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摘 要：采取高效液相色谱（HPLC）与质谱（MS）连用技术研究呋喃唑酮［3-（5-硝基糠醛缩氨基）-2-唑烷酮］及

其主要代谢产物 3-氨基-2-唑酮（A0Z）在罗非鱼体内的残留规律。该方法对呋喃唑酮及其代谢物 A0Z 的检出

限分别为 10!g / kg、1!g / kg。给罗非鱼投喂剂量为 30 mg /（kg·d）的呋喃唑酮药饵 7 d.结果表明，罗非鱼肌肉中

呋喃唑酮和 A0Z 的含量分别在停药 6 h 后和停药“零时”达到最高，分别为 413. 00 士 91. 68!g / kg、31. 15 士 9. 68

!g / kg，24 h 后呋喃唑酮含量就低于检出限，而肌肉中 A0Z 的含量在 528 h 后才低于 1!g / kg。鱼肌肉中呋喃唑

酮和 A0Z 的消除半衰期分别为 9.34 h、38.2 h ，平均消除速率分别为 22.7!g /（kg·h）、0. 058!g /（kg·h）。由实

验结果可以看出，鱼肌肉中呋喃唑酮代谢很快，而 A0Z 却很难消除。考虑到呋喃唑酮的代谢物 A0Z 在罗非鱼

体内不容易消除，在本实验条件下，建议给罗非鱼投喂呋喃唑酮药饵的停药期至少在 22 d。
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The research of residues of fura4olidone and
its metabolite in tilapias by HPLC / &S
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Abstract：The residues of furazolidone［3-（5-nitrofurfurylidenamino）-2-oxazolidinone］and its main metabolite 3-
amina-2-oxazolldinone（A0Z）in tilapia were first studied by HPLC / MS . The deteCtion limit of furazolidone and
A0Z were 10!g / kg，1!g / kg respeCtively . After oral dose of 30 mg /（kg·d）for 7 days，the maximum level of
furazolidone in tilapias was 413 .00 士 91 .68!g / kg after 6 h，but that of A0Z reaChed maximum（31 .15 士 9.68!g /
kg）when stopping giving drug；the ConCentration of furazolidone was lower than 10!g / kg after 24 h，but that of A0Z
was Just lower than 1!g / kg after 528 h；the elimination half-life of furazolidone and A0Z were 9 .34 h and 38 .2 h



respeCtively，and the rate of speed were 22 .7!g /（kg·h）and 0 .058!g /（kg·h）respeCtively . The results show that
A0Z is very hard to eliminate Compared to furazolidone. In view of A0Z is very hard to eliminate，the prediCted
withdrawal time of furazolidone for tilapia was 22 d at least in this Condition .
Key words：tilapia；furazolidone；3-amina-2-oxazolldinone（A0Z）；residues

呋喃唑酮（furazolidone）是 20 世纪 40 年代后期开始使用的合成抗菌药物，主要用来防治水生动物的

细菌性疾病［1］，在水产养殖中被广泛应用。但是许多研究已经证明了呋喃唑酮具有很强的副作用［2］，是

一种诱变致癌剂，美国、日本及我国都已经禁止在水产养殖中使用该药。由于呋喃唑酮在生物体内代谢

速率很快［3］，在很短时间内即代谢完全，所以在水产养殖中仍然广泛使用，但是其主要代谢物 3-氨基-2-
唑酮（A0Z）却是一种致癌作用更强的物质，不但能够与组织蛋白结合，很难消除，并且与蛋白结合后能

