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QuECHERS-HPLC-MS/MS测定祛痘化妆品中7种硝基咪唑类抗菌药物 
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摘要：目的  建立测定祛痘化妆品中硝基咪唑类抗菌药物甲硝唑、地美硝唑、洛硝哒唑、异并硝唑及其代谢物羟基甲硝

唑、羟基二甲硝咪唑和羟基异丙硝唑的方法。方法  试样用 0.1%甲酸乙腈溶液提取，通过 QuEChERS 净化后过滤膜上机

检测，以 ZORBAX SB-C18 色谱柱分离，0.1%甲酸乙腈-0.1%甲酸水溶液作为流动相梯度洗脱，电喷雾正离子模式(ESI+)，

多重反应监测(MRM)扫描，外标法定量。结果  7 种目标分析物在 5.0~500.0 ng·mL1 内与峰面积均呈良好线性关系，相

关系数均>0.995，在 3 个不同浓度添加水平下，平均加样回收率为 87.9%~114.9%，相对标准偏差 RSD(n=6)为 0.4%~4.5%。

方法的定量限为 5~40 μg·kg1，最低检测限为 1.4~12.0 μg·kg1。结论  该方法具有净化效果好、操作简单、准确快速的

特点，适用于祛痘化妆品中硝基咪唑类抗菌药物及其代谢物的检测。 
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Determination of Seven Nitroimidazole Antibiotics in Acne Dispelling Cosmetics by QuECHERS-HPLC- 
MS/MS 
 
CHEN Cen, YAN Linqi, ZHOU Minghao*

(Zhejiang Institute for Food and Drug Control, Hangzhou 310052, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a determination method for metronidazole, dimetridazole, ronidazole, ipronidazole 
and their metabolites 1-(2-hydroxyethyl)-2-hydroxy-methyl-5-nitroimidazol, 2-hydroxymethyl-1-methyl-5-nitroimidazole and 
hydroxy-ipronidazole in acne dispelling cosmetics. METHODS  The sample was extracted with 0.1% formic acid-acetonitrile, 
and then purified by QuECHERS method. The separation and analysis was performed on a ZORBAX SB-C18 column. The 
mobile phase consisted of 0.1% formic acid acetonitrile -0.1% formic acid aqueous solution by gradient elution, electrospray 
ionization(ESI) source was applied and operated in the positive mode. Multiple reaction monitoring(MRM) mode was used to 
monitor ions. External standard method was used to quantitative calculation. RESULTS  Seven target analytes showed good 

linear relationship in the range of 5.0500.0 ng·mL1. The linear correlation coefficients of the method were > 0.995. At three 
levels, the average recoveries ranged from 87.9% to 114.9%, with the RSD(n=6) from 0.4% to 4.5%. The limits of quantification 

of the method were among 540 μg·kg1 , and the limits of detection were among 1.412.0 μg·kg1. CONCLUSION  This 
method has good purification effect, it is simple and rapid, which can be applied to the detection of nitroimidazoles antibiotics 
and their metabolites in acne dispelling cosmetics. 
KEYWORDS: QuECHERS; HPLC-MS/MS; nitroimidazoles; acne dispelling cosmetics 
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硝基咪唑类药物是一类具有 5-硝基取代咪唑

杂环结构的抗菌药物，对厌氧菌及原虫有杀灭作

用，常见的主要有甲硝唑、地美硝唑、洛硝哒唑、

异丙硝唑等。其中甲硝唑乳膏和凝胶等外用制剂，

是临床治疗疥疮和痤疮的处方用药，对祛痘或抑

制粉刺生长也有一定的作用[1-2]。近年来，随着祛

痘类化妆品消费量的逐年增加，祛痘类化妆品中

存在非法添加化学药物或抗菌药物的现象，其中甲

硝唑等硝基咪唑类药物的检出情况较为普遍[3]。在

祛痘化妆品中违法添加硝基咪唑类药物，虽然短

期内可能起到除螨、祛痘的作用，但如果应用不

当，反而会加重皮肤的炎症反应，长期使用可导

致对硝基咪唑类化合物的耐药性，造成健康隐患。

此外，硝基咪唑类药物具有动物致畸致癌性和细

胞诱变毒性，并且经生物体内代谢后形成的羟基

甲硝唑(甲硝唑的代谢物)、羟基二甲硝咪唑(地美

硝唑和洛硝哒唑的共同代谢物)和羟基异丙硝唑

(异丙硝唑的代谢物)，同样具有原药类似毒性，在

体内维持的时间也比原药长[4]。鉴于硝基咪唑类药

物和代谢物的毒性及其在祛痘类化妆品中存在的
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违法添加情况，建立简便、快速、准确的相关检

