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摘要 目的
:

建立鸡肉中氯毗多残留的 H PLC 一 M s检测方法
。

方法
:

鸡肉组织经乙睛提取
,

用氧化铝柱和葡聚糖凝胶阴离子

交换柱净化
,

洗脱液浓缩后用含内标物对乙酞氨基酚的甲醇溶液溶解
。

采用 ul ti m at e X B 一 C , 8

色谱柱 ( 10 0 m m x 4
.

6 m m
,

5

林m )
,

以 0
.

1% 甲酸溶液 一 乙睛 (85: 15) 作为流动相 ;定量离子通道为[ M + H 〕
十 阴 z

份 l92( 氯毗多)和 m 八 1 52( 内标 )
,

以同位

素离子通道 m 众 194
,

1%
,

192 中氯毗多的峰面积 比值作为定性依据
。

结果
:

氯毗多的线性范围为 20
一 4 00 ng

·

m L
一 ‘
(

: =

。
.

99 94 ) ;将氯毗多以 0
.

005
,

0
.

0 1 0
,

0
.

0 巧 m g
·

k g
一 ‘

分别添加到空白鸡肉组织中
,

测得回收率分别为 84
.

0 %
,

86
.

8 %
,

84
.

8%
,

Rs D 均小于 7 % ; 用该方法测定鸡肉中氯毗多残留的检测限
、

c c a 和 c印 分别为 0
.

0 002
,

0
.

0 1 1
,

0
.

01 2 m g
·

kg
一 ’。

结论
:

该方

法专属性好
、

灵敏度高
,

可用作鸡肉中氯毗多残留的检测
。
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rfo
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MS ) m e rho d fo r id e n tifi e a tio n a n d q u a n tira tiv e d e te rm in a tio n o f e lo p id o l r e s id u e s in e hie k e n m u s e le
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M
e th o d : Clo p i

-

d o l w a s e x *ra e te d fro m m u s e le w ith a e e to n itrile
.

T he e x tra e t w a s e le a n e d u P o n a n a lu m in a e o lu m n fo llo w e d by a n

a n io n 一 e x e ha n g e e o lu m n ,
the e lu a te w a s e v a p o r a te d a n d re s idu e w a s d is s o lv e d in m e tha n o l e o n ta in in g Pa r a e e ta m o l

a s in te rn a l s ta n d a rd
.

Clo p id o l w a s s e p a ra te d o n a n U ltim a te X B 一 C
. : e o lu m n

(10 0 m m x 4
.

6 rn m
,

5 林m ) b y u s in g

0
.

1 % fo rm ie a e id s o lu tio n 一 a e e to n itri le (8 5 : 15 ) a s m o b ile Pha s e
.

T he e lo p id o l w a s id e n tifi e d by the ra tio s o f its

p e ak a re a s a t m 众 19 4 a n d m / : 19 2 a n d tho s e a t m 态 19 6 a rld m / : 1 9 2
, a n d it w a s d e term in e d q u a n tita tiv ely by s e -

Ie e te d io n m o n ito r in g m o d e a t 「M + H 〕
+

m /z 19 2 (e lo p id o l)
a n d m / : 15 2 (in te rn a l s *a n d a r d )

.

R esu lt : T he lin e a r

r a n g e fo
r C lo p id

o
l w a s 2 0 一 4 0 0 n g

·

m L
一 ’

(r = 0
.

9 9 9 4 )
.

R e e o v e r ie s o f e lo p id o l S p ik e d t。 m u s e le tis s u e s a t le v e ls o f

0
.

0 0 5
,

0
.

0 10 a n d 0
.

0 15 m g
·

k g
一 ! w e re 8 4

.

0 %
,

5 6
.

8 %
a n d 8 4

.

8 %
, r e sp e e tiv ely

,
w ith R SD s le s s th a n 7%

.

Th
e

lim it o
f d e te e *io n ,

e e a a n d c印
w e re 0

.

0 0 0 2
,

0
.

0 1 1 a n d 0
.

