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摘$要!目的$建立白酒中 %< 种邻苯二甲酸酯$);c.%的气相色谱(串联质谱$D*(a9,a9%测定方法" 方法$样品

中加入 );c.同位素内标!调整样品的酒精度!以甲苯萃取!采用 D*(a9,a9 以多反应监测模式$a7a%测定" 结果$

苯二甲酸二异壬酯$+PC)%#邻苯二甲酸二异癸酯$+P+)%在 "2% k%" !I,\0!其他 %= 种);c.在 "2"% k%2" !I,\0范围
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平均回收率为 3<2#g k%%32<g!%&’为 "2=g k%#2=g" 结论$本方法提高了白酒中 );c.检测的特异性!适合于白

酒中多组分 );c.的同时检测"
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$$邻苯二甲酸酯$);c.%作为环境内分泌干扰物
质引发国内外持续关注 (% e’) ’ 自我国白酒中发现
);c.污染问题以来"国家食品安全评估专家委员会
将其列入优先评估项目’ 目前"我国针对白酒中
);c.的检测方法主要为气相色谱(质谱法 $D*(
a9% (4 e#) "但一级质谱为选择性离子监测模式
$9Pa%"对多种 );c.的检测欠缺特异选择性’ 尤其
在出现邻苯二甲酸二癸酯$+P+)%和邻苯二甲酸二
异壬酯$+C)%在质谱检测中保留时间重叠"且具有
共同的离子碎片时"其定量的可靠性降低"进而制
约 );c.的检测种类 (=) ’ 从白酒中 );c.定量的可
靠性角度考虑"本文采用同位素内标稀释技术"同
时以二级质谱的多反应监测模式$a7a%的特异选
择性降低基质干扰"提高 +P+)和 +C)等的特异性
检测"以满足多种 );c.同时检测的需求"建立了白
酒中 %< 种 );c.的气相色谱(串联质谱 $D*(a9,
a9%测定方法’

%$材料与方法
%2%$主要仪器与试剂

jGWFGH 气相色谱(串联质谱仪$美国瓦里安%*离
心机*涡旋振荡器’

%= 种 );c.标准品溶液 $编号&a(<"=%(7%"
% """ !I,\0"溶剂为正己烷"美国;??R9XGH/GW/(%&
邻苯二甲酸二甲酯 $+a)%*邻苯二甲酸二乙酯
$+c)%*邻苯二甲酸二异丁酯$+P1)%*邻苯二甲酸
二丁 酯 $+1)%* 邻 苯 二 甲 酸 $ !(甲 氧 基 % 乙 酯
$+ac)%* 邻 苯 二 甲 酸 二 $ 4(甲 基(!(戊 基 % 酯
$1a))%*邻苯二甲酸二$!(乙氧基%乙酯 $+cc)%*
邻苯二甲酸二戊酯 $+))%*邻苯二甲酸二己酯
$+ME)%*邻苯二甲酸丁基苄基酯$11)%*邻苯二甲
酸二$!(丁氧基%乙酯$+1c)%*邻苯二甲酸二环己
酯$+*M)%*邻苯二甲酸二$!(乙基%己酯$+cM)%*
邻苯二甲酸二苯酯 $+_A)% *邻苯二甲酸二正辛酯
$+CS)% *邻苯二甲酸二壬酯 $+C)% #邻苯二甲酸
二异壬酯$+PC)% *邻苯二甲酸二异癸酯$+P+)%标
准品$编号&)N;9()N(":!C和 )N;9()N("%=C"纯度
o332#g"美国 ;??R9XGH/GW/(% #+4(邻苯二甲酸
二甲酯$+4(+a)% $编号&+(!’"#"纯度 o332’g% *
+4(邻苯二甲酸二丁酯 $+4(+1)% $编号&+(!’%""
纯度 o332"g% *+4(邻苯二甲酸二 $ !(乙氧基 %乙
酯$+4(+cc)% $编号&+(:44’"纯度 o332"g% *+4(
邻苯二甲酸二异壬酯 $+4(+PC)% $编号&+(:44:"
纯度 o332"g%均购自加拿大 *+CP.KXK_O.#甲苯
$编 号& 3’’=("’" 有 机 残 留 级" 美 国 Q&8&
1G]OW% #去离子水’

