
书书书

畜牧兽医学报　２００８，３９（１２）：１７７２１７７８

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

气相色谱离子阱串联质谱法同时测定猪肌肉中
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摘　要：旨在建立测定猪肌肉中地美硝唑、洛硝唑、噻克硝唑、甲硝唑和奥硝唑等硝基咪唑类药物残留的气相色谱

离子阱串联质谱测定法。样品用二氯甲烷提取，盐酸反萃取。盐酸萃取液用磷酸氢二钾碱化，再用二氯甲烷反萃

取，萃取液于４０℃水浴中旋转真空蒸干。残余物用３ｍＬ乙酸乙酯溶解，于４０℃水浴氮气吹干，加入Ｎ，Ｏ双（三

甲基硅烷基）乙酰胺和异辛烷各５０μＬ，５０℃衍生６０ｍｉｎ，进样分析，ＧＣＭＳ／ＭＳ检测，外标法定量。结果表明，５

种药物标准液浓度在０．００５～１．６μｇ／ｍＬ时，与响应值呈良好线性关系，相关系数均大于０．９９８。洛硝唑的检测限

可达０．２μｇ／ｋｇ，噻克硝唑为０．５μｇ／ｋｇ，地美硝唑、甲硝唑和奥硝唑为１．０μｇ／ｋｇ。空白肌肉组织样品中添加药物

浓度在０．２～４．０μｇ／ｋｇ时，５种药物的回收率为７４％～８２％，日间变异系数均小于１３％。表明所建立方法灵敏、

准确，可用于检测猪肌肉中硝基咪唑类药物残留。
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　　硝基咪唑类药物（Ｎｉｔｒｏｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ）是一类抗厌

氧菌和抗原虫感染的药物，包括地美硝唑（Ｄｉｍｅｔ

ｒｉｄａｚｏｌｅ，ＤＭＺ）、洛硝唑（Ｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ，ＲＮＺ）、甲硝唑

（Ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ，ＭＮＺ）、噻 克 硝 唑 （Ｓｅｃｎｉｄａｚｏｌｅ，

