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分散固相萃取-液相色谱-串联质谱法快速同时测定淡水鱼中

7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂

周华 1，黄琴 1，吴香伦 1，雷美康 2，刘青 3
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摘 要：目的　建立一种简单、快速的液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）联用同时测定淡水鱼样品中 7 种渔用麻醉

剂和 2 种镇静剂的检测方法。方法　样品用乙腈提取后经 C18 和 PSA 吸附杂质，离心并用水稀释后，分别在正/负
离子模式下进样检测，以同位素内标法结合基质匹配曲线进行定量。结果　7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂在 0. 5~
50 μg/L 浓度范围内线性良好（其中 MS-222 为 0. 05~5. 0 μg/L），相关系数不低于 0. 999，检出限为 0. 02~0. 4 μg/kg 

（S/N=3），低中高三个加标水平的加标回收率为 87. 0%~117. 3%，相对标准偏差为 2. 5%~8. 2%。结论　本方法操

作简便、快速、定性能力强、定量结果准确可靠，适用于淡水鱼样品中 7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂的同时检测。
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Rapid and simultaneous determination of 7 kinds of fishery anesthetics and 2 kinds of sedatives in 
freshwater fish by dispersive solid phase extraction liquid chromatography-mass spectrometry
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Abstract： Objective　A simple and rapid method for the simultaneous determination of 7 kinds of fishery anesthetics 
and 2 kinds of sedatives in freshwater fish was developed using liquid chromatography tandem mass spectrometry （LC-MS/
MS）. Methods　 The fish sample was adsorbed with C18 and PSA after extracted with acetonitrile， then centrifuged and 
diluted with water， detected in the positive / negative ion mode.  Quantitative analysis was carried out by isotope internal 
standard method with matrix calibration curve. Results　 Under the optimized conditions， good linearities for 7 kinds of 
fishery anesthetics and 2 kinds of sedatives were obtained in the range of 0. 5-50 μg/L （MS-222 was 0. 05-5. 0 μg/L） with 
the correlation coefficients（r） higher than 0. 999.  The limits of detection were 0. 02-0. 4 μg/kg （S/N=3）.  Recoveries at 
three spiked levels ranged from 87. 0% to 117. 3%.  And the relative standard deviations was 2. 5%-8. 2%. Conclusion　
This method was simple， sensitive and selective， which could be applied to the rapid qualitative and quantitative analysis 
of the 7 kinds of fishery anesthetics and 2 kinds of sedatives in freshwater fish.
Key words： Liquid chromatography tandem mass spectrometry； dispersive solid phase extraction； freshwater fish； 
fishery anesthetics； sedative

淡水鱼在长时间运输过程中可能会造成鱼的 存活率下降，而渔用麻醉剂具有镇静的作用，可以

不同程度地抑制鱼脑的感觉中枢，减少应激活动，

从而提高运输存活率。常见的渔用麻醉剂和镇静

剂主要有 MS-222（化学名为间氨基苯甲酸乙酯甲磺

酸盐）、丁香酚类［1］、地西泮和奥沙西泮等。MS-222
被人体摄入后会出现过敏反应和造血紊乱，可能致

癌［2］；甲基丁香酚为基因性致癌物质 2B 类，丁香酚

为第三类致癌物质［3］；地西泮和奥沙西泮可能引起
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分散固相萃取-液相色谱-串联质谱法快速同时测定淡水鱼中 7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂——周华，等

人体疲乏嗜睡、精神混乱等症状。

目前渔用麻醉剂和镇静剂主要分析方法有气相

色谱法［4］和气相色谱 -质谱联用法［5］、液相色谱法［6］、

液相色谱-串联质谱法［7-8］等，气相色谱、气相色谱-质

谱法及液相色谱法分析鱼肉中麻醉剂残留存在灵敏

度低、同时测定物质少和干扰物质较多等问题。液

相色谱-串联质谱法灵敏度高、选择性好，适合复杂基

质中痕量组分的检测，利用串联四极杆复合线性离

子 阱（Ultra performance liquid chromatography-triple 
quadrupole-linear ion trap，UPLC-QTRAP）技术，采用

