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［摘　 要］ 　 建立了超高效液相色谱 －质谱联用法（ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）快速测定中药材熊胆粉中 ９ 种

苯二氮艹
卓类药物残留的方法。 样品以乙腈为提取溶剂，经萃取盐包除杂提取，采用分散式固相萃取

管 （ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ ｄＳＰＥ） 净化，ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱（１． ７ μｍ，２． １ × １００ ｍｍ）分离，多反应监测

模式（ＭＲＭ）采集数据，外标法定量。 在优化的条件下，虽 ９ 种药物存在不同程度的基质效应，但不

影响检测结果的准确性。 方法学考察结果显示，９ 种苯二氮艹
卓类药物在对应的浓度范围内线性关系

良好，决定系数（Ｒ２）≥０． ９９６１，方法检出限（ＬＯＤ，Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）在 ０． ０６ ～ ０． ７１ μｇ ／ ｋｇ 范围内，定量限

（ＬＯＱ，Ｓ ／ Ｎ ＝ １０）在 ０． ２０ ～ ２． ６０ μｇ ／ ｋｇ 范围内，３ 个加标水平的平均回收率在 ６９． １％ ～ １０８． ０％范

围内，日内 ＲＳＤ 为 １． ８％ ～９． ０％ ，日间 ＲＳＤ 为 ２． ６％ ～ ９． ３％ 。 该方法前处理操作简便、重现性好，

准确度高，为熊胆粉中苯二氮艹
卓类药物残留的风险监控提供了一种有效的检测技术。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｕｌｔｒａ － ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ） ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｎｅ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ ｂｅａｒ ｂｉｌｅ ｐｏｗｄｅｒ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ， ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ｗａｓ ｒｅｍｏｖｅｄ
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ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｓａｌｔ ｐａｃｋａｇｅ， ｃｌｅａｎｅｄ ｕｐ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｍａｔｒｉｘ ｒｅｍｏｖａｌ ｌｉｐｉｄ － ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
（ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ ｄＳＰＥ）． Ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ａｎ ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （１． ７ μｍ， ２． １ × １００
ｍｍ），ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｍｏｄｅ （ＭＲＭ）， ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｍｅｔｈｏｄ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗａｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ９ ｄｒｕｇｓ． Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ９ ａｎａｌｙｔｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （Ｒ２ ） ｎｏｔ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０． ９９６１， ｔｈｅ
ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ， Ｓ ／ Ｎ ＝ ３） ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ０６ ～ ０． ７１ μｇ ／ ｋｇ， ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱ， Ｓ ／ Ｎ ＝ １０） ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ２０ ～ ２． ６０ μｇ ／ ｋｇ，ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ
ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ６９． １％ ～ １０８． ０％ ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤ） ｏｆ ｉｎｔｒａ － ｄａｙ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒ － ｄａｙ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １． ８％ ～ ９． ０％ ａｎｄ ２． ６％ ～ ９． ３％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｉｍｐｌｅ，
ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
ｎｉｎｅ ｏｆ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｂｅａｒ ｂｉｌｅ ｐｏｗｄｅｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ － ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）； ｂｅａｒ ｂｉｌｅ ｐｏｗｄｅｒ； ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅ ｄｒｕｇ； ｒｅｓｉｄｕｅｓ

