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高效液相色谱质谱法测定动物源食品中咪唑菌酮 

及其代谢物的残留量 
 

黄秀丽，宁焕焱，黄飞，陈嘉聪，梁绍成，胡昆，奉夏平 

（广东省惠州市质量计量监督检测所，广东惠州 516003） 

摘要：建立了采用高效液相色谱串联质谱仪测定动物源食品中咪唑菌酮及其代谢物 5-甲基-5-苯基-2,4-咪唑烷二酮(MPID)残留量

的分析方法。样品经乙腈提取，固相萃取苯乙烯二乙烯苯共聚物小柱、活性炭柱净化，C18 色谱柱分离，以乙腈和 5 mmol/L 乙酸铵

甲醇水（V:V=40:60）溶液为流动相进行梯度洗脱，电喷雾正离子（ESI+）模式电离，多反应选择离子（MRM）检测。结果表明：咪

唑菌酮在 0.05~0.8 µg/mL，MPID 在 0.5~8.0 µg/mL 范围内呈现良好的线性关系，相关系数（r2）均大于 0.999。在此范围内两者的加

标回收率为 82.09~109.16%，相对标准偏差（RSD）为 2.46~7.89%，咪唑菌酮检测限为 2.0 μg/kg，MPID 检测限为 20.0 µg/kg。该方

法简便快捷，且能消除样品中色素等杂质的干扰，具有较高的准确度和精密度，适用于动物源食品中咪唑菌酮及其代谢物 MPID 残留

量的测定。 
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Abstract: The samples were extracted with acetonitrile, purified by activated PS-DVB and carbon column, and analyzed on C18 column 

by using a gradient elution using acetonitrile (A)- 5 mmol/L ammonium acetate methanol aqueous solution (B) (V:V=40:60) as mobile phase. 

The calibration curve presented a good linear relationship between the peak areas and concentrations in the range of 0.05~0.8 µg/mL 

fenamidone and 0.5~8.0 µg/mL MPID, with correlation coefficients more than 0.999. The average recoveries of standard addition at this 

concentration level ranged from 82.09% to 109.16%, and the relative standard deviation (RSD) was in the range of 2.46% to 7.89%. The limits 

of quantification of fenamidone and MPID in animal source foods were 2.0 μg/kg and 20.0 μg/kg. It was suitable for determination of 

fenamidone and MPID residues in animal source foods with high sensitivity and selectivity. 
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咪唑菌酮是一种新型咪唑酮类农药，被广泛应用

于各种农作物霜霉病、疫病和梨黑癍病等病害及虫害

的控制[1~3]。禽畜摄入被该农药污染的饲料，会在其体

内蓄积，并有可能部分转化为其代谢物 MPID(5-甲基

-5-苯基-2,4-咪唑烷二酮)，尤其是在动物的脂肪、肝、

肾等组织中残留量较高，进而对人体造成危害。日本

“肯定列表制度”中规定禽畜产品包括牛、羊肉、脂

肪、肝脏、肾脏等的最大残留限量为 0.1 mg/kg。目前， 
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国内尚无动物源食品中咪唑菌酮最高允许残留限量的

规定，更无相应的检测标准出台。 

咪唑菌酮在国外市场的使用较多，已在世界上许

多国家登记，预计在我国使用范围也会逐步扩大。随

着该农药使用量及范围的加大，其在动物源食品中的

残留以及对人类健康带来的危害也越来越为人们所关

注[4~10]。为了对动物源食品中咪唑菌酮残留量进行监

测，以确保产品的质量安全，建立一种简便、准确、

高灵敏度分析动物源食品中咪唑菌酮残留量的检测方

法具有非常重要的意义。 

日本肯定列表 JAP-101 中规定了采用气相色谱-

质谱法对禽畜产品中的咪唑菌酮及其代谢物 MPID 进

行测定的方法，可以在 13 min 内完成分析[11]。本研究
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对动物源性食品中咪唑菌酮及其代谢物 MPID 的提取