测方法，对于监管该类药物在祛痘化妆品中的使

用情况具有重要意义。 

目前，对硝基咪唑类药物的检测方法主要包

括免疫检测法(ELISA)[5]、气相色谱法(GC)[6]、气

相色谱-质谱法(GC-MS)[7]、毛细管电泳法(CE) [8]、

液相色谱-紫外或二极管阵列检测法(LC-UV 或

LC-DAD)[9]和液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)[10]。

上述方法中，ELISA 和 CE 的定量不准确；LC-UV

或 LC-DAD 只能依靠化合物的保留时间或结合紫

外光谱定性，易受杂质干扰；GC 和 GC-MS 需衍

生化后检测，方法繁琐，干扰因素多，适用范围

有限；LC-MS/MS 采用保留时间与特征离子对比

进行定性和定量分析，准确性和灵敏度优势明显，

抗干扰能力较强，适用于化妆品中硝基咪唑类药

物及其代谢产物的检测筛查。但由于化妆品基质

复杂，大量的杂质往往会与目标物同时被溶液提

取出来，直接影响方法灵敏度和精密度。目前化

妆品中硝基咪唑类化合物检测常用到的前处理方

法有液液萃取[11]和固相萃取[12]等，但都需要经过

提取、盐析、固相萃取小柱净化等多个步骤，存

在检测成本高、耗时长、步骤繁琐等问题，不能

实现快速高效检测。QuEChERS 是快速(Quick)、

简单(Easy)、便宜(Cheap)、有效(Effective)、可靠/

耐用(Rugged)和安全(Safe)的缩写，是一种被广泛

应用的样品前处理技术，可有效除去化妆品基质

中的绝大部分干扰物，且具有操作简单、快速，

仪器设备成本低，环境污染少，可实现高通量检

测等特点，已被广泛地应用于各类样品中化学药

物和抗菌药物残留检测的前处理[13-16]。 

目前，QuEChERS 前处理技术应用于硝基咪

唑类化合物检测已有相关报道[17-19]，但仅应用于

水产品和动物源性食品中的检测，应用于化妆品

中该类化合物的检测未见报道。因此，本研究采

用 QuEChERS 技 术 进 行 前 处 理 ， 建 立 了

QuEChERS-HPLC-MS/MS 检测祛痘化妆品中 7

种硝基咪唑类药物及其代谢物的方法，该方法省

去了浓缩、固相小柱萃取等步骤，具有灵敏、简

便、高效的优点，可满足祛痘类化妆品质量监管

的需求。 

1  仪器与试剂 

Agilent 1290 型高效液相色谱仪(包括二元泵，

在线脱气机，自动进样器)、Agilent 6460 三重四极

杆质谱仪(包括电喷雾离子源，Masshunter 数据工

作站)(美国 Agilent 公司)；XPE 205 型电子天平(瑞

士梅特勒-托利多仪器公司)；P300H 型超声波清洗

器(德国 Elma 公司)；MULTIFUGE X1 型高速离心

机、Gen pure UV/UF 超纯水仪(美国 Thermo Fisher

公司)。 

甲硝唑对照品(中国食品药品检定研究院，批

号：100191-201808；含量：100.0%)；地美硝唑对

照品(批号：G12772000；含量：99.4%)、洛硝哒

唑对照品(批号：G141488；含量：99.1%)、异丙

硝唑对照品(批号：G175140；含量：98.7%)和羟

基甲硝唑对照品(批号：G983345；含量：98.2%)