　 　 熊胆汁干燥品为熊胆粉，熊胆粉是一种传统名

贵的动物源性中药材，具有清热解毒、平肝明目等

功效［１］，其主要化学成分是熊去氧胆酸、鹅去氧胆

酸、胆酸及去氧胆酸等，其他成分还包括少量脂肪

和蛋白质等［２］。 而苯二氮艹
卓类药物是一类镇静安

眠药［３ － ４］，用以改善焦虑、睡眠障碍等症状，在黑熊

养殖过程中，不良养殖户为了让黑熊少活动、多睡

觉，以达到胆囊多产胆汁的目的，同时防止引流胆

汁时熊注意力集中而咬伤到采集人员，因此，在饲

料中违规违法添加使用苯二氮艹
卓类药物，造成药物

在熊胆汁中大量累积，其不良后果是患者在服用中

药熊胆粉或其制剂后，通过食物链传递，药物转移

至人体内，给人体健康带来潜在的风险，这种风险

包括依赖或滥用潜力、过度镇静、认知损害及跌倒、
产生包括焦虑、不安、震颤、泌汗、失眠及惊厥等停

药症状［５］。 因此，保障熊胆粉质量安全，很有必要

去监测中药材熊胆粉中苯二氮艹
卓类药物残留。 目

前，针对苯二氮艹
卓类药物检测，国家监管部门已颁

布了相关标准，该类标准主要适用于保健食品和动

物源性食品，如 ＳＮ ／ Ｔ ３８４７ － ２０１９《出口食品中苯

二氮艹
卓类药物残留量的测定 液相色谱 － 质谱 ／质

谱法》 ［６］。 而动物源性中药材中苯二氮艹
卓类药物残

留检测的相关研究报道较少［７］，目前，没有熊胆粉

中苯二氮艹
卓类药物残留监测方面的应用报道。

ＱｕＥＣｈＥＲＳ（ｑｕｉｃｋ、ｅａｓｙ、ｃｈｅａｐ、ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ、ｒｕｇｇｅｄ
ａｎｄ ｓａｆｅ）是一种在动物源性产品兽药残留检测应

用中展现极大前景的前处理技术， 其优势是前处

理步骤简单、快速，能够提高效率并降低成本［８ － １５］。
传统的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法多采用吸附剂 ＰＳＡ 或 Ｃ１８
等，以乙腈为提取溶液，其净化能力有限，只能处理

基质较为简单的样品，对一些特殊的动物源性样品

净化不理想，而革新的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法多采用混合

吸附剂，在加入提取溶剂之前在样品中加入缓冲液

来调节 ｐＨ 以提高回收率，其优势是净化效果进一

步提高。 本文采用在样品中先加入缓冲液，然后以

乙腈为提取溶剂，以萃取盐包法沉淀蛋白及水溶性

杂质，其次采用分散式固相萃取管（ ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ
ｄＳＰＥ）细净化提取液，建立一种超高效液相色谱 －
质谱联用法（ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）同时测定中药材熊胆

粉中 ９ 种苯二氮艹
卓类药物残留的方法，旨在为熊胆

粉中苯二氮艹
卓类药物的监测和风险监控提供一种

有效的检测技术。
１　 材料与方法

１． １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ ＵＰＬＣ ／ ６４６０Ｃ 超高效液相

色谱 －串联三重四极杆质谱联用仪，配有电喷雾离
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子源（美国安捷伦科技有限公司）；Ｖｏｒｔｅｘ － ｇｅｎｉｅ２
涡旋混合器（美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；Ｈ１８５０ 离心机（湖南

湘仪）；ＭＳ１０５ＤＵ 分析天平 （梅特勒 － 托利多）；
Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＳＢＬ －
１０ＤＴ 超声波清洗器（宁波新芝生物科技股份有限

