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土壤磺胺类抗生素固相萃取–高效液相色 
谱法的构建与优化

① 

刘潇雅，徐源洲，贺南南，李辉信，胡  锋，徐  莉* 

(南京农业大学资源与环境科学学院，南京  210095) 

摘  要：设计正交试验对红壤中磺胺甲恶唑(sulfamethoxazole, SMZ)的萃取方法进行优化，并结合高效液相色谱，

构建了固相萃取-高效液相色谱联合测定法(SPE-HPLC)，并将该方法应用于不同抗生素以及不同类型土壤中 SMZ的提

取测定。结果表明，在以乙腈–磷酸盐缓冲液为提取液、提取液量为 10 ml、超声时间为 15 min、9 ml甲醇淋洗固相萃

取柱(HLB)的条件下，红壤中 SMZ的提取效果最优，0.25 mg/kg的 SMZ回收率达到 85.58%，能够满足环境样品的分

析要求。利用该法提取测定红壤中不同抗生素包括 3 种磺胺类抗生素(磺胺嘧啶、磺胺二甲基嘧啶、磺胺甲基嘧啶)和

2种四环素类抗生素(土霉素、盐酸四环素)，结果表明，当抗生素浓度为 0.25 mg/kg时，磺胺类抗生素(SAs)的回收率

范围在 67.31% ~ 85.58%，四环素类抗生素(TCs)的回收率范围在 20.81% ~ 59.33%。利用该法分别提取测定不同类型土

壤中的 SMZ 回收率，得到潮土中 SMZ 的回收率最大，达到 92.92%，其次为荒漠土、红壤、紫色土，最低的回收率

出现在黄棕壤，仅为 53.62%。据相关性分析表明，回收率与土壤电导率(EC)、微生物碳氮比(C/N)呈极显著负相关

(P<0.01)，与阳离子交换量(CEC)、有机质(SOM)呈显著负相关(P<0.05) 
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早在 20世纪 60年代，抗生素开始被用作饲料添

加剂，以提高饲料利用率和促进动物生长，在畜禽养

殖和水产养殖业中都有大量使用[1]。近年来，抗生素的

使用呈上升趋势，并且滥用情况十分严重。作为饲料进

入动物体内的抗生素大部分随排泄物排出体外[2]，部分

排泄物作为肥料施用于农田，从而造成在土壤中抗生

素的不断积累[3-4]，进而对人体健康和生态环境造成

严重的威胁[5]。在被检测出的抗生素种类中，四环素

类检测出的浓度最高，磺胺类尤其是磺胺甲恶唑在废

水中检出频率最大[6]。 

磺胺类药物(sulfonamides，SAs)是一种人工合成

的抗菌药物，因具有“准”持久性和潜在的生态风险而

备受关注[7]。它也是应用时间最早、范围最广的一类

抗生素[8]。我国是磺胺类药物的主要生产国，并且产

量在持续增长，在 20世纪 90年代中期，我国磺胺类

药物产量就己经突破 1万吨，2003年产量更是突破 2

万吨。目前，土壤磺胺类污染的三大来源分别是医药

行业、水产养殖和畜牧业[9]。 

与此同时，我国也是四环素类抗生素(tetracy-

clines，TCs)的生产、销售和使用大国[10]。由于四环

素类抗生素在畜禽和水产养殖场的大量使用，导致其

产生的动物粪便和尿液中含有较高的四环素活性成

分，进而危害生态环境[11]。 

由于土壤介质结构复杂，且具有多介质、多组分

的特点，抗生素的精确测定依旧是一个挑战。尹春艳

等[12]建立了固相萃取-高效液相色谱-串联质谱的分

析方法，分析蔬菜大棚土壤中抗生素的含量，其加标

回收率达 40.0% ~ 80.0%。李彦文等[13]利用超声提取-

固相萃取-高效液相色谱紫外检测法，提取土壤中 3

种 TCs 和 6 种 SAs，得到 TCs 回收率达 19.35% ~ 

96.77%，SAs回收率达 25.81% ~ 93.50%。郭欣妍等[14]

