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摘要：建立了液相色谱 2串联质谱（;<2=. - =.）快速测定蜂蜜中甲硝唑、洛硝哒唑和二甲硝咪唑 ) 种 硝 基 咪 唑 类 药

物残留的分析方法。蜂蜜样品用水溶解后，直接 上 样 至 +4>5> ?;@ 固 相 萃 取 柱 净 化，依 次 用 水 和 甲 醇 2水 溶 液（# .
’，A - A）淋洗，用乙酸乙酯洗脱。洗 脱 液 经 浓 缩、溶 解、过 滤 后 进 行 ;<2=. - =. 检 测，外 标 法 定 量。在 添 加 水 平 为

"/ "& ( !/ " !B - CB 时，平均添加回收率为 *$/ $D ( %’/ *D，相对标准偏差（! 0 %）为 &/ !D ( ’/ ’D。甲 硝 唑 的 检 出 限

为 "/ # !B - CB，洛硝哒唑、二甲硝咪唑的检出限均为 "/ ! !B - CB。应用所建立的方法对出口蜂蜜样品进行了测定，结

果表明该方法操作简单、快速，结果准确、可靠，灵敏度 和 准 确 度 满 足 现 在 日 本 和 欧 盟 对 蜂 蜜 中 ) 种 硝 基 咪 唑 类 药

物残留量的检测要求。
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- - 硝 基 咪 唑 类 药 物 主 要 包 括 甲 硝 唑（ 3)OR"(2
584H"#)， =%K， <E.： ++) 2+% 2# ）、 洛 硝 哒 唑

（ R"(584H"#)，U%K，<E.：*$%# 2*$ 2*）和二甲硝咪唑

（853)OR584H"#)，*=K，<E.：&&# 2’! 2%）。其分子结

构式见图 #。它们的共同点是咪唑环上都有 & 2硝基

取代基，但每种药物的 %2# 位或 <2! 位上的取代基

不同。

- - 硝基咪唑类药物是抗菌素和抗原虫药，主要用

于治疗牛、猪和火鸡组织中滴虫病、锥虫病、贾弟鞭

毛虫和巴贝西虫病等。特别是 =%K，在兽医学上用

作抗锥虫病、抗滴虫病和抗阿米巴病药，也常用于治

疗人的滴虫病。研究表明，=%K 具有致癌作用并可
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图 !" # 种硝基咪唑类药物的分子结构式
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能具有致畸作用。由于结构上相似，其他硝基咪唑

类药物也能产生类似的作用。$% 世纪 &% 年代末以

来，美国已经禁止硝基咪唑类药物用于食用动物的

治 疗［’］。 欧 盟 在 其 理 事 会 指 令 (" 0 $# 0 12 和 12
$#)) 0 (% 中，也 将 硝 基 咪 唑 类 药 物 列 为 3 类 禁 用

药［$］。在随后颁 布 的 规 定 中，规 定 了 456 在 所 有

食物 产 品 中 的 最 大 残 留 限 量 为 ’% !7 0 87［#］，而

596 和 :96 均 不 得 被 检 出［*，+］。$%%" 年 + 月 #%
日，日本在食品检测中引入农业化学品残留物肯定

列表制度，其中特别提到有 ’+ 种农业化学品不得在

任何食品中检出，而上述 # 种硝基咪唑类药物均在

其中［"］。日本和 欧 盟 随 后 在 蜂 产 品 中 都 规 定 596
的最大残留限量为 %, ’ !7 0 87，:96 和 456 最大残

留限量 为 %, $ !7 0 87。我 国 农 业 部 在 ’((( 年 发 布

通告，禁止 硝 基 咪 唑 类 药 物 用 于 食 用 动 物 的 治 疗。

国家质量监督检验检疫总局 $%%$ 年发布的《 关于加

强出口蜂蜜 残 留 物 质 监 督 检 验 的 紧 急 通 知》中，将

596、:96 和 456 # 种 硝 基 咪 唑 类 药 物 列 入 严 格

检验的项目。

! ! 丁涛等［)］采用乙酸乙酯作为提取溶剂，浓缩后

直接用液相 色 谱!串 联 质 谱 法（ ;2!5< 0 5<）测 定 了

蜂蜜中 456、596、:96 残留，方法的检出限为 %, +
- ’, % !7 0 87。6=(> 等［&］同样用乙酸乙酯作为提取

溶剂，浓缩后用乙酸乙酯和正己烷溶解，过氨基柱，

高效 液 相 色 谱!紫 外 法 测 定 了 蜂 蜜 中 456、596、

:96、?96（ &*)*+",(-%，替 硝 唑 ）、@559A（ $ !
=B+’(CB$%&=B-!’!$%&=B-!+!)*&’(*$*+",(-%，456 的

