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项目背景

1、任务来源

根据湘市监标函〔2022〕4 号文件《湖南省市场监督管理局关于下达2022年第一批地方标准制修订项目计划的通知》，湖南省水产科学研究所承担《渔业养殖环境底泥中氯硝柳胺的液相色谱-串联质谱同位素内标测定方法》的湖南省地方标准制定工作。关于试验工作现已全部完成，标准起草小组起草了征求意见稿，现对《渔业养殖环境底泥中氯硝柳胺的液相色谱-串联质谱同位素内标测定方法》征求意见稿的编制工作做如下说明。

2、目的和意义

氯硝柳胺（2',5-dichloro-4'-nitrosalicylanilide），化学名为4-硝基-2,5-二氯水杨酰苯胺或5-氯-N-2-氯-4-硝基-2-水杨酸酰胺，结构式如图1所示。分子式为C13H8Cl2N2O4，分子量327.119。纯品为淡黄色结晶或粉末，密度为1.59g/cm3（22℃），蒸气压为9.9×10-9 mmHg（25℃），于208 ℃发生分解，熔点为230 ℃。氯硝柳胺几乎不溶于水，其溶解度受pH、温度以及水中溶解度固体数量和性质的影响，能溶于热醇、氯仿、醚[1]。
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图 1 氯硝柳胺的结构式

氯硝柳胺别名为灭绦灵、贝螺杀、杀螺胺、血防-67、育末生、清塘净、耐克螺、杀鳗剂，是国际公认的优良的控制血吸虫病传播流行的药物，而且是目前WHO唯一推荐现场应用的灭螺药[2]，通过杀灭血吸虫中间宿主钉螺阻断传染途径，实现消灭血吸虫病的目的[3]。洞庭湖区一直是血吸虫病的重灾区，随着血防工作不断推进，长期大范围、大剂量反复使用氯硝柳胺，将导致氯硝柳胺蓄积在底泥中，因此建立一种底泥中氯硝柳胺的分析方法用于指导科学投放量，保障疫情人和其他生物的安全具有重要意义。
此外，由于氯硝柳胺对鱼等水生生物毒性大[4,5]，因此在水产行业中还可用于冬季养殖间歇清理池塘中的野杂鱼和螺、贝类。但在水产养殖中，一些不法分子采用氯硝柳胺进行投毒的事故时有发生[6]，而且由于灭螺过程中的施药量难以掌控，导致在水产养殖中氯硝柳胺投放引发的渔业污染事故也时有发生，以致使用氯硝柳胺螺与水产养殖矛盾逐步增多。有研究学者通过测定环境水样中氯硝柳胺用于使用区域氯硝柳胺的分析与监控[7,8]，但是由于氯硝柳胺几乎不溶于水[9],而沉积物或土壤对氯硝柳胺具有较强的吸附性能[10]，氯硝柳胺主要被吸附在养殖水体的塘坡或者沉积在底泥中，加之水体中氯硝柳胺的浓度含量低且难于测定[8]，因此通过测定底泥中氯硝柳胺的浓度用于分析使用区域氯硝柳胺的浓度更直接、准确。
3、检测技术研究概况

氯硝柳胺的检测方法主要有点位滴定法[11]、高效液相色谱法[12]、气相色谱-质谱法[13]和液相色谱串联质谱法等[14,15]。点位滴定法专一性差，结构易受到人为误差的影响。气相色谱-质谱法需衍生化后测定，前处理复杂，不利于推广。

目前，对底泥中氯硝柳胺的测定分析方法研究较少，主要包括气相色谱、气相色谱质谱联用法、液相色谱法、液相色谱-质谱联用外标法和液相色谱和同位数稀释高效液相色谱-质谱联用法。

周颖[16]和何明祯等[17]采用甲醇提取，应用超声萃取-高效液相色谱分离，紫外检测土壤中氯硝柳胺含量，该方法使用于检出限为50 µg/kg的土壤，且回收率低于78%。伍一红等[18]采用碱性乙酸乙酯提取，弗罗里硅土净化，应用高效液相色谱仪检测稻田土壤中氯硝柳胺的含量，稻田土壤最低检测限浓度为30 µg/kg，回收率可稳定与90%以上。但是检出限较高，均不适用与自然环境中的微量氯硝柳胺检测。