公司，功率为 ３００ Ｗ）；ＧＥＮＯ２０１０ 组织研磨仪（美
国 ＳＰＥＸ）。
１． ２　 试剂 　 甲醇、乙腈、乙酸乙酯（色谱纯，德国

Ｍｅｒｃｋ 公司）；甲酸、乙酸铵（色谱纯，东京化成工业

株式会社）； ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ ｄＳＰＥ 净化管（美国安捷

伦科技有限公司）；硫酸钠、氯化钠（分析纯，国药集

团化学试剂有限公司）。 对照品：马来酸咪达唑仑

（批号：１７１２５０ － ２０１００２；纯度：９９． ９％ ）、艾司唑仑

（批号：１７１２１９ － ２０１００３；纯度：９９． ７％ ）、奥沙西泮

（批号：１７１２２９ － ２０１５０５；纯度：９９． ８％ ）、硝西泮（批
号：１７１２１７ － ２０１４０３；纯度：９９． ９％ ）、劳拉西泮（批
号：１７１２５３ － ２０１１０２；纯度：９９． ２％ ）、阿普唑仑（批
号：１７１２１８ － ２０１３０５；纯度：９９． ５％ ）、氯硝西泮（批
号：１７１２２７ － ２０１４０４；纯度：９９． ９％ ）、三唑仑（批号：
１７１２３０ － ２０１２０３；纯度：９９． ６％ ）、地西泮 （批号：
１７１２２５ － ２００９０３；纯度：９９． ９％ ）均购自中国食品药

品检定研究院；熊胆粉样品购自中药材市场。
１． ３　 溶液制备

１． ３． １ 　 ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲液 　 称取柠檬酸

８． ４ ｇ，Ｎａ２ＥＤＴＡ １９． ５ ｇ，磷酸氢二钠 ７． １ ｇ，溶于

６５０ ｍＬ 水中，超声溶解。
１． ３． ２　 对照品溶液的配制　 分别精密称取 ９ 种苯

二氮艹
卓类对照品约 １０ ｍｇ 于 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，

用乙腈溶解并定容至刻度，混匀，配制成每 １ ｍＬ 含

１ ｍｇ 的对照品储备液，置 ４ ℃冷藏备用；使用时，
分别精密移取上述各对照品储备溶液适量，用乙腈

稀释配制成相应浓度的混合对照品中间溶液、混合

对照品使用溶液以及标准曲线溶液。
１． ３． ３ 　 供试品溶液的制备　 提取：取熊胆粉样品

适量，研细，混匀；精密称取熊胆粉约 １ ｇ 置于

５０ ｍＬ离心管中，加入 ３ ｍＬ ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲

液，加入 １ 粒陶瓷均质子，振荡摇匀，再加入乙腈

１０． ００ ｍＬ，在组织研磨仪上振荡涡旋 ５ ｍｉｎ，在

３００ Ｗ功率下超声提取 ５ ｍｉｎ，加入含 ４ ｇ 硫酸钠和

１ ｇ 氯化钠的萃取盐包，再涡旋 ２ ｍｉｎ，在 ４ ℃下以

４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 速率离心 １５ ｍｉｎ，取上清液待净化。
净化：精密移取上述上清液 ２． ００ ｍＬ 于 ＥＭＲ －

Ｌｉｐｉｄ ｄＳＰＥ 净化管中，涡旋 １ ｍｉｎ，在 ４ ℃ 下以

４０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ，取上清液过 ０． ２２ μｍ 滤膜，
供液相色谱 －质谱联用仪测定。
１． ４　 色谱 －质谱条件

１． ４． １ 　 色谱条件 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱

（１􀆰 ７ μｍ，２． １ × １００ ｍｍ）；流动相：以含 ０． １ ％ 甲酸

－２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ乙酸铵的水溶液为流动相 Ａ， 以含

０􀆰 １％甲酸的乙腈溶液为流动相 Ｂ，梯度洗脱程序：
０ ～ ３． ０ ｍｉｎ，１０％ ～ ３０％ Ｂ；３． ０ ～ ５． ０ ｍｉｎ，３０％ ～
９０％Ｂ；５． ０ ～ ７． ０ ｍｉｎ，９０％Ｂ；７． ０ ～ ８． ０ ｍｉｎ，９０％ ～
１０％ Ｂ；８． ０ ～ ９． ０ ｍｉｎ，１０％Ｂ。 柱温：３５ ℃；进样量：
２ μＬ；流速：０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；分析时间：９ ｍｉｎ。
１． ４． ２ 　 质谱条件　 电离源：喷射流电喷雾离子源

