


水产品及其养殖关键要素中地西泮的污染、检测与风险评估研究概况
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[bookmark: _Hlk127143484]摘要：地西泮作为我国不得在动物性食品中检出的一类兽药，却时常在水产品抽检中出现，给人类健康和生态环境带来极大的损害，因此开展地西泮残留检测和风险评价是食品质量安全控制中重要的环节。本文综述了我国水产品及渔业环境、渔用投入品等水产养殖关键要素中地西泮的残留现状，分类讨论了地西泮检测常用的样品前处理技术和分析方法，阐述了生态环境和水产品中地西泮的风险评价概况，旨在为食品安全风险管控提供参考。
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Abstract:  As a type of veterinary drug that not allowed to be detected in animal food in country, diazepam is often found in samplings of aquatic products, causing great damage to human health and the ecological environment. Therefore, the detection of diazepam residues and risk assessments are important parts of food quality and safety control. This paper summarizes the current status of diazepam residues in the fishery environment, aquatic products, fishery inputs and other aquaculture in the whole peocess in China, category discusses the commonly used sample pretreatment techniques and detection techniques for diazepam residues in combination with relevant research. Thus providing an overview of the risk assessment of diazepam in the ecological environment and aquatic products, the aim is to provide a reference for food safety risk control.
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水产品具有高蛋白、低脂肪，富含多种维生素和矿物质的特点，成为多数家庭健康的选择。根据国家统计局数据资料显示，2017-2021年我国水产品总产量呈现逐年上升趋势，其中养殖水产品在产量和增速上均高于捕捞水产品，逐步占据水产品总产量的主导地位。随着产量的增加，水产食品安全问题也逐渐受到人们重视。水产品在养殖和活体运输过程中易受环境的影响而产生应激反应，从而影响水产品的代谢。因此不良商家为提高水产品成活率[1]而选择在饲养过程中非法使用麻醉、镇静类药物。地西泮，又名安定，是苯二氮卓类药物的一种[2]，具有镇静，抗惊厥等作用，常用于治疗失眠、焦虑症等疾病。地西泮对于水产品具有降低新陈代谢，抑制活动的作用[3]。滥用地西泮会造成该药物及其代谢物在水产品中的残留，通过食物链蓄积药物毒性，消费者若长期、大量摄入此类水产品，将造成记忆力受损、皮疹等不良反应，对人体的脑、肝脏、神经产生伤害[4]。
我国农业农村部在2019年发布的GB 31650-2019《食品安全国家标准 食品中兽药最大残留限量》中规定地西泮为允许做治疗用，但不得在动物性食品中检出的兽药。检索国家兽药综合查询App发现，地西泮没有兽药产品批准文号。《2022年国家产地水产品兽药残留监控计划》将地西泮纳入检测指标，标志着农业农村部对未经批准使用的水产养殖兽药监管进一步增强。为全面了解地西泮在养殖水产品及渔业环境、渔用投入品中的污染现状，进一步加强监管，本文总结归纳了水产品、养殖环境以及渔业投入品中地西泮的污染情况，综述了近些年有关地西泮的样品前处理、检测技术，分析比较了各个方法的优缺点及应用现状，并针对地西泮残留情况展开环境生态、水产品安全的风险评估讨论，以期为保障水产食品质量安全提供技术支持和参考依据。 
1  地西泮污染情况
1.1  水产品中地西泮
