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实验技术与方法
通过式固相萃取净化9超高效液相色谱9串联质谱法测定鱼肉中

’种非选择性环氧化酶抑制药物残留

励炯!金朦娜!邱红钰
!杭州市食品药品检验研究院"浙江 杭州">#&&#’$

摘"要!目的"建立并优化鱼肉中 ’ 种非选择性环氧化酶抑制药物残留的通过式固相萃取净化9超高效液相色谱9

串联质谱检测方法" 方法"样品用提取剂$含 !&f乙腈水溶液和 4f甲酸%提取后!提取液经 Q@GAG*<AX?WR2固

相萃取柱净化!3@LK‘G:Q<5?:) [*R::#,色谱柱$#&& ..i$7# ..!#7( !.%分离!以含 &7#f甲酸的水溶液和含
&7#f甲酸的乙腈溶液为流动相梯度洗脱!电喷雾电离!多反应监测$X<X%定性定量分析水杨酸#布洛芬#双氯芬酸

钠#吲哚美辛#吡罗昔康#萘普生和保泰松 ’ 种成分" 结果"’ 种化合物线性相关性良好!相关系数$/$ %"&7!!4 $&

方法回收率用三个浓度进行添加试验!回收率为 ,&7>fd!474f&定量限为 $d#& !/01/" 结论"本方法前处理简

单#回收率高#重现性好!可用于检测鱼肉中 ’ 种非选择性环氧化酶抑制药物的残留"
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""非甾体类抗炎药# HFHGLK‘FAZ@B@HLA9AHJB@..@LF‘I
Z‘U/G$是一大类非皮质激素结构的化合物"根据不
同的化学结构可分为苯丙酸类*苯乙酸类*吲哚类*
灭酸类等"能有效缓解肌肉*关节及炎症免疫性疾

病的局部疼痛*肿胀等症状"临床上广泛应用于腰
背痛*牙痛*痛经*急性痛风*外伤或手术后疼痛*癌

痛等的治疗 ( #9>) ’ 其中有一类非甾体类抗炎药的作

用机 理 主 要 是 通 过 其 羧 酸 基 团 与 环 氧 化 酶
#EIEBFF̂I/KH@GK":QY$的 #$& 位精氨酸结合"所以其
疗效和副作用相差不大"都能造成肠胃道功能紊
乱*肝肾毒性等副作用"这类非甾体类抗炎药被称
为非选择性环氧化酶抑制药物#非选择性 :QY抑制

药物$ ( -94) ’
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由于非选择性 :QY抑制药物抗菌谱广*价格低
廉*性质稳定"使得其广泛用于预防和治疗食源性
动物的炎症感染性疾病 ( () ’ 由于对非选择性 :QY

抑制药物毒性危险认识不足"养殖者购买这类药物
没有相关限制"造成了此类药物的滥用 ( ’) "由此造
成动物源性食品中非选择性 :QY抑制药物的残留"
对人类的身体健康产生潜在的危害’ 欧盟已经规
定了部分非选择性 :QY抑制药物的最大残留量 ( ,) ’

目前"检测非选择性 :QY抑制药物的方法主要
有毛细管电泳法 ( !) *高效液相色谱法 ( #&9##) *气相色
谱9质谱法 ( #$) *液相色谱9质谱联用法 ( #>9#,)等"其中
液相色谱9质谱联用法兼具灵敏度高和抗干扰性强
的优势"广泛应用于非选择性 :QY抑制药物残留的
定性定量分析’

鱼肉中含有较高的脂类物质"会导致基质效应
较明显"合适的提取和净化方式能降低样品的基质
效应"提高方法灵敏度和精密度’ 本试验采用通过
式固相萃取技术"无需活化和平衡"直接将样品提
取溶液加载到 Q@GAG*<AX?WR2固相萃取柱"不仅
能有效吸附脂类物质"且减少目标分析物的损失"

