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畜肉及内脏中异丙嗪的测定

１　范围

本方法规定了畜肉及内脏中异丙嗪残留量的液相色谱串联质谱测定方法。

本方法适用于猪、牛、羊肌肉组织及内脏中异丙嗪的定性确证和定量测定。

２　原理

用酸化乙腈提取畜类肌肉组织和内脏中的异丙嗪，提取液经涡漩、超声、离心、净化后用液相色谱

串联质谱仪测定，外标法定量。

３　试剂和材料

除另有规定外，本方法中所用试剂均为分析纯，水应为符合ＧＢ／Ｔ６６８２规定的一级水。

３．１　试剂

３．１．１　甲醇（ＣＨ３ＯＨ）：色谱纯。

３．１．２　乙腈（ＣＨ３ＣＮ）：色谱纯。

３．１．３　甲酸（ＨＣＯＯＨ）：色谱纯。

３．１．４　无水乙醚（Ｃ４Ｈ１０Ｏ）。

３．１．５　异丙醇（Ｃ３Ｈ８Ｏ）。

３．１．６　乙腈（ＣＨ３ＣＮ）。

３．２　试剂的配制

３．２．１　酸化乙腈溶液（０．１＋９９．９）（体积比）：移取甲酸（３．１．３）１ｍＬ，加乙腈（３．１．６）稀释至１０００ｍＬ，

混匀。

３．２．２　甲酸溶液（０．１＋９９．９）（体积比）：移取甲酸（３．１．３）１ｍＬ，加水稀释至１０００ｍＬ，混匀。

３．２．３　甲醇甲酸溶液（５＋９５）（体积比）：移取甲醇（３．１．１）５ｍＬ，加甲酸溶液（３．２．２）９５ｍＬ，定容

１００ｍＬ，混匀。

３．３　标准品

盐酸异丙嗪标准品的中文名称、英文名称、ＣＡＳ号、分子式、相对分子质量及结构式参见附录Ａ中

表Ａ．１，纯度≥９８％。

３．４　标准溶液的配制

３．４．１　标准储备液（１００μｇ／ｍＬ）：准确称取标准品（３．３），折算成异丙嗪１０ｍｇ（精确至０．０００１ｇ），置于

２５ｍＬ烧杯中，用适量的甲醇（３．１．１）溶解，转移至１００ｍＬ容量瓶中，并用甲醇定容，摇匀，配制成质量

浓度为１００μｇ／ｍＬ标准储备液。置－１８℃以下冰箱中保存，有效期６个月。

３．４．２　标准中间液（１．００μｇ／ｍＬ）：移取标准储备液（３．４．１）１．００ｍＬ，置１００ｍＬ容量瓶中，用甲醇
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（３．１．１）定容，摇匀，配制成质量浓度为１．００μｇ／ｍＬ标准中间液。置于－１８℃保存，有效期３个月。

３．４．３　标准工作液（１００ｎｇ／ｍＬ）：移取标准中间液（３．４．２）１０．００ｍＬ，置１００ｍＬ容量瓶中，用甲醇

（３．１．１）定容，摇匀，配制成质量浓度为１００ｎｇ／ｍＬ标准工作液。置于－１８℃保存，有效期１个月。

３．５　材料

３．５．１　ＳＰＥ小柱：ＯａｓｉｓＨＬＢ柱，６０ｍｇ／３ｍＬ，或性能相当者。

３．５．２　滤器：０．２２μｍ滤膜。

４　仪器和设备

４．１　液相色谱串联质谱仪：配电喷雾离子源（ＥＳＩ）。

４．２　超声波清洗器。

４．３　高速冷冻离心机：转速≥１００００ｒ／ｍｉｎ。

４．４　旋转蒸发仪。

４．５　固相萃取装置。

４．６　涡漩混合器。

４．７　氮气吹干仪。

４．８　电子天平：感量分别为０．０１ｇ和０．０００１ｇ。

４．９　组织研磨仪。

５　测定步骤

５．１　试样的制备与保存

取供试肌肉或内脏组织，研磨、混匀得到试样，－１８℃以下保存。

５．２　试样的处理

５．２．１　提取

称取试样２ｇ（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入酸化乙腈溶液（３．２．１）１０ｍＬ，加盖后涡漩