%2!$方法
%2!2%$标准曲线的制备

将 %< 种 );c.以正己烷溶液配制成 +PC)和
+P+)浓度为 #" !I,\0"其他 %= 种 );c.浓度为
# !I,\0的混合中间液#将 +4(+a)*+4(+1)和 +4(
+cc)配制成 %" !I,\0"+4(+PC)配制成 %"" !I,\0

的正己烷混合内标中间液’ 准确移取邻苯二甲酸酯
及 +4(邻苯二甲酸酯的中间液"配制成系列标准溶液"

使 +4(+a)*+4(+1)和 +4(+cc)浓度为"2# !I,\0"
+4(+PC)浓度为 #2" !I,\0"+PC)和 +P+)的标准曲
线工作范围为 "2% k%" !I,\0"其他 );c.标准曲线
工作范围为 "2"% !I,\0k%2" !I,\0’
%2!2!$样品前处理

准确移取白酒样品 !2" \0"置 %" \0具塞玻璃刻度
试管内"加混合内标中间液 %"" !0"根据样品的酒精度
加水调整"使其酒精度)!"g$C9C%’ 在此样品溶液
中"加甲苯 ! \0萃取"漩涡混匀 ’ \FH"’ """ W,\FH离心
# \FH"取上清液进行D*(a9,a9 检测’
%2!2’$仪器条件

气相色谱参考条件&+1(#\.UP柱 $ ’" \6
"2!# \\""2!# !\%#载气为高纯氦气"恒流模式"流
速 %2" \0,\FH#*P+碰撞气为高纯氮气#进样口温度
!=" i#升温程序&=" i保持 % \FH"以!" i,\FH 增
至 !!" i保持 % \FH"# i,\FH 增至 !<" i保持
%" \FH"!" i,\FH 增至 ’"" i保持4 \FH#柱上不分
流进样"进样量 % !0#传输线温度 !<" i’

质谱参考条件&电子轰击源$cP%"电离能量 :" Oj"
离子源温度 !#" i"采用多反应监测模式$a7a%’
%2!24$定性和定量离子对的选择

%< 种 );c.的保留时间*定性离子对和定量离
子对以及对应的碰撞能量见表 %’

!$结果与分析
!2%$萃取溶剂及酒精度的影响

白酒中乙醇对 );c.具有一定的溶解性"从而影
响溶剂提取效率(: e<) ’ 7R..K等(:)以二硫化碳作为提
取溶剂并指出对于酒中+cM)而言"酒精含量在 %’g
k%:g$C9C%时提取效率最高’ 而 QOHHJ等(<)也指
出以 %"%"!(三氯三氟乙烷提取样品"随着样品中酒
精度的升高"+c)的提取效率下降’ 本文根据文献
调研和前期研究得出"在样品的酒精度控制在 !"g
$C9C%时"样品中乙醇对 );c.的溶解性影响消除’

如图 % 所示"在 !"g $C9C%下"以正己烷 (3) 提取"
+4(+CS)*+4(+C)及 +4(+PC)的内标绝对回收率由
于基质影响下降至 ’"g左右#而乙酸乙酯和二氯甲
烷分别因为乳化和与样品中酒精互溶等原因"需加
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$$$$表 %$%< 种邻苯二甲酸酯与 4 种同位素内标 a7a信息表
8GZ0O%$%< );c.GH/ 4 F.KXK_OFHXOWHG0.XGH/GW/.

