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[摘　要 ]　建立了猪肉和牛奶中磺胺嘧啶 ( SD)、磺胺噻唑 ( ST)、磺胺二甲嘧啶 ( SM2 )、磺胺甲氧嗪

( SMP)、磺胺氯哒嗪 ( SPD )、磺胺间甲氧嘧啶 ( SMM )、磺胺甲基异噁唑 ( SMZ)、磺胺氯吡嗪 ( Esb3)、

磺胺地索辛 ( SDM )和磺胺喹噁啉 ( SQ)共 10种磺胺类药物残留检测的超高效液相色谱 (UPLC)法。

色谱条件 :色谱柱为 Acquity UPLC BEH C18柱 (2. 1 mm ×50 mm, 1. 7μm ) ;流动相为 50%甲醇乙腈

溶液 - 2%乙酸水溶液 ,梯度洗脱 ;紫外检测波长 270 nm;柱温 30 ℃;进样量 4μL;外标法定量。结

果表明 : 10种组分在 20～1 000 ng/mL浓度范围内 ,呈良好线性关系 ,相关系数 R
2均大于 0. 998;方

法检出限为 20 ng /g,定量限为 50 ng/g;在猪肉和牛奶中添加浓度分别为 50、100、200 ng/g时 ,平均

回收率为 75. 1%～99. 8% ,批内、批间平均 RSD均小于 13. 2%。
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Abstract: A UPLC method was established for ten sulfonam ides including sulfadiazine ( SD) , sulfathiazole ( ST) ,

sulfadim idine ( SM2 ) , sulfamethoxypyridazine ( SMP) , sulfachlorpyridazine ( SPD ) , sulfamonomethoxine ( SMM ) ,

sulfamethoxazole ( SMZ) , sulfachloropyrazine ( Esb3) , sulfadimethoxine ( SDM ) and sulfaquinoxaline ( SQ) in p ig

muscle and m ilk. UPLC conditions: the chromatography column wasAcquity UPLC BEH C18 column of 2. 1 mm ×

50 mm, 1. 7μm; mobile phase was acetonitrile - methanol (1 ∶1, V /V ) - water (2% acetic acid) ; Column tem2
perature was 30 ℃; Determ ination was by UV detection at 270 nm; Injection volume is 4μL. The calibration curve

was good linear between the peak areas and concentrations of sulfonam ides from 20 to 1 000 ng/mL, the correlation

coefficient R
2

> 0. 998. The lim it of detection was 20 ng/g; The lim it of quantification was 50 ng/g. The average

recoveries from sp iked p ig muscle and m ilk at the three concentrations of 50, 100 and 200 ng/g ranged from

75. 1%～99. 8% , and intra - day and inter - day( n = 5) batch variation coefficients were less than 13. 2%.

