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高效液相色谱法测定鸡蛋清和蛋黄中磺胺类药物残留
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摘　要 :采用高效液相色谱法测定鸡蛋清和蛋黄中磺胺嘧啶、磺胺吡啶、磺胺二甲基嘧啶、磺胺甲氧哒嗪、磺胺甲恶唑、磺

胺间甲氧嘧啶、磺胺喹恶啉等 7种磺胺类药物残留 ,优化了色谱条件和样品预处理方法。7种磺胺类药物在 0. 050 mg/L～

10. 0 mg/L范围内线性良好 ,检出限和定量限分别低于 0. 02 mg/kg和 0. 04 mg/kg。在 0. 250 mg/kg和 0. 500 mg/kg两个添加

水平 ,蛋清中的回收率为 81. 0%～100% , RSD为 0. 8%～4. 8% ,蛋黄中的回收率为 72. 2%～94. 1% , RSD为 1. 1%～6. 9%。
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Abstract: A high2performance liquid chromatography (HPLC) method for the multi2residues simultaneous

determ ination of sulfadiazine, sulfapyridine, sulfamethazine, sulfamethoxypyridazine, sulfamethoxazole, sulfam2
onomethoxine, sulfaquinoxaline in egg white and yolk was described. The test parameters of HPLC and samp le

p retreatment were op tim ized. The results indicated that a good linearity was in range from 0. 050 mg/L to

10. 0 mg/L. The detection lim its and quantity lim its were lower than 0. 02 mg/kg and 0. 04 mg/kg. A t levels of

0. 250 mg/kg and 0. 500 mg/kg, the sp iked recoveries of egg white were between 81. 0% and 100% , RSD s

were between 0. 8% and 4. 8% ; and the sp iked recoveries of yolk were between 72. 2% and 94. 1% , RSD s

were between 1. 1% and 6. 9%.
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　　磺胺类药物 ( Sulfonam ides, SA s)是一类传统的

合成抗菌药物 ,因其抗菌谱广和价廉易得等特点 ,

在国内外兽医临床和畜牧业中广泛应用 [ 1 ]。磺胺

类药物毒性较高 ,在食品中残留半衰期长 ,对人和

环境危害显著 ,有研究表明磺胺二甲基嘧啶等可诱

发啮齿类动物甲状腺增生或肿瘤 [ 2 ]。磺胺类药物

在养鸡生产中常用于防治白痢、球虫病、盲肠炎、肝

炎及其他细菌性疾病 ,我国的鸡蛋主要来自小规模

鸡蛋场 ,由于药物的不规范使用 ,极有可能造成鸡

蛋兽药残留超标。《无公害食品　鸡蛋》(NY 5039

- 2001)中规定鸡蛋中磺胺类药物的最高残留限

量 (MRL )为 0. 1 mg/kg
[ 3 ]。鸡肉和鸡蛋中磺胺类

药物的检测已见相关报道 [ 4 - 7 ]
,而鸡蛋清和蛋黄中

常用磺胺类药物残留的同时检测方法报道较少。

有研究采用高效液相色谱法测定鸡蛋清和蛋黄中

5种磺胺类药物残留 ,为排除杂质峰干扰 ,蛋清和

蛋黄需用不同比例的流动相 ,样品预处理较为复

杂 [ 8 ]。今在相同的色谱条件下测定鸡蛋清和蛋黄

中 7种磺胺类药物残留 ,样品预处理方法较为简

单 ,结果令人满意。

1　试验

1. 1　主要仪器与试剂
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Agilent 1200型高效液相色谱仪 ,配二极管阵列

检测器 (DAD ) ,美国 Agilent公司 ; Laborota 4000型

旋转蒸发仪 ,德国 Heidolph公司 ; SK - 1型快速混匀

器 ,金坛市荣华仪器制造有限公司 ; SB 3200DT型超

声波清洗机 ,宁波新芝生物科技股份有限公司 ; Anke

TDL - 5 - 4型离心机 ,上海安亭科学仪器厂 ;

