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液相色谱串联质谱法测定饲料中高氯酸盐含量 

马晓冲, 王  瑶, 李兴佳
*, 柴艳兵, 张耀广, 李  飞 

(君乐宝乳业集团农业农村部乳品质量安全控制重点实验室, 石家庄  050021) 

摘  要: 目的  建立液相色谱串联质谱检测饲料中高氯酸盐含量的方法。方法  饲料样品经乙腈-水(2:1,V:V)

超声提取, 高速离心后, 上清液经石墨炭黑固相萃取柱净化, 液相色谱串联质谱测定, 内标法定量。结果  高

氯酸盐在 0 ~100 ng/mL 浓度范围内呈良好线性关系(r2=0.9998)。本方法的定量限为 15.0 μg/kg。高氯酸盐在

15~150 μg/kg 添加浓度范围内, 回收率为 95.1%~102.4%, 相对标准偏差为 1.13%~9.82%。结论  本方法前处

理简单, 具有较高准确度、灵敏度、稳定性, 可以满足饲料中高氯酸盐的含量检测。 
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Determination of perchlorate in feed by liquid chromatography tandem mass 
spectrometry 

MA Xiao-Chong, WANG Yao, LI Xing-Jia*, CHAI Yan-Bing, ZHANG Yao-Guang, LI Fei 
(Junlebao Dairy Group, Shijiazhuang Key Laboratory of Dairy Quality and Safety Control, Ministry of Agriculture and 

Villages, Shijiazhuang 050021, China) 

ABSTRACT: Objective  To established a method for the determination of perchlorate content in forage by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry(LC-MS/MS). Methods  Samples of forage were ultrasound extracted by 

acetonitrile - aqueous solution (2:1, V:V) and centrifugated at a high speed. Then the supernatant was purified by 

graphitized carbon black solid phase extraction column, and determined by LC-MS/MS, then quantified by internal 

standard method. Results  The perchlorate showed a good linear relationship in the concentration range of 0–   

100 ng/mL (r2=0.9998). The quantitative limit of the method was 15.0 μg/kg. The recoveries rate of perchlorate in the 

range of 15–150 μg/kg was 95.1%-102.4% and relative standard deviations were 1.13%–9.82%.Conclusion  This 

method has the advantages of simple pretreatment, high accuracy, sensitivity and stability, and can satisfy the 

determination of perchlorate content in feed. 
KEY WORDS: forage; perchlorate; liquid chromatography-tandem mass spectrometry; isotopic internal standard 

method; content determination 
 
 
 

1  引  言 

高氯酸盐是一种持久的污染物[1], 能够竞争性抑制甲

状腺吸收碘离子, 影响甲状腺和脑垂体的激素水平, 阻碍

人体正常的新陈代谢和生长发育[2,3], 给消费者的健康带

来巨大威胁。按照食物摄入量模型预测[4], 婴儿的高氯酸
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盐暴露剂量高于成人。乳制品可能是婴幼儿这类敏感群体