均购自 Dr. Ehrenstorfer GmbH；羟基二甲硝咪唑对

照品(CNW，批号：10930005；含量：98.0%)；羟

基异丙硝唑对照品(Sigma，批号：BCBW9679；含

量：99.0%)。 

甲醇 (色谱纯 )、乙腈 (色谱纯 )均购自德国

Merck 公司；甲酸(色谱纯，美国 Sigma 公司)；水

为二次蒸馏水，其他试剂均为分析纯。 

DisQuE 萃取盐包(内含 6 g MgSO4、1.5 g 乙酸

钠)、DisQuE 净化管[2 mL，内含 150 mg MgSO4、

50 mg 乙二胺 -N-丙基硅烷 (PSA)]均购自美国

Waters 公司。 

15 批试验样品包括常见的市售祛痘膏和祛痘

水等，均为笔者单位收集的抽检样品。 

2  方法与结果 

2.1  仪器条件 

2.1.1  色谱条件  色谱柱：Agilent ZORBAX SB-C18 

(2.1 mm×100 mm，1.8 μm)；流动相：A 为 0.1%甲

酸-乙腈、B 为 0.1%甲酸-水；柱温：30 ℃；进样

体积：1 µL。梯度洗脱程序：0~2.0 min，5%A；

2.0~17.0 min，5%→35%A；17.0~19.0 min，35%

→95%A；19.0~20.0 min，95%A；20.0~20.1 min，

95%→5%A；20.1~22.0 min，5%A。  

2.1.2  质谱条件  离子源：电喷雾离子源(ESI+)；

检测方式：多重反应监测(MRM)；干燥气为氮气，

温度 350 ℃，流速 8 L·min1；辅助气：氮气，温

度 350 ℃，流速 11 L·min1；毛细管电压：3 000 V；

离子驻留时间(Dwell time)：25 ms；碎裂电压：

132 V。相应的保留时间、监测离子对(m/z)和碰撞

能量参数见表 1。 

2.2  对照品溶液配制 

2.2.1  对照品储备溶液  精密称定 10 mg(精确至
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0.000 1 g)各硝基咪唑类药物对照品，置于 10 mL

棕色量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，混匀，

得到每种硝基咪唑类药物浓度为 1 000 μg·mL1 的

对照品储备液，4 ℃冰箱保存。 

表 1  目标化合物的保留时间和质谱参数 

Tab. 1  Retention time and mass spectrum conditions of the 
analytes 

化合物 
保留时间 tR/ 

min 

母离子/ 

m/z 

子离子/ 

m/z 

碰撞能量/ 

eV 

羟基甲硝唑 2.991 188.2 123.2* 15 

126.2 14 

羟基二甲硝咪唑 4.145 158.2 140.2* 15 

55.2 15 

甲硝唑 4.630 172.2 128.2 15 

82.1* 20 

洛硝哒唑 5.434 201.2 140.2* 12 

55.2 20 

地美硝唑 5.967 142.2 96.2* 15 

81.2 20 

羟基异丙硝唑 8.942 186.2 168.2* 15 

122.2 20 

异丙硝唑 12.019 170.2 124.2* 17 

109.2 24 

注：*表示定量离子。 

Note: *indicates quantitative ions. 