近年来，我国不同地区、不同淡水水产品中均有检出地西泮残留的报道。尹文林[5]等对水产动物中地西泮残留情况进行了汇总，报道称2020年-2022年，四川、天津、重庆、北京等地均有不同种类的淡水鱼在销售环节检出地西泮残留超标。张璇[6]等人在2020年对167个鱼、蟹、虾、贝样品进行检测，其中4.79%的是产品中含有地西泮；王守英[7]等在2018年对上海市场售卖的水产品进行了地西泮及其代谢物的检测，检测结果显示地西泮的残留多存在于鲫鱼等淡水鱼中，阳性样品约占样品总数的87%。据报道，山东省市场监督管理局在2021年发布关于15批次食品不合格情况的通报[8]，菏泽市曹县某市场鲫鱼检出地西泮。目前，水产品中地西泮残留污染问题作为近两年新兴的监管热点，其报道尚且不多，且主要集中在市售水产品中，有关养殖产地水产品中地西泮的污染情况则未见报道。
1.2  水产养殖环境中地西泮
水污染是造成水产品中污染物残留的主要原因，近年来，药物活性化合物（PhACs）的污染问题已是环境科学界关注重点，PhACs是一类新型有机污染物，主要包括抗抑郁类、抗生素、抗真菌剂药物等[9]。地西泮作为PhACs在地表水、污水中被广泛检出[10-13]，该药物及其代谢物质在水环境中即便极小的浓度也会对水生生物造成直接影响，污染物通过代谢与排泄、生物浓缩、生物富集，经过食物链传播，对人体造成二次伤害。Lei[14]等在珠江中取水和沉积物作为检测地西泮残留的样品，结果表明水样中地西泮检测率高达91.7%，沉积物检测42.9%；张力群[15]等在杭州随机采集的5份地表水中，检测出地西泮的浓度在0.4 ng/L～0.7 ng/L。水产养殖所用水大都来自地表水，所以水产品会受到地西泮的影响，造成体内残留富集。刘洋锋[16]等选取上海市的养殖池溏，对池塘中的水体和底泥进行检测，发现在70个样本中，有14个样本呈阳性。目前我国水环境中地西泮污染形式严峻，亟需加大对水环境，尤其是水产养殖水域、池塘用水的筛查力度。
1.3  渔用投入品中地西泮
使用含地西泮的鱼饵、饲料是渔业环境及水产品受污染的原因之一。杨光昕[17]等以23个地区的35个垂钓鱼饵为样本，采用高效液相色谱串联质谱法检测鱼饵中的地西泮，经检测发现在14个样品筛查出地西泮，占总样品的40%，检出率较高，且鱼饵中地西泮含量极高含有地西泮的渔用投入品不仅直接影响水产品质量，其残渣也将影响水产养殖环境，对消费者及生态系统具有潜在的危害。
2  地西泮的检测方法
2.1  样品前处理
在地西泮残留检测过程中，因为样品基质复杂，地西泮残留物含量较低，所以需要将待测样品匀浆，后进行提取、净化、浓缩等处理。目前在地西泮残留检测中常用的样品前处理技术主要有固相萃取法、QuEchERS法、免疫分析法。
2.1.1  固相萃取法
固相萃取是目标化合物被固体吸附剂吸附，使目标化合物与干扰物分离，利用有机溶剂进行洗脱和富集，以达到分离和富集的目的[18]。通常选用乙酸乙酯、乙腈、乙腈-缓冲盐溶液进行提取，净化时对提取液采用正己烷去脂化，利用氮吹或涡旋至近干后再次溶解，也可选择C18柱、PSA进行净化提纯等。宿书芳[19]等人将固相萃取法应用到测定水产品中地西泮的前处理中，以乙腈作为提取剂，处理样品，经Prime HLB通过式固相萃取柱净化，在相应浓度范围内，地西泮线性关系良好；检测结果理想，适合应用于水产品的兽药残留检测。张昕[20]等利用MCX柱富集净化，ACQUITY BEH C18色谱柱分离。以甲醇-水洗脱对水样进行前处理操作，LOD为0.025 ng/L，LOQ为0.050 ng/L，回收率为99.3%～108.0%。该前处理方法操作简单，具有较高的回收率。
2.1.2  QuEchERS法
QuEchERS法是利用吸附填料与基质中杂质之间的互相作用来吸附杂质，从而使样品净化，具有简单、快速、价格低廉等特点[21]，是一种备受关注的样品前处理新技术。Songhee Hong[22]等利用QuEchERS法提取鱼中地西泮，回收率在110.65%～130.05%之间，在相应浓度内线性良好，适合作为鱼类兽残检测前处理方法。邹游[23]等利用QuEchERS法同时测定畜产品和水产产品肉质和内脏中氯丙嗪、地西泮、安眠酮的残留，以乙酸乙酯提取，C18、PSA和氨基填料净化，RSD为0.7%～11.6%；马丽莎[24]等利用QuEchERS法检测饲料中地西泮残留，方法加标回收率在86.3%～104.5%，相对标准偏差为1.4%～7.8%，完成一批前处理仅需30 min。该方法高效快速，适合大批次样品的快检。
2.1.3  免疫磁珠法
免疫磁珠法是分离和富集于一体的方法，富集净化包括吸附和洗脱两个过程[25]。桑丽雅[26]等将免疫磁珠法应用于样品的前处理，快速富集分离水产品中的地西泮。此种方法速度快，在25 min中内可快速完成样品的前处理，操作过程简单、方便。
前处理的方式不同，性质不同，表1总结了以上三种前处理方法的优缺点，可根据样品性质、数量选择合适的处理方法。