最主要的食物, 所以乳制品的安全显得尤为重要。近年来, 
乳及乳制品中高氯酸盐污染引起消费者和生产者的普遍关

注[5,6]。饲料作为乳制品的前期风险物质, 如苜蓿饲料对高

氯酸盐具有极高的生物富集能力[7], Sanchez 等[8]调查发现

紫花苜蓿中高氯酸盐平均干重可达 297~764 μg/kg, 远高于

棉籽(80 μg/kg)、甜菜粕(86 μg/kg)、玉米(87 μg/kg)等饲料, 
并且发现牛奶中高氯酸盐含量和饲料中高氯酸盐存在显

著正相关。目前, 国内外已有关于饮用水、奶类、酒、大

米、蔬菜、茶叶以及营养补充剂等中高氯酸盐含量的相

关研究[9–11], 未有关于饲料中高氯酸盐的同位素稀释方法

研究。因此, 需要尽快建立快速准确测定饲料中高氯酸盐

含量的同位素稀释方法, 以保障牛奶的品质, 保障消费者

健康, 从源头控制住。 
目前高氯酸盐的检测方法主要有离子色谱法[12]、离子

色谱-质谱联用法[13]、液相色谱-串联质谱法[14–18]等。但离

子色谱法和离子色谱-质谱联用法存在离子色谱柱不耐受

有机溶剂, 大体积进样易造成色谱柱过载等问题。而液相

色谱串联质谱法检测灵敏度高, 检测限低等优势已广泛

应用于食品检测中 , 但未有饲料中高氯酸盐的报道 , 且
饲料基质复杂, 部分饲料中色素含量高, 因此亟待建立检

测方法。    
本研究建立了一种采用液质联用法测定饲料中高氯

酸盐含量的方法, 为饲料监测和管控提供科研依据和技术

支持。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

高氯酸钠标准品(含量大于 99.9%, 德国 Fluka 公司); 
高氯酸盐内标(浓度 100 μg/mL, 美国剑桥公司); 乙腈、甲

醇(色谱纯, 德国默克公司); 甲酸(质谱级, 美国 Sigma 公

司); 甲酸铵(色谱级, 美国 Sigma 公司); 实验用水为超纯

水(18.0 MΩ·cm)。 
Primer HLB 固相萃取柱( 150 mg/3 mL, 200 mg/6 mL, 

500 mg/6 mL, 美国 Waters公司); Supelclean ENVI-18 固相

萃取柱(500 mg/6 mL, 美国 Sigma 公司 ); 石墨炭黑柱

(HyperSep Hypercarb,1 g/6 mL, 美国赛默飞世尔公司 ); 
Thermo Acclaim TRINITY P1 离子交换色谱柱(100 mm× 
2.1 mm, 3 μm, 美国赛默飞世尔公司)。 

7 种饲料 21 个样品(苜蓿、压片玉米、膨化大豆、甜

菜粕、豆粕、棉籽、燕麦)取自全国 8 个牧场, 打碎研磨, 过
筛备用。 

2.2  主要仪器及设备 

4000 QTRAP 液相色谱-串联质谱仪(美国 AB Sciex 公

司 ); Milli-Q ZMQS50001 超纯水机 (美国密理博公司 ); 

LYNX4000 高速落地离心机 ( 美国赛默飞世尔公司 ); 
ME203E/02 电子分析天平(瑞士梅特勒公司); KQ-500DE 
数控超声波清洗器(昆山超声仪器有限公司)。 

2.3  标准溶液配制 

准确称取适量高氯酸钠标准品, 用超纯水溶解并稀

释成浓度为 1 mg/mL 标准储备液。吸取适量高氯酸盐标准

储备溶液, 用超纯水稀释成浓度为 1.0 μg/mL 标准中间溶

液。吸取适量的 18O 标记高氯酸根标准溶液用超纯水稀释

成浓度为 200 ng/mL 同位素内标液。分别吸取适量的高氯

酸盐标准中间溶液和高氯酸根同位素内标液, 用超纯水水

配制成浓度为 0、2、5、10、20、50、100 ng/mL 的系列标

准液, 各溶液中内标高氯酸根浓度为 2.0 ng/mL。 

2.4  实验方法 

2.4.1  样品前处理 
(1) 提取 
准确称取饲料试样 1 g(精确至 0.0001 g)试样置于   

50 mL具塞离心管中, 加入 150 μL高氯酸盐同位素内标液, 
准确加入 5 mL 水溶液, 再准确加入 10 mL 乙腈, 涡旋振荡

5 min, 置于水浴超声提取 30 min, 10000 r/min 常温离心  
10 min, 取上清液待净化。  

(2) 净化 
石墨炭黑固相萃取柱依次用 3 mL 乙腈和 3 mL 水活

化。吸取 5.0 mL 上清液, 过石墨炭黑固相萃取柱, 弃去   
2 mL 流出液, 收集续滤液, 上机检测。 
2.4.2  色谱条件 

Acclaim TRINITYPI 复 合 离 子 交 换 柱 (100 mm×    
2.1 mm, 3 μm), 柱温为 35 ℃, 进样量为 10 μL, 流速为    
0.5 mL/min, 流动相采用乙腈+20 mmol 甲酸铵溶液(梯度