多反应监测 -信息依赖式采集 -增强子离子扫描

［Multiple reaction monitoring-conditional trigger （IDA 
Criteria）-enhanced product ion scan，MRM-IDA-EPI］
模式扫描，可同时得到相应的二级全扫描质谱图，

通过质谱库检索可提高定性结果的可靠性［9］。

淡水鱼样品前处理方法主要有液液萃取法、固

相萃取法［10-11］、分散固相萃取（Dispersive solid phase 
extraction，DSPE）法［12-13］等，液液萃取振荡提取操作

较繁琐，使用有机溶剂多，目前已较少使用。相对

于固相萃取复杂的过柱及浓缩步骤，分散固相萃取

法只需要快速简单的试验操作，且成本低、净化效

果好。

本试验通过吸附条件试验，选取了 C18 和 PSA
为净化剂进行分散固相萃取，结合液相色谱-串联质

谱法，对淡水鱼样品中 7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静

剂进行定性定量分析。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

30AD 超 高 效 液 相 色 谱 仪（日 本 岛 津），

5500QTRAP 串联四极杆线性离子阱质谱仪（美国

AB SCIEX），高速冷冻离心机，涡旋振荡器，旋涡混

匀器，数控超声波清洗器（昆山超声仪器有限公司），

Gradient A10 Mill-Q 超纯水仪（法国 Milli-pore）。

甲醇（HPLC 级）、乙腈（HPLC 级）、氨水（HPLC
级）、甲酸（色谱级）；HC-C18（40~63 nm）、GCB（粒度为

100~400 目）均购自上海安谱公司；PSA（40~63 nm）

购自天津博纳艾杰尔公司；多壁碳纳米管（外径 20~
30 nm，长度 10~30 μm）、石墨化多壁碳纳米管（外径

20~30 nm，长度 10~30 μm）均购自江苏碳丰公司；

丁香酚 6 种混合标准溶液（1 000 μg/mL）购自北京

曼哈格公司；丁香酚 -D3（95%）购自加拿大 TRC；奥

沙西泮 -D5（100 μg/mL）购自天津 First Standard 公

司；地西泮（1 000 μg/mL）、奥沙西泮（100 μg/mL）、

地西泮 -D5（100 μg/mL）、MS-222（99. 5%）均购自江

苏坛墨公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　标准溶液配制

各标准品用乙腈稀释配制成 10 μg/mL 混合中

间液（MS-222 的浓度为 1 μg/mL），-20 ℃冰箱中保

存，使用时用 50% 乙腈逐级稀释至使用浓度。各内

标物用乙腈稀释至 10 μg/mL，为内标使用混合

溶液。

1. 2. 2　样品前处理

取淡水鱼的可食用部分，使用组织捣碎机将样品

进行充分处理。准确称取 5. 00 g（精确至 0. 01 g）已

处理好的样品，置于 50 mL 塑料离心管中，加入 20 μL
内标混合溶液，加入 10 mL 乙腈，盖紧塑料旋塞，振荡

提取 5 min，以 12 000 r/min 的速度离心 5 min，准确

吸取 2 mL 上清液置于 10 mL 塑料离心管中（预先加

入 30 mg C18 和 20 mg PSA），涡旋振荡 3 min，然后以

12 000 r/min 的速度离心 5 min（温度为 4 ℃），吸取

0. 5 mL 上清液，加水 0. 5 mL，涡旋混匀，过 0. 22 μm
微孔滤膜，滤液待测定。

1. 2. 3　LC-MS/MS 条件

液相条件：Shim-pack GIST C18（50 mm×2. 1 mm，

1. 8 μm），柱流速：0. 3 mL/min，柱温：40 ℃，进样体

积：10 μL；流动相：A：0. 025% 氨水（负离子模式）/

0. 1% 甲酸水（正离子模式），B：甲醇，梯度洗脱程

序，负离子模式：0~0. 5 min，25% B；0. 5~1. 5 min，
25%B~30%B；1. 5~7 min，30%B~70%B；7~7. 5 min，
70%B~90%B；7. 5~8 min，90%B；8~8. 5 min，90%B~
25%B。正离子模式：0~0. 5 min，25%B；0. 5~1. 5 min，
25%B；1. 5~5. 5 min，25%B~90%B；5. 5~6 min，
90%B；6~7 min，90%B~50%B；7~8 min，50%B~
25%B。

质谱条件：电喷雾电离正/负离子模式。扫描

模式：多反应监测（MRM）联合相关信息扫描（IDA）
与增强离子扫描（EPI）；电晕针电流（NC）：-3. 0 mA
（负离子模式）/3. 0 mA（正离子模式）；离子电压：

-4 500 V（负离子模式）/5 500 V（正离子模式），离子

源温度（TEM）：550 ℃；气帘气（CUR）：35 psi；碰撞气

（CAD）：Medium；雾化气（GS1）：55 psi；辅助加热气

（GS2）：55 psi。 其 他 质 谱 参 数 ：母 离 子 如 表 1
所示。

2　结果

2. 1　质谱条件的优化和扫描模式的选择

用乙腈水（1∶1，V/V）配成 50 μg/L 单个标准溶

液，用蠕动泵对仪器进行针泵进样，分别在 ESI 负离

子和正离子模式下，进行一级质谱扫描，确定其准

分子离子峰。丁香酚与异丁香酚较易失去一个质
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子得到母离子 m/z 163 ［M-H］-，并且容易形成稳定

