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摘 要：目的　建立固相萃取 -超高效液相色谱 -串联质谱（UPLC-MS/MS）同时测定牛奶中 11 种对苯二胺类抗氧

化剂（PPDs）及其氧化产物（PPD-Qs）的方法。方法　称取 2. 00 g 牛奶样品，冷冻干燥后加入 10 mL 乙腈，振荡提

取，低温离心。上清液使用 Oasis HLB 固相萃取柱除杂净化，合并上样液与净化液经氮气吹干复溶后，进行进样

分析。采用含 0. 1% 甲酸的水溶液和乙腈作为流动相进行梯度洗脱，WATERS ACQUITY BEH C18（2. 1 mm×100 mm，

1. 7 μm）作为色谱分析柱，在正离子电喷雾（ESI+）多反应监测模式下检测，内标法定量。结果　在 0. 1~50 μg/L 范

围内，11 种 PPD 及其氧化产物的相关系数（R2）均 >0. 990，方法检出限为 0. 004~0. 152 μg/kg，定量限为 0. 013~
0. 507 μg/kg，3 种不同加标浓度的回收率为 84. 4%~121. 9%，日间和日内精密度良好（RSD<14%）。应用该方法检

测不同国家和地区的 28 份牛奶样品，其中 6PPD 的检出率最高，阳性样品浓度为 0. 05~2. 27 μg/kg；DTPD 的检出率

为 39%，阳性样品浓度为 0. 07~0. 79 μg/kg；仅有两例样品中 6PPD-Q 的浓度高于定量限。结论　该方法具有良好

的灵敏度、准确度和精密度，适用于牛奶样品中对苯二胺类抗氧化剂及其氧化产物的检测。
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Determination of 11 p-phenylenediamine antioxidants and their oxidation products in milk by 
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Abstract： Objective　 To establish the first method for the simultaneous determination of 11 p-phenylenediamine 
antioxidants （PPDs） and their oxidation products in milk by solid-phase extraction （SPE） coupled with ultra performance 
liquid chromatography tandem mass spectrometry （UPLC-MS/MS）. Methods　A 2. 00 g milk sample was weighed， freeze-

dried， and extracted with 10 mL of acetonitrile.  The mixture was shaken， then centrifuged at low temperature.  The 
supernatant was purified using an Oasis HLB solid-phase extraction column.  The combined sample and purified liquid 
were evaporated under nitrogen and resuspended for injection and analysis.  Chromatographic separation was performed 
using a gradient elution with a mobile phase of 0. 1% formic acid aqueous solution and acetonitrile.  The analysis was 
carried out on a WATERS ACQUITY BEH C18 column （2. 1 mm×100 mm， 1. 7 μm）.  Detection was conducted in positive 
ion electrospray ionization （ESI+） multiple reaction monitoring （MRM） mode， and quantification was achieved using the 
internal standard method. Results　 The correlation coefficients （R²） for all 11 PPDs and their oxidation products were 
greater than 0. 990 within the concentration range of 0. 1-50 μg/L.  The method detection limits ranged from 0. 004 to 
0. 152 μg/kg， and the quantification limits ranged from 0. 013 to 0. 507 μg/kg.  Recovery rates for three different spiked 
concentrations ranged from 84. 4% to 121. 9%， with good intra-day and inter-day precision （RSD<14%）.  When applied to 
28 milk samples from different countries and regions， the detection rate for 6PPD was the highest， with positive 
concentrations ranging from 0. 05 to 2. 27 μg/kg.  The detection rate for DTPD was 39%， with positive concentrations 
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ranging from 0. 07 to 0. 79 μg/kg， and only two samples had 6PPD-Q concentrations above the limit of quantification.
Conclusion　This method demonstrates excellent sensitivity， accuracy， and precision， making it suitable for detecting p-

phenylenediamine-based antioxidants and their oxidation products in milk samples.
Key words： p-Phenylenediamine antioxidants； solid phase extraction； ultra performance liquid chromatography-

tandem mass spectrometry； milk

N，N′- 取 代 的 对 苯 二 胺（p-phenylenediamine，
PPD）是一类价格低廉的抗氧化剂，广泛应用于轮

胎、手套与电缆等橡胶相关的工业和消费产品中［1］。

2020 年 N-（1，3-二甲基丁基）-N′-苯基 -对苯二胺

［N-（1，3-dimethylbutyl）-N′-phenyl-p-phenylenediamine，
6PPD］在北美的年产量已达到 23 000~45 000 t，并
被列为高产量化合物［2］。环境中的 6PPD 及其氧化产

