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超高效液相色谱-串联质谱法同时测定鳗鱼中 

6种咪唑类药物残留 

张艳燕*, 温建荣, 苏雪香, 郝延涛, 魏晶晶 

(龙岩海关, 龙岩  364000) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)测定鳗鱼肉糜中 6 种咪唑类抗生素(甲苯咪唑、氨基甲苯咪唑、羟基甲苯咪唑、左

旋咪唑、甲硝唑、羟基甲硝唑)残留的分析方法。方法  采用乙酸乙酯溶液提取, MCX 柱净化后进行超高效液

相色谱分离, 电喷雾串联质谱进行检测, 多离子反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式定量。结果  

6 种咪唑类抗生素的检出限均小于 1 μg/kg; 该方法在 0~20 μg/kg 范围内线性关系良好, 相关系数均大于

0.999。添加水平为 5、10、15 μg/kg 时, 化合物的平均回收率范围为 70.5%~92.6%, 相对标准偏差(relative 

standard deviation, RSD)均小于 14.3% (n=6)。结论  该方法简单、快速、灵敏, 适用于鳗鱼肉糜中 6 种咪唑类

药物残留的同时快速测定。 
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Simultaneous determination of 6 kinds of imidazoles residues in eel by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

ZHANG Yan-Yan*, WEN Jian-Rong, SU Xue-Xiang, HAO Yan-Tao, WEI Jing-Jing 

(Longyan Customs, Longyan 364000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 6 kinds of imidazoles residues 

(mebendazole, aminomebendazole, 5-hydroxymebendazole, levamisole, metronidazole, metronidazole-OH) in eel by 

ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The sample was 

extracted with ethyl acetate, and separated by UPLC after purified by MCX solid phase extraction, determined by 

positive electrospray ionization, and quantified by multiple reaction monitoring (MRM) mode. Results  The limits 

of detection (LOD) for the 6 kinds of imidazoles residues were less than 1 μg/kg. The calibration curve showed good 

linearity within the concentrations of 0‒20 μg/kg, all correlation coefficients were greater than 0.999. The recoveries 

were ranged from 70.5% to 92.6% for 6 kinds of imidazoles residues with 3 spiked levels of 5, 10 and 15 μg/kg, the 

relative standard deviations (RSDs) were less than 14.3% (n=6). Conclusion  This method is simple, fast and 

sensitive, and suitable for the simultaneous rapid determination of imidazoles residues in eel. 

KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; eel; imidazoles; antibiotic; residue 
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0  引  言 

