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饲料中硝基呋喃类药物高效液相色谱检测方法的建立
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摘　要　为检测饲料中硝基呋喃类药物，建立呋喃西林、呋喃妥因、呋喃唑酮和呋喃他酮４种硝基呋喃类药物检测

的高效液相色谱法。采用乙腈提取饲料中４种呋喃类药物，将提取液浓缩后用上样液溶解残渣，经过 ＨＬＢ固相萃

取柱净化后，以乙腈乙酸铵溶液为流动相，反相色谱柱分离，在 ＷａｔｅｒｓＳｕｎｆｉｒｅＣ１８色谱柱上，紫外检测器３６５ｎｍ

波长下分离检测，外标法定量。结果表明：４种硝基呋喃类药物的标准曲线回归系数均在０．９９９７以上，线性范围

在０．２～３０．０μｇ／ｍＬ；不同添加浓度的加标回收率≥７０％～９８％，回收率标准偏差≤１０％；呋喃西林、呋喃妥因、呋

喃唑酮和呋喃它酮的检测限依次为０．０２０、０．０２０、０．０２０和０．１００μｇ／ｍＬ；定量限依次为０．５０、０．５０、０．５０和１．００

ｍｇ／ｋｇ。本试验建立的高效液相色谱法具有操作相对简单，线性范围良好，且重复性好的特点，且适于配合饲料、浓

缩饲料和预混合饲料中硝基呋喃类药物的检测。
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　　硝基呋喃类药物是重要的人工合成的具有５

硝基呋喃基本结构的广谱抗菌类药物，常用的有呋

喃唑酮（Ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ，痢特灵Ｆｕｒｏｘｏｎｅ）、呋喃他酮

（Ｆｕｒａｌｔａｄｏｎｅ）、呋喃西林（Ｆｕｒａｃｉｌｌｉｎ）和呋喃妥因

（Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｔｉｏｎ）
［１］，这类药物对大肠杆菌、葡萄球

菌、沙门杆菌、志贺杆菌、部分变形杆菌、产气杆菌和

霍乱弧菌等均有很好的抗菌作用。因此，呋喃类药

物很早就被广泛应用于家禽、家畜和水产等养殖动

物的传染病预防和治疗，并作为饲料添加剂用于预

防和治疗由沙门氏菌和埃希氏菌引起的猪、牛、家禽
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及蜜蜂的胃肠道疾病［２］。有研究表明［３１０］，硝基呋

喃类药物及其代谢产物具有相当大的毒性，有致畸

胎的副作用，且能诱发癌症。除了硝呋柳肼外，其他

硝基呋喃类药物于２００３０３３１在欧洲全部被禁用；

我国农业部２００２年１９３号公告①也明确规定，从

２００２０５１５起禁止使用呋喃唑酮、呋喃他酮、呋喃苯

甲酸钠及其制剂和硝基化合物于所有用途的食品源

性动物。但因该类药物具有高效廉价的特点，在我

国畜牧和水产养殖过程中，尤其是做为饲料添加剂

仍然存在非法使用的情况。

近年来硝基呋喃类药物残留检测国内外已有很

多报道，相关检测方法主要有高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）
［１１１３］、液质联用法 （ＬＣＭＳ）