提高了样品的分析通量 ( #!) ’ 本试验建立的通过式
固相萃取净化9超高效液相色谱9串联质谱检测鱼肉
中 ’ 种非选择性 :QY抑制药物残留的方法灵敏*简
便*高效"可满足鱼肉的质量监测需求’

#"材料与方法
#7#"主要仪器与试剂

超高效液相色谱9串联四级杆质谱联用仪#配备
=/ABKHL#$!& 高效液相色谱仪和 =/ABKHL(-$4 串联四
级杆质谱仪"美国 =/ABKHL$*XABA9n去离子水发生器
#美国 XABBA]F‘K$*旋涡混合器’

标准 品 水 杨 酸 # #&&#&(9$&#(&4" 质 量 分 数
!!7’f$* 布 洛 芬 # #&&#’!9$&#-&(" 质 量 分 数
!!74f$*双氯芬酸钠 # #&&>>-9$&&>&$"质量分数
#&&f$* 吲 哚 美 辛 # #&&4$,9$&&!&-" 质 量 分 数
!!7!f$*吡 罗 昔 康 # #&&#’’9$&&(&>" 质 量 分 数
!!7,f$* 萘 普 生 # #&&#!,9$&#$&4" 质 量 分 数
!!7(f$*保泰松##&&-,#9$&&(&#"质量分数 !!7!f$
均购自中国食品药品检定研究院"冰乙酸*乙酸铵*

氯化铵*碳酸氢铵均为分析纯"乙腈*甲酸均为色谱
纯"Q@GAG*<AX?WR2固相萃取柱#( .B"$&& ./"美
国 3@LK‘G$’
#7$"方法
#7$7#"标准溶液的配制

分别精密称取 ’ 种非选择性 :QY抑制药物标
准品各 #& ./"用甲醇溶解转移至 #& .B容量瓶中"

用甲醇定容至 #& .B"作为标准储备溶液 #浓度为
# &&& ./0R$’ 用甲醇将上述标准储备溶液稀释成
浓度为 #& ./0R的混合标准中间溶液’ 吸取混合标
准中间溶液适当体积于 #& .B容量瓶中"用 #f甲酸
水溶 液 稀 释 定 容" 配 制 成 #&* $&* 4&* ,&* #&&*
$&& !/0R的混合标准品系列溶液’
#7$7$"样品前处理

取 $7& /鱼肉"置 4& .B聚氟乙烯离心管中"精
密加入 $ .B去离子水和 #& .B含 4f甲酸的乙腈溶
液"涡旋混合 # .AH"加入 $74 /氯化铵"振荡提取
#4 .AH"4 &&& ‘0.AH 离心 4 .AH#离心半径 (74& E.$’
取 , .B乙腈提取液直接加载到 Q@GAG*<AX?WR2
固相萃取柱上"流速为 # 滴0G"收集全部流出液’ 准
确移取 4 .B流出液"-& e水浴下氮吹至近干"精密
加入 &74 .B含 &7#f甲酸的水溶液9含 &7#f甲酸的
乙腈溶液## h#"GFG$"旋涡混匀 # .AH 溶解残渣"用
&7$$ !.微孔滤膜过滤’
#7$7>"仪器条件

色谱%色谱柱%3@LK‘G:Q<5?:) :#,# #&& ..i
$7# .."#7’ !.$&流动相%=相为含 &7#f甲酸的水
溶液"2相为含 &7#f甲酸的乙腈溶液&梯度洗脱程
序%&d, .AH"!&fd-4f=&, d! .AH"-4f=&!7# d
#$ .AH"!&f=’ 柱温 -& e&流速 &7- .B0.AH"进样
量 #& !B&运行时间 #$ .AH’