严相平[19]等采用乙酸乙酯提取，添加性质相近的洛伐他丁为内标，应用高效液相色谱法测定土壤中氯硝柳胺含量，该方法回收率可以达到97%以上，但是方法没有给出检测限和定量限，未能被应用。

廖且根等[20]以中性氧化铝作为池内吸附剂，选用乙腈水溶液为提取剂，采用加速溶剂萃取/液相色谱-串联质谱法测定底泥中氯硝柳胺，定量量可达到0.2 µg/kg。该方法灵敏度高，重现性好，但是需要专门的加速溶剂萃取仪，且会产生较强的基质效应，影响结果的判断。

刘永涛等[21]以0.1%氨水乙腈为提取剂，C18粉进行净化，采用同位素稀释高效液相色谱-串联质谱法测定底泥中氯硝柳胺的残留量。该方法灵敏度、准确度和选择性高，适用于实际水产养殖环境底泥中氯硝柳胺的残留分析。

和佳鸳[22]以乙腈为提取剂，采用超高效液相色谱-串联质谱测定，基质曲线外标法测定土壤中氯硝柳胺的残留量。该方法简单、高效、灵敏度高，但是不同的土壤基质效应不同，不便于批量不同基质的土壤中氯硝柳胺的测定。

目前，有关底泥中氯硝柳胺测定的研究报道不断深入，但国家一直还没有渔业养殖环境底泥中氯硝柳胺测定的液质标准，为科学应用指导氯硝柳胺的投放量和应用于投毒违法案件与污染事故鉴定，建立简便、快速、准确、灵敏度高的检测方法，测定渔业养殖环境中氯硝柳胺的检测方法显得尤为重要。

工作简况

1、承担单位情况

农业部渔业产品质量监督检验测试中心（长沙）通过农业部和国家技术监督局组织的双认证考核。“中心”是国家计量认证和农业部审查认可的具有第三方公正性地位的渔业水产品质量监督检验法定机构。“中心”现有20名工作人员，其中技术人员16人，硕士研究生11人，高级职称7人，中级职称10人。“中心”拥有Thermo TSQ Quantum液相色谱-串联四级杆质谱联用仪、Termo Q-Exactive Focous液相色谱-高分辨质谱联用仪、AB 5500+液相色谱-高分辨质谱联用仪以及安捷伦气相色谱质谱联用仪等大中型仪器70余套台，价值近2000万元；“中心”每年不但承担了农业农村部、湖南省农业农村厅下达的检测任务，还承接了社会委托的各种检测任务，为保证我省渔业产品及渔业环境做出了应有的贡献。

为保证能较好的完成《渔业养殖环境底泥中氯硝柳胺残留的测定 液相色谱串联质谱同位素内标法》标准的制定，农业部渔业产品质量监督检验测试中心（长沙）非常重视，成立编制小组，由李小玲同志全面主持工作，从宏观上把握标准的制定宗旨，对标准编制小组各成员进行了明确的分工，并将责任落实到人，且定期召开标准编制小组会议，及时总结实验结果。

2、标准编制的简要工作过程

（1）编制规则

本标准按GB/T1.1-2020给出的规则编制。

（2）规范性引用下列文件：

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

HJ494-2009 水质 采样技术指导 底部沉积物采集

（3）具体时间安排

2022年1~2月，收集现有底泥及氯硝柳胺检测的前处理技术及仪器分析技术等相关研究材料及技术标准，拟定具体试验方案，准备试验材料；

2022年3~11月，摸索前处理方法、试验参数与技术指标，检测底泥中氯硝柳胺的含量并对数据进行分析与整理；

2022年12月，请湖南省农产品质量检验检测中心和农业农村部畜禽产品质量安全监督检验测试中心（长沙）两家单位协作完成实验室间比对分析工作；

2022年12~2023年1月，起草标准初稿，完成修订、报审和验收；

2023年2~3月，起草完成标准征求意见稿，广泛征求厅、事务中心、所及有关部门的意见。

3、标准制定的原则
本方法结合国内外关于土壤中氯硝柳胺胺残留量的检测方法、文献报道及试验室的条件，初步制定了渔业养殖环境底泥中氯硝柳胺残留的测定方法，通过进一步对提取、净化、液相色谱分析条件和质谱条件的不断摸索与参数优化，以提高检测方法的灵敏度和准确度。

本标准制定的主要原则：一是本标准要符合国家有关方针、政策、法律和规章的要求，要符合国家强制性标准和行业标准的规定和要求；二是本标准要具有科学性、可操作性、推广型和实用性；三是本标准要能有利于指导实际生产和产地认证工作。

