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摘要：建立了气相色谱 -质谱（9:-;<）测定鸡肉组织中氯羟吡啶残留的确证方法。采用乙腈提取鸡肉组织中的待
测物，经碱性氧化铝层析柱净化，<&)(# 6=> 衍生剂衍生后，采用选择离子监测（ <?;）模式检测。对氯羟吡啶三甲
基硅烷化衍生物的电子轰击（,?）质谱碎片进行解析，选择 ! " # !$!，!$-，!-& 和 !’* 等 - 个特征离子作为定性离
子，其中 ! " # !-& 为定量离子。同时还考察了检测过程中的基质效应。氯羟吡啶衍生物的响应与其质量浓度在
,. " ( ,"" !@ A B 范围内呈良好的线性关系，相关系数大于 ". ##&；以 * 倍信噪比（ $ " %）计算方法的检出限达 ". ,
!@ A 0@；在 ,，$" 和 !" !@ A 0@ 添加水平下鸡肉组织中待测物的平均回收率分别为 %%. "C，&-. ,C 及 &#. -C，相对标准
偏差小于 ’. #C。结果表明，该方法简单、灵敏、可靠，适用于鸡肉组织中氯羟吡啶残留的分析确证。
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+ + 氯羟吡啶（即*，, -二氯 -!，’ -二甲基-- -羟基吡
啶），其商品名为克球粉（4(&52#），是一种预防鸡球
虫病的饲料药物添加剂，在国内养鸡业中被广泛应

用。长期使用或不按规定用药会造成氯羟吡啶在动

物体内和组织中残留。近年来药物残留一直是动物

及动物源产品国际贸易中令人关注的焦点之一，欧
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盟以及美国、日本、中国都已规定并不断修订各种动

物组织中氯羟吡啶残留的最高限量标准。我国规定

无公害禽肉组织中其残留限量为 #$ #% "# $ %#［"］。

! ! 国内外关于氯羟吡啶残留量的分析报道不多，
主要有液相色谱法［& ’ (］、气相色谱法［) ’ ""］和色谱!质
谱法。气相色谱法一般通过酸酐酯化将氯羟吡啶分

子中的活泼羟基去极性后形成易于汽化的衍生物，

再采用电子捕获检测器检测，但衍生反应危险，重复

性较差，检测时干扰多；液相色谱法一般需经两次固

相萃取净化，前处理步骤繁多，灵敏度达不到现行限

量要求，选择性也较差。&’(# 等［"&］报道了用液相

色谱!质谱检测鸡肉组织中的氯羟吡啶残留，检出限
达 % !# $ %#。本研究采用气相色谱!质谱法（ )*!
+,）测定鸡肉组织中的氯羟吡啶残留量。通过对样
品前处理方法、硅烷化衍生反应条件和气相色谱!质
谱分析条件的优化以及氯羟吡啶硅醚衍生物的质谱

特征离子碎解机理的解析、测定过程中基质效应的

探讨，建立了一种简单、灵敏、可靠地检测鸡肉组织

中氯羟吡啶残留量的 )*!+, 确证方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! -./0,1,/2+ )*!/.340+-,, 型气相色谱!
质谱联用仪（&56%7( 28"56 公司）；.9:;23,-< *&3
离心机（=5>>7?@ 公司）；A,%#" B7#7>’8 轨道式摇床
（ :A- 公司）。
! ! 乙腈、丙酮、甲醇、乙酸乙酯和甲苯等均为分析
纯（广州化学试剂厂）；硫酸钠（分析纯），使用前需

在马弗炉内 %%# C条件下煅烧 + @，然后于干燥器
中冷却，过 "## 目筛后备用；碱性氧化铝（分析纯），
使用前需在马弗炉内 *## C条件下煅烧 * @，冷却
后按每 "## # 加入 % "< 去离子水混匀，然后于干燥
器中过夜，再在 "#% C条件下活化 " @ 后备用。
! ! 标准溶液：将氯羟吡啶标准品（纯度 ,-D）（,7#!
"’ 公司）用甲醇配制成标准储备液。根据实验要
求，用甲醇将标准储备液稀释成相应的标准工作液。

! ! 基质标准溶液：按“" E &”节所述制备鸡肉空白
基质溶液，加入适量氯羟吡啶标准工作液制成基质

标准溶液。此溶液和样品同步吹干、衍生、测定。

! ! 衍生剂：,F8G( 4H/（即体积比为 ,, . " 的 !，"!
双三甲基硅基三氟乙酰胺!三甲基氯硅烷）（ <G>：
<4"#),,，,IJ58?G 公司）。
! ! 碱性氧化铝层析柱的制备：采用具塞的玻璃柱
（*## "" / "% ""），下端带 )* 砂芯板；先于柱中

加适量乙腈，再加入约 " ?" 高的硫酸钠，中间填充
+ ?" 高的碱性氧化铝层，然后在柱上端填充 " ?"

