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高效液相色谱法测定池塘底泥中呋��西林的研究

魏

 

涯, 岑剑伟, 郝淑贤, 黄

 

卉, 赵永强, 辛少平, 李来好
(中国水产科学研究院南海水产研究所 , 农业部水产品加工重点实验室 ,

国家水产品加工技术研发中心 , 广东 广州 510300)

摘要 : 文章研究了池塘底泥中呋��西林残留量的提取和检测方法, 以 V(甲醇) �V( 二氯甲烷 ) = 3�7混合溶剂

提取 , 提取效果较好 ; 比较了振荡提取和超声波辅助加热提取法 , 后者提取能力较强 ; 优化了高效液相色谱测

定的色谱条件 , 在 C18 反相色谱柱上分离, 梯度洗脱比等度洗脱能获得更好峰形, 分离效果更好。以 V( 甲

醇) �V( 二氯甲烷) = 3�7 作为提取溶剂、超声波辅助加热法( 35 kHz, 强度 100% , 40 ℃) 提取, 回收率为 80%

～95% , 相对标准偏差小于 10% , 检测限达到 0. 250 μg·kg - 1
。该方法回收率高、稳定性好、灵敏度高、操作简

便。
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HPLC determination of nitrofurazone in sediment of aquaculture pond

WEI Ya, CEN Jianwei, HAO Shuxian, HUANG Hui, ZHAO Yongqiang, XIN Shaoping, LI Laihao
( Key Lab. of Aquatic Product Processing, Ministry of Agriculture; National R&D Center for Aquatic Product Processing;

South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China)

Abstract: This paper studies the extraction and detection methods for nitrofurazone residues in sediment of aquaculture pond. The

extraction by methanol-methylene chloride ( 3�7) mixed solvent achieved good effects. We compared oscillation extraction with

ultrasonic-assisted heating extraction, finding that the latter extracted more. The HPLC chromatographic conditions had been op-

timized. Isolated on a C18 reversed-phase column, gradient elution obtained better peaks and better separation than isocratic elu-

tion. With methanol-methylene chloride ( 3�7) as extraction solvent, the ultrasonic-assisted heating method ( 35 kHz, intensi-

ty of 100% , 40 ℃) for extraction obtained 80% ～95% recovery, and the relative standard of deviation was less than10% and

the detection limit reached 0. 250 μg·kg - 1 . The user-friendly method has high recovery, good stability and high sensitivity.

Key words: sediment; nitrofurazone; ultrasonic extraction; HPLC

  呋��西林( nitrofurazone, NFZ) 是一种较高效、

廉价的广谱抗菌药, 呋��西林摄入体内后迅速降

解, 由于其代谢物氨基脲 ( SEM) 具有潜在的致

畸、致突变和致癌等的危害作用
[ 1 - 3 ] , 且 SEM能

与蛋白质稳定结合而难以消除, 一旦使用呋��西

林 , 其代谢产物长久残留 [ 4 - 10 ] , 严重危害人体健

康 , 世界各国已严令禁止在食用动物中使用。呋

��西林为硝基呋��类药物之一, 在水产养殖中主

要用于水生动物赤皮、烂鳃、肠炎等疾病的治疗

和预防 , 虽然在中国批准使用的药物中已有较多
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相应的替代药物, 但是由于此类药物价格低廉、

