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超高效液相色谱-静电场轨道阱高分辨质谱法测定

水产品中地西泮及丁香酚类化合物残留  

殷雪琰*, 王洁琼, 刘  笑, 王雨晴, 吴冬梅, 翟云忠 
(常州市农产品质量安全中心, 常州  213002) 

摘   要 : 目的   建立基于 Turboflow 在线净化结合超高效液相色谱 -静电场轨道阱高分辨质谱法 (ultra 

performance liquid chromatography-electrostatic field orbital high resolution mass spectrometry, UPLC-Q Exactive 
MS)测定水产品中 4 种地西泮及代谢物和 6 种丁香酚类化合物的方法。方法  采用 Turboflow 在线净化, 

AccucoreTM aQ C18 柱(100 mm×2.1 mm, 2.6 μm)分离, 以水-乙腈为流动相梯度洗脱, 全扫描+自动触发二级质

谱的正离子扫描监测模式, 外标法定量。结果  地西泮及代谢物和丁香酚类化合物在 1.0~100.0 μg/L 范围内线

性良好, 化合物的相关系数(r2)均大于 0.995; 在水产品中的定量限分别为 0.5 μg/kg、2.0 μg/kg; 加标回收率为

75.3%~110.0%, 相对标准偏差小于 10%。结论  该方法操作简便、灵敏度高、检出限低, 适用于水产品中地

西泮及丁香酚类化合物的测定。通过调查发现, 运输环节中水产品中检出地西泮和丁香酚类化合物, 亟需对水

产品中镇静剂或麻醉剂残留情况开展风险监测, 加强监管以保障水产品质量安全。 
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Determination of diazepam and eugenol residues in aquatic products based 
on ultra performance liquid chromatography-electrostatic field orbital high 

resolution mass spectrometry 

YIN Xue-Yan*, WANG Jie-Qiong, LIU Xiao, WANG Yu-Qing,  
WU Dong-Mei, ZHAI Yun-Zhong 

(Agricultural Products Quality Safety Center of Changzhou, Changzhou 213002, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an online purification method for the determination of 4 kinds of diazepam 

and their metabolites and 6 kinds of eugenol compounds from aquatic products based on Turboflow combined with 

ultra performance liquid chromatography-electrostatic field orbital high resolution mass spectrometry (UPLC-Q 

Exactive MS). Methods  The samples were purified by on-line Turboflow. The analytes were separated on a 

AccucoreTM aQ C18 column (100 mm×2.1 mm, 2.6 μm) by gradient elution with water-acetonitrile solution as the 

mobile phases. The MS analysis was performed by full scan and automatic trigger secondary mass spectrometry 

monitoring in the positive ion mode. The external standard method was used for quantification. Results  Diazepam, 
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its metabolites and eugenol compounds had good linearity in the range of 1.0–100.0 μg/L, and the correlation 

coefficient (r2) of the compounds was greater than 0.995. The limits of quantification in aquatic products were 0.5 

μg/kg, and 2.0 μg/kg, respectively. The recoveries were 75.3%–110.0%, and the relative standard deviations were less 

than 10%. Conclusion  The method has the advantages of simple operation, high sensitivity and low detection limit, 

and is suitable for the determination of diazepam and eugenol residues in aquatic products. Through the investigation, 

it is found that diazepam and eugenol compounds are detected in aquatic products during transportation, and it is 

urgent to carry out risk monitoring on the residues of sedatives or anesthetics in aquatic products and strengthen 

supervision to ensure the quality and safety of aquatic products. 
KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-electrostatic field orbital high resolution mass 

spectrometry; aquatic products; diazepam and its metabolites; eugenol compounds 
 
 

