
收稿日期!!"!' #"( #"%!修回日期!!"!! #", #"%

作者简介!任丹丹"'--"#%女%高级工程师%硕士%研究方向

为食品质量与安全"456789#J@=<<:;CT;C?;C6&

通信作者!王翔宇%博士"456789#_7=B� 8̀7=BA>:;CT;C?;C6!

于H雷%硕士"456789#A>9@8:;CT;C?;C6&

检测分析
!"#! '"?'--"!DE?;=F8?GBAG?'""$ #&-,-?!'"+,%

超高效液相色谱 G串联质谱法测定植物油中

@ 种杂环胺含量

任丹丹'

!陈修红!

!孙东哲'

!王满意'

!于H雷$

!王翔宇'

"'?中粮营养健康研究院 营养健康与食品安全北京市重点实验室!老年营养食品研究北京市工程实验室!

北京 '"!!"-# !?国贸食品科技"北京$有限公司!北京 '"!!"-#

$?中粮油脂专业化公司!北京 '"""!"$

摘要!建立超高效液相色谱#串联质谱法"X̂W0#M/DM/$测定植物油中 + 种杂环胺"M@Pl̀'+!( #

\8M@Pl̀'&!( #\8M@Pl̀' ÛP̂$的分析方法% 样品经含 'I氨水乙腈提取'乙腈饱和的正己烷脱脂

后!利用 0̂.固相萃取柱进行净化% 净化后的样品采用乙腈和 '" 66C9DW甲酸铵溶液作为流动相

进行梯度洗脱!在正离子模式下以电喷雾电离串联质谱对杂环胺的定量离子和定性离子进行监测!

并利用内标法进行定量% 结果表明&+ 种杂环胺在 "?% b'""?" =BD6W范围内线性关系良好!相关

系数均大于 "?--!方法检出限为 "?"' b"?"+

!

BDFB!定量限为 "?"$ b"?'$

!

BDFB#在 '?"'%?"'

'"?"

!

BDFB的加标水平下!杂环胺的平均回收率在 ,+?%I b-,?%I之间!相对标准偏差在 !?($I b

(?%!I之间%本方法快速'准确'灵敏!可应用于植物油中 + 种杂环胺的同时检测%
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HH杂环胺"R@S@JC;A;98;7JC67S8;768=@V%R02V#是

蛋白质类食品在高温加热过程中由于蛋白质$氨基

酸$肌酸"肌酸酐#发生热解所产生的一类具有致

癌$致突变作用的多环芳香族化合物%主要有 ! #氨

基#$%( #二甲基咪唑(+%% #T)喹喔啉"! #268=C#

$%( #<86@SUA968<7GC(+%% #T) a>8=C̀798=@%M@Pl̀ #$

! #氨基#' #甲基 #, #苯基咪唑(+%% #[)吡啶

"! #268=C#' #6@SUA9#, #]U@=A9868<7GC(+%% #

[)]AJ8<8=@% ÛP̂#$! #氨基 #$%+%( #三甲基咪唑

(+% % #T) 喹 喔 啉 " ! #268=C#$% +% ( #

SJ86@SUA9868<7GC( +% % #T) a>8=C̀798=@% +% ( #

\8M@Pl̀#和 ! #氨基#$%&%( #三甲基咪唑并(+%% #T)

喹喔啉"! #268=C#$%&%( #SJ86@SUA9868<7GC(+%% #

T)a>8=C̀798=@% &%( #\8M@Pl̀ #等(')

& 目前%从模拟

体系及食品体系中共分离鉴定出近 $" 种杂环胺%

依据其生成条件可分成两类'氨基 #咪唑 #氮杂

芳烃类杂环胺%一般可在 '"" b!%" K之间形成%

此类物质均有一个N#甲基 #氨基咪唑主体%按结

构可细分为喹喔啉类$喹啉类和吡啶类!氨基咔啉

类杂环胺%按结构可细分为
#

#$

!

#$

%

#$

&

#咔

啉类(!)