［１４］、超高效

液相色谱法 （ＵＰＬＣ）
［１５］、酶联免疫吸附试验法

（ＥＬＩＳＡ）
［１６１７］和分光光度法［１８］等，ＬＣＭＳ法所用

仪器昂贵，使用成本较高；ＵＰＬＣ仪器的普及率很

低，且对样品的净化要求苛刻；ＥＬＩＳＡ 检测方法

虽然简便易行，但方法存在交叉反应、容易出现假

阳性等问题；分光光度法测定结果准确度和灵敏度

较低，达不到检测的理想要求；ＨＰＬＣ方法是目前

国内外应用最广泛的分析技术，具有自动化程度

高、精确度高、重现性好和假阳性率低的特点，非

常适用于对饲料中硝基呋喃类药物的检测。此外，

饲料中４种硝基呋喃类药物同时检测的报道较少，

并且我国还没有部颁标准可依。因此，为了加强对

商品饲料中该类药物的监控，规范其检测标准，本

研究拟采用高效液相色谱法对饲料中呋喃西林、呋

喃妥因、呋喃唑酮和呋喃他酮这４种硝基呋喃类药

物进行检测，旨在建立一种简单、快捷的硝基呋喃

类药物的检测方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与设备

日立Ｌ２１３０高效液相色谱高压泵、Ｌ２４００紫

外检测器、Ｄ２０００Ｅｌｉｔｅ高效液相色谱工作站均为

日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公司产品；色谱柱 ＷａｔｅｒｓＳｕｎｆｉｒｅ

Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，粒径５μｍ）为美国 Ｗａｔｅｒｓ

公司产品；ＵＰ５２００Ｈ 超声波清洗机为中国南京垒

君达公司产品；ＨＬＢ固相萃取柱（６０ｍｇ／３ｍＬ）为

美国 Ｗａｔｅｒｓ公司产品。

１．２　样品与试剂

乳猪配合饲料、小鸡配合饲料、Ｃ９５０猪浓缩饲

料、水产浓缩饲料、４％（质量分数）蛋鸡预混饲料和

１％（质量分数）鱼用复合预混饲料等饲料试样均由

农业部饲料质量监督检验测试中心（南京）提供。

４种呋喃类药物标准品（呋喃西林，纯度＞９９％；呋

喃唑酮，纯度＞９８．９％；呋喃它酮，纯度＞９７％；呋喃

妥因，纯度＞９８．５％）均为德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ

ＧｍｂＨＢｇｍ公司生产；地克珠利、氟苯尼考和诺氟

沙星对照品均购自中国兽医药品监察所；标准储备

液（１ｍｇ／ｍＬ）用乙腈配置，４℃保存；标准中间液

（１００μｇ／ｍＬ）和工作液均由乙腈溶液稀释储备液获

得；乙腈为德国 ＭＥＲＣＫ公司产品。

１．３　试样制备

将颗粒饲料样品５００ｇ粉碎，使之全部通过

０．４２ｍｍ筛后充分混匀；准确称取粉碎后饲料样品

（配合饲料样品２ｇ，浓缩饲料和添加剂预混饲料各

１ｇ，精确至０．０１ｇ），置于５０ｍＬ聚丙烯离心管，加

入３０ｍＬ乙腈，摇匀，５０℃超声波辅助提取１５ｍｉｎ，

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。移取一定量的上清液（配

合饲料 ５ ｍＬ，浓缩饲料和添加剂预混饲料各

１．５ｍＬ）５０℃水浴，氮气吹干。加５％（体积分数）

甲醇稀释液２．０ｍＬ，超声５ｍｉｎ溶解供净化用。用

２ｍＬ甲醇、２ｍＬ纯水活化 ＨＬＢ固相萃取柱后上

样，控制过柱速度在１滴／ｓ以内。至滴净后，用

２５％（体积分数）甲醇淋洗液２．５ｍＬ淋洗。再用含

５％（体积分数）ＮＮ二甲基甲酰胺的甲醇洗脱液

３．０ｍＬ洗脱，收集洗脱液。５０℃水浴，洗脱液用氮

气吹干后，用２％（体积分数，下同。）甲酸准确定容

至２．０ｍＬ，超声溶解５ｍｉｎ，过０．４５μｍ 滤膜，待

ＨＰＬＣ测定。

１．４　色谱条件的确定和检测方法学验证

１．４．１　色谱条件的确定

通过全波长紫外扫描得到４种硝基呋喃类药物

在紫外光区的最大吸收波长，并选取１个在饲料中

杂质干扰较少的波长（３６５ｎｍ）为检测波长。通过

相关文献［１，１２，１９］对流动相的报道，选择乙腈和０．０１４

ｍｏｌ／Ｌ的乙酸铵溶液为流动相，改变流动相配比和

ｐＨ达到分离各药物的目的。

６２１

① 中华人民共和国农业部．食品动物禁用的兽药及其他化合物清单（农部发［２００２］１９３号）．２００２
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１．４．２　标准曲线

