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#测定蜂王浆中双甲脒'单甲脒'

#

"

!?

二甲

基苯基甲酰胺和
#

"
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二甲基苯胺的残留量&样品经氨水稀释'氨化乙腈沉淀蛋白并提取"通过中性

E&

#

F

+

固相萃取柱净化"以液相色谱
?

串联质谱多反应监测正离子模式检测"同位素稀释内标法和外标

法定量&结果表明"双甲脒'单甲脒'

#

"
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二甲基苯基甲酰胺和
#
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二甲基苯胺的定量限分别为
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和
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"在空白蜂王浆基质溶液
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Q

范围内绘制线性工作曲线"线性相关系

数大于
"@**S

"对空白蜂王浆进行添加浓度
P@"

'
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的实验"总体回收率为
P"@PK

"

))"K

"相对标准偏差为
"@TK

"

)P@"K

&该方法简便'快捷"定量限能够满足目前国内外残留限量要

求"可为蜂王浆中双甲脒及其代谢物残留量的测定提供参考&
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蜂王浆可辅助控制血管扩张"具有降血糖'

降血脂'降血压'保护肝脏'抗菌消炎以及提高

免疫力'抗衰老等功效*

)

+

&我国是蜂王浆的主

要生产国"产品主要出口日本'欧盟和美国等发

达国家和经济体*

#

+

&随着蜂王浆营养价值认可

度的不断提高"人们对其消费需求不断增长"对

其质量要求也越来越高"药物残留成为衡量蜂

王浆产品质量的重要指标&

双甲脒!

0<4;.0V

#"又称为
I

"

I?

双!

#

"

!?

二

甲苯亚氨基甲基#甲胺"是一种常见的有机氮杀

虫'杀螨剂"广泛用于果树'蔬菜'茶叶'棉花等

作物的害虫防治*

+

+

&由于双甲脒可以有效防治

狄瓦氏螨引起的蜂病"且对蜜蜂低毒"因此广泛

用于蜂巢除螨*

!?P

+

&双甲脒易发生代谢或降解"

生成单甲脒!

C7GN

#'

#

"

!?

二甲基苯基甲酰胺

!

C7N

#和
#

"

!?

二甲基苯胺!

C7E

#"其代谢途

径示于图
)

&其中"

C7E

在化工合成中常作为

单甲脒和双甲脒的合成原料"具有毒副作用和致

突变性"对肝脏的损伤较大*

>

+

&因此"各国纷纷

制订双甲脒在农产品及蜂产品中的限量"以保证

其质量安全"其中"欧盟'日本和美国规定蜂产品

中双甲脒限量为
"@#<

Q

%

R

Q

"意大利和德国规定的

图
H

!

双甲脒的主要代谢路径
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!
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限量为
"@")<

Q
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"同时检测其代谢物*

S?)"

+

&

目前"测定食品中双甲脒及其最终代谢产
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二甲基苯胺残留量通常采用气相色谱

法*

))?)!

+和气相色谱
?

质谱法*

)P?)*

+

"前处理方式以

酸'碱环境下高温水解样品居多&对蜂产品的

检测主要集中于蜂蜜样品*

))?)!

"

)S?)T

"

#"?#)

+

"而对蜂

王浆的检测报道较少*

)*

"

##

+

&随着液相色谱和

质谱的不断发展"研究人员通过高效液相色谱

!

IGA2

#法*

#+?#!

+和液相色谱
?

串联质谱!

A2?

78

%

78

#法检测了食品'水和血液等样品中双

甲脒及其代谢物*

#P?#T

+

&

本工作拟采用固相萃取
?

液相色谱
?

串联质

谱法!
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#测定蜂王浆中双甲脒'

单甲脒'

#

"

!?

二甲基苯基甲酰胺和
#

"

!?

二甲基

苯胺的残留量"希望为蜂王浆的质量控制提供

方法和数据参考&

H

!

实验部分

HIH

!

主要仪器与装置

)#>"?>!*P

型液相色谱
?

串联质谱仪)美国

E

Q

4&5/;

公司产品"配有电喷雾离子源$固相萃

取装置)美国
8-

9

5&:%

公司产品$氮吹仪)美国

F.

