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分散固相萃取⁃高效液相色谱法测定水产品中 ７ 种麻醉剂
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摘要：随着麻醉剂广泛用于渔业生产过程和水产品运输等领域，建立水产品中麻醉剂残留的检测方法具有重要意

义。 由于水产品基质复杂且麻醉剂残留水平低，因此需要合适的前处理方法以提高检测灵敏度。 该研究基于分散

固相萃取⁃高效液相色谱，建立了一种同时检测水产品中普鲁卡因、丁氧卡因、三卡因、丁香酚、甲基丁香酚、异丁香

酚、甲基异丁香酚 ７ 种麻醉剂的分析方法。 前处理采用分散固相萃取；确定了 １ ０％ 甲酸乙腈为提取溶剂，２０ ｍｇ 苯

乙烯⁃甲基丙烯酸缩水甘油酯聚合物微球（ＰＳ⁃ＧＭＡ）、５０ ｍｇ Ｎ⁃丙基乙二胺（ＰＳＡ）和 １０ ｍｇ Ｃ１８ 混合吸附剂为净化

剂，二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）辅助氮吹的前处理方法；优化了提取时间和 ＤＭＳＯ 用量等条件。 ７ 种麻醉剂采用 Ｗｅｌｃｈ
ｗｅｌｃｈｒｏｍ Ｃ１８ 色谱柱（２５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ， ５ μｍ）进行分离，以甲醇和 ０ ０５％ 甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液为流动

相进行梯度洗脱，检测波长为 ２３５、２６０ 和 ２９０ ｎｍ，以鱼肉和对虾两种基质匹配标准曲线进行定量分析。 实验结果

表明，在优化的实验条件下，７ 种目标麻醉剂在各自的浓度范围内具有良好的线性关系（相关系数 Ｒ２＞０ ９９９），检出

限（ＬＯＤ）为 ０ ０１１～０ ０４３ ｍｇ ／ ｋｇ。 在鱼肉样品中，３ 个水平的平均加标回收率为 ７９ ７％ ～ １０９％，相对标准偏差

（ＲＳＤ）低于 ７ ２％；在对虾样品中，平均回收率为 ７８ ０％ ～ ９９ ９％， ＲＳＤ 低于 ８ ３％。 该方法具有快捷简便、操作简

单、灵敏度高等优点，可应用于水产品中 ３ 种氨基苯甲酸酯类和 ４ 种丁香酚类麻醉剂的检测。
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ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅｓ （Ｒ２ ＞ ０ ９９９）， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ） ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ０ ０１１ ｔｏ ０ ０４３ ｍｇ ／ ｋｇ． Ｉｎ ｆｉｓｈ ｓａｍｐｌｅｓ， ｔｈｅ ｍｅａｎ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ７９ ７％ ａｎｄ １０９％， ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） ｂｅｉｎｇ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ７ ２％． Ｉｎ ｓｈｒｉｍｐ ｓａｍｐｌｅｓ， ｍｅａｎ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ７８ ０％ －
９９ ９％， ｗｉｔｈ ＲＳＤｓ ｂｅｉｎｇ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ８ ３％． Ｔｈｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｒａｐｉｄ， ａｃｃｕｒａｔｅ， ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ
ｃａｎ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｍｉｎｏｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｋｉｎｄｓ ｏｆ
ｅｕｇｅｎｏｌ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ａｑｕａｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

引用本文：石芳，寿旦，金米聪，王宏伟，陈旭光，朱岩． 分散固相萃取⁃高效液相色谱法测定水产品中 ７ 种麻醉剂． 色谱，２０２２，４０（２）：
１３９－１４７．
ＳＨＩ Ｆａｎｇ， ＳＨＯＵ Ｄａｎ， ＪＩＮ Ｍｉｃｏｎｇ， ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇｗｅｉ， ＣＨＥＮ Ｘｕｇｕａｎｇ， ＺＨＵ Ｙａｎ． Ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｉｎ ａｑｕａｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａ⁃
ｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（２）：１３９－１４７．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ＤＳＰＥ）； ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ⁃
ｐｈｙ （ＨＰＬＣ）； ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃ ｄｒｕｇｓ； ａｑｕａｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

　 　 随着生活水平的提高，消费者对于水产品的质

量和鲜活程度提出了更高的要求。 麻醉剂是一种能

在不同程度上抑制动物中枢神经系统功能的药

物［１］。 如今麻醉剂已经广泛用于鱼类的育种、手术

等渔业生产过程和鲜活水产品运输等领域。 在水产

品运输过程中，麻醉剂的使用可以保持水产品的鲜

活度，降低水产品的新陈代谢，从而减少因缺氧和皮

肤损伤等造成的死亡，提高存活率［２，３］。
　 　 ＭＳ⁃２２２ 和丁香酚类麻醉剂是目前常用的渔用

麻醉剂。 ＭＳ⁃２２２ 又称三卡因，是美国、欧盟、加拿大

允许使用的水产品麻醉剂，美国限定休药期为 ２１
天，最大残留限量（ｍａｘｉｍｕｍ ｒｅｓｉｄｕｅ ｌｉｍｉｔ， ＭＲＬ）
为 １ ｍｇ ／ Ｌ；加拿大限定休药期为 ５ 天［４］。 丁香酚是