0 1 2 m g
·

k g
一 ’ , re s p e e tiv e ly

.

C o n elu sio n
: Thi

s m e th
o
d

15 s p e e ifi
c , s e n sitiv e a n d s u ita b le fo

r re s id u e te stin g o f e lo p id o l in ehie k e n m u s ele
.

K e y w o rd s : elo p ido l; r e s id u e ; e hie k e n m u s ele ; H PLC 一 MS

氯毗多 (e lo p id o l)
,

又称氯经毗陡
、

二氯二甲毗

咤酚
,

是一种广谱抗球虫增效剂
,

主要用于预防和治

疗畜禽 的球虫病
,

例如以 1 25 m g
·

k g
一 ’

添加于饲料

中能有效地预防鸡球虫病的爆发
。

但是
,

该药物的

长期使用或不按规定用药会造成氯毗多在动物体内

和组织中残留
,

直接影 响人类的健康
。

现在
,

美国
、

加拿大
、

日本以及中国都规定 了各种动物组织中氯

毗多残留最高限量标准
,

其中又以我国和 日本的规

定最为严格
。

美国 FD A 规定的氯毗多在鸡组织中

的最高残留限量(M R L) 标准为肌肉 5 m g
·

k g
一 ’ 、

肝

脏 巧 m g
·

k g
一 ‘ ,

我国农业部曾在 19 99 年规定氯毗

多在禽类肌肉中的 M R L 为 5 m g
·

kg
一 ’ ,

现与日本均

统一为鸡肉中的 M R L 为 0
.

01 m g
·

k g
一 ’〔’川

。

动物

组织中氯毗多残留的检测方法主要采用高效液相色

谱法〔’
一 ‘〕

、

气相色谱 [’〕和 气相色谱/ 质谱联 用 法

(G c / Ms) 〔’〕等
。

高效液相色谱法具有简便快速 的
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e
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特点
,

但灵敏度低是其主要缺点
,

该方法的检测限无

法满足各国对鸡肉组织中氯毗多残留的限度要求
,

G c 法通常需要衍生化处理
,

相对麻烦
。

本文建立一

种快速
、

简便
、

灵敏的高效液相色谱/ 质谱联用法测

定鸡肉中氯毗多的残留
,

并且将氯毗多同位素离子

通道 m / : 19 4
、

m/
: 19 6 与 [M

+ H 〕
+

通道 m / : 19 2 的

氯毗多峰面积比值作为定性依据
,

可 以减少假阳性

率的发生
,

提高定性的可靠性
。

1 仪器与试药

1 10 0 型高效液相色谱质谱联用仪 (美国 Asil en t

公司 )
,

配二元梯度泵
、

在线脱气机
、

自动进样器
、

柱

温箱
、D A D 检测器和 M SD 检测器 (四极杆 )

、

Che m
-

St at io n 工作站控制系统
。

氯毗多对 照品
:
批号为 4 32 4 x ,

纯度 99
.

8 %
,

购

自 Si gm a 一 Al dr ic h 公司
。

对 乙酞氨基酚 对照品
:
批

号为 1 10 7 13 一 2 0 0 2 0 8
,

购 自中国药品生物制品检定

所
。

氧化铝
:
层析用

,

中性
,

70
一 2 30 目

, _

仁海五四化

学试剂厂
。

阴离子交换树脂
: D o w ex 1X S 一 200 离子

交换树脂
,

Si g m a 一 Al dr ic h 公司
。

其他所有试剂均

为分析纯或色谱纯
,

所用溶液均用重蒸馏水配制
。

样品均为我单位作为
“

中国百胜餐饮集团特约

食品安全实验室
”

接受中国百胜餐饮集团委托检验

的鸡肉样 品
,

共 5 批
。

2 仪器条件及参数

色谱条件
:
采用 w e leh M a te‘a ls u ltim a te T M

x B

一 e
; 8

柱 (10 0 m m x 4
.

6 m m
,

5 林m )
,

流动相为 0
.

1%

甲酸溶液
一 乙睛 (5 5 : 15 )

,

流速 0
.

