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超高效液相色谱-串联质谱法测定动物源食品中 
克霉唑的残留量 

胡贝贞 1, 董文洪 1, 林  斌 2, 饶桂维 3, 王石磊 3, 韩  超 3* 
(1. 绍兴海关综合技术服务中心, 绍兴  312000; 2. 浙江省标准化研究院, 杭州  310012;  

3. 浙江树人大学 生物与环境工程学院, 杭州  310015) 

摘   要 : 目的   建立 QuEChERS 提取和净化、超高效液相色谱 -串联质谱 (ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)测定猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉等畜禽肉和猪肝、猪肾、

羊肝、鸡心等畜禽内脏中克霉唑残留的分析方法。方法  样品经正己烷饱和的乙腈提取, 提取液经乙腈饱和

的正己烷液液分配除脂, 并经含 PSA 和 C18 粉末的净化管进一步净化。采用 0.1%甲酸和乙腈作为流动相进行

梯度洗脱, 多反应监测模式(multiple reaction monitoring, MRM)测定, 同位素内标法定量。结果  本方法在   

7 min内完成分离分析, 方法在 0.2~20.0 μg/L范围内线性关系良好, 相关系数 r为 0.9999。在 0.2、2.0和 20 μg/kg

添加水平下的回收率为 78.5%~111.9%, 相对标准偏差小于 11.1%, 方法定量限为 0.2 μg/kg。结论  该方法快

速、准确、灵敏, 适合动物源食品中克霉唑残留量的测定。 
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Determination of clotrimazole residue in food of animal origin by 
ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

HU Bei-Zhen1, DONG Wen-Hong1, LIN Bin2, RAO Gui-Wei3, WANG Shi-Lei3, HAN Chao3* 
(1. Comprehensive Technical Service Center of Shaoxing Customs, Shaoxing 312000, China; 2. Zhejiang Institute of 
Standardization, Hangzhou 310012, China; 3. College of Biology and Environmental Engineering, Zhejiang Shuren 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of clotrimazole residues in pork, beef, 

mutton, chicken and other livestock and poultry meat and in pig liver, pig kidney, sheep liver, chicken heart and other 

livestock and poultry viscera by UPLC-MS/MS after QuEChERS extraction and purification. Methods  The sample 

was extracted by n-hexane saturated acetonitrile, the extract was degreased by acetonitrile saturated n-hexane 

liquid-liquid distribution, and further purified by a purification tube containing PSA and C18 powder. Using 0.1% 

formic acid and acetonitrile as mobile phase for gradient elution, multi‒reaction monitoring mode (MRM) 

determination and isotope internal standard method were carried out. Results  The separation and analysis were 

completed within 7 min with a good linear relationship in the range of 0.2‒20.0 μg/L, and the correlation coefficient r 

was 0.9999. The recoveries ranged from 78.5% to 111.9% at spiked levels 0.2, 2.0 and 20 μg/kg, the relative standard 
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deviation was less than 11.1%, and the quantitative limit was 0.2 μg/kg. Conclusion  The proposed method is fast, 

accurate and sensitive, which is suitable for detecting clotrimazole residue in animal muscles and viscera. 
KEY WORDS: clotrimazole; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; food of animal 

origin; residue determination 
 
 

1  引  言 

克霉唑属于治疗真菌感染疾病的咪唑类广谱抗真菌

药, 主要外用于皮肤、黏膜、腔道等真菌感染部位, 对多

种真菌尤其是白色念珠菌具有较好的抗菌作用[1]。但目前

已发现包括克霉唑在内的多数抗真菌药存在细胞毒性较强

的问题[2]。另有研究指出[3], 部分羊肉中存在包括克霉唑在

内的抗真菌药物残留。但是目前国内外已发布的标准和法

规未对食品中克霉唑在内的此类化合物做出规定, 我国最

新发布的 GB 31650-2019《食品安全国家标准 食品中兽药

最大残留限量》[4]也未对克霉唑作出限量规定。因此, 建
立动物源食品中快速、简便、准确的克霉唑残留检测方法, 
可以从源头控制其不当使用, 减少其残留带来的食品安全

问题。 
目前国内外对克霉唑的测定主要集中在人用药品中

克霉唑含量的分析[5‒10]、化妆品中克霉唑残留的分析[11,12]、

人体血浆和尿液中克霉唑残留的分析[13], 关于食品中克霉

唑残留含量测定的研究很少, 仅张凯等[3]报道了采用超高

效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 (ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)
法测定了羊肉中包括克霉唑在内的 8 种抗真菌药的残留。 

