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ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅａｎｄｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅｉｎｆｅｅｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｆｅｅｄ；ｃｏｎｔｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ；ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ；ｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－

ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

　　硝基咪唑类药物（ｎｉｔｒｏｍｉｄａｚｏｌｅｓ）是一类广泛

应用的人工合成的具有５－硝基咪唑基本结构的抗

菌、抗原虫药物，甲硝唑（ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ）和二甲硝咪

唑（ｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅ）为硝基咪唑类药物的两种，对原

虫及各种厌氧细菌具有显著抑制作用，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。然而，甲硝唑和二甲硝咪唑对人体有多种毒副

作用，尤其是具有致突变和致癌性。欧盟在

９６／２３／ＥＣ欧盟理事会指令及 ＥＣ２３７７／９０［１］中将其

列入Ａ类禁用药，日本也将二甲硝咪唑列入肯定列

表制度，属于１５种农业化学品中的一种，不得在任

何食品中检出。为防止二甲硝咪唑等致癌药物在

食源性动物残留对人体健康产生危害，我国也于

２００２年禁用了该类药物［２］。甲硝唑和二甲硝咪唑

的检测方法有气相色谱法［３－４］、气相色谱 －质谱

法［５－６］、液相色谱法［７－１１］以及液相色谱－串联质谱

法［１２－１７］，气相色谱和气相色谱 －质谱法的缺点是

需要衍生化，液相色谱法的选择性和灵敏度较差，

具有高特异性和灵敏度的液相色谱 －质谱法是目

前检测硝基咪唑类药物含量的首选方法。由于监

管的滞后和经济利益的驱使，硝基咪唑类药物经常

被用于动物饲料和动物疫病防治过程，因此建立饲

料中甲硝唑和二甲硝咪唑含量的分析方法，增加了

检验检疫行政执法的手段。饲料成分复杂，尤其是

预混料，粉尘颗粒较多，若净化效果不好将严重影

响结果的判断，本文应用液相色谱－串联质谱法同

时检测饲料中的甲硝唑和二甲硝咪唑药物，该方法

具有快速高效、高通量、高灵敏度等特点，为从源头

上对动物饲料的监控提供了技术支持。

１　材料与方法

１．１　仪器和试剂　高效液相色谱－高分辨质谱联

用仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０－６４６０（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司），配电

喷雾离子源（ＥＳＩ）；离心机：５８１０Ｒ型（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司）；氮吹仪：Ｎ－ＥＶＡＰ（ＯｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎＡｓｓｏｃｉａｔｅｓ公

司）；纯水机：Ｍｉｌｌｉ－Ｑ（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；万分

之一天平（ＭｅｔｔｌｅｒＡＥ１６３）；振荡器（ＩＫＡＭＳ１）；

５ｍＬ一次性注射器；０．２２μｍ针头过滤器；混合型

阳离子交换柱：６０ｍｇ／３ｍＬ（Ａｇｅｌａ公司）。

甲硝唑、二甲硝咪唑和氘代二甲硝咪唑标准品

均购于德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司。甲醇、乙酸乙

酯、乙腈和甲酸均为色谱纯，美国 Ｂｉｏｐｕｒｅ公司；盐

酸和氨水为分析纯，天津科密欧公司。

标准溶液：分别配制甲硝唑、二甲硝咪唑和氘

代二甲硝咪唑终浓度浓度均为１００ｎｇ／ｍＬ的标准

溶液，于 ０～４℃冰箱中保存。定容液：取 ８０ｍＬ

０．１％ 的甲酸水（Ｖ／Ｖ），与２０ｍＬ乙腈混匀。

１．２　样品处理　称取５．０ｇ（预混合饲料２．０ｇ）样

品，置于５０ｍＬ聚丙烯离心管中，加入内标工作溶

液１００μＬ（预混合饲料加４０μＬ），加入１５ｍＬ乙酸

乙酯均质提取１ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将上

清液转入５０ｍＬ聚丙烯离心管，残渣再次用１５ｍＬ

乙酸乙酯涡混重复提取，合并提取液，氮气吹干，用

０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸 ２５ｍＬ溶解，滤纸过滤。依次用

３ｍＬ甲醇、３ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸活化阳离子交换柱，

将上述溶解液全部过柱，依次用５ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ盐

酸，５ｍＬ甲醇淋洗，６ｍＬ洗脱溶液洗脱并收集，在

４０℃水浴上氮气吹干，用１ｍＬ初始流动相溶液涡旋

溶解，过０．２２μｍ滤膜，供质谱测定。

１．３　液相色谱串联质谱条件

１．３．１　液相色谱条件　色谱柱：ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８

（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，１．８μｍ）；流动相 Ａ：甲酸水

（１：９９９，Ｖ／Ｖ）溶液；流动相 Ｂ：乙腈；梯度洗脱程

序：０ｍｉｎ２０％流动相 Ｂ；３．０ｍｉｎ４０％流动相 Ｂ；

４．０ｍｉｎ９０％流动相 Ｂ；４．１ｍｉｎ２０％流动相 Ｂ；

６．０ｍｉｎ２０％流动相 Ｂ。进样体积 ２０μＬ。柱温

４０℃；流速０．４ｍＬ／ｍｉｎ。
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１．３．２　质谱条件　大气压电喷雾电离源（ＥＳＩ），正