2.2.2  混合对照品储备溶液  分别精密量取每种

硝基咪唑类药物的对照品储备液各 1.0 mL 置于

50 mL 量瓶中，用甲醇稀释并定容至刻度，混匀，

得到 20 μg·mL1 的硝基咪唑类抗菌药物混合对照

品储备液。 

2.2.3  混合对照品曲线工作液  精密量取一定体

积的混合对照品储备液置于量瓶中，配制成浓度

为 5，10，50，100，500 ng·mL1 混合对照品曲线

工作液。 

2.3  样品处理 

2.3.1  提取   称取样品 (水类样品和膏霜类样

品)1.0 g(准确至 0.001 g)于 50 mL 具塞离心管中，

加入 20 mL 0.1%甲酸乙腈，涡旋振荡 1 min 混合

均匀，超声提取 30 min；然后加入 DisQuE 萃取

盐包，涡旋均匀后，4 000 r·min1 离心 5 min，得

提取液。 

2.3.2  净化  吸取 1.5 mL 提取液于 DisQuE 净化

管中，涡旋 1 min，10 000 r·min1 离心 5 min，吸

取上清液过 0.22 μm 滤膜，进 HPLC-MS/MS 分析。 

2.3.3  加样样品制备  按上述样品处理方法，取

相同量的各类样品于相应的容器中，加入适量混

合对照品溶液，涡旋混合均匀后，按上述步骤进

行前处理。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  线性关系和检出限、定量下限  对质量浓

度为 5，10，50，100，500 ng·mL1 的 7 种硝基咪

唑类化合物进行分析，以各化合物的定量离子对

色谱峰面积(Y)和其质量浓度(X)进行线性回归。以

定性离子对和定量离子对提取的质谱图信噪比

均>3 时的浓度为检出限。以定性离子对提取的质

谱图信噪比>3，定量离子对提取的质谱图信噪

比>10 时的浓度为定量限。以在一定浓度范围内，

相关系数>0.995 为线性范围。结果见表 2。 

2.4.2  回收率、精密度试验  选取具有代表性的

水类和膏霜类 2 种基质的阴性空白样品，分别添

加 0.4，4，8 mg·kg1 3 个浓度水平的混合对照品

溶液，按“2.3.3”项下方法进行加样回收率试验，

每个浓度水平平行测定 6 次，计算日内回收率和

精密度；选取中间添加水平，连续测试 5 d，计算

日间回收率和精密度，结果见表 3~4。 

表 2  目标化合物的线性方程、相关系数、检出限及定量下限 

Tab. 2  Regression curve, related correl, detection limit and quantitative limit of the analytes 

化合物 线性范围/ng·mL1 线性方程 相关系数 r 检出限/μg·kg1 定量限/μg·kg1 

羟基甲硝唑 5~500 Y=13.527X+28.953 0.999 9  8.9 30 

羟基二甲硝咪唑 5~500 Y=10.503X+95.184 0.999 2  1.5  5 

甲硝唑 5~500 Y=122.55X+2 465.3 0.997 9 10.7 36 

洛硝哒唑 5~500 Y=19.587X+446.53 0.996 5  2.6  9 

地美硝唑 5~500 Y=173.51X+1 288.7 0.999 8  8.5 28 

羟基异丙硝唑 5~500 Y=116.57X+849.55 0.999 7 12.0 40 

异丙硝唑 5~500 Y=294.53X+1901.3 0.999 8  1.4  5 
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表 3  目标化合物在膏霜空白样品中的加样回收率和精密度(n=6) 

Tab. 3  Recoveries and precision of the analytes from spiked blank cream samples(n=6) 

化合物 
添加量/ 

mg·kg1 

日内精密度(n=6) 日间精密度(n=5) 

平均回收率/% RSD/% 平均回收率/% RSD/% 

羟基甲硝唑 

0.4，4，8 

96.6，97.5，95.8 4.2，3.9，1.8  96.9 3.7 

羟基二甲硝咪唑 97.4，97.8，95.5 1.8，4.5，2.5  97.2 4.1 

甲硝唑 87.9，102.4，95.7 2.4，1.4，1.9 100.8 1.6 

洛硝哒唑 100.5，107.0，98.2 1.1，2.1，2.1 102.3 2.5 

地美硝唑 96.7，99.1，96.2 1.8，1.8，0.6  98.7 2.0 

羟基异丙硝唑 95.6，98.8，96.5 3.4，1.2，1.2  98.6 1.4 

异丙硝唑 97.3，90.3，89.7 0.8，2.4，0.4  91.4 2.2 

表 4  目标化合物在水剂空白样品中的加样回收率和精密度(n=6) 

Tab. 4  Recoveries and RSDs of the analytes from spiked blank lotion samples(n=6) 

化合物 
添加量/ 

mg·kg1 

日内精密度(n=6) 日间精密度(n=5) 

平均回收率/% RSD/% 平均回收率/% RSD/% 

羟基甲硝唑 

0.4，4，8 

95.5，96.4，96.6 1.6，2.6，3.0  95.9 3.0 

羟基二甲硝咪唑 101.8，104.6，102.0 3.4，2.8，3.2 100.4 2.5 

甲硝唑 101.1，114.9，110.0 4.3，1.2，1.5 108.6 1.8 

洛硝哒唑 101.8，112.7，109.6 4.5，2.6，4.2 104.2 3.1 

地美硝唑 100.2，104.9，104.1 3.0，2.7，1.2  99.7 2.9 

羟基异丙硝唑 97.2，97.4，99.2 4.4，1.9，1.9  97.1 2.1 

异丙硝唑 97.9，103.1，101.4 0.5，2.5，1.2 101.7 3.4 

 

