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壳聚糖净化-超高效液相色谱-三重四极杆/复合线

性离子阱质谱法测定水产品中硝基呋喃类代谢物

残留研究 

霍文迪 1,2,3, 文宇鹏 2,3,4, 张荣月 1*, 李晋成 2,3* 
(1. 北京石油化工学院新材料与化工学院, 北京  102617; 2. 中国水产科学研究院, 北京  100141;  

3. 农业农村部水产品质量安全控制重点实验室, 北京  100141; 4. 上海海洋大学水产与生命学院, 上海  201306) 

摘  要: 目的  建立一种基于壳聚糖净化结合超高效液相色谱-三重四极杆/复合线性离子阱质谱法, 测定水

产品中硝基呋喃类代谢物残留的快速检测方法。方法  样品经盐酸水解、2-硝基苯甲醛衍生、乙酸乙酯提取、

壳聚糖净化、氮吹浓缩复溶后, 借助超高效液相色谱仪实现快速分离, 三重四极杆/复合线性离子阱质谱仪进

行测定, 内标法定量分析, 实现快速、准确地测定水产品中硝基呋喃类代谢物残留量。结果  4 种硝基呋喃类

代谢物在 0.5~10.0 μg/L 质量浓度范围内线性关系良好, 相关系数均大于 0.998, 定量限为 0.5 μg/kg; 以鲤鱼、

大菱鲆以及南美白对虾为样品, 在 3 个不同添加水平下 4 种硝基呋喃类代谢物的平均回收率为 96.5%~116.5%, 

日内相对标准偏差为 2.2%~9.3%, 日间相对标准偏差为 2.7%~9.7%。结论  该方法经济、简便、高效, 灵敏度

高, 重复性好, 可作为水产品中 4 种硝基呋喃类代谢物残留的常规检测方法。 

关键词: 壳聚糖; 水产品; 硝基呋喃类代谢物; 超高效液相色谱-三重四极杆/复合线性离子阱质谱法 
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ABSTRACT: Objective  To develop a rapid method for the determination of nitrofuran metabolites in aquatic 
products based on chitosan purification combined with ultra performance liquid chromatography and triple 
quadrupole/composite linear ion trap mass spectrometer. Methods  The samples were hydrolyzed by hydrochloric 
acid, derived by 2-nitrobenzaldehyde, extracted by ethyl acetate, rapidly purified by chitosan, and then concentrated 
and redissolved. Rapid separation was achieved by ultra performance liquid chromatography, measured by triple 
quadrupole/composite linear ion trap mass spectrometer, and quantified by internal standard method to achieve the 
rapid and accurate determination of nitrofuran metabolites residues in aquatic products. Results  The 4 kinds of 
nitrofuran metabolites had a good linear relationship in the concentration range of 0.5–10.0 μg/L, the correlation 
coefficients were all more than 0.998, and the limit of quantification was 0.5 μg/kg. Taking carp, Scophthalmus 
maximus and Litopenaeus vannamei as samples, the average recovery of 4 kinds of nitrofuran metabolites at 3 
different addition levels was 96.5%–116.5%, the intra-day relative standard deviation was 2.2%–9.3%, and the 
intra-day relative standard deviation was 2.7%–9.7%. Conclusion  The method is economical, simple, efficient, 
sensitive and reproducible, and can be used as a routine method for the determination of 4 kinds of nitrofuran 
metabolites in aquatic products. 
KEY WORDS: chitosan; aquatic products; nitrofuran metabolites; ultra performance liquid chromatography- 

quadrupole linear ion trap-mass spectrometry  
 
 

