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实验技术与方法
固相萃取!超高效液相色谱!串联质谱法测定水中 7 种常用

苯二氮卓类药物
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摘$要!目的$建立超高效液相色谱!串联质谱"Uc=a!‘_<‘_#检测方法!测定饮用水中硝西泮$地西泮$奥沙西

泮$氯氮卓$氯硝西泮 7 种常用苯二氮卓类药物% 方法$7&& 9;水样经 ‘aT柱富集净化!3ajU\gO12Sa%6
"’@% 99o%&& 99!%@F !9#色谱柱分离!以甲醇!水为流动相梯度洗脱!采用电喷雾正离子源"2_\f#在多反应监

测模式"‘I‘#下进行测定!外标法定量% 结果$7 种目标化合物在选定浓度范围内线性关系良好!相关系数"9’ #

均 G&@DDD% 方法的定量限"=Xj#为 &@&7& A&@7&& 0B<=!# 个添加水平的加标回收率为 F6@’E A%&6@&E!相对标

准偏差"%’@>E"( n"#% 利用该方法对 D" 份饮用水样品进行分析!7% 份样品检出地西泮!浓度范围为 H=XjA

’D@D’ 0B<=&%# 份样品检出奥沙西泮!浓度范围为 H=XjAD#@D# 0B<=% 结论$本方法前处理简便$灵敏度高$重复

性好!可用于饮用水样品中 7 种苯二氮卓类药物的定量检测%
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$$苯二氮卓类药物 # ()0e:̂.*e)b.0)?"1Wh?$能够
作用于大脑皮层中的 $!氨基丁酸#Y313$受体"抑
制中枢神经系统活动"具有抗焦虑’抗惊厥及中枢
性肌肉松弛作用 (%) "是临床常用的镇静剂 (’) "还可
能被违法添加到动物饲料 (#!>) 和镇静类中成药 (7)

中* 使用后的药物会随废水直接排放"或经人和动
物代谢后经排泄进入生活污水处理系统或环境水
体* 这些水体通过蒸发’降雨’径流’渗透等途径污
染地表水和地下水"给饮用水水源带来潜在威
胁 (") * 西班牙马德里地区的 %> 份地表水样品中全
部检出地西泮和劳拉西泮 (F) &欧洲七大主要流域的
地表水样品#( n%#6$中"1Wh?检出率高达 6"E (6) &
美国也曾在水源水样品中检测到浓度为 &@>F 0B<=
的地西泮 (D) * 由于我国饮用水处理过程对这类痕
量污染物的清除率极低 (%&) "使得相关的药物可能在
饮用水中存在* 已有研究 (%%)表明"1Wh?生物利用
度高且半衰期长"能够穿透血脑屏障和血胎屏障对
胎儿神经系统造成影响"并且药物在体内的累积对
血液细胞’肾细胞也具有潜在的毒性作用 (%’) "因此
有必要对饮用水中的地西泮等药物进行关注* 可
靠的分析方法是开展样品监测和风险评估的基础"
但现有的检测方法多集中于药物检测 (>!7) ’食品检
测 (#"%#) ’生物样本检测 (%>!%7)以及环境水检测 (F!6) "对
于饮用水中的检测则鲜有报道"因此有必要开展饮
用水中多种 1Wh?的同时检测方法*

1Wh?按其半衰期可分为短效类’中效类和长效
类 # 种"目前临床使用较多的包括奥沙西泮 #短效
类$’氯氮卓 #中效类$’地西泮 #长效类$’硝西泮
#长效类$和氯硝西泮#长效类$等* 我国农业部第
%F" 号公告 (%")明确规定禁止在饲料和动物饮用水
中添加此类药物"国家食品药品监督管理总局制定
的,保健食品中可能非法添加的物质名单 #第一
批$- (%F)中"以上几种药物也被列入其中"因此"本
试验将此 7 种常用 1Wh?作为研究对象"建立了水
中 1Wh?超高效液相色谱!串联质谱#Uc=a!‘_<‘_$
的分析检测方法"并对某市 D" 份生活饮用水样品中
1Wh?存在水平进行了初步评估*

