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３种水中头孢曲松钠检测方法的对比
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摘　要：分别对褪色分光光度法、紫外分光光度法和高效液相色谱法３种头孢曲松钠的检测方法进行了实验

对比，实验得到３种方法的检出限分别是０．１３、０．０２８和０．００４７ｍｇ·Ｌ
－１，回收率分别达到７８％～８１％、９２％～９６％

和９９％～１０１％．实验对高效液相色谱法色谱条件进行了优化，采用 Ｗａｔｅｒｓ? ＸＢｒｉｄｇｅＣ１８（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）色谱柱为固定相，柱温３０℃，流动相为甲醇和０．０２ｍｏｌ·Ｌ
－１三乙胺水溶液（体积比为２７∶７３），检测波长

２５４ｎｍ．实验结果表明，精度要求较高的情况下可以选用高效液相色谱法，在检出限不低于０．０３ｍｇ·Ｌ
－１的情况下，

紫外分光光度法由于所需仪器价格低廉，不失为一种便捷的方法，尤其在厂矿企业具有巨大的应用价值．
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近年来，我国已成为抗生素生产和使用大国之一，抗生素在环境中残留的问题日渐突出，在污水处理厂、

地表水和地下水中都发现有抗生素的存在［１－４］．抗生素的滥用容易导致细菌的耐药性，其废水随意排放容易

对水生及陆生生物构成风险，甚至可能威胁到人类的健康，对环境造成巨大破坏［５－７］．有关抗生素在水体中

污染状况的检测及其处理方法已经受到人们的广泛关注．头孢曲松钠（ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅｓｏｄｉｕｍ）是第三代半合成

头孢菌素类抗生素，该药对绝大多数革兰氏阳性菌、阴性菌有较强的抗菌活性，属于广谱抗生素［８］，也是半衰

期最长的头孢菌素之一，在抗生素市场中占有较大份额［９］．控制头孢曲松钠对环境的污染会很大程度地解决

抗生素污染问题．目标物质的检测是开展科学研究的关键，但是目前关于水体中头孢曲松钠的检测方法没有

统一标准．报道的方法有高效液相色谱法
［１０－１１］、褪色分光光度法［１２］、紫外分光光度法［１３］、高效毛细管电泳

法［１４］、荧光法等［１５］．其中褪色分光光度法、紫外分光光度法试剂简单、操作简便，高效液相色谱法是药典规定

的检测方法，准确度高，毛细管电泳法和荧光法使用较少．不同检测方法原理不同，使用仪器也不同，因此，不

同方法具有不同的特点和精度，需要的仪器价格和操作难易程度区别巨大．针对不同的检测需要选取合适的

方法，不仅能够节约检测经费和设备费用，还能够缩短检测时间，提高研究效率．本文对高效液相色谱法、褪

色分光光度法和紫外分光光度法进行对比分析，为深入开展头孢曲松钠研究提供检测方法的支持，并进一步

为开展头孢类抗生素研究提供参考．

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器

头孢曲松钠标准品购自珠海联邦制药股份有限公司．甲醇、磷酸和三乙胺为色谱纯，购自美国ＴＥＤＩＡ公

司．高锰酸钾、浓硫酸均为分析纯，实验用水为高纯水．实验前，配制头孢曲松钠标准品储备液

（１０００ｍｇ·Ｌ
－１）贮存于洁净棕色试剂瓶内，置于冰箱中冷藏．所有样品在测定前均使用已洗净的０．４５μｍ

水系滤膜进行过滤，采用Ｏｒｉｇｉｎ９．０软件进行数据处理分析．
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７５２紫外可见分光光度计：上海菁华科技仪器有限公司．

高效液相色谱仪：美国 Ｗａｔｅｒｓ公司，紫外检测器．色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓ?ＸＢｒｉｄｇｅＣ１８Ｃｏｌｕｍｎ（１５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）．