表1地西泮检测中不同样本前处理方法优缺点比较
Table1  Comparison of advantages and disadvantages of different sample pretreatment methods in diazepam detection 

	前处理方法
	优点
	缺点

	固相萃取法
	可同时完成样品富集与净化；自动化批量处理；回收率高。
	固相萃取小柱成本较高；对操作人员要求较高。

	QuEchERS法
	检测速度快；回收率高；溶剂使用量少；操作方便；分析物范围广。
	含水量低或脂肪含量高的样品的提取净化效果不理想。

	免疫磁珠法
	分离速度快；效率高；可重复性好。
	价格昂贵



2.2  分析技术
2.2.1  气质联用法  
气相色谱利用在同一温度下的不同化合物在流动相和固定相中分配系数的差异，不同化合物按时间先后从色谱柱中流出，以达分离目的，经具有高灵敏性的检测器检测。农业部颁布的《动物性食品中地西泮和安眠酮多残留的测定 气相色谱-质谱法》（GB 29697-2013）中使用气相色谱-质谱法对动物性食品中的地西泮和安眠酮残留进行检测。Musavvir Arafat Mottaleb[27]等利用气相色谱-质谱联用法对市场所售鱼类进行兽药残留的检测，回收率均在80%～85%之间。因为前处理操作繁琐，此方法逐渐被取代。
2.2.2  液质联用法  
液质联用法将液相色谱作为分离系统，质谱作为检测系统，利用不同离子在电磁场中的运动行为不同，根据不同质荷比把离子分开，得到质谱图，从而对样品进行定性和定量。常用的液质法有LC-MS/MS、HPLC-MS/MS、UPLC-MS/MS，具有灵敏度高、快速、准确度高的特点。由表2可知，不同液质法检测不同基质中的地西泮残留结果较为理想。相关系数R2＞0.99，水产品中地西泮检出限在0.01～0.5µg·kg-1之间，饲料中地西泮检出限为0.4 μg·kg-1之间，均低于或等于GB 29697-2013《 食品安全国家标准 动物性食品中地西泮和安眠酮多残留的测定 气相色谱-质谱法》、NY/T 1458-2007《饲料中盐酸异丙嗪、盐酸氯丙嗪、地西泮、盐酸硫利达嗪和奋乃静的同步测定 高效液相色谱法和液相色谱质谱联用法》所规定的检出限标准。说明液质联用法满足实际检测需求。

表2不同液质法检测不同基质中地西泮残留的结果对比
Table2 Comparison of detection results of diazepam residues in different substrates by different liquid chromatography tandem mass spectrometry methods for different substrate  
	基质
	方法
	检  出  限/
[bookmark: _Hlk123337325]（μg·kg-11)
	回收率/%
	相关系数

