sulfadiazine，20 ng／I ；sulfamerazine，20 ng／ 

L；sulfamethazine，20ng／I ；sulfamethoxazole，30ng／I ；sulfaquinoxaline，40 ng／L．The results indi— 

cate that this HPI C assay iS specific，accurate and reproducible． 
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Residue 

近年来水产养殖业 已成为我国经济发展的支柱产业 ，然而随着养殖规模 的不断扩大，各类水产病害不断发 

生。为了预防、控制和治疗鱼类各种疾病 ，加快鱼类生长 ，抗生素在水产养殖 中的应用越来越广泛。长期以来 ， 

由于人们还没有彻底搞清药物的药效对水体生态环境的影响 ，养殖户超量用药 、滥用渔药现象严重。 目前水产 

养殖最常用 的给药途径为随饵料 口服或药浴浸泡。公布的数据表明，投放到水 中的抗生素仅有 20 ～30 被 

养殖动物吸收 ，其余部分未被食用或食用后又随粪便排泄到养殖环境 中(胡莹莹等 2004)。虽然这些物质 的 

大多数不是生物富集性的 ，但由于源源不断地进入养殖环境中，使得它们能够持续长久地存在 ，给人类 和环境 

造成慢性、远期和累积的危害 ，如致癌、体 内蓄积 、免疫抑制 、致敏和诱导耐药菌株等。据报道，磺胺类 (Sulfon— 

amides，SAs)药物能破坏人体 的造血 系统 ，造成溶 血性 贫血症 ，甚至有引起潜 在致癌性 的可能(王绪聊等 

2004)。 

磺胺类药物为常见 的合成抗 菌剂 ，用于渔业 生产 的磺 胺类药 物主要有 ：磺胺 嘧啶 (SD)、磺胺 甲基嘧啶 

(sM1)、磺胺二甲基嘧啶(SM2)、磺胺 甲基异恶 唑 (SMZ)、磺胺 喹恶啉 (SQ)。它们主要用于治疗鱼类 的赤皮 

病 、肠炎、链球菌病 、弧菌病等(无公害食品 渔用药物使用准则 2002)。 

目前 ，磺胺类药物的检测方法主要有：酶联免疫吸附法 、气相色谱法 、液相色谱法 、气相色谱一质谱法和液相 

色谱一串联质谱法等(万春花等 2008)。酶联免疫吸附法容易出现假阳性 ；气相色谱法检测需要先将其 极性部 

分衍生化 ，操作复杂；气相色谱一质谱法和液相色谱～质谱法仪器昂贵 ，要求技术水平高，目前很难在国内用于水 

环境中抗生素的常规性检测 。通过实验证明，高效液相色谱法是分离抗生素 的有效方法 ，可用来检测水体 中微 

量抗生素 。 

水产养殖中抗生素的使用对生态环境的影响，已经引起有关部门的关注和重视。但是，科研人员在研究药 

物残留的环境行为时，缺少能客观评价养殖环境 中抗生素含量水平 的检测方法 ，阻碍 了工作 的顺利开展。因 

此 ，本文的目的是利用高效液相色谱建立海水 中磺胺类药物残留检测方法 ，为研究磺胺类药物在海洋环境中的 

分布、归趋及环境行为提供技术支持 。 

1 材料 和方法 

1．1 试 剂 

实验用水为 Milli Q系统生产的超纯水 ；甲醇 、乙腈 、二氯甲烷、乙酸乙酯、正己烷皆为色谱纯 ；甲酸为分析纯 。 

磺胺标准品(纯度≥99 )：磺胺嘧啶(SD)、磺胺甲基嘧啶(SM1)、磺胺二甲基嘧啶(SM2)、磺胺甲基异恶 

唑(SMZ)、磺胺喹恶啉(SQ)购 自美国 Sigma公司 。 

磺胺标准溶液 ：磺胺标准贮备液(1 mg／m1)、磺胺标准中间工作液(10．0 mg／L)用 乙腈配制。 

混合标准工作液(O．O5～5．00／,g／m1)：用流动相配制。该工作液当 日新配。 

1．2 主要仪器及设备 

Agilent 11()O液相色谱仪(配有紫外检测器)；旋转蒸发设备(上海亚荣生化仪器厂)；旋涡振荡器(德国 

IKA仪器公 司)；Milli Q超纯水仪(密理博公 司)；氮吹仪 (美 国 Organomation公 司)；VisiprepTM DL型 固相萃 

取装置(美国 Supelco公 司)；Oasis HLB固相萃取小柱 (6ml／500 mg，美 国 Waters公司)；LC—C 同相萃取小柱 

(6ml／lg，Supelco)；棕色梨形瓶 ：50ml。 

1．3 色谱 条件 

色谱柱 ：ZORBAX SB C 。，250mm×4．6mm (i．d．)；色谱柱温度 ：40~C；流动相 ：乙腈 (pH≈3)：水 (pH≈ 

3)一20：80；流速 ：1．0ml／min；检测器 ：紫外检测器 ；检测波长 ：270nm；进样量 ：20 l。 
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1．4 分析步骤 