ＳＮＺ）和奥硝唑（Ｏｒｎｉｄａｚｏｌｅ，ＯＮＺ）等。ＭＮＺ、ＤＭＺ

和ＲＮＺ常用于预防和治疗鸡组织滴虫病、猪密螺旋

体性痢疾，肠道和全身的厌氧菌感染。但它们有致

癌、致突变及潜在毒性［１２］，在欧盟，ＲＮＺ、ＤＭＺ和

ＭＮＺ分别在１９９３年、１９９５年和１９９８年被禁用于

食品动物［３６］，２００２ 年美国食品与药物管理局

（ＦＤＡ）公布了禁止在进口动物源性食品中使用１１

种药物，其中包括ＤＭＺ及其它硝基咪唑类药物
［７］。

我国禁止 ＭＮＺ、ＤＭＺ及其盐、酯及制剂作为促生长

剂用于所有食品动物［８］，因此有必要制定食品动物

组织中硝基咪唑类药物残留的检测方法。

　　ＳＮＺ和ＯＮＺ是继 ＭＮＺ之后疗效更高、耐受性

更好、不良反应较少的药物，未见各国对这２种药物

在动物组织中的使用和残留量做规定，因此实际生

产中它们有可能替代 ＭＮＺ和ＤＭＺ等应用于兽医

临床，而它们也可能具有其它硝基咪唑类药物的毒

副作用，因此研究也将ＳＮＺ和ＯＮＺ包括在内。

　　国外建立了多种检测动物组织中硝基咪唑类药

物的方法，主要有高效薄层色谱法（ＨＰＴＬＣ）
［９］、气

相色谱法（ＧＣ）
［１０］、高效液相色谱电化学检测法

（ＨＰＬＣＥＣＤ）
［１１１２］、高效液相色谱紫外法（ＨＰＬＣ

ＵＶ）
［１３１４］、气相色谱质谱法（ＧＣＭＳ）

［１５１８］、液相色

谱质谱法（ＨＰＬＣＭＳ）
［１９２２］和酶联免疫吸附法

（ＥＬＩＳＡ）
［２３］等。国内王大菊等［２４］建立了高效液相

色谱法测定鸡体内的替硝唑后，相继建立了鸡蛋、牛

奶、鱼和蜂产品中硝基咪唑类药物单残留或多残留

的检测方法［２５］，并通过动物试验检验了方法的适用

性。谢凯舟等［２６］用 ＨＰＬＣ测定ＤＭＺ在肉鸡组织

中的残留，沈建忠等［２７］建立了检测家禽肌肉组织中

硝基咪唑类药物的液相色谱法。国内未见检测硝基

咪唑类药物的气相色谱质谱确证法，研究旨在建立

猪肌肉组织中ＤＭＺ、ＲＮＺ、ＳＮＺ、ＭＮＺ和ＯＮＺ残留

的气相色谱离子阱串联质谱测定法。

１　材料与方法

１１　材料

１．１．１　药品与试剂　ＤＭＺ、ＲＮＺ、ＭＮＺ和ＯＮＺ均

购自Ｓｉｇｍａ公司；ＳＮＺ由湖北省医药工业研究院提

供，纯度＞９９％；Ｎ，Ｏ双（三甲基硅烷基）乙酰胺

（Ｎ，Ｏｂｉｓ（Ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｙ）ａｃｅｔａｍｉｄ（ＢＳＡ））纯度＞

９５％，购自德国Ｆｌｕｋａ公司。

　　甲醇、二氯甲烷、无水硫酸钠、磷酸氢二钾和二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ）均为分析纯。

