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气相色谱 /质谱法测定猪肉中 4种苯二氮 类镇静剂残留
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摘 　要 　建立了同时测定猪肉中 4种苯二氮 类药物 (地西泮、艾司唑仑、阿普唑仑、三唑仑 )残留量的固相

萃取 2气相色谱 2质谱方法。用乙腈提取药物 , C18固相萃取柱净化 , GC /MS分析。运用 HP25毛细管柱 (30 m ×

0. 25 mm ×0. 25μm)进行分离 ,电子轰击电离源 ( E I)质谱选择离子模式 ( SIM )检测 (地西泮 m / z 241、256、

257、284;艾司唑仑 m / z 205、239、259、294;阿普唑仑 m / z 204、273、279、308;三唑仑 m / z 238、313、315、342) ,外

标法定量 (定量离子 m / z分别为 256、259、270和 313)。4种苯二氮 类药物的标准曲线线性回归系数均在

0. 99以上 ,地西泮线性范围超过 5～100μg/L;回收率为 60% ～70% ;相对标准偏差 7. 6% ～12. 9% ,最低检

出限为 2μg/kg。艾司唑仑、阿普唑仑、三唑仑 3种药物的线性范围超过 50～1000μg/L;回收率为 60% ～

115% ;相对标准偏差 3. 8% ～19. 7% , 检出限为 10μg/kg。
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1　引　　言

苯二氮 类镇静剂属于一类生长促进剂 ,用作动物饲料添加剂 ,具有使动物嗜睡少动 ,生长快且有

改变肉质的作用。也用在屠宰和动物检疫之前 ,或将动物转移屠宰之前 ,起镇静作用 ,以减轻动物紧张

状态。因该类药物对人体中枢神经系统会造成不良反应 ,为此许多国家将此类药物列入禁用药物。

国内外有关检测苯二氮 类药物残留的文献报道较多 ,主要有高效液相色谱法 (HPLC) [ 1, 2 ]、气相

色谱法 ( GC) [ 3, 4 ]、薄层色谱法 ( TLC) [ 5 ]、气 /质联用法 ( GC /MS) [ 6～8 ]、液 /质联用法 (LC /MS) [ 9, 10 ]等 ;其

样品前处理技术得到了快速发展 ,主要有液 2液萃取 (LLE) [ 11 ]、固相萃取 ( SPE) [ 12, 13 ]、固相微萃取

( SPME) [ 14, 15 ]等 ;报道涉及的样品主要为血、尿 ,而对动物组织的检测报道相对较少。GC /MS测定猪肉

中巴比妥药物残留方法已有报道 [ 16 ]
,本实验建立了以 C18固相萃取柱预处理 , GC /MS法检测猪肉中

4种苯二氮 类镇静剂残留量的方法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

6890N /5973 I气质联用仪和 7683型自动进样器 (美国 Agilent公司 ) ;色谱柱 : HP25柱 (30 m ×0. 25

mm ×0. 25μm ) ;载气高纯 He (1. 1 mL /m in) ;不分流进样 1μL;进样口温度 300℃;柱温 : 70℃
15℃ /m in

300℃ (4 m in) ;传输线温度 280℃;四极杆温度 150℃;离子源温度 230℃;电子轰击电离源 ( E I, 70 eV ) ,

选择离子模式 ( SIM ) :地西泮 m / z 241、256、257、284;艾司唑仑 m / z 205、239、259、294;阿普唑仑 m / z

204、273、279、308;三唑仑 m / z 238、313、315、342。

地西泮、艾司唑仑、阿普唑仑和三唑仑标准品 (中国药品生物制品鉴定所 ) ,含量均大于 99. 0% ,

4种药物均配成 1000 mg/L无水甲醇标准储备溶液 ,移取适量的标准储备溶液配成含地西泮 50μg/L ,

艾司唑仑、阿普唑仑、三唑仑 500μg/L 的混合标准溶液 ; pH 7的 K2 HPO4 缓冲溶液 ,称取一定量的

K2 HPO4 溶解在水中 ,用磷酸调 pH至 7;甲醇、丙酮、正己烷、乙酸乙酯均为农残级 (瑞士 Fluka公司 ) ;其

他试剂均为国产分析纯 ; C18固相萃取柱 , 3 mL, 500 mg (美国 Supelco公司 )。
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2. 2　样品预处理