Q

0/%<0;4%/

公司产品$台式离心机)美国

D35.<%

公司产品$

74&&4?L

超纯水器)美国

74&&4

9

%.5

公司产品&

HI"

!

主要材料与试剂

中性
E&

#

F

+

固相萃取柱!

)

Q

%

+<A

#和
2)T

固相萃取柱!

P""<

Q

%

+<A

#)中国上海安谱实

验科技股份有限公司产品$

IAJ

固相萃取柱

!

P""<

Q

%

><A

#和
72̂

固相萃取柱!

)P"<

Q

%

><A

#)美国
[0;5.6

公司产品$乙腈'甲醇和甲

酸)均为色谱纯"美国
D5O40

公司产品$实验用

水)

74&&4?L

高纯水$氨水)分析纯"中国上海国

药集团产品$双甲脒'单甲脒'

#

"

!?

二甲基苯基

甲酰胺和
#

"

!?

二甲基苯胺标准品)纯度均为

**K

"德国
C.@ B3.5/6;%.15.

公司产品$双甲

脒
?C

>

标准品)纯度
*TK

"加拿大
DH2

公司产

品$

#

"

!?

二甲基苯胺
?C

>

标准品)纯度
*TK

"加

拿大
2

%

C

%
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公司产品&用乙腈将各

化合物溶解'稀释并定容"制得
)"<

Q

%

A

标准

储备液"再用乙腈将其稀释至所需浓度&

HIJ

!

实验方法

HIJIH

!

样品的提取
!

精确称取
#@""

Q

蜂王浆

样品于
P"<A

聚塞离心管中"加入
#"/

Q

同位

素内标和
T<APK

氨水溶液"以
#""".

%

<4/

涡旋混合
)<4/

"静置
P<4/

$再加入
)"<APK

氨水
?

乙腈溶液"以
#""".

%

<4/

涡旋混匀

)<4/

"静置
P<4/

"定容至
#"<A

"涡旋混匀$以

TP"".

%

<4/

离心
P<4/

"移取
#@"<A

上清液"

加入
#<APK

氨水
?

乙腈溶液"涡旋混匀$以

TP"".

%

<4/

离心
P<4/

"取上清液"待净化&

HIJI"

!

样品的净化
!

将提取液转移至中性

E&

#

F

+

固相萃取柱"用
#<APK

氨水
?

乙腈溶液

洗涤固相萃取柱"接收流出液"

!"e

下氮吹至

不足
"@P<A

$加入乙腈定容至
#<A

"再加入

#<A

水"涡旋混匀"过
"@##

!

<

滤膜"待测&

HIJIJ

!

色谱条件
!

色谱柱)

E

Q

4&5/;B:&4
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65
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柱!

)P"<<M!@><<MP

!

<

#$流动

相)

E

为
"@)PK

甲酸溶液"

J

为乙腈$梯度洗脱

程序)

"

"

T@"<4/

!

!"K

"

>PKJ

#"

T@"

"

*@"

<4/

!

>PK

"

*PKJ

#"

*@"

"

)!@"<4/

!

*PKJ

#"

)!@"

"

)P@"<4/

!

*PK

"

!"KJ

#"

)P@"

"

)*@"

<4/

!

!"KJ

#$流速)

"

"

T@"<4/

!

"@!<A

%

<4/

#"

T@"

"

*@"<4/

!

"@!

"

"@S<A

%

<4/

#"

*@"

"

)P@"

<4/

!

"@S<A

%

<4/

#"

)P@"

"

)>@"<4/

!

"@S

"

"@!

<A

%

<4/

#"

)>@"

"

)*@"<4/

!

"@!<A

%

<4/

#$进样

量
)"

!

A

$柱温
#Pe

&

HIJIK

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

B8a

#"正离

子扫描模式$多反应监测模式!

7H7

#$毛细管

电压
#P""$

$离子源温度
)+"e

$干燥气流速

)>A

%

<4/

$鞘气温度
#P" e

"流速
))A

%

<4/

&

其他质谱条件列于表
)

&

表
H

!