且强度高的脱甲基［M-H-CH3］二级离子，但丁香酚

与异丁香酚的母离子和二级离子均相同，因此需要

通过优化色谱条件将这 2 个同分异构体完全分离，

才能准确进行定性定量分析。

其余 7 种化合物采用正离子模式，均可得到稳

定的加氢峰母离子［M+H］+，再对母离子进行二级质

谱扫描，选择丰度较高的 2 种碎片离子作为定性与

定量特征离子（异丁香酚和甲基异丁香酚只能选出

1 个碎片离子），然后通过优化，为各离子对选择最

佳的去簇电压和碰撞能量。

采用 MRM-IDA-EPI 模式，一次进样，不仅可得

到高灵敏度的 MRM 定量结果，还可同时得到相应

的二级全扫描质谱图（EPI），利用已经建立好的谱

库进行检索 ，可准确对样品中待测物进行定性

确认。

2. 2　色谱条件的优化

2. 2. 1　色谱柱的选择

试验选择 ACQUITY UPLC BEH C18、ZORBAX 
Eclieps Plus C18 柱和 Shim-pack GIST C18 色谱柱，以

甲醇 -水作为流动相进行梯度洗脱优化试验。结果

发现，这 3 种色谱柱对正离子的待测物都能有效分

离，使用 ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱，丁香酚和

异丁香酚不能得到有效分离，而 ZORBAXEclieps 
Plus C18 柱和 Shim-pack GIST C18 色谱柱分离效果

好，能将丁香酚同分异构体达到基线分离，且峰形

较好 ，ZORBAX Eclieps Plus C18 和 Shim-pack GIST 
C18 适宜 pH 值范围分别为 3~9 和 1~10。因此选择

适用范围更广的 Shim-pack GIST C18 色谱柱作为分

析柱。

2. 2. 2　流动相的优化

分别选择乙腈水和甲醇水作为流动相，比较其

分离效果，结果发现乙腈由于洗脱能力太强，难以

实现目标物的分离，而甲醇水的分离效果好。此

外，流动相的 pH 值以及离子强度的大小可能对目

标物响应有影响，于是对比水相中添加 0. 1% 甲酸、

0. 05% 氨水和 2 mmol/L 乙酸铵对目标峰的分离

度、峰形和灵敏度的影响。结果显示，负离子模式

下，流动相中加入 0. 1% 甲酸，丁香酚和异丁香酚则

完全被抑制，而加入 2 mmol/L 乙酸铵，目标物灵敏

度也会降低，加入 0. 05% 氨水，灵敏度可以提高数

倍，但两种丁香酚的分离度大受影响，通过降低氨

水浓度和优化梯度洗脱程序、进样体积和流速等参

数，最终确定水相为 0. 025% 氨水，得到目标物色谱

峰分离度高、灵敏好。而在正离子模式下，水相加

入 0. 1% 甲酸时，灵敏度获得数倍的增加，故正离子

模式确定下水相为 0. 1% 甲酸水溶液。7 种渔用麻

醉剂和 2 种镇静剂的 MRM 图谱见图 1。
2. 3　提取溶剂的选择

试验比较了乙腈、丙酮、乙酸乙酯、甲醇对淡水

鱼中 7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂的提取效果，结