QuEChERS法具有所用溶剂少、操作简便快速等优点, 
已普遍用于食品中药物残留的提取和净化[14‒16], 液相色谱

- 串 联 质 谱 法 (liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, LC-MS/MS)结合同位素内标定量将色谱高效

的分离效能和质谱的高灵敏度、强抗干扰的监测能力相结

合, 实现了在复杂基质背景下对目标物的准确测定[17‒19]。 
畜禽肉和内脏等动物源食品具有脂肪和蛋白质含量

高的特点, 为此, 本研究对 QuEChERS 方法的提取和净化

步骤进行了改进, 提取溶剂改用正己烷饱和的乙腈, 净化

步骤增加液液分配除脂, 采用同位素内标法定量校正回收

率和基质效应, 建立了猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉等畜禽肉

和猪肝、猪肾、羊肝、鸡心等畜禽内脏中克霉唑残留量的

UPLC-MS/MS 测定方法, 以期为畜禽肉和畜禽内脏中克霉

唑残留量的检测和确证提供技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

SHIMADZU 8060 超高效液相色谱-串联质谱仪(日本

岛津公司); GM300 组织捣碎机(德国莱驰公司); T18 型均

质器(德国 IKA 公司); ST16 R 离心机(美国 Thermo 公司); 
Q-POD Element 超纯水系统(美国 Millipore 公司)。 

克霉唑标准品(CAS No. 23593-75-1, 99.9%纯度, 德
国 Dr. Ehrenstorfer GmbH); 克霉唑-d5(99.0%纯度, 加拿大

CDN 公司)。 
QuEChERS 盐析包(内含 4 g 硫酸镁、1 g 柠檬酸钠 Na 

Citrate、0.5 g 柠檬酸钠半水合物、1 g 氯化钠)、QuEChERS
净化管(2 mL 规格, 内含 150 mg 硫酸镁、50 mg PSA 粉末、

50 mg C18 粉末)[月旭科技(上海)股份有限公司]。乙腈、正

己烷(色谱纯, 美国 TEDIA 公司提供); 猪肉、牛肉、羊肉、

鸡肉等畜禽肉和猪肝、猪肾、羊肝、鸡心等畜禽内脏样品

购自当地超市。 

2.2  标准溶液配制 

称取克霉唑标准品 10 mg, 用乙腈溶解并转移至 
10 mL 容量瓶中, 用乙腈定容, 制得 1000 μg/mL 的克霉

唑标准储备液; 称取克霉唑-d 5 标准品 1 mg, 用乙腈溶

解并转移至 10 mL 容量瓶中 , 用乙腈定容 , 制得    
100 μg/mL 的克霉唑-d 5 标准储备液。 

取 1000 μg/mL 的克霉唑标准储备液 0.1 mL, 用乙

腈稀释定容至 100 mL, 制得 1.0 μg/mL 的克霉唑标准使

用液。取 100 μg/mL 的克霉唑-d 5 标准储备液 0.1 mL, 用
乙腈稀释定容至 10 mL, 制得 1.0 μg/mL 的克霉唑-d 5 标

准使用液。 
于 10 mL 容量瓶中各加入 1.0 μg/mL 的克霉唑-d 5

标准使用液 20 μL, 再分别加入 1.0 μg/mL 的克霉唑标准

使用液 2、5、20、50、200 μL, 并用乙腈定容至 10 mL, 
制得浓度为 0.2、0.5、2.0、5.0、20.0 μg/L 的克霉唑标

准曲线, 内标克霉唑-d 5 的浓度均为 2.0 μg/L。 

2.3  样品前处理 

2.3.1  试样的制备 
抽取有代表性的样品约 500 g, 用组织捣碎机捣碎均

匀, 装入自封袋中, –18 ℃冷冻, 备用。 
2.3.2  提  取 

称取 10 g(精确至 0.001 g)捣碎的于 50 mL 离心管中, 
加入 1.0 μg/mL 的克霉唑-d 5 标准溶液 20 μL, 准确加入  
10 mL正己烷饱和的乙腈, 15000 r/min高速均质提取 2 min, 
加入含 4 g 硫酸镁、1 g 柠檬酸钠 Na Citrate、0.5 g 柠檬酸

