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超高效液相色谱 -质谱对动物源食品中
氯丙嗪、异丙嗪及其代谢物的测定
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摘　要 : 建立了动物源食品中吩噻嗪类药物氯丙嗪、异丙嗪及其代谢物氯丙嗪亚砜和异丙嗪亚砜同时测定的

固相萃取超高效液相色谱 -电喷雾电离串联四极杆质谱 (UPLC - ESIMS/MS)方法。样品用乙酸乙酯和氢氧

化钠溶液提取 , Oasis HLB柱富集净化 , 超高效液相色谱 -电喷雾串联四极杆质谱仪检测 , 采用多反应监测

正离子模式 , 可以一次性对动物源性食品中的吩噻嗪类药物氯丙嗪、异丙嗪及其代谢物氯丙嗪亚砜和异丙嗪

亚砜进行定性和定量测定。方法在 1～100μg/L范围具有良好的线性 , 回收率为 76%～96% , 定量下限 (S /N >

10)为异丙嗪 5μg/kg, 氯丙嗪、氯丙嗪亚砜、异丙嗪亚砜 1μg/kg。检出限 (S /N = 3)为异丙嗪 115μg/kg,

氯丙嗪、氯丙嗪亚砜、异丙嗪亚砜 013μg/kg。
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Determ ination of Chlorp romazine and Promethazine and Their

Metabolites in Animal Food U sing U ltra Performance L iquid

Chromatography with Tandem Mass Spectrometry
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Ab s trac t: A method for the simultaneous detection residues of chlorp romazine and p romethazine and

their metabolites chlorp romazine sulphoxide and p romethazine sulphoxide in animal foods was devel2
oped by using solid phase extraction ( SPE) combination with ultra performance liquid chromatography -

electrosp ray ionization trip le2quadrup le tandem mass spectrometry (UPLC - ESIMS/MS). The chlor2
p romazine and p romethazine and their metabolites in the test samp le was extracted with ethyl acetate

and sodium hydroxide solution. The homogenate was centrifuged and the supernatant was collected.

The extractwas cleaned up and concentrated on an Oasis HLB cartridge, and then analyzed by UPLC -

ESIMS/MS under the positive ion mode using multip le reaction monitoring (MRM ) mode. Extraction

and chromatographic conditions were op tim ized and the best separation was obtained. The cabalibra2
tion curves were linear in the range of 1 - 100μg /L. The average recoveries were between 76% and

96% ( n = 6) in the sp iked range of 5 - 100μg /kg in pork, fish, dullfrog and m ilk. The lim its of

quantification (S /N > 10) were in the range of 1 - 5μg/kg and the lim its of detection (S /N = 3) were

013 - 115μg/kg.

Key wo rd s: solid phase extraction (SPE) ; ultra performance liquid chromatography - electrosp ray ioni2
zation trip le2quadrup le tandem mass spectrometry (UPLC - ESI MS/MS) ; chlorp romazine; p rometha2
zine; chlorp romazine sulphoxide; p romethazine sulphoxide; animal food

氯丙嗪和异丙嗪合用组成的冬眠灵合剂 , 可用于镇吐、抗晕眩、晕动症以及镇静催眠。其在兽医
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临床上的药理作用广泛 , 饲料中添加此类药物 , 可间接起到催肥作用 ; 另外 , 使用吩噻嗪类药物可降

低动物运输过程中的死亡率。因该类药物脂溶性高 , 易蓄积于脂肪组织 , 停药数周乃至半年后 , 尿中

仍可检出其代谢物 , 且部分代谢物仍具有药物活性。2008年在对动物源性食品吩噻嗪类及其代谢物残

留量普查时发现 60%的猪肉内都含有微量异丙嗪亚砜。残留的氯丙嗪、异丙嗪和部分具有原药活性的

代谢物能引起白细胞减少和粒细胞缺乏症 , 从而引起人体肝脏、肾脏的病变 , 还会引起眼部并发症等。

目前吩噻嗪类药物在养殖业中的使用已经引起了美国、欧盟和日本等国家的高度重视。日本厚生劳动

省于 2005年 6月 21日 , 向各世界贸易组织 (W TO )成员通报了 “临时最大残留限量标准”、“一律基

准”以及 “豁免物质”最终草案———G/SPS/N /JPN /145。其中 9种动物源性产品评估表将吩噻嗪类药

物氯丙嗪列为 “高贸易影响程度”的药物 , 明确规定在动物源性食品中该类药物及其代谢产物均不得

检出 [ 1 ]。

目前有关动物源性食品中氯丙嗪、异丙嗪及其代谢物的测定方法还较少 , 大部分研究局限于法医

学方面 [ 2 - 6 ]
, 样品为血液和尿液 , 相对食品样品比较干净 ; 路平等 [ 7 ]和吕燕等 [ 8 ]用 GC - MS测定猪肝

中的氯丙嗪残留量 , 检出限为 1μg/kg, 灵敏度不高 ; Vyncht等 [ 9 ]和 Toussaint等 [ 10 - 11 ]用 HPLC - MS/