够释放出来一种诱导有机体突变的物质［4］。随着我国加入 WT0，欧盟、美国、日本等国家对我国出口水

产品中抗菌药物的残留量提出了更高要求，特别是呋喃唑酮及 A0Z，要求水产品中检不出。本文建立了

高效液相色谱与质谱连用技术（HPLC / MS）检测呋喃唑酮及其代谢物 A0Z 的方法，研究了呋喃唑酮及

A0Z 在罗非鱼体内的残留与代谢规律，确定了停药期。研究结果对保障消费者身体健康，扩大我国水产

品出口具有重要意义，并对药物代谢动力学研究具有参考价值。

1 材料与方法

1.1 实验动物与养殖条件

实验用罗非鱼为吉富罗非鱼，购自国家级青岛罗非鱼良种场，体重 200 士 50 g，在中国科学院海洋研

究所水族楼暂养 1 个月，放养密度每立方米 10 尾，水温 27 士 2 ℃，自然光节律，充氧，每日投喂无药物残

留饵料（由鱼粉、淀粉、矿物质等组成），次日上午换水并清除粪便和残饵。

1.2 主要仪器和设备

高效液相色谱仪（安捷伦 1100）和 MS 检测器；振荡水浴（Memmert）；高速离心机 5810 R（Eppendorf）；

均质器加直径为 25 mm 聚集器（ULTRA-TURRAX）；快速混匀器（美国 M0DEL M37610-26）；超声波水浴；

pH 计；旋转蒸发仪；氮气浓缩装置（PIERCE M0DEL 1878）；30 mL 带接口的漏斗塑料柱；一次性注射器滤

器；过滤膜（0 .45!m，DURAP0RE）。

1.3 化学试剂与溶液

乙腈（色谱纯）；25%氨水；甲醇；甲酸；磷酸；乙酸乙酯；二甲亚砜；氢氧化钠；盐酸；三（羟甲基）氨基

甲烷；2-硝基苯甲醛；醋酸；正己烷；正丙醇；乙腈-水溶液（1 ： 1）；0 . 1 mol / L 氨水；25%甲醇；呋喃唑酮与

A0Z标准品（Sigma 公司，含量大于 99 . 9%）；呋喃唑酮原药（中国济南鲁雅制药有限公司，含量大于

98%，批号：971215）。未注明的试剂均为分析纯。

1.4 给药方式及取样

将实验用罗非鱼随机分组，每组 5 尾，每天按剂量 30 mg / kg 投喂药饵（称取 3 . 6 g 呋喃唑酮原粉，

1 500 g 鱼饵料和 30 g 面粉混合后制成药饵），连续喂药 7 d。对照组投喂无药物残留的饵料。停药后，

实验组和对照组按 1 .1 所述的实验条件养殖。

停药后，按不同的时间间隔取罗非鱼肌肉进行测定，每个时间点取 1 组鱼，取样的时间点为 0、6、12、

24、48、96、144、192、288、384、528 h。

1.5 药物的提取方法

1 .5 .1 呋喃唑酮的提取

称取 5 .0 g 鱼肌肉样品，置于 50 mL 棕色离心管中，加入 25 mL 乙腈和 10 g 无水硫酸钠，高速均质 3
min 后，以 6000 r / min 离心 10 min，将乙腈层移入 100 mL 棕色分液漏斗中。离心后的沉淀物再加入 25
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mL 乙腈于混匀器摇匀，超声波提取 30 s，以 6000 r / min 离心 5 min，合并乙腈提取液，加入 25 mL 乙腈饱

和正己烷溶液，振摇 5 min，将底层乙腈溶液移入 100 mL 棕色茄形瓶中，加入 5 mL 正丙醇，40 ℃旋转蒸

发至近干后，用氮气吹干。然后加入 1 .0 mL 乙腈-水溶液，超声 30 s 溶解残渣。将溶解液移入 10 mL 棕

色离心管中，加 0 .5 mL 乙腈饱和正己烷溶液，以 3000 r / min 离心 5 min，弃去正己烷层，将底层乙腈水溶

液过 0 .45!m 滤膜后移入棕色样品瓶中，供 HPLC 测定。

1 .5 .2 AOZ 的提取

水解衍生化：准确称取 3 . 0 g 鱼肌肉置于 50 mL 离心管中，加 30 mL 0. 125 mol / L HCl 及 1 . 0 mL 8
mg / mL 12-硝基苯甲醛溶液（当日配制），匀浆约 2 min，转速 8000 r / min；在 37 ℃水浴中振荡 16 h（过夜），

频率 60 Hz；加 3 .6 mL 1 mol / L Na0H，调节 pH 至 7 .0 ~ 7 .5，然后以 2000 r / min 离心 15 min，125 mm 滤纸

过滤上清液；用乙酸乙酯提取滤液两次后过滤，另用 10 mL 0. 3 g / mL Na0H 溶液提取；将滤液乙酸乙酯

层移入 100 mL 含 2g 无水 Na2S04 的锥形瓶中干燥；经脱脂棉过滤于 100 mL 烧瓶中；50 ℃旋转蒸发近干，

氮气吹干；用 3 mL 甲醇溶解残渣后加 9 .0 mL 0.1 mol / L 氨水，混匀。

0asis HLB 柱净化：将混匀的溶液通过已经活化好的 0asis HLB 柱，然后用 3mL［水 /甲醇 / 25%氨水

= 75：25 ：4（v / v / v）］溶液淋洗。真空干燥 0asis 柱约 2 min。准备 10 mL 样品瓶，用［甲醇 /水 / 25%氨水 =
90 ：2 ：8（v / v / v）］溶液洗脱；在 40 ℃ 40 MPa 压力下旋转干燥；将残留物溶于 0 .50 mL HPLC 流动相 / 0 .125
mol / L HCl（3 ：1）。过 0 .45!m 滤膜后移入棕色样品瓶中，待测。

