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气相色谱-串联质谱法测定婴幼儿配方乳粉中的 

丙烯酰胺 

陈克云, 李海霞, 鞠  香, 陈倩倩, 田其燕, 王艳丽, 张  卉, 徐大玮, 刘艳明*, 胡  梅 

(山东省食品药品检验研究院, 山东省食品药品安全检测工程技术研究中心, 山东省特殊医学用途配方食品质量控制工程

技术研究中心, 济南  250101) 

摘  要: 目的  建立气相色谱-串联质谱法(gas chromatography-tandem mass spectrometry, GC-MS/MS)测定婴

幼儿配方乳粉中丙烯酰胺。方法  样品经水溶解后, 用乙酸锌、亚铁氰化钾沉淀蛋白, 离心, 上清液经溴化衍

生, 乙酸乙酯提取, 采用气相色谱-串联质谱法进行检测, 内标法定量。结果  丙烯酰胺在 5~500 ng/mL 范围

内线性良好(r＞0.999), 在 10、20、40 μg/kg 加标浓度水平下的回收率为 89.4%~107.2%, 相对标准偏差(relative 

standard deviations, RSDs)为 3.3%~7.1% (n=6), 检出限为 0.25 μg/kg, 定量限为 0.75 μg/kg。结论  该方法前处

理操作简便、线性良好、灵敏度高、准确度高, 抗干扰能力强, 适合婴幼儿配方乳粉中痕量丙烯酰胺的测定。 
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Determination of acrylamide in infant formula milk podwer by gas 
chromatography-tandem mass spectrometry 

CHEN Ke-Yun, LI Hai-Xia, JU Xiang, CHEN Qian-Qian, TIAN Qi-Yan, WANG Yan-Li,  
ZHANG Hui, XU Da-Wei, LIU Yan-Ming*, HU Mei 

(Shandong Institute for Food and Drug Control, Shandong Research Center of Engineering and Technology for Safety 
Inspection of Food and Drug, Shandong Research Center of Engineering and Technology for Quality Control of Food for 

Special Medical, Jinan 250101, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of acrylamide in infant formula 

milk powder by gas chromatography-tandem mass spectrometry (GC-MS/MS). Methods  The samples were 

dissolved in water, after the proteins were precipitated with zinc acetate and potassium ferrocyanide, centrifuged, the 

supernatant was brominated and then extracted with ethyl acetate, the detection was carried out by gas 

chromatography-tandem mass spectrometry, and the internal standard method was used for quantification. Results  

The linearity of acrylamide was good at 5‒500 ng/mL (r>0.999). The recoveries were 89.4%‒107.2% at the standard 

addition levels of 10, 20 and 40 μg/kg with the relative standard deviations (RSDs) in the range of 3.3%‒7.1% (n=6). 

The limit of detection was 0.25 μg/kg, and the limit of quantification was 0.75 μg/kg. Conclusion  The method has 

the advantages of simple pretreatment, good linearity, high sensitivity, high accuracy and strong anti-interference 

ability. It is suitable for the determination of trace acrylamide in infant formula milk powder. 
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0  引  言 

