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蜂产品中 9种硝基咪唑类药物原药及代谢物
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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)内标法分析了蜂蜜、蜂

王浆及冻干粉中甲硝唑、地美硝唑 (二甲硝唑 )、替硝唑、洛硝唑 (罗硝唑 )、特尼哒唑、异丙硝唑 , 以及羟

基化甲硝咪唑、羟基化异丙硝唑、22羟甲基 212甲基化 252硝咪唑 9种硝基咪唑类药物残留量。样品添加氘代标

示物 HMMN I2D3、 IPZ2OH2D3 后 , 用乙腈提取 , 通过 OasisMCX C18 SPE柱净化 , W aters Superiorex ODS 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。蜂蜜和蜂王浆样品的定量下限 (LOQ, S /N > 10)为 015μg/kg, 冻干粉样品的 LOQ为 110μg/kg。在

015～5010μg/L范围内 , 峰面积与质量浓度呈良好线性 , r为 01993 2～01999 5。
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Entry - Exit Inspection and Quarantine Bureau, Q inhuangdao　066002, China; 3. Science Technology
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Ab s trac t: A HPLC - APC I( + ) MS/MS method was developed for the determination of nitroimidazole

residue: metronidazole (MNZ) , dimetridazole (DMZ) , tindazole ( TNZ) , ronidazole (RNZ) , ternidazole

(TerNDZ) , ip ronidazole ( IPZ) , hydroxy2metronidazole (MNZ2OH ) , hydroxy2ip ronidazole ( IPZ2OH ) ,

22hydroxymethyl212methyl252nitro2im idazole (HMMN I). The samp le was extracted by acetonitrile after

appended deuterium2marker(HMMN I2D3 ; IPZ2OH2D3 ) and cleaned up on a OasisMCX C18 SPE col2
umn. The analytes were separated on a W aters Superiorex ODS C18 colunm with gradient elution using

a m ixture of water - acetic acid (011% ) and acetonitrile - acetic acid (011% ) as the mobile phase,

and detected under a APC I positive detector at MRM mode. The LOQ (S /N > 10) of nitroim idazoles

residues in the negative honey, royal jelly and freeze2dride powder samp les were 015, 015,

110μg/kg, respectively. The response for nitroim idazoleswas linear in the range of 015 - 5010μg/

L with correlation coefficients in the range of 01993 2 - 01999 5.

Key wo rd s: HPLC - MS/MS; APC I; nitroim idazole; honey; royal jelly; freeze2dried powder

硝基咪唑类药物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 (MNZ)、地美硝唑 (DMZ)、替硝唑 ( TNZ)、洛硝唑 (RNZ)、特尼哒

唑 ( TerNDZ)、异丙硝唑 ( IPZ)等。文献报道的硝基咪唑类代谢物包括羟基化甲硝咪唑 (MNZ2OH )、羟
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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

基化异丙硝唑 ( IPZ2OH )、22羟甲基 212甲基化 252硝
咪唑 (HMMN I)。由于该类化合物具有细胞诱变

性、动物致癌毒性等潜在危害 , 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。硝基咪唑类主要化合物的结

构式见图 1, DMZ、MNZ、RNZ和 TNZ的结构式

见文献 [ 1 ]。

国外学者近年对这类化合物研究得不多 , 而

国内权威检测机构不断开展了一些工作。从文献

[ 1 - 12 ]可见 : 采用高效液相色谱 -串联质谱同时

测定禽肉、蛋、蜂王浆中的硝基咪唑类药物残留

最 多 为 4 种 ( DMZ、MNZ、 RNZ、 HMMN I 或

TNZ)。测定 9种硝基咪唑类药物原药及代谢物残留的方法研究目前没有文献报道。

蜂产品基质复杂 , HPLC色谱中易存在干扰峰 , 已实施的各行业标准也无法满足鉴定和确证的要

求。本文采用 HPLC - APC I( + )MS/MS分析蜂产品中的硝基咪唑类药物残留 , 串联三级四极杆质谱检

测器的高选择性和可靠的多离子对确证 , 可以排除 HPLC方法干扰峰。

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 (XS2204DR型 , 上海 )、高速冷冻离心机 ( 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

(Votexgenie22型 , 德国 )。

甲醇、乙腈、正己烷 , 及甲酸、乙酸均购于迪马公司 , 分别为农残级和液相级色谱纯 ; 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 (OasisMCX; 500 mg/6 mL ) ; 标准品均购于北京百灵威化学消耗品公司 , 标准物质纯度不小于

