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摘要! 为了开发一种以加速溶剂萃取&全自动凝胶渗透色谱&高效液相色谱联用#&*,7I6-7

+6'-$来同时测定水产品中 4/ 种磺胺类和甲氧苄啶残留的方法!实验采用凡纳滨对虾等水

产品通过加速溶剂萃取仪提取!经全自动凝胶渗透色谱仪净化!收集液经氮吹浓缩后用 4 9'

流动相定容!+6'-检测!外标法定量" 结果显示!4/ 种磺胺类在 3134 <4133 935'范围内&

甲氧苄啶在 3132 <2133 935'范围内线性关系良好!相关系数均 B31::: :%添加 433&233&933

!

35Q3 / 个浓度水平的平均回收率为 001:O<:117O!$*4为 319O<4/19O" 研究表明!运

用 &*,的提取优势和 I6-的净化效果提高了检测结果的回收率和精密度!降低基质干扰!并

且开发出一种新的可同时测定水产品中 4/ 种磺胺类和甲氧苄啶的方法!方法简便准确!49 种

药物完全分离!重现性高"

关键词! 磺胺类% 甲氧苄啶% 加速溶剂萃取% 凝胶渗透色谱% 高效液相色谱% 水产品

中图分类号! L*28914 55555555555文献标志码'&

55磺胺类#*20S/H:9;EC>$是通过人工合成的氨

苯磺胺衍生物"甲氧苄啶 #LD;9C@W/BD;9$为广谱

抗菌药"抗菌谱与磺胺药类似"被广泛应用于水产

品养殖中"能抑制许多革兰氏阳性菌及一些革兰

氏阴性菌"甚至对衣原体属和某些原虫都很有

效
*4+

) 陈瑞玲
*2+

发现将磺胺类和甲氧苄啶合用"

可使细菌的叶酸代谢受到双重阻断"抗菌作用可

增效数倍至数十倍"因此二者常配合用于实际生

产中"但其滥用的结果导致大量代谢产物残留于

动物的肌肉(脏器组织"引起严重的食品安全问题

和出口贸易问题) 国际食品法典委员会#-&-$(

欧盟(欧美及中国无公害水产品等组织均规定食

品和饲料中磺胺类药物总量不得超过 314 935

Q3"甲氧苄啶最大残留限量为 3138 935Q3

*/ 69+

)

目前磺胺类的检测方法较多"主要有高效液相色

谱法#+6'-$(气相色谱 6质谱法#I-7J*$(液相

色谱 6串联质谱法#'-7J*5J*$等
*8 642+

"但可同

时测定甲氧苄啶和 43 种以上常见磺胺类药物的

检测方法较少
*4/ 648+

) 甲氧苄啶和磺胺类药物种

类繁多"多种药物在传统提取方式下提取效果参

差不齐"而且过度提取溶出的基质加大了净化的

难度"影响检测结果的准确性"提高了假阳性风

险) 加速溶剂萃取法#&*,$与传统的索氏提取(

自动索氏提取(超声萃取(微波萃取等萃取方式相

比"时间短(溶剂少(萃取效率高"被美国国家环保

局批准为 ,6&/898 号标准方法
*47+

) 凝胶渗透色

谱#I6-$作为一种通用的样品净化技术"已经成

功应用于农药的多残留分析
*40+

"但应用于药物的

多残留分析报道很少
*41+

) 目前国内外均未见将

&*,(I6-联合应用于磺胺类药物和甲氧苄啶的

分析报道) 实验通过研究将 &*,(I6-和 +6'-

联合应用于药物多残留分析"替代传统前处理方
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法提取和净化水产品中磺胺类药物和甲氧苄啶"

旨在提高检测结果的准确性"降低基质干扰"进而

开发一种更加简便高效且可同时测定多种磺胺类

和甲氧苄啶的方法)

45材料与方法

!"!#仪器"试剂和材料

4433 高效液相色谱仪 #配紫外检测器"美国

&3;0CH@公 司 $" &*, /83 加 速 溶 剂 萃 取 仪

#4)"%,Z公司$"I6-7#'L$&凝胶净化浓缩系

统#德国 '-7LC?W 公司$"L2DA/U:B

%

全自动浓缩

工作站#美国 -:0;BCD公司$"ZG713&微型旋涡混

合仪#上海沪西分析仪器厂$"超纯水系统#美国

J;00;B/DC公司$"-62284电子天平(6'93/ 电子

天平#瑞士 JC@@0CD7L/0CE/ 公司$)

