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超高效液相色谱 – 串联质谱法测定水产品中的硝基呋喃代谢物

王跃，尹燕杰，赵丹，董海天，王鹏，田丽月
（哈尔滨市食品药品检验检测中心，哈尔滨　150001）

摘要　建立超高效液相色谱 – 串联质谱法同时测定水产品中的呋喃唑酮、呋喃它酮、呋喃妥因和呋喃西林 4 种

硝基呋喃代谢物的方法。样品经甲醇、乙醇、乙醚洗涤除杂后，进行衍生，再用 Oasis HLB 型固相萃取柱净化，在正离

子模式下，采用 MRM 模式同时测定水产品中的呋喃唑酮、呋喃它酮、呋喃妥因和呋喃西林。在优化后的仪器工作条

件下进行测定，4 种代谢物的质量浓度在 0.1～10 ng／mL 的范围内线性关系良好，相关系数在 0.999 6～0.999 9 之间，

检出限均为 0.05 µg／kg。测定结果的相对标准偏差为 1.5%～4.2%(n=5)，加标回收率为 87.3%～94.5%。该方法具有

良好的精密度与准确度，可用于同时测定水产品中的呋喃唑酮、呋喃它酮、呋喃妥因和呋喃西林4种硝基呋喃代谢物。
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Determination of nitrofuran metabolites in aquatic product by UPLC–MS／MS
WANG Yue，YIN Yanjie，ZHAO Dan，DONG Haitian，WANG Peng，TIAN liyue

(Harbin Food and Drug Inspection and Testing Center，Harbin　150001，China)

Abstract　A method for the determination of the four metabolites furazolidone，furaltadone，furantoin and furacilin in 

aquatic products by ultra performance liquid chromatography–tandem mass spectrometry(UPLC–MS／MS) was developed. 
Samples were washed by methanol，ethanol and ether for derivatization and purified by Oasis HLB solid phase extraction 
column, and then detected in MRM mode via positive electrospray ionization(ESI+). After optimization of instrument 
operating conditions, four kind of nitrofuran metabolites had good linear relationship in the range of 0.1–10 ng／mL,  
the correlation coefficients were 0.999 6–0.999 9， the detection limits were all 0.05 µg／kg. The relative standard deviations 
of determination results were 1.5%–4.2%(n=5), and the average recovery rates were 87.3%–94.5%. The method has good 
precision and accuracy, and it is suitable for the determination of four metabolites furazolidone，furaltadone，furantoin and 
furacilin in aquatic products at the same time.

Keywords　ultra performance liquid chromatography–tandem mass spectrometry; aquatic product; furazolidone; 

furaltadone; furantoin; furacilin

硝基呋喃类药物是一种广谱抗生素，常见代谢

产物有呋喃唑酮（AOZ）、呋喃它酮（AMOZ）、呋喃

妥因（AHD）和呋喃西林（SEM）4 种［1–3］。硝基呋

喃类药物对大多数真菌和病毒具有较好的杀灭作

用，并且价格低廉，因此被广泛用于水产养殖业中治

疗由大肠杆菌或沙门氏菌所引起的疾病［4］。硝基呋

喃类原型药在体内迅速代谢与蛋白质结合，形成稳

定具有致癌、致畸副作用的代谢产物 AOZ，AMOZ，
AHD，SEM［5–7］。普通的食品加工方式难以使蛋白

结合态的硝基呋喃代谢物大量降解，当人类食用含

有硝基呋喃代谢物残留的食品时，这些代谢物就可

以在人类胃液的酸性条件下从蛋白质中释放出来被

人体吸收从而对人类健康造成危害［8］。目前关于水

产品中的硝基呋喃代谢物分析方法大多是采用液

相色谱 – 串联质谱法［9–11］，采用液液分配萃取的方 
式［12–15］提取后进行测定，该方法处理过程耗费较多

时间，且受基质影响乳化问题难以解决，对于痕量物

质测定结果不准确。笔者采用固相萃取法对样品进

行净化，与传统方法相比前处理简单，具有高灵敏度

和低检出限，在痕量组分分析中具有明显优势。
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1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