MS测定类似药物在猪肾等中的残留 ; 黄士新等 [ 12 ]用高效液相色谱法测定饲料中的氯丙嗪残留量 , 检

出限为 0105 mg/L。2008年新执行的国家标准 NY/T 1458 - 2007
[ 13 ]的检出限为 012～1 mg/kg。目前尚

无对于动物源性食品中氯丙嗪、异丙嗪及其代谢物的共同研究。本实验在乙酸乙酯提取、固相萃取后 ,

采用 UPLC - ESIMS/MS法对动物源性食品中吩噻嗪类药物及其代谢物进行测定。该方法快速、准确、

抗干扰能力强。

1　实验部分

111　仪器与试剂

W atersTQD型串联四极杆质谱仪 , 配W atersUPLC超高效液相色谱仪、自动进样器、电喷雾离子源

(美国 W aters公司 ) ; GX2274 /406 ASPEC四通道自动固相萃取仪 (美国吉尔森公司 ) ; IKA T18分散机 ;

LDZ 522离心机。
乙腈、甲醇 (德国 Merck公司 ) , 乙酸铵 (美国 Tedia公司 )均为 HPLC级 ; 氯丙嗪、异丙嗪 (美国

Sigma公司 ) , 氯丙嗪亚砜、异丙嗪亚砜 (英国 LGC公司 ) , 纯度均大于 9919% ; Oasis HLB cartridge固

相柱 3 mL 60 mg(美国 W aters公司 ) ; 011 mol/L磷酸二氢钠缓冲液 (pH 6) ; 其余试剂均为分析纯 , 实

验用水均为二次蒸馏水。

112　标准工作液的配制

将氯丙嗪、异丙嗪及其代谢物用少量甲醇溶解 , 再用乙腈配制成 011 g/L的标准储备液 , 根据需

要用甲醇稀释成适当质量浓度的标准工作液 , 4 ℃下保存 , 有效期 2个月。

113　实验步骤

称取 5100 g样品 , 依次加入 10 mL乙酸乙酯和 110 mL 110 mol/L NaOH溶液 , 以 12 000 r/m in均

质 1 m in, 静置 015 h后 3 000 r/m in离心 5 m in, 取 5 mL上清液 , 加入 10 mL磷酸二氢钠缓冲液混匀 ,

混合液以 015 mL /m in通过分别用 2 mL甲醇、蒸馏水和磷酸二氢钠缓冲液活化过的固相萃取柱 , 然后

分别用 5 mL水、磷酸二氢钠缓冲液、水以 1 mL /m in冲洗固相柱 , 通氮气干燥 2 m in, 最后用 2 mL二

氯甲烷洗脱 , 收集洗脱液浓缩至干 , 加入 015 mL甲醇溶解残渣 , 超声 1 m in, 过 012μm微孔滤膜后供

UPLC - ESIMS/MS测定。

114　仪器工作参数

11411　色谱条件 　色谱柱 : Acquity UPLC
TM

BEH C18 117μm ×211 mm ×50 mm; 流动相 : 乙腈 -

0102 mol/L乙酸铵溶液 (体积比 65 ∶35) ; 等度洗脱 ; 流速 : 013 mL /m in; 进样量 : 110μL。

11412　质谱条件　离子源 : ESI( + ) ; 毛细管电压 : 216 kV; 离子源温度 : 110 ℃; 锥孔反吹气流速 :

35 L /h; 脱溶剂气温度 : 300 ℃; 脱溶剂气流速 : 750 L /h。第一重四极杆和第二重四极杆的低端分辨

率及高端分辨率均为 15。检测方式为多反应监测扫描 (MRM )。
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2　结果与讨论

211　色谱条件的选择

吩噻嗪类药物是极性较大的弱碱性药物 , 实验分别以乙腈 -甲酸溶液、乙腈 -水、乙腈 -乙酸铵

溶液为流动相。结果发现 , 乙腈 -甲酸溶液为流动相时 , 组分体系不稳定 , 色谱柱对氯丙嗪没有保留 ;