质谱%离子源%电喷雾离子源 #?)P$&多反应监
测#X<X$模式&干燥气温度 $&& e&干燥气流速
#- R0.AH&毛细管电压 >74 1p&毛细管出口电压
>,& p&校准方法%质量轴自动调谐校正&X<X进行
分段扫描%& d-74 .AH"水杨酸&-74 d(7& .AH"吡罗
昔康&(7&d’74 .AH"萘普生&’74d,7,4 .AH"吲哚美
辛*双氯芬酸钠和布洛芬&,7,4d#$7& .AH"保泰松&
其他质谱分析参数见表 #’

表 #"’ 种非选择性 :QY抑制药物的质谱分析参数
5@_BK#"X) ]@‘@.KLK‘GFJ’ HFH9GKBKELAaKEIEBFF̂I/KH@GK

AHNA_ALF‘G
化合物 监测离子对0#*FC$ 碰撞能量0Kp 监测模式

水杨酸

吡罗昔康

萘普生

吲哚美辛

双氯芬酸钠

布洛芬

保泰松

#>’7#6!>7## $&
#>’7#6(47# >&

>>$7&6#$#7$# $&
>>$7&6#(-7& $&

$$,7,6#,47&# 4
$$,7,6#’&7& 4

>4(7#6>##7!# #&
>4(7#6$!(7! $&

$!(7&6$#-7&# $&
$!(7&6$4#7& #&

$&47&6#(#7## 4

>&!7#6#$&7&# $4
>&!7#6#(&7# $4

?)Pl

?)Pq

?)Pl

?)Pl

?)Pl

?)Pl

?)Pq

注%#为定量离子对
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$"结果与分析
$7#"质谱条件的优化

大多数非选择性 :QY抑制药物在负离子模式
下能够得到较高的灵敏度和较低的基线噪音"但是
有些成分如吡罗昔康和保泰松"在正离子模式下的
灵敏度较高"稳定性和重现性较负离子模式好"所
以本试验采用负离子模式对水杨酸*萘普生*吲哚
美辛*双氯芬酸钠以及布洛芬进行检测"同时采用
正离子模式检测吡罗昔康和保泰松’

以 *FC#&& d-&& 扫描范围对 ’ 种非选择性
:QY抑制药物进行母离子扫描"得到 (X9W) q或
(XqW) l峰’ 确定母离子之后"调节离子源电压"最
终当离子源电压为 >74 1p时一级扫描响应最高’
确定母离子及其条件后"继续进行子离子扫描"选
择两个特征性子离子作为定性定量离子对"并同时
对相应的碰撞能量进行优化"最终得到 ’ 种目标化
合物的二级质谱优化参数#见表 #$’ 其中发现布洛
芬的碎片离子只有一个"所以本试验采用一个离子
通道对鱼肉中的布洛芬进行检测’

$7$"色谱条件的优化
流动相的选择是决定 ’ 种非选择性 :QY抑制药

物的离子化效率的一大因素’ 在质谱分析时"流动相
中加入一定比例的挥发性酸或盐能够提高目标化合
物的离子化程度"故本试验考察了含 &7#f甲酸的水
溶液9甲醇*含 &7#f甲酸的水溶液9乙腈*含 &7#f甲
酸的 4 ..FB0R甲酸铵溶液9乙腈*含 &7#f甲酸的水
溶液9含 &7#f甲酸的乙腈溶液四组流动相梯度条件
下的色谱行为"结果显示%有机相选择甲醇时"将其比
例提高至 !&f"布洛芬*双氯芬酸钠*保泰松和吲哚美
辛四种成分在 >& .AH 内不能从色谱柱中洗脱出来&
有机相选择乙腈时"当其比例达到 44f进行梯度洗脱
时"’ 种目标物均能在 #$ .AH 内被洗脱出来&在 &7#f
的甲酸水溶液中加入一定量的甲酸铵溶液时"五种负
离子模式的目标峰均出现严重的拖尾现象&而在有机
相乙腈中加入 &7#f的甲酸"能进一步改善 ’ 种目标
物的离子化程度’ 故本试验选择含 &7#f甲酸的水溶
液9含 &7#f甲酸的乙腈溶液作为分析鱼肉中 ’ 种非
选择性 :QY抑制药物的流动相"结果 ’ 种目标峰峰
型较好"灵敏度较高"见图 #’

