
中国兽药杂志 ２０１７ 年 ９ 月第 ５１ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０．１１７５１ ／ ＩＳＳＮ．１００２－１２８０．２０１７．９．０８

超高效液相色谱－串联质谱法测定牛奶中三氯苯哒唑
及其代谢物残留量的研究

李小桥，欧阳吴莉，武 煊，王永红
（重庆市动物疫病预防控制中心，重庆 ４０１１２０）

［收稿日期］ ２０１７－０４－０４　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１７） ０９－００４３－０６　 ［中图分类号］Ｓ８５９．８４

［摘　 要］ 　 建立了牛奶中三氯苯哒唑及其代谢物三氯苯唑酮残留量的超高效液相色谱－串联质谱

（ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）测定方法。 样品经乙酸乙酯提取后，正己烷除脂，经超高效液相色谱仪和 Ｃ１８ 色谱

柱分离，以乙腈和 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液为流动相进行梯度洗脱。 加热电喷雾负离子模式（ＨＥＳＩ－）
电离，选择反应监测模式（ＳＲＭ）检测，外标法定量。 结果表明：三氯苯哒唑和三氯苯唑酮标准溶液

在 ５～５００ μｇ ／ Ｌ 范围内呈现良好的线性关系，ｒ２＞０．９９，方法检测限为 １ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ２ μｇ ／ ｋｇ。 三

氯苯哒唑和三氯苯唑酮在 ２～１０ μｇ ／ ｋｇ 添加水平范围内的回收率为 ７２．３％ ～１１０％，批内和批间变异

系数均小于 １３．５％。 该方法具有简便快捷、灵敏度高、准确度高等优点。
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ｒａｎｇｅ ｏｆ ５～５００ μｇ ／ Ｌ ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ（ ｒ２） ａｂｏｖｅ ０．９９，Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ １ μｇ ／ ｋｇ，ａｎｄ ｔｈｅ
ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ２ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＴＣＢ ａｎｄ ＫＴＯ－ＴＣＢ ａｔ ２～１０ μｇ ／ ｋｇ ｗｅｒｅ ７２．３％～
１１０％，ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｔｒａ－ａｎｄ ｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １３．５％．Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｓｉｍｐｌｅ，ｒａｐｉｄ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ；ｋｅｔｏｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ； ｍｉｌｋ； ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ
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　 　 三氯苯哒唑属于新型的苯并咪唑类驱虫药，对

牛、羊的肝片吸虫、大片形吸虫及前后盘吸虫均有

良好的杀灭效果，在我国广泛应用于反刍动物肝片

吸虫病治疗［１－３］。 为有效的控制其在动物性食品中

的残留，我国农业部 ２３５ 号公告［４］规定了三氯苯哒

唑残留标志物三氯苯唑酮在牛羊的肌肉、肝脏、肾

脏和脂肪组织的残留限量。 ２０１４ 年 ６ 月 ２０ 日，欧

盟发布法规（ＥＵ）Ｎｏ６７６ ／ ２０１４［５］增加了三氯苯哒唑

及其 代 谢 物 三 氯 苯 唑 酮 在 牛 奶 中 残 留 限 量

１０ μｇ ／ ｋｇ，目前我国还未见到牛奶中三氯苯哒唑及

其代谢物残留检测方法的报道，因此，建立一种快

速准确的检测方法十分必要。 目前在动物性食品

中提取三氯苯哒唑及其代谢物主要使用有机溶剂，

如甲醇、乙腈、乙酸乙酯等［１－３，６，７］。 已报道检测动物

性食品中三氯苯哒唑及其代谢物的方法有 ＨＰＬＣ－

ＵＶ［１，６，８］和 ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ［３．９－１１］ 法，ＨＰＬＣ－ＵＶ 法前