方式), 梯度比例见表 1。 

 
表 1  高效液相色谱流动相梯度条件 

Table 1  Conditions of HPLC mobile phase gradient 

时间/min 乙腈/% 20 mmol 甲酸铵溶液/%

0 

0.20 

3.0 

7.0 

8.0 

13.0 

70 

70 

90 

90 

70 

70 

30 

30 

10 

10 

30 

30 

 
2.4.3  质谱条件 

电离方式为电喷雾负离子源(ESI-); 检测模式为多反

应监测模式(multiple- reaction monitoring, MRM); 电喷雾

电压为–5500 V; 离子源温度 550 ℃, 高氯酸盐和高氯酸盐

内标特征离子(表 2)。 
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3  结果与分析 

3.1  色谱柱的选择 

高氯酸盐为极性化合物, 在反相色谱柱 C18 柱上保留

困难, 无法实现分析基质成分复杂的饲料样品中的高氯酸

盐。所以选取 Acclaim TRINITY PI 复合离子交换柱, 高氯

酸盐能够保留并得到良好的分离。高氯酸盐的干扰物质氯

酸盐可以实现分离, 因此, 本实验选取 Acclaim TRINITY 
PI 复合离子交换柱作为色谱柱。高氯酸盐标准溶液和内标

溶液多反应监测色谱图见图 1。 
 

表 2  高氯酸盐和高氯酸盐内标特征离子 
Table 2  Characteristic ion pairs of perchlorate and perchlorate 

internal standards 

化合物 Q1 Q3 DP/V CE/V 

高氯酸根 

 

高氯酸根内标

99.0 

100.9 

107.0 

83.1 

85.0 

88.9 

–59 

–59 

–66 

–32 

–32 

–38 

 

 
 

图 1  高氯酸盐标准溶液和内标溶液多反应监测色谱图 
Fig.1  Chromatograms of the standards of perchlorate and perchlorate internal by MRM mode 

 

3.2  提取溶剂的选择 

选择甲醇-水体系(有机相和水相比例 0:1、1:2、1:1、
2:1、1:0, V:V), 乙腈-水体系(有机相和水相比例 0:1、1:2、
1:1、2:1、1:0, V:V)为提取溶剂, 对苜蓿进行提取, 比较在

两种提取溶剂中不同提取体积的色谱行为。 
结果表明(表 3), 以甲醇-水为提取液, 水与有机相比

例在 1: 2体积比时, 加标回收率能够达到 80%-110%, 其余

比例萃取效率波动大, 提取效果不稳定, 但以甲醇水为提

取液, 上机液放置一段时间后容易析出结晶, 影响上机效

果, 且易损坏仪器, 也不利于大量的处理样品。以乙腈-水
为提取液, 水与有机相比例在 1:2, 1:1, 2:1(V:V), 加标回收

率均能达到 80%~110%, 但在水与有机相比例在 1: 2(V:V)

时, 萃取效率稳定, 且不易析出结晶。综合考虑, 选取乙腈

-水(2: 1, V:V)作为提取溶剂。 
 

表 3  提取溶剂试验结果 
Table 3  Test results of extraction solvents 

水: 有机相

比例(V:V)

甲醇 乙腈 

回收率范围/% RSD/% 回收率范围/% RSD/%

0: 1 100.9~115.2 7.02 71.3~121.7 26.25

1: 2 90.5~104.5 7.21 88.2~89.2 0.65 

1: 1 75.3~125.5 31.08 87.3~100.3 7.17 

2: 1 76.7~117.9 21.09 89.7~106.7 9.68 

1: 0 79.5~96.5 10.06 79.5~96.5 10.06
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3.3  固相萃取柱选择 

试验选取 Primer HLB(150 mg/200 mg/500 mg), C18, 
Supelelean ENVI-Carb 石墨碳黑柱 5 种 SPE 柱, 采用通过

式净化方式, 结果表明 Primer HLB 和 C18SPE 柱对苜蓿中

的色素干扰有一定的去除作用, 但仍存留颜色。石墨炭黑

柱对苜蓿中的色素干扰去除显著, 明显优于Primer HLB和

C18SPE 柱, 见图 2。 
样品经 Primer HLB 和石墨炭黑柱净化后, 加标回收

率在 80%~110%范围内, 相对标准偏差 (relative standard 
deviationRSD)值均小于 10%, 优于 C18 SPE 柱的净化效果

见图 3。在萃取效率上, Primer HLB 和石墨炭黑固相萃取柱

均达到预期要求, 但在去除色素干扰上, 石墨炭黑柱对叶

绿素、叶黄素、胡萝卜素等色素干扰去除显著, 上机液呈

无色透明, 综合考虑, 选择石墨炭黑柱作为净化柱。 
 

 
 

图 2  经不同的固相萃取柱净化后苜蓿样液效果比较图 
Fig.2  Comparison of the effects of alfalfa-like liquids purified by 

different solid-phase extraction columns 

 

 
 

图 3  苜蓿样品经 5 种 SPE 柱净化后加标回收率的比较(n=3) 
Fig.3  Comparison of recovery rates of alfalfa samples after purification with 5 SPE columns(n=3) 

