DB  
北京市食品安全地方标准

DB 11/ XXXXX—XXXX
	     


食品安全地方标准
动物性食品中(-受体阻滞剂残留检测

液相色谱-串联质谱法


     
	（征求意见稿）

	     


XXXX - XX - XX发布
XXXX - XX - XX实施

北京市卫生和计划生育委员会   发布


前  言

本标准为首次发布。
主要起草单位：北京市疾病预防控制中心。
主要起草人：范赛、赵榕、吴国华、张楠、刘平、刘伟、李丽萍、柳静、赵海燕、赵旭东、陈忠辉等。
食品安全地方标准                                             
动物性食品中(-受体阻滞剂残留检测 
液相色谱-串联质谱法
1 范围

本标准规定了20种beta-受体阻滞剂的液相色谱串联质谱的检测方法。

本标准适用于猪牛羊肉制品中20种beta-受体阻滞剂的测定。

2 原理

动物性食品样品经酸解提取后，经MCX柱净化，浓缩复溶后经液相色谱/串联质谱仪测定，结合内标法峰面积定量。

3 试剂和材料

除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为GB/T6682规定的一级水。

3.1 试剂

3.1.1甲醇（CH3OH，色谱纯）。
3.1.2 正己烷（C6H14，色谱纯）。
3.1.3三氯乙酸（C2HCl3O2，优级纯）。
3.1.4氨水（NH3·H2O，优级纯，浓度25％～28％）。
3.1.5甲酸 (HCOOH，色谱纯， 99%)。
3.1.6高氯酸（HClO4，优级纯）。
3.1.7混合型阳离子交换固相萃取小柱(200 mg, 6 mL, Waters Co.)（或其他公司等效柱）。
3.2 试剂配制

3.2.1  0.1％甲酸水溶液：量取1 mL甲酸，用纯水定容至1000 mL 。
3.2.2  5%氨水甲醇溶液：量取5 mL氨水，用甲醇定容至100 mL。
3.2.3  5% 三氯乙酸溶液：称取5 g三氯乙酸，用纯水定容至100 mL。
3.2.4  0.1 mol/L的高氯酸：量取8.7 mL高氯酸，用纯水定容至1000 mL。
3.3 标准品

3.3.1 β-受体阻滞剂标准

标准品：美托洛尔(metoprolol)、普萘洛尔（propranolol hydrochloride）、倍他洛尔（betaxolol）、喷布洛尔（penbutolol sulfate）、索他洛尔（sotalol hydrochloride）、艾司洛尔（esmolol hydrochloride）、吲哚洛尔（pindolol）、奈必洛尔（nebivolol)、纳多洛尔（nadolol）、噻吗洛尔（timolol）、氧烯洛尔（oxprenolol）、阿普洛尔（alprenolol）、卡拉洛尔（carazolol）、醋丁洛尔（
acebutolol）、塞利洛尔（celiprolol）、阿替洛尔（atenolol）、卡维地洛（carvedilol）、比索洛尔（bisoprolol fumarate）、左布诺洛尔（levobunolol hydrochloride）、卡替洛尔（carteolol hydrochloride）。以上各标准品的纯度均大于90.0%，购自TRC公司。

3.3.2 β-受体阻滞剂同位素内标

同位素内标：D7-美托洛尔(D7-metoprolol)、D7-普萘洛尔（D7-propranolol hydrochloride）、D5-倍他洛尔（D5-betaxolol）、D6-索他洛尔（D6-sotalol hydrochloride）、D7-吲哚洛尔（D7-pindolol）、D4-奈必洛尔（D4-nebivolol)、D5-噻吗洛尔（D5-timolol）、D7-氧烯洛尔（D7-oxprenolol）、D7-卡拉洛尔（D7-carazolol）、D5-醋丁洛尔（D5-acebutolol）、D9-塞利洛尔（D9-celiprolol）、D7-阿替洛尔（D7-atenolol）、D7-比索洛尔（D7-bisoprolol fumarate）、D9-卡替洛尔（D9-carteolol hydrochloride）。以上标准品均购自TRC公司

