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实验技术与方法
超高压液相色谱0串联质谱法同时测定鸡蛋中 %种硝基呋喃代谢物残留

刘柏林!谢继安!单晓梅
!安徽省疾病预防控制中心"安徽 合肥(;<&*&)#

摘(要!目的(建立超高压液相色谱0串联质谱法%X,8103+@3+&同时测定鸡蛋中 %种硝基呋喃代谢物的方法" 方法(

鸡蛋中与蛋白质结合的硝基呋喃代谢物经盐酸水解后!与邻硝基苯甲醛%;0#c$&反应!产生稳定的衍生物!用乙酸乙酯提

取!% f冷冻离心后取下层澄清液测定" 待测物采用电喷雾电离正离子#多反应监测模式检测!基质内标法定量" 结果(

% 种待测物浓度在 &:) e.&:& %P@8范围内与其峰面积比值呈良好的线性关系!相关系数均不低于 &:’’.!回收率范围

为 E%:)g e’E:*g!E#I9)<:%g" 氨基脲%+I3&与 )0氨基0乙内酰脲%$64&最低检出限均为 &:) %P@RP!.0吗啉甲基0

<0氨基0;0恶唑烷基酮%$32o&与 <0氨基0;0恶唑烷基酮%$2o&最低检出限均为&:&. %P@RP" 结论(该方法具有样品前

处理简单#灵敏度高#重现性好等优点!满足鸡蛋中 % 种硝基呋喃代谢物残留定量检测的要求"
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((硝基呋喃类抗生素是一类人工合成的广谱抗
菌药物"用于预防和治疗哺乳动物消化道疾病"通
常作为饲料添加剂"广泛用于家禽’家畜’水产养
殖"适当用药可以促进动物生长 ))* ( 但是动物大量
用药后"体内的药物残留会给人类带来危害( 硝基
呋喃类药物在生物体内的半衰期短"迅速分解成氨
基脲 $bN!KBJÛJdKVN" +I3%’ )0氨基0乙内酰脲 $ )0
J!KOQDWVJO_QKO"$64%’.0吗啉甲基0<0氨基0;0恶唑烷
基 酮 $ <0J!KOQ0.0!QU‘DQLKOQ!N_DWL0;0QTJdQLKVKOQON"
$32o% 和 <0氨 基0;0恶 唑 烷 基 酮 $ <0J!KOQ0;0
QTJdQLKVKOQON"$2o%% 种代谢产物"这些代谢物能与
生物体内的蛋白质稳定结合"而在人体胃酸条件
下"又会释放出来 );* ( 研究表明释放出来的这些
代谢物会对人体有致癌作用 )<* "引起了世界各国
的关注"并纷纷颁布了相关的禁令( 我国于 ;&&;
年颁布了+食用动物禁用的兽药及其它化合物清
单, "禁止使用硝基呋喃类抗生素 )%* ( 但是"食品
中硝 基 呋 喃 代 谢 物 残 留 的 检 出 还 是 屡 屡 见
报 )% i.* "药物残留仍然是人们普遍关注的一个食
品安全问题"建立准确可靠’灵敏’快速的检测方
法是十分必要的(

近年来"食品中硝基呋喃代谢物残留的检测"
主要有液相色谱法$81% )<"** ’液相色谱0串联质谱法
$8103+@3+% )E i))* ’酶联免疫分析法等 )); i)<* ( 免疫
分析方法虽具有灵敏度高’操作简便’检测快速的
优点"但目前建立的免疫方法大多存在特异性差’
假阳性率高 ))%* #81法可用于硝基呋喃代谢物的筛
选"但定性较困难"对阳性结果不易确证#8103+@
3+ 虽能对硝基呋喃代谢物进行准确的检测和确
证"但当药物浓度较低时"超高压液相色谱0串联质
谱法$X,8103+@3+%在灵敏度’准确度’选择性’测
定时间等方面比 8103+@3+ 有明显的优势(

