
第 7卷 第 5期 食品安全质量检测学报 Vol. 7 No. 5 

2016年 5月 Journal of Food Safety and Quality May , 2016 

 

                            

*通讯作者: 王春民, 高级工程师, 主要研究方向为食品安全检测。E-mail: chunminwang@163.com. 

*Corresponding author: WANG Chun-Min, Senior Engineer, Suzhou Center for Disease Control and Prevention, Suzhou 215004, China. E-mail: 
chunminwang@163.com 

 

超高效液相色谱-串联质谱法检测蜂蜜中的 

甲硝唑含量 

王春民*, 张秋萍, 吴春霞 

(苏州市疾病预防控制中心, 苏州  215004) 

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)检测蜂蜜中的甲硝唑含量。方法  取混合均匀的蜂蜜样品加入饱和氯化钠溶液混

合, 再经乙酸乙酯提取, 经阳离子交换小柱净化。采用 UPLC-MS/MS技术, 以多反应监测模式检测, 以外标法

定量。结果  甲硝唑在 1~10.0 μg/L浓度范围内线性关系良好, 相关系数大于 0.999, 回收率为 76%, 检出限为

0. 1 μg/kg, 相对标准偏差为 3.4% (n=6)。结论  该方法快速、准确、灵敏, 可用于蜂蜜中甲硝唑的检测。 
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Determination of residues of metronidazole in honey by ultra performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

WANG Chun-Min*, ZHANG Qiu-Ping, WU Chun-Xia 

(Suzhou Center for Disease Control and Prevention, Suzhou 215004, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of metronidazole in honey samples by ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometric (UPLC–MS/MS). Methods  Honey samples were 

mixed with saturated sodium chloride and extracted with ethyl acetate, and then purified by cation exchange column. 

The metronidazole residues in the extracts were detected using UPLC–MS/MS (ESI+) with multiple reactions 

monitoring (MRM), and quantitated with external standard method. Results  Metronidazole had a good linear 

relationship in the range of 1~10.0 μg/L with the linear correlation coefficient larger than 0.999. The recovery was 

76%, the limits of detection (LOD) was 0.1 μg/kg, and the relative standard deviation (RSD) was 3.4% (n=6). 

Conclusion  The proposed method is fast, accurate and sensitive, which is suitable for the determination of 

metronidazole residues in honey samples. 
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1  引  言 

甲硝唑(metronidazole, MTZ), 别名甲硝锉、灭滴灵, 化

学名称 2-甲基-5-硝基咪唑-1-乙醇, 结构式见图 1, 是具有抗

菌和抗原虫活性的硝基咪唑类抗菌药物(nitroimidazoles)。 

MTZ 常用于预防、治疗家禽原虫病, 也用作促进牛、猪等

动物生长的饲料药物添加剂[1-5], 动物体内及相关产品中常

有残留现象。硝基咪唑类对厌氧菌及原虫有独特的杀灭作用, 

与其他抗生素联合应用于临床的各个领域[6-8]。在目前情况

下, 抗生素是控制动物细菌感染性疾病的主要手段。动物源
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性食品抗生素残留, 主要来源于治病、防病和饲料添加。从

食品安全尤其是抗生素耐药性产生和传播的角度看, 限制

或者最终禁止在饲料产品中添加抗生素是未来发展趋势。

1998年欧盟禁止MTZ使用于食品动物[9], 2002年美国食品

与药物监督管理局禁止在进口动物源性食品中使用

MTZ[10]。2002年中华人民共和国农业部第 193号公告[11]规

定, 甲硝唑允许作治疗用, 但不得在动物性食品中检出。蜂

农在养蜂时会使用抗生素来防止蜜蜂生虫, 保证蜜蜂健康。

在农业部颁发的《无公害食品 蜜蜂饲养兽药使用准则》[12]

中规定, 甲硝唑片禁止在采蜜期使用。有些蜂农在蜜蜂临近

产蜜期, 仍然使用抗生素, 导致蜂蜜中残留甲硝唑。 

常见的甲硝唑检测方法包括气相色谱法[13,14]、液相色

谱法[15-18]、气质联用法[19]以及液质联用法[20-22]。本研究建

立甲硝唑的超高效液相色谱-质谱法测定甲硝唑的方法 , 

从而为蜂蜜中甲硝唑的监管提供技术支持。 

 

 
 

图 1  甲硝唑结构式 

Fig. 1  The structure of metronidazole 
 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

UPLC-TQD 超高效液相色谱-三重四级杆质谱联用仪

(美国Waters公司);  Multi Reax振荡器(德国 Heidolph公

司);  HHS 型电热恒温水浴锅(上海博讯实业有限公司医

疗设备厂); 减压浓缩系统: RE-85C 旋转蒸发器(上海青浦

沪西仪器厂), V-700 真空泵、V-855 真空控制系统(瑞士

Buchi 公司); Biofuge Stratos 高速离心机(美国 Thermo 

Fisher Scientific 公 司 ) 、 N-EVAP-24 氮 吹 仪 ( 美 国

Organomation公司) 