各化合物基本信息及质谱测定条件

M(7>-H

!

R(3&+&.0%,6(A&%.3(.$

%

)

A&6&W-$6(333

)

-+A,%6-A,&+

)

(,(6-A-,3

化合物

2%<

9

%-/O

离子对

7H7

;.0/64;4%/

!

9

%

D

#

碰撞能

2%&&464%/

5/5.

Q=

%

$

保留时间

H5;5/;4%/

;4<5

%

<4/

双甲脒
#*!@#

%

)>+@#

&

)! )!@#>

#*!@#

%

)##@# ++

单甲脒
)>+@#

%

)##@#

&

)S +@+"

)>+@#

%

)"S@# +"

#

"

!?

二甲基苯基甲酰胺
)P"@)

%

)"S@)

&

#! S@"*

)P"@)

%

)+#@) )!

#

"

!?

二甲基苯胺
)##@)

%

)"S@)

&

)S +@>)

)##@)

%

S*@) +!

双甲脒
?C

>

+""@#

%

)>>@) )P )!@#P

#

"

!?

二甲基苯胺
?C

>

)#T@)

%

))"@" )* +@>)

!!

注)

&

表示定量离子对
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"

!

结果与讨论

"IH

!

提取条件的选择

测定蜂王浆中药物残留时通常需要去除

蛋白"以降低蛋白质对测定的影响&已有研

究表明*

#>

"

#*

+

"酸性环境下双甲脒易分解&本

实验分别考察了
)K

'

+K

和
PK

氨水溶液对样

品的提取效果"以及
)K

'

+K

和
PK

氨水
?

乙腈

溶液沉淀蛋白的效果&结果表明"向
#

Q

蜂王

浆样品中加入
T<APK

氨水溶液"提取液
9

I

处于
*

"

)"

之间"可保持提取液的酸碱度"有

助于提高前处理过程中化合物的稳定性&加

入
PK

氨水
?

乙腈溶液可有效沉淀蜂王浆中蛋

白质"同时保持提取液的碱性环境"所以净化

固相萃取柱前"向提取液中再加入
#<APK

氨水
?

乙腈溶液"可进一步沉淀蛋白质"以减少

蛋白质对检测结果的影响&

"I"

!

净化条件的选择

本实验分别考察了
2)T

'

IAJ

'

72̂

和中

性
E&

#

F

+

四种固相萃取柱的净化效果&实验

添加
P/

Q

标准混合溶液"其中
2)T

和
IAJ

固

相萃取柱采用
P<A

水上样"

P<A

水淋洗"依

次用
P<A

二氯甲烷'甲醇'乙腈和二氯甲烷
?

乙

腈
?

甲醇混合液!

#f)f)

"

E

%

E

%

E

#进行洗脱$

72̂

固相萃取柱采用
P<A

酸性水溶液上样"

P<A

水淋洗"

P<APK

氨化甲醇洗脱$中性

E&

#

F

+

固相萃取柱直接用
P<APK

氨化乙腈

进行洗脱净化"结果示于图
#

&

2)T

'

IAJ

和

72̂

固相萃取柱对双甲脒的回收率小于

)PK

"对
#

"

!?

二甲基苯胺的回收率低于
P"K

"

中性
E&

#

F

+

固相萃取柱对目标物的回收率均大

于
S"K

&因此"选择中性
E&

#

F

+

固相萃取柱进

行样品的净化&

"IJ

!

色谱条件的优化

样品稀释剂对待测物的峰形'分离度和灵

敏度有一定的影响"本实验比较了乙腈
?"@)PK

甲酸水溶液!

!f>

"

E

%

E

#和乙腈
?

水溶液!

)f)

"

E

%

E

#作为样品稀释剂对色谱分离效果的影响&

结果表明"采用乙腈
?"@)PK

甲酸水溶液!

!f>

"

E

%

E

#为稀释剂"双甲脒在
T3

内几乎完全分

解$采用乙腈
?

水溶液!

)f)

"

E

%

E

#为稀释剂"各

化合物可以在
#!3

之内稳定存在"且色谱峰峰

形良好&故本实验采用乙腈
?

