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摘要：报道了高效液相色谱 -串联质谱联用测定蜂王浆中呋喃唑酮、呋喃西林、呋喃妥因和呋喃它酮 % 种硝基呋喃类

药物的代谢物残留的方法。以三氯乙酸作为蜂王浆的蛋白质沉淀剂，同时提供衍生化反应所需的酸性环境；使用 %
种同位素内标，补偿了衍生化效率、衍生后样品溶液的 #< 值及光照对定量结果所产生的影响，极大地 提 高 了 定 量

的准确性。实验结果表明，呋喃它酮代谢物的检测下限可以达到 " + "’ !5 = >5，其他 ’ 种 硝 基 呋 喃 类 药 物 的 代 谢 物

的检测下限可以达到 "* "& !5 = >5（! " # 大于 &）；呋喃它酮代谢物的定量下限可以达到 "* !" !5 = >5，其他 ’ 种硝基

呋喃类药物的代谢物的定量下限可以达到 "* !& !5 = >5（! " # 大于 )"）；线性范围为 "* % ( !" 45 = %?，添加回收率为

$+* +@ A )"%* ,@（ 内标校正），相对标准偏差（B!C）为 !* +@ A $* +@。
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! ! 蜂王浆是一种组成十分复杂的蜂产品，具有极

高的营养和保健价值。但是抗生素的滥用，尤其是

硝基呋喃类药物的使用，导致蜂王浆产品的质量受

到了质疑。硝基呋喃类药物由于其对人体潜在的危

害性［"］，已经被欧盟严令禁止使用［#］。研究证明硝

基呋喃类药物在脊椎动物体内会迅速分解，因此检

测该类药物的稳定代谢物的方法已被广泛认可。目

前，所报道的检测硝基呋喃类药物代谢物的方法均

为液相色谱"质谱联用［$ % &］。由于王浆的基质复杂，

无法采用国内外已公布的检测动物组织、水产品和

蜂蜜产品的方法进行检测。

! ! 本研究利用三氯乙酸溶液作为蜂王浆中蛋白质

的沉淀剂，加入 ’ 种同位素内标以提高定量的准确

性，采用高效液相色谱"串联质谱测定了 ’ 种硝基呋

喃类药物的代谢物。该法完全可以满足目前所有国

家对该类药物的检测要求。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

! ! #$%&’( )*++*,-+ ./&0%1(& 液 相 色 谱 系 统 和

#.2 2/-+3/’ 453&- 67 串 联 质 谱 仪。甲 醇（ 色 谱

纯）、三氯乙酸（ 分析纯）、乙酸乙酯（ 分析纯）、醋酸

铵（ 色谱纯）、磷酸氢二钾（ 分析纯）、二甲基亚砜（ 分

析纯）、邻硝基苯甲醛（896）（ 分析纯）。

! ! 标 准 工 作 溶 液：呋 喃 唑 酮 代 谢 物（6:;）、呋 喃

西 林 代 谢 物（ .<7·=>5 ）、呋 喃 它 酮 代 谢 物

（67:;）和呋喃妥因代谢物（6=?·=>5）均购买自

.*,’-"65@&*A$ 公司（ 纯度"()B），用 甲 醇 配 制 成 "
’, C ’D 的单标储备液，按实际检 测 需 求，用 流 动 相

稀释为相应的混合标准工作溶液。

! ! 内 标 溶 液：6=?""$>$，67:;"?!，6:;"?’，

.<7"=>5 "（ "$>，"! 8#）质 量 浓 度 均 为 "** !, C ’D，

均 购 买 自 EF#<G6 D-H(&-3(&*%+ 9%&5*+"6@5%&I$(J
G’H= 公 司（ 纯 度" ()B ），用 超 纯 水 配 制 成 !*
+, C ’D的混合标准溶液。

! ! #" 样品的前处理

! ! 称取 #+ ** , 试样（ 精确到 *+ *# ,），置于 !* ’D
具塞离心管中，加入 "** !D !* +, C ’D 的内标混合

溶液、’ ’D 水、# ’D #!B（ 质 量 分 数）三 氯 乙 酸 溶

液，于液体混匀器上 快 速 混 合 " ’*+，静 置 "* ’*+；

以# !** & C ’*+的速 率 离 心 ! ’*+，转 移 上 层 清 液 于

干净的 !* ’D 玻璃离心管中，加入 "!* !D 896 溶

液，置于 $, K水浴中振荡过夜（"& $）。取出样品，

冷却到室温后，加入 ’ ’D 磷酸氢二钾（" ’(5 C D）缓

冲溶液，调节样品溶液的 L= 至 , - ,+ !。加入 ) ’D
乙酸乙酯，涡旋 $* I，以 # !** & C ’*+ 的速率离心 !