日本允许使用的鱼类麻醉剂，限定 ＭＲＬ 值为 ０ ０５
ｍｇ ／ ｋｇ［１］；异丁香酚则在澳大利亚、新西兰等国家批

准使用［５］，但我国并没有出台相关法规规范其使用

和残留限量。 虽然这些麻醉剂是安全的，但是也有

报道提出一些麻醉剂具有致敏性和致癌性［６］，且美
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国国家毒理学计划（ＮＴＰ）发布的数据显示，丁香酚

类化合物对于啮齿动物是致癌物或者潜在致癌物，
因此对水产品中麻醉剂残留的检测对于水产品的流

通和质量管控等方面具有重要意义。
　 　 目前，用于水产品中麻醉剂的检测方法主要有

高效液相色谱法（ＨＰＬＣ） ［７－９］、液相色谱⁃质谱联用

法 （ ＬＣ ／ ＭＳ） ［１０，１１］、 气相色谱⁃质谱联用法 （ ＧＣ ／
ＭＳ） ［１２，１３］等。 样品前处理是分析方法中的重要组

成部分，由于水产品基质复杂，含有蛋白质、脂肪、磷
脂等多种干扰物质，且水产品中麻醉剂残留的水平

很低，因此需要通过适当的前处理方法提高检测的

灵敏度。 已经报道的相关前处理方法有固相萃取法

（ＳＰＥ） ［１４，１５］、固相微萃取法（ＳＰＭＥ） ［１３，１６］、ＱｕＥＣｈ⁃
ＥＲＳ 法［１７，１８］等。
　 　 分散固相萃取是在传统的固相萃取的基础上发

展而来的一种前处理技术，通过将吸附剂分散于样

品溶液达到富集和净化的效果，适用于液体样品和

固体样品的液态提取物。 固相萃取虽然具有重现性

好、可实现自动化操作等优点，但是步骤复杂、成本

较高［１９］。 分散固相萃取法则具有操作简单、有机溶

剂使用量少、成本低、净化效率高等优点［２０，２１］，已经

广泛应用于多种复杂样品基质中目标物的检测，如
环境水样［２２－２４］、 动物肌肉样品［２０，２５］、 水果 和 果

汁［２６］、保健品片剂［２７］ 等。 本实验选取了常用的 ７
种氨基苯甲酸酯类和丁香酚类麻醉剂作为分析物，
采用 １ ０％ 甲酸乙腈为提取溶剂，苯乙烯⁃甲基丙烯

酸缩水甘油酯聚合物微球（ＰＳ⁃ＧＭＡ）、Ｎ⁃丙基乙二

胺（ＰＳＡ）和 Ｃ１８ 混合吸附剂为净化剂，结合高效液

相色谱建立了水产品中普鲁卡因（ｐｒｏｃａｉｎｅ）、丁氧

卡因（ｏｘｙｂｕｐｒｏｃａｉｎｅ）、三卡因（ ｔｒｉｃａｉｎｅ）、丁香酚

（ｅｕｇｅｎｏｌ）、异丁香酚 （ ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ）、甲基丁香酚

（ｍｅｔｈｙｌ ｅｕｇｅｎｏｌ）、甲基异丁香酚 （ｍｅｔｈｙｌ ｉｓｏｅｕ⁃
ｇｅｎｏｌ）的检测方法。 此方法操作简单、灵敏度与准

确度高，可以为水产品中 ７ 种麻醉剂残留的检测提

供参考。

１　 实验部分

１．１　 实验仪器与试剂

　 　 超高效液相色谱仪（Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００，美国赛默

飞公司），带有紫外检测器；ＫＱ⁃５００ＤＥ 超声波清洗

机（３００ Ｗ，昆山市超声仪器有限公司）； ＤＣＹ⁃１２Ｓ
氮吹仪（绍兴市苏珀仪器有限公司）； ＳＵ⁃７０ 场发射

扫描电镜（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）； ＡＳＡＰ ２４６０ 比表面

与孔隙度分析仪（美国 Ｍｉｃｒｏｍｅｒｉｔｉｃｓ 公司）。
　 　 普鲁卡因盐酸盐、丁氧卡因盐酸盐、三卡因甲磺

酸盐、丁香酚、甲基丁香酚、甲基异丁香酚、色谱纯的

甲酸、乙酸铵均购自上海麦克林生化科技有限公司；
异丁香酚、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、苯乙烯（ＳＴ）、二
乙烯基苯（ＤＶＢ）、偶氮二异丁腈（ＡＩＢＮ）、聚乙烯吡