2.4.3  基质效应  基质效应是液相色谱-质谱分析

中普遍存在的现象，主要是在样品前处理过程中

提取出的其他化合物与目标物共流出而产生，共

流干扰物会对目标物离子造成离子抑制或增强效

应，影响方法的灵敏度，精密度和准确度。本实

验对基质效应进行考察，分别取水剂类和膏霜类 2

种基质的阴性空白样品，加入一定量对照品储备

液，按“2.3”项下方法处理，配成 200 ng·mL1

基质对照品溶液进行分析，同时将 200 ng·mL1 的

对照品溶液直接进样分析，计算两者目标物质谱

响应的比值(ME)，结果见表 5。结果显示，目标化

合物响应比值在 0.81~0.99，表明 7 种目标物在所

选取的水剂类和膏霜类 2 种空白基质中受到一定

的基质抑制效应干扰，但干扰程度较低，可以基

本忽略基质效应的影响。 

表 5  7 种目标化合物的基质效应影响 

Tab. 5  Matrix effects of 7 target analytes 
化合物 水剂类样品(ME) 膏霜类样品(ME) 

羟基甲硝唑 0.88 0.84 

羟基二甲硝咪唑 0.95 0.89 

甲硝唑 0.99 0.87 

洛硝哒唑 0.93 0.91 

地美硝唑 0.95 0.92 

羟基异丙硝唑 0.86 0.85 

异丙硝唑 0.85 0.81 

2.4.4  实际样品的测定  采用本研究建立的方法

对收集的 15 份祛痘膏霜和祛痘水类样品进行分

析，结果显示均未检出硝基咪唑类成分。 

3  讨论 

3.1  液相色谱条件的优化 

3.1.1  色谱柱的选择  色谱柱的填料性质及颗粒

大小是影响样品组分分离度的主要因素，为获得

更高的分离度、灵敏度和样品通量，本实验选择

了小颗粒填料，柱效较高的快速分离色谱柱进行

优化，选择 3 种色谱柱：A 柱为 Agilent ZORBAX 

SB-C18(2.1 mm×100 mm，1.8 μm)；B 柱为 Agilent 

ZORBAX Extend C18(2.1 mm×100 mm，1.8 μm)；C

柱为 Waters ACQUITY HSS T3(2.1 mm×100 mm，

1.8 μm)。结果表明在同等色谱条件下，B 柱和 C

柱中地美硝唑和洛硝哒唑 2 种化合物无法获得有

效的分离，而在 A 柱中两者能获得良好的分离，

且峰型较为对称，因此选择 A 柱作为本实验色谱柱。 

3.1.2  流动相的选择  基于硝基咪唑类药物及其

代谢物易溶于甲醇和乙腈，微溶于水的物理性质，

选择了反相色谱常用的流动相体系甲醇-水和乙腈

-水。又考虑到在质谱正离子模式下，甲酸可使目

标物预形成[M+H]+，有助于促进质子离子化，从

而提高分析灵敏度。因此本实验着重考察了甲醇

-0.1%甲酸水、乙腈-0.1%甲酸水、0.1%甲酸甲醇
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-0.1%甲酸水、0.1%甲酸乙腈-0.1%甲酸水作为流动