主要 代 谢 物 ）残 留，方 法 的 检 出 限 为 ’, % - $, %
!7 0 87。目前，在日 常 检 验 工 作 中 我 们 采 用 的 是 国

家标准 分 析 方 法［(］，即 蜂 蜜 样 品 经 乙 酸 乙 酯 提 取

后，过 D3E1:DF94 2"’.(CB-*/ 3/*+ 固 相 萃 取 柱

净化，;2!5< 0 5< 测 定 蜂 蜜 中 596、:96、456 残

留，方法的检出限为 % # ’ - % # $ !7 0 87。

! ! 以上几种方法均采用乙酸乙酯作为提取溶剂对

蜂蜜中的硝基咪唑残留进行提取，在实际操作中，提

取和浓缩步骤占用和消耗了大量的分析时间和有机

溶剂。本文在以前研究的基础上，简化了样品的提

取步骤，方法的检出限同样达到 % # ’ - % # $ !7 0 87。

!" 实验部分

! $ !" 仪器与试剂

! ! #$%% G ?’"H 液相色 谱!串 联 质 谱 仪：配 有 电 喷

雾 离 子 源（ 美 国 3HH-*%+ D*(IBI&%$I 公 司 ）；

5"#$’% !## 漩 涡 混 合 器（ 美 国 ?=%’$(-B)% 公 司 ）；

E42!*% 低速离心 机（ 中 国 科 大 创 新 股 份 公 司 中 佳

分公司）；9!1J3K’’$ 氮吹仪（ 美国 F’7")($"&*()
3II(/*"&%I 公司）。

! ! 596、:96 和 456 标 准 品（ 纯 度&(&, +L，德

国 4’# 1=’%)I&(’M%) N$.@），甲醇、乙腈、乙酸乙酯

（ 色谱 纯，迪 马 公 司 ），纯 净 水 由 5*--*H(’% 公 司 的

5*--*!G 纯 水 系 统 制 得。F"I*I @;D 固 相 萃 取 柱

（+%% $7，" $;，美国 O"&%’I 公司）。

! $ $" 标准工作液的制备

! ! 596、:96 和 456 的标准储备液：准确称取适

量的 596、:96 和 456 标准品，分别用甲醇配成质

量浓度为 ’, % 7 0 ; 的标准储备液。储备液在低于 *
P条件下可保存 ’$ 个月。

! ! 596、:96 和 456 混合标准工作溶液 3 和 D：

根据需要吸取适量的 596、:96 和 456 标准储备

液混 合，用 甲 醇 稀 释 成 596 的 质 量 浓 度 为 ’, %
$7 0 ;、:96 和 456 的 质 量 浓 度 均 为 $, % $7 0 ; 的

混合标准工作溶液 3。再吸取适量的混合标准工作

溶液 3，用 甲 醇 稀 释 成 596 的 质 量 浓 度 为 %, %’%
$7 0 ;、:96 和 456 的 质 量 浓 度 均 为 %, %$% $7 0 ;
的混合标准工作溶液 D。混合标准工作溶液 3 和 D
在低于 * P条件下可保存 " 个月。

! ! 596、:96 和 456 混合基质标准工作溶液：根

据需要吸取适量的 596、:96 和 456 混合标准工

作溶液 3 和 D，用 空 白 样 品 提 取 液 稀 释 成 596 的

质量浓度分别为 %, $+、%, +%、’, %%、+, %% !7 0 ;，:96
和 456 的质量浓度分别为 %, +%、’, %%、$, %%、’%, %%
!7 0 ; 的混合基质标准工作溶液。混合基质标准工