准确称取匀浆处理好的猪肉样品 5. 0 g置于 50 mL塑料离心管 ,加入适量的无水硫酸钠和 30 mL

乙腈 ,振荡器上振荡提取 1 h,离心分离固体组织颗粒和有机相 (4000 r/m in, 5 m in) ,上清液转入 250 mL

分液漏斗中 ,重复振荡离心操作一次 ,加 40 mL正己烷 ,振荡 5 m in,静置 20 m in使之分层。乙腈液收集

于 100 mL蒸馏瓶在旋转蒸发仪上蒸发至近干 ,残留物中加入 10 mL K2 HPO4 缓冲溶液 ,涡动溶解 ,供固

相萃取上样用。

C18柱依次用 5 mL洗脱液 (正己烷 :丙酮 , 5∶5,V /V )、5 mL甲醇和 5 mL蒸馏水活化 ,将上述 K2 HPO4 溶

解液直接上样 ,依次用 5 mL蒸馏水和 10 mL正己烷淋洗柱子 ,然后用 (正己烷 :丙酮 , ∶5,V /V )洗脱液洗脱 ,

收集洗脱液 6 mL于 10 mL离心试管中 ,将收集的洗脱液在 40℃下氮气吹干 ,用乙酸乙酯定容 1 mL。

3　结果与讨论

3. 1　色谱图

图 1中 a、b和 c分别是猪肉空白样品、4种药物混合标准溶液和添加样品的总离子流色谱图。从

图中可以看出 , C18柱净化效果良好 , 4种药物附近没有明显干扰峰。

　图 1　典型总离子流色谱图

Fig. 1　Typ ical total ion current chromatogram

a　猪肉空白 ( drug2free pork samp le) ; b. 4种药物标准混合液 (m ixture of four standard benzodiazep ines) : 1. 20μg/L, 2～

4. 100μg/L; c. 添加样品 ( drug2free pork fortified with four benzodiazep ines) ; 1. 4μg/kg, 2～4. 20μg/kg。色谱峰 ( chro2

matographic peaks) : 1. 地西泮 ( diazepam) ; 2. 艾司唑仑 ( estazolam) ; 3. 阿普唑仑 ( alp razolam) ; 4. 三唑仑 ( triazolam)。

3. 2　标准曲线的绘制

分别取含地西泮 5、10、20、25、50、100μg/L , 艾司唑仑、阿普唑仑、三唑仑各 50、100、200、250、500

和 1000μg/L的标准混合液进样。以药物浓度对药物峰面积线性回归 ,得各药物的回归方程及线性回

归系数 (见表 1)。

表 1　标准曲线方程和线性回归系数
Table 1　The linear equations and regression coefficients of the calibration curves

标准品
Samp les

线性方程
L inear equations

回归系数
Regression
coefficients

标准品
Samp les

线性方程
L inear equations

回归系数
Regression
coefficients

地西泮
D iazepam Y = 144. 26X + 506. 99 0. 999 艾司唑仑

Estazolam Y = 26. 774X + 342. 68 0. 9985

阿普唑仑
A lp razolam l Y = 32. 706X + 686. 25 0. 9991 三唑仑

Triazolam Y = 24. 113X + 29. 345 0. 9958

　Y. 峰面积 (peak area) ; X. 药物标准液浓度 ( concentration of standard solution) (μg/L)

3. 3　样品处理条件的考察及优化

对比了甲醇和乙腈的提取效果 ,使用乙腈提取干扰物相对较少 ,同时加入适量无水硫酸钠即可除去

基质中的水分 ,又有盐析作用 ,有利于药物提取。利用正己烷 2乙腈液 2液分配除去脂肪。因苯二氮 类

药物为极性药物 ,提取溶剂乙腈的残留对回收率的影响较大 ,须将提取溶剂吹干再用 K2 HPO4 缓冲溶液

溶解上样 ,避免造成穿漏。考察二氯甲烷 ,不同配比的正己烷 2氯仿以及正己烷 2丙酮溶液的洗脱净化效
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　图 2　正己烷 2丙酮洗脱分布图

Fig. 2　Elution pattern of n2hexane2acetone

(◆) 地西泮 ( diazepam ) ; ( ■ ) 艾司唑仑

( estazolam ) ; ( ×) 三 唑 仑 ( triazolam ) ;

