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程中六价铬转化为三价铬，能够准确测试明胶空心

胶囊中铬的形态。 对有限样品测试结果表明，样品

中铬均以三价存在，且在 ２８ 个月的观察期内未发生

转化，表明本研究测试的空心胶囊样品转化为六价

铬的风险较小。
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　 　 多氯代二苯并二噁英 ／呋喃（ＰＣＤＤ ／ Ｆｓ，简称二噁

英）和多氯联苯（ＰＣＢｓ）是广为人知的持久性有机污

染物（ＰＯＰｓ）。 这类污染物在环境中极难降解，由于

脂溶性极强，它们常通过食物链逐级向顶端富集。 膳

食摄入是普通人群 ＰＯＰｓ 暴露的主要途径［１ － ２］。 奶粉

是人们，尤其是婴幼儿和青少年，重要的蛋白摄入来

源。 三聚氰胺事件后，我国加强了对乳品行业的监管

力度，乳制品的质量受到了空前的关注（包括人体健

康有益成分和有害成分的监测）。 ２０１３ 年，乳制品中

二噁英类 ＰＯＰｓ 开始被纳入全国食品污染物监测计

划，迄今已有两年。 在承担该项监测任务的过程中，
我们发现直接用传统的样品萃取技术，如索氏抽提，
不能有效提取某些类别奶粉中结合态的脂肪，并进而

影响到检测结果的准确性。 ＰＯＰｓ 是脂溶性的化合

物，对于脂肪含量较高的样品，例如鸡蛋、畜禽肉、鱼
肉和乳制品等，检测结果常以脂肪计来表达，因此脂肪

的测定对于 ＰＯＰｓ 的准确定量具有重要的意义。 对于

乳制品中脂肪的测定，经典的方法包括酸水解法、罗兹

哥特里法，巴布科克法和盖博法。 作为二噁英分析经

典指南的美国 ＥＰＡ Ｍｅｔｈｏｄ １６１３［３］，尽管对组织样品提

取给出了酸水解法的建议，但并未给出详细操作步骤，
更未述及奶粉。 已有文献报道［４ －１２］ 环境或食品中

ＰＯＰｓ 萃取过程常用的技术包括：液液萃取，柱萃取，索
氏抽提，超临界萃取和加速溶剂萃取等，关于奶粉中

ＰＯＰｓ 及其前处理的报道十分有限。 本文比较了索氏

抽提和酸水解法在提取各类乳制品中脂肪效果上的差

异，对其原因做了初步的探讨，旨在抛砖引玉，找到一

种适合所有乳制品中 ＰＯＰｓ 分析的前处理方法。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 样品采集

根据 ２０１３ 年浙江省食品安全风险监测方案，在
全省 １２ 个监测点采集了 ８８ 份乳及乳制品，包括婴

幼儿配方食品 ３３ 份，乳粉 ２４ 份，液态乳 ３１ 份。
１ １ ２　 主要仪器与试剂

６８９０ 型高分辨气相色谱⁃高分辨磁质谱仪（美
国 Ａｇｉｌｅｎｔ）、ＴＴＬ⁃８００ 型萃取净化振荡器（北京同泰

联科技发展有限公司）、恒温培养振荡器。
１３Ｃ１２ 标记的二噁英 （ ＰＣＤＤ ／ Ｆｓ ）、 多 氯 联 苯

（ＰＣＢｓ）和多溴联苯醚（ＰＢＤＥｓ）内标，各自对应的标

准曲线系列溶液以及标准参考物质均购自美国

Ｗｅｌｌｉｎｇｔｏｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ （编号：ＷＭＦ⁃０１）。 盐酸、无
水乙醇、硅胶、氧化铝均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，正
己烷、二氯甲烷、甲苯纯度均为农残级。
１ ２　 方法

１ ２ １　 样品萃取

索氏抽提：液态乳先经冷冻干燥，研磨成粉，密封

装瓶置于干燥器内备用。 均匀称取冻干乳样品或奶

粉 ５ ０ ｇ，加入１３ Ｃ１２ 标记的二噁英类 ＰＯＰｓ 内标各

２ ｎｇ，转移到研钵内加适量无水硫酸钠后，研磨成均

匀粉体后转入索氏抽提器内，用 ３５０ ｍｌ 正己烷⁃二氯

甲烷（１∶ １，Ｖ ／ Ｖ）萃取 ２４ ｈ，控制速度约 １０ ｍｉｎ ／循环。
酸水解：均匀称取奶粉 ５ ０ ｇ 置于 ２００ ｍｌ 烧杯，

加入１３Ｃ１２ 标记的二噁英类 ＰＯＰｓ 内标各 ２ ｎｇ，溶于

２０ ｍｌ去离子水（对于液态乳，则直接加入二噁英类

ＰＯＰｓ 内标各 ２ ｎｇ），混匀后再加入 ２０ ｍｌ 盐酸（３７％，
ｗ ／ ｗ），定量转移到 ２５０ ｍｌ 具塞三角烧瓶，置于 ８０ ℃
水浴摇床，以 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振摇 １ ｈ，进行水解。 待水解