准确称取４种硝基呋喃类药物标准品各２５．０

ｍｇ，分别置于２５ｍＬ的棕色容量瓶中，用乙腈配制

成４种质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的硝基呋喃类药物标

准储备液；取４种硝基呋喃类药物的标准储备液各

５ｍＬ混合于５０ｍＬ棕色容量瓶中，用乙腈稀释定

容至刻度，配制成１００μｇ／ｍＬ混合标准中间液，再

利用混合标准中间液稀释成０．２、０．５、１．０、５．０、

１０．０、２０．０和３０．０μｇ／ｍＬ的标准工作液（现配现

用）。以工作液质量浓度由小到大的次序，按已经确

定的色谱条件进样分析，每个质量浓度点做３个平

行。以标准曲线工作溶液的质量浓度为横坐标，色

谱峰面积值为纵坐标绘制标准曲线，计算线性方程

和相关系数。

１．４．３　添加回收率试验

将适量质量浓度的标准工作溶液分别添加到６

种空白样品中，采用标准加入法进行方法回收率测

定，取已知空白的鸡配合饲料、猪配合饲料、猪浓缩

饲料、鱼浓缩饲料、鸡预混合饲料和鱼预混饲料各５

份，设置不同的添加浓度，分别加入一定量的标准溶

液，按照１．３样品分析方法进行处理，并在已经确定

的 ＨＰＬＣ条件下进行测定，每个浓度做５个平行，

分别计算其在各饲料中的回收率。

１．４．４　精密度试验

精密度实验分为仪器精密度和方法精密度，其

中仪器精密度包括日内和日间精密度实验。用标准

储备液配置一定量的标准液（１０μｇ／ｍＬ），平行测量

５次，以测定结果计算日内精密度；将标准液（１０

μｇ／ｍＬ）分成３份，连续测定３ｄ，平行测量３次，以

测定结果计算日间精密度。而方法精密度是按照上

述方法分别取样，添加中等剂量的标准品，然后经提

取净化后上机检测，各平行测定７次，以测定结果计

算日内精密度，连续测定３ｄ，计算日间精密度。

１．４．５　最低检测限和定量限测定

分别取标准储备液，采用倍比稀释，分别加入

到饲料当中，按１．３的方法进行处理，并按照已经

确立的 ＨＰＬＣ检测方法进行测定。以检出的目标

峰峰高为１０倍基线噪音值时所对应的溶液浓度作

为该方法的定量限浓度。取定量限浓度所对应的标

准溶液，采用倍比稀释，以检出的目标峰峰高为３

倍基线噪音值时所对应的溶液浓度作为该方法的检

测限浓度。

１．４．６　方法特异性试验

试验取适量４种呋喃类药物的标准品、氟苯尼

考、诺氟沙星和地克珠利，用２％甲酸配制成各自的

对照品溶液；另取硫酸亚铁、硫酸铜、硫酸镁、硫酸

锌、氯化钾和氯化钠对照品适量，用２％甲酸溶解，

分别进样。记录色谱图，观察其他药物的色谱峰对

４种硝基呋喃类药物色谱峰的影响和干扰。

２　结果与分析

２．１　饲料中硝基呋喃类药物含量的犎犘犔犆检测

通过对一定浓度标准品溶液进行紫外扫描，发

现４种硝基呋喃类药物在２５９～２６１ｎｍ 和３６５～

３６７ｎｍ范围内均有吸收值，但是在２６０ｎｍ附近杂

峰干扰较多，而在３６５ｎｍ处标准品的响应值较高，

杂峰干扰少。故选用３６５ｎｍ 作为检测波长。以

犞（乙腈）∶犞（乙酸铵）混合溶液（０．０１４ｍｏｌ／Ｌ）为流

动相（２０∶８０；ｐＨ５．２０）；检测波长为３６５ｎｍ；流速

０．８ｍＬ／ｍｉｎ，进样量２０μＬ；柱温２５℃条件下，４种

