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水产品中水杨酸的液相色谱-串联质谱检测 

及其残留来源分析 
 

朱晓玲，刘杰，吴婉琴，黄茜，张莉，王会霞，江丰，余婷婷，曹琦，韩智 
（湖北省食品质量安全监督检验研究院，湖北省食品质量安全检测工程技术研究中心，湖北武汉 430070） 

摘要：本研究建立了高效液相色谱-串联质谱快速测定水产品中水杨酸的分析方法。样品直接采用 1%甲酸-乙腈溶液提取，乙腈

饱和正己烷除油净化，提取液过膜后采用 C18（1.7 μm，2.1 mm×50 mm i.d）色谱柱进行分离，以乙腈-0.10%甲酸水溶液为流动相进

行梯度洗脱，电喷雾电离，负离子多反应监测模式检测，外标法定量。结果表明：在所建立的方法条件下，水杨酸在 0.5~50 ng/mL

范围内线性关系良好，相关系数为 0.999；检出限为 2.5 μg/kg；不同水产品（黄鳝、财鱼、草鱼和龙虾）在高、中、低 3 个添加水平

下的平均加标回收率在 69.10%~97.30%之间，相对标准偏差在 2.30%~13.40%之间（n=6）。本方法简便快速、灵敏度高，在日常检测

方面存在一定的优势。采用所建立的方法对实际水产样品中的水杨酸残留进行检测，并对残留来源进行溯源分析，可为食品安全风险

性评价提供参考依据。 
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Abstract: In this study, a rapid method was developed for determination of salicylic acid in aquatic products by high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry. Samples were directly extracted with 1% formic acid acetonitrile and purified with acetonitrile 

saturated N-hexane, then separated on a C18 (1.7 μm, 2.1 mm×50 mm i.d) column and eluted with the mobile phase of acetonitrile-0.10% formic 

acid aqueous solution, and analyzed by mass spectrometry in negative ion multiple reaction monitoring mode and using external standards. The 

results showed that good linearity was obtained in the range of 0.5~50 ng/mL for salicylic acid under the established method, and the correlation 

coefficients was 0.999. The limits of detection (LOD) was 2.5 μg/kg. The average recoveries of the method was ranged from 69.10% to 97.20% 

with relative standard deviations ranged from 2.30% to 13.40% in aquatic products (Monopterus albus, Snakehead, grass carp and lobster) at 

three spiked levels (n=6). This proposed method was advantageous in routine detection of salicylic acid residues in aquatic products for its 

simplicity and high sensibility. The established method was used to detect salicylic acid residues in real aquatic products, and trace the source 

analysis of the residues, which can provide a useful guideline for risk assessment of the food safety. 
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与管理 