果发现，使用乙腈和甲醇为溶剂时回收率更高，而

乙腈对蛋白的沉淀作用较强，提取后溶液更为澄

清，故综合考虑选择乙腈作为本试验的提取溶剂。

称取 5. 00 g 样品，在提取时加入 2 g 氯化钠，结果发

现异丁香酚和甲基异丁香酚提取效率明显下降，而

其他化合物提取效率无明显变化。由于淡水鱼中

含有一定量脂肪，因此也考察了加入 2 mL 正己烷

去除脂肪，考察该步骤对待测物提取的影响。结果

发现，正己烷除脂对待测物的回收率影响不大，但

会增加操作，因此本试验选用乙腈对淡水鱼样品进

行提取。

2. 4　固相分散吸附剂的选择

试验考察了 3 种常用分散固相萃取吸附剂和

2 种碳纳米管对分析结果的影响，其中包括 PSA、

C18、石墨化炭黑（GCB）、长壁碳纳米管（MWCNTs）和

表  1　7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂及 3 种内标的质谱分析参数

Table 1　Mass spectrometric analysis parameters of 7 fishery anesthetics, 2 sedatives and 3 internal standards
化合物

丁香酚

异丁香酚

D3-丁香酚

甲基丁香酚

甲基异丁香酚

乙酸丁香酚酯

乙酰基异丁香酚

MS-222
地西泮

D5-地西泮

奥沙西泮

D5-奥沙西泮

保留时间/min
6.79
6.98
6.76
5.62
5.72
5.55
5.64
3.47
5.55
5.53
5.14
5.12

母离子(m/z)
162.9
162.9
166.0
179.0
179.0
207.2
207.0
166.0
285.2
290.0
287.2
292.1

子离子(m/z)
148.0*/121.0

148.0*

148.0*/121.0
138.0*/129.0

164.1*

189.1*/165.0
165.0*/137.0
138.0*/94.0
193.2*/153.7
198.1*/227.2
241.1*/268.9
246.2*/274.3

去簇电压/V
-51/-51

-51
-78/-78

96/120
105

138/114
114/128
108/105
196/176
195/188
124/124
190/190

碰撞能量/eV
-16/-34

-16
-18/-40

21/29
21

12/10
10/24
24/30
46/40
47/38
34/24
34/25

内标物

D3-丁香酚

D3-丁香酚

—

D5-地西泮

D5-地西泮

D5-地西泮

D5-地西泮

D5-奥沙西泮

D5-地西泮

—

D5-奥沙西泮

—

注：*为定量离子
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石墨化长壁碳纳米管（GMWCNTs）等吸附剂，分别

