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摘 要：为了解皮用貉子胴体中硝基呋喃类药物残留情况，建立貉组织中硝基呋喃代谢物残留量准确、快速测定的超高

效液相-串联质谱法（UPLC-MS/MS），采用貉子肌肉样品，在酸性条件下，经 60 ℃高温衍生 1 h，调节 pH值 7～8后用乙酸

乙酯提取，水浴浓缩后，经正己烷除脂净化，由超高效液相色谱-串联质谱仪在正离子模式下检测，内标法定量。结果表

明：4种硝基呋喃代谢物在 0.25～50 µg/kg范围内线性良好，相关系数 r>0.999。貉肌肉组织中 4种硝基呋喃代谢物检出

限（LOD）均为 0.1 µg/kg，定量限（LOQ）均为 0.25 µg/kg。在 0.25～2 µg/kg范围内的四个添加水平 4种硝基呋喃代谢物的

回收率为 89.7%～108%，相对标准偏差为 1.32%～10.5%（n=6）。说明该方法操作简单，灵敏度高、准确性好，适用于貉组

织中硝基呋喃类代谢物残留的检测。
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Study on Rapid Determination of Nitrofuran Metabolites in Racoon Dog Tis⁃
sues by UPLC-MS/MS
LI Hongjuan, CAO Xiumei, LI Man, ZHANG Jia′nan, YAN Yujie, DU Shunfeng*
（Qinhuangdao Agricultural Product Quality Safety Supervision and Inspection Center, Qinhuangdao 066000，China）
Abstract：A method for rapid and accurate determination of nitrofuran metabolite residues in raccoon dog was devel⁃
oped using ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). The samples of
raccoon dog muscle were hydrolyzed derivatization at 60 ℃ for 1 h under acidic conditions, adjusting pH 7~8, and
then concentrated in water bath, and purified with n-hexane. The samples were detected by UPLC-MS/MS in posi⁃
tive ion mode, and quantified by internal standard method. The limit of detection (LOD) was 0.1 µg/kg，and the limit
of quantification(LOQ) was 0.25 µg/kg. The correlation coefficent was greater than 0.999(r>0.999) within 0.25~50.0
µg/kg linear ranges．The recoveries of four nitrofuran metabolites at four levels in the range of 0.25~2 µg/kg were
between 89.7%~108%, and the relative standard deviations (RSD) were between 1.32%~10.5%(n＝6). The method
is simple, sensitive and accurate. It is suitable for the determination of nitrofuran metabolic residues in raccoon dog
tissue.
Key words：Nitrofuran metabolites; Rapid determination; UPLC-MS/MS; Residue; Raccoon dog tissue

硝基呋喃类药物是一类人工合成的广谱抗生

素，主要包括呋喃唑酮（AOZ）、呋喃妥因（AHD）、
呋喃它酮（AMOZ）和呋喃西林（SCA）。因其对革

兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、真菌均有很好的抗
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菌效果，曾被广泛应用于畜禽、水产和毛皮动物

的养殖中。据报道，硝基呋喃类药物及其代谢物

均可使动物发生癌变和基因突变 [1]，严重威胁着

人类的健康，所以欧盟于 1995年起禁止呋喃类抗

生素在食用动物中使用；我国也于 2002年在农业

部农牧发 1号文中规定食品性动物中不得检出硝

基呋喃类药物。硝基呋喃原型药物在生物体内代

谢迅速，很难检测，但其代谢物与蛋白结合而长

时间稳定存在，所以一般以硝基呋喃类代谢物作

为硝基呋喃残留的标示物 [2]。
我国黑龙江、吉林、河北、山东等省是乌苏里貉
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的主要养殖地，尤其河北昌黎县年产总量达 1 000
万只以上，享有“中国养貉之乡”的美誉。目前，

