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实验技术与方法
超高效液相色谱-串联质谱法测定鸡肉和鸡蛋中氯霉素和甲硝唑

徐飞#刘峰#张亚军#关光玉
!宁夏回族自治区疾病预防控制中心"宁夏 银川’&*""",#

摘’要!目的’建立超高效液相色谱-串联质谱法检测鸡肉和鸡蛋中的氯霉素和甲硝唑$ 方法’鸡肉和鸡蛋样品

经乙腈沉淀蛋白#乙酸乙酯和乙腈同时提取#W>G=Gh?f柱净化#以乙腈-水为流动相#采用 +?eXUK8JRT?(%
*!.( IIc("" II#(.& !I+色谱柱分离#分别以电喷雾负离子和正离子模式进行质谱测定#内标法定量$ 结果’

分别以鸡肉和鸡蛋为加标基质#三个加标水平下氯霉素和甲硝唑的平均回收率为 /$.#\ p((".*\#相对标准偏差

小于 &."\#氯霉素和甲硝唑的检出限*-MS‘#+为 ".( !;0H;#定量限*-MS‘("+为 ".# !;0H;$ 结论’该方法操作

快速简单(重现性好#可用于鸡肉和鸡蛋中氯霉素和甲硝唑的含量测定$

关键词!超高效液相色谱-串联质谱) 鸡肉) 鸡蛋) 氯霉素) 甲硝唑) 食品污染物) 兽药残留) 食品安全

中图分类号!)(**’’文献标识码!+’’文章编号!("",-%,*$"!"($#"$-"&*/-",
!"#$(".(#*/"01231452!"($."$."(*

=1-+’’5%5.,+*1%+)*)3:62).1,-65*+:)21*’,5%.)*+’1K)25+*:6+:A5*1*’500
9( &2%.1 -5.3).,1*:52+7&+’:6.),1%)0.1-6(L%1*’5,,1444-5:%.),5%.(

fX6B=% YUX6B:;% T̂+7[8>-1N:% [X+7[N>:;-FN
"K5B7=:;<=>TN=+N@9:9I9NG)B;=9: ?B:@BC49CZ=GB>GB?9:@C9A>:D lCBMB:@=9:%

7=:;<=>8=:35N>: &*""",% ?5=:>#

894%.1:%$ "9;5:%+/5’K9DBMBA9L >C>L=D IB@59D 49CDB@BCI=:>@=9: 9435A9C>IL5B:=39A>:D IB@C9:=D>]9AB=: 35=3HB: >:D
B;;QFNA@C>LBC49CI>:3BA=ON=D 35C9I>@9;C>L5F-@>:DBI I>GGGLB3@C9IB@CF"XlY?-hE0hE # >:D LC9M=DB>:>AF@=3>A