本试验参照 5c@/;)<))!;&&E+动物源性食品
中硝基呋喃类药物代谢药物残留量检测方法高效
液相色谱0串联质谱法, )).*的样品前处理方法"采用
盐酸水解鸡蛋中硝基呋喃代谢物"同时加入 ;0硝基
苯甲醛$;0#c$%"<E f过夜衍生化后用乙酸乙酯提
取"低温离心除去表层的脂肪后进行测定"建立超
高压液相色谱0串联质谱法同时测定鸡蛋中硝基呋
喃代谢物 $32o’$64’+I3和 $2o( 通过实际样
品的测定"% 种代谢物在 . !KO 之内完成测定( 该方
法与5c@/;)<))!;&&E 相比"低温离心取代了繁琐
的正己烷液液分配步骤"简化了样品前处理"提高
了灵敏度"缩短了测定时间"当测定大批量样品时"
具有明显的优势"可以用于鸡蛋中 % 种硝基呋喃代
谢物残留的同时准确测定(

)(材料与方法
):)(主要仪器与试剂

$17XG/\/3 X,81超高压液相色谱仪’串联质
谱仪$oIm2/73+%’?&)&5样品均质杯均购自美
国 ZJ_NUb#3KLLK07超纯水系统’m2"/I]5OKMb< 漩
涡混匀器’+NaNO 3ML_K精密 ‘6计(

$2o$1$+& ?&0*.0’ %’ $32o$1$+& %<&.*0*<0
’%’$64$1$+&;?;E0.*0E %’ +I3$1$+&.*<0%)0E %’
$2o0V%$1$+&))??<<)0;<0?%’$32o0V. $1$+&)&)EE’<0

’%0&%’$640)< 1< $1$+& ’.E.&’0<)0? %’ +I30
)< 10). #;

$1$+&))E<&;&0)*0&%均购自美国 +KP!J0$LVUKBD"邻硝
基苯甲醛$;0#c$% $纯度 l’?:.g"美国 -LMRJ%"甲
醇’乙腈’乙酸乙酯’乙酸铵均为色谱纯"氢氧化钠
与二甲基亚砜为分析纯(
):;(方法
):;:)(样品处理

精确称取样品 ):& P$精确至 &:&&) P%于 .& !L

离心管中"加入 )& !L&:; !QL@8盐酸溶液"再依次
加入 ;& %L混合内标工作液$)&& OP@!L%")&& %L邻
硝基苯甲醛溶液$&:) !QL@8%"漩涡混匀 ) !KO"置于
<E f水浴或 <E f烘箱中避光过夜反应(

方法一&取出样品"冷却至室温"用氢氧化钠溶
液$;:& !QL@8%调 ‘6h$E:% q&:;%")& &&& U@!KO
离心 )& !KO"将上清液转入另一个 .& !L离心管中"
加入 )& !L乙酸乙酯"漩涡混匀提取 ) !KO"以
)& &&& U@!KO离心 )& !KO"收集乙酸乙酯层( 残留物
用 )& !L乙酸乙酯再提取 ) 次"合并乙酸乙酯层(

收集液在 %& f下用 #; 吹干"准确加入 ):& !L)&g
甲醇水溶液 $含 &:)g甲酸%"漩涡混匀 <& b"% f
% E&& U@!KO低温离心 )& !KO"取下面澄清液过
&:;; %!滤膜"供 X,8103+@3+ 测定(

方法二&取出样品"冷却至室温"用 #J26溶液
$;:& !QL@8%调 ‘6h$E:% q&:;%")& &&& U@!KO 离
心 )& !KO"将上清液转入另一个 .& !L离心管中"加
入 )& !L正己烷"手动混合均匀"% f % E&& U@!KO 离
心 )& !KO"除去上层的正己烷"下层液体接入 +,I