0  引  言 

地西泮俗称安定, 是一种镇静剂类药物, 主要用于人

和动物镇静、催眠及癫痫的治疗[1–2], 人体长期服用会产生

药物依赖性和耐药性。一些商贩为了降低水产品对环境的

应激反应, 提高存活率[3], 在养殖及运输过程中添加使用。

地西泮在动物体内残留后通过食物链富集转移到人体, 且
残留周期长[4], 危害人体健康[5–6]。GB 31650—2019《食品

安全国家标准 食品中兽药最大残留限量》中规定, 地西泮

允许作治疗用, 不得在动物性食品中检出。我国规定地西

泮在水产养殖过程中不得使用[7]。 
丁香酚类化合物具有麻醉、抑菌、抗氧化等多种药理

作用[8], 其成本低、效果好[9]且残留期短[10], 常被用作水产

品的麻醉剂, 并广泛应用于鲜活水产品的养殖、运输等领

域。丁香酚作为渔用麻醉剂可以在澳大利亚、日本等国合

法使用, 日本等国对丁香酚作为渔用麻醉剂使用制定了相

应的使用规范、残留限量标准及休药期[11], 而美国食品药

品管理局对于丁香酚的使用有非常严格的规定, 明令禁止

在水产品中出现丁香酚, 并将其划分为第 3 类致癌物[12]。

我国尚无明确的法规规定丁香酚类化合物可以作为水产麻

醉剂使用, 仅在 GB 2760—2024《食品安全国家标准 食品

添加剂使用标准》中规定丁香酚可作为食品级香料, 但在

水产品中的使用却没有明确的规定[13]。 
目前, 地西泮和丁香酚类化合物常用的检测方法主

要有液相色谱法[14]、气相色谱法[15]、液相色谱-串联质谱

法[16]和气相色谱-串联质谱法[17]等。其中色谱法在测定复

杂基质样品时, 干扰物难以去除, 色谱-质谱法具有前处理

简单、灵敏度高、稳定性好、定性定量更准确等特点而被

广泛用于痕量分析, 采用气、液相色谱-串联质谱法测定地

西泮[3,18]和丁香酚类[15–16]化合物均有相关研究报道, 而采

用超高效液相色谱-静电场轨道阱高分辨质谱法同时检测

水产品中地西泮及丁香酚类化合物鲜少见报道。因此, 本
研究基于超高效液相色谱-静电场轨道阱高分辨质谱法建

立水产品中地西泮及丁香酚类化合物的检测方法, 对常州

地区水产品中地西泮和丁香酚类化合物的残留开展检测, 
为水产养殖质量管控及产品安全监管提供数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

甲醇、乙腈(色谱纯, 美国 Supelco 公司); 地西泮、去

甲西泮、奥沙西泮、替马西泮、地西泮-D5 标准溶液(质量

浓度均为 100 mg/L, 纯度> 99.3%, 天津阿尔塔科技有限公

司); 丁香酚类化合物混合标准溶液(丁香酚、甲基丁香酚、

异丁香酚、顺式-甲基异丁香酚、乙酸丁香酚酯、乙酰基异

丁香酚, 质量浓度 1000 μg/mL, 1 mL, 上海安谱试验科技

股份有限公司); 实验用水为超纯水。。 
水产品采集按照 GB/T 30891—2014《水产品抽样规

范》进行, 在本市市场水产运输车、垂钓塘和养殖塘共采

集淡水鱼样品 114 份。 

1.2  仪器与设备 

Ultimate 3000 超高液相色谱-静电场轨道阱高分辨质

谱仪、Turboflow在线样品前处理设备[赛默飞世尔科技(中
国)有限公司]; 5804R 冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司);  
Integral 5 纯水仪(美国 Millipore 公司); N-EVAP 氮吹仪(美
国 Organomation 公司); KS501 振荡器(德国 IKA 公司); 
HCB1002 电子天平[精度 0.01 g, 艾德姆衡器(武汉)有限

公司 ]; 聚四氟乙烯 (polytetrafluoroethylene, PTFE)滤膜

(0.22 μm)、HLB 固相萃取柱(500 mg, 10 mL)(上海安谱试验

科技股份有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶液配制 
以甲醇为溶剂, 将上地西泮、去甲西泮、奥沙西泮、