治疗效果好、市场上容易买到, 尤其是用户使用

习惯、有效替代药物难寻等原因, 导致了屡禁不

止、产品药残时有检出的问题
[ 11 - 1 2]
。要解决这

一问题 , 在加强开发效果良好、价格低廉的新渔

药的同时, 也需要加强养殖过程的监管。光照对

呋��西林的降解影响较大
[ 1 3 - 14 ] , 通常呋��西林

以拌入饲料投喂或者通过药浴的方式用药, 达到

治疗或预防疾病的目的, 过程中会造成池塘环境

污染, 尤其在池塘底部光照较弱, 呋��西林降解

缓慢, 原药底泥中会有一定程度的残留。目前呋

��西林原药的检测主要以水体和饲料为研究对

象
[ 14 - 1 8] , 研究底泥中呋��西林检测的方法还未

见报道。笔者以底泥为对象, 研究呋��西林的提

取方法 , 优化高效液相色谱检测条件, 以建立快

速、简便、准确、灵敏度高的方法 , 检测水产养

殖环境底泥中呋��西林的残留量。

1 材料与方法

1.1 主要仪器设备和试剂

仪器设备有高效液相色谱, 配有 DAD检测器

( AgiLent1100, 美国安捷伦公司出品 ) ; 旋转蒸发

仪 ( N-1000, 日本产 ) ; 自动平衡离心机 ( TDZ5-

WS, 湖南湘仪仪器公司出品 ) ; 超声波清洗仪

( Transonic TI-H10, 德国产) ; 振荡仪( Eyela MMV-

1000W, 日本产) 。药品与试剂有呋��西林标准品

( Dr. Ehrenstorfer公司出品) ; 甲醇 ( 分析纯 ) , 二

氯甲烷( 分析纯) , 丙酮( 分析纯) , 乙酸乙酯( 分析

纯) , 乙腈( 色谱纯) , 无水硫酸镁( 分析纯) ; 试验

用水应符合 GB/ T 6682 一级水的标准。试验材料

为池塘底泥。

1.2 试验方法

1. 2. 1 试剂配制   样品提取液为取甲醇与二氯

甲烷按体积比( 3�7) 混合; 标准品储备溶液: 100

μg·mL
- 1

, 称取呋��西林标准品10. 0 mg, 加入

50%乙腈水溶液溶解, 定容到 100 mL, - 20 ℃保

存; 标准工作液为取一定量标准品储备液, 加

50%乙腈水溶液稀释配置成质量浓度为 0. 005 μg·

mL
- 1
、0. 020 μg·mL

- 1
、0. 050 μg·mL

- 1
、0. 200

μg·mL - 1
、0. 500 μg·mL- 1

和 2. 000 μg·mL- 1
的梯度

系列。

1. 2. 2 样品前处理   称取样品 10. 00 g 于 100

mL离心管中, 加提取液 20 mL, 再加入 5 g无水硫

酸镁, 充分摇匀, 按规定方式提取后, 于 4 500 r·

min
- 1
离心 5 min, 取上清液, 沉淀再加入 20 mL提

取液重复提取 1 次。合并上清液于蒸馏瓶中, 在旋

转蒸发仪上 45 ℃水浴减压蒸溜至近干, 加入 2 mL

50%乙腈水溶液洗瓶, 取洗液过 0. 22 μm滤膜,

于液相分析。以上所有操作均须避光。若底泥水分

含量较高 ( 呈流状 ) , 应先于 4 500 r·min
- 1
离心 5

min, 沉淀按上述方法测定, 上清液按照岑剑伟

等
[ 1 8]
的方法进行检测, 结果为上清和沉淀两部分

含量之和。

1. 2. 3 样品提取方式   振荡法的振摇速度为

230 r·min - 1 , 时间 15 min; 超声波加热法的频率

为 35 kHz, 强度 100% , 温度 40 ℃, 时间 15 min。

1. 2. 4 色谱条件  在确定其他色谱条件下, 选

择比较不同流动相, 优化洗脱程序。色谱柱为 Agi-

lent Zorbax SB-C18, 250 mm×4. 6 mm( 5 μm) ; 进

样量 20 μL; 流速 1. 0 mL·min
- 1

; 柱温 30 ℃; 检

测信号 365 nm。

1. 2. 5 计算公式  样品中呋��西林质量分数计

算公式为:

X =
C1·V1 + C2·V2

M
×1 000

式中 X 为样品中呋��西林的质量分数( μg·

kg - 1 ) ; C1 为沉淀提取液中呋��西林的质量浓度

( μg·mL
- 1

) ; V1 为沉淀提取液最终定容体积

( mL) ; C2 为上清液提取液中呋��西林的质量浓度

( μg·mL
- 1

) ; V2 为上清液提取液最终定容体积

( mL) ; M为样品的称取质量( g)。

2 结果与分析

2.1 提取液的选择

2. 1. 1 单溶剂提取   使用超声波加热法提取 2

次, 不同溶剂提取过程的现象和结果列于表 1。单

溶剂提取回收率均较低, 乙腈回收率最高, 其次是

丙酮、甲醇, 二氯甲烷回收率最低 ( 10% ) , 这可

能与底泥在溶剂中的分散度有关。提取过程中, 底

泥在乙腈等溶剂中分散均匀, 可以充分接触, 而底

泥在二氯甲烷或乙酸乙酯中则难以分散, 凝聚成

团。另外, 浓缩时乙酸乙酯、甲醇的提取液 55 ℃

较难蒸馏干, 试验中发现蒸馏温度太高会造成目标

物质的损失。

All Rights Reserved. South China Fisheries Science http://www.schinafish.cn



 