3.4 标准溶液配制

3.4.1 标准储备溶液： 精确称取3.3的标准品各0.0100 g，分别用甲醇溶解并定容至10 mL，浓度为1000 mg / L，-18 ℃冰箱中保存，有效期24个月。对于同位素标准品，直接用1mL甲醇溶解，制成10 mg/L的标准溶液，有效期24个月。

3.4.2中间标准工作液：根据需要，用甲醇将标准储备溶液（3.4.1）配制为适当浓度的标中间准工作液。标准工作液应使用前配制。 

4 仪器和设备

4.1  高效液相色谱-串联质谱仪。
4.2  色谱柱：CORTECS® UPLC C18 色谱柱（1.6 µm 2.1*100 mm）。
4.3  电子天平  感量0.001 g。
4.4  组织匀浆机。
4.5  漩涡混合器。
4.6  冷冻离心机（最大转速高于10000 r/min）。
4.7  酸度计（0.01）。
4.8  氮吹仪。
4.9  固相萃取装置。
4.10 超声清洗仪。
5 分析步骤

5.1 试样制备

5.1.1 样品制备

制样操作过程中必须防止样品污染或残留物发生变化。 动物肌肉、肝脏、肾脏从所取全部样品中取出有代表性样品约500 g，剔除筋膜，用组织捣碎机充分捣碎均匀，装入洁净容器中，密封，并标明标记，于-18 °C以下冷冻存放。

5.1.2样品提取及酸解

精确称取匀浆的动物肌肉（肝脏或肾脏）样品约5.0 g，加入浓度为 100 (g/L的氘代同位素标准溶液20 μL，加入5%的三氯乙酸（TCA）溶液10 mL，涡旋混匀，置于55 ℃水浴中超声提取30 min，以10000 rpm于0 ℃离心10 min，吸取上清液于25 mL试管中。沉淀用5%的TCA 5 mL再提取一次，再以10000 rpm于0 ℃离心10 min。合并上清液，待进行混合型阳离子交换柱的净化处理。

5.1.3 净化

Waters Oasis MCX柱依次用6 mL甲醇、6 mL水活化后，将提取液上MCX柱，弃去流出液，依次用2 mL 0.1 mol/L的高氯酸溶液、2 mL甲醇淋洗，抽真空使柱中的甲醇全部流出，用1 mL正己烷淋洗柱子，抽真空使柱中的溶液全部流出，用3mL甲醇淋洗。用5 mL含5%浓氨水的甲醇溶液洗脱，收集洗脱液，将洗脱液置于N2-浓缩仪上浓缩至近干，用1 mL甲醇复溶，10000 rpm于0 ℃离心5 min，再用1.0 mL甲醇洗涤沉淀，再次离心，合并上清液，氮吹浓缩至干，以流动相复溶，将此溶液过0.22 μm的有机滤膜待进行LC-MS测定。

5.2 仪器参考条件

5.2.1 液相色谱条件

流动相：甲醇-0.1%甲酸水溶液，梯度洗脱，参考梯度洗脱条件见表1，流速：200 μL/min，柱温：30 ℃，进样量：5 μL。

表1 液相色谱参考梯度条件

	时间

（min）
	0.1％甲酸-水溶液

（％）
	甲醇

（％）

	0
	90
	10

	6
	70
	30

	7
	0
	100

	8
	0
	100

	8.1
	90
	10

	10
	90
	10


5.2.2质谱参考条件

采用ESI正离子扫描模式（MRM），毛细管电压：3.5kV；锥孔电压：35V；源温度：100℃；脱溶剂气温度：450℃；脱溶剂气流量：1000L/h；锥孔气流量：150L/h；电子倍增电压：650V；喷撞室压力：3.1×10-3mbar。

其它参考质谱条件见表2。

表2  质谱主要质谱参数（Waters Xevo TQ-S）1
	化合物名称
	母离子
	锥孔电压
	子离子
	碰撞能量

	
	
	
	
	

	atenolol
	267.2
	20.0
	145.1*
	24.0

	
	