水杨酸（salicylic acid，简称 SA）是一种小分子

酚类化合物，天然存在于水果、蔬菜等植物体内，常

作为精细有机合成中间体用于香料、化妆品、防腐剂

和食品香精等[1~4]，同时，由于水杨酸还具有消炎、抗

风湿、解热止痛的功效，因而也被作为化工医药工业

用重要原料[5,6]，目前水杨酸在我们日常生活中的应用



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.3 

219 

较为广泛，但考虑到人体食用的安全性，我国对于其

在食品中的使用仍然有相关的限制规定，比如，农业

部 235 号公告《动物性食品中兽药最高残留限量》中

规定水杨酸不能作为兽药外用于鱼类产品，同时，国

家标准 GB 2760-2014[7]《食品安全国家标准 食品添加

剂使用标准》中，水杨酸归类为食品用合成香料，该

标准规定鲜水产品中不得添加食品用香精香料。水产

品作为一种大宗消费产品，就目前我国现行有效的国

家标准及相关规定而言，该类产品禁止使用或外用水

杨酸。 
在现阶段我国的食品安全国家监督抽检以及风险

监测中均未对水产品中的水杨酸项目进行监测，但有

研究表明，水杨酸对人体的胃肠道有负作用，食用后

会发生胃肠道刺激，引起呕吐、腹痛、酸中毒及其他

症状等[8]，另外，摄入含水杨酸成分高的食物对自闭

症儿童也有不良的作用[3]。因此，尽管水杨酸对人体

的危害相较于其他的非法添加物而言，毒性小很多，

但其在食品中的残留仍然可能会存在潜在的食品安全

风险，测定分析水产品中的水杨酸含量具有实际意义。 
文献报道的水杨酸测定方法，研究对象多集中于

植物组织[9~12]，化妆品[13]，药物或药材[14]等样品，所

采用的检测方法主要为荧光光谱法（Fluorescence 
Spectrometry）[15,16]、液相色谱法（high performance 
liquid chromatography，HPLC）[17~19]、气相色谱法（gas 
chromatography，GC） [20]、气相色谱 -质谱法 (gas 
chromatography-mass spectrometry，GC-MS)[21,22]、液

相色谱 -串联质谱法 (liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry，LC-MS/MS)[23,24]等，而关于水产样

品等动物源性食物组织中的水杨酸的测定以及含量分

析的相关研究报道较少。本研究采用溶剂直接提取法

对样品进行提取，并运用超高效液相色谱-串联质谱技

术进行检测，建立了水产样品中水杨酸的测定方法，

该方法简单，快速，灵敏度高，实验结果较为满意，

在日常检测方面存在一定的优势。应用所建立的方法

对 80 批次水产样品进行分析，在部分水产样品中检出

了水杨酸残留，同时本文针对水杨酸残留的情况进行

了溯源分析，以期为食品安全风险性评价提供参考依

据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

水产样品均购自于湖北省各地市的水产养殖厂或

当地居民日常消费的菜场、农贸市场、超市等地，主

要为淡水养殖水产品，采集的所有样品经去鳞、去内

脏、清洗后取可食肌肉部分，采用粉碎机进行粉碎处

理，置于密封袋中，于-20 ℃下冷冻保存，待检测。 
水杨酸（纯度 99.90%）中国食品药品检定研究院；

乙腈、甲醇（均为色谱纯），德国 Merck 公司；甲酸

（液相色谱-质谱级），Fisher Scientific 公司；超纯水

（电阻率为 18.2 MΩ·cm，25 ℃），美国 Millipore 公司；

其他试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

UPLC TQ-S 超高效液相色谱-质谱联用仪（配有

电喷雾离子源及 Masslynx 4.1 软件），美国 Waters 公
司；Allegra X-15R 型离心机，美国 Beckman 公司；均

质器，德国 IKA 公司；超声波清洗器，上海安谱科学

仪器有限公司；涡旋混合器，美国 YALBOYS 公司；

分析天平，梅特勒-托利多仪器上海有限公司；0.22 μm
有机系滤膜，天津津腾公司。 

1.3  方法 

1.3.1  标准溶液的配制 
准确称取水杨酸标准品于 10 mL 棕色容量瓶中，

用乙腈溶解并定容至刻度，配制成 100 μg/mL 的标准

储备液，置于-18 ℃环境中冷冻避光保存。根据实验

需要采用乙腈-水（1:4，V/V）逐级稀释成标准系列工

作溶液，现用现配。 
1.3.2  样品前处理 

称取约 2 g 试样（精确至 0.01 g）于 50 mL 塑料

离心管中，加入 10 mL 1%甲酸-乙腈溶液，用均质器

以 10000 r/min 均质 2 min，4000 r/min 离心 5 min，收

集上清液，在提取上清液中加入 5 mL 乙腈饱和的正

己烷，涡旋振荡 2 min，4000 r/min 冷冻离心 5 min，
取下层液体过 0.22 μm 有机系微孔滤膜，供仪器检测。 
1.3.3  色谱条件 

色谱柱：C18 色谱柱（1.7 μm，2.1 mm×50 mm i.d）；
流动相：乙腈（A）和 0.10%甲酸-水（B），梯度洗脱

程序见表 1；柱温：35 ℃；进样量：2 μL。 
表1 HPLC梯度洗脱程序 

Table 1 Gradient program condition of HPLC 

时间/min 流速/(mL/min) 流动相 A/% 流动相 B/%

0.0 0.3 10 90 

1.0 0.3 10 90 

2.5 0.3 90 10 

3.0 0.3 90 10 

3.1 0.3 10 90 
5.0 0.3 10 90 

1.3.4  质谱条件 
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电喷雾离子源，ESI 负离子扫描；多反应监测模

