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Abstract 
To improve detection capability, the laboratory verified the applicability of Ministry of Agriculture 
Notice No. 781-4-2006 Determination of nitrofuran metabolites in animal derived food by high 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. This method is mainly verified 
from the test coverage, standard curve, linearity, sensitivity, precision and recovery rate. Through 
the test, it is found that the standard curve, linearity, sensitivity, precision and recovery rate of the 
applicable range meet the requirements of the standard. The standard can be used to conduct ex-
ternal testing operations. 
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摘  要 

为提高检测能力，本实验室验证了农业部781号公告-4-2006《动物源食品中硝基呋喃代谢物残留量的测
定，高效液相色谱法–串联质谱法》的适用性。本方法验证主要从适用范围、标准曲线、线性、灵敏度、

精密度及回收率进行，通过试验发现，本实验室的适用范围标准曲线、线性、灵敏度、精密度及回收率

均满足该标准的要求，可以利用该标准对外开展检测业务。 
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1. 引言 

标准方法是一种经过全面研究的方法，清楚而严密地说明所需条件和操作程序，用于对物质一种或

多种特性值进行测量。CNAS-CL01:2018《检测和校准实验室能力认可准则》[1] 7.2.1.4 条款规定：“当

客户未指定所用的方法时，实验室应选择适当的方法并通知客户。推荐使用以国际标准、区域标准或国

家标准发布的方法，或由知名技术组织或有关科技文献或期刊中公布的方法，或设备制造商规定的方法。

实验室制定或修改的方法也可使用。”在 7.2.1.5 条款中规定：“实验室在引入方法前，应验证能够正确

地运用该方法，以确保实现所需的方法性能。”2018 版《检验检测机构资质认定评审准则》[2] 4.5.14 条

款规定：“检验检测方法包括标准方法、非标准方法(含自制方法)。应优先使用标准方法，并确保使用标

准的有效版本。在使用标准前，应进行证实。”因此，实验室在使用标准方法前，需要对实验室使用标

准方法的技术能力是否达标进行验证。 
本文以农业部 781 号公告-4-2006《动物源食品中硝基呋喃代谢物残留量的测定高效液相色谱法–串

联质谱法》[3]为例做方法验证。此次验证包括：适用范围、标准曲线、线性、灵敏度、精密度及回收率。 

2. 材料与仪器设备 

2.1. 材料 

农业部 781 号公告-4-2006 适用于动物源食品中呋喃唑酮、呋喃它酮、呋喃妥因和呋喃西林单个或混合

物的相应代谢产物 AOZ (3-Amino-2-Oxazolidinone)、AMOZ (3-Amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone)、
AHD (1-Aminohydantoin)和 SEM (Semicarbazide) (结构式见图 1)残留量的检测。本方法以猪肉、猪肝、鲫鱼

和禽蛋为试验材料，验证该标准是否适用于本实验室。 

2.2. 试剂与耗材 

AOZ、AMOZ、AHD、SEM 浓度均为 100 mg/L，农业部环境保护科研监测研究所； AOZ-D4 (>99.0%)、
AMOZ-D5 (>99.0%)、AHD-13C3 (>99.0%)、SEM-13C15N2 (>99.0%)，德国 Witega 公司；二甲基亚砜

(>99.0%)、2-硝基苯甲醛(>99.0%)，日本东京化成工业株式会社；乙酸铵(色谱纯)，美国 fisher 公司；GHP
微孔滤器(0.22 μm)，美国 waters 公司。 
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Figure 1. The Chemical structures of AOZ (a), AMOZ (b), AHD (c) and SEM (d) 
图 1. AOZ (a)、AMOZ (b)、AHD (c)和 SEM (d)的化学结构式 

