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混合模式固相萃取-高效液相色谱法测定牛奶中

4种非甾体抗炎药残留

丁健桦 徐文平 朱玉玲*
（东华理工大学化学与材料学院， 南昌 330013）

摘 要 制备了咪唑离子液体功能化的混合模式硅胶吸附剂（Sil-IL），将其作为固相萃取（SPE）吸附剂，结合

高效液相色谱-紫外检测方法（HPLC-UV），建立了测定牛奶中酮洛芬、萘普生、吲哚美辛和托芬那酸 4种非

甾体类抗炎药物（NSAIDs）的分析方法。通过红外光谱、拉曼光谱和元素分析对 Sil-IL进行了表征，初步探

索了 Sil-IL对目标物的保留作用机理，考察了样品溶液的 pH值、上样流速、淋洗液及洗脱溶剂体积等因素

对 SPE 效率的影响。结果表明， Sil-IL 对 4 种 NSAIDs 的保留主要通过疏水作用和阴离子交换作用， Sil-IL
吸附剂对 4 种 NSAIDs 具有较好的萃取选择性和萃取效率。在优化的 SPE 条件下，托芬那酸的线性检测范

围为 4~1000 μg/L，其它 3种 NSAIDs的线性范围为 3~1000 μg/L，相关系数（R2）为 0.9996~0.9998，检出限为

1.2~1.9 μg/kg（S/N=3），日内和日间精密度分别为 1.0%~3.0%和 1.9%~6.3%，加标回收率为 90.8%~105.3%。

本方法准确可靠、灵敏度高、背景干扰低小、操作简便，可用于奶制品中 4种 NSAIDs残留的同时检测。
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非甾体类抗炎药（Non-steroidal anti-inflammatory drugs， NSAIDs）是一类不含甾体结构的人工合成药

物，具有消炎、止痛和退热等作用，在畜禽养殖业中常被用于预防、治疗动物疾病以及促进动物的生长，

其使用量仅次于抗生素和糖皮质激素[1-2]。但是， NSAIDs具有一定的毒副作用，过量服用或滥用可导致

在食品中残留，被人体摄入后，会对胃肠道、肾脏、肝脏和神经系统等造成损害[3]。许多国家对 NSAIDs
在动物源性食品中的最大残留量进行了限定[4]，我国食品安全国家标准（GB31650-2019）[5]对安乃近、萘

普生和对乙酰氨基酚 3种 NSAIDs 的使用也有规定和限量要求[5]。因此，建立准确、灵敏和稳定的分析

方法用于动物源性食品中 NSAIDs残留的日常监测对于保障食品安全具有非常重要的意义。

NSAIDs的检测方法主要包括高效液相色谱法[6-9]、液相色谱-质谱法[10-16]和气相色谱-质谱法[17-18]，
我国对动物源性食品中 NSAIDs 的日常监测主要参照检验检疫行业标准[10]方法。由于动物源性食品基

质复杂而 NSAIDs含量低，测定前须进行适当的样品前处理，以去除基质干扰和富集目标物，提高检测灵

敏度和准确性。常用的样品前处理方法主要有液液微萃取（LLME）[18-19]、固相微萃取（SPME）[7-8]、搅拌

棒吸附萃取（SBSE）[20]和固相萃取（SPE）[2， 11， 21]等，其中， SPE因具有操作简单、重现性好、选择性高和

回收率高等特点，成为目前食品安全检测中应用最广泛的一种样品前处理方法。萃取吸附剂是 SPE 技

术的核心，是决定分析方法灵敏度和选择性的关键。现已报道的 SPE吸附剂有反相键合硅胶（C18）[22]、
有机聚合物材料（HLB）[22]、反相/阴离子交换混合型吸附剂（MAX）[14]、金属有机框架材料（MOF）[8]和
分子印迹聚合物（MIP）[23]等。虽然这些吸附剂在一定程度上对 NSAIDs的萃取均能获得较好的回收率，

但是将其应用于实际样品时仍存在一些不足，如 C18 和 HLB 缺乏选择性，MIP 的吸附容量偏低，MOF 稳

定性较差。因此，寻找选择性好、吸附容量高和稳定性好的吸附材料十分必要。

离子液体（Ionic liquid， IL）是一种在室温或室温附近呈液态的离子型化合物，由有机阳离子和无机

阴离子或有机阴离子组成。因 IL具有蒸汽压低、稳定性好、溶解能力强、结构可设计和活性位点多等

独特性质，在样品前处理和色谱分离分析等领域得到了广泛应用[24-26]。通过物理吸附或化学键合方法将
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IL 固定在固体载体中构建的 IL 固定化材料，兼具了 IL 和固体载体材料的独特性能，同时有效克服了 IL
黏度大、不易操作等不足[24]。自 2009年 Tian等[27]首次将 IL改性的硅胶作为 SPE吸附剂用于丹参中丹

