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摘 要：目的　建立超高效液相色谱 -质谱法（UPLC-MS）测定被膜剂中辛基苯酚聚氧乙烯醚（OPEO）和壬基苯酚

聚氧乙烯醚（NPEO）的含量。方法　被膜剂样品经水提取，固相萃取柱净化后，采用 Thermo Acclaim RSLC 120 C18
（2. 1 mm×100 mm，2. 2 μm）色谱柱分离，乙腈和 0. 1% 甲酸水为流动相，梯度洗脱，电喷雾正离子模式，选择离子监

测模式定量。结果　OPEO 和 NPEO 在 0~400 μg/L 浓度范围内线性良好（r2>0. 996），在 0. 12、0. 24、1. 2 mg/kg 添加

水平下的平均回收率为 88. 5%~96. 9%，相对标准偏差为 2. 9%~7. 0%，两种化合物定量限均为 0. 12 mg/kg。结论　

该方法操作简便、快速、准确，其灵敏度、准确度和精密度均适用于被膜剂中烷基苯酚聚氧乙烯醚类的定性分析和

定量检测。
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Abstract： Objective　 A method of ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry （UPLC-MS） was 
established for the determination of octylphenol ethoxylates （OPEO） and nonylphenol ethoxylates （NPEO） in coating 
agent. Methods　 Samples were extracted with water， and purified by solid phase extraction column.  And Thermo 
Acclaim RSLC 120 C18 （2. 1 mm×100 mm， 2. 2 μm） chromatographic column was used for separation.  Acetonitrile and 
0. 1% formic acid water were mobile phase， gradient elution and quantification was performed in SIM mode with positive 
ion mode of electrospray ionization. Results　 Octylphenol ethoxylates （OPEO） and nonylphenol ethoxylates （NPEO） 
were in the range of 0-400 μg/L， and the linear relationships was good （r2>0. 996）.  The recoveries at three spiked 
levels （0. 12， 0. 24 mg/kg， 1. 2 mg/kg） were 88. 5%-96. 9% with the relative standard deviation of 2. 9%-7. 0%， and 
the limits of quantitative was 0. 12 mg/kg. Conclusion　 The method was simple， rapid and accurate.  Its sensitivity， 
accuracy and precision were suitable for the quantitative analysis and determination of alkylphenol ethoxylates in coating 
agent.
Key words： Ultra high performance liquid chromatography-mass spectrometry； coating agent； alkylphenol ethoxylates
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要是辛基苯酚聚氧乙烯醚（Octylphenol ethoxylate，
OPEO）［1-3］。在农药领域，APEOs 主要作为农药乳

