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液液微萃取−高效液相色谱法测定水中磺胺类
药物的实验设计
梁淑彩，廖晓燕，刘    毅*

（武汉大学 药学院，武汉 430070）

摘要：基于绿色分析化学理念，设计了液液微萃取−高效液相色谱（HPLC）法测定水中磺胺类药物的实验并应用于本科

实践教学。实验中采用较少的萃取溶剂对样品进行前处理，色谱分离时选用乙醇作为绿色有机流动相，通过优化萃取和分

离条件，建立了一种液液微萃取−高效液相色谱联用分析水样中磺胺类药物（磺胺胍（SG）、磺胺嘧啶（SD）、磺胺间二甲氧嘧

啶（SDM）、磺胺甲噁唑（SMZ ）和酞磺胺噻唑（PST））及其常用配伍药甲氧苄啶（TMP）的新方法。其结果表明测定各药物的

线性范围分别为 10~1 000 μg/L（SG、SD、SDM 及 SMZ）、100~1 000 μg/L（TMP）和 50~1 000 μg/L（PST），检测限在 50~100 ng/L
（S/N = 3）之间。对湖水样品进行测定，加样回收率在 93.6%~105.2% 之间。该实验立足于分析化学前沿且难易适中，可以

作为化学、药学和环境等专业高年级本科生的研究性实验，有利于学生提高创新能力、低碳意识及综合素质。
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Experimental Design for the Determination of Sulfonamide Drugs in
Water Using Liquid-Liquid Microextraction Combined with High

Performance Liquid Chromatography
LIANG Shucai, LIAO Xiaoyan, LIU Yi*

（School of Pharmaceutical Sciences, Wuhan University, Wuhan 430070, China）

Abstract: With  the  concept  of  green  analytical  chemistry,  an  experiment  on  the  determination  of  sulfonamide  drugs  in  water
using  liquid-liquid  microextraction  combined  with  high-performance  liquid  chromatography(HPLC)  is  designed  for  undergraduate
experimental  teaching.  With  a  small  amount  of  organic  solvents  in  liquid-liquid  extraction and ethanol  as  the  green organic  mobile
phase  for  chromatographic  separation,  the  extraction  and  separation  conditions  are  optimized,  and  a  new  method  of  liquid-liquid
microextraction  combined  with  HPLC  has  been  developed  for  determining  sulfonamide  drugs  (sulfaguanidine(SG),  sulfame-
thoxazole(SD),  sulfamethoxazole(SDM),  sulfamethoxazole(SMZ) and  sulfamethoxazole(PST))  and  trimethoprim(TMP,  a  commonly
used compatible drug for sulfonamide drugs). The results indicate that the linear measurement ranges are 10~1 000 μg/L for SG, SD,
SDM and  SMZ,  and  100~1 000 μg/L  for  TMP  and  50~1 000 μg/L  for  PST,  respectively.  The  detection  limits  are  in  the  ranges  of
50~100 ng/L (S/N=3). The recovery rates of the lake water sample are between 93.6% and 105.2%. This experiment is based on the
forefront of analytical chemistry and is moderately difficult. It is suitable as a researching experiment for senior undergraduate students
majoring  in  chemistry,  pharmacy  and  environment,  which  is  beneficial  for  students  to  improve  their  innovation  ability,  low-carbon
awareness and comprehensive quality.
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随着人类环境保护意识的不断增强，绿色低

碳发展越来越受到关注。2022年 10月，我国教育

部发布《绿色低碳发展国民教育体系建设实施方

案》，其中明确要求把绿色低碳发展理念全面融  
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入国民教育体系[1]。绿色化学对实现绿色低碳发展

