
第 26 卷,第 4 期 光　谱　实　验　室 V ol. 2 6 , N o. 4

2 0 0 9 年 7 月 Ch inese J ou rnal of S p ectroscop y L aboratory July , 2 0 0 9

高效液相色谱测定海虾中呋喃唑酮残留量

① 联系人,电话: (0411) 81126815; E2m ail: n icho las2tsa@ 163. com

作者简介:景立新 (1957—) ,女,辽宁省大连市人,高级实验师,主要从事卫生理化检验实验教学、食品营养分析。

收稿日期: 2008211210;接受日期: 2009203202

景立新①　孙武平　阮玲娟　赵林岩　王君君a　李 红b　徐 雯
(大连大学医学院医学检验系　辽宁省大连市开发区学府大街 10号　116622)

a (大连水产品交易市场监测室　辽宁省大连市　116011)

b (大连医科大学检验医学院　辽宁省大连市　116044)

摘　要　样品用二氯甲烷提取、正己烷纯化、外标法定量,高效液相色谱 (H PLC)法检测海虾中呋喃唑

酮残留量。本方法校准曲线线性范围为 0. 01—1. 00ΛgömL , r= 0. 9991。检测下限为 1. 0Λgökg, 回收率

92. 0%—100. 5% , 相对标准偏差 (R SD )为 2. 9%—4. 6%。测定方法准确,灵敏,达到了水产品检测的要

求。
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1　前言
呋喃唑酮 (FZD )又名痢特灵,是一种广谱抗菌药物,常被用于水产品养殖传染病的防治。有资

