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　　摘要：采用高效液相色谱－串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）对猪肉中硝基呋喃类药物的代谢物进行检测，从均质处
理后的猪肉中提取出与蛋白质相结合的硝基呋喃类药物的代谢物，将其在弱酸性条件（ｐＨ值 ＜７）下水解，同时加入
２－硝基苯甲醛作为衍生试剂，避光恒温振荡反应１６ｈ，然后调整 ｐＨ值为中性，分离出代谢物的衍生物，浓缩复溶后
用液相色谱－三级四级杆质谱联用仪检测。结果显示，４种硝基呋喃类药物代谢物在０．５～１０．０ｎｇ／ｍＬ范围内回归
标准曲线方程的ｒ２＞０．９９９９，回收率为９３．２％～１０６．１％，相对标准偏差为０．８３％～１３．９％。４种硝基呋喃类代谢物
残留检测得到其衍生物的定性定量分析结果，使用４种代谢物的同位素内标，减少了样品前处理对检测结果的影响，
使定量更加精确。此法前处理过程简单易做、试验重复性好，具有较高的灵敏度，检测更为准确且具有较低的检出限。
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　　硝基呋喃类药物主要用于抗细菌感染，也用于抗滴虫感
染［１］。硝基呋喃类化合物都具有一个５－硝基呋喃环的特征
结构，主要包含有呋喃它酮（ＡＭＯＺ）、呋喃妥因（ＡＨＤ）、呋喃
西林（ＳＥＭ）和呋喃唑酮（ＡＯＺ）等［２］。由于硝基呋喃类药物

的广谱抗菌性，除了能抑制、灭杀大多数的革兰阴性菌以外，

还对大部分革兰阳性菌也有杀伤作用［３－４］。硝基呋喃类抗菌

药药效明显、很难产生耐药性，并且生产成本低廉，故而被大

范围用于畜牧业，在禁用前作为饲料添加剂治疗猪、牛、禽类

的胃肠道感染［５］。多年来研究表明，硝基呋喃类药物具有基

因毒性及致癌性，且其在动物源性食品中的有害残留也对人

类健康存在一定风险。

应用于硝基呋喃类药物的色谱联用技术主要有高效液相

色谱－质谱法和高效液相 －串联质谱法［６］。其中，高效液

相－串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）是我国国家标准规定的检
测方法，满足了０．５μｇ／ｋｇ的检测限［７］。ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法的
原理是联用高效液相色谱与质谱，对物质结构定性并在定量

限以上可以进行定量分析。利用高效液相色谱将待测样品中

化合物分离并确定各化合物的浓度或含量进行定量，再将其

汽化后导入多级质谱仪中进行结构分析，从而确定被高效液

相色谱仪分离的各化合物的详细分子结构信息从而达到定性

的目的。

１　仪器与试剂材料

１．１　主要仪器设
液相色谱－三级四级杆质谱联用仪（ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｔｙＵＰＬＣ－

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＴＳＱ）；组织匀浆机（ＪＺ－Ⅱ型）；电子分析天平
（ＡＢ２０４－Ｎ型）；多管涡旋振荡器（ＴａｒｇｉｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＶＸ－２

型）；台式高速冷冻离心机（３Ｋ－３０型）；水浴恒温振荡器
（ＭＡＸＱ４０００型）；氮 吹 仪 （ＴＴＬ－ＤＣ１１型）；酸 度 计
（ＳｅｖｅｖＥｘｃｅｌｌｅｎｃｅ系列）；有机相针式滤器（ＳＣＡＡ－１０４）；具
塞离心管（５０ｍＬ、１０ｍＬ规格）；移液枪（５ｍＬ、１０ｍＬ规格）；
高纯水发生器（ＭＩＬＬＩ－ＱＡＤＶＡＮＴＡＧＥＡ１０）。
１．２　主要试剂及配制

主要试剂有：对照品 ＡＯＺ、ＡＭＯＺ、ＡＨＤ、ＳＥＭ（纯度均≥
９９．０％）；内标对照品 ＡＯＺ－Ｄ４、ＡＭＯＺ－Ｄ５、ＡＨＤ－

１３Ｃ３、
ＳＥＭ－ＨＣｌ－［１，２－１５Ｎ２

１３Ｃ］（纯度均≥９９．０％）；２－硝基苯
甲醛（分析纯）；甲醇、乙酸乙酯、甲酸、乙醚、乙腈、磷酸钾（均

为色谱纯）；浓盐酸。主要试验用的试剂配制如下。

０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液、１．０ｍｏｌ／Ｌ磷酸钾溶液和０．１％甲
酸溶液按常规方法配制。