油、可溶性液剂、悬浮剂等剂型的乳化剂和润湿

剂［4］；在被膜剂领域，其作为乳化剂使被膜剂形成均

匀的分散体易于在水果表皮涂抹均匀［5］。而农药和

被膜剂主要使用对象均为水果，果蔬在采摘前喷洒

农药防虫或者在采摘后涂抹被膜剂保鲜，均可在果

蔬表面形成一层具有适度的氧和二氧化碳的通透

性薄膜，形成适度限制供氧的小环境，延缓果蔬的

衰老进程，减少水分蒸发，形成的薄膜还可阻止微

生物侵入。理想化的被膜剂易于涂敷，便于交联，

同时成形的膜平滑，拥有较好的保质保鲜作用，主

要是无毒、无味，与食品物质接触时不会产生有害

的化合物。而上述两种被膜剂应用领域加大了水

果中烷基苯酚聚氧乙烯醚的残留风险。APEOs 具

有很强的生态毒理学效应和生物累积性，它通过食

物链在动物和人体中积累，危及物种的生存，被称

为环境激素［6-7］。此外，它还具有潜在致癌性、肝脏

毒性和神经毒性等毒效应［8］。

韩国、日本、美国、欧盟允许的食品添加剂品种

列表以及我国的 GB 2760—2014《食品安全国家标

准  食品添加剂使用标准》中，烷基苯酚聚氧乙烯醚

均未作为食品添加剂被应用。 2015 年，我国将

NPEO 列入了禁用物质名单。2019 年 5 月，市场监

管总局办公厅在《关于加强水果被膜剂监管严厉打

击违法违规行为的通知（市监食生〔2019〕25 号）》中

明确水果被膜剂产品中禁止使用生产农药用乳

化剂。

目前国内检测标准均不适用于被膜剂中烷基

苯酚聚氧乙烯醚的检测。检测手段有气相色谱 -质

谱法［9-12］、高效液相-荧光光谱法［13-17］、高效液相-质谱

法等［18-23］，GC-MS 测定 APEOs 化合物时，短链的

APEOs 需要经过衍生才能检测，前处理复杂；高效

液相色谱仪检测灵敏度较低，无法检测痕量化合

物。高效液相色谱串联质谱仪电喷雾电离方式对

于极性和离子化合物有很高的灵敏度，而且 HPLC-

MS 具备了液相色谱和质谱选择性好的优点，可有

效分离高分子量的 APEOs，对于被膜剂中烷基苯

酚聚氧乙烯醚残留量的测定是一个不错的检测手

段。面对被膜剂中烷基苯酚聚氧乙烯醚的滥用情

况，作为食品安全监管部门的技术支撑机构很有必

要建立快速、高效、准确的被膜剂中烷基苯酚聚氧

乙烯醚残留量的检测方法，协助打击此类违法行

为 ，守 卫 广 大 群 众“ 舌 尖 上 的 安 全 ”，让 老 百 姓

安心。

1　材料与方法

1. 1　试剂与材料

标准品：OPEO 标准品（OPnEO，CAS 号：9002-

93-1，平均聚合度 n=9~10，纯度≥95%，北京曼哈格生

物科技有限公司）；NPEO 标准品（NPnEO，CAS 号：

9016-45-9，平均聚合度 n=9~10，纯度≥95%，北京曼

哈格生物科技有限公司）。甲醇、乙腈（色谱级，德

国 Merck 公司）；甲酸（质谱级，德国 Merck 公司）；

乙酸铵、甲酸铵（色谱级，国药集团化学试剂有限公

司）。 亲 水 亲 脂 平 衡 型 固 相 萃 取 柱（HLB，美 国

Waters 公司）；7 批次被膜剂样品：2 批来源于宜昌

市某工贸有限责任公司、2 批来源于宜昌某生物科

技、2 批来源于珠海某生物技术有限公司、1 批来源

于广西南宁某生物研究所。

1. 2　主要仪器与设备

Triple Quad 5500 型三重四级杆串联质谱仪（美

国 AB SCIEX 公司）；Ultimate 3000 型超高液相色谱

仪（美国 Thermo 公司）；XS204 型电子分析天平

［0. 1 mg，梅特勒 -托利多国际贸易（上海）有限公

司］；ME2002E 型电子分析天平［0. 01 g，梅特勒 -托

利多国际贸易（上海）有限公司］；Allegra X-15R 型

高速离心机（美国贝克曼库尔特有限公司）。

1. 3　试验条件

1. 3. 1　样品处理

称取 1 g 被膜剂试样（精确至 0. 01 g）于 50 mL
塑料离心管中，加入 10 mL 纯水，涡旋混匀 1 min，
超声提取 10 min，备用。

固相萃取柱活化后，取备用液过柱，6 mL 水和

6 mL 甲醇∶水=4∶6（体积比）溶液淋洗，弃去淋洗液，

准确加入 6 mL 甲醇∶水=9∶1（体积比）溶液洗脱，收集

洗脱液 6 mL，涡旋 30 s，微孔滤膜（有机系，0. 22 μm）
过滤，供液相色谱-串联质谱测定。

1. 3. 2　标准溶液的配制

混合标准工作溶液：分别准确吸取混合标准中

间工作液（10 μg/mL）适量，用空白基质（广西南宁

某生物研究所提供）经固相萃取柱净化后的提取液

稀释，摇匀，作为系列混合基质标准工作溶液，各化

合物浓度依次为 0、20、50、100、150、200、400 μg/L。
1. 3. 3　仪器条件

色谱条件：色谱柱：Thermo Acclaim RSLC 120 
C18（2. 1 mm×100 mm，2. 2 μm）；流动相：A 为 0. 1%
甲酸水溶液，B 为乙腈，梯度洗脱程序见表 1；流速：

0. 3 mL/min；柱温：35 ℃；进样量：5 μL。
质谱条件：ESI 源；正离子模式扫描；雾电压

4 500 V；气帘气压力 35 psi；雾化气压力 50 psi；辅助

气压力 50 psi；离子源温度 500 ℃；检测方式：选择离
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子监测（SIM）模式，OPnEO 监测离子为［M+NH4］
+，

