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摘要 目的: 建立液相色谱 -串联质谱法 ( LC- M S /MS)同时测定家禽和家畜肉中 8种磺胺类药物 (磺胺二甲氧基嘧啶、磺胺

二甲嘧啶、磺胺甲基嘧啶、磺胺甲氧嘧啶、磺胺甲基异噁唑、磺胺吡啶、磺胺二甲异嘧啶、磺胺异噁唑 )残留量。方法: 以依普沙

坦为内标, 肉类样品匀浆后经乙腈沉淀提取, 提取液加水稀释后,采用反相色谱法分离、电喷雾正离子模式下多反应监测定量

分析。结果: 线性范围为 10~ 300 ng# g- 1 ( r> 0199) ,最低定量限为 10 ng# g- 1 ( S /N \ 10), 准确度为 8610% ~ 1081 9% ; 批内

和批间精密度均小于 10%。结论: 本方法操作简便,特异性强,灵敏度高, 取样量少,符合生物样品的分析要求,可以用于肉类

食品中的磺胺类药物多残留分析。
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Abstract Objec tive: To establish an LC- M S /M Smethod to simultaneously determ ine 8 su lfonam ides ( sulfad im-

ethox in, su lfadim id in, su lfam erazin, sulfameter, su lfam ethoxazo le, su lfapyridine, sulfasom idin, sulfisoxazo le) residues

in mea.tMethods: By adding eprosartan as interna l standard, homogen izedmeat sample w as depro teina ted w ith ace-

tonitrile. The analysisw as perfo rmed in reverse phase liqu id chromatography and detected inmultip le reactionmon-i

to ring mode. Results: In this method, the determ ination w as not effected by endogenous compounds; RSD s of in tra

- and inter- assay w ere low er than 10%, LLOQ was 10 ng# g
- 1

( S /N \ 10); Relat ive recovery of su lfonam ide

w as 8610% - 10819% ; Ca librations betw een 10- 300 ng# g
- 1

exhibited consistent linearity and reproduc ib ility.

Conc lusion:W ith a simple sample pretrea tmen,t spec ific and cost- effective assay, the proposed LC - MS /M S

method is su itable for su lfonam ide residues ana lysis in mea.t

Key words: LC- M S /M S; su lfonam ides; mea;t residues

磺胺类 ( sulfonam ides)药物是一类用于预防治

疗细菌感染性疾病和抗虫等作用的化学治疗药物,

在兽药中应用广泛。但由于通过任何途径摄入的磺

胺类会在人体中蓄积, 并对人体健康有潜在危

害
[ 1]
。欧盟、美国和日本等国家规定可食用动物组

织中磺胺类药物的最大残留量 (MRL)为 100 Lg#
kg

- 1[ 2~ 5]
。我国农业部公告第 235号 (动物性食品

中兽药最高残留限量 ) , 对动物源性食品中使用磺

胺类药物的限定为总量不得大于 100 Lg# kg
- 1
, 与

国际食品法典委员会 ( CAC )和欧美等大多数国家

规定食品和饲料中的磺胺类总量不得超过 100 Lg

# kg
- 1
的规定相似。

磺胺类药物残留的检测方法有大量的文献报

道,大多采用高效液相色谱法。在我国现行的国家

标准中,已规定了出口肉中 10种磺胺类药物残留量

的检验方法
[ 6 ]
; 但该方法系采用外标法定量, 另在
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检测的灵敏度和包括样品预处理在内的分析测试的

速度方面存在明显的缺陷。其他尚有多种方法,包

括放射受体分析法
[ 7]
, 具有快速简便的优点, 但专

一性差,容易出现假阳性。高效液相色谱法由于操

作简便,灵敏度、选择性均较好,是食品、饲料、肉类、

蜂蜜等样本中磺胺类残留分析常用的方法
[ 8~ 11 ]

。

液相色谱 -串联质谱 ( LC- M S /M S)法是一种近年

来发展迅速且应用前景广阔的分析测试技术, 具有

预处理操作简便、方法专一可靠、灵敏度高、高通量

等特点,已成为目前国内外生物样品中小分子化合

物定量测定的标准方法, 目前 LC- M S /M S已广泛

应用于磺胺类药物残留分析的各个领域
[ 2, 12, 13]

