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分散固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法测定水产品中
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摘要：建立了分散固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法同时测定水产品中 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药

物残留的方法。 样品用 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水乙腈提取，提取液经十八烷基键合硅胶（Ｃ１８）和 Ｎ⁃丙基乙二胺（ＰＳＡ）吸附剂

净化，在 ４５ ℃下用氮气吹至近干，用 １ ｍＬ 甲醇⁃水（１ ∶９， ｖ ／ ｖ）溶液复溶，过 ０ ２２ μｍ 尼龙⁃６６ 滤膜后用超高效液相

色谱⁃串联质谱测定。 目标化合物采用 Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ 色谱柱（１００ ｍｍ×３ ０ ｍｍ， ２ ６ μｍ）分离，以 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水

溶液和甲醇作为流动相进行梯度洗脱，在电喷雾离子源（ＥＳＩ）、正离子扫描和多反应监测（ＭＲＭ）模式下进行测定，
基质匹配外标法定量。 结果表明，５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物在 ８ ５ ｍｉｎ 内完成色谱分离分析，目标物

在 ０ ５～２０ μｇ ／ Ｌ 范围内线性关系良好，相关系数均大于 ０ ９９５，检出限和定量限分别为 ０ ２ ～ ０ ５ μｇ ／ ｋｇ 和 ０ ５ ～
１ ０ μｇ ／ ｋｇ。 以草鱼、对虾和大黄鱼为样品基质，在 ３ 个不同的添加水平下，５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物

的平均回收率为 ７３ ２％ ～１１０ ６％，相对标准偏差（ＲＳＤ）小于 １５％。 本研究建立的方法具有简单、快速、灵敏度高和

成本低等优势，可用于水产品中 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物的快速检测。 该方法的建立为我国水产品

质量安全相关监管部门同时监控水产品中硝基咪唑类和苯二氮卓类药物残留提供了技术支持。
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ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（７）：６２５－６３３．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ）； ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ ｄＳＰＥ ）； ｎｉｔｒｏｍｉｄａｚｏｌｅｓ； ｂｅｎｚｏｄｉａｚ⁃
ｅｐｉｎｅｓ； ａｑｕａｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

　 　 硝基咪唑类药物（ｎｉｔｒｏｍｉｄａｚｏｌｅｓ， ＮＭＺｓ）是一

种具有 ５⁃硝基取代咪唑杂环结构的化合物，常见的

包括甲硝唑 （ ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ， ＭＮＺ ）、 地 美 硝 唑

（ｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅ， ＤＭＺ ）、 洛 硝 哒 唑 （ ｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ，
ＲＮＺ）、替硝唑（ ｔｉｎｉｄａｚｏｌｅ， ＴＮＺ）等。 ＮＭＺｓ 对原生

动物和厌氧菌引起的某些疾病具有治疗作用，在水

产养殖中被用于预防和治疗寄生虫感染［１，２］。
ＮＭＺｓ 被过量施用于水产动物后，原药可能在水产

品中残留。 同时，原药在生物体内代谢迅速，其代谢

产物 为 羟 基 化 产 物， 主 要 包 括 羟 基 甲 硝 唑

（ＭＮＺＯＨ， ＭＮＺ 的代谢物） 和羟基二甲硝咪唑

（ＨＭＭＮＩ， ＤＭＺ 和 ＲＮＺ 共同的代谢物）。 ＮＭＺｓ 具

有潜在的致癌性、诱变性和遗传毒性，其代谢物由于

保留了基本的咪唑环也具有类似的毒性［１，３，４］。 该

类药物滥用后易产生细菌耐药性，其在动物源食品

中的残留对食品安全构成威胁。 苯二氮卓类药物

（ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ， ＢＺＤｓ）大多是 １，４⁃苯并二氮卓

的衍生物，其基本结构含有两个苯环和一个七原子

杂环。 ＢＺＤｓ 属于第二代镇静安眠药，临床上常用

的有 ２０ 多种，具有镇静催眠、抗焦虑、抗惊厥、肌肉

松弛和安定等多种药理作用。 近年来，一些养殖户

或商贩为了保持水产品的鲜活状态，在水产动物捕

捞和运输过程中非法使用地西泮等苯二氮卓类药

物，造成其在水产品中残留，严重危害人体健康。 为

控制 ＮＭＺｓ 和 ＢＺＤｓ 在动物源性食品中的残留，我
国、欧盟和美国对以上两类药物的使用均进行了限

定。 我国农业农村部公告第 ２５０ 号规定洛硝达唑和

替硝唑在食品动物中禁止使用。 同时，我国《食品

安全国家标准 食品中兽药最大残留限量》 （ＧＢ
３１６５０⁃２０１９）规定地美硝唑、甲硝唑和地西泮允许作

·６２６·
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５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物

