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液相色谱串联质谱法测定氨糖软骨素片中 
硝基呋喃类代谢物残留 

蒋  琰 1, 赵  轩 1, 王毅谦 2*, 殷  冉 3, 孙慧宇 1, 陈君义 1, 王  伟 1 
(1. 徐州海关, 徐州  221006; 2. 南京海关, 南京  210001; 3.常熟海关, 常熟  215500) 

摘  要: 目的  采用液相色谱串联质谱法测定氨糖软骨素片中的硝基呋喃类代谢物残留量。方法  样品在酸

性条件下(pH<2)衍生 16 h, 经乙酸乙酯提取浓缩。经甲醇水溶液溶解过滤后, 用液相色谱-串联质谱测定。试

验过程中采用添加同位素内标法来补偿前处理过程中产生的损失。结果  在 0.5、1.0 和 2.0 μg/kg 3 个浓度水

平上进行添加回收试验, 4 种代谢物的回收率范围为 82.7~106.7%, 相对标准偏差不大于 12.3%, 检出限均为

0.5 μg/kg。结论  该方法具有良好的准确度、灵敏度和稳定性, 可用于氨糖软骨素片中硝基呋喃类代谢物残

留量的测定。 
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Determination of nitrofuran metabolites residues in glucosamine chondroitin 
tablets by liquid chromatography tandem mass spectrometry 
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(1. Xuzhou Customs, Xuzhou 221006, China; 2. Nanjing Customs, Nanjing 210001, China; 3. Changshu Customs, 

Changshu 215500, China) 

ABSTRACT: Objective  To determine the residue of nitrofuran metabolites inglucosamine chondroitin tablets by 

liquid chromatography tandem mass spectrometry. Methods  The sample was derived 16 h in acid condition (pH<2), 

and then extracted and concentrated by ethyl acetate. The extract was dissolved and filtered by methanol-water and 

determined by liquid chromatography tandem mass spectrometry. The isotope internal standard method was used in 

the experiment to compensate the loss in the pretreatment. Results  The recovery experiments were conducted at 

levels of 0.5, 1.0 and 2.0 μg/kg, and the recoveries of the four metabolites ranged in 82.7%-106.7% with RSD≤

12.3%. The limit of detection was 0.5 μg/kg. Conclusion  The method has good accuracy, sensitivity and stability 

and can  be used for the determination of residual nitrofuran metabolites in glucosamine chondroitin tablets. 
KEY WORDS: glucosamine chondroitin; nitrofuran metabolites; liquid chromatography tandem mass spectrometry 
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1  引  言 

氨糖软骨素, 是一种天然的氨基单糖, 是关节软骨、

结缔组织、关节滑液的组成基质。氨糖软骨素片是由氨基

葡萄糖和硫酸软骨素按照一定的配比加工制备而成, 可口

服用于改善关节机能、延缓关节老化, 被称为“关节软黄

金”、关节“液体磁石”。随着人们生活水平的提高, 氨糖软

骨素片越来越受消费者青睐。由于其主要原料源自海洋生

物, 随着人们食品安全意识的提高, 有些国家对于氨糖软

骨素片也提出了明确的兽药残留限量要求。硝基呋喃类药

物为常见兽药, 且被各国列入禁用药, 因此, 氨糖软骨素

中的硝基呋喃类药物残留检测显得尤为重要。 
硝基呋喃类药物代谢物主要是指: 3-氨基-2-恶唑酮

(3-amino-2-oxalidinone, AOZ)、5-吗啉甲基-3-氨基-2-恶唑

烷 基 酮 (5-morpholinomethyl-3-amino-2-oxalidinone, 
AMOZ)、1-氨基-乙内酰脲(1-amino-hydantoin, AHD)和氨基

脲(semicarbazide, SEM)等硝基类人工合成的广谱抗菌药。

研究表明, 此类药物及其代谢物具有慢性毒性, 可引起消

化道反应及溶血性贫血, 还能使动物组织产生癌变或基因

突变[1], 包括中国在内, 大部分国家早已禁止使用此类药

物。我国农业农村部第 250 号公告中, 也明确提出将硝基

呋喃类药物列为禁用药。硝基呋喃类药物本身易降解, 其
代谢产物却可与蛋白质紧密结合, 在动物体内可稳定地

残留数周 , 甚至在食品加工过程中也不能有效降解 , 因
此检测结合态的硝基呋喃类药物的代谢产物, 更能起到

监控作用[2,3]。 
目前已有大量文献及国家标准报道了硝基呋喃类代

谢物残留的检测方法[4-8], 其中, 由于灵敏度高、回收率好, 
液相色谱-串联质谱法已逐渐成为此类代谢物检测的主要

手段, 但在此类研究中, 主要是以水产品、畜禽产品、蛋

及乳制品、蜂产品等动物源性产品[9-17]作为基质进行试验, 
而鲜见氨糖软骨素中硝基呋喃类药物残留的研究。本文建

立了氨糖软骨素中硝基呋喃类药物残留的液相色谱-串联

质 谱 (liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
LC-MS/MS)分析方法, 以同位素标记物为内标, 2-硝基苯