利用超高效液相色谱/串联质谱法同时分析粪便、土

壤和水体中 25种兽药抗生素，加标回收率可达 50.0% ~ 

121.9%。 
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但受土壤类型、抗生素类型等因素的影响，同一

方法对土壤中抗生素的提取效率并不一致 [15]。

Blackwell等[16]使用EDTA-McIlvaine缓冲液作为土壤

抗生素提取剂，提取不同土壤类型中的磺胺氯达嗪

(sulfachloropyridazine，SCP)，回收率均在 68% ~ 85%

的范围内，而对于土霉素(oxytetracycline，OTC)，在

含沙土壤中回收率为 58% ~ 75%，在含黏土壤中回收

率为 27% ~ 51%。因此构建适宜于多种土壤、多种抗

生素提取测定的方法十分必要。 

除了提取方法外，抗生素的主要检测方法有高效

液相色谱法[17-18]、液相色谱质谱联用法[19]等。其中高

效液相色谱法相比于操作复杂、成本昂贵的液相色谱

质谱联用法，具有成本低、检测迅速、可实现自动化

或半自动化，同时灵敏度高等优点，在多个领域应用

广泛。 

基于以上，本研究以磺胺甲恶唑 (sulfametho-

xazole, SMZ)为目标抗生素，设计正交试验，调整不

同提取液、提取液用量、超声时间及淋洗体积，优化

红壤中 SMZ的提取方法，并结合高效液相色谱测定，

构建红壤中 SMZ的最适提取测定条件，并尝试将该

法应用于其他 SAs 和 TCs 类抗生素的提取测定，同

时选择 5种不同类型土壤，包括红壤、潮土、黄棕壤、

紫色土及荒漠土，验证提取测定方法对不同类型土壤

中 SMZ的提取测定效果。 

1  材料与方法 

1.1  仪器设备与试剂 

高效液相色谱仪(Agilent 1260，美国，安捷伦公

司)；恒温振荡器(金坛市江南仪器厂)；超声波清洗器

(昆山禾超声仪器有限公司)；真空泵、十二孔固相萃

取装置(东康科技有限公司)；pH 计(德国，Sartorius

公司)；HLB固相萃取柱(60 mg/3 ml，美国，Waters 公

司)；电子天平(SHIMADZU公司)；旋转蒸发仪(德国

BUCHI公司)；超纯水仪(南京易普易达发展有限公司

制造)；离心机(安徽中科中佳科学仪器有限公司)；冷

冻干燥机。 

磺胺嘧啶(sulfadiazine，SDZ)、磺胺甲恶唑(sulfa-

methoxazole，SMZ)、磺胺甲基嘧啶(sulfamerazine，

SMR)、磺胺二甲基嘧啶(sulfamethazine，SDMD)、盐

酸土霉素(oxytetracycline hydrochloride，OTC)、盐酸

四环素(tetracycline hydrochloride，TC)标准品均购自

Sigma公司，纯度均大于 98%。甲醇、乙腈及甲酸为

色谱纯。磷酸、磷酸二氢钠、乙二胺四乙酸二钠(EDTA 

Na2)、柠檬酸、磷酸氢二钠、甲酸、盐酸等为分析纯。

实验用水为超纯水。 

标准品母液配制：准确称取以上抗生素标准品各

0.010 0 g，先加入少量甲醇将抗生素溶解，再用超纯

水稀释定容至 100 ml容量瓶，配制成 100 mg/L的标

准品储备液，并放置在 4 ºC避光保存。 

乙腈-磷酸盐缓冲液配制：准确吸取 1.35 ml 磷

酸，加入 31.2 g磷酸二氢钠(NaH2PO4·2H2O)溶于 1 L

超纯水中，混合摇匀(pH = 3.0)，再与乙腈等体积混合。 

EDTA-McIlvaine缓冲液配制：称取 12.9 g柠檬

酸、27.5 g磷酸氢二钠、37.2 g乙二胺四乙酸二钠，

溶于水中并定容到 1 L，混合摇匀(pH = 4.0) 