物主要来自轮胎橡胶磨损颗粒物（Tire wear particles，
TWP），并通过各种机制迁移和分布到不同的环境

介质中，如空气、水、土壤等。此外，蔬菜、鱼肉与蜂

蜜等食品中也已经发现这类物质的污染［3-6］。N-（1，3
二甲基丁基）N'-苯基对苯二胺醌（6PPD-quinone，
6PPD-Q）是 6PPD 在较为温和条件下与臭氧发生反应

产生的醌类化合物［7］。2021 年，TIAN 等［8］在《Science》

上阐明城市道路径流中存在的 6PPD-Q 是导致太平

洋银鲑鱼洄游繁殖期间急性死亡的关键因素，揭示

了“城市径流死亡综合征”现象的主要原因。研究

表明，长期暴露于 PPDs 及其氧化产物会对人体造

成神经系统、呼吸系统与生殖系统上的潜在毒性影

响［9-11］。皮肤接触、空气中颗粒的吸入（如 TWP）以

及被污染食物的摄入都可能是 PPD 及其氧化产物

潜在的人体暴露途径。已有研究表明奶牛场中使

用的橡胶管道中的 PPDs 会发生不同程度的环境迁

移，成为牛奶的潜在污染源［12］。但由于缺乏有针对

性的分析方法，针对牛奶中 PPDs 污染情况的报道

尚少［5］。因此亟需开发一种高灵敏度、可准确测定

牛奶中 PPDs 及其氧化产物的检测方法。

目前，道路尘土、沉积物及空气颗粒物等环境

样品中 PPDs 的提取方法为固相萃取法，常用的提

取溶剂为乙腈、甲醇及二氯甲烷［4，13-14］。此外，针对部

分食品类基质还使用了盐析超声萃取、QuEChERS
法等［5，15］。但以上方法去除复杂基质干扰的能力较

差，且定量限较高，不适用于绝大部分食品样本的检

测。牛奶中富含蛋白质（≥3. 2 g/100 mL）、脂质等营

养成分，固相萃取法（Solid-phase extraction，SPE）操作

简单、试剂用量少，不仅能有效分离待测化合物与

杂质，还可去除高蛋白、脂肪等干扰成分，净化效果

显著，因此在农药检测等领域应用广泛。其中 HLB
固相萃取柱不仅广泛应用于牛奶中高氯酸盐、双

酚、磺胺类兽药等污染物的检测，还用于城市径流、

自来水等环境样本中 PPDs 的检测［16-18］。基于此，本

研究拟建立一种牛奶中 11 种 PPDs 及其氧化产物

的高效检测方法，通过对提取溶剂、洗脱溶剂等参

数进行优化，获得最佳的前处理方法，并将其应用

于市售牛奶样品的 PPDs 及氧化产物检测。本研究

为牛奶中 PPDs 及其氧化产物的精准定量提供准确

可靠的检测方法，同时也为其他膳食样本中 PPDs
及其氧化产物的检测提供技术参考。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器、试剂与材料