而乙腈 -水作流动相时峰形拖尾 ; 乙腈 -乙酸铵溶液流动相的 pH值较高 , 分离效果最好且目标离子

的信号响应值高 , 因此选定乙腈 -乙酸铵溶液为流动相。流动相体系中的有机相比例过高 , 则目标物

的保留时间短 , 得不到很好地分离 , 有机相比例低时峰形不理想。比较各种比例的流动相组成后 , 确

定流动相为乙腈 - 0102 mol/L乙酸铵溶液 (体积比 65 ∶35)。

212　质谱解析及质谱条件的优化

根据氯丙嗪、异丙嗪及其代谢物的结构特征 , 选择电喷雾 ( ESI)离子源 , 在正离子模式下对 4种物

质进行一级质谱分析 , 得到其分子离子峰 , 确定氯丙嗪、氯丙嗪亚砜、异丙嗪、异丙嗪亚砜的分子离

子均为 [M + H ]
+型 , m / z分别为 31911、33511、28512、30112, 分别以其为母离子做二级质谱 , 并进

行质谱条件优化。氯丙嗪主要产生 m / z 23911和 21411等子离子 , 其中 m / z 23911为氯丙嗪失去 H, 脱

N (CH3 ) 2和 Cl的碎片离子峰 , m / z 21411为氯丙嗪失去 H, 脱 (CH2 ) 2 N (CH3 ) 2和 S的碎片离子峰 ; 氯

丙嗪亚砜主要产生 m / z 23211和 8610等子离子 , 其中 m / z 23211为氯丙嗪亚砜失去 H, 脱 (CH2 ) 3 N

(CH3 ) 2的碎片离子峰 , m / z 8610为氯丙嗪亚砜开环重排失去 H、CH3 CH ‖ CH2 N (CH3 ) 2的碎片离子

峰 ; 异丙嗪主要产生 m / z 24011和 15410等子离子 , 其中 m / z 24011为异丙嗪失去 H、脱N (CH3 ) 2的碎

片离子峰 , m / z 15410为异丙嗪开环重排失去 H、HS—C6 H4—NH +
2 —CH2 CH3的碎片离子峰。异丙嗪亚

砜主要产生 m / z 23911和 8611等子离子 , 其中 m / z 23911为异丙嗪亚砜失去 H、脱NH (CH3 ) 2 和 O的

碎片离子峰 , m / z 8611为异丙嗪亚砜开环重排失去 H、CH2 ‖ CH (CH3 ) N (CH3 ) 2的碎片离子峰。各选

取丰度最强的 1对子离子作为监测离子 , 以其质荷比及相对丰度比定性 (如表 1) , 分别以 m / z 21411、

8610、24011、8611为定量离子 , 峰面积外标法定量。

表 1　氯丙嗪和氯丙嗪亚砜、异丙嗪、异丙嗪亚砜的优化质谱条件
Table 1　Op tim ized MS/MS conditions for chlorp romazine, chlorp romazine

sulphoxide, p romethazine and p romethazine sulphoxide

Compound
Precursor ion

m / z

Daughter ion

m / z
Abundance

Dwell time

t / s

Cone voltage

V /V

Collision energy

E / eV

Chlorp romazine 31911 239110214113 68, 100 01100001100 371003710 461001610

Chlorp romazine sulphoxide 33511 86103 023211 100, 24 01100001100 521005210 261002210

Promethazine 28512 154100240113 47, 100 01100001100 471004710 401002410

Promethazine sulphoxide 30112 86113 023911 100, 5 01100001100 571005710 321003410

　3 quantitative ion

213　样品提取方法的选择

吩噻嗪类药物易溶于乙腈、甲醇和乙酸乙酯。以加标回收率为指标对比了 3种物质作为提取剂时

的效果 , 结果发现 , 采用甲醇为提取剂时 , 由于其极性很强 , 提取出较多的基体杂质 , 给后续的净化

与分析带来干扰 , 难以进行加标回收率实验 ; 乙腈作为提取剂时由于提取出的脂肪量较乙酸乙酯少 ,

而吩噻嗪类药物属于脂溶性物质 , 因此回收率不理想 ; 乙酸乙酯作为提取剂 (加入少量 NaOH溶液调节

pH值呈弱碱性 ) , 干扰较小 , 回收率达 90% , 效果最好。

Oasis HLB固相萃取柱填料是一种亲水亲脂共聚物 , 吩噻嗪类药物加入缓冲液 , 弱酸性条件下上

样 , 可使待测物保持正离子态而被吸附在固相萃取柱上 , 依次用 5 mL水、缓冲液、水淋洗 , 再用

2 mL二氯甲烷洗脱 , 能有效去除基质干扰 , 2种药物及其代谢物均获得较高的回收率。图 1为优化条

件下 , 4种混标 (015 mg/L)及空白猪肉样品中添加 4种混标 (5μg /kg)的提取离子图。
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图 1　4种混标 (015 mg/L) (A)及空白猪肉样品中添加 4种混标 (5μg/kg) (B)的提取离子图
Fig11　Reconstructed ion chromatogram s of four m ixed standards(015 mg/L) (A) and sp iked pork samp le (5μg/kg) (B)

