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[摘  要] 建立了可同时分析水中6种头孢化合物(头孢羟氨苄、头孢氨苄、头孢哌酮、头孢呋辛、头孢

拉定、头孢他定、头孢噻肟)残留的高效液相色谱法。采用全自动固相萃取技术,对萃取条件进行优化,

确定了 优前处理方案。结果表明:水样经HLB固相萃取小柱富集,用1.0%甲酸甲醇溶液洗脱,水中6种头

孢类抗生素的回收率可达62.4%~93.1%。以10mmol/L乙酸铵水溶液和乙腈为流动相,梯度淋洗,在10min

内可以完成水中6种抗生素的完全分离。在0.50~10.0μg/mL浓度范围内,线性关系良好,相关系数≥

0.998。方法检出限为0.21~0.60µg/L,测定下限为0.82~2.40µg/L。方法自动化程度高,可用于同时测定水

中6种头孢抗生素痕量残留。 
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[Abstract] The simultaneous determination of six cephalosporin compounds (cefadroxil, cefadroxime, 

cefoperazone, cefuroxime, Cefradine, ceftazidime and cefotaxime) in water was established by HPLC. The 

ASPE technology was used to optimize the extraction conditions and determine the optimal pretreatment 

scheme. The results showed that the water samples were enriched by HLB and eluted with methanol solution 

containing 1.0% formic acid. The recovery of six cephalosporins in the water could reach 62.4%~93.1%. Using 

10mmol/l ammonium acetate aqueous solution and acetonitrile as mobile phase, gradient elution can complete 

the complete separation of six antibiotics in water within 10min. Within the concentration range of 0.50 to10.0 

μg/ml, the linear relationship is good, and the correlation coefficient is ≥0.998. The detection limit of the 

method is 0.21~0.60 µ g/l, and the lower limit of determination is 0.82~2.40 µ g/l. The method has a high 

degree of automation and can be used for the simultaneous determination of trace residues of six cephalosporins 

in water. 
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头孢化合物从化学结构上,属7-氨基头孢烷酸衍生物,是β

-内酰胺抗生素的一种[1]。自合成以来,被广泛应用于人畜疾病

防治上,给人们的生产生活带来极大的便利[2]。但研究表明近

70%左右的药物不能被生物体吸收,会随着消化系统排出体外成

为生活、医疗或者养殖污水[3]。除此外,还有大量的药物或原料

药,因过期变质、储存不规范和粗放的处理模式成为环境的直接

污染源,造成严重的环境污染[4]。有研究表明,在制药废水、京

杭运河以及太湖流域地表水体,甚至自来水中均有异常高值的

头孢化合物被检出[5-6]。 

经文献调研,环境水体中头孢化合物的分析方法主要是高

效液相色谱法和液相色谱-质谱联用法两种[7-10]。由于水体基体

复杂,且抗生素残留处于痕量水平,因此分析方法还需结合高效

的前处理手段[11,12]。本研究采用全自动固相萃取技术(ASPE),

结合高效液相色谱法(HPLC),建立了同时分析地表水中头孢羟

氨苄、头孢克肟、头孢乙腈、头孢氨苄、头孢拉定、头孢替安

等6种头孢抗生素的ASPE-HPLC方法。 

1 实验部分 

1.1仪器、试剂与耗材 

仪器：1200LC高效液相色谱仪(安捷伦)；全自动固相萃取

仪(GL Sciences)；万分之一分析天平(普利赛斯)。 
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试剂：蒸馏水(屈臣氏)；乙腈,甲醇,甲酸均为色谱纯,购置

于德国默克；6种头孢抗生素(头孢羟氨苄、头孢克肟、头孢乙

腈、头孢氨苄、头孢拉定、头孢替安)均购置坛墨质检标准物质

中心。 

耗材：0.22μm聚四氟乙烯(PTFE)针式过滤头(CNW安谱科

技)；HLB固相萃取小柱(200mg/6mL,迪马科技)。 

1.2试样制备 

取1000mL水样进行全自动化的固相萃取：依次用5mL水和

5mL甲醇活化HLB小柱,加载水样后,以抽真空和氮吹的叠加模式

干燥小柱, 后用20mL1.0%甲酸的甲醇溶液缓慢洗脱,收集液于

50℃下氮吹浓缩至净干状态,加纯水定容至1.0mL,经PTFE滤膜

过滤后,进HPLC分析。 

1.3分析方法 

色谱柱：Pickering C8(5.0μm,4.6×250mm)；柱温32℃；

进样量：5.0mL；检测器：DAD；波长：254nm；流动相：A-10mmol/L

乙酸铵水溶液,B-乙腈; 流速：1.0mL/min；梯度洗脱程序：

0~3min,A：93%；3~4min,A：93%-88%；4~11min,A：88%；

11~12min,A：88%~32%；12~14min,A：32%；14~15min,A：32%~93%。

在此分析条件下,6种头孢化合物在10min内出峰完全,见图1。 

 

