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摘　要 : 建立了液相色谱 -电喷雾串联质谱法 (LC - ESIMS/MS)测定蜂王浆中 10种硝基咪唑类药物残留的

分析方法。蜂王浆样品经甲醇沉淀蛋白质 , 弱碱性条件下乙酸乙酯提取硝基咪唑类药物残留 , Oasis(HLB )和

C18固相萃取柱净化后 , 通过液相色谱 -质谱联用技术进行检测 (正离子方式 , 多反应监测模式 ) , 采用同位

素稀释内标法或外标法进行定量。方法的线性范围为 510～60μg/kg, 相关系数大于 01999, 在 10、20、50

μg/ kg加标水平的回收率为 70%～105% , 相对标准偏差小于 1217% , 定量下限均为 10μg/kg。该方法定量准

确 , 适用于对蜂王浆中硝基咪唑类药物残留的确证检测。
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Ab s trac t: N itroim idazoles and their hydroxy metabolites are banned substances with antibiotic and

anticoccidial activity. They are suspected to be carcinogenic and mutagenic. In this paper, a rap id,

sensitive and selective method for the determ ination of ten nitroim idazole residues, including dimet2
ridazole (DMZ) , 22hydroxymethyl212methyl252nitroimidazole (HMMN I) or dimetridazole - OH (DMZOH) ,

metronidazole ( MNZ ) , metronidazole - OH (MNZOH) , ronidazole ( RNZ ) , 52nitrobenzim idazole

(NB I) , ip ronidazole ( IPZ) , ip ronidazole - OH ( IPZOH ) , 22methyl252nitroim idazole (MN I) and 52
chloro212methyl242nitroim idazole (CMN I) in royal jelly was established by liquid chromatography -

tandem mass spectrometry (LC - ESIMS/MS). Methanol was used to p recip itate p rotein, the super2
natant solution was extracted with ethyl acetate under weak basic condition, cleaned up with Oasis

(HLB ) and C18 columns. The quantitative detection was performed by LC - MS/MS on multip le reac2
tion monitoring (MRM ) mode under positive2ion electrosp ray ionization. The isotope internal standards

(D3 2DMZOH, D3 2DMZ, D3 2RNZ, D3 2IPZOH, D3 2IPZ) were added into the samp le solutions, i2
sotope dilution internal standard method or external standard method was used for quantitation analy2
sis. The results showed that the calibration curves of ten nitroim idazole residues were linear in the

range of 510 - 60μg/kg with correlation coefficients more than 01999. The recoveries of ten nitroim i2
dazole residues at the sp iked levels of 10, 20 and 50μg/kg were between 70% and 105% with RSD s

less than 1217% , and the quantitation lim its were all 10μg/kg. The method was specific and accu2
rate, and was suitable for the determ ination and confirmation of nitroim idazole residues in royal jelly

samp les.

Key wo rd s: royal jelly; high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry; nitroim2
idazole residues
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　　硝基咪唑类药物 (N itroim idazoles)是一类抗菌素和抗原虫药 , 主要用于治疗和预防禽组织鞭毛滴虫