超高效液相色谱 -三重四极杆质谱仪（Xevo TQ 
Absolute，Waters 公司，美国），PL303 电子天平（精度

为 0. 001 g，梅特勒中国有限公司）、Alpha 2-4 冷冻

干燥机（德国 Christ 公司）、HMV-50A 振荡仪（天津

恒奥有限公司）、3K15 离心机（德国 Sigma 公司）

11 种对苯二胺类抗氧化剂标准品溶液（100 mg/L
购自天津阿尔塔科技有限公司，包括 N-苯基 N'-环
己基对苯二胺（1，4-Benzenediamine，N1-cyclohexyl-
N4-phenyl-，CPPD）、N-异丙基 N-苯基对苯二胺（N-

isopropyl-N'-phenyl-p-phenylenediamine，IPPD）、6PPD、

N，N'-二甲苯基对苯二胺［N，N'-Bis（Methylphenyl）-1，4-

Benzenediamine，DTPD］、1，4-二甲基戊基-N'-苯基对

苯-1，4-二胺［N-（1，4-dimethylpentyl）-N'-phenylbenzene-

1，4-diamine，7PPD］、N，N'-二苯基 -对苯二胺（1，4-

Dianilinobenzene，DPPD）、6PPD-Q、2（-异丙基氨基）-5-

（苯氨基）环己-2，5-二烯-1，4-二酮［2，5-Cyclohexadiene-

1，4-dione，2-（cyclohexylamino）-5-（phenylamino），

IPPD-Q］、2-（环己基氨基）-5-（苯基氨基）环己基 -2，
5-二烯-1，4-二酮［2-（Cyclohexylamino）-5-（phenylamino）
cyclohexa-2，5-diene-1，4-dione，CPPD-Q］、2，5-双（苯基氨

基）环己-2，5-二烯-1，4-二酮［2，5-Bis（phenylamino）-1，
4-benzoquinone，DPPD-Q］、2，5-双（邻甲苯氨基）环

己 -2，5- 二 烯 -1，4- 二 酮（2，5-Cyclohexadiene-1，4-

dione，2，5-bis［（2-methylphenyl）amino］-，DTPD-Q）；
13C6-6PPD-Q（100 mg/L）购 自 Cambridge Isotope 
Laboratories 公司；6PPD-D5（100 mg/L）购自天津阿

尔塔科技有限公司。二氯甲烷、甲醇、乙腈和甲酸均

为色谱级，购自美国 Fisher Scientific 公司。实验所

需超纯水通过美国 Millipore 公司的纯水设备制得。
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固相萃取柱 Oasis®HLB 柱规格均为 150 mg，
6 mL，购自美国 Waters 公司。

