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摘 要: 结合液、液分配和固相萃取, 建立了同时分析食用动物饲料中磺胺嘧啶、磺胺甲基嘧啶、磺胺二甲嘧

啶、磺胺甲氧哒嗪、磺胺甲基异 唑、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺间二甲氧嘧啶和磺胺喹 啉 8种磺胺类药物的高

效液相色谱方法。 比较和优化了不同的提取方法和净化参数, 方法对饲料中磺胺的检出限为 0. 20 � 10
- 6

( w) ,

八种磺胺添加水平为 1 � 10
- 6

( w)时, 回收率在 68% 以上, 相对标准偏差小于 12%。
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Determination of 8 Sulfonamides in Feed by HPLC
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( Food Inspection Center, Guangzhou Entry- Exit Inspection and Quarantine Bureau, Guangzhou 510623, China)

Abstract: An effective method was developed to determine 8 sulfonamide drugs in animal feed by liq�
uid- liquid extraction( LLE) , solid phaseextraction( SPE) and HPLC. The analyzed compounds were sulfa�
diazine, sulfamerazine, sulfamethazine, sulfamethoxypyrazine, sulfamethoxazole, sulfamonomethoxine, sul�
fadimethoxine and sulfaquinoxaline, respectively. The extraction and cleanup parameters were discussed

and optimized. The detection limits of these SAs in feed were 0. 20 � 10 - 6( w) . The recoveries from

spiked feed samples( spiked level= 1 mg/ kg) were over 68% , the RSD was less than 12%。
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因滥用抗生素而产生耐药的人体致病菌问题已经引起了全球范围内的高度关注。 研究表明兽医

临床和畜牧业中广泛应用的磺胺类( sulfonamides, SAs)药物可能更易诱导菌株因选择压力而产生耐药

性。 此外, SAs药物还有过敏反应、尿和造血功能紊乱等副作用。 如磺胺二甲嘧啶等可能诱发啮齿

类动物如鼠的甲状腺增生或肿瘤。据此和对外贸易方面的原因, 近年来欧盟及日本等国家对其使用

和在食品中的残留限量作出了越来越严格的限量规定。

饲料添加是 SAs在畜牧业中主要的用药方式。 较低剂量的磺胺类药物作为预防和治疗用药曾广

泛地用于食用动物饲料中, 用以提高饲料转化率, 治疗慢性感染。 目前这方面的应用已受到限制, 但

违规使用情况仍时有发生。 现今大量使用的饲料已从单一的常规饲料进入到配合饲料时代。 与血

清、尿液和肌肉等生物基质不同的是, 配合饲料的主要基质为碳水化合物、蛋白质原料, 并使用了各

种添加剂, 主要包括营养物质、健康生长促进剂、贮存添加剂和改善饲料质量添加剂等。由于各种添

加成分的干扰, 无法用酶联免疫或放射免疫进行饲料中磺胺类抗生素的快速筛选。 高效液相色谱法

(HPLC)对生物基质中多种磺胺残留的分析已经有很多成熟方法
[ 1, 2 ]

, 而针对饲料中磺胺的分析报道

却很少, 药物残留检测监控对象前移迫切需要建立高效准确的筛选方法。 作者结合液、液分配和固

相萃取等前处理方法, 探讨了家禽、猪等食用动物饲料样品中磺胺类药物的提取、净化, 建立了饲料

中 8种常添加磺胺类药物的HPLC方法。

1 实验部分

1. 1 主要试剂

标准品磺胺嘧啶 ( sulfadiazine, SD)、磺胺甲基嘧啶 ( sulfamerazine, SM1)、磺胺二甲嘧啶

( sulfamethazine, SM2)、磺胺甲氧哒嗪( sulfamethoxypyrazine, SMP)、磺胺甲基异 唑( sulfamethoxazole,

SMZ)、磺胺间甲氧嘧啶( sulfamonomethoxine, SMM)、磺胺间二甲氧嘧啶( sulfadimethoxine, SDM)和磺胺

第 23卷 第 4期 分析测试学报 Vol. 23 No. 4

2004年 7月 FENXI CESHI XUEBAO( Journal of Instrumental Analysis) 88~ 91

收稿日期: 2004- 02- 17; 修回日期: 2004- 04- 28

作者简介: 秦 燕( 1975- ) , 女, 江苏淮安人, 工程师, 博士 .