	
	190.0
	18.0

	
	
	
	225.1
	15.0

	sotalol
	273.2
	30.0
	133.2
	24.0

	
	
	
	255.1*
	12.0

	D7-atenolol
	274.2
	30.0
	145.0*
	22.0

	
	
	
	190.0
	19.0

	D6-sotaol
	279.1
	24.0
	214.1*
	20.0

	
	
	
	261.2
	12.0

	pindolol
	249.2
	20.0
	74.0
	22.0

	
	
	
	116.0*
	16.0

	alprenolol
	250.2
	26.0
	71.6
	18.0

	
	
	
	116.2*
	14.0

	D7-pindolol
	256.2
	12.0
	123.2*
	18.0

	
	
	
	172.1
	18.0

	carteolol
	293.2
	30.0
	74.1
	20.0

	
	
	
	202.1
	20.0

	
	
	
	237.1*
	14.0

	D9-carteolol
	302.2
	30.0
	202.1
	22.0

	
	
	
	238.0*
	15.0

	nadolol
	310.0
	30.0
	236.1
	20.0

	
	
	
	254.2*
	16.0

	metoprolol
	268.2
	20.0
	116.1*
	16.0

	
	
	
	133.1
	26.0

	D7-metoprolol
	275.3
	52.0
	105.2
	20.0

	
	
	
	123.1*
	20.0

	pentbutolol
	292.1
	20.0
	201.1
	22.0

	
	
	
	236.2*
	16.0

	timolol
	317.2
	30.0
	74.0
	22.0

	
	
	
	261.1*
	14.0

	acebutolol
	337.2
	26.0
	116.1*
	20.0

	
	
	
	319.2
	16.0

	D5-acebutolol
	342.2
	12.0
	121.1*
	22.0

	
	
	
	324.2
	18.0

	oxprenolol
	266.2
	30.0
	72.1*
	18.0

	
	
	
	116.1
	16.0

	
	
	
	225.1
	13.0

	D6-oxprenolol
	273.2
	20.0
	79.0*
	19.0

	
	
	
	123.1
	16.0

	esmolol
	296.2
	22.0
	145.1*
	26.0

	
	
	
	219.1
	16.0

	carazolol
	299.2
	20.0
	116.2*
	20.0

	
	
	
	222.1
	18.0

	D7-carazolol
	306.2
	40.0
	123.1*
	18.0

	
	
	
	222.1
	18.0

	celiprolol
	380.3
	20.0
	251.2*
	22.0

	
	
	
	306.9
	16.0

	D9-celiprolol
	389.3
	40.0
	252.0*
	24.0

	
	
	
	316.2
	18.0

	propranolol
	260.1
	20.0
	116.1*
	18.0

	
	
	
	183.1
	18.0

	D7-propranolol
	267.2
	8.0
	123.2*
	18.0

	
	
	
	183.1
	18.0

	betaxolol
	308.3
	20.0
	98.0
	22.0

	
	
	
	116.1*
	18.0

	D5-betaxolol
	313.3
	52.0
	79.1
	26.0

	
	
	
	121.1*
	20.0

	bisoprolol
	326.3
	20.0
	74.0
	24.0

	
	
	
	116.1*
	16.0

	D7-bisoprolol
	333.3
	40.0
	79.1
	26.0

	
	
	
	123.2*
	18.0

	carvedilol
	407.2
	30.0
	100.0*
	28.0

	
	
	
	283.2
	18.0

	levobunolol
	292.0
	20.0
	201.1
	22.0

	
	
	
	236.2*
	16.0

	nekivolol
	406.1
	30.0
	123.1
	40.0

	
	
	
	151.0*
	30.0

	D4-nebivolol
	410.3
	12.0
	103.0
	54.0

	
	