图 #"’ 种非选择性 :QY抑制药物#4& !/0R$X<X谱图
+A/U‘K#"X<XEN‘F.@LF/‘@.GFJ’ HFH9GKBKELAaKEIEBFF̂I/KH@GKAHNA_ALF‘G#4& !/0R$

$7>"提取和净化方式的优化
在样品提取过程中"为了使提取溶剂能与水和

样品分离"需要加入一定量的无水硫酸镁以及氯化
钠或柠檬酸盐’ 这些盐属于非挥发性盐"可能会污
染质谱的离子源"引起堵塞等问题’ 所以本试验改

用一些易挥发性盐"包括氯化铵*碳酸氢铵和醋酸
铵"按照 #7$7$ 样品前处理对这三种盐进行回收率
的考察’ 结果显示采用氯化铵时"回收率最高"’ 种
非选择性 :QY抑制药物回收率均高于 ,&f"而采用
碳酸氢铵或者醋酸铵的回收率均低于 ’&f’



通过式固相萃取净化9超高效液相色谱9串联质谱法测定鱼肉中 ’ 种非选择性环氧化酶抑制药物残留!!!励炯"等 !##!"" !

非选择性 :QY抑制药物的提取溶剂一般采用
甲醇*乙腈等"而通过式固相萃取净化法一般采用
乙腈作为提取溶剂’ 在提取剂中加入一定比例的
甲酸"有助于沉淀样品中的蛋白质"净化样品"而提
取剂的用量以及乙腈的浓度高低会影响最终目标
物的提取率和通过式固相萃取柱的吸附作用"本试
验通过对提取剂的用量*甲酸的比例以及乙腈的浓
度进行正交试验优化"每个因素取三个水平"按照
R!#>>$正交表试验"比较 4& !/0R加标浓度水平下
各因素组合的回收率和净化效果"选择最佳配比组
合’ 正交试验结果表明"使用 #& .B提取溶剂*甲酸
含量为 4f*乙腈用量为 !&f时"可以获得良好的提
取和净化效果"见表 $’

表 $"提取剂用量*甲酸含量及乙腈含量的正交试验因素水平
5@_BK$"Q‘LNF/FH@BLKGLJ@ELF‘G@HZ BKaKBGFJLNKZFG@/KG

FJK̂L‘@EL@HL"JF‘.AE@EAZ @HZ @EKLFHAL‘ABK
水平 提取溶剂体积0.B 甲酸含量0f 乙腈用量0f
# 4 $ #&&
$ #& 4 !&
> #4 #& ,&

""除了蛋白质"脂类物质也是主要的基质干扰物
质"样品经提取后"提取液经 Q@GAG*<AX?WR2固相
萃取柱净化"去除其部分脂类物质"可以降低其造
成的基质效应 ( $&) ’ 本试验将经 Q@GAG*<AX?WR2
固相萃取柱净化处理前后的一定体积的提取溶剂
置于蒸发皿蒸发至干"比较固形物含量"结果表明"
净化处理后的固形物含量为未经处理的 44f"说明
提取液经 Q@GAG*<AX?WR2固相萃取柱净化处理
后"部分脂类物质被去除’ 进一步对净化效果进行
回收率考察"加标样品#加标浓度为 4& !/01/$经提
取后"提取液未经 Q@GAG*<AX?WR2固相萃取柱净
化处理"鱼肉中的 ’ 种非选择性 :QY抑制药物的回
收率均低于 (&f"脂类物质带来的基质效应较严
重"而经 Q@GAG*<AX?WR2固相萃取柱净化处理后"
’ 种目标物的回收率均高于 ,&f"可见 Q@GAG*<AX?
WR2固相萃取柱对鱼肉中的脂类物质的净化效果
明显"可以提高 ’ 种非选择性 :QY抑制药物的回收
率"见图 $’
$7-"基质效应