甲醛为衍生剂, 以期实现样品中代谢物残留的快速、准确

定量。 

2  材料与试剂 

2.1  主要仪器与试剂 

Triple Quad 4500 型液相串联质谱仪(美国 AB 公司); 
Talboys STD.MINI VORTEXER 涡旋混合器(美国 Talboys
公司 ); 3-30KS 型低温高速离心机 (美国 Sigma 公司 ); 
SHA-B 型恒温水浴摇床(金坛亿通公司); P-11 型组织破碎

机(德国 FRITSCH 公司); N-EVAP12 型水浴氮吹仪(美国

Organomation 公司)。 
甲醇、二甲基亚砜均为色谱级(德国 MERCK 公司); 

盐酸(德国 CNW 公司, 稀释成 1.0 mol/L); 乙酸乙酯、甲酸

(分析纯 , 西陇化工有限公司); 2-硝基苯甲醛溶液(美国

Sigma-Aldrich 公司, 0.05 mol/L, 现配现用); 磷酸氢二钾溶

液(分析纯，西陇化工有限公司, 配制成 1.0 mol/L); 实验用

水为去离子水。 
盐酸呋喃西林 (SEM-HCl, 99.4%)、盐酸呋喃妥因

(AHD-HCl, 98.3%)、呋喃唑酮(AOZ, 98.3%)、呋喃它酮

(AMOZ, 98.3%)标准品(德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公

司)(用 HPLC 级甲醇配制成 1000 mg/L 的单标储备液)。 
同位素内标标准品 AOZ-D4、AMOZ-D5、AHD-13C3、

SEM-13C15N2(德国 Witega 公司 )(用色谱级甲醇配制成 
1000 mg/L 的内标储备液, 试验中用 HPLC 级甲醇配成 
100 μg/L 的混合同位素内标液)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品制备  
随机抽取 200 g 样品, 粉碎后混合均匀, 分装两份, 

-20 ℃保存。 
2.2.2  样品前处理 

准确称取 0.5 g 样品于 25 mL 具塞玻璃离心管中, 准
确加入 100 ng/mL 混合同位素内标液 40 μL, 0.05 mol/L 2-
硝基苯甲醛 150 μL, 水 5 mL 和 1.0 mol/L 盐酸 0.5~1.5 mL, 
使溶液 pH 值小于 2。漩涡振荡 15 s 后, 于 37 ℃水浴中避

光振荡 16 h。将样品自然冷却至室温, 加入 1~3 mL 磷酸氢

二钾溶液(1.0 mol/L), 调节 pH 值 7.0~7.5。加入乙酸乙酯  
8 mL, 涡旋 20 s, 2500 r/min 离心 10 min。取上层清液于玻

璃试管中, 40 ℃水浴中氮吹至干。向试管中加入 1 mL 流动

相, 涡旋溶解, 过 0.22 μm 滤膜后上机。 
2.2.3  液相色谱参数 

色 谱 柱 : Phenomenex Kinetex 2.6 μm Biphenyl,   
(100 mm3.0 mm), 柱温: 40 ℃; 流动相: A 相为 5 mmol/L
乙酸铵水溶液(含 0.2‰的甲酸), B 相为甲醇; 梯度洗脱程

序: 0~2min, B 相从 10%线性升至 90%, 保持 3.0 min。   
0.1 min 内 , B 相降至 10%, 保持至 7.0 min; 流速 :      
400 μL/min; 进样体积 10 μL。 
2.2.4  质谱参数 

电喷雾离子源正离子扫描模式(ESI+), 多反应监测

(multireaction monitoring, MRM); 离子源喷雾电压: 5500 V; 
离子源温度: 550 ℃。 

3  结果与分析 

3.1  样品前处理条件的选择 

硝基呋喃代谢物分子量较小, 在 75~201 之间, 受质

谱背景干扰大, 影响检测的灵敏度。为获得较好的质谱响
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应, 参照文献[5-15]采用 2-硝基苯甲醛将硝基呋喃类代谢物

衍生为分子量较大的物质进行质谱测定。 
硝基呋喃代谢物本身不稳定, 分析过程中需要注意

光照、pH 值等因素的影响[12], 以确保试验的提取率。由于

氨糖软骨素片有别于动物肌肉, 本身具有一定的酸度, 称
样量不同, 调节 pH值所用缓冲液体积不同, 对回收率造成

一定的影响。试验中分别选取了 0.2、0.5、1.0、2.0 g 4 组

称样量进行试验, 在加入盐酸调节 pH 值之前, 用 pH 计测

定溶液的 pH 值。2 种成分不同的氨糖片 A 和 B 在 4 组质

量下的 pH 值分别为 3.64、3.26、3.15、3.04 和 4.79、4.41、
4.12、3.83。用盐酸调节溶液 pH<2, 处理后上机分析, 试
验结果如图 1 所示。结果表明, 称样量选在 0.5 g 时, 回收

效果较好。按照兽药检测过程的惯例, 采用同位素内标校

正实验过程和分析结果的偏差, 提高准确性。 
 

 
 