a7a.?GH \K/OFH@KW\GXFKH

化合物
保留时间
,\FH

定量离
子对

碰撞能
,Oj

定性离
子对

碰撞能
,Oj

+a) :24%% %=’ o:: !# %34 o%=’ #
+c) <2!<’ %:: o%43 %" !!! o%:= #
+P1) 323<: !"# o%43 # !!’ o%43 #
+1) %"2:4! !!’ o%43 # !"# o%43 %"
+ac) %%2"#’ %:= o%43 !" !": o#3 %"
1a)) %%2:"4 %=: o%43 %" !#% o%=: !"
+cc) %!2%!: %:= o%43 %# %3’ o%43 #
+)) %!2##" !%3 o%43 # !’: o%43 #
+ME) %42:## !#% o%43 # !’’ o%43 %#
11) %42<<# !"= o%43 # !’< o%’! !"
+1c) %=2’=" %:= o%43 %" %3’ o%43 %#
+*M) %:2"%= %=: o%43 %" !43 o%43 %"
+cM) %:2!"= !:3 o%43 %" %=: o%43 !#
+_A) %:2’=! !!# o:: !" !!# o%"# %#
+CS) %32<%: !:3 o%43 # !:3 o:% !"
+C) !!24!: !3’ o%43 # !3’ o:% !"

+PC) %<2"## k
!!2"""

!3’ o%43 %" !3’ o:% %"

+P+) !"2!"" k
!42"""

’": o%43 %# ’": o%=: %#

+4(+a) :24": %=: o<% !" %3< o%=: %"
+4(+1) %"2:’= !!: o%#’ %" !"3 o%#’ %"
+4(+cc) %!2%!4 %<" o%#’ %" %3: o%#’ !"
+4(+PC) !%2’=" !3: o%#’ %" !3: o:% !#

注&为精确研究塑化剂在样品和提取溶剂中的分配行为"特使用与

卫生部黑名单中一一对应的 %: 种塑化剂同位素内标为研究对象"

可排除本底干扰"使测试结果准确可信#由于 +4(+P+)与

+4(+PC)化学性质相似"从试验成本角度考虑"未进行研究

图 %$萃取溶剂的提取效率比较图
-FIRWO%$8AO?K\_GWF.KH ?AGWXK@OYXWG?XFKH

.K0VOHX.2 O@@F?FOH?J

入 CG*0或吹干复溶"增加了操作过程的繁琐"易引
入本底"测试平行性较差#甲苯提取样品时基质干
扰效应最低"且提取前后提取液体积不变"同时提
取效率较其他几种有机溶剂更高"故选用甲苯作为
白酒中 );c.的提取溶剂’
!2!$a7a模式下的特异选择性

+PC)和 +P+)的峰型为多重峰"出峰时间长"范
围宽"包裹 +CS)和 +C)$见图 !%’ 若以 =9M%43 为

+CS)和 +C)定量"则 +PC)和 +P+)因同样具有
=9M%43从而互相干扰定量分析’ 为此"黄永辉等(=)

以选择离子扫描模式$9Pa%对 +CS)*+PC)和 +P+)
进行定量"将 ’ 种物质的定量离子定为 =9M!:3*!3’
和 ’":’ 但若检测中出现 +C)时"由于 +P+)和
+C)保留时间及离子碎片均有重叠而干扰其定量’
而在 a7a下"+P+)与 +C)出峰时间虽有重合"但
所选定量离子对不同"从而排除了 +C)对 +P+)的
定量干扰’ 同时"由于 +P+)和 +C)特定离子对碰
撞能量不同$见表 %%"+P+)能够干扰 +C)定量的
的离子对$!3’ o%43%被 a7a进一步稀释"从而基
本消除对 +C)的定量影响$见图 ’%’ 综上所述"对
%< 种 );c.使用 a7a的监测模式"可有效降低基
质背景的影响"排除 );c.由于具有相同离子碎片
而影响准确定量的因素 (%" e%’) "提高了多种 );c.同
时测定的准确性’

注&按编号依次为 %&+a)n+4(+a)"!&+c)"’&+P1)"4&+1)n

+4(+1)"#&+ac)"=&1a))":&+cc)n+4(+cc)"<&+))"

3&+ME)"%" 11)"%%&+1c)"%!&+*M)"%’&+cM)"%4&+cM)"

%#&+PC)"%=&+CS)"%:&+C)"%<&+P+)"%3&+4(+PC)

图 !$%< 种邻苯二甲酸酯与 4 种内标的总离子流图
-FIRWO!$8AOXKXG00JFKH.?AWK\GXKIWG\K@%< );c.2

GH/ 4 F.KXK_O.XGH/GW/.