病 (火鸡黑头病 )、牛胎毛滴虫病及猪密螺旋体性痢疾和鱼中寄生虫。该类药物的结构特点是咪唑环上

N212甲基和 52硝基取代基相同 , 只有 C2位上的取代基不同 [ 1 ]。硝基咪唑类化合物主要包括二甲硝咪唑

(DMZ)、羟基二甲硝咪唑 ( HMMN I或 DMZOH )、甲硝唑 (MNZ)、羟基甲硝唑 (MNZOH )、洛硝哒唑

(RNZ)、苯硝咪唑 (NB I)、异丙硝唑 ( IPZ)、羟基异丙硝唑 ( IPZOH)、22甲硝咪唑 (MN I)、氯甲硝咪唑

(CMN I)等。研究发现 , 硝基咪唑类药物具有潜在的致癌性、致突变性 , 因此多数国家将其作为 A类

禁止使用或允许使用但必须严格监控的药物。

二甲硝咪唑和洛硝哒唑在动物体内的代谢产物比原药维持时间长 [ 2 ]。家禽在二甲硝咪唑和洛硝哒

唑给药 2 d后 , 肌肉组织中未检出原药的残留 , 1 d后在蛋中检测到其代谢物。因此 , 目前硝基咪唑类

药物代谢产物的检测引起了国内外的关注。硝基咪唑类药物代谢产物主要是咪唑环 C2位的甲基被氧化

图 1　硝基咪唑原药及其代谢产物的结构式
Fig11　Chem ical structures of nitroim idazole parent

drugs along with their metabolites

成羟甲基 , 成为侧链羟甲基 , 其代谢物情况 [ 3 ]如图 1所

示。目前硝基咪唑类药物及其代谢产物的检测方法主要

有筛选法 [ 4 ]、薄层色谱法 [ 5 ]、气相色谱法 [ 6 ]、液相色谱

法 [ 7 - 10 ]、气相色谱 -质谱法 [ 11 - 12 ]及液相色谱串联质谱

法 [ 13 - 15 ]
, 而蜂王浆最多仅有同时检测甲硝唑、二甲硝咪

唑和洛硝哒唑 [ 16 ]报道 , 未测定其代谢产物。

本文通过对蜂王浆中蛋白质变性、提取、净化及仪

器分析方法的探讨 , 建立了一种专属性强、灵敏度高 ,

可以同时检测 10种硝基咪唑类化合物的液相色谱 -串联

质谱法 (LC - MS/MS)。该方法可以测定硝基咪唑原药及

其代谢产物 , 定量下限可满足进出口蜂王浆中硝基咪唑

类药物残留的检测要求。

1　实验部分

111　仪器与试剂

AP I 4000Q液相色谱 -串联质谱仪 : 配有电喷雾离

子源和大气压化学源 (美国 AB公司 ) ; Oasis HLB SPE柱

(500 mg, 6 mL, W aters公司 ) ; C18柱 ( 500 mg, 3 mL,

Supecol公司 ) ; 台式离心机 ( Therom公司 ) ; 旋转蒸发仪

(BUCH I Rotavapor R2210 ) ; 氮气浓缩仪 ( O rganomation

A ssociates. Inc. N2EVAP
TM Ⅲ N ITROGEN EVAPOR2

TORS)。

甲醇、乙腈和乙酸乙酯均为色谱纯 ; 无水 Na2 SO4为

分析纯 ; 羟基甲硝唑、22甲硝咪唑、羟基二甲硝咪唑、甲硝唑、二甲硝咪唑、洛硝哒唑、氯甲硝咪唑、
苯硝咪唑、羟基异丙硝唑、异丙硝唑标准化合物 (纯度不低于 98% , D r Ehrenstorfer GmbH公司 ) ; 储备

液用甲醇配制 , 贮存于 4 ℃冰箱中 , 根据需要用甲醇 - 0115%甲酸溶液 (体积比 1 ∶9)稀释为适当浓度

的标准工作液 ; 实验用水为 M illi2Q高纯水。

112　样品处理

11211　样品的提取　称取 210 g试样 (精确到 0101 g)置于 50 mL具塞离心管中 , 加入 012 mL混合同

位素内标溶液 , 其中 D3 2二甲硝咪唑和 D3 2洛硝哒唑的质量浓度为 200μg /L , D3 2羟基二甲硝咪唑、D3 2
羟基异丙硝唑和 D3 2异丙硝唑的质量浓度为 100μg/L , 加入 10 mL水 , 用甲醇定容至 20 mL, 涡旋振荡

混合均匀 , 静置 5 m in。离心 , 移取 10 mL上清液 , 加 10 mL磷酸盐缓冲溶液 (缓冲溶液的配制 : 1318

g磷酸二氢钠溶于 950 mL水中 , 用 011 mol/L氢氧化钠溶液调节溶液 pH 810, 再用水稀释定容至 1 L ) ,

加入 20 mL乙酸乙酯提取 , 转移乙酸乙酯提取液 , 重复加入 20 mL乙酸乙酯提取 1次 , 合并提取液 ,

在 40 ℃以下减压浓缩至近干。
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11212　样品的净化 　加 15 mL水溶解残渣并将溶液转移至 HLB固相萃取柱中 (预先用 5 mL甲醇、

5 mL水依次活化 ) , 弃去流出液 , 抽干 , 用 6 mL甲醇洗脱 , 洗脱液直接转移至 C18固相萃取柱 (预先用

5 mL甲醇活化 )中 , 接收洗脱液 , 用 6 mL甲醇重复洗脱 1次 , 合并甲醇洗脱液 , 在 40 ℃下减压浓缩至近

干 , 110 mL甲醇 - 0115%甲酸溶液 (1 ∶9)溶解残渣 , 混匀 , 溶液经 0145μm滤膜过滤后进行测试。

113　液相色谱与质谱条件

色谱柱 : Agilent Eclip se XDB2C8 (5μm, 150 mm ×416 mm ) ; 流动相 : 甲醇 (A )和 0115%甲酸溶

液 (B ) ; 梯度洗脱程序 : 0～810 m in, 13% A; 810～811 m in, 13%～40% A; 811～1515 m in, 40%～

80% A; 1515～1910 m in, 80%～100% A; 1910～1911 m in, 100%～13% A; 流速 : 014 mL /m in; 进样

量 : 30μL。

离子源 : 电喷雾离子化源 ( ESI) ; 扫描模式 : 正离子扫描 ; 检测方式 : 多反应监测 ; 电喷雾电压 :