与净化方法进行了系统研究，并对高效液相色谱与质

谱条件进行了选择及优化，建立了一种快速、高灵敏

度、可广泛应用于动物源性食品中咪唑菌酮及其代谢

物 MPID 残留量测定的液相色谱-质谱联用方法体系。

该方法不仅前处理方法简便，而且 7 min 内便可完成

咪唑菌酮及 MPID 的测定，大大的提高了检测效率。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

丙酮、正己烷、乙酸乙酯均为分析纯，无水硫酸

钠，购于广州化学试剂厂；活性炭小柱（SupelcleanTM 

ENVITM-Carb SPE Tubes，3 mL，0.25 g），苯乙烯二

乙烯苯共聚物小柱（PS 聚苯乙稀二乙烯基苯柱，6 

mL，0.5 g），购于广州市华馨科学仪器有限公司。咪

唑菌酮标准品含咪唑菌酮 99%以上（熔点为 137 ℃），

MPID 标准品含 MPID99% 以上，购于德国 Dr 

Ehrenstorser GmbH公司；用乙腈将咪唑菌酮、MPID

分别配制成浓度为 100 mg/L标准储备液。根据需要，

移取一定量标准储备液配制成系列标准工作液。 

液相色谱仪：岛津 LC-30 系列，日本岛津公司；

质谱仪：API 4000 配有电喷雾离子源（ESI）及 Analysit 

1.6 数据处理系统，美国应用生物系统公司（ABI）；

平行蒸发仪：瑞士 BUCHI；超纯水仪：美国 Millipore

公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理 

取肌肉、脂肪、肝脏、肾脏和其他可食部分搅碎、

混合均匀后备用。牛奶样品加入三氯乙酸溶液后超声

10 min过滤去除蛋白质。 

1.2.2  样品制备 

称取搅碎或混合均匀后的样品 5.0 g（精确至

0.001 g），加50 mL乙腈、50 mL乙腈饱和正己烷和

10 g 无水硫酸钠，均质3 min 后，以4000 r/min 离心

分离 5 min，收集乙腈层。按上述方法用乙腈重复提

取两次，合并乙腈层。40 ℃以下浓缩，除去溶剂，残

留物中加入 5 mL甲醇溶解。 

1.2.3  样品净化 

苯乙烯二乙烯苯共聚物小柱（500 mg）用5 mL甲

醇和5 mL去离子水淋洗柱子，舍弃淋洗液。注入1.2.2 

提取后的溶液，用15 mL甲醇淋洗柱子，收集全部流

出液。活性炭小柱用5 mL甲醇淋洗，舍弃淋洗液。注

入苯乙烯二乙烯苯共聚物小柱流出液，用15 mL甲醇

淋洗柱子，收集全部流出液。40 ℃以下浓缩至近干，

用丙酮溶解残留物，准确定容至1 mL，过0.45 μm有机

滤膜作为待测溶液。 

1.2.4  色谱、质谱条件 

1.2.4.1  液相色谱条件 

色谱柱：ZORBAX Extend C18柱（4.6×150 mm×5 

μm）；流动相：乙腈（A）-5mmol/L 乙酸铵甲醇水

（V:V=40:60）溶液，梯度洗脱（程序见表 1）；柱温

为 35 ℃；进样量为 4 μL。 

表 1 液相色谱梯度洗脱条件 

Table 1 Gradient elution of HPLC 

时间/min 流速/(mL/min) A/% B/% 

0.0 0.4 20 80 

1.5 0.4 80 20 

3.0 0.4 40 60 

7.0 0.4 40 60 

1.2.4.2  质谱条件 

电喷雾离子源（ESI+）；检测方式：多反应选择

离子检测；碰撞气（CAD）为 6 psi；气帘气（CUR）

为 24 psi；雾化气（GS1）为 60 psi；辅助加热器（GS2）

为 60 psi；喷雾电压（IS）为 5500 V；离子源温度（TEM）

为 500 ℃。多反应监测各离子对及各优化参数见表 2。 

表 2 咪唑菌酮和 MPID 的多反应监测质谱参数 

Table 2 MS parameters of MRM mode for fenamidone and 

MPID 

化合物 母离子 子离子 锥孔电压/V 碰撞电压/V 

咪唑 

菌酮 
312 

236.10* 60 25 

211.1 60 20 

MPID 282 
120.00* 75 25 

92 75 35 

注：“*”为定量离子（Quantitative ion）。 

2  结果与讨论 

2.1  提取与净化条件的优化 

咪唑菌酮和 MPID 在水中的溶解度很低，可溶于

乙腈、甲醇、乙酸乙酯、丙酮等有机溶剂。对于动物

源性样品，丙酮、乙酸乙酯会提取较多的脂肪，加大

了后期的净化难度。乙腈比丙酮容易浓缩、转溶。综

合考虑，用乙腈提取是较佳的选择。提取液中还加入

正己烷以去除样品中脂肪类基质的干扰。 

此外，还应用固相萃取技术对提取液进行净化，

以去除样品中的色素、蛋白质及其他动物性杂质。苯

乙烯二乙烯苯共聚物小柱可有效去除样品中蛋白质类

基质的干扰，活性炭小柱可有效去除样品中色素等杂
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质的干扰。提取液经两次过柱净化后，可满足

