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UPLCMS/MS测定海水及沉积物中硝基呋喃类代谢物
*

  硝基呋喃类抗生素主要包括呋喃唑酮、呋喃它酮、呋喃西林和呋喃妥因, 是人工合成的广谱抗生素, 曾广泛应用

于饲料添加剂和治疗药物, 以防止细菌性传染病和作为促生长剂, 其代谢物与动物机体细胞膜蛋白结合成结合态, 稳

定存在于动物机体内, 从而延缓药物在体内的消除速度, 具有非常好的药效和较长的持药性. 近几年来发现硝基呋喃

类药物及其代谢物具有强的致癌致畸致突变等毒副作用. 欧盟、日本、我国等国都将其列为禁用药物, 其可通过抗生

素混入饵料或直接投入水体防治病害, 会有很大一部分直接散失到环境中, 对环境造成危害. 动物源性食品中硝基呋

喃类代谢物的测定方法主要有液相色谱-串联质谱法 ( LC-MS-M S) 和酶联免疫法; 而海水和底泥中的硝基呋喃类代谢物

的检测还未见报道.

  本文研究采用对于养殖场出水口或是排污口附近海水直接衍生提取、用 H LB柱净化 , 对于大洋海水先用 Bond

E lut P lex aTM柱富集后再衍生, 对于底泥样品直接提取, 然后用 Bond E lut P lexaTM柱净化的方法对硝基呋喃类药物进

行前处理, 采用超高效液相色谱串联质谱对其进行测定, 专属性强, 灵敏度高, 适合海洋环境中硝基呋喃类代谢物的

调查研究.

1 样品前处理
11 1 养殖场出水口或是排污口附近海水

  取经 0145Lm滤膜过滤的海水 20m l于 50m l离心管中, 加入 100L l内标混合工作液, 再加入 150L l衍生溶液, 漩涡

2 m in, 置于恒温水浴振荡器上 37e 避光振荡约 3h. 取出离心管放置至室温后, 用磷酸氢二钾溶液调节 pH 约 714, 加入

5 m l乙酸乙酯, 漩涡 2) 3 m in, 以 7000 r# m in- 1离心 5 m in, 吸取上清液至 15m l离心管中, 用 5 m l乙酸乙酯重复提取一

次, 合并上清液, 于 45e 氮气吹干, 残渣用 11 0 m l流动相溶解, 过 012 Lm滤膜, 供超高效液相色谱串联质谱测定.

11 2 大洋海水
  取经 01 45Lm滤膜过滤的海水 500m l过 Bond E lut P lex aTM小柱, 洗脱液吹干后, 加入 20m l超纯水, 加入 100L l内

标混合工作液, 再加入 150 L l衍生溶液, 漩涡 2 m in, 置于恒温水浴振荡器上 37e 避光振荡约 3h. 取出离心管放置至

室温后, 用磷酸二氢钾溶液调节 pH 约 71 4, 加入 5 m l乙酸乙酯, 漩涡 2) 3 m in, 以 7000 r# m in- 1离心 5 m in, 吸取上

清液至 15m l离心管中, 用 5 m l乙酸乙酯重复提取一次, 合并上清液, 于 45e 氮气吹干, 残渣用 110 m l流动相溶解,

过 01 2 Lm滤膜, 供超高效液相色谱串联质谱测定.

11 3 底泥样品

  取风干后的底泥样品 1g于 25m l离心管中, 加入 100 L l内标混合工作液, 再加入 150 L l的衍生溶液, 加入 20m l

盐酸溶液, 漩涡 2 m in, 超声 30m in, 然后置于恒温水浴振荡器上 37e 避光振荡约 16h. 取出离心管放置至室温后, 用

磷酸二氢钾溶液调节 pH约 714, 加入 5 m l乙酸乙酯, 漩涡 2) 3 m in, 以 7000 r# m in- 1离心 5 m in, 吸取上清液至 15m l

离心管中, 用 5 m l乙酸乙酯重复提取一次, 合并上清液, 然后用 Bond E lut P lexaTM柱净化, 洗脱液在 40e 水浴下蒸
干, 用 11 0 m l流动相定容, 过 012 Lm滤膜, 供超高效液相色谱串联质谱测定.

2 液相色谱串联质谱分析
21 1 试验仪器
  W aters Qua ttro P rem ie rXE超高效液相色谱-串联质谱仪. 超纯水仪 ( M illipore, G rad ient) , 高速离心机 ( LG-10A ),

超声波清洗器, 氮吹仪 ( N-EVAPTM112), 旋转蒸发仪 ( H e ido lph).

21 2 色谱条件

  色谱柱: ACQU ITYTM BEH C18 ( 11 7 Lm, 211 mm i1 d1 @ 100 mm ).

  流动相: 甲醇和含有 01 1%甲酸的 5 mmo l# l- 1乙酸铵溶液梯度洗脱; 流速: 01 25 m l# m in- 1; 进样量 : 10 L ;l 柱

温: 40e .

21 3 质谱条件
  电离方式: ES I+ ; 电离电压 21 80 kV; 离子源温度: 110 e ; 锥孔反吹气流量: 20 L# h- 1; 脱溶剂气温度:

350e ; 脱溶剂气流量: 700 L# h- 1; 其它参数见表 1.

