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并且操作简单’耗时短’检出限低%方法准确可靠,
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实验技术与方法
固相萃取@液相色谱@串联质谱法测定水产品中硝基呋喃类代谢物

陈剑刚!白艳玲!梁素丹!胡小玲!张艳
!珠海市疾病预防控制中心"广东#珠海#75"444$

摘#要!目的#建立水产品中呋喃它酮"呋喃西林"呋喃妥因和呋喃唑酮等硝基呋喃代谢物的固相萃取@高效液相

色谱@串联质谱测定方法% 方法#样品中加入同位素内标!经盐酸水解及 !@硝基苯甲醛衍生!再经 +HbIb%/;固相

萃取小柱净化!乙酸乙酯洗脱吹氮浓缩&采用 BAXZZH’<) $5>色谱分离柱!以乙腈@7 GGRJh/乙酸铵的 495g甲酸水

溶液进行梯度洗脱!以正离子多反应监测模式!同位素内标法定量% 结果#8 种硝基呋喃代谢物的定量限为 4954 =

4964 !LhcL&方法的线性范围为 497 =!7 !LhcL!+u49""7&代谢衍生物的加标回收率分别为 >594g =5489>g"

"594g =55496g">794g =55598g和 >>94g =54>9!g&9).在 !9Fg =5897g之间% 应用建立的方法对 5>4 份淡

水鱼进行测定!其中 8 份检出 6@氨基@!@噁唑烷基酮#.+\$!含量为 596 =69: !LhcL% 结论#方法选择性高"灵敏!

能满足水产品中硝基呋喃类代谢物残留的高灵敏分析%
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XMaZHQaQRGYRKXKab_XZXbXYHZHaXU HKU LZHUIXKaXJNaXU RK HBAXZZH’ $5> QRJNGK _IaS HQXaRKIaZIJX@7 GGRJh/HGGRKING
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QRZZXJHaIRK QRXWWIQIXKabu49""7PASXHeXZHLXZXQReXZIXbWRZKIaZRWNZHK GXaH]RJIaXb_XZX>594g@5489>g% "594g@

55496g% >794g@55598g% >>94g@54>9!g ZXbYXQaIeXJV% HKU aSXIZZXJHaIeXbaHKUHZU UXeIHaIRK eHZIXU ]Xa_XXK !9Fg HKU

5897gPASXGXaSRU _HbHYYJIXU aRHKHJV̂X5>4 WIbS bHGYJXbWZRG3NHKLURKLZXLIRK% WRNZRW_SIQS _XZXQRKWIZGXU aR
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QRGYJXaXJVbNIaH]JXWRZKIaZRWNZHK GXaH]RJIaXbaZHQXHKHJVbIbIK HfNHaIQYZRUNQabP
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YZRUNQab" eXaXZIKHZVUZNLbZXbIUNX

##硝基呋喃类药物主要包括呋喃它酮’呋喃西
林’呋喃妥因和呋喃唑酮%因其具有广谱抗菌能力
曾广泛应用于水产养殖业%自发现该类药物及其代
谢物具有强致癌致畸等副作用后%已被大多数国家
禁止在动物源性食品上使用 (5) , 研究表明%硝基呋
喃类药物在动物体内代谢很快%检测动物组织中硝
基呋喃原药不足以反映其真实的残留水平 (!) , 其
代谢 产 物 7@甲 基 吗 啉@6@氨 基@!@噁 唑 烷 基 酮
#.<+\$’氨基脲# )(<$’5@氨基@!@内酰脲#.%1$’
6@氨基@!@噁唑烷基酮#.+\$能与蛋白质结合%可长
期稳定存在于动物体内, 因此%目前通常以测定其
代谢物的方式来监控硝基呋喃类药物在动物体内
的含量 (6) ,