式（MRM）；毛细管电压-2000 V；离子源温度 150 ℃；

碰撞气为高纯氩气；脱溶剂气温度 450 ℃；脱溶剂气

流量 1000 L/h；水杨酸的定性离子对、定量离子对和

碰撞能量见表 2。 
表2 质谱MRM参数 

Table 2 Mass spectrometry Parameters 
定性离子对/(m/z) 定量离子对/(m/z) 锥孔电压/V 碰撞能量/V

137/93 137/93 -30 -16 
137/65  -30 -28 

1.3.5   数据统计分析 
数据处理采用 Masslynx 4.1 软件，图表的绘制采

用 Microsoft Excel 2010 软件。 

2  结果与分析 

2.1  提取溶剂的选择 

 
图1 采用不同溶剂对水产样品进行提取后所得到的样品溶液 

Fig.1 Sample solutions obtained by extraction of aquatic 

samples with different solvents 

注：a：甲醇-水（80:20，V/V）提取；b：乙腈-甲酸（99:1，

V/V）提取；c：乙腈提取。 

水杨酸属于中等极性化合物，在参考文献[9,11,13]

中提取溶剂的基础上，本文比较考察了甲醇-水
（80:20，V/V）、乙腈-甲酸（99:1，V/V）、纯乙腈 3 种

提取溶剂对鲜水产样品中水杨酸的提取效率。依据

GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范 食品理化检

测》[25]附录 F 中规定的检测方法确认的技术要求，被

测组分含量小于 0.1 mg/kg 时，回收率应达到

60%~120%即表示方法满足试验要求。本研究通过比

较试验，发现甲醇-水（80:20，V/V）、乙腈-甲酸（99:1，
V/V）和纯乙腈 3 种提取溶剂均能对水产样品中的水杨

酸目标物进行较好的提取，回收率均可达到60%以上，

满足实验室检测要求，但是当采用甲醇-水（80:20，
V/V）作为提取溶剂时，由于使用了含水的有机溶剂，

大大增加了溶液的极性，使样品中较多的极性组分被

提取出来，从而导致试验过程中部分样品提取液较浑

浊，如图 1a 所示，不利于样品处理后期的进一步净化

以及过膜上机分析；当采用纯乙腈进行样品提取时，

由于提取液的 pH 与仪器条件中所使用的液相色谱流

动相的 pH 不相匹配，导致样品溶液在进行仪器分析

时，目标化合物峰形变差；而采用乙腈-甲酸（99:1，
V/V）作为提取溶剂时，目标化合物峰形较好，因此，

最终选择乙腈-甲酸溶液（99:1，V/V）作为水产样品

中水杨酸目标化合物的提取溶剂。 

2.2  净化方式的选择 

现行有效的国家标准检测方法以及报道的文献

中，对于动物源性食品中的药物残留的检测，样品前

处理多采用固相萃取技术进行净化，如 GB/T 
21312-2007《动物源性食品中 14 种喹诺酮药物残留检

测方法 液相色谱-质谱/质谱法》、GB/T 21315-2007《动

物源性食品中青霉素族抗生素残留量检测方法 液相

色谱-质谱/质谱法》等，虽然固相萃取技术能将样品

溶液中的目标分析物与干扰组分有效分离，达到样品

纯化以及浓缩的目的，但固相萃取小柱成本较高，操

作过程繁琐，对于某些提取液较浑浊的样品，过柱速

度慢，且易发生小柱堵塞的现象，从而影响回收率以

及方法的重现性。鉴于目前的仪器设备灵敏度较高，

在满足样品中目标物检测达到一定检出限的情况下，

尽量减少净化以及浓缩步骤，以节省资源。本文采用

提取溶剂对水产样品直接提取，乙腈饱和正己烷溶液

净化，去除样品中的部分油脂类弱极性物质，并采用

冷冻离心的方式，达到简单快速脱脂的目的，相比未

经正己烷净化以及冷冻处理的样品而言，净化后所得

的样品溶液更易于过微孔滤膜，以进行仪器分析，净

化效果良好。 

2.3  色谱条件的优化 

通常情况下，目标化合物采用负离子模式电离时，

流动相中一般不添加甲酸，因为加入甲酸会抑制化合

物电离，而通常添加铵盐来提高目标化合物的信号响

应强度[9]。因此，本研究比较考察了乙腈-水、乙腈

-0.10%甲酸水、乙腈-0.10%氨水、乙腈-2 mmol 乙酸铵

溶液 4 种不同组成的流动相体系对目标化合物的分离

保留效果。实验结果表明，当使用乙腈-水体系作为流

动相时，目标化合物峰形较差，见图 2a；使用乙腈

-0.10%氨水体系作为流动相时，目标化合物出峰时间

早，且出现双峰，见图 2b；使用乙腈-2 mmol 乙酸铵

溶液做为流动相时，目标化合物峰响应较低，如图 2c；
而在流动相中加入甲酸后，目标化合物响应增强且峰
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形较好，如图 2d。因此，本文最终选择乙腈-甲酸水

体系作为流动相进行试验。 

 

 

 