第 4期 秦 燕等: 饲料中八种磺胺药物的高效液相色谱测定 89

喹 啉( sulfaquinoxaline, SQX)均购自 Sigma公司, 纯度为 95% ~ 99% ; 甲醇(色谱纯) ; 乙酸乙酯

( EtOAc)、乙酸、偏磷酸、氯化钠等(分析纯) ; Waters OASIS
�

MCX( 60 mg/ 3mL)固相萃取 SPE柱。

标准溶液: 用甲醇配制 SAs混合贮备液( 100 �g/ mL) , - 18 � 避光存放。 校正标准工作溶液用

流动相稀释贮备液, 现配现用。

1. 2 主要仪器

Waters高效液相色谱仪: 515泵, 2487紫外检测器, 717自动进样器, Waters TCM柱温箱, Mille�
nium32软件数据系统; ZYMARK水浴氮气吹干仪; 半自动固相萃取仪; MilliQ纯水发生器( Bedford公

司, USA)等。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 样品提取 称取 5 g已研磨的饲料样品, 加入 50 mL提取溶液甲醇- 1. 0% ( �)偏磷酸(体积比

20 80) , 振摇湿润后置于水浴中超声 5 min。取上层液 4 000 r/ min下离心 10 min。

1. 3. 2 净 化 吸取离心上清液 10 mL, 用 4 mol /L NaOH调节溶液 pH 至 6. 5~ 7. 0左右, 加入约 0. 5

g NaCl和 10 mL乙酸乙酯, 涡动 30 s, 4 000 r/ min离心 5 min。 移取上清液, 再重复乙酸乙酯萃取两

次, 转移合并上层有机相, 过无水硫酸钠后用氮气流 35 � 水浴吹干。 用 2 mL 0. 1 mol/ L盐酸溶液涡

动溶解残留物, 取 1 mL上样于预先已分别用 3 mL甲醇、3 mL水和 0. 04 mol/ L盐酸活化处理过的 SPE

柱, 保持自然流速过柱。然后分别用 3 mL水、3 mL 0. 04 mol/ L盐酸和甲醇洗涤SPE柱, 最后用 5 mL

5% ( �)氨化甲醇洗脱, 收集洗脱液。 取 1 mL洗脱液用氮气流 40 � 水浴浓缩至近干后用流动相溶解

至 1. 0 mL, 必要时过 0. 45 �m的滤膜, 清液进行HPLC测定。

1. 3. 3 液相色谱条件 Cloversil C18 250 mm� 4. 6 mm i. d., 5 �m色谱柱; 柱温 35 � ; 流动相: pH 3的

1% ( �)乙酸( A)和甲醇( B) ; 洗脱梯度: 0. 01 min 35% ( �) B, 21. 5 min 65% ( �) B, 保持至 32 min; 流