治疗用，但不得在动物性食品中检出。 欧盟将甲硝

唑、地美硝唑和洛硝哒唑列入食品动物禁用化合物

清单，对苯二氮卓类镇静剂推出了限量标准［５，６］。
美国禁止在食品动物中使用硝基咪唑类药物［７］。
因此，为了进一步加强水产品质量安全问题的监管，
开发简单、灵敏、快速测定水产品中硝基咪唑类和苯

二氮卓类药物的检测方法显得十分必要。
　 　 目前，检测 ＮＭＺｓ 或 ＢＺＤｓ 的方法主要有酶联

免疫法（ＥＬＩＳＡ） ［８，９］、气相色谱⁃质谱联用法 （ＧＣ⁃
ＭＳ） ［１０，１１］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ） ［１２，１３］、液相色

谱⁃串联质谱法（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ［１４－１９］。 酶联免疫法适

用于批量样品快速筛查，检测结果需要用其他方法

确证；ＧＣ⁃ＭＳ 一般需要衍生化，操作繁琐、耗时；
ＨＰＬＣ 灵敏度较低，对多组分化合物同时测定时分

析时间长且易受杂质干扰。 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 灵敏度高，
选择性好，抗干扰能力强，适用于对基质复杂样品中

多组分兽药残留的定性、定量检测。 水产品种类繁

多，基质较为复杂，含有较多的蛋白质、脂肪和色素

等成分。 检测水产品中 ＮＭＺｓ 和 ＢＺＤｓ 残留的关键

之一是样品前处理过程必须充分地减少基质对待测

目标物的干扰。 当前国内外尚未发现同时检测

ＮＭＺｓ 和 ＢＺＤｓ 的文献报道，已有的研究报道仅见

针对单一药物的检测，样品前处理主要采用固相萃

取技术（ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＳＰＥ） ［１３，１７，１８，２０］ 或

分散固相萃取技术（ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ， ｄＳＰＥ） ［２１，２２］进行富集和净化。 ＳＰＥ 是一种应

用于样品前处理的经典萃取技术，但也存在萃取装

置、耗材成本高，萃取过程繁琐耗时，萃取吸附剂填

料选择范围小等缺点［２３］。 ｄＳＰＥ 是一种简单、高效、
快速的前处理技术，近年来在动物源食品中 ＮＭＺｓ
或 ＢＺＤｓ 多残留检测中得到了较为广泛的关注和应

用［２１，２２，２４，２５］。
　 　 本研究采用分散固相萃取技术，结合超高效液

相色谱⁃串联质谱（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ），建立了一种同

时测定水产品中 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类

药物残留的方法。 该方法操作简单高效，灵敏度高，
回收率好，适用于大批量样品的快速检测，可为水产

品质量安全相关监管部门同时监控水产品中硝基咪

唑类和苯二氮卓类药物残留提供技术支持。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ５５００＋超高效液相色谱⁃串联质谱

仪（美国 ＳＣＩＥＸ 公司）；超声清洗器（昆山市超声仪

器有限公司）；高速冷冻离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈ⁃
ｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；涡旋混匀器（美国 Ｓｃｉｌｏｇｅｘ 公

司）；氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公司）；中沃超纯

水仪（中沃水务环保科技有限公司）； Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ 色

谱柱（１００ ｍｍ×３ ０ ｍｍ， ２ ６ μｍ；美国 Ｐｈｅｎｏｍｅ⁃
ｎｅｘ 公司）。
　 　 甲硝唑（纯度≥９９ ８％， ＣＡＳ 号：４４３⁃４８⁃１）、地
美硝唑（纯度≥９９ ５％， ＣＡＳ 号：５５１⁃９２⁃８）、洛硝达

唑（纯度≥９９ １％， ＣＡＳ 号：７６８１⁃７６⁃７）、羟基甲硝唑

（纯度≥９９ ５％， ＣＡＳ 号：４８１２⁃４０⁃２）、羟基二甲硝咪

唑（纯度≥９９ ５％， ＣＡＳ 号：９３６⁃０５⁃０）均购自德国

Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司；地西泮（１ ｍｇ ／ ｍＬ， ＣＡＳ 号：
４３９⁃１４⁃５）、硝西泮（１ ｍｇ ／ ｍＬ， ＣＡＳ 号：１４６⁃２２⁃５）、
氯硝西泮（１ ｍｇ ／ ｍＬ， ＣＡＳ 号：１６２２⁃６１⁃３）、奥沙西

泮 （ １ ｍｇ ／ ｍＬ， ＣＡＳ 号： ６０４⁃７５⁃１ ）、 氟 西 泮 （ １
ｍｇ ／ ｍＬ， ＣＡＳ 号：１７６１７⁃２３⁃１）、氯氮卓（１ ｍｇ ／ ｍＬ，
ＣＡＳ 号：５８⁃２５⁃３）均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；
甲醇、乙腈（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；甲酸（ＬＣ⁃
ＭＳ 级，美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；氯化钠、无水硫酸钠（分
析纯，上海国药集团股份有限公司）；十八烷基键合

