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摘　要　牛奶样经乙腈提取、固相萃取, 高效液相色谱 (H PL C)检测牛奶中 6种磺胺类药物残留. 考

察了样品的抽提及色谱分析条件。在最佳层析条件下, 回收率为磺胺嘧啶 (SDA ) : 85. 99%、磺胺一甲基嘧

啶 (SM E ) : 94. 18、磺胺二甲基嘧啶 (SM X ) : 97. 89%、磺胺口恶唑 (SM Z) : 92. 35%、磺胺一甲氧嘧啶 ( SMM ) :

88. 72%、磺胺二甲氧嘧啶 (SM O ) : 92. 94% ;检出限SDA : 0. 41ppb、SM E: 0. 86ppb、SM X: 0. 09ppb、SM Z: 0. 45ppb、SMM :

0. 19ppb、SM O: 0. 08ppb。
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1　引言
磺胺类药物 (Su lfonam ides, SA s)是一类用于预防和治疗细菌感染性疾病的化学治疗药物。因

其在抑菌方面高效而价廉,所以被广泛运用。由于奶牛乳房炎的高发生率,在奶牛业中SA s的应用

非常普遍。而SA s在动物性食品中容易残留,危及人体健康,因此许多国家都规定了食品和饲料中

SA s 的残留限量。我国规定 SA s 总量不得超过 0. 3m gökg, 奶中磺胺二甲嘧啶不得超过

0. 025m gökg [1 ]。SA s残留的检测方法很多[2—6 ] ,但牛奶中的SA s残留检测方法报导很少。本研究建

立了一种可同时检测牛奶中6种磺胺类药物H PL C 法,对色谱分离条件进行了优化,考察了方法的

检出限、回收率,获得了良好的分析结果。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

A gilen t1100高压液相色谱仪 (德国Chanhu te公司) ; Pu te 300超纯水装置 (广州仪科实验室技

术有限公司) ; RC25C, RC3C 离心机 (美国杜邦公司) ; R E252A 旋转蒸发器 (上海亚荣生化仪器

厂) ; Pho todiode8453 紫外光2可见光光谱仪 (德国Chanhu te 公司) ; V isip rep 多歧管真空固相萃取

装置 (美国 Sup lco 公司) ; L C’A lum ina2BSPET ubes (3mL )碱性氧化铝柱 (美国 Supelco 公司)。

0. 45txm微孔滤膜。

2. 2　试剂与溶液

磺胺嘧啶 (SDA ) ,磺胺一甲基嘧啶 (SM E) ,磺胺二甲基嘧啶 (SM X) ,磺胺口恶唑 (SM Z) ,磺胺一
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甲氧嘧啶 (SMM ) ,磺胺二甲氧嘧啶 (SM O )准品: 含量≥99% (美国 Sigm a 公司) ; 乙腈、甲醇 (色谱

纯,德国M erck 公司) ;实验用水为超纯水。

2. 3　溶液的配制

准确称取0. 010g 各样品磺胺类药物,溶于装有25mL 甲醇的100mL 定量瓶内,即为 100m göL
的磺胺储备溶液。以超纯水稀释至标线,以棕色玻璃瓶盛装,置于冰箱内以4℃保存备用。分别取

100m göL SDA、SM E、SM X、SM Z、SMM、以及SM O 储备溶液各 1mL ,置于 100mL 定量瓶内,以超

纯水稀释至标线,即为磺胺剂混合样品1m göL 标准溶液,此混合标准溶液于每次分析前配制。

2. 4　样品制备与净化

准确吸取奶样5mL ,置于50mL 离心管中,加适量的无水硫酸钠和25mL 乙腈,涡流振动15s,中

速振荡20m in, 3000röm in 离心5m in。上清液移至100mL 的分液漏斗中,加人30mL 正己烷,振荡后

静置分离乙腈层。用25mL 乙腈将沉淀物重复提取1次,乙腈层经同一份正己烷分配。合并乙腈层

置于100mL 离心瓶中,加入5mL 正丙醇, 50℃减压浓缩至近干。净化处理为:用20mL 水和20mL 甲

醇先后预淋洗碱性氧化铝SPE 柱,使之活化。用3mL 乙腈∶水 (95∶5)溶解离心瓶内残留物,再分

别用2mL 乙腈∶水 (95∶5)洗涤离心瓶2次,将溶解液和洗涤液合并后过碱性氧化铝SPE 柱,柱后

流出液不收集,再用10mL 乙腈∶水 (95∶5)淋洗,弃去淋洗液。吹去柱内滞留的液体后,用5mL 乙

腈∶水 (75∶25)洗脱磺胺类药物,洗脱液收集至 10mL 容量瓶中,用 0. 017mo löL 磷酸溶液定容至
10mL ,过0. 45m 滤膜后上机测定。