貉子养殖主要取其毛皮，对其屠体的开发利用和

药物残留检测鲜有报道。乌苏里貉皮下脂肪中不

饱和脂肪酸占 65%以上，必需脂肪酸亚油酸、亚

麻酸可分别达到 18.99%和 22.61%[3]，而普通家猪

的亚油酸含量只有 6%～8%，高屠宰体重的长白

山野猪亚油酸含量也只有 15%[4]；乌苏里貉肌肉内

6种必需氨基酸（赖氨酸、蛋氨酸、苏氨酸、异亮氨

酸、亮氨酸和缬氨酸）含量高于 FAO/WHO提出的

理想蛋白模式中必需氨基酸的含量，一些甚至高

于营养价值较高的牛奶、鸡蛋中的含量 [3]；貉腿肌

肉中锌含量高达 38.33 mg/kg，高于羊后腿中锌的

含量 [5]，由此可见，貉子的屠体有很大的开发空

间。目前国内外尚未有关于貉子等毛皮动物组织

中硝基呋喃代谢物残留检测的报道。本研究在参

考畜禽产品、水产品中硝基呋喃代谢物残留检测

标准方法的基础上，优化处理和检测条件，建立

简单快速、准确高效的定性定量检测方法。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

1.1.1 仪器

UPLC-Xevo TQ型超高效液相色谱-串联质谱

仪，美国Waters公司；H2100R台式高速冷冻离心

机，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；SPT-24V
可视氮空吹扫浓缩仪，北京斯珀特科技有限公

司；ZD-85恒温振荡器，常州国华电器有限公司。

1.1.2 试剂

2-硝基苯甲醛（色谱纯，含量>99.0%），CNW
公司；乙酸铵（色谱纯），EMSURE公司；甲酸（Dik⁃
ma Pure），Dikma公司；乙腈（色谱纯）、乙酸乙酯

（色谱纯）、正己烷（色谱纯），TEDIA公司；磷酸氢

二钾（GR）、盐酸（GR），天津市科密欧化学试剂有

限公司；二甲亚砜（GR），天津市光复精细化工研

究所。

硝基呋喃代谢物标准物质：AOZ、AMOZ、
AHD·HCl、SCA·HCl，纯度≥99.0%，WITEGA公司。

硝基呋喃类代谢物同位素标准物质（内标

物）：AOZ-D4、AMOZ-D5、AHD-13C3、SCA-13C、15N2，
纯度≥99.0%，WITEGA公司。

1.1.3 主要溶液配制

100 mg/L 混合外标储备液：准确称取 AOZ
（10.0±0.1）mg，AMOZ（10.0±0.1）mg，AHD·HCl
（13.2±0.1）mg，SCA·HCl（14.9±0.1）mg，用甲醇定

容至 100 mL，-18 ℃保存。

100 mg/L混合内标溶液：分别准确称取 AOZ-
D4、AMOZ-D5、AHD-13C3、SCA-13C、15N2 各（10.0±
0.1）mg，用甲醇定容至 100 mL，-18 ℃保存。

0.1 mol/L衍生化试剂：称取 0.15 g 2-硝基苯

甲醛，溶于 10 mL二甲亚砜，现用现配。

1.2 试验方法

1.2.1 样品处理

打皮期健康乌苏里貉腿部肌肉，匀浆制成肉糜。

衍生：称取（2.0±0.2）g貉子肌肉样品于 50 mL
离心管中，加入混合内标溶液 100 µL，涡旋混匀

后静置 30 min，加入 0.1 mol/L衍生化试剂 100 µL，
0.2 mol/L盐酸溶液约 6 mL，充分混匀，60 ℃避光

衍生 1 h。
提取净化：待样品冷却至室温后，加入 1 mol/L

磷酸氢二钾溶液 5 mL，4 ℃ 8 000 r/min 离心 5
min，转移上清液至另一 50 mL离心管中，调节 pH
值7～8，加入10 mL乙酸乙酯，涡旋混匀，4 000 r/min，
室温离心 5 min，上层有机相转移至 15 mL玻璃试

