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摘　 要：目的　 建立面粉及面制品中氨基脲的超高效液相色谱⁃三重四级杆串联质谱方法。 方法　 在样品中加入

同位素取代的氨基脲，以 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 提取后，与衍生剂邻硝基苯甲醛反应。 衍生产物在中性条件下经 ＨＬＢ 柱

净化，乙酸乙酯洗脱，吹干复溶后，以超高效液相色谱的 Ｃ１８柱（５０ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ，１􀆰 ７ μｍ）分离，质谱法检测。 以保

留时间与质谱离子对定性，内标法定量。 结果　 氨基脲在 ０􀆰 ５ ～ １００ μｇ ／ ｋｇ 范围内呈线性相关。 方法精密度良好

（ＲＳＤ ＜ ２０％ ，ｎ ＝ ６），回收率在 ６０％ ～１２０％之间，定量限为 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ（Ｓ ／ Ｎ ＝ １０）。 结论　 本方法特异性强，灵敏度

高，适合于面粉及面制品中的氨基脲检测。
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　 　 有报道显示［１］，食品中的氨基脲有多个来源，
主要途径包括硝基呋喃类药物的使用、塑料发泡剂

或面粉改良剂中偶氮甲酰胺的受热分解、食品经次

氯酸盐处理、一些动物和植物中检测到的天然存在

的氨基脲。 氨基脲具有致癌性和可能的遗传毒性，
是倍受食品安全关注的高风险物质。

研究发现［２］，作为面粉处理剂的偶氮甲酰胺在

加水条件下分解产生联二脲，在酸性条件下进而产

生氨基脲（ｓｅｍｉｃａｒｂａｚｉｄｅ，ＳＥＭ）。 基于此，自赛百味

使用偶氮甲酰胺引起争议后，再次引起媒体和专家

对偶氮甲酰胺的关注。 人们关注偶氮甲酰胺使用

后，其产生的氨基脲量的水平，对健康影响的程度，
产生的氨基脲的可能影响因素等。 而回答这些问

题，需要可靠的分析技术作为保证。
此前，氨基脲检测主要针对动物源食品中硝基

呋喃及其代谢产物［３ － ５］，这些方法对于面粉和面制

品的适用性需要验证和优化。 近期，有文献报

道［６ － ８］采用液相色谱⁃串联质谱法测定面粉等基质

中氨基脲的方法，由于氨基脲的分子量小，热稳定

性差，需要进行衍生后测定。 为提高面粉及面制品

中痕量氨基脲测定的可靠性，采用同位素取代的氨

基脲为内标。 但上述文献没有对于衍生化条件、固
相萃取（ＳＰＥ）前溶液 ｐＨ 值、ＳＰＥ 淋洗洗脱条件等参

数进行探讨。 本文在梳理文献方法的基础上，通过

检测参数的验证与优化，建立了面粉和面制品中氨

基脲的超高效液相色谱⁃串联质谱测定方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品

市售面粉、面包、油条、包子等 １５ 份样品。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

Ｘｅｖｏ ＴＱ⁃Ｓ 型超高效液相色谱⁃三重四极杆串联

质谱仪（配备 Ｍａｓｓ Ｌｙｎｘ 色谱工作站，美国 Ｗａｔｅｒｓ）、
Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ Ｃ１８ ＳＰＥ 柱（３ ｍｌ，美国 Ｗａｔｅｒｓ）、ＳＰＥ ２１５
全自动固相萃取仪（美国 Ｇｉｌｓｏｎ）、漩涡混合器、离心

机、高速万能粉碎机、恒温水浴装置、氮吹仪、滤膜

（孔径 ０􀆰 ２２ μｍ，ＰＶＤＦ 材质）。
氨基脲盐酸盐（ＳＥＭ·ＨＣｌ）对照用标准品（ＣＡＳ：

５６３⁃４１⁃７，纯度≥９５􀆰 ０％，德 Ｄｒ． Ｅ），氨基脲同位素内

标（ ＳＥＭ⁃［１，２⁃１５ Ｎ２
１３ Ｃ］·ＨＣｌ） （纯度 ＞ ９５％，德国

Ｗｉｔｅｇａ），乙腈、乙酸乙酯、甲酸均为色谱纯，浓盐酸

（优级纯），三水磷酸钾、氢氧化钠、邻硝基苯甲醛均为

分析纯，去离子水（电阻率≥１８ ＭΩ·ｃｍ，２５ ℃）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品前处理

从原始样品中取出 ２００ ｇ，充分捣碎、混匀。 如

果样品含油量较高（如油条），向样品中加入乙醚

（至完全浸没样品），震荡混匀 ３０ ｍｉｎ 后，４ ℃，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，弃去乙醚，样品于室温下