离子电离模式；干燥气：１０Ｌ／ｍｉｎ；干燥温度：

３５０℃；喷雾气：４５ｐｓｉ；电子倍增器电压：４００Ｖ；毛

细管电 压：４０００Ｖ；雾 化 气 压 力：２７５．８ｋＰａ

（４０ｐｓｉ）；多反应监测模式（ＭＲＭ）；甲硝唑和二甲

硝咪唑的部分质谱参数见表１。

表１　甲硝唑和二甲硝咪唑的部分质谱参数
序号 化合物 母离子（ｍ／ｚ） 子离子（ｍ／ｚ） 保留时间／ｍｉｎ 毛细管电压／Ｖ 碰撞能量／Ｖ

１ 二甲硝咪唑 １４２
９６

８１
２．２

１２０ ２５

１２０ ３０

２ 甲硝唑 １７２
８２

１２８
１．７

７０ ２０

７０ １０

３ 氘代二甲硝咪唑 １４５ ９９ ２．１ ８０ ２５

定量离子

２　结果与分析
２．１　线性关系、检出限与定量下限　对两种目标
分析物质量浓度在０．２０～５０μｇ／Ｌ之间的系列混
合标准溶液进行测定，以各化合物定量离子与内标

校正离子峰面积之比的平均值（Ｙ）对其质量浓度
（Ｘ，μｇ／Ｌ）绘制标准曲线，其相关系数（ｒ）均大于
０．９９７。在饲料中添加系列浓度的混合标准物质，以

信噪比（Ｓ／Ｎ）为３作为方法的检出限（ＬＯＤ），以信
噪比（Ｓ／Ｎ）为１０作为方法的定量下限（ＬＯＱ），甲
硝唑和二甲硝咪唑的 ＬＯＤ为０．２０μｇ／ｋｇ，ＬＯＱ分
别为０．５０μｇ／ｋｇ。两种目标分析物的提取离子流
图见图１，回归方程、相关系数、线性范围、检出限和
定量下限见表２。

图１　混合标准溶液（０．５μｇ／Ｌ）中甲硝唑和二甲硝咪唑的多反应监测色谱图

表２　甲硝唑和二甲硝咪唑的线性方程、相关系数、线性范围、检出限与定量下限（ｎ＝６）
化合物 回归方程 相关系数（ｒ） 线性范围／（μｇ·Ｌ－１） 检出限／（μｇ·ｋｇ－１） 定量下限／（μｇ·ｋｇ－１）

甲硝唑 Ｙ＝０．３３５３６５Ｘ＋０．１３７１７２ ０．９９７９ ０．２０～５０．０ ０．２０ ０．５０

二甲硝咪唑 Ｙ＝０．４８６１０２Ｘ－０．４８４５ ０．９９８３ ０．２０～５０．０ ０．２０ ０．５０
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２．２　准确度与精密度　在牛预混料空白样品中添
加甲硝唑和二甲硝咪唑定量下限１倍、２倍、１０倍３
个水平的混合标准物质进行加标回收实验。以回

收率结果表示方法准确度，回收率的相对标准偏差

（ＲＳＤ）表示方法的精密度，每个水平平行测定６个

样品，测定结果见表３。结果显示，甲硝唑和二甲硝
咪唑在 ３个加标水平下的平均回收率分别为
９５．３％～１０３．２％，相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为
４．６７％～８．４６％。

表３　检测方法的添加精密度和平均回收率（ｎ＝６）

化合物
一倍添加 ／（μｇ·ｋｇ－１） 二倍添加／（μｇ·ｋｇ－１） 十倍添加／（μｇ·ｋｇ－１）

回收率Ｒ／％ ＲＳＤｓｒ／％ 回收率Ｒ／％ ＲＳＤｓｒ／％ 回收率Ｒ／％ ＲＳＤｓｒ／％

甲硝唑 ９９．０ ６．８０ ９５．３ ４．６７ ９７．８ ８．４６

二甲硝咪唑 １０１．３ ８．２５ １０３．２ ５．５２ １０２．８ ６．０７

２．３　实际样品的测定　对市场上购买的２０份饲
料中的甲硝唑和二甲硝咪唑进行测定，在１份鸡预
混饲料样品中检出了二甲硝咪唑（３．１μｇ／ｋｇ），说
明仍存在企业违法添加禁用硝基咪唑类抗菌药物。