&

杂环胺是一类高度致突变和致癌物质%能引发

包括猕猴和啮齿动物肝脏$乳腺$结肠$胃$前列腺$

食道等多个器官发生肿瘤病变($)

& 据报道%杂环胺

暴露会导致控制细胞增殖的基因发生突变%从而形

成肿瘤(+)

& 研究表明%杂环胺在食物煎炸或烧烤后

会大量产生%因此经常食用含有高浓度杂环胺的熟

透烤肉会增加罹患结肠癌或直肠癌的风险(%)

& 国

际癌症研究机构"P2Q0#将 '! 种杂环胺归为 !3类

致癌物%将 ! #氨基 #$ #甲基 #$R#咪唑并

(+%% #T)喹啉"Pl#归为 !2类致癌物&

杂环胺已在畜禽肉制品$鱼肉制品$焙烤制品$

咖啡制品$乳制品$酒精饮料等多种类型食品中被检

出%涉及的检测方法主要包括高效液相色谱法$超高

效液相色谱法$毛细管液相色谱 #质谱联用法和高

效液相色谱#串联质谱法等(, #()

& 相比于液相色谱

法%超高效液相色谱 #串联质谱法 " X̂W0#M/D

M/#具有样品前处理时间短$灵敏度和选择性高$定

性定量能力强等优势%可实现多种杂环胺的同时检

测%较适合测定其含量比较低的样品(-)

& RV87C

等('")利用高效液相色谱 #串联质谱技术结合样品

快速前处理技术"l>40U4Q/#%建立了同时测定肉

制品中 !" 种杂环胺的分析方法%方法的回收率为

%(?-Ib''&?+I%检出限和定量限分别为 "?""$ b

"?"%"

!

BDFB和 "?"' b"?"%

!

BDFB& 2@@=@UY7=<

等('')建立了微波辅助萃取$高效液相色谱法测定

汉堡肉饼中 $ 种极性杂环胺的分析方法%方法的

回收率可达 -"I b'"%I%检出限为 "?", b

"?!'

!

BDFB&

目前%关于杂环胺的研究主要集中在肉制品中

的生成规律和生成抑制等研究('!)

%而食用植物油%

特别是浓香型植物油在制备过程中的高温炒籽工序

同样存在生成杂环胺的风险%但相关研究较少& O3

%""-?!+$*!"',.食品安全国家标准 高温烹调食品

中杂环胺类物质的测定/只适用于烤鱼$烤肉及其

制品中杂环胺的检测%尚无油脂基质中杂环胺的标

准检测方法& 张晨霞等('$)采用 X̂W0#M/DM/ 实

现了油脂和煎炸食品中 & 种杂环胺的测定%但未覆

盖O3%""-?!+$*!"', 中目标物 &%( #\8M@Pl̀&

针对植物油基质%本研究采用较简单的前处理方法%

即溶剂直接提取%固相萃取柱净化%再结合 X̂W0#

M/DM/ 技术%内标法定量%建立了 + 种杂环胺

"M@Pl̀$ ÛP̂$+%( #\8M@Pl̀ 和 &%( #\8M@Pl̀ #测

定方法%以期为市售植物油中杂环胺含量检测提供

方法依据%同时用于监控油脂加工过程中杂环胺的

生成规律%为进一步提高植物油生产安全性提供

保障&

;<材料与方法

'?'H试验材料

'?'?'H原料与试剂

浓香型一级压榨花生油$浓香型一级压榨菜籽

油$浓香型一级压榨芝麻油各 , 个样品%购于市场&

M@Pl̀"0
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''

N

%

%02/ 号 &&%"" #"+ #"#$+%( #

\8M@Pl̀ "0

'!
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%

%02/ 号 -%(-, #&( #-#$&%( #
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+

%02/号 '"%,%" #!$ #%#标准品"纯度
"

-(I#%上海源叶生物科技有限公司!内标物 ! #氨基#

$%+%&%( #四甲基咪唑并(+%% #T)喹喔啉"+%&%( #

LJ8M@Pl̀%0

'$

R

'%

N

%

%02/号 '$!(-( #"& #(#%'""

!