m/z=224+44n（n=4~14），NPnEO 监 测 离 子 为［M+
NH4］

+，m/z=238+44n（n=4~14），定量分析：通过加和

所 有 m/z=224+44n（n=4~14）离 子 峰 面 积 总 和 对

OPnEO 进行定量分析；通过加和所有 m/z=238+44n

（n=4~14）离子峰面积总和对 NPnEO 进行定量分析。

不同聚合度的烷基苯酚聚氧乙烯醚［M+NH4］
+SIM 采

集特征离子（m/z）见表 2。

1.3.4　烷基苯酚聚氧乙烯醚检测化合物的确定

烷基苯酚聚氧乙烯醚为一系列聚合度不同的

APEOs 同系混合物，这些同系物的分布服从高斯分

布。常用 APEOs 的聚合度 n 值一般介于 1~20 之

间，目前市售的 APEOs 中的 n 也均为平均数，所以

本质上它是由一系列不同 n 值的同系物组成的混

合物。参考国内外涉及 APEOs 的检测标准以及市

场应用情况，选择平均聚合度为 9~10 的 NPEO 和

OPEO 作为标准品进行分析，考虑仪器的适用范围

以及目标化合物定性定量的准确性，选择聚合度为

4~14 的 NPEO 和 OPEO 同系物进行定性定量分析。

1.3.5　烷基苯酚聚氧乙烯醚检测化合物的定性定

量分析

APEOs 均为一系列同系物，SIM（选择离子监

测）模式相对于 Scan（全扫描模式）既可以定性又可

以定量，所以选择采用液相色谱 -质谱联用的 SIM
扫描模式进行采集分析［24-25］，使用不同聚合度的烷

基苯酚聚氧乙烯醚在同一个色谱峰上的峰面积的

叠 加 来 进 行 定 量 。 OPnEO，结 构 式 ：C8H17-C6H4-

（OC2H4）nOH，是由辛基酚（OP，C8H17-C6H4-OH）与若

干个乙氧基（OC2H4）组成，对应的相对分子质量相

差 44u 即 m/z=400、444、488、532、576、620、664、
708、752、796、840，见图 1；壬基苯酚聚 NPnEO，结构

式：C9H19-C6H4-（OC2H4）nOH，是由壬基酚（NP，C9H19-

C6H4-OH）与若干个乙氧基（OC2H4）组成，对应的相

对 分 子 质 量 相 差 44u 即 m/z=414、458、502、546、
590、634、678、722、766、810、854，见图 2；通过加和

所 有 m/z=224+44n（n=4~14）离 子 峰 面 积 总 和 对

OPnEO 进行定量分析；通过加和所有 m/z=238+44n

（n=4~14）离 子 峰 面 积 总 和 对 NPnEO 进 行 定 量

分析。

1.3.6　数据处理

相关质谱数据由 Analyst 采集，数据经 MultiQuant
处理后，采用 Microsoft Office Excel 进行分析。

2　结果

2. 1　色谱柱的选择

NPEOs 和 OPEOs 分子结构相似、分子量接近，

在色谱分离时需要选择合适的色谱柱使它们的分

离度符合定量要求。Thermo Acclaim RSLC 120 C18
（2. 1 mm×100 mm，2. 2 μm）和 Waters Hss T3 C18

图 1　辛基苯酚聚氧乙烯醚标准品质谱图

Figure 1　Mass spectrum of OPEO

表 2　不同聚合度的烷基苯酚聚氧乙烯醚[M+NH4]+SIM 采集

特征离子

Table 2　Characteristic ions collected by APEOs [M+NH4]+SIM 
with different polymerization degrees

OPEOs
OPEO4OPEO5OPEO6OPEO7OPEO8OPEO9OPEO10OPEO11OPEO12OPEO13OPEO14

[M+NH4]+离子/（m/z）
400
444
488
532
576
620
664
708
752
796
840

NPEOs
NPEO4NPEO5NPEO6NPEO7NPEO8NPEO9NPEO10NPEO11NPEO12NPEO13NPEO14

[M+NH4]+离子/（m/z）
414
458
502
546
590
634
678
722
766
810
854

表 1　梯度洗脱程序表

Table 1　Gradient elution conditions
时间/min
0.0
1.0
2.5
4.0
6.0
8.0
8.1
10.0

流动相 A/%
70
70
45
45

5
5

70
70

流动相 B/%
30
30
55
55
95
95
30
30
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（2. 1 mm×100 mm，1. 8 μm）两种规格的色谱柱对性