柱$68c"<& !P"< B!< %"上柱前"68c依次用 < !L

乙酸乙酯’< !L甲醇’< !L水活化后上样"< !L水淋
洗 68c柱"抽干柱中的水后"加入 . !L乙酸乙酯洗
脱收集"洗脱液 %& f下用 #; 吹干"加入 ):& !L
)&g甲醇水溶液 $含 &:)g甲酸%溶解残留物"过
&:;; %!滤膜"供 X,8103+@3+ 测定(
):;:;(标准溶液的配制

% 种硝基呋喃代谢物标准储备液&称取适量的
% 种硝基呋喃代谢物标准物质 $$2o’$32o’$64’
+I3%"分别用乙腈溶解"并定容至刻度"配制成
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)&& %P@!L的标准储备液"避光保存于 i;& f冰箱(
% 种硝基呋喃代谢物内标标准储备溶液&称取

适量的 % 种硝基呋喃代谢物内标标准物质 $$2o0
V%’$32o0V.’$640

)<1<’+I30
)<10).#;%"分别用乙腈

溶解"并定容至刻度"配制成 )&& %P@!L的标准储备
液"避光保存于 i;& f冰箱(

% 种硝基呋喃代谢物混和标准工作溶液&分别
准确移取上述标准储备液 )& %L至 )& !L容量瓶中"
用乙腈稀释至刻度"混匀"配制成 )&& OP@!L的工作
液( 避光保存于 i;& f冰箱内(

% 种硝基呋喃代谢物内标混和标准工作溶液&
分别准确移取上述内标标准储备液 )& %8至 )& !L
容量 瓶 中" 用 乙 腈 稀 释 至 刻 度" 混 匀" 配 制 成
)&& OP@!L的工作液( 避光保存于 i;& f冰箱内(

标准应用液系列&分别准确移取上述代谢物混
和标准工作溶液 $ )&& OP@!L% .’)&’.&’)&&’;&&’
.&&’) &&&’. &&& %L到 )& !L容量瓶中"加入 ;&& %L
内标混和标准工作溶液"用 )&g甲醇水溶液 $含
&:)g甲酸 % 定容至刻度"配制成 &:&.’ &:)’ &:.’
):&’;:&’.:&’)&:&’.&:& %P@8的标准系列(
):;:<(仪器条件

色谱条件&流动相 $&&:)g甲酸 $含 . !!QL@8
乙酸铵% "c&乙腈#梯度洗脱&& e< !KO"?&g$#< e
<:. !KO"%.g$#<:. e%:. !KO".g$#%:. e.:& !KO"
?&g $#流速 &:< !L@!KO"柱温 <. f"样品室 ? f"进
样 )& %L(

质谱条件&毛细管电压 <:& Rm"源温度 ).& f"去
溶剂温度 .&& f"脱溶剂气温度 .&& f"脱溶剂气流
量 ?&& 8@D"碰撞气体为氩气"气流量为 &:). !L@!KO"
电喷雾电离正离子方式’多反应监测方式检测(
):;:%(工作曲线与加标试验

分别称取已搅碎均匀的阴性样品 ):& P$精确
到 &:&&) P%于 ? 个 .& !L离心管中"分别加入标准
应用液系列各 ):& !L$标准应用液系列的浓度为
&:&.’&:)’&:.’):&’;:&’.:&’)&:&’.&:& %P@8"内含
有 ; %P@8的 % 种代谢物的内标%"另取 ; 个 .& !L
离心管做溶剂空白样品"用以评价背景污染"其余
步骤同样品前处理方法(

加标试验&分别称取已绞碎均匀的阴性样品
):& P$精确到 &:&&) P%于 % 个 .& !L离心管中"分别
按 &:.’;:&’.:& 和 )&:& %P@8准确添加 % 种硝基呋
喃代谢物混和标准工作液"提取步骤同样品前处理(