干燥后，装入洁净容器中，密封并标记。 将样品置

于 － ２０ ℃下避光保存。
准确称取 ２ ｇ 样品（准确至 ０􀆰 ００１ ｇ）于 ５０ ｍｌ 塑

料离心管中，加入 ８ ｍｌ 甲醇以及 ２ ｍｌ １􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐

酸，在涡旋混合器上混合均匀。 加入 ０􀆰 １０ μｇ ／ ｍｌ 的
氨基脲同位素内标溶液 ５０ μｌ，０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 邻硝基苯

甲醛溶液 １００ μｌ，涡旋混合器上混合均匀，震荡混匀

３０ ｍｉｎ 后，于 ３７ ℃恒温箱中反应 １６ ｈ。
将衍生化后的样品冷却至室温。 向样品中加

入 ５ ｍｌ ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钾溶液，于 ４ ℃，１０ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ。 将 ＳＰＥ 净化小柱首先依次使用

３ ｍｌ 甲醇与 ３ ｍｌ 去离子水活化，取离心后的上清液

１０ ｍｌ 上样，使用 ６ ｍｌ 去离子水淋洗，淋洗后使用空

气吹干，使用 ３ ｍｌ 乙酸乙酯洗脱。 洗脱物在 ４０ ℃
下氮吹至干，残渣使用 １ ｍｌ ０􀆰 １％甲酸溶液溶解，过
０􀆰 ２２ μｍ 滤膜后，进行仪器检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 基质匹配标准溶液的制备

使用不含氨基脲的面粉作为空白基质。 准确

称取 ２ ｇ 阴性样品（准确至 ０􀆰 ００１ ｇ）于 ５０ ｍｌ 塑料离

心管中，加入 １０ ｍｌ ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸，在涡旋混合器

上混合均匀。 分别加入 ０、２５、５０、１００、２００、５００、
１ ０００ μｌ的 ０􀆰 ０２０ μｇ ／ ｍｌ 的氨基脲标准溶液，再加入

５０ μｌ ０􀆰 １０ μｇ ／ ｍｌ 的氨基脲同位素内标溶液。 其余

操作同 １􀆰 ２􀆰 １ 采用邻硝基苯甲醛衍生化步骤。
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１􀆰 ２􀆰 ３　 质量控制

由于市场上没有含有氨基脲的面粉或是面包

作为标准参考物，因此以样品的加标回收率进行质

量控制。 根据欧盟 ２００２ ／ ６５７ ／ ＥＣ 指令［９］ 要求，在实

际样品检测过程中，对未检出氨基脲的样品中分别

加入 ０􀆰 ５、１０ μｇ ／ ｋｇ 的氨基脲，计算加标回收率，加
标回收率应满足表 １ 的要求。

表 １　 方法真实性的最低要求

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｔｒｕｅｎｅｓｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄｓ
质量浓度范围 允许偏差
≤１ μｇ ／ ｋｇ － ５０％ ～２０％
＞１ ～ １０ μｇ ／ ｋｇ － ３０％ ～１０％
≥１０ μｇ ／ ｋｇ － ２０％ ～１０％

１􀆰 ２􀆰 ４　 试验条件

色谱条件：Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱 （５０ ｍｍ ×
２􀆰 １ ｍｍ，１􀆰 ７ μｍ），柱温 ３０ ℃。 进样量 ５ μｌ。 流动

相与梯度见表 ２。

表 ２　 流动相及梯度洗脱条件

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｓｔｐｅｓ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍｌ ／ ｍｉｎ） 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０ ０􀆰 ３ １０ ９０
１ ０􀆰 ３ １０ ９０
６ ０􀆰 ３ ３０ ７０
８ ０􀆰 ３ ９０ １０

１０ ０􀆰 ３ ９０ １０
１２ ０􀆰 ３ １０ ９０

注：Ａ 为乙腈；Ｂ 为 ０􀆰 １％甲酸

　 　 质谱条件： 采用正离子模式， 毛细管电压

３􀆰 ５ ｋＶ，离子源温度１５０ ℃，锥孔反吹气流量５０ Ｌ ／ ｈ，脱
溶剂气温度 ３５０ ℃，脱溶剂气流量 ６００ Ｌ ／ ｈ，碰撞池压

力 ３􀆰 ０ × １０ － ３ ｍｂａｒ。

表 ３　 质谱参数

Ｔａｂｌｅ ３　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ＳＥＭ

化合物
母离子
／ （ｍ ／ ｚ）

锥孔电压
／ Ｖ

子离子
／ （ｍ ／ ｚ）

碰撞能
／ ｅＶ

ＳＥＭ ２０９ ５０ １６６∗ ／ １９２ １０
ＳＥＭ⁃［１，２⁃１５Ｎ２

１３Ｃ］ ２１２ ５０ １６８∗ ／ １９５ １０
注：∗为定量离子

２　 结果与分析

２􀆰 １　 方法优化

２􀆰 １􀆰 １　 流动相条件的选择

农业部 ７８１ 号公告《动物源食品中硝基呋喃

类代谢物残留量的测定 高效液相色谱⁃串联质谱

法》 ［１０］中采用 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵⁃０􀆰 １％ 甲酸作为流

动相分析硝基呋喃的代谢产物。 为此，本文考察

了流动相 Ｂ 为 ０􀆰 １％ 甲酸以及 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵⁃
０􀆰 １％甲酸时对分离以及检测的影响。 结果发现，
在流动相 Ｂ 中是否添加甲酸铵对 ＳＥＭ 的保留时间