0  引  言 

硝基呋喃类药物作为一种能够对抗大部分细菌的抗

生素, 其主要包括呋喃西林、呋喃它酮、呋喃妥因和呋喃

唑酮 4 种化合物[1–3]。已有研究表明, 硝基呋喃类化合物毒

副作用明显, 可能造成致癌、致畸、致突变等严重后果[4–6]。

因此, 其残留问题引起了国内外的广泛重视。我国农业农

村部公告第 250 号[7]明确规定硝基呋喃类化合物禁止在食

品动物中使用。 
呋喃西林、呋喃它酮、呋喃妥因和呋喃唑酮 4 种硝基呋

喃类药物有着在鱼肉、虾肉等水产基质内快速代谢的特性, 它
们所对应的最终代谢后目标物分别为氨基脲(semicarbazide, 
SEM)、3-氨基-2-恶唑烷基酮(3-amino-2-oxazolidone, AOZ)、
1-氨基-2-内酰脲(1-aminohydantoin, AHD)和 5-甲基吗啉-3-氨
基-2-噁唑烷基酮(5-morpholinomethyl-3-amino-2-oxazolidone, 
AMOZ), 这些产物容易与蛋白相结合且最终产物结构稳定。

故常通过检测其相应的4种代谢产物来反映4种硝基呋喃类

化合物残留水平[8–9]。目前, 硝基呋喃类代谢药物残留的检

测方法有免疫层析法[10–12]、酶联免疫法[13–14]和高效液相色

谱法[15]等。与超高效液相色谱-串联质谱法相比, 免疫层析

法受抗原的稳定性及灵敏度的影响, 易受杂质干扰; 酶联

免疫法的操作过程中易受温度干扰; 高效液相色谱法则存

在灵敏度较低的问题。 
水产品基质中成分相对复杂, 杂质蛋白以及脂质成

分较为丰富, 因此需要选用合适的样品前处理方法对最终

所得复溶上机液净化处理, 以此来保障硝基呋喃类代谢物

残留测定的准确性及稳定性, 如正己烷去脂法[16–17]、固相

萃取法[18]、基质分散固相萃取[19]和 Oasis PRiME HLB 净化

法[5]等。然而, 传统的固相萃取净化方法的操作步骤烦琐, 
耗时长[20]。GB 31656.13—2021《食品安全国家标准 水产

品中硝基呋喃类代谢物多残留的测定 液相色谱-串联质谱

法》需要采用 14000 r/min 超高速离心 10 min 的方式对最终

的复溶后上机液进行净化操作。而在各领域的实际应用中, 
壳聚糖作为渔业副产物的一类天然聚合物[21], 其自身具有无

毒[22]、绿色环保、可降解[23–24]且低成本[25]的优势, 此外, 壳
聚糖其表面富含众多的羟基、氨基等官能团[26], 赋予了它对

多种油脂类杂质[27–30]优异的吸附效果, 同时在农药残留检测

中, 壳聚糖由于除脂能力, 能够极大程度降低脂类杂质对于

最终仪器检测的干扰。该材料将可以选择性吸附并去除提取

液中的脂肪、磷脂类等干扰物, 从而达到净化提取液的目的。

与固相萃取、14000 r/min 超高速离心等传统样品前处理方法

相比, 使用壳聚糖来进行净化处理可以免除活化、淋洗以及

洗脱等一系列步骤, 仅需一步离心便可以完成提取液的净化

处理, 具有处理方法高效、操作便捷的优势。 
本研究基于壳聚糖快速净化方法, 结合超高效液相

色 谱 - 三 重 四 极 杆 / 复 合 线 性 离 子 阱 质 谱 仪 (ultra 
performance liquid chromatography-quadrupole linear ion 
trap-mass spectrometry, UPLC-QTRAP-MS/MS)建立了鲤鱼

中 4 种硝基呋喃类代谢物的准确定量检测方法, 以期为水

产基质中硝基呋喃类代谢的检测提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1   实验材料 

1.1.1  材料与试剂 
壳聚糖(CAS: 9012-76-4, 黏度: 100~200 mPa·s, 阿拉

丁生化科技股份有限公司); SEM、AOZ、AHD 和 AMOZ 4
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种 硝 基 呋 喃 类 代 谢 物 标 准 品 ( 批 号 : S155597) 、