称取 5 种吸附剂各 40 mg 于 5 个 10 mL 试管中，分

别加入 2 mL 空白样品提取液（已加入 20 μL 浓度

均为 1. 0 μg/mL 的混合标准使用溶液），平行测定

3 组，以平均回收率考察不同吸附剂对目标物的吸

附效果，如图 2 所示。试验结果显示 PSA 和 C18 对

目标物吸附较少，GCB、MWCNTs 和 GMWCNTs 都

具有很强的吸附，GMWCNTs 的吸附作用最强。根

据吸附试验结果，选用 PSA 和 C18 作为吸附剂除去

杂质后进行检测。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。

2. 5　固相分散吸附剂的用量

吸附剂用量过少，不能有效除去杂质；用量过

多，目标物可能会被吸附而损失。试验发现，C18 用

量为 40 mg 时，对 MS-222 有较强的吸附，而 PSA 对
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图 1　7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂的 MRM 图谱

Figure 1　MRM spectra of 7 fishery anesthetics and 2 sedatives
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除两个丁香酚以外的 7 种目标物都有一定吸附，因

此按 C18 用量分成 20 和 30 mg 两组，对 PSA 的用量

（10~50 mg）进行了考察。结果发现，当 PSA 的用量

增加到 30 mg 时，各目标物的回收率有所降低，见

图 3。故最终选择 30 mg C18 和 20 mg PSA 作为固相

分散吸附剂。

2. 6　进样液溶剂效应

试验发现，当定容液为乙腈时，溶剂效应增强，

多数目标物出现前伸峰等形态改变，用超纯水稀释

1 倍后各物质峰形对称，并且一定程度上减少基质

效应。故最终选择 50% 乙腈水作为进样液溶剂。

2. 7　方法学试验结果

2. 7. 1　方法基质效应、线性范围

以阴性草鱼为基质，得到空白基质溶液，分别

加入混合标准中间液配制成质量浓度为 0. 5、1、2、
5、10、20、50 μg/L（MS-222 为 0. 05、0. 1、0. 2、0. 5、
1、2、5 μg/L）的基质标准溶液，并与同质量浓度的标

准溶液（50% 乙腈配制）一起上机测试，标准溶液曲

线的斜率为 b1，基质曲线的斜率为 b2，基质效应/%=
b2/b1×100。测得各物质的基质效应分别为：丁香酚

103. 9%、异丁香酚 89. 3%、甲基丁香酚 85. 4%、乙

酸丁香酚酯 85. 1%、甲基异丁香酚 116. 6%、乙酰基

异丁香酚 114. 4%、MS-222 92. 5%、地西泮 94. 9%、

奥沙西泮 101. 4%。由于甲基丁香酚和乙酸丁香酚

酯有较强的基质减弱效应，甲基异丁香酚和乙酰基

异丁香酚有较强的基质增强效应，因此，本试验采

用基质曲线进行定量计算。7 种渔用麻醉剂和 2 种

镇静剂在 0. 5~50 μg/L 浓度范围内线性良好（其中

MS-222 为 0. 05~5. 0 μg/L），相关系数不低于 0. 999。
2. 7. 2　方法的回收率和精密度

对空白草鱼样品进行加标，并进行回收率和精

密 度 试 验 ，分 别 添 加 高 中 低 三 组 浓 度（分 别

为 4、20 和 80 μg/kg，其中 MS-222 为 0. 4、2. 0 和

8. 0 μg/kg）的标准溶液，混匀，放置 30 min 后再按

样品前处理方法进行操作，平行测定 6 组，平均回

收率和精密度结果见表 2。加标回收率范围分别在

87. 0%~117. 3% 之 间 ，相 对 标 准 偏 差（RSD）为

2. 5%~8. 2%。

注：1：丁香酚；2：异丁香酚；3：甲基丁香酚；4：甲基异丁香酚；5：乙酸

丁香酚酯；6：乙酰基异丁香酚；7：MS-222；8：地西泮；9：奥沙西泮

图  2　不同吸附材料对九种目标物回收率的比较

Figure 2　Comparison of recovery rates of nine target sub⁃
stances with different adsorption materials

