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摘"要!目的"建立固相萃取结合高效液相色谱2四级杆<静电场轨道阱高分辨质谱的检测方法分析苹果和橙柑
类水果中吗啉的残留情况$ 方法"样品采用含 #c甲酸的乙腈2水溶液"#’#!K<K#提取!经 b4A固相萃取柱净化!

R(FF\C\4色谱柱分离!以含 &:#c甲酸的乙腈%含 &:#c甲酸和 7 TTKO<C甲酸铵的水溶液作为流动相进行梯度洗

脱分离$ 采用正离子采集模式对样品进行分析!-b)b) 采集模式定量分析!内标法测定$ 结果"吗啉在 # f#&&

!H<C范围内呈良好的线性关系!回归系数 0$ q&:!!!!该方法的检出限和定量限分别为 ’ 和 #& !H<XH$ 在不同加标

水平下的平均回收率为 8#:;c f#&;:ac!日内和日间精密度分别为 $:ac fa:7c和 #:ac f8:#c$ 结论"本方

法灵敏%准确!适用于苹果和橙柑类水果中吗啉残留的分析测定!具有很好的实际应用价值$
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""吗啉"又名吗啡啉"是一种无色油状具有挥发
性并带有氨味的液体) 吗啉主要用于橡胶硫化促
进剂的生产"还用于表面活性剂*纺织印染助剂*医

药*农药的合成) 吗啉还用于顺丁二烯聚合用催化
剂*腐蚀抑制剂*光学漂白剂之中) 吗啉的盐类也
被广泛使用"吗啉盐酸盐等是有机合成的中间体#
吗啉脂肪酸盐可作水果或瓜果类蔬菜表皮的被膜
剂"可适当抑制呼吸作用"防止水分的挥发及表皮
的萎缩 ’# g;( ) 吗啉对皮肤*眼*消化道具有刺激性"
可通过皮肤接触和吸入导致机体中毒 ’7( ) 另外"吗
啉在一定的环境和生理条件下$如在饮食中摄入亚
硝酸盐%可以发生硝基化反应生成亚硝基吗啉"而
亚硝基吗啉对人类具有潜在的致癌性 ’’( ) 加拿大
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卫生部门基于毒性研究中未观察到有害作用水平
$*‘6(C%的结果为 !9 TH<XHR["评估吗啉的每日
允许摄入量$6M\%为 &:78 TH<XHR[’9( ) 在我国"

吗啉脂肪酸盐是被批准使用于新鲜水果的被膜剂"

并主要用于苹果及橙柑类水果中"使用量按照生产
需要适量使用"而欧盟食品添加剂法规则取消吗啉
作为水果表面处理剂的原料 ’a g8( ) 鉴于吗啉对人体
健康潜在的危害"我国有必要对吗啉作为水果被膜
剂进行安全性评估"然而目前我国鲜有苹果和橙柑
类水果中吗啉残留方法及其相关数据的报道) 因
此"建立一套灵敏*准确*可靠的苹果和橙柑类水果
中吗啉残留检测方法至关重要)

吗啉的残留检测早期主要是采用气相色谱法
$D4%和气相色谱2质谱法 $D42b)% ’! g#$( ) 近期"
F+/H+O等 ’#;(报道了苹果和橙柑类水果中吗啉残留
的液相色谱2串联质谱法 $C42b)<b)%测定) 但该
方法仅通过简单的样品提取稀释"未经过样品的净
化过程"从而导致了 q$&c的基质离子抑制作用"对
检测仪器具有一定的污染) 本研究基于吗啉的结
构特点"建立了以固相萃取柱为净化方法 ’#7( "采用
同位素稀释高分辨质谱的检测方法) 高分辨质谱
的使用在很大程度上降低了假阳性结果的出现"而
同位素稀释有效地减轻了基质效应"从而明显提高
了方法的准确性和重复性) 该方法灵敏*准确"适
合苹果和橙柑类水果中吗啉残留的快速检测)

#"材料与方法
#:#"材料
#:#:#"样品来源

苹果和橙柑类水果购自北京各大超市)
#:#:$"主要仪器与试剂

5(YN>-.Q+四级杆2静电场轨道阱高分辨质谱系
统*M.K/+YBO-.bN-+;&&& 快速高效液相色谱系统均
购自美国 1@+LTK)>.+/-.?.>"固相萃取装置 $美国
)ES+>K%"b4A*FCR和 [4A固相萃取柱均购自美
国 [N-+L,$9& TH<; TO%"涡旋混合器)