处理较为繁琐、灵敏度低且定性不够准确，ＵＰＬＣ－

ＭＳ ／ ＭＳ 灵敏度高、定性准确，适合牛奶中三氯苯哒

唑及其代谢物检测。 本文旨在建立一种牛奶中三

氯苯哒唑及其代谢物的 ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法。

１　 材料与方法

１．１　 仪器与试剂 　 超高效液相色谱－串联三重四

极杆质谱仪：ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

公司；色谱柱：Ｔｈｅｒｍｏ Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ×

４．６ ｍｍ，２．１ μｍ），美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；电子

天平：ＡＥ２５０，瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司；旋转蒸发仪：Ｌａｂｏ⁃

ｒｏｔａ４０００ 型，德国 Ｈｅｉｄｏｌｆ 公司；高速冷冻离心机：

ＳＩＧＭＡ － ３Ｋ３０，德国 ＳＩＧＭＡ 公司；涡旋振荡仪：

ＳＩＲ４，德国 ＩＫＡ 公司；空气摇床：ＫＳ２６０，德国 ＩＫＡ

公司；氮吹仪：ＴＴＬ－ＤＣＩＩ 型，北京同泰联科技发展

公司；甲醇、乙腈为色谱纯，均购自 Ｆｉｓｈｅｒ 公司；正

己烷、乙酸乙酯为分析纯，均购自重庆迈克公司。

对照品：三氯苯哒唑对照品，批号 Ｈ０４２１１０８，

含量 ９９．８％，购于中国兽医药品监察所；三氯苯唑

酮对照品，批号 ２８１５２７，含量 ９９． ０％，购于德国

ＷＩＴＥＧＡ 公司。

标准溶液配制：称取三氯苯哒唑和三氯苯唑酮

对照品 １０ ｍｇ 于 １０ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇溶解定

容，分别配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准储备液，－２０ ℃保

存 ３ 个月。 分别吸取三氯苯达唑和三氯苯唑酮标

准储备液 １ ｍＬ 于 １００ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇定容，

配制成浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准工作液，４ ℃

保存 ７ ｄ。 分析时再用流动相稀释成适当浓度的混

合标准工作液。

基质匹配标准工作曲线配制：将 ７ 份空白牛奶

样品按照 １．２．３ 项样品前处理得基质提取液，将浓

度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准工作液用基质提取液稀

释成浓度为 ５、１０、２０、５０、１００、２００、５００ μｇ ／ Ｌ 的基

质匹配标准工作曲线。

１．２　 仪器分析条件

１．２．１　 液相色谱　 色谱柱为 Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｌｌ Ｇｏｌｄ

Ｃ１８（１００ ｍｍ×２．１ ｍｍ，１．７ μｍ）；流动相 Ａ 相为乙

腈；Ｂ 相为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液；流动相梯度洗脱

程序：０～１．５ ｍｉｎ，Ａ 相由 ５５％变为 ８０％，１．５ ～ ４ ｍｉｎ

为 ８０％， ４． １ ～ ７ ｍｉｎ 保 持 为 ５５％； 流 速 为

０．２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温为 ３０ ℃；进样量为 １０ μＬ。

１．２．２　 质谱条件　 加热电喷雾负离子源（ＨＥＳＩ－）；

喷雾电压－２５００ Ｖ；离子传输管温度 ３５０ ℃；蒸发气

温度 ２８０ ℃；鞘气压力：３０ Ａｒｂ；辅气压力：２５ Ａｒｂ。

选择反应监测三氯苯哒唑和三氯苯唑酮定性离子

对，透镜电压和碰撞能量见表 １，一级质谱图见

图 １。

１．２．３　 样品前处理　 称取试样（５±０．０５）ｇ 于 ５０ ｍＬ

塑料离心管中，加入乙酸乙酯 ２０ ｍＬ，涡旋混匀后，

高速振荡 １０ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ，上清液转

移至 １００ ｍＬ 鸡心瓶中，重复提取一次，合并上清液

于 ４５ ℃下旋转蒸发至干。 向鸡心瓶中依次加入 １

ｍＬ 甲醇和 ３ ｍＬ 甲醇饱和的正己烷，充分溶解，将

溶解液转移至 １５ ｍＬ 离心管中，重复一次，合并两

次溶解液，中速振荡 ５ ｍｉｎ，５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，

弃掉上层溶液，下层溶液于 ４５ ℃下氮气吹干，加入

１ ｍＬ 流动相（Ａ ∶ Ｂ ＝ ５５ ∶ ４５）溶解，过 ０．２２ μｍ 微

孔滤膜后供 ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
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表 １　 三氯苯哒唑和三氯苯唑酮的定性、定量离子对、透镜电压和碰撞能量

Ｔａｂ １　 Ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｏｎｓ，Ｔｕｂｅ ｌｅｎｓ ｖｏｌｔａｇｅ ａｎｄ ｃｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ

ｏｆ Ｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ ａｎｄ Ｋｅｔｏｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ
Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｉｏｎｓ（ｍ ／ ｚ） Ｔｕｂｅ ｌｅｎｓ ｖｏｌｔａｇｅ ／ Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

Ｋｅｔｏｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ（三氯苯唑酮）
３２６．６＞１８１．８∗ －６９ ２９

