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实验技术与方法

固相萃取2超高效液相色谱串联质谱法测定母乳中的游离态双酚 &

王雨昕! 李敬光! 赵云峰! 吴永宁

!国家食品安全风险评估中心"北京*)+++1+#

摘*要!目的*建立了超高效液相色谱2串联三重四级杆质谱"Y8A42BC%BC#测定母乳中游离态双酚 &"<8&#的

方法$ 方法*<8&经甲醇2丙酮")j)! ()(#超声提取后!过固相萃取柱"9L;/":C/X28Ln !?

$

, KK#进行净化!甲醇2

丙酮")j)! ()(#洗脱!经 9L;/":&4qYb7Q<(?4)G 色谱柱"1+ VV g$F)VVg)F̂

#

V#分离!在电喷雾负离子源和

多反应监测模式下进行测定!内标法定量$ 结果*<8&在 +F) s$+

#

J%A范围内线性关系良好!相关系数 6

$

t

+F--^$ <8&的加标回收率为 -)FG1d s)+,F̂1d!相对标准偏差为 5FG+d s)1F3,d!检出限为 +F+)+

#

J%A!方法

定量限为 +F+31

#

J%A$ 结论*本方法可满足母乳中游离态双酚 &含量评估的需要$
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**双酚 &#<8&$是一种环境雌激素物质"也是世

界上使用最广泛的工业化合物之一" 主要用于生产

聚碳酸酯和环氧树脂* 聚碳酸酯材料是一种透明

的硬塑料"加入 <8&可以让聚碳酸酯等塑料产品变

得无色透明,耐用,防摔"尤其能够防止酸性蔬菜和

水果从内部侵蚀金属容器* 因此广泛用于罐头食

品和饮料的包装,矿泉水瓶,婴幼儿奶瓶等产品

中
())

* <8&可通过食品包装容器或塑料薄膜渗入

食品或饮料中"这些物品的反复使用或暴露于高热

环境会导致 <8&的浸出"进而被人体摄入
($)

"对人

体的生殖系统,大脑,心血管系统,肝脏等产生危

害
(3)

* 目前"<8&已经在人体血液
(5)

,尿液
(52,)

,环

境
(^)

和食品
(G2-)

等不同基质中均被检出*

自 $+)) 年 3 月 ) 日起"欧盟禁止生产含 <8&

的塑料奶瓶", 月 ) 日起禁止任何 <8&塑料奶瓶进

口到成员国* 我国自 $+)) 年 , 月 ) 日起"禁止生产

聚碳酸酯和其他含 <8&的婴幼儿奶瓶"自 $+)) 年 -

月 ) 日起"禁止进口和销售聚碳酸酯和其他含 <8&

的婴幼儿奶瓶"由生产企业或进口商负责召回* 母
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乳是婴儿成长中最自然,最安全,最完整的天然食

物"营养丰富"含有婴儿所需的所有营养和抗体"保

证婴儿的正常,健康发育* 但是母乳也是婴儿暴露

于污染物的主要途径"母亲通过膳食摄入的 <8&可

以通过母乳造成婴儿的暴露* 因此有必要了解母

乳中 <8&的浓度"对婴儿暴露于 <8&的程度作出

评估* 目前"我国缺少有关于母乳中 <8&含量水平

的数据"针对这种现状和母乳中 <8&暴露评估的需

要"本研究在优化样品前处理的基础上"建立了超

高效液相色谱串联三重四级杆质谱#Y8A42BC%BC$

检测母乳中游离态双酚 &的方法* 本方法准确,灵

敏度高*

)*材料与方法

)F)*仪器与试剂

&4qYb7Q Y8A4超高效液相色谱仪, qHL;;">

8"/VM/"三重四级杆质谱仪, 固相萃取柱% C/X28Ln

!?

$

柱和 C/X28Ln T=>"M:M=柱#) J",KK$ #均购于美国

9L;/":公司$&甲醇#质谱级$,丙酮,二氯甲烷,正己

烷#均为农残级$,实验用水为 BM==M2q超纯水* 标

准品%)++ VJ%A<8&#<M:XI/0>=&$和 )++VJ%A

)3

42

<8&#纯度 t--d"美国 4bA公司$*

)F$ *样品前处理

量取 )+ V=母乳置于培养皿中"冷冻干燥呈粉

末状后"取出置于 1+ V=聚丙烯离心管中"加入 )+

0J

)3

42<8&内标"加入甲醇2丙酮#)j)"()($)1 V="

超声 3+ VM0 后"以^ +)$ gJ离心 )1 VM0"取上清液&

残渣中再加入甲醇2丙酮 #)j)"()($ )+ V="超声 3+

VM0 后"^ +)$ gJ离心 )1 VM0"取上清液&合并两次

提取液"离心浓缩至尽干"加入 3+ V=甲醇复溶后"

置于 a$+ e过夜冷冻&取出后 ^ +)$ gJ离心 )1

VM0"取上清液并离心浓缩至干"加入二氯甲烷2正己

烷#) j-" ()($ )+ V="涡旋后以 - 3G5 gJ离心 )+

VM0"取上清液"过 !?