丙烯酰胺(acrylamide, AA)是食品在高温条件下(高于

120 ℃)产生的一种内源性化学污染物, 早在 2005 年就被

世界卫生组织列为 2A 类致癌物, 对公共健康存在着潜在

危害[1‒2]。丙烯酰胺对人和动物具有神经毒性, 能影响胎儿

的神经系统, 胎儿期、胚胎期、儿童期是对化学暴露特别

敏感的主要窗口期[3‒4], 目前已在母乳中检测到[5‒6]。此外, 

丙烯酰胺还具有一定的致突变性和生殖毒性[7‒8]。 

食品中的丙烯酰胺是由天门冬氨酸和还原糖在高温

下发生美拉德反应生成的。婴幼儿配方乳粉中含有乳糖、

葡萄糖、氨基酸等易于形成丙烯酰胺的物质, 加工过程中

存在喷雾干燥等加热过程, 故婴幼儿配方乳粉较易受到丙

烯酰胺污染。有报道称在婴儿食品中发现较高含量的丙烯

酰胺[9], (EU)2017/2158 规定婴儿食品中丙烯酰胺的基准水

平值为 40 μg/kg; 韩国食品药品安全部(Ministry of Food 

and Drug Safet, MFDS)设定婴幼儿食品中丙烯酰胺的建议

限量为 0.3 mg/kg; 我国国家食品药品监督管理总局于

2007 年底新增乳粉中的丙烯酰胺风险监测项目, 但目前还

未制定食品中丙烯酰胺的限量要求。 

目前国内外检测丙烯酰胺最常用的分析方法有气相

色谱法[10]、液相色谱法[11]、气相色谱-串联质谱法[12-13]、

液相色谱-串联质谱法[14‒15]。此外, 还有免疫分析法[16]、电

化学法[17]等一些非常规检测方法。其中, 液相色谱法和气

相色谱法存在假阳性、检出限高等缺点。液相色谱-串联质

谱法操作相对简便, 但由于丙烯酰胺分子量较低, 婴幼儿

配方乳粉基质复杂, 色谱对痕量的丙烯酰胺保留较弱, 存

在基质干扰等问题。GB 5009.204—2014《食品安全国家标

准 食品中丙烯酰胺的测定》第二法为溴衍生的方法, 该法

操作步骤烦琐且目标物易损失, 不适用于婴幼儿配方乳粉

中丙烯酰胺的检测, 故为满足日趋严格的监管需求, 保障

广大婴幼儿的身体健康, 亟需一种准确、高效、高灵敏度

的婴幼儿乳粉中丙烯酰胺的检测方法。 

丙烯酰胺碳链较短、极性高, 故色谱保留能力较弱, 

经溴加成衍生化再用气相色谱-质谱检测可克服以上不足。

衍生化产物的相对分子质量增大, 色谱检测时可降低背景

噪音, 同时, 增加其挥发性和电负性, 实现高灵敏度检测, 

更利于质谱定性分析。鉴于丙烯酰胺具有极性大、热不稳

定性等特点, 针对婴幼儿配方乳粉基质复杂、丙烯酰胺含

量低的特点, 结合乳粉基质的水溶性、高蛋白等特点, 本

研究采用无机溶剂法沉淀乳粉中的蛋白, 通过溴化衍生, 

采用气相色谱 -串联质谱法 (gas chromatography-tandem 

mass spectrometry, GC-MS/MS)进行检测, 内标法定量。以

期建立一种高准确性、高灵敏度的检测婴幼儿配方乳粉中

丙烯酰胺的方法, 为婴幼儿配方乳粉中丙烯酰胺检测标准

的制修订提供参考依据, 为婴幼儿配方乳粉中丙烯酰胺的

风险监测和风险评估提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与材料 

1.1.1  实验仪器 

8890+7010B 气相色谱-串联质谱联用仪(美国安捷伦

科技有限公司); SQP 电子分析天平(北京赛多利斯仪器系

统有限公司); Mili-QIQ7000 超纯水机(密理博中国有限公

司); UMV-2 涡旋混合器(山东青云实验耗材有限公司); 