BD6W

内标储备液%上海安谱科学技术有限公司!乙腈$正

己烷"色谱纯#%美国g8VU@J公司!氨水"分析纯#%国

药集团化学试剂北京有限公司!甲酸铵"色谱纯#%

美国 /8B67公司!实验室用水为超纯水&

'?'?!H仪器与设备

o7S@JV.@YCLl#/ 超高效液相色谱 #串联质

谱仪$o7S@JV2;a>8SA34R0'( 色谱柱"!?' 66f

'"" 66f'?&

!

6#%o7S@JV公司!LLW#\0

(

氮吹

仪%北京同泰联科技有限公司!M8998#l超纯水系

统%美国 M8998]CJ@公司! 0̂.固相萃取柱"," 6B%

$ 6W#%2B@98=S公司&

'?!H试验方法

'?!?'H标准溶液配制

标准储备液'分别称取 + 种杂环胺标准品'" 6B

"精准到 "?' 6B#于 '" 6W容量瓶中%用乙腈定容%

配制成质量浓度为 ' 6BD6W的标准储备液%置于

#!" K冰箱内避光保存& 分别准确吸取上述储备

液于同一容量瓶中%用乙腈稀释成质量浓度均为

'""

!

BD6W的混合标准储备液& 置于 + K冰箱中

保存&

标准稀释液'吸取 '""

!

W杂环胺混合标准储备

液%用乙腈定容至 '" 6W棕色容量瓶中%得到 '?"

!

BD6W的标准稀释液&

内标稀释液'取 '""

!

W内标储备液%用乙腈定

容至 '" 6W棕色容量瓶中%得到 '?"

!

BD6W的内标

稀释液&

'?!?!H样品前处理

参考张晨霞等('$)的方法%并略作修改&

提取'称取 ' B油脂试样"精确至 "?"' B#于

%" 6W聚丙烯离心管中%加入 +"

!

W内标稀释液$

'" 6W含 'I"体积分数%下同#氨水的乙腈%涡旋混

合 % 68=%超声 '" 68=%以 $ %"" JD68=离心 % 68=%收

集上清液于另一个离心管中%再加入 '" 6W含 'I

氨水的乙腈重复提取一次%合并两次上清液%加入

'" 6W乙腈饱和的正己烷脱脂%取 '" 6W脱脂后的

提取液待净化&

净化'将 '" 6W提取液上样于预先用 $ 6W甲

醇$$ 6W超纯水活化的 0̂.固相萃取柱"," 6B%$

6W#%上样速度为 ' 6WD68=%然后用 $ 6W"?' 6C9DW

盐酸和 $ 6W甲醇淋洗%淋洗后抽干 ' 68=%用 $ 6W

甲醇#氨水"体积比 -%k%#洗脱%收集全部洗脱液%

于 +% K氮吹至近干%用 '?" 6W'"I的乙腈溶液复

溶%用 "?!!

!

6有机滤膜过滤%待测&

'?!?$HX̂W0#M/DM/测定仪器条件

色谱条件'o7S@JV2;a>8SA34R 0'( 色谱柱

"!?' 66f'"" 66f'?&

!

6#!流动相2相为乙腈%

3相为 '" 66C9DW甲酸铵溶液%流速 "?+ 6WD68=!进

样量 !

!

W!柱温 $" K!梯度洗脱程序为 " b"?! 68=

-"I 3%"?! b'?" 68= -"I b&"I 3%'?" b$?" 68=

&"I b+"I 3%$?" b$?% 68= +"I b'"I 3%$?% b

+?" 68= '"I 3%+?" b%?% 68= '"I b-"I 3&

质谱条件'电喷雾电离4/P" n#源!离子源温度

'%" K!离子喷雾电压 "?% Fd!脱溶剂温度 ,%" K!

脱溶剂气为N

!

%纯度 --?---I%流速 ' """ WDU!锥

孔气为N

!

%纯度 --?-I%流速 %" WDU!碰撞气为氩

气%纯度 --?---I!多反应监测"MQM#模式&

=<结果与分析

!?'H质谱条件的确定

将质量浓度为 '""

!

BDW杂环胺标准溶液和 '""

!