%$材料与方法
%@%$主要仪器与试剂

超高效液相色谱仪’T),:g‘ gj!_ 三重四极杆质
谱仪’X*?.?S=1固相萃取柱 #’&& 9B<" 9;$’X*?.?
‘aT固相萃取柱 #%7& 9B<" 9;$’a%6 固相萃取柱
#’&& 9B<# 9;$’3ajU\gOUc=a12Sa%6 #’@% 99
o%&& 99"%@F !9$’3ajU\gOUc=a12S _M.);̂
Ic%6#’@% 99o%&& 99"%@F !9$’3ajU\gOUc=a

S__ g##’@% 99o%&& 99"%@6 !9$色谱柱均购自
美国 V*4)-?"c=2T3固相萃取柱#’&& 9B<" 9;"美国
3B.;)04$"‘.;;.!j超纯水机*

1Wh?标准物质硝西泮 #a3_%%>"!’’!7 $’地西
泮#a3_%>#D!%>!7$’奥沙西泮 #a3_%"&>!F7!% $’氯
氮卓#a3_%76!’7!#$’氯硝西泮 #a3_%%"’’!"%!# $"
纯度均 GDDE"均购自中国食品药品检定研究院&甲
醇’ 乙 腈’ 氨 水 和 超 纯 水 均 为 质 谱 级" 甲 酸
# GD6E$"乙酸铵#色谱级$*
%@’$方法
%@’@%$标准溶液的配制

分别准确称取 %& 9B标准品"溶解后转移至
%& 9;棕色容量瓶中"甲醇定容"配制成浓度为
% &&& 9B<=的标准储备液"保存于 l’& m冰箱中*
临用时用甲醇!水#7&87&"!<!$稀释标准溶液"配制
成不同浓度的系列混合标准溶液 # &@%’&@’’%’’’
%&’’&’%&&’’&& !B<=$"分别取系列混合标准溶液
% 9;复溶空白基质样品"得到基质匹配系列混合标
准溶液*
%@’@’$样品采集与预处理

’&%7 年 %% 月至 ’&%" 年 %& 月期间"采集某市
# 个区的水源水’出厂水’二次供水’管网水’末梢水
样品共 D" 份待测"每份 % =置于洁净的棕色玻璃瓶
中* 待运回实验室后立即经固相萃取柱富集净化*
水样以 7 A%& 9;<9.0 的速度过 ‘aT柱#分别用 "
9;甲醇’" 9;超纯水活化$"随后用 " 9;超纯水""
9;甲醇!水#>&8"&"!"!$淋洗并抽干"最后用" 9;含
#E氨水的乙腈洗脱* 洗脱液在氮气流下吹至近干"
用 % 9;甲醇!水#7&87&"!"!$定容"于 > m保存并于
F’ M 内上机检测*
%@’@#$仪器条件

色 谱% 色 谱 柱% 3ajU\gO Uc=a 12S a%6
#’@% 99o%&& 99"%@F !9$"柱温 >& m"进样体积
%&@& !;* 流动相 3为甲醇"1为超纯水&流速
&@# 9;<9.0&梯度洗脱条件%& A% 9.0 #&E3"% A
’ 9.0 #&E3A77E3"’ A" 9.0 77E3AF&E3"" A
"@7 9.0 F&E3A%&&E3""@7 AF 9.0 保持 %&&E3"
F AF@% 9.0 %&&E3A#&E3"F@% AD 9.0 #&E3*

质谱%离子源%电喷雾离子源 #2_\f$"毛细管
电压 ’@6 Ck"锥孔电压 ’& k"离子源温度 %7& m"脱
溶剂气#5’$温度 >7& m"脱溶剂气流量 % &&& =<M"
碰撞气流速 &@%7 9;<9.0"多反应监测模式#‘I‘$
采集数据"具体参数见表 %*
%@’@>$质量控制

试验中为了控制在样品采集与分析过程中可
能存在的污染"所有玻璃容器均在马弗炉中$$$
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表 %$各目标化合物的结构式与质谱参数
g*(;)%$_4-+/4+-)*0^ ‘_<‘_ b*-*9)4)-?L:-4M)4*-B)4/:9b:+0^?