	
	151.1*
	28.0


1：*为定量离子，所有质谱参数均在Waters Xevo TQ-S上完成，采用离子阱质谱采集时，子离子碎片或碰撞能量有可能出现差异，以各自仪器为准。

5.3 基质匹配的标准工作曲线的制备

空白基质溶液的制备：称取与试样基质相应的阴性样品5.0 g，与试样同时进行提取、净化和复溶得到。准确吸取1 mg/L的混合标准使用液，用初始流动相配比溶液复溶的空白基质溶液制成0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、20.0 μg/L的标准系列溶液。以系列标准溶液中分析物的浓度（μg/L）与对应的氘代同位素内标的峰面积比值绘制校正曲线，按内标法计算试样中β-阻滞剂的含量。

5.4 试样溶液的测定

将试样溶液注入液相色谱串联质谱仪中，得到峰面积，根据标准曲线得到待测液中beta-受体阻滞剂的浓度，平行测定次数不少于两次。

6 分析结果的表述

按下式计算残留量（μg/kg）：
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式中：

X —— 样品中待测组分的含量，单位微克每千克，μg / kg；
C —— 测定液中待测组分的浓度，单位纳克每毫升，ng / mL；
V —— 定容体积，单位毫升，mL；
M —— 样品称样量，单位克，g。
注：计算结果需扣除空白值，测定结果用平行测定的算术平均值表示，保留两位有效数字。

7 精密度

在分析实际试样前，实验室必须达到可接受的精密度和准确度水平。通过对加标试样的分析，验证分析方法的可靠性。

取不少于3份基质与实际试样相似的空白样品，分别加入标准溶液。将制备好的加标试样按上述方法进行分析，各目标化合物的回收率应在75-125%范围内，相对标准偏差（RSD）小于20%。

在进行实际试样分析之前，必须达到上述标准。当试样的提取、净化方法进行了修改以及更换分析操作人员后，必须重复上述试验并直至达到上述标准。实验室每6个月应进行上述试验，并直至达到上述标准。

如果可以获得与试样具有相似基质的标准参考物，则可以用标准参考物代替加标试样进行精密度和准确度试验。

8 其他

8.1 方法空白

每个批次最多15个样品，需做一次方法空白试验。

8.2 质控样品

每个批次最多15个样品，需带一个质控样品。质控样品可以是标准参考物也可以是已知浓度的加标样品。目标化合物的测定值根据加标浓度应在标准值的75%～125%范围之内。

8.3 质谱仪的质量数校正

每周用校正液进行一次质谱仪的质量校正，确保监测离子的质量数不发生改变。

8.4 定性

每种化合物的质谱定性离子必须出现，至少应包括一个母离子和一个子离子，而且同一检测批次，对同一化合物，样品中目标化合物的两个子离子的相对丰度比与浓度相当的标准溶液相比，其允许偏差不超过表3规定的范围。

表3 定性时相对离子丰度的最大允许偏差

	相对离子丰度
	＞50%
	＞20%至50%
	＞10%至20%
	≤10%

	允许相对偏差
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


8.5 方法检出限与定量限

试样中目标化合物色谱峰的保留时间与相应标准色谱峰的保留时间一致，变化范围应在±2.5%之内。待测化合物的定性离子的重构离子色谱峰的信噪比应大于等于3（S/N≥3），定量离子的重构离子色谱峰的信噪比应大于等于10（S/N≥10）。 所得的方法检出限与定量限见表4。

