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同位素内标-超高效液相色谱-高分辨质谱法 

测定酒醅中氨基甲酸乙酯 

尹艳艳, 黎露露, 杨军林, 冯小兵, 蒋力力, 田栋伟, 尤小龙, 程平言* 

[贵州茅台酒厂(集团)习酒有限责任公司, 遵义  564622] 

摘   要 : 目的   建立同位素内标法结合超高效液相色谱-高分辨质谱法检测酒醅中氨基甲酸乙酯(ethyl 

carbamate, EC)含量的分析方法。方法  酒醅样品经超纯水超声提取离心过滤后, 以 0.10%甲酸水溶液-甲醇溶

液为流动相梯度洗脱, 通过 Hypersil GOLD Amino 色谱柱分离目标物, 在电喷雾正离子模式下采用一级全扫

模式内标法定量分析。结果  同位素内标定量法能有效补偿样品中基质干扰, EC 含量在 4.00~300.00 μg/L 质

量浓度范围内线性关系良好(r2=0.9993), 定量限为 6.25 μg/kg, 检出限为 3.75 μg/kg。实际样品加标回收率为

85.17%~97.40%, 相对标准偏差为 1.12%~4.11%。结论   该方法线性、准确度和精密度均满足 GB/T 

27417—2017《化学分析方法确认和验证指南》的要求, 适用于酒醅中 EC 的分析检测。 
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Determination of ethyl carbamate in fermented grains by isotope internal 
standard-ultra performance liquid chromatography-high  

resolution mass spectrometry 

YIN Yan-Yan, LI Lu-Lu, YANG Jun-Lin, FENG Xiao-Bing, JIANG Li-Li,  
TIAN Dong-Wei, YOU Xiao-Long, CHENG Ping-Yan* 

[Guizhou Maotai Distillery (Group) Xijiu Co., Ltd., Zunyi 564622, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for ethyl carbamate (EC) in fermented grains by isotope 

internal standard method combined with ultra performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometry. 

Methods  Fermented grains were extracted by ultrapure water, filtered after centrifugation. The 0.10% formic acid 

aqueous solution and methanol solution were used as mobile phase for gradient elution. The samples were separated 

by Hypersil GOLD Amino chromatographic column; the internal standard method with full mass scan mode was 
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used for quantitative analysis in electrospray positive ion mode. Results  The matrix interference was effectively 

compensated by internal standard quantitative method. The calibration curve of EC showed good linearity in the 

range of 4.00‒300.00 μg/L (r2=0.9993), the limit of quantification was 6.25 μg/kg, and the limit of detection was 

3.75 μg/kg. The recoveries of the actual samples ranged from 85.17%‒97.40%, and range of relative standard 

deviations were 1.12%‒4.11%. Conclusion  The linearity, accuracy and precision of this method meet the 

requirements of GB/T 27417—2017 Guidelines for the confirmation and verification of chemical analysis methods, 

and it is suitable for the detection of EC in fermented grains. 

KEY WORDS: ethyl carbamate; fermented grains; isotope internal standard method; ultra performance liquid 

chromatography-high resolution mass spectrometry; matrix effects 
 
 