硝基呋喃类代谢产物残留的检测方法主要采
用酶 联 免 疫 法 #(/&).$ (8) ’ 高 效 液 相 色 谱 法
#%?/$$ (7) ’液相色谱@质谱法 #/$h<)$ (:)和液相
色谱@串联质谱法 #/$@<)h<)$ (F D") , (/&).法仅
适于筛选检测"%?/$法和 /$h<) 法灵敏度无法
达到痕量分析要求"/$@<)h<) 法灵敏度高’可同
时进行定量和确证%已日益成为食品中硝基呋喃
类代谢产物检测的主要分析方法, 但大部分方
法%包括 3;hA!5655!!44F -动物源食品中硝基
呋喃类药物代谢物残留量检测方法 高效液相色
谱h串联质谱法. (54)均采用衍生化后乙酸乙酯提
取’正己烷脱脂后直接上机测定, 由于未进一步
净化%会导致基质复杂的水产品因严重的乳化现
象而产生基体效应%不可避免地污染仪器系统和
影响结果的准确性, 本研究以相应的同位素为内
标%经酸性条件下水解样品’!@硝基苯甲醛衍生化’
+HbIb%/;固相萃取小柱净化等前处理%建立了
/$@<)h<) 测定水产品中硝基呋喃 8 种代谢产物
.<+\’)(<’.%1及 .+\的确证方法, 采用同位
素内标定量%有效地补偿了前处理过程中目标物
的损失%提高了方法的回收率, 该法定性定量准
确%重现性好%灵敏度高%8 种硝基呋喃类代谢产物
的定量下限均可达 4974 !LhcL%完全能满足欧盟

及我国食品安全风险监测的限量要求, 应用该方
法%对省内多份送检淡水鱼中的硝基呋喃类代谢
产物残留进行了监测检验%结果令人满意,

5#材料与方法
595#主要仪器与试剂

.JJIHKQX !:"7 高 效 液 相 色 谱 仪’ oNHaaZR
?ZXGIXZB(三重四级杆质谱仪 #配电喷雾离子源$
#均购自美国 [HaXZb$’+HbIb%/;固相萃取柱#6QQ%
!44 GL$’CHQNNG<HKIWRJU 5! 孔固相萃取小柱装置’
+.@)2) 氮吹仪’低温高速离心机’超声波仪,

呋喃它酮代谢物#.<+\%">94g$’呋喃西林代
谢物#)(<P%$J%""97g$’呋喃妥因代谢物 #.%1P
%$J%""94g$及呋喃唑酮代谢物#.+\%">9!g$ #均
购自 1ZP(SZXKbaRZWXZ3G]%$%呋喃它酮代谢物氘代物
#.<+\@17$’呋喃西林代谢物内标 # )(<@56 $57 ’!P

%$J$’呋喃妥因代谢物内标#.%1@56$6%544 !LhGJ$’

呋喃唑酮代谢物内标 #.+\@18%""97g$ #均购自
1ZP(SZXQaRZWX3G]%公司$%甲醇’乙腈’乙酸乙酯
#色谱纯 $%乙酸铵 #优级纯 $% !@硝基苯甲醛 # !@
’;.%分析纯$%试验用水均为超纯水,
59!#方法
59!95#样品前处理

水解和衍生化&准确称取 !94 L捣碎混匀样品置
于 74 GJ离心管中%加入 74 !J硝基呋喃代谢物混合
内标中间溶液#49! !LhGJ$’54 GJ盐酸#49! GRJh/$’
!44 !J!@硝基苯甲醛溶液 # 495 GRJh/$%先超声
54 GIK%后振荡 !4 GIK%6F k恒温箱中过夜约 5: S%
使待测物衍生完全,

提取和净化&取出样品%冷却至室温%用 5 GRJh/
’H+%溶液调节 Y%至 F9! =F98, 8 k%54 444 Zh
GIK 离心 54 GIK%取上清液进行 )?(净化, 将提取
液以自然重力下落的速率通过预先活化的 +HbIb
%/;固相萃取柱%再用 6 GJ纯水淋洗小柱%减压抽
干 ! GIK, 用 : GJ乙酸乙酯分两次洗脱%收集洗脱
液%在氮气流下吹干%用甲醇@水#5y5%KhK$溶液定
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容至 5 GJ%旋涡器上充分混匀%过 49!! !G微孔滤
膜至自动进样器小瓶中待测,
59!9!#标准溶液的制备