1.2  基质加标试验 

取 10 g自然风干、研磨粉碎并过 100目筛的土

壤，并根据加标试验的要求，向处理的土样中加入

0.01、0.25、2 mg/kg的 4种 SAs(SDZ、SMZ、SMR、

SDMD)和 2 种 TCs(OTC、TC)标样(将土壤湿度调节

为最大持水量的 70%)，拌好抗生素的土样过夜，且

过夜时间大于 15 h，以保证抗生素与土壤样品达到吸

附–解吸平衡，每个处理设置 4个重复。 

1.3  正交试验设计 

在抗生素提取过程中，提取液、提取液量、超声

时间、HLB 柱淋洗体积会影响土壤中抗生素的提取

效果[20-21]。因此，本试验选择以上 4个因素，设置了

4因素 3水平 L9(3
4)的正交试验。因素各水平如表 1，

从中确定从红壤中提取 SMZ的最佳条件。 

1.4  提取和净化方法 

准确称取土样 1 g，并加入 0.4 g乙二胺四乙酸二

钠(EDTA-Na2)和一定体积提取液，混合超声振荡提取

后，3 500 r/min离心 10 min，取上清液，该步骤反复

提取 3次，合并提取液，浓缩至 5 ml，加超纯水稀释

至约 18 ml，以保证乙腈含量低于 5%[22]。之后，混

合上清液以 1.0 ml/min 的速率通过 HLB 柱(使用前

需先用 6 ml甲醇、6 ml超纯水活化)进行净化富集，

然后用 6 ml超纯水清洗 HLB柱并在真空条件下干燥

30 min，最后用甲醇洗脱柱子，并收集洗脱液。将收集

到的洗脱液旋转蒸发至近干，用 1 ml甲醇复溶，并过

0.45 μm有机滤膜，收集到棕色瓶中，–20℃ 冷藏待测。 

1.5  不同土壤 SMZ加标回收率试验 

选择 5 种不同土壤样品，包括红壤、潮土、黄棕

壤、紫色土及荒漠土，自然风干、研磨粉碎并过 100

目筛，后按照 1.2基质加标方法制得浓度为 0.25 mg/kg

的 SMZ实际土壤加标样品，进行不同土壤类型加标

回收率试验，每个处理设置 4个重复。土壤基本理化

性质见表 2。 
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表 1  正交试验因素和水平 
Table 1  Factors and levels of orthogonal experiment design 

水平 A：提取液 B：提取液量(ml) C：超声时间(min) D：HLB柱淋洗体积(ml) 