氯化钠、乙酸乙酯、水硫酸钠、盐酸、氨水(分析纯, 国

药集团); 甲酸(HPLC 级, 美国 ACS 公司); 甲醇 (色谱纯, 

德国 Merck 公司); 甲硝唑标准品(纯度>99%, 购自中国计

量科学研究院); 实验用水为超纯水; OASIS MCX 阳离子

交换小柱(60 mg, 3 mL, 美国Waters公司) 

2.2  材  料 

样品来源为市售蜂蜜样品。将蜂蜜搅拌均匀, 若过于

粘稠可用不超过 60 ℃的水浴温热后再搅拌均匀, 备用。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品前处理 

准确称取约 10 g蜂蜜样品 (精确至 0.01 g)置于 50 mL

离心管中, 加入 10 mL饱和氯化钠, 振荡混匀, 加入 15 mL

乙酸乙酯, 振荡提取 20 min, 超声 5 min, 5000 r/min离心 5 

min, 经无水硫酸钠柱收集上清液于 100 mL鸡心瓶中。再加

入 15 mL 乙酸乙酯重复提取, 合并上清液于以上鸡心瓶中, 

50 ℃的水浴旋转蒸发至干。加入 4 mL水溶解残渣, 待上柱。 

MCX柱使用前依次用 3 mL甲醇、3 mL 0.1 mol/L盐

酸、3 mL纯水活化, 保持柱体湿润; 上样结束后, 依次用 3 

mL 0.1 mol/L盐酸、2 mL 2%甲酸: 甲醇(95: 5, V:V)、3 mL

水淋洗, 抽干小柱 2 min, 用 3 mL 甲醇:水:氨水(80:20:2, 

V:V:V)进行洗脱, 洗脱液在 45 ℃下氮吹至近干, 残留物用

5 mmol/L甲酸: 甲醇(9: 1, V:V)定容至 1 mL, 10000 r/min离

心 5 min后上机测定。 

2.3.2  标准溶液配制 

标准贮备液(0.10 mg/mL): 准确称取甲硝唑 10.0 mg, 

用甲醇溶解并定容至 100 mL。 

基质匹配标准工作液, 以不含甲硝唑的蜂蜜样品基

质溶液配制适当浓度的标准工作液。根据各点浓度, 取适

量 0.10 mg/mL标准溶液于容器中, 用氮气小心吹干, 以样

品基质溶液溶解定容, 并使工作液系列浓度分别为 1.0、

2.0、4.0、6.0、8.0、10.0 μg/L。该工作液应当天配制。 

2.3.3  仪器条件 

色谱条件 : ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱 (2.1 

mm×100 mm, 1.7 µm); 流动相为甲醇和水 , 流速 0.3 

mL/min, 柱温 35 ℃。梯度洗脱程序见表 1。进样量为 5 μL。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution program 

时间/min 甲醇/% 水/% 曲线变化模式 

0 35 65 6 

1.5 80 20 6 

1.6 35 65 6 

1.9 35 65 6 

 

(2)质谱条件: 采用 ESI+电喷雾电离源模式, 毛细管电

压(capillary)3.5 kV; 萃取锥孔电压(extractor)3.0 V; 源温度

(source temp)150 ℃; 脱溶剂温度(desovation temp)350 ℃; 脱

溶剂气流速(desolvation gas flow)800 L/h; 四极杆低端分辨率

(LM resolution):  LM 1= LM 2=10.0, 四极杆高端分辨率(HM 

resolution): HM 1=14.4,  HM 2=14.8; 扫描方式为多反应监测

扫描模式(multiple reaction monitoring, MRM)。 

3  结果与分析 

3.1  前处理条件优化 

3.1.1  样品制备过程优化 

蜂蜜产品种类繁多, 实验中样品粘度不一, 有的蜂蜜
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产品粘度很高, 不易混匀, 有的样品粘度较低, 相对容易