硝基呋喃代谢物单标储备液 #594 GLhGJ$&准
确称取适量 .<+\’)(<P%$J’.%1P%$J及 .+\%用
甲醇溶解并分别配成 594 GLhGJ单标储备液%8 k

避光保存"混合标准中间溶液 # 594 !LhGJ$&将
594 GLhGJ硝基呋喃代谢物单标储备液用甲醇逐级
稀释为 594 !LhGJ的混合标准中间液"硝基呋喃代
谢物混合内标储备液 #54 !LhGJ$&准确称取适量
.<+\@17’)(<@56$57 ’!P%$J’.+\@18%以甲醇溶解
并分别配成 594 GLhGJ内标单标液%从中各吸取
74 !J%加入 544 !LhGJ.%1@56$6 溶液 744 !J%用甲
醇逐级稀释为 54 !LhGJ混合内标储备液"混合内标
中间溶液#49! !LhGJ$&将 54 !LhGJ硝基呋喃代谢
物混合内标储备液以甲醇稀释为 49! !LhGJ混合内
标中间液,
59!96#仪器条件

色谱条件&采用 [HaXZbBAXZZH’<) $5>色谱柱
#574 GGl!95 GG%7!G$%以乙腈@7 GGRJh/乙酸铵
的 495g甲酸水溶液进行梯度洗脱 #见表 5$%流速
49!4 GJhGIK%柱温 84 k%进样量 54 !J,

表 5#梯度洗脱程序

AH]JX5#3ZHUIXKaXJNaIRK YZRLZHGWRZ%?/$

时间hGIK 乙腈hg 7 GGRJh/’%8.$的 495g甲酸溶液hg

4 54 "4

F94 "4 54

5594 "4 54

5595 54 "4

!494 54 "4

##质谱条件&正离子电喷雾#()&E$模式%毛细管
电压 697 cC%萃取电压 794 C%射频透镜电压 498 C%

离子源温度 5!4 k%去溶剂气温度 674 k%去溶剂气
流量 :74 /hS%锥孔气流量 74 /hS%碰撞室压力
69: l54 D6 G]HZ#.Z$%多反应监测 #<-<$模式检
测, .<+\’ )(<’.%1’.+\及其内标衍生物的
<-<分析参数见表 !,
59!98#内标标准曲线制备

将硝基呋喃代谢物混合标准中间溶液#594 !Lh
GJ$用甲醇@水#5y5%KhK$溶液稀释配制成 594’!94’
794’5494’!494 和 7494 !Lh/的混合标准系列工作
液%加入 74 !J硝基呋喃代谢物混合内标中间溶液
#49! !LhGJ$%按照 59!95 和 59!96 方法进行前处理
并依次测定%以待测物与其内标物的峰面积之比为
纵坐标%对应的标准液质量浓度为横坐标%绘制内
标标准曲线,

表 !#硝基呋喃代谢衍生物质谱分析参数
AH]JX!#<-<HKHJVaIQHJYHZHGXaXZbWRZUXZIeHaIeXbRW

KIaZRWNZHK GXaH]RJIaXb

化合物
保留时
间hGIK

母离子h
#,hS$

子离子h
#,hS$

锥孔电
压hC

碰撞能
量hXC

.<+\ F9:8 6689" !"594# 5" 54
!:59" 5" 57

.<+\@17 F97" 68494 !:794# 5" 5!
)(< >9>7 !4>9" 5:79"# !4 5!