咯烷酮（ＰＶＰ）、甲基丙烯酸缩水甘油酯（ＧＭＡ）、过
氧化苯甲酰（ＢＰＯ）、邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）、甲
苯购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；苯乙烯、
二乙烯基苯、偶氮二异丁腈、甲基丙烯酸缩水甘油

酯、过氧化苯甲酰经纯化后使用；Ｎ⁃丙基乙二胺

（ＰＳＡ， ４０～６０ μｍ）、Ｃ１８（４０ ～ ６０ μｍ）购买于上海

安谱实验科技股份有限公司；苯乙烯⁃二乙烯基苯聚

合物（ＰＳ⁃ＤＶＢ，约 ５ μｍ）依照实验室已有技术制备

而成［２８］。 色谱纯的甲醇、乙腈购自美国 Ｔｅｄｉａ 公

司；分析纯的乙酸乙酯、无水乙醇购自国药集团上海

化学试剂有限公司；所用超纯水均来自于 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 超纯水系统。 鱼和对虾样品购买

于杭州本地超市。
１．２　 实验方法

１．２．１　 ＰＳ⁃ＧＭＡ 的合成

　 　 苯乙烯⁃甲基丙烯酸缩水甘油酯聚合物（ＰＳ⁃
ＧＭＡ）微球由实验室基于已有的成熟技术（两步溶

胀法） ［２９］制备而成。 合成步骤如下：将 ３ ｇ 聚乙烯

吡咯烷酮和 １００ ｍＬ ９５％ 乙醇加入三颈烧瓶并水浴

加热至 ７０ ℃。 在 Ｎ２ 保护下，在 ３０ ｍｉｎ 内向其中逐

滴加入 ０ ８ ｇ 偶氮二异丁腈和 １８ ｇ 苯乙烯，２５０
ｒ ／ ｍｉｎ 机械搅拌的条件下反应 ２４ ｈ。 反应结束后用

砂芯漏斗抽滤，并用去离子水洗涤干净。 制备好的

小球保存在 １０ ｇ ／ Ｌ 十二烷基硫酸钠水溶液中。 将

４ ０ ｍＬ 聚苯乙烯种子和 ２０ ｍＬ ２ ｇ ／ Ｌ 十二烷基硫

酸钠加入三颈烧瓶中，随后加入 ４ ０ ｍＬ 邻苯二甲

酸二丁酯和 ３０ ｍＬ ２ ｇ ／ Ｌ 十二烷基硫酸钠水溶液的

混合乳化液，并在 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 机械搅拌的条件下反

应 ２４ ｈ。 向 ２５０ ｍＬ １０ ｇ ／ Ｌ 聚乙烯醇水溶液加入 ５
ｇ 甲基丙烯酸缩水甘油酯、１０ ｇ 二乙烯基苯、１４ ｇ 甲

苯、０ ２ ｇ 过氧化苯甲酰和 ０ ８ ｇ 十二烷基硫酸钠，
经过超声粉碎后加入三颈烧瓶对种子进行溶胀，反
应 ２４ ｈ 后通 Ｎ２ ３０ ｍｉｎ，将水浴温度升高至 ７０ ℃继

续反应 ２４ ｈ。 得到的小球抽滤后用热的去离子水

和无水乙醇洗涤，随后以甲苯作为提取剂进行索氏

提取 ４８ ｈ，产物用去离子水和无水乙醇洗涤至无甲

苯味道，６０ ℃真空干燥 ２４ ｈ，放于阴凉干燥处备用。
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１．２．２　 溶液的配制

　 　 准确称量普鲁卡因、丁氧卡因、三卡因、丁香酚、
甲基丁香酚、异丁香酚、甲基异丁香酚标样，用甲醇 ／
水（５０ ∶５０， ｖ ／ ｖ）配制成质量浓度为 １ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 的

标准溶液，于－２０ ℃冰箱中密封避光保存备用。
１．２．３　 水产品前处理方法

　 　 鱼和对虾经清洗后吸干表面水分，鱼去鳞去皮，
虾去头去壳，取鱼肉和虾肉分别于混合器研磨后置

于－ ２０ ℃ 冰箱中冷藏，实验前室温解冻备用。 取

２ ０ ｇ 待测样品加入 １５ ｍＬ 离心管中，加入 １０ ０ ｍＬ
１ ０％甲酸乙腈溶液，超声提取 １０ ｍｉｎ， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
下离心 ６ ｍｉｎ，取上清液于另一 １５ ０ ｍＬ 离心管中，
加入 ２０ ｍｇ ＰＳ⁃ＧＭＡ、５０ ｍｇ ＰＳＡ、１０ ｍｇ Ｃ１８，振荡

２ ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ６ ｍｉｎ，取上清液加入

１００ μＬ 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）， ４０ ℃下氮吹至近干，
用去离子水定容至 １ ０ ｍＬ，过 ０ ２２ μｍ 尼龙滤膜

