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高效液相色谱法测定养殖水体中呋喃西林
岑剑伟，李来好，杨贤庆*，郝淑贤，魏 涯，黄 卉，刁石强，辛少平

(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：建立一套养殖水体中呋喃西林的高效液相色谱检测方法。结果表明液液提取不适用于水体中呋喃西林

(NF2)的提取，利用固相萃取效果最佳，比较几种固相萃取小柱萃取效果，发现MCX、HLB、C18对NFZ具有保留作

用，MCX适合用于处理偏碱性样液，HLB处理效果受pH值影响较小，C18与HLB相比效果稍差。以HLB小柱浓缩水

体中呋喃西林方法，回收率在85%～95%之间，相对标准偏差小于10%，定量限达到0.25µg/L，可应用于各类型养

殖水体中的呋喃西林残留测定。
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Abstract：An HPLC method for the determination of nitrofurazone (NFZ) residues in aquaculture water was established. 

Solid-phase extraction (SPE) rather than liquid-liquid extraction was a suitable sample preparation method for the extraction 

of nitrofurazone residues from aquaculture water. Although MCX, HLB and C18 SPE cartridges had a good retention 

efficiency for NFZ, MCX was suitable for separating alkaline extracts, whereas HLB was minorly influenced by pH and 

slightly superior to C18. When NFZ was separated on HLB cartridge, the average recovery rate of the developed method was 

85%–95% (n = 3), with relative standard deviation (RSD) less than 10%. The limit of quantification (LOD) of the HPLC 

method was 0.25 μg/L. Thus, this method is applicable to determine residual NFZ in aquaculture water.
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呋喃西林(nitrofurazone，NFZ)是一种具有5-硝基呋

喃基本结构的广谱抗菌药，20世纪90年代被发现具有致

畸、致突变和致癌作用，由于其代谢产物在动物体内与

蛋白质结合稳定地存在，被人所食用后，这些代谢物就

可以在胃酸作用下从蛋白质中释放而被人体吸收，造成

严重危害，世界各国均严禁在治疗和饲料中使用[1]。我国

农业部已于2002年公布的《食品动物禁用兽药及其他化

合物清单》中规定禁止在所有食品动物中使用硝基呋喃

类抗生素。但由于此类药物价格低，药效好，许多养殖

户对使用违禁药物危害认识还不到位，仍然在养殖过程

中使用或误用NFZ，因而有必要制定和完善相关检测方

法，加强监管，力求从源头控制水产品硝基呋喃类药物

的使用。目前NFZ及其代谢物的检测方法主要有免疫检

测法和理化检测法[2-4]，如紫外分光光度法[5-6]、薄层色谱

法[7]、荧光分析法[8]、高效液相色谱法[9-10]、液质联用技

术[10-12]等。虽然关于NFZ检测的研究报道已经很多，然而

这些研究多以饲料、肉类等为对象，以水体中的NFZ检

测研究尚未见有报道。本实验研究水产养殖水体中残留

NFZ的测定方法，拟建立快速、简便、准确、灵敏度高

的方法检测水产养殖环境中NFZ的残留量。
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1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