磺胺类标准品!磺胺嘧啶 #*4$(磺胺噻唑

#*L$(磺胺甲基嘧啶 #*J$$(磺胺 87甲氧嘧啶

#*J4$(磺胺二甲基嘧啶 #*J2$(磺胺甲氧哒嗪

#*J6$(磺胺氯哒嗪 #*-6$(磺胺 77甲氧嘧啶

#*JJ$(磺胺甲基异唑 # *JV$(磺胺多辛

#*4JR$(磺胺异唑 #*,V$(磺胺二甲氧哒嗪

#*4J$(磺胺喹啉#*KZ$#纯度均
%

:018O"美

国 4D1,WDCH>@/DSCD公司$%甲氧苄啶 #LJ6$标准

品#纯度 :118O"美国 4D1,WDCH>@/DSCD公司$%乙

酸乙酯(环己烷(乙酸(乙腈(甲醇 #色谱纯"美国

LCE;:司$%水由 J;00;B/DC超纯水系统制备)

新鲜凡纳滨对虾(草鱼(大黄鱼均购置于大型

连锁超市"去鳞"去皮"取肌肉部分"置于 641 N

冰箱冷冻保存)

!"$#标准溶液的配制

标准贮备液!分别准确称取各磺胺类标准品

和甲氧苄啶标准品 4313 93 于 433 9'棕色容量

瓶中"用甲醇溶解定容"配制 433 935'单标贮备

液" 641 N避光存储"保存期为 / 个月)

标准混合中间液!取上述各单标贮备液于 43

9'棕色容量瓶"用甲醇稀释定容"配制成含 4/

种磺胺类各 43 935'(甲氧苄啶 23 935'的混合

标准中间液) 9 N避光存储"保存期为 4 个月)

!"%#(/L"K)*"O)X*设定条件

&*,萃取条件55萃取池体积!43 9'"加热

温度!433 N"加热时间!8 9;H"提取溶剂!乙酸乙

酯"提取时间!8 9;H"提取模式!"(("冲洗体积!

483O"吹扫时间 13 >"提取次数!2 次)

I6-凝胶净化浓缩条件55流速!813 9'5

9;H"预洗柱时间!/3 >"抛弃时间!4 433 >"收集时

间!733 >"收尾时间!933 >"进样体积!8 9'"定容

体积!8 9'"清洗!/ 次"洗针!/ 次"收集液体积!

9 9')

+6'-色谱条件55色谱柱!&3;0CH@,<@CHE7

-

41

"8

!

9"917 99C283 99%柱温!93 N%流动

相!乙腈(甲醇(2O乙酸溶液"梯度参数见表 4%流

速!31733 9'59;H%进样量!83

!

'%紫外检测波

长!203 H9)

表 !#流动相梯度洗脱程序

,-."!#K;-5903=082=9>37;>D;-6

时间59;H

@;9C

乙腈5O

:?C@/H;@D;0C

甲醇5O

9C@W:H/0

2O乙酸溶液5O

2O :?C@;?:?;E >/02@;/H

3 8 43 18

48 8 43 18

/3 23 43 03

98 23 43 03

9814 8 43 18

88 8 43 18

!"@#样品的提取和净化

准确称取 2183 3 样品"置于研钵中"加入足

量硅藻土研磨至分散状"将研钵中肉样混合物

全部转移至 &*,不锈钢提取池中"置于 &*,加

速溶剂萃取仪用乙酸乙酯提取"&*,加速溶剂

萃取仪参数设定条件见 &*,萃取条件) 收集提

取液于 83 9'玻璃管中"于 93 N水浴中氮气吹

干) 用 1133 9'环己烷 6乙酸乙酯#4D4"RNR$

溶液溶解残渣"转移溶解液至 I6-进样瓶"置于

I6-凝胶净化浓缩仪的自动进样架上"I6-参

数设定见 I6-凝胶净化浓缩条件"启动相关方

法和序列完成净化和浓缩"由 I6-自动定容至

8133 9'后转移 9133 9'样液至收集瓶中) 收

集瓶中的样液于 93 N水浴中氮吹至干"加 4133

9'流动相溶解"3122

!