Key words: p ig muscle; m ilk; sulfonam ides drugs; residue; UPLC

·1·　2009, 43 (8) : 1～4, 17 /胡海燕 ,等　　　　　　　　中国兽药杂志



　　磺胺类药物 ( Sulfonam ides)是以对氨基苯磺酰

胺为基本结构的衍生物 (基本结构图 1 ) ,通过对

R、R’不同取代剂的研究 ,新型药物发展迅速 ,逐渐

形成以短效、中效和长效分类的系列抗菌药物 ,并

以疗效确切、性质稳定、价格低廉、使用方便等优势

成为最广泛的临床用药之一。但由于磺胺类药物

能发生过敏反应 ,对泌尿系统有损害 ,长期使用而

耐药等副作用以及在动物抗感染治疗中不规范的

使用 ,造成动物源产品中的残留对人类和环境的危

害和污染。欧盟、美国等发达国家及我国都规定了

磺胺类药物在动物食品中的最高残留限量 ,并被列

入动物食品中重点监控的药物之一。

图 1　磺胺类药物基本化学结构

　　目前关于磺胺类药物残留检测的仪器方法有

高效液相色谱法 (HPLC)法 [ 1 - 4 ]和液质联用 (LC -

MS/MS)法 [ 5 - 7 ] ,但因串联质谱仪要求条件较高 ,价

格昂贵 ,使普及应用受到限制。超高效液相色谱是

近年来美国 W aters公司推出的一项液相色谱新技

术 ,其在分析速度、灵敏度和分离度方面显著优于

HPLC。目前 UPLC的普及速度很快 ,但有关兽药残

留检测 UPLC方法的研究报道不多 ,本文针对中国

兽药典 (2005年版 )收载及兽医临床应用较多的磺

胺嘧啶 ( SD )、磺胺噻唑 ( ST)、磺胺二甲嘧啶

( SM2 )、磺胺甲氧嗪 ( SMP)、磺胺氯哒嗪 ( SPD )、磺

胺间甲氧嘧啶 ( SMM )、磺胺甲基异噁唑 ( SMZ)、磺

胺氯吡嗪 ( Esb3)、磺胺地索辛 ( SDM )和磺胺喹噁

啉 ( SQ )共 10种磺胺类药物进行了 UPLC方法研

究 ,亦为兽药残留检测提供一种灵敏、快速、低成

本、高通量的新方法。

1　材料与方法

1. 1　仪器　超高效液相色谱仪 (AcquityTM UPLC) ,

W aters公司 ;离心机 ( biofuge Strators) , Heraeus公司 ;

旋转蒸发器 (Rescti - Therm3) , p ierce公司 ; Sep -

PakR○Vac A lum ina B柱 (2 g/12cc) ,Varian公司。

1. 2　药品与试剂　对照品 :磺胺嘧啶、磺胺二甲嘧

啶、磺胺氯哒嗪钠、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺甲噁唑、

磺胺氯吡嗪钠、磺胺地索辛、磺胺喹噁啉 ,纯度均大

于 99. 0% ,中国兽医药品监察所 ;磺胺噻唑、磺胺甲

氧嗪 ,纯度大于 99. 0% , D r. Ehrenstorfer公司 ;乙腈、

甲醇为色谱纯 , Fisher公司 ;乙酸、正己烷、正丙醇为

分析纯 ;水为超纯水。

1. 3　标准溶液的配制 　分别精密称取 10种磺胺

类药物对照品各约 25 mg至 25 mL容量瓶中 ,用甲

醇溶解并稀释至刻度使成 1 mg/mL标准储备液 ,

- 20 ℃冰箱中保存 ,有效期为 3个月 ;分别量取标

准储备液适量 ,用甲醇稀释成浓度为 5μg/mL的标

准工作液 , 4 ℃冰箱中保存 ,有效期为 1个月。

1. 4　实验方法

1. 4. 1　色谱条件 　色谱柱为 Acquity BEH C18柱

(2. 1 mm ×50 mm, 1. 7μm ) ;流动相 : 50%甲醇乙腈

溶液 (A ) - 2%乙酸水溶液 (B ) ,梯度洗脱见表 1;

柱温为 30 ℃;检测波长为 270 nm;进样量为 4μL。

表 1　流动相梯度表

时间 /m in 流速 / (mL·m in - 1 ) A /% B /%

0 0. 5 10 90

0. 7 0. 7 12 88

1. 5 0. 5 12 88

2. 0 0. 6 25 75

3. 2 0. 6 25 75

4. 0 0. 5 80 20

5. 0 0. 5 10 90

8. 0 0. 5 10 90

1. 4. 2　标液的重复性考察　准确量取 5μg/mL的

10种磺胺类药物混合工作液适量 ,制成 250 ng/mL

的标准溶液 ,按上述色谱条件 ,连续进样 5次 ,计算

各组分峰面积的相对标准偏差 (RSD )应小于 2%。

1. 4. 3　线性考察　精密量取标准工作液 ,用流动

相稀释成各组分浓度为 20、50、100、250、500、1 000

ng/mL的系列混合对照溶液 ,由低浓度到高浓度进

样分析 ,以绘制标准曲线 ,考察各组分的线性关系。

1. 4. 4　样品前处理 　取匀浆后猪肌肉组织 ( 5 ±

0. 05) g,置 50 mL离心管中 ,依次加入 10 mL乙腈

和 4 g无水 Na2 SO4 ,振荡提取 5 m in, 5 000 r/m in离

心 5 m in,上清液转移至另一 50 mL离心管中 ,重复

提取一次 ,合并上清液 ,加入正己烷 10 mL,振摇脱

脂 ,离心 ,弃去正己烷层 , 50 ℃浓缩至近干 ,加入

95%乙腈水溶液 3 mL溶解后 ,过预先用 95%乙腈

水溶液 10 mL活化的 A lum ina B萃取柱 ,再加 5 mL

同溶液重复溶解后 ,一起过柱 ,挤干 ,用 70%乙腈水

溶液 10 mL洗脱 ,收集洗脱液 ,加 5 mL正丙醇 ,浓

缩至干 ,加 2. 0 mL流动相溶解残余物 ,过滤膜后上

机测定。

取牛奶 (2±0. 05) g,依次加入 5 mL乙腈、2. 0 g无
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水 Na2 SO4 ,振荡提取 ,离心 ,转移上清液后 ,残渣再加 5