3 结果与讨论
31 1 样品衍生、提取与净化条件的选择
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  4种硝基呋喃代谢物的分子量在 102) 201之间, 用 ESI+离子模式进行检测时, 基质干扰很严重, 灵敏度较低, 用

2-硝基苯甲醛衍生 4种代谢物, 可以分别形成具有较好特性的衍生物, 质谱检测灵敏度有很大提高. 用磷酸氢二钾调节

pH值时会发现混浊现象, 因为当 pH 值大于 7时会生成一部分的磷酸氢二盐和磷酸盐. 本研究在酸性条件下用

2-硝基苯甲醛衍生化, 然后用磷酸氢二钾调节 pH值, 用乙酸乙酯液液萃取也能很好地提取出硝基呋喃代谢物的衍生物.

  对于养殖场出水口或是排污口附近海水, 由于其硝基呋喃类代谢物的含量可能会比较高, 所以本研究采用样品直

接衍生萃取的方法进行测定. 对于大洋海水其硝基呋喃类代谢物的含量微乎其微, 所以本研究用先富集后衍生的方法

对其进行测定.

31 2 固相萃取小柱的选择

  对于海水样品, 先后试验了 OASIS HLB 和 Bond E lut P lexaTM PCX 小柱, 发现 OAS IS HLB 和 Bond E lut

P lex aTM PCX小柱的净化作用及回收率都很好, 但是 OASIS HLB操作比较繁琐, 而且对于比较脏的排污口的海水净化效

果不好, 不能有效地去除一些腐殖质带来的色素干扰, 而 Bond E lut P lexaTM操作相对比较简单, 净化效果好, 因此采

用 Bond E lut P lexaTM用于海水中硝基呋喃代谢物的富集.

  对于沉积物样品 , 由于提取液中含有很多的腐殖质等杂质, 而且特别是色素很难去除, 本研究用 LC-SAX-OASIS

HLB串联和 Bond E lut P lex aTM对沉积物提取液净化, 因为 LC-SAX可以有效地去除水和有机溶液中的一些电负性的腐

殖质等杂质 , 而 OASIS HLB也能有效地富集硝基呋喃代谢物衍生物, 两个柱子串联起来也可以起到去除杂质, 富集样

品的作用, 但实验发现在过 LC-SAX柱时目标物有一定的损失, 而且用两个柱子串联操作比较繁琐, 不容易重复; 用

Bond E lut P lexaTM不仅能有效地去除杂质还能保证回收率, 减少了步骤, 减少了损失, 重复性好, 所以也选择用 Bond

E lut P lex aTM对沉积物样品净化富集.

31 3 色谱质谱条件的选择
  根据硝基呋喃代谢物衍生产物的 pK a值, 本法选择加入 011%的甲酸调节流动相的 pH 值来保证所有组分的分离,

并在水相中加入 5 mm ol# l- 1乙酸铵, 既增加了各组分的保留, 又使各组分的峰形得到了很大的改善, 用甲醇和水相

配合做流动相比用乙腈好, 因为甲醇比乙腈更容易使各组分电离.

  取 4种硝基呋喃代谢物 100 ng# m l- 1标准溶液, 用 2-硝基苯甲醛衍生化. 以手动进样的方式分别将 4种代谢物的

衍生溶液注入离子源, 在 ES I( + )离子化模式下, 分别对毛细管电压、锥孔电压、离子源温度、去脱溶剂气温度、

R tlens、碰撞能量等条件进行优化. 通过全扫描方式观察总离子流图, 得到 [M + H ] +离子峰 ; 分别以此为母离子进

行二级质谱分析, 找出二级质谱中两个信号最强的碎片离子, 以母离子和子离子组成监测离子对, 见表 1. 以 MRM

的方式对样品进行定性和定量分析.

31 4 回收率、精密度和检出限

  在大洋海水和沉积物中分别添加三个不同浓度的硝基呋喃类代谢物标准溶液, 按照本研究的方法进行回收率试

验, 同时每个浓度的实验重做五次, 计算回收率和精密度, 以 3倍信噪比作为各组分的检出限, 以 10倍信噪比作为

各组分的定量限, 结果表明, 在添加量为 0103) 10 Lg # l- 1水平时, 平均回收率均大于 80% ; 相对标准偏差都小于

12% ; 检出限均低于 01 02 Lg# l- 1, 定量限均低于 11 0 Lg# kg- 1.

31 5 样品测定
  用本研究的方法对四十里湾的六个站位和几个养殖场出水口附近的海水及底泥进行检测, 发现只有一家养殖场附

近的沉积物中检出 AOZ. 其余站位都没有检出.

表 1 硝基呋喃类代谢物的 UPLC-ESIM S /M S仪器参数

化合物 母离子 (m /z) 子离子 (m / z) 锥孔电压 /V 碰撞能量 / eV

AOZ 236124 133182* 30 12

104105 30 25

AOZ-D4 240131 134101* 30 12

SEM 209127 166102* 20 12

192101 20 12

SEM# HC-l 13C-15N2 212122 191198* 20 10

168104 25 12

AMOZ 335150 291129* 30 12

262119 30 15

AMOZ-D5 340131 296134* 20 12

AHD 249138 134114* 30 10

104105 30 22

AHD-13C3 252132 134101* 25 12

注: * 为定量离子.
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