１．１．２　仪器设备　气相色谱质谱联用仪（Ｖａｒｉａｎ

Ｓａｔｕｒｎ２２００，美国 Ｖａｒｉａｎ公司）；旋转蒸发仪（上海

亚荣生化仪器厂）等。

　　气相色谱条件：色谱柱，ＶａｒｉａｎＶＦ５ＭＳ，３０ｍ

×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ；载气，氦气；进样方式，不分

流进样；进样体积２μＬ；进样口温度２５０℃。

　　升温程序：起始温度１００℃；１０℃／ｍｉｎ升到１８０

℃，保持１ｍｉｎ；２０℃／ｍｉｎ升到２８０℃，保持２ｍｉｎ。

　　质谱条件：ＥＩ源，７０ｅｖ（内置式）；阱温１５０℃；

灯电流１０μＡ；电子倍增管电压１６５０Ｖ。选择离子

如表１。

１２　方法

１．２．１　标准贮备液的配制　准确称取ＤＭＺ、ＲＮＺ、

ＳＮＺ、ＭＮＺ和ＯＮＺ各１０ｍｇ，用甲醇溶解并定容，

配成１０μｇ／ｍＬ的贮备液，４℃保存，备用。

１．２．２　标准工作液的配制　准确量取适量的标准

贮备液，用甲醇稀释成适宜浓度的标准工作液。

１．２．３　样品的提取和净化　称取５ｇ肌肉放入５０

ｍＬ离心管中，加入８ｇ无水Ｎａ２ＳＯ４、２０ｍＬ二氯甲

烷，旋涡混合５ｍｉｎ，３６００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取有

机层置５０ｍＬ离心管中，组织用１５ｍＬ二氯甲烷重

复萃取１次，合并２次萃取液。萃取液中分别加

入１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ１０ｍＬ和５ｍＬ并 振 摇 ，３６００

３７７１
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表１　硝基咪唑类药物（或其衍生物）的监测离子

犜犪犫犾犲１　犛犲犾犲犮狋犲犱犻狅狀犿狅狀犻狋狅狉犻狀犵犳狅狉狋犺犲（犱犲狉犻狏犪狋犻狏犲狊狅犳）狀犻狋狉狅犻犿犻犱犪狕狅犾犲狊

药物

Ｄｒｕｇ

保留时间

Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

母离子

Ｍｏｔｈｅｒｉｏｎ

特征离子

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｉｏｎ

定量离子

Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｏｎ

ＤＭＺ ５．９３ １４１ ９５，１１１，１１２，１４２ ９５，１４２

ＲＮＺ ８．３８ ２１４ １５３，１６７，１６８，２１４ １６７，１６８，２１４

ＳＮＺ ９．０５ １８１ １１２，１４０，１８２ １１２，１４０

ＭＮＺ ９．１８ １８２ １１２，１４０，１６７，１８２ １４０，１６７

ＯＮＺ １０．５５ ２７６ ２１５，２２９，２３０，２７６ ２１５，２３０，２７６

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层溶液加入１５ｇＫ２ＨＰＯ４，

混合使之完全溶解，分２次分别加入１０ｍＬ二氯甲

烷，混合离心取出上层溶液置旋转蒸发瓶中，并加入

１０％ ＤＭＳＯ甲醇溶液２５μＬ，置４０℃水浴中减压

旋转蒸发至干；残余物用３ｍＬ乙酸乙酯溶解，并转

至衍生化试管，于４０℃水浴中弱氮气流吹干。残余

物中加入ＢＳＡ和异辛烷各５０μＬ，５０℃衍生６０ｍｉｎ

（ＤＭＺ不参与衍生），进样分析。

１．２．４　标准曲线的制备　配制 ＤＭＺ为０．０２５、

０．０５、０．１、０．２、０．４、０．８和１．６μｇ／ｍＬ，ＲＮＺ 为

０．００５、０．０１、０．０２、０．０４和０．０８μｇ／ｍＬ，ＳＮＺ为

０．０１２５、０．０２５、０．０５、０．１、０．２、０．４和０．８μｇ／ｍＬ，

ＭＮＺ为０．０２５、０．０５、０．２、０．４和０．８μｇ／ｍＬ，ＯＮＺ

为０．０２５、０．０５、０．１、０．２和０．４μｇ／ｍＬ的溶液，各量

取１００μＬ，并加入１０％ＤＭＳＯ甲醇溶液２５μＬ，４０

℃氮气吹干，加入ＢＳＡ和异辛烷各５０μＬ，漩涡混

合，５０℃衍生６０ｍｉｎ，进样分析，以峰面积与浓度做

线性回归方程。

１．２．５　检测限的测定　取匀浆后的空白肌肉样品

２０份，按１．２．１项的样品前处理方法，测得基线噪

音值，按照信噪比Ｓ／Ｎ＝３为检测限。

１．２．６　添加回收率和精密度的测定　用空白肌肉

组织样品添加硝基咪唑类药物工作溶液，配成组织

中ＤＭＺ、ＭＮＺ、ＯＮＺ浓度为１．０、２．０、４．０μｇ／ｋｇ、

ＲＮＺ浓度为０．２、０．４、０．８μｇ／ｋｇ、ＳＮＺ浓度为０．５、

１．０、２．０μｇ／ｋｇ的各３种浓度组织样品，每个浓度

设５个平行样品，按１．２．１处理样品，连做５ｄ，计算

样品的药物回收率和变异系数。

２　结　果

２１　标准曲线

　　 标准品浓度为 ０．００５～１．６μｇ／ｍＬ 时，由

ＤＭＺ、ＲＮＺ、ＳＮＺ、ＭＮＺ、ＯＮＺ的线性回归方程和相

关系数可知，各药物在测定浓度范围内时，药物浓度

与相应峰面积线性关系良好，相关系数ｒ均大于

０．９９８，详细结果见表２。

表２　硝基咪唑类药物标准曲线方程与相关系数

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犮犪犾犻犫狉犪狋犻狅狀犮狌狉狏犲狊犪狀犱犮狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀

犮狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋狊狅犳狀犻狋狉狅犻犿犻犱犪狕狅犾犲狊

药物

Ｄｒｕｇ

标准曲线方程

Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数（ｒ）

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＤＭＺ 狔＝４１４７．３狓－１１３．５８ ０．９９９

ＲＮＺ 狔＝１３９２９４狓－３９８．８５ ０．９９８

ＳＮＺ 狔＝１１２０４狓－４８．４２５ ０．９９９

ＭＮＺ 狔＝６８９．０４狓＋１０１．９３ ０．９９９

ＯＮＺ 狔＝４５８１．５狓＋３１．２６５ ０．９９８

２２　检测限

　　在 ＤＭＺ、ＭＮＺ、ＯＮＺ添加水平为１．０μｇ／ｋｇ，

ＲＮＺ为０．２μｇ／ｋｇ，ＳＮＺ为０．５μｇ／ｋｇ时，５种药物

响应最弱的离子色谱峰的信噪比均大于３，说明

ＤＭＺ、ＭＮＺ、ＯＮＺ的检测限为１．０μｇ／ｋｇ，ＲＮＺ为

０．２μｇ／ｋｇ，ＳＮＺ为０．５μｇ／ｋｇ。

２３　回收率

　　如表３所示，５种药物添加浓度为０．２～４．０

μｇ／ｋｇ时，回收率为７４％～８２％，变异系数为８％～

１３％。空白肌肉组织及加药空白肌肉组织的提取离

子色谱图见图１～５。

３　讨　论

３１　质谱分析条件的优化和选择离子的确定

　　试验采用正离子方式检测，样品一级总离子色

谱图经提取离子后，杂质对于低浓度的药物干扰很

强，为了获得最佳灵敏度和选择性，因此对其进行二

级质谱分析，选择一级质谱中较强的离子作为二级

质谱的母离子。这样有效地去除了基质离子的干

扰，显著提高了选择性。由于二级ＭＳ的过程中将
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表３　肌肉组织中犇犕犣、犚犖犣、犛犖犣、犕犖犣和犗犖犣的回收率

犜犪犫犾犲３　犚犲犮狅狏犲狉犻犲狊狅犳犇犕犣，犚犖犣，犛犖犣，犕犖犣犪狀犱

犗犖犣狊狆犻犽犲犱犻狀犮狅狀狋狉狅犾狊狑犻狀犲犿狌狊犮犾犲

药物

Ｄｒｕｇ

浓度／（μｇ／ｋｇ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

回收率／％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

变异系数／％

ＣＶ

ＤＭＺ

１．０ ７４．６±８．９ １２．０

２．０ ７６．１±７．３ ９．６

４．０ ７５．８±７．３ ９．５

ＲＮＺ

０．２ ７４．６±８．９ １２．０

０．４ ７８．２±８．２ １０．５

０．８ ８１．５±６．４ ７．９

ＳＮＺ

０．５ ７５．７±８．６ １１．４

１．０ ７５．４±９．３ １２．４

２．０ ７７．６±８．９ １１．５

ＭＮＺ

１．０ ７５．５±８．２ １０．９

２．０ ７８．２±９．１ １１．６

４．０ ７７．８±１０．５ １３．５

ＯＮＺ

１．０ ７４．９±７．１ ９．５

２．０ ７６．９±７．６ ９．８

４．０ ８０．０±８．０ １０．０

基质和其它干扰物去除使得谱图比较简洁，有利于

对化合物的识别和定量。

　　采用共振碰撞诱导解离（ＣＩＤ）模式使母离子裂

解产生子离子，使用仪器软件包中自带的自动方法

开发（ＡＭＤ）功能，对分析物的ＣＩＤ电压进行优化

和选择。以保留时间和丰度大、特异性强的二级特

征碎片离子进行定性，采用提取离子色谱峰面积外

标法进行定量计算。

３２　样品的衍生

　　ＤＭＺ不能衍生化，典型离子的 ｍ／ｚ为１１１、

１４１、１４２等，ＲＮＺ、ＭＮＺ、ＳＮＺ和ＯＮＺ带有羟基，极

性较强，热稳定性差，需将羟基通过活泼氢反应生成

极性较弱的衍生物，从而改善挥发性和热稳定性等。

试验证明ＢＳＡ与硝基咪唑类药物反应产率稳定，效

率高，且ＢＳＡ价格低廉，应用成本低。反应中加入

过量的衍生化试剂，衍生化反应后样品直接测定或

通过吹气的方法将其除去，但ＤＭＺ在吹气过程中

容易挥发损失，因此衍生化反应后直接测定。

图１　空白肌肉样品（犃）及其添加犇犕犣（２０μ犵／犽犵，犅）提取离子色谱图

犉犻犵１　犈狓狋狉犪犮狋犲犱犻狅狀狊犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犫犾犪狀犽犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（犃）犪狀犱狊狆犻犽犲犱犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（２０μ犵／犽犵，犅）