高的硫酸钠。

! ! #" 样品前处理
! ! # ! !" 提取
! ! 称取搅碎的鸡肉 % #（精确到 #$ #" #）置于 %#
"< 聚丙烯离心管中，加入 "# "< 乙腈，均质 " "7(，
振荡 *# "7(。在 + C条件下以 ( ### 6 $ "7( 离心 "#
"7(，倾出上清液，沉淀物用 "# "< 乙腈再提取 "
次。合并上清液，加入 % "< 异丙醇，于旋转蒸发仪
上 %# C水浴蒸至近干，用 % "< 乙腈溶解。
! ! # ! #" 净化
! ! 用 "% "< 乙腈活化碱性氧化铝层析柱后加入
样品液，待其自然流干后用 "# "< 乙腈洗脱，收集
洗脱液。

! ! # ! $" 衍生
! ! 用氮气小心吹干洗脱液，加入 "## !< 甲苯溶解
残渣，再加入 "## !< 衍生剂，密封后于 -# C衍生
(# "7(。冷却后加 -## !< 甲苯，混匀，上机分析。
! ! $" 实验条件
! ! $ ! !" 色谱条件
! ! 色谱柱：熔融石英毛细管柱 K4!"+,（*# " /
#$ &% "" / #$ &% !"）；载气为高纯氦气，流量为 #$ -
"< $ "7(；不分流进样，进样量 " !<；进样口温度 &&#
C；程序升温：起始柱温 "## C（保持 " "7(），以 *#
C $ "7( 的速率升至 &## C，再以 % C $ "7( 的速率
升至 &#% C（保持 " "7(），然后以 *# C $ "7( 的速
率升至 &-# C（保持 * "7(）。
! ! $ ! #" 质谱条件
! ! 电子轰击（2:）离子源，电子能量 )# 5;；离子源
温度 &*# C；接口温度 &-# C。采用选择离子监测
（,:+）模式检测，定性离子为 # $ % &"&，&"+，&+- 和
&(*；定量离子为 # $ % &+-。
! ! %" 定性依据
! ! 在 ,:+ 模式下依次比较氯羟吡啶标准品和鸡
肉基质中氯羟吡啶三甲基硅醚的特征离子 # $ % &"&
与 # $ % &"+ 及 # $ % &"&、# $ % &(* 与基峰 # $ % &+-
的相对丰度比，据此对待测物进行定性分析。

#" 结果与讨论

# ! !" 样品前处理条件的优化
! ! 为了有效地提取鸡肉组织中的氯羟吡啶残留，
采用乙腈、丙酮、乙酸乙酯、二氯甲烷等不同有机溶

剂进行提取试验。试验中发现，丙酮与乙腈的提取

回收率相当，但丙酮提取液中脂肪等杂质的含量相

对高些；乙酸乙酯和二氯甲烷难以从未除去水的鸡

肉组织中提取氯羟吡啶，回收率低。因此，本实验最

终选择乙腈作为提取溶剂。

·)-·
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# # 在实验中还对市售氧化铝固相萃取（!"#）小柱
（如 $%&’()*+,-&.，’//).012 ’()*+,-&.）的净
化效果进行了试验，结果表明装填量在 ! 3 以下的
商品 !"# 小柱都不能很好地保留待测物。为此，采
用自装填氧化铝层析柱净化提取试液，并对装填氧

化铝层分别为 !，$，% 和 & /* 等 % 个不同高度的自
装填氧化铝层析柱进行比较，取 ’(( !3 4 $ 基质匹配
标准溶液 & *$ 过柱，回收率试验结果见图 ’。结果
发现，氧化铝层为 ! /* 和 $ /* 高的层析柱回收率
较低，% /* 和 & /* 高的层析柱回收率高，二者差
异不明显，洗脱液也相对干净。因此选择氧化铝层