	鱼类
	UPLC-MS/MS[28]
	0.05
	95.3
	0.9997

	虾类
	HPLC-MS/MS[29]
	0.01
	106.22
	0.9989

	鱼类
	HPLC-ESI/MS/MS[30]
	0.5
	83.3～108.8
	0.9975

	鱼、虾、蟹类
	HPLC-MS/MS[31]
	0.1
	106.13～124.72%
	0.9989

	鱼、贝、虾、蟹类
	UPLC-Q-Orbitrap HRMS[32]
	-
	58.9～72.2
	1.0000

	环境水*
	UPLC-MS/MS[15]
	0.0001
	88.3～98.4
	0.9996

	渔用饲料
	UPLC-MS/MS[33]
	0.4
	79.4～102.1
	0.9986


注：环境水检出限单位：μg·L-1
[bookmark: _Hlk123240083]2.2.3  酶联免疫吸附法  
酶联免疫吸附法是利用试样中的地西泮抗原与包被于微孔板中的地西泮特异性抗体的免疫竞争性反应，加入显色底物和终止液，进行吸光度的测量，含量与颜色成反比。万宇平[34]等研发酶联免疫测试剂盒对饲料中地西泮的残留进行检测，回收率在71.5%～94.2%；安徽省市场监督局[35]在2020年8月发布的《动物组织中地西泮的残留测定 酶联免疫吸附法》应用到此种方法。王涓[36]等利用酶联免疫法快速检测猪和渔用饲料样品中地西泮、硝西泮等物质，回收率在70.9%～103.0%，批内批间变异系数均小于12.4%。该方法可用于大批量样品的定性分析。
2.2.4  胶体免疫层析法  
胶体金作为示踪标记物，用于特异性抗原抗体反应的新型免疫标记分析技术。当前，胶体免疫层析法是水产品中地西泮快速检测的方法。桑丽雅[26]等建立了免疫磁珠-胶体免疫层析法检测水产品中的地西泮，回收率在78.34%～90.40%之间，RSD达到5.03%～8.96%，可作为有效的快速检测手段。
2.2.5  毛细管电泳法  
毛细管电泳法是一种绿色分析技术，具有试剂消耗少、分析时间短、操作简单等优点，能够满足水产品中地西泮快速监测的要求。2013年，河北省质量技术监督局发布《饲料中苯巴比妥、艾司唑仑、地西泮以及盐酸氯丙嗪的检测毛细管电泳法》并转化到实际应用中，可对地西泮等四种镇静剂进行快速检测；王涛[37]等采用高效毛细管电泳法对饲料中地西泮等镇静药物进行检测，在优化条件下，11 min可实现分离检测，地西泮检测限为5 mg/kg，样品回收率在67.5%～98.2%。此种方法，可适用于大量样品的测定，检测结果精度较高。
3  地西泮的安全风险评估
地西泮及其代谢物作为新型污染物通常存在于水生环境中。Charles E.West [38]等研究发现地西泮在底泥中的半衰期高于60 d，并对生态系统中的半衰期进行了预测，保守估计在311±26 d。由于地西泮的化学性质稳定，不易降解，所以地西泮会长时间地在水体中积累，蓄积在水生动物中，且通过生物浓缩、生物富集、食物链传播等方式对各级生物产生直接影响。Nunes B.[39]等发现当地西泮浓度在26.67 mg/L时，朱氏四爿藻的生长率受到抑制，且效果明显；当浓度增大到40 mg/L 时，其抑制率约为98%。环境中污染物的风险评估通常使用风险熵数（RQ）作为衡量指标，RQ值是通过样品中浓度与预期的无效应浓度之比来计算，分为三个等级：低风险：0.01≤RQ＜0.1；中风险：0.1≤RQ＜1；高风险：RQ≥1。以此来判断污染物对环境的威胁[40]。Alvarez-Mora[41]等研究发现地西泮以中等RQs威胁无脊椎动物及鱼类；Brandão [42]等研究发现暴露在地西泮环境中的鱼鳃中谷胱甘肽巯基转移酶(GSTs)活性增加，消化道中谷胱甘肽还原酶(GRed)抑制，此现象表明暴露于此环境的鱼类会引起细胞损伤；Overturf[43]等研究发现长期接触低浓度地西泮的斑点叉尾鮰会影响内分泌功能，改变基因表达。由此可见地西泮及其相关代谢物在水体中对各类生物造成了不可忽视的损伤，对地西泮生态评估亟需针对性研究。
Kwon[44]等检测到大菱鲆肝脏中地西泮的含量在23~110 ng/kg之间，此浓度高于地表水中的浓度，说明地西泮等会在鱼类组织中发生生物浓缩。评价水产品中兽药残留的指标[45]主要有最大残留量(MRLs)、每日容许摄入量(ADI)、ADI贡献值。参考GB 31650-2019 《食品安全国家标准 食品中兽药最大残留限量》可知地西泮是一种允许作治疗用，但不得在动物性食品中检出的兽药，因此没有MRLs值，也未制定ADI值，有关水产品风险评估的毒理数据也十分缺少，但此药物及其代谢物违规添加至水产品中会对人体造成潜在风险。因此，水产品中地西泮风险评估需要做进一步讨论和研究。
4  总结与展望
当前，我国渔业环境及水产品中的地西泮残留问题较为严峻，极大损害了消费者合法权益，药物滥用对水环境造成了威胁。因此急需对环境和水产品中的地西泮开展日常监测治理和风险评估的研究工作。在对地西泮的检测分析中涉及样品前处理和仪器检测两部分。前处理部分主要以固相萃取法和QuEChERS法为主，其操作简单、回收率高、净化效果显著，溶剂使用量较少，但在使用过程中应避免基质干扰。免疫磁珠法虽然速度快，但价格昂贵，无法大批量应用于检测中。未来发展中，可根据不同的基质，选择恰当的前处理方法进行联用，以避免单一方法的缺点，从而提高地西泮残留的检测水平。仪器检测方法中，GC-MS方法存在基质干扰大，检出限无法满足要求的状况；毛细管电泳法灵敏度相对较差。酶联免疫法、胶体金免疫层析法仅适用于大批次样品的快速定性分析，LC-MS联用法因其检测结果可靠，精密度高，是检测地西泮残留常用的仪器检测方法。因此建立一种稳定的检测方法对食品样品中地西泮的定性定量分析具有重要意义。
同时，为进一步提升水产品质量安全监管成效，相关的主管部门和科学研究工作者还应当深入调查兽药使用种类和途径，精准定位薄弱环节，建立更为科学准确的兽药使用休药期，规范养殖过程中兽药的使用状况。在水产品上市前，加大抽检力度，符合标准方可进入市场。对于养殖环境中的药物残留问题，积极采取应对措施，从源头治理，开展水产品中地西泮残留对食品安全、人体健康方面的风险评估研究。通过产学研联动，建立健全相关食品安全监管体系，从根本上杜绝诸如地西泮等的非法添加物残留问题，促进水产养殖业和食品安全高质量发展。
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