管中，40 ℃水浴吹干。吹干后试管中加入 3 mL正
己烷，涡旋混匀，再准确加入 1 mL 0.1%甲酸水溶

液，轻轻震荡混匀，4 000 r/min离心 5 min，下层水相

过0.22 µm微孔滤膜，滤液供UPLC-MS-MS分析。

1.2.2 色谱条件

色谱柱：UPLC BEH C18 色谱柱（100 mm×2.1
mm，1.7 µm，美国Waters公司）流动相 A：5 mmol/L
乙酸铵溶液-0.1%甲酸；B：乙腈；流速：0.4 mL/min；
柱温：30 ℃；进样量：5 µL；运行时间：4.51 min。
梯度洗脱见表 1。

表 1 硝基呋喃类代谢物洗脱梯度

时间（min）
-
1.0
3.0
4.5
4.51

流速（m/min）
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

A（%）
90
90
10
10
90

B（%）
10
10
90
90
10

曲线

-
6
6
6
6

1.2.3 质谱条件

电喷雾离子源正离子模式 (ESI+)；检测方式：

多反应监测(MRM)；电喷雾电压：3.5 kV；雾化气温

度：500 ℃；监测离子对、锥孔电压和碰撞能量等

参数见表 2。
1.2.4 标准曲线绘制

分别移取 100 µL浓度分别为 2.5、5、10、20、
50、100、200、500 µg/L系列标准溶液于不同离心
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管中，除不称样品外，分别按照样品处理步骤操

作。以硝基呋喃代谢物浓度为横坐标，各特征离

子的定量离子与相应内标的峰面积比为纵坐标，

绘制标准曲线。

1.2.5 方法检出限和定量限确定

制备 4种硝基呋喃类代谢物含量在 0.1～1.0
µg/kg的系列貉肌肉组织样品，经样品处理后由高

至低检测，以 3倍信噪比确定方法检出限，10倍信

噪比确定定量限。

1.2.6 回收率检测

准确称取（2.00±0.2）g不含硝基呋喃类药物肌

肉各 12份，制备 4种硝基呋喃类代谢物含量分别

为 0.25、0.5、1.0、2.0 µg/kg的四个添加水平的阳性

样品，每个添加水平做 3份平行，按照样品的操作

过程进行提取、净化和测定，用标准曲线校准样

品，计算每个样品的浓度和加标回收率。

1.2.7 精密度测定

日内精密度：分别制备 4种硝基呋喃类代谢

物含量分别为 0.25、0.5、1.0、2.0 µg/kg肌肉组织样

品，每种浓度制备 6份，每种浓度水平的样品按照

样品处理方法同时操作，一同上机测定，分别计

算每一浓度水平样品的相对标准偏差（RSD值）。

日间精密度：分别制备 4种硝基呋喃类代谢

物含量分别为 0.25、0.5、1.0、2.0 µg/kg肌肉组织样

品，每种浓度制备 6份，-18 ℃冷冻保存，每天各浓

度取一份，按照样品处理方法操作，上机测定，连

续检测 6天，分别计算每一浓度水平样品的相对

标准偏差（RSD值）。

2 结 果

2.1 线性范围、检出限和定量限

如图 1所示，4种硝基呋喃代谢物在 3 min之
内均得到较好的分离。4种硝基呋喃代谢物浓度

范围在 0.25～50 µg/L线性良好，相关系数 r均达

到 0.999以上；在确保定性离子和定量离子均有很

好的响应下，肌肉样品中 4种硝基呋喃代谢物的检

出限均为 0.1 µg/kg，定量限均为 0.25 µg/kg，均低于

我国现行标准的最低检测限和定量限（表 3）。

表 3 4种硝基呋喃代谢物的线性范围、检出限和定量限

化合物名称

AOZ
AMOZ
AHD
SCA

线性范围(µg/L)
0.25～50
0.25～50
0.25～50
0.25～50

线性回归方程

y＝0.93x－3.70×10-3
y＝1.28x－3.73×10-3
y＝0.73x＋1.72×10-2
y＝1.42x＋8.27×10-2

相关系数（r）
0.9999
0.9996
0.9992
0.9995

检出限(µg/kg)
0.1
0.1
0.1
0.1

定量限(µg/kg)
0.25
0.25
0.25
0.25

 