（ＡＪＳ ＥＳＩ）；离子源模式：正离子模式；采集方式：多
反应监测模式（ＭＲＭ）；干燥气：Ｎ２；干燥气流量：
８ Ｌ ／ ｍｉｎ；干燥气温度：３２５ ℃；雾化气压力：４５ ｐｓｉ；
毛细管电压：４０００ Ｖ；鞘流气流量：１２ Ｌ ／ ｍｉｎ；鞘流

气温度：３５０ ℃，相关质谱采集参数见表 １。
２　 结果与分析

２． １　 前处理条件优化

２． １． １ 　 提取溶剂的选择　 本实验分别选择甲醇、
乙腈、乙酸乙酯为提取溶剂，以相同水平浓度的 ９
种目标分析物加标对应回收率为依据，按照 １． ３． ３
和 １． ４ 项下条件进行前处理和上机分析，考察提取

溶剂的提取效果。 结果表明，以甲醇为提取溶剂

时，回收率处于 １５％ ～ ５６％ 之间，且大多数目标分

析物的回收率小于 ４０％ ；以乙酸乙酯为提取溶剂

时，回收率处于 ５１％ ～ １８０％ 之间，且除硝西泮之

外，其余目标分析物回收率普遍偏高；以乙腈为提

取溶剂时，目标分析物的回收率整体较好，这可能

是乙腈对目标分析物具有较好的溶解性，同时能很

好地沉淀蛋白质，去除杂质比较充分，整体上降低

了基质的干扰（图 １）。 因此，最终选择乙腈为提取

溶剂。

·９２·
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图 １　 不同提取溶剂对 ９ 种苯二氮艹
卓类药

物提取效率的影响

Ｆｉｇ １　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｎｉｎｅ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅ ｄｒｕｇｓ

２． １． ２　 净化方法的选择　 由于熊胆粉样品基质中

含有较多熊去氧胆酸、鹅去氧胆酸、胆酸、去氧胆酸及

少量脂肪和蛋白质，这些类别的杂质会在提取过程中

进入提取液，在分析目标化合物时会产生基质效应，对
检测结果造成干扰，这些杂质大部分是脂溶性的，因此

需要采用高脂类净化方式来除杂，而增强型脂质去除

分散固相萃取净化管（ＥＭＲ － Ｌｉｐｉｄ ｄＳＰＥ）是专门为多

脂样品中脂质性杂质的选择性净化而设计，因此，本实

验选择 ＥＭＲ －Ｌｉｐｉｄ ｄＳＰＥ 方式进行净化。
２． ２　 色谱质谱条件优化

２． ２． １　 色谱条件优化　 苯二氮艹
卓类药物为中等极

性化合物，因此，本实验选择了适用于大部分化合

物通用的 ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８ 分离色谱柱。 为了寻

找最佳分离条件，在正离子电喷雾模式下设计了 ４
种流动相组分洗脱方案，分别为甲醇 － 水，乙腈 －
水，乙腈 － ０． １％ 甲酸水溶液，０． １％ 甲酸乙腈 － 含

０． １％甲酸的 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵的水溶液。 结果发

现，以前三种流动相组分洗脱时，９ 种药物都出现

不同程度的响应值弱、分离度差的现象；而以 ０． １％
甲酸乙腈 －含 ０． １％甲酸的 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵为流动

相，９ 种苯二氮艹
卓类药物的离子化效果、分离度及灵

敏度都有所提高，尤其是药物峰型的拖尾及尖锐程

度有所改善。 因此，最终选择 ０． １％ 甲酸乙腈 － 含

０． １％甲酸的 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵，作为流动相。
２． ２． ２　 质谱条件优化　 本实验中选择电喷雾正离