3 m L
·

m in
一 ’ :柱

温
:
3 0 ℃

。

质潜条件
:

离子化方式
: A PI 一 E S( + )

。

干燥气

流速
: 10 L

·

m in
一 ‘ ,

干燥气温度
: 350 ℃

。

雾化气压

力
: 2 9 0 0 kPa 。

毛细管电压
: 4 0 0 o V

,

氯毗多和内标

的碎裂器电压分别为 80 V 和 1 10 V
。

SI M 模式
,

检

测离子
:
「M + H 〕

+

m / : 192
、

同位素离子 m 众 194 和

m / : 19 6 (氯毗多 )以及仁M
+ H」

+

。/ : 15 2 (内标 )
。

3 储备液的制备

氯毗多对照品储备液
:
取氯毗多对照 品 ro m g

,

精密称定
,

置 100 m L 量瓶中
,

加甲醇使溶解并稀释

至刻度
,

精密量取 1 m L
,

置 100 m L 量瓶中
,

加甲醇

稀释至刻度
,

即得
。

内标储备液
:
称取对 乙酞氨基酚对照品 1 m g

,

置 10 0 m L 量瓶中
,

加甲醇使溶解并稀释至刻度
,

精

密量取 1 m L
,

置 100 m L 量瓶中
,

加 甲醇稀释至刻

度
,

即得
。

内标液
:
精密量取内标物储备液 10 m L

,

置 100

m L 量瓶中
,

加甲醇稀释至刻度
,

即得
。

4 层析柱的填装与处理

4
.

1 氧化铝层析柱 柱尺寸为 30
c m x 1

.

8 e m
,

下

填玻璃棉塞
,

柱内装约三分之一甲醇
,

缓缓加入氧化

铝 巧 g
,

用 甲醇 20 m L 预洗柱子
。

4
.

2 阴离子交换树脂层析柱 将 D o w e x 1X S 一 2 0 0

离子交换树脂 2 00 9 浸人 20 % 醋酸钠溶液中
,

不时

搅拌
,

浸泡 6 h 后
,

倾人布氏漏斗中
,

用 20 % 乙酸钠

溶液淋洗至仅存痕量氯离子 (用饱和硝酸银丙酮溶

液检验
,

呈微混浊 )
,

再用水淋洗至无氯离子
,

再依

次用 2 0 0 m L 下列溶液淋洗
: 甲醇

、

0
.

25 % 醋酸甲醇

溶液
、

甲醇
。

淋洗后
,

贮存于试剂瓶中
,

加甲醇浸泡

备用
。

柱尺寸为 17 Cm x 1 C m
,

下填玻璃棉塞
,

加人

上述树脂悬浮液
,

使沉降后高约 2 一 3 C m
,

用 甲醇洗

之
,

使用前
,

再依次用 0
.

5 % 醋酸 甲醇溶液 20 m L 和

甲醇 20 m L 洗涤
。

5 试验方法

5
.

1 提取和净化 称取搅碎的鸡肉样品 5 9 (精确

至 0
.

01 9 )和无水硫酸钠 5 9 于 50 m L 离心管中
,

加

乙睛 25 m L
,

匀浆 2 m in
,

3 0 0 o r
·

m in
一 ’

离心 5 m in
。

将上清液倾人下接阴离子交换柱 的氧化铝柱 中
,

使

提取液通过 2 个净化柱净化
。

再用乙睛 20 m L 提取

残渣 1 次
,

离心后同样将上清液倾人氧化铝柱中净

化
。

待提取液全部过柱后
,

用 甲醇 20 m L 淋洗 2 个

柱子
,

弃去全部淋洗液
。

取下氧化铝柱
,

将 25 m L 离

心管置于阴离子交换柱下
,

用 0
.

5% 醋酸 甲醇溶液
2 0 m L 洗脱氯毗多

,

洗脱液蒸干
,

精密加内标液 0
.

5

m L 溶解残渣
,

经 14 0 0 o
r

·

m in
一 ’

高速离心 3 m in 后
,

取上清液测定
。

5
.