1 甲醇/EDTA–McIlvaine(1︰1) 5 10 3 

2 乙腈–磷酸盐缓冲液(1︰1) 10 15 6 

3 0.1% 甲酸–甲醇(7︰3) 15 20 9 

表 2  土壤的基本理化性质 
Table 2  Basic physiochemical properties of tested soils 

土壤类型 土壤质地 pH CEC(cmo/kg) SOM(g/kg) EC(μg/ml) C/N 

红壤 黏壤土 4.830 10.12 7.96 50.16 5.85 

潮土 黏壤土 7.840 21.29 14.80 100.03 10.02 

黄棕壤 粉砂黏壤土 5.360 31.28 25.64 786.53 19.12 

紫色土 黏壤土 8.630 20.08 11.92 96.50 14.66 

荒漠土 砂土 8.185 6.12 4.72 30.48 4.02 

 
1.6  样品测定 

1.6.1  标准曲线的绘制    将标准品母液用高纯水

稀释成 0.02、0.1、0.25、0.5、1、2 mg/L的混合标准

工作液。HPLC待测，以质量浓度(x)为横坐标，峰面

积(y)为纵坐标做标准曲线方程，同时得到其线性方

程的相关系数(R2)。 

1.6.2  高效液相色谱测定条件     色谱柱：Shim- 

packVp-ODS(250 mm × 4.6 mm, 5 μm)；紫外检测器，

波长 270 nm；流动相：乙腈︰0.1% 甲酸(80:20)；流

量 1.0 ml/min；进样量 20 μl；柱温 25 ℃。 

1.6.3  准确度测定    回收率通常用来表示分析结

果的准确性，指测定值与真实值之间的接近程度，实

测添加量与标准添加量之比。 

1.6.4  方法精密度测定    精密度是指按照某一方

法重复测定同一均质样品所得测定值之间的接近程

度，表示分析结果的重复性，通常用相对标准偏差

(relative standard deviations，RSD)表示，偏差越小说

明精密度越高，而当精密度越高，则表明偶然误差越

小。试验选取 0.25 mg/L与 2 mg/L的混合标准溶液

分别进行连续 6次进样，考察各组分的迁移时间和校

正峰面积的重复性。 

1.7  数据统计方法 

本试验所有数据处理均采用 Microsoft Office 

Excel 2010及 SPSS 18.0，图形绘制均采用 Origin 9.0。

其中，正交试验方差分析采用单因素 ANOVA分析，

相关性采用 Pearson分析。 

2  结果与讨论 

2.1  正交试验优化 SMZ提取条件 

土壤组分复杂，提取液的选择以及提取液用量、

超声时间及 HLB 柱淋洗体积均会影响抗生素提取效

率。为提高抗生素提取效果，寻求提取 SMZ的最优

组合，依据表 1正交试验因素和水平表，设计 4因素

3 水平 L9(3
4)的正交试验处理为：A1B1C1D1、

A1B2C2D2 、 A1B3C3D3 、 A2B1C2D3 、 A2B2C3D1 、

A2B3C1D2、A3B1C3D2、A3B2C1D3、A3B3C2D1，共 9

组，结果表明 9 种处理下土壤 SMZ 平均回收率在

18.16% ~ 85.58%，在以乙腈-磷酸盐缓冲液为提取液、

提取液量为 10 ml、超声时间为 15 min、9 ml甲醇淋

洗固相萃取柱(HLB)的条件下，红壤中 SMZ 的提取

效果最优，0.25 mg/kg的 SMZ回收率达到 85.58%，

能够满足环境样品的分析要求(表 3)。 

表 3  正交试验中 9 种处理的平均回收率 
Table 3  Average recovery rates under nine treatments 

处理 SMZ平均回收率(%) 标准差 

A1B1C1D1 37.46 1.82 

A1B2C2D2 50.30 0.36 

A1B3C3D3 65.60 0.52 

A2B1C2D3 85.58 0.17 

A2B2C3D1 51.73 0.04 

A2B3C1D2 70.99 1.48 

A3B1C3D2 26.44 0.08 

A3B2C1D3 24.20 0.25 

A3B3C2D1 18.16 1.89 

 

本研究的最佳提取液为乙腈-磷酸盐缓冲液，加

入乙腈的提取液提取效率得到改善，这是因为相比其

他溶剂，乙腈的极性较强，同时磷酸溶液作为离子抑

制剂可以有效消除色谱峰图拖尾的现象，从而进一步

提高测定效率。这与王娜[8]、郭欣妍等[14]的结果一致，

但本研究中 SMZ回收率，与之相比要高，这与本研

究优化的提取液体积、超声时间和固相萃取柱淋洗体

积等条件有关[23-27]。提取液量过少会造成抗生素提取

不完全，而过多又会造成杂质含量提高，检测效果不
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佳。超声萃取可加快抗生素快速脱离土壤样品，但超