2.3. 仪器设备 

5500 型高效液相色谱–串联质谱仪：美国 AB 公司；XS205 电子天平：瑞士 METTLER TOLEDO 公

司；3-18K 高速离心机：德国 Sigma 公司；涡旋振荡器：德国 IKA 公司；恒温水浴锅(DK-600)，上海冉

绘实业有限公司。 

3. 试验方法 

3.1. 前处理方法 

取 10,000 r/min 匀浆 1 min 的试料 2 ± 0.05 g 置离心管中，加 100 ng/mL 的 AOZ-D4，AMOZ-D5，
AHD-13C3，SEM·HCl-[1,2-15N2;13C]标准工作液 50 µL，再加 4 mL 1 mol/L 盐酸溶液 0.5 mL，50 mmol/L 
2-硝基苯甲醛的二甲亚砜溶液 150 µL，涡旋混匀。37℃避光水域 16 h。 

衍生物加 0.1 mol/L磷酸氢二钾溶液 5 mL，用 5 mol/L氢氧化钠溶液调节 PH7.2-7.4，加乙酸乙酯 5 mL，
涡旋，中速振荡 5 min，2000 r/min 离心 15 min，吸取上清液，加乙酸乙酯 5 mL，重复提取一次，合并上

清液于 50℃氮吹。初始流动相 1.0 mL 溶解残余物，经滤膜，供高效液相色谱–串联质谱法测定。 

3.2. 检测方法 

色谱柱：C18，50 mm × 2.1 mm，3 µm；流动相：0.1%甲酸水溶液(A) + 0.1%甲酸乙腈溶液(B)，梯度

洗脱，梯度见表 1；.3 柱温：40℃；进样量：5 µL；离子源：电喷雾 ESI，正离子；扫描方式：多反应监

测 MRM；气帘气：30.0；离子源温度：650℃；Gas 1：60.0；Gas 2：55.0；监测离子对及对应质谱参数，

见表 2。 
 
Table 1. The mobile phase gradient of liquid chromatography for the separation of nitrofuran metabolites 
表 1. 分离硝基呋喃类代谢物的液相色谱流动相洗脱梯度 

Time (min) Flow (mL/min) A (%) B (%) 

0 0.3 95 5 

5 0.3 65 35 

8 0.3 65 35 

8.1 0.3 95 5 
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Table 2. The acquisition parameters of UPLC-MS/MS for analysis of nitrofuran metabolites and their isotopic labels 
表 2. 硝基呋喃类代谢物及其同位素标记物的主要质谱参数 

Q1 Q3 Time 
ID 

DP EP CE CXP 

Mass (Da) Mass (Da) (msec) (volts) (volts) (volts) (volts) 

212.100 168.000 50.000 SEM-C13N15 80.000 10.000 14.000 16.000 

240.100 134.000 50.000 AOZ-D4 80.000 10.000 17.000 16.000 

252.200 134.000 50.000 AHD-C13 80.000 10.000 17.000 16.000 

340.400 296.200 50.000 AMOZ-D5 80.000 10.000 17.000 16.000 

209.200 166.200 50.000 SEM1 80.000 10.000 14.000 16.000 

209.200 192.100 50.000 SEM2 80.000 10.000 16.000 16.000 

236.100 133.900 50.000 AOZ1 80.000 10.000 17.000 16.000 

236.100 103.900 50.000 AOZ2 80.000 10.000 31.000 16.000 

249.200 134.100 50.000 AHD1 80.000 10.000 17.000 16.000 

249.200 104.100 50.000 AHD2 80.000 10.000 27.000 16.000 

335.200 291.100 50.000 AMOZ1 80.000 10.000 17.000 16.000 

335.200 262.200 50.000 AMOZ2 80.000 10.000 23.000 16.000 

3.3. 标准曲线的制作 

精密量取 2.5、5.0、10、20、50、100、200 ng/mL AOZ，AMOZ，AHD，SEM 混合标准工作液 100 µl
置不同离心管中。按 3.1 处理，制得 0.2、0.5、1.0、2.0、4.0、10.0 和 20.0 ng/mL 各个浓度，利用 2.2 进

行测定，每个浓度测定 2 次。 

3.4. 灵敏度的验证 

本标准中，AOZ、AMOZ、AHD、SEM 在动物源食品中的检测限为 0.25 ng/g，定量限为 0.50 ng/g。
在每种样品中加入适量的 AOZ、AMOZ、AHD、SEM 混合标准溶液，使 AOZ、AMOZ、AHD、SEM 在