3-18KS 高速离心机(美国 Sigma 公司)。 

1.1.2  试剂与样品 

丙烯酰胺标准品(纯度 99.7%)、13C3-丙烯酰胺标准品

(1000 μg/mL, 北京曼哈格生物科技有限公司); 乙酸乙酯

(色谱纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 硫代硫酸

钠、溴化钾、溴水、氢溴酸(分析纯, 国药集团化学试剂有

限公司); 婴儿食品中的丙烯酰胺质控样(编号: T30102QC, 

英国 FAPAS 公司)。 

实验所用样品均来源于市售。 

1.2  标准溶液的配制 

丙烯酰胺标准储备溶液(1000 mg/L): 准确称取丙烯

酰胺标准品, 用甲醇溶解并定容, 使丙烯酰胺质量浓度为 

1000 mg/L, 置-20 ℃冰箱中保存。 

丙烯酰胺工作溶液Ⅰ (10 mg/L)和Ⅱ (1 mg/L): 移取丙

烯酰胺储备溶液 100 μL, 用甲醇稀释至 10 mL, 为丙烯酰

胺工作溶液Ⅰ; 移取丙烯酰胺工作溶液Ⅰ 1 mL, 用甲醇稀释

至 10 mL, 使丙烯酰胺浓度为 1 mg/L, 作为丙烯酰胺工作

溶液Ⅱ, 临用时配制。 
13C3-丙烯酰胺内标溶液(10 mg/L): 准确移取 100 μL 

13C3-丙烯酰胺标准品(1000 mg/L)于 10 mL 容量瓶中, 用甲

醇定容至刻度, 置于-20 ℃冰箱保存。 

1.3  实验方法 

1.3.1  前处理方法 

称取 1 g(精确至 0.01 g)乳粉试样于 50 mL 离心管中, 

加入 10 mg/L 13C3-丙烯酰胺内标溶液 50 μL, 再加入超纯

水 20 mL, 涡旋混匀 2 min。分别加入 0.5 mL 亚铁氰化钾

溶液和乙酸锌溶液, 涡旋混匀后静置 10 min。于 4000 r/min

离心 2 min 后用滤纸过滤。 

取 10 mL 滤液, 加入 2.5 g 溴化钾, 摇匀。用氢溴酸调

pH 至 1~3, 加入 2 mL 溴水 , 4 ℃放置 90 min, 加入      

0.1 mol/L 硫代硫酸钠溶液约 100 μL, 涡旋振荡至黄色消

失。加入 20 mL 乙酸乙酯提取, 涡旋 2 min, 吸取上层有机

相氮吹至尽干, 加 1 mL 乙酸乙酯复溶, 上机检测。 

标准系列溶液的衍生: 分别移取 5、10、50 μL 丙烯酰

胺工作溶液Ⅱ, 20、50 μL 丙烯酰胺工作溶液Ⅰ, 加 10 mL 水, 

按照上述试样衍生方法同步操作。 
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1.3.2  仪器条件 

气相色谱条件 : 色谱柱: HP-5MS 毛细管柱(30 m×  

0.25 mm, 250 μm); 进样口温度: 250 ℃; 进样模式: 不分

流; 载气: 氦气, 流速: 1 mL/min; 程序温度: 65 ℃保持   

1 min, 15 ℃/min 升温至 200 ℃, 40 ℃/min 升温至 290 ℃;  

质谱条件 : 离子化模式 : 电子轰击离子源 (electron 

impact ion source, EI), 70 eV; 采集模式 : 多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM), 离子扫描模式: 产物