相时各物质的分离效果。实验结果表明，0.1%甲

酸乙腈-0.1%甲酸水流动相体系效果最佳，灵敏度

更高，且峰形尖锐对称，分离度好。因此，本实

验选用 0.1%甲酸乙腈-0.1%甲酸水作为最佳流动

相体系。在优化色谱条件下，7 种目标物的提取离

子流色谱图见图 1。 

3.2  质谱条件的优化 

将混合对照品储备溶液用甲醇稀释成浓度为

500 ng·mL1 的溶液，采用 MRM 模式对待测物进

行质谱参数优化。7 种硝基咪唑类药物及其代谢物

均含有氮原子，在 ESI 正离子模式下进行全扫描，

获得了理想的准分子离子峰[M+H]+。以准分子离

子峰为母离子，之后调节适当的裂解电压，选择

响应值较高的 2 个碎片作为子离子，和母离子组

成离子对，同时分别优化各离子对的碰撞能量、

毛细管电压、雾化气、辅助气等参数，确定了本

研究的最佳质谱条件。 

3.3  样品前处理方法的优化 

3.3.1  样品提取条件的选择和优化  硝基咪唑类

药物及其代谢物的极性较强，常用的提取溶剂主

要有甲醇、乙腈、乙酸乙酯等有机溶剂。考虑到

甲醇和乙酸乙酯的盐析效果较差，不利于后续采

用 QuEChERS 方式净化样液，因此选用乙腈作为

提取剂。 

硝基咪唑类药物具有酸碱两性化学性质，在

弱酸性条件下呈质子化状态，在弱碱性条件下呈

游离分子状态，酸碱条件对硝基咪唑类药物及代

谢产物的提取率影响较大。故本实验选取阴性的

市售祛痘水和祛痘膏，添加一定质量浓度的混合

对照品溶液，混匀后分别采用 0.1%甲酸-乙腈、乙

腈、0.1%氨水-乙腈溶液作为提取溶剂，考察不同

酸碱条件下的目标化合物的提取效率。结果显示，

水剂类样品基质相对简单，3 种提取溶剂均能获得

较好的提取效果。而膏霜类样品采用含 0.1%甲酸

乙腈时提取效率最高，因此综合考虑，最终选择

0.1%甲酸-乙腈作为提取溶液。 

3.3.2  样品净化条件的选择和优化  传统的净化

手段主要是通过固相萃取实现，但由于乳液、膏

霜类化妆品经溶剂分散提取后，样品溶液呈浑浊

状态，在高速离心下也很难澄清，容易堵塞固相

萃取柱，很难利用固相萃取柱实现进一步净化。

而水剂类化妆品基质组分种类较多，除含有大量

水外，还含有部分表面活性剂和醇类物质，如不

经净化直接进入质谱会引起基质效应，从而影响

检测结果，并可能污染仪器[20]。 

QuEChERS 技术是近年来发展起来的一种快

速、简便的样品前处理技术。采用 QuEChERS 提

取方法，通过加入乙酸钠和无水 MgSO4 产生盐析

效应，促使加入的酸性乙腈提取液和水相分层，

最后利用 PSA 等吸附剂清除提取液中的极性和阳

离子成分，而对弱极性的分析物不产生吸附作用，

最终实现了提取液的净化。 

常用吸附剂包括 C18、PSA 和石墨化碳，其中

C18 填料是一种憎水硅胶基吸附剂，其对非极性化

合物具有很强的吸附性能；石墨化碳具有六元环

结构，因此与平面分子具有很强的亲和力，适用

于多种有机化合物的提取和净化，特别适用于从

基质中分离和除去有色物质和固醇类等；PSA 是

高纯硅胶基质的极性吸附剂，同时含有伯胺和仲 

 
图 1  7 种硝基咪唑类抗菌药物及其代谢物的提取离子流图 

Fig. 1  Chromatograms of extracted ion current for seven nitroimidazole antibiotics and their metabolites 
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胺基团，具有极性作用和弱阴离子交换作用，可

有效地去除提取液中的有机酸、脂肪酸和极性色

素等水溶性杂质，从而达到有效清除的目的。相

关文献表明[18-19]，C18 和石墨化碳对带苯环官能团

的化合物具有较强的吸附作用，可导致硝基咪唑

类化合物的回收率降低，而 PSA 对目标化合物回

收率的影响较小，净化效果较好。另外考虑到使

用无水 MgSO4 可用于除去样液中残存的水分，以

保证其他吸附剂的吸附能力。所以最终本实验采

用移取 1.5 mL 提取液到含有 150 mg 无水 MgSO4

和 50 mg PSA 的净化管来吸附提取液中的油脂等

成分，达到净化除杂、降低基质干扰的效果。 

4  结论 

本研究利用 QuEChERS 净化技术和高效液相

色谱串联质谱建立了同时测定化妆品中 7 种硝基

咪唑类抗菌药物及其代谢物的检测方法。该方法

具有简便、快速、灵敏度高及重复性好等特点，

其方法线性、检出限、定量限、回收率及精密度

等指标适用于化妆品中硝基咪唑类药物及其代谢

产物的定性与定量检测，能够满足化妆品中硝基

咪唑类抗菌药物检测的有关要求。 
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