样品中的浓度分别为 0.25 ng/g 和 0.50 ng/g，每种样品每个浓度重复 10 次，按照 3.1 进行前处理，利用

3.2 进行检测。若浓度为 0.25 ng/g 时，信噪比大于等于 3，则实验室的检测限满足标准检测线；若浓度为

0.50 ng/g 时，信噪比大于等于 10，则实验室的定量限满足标准定量线[4]。 

3.5. 精密度的验证 

中华人民共和国农业部第 235 号公告规定，呋喃唑酮、呋喃它酮、呋喃妥因和呋喃西林均为禁止使

用药物，在动物性食品中不得检出。因此，在检测限、2 倍检测限和 10 倍检测限 3 个浓度水平进行检测

[5]，每种样品每个浓度水品重复 10 次，计算相对标准偏差。 

3.6. 回收率的验证 

在每种样品中加入适量的 AOZ、AMOZ、AHD、SEM 混合标准溶液，使 AOZ、AMOZ、AHD、SEM
在样品中的浓度分别为 0.5 ng/g、1.0 ng/g 和 2.5 ng/g，每种样品每个浓度重复 10 次，按照 3.1 进行前处

理，3.2 进行检测。 
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4. 验证结果 

4.1. 标准曲线 

将 3.3 中得到的各浓度标准溶液，按照方法 3.2 进行检测，每浓度检测 2 次。以标准溶液中目标物的

浓度为横坐标，对应浓度目标物峰面积与相应同位素内标峰面积比值为纵坐标，得到 AOZ、AMOZ、AHD、

SEM 的标准曲线(见图 2)和线性方程及相关系数(见表 3)。 
由表 3 看出，AOZ、AMOZ、AHD、SEM 线性方程的相关系数均大于 0.99，相关性良好，可用于准

确定量[6]。 
 

 
(a) 

 
(b) 
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(c) 

 
(d) 

Figure 2. The standard curves of AOZ (a), AHD (b), AMO Z (c) and SEM (d) 
图 2. AOZ (a)、AHD (b)、AMOZ (c)、SEM (d)的标准曲线 
 
Table 3. The Linear equations and correlation coefficients of AOZ, AMOZ, AHD and SEM 
表 3. AOZ、AMOZ、AHD、SEM 的线性方程及相关系数 

化合物名称 线性方程 相关系数 

AOZ y = 0.27876 x + 0.00229 0.99829 

AHD y = 1.70802 x − 0.01685 0.99692 

AMOZ y = 0.55250 x + 0.00185 0.99505 

SEM y = 0.45692 x + 0.05436 0.99573 
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4.2. 灵敏度 

在每种样品中加入适量的 AOZ、AMOZ、AHD、SEM 混合标准溶液，使 AOZ、AMOZ、AHD、SEM
在样品中的浓度分别为 0.25 ng/g 和 0.50 ng/g，每种样品每个浓度重复 10 次，按照 3.1 进行前处理，利用

3.2 进行检测。经检测发现，当各样品中 AOZ、AMOZ、AHD、SEM 浓度为 0.25 ng/g 时，信噪比均大于

3；当各样品中 AOZ、AMOZ、AHD、SEM 的浓度为 0.50 ng/g 时，信噪比均大于 10。由此可见，本实

验室的方法检测限和定量限均满足农业部 781 号公告-4-2006 的要求。 

4.3. 精密度 

每种样品在检测限、2 倍检测限和 10 倍检测限 3 个浓度水平进行检测,每种样品每个浓度重复 10 次，

按照 3.1 进行前处理，利用 3.2 进行检测，得到表 4 所示结果。 
 
Table 4. The precisions of AOZ, AMOZ, AHD, SEM in Pork, Porkliver, Carp and Eggs 
表 4. AOZ、AMOZ、AHD、SEM 在猪肉、猪肝、鲫鱼、禽蛋的精密度 

样品类型 猪肉 猪肝 鲫鱼 禽蛋 

化合物 
名称 

添加浓度 
(ng/g) 

平均值 
(ng/g) 

RSD 
(%) 

平均值 
(ng/g) 

RSD 
(%) 