药物可以达到较好的分离效果（图１）。饲料中药物

的添加剂量是根据不同饲料中该类药物的添加量确

定的，图２选取中间剂量作为图示，空白是没有添加

药物，也是对饲料净化效果的验证。

１为呋喃西林；２为呋喃妥因；３为呋喃唑酮；４为呋喃他酮。

图１　硝基呋喃类药物标准品犎犘犔犆色谱图

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓ

２．２　硝基呋喃类药物的标准工作曲线

分别将不同质量浓度的混合标准系列依次进

样，以药物的标准溶液质量浓度为横坐标，峰面积为

纵坐标分别进行线性回归。４种硝基呋喃类药物的

回归方程如表１所示。试验结果显示，标准曲线（图

３）的相关系数范围在０．９９９７～０．９９９８，０．２～３０．０

μｇ／ｍＬ范围内线性良好。
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１为呋喃西林；２为呋喃妥因；３为呋喃酮；４为呋喃他酮。

图２　不同饲料中添加硝基呋喃类药物检测的犎犘犔犆色谱图

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓｉｎｆｅｅｄｓ
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表１　硝基呋喃类药物回归方程

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓ

药物名称 　　线性回归方程 相关系数

呋喃西林 狔＝１４６２４３狓－１８５２９．０ 犚２＝０．９９９７

呋喃妥因 狔＝１３９７２１狓－４５０３．９ 犚２＝０．９９９８

呋喃唑酮 狔＝１３９５３９狓＋４０５５．２ 犚２＝０．９９９７

呋喃他酮 狔＝８５６２６狓－８６２０．２ 犚２＝０．９９９８

２．３　药物添加回收率与检测方法精密度试验

从各种饲料的添加回收率结果（表２）可以看

出，添加不同质量浓度药物的回收率≥７０％～９８％，

批内变异系数（狀＝５）≤１０．０％，批间变异系数（狀＝

３）≤９．１％，说明该方法准确度较好。

试验结果显示仪器日内精密度的（狀＝５）ＲＳＤ≤

１％；日间精密度的（狀＝３）ＲＳＤ≤１％；方法的日内精

密度的（狀＝７）ＲＳＤ在０．３２％～２．７％之间，说明该

方法的精密度良好，具有较好的重现性。

图３　硝基呋喃类药物的标准曲线

Ｆｉｇ．３　Ｓｔａｎｄａｒｄｌｉｎｅｏｆｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓ

２．４　方法最低检测限与定量限试验

检测限试验结果（图４（ａ））确定４种硝基呋喃

类药物的最低检测限分别为：呋喃西林０．０２０μｇ／

ｍＬ、呋喃妥因０．０２μｇ／ｍＬ、呋喃唑酮０．０２０μｇ／ｍＬ

１为呋喃西林；２为呋喃妥因；３为呋喃酮；４为呋喃他酮。

图４　方法的最低检测限（犪）和定量限（犫）

Ｆｉｇ．４　Ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ（ｂ）
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和呋喃他酮０．１０μｇ／ｍＬ。

