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分散固相萃取-气相色谱-四极杆-飞行时间质谱法
快速测定鲜鱼中的 5种酚类麻醉剂 
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2. 广州海关技术中心, 广东省动植物与食品进出口技术措施研究重点实验室, 广州  510623] 

摘  要: 目的  建立分散固相萃取-气相色谱-四极杆-飞行时间质谱法(gas chromatography-quadrupole-time of 

flight mass spectrometry, GC-Q-TOF/MS)测定鲜鱼中 5 种酚类麻醉剂的快速分析方法。方法  样品经乙酸乙酯

提取后, 氮气浓缩, 复溶后使用 C18 和乙二胺-N-丙基硅烷(primary secondary amine, PSA)混合粉末净化, 采用

电子轰击离子源进行电离, 选择离子对模式对目标母离子和子离子进行测定。结果  5 种酚类麻醉剂的空白基

质标准曲线在 5~500 μg/L 范围内呈良好线性关系, 相关系数 r 均大于 0.999, 日内不同水平的加标回收率在

83.5%~104.0 之间, 相对标准偏差为 2.56%~5.28%。方法检出限为 3.58~8.96 μg/kg, 定量限为 8.46~19.85 μg/kg。

结论  该方法操作简单、回收率好、灵敏度高、重复性好, 可满足鲜鱼中酚类麻醉剂快速测定的要求。 
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time of flight mass spectrometry 

DENG Ying1*, LIN Qing-Lan1, DU Wei-Feng1, ZHANG Rui-Rui1, HE Min-Heng1,  
LI Xiu-Ying1, OU Shuo-Jun1,2 

[1. Guangzhou Inspection and Testing Certification Group Co., National Quality Testing Center for Processed Food 
(Guangdong), Guangzhou 511447, China; 2. Guangzhou Customs Technology Center, Guangzhou Key Laboratory of 

Import and Export Technical Measures of Animal, Plant and Food, Guangzhou 510623, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for rapid determination of 5 kinds of phenolic 

anesthetics in fresh fishes by dispersive solid phase extraction-gas chromatography-quadrupole-time of flight mass 

spectrometry (GC-Q-TOF/MS). Method  The samples were extracted with ethyl acetate, concentrated with nitrogen, 

redissolved and purified with C18 and primary secondary amine (PSA) mixed powder, ionized by electron impact ion 

source, the target parent ion and daughter ion were determined by ion pair mode. Result  The standard curves of 

blank matrix of 5 kinds of phenolic anesthetics exhibited good linear relationships in the range of 5‒500 μg/L with 

correlation coefficients r were both greater than 0.999. The recovery rates of different levels within the day were 

between 83.5% and 104.0%, and the relative standard deviations were between 2.56% and 5.28%. The limits of 

detection and limits of quantitation were in the range of 3.58‒8.96 μg/kg and 8.46‒19.85 μg/kg respectively. 

Conclusion  The method concluded simple operation, good recovery rate, high sensitivity and good repeatability 
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that satisfied the requirements of rapid determination of phenolic anesthetics in fresh fish. 

KEY WORDS: gas chromatography-quadrupole-time of flight mass spectrometry; dispersive solid phase extraction; 

fresh fish; phenolic anesthetics 
 

 