标准编制内容的依据

1、样品的采集、标准溶液的配制与储存
1.1土壤样品

1.1.1 样品采集：按HJ494-2009 的规定执行。

1.1.2 样品处理：将采集的池塘底泥样品（一般不少于500 g）混匀后用四分法缩分至约100 g，将样品冷冻干燥、除去池塘底泥中的石子等异物，用研钵研碎至全部通过96 µm尼龙筛，混匀后装入样品袋内置于干燥器中室温保存备用。

1.2标准溶液的配制与储存
1.2.1 外标准储备溶液（100 mg/L）：取氯硝柳胺标准品10 mg，于100mL棕色容量瓶中，加乙腈10 mL，超声溶解，用乙腈稀释至刻度，配制成浓度为100 mg/L的标准储备溶液。-18℃以下保存，有效期2个月。

1.2.2 标内标准储备溶液（100 mg/L）：取氯硝柳胺-13C6-水合物标准品10 mg，于100mL棕色容量瓶中，加乙腈10 mL，超声溶解，用乙腈稀释至刻度，配制成浓度为100 mg/L的内标标准储备溶液。-18℃以下保存，有效期3个月。

1.2.3 外标标准中间溶液（1.0 μg/mL）：准确移取适量外标准储备溶液，用乙腈配制成1.0 μg/mL外标标准中间溶液，有效期15天。

1.2.4 混合标准工作溶液：根据需要，临用时吸取一定量的氯硝柳胺外标标准中间溶液和氯硝柳胺标内标准储备溶液，用70%乙腈水溶液稀释配制成适当浓度的混合标准工作溶液，每毫升该混合标准工作溶液含有氯硝柳胺-13C6-水合物10 ng。

1.2.5 内标标准标准工作溶液（0.1 μg/mL）：准确移取适量氯硝柳胺内标准储备溶液，用乙腈配制成0.1 μg/mL外标标准工作溶液，有效期7天。

2、色谱质谱条件的优化

2.1 色谱条件的优化

2.1.1流动相的选择
实验对比了氯硝柳胺选用乙腈与甲醇为流动相时的响应效果。发现以乙腈-水位流动相相比甲醇-水位流动相目标物的响应度略高，见图2和图3，更利于色谱分析判定，降低检出限，由此选择乙腈作为有机相。

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



实验尝试在流动相中加入0.1%甲酸和0.1%氨水，结果发现均会导致氯硝柳胺出峰时间和出峰面积不稳定。这可能与氯硝柳胺的性质有关，氯硝柳胺pKa值为7.3[23]，是两性化合物，无论是在酸性还是碱性条件下，均会出现离子化不稳定的情况。而乙腈和水作为流动相时，出峰峰型对称，且保留时间稳定，由此确定乙腈和水为流动相。

2.1.2色谱柱的选择

实验对比了Atiantis TM dC18、AOQUITY UPLC BEH C18、Kinetex C18三种色谱柱的分离效果。结果发现采用AOQUITY UPLC BEH C18柱时，目标峰会出现峰型分叉，采用Kinetex C18，峰型拖尾不对称，见图5。而采用Atiantis TM dC18时出峰时间适合，峰型对称、尖锐，见图4。因此，选用Atiantis TM dC18色谱柱。

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



3、质谱条件的优化

分别将5.0 µg/mL的氯硝柳胺和氯硝柳胺-13C6标准溶液以10 µg/mL的速度注射到质谱仪，分别对其母离子进行扫描，发现氯硝柳胺和氯硝柳胺-13C6在负离子模式下产生更多的［M-H］-分子离子，这与两者含有高电负性的氯原子有关［24］，母离子分别为m/z 324.9和331.0，因此选择在负离子模式下进行分析。然后以子离子扫描方式进行二级质谱分析，分别找出其定量和定性子离子及对应的碰撞能量。氯硝柳胺的产物离子分别为m/z 289.0和171.1，分别由氯硝柳胺损失1个HCl和［324.9-HCl］－损失1个C7H3O2得到。从图6可见，特征子离子(m/z 289.0/324.9）响应强度高，更适用于目标物的灵敏检测，适合作为氯硝柳胺检测的定量离子。氯硝柳胺-13C6则损失1个HCl产生m/z 294.9的子离子和［331.0-HCl］－损失1个C7H3O2产生m/z 176.9的子离子。设定喷气温度为270℃，对碰撞能量进行了优化，最终确定母离子、子离子和碰撞能量见表1。
表 1 母离子、子离子和碰撞能量
	目标化合物
	母离子，m/z
	子离子，m/z
	碰撞能量，eV