0. 45μm滤膜和针式过滤器 ,安谱公司 ;玻璃仪器使

用前洗净放入马弗炉中 ,于 440 ℃灼烧 4 h。

磺胺嘧啶 ( SD)、磺胺二甲基嘧啶 ( SM2)、磺胺

甲氧哒嗪 ( SMP)、磺胺间甲氧嘧啶 ( SMM )、磺胺甲

恶唑 ( SMZ)、磺胺喹恶啉 ( SQX)、磺胺吡啶 ( SP)标

准品 ( > 99. 9% ) ,购自美国 Sigma公司 ; 100 mg/L

磺胺单一标准储备液 :准确称取 7种磺胺标准品各

10 mg于 100 mL棕色容量瓶中 ,用甲醇溶解后定

容 ,于 - 20 ℃避光密封保存 ,临用时用甲醇配制成

混合标准工作液 ;甲醇 (色谱纯 ) ,德国 Merck公

司 ;乙腈 (一级色谱纯 ) ,天津四友生物医学技术有

限公司 ;其他试剂均为分析纯。

1. 2　色谱条件

Agilent Extend - C18色谱柱 ( 5μm, 250 mm ×

4. 6 mm) ;流动相 A为甲醇 , B为 0. 5%冰乙酸水溶

液 ,采用梯度洗脱 , A相在 15 m in内由 10%线性增

加至 30% ,在 7 m in内继续线性增加至 50% ,再在

1 m in内下降至 20% , 2 m in内下降至 10% ,保持

5 m in;流量 1. 00 mL /m in;检测波长 272 nm;柱温

25 ℃;进样体积 5μL。

1. 3　样品预处理

称取 2. 0 g匀浆的鸡蛋清 /蛋黄样品 ,置于

50 mL具塞离心管中 ,加入 2 g无水硫酸钠 ,混匀

后加入 8 mL乙腈 ,于快速混匀器上剧烈漩涡匀质

5 m in后 ,以 4 000 r/m in离心 3 m in,上清液倒入鸡

心瓶中。向渣中加入 6 mL乙腈 ,重复提取一次 ,合

并上清液 ,于 35 ℃水浴旋转蒸发浓缩至近干。用

0. 8 mL初始流动相 [V (甲醇 )︰V ( 0. 5%冰乙酸水

溶液 ) = 1∶9 ]溶解蛋黄残渣 ,加入 3 mL正己烷 ,振

荡、静置 5 m in,用吸管移去正己烷层 ,加入 3 mL正

己烷重复去脂一次 ,再用初始流动相定容至

1. 00 mL,过 0. 45μm水相滤膜 ,供液相色谱分析。

蛋清无需去脂 , 直接用初始流动相定容至

1. 00 mL,过 0. 45μm滤膜后供液相色谱分析。

2　结果与讨论

2. 1　色谱条件优化

2. 1. 1　流动相的选择

分别考察了甲醇 -水溶液、甲醇 -乙酸溶液、

甲醇 -磷酸溶液 3种流动相体系对 7种磺胺类药

物分离效果的影响。

以甲醇 -水二元体系进行不同比例的洗脱试

验时 ,发现 7种组分的分离效果较差 ,其中磺胺喹

