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［摘　 要］ 　 建立超高效液相色谱 － 串联质谱测定牛羊可食性组织中巴氯芬残留量的分析方法。
取均质后的动物组织经 ８０％ （Ｖ ／ Ｖ）乙腈甲酸溶液提取， 加入无水硫酸镁和氯化钠进行脱水和盐

析，高速离心分层后合并提取液，取适量乙腈层溶液经 ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 直过式固相萃取柱净化后，以
４０ ℃氮气吹干。 残渣以 １５％乙腈甲酸溶液复溶后以反相 Ｃ１８为固定相，０． １％ 甲酸与 ０． １％ 甲酸

乙腈为流动相，采用梯度洗脱程序进行分离，以串联质谱进行同位素内标法定性定量分析。 巴

氯芬在 ０ ． ５ ～ ５０ μｇ ／ ｋｇ范围内线性关系良好（ ｒ ＝ ０． ９９９４） ，方法的最低检出限为 ０ ． ２５ μｇ ／ ｋｇ，
最低定量限为０ ． ５０ μｇ ／ ｋｇ， 添加回收率在 ８９ ． ０９％ ～ １０９． ５２％ 内，批内批间变异系数（ＣＶ）小

于 １０％ 。 该方法具有较好的准确度与精密度，适用于牛羊可食性组织中巴氯芬残留量的

测定。
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ｃｏｌｕｍｎ ａｓ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ， ａｎｄ ０． １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｔｏｇｅｔｈｅｒ ｗｉｔｈ ０． １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ． Ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｉｓｏｔｏｐｅ
ｉｎｔｅｒｎａｌ ｍｅｔｈｏｄ． Ｂａｃｌｏｆｅｎ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ５ ～ ５０ μｇ ／ ｋｇ（ ｒ ＝ ０． ９９９４）． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＬＯＤ） ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ０． ２５ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ （ ＬＯＱ） ｗａｓ ０． ５０ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ８９． ０９％ ～１０９． ５２％ ， ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ（ＣＶ） ｗｉｔｈｉｎ ａｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｗｅｒｅ
ｂｏｔｈ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ １０％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｇｏｏｄ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｂａｃｌｏｆｅｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｐｉｇ ａｎｄ ｃｈｉｃｋｅｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂａｃｌｏｆｅｎ； ｄｉｒｅｃｔ ｐａｓｓ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｒｅ ｏｆ ｏｖｉｎｅ ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ； ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍ⁃
ａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ； ｉｓｏｔｏｐｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 巴氯芬（Ｂａｃｌｏｆｅｎ， 分子式 Ｃ１０ Ｈ１２ ＣｌＮＯ２，ＣＡＳ