5"59" !4 56
)(<@56$57’! >9>6 !559" 5:F9" !4 56
.%1 "944 !8>9" 5669"# !! 5:

5FF9" !! 5F
.%1@56$6 >9"F !759" 5669" 64 !8
.+\ "98: !679" 5669"# !! !F

5469" !! 56
.+\@18 "986 !6"9" 5669" !4 5:

注&#表示定量离子,

!#结果与讨论
!95#衍生化反应机理及衍生条件的选择

内源性硝基呋喃代谢物以蛋白质结合物的形
态存在于样品中%可在酸性环境中游离出来, 8 种
硝基呋喃代谢物的分子量在 F7 =!45 之间%该范围
()&E离子模式质谱背景噪声大%直接检测灵敏度较
低, .<+\’)(<’.%1及 .+\的分子结构中均具
有 5 个相同的胺基#@’%!$%而衍生剂 !@硝基苯甲醛
#!@’;.$的分子结构中具有 5 个醛基#@$%+$, 在
酸性条件下%醛基 #@$%+$与硝基呋喃代谢物的含
氮亲核基团胺基#@’%!$发生醛胺亲核加成反应%接
着 # 位发生消去反应失去 5 分子 %!+%可分别形成

较好的特性衍生物 (F) , 经柱前衍生后%使分子量分
别只有 !45’ F7’557’54! 的 .<+\’ )(<’.%1及
.+\衍生为分子量为 668’!4>’!8>’!67 的衍生物%
分子离子质荷比均大于 !44%处于相对适于检测的
质量区域,

本研究根据3;hA!5655!!44F 国标方法%采用
盐酸水解代谢物与蛋白结合物%用 !@’;.衍生 8 种
代谢物%两个步骤同时进行%比较了超声 54 GIK@振
荡 !4 GIK@恒温 5: S’振荡 64 GIK@恒温 5: S 两种不
同衍生反应条件对测定结果的影响, 当先超声
54 GIK%后振荡 !4 GIK%再衍生 5: S 时%.%1衍生物
的测定信号明显强于不经超声的信号%其它 6 个组
分的信号也稍大%这可能是超声波使溶液分子碰撞
速度加快%使得反应更为完全, 因此%实际测定时
选用超声 54 GIK’振荡 !4GIK%再 6F k恒温箱平衡
5: S 进行衍生化,
!9!#提取和净化条件的选择

衍生化完成后进行萃取操作时%样品溶液的 Y%
值对萃取效率有很大的影响, 当 Y%值处于#F96 m
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495$范围内%.<+\’)(<’.%1及 .+\代谢物的衍
生产物提取效率最高%分别为 "797g’ ":9!g’
"!98g和 "69:g, 特别对于响应较低的 .%1组
分%当用 5 GRJh/’H+%溶液调节 Y%至 > =54 时%
其萃取效率极低"当 Y%j7 时%几乎不能将 .<+\
从水相提取至有机相中%其特征离子质量色谱图
#<-<$中提取不到 .<+\的监测离子对, 相对而
言%)(<’.+\对 Y%值不敏感%提取效率较高且稳
定, 因此%本法提取对 Y%值控制较严格%调节样品
溶液 Y%值时%应间隔 64 b后重新测定%Y%值应稳
定在 F9! =F98 范围内, 此外%硝基呋喃代谢物受光
照的影响也较大 (55) %故在前处理过程中需进行必要
的避光操作%所用器皿也应尽可能采用棕色,

净化主要有固相萃取和液液萃取两种方式%
3;hA!5655!!44F 及已报道的文献 (F D")方法中大
多采用正己烷脱脂’乙酸乙酯提取的净化方式, 本
研究采用 +HbIb%/;固相萃取柱#6QQ%!44 GL$净化
富含蛋白的鱼样%净化效果好%回收率高, 用提取
的阴性样品溶液作为基质空白%向其中添加硝基呋
喃代谢物混标应用液%衍生’固相萃取%8 种硝基呋
喃代谢衍生物回收率均在 "4g以上,
!96#色谱条件优化