4 800 V; 雾化气压力 ( GS1) : 01289 MPa; 气帘气压力 (CUR ) : 01172 MPa; 辅助气流速 ( GS2) : 0131

MPa; 离子源温度 ( TEM ) : 540 ℃; 碰撞气 (CAD) : 4114 kPa, 其它质谱条件见表 1所示。

表 1　硝基咪唑类标准品信息与优化质谱条件
Table 1　Standard information and op tim ized mass spectrometric parameters of nitroim idazoles

Compound
Retention

time t /m in
Parent ion m / z Daughter ion m / z

Collision energy

U /V
IS compound

Metronidazole - OH (MNZOH) 910 18811 123103 012610 19, 26 D3 2DMZOH

22Methyl252nitroim idazole (MN I) 914 12810 82103 04210　 26, 51

22Hydroxymethyl212methyl252nitroim idazole

(HMMN I) ; or D imetridazole - OH (DMZOH)

1114 15810 140113 05510 16, 31 　 　 　

D3 2DMZOH

Metronidazole (MNZ) 1119 17210 128123 08211　 21, 35 D3 2DMZOH

D imetridazole (DMZ) 1318 14210 96103 08110 23, 36 D3 2DMZ

Ronidazole (RNZ) 1414 20111 140123 011012　 17, 25 D3 2RNZ

52Chloro212methyl242nitroim idazole (CMN I) 1518 16210 116103 014510 26, 24

52N itrobenzim idazole (NB I) 1613 16410 118103 09110 32, 52

Ip ronidazole - OH ( IPZOH) 1715 18613 168113 012213 19, 29 D3 2IPZOH

Ip ronidazole ( IPZ) 1815 17012 109103 012411 37, 26 D3 2IPZ

D3 2DMZOH 1113 16112 14311 18

D3 2DMZ 1315 14512 9910 25

D3 2RNZ 1413 20412 14313 17

D3 2IPZOH 1715 18912 17112 20

D3 2IPZ 1814 17311 12712 28

　3 quantitative ion

2　结果与讨论

211　质谱测定条件研究

将 110 mg/L待测化合物的标准溶液分别以流动注射方式在正离子模式下进行母离子全扫描 , 确定

分子离子峰 , 再分别以待测化合物的分子离子为母离子 , 对其子离子进行全扫描 , 选择两个特征子离

子 , 以信噪比高、峰形好、干扰小的离子对作为定量离子对 , 该方法满足欧盟 EC /657指令中利用质

谱方法对药物残留进行确证必须满足 4个识别点的要求 (母离子 1点 , 特征子离子 115点 /个 ) , 同时特

征离子的丰度比与标准物在欧盟 EC /657允许范围内。以多反应监测正离子模式优化各种质谱参数 ,

获得的最佳质谱条件如表 1和 “113”所述 , 各硝基咪唑类药物主要碎片结构见表 2。

表 2　硝基咪唑类药物的分子离子、主要离子及可能结构式
Table 2　Molecular ions, main daughter ions and possible structures of nitroim idazoles

Compound Molecular ion Main daughter ions

　　　　　MNZOH 18811, [M + H ] + 12610, [M + H - H2O - H2 C = CHOH ] +

　　　　　MN I 12810, [M + H ] + 8210, [M + H - NO2 ] + ; 4210, [M + H - NO2 - CH3 - C = CH ] +

　　　　　DMZOH 15810, [M + H ] + 14011, [M + H - H2O ] + ; 5515, [M + H - NO2 - C = CH - CH4O ] +

　　　　　MNZ 17210, [M + H ] + 12812, [M + H - H2 C = CHOH ] + ; 8211, [M + H - H2 C = CHOH - NO2 ] +

994
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(续表 2)