注：C18用量/PSA 用量：1：20 mg/10 mg；2：20 mg/20 mg；3：20 mg/
30 mg；4：20 mg/40 mg；5：20 mg/50 mg；6：30 mg/10 mg；7：30 mg/

20 mg；8：30 mg/30 mg；9：30 mg/40 mg；10：30 mg/50 mg
图  3　C18和 PSA 用量对九种目标物回收率的比较

Figure 3　Comparison of C18 and PSA dosage on recovery of 
nine target substances

表  2　7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂的方法学参数(n=6)
Table 2　Methodological parameters of 7 fishery anesthetics and 2 sedatives (n=6)

化合物

丁香酚

异丁香酚

甲基丁香酚

甲基异丁香酚

乙酸丁香酚酯

乙酰基异丁香酚

MS-222
地西泮

奥沙西泮

线性方程

Y=0.042 83X+0.077 66
Y=0.007 58X+0.001 99
Y=0.007 58X+0.001 99

Y=0.003 04X+0.000 603
Y=0.000 704X+0.000 15
Y=0.007 20X+0.000 33
Y=0.006 85X+0.001 22
Y=0.047 95X+0.009 89
Y=0.070 28X+0.005 75

相关系数 r

0.999 1
0.999 3
0.999 4
0.999 5
0.999 0
0.999 6
0.999 1
0.999 8
0.999 8

回收率（RSD）/%
4 μg/kg

109.2(5.9)
96.0(4.4)

107.3(6.9)
94.0(4.8)

112.5(5.9)
87.0(6.8)

108.5(5.7)
92.3(4.8)
95.5(3.6)

20 μg/kg
105.3(6.3)

99.4(2.5)
101.2(3.7)
102.2(2.5)
109.6(4.7)
100.5(4.0)
117.3(4.2)

97.5(4.0)
94.6(3.5)

80 μg/kg
102.3(3.0)

94.1(3.7)
95.5(4.5)
96.3(5.2)

105.3(6.2)
107.6(8.2)
105.6(3.5)

97.2(3.1)
98.9(4.3)

LOD/（μg/kg）
0.03
0.06
0.08
0.25
0.40
0.13
0.02
0.06
0.06

LOQ/（μg/kg）
0.09
0.30
0.40
0.75
1.20
0.39
0.06
0.18
0.18
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2. 8　实际样品检测

采集市售淡水鱼样品 15 份（包括草鱼、黑鱼、

鳊鱼、鲈鱼、鲫鱼、鳙鱼等）进行测定，结果除丁香酚

外，其他 6 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂均未检出。

丁香酚共检出 5 份（包括草鱼 2 份，黑鱼、鲈鱼和鳙

鱼各 1 份），检出率为 33. 3%，含量范围为 3. 8~
21. 4 μg/kg。经 MRM 扫描的疑似阳性样品，根据

IDA-EPI 模式扫描的定性分析图谱与标准谱库（自

建）的匹配度比较进一步定性确认。图 4 是丁香酚

的 IDA-EPI 模式扫描图谱。

3　小结

以 C18 和 PSA 作为分散固相萃取吸附剂，通过

考察色质谱条件、提取液种类、吸附剂种类、吸附剂

用量、进样液溶剂及样品基质效应等因素对分析结

果的影响，建立了分散固相萃取结合液相色谱-串联

质谱法测定水产品中 7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静

剂残留，并对建立的方法进行了验证，将该法应用

于鳙鱼、草鱼和鲤鱼等样品中 7 种渔用麻醉剂和

2 种镇静剂残留量的检测分析。结果表明，该方法

简便、快速、定性能力强、准确可靠，适用于淡水鱼

样品中 7 种渔用麻醉剂和 2 种镇静剂的同时检测。
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