98%。内标物为氘代标示物 (HMMN I2D3
: CAS No18061 - 52 - 7; IPZ2OH2D3

: CAS No18061 - 52 - 7) ,

氘代物质纯度不小于 95%。样品为送检阴性样品。

112　储备液配制

准确称取 (10100 ±0101) mg各标准物质 , 用甲醇溶于 10 mL棕色容量瓶中 (可置于超声波清洗器

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 ℃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

提取 : 称取约 (510～10) ±012 g的蜂产品样品 (包括蜂王浆、蜂蜜、冻干粉等 )于 250 mL锥形瓶

中 , 依次加入多种硝基咪唑类药物、氘代标示物 HMMN I2D3、 IPZ2OH2D3 后 , 分别加入 18 mL 2 mol/L

氢氧化钠溶液、5～10 mL 20 mmol/L乙酸铵溶液、10 mL 2 mol/L盐酸溶液。

其中加入氢氧化钠溶液和乙酸铵溶液后需要及时对样品进行涡旋、溶解 , 样品进一步均匀化后用

2 mol/L盐酸调节 pH。随后将充分涡旋的样品均分到 2个 50 mL的塑料离心管中 , 分别加入 15 mL乙

腈、15 mL乙酸乙酯。对样品进行涡旋、液液萃取。

各独立样品需要收集平分到 2个 50 mL的塑料离心管中 , 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 (5 000 r/m in) ; 吸取有机层 ; 合并到 1个鸡心旋蒸瓶中 ; 并分别再次加入 5 mL乙

腈、5 mL乙酸乙酯 ; 对样品进行涡旋、液液萃取后合并提取液。合并后的提取液 , 于旋转蒸发仪浓缩

近干 (可能会有 2～4 mL水相 ) , 再加入 15 mL 012 mol/L的盐酸溶液 , 充分混匀 , 供 SPE柱净化。

净化 : 用 OasisMCX C18 SPE柱净化 (先用 5 mL水、5 mL甲醇活化 , 上样后分别用 10 mL水、
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10 mL甲醇淋洗 ) , 经 5 mL 10% (体积分数 )氨水甲醇溶液洗脱 , 收集至 15 mL离心管中 , 于氮吹仪氮

吹挥发至近干 , 加入 1 mL流动相 , 充分旋涡混合 , 经 0122μm滤膜过滤 , 待 HPLC - MS/MS分析。

114　液相色谱与质谱条件

色谱柱 : W aters Superiorex ODS C18 (5μm, 416 mm ×250 mm ) ; 柱温 : 25 ℃; 流动相 : 011% (体

积分数 )甲酸水溶液与 011% (体积分数 )甲酸乙腈溶液 , 初始体积比 95 ∶5, 保持 2 m in后经过 4 m in

变化到 65 ∶35, 再经过 6 m in变化到 10 ∶90, 保持 2 m in, 经 1 m in恢复至初始体积比 , 保持 5 m in;

流速 018 mL /m in, 进样量 10μL。

MS/MS条件 : 大气压化学电离源 (或与之等效电离源 ) ; 扫描方式 : 正离子扫描 ( + ) ; 检测方式 :

多反应离子监测 (MRM ) ; 电喷雾电压 5 250 V; 雾化气相对开放流速 14100 mL /m in; 气帘气相对开放

流速 7100 mL /m in; 离子源温度 500 ℃; 碰撞池出口电压 11 V; 选择离子驻留时间 50 m s; 碰撞池入口

电压 1010 V; 碰撞气相对开放流速 8 mL /m in; 辅助气压力 41318 kPa; 去簇电压 35 V; 焦环聚焦电压

200 V; 喷雾器放电针电流 2μA; 检测器离子流转向电压 (DF) - 20010 V; 检测器脉冲信号增强电压

(CEM ) : 2 30010 V。定性定量离子对、碰撞能量、色谱峰保留时间见表 1。

表 1　硝基咪唑类药物的定性离子对、定量离子对、碰撞能量、色谱峰保留时间
Table 1　Qualitative and quantitative ions, collision energy, retention time of nitroim idazole drugs

Compound Qualitative ions m / z Quantitative ions m / z Collision energy V /V Retention time t /m in