１．２　实验方法

实验水样：采用高纯水稀释头孢曲松钠标准品，获得不同质量浓度的实验水样．

褪色分光光度法：以高锰酸钾为氧化剂，在酸性条件下，高锰酸钾与头孢曲松钠发生氧化还原反应［１６］．

反应后高锰酸钾浓度降低，颜色变浅，在５２５ｎｍ处的吸光度降低．高锰酸钾吸光度的降低值△Ａ５２５与头孢曲

松钠的质量浓度ρ在一定范围内成正比．

紫外分光光度法：在１９０～７００ｎｍ波长范围内对头孢曲松钠溶液体系进行扫描，得到体系吸收光谱谱

图，头孢曲松钠为无色溶液，在可见光区无吸收，在２５４ｎｍ处有较强吸收峰，实验选择２５４ｎｍ为检测波长．

在２５４ｎｍ处头孢曲松钠的质量浓度ρ与其吸光度Ａ２５４在一定范围内线性相关．

高效液相色谱法：将头孢曲松钠加入流动相混合溶解，采用高压输液系统，将其泵入装有固定相的色谱

柱进行色谱分离，用紫外吸收检测器，于波长２５４ｎｍ处检测头孢曲松钠，色谱图出峰的峰面积Ａｒｅａ（Ａ）与

质量浓度ρ在一定范围内线性相关，可计算出其含量．

２　结果与讨论

２．１　高效液相色谱条件优化

色谱条件主要是对流动相的调整和温度的控制［１７］．研究表明，采用反相色谱法分离并检测弱酸（３

ｐＫａ７）或弱碱（７ｐＫａ８）样品时，常用反相离子抑制技术，即为了抑制样品组分的解离，增加组分在固定

相上的保留，可以调节流动相的ｐＨ值，分析弱酸样品时加入少量弱酸，分析弱碱样品时加入少量弱碱，然后

使峰形得到改善的技术［１８－１９］．本研究设置了３种流动相的组合，用以改善峰形和提高头孢曲松钠的信号响

应强度，３组流动相分别为：Ⅰ组，甲醇和０．１％磷酸（体积分数）水溶液；Ⅱ组，甲醇和高纯水；Ⅲ组，甲醇和

０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１三乙胺水溶液．参考２０１０版药典测定方法，３组流动相的体积比均为２７∶７３．３组不同的流动

相对高效液相色谱法检测质量浓度为５０ｍｇ·Ｌ
－１头孢曲松钠水样的峰形和峰面积影响如图１所示．

通过实验可知，

在Ⅰ组条件下，头孢

曲松钠出峰效果并

不好，峰形不规则，

分离度不好，峰高很

低；在Ⅱ组条件下，

可以看到明显的物

质峰，峰高有所增

加，但是有严重拖尾

现象，需要改善峰

形；在Ⅲ组条件下，

峰形得到很好的改

善，可以看到对称的

窄峰，而且峰高大大

增加，物质信号响应

强度明显增强．与文献［１９］所述情况一致．由此可以确定，头孢曲松钠的检测用流动相为甲醇和

０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１三乙胺水溶液．

有文献指出温度对高效液相色谱分析也有很大的影响，通过控制色谱柱的柱温可以增加分离度［２０］、缩

短分析时间、改善峰形［２１］、提高柱效等［２２］．本次研究设置了２５、３０、３５和４０℃４个温度分别检测１０、５０和
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１００ｍｇ·Ｌ
－１的头孢曲松水样，比较４

个温度下的检测效果，选择最佳柱温．

不同温度条件下，高效液相色谱法检

测头孢曲松钠的峰面积如图２所示．

从图中可以看出，检测头孢曲松钠在

３个不同浓度条件下，温度的影响是

相似的．３０℃时的峰面积达到最大，

表明３０℃时柱效最高，由此确定，头

孢曲松钠的最佳检测柱温为３０℃．

２．２　３种检测方法的线性及检出限

比较

采用褪色分光光度法、紫外分光

光度法和高效液相色谱法对相同样

品进行了分析实验，检测结果的线性

回归图如图３所示．

在一定范围内，头孢曲松钠的质量浓度与吸光度或峰面积呈线性关系．根据《全球环境监测系统水检测

操作指南》规定的检出限计算方法如公式（１），在给定置信水平为９５％时，样品测定值与零浓度样品的测定

值有显著性差异即为检出限［２３］．

Ｄ．Ｌ＝４．６σＷｂ， （１）

式中：Ｄ．Ｌ———检出限；

σＷｂ———空白平行测定（批内）标准偏差（重复测定２０次以上）．

褪色分光光度法、紫外分光光度法和高效液相色谱法３种方法的线性回归方程及检出限的测定结果如

表１．根据表１可知３种检测方法都有良好的线性关系，相关系数均可达到０．９７以上，但是，相关系数还是有

区别的，顺序为高效液相色谱法＞紫外分光光度法＞褪色分光光度法．３种方法检出限水平区别较大，褪色

分光光度法检出限达到１０－１ ｍｇ·Ｌ
－１，紫外分光光度法达到１０－２ ｍｇ·Ｌ

－１，高效液相色谱法达到

１０－３ｍｇ·Ｌ
－１．通过以上研究可知，高效液相色谱法最优，紫外分光光度法次之，褪色分光光度法较差．以上

实验获得的检测限为高纯水配制样品，可以为环境水体样品测定提供参考．

表１　褪色分光光度法、紫外分光光度法和高效液相色谱法线性及检出限比较

检测方法 线性回归方程 相关系数 检出限／（ｍｇ·Ｌ－１）

褪色分光光度法 △Ａ５２５＝０．００４２ρ＋０．０７５１ ０．９７４１ ０．１３

紫外分光光度法 Ａ２５４＝０．０５１７ρ＋０．０９６０ ０．９８９４ ０．０２８

高效液相色谱法 Ａ＝６８４６４ρ＋１２０８ ０．９９９５ ０．００４７
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２．３　３种检测方法的加标回收率分析