1858 年, 咪唑类(imidazoles)由乙二醛和氨首次合成[1], 

现如今已作为抗寄生虫药、抗病毒、抗癌药、抗真菌药

和抗炎药使用。咪唑类药物具有优异的生物利用度, 良好

的组织穿透性、渗透性以及相对较低的不良和毒性作用

发生率[2‒3]。咪唑类家族包括苯并咪唑类(benzimidazoles, 

BMZs)、硝基咪唑类(nitroimidazoles, NMZs)等。苯并咪唑、

左旋咪唑(属硝基咪唑类)等可以作为中枢神经系统药物

使用[4]。苯并咪唑还是一种腐蚀抑制剂[5], 它及其衍生物, 

常作为钢(CS、MS)、纯金属(Fe、Al、Cu、Zn)和合金的

腐蚀抑制剂。同时硝基咪唑也被广泛用作缺氧细胞放射

增敏  剂 [6], 硝基咪唑类药物由于含有硝基杂环类结构 , 

代谢过程复杂, 具有致癌、损伤 DNA 等潜在风险。但因

其成本低、疗效快, 受到养殖户的青睐, 在渔业养殖中的

使用导致药物在水产品中残留。目前, 苯并咪唑类和硝基

咪唑类药物仍然是鳗鱼养殖的重要监控对象。联合国粮

农组织、欧盟、美国、日本等国家和组织都对咪唑类药

物的使用有相关规定 , 如甲硝唑不得检出 , 左旋咪唑小

于 10 μg/kg, 甲苯咪唑 小于 60 μg/kg[7] 。我国 GB 

31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽药最大残留

限量》规定了甲苯咪唑、左旋咪唑等的使用限量, 甲硝唑

则不得检出。 

目前国内外针对咪唑类药物的检测手段主要有拉曼测

试分析法[8]、气相色谱-串联质谱法[9]、高效液相色谱法[10‒15]、

高效液相色谱-串联质谱法[16‒21]等。其中高效液相色谱-串联

质谱法常用于检测基质复杂的样品[22], 因其灵敏度高且使

用范围宽广, 故成为常用的有效分析手段。但是, 目前的方

法仅是对同类别的咪唑类药物进行快速检测, 同时检测多

种不同类型咪唑类抗生素的方法鲜见报告。因此本研究旨在

通过探索并优化样品的前处理方法, 建立超高效液相色谱-

串 联 质 谱 法 (ultra performance liquid chromatography 

-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)检测鳗鱼肉糜中

多种类型咪唑类, 以期为鳗鱼中咪唑类药物残留的监控提

供依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

AB3500 超高效液相色谱 -串联质谱仪 [美国 AB 

SCIEX 公司(新加波)]; Milli-Q direct16 纯水系统(美国

Millipore 公司); MV5 全自动平行浓缩仪(北京莱伯泰科公

司); MSE 125P-100-DU 电子天平(十万多之一, 德国赛多

利斯仪器系统公司); PM-600 电子天平(百分之一, 瑞士梅

特勒-托多利集团)。 

甲苯咪唑(mebendazole, MBZ)、氨基甲苯咪唑(aminom 

ebendazole, MBZ-NH2)、羟基甲苯咪唑(5-hydro xymeben 

dazole, MBZ-OH)、盐酸左旋咪唑(levamisole, LMS)、甲硝

唑(metronidazole, MNZ)、羟基甲硝唑(metronidazole-OH, 

MNZ-OH)(纯度均大于 99%, 德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH

公司); 氢氧化钠、氯化钠、氨水、浓盐酸(优级纯)、乙酸

乙酯(色谱纯)(厦门西陇科学股份有限公司); 甲醇、乙腈(色

谱纯, 德国默克股份两合公司); 甲酸(色谱纯, 上海安普实

验科技股份有限公司); 水(一级水, Milli-Q direct16 纯水系

统 , 美国 Millipore 公司 ); MCX 强阳离子交换萃取柱 : 

Thermo MCX SPE(美国赛默飞世尔科技公司); ZX MCX 

SPE 柱(北京振翔科技有限公司), 2 种 MCX 柱的规格均为 

3 mL, 60 mg, 使用前依次用甲醇 3 mL 和 0.2 mol/mL 盐酸

1 mL 活化, 保持柱体湿润。 

0.2 mol/L 盐酸溶液: 取 18 mL 盐酸, 用水定容至

1000 mL。 

氨水-甲醇溶液(1:9, V:V): 量取 50 mL 氨水与 450 mL

甲醇混合, 摇匀。 

0.1%甲酸溶液: 取 1 mL 甲酸, 用水定容至 1000 mL。 

1.2  实验方法 

1.2.1  标准溶液的配制 

标准储备液: 准确称取适量的上述 6 种标准品, 用色

谱纯甲醇分别配制成 100.0 μg/mL 的标准储备液, 保存于

‒18 ℃。 

混合标准工作液: 取适量室温的标准储备溶液 , 按

1:1:1:1:1:1 (V:V:V:V:V:V)混合后再用乙腈进行适度稀释。 

1.2.2  样品前处理 

称取 10 g 混匀的鳗鱼肉糜(精确至 0.01 g)于 50 mL 的

聚丙烯离心管中, 并加入 20 mL乙酸乙酯、0.1mL 10 mol/mL

氢氧化钠溶液和 5 g 氯化钠, 涡旋混合 30 s, 超声提取    

10 min, 4000 r/min 离心 10 min。取上层乙酸乙酯溶液 10 mL, 

将其置于另一个 50 mL 聚丙烯离心管中, 再加入 20 mL 的

0.2 mol/L 盐酸, 振荡 10 min, 2000 r/min 离心 5 min。取下层

盐酸溶液 10 mL, 待净化。 

将所得的提取液 10 mL 加载到 MCX 小柱, 依次用水

3 mL、0.2 mol/L 盐酸 1 mL 和甲醇 3 mL 淋洗, 用氨水-甲

醇溶液(1:9, V:V) 4.0 mL 洗脱。用 10 mL 试管接收洗脱液, 

再用氮气吹干仪将洗脱液吹干, 用乙腈-水溶液(3:17, V:V)