恶啉保留时间过长且峰形差。考虑到磺胺类药物

结构式中含有氨基 ,具有弱碱性 ,其中性分子与离

子形式在有机相和水相中分配性质不同 ,因而在键

合相反相液相色谱条件下 ,以水相为流动相时 ,调

节水相 pH值 ,抑制弱碱离解 ,将导致保留行为改

变。弱碱的保留时间随含水相 pH值的降低而缩

短 ,可在水相中添加酸来调节流动相 pH值。试验

发现添加乙酸的效果比添加磷酸好 ,且乙酸添加量

与分离效果相关。分别考察了甲醇 - 1%乙酸水溶

液、甲醇 - 0. 5%乙酸水溶液、甲醇 - 0. 1%乙酸水

溶液 3种流动相对分离效果的影响 ,结果表明 ,以

甲醇 - 0. 5%乙酸水溶液为流动相时 ,样品的洗脱

效果最好 ,色谱峰形也较对称。

2. 1. 2　检测波长的选择

磺胺类药物的结构中有一个苯环 ,在紫外有吸

收 ,可直接用紫外检测器检测。考察了各组分的最

大吸收波长 ,发现 7种磺胺类药物于 272 nm处均

有较理想的吸收。

2. 1. 3　进样体积的选择

试验发现 ,进样体积对色谱峰形有较大影响 ,

大的进样体积会使色谱峰前延。该试验选择 5μL

进样体积 ,能够得到对称性良好的峰形。

2. 2　样品预处理方法优化

2. 2. 1　提取溶剂的选择

磺胺类药物残留常用的提取溶剂有乙腈、乙酸

乙酯、二氯甲烷、甲醇等。二氯甲烷有可能提取出

类脂物 ,浓缩后不易脱脂 ;乙酸乙酯提取杂质多 ,净

化后仍不能排除干扰 ;乙腈具有很强的沉淀蛋白质

能力和较高的溶解性 ,能将与组织非共价结合的磺

胺类药物有效解离和提取 ,且在沉淀样品中的蛋白

质方面优于甲醇等 ,故该试验采用乙腈为提取溶

剂。加入无水硫酸钠 ,可以有效防止样品中的水分

进入提取液。

2. 2. 2　提取方法的选择

常见的磺胺类药物提取方法有匀浆均质、漩涡

振荡、超声振动等。将样品分别采用超声波萃取

15 m in、摇床振荡萃取 15 m in和 30 m in、漩涡匀质

—44—

第 22卷　第 3期 吴翠琴等.高效液相色谱法测定鸡蛋清和蛋黄中磺胺类药物残留 2010年 6月



萃取 5 m in,发现各种方法的萃取效果大致相同 ,漩

涡匀质法回收率相对较高 ,故试验采用该法萃取

样品。

2. 2. 3　浓缩方法的选择

氮气吹干和旋转蒸发是浓缩样品常用的方法。

采用氮吹仪吹干浓缩需 2 h以上 ,较旋转蒸发浓缩

耗时 ,故该试验采用旋转蒸发仪浓缩样品 ,提高工

作效率。考虑到磺胺类药物遇热不稳定 ,而乙腈沸

点高 ,故选择 35 ℃水浴减压浓缩。

2. 3　色谱峰和保留时间

7种磺胺类药物的 HPLC色谱峰见图 1 ( a) ( b)