有着重要作用[2]。 绿色分析化学是绿色化学的一

个分支，旨在发展新的或改进旧的分析技术和方

法，以减少试剂或有机溶剂在分析程序中的使

用，降低有毒气体、液体或固体废物的排放及分

析程序的能量消耗[3]。目前，绿色分析化学已成为

分析化学学科的前沿研究领域，在化学及相关专

业本科生的实践教学中开展有关实验，是践行绿

色低碳教育的有效途径之一。

磺胺类药物是二氢叶酸合成酶抑制剂，具

有出色的抗菌活性。TMP常作为抗菌增效剂和

磺胺类药物联合用药，对细菌的生长起到双重

抑制作用[4]。它们价格低廉、毒性低，广泛用于人

或动物类细菌性疾病的治疗，但未完全代谢的

药物可能进入水体或土壤，也会蓄积于动物的组

织器官或农产品中，通过食物进入人体而危及人

类健康[5]。

我们基于绿色分析化学理念，设计了液液微

萃取−高效液相色谱法测定水中磺胺类药物的研究

性实验。以磺胺类药物 SG、SD、SDM、SMZ、
PST及 TMP为分析对象，采用液液微萃取进行样

品前处理，以乙醇作为有机流动相，优化了萃取

和分离条件，建立了 HPLC-紫外光谱分析检测

6种药物的新方法，并成功用于实际水样的测定。

该实验立足于分析化学前沿，内容充实且难易适

中，可以用于化学、药学和环境等专业高年级本

科生的实践教学。 

1    实验设计依据

HPLC作为一种高效、快速的分析技术，是分

离、识别和定量复杂混合物的常用手段。目前，

HPLC分离分析主要用甲醇或乙腈作为流动相的有

机组分，这些溶剂具有一定的毒性，大量流动相

废液易对环境造成污染。使用小型化的分析设备

及采用乙醇、水等较为环保的溶剂作为流动相是

HPLC分析“绿色化”的重要研究方向[6–7]。前处

理是样品分析检测的重要一环，可以有效消除基

体干扰并使待测物得以富集。传统的液液萃取具

有样品和有机试剂使用量大、程序繁冗等缺点，

随后发展的固相萃取法具有操作方便、消耗试剂

少和易自动化等优点，在许多领域取代了传统的

液液萃取方法[8]，但商品化的固相萃取柱成本高，

且存在不同批次间的差异，难以保证重复性等问

题。液液微萃取是一种操作简单、有机溶剂和时

间消耗较少、萃取效率高的新型绿色液相萃取技

术，近年来应用越来越多[9–10]。

已报道的磺胺类药物分离分析多采用传统液

液萃取或固相萃取进行样品前处理，再以甲醇或

乙腈作为有机流动相进行 HPLC分离检测的方

法 [11–14]。因此，基于绿色理念的液液微萃取与

HPLC联用测定磺胺类药物和 TMP的新方法具有

重要的研究和实用价值。 

2    实验方法
 

2.1    实验仪器和试剂

仪器：LC-20AD高效液相色谱仪（日本岛津制

作所），配 LC  solution工作站和 SPD-20A检测

器；UV2600紫外分光光度计（日本岛津制作所）；

BSA124S电子天平（德国赛多利斯集团）；Milli-Q
Academic型超纯水系统（美国默克公司）。

试剂：待测药物 SG、SD、SDM、SMZ、PST
及 TMP对照品，购于上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；乙醇（色谱纯），购于国药集团化学试剂

有限公司；乙酸、三乙胺、乙酸乙酯、二氯甲

烷、三氯甲烷均为国产分析纯；水为纯化水。 

2.2    分析方法 

2.2.1    待测药物溶液的配置

称取一定量的待测药物，用乙醇溶解分别得

到 1 mg/mL的 SG、TMP、SDM、SMZ及 PST储

备液和 0.5 mg/mL的 SD储备液，使用前用乙醇:水
（1:9）溶液稀释至所需浓度。 

2.2.2    紫外光谱测定

6种药物的储备溶液分别用乙醇:水（1:9）溶液

稀释至 0.01 mg/mL，然后使用紫外分光光度计进

行光谱扫描。 

2.2.3    色谱条件

色谱柱为 Amethyst  C18（4.6  mm×150.0  mm，

5 μm）；流动相的水相为 0.1% 三乙胺水溶液（使用

冰醋酸调节至 pH=4），有机相为乙醇；洗脱条件

为乙醇含量 20  min内从 5% 线性增加到 30%，

20 min后为恒定 30%；流速为 1.0 mL/min；柱温

为 40 ℃；检测波长为 270 nm。 

2.2.4    液液微萃取方法

取 8.0 mL待测水样置于离心管中，加入 1 200 μL
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乙酸乙酯和 800 μL三氯甲烷，涡旋混合后，静置