３　讨论与小结
３．１　样品提取条件的优化　饲料基质复杂，不同
的提取溶剂对回收率的影响很大。本文考察了甲

醇［１０，１７］、乙腈［１２，１４］、乙酸乙酯［４，１５，１８］作为提取剂对

甲硝唑和二甲硝咪唑回收率的影响，试验发现采用

甲醇、乙醇、乙腈作为提取剂用于饲料样品的提取，

会产生非常多的干扰杂质，即使采用阳离子固相萃

取柱净化也非常困难，抑制了目标分析物的灵敏度

和回收率，而使用乙酸乙酯作为提取溶剂，可以显

著降低饲料中的基质干扰。试验进一步比较了饲

料加水浸润后添加标准品经乙酸乙酯提取和饲料

直接添加标准品后经乙酸乙酯提取对回收率的影

响，结果发现，饲料经水浸泡后经乙酸乙酯提取，提

取回收率反而降低，说明饲料浸润提取的杂质更

多，不利于目标分析物的检测。试验同时考察了酸

性乙酸乙酯溶液对目标物回收率的影响，在饲料基

质中添加１５ｍＬ乙酸乙酯后，再加入０．１ｍｏｌ／Ｌ盐
酸１ｍＬ，结果发现回收率非常低，分析后认为在震
荡提取的过程中盐酸和目标分析物结合，造成大部

分目标物保留在水相中。饲料浸润和提取酸化反

而抑制了目标分析物的回收率，最终确定只用乙酸

乙酯作为提取溶剂。

３．２　样品净化条件的优化　乙酸乙酯提取液中依
然含有一定量极性的杂质，如蛋白质、脂肪和色素

等脂溶性物质，尤其是牛预混料，提取液颜色为棕

红色，对甲硝唑和二甲硝咪唑有一定的干扰。为提

高方法的灵敏度和通用性，采用固相萃取进一步净

化样品。考察了ＭＣＸ、ＰＣＸ、ＷＣＸ三种净化柱对目
标物回收率和稳定性的影响，发现 ＭＣＸ和 ＰＣＸ净
化柱回收率分别为８５．２％和８４．１％，要好于 ＷＣＸ
净化柱，因 ＭＣＸ和 ＰＣＸ净化柱回收率差异不明
显，从性价比考虑最终选用 ＰＣＸ净化柱。乙酸乙
酯属于中等极性化合物，若直接将乙酸乙酯提取液

过ＰＣＸ净化柱，降低了ＰＣＸ净化柱吸附目标物，影
响回收率；净化效果差，依然有一些色素残留，干扰

目标物分析。为提高方法的回收率和灵敏度，实验

进一步考察了甲酸、乙酸和盐酸溶解目标物经 ＰＣＸ
柱净化对回收率的影响。提取液经氮气吹干，分别

用０．１ｍｏｌ／Ｌ的甲酸、乙酸和盐酸溶解，经 ＰＣＸ柱
净化后经质谱检测，试验发现三种酸性溶液均能将

目标物回收率提高到 ８０％以上，但盐酸质谱噪音
低，灵敏度比甲酸和乙酸高２０％以上，最终选用盐
酸溶液溶解。预混料粉尘多，乙酸乙酯残渣用盐酸

溶液溶解后上柱，粉尘会堵塞固相萃取柱，过滤速

度慢，通过试验尝试，上柱前先将溶解液滤纸过滤，

能够很好解决上柱慢的问题。

３．３　定量方法的选择　研究发现，不同饲料样品
对甲硝唑和二甲硝咪唑的吸附有一定的差异，如鸡

预混料粉尘颗粒较多，对目标分析物吸附要比鸡浓

缩料和鸡全价料高，造成提取回收率偏低，因此在

定量方法选择时采用内标法定量，可以有效的消除

不同饲料基质带来的干扰，本方法采用氘代二甲硝

咪唑作为甲硝唑和二甲硝咪唑的内标，提高了定量

方法的准确度。

３．４　色谱、质谱条件的优化　分别配制５００μｇ／Ｌ
的甲硝唑和二甲硝咪唑标准品，选用正离子模式扫

描，优化各化合物的毛细管电压和碰撞能量，以响

应值最高的两个碎片离子和母离子组成定量离子
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对和定性离子对，并进行 ＭＲＭ参数的优化。比较
了甲醇和乙腈作为流动相对甲硝唑和二甲硝咪唑

的影响，发现使用乙腈为流动相两种目标物的

ＭＲＭ的提取离子流图峰型较好，保留时间稳定。
本文建立了饲料中甲硝唑和二甲硝咪唑的高

效液相色谱 －串联质谱联用的检测方法。该方法
具有简便、快速、灵敏、准确、实用性强等优点，可以

满足复杂饲料中甲硝唑和二甲硝咪唑含量的检测

要求。
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