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QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法测定 

牛奶中壬基酚残留量方法及不确定度评定 

王权帅*, 孙卫明 

(北京市怀柔区疾病预防控制中心, 北京  101400) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-串联质谱法测定牛奶中壬基酚残留量, 并评定其不确定度。方法  分析

基质效应, 比较不同流动相的分析效果, 对分析主要的试剂的目标物残留量, 优化超高效液相色谱-串联质谱

仪条件。并根据 CNAS-GL 006:2018 及 JJF 1059.1-2012, 评定不确定度。结果  牛奶基质会产生很大的基质抑

制效应, 该方法检出限为 0.1 μg/kg, 回收率为 85.7%~110.9%, 精密度为 4.9%~9.5%, 相关系数≥0.9990。本研

究建立了不确定度评价的数学模型, 最后扩展相对标准不确定度为 0.072, 残留量可表示为 C=(11.33±0.82) 

μg/kg, k=2。结论  本方法操作简便、检出限低、灵敏度高、满足方法学要求, 适用于牛奶中壬基酚的测定。

通过不确定度各分量分析, 其中测量重复性、标准品和标准曲线拟合是对测量不确定度的最重要来源。 

关键词: 壬基酚; 牛奶; 超高效液相色谱-串联质谱法; 测量不确定度 

Determination of nonylphenol in milk by QuEChERS-ultra performance 
liquid chromatography–tandem mass spectrometry and the 

 evaluation of the uncertainty 

WANG Quan-Shuai*, SUN Wei-Ming 

(Beijing Huairou District Center for Disease Control and Prevention, Beijing 101400, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of nonylphenol in milk samples by ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry and estimate of the measurement uncertainty. 

Methods  The matrix effect was analyzed, the analysis effect of different mobile phases was compared, the target 

residues of main reagents were analyzed, and the conditions of ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometer were optimized. The uncertainty was assessed according to CNAS-GL 006:2018 and JJF 

1059.12012. Results  The matrix inhibition effect of milk was very large, and the limit of detection this method 

was 0.1 g/kg.The recoveries were 85.7%110.9%, the precision were 4.9%9.5%, and the correlation coefficient was

≥0.9990. In this study, a mathematical model for the evaluation of uncertainty was established, and the extended 

relative standard uncertainty was 0.072. The residual amount could be expressed as C=(11.33±0.82) g/kg, k=2. 

Conclusion  This method is simple and rapid, the sensitivity, precision and recovery are all satisfied with the 

methodological requirements, which can be suitable for determination of nonylphenol in milk samples. The repeated 
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measurement, standard substance itself and curve are the important sources of measurement uncertainty. 

KEY WORDS: nonylphenol; milk; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 

measurement uncertainty 
 
 