$

固相萃取柱(, KK!?

$

固相萃

取柱预先用甲醇2丙酮#)j)" ()($与正己烷活化)"

)+ V=正己烷淋洗后", V=甲醇2丙酮#)j)" ()($洗

脱"洗脱液用氮气吹至干"用 $++

#

=甲醇2水#)j)"

()($定容"涡旋后"以$) 5,+ gJ离心 )1 VM0"取上清

液"上机分析*

)F3*液相色谱2质谱条件

%

Y8A4条件%<(? 4

)G

色谱柱 # 1+ VVg$F)

VVg)F̂

#

V$"前接 ) 根 iL0JL"R 预柱&柱温5+ e&

流速 +F$1 V=%VM0&进样量 $+

#

=&全定量环模式* 流

动相 &为甲醇"流动相 <为水* 梯度洗脱 + s$F+

VM0"1+d s-+d &&$F+ s3F+ VM0")++d &&3F+ s

1F1 VM0"1+d &*

&

BC 条件%电喷雾负离子化模式

#(Cb$"毛细管电压 3FG :("锥孔电压 31 ("离子源

温度)$+ e"脱溶剂气温度5++ e"去溶剂气流量

G++ A%I"锥孔气 ,+ A%I"碰撞能量 $1 /i&碰撞气

+F51 V=%VM0"多反应监测模式#B'B$扫描"监测离

子 0);$$^ t$)$F$ #<8&"定量离子 $,0);$$^ t

)3$FG#<8&$,0);$3- t$$5F$#

)3

42<8&$*

$*结果与讨论

$F)*背景污染

由于 <8&的广泛应用"在各种实验室用品中可

能存在污染"所以在选择实验用具时尽量选择玻璃

制品或是聚丙烯用品* 本研究选用聚丙烯离心管

作为样品提取时实验用具* 分析过程中所使用的

微量注射器中也可能存在 <8&污染"因此在使用前

对微量注射器进行检查"并且在使用之前多次清

洗"尽量降低其本底水平*

实验所用的各种溶剂"包括甲醇,水,丙酮,二

氯甲烷等"均在使用前检测本底状况"选择无本底

污染或本底最低的溶剂* 实验用水为 BM==M2q超纯

水"从两台不同的超纯水机中量取相同体积的超纯

水进行本底实验"均发现有 <8&* 获得无 <8&的实

验用水难度较大"因此本方法不使用反相固相萃取

柱"以减少前处理中的用水量* 此外"固相萃取柱

在使用前用洗脱溶剂进行淋洗"以去除可能存在的

本底污染* 在控制 <8&本底污染后"系统空白水平

在检出限以下"可以满足母乳中 <8&检测的要求*

每批样品进行前处理时都要跟随系统空白样品"用

以监测前处理过程的本底水平*

$F$*Y8A42BC%BC 条件的优化

$F$F)*色谱条件优化

部分研究
()+2)))

选用 4

)G

柱对 <8&进行分离"本

研究选用 <(?4

)G

色谱柱 #1+ VV g$F) VVg)F̂

#

V$进行分离"分离效果较好* 考察两种流动相对

<8&峰响应的影响%

%

&%甲醇"<%水&

&

&%甲醇"

<%+F)d氨水溶液"结果表明"流动相
%

条件下的

<8&峰响应比流动相
&

条件下的 <8&峰响应高*

比较柱温对 <8&峰响应的影响"柱温 5+ e时 <8&

的峰响应约为柱温为3+ e时的 $ 倍* 综合考虑上

述因素"最终选用 )F3 节所述液相色谱条件*

$F$F$*质谱条件优化

<8&的两个子离子分别为 0);$$^ t$)$F$ 和

$$^ t)3$FG"这两个子离子均可作为 <8&的定性离

子"而 0);$$^ t)3$FG 的峰响应只有 0);$$^ t

$)$F$ 峰响应的 )%3"故选择 0);$$^ t$)$F$ 为

<8&的定量离子* 分别考察锥孔电压,毛细管电压

和碰撞能量对 <8&峰响应的影响* 锥孔电压和毛
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细管电压对 <8&峰响应的影响呈抛物线状"而碰撞