子扫描模式，对影响离子化效率的干燥气温度、鞘气

温度、鞘气流量、雾化气压力、毛细管电压、碰撞能量

等条件进行了优化，选择丰度较高且基质干扰小的 ２
个特征离子分别作为定性离子和定量离子，运用

ＭＲＭ 模式对目标分析物进行定性和定量，最终获得

的质谱参数保证每个峰有足够的采集点数，确保被

检测物的灵敏度和选择性达到要求，最终获得的 ９

种苯二氮艹
卓类药物检测离子对及相关参数见表 １。

表 １　 ９ 种苯二氮艹
卓类药物检测离子对及相关参数

Ｔａｂ １　 Ｉｏｎ ｐａｉｒｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｎｉｎｅ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅ ｄｒｕｇｓ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

母离子 ／ （ｍ ／ ｚ）
Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ ／ （ｍ ／ ｚ）

子离子 ／ （ｍ ／ ｚ）
Ｄａｕｇｈｔｅｒ ｉｏｎ ／ （ｍ ／ ｚ）

碎裂电压 ／ Ｖ
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ／ Ｖ

碰撞能量 ／ ｅＶ
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

咪达唑仑（Ｍｉｄａｚｏｌａｍ） ３２６． １ ２９１． ０∗ ／ ２４３． ９ １３５ ２４ ／ ２８

艾司唑仑（Ｅｓｔａｚｏｌａｍ） ２９５． １ ２６７． ０∗ ／ １９２． ０ １３５ ２４ ／ ２０

奥沙西泮（Ｏｘａｚｅｐａｍ） ２８７． ０ ２４１． ０∗ ／ １６２． ９ １３５ ２０ ／ ３０

硝西泮（Ｎｉｔｒａｚｅｐａｍ） ２８２． １ ２５４． ０ ／ ２３６． ０∗ １３５ ２０ ／ ２４

劳拉西泮（Ｌｏｒａｚｅｐａｍ） ３２１． １ ３０２． ９ ／ ２７５． ０∗ １３５ １２ ／ ２０

阿普唑仑（Ａｌｐｒａｚｏｌａｍ） ３０９． １ ２８１． ０∗ ／ ２７４． １ １３５ ２４ ／ ２４

氯硝西泮（Ｃｌｏｎａｚｅｐａｍ） ３１６． ０ ２４０． ９ ／ ２１３． ８∗ １３５ ３０ ／ ４０

三唑仑（Ｔｒｉａｚｏｌａｍ） ３４３． １ ３０８． ０ ／ ３１４． ９∗ １３５ ４４ ／ ２８

地西泮（Ｄｉａｚｅｐａｍ） ２８５． １ ２５７． １∗ ／ ２２２． １ １３５ ２０ ／ ２８

　 　 “∗”为定量离子

２． ３　 基质效应 　 本实验通过取空白样品，按照前

处理方法制备成空白样品基质溶液，再分别用空白

样品基质溶液与纯溶剂配制成相同浓度的对照品

溶液，以两者同一药物质谱响应值比值的百分数来

·０３·
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评价基质效应 （ Ｍａｔｒｉｘ Ｅｆｆｅｃｔ， ＭＥ），若 ＭＥ 大于

１００％ ，则存在基质增强效应；若 ＭＥ 小于 １００％ ，则
存在基质抑制效应；若 ＭＥ 接近 １００％ ，则不存在基

质效应，本实验设计了两个浓度级别 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 和

３０ ｎｇ ／ ｍＬ，结果发现，９ 种化合物在 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 的条

件下，除劳拉西泮存在基质效应增强效应外，其余

分析物存在一定程度的基质抑制效应，其中基质抑

制效应最强的是咪达唑仑和硝西泮；在 ３０ ｎｇ ／ ｍＬ
的浓度下，艾司唑仑、奥沙西泮、阿普唑仑存在一定

程度的基质增强效应，其余待测物存在不同程度的

基质抑制效应。 虽然各待测物存在不同程度的基

质效应，但不影响检测结果（图 ２）。

图 ２　 ９ 种苯二氮艹
卓类药物的基质效应

Ｆｉｇ ２　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｎｅ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅ ｄｒｕｇｓ