1  引  言 

壬基酚(nonylphenol, NP)是一种环境内分泌干扰物

(endocrine disrupting chemicals, EDCs), 会对干扰人体自身

激素的正常合成代谢过程, 从而影响人体自身的生殖、免

疫等功能[1]。自然环境中存在的壬基酚主要是壬基酚聚氧

乙烯醚(nonylphenol ethoylates, NPEs), 通过环境中微生物

的降解产生[2], 由于 NPEs 在工业、农业和日常生活领域被

广泛应用, 所以导致大量的壬基酚在水体、土壤等环境样

本中大量富集, 再通过食物链进行生物富集, 最终对人体

健康产生危害[3]。 

目前报道的壬基酚的检测方法有气相色谱-串联质谱 

法[4,5]、液相色谱法[6,7]和液相色谱-质谱联用法[810]。气相色谱

-质谱联用法及液相色谱法, 前处理复杂, 操作时间较长, 气

相色谱-质谱联用法前处理需要进行硅烷化衍生。液相色谱-

质谱联用法采用 MRM 模式分析, 检出限更低, 前处理方法

相对更加简单, 因此本实验采用液相色谱-质谱联用法进行检

测。奶牛的饲养、牛奶的加工和牛奶产品的包装材料都有可

能引入壬基酚污染, 由于检测过程也有可能引入壬基酚污染, 

因此要尽量简化前处理过程。因此建立一种操作简便、测量

准确、方便快捷的检测方法具有十分重要的现实意义。 

目前我国规定食品包装中壬基酚的特定迁移限量为

不得检出[11], 欧盟对包装材料中壬基酚的检出量不得超过

6%。在检测过程中, 为了保证检测结果的准确度和可信度, 

必须进行不确定度评估, 且关于牛奶中壬基酚测定的不确

定度评定还未见文献报道。因此 , 本研究参考 CNAS 

-GL006:2018《化学分析中不确定度的评估指南》 [12]和

JJF1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[13]中的相关

规定, 对超高效液相色谱-串联质谱法检测牛奶中壬基酚

含量进行不确定度来源分析及评估, 对实验过程中引入不

确定度的各个因素进行分析, 确定影响影响可信度的主要

分量, 从而提高检测结果的准确性。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与设备 

LCMS-8050 超高效液相色谱-三重四级杆串联质谱

仪 ( 日 本 岛 津 公 司 ); ACQUITY UPLC® BEH C18        

(2.1 mm×100 mm, 1.7 μm)( 美 国 Waters 公 司 ); 

BSA623S-CW 电子天平(德国 Sartorius 公司); VORTEX-5

调 速 振 荡 器 ( 海 门 其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司 ); 

NDK-24W 氮吹仪(上海皓庄仪器有限公司); Centrifuge 

5810R 高速低温离心机(德国 Sigma 公司)。 

2.2  材料与试剂 

4-壬基酚(4-nonylphenol, 4-NP)(纯度: 100.0%, 德国

Dr.Ehrenstorfer 公司); 4-n-壬基酚-D4(4-n-nonylphenol-D4, 

4-n-NP-D4)(纯度: 98.9%, C/D/N Isotopes 公司); 乙腈、甲醇

(色谱纯级,北京迪科马科技有限公司); 氨水(ACS 级)、

QuEChERS 净化柱(美国 Agilent 公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准溶液的配制 

准确称取 4-NP 和 4-n-NP-D4 标准品各 10 mg(精确至

0.1 mg), 用少量甲醇溶解, 转移至 100 mL 容量瓶中, 用甲

醇定容至刻度, 即为标准储备液。再分别准确吸取 1 mL 标

准储备液至 100 mL 容量瓶中, 用甲醇定容至刻度, 混匀, 

18 ℃保存。4-NP 和 4-n-NP-D4 标准使用液浓度均为    

1.0 μg/mL。 

2.3.2  样品前处理 

提取: 称取 2.000 g左右液态奶试样, 置于 50 mL具塞

离心管中 , 加入 100 μL 同位素内标使用液 , 加入乙腈   

10 mL, 再加入适量固体 NaCl, 混匀, 超声提取 10 min。 

净化: 吸取 1.5 mL 上清液至 QuEChERS 净化柱, 充

分混匀, 于 4 ℃冷冻离心机 10000 r/min 离心 10 min, 取  

1 mL上清液于 15 mL具塞离心管中, 氮吹至尽干, 用 1 mL

甲醇复溶, 充分震荡溶解后, 上机测定。 

2.3.3  仪器条件 

液相色谱条件流动相 A: 甲醇; 流动相 B: 水(含有

0.05%氨水), 梯度洗脱程序见表 1; 流速: 0.2 mL/min; 进

样量: 5 μL; 柱温: 40 ℃。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution program 

时间/min A/% B/% 

1.00 40 60 

1.50 90 10 

2.00 100 0 

7.00 100 0 

7.10 40 60 

9.00 40 60 

 

质谱条件电喷雾电离正离子模式(ESI+); 多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM); 接口温度: 300 ℃; 

脱溶剂管温度 200 ℃; 加热模块温度 500 ℃; 干燥气流速

10.00 L/min; 加热气流 速 10.00 L/min; 雾化气流速    
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3.00 L/min。 

3  结果与分析 

3.1  基质效应分析 

基质效应是超高效液相色谱-串联质谱分析时无法回

避的问题, 极大影响检测结果的准确度。根据 Frenich 等[14]

的报道, 基质效应(matrix effect, ME)在±20%之间为可接受

范围。其计算公式为:  