后进液相色谱分析。 样品前处理大致流程如图 １
所示。

图 １　 样品前处理流程示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ２　 ＰＳ⁃ＧＭＡ 微球的 ＳＥＭ 图
Ｆｉｇ． ２　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐｏｌｙ（ｓｔｙｒｅｎｅ⁃ｇｌｙｃｉｄｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ）

（ＰＳ⁃ＧＭＡ） ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ
ａ． ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ； ｂ． ｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ．

１．２．４　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｗｅｌｃｈ ｗｅｌｃｈｒｏｍ Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４ ６
ｍｍ， ５ μｍ）；柱温：３０ ℃；进样体积：２０ μＬ。 流动

相 Ａ：甲醇；Ｂ： ０ ０５％ 甲酸⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶

液；流速： １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序为： ０ ～ １１
ｍｉｎ， ２０％ Ａ ～ ８０％ Ａ； １１ ～ １５ ｍｉｎ， ８０％ Ａ； １５ ～ １６
ｍｉｎ， ８０％ Ａ ～ ２０％ Ａ； １６ ～ １８ ｍｉｎ， ２０％ Ａ。 检测波

长：２３５、２６０ 和 ２９０ ｎｍ。
１．２．５　 方法学验证

　 　 通过线性、检出限、定量限、精密度、准确度对该

分析方法进行评估。 基质加标标准曲线用于目标化

合物定量分析；以信噪比的 ３ 倍和 １０ 倍计算检出限

与定量限；相对标准偏差（ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａ⁃
ｔｉｏｎ， ＲＳＤ）用于评价日内与日间精密度，低、中、高
３ 个水平（０ ２、０ ５、１ ０ ｍｇ ／ ｋｇ）的加标样品用于评

价方法的回收率。 ５ 个不同批次合成的 ＰＳ⁃ＧＭＡ 用

于评价方法的可重复性。

２　 结果与讨论

２．１　 ＰＳ⁃ＧＭＡ 的表征

　 　 采用扫描电镜对合成的 ＰＳ⁃ＧＭＡ 微球进行表

征，结果见图 ２。 观察发现，合成的 ＰＳ⁃ＧＭＡ 微球具

有较好的球形，微球粒径约为 １３ μｍ，且具有良好的

分散性。 采用氮气吸附脱附法对 ＰＳ⁃ＧＭＡ 微球的表

面和孔的性质进行表征。 根据 Ｂｒｕｎａｕｅｒ⁃Ｅｍｍｅｔｔ⁃
Ｔｅｌｌｅｒ （ＢＥＴ）等温线方程计算该微球的比表面积为

３３３ ｍ２ ／ ｇ，孔体积为 ０ ３６ ｃｍ３ ／ ｇ，平均孔径为 ４ ３５
ｎｍ。 表征结果表明，合成的 ＰＳ⁃ＧＭＡ 微球具有充

足的空腔和比表面积，且分散性好，适合用于分散固

相萃取吸附杂质以达到净化样品基质的目的。
２．２　 样品前处理条件的优化

２．２．１　 提取溶剂的优化

　 　 样品的提取是复杂基质检测的重要步骤，提取

溶剂的选择对提取效率有着重要的影响。 本实验探

究了乙腈、甲醇、乙醇、乙酸乙酯作为提取溶剂的提

取效率，实验结果（见图 ３ａ）表明，４ 种提取溶剂对

丁香酚类物质提取效果较好，但是对普鲁卡因、丁氧

卡因、三卡因的提取效果较差。 相比之下，乙腈的提

取效果优于其他 ３ 种，由于乙腈对于鱼和对虾中的

蛋白质具有一定的沉淀效果且能够减少脂肪的提

取，因此选择乙腈进行后续实验。 氨基苯甲酸酯类

麻醉剂均为伯胺类化合物，向乙腈中添加甲酸有助
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图 ３　 （ａ）提取溶剂种类和（ｂ）乙腈中甲酸的体积分数对
目标物回收率的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ａｎｄ （ｂ） ｔｈｅ
ｖｏｌｕｍｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ （ＦＡ） ｉｎ ａｃｅｔｏ⁃
ｎｉｔｒｉｌｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｓ （ｎ＝３）

　

于氨基的质子化，提高提取效率。 对乙腈中甲酸的

体积分数（０ １％、０ ５％、１ ０％、２ ０％）进行了优化，
结果如图 ３ｂ 所示。 随着乙腈中甲酸添加量的增加，
普鲁卡因、丁氧卡因、三卡因的回收率显著提升；当
甲酸的体积分数达到 １ ０％ 时，各物质的回收率为

８０ ３％ ～ ９２ １％；继续增大甲酸浓度，回收率无明显

提高。 最后选择 １ ０％ 甲酸乙腈作为提取溶剂。
２．２．２　 超声提取时间的优化

　 　 超声有助于目标物更好地进行相转移，缩短提

取时间，超声时间长短决定了目标物与提取溶剂的

接触时间。 本实验在 ０～２０ ｍｉｎ 的范围内对超声时

间进行优化，结果见图 ４。 超声时间从 ０ 延长到 １０
ｍｉｎ，各物质的回收率逐渐增加至 ８０ ０％ ～ ９０ ６％；
但进一步延长超声时间，各物质回收率增长并不明