速: 1. 0 mL/ min; 紫外检测波长: 270 nm; 进样量: 20 �L。

2 结果与讨论

2. 1 八种磺胺的 HPLC行为

SAs属酸碱两性物质, 为防止键合相表面残余的硅醇

基因氢键键合和离子交换导致的次级保留效应, 选择填料

中游离硅醇基含量较小的碱性色谱柱, 并采用酸性流动相

(离子抑制)。 按上述 HPLC梯度洗脱条件, 随有机相比例

增加, 8种极性差异较大的磺胺得到了很好的基线分离,

峰形对称, 保留时间合适, 避开了饲料中极性杂质的干扰

峰, 见图 1。

SAs标准曲线的回归方程见表 1。 在 0. 02~ 1. 0 mg/ L

的质量浓度范围内, 8种磺胺的峰面积( Y, �V ! s)与质量

浓度( X, mg/ L)呈显著线性相关。

表 1 8种磺胺校准曲线的回归方程

Table 1 The linear regression equations of calibration curves for eight SAs

Compound Linear equations Correlat ion coefficient r

SD Y= 1. 66� 105 X+ 1. 87� 103 0. 999 7

SM1 Y= 1. 29� 10
5
X+ 1. 13� 10

3
0. 999 8

SM2 Y= 1. 20� 105 X+ 1. 29� 103 0. 999 9

SMP Y= 1. 22� 105 X+ 1. 09� 103 0. 999 8

SMZ Y= 1. 29� 10
5
X+ 1. 23� 10

3
0. 999 8

SMM Y= 1. 43� 105 X+ 1. 19� 103 0. 999 8

SDM Y= 1. 08� 10
5
X+ 8. 27� 10

2
0. 999 9

SQX Y= 1. 19� 105 X+ 6. 89� 102 0. 999 9

图 1 8种磺胺的液相色谱图

Fig. 1 HPLC chromatogram of 8 SAs



图 2 磺胺药物的基本结构

Fig. 2 The basic structure of SAs drugs

* deionized water buffer system: NH4Ac- AcOH( pH 5. 0) , Na2HPO4- AcOH( pH 6. 5) , Na2CO3- NaHCO3 ( pH 9. 0) ; SAs concentration: 1. 0

mg/kg; ** spike level in chicken feed: 1. 0 mg/ kg

表 2列出了不同 pH 的缓冲液用 EtOAc萃取的效果。从表 2可以看出, 对于不同 pH的去离子水

磺胺溶液, 当 pH> 7时, SAs N 1的解离程度增加, pH 9. 0时 EtOAc的萃取回收率明显下降。 当 pH为

5. 0时, 回收率最高, 这是因为与 pH 6. 5相比, 其更小于相应磺胺的等电点, 对 N
1
的质子解离抑制程

度更高的缘故。 但是实验发现, 对饲料加标样品, 其最佳回收时对应的 pH值却发生了变化, pH 6. 5

时回收率最高, 可能是样品中其它基质的影响所致。 Haller [ 4 ]等在对湿肥料中磺胺含量分析的液- 液

萃取时, 也发现了与纯水的磺胺溶液相比, 最佳回收 pH增高的现象, 并认为可能是不同颗粒的吸附

作用随 pH变化不同而引起的。

测试的 8种磺胺 pK a值接近, 因此液液萃取采用合适的 pH 6. 5~ 7. 0时, 样品回收率可达到约

80% 以上。 要指出的是, 对磺胺 pK a间差异较大时的多组分分析, 尤其是含有碱性较强的 SAs如氨

苯磺胺或磺胺吡啶时, 单一 pH 很难兼顾到各个组分均达到较理想的萃取率。

( 2) 其它因素的优化 将萃取时间从 30 s延长到 3 min, 回收率没有明显变化, 这说明 SAs由水

相向有机相的转移主要是由其在两相间的分配系数所驱动。增加萃取次数回收率明显提高, 实验表明

进行3次萃取后, 萃取基本完全。实验还比较了不同电解质的盐析效果。 NaCl与Na2SO 4都能促进SAs

向有机相转移, 但前者的共萃取杂质相比较少, 因此在萃取时向水相添加约 0. 5 g的 NaCl。

2. 2. 3 固相萃取 比较了不同的 C18柱, HLB柱和 MCX柱的净化效果。 实验表明, 对饲料基质MCX

的净化效果最为理想, 参见图 3。 它利用HLB反相填料上的强阴离子 ∀ SO3H基团与酸性条件下荷正

表 2 不同 pH下 EtOAc的 SAs液- 液萃取回收率

Table 2 Recoveries of liquid- liquid extraction at different pH values with EtOAc

* *
Compound pK a

[ 3 ]

