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摘"要!目的"建立三氯乙酸诱导蛋白沉淀净化G超高效液相色谱G串联质谱快速定量检测牛奶中 D 种硝基咪唑类

药物及其代谢物的方法% 方法"牛奶样品经三氯乙酸蛋白沉淀后高速离心分层!中间层清液过 &C## !N聚四氟乙

烯滤膜!;cg[eVPQ52=3)!D 柱"!&& NNl#C! NN! !C, !N#分离!电喷雾离子化!选择反应监测" >:*#模式检测!基

质匹配内标法定量% 结果"在 &C$9!&C& S-.NQ浓度范围内!硝基咪唑类药物及其代谢物呈良好的线性关系!相关

系数达到 &C,,D ( 以上&以 $ 倍信噪比对应的浓度为检出限!方法检出限可达 &C! 9&C# !-./-&在 &C($#C& 和
(C& !-./-的加标水平!方法回收率为 D$C’h9!!!CDh!日内相对标准偏差为 #CEh9,C!h!日间相对标准偏差为
!C&h9,C$h% 结论"该检测方法准确$快速$高效$低成本$易操作!能满足牛奶中硝基咪唑类药物及其代谢物残

留高通量检测要求%
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""硝基咪唑类药物是一类抗生素和抗原虫药"主
要用于预防和治疗家禽组织滴虫病(球虫病等疾
病"同时也用作生长促进剂"以促进牛(猪(禽的生
长及改善饲料转化率 + !, ’ 当前"硝基咪唑类药物及
代谢物主要包括甲硝唑#N[\eWSPZORWQ["*8]$(地美
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硝唑 # ZPN[\ePZORWQ["3*]$(洛硝哒唑 #eWSPZORWQ["
:8]$(奥硝唑#WeSPZORWQ["28]$(替硝唑#\PSPZORWQ["
48]$(塞克硝唑 #V[ISPZORWQ[">8]$(甲硝唑的代谢
物羟基甲硝唑# KcZeWXcQN[\eWSPZORWQ["*8]2;$(地
美硝唑和洛硝哒唑的共同代谢物羟甲基甲硝咪唑
##GKcZeWXcN[\KcQG!GN[\KcQG(GSP\eWPNPZORWQ[";**8‘$
等’ 由于这类化合物含有的硝基杂环类化合物具
有潜在致癌(致畸和致突变作用"我国农业部第 #$(
号公告将地美硝唑和甲硝唑列为允许用作治疗(但
不得在食品中检出的兽药 + #G$, ’ 牛奶作为一种高营
养价值食品"深受百姓的喜爱’ 当前关于牛奶中硝
基咪唑类药物残留检测方法鲜有报道 + 6G(, "为了进
一步加强相关食品安全问题的监管"开发快速(准
确(高效检测牛奶中硝基咪唑类药物残留的方法尤
为必要’

硝基咪唑类药物残留的检测方法主要有酶联
免疫法 + ’, (气相色谱G质谱联用法 + E, (高效液相色谱
法 + (,及液相色谱G串联质谱法 + DG!!, ’ 酶联免疫法易
产生假阳性"适用于快速筛查&液相色谱法检测灵
敏度相对较低"抗干扰能力弱&气相色谱G质谱联用
法需衍生处理"干扰因素多&液相色谱G串联质谱法
有灵敏度高(抗干扰性强等优势’

针对食品中硝基咪唑类药物残留检测的前处
理手段主要有液液萃取法(固相萃取法(凝胶渗透
色谱法(分散固相萃取法等 + !"DG!!, ’ 上述净化方法存
在溶剂消耗量大(操作繁琐(使用成本高等缺陷’

本试验基于牛奶基质的特点"利用三氯乙酸蛋白沉
淀净化手段"建立了超高效液相色谱G串联质谱快速
定量检测牛奶中 D 种常见硝基咪唑类药物及其代谢
物残留的方法’

!"材料与方法
!C!"主要仪器与试剂

4>nrOS\O-[三重四极杆质谱仪+配有电喷雾离
子#+>‘$源,(?Q\PNO\[$&&&超高效液相色谱仪均购自
美国 4K[eNW"微量高速离心机"多管涡旋混合器"
*PQQPGn超纯水处理系统#!DC# *%.IN"德国 *[eI/$’