显。 综合以上实验结果，为节省时间和保证各物质

的提取效率，选择 １０ ｍｉｎ 作为超声提取时间。
２．２．３　 净化剂的优化

　 　 由于鱼肉和对虾样品基质复杂，共萃取物含有

脂肪、蛋白质、色素等多种杂质，因此需要对样品基

质进行净化。 吸附剂的选择和使用量会影响分析的

图 ４　 超声提取时间对目标物回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｓ （ｎ＝３）

灵敏度和目标物的回收率。 渔用麻醉剂种类和不同

水产品基质均具有多样性，因此我们选择多种净化

剂协同作用，以优化净化效果和净化流程，用于水产

品中不同种类麻醉剂的检测。 ＰＳＡ 作为一种弱的

离子交换剂，可用于除去基质中的极性有机酸、脂肪

酸、糖类等物质；Ｃ１８ 可用于除去基质中的非极性化

合物，如脂类等；ＰＳ⁃ＧＭＡ 这类聚合物微球具有大量

苯环、大的比表面积，能够通过 π⁃π 作用和疏水作

用去除基质中的脂肪、色素和非极性化合物。 本实

验对比了 ＰＳ⁃ＤＶＢ 和 ＰＳ⁃ＧＭＡ 两种聚合物微球的

萃取效果，由图 ５ａ 可知并无明显差别。 鉴于 ＰＳ⁃
ＧＭＡ 表面存在环氧基，可通过开环反应对其进行修

饰，方便在后续实验中进一步修饰、优化，所以本实

验选用 ＰＳ⁃ＧＭＡ。 保持 ５０ ｍｇ ＰＳＡ 和 １０ ｍｇ Ｃ１８ 不

变，对 ＰＳ⁃ＧＭＡ 的用量（０～４０ ｍｇ）进行了考察。 结

果如图 ５ｂ 所示，当 ＰＳ⁃ＧＭＡ 的用量增加到 ４０ ｍｇ，
各目标物的回收率有所降低，丁香酚类物质降低至

６４ ７％ ～８１ １％。 这是由于吸附剂过量使用会造成

对目标物的吸附，从而降低回收率。 当 ＰＳ⁃ＧＭＡ 的

用量为 ２０ ｍｇ 时，各物质的回收率介于 ８０ ６％ 和

９６ ６％ 之间。 综合考虑净化效果和目标物回收率，
最终 ＰＳ⁃ＧＭＡ 的用量固定为 ２０ ｍｇ。
２．２．４　 ＤＭＳＯ 用量的优化

　 　 样品经乙腈提取后，提取液体积大，且提取液与

流动相存在较大差距，为避免溶剂效应的出现，样品

氮吹浓缩后以去离子水定容。 实验发现，提取后的

加标样品直接在 ４０ ℃氮吹后，普鲁卡因、丁氧卡因、
三卡因 ３ 种物质的损失较小，而 ４ 种丁香酚类物质

损失较大，回收率介于 ３８ １％ ～ ５２ ２％ 之间。 考虑
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图 ５　 （ａ）吸附剂种类和（ｂ）ＰＳ⁃ＧＭＡ 用量对目标物
回收率的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ｔｈｅ ａｄｓｏｒｂｅｎｔ ｔｙｐｅ ａｎｄ （ｂ） ｔｈｅ
ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＰＳ⁃ＧＭＡ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔｓ （ｎ＝３）

　

ＰＳ⁃ＤＶＢ： ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ⁃ｄｉｖｉｎｙｌｂｅｎｚｅｎｅ．

到 ＤＭＳＯ 与水、乙腈等溶剂具有良好的相容性，本
身沸点较高且对多种化合物具有良好的溶解性，尝
试在氮吹前向提取液中加入少量 ＤＭＳＯ，以减少丁

香酚类化合物在氮吹过程中随溶剂蒸发造成的损

失，提高回收率。 本实验对 ＤＭＳＯ 的添加量进行了

优化，结果见图 ６。 随着 ＤＭＳＯ 加入量的增加（０ ～
１００ μＬ）， ４ 种丁香酚类化合物的回收率明显提高；
当 ＤＭＳＯ 添加量超过 １００ μＬ 后，回收率无明显变