声过短，目标抗生素未完全脱离，会造成分离不彻底；

而时间过长，则会损坏目标抗生素，并且浪费时间。

本研究最佳超声时间是 15 min，与李云辉等[28]研究

结果一致。  

通过正交试验测定结果直观分析(表 4)。可知各

因素对 SMZ回收率的影响主次因素依次为：提取液

>HLB柱淋洗体积>提取液量>超声时间。 

表 4  正交试验结果直观分析表 
Table 4  Direct analysis of orthogonal experiment 

序号 A：提

取液 

B：提取液

用量(ml) 

C：超声时

间(min) 

D：HLB柱淋

洗体积(ml) 

1 1 1 1 1 

2 1 2 2 2 

3 1 3 3 3 

4 2 1 2 3 

5 2 2 3 1 

6 2 3 1 2 

7 3 1 3 2 

8 3 2 1 3 

9 3 3 2 1 

K1 51.12 49.83 44.22 35.78 

K2 69.43 42.08 50.35 49.24 

K3 22.93 51.58 47.92 58.46 

R 28.19 9.5 6.13 22.68 

注：K表示因素的试验指标和，R表示各因素的极差。 

 

采用 SPSS18.0软件对正交试验进行方差分析，

结果如表 5 所示，可知提取液(F>3.55)和 HLB 柱淋

洗体积(F>3.55)对试验结果有显著影响，这与直观分

析中的结果相一致。而相比于提取液与 HLB 柱淋洗

体积，提取液量与超声时间对结果存在一定影响，但

均未达到显著性。因此，正交试验可以通过直观分析

方法分析不同因子的贡献率，同时可以运用方差分析

法对此进行验证。 

表 5  正交试验方差分析 
Table 5  Variance analysis of orthogonal experiment 

方差来源 平方和 均方 F P 

A：提取液 1.104 0.552 23.001 0.000*

B：提取液量 0.054 0.027 1.125 0.052

C：超声时间 0.036 0.018 0.750 0.186

D：HLB柱淋洗体积 0.243 0.121 5.042 0.000*

误差 0.001 0.024   

注：*表示该因素对试验影响显著(P<0.05)。从 F 分布表中

查出临界值 Fα(fj, fE)，比较 F值与临界值的大小，若是 Fj>Fα(fj, 

fE)，因素对试验结果有显著影响；若是 Fj<Fα(fj,fE)，因素对试验

结果无显著影响。 

 

2.2  方法线性关系、检测限及精密度 

将标准品母液用高纯水稀释成 0.02、0.1、0.25、

0.5、1、2 mg/L的混合标准工作液，在 HPLC检测条

件下，对目标抗生素 OTC、TC、SDZ、SMZ、SMR

及 SDMD进行检测，发现能够在 22 min内实现快速

分离 TCs和 SAs，其中各目标抗生素的色谱峰如图 1，

发现各目标抗生素的峰形对称，分离效果良好。 
 

 

(从左至右目标抗生素依次为：盐酸四环素(TC)、土霉素(OTC)、磺胺甲恶唑(SMZ)、磺胺甲基嘧啶(SMR)、 

磺胺二甲基嘧啶(SDMD)、磺胺嘧啶(SDZ)) 

图 1  目标抗生素的色谱峰图 
Fig.1  Chromatographic peaks of target antibiotics in a spiked soil sample 

 

与此同时，分析得出 6 种抗生素浓度(x)与峰面

积(y)的线性关系，其决定系数 R2均大于 0.99，并且

在 3倍信噪比(S/N = 3)下计算 2种 TCs及 4种 SAs

的方法检测限，得到 OTC为 10.83 μg/kg，TC为 16.02 
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μg/kg，SDZ为 7.69 μg/kg，SMZ为 4.86 μg/kg，SMR