分别比较了 BAXZZH’$5>’B]ZIULX
A< $5>’)NKWIZX

A< $>

等反相色谱柱对目标物质的色谱分离效果, 结果
表明%8 种硝基呋喃代谢物的衍生产物及其内标衍
生物在 BAXZZH’$5> 柱获得了理想的分离效果,

)(<及 .+\组分在 B]ZIULXA<$5>’)NKWIZX
A<$> 两柱

上分离与峰形良好%但 .<+\’.%1两组分响应偏
低且峰形扩宽, 因流动相组成影响出峰的保留时
间’峰形和目标化合物的离子化效率%考察了液质
分析常用的乙腈@水和甲醇@水体系%发现影响不大%
出于改善峰形考虑%选用前者, 为了增加离子化效
率%在体系中添加了 7 GGRJh/的乙酸铵%在流动相
体系中加入 495g甲酸%使溶出时间较早的 .<+\
组分峰形尖锐%从而提高了灵敏度, 本方法采用梯
度洗脱程序%当乙腈@7 GGRJh/乙酸铵的 495g甲酸
水溶液的比例达到 "4y54 时%.<+\’)(<’.%1及
.+\能与杂质完全分离并流出, 因此%在本流动相
体系及梯度洗脱程序试验条件下%8 种硝基呋喃代
谢物及其内标的衍生物均能获得最佳色谱分离和
最高的灵敏度, 同时为减少杂质对质谱检测器的
污染%在 4 =:97 GIK 和 55 =!4 GIK 采用了溶剂延迟
程序, 在优化的色谱条件下%空白鱼样中添加 8 种
硝基呋喃代谢物及相应内标的衍生物总离子流图
#A&$$及其特征离子质量色谱图#<-<$见图 5,

图 5#空白鱼样中添加 794 !LhcL混标及其内标的衍生物色谱图
0ILNZX5#$SZRGHaRLZHGRWH]JHKc WIbS bYIcXU _IaS 794 !LhcLGIMXU KIaZRWNZHK GXaH]RJIaXbaHKUHZUb

!98#质谱条件的优化
硝基呋喃代谢物的衍生产物含有极性较强的

D$%i’D’氨基官能团%选用 ()&E离子化模式
灵敏度较高, 取 7 !LhGJ的硝基呋喃代谢物及其内
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标的混合标准溶液%用 !@硝基苯甲醛衍生化%分别
得到它们的标准衍生溶液, 采用流动注射泵以 54
!JhGIK 连续进样方式在正离子模式下进行一级质
谱母离子扫描%确定 .<+\’)(<’.%1及 .+\衍生
物的分子离子峰分别为 ,hS6689"’!4>9"’!8>9" 和
!679", 然后分别以各自的母离子%用子离子扫描方
式进行二级质谱扫描分析%找出丰度相对较强的两
个特征碎片离子%以母离子和子离子组成监测离子
对%在多反应监测#<-<$模式下对目标物进行定性
定量分析, 选择丰度最强’无干扰的监测离子对 ,h

S6689"h!"594’,hS!4>9"h5:79"’,hS!8>9"h5669"
和 ,hS!679"h5669"%分别用于 .<+\’)(<’.%1及
.+\的定量分析%其它离子对则用于辅助定性分
析, 如图 ! 为 .<+\的二级质谱图%,hS!"594 为
定量离子%,hS!:59" 为定性离子, 通过优化毛细
管电压’锥孔电压’射频透镜电压’碰撞能量’碰撞
气压’离子源温度’去溶剂气温度及流量’锥孔气流
量等质谱参数%使 .<+\’)(<’.%1及 .+\衍生物
的监测离子对强度达到最大%本研究优化后的质谱
参数见 59!96 中质谱条件,

图 !#.<+\二级质谱图
0ILNZX!#<HbbbYXQaZHRW.<+\

!97#线性关系和检出限
分别配制一系列标准工作溶液%衍生’提取’净化

后%在本研究的色谱和质谱条件下进行测定%.<+\’
)(<’.%1及 .+\衍生物在 497 =!7 !LhcL浓度范
围内线性系数良好%+u49"">, 方法检出限#/+1$以
6 倍 信 噪 比 估 算% .<+\’ .%1的 检 出 限 均 为
494" !LhcL%)(<’.+\的检出限均为 4946 !LhcL"以
54 倍信噪比计算方法定量限#/+o$%.<+\’.%1的
定量限均为 4964 !LhcL%)(<’.+\均为 4954 !LhcL,
本方法的最低定量限均优于国标要求的定量限
#4974 !LhcL$%方法线性关系与检出限见表 6,