化，因此选择添加 １００ μＬ ＤＭＳＯ 再进行后续实验。
２．３　 基质效应

　 　 实际样品基质复杂，而基质效应（ＭＥ）的存在

可能会增强或者减弱目标物的响应信号，从而影响

目标物的定性与定量，因此研究了本实验方法的基

质效应。 基质效应通过实际样品提取液为样品基质

和以去离子水为样品基质所得的标准曲线的斜率之

比进行衡量：
ＭＥ＝（Ｋｍ ／ Ｋｓ－１）×１００％

其中 Ｋｍ 和 Ｋｓ 分别指的是以鱼肉（或对虾）空白样

品提取液为基质的标准曲线的斜率和以去离子水为

图 ６　 氮吹浓缩过程中 ＤＭＳＯ 添加量对目标物
回收率的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ （ＤＭＳＯ）
ｕｓｅｄ ｉｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ ｓｔｅｐ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒ⁃
ｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｓ （ｎ＝３）

　

基质的标准曲线的斜率。 实验结果见表 １，经过分

散固相萃取净化后，鱼肉的基质效应介于－１１ ３２％
和 ０ ２３％ 之间，对虾的基质效应介于 －９ ３２％ 到

－０ ７０％之间，表明两种基质对于大部分目标物存在

抑制情况。 为保证实验的准确性，本实验通过基质

匹配校准曲线进行定量分析。

图 ７　 空白加标样品和 ７ 种麻醉剂混合标样的液相色谱图
Ｆｉｇ． ７　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ
　 ａ． ｓｐｉｋｅｄ ｆｉｓｈ ｓａｍｐｌｅ （１ ０ ｍｇ ／ ｋｇ）； ｂ． ｂｌａｎｋ ｆｉｓｈ ｓａｍｐｌｅ； ｃ．
ｓｐｉｋｅｄ ｓｈｒｉｍｐ ｓａｍｐｌｅ （１ ０ ｍｇ ／ ｋｇ）； ｄ． ｂｌａｎｋ ｓｈｒｉｍｐ ｓａｍｐｌｅ；
ｅ． ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ．
　 Ｐｅａｋ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ： １． ｐｒｏｃａｉｎｅ； ２． ｏｘｙｂｕｐｒｏｃａｉｎｅ； ３． ｔｒｉｃ⁃
ａｉｎｅ； ４． ｅｕｇｅｎｏｌ； ５． ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ； ６． ｍｅｔｈｙｌ ｅｕｇｅｎｏｌ； ７． ｍｅｔｈｙｌ
ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ．

２．４　 分析方法验证

２．４．１　 线性范围、检出限和定量限

　 　 分别配制一系列鱼肉和对虾基质匹配标准溶

液，按照 １ ２ ３ 节条件进行液相色谱分析，得到 ７ 种

麻醉剂的标样、鱼肉和对虾的加标（１ ０ ｍｇ ／ ｋｇ）和
未加标样品的色谱图（见图 ７）。 以目标物的峰面积
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为纵坐标、质量浓度为横坐标，绘制基质匹配工作曲

线，考察方法的线性范围、检出限和定量限，结果如

表 １ 所示。 ７ 种目标分析物在 ０ ０５ ～ １０ ０ ｍｇ ／ Ｌ 范

围内具有良好的线性关系，相关系数 Ｒ２ 均大于

０ ９９９ １。 分别以信噪比的 ３ 倍和 １０ 倍计算检出限

和定量限，鱼肉样品中的检出限为 ０ ０１１ ～ ０ ０４３
ｍｇ ／ ｋｇ，定量限为 ０ ０３６～０ １４２ ｍｇ ／ ｋｇ；对虾样品中

的检出限为 ０ ０１１ ～ ０ ０４３ ｍｇ ／ ｋｇ，定量限为 ０ ０３７
～０ １４４ ｍｇ ／ ｋｇ。 该方法的检出限均低于美国、日
本、澳大利亚、欧盟等国家和地区对丁香酚类麻醉剂

和 ＭＳ⁃２２２ 在水产品中最高残留限定的检测要求。

表 １　 ７ 种麻醉剂的线性方程、定量限、检出限和基质效应
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ＬＯＤｓ， ＬＯＱｓ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ （ＭＥ） ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ

Ａｎａｌｙｔｅ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） Ｍａｔｒｉｘ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２ ＬＯＤ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ＬＯＱ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ＭＥ ／ ％
Ｐｒｏｃａｉｎｅ ０．０５－１０．０ ｆｉｓｈ Ｙ＝ ０．９３８３Ｘ＋０．００２８ ０．９９９９ ０．０１１ ０．０３６ －２．０４

ｓｈｒｉｍｐ Ｙ＝ ０．９３３２Ｘ－０．００９７ ０．９９９７ ０．０１１ ０．０３７ －２．５７
Ｏｘｙｂｕｐｒｏｃａｉｎｅ ０．１０－１０．０ ｆｉｓｈ Ｙ＝ ０．４９７７Ｘ－０．０１０６ ０．９９９８ ０．０２４ ０．０８２ ＋０．２４

ｓｈｒｉｍｐ Ｙ＝ ０．４９３０Ｘ－０．０２４９ ０．９９９１ ０．０２５ ０．０８４ －０．７０
Ｔｒｉｃａｉｎｅ ０．１０－１０．０ ｆｉｓｈ Ｙ＝ ０．５７０２Ｘ＋０．００８５ ０．９９９９ ０．０２３ ０．０７７ －０．７５