 
图2 不同流动相体系下所得到的目标物定量离子提取色谱图 

Fig.2 Extracted quantitative ion chromatograms of target 

compound at different mobile phase systems 

注：a：乙腈-水流动相体系；b：乙腈-0.10%氨水流动相

体系；c：乙腈-2 mmol 乙酸铵溶液流动相体系；d：乙腈-0.10%

甲酸水流动相体系。 
在采用乙腈-甲酸水体系作为流动相的基础上，考

察了不同的甲酸-水溶液浓度（0.02%，0.05%，0.10%，

0.15%，0.20%）对目标物的分离效果影响，通过比较

试验发现，当采用低浓度的甲酸-水溶液作为流动相

时，目标化合物峰形相对较差，随着流动相中甲酸浓

度的增加，目标峰峰形变好，但同时峰响应稍微降低，

因此，综合考虑，最终选择在流动相中添加 0.10%的

甲酸进行试验。 

2.4  基质效应评价 

LC-MS/MS分析中用以评价基质效应的方法主要

有柱后注射法（post-column infusionmethod）与提取后

添加法（post-extraction spiking method）。提取后加入

法能量化基质效应，因而被广泛运用于方法学验证过

程[26]。本文也采取提取后添加法进行基质效应评价，

由于不同品种的水产样品其肉质组成存在一定的差

异，为了尽可能全面地分析不同品种的水产样品所存

在的基质效应情况，本研究共选取了 10 个不同品种的

水产样品进行分析，样品涉及不同的食性和不同的生

活水层，详见表 3，10 批次样品经前期检测，确认均

不含水杨酸本底。 
将样品按 1.3.2 节前处理方法进行样品处理得到

样品提取液，采用所得到的空白基质提取溶液分别配

制目标化合物浓度为5 ng/mL及10 ng/mL的基质标准

溶液，按照 1.3.3 节色谱条件和 1.3.4 节质谱条件进行

检测，然后与同浓度的纯溶剂配制的目标化合物的离

子强度进行比较，观察基质效应，并按照离子强度比

值在 0.85~1.15 之间时，认为基质效应不明显的评价

标准进行评价，结果见表 3。由表 3 可以看出，10 种

不同品种的水产样品中，除了黄鳝的基质效应较明显，

另外 9 种水产样品基质效应均不明显，因此本文在进

行黄鳝样品中水杨酸的测定时，应采取基质加标标准

曲线法进行定量，其他样品的测定则无需采用基质匹

配标准曲线定量。 

2.5  方法验证 

2.5.1  标准曲线、线性范围与检出限 
将标准系列工作溶液采用 1.3.3 节色谱条件以及

1.3.4 节质谱条件，进样 2 μL 进行分析，以目标化合

物的质量浓度(ng/mL)为横轴(x)，相应的定量离子的峰

面积为纵轴(y)，绘制标准曲线，得到线性回归方程为

y=1147.18x+782.661，相关系数 R2为 0.999，水杨酸目

标物在 0.5 ng/mL~50 ng/mL 范围内线性关系良好。采

用空白样品加标试验确定检出限，根据检出限大于等

于 3 倍信噪比计算，得出水杨酸的方法检出限为 2.5 
μg/kg。 
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表3 10种不同水产样品中水杨酸目标物的基质效应 