乙腈*甲醇均为色谱纯"甲酸*甲酸铵均为色谱
级"吗啉标准品 $46)&##&2!#28"纯度 q!8c"美国
)ES+O>K%"吗啉2A8 标准品$MCb28$’7"纯度 q!8c"

美国 4NTUL.PH+\,K-KS+CNUKLN-KL.+,%"实验用水为超
纯水)
#:$"方法
#:$:#"标准溶液配制

准确称取吗啉标准品 &:&# H$精确至 &:&&& # H%

于 #& TO容量瓶中"以乙腈定容"配制成 # &&& TH<C
的标准储备溶液"冷冻$ g#8 h以下%贮存) 用乙腈

稀释标准储备溶液"配制成各浓度的标准工作液"冷
藏$约 7 h%贮存)

准确称取吗啉2A8 内标物 &:&# H$精确至 &:&&& #
H%于 #& TO容量瓶中"以乙腈定容"配制成 # &&& TH<C

的标准储备溶液"冷冻$ g#8 h以下%贮存) 再用乙
腈稀释至中间液 #& TH<C和工作液 # TH<C"冷藏
$约7 h%贮存)
#:$:$"样品制备

参照 DR<188’’!$&&8 .新鲜水果和蔬菜取样
方法/ ’#’(和 *I<1a8!!$&&7.农药残留分析样本的
采样方法/ ’#9( "取约 ; XH苹果或橙柑类水果全果进
行匀浆"待用)
#:$:;"样品处理

准确称取苹果或橙柑类水果匀浆样品 #& H$精
确至 &:&&# H%于 ’& TO离心管中"加入 #& TH<C吗
啉2A8 内标溶液 7& !O" 涡旋混匀后" 超声提取
#’ T./#加入 #& TO含 #c甲酸的乙腈2水溶液$#i#"
K&K%"涡旋混匀 # T./"超声提取 #& T./ 后"以 8 &&&
L<T./ 离心 ’ T./"取上清液于 ’& TO离心管中"用乙
腈定容至 $& TO"待净化处理) 取上述待净化液 # TO
于 b4A固相萃取小柱上$小柱预先用 ; TO甲醇和
; TO水淋洗%"待净化液完全通过柱床后"分别用
$ TO水和 $ TO乙腈淋洗小柱) 然后真空抽干"用
$ TO含 $c氨水的乙腈溶液洗脱"收集洗脱液"待超
高效液相色谱2串联质谱法$BF3C42b)<b)%分析)
#:$:7"仪器条件

色谱条件&[N-+L,645B\1IB3C4R(FF\C\4
色谱柱$$:# TTd#&& TT"#:a !T%#流动相 6为水
$含 &:#c甲酸和 7 TTKO<C甲酸铵%"R为乙腈$含
&:#c甲酸%#梯度洗脱&& f$ T./ !&cR"$ f9 T./
!&c f7&cR"9 f! T./ 7&c f!&cR#进样量#& !O#
流速 ;&& !O<T./#柱温 7& h)

质谱条件&采用 F()\离子化方式"喷雾电压
;:’ Xl"毛细管温度 ;$’ h"加热器温度 ;’& h"鞘
气 ;& NLU"辅助气 #& NLU"扫描模式-b)b)"正离子采
集模式"分辨率采用 a& &&& ][Fb#吗啉及其内标
吗啉2P8 分别采用其各自的二级碎片离子 D&O
a&:&9’ 8 和 D&Oa8:##’ ! 进行定量)

$"结果与分析
$:#"样品前处理的优化

提取方法的优化&根据文献’#;("采用含 #c甲
酸的乙腈2水溶液 $#i#"K&K%进行提取) 鉴于吗啉
的低分子量*极好的水溶性以及碱性结构特点"采
用含 #c甲酸的乙腈2水溶液$#i#"K&K%有助于吗啉
的提取) 另外"采用 # 份吗啉残留阳性样品考察用
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#& TO#c甲酸的乙腈2水溶液$#i#"K&K%提取 # 次
和 $ 次的效果"结果表明用 #& TO溶剂提取 # 次和
$ 次没有明显差异"故本试验选择用 #&TO#c甲酸
的乙腈2水溶液$#i#"K&K%提取 # 次)