(▲) 阿普唑仑 ( alp razolam)。

果和回收率 ,同时综合考虑溶剂用量、溶剂毒性及普适性 ,选择 6

mL正己烷 2丙酮 (5∶5, V /V )作为洗脱剂。图 2为固定洗脱体积为

6mL,不同比例的正己烷 2丙酮洗脱 4种药物的洗脱曲线。由图 2

可知 ,用 6 mL正己烷 2丙酮 ( 5 ∶5, V /V )作洗脱剂 ,药物回收率基

本稳定。

3. 4　方法的回收率和精密度

分别在 5 g空白猪肉样品中加入不同量的标准品 ,涡动混匀 ,

室温放置过夜。按前述样品处理方法处理 ,气相色谱 2质谱测定 ,

分别计算其相对标准偏差 (RSD)及回收率 (见表 2)。

按照 SN /T000121999的有关规定 ,在μg/kg浓度级别下 ,以

上回收率和相对标准偏差数据完全满足残留检测的要求。在本

实验的色谱及检测条件下 , S /N = 3 时 , 地西泮的检出限为

2μg /kg;艾司唑仑、阿普唑仑、三唑仑的检出限为 10μg/kg。

表 2　不同加标浓度苯二氮 类药物在猪肉样品中的回收率 ( n = 6)
Table 2　The recoveries of four benzodiazep ines in porks fortified with different concentrations ( n = 6)

样品
Samp les

加标浓度
Concentration

fortification
(μg/kg)

平均回收率
Average
recovery

( % )

RSD
( % )

样品
Samp les

加标浓度
Concentration

fortification
(μg/ kg)

平均回收率
Average
recovery

( % )

RSD
( % )

地西泮
D iazepam l

10
20
50

60. 0
60. 8
68. 1

12. 9
11. 1

7. 6

艾司唑仑
Estazolam

50
100
200

67. 6
92. 2
98. 9

19. 7
13. 4

6. 1

阿普唑仑
A lp razolam

50
100
200

101. 7
91. 9
98. 4

8. 9
11. 1

3. 8

三唑仑
Triazolam

50
100
200

110. 9
96. 0
98. 8

10. 3
9. 8
5. 3

　

3. 5　阳性样品确证条件的确定及实际样品的测定

确定 4种药物的确证条件为 :样品与标准品保留时间符合 ;选择的离子在质谱图中出现 ,猪肉空白

质谱图与药物质谱图对照 ,确证空白中无相关干扰 ;样品峰质谱离子的相对丰度与标准品峰质谱离子的

相对丰度的相对标准偏差小于 10%。地西泮浓度为 50μg/L, 艾司唑仑、阿普唑仑、三唑仑分别为 100

μg/L时 ,添加药物和标准溶液的质谱图中 ,各离子相对丰度的相对标准偏差见表 3。利用上述方法对

从北京地区市场购买的猪肉样品进行提取、净化 ,气相色谱 2质谱定量分析。检测结果没有发现呈阳性

样品。

表 3　苯二氮 类药物的检测离子强度重复性 ( n = 7)
Table 3　Repeatability of the percentage of fragment ions for the four benzodiazep ines ( n = 7)

分析物
Analyte

保留时间
Retain time

(m in)

RSD
( % )

基峰
Basic peak

离子 Ion

m / z
RSD
( % )

离子 Ion

m / z
RSD
( % )

离子 Ion

m / z
RSD
( % )

地西泮 D iazepam 14. 51 0. 026 256 241 5. 9 257 4. 7 284 5. 7

艾司唑仑 Estazolam 17. 38 0. 031 259 205 8. 0 239 6. 9 294 5. 3

阿普唑仑 A lp razolam 17. 72 0. 028 279 204 4. 5 273 5. 2 308 4. 4

三唑仑 Triazolam 18. 61 0. 020 313 238 8. 3 315 7. 4 342 5. 9
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D eterm ina tion of Four Benzod iazep ines Residues in Pork

Using Ga s Chroma tography2M a ss Spectrom etry
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Abstract　 Solid phase extraction ( SPE ) and gas chromatography2mass spectrometric method have been

developed for the determ ination of diazepam, estazolam, alp razolam and triazolam residues in pork. The con2
ditions for extraction and cleanup on C18 column of benzodiazep ines were investigated and op tim ized. The ana2
lytes were separated by HP25 chromatographic column, detected by mass detector in electron impact and time

p rogram2selected ion monitoring mode ( E I/SIM ) and quantified with the external standard calibration curve

method. L inear calibration curves were obtained in the concentration ranges from 5 to 100μg/L for diazepam

and from 50 to 1000μg/L for estazolam, alp razolam and triazolam ( the correlation coefficients were above

0199). The average recoveries for the four benzodiazep ines sp iked in pork ranged from 60% to 115% and

their relative standard deviations were between 3. 8% and 19. 7%. The lim its of detection were 2μg/kg for

diazepam and 10μg /kg for estazolam, alp razolam and triazolam in pork.

Keywords　D iazepam, estazolam, alp razolam , triazolam, solid phase extraction, gas chromatography2mass

spectrometry, pork
(Received 9 June 2004; accep ted 11 November 2004)

459　　 分 析 化 学 第 33卷