第 1期

 

魏

 

涯等 : 高效液相色谱法测定池塘底泥中呋���林的研究

 

]73   

表 1 不同溶剂提取效果的对比

Tab.1 Comparison of extraction effects of different solvents

提取溶剂
extraction solvent

空白值 /μg
blank

加标量 /μg
added amount

测定值 /μg
measured value

平均回收率 /%
average recovery

评价
evaluation

丙酮 acetone( A) 0 0. 823 8 0. 477 0±0. 055 7 57. 9
泥与溶剂很容易混匀, 提取液离
心后仍浑浊 , 55 ℃以下较快蒸干

甲醇 methanol( M) 0. 451 8±0. 003 3 54. 8 同上

乙腈 acetonitrile 0. 542 1±0. 009 3 65. 8 同上

乙酸乙酯 ethyl acetate 0. 361 7±0. 029 1 43. 9
泥变性成团 , 剧烈震荡后可分散,
55 ℃以下较难蒸干

二氯甲烷 ( DM) dichlo-
romethane

0. 083 6±0. 005 8 10. 1
泥变性 , 凝成一团 , 不易捣碎 , 40
℃较快蒸干

2. 1. 2 混合溶剂提取  试验中发现 , 二氯甲烷

中加入一定比例甲醇、乙腈或丙酮后, 能与底泥

充分混合均匀。比较了甲醇与二氯甲烷、丙酮与

二氯甲烷不同比例的混合液的提取效果, 前者提

取回收率明显较后者好 ( 表 2) 。甲醇与二氯甲烷

的混合液提取 , 回收率显著提高, 达到 80% 以

上, 其中甲醇比例占 10% ～30% 时回收率稳定,

达 85% 以上, V( 甲醇 ) 与 V( 二氯甲烷 ) 比为 1�1

时回收率略有下降, 原因可能在于提取液在蒸馏

浓缩时用时太长而导致部分呋��西林的热不稳定

降解。试验中发现甲醇比例越高, 样品与提取液

混合程度越好, 更利于提取。比例为 3�7 时回

收率高 , 提取液杂质少 , 因而选取 V( 甲醇 ) � V

( 二氯甲烷) = 3�7 混合液作为底泥样品的提取

液最为合适。

2.2 提取方法

试验比较了振荡法和超声波加热法提取底泥中

呋��西林的效果。使用V( 甲醇) �V( 二氯甲烷) =

3�7 提取液提取 2 次, 相同处理时间, 超声波加

热提取法回收率和稳定性均高于振荡法( 表 3) 。另

外, 振荡法处理时提取液容易洒出, 造成损失。因

而笔者认为使用超声波提取法更合适。

表 2 不同比例混合提取液提取效果比较

Tab.2 Comparison of extraction effects of 2 mixed solvents with different proportions

溶剂比例
solvent proportion

加标量 /μg
added amount

提取溶剂 extraction solvent

V(甲醇) �V( 二氯甲烷) M�DM

测定值 /μg
measured value

平均回收率 /%
average recovery

V( 丙酮) �V( 二氯甲烷) A�DM

测定值 /μg
measured value

平均回收率 /%
average recovery

1�9 0. 63 0. 552 3±0. 003 3 87. 7 0. 292 0±0. 000 9 46. 3

2�8 0. 542 9±0. 028 7 86. 2 0. 346 4±0. 035 8 55. 0

3�7 0. 559 6±0. 006 0 88. 8 0. 267 6±0. 016 4 42. 5

5�5 0. 511 4±0. 000 3 81. 2 0. 420 1±0. 034 2 66. 7

表 3 2种方法提取能力的比较

Tab.3 Comparison of 2 different extraction methods

加标量 /μg
added amount

超声波加热法 ultrasonic heating extraction

测定值 /μg
measured value

平均回收率 /%
average recovery

振荡法 oscillation extraction

测定值 /μg
measured value

平均回收率 /%
average recovery

0. 501 0. 453 7 89. 5 ±1. 4 0. 407 2 75. 5±5. 5

0. 448 9 0. 352 9

0. 439 4 0. 372 5
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2.3

 