定容至 1 mL, 过 0.22 μm 的滤膜(有机滤膜), 用于超高效

液相色谱-串联质谱仪测定。 

1.2.3  仪器条件 

(1)色谱条件 

色谱柱 : ACQUITYTM UPLC BEH C18 (2.1 mm×  

100 mm, 1.7 μm); 流动相: A 为 0.1%甲酸水溶液, B 为乙

腈。梯度洗脱程序如表 1 所示。流速: 0.4 mL/min; 柱温: 

35 ℃; 进样量: 2.0 μL。 
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表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution programs 

时间/min A/% B/% 

0 90 10 

3.0 60 40 

4.0 60 40 

5.0 10 90 

6.0 10 90 

6.2 90 10 

7.0 90 10 

 

 
(2)质谱条件 

电离方式 : 电喷雾离子源正离子 (electron spray 

ionization, ESI+); 扫描方式: 多反应监测(multiple reaction 

monitoring, MRM); 电喷雾电压 : 5500 V; 气帘气压力 : 

0.172 MPa (氮气 ); 离子源温度 : 550 ℃; 雾化气压力 :  

0.379 MPa; 辅助气压力: 0.379 MPa, 其他质谱参数见表 2。 

2  结果与分析 

2.1  提取溶剂的选择 

咪唑类抗生素药物一般采用有机溶剂提取, 如乙腈、

乙酸乙酯、甲醇等。本研究比较了上述 3 种有机溶剂, 结

果表明, 乙酸乙酯对本实验的 6 种化合物提取效果更好, 

提取回收率更高, 测定值更大。因此采用乙酸乙酯提取。 

2.2  洗脱液的选择 

比较了氨水-甲醇(1:3, V:V)、氨水-甲醇(1:6, V:V)、氨

水-甲醇(1:9, V:V), 结果表明氨水-甲醇(1:9, V:V)的洗脱效

果最好, 回收率最高。 

2.3  不同 SPE 柱的选择 

本研究采用了 2 种不同的 MCX SPE 小柱(Thermo 

MCX SPE 柱和 ZX MCX SPE 柱)。2 种 SPE 柱都可以得

到较好的净化效果, 但 Thermo MCX SPE 柱的重现性更

好。在阴性鳗鱼样品中添加 5.0 μg/kg 左旋咪唑的回收实

验 (n=6), 采用 Thermo MCX SPE 柱净化的回收率为

90.5%, 精密度为 5.6%; 采用 ZX MCX SPE 柱净化的回

收率为 88.9%, 精密度为 8.7%。因而采用 Thermo MCX 

SPE 柱。 

2.4  流动相的选择 

本研究比较了 3 种流动相组合, 乙腈-水、乙腈-0.1%甲

酸水溶液、乙腈-0.1%甲酸水+5 mmol 乙酸铵溶液, 结果表明, 

化合物在用乙腈-水为流动相时, 峰形较差, 基线噪声较大, 

拖尾严重; 化合物在用乙腈-0.1%甲酸水溶液作流动相时峰

形好; 化合物在乙腈-0.1%甲酸水+5 mmol 乙酸铵为流动相时, 

峰形较差。因此选择乙腈-0.1%甲酸溶液为流动相。 

2.5  线性关系与检出限 

以空白鳗鱼肉糜样品的提取液为标准溶液的稀释溶

液 , 将混合标准溶液逐级稀释成标准混合工作液 , 经

UPLC-MS/MS 分析, 6 种咪唑标准品在鳗鱼糜样空白样品

中的色谱图见图 1。以各化合物组分的峰面积(Y)对质量浓

度(X, μg/kg)绘制标准曲线。结果表明, 6 种咪唑类化合物在

0~20 μg/kg 范围时线性关系好, 相关系数均大于 0.999, 通

过阴性样品添加标准品确定方法的检出限(S/N=3), 测得甲

苯咪唑、氨基甲苯咪唑、羟基甲苯咪唑、左旋咪唑、甲硝

唑、羟基甲硝唑的检出限均小于 1 μg/kg, 如表 3 所示, 说

明本方法可以满足实际工作的检测需要。 

 
表 2  6 种化合物的其他质谱参数 

Table 2  Other mass spectrum parameters of 6 kinds of compounds 

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压/V 入口电压/V 碰撞电压/V 碰撞池退出电压/V 

甲苯咪唑 
296.2 264.2 

100 10 