ｓｈｒｉｍｐ Ｙ＝ ０．５６８１Ｘ＋０．０１４４ ０．９９９２ ０．０２４ ０．０８０ －１．１２
Ｅｕｇｅｎｏｌ ０．１０－１０．０ ｆｉｓｈ Ｙ＝ ０．４０１１Ｘ－０．００５２ ０．９９９８ ０．０３３ ０．１０９ －３．０２

ｓｈｒｉｍｐ Ｙ＝ ０．４０３６Ｘ－０．０２５３ ０．９９９６ ０．０３４ ０．１１３ －２．４２
Ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ ０．０５－１０．０ ｆｉｓｈ Ｙ＝ １．０７８４Ｘ＋０．０３７１ ０．９９９５ ０．０１３ ０．０４４ －８．９７

ｓｈｒｉｍｐ Ｙ＝ １．１０７７Ｘ＋０．０３９３ ０．９９９４ ０．０１３ ０．０４３ －６．５０
Ｍｅｔｈｙｌ ｅｕｇｅｎｏｌ ０．２０－１０．０ ｆｉｓｈ Ｙ＝ ０．４０８６Ｘ－０．０２６５ ０．９９９８ ０．０４３ ０．１４２ －７．９６

ｓｈｒｉｍｐ Ｙ＝ ０．４１４７Ｘ－０．０２２４ ０．９９９７ ０．０４３ ０．１４４ －６．１８
Ｍｅｔｈｙｌ ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ ０．１０－１０．０ ｆｉｓｈ Ｙ＝ ０．９３５９Ｘ－０．０７１５ ０．９９９３ ０．０２１ ０．０７０ －１１．３

ｓｈｒｉｍｐ Ｙ＝ ０．９５６９Ｘ－０．０５８６ ０．９９９２ ０．０２１ ０．０７１ －９．３２
Ｒ２： ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ； Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； Ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｍｇ ／ Ｌ．

表 ２　 本方法与已经报道的水产品中麻醉剂检测方法的比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ｉｎ ａｑｕａｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｓａｍｐｌｅ Ａｎａｌｙｔｅ
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｓｔｅｐｓ

Ｖ（ｏｒｇａｎｉｃ
ｓｏｌｖｅｎｔ） ／ ｍＬ

ＬＯＤ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｔｉｌａｐｉａ ｅｕｇｅｎｏｌ ＨＰＬＣ⁃ＵＶ ＬＬＥ ５１ １２ ２６ ３０ ［８］
Ｉｅｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｅｔａｕｓ ｅｕｇｅｎｏｌ ＨＰＬＣ⁃ＵＶ ｌｙｏｐｈｉｌｉｚａｔｉｏｎ ＞６３ １８ １６ ４５ ［９］
Ａｑｕａｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｓｉｘ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ＨＰＬＣ⁃ＵＶ ＱｕＥＣｈＥＲＳ⁃ＳＰＥ ＞３１ １９ ４５ ６０ ［３０］
Ｆｉｓｈ ａｎｄ ｓｈｒｉｍｐ ｓｅｖｅｎ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｃｓ ＨＰＬＣ⁃ＵＶ ＤＳＰＥ ２４ ８ １０ １１－４３ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ
　 ＬＬＥ： ｌｉｑｕｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ＤＳＰＥ： ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ．

　 　 如表 ２ 所示，比较本方法与已经报道的水产品

中麻醉剂的检测方法［８，９，３０］。 本方法前处理过程分

为 ８ 个步骤，耗时 ２４ ｍｉｎ，有机溶剂消耗量为 １０
ｍＬ，明显少于其他 ３ 种方法（液液萃取法［８］（１２ 步，
５１ ｍｉｎ， ２６ ｍＬ）、冷冻干燥法［９］ （１８ 步，＞６３ ｍｉｎ，
１６ ｍＬ）、ＱｕＥＣｈＥＲＳ⁃ＳＰＥ 法［３０］（１９ 步，＞３１ ｍｉｎ， ４５
ｍＬ））。 本方法可以简化前处理步骤、缩短前处理