液冷却至室温，将其定量转移到 ２５０ ｍｌ 分液漏斗中。
加入 ４０ ｍｌ 无水乙醇，再加入 ８０ ｍｌ 正己烷⁃二氯甲烷

（１∶ １，Ｖ ／ Ｖ），振荡器振摇 ３０ ｍｉｎ，使水解液中的脂肪

进入有机相。 重复此步骤［８０ ｍｌ 的正己烷⁃二氯甲烷

（１∶ １，Ｖ ／ Ｖ）振摇，若分层缓慢，可加入适量无水乙醇

加速分层］２ 次，合并有机相至 ５００ ｍｌ 平底烧瓶。 旋

蒸至约 ５ ｍｌ，于通风橱内过夜使溶剂完全挥干，称重。
比较烧瓶前后重量差异，即得到脂肪重量。
１ ２ ２　 样品净化

待脂肪含量测定完毕，往瓶中加入适量正己烷

使脂肪完全溶解。 依次过自制的凝胶排阻色谱

ＧＰＣ（填料为 Ｂｉｏ⁃ＳＸ３），酸碱硅胶柱和氧化铝柱净

化（每步均浓缩至 ３ ～ ５ ｍｌ）。 浓缩液转移到 ７００ μｌ
微量进样瓶后，以微弱氮气吹至约 ２０ μｌ，加入进样

内标 １ ｎｇ，上机分析。
１ ２ ３　 仪器条件

ＰＣＢｓ 气相色谱条件：ＤＢ⁃５ＭＳ 分离柱（６０ ｍｍ ×
０ ２５ ｍｍ，０ １ μｍ），恒压 １４８ ｋＰａ。 进样口温度

２８０ ℃，不分流模式，进样量 １ μｌ。 升温程序：８０ ℃
保持 ２ ｍｉｎ，以 ８ ℃ ／ ｍｉｎ 速率升温至 １５０ ℃，以

４ ℃ ／ ｍｉｎ速率升温至 ３００ ℃ 保持 ２ ｍｉｎ。 ＰＣＤＤ ／ Ｆｓ
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和 ＰＢＤＥｓ 的色谱条件同我们以往的报道［２］。
质谱条件： 离子 源 温 度 ２８０ ℃， 电 子 能 量

３５ ０ ｅＶ，Ｔｒａｐ 电流 ６００ μＡ，检测方式为选择离子监

测，分辨率 ＞ １０ ０００（１０％ 峰谷定义，全氟煤油为参

考物质），定量方式为同位素内标法。

２　 结果

对于婴幼儿配方食品，直接用索氏抽提测得的脂

肪含量为（１９ ６ ± ２ ０）％，经酸水解液液萃取测得的

脂肪含量为（２０ ９ ± １ ２）％，二者与产品的出厂标示

值（２１ ８ ±１ ３）％均很接近，两种方法对脂肪的萃取

效率差异无统计学意义（ ｔ 检验，Ｐ ＞ ０ ０５）；但对于乳

粉，尽管索氏抽提测得的同位素内标的回收率与酸水

解法相比相差不多，但测得的脂肪含量为（０ ９ ±
０ ３）％，远低于标示值（１８ ９ ± ５ ５）％；而采用酸水解

液液萃取测得的脂肪含量为（１８ ８ ± ６ ０）％，非常接

近于厂家标示值（１８ ９ ± ５ ５）％。 对于鲜牛奶，情况

也类似。 当用索氏抽提法萃取鲜牛奶时，测得脂肪含

量为（２ ０ ±０ ４）％；酸水解液液萃取测得的脂肪含量

为（３ ２ ± ０ ５）％，产品的出厂表示值为 （３ ３ ±
０ ３）％；经统计这二种方法萃取效率差异有统计学意

义（ｔ 检验，Ｐ ＜０ ０５）结果见表 １。

表 １　 索氏抽提和酸水解法对脂肪提取效率的比较（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｏｘｈｌｅｔ ａｎｄ ａｃｉｄ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ＬＬＥ