0  引  言 

丁香酚类化合物在丁香挥发油含量中占 78%~95%[1]。

由于丁香酚具有很好的抗癌、抗氧化、抗衰老效果[2‒4], 因

此被广泛应用于制药、农业、香料、化妆品等领域[5]。丁香

酚类化合物对很多致病菌均有较好的抑菌效果[6‒9], 尤其

对于腐败希瓦氏菌具有很好的抑制作用[10‒13]。水产品腐败

往往与腐败希瓦氏菌密切相关[14], 因此, 丁香酚类化合物

作为麻醉剂在大口黑鲈[15‒17]和凡纳滨对虾[18]等水产品的

运输过程中也有较广泛的应用，但目前我国尚没有相关的

标准及法律法规对限量作出明确的要求。虽然 VELISEK

等[19]的研究认为在低浓度的使用条件下, 对虹鳟鱼不会造

成不可逆损伤, 但 THOMPSON 等[20]研究表明, 丁香酚对

动物的肝脏具有一定的毒性。因此对水产品中丁香酚类化

合物建立准确快速的检测方法意义重大。 

近年来, 有关丁香酚类化合物的检测方法主要有气相色

谱法[21‒22]、气相色谱-质谱法[23‒24]、高效液相色谱法[25]和高效

液相色谱-串联质谱法[26]。由于丁香酚类化合物挥发性较强, 因

此气相色谱法较为通用。高效液相色谱法仪器条件设置虽然简

单, 但在多组分成分的测定过程中, 存在分离难度较大、易受

杂质影响等问题。质谱法则具有定性准确、灵敏度低等优点。

目前, 关于高分辨质谱测定水产品中分类麻醉剂的相关研究尚

未见报道。而已报到的气相质谱法和高效液相色谱-串联质谱

法主要以溶剂直接重复提取[24]或使用单一固相净化材料[26]

进行处理, 分析结果受杂质影响较大[27], 而且因为质谱分辨

率较低, 因此可能存在假阳性的情况。本研究以鲜鱼中的丁

香酚类麻醉剂为研究对象, 通过优化前处理手段和仪器参数, 

建立测定鲜鱼中 5 种丁香酚类麻醉剂(丁香酚、甲基丁香酚、

顺式-甲基异丁香酚、乙酸丁香酚酯、乙酰基异丁香酚, 结构

式见图 1)的分散固相萃取-气相色谱-四极杆-飞行时间质谱法

(gas chromatography-quadrupole-time of flight mass spectrometry, 
GC-Q-TOF/MS)。为水产品中残留药物的分析测定提供了参

考依据。 
 

 
 

图 1  5 种酚类麻醉剂的化学结构式 

Fig.1  Chemical structural formulas of 5 kinds of phenolic anesthetics 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

安捷伦 7200B 气相色谱-四极杆-飞行时间质谱[配有

电 子 轰 击 离 子 源 (electron impact ion source, EI) 、

Qualitative Analysis B.07.00 数据处理系统](美国安捷伦公

司 ); Milli-Q Advantage A10 超纯水系统 (法国 Merck 

Millipore 公司); TGL-16M 高速离心机(中国湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司); Heidolph Multi Reax 涡旋振荡器

(德国 Heidolph 公司)。 

试剂耗材: 乙腈、乙酸乙酯(色谱纯, 赛默飞世尔公

司); 无水硫酸镁、氯化钠(分析纯, 上海安谱实验科技股份

有限公司); 乙二胺-N-丙基硅烷(primary secondary amine, 

PSA)、石墨化碳黑(graphitized carbon black, GCB)、硅胶键

合(ostade-cylsilane, C18)、中性氧化铝(Alumina N, Al-N)、

氨丙基粉(aminopropyl silica gel, NH2)(德祥科技有限公司); 

安捷伦 DB-5ms、HB-5ms、HP-5ms 石英毛细柱(30 m×   

0.25 mm, 0.25 µm)[安捷伦科技(上海)有限公司] 

丁香酚、甲基丁香酚、顺式-甲基异丁香酚、乙酸丁

香酚酯、乙酰基异丁香酚(固体标样, 纯度大于 98.5%, 德

国 Dr. Ehrenstorfer 公司)。 

样品: 草鱼、老虎斑、多宝鱼为实验室日常检测样品。 

1.2  标准溶液的配制 

标准储备溶液: 分别称取适量的 5 种标准物质, 使用

适量乙酸乙酯溶解后, 乙酸乙酯定容至 10 mL 容量瓶, 分

别配制成 1000 mg/L 的标准储备溶液。 

混合标准中间液: 分别准确移取 100 µL 1000 mg/L 的

标准储备溶液于 10 mL 容量瓶中, 用甲醇定容, 配制成质

量浓度为 10 mg/L 的混合标准中间液。 

混合标准工作曲线: 分别取上述混合标准中间溶液

5、10、20、50、100、200、500 µL 于 10 mL 容量瓶中, 用

空白基质液稀释至刻度, 所得混合标准工作曲线质量浓度

分别为 5、10、20、50、100、200、500 µg/L。 

1.3  样品前处理 

提取: 称取 10.00 g(精确至 0.01 g)经绞肉机打匀的样

品于 50 mL 离心管中, 向离心管中加入 10 mL 超纯水, 再

加入 20 mL 乙酸乙酯, 充分混匀后加入 1.5 g 氯化钠、5.0 g

无水硫酸镁, 迅速盖上离心管盖并振荡摇匀, 然后涡旋振

荡 15 min, 最后以 10000 r/min 离心 5 min。移取 4 mL 上层

清液于 40 ℃下氮吹浓缩至近干, 加入 1 mL 乙酸乙酯, 涡
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旋 1 min 复溶。 

