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高压液相色谱法测定水产品中呋喃苯烯酸钠残留 

徐英江 1*, 任传博 2, 宫向红 1, 李佳蔚 2, 黄  会 2 
(1. 山东省海洋资源与环境研究院, 山东省海洋生态修复重点实验室, 烟台  264006; 

2. 烟台山水海产有限公司, 烟台  264006) 

摘  要: 目的  建立高压液相色谱法测定水产品中呋喃苯烯酸钠残留量的分析方法。方法  水产品样品经 0.5%

甲酸乙腈(v/v)提取后, 氨水、正己烷液-液萃取去除杂质, Zorbax SB-C18为分析柱, 0.1%甲酸:乙腈(58:42, v/v)为流

动相, 经 DAD检测器(λ=398 nm)测定, 基质标准溶液外标法定量。结果  方法的线性范围为 50~1000 μg/L, 相关

系数 r>0.998, 检出限 5 μg/kg, 定量限 10 μg/kg, 在 10~100 μg/kg添加水平下平均回收率为 87.1%~102%, 相对标

准偏差(relative standard deviation, RSD)为 4.3%~8.4%。结论  该方法能满足水产品中呋喃苯烯酸钠残留量测定的

需要。 
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Determination of residues of sodium nifurstylenate in aquatic products by 
high pressure liquid chromatography 

XU Ying-Jiang1*, REN Chuan-Bo2, GONG Xiang-Hong1, LI Jia-Wei2, HUANG Hui2 

(1. Shandong Provincial Key Laboratory of Restoration for Marine Ecology, Shandong Marine Resource and 
Environment Research Institute, Yantai 264006, China; 2. Yantai Shanshui Seafood Co., LTD, Yantai 264006, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of sodium nifurstylenate in 
aquatic products by high pressure liquid chromatography. Methods  Samples were extracted by 0.5% formic 
acid-acetonitrile(v/v), and  cleaned up by liquid-liquid extraction with ammonium hydroxide and n-hexane. A 
Zorbax SB-C18 column was adopted with the mobile phase of 0.1% formic acid- acetonitrile(58:42, v/v). So-
dium nifurstylenate was detected by DAD detector at 398 nm, and quantitively analyzed by external standard. 
Results  The method showed a good linearity in the range of 50∼1000 μg/L with the correlation coefficients 
over 0.998. The limit of detection(LOD) was 5 μg/kg, and the limit of quantitation(LOQ) was 10 μg/kg. The 
average recoveries were 87.1%∼102% at the spiked level of 10∼100 μg/kg with the relative standard deviation 
(RSD) of 4.3%∼8.4%. Conclusion  This method can meet the requirement of fast and accurate determination 
of sodium nifurstylenate in aquatic products. 
KEY WORDS: sodium nifurstylenate; aquatic products; high pressure liquid chromatography 
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1  引  言 

呋喃苯烯酸钠又名上野黄粉、上野黄药和尼复康, 
属于硝基呋喃类药物, 是人工合成的一种广谱抗菌
药物, 主要用于动物和鱼类的细菌病预防和治疗中, 
有良好的效果。因此, 在一些报道[1-6]中呋喃苯烯酸

钠作为一种有效的抗菌药物在水产养殖业使用。但

是, 世界卫生组织和联合国粮农组织联合报道 [7]硝

基呋喃类药物具有潜在的致突变和致癌性。为了保

护消费者的健康, 世界各国政府纷纷禁止了硝基呋
喃类药物在食品动物上所有目的的使用。我国农业

部于 2002 年将呋喃苯烯酸钠及制剂列入水产养殖
禁用兽药清单[8]。然而, 违规使用这些药物的现象仍
然存在[1-4]。 

目前, 关于呋喃苯烯酸钠检测方法的研究报道
很少, 仅见于饲料、猪肉、鸡肉、乳制品以及鱼血清
等的检测, 分析方法包括液相色谱法和液相色谱-串
联质谱法[9-12], 而关于水产品中呋喃苯烯酸钠的检测
却鲜有报道。从方法的灵敏度分析, 液相色谱法和液
相色谱-质谱法均能满足药残检测的要求, 但由于质
谱法仪器价格昂贵, 一些单位无法配备。因此, 本研
究用液相色谱法对呋喃苯烯酸钠残留量进行分析测

定, 在满足灵敏度和准确度的前提下, 使本方法具有
更好的通用性和推广价值。为水产品质量安全监管提

供技术支持。 

 

图 1  呋喃苯烯酸钠分子结构式 
Fig. 1  Molecular structure of sodium nifurstylenate 

 
2  材料与方法 

2.1  试剂 

呋喃苯烯酸钠(纯度 99.9%, 日本 Hayashi Pure 
Chemical Ind., Ltd.); 乙腈、甲酸、正己烷均为色谱

纯; 氨水为优级纯; 实验用水为超纯水系统制备的
超纯水。 

呋喃苯烯酸钠标准储备溶液: 称取呋喃苯烯酸
钠标准品 0.01 g(精确至 0.0001 g), 用乙腈溶解配成
100 mg/L的储备液, 置于 4 ℃冰箱中存放。 