9滤膜过滤"供 +6'-

检测)

25结果

$"!#色谱行为

采取 +6'-的色谱条件得到 4/ 种磺胺和甲

氧苄啶的标准品谱图#图 4$) 此色谱条件下"目

标组分得到了很好的分离"峰形尖锐(对称)

8924
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图 !#!% 种磺胺和甲氧苄啶标准品色谱图

41磺胺嘧啶% 21磺胺噻唑% /1磺胺甲基嘧啶% 91甲氧苄啶% 81

磺胺 87甲氧嘧啶% 71磺胺二甲基嘧啶% 01磺胺甲氧哒嗪% 11磺

胺氯哒嗪% :1磺胺 77甲氧嘧啶% 431磺胺甲基异唑% 441磺胺

多辛% 421磺胺异唑% 4/1磺胺二甲氧哒嗪% 491磺胺喹啉)

M9D"!#*B;>6-=>D;-6<>:!% ?935<>:

<28:>3-6950<-35=;960=B>7;96

41*4% 21*L% /1*J$% 91LJ6% 81*J4% 71*J2% 01*J6% 11*-6%

:1*JJ % 431*JV% 441*4JR% 421*,V% 4/1*4J% 491*KZ1

$"$#线性关系和检出限"定量限

在选定的实验条件下"对含有 4/ 种磺胺#浓

度范围为 3134 <4 935'$和甲氧苄啶#浓度范围

为 3132 <2 935'$的49种药物混合标准溶液进

行分析"考察峰面积值#&$对质量浓度#-$的线

性关系和分析物的检出限及定量限 #表 2$ ) 49

种药物的标准曲线线性关系良好%以信噪比大

于 / 时的添加浓度为本方法检出限 #'"4$ "信

噪比大于 43 时的添加浓度为本方法定量限

#'"K$ )

$"%#回收率和相对标准偏差

向凡纳滨对虾空白样品中添加浓度为 433(

233(933

!

35Q3 / 个浓度水平的 4/ 种磺胺和甲氧

苄啶混合标准品"每一水平设 7 个平行实验"得到

回收率和相对标准偏差#$*4$结果见表 2) 4/ 种

磺胺和甲氧苄啶在 433(233(933

!

35Q3 添加浓度

下平均回收率分别在 011:O<:117O(0:14O<

1:14O(001:O<1417O"$*4均小于 48O) 49

种药物在 433

!

35Q3 添加水平下的色谱图见图

2"空白凡纳滨对虾样品谱图见图 /) 可以看出"

经过 &*,提取和 I6-净化的凡纳滨对虾样品在

进行分离分析过程中受样品基质干扰较小"在添

加水平下色谱峰明显"具有较高的灵敏度"符合痕

量分析要求)

表 $#!% 种磺胺和甲氧苄啶的回归方程"线性范围"X_&"X_̀ 及回收率结果$/cI%

,-."$#+0D;0<<9>3012-=9>3#8930-;;-3D0<#X_&#X_̀ -35;04>N0;90<>:

!% ?935<>:<28:>3-6950<-35=;960=B>7;96

序号

H/1

回归方程

DC3DC>>;/H CT2:@;/H

线性范围5

#935'$

0;HC:DD:H3C

线性

关系

D

检出限5

#

!

35Q3$

'"4

定量限5

#

!

35Q3$

'"K

加标浓度5

#433

!

35Q3$

>B;Q;H3 ?/H?CH@D:@;/H

回收率5O

DDC?/UCDF

$*45O

加标浓度5

#233

!

35Q3$

>B;Q;H3 ?/H?CH@D:@;/H

回收率5O

DDC?/UCDF

$*45O

加标浓度5

#133

!

35Q3$

>B;Q;H3 ?/H?CH@D:@;/H

回收率5O

DDC?/UCDF

$*45O

4 &=/42-631139 3134 64 31::: :1 : /3 1719 913 191: 413 1413 318

2 &=21/-631037 3134 64 31::: :0 42 93 :117 4/19 1:14 410 1417 318

/ &=2:/-631701 3134 64 31::: :1 49 83 1212 211 1219 413 1318 317

9 &=1317-631420 3132 62 31::: :8 /3 433 1/14 111 1/14 211 1319 417

8 &=212-631/97 3134 64 31::: :: 40 73 :218 421: 1919 213 1414 317

7 &=272-6317/8 3134 64 31::: :1 23 03 1414 914 1214 418 131: 214

0 &=283-6314:1 3134 64 41333 33 23 03 141/ 813 1411 414 131: 310

1 &=207-6310/3 3134 64 31::: :1 47 73 121/ 911 1410 417 131/ 318

: &=/33-631::9 3134 64 31::: :7 49 83 1/11 711 1214 419 0:1: 310

43 &=/43-64134 3134 64 31::: :0 49 83 191/ 713 141: 414 1318 310

44 &=/3/-64122 3134 64 31::: :8 42 93 1414 818 0:14 41/ 0117 318

42 &=/39-64189 3134 64 31::: :2 42 93 1/14 /17 0:17 319 001: 318

4/ &=2:1-631778 3134 64 31::: :: 49 83 1313 31: 1419 417 1312 317

49 &=294-631213 3134 64 31::: :: 47 73 011: 417 1317 410 0:10 311

注!序号指代的化合物与图 4 相同)