!2’$同位素内标的选择
+a)*+c)的支链较短"提取效率受酒精度的

影响最为明显’ 因此"从保留时间和化学行为的一
致性上选择+4(+a)作为+a)和+c)的校正内标#
+PC)和 +P+)均为同分异构体的混合物"在质谱检
测中峰型为多重峰"检出限和定量限较高"因此以
高含量 +4(+PC)作为校正内标#+ac)*+cc)和
+1c)因含有醚键"裂解机理与其他 );c.略有不
同"通过 9Pa和 a7a可判定其均含有 =9M%:=’ 以
此推断在 +ac)裂解过程中"=9M%:= 具有稳定的
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图 ’$a7a模式对 );c.的特异选择性
-FIRWO’$8AO._O?F@F?.O0O?XFVO/OXO?XFKH K@a7a

\K/O F̂XA );c.

$$$

共轭结构"不易被离子源轰击产生 =9M%43"因此离
子化效力较低 $见图 !* 4 %’ 而 +cc)*+ac)和
+1c)在裂解机理上具有较高相似性"因此以
+4(+cc)作为 +ac)*+cc)和 +1c)的校正内标’
其余 );c.化学性质相似"均以具有临时限量值的
+1)的对应内标 +4(+1)作为校正内标’
!24$方法的检出限和定量限

在样品中加入标准溶液"按本方法进行测试"
以国际纯化学与应用化学协会$PU);*%和美国化学
联合会中环境分析化学的规定平行测定 !" 次"获得
方法的 NS+和 NSl’ 计算方法如下&

&NS+h&71n’$71
&NSlh&71n%"$71

其中"&71为以标准曲线计算的样品测试浓度"

单位为 !I,N"$71为样品测试的标准偏差
(%4) ’ %< 种

邻苯二甲酸酯类的检出限和定量限及线性方程结
果见表 !’

图 4$+ac)裂解机理
-FIRWO4$8AO_JWK0J.F.\O?AGHF.\K@+ac)

表 !$%< 种邻苯二甲酸酯标准曲线及检出限和定量限
8GZ0O!$8AO?G0FZWGXFKH.GH/ XAO0F\FXGXFKH.K@

/OXO?XFKH GH/ [RGHXF@F?GXFKH K@%< );c.

化合物
范围

,$!I,\0%
线性方程

相关
系数

NS+
,$!I,N%

NSl
,$!I,N%

+a) "2"% k%2" )h%24::!*e"2"#<! %2""" ’2" %"2"
+c) "2"% k%2" )h%2#!#=*e"2"!"3 "2333 ’2" 323
+P1) "2"% k%2" )h%2%=4%*e"2"’3! "2333 !23 %"2#
+1) "2"% k%2" )h"2:4’3*e"2"43% "2333 !23 %%2!
+ac) "2"% k%2" )h"2=!!3*e"2#!#’ "2333 ’%2’ %""2=
1a)) "2"% k%2" )h!2!3#!*e"2!%4" "2333 ’2% %"2"
+cc) "2"% k%2" )h!2’3<"*e%2%<"< "2333 !<23 3<2:
+)) "2"% k%2" )h"23’3"*e"2%#%: "233= 423 %#2%
+ME) "2"% k%2" )h"23%<#*e"2"%4# "233! #2% %#2%
11) "2"% k%2" )h%2%4"’*e"2"!3# "2334 #2= !"24
+1c) "2"% k%2" )h’2!!#’*e%2=::% "2334 !42! 3"23
+*M) "2"% k%2" )h’2"="%*e"2’:#3 "233# #2% %#23
+cM) "2"% k%2" )h"2=%’"*e"2!=:: "2334 %%2: ’"2:
+)A) "2"% k%2" )h!2=="4*e"2’"<4 "233= #23 !#2<
+CS) "2"% k%2" )h"23<’3*e"2!<%: "233= #2# !"2!
+C) "2"% k%2" )h%2%=#:*e"24#4: "2334 423 !"24
+PC) "2% k%" )h%2%4##*e%2"!=3 "2334 %#"2" #""2"
+P+) "2% k%" )h%2!’’!*e%2!!!’ "233% %#"2" #""2"