	氯硝柳胺
	324.9
	289.0*
	19

	
	
	171.1
	28

	氯硝柳胺-13C6-水合物
	331.0
	294.9
	19

	*为定量离子
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图6 氯硝柳胺标准工作溶液（5.0 μg/L）选择反应监测（SRM）色谱图

4、提取条件的选择

4.1 提取剂的选择
为了达到良好的提取效果，本方法试用以乙腈、乙酸乙酯、甲醇、70%甲醇水、70%乙腈水、甲醇乙腈（3+1）为提取剂对土壤中氯硝柳胺的提取分离效果。结果见表2。可见，以上6种提取剂提取效果均较差，回收率都较低，无法满足实验要求。

表2 不同提取剂对氯硝柳胺回收率的影响（n=3）

	目标物
	平均回收率（%）

	
	乙腈
	乙酸乙酯
	甲醇
	甲醇乙腈=3+1
	70%甲醇水
	70%乙腈水

	氯硝柳胺
	45.8
	56.1
	40.2
	29.8
	4.01
	6.72



根据文献［25］所知，碱性提取液有利于氯硝柳胺的提取。由此本方法对比了0.1%、0.2%、1%和2%氨化乙腈对底泥中氯硝柳胺加标（5µg/kg）提取回收率的影响。结果见表3。结果表明添加浓度为0.2%、1%和2%的氨化乙腈提取氯硝柳胺的回收率均能达到100%以上，但是如图7至图11，添加浓度为2%的氨化乙腈提取氯硝柳胺，基质干扰最少，回收率最高，由此，选用2%的氨化乙腈为提取剂。

表3 乙腈中添加不同浓度的氨水对氯硝柳胺回收率的影响（n=3）

	目标物
	平均回收率（%）

	
	0.1%氨水
	0.2%氨水
	1%氨水
	2%氨水

	氯硝柳胺
	37.5
	101
	104
	109



4.2 净化方式和净化剂的选择

本方法对比了采用固相萃取柱净化和采用分散固相萃的净化方式的净化效果。

首先对比了C18固相萃取柱、中性氧化铝固相萃取柱、弗罗里硅土固相萃取柱、MCX固相萃取柱、氨基固相萃取柱、SCX固相萃取柱、PSA固相萃取柱、HLB固相萃取柱、LC-Si固相萃取柱、LC-WCX弱阳离子、SPE固相萃取柱等萃取柱的净化效果。如结果图11显示，采用氨基柱、PSA柱、HLB柱、中性氧化铝柱均会导致氯硝柳胺全部损失，可能是因为氯硝柳胺具有-NH2，容易被以上四种色谱柱产生特异性吸附。而其它固相萃取柱对氯硝柳胺的保留效果为SPE固相萃取柱>LC-Si固相萃取柱>C18固相萃取柱>LC-Mcx固相萃取柱，但是回收率均低于50%，无法满足实验要求。
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图11不同净化萃取柱的提取效果
再对比了采用分散固相萃取法的净化效果，分别对比了加入100 mg C18、200 mg C18、300 mg C18的净化效果。结果见表4，不同用量C18对氨化乙腈提取液的净化效果为200 mg>100 mg>300 mg，而且不同用量C18对氯硝柳胺的回收率影响为300 mg>100 mg>200 mg，因此，因此实验选择C18的用量为200 mg。
表4：C18不同加入量对比结果
	目标物
	平均回收率（%）

	
	100mg C18
	200mg C18
	300mg C18

	氯硝柳胺
	85.6%
	96.8
	84.3%


方法学验证

1、方法的检出限和定量限

本实验采用国际纯粹与应用化学联合会（IUPAC）推荐的方法确定方法检出限和定量限。
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式中：CL —方法检出限或定量限；
K  —置信因子，检出限取3，定量限取10；
Sb  —空白样品(或接近空白的低浓度样品）响应值标准偏差；
m  —标准曲线在低浓度范围内的斜率。