。

本实验采用液相色谱 -串联质谱联用技术,根

据磺胺类药物的使用情况, 建立了快速简便的家禽

和家畜肉中 8种磺胺类药物残留量的 LC- M S /M S

定量检测法。

1 仪器与试药

API 3000串联四极杆质谱仪, 美国应用生物系

统公司; 高效液相色谱仪, 日本岛津公司, 包括泵

( LC- 10A dvp)、自动脱气仪 ( DGU - 14AM )、自动进

样器 ( SIL- HTc); Vo rtex- 2 Genie旋涡混合器, 美

国科学仪器公司; TGL# 16G台式高速离心机, 上海

安亭科学仪器厂。

对照品磺胺二甲氧基嘧啶 (批号 2137X, 含量

9919% )、磺胺 二 甲 嘧 啶 (批 号 3057X, 含量

99199% )、磺胺甲 基嘧 啶 (批号 2099X, 含量

9915% )、磺胺 甲 氧 嘧 啶 (批 号 3119X, 含量

9919% )、磺胺甲基异噁唑 (批号 2119X, 含量

9919% )、磺胺吡啶 (批号 2023X, 含量 9810% )、磺

胺二甲异嘧啶 (批号 1024X, 含量 9917% )、磺胺异

噁唑 (批号 3085X, 含量 9918% )均为 S IGMA公司

产品; 内标物依普沙坦, 复旦大学附属中山医院提

供; 乙腈 ( Lo:t 2336F ), HPLC纯 ( S igma- A ldrich公

司 ); 甲酸 ( Lo:t 110020), HPLC纯 ( TED IA公司 ); 水

为自制重蒸水。

磺胺类对照品溶液:精确称取各对照品适量,用

甲醇配成 50 Lg# mL
- 1
的对照品溶液, 4 e 保存。

2 方法

211 LC- M S /M S分析条件 电喷雾离子源, 正离

子扫描;喷雾口位置: 3B7;雾化气流速 8 L# m in
- 1
,

气帘气流速 8 L# m in
- 1
,碰撞气流速 12 L# m in

- 1
,

离子源电压 315 kV,离子源温度 400 e ; MRM扫描

分析。分析柱为 CAPCELL C18 MG ( 100 mm @ 211
mm, 5 Lm ); 流动相:乙腈 -含 0102%甲酸的水溶液
( 20B80) ;流速 013 mL# m in

- 1
,进样体积 10 LL。

212 样本预处理 将肉类用生理盐水清洗干净,吸

取多余水分。称取样品 015 g, 精确到 01001 g,置于

匀浆瓶中,加入内标甲醇溶液 ( 50 Lg# mL
- 1

) 10 LL,

20mL乙腈匀质 5m in后放冷,室温条件下 12000 r#

m in
- 1
离心 5 m in, 吸取上清液 200 LL, 加入水 200

LL,在旋涡混合器旋涡混合 2m in,室温条件下 12000

r# m in
- 1
离心 5m in,取上清液转移至进样瓶进样。

3 结果

311 LC - M S /M S条件优化 以流动注射分析

( F IA )方法对磺胺类药物对照品和内标进行母离子

和碎片离子扫描, 并在多反应监测扫描方式下优化

质谱参数。磺胺和内标的离子选择通道及仪器参数

见表 1, 二级质谱图见图 1。经过色谱优化, 选择

CAPCELL C18MG ( 100mm @ 211mm, 5 Lm)为分析

柱; 乙腈 -水 (含 0102%甲酸 )为流动相, 采用等度

洗脱,各待测成分在分析柱上均有保留,彼此分离度

和峰形良好。最低定量限 ( LLOQ, 10 ng# g
- 1

)的色

谱图见图 2, 在该定量浓度下, 所有待测物色谱峰的

S /N \10。

表 1 磺胺和内标的质谱选择通道及相应仪器参数

Tab 1 Su lfonam ides and in ternal standardM S cond ition

药物名称

( compound)

母离子

( parent ion)

Q1 / amu

子离子

( daughter ion)