与质谱信号响应没有影响。 但是，添加甲酸铵后，

质谱的背景信号值提高，造成信噪比下降。 因而，
选取 ０􀆰 １％ 甲酸水溶液作为流动相。 基质加标样

品的质量色谱图见图 １。

注：由上到下依次为氨基脲同位素内标的定性离子色谱图、氨基

脲同位素内标的定量离子色谱图、氨基脲的定性离子色谱图、氨
基脲的定量离子色谱图

图 １　 基质匹配样品中 ＳＥＭ 与 ＳＥＭ⁃［１，２⁃１５Ｎ２
１３Ｃ］经前

处理产物的质量色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ＳＥＭ ａｎｄ ＳＥＭ⁃［１，２⁃１５Ｎ２
１３Ｃ］

ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｍａｔｒｉｘ ｍａｔｃｈｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 １􀆰 ２　 样品衍生化条件的选择

Ｎｏｏｎａｎ 等［１１］ 比较了酸度对衍生化的影响，发
现采用 ｐＨ ＝ ４􀆰 ５ 的缓冲盐体系，衍生化可以在 ４ ｈ
内完成，但是在此条件下，无法将 ＳＥＭ 与蛋白结合

物分解，只能检测样品中游离态的 ＳＥＭ。 因而本文

最终选取了 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸作为衍生化条件。 在

２ ｇ 空白面粉样品中，加入 １００ ｎｇ 氨基脲标准品，按
照 １􀆰 ２􀆰 １ 的前处理条件，比较了衍生化温度为 ２５、
３７ 及 ６０ ℃下，反应时间分别为 ２、４、８、１６ ｈ，经 ＳＰＥ
处理后样品中氨基脲衍生物的定量离子峰面积响

应值，见图 ２。

图 ２　 衍生化时间、温度对衍生化效率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

可见，使用 ２５ ℃ 的反应条件，反应进行较慢；
６０ ℃的反应进行较快，但是最终产生的衍生物峰面

积比 ３７ ℃低，产生这一现象的原因可能是因为衍生

化试剂邻硝基苯甲醛在强酸条件下不稳定，可能在
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较高温度下发生副反应。 因此，最终采用了 ３７ ℃反

应 １６ ｈ 的衍生化条件。
２􀆰 １􀆰 ３　 样品 ＳＰＥ 条件的优化

ＧＢ ／ Ｔ ２０７５２—２００６《猪肉、牛肉、鸡肉、猪肝和

水产品中硝基呋喃类代谢物残留量的测定 液相色

谱⁃串联质谱法》 ［１２］ 中要求在提取前将 ｐＨ 值定在

中性条件下（ ｐＨ ＝ ７􀆰 ４），手动调节 ｐＨ 值费时、费
力且易引起样品的交叉污染，影响测定结果。 为

此，将同一份衍生化后的溶液（空白基质中加入

１００ ｎｇ ／ ｇ ＳＥＭ， 并 进 行 衍 生 化 后 得 到 ）， 利 用

０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸钾溶液调节至不同的 ｐＨ 值（ ｐＨ ＝
４􀆰 ０、５􀆰 ０、６􀆰 ０、７􀆰 ０、８􀆰 ０）考察了衍生化后溶液 ｐＨ
值对于 ＳＰＥ 净化结果的影响。 结果发现，在 ｐＨ ＝
４ ～ ８ 的范围内，使用本文描述的 ＳＰＥ 方法进行前

处理，最终检测结果氨基脲的定量离子色谱峰面

积差别在 １０％ 以内，表明采用固相萃取的方式进

行衍生化产物的前处理对溶液 ｐＨ 值要求较为宽

泛，可以省去手动调节 ｐＨ 值的过程，有利于提高

检测速度、减少交叉污染可能性。
通过对已知浓度的 ＳＥＭ 衍生物上样，每 １ ｍｌ

淋洗液逐管接收的方式，对 ＳＰＥ 纯化的淋洗体积进

行了优化。 由图 ３ 可知，使用 ３ ｍｌ 的淋洗体积足以

将 ８０％以上的衍生物淋洗下来，因此最终选取了

３ ｍｌ 的淋洗体积。
２􀆰 ２　 方法参数验证

２􀆰 ２􀆰 １　 线性试验

使用不含氨基脲的面粉作为空白基质，在 ２ ｇ
样品中分别加入 ０、２５、５０、１００ μｌ 的 ０􀆰 ０２０ μｇ ／ ｍｌ 的
氨基脲标准溶液，２０、５０、１００ μｌ 的 ０􀆰 ２０ μｇ ／ ｍｌ 的氨