从国内电商平台及当地市场收集了 28 份市售

盒装牛奶样本：11 种国产牛奶，以及来自德国（2 种）、

新西兰（2 种）、丹麦、爱尔兰、波兰、荷兰、乌拉圭、斯

洛文尼亚、英国、比利时、澳大利亚、俄罗斯、法国、

西班牙和韩国多个国家的进口牛奶，购买后置于阴

凉处常温保存。

1. 2　研究方法

1. 2. 1　标准溶液配制

分别准确吸取 11 种 PPDs 标准溶液（浓度均为

100 mg/L）各 100 μL，合并至 10 mL 容量瓶中，以乙

腈定容，配制标准品混合中间母液（各组分浓度为

1 000 μg/L）。另取 2 种同位素内标溶液（浓度均为

100 mg/L）各 100 μL，合并后同样以乙腈定容至 10 mL，
配制内标混合中间母液（浓度均为 1 000 μg/L）。上

述溶液于-20 ℃条件下保存。使用标准品中间母液

按比例稀释，制备 10 μg/L 和 100 μg/L 的标准品工

作稀释液。随后，分别取 10 μL 和 50 μL，与 10 μL
内标混合母液（1 000 μg/L）混合，并以乙腈定容至

1 mL，依次配制浓度为 0. 1、0. 5、1、5、10 和 50 μg/L
的标准工作溶液。其中，10 μg/L 稀释液用于配制

0. 1 和 0. 5 μg/L 标准工作溶液，100 μg/L 稀释液用

于配制 1 和 5 μg/L 标准工作溶液，1 000 μg/L 混合

中间母液用于配制 10 和 50 μg/L 标准工作溶液。

所有标准工作溶液中同位素内标的最终浓度均为

10 μg /L。
1. 2. 2　样品前处理

准确称量 2. 00 g 牛奶于 50 mL 离心管中，在

-80 ℃冰箱中预冻 12 h 后置于真空冷冻干燥仪中冷

冻干燥 48 h，加入 20 ng 内标溶液与 10 mL 乙腈，以

2 100 r/min 振荡 15 min，以 8 000×g 离心 15 min。
在 HLB 固相萃取柱中先加入 6 mL 甲醇活化，再加

入 6 mL 超纯水平衡小柱。将样品以 2 mL/min 的流

量加载至柱子中，并收集上样液。接着，使用 2 mL
二氯甲烷溶液以 2 mL/min 的流量洗脱，收集洗脱

液。最终，将上样液和洗脱液合并，转移至 15 mL
离心管中，然后在 35 ℃恒温水浴下氮吹至接近干

燥，残渣溶解于 1 mL 乙腈中，过 0. 22 μm 有机滤膜

后进行 UPLC-MS/MS 分析。

1. 2. 3　仪器条件

色谱分析条件：Waters ACQUITY UPLC BEH C18
液相色谱柱（2. 1 mm×100 mm，粒径 1. 7 um），柱温

40 ℃，流动相 A 和 B 分别为 0. 1% 甲酸水和乙腈，梯

度洗脱，流速为 0. 3 mL/min。梯度洗脱程序：0~1 min，
B 为 5%；1~6 min，B 从 5% 增加至 100%；6~7 min，保

持 100%B；7~8 min，B 相降至 5%；8~10 min，维持

5%B 重新平衡色谱柱。进样体积为 2 μL。
质谱检测条件：电喷雾离子源，正离子电离模式

（ESI+），毛细管电压：2. 50 kV，锥气孔流速为 150 L/h；
脱溶剂气温度为 500 ℃，脱溶剂气流速为 800 L/h，
离子源温度为 150 ℃。采集数据模式：多反应监测

（Multiple reaction model，MRM）模 式 。 11 种 PPDs
及其氧化产物的保留时间及质谱参数列于表 1。

1. 2. 4　提取溶剂的选择

通过考察绝对回收率来选择合适的提取溶

剂。2 g 牛奶经冷冻干燥 48 h 后加入  20 μL 浓度为

100 μg/L 的标准品工作稀释液，分别用 10 mL 甲

醇/二氯甲烷/乙腈进行提取，每组设置 3 组平行，

取尽上清液后通过 HLB 萃取柱进行纯化，2 mL 二

氯甲烷洗脱，合并后的过滤液氮吹至近干，1 mL 乙

腈复溶后上机，

1. 2. 5　样品净化方式的选择

通过考察绝对回收率来选择合适的提取溶

剂。2 g 牛奶经冷冻干燥 48 h 后加入 20 μL 浓度为

100 μg/L 的标准品工作稀释液，采用上述方法提

取，净化方法分为 3 组：QuECHERS 法（取尽上清液

加入到 C18/PSA/MgSO4（10/10/60 mg/mL）的 15 mL

表 1　PPDs的保留时间、定性与定量离子、碰撞电压

Table 1　Retention times, qualitative and quantitative ions, and 
collision voltages of PPDs

分析物

IPPD
IPPD-Q
DPPD
CPPD
6PPD
6PPD-D5

7PPD
DTPD
DPPD-Q
CPPD-Q
6PPD-Q
13C6-6PPD-Q
DTPD-Q

保留时间/

min
3.83
4.95
5.86
4.30
4.52
4.50
4.77
6.34
5.36
5.65
5.80
5.79
5.73

母离子/

(m/z)
227.1
257.1
261.1
267.1
269.2
274.2
283.2
287.9
291.1
297.1
299.2
305.2
319.1

子离子/(m/z)
107.0
184.2*

187.5
215.1*

168.2
184.2*

185.0*

223.1
184.1*

212.1
189.0*

217.0
184.1*

212.1
106.0
180.8*

263.1*

144.0
187.1*

215.1
187.0
241.1*

247.1*

262.0
212.1
301.8*

碰撞能量/eV
35
20
30
18
35
33
15
20
20
20
20
20
22
24
20
33
21
28
34
15
28
30
30
21
18
25

注：*为定量离子
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聚丙烯离心管中净化）、常规式固相萃取法（取尽上