Ｎｏ：１１３４ － ４７ － ０）又名贝康芬、贝可芬，结构式见图

１，是一种 Ｂ 型 γ － 氨基丁酸 （γ － ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ

ｔｙｐｅ Ｂ， ＧＡＢＡＢ）受体激动剂［１］，临床上常被用作镇

痛或镇静剂［２］、抗痉挛剂和中枢肌肉松弛剂［３］、酒

精或药物成瘾治疗用药［４］ 以及脑卒中等心脑血管

疾病治疗用药［５］。 不当使用巴氯芬可能造成焦虑、

幻觉、意识错乱等不良反应［６ － ８］，因此并未允许在

畜牧养殖业使用。 目前国内现行有效标准只涉及

饲料和尿液中检测巴氯芬含量，另有少量研究猪尿

和猪肉中巴氯芬残留的方法研究文献见诸报

道［９ － １１］，其定量限可达 ５ μｇ ／ ｋｇ，但对于违禁药物

检测该方法灵敏度略显不足，也没有覆盖牛羊等反

刍动物，因此有必要研究牛羊可食性组织中巴氯芬

残留量的测定方法。

据现有文献报道，巴氯芬含量的测定常见的仪

器分析方法有紫外分光光度法［１２］、高效液相色

谱 －紫外可见光谱法［１３］、毛细管电泳 － 激光诱导

荧光法［１４］以及液相色谱 － 串联质谱法等。 其中紫

外分光光度法只适用于基质相对单一的药物或原

料成分分析；液相色谱 － 紫外可见光谱法可用于临

床研究分析血浆和体液中的微量巴氯芬；而毛细管

电泳 －激光诱导荧光法由于其对生物大分子具有一

定的分离能力，常被用于研究药物靶组织中原药浓

度。 但上述这些基于光谱检测器的方法都存在易受

背景干扰和灵敏度难以适应痕量分析要求的问题。

液相色谱 －串联质谱同时兼具较高的检测灵敏度和

图 １　 巴氯芬化学结构式

Ｆｉｇ １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂａｃｌｏｆｅｎ

方法特异性，有研究表明其检测饲料中违规添加的

巴氯芬灵敏度可达 ２０ μｇ ／ ｋｇ［１５］，但受制于当时的前

处理技术和检测器灵敏度，其只能以饲料作为检

测对象，难以适应基质更为复杂，灵敏度要求更

为苛刻的动物组织残留量测定的要求。 直过式

固相萃取技术具有简便、快捷、节省的前处理手

段已被广泛运用于各种食品与农产品中的兽药

或农药残留检测 ［１６ － １７］ ，其结合液相色谱 － 串联

质谱技术运用于畜禽可食性组织中的巴氯芬残

留测定可同时满足方法检测灵敏度、特异性、准

确性和稳定性要求，成为未来动物组织中巴氯芬

残留监控的有效方法手段。

１　 材料和方法

１． １　 仪器　 ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｉｖａ 串联四级杆质谱带 Ｈ －

ＥＳＩ 电离喷雾源，Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ＲＳ 超高效液相色谱、

Ｘｃａｌｉｂｕｒ 控制软件及数据处理系统 （Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，美国）；Ａｌｌｅｇｒａ Ｘ － ２２Ｒ 高速冷冻离

心机（Ｂｅｃｈｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司，美国）；ＡＬ２０４ 电子天

平（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司，瑞士）。

１． ２　 材料、药品与试剂 　 巴氯芬对照品（批号：
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Ｓ０９８３２１， １００ μｇ ／ ｍＬ， 天津阿尔塔科技有限公

司）；巴氯芬 － Ｄ４ 对照品（Ｃ１０Ｈ８Ｄ４ＣｌＮＯ２，ＣＡＳ Ｎｏ：

１１８９９３８ － ３０ － ４， 批号：Ｓ０９２２３３， １００ μｇ ／ ｍＬ， 天

津阿尔塔科技有限公司）；牛肉、牛脂肪、牛肝、牛

肾、羊肉、羊脂肪、羊肝、羊肾； 甲酸、乙腈、甲醇、正

己烷、异辛烷（色谱纯， 德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；无水硫

酸镁、氯化钠（分析纯， 上海凌峰化学试剂有限公

司）；阴离子交换柱 ＭＡＸ、阳离子交换柱 ＭＣＸ、直过

式中性疏水作用净化柱 ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ（１００ｍｇ ／ ３ｍＬ，

Ｗａｔｅｒｓ 公司）；去离子水（电阻率≥１８ ＭΩ·ｃｍ）。

１． ３　 实验方法

１． ３． １　 色谱条件　 固定相：十八烷基键合硅胶色谱

柱（Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ － Ｃ１８ １００ ｍｍ × ２． １ ｍｍ，１． ８ μｍ），柱

温：３０ ℃， 流速：０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 进样量：５ μＬ。 流动

相： Ａ 为 ０． １％甲酸水溶液，Ｂ 为 ０． １％甲酸乙腈溶

液，采用梯度洗脱，０ ～ １ ｍｉｎ Ａ 保持 ８５％，Ｂ 保持

１５％不变；１ ～ ３ ｍｉｎ Ａ 由 ８５％ 匀速变至 １５％，Ｂ 由

１５％变至 ８５％；３ ～ ５ ｍｉｎ Ａ 保持 １５％，Ｂ 保持 ８５％；

５ ～８ ｍｉｎ Ａ 和 Ｂ 均回复至初始比例平衡 ３ ｍｉｎ。

１． ３． ２　 质谱条件　 采用电喷雾离子源 ＥＳＩ ＋ 模式，

电离电压 ３６００ Ｖ， 辅助气（ａｕｘ ｇａｓ）流速 ８ Ｌ ／ ｍｉｎ，

鞘气（ ｓｈｅａｔｈ ｇａｓ） 压力 ３８０ ｋＰａ， 吹扫气 （ ｓｗｅｅｐ

ｇａｓ）流速 ０． ４ Ｌ ／ ｍｉｎ， 离子传输管 （ ｉｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ

ｔｕｂｅ） 温 度 ３５０ ℃， 雾 化 器 （ ｖａｐｏｕｒｉｚｅｒ ） 温 度

３５０ ℃， 检测模式为选择反应监控模式（ ＳＲＭ），

一、二级离子半峰宽均设为 ０． ７ Ｄａ，具体质谱条件

参数如表 １ 所示。

表 １　 质谱选择反应监控参数

Ｔａｂ １　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ ｆｏｒ ｂａｃｌｏｆｅｎ

化合物 电离模式
母离子
（ｍ ／ ｚ）

子离子
（ｍ ／ ｚ）

碰撞
能量 ／ ｅＶ

透镜
电压 ／ Ｖ

巴氯芬 ＥＳＩ ＋ ２１４

１１６ ３２

１５１∗ １６

１９７ １０

６３

巴氯芬 －Ｄ４ ＥＳＩ ＋ ２１８ １５５∗ １９ ６３

　 ∗为定量离子对

１． ３． ３　 前处理条件　 称取试料 ２． ００ ｇ（准确至 ±

０． ０２ ｇ）于 ５０ ｍＬ 具盖离心管中，添加 ２０ μＬ 的 １００

ｎｇ ／ ｍＬ 巴氯芬 － Ｄ４ 同位素内标工作液，加入 １０ ｍＬ

乙腈∶ １ ｍｏＬ ／ Ｌ 高氯酸 ＝ ８０ ∶ ２０ （ Ｖ ／ Ｖ），振荡提取

５ ｍｉｎ，９０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 将上清液转移至

５０ ｍＬ具盖离心管中。 重复上述操作步骤重复提取

一次，合并 ２ 次提取液，依次加入无水硫酸镁 ２ ｇ 和

氯化钠 ２ ｇ，涡旋震摇 １ ｍｉｎ 后 ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

３ ｍｉｎ，取上清液备用。 取备用液 １０ ｍＬ，直接通过

ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取净化小柱，涡旋振荡 １ ｍｉｎ 后

经滤纸过滤，收集全部滤液以 ４０ ℃水浴氮气吹干，

加入 １􀆰 ００ ｍＬ 乙腈∶ ０． １％甲酸 ＝ １５∶ ８５（Ｖ ／ Ｖ），取上

层清液经 ０􀆰 ２２ μｍ 尼龙针式滤膜过滤后，续滤液供

液相色谱 －串联质谱仪测定。

１． ３． ４　 线性定量范围　 分别取巴氯芬标准工作溶

液适量，以 ０． １％甲酸溶液进行稀释，配制成含巴氯

芬分别为 ０． ２５、０． ５０、１． ００、２． ５０、５． ００、２５􀆰 ００ ｎｇ ／ ｍＬ，

巴氯芬 － Ｄ４ 内标含量均为 １． ００ ｎｇ ／ ｍＬ 的标准曲

线系列溶液，按 １． ３． １ 与 １． ３． ２ 实验条件上机测

定，记录各通道积分面积，以确定方法的定量范围。

１． ３． ５ 　 基质效应 　 称取均质后空白组织样品

２． ００ ｇ按 １． ３． ３ 前处理条件进行预处理后获得空白

基质溶液，取适量巴氯芬 １００ μｇ ／ ｍＬ 标准贮备液以

该空白基质溶液稀释至 ０． ５、１． ０ 和 ２． ５ ｎｇ ／ ｍＬ 后

按１． ３． １与 １． ３． ２ 仪器条件进样分析，另以 １５％ 乙

腈甲酸溶液为纯溶剂进行比较分析。 基质效应

（％ ） ＝基质溶液中分析物峰面积 ／纯溶剂中分析物

峰面积∗１００％ 。

１． ３． ６　 方法灵敏度　 分别称取 ２． ００ ｇ 组织样品各

３ 份于离心管中，其中 １ 份作为空白基质，另外 ２ 份

依次加入己知浓度的巴氯芬标准溶液与巴氯芬 － Ｄ４

同位素内标溶液，制成含巴氯芬含量为 ０． ２５ μｇ ／ ｋｇ

和 ０． ５０ μｇ ／ ｋｇ 的样品，其中巴氯芬 － Ｄ４ 同位素内标

含量均为 １． ００ μｇ ／ ｋｇ；按前述 １． ３． ３ 处理方法处理

后，以 １． ３． １ 与 １． ３． ２ 仪器条件进样分析。 依据检出

限（ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ）信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＞３ 和定量限
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（ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ， ＬＯＱ）信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＞ １０ 的原则

对这两个添加含量水平的样品检测结果进行验证。

１． ３． ７　 方法精密度与准确度 　 分别取均质后的

牛、羊可食性组织各３ 批次，每批次称取６ 份样品，其

中添加定量限 ０． ５０ μｇ ／ ｋｇ、２ 倍定量限１． ００ μｇ ／ ｋｇ和

５ 倍定量限 ２． ５０ μｇ ／ ｋｇ 的巴氯芬，巴氯芬 － Ｄ４ 同位

素内标均添加 １ ． ００ μｇ ／ ｋｇ，按前述 １． ３． ３ 进行前

处理后，以 １． ３． １ 与 １． ３． ２ 中仪器条件进行检测，

计算其回收率与批内批间变异系数 ＣＶ％ ，以考察

方法的准确度与精密度。

２　 结果与分析

２． １　 色谱条件的优化 　 固定相分别比较了同品

牌的 Ｃ１８ 和五氟苯基 （ ＰＦＰ） 色谱柱， 规格均为

１００ ｍｍ ×２． １ ｍｍ，亚 ２ 微米粒径填料，其色谱质谱

图如图 ２ 所示， ＰＦＰ 虽然加强了保留，但其柱效和

峰形对称性不如 Ｃ１８柱，因此选用 Ｃ１８色谱柱。

（ａ）五氟苯基 ＰＦＰ 柱；（ｂ）十八烷基硅胶键合相 Ｃ１８柱

上方均为巴氯芬定量离子对通道；下方均为巴氯芬 － Ｄ４ 同位素内标定量离子对通道

图 ２　 色谱条件比较 ＳＲＭ 色谱质谱图（５ ｎｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｌｕｍｎｓ ｏｎ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｌｏｆｅｎ
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２． ２　 线性定量范围　 按前述 １． ３． ４ 条件进行实验，
以巴氯芬进样浓度 ｘ 为横轴，以其定量通道内目标