Q3 /amu

去簇电压

( DP) /V

聚焦电压

( FP ) /V

进口电压

( EP ) /V

碰撞能量

( CE) /V

出口电压

( CXP) /V

磺胺二甲氧基嘧啶 ( sulfadime thox in) 311 156 55 360 15 29 9

磺胺二甲嘧啶 ( su lfadim idin) 279 124 50 310 15 31 7

磺胺甲基嘧啶 ( sulfam erazin) 265 92 45 320 15 41 13

磺胺甲氧嘧啶 ( sulfam ete r) 281 156 45 330 15 26 11

磺胺甲基异噁唑 ( sulfame thoxa zo le) 254 156 40 360 15 23 13

磺胺吡啶 ( sulfapy ridine) 250 156 50 300 15 23 15

磺胺二甲异嘧啶 ( sulfasom idin) 279 124 50 310 15 31 7

磺胺异噁唑 ( sulfisoxa zo le) 268 156 40 370 15 20 7

)1480) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 9)



图 1 磺胺各成分和内标的二级质谱图

Fig 1 MS2 m ass spectra

A1磺胺二甲氧基嘧啶 ( su lfad im ethox in) B1磺胺二甲嘧啶 ( sulfad im id in) C1磺胺甲基嘧啶 ( su lfam erazin ) D1磺胺甲氧嘧啶 ( su lfam eter)

E1磺胺甲基异噁唑 ( su lfam ethoxazole) F1磺胺吡啶 ( su lfapyrid ine) G1磺胺二甲异嘧啶 ( sulfasom id in ) H1磺胺异噁唑 ( su lf isoxazole) I.内

标 ( internal s tandard)

3. 2 线性范围和检测灵敏度  在不含有待测物的

肉中加入不同量磺胺类药物的对照品溶液, 配制

成浓度分别为 10, 20, 40, 80, 100, 200, 300 ng#

g
- 1
标准样品和 20, 200, 300 ng# g

- 1
的质控样品,

按样本预处理方法处理后进样。以添加浓度 X 为

横坐标,磺胺类药物与内标物的峰面积比 Y为纵

坐标,进行线性回归, 经 / 1 /X 0权重得回归方程, 见

表 2。结果表明, 磺胺类药物在测定范围内线性关

系良好,在 10 ng# g
- 1
最低定量限 ( LLOQ )下灵敏

度符合要求。

313 精密度与回收率 在肉中加入不同量的对照

品溶液,配制成浓度分别为 20, 200, 300 ng# g
- 1
的

质控样品,按样本预处理方法处理后, 分别测定批

内、批间精密度, 计算相对回收率。结果表明 (表

3) ,磺胺类药物相对回收率为 8610% ~ 10819%, 日

间和日内 RSD均小于 10%。

314 稳定性 在肉中加入不同量的对照品溶液,配

制成浓度分别为 20, 200, 300 ng# g
- 1
的质控样品,按

样本预处理方法处理后, 分别于 0, 6, 15, 24 h时进样

分析, RSD为 311% ~ 1718%。结果表明,提取后的样

品在 24 h内稳定。
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图 2 LLOQ ( 10 ng# g- 1 )的色谱图

Fig 2 LC- MS /M S chrom atogram s atLLOQ( 10 ng# g- 1 )

A1磺胺二甲氧基嘧啶 ( su lfad im ethoxin ) B1磺胺二甲嘧啶 ( su lfadim id in ) C. 磺胺甲基嘧啶 ( su lfam erazin) D.磺胺甲氧嘧啶 ( su lfam eter)

E.磺胺甲基异噁唑 ( su lfam ethoxazole) F.磺胺吡啶 ( sulfapyrid ine) G.磺胺二甲异嘧啶 ( su lfasom id in ) H.磺胺异噁唑 ( sulf isoxazole) I.内标

( internal s tandard)

表 2 磺胺类药物回归方程的测定结果
Tab 2 Regression equat ion of su lfonam ides

化合物

( compound)