%/@C>!@WCH29ACD>:DC@WC>:9C:>;H (;3141

7924
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图 $#!% 种磺胺和甲氧苄啶在 !ZZ

%

Dd?D 添加

水平下凡纳滨对虾样品谱图

序号指代的化合物与图 4 相同)

M9D"$#*B;>6-=>D;-6 >:!% ?935<>:<28:>3-6950<-35

=;960=B>7;96 93<B;967<79?05E9=B

!ZZ

%

Dd?D 4>3403=;-=9>3"

(/DBC:Q ;ECH@;S;?:@;/H>">CC(;3141

图 %#空白凡纳滨对虾样品谱图

M9D"%#*B;>6-=>D;-6 >:.8-3?<B;967<-6780

$"@#其他样品分析

考虑到水产品中部分品种样品的油脂较高"基

质干扰较大"如鳗鲡(大黄鱼(加州鲈等"为了考察

此检测方法对水产品中大多数品种的适用性"实验

选择草鱼(大黄鱼(对虾 / 种具有代表性的样品进

行检测发现!阳性样品中 49 种药物的保留时间在

同一批次内均一致"回收率和 $*4均满足分析要

求"不同基质样品的干扰成分绝大部分在磺胺嘧啶

之前出峰%阴性样品中对于油脂含量高 #如大黄

鱼$样品"基质噪音较草鱼和对虾样品稍大一些"但

在各目标物出峰时间处无干扰"不影响对目标物的

分析) 此方法适用于大多数水产品样品的检测)

/5讨论

%"!#(/L条件的优化

温度的选择55在温度设定分别为 13(:3(

433(443(423 和 4/3 N"其余 &*,设定参数均一

致的条件下"考察对应 7 份添加相同浓度和组分

混合标准品样品的回收率情况"结果发现!各混合

标准品含量在 433 N时最高) 在 &*,萃取过程

中"随着温度的升高"溶剂的粘度下降"从而加强

了溶剂浸润基质和溶解目标分析物的能力"加入

的热能同时也有助于破坏样品与基质之间的作用

力"增强目标分析物从基质表面扩散到溶剂中的

能力) 但是随着温度的升高"目标物的分解和代

谢会加剧"造成损失) 根据结果"选择 433 N为

&*,的加热设定温度)

提取剂的选择55在分别用乙酸乙酯(乙腈

和二氯甲烷作为提取剂"其余 &*,设定参数均一

致的条件下"考察对应 / 份添加相同浓度和组分

混合标准品样品的回收率情况) 提取率为 10O<

:1O"从高到低依次为二氯甲烷(乙腈(乙酸乙酯%

但考察谱图中基质干扰情况"基质干扰从少到多

依次为乙酸乙酯(乙腈(二氯甲烷) 乙酸乙酯(乙

腈和二氯甲烷均能够提取目标化合物"其中二氯

甲烷提取目标化合物能力最强"但对基质中其他

物质的提取能力也较强"萃取液中带入了过多杂

质而影响目标化合物的分析%乙腈由于其水溶性

会部分溶解样品中的水溶性基质"从而引入较多

的基质干扰峰%乙酸乙酯极性适中"能够很好的提

取目标化合物"而且乙酸乙酯微溶于水"从而减少

了水溶性基质对目标化合物的干扰) 考虑到萃取

溶剂的极性应和目标化合物的极性相匹配"且基

质中的其他物质应尽量保留在基质中"故选择乙

酸乙酯作为 &*,的提取剂)

提取次数的选择55分别设定提取次数为

4(2(/ 次"其余 &*,设定参数均一致"考察对应 /

份添加相同浓度和组分混合标准品样品的回收率

情况) 回收率分别为 70O<09O(10O<:2O(

1:O<:8O) 可见"提取 2 次和 / 次对目标化合

物影响不大"而 4 次提取效果显然不充分"考虑到

尽量减少引入过多基质"因此我们选择 2 次提取

即可满足实验要求)

