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HPLC - APC I( + )M S /M S分析动物源性食品
中的硝基咪唑类药物残留量
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摘　要 : 运用高效液相色谱 -大气压电离串联四极杆质谱 (HPLC - APC I( + ) MS/MS)内标法分析动物源性食

品中多种硝基咪唑类 ( nitroim idazoles)药物———甲硝唑 (MNZ)、地美硝唑 (DMZ)、替硝唑 ( TNZ)、洛硝唑

(RNZ)的含量。样品添加氘代标示物 HMMN I - D3、 IPZ - OH - D3后 , 用乙腈提取 , 通过 OASIS HLB C18 SPE

柱净化 , W aters Sunfire C18色谱柱分离 , 采用梯度洗脱 , 流动相为 011%甲酸水溶液和 011%甲酸乙腈溶液 ; 大

气压电离源正离子 MRM模式检测 : MNZ m / z 17210 /8211, 17210 /12810; DMZ m / z 14210 /8111, 14210 /9611;

TNZ m / z 24810 /12110, 24810 /9311; RNZ m / z 20110 /14010, 20110 /11010; IPZ - OH - D3
m / z 18910 /12510,

18910 /17110; HMMN I - D3
m / z 16110 /5810, 16110 /14311。方法定量下限 (LOQ, S /N > 10) 012μg/kg, 在质量

浓度 012～2510μg/L范围内 , 峰面积与质量浓度成良好线性 ( r > 01999 1)。
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Determ ination of N itroim idazole Residues in Animal Food by L iquid

Chromatography - A tmospheric Pressure Chem ical Ionisation /

Tandem Quadrupole Mass Spectrometry
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FANG Ke2teng, CHEN Shu2bing
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Ab s tra c t: A method for the determ ination of nitroim idazoles including metronidazole (MNZ) [ BFQ,

dimetridazole (DMZ) , tindazole ( TNZ) , ronidazole (RNZ) in animal food by HPLC - atmospheric p res2
sure chem ical ionisation / tandem quadrupole mass spectrometry has been developed. The samp le was

extracted with ethyle acetate after adding deuterium - marker(HMMN I - D3 ; IPZ - OH - D3 ) , and was

then clean2up through the OASIS HLB C18 SPE column. The W aters Sunfire ODS C18 was used as the

chromatographic column, and a m ixture of 011% aqueous form ic acid and 011% form ic acid in aceto2
nitrile was used as the mobile phase in gradient elution. APC I in positive ion mode was used. The line2
ar range of the calibration curve for nitroim idazoles was 012 - 2510μg/L with correlation coefficient of

01999 1. The lim it of quantification was 012μg/kg.

Key wo rd s: HPLC - MS/MS; APC I; N itroim idazoles; Animal foods; Metronidazole; D imetridazole;

Tindazole; Ronidazole

硝基咪唑类 ( nitroim idazoles)药物 [ 1 - 3 ]是一类对厌氧菌和原虫有独特杀灭作用的化合物 , 较普遍地

用于畜禽等动物养殖领域。该类化合物主要包括甲硝唑 (metronidazole, MNZ)、地美硝唑 ( dimet2
ridazole, DMZ)、替硝唑 ( tindazole, TNZ)以及洛 (罗 )硝唑 ( ronidazole, RNZ)等 (见图 1)。由于该类化合

物具有细胞诱变性、动物致癌毒性等潜在严重危害性的问题 , 美国、欧盟以及日本等国家和组织早已

将其列入动物源食品中禁止使用化合物清单 [ 4 ]。
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图 1　硝基咪唑类主要化合物的结构式
Fig11　The chem ical structures of rep resentative nitroim idazoles

　　目前 , 我国关于硝基咪唑类化合物的检测标准均采用 HPLC法。由于动物源性食品基质状况非常

复杂 , HPLC方法 [ 5 ]存在干扰。为排除干扰 , 提高鉴定的准确性 , 有必要采用 HPLC - MS法。

国内外学者采用液质联用 [ 6 - 9 ]对这类化合物所作工作并不多 , 且主要为电喷雾电离 ( ESI)源。采用

液相色谱 -串联质谱法同时测定家禽以及猪肌肉、蛋、蜂王浆中的硝基咪唑类药物残留最多为 4种

(DMZ、MNZ、RNZ和 HMMN I)。文献中很少有采用液相色谱配大气压电离源质谱法报道 , 仅 SAMSM J

等 [ 10 ]作了一些工作。

本文运用 HPLC - APC I( + )MS/MS分析动物源性食品中硝基咪唑类药物残留量 ; APC I源是相对

ESI源更温和的电离方式 , 非常适合硝基咪唑类多物质残留的测定 , 国内研究工作运用较少。

1　实验部分

111　仪器与试剂

Agilent 1100液相色谱仪 (安捷伦科技公司 , 美国 ) , 串联 AP I3000大气压电离源 -三级四极杆质谱

仪检测器系统 (应用生物系统公司 , 美国 ) ; 电子天平 ( PL2002型 , 中国上海 ) , 冷冻离心机 ( Sigma

3K30, Sigma公司 ) , 氮吹仪 (O rganomation A ssociates, 美国 Jnc.公司 ) ,台式分散仪 ( PT2MR2100型 , 瑞