水溶液!

)f)

"

E

%

E

#作为样品定容溶液&

注)

0@

二氯甲烷$

W@

甲醇$

:@

乙腈$

O@

二氯甲烷
?

乙腈
?

甲醇!

#f)f)

"

E

%

E

%

E

#$

5@PK

氨化甲醇溶液$

1@PK

氨化乙腈溶液

图
"

!

使用不同洗脱液$

<HY

#

P;R

#

D<Z

和

T!E>

"

C

J

固相萃取柱的净化效果

4&

/

O"

!

:2,&0&+(A&%.-00-+A%0<HY

$

P;R

$

D<Z(.$T!E>

"

C

J

*:?2.$-,$&00-,-.A->2-.A0>2&$

参考相关文献*

#>

"

#T

+

"本实验选择
2)T

柱对

目标化合物进行分离&选择
"@)PK

甲酸水溶

液为流动相的水相"分别考察了甲醇'乙腈为有

机相的分离效果&结果表明"采用乙腈
?"@)PK

甲酸溶液为流动相可以实现蜂王浆样品基质干

扰峰的良好分离"不影响目标物定量&空白蜂

王浆基质加标溶液的检测结果示于图
+

&

"IK

!

质谱条件的优化

正离子模式下"采用直接进样方式对
)@"

<

Q

%

A

待测物的标准溶液进行母离子全扫描"

以确定分子离子峰"再对其子离子进行全扫描"

各化合物的主要子离子及可能的碎片信息示于

图
!

&实验选取信噪比高'峰形好'干扰小的离

子对作为定量离子对"以多反应监测正离子模

式优化质谱参数"获得的最佳质谱条件列于表

)

&由于双甲脒容易发生源内裂解生成单甲脒"

因此需降低毛细管电压和离子源温度&

J

!

方法验证

JIH

!

线性关系和定量限

本实验通过测定混合溶剂标准溶液和空白

提取溶液基质加标标准溶液"计算离子抑制率"

以评价基质效应*

+"?+)

+

"结果列于表
#

&可见"单

甲脒和
#

"

!?

二甲基苯胺的离子抑制率均大于

+"K

"存在明显的抑制效应&实验采用添加同

!+)
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图
J

!

空白蜂王浆基质加标溶液检测结果%

LI#

!

/

!

U

/

&

4&

/

OJ

!

*-

)

(,(A&%.,-32>A3%0,%

8

(>

[

->>

8

6(A,&@

%

LI#

!

/

!

U

/

&

位素内标物和稀释空白蜂王浆提取液配制标准

工作曲线溶液的方式减弱基质效应&

以标准品与同位素内标物峰面积比值
5

为纵坐标!外标法以谱峰面积为纵坐标#"以待

测物质量浓度
O

!

!

Q

%

R

Q

#为横坐标"绘制各化合

物标准溶液工作曲线"结果列于表
+

"在
"

"

+""

!

Q

%

R

Q

浓度范围内"线性相关系数
.

# 均大于

"@**S

&蜂王浆样品中双甲脒'单甲脒'

#

"

!?

二

甲基苯基甲酰胺和
#

"

!?

二甲基苯胺的定量限

!

*

%

Io)"

#分别为
"@"P

'

"@P

'

P@"

'

"@P

!

Q

%

R

Q

&

JI"

!

回收率及精密度

在不含各目标化合物的蜂王浆中进行
P

'

)"

'

)""

和
#""

!

Q

%

R

Q

浓度水平的添加回收率

实验"每个浓度水平取
>

个平行样"结果列于

表
+

&双甲脒和
#

"

!?

二甲基苯胺采用内标法定

量"单甲脒和
#

"

!?

二甲基苯基甲酰胺采用外标

法定量"方法回收率为
P"@PK

"

))"K

"相对标

准偏差小于
)P@"K

&

K

!

阳性样品分析

应用本方法测定
)#

批次不同品牌的蜂王

浆样品"未检测到双甲脒及其代谢物"该结果与

\J#+#""@)"+

(

#")>

检测结果一致&

图
K

!