参酮的 SPE以来， IL固定化材料在 SPE中的应用受到越来越多的关注。相较于其它 SPE材料，该材料具

有吸附容量高、酸碱稳定性好、萃取选择性强、IL利用率高以及与目标物之间可产生多种相互作用等

优点。然而，目前尚未见将 IL固定化材料用于牛奶中 NSAIDs的分离富集的报道。

本研究制备了一种辛基咪唑离子液体固定化硅胶（Sil-IL），将其作为 SPE 吸附剂，选择酮洛芬

（KPF）、萘普生（NPX）、吲哚美辛（IMC）和托芬那酸（TFA）4种 NSAIDs作为模型目标物，考察了此吸附

剂对牛奶中 NSAIDs的分离富集能力，并结合高效液相色谱-紫外检测器法（HPLC-UV），建立了同时测定

牛奶中 4种 NSAIDs残留的分析方法。本方法操作简单、准确可靠、重复性好、灵敏度高，可用于牛奶

中 4种 NSAIDs残留的同时测定。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

UltliMate 3000高效液相色谱仪、Nicolet iS10傅立叶红外光谱仪和 Nicolet NEXUS 670傅里叶拉曼光

谱仪（美国 Themo公司）；DZF-6020型真空干燥箱（上海锦玟仪器设备有限公司）；Vario ELⅢ元素分析

仪（德国 Hanau 公司）；Easy 系列超纯水仪（香港力康生物医疗科技控投有限公司）；KQ-50B 超声清洗

器（昆山市超声仪器有限公司）；TGL-16G高速离心机（上海安亭科学仪器厂）；BF2000 氮吹仪（北京八

方世纪科技有限公司）；12位固相萃取装置（北京安捷伦科技有限公司）。

硅胶（Silica，粒径 40~63 μm）购于北京绿百草有限公司；3-巯丙基三甲氧基硅烷（MPTMS， 98%）购

自湖北武大有机硅新材料股份有限公司；酮洛芬（KPF， 98%）和氢化可的松（HCS， 99%）购于 Adamas试
剂公司；1-乙烯基咪唑（98%）、1-溴辛烷（99%）、普奈洛尔（PPN， 98.5%）、吲哚美辛（IMC， 98%）、萘

普生（NPX， 99%）和托芬那酸（TFA， 97%）购于北京百灵威科技有限公司；偶氮异丁腈（AIBN，化学纯）购

于上海四赫维化工有限公司，使用前用乙醇重结晶纯化；甲醇（色谱纯）和甲酸（色谱纯）购于北京万瑞达

科技有限公司。实验中使用的其它化学试剂均为分析纯，购于国药集团化学试剂有限公司；实验用水为

超纯水（18.2 MΩ·cm）。

1.2 标准溶液的配制

1.2.1 标准储备液配制

分别称取 PPN、HCS、NPX、IMC、KPF和 TFA标准品各 10 mg， 用甲醇溶解并定容至 10 mL，配制

成 1000 mg/L的单标储备液，于 4 ℃避光保存。

1.2.2 4种NSAIDs混标准液的配制

分别量取 NPX、IMC、KPF 和 TFA 的单标储备液各 1 mL，用甲醇稀释并定容至 10 mL，配制成

100 mg/L的混合标准储备液，于 4 ℃避光保存。使用时稀释至所需浓度。

1.3 液相色谱条件

色谱柱为 Kinetex C18 柱（250 mm × 4.6 mm I.D.， 5 μm， 菲罗门公司）。流动相 A为甲醇，流动相 B为

0.03%（体积浓度， V/V）甲酸溶液。梯度洗脱程序：0~3 min， 75% A；3~10 min， 75%~100% A；

10~10.5 min， 100% A；10.5~11 min， 100%~75% A；11~12 min， 75% A。UV 检测波长：0~6.4 min，
250 nm；6.4~11 min， 292 nm；11~12 min， 250 nm。流速为 1.0 mL/min， 柱温为 35 ℃， 进样体积为 20 μL。
1.4 Sil-IL的制备