替马西泮、地西泮-D5 标准溶液配制成质量浓度为 10 μg/mL
的混合标准储备液, 在–20 ℃条件下储存。用 50%甲醇水

溶液将标准储备液逐级稀释成适当浓度的标准工作液使

用, 现配现用。 
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准确量取 1 mL丁香酚类化合物混合标准溶液于 10 mL
容量瓶中, 用甲醇溶解并稀释至刻度, 制成质量浓度 100 μg/mL 
标准储备液。在–20 ℃下避光保存。用 50%甲醇水溶液将

丁香酚类标准储备液逐级稀释成适当浓度的标准工作液使

用, 现配现用。 
1.3.2  样品前处理 

称取试样2.00 g, 置于50 mL具塞离心管中, 加入10 mL 
1%的乙酸乙腈涡旋混匀至肉完全散开, 8500 r/min 离心 5 min, 
将上清液转移至离心管中。将离心管中上清液置于 60 ℃的水

浴中氮吹至近干, 用 1 mL 50%甲醇水溶液复溶, 涡旋混匀后

过 0.22 μm 滤膜, 收集于进样小瓶中待 Turboflow 在线净化

后上机测定。 
1.3.3  分析方法 

(1)在线净化条件 
在线净化系统包含净化和分离两部分, 其中净化主

要在 Loading 泵中进行, 实现样品在净化柱上的净化和富

集, 分离在 Eluting 泵中进行, 使净化后的化合物在分析柱

上实现洗脱分离并经质谱进行分析。在线净化柱 : 
Cyclone-P 柱(0.5 mm×50 mm); 流动相 A 为 0.4％甲酸水溶

液, B 为乙腈, C 为乙腈-异丙醇-丙酮(45:45:10, V:V:V); 进
样体积: 50 μL。 

(2)液相色谱条件 
色谱柱: AccucoreTM aQ C18 柱(100 mm×2.1 mm, 

2.6 μm); 流动相 E 为水溶液, F 为乙腈, 柱温: 30 ℃; 进
样体积: 10 μL。在线净化和梯度洗脱程序见表 1。 

(3)质谱条件 
加热型电喷雾离子源离子源, 喷雾电压: 3500 V (+), 

离子源温度: 350 ℃, 鞘气压力: 40 arb, 辅气压力: 10 arb, 
毛细管温度: 400 ℃, 质谱数据获取模式: 全扫描+自动触

发二级质谱的正离子扫描模式。 
 

表 1  在线净化和梯度洗脱程序 
Table 1  Online purification and gradient elution program 

步骤 开始时间
/min 

步骤时长/s 
Loading 泵 Eluting 泵 

流速
/(mL/min) 

A/% B/% C/% 流速/(mL/min) E/% F/% 

1  0.00  30 2.00  100 — — 0.40  100 — 

2  0.50  60 0.10  100 — — 0.40  95 5 

3  1.50  60 0.50  100 — — 0.40  50 50 

4  2.50  60 0.50  — — 100 0.40  30 70 

5  3.50  300 0.50  — — 100 0.40  10 90 

6  8.50  150 1.00  70 30 — 0.40  95 5 

7 11.00  300 1.00  100 — — 0.40  100 — 

注: —表示无此项。 
 

1.4  数据处理 

实验重复 3 次测定, 采用 Thermo Xcalibur 4.5 软件采

集数据, Thermo Trace Finder 4.1 软件进行标准曲线绘制和

定量分析, 最后通过 Excel 2010 软件进行数据分析。 

2  结果与分析 

2.1  方法的建立及条件优化选择 

2.1.1  提取剂及复溶剂的选择 
地西泮及代谢产物和 6 种丁香酚的极性大小差异较

大, 分别选择乙腈、甲醇、乙酸乙酯和正己烷作为提取溶

剂比较提取效果。水产品中含有大量脂溶性基质, 用乙酸

乙酯和正己烷提取时, 杂质较多不利于净化; 用甲醇提取

时, 峰形较好但回收率偏低; 而乙腈作为提取溶剂, 可以

沉淀样品中蛋白质同时基线噪音小, 峰形好且获得较好

的提取效率, 因此选择乙腈作为提取溶剂。乙腈提取目标

物的同时, 样品中大量的脂肪酸和磷脂类物质也被提取 , 
通过在线净化 , 进一步去除杂质降低干扰净化提取液 , 

见图 1。样品氮吹后复溶分别选择乙腈、50%乙腈水溶

液、甲醇、50%甲醇水溶液, 对比发现 50%甲醇水溶液

复溶后峰型好, 响应高, 因此选取了 50%甲醇水溶液作

为复溶液。 

 