ME(%)=[(A2-A1)/A1]×100%。 

式中: A1 为壬基酚溶于有机溶剂中的平均峰面积; A2 为溶

于基质空白中的平均峰面积。 

本实验所得壬基酚溶于有机溶剂中测得平均峰面积

117781, 而溶于基质空白中测得平均峰面积为 22823, 基

质效应为‒80.6%, 有严重的基质抑制效应。因此基质效应

不可忽略, 本方法使用内标法来进行定量分析以消除基质

效应对结果的影响。 

3.2  流动相的选择 

分别选取甲醇-水和甲醇-含有 0.05%氨水的水溶液 2

种流动相, 对 500 μg/L 标准溶液进行分析。用甲醇-水做流

动相时, 其目标物峰高为 451028, 用甲醇-含有 0.05%氨水

的水溶液做流动相, 响应值达到了 5710502, 极大的增强

壬基酚目标物的响应值(图 1), 因此, 本实验采用醇-含有

0.05%氨水的水溶液为流动相。 

3.3  试剂及管路残留分析 

本实验对操作过程中使用的水、乙腈和甲醇进行壬基酚

残留分析(图 2), 实验中使用的水为纯净水, 乙腈和甲醇等试

剂为色谱级, 但均有不同程度的检出。根据文献报道宁洁  

等[3,10]的方法, 本实验在进样器前加装捕集柱, 虽然消除流动

相对本底的影响, 但并未有效减少带入的污染, 所以在每一

批实验时均需做本底空白, 并在计算时将本底空白扣除。

 

 

 
 
 

图 1  2 种不同流动相对壬基酚响应值的影响 

Fig.1  Effects of 2 different mobile phases 
 
 
 

 
 
 

注: A: 水; B: 甲醇; C: 乙腈。 

图 2  水、乙腈和甲醇试剂中壬基酚残留 

Fig.2  Analysis of nonylphenol content in water, methanol and acetonitrile 
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3.4  质谱条件优化 

对不同仪器参数及质谱条件的优化, 最终确定壬基

酚和壬基酚-D4 的保留时间、前体离子、产物离子、电压

等质谱条件, 具体见表 2。在优化好的条件下, 对目标化合

物进行分析, 获得的 MRM 谱图见图 3。 

3.5  方法精密度和准确度 

以牛奶为基质, 分别测定加标量为低、中、高 3 个浓

度(2.5、10、25 μg/kg)的加标回收率, 具体见表 3。4 种组

分的回收率在 85.7%~110.9%之间, 精密度在 4.9%~9.5%之

间, 均满足方法学要求。 

3.6  方法线性关系、定性限及定量限 

取样量按 2 g 计算, 3 倍信噪比(S/N)下的浓度为检出

限(LOD), 10 倍信噪比(S/N)下的浓度为定量限(LOQ), 具体

见表 4。 

3.7  不确定度分析 

3.7.1  数学模型建立 

1 0( ) 1000

1000

C C V
X

m

  



 

X-试样中壬基酚的含量, μg/kg; C1-样液中壬基酚的浓

度, μg/L; C0-样液中空白的浓度, μg/L; V-样液最终定容体

积, mL; m-试样质量, g。 

3.7.2  标准物质引入的相对标准不确定度 

由标准物质证书可知, 95%置信水平, k=2, 壬基酚标

准物质相对标准不确定度 rel (STD)u 为 0.02。 

 
表 2  质谱仪器条件及各目标化合物的保留时间 

Table 2  Parameters of mass spectrometers and retention time of nonylphenol 

毒素名称 保留时间/min 前体离子(m/z) 产物离子 (m/z) Q1 电压/V CE/eV Q3 电压/V 

壬基酚 4.909 
219.10 133.10 10.0 29.0 21.0 

219.10 147.15 10.0 26.0 26.0 

壬基酚-D4 5.045 
224.10 111.00 11.0 22.0 18.0 

224.10 124.15 11.0 40.0 21.0 

 

 
 

图 3  壬基酚标准谱图 

Fig.3  Chromatogram of nonylphenol standard 
 

表 3  方法的回收率和精密度(n=6) 
Table 3  Recoveries and precisions of this method (n=6) 

毒素名称 加标量/(μg/kg) 回收率范围/% 平均回收率/% 精密度/% 

壬基酚 

2.5 85.7~110.9 101.5 9.5 

10 91.3~103.4 98.0 4.9 

25 93.5~98.8 109.2 5.9 

 

 
表 4  方法的线性方程、相关系数、定性限和定量限 

Table 4  Linear equation, correlation coefficient, limit of detection and limit of quantitation of this method 

毒素名称 线性方程 相关系数 r LOD/(μg/kg) LOQ/(μg/kg) 