２ｍｉｎ，超声提取１５ｍｉｎ，４℃以下１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液倒入鸡心瓶中。残渣中再加入酸

化乙腈溶液（３．２．１）１０ｍＬ，重复提取一次，合并上清液，加５ｍＬ异丙醇（３．１．５）于鸡心瓶中，４０℃减压旋

蒸至近干，加５ｍＬ水复溶，３ｍＬ无水乙醚（３．１．４），除脂，涡漩，弃去上层有机溶液，待净化。

５．２．２　净化

净化柱使用前依次用３ｍＬ甲醇（３．１．１）和３ｍＬ水活化，保持柱体湿润。取２．５ｍＬ上述待净化溶

液于ＳＰＥ小柱（３．５．１）中，流速控制在１ｍＬ／ｍｉｎ内，用３ｍＬ水淋洗小柱，弃去全部流出液，最后用

５ｍＬ甲醇洗脱，收集洗脱液。洗脱液在４０℃以下氮气吹至干，加入甲醇甲酸溶液（３．２．３）１．００ｍＬ，涡

漩０．５ｍｉｎ，过０．２２μｍ滤膜，供测定。

５．３　标准工作溶液的制备

称取阴性试样２ｇ（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，分别吸取异丙嗪标准工作液（３．４．３）１０．０μＬ、

２０．０μＬ、４０．０μＬ、１００μＬ、２００μＬ、４００μＬ于对应离心管中，按５．２步骤处理试样，使其上机浓度为

０．５００ｎｇ／ｍＬ、１．００ｎｇ／ｍＬ、２．００ｎｇ／ｍＬ、５．００ｎｇ／ｍＬ、１０．０ｎｇ／ｍＬ、２０．０ｎｇ／ｍＬ，供液相色谱串联质谱
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测定。

　　注：可根据仪器的灵敏度及样品中待测物的实际含量确定标准系列溶液中异丙嗪的质量浓度。

５．４　液相色谱串联质谱测定

５．４．１　液相色谱参考条件：

ａ）　色谱柱：Ｃ１８色谱柱（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．８μｍ），或性能相当者。

ｂ）　流动相：Ａ：甲酸溶液（３．２．２），Ｂ：乙腈（３．１．２），梯度洗脱条件见表１。

表１　梯度洗脱条件

时间／ｍｉｎ Ａ／％ Ｂ／％

０．０ ９０ １０

０．５ ９０ １０

２．３ ２０ ８０

３．０ ２０ ８０

３．１ ９０ １０

４．０ ９０ １０

　　ｃ）　柱温：３０℃。

ｄ）　流速：０．４ｍＬ／ｍｉｎ。

ｅ）　进样量：５μＬ。

５．４．２　质谱参考条件：

ａ）　扫描方式：正离子扫描。

ｂ）　采集方式：多反应离子监测（ＭＲＭ）。

ｃ）　电离电压：３．５ｋＶ。

ｄ）　辅助气温度：３５０℃。

ｅ）　鞘气温度：３００℃。

ｆ）　干燥气流量：７Ｌ／ｍｉｎ。

ｇ）　离子源：ＥＳＩ。

ｈ）　定性离子对、定量离子对和碰撞能量见表２。

表２　待测物质的定性离子、定量离子和碰撞能量

中文名称
母离子

（犿／狕）

子离子

（犿／狕）
碰撞能量／ｅＶ 碎裂电压／Ｖ

异丙嗪 ２８５．１ １９８．０ａ ３３ ８８

异丙嗪 ２８５．１ ２４０．０ １２ ８８

　　
ａ 为定量离子。

５．５　标准曲线的制作

将标准工作溶液（５．３），分别按仪器参考条件（５．４）进行测定，得到相应的峰面积。以浓度为横坐

标，以色谱峰的峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。
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５．６　试样分析