Sil-IL的制备过程如图 1所示。

1.4.1 巯基化硅胶(Sil-SH)的制备

按照文献[28]方法对硅胶进行活化处理。称取 2 g 经活化的硅胶于 100 mL 圆底烧瓶中，依次加入

30 mL无水甲苯、8 mL MPTMS和 0.5 mL三乙胺，在 N2 保护下 110 ℃反应 24 h， 停止反应，待冷却至室

温后过滤，并依次用甲醇和丙酮各洗涤 3次， 60 ℃真空干燥过夜，得到 Sil-SH。
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1.4.2 咪唑基功能化硅胶(Sil-Imz)的制备

称取 2 g Sil-SH置于 100 mL圆底烧瓶中，加入 40 mL乙腈，分散均匀，依次加入 0.3 g N-乙烯基咪唑

和 0.03 g AIBN， 60 ℃搅拌反应 24 h，冷却至室温，过滤，并依次用乙腈、无水乙醇分别洗涤 3次， 60 ℃真

空干燥 6 h， 得到 Sil-Imz。
1.4.3 Sil-IL的制备

称取 1.5 g Sil-Imz置于 100 mL 圆底烧瓶中，依次加入 50 mL 无水甲苯和 0.5 g 1-溴辛烷，在 N2 保护

下，在 110 ℃回流反应 48 h， 冷却至室温，过滤，依次用甲苯、无水乙醇、水和丙酮各洗涤 3次， 60 ℃真

空干燥 6 h， 得到 Sil-IL。
1.5 样品预处理

牛奶样品购于本地超市。参考文献[29]的方法，称取 10 g 牛奶于 50 mL聚丙烯材质离心管中，加入

20 mL乙腈和 2 g NaCl，涡旋混匀，超声处理 15 min， 于 5 ℃ 下 6000 r/min离心 10 min， 取 10 mL上层（乙

腈层）清液至另一干净离心管中，在 50 ℃下氮吹浓缩至约 0.5 mL，加入 20 mmoL/L 磷酸盐缓冲液（PBS，
pH 7.0）至 10 mL， 混匀并过 0.45 μm滤膜，滤液用 SPE净化。

1.6 SPE过程

称取 200 mg制得的 Sil-IL填料，置于柱管体积为 3 mL且底部加有聚乙烯材质筛板的 SPE空柱管内，

轻轻敲打使管内填料平整均匀，然后在其上加入另一个筛板，并稍微压实，制得 Sil-IL SPE小柱。

依次用 4 mL 甲醇和 2 mL PBS（20 mmol/L， pH 7.0）活化 Sil-IL SPE 小柱。然后，加入 10 mL 样品溶

液，以 3 mL/min流速通过 SPE小柱，待样品溶液完全通过后，依次用 3 mL 20 mmol/L PBS（pH 7.0）和 4 mL
甲醇淋洗，加入 2 mL 5%（V/V）甲酸-甲醇溶液洗脱目标物，将收集的洗脱流出液于 45 ℃下氮气吹干，用

1 mL 20 mmol/L PBS（pH 3.0）-甲醇（50∶50， V/V）复溶，涡旋溶解后，过 0.45 μm 滤膜，滤液进行 HPLC
分析。

2 结果与讨论

2.1 Sil-IL的表征

2.1.1 拉曼光谱分析

由于巯基的红外吸收特征峰较弱，在红外光谱中难以观察到，故首先采用拉曼光谱分别对 Sil-SH、

Sil-Imz和 Sil-IL进行表征。如图 2A所示， Sil-SH（图 2A曲线 a）在 2580 cm–1 处出现巯基（—SH）特征峰，

说明MPTMS已成功键合到硅胶中。在 Sil-Imz的谱图（图 2A曲线 b）中， 2580 cm–1 的巯基特征峰基本消

失，同时在 3144和 3120 cm–1 处出现两个特征峰，归属为咪唑环中双键碳上的 C—H伸缩振动峰，说明咪

唑基已被成功键合到 Sil-SH 表面，并且 Sil-SH 表面的巯基几乎耗尽。根据 Sil-Imz和 Sil-SH 中巯基特征

图1 离子液体固定化硅胶（Sil-IL）的合成路线
Fig.1 Synthesis route of ionic liquid-functionalized silica (Sil-IL) sorbent
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峰的峰面积估算， Sil-Imz的产率大于 90%。经 1-溴辛烷与 Sil-Imz反应后， Sil-IL（图 2A曲线 c）中未观察