0.1%甲酸-乙腈溶液: 0.1%甲酸溶液 80 mL加乙
腈 20 mL, 混匀备用。 

2.2  仪器设备 

高压液相色谱仪(美国 Agilent 1200 Series, 配
DAD 检测器 ); 超纯水系统 (美国  Millipore 公司 , 
Milli-Q Gradient); 电子天平 (德国  Sartorius 公司 , 
BA210S); 高速离心机 (上海安亭科学仪器厂 , 
TGL-10C); 超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司, 
KQ-600E); N-EVAPTM112 氮吹仪 ( 美国  Organo-
mation Associates 公司); 旋转蒸发仪(德国 Heidolph
公司, Laborota 4001 )。 

固相萃取柱: HLB(60 mg, 3 mL); C18(200 mg, 3 
mL); MAX(60 mg, 3 mL); MCX(60 mg, 3 mL)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品前处理 
称取(10±0.01)g 样品, 加 0.5%甲酸乙腈 30 mL, 

40 ℃超声提取 1 h, 4000 r/min离心 10 min, 上清液转
入 100 mL离心管中, 残渣用 0.5%甲酸乙腈 20 mL重
复提取 1 次, 合并上清液, 加入氨水 1 mL, 漩涡混
匀, 4000 r/min离心 10 min, 上清液转入 100 mL棕色
梨形瓶中, 50 ℃旋转蒸发至近干, 用 0.1%甲酸-乙腈
溶液溶解残渣, 加入正己烷 3 mL, 漩涡混匀 1 min, 
4000 r/min离心 10 min, 弃去正己烷层, 水相用 0.45 
μm滤膜过滤上机。 
2.3.2  色谱条件 

色谱柱: ZORBAX SB-C18(150 mm×4.6 mm, 5 
μm); 流动相: 0.1%甲酸溶液+乙腈(58+42, v/v); 流量: 
1.0 mL/min; 柱温: 35 ℃; 进样量: 20 μL; 检测波长: 
398 nm。 
2.3.3  标准曲线绘制 

准确移取呋喃苯烯酸钠标准储备溶液, 用 0.1%
甲酸-乙腈溶液稀释至浓度为 1 mg/L 的标准使用液, 
称取空白样品 10.0 g, 分别添加标准使用液 50、100、
200、500和 1000 μL, 按 2.3.1、2.3.2步骤操作, 以呋
喃苯烯酸钠峰面积为纵坐标, 呋喃苯烯酸钠含量为
横坐标, 绘制工作曲线。 
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3  结果与分析 

3.1  提取方法的确定 

呋喃苯烯酸钠在水中几乎不溶解, 在醇、二甲基
甲酰胺中极微溶, 在二甲基亚砜中微溶, 甲酸对呋喃
苯烯酸钠有助溶作用[13]。呋喃苯烯酸钠在碱性条件

下相对稳定, 酸性条件下在丙酮、甲醇、乙腈等有机
溶剂中溶解度较高[10]。呋喃苯烯酸钠属于硝基呋喃

类药物, 此类药物残留检测多采用乙腈、二氯甲烷等
溶剂提取[14-19]。本研究对比了乙腈、丙酮、二氯甲烷、

甲酸乙腈对目标物的提取效率, 结果表明, 甲酸乙腈
的提取效率要高于其他几种提取溶剂。 

本研究对不同比例甲酸乙腈溶液对呋喃苯烯酸

钠的提取效率进行了分析, 分别采用 0.1%、0.2%、
0.5%、1%、2%甲酸乙腈进行提取实验, 结果显示随
着甲酸浓度的增加, 提取的效率有先增加后降低的
趋势, 0.5%和 1%甲酸乙腈提取效果最好(图 2)。实验
发现甲酸浓度高会导致样品结块, 甚至无法分散, 使
呋喃苯烯酸钠的回收率偏低, 因而采用 0.5%甲酸乙
腈作为提取剂。 

 

图 2  甲酸比例对呋喃苯烯酸钠回收率的影响 
Fig. 2  Effect of the percentage of formic acid on the recov-

ery of sodium nifurstylenate 
 

超声提取是水产品中药物残留检测常用的方法, 
本研究发现超声有利于目标物的提取, 并随着超声时
间的增长目标物的回收率有一定的提升, 实验发现 1 h
时提取效果最好, 因此, 本研究采用超声 1 h提取。 

3.2  甲酸和光照对呋喃苯烯酸钠的影响 

甲酸能够提高目标物的提取效率, 但是本研究
发现在旋蒸浓缩的过程中由于甲酸的存在会对目标

物的回收率有一定的影响, 在浓缩之前加入氨水使
提取液呈碱性后, 回收率有明显的提高。同时, 加入

氨水后, 提取液出现分层现象, 离心除去下层液体可
去掉一些色素等杂质, 因此, 本研究在旋蒸浓缩前加
入氨水并离心, 既保证了目标物的回收率, 又起到初
步净化的作用。实验过程中发现目标物在强烈的日光