甲硝唑 #)!(#&!&&&$(地美硝唑 #)!#EE#&&&$(
羟 甲 基 甲 硝 咪 唑 # )!#EE#&(& $( 洛 硝 哒 唑
#)!’D!((&& $( 奥 硝 唑 # )!(E6’&&& $( 替 硝 唑
#)!E(D6&&&$(氘代甲硝唑#甲硝唑G36")!(#&!&&!$
标准品均购自德国 3e%+K[eSV\WeJ[e"氘代替硝唑#替
硝唑G3("466$,&#"加拿大 4:)$"塞克硝唑# >&,!!"
日本 4)‘$"羟基甲硝唑 #8*&&DG!&"德国 1P\[-O$"

甲酸(甲醇(乙腈均为色谱纯"三氯乙酸#分析纯$’
孔径 &C## !N亲水聚四氟乙烯#74M+$滤膜#上海

安谱公司$’ 超纯水由 *PQQPGn超纯水系统制得’
!C#"方法
!C#C!"样品采集及制备

牛奶样品为舟山市当地市售全脂牛奶"牛奶中
蛋白质和脂肪含量分别为 $C& 9$C’ -.!&& NQ和
$C$96C6 -.!&& NQ’ 准确称取#!C&k&C&!$ -牛奶样
品置于 # NQ具塞离心管中"加入 #& !Q内标溶液#内
标浓度为 !&& S-.NQ$和 6& !Q6&& N-.NQ三氯乙酸
溶液"涡旋混合 ! NPS"!( &&& e.NPS 离心 ( NPS#离
心力为 #& ’#E -$"取适量中间层清液过 &C## !N滤
膜"待进样’
!C#C#"标准溶液的配制

称取不含目标化合物的牛奶样品于离心管中"
按照 !C#C! 中步骤进行预处理"得到空白基质溶液’

准确称取适量 D 种硝基咪唑类药物及其代谢物
标准物质和 # 种氘代内标物质"分别用乙腈溶解定
容"配制成 !&& !-.NQ的标准储备液’ 分别取适量
的标准储备液"用 &C!h甲酸水溶液稀释制备成
!&& S-.NQ混合标准使用液&取适量的氘代内标标准
储备液"用 &C!h甲酸水溶液稀释制备成 !&& S-.NQ

混合内标使用液’ 分别准确吸取 $(((!&(#&((&(
!&& !Q混合标准使用液和 #& !Q混合内标使用液"用
空白基质溶液定容至 !C& NQ"配制成质量浓度为 &C$(
&C((!C&(#C&((C&和 !&C& S-.NQ的系列标准工作液’
!C#C$"仪器条件

色谱%;cg[eVPQ52=3)!D 色谱柱 # !&& NNl

#C! NN"!C, !N$&流动相%<为 &C!h甲酸水"0为
乙腈&流速 &C$ NQ.NPS’ 梯度洗脱程序%&9$C& NPS"
(h0&#C& 9,C& NPS"(h09(&h0&,C& 9,C# NPS"
(&h09(h0&,C#9!!C& NPS"(h0’ 进样量 !& !Q’

质谱%离子源%+>‘源"正离子模式&扫描模式%
选择反应监测# >:*$模式&喷雾电压 $C& /r&汽化
温度 $&& q&离子传输温度 $#( q&鞘气#氮气$压
力 6( Oed # $!& /7O$ &辅助气 #氮气 $压力 !( Oed
#!&$ /7O$ &碰撞气%高纯氩气"压力为!C( N4Wee’
优化后 D 种硝基咪唑类药物及其代谢物的质谱参
数见表 !’ 运行开始时"色谱柱流出液经六通切换
阀切换至废液中"直到 #C& NPS 六通阀切换至质
谱"质 谱同 时从 #C& NPS 开始 采 集数据"直 到
DC& NPS采集结束"同时六通切换阀又将柱流出液
切换至废液中’

#"结果与分析
#C!"色谱和质谱条件的选择
#C!C!"色谱分离条件的选择

硝基咪唑类药物及其代谢物是一种中等极性
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""" 表 !"硝基咪唑类药物及其代谢物的质谱参数
4OdQ[!"*> gOeON[\[eVWJSP\eWPNPZORWQ[VOSZ \K[PeN[\OdWQP\[V