到 Sil-Imz在 3144和 3120 cm–1 处的咪唑环 C—H特征峰，同时位于 2800~3000 cm–1 处归属为甲基和亚甲

的拉曼峰强度明显增加，表明 Sil-Imz 与 1-溴辛烷已反应，由此证明 Sil-IL 已被成功制备。根据 Sil-IL和

Sil-Imz中咪唑环 C—H特征峰的峰面积估算， Sil-IL的产率约为 95%。

2.1.2 红外光谱表征

图 2B 为 Sil-SH、Sil-Imz 和 Sil-IL 的红外光谱图。与 Sil-SH 的谱图（图 2B 曲线 a）对比， Sil-Imz
（图 2B曲线 b）在 1515 cm–1 处出现咪唑环的 C=N伸缩振动吸收峰，说明咪唑基已成功修饰到硅胶中。

与 Sil-Imz 的谱图相比， Sil-IL（图 2B 曲线 c）在 1515 cm–1 处未观察到咪唑环的 C=N 特征吸收峰，但在

1565 cm–1 处出现 1个新峰，该峰归属于咪唑基季胺化后的 C—N特征吸收峰，说明 Sil-Imz中的中性咪唑

基团已转化成咪唑鎓阳离子，同时在 2960 cm–1 处出现甲基的 C—H 伸缩振动峰，并且位于 2932 和

2859 cm–1 处的亚甲基 C—H 吸收峰强度明显增强，进一步说明 Sil-Imz 中的咪唑基与 1-溴辛烷已发生反

应。上述结果证明已成功合成 Sil-IL。

2.1.3 元素分析

采用元素分析仪分别对裸硅胶（Silica）、Sil-SH、Sil-Imz和 Sil-IL中的碳、氮含量进行了测定，结果

见表 1。由测定结果可知， Sil-SH 中碳含量明显高于 Silica，说明通过硅烷化反应，巯基已被引入到硅胶

表面；与 Sil-SH 相比， Sil-Imz 中的碳、氮含量明显增加，证明咪唑基团已成功键合到硅胶表面，与

Sil-Imz相比， Sil-IL的碳含量明显增加。根据碳、氮含量分别计算得到硅胶表面巯基、咪唑基和离子液

体基团的键合量分别为 0.97、0.93 和 0.92 mmol/g。由此可计算得到， Sil-SH 表面巯基和 Sil-Imz 表面咪

唑基的转化率分别约为 96%和 99%，离子液体在硅胶表面的键合产率为 95%，此结果与由拉曼光谱估算

的结果基本一致。上述结果说明，已成功制备 Sil-IL，其纯度约为 95%。

2.2 SPE条件优化

为得到最佳的萃取效果，采用单一变量法对样品溶液 pH值、上样流速、清洗溶剂和洗脱溶剂体积

等影响 SPE效率的实验条件进行了优化。采用 20 mmol/L PBS稀释混合标准溶液进行实验， 4种 NSAIDs
目标物浓度均为 200 μg/L， 所有实验平行测定 3次。

2.2.1 样品溶液pH值的影响

样品溶液 pH 值不仅影响目标物在溶液中的存在状态，同时也决定了吸附剂表面的作用位点，进而

影响目标物与吸附剂之间的相互作用，因此样品溶液 pH 值是影响 SPE 效率的一个重要参数。Sil-IL 表

面含辛烷基咪唑离子液体功能团，可与目标物之间发生疏水作用、离子交换和氢键等多种作用。选择

PPN、HCS和 4种 NSAIDs目标物（NPX、IMC、KPF和 TFA）分别作为碱性、中性和酸性药物的探针目

标物，其结构、pKa 和 lgP如图 3 所示。采用 20 mmol/L PBS配制含此 6种目标物的混合标准溶液，并用

图2 巯基化硅胶（Sil-SH， a）、咪唑基功能化硅胶（Sil-Imz， b）和离子液体功能化硅胶（Sil-IL， c）的拉曼
光谱（A）和红外光谱（B）
Fig.2 Raman (A) and infrared (B) spectra of mercapto-functionalized silica (Sil-SH, a), imidazole-functionalized
silica (Sil-Imz, b) and ionic liquid functionalized silica (Sil-IL, c)
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NaOH和H3PO4 调节溶液 pH值，按照 1.6节的 SPE方法进行萃取，但甲醇和 5%（V/V）甲酸-甲醇溶液用量

均为 5 mL， 以保证目标物被完全洗脱，结果见图 4。
在上样溶液 pH 值（3.0~10.0）范围内，碱性目标物 PPN和中性目标物 HCS均在第一步甲醇淋洗中被