基质干扰一直是鱼肉中药物残留检测的一大
难题"常用基质标准曲线斜率与溶剂标准曲线斜率
之比作为基质效应 #X?$来评价前处理的净化效
率"一般情况下"X?在 ,4fd##4f之间不存在明显
的基质效应’ 分别取 ( 份空白样品#检测结果为阴
性的鲫鱼$$7& /于 4& .B聚丙烯离心管中"分别精
密加入混合标准中间溶液适当体积"配制成最终浓
度为 #&*$&*4&*,&*#&&*$&& !/0R的基质标准系列

图 $"未使用和使用净化柱处理对加标样品
#4& !/01/$中 ’ 种非选择性 :QY抑制药物的回收率结果
+A/U‘K$"<KEFaK‘AKGFJ’ HFH9GKBKELAaKEIEBFF̂I/KH@GKAHNA_ALF‘G

AH G]A1KZ G@.]BK#4& !/01/$cALN @HZ cALNFUL)*?EFBU.HG

溶液"按 #7$7> 仪器条件进行分析"得到以鲫鱼为基
质的基质标准曲线"对基质标准曲线斜率与溶剂标
准曲线斜率的百分比进行评估’ 试验结果显示"X?
范围在 ,(7’fd!>74f之间"所以本检测方法较好
的消除了基质效应"有效的保证了定性*定量结果
的准确*可靠’

$74"线性关系*定量限以及重复性

取配制的基质标准系列溶液"分别进样 #& !B"
以定量监测离子对的离子流中谱峰峰面积 #4$为
纵坐标"标准品浓度##"!/0R$为横坐标进行线性
关系考察"结果见表 >’ ’ 种非选择性 :QY抑制药
物在各自线性范围内线性关系较好"相关系数
#/$$均"&7!!4 $’ 取空白样品 #检测结果为阴性
的鲫鱼$$7& /"加入适当稀释的混合标准品溶液制
备供试品溶液"得信噪比为 > 和 #& 时分别为 ’ 种
非选择性 :QY抑制药物的检测限 #RQ;$与定量
限 # RQn$ " RQ;为 &74 d- !/01/" RQn为 $ d
#& !/01/"见表 >’

表 >"’ 种非选择性 :QY抑制药物的线性关系*检测限

和定量限

5@_BK>"RAHK@‘‘K/‘KGGAFH ‘KGUBLG" RQ;@HZ RQnFJ

’ HFH9GKBKELAaKEIEBFF̂I/KH@GKAHNA_ALF‘G

化合物
线性范围
0#!/0R$

线性方程 /$
RQ;
0#!/0
1/$

RQn
0#!/0
1/$

水杨酸 #&d$&& 4k>#,-74#l>4(7! &7!!! , $ 4

吡罗昔康 #&d$&& 4k#&’4-7##q-(>$7> &7!!! > &74 $

萘普生 #&d$&& 4k#$,&7!#l(’&#7$ &7!!4 $ - #&

吲哚美辛 #&d$&& 4k>-,#7,#l,&--7- &7!!! $ $ 4

双氯芬酸钠 #&d$&& 4k$447!#l(,-7, &7!!! & $ 4

布洛芬 #&d$&& 4k’-47’#q>-4-7’ &7!!( $ - #&

保泰松 #&d$&& 4k>(!47,#l$’(&7, &7!!! ! $ 4

$7("方法回收率与精密度

取空白样品#检测结果为阴性的鲫鱼$$7& /"分
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别加入适量的混合标准中间溶液"最终加样浓度分
别为 #&*$&*#&& !/01/"平行 ( 份"按样品制备方法
制备供试品溶液"检测含量"计算回收率"结果见表

-’ ’ 种非选择性 :QY抑制药物的三个浓度水平的
平均回收率为 ,&7>f d!474f" 相对标准偏差
#7D9$为 $7#fd’7!f’