固相萃取注的选择&本试验选择 ; 种固相萃取柱
$FCR*[4A和 b4A%进行预筛选试验) 以 #&& !H<C
的吗啉标准溶液进行考察 ; 种色谱柱对吗啉的吸附
性能"结果发现"FCR对于水溶性的吗啉保留较差"回
收率低#而 [4A作为一种弱阳离子交换柱"虽对吗啉
的吸附能力有所提高#但相比强阳离子交换柱"b4A
对于吗啉具有更优的吸附能力"回收率达到 !;c"见
表 #) 由于固相萃取柱的填充剂量会影响对目标物
的保留能力"本试验对于装填 9& 和 #’& TH的 b4A

柱进行比较"发现两种填充剂量对吗啉的保留能力无
明显区别) 为了进一步获得更优的 b4A柱洗脱程
序"分别对洗脱液的氨水比例和洗脱体积进行优化"
见图 #"$ TO的 $c氨水2乙腈溶液能够很好的完成吗
啉的洗脱"回收率达到 !&c以上)

表 #"; 种固相萃取柱的洗脱程序及对吗啉的回收率
1NUO+#"0+>KQ+LVN/P >KTSNL.,K/ K?-@L++P.??+L+/-

)3(?KLTKLS@KO./+
固相萃
取柱

规格
<TH 淋洗液 洗脱液

回收率
<c

FCR 9& $ TO水 $ TO乙腈 !

[4A 9& $ TO水 p$ TO乙腈 $ TO$c甲酸2乙腈 ’8

b4A 9& $ TO水 p$ TO乙腈 $ TO$c氨水2乙腈 !;

图 #"洗脱液氨水比例$6%和体积$R%的优化
].HEL+#"‘S-.T._N-.K/ ?KL-@+>K/>+/-LN-.K/ K?NTTK/.ET@VPLKY.P+$6% N/P QKOET+$R%

$:$"液相色谱和质谱条件的优化
色谱条件的优化&本试验考察了 B3C4R(F

4#8柱*F)) 1; 柱和 R(FF\C\4; 种色谱柱在各自
最优的洗脱程序下对吗啉的保留行为) 结果发
现"由于吗啉分子量小及极性大等特点"R(F4#8
和 F)) 1; 两种色谱柱对吗啉保留情况不佳"保留
时间分别为 #:$$ 和 $:#; T./"而采用 R(FF\C\4
色 谱 柱" 能 对 吗 啉 具 有 较 好 的 色 谱 保 留
$7:;8 T./% ) 另外"同一浓度水平下的吗啉标准
溶液 $#&& !H<C%在 ; 种色谱柱上的离子响应不
同"在 F\C\4色谱柱上的离子响应效果明显好于
其他两种色谱柱"这可能与化合物在色谱柱上的
保留行为有关) 因流动相的组成会影响化合物的
峰形及离子化效率"本研究比较了7 TTKO<C甲酸铵
和 &:#c甲酸的水溶液作为流动相 6"含 &:#c甲酸
的乙腈作为流动相 R的效果) 结果表明"在 ()\p
电离模式下"&:#c甲酸有利于目标化合物的离子
化"提高离子响应值"且也有助于改善吗啉的峰形"
而 7 TTKO<C甲酸铵有助于维持流动相梯度洗脱中
SF值的稳定) 综上所述"本研究以含 7 TTKO<C甲
酸铵和 &:#c甲酸的水溶液作为流动相 6"含 &:#c
甲酸的乙腈作为流动相 R)

质谱条件的优化&5(YN>-.Q+高分辨质谱仪是四

级杆质谱与 ‘LU.-LNS 质谱的串联"具有高分辨率和高
灵敏度的特点) 根据文献’#a("5(YN>-.Q+质谱主要
以 ]EOO)>N/*-)\b和 -b)b) ; 种扫描模式进行定量
分析"但 -b)b) 扫描模式与其他两种模式相比"在更
为复杂基质情况下往往具有更优的选择性"从而具有
更佳的信噪比"其等同于三重四级杆质谱仪 b0b的
扫描模式) -b)b) 模式是先通过四级杆选择指定目
标化合物的母离子"而后经过高能量碰撞池进行碎片
裂解"以精确碎片离子进行定量) 本试验进一步以
#&& !H<C的吗啉和吗啉2A8 标准溶液进行 -b)b) 扫
描模式的碰撞能量$*4(%优化"以达到最佳的分析效
果"同时获取吗啉和吗啉2A8 的二级碎片质谱信息"见