全部洗脱下来， HCS 的回收率基本不受上样溶液 pH 值的影响，而 PPN 的回收率随上样 pH 值的升高而

增大，在 pH=7.0时达到最大值（图 4A）。对于 4种酸性 NSAIDs，在上样溶液 pH=3.0~7.0时，均在第二步

5%（V/V）甲酸-甲醇溶液洗脱过程中被全部洗脱下来，并且回收率随着 pH值的升高而增大（图 4B）；当样

品溶液 pH值由 7.0升至 10.0时， 4种 NSAIDs都在第一步甲醇淋洗中被部分洗脱，并且随着 pH值升高，

其在甲醇洗脱液中的回收率逐渐增大（图 4A），而在第二步 5% （V/V）甲酸-甲醇洗脱过程中回收率逐渐降

低（图 4B），但 4种 NSAIDs在甲醇和 5% （V/V）甲酸-甲醇两洗脱液组分中的回收率总和基本不受 pH值影

响，均在 90%以上。由此说明， Sil-IL 对碱性和中性目标物的吸附主要通过疏水作用，与 4 种酸性

表1 硅胶、Sil-SH、Sil-Imz和Sil-IL的元素分析结果
Table 1 Elemental analysis results of silica, Sil-SH, Sil-Imz and Sil-IL

吸附剂
Adsorbent

元素分析
Elemental analysis

表面键合量 a
Surface coverage amounta

C/
%

N/
%

SH/
(mmol/g)b

Imz/
(mmol/g)c

IL/
(mmol/g)d

硅胶
Silica 1.290 0.000 — — —

巯基化硅胶
Sil-SH 4.437 0.000 0.97 — —

咪唑基功能化硅胶
Sil-Imz 10.651 2.386 — 0.93 —

咪唑离子液体固定化硅胶
Sil-IL 18.236 2.187 — — 0.92

a表面键合量计算参照文献[36]；b SH表示硅胶表面键合的巯基, 其含量根据碳含量计算；c Imz表示硅胶表面键合的咪唑基, 其含量根据氮含量

计算；d IL表示硅胶表面键合的离子液体基团, 其含量根据碳含量计算。
a The amount of functional groups on the silica surface calculated according to the reference [36]; b SH is the amount of sulfhydryl groups on Sil-SH
calculated from carbon content; c Imz is the amount of imidazole groups on Sil-Imz calculated from nitrogen content; d IL is the amount of ionic liquid groups
on Sil-IL calculated from carbon content.

图3 目标化合物的化学结构、pKa 和 lgP值
Fig.3 Chemical structure, pKa and lgP of the target compounds
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NSAIDs 之间存在离子交换作用和疏水作用等多种作用力。当样品溶液 pH ≤ 7.0 时， Sil-IL 对 4 种