 
 

图1  提取溶剂对10种目标物提取效率的影响 
Fig.1  Effects of extraction solvent on the recoveries of 10 kinds of 

target compounds 
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2.1.2  液相色谱条件的优化 
采用梯度洗脱模式, 考察了在不同酸碱度以及缓冲

盐存在条件下各化合物分离及离子化效率。流动相选用甲

酸、乙酸铵缓冲液等水溶液为水相, 选择甲醇与乙腈为有

机相。乙腈对地西泮和丁香酚类化合物经色谱分离后信号

响应和峰形均较好。甲酸的加入可明显提高大部分化合物

的正离子化效率。但由于丁香酚和异丁香酚在水溶液中其

苯环上羟基中的氢较易水解, 致水溶液中氢离子浓度增加, 
溶液显弱酸性, 甲酸加入反而抑制了丁香酚和异丁香酚的

电离, 进而影响离子化效率。综合考虑所有化合物, 本研

究最终采用水与乙腈作为流动相, 使大部分目标物获得的

峰形较好, 保持了较高的检测灵敏度, 同时也与在线净化

处理后的样品相溶更好。经色谱条件优化后, 目标化合物

提取母离子流色谱图 2。 
2.1.3  质谱条件的优化 

将质量浓度 100 μg/L 的 4 种地西泮及代谢物和 6 种丁

香酚类混标溶液自动进样, 在全扫描+自动触发二级质谱

扫描模式采集数据, 可连续对洗脱化合物进行全谱扫描。

结果表明, 丁香酚和异丁香酚两个化合物中均含有酚羟基

易丢失一个质子形成[M-H]-, 在负离子模式下信号较强, 
另外 4种化合物结构式中的C=O或-NH2中含孤对电子, 能
连接 H+呈正离子的形式, 在正离子的模式下响应最大[19]。

地西泮及代谢物均在正离子的模式下呈较好响应。由此, 
确定采用全扫描+自动触发二级质谱正离子扫描模式采集

数据, 同时以母离子进行定量分析, 实现化合物的准确定

量, 质谱参数详见表 2。 

 

 

 
图2  目标化合物的提取母离子流图(质量浓度20 ng/mL) 

Fig.2  Extracted precursor ion chromatograms of target compounds (mass concentration 20 ng/mL) 
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2.2  基质效应 

选择鲫鱼、青虾 2 种空白样品基质溶液来测定 10 种

化合物的基质效应, 考察不同基质对各化合物分析结果的

影响。以基质标准曲线与溶剂标准曲线的斜率百分比评价

不同提取液中目标物净化前后的基质效应, 在水产品中使

目标物产生基质增强或者抑制效应主要是脂肪类的杂质。基

质效应在0.8~1.2之间表现为基质效应不明显, 在1.2以上表

现为基质增强效应, 0.7 以下表现为基质抑制效应[20]。结果

显示, 地西泮及代谢物在 2 种不同基质中基质效应不明显, 
而丁香酚和异丁香酚表现出基质增强效应, 其余 4种表现出

基质抑制效应, 因此在样品测定中采用基质匹配标准曲线

加内标校正进行定量分析, 以提高检测结果的准确性。 

2.3  方法学评价 

在上述确定的优化条件下, 采用相对应的基质配制

1.0~100.0 μg/L 质量浓度的标准溶液, 考察回收率、线性相

关性、相对标准偏差、定量限等方法学指标。结果表明, 地
西泮及代谢物和丁香酚类在 1.0~100.0 μg/L范围内线性良好, 
化合物的相关系数(r2)均大于0.995; 地西泮及代谢物和丁香