净化: 将复溶液转移到装有 60 mg C18 粉末和 120 mg 

PSA 粉末的 2 mL 离心管中, 涡旋 2 min 后以 10000 r/min 离

心 5 min, 过 0.22 μm 有机相滤膜, 供 GC-Q-TOF/MS 测定。 

1.4  色谱及质谱条件 

1.4.1  色谱条件 

色谱柱: 安捷伦 DB-5ms、HB-5ms、HP-5ms 石英毛细柱

(30 m×0.25 mm, 0.25 µm); 升温程序: 60 ℃保持 1 min, 以

10 ℃/min升至160 ℃, 保持 3 min, 以20 ℃/min升至 280 ℃保

持 5 min; 载气(He)流速 1.5 mL/min, 接口温度为 285 ℃, 进样

量 1 µL; 不分流。 

1.4.2  质谱条件 

电子轰击离子源 ; 电子能量 70 eV; 四极杆温度

150 ℃; 离子源温度 280 ℃; 溶剂延迟为 9 min; 质量扫描

范围 m/z 60～350 u, 扫描速率: 5 spectra/s, 高分辨模式, 

其他条件见表 1。 

1.5  数据处理 

化合物的全扫描质谱信息使用安捷伦 Mass Hunter

数据采集软件采集 , 并采用 Mass Hunter Qualitative 

Analysis 软件进行定性分析。该分析基于化合物保留时

间、主要碎片精确质量数以及丰度比进行准确定性。对

于检出物质, 采用 Hunter Quatitative Analysis 软件进行定

量分析。所有统计学数据均由 Excel 2010 计算, 最终由

Origin 8.5 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  色谱柱及仪器条件的确定 

本研究先通过全扫描确定 5 种目标物的保留时间, 再

根据目标物碎片离子的丰度确定定量离子和定性离子。根

据其标准物质和待测样品的提取离子流图中的峰面积, 最

后通过外标法定量分析。同时, 本研究比较了 DB-5ms、

HB-5ms 以及 HP-5ms 色谱柱, 最后发现 DB-5ms 色谱柱分

离效果最好, 甲基丁香酚和顺式-甲基异丁香酚、乙酸丁香

酚酯和乙酰基异丁香酚两对同分异构体能达到基线完全分

离, 且峰型良好, 通过调整升温程序, 使用 2 个不同的升

温梯度, 最终 5 种目标物分离度高, 峰型良好, 且分析时

间短, 5 种酚类麻醉剂提取色谱图见图 2。 

 

 

 
图 2  5 种酚类麻醉剂的提取离子流色谱图 

Fig.2  Extractive ion chromatograms of 5 kinds of phenolic 
anesthetics 

 
2.2  GC-Q-TOF/MS 分析方法的建立 

通过全扫描模式, 对 5 种酚类麻醉剂的碎片离子信息

进行采集, 建立精确质量数的分析数据库。同时以 5 种酚

类麻醉剂的出峰时间作为辅佐定性依据, 与碎片的精确分

子量结合, 准确定性分析。选取 5 种酚类麻醉剂各自的最

高丰度碎片离子为定量离子。丁香酚、甲基丁香酚和顺式-

甲基异丁香酚由于结构相对稳固, 在失去一个电子后, 仍

然能保留母离子形态, 且响应较高, 因此分别产生 m/z 164

和 m/z 178。而乙酸丁香酚酯和乙酰基异丁香酚则在酯基处

发生断裂, 失去[C2H3O]-后同样得到 m/z 164。最后选择响

应较高的特征离子组合进行单离子检测扫描 (single ion 

monitoring, SIM), 并根据 SIM 离子流图中的峰面积进行外

标法定量分析。 

 
 

表 1  5 种酚类麻醉剂的出峰时间及碎片质谱参数 
Table 1  Retention times and fragment mass spectrometric parameters of 5 kinds of phenolic anesthetics 

化合物 保留时间/min 主要碎片(m/z) 