目标物质 保留时间<9.0 离子碎片<#+"0$ 碰撞能量<)k 结构式

硝西泮

地西泮

奥沙西泮

氯氮卓

氯硝西泮

#@6"

7@>’

>@>&

>@D7

#@6>

’6’@& G’#7@#* ’7

’6’@& G’&F@7 #&

’67@& G’7F@& ’&

’67@& G%D#@&* #&

’6F@& G’"6@D* %7

’6F@& G’>%@& %7

#&&@& G’6’@7 %7

#&&@& G’’"@F* ’&

#%"@& G’F&@%* #&

#%"@& G’>&@F #&

注%*为定量离子

>&& m烘烤 > M 以上* 同时为了评价实验室的污染
情况"每 %& 份样品设定 % 个过程空白和 % 个质量控
制点*

’$结果与分析
’@%$液相条件的优化
’@%@%$色谱柱的选择

本试验考察了 12Sa%6’S__ g# 和 12S_M.);̂
Ic%6 三种色谱柱对目标化合物色谱行为的影响*
结果如图 % 所示"12Sa%6柱能获得较好的分离效
果"同时目标化合物的峰形更好"响应更高"基线噪
音更低"因此本试验选择该色谱柱为分析柱*
’@%@’$流动相条件的优化

本试验对不同流动相体系 #甲醇!水’乙腈!水’
甲醇!&@%E甲酸溶液’甲醇!7 99:;<=乙酸铵溶液’
乙腈!&@%E甲酸溶液’乙腈!7 99:;<=乙酸铵溶液$
进行考察* 考虑到在 2_\f模式下"酸性流动相体
系可能会增强目标化合物的电离效率"改善峰形并
获得更高的响应值"因此在水相中分别加入 &@%E
甲酸和 7 99:;<=乙酸铵"然而结果显示两种体系并
未产生预期的结果&并且当采用甲醇作为有机相
时"与乙腈比较"目标化合物具有更高的灵敏度和

注%3%12Sa%6 &1%S__ g#&a%12S_M.);̂Ic%6

图 %$不同色谱柱条件下的目标化合物色谱图
N.B+-)%$aM-:9*4:B-*9?:L4M)4*-B)4/:9b:+0^?(Z

^.LL)-)04Uc=a/:;+90?

更好的分离度"因此最终采用甲醇!水作为流动相进
行试验*
’@’$固相萃取条件的优化
’@’@%$固相萃取柱的选择

由于饮用水样品中 1Wh?浓度很低"且基质中
存在干扰"试验将采用固相萃取柱对样品进行富
集净化* 本试验选取了 > 种固相萃取柱 S=1’
‘aT’c=2T3和 a%6 做加标试验* 预先用 " 9;甲
醇和 " 9;超纯水活化萃取柱"选取 7&& 9;空白水
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样品"加入 %&& !;%&& !B<=混合标准溶液"配制成
加标浓度为 ’& 0B<=的样品并振荡混匀"随后以
7 A%& 9;<9.0 的流速过柱并经 " 9;超纯水’" 9;
甲醇!水#>&8"&"!"!$淋洗抽干"随后用 " 9;甲醇
洗 脱& ‘aT 柱 用 " 9;超 纯 水’ " 9;甲 醇!水
#>&8"&"!"!$淋洗抽干后"用 " 9;含 #E氨水的乙
腈洗脱* 洗脱液在氮气流下吹至近干"甲醇!水
#7&87&"!"!$定容至 % 9;* 每组试验重复 # 次"结
果见表 ’* > 种小柱对目标化合物的富集净化效

果差异较大"S=1’c=2T3和 a%6 柱的回收率分别
为 "%@>E AFD@"E’""@>E A6#@#E和 7F@6E A
F"@’E"且基质效应较强"均不能满足试验要求&
而经 ‘aT柱处理后"目标化合物的回收率均 G
6&E"基质效应降低到 ’&E以下* 这是由于 1Wh?
多为极性较强的弱碱性化合物"而 ‘aT柱是一种
混合型阳离子交换固相萃取柱"对碱性化合物具
有较高的选择性和灵敏度"因此最终选择 ‘aT柱
对样品进行前处理*

表 ’$目标物质在不同固相萃取柱中的回收率基质效应结果#E$

g*(;)’$I)/:,)-.)?*0^ 9*4-.P)LL)/4+?.0B^.LL)-)04?:;.̂ bM*?))P4-*/4.:0 /:;+90?