1．4．1 固相 萃取 小柱 活化 

实验前 ，依次用 5 m1二氯甲烷 、5 ml甲醇 、l0 m1水淋洗 Oasis HLB萃取小柱。 

1．4．2 富集 

用真空泵将 500 ml水样(样品中如有悬浮颗粒杂质 ，应预先用玻璃纤维或 0．45／am水相膜过滤除去)以 4 

ml／min流量通过固相萃取小柱(约 2滴／s)。然后用 1Oral水清洗小柱 ，继续抽真空 ，将小柱抽干。 

1．4．3 洗 脱 浓 缩 

用 10 ml二氯甲烷／甲醇混合溶剂(体积比 1：1)洗脱 ，保持流速小于 1滴／s。收集洗脱液于棕色梨形瓶 

中，并在 30~C水浴中浓缩至约 1 ml，再用柔和的氮气吹干 ，准确加入 1．O()ml乙腈(pH≈3)，旋涡混合振荡溶解 

残留物，o．22 m油性滤膜过滤 ，滤液供色谱测定。同时做基质空白试验。 

注意，为了减少磺胺药物损失，旋蒸时水浴温度不能太高 ，氮气流速要小 ，并尽可能在短时间内测定完毕 。 

1．4．4 色谱 测定 

分别向液相色谱仪注入 2O l标准工作液和样液 ，记录色谱峰高，并与相应 的标准峰高进行 比较，外标法 

定量 。在结果计算 中，将空白值扣除。 

2 结果与讨 论 

2．1 波长的选择 

通过在 200~300 nrfi波长范围内进行扫描，并综合考虑标准样品的吸收情况和各峰的响应情况 ，选用 270 

nm作为测定波长。 

2．2 流动相的选择 

SAs具有弱酸性 ，流动相的 pH值对 SAs在色谱柱上的分离和保 留影响很大 ，本实验考察 了不同 pH值 、 

不同流动相组成对待测组分保 留时间及峰形的影响 。结果表明，采用 甲酸来控制流动相的 pH值 ，可以在保持 

较好分离度的前提下获得理想的色谱峰。 

对于流动相中的有机相，分别比较 了甲醇和乙腈的影响 ，结果发现用 甲醇作为流动相时容易造成色谱峰拖 

尾，而且保留时间不稳定。而乙腈作为流动相可以更好地提高检测的灵敏度和分离效果。实验发现，用乙腈作 

流动相时，必须将其 pH用甲酸调至 3左右 ，否则易造成前伸峰 。本方法将 乙腈和水两种流动相组分用甲酸调 

pH至 3左右，样品峰均能彼此很好地分离，峰对称性好，保留时间重现性稳定。图 l为 5种磺胺类药物标准液 

相色谱。 
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图1 5种磺胺类药物标准溶液液相色谱 

Fig．1 Chromatograms of the five sulfonamides 
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2．3 提取方式 的选择 

磺胺类药物在水中溶解度很低 ，所 以在选择提取方法时尝试用 乙酸乙酯、正 己烷、二氯 甲烷进行液一液萃 

取 ，同时与 SPE固相萃取方法进行 比较。 

实验发现 ，用乙酸乙酯进行液／液萃取 ，所得 回收率高于正己烷 、二氯甲烷 ，但 由于有机相体积较大 ，浓缩时 

间太长 ，造成 目标物挥发损失，使得 回收率较低 ，重复性较差 。 

SPE固相萃取时，选用 0asis HI B固 

相萃取 小柱 和 C 固相 萃取 小 柱 同时进 

行 。试验结果发现 ，用 Oasis HLB小柱萃 

取回收率高于 C 。固相萃取小柱(表 1)。 

2．4 回收率和精密度 

用远洋海水作为空 白海水 ，取 500 ml 

进行高低两种浓度的加标 回收试验 ，每个 

添加水平设 4个平行 ，按 1．4项下 的提取 

方法处理后进行测定 ，计算 目标化合物 的 

回收率。其平均 回收率和相对标准偏差见 

表 2。由此 看 出，待测组 分 的回收率 皆在 

75 以上 。 

2．5 方法的线性范围 

表 1 使 用不 同萃 取柱 回收率比较( ) 

Table 1 Comparison of the recovery rates of different columns(％ ) 

表 2 加 标 回收 率 及 其 相 对 标 准 偏 差 ( ) 

Table 2 Recovery rate and relative standard deviation of five sulfonamide( ) 

配制浓度为 0．05、0．10、0．50、1．0、5．0mg／I 的标准系列混合溶液 ，按 1．3所述色谱条件进行色谱分析，作 

峰高对浓度的标准曲线 。结果表明 ，5种 SAs药物线性关系 良好 ，相关系数均大于 0．99。 

2．6 最低检出限 

最低检出限是在色谱图上可清楚确认的分析 目标物色谱峰 的下限，通 常为信噪 比的 3倍 。在上述检测条 

件下 ，测得 5种磺胺类药物最低检 出限分别为 ：0．01、0．01、0．01、0．015、0．02 mg／L。换算到海水浓度分别为 ： 

2O、20、20、30、40ng／I 。即海水 中的 5种磺胺药物低于此浓度时，本方法无法检 出。 

3 结论 

本方法利用固相萃取(SPE)技术富集海水 中磺胺类 药物 ，样品处理量大 ，减少 了高纯有机溶剂的用量 ，减 

少了对环境的污染；与液 液萃取比较，处理过程中不会产生乳化现象，能有效去除干扰杂质，获得较高而且稳 

定的 回收率 ；采用高效液相色谱 ，以乙腈 (pHi．3)：水 (pH≈3)一20：8O作 为流动相 ，于 270 nm波长处对 5 

种磺胺类药物进行同时检测 。方法的加标回收率和最低检测限均能达到水质检测质量控制要求 。 
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