’*+，取上层乙酸乙酯溶液到 "* ’D 玻璃试管中，在

’* K水浴 中 用 氮 气 吹 干。 用 甲 醇"* M ! ’’(5 C D 醋

酸铵水 溶 液（ 体 积 比 为 ! . (! ）定 容 到 "+ * ’D，过

*+ ’! !’ 的滤膜到进样瓶中，供液相色谱"质谱仪测

定。系列标准溶液按照样品前处理方法同时和样品

进行衍生化和提取。

! ! $" 液质联用测定条件

! ! 色 谱 条 件 ! 色 谱 柱：6,*5%+3 <N3%+@%@ >)（ !
!’，"!* ’’ O #+ " ’’ *+ @+ ）。 流 动 相：6，*+ !
’’(5 C D 醋酸铵水溶 液；9，甲 醇。梯 度 洗 脱 程 序：*
- &+ * ’*+，#*B 6 P &*B 6；&+ * - )+ * ’*+，&*B 6 P
&*B 6；)+ * - (+ * ’*+，&*B 6 P )*B 6；(+ * - (+ "
’*+，)*B 6 P#*B 6；(+ " - "*+ ! ’*+，#*B 6。流速：

*+ #! ’D C ’*+。柱温：室温。进样体积：#* !D。

! ! 质谱条件 ! 采用电喷雾离子源（<.F），正离子

方式检测；源内诱导解离电压（.F?）："* Q。’ 种硝

基呋喃类药物的质谱条件见表 "。

表 !" % 种硝基呋喃类药物的质谱条件

"#$%& !" ’() *( + *( ,-./010-.2 -3 .014-354#. /4562

7%3-H(5*3%"）
R-&%+3

*(+（! " #）

?-/,$3%&
*(+（! " #）#）

>(55*I*(+
%+%&,1 C %Q

6:; #$& M * "$’ M * ##
"*’ M * "’

6:;"?’ #’* M * "$’ M * #$

.<7 #*( M * "&& M * ")
"(# M * ##

.<7"（ "$> ，"!8#） #"# M * "&) M * "(

6=? #’( M * "$’ M * #!
",) M * "&

6=?""$>$ #!# M * "$’ M * #’

67:; $$! M * #(" M * ")
#&# M * #"

67:;"?! $’* M * #(& M * #*
! "）6:;：$ "-’*+("# "(N-S(5*@*+(+%，’%3-H(5*3% (J J/&-S(5*"
@(+%； .<7： I%’*A-&H-S*@%， ’%3-H(5*3% (J +*3&(J/&-S(+%；

6=?： " "-’*+($1@-+3(*+， ’%3-H(5*3% (J +*3&(J/&-+3(*+；

67:;：$ "-’*+("! "’(&L$(5*+(’%3$15"# "(N-S(5*@*+(+%，’%3-H"
(5*3% (J J/&-53-@(+%M # ） F(+I /+@%&5*+%@ &%L&%I%+3 3$% ’(I3
-H/+@-+3 *(+IM

#" 结果与讨论

# ! !" 影响因素的考察及内标的使用

! ! 在蜂王浆的前处理过程中，有 $ 个因素会影响

最后结果的准确性，实验中对其进行了考察。

# ! ! ! ! ! 衍生化反应效率

! ! 由于硝基呋喃类药物代谢物的相对分子质量相

对较小，离子化效率低，特征离子碎片少，因此无法

直接进 行 质 谱 测 定，必 须 进 行 衍 生 化。 一 般 采 用

896 衍生化试剂，但是 ’ 种硝基呋喃类药物代谢物

的衍生化效率不同（ 衍生化效率为 &)B P ,!B ），且

相对不稳定（ T,+ #B）［$］。因此，在每批样品的处理

·$$’·
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过程中，标准品和样品衍生化效率的不一致将会对