峰与同位素内标定量通道内相应峰积分面积比

ｙ 为纵轴，绘制曲线并线性拟合，获得线性拟合方程

ｙ ＝ Ａｘ ＋ Ｂ 与线性相关系数 ｒ，其中 Ａ ＝ ２． １２３６，
Ｂ ＝ － ０． １８１９２３，在 ０． ５ ～ ５０ μｇ ／ ｋｇ 添加含量范围

内方法具有良好的线性，ｒ ＝ ０． ９９９４。
２． ３　 提取效率与净化效率的优化　 按 １． ３． ５ 实验

条件比较巴氯芬在牛羊肉中的绝对回收率以确定

最优的前处理方式，结果见表 ２。 在同等条件下采

用更高比例有机相的提取液具有更高的提取效

率，无机相选择 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 高氯酸相比 ０． １％ 甲酸和

１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸具有更高的提取效率；有机相选择乙

腈相比甲醇具有更高的提取效率，对提取液的净

化过程中采用阳离子交换机理的 ＭＣＸ 柱和直过

式中性疏水作用柱 ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 都得到了较为令人

满意的回收率，但是相比较之下采用中性疏水作

用柱 ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 具有更便捷的操作和更好的回收

率，因此最终选择其作为本方法的前处理方式。
２． ４　 基质效应研究 　 按 １． ３． ６ 实验条件分别在

牛、羊可食性组织中比较了 ０． ５、１． ０、２． ５ μｇ ／ ｋｇ这
３ 个添加量的基质效应，所得结果在 ８０􀆰 ４４％ ～
９８． ０９％之间，表明该方法条件下 ４ 种动物可食性

组织基质中普遍存在基质抑制作用但并不显著，因
此可采用同位素内标对检测结果进行校准，其有效

降低了基质效应对检测结果准确性和稳定性的

影响。

表 ２　 牛羊肉中巴氯芬提取效率和净化效率研究（％）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂａｃｌｏｆｅｎ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ａｎｄ ｏｖｉｎｅ ｍｕｓｃｌｅ （％）

提取溶剂
动物
组织

阴离子交换
ＭＡＸ

阳离子交换
ＭＣＸ

中性疏水作用
ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ

乙腈∶ ０． １％甲酸 ＝ ５０∶ ５０
牛肉 ２． ４ ４６． ２ ５５． ８

羊肉 ３． ３ ４８． ６ ５２． ６

乙腈∶ １ ｍｏＬ ／ Ｌ 盐酸 ＝ ５０∶ ５０
牛肉 ３． １ ４４． ８ ６９． ８

羊肉 ６． ７ ５２． １ ６７． ６

乙腈∶ １ ｍｏＬ ／ Ｌ 高氯酸 ＝５０∶ ５０
牛肉 ３． ３ ６０． ５ ７３． ５

羊肉 ４． ６ ６５． ３ ７０． ２

乙腈∶ １ ｍｏＬ ／ Ｌ 高氯酸 ＝８０∶ ２０
牛肉 ２． ３ ７５． ６ ８２． ６

羊肉 ３． １ ７８． ６ ８７． １

甲醇∶ ０． １％甲酸 ＝ ８０∶ ２０
牛肉 ５． ３ ３６． ８ ４７． ８

羊肉 ４． ２ ４１． ３ ５１． ２

甲醇∶ １ ｍｏＬ ／ Ｌ 盐酸 ＝ ８０∶ ２０
牛肉 ３． ８ ３７． ２ ５６． ２

羊肉 ４． ６ ４４． ７ ４５． １

甲醇∶ １ ｍｏＬ ／ Ｌ 高氯酸 ＝８０∶ ２０
牛肉 ３． ３ ３２． ８ ５４． ７

羊肉 １． ６ ３６． ６ ５５． ６
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２． ５　 方法灵敏度实验 　 分别取牛羊空白组织样