IB@59D9A9;F49C35=3HB: >:D B;;=: 7=:;<=>2<5%6)’4’ E>ILABG9435=3HB: >:D B;;GPBCBLC9@B=: LCB3=L=@>@BD P=@5

>3B@9:=@C=AB% @5B: B<@C>3@BD QFB@5FA>3B@>@B>:D >3B@9:=@C=AB% >:D 3AB>:BD NL QFW>G=Gh?f39ANI:2?5A9C>IL5B:=39A>:D

IB@C9:=D>]9ABPBCBGBL>C>@BD 9: +?eXUK8JRT?(% 35C9I>@9;C>L5=339ANI: "!.( IIc("" II% (.& !I# P=@5 I9Q=AB

L5>GB94>3B@9:=@C=AB-P>@BC9: ;C>D=B:@BAN@=9:% @5B: DB@BCI=:BD >:D ON>:@=4=BD QFI>GGGLB3@C9IB@CF2=54&2%4’+MBC>;B

CB39MBC=BG9435A9C>IL5B:=39A>:D IB@C9:=D>]9AB>@@5CBBGL=HBD ABMBAGPBCB/$.#\-((".*\ P=@5 CBA>@=MBG@>:D>CD

DBM=>@=9:GABGG@5>: &."\2K5BA=I=@94DB@B3@=9: "YWZ# >:D A=I=@94ON>:@=4=3>@=9: "YWe# 49CQ9@5 35A9C>IL5B:=39A>:D

IB@C9:=D>]9ABPBCB".( !;0H;>:D ".# !;0H;2>)*:2&4+)*’K5BIB@59D P>G>33NC>@B% CBA=>QAB% >:D 39NAD QBNGBD >G>

ON>A=@F39:@C9AIB@59D 49C35A9C>IL5B:=39A>:D IB@C9:=D>]9AB=: 35=3HB: >:D B;;2

?5( @).’4$ XA@C>LBC49CI>:3BA=ON=D 35C9I>@9;C>L5F-@>:DBI I>GGGLB3@C9IB@CF& 35=3HB:& B;;& 35A9C>IL5B:=39A&

IB@C9:=D>]9AB& 499D 39:@>I=:>:@& CBG=DNB94MB@BC=:>CFDCN;& 499D G>4B@F

收稿日期!!"($-"/-"&

基金项目!宁夏自然科学基金资助项目& 7̂ (,!!$’

作者简介!徐飞’男’检验师’研究方向为食品安全与农药残留分析

R-I>=A’AB:;FNB"*!,S($#239I

’’食品安全是人类社会中与人体健康密切相关
的安全性问题+ 食品化学性污染来源极其复杂%种
类繁多%包括加工过程中使用的食品添加剂,包装
材料以及在农牧业和水产养殖业上使用的农药,化
肥,兽药,饲料添加剂等+ 兽药残留分析是食品安
全研究的重要领域之一+ 长期食用兽药残留过高
的动物源性食品会引起人体的多种急慢性中毒,变
态反应及具有三致 "致癌,致畸和致突变 # 可能

性 /(-!0 + 因此%必须加强监督控制兽药的滥用和保
障动物源性食品的质量+ 氯霉素属于酰胺醇类广
谱抗生素%由于其价格低廉%常用于畜禽及水产品
的疾病预防和治疗%但对人有严重副作用%可导致
再生障碍性贫血等症 /(%#-,0 + 甲硝唑属于硝基咪唑
类药物%为近年来治疗阿米巴肠病及阿米巴肝病的
首选药物+ 体内外毒理学试验证实%硝基咪唑类具
有致癌,致畸和致突变等作用 /(%*0 + 我国和日本,美
国和欧盟等大多数国家禁止在动物源性食品中添
加氯霉素和甲硝唑等药物 /$0 + 目前%氯霉素和甲硝
唑的测定方法主要为液相色谱-串联质谱"Y?-hE0
hE#法和气相色谱-质谱 "[?-hE#法等 /,-*%&-/0 %而采
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用 Y?-hE0hE 法同时测定食品中的氯霉素和甲硝
唑的文献报道较少 //0 + 因此%本文建立了超高效液
相色谱-串联质谱"XlY?-hE0hE#法测定氯霉素和
甲硝唑%为宁夏地区食品中氯霉素和甲硝唑残留的
分析和确证工作提供了参考方法%同时也为提高液
质联用操作能力提供了技术保障+

(’材料与方法
(.(’材料
(.(.(’样品

鸡肉和鸡蛋样品各 #" 份均为 !"($ 年宁夏回族
自治区食品风险监测项目抽检样品%采样过程符合
国家标准要求+ 样品取回后%经均质仪均质后%
d!" q下避光保存备用+
(.(.!’主要仪器与试剂

fBM9Ke-E 三重四级杆质谱系统,W>G=Gh?f强
阳离子交换固相萃取柱 "# IA0$" I;#均购自美国
_>@BCG%J-,"" 均质仪"瑞士 JN35=#%7-Rs+l氮吹仪
"美国 WC;>:9I>@=9:#%#-#"g台式冷冻离心机%漩涡
混合器%试验用超纯水均为 h=AA=-e超纯水仪制备%
[Z0f7FA9: 多层针头式滤器"".! !I#+

甲醇和乙腈均为色谱纯,氯化钠等其他试剂均
为国产优级纯%氯霉素固体标准品 "*$-&*-&%纯度
/%.*\#和甲硝唑-D, 固体氘代内标"(!$(#/!-,&-*%