料表明它具有诱变致癌作用,已成为国内外水产行业的禁药[1 ]。目前,对于它的测定,主要是液相色

谱,液相色谱2质谱联用等。此法虽然灵敏度高,但测定成本及设备要求较高,不适宜广泛应用。作者

采用高效液相色谱 (H PL C)法,对海虾中呋喃唑酮的测定方法作了探讨,并得到了满意结果。

2　实验方法

2. 1　仪器与试剂

P2003高效液相色谱仪 (大连智尔利科贸中心) ,配有紫外检测器; T S2200高速组织捣碎机 (江

苏江阴科研仪器厂) ; SE502AA 旋转蒸发器 (上海亚荣生化仪器厂) ; L XJ26401离心机 (北京医疗仪

器修理厂) ; KS2390 圆周震荡摇床 (上海振捷实验设备有限公司) ;M ILL I2Q p lus超纯水器 (法国

H illipo re公司) ;蒸发烧瓶;具塞三角烧瓶; 刻度离心管。

乙腈、二氯甲烷色谱纯;正己烷 (A R ) ,用乙腈饱和;磷酸 (A R ) ;乙腈水溶液 (8∶2) ; 无水硫酸钠

(A R )经 640℃灼烧 4. 0h 后,贮于密闭容器中备用。使用前装无水硫酸钠柱: 200mm×24mm (id) ,

内装 10g;重蒸馏水 (18. 2M 8·cm )。

呋喃唑酮标准液配制:称取 10. 0m g呋喃唑酮 (纯度 99. 5% ) ,用乙腈水溶液溶解并稀释定容至

50mL 棕色容量瓶中,在冰箱中冷藏保存,保存期一个月。该液 1mL 相当于 200Λg呋喃唑酮。临用

前,吸取呋喃唑酮标准储备液,用流动相稀释成浓度为 100ΛgömL 的标准工作液。



2. 2　色谱条件

色 谱柱: OD S2C18 柱, 250mm × 4. 6mm ( id ) , 粒度 5Λm. ; 流动相: 乙腈∶水∶磷酸

(40∶60∶0. 1) ;流速: 1. 0mL öm in;检测波长: 365nm ;柱温: 25℃;进样量: 20ΛL。

2. 3　实验方法

2. 3. 1　最大吸收波长测定

取 10mL 比色管 2 支, 加入呋喃唑酮标准液 (20ΛgömL ) 0. 0mL , 0. 6mL , 以乙腈水溶液加至

5mL ,混匀,在 1cm 比色皿中,零管调零,检测呋喃唑酮最大吸收峰的波长。经 756M C 紫外可见分

光光度计扫描测定,测得呋喃唑酮最大吸收峰的波长为 365nm。实验测得数据如图 1。

图 1　呋喃唑酮波长

吸收曲线

图 2　校准曲线谱图 图 3　标准溶液谱图 图 4　样品溶液加标谱图

本实验证明呋喃唑酮乙腈液最大吸收峰波长为 365nm 与文献报道[1 ]相符。故本实验样品以及

标准系列在波长 365nm 处测定。

2. 3. 2　试样制备

取市场销售的外地养殖虾、野生虾中可食部分,切成不大于 5mm×5mm×5mm 小块后混匀,

经高速组织捣碎机捣碎即可,充分混匀。剩余样品冰箱冷冻保存。

2. 3. 3　提取

称取捣碎样品约 10. 00g 于碘量瓶中,加入 25mL 二氯甲烷搅拌分散后浸泡 15m in,在振荡器

上振荡 5m in, 提取液经无水硫酸钠柱滤入蒸发烧瓶中,残渣分别用 25mL 和 15mL 二氯甲烷按上

述方法各重复提取一次,再用 15mL 二氯甲烷冲洗无水硫酸钠柱,并采用洗耳球吹出柱中液体,滤

液均滤入同一蒸发烧瓶中,滤液于旋转蒸发仪上在 45℃以下减压蒸发去除溶剂,蒸发速度控制在

2mL öm in。

2. 3. 4　净化

用 1. 0mL 流动相和 1. 0mL 正己烷溶解残渣并充分洗涤蒸发烧瓶,将液体移入塑料离心管中,

4000rpm 离心 5m in,用吸管移去上层正己烷层,再向离心管中加入 1. 0mL 正己烷,充分振荡 2m in

混匀,离心,用吸管移去上层正己烷层,下层清液经 0. 45Λm 膜孔滤器过滤后进行H PL C 分析。同时

取二氯甲烷除不加试样外,按 2. 3. 2—2. 3. 5步骤操作进行空白试验。

2. 3. 5　测定

采用外标法,标准工作溶液和样品液等体积进样 20ΛL 进行测定。根据样品液和相近标准工作

液的峰高,按公式计算样品中呋喃唑酮残留量:

C = Cs× (h- h0)×V ×1000öhs×m

式中: C——样品中呋喃唑酮残留量 (Λgökg) ; h——样品液中呋喃唑酮的峰高; hs——标准工作液

中呋喃唑酮的峰高; h0——空白试验的峰高; Cs——标准工作溶液中呋喃唑酮的浓度 (ΛgömL ) ;
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V ——样品液最终定容体积 (mL ) ; m——样品的称取量 (g)。

3　结果与讨论
3. 1　色谱条件的优化

在H PL C 色谱条件下,对流动相的比例、流速、30、20、25℃柱温, 365、375、380、320nm 紫外检

测波长进行实验条件优化,选择流动相:乙腈∶水∶磷酸 (40∶60∶0. 1) ;流速: 1. 0mL öm in;检测波

长: 365nm ;柱温: 25℃,对保留时间和样品的色谱峰形及机器的保养均适宜。在上述色谱条件下,呋

喃唑酮保留时间约为 4. 3m in。

3. 2　溶剂的影响

样品提取溶液一般为乙酸乙酯、二氯甲烷、乙腈,实验表明:乙酸乙酯提取率高,但杂质多,易将

呋喃唑酮代谢产物2二乙脂类提取出来[2 ]。乙腈提取毒性大,提取浓缩时泡沫多。而二氯甲烷提取样

品,杂质少,易排除基质干扰; 浓缩器比较,取 1 份样品同时用 KD 浓缩器和旋转蒸发仪浓缩, KD

浓缩器浓缩时间长,易损失,温度不好控制。旋转蒸发仪浓缩时间短,易能控制温度,重现性好。

3. 3　校准曲线与线性相关系数

校准曲线配制: 取 10mL 比色管, 分别加入呋喃唑酮标准工作液 0. 001、0. 005、0. 01、0. 02、

0. 04、0. 05、0. 10mL ,分别用流动相加至刻度,混匀。依次进行测定,得到相应峰高数值。并绘出校准

曲线图 (图 2) ,回归方程: y = 6942. 6x + 24. 475, 线性相关系数 r= 0. 9991。标准品与样品加标的色

谱图见图 3、图 4。

3. 4　方法的最低检出限

在本实验操作条件和色谱条件下,根据 3倍噪音的峰响应值,进样量计算即为最低检出量[3 ]。

本方法的检出限为 1Λgökg。

3. 5　回收率与精密度测定

批间精密度实验 选择养殖虾、野生虾样品,以样品同样方法操作,每天测定 1次, 连续 6次,

所得结果见表 1。
表 1　批间精密度实验 (n= 6)