作溶液现用现配。

! $ #" 样品前处理

! ! 称取 +, %% 7 试样，置于 +% $; 具塞玻璃离心管

中，加入 $+ $; 水，在 漩 涡 混 合 器 上 混 匀，于 # %%%
’ 0 $*) 转速下离心 + $*)。将 F"I*I @;D 柱依次用

+ $; 甲醇和 ’% $; 水预处理后，上接筒形漏斗，筒

·)(+·
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形漏斗口用脱脂棉塞住以防杂质通过。将样品溶液

倒入筒形漏 斗 中，控 制 样 液 以%# !" # !$% 的 流 速

通过 &’($( 固相萃取柱。用 $ !" 水洗涤离心管两

次，均 移 至 筒 形 漏 斗 中 过 柱。移 去 筒 形 漏 斗，再 用

%& !" 甲醇)水（%’ (，* # *）分两次洗 &’($( +", 柱，

弃去全部流出液。在 )$ -.’ 的压力下抽干 )& !$%。

之后用 %& !" 乙酸乙酯洗脱，收集洗脱液于 %$ !"
样品管中，用氮吹仪吹干。最后用 % !" 水溶解，过

&* !& !! 滤膜，滤液供 "/)01 # 01 测定。

! ! "# "#$%& ’ %& 条件

+ + 色 谱 柱：234’%3$( 5#（ %$& !! , !* % !!，#
!!），流动相：乙腈)&* %6 甲酸水 溶 液（# ’ -，* # *）；

流速：!&& !" # !$%；柱温：#& 7；进样量：!& !"。

+ + 离子源：电 喷 雾 离 子 源（819）；扫 描 方 式：正 离

子扫 描；检 测 方 式：多 反 应 监 测（0:0）；电 喷 雾 电

压：$ $&& ;；雾化 气 压 力：&* &)( 0.’；气 帘 气 压 力：

&* &)( 0.’；辅助气流速：) " # !$%；离子源温度：-&&
7；定性离子对、定量离子对、去簇电压和碰撞能量

见表 %。

表 !# $ 种硝基咪唑药物的 %& ’ %& 参数

()*+, !# %& ’ %& -).)/,0,.1 23 $ 450.2/56)72+,1

<=>?
@>’4$A$B’3$C%
$C%（! " #）

@>’%3$A$B’3$C%
$C%（! " #）

<DB4>(3D=$%?
EC3D%3$’4 # ;

/C44$($C%
D%D=?F # D;

0D3=C%$G’HC4D %-! I % # %!" I % %-! I % # %!" I % #& %(
%-! I % # "! I % #& #.

:C%$G’HC4D !&% I % # %.& I ! !&% I % # %.& I ! !) %.
!&% I % # %%& I % !) !&

<$!D3=$G’HC4D %.! I ! # () I % %.! I ! # () I % .& !!
%.! I ! # "% I ! .& .&

%# 结果与讨论

% ! !# 提取及净化条件的优化

+ + &’($( +", 固 相 萃 取 柱 填 充 了 以 聚 苯 乙 烯 # 二
乙烯苯为基质、含有亲水作用的吡咯烷酮基团的填

料，其表面同时具有亲水性和疏水性基团，从而对各

类极性和非极性化合物都具有一定的吸附作用。实

验发现，蜂蜜 样 品 用 水 溶 解 后，不 需 用 乙 酸 乙 酯 提

取，直接采用 &’($( +", 固相萃取柱对蜂蜜中的硝

基咪唑残留进行吸附和净化，净化效果同样可以满

足 "/)01 # 01 测定硝基咪唑残留的要求，方法的检

出限同样达到 & I % / & I ! !? # -?。

+ + 由于蜂蜜的种类不同，所含的糖分和花粉区别

很大，因此蜂蜜样品与水的体积比要恰当，并且在过

柱前需要离心，且筒形漏斗口需用脱脂棉塞住，以免

溶液过浓或花粉和其他杂质造成萃取柱堵塞，影响

蜂蜜溶液 通 过 固 相 萃 取 柱 的 速 度。 蜂 蜜 溶 液 过 柱

后，需要对萃取柱进行淋洗以去除杂质和干扰物。

+ + 本方法对淋洗剂和洗脱剂的类型和用量进行了

考察。在 . 个装有 !& !" 水的试管中分别添加 %&&
!" 质量 浓 度 为 &* % !? # " 的 # 种 硝 基 咪 唑 的 混 合

标准溶液，过已活化的 &’($( +", 固相萃取柱。分

别用 %& !" 甲 醇)水（$ ’ ($，* # *）、%& !" 甲 醇)水
（%&’ (&，* # *）、%& !" 甲 醇)水（!& ’ "&，* # *）和 %&
!" 甲醇)水（#& ’ -&，* # *）对固相萃取柱进行淋洗，