清液氮吹至吹干，初始流动相 5% 乙腈-水溶液复溶

后过柱，5% 甲醇 -水溶液淋洗，2 mL 二氯甲烷洗

脱）、直通式固相萃取法（取尽上清液通过活化的

HLB 柱，2 mL 二氯甲烷洗脱），分别将以上 3 种净化

方式的滤过液氮吹至近干，1 mL 乙腈复溶上机

检测。

1.2.6　洗脱溶剂的选择

取 2 g 牛奶经冷冻干燥 48 h 后加入 20 μL 浓度

为 100 μg/L 的标准品工作稀释液，并分别按照

1. 2. 1 样品处理方式进行前处理，保持其他条件不

变，仅改变洗脱溶剂类型和体积。收集每 1 mL 洗

脱溶剂，上质谱仪测定。

2　结果与讨论

2. 1　提取溶剂优化

11 种 PPDs 及其氧化产物的极性范围（LogKow）
为 2. 58~5. 94，因此选用适当的提取溶剂至关重要。

目前已有的研究常选用乙腈、二氯甲烷与甲醇进行

多次提取。基于此，本研究评估以上 3 种溶剂的提

取效率。3 种提取溶剂的绝对回收率如图 2 所示，结

果显示除 7PPD 外，乙腈组的绝对回收率均高于二氯

甲烷组与甲醇组，各目标物质的回收率为 73%~
107%，而且乙腈相较二氯甲烷可以在提取过程中最

大程度地减少亲脂性杂质的干扰，表现出更好的提

取效率。因此后续实验均采用乙腈作为提取溶剂。

2. 2　样品净化处理的选择

目前 PPD 的研究多集中于道路尘土、水与沉积

物等环境样本中，液-液萃取法与固相萃取法较为成

熟。此外，JI 等［5］采用 QuECHERS 方法测定蜂蜜与鱼

肉中 PPDs 的含量，方法定量限为 0. 00 043 mg/kg，具
有较高的灵敏度。本研究基于 QuECHERS 和固相

萃取对净化方法进行筛选和优化，以建立适用于牛

奶基质的前处理方法。3 种净化方式的绝对回收率

如图 3 所示，结果表明常规式固相萃取法在母体化

合物（如 CPPD、7PPD）的绝对回收率低于直通式固

相萃取法，且直通式净化方法较为简便，PPDs 的绝

对回收率均在 54% 以上，符合 GB/T 27404—2008
《实验室质量控制规范  食品理化检测》中的回收率

要求［19］。所以后续实验采用直通式固相萃取法对

图 1　11 种 PPDs及其氧化产物的 MRM 色谱图

Figure 1　MRM chromatograms of 11 PPDs and their oxidation products
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样品进行净化处理。