化合物
保留时间
.NPS

母离子
.#,;7$

子离子
.#,;7$

透镜电压
.r

碰撞能量
.[r 对应内标物

羟基甲硝唑 #C’E !DDC! !#’C!" .!#$C! ’& !’.!# 甲硝唑G36

甲硝唑 $C$’ !E#C& !#DC&" .D#C& ’& !!.#! 甲硝唑G36

羟甲基甲硝咪唑 $C$, !(DC! !6&C!" .!!#C! ’6 !&.#& 甲硝唑G36

地美硝唑 $CD( !6#C! ,’C#" .D!C# ’# !(.#( 甲硝唑G36

洛硝哒唑 (C&’ #&!C! !6&C!" .!!&C# 6$ D.!6 甲硝唑G36

塞克硝唑 ’C&! !D’C! !#DC!" .D#C# ’& !6.#! 替硝唑G3(

替硝唑 ’CEE #6DC! !#!C!" .!#DC! D& !(.!, 替硝唑G3(

奥硝唑 EC$& ##&C! !#DC!" .D#C# E$ !’.$! 替硝唑G3(

甲硝唑G36 $C#D !E’C! !#DC!" ($ !6 !

替硝唑G3( ’CE# #($C! !#’C!" D& !( !

注%"表示定量离子&!表示无对应内标物

小分子化合物"国内外很多文献 + DG!!, 已证实反相
)!D 柱适合该类化合物的分离与检测’ 本试验比较
了 ;cg[eVPQ52=3)!D#!&& NNl#C! NN" !C, !N$
和 <ÎYP\c?7=)0+;)!D # !&& NNl#C! NN" !CE
!N$超高效反相色谱柱对目标化合物的分离效果’
结果显示"两根色谱柱均能较好地实现目标物的分
离"相比之下";cg[eVPQ52=3)!D 柱填料粒径更大"

系统压力负荷较低"易操作’ 本试验对比了 &C!h
甲酸水G乙腈和 &C!h甲酸水G甲醇组成的流动相体
系"结果发现 &C!h甲酸水G乙腈组成的流动相体系
分离所得的色谱峰更加尖锐"且造成的色谱系统压
力更低’ 综上所述"本试验采用 ;cg[eVPQ52=3)!D
色谱柱"&C!h甲酸水G乙腈作为流动相分离待测组
分#见图 !$’

图 !"硝基咪唑类药物及其代谢物的 >:*色谱图
MP-Ye[!">:*IKeWNO\W-eONVWJSP\eWPNPZORWQ[VOSZ \K[PeN[\OdWQP\[V

#C!C#"质谱条件的选择
试验中以 !C& N-.=混合标准中间液为对象"采

用流动注射的方式在电喷雾正离子模式下进行质
谱参数的优化’ 选择干扰小(信噪比大的离子对作
为定性或定量离子对’ 优化后的透镜电压(碰撞能
量(定性和定量离子对见表 !’

#C#"前处理条件的优化
牛奶基质主要由水(蛋白质(脂肪(碳水化合物

等物质组成’ 基于牛奶基质的特点"去除基质中的
乳蛋白和乳脂肪是样品净化的关键点’ 常见的蛋
白质沉淀剂有有机溶剂(酸(重金属离子等’ 本试
验首先考虑了有机溶剂乙腈(甲醇作为蛋白质沉淀
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剂用于牛奶基质样品的净化’ 结果发现"甲醇对牛
奶基质的蛋白质沉淀效果最差"经处理后样品溶液
仍呈乳白色&乙腈作为蛋白质沉淀剂时"当样品中
乙腈的占比达 (&h以上时"蛋白质沉淀效果明显"
但样品溶液中有机溶剂的比例过高"导致色谱分析
时出现明显的溶剂效应"目标物色谱峰变宽(拖尾’

三氯乙酸是一种良好的蛋白质沉淀剂"广泛应
用于蛋白质的检测 + !#G!$, ’ 本试验选取质量浓度为
6&& N-.NQ三氯乙酸溶液当作蛋白质沉淀剂"比较
了 !&(#&(6&(’&(D& !Q三氯乙酸溶液加入量对样品
净化效果和目标化合物回收率的影响#见图 #$’ 结
果显示"当三氯乙酸加入量为 !& 和 #& !Q时样品蛋
白质沉淀不完全"溶液层浑浊"净化效果差"影响部
分目标化合物的回收率’ 当三氯乙酸加入量增加
至 6& !Q时"样品净化效果明显改善"各目标化合物
的加标回收率均在 D6h9!&Dh之间’ 三氯乙酸加
入量继续增加"样品溶液的 g;值明显降低"影响液
""