0  引  言 

白酒在世界 6 大蒸馏酒中占有重要地位, 深受广大消

费者喜爱[1]。随着白酒产业的高速发展, 对白酒产品质量安

全要求更为严格[2‒4], 其中白酒生产全过程中食品安全风险

因子是衡量白酒质量安全的关键性指标[5‒7]。氨基甲酸乙酯

(ethyl carbamate, EC), 又名尿烷, 是白酒生产过程中产生的

一种内源性风险物质[8‒9], 具有一定的神经毒性、遗传毒性

和致癌性[10]。国际癌症研究机构在 2007 年将 EC 归为 2A

类致癌物[11]。联合国食品添加剂法规委员会报道, 酒精饮料

是人体摄入 EC 的主要途径之一[12‒15]。许多国家针对酒精饮

料中 EC 最大允许限量进行相关规定, 目前国内尚未出台白

酒中 EC 限量标准, 主要参考加拿大的限值 150 μg/L[16]。 

EC 作为一种内源性风险物质, 在白酒生产过程中是

无法完全避免的[17‒18]。据相关研究报道, 在白酒酿造和贮

存过程中均会产生 EC[19‒20], 白酒中 EC 源于从发酵酒醅通

过蒸馏过程迁入及其前体与乙醇反应产生[21‒23]。因此, 建

立酒醅中 EC 的检测技术, 同时研究酒醅中 EC 的生成机

制及变化规律, 以降低酒醅中 EC 含量, 对降低白酒生产

中 EC 的风险具有重要的现实意义[24]。目前, 酒醅中 EC

检测方法主要有液相色谱法 [25]、气相色谱 -质谱法 (gas 

chromatography-mass spectrometry, GC-MS)[26‒27]。王莉等[25]

通过对EC、尿素进行荧光衍生化预处理, 开发一种酒醅中EC

和尿素液相色谱荧光检测方法。但该方法需要复杂的衍生化

前处理, 且衍生产物的不稳定性以及酒醅基质干扰均影响测

定结果的准确性。范文来等[26]通过超声萃取大曲和酒醅中的

EC, 采用顶空固相微萃取技术进行富集, 通过气相色谱-质谱

法检测EC 含量, 但该方法前处理烦琐、检测效率低。因此, 建

立一种快速、准确适用于酒醅中 EC 检测方法尤为重要。 

高效液相色谱-高分辨质谱技术是以目标物定量离子

的精确质量数对目标物实现定量, 可有效避免了假阳性的

问题, 具有分离速度快、检测灵敏度高等优点。熊晓通等[28]

利用 EC 源内裂解的特殊性质, 采用一级子离子外标定量

法, 建立了高效液相色谱-串联高分辨质谱法测定酱香型

白酒中的 EC 含量。白酒和酒醅存在基质不同, 酒醅为白

酒发酵过程中的固态样品, 提取液中基质复杂、干扰物多, 

因此该方法并不适用于酒醅中 EC 检测。同位素内标法已

被广泛应用于代谢组学、环境污染物来源分析、分析检测

等领域[29]。在分析检测领域, 同位素内标法是以同位素作

为内标物的定量方法。因同位素内标与待测目标物的化学

性质相近, 同位素内标物引入较好地补偿外标法因基质效

应引起的响应变化, 解决因基质效应造成定量不准的问

题, 已被广泛应用于复杂基质样品中化合物的分析检测。

张震等 [30]运用液相色谱-质谱法比较了内标法与外标法

在检测生鲜乳中黄曲霉素 M1 含量的差异性, 实验结果也

证实了内标法在准确度和精密度方面明显优于外标法。常

瑞红等[27]采用内标法建立了酒醅中 EC 的 GC-MS 检测方

法, 酒醅样品以乙醇溶液为萃取剂经超声提取后, 使用活

性炭净化后上机检测, 但该方法前处理烦琐且分析时间较

长, 故不适合酒企大批量样品分析检测。 

鉴于此本研究以氘代氨基甲酸乙酯(ethyl-D5 carbamate, 

EC-D5)作为氨基甲酸乙酯的内标物, 采用同位素内标法结

合超高效液相色谱-高分辨质谱法对酒醅中 EC 实现定量分

析, 以提高检测效率和检测准确度, 为白酒发酵过程中 EC

生成机制及变化规律研究提供新方法。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与试剂 

EC 标准品(纯度>99.50%, 德国 Dr. Ehrenstorfer 公司); 

EC-D5 标准品(纯度>98%, 北京百灵威科技有限公司); 甲

醇、甲酸(色谱纯, 美国 Themo Fisher Scientific 公司); 实验

用水均为超纯水(18.2 MΩꞏcm‒2), 实验所用酒醅样品由某

酱香酒酒厂提供。 

1.2  主要仪器与设备 

Q Exactive Focus 高分辨质谱仪、Hypersil GOLD Amino

色谱柱(150 mm×2.1 mm, 1.9 μm)(美国 Thermo Fisher Scientific

公司); UltiMate 3000 超高效液相色谱仪(美国 Dionex 公司); 