将试样溶液（５．２），按仪器参考条件（５．４）进行测定，得到相应的样品溶液的保留时间及色谱峰

面积。

５．６．１　定性测定

试样中异丙嗪峰保留时间与标准工作液中异丙嗪峰保留时间偏差在±２．５％之内；试样中所选择的

监测离子对的相对离子丰度与浓度相当标准工作溶液的相对离子丰度一致，相对离子丰度（犽）偏差不

超过表３规定的范围，则可判定为试样中存在该组分。

表３　定性确证时相对离子丰度的最大允许偏差

相对离子丰度／％ 犽＞５０ ５０≥犽＞２０ ２０≥犽＞１０ 犽≤１０

允许的最大偏差／％ ±２０ ±２５ ±３０ ±５０

５．６．２　定量测定

根据标准曲线得到试样测定溶液中待测组分的浓度，平行测定次数不少于两次；试样待测液响应值

均应在仪器测定的线性范围内。异丙嗪标准品多反应监测（ＭＲＭ）色谱图参见附录Ｂ中图Ｂ．１。

５．７　空白试验

除不加试样外，均按上述步骤操作。

６　结果计算

试样中被测目标物以质量分数狑 计，数值以微克每千克（μｇ／ｋｇ）表示，按公式（１）计算。

狑＝
ρ×犞×１０００

犿×１０００
×犳 …………………………（１）

　　式中：

ρ———试样测定溶液中待测组分的质量浓度，单位为纳克每毫升（ｎｇ／ｍＬ）；

犞———定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犿———试样的取样量，单位为克（ｇ）；

犳———样品的稀释倍数。

计算结果需扣除空白值，测定结果以平行测定的算术平均值表示，保留３位有效数字。

７　检测方法灵敏度、准确度、精密度

７．１　灵敏度

本方法在畜肉及内脏中的检出限为０．５μｇ／ｋｇ；定量限为１．０μｇ／ｋｇ。

７．２　准确度

本方法在１．００μｇ／ｋｇ～１０．０μｇ／ｋｇ的添加水平上的回收率范围为７６．５％～１１６．４％。
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７．３　精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的２０％。
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附　录　犃

（资料性）

化合物中文名称、英文名称、犆犃犛号、分子式、相对分子质量、结构式

　　盐酸异丙嗪标准品的中文名称、英文名称、ＣＡＳ号、分子式、相对分子质量及结构式见表Ａ．１。

表犃．１　化合物中文名称、英文名称、犆犃犛号、分子式、相对分子质量、结构式

序号 中文名称 英文名称 ＣＡＳ号 分子式 相对分子质量 结构式

１ 盐酸异丙嗪
Ｐｒｏｍｅｔｈａｚｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
５８３３３ Ｃ１７Ｈ２０Ｎ２Ｓ·ＨＣｌ ３２０．８９
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附　录　犅

（资料性）

异丙嗪标准品多反应监测（犕犚犕）色谱图

　　异丙嗪标准品多反应监测（ＭＲＭ）色谱图见图Ｂ．１。

犪）　异丙嗪定量离子 犫）　定性离子 犮）　离子质核比

图犅．１　异丙嗪标准品多反应监测（犕犚犕）色谱图

本方法负责起草单位：中国肉类食品综合研究中心。

本方法参与验证单位：中国检验检疫科学研究院综合测试中心、北京市食品安全监控和风险评估中

心、成都市食品药品检验研究院、河北省食品检验研究院、中国食品药品检定研究院。

本方法主要起草人：王守伟、郭文萍、李莹莹、赵文涛、李志刚、周婷、杨红梅、李绍波、范素芳、宁霄。
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