(c) (d) ( e)。目标物在上述色谱条件下得到了很好

的分离 ,峰形较好 ,与样品中的杂质峰也分离良好。

磺胺嘧啶、磺胺吡啶、磺胺二甲基嘧啶、磺胺甲氧哒

嗪、磺胺甲恶唑、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺喹恶啉的保

留时间依次为 7. 28 m in、9. 48 m in、13. 58 m in、

14. 53 m in、16. 61 m in、17. 25 m in、23. 73 m in。

图 1　7种磺胺类药物的 HPLC色谱峰

Fig. 1　HPLC chromatogram of 7 sulfonam ides

2. 4　方法线性与检出限

在上述色谱条件下 ,平行测定 0. 050 mg/L～

10. 0 mg/L磺胺类药物混合标准溶液系列 ( n = 3) ,

用峰面积对质量浓度绘制标准曲线 ,结果见表 1。

表 1　7种磺胺类药物的标准曲线

Table 1　Standard curves of 7 sulfonam ides

药物 回归方程 相关系数 r

磺胺嘧啶 y = 20. 2x + 0. 193 0. 999 5

磺胺吡啶 y = 17. 0x + 0. 441 0. 999 8

磺胺二甲基嘧啶 y = 18. 8x + 0. 838 0. 999 7

磺胺甲氧哒嗪 y = 16. 0x - 0. 013 0. 999 8

磺胺甲恶唑 y = 21. 9x - 0. 704 0. 999 7

磺胺间甲氧嘧啶 y = 19. 7x + 0. 390 0. 999 8

磺胺喹恶啉 y = 16. 4x - 1. 60 0. 999 1

在上述色谱条件下 ,将磺胺类药物混合标准溶

液连续稀释后进样分析 ,得出 7种组分的仪器检出

限均低于 0. 02 mg/L (以噪声 3倍响应值计 ) ,方法

检出限均低于 0. 02 mg/kg (以 3倍信噪比、按取样

2 g最终定容至 1 mL 计 ) , 定量限均低于

0. 04 mg/kg,可以满足鸡蛋清和蛋黄中磺胺类药物

残留的分析要求。

2. 5　精密度与加标回收试验

在鸡蛋清和蛋黄空白样品中添加 2个水平

(0. 250 mg/kg和 0. 500 mg/kg)的 7种磺胺类药物

混合标准溶液 ,用该方法平行测定 3次 ,做加标回

收试验 [ 9 ] ,结果见表 2。

表 2　精密度与加标回收试验结果

Table 2　Test results of p recision and recovery

药物
加标量 w

/ (mg·kg - 1 )

平均回收率 /%

蛋清 蛋黄

RSD /%

蛋清 蛋黄

磺胺嘧啶 0. 250 82. 6 82. 0 2. 0 1. 1

0. 500 95. 6 92. 4 2. 9 3. 3

磺胺吡啶 0. 250 84. 0 83. 0 3. 6 3. 2

0. 500 100 92. 9 1. 7 4. 0

磺胺二甲基嘧啶 0. 250 81. 0 80. 6 0. 8 2. 2

0. 500 95. 3 94. 1 3. 3 1. 7

磺胺甲氧哒嗪 0. 250 85. 4 85. 7 3. 7 3. 7

0. 500 92. 6 91. 3 1. 0 4. 6

磺胺甲恶唑 0. 250 83. 7 82. 2 3. 6 6. 9

0. 500 92. 8 86. 2 2. 7 2. 2

磺胺间甲氧嘧啶 0. 250 81. 1 81. 4 4. 8 3. 6

0. 500 92. 2 88. 6 0. 9 4. 5

磺胺喹恶啉 0. 250 81. 9 72. 2 2. 7 4. 8

0. 500 90. 0 74. 8 1. 5 4. 3

(下转第 64页 )
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表 2　样品测定的精密度和加标回收率

Table 2　Precision of samp le analysis and recovery of determ ination

组分名称 本底值ρ/ (μg·L - 1 ) 加入量ρ/ (μg·L - 1 ) 平均浓度ρ/ (μg·L - 1 ) RSD /% 回收率 /%

1, 1 -二氯乙烯 — 6. 05 5. 98 3. 9 98. 8

二氯甲烷 — 92. 0 87. 8 5. 1 95. 4

反 1, 2 -二氯乙烯 — 43. 2 41. 2 4. 4 95. 3

顺 1, 2 -二氯乙烯 — 142 145 3. 5 102

三氯甲烷 0. 15 1. 01 1. 06 5. 8 90. 1

1, 2 -二氯乙烷 — 54. 0 52. 8 4. 6 97. 8

四氯化碳 0. 007 4 0. 050 0 0. 053 2 6. 9 91. 6

三氯乙烯 — 2. 06 2. 04 1. 1 99. 0

四氯乙烯 — 0. 190 0. 185 3. 5 97. 4

三溴甲烷 — 9. 70 9. 98 2. 1 103

六氯丁二烯 — 0. 200 0. 208 4. 5 104

3　结语

通过对《地表水环境质量标准》中分析卤代烃

方法优化整合 ,从顶空瓶和空白用水两方面入手 ,

降低空白值。用顶空进样 /气相色谱法一次性测定

10种卤代烃 ,提高了分析效率。
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2. 6　实际样品测定

用该方法测定购于博联超市、北亭村的土鸡蛋

和鲜鸡蛋样品 ,结果均未检出磺胺类药物残留。

3　结语

采用高效液相色谱法测定鸡蛋清和蛋黄中 7

种磺胺类药物残留 ,方法操作简单、稳定 ,在 30 m in

内能一次性检出 7种药物在蛋清和蛋黄中的残留 ,

耗时少 ,灵敏度高 ,精密度与准确度均能满足检测

要求。
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