的填充高度为 % /*。实验同时发现，在一定的上样
量条件下，层析柱的内径大小（’) & ** 与 ’) ( **）
对实验结果无显著影响。

图 !" 氧化铝层高度对回收率的影响（! # $）
!"#$ !" %&&’() *& )+’ +’"#+) *& ,-./"0123 (*-./0 *0

)+’ 4’(*5’46 *& (-*7"8*- "0 (+"(9’0 /.:(-’
)"::.’（! # $）

% $ %" 衍生化方法的选择
# # 氯羟吡啶极性较大，挥发性低，必须通过衍生化
反应转化为稳定的、易汽化的衍生物，才能进一步进

行 5%&6! 分析。此外，衍生化还能增加检测的灵
敏度和选择性。文献报道氯羟吡啶衍生化过程多采

用重氮甲烷化［"］或酸酐衍生化［’(，’’］，操作危险、繁

琐，选择性也差。为了使衍生过程操作简单快速、有

效安全，实验中选择硅烷化试剂为衍生剂，比较了

!7(8, 9:"，.!:;’（即 !，"&双三甲基硅基三氟乙
酰胺）及 !7(8, .;: 硅烷化试剂对氯羟吡啶的衍生
效果。其中 !7(8, 9:" 体系反应剧烈，受环境湿度
影响大，重复性差；.!:;’ 及 !7(8, .;: 体系反应
温和，都可获得满意结果。为了有效地衍生鸡肉基

质中的氯羟吡啶，实验最终选择活性更强的 !7(8,
.;: 作为衍生剂，并对衍生反应条件进行了优化。
实验中还考察了反应温度（*(，"(，+( 及 ,( <）、反
应时间（!(，%(，*( 及 +( *+,）、衍生剂用量（&(，’((
及 ’&( !$）及甲醇、乙腈、己烷和甲苯等为溶剂对衍
生化的影响。结果发现，衍生前在 +( <条件下预处

理样品试管 & *+,，可有效地提高衍生反应效率和
获得稳定的平行测定结果。各温度下衍生反应 !(
*+,，各项测定结果明显偏低，回收率小于 "(=；当
反应时间为 %( *+, 时衍生反应已基本完成，回收率
达 ,&=；反应时间为 *( *+, 时可确保获得稳定的衍
生结果。衍生剂用量为 &( !$ 时测定结果不稳定，
特别是对于油脂含量相对较高的试样；衍生剂用量

为 ’(( 或 ’&( !$ 时测定结果没有显著差异。溶剂
甲醇本身可与衍生剂反应；而己烷、乙腈因沸点相对

较低，在衍生和检测过程中有可能挥发而影响分析

结果；甲苯是较好的衍生溶剂。为此，本实验确定以

甲苯为溶剂，采用 !7(8, .;: 为衍生剂（其用量为
’(( !$），在 +( <条件下衍生反应 *( *+,。
% $ &" 分析参数的确定
# # 实验中对 2.&&6!（$( * - () !& ** - () !&
!*）与 2.&’6!（$( * - () !& ** - () !& !*）毛细
管色谱柱对氯羟吡啶硅烷化衍生物的分离情况进行

了考察。用 2.&&6! 柱分离时，在氯羟吡啶衍生物
附近有一个较大的色谱峰，影响其定量；而用 2.&
’6! 柱可以很好地将其他杂质与氯羟吡啶衍生物
分离，灵敏度也较 2.&&6! 柱高，所以最终选择 2.&
’6! 柱作为分离分析柱。在程序升温试验中，选择
起始温度 ’(( <，既可保证溶剂在 $ *+, 内出峰，保
护离子源灯丝，又可加快氯羟吡啶衍生物的出峰，减

少分析时间，提高灵敏度；选择 !(& <条件下恒温
’ *+,，可确保氯羟吡啶衍生物出峰时基线不漂移。
通过对氯羟吡啶硅醚衍生物全扫描获得 #> 质谱图
（见图 !），其特征碎片离子归属：# $ % !*$ 为分子离
子，基峰 # $ % !%+ 为分子失去 ’ 个甲基（ . %9$），

# $ % !’! 为 # $ % !%+ 进一步脱去 ’ 个氯原子
（ . %(），# $ % !’% 为 # $ % !’! 的 $"%( 同位素峰。为
此，选择# $ % !’!，!’%，!%+ 及 !*$ 特征离子，采用
!>6 模式对氯羟吡啶进行定性和定量分析。

图 %" 氯羟吡啶三甲基硅醚衍生物的质谱图
!"#$ %" ;1:: :7’()4./ *& )4"/’)+6-:"-6-

8’4"51)"5’ *& (-*7"8*-
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! ! "# 定性分析
! ! 实验得到的定性分析结果见表 "。由表 " 的数
据可见，在 #$，$% 和 "%% !" # $ & 种添加水平条件
下，在纯溶剂和鸡肉基质中各特征碎片离子（! " #