色谱条件的优化

2. 3. 1

 

检测波长的选择

  

取呋��西林标准溶液,

扫描 190 ～800 nm范围内光学吸收, 谱图上出现 2

个明显的吸收峰, 分别在 265 nm和 365 nm附近,

最大吸收波长在 365 nm处( 图 1) 。为获得更高灵

敏度, 方法选择 365 nm作为检测波长。以样品提

取液上样分析, 365 nm检测, 色谱图杂峰少, 目

标峰周围无杂峰干扰。

图 1

 

呋��西林吸收光谱

Fig. 1

 

Absorption spectrum of NFZ standard

2. 3. 2

 

流动相的确定

  

在 C18 柱上 ( 250 mm×

4. 6 mm, 5 μm) 、柱温 30℃、流速 1 mL·min - 1
、

检测波长 365 nm条件下, 试验比较了乙腈-磷酸二

氢铵、乙晴-磷酸二氢钠、乙腈-乙酸铵、乙腈-

0. 1%磷酸等几种流动相, 以体积比为 10�90、20�

80、30�70、40�60、50�50 比例等梯度洗脱分

离呋��西林的效果, 发现采用等度洗脱很难得到好

的峰形, 色谱峰较宽, 但梯度洗脱可以获得较好峰

形。以乙腈-0. 050 mol·L - 1
磷酸二氢铵溶液 ( pH =

4. 46) 进行梯度洗脱, 变换不同洗脱梯度均可得到

较好的峰形, T1 至 T6 梯度( 表 4) , 随着乙腈比例

陡度的增加, 呋��西林出峰变早, 峰形尖锐 ( 图

2) 。以样品提取液进样测试, T2 梯度最佳, 目标

峰与杂质峰离得较开; T3 ～T6 靠得太近, 甚至分

不开; T1 则出峰晚, 目标峰稍展宽。另外, 以

0. 1%磷酸、磷酸二氢钠 ( pH = 4. 0) 、乙酸铵 ( pH

= 7. 0) 、水等代替梯度洗脱中磷酸二氢铵溶液进

行梯度洗脱均可得到相同的结果。因此, 可以省去

配制缓冲盐的工作, 方法选择采用乙腈-水作为流

动相。

2.4

 

方法评价

2. 4. 1

 

方法线性范围和检测限

  

配制呋��西林

标准工作液, 用液相色谱分析, 测定不同浓度工作

液的峰面积, 并做峰面积-浓度校正曲线, 曲线方

程为 Area = 96. 976Amount - 0. 004 99, 相关系数为

0. 999 99( 图 3) 。呋��西林在0 ～2. 000 g·mL
- 1
范

围内具有很好的线性。0. 005 μg·mL- 1
质量浓度对

应信噪比 S/N = 12, 以 6 倍信噪比计算得检测限的

质量浓度为 0. 002 5 μg·mL
- 1

, 换算为底泥样品检

测限为 0. 25 μg·kg - 1
。

图 2

 

呋��西林梯度洗脱色谱图

Fig. 2

 

Chromatogram of NFZ with gradient elution
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表 4 梯度洗脱中乙腈比例的变化( 1→4)