为 6.32 μg/kg，SDMD为 5.74 μg/kg(表 6)。同时在 10

倍信噪比(S/N =10)下所对应的浓度计算定量限，得

到 OTC为 16.77 μg/kg，TC为 21.46 μg/kg，SDZ为

13.98 μg/kg，SMZ为 9.13 μg/kg，SMR为 12.58 μg/kg，

SDMD为 11.27 μg/kg。同时选取 0.25 mg/L与 2 mg/L

的混合标准溶液分别进行连续 6次进样，考察各组分

的迁移时间和校正峰面积的重复性，得到 2 种 TCs

及 4种 SAs的保留时间的相对标准偏差(RSD)均低于

0.31%，峰面积的 RSD 均低于 1.44%(表 6)，分离效

果、重现性较好。 

2.3  不同目标抗生素的加标回收率(%)及精密度 

取空白土样，分别制得浓度为 0.02、0.25、2 mg/kg

的 4种 SAs(SDZ、SMZ、SMR、SDMD)和 2种TCs(OTC、

TC)标样，按 1.4方法处理后，进行 HPLC测定，并记

录各化合物的色谱峰面积，计算各待测化合物在空白土

样的方法回收率(表 7)。同时，为保证测定过程的稳定

性，每隔 25个样品进行 1次标准工作液的校正。 

表 6  不同目标抗生素的线性方程、决定系数、方法检测限及精密度 
Table 6  Linear equations, correlation coefficients, detection limits and RSDs of different antibiotics 

目标抗生素 线性方程 决定系数(R2) 保留时间 RSD(%) 峰面积 RSD(%) 检测限(μg/kg) 

OTC y = 124x – 0.391 9 1 0.17 0.99 10.83 

TC y = 137x – 0.282 8 0.996 1 0.22 0.96 16.02 

SDZ y = 326.68x + 64.104 0.998 5 0.13 1.42 7.69 

SMZ y = 349.42x + 90.515 0.998 1 0.14 1.96 4.86 

SMR y = 347.95x + 81.087 0.998 4 0.27 0.95 6.32 

SDMD y = 334.65x + 83.842 0.998 5 0.31 1.44 5.74 

表 7  目标抗生素的加标回收率(%)及相对标准偏差(n = 3) 
Table 7  Recovery rates and relative standard deviations (RSDs) of target antibiotics 

加标回收率± RSD(%) 加标水平 
(mg/kg) OTC             TC             SDZ           SMZ             SMR         SDMD 

0.02 2.11 ± 1.42 – 5.84 ± 2.97 20.16 ± 1.89 11.35 ± 3.89 7.23 ± 2.06 

0.25 59.33 ± 1.12 20.81 ± 4.57 67.31 ± 7.73 85.58 ± 1.76 70.94 ± 1.87 68.31 ± 2.85 

2 61.22 ± 2.71 18.73 ± 1.08 70.33 ± 4.86 83.21 ± 2.67 71.13 ± 2.02 65.94 ± 1.52 
 

综合以上结果表明，利用上述优化的提取和净化

方法(即提取 SMZ最佳组合 A2B1C2D3)，当加标水平

为 0.25 mg/kg 时各目标化合物的加标回收率最适

合。SDZ的加标回收率为 67.31%，相对标准偏差(RSD)