图 1  不同称样量对硝基呋喃类代谢物在 2 种氨糖片中回收率的

影响 
Fig.1  Effect of sampling weight on the recovery of nitrofuran 

metabolites in 2 glucosamine chondroitin tablets 
 

3.2  质谱条件的优化 

采用 Triple Quad 4500 型液质联用仪的多通道扫描技

术, 选用多反应监测模式对各化合物的衍生物进行质谱参

数的优化。试验中采用 2-硝基苯甲醛进行柱前衍生, 衍生

物的分子量较衍生前增加 133, 在适当的碰撞电压下可以

产生多个特征离子碎片。经过质谱扫描, 确定的离子对参

数和质谱图如表 1 和图 2 所示。 
 

 
 

图 2  硝基呋喃类代谢物标准物质图谱 
Fig.2  Mass spectra of nitrofuran metabolites standards 

 

3.3  标准工作曲线 

在标准系列溶液(0.0、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 ng/mL)
中加入 40 μL 的混合同位素内标液, 衍生、浓缩、定容后

上机分析。以峰面积比 X(标准峰与内标峰面积之比)为横

坐标, 浓度 C(ng/mL)为纵坐标, 建立标准曲线。线性方程、

相关系数、检出限见表 2, 最低检出浓度为 0.25 ng/mL。最

低检出浓度下, SEM, AHD, AOZ和 AMOZ的信噪比分别为

12,22,63 和 57。 

3.4  样品中硝基呋喃类代谢物含量的计算 

样品中硝基呋喃类代谢物的含量 X(单位 μg/kg)按下

式计算: X=C×V×1000/m/1000。其中 C 为提取液经液相色

谱-串联质谱测定的硝基呋喃类代谢物浓度(单位 ng/mL), V
为最终定容体积(单位 mL), m 为称样量(单位 g)。按此方法

检测, 样品中硝基呋喃类代谢物的检出限为 0.5 μg/kg。 
 

表 1  硝基呋喃类代谢物的定性和定量参数 
Table 1  Qualitative and quantitative parameters for nitrofuran metabolites 

待测组分 定性离子对(m/z) 定量离子对(m/z) 同位素内标物 定性离子对(m/z) 定量离子对(m/z) 

SEM 
209.2/166.2 

209.2/166.2 SEM-13C15N2 212.2/168.2 212.2/168.2 
209.2/192.1 

AOZ 
236.1/133.9 

236.1/133.9 AOZ-D4 240.1/134.1 240.1/134.1 
236.1/103.8 

AHD 
249.1/134.1 

249.1/134.1 AHD-13C3 252.0/134.1 252.0/134.1 
249.1/104.1 

AMOZ 
335.2/262.1 

335.2/262.1 AMOZ-D5 340.1/296.1 340.1/296.1 
335.2/291.3 
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表 2  不同待测组分的线性方程及检出限 
Table 2  Linear equations and limit of detection of different 

target compounds 

待测物 线性方程 r 检出限
/(ng/mL) 

SEM C=0.0976X-0.00605 0.9985 0.25 

AOZ C=0.00324X+0.00105 0.9972 0.25 

AHD C=0.0129X+0.000716 0.9996 0.25 

AMOZ C=0.00144X+0.000538 0.9959 0.25 

 
 
 

3.5  加标回收率和精密度试验 

以不含有硝基呋喃类代谢物残留的氨糖软骨素片为

样品, 按照上述方法进行 3 水平 6 平行的加标回收试验, 
回收率范围为 82.7%~106.7%, 相对标准偏差 (relative 
standard deviation, RSD)均不大于 12.3%(见表 3)。 

 
表 3  氨糖软骨素片中不同添加水平的回收率 

Table 3  Recovery at different spiked levels in sample of 
glucosamine chondroitin tablets 

待测组分 添加浓度
/(μg/kg) 

氨糖软骨素片 

平均回收率/% RSD/% 

SEM 

0.5 87.3 12.1 

1.0 95.6 8.45 

2.0 106.7 10.7 

AOZ 

0.5 98.8 9.60 

1.0 94.0 9.50 

2.0 102.4 8.60 

AHD 

0.5 83.1 12.3 

1.0 88.6 11.3 

2.0 98.1 10.1 

AMOZ 

0.5 82.7 6.44 

1.0 85.7 4.13 

2.0 95.5 11.9 

 

4  讨论与结论 

利用该方法对氨糖软骨素片进行检测时发现, 在累

计检测的 200 多批样品中检出呋喃西林阳性样品 10 余批, 
但含量不高。实验室推测可能是由于氨糖软骨素片的主要

成分包含了从海洋生物中提取的硫酸软骨素, 而海洋生物

中的一些甲壳类生物含有 SEM[16,17]而引入产品中。 
综上, 本试验主要探索了 LC-MS/MS 检测氨糖软骨

素片中硝基呋喃类代谢物残留的方法。以硝基呋喃代谢物

的同位素标记物作为内标, 补偿了样品处理和液质测定过

程中产生的误差, 有效地提高了定量的灵敏度(样品的检

出限为 0.5 μg/kg), 保证了试验的回收率。 
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