质相近的化合物具有很好的分离作用。因此考察

了这两根色谱柱对这两个化合物的分离效果，实验

表明，在同一流动相体系下，调节梯度，NPEOs 和

OPEOs 在 Waters Hss T3 C18 上的分离度都无法满

足定量的需求；而在 Thermo Acclaim RSLC 120 C18
上 则 能 达 到 较 好 的 分 离 度 ，因 此 最 终 确 定 为

Thermo Acclaim RSLC 120 C18色谱柱，见图 3、图 4。

2. 2　流动相的选择

研究表明［26-30］，OPEOS 和 NPEOS 在 ESI+模式下

形成的分子离子主要有［M+Na］+、［M+NH4］
+、［M+

H］+，为了能同时测定 OPEOS 和 NPEOS 这两类化合

物，本实验分别比较流动相为 5 mmol/L 乙酸铵、

5 mmol/L 甲酸铵、0. 1% 甲酸采集的标准品图，OPEOS
和 NPEOS 主要的分子离子峰信号、峰形、分离度均

相差不大，同时考虑到质谱中加入一定量的盐溶液

容易堵塞色谱柱和质谱喷针，最后确定流动相中加

入 0. 1% 甲酸作为流动相溶液。

2. 3　样品提取净化

以不含烷基苯酚聚氧乙烯醚类的被膜剂中

OPEOs 和 NPEOs 的回收率为考察指标，考察了固

相萃取法和分散固相萃取法（d-SPE）两种提取净化

方式。固相萃取法：从化学结构上看，APEOs 由亲

水 性 烷 基 和 亲 脂 性 环 氧 乙 烷 链 组 成 ，而 Waters 
Oasis HLB 柱是一种亲水 -亲脂平衡柱，其吸附剂是

一种由亲水的 N-乙烯基吡咯烷酮和亲脂的二乙烯

苯组成的大孔共聚物，同时参考纺织品中 APEOs 的

测定方法 GB/T 23322—2018《纺织品  表面活性剂

的测定  烷基酚和烷基酚聚氧乙烯醚》，选择 Waters 
Oasis HLB 柱作为基质净化和目标化合物富集。本

实验空白基质中加入 NPEOs 和 OPEOs，经过 HLB
净化后，以 NPEOs 和 OPEOs 回收率为指标测定，回

收 率 为 81. 00%~85. 00%。 分 散 固 相 萃 取 法（d-

SPE）：是美国农业部提出的一种样品前处理方法，

该方法一般选用乙腈做提取溶剂，净化吸附剂分散

图 2　壬基苯酚聚氧乙烯醚标准品质谱图

Figure 2　Mass spectrum of NPEO

注：A：化合物 OPEOs；B：化合物 NPEOs
图 3　烷基苯酚聚氧乙烯醚液相色谱质谱总离子流图（Thermo 色谱柱）

Figure 3　Chromatogram of total ion of APEOs (Thermo Acclaim RSLC 120 C18)

注：A：化合物 OPEOs；B：化合物 NPEOs
图 4　烷基苯酚聚氧乙烯醚液相色谱质谱总离子流图

（Waters色谱柱）

Figure 4　Chromatogram of total ion of APEOs (Waters Hss T3 C18)
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于待净化提取液中，吸附其他组分。同时本试验用