平均值 
(ng/g) 

RSD 
(%) 

平均值 
(ng/g) 

RSD 
(%) 

AOZ 

0.25 0.248 7.49 0.236 9.44 0.253 6.52 0.227 10.23 

0.5 0.492 5.21 0.489 7.43 0.487 5.53 0.481 6.75 

2.5 2.503 3.28 2.486 4.48 2.574 4.88 2.417 5.72 

AHD 

0.25 0.258 8.31 0.242 10.3 0.248 7.19 0.257 9.51 

0.5 0.479 5.69 0.513 5.98 0.505 5.59 0.476 4.26 

2.5 2.354 4.27 2.473 5.21 2.547 2.58 2.441 3.57 

AMOZ 

0.25 0.232 12.37 0.263 7.04 0.238 9.61 0.241 8.11 

0.5 0.517 8.24 0.474 6.53 0.554 5.42 0.529 5.49 

2.5 2.432 5.52 2.591 4.37 2.713 6.38 2.403 6.07 

SEM 

0.25 0.224 13.51 0.23 9.65 0.258 6.21 0.272 11.4 

0.5 0.524 9.27 0.449 3.71 0.435 5.89 0.512 10.37 

2.5 2.489 5.76 2.625 3.67 2.382 6.22 2.383 4.52 

 
由表 4 可以看出，4 种化合物在猪肉、猪肝、鲫鱼和禽蛋中添加回收的相对标准偏差均小于 30%，

满足农业部 781 号公告-4-2006 的要求。 

4.4. 回收率 

添加 AOZ、AMOZ、AHD、SEM，使其在各种样品中的浓度分别为 0.5 ng/g、1.0 ng/g 和 2.5 ng/g，
每种样品每个浓度重复 10 次，按照 2.1 进行前处理，利用 2.2 进行检测，得到表 5 所示结果。 
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Table 5. The recovery rates of AOZ, AMOZ, AHD and SEM in Pork, Porkliver, Carp and Eggs 
表 5. AOZ、AMOZ、AHD、SEM 在猪肉、猪肝、鲫鱼、禽蛋的回收率 

样品类型 猪肉 猪肝 鲫鱼  禽蛋 

化合物 
名称 

添加浓度 
(ng/g) 

回收率 
(%) 

RSD 
(%) 

回收率 
(%) 

RSD 
(%) 

回收率 
(%) 

RSD 
(%) 

回收率 
(%) 

RSD 
(%) 

AOZ 

0.5 98.4 5.21 97.8 7.43 97.4 5.53 96.2 6.75 

1 107.3 5.39 94.3 3.14 94.6 4.29 95.3 4.29 

2.5 100.1 3.28 99.4 4.48 103 4.88 96.7 5.72 

AHD 

0.5 95.8 5.69 102.6 5.98 101 5.59 95.2 4.26 

1 93.2 5.06 93.5 5.36 91.8 2.37 88.3 5.14 

2.5 94.2 4.27 98.9 5.21 101.9 2.58 97.6 3.57 

AMOZ 

0.5 103.4 8.24 94.8 6.53 110.8 5.42 105.8 5.49 

1 94.7 7.21 108.2 7.61 105.1 7.18 104.3 5.52 

2.5 97.3 5.52 103.6 4.37 108.5 6.38 96.1 6.07 

SEM 

0.5 104.8 9.27 89.8 3.71 87.0 5.89 102.4 10.37 

1 99.6 5.78 91.6 8.24 96.8 8.13 86.4 7.49 

2.5 99.6 5.76 105.0 3.67 95.3 6.22 95.3 4.52 

 
由表 5 可以看出，4 种化合物在猪肉、猪肝、鲫鱼和禽蛋中添加回收率均在 60%~120%，满足农业

部 781 号公告-4-2006 的要求。 

5. 结论 

经过验证，本实验室在适用范围、标准曲线、线性、灵敏度、精密度及回收率均满足农业部 781 号

公告-4-2006 动物源食品中硝基呋喃代谢物残留量的测定高效液相色谱法–串联质谱法的要求，本实验室

可以利用此标准对外开展检测业务。 
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