丁香酚 11.15 164.08295*, 149.05880, 131.04910 

甲基丁香酚 11.75 178.09799*, 147.08032, 163.07505 

顺式-甲基异丁香酚 13.11 178.09799*, 163.07505, 107.04905 

乙酸丁香酚酯 13.40 164.08294*, 131.04911, 149.05877 

乙酰基异丁香酚 14.91 164.08296*, 149.05879, 131.04911 

注: *为定量离子 
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2.3  萃取剂的选择 

本研究前期发现使用 10 mL 水和 20 mL 有机溶剂萃

取 1 次即可达到较高回收率, 因此为了节省成本, 本研究

只进行 1 次萃取。另外, 除了丁香酚, 其他 4 种酚类麻醉

剂在结构上均不含有极性基团, 极性较低, 所以本研究分

别使用乙腈、丙酮和乙酸乙酯 3 种不同极性的溶剂对样品

进行提取, 结果发现, 乙腈萃取回收率只有 55%~75%, 这

可能是因为乙腈极性较大, 难以将目标物从组织中完全提

取出来, 而丙酮要略高于乙腈, 但回收率最高的是乙酸乙

酯, 经日内 6 次平行测定, 乙酸乙酯的回收率可稳定在

84%~105%之间。这可能是由于 5 种化合物均含有醚基和

酯基 , 因此极性与乙酸乙酯最为接近。综合考虑 , 选取  

20 mL 的乙酸乙酯作为萃取的有机相。详细结果见图 3。 

 

 
 

图 3  萃取剂种类对 5 种酚类麻醉剂回收率的影响(n=6) 

Fig.3  Effects of extractant types on the recoveries of 5 kinds of 
phenolic anesthetics (n=6) 

 

2.4  固相萃取剂的选择 

活鱼肌肉中含有大量的蛋白质、氨基酸、脂肪酸以及

一些维生素、生物胺及信息素等内源性物质, 故而需要对萃

取液进行净化。由于不同的固相萃取剂所吸附的杂质类型不

一样, 因此在保证目标物回收率的前提下, 使用复数种固相

萃取剂, 净化效果更佳。本研究对比了 PSA、GCB、C18、

Al-N 和 NH2 5 种固相萃取剂对 5 种酚类麻醉剂回收率的影

响。结果发现, GCB、Al-N 和 NH2 对目标物的回收率影响较

大, 回收率只有 30%左右, 可能是由于 5 种酚类麻醉剂的化

学结构中, 均含有平面结构, 同时也属于芳香烃, 因此净化

过程中, 容易被 GCB 和 Al-N 吸附, 而 NH2 同样能吸附氨基

酸等极性较大的物质, 但从基团结构上看, NH2 更容易与其

他分子的 O 或者 N 原子形成氢键[28-29], 综上所述, 这 3 种固

相萃取剂对目标物有一定的吸附作用, 而 PSA和 C18则对回

收率影响不大, PSA 中的胺基对氨基酸等极性物质有较好的

吸附作用, 而 C18 对油脂等脂溶性或者极性较低的杂质也有

较好的吸附作用。因此, 在不影响回收率的情况下, 选择

PSA 和 C18 进一步进行用量的优化。结果显示, 当 PSA 和

C18 用量过少时, 质谱离子化抑制情况严重, 而用量过多时, 

对目标物也有一定的吸附, 导致回收率降低, 综合考虑, 最

终使用 PSA 和 C18 作为固相萃取剂净化, 最佳用量分别为

120 mg 和 60 mg。详细结果见图 4。 

2.5  基质效应 

使用乙酸乙酯作为萃取溶剂时, 样品中的脂溶性杂

质会被大量萃取至乙酸乙酯层, 如脂肪酸, 若在前处理过

程中无法除去, 或者在色谱分离时与目标物没有完全分离, 

在目标物进入离子源时可能会产生严重的基质效应。本研

究使用 5 种酚类麻醉剂的空白基质标准溶液(200 μg/L), 经

纯溶剂曲线计算后, 以测得值和原浓度之比 K 为判断依据

(K=空白基质标准浓度 /200 μg/L×100%)[30], 当 K 值在

90%~110%之间时 , 可认为基质效应不明显 [31], 可忽略 , 

而当 K 值小于或大于此范围时, 则说明基质效应明显。 

 
 

 

 
图 4  PSA (A)及 C18 (B)用量对回收率的影响(n=6) 

Fig.4  Effects of PSA and C18 dosage on recovery (n=6) 