硅胶吸附剂 （Ｃ１８， ４０ ～ ６３ μｍ）、Ｎ⁃丙基乙二胺

（ＰＳＡ， ４０～６３ μｍ）吸附剂（上海安谱实验科技有限

公司）；实验用水为超纯水（１８ ２５ ＭΩ·ｃｍ）。
１．２　 样品处理

１．２．１　 样品采集与制备

　 　 鲫鱼、鳊鱼、鲤鱼、草鱼、鲢鱼、乌鳢、对虾、大黄

鱼等水产品购自长沙市水渡河农产品批发市场。 按

照《水产品抽样规范》 （ＧＢ ／ Ｔ ３０８９１⁃２０１４）附录 Ｂ
的要求进行样品的制备，制备好的样品于－１８ ℃冷

冻保存，备用。
１．２．２　 提取

　 　 称取 ２ ０ ｇ （±０ ０２ ｇ）试样于 ５０ ｍＬ 离心管中，
加入 １０ ｍＬ １％ （ｖ ／ ｖ）氨水乙腈、１ ｇ 氯化钠、３ ｇ 无

水硫酸钠，涡旋混匀 １ ｍｉｎ，超声提取 １０ ｍｉｎ， ８ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 收集上清液于另一 ５０ ｍＬ 离心

管中。 残渣加入 １０ ｍＬ １％ （ｖ ／ ｖ）氨水乙腈重复提

取一次，合并两次上清液，待净化。
１．２．３　 净化

　 　 准确移取 １０ ｍＬ 提取液至装有 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 吸

附剂（５０ ｍｇ ＰＳＡ、３０ ｍｇ Ｃ１８）的 １５ ｍＬ 离心管中，
涡旋混匀 １ ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ。 吸取全

部上清液于 １５ ｍＬ 离心管中，４５ ℃氮吹至近干。 准
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确加入 １ ００ ｍＬ １０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液，涡旋混匀 １
ｍｉｎ 溶解残渣，过 ０ ２２ μｍ 尼龙⁃６６ 微孔滤膜，供
ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定。
１．３　 标准溶液的配制

　 　 分别准确称取 ５ 种硝基咪唑类标准物质，用甲

醇溶解，配制成 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液。 分别移

取 ６ 种苯二氮卓类标准物质 １ ００ ｍＬ，置于 １０ ｍＬ
容量瓶中，用甲醇稀释定容至刻度，配制成 １００
ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液。 分别移取适量上述标准储备

液，用甲醇稀释配制成 １ ０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准中

间液。
　 　 称取不含目标物的基质样品于离心管中，按照

１ ２ ２ 和 １ ２ ３ 节步骤进行提取和净化，得到空白

基质溶液。 移取适量混合标准中间液，用空白基质

溶液配制成质量浓度为 ０ ５、１ ０、２ ０、５ ０、１０ ０ 和

２０ ０ μｇ ／ Ｌ 的系列混合标准工作液。

表 １　 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物的质谱分析参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｎｉｔｒｏｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ ａｎｄ ｓｉｘ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ

Ｔｏｘｉｎ ＥＳＩ ｍｏｄｅ Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ／ Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ
Ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ＥＳＩ＋ １７２．１ １２８．０∗ ７５ ２１

８１．９ ３４
Ｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅ ＥＳＩ＋ １４２．１ ９６．１∗ ７０ ２３

８１．１ ３５
Ｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ＥＳＩ＋ ２０１．１ １４０．１∗ ６０ １７

５５．１ ３２
Ｈｙｄｒｏｘｙ ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ （ＭＮＺＯＨ） ＥＳＩ＋ １８８．１ １２６．１∗ ８２ ２５

１２３．０ １９
Ｈｙｄｒｏｘｙ ｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅ （ＨＭＭＮＩ） ＥＳＩ＋ １５８．１ １４０．１∗ ７０ １８

５５．０ ２６
Ｄｉａｚｅｐａｍ ＥＳＩ＋ ２８５．２ １９３．１∗ １０２ ４４

１５４．１ ４０
Ｎｉｔｒａｚｅｐａｍ ＥＳＩ＋ ２８２．２ ２３６．２∗ １００ ３６

１８０．２ ５０
Ｆｌｕｒａｚｅｐａｍ ＥＳＩ＋ ３８８．１ ３１５．１∗ １１０ ３５

２８８．１ ３７
Ｃｌｏｎａｚｅｐａｍ ＥＳＩ＋ ３１６．１ ２７０．１∗ １１２ ３６

２１４．０ ５０
Ｏｘａｚｅｐａｍ ＥＳＩ＋ ２８７．０ ２４１．１∗ １００ ３２

１０４．０ ４５
Ｃｈｌｏｒｄｉａｚｅｐｏｘｉｄｅ ＥＳＩ＋ ３００．１ ２８３．１∗ ９５ ２２

２２７．１ ３５
　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

１．４　 色谱⁃质谱条件

１．４．１　 色谱条件

　 　 Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ 色谱柱 （ １００ ｍｍ × ３ ０ ｍｍ， ２ ６
μｍ）；柱温 ４０ ℃；流速 ０ ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 ５ μＬ；
流动相 Ａ 为 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液，Ｂ 为甲醇。 梯