表 6#方法线性与检出限
AH]JX6#/IKXHZXfNHaIRK HKU JIGIaRWUXaXQaIRK

化合物 线性方程 相关系数
检出限h
#!LhcL$

定量限h
#!LhcL$

.<+\ (i494776F51E494586:F +i49""" 7 494" 4964

)(< (i494>5F541E495!6!7 +i49""F F 4946 4954

.%1 (i494">:F!1E494""65F +i49""" : 494" 4964

.+\ (i494>":5F1E494>"!": +i49""" ! 4946 4954

!9:#方法的回收率和精密度
在 ! L空白鱼肉中分别添加 544 !Lh/8 种硝基

呋喃代谢物混合标准应用液 !4’ 544’ 844 !J和
!44 !Lh/硝基呋喃代谢物混合内标中间液 74 !J%8
种硝基呋喃代谢物的添加水平分别为 594’794’
!494 !LhcL%添加的硝基呋喃代谢物内标浓度均为
54 !Lh/%按 59!95 制备样品溶液%每个加标水平平
行测定 : 次%考察方法的回收率和精密度, .<+\’

)(<’.%1及 .+\代谢物的回收率分别为 >594g=
5489>g’ "594g =55496g’ >794g =55598g 及
>>94g=54>9!g"变异系数在 !9Fg=5897g, 方法
的回收率与精密度完全可以满足国内外相关法规
的要求%试验结果见表 8,

表 8#方法的回收率及精密度测定结果## i:$

AH]JX8#ASXZXbNJabRWZXQReXZIXbHKU YZXQIbIRKb

化合物
加标水平h
#!LhcL$

平均测定值h
#!LhcL$

回收率h
g

变异系数h
g

.<+\ 594 49>5 >594 5897
794 79!8 5489> 5!9!
!494 5>9:> "698 F9:
594 49"5 "594 796

)(< 794 7988 54>9> :9>
!494 !!94: 55496 798
594 49>7 >794 :97

.%1 794 7966 54:97 F96
!494 !!9!> 55598 89"
594 49>> >>94 794

.+\ 794 7985 54>9! !9F
!494 5"9"> ""9" 897

!9F#样品测定
采用建立的方法%对 5>4 份送检的淡水鱼进

行硝基呋喃代谢物残留量测定, 绝大部分鱼样未
检出 8 种硝基呋喃代谢物残留%仅从 8 份鱼样中检
出含 .+\的阳性样品%.+\浓度分别为 596’694’
69! 及 69: !LhcL%其它代谢物组分均未检出, 图
6 为某份鱼样中检出 .+\的总离子流图及其质量
色谱图,
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图 6#某鱼样中检出 .+\的 A&$及其 <-<色谱图
0ILNZX6#A&$HKU <-<QSZRGHaRLZHGRWRKXWIbS QRKaHIKXU .+\

6#结论
本研究建立了同位素稀释液相色谱串联质谱

法测定水产品中 .+<\’)(<’.%1及 .+\等 8 种
硝基呋喃类代谢物的分析方法, 通过对仪器色谱
条件和质谱条件各项参数的调谐%在优化的试验条
件下%经 BAXZZH’$5>色谱柱分离%在 /$@<)h<) 多反
应监测模式下进行定性定量分析, 该法以待测物
的同位素标记物为内标%补偿了前处理过程中目标
物的损失%保证了回收率%有效地提高了定量的灵
敏度, 方法的检出限为 4946 =494" !LhcL%定量限
为 4954 =4964 !LhcL%回收率和重现性等方法学指
标亦均能满足水产品中硝基呋喃类代谢物残留的
检测要求"采用同位素内标%以双离子监控模式%可
准确地甄别样品中残留的硝基呋喃类代谢物%保证
了定性的准确性, 该方法适用于水产品中 8 种硝基
呋喃类代谢物残留的确证检验,
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