超高效液相色谱 – 串联质谱仪：T–Qs 型，美国

沃特世公司；

电子分析天平：Xs-105 型，瑞士梅特勒公司；

涡旋混合机：XH–B 型，江苏康健医疗用品有限

公司；

氮吹仪：HSC–12B 型，天津恒奥科技公司；

固相萃取装置：Vac Elut 12 型，美国安捷伦科

技公司；

超声清洗机：KQ–100DE 型，湖北生化科技设

备公司；

离心机：TG16-ws 型，湖北湘仪实验仪器开发

有限公司；

固相萃取柱：Oasis HLB 型，美国沃特世公司；

恒温水浴振荡器：HZS–HA 型，哈尔滨市东联

电子技术开发有限公司；

标 准 物 质：AOZ（批 号 为 261430，纯 度 为

99.7%）、AMOZ（批号为 271625，纯度为 99.4%）、

AHD（批 号 为 C10203200，纯 度 为 99.7%）、

SEM（批 号 为 C16933500，纯 度 为 99.5%），德 国

Dr.Ehrenstorfer 公司；

内标物质：呋喃唑酮内标物（AOZ–D4，批号为

281527，纯度为 99.6%）、呋喃它酮内标物（AMOZ–
D5，批号为 262033，纯度为 99.5%）、呋喃妥因内标

物（AHD–13C3，批号为 C281634，纯度为 99.7%）、

呋喃西林内标物（SEM–13C–15N2，批号为 272413，
纯度为 99.0%），上海安谱实验科技股份有限公司；

甲醇、乙醚、乙腈：质谱纯，德国 Merck 公司；

乙醇、磷酸氢二钾、盐酸、2- 硝基苯甲醛、甲基

叔丁基醚：纯度为 99.0%，上海国药集团化学试剂有

限公司；

2- 硝基苯甲醛溶液：8.0 ng／mL ；

实验用水为超纯水。

1.2　样品处理

（1）洗样。称取样品 2 g 置于 50 mL 离心管中，

加入 15 mL 甲醇，冰浴洗涤，然后以 8 000 r／min 离

心 10 min，弃去全部上清液，重复一次；加入 15 mL
乙醇，冰浴洗涤，然后以 8 000 r／min 离心 10 min，
弃去全部上清液，重复一次；最后加入 15 mL 乙醚，

冰浴洗涤，然后以 8 000 r／min 离心 10 min，弃去全

部上清液，重复一次。

（2）衍生。在离心残留物中加 10 µL 混合内标

溶液，再加入 5 mL 0.1 mol／L 盐酸溶液及 1.0 mL 2-
硝基苯甲醛溶液涡旋混合 2 min。置于 37℃恒温水

浴振荡器中以 140 r／min 振荡 16 h，冷却至室温，

用 1 mol／L 的磷酸氢二钾溶液调节 pH 值至 7，以
10 000 r／min 离心 10 min，取上清液待用。

（3）净化。采用 Oasis HLB 型固相萃取柱净

化，固相萃取柱预先用 3 mL 甲醇和 3 mL 水活化。

将上述上清液全部通过固相萃取柱，控制流量为 2  
mL／min。用 3 mL 水、3 mL 甲醇淋洗固相萃取柱，

用 5 mL 含 1% 甲酸的甲基叔丁基醚 – 甲醇（90∶10）
洗脱固相萃取柱，于 40℃下用氮气吹干，用初始梯

度流动相 1 mL 溶解，过 0.22 µm 滤膜，供超高效液

相色谱 – 串联质谱测定。

1.3　标准溶液配制

混合标准储备溶液：取 4 种硝基呋喃类标准物

质各 10 mg 于 10 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至

标线，配制成 AOZ，AMOZ，AHD，SEM 质量浓度

均为 1 mg／mL 的混合标准储备溶液。

1 号混合标准溶液：从混合标准储备溶液中移

取 10 µL 于 100 mL 量瓶中，加水稀释至标线，配制

成质量浓度均为 100 ng／mL 的 1 号混合标准溶液。

2 号混合标准溶液：从 1 号混合标准溶液中移

取 1 mL 于 10 mL 量瓶，加水稀释至标线，配制成质

量浓度均为 10 ng／mL 的 2 号混合标准溶液。

混合内标储备溶液：取 4 种硝基呋喃类内标物

质各 5 mg 于 50 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至

标线，配制成质量浓度均为 0.1 mg／mL 的内标混合

储备溶液。

混合内标溶液：取内标储备溶液 10 µL 至 100 
mL 量瓶，加水稀释至标线，制成质量浓度均为 10  
ng／mL 的混合内标溶液。

系列混合标准工作溶液：取阴性样品 7 份，每

份为 2 g ，按 1.2 洗样后，分别加入 2 号混合标准

溶液 10，25，50，100 µL，1 号混合标准溶液 25，50，
100 µL，再加入 10 µL 混合内标溶液，之后按 1.2 进

行衍生、净化，配制成 AOZ，AMOZ，AHD，SEM 质

量浓度均分别为 0.10，0.25，0.50，1.0，2.5，5.0，10.0  
ng／mL 的系列混合标准工作溶液。

1.4　仪器工作条件

1.4.1　液相色谱

色谱柱：BEH C18 柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm，
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美国沃特世公司）；流量：0.30 mL／min ；柱温：