QT-1 涡旋振荡器(上海琪特分析仪器有限公司); HC-3518

高速离心机 (安徽中科中佳科学仪器有限公司); SB-25- 
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12DT 超声波清洗机(宁波新芝生物科技股份有限公司); 

AR2130 万分之一电子天平(美国 Ohaus 公司); A3S-05- 

05-CE 艾科普超纯水机(美国 Millipore 公司)。 

1.3  分析条件 

1.3.1  色谱条件  

流动相: 水相A为 0.1% (V:V)甲酸水溶液, 有机相B为

甲醇; 流速: 0.3 mL/min; 色谱柱: Hypersil GOLD Amino 色

谱柱(150 mm×2.1 mm, 1.9 μm); 柱温: 35℃; 进样量: 10 μL; 

梯度洗脱程序: 0~1.0 min, 95% A、5% B; 1.0~4.0 min, 95%~5% 

A、5%~95% B; 4.0~5.5 min, 5% A、95% B; 5.5~6.0 min, 

5%~95% A、95%~5% B; 6.0~11.0 min, 95% A、5% B。 

1.3.2  质谱条件   

离子化模式: 电喷雾离子源正离子模式; 喷雾电压: 

2.3 kV; 鞘气流速: 30 psi; 辅助气流速: 15 arb; 辅助气加

热温度: 200℃; 离子传输管温度: 350℃; 扫描模式: 选择

性离子扫描模式, 扫描范围: 50~100 m/z。化合物定量离子

的精确质量数及保留时间详见表 1。 
 

表 1  EC 及内标物 EC-D5 的质谱参数 
Table 1  Mass spectrometric parameters of EC and EC-D5 

化合物名称 分子式 
定量离子精确质量

数(m/z) 

保留时

间/min 

EC C3H7NO2 62.02436 3.65 

EC-D5 C3D5H2NO 63.03062 3.55 
 

1.4  分析方法 

1.4.1  样品前处理   

湿酒醅样品使用破碎机在 30000 r/min 转速下粉碎 30 s

后混合均匀, 准确称取 2.000 g 置于 15 mL 离心管中, 加入

0.25 mL 1 mg/L EC-D5内标工作溶液和 4.75 mL 超纯水, 超声

提取 60 min 后 10000 r/min 离心 10 min, 上清液经 0.22 μm 水

相滤膜过滤后上机检测。 

1.4.2  标准溶液的配制 

准确称取(精确至 0.0001 g)一定量 EC标准品及 EC-D5

内标物分别置于 50 mL 容量瓶中, 加水定容配制成质量浓

度为 50 mg/L EC 标准储备液、1 mg/L EC-D5 内标工作溶液, 

再用超纯水配制成质量浓度为 4、10、50、100、150、300 μg/L

的标准系列溶液, 其中 EC-D5 内标质量浓度为 50 μg/L, 置

于 4℃冰箱中储存备用。 

1.5  数据处理 

采用 Q Exactive Focus UPLC-MS/MS 结合 Xcalibur 定

性定量分析软件处理实验数据。使用 Microsoft Excel 2010

进行初步统计分析 , 实验数据以平均值±标准偏差表示 , 

每个实验至少重复测定 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件优化 

利用 EC 在 Q Exactive Focus 高分辨质谱仪一级全扫

模式下出现源内裂解性质, 采用一级子离子定量法[28], EC 定

量离子为 62.02436, EC-D5 定量离子为 63.03061。对色谱柱进

行优化, 分析比较SyncronisHilic (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)液

相色谱柱、Accucore aQ (150 mm×2.1 mm, 2.6 μm)液相色谱

柱以及 Hypersil GOLD Amino (150 mm×2.1 mm, 3 μm)液相

色谱柱对 EC及 EC-D5分离效果影响, 如图 1所示, Hypersil 

GOLD Amino 色谱柱对 EC 及 EC-D5 保留最好。此外, 对

流动相进行了优化, 流动相水相比较 0.05%、0.10%、0.20%

甲酸水溶液, 与有机相甲醇组合时 EC 及 EC-D5 色谱峰响

应, 如图 2 所示, 0.10%的甲酸水相下 EC 及 EC-D5 响应最

高。因此色谱条件选择 Hypersil GOLD Amino (150 mm× 

2.1 mm, 3 μm)作为液相色谱柱, 0.1%甲酸水溶液-甲醇作为

流动相体系。 

 
 