mL乙腈重复提取一次 ,合并上清液 ,加入正己烷 5

mL,其余步骤同上 ,最后加 1 mL流动相溶解上机。

1. 4. 5　灵敏度的确定 　取标准工作液适量 ,加入

空白猪肉和牛奶中制成 10、20和 50μg/kg三个浓

度的添加样品 ,经上述方法前处理后 ,用 UPLC检

测 ,观察不同浓度各组分色谱峰信噪比 ( S /N ) ,

S /N≥3者 ,定其为方法的检出限 ; S /N≥10者 ,定

其为方法的定量限。

1. 4. 6　准确度和精密度的确定 　采用标准添加

法 ,在空白猪肉和牛奶中添加 50、100、200μg/kg三

个浓度的样品 ,每个浓度做 5个平行样 ,重复 3次 ,

外标法定量 ,考察各组分回收率和批内、批间 RSD。

2　结 果

2. 1　标液的重复性　结果显示 , SD、ST、SM2、SMP、

SPD、SMM、SMZ、Esb3、SDM、SQ峰面积的 RSD分别

为 0. 28%、0. 45%、1. 47%、1. 41%、0. 44%、0. 46%、

0. 40%、1. 15%、0. 60%和 0. 25% ,均小于 2% ,表明

在该色谱条件下检测 ,各组分精密度良好。

2. 2　标准曲线　各组分回归方程和相关系数 (R
2 )

见表 2, 10种磺胺类药物在 20～1 000 ng/mL浓度

范围内呈良好线性关系 , R
2均大于 0. 998。

表 2　10种磺胺类药物回归方程和相关系数

名称 回归方程 R2

SD y = 26. 26x + 9. 509 0. 999 99

ST y = 25. 20x - 9. 221 0. 999 93

SM2 y = 20. 36x - 62. 15 0. 999 98

SMP y = 21. 36x - 45. 65 0. 999 96

SPD y = 23. 09x + 276. 4 0. 998 26

SMM y = 27. 17x + 1 194 0. 998 58

SMZ y = 25. 34x - 78. 07 0. 999 96

Esb3 y = 23. 77x - 4. 841 0. 999 91

SDM y = 25. 83x - 51. 06 0. 999 95

SQ y = 23. 37x - 69. 40 0. 999 93

2. 3　方法灵敏度 　按上述方法处理 ,在猪肉和牛

奶中当添加浓度为 20 ng/g时 ,测得各组分 S/N符

合检出限的要求 ; 当添加浓度为 50 ng/g时 ,测得

各组分 S/N符合定量限的要求。

2. 4　方法准确度和精密度　10种磺胺类药物标准

溶液、空白猪肉和牛奶以及在两个基质中添加样品

得到的色谱图分别见图 2～图 6。在空白猪肉和牛

奶中添加三个不同浓度的 10种磺胺类药物回收率

试验结果分别见表 3、表 4。结果表明 , 10种组分的

平均回收率在 75. 1%～99. 8%之间 ,批内和批间的

平均 RSD≤13. 2%。
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表 3　空白猪肉中添加 10种磺胺类药物

回收率试验结果 ( n = 5)

名称
添加浓度

/ ( ng·g - 1 )
平均回
收率 /%

批内平均
RSD /%

批间平均
RSD /%

50 80. 7 4. 94 2. 00

SD 100 89. 6 6. 27 7. 44

200 84. 0 7. 25 6. 64

50 98. 9 10. 2 8. 16

ST 100 99. 8 6. 97 1. 65

200 77. 4 10. 7 3. 20

50 86. 8 6. 85 2. 85

SM2 100 91. 8 6. 55 5. 87

200 89. 8 6. 18 3. 78

50 95. 7 7. 11 7. 33

SMP 100 96. 7 7. 74 3. 75

200 76. 7 6. 72 2. 20

50 91. 4 5. 96 7. 27

SPD 100 91. 0 5. 93 12. 8

200 80. 7 5. 71 7. 28

50 82. 5 6. 94 5. 61

SMM 100 95. 0 7. 61 4. 59

200 82. 9 4. 75 1. 80

50 90. 3 13. 2 5. 09

SMZ 100 98. 8 4. 63 3. 12

200 81. 7 3. 99 0. 69

50 86. 3 8. 89 8. 45

Esb3 100 90. 4 9. 31 3. 41

200 77. 7 4. 81 1. 28

50 84. 5 7. 48 4. 33

SDM 100 92. 0 9. 67 2. 21

200 77. 3 5. 87 0. 88

50 84. 4 6. 36 1. 33

SQ 100 93. 3 9. 31 4. 03

200 78. 2 8. 91 4. 70

表 4　空白牛奶中添加 10种磺胺类药物

回收试验结果 ( n = 5)