标准储备液：分别精确称取 ＡＯＺ、ＡＭＯＺ、ＡＨＤ和 ＳＥＭ·
ＨＣｌ的标准对照品各０．０１ｇ，置于 ４个 １００ｍＬ棕色容量瓶
中，用纯甲醇溶解并定容，配制成浓度为１００μｇ／ｍＬ的标准
储备液，于－２０℃以下保存。

内标储备液：用分析天平精确称取 ＡＯＺ－Ｄ４、ＡＭＯＺ－
Ｄ５、ＡＨＤ－

１３Ｃ３和 ＳＥＭ－Ｈｃｌ－［１，２－
１５Ｎ２

１３Ｃ］对照品各
０．０１ｇ，置于１００ｍＬ棕色容量瓶中，分别用甲醇溶解定容至
刻度，稀释成浓度为１００μｇ／ｍＬ的内标储备液，于 －２０℃以
下保存。

混合标准工作液（１００ｎｇ／ｍＬ）：精确量取 ＬＡＯＺ、ＡＭＯＺ、
ＡＨＤ和ＳＥＭ·ＨＣｌ标准储备液各１００μＬ，混合于１０ｍＬ棕色
容量瓶中，添加纯甲醇直至１０ｍＬ刻度线，制得１０μｇ／ｍＬ的
混合标准中间溶液，再用８０％甲醇稀释成１００ｎｇ／ｍＬ的混合
标准工作液，于４℃以下保存。

混合内标标准工作液（１００ｎｇ／ｍＬ）：精确量取ＡＯＺ－Ｄ４、
ＡＭＯＺ－Ｄ５、ＡＨＤ－

１３Ｃ３和 ＳＥＭ－ＨＣｌ－［１，２－
１５Ｎ２

１３Ｃ］内标
储备液１００μＬ，置于１０ｍＬ棕色容量瓶中混匀，用甲醇定容
至刻度，制得１００μｇ／ｍＬ的混合内标中间工作液，再逐步稀
释为１００ｎｇ／ｍＬ的混合内标标准工作液于４℃下保存。
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２　方法与步骤

２．１　待测试样处理
（１）洗涤。称取均质后的供试试料２．００ｇ，于５０ｍＬ离

心管中，每个试样称取１个平行样。加１０ｍＬ５０％甲醇溶液，
涡旋，中速振荡１０ｍｉｎ，然后６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清
液；向离心管中加入１０ｍＬ５０％甲醇溶液，重复洗涤１次；用
乙醚替代上述５０％甲醇洗涤２次。（２）衍生。洗涤后试料加
１００ｎｇ／ｍＬ的混合内标标准工作液２０μＬ；用刻度吸管加入
０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸 ５ｍＬ和 ０．１ｍｏｌ／Ｌ２－硝基苯甲醛的溶液
１００μＬ，涡旋振荡混匀；于恒温水浴振荡器中设置３７℃遮光
反应约１６ｈ。（３）提取。将衍生后的试料放置于实验室冷却
至室温（避光条件下进行），调节其ｐＨ值至中性（７．４左右），
所用的ｐＨ值调节剂是１ｍｏｌ／Ｌ磷酸三钾溶液，所需量大约为
０．８５ｍＬ；加乙酸乙酯５ｍＬ，进行液液萃取，先涡旋，中速振荡
５ｍｉｎ后，高速冷冻离心机３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液分
层，吸取上层清液；用乙酸乙酯５ｍＬ重复提取１次，合并上层
清液；合并的乙酸乙酯层于４０℃水浴下氮气吹干；用０．１％
甲酸水溶液１．０ｍＬ溶解残余物（若发现试样混浊，可将试样
转移到１．５ｍＬ离心管，离心后吸取上清液），经 ０．２２μｍ的
有机相针式滤器过滤后备用。

２．２　质量控制样品的制备
空白样品：称取２．００ｇ空白试样，在衍生步骤中不添加

混合内标标准工作液，其余步骤与待测试样相同。

添加样品：取空白试样２．００ｇ，在上述待测试样衍生步骤
中再添加１００ｎｇ／ｍＬ的混合标准工作液２０μＬ，其余操作相
同，从而制得浓度为１．０ｎｇ／ｇ的阳性添加试料。
２．３　标准曲线