定量结果的稳定性产生影响。" 种硝基呋喃类代谢

物的衍生化示意图见文献［#，$］。

! ! " ! ! ! "# 值

! ! 在衍生化完成后进行萃取操作的时候，样品溶

液的 "# 值对萃取效率有很大的影响（ 见图 %）。实

验发 现 "# 值 为 & ’ &( $ 时，$#%、$&’、()* 和

$*&’ 代谢 物 的 衍 生 产 物 提 取 效 率 最 高，分 别 为

)!( %+，)$( %+，)%( "+ 和 )"( #+。 在 不 同 的 "# 条

件下，" 种代谢物的衍生产物的萃取效率影响 不 一

样。对于 $#% 而言，当 "# 为 * ’ %+ 时，萃 取 效 率

极低；对于 $*&’ 而言，当 "# 值为 # ’ $ 时，完全不

能将其从水相中提取至有机相中。$&’ 和 ()* 对

"# 的敏感程度不是很高，但是在弱碱性条件下（"#
& ’ &( $），提取效率最高。因此，在进行提取步骤的

时候，需要进行比较准确的 "# 调节，才可以最大程

度地提取 " 种代谢物的衍生产物。在进行大批量样

品处理时，由于蜂王浆样品本身的酸度具有差异性，

不可能做到对 每 一 个 样 品 的 "# 值 进 行 精 确 调 节。

而且在萃取过程中有可能出现部分乳化的现象，影

响整体萃取效率，对最后的定量结果产生影响。

图 "# 不同 "# 值范围对萃取效率的影响（! $ "$）

%&’! "# "# ())(*+ ,- (.+/0*+&,-（! $ "$）

! ! " ! % ! 光照的影响

! ! 硝基呋喃类药物代谢物的衍生产物对光敏感，

因此在正常 情 况 下 需 要 在 避 光 的 条 件 下 进 行 前 处

理。本研究将衍生化后的标准溶液（ 质量浓度为 %+
,- . /0）放在室温正常灯光条件下，每隔一定时间，

进行测定（! 1%+），结果见图 !。实验发现 " 种代谢

物的衍生产 物 对 光 的 敏 感 程 度 不 一。$#% 对 光 线

最不敏感，在 +( $ 2 到 & 2，$#% 的含量基本没有变

化。而 $*&’ 对 光 线 最 为 敏 感，在 暴 露 于 灯 光 下

%( $ 2 后，分解量接近于三分之一；而到 $ 2 以后基

本完全分 解。$&’ 和 ()* 相 对 稳 定，但 是 在 放 置

不同时间后也出现了分解现象。因此在前处理过程

中需要进行必要的避光处理。日常前处理过程中无

法对实验室进行完全避光处理，因此暴露在光照情

况下进行前处理对最后的定量结果会产生影响。

图 !# 光照对标准溶液的影响（! $ "$）

%&’! !# 10/&0+&,- ,) 2+0-30/3 2,45+&,- 5-3(/ 4&’6+（! $ "$）

! ! 针对以上对最后定量结果产生影响的因素，实

验中加入 " 种不同的同位素内标，可以很好地补偿

上述 # 种因素对最后定量结果带来的偏差。

! ! !# 蛋白沉淀剂的使用

! ! 硝基呋喃类代谢物容易和动物组织中的蛋白发

生键合作用，只有在酸性条件下才可以从蛋白组织

中解离出来。目前所报道的方法［# , $］都是利用盐酸

提供解离所需的酸性环境，但是添加回收实验证明

盐酸无法将蜂王浆中的硝基呋喃类药物代谢物解离

出来，" 种代谢物的回收率均不大于 $+。三氯乙酸

是一种很好的蛋白沉淀剂，同时其较强的酸性又可

以提供合适的酸性反应环境。实验中量取不同体积

的 !$+ 三氯乙酸进行添加回收实验（ 硝基呋喃类药

物代谢物的添加水平为 % !- . 3-），测定其绝对回收

率（! 1 $）（ 见表 !）。结果表明 ! ’ " /0 三氯乙酸

可以较好地将蜂王浆中的蛋白沉淀，同时将绝对回

收率提高到 $++ 以上；考虑到较少的三氯乙酸利于

下一步调节样品溶液的 "# 值，因此将三氯 乙 酸 用

量定为 ! /0。

表 !# & 种硝基呋喃类药物代谢物在三氯乙酸用量不同时的回收率

7084( !# 9))(*+ ,) 0:,5-+ ,) +/&*64,/,0*(+&* 0*&3
,- /(*,;(/&(2 ,) & -&+/,)5/0- :(+08,4&+(2

"（456728959:
;7<=67 ;76>）. /0

?<79@<5A . +
$#% $&’ ()* $*&’

