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摘　要　建立了液相色谱2质谱联用法 (LC2M S)测定鳗鱼中 4种硝基呋喃代谢物的快速方法。方法首

先采用甲醇水溶液 (V 甲醇∶V 水= 8∶1)粗提鳗鱼中的呋喃唑酮代谢物 (AO Z) ,呋喃它酮代谢物 (AMO Z) ,呋

喃西林代谢物 (SC)和呋喃妥因代谢物 (A H ) ,再用 22硝基苯甲醛 (22NBA )作为衍生剂,使鳗鱼中的这 4种

硝基呋喃代谢物被成功衍生,并最终实现LC2M S的分离检测。结果表明,本方法高效灵敏,检出限低, AO Z

和AMO Z的检出限分别可达到 0. 08、0. 06ngög,A H 和 SC 的检出限分别为 0. 16ngög和 0. 15ngög,可很好

地运用于鳗鱼企业内部及市场监管部门对水产品中硝基呋喃抗生素代谢物的检测分析。
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1　引言
硝基呋喃类药物是极常见的人工合成广谱抗生素,并且作为促生长的添加剂,在猪、禽类和水
产养殖中被广泛应用。但长时间的实验室研究表明,无论通过何种途径摄入硝基呋喃类药物,均会
在机体中蓄积,导致许多细菌产生抗药性,同时,连续长期使用,其残留于体内的代谢物还会引起出
血综合征,并诱发癌变和基因突变。硝基呋喃与氯霉素一样,已被欧盟确定为不得检出的抗生素之
一。根据欧盟指令, 硝基呋喃代谢物残留检测方法的检出限性能要求 (M R PL )为 110Λgökg。当前国
际上普遍采用液相色谱2串联质谱法进行硝基呋喃代谢物的检测和确证[1—10 ]。
由于液相色谱2串联质谱法在我国开展较迟,且L CöM S2M S的使用成本较高,许多企业仍未普
及,仍然以L C2M S作为定性和定量检测方法。本文研究了采用L C2A PC I2M S对鳗鱼样品中硝基呋
喃代谢物AO Z,AM O Z, SC,A H 进行检测分析方法。检出限可达到 0. 1—0. 2 ΛgöL ,可以满足国际
对硝基呋喃代谢物的最低检测要求,同时,我们用本法检测市场上的各种鳗鱼,得到较好的回收率,

可很好地运用于鳗鱼企业内部及市场监管部门对水产品中硝基呋喃抗生素代谢物的检测分析。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

2010EV 高效液相色谱2质谱联用仪 (日本岛津公司) , 包含L C220AD 二元泵, 在线真空脱气
机, 柱温箱, 大气压化学离子化接口的四极杆质谱检测器;M illi2Q Gradien t A 10 超纯水器 (美国
M illipo re 公司) ; 匀浆机; KQ 23200E 超声波清洗器 (上海精密仪器仪表有限公司) ; R S21 型涡旋混
合器 (北京吴诺斯科技有限公司) ; XHW 2300恒温箱 (长春新科试验仪器设备有限公司)。
标准溶液:称取呋喃唑酮代谢物 (AO Z) ,呋喃它酮代谢物 (AM O Z) ,呋喃西林代谢物 (SC)和呋
喃妥因代谢物 (A H )标准品 (纯度均不小于 99% , 购自德国W itega L aborato rien Berlin2A dlershof



Gm bH 公司产品)各约 0. 0200g (精确至 0. 0001g) ,用乙腈溶解,配成 100. 0m göL 标准储备液,置于
4℃冰箱中存放。使用时,取适量的储备液与乙腈按一定比例混合,配置成所需浓度的标准工作溶
液。

2. 2　色谱条件

Sh im adzu V P2OD S C18色谱柱 (4. 6mm I. D×250mm , 5Λm ) ,柱温 40℃。流动相A 为甲醇溶
液,流动相B 为 10mmolöL 醋酸铵水溶液,按表 1程序进行梯度洗脱,流速为 0. 8mL öm in。

表 1　梯度洗脱程序

时间 t (m in) 流动相A (% ) 流动相B (% )

0. 00 50 50
13. 00 50 50
13. 01 95 5
17. 00 95 5
17. 01 50 50
27. 00 STO P

2. 3　M S分析条件

质谱检测模式: 大气压化学离子化 (A PC I) ; 离子极性: 正电荷; 雾化气流速 2. 5L öm in; 反吹气
0. 03M Pa; 曲形脱溶剂装置 (CDL )温度: 250℃; 电压 4. 5kV ; 加热块温度: 200℃; 检测器电压
1. 50kV。选择性离子检测方式 (S IM ) , 检测衍生化反应之后 4 个产物的目标离子m öZ , 22NBA 2
AO Z: 253, 22NBA 2AM O Z: 335, 22NBA 2A H: 266, 22NBA 2SC: 226。

2. 4　样品提取与净化方法

将样品用液氮冷却后,用匀浆机将样品粉碎匀化,取 1g粉碎后的样品于 50mL 离心管中,加入
1mL 水和 8mL 甲醇溶液,于离心机中以 3000röm in (4℃)速度离心 10m in,取出上清液,用甲醇、乙
醇和乙醚分别清洗样品提取液, 除去蛋白等干扰成分后, 加入 4mL 水溶液, 1molöL 盐酸溶液
0. 5mL ,再加入 50mmolöL 22NBA 衍生剂 150ΛL ,于涡旋混合器中涡旋 10s,放入 37℃恒温箱中水
解,衍生 16h,衍生后,加入 0. 1molöL 磷酸二氢钾 5mL , 1molöL 氢氧化钠 400ΛL ,乙酸乙酯 5mL ,涡
旋 30s, 2000röm in, 4℃离心 15m in,用移液器移取 5mL 的乙酸乙酯提取液于 15mL 离心管中,于残
液中再加入 5mL 的乙酸乙酯,再次离心提取分离,并将两次提取液汇集,于 50℃条件下氮吹。将乙
酸乙酯吹干后,将浓缩物用 200ΛL 的甲醇水溶液 (V 甲醇∶V 水= 1∶1)重新复溶,用 0. 22Λm 有机滤
膜过滤后,转移入进样瓶进样。