8492 食品安全质量检测学报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

在新鲜草鱼样品中, 丁香酚的基质效应是 112.2%, 甲

基丁香酚的基质效应是 83.8%, 顺式-甲基异丁香酚的基质

效应是 90.12%, 乙酸丁香酚酯的基质效应是 105.7%, 乙酰

基异丁香酚的基质效应是 139.6%。说明丁香酚、乙酰基异

丁香酚的基质增强效应比较明显, 甲基丁香酚的基质抑制

效应也比较明显, 故采用基质匹配标准曲线进行定量计算。 

2.6  5 种酚类麻醉剂的线性参数及检出限 

使用 5 种酚类麻醉剂呈阴性的新鲜草鱼按 1.3 进行处理, 

得到空白基质溶液, 用此基质溶液按照 1.2 的配制基质匹配

标准溶液, 在 1.4 的仪器条件下进行数据采集。以质量浓度为

横坐标(X, μg/L), 定量离子对的峰面积为纵坐标(Y)绘制标准

曲线, 5 种酚类麻醉剂在 5~500 μg/L 范围内的相关系数 r 均大

于 0.999, 线性关系良好, 见表 2。通过低浓度的加标实验, 以

仪器的 3 倍信噪比(S/N=3)测定方法检测限(limits of detection, 

LODs)为 3.58~8.96 μg/kg, 10 倍信噪比(S/N=10)测定方法定量

限(limits of quantitation, LOQs)为 8.46~19.85 μg/kg。结果表明, 

5 种酚类麻醉剂基质曲线线性良好, 可准确定量, 而且检出

限和定量限可满足一般的分析要求。 
 

表 2  5 种酚类麻醉剂的线性参数 
Table 2  Linearity parameters of the 5 phenolic anesthetics 

化合物 标准曲线 

丁香酚 Y=144.3X+1732 

甲基丁香酚 Y=195.6X+996.3 

顺式-甲基异丁香酚 Y=199.6X+1008 

乙酸丁香酚酯 Y=256.3X+1213 

乙酰基异丁香酚 Y=388.1X+499.3 

 

2.7  回收率及精密度分析 

因 5 种酚类麻醉剂的检出限均低于 10 μg/kg, 为确保

加标实验的准确性, 选用空白的新鲜草鱼样品, 以检出限

为参考, 选择 10、20、50 μg/kg 3 个水平进行日内加标回

收实验, 每个水平平行测定 6 次。新鲜草鱼样品在 3 个水

平的平均回收率均在 83.5%~104.0%之间, 相对标准偏差

(relative standard deviations, RSDs)在 2.56%~5.28%之间。

结果说明, 5 种酚类麻醉剂回收率好, 日内重复性好, 检出

限低, 能满足分析测定要求。 

2.8  方法的实际应用 

为了验证方法在实际样品测定过程中的适用性, 实

验选取了日常实验室来样的 50 个样品, 其中包括 30 条草

鱼、10 条老虎斑、10 条多宝鱼。测定结果显示, 1 条老虎

斑甲基异丁香酚检出值为 1.12 mg/kg, 1 条多宝鱼甲基丁香

酚检出值为 0.661 mg/kg, 草鱼均没有检出。 

3  结论与讨论 

本研究基于分散固相萃取技术, 使用 GC-Q-TOF/MS 建

立了 5 种酚类麻醉剂质谱数据库; 在 2 个升温梯度的气相色

谱条件下, 5 种酚类麻醉剂在 15 min 内全部出峰, 且甲基丁香

酚和顺式-甲基异丁香酚、乙酸丁香酚酯和乙酰基异丁香酚两

对同分异构体完全基线分离, 峰型良好, 结合 GC-Q-TOF/MS, 

准确测定了 5 种目标物碎片离子的精确分子量, 可排除假阳

性的误判情况; 对不同的有机萃取溶剂进行筛选, 结合固相

萃取剂 PSA 和 C18 进行萃取液净化, 不同添加水平下, 5 种酚

类麻醉剂的回收率稳定在 83.5%以上, 使用基质曲线对测定

结果进行校正, 方法学实验中回收率和相对标准偏差均令人

满意。对比于 BJS 201908《水产品及水中丁香酚类化合物的

测定》, 本方法快捷简单、回收率好、灵敏度和精密度高, 为

后续水产品中麻醉剂测定的相关研究及鲜鱼中麻醉剂的筛查

及测定提供了参考依据。同时, 为相关的分析化学科研工作

者提供一定的高分辨质谱应用研究方向。 
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