d-SPE 方法净化被膜剂空白基质，提取 NPEOs 和

OPEOs，回收率为 62. 30%~74. 50%。吸附剂与净化

剂参照了 GB 23200. 121—2021《食品安全国家标

准  植物源性食品中 331 种农药及其代谢物残留量

的测定  液相色谱 -质谱联用法》中蔬菜的前处理方

法。两种提取净化方法结果：固相萃取法中 NPEOs
和 OPEOs 的回收率为 81. 00%~85. 00%，分散固相

萃取法中 NPEOs 和 OPEOs 的回收率为 62. 30%~
74. 50%。 NPEOs 和 OPEOs 经过这两种方法的处

理，回收率差别较大，d-SPE 回收率较低可能与基质

干扰有关，被膜剂基质复杂，成分较多，吸附剂和净

化剂不能净化完全，导致回收率偏低；而固相萃取

法在淋洗过程中可以去掉大部分杂质，保留目标化

合物在萃取柱上，最后经过高比例有机相洗脱可以

保证目标化合物干扰较小，回收率也就较高，最后

确定固相萃取法为被膜剂基质中 APEOs 测定的前

处理方法。

2. 4　固相萃取柱淋洗液的优化

APEOs 由亲水性烷基和亲脂性环氧乙烷链组

成，极性较弱，在 HLB 固相萃取柱上吸附能力较强，

而一般极性较强的亲水性化合物通过一定比例的

水-甲醇混合溶液淋洗从固相萃取柱中被去除掉。本

实验通过试剂空白加标，测定固相萃柱淋洗液及洗

脱液中 NPEOs 和 OPEOs 含量，以 NPEOs 和 OPEOs
的回收率为对象，直至淋洗液中测定出 NPEOs 和

OPEOs 为最适宜的淋洗液。考察了水、水∶甲醇=9∶
1、水∶甲醇=8∶2、水∶甲醇=7∶3、水∶甲醇=6∶4、水∶甲

醇=5∶5，这几种不同体积比例的淋洗液，淋洗液和

洗脱液体积均为 6 mL，淋洗液和洗脱液定容至

6 mL 后过膜上机测定，NPEOS 和 OPEOs 回收率变

化见表 3。结果表明：淋洗液为水∶甲醇=5∶5 时，淋

洗液中测定出 NPEOs 和 OPEOs，而水∶甲醇=6∶4 及

之前均未测定出该两种化合物，表明水∶甲醇=6∶4
适合作为淋洗液净化被膜剂中的 NPEOs 和 OPEOs。
通过样品空白基质加标，水∶甲醇=6∶4 淋洗，测定洗

脱液中的 NPEOs 和 OPEOs，结果表明 NPEOs 和

OPEOS 色谱峰杂质干扰较小且回收率在 82. 00%~
85. 00%。最后确定水∶甲醇=6∶4 为最佳淋洗液。

2. 5　方法学的考察

2. 5.1　线性方程与定量限

以 10 倍信噪比作为定量限。由定量离子峰面

积 y 为纵坐标，以质量浓度 x（μg/L）为横坐标绘制标

准曲线，结果：NPEOS 线性方程（过原点）y=1. 121e5x，

线性范围 0~400 ng/mL；OPEOS 线性方程（过原点）

y=1. 416e5x，线性范围 0~400 ng/mL。两种化合物在

各自浓度范围内线性良好（r2>0. 996），且 2 种化合物

定量限均为 0. 12 mg/kg，表明该方法适用于被膜剂

中这两种化合物残留量的测定。

2.5.2　回收率与精密度

于不含烷基苯酚聚氧乙烯醚类的被膜剂中

分别添加 1 倍定量限（0. 12 mg/kg）、2 倍定量限

（0. 24 mg/kg）、10 倍定量限（1. 20 mg/kg）3 个水平

的混合标准溶液，按照前处理方法处理测定。结果

表明，2 种化合物平均回收率为 88. 5%~96. 9%，相

对标准偏差为 2. 9%~7. 0%。见表 4。

2. 6　实际样品的测定与分析

利用已建立的方法，对收集的 6 批次被膜剂样

品进行测试，3 批次被膜剂检出 OPEOs，含量分别为

30. 0、40. 0 和 50. 0 mg/kg，4 批次被膜剂检出 NPEOs，
含量分别为 55. 0、170、190 和 200 mg/kg。对于阳

性样品，为了确证方法的准确性，委托第三方检测

机构采用本研究方法进行测定，结果表明，第三方

检测机构测定的值与本实验室测定的值偏差小于

15%，进一步表明了本研究方法准确性、重现性好。

3　结论

在被膜剂领域，被膜剂主要使用对象为水果，

本研究建立了一种高效液相色谱 -质谱法测定被膜

剂中 NPEO、OPEO 含量的分析方法。填补了被膜

剂中无 NPEO 及 OPEO 相应检测方法的空白。与

现行国家标准及行业标准相比，方法操作简便、快

速、准确，其灵敏度、准确度和精密度均符合多残留

检测技术的要求，为各食品检测机构提供了简单快

表 3　不同比例的淋洗液对两种化合物的影响

Table 3　Effect of different proportions of eluent 
on two compounds

淋洗液比例

（水∶甲醇）

1∶0
9∶1
8∶2
7∶3
6∶4
5∶5

淋洗液回收率/%
NPEOs

0
0
0
0
0
7.34

OPEOs
0
0
0
0
0
8.28

洗脱液回收率/%
NPEOs
100
100
100
100
100

90.11

OPEOs
100
100
100
100
100

92.34

表 4　2种化合物在空白基质中的平均回收率及精密度（n=6）
Table 4　Average recoveries and RSDs of two compounds in 

blank matrix (n=6)
编号

1

2

化合物

OPEOs

NPEOs

添加水平/（mg/kg）
0.12
0.24
1.20
0.12
0.24
1.20

平均回收率/%
89.3
96.9
96.5
88.5
90.4
93.6

RSD/%
5.5
5.2
2.9
7.0
4.5
5.2
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速的筛选方法来满足被膜剂日常监控，为保证人民

饮食安全提供技术支持。
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