表 $) 综合上述优化分析"吗啉和吗啉2P8 的总离子
流图和二级质谱图见图 $)

表 $"质谱条件

1NUO+$"bN,,,S+>-LKT+-LV>K/P.-.K/,

目标物
保留时间
<T./

母离子
<$D&O%

碎片离子
<$D&O%

碰撞能量
<c

吗啉 7:;8 88:&a9 # a&:&9’ 8 a’
吗啉2A8 7:7& !9:#$9 $ a8:##’ ! a’

$:;"基质效应
用含 $c氨水的乙腈溶液配制浓度范围 # f

#&& !H<C的吗啉混合标准溶液并绘制标准曲线"同
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图 $"吗啉和吗啉2A8 标准溶液$#& !H<C%的总离子流图$6和 4%及二级碎片质谱图$R和 M%

].HEL+$"\K/ >@LKTN-KHLNT,$6N/P 4% N/P b) ,S+>-LN$RN/P M% ?KLTKLS@KO./+N/P TKLS@KO./+2P8 N-#& !H<C

时称取空白苹果和橙柑样品"按照 #:$:; 提取净
化"并对空白样品进行分析"确定其不含有痕量目
标化合物后"再用空白样品液配制系列同浓度的
基质混合标准溶液并绘制标准曲线) 以基质标准
溶液和溶剂标准溶液的标准曲线斜率比值作为评
价基质效应"比值越接近 #:& 说明基质效应越弱)
结果表明"吗啉在苹果和橙柑样品的曲线斜率比
值分别为 &:89 和 &:87"提示吗啉在苹果和橙柑样
品中存在一定的基质抑制效应) 根据 ]L+/.>@

等 ’#8(的研究结果认为基质效应在 &:8 f#:$ 之间
为存在弱的基质效应"是可以接受的"而超出此范
围之外则认为存在强的基质效应) 为了准确地定
量苹果和橙柑样品中的吗啉"确保定量分析结果
的可靠性"本试验采用同位素内标法进行定量)
$:7"线性范围*检出限及定量限

配制吗啉的系列标准溶液"浓度范围为 # f
#&& !H<C"按本试验的色谱和质谱条件进行分析"

内标法定量分析"内标浓度为 #& !H<C) 结果表
明"吗啉在 # f#&& !H<C的浓度范围内均呈良好的
线性关系"相关系数 0$ q&:!!!) 在空白样品中分
别添加 ’*#&*$& !H<XH; 个水平的吗啉标准"按已
建立的方法测定"以最接近 ; 倍信噪比的加标水
平进行计算"; 倍信噪比对应的加标水平为检出
限"#& 倍信噪比对应的加标水平为定量限"具体结
果&线性范围为 # f#&& !H<C"线性方程为 Fr
&:#&’’$;p&:&$$8#9" 0$ r&:!!! a" 检 出 限 为
’ !H<XH"定量限为 #& !H<XH)

$:’"准确度和精密度
分别取苹果和橙柑空白样品进行加标回收试

验"添加吗啉的浓度为 #&*$& 和 #&& !H<XH; 个水
平) 按照 #:$:; 样品处理进行提取净化"用 5
(YN>-.Q+高分辨质谱测定"每个浓度水平重复 9 次"
回收率及日内精密度$LJ90%和日间精密度$LJ9L%
结果见表 ;) ; 个加标水平下"吗啉在橙柑样品中的
回收率在 8#:;c f#&;:ac之间"LJ90和 LJ9L分别
为 ;:ac fa:7c*$:7c f8:#c#而吗啉在苹果样
品中的回收率在 87:$c f!8:ac 之间"LJ90和
LJ9L分别为 $:ac f’:#c*#:ac f7:ac) 结果表
明本方法的准确度和精密度良好)