BDW内标溶液以流动注射的方式%在正离子模式下

进行质谱参数调谐优化& 首先对每种化合物进行母

离子扫描%确定其子离子%通过手动调节锥孔电压%得

到各目标物最大响应值对应的锥孔电压值& 在此基

础上优化子离子碰撞能量%通过调节子离子质谱信号

的丰度得到子离子最佳碰撞电压%选取丰度较强$干

扰较小的子离子为定性及定量离子& + 种杂环胺及

内标的多反应监测质谱参数优化结果见表 '&

表 ;<杂环胺类物质多反应监测质谱参数

化合物
母离子

"#DL#

子离子

"#DL#

锥孔电

压Dd

碰撞能

量Dd

M@Pl̀ !+'?'

'$'?"

#

+" $,

'--?" +" !%

ÛP̂ !!%?'

''+?( +$ +$

!'"?!

#

+$ !-

&%( #

\8M@Pl̀

!!(?'

'$'?'

#

+' $&

!'$?' +' !&

+%( #

\8M@Pl̀

!!(?'

',"?"

#

+' $"

!'$?' +' !%

+%&%( #

LJ8M@Pl̀

!+!?!

!"'?! +$ !%

!!&?'

#

+$ !&

H注'

#

为定量离子

!?!H前处理和色谱条件的优化

/NDL+'+"*!"'% .出口鱼肉香肠和香精中多

种杂环胺的测定 液相色谱 #质谱D质谱法/中的前

处理方法选用乙腈溶液作为提取溶液& 考虑到杂环

$!'
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胺为碱性物质%提高提取溶液 ]R%增加杂环胺的去

离子化%可提高其在有机溶剂中的溶解度%从而提高

杂环胺的回收率& 因此%本研究提取溶液选用含

'I氨水的乙腈溶液& 张晨霞等('$)研究结果验证了

相比乙腈提取溶液%采用含 'I氨水的乙腈溶液为

提取溶液时%Pl$+%( #\8M@Pl̀$ ÛP̂等的回收率均

在 &"I以上&

本试验考察了流动相为乙腈 #水$乙腈 #'"

66C9DW甲酸铵溶液$乙腈 #$" 66C9DW乙酸铵溶液

"乙酸调 ]R%?"#条件下%杂环胺响应和分离情况&

结果表明%流动相添加甲酸铵或乙酸铵后%信号响应

明显增强& 主要原因为 + 种杂环胺均为弱碱性化合

物%有机酸盐的添加可有效提高离子化效率%改善化

合物峰形('+)

& 相对于O3%""-?!+$*!"', 中采用的

流动相乙腈 #$" 66C9DW乙酸铵溶液"乙酸调 ]R

%?"#%考虑到较高含量盐溶液对色谱柱的保存不利%

确定选用乙腈#'" 66C9DW甲酸铵溶液作为流动相%+

种杂环胺的峰形更为对称%并能在 + 68= 内实现有效

分离& 以空白植物油"不含杂环胺类物质#为基质%+

种杂环胺在 '""

!

BDFB加标水平的色谱图见图 '&

图 ;<植物油中 @ 种杂环胺和内标的色谱图

!?$H方法的线性范围'检出限及定量限

用 '?!?' 中标准稀释液和内标稀释液配制质量

浓度分别为 "?%$'?"$%?"$!"?"$%"?"$'""?" =BD6W

的混合标准溶液"内标质量浓度为!" =BD6W#%进

行 X̂ W0#M/DM/测定%以 + 种杂环胺质量浓度与

内标物质量浓度比".#为横坐标%相应的峰面积比

"2#为纵坐标绘制标准曲线%得到线性回归方程&

在空白样品中添加 + 种杂环胺标准溶液%得到该

方法中目标物的检出限"Wc\%!0Ke$#和定量限

"Wcl%!DKe'"#& 方法的线性范围$检出限及定

量限见表 !&

表 =<方法的线性范围%检出限及定量限

化合物 线性方程 相关系数"=

!

#

线性范围D

"=BD6W#

Wc\D

"

!

BDFB#

WclD

"

!

BDFB#

M@Pl̀ 2e"?"'- !"( '. "?--- + "?% b'""?" "?"+ "?'$

ÛP̂ 2e"?"$% -+, ,. "?--- ( "?% b'""?" "?"' "?"$

&%( #\8M@Pl̀ 2e"?"$, ,'+ !. "?--- " "?% b'""?" "?"$ "?"-

+%( #\8M@Pl̀ 2e"?"!' ,&" (. "?--& , "?% b'""?" "?"+ "?'!