40℃；进样体积：5 μL ；流动相：A 为含 0.05% 甲

酸的 2 mmol／L 乙酸铵水溶液，B 为甲醇，梯度洗脱

程序见表 1。
表 1　梯度洗脱程序

时间／min 流量／(mL · min–1) A／% B／%
0.00 0.30 70 30
6.00 0.30 50 50
7.00 0.30 50 50
7.10 0.30 70 30
9.00 0.30 70 30

1.4.2　质谱

电喷雾电离元（ESI）；正离子扫描；多反应监

测（MRM）模式；毛细管电压：3.00 kV ；锥孔电压：

30 V ；脱溶剂气体温度：350℃；脱溶剂气体流量：

700 L／h ；锥孔气体流量：150 L／h ；以子母离子的

保留时间和丰度比定性，以峰面积定量。定性离子

对、定量离子对、锥孔电压及碰撞能量参数见表 2。
表 2　4 种呋喃代谢物及其内标物质谱参数

化合物
定性离子对

(m／z)
定量离子对

(m／z)
锥孔电
压／V

碰撞能
量／eV

AOZ 236.13／134.02
236.13／104.05 236.13／134.02 28 11

20
AOZ–D4 240.06／134.05 240.06／134.05 30 12

AMOZ 335.27／291.18
335.27／262.18 335.27／291.18 26 11

20
AMOZ–D5 340.23／296.24 340.23／296.24 34 11

AHD 249.10／134.05
249.10／104.03 249.10／134.05 32 9

12
AHD–13C3 251.90／134.03 251.90／134.03 28 15

SEM 209.02／166.08
209.02／192.07 209.02／166.08 30 14

9

SEM–13C–
15N2 212.12／168.09 212.12／168.09 30 11

2　结果与讨论

2.1　质谱条件的优化

根据 5- 硝基呋喃的基本结构特征，采用正离子

（ESI+）扫描模式，分别对 4 种硝基呋喃及其内标物

质进行一级质谱扫描，确定待测化合物的准分子离

子峰，并分别优化锥孔电压；通过氩气碰撞产生子

离子进行二级质谱扫描，并优化碰撞能量，选择丰度

较高的碎片离子作为定性与定量特征离子。

2.2　色谱条件的优化

超高效液相色谱中流动相的选择对目标物的

离子化效率影响显著。尽管在正离子模式下，甲酸

可以促进电离，但峰型拖尾且不对称。而在流动相

中加入缓冲盐可以提高化合物在色谱柱上的保留效

果，并且改善峰型，且目标物的响应值较高，故本实

验以含甲酸的乙酸铵 – 甲醇为流动相，而采用等度

洗脱，目标物和干扰峰不能有效分离，故采用梯度洗

脱。优化梯度洗脱程序见表 1，优化梯度洗脱程序

得到的色谱图见图 1。
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图 1　4 种呋喃代谢物及其内标物分离色谱图

2.3　净化条件的选择

水产品中蛋白、磷脂含量较高，基质较为复杂，

净化采用的方法多为液液萃取和固相萃取。国标采

用的是乙酸乙酯萃取，在萃取过程中，萃取次数多，

操作繁琐，乳化严重，目标物损失大。本方法采用固

相萃取方法，选用固相萃取柱，因其具有大面积的填

料可提高萃取效率且有效防止乳化，操作简便且能

有效除去干扰物质，避免离子抑制效应，有效提高回

收率，回收率为 87.3%～94.5%。

2.4　基质效应

化学分析中，基质常常对分析过程造成严重干

扰，影响分析结果的准确性，此为基质效应。在液相

色谱 – 串联质谱分析中，存在的基质效应会对方法

的灵敏度、精密度以及准确度造成影响，本实验采用

基质加标的方法建立标准工作曲线，同时加入同位

素内标物，降低基质效应的影响，确保定量结果的准

确性。

2.5　稳定性试验

取低、中、高 3 个不同质量浓度的样品各 3 份，

按实验方法进样分析，将样品于 4℃放置 24 h 后再

次进样分析，计算各目标物放置前后的测定值，结果
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见表 3。由表 3 可知，样品放置前后测定结结果的