图２　空白肌肉样品（犆）及其添加犚犖犣（０２μ犵／犽犵，犇）提取离子色谱图

犉犻犵２　犈狓狋狉犪犮狋犲犱犻狅狀狊犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犫犾犪狀犽犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（犆）犪狀犱狊狆犻犽犲犱犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（０２μ犵／犽犵，犇）
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图３　空白肌肉样品（犈）及其添加犛犖犣（１０μ犵／犽犵，犉）提取离子色谱图

犉犻犵３　犈狓狋狉犪犮狋犲犱犻狅狀狊犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犫犾犪狀犽犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（犈）犪狀犱狊狆犻犽犲犱犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（１０μ犵／犽犵，犉）

图４　空白肌肉样品（犌）及其添加 犕犖犣（２０μ犵／犽犵，犎）提取离子色谱图

犉犻犵４　犈狓狋狉犪犮狋犲犱犻狅狀狊犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犫犾犪狀犽犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（犌）犪狀犱狊狆犻犽犲犱犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（２０μ犵／犽犵，犎）

图５　空白肌肉样品（犐）及其添加犗犖犣（２０μ犵／犽犵，犑）提取离子色谱图

犉犻犵５　犈狓狋狉犪犮狋犲犱犻狅狀狊犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犫犾犪狀犽犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（犐）犪狀犱狊狆犻犽犲犱犿狌狊犮犾犲狊犪犿狆犾犲（２０μ犵／犽犵，犑）

　　ＤＭＺ和ＲＮＺ的２位代谢物均为羟甲基甲硝唑

（ＨＭＭＮＩ），ＨＭＭＮＩ的２位羟甲基和ＢＳＡ反应生

成的产物和ＲＮＺ的酰氨基与ＢＳＡ发生衍生化反应

生成的产物一样（图６），因此用这种方法不能将

ＨＭＭＮＩ和 ＲＮＺ分离开，但它们都属于非允许残

留药物，试验证明 ＨＭＭＮＩ和ＲＮＺ的衍生化产率

基本相同，所以用这种方法检测 ＨＭＭＮＩ的残留仍

是可行的。
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图６　犇犕犣和犚犖犣的代谢及衍生化产物

犉犻犵６　犕犲狋犪犫狅犾犻狊犪狋犻狅狀犪狀犱犱犲狉犻狏犪狋犻狊犪狋犻狅狀狅犳犇犕犣犪狀犱犚犖犣

３３　提取和净化

　　文献报道的萃取硝基咪唑类药物常用乙腈、乙

酸乙酯、二氯甲烷等有机溶剂。本试验选用极性较

低的二氯甲烷萃取，再经２次液液反萃，样品净化效

果很好，药物回收率和变异系数都可达到要求，且二

氯甲烷沸点低为３９．８℃，很容易旋转蒸发至干。

　　萃取过程加入无水硫酸钠可吸去组织中的部分

水分，使组织密度升高，离心时完全沉淀到试管底部，

容易萃取，并且硫酸钠的盐析作用可提高回收率。

　　硝基咪唑类药物是光敏物质，见光易分解，

Ｐｏｌｚｅｒ等
［１５］报道在室温时它们在生物基质中的降

解速度很快，并且大于此类药物对光的降解速度，因

此样品应在避光处快速处理。

３４　犇犕犛犗的作用

　　ＤＭＺ的蒸汽压较高，为７．４４×１０
－２Ｐａ，样品处

理后含药物的二氯甲烷溶液无论是真空旋转蒸发至

干还是氮气吹干，都将使溶剂挥发过程中ＤＭＺ损

失，损失量可达３０％以上。因此二氯甲烷蒸干时加

入２．５μＬ高沸点、具有较低的蒸汽压的ＤＭＳＯ降

低蒸汽压，防止ＤＭＺ挥发。

３５　灵敏度

　　本试验以外标法定量，检测限以空白样品在标

准品保留时间的基线噪音的３倍为依据，当组织样

品量为５ｇ时，ＤＭＺ、ＭＮＺ、ＯＮＺ的检测限为１．０

μｇ／ｋｇ，ＲＮＺ为０．２μｇ／ｋｇ，ＳＮＺ为０．５μｇ／ｋｇ，表明

该方法的检测限低，灵敏度高。
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