乳制品

索氏抽提（未经酸水解） 液液萃取（酸水解）
脂肪测定值

／ ％
脂肪标示值

／ ％
同位素内标平
均回收率 ／ ％

取样量
／ ｇ

脂肪测定值
／ ％

脂肪标示值
／ ％

同位素内标平
均回收率 ／ ％

取样量
／ ｇ

婴幼儿配方食品（ｎ ＝ ３３）

乳粉（ｎ ＝ ２４）

鲜牛奶（ｎ ＝ ３１）
母乳ｃ

１９ ６ ± ２ ０ ２１ ８ ± １ ３ ７７ ± １４ １０ ２０ ９ ± １ ２ ２１ ８ ± １ ３ ７４ ± １０ ４
０ ９ ± ０ ３ａ

１ ４ ± ０ ５ｂ １８ ９ ± ５ ５ ７３ ± １４
７２ ± １５ １０ １８ ８ ± ６ ０ １８ ９ ± ５ ５ ７１ ± １２ ４

２ ０ ± ０ ４∗ ３ ３ ± ０ ３ ７０ ± １３ ５０ ３ ２ ± ０ ５ ３ ３ ± ０ ３ ６７ ± １３ ２０
３ ５ ３ ４ ± ０ ３９＃ ６９ ± １６ ３９ ５ ３ ５ ３ ４ ± ０ ３９＃ ７０ ± １２ １０ ５

注：ａ 为直接索氏抽提；ｂ 为复溶于超纯水（超声波温水浴助溶）后，冻干；ｃ 为 ＰＯＰｓ ｉｎ ｆｏｏｄ ２０１０ 全球实验室间二恶英比对实验数据；∗为冻干后
索氏抽提；＃为全球 １００ 多家实验室测定母乳中脂肪的均值

３　 讨论

不同类型乳粉的生产工艺和配料差异决定了乳

粉不同的理化性质。 在乳粉的生产过程中，浓缩牛乳

是蛋白的主要来源。 天然牛乳中酪蛋白占了 ８０％以

上的比例，酪蛋白分子量较大（６０ ～ ３５０ ｋＤ），这类蛋

白能被成人消化吸收，但不易被婴幼儿吸收。 为了生

产适合婴幼儿吸收的母乳化配方乳粉，厂家一般降低

酪蛋白的比例，提高乳清蛋白的比例（分子量约

１５０ ｋＤ），使二者比例达到约 ６０∶ ４０（Ｖ ／ Ｖ） ［１３］，以接近

母乳的水平。 Ｋｉｍ 等［１４］ 曾报道，在生产奶粉的喷雾

干燥阶段，大部分的乳脂肪表面被“蛋白⁃乳糖结合

体”包埋，形成所谓的胶囊化脂肪，只有少部分未被包

埋的乳脂肪，即所谓游离脂肪，能被有机溶剂萃取。
蛋白的分子量越大，包埋乳脂肪的程度就越深，后者

也就越难被有机溶剂直接萃取出来。 因此，对于母乳

和母乳化的婴幼儿配方食品，由于其含有更多分子量

小的乳清蛋白，脂肪包埋程度浅，用索氏抽提法即可

将脂肪提出；表 １ 中母乳数据表明，两种方法对脂肪

的萃取效率差异不显著（ ｔ 检验，Ｐ ＞ ０ ０５）。 而对于

鲜牛奶和乳粉，由于其分子量大的酪蛋白含量较高，
脂肪包埋程度深，萃取前必须用水解法将蛋白分子去

除，使脂肪游离出来后再用有机溶剂萃取。 如果不经

水解，萃取的只是游离脂肪，而非全脂肪，影响测定结

果的准确性。
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实验技术与方法

超高效液相色谱⁃串联质谱法同时测定鱼肉中氯霉素、
甲砜霉素和氟甲砜霉素

潘晓东，吴平谷，姜维
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作者简介：潘晓东　 男　 副研究员　 研究方向为食品理化检验　 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｐａｎｘｄ２００９＠ ｇｍａｉｌ． ｃｏｍ

摘　 要：目的　 建立超高效液相色谱⁃串联质谱法（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）测定鱼肉中氯霉素（ＣＡＰ）、甲砜霉素（ＴＡＰ）和氟

甲砜霉素（ＦＦ）的测定方法。 方法　 以氘代氯霉素（ｄ５⁃ＣＡＰ）为内标，样品采用乙酸乙酯提取，正己烷脱脂处理。 在

ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ⁃Ｃ１８色谱柱中分离，以水⁃甲醇做流动相梯度洗脱，以负离子多反应监测模式、同位素内标法定量。 结

果　 ＣＡＰ、ＴＡＰ 和 ＦＦ 方法的检出限分别为 ０ ０１、０ ０３、０ ０３ μｇ ／ ｋｇ，回收率分别为 ８３ ２％ ～ ９６ ５％ ，７６ ８％ ～ ９３ ８％
和 ７９ ６％ ～ ９５ ０％ ；相对标准偏差为 ４ １％ ～ ８ ８％ 。 结论　 本法具有良好的选择性、灵敏度和准确度，满足鱼肉中

痕量氯霉素类药物残留的高灵敏分析需要。
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