士 ) , 真空旋转浓缩仪 (BΒCH I公司 ,瑞士 ) , 超纯水器 M illi2Q (M illipore公司 ,美国 ) , 旋涡混合仪 (Vo2
texgenie22型 , 德国 )。

甲醇、乙腈、正己烷、甲酸、乙酸均购于迪马公司 (D ima Technology Inc. ) , 分别为农残级和液相

色谱纯 ; 实验用水为去离子水 ; 无水硫酸钠、中性氧化铝购于国药集团化学试剂公司 , 分析纯 ; 固相

萃取柱购于 W aters公司消耗品部 (Oasis HLB; 500 mg/6 cc) ; 甲硝唑 (MNZ; CAS No. 443 - 48 - 1)、地

美硝唑 (DMZ; CAS No. 551 - 92 - 8)、替硝唑 ( TNZ; CAS No. 19387 - 91 - 8)、洛硝唑 ( RNZ; CAS

No. 7681 - 76 - 7) , 以及内标物 HMMN I - D
3 (纯度不低于 98% )、 IPZ - OH - D

3 (纯度不低于 98% )均

购于北京百灵威化学消耗品公司。

112　储备液配制

准确称取 10100 ±0101 mg各标准物质 , 用甲醇溶解于 10 mL棕色容量瓶中 (可放置于超声波清洗

器数分钟促进溶解 ) , 定容后配成 110 g/L的标准储备液 ; 将储备液置于 0 ℃可调冰箱中保存备用。使

用时用乙腈稀释至所需浓度 , 临用现配。

113　样品处理

称取约 510 g左右的动物组织样品 (包括畜禽类猪、鸡肉样品 ; 出口水产品小龙虾去壳肉等 )于 50

mL离心管中 , 依次加入无水硫酸钠 1 g左右、中性氧化铝 2 g左右 , 用 20 mL乙腈经台式分散仪打浆

处理 ; 旋涡混合仪充分混匀 2 m in, 放入高速冷冻离心机离心 10 m in (转速 5 000 r/m in) , 吸取有机层 ,

重复操作 1次 , 合并提取液 , 于旋转蒸发仪浓缩近干 , 加入 011 mol/L的盐酸溶液 15 mL, 充分混匀转

溶 (1 mol/L氢氧化钠和 011 mol/L盐酸调节 pH至 710～713)后用 OASIS C18 SPE柱净化 (先用 5 mL水、

5 mL甲醇活化 ,上样后 10 mL水淋洗 ) , 经乙酸乙酯洗脱 , 收集至 15 mL离心管中 , 于氮吹仪挥干 , 加

入 1 mL流动相 , 充分旋涡混合 , 经 0145μm滤膜过滤 , 直接 HPLC - MS/MS分析。

114　液相色谱与质谱条件

色谱柱 : W aters Sunfire ODS C18 (5μm, 416 mm ×250 mm ) ; 柱温 : 25 ℃; 流动相 : 011%甲酸水
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溶液与 011%甲酸乙腈液 , 初始体积比 98 ∶2, 经 10 m in过渡到 2 ∶98, 保持 2 m in, 再经 2 m in恢复至