SEM-13C-15N2、AOZ-D4、AHD-13C3 和 AMOZ-D5 4 种硝基

呋喃类代谢物同位素内标标准品(批号: S178961)(天津阿

尔塔科技有限公司); 2-硝基苯甲醛(德国 CNW 科技公司); 
乙酸乙酯和甲醇(色谱纯, 美国 J.T.Baker 公司); 盐酸(分析

纯, 上海信裕生物科技有限公司); 二甲基亚砜、乙酸铵(色
谱纯)、磷酸氢二钾(分析纯)(阿拉丁生化科技股份有限公

司); 蒸馏水(广州屈臣氏食品饮料有限公司)。 
1.1.2  仪器与设备 

QTRAP 5500 HPLC-QTRAP-MS/MS( 美 国 AB 
SCIEX 公司); H-2050 R 台式高速离心机(湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司); SB-5200 DTN 超声波水浴机(宁波新

芝生物科技股份有限公司); MVM-2500 多管涡旋混匀仪

(上海泰坦科技股份有限公司); AB265-S 双量程分析天平

(0.01/0.1 mg)、MS 3 Basic 旋涡混匀器(德国 IKA 公司); 
ZHWY-110 X 30 水浴恒温振荡器(上海智城分析仪器制造

有限公司 ); N-EVAPTM112 氮吹仪 (美国 Organomation 
Aossociates 公司); Hypersil GOLD 色谱柱(50 mm×2.1 mm, 
1.7 µm)(美国沃特世公司)。 

1.2  实验方法 
1.2.1  样品制备 

本研究用于方法建立与验证的鲤鱼采购于北京市水

产市场, 通过冷藏运输转移至实验室; 去除鱼皮鱼骨, 保
留可食用部位, 经均质机捣碎为鱼糜状, 于–20 ℃下冷冻

保存, 备用。 
1.2.2  标准溶液配制 

取适量硝基呋喃混合标准液采用甲醇稀释, 配制系

列混合标准中间液(100.0、10.0、1.0 μg/mL)和混合内标标

准中间液(100.0、10.0、1.0 μg/mL), –20 ℃遮光保存备用。

于临近使用前 , 用水进行逐级稀释 , 分别制备得到混合

标准工作液(100.0、10.0 ng/mL)和混合内标标准工作液

(50.0 ng/mL)。 
1.2.3  仪器条件 

液相色谱柱为Hypersil GOLD色谱柱(50 mm×2.1 mm, 
1.7 µm); 进样量: 10.0 μL; 柱温箱设定温度: 40℃; 流动相

由A相和B相两相组成, 其中A相: 醋酸铵水溶液(2 mmol/L), 
B 相: 甲醇; 梯度洗脱, 洗脱程序详见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution procedure  

时间/min 流速/(mL/min) A/% B/% 

0 0.35 90.0 10.0 

 6.00 0.35 10.0 90.0 

 9.00 0.35 10.0 90.0 

 9.10 0.35 90.0 10.0 

11.00 0.35 90.0 10.0 

采用电喷雾离子源在正离子模式下电离分析物, 检
测模式为多反应监测模式。离子源具体设置参数: 离子源

温度: 650.0 ℃; 离子化电压: 5.5 kV; 气帘气: 30.0 psi; 雾
化气: 60.0 psi; 辅助气: 55.0 psi。4 种硝基呋喃类代谢物在

多反应监测模式下的质谱参数详见表 2。 
 

表 2  4 种硝基呋喃类代谢物及其内标物在多反应监测 
模式下的质谱检测参数 

Table 2  Mass spectrometry detection parameters of 4 kinds of 
nitrofuran metabolites and their internal standards in multiple 

reaction monitoring mode 

分析物 保留时间
/min 

准分子 
离子(m/z) 