表 ;"不同添加浓度下回收率和日内*日间精密度
1NUO+;"0+>KQ+LVN/P SL+>.,.K/ K?P.??+L+/-,S.X+P O+Q+O,

样品
加标水平
<$!H<XH%

平均回收率
<c

LJ90<c
$ , r9%

LJ9L<c
$ , r’%

橙柑

苹果

#& 8#:; a:7 8:#
$& 89:a 7:; ’:9
#&& #&;:a ;:a $:7
#& 87:$ ’:# ;:8
$& !#:9 7:9 7:a
#&& !8:a $:a #:a

$:9"实际样品测定
采用本文所建立的分析方法"对北京市市售的

#& 份橙柑和 9 份苹果进行吗啉残留检测"检出 7 份
橙柑样品中含有吗啉残留"含量为 ;7:# f’$9:&
!H<XH"$ 份苹果样品中检出吗啉含量为 #;9:7 f
79a:8 !H<XH) 图 ; 为实际阳性苹果和橙柑样品在
分辨率为 a& &&& ][Fb下的吗啉总离子色谱图以



固相萃取2同位素稀释高分辨质谱法测定苹果及橙柑类水果中吗啉残留!!!沈葹"等 !#;#"" !

""""

图 ;"苹果和橙柑阳性样品的总离子色谱图$6和 4%和二级碎片质谱图$R和 M%

].HEL+;"\K/ >@LKTN-KHLNT,$6N/P 4% N/P b) ,S+>-LN$RN/P M% ?KL-@+SK,.-.Q+NSSO+N/P >.-LE,,NTSO+,

及二级碎片质谱图)

;"小结
本研究采用同位素稀释技术"建立了以固相萃

取柱净化的超高效液相色谱2高分辨质谱检测苹果
和橙柑类水果中吗啉残留的方法) 结果表明"该方
法采用固相萃取柱净化方法"在一定程度上降低了
样品的基质效应) 通过高分辨质谱的 -b)b) 扫描
模式进行定性分析和定量检测"有效降低了假阳性
结果出现的可能性) 而选用同位素内标进行同位
素稀释法测定"有效克服了样品前处理及其基质效
应所带来的误差"明显提高了方法的准确性和重复
性) 所建立的方法灵敏度高"定量限为 #& !H<XH"
能够满足实际样品的吗啉残留分析) 经实际样品
的检测"该方法灵敏*准确"适合于苹果及橙柑类水
果中吗啉的残留检测)
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实验技术与方法
实时荧光定量 340法与分离培养法检测食品
从业人员沙门菌和志贺菌的比较研究

韩毅!孙燕萍!周虹!毛菲菲
!无锡市疾病预防控制中心"江苏 无锡"$#7&$;$

摘"要!目的"比较实时荧光定量 340法"012340#与分离培养法对食品从业人员肠道致病菌沙门菌和志贺菌

的检测效果$ 方法""012340法’用实时荧光定量 340对体检肛拭子进行初筛&#分离培养法’按照国标方法
DR<17a8!:7($&#&)食品安全国家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验*和 DR<17a8!:’($&&;)食品卫生微生

物学检验 志贺氏菌检验*对所筛选出的菌株进行鉴定$ 结果"012340法对食品从业人员肠道沙门菌和志贺菌的

检出率明显高于分离培养法$ 结论"012340法相对于分离培养法在从业人员体检沙门菌和志贺菌的检测中!无

论从检出率%准确度!还是检测时效性上都有着明显的优势$ 因此!在从业人员体检中运用 012340法具有很好的

实际意义$

关键词!沙门菌& 志贺菌& 实时荧光定量 340法& 分离培养法& 比较& 食源性致病菌
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""根据我国相关法律法规的要求"食品从业人员
不能携带有伤寒*副伤寒和痢疾病原菌"否则将不
能取得健康证和在该领域从业) 但是引起人群感
染和腹泻的往往是其他血清型的沙门菌和志贺菌)

因此对从业人员体检中的沙门菌和志贺菌加强监
测和管理很有必要)

目前"在我国绝大多数地区"传统的分离培养
方法仍是检测沙门菌和志贺菌的主要方法"此方法
检测时限长*工作量大*灵敏度低"远不能满足大批
量食品从业人员体检的要求)

利用实时荧光定量 340$L+NO2-.T+340"012