精确量取上述试验试剂配制好的混合标准工作液

（１００ｎｇ／ｍＬ）０．１、０．２、０．４、０．８、１．０ｍＬ分别置于５个１０ｍＬ
容量瓶中，用５％乙腈（含０．１％甲酸）水溶液定容至刻度，混
匀即得各浓度为１、２、４、８、１０ｎｇ／ｍＬ的标准工作液，按与待测
试样相同的色谱和质谱条件进样并进行检测，将测得的数据

制作图表得到标准曲线，并换算出相关系数公式，求出该检测

方法的定量的线性范围。

２．４　准确度与精密度
分别精确量取 １００ｎｇ／ｍＬ的标准贮备液 ０．１、０．５、

１．０ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶内，加０．１％甲酸水溶液直至容量瓶
刻度线，从而制得序列浓度为１．０、５．０、１０．０ｎｇ／ｍＬ的溶液，
每个浓度的溶液制备６个平行样，分别进样检测用于计算仪
器回收率并得到相对标准偏差。

３　仪器参数与测定

３．１　色谱条件
色谱柱：ＷａｔｅｒｓＵＰＬＣＴＭＢＥＨＣ１８柱（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，

１．７μｍ）；进样量：２μＬ；柱温：３５℃；流动相：Ａ：乙腈；Ｂ：
０．１％（体积分数）甲酸溶液，梯度洗脱（梯度洗脱程序见
表１）。　
３．２　质谱条件

离子源参考参数见表２。质量分析器参考参数见表３。
定性、定量离子对、锥孔电压和碰撞能量见表４。

表１　液相色谱流动相浓度梯度

时间（ｍｉｎ） Ａ（％） Ｂ（％） 流速（ｍＬ／ｍｉｎ） 曲线类型

０．００ １０ ９０ ０．３ １
３．００ ９０ １０ ０．３ ６
５．００ １０ ９０ ０．３ １

　　注：曲线类型１为即时变化，６为线性变化。

表２　离子源参考参数

离子源参数 参考数值

离子源类型 电喷雾离子源ＥＳＩ＋
毛细管电压（ｋＶ） ３．５
萃取电压（Ｖ） ５．０
ＲＦ透镜电压（Ｖ） ０．３
源温（℃） １１０
雾化温度（℃） ４００
锥孔气流速（Ｌ／ｈ） ５０
雾化气流速（Ｌ／ｈ） ５５０

表３　质量分析器参考参数

质量分析器参数 参考数值

低质量数分辨率ＬＭ１ １５．０
高质量数分辨率ＨＭ１ １５．０
离子能量１ １．０
入口电压（Ｖ） ２
出口电压（Ｖ） ２
低质量数分辨率ＬＭ２ １５．０
高质量数分辨率ＨＭ２ １５．０
离子能量２ １．０
氩气示数 ３．５ｅ－３ｍｂａｒ

表４　硝基呋喃类代谢物衍生物和内标的定性、
定量离子对、锥孔电压和碰撞能量

目标化合物
定性离子对

（ｍ／ｚ）
定量离子对

（ｍ／ｚ）
锥孔电压

（Ｖ）
碰撞能量

（ｅＶ）
ＡＯＺ ２３６．０＞１３４．０ ２３６．００＞１３４．００ ２８ １２

２３６．０＞１０４．０ ２２
ＡＭＯＺ ３３５．０＞２９１．０ ３３５．００＞２９１．００ ２５ １０

３３５．０＞２６２．０ １６
ＡＨＤ ２４９．０＞１７８．０ ２４９．００＞１３４．００ ２８ ２０

２４９．０＞１３４．０ １０
ＳＥＭ ２０９．０３＞１９２．１ ２０９．０３＞１６６．１０ ２３ ８

２０９．０３＞１６６．１ １０
ＡＯＺ－Ｄ４ ２４０．０＞１３４．０ ２４０．００＞１３４．００ ２８ １２
ＡＭＯＺ－Ｄ５ ３４０．１＞２９６．２ ３４０．１０＞２９６．２０ ２８ １２
ＡＨＤ－１３Ｃ３ ２５２．０＞１３４．０ ２５２．００＞１３４．００ ２８ １０

ＳＥＭ－［１，
２－１５Ｎ２１３Ｃ］

２１２．００＞１６８．０ ２１２．１０＞１６８．００ ２３ １０

４　结果与分析

４．１　标准曲线
根据配制的标准溶液进样检测，将标准溶液浓度设为横

坐标，将检测得到的Ａｒｅａ／ＩＳＡｒｅａ比值设为纵坐标，绘制标准
曲线，得到线性方程（图１至图４）。
　　由图 １至图 ４可知，回归标准曲线方程的 ｒ２范围为
０９９９４７８～０．９９９６７９，ｒ２＞０．９９９９。
４．２　回收率与精密度