HPLC-MS/MS 的分析要求，且两者对咪唑菌酮和

MPID 的吸附少、容易洗脱，回收率高。 

2.2  色谱条件的优化 

2.2.1  色谱柱的选择 

 

 

 

图 1 色谱柱的选择 

Fig.1 The selection of chromatography column  

注：a：Thermo HYPERSIL BDS-2 Column，b：Thermo 

HYPERSIL ODS-2 Column， c：Agilent ZORBAX Extend 

Column。 

本实验比较了 Thermo HYPERSIL BDS-2 Column

（2.1×100 mm×5 μm）；Thermo HYPERSIL ODS-2 

Column（4.6×150 mm×5 μm）；Agilent ZORBAX Extend 

Column（4.6×150 mm×5 μm）三种柱子，见图 1。发

现以 Agilent ZORBAX Extend 柱对咪唑菌酮、MPID

的保留性、灵敏度和峰型表现出明显的优势。最终选

择以 Agilent ZORBAX Extend 色谱柱为分离柱。 

2.2.2  流动相的选择 

比较了甲醇-水、乙腈-水、以及乙腈-5 mmol/L乙

酸铵甲醇水（V:V=40:60）溶液作为流动相系统的洗脱

效果，发现甲醇-水对咪唑菌酮的洗脱效果不佳，而乙

腈-水对 MPID 的洗脱效果不佳，故最终采用乙腈和 5 

mmol/L乙酸铵甲醇水（V:V =40:60）溶液为流动相进

行梯度洗脱，咪唑菌酮及 MPID 峰型尖锐对称，7 min

内就能完成检测，大大提高了检测效率，且目标峰没

有基质干扰，如图2 所示。 

 

图 2 咪唑菌酮（0.8 μg/mL）、MPID（8.0 μg/mL）的LC-MS/MS

图谱 

Fig.2 Chromatogram and spectra of 0.8 μg/mL fenamidone and 

0.8μg/mL MPI 

注：1：MPID；2：咪唑菌酮。 

2.3  质谱条件的优化 

本实验首先采用采用 0.8 µg/mL 咪唑菌酮和 8.0 

µg/mL MPID 的混合标准溶液，以蠕动泵样方式在电

喷雾正离子模式下进行母离子全扫描，找出准确的分

子离子作为母离子，然后以分子离子为母离子对其子

离子进行全扫描，最后选取丰度较强的 2 个子离子，

优化其锥孔电压、碰撞能量等质谱参数。选取丰度较

大并且响应稳定的来做定量离子。 

2.4  标准曲线、线性范围及检出限 

在确定的色谱条件下对质量浓度为 0.0、0.05、0.1、

0.2、0.4、0.8、1.2 µg/mL的咪唑菌酮和 0.0、0.5、1.0、

2.0、4.0、8.0、12.0 µg/mL MPID 混合标准品分别进行

测定，以标准物质的峰面积（Y）对其质量浓度（X, 

µg/mL）进行线性回归，绘制标准曲线，如图 3所示。

结果表明，咪唑菌酮在 0.05~0.8 µg/mL，MPID 在

0.5~8.0 µg/mL范围内呈良好线性关系，相关系数可达

到 0.999。以信噪比 S/N=3 计算咪唑菌酮和 MPID 的

检测限，得其结果为咪唑菌酮检测限2.0 μg/kg，MPID

检测限 20.0 μg/kg。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2013, Vol.29, No.11 

2770 

 

 