%"$#K)*条件的优化

通过分段收集 I6-净化后的流出液并检测

4/ 种磺胺类和甲氧苄啶的总量来考察目标物质

的保留时间"进而确定 I6-适用于 4/ 种磺胺类

和甲氧苄啶的抛弃时间和收集时间) 于 3 <733 >

收集第 4 管流出液"734 <2 833 >内每隔 433 >分

别收集流出液于第 2 <23 管"每 433 >收集一管)

根据混合标准品总量和收集管管号得到图 9)

由图可见"7 号管开始有目标物检出"直至 48

号管目标物未检出) 则基质在 3 <4 433 >"目标

物在 4 433 <2 333 >分别流出"其结果与欧阳燕

玲等
*4:+

结果相似"因此初定的抛弃时间为 4 433

>"保留时间为 :33 >) 参照此设定进行前处理检

0924
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测发现仍有基质干扰) 因此针对 7 号管(0 号管(

42 号管(48 号管对应的 4 433 >(4 233 >(4 033 >(

2 333 >9 个点做了进一步的探索) 分别选择

4 433 <4 033 >(4 233 <4 033 >(4 433 <2 333 >(

4 233 <2 333 >四个时间段进行收集"比较目标化

合物总量和基质干扰发现!9 个时间段收集的目

标化合物总量为 /218 </7 935'"其中 4 433 <

2 333 >和 4 233 <2 333 >时间段的谱图中存在基

质干扰"而含量与 4 433 <4 033 >(4 233 <4 033 >

没有显著差异) I6-分离基础主要依据溶液中

分子体积#流体力学体积$的大小来分离不同分

子量的高聚物"不同分子量的高聚物在凝胶填料

内扩散的路径不同使得产生不同的保留时间"分

子量按照从大到小的次序随着淋洗液的流出而得

到分离) 笔者推测在 4 033 <2 333 >还有分子量

小于目标物的基质流出"考虑到对基质最大程度

的去处和目标物的保留"在略微损失回收率的情

况下"选择 4 433 <4 033 >作为收集时间段"确定

抛弃时间为 4 433 >"保留时间为 733 >)

图 @#K)*分段淋洗

M9D"@#/0D603=0580-4B93D >:K)*

%"%#色谱条件的选择

磺胺类药物和甲氧苄啶结构式中含有氨基"

具有弱碱性) 徐维海等
*7+

提出调节流动相中的

B+"可以抑制弱碱的离解"从而导致保留时间的

改变) 结果表明酸度过高"很难将 49 种药物完全

分离"特别是磺胺嘧啶与磺胺噻唑"磺胺二甲基嘧

啶与磺胺甲氧达嗪"保留时间几乎完全一致%酸度

过低"有明显的拖尾现象) 当乙酸溶液浓度在

2O时"49 种组分在表 4 的洗脱条件下能够分离

且峰形无拖尾"与农业部 :81 号公告 642 6

2330

*23+

的流动相条件一致) 在色谱柱的选择上"

比较 &3;0CH@,<@CHE7-

41

"8

!

9"917 99C283 99

与 &3;0CH@*87-

41

"8

!

9"917 99C283 99这两

种反相色谱柱"发现前者对 49 种物质的分离非常

好"可以完全分离"后者对磺胺嘧啶与磺胺噻唑"

磺胺甲基异唑(磺胺多辛与磺胺异唑则有不

同程度的粘连"因为前者填料是双 -

41

键键合"在

耐酸(碱性能上优于后者)

95结论

本实验建立了 &*,7I6-7+6'-同时检测水

产品中 4/ 种磺胺类和甲氧苄啶的方法"其线性关

系(检出限(定量限(回收率和相对标准偏差基本

符合相关法规要求) 甲氧苄啶的定量限超出其规

定的最大残留限量"可采用更换更大体积的萃取

池"在前处理过程中增大样品的称样量的方法"降

低检出限和定量限"从而满足法规和检测的要求)

与目前已存在的磺胺类和甲氧苄啶检测方法比

较"本方法实现了多种常用磺胺类药物和甲氧苄

啶的同时测定"而且将 I6-净化技术成功运用于

药物的多残留分析) 结合 &*,和 I6-这 2 种先

进仪器的技术优势替代传统前处理手段"不仅简

化了前处理步骤"而且对回收率的提高和降低基

质干扰均有显著的改善"从而提高检测结果的准

确度和精确度) 作为先进的前处理方法"&*,和

I6-技术将会越来越多的运用于药残检测中)
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