分层。弃去水相溶液，有机相中加入 0.1 mol/L
的 HCl溶液 10 μL，涡旋混合后静置，待水珠聚集

后吸出水珠置于离心管中。继续在有机层溶液中

加入 0.1 mol/L氢氧化钠溶液 10 μL，涡旋混合后

静置待水珠聚集吸出水珠，与前述的酸萃取液滴

合并后用于色谱分析。 

2.2.5    样品测定

湖水取自湖北省武汉市东湖，经 0.22 μm微孔

滤膜过滤，在优化的条件下进行萃取后进行色谱

分析，同时进行加样回收率测定。 

2.3    结果与分析 

2.3.1    检测波长的选择

紫外光谱扫描结果表明 SG、SD、TMP、SDM、

SMZ、PST的最大吸收波长分别为  259、 264、
280、262、265、285 nm。各药物在 270 nm下吸

收度都相对较强，因此实验中将检测波长设置为

270 nm。 

2.3.2    色谱条件优化

乙醇的毒性和挥发性比乙腈和甲醇小，其废

液处理成本也相对较低，是常用的绿色替代有机

溶剂 [15]，本实验中以乙醇作为流动相的有机组

分。前期实验表明，水相中加入冰醋酸溶液可以

使药物分离，但 TMP峰拖尾，加入 0.1% 三乙胺

可以避免这一现象。因此，选择以 0.1% 三乙胺水

溶液作为流动相水相，并用冰乙酸调节水相酸

度。采用梯度洗脱，系统考察了流动相中乙醇含

量变化、流动相 pH值、色谱柱温度及流动相流速

对待测药物分离的影响，优化了色谱分离条件。

1） 乙醇含量变化的影响

考察了 20 min内流动相中乙醇含量变化分别

为 5%~20%、 5%~30%、 5%~40%、 5%~50% 和

5%~60%，此后 10 min内保持不变的条件下待测

药物的色谱分离效果。如图 1所示，当流动相中

乙醇含量 20  min内从 5% 升高到 20%、 30%、

40% 及 50% 时，分离时间依次缩短，且所有药物

都可以较好分离；当乙醇含量变化为 5%~60%
时，SMZ和 PST无法完全分离。本实验选择 20 min
内流动相中乙醇含量从 5% 升高到 30%，此后保

持不变进行后续实验。

2） 流动相 pH值的影响

流动相 pH值对 6种药物的色谱保留时间影响

如图 2所示。当流动相 pH=3和 pH=4的时候色谱

分离效果较好；pH=5时，SMZ与 PST的峰以及

TMP与 SDM的峰无法完全分离；pH≥6时，虽然

各药物也能完全分离，但分离时间较长，且 SMZ
及 PST的峰出现前延现象。本实验选用 pH=4作

为最佳流动相 pH值。
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图 1    流动相中乙醇含量变化对色谱分离的影响

（有机相—乙醇；水相—0.1% 三乙胺溶液，用冰乙酸调节

至 pH=4；流速—0.7 mL/min；柱温—40 ℃；出峰

顺序—SG、SD、TMP、SDM、SMZ、PST。）
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图 2    流动相 pH值变化对药物保留时间的影响