#"# 与 ! " # #"’ 及 ! " # #"#、! " # #(& 与基峰 ! " #
#’)）的相对丰度比都符合 #%%# # ($* # %& 规定的要
求［"&］，检测结果在允许的偏差范围内。其典型的离

子流色谱图见图 &。

表 $# "#$%& 对鸡肉组织中氯羟吡啶的确证分析结果（! % &）
’()*+ $# &,--(./ 01 2,(*34(435+ (6(*/737 01 8*093:0* 36 8;38<+6 -,78*+ 4377,+ )/ "#$%&（! % &）

’()*+,-
./)0).,-012,1.
13(2（! " #）

4/- 0-*),15- )67(8)(.- 0),13 39 ,/- ./)0).,-012,1. 13(2 # :

#$ !" # $ $% !" # $ "%% !" # $ ;-)( <=>

>199-0-(.-
1( ,/- 0),13

# :

<-?710-;-(,2!
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图 ’# （(）标准溶液和（)）阳性鸡肉组织试样溶液中氯羟吡啶三甲基硅醚衍生物的总离子流图和选择离子色谱图
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! ! &# 基质效应及其补偿
! ! 基质效应一般指样品中除了待测物以外的其他
基质成分对待测物测定值的影响［"’］。基质成分引

起的分析物响应增强效应是严重影响定量准确度的

主要问题之一。实验中考察了不同浓度水平的氯羟

吡啶在鸡肉基质提取溶液中的响应情况与纯溶剂中

的响应情况（见图 ’），发现随着氯羟吡啶浓度的增
加，基质效应愈加明显。为了补偿基质效应和提高

测定结果的准确度，本实验采用基质标准溶液进行

回收率计算。
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色 谱 第 !" 卷

图 !" 在甲苯纯溶剂和鸡肉基质标准溶液中氯羟吡啶
三甲基硅醚衍生物的选择离子（! "# #!$）色谱
峰面积的比较

!"#$ !" %&’( ’)&’* +, -)".&-/01*"101 2&)"3’-"3& +,
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# $ %" 方法的评价
# $ % $ &" 线性范围与检出限
# # 准确配制 $ 个浓度梯度（%，&’，!’，&’’，!%’ 和
%’’ !! " #）的氯羟吡啶基质标准溶液，求得回归方
程为 ! ( ))*+ ’" , &’*+ &，其中 ! 代表氯羟吡啶的峰
面积，" 代表氯羟吡啶的质量浓度（!! " #），相关系
数 # ( ’+ ))*。结果表明，氯羟吡啶在 %+ ’ - %’’
!! " # 质量浓度范围内的线性关系良好。以 . 倍信
噪比计算方法的检出限，鸡肉组织中氯羟吡啶的检

出限为 ’+ % !! " $!，远低于我国规定的无公害食品
禽肉中氯羟吡啶的残留限量（’+ ’% %! " $!）。
# $ % $ #" 回收率和精密度
# # 以不含氯羟吡啶的鸡肉作为基质，在 %，&’ 及
!’ !! " $! 低、中、高 . 个添加水平下进行回收率试
验，每个添加水平下平行测定 . 次，. 日内重复测定
% 次。氯羟吡啶的批内平均回收率为 "&+ !& -
)%+ !&，相应的相对标准偏差（ ’()）为 &+ ’& -
*+ /&；氯羟吡啶的批间平均回收率分别为 ""+ ’&，
*/+ %& 及 *)+ /&，’() 分别为 $+ )&，%+ %& 和 %+ .&。

# $ ’" 方法的应用
# # 将该方法用于 !’ 个市售鸡肉样品的检测，其中
/ 个试样中检出目标物残留，其含量为我国规定的
氯羟吡啶残留限量（’+ ’% %! " $!）的 ! - %’ 倍。

(" 结论

# # 通过实验获得了氯羟吡啶三甲基硅醚衍生物的
*+ 质谱结果，并对其特征碎片离子进行了归属。本
实验方法的样品前处理简单易行，利于推广；使用

(,-./ 012 为衍生剂，采用选择离子监测模式，大大
提高了检测灵敏度；使用基质标准溶液进行校准，避

免了基质效应对检测结果的影响，提高了测定结果

的准确度。建立的方法可以用于禽肉中氯羟吡啶残

留量的快速检测与确证。
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