;(结果与分析
;:)(样品提取净化条件的选择

硝基呋喃代谢物以蛋白结合物的形态存在于

样品中"并在适当的酸性条件下释放出来( 本试验
样品采用 ; !QL@8的盐酸溶液水解"同时加入;0#c$
进行衍生 )* D"使之生成具有较好质谱特性的化合
物"调节 ‘6值到中性"用乙酸乙酯提取( 鸡蛋属于
高脂肪样品"用乙酸乙酯提取后"脂肪会溶解在提
取液中"不除去会影响测定"降低灵敏度( 本试验
比较了两种提取方法"一种如 ):;:) 所述的方法一"
提取液在 %& f下用 #; 吹干"准确加入 ):& !L)&g
甲醇水溶液$含 &:)g甲酸%"漩涡混匀 <& b"% f下
冷冻离心 )& !KO 除去表层的脂肪"取下面澄清液测
定#方法二是参考 16X等 ))&*的方法"采用 68c柱
净化( 在试验过程中发现"用 68c柱净化时"鸡蛋
的基质比较复杂"容易堵塞 68c柱"代谢物难完全
洗脱下来( 另外"乙酸乙酯与水是不互溶的"在洗
脱样品之前 68c固相萃取小柱是否抽干会直接影
响方法的回收率"同时也会由于每个样品抽干的程
度并不完全一致"从而使方法的 E#I较大"68c净
化的效果不理想(
;:;(工作曲线’线性范围和检出限

称取阴性样品各 ):& P"分别加入标准应用液系
列各 ):& !L"制成浓度为 &:&.’&:)’&:.’):&’;:&’
.:&’)&:&’.& %P@8的工作曲线"然后按照样品提取
步骤操作"按照 ):;:; 的仪器条件"采用 ZJ_NUb预
柱接 ZJ_NUb$BjMK_W/3 X,81cI61)?柱"梯度洗脱"
采用分段扫描方式"% 种代谢物在 .:& !KO 内完全基
线分离"在目标物出峰处没有发现干扰峰"有效避
免了基质干扰情况( 标准色谱图见图 )(

以浓度$%P@8%为横坐标$D%"代谢物峰面积与内
标物峰面积比值为纵坐标$F%绘制标准工作曲线"结
果表明"% 种代谢物浓度在 &:) e.& %P@8范围内与其
峰面积比值呈良好的线性关系"7均 l&:’’.( 另外"
根据 < 倍信噪比$#@)#<%的方法确定了方法检出限
$824%’线性方程’相关系数见表 )(
;:<(回收率及精密度

准确称取 % 份鸡蛋阴性样品进行加标回收率和
精密度试验"添加混合标准工作溶液适量"相当于
&:.’;:&’.:&’)&:& OP的浓度水平"每个浓度水平做
< 个平行试验"按本方法进行提取"X,8103+@3+ 测
定"结果见表 ;( 回收率范围为 E%:)g e’E:*g"E#I
在 ):)<g e)<:%g之间( 该方法的回收率好’精密度
高"适用于鸡蛋中硝基呋喃代谢物的测定(
;:%(实际样品分析

采集超市与农贸市场上的 ’& 份鸡蛋样品"按照本
试验方法检测样品中的硝基呋喃代谢物含量"检测结
果见表 <( 所有样品中$32o’$64和 +I3均未检出"
只有$2o在部分样品中检出"含量 & e;:%. %P@RP(
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图 )(基质匹配标准及内标图谱$添加 ;:& %P@8%

-KPMUN)(3J_UKT!J_BDKOPJOV KO_NUOJLb_JOVJUV b‘NB_UJ

表 )(硝基呋喃代谢物的线性方程’相关系数及检出限
/ĴLN)(8KONJUUNLJ_KQO" BQUUNLJ_KQO BQNCCKBKNO_JOV 824

CQU!N_ĴQLK_NbQCOK_UQCMUO
分析物 线性方程 7 824@$%P@RP%
$32o Fh&:E;E<Di&:&)&)E &:’’* &:&.
+I3 Fh&:;;%?D=&:)%’* &:’’. &:)
$64 Fh&:.*.?Di&:&*<*% &:’’’ &:)
$2o Fh&:*)%;D=&:&&’<’ &:’’’ &:&.