品，按 １． ３． ７ 实验条件进行实验，各可食性组织中

巴氯芬检测限和定量限含量添加所得特征离子质

量色谱图见图 ３ － 图 ６。 实验结果表明，在牛羊可

食性组织中该方法检测限可达 ０． ２５ μｇ ／ ｋｇ，其信

噪比均大于 ３，定量限可达 ０􀆰 ５０ μｇ ／ ｋｇ，其信噪比

均大于 １０，可满足牛羊可食性组织中违禁药物残

留检测灵敏度要求。
２． ６　 方法准确度与精密度测定 　 按照１． ３． ８实验

条件进行实验，结果见表 ３ 和表 ４。 结果表明，牛羊

可食性组织中 ３ 个添加含量水平下添加回收率均

在 ８９． ０９％ ～ １０９． ５２％ 范围内，且批内、批间 ＲＳＤ
小于 １０％ ，表明该方法在定量范围内具有较好的准

确度与精密度。
３　 讨论与结论

３． １　 提取液的选择和优化 　 在牛、羊可食性组织

中比较了七种不同提取溶剂组合下的绝对回收率

以比较提取液的提取效率。 动物可食性组织中富

含蛋白、脂肪和磷脂等常见杂质，会对色谱质谱仪

器造成污染而影响方法耐用性，因此在提取步骤中

同时也要考虑初步除杂。 结合巴氯芬的理化特性，
酸性条件下巴氯芬因水解抑制而大多呈低极性

的分子状态，在高比例的有机相中具有很好的溶

解性；通过调节提取液 ｐＨ 破坏蛋白等电点，可
造成蛋白质不可逆的凝结沉淀，结合高速离心有

助于提取液的初步净化除杂；因此本方法选择酸

性水溶液结合中强极性有机试剂可在提高提取

效率的同时做到有效的初步净化，在提取剂中加

入适量无水硫酸镁与氯化钠进行盐析，过程中通

过乙腈与水相分层而使目标物提取具有更好的

选择性。
３． ２　 传统保留 －洗脱式固相萃取与直过式固相萃

取净化效果的比较 　 本实验在完成提取和初步盐

析除杂后，比较了传统的保留 － 洗脱方式固相萃取

和最新的直过式固相萃取两种不同的技术路线，其
中传统的保留 － 洗脱方式固相萃取最佳方案为使

用混合型阳离子交换机理的固相萃取柱，其通过对

酸性水溶液中呈阳离子形态的化合物进行特异吸

附，在完成洗涤后以碱性更强的有机溶剂进行洗

脱，这种方案具有较强的选择性，但巴氯芬的化学

结构中同时具有碱性的氨基基团和酸性的羧基基

团，这会导致其在进行阳离子交换时有更多损失，
同理使用阴离子交换机理的固相萃取柱也会存在

同样的问题；而采用最新的直过式固相萃取技术方

案可有效避免巴氯芬的两性化合物特性所造成的

不利影响，避免在进行阳离子交换过程中的损失而

提高绝对回收率，同时最新开发的直过式疏水作

用固相萃取柱具备对动物组织中磷脂、蛋白质和

脂肪的非特异性吸附作用，其在简化固相萃取流

程的同时也能除去提取液中这些常见杂质，达到

更简便、快速实现提取液净化的目的。
３． ３　 色谱方法的选择与优化　 巴氯芬水中解离系

数 ｐＫａ ＝ ３． ８７ ± ０． １（Ｈ２Ｏ），水油分配系数 ＬｏｇＰ ＝
１． ５６，其在酸性水溶液中水解易受抑制，更多呈现

为分子状态，易于被反相色谱柱所保留，通过梯度

程序增加流动相中的有机相比例可增强其洗脱。
考虑到后端接质谱仪，选用低分子量低沸点的

０􀆰 １％甲酸溶液作为无机相，含 ０． １％甲酸乙腈溶液

或含 ０． １％甲酸甲醇溶液作为有机相，经比较后选

用含 ０． １％甲酸甲醇溶液在梯度洗脱过程中柱压会

产生较大波动，不利于方法的稳定性和耐用性，而
选用含 ０． １％甲酸乙腈溶液具有与前者接近的保留

行为，因此选定含 ０． １％甲酸乙腈溶液作为有机相。
固定相分别比较了同品牌的 Ｃ１８和五氟苯基（ＰＦＰ）
色谱柱，ＰＦＰ 虽然因和巴氯芬分子产生特异性作用

而加强了保留，但同时也增加了峰的展宽和拖尾效

应，造成其柱效和峰形对称性不如 Ｃ１８柱，因此选用

Ｃ１８色谱柱。
３． ４　 结论　 本研究建立了牛羊可食性组织（肌肉、
脂肪、肝脏和肾脏）中检测巴氯芬残留量的液相色

谱 －串联四级杆质谱方法。 该方法具有较好的灵

敏度、准确度与精密度，适用于牛羊可食性组织中

巴氯芬残留量的测定。

·０６·
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（ａ）空白牛肉；（ｂ） 空白牛脂肪；（ｃ）空白牛肝；（ｄ）空白牛肾

上方均为巴氯芬定量离子对通道；下方均为巴氯芬 － Ｄ４ 同位素内标定量离子对通道

图 ３　 空白牛可食性组织特征质量色谱图

Ｆｉｇ ３　 ＳＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｂｏｖｉｎｅ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅ

·１６·
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（ａ）牛肉；（ｂ） 牛脂肪；（ｃ）牛肝；（ｄ）牛肾