收集 淋 洗 液 并 对 其 进 行 "/)01 # 01 测 定。实 验 发

现，只在甲醇)水（#&’ -&，* # *）的淋洗液中检出少量

的 0JK，这说明低含量的甲醇水溶液是很好的淋洗

剂。经过对各种不同品质的蜂蜜进行试验，本方法

最终采用 %& !" 水 和 %& !" 甲 醇)水 溶 液（%& ’ (&，

* # *）依次对 萃 取 柱 进 行 淋 洗 以 除 去 糖 分 和 水 溶 性

杂质。对比了以甲醇和乙酸乙酯为洗脱剂的洗脱效

果。实验选用颜色较深、干扰较多的荞麦蜜进行试

验。在 ! 个离心管中分别称量 $* && ? 荞麦蜜，均添

加 %&& !" 质量浓度为 &* % !? # " 的 # 种硝基咪唑的

混合标准溶液。上柱后，依次用 %& !" 水和 %& !"
甲醇)水溶 液（%& ’ (&，* # *）洗 脱 柱 后，抽 干，&’($(
+", 固相萃 取 柱 的 颜 色 仍 呈 现 棕 色。然 后 分 别 用

%& !" 甲醇和 %& !" 乙酸乙酯洗脱。实验发现，用

甲醇洗脱，柱中的棕色被洗脱下来，用氮气吹干后，

试管中的颜色较为明显；而用乙酸乙酯洗脱下来的

颜色很少，用氮气吹干后，试管中的颜色较浅。两者

分别用 % !" 水 溶 解 并 过 滤 膜 后，对 滤 液 进 行 "/)
01 # 01 测定，结果发现，以乙酸乙酯作洗脱剂时测

定的干扰较少。另外，对乙酸乙酯的用量也进行了

考察。先用 $ !" 洗脱剂洗脱，收集洗脱液；再分别

用两个 $ !" 洗脱剂洗脱，收集洗脱液。实验发现，

在第二个 $ !" 洗脱液中只检出少量的 # 种硝基咪

唑类药物。故本 文 最 终 确 定 用 %& !" 乙 酸 乙 酯 洗

脱萃取柱。

% ! %# "#$%& ’ %& 条件的优化

+ + 01 条件的优化采用注射泵直接进样方式，以 $
!" # !$% 流速 将 0JK、:JK、<0K 标 准 溶 液 分 别 注

入离子源中，在正离子检测方式下进行一级质谱分

析，得到每种硝基咪唑类药物的分子离子峰；对分子

离子峰进行二级质谱分析（ 子离子扫描），得到碎片

离子信息，获得二级质谱图。然后对去簇电压（<.）

和碰撞能量（/8）进行优化，使分子离子与特征碎片

离子对强度达到最佳。将质谱仪与液相色谱联机，

优化雾化气、气帘气、辅助加热气、离子源温度和电

喷雾电压等参数，使每种硝基咪唑类药物离子化效

率达到最佳。经 过 优 化，0JK 和 <0K 选 择 的 两 个

·"($·



! 第 " 期 刘永明，等：液相色谱!串联质谱法快速测定蜂蜜中 # 种硝基咪唑类药物残留

离子对的灵敏度较高，定性结果的判定依据保留时

间和两个离子对之间的比值；而 "#$ 的二级质谱图

只有一个离子对 ! " # $%&’ & % &(%’ $ 的灵敏度较高，

定性离子对 ! " # $%&’ & % &&%’ & 的信噪比较低，对于

低浓度如检出限水平的 "#$ 的确证 主 要 依 据 保 留

时间和离子对 ! " # $%&’ & % &(%’ $。

! ! "# 线性关系和检出限

! ! 由于蜂蜜基质对 # 种硝基咪唑类药物的测定有

基质减弱效应，对于它们的定量测定和线性范围的

确定，需要采用基质匹配标准曲线进行校正。根据

每种硝基咪唑类药物的灵敏度，用蜂蜜样品的空白

溶液配成一系列基质标准工作溶液，在选定的色谱

条件和质谱条件下进行测定，进样量 $% !&，以峰面

积（$）对基质标准工作溶液中被测组分的质量浓度

%（!’ % &）作 图，其 线 性 范 围、线 性 方 程 和 线 性 相 关

系数见表 $。

表 !# " 种硝基咪唑类药物的线性范围、线性方程和相关系数

"#$%& !# ’()&#* *#)+&,，%()&#* &-.#/(0),，10**&%#/(0)
10&22(1(&)/, 02 " )(/*03(4#50%&,

()*’
&+,-.)