表4方法的检出限和定量限（μg/kg）

	化合物
	猪肉
	猪肝
	猪肾

	　
	检出限
	定量限
	检出限
	定量限
	检出限
	定量限

	atenolol
	0.010 
	0.030 
	0.030 
	0.100 
	0.060 
	0.200 

	sotalol
	0.040 
	0.120 
	0.150 
	0.500 
	0.150 
	0.500 

	carteolol
	0.020 
	0.067 
	0.030 
	0.100 
	0.060 
	0.200 

	nadolol
	0.060 
	0.200 
	0.100 
	0.300 
	0.100 
	0.300 

	pindolol
	0.060 
	0.200 
	0.150 
	0.500 
	0.060 
	0.200 

	metoprolol
	0.040 
	0.120 
	0.060 
	0.200 
	0.060 
	0.200 

	timolol
	0.040 
	0.120 
	0.060 
	0.200 
	0.060 
	0.200 

	acebutolol
	0.040 
	0.120 
	0.090 
	0.300 
	0.030 
	0.100 

	esmolol
	0.020 
	0.067 
	0.030 
	0.100 
	0.015 
	0.050 

	levobunolol
	0.040 
	0.120 
	0.060 
	0.200 
	0.060 
	0.200 

	oxprenolol
	0.020 
	0.060 
	0.100 
	0.300 
	0.100 
	0.300 

	celiprolol
	0.040 
	0.120 
	0.100 
	0.300 
	0.100 
	0.300 

	bisoprolol
	0.040 
	0.120 
	0.060 
	0.200 
	0.060 
	0.200 

	alprenolol
	0.060 
	0.200 
	0.100 
	0.300 
	0.100 
	0.300 

	propranolol
	0.060 
	0.200 
	0.100 
	0.300 
	0.100 
	0.300 

	betaxolol
	0.040 
	0.120 
	0.090 
	0.300 
	0.060 
	0.200 

	carazolol
	0.060 
	0.200 
	0.100 
	0.300 
	0.100 
	0.300 

	carvedilol
	0.060 
	0.200 
	0.100 
	0.300 
	0.100 
	0.300 

	penbutolol
	0.040 
	0.120 
	0.045 
	0.150 
	0.030 
	0.100 

	nekivolol
	0.060 
	0.200 
	0.100 
	0.300 
	0.100 
	0.300 


附录A
（资料性附录）

(-受体阻滞剂化合物详细信息附录
(-受体阻滞剂化合物详细信息。
表A.1 (-受体阻滞剂信息
	编号
	中文名称
	英文名称
	CAS号
	分子量
	分子式
	结构式

	1
	阿替洛尔
	atenolol
	29122-68-7
	266.34
	C14H22N2O3
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	2
	索他洛尔
	sotalol
	3939-20-9
	272.3616
	C12H20N2O3S
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	3
	卡替洛尔
	Carteolol 


	51781-21-6
	292.33
	C16H24N2O3
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	4
	纳多洛尔
	nadolol
	42200-33-9
	309.4033
	C17H27NO4
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	5
	吲哚洛尔
	pindolol
	13523-86-9
	248.33
	C14H20N2O2
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	6
	美托洛尔
	metoprolol
	37350-58-6
	267.37
	C15H25NO3
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	7
	噻吗洛尔
	timolol
	26839-75-8
	316.42
	C13H24N4O3S
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	8
	醋丁洛尔
	acebutolol
	37517-30-9
	336.43
	C18H28N2O4
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	9
	艾司洛尔
	esmolol
	81161-17-3
	295.33
	C16H25NO4
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	10
	左布诺洛尔
	levobunolol
	27912-14-7
	291.35
	C17H25NO3
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	11
	氧烯洛尔(心得平)
	oxprenolol
	6452-71-7
	265.34
	C15H23NO3
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	塞利洛尔
	celiprolol
	56980-93-9
	379.4984
	C20H33N3O4
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	比索洛尔
	bisoprolol
	66722-44-9
	325.45
	C18H31NO4
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	14
	阿普洛尔(心得舒)
	alprenolol
	13655-52-2
	249.34
	C15H23NO2
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	普萘洛尔(心得安)
	propranolol
	318-98-9
	259.34
	C16H21NO2
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	倍他洛尔
	betaxolol
	63659-18-7
	307.44
	C18H29NO3
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	17
	卡拉洛尔
	carazolol
	57775-29-8
	298.39
	C18H22N2O2
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	卡维地洛
	carvedilol
	72956-09-3
	406.47
	C24H26N2O4
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	喷布洛尔
	penbutolol
	38363-40-5
	291.44
	C18H29NO2
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	奈比洛尔
	nebivolol
	99199-59-4
	405.44
	C22H25F2NO4
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附录B

（资料性附录）

(-受体阻滞剂及其内标的定量离子色谱图
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图B.1猪肉中(-受体阻滞剂及其内标的定量离子色谱图（5.0 μg/L的基质混合标准溶液）
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