1.6 色谱及质谱条件

1 .( .1 呋喃唑酮检测的色谱条件

色谱柱 Intersil 0D3，150 mm × 4.6 mm，5!m；柱温 35℃；流速 1 . 0 mL / min；进样量 30!L；检测波长

365nm。流动相：3N冰醋酸-乙腈按（85 ：15）混合，使用前超声脱气 10 min。

1 .( .2 AOZ 检测的色谱及质谱条件

色谱条件：色谱柱 Intersil 0D3，150 mm × 4.6 mm，5!m；柱温 35 ℃；流速 0 .6 mL / min，约 0 . 6 × 2 / 3
mL / min 入 MSD；进样量 30!L；流动相 A：0 .1% 甲酸溶液，B：乙腈，采取梯度淋洗：在 0 ~ 10 min，A 的比

例由 90%降为 50%（相应的 B 由 10%升至 50%），在 10 ~ 20 min，A 由 50%变为 95%（相应的 B 由 50%
降至 5%），在此条件下保持 15 min。质谱条件：大气压化学电离源（APCI），选择性监测质荷比（m / z）为

236，APCI 电晕放电针电压 2 .90 kV，干燥气（N2）流速为 3 .0 L / min，APCI 探头温度 300 ℃。

1.7 数据处理

所有数据均采用平均值 士 标准差表示。消除半衰期 t1 / 2，平均消除速率 V 分别按下列公式计算。

t = Log
Cmax
C t

× 2 .303
dt ，K = - dC

dt ，% =
Cmax - Cmin

"t
其中 Cmax，Cmin为药物的最高和最低含量，K 为消除速率常数，C t 为停药“ t”时的药物浓度。当 Ct

= 1 / 2Cmax时，t 即为消除半衰期 t1 /2，"t 为药物由最高降至最低所需要的时间。

2 结果

2.1 呋喃唑酮的色谱确认及 A0Z 的质谱定性

呋喃唑酮的检测多采用 HPLC 法［5 - 7］，本实验采用乙腈提取呋喃唑酮，乙腈饱和正己烷净化，既减

少了溶剂的毒性，又取得了良好的净化效果。在本实验的色谱条件下，呋喃唑酮的保留时间约在

6 .0 min，峰形尖锐，峰对称性好，无拖尾现象，最低检出限为 10!g / kg。Robert［3，8］等研究了 HPLC / MS 法

对 A0Z 的检测 ，在本实验条件下，A0Z 的保留时间约在 7 . 4 min，A0Z 的核质比（m / z）为 236，具有很高

的定性意义，最低检出限为 1!g / kg。

2.2 呋喃唑酮及 A0Z 在罗非鱼肌肉中的残留

采取 1 .6 所述的色谱与质谱条件，进行罗非鱼样品残留量的测定。表 1 列出了鱼肌肉中呋喃唑酮
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及 A0Z 在不同时间间隔的残留量。

2.3 呋喃唑酮及 A0Z 代谢的消除半衰期和平均消除速率

将实验测定的结果，按 1 .7 所列公式计算出呋喃唑酮及 A0Z 代谢的消除半衰期和平均消除速率

（表 2）。

表 1 肌肉中呋喃唑酮和 AOZ 残留量

Tab.1 Concentrations of fura4olidone and AOZ in muscle

时间（h） 呋喃唑酮（!g / kg） A0Z（!g / kg）

0 361 .12 士 78.01 31 .15 士 9.68
6 413 .00 士 91.68 30 .96 士 10.23
12 31.12 士 13 .25 23 .55 士 8.76
24 4 .20 士 0.56 17 .72 士 5.01
48 - 14.21 士 5.23
96 - 9.80 士 3.87
144 - 7.30 士 1.50
192 - 5.89 士 1.24
288 - 4.01 士 0.87
384 - 1.94 士 0.83
528 - 0.57 士 0.44