回归方程

( reg ression equation)
r

磺胺二甲氧基嘧啶 ( su lfad imethox in) Y = 011396X - 01367 019916

磺胺二甲嘧啶 ( sulfadim idin) Y = 010552X - 01162 019950

磺胺甲基嘧啶 ( sulfameraz in) Y = 010437X - 01109 019957

磺胺甲氧嘧啶 ( sulfameter) Y = 010602X - 01178 019913

磺胺甲基异噁唑 ( su lfamethoxazo le ) Y = 010602X - 01146 019937

磺胺吡啶 ( sulfapyridine) Y = 010665X - 01002 019941

磺胺二甲异嘧啶 ( sulfasom idin) Y= 01147X - 01462 019934

磺胺异噁唑 ( sulfisoxazole) Y = 010791X - 01236 019934

315 方法应用 以本法测定了上海地区部分市售

家禽和家禽肉,共计 4个厂家 6种产品,测定结果见

表 4。除 1例抽检样品磺胺二甲异嘧啶检测呈阳性

外, 其余样品检测结果均低于最低定量限,说明上海

地区绝大部分肉类食品基本是安全的,但是还是有

必要加强肉类食品安全监管力度。

4 讨论

411 肉类中磺胺类药物的提取方法 在现行国标

方法中
[ 6]
, 磺胺类药物的提取是采用乙腈 -氯仿萃

取, 正己烷洗涤和乙腈 - 氯仿反提的方法。实测结

果表明,该方法的操作烦琐费时 (需要 2次吹干 ),

操作过程复杂,实际操作和推广有一定的难度。在

实验中发现, 利用所建立的 LC- MS /M S法固有的

高度专一性,肉类样品只需经乙腈直接沉淀,无需萃

取, 即可供 LC - M S /M S测定。该样品预处理所需

的时间与现行国标方法相比大大缩短 (约为 1 /4),

具有简便、快速的特点。
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表 3 磺胺类药物精密度与回收率的测定结果

Tab 3 Prec ision and recovery of su lfonam ides

添加浓度

( fo rtified leve l)

/ng# g- 1

化合物

( compound)

日内 ( in tra- day, n= 6) 日间 ( inter- day, n = 3)

平均值

( mean) ?

SD / ng# g - 1

回收率

( recove ry )

/%

RSD /%

平均值

( mean) ?

SD /ng# g- 1

回收率

( recovery)