度洗脱程序：０～０ ５ ｍｉｎ， １０％ Ｂ； ０ ５ ～ ４ ｍｉｎ， １０％
Ｂ～９５％ Ｂ； ４ ～ ６ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ６ ～ ６ １ ｍｉｎ，９５％ Ｂ ～

１０％ Ｂ； ６ １～８ ５ ｍｉｎ， １０％ Ｂ。
１．４．２　 质谱条件

　 　 电喷雾离子源（ＥＳＩ），多反应监测（ＭＲＭ）；喷
雾电压：５ ５００ Ｖ；离子源温度 ５５０ ℃；气帘气（ ｃｕｒ⁃
ｔａｉｎ ｇａｓ）压力 ２４１ ｋＰａ，碰撞气（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｇａｓ）压力

６２ ｋＰａ，喷雾气压力（Ｇａｓ １） ３４５ ｋＰａ，辅助加热气

（Ｇａｓ ２）压力 ３７９ ｋＰａ。 优化后的其他质谱采集参

数见表 １。

２　 结果与讨论

２．１　 分析条件的优化

２．１．１　 色谱条件的优化

　 　 硝基咪唑类药物和苯二氮卓类药物是一类中等

极性的化合物，在 Ｃ１８ 色谱柱上具有较强的保留。
Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｆ５ 柱（１００ ｍｍ×３ ０ ｍｍ， ２ ６ μｍ）是一款

采用核⁃壳技术的五氟苯基丙基固定相色谱柱，非常

适用于卤代、共轭、异构体或极性化合物的分离分

析。 对于液相色谱⁃串联质谱法，流动相的类型和性

质是影响目标化合物分离度和响应的重要因素。 本

实验研究发现硝基咪唑类药物和苯二氮卓类药物在

甲醇⁃水体系中比在乙腈⁃水体系中的响应值更高。
采用甲醇⁃水体系作为流动相，在水相中加入 ２
ｍｍｏＬ ／ Ｌ 的乙酸铵后，部分目标物的色谱峰出现峰
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展宽的现象，响应强度减小；而在水相中加入 ０ １％
（ｖ ／ ｖ）甲酸后，目标物峰形尖锐对称，离子化效率更

高，响应强度增大。 考虑到目标分析物种类较多，化
学性质差异较大，采用梯度洗脱程序，可有效缩短分

析时间，改善峰形，减少拖尾，改进多组分目标物的

图 １　 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物混合标准溶液的多反应监测色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （ＭＲＭ） ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｎｉｔｒｏｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ ａｎｄ ｓｉｘ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ

分离效果。 因此，本实验最终确定选择 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）
甲酸水⁃甲醇体系作为流动相，采用梯度洗脱程序进

行分析检测，色谱条件见 １ ４ １ 节。 ５ 种硝基咪唑

类和 ６ 种苯二氮卓类药物混合标准溶液（５ μｇ ／ Ｌ，
以 １０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液配制）的 ＭＲＭ 色谱图见

图 １。
２．１．２　 质谱条件的优化

　 　 将 ５０ μｇ ／ Ｌ 的硝基咪唑类和苯二氮卓类标准溶

液通过针泵恒流进样方式注入质谱仪中，在正离子

模式（ＥＳＩ＋）下进行一级质谱扫描（Ｑ１ ｓｃａｎ），获得

目标化合物的母离子［Ｍ＋Ｈ］ ＋。 然后使用子离子扫

描（ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ ｓｃａｎ）对获得的母离子进行二级质

谱扫描，确定目标物的子离子信息。 选取 ２ 个相对

丰度强且稳定的子离子与对应母离子组成定性离子

对和定量离子对，采用 ＭＲＭ 模式优化选定离子对
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的去簇电压和碰撞能量，最终确定 １ ４ ２ 节所述的