采用高纯水加标进行加标回收率实验，加标量分别为５、１０和５０ｍｇ·Ｌ
－１，每个浓度每种方法分别平行

测定３次，测得的平均回收率以及相对标准偏差（ＲＳＤ）如表２所示．由表２结果可得，褪色分光光度法对头

孢曲松钠的回收率较低，达到７８％～８１％，紫外分光光度法回收率可以达到９２％～９６％，高效液相色谱法回

收率达到９９％～１０１％．高效液相色谱法回收率符合２０１５版中国药典规定的回收率限值．从回收率的角度比

较３种方法可知，高效液相色谱法最优，紫外分光光度法次之，褪色分光光度法较差．

表２　褪色分光光度法、紫外分光光度法和高效液相色谱法加标回收率比较

检测方法 加标量／（ｍｇ·Ｌ－１）
回收率／％

第１次 第２次 第３次
平均回收率／％ ＲＳＤ／％（狀＝３）

褪色分光光度法

５ ７７．３５ ７９．１４ ７９．８６ ７８．７８ １．３４

１０ ８０．６ ７８．０４ ８１．７６ ８０．１３ １．９４

５０ ７８．５６ ８１．３７ ８０．９７ ８０．３０ １．５５

紫外分光光度法

５ ９１．３ ９４．６５ ９１．１１ ９２．３５ １．７６

１０ ９３．２３ ９７．４６ ９４．７５ ９５．１５ １．８４

５０ ９７．２７ ９６．２４ ９４．３３ ９５．９５ １．２７

高效液相色谱法

５ ９９．８４ ９８．７１ １００．３７ ９９．６４ ０．６９

１０ １００．５６ ９９．５９ ９８．４９ ９９．５５ ０．８５

５０ ９９．６１ １００．３ １０１．０５ １００．３２ ０．５９

２．４　３种检测方法的对比分析

褪色分光光度法、紫外分光光度法和高效液相色谱法检测水中头孢曲松钠工作原理不同，使用仪器不

同，因此，各具特点，在应用中根据需要，选取合适的检测方法，不仅能够节约检测经费和设备费用，还能够缩

短检测时间，提高研究效率．表３对比了以上３种检测方法的特点，在精度要求较高的情况下应该选用高效

液相色谱法，但是仪器费用较高，不是所有场合都适用．在检出限不低于０．０３ｍｇ·Ｌ
－１的情况下，紫外分光

光度法不失为是一种便捷的方法，由于仪器费用低廉，尤其在厂矿企业具有巨大的应用价值．

表３　褪色分光光度法、紫外分光光度法和高效液相色谱法对比分析

检测方法 检测仪器
检出限／

（ｍｇ·Ｌ－１）
回收率／％ 优点 缺点

褪色分光光度法 可见分光光度计 ０．１３ ７８～８１
试剂简单、操作简便、仪器价

格低廉

试剂自身光照易分解引起误差；试剂强

氧化性，氧化其他杂质引起误差

紫外分光光度法 紫外分光光度计 ０．０２８ ９２～９６
无需外加试剂、操作简便、重

现性好、仪器价格低廉

在同样波长处有紫外吸收的杂质可能

引起误差

高效液相色谱法 高效液相色谱仪 ０．００４７ ９９～１０１
分离效果好、检出限低、重现

性高、不易受杂质影响

试剂与仪器价格昂贵；所用试剂有一定

毒性；寻找色谱条件费时费力

３　结　论

（１）高效液相测定头孢曲松钠色谱条件为：流动相为甲醇和０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１三乙胺水溶液（体积比为

２７∶７３）；柱温３０℃；进样量２０μＬ；紫外检测器，２５４ｎｍ波长处检测吸收峰．

（２）褪色分光光度法、紫外分光光度法和高效液相色谱法对高纯水配制头孢曲松钠样品的检出限分别是

０．１３、０．０２８和０．００４７ｍｇ·Ｌ
－１，回收率分别达到７８％～８１％、９２％～９６％和９９％～１０１％．

（３）精度要求较高的情况下可以选用高效液相色谱法，在检出限不低于０．０３ｍｇ·Ｌ
－１的情况下，紫外分

光光度法也是一种便捷的方法，在厂矿企业具有巨大的应用前景．
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