２． ４　 线性关系、检出限与定量限 　 取混合对照品

使用溶液配制成一系列标准曲线溶液，在１． ４项条

件下进行上机分析，以 ９ 种苯二氮艹
卓类药物的定量

离子峰面积为纵坐标（ ｙ），相应的浓度为横坐标

（ｘ）进行线性回归，外标法定量。 结果显示，在 ０ ～
４０ ｎｇ ／ ｍＬ 的浓度范围内，各目标分析物呈现良好

的线性关系，决定系数（Ｒ２ ）均大于等于 ０． ９９６１。
取混合对照品使用溶液适量加至空白样品基质中，
按照 １． ３． ３ 项和 １． ４ 项下进行前处理和上机测定，
以 ３ 倍 信 噪 比 确 定 各 目 标 分 析 物 的 检 出 限

（Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉｍｉｔ，ＬＯＤ），以 １０ 倍信噪比确定各

目标分析物的定量限（Ｌｉｍｉｔ ｏｆ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＬＯＱ），

结果表明，９ 种苯二氮艹
卓类药物检出限在 ０． ０６ ～

０． ７１ μｇ ／ ｋｇ范围内，定量限在 ０． ２０ ～ ２． ６０ μｇ ／ ｋｇ
范围内（表 ２）。
２． ５　 回收率及相对标准偏差考察　 取空白样品，
分别按 １０、５０、１００ μｇ ／ ｋｇ 添加 ３ 个水平的混合对照

品溶液，考察方法的回收率和日间、日内相对标准偏

差（ＲＳＤ）。 每个添加水平制备平行样 ６ 份，在 １􀆰 ３． ３
项和 １． ４ 项条件下进行前处理和上机分析，计算相

应的回收率与相对标准偏差 （Ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｓｔａｎｄａｒｄ
Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ），结果显示，在 ３ 个加标水平下，９
种目标分析物的加标平均回收率为 ６９． １％ ～
１０８． ０％ ，日内 ＲＳＤ 为 １． ８％ ～ ９． ０％ ，日间 ＲＳＤ 为

２． ６％ ～９． ３％ （表 ３）。

表 ２　 ９ 种苯二氮艹
卓类药物的线性关系、检出限和定量限

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ， ＬＯＤ ａｎｄ ＬＯＱ ｏｆ ｎｉｎｅ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅ ｄｒｕｇｓ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