图1  6种头孢化合物的HPLC色谱图 

2 结果与讨论 

2.1固相萃取条件选择 

本研究采用ASPE对水中6种头孢化合物进行前处理,对影响

萃取效率关键的固相萃取柱填料和洗脱试剂进行了优化。 

填料：实验选择了常用的C18(十八烷基型填料)和HLB(亲

水亲脂平衡反相吸附剂填料)两种固相萃取柱,比较了其对水

中6种头孢化合物的萃取效率。结果表明,HLB柱的回收率

(62.4%~93.1%)明显高于C18柱(8%~35%)。 

洗脱试剂：实验选择含甲酸的甲醇溶液为洗脱试剂,并对甲

酸的含量进行了优化(0.1%、0.5%、1.0%、2.0%、5.0%)。实验

结果表明,用1.0%甲酸甲醇溶液洗脱时,6种头孢化合物的回收

率可以达到 高。 

综上,以1000 mL蒸馏水为空白样品,添加1.0µg/mL混标溶

液。选择HLB固相萃取小柱,以1.0%甲酸甲醇为洗脱试剂,进行

ASPE,回收率除头孢羟氨苄(62.4%)外,均≥85.0%,其中头孢克

肟为88.5%,头孢乙腈为92.1%,头孢氨苄为78.8%,头孢拉定为

93.1%,头孢替安为85.0%。分析原因：头孢化合物结构含羧酸和

酰胺的结构,分子极性较大且结构较大,HLB填料要更利于化合

物的洗脱。而头孢羟氨苄因为结构中还含有羟基,易与水溶液形

成氢键,在HLB吸附时易造成损失,所以洗脱后回收率相比其他5

种头孢化合物偏低。 

2.2标准曲线、检出限和定量限 

标准曲线：分别精确称取10.0mg(±0.1mg)6种头孢抗生

素(头孢羟氨苄、头孢克肟、头孢乙腈、头孢氨苄、头孢拉定、

头孢替安)标准品于10mL棕色容量瓶中,用N,N-二甲基甲酰胺

稀释并定容成1000μg/L的混标储备液,于-4℃保存,临用时

用纯水稀释成浓度为0.5、1.0、2.0、5.0、10.0μg/mL的标

准工作溶液。按1.4方法分析,以化合物浓度为横坐标,峰面积

为纵坐标,绘制标准曲线,结果表明在0.5~10.0μg/mL的范围

内6种头孢化合物的线性关系良好,相关系数均≥0.995,具体

详见下表1。 

检出限和定量限：以3倍信噪比浓度(0.05~0.08µg/mL)做为

仪器检出限(EDL)。采用标准加入法,以1000 mL蒸馏水为空白样

品,添加3~5倍EDL浓度的混标溶液(0.20µg/mL),制备试样并分析,

平行实验7次,得到的测定结果根据公式MDL=3.143×s,LDL=4×

MDL, 得到 6种头孢化合物的 MDL 为 0.21~0.60µg/L,LDL 为

0.82~2.40µg/L,详细结果见下表1。 

表1  6种头孢化合物的标准曲线、相关系数、方法检出限和测

定下限 

序号 化合物 校准曲线
相关系数

r

方法检出

限(ng/L)

测定下限

(ng/L)

1 头孢羟氨 y=0.9439x-0.1293 0.9983 60 240

2 头孢克肟 y=3.7721x-0.1159 0.9999 21 82

3 头孢乙腈 y=3.6316x-0.1284 0.9999 25 100

4 头孢氨苄 y=2.5608x+0.0429 0.9999 22 88

5 头孢拉定 y=1.0318x-0.0492 0.9996 45 180

6 头孢替安 y=3.1674x+0.0344 0.9999 33 132  

2.3结论 

本研究建立了同时水中6种头孢化合物的高效液相色谱法,

可以在10分钟内实现6种化合物的完全分离,且峰型和线性良

好。在水样的前处理上,采用了全自动化固相萃取技术对1000mL

水样进行富集,并通过对水样的加标分析来进一步优化固相萃

取方法,使得该方法能够适用于自动化分析环境水样中的多种

头孢抗生素,方法检出限：21~60ng/L,回收率：62.4%~93.1%。

方法自动化程度高,检测快速,能满足环境水样头孢化合物痕量

残留的检测要求。 
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