Table 3 Matrix effects of salicylic acid in 10 different aquatic samples(n=3) 

编号 样品品种 食性 生活水层 有无鳞/壳 5 ng/mL 基质效应 10 ng/mL 基质效应 评价结果

1 小龙虾 杂食性 底层 有壳 0.91 1.02 不明显 

2 草鱼 草食性 中下层 有鳞 0.92 1.12 不明显 

3 鲫鱼 杂食性 底层 有鳞 0.91 0.98 不明显 

4 泥鳅 杂食性 底层 无鳞 0.86 0.93 不明显 

5 财鱼 肉食性 底层 有鳞 0.96 1.14 不明显 

6 武昌鱼 草食性 中下层 有鳞 0.95 1.11 不明显 

7 黄鳝 肉食性 底层 无鳞 0.53 0.58 明显 

8 黄颡鱼 肉食性 底层 无鳞 0.91 0.92 不明显 

9 鲢鱼 滤食性 中上层 有鳞 0.85 0.93 不明显 

10 鳊鱼 草食性 中下层 有鳞 0.87 0.90 不明显 

表4 目标化合物的回收率和相对标准偏差 

Table 4 Recovery and repeatability (expressed as %RSD) results for target compound (n=6) 

添加量/(μg/kg) 
黄鳝  财鱼 草鱼  龙虾 

回收率/% RSD/%  回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/%  回收率/% RSD/%

5 89.7 8.6  88.7 5.8 93.2 2.3  95.4 6.2 

10 93.4 9.2  77.7 8.3 88.4 7.5  97.3 2.7 

25 85.3 6.3  84.1 6.4 83.2 8.6  88.9 3.4 

2.5.2  回收率和精密度 
在确定的试验条件下，选取了 4 种不同类型的水

产样品基质进行加标回收试验，向 4 种基质中分别添

加 5、10、25 μg/kg 3 个水平的标准溶液，每个添加水

平重复 6 次，进行加标回收率和精密度的测定，结果

见表 4，水杨酸在财鱼、草鱼和龙虾基质中 3 个加标

水平的回收率范围为 69.10%~97.30%，相对标准偏差

（RSD）范围为 2.70%~13.40%；在黄鳝基质中，采用

基质标曲计算 3 个加标水平的回收率范围为

85.30%~93.40%，RSD 范围为 6.30%~9.20%，表明方

法的准确性和重复性良好，可以满足水产样品中水杨

酸测定的分析要求。 

2.6  实际样品分析 

应用所建立的方法，对 80 批次鲜水产样品中的水

杨酸残留进行检测，所检样品均来自于当地水产养殖

场的养殖鱼塘或当地居民日常消费的菜场、农贸市场、

超市等地，主要为淡水养殖水产品。通过实验室检测，

发现在其中的 9 批次样品中检出了水杨酸残留，水杨

酸阳性样品数量占样本总量的 11%，样品图谱见图 3，
残留含量范围为 10~250 μg/kg，不符合国家相关规定。 

另外，从水产品中水杨酸的检出阳性率结果可以

看出，当地的淡水产品中水杨酸的残留情况较为普遍，

由于食物链存在富集效应，尽管水杨酸毒性较小，但

其是否存在潜在的食品安全风险仍需进一步的探究。 

 