壬基酚 Y=0.314379X+1.09963 0.9996 0.10 0.30 
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3.7.3  标准溶液配制引入的相对标准不确定度 

标准溶液配制过程中 , 会使用到万分之一天平、 

100 mL 容量瓶、1 mL 移液管, 另外温度对体积的影响也

不可忽略。因此, 配制过程引入的不确定度主要就是这 4

方面。 

万分之一天平检定证书可得 , 天平的示值误差为

0.0002 g, 按矩形分布计算, 万分之一天平引入的相对标

准 不 确 定 度 rel m
0.2 / 0.2 / 3

( ) 0.00003464
10

k
u S

m
   。  

100 mL 容量瓶体积误差根据产品说明书可知为 0.1 mL, 

按 三 角 形 分 布 计 算 , 其 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度

rel 1
1

0.1 / 0.1 / 6
( ) 0.0004082

100

k
u S

V
   。由检定证书可知 ,  

1 mL 移液管的误差为 0.005 mL。按三角形分布计算, 其引

入的相对标准不确定度 rel 2
2

0.005 / 0.005 / 6
( )

1

k
u S

V
  = 

0.0020412。甲醇在 20 ℃下的膨胀系数为 0.00118/℃, 按矩

形分布计算, 实验室允许的温度误差为 5 ℃, 由温度引起

的相对标准不确定度 

1
rel 1

1

( Δ α) / (100 5 0.00118) / 3
( ) 0.003406

100

V T k
u T

V

   
   。 

因此 , 由标准溶液配制引入的相对标准不确定度

rel ( )u S 为:  

2 2
rel m rel 1

rel 2 2
rel 2 rel 1

( ) 2 ( )
( ) 0.005263

( ) 2 ( )

u S u S
u S

u S u T

  
 

 
。 

3.7.4  样品称量引入的相对标准不确定度 

样品称量采用千分之一天平, 由天平检定证书可得, 

天平的示值误差为 0.001 g, 按矩形分布计算, 千分之一天

平引入的相对标准不确定度 

rel
0.001 / 0.001 / 3

( ) 0.0005774
2

k
u m

m
   。 

3.7.5  提取、净化过程引入的相对标准不确定度 

提取、净化过程要使用 10 mL 分度吸管加提取液, 用

2 mL 分度吸管吸取 1.5 mL 提取液于 QuEChERS 净化柱。

取 1 mL 上清液于 15 mL 具塞离心管中使用 1 mL 移液枪。

10 mL 分度吸管的误差由检定证书可知为 0.03 mL, 2 mL

分度吸管的误差由检定证书可知为 0.010 mL, 按三角形分

布计算, 二者引入的相对标准不确定度分别为 

rel 1
1

0.03 / 0.03 / 6
( ) 0.0012247

10

k
u Q

V
   ; 

rel 2
2

0.010 / 0.010 / 6
( ) 0.002722

1.5

k
u Q

V
   。 

1 mL 移液枪的允许误差为 1%, 按三角形分布计算, 

其引入的相对标准不确定度 

rel 3
0.01 0.010

( ) 0.004083
6

u Q
k

   。 

乙腈在 20 ℃下的膨胀系数为 0.00137/℃, 按矩形分

布计算, 由温度引起的相对标准不确定度 

1
rel 2

1

( ΔT ) / (10 5 0.00137) / 3
( ) 0.003955

10

V α k
u T

V

   
   。 

因此 , 提取、净化过程引入的相对标准不确定度

 relu Q 为:  

2 2
rel 1 rel 2

rel 2 2
rel 3 rel 2

( ) ( )
( ) 0.006420

( ) ( )

u Q u Q
u Q

u Q u T

 
 


。 

3.7.6  定容过程引入的相对标准不确定度 

使用 1 mL 移液枪进行定容。1 mL 移液枪的允许误差

为 1%, 按三角形分布计算, 其引入的相对标准不确定度

rel 1
0.01 0.010

( ) 0.004083
6

u D
k

   。 

甲醇在 20 ℃下的膨胀系数为 0.00118/℃, 按矩形分

布计算, 由温度引起的相对标准不确定度 

D
rel 3

D

( Δ ) / (1 5 0.00118) / 3
( ) 0.003406

1

V T α k
u T

V

   
   。 

因此, 定容过程引入的相对标准不确定度 rel ( )u D 为:  