NSAIDs的保留主要通过离子交换作用；当样品溶液 pH > 7.0时，疏水作用随着 pH值升高而逐渐起主导

作用。这说明 Sil-IL 是具有反相/阴离子交换作用的混合型吸附剂。从萃取选择性和回收率两方面综合

考虑，选择 pH 7.0作为 NSAIDs的最佳上样 pH值。

2.2.2 上样流速

上样流速是影响 SPE效率的另一重要因素。上样

速度过快会导致目标物回收率下降，速度太小则降低

工作效率。考察了上样流速对 4 种 NSAIDs 萃取回收

率的影响，结果见图 5。当上样流速为 1~3 mL/min 时，

4 种目标物的回收率没有明显区别，均保持在 93%以

上；当上样流速由 3 mL/min 继续增大时，其回收率逐

渐下降。综合考虑回收率和时间，选择 3 mL/min 作为

最佳上样流速。

2.2.3 淋洗液体积

为获得更高的检测灵敏度和准确性，在洗脱目标

物之前使用适当的溶剂对 SPE 柱进行淋洗，尽可能地

除去样品基质的干扰。在预实验中发现使用不同浓度

的甲醇水溶液进行一步淋洗时，淋洗效果均不佳。在样品溶液 pH 值优化过程中发现，先用缓冲盐溶液

再用甲醇溶液淋洗时，收集的洗脱液不浑浊，并且杂质去除效果也较好。因此，本实验采用两步淋洗，

第 1 步使用 20 mmol/L PB（pH 7.0）淋洗，以使被保留的碱性干扰物去质化，同时增强 NSAIDs 目标物与

Sil-IL吸附剂之间的静电作用力；第 2步使用纯有机溶剂淋洗去除通过疏水作用保留在 SPE柱中的基质

干扰物。此前考察样品溶液 pH值影响时发现，甲醇对吸附在 SPE柱中的碱性和中性物质有很好的去除

效果，因此本研究直接选择甲醇作为淋洗剂，并对其用量进行了考察。选择碱性药物 PPN 和中性药物

HCS 作为基质干扰物探针，配制含 PPN、HCS 和 4 种 NSAIDs 目标物的混合样品溶液进行萃取，分别考

察使用不同体积的 20 mmol/L PB（pH 7.0）和甲醇清洗 Sil-IL SPE柱后， 5% （V/V）甲酸-甲醇溶液洗脱组分

中各目标物回收率的变化。保持甲醇用量为 5 mL， 考察了 20 mmol/L PB（pH 7.0）的用量对萃取效果的影

响。如图 6A 所示， 4 种 NSAIDs 目标物在所考察的体积（2~8 mL）范围内回收率没有明显变化，均大于

90%，干扰物 PPN和HCS几乎完全被去除。综合考虑净化效果和时间，最终选择 20 mmol/L PBS（pH 7.0）
的最佳体积为 3 mL。考察了不同体积（1、2、3、4 和 5 mL）甲醇对干扰物的清洗效果，结果见图 6B，甲
醇体积为 4 mL时干扰物 PPN和HCS基本去除完全，故选择 4 mL甲醇进行后续实验。

图4 样品溶液的 pH值对萃取回收率的影响：（A）甲醇清洗液；（B）5%甲酸-甲醇洗脱液
Fig.4 Effect of sample pH value on extraction recovery: (A) eluate 1 with methanol washing; (B) eluate 2 with
5% formic acid-methanol eluting

图5 上样流速对萃取回收率的影响
Fig.5 Effect of flow rate of loading sample on
extraction recovery
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2.2.4 洗脱剂体积

上述考察结果表明， 5%（V/V）甲酸-甲醇溶液对 4 种 NSAIDs目标物均有较好的的洗脱能力，故选择

5% （V/V）甲酸-甲醇溶液作为洗脱剂，并考察了其用量（2、4、6、8 mL）对 4种 NSAIDs洗脱效果的影响，

结果见图 7。在考察的用量范围内，随着洗脱剂用量增大， 4 种目标物的回收率没有明显增加。为节约

成本，选择 5% （V/V）甲酸-甲醇溶液的最佳用量为 2 mL。

2.3 Sil-IL的重复利用性

为考察 Sil-IL吸附剂的可重复利用性， Sil-IL SPE小柱经洗脱后，用 3 mL 5% （V/V）甲酸-甲醇进行淋

洗以除去残留的物质，然后重复进行 SPE 过程。结果（图 8）表明， Sil-IL SPE 小柱重复使用 8次后， 4 种

NSAIDs的回收率均保持在 91%以上，表明 Sil-IL具有较好的重复利用性。

2.4 萃取性能比较

为了进一步考察 Sil-IL 对 NSAIDs 的萃取性能，选用 3 种常用的商品化吸附剂（SampliQ C18、Oasis
WAX 和 Oasis MAX）与自制的吸附剂 Sil-IL 进行比较。每种吸附剂各称取 200 mg，按照 1.6 节中 SPE 柱

装填方法制备相应的 SPE小柱。在最佳实验条件下，利用装填好的不同 SPE柱对添加 4种 NSAIDs目标

物的空白牛奶样品进行萃取分析，结果见表 2，本研究制备的吸附剂 Sil-IL对 4种 NSAIDs的回收率与两

种商品化混合型吸附剂（Oasis WAX和 Oasis MAX）相当，并且均优于 SampliQ C18。由此可见，本研究制

备的吸附剂 Sil-IL对 4种 NSAIDs均具有较好的萃取能力。

2.5 方法学验证

在优化的实验条件下，采用外标法对建立的 Sil-IL-SPE-HPLC/UV方法的线性范围、检出限、定量

图6 淋洗剂体积对萃取效率的影响：（A） 20 mmol/L磷酸盐缓冲液（pH 7.0）；（B） 甲醇
Fig.6 Effects of volume of flushing solvent on extraction efficiency: (A) 20 mmol/L phosphate buffer solution
(pH 7.0); (B) methanol

图7 洗脱溶剂体积对萃取回收率的影响
Fig.7 Effect of eluent volume on extraction recovery
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限和精密度进行了考察。首先按照 1.5 节的方法处理空白牛奶样品，得到空白基质溶液；然后，利用此