214　线性关系与检出限

由标准储备液配制质量浓度为 110、510、1010、5010和 10010μg/L的混标溶液 , 按照上述条件

进行 HPLC - ESIMS/MS分析 , 4种药物在 1～100μg/L范围具有良好的线性 , 线性方程及相关系数列

于表 2。由表 2可见 , 本方法测定氯丙嗪、异丙嗪及其代谢物的线性范围宽、灵敏度高。

在空白猪肉样品中添加氯丙嗪、异丙嗪及其代谢物标准溶液 , 分别按信噪比 (S /N )大于 10和信噪

比 (S /N )等于 3计算本方法的定量下限和检出限 (见表 2)。

215　回收率与精密度

取经检验未含有氯丙嗪、异丙嗪及氯丙嗪亚砜、异丙嗪亚砜的猪肉、鱼肉、牛蛙和牛奶样品进行

5、50、100μg/kg 3个水平的添加回收实验。每个水平重复 6次测定 , 实验结果列于表 3。方法的平均

回收率为 76%～96% , 相对标准偏差为 215%～513%。选取同一空白猪肉样品 , 添加 50μg/kg的混标

溶液 , 考察了方法的日间精密度 , 得到相对标准偏差为 316%～610% ( n = 6)。

表 2　氯丙嗪、氯丙嗪亚砜、异丙嗪与异丙嗪亚砜测定的工作曲线、相关系数、定量下限及检出限 3

Table 2　Regression equations, correlation coefficients, quantitation lim its and detection lim its for

chlorp romazine, chlorp romazine sulphoxide, p romethazine and p romethazine sulphoxide3

Compound L inear equation r
L inear range

ρ/ (μg·L - 1 )

LOQ

w / (μg·kg - 1 )

LOD

w / (μg·kg - 1 )

Chlorp romazine Y = 111 ×10X + 319 01999 8 110～100 1 013

Chlorp romazine sulphoxide Y = 211 ×102 X + 116 ×102 01999 9 110～100 1 013

Promethazine Y = 413X + 119 01999 0 510～100 5 115

Promethazine sulphoxide Y = 114 ×103 X + 117 ×103 01999 7 110～100 1 013

　　3 Y: peak area; X: mass concentration, μg/ L

表 3　方法的回收率与精密度 ( n = 6)

Table 3　Recoveries and p recisions in samp les( n = 6)

Compound Matrice
Sp iked 5μg/kg

Recovery R /% RSD sr /%

Sp iked 50μg/kg

Recovery R /% RSD sr / %

Sp iked 100μg/kg

Recovery R /% RSD sr /%

Chlorp romazine Pork 77 316 91 312 94 219

Fish 76 412 89 416 93 314

Bullfrog 78 217 86 411 89 318

M ilk 77 315 89 316 91 413

Chlorp romazine sulphoxide Pork 82 219 95 314 90 416

Fish 81 311 90 219 93 218

Bullfrog 81 218 88 318 91 319

M ilk 83 412 96 316 93 417
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(续表 3)

Compound Matrice
Sp iked 5μg/kg

Recovery R /% RSD sr /%

Sp iked 50μg/kg

Recovery R /% RSD sr / %

Sp iked 100μg/kg

Recovery R /% RSD sr /%

Promethazine Pork 79 315 84 215 82 316

Fish 81 219 85 417 84 414

Bullfrog 82 317 88 217 90 318

M ilk 86 417 90 311 89 313

Promethazine sulphoxide Pork 77 314 80 312 85 219

Fish 77 219 79 416 89 318

Bullfrog 82 511 82 312 82 513

M ilk 87 413 83 411 90 417

216　实际样品测定

选取猪肉、猪肝、鱼肉、牛蛙作为检测品种 , 采用本方法对厦门口岸进出口的 100多份样品进行

检测 , 其中 30多个猪肉样品中检出氯丙嗪阳性样品 2个 (100、130μg/kg)、异丙嗪阳性样品 5个 (50～

230μg/kg)、异丙嗪亚砜阳性样品 5个 (6～150μg/kg)及氯丙嗪亚砜阳性样品 4个 ( 5～30μg/kg)。

60%猪肉内都含有略低于检出限的微量代谢产物异丙嗪亚砜。猪肝和鱼肉、牛蛙中未检出氯丙嗪、异

丙嗪及其代谢物。
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