31 

14 
296.2 105.0 45 

氨基甲苯咪唑 
238.0 105.0 

150 10 
35 

14 
238.0 133.1 48 

羟基甲苯咪唑 
298.0 266.1 

105 10 
32 

14 
298.0 160.0 45 

左旋咪唑 
205.0 92.0 

83 10 
45 

14 
205.0 179.0 30 

甲硝唑 
172.0 81.7 

63 10 
33 

14 
172.0 127.8 20 

羟基甲硝唑 
188.1 123.3 

56 10 
18 

14 
188.1 126.2 23 



6374 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

 

表 3  各组分线性回归方程、相关系数和检出限 
Table 3  Regression equations, correlation coefficients and limits of detection for each compound 

化合物 标准曲线方程 相关系数 检出限/(μg/kg) 

甲苯咪唑 Y=80125.013X+6182.592 0.9994 0.06 

氨基甲苯咪唑 Y=64453.649X+3853.804 0.9990 0.10 

羟基甲苯咪唑 Y=65677.156X+2395.696 0.9998 0.07 

盐酸左旋咪唑 Y=51236.659X+1984.562 0.9991 0.12 

甲硝唑 Y=46288.368X+6326.989 0.9991 0.30 

羟基甲硝唑 Y=33529.885X+9 951.741 0.9992 0.25 

 

 
 

注: 标准品添加量为 2.0 μg/kg。 

图 1  6 种咪唑标准品在鳗鱼肉糜空白样品中的 MRM 色谱图 

Fig.1  MRM chromatograms of eel muscle spiked samples of 6 kinds of imidazoles 
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2.6  回收率与精密度 

用空白鳗鱼肉糜样品进行加标回收实验, 测试方法回

收率和精密度。添加水平为 5、10、15 μg/kg 实验, 每个添

加水平做 6 个平行实验。结果如表 4 所示, 化合物的平均回

收率范围为 70.5%~92.6%, 相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)均≤14.3% (n=6), 满足检测的要求。 

2.7  实际样品检测 

用本方法对龙岩辖区养鳗场的 36 份鳗鱼样品进行检

测, 没有发现阳性样品。经向委托送样检测的养鳗场了解, 

目前辖区的 7 家养鳗场均没有发现使用本研究中提到的 6

种药物。 

3  结论与讨论 

本研究采用超高效液相色谱-串联质谱法快速筛选和

测定鳗鱼中 6种咪唑类药物, 实现同时对苯并咪唑类和硝基

咪唑类化合物检测。该方法具有操作简单、灵敏度高、检出

限低等优点, 在 5~15 μg/kg 范围内, 回收率 70.5%~92.6%, 

相对标准偏差均≤14.3%, 符合满足残留测定需要, 可以为

鳗鱼中 6 种咪唑类药物的同时检测提供参考。 

 
表 4  6 种咪唑化合物的添加回收率和精密度(n=6) 

Table 4  Spike recoveries and determination accuracies of imidazoles (n=6) 

添加水平/(μg/kg) 

化合物 
5 10 15 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 

甲苯咪唑 80.5 11.8 81.7 10.4 82.3 8.6 

氨基甲苯咪唑 85.6 12.6 82.6 11.5 87.6 8.4 

羟基甲苯咪唑 88.3 10.8 84.4 8.8 89.6 8.2 

盐酸左旋咪唑 90.5 5.6 88.7 7.2 92.6 6.5 

甲硝唑 70.5 14.3 72.6 13.8 75.8 11.2 

羟基甲硝唑 72.8 11.7 74.8 10.9 76.6 13.5 
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