空白基质溶液配制系列浓度的 NSAIDs 混合标准溶液，在优化的条件下进行 SPE 以及 HPLC 分析。在

3~1000 μg/L浓度范围内（TFA为 4~1000 μg/L）， 4种 NSAIDs的浓度与峰面积具有良好的线性关系，其相

关系数（R2）为 0.9996~0.9998。方法的检出限（S/N = 3）为 1.2~1.9 μg/kg，定量限（S/N = 10）为 4.0~6.2 μg/kg
（表 3）。本方法的灵敏度优于国家标准方法（4种 NSAIDs的检出限为 1~25 μg/kg）[10]， 并且样品前处理

过程更简单、绿色。考察了方法的重现性，以低、中两个浓度（10 和 100 μg/L）的空白牛奶加标样品进

行了日内和日间精密度的测定，方法的日内和日间精密度分别为 1.0%~3.0%和 1.9%~6.3%（表 3），表明本

方法重现性好。以经 SPE 处理后 4 种 NSAID 的浓度与原始溶液中浓度的比值作为富集倍数，计算得到

本方法对 4种目标物的富集倍数为 9~10。
2.6 实际样品分析

采用建立的 Sil-IL-SPE-HPLC/UV方法对 3 个品牌的纯牛奶样品进行分析。在 3种牛奶样品中均未

检出 4种 NSAIDs。对 3种牛奶样品添加 4种 NSAIDs标准溶液进行加标回收实验，结果见表 4，在两个加

标水平下， 4种 NSAIDs的回收率在 90.8%~105.3%之间， RSD ≤ 6.1%。图 9曲线 a和曲线 b为牛奶样品

和加标浓度为 10 μg/L的牛奶样品经 Sil-ILSPE净化处理后的HPLC谱图，图 9曲线 c为 100 μg/L混合标

准溶液直接进样的 HPLC谱图。结果表明，吸附剂 Sil-IL对 4种 NSAIDs具有很好的净化富集能力，建立

的 Sil-IL SPE-HPLC/UV方法可用于奶制品中 NSAIDs的分析检测。

图8 吸附剂 Sil-IL的重复利用性
Fig.8 Reusability of Sil-IL sorbent

表2 Sil-IL和3种商品化吸附剂对4种NSAIDs的回收率
Table 2 Recoveries of 4 kinds of NSAIDs using different sorbents as solid phase extraction (SPE) sorbent

化合物
Compound

C18 WAX Sil-IL MAX
回收率

Recovery/
%

RSD/
(%, n=3)

回收率
Recovery/

%

RSD/
(%, n=3)

回收率
Recovery/

%

RSD/
(%, n=3)

回收率
Recovery/

%

RSD/
(%, n=3)

酮洛芬
KPF 73.6 9.1 93.7 3.7 91.3 2.4 97.3 3.0

萘普生
NPX 76.3 3.2 89.4 4.5 91.8 3.1 94.0 4.8

吲哚美辛
IMC 80.1 1.3 94.2 2.8 90.7 5.4 97.6 3.8

托芬那酸
TFA 82.4 4.8 96.9 3.2 84.7 4.2 94.2 2.8

注：C18：C18键合硅胶吸附剂（SampliQ C18）；WAX：反相/弱阴离子交换混合型吸附剂（Oasis WAX）；MAX：反相/强阴离子交换混合型吸附剂

（Oasis MAX）。

Note: C18: C18 bonded silica sorbent (SampliQ C18); WAX: Reversed phase/weak anion-exchange mixed-mode sorbent(Oasis WAX); MAX: Reversed/strong
anion-exchange mixed-mode sorbent.
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表3 Sil-IL-固相萃取-高效液相色谱-紫外检测方法（SPE-HPLC/UV）检测4种NSAIDs的分析性能参数
Table 3 Analytical parameters of Sil-IL-SPE-high performance liquid chromatography-ultraviolet detector (HPLC-UV) method
for determination of 4 kinds of NSAIDs

化合物
Compound

线性范围
Linear range/

(μg/L)
相关系数

Correlation coefficient
(R2)

检出限
LOD/
(μg/kg)

定量限
LOQ/
(μg/kg)

日内精密度
Intra-day precision/

(%, n=5)
日间精密度

Inter-day precision/
(%, n=5)

10 μg/L 100 μg/L 10 μg/L 100 μg/L
酮洛芬
KPF 3~1000 0.9996 1.5 5.0 1.3 2.3 4.6 2.6

萘普生
NPX 3~1000 0.9996 1.2 4.0 2.0 1.8 2.8 4.1

吲哚美辛
IMC 3~1000 0.9998 1.4 4.6 2.4 1.0 3.5 1.9

托芬那酸
TFA 4~1000 0.9997 1.9 6.2 3.0 2.5 5.1 6.3

表4 不同品牌牛奶样品中4种NSAIDs的加标回收率
Table 4 Recoveries of 4 kinds of NSAIDs spiked in different brand milk samples