（流速 0.7 mL/min；柱温 40 ℃。）
 

3） 色谱柱温度的影响

乙醇的黏度比甲醇和乙腈大，使用其作为流

动相时应关注系统压力变化。溶液的黏度与温度

有一定关系，可以通过提高温度来降低流动相的

黏性，以减少系统压力。实验中探究了流动相

pH=4、流速为 0.7  mL/min，色谱柱温度分别为

30、40、50 ℃ 下的系统压力及色谱分离效果。实

验表明，降低柱温，色谱系统压力明显升高，但

各测试温度下的压力均不超过 8.6 MPa，远低于仪

器所能承受的系统压力。各温度下 6种药物均能

较好分离，且随着温度升高，分析时间略有缩

短，如图 3所示。在 40 ℃ 时，各分析物均能在

20 min内出峰。综合考虑系统压力及分析时间，

最终选取 40 ℃ 作为最佳色谱柱温度。
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图 3    色谱柱温度对药物保留时间的影响

（流动相 pH=4；流速 0.7 mL/min。）
 

4） 流速对分离的影响

增加流速能缩短分析时间，但也会降低分离

效果及增大系统压力。实验表明，柱温 40 ℃，流

速从 0.7 mL/min增大到 1.0 mL/min时，系统最大

压力从 8.6 MPa升至 10.0 MPa，仍远低于仪器最

大承受压力。随着流速的增加，所有药物的保留

时间均缩短，但依然能够基线分离。考虑到分析

时间和分离效果，选择 1.0 mL/min为流动相流速。 

2.3.3    萃取条件优化

二氯甲烷、三氯甲烷和乙酸乙酯为常用的萃

取剂，但传统液液萃取条件下，萃取剂的用量较

大，本实验尝试采取液液微萃取方法。预实验结

果表明当萃取剂体积较小时，有机相与水相不易

分层，因此我们选择萃取剂总体积为 2.0 mL进行

微萃取实验。单一使用二氯甲烷或三氯甲烷仅能

萃取出 SD、TMP、SDM和 SMZ 这 4种药物，且

二氯甲烷对药物的富集倍数低于三氯甲烷；乙酸

乙酯能萃取所有药物，但对 TMP的萃取效率较

低，而且会影响药物分离。此外，TMP在酸中溶

解性较好，而 PST在碱中溶解性较好。为了提高

萃取效率及避免萃取剂对测定的影响，后续采用

萃取−反萃取方法，即利用 2.0 mL乙酸乙酯与三

氯甲烷混合溶剂进行萃取后，再依次使用 10 μL
酸溶液及 10 μL碱溶液分别进行反萃取，将有机

相中的药物再萃取到水中。实验中详细考察了萃

取剂组成、漩涡时间及反萃取的酸碱浓度对萃取

效率的影响。

1） 萃取剂组成的影响

考察了三氯甲烷与乙酸乙酯比例分别为 7:3、
6:4、5:5、4:6、3:7时对各药物的富集效果。如

图 4所示，当二者比例为 4:6时，6种药物的富集

倍数均较高，因此使用该比例的混合溶剂作为最

佳萃取剂。

2） 涡旋时间的影响

固定反萃取涡旋时间为 10 s，考察了混合溶

剂萃取漩涡时间分别为 30、40、50、60、70 s时
药物的富集倍数。结果表明，漩涡 60 s时 6种药

物的富集效果最好。固定萃取漩涡时间为 60 s，
考察了反萃取漩涡时间分别为 5、10、15、20、
25 s时药物的富集倍数。随着反萃取涡旋时间的

增加，各药物富集倍数增大，15 s时 SD、SDM
和 SMZ的富集倍数最大，增加漩涡时间它们的富

集倍数略有降低。因此，选择 15 s作为反萃取涡

旋时间。
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图 4    三氯甲烷与乙酸乙酯比例对萃取的影响
 