时间、减少有机试剂用量，是一种快速、简单、环保的

前处理方法。

２．４．２　 方法的精密度与重复性

　 　 在空白鱼肉和对虾样品中添加混合标准溶液，
在 ０ ２、０ ５ 和 １ ０ ｍｇ ／ ｋｇ ３ 个水平下进行加标回收

试验，加标样品按照 １ ２ ２ 节的方法进行前处理后

液相色谱分析。 一天内平行测定 ５ 次，计算日内精

密度（ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ＲＳＤ）；平行测定 ５ 天，计算日间精

密度（ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ＲＳＤ），结果如表 ３ 所示。 在鱼肉样

品中，７ 种麻醉剂的平均回收率为 ７９ ７％ ～ １０９％，
ＲＳＤ 小于 ７ ２％；在对虾样品中，７ 种麻醉剂的平均

回收率为 ７８ ０％ ～ ９９ ９％， ＲＳＤ 小于 ８ ３％；说明该

方法具有良好的精密度。
　 　 采用 ５ 批不同时间制备的 ＰＳ⁃ＧＭＡ 评价合成

方法可重复性。 实验结果表明，７ 种麻醉剂回收率

的相对标准偏差小于 ６ ７％，说明 ＰＳ⁃ＧＭＡ 的合成

具有良好的重复性。
２．５　 实际样品的测定

　 　 采用已经建立的方法，对从当地市场随机购买

的 ５ 份罗非鱼样品和 ５ 份对虾样品进行前处理和检

测，１０ 份样品均未检测出 ７ 种麻醉剂。 虽然在实际

样品中均未检测到７种麻醉剂，但实际样品加标回

·５４１·
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表 ３　 鱼肉和对虾空白样品在 ３ 个水平下的加标回收率和精密度（ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｆｉｓｈ ａｎｄ ｓｈｒｉｍｐ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ （ｎ＝５）

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｓｐｉｋｅｄ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｓｈ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

Ｓｈｒｉｍｐ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
ＲＳＤ ／ ％

Ｂａｔｃｈ⁃ｔｏ⁃ｂａｔｃｈ
ＲＳＤ ／ ％

Ｐｒｏｃａｉｎｅ ０．２ ７９．７ ６．２ ７．２ ８２．０ ３．１ ５．５ ６．３
０．５ ８９．７ ３．４ ３．６ ８７．２ ２．３ ２．６
１．０ ８９．１ ３．４ ２．７ ８６．９ ２．７ ３．０

Ｏｘｙｂｕｐｒｏｃａｉｎｅ ０．２ ８９．８ ２．８ ２．３ ９３．９ ２．２ ６．０ ２．１
０．５ ９１．５ ５．２ ４．２ ９０．２ ３．３ ５．０
１．０ ８９．６ ４．１ ４．０ ８９．０ ３．９ ４．４

Ｔｒｉｃａｉｎｅ ０．２ ８３．５ ５．１ ２．６ ７８．０ ５．５ ２．７ ５．０
０．５ ８８．３ ４．０ １．９ ８４．２ ２．６ ６．３
１．０ ８５．４ ２．２ ３．５ ８６．７ ３．５ ６．０

Ｅｕｇｅｎｏｌ ０．２ ９１．２ ６．８ ２．７ ８３．２ ３．３ ５．０ ６．７
０．５ ８９．１ ２．８ ３．５ ８５．４ ２．６ ５．４
１．０ ８９．２ ２．０ ２．３ ９１．２ １．７ ４．６

Ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ ０．２ ８４．７ ４．２ ７．２ ９４．８ ３．２ ８．２ ４．３
０．５ ８２．１ ３．１ ５．６ ８５．８ ３．２ ５．４
１．０ ８４．５ １．９ ６．１ ９６．５ ２．０ ７．０

Ｍｅｔｈｙｌ ｅｕｇｅｎｏｌ ０．２ １０９．０ ２．８ １．８ ９９．９ ６．０ ８．１ ６．２
０．５ １０１．０ ４．６ ３．８ ９８．０ ２．５ ３．８
１．０ ９４．１ ２．３ ３．８ ９５．０ １．３ ５．１

Ｍｅｔｈｙｌ ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ ０．２ １０６．０ ４．１ ３．３ ９３．０ ６．７ ３．１ ５．３
０．５ ９６．４ ４．１ ４．５ ９６．６ ２．９ ８．３
１．０ ９２．７ ３．９ ５．３ ９３．８ １．２ ５．３

收试验可证明本方法的准确性和可靠性。

３　 结论

　 　 本实验建立了一种同时检测水产品中 ３ 种氨基

苯甲酸酯类和 ４ 种丁香酚类麻醉剂的 ＤＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ
方法。 样品通过 １ ０％ 甲酸乙腈结合超声提取，采
用 ５０ ｍｇ ＰＳＡ＋１０ ｍｇ Ｃ１８＋２０ ｍｇ ＰＳ⁃ＧＭＡ 净化后

进样分析。 样品前处理耗时 ２４ ｍｉｎ， ７ 种目标物在

优化后的条件下具有良好的线性关系、回收率与精

密度。 该方法操作简单、耗时短、灵敏度高、有机试

剂消耗少，可以应用于水产品中 ７ 种氨基苯甲酸酯

类和丁香酚类麻醉剂的检测。 本实验采用的 ＰＳ⁃
ＧＭＡ 表面的环氧基虽以原始状态存在，但其可进行

开环反应，引入其他官能团，对 ＰＳ⁃ＧＭＡ 进行功能

化修饰，为提高吸附剂选择性提供可能。
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