混匀; 冬天温度较低时部分样品还会出现结晶。样品检测

前, 应保证样品均匀。实验时, 可不断搅拌样品再取样, 也

可用不超过 60 ℃的水浴温热搅拌均匀, 再取样。 

3.1.2  样品净化过程优化 

使用阳离子交换固相萃取小柱净化样品, 上样前小

柱需用甲醇、甲酸溶液和水活化, 上样后流速不可太快, 可

使样液自然滴下, 然后用酸、水淋洗, 最后用 3 mL洗脱液

洗脱, 洗脱时流速不可太快, 亦可用保持洗脱液自然流下, 

以保证充分洗脱。洗脱液用 50 ℃砂浴吹干, 残留物中加入

1 mL 5 mmol/L甲酸:甲醇(9: 1, V:V), 涡旋 1 min, 以 10000 

r/min离心 5 min后上机测定。若通过滤膜过滤需验证滤膜

对待测组分的影响, 不同材质滤膜对不同化合物作用不同, 

实验中需考虑溶质吸附溶剂溶解等情况。通常高速离心可

以满足超高效液相上样要求, 本实验采用直接离心上样。 

3.2  基质效应分析 

由于蜂蜜样品基质复杂, 不同品种蜂蜜基质也不同, 

进样后离子抑制效应明显, 且待测组分降低显著, 可以通

过以下方法改善结果: (1) 增加保留时间。通过延长样品中

待测组分在色谱柱上的保留, 使得干扰组分与其分离, 在

离子化时干扰降低。(2) 稀释。采用稀释的方法降低干扰

组分和待测物质的浓度, 从而避免严重的基质干扰, 但要

以满足方法检出限为前提。(3) 同位素内标法。明显的离

子抑制效应有时使得外标法不能准确定量, 同位素内标与

待测组分性质相似, 色谱行为接近, 有条件时可选择同位

素内标法校正结果。(4) 基质加标回收率曲线法。因不同

基质样品产生的基质效应不尽相同, 甚至相差悬殊, 此时

可考虑采用基质加标回收率曲线法, 需要收集相同基质的

空白样品, 在空白样品中加入标准溶液, 与样品一起前处

理, 并做系列基质工作曲线。(5) 基质匹配加标法。用处理

好的相同的空白样品基质溶液配制标准曲线, 因考虑本研

究实验的可操作性, 本实验采用该方法处理。 

3.3  扫描离子的选择 

采用自动调谐模式, 调谐仪器参数, 找出最佳定性定

量离子及锥孔电压碰撞能量等参数条件。用手动调谐方式

确认并优化各项参数, 调谐结果见表 2。 
 

表 2  MRM 检测参数 
Table 2  Parameters of MRM 

离子对 驻留时间(s) 锥孔电压(V) 碰撞能量(V)

  1: 172.0 > 82.0 0.146 31.0 25.0 

2: 172.0 > 128.0* 0.146 31.0 13.0 

 
 

3.4  线性范围、方法检出限和空白试验 

当工作曲线各点浓度为 1.0、2.0、4.0、6.0、8.0和 10.0 

μg/L 时 , 以 外 标 面 积 法 定 量 , 校 正 曲 线 方 程 为

Y=821.668X+103.714, 相关系数大于 0.999, 线性关系良

好。在空白蜂蜜样品中加入适量甲硝唑, 并按 2.3.1前处理, 

按 2.3.3仪器条件进行检测, 以 3倍信噪比计算检出限为 0. 

1 μg/kg。空白实验时, 除不取样品外, 其他同样品处理, 在

甲硝唑出峰处无干扰。 

 

 
 

图 2  检出甲硝唑的蜂蜜样品的 MRM质谱图 

Fig. 2  MRM mass spectrums of metronidazole detected in honey samples 
（上部分图谱 172>128为甲硝唑定量离子对 0.60 min，下部分图谱 172>82为甲硝唑定性离子对 0.61 min） 
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3.5  方法的回收率和精密度 

在蜂蜜样品中进行加标回收和精密度实验, 加入 10 

μg/L标准溶液 100 μL时, 按照按 2.3.1前处理, 按 2.3.3仪

器条件进行检测, 加标回收率为 76%。当蜂蜜样品中加入

10 μg/L标准溶液 100 μL重复 6次测定, RSD为 3.4%。 

3.6  样品测定 

按照本法共检测市售蜂蜜样品 65 份, 将样品按照

3.1.1 步骤制备均匀, 备用。按照按 2.3.1 前处理, 按 2.3.3

仪器条件进行超高效液相色谱/质谱联用仪检测。其中 6个

样品检出甲硝唑, 含量为 0.12~1.8 μg/kg, 检出率为 9.2%。

实际蜂蜜样品中甲硝唑检出的 MRM质谱图见图 2。 

4  结  论 

本研究采用超高效液相色谱-质谱联用技术能比较准

确快速地检测蜂蜜中甲硝唑的含量, 但不同蜂蜜样品基质

效应使甲硝唑在质谱中存在不同程度的基质抑制效应。若

使用外标法定量应尽量使用与待测样品基质相同样品作基

质匹配工作曲线。还可以考虑将样品最终定容体积适当增

大, 以降低基质浓度, 减少基质对甲硝唑在质谱上响应干

扰, 且工作曲线做相同处理; 也可使用同位素内标法减少

消除基质效应影响[22]。蜂蜜样品粘度大, 用饱和氯化钠水

溶液混匀, 再用乙酸乙酯提取, 有利于增加提取效率。本方

法快速、准确、灵敏, 可以应用于蜂蜜样品中甲硝唑残留

检测。 
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