3） 反萃取酸碱浓度的影响

待测药物在酸碱中的溶解性不同，采用先酸

溶液萃取，再用同浓度碱溶液进行第二次萃取的

反萃取方法。测试了酸碱浓度均为 0.05、0.10、
0.15、0.20、0.25 mol/L下各药物的萃取效果。结

果表明，当酸和碱浓度为 0.1 mol/L时，6种药物

的富集倍数均较高，因此以此浓度为最佳酸碱浓

度进行反萃取。 

2.3.4    线性范围及检测限

配制不同浓度的待测药物溶液，在优化的条

件下进行前处理及色谱分析。对方法的线性范

围、相关系数及检测限进行了考察，结果如表 1
所示。测定 SG、SD、SDM及 SMZ的线性范围

为 10~1 000 μg/L，测定 TMP和 PST的线性范围

分别为 100~1 000 μg/L和 50~1 000 μg/L，各相关

系数均达到 0.99以上。该方法对待测药物的检测

限在 50~100 ng/L（S/N = 3）。 

2.3.5    样品分析

用所建立的方法对湖水进行分析并做加样回

收实验，结果如表 2所示。在湖水中并未检测到

相关药物，各药物加样回收率在 93.6%~105.2%，

相对标准偏差在 1.25%~5.53%。
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表 1    测定药物的线性范围、线性方程、相关系数及检测限
 

药物 线性范围/（μg·L−1
） 线性方程 相关系数（n=7） 检测限/（ng·L−1

）

SG 10~1 000 y=83.969x + 8 523.9 0.994 6 100
SD 10~1 000 y = 4861.2x + 453 511 0.990 1 50
TMP 100~1 000 y = 20.984x + 5 872.6 0.995 8 100
SDM 10~1 000 y = 6153.1x + 229 041 0.997 6 50
SMZ 10~1 000 y = 14010x + 266 026 0.995 8 50
PST 50~1 000 y = 904.47x − 1 037.7 0.982 6 100

 
 
 

表 2    加样回收率分析结果
 

药物 加入量/（μg·L−1
） 回收率/% RSD/%（n=3）

SG
100 104.3 2.48
250 94.3 5.53
500 96.2 4.35

SD
100 95.5 4.29
250 95.7 2.34
500 100.4 3.56

TMP
100 100.8 5.21
250 97.5 3.39
500 96.6 1.25

SDM
100 103.6 3.89
250 94.3 4.57
500 101.5 2.26

SMZ
100 103.9 4.58
250 93.6 2.23
500 96.9 2.78

PST
100 105.2 5.01
250 97.3 2.92
500 103.7 4.91

 
 

3    实验教学建议

该实验项目有多个步骤，耗时较长，建议采

用开放式教学模式，适用于化学、药学、环境等

专业中具备样品前处理及 HPLC分析技术基础理

论和操作技能的高年级本科生，每组 1~3人。

实验前要求学生做好前期准备，包括进一步

熟悉 HPLC基本操作及液液萃取的基本原理；查

阅文献了解绿色化学、绿色分析化学、液液微萃

取及绿色 HPLC的研究现状与发展前景；了解待

测药物的结构及性质、溶液配制方法及保存条

件、建立分析方法时需要优化的条件、样品测定

及加样回收实验方法等。在此基础上，学生形成

初步的设计方案，再与教师沟通交流，形成具有

可操作性的方案后自主开展实验。实验中以学生

为主导，在保证安全的前提下允许他们自由探

索，教师（必要时可聘请助教）适时指导，激发他

们探究问题的欲望，鼓励他们分析和解决问题。

实验结束后，学生以论文的形式提交实验报告，

教师及时组织交流讨论，引导学生进行总结反

思，如可以让学生交流对绿色低碳的认识；讨论

采用乙醇作为流动相的利弊、液液微萃取方法的

优劣、色谱峰出现拖尾如何解决、加样回收实验

如何实施等。 

4    结束语

本研究性实验建立了一种 HPLC分析测定水

样中磺胺类药物的新方法。采取液液微萃取对样

品进行前处理，与传统液液萃取方法相比大大减

少了有机溶剂的使用，在色谱分离时选用乙醇作

为有机流动相，避免使用毒性较大的甲醇和乙

腈，符合绿色分析化学的理念。整个实验过程

中，学生通过文献调研、方案设计、自主实验、

分析讨论、交流总结等环节，不仅能加强理论联

系实际，学习建立实际样品中待测药物分析方法

的基本程序，提高对前沿分析技术、研究方法的

认知，还有利于培养绿色低碳意识，提高创新能

力及综合素质，为今后从事相关领域的研究工作

奠定基础。
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