/%

RSD /%

20 磺胺二甲氧基嘧啶 ( sulfad imethox in) 1916 ? 0176 9810 319 2010 ? 1108 10010 514

磺胺二甲嘧啶 ( sulfadim idin) 2013 ? 0167 10117 313 2015 ? 1107 10213 512

磺胺甲基嘧啶 ( sulfamerazin) 2017 ? 1145 10315 710 2013 ? 1126 10113 612

磺胺甲氧嘧啶 ( sulfameter) 2012 ? 0175 10018 317 2111 ? 1148 10512 710

磺胺甲基异噁唑 ( sulfam ethoxazo le) 2117 ? 1184 10813 815 2113 ? 2113 10613 1010

磺胺吡啶 ( sulfapyridine) 2016 ? 0199 10311 418 2015 ? 1177 10213 816

磺胺二甲异嘧啶 ( sulfa som idin) 2118 ? 1138 10819 613 2118 ? 1137 10818 613

磺胺异噁唑 ( sulfisoxazo le ) 2113 ? 1118 10613 516 2116 ? 1177 10811 812

200 磺胺二甲氧基嘧啶 ( sulfad imethox in) 172? 7164 8610 414 188 ? 1319 9411 714

磺胺二甲嘧啶 ( sulfadim idin) 178? 1218 8910 712 192 ? 1316 9518 711

磺胺甲基嘧啶 ( sulfamerazin) 181? 1112 9013 612 190 ? 1018 9511 517

磺胺甲氧嘧啶 ( sulfameter) 183? 8185 9113 418 189 ? 1011 9415 514

磺胺甲基异噁唑 ( sulfam ethoxazo le) 179? 1012 8916 517 192 ? 1211 9518 613

磺胺吡啶 ( sulfapyridine) 185? 1218 9215 619 191 ? 1110 9513 518

磺胺二甲异嘧啶 ( sulfa som idin) 185? 1219 9215 710 189 ? 1316 9415 712

磺胺异噁唑 ( sulfisoxazo le ) 179? 1219 8915 712 189 ? 1310 9415 619

300 磺胺二甲氧基嘧啶 ( sulfad imethox in) 295? 2114 9812 713 297 ? 1615 9819 516

磺胺二甲嘧啶 ( sulfadim idin) 293? 2213 9717 716 296 ? 1714 9816 519

磺胺甲基嘧啶 ( sulfamerazin) 292? 2415 9714 814 292 ? 2213 9714 716

磺胺甲氧嘧啶 ( sulfameter) 302? 2515 10017 814 295 ? 2111 9814 712

磺胺甲基异噁唑 ( sulfam ethoxazo le) 295? 2312 9813 719 292 ? 1712 9714 519

磺胺吡啶 ( sulfapyridine) 307? 2511 10213 812 298 ? 1910 9914 614

磺胺二甲异嘧啶 ( sulfa som idin) 293? 2017 9717 711 285 ? 2118 9511 716

磺胺异噁唑 ( sulfisoxazo le ) 290? 2217 9615 718 287 ? 1811 9516 613

表 4 市售肉类产品磺胺残留测定结果 ( ng# g- 1 )

Tab 4 The determ ination resu lts of

su lfonam ides in m eat produc ts

产品

( product)

1号猪肉

( N o11

pork)

2号猪肉

( N o12

pork)

3号猪肉

( No13

po rk)

4号鸡肉

( N o14

chicken)

5号鸡肉

( No15

chicken)

6号鸽肉

( N o16

p igeon)

磺胺二甲氧基嘧啶

( sulfadim ethox in)
< 10 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10

磺胺二甲嘧啶

( su lfadim idin)
< 10 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10

磺胺甲基嘧啶

( su lfam erazin)
< 10 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10

磺胺甲氧嘧啶

( su lfam eter)
< 10 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10

磺胺甲基异噁唑

( su lfamethoxazole)
< 10 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10

磺胺吡啶

( sulfapy rid ine)
< 10 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10

磺胺二甲异嘧啶

( su lfasom idin)
16217 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10

磺胺异噁唑

( su lfisoxazole)
< 10 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10

412 测定方法的选择 与现行的国家进出口商品

检验行业标准方法
[ 6]
相比, 本法主要特点为: ¹ 采

用内标法定量, 可使定量检定的结果更为可靠;

º 由于串联质谱检测的灵敏度和专一性很高,故可

以采用蛋白直接沉淀法来进行样品的预处理, 与现

行的国标法所采用的 3次液 -液萃取法相比, 其预

处理过程极为简便; » 由于受现有的磺胺类药物对

照品品种的限制, 本实验仅建立了 8种磺胺类药物

残留量的检测方法;而作者近期的预试验结果已表

明, 该方法可进一步发展为对 17种以上的磺胺类药

物残留量进行同时检测。

参考文献

1 WU X iang- ji(吴祥集 ). Im pact of veterinary res idue in an im al de-

rived food on hum an h ealth and its con trol(动物性食品中兽药残留

对人体健康危害及其控制 ) 1 G u iz h ou A n im S ci Ve t M ed (贵州畜

牧兽医 ) , 2006, 30( 3) : 25

2 H artig C, S torm T, Jek elM. Detection and ident ification of su lphon-

am id e d rugs in m un icipalw astew ater by liqu id chrom atography cou-

p ledw ith electrospray ion isation tandem m ass sp ectrom etry. J C h r om-

)1483)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 9)



a tog r A, 1999, 854: 163

3 P reechaw orapun A, Chuanuw atanaku l S, E inaga Y, et a l. E lectroa-

nalysis of su lfonam ides by flow in ject ion system /h igh- perform ance

liqu id ch rom atography coup led w ith am perom etric detection us ing

boron- dop ed d iamond electrode. T a la n ta, 2006, 68( 5 ): 1726

4 Huang X, Yu anD, H uang B. S imp le and rap id determ ination of su-l

fonam ides in m ilk u sing ether- type colum n liqu id chrom atography.