2. 5　色谱条件

色谱柱为Phenom enex Gem in i C18 5Λm (250×416mm i. d. ) ;流速: 1mL öm in;检测波长: 250—

290nm ;进样体积: 20ΛL ;柱温: 30℃;流动相∶乙腈ö甲醇与0. 017mo löL 磷酸 (80∶20, V öV )。

3　结果与讨论

图 1　磺胺药物的紫外光吸收图

3. 1　检测波长的确立

对SDA、SM E、SM X、SM Z、SMM、SM O 6种磺胺剂的

水溶液进行紫外光吸收光谱的扫描,由图 1 可知,所探讨

的 6 种磺胺剂的主要吸收区落在 250—290nm 间, 而以

260—270nm 间有较强的吸收度。当注射1ppm 磺胺剂混合

样品并采用 250nm 作为检测波长时, 磺胺剂中的 SDA、

SM X 及 SM E 的积分面积值较高, SMM、SM O 的吸收强

度却很小;若采用270—290nm 作为检测波长, SMM、SM X

及SM E 的吸收度都差不多,不过最先流析出来的SDA 的

吸收强度比较小,在进行真实样品分析时恐会被真实样品

的吸收所遮蔽。为了兼顾每个磺胺剂的吸收强度, 虽然

H PL C 可同时检测5个波长,本研究以每个磺胺剂都有不错吸收的260nm 作为检测波长。

3. 2　流动相中有机相的比例

增加流动相中有机相的比例,可提高流动相的抽提能力,缩短分析样品的滞留时间。在不添加

任何有机溶剂下,样品的滞留时间过长,所有磺胺剂的层析时间皆超过 30m in,故添加有机溶剂是

势在必行的。在本研究中曾经尝试过10%、15%、20%、25%、30%乙腈等不同的有机相比例,如表1

所示,当加入的乙腈不到25%时SMM 及SM O 的滞留时间过长,需要30m in 以上的分析时间才能分
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析6种磺胺剂,故添加的乙腈须在25%以上。考虑到化学试剂的对环境的影响,选定25%作为流动

相中乙腈的添加比例。此外也尝试用甲醇来代替乙腈操作,但使用甲醇作为有机相时,必须添加到

40%—50%的比例方可达到和25%乙腈相似的滞留时间及解析度。
表 1　流动相中有机相比例对抽提时间的影响

磺胺剂种类
添加不同比例乙腈磺胺剂的作用时间 (m in)

乙腈 (10% ) 乙腈 (15% ) 乙腈 (20% ) 乙腈 (25% ) 乙腈 (30% )