上方均为巴氯芬定量离子对通道；下方均为巴氯芬 － Ｄ４ 同位素内标定量离子对通道

图 ４　 牛可食性组织中巴氯芬检测限含量添加（０． ２５ μｇ ／ ｋｇ）特征质量色谱图

Ｆｉｇ ４　 ＳＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂａｃｌｏｆｅｎ ＬＯＤ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅ

·２６·
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（ａ）空白羊肉；（ｂ） 空白羊脂肪；（ｃ）空白羊肝；（ｄ）空白羊肾

上方均为巴氯芬定量离子对通道；下方均为巴氯芬 － Ｄ４ 同位素内标定量离子对通道

图 ５　 空白羊可食性组织特征质量色谱图

Ｆｉｇ ５　 ＳＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｏｖｉｎｅ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅ

·３６·
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（ａ）羊肉；（ｂ） 羊脂肪；（ｃ）羊肝；（ｄ）羊肾
上方均为巴氯芬定量离子对通道；下方均为巴氯芬 － Ｄ４ 同位素内标定量离子对通道

图 ６　 羊可食性组织中巴氯芬检测限含量添加（０． ２５ μｇ ／ ｋｇ）特征质量色谱图
Ｆｉｇ ６　 ＳＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂａｃｌｏｆｅｎ ＬＯＤ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｏｖｉｎｅ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅ
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表 ３　 牛可食性组织中巴氯芬残留量测定准确度和精密度（ｎ ＝６）
Ｔａｂ ３　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｂａｃｌｏｆｅｎ ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅ（ｎ ＝６）