T a la n ta, 2007, 72 ( 4) : 1298

5 Fu rusaw a N, H anabusR. Cook ing effects on su lfonam ide res idues in

ch icken th igh mu scle. F ood R es In t, 2002, 35: 37

6 P rofessional S tandard of the PeopleÄs Republ ic of Ch ina for Import

and Export C omm od ity In spect ion (中华人民共和国进出口商品检

验行业标准 ) . 1993. SN 0208- 93

7 Nat ional S tandard s of th e Peop le s' Repub lic of Ch ina(中华人民共

和国国家标准 ) . GB /T 21173- 2007

8 Q IN Yan (秦燕 ) , ZHANG M ei- jin (张美金 ) . Determ ination of 8

su lfonam ides in feed byH PLC (饲料中八种磺胺药物的高效液相

色谱测定 ) . J In s trum A n a l (分析测试学报 ) , 2004, 23( 4 ) : 88

9 PAN W ei(潘葳 ) , RAO Q iu- hua(饶秋华 ) . Determ ination of the

residues of f ive su lfa drugs in eel byH PLC (鳗鱼中五种磺胺类药

物残留的测定 ) . C h in J C h rom a tog r(色谱 ) , 2004, 22( 2 ) : 186

10 LIN H ai- dan (林海丹 ) , X IE Shou- x in (谢守新 ) , FENG De-

x iong(冯德雄 ) , et a l. Determ ination of su lfonam ides veterinary

d rugs residu es in food ofan ima lorig in by SPE - H PLC (动物源性食

品中磺胺类药物残留的固相萃取 - 高效液相色谱法测定 ) . J

In strum A n a l (分析测试学报 ) , 2003, 22 ( 1) : 94

11 N at ion al Standards of the Peop le s' Republ ic of Ch ina(中华人民共

和国国家标准 ) . GB /T 18932. 17- 2003

12 Verzegnass iL, Savoy- PerroudMC, S tadler RH. Appl icat ion of liq-

u id chrom atography electrospray ion ization tandem m ass spect rom etry

to the detection of 10 sulfonam ides in honey. J C h r om a tog r A , 2002,

977( 1 ) : 77

13 Y ang S, C ha J, C arlsonK. S im u ltaneou s extract ion and analys is of 11

tet racyclin e and su lfonam ide an tib iot ics in in fluen t and ef fluen t do-

m estic w astew ater by so lid - phase extract ion and liqu id ch rom atog-

raphy- electrospray ion izat ion tandem mass spectrom etry. J C h r om a-

tog r A , 2005, 1097( 1- 2 ) : 40

(本文于 2008年 10月 7日收到 )

热分析在药物及药用材料中的应用学术研讨会通知 (第二轮 )

  随着现代科学仪器的发展,热分析在药物及药用材料领域中的应用越来越广泛, 中国药典、日本药

局方、美国药典、英国药典 2009年版均收载了热分析方法。在化学药物、生化药物、抗生素、中药化学、

药物包装材料、药物质量评价、新药研究中处方筛选及有关制剂的质量分析等方面, 热分析法都起着非

常重要的作用。为此,药物分析杂志编委会定于 2009年 10月 22~ 24日在苏州召开全国药物分析及药

用材料热分析法学术研讨会。此次会议由江苏省食品药品检验所承办,江苏省热分析专业委员会协办,

会上拟请有关专家作专题报告,并开展有关专题讨论。现将参会有关事宜通知如下:

一、征文内容

  热分析法在药物研究中的应用;热分析法在药物检验中的应用; 热分析法在化学药物、生化药物、抗

生素、中药化学及对照品、标准品中的应用; 在药物制剂、药用辅料及药物包装材料中的应用;热分析仪

器最新进展。

二、论文撰稿要求及投稿方法

  请浏览第一轮通知。
三、报到须知

1.报到时间: 2009年 10月 22日 (全天 )

2.报到地点:苏州香雪海饭店 (苏州市胥江路 271号 )

3.会议注册费: 800元 (食宿自理 )

四、联系方式及联系人

1.邮寄:邮编 100050,地址:北京天坛西里 2号中国药品生物制品检定所内药物分析杂志编辑部

2.网址: http: / /www. yw fxzz. cn

3.电话: ( 010) 67095201; 传真: ( 010) 67012819;联系人: 刘小帅

4.来稿应注明 /会议征文 0字样,以便与其他投稿区别, 谢谢合作。
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