质谱条件。
２．２　 样品前处理条件的优化

２．２．１　 提取条件的优化

　 　 硝基咪唑类药物为酸碱两性化合物，苯二氮卓

类药物多为弱碱性化合物，这两类药物在酸性条件

下易分解，主要以质子化形式存在，在碱性条件下较

稳定，主要以分子状态存在。 提取溶剂的极性和 ｐＨ
值对目标物的萃取回收率具有很大的影响。 研究表

明，动物源食品中硝基咪唑类和苯二氮卓类药物常

用的提取溶剂为乙酸乙酯［１４，２０］、乙腈［１５，１６，１８，２６］、碱
化乙酸乙酯［１７，２７］ 和碱化乙腈［２１，２２，２８］ 等。 本实验重

点考察了乙酸乙酯、乙腈、１％ （ｖ ／ ｖ）氨水乙酸乙酯

和 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水乙腈对目标物提取效率的影响。
结果表明，采用乙酸乙酯和乙腈作为提取剂时，目标

物的回收率分别为 ６４ ２％ ～ ８６ ７％ 和 ６８ １％ ～
８８ ６％；采用 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水乙酸乙酯和 １％ （ｖ ／ ｖ）氨
水乙腈作为提取剂时，各目标物的回收率均可达到

８０％以上，提取效率总体优于乙酸乙酯和乙腈，这说

明碱性条件下目标物多以分子状态存在，更容易被

有机溶剂提取。 同时，实验还发现，采用乙酸乙酯和

１％ （ｖ ／ ｖ）氨水乙酸乙酯作为提取剂时，样品提取液

中脂溶性杂质较多，溶液较混浊，为后续净化带来困

难。 因此，综合考虑，本实验选择 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水乙

腈作为提取溶剂。
２．２．２　 净化条件的优化

　 　 在样品前处理过程，加入氯化钠有利于提取溶

剂和水相分层，防止样品中的水分和水溶性极性基

质干扰物进入提取液中，从而减少对目标物的干扰

和质谱离子源的污染［１５］；加入无水硫酸钠可以去除

提取液中的水分，使浓缩复溶后的样品溶液体积更

准确，从而提高目标物的回收率。 本实验选用氯化

钠作为盐析剂，无水硫酸钠作为除水剂并优化其用

量，结果表明，加入 １ ｇ 氯化钠和 ３ ｇ 无水硫酸钠时，
样品提取液具有最好的盐析效果，浓缩后离心管中

未发现水分残留，各目标化合物的提取效率较高，回
收率为 ７９ ６％ ～１０２ ５％。
　 　 为了减少基质效应，提高净化效率和萃取回收

率，本研究采用分散固相萃取作为净化手段。 吸附

剂的选择是分散固相萃取的一个最重要的参数。
Ｃ１８、ＰＳＡ 以及石墨化炭黑（ＧＣＢ）是常用的吸附剂。
其中，Ｃ１８ 对脂肪等非极性干扰物具有较强的吸附

作用；ＰＳＡ 可以吸附样品中的色素、糖类、有机酸等

干扰物质；ＧＣＢ 能有效去除各种基质中的色素和甾

醇类等干扰物，但对含有平面结构的化合物具有较

强的吸附作用。 水产品基质较为复杂，样品经乙腈

沉淀蛋白质后可以去除部分干扰物，但仍可能存在

少量的蛋白质、脂肪和色素等杂质；苯二氮卓类药物

含有苯环类官能团的结构，故本研究只选择 ＰＳＡ 和

Ｃ１８ 两种吸附剂进行优化。 在同一加标水平（２ ５
μｇ ／ ｋｇ）的空白样品提取液中，分别加入 ３ 个不同组

合的 ＰＳＡ 和 Ｃ１８（１： ５０ ｍｇ Ｃ１８； ２： ５０ ｍｇ ＰＳＡ； ３：
２５ ｍｇ ＰＳＡ＋２５ ｍｇ Ｃ１８）吸附剂净化（结果见图 ２）。

图 ２　 吸附剂类型及用量对 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类
药物回收率的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ａｄｓｏｒｂｅｎｔｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｎｉｔｒｏｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ
ａｎｄ ｓｉｘ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ （ｎ＝３）

　

　 　 从图 ２ 可以看出，各目标物采用组合 ３（２５ ｍｇ
ＰＳＡ＋ ２５ ｍｇ Ｃ１８） 净化时回收率较高 （均大于

８０％），明显优于组合 １ 和组合 ２。 实验还发现，仅采

用 Ｃ１８（组合 １）净化时，提取液颜色较深，氮吹浓缩

后残渣较多；仅采用 ＰＳＡ（组合 ２）净化时，氮吹浓缩

后脂质残留较多。 采用 Ｃ１８（组合 １）或 ＰＳＡ（组合

２）净化后进样检测，空白样品基线噪声较大，干扰

物质较多，质谱的离子源较易受污染且待测物的回

收率不理想。 实验进一步优化了 ＰＳＡ 和 Ｃ１８ 吸附

剂的用量。 分别将 ＰＳＡ（２５、５０、７５ ｍｇ）和 Ｃ１８（１５、
３０、４５ ｍｇ）搭配成 ９ 个组合进行正交试验，结果发

现 ５０ ｍｇ ＰＳＡ＋３０ ｍｇ Ｃ１８ 组合的协同净化效果最

佳，各目标物的回收率均较高，回收率达到 ８１ ５％ ～
１０３ ２％。 因此，本实验最终选择 ５０ ｍｇ ＰＳＡ＋３０ ｍｇ
Ｃ１８ 作为净化吸附剂。
２．３　 基质效应评价