方法回收率及相对标准偏差数据见表５。
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　　由表５可知，各组的回收率在９３．２％ ～１０６．１％之间，即
绝对误差范围在１．１２％～６．８０％。结果显示，相对标准偏差
（ＲＳＤ）处在０．８３％～１３．９％范围内。

表５　方法回收率及相对标准偏差数据（ｎ＝６）

待测组分
阳性添加量

（ｎｇ／ｍＬ）
平均实测残留量

（ｎｇ／ｍＬ）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

ＡＯＺ ０．５０ ０．５１ １０２．３０ ７．９０
５．００ ４．９１ ９８．１０ ３．６８
２５．００ ２４．７２ ９８．８０ ０．９６

ＡＭＯＺ ０．５０ ０．５３ １０６．１０ １３．９０
５．００ ４．７８ ９５．６０ ４．２９
２５．００ ２３．８３ ９５．２０ １．４８

ＡＨＤ ０．５０ ０．５３ １０６．１０ ７．９０
５．００ ４．９３ ９８．６０ ４．７７
２５．００ ２４．１３ ９６．５０ ０．８３

ＳＥＭ ０．５０ ０．５２ １０３．６０ １１．７０
５．００ ４．６６ ９３．２０ ４．１１
２５．００ ２４．６８ ９８．７０ ２．１０

４．３　检测样品药物残留
根据样品前处理过程，选择样品进行检测，样品编号为

ＳＸ２０１７Ｗ０００３，检测结果见表６，该样品未检出硝基呋喃类药
物的代谢物。

表６　样品ＳＸ２０１７Ｗ０００３检测结果

项目
添加量

（μｇ／ｋｇ）
残留量

（μｇ／ｋｇ）
回收率

（％） ＳＸ２０１７Ｗ０００３

ＡＯＺ １．０７ １．０１ ９４．４０ ０．００
ＡＭＯＺ １．０４０ ０．９８９ ９５．１００ ０．０００
ＡＨＤ １．０５ ０．９９ ９４．３０ ０．００
ＳＥＭ １．０４ １．０１ ９７．１０ ０．００

５　讨论

５．１　样品前处理过程
硝基呋喃类药物在动物体内代谢，代谢物与猪肉中的蛋

白质键合在一起，所以若要检测硝基呋喃类代谢物的残留量

则需要将该结合蛋白从样品中分离出来，并分离出结合蛋白

中的４种代谢物，为进行下一步的仪器分析提供检测目标物。
前处理过程第１步洗涤的目的是除去样品中游离可溶性

杂质及脂类物质，甲醇作为蛋白质沉淀剂与水同时存在可以

沉淀蛋白质，甲醇在水中溶解度很大，能破坏蛋白质外表面的

水化层，从而使蛋白质相互聚集而沉淀。弃去上清液中游离

的杂质，再用乙醚洗涤，乙醚是非极性化合物，能与样品脂类

化合物互溶，从而除去样品中的脂类物质，减少基质对后期仪

器检测的影响。第２步衍生是先将硝基呋喃类药物的４种代
谢物从其结合的蛋白质中提取出来，再进行衍生反应。代谢

物质解离水解需要适当酸性的 ｐＨ值条件，故而需要盐酸调
节ｐＨ值至所需条件，同时为了之后的仪器分析，要对代谢物
进行衍生。第３步提取是将衍生后的物质从样品中提取出
来，使用液液萃取的方法进行提取净化，利用衍生物质与样品

中其他物质在乙酸乙酯中的溶解度不同，从而达到提取净化的目

的。然后用氮吹仪氮吹，对提取液进行浓缩以减少基质效应。

硝基呋喃类药物见光易分解，故而前处理过程中尽量避

光操作。

５．２　标准曲线与检出限、定量限
由上述４种代谢物标准曲线分析可得４种硝基呋喃类药

物代谢物的标准曲线在０．５～１０．０ｎｇ／ｍＬ的范围内所得到的
线性关系，回归标准曲线方程的 ｒ２在 ０．９９９４７８～０．９９９６７９
范围内，ｒ２ ＞０．９９９９，线性良好。即样品浓度在 ０．５～
１０．０ｎｇ／ｍＬ的范围内，色谱峰面积与样品中某组分的浓度成
正比，可以根据线性方程进行定量分析。本方法所用仪器达

到检出限０．２５μｇ／ｋｇ，定量限０．５μｇ／ｋｇ。
５．３　回收率与精密度

由表５可知，猪肉空白样品中硝基呋喃四中代谢物的３个
不同添加水平，测定６次的回收率，准确度范围在 ９３．２％ ～
１０６．１％之间，绝对误差范围在１．１２％ ～６．８０％之间，说明仪
器所导致的系统误差较小，处在检测的标准范围内，符合检测