!2#$加标回收率和精密度
选择各 );c.含量均在本方法检出限以下样

品"分别以各 );c.定量限的 % 倍*’ 倍和 # 倍在样
品中进行加标回收率试验"测试结果见表 ’’ 通过
加标回收率试验结果可以看出"在针对 %< 种 );c.
的 ’ 种加标量测试下"加标回收率为 3<2#g k
%%32< g"%&’为 "2=g k%#2=g"方法具有可重复
性和较好的准确性’
!2=$检测结果的验证

在本方法的研究过程中"对同一质控样品进
行了以 %: 种 );c.同位素内标稀释技术的气相色
谱(质谱法 $D*(a9% 测定及采用本方法的 4 种
);c.同位素内标稀释技术的 D*(a9,a9 测定#同
时"采用lKWZFXWG_高分辨液相色谱(质谱仪对未经
前处理的样品进行直接测定"以进一步验证方法
的可靠性’ 从表 4 的测试结果可知"’ 种测定方法
的测定结果具有较高匹配性"方法将内标进行优
化存在合理性’



气相色谱(串联质谱法测定白酒中 %< 种邻苯二甲酸酯!!!苗宏健"等 !!#’$$ !

表 ’$%< 种邻苯二甲酸酯加标回收率及 %&’g$- h=%

8GZ0O’$8AOWO?KVOWFO.GH/ %&’g K@%< );c.

化合物
测试值
,$!I,N%

加标水平 % 加标水平 ! 加标水平 ’

加标量
,$!I,N%

测试值
,$!I,N%

回收率
,g

%&’
,g

加标量
,$!I,N%

测试值
,$!I,N%

回收率
,g

%&’
,g

加标量
,$!I,N%

测试值
,$!I,N%

回收率
,g

%&’
,g

+a) C+ %" %%2: %%:2" =2% ’" ’!2" %"=2: :2’ #" #"24 %""2< #2#

+c) C+ %" %%2! %%!2" "2= ’" ’%2% %"’2: !24 #" #"2< %"%2= %2<

+P1) C+ %" 323 332" #2< ’" ’"2: %"!2’ #2: #" #!2% %"42! =2"

+1) C+ %" %%2# %%#2" #2: ’" ’!2" %"=2: 42’ #" #!24 %"42< #2%

+ac) C+ %"" %":2< %":2< 32% ’"" ’%%2# %"’2< =2= #"" 43<23 332< =23

1a)) C+ %" %%24 %%42" 42# ’" ’%2: %"#2: <2! #" #!2# %"#2" :23

+cc) C+ %"" %%42# %%42# %!2# ’"" ’":2: %"!2= %"2# #"" #%!2’ %"!2# 32%

+)) C+ %# %:2= %%:2’ <23 4# 4=2’ %"!23 =2= :# ::2< %"’2: !2%

+ME) C+ %# %=2" %"=2: #2’ 4# 4#2# %"%2% #2’ :# :=2! %"%2= =23

11) C+ !" !%2: %"<2# 32! =" =:2! %%!2" <2’ %"" %":2’ %":2’ ’2%

+1c) C+ %"" %"!2= %"!2= %%24 ’"" ’%"2# %"’2# :2< #"" 43=2’ 332’ #2:

+*M) C+ !" !%2’ %"=2# =2’ =" =’2! %"#2’ ’2% %"" %"%2< %"%2< #2%

+cM) C+ ’" ’#2# %%<2’ %#2! 3" 3=2! %"=23 32" %#" %=!2! %"<2% %"2%

+)A) C+ ’" ’"2% %""2’ <2! 3" 3%2% %"%2! %!2% %#" %4:2: 3<2# "23

+CS) C+ !" !!24 %%!2" 32% =" =323 %%=2# %%2" %"" %"32’ %"32’ <2!