磺胺嘧啶 5. 353 4. 142 3. 373 2. 678 2. 232

磺胺一甲基嘧啶 6. 459 5. 036 4. 069 3. 194 2. 614

磺胺二甲基嘧啶 7. 211 5. 946 4. 718 3. 672 3. 097

磺胺一甲氧嘧啶 10. 595 7. 138 5. 668 4. 381 3. 671

磺胺二甲氧嘧啶 > 30 > 30 9. 044 6. 374 5. 288

磺胺口恶唑 > 30 > 30 > 30 9. 331 7. 679

3. 3　缓冲液的浓度及酸碱度

添加于流动相中的缓冲溶液,主要是用以稳定液相层析过程中的酸碱度,考虑到磺胺剂的两个

质子化常数落在 4. 5—7. 5间,故选择缓冲能力范围相近的磷酸二氢钠作为缓冲溶液,考虑到缓冲

能力的大小,故使用的浓度为0. 01mo löL。为使分析的磺胺剂皆保持在分子态,动相的酸碱度必须

维持在两个质子化常数之间。实验上分别选择数个在此范围内的pH 值,分别是pH = 3. 0, 4. 0, 5. 0,

6. 0, 7. 0 进行动相的酸碱度与相对分析强度及滞留时间的比较。结果显示,样品的吸收强度差异不

大,而滞留时间之间的差异皆在 0. 01s内,故在酸碱度的选择上,选用大多文献都采用的pH = 5. 0

作为流动相的酸碱度[7—9 ]。

3. 4　色谱分离

在上述色谱条件下, 6种各磺胺类药物组分及药物峰与杂质能很好分离,且峰形较好,在15m in

内能完成样品的检测, 色谱图见图2A 与图2B。

图 2　磺胺标准样A 及空白样添加磺胺B 的液相色谱图

流析顺序为: 1——磺胺嘧啶 (SDA ) ; 2——磺胺2甲基嘧啶 (SM E) ; 3——磺胺口恶唑 (SM X) ;

4——磺胺二甲基嘧啶 (SM Z) ; 5——磺胺2甲氧嘧啶 (SMM ) ; 6——磺胺二甲氧嘧啶 (SM O )。

3. 5　样品的浓度校准曲线测定

样品的浓度校准曲线测定选择浓度分布在0. 005—10ppm 的待测6种标准磺胺剂混合分析样

品,进行浓度校准曲线的测定。表2是磺胺剂标准实验样品浓度校准曲线列表。其相关系数r
2 值大

于0. 999,以响应值为2倍噪声时所需的样品量计算药物的检出限, SDA、SM E、SM X、SM Z、SMM、

SM O 的检出限完全可以满足牛奶中6种SA s残留的定量测定要求。在所选定的色谱条件下,精确
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量取4. 9mL 空白牛奶样品,分别添加 0. 1mL 浓度为 5、25、50ΛgömL 的标准工作液,相当于样品中

各药物的添加水平分别为0. 1、0. 50、1. 0ΛgömL ,每个水平做3次重复。按2. 4方法处理后上机测定,

将两者相同成分的色谱峰面积进行比较,得出牛奶中药物的添加回收率。结果在0. 1—1. 0ΛgömL浓

度范围平均添加相对回收率均在85%以上,可以满足SA s残留定量分析要求。
表 2　磺胺剂样品校准曲线整理表

磺胺剂种类 校准曲线 r2 检出极限 (ppb) 相对回收率 (% )

磺胺嘧啶 y = 68. 537x - 0. 1201 0. 99924 0. 41 85. 99

磺胺一甲基嘧啶 y = 68. 989x - 1. 5429 0. 99918 0. 86 94. 18

磺胺二甲基嘧啶 y = 54. 372x - 3. 1195 0. 99946 0. 09 97. 89

磺胺一甲氧嘧啶 y = 61. 072x - 2. 8161 0. 99914 0. 45 92. 35

磺胺二甲氧嘧啶 y = 323. 51x + 41. 663 0. 99907 0. 19 88. 72

磺胺口恶唑 y = 76. 891x + 0. 03 0. 99926 0. 08 92. 94
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Abstract　 T he m ilk samp les w ere ex tracted w ith A ceton it rile, and cleaned by a SXC co lum n

so lid phase ex tract ion ( SPE ). T he amoun ts of Su lfad iazine (SDA ) , Su lfam erazine (SM E ) ,

Su lfam ethazine ( SM Z ) , Su lfam ethoxazo le ( SM X ) , Su lfamonom ethox ine ( SMM ) ,

Su lfad im ethox ine (SM O ) in m ilk w ere sim u ltaneou sly determ ined by h igh perfo rm ance liqu id

ch rom atography. U nder the op t im al condit ion s, the recoveries of m icro - d ia lysis w ere ob ta ined

as 85. 99% , 94. 18% , 97. 89% , 92. 35% , 88. 72% , and 92. 94% w ith the detect ion lim its of 0.

41, 0. 86, 0. 09, 0. 45, 0. 19 and 0. 08ppb fo r SDA , SM E, SM X, SM Z, SMM and SM O ,

respect ively.

Key words　H PL C, Su lfonam ides,M ilk, So lid Phase Ex tract ion,M ilk.
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