能量不能加得过大"否则会损失母离子信息* 综合

考虑上述条件"选择了 )F3 节所述的质谱条件"总离

子流图和 B'B色谱图见图 )*

图 )*总离子流图及 <8&与其同位素内标的色谱图

TMJH"/)*4I">VL;>J"LV:#>"<8&L0R M;:M0;/"0L=:;L0RL"R

$F3*样品前处理条件的确定

$F3F)*浓缩条件的影响

将 )+ 0J<8&标准加入到 )+ V=甲醇2丙酮#)j

)" ()($溶液中"用氮吹和离心浓缩两种方式分别将

标准溶液浓缩至干"用 $++

#

=甲醇2水 #)j)" ()($

定容后进样测定"另将 )+ 0J<8&用 $++

#

=甲醇2水

#)j)" ()($定容后不经过浓缩步骤"直接进样测

定"分析浓缩步骤是否有损失* 结果显示"氮吹和

离心浓缩两种方式的损失均低于 )+d"但是氮吹浓

缩的时间过长可能会损失更多的 <8&* 本研究确

定 !?

$

固相萃取洗脱液使用氮吹方式浓缩"提取液

使用离心浓缩方式浓缩*

$F3F$*提取溶剂的确定

取 )+ V=全脂牛奶置于玻璃皿中"冷冻干燥成

粉末状后取出置于 1+ V=离心管中"加入 )+ 0J<8&

标准和 )+ 0J

)3

42<8&内标#加标水平为 )

#

J%A$"

分别使用甲醇和甲醇2丙酮#)j)" ()($两种溶剂进

行提取"按 )F$ 节所述步骤进行前处理后上机分析"

甲醇提取的平均回收率为 )+,F1-d # " f3"-&'f

3F))d$"甲醇2丙酮#)j)" ()($提取的平均回收率

为 )+-F$Gd# " f3"-&'f,F1+d$"两种溶剂的提

取回收率均较好"但是甲醇提取时 <8&的基质抑制

较为严重"是甲醇%丙酮#)j)" ()($提取时的 3 s5

倍左右"故选用甲醇2丙酮 #)j)" ()($作为提取溶

剂* 使用 )1,)+ 和 )+ V=甲醇2丙酮 #)j)" ()($分

次进行提取"并分别进样"第一次提取 <8&的量约

为总量的 ^1d左右"第二次提取的 <8&约为 $+d

左右"第三次提取 <8&仅约为 1d"考虑到提取体积

越大"浓缩时间越长"有可能会损失更多的 <8&"故

最终确定使用甲醇2丙酮#)j)" ()($提取两次*

$F3F3*固相萃取条件的确定

将 )+ 0J<8&标准溶于 )+ V=二氯甲烷2正己烷

#)j-"()($溶液中"!?

$

固相萃取柱预先用 )+ V=甲

醇2丙酮#)j)"()($和 )+ V=正己烷活化"将 )+ V=

标准溶液全部上样至 !?

$

固相萃取柱"正己烷淋洗

后")+ V=甲醇2丙酮#)j)"()($分 )+ 次洗脱 <8&")

V=%次"并分别接收洗脱液"离心浓缩至干后"分别进

行分析* 结果表明", V=甲醇2丙酮#)j)" ()($可以

将 <8&全部洗脱下来"故最终确定用 , V=甲醇2丙酮

#)j)"()($洗脱 <8&*

由于母乳中脂肪含量较高"本研究的关键是要去

除脂肪对 <8&测定的干扰"有些研究采用 !?

$

固相

萃取柱
()+)

或是正己烷液液萃取的方法
()))

去除脂肪&

也有文献指出"脂肪在低温冷冻状态下可以呈絮状物

析出"经过滤后可以达到去除脂肪的效果
(G)

* 虽然正

己烷液液萃取的方法可以很好地去除脂肪"但对目标

物损失较大"故本研究比较了冷冻除脂和 !?

$

固相萃

取柱这两种方法去除脂肪的效果*
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取 )+ V=全脂牛奶置于玻璃皿中"冷冻干燥成

粉末状后取出置于 1+ V=离心管中"分别加入 )1,)+

V=甲醇2丙酮#)j)"()($提取两次"合并上清液并离

心浓缩至干后"称取脂肪重量&加入 3+ V=甲醇复溶

后"置于 a$+ e冷冻过夜"脂肪会成絮状物析出&以

^ +)$ gJ离心 )1 VM0"取上清液并离心浓缩至干后"

再次称取脂肪重量"与未进行冷冻除脂前的脂肪重

量进行比较* 结果表明"冷冻除脂去除了约 3+d的

脂肪"去除脂肪效果并不理想*

图 $*全脂牛奶中 <8&的加标回收色谱图#加标水平为 +F+1

#

J%A$

TMJH"/$*KI">VL;>J"LV:>#<8&M0 NI>=/VM=n NM;I ;I/:XMn/R =/Z/=>#+F+1

#

J%A

另取同样的 )+ V=全脂牛奶置于玻璃皿中"冷

冻干燥成粉末状后取出置于 1+ V=离心管中"分别

加入 )1,)+ V=甲醇2丙酮#)j)"()($提取两次"合并

上清液并离心浓缩至干后"称取脂肪重量&加入 )+

V=二氯甲烷2正己烷#)j-" ()($复溶后"全部上样

至 !?