钠半水合物、1 g 氯化钠的盐析包, 10000 r/min 离心 5 min, 
取上清液备用。 
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2.3.3  净  化  
转移全部上清液中于 50 mL 离心管中, 加入 5 mL 乙

腈饱和的正己烷, 于涡旋混匀器上涡旋 1 min, 10000 r/min
离心 5 min, 弃去正己烷层, 再加入 5 mL 乙腈饱和的正己

烷重复 1 遍以上操作。 
取乙腈层溶液 1 mL, 加入到含 150 mg 无水硫酸镁、

50 mg PSA 粉末、50 mg C18 粉末的 2 mL 净化管中, 涡旋

振荡后 10000 r/min 离心 5 min, 上清液过 0.22 μm 的尼龙

滤膜后供 UPLC-MS/MS 测定。   

2.4  色谱、质谱测定条件 
2.4.1  色谱条件 

岛津Shim-pack GIST色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.9 μm), 
流动相: 0.1%甲酸(A)-乙腈(B), 流速: 0.3 mL/min, 进样体积: 
1 μL, 柱温: 40 ℃。梯度洗脱程序: 0~3.0 min, 20%~80% B; 
3.0~7.0 min, 80% B; 7.0~9.5 min, 80%~20% B。 
2.4.2  质谱条件 

电喷雾离子(ESI)源: 正离子扫描, 离子源接口电压: 
4.0 kV; 雾化气 (氮气 /空气 ): 3.0 L/min, 加热气 (空气 ):   
10 L/min, 干燥气(氮气): 10 L/min, 碰撞气(氩气): 270 pka; 
接口温度: 300 ℃, DL 温度: 250 ℃, 加热模块温度: 400 ℃; 
检测器电压: 2.12 kV; 扫描模式: 多反应监测模式, 具体

条件见表 1。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的优化 

分别考察了甲醇-水、乙腈-水溶剂体系为流动相以及

流动相中分别添加 0.1%甲酸、5 mmol/L 乙酸铵等溶液对

克霉唑的色谱行为和离子化程度的影响。结果发现, 甲酸

体系比乙酸铵体系能获得更好的质谱响应, 乙腈体系比甲

醇体系能获得更好的峰型且柱压更低 , 故本研究选用以

0.1%甲酸水溶液 -乙腈为流动相。比较了岛津公司的

Shim-pack GIST 色谱柱 (2.1 mm×100 mm, 1.9 μm)和
InertSustain AQ-C18色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.9 μm), 发现

前者峰型更好, 出峰时间合适, 克霉唑出峰处无杂质干扰, 
故选择 Shim-pack GIST 色谱柱。 

3.2  质谱条件的优化 

取 100 μg/L 克霉唑和克霉唑-d 5 标准品溶液, 分别在

电喷雾电离源的正离子和负离子模式下进行扫描。结果表

明, 在ESI源的正离子模式下, 克霉唑和克霉唑-d 5均呈现

最佳响应。在不同碰撞能量下, 对目标物的母离子分别进

行二级质谱扫描, 并优化母离子电压和碰撞电压, 得到每

个母离子的碎片离子, 优化后的质谱参数见表 1, 标准溶

液 MRM 色谱图见图 1。 

 
表 1  克霉唑和克霉唑-d5 的多反应监测条件 

Table 1  MRM conditions of clotrimazole and d5-clotrimazole 

化合物 目离子(m/z) 子离子(m/z) 保留时间/min Q1 电压/V 碰撞电压/V Q3 电压/V 

克霉唑 277.0 
165.1* 

2.928 
–20 –22 –17 

241.1 –20 –28 –17 

克霉唑-d5 282.1 
170.2* 

2.927 
–20 –23 –18 

246.2 –28 –22 –17 

注: *为定量离子。 

 

 
 

注: (A)0.2 µg /L 克霉唑, (B)2.0 µg /L 克霉唑-d5。 
图 1  标准溶液的 MRM 谱图 

Fig.1  MRM chromatograms of standard solution 
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3.3  样品提取条件的优化 