初始比例 , 保持 3 m in; 流速 800μL /m in, 进样量 10μL。

MS/MS条件 : 大气压电离 (APC I)源 ; 离子模式 : 正离子化 ; 离子源雾化温度 ( TEM ) 450 ℃; 碰

撞气 CAD、气帘气 CUR、雾化气 NEB流量分别为 6、6、12 mL /m in; 其他条件如表 1。

表 1　各化合物的测定条件
Table 1　Determ ination conditions of compounds

Compound
Retention

time t /m in

Parent ion /

Daughter ion

MRM ion

abundance ratio

CE (碰撞能

电压 ) V /V

DP (去簇

电压 ) V /V

FP (聚焦

电压 ) V /V

EP (吸入

电压 ) V /V

CXP (碰撞电荷

吸出电压 ) V /V

MNZ 7. 59 172. 0 /82. 1 1 ∶3 35 39 200 10 15

172. 0 /128. 03 22 39 200 10 15

HMMN I - D3 7. 82 161. 0 /58. 0 1 ∶4 32 34 100 12 13

161. 0 /143. 13 24 34 100 12 13

RNZ 8. 27 201. 0 /110. 0 1 ∶40 25 40 200 9 11

201. 0 /140. 03 8 40 200 9 11

TNZ 8. 87 248. 0 /93. 1 1 ∶5 28 48 200 14 25

248. 0 /121. 03 25 48 200 14 25

DMZ 8. 34 142. 0 /81. 1 1 ∶5 37 45 200 10 18

142. 0 /96. 13 25 45 200 10 18

IPZ - OH - D3 9. 09 189. 0 /125. 0 4 ∶9 35 35 100 8 16

18910 /171. 03 25 35 100 8 16

　3 quantification ion pair

图 2　硝基咪唑类主要化合物 LC - APC I( + )MS/MS
总离子流色谱图

Fig12　The LC - APC I( + )MS/MS total ion chromato2
gram of rep resentative nitroim idazoles

1. MNZ; 2. HMMN I - D3 ; 3. RNZ; 4. TNZ; 5. DMZ;

6. IPZ - OH - D3

2　结果与讨论

211　样品的提取、净化与色谱分离

目前在硝基咪唑类化合物的研究中 , 对于该类

化合物在动物体内的动力学代谢以及组织残留的研

究不多 , 国际上的相关测定要求中还没有明确规定

该类药物需要监控的具有毒理作用的靶标代谢物。

因此 , 本实验不考虑因代谢物组织结合情况而需要

酶促或酸、碱水解处理 , 样品预处理过程较为简捷 ;

称取的动物样品量因此也可以允许较大量 (约 510

g)。样品在加入氘代内标物后经过如“113”的样品处

理后可直接LC - MS/MS分析。分析结果见图 2。

212　MS实验中 APC I离子源的选择与应用

若使用 ESI源则总离子流较弱 , 一级质谱全扫

描特征母离子响应不明显。通过改变方式 , 将连续

推注针阀 PEEK管端与 HPLC接色谱柱的 PEEK管端

以三通的连接方式共同导入所使用的 APC I源 LC入

口 , 设定 HPLC四元泵以 200μL /m in且适合硝基咪

唑化合物等度分离的流动相比例运行 , 同时 , 配吸有硝基咪唑类各主要分析物含量 ( 5～10) ×10
- 6

(w )的单标 , 连续推注针阀仍按常规方式以 5μL /m in的速率工作。由于解决了单标药物溶液的持续供

给 ( ESI方式不存在这个矛盾 ) , 并通过提供适量且连续流动液 , 再辅助以 150 ℃左右的雾化加热 , 使

得 APC I电离方式得到较好应用。

213　LC - MS/MS方法及参数优化

笔者认为由于离子化期间不可避免存在离子竞争和抑制 , 故 LC过程的充分分离对 MRM过程离子

对选择通过时的稳定和分析方法灵敏度的提高是有利的。实验表明 , 011%甲酸水溶液与 011%甲酸乙

腈液初始体积比 98 ∶2, 经 10 m in过渡到 2 ∶98, 能将性质很相近的替硝唑和洛硝唑较好分离。实验

还对 LC进样体积的变化 (10、20、50μL)对分析结果影响作了观察 : 分别 10、20、50μL进样后 , 各

物质响应峰峰形严重变宽 , 故 10μL为最优。
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在 APC I( + )模式下 , 采用 MRM多级反应监测采集数据 , 得到各定性、定量离子及质谱参数 , 如

表 1所示。

214　方法灵敏度、线性范围和回收率实验

由于液相色谱串联质谱仪分析中样品基质效应的存在 , 以基质阴性样品加标处理分析后 , 再以

S /N = 3求得该类化合物方法检出限 (LOD )为 0105μg/kg, 以 S /N = 10时求得该类化合物方法定量下限

(LOQ)为 012μg/kg。

取标准物质及氘代内标物储备液适量 , 加入到样品 (分别添加 012、015、110、510、1010、2510

ng/g)后按“113”样品处理过程操作。实验结果表明硝基咪唑类化合物在 012～2510μg/L范围内各物质

的峰面积 ( Y)与质量浓度 (X ,μg/L )线性相关性良好。线性范围、线性方程以及相关系数见表 2。猪、

鸡肉样品 , 出口水产品小龙虾去壳肉基质样品的添加水平在 012～510μg/kg时 , 平均回收率为 73%～

93% , 日内、日间相对标准偏差小于 10% , 结果见表 3。

表 2　硝基咪唑类化合物的线性范围和线性方程
Table 2　L inear ranges and regression equations for N itroim idazoles