离子扫描。离子源温度: 230 ℃; 四极杆温度: 150 ℃; 传输

线温度: 280 ℃; 溶剂延迟: 5 min。 

1.4  基质效应评价 

采用基质匹配标准曲线的斜率与溶剂标准曲线的斜率

的比值, 来定量评价丙烯酰胺的基质效应(matrix effects, 

ME)。ME=[基质匹配标准曲线的斜率/溶剂标准曲线的斜率

-1]×100%。ME 为 0 表示无基质效应, 绝对值越大表明基质

效应越强, 在-15%~15%之间, 表示基质效应影响不明显。 

2  结果与分析 

2.1  前处理条件的优化 

2.1.1  净化条件的选择 

婴幼儿配方乳粉成分复杂, 含有大量的蛋白质、脂溶

性营养成分[18]。以水为提取剂时脂溶性成分不溶于水, 因

此高效地去除乳粉基质中的蛋白是前处理的关键步骤。丙

烯酰胺是一种不饱和酰胺, 在酸碱环境中不稳定、可水解

成丙烯酸。因此, 酸法沉淀和等电点沉淀法这 2 种沉淀方

式不适用于婴幼儿配方乳粉中丙烯酰胺的测定。结合已发

表的文献及标准[19‒20], 本研究考察了有机溶剂沉淀法(乙

醇)、无机溶剂沉淀法(亚铁氰化钾-乙酸锌溶液)2 种沉淀方

式对婴幼儿配方乳粉中丙烯酰胺的沉淀效果。 

研究表明, 乙醇沉淀蛋白质缓慢, 沉降不完全, 许多样

品高速离心后仍不澄清, 而利用亚铁氰化钾-乙酸锌溶液作为

蛋白质沉淀剂, 操作简单、试剂用量少, 经离心后上清液澄清

透明, 回收率均在 89.4%~107.2%之间, 精密度在 3.3%~7.1%

之间, 证明该无机溶剂沉淀法满足方法的准确度和精密度要

求, 故选择亚铁氰化钾-乙酸锌作为蛋白沉淀剂。 

2.1.2  衍生条件的考察 

(1)衍生温度的考察 

将 500 ng/mL 标准溶液分别在 4 ℃和室温(25 ℃)下衍

生 90 min, 用 2,3-二溴丙酰胺的标准溶液定量。结果显示, 

室温下衍生丙烯酰胺的响应为 4 ℃条件下衍生的 1.3 倍, 

但 4 ℃条件下, 丙烯酰胺的基质效应为 2.6%, 室温下衍生

的基质效应为 27.9%。从延长色谱柱及质谱使用寿命出发, 

选择最佳衍生温度为 4 ℃。 

(2)衍生时间的考察 

对 500 ng/mL 标准溶液在 4 ℃分别衍生 30、60、90、

120 min 和 6 h 时的丙烯酰胺的回收率进行测定。结果显示, 

反应时间从 30 min 增加到 90 min 时, 衍生反应快速进行, 

目标物的回收率由 71.3%上升为 103.2%, 90 min 以后衍生

反应到达平台期, 目标物的回收率基本保持不变。因此, 

以 90 min 为衍生化步骤的最佳时间。 

2.1.3  萃取条件的考察 

(1)萃取溶剂的选择 

考察乙酸乙酯、正己烷、乙酸乙酯:正己烷 (1:4, V:V) 

3 种溶剂对丙烯酰胺衍生产物的提取效果。结果显示, 正

己烷和乙酸乙酯 :正己烷 (1:4, V:V)的提取效率分别为

21.6%、84.3%, 而等量乙酸乙酯的提取效率为 99.6%。因

此选择乙酸乙酯作为提取溶剂。 

(2)萃取体积的选择 

考察不同萃取体积对萃取效果的影响。500 ng/mL 的

标准样品溶液经衍生后, 分别用 5、10、20、30、40 mL 的

乙酸乙酯提取, 平行测定 6 次。结果显示, 萃取体积为   

20 mL 时回收率最高, 且质控样的相对标准偏差(relative 

standard deviation, RSD)为 2.1%, 更加接近于真值。因此萃

取体积选择 20 mL。 

2.2  质谱方法的建立 

选用 500 ng/mL的标准样品溶液, 按照 1.3.1步骤进行

衍生后, 利用仪器自带的 GC/TQ 优化器, 通过识别前级离

子扫描、识别产物离子扫描、优化碰撞能量, 建立测定 2,3-

二溴丙酰胺及其同位素内标的 MRM 方法。结果见表 1。

二级质谱采用多反应监测模式, 能最大程度的排除基质干

扰, 提高选择性和灵敏度, 比单离子检测扫描(single ion 

monitoring, SIM)模式具有更强的降噪性能。 

 
表 1  MRM 监测模式下的参数 

Table 1  Parameters in MRM mode 

化合物名称 
保留时间

/min 

定量离子对 

(碰撞电压/V) 

定性离子对 

(碰撞电压/V) 

2,3-二溴丙酰胺 8.062 150>133 (10) 
150>133 (10) 

 152>134.9 (10)

13C-2,3-二溴丙

酰胺 
8.062  153>135.9 (10)  153>106.9 (30)

 