图1 4种硝基呋喃代谢物混合标准特征离子质量色谱图

2.2 方法的回收率和精密度

肌肉组织中 4种硝基呋喃代谢物四水平回收

率为 89.7%～108%，日内相对标准偏差为 1.32%～
7.0%，日间标准偏差为 4.26%～10.5%（表 4）。

表 2 4种硝基呋喃代谢物特征离子锥孔电压和碰撞能量

目标物

2-NP-AOZ
2-NP-AMOZ
2-NP-AHD
2-NP-SCA

2-NP-AOZ-D4
2-NP-AMOZ-D5
2-NP-AHD-13C3
2-NP-SCA-13C,15N2
注：带*为定量离子

离子对

236/134*，236/104
335.1/291.2*，335.1/100
249/134*，249/104
209/166.1*，209/192.1

240/134
340/296.2
252/134
212/168

锥孔电

压（V）
28
28
28
23
28
28
28
24

碰撞能

量（V）
14，20
12，16
10，20
8，10
13
12
11
10
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表 4 回收率和精密度（肌肉）

化合物名称

AOZ

AMOZ

AHD

SCA

添加量

(µg/kg)
0.25
0.5
1
2
0.25
0.5
1
2
0.25
0.5
1
2
0.25
0.5
1
2

检测均值

(µg/kg)
0.184
0.462
0.953
1.952
0.187
0.490
0.962
1.89
0.179
0.525
1.03
2.16
0.183
0.496
1.01
1.89

平均回收率（%）
（n=3）
92.0
92.4
95.3
97.6
93.7
98.0
96.2
94.5
89.7
105
103
108
91.7
99.3
101
94.5

RSD值（%）
日内（n=6）
6.80
5.40
3.70
1.80
7.00
6.40
3.20
1.73
6.50
3.90
1.50
1.32
6.61
4.40
2.04
1.56