线性关系
Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

决定系数 Ｒ２

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ Ｒ２
线性范围

Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （ｎｇ·ｍＬ － １）
检出限

ＬＯＤ ／ （μｇ·ｋｇ － １）
定量限

ＬＯＱ ／ （μｇ·ｋｇ － １）

Ｍｉｄａｚｏｌａｍ ｙ ＝ ６６７． ６８３４ｘ ＋ ４９０． ２３７７ ０． ９９７６ ０ ～ ４０ ０． １０ ０． ３６

Ｅｓｔａｚｏｌａｍ ｙ ＝ ６７９． ６２７９ｘ ＋ ４８９． ６５４４ ０． ９９９０ ０ ～ ４０ ０． ０６ ０． ２０

Ｏｘａｚｅｐａｍ ｙ ＝ ３５２． ５３１４ｘ ＋ ２１８． ７８７０ ０． ９９８５ ０ ～ ４０ ０． ７１ ２． ００

Ｎｉｔｒａｚｅｐａｍ ｙ ＝ １２５８． ０５１１ｘ ＋ １０２５． ２６１８ ０． ９９７３ ０ ～ ４０ ０． ２１ ０． ７３

Ｌｏｒａｚｅｐａｍ ｙ ＝ １５３． ８８３２ｘ ＋ １４１． ２４２６ ０． ９９６１ ０ ～ ４０ ０． ６８ ２． ３０

Ａｌｐｒａｚｏｌａｍ ｙ ＝ ７０３． １０４８ｘ ＋ ４９７． ６５８６ ０． ９９８１ ０ ～ ４０ ０． ２８ １． １０

Ｃｌｏｎａｚｅｐａｍ ｙ ＝ ８９． ６８３４ｘ ＋ ４８． ８３７６ ０． ９９７９ ０ ～ ４０ ０． ７０ ２． ６０

Ｔｒｉａｚｏｌａｍ ｙ ＝ ２４３． ６０２４ｘ ＋ ２５３． ９７５７ ０． ９９８５ ０ ～ ４０ ０． ４５ １． ３０

Ｄｉａｚｅｐａｍ ｙ ＝ ４９５． ９６６９ｘ ＋ ４９４． ３１２６ ０． ９９８０ ０ ～ ４０ ０． ２６ ０． ８６
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表 ３　 ９ 种苯二氮艹
卓类药物的平均回收率与相对标准偏差（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ３　 Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ ｎｉｎｅ ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅ ｄｒｕｇｓ（ｎ ＝６）

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｓｐｉｋｅｄ １０ μｇ ／ ｋｇ Ｓｐｉｋｅｄ ５０ μｇ ／ ｋｇ Ｓｐｉｋｅｄ １００ μｇ ／ ｋｇ