3　结果与讨论
3. 1　样品的提纯制备

AO Z, AM O Z, SC,A H 这 4种硝基呋喃代谢物的相对分子质量较小,采用L C2M S分析,容易受
低质量端分子离子干扰,为此,我们将硝基呋喃代谢物通过衍生化反应接入大基团,以增大其相对
分子质量,以获得良好的L C2M S检测效果,这是样品制备的关键步骤。
本试验研究样品制备过程为:酸性条件下水解释放出动物组织中与蛋白结合的代谢物,同时采
用 22硝基苯甲醛 (22NBA )对代谢物进行衍生化,这是由于这 4种硝基呋喃代谢物的分子结构中均
具有 1个相同的氨基,而衍生剂 22NBA 的分子结构中具有 1个醛酮基团,在酸性条件下衍生剂的
醛酮基团与代谢物的含氮亲核基团氨基发生醛胺亲核加成反应,生成NBAO Z、NBAM O Z、NBSC
和NBA H ,这些衍生物的分子离子质荷比增大至m öZ 200附近或以上,处于相对适于检测的质量
区域。

3. 2　硝基呋喃代谢物的衍生物标准品谱图结果

在上述分析条件下, 4 种硝基呋喃衍生物标准品 22NBA 2AO Z、22NBA 2AM O Z、22NBA 2A H、
22NBA 2SC色谱图如图 1所示。
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图 1　4种硝基呋喃代谢物衍生物的标准品色谱图
相应于AO Z, AMO Z, AH , SC 的浓度分别为 0. 43, 0. 62, 2. 32, 0. 36ngömL。

3. 3　空白鳗鱼样品

取空白鳗鱼样品,按上述预处理方法进行操作,得到空白样品谱图,见图 2。可见该条件下,背
景杂质对AO Z、AM O Z、A H、SC 检测不存在明显干扰。

3. 4　回收率,检出限,定量限结果

在空白鳗鱼样品中加入硝基呋喃代谢物标准品溶液,使AO Z、AM O Z、A H、SC 的浓度为 0. 5,
0. 5, 0. 5, 2. 5ngög。按上述方法进行衍生化提取等前处理,由L C2M S分析得到加标样品色谱图,见
图 3。利用加标样品得到方法回收率、检出限、定量限,结果见表 2。

图 2　空白鳗鱼样品谱图

表 2　空白鳗鱼样品中 4种硝基呋喃代谢物回收率、检出限、定量限结果
含量

(ng·g- 1)
平均值
(n= 2)

回收率
(% )

RSD
(% )

LOD
(ng·g- 1)

LOQ
(ng·g- 1)

AO Z 0. 5 0. 45 89. 10 2. 7 0. 077 0. 25
AMO Z 0. 5 0. 36 74. 54 5. 8 0. 063 0. 21

AH 2. 5 0. 94 42. 13 16. 3 0. 163 0. 55
SC 0. 5 0. 50 106. 8 10. 2 0. 151 0. 50
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图 3　空白鳗鱼样品中加入AO Z,AMO Z,A H , SC 标准品后的分析谱图

图 4　活鳗鱼样品中 4种硝基呋喃代谢物的分析谱图
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3. 5　测定用户的活鳗鱼样品结果

取市面上 1g 鳗鱼,均化粉碎,按上述方法进行样品制备,得到的谱图如图 4所示。

可以得到以下结论,此鳗鱼样品中含AO Z 3. 8ngömL ,含有 SC 代谢物,在定量限以下,不含硝

基呋喃代谢物AM O Z和A H。

4　结论
利用L C2A PC I2M S对鳗鱼样品中呋喃唑酮代谢物AO Z,呋喃它酮代谢物AM O Z,呋喃西林代

谢物 SC 和呋喃妥因代谢物A H 同时进行检测分析, AO Z和AM O Z 的检出限分别为 0. 08、0. 06

ngög,定量限分别为 0. 25、0. 21ngög, A H 的检出限和定量限分别为 0. 16 和 0. 55ngög, SC 的检出

限和定量限分别为 0. 15和 0. 5ngög。此方法可以很好的用于鳗鱼企业内部对水产品中硝基呋喃抗

生素代谢物的检测分析。
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D eterm ination of N itrofuran M etabol ites in Eel by LC-M S

XU H ang
(Fuj ian M etrology Institu te, Fuzhou 350003, P. R. China)

Abstract　A m ethod of L C2M S for determ ination of n itrofuran m etabo lites in eel has been
established. A fter ex tracted by ethano l liquor crudely, n itrofuran m etabo lites AO Z, AM O Z, A H and
SC w ere derivatized w ith 22n itrobenzene fo rm aldehyde ( 22NBA ) , and the derivatized so lution w as
separated and detected w ith L C2M S by a series of disposal. A low er detection w as ach ieved by the
m ethod. T he low est detection lim it (LOD ) of AO Z and AM O Z w ere 0. 08、0. 06ngög sim ultaneously,
w h ile the LOD of A H and SC w as 0. 16ngög and 0. 15ngög respectively. T he experim en t results
demonstrate that th is m ethod can be used in the determ ination of n itrofuran m etabo lites in aquatic
p roducts w idely.

Key words　L C2M S; N itrofuran M etabo lites; A quatic P roducts; Eel
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