 
 

注: a1、a2 分别为 SyncronisHilic 色谱柱下 EC 及 EC-D5 提取离子色谱图; b1、b2 分别为 Accucore aQ 色谱柱下 EC 及 EC-D5 提取离子色

谱图; c1、c2 分别为 Hypersil GOLD Amino 色谱柱下 EC 及 EC-D5 提取离子色谱图。NL 为响应值, 图 2 同。 

图 1  不同色谱柱下 EC 及 EC-D5 的离子色谱图(EC、EC-D5: 50 μg/L) 

Fig.1  Ion chromatograms of EC and EC-D5 in different chromatographic columns (EC, EC-D5: 50 μg/L) 

 
NL: 1.11×106 

 

 
 
NL: 5.15×105 
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注: a1、a2 分别为 SyncronisHilic 色谱柱下 EC 及 EC-D5 提取离子色谱图; b1、b2 分别为 Accucore aQ 色谱柱下 EC 及 EC-D5 提取离子色

谱图; c1、c2 分别为 Hypersil GOLD Amino 色谱柱下 EC 及 EC-D5 提取离子色谱图。NL 为响应值, 图 2 同。 

图 1(续)  不同色谱柱下 EC 及 EC-D5 的离子色谱图(EC、EC-D5: 50 μg/L) 

Fig.1  Ion chromatograms of EC and EC-D5 in different chromatographic columns (EC, EC-D5: 50 μg/L) 
 

 
 

注: a1、a2 分别为 0.05%甲酸水相下 EC 及 EC-D5 提取离子色谱图; b1、b2 分别为 0.10%甲酸水相下 EC 及 EC-D5 提取离子色谱图; c1、

c2 分别为 0.20%甲酸水相下 EC 及 EC-D5 提取离子色谱图。 

图 2  不同酸度的流动相下 EC 及 EC-D5 提取离子色谱图(EC、EC-D5: 50 μg/L) 

Fig.2  Ion chromatograms of EC and EC-D5 at different acidity (EC, EC-D5: 50 μg/L) 

NL: 9.38×105 

 
 
 

NL: 5.82×105 
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2.2  前处理条件的优化 

2.2.1  提取方式优化 

酒醅样品经研磨粉碎混合均匀后, 称取2.000 g于15 mL

离心管中, 加入 EC 内标物及超纯水, 分别采用浸泡 12 h、超

声 1 h、涡旋振荡 15 min 方式提取酒醅中 EC, 分析不同提取

方式对 EC 提取效果的影响。如表 2 所示, 涡旋提取方式的相

对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)较大, 表明涡

旋提取效果重现性较差。浸泡、超声提取方式的加标回收率

及 RSDs 均满足实验室检测的需求, 但浸泡提取方式耗时较

长, 综合考虑提取方式的时效性, 故选择超声提取方法。 
 

表 2  不同提取方式下 EC 检测结果(n=3) 
Table 2  Detection results of EC under different extraction  

ways (n=3) 

提取 

方式 

本底值±标准 

偏差/(μg/kg) 
加标水平 
/(μg/kg) 