池塘水、江水。

C18 SPE小柱(C18，500mg/3mL)、Poly-Sery HLB 

SPE小柱(HLB，60mg/3mL)、Poly-Sery MCX SPE小柱

(MCX，60mg/3mL) 德国CNW公司。

NFZ标准品 Dr.Ehrenstorfer公司；甲醇(分析纯)、

二氯甲烷(分析纯)、乙腈(色谱纯)；试验用水应符合GB/T 

6682—2008《分析实验室用水规格和试验方法》，一级

水的标准。

1100高效液相色谱仪器(配有DAD检测器) 美国安

捷伦公司；固相萃取装置 美国Supelco公司；GB204分

析天平 瑞士梅特勒-托利多仪器公司；N-EVAPTM112

氮吹仪 美国Organomation公司。

1.2 方法

1.2.1 试剂配制

50%乙腈溶液：取乙腈与水按体积比1:1混合；标准储

备溶液：100µg/mL，称取NFZ标准品10.0mg，加入乙腈溶

解，定容到100mL，4℃贮存；标准工作液：取标准贮备

液，加50%乙腈溶液稀释配制成质量浓度为0.005、0.01、

0.02、0.05、0.1、0.2、0.5、1、2µg/mL的梯度系列。

1.2.2 NFZ理化性质研究

温度影响：将NFZ标准溶液置于在50、60、70℃条

件下避光保温放置60min，监测NFZ含量变化。

光照影响：将NFZ标准溶液分别曝光在室内日灯光

下和阳光直射下，监测NFZ含量变化。

酸碱稳定性：将NFZ标准分别溶于pH2～12间醋酸-

醋酸钠缓冲溶液中，监测NFZ含量变化。

1.2.3 样品处理

液液萃取：将NFZ标准加入水样中，选取乙醚、二氯

甲烷等低沸点溶剂按1:1水样进行萃取实验，测定提取含

量，计算第一次提取的得率。用乙酸乙酯作为萃取溶剂，

以不同萃取体积比进行萃取，萃取2次，计算回收率。

固相萃取(SPE)：先将水样离心或过滤除去固体杂

质。准确移取一定量加载到经活化的小柱上，待样液全

部过柱，淋洗，洗脱，洗脱液于50℃水浴下在氮吹仪上

吹干，加50%乙腈溶液溶解，于液相色谱上测定含量，

计算回收率。

表 1 梯度洗脱程序

Table 1 Gradient elution program

时间/min
流动相体积配比/%

A B

0 10 90
9 35 65

9.1 10 90
14 10 90

色谱条件：色谱柱：Agi len t  Zorbax  SB-C 18，

(250mm×4.6mm，5µm)；流动相A为乙腈；流动相B为超

纯水；进样量：20µL；流速：1.0mL/min；柱温：30℃；

检测信号：365nm。采用梯度洗脱程序如表1所示。

2 结果与分析

2.1 NFZ稳定性

本实验研究了温度、光照以及溶液酸碱度对NFZ稳

定性之间的关系。在遮光条件下、70℃以下时NFZ降解

缓慢，在该温度以下短时间内作用的损失可忽略不计，

但在光热同时作用时降解较快，这是因为NFZ对光照和

温度均不稳定。因而在提取过程中应尽量避光操作，尤

其在进行热处理时应遮光。NFZ在pH4～10之间较稳定，

在强碱性溶液里不稳定，降解生成其的同分异构体[13]，

在强酸性也不稳定，因而在处理过程中应避免接触或使

用极端pH值溶液。因此，在以上所有试验均在遮光下进

行，热处理温度低于70℃，pH值须控制在目标物质稳定

的范围内。

2.2 液液萃取

使用多种有机溶剂萃取水体中NFZ，其中以乙酸乙

酯的萃取效果最好，重复萃取2次，回收率可达到80%

以上，但萃取体积比须大于1:1，因此要消耗大量乙酸乙

酯。Jorge等[10]在测定饲料中硝基呋喃类药物时使用乙酸

乙酯萃取，将样液调节到特定pH值下(pH8)，等体积萃取

1次即可满足分析要求。实验按照其做法操作，但结果提

取率没有提高。在pH2～10之间改变水样的pH值，萃取回

收率并无明显改变，可见pH值对乙酸乙酯的萃取回收率

并无明显作用，对于该实验的做法是否恰当值得商榷。

2.3 固相萃取

采用混合型的阳离子交换柱MCX和反相SPE小柱

HLB进行固相萃取的研究。从活化、淋洗、洗脱等步骤

研究了MCX、HLB和C18 3种小柱处理NFZ样品的使用方

法，并比较了其优劣。

2.3.1 使用方法 

分别用pH4.0醋酸溶液、中性水和pH10氨水溶解

NFZ(0.3µg/mL)，取3mL加载到经活化的小柱中，探索淋

洗和洗脱条件。小柱的活化依次加3mL水、3mL 10%甲

醇溶液淋洗；然后用甲醇分次洗脱，每次3mL，分别收

集。测定各部分流出液中NFZ的含量。MCX、HLB和C18

对NFZ的保留效果均较好，在上样流出液、淋洗液中均

未检测到NFZ。用甲醇作为洗脱液可以较好的将NFZ从

MCX、HLB柱上洗脱下来，但却很难从C18小柱上洗脱下

来，乙腈洗脱C18小柱效果更佳。MCX小柱回收率与溶液

pH值有关，处理碱性溶液回收率比中性溶液好，不宜用

以处理酸性溶液；样品液pH值对HLB和C18小柱则无显著
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影响，在pH4～10范围内回收率都较好，总体上，HLB优