MNZ2OH 18810 /12519, 18810 /14410 18810 /12519 25, 20 9101

MNZ 17210 /12810, 17210 /82110 17210 /12810 22, 35 9148

HMMN I 15810 /14010, 15810 /5511 15810 /14010 20, 33 9167

HMMN I2D3 16110 /14311, 16110 /5810 16110 /14311 24, 32 9163

TerNDZ 18610 /12811, 18610 /8212 18610 /12811 24, 40 9190

RNZ 20110 /14010, 20110 /11010 20110 /14010 18, 25 10121

DMZ 14210 /9611, 14210 /8111 14210 /9611 25, 37 10132

TNZ 24810 /12110, 24810 /9311 24810 /12110 25, 28 11106

IPZ2OH 18610 /16810, 18610 /12211 18610 /16810 20, 28 11140

IPZ2OH2D3 18910 /17110, 18910 /12510 18910 /17110 25, 35 11140

IPZ 17010 /12411, 17010 /10911 17010 /12411 25, 35 12179

2　结果与讨论
211　样品的提取与净化

蜂王浆中蛋白质沉淀和样品净化方法的选择 [ 2 - 4 ]是本研究的重点。为有效利用碱性和酸性溶液分

别对蛋白质的 2次变性沉淀和絮凝作用 , 本实验分阶段加入氢氧化钠溶液、20 mmol/L乙酸铵溶液、

2 mol/L盐酸溶液 , 处理后的溶液更适合进一步 SPE净化。SPE净化处理虽然较为复杂 , 但符合质谱检

测分析中对基质效应的控制要求。

212　MS实验中 APC I离子源的选择与应用

实验首先尝试使用 ESI源 , 但总离子流较低 , 一级质谱全扫描特征母离子响应不明显。APC I源通

过提供适量且连续的流动液 , 再辅助以 150 ℃左右的雾化加热 , 使得 APC I电离方式效果较好。

213　各化合物特征确证离子的选择及定性测定

在 APC I正离子化模式下 , 各硝基咪唑类化合物产生 [M + H ]
+分子离子化反应 , 得到一级质谱全

扫描情况 ; 在确定了母离子之后 , 通过适当改变 Q2碰撞室离子碰撞能量 , 选择较高丰度的特征碎片子

离子 , 采用 MRM模式采集数据 , 分别得到各定性、定量离子对 , 见表 1。

被测组分选择 1个母离子、2个以上子离子 , 在相同实验条件下 , 样品中待测物保留时间与标准

溶液中保留时间偏差在 ±215%之内 ; 且样品中各组分定性离子的相对丰度与浓度接近的标准溶液中对

应的定性离子的相对丰度进行比较 , 若偏差不超过规定的范围 [ 13 ]
, 则可判断样品中存在对应的待

测物。

214　LC - MS/MS色谱分离方法及参数优化

实验表明 , 011%甲酸水溶液与 011%甲酸乙腈溶液初始体积比 98 ∶2, 经 10 m in过渡到 2 ∶98,
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图 2　硝基咪唑类药物的 MRM色谱图
Fig12　Multip le reaction monitor(MRM )

ion chromatogram s of nitroim idazole drugs

1. MNZ2OH, 2. MNZ, 3. HMMN I, HMMN I2D3 ,

4. TerNDZ, 5. RNZ, 6. DMZ, 7. TNZ,

8. IPZ2OH, IPZ2OH2D3 , 9. IPZ

能将性质很相近的替硝唑和洛硝唑良好分离。实验还考察了

LC进样体积 (10、20、50μL )对分析结果的影响 , 实验发现

随着进样体积的增大 , 各物质响应峰峰形严重变宽 , 故 10

μL为最优。

在优化条件下 , 9种硝基咪唑类药物的 MRM 色谱图见

图 2。各离子对色谱峰形良好。

215　方法的灵敏度、线性范围与回收率

蜂蜜和蜂王浆样品中 , 该类化合物的方法定量下限

(S /N = 10)为 015μg/kg, 冻干粉样品的方法定量下限为 110

μg/kg。在 015～5010μg /L范围内 , 峰面积与质量浓度呈良

好线性 , r为 01993 2～01999 5。

蜂王浆、冻干粉基质中 9种硝基咪唑类药物的平均回收

率及相对标准偏差见表 3。

216　重复性方程与再现性方程

蜂王浆、冻干粉样品基质中被测物的含量范围、重复性和再现性方程见表 4。

表 3　蜂王浆样品及冻干粉基质中 9种硝基咪唑类药物的添加浓度、平均回收率、相对标准偏差 ( n = 10)