目标物质
S=1 ‘aT c=2T3 a%6

回收率 基质效应 回收率 基质效应 回收率 基质效应 回收率 基质效应

硝西泮 "%@> ’’@’ 6D@6 %6@" 6#@# l’F@’ 7F@6 ’7@%

地西泮 F#@% ""@" D7@" %"@& F’@6 %%@D F"@’ 77@’

奥沙西泮 "7@6 #%@& D’@# 6@’ 6’@" l#D@> F7@% ’"@F

氯氮卓 FD@" %&@# 6F@> D@7 ""@> l’@% "#@’ %>@%

氯硝西泮 "D@> >>@7 D>@7 %>@& FF@D l’6@& 76@# >&@&

注%回收率 n#基质加标峰面积<基质匹配峰面积$ o%&&E&基质效应 n#% l基质匹配峰面积<标准品峰面积$ o%&&E

’@’@’$上样液 bS值的选择
由于 ‘aT柱具有阳离子交换和反相吸附两种

模式"故当目标化合物离子化呈正电性时更易被吸
附"在不同的 bS值条件下"目标化合物具有不同的
离子形态* 调节上样液的 bS值为 #’7’F 和 D"分别
进行加标回收试验* 结果如图 ’ 所示"bS值的改变
对目标化合物的回收率基本没有影响* 原因是在
几种 bS值的条件下"目标化合物均能通过离子吸
附作用较好的保留在 ‘aT柱上* 生活饮用水的 bS
值为 "@7 A6@7"因此无需调节样品 bS值"直接过柱
对样品进行富集净化*

图 ’$目标化合物在不同上样液 bS值条件下的回收率#( n"$

N.B+-)’$I)/:,)-.)?:L4M)4*-B)4/:9b:+0^?.0 ;:*̂.0B

?:;+4.:0 d.4M ^.LL)-)04bS

’@#$线性范围’检出限与定量限
采用未检出目标化合物的饮用水样品配制系

列混合标准溶液"以质量浓度 5#!B<=$对应各目标
化合物定量离子的峰面积 6绘制基质匹配标准曲
线"以 # 倍信噪比#1"2!#$和 %& 倍信噪比# 1"2!

%&$分别确定检出限#=Xh$与定量限#=Xj$* 方法
的线性范围’=Xh与 =Xj如表 # 所示"结果表明"
7 种目标化合物在所选定的浓度范围内线性关系良
好"相关系数 #9’ $均 G&@DDD* 地西泮和氯氮卓的
=Xj均为 &@&7& 0B<="=Xh均为 &@&’7 0B<=&硝西
泮’奥沙西泮和氯硝西泮的 =Xj均为 &@7&& 0B<="
=Xh均为 &@’7& 0B<=*
’@>$方法回收率与精密度

选取空白饮用水样品基质"加入低’中’高 #

个不同浓度水平的混合标准溶液"以考察方法的
可靠性与稳定性"每个水平设 " 个平行"采用外标
法计算各目标物质的回收率和相对标准偏差
#718$ "同时选择高浓度连续进行 7 ^ 的加标回收
试验"得到方法的日间精密度* 结果如表 > 所示"

方法的回收率为 F6@’E A%&6@&E"日内精密度为
>@>E A%’@>E"日间精密度为 #@%E A%&@FE"表
明该方法具有良好的重现性与稳定性"可用于实
际样品分析*
’@7$实际样品检测

应用所建立的方法对 D" 份饮用水样品进行定
量分析"检测结果见表 7* 在 7% 份样品中检出地西
泮"浓度为 H=XjA’D@D’ 0B<="仅二次供水样品未
检出&%# 份样品中检出奥沙西泮"浓度为 H=XjA
D#@D# 0B<="仅在水源水和末梢水中有检出&其余化
合物在各类样品中均未检出* 两种化合物的检出
浓度均高于 N\a]等 (6)报道的欧洲地表水中地西泮
# H=XjA’@6 0B<=$和奥沙西泮# H=XjA"% 0B<=$的
浓度水平"且检出频率 #地西泮为 %6E"奥沙西泮