图 #"三氯乙酸加入量对牛奶中硝基咪唑类药物及其

代谢物回收率的影响
MP-Ye[#"‘SJQY[SI[WJ\ePIKQWeWOI[\PIOIPZ OZZP\PWS WS \K[

e[IWf[eP[VWJSP\eWPNPZORWQ[VOSZ \K[PeN[\OdWQP\[VPS NPQ/

相色谱柱的使用寿命&因此"本试验选用 6& !Q三氯
乙酸溶液作为蛋白质沉淀剂’

牛奶基质样品经三氯乙酸溶液处理后高速离
心分层"样品被分成三层"最上层为密度较低的乳
脂肪层"中间层为溶液层"底层为乳蛋白层"中间层
清液用于样品分析’ 中间层清液取样时注意先用
移液器枪头向上层乳脂肪层轻轻地拨出一个小洞"
再将枪头往下伸入中间溶液层"吸取适量清液过滤
膜’ 样品经三氯乙酸处理后能有效去除牛奶中乳
脂肪(乳蛋白等基质干扰物"能有效达到牛奶基质
样品净化的目的’ 此外"考虑到高浓度三氯乙酸是
强酸性溶液"经三氯乙酸处理后的样品溶液是否也
呈强酸性"超出色谱柱的使用要求’ 结果显示"经
6& !Q三氯乙酸溶液处理后样品溶液的 g;值在 #9
$ 之间"符合一般色谱柱 g;值在 #9D 之间的要求’
同时该前处理方法未使用有机溶剂"有效避免了有
机溶剂对试验操作者身体的影响’
#C$"基质效应

本试验采用基质匹配工作曲线与纯溶剂标准
曲线的斜率之比来评价检测方法的基质效应
#*+$"当 *+值大于 ! 时表示存在基质增强效应"
*+值小于 ! 时表示存在基质抑制效应"如恰好为 !
则表示不存在基质效应’ 由表 # 可知"牛奶基质中
羟基甲硝唑和洛硝哒唑基本上不存在基质效应&甲
硝唑(羟甲基甲硝咪唑和地美硝唑呈现弱基质增强
效应&塞克硝唑(替硝唑和奥硝唑呈现弱基质抑制
效应’ 牛奶这种复杂基质样品经三氯乙酸净化处
理后各目标化合物的基质效应均在可接受范围内"
这表明三氯乙酸蛋白质沉淀法虽然净化手段简单"
但是净化效果较好’ 此外"本试验采用基质匹配内
标法测定实际样品"也在一定程度上补偿了基质效
应产生的影响’

表 #"方法的线性范围(线性方程(相关系数(检出限(定量限和基质效应
4OdQ[#"=PS[OeeOS-[" e[-e[VVPWS [̂YO\PWSV" IWee[QO\PWS IW[JJPIP[S\V" OSZ NO\ePX[JJ[I\V#*+$ WJ\K[N[\KWZ

化合物
线性范围
.# S-.NQ$

线性方程 相关系数 %#
检出限
.#!-./-$

定量限
.#!-./-$

*+

羟基甲硝唑 &C(9!&C& &B&C&D6(.A&C&&#$ &C,,, ’ &C# &C( &C,,

甲硝唑 &C$9!&C& &B&C$$EE.A&C&!!D &C,,, ’ &C! &C$ !C!#

羟甲基甲硝咪唑 &C(9!&C& &B&C!$#’.A&C&!D$ &C,,D ( &C# &C( !C!6

地美硝唑 &C$9!&C& &B&C$#(#.s&C&&&D &C,,, # &C! &C$ !C#D

洛硝哒唑 &C$9!&C& &B&C!!#!.A&C&&#& &C,,, $ &C! &C$ !C&#

塞克硝唑 &C$9!&C& &B&CD$$#.A&C&(’& &C,,D ( &C! &C$ &CD(

替硝唑 &C$9!&C& &B&C&D#(.A&C&&,’ &C,,, E &C! &C$ &CD#

奥硝唑 &C$9!&C& &B&C6&#,.A&C&#ED &C,,, E &C! &C$ &CD’