Tab.4 Change of acetonitrile in gradient elution

梯度名称
gradient elution

梯度步骤 gradient step

1

时间 /min 百分比 /%

2

时间 /min 百分比 /%

3

时间 /min 百分比 /%

4

时间 /min 百分比 /%

T1 0�00 5 15�00 50 16�00 5 20�00 5

T2 0�00 10 15�00 50 16�00 10 20�00 10

T3 0�00 10 10�00 50 11�00 10 15�00 10

T4 0�00 10 8�00 50 9�00 10 15�00 10

T5 0�00 10 8�00 70 9�00 10 15�00 10

T6 0�00 20 8�00 50 9�00 20 15�00 20

表 5 方法回收率

Tab.5 Recovery of NFZ standard

样品
sample

空白 /μg·kg - 1

blank
添加量 / μg·kg - 1

added amount
测定值 / μg·kg - 1

measured value
平均回收率 /%
average recovery

相对标准偏差 /%
relative standard deviation

池塘底泥 pond sediment 0 0. 5 0. 427±0. 041 85. 4 9. 4

2 1. 732±0. 061 86. 6 3. 5

10 9. 220±0. 277 92. 2 3. 0

20 18. 180±1. 510 90. 9 8. 3

100 84. 600±6. 430 84. 6 7. 6

图 3 呋��西林校正曲线图

Fig. 3 Calibration curve of NFZ standard

2. 4. 2 准确度和精密度   称取 10 g样品, 分别

加标不同浓度, 混匀, 每个浓度 3 个平行, 以 V

(甲醇) �V( 二氯甲烷 ) = 3�7 为提取液, 超声波

加热法提取测定。另外做一份空白对照。试验结果

列于表 5。回收率为 80% ～95% , 相对标准偏差小

于 10% , 该方法回收率高、稳定性好。空白样品、

加标样品见图 4。

3 讨论

3.1 水分存在对提取的影响

呋��西林原药检测的方法, 绝大部分以饲料为

研究对象, 底泥的检测尚未见报道。底泥样品和饲

料最大的区别在于底泥含水量较大, 水分的存在使

得提取液浓缩的温度升高、时间延长, 也一定程度

上会影响溶剂的提取效率, 从而影响了回收率, 所

以必须除去水分。文章方法中要加入吸水剂, 对于

含水量比较高的样品 ( 呈流状的底泥) , 采用先离

心再分别测定上清和沉淀的做法, 这样可以确保不

同样品提取的稳定性。分别试验了无水硫酸钠和无

水硫酸镁的吸水效果。无水硫酸钠一般是在室温下

以过无水硫酸钠柱的方式使用
[ 19 - 2 1] , 在高于 32 ℃

使用吸水效果差, 不适用于超声波加热法; 无水硫

酸镁的吸水能力则不受常规温度制约, 40 ℃下吸

水较强, 一般 10 g底泥加入 5 g就可以将水完全吸

除, 比无水硫酸钠好用, 因此被选用。
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图 4

 

色谱图

A. 空白 (沉淀) ; B. 空白 (上清) ; C. 底泥加标 ( 2. 0 μg·kg - 1 , 沉淀 ) ;

D. 底泥加标 ( 2. 0 μg·kg - 1 , 上清) ; E. 标准 ( 0. 020 μg·mL - 1 )

Fig. 4

 

Chromatogram of sample

A. blank sample( precipitate) ; B. blank sample( supernate) ;

C. spiked sample( precipitate) ; D. spiked sample

( supernate) ; E. standard of NFZ

3.2

 

提取液对提取的影响

因水分的存在, 使用与水不互溶的溶剂提取时

都会存在泥块变性成团、不分散而导致提取不充分

的问题
[ 2 1 - 2 2]
。单溶剂提取时, 乙酸乙酯和二氯甲

烷使底泥变性成块, 因而提取回收率明显低于丙

酮、甲醇等水溶性溶剂, 二氯甲烷提取使泥团最难

打散, 其提取率最低。然而, 水溶性溶剂提取也达

不到理想结果, 提取回收率低于 70%。且底泥样

品基质背景复杂, 以丙酮、甲醇或乙腈提取, 提取

液颜色深杂质多, 须经过净化才能测定。试验发

现, 二氯甲烷中加入部分甲醇或丙酮组成的混合溶

剂能够明显改善回收率, 30%甲醇-二氯甲烷溶液

回收率达 85% 以上, 且提取液含杂质少, 可直接

测定而不需做进一步纯化。混合溶剂提取效果优于

单溶剂, 推测其原理可能在于: 1) 部分水溶性溶

剂( 甲醇等 ) 的存在改善了提取液与底泥的接触;

2) 二氯甲烷的存在可以有效阻止水溶性杂质进入

提取液中。

4

 

结论

综上所述, 文章研究了水产养殖环境底泥中呋

��西林残留量的测定方法, 确定了最佳提取溶剂和

提取方法, 优化了色谱条件, 样品处理过程比较简

单, 回收率较高, 稳定性好, 灵敏度较高, 检测限

达到 0. 25 μg·kg
- 1
。
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