３２８．７＞１８１．９ －７７ ２７

Ｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ（三氯苯哒唑）
３５６．７＞３４１．８∗ －８２ ２７

３５８．６＞３４３．７ －８２ ２７

　 ∗ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｏｎｓ

图 １　 三氯苯哒唑和三氯苯唑酮在 ＥＳＩ—条件下一级质谱图

Ｆｉｇ １　 ｔｈｅ Ｑ１ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｏｆ Ｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ ａｎｄ Ｋｅｔｏｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ

２　 结果和分析

２．１　 线性范围　 将 １．１ 项中配制的线性范围为 ５～

５００ μｇ ／ Ｌ 基质匹配标准工作曲线上机测定，以定量

离子质量色谱峰面积为纵坐标，对照溶液的质量浓

度为横坐标来绘制标准曲线，获得外标法标准曲线

Ａ三氯苯哒唑 ＝ ２１４６２．５＋８４８１．６１Ｃ，相关系数 ｒ ＝ ０．９９７１，

Ａ三氯苯唑酮 ＝ １２６４．６３＋６２０．６２２Ｃ，相关系数 ｒ＝ ０．９９３８。

２．２　 方法回收率与精密度 　 采用标准添加法，在

空白牛奶中添加 ２、５、１０ μｇ ／ ｋｇ 浓度的三氯苯哒唑

及三氯苯唑酮进行加标回收率实验，考察方法的准

确性和精密度，每批次同一浓度做 ５ 次平行实验，

重复 ３ 次，结果见表 ２。 本方法在空白牛奶中的平

均回收率为 ７２．３％ ～１１０％， 批内、批间相对标准偏

差均≤１３．５％。
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表 ２　 牛奶中三氯苯哒唑和三氯苯唑酮回收率试验结果（ｎ＝５）

Ｔａｂ ２　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ Ｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ ａｎｄ Ｋｅｔｏｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ ｉｎ ｍｉｌｋ（ｎ＝５）
Ｄｒｕｇ Ｓｐｉｋｅｄ ｗ ／ （μｇ·ｋｇ－１） Ａｖｅｒａｇｅ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ Ｒ ／ ％ Ｉｎｔｒａ－ＲＳＤ Ｓｒ ／ ％ Ｉｎｔｅｒ－ＲＳＤ Ｓｒ ／ ％

Ｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ
（三氯苯哒唑）

２ １１０．０，１０５．３，９９．５ １３．５ ９．７，１０．３，１１．８

５ ７２．３，７８．５，８８．２ １０．２ ７．６，８．４，５．１

１０ ７７．９，８２．５，８５．６ ９．４ ８．４，４．３，７．５

Ｋｅｔｏｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ
（三氯苯唑酮）

２ １０５．６，９８．２，１０２．３ １１．３ ８．８，９．９，１１．２

５ ８６．５，８９．１，８７．３ ８．５ ６．２，８．５，７．０

１０ ９７．６，８９．５，９０．６ ９．２ ７．５，５．２，４．５

２．３　 检测限与定量限　 采用空白组织中添加目标

化合物的方法， 以特征离子质量色谱峰信噪比

Ｓ ／ Ｎ＞３为方法检测限，Ｓ ／ Ｎ＞１０ 为方法定量限。 牛

奶中 三 氯 苯 哒 唑 和 三 氯 苯 唑 酮 检 测 限 均 为

１ μｇ ／ ｋｇ，定量限均为 ２ μｇ ／ ｋｇ，空白牛奶及其添加

检测限浓度色谱图见图 ２。

３　 讨论与小结

３．１　 前处理方法优化　 三氯苯哒唑属于弱碱性药

物，溶于甲醇、乙醇、乙腈和乙酸乙酯等有机溶剂。

本实验选择乙腈和乙酸乙酯作为提取溶剂，二者回

收率相当，虽然乙腈提取牛奶时油脂较少，但由于

牛奶中水分较多，需要在牛奶中加氯化钠等进行盐

析分层，否则乙腈提取液在旋转蒸发过程中很难蒸

发至干，步骤较为繁琐，因此选择乙酸乙酯作为提

取液。 三氯苯哒唑及其代谢物常用净化方法有液

液萃取和液固萃取法，李丹［６］等发现三氯苯哒唑和

三氯苯唑酮极性差异较大，在 Ｃ１８、ＨＬＢ、ＭＣＸ、氰基

柱（ＣＮ－Ｅ）和硅胶柱等固相萃取柱上保留效果均不

理想。 仲锋［１］ 等在羊肌肉、肝脏、肾脏中使用乙酸

乙酯作为提取溶剂，脂肪组织使用乙腈进行提取。

净化方法目前有液液萃取和液－固萃取，李丹［６］ 等

发现三氯苯哒唑和三氯苯唑酮极性差异较大，常用

固相萃取柱对二者回收率不能兼顾。 因此，本研究

采用液液萃取法，利用甲醇饱和的正己烷进行净化

除脂，简便快捷，回收率和净化效果均比较理想。

３．２　 基质效应考察 　 称取 ５ 份空白样品按 １．２．３

项方法处理后，加入 １０ μｇ ／ Ｌ 标准溶液制成基质匹

配标准溶液，再与对应浓度标准溶液上机进行测

定。 比较发现两种药物均为基质减弱效应，其中，

三氯苯唑酮峰面积降低约 ５０％，三氯苯哒唑降低约

２０％，这是本方法选择基质匹配标准溶液作为校准

结果的目的。

３．３　 液相色谱条件优化　 在 ＨＥＳＩ－条件下，一般选

择乙酸铵溶液或纯水作为流动相，本方法在乙腈－５

ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液条件下，两种化合物灵敏度和

峰形最好。 由于三氯苯哒唑和三氯苯唑酮极性差

异较大，本实验考察了两种化合物在 Ｃ１８ 色谱柱上

保留情况，经研究发现，三氯苯哒唑极性较小，当有

机相高达 ８０％时才能较快地将三氯苯哒唑洗脱。

３．４　 质谱条件的优化 　 Ｃａｉ［３］ 等报道在 ＥＳＩ＋ 条件

下，三氯苯哒唑及其代谢物三氯苯唑砜、三氯苯唑

亚砜和三氯苯唑酮均能获得较高响应值。 本实验

分别注射 １ μｇ ／ ｍＬ 三氯苯哒唑和三氯苯唑酮标准

工作液，在加热电喷雾正离子 ＨＥＳＩ＋ 条件下，三氯

苯哒唑响应值可达 Ｅ６，但是，三氯苯唑酮响应值较

差，两者相差近 １０００ 倍，这与 Ｃａｉ 等研究结果差异

较大。 但在加热电喷雾负离子源 ＨＥＳＩ—条件下，三

氯苯哒唑和三氯苯唑酮均能获得较高响应值，与

Ｊｅｄｚｉｎｉａｋ Ｐ ［１２］等报道结果一致。 分析原因可能是

三氯苯唑酮分子中含有三个氯离子，在负离子模式

下响应值增强。
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图 ２　 空白牛奶中添加 １μｇ ／ ｋｇ 浓度水平（Ａ）和空白牛奶（Ｂ）中三氯苯哒唑和三氯苯唑酮色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｔｒａｃｅ ｏｆ Ｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ ａｎｄ Ｋｅｔｏｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｉｌｋ ｓｐｉｋｅｄ

ａｔ １μｇ ／ ｋｇ（Ａ） ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｉｌｋ（Ｂ）

　 　 三氯苯哒唑和三氯苯唑酮分子式中均含有三

个氯离子，而氯元素在自然界有两种天然同位素３５

Ｃｌ（７５．７７％）和３７Ｃｌ（２４．２３％） ［１３］，从三氯苯哒唑和

三氯苯唑酮的一级质谱图可以看出，两种化合物母

离子有几处相对丰度较高，因此本实验选择三氯苯

哒唑 ３５６．７ 和 ３５８．６ 为母离子，通过二级质谱打碎

后得 ３５６．７＞３４１．８ 和 ３５８．６＞３４３．７，鉴定积分为 ５，完

全满足欧盟 ２００２ ／ ６５７ ／ ＥＣ［１４］ 技术文件对兽药残留

确证提出的鉴定积分要求。 同理，三氯苯唑酮采用

相同方法。

本文建立了牛奶中三氯苯哒唑及其代谢物的

超高效液相色谱－串联质谱检测法。 样品经乙酸乙

酯提取，正己烷除脂，在 ＨＥＳＩ－ 下选择反应监测模

式检测样品。 三氯苯哒唑和三氯苯唑酮在 ２、５、

１０ μｇ ／ ｋｇ加标水平下平均回收率在 ７２．３％～１１０％之

间，相对标准偏差≤１３．５％，方法检测限为 １ μｇ ／ ｋｇ，

表明该方法灵敏度高，稳定可行，前处理过程简便

快捷，满足我国有关食品检测法规要求。
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