#C6"工作曲线及检出限
按 !C#C# 方法配制基质标准溶液并对其进行分

析"以硝基咪唑类药物及其代谢物浓度为横坐标(
目标化合物峰面积与对应内标峰面积的比值为纵

坐标绘制基质工作曲线 #见表 #$’ 结果表明"在
&C$9!&C& S-.NQ浓度范围内目标化合物线性相关
性良好"相关系数#%#$均大于 &C,,D (’ 在本试验条
件下"根据 $ 倍信噪比下峰响应值(取样量和进样



超高效液相色谱G串联质谱法检测牛奶中硝基咪唑类药物及其代谢物残留!!!方力"等 ! #!""" !

量"得出牛奶基质中羟基甲硝唑和羟甲基甲硝咪唑
的检出限为 &C# !-./-"其他目标化合物的检出限
为 &C! !-./-&羟基甲硝唑和羟甲基甲硝咪唑的定
量限为 &C( !-./-"其他目标化合物的定量限
为 &C$ !-./-’
#C("回收率和精密度

本研究以牛奶基质为研究对象"考察方法的回
收率和日内(日间相对标准偏差#AIJ$’ 准确称取
空白牛奶 !C& -"设定 $ 个添加水平 &C(( #C& 和
(C& !-./-"根据 !C# 方法进行检测"测定回收率和
AIJ’ 由表 $ 可知"D 种硝基咪唑类药物及其代谢物
的回收率在 D$C’h9!!!CDh之间"日内 AIJ为
#CEh9,C!h"日间 AIJ为 !C&h9,C$h’
#C’"检测方法比对

为了进一步验证本检测方法的准确性"将本检
测方法与 50.4##,D#!#&&D )牛奶和奶粉中甲硝
唑(洛硝哒唑(地美硝唑及其代谢物残留的测定 液
相色谱G串联质谱* + !6,方法进行比对’ 由于未发现
实际阳性牛奶样品"因此比对试验采用空白牛奶加
入适量混合标准溶液制备成各目标物浓度为
# !-./-的牛奶加标样品"样品充分混合后放置过
夜’ 分别采用本检测方法和国标方法对样品进行
前处理"用本方法所建立的仪器方法测定"检测结
果如表 6 所示’ 由此可得"经本方法和国标方法处
理后各目标物均可取得理想的回收率和精密度#回
收率均在 D(h9!!&h之间"AIJ均小于 !&h$’ 国
标方法虽规定适用于牛奶中 ( 种硝基咪唑类药物及
"""

表 $"方法的回收率和 AIJ

4OdQ[$":[IWf[ecOSZ ge[IPVPWS WJ\K[N[\KWZ

化合物
加标水平
.#!-./-$

日内# )B’$ 日间# )B$$

回收率.h AIJ.h 回收率.h AIJ.h

羟基甲硝唑

甲硝唑

羟甲基甲硝咪唑

地美硝唑

洛硝哒唑

塞克硝唑

替硝唑

奥硝唑

&C( !&EC’ ’C$ ,DC6 DC6
#C& ,,C$ ’C6 ,DC$ !C&
(C& D,C& (C’ D,C# !CE
&C( !&!C$ 6C6 ,ECD $C$
#C& !&DC6 $C! !&’C& #C(
(C& ,DCE $C( ,ECE !C&
&C( ,DCD (C! ,ECD ,C$
#C& !&$C( 6CE ,DC, (C&
(C& ,DC! (C# ,#C$ ’C&
&C( !&!C’ EC! ,’C! EC!
#C& !&(C( #CE !&#C# $C,
(C& ,6C! (C! ,#C! $C(
&C( ,(C’ $C6 ,#C’ #CD
#C& !&&C’ $C$ ,EC$ $C$
(C& ,#C! 6C& ,!C& !C$
&C( ,$CD DC# ,!C6 6C(
#C& !!&C$ $C& !!!CD !C6
(C& !&!CD 6C’ !&$C& #C’
&C( ,!C# DC6 DEC$ !C(
#C& ,DC’ ,C! !&#C6 6C&
(C& !&!C! 6CD ,,C$ 6C&
&C( DDC6 DC, D$C’ !C&
#C& ,&CE ’C# ,#C( #C,
(C& D$CE 6C$ D(C! $C’