为 7.73%；SMZ 的加标回收率为 85.58%，RSD 为

1.76%；SMR的加标回收率为 70.94%，RSD为 1.87%；

SDMD的加标回收率为 68.31%，RSD为 2.85%；OTC

的加标回收率为 59.33%，RSD为 1.12%；TC的加标

回收率为 20.81%，RSD为 4.57%。其中，该方法对 4

种磺胺类抗生素的添加回收率均高于 65%，具有较高

的准确性，RSD均小于 10，具有较高的精密度，说明

该方法较适用于环境样品中磺胺类抗生素的检测。 

土壤对抗生素的吸附紧密程度会影响对抗生素

的提取效率。抗生素本身的化学性质是重要因素之一。

土壤与抗生素的吸附与抗生素在土壤–水界面之间的

平衡系数 Kd值有关，TCs具有较高的 Kd值，与土壤

表现出较好的亲和力，易通过阳离子键桥、表面配位

螯合体以及氢键等作用机制吸附在土壤中，表现出较

强的土壤滞留性，不易从土壤中吸附出来[29-31]。而 SAs

的 Kd值较低，在土壤中的吸附能力较弱，易从土壤

中吸附出来[29-31]。因此 TCs 能较长时间稳定地残留

在土壤基质中，并且降低了其提取回收率。 

此外，土壤理化性质也会影响抗生素的回收率，

如杨晓蕾[32]研究表明 TCs 在酸性、黏粒含量较高的

土壤中吸附性强。而本文中对抗生素加标回收率的研

究，采用的是红壤，红壤为黏壤土、pH 偏酸(pH = 

4.83)，因此 TCs也表现出较低的回收率。 

2.4  不同土壤中抗生素加标回收率 

2.4.1  不同土壤加标回收率    如图 2所示，将 SMZ

施入于不同土壤后，潮土的回收率最大，达到

92.92%，分别高于红壤、黄棕壤、紫色土及荒漠土

7.33%、39.30%、32.89%、6.62%，且黄棕壤的回收

率最低，为 53.62%。 

潮土与荒漠土中 SMZ回收率最高，这与土壤 pH

较高有关，王娜[8]发现，pH>6.5使得 SMZ阴离子比

例大大增加，吸附性减弱，提高回收率。而这两种土

壤 pH均大于 6.5，因此 SMZ回收率较高。而紫色土

的 pH 同样大于 6.5，但其回收率却依然较低，这可

能与土壤其他性质有关，如颗粒组成等[33-34]。 

红壤中 SMZ加标回收率居中，这可能是红壤与

其他土壤相比黏粒含量较高，并且有机质含量较低的

原因。许静等[35]研究发现江西红壤黏粒含量较高， 
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(图中小写字母不同表示不同土壤间 SMZ加标 

回收率差异显著(P<0.05)) 

图 2  不同土壤中 SMZ 加标回收率 
Fig. 2  Recovery rates of SMZ in different soils 

 

SAs在其土壤中的吸附性增强，易与土壤结合，不利

于转化，同时因红壤中有机质含量较低，影响了土壤

微生物活性，从而增加了 SMZ的稳定性。 

黄棕壤提取效率最低，这与其较低的 pH 有关，

SMZ在 pH 4 ~ 6.5范围内的主要存在形式为中性分子，

而这些中性分子形态的有机分子容易与土壤有机质发

生吸附，同时黄棕壤的有机质含量最高，这也有利于提

高土壤微生物种群的数量和生物活性，增强对 SMZ的

降解作用，进而进一步影响了黄棕壤中 SMZ的稳定性

与提取效率，致使黄棕壤中 SMZ的回收率低。 

2.4.2  土壤性质与抗生素回收率的关系    为了进

一步证明土壤性质与抗生素回收率的关系，进行了相

关性分析。表 8为 SMZ加标回收率与 5种土壤的 pH、

阳离子交换量(CEC)、有机质(SOM)、电导率(EC)及

微生物碳氮比(C/N)的相关系数。可以看出，土壤 EC、

C/N与回收率呈极显著负相关，其中，EC：R2=–0.660、

P<0.01，C/N：R2=–0.746、P<0.01。CEC、SOM 与

回收率呈显著负相关，其中，CEC：R2=–0.547、

P<0.05，SOM：R2= –0.544、P<0.05。SOM与回收率

呈负相关性，与前面的讨论相一致，而 CEC 又是土

壤重要的理化性质，会受土壤有机质影响，有机质含

量高的土壤，CEC 较高，也会为抗生素提供更多的

结合位点，促进对抗生素的吸附，从而减少回收率。

同时，CEC也会决定 EC大小，因为电导率的产生和

离子交换相关，从而EC也表现出与回收率的负相关。 

表 8  不同土壤性质与 SMZ 加标回收率相关性(Pearson 分析法) 
Table 8  Pearson correlation coefficients between soil properties and recovery rates of SMZ 