Ｉｎｔｒａ － ｄａｙ Ｉｎｔｅｒ － ｄａｙ Ｉｎｔｒａ － ｄａｙ Ｉｎｔｅｒ － ｄａｙ Ｉｎｔｒａ － ｄａｙ Ｉｎｔｅｒ － ｄａｙ

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

ＲＳＤ
／ ％

Ｍｉｄａｚｏｌａｍ ７０． ２ ５． ６ ７３． ２ ６． １ ８４． ６ １． ８ ８２． １ ２． ６ ７８． ５ ６． ３ ７６． ５ ６． ８

Ｅｓｔａｚｏｌａｍ ７８． ５ ７． ２ ７５． ３ ６． ８ １０８． ０ ６． ３ １０３． ２ ７． １ ９３． ５ ４． ２ ９５． １ ５． ０

Ｏｘａｚｅｐａｍ ７３． ６ ６． ８ ７０． ３ ５． ３ １０６． ０ ４． ５ １０１． ２ ６． １ ９８． １ ８． ３ ９５． ４ ８． ０

Ｎｉｔｒａｚｅｐａｍ ６９． １ ８． ５ ７０． ５ ８． １ ７０． １ ５． ６ ７１． ３ ６． ０ ７６． ２ ８． １ ７５． ２ ８． ５

Ｌｏｒａｚｅｐａｍ ８６． １ ７． ２ ８５． ０ ７． ０ ８１． ２ ５． ９ ７９． ８ ６． ３ ８０． ０ ３． ２ ７８． ３ ３． ８

Ａｌｐｒａｚｏｌａｍ ７４． ８ ３． ６ ７５． １ ３． ２ １０３． ０ ６． ２ １０１． ３ ５． ８ ９８． ２ ９． ０ ９７． ５ ８． ７

Ｃｌｏｎａｚｅｐａｍ ７６． ０ ５． ９ ７８． ５ ６． １ ８２． １ ４． ５ ８０． ９ ５． ３ ８０． ３ ５． １ ７９． １ ５． ８

Ｔｒｉａｚｏｌａｍ ７６． ３ ７． ８ ７８． ２ ７． ６ ９６． ２ ７． ８ ９３． ４ ８． １ １０４． １ ７． ９ １０２． ３ ７． ７

Ｄｉａｚｅｐａｍ ７９． ８ ７． ３ ８１． ３ ７． ８ ８２． ５ ４． ６ ８０． ２ ５． ２ ８７． １ ８． ８ ８６． １ ９． ３

２． ６　 实际样品测定　 采用本方法对市售的 １０ 批

次中药材熊胆粉进行测定，结果显示，在 １０ 批次样

品中均未检出上述 ９ 种苯二氮艹
卓类药物，这说明熊

胆粉中苯二氮艹
卓类安眠药的质量安全风险因子属

于低级别。
３　 讨论与结论

目前，临床上使用的熊胆粉几乎全部来源于人

工饲养的熊，不良养殖户在饲养环节使用苯二氮艹
卓

类药物，造成熊胆粉存在外源性风险因子，这种外

源性药物一旦被人长期食用，便会产生依懒性，停
药后有戒断症状，因此监测熊胆粉中该类药物残留

有重要意义。 当前，已有测定动物源性食品［１６］、生
物样本（全血、尿液、唾液） ［１７］、保健食品等样品苯

二氮艹
卓类药物的相关文献报道，已报道文献所采用

的方法都是液质联用法，扫描模式有多反应监测

（ＭＲＭ） －条件触发 －增强子离子扫描；所采用的定

性定量方法主要有外标法和同位素内标法；采用的

提取溶剂多为乙腈或者酸化乙腈。 采用的净化方

式，猪肉一般用乙腈提取目标物后用固相萃取柱净

化；生物样品由于其成分复杂，杂质多，ＱｕＥＣｈＥＲＳ
法是常见净化方法，提取步骤加入纯化水，在盐包

存在的条件下，以乙腈作为提取溶剂，在低温高速

离心条件下，有机层与水相层分层，提取目标物进

入有机层、蛋白质磷脂等杂质进入水相层；在净化

步骤，多采用 Ｃ１８、ＰＳＡ 等吸附剂进一步净化，得到

满足液质分析的供试品溶液。 最新的苯二氮艹
卓类

药物检测国家标准是 ＳＮ ／ Ｔ ３８４７ － ２０１９《出口食品

中苯二氮艹
卓类药物残留量的测定 液相色谱 － 质

谱 ／质谱法》 ［６］，同时适用于保健食品和动物源性食

品中苯二氮艹
卓类药物的检测，相比以前作废的标准

ＳＮ ／ Ｔ ２２２０ － ２００８ 和 ＳＮ ／ Ｔ ３８４７ － ２０１４，２０１９ 年新

发布的标准 ＳＮ ／ Ｔ ３８４７ － ２０１９ 增加了鱼肉、鸡肉、
鸡蛋、牛奶、蜂蜜、肠衣等基质。 在 ＳＮ ／ Ｔ ３８４７ －

２０１９ 标准中，保健食品试样中的苯二氮艹
卓类药物

用二氯甲烷 － 乙醚混合溶液提取，提取液经浓缩

后，内标法定量，供液质联用仪测定；动物源性试样

中的苯二氮艹
卓类药物采用 β － 盐酸葡萄糖醛苷酶

水解，在碱性条件下用乙酸乙酯 － 异丙醇混合溶液

提取，阳离子交换柱净化后，内标法定量，供液质联

用仪测定。
虽然，动物源性中药材与动物源性食品有相似

的来源，但是动物源性中药材受后期成药炮制加

工，与动物源性食品基质有本质上的区别。 目前，

未见动物源性中药材中的苯二氮艹
卓类药物测定的

研究报道，因此，本研究瞄准中药材熊胆粉中苯二

氮艹
卓类药物测定，以期为中药材熊胆粉药物残留的

·２３·
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识别与监测提供一种技术支持，保障其质量安全。
相比文献报道和现行国家标准的前处理方法，本研

究采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理方法，前处理步骤简单、
易于操作，没有繁琐的活化、洗脱固相萃取柱、浓缩

旋蒸、水解等步骤，提取净化前采用缓冲液调节

ｐＨ，提取步骤采用萃取盐包提取，净化步骤采用增

强型脂质去除分散式固相萃取管直接除杂，能够缩

短常规净化方式的时间，提高实验的时效性，及时

发现有问题样品，使监管前移，同时该方法去除基

质效果良好，灵敏度和准确度能够满足检测要求。
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