Table 3　Added concentration, average recovery, relative standard deviation for 9 nitroim idazole drugs

in royal jelly and freeze2dried powder samp les( n = 10)

Compound Added wA / (μg·kg - 1 )
Royal jelly(蜂王浆 ) Freeze2dried powder(冻干粉 )

Recovery R /% RSD sr / % Recovery R /% RSD sr /%

MNZ2OH 015, 110, 210 81, 74, 82 1219, 4173, 6182 74, 83, 92 15195, 5144, 4198

MNZ 015, 110, 210 75, 75, 90 9104, 5156, 4105 89, 92, 94 8150, 7179, 8153

HMMN I 015, 110, 210 88, 82, 90 1112, 4155, 4105 88, 88, 95 10132, 8143, 7100

TerNDZ 015, 110, 210 87, 84, 91 8124, 7174, 3179 96, 93, 97 5126, 7159, 5148

RNZ 015, 110, 210 70, 71, 82 9121, 6125, 5142 79, 77, 86 11143, 5181, 4124

DMZ 015, 110, 210 71, 70, 84 1012, 4195, 4104 92, 84, 92 7145, 7138, 8137

TNZ 015, 110, 210 68, 73, 83 7138, 7152, 3195 72, 80, 86 6182, 8144, 9145

IPZ2OH 015, 110, 210 71, 71, 84 9105, 5131, 3148 81, 84, 86 12168, 7179, 6158

IPZ 015, 110, 210 80, 72, 86 1019, 6165, 3169 75, 76, 88 11153, 10135, 6164

表 4　蜂王浆与冻干粉样品的含量范围及重复性和再现性方程

　Table 4　The content range, repeatability and rep roducibility equations of nitroim idazole drugs

in royal jelly and freeze2dried powder samp les w / (μg·kg- 1 )

Name Content range
Royal jelly(蜂王浆 ) Freeze2dried powder(冻干粉 )

Repeatability Rep roducibility Repeatability Rep roducibility

MNZ2OH 015～2510 lg r = 01957 0 lg m - 01817 6 lg R = 01711 5 lg m - 01582 9 lg r = 11242 6 lg m - 01956 4 lg R = 01764 2 lg m - 01594 0

MNZ 015～2510 lg r = 11092 2 lg m - 01864 8 lg R = 01722 5 lg m - 01626 3 lg r = 01989 5 lg m - 01926 2 lg R = 01704 2 lg m - 01597 0

HMMN I 015～2510 lg r = 01993 0 lg m - 01774 2 lg R = 01644 4 lg m - 01547 1 lg r = 11087 7 lg m - 01987 3 lg R = 01737 8 lg m - 01647 9

TerNDZ 015～2510 lg r = 01906 7 lg m - 01698 9 lg R = 01661 9 lg m - 01503 9 lg r = 11027 6 lg m - 01814 9 lg R = 01669 8 lg m - 01586 6

RNZ 015～2510 lg r = 01981 4 lg m - 01768 2 lg R = 01600 1 lg m - 01500 9 lg r = 01921 5 lg m - 01999 4 lg R = 01736 5 lg m - 01654 6

DMZ 015～2510 lg r = 11107 2 lg m - 01860 6 lg R = 01742 5 lg m - 01563 2 lg r = 01874 2 lg m - 01926 7 lg R = 01404 2 lg m - 01580 5

TNZ 015～2510 lg r = 01989 4 lg m - 01764 6 lg R = 01926 1 lg m - 01591 7 lg r = 01905 9 lg m - 01860 6 lg R = 01625 0 lg m - 01609 7

IPZ2OH 015～2510 lg r = 01899 1 lg m - 01796 8 lg R = 01480 5 lg m - 01497 8 lg r = 01833 2 lg m - 01866 8 lg R = 01624 0 lg m - 01649 9

IPZ 015～2510 lg r = 11105 7 lg m - 01866 6 lg R = 01686 1 lg m - 01566 8 lg r = 01464 2 lg m - 01812 6 lg R = 01160 5 lg m - 01611 6

　3 m : the average values obtained from two independent determ ination results

3　结 　论

本文运用大气压电离源正离子模式串联四极杆质谱法同时定量分析蜂产品中 9种硝基咪唑类药物

残留 , 为国内首次报道 ; 方法定量下限为 015～110μg/kg; 分析方法的灵敏度、线性范围和回收率等

均满足药物残留监控的要求。该方法适用于进出口蜂产品中该类化合物的日常检测要求。
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