　 　 基质效应（ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ， ＭＥ）是指在采用 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 检测目标化合物时，样品中的基质成分和样
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品前处理引入的杂质在与待测物离子化过程中相互

竞争，影响（增强或抑制）待测物在喷雾接口处的离

子化效率，从而导致分析测定结果的准确度和精密

度发生改变的现象［２９，３０］。 基质效应是 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
分析时存在的一个非常显著的现象，一般受分析仪

器条件、样品基质类型、前处理方式等因素的影响，
会对检测结果的灵敏度、准确度和精密度产生很大

影响。 因此，在建立 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析方法时应评估

基质效应，并采用适当的方法降低或补偿基质效应

的影响，从而确保检测数据的准确、可靠。

表 ３　 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物的线性范围、基质匹配标准曲线、相关系数、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｍａｔｒｉｘ⁃ｍａｔｃｈｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （Ｒ２）， ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ），
ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ） ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｎｉｔｒｏｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ ａｎｄ ｓｉｘ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ

Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ Ｒ２

Ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ Ｒ２

Ｐｒａｗｎ
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ Ｒ２

ＬＯＤ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

ＬＯＱ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ｙ＝ １．６４×１０５ｘ＋４．５１×１０４ ０．９９４６ ｙ＝ １．７７×１０５ｘ＋３．５２×１０４ ０．９９７１ ｙ＝ ２．１７×１０５ｘ＋４．９６×１０４ ０．９９５６ ０．２ ０．５
Ｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅ ｙ＝ ３．１４×１０５ｘ＋２．７７×１０４ ０．９９７３ ｙ＝ ３．１８×１０５ｘ＋４．７６×１０４ ０．９９６６ ｙ＝ ２．７１×１０５ｘ＋３．７５×１０４ ０．９９６５ ０．２ ０．５
Ｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ｙ＝ ２．０６×１０５ｘ＋１．９４×１０４ ０．９９６４ ｙ＝ １．８２×１０５ｘ＋１．０６×１０４ ０．９９８０ ｙ＝ １．７５×１０５ｘ＋２．５５×１０４ ０．９９６３ ０．２ ０．５
ＭＮＺＯＨ ｙ＝ ７．９７×１０４ｘ＋３．１０×１０３ ０．９９７４ ｙ＝ ７．６０×１０４ｘ＋２．１４×１０３ ０．９９７４ ｙ＝ ７．７６×１０４ｘ＋６．５７×１０３ ０．９９７４ ０．５ １．０
ＨＭＭＮＩ ｙ＝ １．５３×１０５ｘ＋７．３４×１０３ ０．９９８２ ｙ＝ １．３６×１０５ｘ＋５．０２×１０３ ０．９９６３ ｙ＝ １．４１×１０５ｘ＋８．３０×１０３ ０．９９６８ ０．５ １．０
Ｄｉａｚｅｐａｍ ｙ＝ ２．７６×１０５ｘ＋２．５８×１０４ ０．９９７９ ｙ＝ ２．８４×１０５ｘ＋１．７５×１０４ ０．９９７７ ｙ＝ ２．７０×１０５ｘ＋４．３６×１０４ ０．９９８１ ０．２ ０．５
Ｎｉｔｒａｚｅｐａｍ ｙ＝ ３．３３×１０５ｘ＋７．２２×１０４ ０．９９７７ ｙ＝ ３．２６×１０５ｘ＋５．０７×１０３ ０．９９８１ ｙ＝ ３．２０×１０５ｘ＋７．５８×１０４ ０．９９７８ ０．２ ０．５
Ｆｌｕｒａｚｅｐａｍ ｙ＝ １．８１×１０６ｘ＋１．４４×１０５ ０．９９７１ ｙ＝ １．４８×１０６ｘ＋２．０３×１０５ ０．９９８２ ｙ＝ １．５５×１０６ｘ＋１．８０×１０５ ０．９９５５ ０．２ ０．５
Ｏｘａｚｅｐａｍ ｙ＝ ３．４３×１０５ｘ＋４．６０×１０４ ０．９９９３ ｙ＝ ３．５３×１０５ｘ＋３．２０×１０４ ０．９９９２ ｙ＝ ３．２１×１０５ｘ＋２．６９×１０４ ０．９９７１ ０．２ ０．５
Ｃｌｏｎａｚｅｐａｍ ｙ＝ ２．９１×１０５ｘ＋２．４８×１０４ ０．９９７１ ｙ＝ ３．０５×１０５ｘ＋１．７６×１０４ ０．９９９０ ｙ＝ ３．００×１０５ｘ＋３．２２×１０４ ０．９９８５ ０．３ １．０
Ｃｈｌｏｒｄｉａｚｅｐｏｘｉｄｅ ｙ＝ ３．８６×１０５ｘ＋４．６７×１０４ ０．９９５５ ｙ＝ ３．０２×１０５ｘ＋２．６９×１０４ ０．９９６９ ｙ＝ ２．８１×１０５ｘ＋３．５８×１０４ ０．９９７６ ０．３ １．０
　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ， μｇ ／ Ｌ．