 
图3 阳性样品中目标物提取离子色谱图 

Fig.3 Extracted ion chromatograms for salicylic acid in positive 

sample 

2.7  鲜水产样品中水杨酸残留的来源分析 

针对鲜水产样品中检出水杨酸残留的情况，本文

开展了水杨酸残留来源调查与分析。鲜水产样品作为
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初级食用农产品，无生产加工过程，其中的药物残留

来源途径简单，主要考虑生产养殖环节、运输环节和

售卖环节。在前期本实验室的样本检测分析中，养殖

环节和销售环节均有检出水杨酸残留样本，推断鲜水

产中水杨酸残留来自于最初的生产养殖源头环节。 
水产品的生产养殖，水是最主要的关键因素，水

环境的好坏，直接决定水产品的产量和品质优劣。由

于水产品的养殖生长周期一般较长，对水环境中的污

染物会存在一定的富集作用，针对这种情况，本课题

组相关专业技术人员对水产品的生产养殖基地进行了

实地调研，通过实地调研，发现目前的水产养殖理念

发生了较大变化，摒弃了大量投肥、污染水环境式的

鱼类养殖模式，更加注重水质的改善和管理，以改善

水环境或采用生态养殖的方式来减少鱼类的发病率
[27]，一些大型养殖场在水产养殖过程中大多会使用较

多的水产投入品来进行水环境的改善和净化，这些投

入品即不属于兽用药品，也不属于渔用饲料，其标签

声称多为水质改良剂、底改剂等，但具体有效成分并

未标注，由于这些产品使用后对减少鱼类疾病发生率

效果明显，因此养殖户们在日常养殖过程中大量使用，

针对这种情况，本课题组对这些产品进行了采购，并

组织实验室检测，通过检测分析，发现在这些水产养

殖投入品中也检出了大量的水杨酸，阳性检出率约为

60%，检出含量范围为 60~17300 μg/kg，远远超过了

植物体内含有的天然内源性水杨酸含量（1.0~8.4 
µg/g），表明这些投入品中可能存在人为添加水杨酸的

情况。有研究表明，水杨酸具有消毒防腐的作用，酸

性条件下具有一定的抗真菌效果，因此，其对于预防

鱼类疾病有改善作用，水产投入品中添加水杨酸存在

一定的人为主动添加动机。由此推断，水产品中普遍

检出水杨酸残留的情况可能与水产养殖过程中所使用

的大量水产投入品有关，由于这些投入品多为非药准

字号产品，相关的管理制度尚不完善，存在企业无需

资质、执行企业标准缺乏规范管理的问题，因此这些

产品中可能会人为添加一些目前国家规定的不能使

用，或使用有限量规定的成分，在养殖户不知情的情

况下，鉴于使用效果良好又可能会出现增加使用频率

或加大使用量，而导致最终产品中出现药物残留的问

题，存在一定的食品安全风险隐患。 

3  结论 

本实验针对水产样品中的水杨酸提取技术和测定

方法进行了研究，确定了最佳的分析测定条件，方法

操作简单、重现性好、准确度高，能较好实现对实际

样品的测定。通过对水产样品中水杨酸含量的测定，

发现部分样品中存在水杨酸残留，针对残留情况进行

了来源分析，为食品安全评价以及溯源分析提供一定

的参考。值得注意的是，水产养殖户在进行养殖过程

中大量使用了一些调节水质类的水产投入品，对于这

些投入品的安全生产应加强监管以及对这些投入品的

规范使用应加强教育宣传，防止因养殖户过量使用或

不当使用而导致鱼体内药物残留。 
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