 pH CEC SOM EC C/N 回收率 

pH 1      

CEC –0.182 1     

SOM –0.354 0.970** 1    

EC –0.484 0.817** 0.918** 1   

C/N –0.122 0.952** 0.903** 0.804** 1  

回收率 0.178 –0.547* –0.544* –0.660** –0.746** 1 

注： **表示相关性达到 P<0.01 显著水平(双侧)；*表示相关性达到 P<0.05 显著水平(双侧)。 
 

此外，土壤不同性质之间存在相关性，土壤

SOM是影响 CEC的重要因素，土壤 CEC能够反映

土壤的保肥供肥能力，SOM与 CEC呈正相关性；

SOM、CEC又分别与微生物生物量 C、N呈极显著

正相关[36-37]。 

土壤理化性质会直接影响抗生素在土壤中的稳

定性。如 SOM增加，可以促进对抗生素的吸附，同

时提高土壤微生物种群的数量和生物活性，降低抗生

素的稳定性，进而降低抗生素的回收率。 

3  结论 

本试验建立了固相萃取-高效液相色谱分析方法

检测土壤中 4种 SAs和 2种 TCs，结果显示，整个分

析检测方法的检测限为 2.38 ~ 12.57 μg/kg。该方法对

SAs有较好的提取分离检测效果，灵敏度高以及稳定

性也较好。土壤中 SAs 的加标回收率是 67.31% ~ 

85.58%，且相对标准偏差均低于 8%，表明其准确度

和精密度能够满足环境样品的分析要求。比较了不同

土壤中 SMZ 回收率，其中，潮土中 SMZ 的回收率

最大，达到 92.92%，其次为荒漠土、红壤、紫色土

及黄棕壤，且黄棕壤的回收率最低，为 53.62%。SMZ

回收率与土壤 EC、C/N呈极显著负相关(P<0.01)，与

CEC、SOM呈显著负相关(P<0.05)。 
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Abstract: In this paper, an orthogonal experiment was designed to optimize the extraction method of sulfamethoxazole 

(SMZ) in red soil and a solid phase extraction-high performance liquid chromatography (SPE-HPLC) method was built for SMZ 

detection. The method was used to determine different antibiotics including SMZ from different soils. The results showed that the 

optimal extraction conditions for SMZ in the red soil was 10 ml acetonitrile-phosphate buffer as the extracting solution, ultrasonic 

oscillation time for 15 min and 9 ml methyl alcohol elution. The recovery of 0.25 mg/kg SMZ was 85.58%, indicating this method 

applicable for the environmental sample analysis. Meanwhile, this method was used to extract other antibiotics, including three 

sulfa antibiotics (sulfadiazine, sulfamerazine, sulfadimidin) and two tetracycline antibiotics (oxytetracycline, tetracycline), the 

average recoveries of 0.25 mg/kg sulfas and tetracyclines were 67.31%–85.58% and 20.81%–59.33%. Under HPLC with UV 

detection, the detection limit of SMZ was 2.38 μg/kg, showed a good accuracy. Simultaneously, the detection limits of sulfa and 

tetracycline antibiotics were between 2.38~12.57 μg/kg, indicating this method better suited to detect sulfa antibiotics in soil 

according to the laboratory quality control standard. Besides, the method was also used to test SMZ recoveries from different soil 

types, the largest SMZ recovery rate (92.92%) was obtained in fluvo-aquic soil, followed by desert soil, red soil and purple soil, 

while the lowest recovery rate (53.62%) were in yellow-brown soil. The correlation analysis showed that a significant negative 

correlation between recovery rate and soil EC, C/N (P<0.01), and CEC, SOM (P<0.05). 
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