2 标准曲线 分别精密量取氯毗多对照品储备

液 2 0
,

6 0
,

10 0
,

16 0
,

2 0 0
,

4 0 0 林L
,

各加 内标储备液

10 0 林L
,

再分别加甲醇 8 80
,

5 4 0
,

50 0
,

7 4 0
,

7 0 0
,

5 0 0

林L
,

混匀
。

按上述色谱条件进样
,

计算氯毗多与内

标物峰面积之比值
,

进行线性回归
。

5
.

3 回收率 称取搅碎的鸡肉样品 5 9 (精确至

0
.

01 9 )若干份
,

分置 50 m L 离心管中
,

各加无水硫

酸钠 5 9
,

分别加氯毗多对照 品储备液 25
,

50
,

75

林L
。

经
“
5

.

1 ”项下提取和净化后检测
,

计算氯毗多

与内标物峰面积之比值
,

代人标准曲线求得氯毗多

在 0
.

005
,

0
.

01 0
,

0
.

01 5 m g
·

k g
一 ‘

水平上在鸡肉组织

中的回收率
。

5
.

4 检测灵敏度 将氯毗多对照 品储备液加至空

白鸡肉中
,

使鸡肉中含氯毗多分别为 0
.

005
,

0
.

0 10
,

0
.

m s m 只
·

k只
一 ‘ ,

经
“
5

.

1 ”项下提取和净化后检测
,
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按离子通道 m /z 192 中氯毗多峰的信噪 比为 3 计算

检测限
,

并根据文献 [ 7」计算 CCa 和 C印
。

6 结果

6
.

1 在本实验选定的色谱和质谱条件下
,

内标物和

氯毗多的保留时间分别为 8
.

0 m in 和 9
.

4 m in
,

色谱

峰峰形较佳
。

空 白鸡肉提取液在上述保留时间无色

谱峰出现
。

各离子通道的色谱图见图 1
。

图 l

Fig l

H PL C

H PL C

一 M S 法测定鸡肉中氯毗多的色谱图

一 M S e hro m a to

A
,

氯毗多对照 品 (
e
lo p id o l

『am
s Of elo p id o l in

refe re n e e s ta n d a rd )

e
hi

e
k

e n m u s ele

(b la n k ris s u e s

) e
.

添加于空 白鸡肉组织的氯毗多

to . is
su e s

)

1
.

内标物 (in t ern a 1 s一an d耐 ) 2
.

氯毗多 (
c lo p id o l)

空 自鸡 肉组织

(e lo Pi〔10 1 s p ik e d

6
.

2 标准曲线 线性回归方程为

Y = 0
.

2 3 8 6 X 一 1
.

3 3 8 l r = 0
.

9 9 9 4

其中 Y 代表氯毗多和内标物峰面积 比值
,

X 代表氯

毗多对照品溶液浓度 (ng
·

m L
一 ’

)
,

线性范围为 20
一 4 0 0 n g

·

m L
一 l 。

6
.

3 回收率 测得 0
.

0 0 5
,

0
.

0 10
,

0
.

0 15 m g
·

k g
一’
3

个添加水平 的鸡 肉组织 回 收率 分别是 84
.

0 %
,

5 6
.

5 %
,

5 4
.

5 %
,

R sD 均 小于 7 %
。

结果表明
,

该检

测方法可靠
,

重现性好
。

6
.

4 检测灵敏度 应用本实验建立的检测方法
,

测

得鸡肉组织中氯毗多最低检测限
、

CCa 和 C印 分别

为 0
.

0 0 0 2
,

0
.

0 1 1
,

0
.

0 12 m g
·

k g
一 ’。

结果表明该方

法的灵敏性高
,

完全能满足最严格 M R L 要求的氯毗

多检测需要
。

6
.

5 样品检测结果 5 批样品中氯毗多检测均为

阴性
。

7 讨论

7
.