样品
添加量 ／

（μｇ·ｋｇ － １）
批次 回收率 ／ ％

批内 批间

回收率均值 ／ ％ ＣＶ ／ ％ 回收率均值 ／ ％ ＣＶ ／ ％

牛脂肪

０． ５

１． ０

２． ５

Ⅰ １０８． ７７ １０８． ０４ １０６． ６８ １０６． ３０ １０９． ０６ １０６． ９９ １０７． ６４ １． ０７

Ⅱ １０５． ２２ １００． ７３ １０２． １２ １０２． ４４ １０１． １６ １０２． １６ １０２． ３１ １． ５４

Ⅲ １０４． ８０ １０５． ０５ １０７． ２５ １０６． ９５ １０９． １０ １０２． ９８ １０６． ０２ ２． ０５

Ⅰ ９７． ３６ ９４． ３３ １０１． ５４ １００． ７８ １０１． ９２ ９６． ５１ ９８． ７４ ３． １５

Ⅱ ９３． ５７ ９５． １２ ９９． ９２ ９６． ８７ ９５． ５６ ９３． ５３ ９５． ７６ ２． ５０

Ⅲ ９３． ０８ ９８． ３３ ９９． ００ ９６． ５７ ９６． ７７ ９９． ３８ ９７． １９ ２． ３８

Ⅰ ８８． ３８ ８７． ８７ ９１． ５６ ９０． ８９ ８７． ９２ ９０． ０７ ８９． ４５ １． ８０

Ⅱ ８８． ２１ ９０． ９６ ９０． ８６ ８８． １９ ９２． ３０ ８７． １６ ８９． ６１ ２． ２７

Ⅲ ８６． ５４ ９０． ２２ ８７． ２４ ９１． ０２ ９１． ９０ ９１． ０２ ８９． ６６ ２． ４８

１０５． ３２ ２． ６

９７． ２３ ２． ９

８９． ５７ ２． １

牛肉

０． ５

１． ０

２． ５

Ⅰ １０７． ３２ １０３． ３５ ９８． ９９ ９９． ０６ １０１． ２９ １０７． ４０ １０２． ９０ ３． ７０

Ⅱ ９６． ９３ ９９． １０ １０１． ０４ １０５． ７９ ９６． ３８ １０４． ９３ １００． ７０ ３． ９６

Ⅲ １０８． ６７ １０３． ９０ １０６． ２５ １０５． ５１ １０４． ２５ ９６． １２ １０４． １２ ４． １０

Ⅰ １０２． ０５ ９７． ８９ １０１． １０ ９６． ７１ ９３． ３７ ９５． ７１ ９７． ８１ ３． ３６

Ⅱ ９９． ４１ ９８． ９１ ９３． ２４ ９５． ５１ ９９． ６８ ９５． １０ ９６． ９８ ２． ７９

Ⅲ ９９． ６４ １００． ２８ ９３． ７３ ９８． ０９ ９４． ３７ ９４． ９６ ９６． ８５ ２． ９４

Ⅰ ８８． ６０ ８９． ９３ ８９． ３３ ９２． ８４ ８８． ２２ ８８． ０７ ８９． ５０ １． ９９

Ⅱ ８８． ５０ ９１． ６９ ９１． ７１ ９３． １９ ８９． ７６ ８８． ６２ ９０． ５８ ２． １０

Ⅲ ９１． ４８ ８７． ５０ ８６． ７８ ８７． ７８ ８８． ９７ ９３． １８ ８９． ２８ ２． ８３

１０２． ５７ ４． ０

９７． ２１ ２． ９

８９． ７９ ２． ３

牛肝

０． ５

１． ０

２． ５

Ⅰ ９９． ０１ ９６． ８４ ９７． ６８ １０６． ７９ ９６． ８８ １０４． ４６ １００． ２８ ４． ２７

Ⅱ ９７． ５８ １０５． ６２ １０８． ８１ １００． ７１ １０６． １６ ９８． １６ １０２． ８４ ４． ５３

Ⅲ １０８． ２３ ９７． ７８ １０６． ４７ ９７． ５６ １０４． ６６ １０４． ４８ １０３． ２０ ４． ３５

Ⅰ ９８． ３５ ９５． ８１ １０１． ５５ １００． ０４ ９３． ７４ ９８． ８８ ９８． ０６ ２． ９１

Ⅱ ９７． ７９ ９５． ４８ ９８． ２９ １０１． ４３ ９５． １６ １０１． ６３ ９８． ３０ ２． ８４

Ⅲ ９９． ８２ １００． ８０ ９６． ０６ ９４． ３９ ９５． ６８ ９６． ９４ ９７． ２８ ２． ５７

Ⅰ ９０． ５９ ９３． ０５ ８８． ０５ ８８． ８６ ９２． ４４ ９０． ８６ ９０． ６４ ２． １５

Ⅱ ８７． ３６ ８６． ２１ ８８． ７１ ９３． １２ ８６． ８５ ９２． ４１ ８９． １１ ３． ３２

Ⅲ ９０． ８８ ９２． ７８ ９１． ６３ ９３． １３ ８８． ７２ ９２． ４９ ９１． ６１ １． ７８

１０２． １０ ４． ３

９７． ８８ ２． ６

９０． ４５ ２． ６

牛肾

０． ５

１． ０

２． ５

Ⅰ ９８． ５４ １０２． １７ １０８． ９４ ９７． ９４ ９７． ０９ ９８． ３７ １００． ５１ ４． ４６

Ⅱ １０７． ８９ １０７． ００ １０８． ９５ １０８． ５７ １０２． １８ １０２． ５８ １０６． ２０ ２． ８５

Ⅲ ９８． ９８ １０３． ７０ １０４． ６５ １０３． ０３ ９８． ６０ ９９． ４１ １０１． ４０ ２． ６５

Ⅰ １００． ０９ ９８． ８０ ９５． ０４ ９９． ０９ ９６． ０３ ９９． ７１ ９８． １３ ２． １２

Ⅱ ９５． ６４ ９７． ６７ １００． ６３ １０１． ７７ １００． ８８ １０１． ８８ ９９． ７５ ２． ５３

Ⅲ ９３． １５ ９８． ３２ ９４． ９５ ９３． ８８ ９４． ２０ １００． ３４ ９５． ８１ ２． ９９

Ⅰ ８９． ９０ ８６． ９４ ８７． ８３ ９２． ８５ ８６． ０２ ９０． ５５ ８９． ０２ ２． ８７

Ⅱ ８９． ４９ ９２． ６０ ８９． ９０ ８６． ４３ ８７． ９３ ９２． ８１ ８９． ８６ ２． ８１

Ⅲ ８６． ６５ ９０． ６０ ８７． ３６ ８９． １１ ８８． ４８ ８８． ２４ ８８． ４１ １． ５６

１０２． ７０ ４． １

９７． ８９ ２． ９

８９． ０９ ２． ４

·５６·
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表 ４　 羊可食性组织中巴氯芬残留量测定准确度和精密度（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ４　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｂａｃｌｏｆｅｎ ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ ｏｖｉｎｅ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｒｅ（ｎ ＝６）