2. 3　洗脱溶剂优化

按照相似相溶原理，洗脱剂的极性会直接影响

到 11 种 PPDs 及其氧化产物的洗脱效果。实验选

择甲醇、乙腈和二氯甲烷 3 种洗脱溶剂，并对其用

量进行考察。每 1 mL 洗脱溶剂所测得 PPDs 含量

与洗脱溶剂的体积用量关系如图 4 所示。结果显

示，当采用二氯甲烷作为洗脱剂时，DPPD、DTPD 等

弱极性物质的洗脱率显著增加。此外，二氯甲烷使

得 PPDs 洗脱较为完全，其体积用量明显低于乙腈

和甲醇。在实际操作中，二氯甲烷洗脱液在氮吹过

程中挥发速度较快（沸点 39. 6 °C），相较于其他溶

剂，能够显著提高实验效率。为了防止牛奶中过多

的脂溶性杂质影响净化效果，需要严格控制二氯甲

烷的用量。综上，选择 2 mL 二氯甲烷作为最佳洗

脱剂。

2. 4　基质效应、线性范围及定量限

基质增强或抑制效应可能导致假阳性或假阴

性结果，采用纯溶剂和空白牛奶基质提取液分别制

备 11 种 PPDs 及其氧化产物的标准曲线。在未使

用内标校正的情况下，通过比较两种标准曲线的斜

率比值，对基质效应的影响进行评估。内标校正后

11 种 PPDs 的基质效应均处于可接受的范围内

（0. 80~1. 20）。基于此，本研究选用溶剂标准曲线进

行线性范围的考察，并采用同位素内标法对 11 种

PPDs 进行定量分析，以弥补前处理过程中可能产生

的损失。为评估线性关系，制备一系列不同浓度的

标准溶液（0. 1~50 μg/L），并在每种溶液中均添加

了 10 μL 的同位素标记内标溶液（浓度为 1 mg/L）
以进行仪器分析。在优化的条件下，目标化合物在

0. 1~50 μg/L）范围内相关系数（R2）均 >0. 990。此

外，在空白牛奶样本中以标准曲线范围内的低浓度

水平进行添加，对经前处理的样本进行检测。通过

3 倍和 10 倍信噪比（S/N）分别考察了方法检出限和

图 2　11 种 PPDs在甲醇，乙腈、二氯甲烷中的平均绝对回收

率及标准差（n=3）
Figure 2　Average absolute recovery rate and standard devia⁃

tion of 11 PPDs in methanol, acetonitrile, and dichloromethane 
(n=3)

图 3　11 种 PPDs在不同净化处理条件下的平均绝对回收率

及标准差（n=3）
Figure 3　Average absolute recovery rate and standard devia⁃
tion of 11 PPDs under different purification conditions (n=3)

注：a.甲醇洗脱曲线；b.乙腈洗脱曲线；c.二氯甲烷洗脱曲线

图 4　11 种 PPDs在 3 种洗脱溶剂下的洗脱曲线（n=3）
Figure 4　Elution curves of 11 PPDs under three elution solvents （n=3）
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方法定量限，详细信息见表 2。
2. 5　准确度和精密度

为了评估方法的准确性和精密度，采用空白牛奶

样本作为加标基质，对 11 种 PPDs 及其氧化产物的加

标回收率和相对标准偏差（Relative standard deviation，
RSD）进行考察。实验中，分别向牛奶样本中添加了不

同浓度水平的标准溶液，制备成不同加标水平的样品

（定量限水平、1 μg/kg 和 10 μg/kg），并严格按照本研

究建立的方法进行处理。在 1 d 内对样品测定 6 次，

考察日内精密度；连续测定 6 d，考察日间精密度。如

表 3 所示，11 种 PPDs 的平均加标回收率为 84. 4%~
121. 9%，RSD 值为 0. 9%~13. 9%。结果表明，本研

究建立的检测方法具有较高的准确度和良好的精密

度，适用于牛奶样本中 PPDs 的定量分析（表 3）。

2. 6　实际样品的测定

利用本方法对 28 份市售盒装牛奶样本进行分

析。所有样品中 6PPD 的检出率最高为 53%，检出浓

度为 0. 05~2. 27 μg/kg；DTPD 的检出率为 39%，检出

浓度为 0. 07~0. 79 μg/kg；仅有 2 例样品中 6PPD-Q
的浓度高于 LOQ。此外仅 2 例样品中发现 IPPD-Q
与 CPPD，含量范围为 0. 12~0. 29 μg/kg，其余 PPDs
均未检出。

3　结论

本研究首次建立了固相萃取法与 UPLC-MS/
MS 相结合检测牛奶样品中 11 种 PPDs 及其氧化产

物的方法，并成功应用于实际牛奶样品中 PPDs 的

定量分析。该方法的检出限低于液液萃取法等已

有的前处理方法，具有准确高效和灵敏度高的优

势，为后续对苯二胺类抗氧化剂的膳食暴露评估提

供了技术支撑［20］。DTPD、6PPD 在牛奶中检出率最

高，新西兰进口牛奶的 6PPD 含量较高。此外，不同

产地牛奶中橡胶抗氧化剂衍生物的污染类型存在

差异。尽管目前检测到的污染物浓度相对较低，但

考虑到牛奶的广泛消费和长期摄入的可能性，未来

的研究应进一步深入探讨这些污染物的来源、迁移

机制和潜在健康风险，为牛奶质量安全控制提供更

全面的科学依据。
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