1 氯毗多在有机溶剂中溶解性较好
,

一般文献均

使用有机溶剂将其从生物体组织中提取
,

经浓缩或

净化处理后直接进行仪器测定
。

考虑到分析仪器价

格昂贵以及方法的耐用性
,

大多文献特别是法定标

准加强了提取液的净化处理
,

采用 了氧化铝柱和阴

离子交换柱相结合的方法
,

并在净化的同时达到浓

缩的 目的 [“,5, 8 一 ’()
。

经过层析柱处理后 的样品溶液

基本不含干扰成分
,

尤其可以提高专属性不强 的仪

器的检测灵敏度和方法的准确性 L4 」
。

因此
,

本文在

样品处理中基本参考了上述通用 的做法并略加调

整
。

7
.

2 实验中曾在质谱检测器前串接 1 台二极管阵

列检测器
,

在紫外波长 270
n m 处与质谱检测器同时

检测
,

结果表明质谱检测器的灵敏度较紫外检测器

高 5 0 余倍
。

由于氯毗多的化学结构中既存在着氯

和经基这样含孤对 电子 的基 团
,

同时经基本身也是

质子给予体
,

因此
,

氯毗多在质谱的离子化方式中可

以采用正离子化或负离子化 2 种方式
,

但由于给电

子效应更强些
,

表现在质谱的检测灵敏度上
,

本文的
A PI 一

Es (
+
)离子化方式较文献 [8 〕的负离子化方式

约有 1 个数量级的提高
。

当然
,

灵敏度的提高也与

本文的流动相中加 了有利于质子化的试剂甲酸有

关
。

7
.

3 质谱的灵敏度虽高
,

但受干扰 的因素亦多
,

因

此在实验中发现质谱的响应波动较大
,

进样精密度

不高
,

尤其是在样品溶液进样结束后再回进对照 品

溶液的时候
。

文献「s] 亦称紫外检测的重现性要优

于质谱检测可能就是这个原因
。

在样品溶液制备的

最后一步加入结构与氯毗多类似的对乙酞氨基酚内

标液
,

可以有效降低质谱检测器的波动对结果重现

性的影响
。

7
.

4 在欧盟 的限用化合物 目录中虽然没有列出氯

毗多的 M R L
,

但是可以根据欧盟 % / 2 3 / E C 法令判

断氯毗多仍属于法令附录 I 中 B 类化合物(2) 其他



药物分析杂志 Chin J Pha rm A n al 2 00 8
,

2 8 (4 ) 5 8 1

兽药 (b) 驱球虫药类的范畴 L川
,

因此与之相应的确

认分析检测要求至少应达到 3 个鉴别分 [ 7 1
,

而本文

选定 3 个测定离子 m / : 192
,

194
,

1% 正好可以满足

欧盟对该化合物检测的需要
。

另外
,

根据含氯化合

物同位素峰丰度比值理论推算
,

氯毗多在 m /z 192
,

19 4
,

19 6 通道的峰面积比的理论值应为 1 : 0
.

65
:

0
.

1 1
,

这与我们实际测定结果相差均在 10 % 以 内
,

尤其是 m 众 192 与 m / : 194 离子通道峰面积的比值

与理论值误差小于 3 %
。

在氯毗多 日常的确认检测

中
,

应将此比值作为氯毗多阳性结果的必要条件
,

这

样可 以减少假阳性率的发生
。

7
.

5 欧盟在当今的食品污染物和残留检测中逐步

引人统计学的概念
,

以满足实验室认可和规范的要

求
。

例如
,

在欧盟 2 0 0 2 / 6 5 7 / E e 法令 中[ 7」提出 了

CC a 和 C印指标
,

不确定度的理念被引入检测灵敏

度中
,

并有取代传统的检测限和定量 限的趋势
。

本

文计算出的 C Ca 和 C印 实际意义在于
:
当实验测定

结果大于 0
.

0 1 1 m g
·

k g
一 ’

时
,

我们判断氯毗多残留

超标的准确率大于 95 % ; 当样品中氯毗多实际含量

大于 0
.

0 12 m g
·

k g
一 ’

时
,

采用本文测定方法漏判的

可能性小于 5 %
。
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