酚类在水产品中的定量限分别为 0.5 μg/kg、2.0 μg/kg; 对地

西泮及代谢物和丁香酚类在空白水产品中分别进行 2.0、
10.0 和 30.0 μg/kg 3 个水平的添加回收平行测定 6 次, 10 种

化合物在上述基质中的回收率为 75.3%~110.0%, 相对标

准偏差小于 10%, 表明该方法具有较好的准确度和精密度, 
能满足检测方法的要求, 具体结果见表 3。 

 
表 2  地西泮及代谢物和丁香酚类化合物的质谱参数 

Table 2  Mass spectrometric parameters of diazepam and its metabolites and eugenol compounds 

化合物 CAS 号 分子量 保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 

地西泮 439-14-5 284.74  7.77 285.0789 153.9924, 222.0643 

去甲西泮 1088-11-5 270.72  6.63 271.0633 140.0269, 165.0224 

奥沙西泮 604-75-1 286.72  6.38 287.0582 241.0539, 269.0489 

替马西泮 3294-96-0 300.74  7.15 301.0738 255.0695, 283.0646 

地西泮-D5 65854-76-4 289.74  7.72 290.1103 154.0426, 227.1476 

丁香酚 97-53-0 164.20  9.19 165.0910 137.0606, 120.0817 

异丁香酚 97-54-1 164.20  9.88 165.0910 105.0709, 133.0657 

甲基丁香酚 93-15-2 178.23  9.47 179.1066 138.0684, 116.0028 

甲基异丁香酚 93-16-3 178.23 10.18 179.1066 151.0763, 116.0029 

乙酸丁香酚酯 93-28-7 206.26 10.34 207.1016 102.9712, 120.9818 

乙酰基异丁香酚 93-29-8 206.26 11.13 207.1016 143.9976, 102.9712 

 
表 3  水产品中地西泮及代谢物和丁香酚类化合物的方法学评价(n=6) 

Table 3  Methodological evaluation of diazepam, its metabolites and eugenol compounds in aquatic products (n=6) 

产品类别 化合物 线性范围/(μg/L) 相关系数(r2) 定量限
/(μg/kg) 

回收率/% 精密度/% 

水产品 

地西泮 

1.0~100.0  

0.9982 

0.5  

 92.3~110.0 ≤4.3 

去甲西泮 0.9994  85.7~104.2 ≤5.6 

奥沙西泮 0.9978  83.5~105.8 ≤6.4 

替马西泮 0.9985 78.2~92.5 ≤5.8 

丁香酚 0.9989 

2.0 

75.3~90.1 ≤7.2 

异丁香酚 0.9992   82.5~102.3 ≤6.5 

甲基丁香酚 0.9964 77.6~95.4 ≤6.8 

甲基异丁香酚 0.9991  84.8~93.1 ≤4.9 

乙酸丁香酚酯 0.9989  79.5~104.5 ≤4.5 

乙酰基异丁香酚 0.9994 80.7~98.4 ≤6.7 
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2.4  实际样品检测结果分析 

在运输车、垂钓塘和养殖塘共采集 114 份淡水鱼样品

进行检测, 其中运输车辆采鱼样 36 份, 其中 5 个样品检出

地西泮, 浓度范围 15.5~24.8 μg/kg; 15 个样品检出丁香酚, 
浓度范围 3.2~3824.0 μg/kg; 垂钓塘鱼样 50 份, 其中 35 个