相对偏差为 1.1%～4.9%，表明 4 种呋喃代谢物在 24 
h 内稳定性良好。

表 3　稳定性试验结果

化合物
放置前测定值／

(ng · mL–1)
放置后测定值／

(ng · mL–1)
相对偏差／

%

AOZ
0.21
0.95
4.86

0.20
0.93
4.70

2.5
1.1
1.7

AMOZ
0.20
1.03
4.98

0.18
0.97
5.03

4.9
3.0
0.5

SEM
0.18
0.92
4.71

0.19
0.87
4.56

2.7
2.8
1.7

AHD
0.27
0.99
5.07

0.25
1.07
4.82

3.9
3.9
2.6

2.6　内标物及其浓度的选择

采用与目标物结构与性质相近的化合物作为

内标物，可以减少样品损失带来的误差，提高分析结

果的准确性。根据待测物的大致含量使内标物的峰

面积与待测样品的峰面积相接近以有效减少误差的

原则，调整内标物的浓度。根据初步计算，样品中 4
种呋喃代谢物的质量浓度为 1 ng／mL 时，该种呋喃

代谢物对应的峰面积与其内标物对应的质量浓度为

0.1 ng／mL 时的峰面积接近，故内标物的质量浓度

选定为 0.1 ng／mL，即加入混合内标溶液 10 µL。
2.7　线性方程、线性范围与检出限

在 1.4 仪器工作条件测定 1.3 配制的系列混合

标准工作溶液，分别以 4 种物质响应值与内标响应

值比值 y 为纵坐标，质量浓度 x 为横坐标，绘制标准

工作曲线。用 0.1 ng／mL 试样进样分析，计算 4 种

物质的信噪比，按照 S／N=3 计算检出限。线性方

程、线性范围、相关系数与检出限见表 4。由表 4 可

知，在 0.1～10 ng／mL 的线性范围内，相关系数在

0.999 6～0.999 9 之间，线性关系良好。
表 4　4 种硝基呋喃代谢物线性方程、线性范围、相关系数及检出限

化合物 线性方程
相关系
数 r2

线性范围／
(ng · mL–1)

检出限／
(µg · kg–1)

AOZ y=0.510 3x+0.011 9 0.999 9 0.1～10 0.05
AMOZ y=0.605 7x–0.009 7 0.999 8 0.1～10 0.05
AHD y=0.418 6x+0.001 6 0.999 7 0.1～10 0.05
SEM y=0.554 1x+0.011 0 0.999 6 0.1～10 0.05

2.8　精密度试验

对样品中的 4 种硝基呋喃代谢物含量进行测

定，结果见表 5。由表 5 可知，4 种硝基呋喃代谢物

测定结果的相对标准偏差为 1.5%～4.2%（n=5），说

明该方法的精密度符合残留分析要求。
表 5　精密度试验结果

化合物 测定值／(ng · mL–1) RSD／%

AOZ
8.97，9.61，8.92，8.80，9.00
4.93，4.85，4.81，4.65，4.56
0.92，0.86，0.84，0.92，0.91

3.5
3.2
4.2

AMOZ
8.87，9.09，9.05，8.94，9.06
4.85，4.71，4.67，4.78，4.78 
0.91，0.91，0.89，0.87，0.88

1.5
1.9
2.0

SEM
9.17，9.45，8.91，8.72，8.97
4.56，4.69，4.40，4.37，4.32
0.93，0.90，0.92，0.87，0.92

3.1
3.5
2.7

AHD
9.25，9.34，8.99，8.79，8.85
4.50，4.87，4.57，4.78，4.65 
0.92，0.86，0.93，0.89，0.87

2.7
3.2
3.5

2.9　加标回收试验

在空白基质中加入标准样品进行回收试验，共

设置 0.1，1，10 ng／mL 3 个浓度梯度加标量，回收试

验结果见表 6。由表 6 可知，该方法具有较高的准

确度，能够满足检测要求。
表 6　加标回收试验结果

化合物
添加浓度／
(ng · mL–1)

测定值／
(ng · mL–1)