日间（n=6）
9.3
10.5
8.8
7.65
8.7
8.1
4.8
4.26
8.4
6.0
7.03
6.8
10.2
7.2
7.53
5.8

3 讨 论

3.1 前处理方法的选择

目前实施有效的检测硝基呋喃代谢物标准的

前处理部分分为两种，一种是样品洗涤 [6-8]后再进

行衍生、提取、净化和测试，主要检测结合态的硝

基呋喃代谢物；一种是样品不经过洗涤 [9-10]，主要

检测游离态和结合态的总的硝基呋喃代谢物。刘

正才等 [11]比较了样品洗涤和不经洗涤对畜产品和

水产品中硝基呋喃代谢物检测结果的影响，其结

果差异显著，不洗涤检测结果高于洗涤后检测结

果。本文前处理采用不洗涤样品，检测貉子组织

中结合态和游离态的总的硝基呋喃类代谢物。

3.2 水解、衍生条件优化

硝基呋喃类代谢物的分子量非常小，在 75～
201 g/mol，为了使其在液相色谱柱上更好地分离

和在质谱检测时增加其特征碎片离子的选择性，

要对其进行衍生化增加分子质量，提高质谱响

应。现有标准采用的衍生化试剂多为 2-硝基苯

甲醛，衍生条件为 37 ℃，16 h，衍生时间很长。本

研究通过测试回收率的方式考察了 37 ℃、60 ℃、

80 ℃等不同温度在不同时间对衍生效果的影响，

结果表明，在 37 ℃衍生 14～16 h和 60 ℃衍生 1～
2 h，通过内标法校正检测结果无显著差异，回收

率最高；60 ℃衍生超过 2 h之后回收率逐渐降低；

80 ℃衍生效果比较差，回收率较低。所以选择

60 ℃衍生 1 h为最佳衍生条件，比现有标准方法大

大减少了衍生时间。实验过程中发现，样品 pH≤2
时酸化水解效果最好，加入 6 mL 0.2 mol/L盐酸溶

液，可确保貉子肌肉组织和肝脏样品水解时pH≤2。
3.3 液液萃取、净化条件优化

作为毛皮动物，貉子的肌肉组织脂肪含量较

高，在乙酸乙酯萃取目标物的同时也会引入大量

脂肪和高蛋白物质，本研究在样品衍生后低温离

心，有助于沉淀蛋白和脂肪。

样品溶液的 pH值影响着硝基呋喃类代谢物

的提取效果，上清液调节合适 pH后，加入乙酸乙

酯进行液液萃取提取目标物。现有标准中硝基呋

喃代谢物检测液液萃取过程水溶液 pH值有 pH
6.9～7.1[6]、pH 7.0～7.5[7-8]、pH 7.2～7.4[9]、pH 7.2～
7.6[10]，试验表明，当样品溶液 pH值在 7～8时，用

内标法测定貉子组织中硝基呋喃代谢物的结果差

异不明显，与吴明媛等 [12]报道相吻合。

为了进一步去除样品中的脂肪，采用正己烷

除脂，比较了乙酸乙酯浓缩前除脂和浓缩后除脂

对检测结果的影响，结果表明，乙酸乙酯浓缩后

除脂效果优于浓缩前除脂，而且减少了正己烷的

用量。方法研究过程中发现：浓缩后先加入正己

烷使油脂充分溶解于正己烷，再加入 0.1%甲酸水

溶液混匀离心后除脂效果更好。同时为了防止乳

化，一定要控制混匀速度和离心速度。
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3.4 液相条件优化

本方法选择 waters UPLC BEH C18色谱柱，该

色谱柱粒径只有 1.7 µm，分离时间短，分离效果

好。流动相有机相比较了乙腈和甲醇溶液，水相

比较了 0.1%甲酸水溶液、5 mmol/L乙酸铵溶液和

乙酸铵-0.1%甲酸水溶液。试验表明，在保证灵

敏度和分辨率的前提下，乙腈作为流动相的有机

相比甲醇洗脱能力强；0.1%甲酸水溶液 作为流动

相水相比 5 mmol/L乙酸铵溶液缩短了检测时间，

但是 5 mmol/L乙酸铵溶液作为水相时被测物的响

应要高于 0.1%甲酸水溶液，实验选择 5 mmol/L乙
酸铵-0.1%甲酸水溶液作为流动相水相，配合有

机相乙腈使 4种硝基呋喃代谢物的分子离子峰响

应更强，峰形更好，在更短时间内硝基呋喃各代

谢物均得到较好的分离。

3.5 质谱条件的优化

4中硝基呋喃代谢物经 2-硝基苯甲醛衍生后

的衍生物为西佛碱化物，在 ESI+模式下，容易得到

H+，形成稳定的 [M+H]+准分子离子，因此选择 ESI+
方法进行母离子扫描，确定每种硝基呋喃衍生化

物的分子离子的锥孔电压（cone电压）；然后对其

子离子进行全扫描，调整碰撞能量选择信号强且

稳定子离子为定量离子，在选择第二对离子进行

准确定性，得到表 2所示的 4种硝基呋喃代谢物

特征离子锥孔电压和碰撞能量。

4 结 论

本研究建立了以貉子为代表的毛皮动物组织

中硝基呋喃类代谢物的快速定性准确定量的检测

方法，与畜产品和水产品中硝基呋喃代谢物检测

的标准方法相比，有效缩短了样品处理和检测时

间，操作简单快速、灵敏度高、稳定性好，重现性

好，适用于大样本检测，为毛皮动物的副产品开

发利用提供简单、准确、高效的检测方法。
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