平均回收率
/% 

RSDs
/% 

超声 32.93±1.51 
50  93.84 4.89

100  93.21 4.52

浸泡 33.27±1.68 
50 102.82 4.01

100  97.13 3.71

涡旋 29.53±2.42 
50  88.83 9.81

100  91.47 7.71

 
2.2.2  提取液体积优化 

以酒醅为实际样品, 对比 3.0、5.0、7.0、9.0 mL 提取

液体积对 EC 提取效果的影响。基质样品中干扰物在质谱

中同目标化合物发生竞争电离, 从而影响目标化合物检测

的灵敏度和重现性[31]。如表 3 所示, 随着提取液体积增加, 

测定结果重现性越好, 内标物峰面积响应越高, 表明基质

效应越小。加大提取液体积有利于降低基质效应, 但同时

会降低方法的检出能力。提取液体积为 5.0 mL 时准确性和

重现性较好, 综合考虑测定结果准确性及方法检出限, 故

选择提取液体积为 5.0 mL。 

2.3  基质效应 

采用标准曲线比较法对基质效应进行评估[32]。分别绘

制了相同浓度的基质工作曲线和溶剂标准曲线, 在同一定

量方法下比较曲线斜率 k 的比值评价目标化合物基质效应

(matrix effect, ME)影响程度, 即: ME/%=(k 基质/k 溶剂)×100%, 当

ME<80% 为基质抑制 , 80%<ME<120% 为无基质效应 , 

ME>120%为基质增强。测定结果如表 4 所示, 外标法的 ME

为 38.18%, 因酒醅提取液中基质复杂、干扰物多, 存在基质

抑制效应, 故采用外标法定量酒醅中 EC 存在误差; 内标法的

ME 为 99.67%, 无基质效应, 采用同位素内标法, 同位素内标

与待测目标物的化学性质相近, 同位素内标物引入较好地补偿

外标法因基质效应引起的响应变化, 解决因基质效应造成定

量不准的问题。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  方法线性范围、定量限和检出限 

以 EC 及内标物 EC-D5 定量离子峰面积比值为纵坐标

(Y), EC 标准溶液质量浓度为横坐标(X, μg/L), 绘制标准曲

线。结果表明, EC 浓度在 4.00~300.00 μg/L 范围线性关系

良好, 线性回归方程为 Y=0.9588+0.0396X, 相关系数 r2 为

0.9993。以信噪比(S/N)为 3 和 10 分别确定方法的检出限

(limit of detection, LOD)和定量限(limit of quantification, 

LOQ), 换算成酒醅中 EC 含量检出限为 3.75 μg/kg, 定量限

为 6.25 μg/kg。相对于其他检测酒醅中 EC 方法(表 5), 该

方法前处理简单、分析效率高, 满足酒醅中 EC 检测需求。 

 
表 3  不同提取液体积下 EC 及内标物 EC-D5 的检测结果 

Table 3  Detection results of EC and EC-D5 under different extraction volume  

提取液体积/mL 
提取液测定质量浓度/(μg/L) 

(RSDs/%) 
样品浓度/(μg/kg) (RSDs/%) 内标物峰面积(响应值)(RSDs/%) 

3.0 32.49±3.09(9.55) 48.44±4.75(9.82)  338627±57296(16.92) 

5.0 22.16±0.95(4.29) 53.68±2.29(4.27) 499501±7835(1.57) 

7.0 15.81±0.79(4.98) 54.54±2.79(5.11)  642083±21473(3.34) 

9.0 12.22±0.38(3.07) 54.40±1.41(2.59) 703526±7835(1.11) 

 
表 4  不同定量方式与基质效应的关系 

Table 4  Relationships between matrix effects and different quantitative methods 

类别 定量方法 曲线方程 相关系数(r2) MEs/% 

内标法 
基质 Y=1.5633+0.0394X 0.9990 

99.67 
溶剂 Y=0.9588+0.0396X 0.9993 

外标法 
基质 Y=6.9420×105+2.5859×104X 0.9978 

38.18 
溶剂 Y=8.4975×104+6.7732×104X 0.9997 
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表 5  酒醅中 EC 分析方法对比 
Table 5  Comparison of analytical methods for detection of EC in fermented grains 

检测方法 预处理方法 仪器分析时间/min 线性范围/(μg/L) 定量限/(μg/kg) 参考文献 

液相色谱法 衍生化 40 10.00~500.00 13.40 [25] 

气相色谱-质谱法 顶空固相微萃取 37  7.80~600.00 — [26] 

气相色谱-质谱法 萃取后净化 25 10.00~800.00  9.20 [27] 