双甲脒%

(

&#单甲脒%

7

&#

"

$

K!

二甲基苯基甲酰胺%

+

&和
"

$

K!

二甲基苯胺%

$

&的质谱图和碎片离子结构式

4&

/

OK

!

D(333

)

-+A,((.$

)

%33&7>-0,(

/

6-.A&%.3%0(6&A,(W

%

(

&$

1D:4

%

7

&$

1D4

%

+

&

(.$1DE

%

$

&
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表
"

!

蜂王浆基质对各化合物的基质效应

M(7>-"

!

D(A,&@-00-+A%0,%

8

(>

[

->>

8

%.A5-&.B-3A&

/

(A-$+%6

)

%2.$3

化合物

2%<

9

%-/O

离子对

7H7

;.0/64;4%/

!

9

%

D

#

溶液浓度

2%/:5/;.0;4%/

%

!

!

Q

%

A

#

溶剂线性

响应强度

a/;5/64;

=

%1

6%&_5/;

基质加标溶液

响应强度

a/;5/64;

=

%1

W&0/R<0;.4U

离子抑制率&

H0;4%/%14%/

6-

99

.5664%/

%

K

双甲脒
#*!@#

%

)>+@# "@P P"!"#*" !!T!TS) ))@"

单甲脒
)>+@#

%

)##@# "@P )++!""T T#>#SS +T@)

#

"

!?

二甲基苯基甲酰胺
)P"@)

%

)"S@) "@P )PS!) )S>T! )#@+

#

"

!?

二甲基苯胺
)##@)

%

)"S@) "@P >**S"T ++!#") P#@#

!!

注)

&

离子抑制率!

K

#

o

!混合溶液中响应强度
c

空白蜂王浆基质加标溶液响应强度#

M)""K

%混合溶液中响应强度

表
J

!

K

种化合物的线性关系和回收率%

"\N

&

M(7>-J

!

'-32>A3%0>&.-,,->(A&%.35&

)

3(.$,-+%B-,&-3

%

"\N

&

化合物

2%<

9

%-/O

线性方程

20&4W.0;4%/

5

b

-0;4%/

相关系数

2%..5&0;4%/

:%5114:45/;

!

.

#

#

添加水平

8

9

4R5O

&5_5&

%

!

!

Q

%

R

Q

#

回收率

H5:%_5.

=

%

K

相对标准

偏差

H8C

%

K

双甲脒
5

o"@"!!>Oc+@*SM)"

c>

"@**S! P@" *#@"

"

))" >@T

)" T!@"

"

*S@" P@S

)"" *)@T

"

)"T P@!

#"" )"S

"

))" )@"

单甲脒
5

o)@+#M)"

P

Oc)> "@***# P@" >#@"

"

>!@" )@>

)" PP@"

"

>"@" !@)

)"" P"@P

"

S"@P )P@"

#"" >>@+

"

S#@" +@#

#

"

!?

二甲基苯基甲酰胺
5

o#P*POc"@#S "@***> P@" T"@"

"

)"" T@>

)" *!@"

"

)"# +@"

)"" )")

"

)"S #@#

#"" *S@S

"

)"P #@T

#

"

!?

二甲基苯胺
5

o"@"S">Oc*@#M)"

c>

"@***! P@" T"@"

"

*!@" S@+

)" T*@"

"

)"> >@)

)"" TS@#

"

)"* *@T

#"" )"T

"

))" "@T

L

!

结论

本研究采用固相萃取
?

液相色谱
?

串联质谱

法测定蜂王浆中双甲脒'单甲脒'

#

"

!?

二甲基苯

基甲酰胺和
#

"

!?

二甲基苯胺的残留量&蜂王

浆经氨水稀释'氨化乙腈沉淀蛋白并提取"中性

E&

#

F

+

固相萃取柱净化"液相色谱
?

串联质谱多

反应监测正离子模式检测"同位素稀释内标法

和外标法定量&该方法简便'快捷"可满足目前

国内外相关化合物最大残留限量的检测要求&

应用该方法测定了
)#

批次不同品牌的蜂王浆

样品"与标准方法测定结果一致&

参考文献"
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