2 2
rel rel 1 rel 3( ) ( ) ( ) 0.005317u D u D u T   。 

3.7.7  样品重复测定引入的相对标准不确定度 

对加标水平为 10 μg/kg 的样品进行 6 次重复测定, 

10.343、10.132、10.043、9.832、9.337、9.126 μg/kg, 平均

值为 9.802 μg/kg, 标准偏差为 0.4762 μg/kg, 相对标准偏差

为 4.9%。标准不确定度 ( )u x 为:    s 0.4762

6

x
u x

n
  

 
0.1944 μg/kg。样品重复引入的相对标准不确定度 rel ( )u x 为: 

rel
( ) 0.1944

( ) 0.01983
9.802

u x
u x

x
   。 

3.7.8  标准曲线拟合引入的相对标准不确定度 

本实验采用内标法定量, 标准曲线横坐标为浓度点

与内标浓度的比值, 纵坐标为浓度点的峰面积与内标峰面

积的比值。计算公式为 0.314379 1.09963Y X  。斜率

b=0.314379, 截距 a=1.09963, 标准系列共 6 个点, 分别为

5、10、20、50、80、100 μg/L, 每个点测定 2 次, n=12。

样品重复测定 3 次。则残差标准偏差 RS 为:  

 
n

2
i i

R

( )

0.21416
2

I bc a

S
n

 
 




i=1 。 

根据如下公式计算标准曲线拟合引入的标准不确定

度  u c 为:  

   

 

2

2
i

1

1 1
0.4703 μg/L

n
R

n

i

c c
u c

b P
c c

s




   


。 

则, 标准曲线拟合引入的相对标准不确定度  relu c 为:  
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   rel
0.4703

0.02075
22.661

c
u c

u c
   。 

3.7.9  合成相对标准不确定度 

合成相对标准不确定度  crelu C 为:  

2 2 2
rel rel rel

rel 2 2 2 2
rel rel rel rel

( ) ( ) ( )
( ) 0.03635

( ) ( ) ( ) ( )

u STD u s u m
u C

u Q u D u x u c

  
 

  
。 

测定值 C 为 11.331 μg/kg。在 95%的置信水平下, 包含

因 子 k=2, 相 对 扩 展 不 确 定 度 为

rel( ) ( ) 2 0.036 0.072U C k u C     , 则 扩 展 不 确 定 度 为

( ) ( ) 11.331 0.072 0.82U C C u C     , 因此其结果表示为

C=(11.33±0.82) μg/kg, k=2。 

本实验对 QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法

对牛奶中壬基酚检测的 7 个不确定度来源进行分析。由

表 5 可知, 其中标准物质本身、样品重复测定和标准曲线

拟合过程导致的误差对结果影响最大。样品称量过程对

结果影响最小, 这与其他学者高效液相色谱-串联质谱法

分析的不确定度结果一致[15,16]。进行大量样品测定时, 吸

取 1 mL 净化液及最后的定容, 如果使用移液管, 不仅需

要量大 , 而且加液过程耗时费力 , 所以使用移液枪则更

为方便。从本实验不确定度分析可知, 使用移液枪并未引

入大量的误差。 

4  结  论 

本研究建立、优化的方法, 前处理过程比传统方法更

简单便捷, 且灵敏度和回收率等满足方法学要求, 适用于对

牛奶中壬基酚的检测。本研究对牛奶中壬基酚检测的测量不

确定度进行了分析, 对影响实验结果的各个因素进行了分

析, 标准物质本身、样品重复测定和标准曲线拟合对结果影

响最大, 需在检测过程中重点关注和控制。 

 
表 5  不确定度评定结果 

Table 5  Results of measurement uncertainty 

不确定度来源 代表符号 评定方法 合成相对标准不确定度 百分比/% 

标准物质  relu STD  B 类评定 0.02 25.6 

标准溶液配制  relu s  B 类评定 0.005263 6.7 

样品称量  relu m  B 类评定 0.0005774 0.7 

提取、净化过程  relu Q  B 类评定 0.004255 8.2 

定容  relu D  B 类评定 0.003971 6.8 

样品重复测定  relu x  A 类评定 0.01983 25.4 

标准曲线拟合  relu c  A 类评定 0.02075 26.5 
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