动物肌肉和内脏等动物源样品含有一定量的脂肪和

蛋白质。本研究采用乙腈提取、高速离心, 可以去除蛋白

质的影响。对所含的脂肪, 采取改进的 QuEChERS 方法进

行提取和净化。本研究采用 3 个步骤来去除脂肪: 第 1 步

样品提取的时候采用正己烷饱和的乙腈, 以减少脂肪溶解

在乙腈中; 第 2 步采用乙腈饱和的正己烷液液分配 2 次去

除脂肪, 第 3 步净化管中含有 C18粉, 可用于进一步去除脂

肪。此外, 净化管中的 PSA 粉能显著去除肝脏、肾脏等颜

色较深样品中的色素。经以上净化步骤后的加标样品在

LC-MS/MS 上的 MRM 谱图目标物出峰处无杂质干扰, 满
足检测要求。 

3.4  方法学验证 

3.4.1  线性关系与定量限  
取“2.2”中制备的 0.2、0.5、2.0、5.0、20.0 µg/L 系列

标准工作溶液供 LC-MS/MS 测定, 其中克霉唑-d5 同位素

内标溶液浓度均为 2.0 µg/L。以克霉唑与克霉唑-d5 的峰面

积比值为纵坐标(Y), 克霉唑的质量浓度为横坐标(X, µg/L)
绘制标准曲线。结果表明, 在 0.2~20.0 µg/L 浓度范围内, 

克霉唑线性关系良好, 回归方程为 Y=3.1504X-0.00936710, 
相关系数(r2)为 0.9999。定量限(limit of quantitation, LOQ)
采用在空白样品中逐级降低加标浓度的方法来确定, 得到

克霉唑 LOQ(S/N≥10)为 0.2 µg/kg。 
3.4.2  回收率与精密度  

取代表性的样品牛肉、鸡心、羊肝、猪肾阴性样品, 在
0.2、2.0 和 20 µg/kg 3 个水平下进行加标回收实验, 每个水

平重复测定 6 次, 通过同位素内标法计算其回收率和相对

标准偏差(RSD), 结果见表 2。代表性样品加标的定量离

子对谱图见图 2, 阴性样品定量离子对的空白谱图见图

3。采用同位素内标法定量技术, 能校正目标物在前处理过

程的损失, 并补偿在质谱上的“离子抑制”效应, 提高了测

量结果的稳定性和重复性 , 测得克霉唑的回收率在

78.5%~111.9%之间, 相对标准偏差为 5.3%~11.1%, 说明

该方法的准确度和精密度良好。 

3.5  样品测定 

应用本方法对市场上采购的猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉

等畜禽肉和猪肝、猪肾、羊肝、鸡心等畜禽内脏进行检测, 
克霉唑均未检出。 

 
 

表 2  加标回收率和相对标准偏差结果(n=6) 
Table 2  Results of recovery and RSD (n=6) 

样品 加标量/(µg/kg) 回收率/% 相对标准偏差/% 样品 加标量/(µg/kg) 回收率/% 相对标准偏差/% 

牛肉 

0.2 80.0 8.2 

羊肝 

0.2 88.2 10.3 

2.0 96.5 6.4 2.0 96.7 9.4 

20.0 96.0 5.3 20.0 111.9 6.7 

鸡心 

0.2 81.1 9.1 

猪肾 

0.2 78.5 11.1 

2.0 95.2 7.6 2.0 88.8 8.9 

20.0 109.6 5.8 20.0 107.5 7.4 

 

 

 
 

注: (A):牛肉; (B):鸡心。 
图 2  不同基质中加标 0.2 µg /kg 的克霉唑定量离子对的谱图 

Fig.2  Chromatograms of quantitative ion pair of Clotrimazole in different sample matrices spiked at 0.2 µg/kg 
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注: (C):羊肝; (D):猪肾。 
续图 2  不同基质中加标 0.2 µg /kg 的克霉唑定量离子对的谱图 

Fig.2  Chromatograms of quantitative ion pair of Clotrimazole in different sample matrices spiked at 0.2 µg/kg 

 

 
 

注: (A):牛肉; (B):鸡心;(C):羊肝;(D):猪肾。 
图 3  不同阴性样品基质中克霉唑定量离子对的谱图 

Fig.3  Chromatograms of quantitative ion pair of clotrimazole in different negative sample matrices 
 

4  结  论 

本研究建立了动物源食品中克霉唑残留量的超高效

液相色谱-串联质谱测定方法。样品采用改进的 QuEChERS
方法进行提取和净化, 有效去除了脂肪杂质的干扰。采用

同位素内标法定量, 校正了目标物的损失, 保证了方法的

准确性。本方法快速、准确、灵敏, 适合动物源食品中克

霉唑残留量的测定。 
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