名称
添加浓度

/ ( ng·g - 1 )
平均回
收率 /%

批内平均
RSD / %

批间平均
RSD /%

50 77. 6 7. 22 3. 27

SD 100 81. 2 7. 58 7. 02

200 87. 8 5. 96 2. 79

50 75. 1 4. 28 0. 32

ST 100 76. 9 6. 93 7. 52

200 81. 5 6. 15 8. 79

50 81. 7 7. 55 2. 75

SM2 100 78. 3 3. 97 6. 75

200 86. 6 6. 83 0. 29

50 98. 2 10. 0 3. 53

SMP 100 86. 6 4. 54 4. 86

200 89. 8 5. 60 0. 94

50 93. 0 7. 38 3. 03

SPD 100 86. 9 6. 15 5. 99

200 88. 8 6. 92 5. 02

50 92. 4 12. 9 1. 58

SMM 100 83. 7 5. 94 8. 94

200 95. 3 5. 70 4. 40

50 92. 3 8. 09 2. 15

SMZ 100 86. 9 4. 89 5. 49

200 90. 0 4. 99 4. 37

50 88. 0 4. 59 4. 55

Esb3 100 77. 4 6. 73 3. 20

200 84. 1 8. 29 5. 72

50 87. 5 8. 07 2. 17

SDM 100 83. 8 5. 57 5. 64

200 87. 1 5. 89 3. 05

50 86. 5 5. 93 0. 49

SQ 100 83. 8 8. 63 7. 68

200 83. 2 7. 32 5. 31

3　讨 论

3. 1　利用 UPLC速度快、灵敏度和分离度高的优

势 ,依据 10种磺胺类组分的性质选择较佳的流动

相洗脱梯度及对应流速和进样量等色谱条件 ,使各

组分在 3. 5 m in内完成分离。为了保证良好的重现

性 ,在组分完成分离后 ,提前增加了洗柱步骤 ,即在

梯度 4. 0 m in时 ,流动相 A比例由 25%增加至

80% ,流速恢复 0. 5 mL /m in,以除去溶剂和富集杂

质的干扰 ,再平衡色谱柱 2～3 m in,可达到良好的

效果。

3. 2　本文在猪肉和牛奶两种基质中的前处理步骤

参照了有关文献 [ 1 ]方法 ,仅在取用量上有所不同 ,

试验表明 ,猪肉和牛奶分别取用 5 g和 2 g样品检

测在灵敏度、回收率和处理效果上较为合适。尽管

对于牛奶中杂质的净化效果不够理想 ,但对有效成

分的测定干扰不大 ,不影响准确定量 ,从而保证了

方法的良好通用性。

3. 3　我国规定了 SM2在牛奶中最高残留限量为

25 ng /g,笔者仅对该 10种磺胺类药物中的 SD、SM2

和 SMZ做了 25 ng/g定量限考察 ,结果符合定量限

的要求 ,但由于兼顾其他组分同时完成上述回收试

验 ,故本文未单独就 SM2做相关数据报道。

3. 4　采用 HPLC法进行磺胺类药物多残留检测的

研究 ,有很多报道 ,但鉴于多组分分离的困难 ,一般

只能为分离度而牺牲分析速度 ,且分离组分越多 ,

检测样品耗时越长。目前监督检验测定 5种该类

药物 ,需耗时 25～30 m in[ 1 ] ,而本文采用 UPLC法

检测 10种 (包含前 5种 )磺胺类药物仅需 8 m in,显

著缩短了检测时间。结果表明 ,该方法简便、快速、

可操作性强 ,检测时效高 ,适合于实验室常规批量

检测。
(下转第 17页 )
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分是其代谢产物 MBZ - NH2和 MBZ - OH;除了鳗

鲡皮肤外 ,MBZ和 MBZ - OH在欧鳗各器脏中降解

消除速度快 ,但 MBZ - NH2在欧鳗此五部分组织器

官中残留时间长 ,短时间内无法彻底降解。因此 ,

虽然目前我们关注了甲苯咪唑残留毒性 ,但是其代

谢产物 MBZ - NH2残留问题也应该得到足够重视 ,

在合理用药和制定休药期时同样需要给予考虑。
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