其代谢物的测定"但本研究发现另外 $ 种硝基咪唑类
药物#塞克硝唑(替硝唑和奥硝唑$同样也适用’ 国
标方法采用乙酸乙酯提取(强阳离子交换小柱净化(
氮吹浓缩等前处理步骤"试验操作繁琐耗时’ 对比国
标方法"本检测方法前处理过程相对简便(易操作’

表 6"检测方法比对结果
4OdQ[6":[VYQ\VWJN[\KWZ IWNgOePVWS

化合物
加标水平
.#!-./-$

本方法# )B$$ 国标方法# )B$$

检测值
.#!-./-$

回收率
.h

AIJ
.h

检测值
.#!-./-$

回收率
.h

AIJ
.h

羟基甲硝唑 #C& #C&D !&6C# ’C# !CE! D(C’ $CD

甲硝唑 #C& !C,E ,DC6 !C$ !CD, ,6CE &C!

羟甲基甲硝咪唑 #C& !C,! ,(CE ECD #C&’ !&#C, $C(

地美硝唑 #C& #C&( !&#CE 6C, !CD# ,&C, !C(

洛硝哒唑 #C& #C&( !&#C6 6C& !C,, ,,CE EC6

塞克硝唑 #C& !C,E ,DC6 !C$ !CD6 ,#C# ,CD

替硝唑 #C& !C,6 ,EC# 6C, #C!E !&DCE $C’

奥硝唑 #C& !CE’ DDC! DCD !C,E ,DC6 $C$

#CE"实际样品检测
应用本方法对舟山地区市售 !& 份牛奶样品进

行检测"所有样品中 D 种硝基咪唑类药物及其代谢
物的浓度均低于检出限’

$"小结
本方法采用三氯乙酸净化(超高效液相色谱分

离(三重四极杆质谱检测"实现快速定量检测牛奶
中 D 种硝基咪唑类药物及其代谢物残留’ 本方法成

本低(操作简便(灵敏度高(重现性好"适用于牛奶
基质中硝基咪唑类药物及其代谢物残留的应急检
测或日常高通量检测’
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关键词!超高效液相色谱G串联质谱& 杀菌剂& 植物性食品& 同位素内标& 农药残留& 食品污染物

中图分类号!:!((""文献标识码!<""文章编号!!&&6GD6(’##&!,$&!G&&##G&E
!"#%!&C!$(,&.H%IHJK%#&!,C&!C&&’

$5&-))%,%’?-65,-(6(3JJ 3*6>-+-)%’%2-)*%2-6&156,3(()280 *1,’5H4->4&%’3(’?56+%1-I*-)
+4’(?5,(>’5&40H,56)%??5222&%+,’(?%,’0 =-,4-2(,(&%-6,%’6512,56)5’)2

];<2]PT[P" =‘?0WQPS" a‘+_PtOS" 1<85aPYQP" >;<8aPOWN[P
#<SKYP)[S\[eJWe3PV[OV[)WS\eWQOSZ 7e[f[S\PWS" <SKYP;[J[P#$&’&!" )KPSO$

782,’5+,% "89%+,-.%"4W[V\OdQPVK OS YQ\eOGKP-K g[eJWeNOSI[QP̂YPZ IKeWNO\W-eOgKcG\OSZ[NNOVVVg[I\eWN[\ec#?7=)G

*>.*>$ N[\KWZ JWeeOgPZ OSZ VPNYQ\OS[WYVZ[\[eNPSO\PWS WJ!! JYS-PIPZ[e[VPZY[VPS gQOS\JWWZV%:%,4()2"4K[gQOS\JWWZV

T[e[[X\eOI\[Z dcOI[\WSP\ePQ[TP\K KWNW-[SO\[OSZ KP-K Vg[[Z I[S\ePJY-O\PWS OSZ gYePJP[Z dcnY+)K+:> e[O-[S\%4K[!!

JYS-PIPZ[VT[e[V[gOeO\[Z WS O;>> 4$ IWQYNS ##C! NNl!&& NN" !CE !N$ TP\K &C!h JWeNPIOIPZ TO\[eGOI[\WSP\ePQ[OV