化合物
Compound

加标浓度
Spiked level/

(μg/L)

样品 1
Sample 1

样品 2
Sample 2

样品 3
Sample 3

回收率
Recovery/

%

RSD/
(%, n=3)

回收率
Recovery/

%

RSD/
(%, n=3)

回收率
Recovery/

%

RSD/
(%, n=3)

酮洛芬
KPF

10 98.4 1.4 95.9 3.0 92.0 1.9
100 96.7 1.8 94.0 1.6 95.3 3.8

萘普生
NPX

10 91.6 3.9 101.1 2.7 90.8 6.1
100 92.3 4.9 96.0 3.6 94.7 1.9

吲哚美辛
IMC

10 92.0 1.8 95.5 1.5 91.4 3.8
100 91.3 2.6 98.7 3.4 94.2 1.7

托芬那酸
TFA

10 93.7 4.7 91.3 5.2 95.7 2.9
100 96.5 3.4 104.0 3.9 105.3 4.2

图9 不同样品的HPLC谱图：（a） 经 Sil-IL SPE柱处理的牛奶样品；（b） 经 Sil-IL SPE处理的加标浓度
为 10 μg/L的牛奶样品；（c） 未经 SPE处理直接进样的 4种 NSAIDs（浓度为 100 μg/L）的混合标准溶液
Fig.9 HPLC chromatograms of different samples: (a) milk sample extracted by Sil-IL SPE; (b) spiked milk
sample (10 μg/L) extracted by Sil-IL SPE; (c) standard solution of the 4 kinds of NSAIDs (100 μg/L) directly
injected without SPE
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3 结论

制备了一种具有阴离子交换作用、疏水作用等混合模式的 Sil-IL 材料，并将其作为 SPE 吸附剂，结

合 SPE和 HPLC-UV法建立了测定牛奶中 KPF、NPX、IMC和 TFA 4种 NSAIDs残留的分析方法。结果

表明，此离子液体固定化硅胶对酸性 NSAIDs 表现出很好的萃取选择性和富集能力，是一种良好的 SPE
材料。此外，此材料具有优异的可重复利用性，可通过再生循环使用，降低了检测成本。本方法操作简

便、灵敏度高、准确可靠、选择性好，有望用于奶制品中多种 NSAIDs的同时检测。
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Mixed-mode Solid Phase Extraction Coupled with High Performance
Liquid Chromatography for Analysis of Non-steroidal
Anti-inflammatory Drugs Residues in Bovine Milk

DING Jian-Hua, XU Wen-Ping, ZHU Yu-Ling*
(School of Chemistry and Material Science, East China University of Technology, Nanchang 330013, China)
Abstract A imidazolium ionic liquid-functionalized silica (Sil-IL) was synthesized and used as mixed-mode
sorbent for solid phase extraction (SPE) of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs, naproxen, ketoprofen,
indoometacin and tolfenamic acid) residues from bovine milk. A method combining this mixed-mode SPE and high
performance liquid chromatography-ultraviolet detector (HPLC-UV) was established for simultaneous analysis of
four kinds of NSAIDs residues in bovine milk. The prepared Sil-IL was characterized by Fourier transform infrared
spectra, Raman spectra and elemental analysis. Then the retention mechanism of NSAIDs on Sil-IL sorbent was
explored and the parameters affecting the extraction efficiency were optimized. Experimental results showed that
Sil-IL had good extraction selectivity and high extraction efficiency towards four kinds of NSAIDs. Meanwhile,
the interaction between Sil-IL and NSAIDs was mainly hydrophobic and anion exchange interactions. Under
optimal SPE conditions, good sensitivity was achieved with a limit of detection of 1.2–1.9 μg/kg. The method
displayed good linear relationship in the concentration range of 3–1000 μg/L for ketoprofen, naproxen,
indomethacin and 4–1000 μg/L for tolfenamic acid, with the correlation coefficient (R2) of 09996–0.9998. The
intra-day and inter-day precision were 1.0%–3.0% and 1.9%–6.3%, respectively. The recoveries of four kinds of
NSAIDs in bovine milk at two spiked levels were 90.8%–105.3% with relative standard deviations less than 6.1%.
The established method was proved to be accurate, reliable, simple, sensitive and selective, and could be used for
determination of NSAIDs residues in milk sample.
Keywords Ionic liquid; Nonsteroidal anti-inflammatory drugs; Solid phase extraction; High performance liquid
chromatography; Bovine milk
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