　 　 基质效应常用的评价方法主要有柱后注射法

（定性评价法） ［３１］ 和提取后添加法 （定量评价

法） ［３２］。 提 取 后 添 加 法 主 要 有 单 点 提 取 添 加

法［２５，２８］和离子抑制率［３３－３６］ 两种评价方式。 本研究

采用离子抑制率对基质效应进行评价（见表 ２），即
ＭＥ＝（Ｋ２ ／ Ｋ１－１）×１００％，其中，Ｋ１ 为溶剂标准曲线

的斜率，Ｋ２ 为空白基质匹配标准曲线的斜率。 当

ＭＥ＞０ 时，称为基质增强效应，表示基质使待测物的

响应增加；当 ＭＥ＜０ 时，称为基质抑制效应，表示基

质使待测物的响应降低，当 ＭＥ＝ ０ 时表示不存在基

质效应。 由表 ２ 可知，硝基咪唑类和苯二氮卓类药

物在草鱼、大黄鱼和对虾基质溶液中存在一定强度

的基质增强或减弱效应，ＭＥ 为 － ２５ ８％ ～ １２ ７％。
其中甲硝唑和羟基甲硝唑在 ３ 种基质中均存在较强

的基质抑制效应，ＭＥ 为－２５ ８％ ～ －１０ ４％。 对于基

质复杂的水产品而言，经本方法前处理净化后各目

标化合物的基质效应均在可接受的范围内。 在实际

样品测定中，本实验采用空白基质匹配标准曲线定

量校准可进一步补偿基质效应的影响。

表 ２　 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物在
不同基质中的基质效应

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｎｉｔｒｏｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ ａｎｄ
ｓｉｘ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｒｉｃｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ／ ％

Ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ Ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ Ｐｒａｗｎ
Ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ －２５．８ －２０．１ －１０．４
Ｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅ ８．９ １０．１ －６．２
Ｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ５．４ －７．２ －１０．５
ＭＮＺＯＨ －１５．５ －１９．０ －１６．９
ＨＭＭＮＩ ３．２ －８．５ －４．８
Ｄｉａｚｅｐａｍ ９．１ １２．１ ６．７
Ｎｉｔｒａｚｅｐａｍ ０．６ －１．６ －３．４
Ｆｌｕｒａｚｅｐａｍ １２．７ －７．９ －３．６
Ｃｌｏｎａｚｅｐａｍ １．４ ６．３ ４．５
Ｏｘａｚｅｐａｍ ６．６ ９．５ －０．５
Ｃｈｌｏｒｄｉａｚｅｐｏｘｉｄｅ １１．５ －１２．６ －１８．８

２．４　 方法学验证

２．４．１　 线性范围和灵敏度

　 　 按 １ ３ 节方法配制基质标准溶液，并分别进行

测定。 以被测组分的峰面积 ｙ 为纵坐标，质量浓度

ｘ（μｇ ／ Ｌ）为横坐标，绘制空白基质标准曲线。 采用

在空白草鱼、对虾和大黄鱼中分别添加低浓度目标

物标准溶液的方法，以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）＝ ３ 和 Ｓ ／ Ｎ ＝ １０
分别确定各目标物的检出限 （ ＬＯＤ） 和定量限

（ＬＯＱ）。 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物的

线性范围、基质标准曲线、相关系数（Ｒ２）、检出限和

定量限见表 ３。
　 　 由表 ３ 可知，５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓

类药物在 ０ ５～２０ μｇ ／ Ｌ 范围内线性关系良好，灵敏

度较高。
２．４．２　 回收率和精密度

　 　 选取阴性草鱼、对虾和大黄鱼作为空白基质样
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品，设定 ３ 个添加水平，每个添加水平做 ６ 个平行