表 ;(硝基呋喃代谢物加标回收率及精密度$3 h<%
/ĴLN;("NBQaNUKNbJOV _DNUNLJ_KaNb_JOVJUV VNaKJ_KQO QC

!N_ĴQLK_NbQCOK_UQCMUO
分析物 添加量@OP 平均回收率@g E#IKg

$32o

+I3

$64

$2o

&:. ’<:. ’:*&
;:& ’E:* ?:?&
.:& ?*:; <:..
)&:& ’.:) <:.)
&:. E?:* <:*’
;:& E%:) E:<.
.:& EE:E ):)<
)&:& E?:) <:;<
&:. E*:& %:?)
;:& ?’:) ?:);
.:& ’<:) ;:%&
)&:& ’&:) <:%&
&:. ’;:* ;:;*
;:& ’%:) ;:’E
.:& ’&:) )<:%
)&:& ’<:) ’:<.

<(小结
建立了鸡蛋中 % 种硝基呋喃代谢物的超高压液

相色谱0串联质谱检测方法"样品经过衍生’提取’低
温离心后直接上机测定"简化了样品前处理步

((( 表 <(实际样品检测结果$$Dq6"3 h’&%

/ĴLN<("NbML_bQC!N_ĴQLK_NbQCOK_UQCMUO KO UNJLbJ!‘LNb

分析物
检出率
@g

硝基呋喃代谢物
@$%P@RP%

最大值
@$%P@RP%

最小值
@$%P@RP%

$32o & #4 #4 #4
$64 & #4 #4 #4
+I3 & #4 #4 #4
$2o < ):%& q):<. ;:%. #4

注&#4表示未检出

骤"降低了试验成本"同时 % 种代谢物内标的使用补
偿了前处理对最后定量结果的影响"结果准确可
靠( 采用梯度洗脱"分段扫描"每个样品均能在
. !KO内完成测定"提高了测定速度与灵敏度"满足
食品中微量的硝基呋喃代谢物残留物的测定要求(
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JOV K_bJ‘‘LKBJ_KQO CQUbBUNNOKOPKO CQQV BQO_J!KOJ_KQO )Y*>$OJL

1DK!$B_J";&&?"*&?$)% &?*0’%>

))%*(刘辉"梁德沛"花铁果"等>食品中硝基呋喃类药物及其代谢

物残留检测技术的研究进展 )Y*>食品安全质量检测学报"

;&)<"%$;% &<?<0<??>

)).*(国家标准化管理委员会>5c@/;)<))!;&&E 动物源性食品中

硝基呋喃类药物代谢物残留量检测方法高效液相色谱0串联

质谱法) +*>北京&中国标准出版社";&&E>

实验技术与方法
高效液相色谱0紫外检测法快速测定小麦面粉中偶氮甲酰胺

张桂芳!张晓瑜!宫月华!孙兆鹏!刘泽静!韩文清
!烟台市疾病预防控制中心"山东 烟台(;*%&&<#

摘(要!目的(建立小麦粉中偶氮甲酰胺的高效液相色谱快速检测法" 方法(样品经二甲亚砜0丙酮混合溶剂超

声振荡提取!采用 6W‘NUbKL01)?色谱柱 %;.& !!t%:* !!!. %!&!流动相为 )& !!QL@86;+2% 水溶液!流速为
) !L@!KO!检测波长为 ;E. O!!进样量 ;& %L!二极管阵列检测器定量" 结果(偶氮甲酰胺在 &:&) e):&& !P@!L范

围内呈良好线性关系!相关系数 7h&:’’’ ;!E#I9%:<g!平均回收率为 ’.:’g$山东地区 ?. 份样品偶氮甲酰胺含

量检测结果均小于检出限!符合现行限量标准" 结论(本方法准确可靠!方便快捷!灵敏度高!适合于大批量小麦

粉中偶氮甲酰胺的检测"

关键词!面粉$ 偶氮甲酰胺$ 高效液相色谱$ 快速测定$ 面粉处理剂$ 食品添加剂$ 食品安全
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