纯度 /%.*\#均购自德国 ZC2R5CB:G9C4BC%甲硝唑固
体标准品",,#-,%-(%纯度#/%."\#和氯霉素-D* 固
体氘代内标和 ",(&!,-(h[%纯度#/%."\#均购自
美国 E=;I>+
(.!’方法
(.!.(’标准溶液的配制

单一标准储备液$分别称取 ("." I;氯霉素和
甲硝唑标准物质于 (" IA容量瓶中%用甲醇稀释至
刻度线%即得%标准储备液的浓度为 (." I;0IA+ 避
光保存于 d!" q冰箱中%可使用 $ 个月+

混合标准中间液$分别吸取单一标准储备液
("" !A于同一 (" IA容量瓶中%用甲醇稀释至刻度
线%即得%各组分浓度为 ("." !;0IA+ 避光保存于
d!" q冰箱中%可使用 # 个月+
混合标准工作液$吸取混合标准中间液 ("" !A

于 (" IA容量瓶中%用初始流动相稀释至刻度线%即
得%各组分浓度为 (""." :;0IA+ 现用现配+

单一内标储备液$分别称取 (." I;氯霉素-D* 和
("." I;甲硝唑-D, 于 (" IA容量瓶中%用甲醇稀释至
刻度线%即得%浓度分别为 (""." !;0IA和 (." I;0IA+
避光保存于 d!" q冰箱中%可使用 $ 个月+

混合内标中间液$分别吸取氯霉素-D* 和甲硝

唑-D, 内标储备液 ("" !A和 (" !A于同一 (" IA容量
瓶中%用甲醇稀释至刻度线%即得%各组分浓度为
(." !;0IA+ 避光保存于 d!" q 冰箱中% 可使
用 # 个月+

混合内标工作液$吸取混合内标中间液 #"" !A
于 (" IA容量瓶中%用初始流动相稀释至刻度线%即
得%各组分浓度为 #"." :;0IA+ 现用现配+
(.!.!’提取净化

称取 *." ;鸡肉"精确至 "."( ;#于 *" IA聚四
氟乙烯具塞离心管中%依次加入 ("" !A混合内标工
作液"#"." :;0IA#和 * IA,\氯化钠溶液%充分匀
浆后%再加入 * IA乙腈%涡旋混匀%超声提取
(" I=:+ 取出后%加入 (" IA乙酸乙酯%振荡提取
* I=:% d, q (! """ C0I=: 离心 * I=:%取上层有机
相待净化+

h?f小柱%使用前依次用 # IA甲醇和 # IA乙
酸乙酯活化%取 *." IA上层有机相于柱中"重力过
柱#%用 (" IA试管收集%待过柱完成后%用 ! IA乙
酸乙酯淋洗%压干%得洗脱液 (&再用 ! IA甲醇淋洗
小柱%压干后%用 # IA*\氨化甲醇洗脱%收集于另
一 (" IA试管中%压干%得洗脱液 !+ 分别将洗脱液
( 和洗脱液 ! 置于氮吹仪上%*" q下吹干%最后用
("\甲醇-水溶液定容至 ( IA%涡旋 #" G%采用
".! !I[Z0f7FA9: 多层针头式滤器过滤到进样小
瓶中%供 XlY?-hE0hE 检测+
(.!.#’空白基质提取液的制备

分别称取与待测样品基质相同且不含待测成
分的样品%不加入氘代内标%按 (.!.! 的方法制备空
白基质提取液+
(.!.,’仪器条件

色谱条件$ 色谱柱为 +?eXUK8 JRT ?(% 柱
"!.( IIc("" II%(.& !I#%柱温 ," q%样品室温
度 !" q%流速 ".# IA0I=:%进样体积 *." !A%流动相
+为乙腈,流动相 J为超纯水+ 梯度洗脱程序见
表 (+

表 (’以乙腈-水为流动相的梯度洗脱程序
K>QAB(’+3B@9:=@C=AB-P>@BC9: ;C>D=B:@BAN@=9:

时间0I=: +0\ J0\
"." (" /"
".* (" /"
!." /" ("
#." /" ("
#.* (" /"
*." (" /"

’’质谱条件$离子源为电喷雾离子源"REU#%扫描
方式为负离子扫描 "REU-#或正离子扫描 "REUk#%
检测方式为多反应监测 "h)h#% 毛细管电压
#." Hs%离子源温度 (*" q%脱溶剂气温度 *"" q%
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脱溶剂气流量 ( """ Y05%碰撞气为高纯氩气
(*" Y05%其余使用气体均为氮气发生器产生+ 氯霉
素和甲硝唑及其氘代内标的 h)h检测的相关质谱
参数见表 !+

表 !’氯霉素和甲硝唑及其氘代内标的质谱采集参数
K>QAB!’h>GGL>C>IB@BCG49C35A9C>IL5B:=39A% IB@C9:=D>]9AB

>:D =:@BC:>AG@>:D>CDG>:>AFG=G

物质名称
母离子
0";Mb#

子离子
0";Mb#

锥孔电压
0s

碰撞能量
0s

保留时间
0I=:

氯霉素 #!(." (*!."% %!*&." #"%#" (%%(! !.!!

甲硝唑 (&!.( (!%.(% %%!.( #!%#! (,%!! (.&%
氯霉素-D* #!$.( (*&." #" !! !.!!
甲硝唑-D, (&$.! (!%.( #$ (, (.&&

注$%为定量离子

!’结果与分析
!.(’样品前处理

从样品中提取氯霉素和甲硝唑等主要使用乙
腈和乙酸乙酯等溶剂+ *." ;样品先加入 ,\氯化
钠溶液匀浆%再加入 * IA乙腈来沉淀蛋白和提取%
最后用 (" IA乙酸乙酯充分提取目标物+ 经试验证
明%乙腈不仅具有沉淀蛋白的作用%而且与乙酸乙
酯的同时使用解决了单一有机溶剂提取不充分等
问题+ 本试验采用 W>G=Gh?f柱净化和富集目标
物+ h?f是一款以聚合物为基质%键合同时具有反
相和强阳离子交换两种性质基团的混合型固相萃
取小柱+ 样品经提取和离心后的上层有机相直接
通过 h?f小柱后%氯霉素不被固定相吸附%并留在
样液中&部分杂质和甲硝唑被吸附在固定相上%通
过甲醇淋洗除去杂质%*\氨化甲醇洗脱得到甲硝
唑+ 洗脱液吹干定容后仍然存在很多油脂和蛋白
质等固体杂质%需要过滤除杂才能上机检测+ 普通
滤头在过滤过程中会出现堵塞滤膜%增大操作压力
和易爆裂等问题+ 有试验指出采用正己烷萃取后
过滤%效果不明显%且费时费力 /*0 + 另外%残留的正
己烷也会污染色谱柱和质谱进样系统+ 本试验采
用 _5>@I>: [Z0f7FA9: 多层针头式滤器进行过
滤+ 该滤头专门为处理高颗粒含量,粘稠及浑浊的
样品设计%有效去除杂质的同时实现很小的操作压
力并有很好的流速%实现更低溶出本底,样品吸附
量和最高的样品得率%大大提高了试验的效率+
!.!’色谱和质谱条件的优化

选择 _>@BCG+?eXUK8 JRT ?(% " !.( II c
("" II%(.& !I#作为分析柱%比较了甲醇-水和乙
腈-水两个分离体系的效果%发现乙腈-水的分离效
果,峰形和灵敏度较好+ 由于氯霉素和甲硝唑使用
不同的 REU模式%加入酸或碱均会影响彼此的电离
效果+ 综合考虑%本试验不加入酸,碱和缓冲盐+

氯霉素分子式为 ?(( T(! ?A!7!W*%分子量为 #!!."+
氯霉素由于含有氯等电负性基团%故选择在电喷雾
负离子模式下测定%先在 hE( E3>: 模式中获得的准