基脲标准溶液。 再加入 ５０ μｌ ０􀆰 １０ μｇ ／ ｍｌ 的氨基脲

　 　 　

图 ３　 ＳＥＭ 的 ＳＰＥ 淋洗曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＳＰＥ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＳＥＭ

同位素内标溶液。 经前处理后进行仪器检测，利用

氨基脲定量离子的峰面积与同位素内标定量离子

的峰面积之比作为纵坐标，以在样品中加入的氨基

脲质量浓度作为横坐标，进行线性拟合，得到基质

匹配的标准曲线。 基质匹配标准曲线的线性范围

为 ０􀆰 ５ ～ １００ μｇ ／ ｋｇ，线性相关系数为 ０􀆰 ９９６，线性方

程为 ｙ ＝ ０􀆰 ９７ｘ ＋ １􀆰 ８９。

２􀆰 ２􀆰 ２　 灵敏度、添加回收率与精密度试验

在上述样品处理与色谱条件下，根据 １０ 倍信噪

比确定标准品在仪器的定量限为 ０􀆰 １ μｇ ／ ｋｇ，利用

基质加标样品得到方法的定量限为 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ。
在面粉、面包、包子皮、面条的阴性样品中，分

别添加浓度为 １、１０ 与 ５０ μｇ ／ ｋｇ 的 ＳＥＭ，按照 １􀆰 ２
的方法进行测定，每个添加浓度测定 ６ 次，测定结果

见表 ３，可知检测方法的加标回收率满足表 １ 要求，
表明方法准确度良好；相对标准偏差 ＜ ２０％ ，表明方

法精密度良好。

表 ４　 不同基质中不同 ＳＥＭ 添加水平下的回收率与 ＲＳＤ（ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｒｉｘ

添加水平
／ （μｇ ／ ｋｇ）

面粉 面包 包子 面条

回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
１ １１４ ２０􀆰 ５ １０６ １４􀆰 １ １０３ １２􀆰 ２ ８６ １０􀆰 ３

１０ １１０ １０􀆰 ２ ８５ １０􀆰 ２ ８３ ６􀆰 ８ ８２ ６􀆰 ９
５０ ９５ ３􀆰 ３ ８９ ３􀆰 ７ ９１ ４􀆰 ４ ９８ ２􀆰 ６

３　 讨论

通过本方法，对市售面粉、面包、油条、包子等

１５ 份样品进行了检测，并利用空白基质加标的方式

进行质量控制。 在一份面包粉中检出了 ＳＥＭ，含量

为 ９􀆰 ６ μｇ ／ ｋｇ（此份样品标签中说明使用了偶氮甲

酰胺，采用液相色谱法检测其中偶氮甲酰胺的浓度

为 ４１ ｍｇ ／ ｋｇ）。 Ｐｅｒｅｉｒａ 等［１３］ 采用液相色谱串联质

谱测定了含有偶氮甲酰胺的面粉中的氨基脲含量，
测得面粉中氨基脲的含量在 ２ ～ ５ ｎｇ ／ ｇ，在 １ 份面包

样品中检出了 ＳＥＭ 的含量为 １４０ μｇ ／ ｋｇ。 偶氮甲酰

胺在含有水、加热的条件下，会首先生成联二胺，进
而产生氨基脲，而氨基脲的检测方法需要进行在酸

性条件下的衍生化，因此不能确定测得的氨基脲是

面粉中原本含有的还是在样品前处理过程中产生

的。 Ｎｏｏｎａｎ 等［１１］对美国市售面包中 ＳＥＭ 检测的结

果发现，添加偶氮甲酰胺的面包中 ＳＥＭ 的含量在

１０ ～１ ２００ μｇ ／ ｋｇ 的范围内，表明偶氮甲酰胺在面制

品中的使用会导致较高水平氨基脲的产生。 应用

本文建立的方法对含偶氮甲酰胺的面粉进行热加

工处理的考察，发现热加工条件影响氨基脲的产



固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法检测面粉及面制品中的氨基脲———王丹，等 —５８３　　 —

生，且含量需要引起高度关注。
由于氨基脲的致癌、致畸胎副作用，偶氮甲酰

胺的使用可以直接导致氨基脲的形成。 为此，需要

更进一步研究偶氮甲酰胺的添加水平、烹调条件与

产生氨基脲的含量的关系。
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