2.3  定量方式评价结果 

考察婴幼儿配方乳粉样品的基质效应 , 结果表明 , 

ME 为 43%, 存在基质增强效应的影响。由于同位素内标

与目标物具有相同的化学性质与保留时间, 是质谱技术中

消除基质干扰、提高定量准确度最有效的方法。因此, 本

方法采用同位素内标-溶剂标曲定量。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  标准曲线 

移取系列浓度为 5、10、50、200、500 ng/mL 的丙烯
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酰胺标准溶液, 加 10 mL 水, 按照方法 1.3.1 的前处理条件

处理, 采用气相色谱-串联质谱法进行分析。以各标准溶液

中丙烯酰胺与内标溶液的质量浓度比为横坐标(X), 以丙

烯酰胺与内标溶液的相对响应为纵坐标(Y), 绘制标准曲

线。结果表明, 在 5~500 ng/mL 范围内丙烯酰胺线性关系

良 好 , 符 合 定 量 要 求 。 其 标 准 曲 线 的 线 性 方 程 为

Y=1.099131X+0.006792, 相关系数 r2 为 0.9998。 

2.4.2  方法检出限与定量限 

在婴幼儿配方乳粉空白样品中添加 10 μg/kg 的丙烯

酰胺标准溶液, 采用气相色谱-串联质谱测定, 以 3 倍信噪

比计算检出限、以 10 倍信噪比计算其定量限, 得出检出限

(limit of detection, LOD)为 0.25 μg/kg, 定量限(limit of 

quantitation, LOQ)为 0.75 μg/kg。本方法的定量限远低于

GB 5009.204—2016 中的定量限(10 μg/kg)。标准溶液的典

型色谱图见图 1。 

2.4.3  精密度和准确性 

在最佳样品提取条件和色谱条件下, 对丙烯酰胺阴

性样品进行加标回收实验。称取空白样品, 分别添加 3 个

水平(10、20、40 μg/kg)的丙烯酰胺标准溶液, 按照所建立

方法的分析条件进行测定。每份样品进行 6 次平行测定, 

考察方法的回收率和精密度。结果表明, 阴性样品中丙烯

酰胺的加标回收率在 89.4%~107.2%之间 , 满足 GB/T 

27404—2008《实验室质量控制规范食品理化检测》要求。

RSD 在 3.3%~7.1%之间, 表明本方法重复性好。 

按 1.3.1、1.3.2 方法对 FAPAS 质控样品进行了丙烯

酰胺的检测。FAPAS 质控样品中位值为 196 μg/kg, 测定

值为 202 μg/kg, 相对标准偏差为 2.1%, 检测结果符合要

求, 说明本方法准确度高、适用于婴幼儿食品中丙烯酰胺

的测定。 

2.5  实际样品的测定 

按实验方法对市售 28 批次婴幼儿配方乳粉开展了丙

烯酰胺的检测, 其中有 2 个样品检出丙烯酰胺, 检出浓度

为 4.6、6.7 μg/kg, 远低于欧盟建议的丙烯酰胺在婴儿食品

中的基准水平值, 从一定程度上说明我国婴幼儿配方乳粉

处于相对安全的水平。 

3  结论与讨论 

本研究建立了有效的前处理方法, 采用的溴化衍生

法经济简便, 生成的 2,3-二溴丙酰胺热稳定性高, 更容易

气化, 由于其分子中含有两个溴原子 , 质谱图特征性强, 

能提高分析检测的灵敏度和质谱定性和定量分析的准确

性。本方法检出限为 0.25 μg/kg, 定量限 0.75 μg/kg, 灵敏

度高, 且该方法操作特异性好、精密度高、准确性好, 满

足国际上关于婴幼儿食品中丙烯酰胺的建议限量规定, 能

更准确、高效地监测婴幼儿配方乳粉中丙烯酰胺的使用情

况, 为婴幼儿配方乳粉中丙烯酰胺的风险监测和风险评估

提供了技术支持, 避免食品安全事件的发生。 

 

 
 

图 1  标准溶液的总离子流图(50 ng/mL) 

Fig.1  Total ion flow diagram of standard solution (50 ng/mL) 
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