$

固相萃取柱"将洗脱液离心浓缩至干后"称取

脂肪重量&比较过 !?

$

固相萃取柱前后的脂肪重量"

!?

$

固相萃取柱去除了约 ^+d的脂肪"还有少部分

脂肪残留&直接加入 $++

#

=甲醇2水#)j)" ()($"涡

旋后脂肪发生乳化"溶液变为乳白色"将其置于 )F1

V=离心管中"以$) 5,+ gJ离心 )1 VM0"脂肪会呈淡

黄色浮于溶液表面"呈凝固状"将下层清夜取出"直

接进行测定"<8&峰响应及回收率均较好*

为了去除残留的脂肪"将 !?

$

固相萃取柱的洗

脱液离心浓缩至干后"用 )+ V=正己烷2乙酸乙酯

#-,j5" ()($复溶"过 T=>"M:M=柱#乙酸乙酯和正己烷

分别活化柱子$"正己烷淋洗后"用 , V=乙酸乙酯洗

脱"洗脱液离心浓缩至干后"无脂肪残留"加入 $++

#

=甲醇2水 #)j)" ()($复溶"以$) 5,+ gJ离心 )1

VM0"取上清液分析"<8&峰响应较未过 T=>"M:M=柱时

有一定程度降低"但回收率较好&过 T=>"M:M=柱后"虽

然去除了脂肪的干扰"但是 <8&也有一定的损失"

故只需 !?

$

固相萃取柱净化即可* 考虑到过 !?

$

固

相萃取柱后脂肪仍有残留"为使残留量达到最小"

在过 !?

$

固相萃取柱前先进行过夜冷冻除脂步骤*

$F5*线性关系,检出限和定量限

以甲醇2水#)j)" ()($为溶剂"配制系列浓度

<8&标准溶液#+F),+F1,),)+ 和 $+

#

J%A$"内标为

)+

#

J%A

)3

42<8&* 按 )F3 节所述的 Y8A42BC%BC

条件进行测定"内标法定量"线性方程为 <f)F+-#

6+F1^"相关系数 6

$

t+F--^"表明在 +F) s$+

#

J%A

范围内"<8&呈现良好线性相关* 向未检出 <8&的

全脂牛奶样品中分别加入不同浓度的 <8&"按 )F$

节所述的方法进行处理"以逐级降低添加水平的方

法确定方法的检出限#A@D$和定量限#A@q$"以 3

倍信噪比#C%!$对应的添加水平作为检出限")+ 倍

信噪比# &)=$对应的添加作为定量限"结果表明"

A@D为 +F+)+

#

J%A,A@q为 +F+31

#

J%A*

$F1*准确度和精密度

取空白全脂牛奶"在 3 个水平下添加 <8&"按

)F$ 节所述的方法进行样品制备")F3 节所述的方法

进行测定* 以平均回收率表示准确度"相对标准偏

差#-&'$表示精密度"结果见表 )* 3 个添加水平的
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表 )*准确度和精密度试验结果#" f,$

7LU=/)*/\X/"MV/0;L="/:H=;>#LKKH"LKWL0R X"/KM:M>0#" f,$

加标水平# 0J%V=$ 平均回收率#d$ -&'#d$

+F+1 -)FG1#^1F1, s)++F++$ )1F3,

) )+3F-5#-1FG, s)+-F+3$ 1F5,

1 )+,F̂1#)++F3G s))$F3-$ 5FG+

平均回收率在 -)FG1d s)+,F̂1d之间"-&'在

5FG+d s)1F3,d之间"低水平加标回收色谱图详见

图 $*

$F,*实际样品的测定

应用所建立的方法测定 )+ 份母乳样品 #样品

来源于 $++^ 年全国母乳调查样品$")+ 份母乳样品

均检出 <8&"其含量水平为 +F)+$ s+F,-G

#

J%A"图

3 为 <8&含量水平为 +F,-G

#

J%A样品的色谱图*

图 3*母乳样品中 <8&的 B'B色谱图

TMJH"/3*B'BKI">VL;>J"LV:>#<8&M0 IHVL0 :LVX=/

3*结论

本研究通过对仪器检测参数和样品前处理条

件的优化"建立了母乳中游离态双酚 &的 Y8A42

BC%BC 测定方法* 本方法准确度和灵敏度高"可

满足母乳中 <8&暴露评估研究的需要*
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