Compound Molecular ion Main daughter ions

　　　　　DMZ 14210, [M + H ] + 9610, [M + H - NO2 ] + ; 8110, [M + H - NO2 - CH3 ] +

　　　　　RNZ 20111, [M + H ] + 14012, [M + H - HO - CO - NH2 ] + ; 11012, [M + H - NO - HO - CO - NH2 ] +

　　　　　CMN I 16210, [M + H ] + 11610, [M + H - NO2 ] +

　　　　　NB I 16410, [M + H ] + 11810, [M + H - NO2 ] +

　　　　　 IPZOH 18613, [M + H ] + 16811, [M + H - H2O ] + ; 12213, [M + H - H2O - NO2 ] +

　　　　　 IPZ 17012, [M + H ] + 10910, [M + H - NO2 - CH3 ] + ; 12411, [M + H - NO2 ] +

212　提取条件的选择

硝基咪唑类药物具有酸、碱两性 , 在弱碱性条件下 , 以分子状态游离 , 可用有机溶剂如二氯甲烷、乙腈

或乙酸乙酯进行提取。由于二氯甲烷、乙腈的毒性较大 , 所以本文选用乙酸乙酯作为样品提取溶剂。

分别在中性和 pH 810的磷酸盐缓冲溶液中加入乙酸乙酯提取 10种硝基咪唑混合标准溶液 , 进行

对比实验 , 外标法定量。结果显示 , 中性条件下 , 硝基咪唑类化合物的回收率为 27%～68% ; 碱性条

件下仅有二甲硝咪唑 (40% )和异丙硝唑 (30% )的回收率低于中性条件时的回收率 , 其余药物的回收率

为 55%～83%。

213　样品稀释溶剂的确定

样品稀释溶剂的选择对待测物质的峰形、分离度和灵敏度有很大影响。本文分别选用甲醇 -

0115%甲酸水溶液 (1 ∶9)、甲醇 - 0115%甲酸水溶液 (3 ∶7)、甲醇 -水 (1 ∶9)、甲醇 -水 (3 ∶7)作

为样品稀释溶剂进行实验。结果表明 , 稀释试剂中甲醇的比例高于起始流动相中甲醇比例 3倍时 , 羟

基甲硝唑、22甲硝咪唑、羟基二甲硝咪唑和甲硝唑出现申舌色谱峰且灵敏度降低 , 当稀释试剂中含有

0115%甲酸且比例与起始流动相比例相同时 , 可能因为流动相的低 pH值抑制了硅醇基的解离并增加了

硝基咪唑类化合物的溶解 , 使得待测化合物灵敏度较高 , 且峰形对称尖锐。因此本文选用甲醇 -

0115%甲酸水溶液 (1 ∶9)作为样品稀释试剂。

214　方法的线性关系与定量下限

用空白基质溶液作为标准工作溶液的稀释试剂 , 向其中加入混合标准溶液分别获得质量浓度为

510、10、20、50、60μg/L的混合标准工作溶液 , 在优化实验条件下进行测定 , 以标准品与同位素内

标物的峰面积比值 Y为纵坐标 , 以待测物的含量 X (μg/kg)为横坐标 , 绘制工作曲线 , 10种硝基咪唑

类药物的线性相关系数 r > 01999, 结果见表 3。

表 3　硝基咪唑类药物混合标准溶液的离子对、线性方程与相关系数
Table 3　Transitions, linear equations and correlation coefficients( r) of nitroim idazoles

　Compound 　Transitions 　L inear equation r

　　MNZOH 18811 /12310 Y = 01024 7X - 01011 9 01999 9

　　MN I 12810 /8210 Y = 1162 ×105 X + 2100 ×105 01999 7

　　DMZOH 15810 /14011 Y = 01053 8X - 01027 9 11000

　　MNZ 17210 /12812 Y = 01064 9X - 01018 4 11000

　　DMZ 14210 /9610 Y = 01055 0X - 01044 6 01999 9

　　RNZ 20111 /14012 Y = 01028 9X + 1125 ×10 - 4 01999 8

　　CMN I 16210 /11610 Y = 6139 ×104 X - 315 01999 7

　　NB I 16410 /11810 Y = 2198 ×105 X + 1194 ×105 01999 2

　　 IPZOH 18613 /16811 Y = 01035 4X + 01058 7 01999 0

　　 IPZ 17012 /10910 Y = 01040 2X + 01077 1 11000

215　样品基质效应的消除

液相色谱串联质谱法测定药物残留时 , 有时基质对离子对具有增强或抑制效应 [ 17 ]。尽管本文 7种硝

基咪唑类药物选用同位素稀释内标法定量 , 但检测蜂王浆复杂基质时仍存在基质效应 , 用样品空白提取

液作为标准溶液的稀释溶剂 , 可使标准溶液和样品溶液具有相同的离子化条件 , 从而消除样品基质效应。

216　方法回收率、精密度及检出限

选用不含 10种待测组分的蜂王浆样品 , 分别添加 10、20、50μg/kg进行加标回收实验 , 每个水

平平行 6次。方法的回收率为 70%～105% , RSD为 114%～1217%。在空白蜂王浆样品中分别添加 10
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种硝基咪唑类药物的混合标准溶液 (添加水平为 10μg/kg) , 检测结果如图 2所示。该方法的定量下限

(S /N = 10)达到 10μg/kg。

图 2　10种硝基咪唑类药物样品加标的选择离子流图
Fig12　LC - ESIMS/MS chromatogram s of ten nitroim idazole and metabolites in the sp iked samp le

217　蜂王浆样品分析

应用本方法检测 123批蜂王浆样品 , 其中有 15批甲硝唑超标 , 其余 9种硝基咪唑均未检出 , 不合

格率为 12%。
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