样品号① 测定值 (Λgökg) X + SD RSD (% )

1号样 16. 8　18. 6　19. 2　19. 0　15. 6　18. 8 18. 0+ 1. 4587 8. 1

2号样 18. 7　19. 1　19. 2　17. 4　18. 5　16. 9 18. 3+ 0. 9402 5. 1

3号样 17. 7　18. 5　18. 6　19. 2　19. 3　15. 3 18. 1+ 1. 4873 8. 2

4号样 16. 2　17. 6　16. 3　15. 8　14. 9　17. 1 16. 3+ . 1. 0342 6. 3

5号样 16. 1　17. 1　16. 6　15. 7　15. 3　17. 6 16. 4+ 0. 8672 5. 3

6号样 16. 4　14. 9　15. 6　16. 7　17. 3　15. 7 16. 1+ 0. 8649 5. 4

　① 1. 2. 3号样为养殖虾、4. 5. 6号样为野生虾。

表 2　批内精密度与回收率 (n= 6)

样品号①
本底值

(Λgökg)

加标值

(Λgökg)

测定值

(Λgökg)

回收值

(Λgökg)

回收率

(% )

RSD

(% )

1号样 18. 0 10 27. 6 9. 6 96. 0 4. 2

1号样 18. 0 20 36. 1 18. 4 92. 0 3. 8

1号样 18. 0 40 55. 9 37. 9 94. 7 3. 5
4号样 16. 3 10 26. 1 9. 8 98. 0 2. 9
4号样 16. 3 20 36. 4 20. 1 100. 5 3. 9
4号样 16. 3 40 54. 5 38. 2 95. 5 4. 6

　① 1号样为养殖虾、4号样为野生虾。
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批内精密度与回收率实验 取 2份不同含量的样品平行称取 6份,向其中一份加入相应浓度的

呋喃唑酮标准溶液,按样品前处理和测定部分操作,在选定的色谱条件下,连续进样 6次,按峰高计

算R SD ,实验结果见表 2。

3. 6　讨论

(1) 采用国产仪器,本实验方法呋喃唑酮校准曲线线性范围为 0. 01—1. 00ΛgömL , r= 0. 9991。

检出限为 1. 0Λgökg,回收率 92. 0%—100. 5% , R SD 为 2. 9%—4. 6% ,方法简便,灵敏。达到了实验

方法的要求。

(2) 在研究过程中,我们进行了实际样品的测定,目前国内报道的相关研究只做了样品加标测

定,因此,我们的研究与实际更接近了一步。对进行批量的水产品 (虾类)检测具有重要的意义。国

内水产品药物残留量标准为“不得检测出呋喃唑酮”10Λgökg [4 ]。欧盟规定出口食品中呋喃唑酮残留

量不得大于 1Λgökg [5 ]。从实验结果看,市场销售的野生虾、养殖虾,个别样品均不同程度超标,建议

有关部门,加强对水产品的监控,尤其饲料监控,确保国内消费者的食用安全及出口产品的质量。
(3) 选用二氯甲烷提取样品,杂质少,易排除基质干扰,效果比乙酸乙酯理想。无水N a2SO 4 必

须高温灼烧,否则影响除水效果; 正己烷必须用乙腈饱和,否则除脂时造成样品流失,结果不准确;

旋转蒸发仪浓缩样品优于KD 浓缩器。在浓缩试剂时,速度勿快,否则导致呋喃唑酮被蒸汽带出,测

定值偏低。蒸发速度控制在 2mL öm in,温度在 45℃以下。

(4) 由于硝基呋喃类药物在高温、光线、空气暴露等条件下,会部分降解损失,故样品提取净化

操作中,尽可能避光,室温小于 25℃条件下操作[3 ]。所用器皿应尽可能采用棕色,标准液和样品液

在冷藏、避光条件下保存,样品应尽快分析。
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Abstract　T he furazo lidone residue in sh rimp samp les w ere ex tracted w ith dich lo rom ethane,

purified w ith n2H exane, and determ ined w ith ex ternal standard curve, by h igh p ressure liquid

ch rom atography (H PL C). T he linear rage of m ethod is 0. 01—1. 00ΛgömL , r= 0. 9991, and test low er

lim it is 1. 0Λgökg. T he recovery is from 92. 0% to 100. 5%. T he relative standard deviation is from

2. 9% to 4. 6%. T he m ethod is accurate sensitive, and m eets the requirem en ts fo r determ ination of the

aquatic p roduct.

Key words　Furazo lidone; H PL C; Sh rimp
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