+C) C+ !" !%2’ %"=2# :2’ =" =#2= %"32’ 323 %"" %"<2: %"<2: <2:

+PC) C+ #"" #:<2= %%#2: %42! % #"" % #%%23 %""2< %’2! ! #"" ! 3<<2’ %%32# %!2=

+P+) C+ #"" #332" %%32< %#2= % #"" % #3<2< %"=2= %"2! ! #"" ! =:"2% %"=2< 32’

注&C+为未检出

表 4$’ 种检测方法测试同一质控样品结果$- h="!I,\0%

8GZ0O4$8AOWO.R0X.K@XAO/OXOW\FHGXFKH

FH l*.G\_0OZJ/F@@OWOHX/OXO?XFKH \OXAK/.

化合物
D*(a9
测试值

lKWZFXWG_
测试值

D*(a9,a9
测试值

+a) "2## "2#! "2#=
+c) "2#! "2## "2#’
+P1) "2#! "2#’ "2#!
+1) !2!" !2"" !2%"
+ac) "2#: "2=! "2=%
1a)) "2#4 "2=! "2#:
+cc) "244 "24! "244
+)) "2#" "2#% "2#"
+ME) "23# "23= %2""
11) 423" #2%" #2%"
+1c) "2#’ "2#! "2#4
+*M) "2#: "2#= "2#=
+cM) %2<" %23" %23"
+_A) "244 "244 "24=
+CS) "24% "24# "244
+C) "24< "2#’ "2#"
+PC) %"2!" ! %"2="
+P+) C+ C+ C+

注&!为未进行研究及测定#C+为未检出

’$小结
本文建立了白酒中 %< 种邻苯二甲酸酯$);c.%

的 D*(a9,a9 检测方法’ 通过同位素内标稀释技
术及多反应监测模式$a7a%优化了内标法定量的

实验方案’ 方法操作简便"同时具有较高的灵敏度
和重现性"适合白酒中 %< 种 );c.的同时检测’
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实验技术与方法
分子生物学技术在一起食物中毒检测中的应用

宋启发!王爱红!杨元斌!叶硕!郭延波
!浙江省宁波市疾病预防控制中心" 浙江 宁波$’%#"%"$

摘$要!目的$应用分子生物学技术对一起食物中毒样品进行检测!提高实验室应对食物中毒快速检测和溯源分
析能力" 方法$应用实时荧光 )*7技术对一起食物中毒 %" 份患者粪便和 = 份可疑食品进行快速检测!并对 ’3 份
粪便和 < 份食品进行病原培养分离鉴定!应用 )*7技术对分离菌株进行 .-(P毒力基因检测!)-Dc及 aN98基因分
型技术对分离菌株进行同源性分析!并与其他地区菌株进行遗传学差异对比" 结果$%" 份患者粪便和 = 份可疑食
物经实时荧光 )*7检测均为沙门菌阳性!从 ’3 份粪便和 < 份食品中共分离到 ’% 株肠炎沙门菌" )-Dc及 aN98

分析显示 ’% 株菌具同源性!表明食物和患者分离菌株基因型别一致!aN98分型显示本次分离株与其他地区优势
克隆有同源性!’% 株肠炎沙门菌均具有 .-(P毒力基因" 结论$实时荧光 )*7技术应用于食物中毒病原检测!缩短
了病原检测周期!提高了检测的准确性!)-Dc及 aN98两种基因分型技术可对病原菌进行溯源分析!对于掌握病
原菌流行规律具有重要意义"

关键词!肠炎沙门菌& 食物中毒& 实时荧光 )*7& 脉冲场凝胶电泳& 多位点测序技术
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