 
3.4  基质效应 

液相色谱串联质谱分析容易受样品基质的影响, 产
生基质效应 [19,20], 本实验采用固相萃取柱净化饲料样液, 
减少饲料样品的绝对基质效应。选择在样液中加入高氯酸

盐同位素内标, 在前处理过程中, 即使发生丢失, 也不会

改变同位素标记组成, 避免了由此带来的测量误差。在色

谱分离过程中, 同位素内标与高氯酸盐的色谱和质谱行为

相似, 补偿了由于基质效应的影响引起的高氯酸盐信号改

变。因此, 为了准确地定量饲料中的高氯酸盐, 确保定量

分析结果的可靠性, 本实验采用固相萃取净化方式, 同位

素内标法进行定量, 以减少基质效应的影响, 从而提高该

方法的准确性和稳定性。 

3.5  标准曲线绘制、检出限及定量限 

移取不同体积的高氯酸盐标准中间溶液和高氯酸根

同位素内标液, 用水稀释, 得到浓度为 0、2、5、10、25、
50、100 ng/mL 的标准溶液, 上机检测, 以目标峰面积与内

标峰面积比值为纵坐标, 以浓度为横坐标, 建立标准曲线

方程, 见图 4, 结果表明, 在 0~100 ng/mL 范围内, 相关线

性均满足 r2≥0.995 的要求。向空白样品中添加不同浓度的

高氯酸盐, 经上述方法测定, 观察特征离子质量色谱峰信

噪比(S/N), 按 S/N≥3 确定方法检出限, S/N≥10 确定方法定

量限。当取样量为 1.0 g, 定容体积为 15 mL 时, 本方法饲料

中高氯酸盐的检出限为 6.0 μg/kg, 定量限为 15.0 μg/kg。 
 

 
 

图 4  高氯酸盐标准曲线 
Fig.4  Standard curve of perchlorate 

 

3.6  准确度和精密度考察 

选择苜蓿样品为空白样本进行高氯酸盐方法学考察。
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分别添加 15.0 μg/kg、30.0 μg/kg 和 150.0 μg/kg 的高氯酸盐, 
每个浓度 6 份平行试样, 按最佳方法提取、净化和测定, 计
算加标回收率, 考察方法准确度。计算相对标准偏差考察

方法精密度。试验结果见表 4。 
结果显示, 饲料中各浓度的高氯酸盐含量测定回收

率范围在 95.1%~102.4%之间, 准确度较高。相对标准偏差

在 1.13%~9.82%之间, 精密度较高。 
 

表 4  饲料样品准确度和精密度实验结果(n=6) 
Table 4  Accuracy and precision experiments results of feed 

samples(n=6) 

添加浓度/(μg/kg) 
高氯酸盐 

平均回收率/% RSD/% 

15.0 102.4 1.13 

30.0 96.1 1.69 

150.0 95.1 9.82 

 

3.7  对不同饲料进行加标测定 

对不同产地的 7 种饲料 21 个样品进行方法学验证和

测定, 加标量为 150 μg/kg, 见表 5。结果表明, 7 种饲料加

标回收率均在 80%~110%之间。5 种饲料高氯酸盐实测值

均高于检出限, 其中苜蓿的高氯酸盐含量达到 105 μg/kg, 
应建立对该物种高氯酸盐预警平台。 

 
表 5  不同饲料的高氯酸盐含量、加标回收率和相对标准偏差

(n=6) 
Table 5  Results of perchlorate content, spiked recovery and 

relative standard deviation of different feeds(n=6)  

样品名称 
高氯酸盐 

含量/(μg/kg) 平均回收率/% RSD/% 

膨化大豆 5.27 87.9 0.08 

玉米 15.6 90.8 2.80 

甜菜粕 4.65 88.2 0.40 

豆粕 9.84 89.9 4.80 

棉籽 14.7 95.8 9.53 

燕麦 14.7 97.2 5.82 

苜蓿 105 88.5 0.80 

 

4  结论与讨论 

本研究考察 2 种常见的提取液和提取体积比例对饲

料中高氯酸盐的提取效率, 选取最优提取方法, 采用同位

素内标法进行定量, 方法灵敏度高, 检测效率高、简单快

捷、前处理过程简单, 可满足饲料中高氯酸盐含量的检测

要求, 并考察不同饲料样品中高氯酸盐含量的检测效果, 5

种饲料 15 个样本中检测出高氯酸盐存在, 苜蓿中高氯酸

盐含量最高。 
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