).,’- % ,’
&+,-.) -/*.0+1,

21))-3.0+1,
41-55+4+-,0

6-0)1,+7.813- % 9 %%) * % 9 & $ + ",,%% - ($( % 9 ....
"1,+7.813- % 9 %&% * % 9 $ $ + ##/%% - "(( % 9 ...(
(+:-0)+7.813- % 9 %&% * % 9 $ $ + ,&)%% - #(& % 9 ....

! $：;-.< .)-.；%：:.== 41,4-,0).0+1,，!’ % &9

图 !# 蜂蜜基质中检出限水平的 " 种硝基咪唑类

药物在 676 检测模式下的色谱图

8(+! !# 9:*03#/0+*#3 02 " )(/*03(4#50%&, #/ /:&
10)1&)/*#/(0) 02 %(3(/, 02 4&/&1/(0) ()
:0)&; 3#/*(< () 676 304&

! >-.<=：& 9 :-0)1,+7.813-；$ 9 )1,+7.813-；# 9 7+:-0)+7.813-9

! ! 根据最终样液所代表的试样量、定容体积、进样

量和进行测定时所受的干扰情况，以信噪比大 于 )
为原则，确定 6#$ 的检出限为 %’ & !’ % <’，"#$ 和

(6$ 的 检 出 限 均 为 %’ $ !’ % <’。蜂 蜜 基 质 中 检 出

限水平的 # 种硝基咪唑在 6"6 检测模式下的色谱

图见图 $。

! ! $# 精密度和回收率

! ! 用不含 6#$、"#$ 和 (6$ 的洋槐蜂蜜样品进

行添加回收和精密度试验。样品中添加不同浓度水

平的标准溶液后，摇匀，按所建立的方法进行处理和

测定，方法的 回 收 率 和 精 密 度 见 表 #。从 表 # 中 的

数据可以看出，回收率和相对标准偏差（"?(）均在

国际食品法典农药残留委员会规定的良好实验室规

范导则［&%］的要求范围内。

表 "# " 种硝基咪唑类药物的添加回收率和精密度（7=>）（! % &）

"#$%& "# =?(@&4 *&10A&*(&, #)4 ?*&1(,(0),（7=>）

02 " )(/*03(4#50%&,（! % &）

()*’ @77-7 %（!’ % <’） "-41A-)B % C "?( % C
6-0)1,+7.813- % 9 %) /( 9 " , 9 $

% 9 &% /# 9 & ) 9 $
% 9 $% ," 9 " " 9 "
& 9 %% ,/ 9 " . 9 (

"1,+7.813- % 9 &% /& 9 ) . 9 .
% 9 $% /) 9 " / 9 .
% 9 (% /( 9 , . 9 "
$ 9 %% /" 9 # . 9 /

(+:-0)+7.813- % 9 &% /. 9 , / 9 "
% 9 $% /, 9 & / 9 )
% 9 (% /% 9 " ) 9 /
$ 9 %% /$ 9 $ " 9 #

! ! 采用本方法与国标方法对不同浓度水平的蜂蜜

阳性样品进行对比实验，从获得的实验结果分析，两

种检验方法测定的结果无明显的差别。

"# 结论

! ! 本文建立 了 液 相 色 谱!串 联 质 谱 法 快 速 测 定 蜂

蜜中 # 种硝基咪唑药物残留的分析方法。该方法在

简化了传统的操作程序的同时，降低了成本，减少了

有机溶剂对环境的污染，实验更加快速、简单，结果

准确、可靠，适用于实验室日常大批量样品的检测。

由于未购买到硝基咪唑同位素标记物，所以本方法

采用外标法进行定量测定。在有合适的内标物的条

件下，我们将开展内标法定量的研究。
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