标准规定的误差大小。由表５可知，各代谢物回收率相对标
准偏差范围为０．８３％ ～１３．９０％，均 ＜２０％，即精密度较高。
上述检测数据的ＲＳＤ均符合国家标准检测要求。
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５．４　检测方法

高效液相－串联质谱法能充分利用了色谱与质谱的检测
功能，本次试验中所用的液质联用仪是液相色谱 －三级四级
杆质谱联用仪，其采用多级质谱检测，对化合物的鉴别非常精

细，其检测限能够达到０．２５μｇ／ｋｇ，远远高于酶联免疫法和液
相色谱－紫外法两种检测仪器，在实际的食品检测分析中能
够更加准确的进行药物残留鉴定。

６　结论

世界各国都要求禁止使用硝基呋喃类药物于动物源性食

品当中，该类药物的有效检测是对人类食用安全健康肉类食品

的保证。硝基呋喃类药物残留量的检测属于痕量检测，对于检

测方法的准确性要求很高。本研究采用高效液相色谱－串联
质谱法对猪肉中的４种硝基呋喃类代谢物残留同时进行检测，
得到硝基呋喃类药物代谢衍生物的定性定量分析结果。使用

４种代谢物的同位素内标，减少了样品前处理对检测结果的影
响，使定量更加精确。此法前处理过程简单易做、试验重复性

好，该方法具有较高的灵敏度，检测更为准确且具有较低的检

出限。因此，对比液相色谱－串联质谱法、液相色谱－质谱法

和液相色谱法，三者中液相色谱－串联质谱法的准确性最高，
其检测限定量限都是最低的，是三者中最为理想的检测方法。
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响应面法优化鹿角灵芝产胞内多糖的液体发酵工艺

徐　慧，赵双枝，刘孝永，张彦昊，陈蕾蕾
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　　摘要：为了优化鹿角灵芝产胞内多糖的液体发酵工艺，以鹿角灵芝胞内多糖得率为指标，研究碳源、氮源、初始ｐＨ
值、发酵时间、接种量、装液量、马铃薯添加量对鹿角灵芝胞内多糖得率的影响，并通过单因素和响应面法对鹿角灵芝

产胞内多糖的发酵工艺进行优化。结果表明，鹿角灵芝胞内多糖得率最高时的发酵条件如下：２０％马铃薯、３．３％葡萄
糖、３％麦麸、０．２％ ＫＨ２ＰＯ４、０．１％ ＭｇＳＯ４，初始ｐＨ值为７．０，接种量为１１％，５００ｍＬ三角瓶装液量为１５１ｍＬ，转速为

１５０ｒ／ｍｉｎ，培养温度为（２７±２）℃，培养时间为８２ｈ。在此条件下，鹿角灵芝胞内多糖的得率为１２．９４％，与预测值
１３．１６％的相对误差小于５％，说明该优化模型真实可行，具有指导生产的实用价值。
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　　灵芝是我国传统名贵大型真菌［１－２］，可用于辅助治疗肿

瘤、调节免疫力、抗氧化、防衰老等，灵芝多糖是其主要功能活

性物质之一［３－８］。鹿角灵芝是一种表面具有漆样光泽、菌柄

长、有多个分支、形似鹿角、因生长外界条件变化而异型生长

的灵芝菌株，在自然条件下极为罕见，多通过人工培养方式获

取。传统灵芝多糖主要从灵芝孢子粉和子实体中提取，近年

来的研究显示，通过深层发酵提取的灵芝多糖，较传统方式的

得率和功效具有优势［９－１０］。刘艳芳等对同种灵芝子实体、菌

丝体和孢子粉多糖成分进行了比较，发现灵芝菌丝体中多糖

含量最高，孢子粉中多糖含量次之，子实体中多糖含量最

低［１１］。在对小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７释放一氧化氮（ＮＯ）产
量的影响研究中发现，从菌丝体和子实体中提取的多糖活性

表现良好，而孢子粉多糖呈低活性状态，表明从灵芝菌丝体中

制得的灵芝多糖具有产量高、活性优的特点。于浩瀚等以８
个灵芝菌株为研究对象，比较菌丝体多糖、子实体的多糖含量

发现，血芝的菌丝体多糖含量为子实体的３０倍，进而证实通
过深层发酵获得灵芝多糖是切实可行的［１２］。随着生活水平
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