图 3 咪唑菌酮、MPID 的标准曲线 

Fig.3 Calibration curves of fenamidone and MPID 

2.5  回收率及精密度分析 

在蜂蜜、猪肝、鸡肉、牛肉、鱼肉、虾、牛奶样

品中分别添加 0.2、0.4、0.8 µg/mL的咪唑菌酮和 2.0、

4.0、8.0 µg/mL MPID 标液，经上述方法提取、净化处

理后进行 HPLC-MS/MS 测定，7 种动物源样品中咪唑

菌酮和 MPID 的本底值均为 0 mg/kg。猪肝的空白和

样品加标的高效液相谱图和质谱图如图 4 所示，结果

表明：在此色谱条件下咪唑菌酮与 MPID 峰形对称，

能够很好的与杂质分离。 

 

 

图 4 猪肝及猪肝加标的 LC-MS/MS 图谱 

Fig.4 Chromatogram and spectra of pork liver standard 

addition recovery 

注：a：猪肝；b：猪肝加标。 

表 3 咪唑菌酮在 7 种动物源食品中的加标回收率及精密度分析（n=5） 

Table 3 Addition recovery and RSD of fenamidone in seven animal source foods (n=5) 

Food 

Standard concentration of fenamidone / (μg/mL) 

0.2 0.4 0.8 

Recovery 

R/% 

RSD 

Sr/% 

Recovery 

R/% 

RSD 

Sr/% 

Recovery 

R/% 

RSD 

Sr/% 

Honey 92.18~109.08 7.20 83.69~100.11 7.89 98.32~107.23 3.29 

Pork liver 93.79~103.27 3.76 94.67~108.19 6.36 98.16~105.64 2.70 

Chicken 90.33~102.19 5.26 93.21~103.14 3.98 87.67~96.49 3.76 

Beef 92.66~109.17 7.02 93.97~100.36 2.46 98.91~107.58 3.23 

Fish 93.48~103.59 3.94 94.55~108.84 6.44 98.65~105.47 2.58 

Shrimp 90.56~99.85 4.07 93.48~103.27 4.18 87.28~96.55 3.96 

Milk 91.24~100.73 4.10 96.97~103.48 2.75 87.59~96.36 3.77 

本研究按测量值和真实值计算回收率，5 次重复

计算变异系数，咪唑菌酮和 MPID 加标回收率及精密

度结果分别见表 3、表 4。咪唑菌酮和 MPID 的平均

回收率在 82.09~109.16%，相对标准偏差 (RSD)为

2.46~7.89%，符合残留检测方法对回收率与精密度的

要求。 

2.6  实际样品测试 

为了验证本方法的可行性，分别从批发市场、超

市和商店购买了不同品牌的蜂蜜、牛奶，以及鱼肉、

牛肉、猪肉、鸡肉、鸭肉和虾 8 种共 36 个样品。运用

本文建立的 HPLC-MS/MS 分析方法，对样品进行处
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理并测定其中咪唑菌酮和 MPID 的含量。结果表明， 所测样品中均未检出该两种物质。 

表 4 MPID 在 7 种动物源食品中的加标回收率及精密度分析（n=5） 

Table 4 Addition recovery and RSD of MPID in seven animal source foods (n=5) 

Food 
 

Standards concentration of MPID / (μg/mL) 

2.0 4.0 8.0 

Recovery 

R/% 

RSD 

Sr/% 

Recovery 

R/% 

RSD 

Sr/% 

Recovery 

R/% 

RSD 

Sr/% 

Honey 83.81~98.65 7.20 83.69~100.11 7.89 98.32~107.23 3.29 

Pork liver 86.17~98.58 3.76 94.67~108.19 6.36 98.16~105.64 2.70 

Chicken 82.68~99.46 5.26 93.21~103.14 3.98 87.67~96.49 3.76 

Beef 83.98~98.19 7.02 93.97~100.36 2.46 98.91~107.58 3.23 

Fish 86.30~98.27 3.94 94.55~108.84 6.44 98.65~105.47 2.58 

Shrimp 86.74~99.68 4.07 93.48~103.27 4.18 87.28~96.55 3.96 

Milk 89.38~99.95 4.10 96.97~103.48 2.75 87.59~96.36 3.77 

3  结论 

通过对样品前处理条件的优化，建立了对动物源

食品中咪唑菌酮及其代谢物 MPID 残留量检测的

HPLC-MS/MS 方法。该方法线性范围宽，灵敏度高，

检测结果准确，咪唑菌酮检测限可达到 2.0 µg/kg，

MPID 检测限可达到 20.0 µg/kg，能满足动物源食品中

咪唑菌酮和 MPID 定性、定量检测要求。 
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