于C18小柱。

2.3.2 处理回收率 

取10mL池塘水，调节至相应pH值，将NFZ标准溶液

(1µg)分别加入3种小柱，测试回收率。结果如表2所示，

HLB小柱的回收率明显高于其他两种类型小柱，达到90%

以上。MCX小柱处理不同pH样液时，回收率随pH值下降

而降低，可能是因为酸性和中性条件下填料作用位点未被

完全活化而导致吸附作用不强，表明该小柱适合处理偏碱

性样液；C18在不同pH值下回收率有变化，但不明显，更

适合处理中性样液。HLB受pH影响不明显，在pH4～10之

间回收率均稳定。HLB小柱是处理的最佳选择。

表 2 SPE小柱提取效果比较

Table 2 Comparison of NFZ extraction efficiency using three different 

SPE cartridges

萃取柱 pH 加标量/µg 回收量/µg 回收率/%

MCX

4.0

1.000

0.4670±0.0335 46.7

7.0 0.7210±0.0263 72.4

10.0 0.8602±0.0047 86.0

HLB

4.0 0.9107±0.0030 91.0

7.0 0.9135±0.0075 91.4

10.0 0.9050±0.0043 90.4

C18

4.0 0.8404±0.0144 84.7

7.0 0.8864±0.0060 88.6

10.0 0.8595±0.0058 85.6

2.3.3 加载量影响

取池塘水，加入一定量NFZ标准，分别取5、10、15、

20mL和25mL，过经活化的HLB小柱，用3mL水淋洗，5mL

甲醇洗脱，测定洗脱液中的含量，并计算回收率。结果如

表3所示，加载量在5～20mL内，回收率稳定，约在95%左

右。上样量增加到25mL时，回收率有所下降，表明再增

加上样量回收率将呈下降趋势。对于60mg/3mL规格的HLB

小柱，本方法建议NFZ加载量不高于30μg，加载体积在

10～20mL。

表 3 加载量对回收率的影响 

Table 3 Effect of NFZ loading volume on recovery rate

加标样液的质量浓度/(µg/mL) 加载量/mL 回收量/µg 回收率/%

1.881

5 8.903±0.058 94.6
10 17.709±0.148 94.1
15 26.860±0.213 95.2
20 35.489±0.234 94.3
25 42.845±0.416 91.1

2.4 方法评价

2.4.1 准确度和精密度

取20mL样品液，加标混匀，每个质量浓度3个平

行，过HLB小柱，用3mL蒸馏水淋洗，抽干后，加5mL

甲醇分两次洗脱小柱，洗脱液于4 0℃水浴下氮气吹

干，然后用1mL 50%乙腈溶液溶解、定容，过0.45μm滤

膜，上机分析。另外做一份空白对照。本方法回收率在

85%～95%之间，相对标准偏差小于10%(表4)，方法回收率

高、稳定性好。空白样品和加标样品色谱图分别见图1。

表 4 方法回收率

Table 4 Recovery rate of the developed method

样品
含量/

(µg/kg)
添加量/
(µg/L)

测定值/
(µg/L)

平均
回收率/%

相对标
准偏差/%

池塘水 0.0

0.25 0.2162±0.0199 86.5 9.2
0.5 0.4613±0.0325 92.3 7.1
2.5 2.212±0.042 88.5 1.9
10 8.650±0.114 86.5 1.3

江水 0.0 50 43.79±0.76 87.6 1.8
5 4.449±0.308 89.0 6.9
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Fig.1 Chromatograms of NFZ standard and blank pool water with 

and without the addition of NFZ

2.4.2 方法线性范围和检测限

配制NFZ标准工作液，用液相色谱分析，测定不同质

量浓度工作液的峰面积，并做峰面积(A)-质量浓度(C)校正

曲线，曲线方程为：A=96.409C－0.00034，相关系数为：

0.99998。NFZ在0.005～2µg/mL范围内具有很好的线性。

NFZ标准色谱图见图1C。以6倍信噪比计算得检测限的质量

浓度为0.0025µg/mL，但测得色谱峰较小，难以辨认，信噪

比达不到6倍，因而确定定量限为0.005µg/mL(RSN=12)。以

20mL的上样量计算，该法定量限为0.25µg/L。
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3 结 论

本实验摸索HLB等小柱处理NFZ的使用方法，比较

它们处理不同pH值样液的萃取效果，MCX适合处理偏

碱性样品，而HLB处理pH值适用范围较宽，表现出很好

的效果。C18小柱与HLB相似，但效果稍差。除以上所提

到SPE小柱外，相关文献的报道中还用到酸性氧化铝柱

和NH2型柱[14]，其用途一般为除杂，浓缩效果不明显。

由于NFZ对光照和温度均不稳定，实验对象——养殖水

体中的残留量不可能太大，因此本实验仅考察3种浓缩效

果较好的SPE柱，其中HLB小柱是最佳选择，除杂及浓

缩效果均显著，浓缩倍数可达20倍以上。相对于液液萃

取，SPE在净化、浓缩以及简化操作等方面都具有明显的

优势。最终确定以HLB固相萃取小柱提取、浓缩，建立

SPE-液相色谱法测定水产养殖水体中残留的NFZ方法，

该方法回收率在85%～95%之间，稳定性好，相对标准偏

差小于10%，定量限可达0.25µg/L。
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