表 -"鲫鱼中 ’ 种非选择性 :QY抑制药物的回收率与精密度试验#%k($

5@_BK-"<KEFaK‘AKG@HZ ]‘KEAGAFH FJ’ HFH9GKBKELAaKEIEBFF̂I/KH@GKAHNA_ALF‘GAH E@‘]

化合物
加标水平
0#!/01/$

回收率
0f

7D9
0f 化合物

加标水平
0#!/01/$

回收率
0f

7D9
0f

水杨酸

吡罗昔康

萘普生

吲哚美辛

#& !$74 ’7$
$& !&7’ 47!
#&& !>7( >7,
#& ,47! 47$
$& ,&7> 47!
#&& ,47> $7#
#& ,$7& >74
$& ,>7’ $7!
#&& ,#7( >7’
#& !$7# $7!
$& ,’7! -7’
#&& !474 -7>

双氯芬酸钠

布洛芬

保泰松

#& ,!7( >7-
$& !47- 47$
#&& !&7, (74
#& ,$7’ >7-
$& ,’74 ’7!
#&& ,!7# 47$
#& !&7& (7!
$& ,’7- -7$
#&& ,47( 474

$7’"实际样品检测
利用本试验优化后的前处理和仪器条件检测

-4 份鱼肉#包括 #& 份鲫鱼"#& 份鲈鱼"#& 份黑鱼"
4 份草鱼"4 份鳊鱼"4 份桂鱼$中 ’ 种非选择性 :QY
抑制药 物残留" 其中一 份鲫鱼中检出 布 洛 芬
$(7’ !/01/*双氯芬酸钠 #>7$ !/01/"一份鲈鱼检出
萘普生 #,7# !/01/’

>"小结
本试验建立了通过式固相萃取净化9超高效液

相色谱9串联质谱测定鱼肉中 ’ 种非选择性 :QY
抑制药物的分析方法"优化了色谱质谱条件以及
提取和净化条件’ 该方法无需太复杂的样品前处
理条件"经含 4f甲酸和 !&f乙腈水溶液提取"使
用 Q@GAG*<AX?WR2固相萃取柱进行净化处理"有
效降低了基质效应"提高了分析方法的选择性和
灵敏度’
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实验技术与方法
顶空9气相色谱9串联质谱法同时测定饮用水中

,种挥发性卤代烃类有机物

兰红军!吴雪梅!冯耀基!黎少映
!佛山市南海区疾病预防控制中心"广东 佛山"4$,$&&$

摘"要!目的"建立同时测定饮用水中 , 种挥发性卤代烃有机物的顶空9气相色谱9串联质谱 $T:9X)0X)%法"

方法"准确移取 #& .B水样于 $& .B顶空瓶中!加入 #7& /S@:B!44 e平衡 >& .AH!进入 T:9X)0X) 进行分析" 样品

经毛细管柱 W*94X)$>& .i&7$4 ..!&7$4 !.%分离!采用多反应监测$X<X%模式进行测定!离子峰面积定量!保

留时间及特征离子对的丰度比定性" 结果"方法线性相关系数 $/%为 &7!!! &d&7!!! ’!相对标准偏差 $7D9%为
#7(fd47$f!加标回收率为 ,47&fd!,7&f$%k(%!检出限为 &7&&4 #d&7&(- !/0R" 结论"本方法具有灵敏度高#

精密度好#快速#简便#准确性高等特点!适用于饮用水中的 , 种挥发性卤代烃准确检测"

关键词!顶空& 气相色谱9串联质谱& 饮用水& 卤代烃
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""挥发性卤代烃类有机物具有难以降解*毒性强
等特点"同时该类物质具有致畸*致癌*致突变及抑
制中枢神经系统等严重毒害作用 ( #9$) ’ 由于生活饮
用水采取的氯及氯的衍生物的消毒方式"使得其中
常存在这一类物质"该类物质对人体的健康影响受