HH由表 ! 可知%+ 种杂环胺在 "?% b'""?" =BD6W

范围内线性关系良好%检出限为 "?"' b"?"+

!

BDFB%

定量限为 "?"$ b"?'$

!

BDFB&

!?+H方法的回收率与精密度

在空白植物油基质中分别添加杂环胺混合标准

溶液%按 '?!?! 方法处理样品%在 '?!?$ 仪器条件下

进行测定%计算平均回收率和相对标准偏差"Q/\#%

结果见表 $&

表 ><方法的回收率及精密度#1_N$

化合物
加标量D

"

!

BDFB#

测定值D

"

!

BDFB#

平均回

收率DI

Q/\DI 化合物
加标量D

"

!

BDFB#

测定值D

"

!

BDFB#

平均回

收率DI

Q/\DI

M@Pl̀

'?" "?,&! ,&?! +?$(

%?" +?!!" (+?+ !?($

'"?" (?%$" (%?$ !?-&

&%( #

\8M@Pl̀

'?" "?&%" &%?" +?$+

%?" $?-'" &(?! +?,&

'"?" &?-(" &-?( !?'!

ÛP̂

'?" "?,,$ ,,?$ (?%!

%?" $?!&% ,%?% $?,,

'"?" ,?+%" ,+?% +?!"

+%( #

\8M@Pl̀

'?" "?-,% -,?% &?"-

%?" +?%+% -"?- ,?+-

'"?" (?(%% ((?, +?,(

HH由表 $ 可知%在 '?"$%?"$'"?"

!

BDFB的添加水

平下%+ 种杂环胺的平均回收率在 ,+?%I b-,?%I

之间%相对标准偏差为 !?($I b(?%!I%表明该方

法重复性良好&

!?%H实际样品的测定

抽取市售花生油$菜籽油和芝麻油各 , 个样品%

应用所建立的 X̂W0#M/DM/对 + 种杂环胺含量进

行测定%结果如表 + 所示&

+!'

0RPN2cPW/ 2N\g2L/HHHHHHHHHHHHHH!"!! dC9h+& NCh''



表 @<植物油样品中 @ 种杂环胺的检出情况

化合物

花生油

样品

数量

检出

数量

检出值D

"

!

BDFB#

菜籽油

样品

数量

检出

数量

检出值D

"

!

BDFB#

芝麻油

样品

数量

检出

数量

检出值D

"

!

BDFB#

M@Pl̀ , " # , " # , ' "?+(

ÛP̂ , " # , " # , " #

&%( #\8M@Pl̀ , ' "?$! , " # , " #

+%( #\8M@Pl̀ , " # , " # , " #

HH由表 + 可知%花生油和芝麻油中各有 ' 个样品

检出杂环胺%其中花生油中检出化合物为 &%( #

\8M@Pl̀%含量为 "?$!

!

BDFB%芝麻油中检出化合物

为M@Pl̀%含量为 "?+(

!

BDFB& 杂环胺产生原因可

能是浓香油脂生产过程中%油籽经高温焙炒%该过程

中发生美拉德反应%使得油脂中杂环胺的含量增加&

><结<论

样品采用含 'I氨水的乙腈提取$乙腈饱和的正

己烷脱脂%过 0̂.固相萃取柱净化%再利用 X̂W0#

M/DM/对植物油中 + 种杂环胺同时进行定性%内标

法定量分析& 杂环胺类物质在 "?% b'""?" =BD6W

范围内线性关系良好%方法检出限为 "?"' b

"?"+

!

BDFB%定量限为 "?"$ b"?'$

!

BDFB& 在 '?"$

%?"$'"?"

!

BDFB的加标水平下%杂环胺类物质在油

脂中的平均回收率在 ,+?%I b-,?%I之间%相对标

准偏差在 !?($I b(?%!I之间& 该方法前处理简

单$重复性好$检出限低%可实现植物油中 + 种杂环

胺的同时检测%满足实际工作和日常监测的需求&
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