碎片离子
(m/z) 

碰撞气能量
/eV 

SEM 2.6 209.2 166.2*, 192.1 14, 16 

AOZ 2.5 236.1 133.9*, 103.9 17, 31 

AHD 2.3 249.2 134.1*, 104.1 17, 27 

AMOZ 3.3 335.2 291.1*, 262.2 17, 23 

SEM-13C-15N2 - 212.1 168.0 14 

AOZ-D4 - 240.1 134.0 17 

AHD-13C3 - 252.0 134.0 17 

AMOZ-D5 - 340.4 296.2 17 

注: *定量离子; -代表数据多变无明显参考意义。 
 

 

1.2.4  样品前处理 
(1)水解和衍生化 
取一支 50 mL离心管, 准确称量并加入 2.0 g样品, 加

入 0.05 mL 混合内标工作溶液(100 μg/L), 涡旋混合均匀。

随后分别加入 5.0 mL 盐酸(0.2 mol/L)和 0.15 mL 2-硝基苯

甲醛溶液(0.05 mol/L), 涡旋混合至分散均匀。最后将离心

管放于恒温水浴振荡器(水温 37 ℃)内且避光振荡反应 16 h 
(衍生化反应方程式见图 1)。 

(2)提取和净化过程 
取出离心管冷却至室温, 加入 1.0 mol/L 磷酸氢二钾

15 mL 调整 pH 至 7.0~7.5, 随后加入 8 mL 乙酸乙酯涡旋振

荡 1 min, 6000 r/min 离心 5 min, 取上清液加入至 15 mL 离

心管, 再加入1.2 g无水硫酸钠以及80 mg壳聚糖涡旋1 min, 
随后 8000 r/min 离心 10 min 并将全部液体转移至 10 mL 离

心管, 40 ℃下氮吹至干, 加入 1 mL 5%甲醇水溶液进行复

溶, 过 0.22 μm 滤膜上机检测。 
1.2.5  标准曲线制作 

采用甲醇稀释混合标准工作溶液以分别得到 10.0 ng/mL
以及 100.0 ng/mL 混合标准工作溶液, 配制得到质量浓度为

0.5、1.0、2.0、5.0 和 10.0 ng/mL 的系列标准溶液, 除不加

实际样品和不进行净化处理外, 其余实验步骤按 1.2.4 进

行前处理操作, 按 1.2.3 条件进行检测, 采用内标法制做

标准曲线。 
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图 1  4 种硝基呋喃类代谢物衍生化反应方程 

Fig.1  Derivation process of 4 kinds of nitrofuran metabolites 
 
 

1.3  数据处理 

采用 SCIEX 的 Analyst® Software 软件对数据进行

采集, MultiQuant 3.0.3 软件进行定量分析。所有数据均

由 Word Processing System Excel 计算, 由 OriginPro 2022
软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  净化方法选择 