回收率／
%

AOZ
0.1
1

10

0.088 9
0.934 0
9.450 0

88.9
93.4
94.5

AMOZ
0.1
1

10

0.088 1
0.907 0
0.9040

88.1
90.7
90.4

SEM
0.1
1

10

0.090 4
0.917 0
9.080 0

90.4
91.7
90.8

AHD
0.1
1

10

0.087 3
0.904 0
8.940 0

87.3
90.4
89.4

3　结语

采用超高效液相色谱 – 串联质谱法测定水产品

中的硝基呋喃代谢物，样品采用衍生后固相萃取柱

净化，用甲基叔丁基醚进行洗脱，再用氮吹复溶的方

式进行提取净化。该法简便、可靠，检出限低，准确

度和精密度符合残留分析要求，能满足市场上非法

使用硝基呋喃类药物的检测监控要求，为相关部门

的监督检测提供新的方法参考。
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蓝天三年行动计划发布
监测区域、能力全面升级

前不久国务院正式印发《打赢蓝天保卫战三年行动计

划》，此次《三年行动计划》与“大气十条”一样规定了 10 条

要求，每一个要求同样标准了牵头部门和参与部门。但与“大

气十条”相比，具体要求内容有了不少改变。

行动重点区域改变。在“大气十条”中，重点区域包括

京津冀、长三角和珠三角，此次重点领域改为京津冀及周边

地区、长三角地区和汾渭平原。具体为京津冀及周边地区，

包含北京市，天津市，河北省石家庄、唐山、邯郸、邢台、保定、

沧州、廊坊、衡水市以及雄安新区，山西省太原、阳泉、长治、

晋城市，山东省济南、淄博、济宁、德州、聊城、滨州、菏泽市，

河南省郑州、开封、安阳、鹤壁、新乡、焦作、濮阳市等；长三角

地区，包含上海市、江苏省、浙江省、安徽省；汾渭平原，包含

山西省晋中、运城、临汾、吕梁市，河南省洛阳、三门峡市，陕

西省西安、铜川、宝鸡、咸阳、渭南市以及杨凌示范区等。

空气质量自动监测网络由城市级扩展到区县级。“大气

十条”执行过程中，我国建设了由 1436 个国控站点组成的空

气质量自动监测网络，此次《行动计划》中要求加强区县级

环境空气质量自动监测网络建设，国家级新区、高新区、重点

工业园区及港口设置环境空气质量监测站点。具体要求：完

善环境监测监控网络。加强环境空气质量监测，优化调整扩

展国控环境空气质量监测站点。加强区县环境空气质量自

动监测网络建设，2020 年底前，东部、中部区县和西部大气

污染严重城市的区县实现监测站点全覆盖，并与中国环境监

测总站实现数据直联。国家级新区、高新区、重点工业园区

及港口设置环境空气质量监测站点。加强降尘量监测，2018
年底前，重点区域各区县布设降尘量监测点位。重点区域各

城市和其他臭氧污染严重的城市，开展环境空气 VOCs 监

测。重点区域建设国家大气颗粒物组分监测网、大气光化学

监测网以及大气环境天地空大型立体综合观测网。研究发

射大气环境监测专用卫星。( 生态环境部牵头，国防科工局

等参与 )
VOCs 排放企业纳入重点排污单位名录。我国重点排

污单位名录以前主要针对颗粒物、二氧化硫、氮氧化物以及

重金属排放比较多的企业，此次《行动计划》要求将 VOCs
排放企业也纳入重点排污单位名录。要求包括：强化重点污

染源自动监控体系建设。排气口高度超过 45 米的高架源，

以及石化、化工、包装印刷、工业涂装等 VOCs 排放重点源，

纳入重点排污单位名录，督促企业安装烟气排放自动监控设

施，2019 年底前，重点区域基本完成；2020 年底前，全国基本

完成。( 生态环境部负责 )
移动源监测提到新高度。加强移动源排放监管能力建

设。建设完善遥感监测网络、定期排放检验机构国家 – 省 –
市三级联网，构建重型柴油车车载诊断系统远程监控系统，

强化现场路检路查和停放地监督抽测。2018 年底前，重点

区域建成三级联网的遥感监测系统平台，其他区域 2019 年

底前建成。推进工程机械安装实时定位和排放监控装置，建

设排放监控平台，重点区域 2020 年底前基本完成。研究成

立国家机动车污染防治中心，建设区域性国家机动车排放检

测实验室。（生态环境部牵头，公安部、交通运输部、科技部

等参与）　　　　　　　　　　　　　　　 　（仪器信息网）