样品检出地西泮, 浓度范围 0.6~4.5 μg/kg; 均未检出丁香

酚类化合物; 养殖塘鱼样 28 份, 均未检出地西泮及代谢物

和丁香酚类化合物, 具体结果见表 4。 
中华人民共和国农业农村部和公安部第 800 号公告

中将地西泮列入兽用精神药品, 明确规定养殖中不得使

用[21], 检出限量值为 0.5 μg/kg, 运输车辆中 5 份样品, 
垂钓塘 35 份样品检出地西泮 , 样品中地西泮检出率

35.1%, 均超过限量标准; 日本规定丁香酚最高残留限量

为 0.05 mg/kg[22], 美国和加拿大则禁止丁香酚作为食品

添加剂或者麻醉剂使用[23–24], 其他 5 种丁香酚类物质的

限量值还未有相应的规定。我国对丁香酚类的使用及限量

值尚无明确规定。根据检测结果, 丁香酚类化合物在运输

中使用的频次较高, 同时对其认知有限, 对丁香酚作为渔

用麻醉剂的监管依据尚不明确, 导致存在滥用。同时在运

输过程中检出地西泮, 表明运输过程有使用地西泮的可能

性, 除垂钓用窝料、饵料及诱鱼剂的使用是水体和水产品中

地西泮检出的重要原因外[25], 对流通环节中地西泮和丁香

酚使用情况引起重视。 

2.5  与文献方法的比较 

将本方法与文献报道的水产品中地西泮和丁香酚类

化合物的检测方法的定量限、精密度、回收率等方面进行

了比较, 结果见表 5。本研究基于 Turboflow 在线净化前处

理方法, 样品提取后在线净化分析, 整个过程仅用 11 mL
有机溶剂作为提取剂, 该方法自动化程度高, 有效节约了

人力和时间。对鲫鱼和青虾 2 种不同基质样品进行检测, 
获得方法定量限≤2.0 μg/kg, 同时方法精密度和回收率均

满足实际样品的检测要求。该方法具有样品处理快速简单、

环境友好、净化效果好等优点, 适用于水产品中地西泮及

丁香酚类化合物的检测。 
 

表 4  不同样品中地西泮及代谢物和丁香酚类化合物的检出情况 
Table 4  Detection of diazepam, its metabolites and eugenol compounds in different samples 

类别  样品数量/个 
检出率/% 检出浓度/(μg/kg) 

地西泮及代谢物 丁香酚类化合物 地西泮及代谢物 丁香酚类化合物 

淡水鱼 

运输车鱼 36 13.9 41.7 15.5~24.8 3.2~3824.0 

垂钓塘鱼 50 70.0 0 0.6~4.5 ND 

养殖塘鱼 28 0 0 ND ND 

注: ND 表示未检出。 
 

表 5  与文献方法比较 
Table 5  Comparison with other methods in literatures 

检测方式 检测耗时/min 有机溶剂/mL 检出限 
相对标准

偏差/% 
回收率/% 文献 

分子印记电化学 150 20 2.1027×10–8 mol/L <5  97.53~108.49 [26] 

胶体金免疫层析法 38 12 0.5 μg/kg 5.03~8.96 78.34~90.40 [27] 

气相色谱-串联质谱法 20 20 15 μg/kg 1.2~9.2  85.4~109.4 [28] 
高效液相色谱-串联质

谱法 
50 21 10 μg/kg 1.4~11.3  82.9~107.2 [29] 

UPLC-Q Exactive MS 30 11 0.5 μg/kg、2.0 μg/kg <10 75.3~110.0 本研究 

 
3  结  论 

本方法基于 Turboflow 在线净化和 UPLC-Q Exactive 
MS 技术, 建立水产品中地西泮及代谢产物和 6 种丁香酚

类物质的同时快速测定方法。方法操作简便、灵敏度高、

重现性好, 将所建立的方法用于实际样品的测定, 发现运

输环节中有地西泮和丁香酚类化合物检出, 除垂钓中窝饵

料的使用外[25,30], 运输环节也存在地西泮的使用可能。同

时丁香酚类化合物作为水产麻醉剂使用及限量标准尚无明

确的规定, 导致目前运输及市场水产品中丁香酚类化合物

残留率较高[31–32]。未来需对水产品中镇静剂或麻醉剂类物

质残留情况开展风险评估, 制定使用规范和限量标准, 并
将其纳入水产品质量安全监管范围, 保障消费者的健康。 
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