硝基呋喃类代谢物经水解、衍生、提取、浓缩等一

系列前处理后的复溶液中仍含有干扰物质, 影响定量检

测结果。本研究以鲤鱼样品为实验对象, 采用壳聚糖对乙

酸乙酯提取液进行除杂净化处理。本研究以加标浓度为

10 μg/kg 的鲤鱼肌肉为实验对象, 采用壳聚糖对乙酸乙酯

提取液进行除杂净化处理。本研究先后对比了 1 g 无水硫

酸钠组合不同质量壳聚糖(0、10、20、50、60、80、100 mg)
净化效果。由图 2 可知, 随着壳聚糖用量的增加目标化合

物的响应强度也随之增长, 使用 80 mg 壳聚糖净化乙酸

乙酯提取液时目标化合物的峰响应强度综合水平较优。

当壳聚糖的量低于 80 mg 时, 硝基呋喃类代谢物的仪器

信号可能为受到基质效应的抑制 , 导致仪器响应低; 当

壳聚糖的量高于 80 mg 时, 硝基呋喃类代谢物被壳聚糖

吸附的效应显著, 从而导致硝基呋喃类代谢物的仪器响

应降低。因此, 本研究采用 80 mg 壳聚糖对乙酸乙酯提

取液进行除杂净化处理。 
本研究先后对比了 80 mg 壳聚糖组合不同质量无水

硫酸钠(200、500、700、1000、1200、1500 mg)净化效果(图
3)。结果表明, 采用 80 mg 壳聚糖和 1200 mg 无水硫酸钠

对复溶液进行净化处理, 4 种目标物色谱峰的强度最高。因

此, 本研究最终选择 80 mg 壳聚糖和 1200 mg 无水硫酸钠

作为最佳净化填料组合。 
 

 
 

图 2  鲤鱼加标样品经不同质量壳聚糖处理后对比图(10 μg/kg) 
Fig.2  Comparison diagram of carp spiked samples treated with 

different quality chitosan (10 μg/kg) 
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图 3 鲤鱼加标样品经不同质量无水硫酸钠处理后 
对比图(10 μg/kg) 

Fig.3 Comparison diagram of carp spiked samples treated with 
different mass of chitosan sodium sulfate (10 μg/kg) 

 

2.2  与 GB 31656.13—2021 净化效果对比研究 

在 GB 31656.13—2021 中, 采用 14000 r/min高速离心

10 min 的方式对复溶液进行净化处理。本研究以鲤鱼样品

为实验对象, 对比了经两种不同净化方式处理后净化液的

色谱图(见图 4)。结果表明, 采用壳聚糖一步式净化, 4 种目

标物色谱峰的强度均有明显提高; 在与国标法的实验流

程对比时, 使用壳聚糖一步净化的方法实验步骤更为简

便, 在最终上机检测前省去了额外的高速离心以分离杂

质的操作, 整体实验流程更为安全便捷; 此外, 壳聚糖的

加入可以吸附去除在乙酸乙酯提取液中的脂类杂质, 使
得目标物峰响应值更强。综合考虑, 选择对样品进行壳聚

糖净化处理。 
 

 
 

图 4  14000 r/min 高速离心(a)和壳聚糖净化方法硝基呋喃类 
代谢物色谱图(b) (10 μg/kg) 

Fig.4  14000 r/min high-speed centrifugation (a) and 
chromatographic diagram of nitrofuran metabolites by chitosan 

purification method (b) (10 μg/kg) 
 

2.3  方法学验证 

2.3.1  线性方程与定量限 
按照 1.2.5 绘制标准曲线, 内标法定量。4 种目标化

合物的线性回归方程、相关系数和定量限见表 3。4 种硝

基呋喃类代谢物在 0.5~10.0 μg/L 浓度范围内的线性关系

良好, 相关系数(r)均大于 0.998, 选择 10 倍信噪比下的加

标浓度为定量限即 0.5 µg/kg, 说明本方法具有较高的灵

敏度。 
2.3.2  准确度正确度和精密度 

分别选择鲤鱼、大菱鲆以及南美白对虾为空白样品, 按
照 1.2.4 中样品制备方法, 选用未加标基质为空白样品, 根据

GB 2704—2008 的要求, 选择以 1 倍、4 倍、20 倍定量限对应

3 个不同浓度水平制备加标样品(0.5、2.0、10.0 μg/kg)进行实

验, 以保证样品在检测时浓度在一定程度内的不同变化都

可以通过所设计方法进行正确的测定, 确保实验结果在不

同浓度范围下的真实可靠。选择相对标准偏差 (relative 
standard deviations, RSDs)作为该方法重复性的衡量标准。

每个加标浓度下的样品采用 6 个平行 , 计算回收率及

RSDs。结果如表 4 所示, 3 个添加浓度水平下, 4 种硝基呋

喃类代谢物的平均回收率为 96.5%~116.5%, 日内 RSDs 为

2.2%~9.3%, 日间 RSDs 为 2.7%~9.7%。表明本研究建立的

检测方法正确度高且重复性良好, 可满足常见水产品中 4
种硝基呋喃类代谢物的检测需求。 

 
表 3  4 种硝基呋喃类代谢物的线性回归方程和定量限 

Table 3  Linear regression equation and limit of quantitation of 
4 kinds of nitrofuran metabolites 