同位素内标-超高效液相色谱-

高分辨质谱法 
超声提取后分析 11  4.00~300.00  6.25 本方法 

注: —文献未体现该数据。 

 
2.4.2  方法正确度和精密度 

通过实际样品加标回收率分析该方法准确度和精密

度。酒醅样品中加入适量标准溶液, 加标水平分别为 20、

100、250 μg/kg, 每个样品设置 3 个平行样, 连续测定 3 d, 

并计算加标回收率以及日内、日间 RSDs。结果如表 6 所

示, EC 在酒醅样品中平均加标回收率在 85.17%~97.40%范

围之间, RSDs 均小于等于 4.11%, 表明该方法的准确度和

精密度满足酒醅样品中 EC 分析要求。 

2.4.3  实际样品的测定 

用所建立的方法对不同车间酒醅蒸馏前、酒醅蒸馏后

及蒸馏酒中 EC 含量进行检测, 每个样品平行测定 3 次, 测

量结果取平均值, 并计算蒸馏过程酒醅中 EC 的增幅。增

幅/%=[(C 蒸馏后‒C 蒸馏前)/C 蒸馏前]×100%, C 蒸馏前为蒸馏前酒醅中

EC 含量, C 蒸馏后为蒸馏后酒醅中 EC 含量。实验结果如表 7

所示, 蒸馏酒中均检出 EC, 表明在蒸馏过程酒醅中 EC 会

迁移到酒中。此外, 不同车间蒸馏后酒醅中 EC 均高于蒸

馏前酒醅中 EC 含量 , 不同车间酒醅中 EC 增幅在

76.62%~87.32%范围之间, 表明蒸馏过程会促进 EC 生成, 

与文献报道一致[33]。图 3 为酒醅样品中 EC 的总离子流图

和提取离子流色谱图, 通过总离子流图可以看出酒醅样品

中杂质较多, 但运用本方法能够排除基质干扰的影响, 实

现准确测定酒醅中 EC 含量。 

3  结  论 

本研究建立了酒醅中 EC 的同位素内标-高效液相色

谱-高分辨质谱法的检测方法。酒醅中 EC 采用超声提取后

离心过滤, 便可上机分析。通过同位素内标法定量分析可

有效补偿外标法因基质干扰效应造成的检测准确性不高的

问题。该方法具有操作简单、结果准确、稳定性高等优点, 

适用于酒醅中 EC 定量分析, 为开展酒醅中 EC 的控制技术

研究提供了检测新方法。 

 
表 6  酒醅样品中 EC 的加标回收率、日内和日间的精密度 

Table 6  Average recoveries, intra-day and inter-day RSDs of EC spiked in fermented grains 

样品编号 本底值±标准偏差/(μg/kg) 加标水平/(μg/kg) 平均回收率/% 日内 RSDs/% 日间 RSDs/%

样品 1 42.83±1.21 

20 85.17 3.78 4.11 

100 89.57 2.71 3.15 

250 97.40 1.12 1.47 

样品 2 39.27±1.41 

20 86.21 2.78 3.92 

100 91.87 3.01 3.75 

250 96.37 2.91 3.04 

 
表 7  酒醅中 EC 含量分析 

Table 7  EC content in fermented grains 

车间编号 
蒸馏前酒醅中 EC 含量±标准

偏差/(μg/kg) 

蒸馏后酒醅中 EC 含量±标准

偏差/(μg/kg) 

蒸馏过程酒醅中 EC

增幅/% 

蒸馏酒中 EC 含量±标准

偏差/(μg/L) 

A 车间 32.97±1.42 63.07±2.61 87.32 44.19±1.02 

B 车间 35.94±1.29 66.66±1.46 85.49 38.71±1.63 

C 车间 39.37±1.84 72.62±1.71 84.56 46.56±2.11 

D 车间 44.49±1.41 78.57±2.01 76.62 42.31±1.49 
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注: a 为酒醅样品的总离子流图; b、c 分别为酒醅样品中 EC 及 EC-D5 提取离子流色谱图。 

图 3  酒醅样品的色谱图 

Fig.3  Chromatograms of fermented grains 
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