Compound
L inear range

ρ/ (μg·L - 1 )
Regression equation

Correlation coefficient

r

Metronidazole (MNZ) 0. 2～25 Y = 2. 19 ×103 X 0. 999 8

D imetridazol(DMZ) 0. 2～25 Y = 3. 51 ×103 X 0. 999 6

Tinidazole ( TNZ) 0. 2～25 Y = 1. 76 ×103 X 0. 999 1

Ronidazole (RNZ) 0. 2～25 Y = 4. 14 ×103 X 0. 999 7

表 3　提取平均回收率 (X ±SD)和相对标准偏差 (RSD % )数据
Table 3　Results of average recovery and repeatability for nitroim idazoles in the negative samp les( n = 9)

Compound Samp le
Added

w /10 - 9

Average recovery

R /%

RSD

sr / %

Metronidazole (MNZ) Chicken 0. 2, 1. 0, 5. 0 79, 79, 86 4. 2, 4. 9, 4. 9

Pig 0. 2, 1. 0, 5. 0 78, 84, 89 5. 0, 4. 7, 4. 2

Crayfish 0. 2, 1. 0, 5. 0 74, 78, 90 4. 9, 4. 2, 4. 1

D imetridazol(DMZ) Chicken 0. 2, 1. 0, 5. 0 80, 76, 86 6. 5, 6. 5, 6. 2

Pig 0. 2, 1. 0, 5. 0 76, 78, 87 6. 3, 5. 9, 5. 8

Crayfish 0. 2, 1. 0, 5. 0 78, 80, 88 6. 4, 6. 3, 6. 0

Tinidazole ( TNZ) Chicken 0. 2, 1. 0, 5. 0 75, 81, 89 5. 0, 5. 1, 5. 1

Pig 0. 2, 1. 0, 5. 0 73, 76, 88 6. 0, 5. 4, 5. 1

Crayfish 0. 2, 1. 0, 5. 0 78, 86, 90 4. 3, 4. 8, 4. 9

Ronidazole (RNZ) Chicken 0. 2, 1. 0, 5. 0 75, 77, 84 6. 7, 6. 2, 6. 6

Pig 0. 2, 1. 0, 5. 0 73, 78, 87 5. 9, 5. 6, 5. 1

Crayfish 0. 2, 1. 0, 5. 0 77, 77, 93 6. 3, 6. 0, 5. 9
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表 2　杜仲叶、杜仲皮和杜仲保健品的分析结果 ( n = 5)

Table 2　Analytical results of the ingredients in Eucomm ia ulm oides O liv1 leaf, bark and related healthy food samp les( n = 5)

Ingredients

Leaf

Found

w / (μg·g - 1 )

RSD

sr / %

Bark

Found

w / (μg·g - 1 )

RSD

sr /%

Leaf tea

Found

w / (μg·g - 1 )

RSD

sr /%

Bark tea

Found

w / (μg·g - 1 )

RSD

sr /%

Health p roducts

Found

w / (μg·g - 1 )

RSD

sr / %

Rutin 1 150. 0 3. 9 24. 0 2. 2 440. 0 3. 0 1. 3 2. 1 11. 0 3. 5

A scorbic acid N. D. 3 38. 5 3. 4 340. 5 4. 5 3. 6 3. 6 8. 5 2. 0

Hyperoside 90. 5 3. 2 12. 0 3. 6 90. 2 2. 6 0. 22 4. 7 1. 75 3. 9

Chlorogenic acid 6 346. 8 1. 7 976. 0 2. 9 20 810. 0 4. 2 21. 5 2. 6 57. 0 2. 6

Quercetin 56. 8 2. 0 N. D. N. D. N. D. 2. 1 4. 1

　3 N. D: not detected

　　采用标准加入法对杜仲药材进行了回收率实验 ( n = 5) , 5次测得的杜仲叶提取液中芦丁、抗坏血

酸、金丝桃甙、绿原酸和槲皮素 5组分的平均回收率及回收率的 RSD分别为 102% ( 318% )、97%

(219% )、100% (118% )、96% (119% )和 99% (210% )。5次测得的杜仲皮提取液平均回收率及回收

率的 RSD分别为 97% (212% )、95% (113% )、103% (415% )、96% (412% )和 95% (214% )。实验结

果表明了在上述优化条件下本实验方法的可行性。
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