下不稳定, 因此在实验过程中采取一定的避光措施, 
采用棕色梨形瓶进行旋蒸浓缩。 

3.3  净化方法的选择 

本研究比较了正己烷液-液萃取净化和固相萃取
(solid phase extraction, SPE)净化两种方式, 其中 SPE
净化又对比了HLB、普通C18柱、MAX和MCX柱, 回
收率情况见图 3。结果表明在 SPE净化中 HLB柱的
回收率最高, 然而 HLB柱净化和正己烷液-液萃取净
化的效果没有显著差异, 因此为了节约成本和提高
工作效率, 本研究选择了正己烷液-液萃取净化。 

 

图 3  不同净化方法的回收率比较(n=6) 
Fig. 3  Recoveries of sodium nifurstylenate by different 

clean-up method (n=6) 
 

3.4  色谱条件的选择 

3.4.1  检测波长的选择 
对呋喃苯烯酸钠标准溶液进行紫外扫描发现 , 

其在 265、398 nm左右均存在吸收峰, 且在 398 nm
的吸收峰最大, 因而确定最佳检测波长为 398 nm, 
既保证了方法的灵敏度, 又能有效减少杂质干扰。 
3.4.2  流动相的选择 

参照文献[9-11]方法, 采用乙腈-水、乙腈-甲酸溶
液为流动相体系, 并实验不同浓度的甲酸溶液对呋
喃苯烯酸钠的灵敏度及峰形的影响, 结果显示 0.1%
甲酸-乙腈 58+42(v/v)作为流动相时, 呋喃苯烯酸钠
峰形尖锐、对称, 干扰峰少, 可获得较好的灵敏度和
选择性(图 4、图 5)。 
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图 4  海参空白色谱图 
Fig. 4  The chromatogram of sea cucumber blank 

 

图 5  海参基质标准溶液色谱图(100 μg/L) 
Fig. 5  The chromatogram of sea cucumber matrix standard solution (100 μg/L) 

 
3.4.3  定容液的选择 

实验中发现定容液中 0.1%甲酸溶液-乙腈的比
例对呋喃苯烯酸钠的灵敏度有很大的影响 , 采用
0.1%甲酸溶液-乙腈(80:20, v/v)做定容液, 比用流动
相定容峰形好 , 因此选择了 0.1%甲酸溶液 -乙腈
(80:20, v/v)作为定容液。 

3.5  方法评价 

3.5.1  线性范围、检出限和定量限 
本方法基质标准溶液在 50~1000 μg/L范围内 , 

以目标物峰面积为纵坐标 , 溶液的质量浓度为横
坐标 , 绘制基质标准工作曲线 (见图 6), 线性方
程为 Y=0.00967698X−0.0311232, 相关系数大于
0. 999。 

分别在阴性的鲤鱼、对虾、海参中添加呋喃苯烯

酸钠 5 μg/kg 时, 呋喃苯烯酸钠峰形明显, 信噪比均
大于 3, 当添加量为 10 μg/kg时, 信噪比大于或等于
10, 平均回收率均大于 70%, 因此最终确定该方法的
检出限为 5 μg/kg, 定量限为 10 μg/kg。 

 

图 6  呋喃苯烯酸钠工作曲线 
Fig. 6  Calibration curve of sodium nifurstylenate 

 

3.5.2  方法的回收率和精密度 
分别选用阴性的鲤鱼、对虾、海参进行加标回收

和精密度实验, 考察方法的准确度和重现性。实验采
用在 10 g样品中分别添加相当于呋喃苯烯酸钠 10、
20、100 μg/kg的标准溶液, 每个水平加标 6 个样品, 
测定 3 个批次。实验结果, 平均回收率都在 70%以
上, 批内、批间相对标准偏差均在 10%以下, 以海参
为例, 实验数据见表 1。 
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表 1  海参中呋喃苯烯酸钠加标回收率及精密度 
Table 1  Recoveries and RSD of sodium nifurstylenate in sea cucumber 

添加量/(μg·kg-1) 测定批次 平均回收率/%(n=6) 批内相对标准偏差/%(n=6) 批间相对标准偏差/%(n=18) 

10 

1 102.2 8.4 

7.3 2 91.4 6.8 

3 87.1 7.2 

20 

1 92.6 5.8 

6.4 2 87.5 6.7 

3 93.8 6.0 

100 

1 98.8 4.9 

5.1 2 97.6 5.2 

3 94.7 4.3 

 

4  结   论 

本实验建立了水产品中呋喃苯烯酸钠残留量的

液相色谱测定方法, 试样中呋喃苯烯酸钠用 0.5%甲
酸乙腈提取 , 氨水、正己烷液 -液萃取去除杂质 , 
ZORBAX SB-C18 为分析柱, 0.1%甲酸: 乙腈(58:42, 
v/v)为流动相, 经 DAD检测器(λ=398 nm)测定, 基质
标准溶液外标法定量。结果表明此方法过程简单、灵

敏度高、准确性好, 适用于水产品中呋喃苯烯酸钠残
留量的测定。 
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