R/ %

Deionized water buffer system
* Feed sample

pH 5. 0 pH 6. 5 pH 9. 0 pH 5. 0 pH 6. 5

SD 6. 4 89. 0 86. 4 52. 2 84. 1 80. 3

SM1 7. 0 93. 2 90. 3 67. 1 85. 2 88. 2

SM2 7. 5 94. 7 88. 7 70. 0 87. 2 86. 5

SMP 7. 2 85. 9 86. 9 63. 0 76. 5 85. 4

SMZ 5. 4 92. 6 84. 6 47. 9 89. 7 87. 4

SMM 6. 5 90. 4 89. 7 53. 4 80. 3 81. 6

SDM 6. 2 88. 7 82. 2 55. 8 75. 0 83. 1

SQX 5. 5 88. 1 83. 6 48. 2 76. 6 78. 8

2. 2 样品前处理

2. 2. 1 提取溶剂的选择 比较了各种单一有机溶剂、酸碱缓冲液和缓冲液- 有机溶剂混合体系的提

取效果。 单一的有机溶剂提取杂质多, 给后续的净化带来困难。根据饲料样品中的脂肪、蛋白和水

分含量均比较低和SAs的弱碱性特点, 采用酸性缓冲液提取, 同时加入适量的有机溶剂, 可沉淀有机

质, 改善提取液的浊度, 但比例不宜过高, 以免带入过多的共萃取杂质。 选择 1. 0% 偏磷酸- 甲醇

(体积比 80 20)为提取溶剂。

2. 2. 2 液液分配净化条件优化 饲料基质复杂, 提取溶剂直接进行固相萃取回收率和净化效果均不理

想, 可能是因为共萃取杂质影响了磺胺在固体填料上的保留和洗脱行为, 甚至引起过载。 因此需先进

行液液萃取净化。比较了二氯甲烷、三氯甲烷和 EtOAc等的反萃取效果, 选择 EtOAc作为萃取溶剂。

( 1) pH的优化 利用 SAs的两性进行水相/有机相的液- 液

分配萃取, 水相 pH的调整是关键。 SAs的一般结构见图 2。与 S

原子相连的仲胺基 N(标记为 N 1)在 pH> 5. 5~ 7时解离出 H + , 与

苯环相连的伯胺基 N(标记为 N4)在 pH< 2. 5时质子化。 因此, 除

磺胺脒等外, 大部分磺胺在酸性条件下带正电荷, 碱性条件下带

负电荷, pH 2. 5~ 6的范围内呈电中性, 参见表 2。
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图 3 加标样品色谱图

Fig. 3 Chromatogram of spiked feed
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电的 SAs进行离子交换吸附, 以除去基质中的酸性或中性杂

质; 利用甲醇的反相洗脱作用洗涤去除疏水性杂质, 最后通过

改变 SAs的荷电性质用溶剂将其洗脱, 选择性好。

2. 3 方法检出限和回收率

按照 1. 3. 3条件, 将标准溶液稀释进样, 以 2倍信噪比确

定 8种磺胺的检出限为 0. 020 � 10- 6( w)。 考虑样品的前处理

稀释因子, 方法对饲料的检出限为 0. 20 � 10
- 6

( w)。对空白猪

饲料和禽饲料添加 1 � 10
- 6

( w)时 , 测定 8种磺胺的回收率

( n= 4)。 其回收率范围分别为 68% ~ 82%和 78% ~ 88% , 相

对标准偏差范围则为 6. 4% ~ 12. 3% 和 5. 7% ~ 9. 2% 。饲料中

磺胺的添加一般作为预防或治疗用途, 添加水平在 1� 10
- 6

( w)以上, 因此此方法可满足检测要求。

3 结 论

本文研究了饲料中多种磺胺的高效液相色谱筛选方法, 结合液- 液萃取和固相萃取, 可以实现

多数家禽和猪饲料等样品中 8种磺胺药物的分析, 并可串联二极管阵列检测器进行定性。 但是, 对

于某些饲料如养鳗饲料, 由于水产动物饲料赋形剂载体的特殊性, 净化效果不稳定, 杂质峰较多, 对

8种磺胺的同时检测存在难度, 可选用质谱离子对( MRM)检测方式。
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