化合物
线性范围

/(μg/L) 
回归方程 相关系数

(r) 
定量限
/(μg/kg)

SEM 0.5~10.0 Y=0.29683X+0.01936 0.99964 0.5 

AOZ 0.5~10.0 Y=0.23747X+0.00523 0.99875 0.5 

AHD 0.5~10.0 Y=0.32279X–0.00140 0.99977 0.5 

AMOZ 0.5~10.0 Y=0.38553X+0.01646 0.99937 0.5 

 
表 4  水产品中 4 种硝基呋喃类代谢物的回收率和 RSDs (n=6) 

Table 4  Recoveries and RSDs of 4 kinds of nitrofuran 
metabolites in aquatic products (n=6) 

水产样品 化合物 添加水平
/(μg/kg) 

平均回收率 
/% 

日间
RSDs/%

日内
RSDs/%

鲤鱼 

AOZ
0.5 115.9 7.7 9.3 
2.0 116.3 9.5 8.7 

10.0 116.5 3.8 4.5 

AMOZ
0.5 100.5 3.2 2.7 
2.0 102.6 3.2 2.5 

10.0  99.3 3.5 3.6 

AHD
0.5 104.1 4.8 6.4 
2.0 104.4 5.2 2.2 

10.0 102.0 4.2 4.5 

SEM
0.5 105.9 9.7 9.1 
2.0 102.6 5.1 5.9 

10.0  98.6 5.3 9.1 

南美白对虾 AOZ
0.5  99.3 6.4 8.0 
2.0 106.4 8.1 5.0 

10.0 104.3 7.7 5.5 
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表 4(续) 

水产样品 化合物 添加水平
/(μg/kg) 

平均回收率 
/% 

日间
RSDs/% 

日内
RSDs/%

南美白对虾 

AMOZ 
0.5  96.5 9.4 8.5 
2.0  97.2 2.8 2.7 

10.0  98.0 3.9 2.6 

AHD 
0.5 103.8 6.0 5.9 
2.0 107.9 3.7 4.9 

10.0 105.6 3.6 2.6 

SEM 
0.5  99.5 7.4 6.1 
2.0 103.7 4.3 5.4 

10.0  99.9 2.7 2.5 

大菱鲆 

AOZ 
0.5 102.3 7.2 6.3 
2.0 105.4 5.9 7.4 

10.0 104.9 5.7 4.6 

AMOZ 
0.5 101.2 3.7 4.3 
2.0 100.4 4.7 5.8 

10.0  98.7 4.0 2.8 

AHD 
0.5 104.8 5.8 6.4 
2.0 100.6 4.6 5.2 

10.0 102.6 4.2 4.6 

SEM 
0.5 101.3 6.3 5.8 
2.0 100.5 4.4 4.5 

10.0  98.6 3.6 3.3 

 

3  结  论 

本研究使用壳聚糖快速净化 , 结合 UPLC-QTRAP- 
MS/MS, 建立了水产品中 4 种硝基呋喃类代谢物残留准

确测定方法。实验结果表明, 该方法无需传统的高速离心

净化, 且由于使用了壳聚糖对乙酸乙酯提取液进行净化, 
使得目标物峰响应强度也变得更高。可以同时快速、准

确测定水产品中 4 种硝基呋喃类代谢物残留量。此方法

完全可以满足 GB 31656.13—2021 对 AOZ、AMOZ、AHD
和 SEM 4 种硝基呋喃类代谢物的检测要求。 
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