% !+ , #! !- , "% #- , "- #" , $*
! $+ , -$ $" , -) -+ , -) $+ , --
# $% , -# $$ , -# $$ , -& $# , -*
" "* , -! $% , -- $* , -) $! , -"

! ! %# 线性范围、检测限和定量限

! ! 配制质 量 浓 度 为 +( " ’ !+ ,- . /0 的 系 列 标 准

溶液，按照样品的前处理方法进行衍生化和提取后，

利 用 高 效 液 相 色 谱:串 联 质 谱 进 行 测 定。$#%，

$&’，()* 和 $*&’ 的 线 性 相 关 系 数（ #）分 别 为

·"#"·
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"# $$%，"# $$&，"# $$’ 和 "# $$(。在 阴 性 蜂 王 浆 基 质

中添加 ( 种 标 准 溶 液（ #$%& 的 添 加 水 平 为 "# "%
!’ ( )’，#*+，#%& 和 ,-$ 的 添 加 水 平 为 "# "!
!’ ( )’），经测定 信 噪 比（ ! " #）大 于 !，表 明 #$%&
的检 测 下 限 可 以 达 到 "# "% !’ ( )’，#*+，#%& 和

,-$ 的检测下限可以达到 "# "! !’ ( )’。在阴性蜂

王浆基质中添加 ( 种标准溶液（#$%& 的添加水平

为 "# &" !’ ( )’，#*+，#%& 和 ,-$ 的 添 加 水 平 为

"# &! !’ ( )’），经 测 定 信 噪 比（ ! " #）大 于 )"，表 明

#$%& 的 定 量 下 限 可 以 达 到 "# &" !’ ( )’，#*+，

#%& 和 ,-$ 的定量下限可以达到 "# &! !’ ( )’。

! ! "# 回收率和精密度试验

! ! 选取阴性蜂王浆样品，添加 ( 种硝基呋喃类代

谢物标 准 品 和 相 应 内 标，添 加 水 平 为 "# !" 和 )# ""
!’ ( )’，测定 % .，每 . 重复测定 ’ 次，经内标校正后

结果见表 %。色谱图见图 %。

表 $# 回收率和精密度试验结果

"#$%& $# ’&()%*( +, -&.+/&-0 #12 3-&.4(4+1 *&(*

/012034. #..5. (
（!’ ( )’）

6034. (（!’ ( )’）（$ 7 ’）

.89 ) .89 & .89 %
:4;<8".89 2<5=>?>04（@,+，$ 7 ’）( A

.89 ) .89 & .89 %
:4;5<".89 2<5=>?>04
（@,+，$ 7 %）( A @5=0B5<9 ( A

#*+ " C !" " C ($ " C !! " C ($ * C " ! C $ * C ’ * C + )") C ’
) C "" ) C "’ ) C "’ ) C "& % C & % C * ( C ! ( C & )"( C *

#%& " C !" " C !" " C !" " C !& + C $ ’ C $ * C + + C ( )") C "
) C "" ) C "& ) C "( ) C "( % C ) ! C ( ! C ) ( C ’ )"& C (

,-$ " C !" " C (* " C ($ " C ($ * C % $ C + $ C % * C ( $+ C +
) C "" ) C "’ ) C "% ) C "% & C + ( C $ ! C " ( C ! )"% C )

#$%& " C !" " C !" " C ($ " C !) * C & * C ’ $ C % * C ) )"" C &
) C "" ) C "& ) C "& ) C "& ( C + % C * ! C & ( C % )") C ’

图 $# 蜂王浆中添加 " 种硝基呋喃类药物代谢物及其相应内标的选择离子监测图

546! $# 7’8 .9-+:#*+6-#:( +, # -+0#% ;&%%0 (#:3%& (34<&2 =4*9 " 14*-+,)-#1 :&*#$+%4*&( #12 *9&4- 41*&-1#% (*#12#-2(
,2>)5. D5B5D：)# "" !’ ( )’C

$# 结论

! ! 建立了高 效 液 相 色 谱"串 联 质 谱 测 定 蜂 王 浆 中

( 种硝基呋喃类药物代谢物的检测方法。利用三氯

乙酸沉淀蛋白和游离代谢物，提供衍生化反应酸性

环境。( 种同位素内标的使用补偿了前处理过程中

对最后定量结果的影响。该方法完全可以满足目前

国内外对该类药物的监控和检测要求。
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