!"66$$ !
中国食品卫生杂志

aS\52_2[XUI53=XNNXXhSOY\252 ’&%F 年第 ’D 卷第 " 期

$$$ 表 #$方法的线性范围’=Xh与 =Xj

g*(;)#$=.0)*-.4Z" ;.9.4?:L̂)4)/4.:0 *0^ ;.9.4?:LR+*04.L./*4.:0 :L4M)9)4M:̂

目标化合物 =Xh<# 0B<=$ =Xj<# 0B<=$ 线性范围<# 0B<=$ 线性方程 相关系数 9’

硝西泮 &@’7& &@7&& &@7& A%&&@&& 6n%’’F#5f"7’@>" &@DDD D

地西泮 &@&’7 &@&7& &@&7 A%&&@&& 6n"F6DD5f#&6#’ &@DDD ’

奥沙西泮 &@’7& &@7&& &@7& A%&&@&& 6n%#’6>5f’6"%@7 &@DDD D

氯氮卓 &@&’7 &@&7& &@&7 A%&&@&& 6n%6>"6>5f#F’&’ &@DDD ’

氯硝西泮 &@’7& &@7&& &@7& A%&&@&& 6n%F%’’5f7&7"@6 &@DDD 7

表 >$饮用水样品不同浓度加标的回收率和

相对标准偏差#( n"$

g*(;)>$I)/:,)-.)?*0^ -);*4.,)?4*0^*-̂ ^),.*4.:0?:L

4M)4*-B)4/:9b:+0^?

目标化合物
加标浓度
<# 0B<=$

回收率
<E

日内精密
度<E

日间精密
度<E

硝西泮

地西泮

奥沙西泮

氯氮卓

氯硝西泮

7@&& 6#@7 >@F
’@7& D"@6 7@7 F@’
%@&& F6@’ %%@#
&@7& DD@# D@7
&@’7 %&6@& F@& 7@"
&@%& %&&@# %’@>
7@&& 6>@& 6@7
’@7& D6@6 %%@" %&@F
%@&& 6F@D D@D
&@7& 6’@& >@>
&@’7 67@7 F@% #@%
&@%& 67@" >@D
7@&& F6@’ "@7
’@7& D#@% >@6 "@’
%@&& 6’@# %%@’

为 67E$略有不同"这可能与不同地区药物使用
情况的差异性有关* 图 # 为混合标准品’过程空
白和实际水样中目标化合物的 ‘I‘色谱图"样
品 a为某末梢水样品"其中地西泮和奥沙西泮的
浓度分别为 &@F6 和 D#@D# 0B<=* 以上结果说
明"自来水厂现有的净化处理和消毒工艺并不能
完全清除 1Wh?"饮用水中的这类药物应引起进
一步关注*

#$小结
本试验采用 ‘aT固相萃取柱富集净化"超高效

液相色谱!串联质谱技术建立了饮用水中 1Wh?的检
测方法* 该方法前处理简便’线性良好’具有较高
的重现性"可满足饮用水中 1Wh?的痕量检测要求"
为相关部门开展风险监测提供了方法学依据*

表 7$饮用水样品检测结果#( nD"$

g*(;)7$X//+--)0/):L4*-B)4/:9b:+0^?.0 ^-.0C.0Bd*4)-?*9b;)?

目标化合物
水源水 出厂水 二次供水

检出率
<E

均值<中位数
<# 0B<=$

检出率
<E

均值<中位数
<# 0B<=$

检出率
<E

均值<中位数
<# 0B<=$

硝西泮 5h ! 5h ! 5h !

地西泮 6&@&#6 <%&$ &@F"<&@"F 6#@##7 <"$ &@>6<&@>& 5h !

奥沙西泮 ’&@&#’ <%&$ &@>%<&@>% 5h ! 5h !

氯氮卓 5h ! 5h ! 5h !

氯硝西泮 5h ! 5h ! 5h !

目标化合物
管网水 末梢水

检出率
<E

均值<中位数
<# 0B<=$

检出率
<E

均值<中位数
<# 0B<=$

硝西泮 5h ! 5h !

地西泮 %&&@&#%’ <%’$ #@FF<&@6F 7>@’#’" <>6$ %@6%<&@F"

奥沙西泮 5h ! ’’@D#%% <>6$ 6@D&<&@>%

氯氮卓 5h ! 5h !

氯硝西泮 5h ! 5h !

注%5h表示未检出&!表示无数据
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