注：“ - ”表示未检出；所有数据均为平均值 士 标准差

表 2 呋喃唑酮及 AOZ 代谢的消除半衰期和平均消除速率

Tab.2 Elimination half-life and rate of elimination of fura4olidone and AOZ

消除半衰期（h） 平均消除速率［!g /（kg·h）］

呋喃唑酮 9.34 22 .7
3-氨基-唑酮 38.2 0 .058

3 讨论

HPLC / MS 与紫外（UV）和二极管阵列检测器相比，对被测化合物的确认有很高的可信度，具有灵敏

度高（比 UV 和二极管阵列检测器高 10 倍以上）、选择性好、精密度高等优点，而且 HPLC / MS 有易于操作

和自动化的特点。目前 HPLC / MS 连用技术已经成为制药业、药物分析与研制等领域十分重要的分析方

法［9，10］，在环境分析中也起着重要作用［11，12］，同时也是生物化学和生物技术大量使用的工具。近几年

国内外采用 HPLC / MS 对各种药物及其代谢物的研究取得了一定的进展［13，14］。本文建立了 HPLC / MS
对鱼肌肉中呋喃唑酮及代谢物 A0Z 含量的检测，确定了代谢物 A0Z 的核质比（m / z）为 236，具有较高的

灵敏度和可信度，同时具有色谱分离与质谱分离的双重功能，可以依靠质谱的分辨能力区分不同物质的

色谱峰，抗干扰能力强，能够满足水产品中低浓度的呋喃唑酮及 A0Z 的检测。

在停药“零”时，鱼肌肉中呋喃唑酮及 A0Z 的含量分别为 361 . 12 士 78 . 01!g / kg，31 . 15 士 9. 68!g / kg，
该结果为连续投喂药饵 7 d 后的累积结果。鱼肉中呋喃唑酮在停药 6h 后略有上升，达到 413 .00 士 91 .68

!g / kg，主要原因之一为水体中有残留的呋喃唑酮以及鱼体中尚有未吸收的呋喃唑酮。呋喃唑酮在鱼肌

肉中代谢很快，12 h 后含量为 31 . 12 士 13 . 25!g / kg，48 h 后则未检出，消除半衰期和平均消除速率分别

9 .34 h、22 .7!g /（kg·h），可以看出呋喃唑酮的消除半衰期很短，具有很高的消除速率，这就是呋喃唑酮

为水产养殖中的禁药却仍然在广泛使用的一个重要原因。我们的研究结果表明，尽管呋喃唑酮在鱼体

内代谢很快，但是其主要代谢产物 A0Z 却很难消除。在停药“零”时 A0Z 含量达到最高 31 . 15 士 9. 68

!g / kg（约为呋喃唑酮最高含量的 1 / 13，这在一定程度上说明呋喃唑酮的代谢率较低），384 h 后含量仍然
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达到 1 .94 士 0.83!g / kg，消除半衰期和平均消除速率分别 38 .2 h、0 .058!g /（kg·h），其消除半衰期为呋喃

唑酮 4 倍之多，而呋喃唑酮的平均消除速率要比 A0Z 快近 400 倍。许多相关研究也已经证实，呋喃唑酮

在猪、鸡等家畜家禽体内的主要代谢物同样是 A0Z，且不容易消除［4，8，15］。欧盟、日本等国家已经开始

对我国出口的动物源食品中 A0Z 的残留进行检测，尽管呋喃唑酮在水产品中代谢较快，不容易检出，但

是可以通过检测其主要代谢产物 A0Z 达到检测呋喃唑酮的目的。

在一般情况下，药物的吸收和消除速率随水温的增高而加快［16］。罗非鱼属热带鱼类，最适宜的生

长温度是 24 ~ 32 ℃，本实验水温为 27 ~ 29 ℃，略低于我国人工养殖的实际水温（30 ~ 35 ℃）。此外，现

实水产养殖中一般采用循环水，消除速率也应快于实验室中养殖的消除速率。与现实水产养殖相比，本

实验所得到消除半衰期略长。在本实验条件下，考虑到呋喃唑酮的代谢物 A0Z 不容易消除，建议投喂

呋喃唑酮的停药期至少为 22 d。

由于呋喃唑酮及 A0Z 都具有很强的副作用，所以很有必要对水产品中呋喃唑酮特别是 A0Z 的残留

量进行检测，并对其进行有效监控，以保障消费者健康和扩大我国水产品出口。
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