具体测定过程为：取10份空白泥样，分别添加低浓度的氯硝柳胺标准溶液（0.04 μg/kg），按照本标准推荐的测定步骤进行测定。按（1）计算得方法的检测限和定量限分别约为0.2μg/kg和0.5μg/kg。然后取6份空白泥样，分别添加0.5μg/kg的氯硝柳胺标准溶液，按测定步骤进行测定，进一步验证该方法的定量限的适用性，结果表明在定量限添加浓度下，方法的平均回收率在70-120%范围内，相对标准偏差小于10%，满足方法的准确度和精密度要求。

2、方法的线性范围

本研究采用内标法定量，由标准储备液配制一系列质量浓度不同的标准工作液，上机测定。以分析物浓度为横坐标，定量离子色谱峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，并计算标准曲线的回归方程及相关系数。实验测得氯硝柳胺的浓度在0.2～50.0 μg/L范围内色谱峰面积与浓度呈线性相关，其回归方程和相关系数见表5。

表5 标准曲线线性回归方程及相关系数

	标准工作液(μg/L)
	0.2
	0.5
	1.0
	5.0
	20.0
	50.0

	峰面积平均值（n=5）
	18084
	556892
	96852
	480182
	1737504
	3928540

	线性回归方程及相关系数
	Y=0.00213103+0.102027X，R2=1.0000


3、方法的正确度、精密度和适用范围

3.1 方法的准确度与精密度

为考察本检测方法的准确度、精密度与适用范围，进行了加标回收实验。设0.5 μg/kg、1.0 μg/kg、5.00 μg/kg三个浓度添加水平，在空白泥样中添加氯硝柳胺标准溶液，每个水平设六个平行，并设空白对照。具体操作为：分别量取空白泥样5.00 g，添加一定体积的氯硝柳胺标准溶液，混匀，按该标准的样品前处理方法处理后进行HPLC-MS/MS分析，按内标法计算其浓度和回收率。加标回收试验结果见表6，标准曲线、标准溶液、空白对照及加标样品的选择反应监测（SRM）色谱图见图12-图15。从表6可以看出，三个加标浓度下氯硝柳胺的回收率在92.1%-106.1%，相对标准偏差均小于10%，表明使用该方法测定渔业环境底泥中氯硝柳胺准确可靠。


表6 底泥中氯硝柳胺测定方法准确度和精密度结果（n=6）
	添加浓度（μg/kg）
	平行样
	氯硝柳胺

	
	
	回收率（%）
	平均值（%）
	精密度（RSD%）

	0.5
	1
	98.3
	95.6
	3.40

	
	2
	94.5
	
	

	
	3
	94.8
	
	

	
	4
	100.5
	
	

	
	5
	102.6
	
	

	
	6
	95.6
	
	

	1.00
	1
	102.3
	103
	1.53

	
	2
	102.6
	
	

	
	3
	105.1
	
	

	
	4
	100.3
	
	

	
	5
	103.5
	
	

	
	6
	102.7
	
	

	5.00
	1
	96.8
	95.8
	2.39

	
	2
	95.2
	
	

	
	3
	95.8
	
	

	
	4
	99.5
	
	

	
	5
	94.8
	
	

	
	6
	92.6
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图12 氯硝柳胺标准曲线
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图13 氯硝柳胺标准工作溶液（5.0 μg/L）选择反应监测（SRM）色谱图
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图14 空白底泥选择反应监测（SRM）色谱图
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图15 空白底泥添加样品（0.5 μg/g）选择反应监测（SRM）色谱图

结论

液相色谱-串联质谱同位素内标法测定渔业养殖环境底泥中氯硝柳胺，方法简单、易于操作，灵敏度、准确度及精密度均符合要求，可用于渔业养殖环境底泥中的检测。

与有关法律、法规和强制性标准的关系

在标准的制订过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章等，严格执行强制性国家标准和行业标准。与相关的各种基础标准相衔接，遵循了政策性和协调统一性的原则。

作为推荐性标准的建议

本标准为化学分析检测方法标准，并不涉及有关国家安全、保护人体健康和人身财产安全、环境质量要求等有关强制性地方标准或强制性条文等八项要求，因此，建议将其作为推荐性标准颁布实施。

标准在编制过程中意见分歧情况

本标准在实验编制和复核过程中，没有意见分歧。
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图2：甲醇提取





图3：乙腈提取





图4：Atiantis TM dC18柱





图5：Kinetex C18柱





图7：0.1%氨化乙腈提取





图8：0.2%氨化乙腈提取





图9：1%氨化乙腈提取





图10：2%氨化乙腈提取
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