样品
添加量 ／

（μｇ·ｋｇ － １）
批次 回收率 ／ ％

批内 批间

回收率均值 ／ ％ ＣＶ ／ ％ 回收率均值 ／ ％ ＣＶ ／ ％

羊脂肪

０． ５

１． ０

２． ５

Ⅰ １０８． ７１ １０７． ６２ １０４． ２４ １１３． ０８ １１０． ０８ １０１． ９４ １０７． ６１ ３． ７３

Ⅱ １０３． ２９ １０３． ５５ １０５． ６８ １１５． ３５ １０６． ０５ １１３． ４３ １０７． ８９ ４． ８１

Ⅲ １０３． ７８ １０１． ７３ １０４． ６４ １０９． ７３ １１１． １１ １１５． ７４ １０７． ７９ ４． ９２

Ⅰ ９０． ２３ ９１． １９ ９１． ７５ ９０． ７５ ８９． ５２ ９２． ５７ ９１． ００ １． ２０

Ⅱ ８９． ２０ ９０． ６８ ８９． ６７ ９２． ４０ ９０． ６３ ９０． ７０ ９０． ５５ １． ２２

Ⅲ ９２． ２６ ８９． ８４ ９０． ０７ ９０． ２０ ９１． ０７ ９０． ５９ ９０． ６７ ０． ９８

Ⅰ ９２． ５５ ８９． ８６ ９１． ７６ ９３． ０３ ９１． ８３ ９０． ５２ ９１． ５９ １． ３１

Ⅱ ９２． ９７ ９１． ６４ ８９． ６５ ９１． ０６ ９１． ２０ ９２． ６９ ９１． ５４ １． ３２

Ⅲ ９２． ３１ ９０． １８ ９２． ７５ ８９． ８２ ９０． ３３ ９１． ４３ ９１． １４ １． ３３

１０７． ７６ ４． ２

９０． ７４ １． １

９１． ４２ １． ３

羊肉

０． ５

１． ０

２． ５

Ⅰ １１５． ８５ １１４． ８９ １０７． ６７ １０５． ０６ １０９． ６６ １０４． ９５ １０９． ６８ ４． ３３
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， １９８６ （ ０４ ）：

２５６ － ２５７．

［１３］ 黄朋勉， 陈巨涛， 吴 莹， 等． 巴氯酚的高效液相色谱分析方

法［Ｊ］ ． 精细化工中间体， ２０１４， ４４（０１）： ６４ － ６６．

Ｈｕａｎｇ Ｐ Ｍ， Ｃｈｅｎ Ｊ Ｔ， Ｗｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｌｏｆｅｎ ｂｙ

ＨＰＬＣ ［ Ｊ ］ ． Ｆｉｎｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ， ２０１４， ４４ （ ０１ ）：

６４ － ６６．

［１４］ 曹丽伟， 胡 杨． 毛细管电泳分离 － 激光诱导荧光检测血清中

的巴氯芬［Ｊ］ ． 光谱实验室， ２０１１， ２８（０４）： １６５９ － １６６２．

Ｃａｏ Ｌ Ｗ， Ｈｕ Ｙ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｌｏｆｅｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｂｙ ｃａｐｉｌｌａｒｙ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ － ｌａｓｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， ２０１１， ２８ （ ０４ ）：

１６５９ － １６６２．

［１５］ 李 阳， 苏晓鸥， 王培龙， 等． 超高效液相色谱 － 串联质谱法

同时测定饲料中 ３ 种氯丙那林异构体和巴氯芬［ Ｊ］ ． 分析化

学， ２０１４， ４２（０４）： ５２５ － ５３０．

Ｌｉ Ｙ， Ｓｕ ＸＯ， Ｗａｎｇ Ｐ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

３ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｉｓｏｍｅｒｓ ｏｆ ｃｌｏｒｐｒｅｎａｌｉｎｅ ａｎｄ ｂａｃｌｏｆｅｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｆｅｅｄ

ｂｙ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

２０１４， ４２（０４）： ５２５ － ５３０．

［１６］ 辛晓晨， 鹿 尘， 孙翠霞， 等． 通过式固相萃取 ／ 超高效液相色

谱 － 串联质谱法测定鸡蛋中氯霉素、氟苯尼考和氟苯尼考胺

残留［Ｊ］ ． 中国食品卫生杂志，２０２２： １ － １４．

·７６·
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Ｘｉｎ Ｘ Ｃ， Ｌｕ Ｃ， Ｓｕｎ Ｃ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ， ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ａｎｄ ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ａｍｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｈｅｎ

ｅｇｇｓ ｂｙ ｕｌｔｒａ － ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｗｉｔｈ ｐａｓｓ － ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｏｌｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｈｙｇｉｅｎｅ， ２０２２： １ － １４．

［１７］ 吴剑平， 张 婧， 贡松松， 等． 分散固相萃取结合液相色谱串

联质谱法检测牛可食性组织中吡喹酮残留量［ Ｊ］ ． 食品安全

质量检测学报， ２０１９， １０（１１）： ３３７９ － ３３８９．

Ｗｕ Ｊ Ｐ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｇｏｎｇ Ｓ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒａｚｉｑｕａｎｔｅｌ

ｉｎ ｅｄｉｂｌｅ ｂｏｖｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ ＆ Ｑｕａｌｉｔｙ， ２０１９， １０ （ １１ ）：

３３７９ － ３３８９．

［１８］ 宋 军， 艾连峰， 王 敬， 等． 通过式固相萃取 － 液相色谱 － 串

联质谱法快速测定中兽药制剂中硝基呋喃类药物［ Ｊ］ ． 分析

科学学报， ２０２１， ３７（０６）： ８０７ － ８１３．

Ｓｏｎｇ Ｊ， Ａｉ Ｌ Ｆ， Ｗａｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓ

ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｆｏｒ ａｎｉｍａｌｓ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｗｉｔｈ ａ ｔｈｒｏｕｇｈ － ｔｙｐｅ

ｓｏｌｉｄ － ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２１，

３７（０６）： ８０７ － ８１３．
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