样，按本方法进行回收率和精密度试验，结果见表

４。 由表 ４ 可知，各基质中 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯

二氮卓类药物的回收率为 ７３ ２％ ～ １１０ ６％，相对标

准偏差为 ３ ５％ ～ １４ ３％；表明该方法的回收率和重

复性好，满足日常检测要求。
表 ４　 不同基质中 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物的回收率和精密度（ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｎｉｔｒｏｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ ａｎｄ ｓｉｘ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｒｉｃｅｓ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｓｐｉｋｅｄ ／ （μｇ ／ ｋｇ）
Ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
Ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
Ｐｒａｗｎ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
Ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ０．５ ８５．１ ３．８ ８１．２ ６．２ ８１．３ ４．９

１．０ ９２．３ ４．７ ９０．７ ５．０ ８４．６ ５．４
５．０ ８８．０ ３．５ ８５．７ ４．５ ８７．０ ７．１

Ｄｉｍｅｔｒｉｄａｚｏｌｅ ０．５ ８２．３ ４．０ ８５．９ ４．９ ７８．８ ６．６
１．０ ７９．６ ３．８ ８２．０ ９．０ ８５．１ ６．４
５．０ ８９．８ ５．２ ９０．１ ３．８ １０５．３ ６．１

Ｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ０．５ ７９．４ ３．６ ８０．２ ３．８ ８６．６ ４．７
１．０ ８８．３ ４．９ ８３．５ ５．２ ８０．３ ４．１
５．０ １０１．５ ３．７ ９１．７ ８．０ ９３．４ １０．３

ＭＮＺＯＨ １．０ ８８．８ ７．２ １０１．２ １０．６ ８３．６ ６．９
２．０ ９４．６ ５．３ １０５．８ ５．４ ９５．５ ６．７

１０．０ １０２．０ ３．９ １０３．４ ４．８ ９４．１ ５．１
ＨＭＭＮＩ １．０ ８８．２ ６．１ ９３．５ ９．２ ９０．１ ７．３

２．０ ９３．５ ８．０ １０２．２ ９．６ １０１．４ １２．１
１０．０ １０６．６ ３．３ １１０．６ ５．１ １０３．５ ５．４

Ｄｉａｚｅｐａｍ ０．５ ８３．３ ５．６ ８５．５ ５．４ ８０．０ ６．１
１．０ ９２．７ ３．８ ８６．１ ４．６ ８４．６ ４．０
５．０ ９３．８ ３．７ １０１．２ ６．２ ９２．３ ４．６

Ｎｉｔｒａｚｅｐａｍ ０．５ ９０．７ ４．４ ８６．１ ８．１ ８２．９ ７．３
１．０ ８７．６ ４．５ ９０．５ ５．２ ８５．４ ６．６
５．０ ８９．０ ５．７ ９２．２ ７．８ ８４．１ ９．４

Ｆｌｕｒａｚｅｐａｍ ０．５ ８４．６ ８．８ ７９．４ ６．４ ８０．５ １２．５
１．０ ８５．３ ４．２ ８１．６ ３．９ ７５．６ ６．１
５．０ ９２．７ ６．１ ８８．１ ９．８ ８２．８ ５．０

Ｏｘａｚｅｐａｍ ０．５ ８７．２ ６．３ ８１．３ ４．６ ８４．６ １０．７
１．０ ９５．０ ５．９ ９４．６ ８．２ １０１．３ ４．８
５．０ １０５．８ ２．６ １０８．２ ５．１ １１０．５ ３．７

Ｃｌｏｎａｚｅｐａｍ １．０ ９６．１ ６．２ １０３．１ ５．１ １０２．６ ４．５
２．０ ８５．８ ５．１ ８８．９ ６．９ ８１．７ ８．７

１０．０ １０２．２ ４．８ １０６．２ ５．９ ９７．４ ９．６
Ｃｈｌｏｒｄｉａｚｅｐｏｘｉｄｅ １．０ ８０．６ ９．１ ７３．２ １４．３ ７８．５ １１．１

２．０ ８１．３ ６．４ ８４．１ ７．１ ８２．６ ５．８
１０．０ ８６．４ ４．７ ８２．５ ５．２ ８４．３ ７．３

２．５　 实际样品检测

　 　 采用已经建立的方法对市售鲫鱼、鳊鱼、鲤鱼、
草鱼、鲢鱼、乌鳢、对虾、大黄鱼等 ３０ 份样品进行分

析检测。 检测结果显示，所有样品均未检出硝基咪

唑类和苯二氮卓类药物。

３　 结论

　 　 本文对仪器检测参数和样品前处理条件进行了

优化，采用基质匹配标准曲线外标法定量，建立了一

种分散固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法测定

水产品中 ５ 种硝基咪唑类和 ６ 种苯二氮卓类药物残

留的分析方法。 该方法灵敏度高，回收率好，简单、
高效、快速、成本低，实现了对水产品中多种硝基咪

唑类和苯二氮卓类药物的同时分析检测，为检测水

产品中硝基咪唑类和苯二氮卓类药物残留提供了技

术支持。
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