定量限试验结果（图４（ｂ））确定４种药物的定

量限分别为：呋喃西林０．５０ｍｇ／ｋｇ、呋喃妥因０．５０

ｍｇ／ｋｇ、呋喃唑酮０．５０ｍｇ／ｋｇ和呋喃他酮１．００

ｍｇ／ｋｇ。

２．５　方法特异性试验

试验结果显示，地克珠利、氟苯尼考和诺氟沙星

的出峰时间均早于４种硝基呋喃类药物的出峰时

间，对本试验所涉及到的４种硝基呋喃类药物无干

扰（图５）。而离子类干扰物的出峰时间也均在４

ｍｉｎ以前，故对本试验所涉及到的４种硝基呋喃类

药物也无干扰。

（１）为氟苯尼考；（２）为地克珠利；（３）为诺氟沙星。

图５　方法特异性试验的犎犘犔犆色谱图

Ｆｉｇ．５　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ

３　讨　论

１）参照国内外有关硝基呋喃类药物残留检测的

文献报道［１９２２］，笔者曾选用乙腈磷酸二氢钾缓冲

液［１２］、乙腈甲酸
［１９］和乙腈乙酸铵

［１］等作为流动

相，采用等度和梯度洗脱方式对硝基呋喃类药物进

行测定，选用乙腈乙酸铵流动相体系进行分离时，

无论等度洗脱还是梯度洗脱均能分离４种药物，而

其他２种流动相体系分离效果不好；考虑到梯度洗

脱程序复杂，时间较长，故选用乙腈乙酸铵流动相

体系。当待检测品进行 ＨＰＬＣ分析前定容溶剂采

用乙腈时，产生的峰形不好；而选用２％甲酸进行分

析，所检药物的峰形对称且峰尖锐。另外，净化后洗

脱液中的甲醇对药物分析也产生影响。由此可以看

出，分析４种硝基呋喃类药物前均应利用氮气吹干

后再用２％甲酸溶解待检测品，以使所检药物得到

较好的分离效果。

２）由于呋喃类药物的性质不同，溶解性也各不

相同。相关文献报道［１９，２３］，通常使用乙腈、乙酸乙

酯、甲醇、丙酮和水等单一液体或混合液从组织或饲

料中提取呋喃类药物。但几种有机溶剂提取结果对

比研究发现，乙酸乙酯、甲醇和丙酮单一液体或混合

液提取虽然可以获得较高的提取率，但也伴随有较

多的杂质，而利用乙腈提取，杂质成分较少，且基本

满足回收率的要求，所以本试验采用乙腈作为提取

液。在提取条件上采用正交实验法，从提取温度、提

取液剂量和提取时间３个方面对提取条件进行优

化，最终确定３０ｍＬ乙腈、５０℃提取１５ｍｉｎ可获得

较好的回收率。虽然有使用 ＨＬＢ固相萃取柱、

ＭＣＸ固相萃取柱、ＭＡＸ固相萃取小柱和中性氧化

铝固相萃取柱对提取液进行净化处理的文献报

道［１，１５，１９２０］，但在研究中发现，使用 ＭＣＸ固相萃取

柱和 ＭＡＸ固相萃取小柱时，酸化或碱化可造成４

种呋喃类药物的极性不同，使其在小柱上的保留能

力出现偏差和不同，无法统一洗脱下来，而且酸、碱

化会使药物分解，从而影响回收率；而使用中性氧化

铝萃取柱时，又由于呋喃妥因为中性，容易被保留在

净化柱上，使用乙腈、甲醇、丙酮、乙醚和乙酸乙酯等

淋洗色谱柱，均无法有效淋洗出呋喃妥因，而选用其

他极性的有机溶剂作为淋洗液进行淋洗，又会将饲

料中脂肪、色素等杂质洗脱下来，达不到净化效果；

采用 ＨＬＢ固相萃取柱则能有效的保留并净化样

品，取得较好的回收率。

３）由于硝基呋喃类药物对光十分敏感
［２４２５］，在

３５℃以上、光线直射、暴露于空气等环境条件下会

很快发生分解［２６］。所以，在试验中为减少其分解，

要求在试验过程中，尽量要在避光、室温小于２５℃

的条件下进行操作。１ｍｇ／ｍＬ的标准储备液在４

℃避光、冷藏条件下可保存３个月，１００μｇ／ｍＬ标

准中间液则在４℃避光、冷藏条件下可保存１个月，

而标准工作液则要现用现配。所用的器皿也应尽可

能采用棕色玻璃器皿；样品应及时进行分析［２７］。另

外，在进行试样制备时一定要控制好固相萃取小柱

净化过程中的流速，尽量保持１滴／秒的流速，太快

则会降低回收率。
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