分子离子/h-T0 d%;Mb#!!."%随后采用 U:@BAA=G@>C@
模式%自动获得 ;Mb!*&.""/h-T-T?W?A0 d#和 ;Mb
(*!." 两个强度较大的子离子+ 甲硝唑分子式为
?$T/7#W#%分子量 (&(.(+ 选择在电喷雾正离子模
式下测定%先在 hE( E3>: 模式中获得的准分子离子
/hkT0 k%;Mb(&!.(%随后采用 U:@BAA=G@>C@模式%自
动获得 ;Mb(!%.("/hkT-?T! ‘?TWT0

k#和 ;Mb
%!.( 两个强度较大的子离子+ 以上化合物的两个
子离子的最佳锥孔电压和碰撞能量均由 U:@BAA=G@>C@
模式自动优化得到+ 驻留时间在 h)h模式下选择
自动调整+
!.#’标准曲线和相关系数

用空白基质提取液配制系列浓度的标准溶液%
氯霉素和甲硝唑浓度为 ".!*,".*,(.",!.*,*." 和
("." :;0IA%其中氯霉素-D* 和甲硝唑-D, 氘代内标
的浓度均为 (." :;0IA%按浓度从低到高依次测定%
以目标组分峰面积与相应内标峰面积的比值为纵
坐标%以标准工作液的浓度" :;0IA#为横坐标%进行
线性回归%绘制工作曲线%采用内标法定量+ 方法
检出限"YWZ#和定量限 "YWe#分别以最低加标浓
度样品中被分析物质的定性离子 -MS‘# 和 -MS‘
(" 计算所得+ 当取样量为 *." ;时%氯霉素和甲硝
唑的 YWZ为 ".( !;0H;%YWe为 ".# !;0H;+ 结果见
表 #+

表 #’氯霉素和甲硝唑测定的线性回归方程,检测限

和定量限

K>QAB#’)B;CBGG=9: BON>@=9:G%A=I=@G94DB@BCI=:>@=9: >:D A=I=@G

94ON>:@=4=3>@=9: 9435A9C>IL5B:=39A>:D IB@C9:=D>]9AB

分析物 回归方程
相关系
数 .!

YWZ
0"!;0H;#

YWe
0"!;0H;#

氯霉素 6‘(./#!,9d"."&,/ ".//% (

甲硝唑 6‘".&&"*9d"."!*& "./// (
".( ".#

!.,’方法的回收率及精密度
分别取鸡肉和鸡蛋空白样品%进行加标试验%

设定 ".#,".$ 和 #." !;0H;三个加标水平%每个条
件平行处理 $ 次%上机测定+ 结果表明%以鸡肉为基
质的回收率分别为 ("%.$\,/$.#\和 //.(\%A-@
分别为 *.#\,$.*\和 $.(\&以鸡蛋为基质的回收
率分别为 ((".*\,/%.*\和 //.(\%A-@分别为
*.$\,*.!\和 $.%\+ 图 ( 为鸡肉样品加标的
XlY?-hE0hE 谱图+
!.*’实际样品的检测

用本方法对 !"($ 年宁夏回族自治区食品风险
监测项目抽检的 #" 份鸡肉样品和 #" 份鸡蛋样品进
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图 (’鸡肉样品加标"#." !;0H;#的 XlY?-hE0hE 谱图
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行了检测+ 结果表明%#" 份鸡肉样品中氯霉素和甲
硝唑的含量均低于本法 YWZ"".( !;0H;#&#" 份鸡
蛋样品中%! 份样品检出甲硝唑%含量分别为 ".# 和
".$ !;0H;%其余 !% 份样品中甲硝唑含量低于本法
YWZ"".( !;0H;#+

#’小结
本试验采用乙腈沉淀蛋白%乙酸乙酯提取%采

用 h?f柱净化%XlY?-hE0hE 法直接测定了宁夏市
售鸡肉和鸡蛋中氯霉素和甲硝唑的含量+ 本方法
快速简便,灵敏度高,重现性好%且回收率和精密度
符合检测要求%对于加强宁夏地区该项目的监测工
作具有重要意义+
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