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超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道阱 
高分辨质谱法检测婴幼儿配方奶粉中 

苯并三唑类紫外线吸收剂 

李若思 1, 危  玲 2, 刘嘉颖 1* 
(1. 中国农业大学营养与健康研究院, 北京  100083; 2. 首都医科大学附属北京妇产医院, 北京  100025) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱法检测婴幼儿配方奶粉中苯并三唑类

紫外线吸收剂。方法  样品经乙腈提取, ‒20℃冷冻 1 h, 离心取上清后上机测定。以 ACQUITY UPLC BEH C8

色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)为分析柱, 甲醇-5 mmol/L 乙酸铵为流动相进行梯度洗脱分离, 采用电喷雾电

离源正离子模式, 高分辨质谱全扫描模式检测, 基质匹配外标法定量。结果  6 种苯并三唑类紫外线吸收剂在

0.05~10.00 ng/mL 范围内线性关系良好 , 相关系数均大于等于 0.9977。空白样品的加标回收率为

50.39%~109.00%, 相对标准偏差为 2.88%~17.99%, 方法检出限为 0.01~0.97 ng/g, 定量限为 0.04~3.23 ng/g。

结论  该方法操作便捷、快速, 能够准确检测婴幼儿配方奶粉中 6 种苯并三唑类紫外线吸收剂的含量, 对于婴

幼儿食品安全监测具有良好的现实意义。 
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Determination of benzotriazole ultraviolet absorbers in infant formula milk 
powder by ultra performance liquid chromatography-quadrupole- 

electrostatic field orbitrap high resolution mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of benzotriazole ultraviolet absorbers in 

infant formulae by ultra performance liquid chromatography-quadrupole-electrostatic field orbitrap high resolution 

mass spectrometry. Methods  The samples were extracted with acetonitrile, frozen at ‒20℃ for 1 h, and centrifuged 

to obtain the supernatant to the machine for determination. The separation was performed on an ACQUITY UPLC 

BEH C8 column (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) with methanol-5 mmol/L ammonium acetate as mobile phase by gradient 

elution. The detection was performed with electrospray ionization source in positive ion mode, high resolution mass 
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spectrometry in full scan mode, and quantitative analysis by matrix matched external standard method. Results  The 

line range of 6 kinds of benzotriazole ultraviolet absorbers were good in the range of 0.05‒10.00 ng/mL with the 

correlation coefficients greater than or equal to 0.9977. The recoveries were 50.39%‒109.00%, the relative 

standard deviations were 2.88%‒17.99%, the limits of detection and the limits of quantification of the method 

were 0.01‒0.97 ng/g and 0.04‒3.23 ng/g, respectively. Conclusion  This method is convenient, rapid and capable of 

accurately detecting the content of 6 kinds of benzotriazole ultraviolet absorbers in infant formulae, which is of good 

practical significance for the monitoring of infant food safety. 
KEY WORDS: benzotriazole ultraviolet absorbers; infant formulae; ultra performance liquid chromatography- 

quadrupole-electrostatic field orbitrap high resolution mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

苯并三唑类紫外线吸收剂(ultraviolet absorbers, UV 
absorbers)是一类重要的光稳定剂, 对紫外线的吸收范围较

广, 能够吸收波长为 300~400 nm 的可见光, 几乎不吸收

400 nm 以上的可见光, 在提高产品防晒、抗老化能力的同

时, 又可以避免其发生泛色现象[1‒3], 因此被广泛应用于各

种工业和商业产品中, 如塑料、建材、纺织品、皮革、化

妆品、食品包装等[4‒6]。在各类材料的使用过程中, 苯并三

唑类紫外线吸收剂易向表面迁移、浸出, 由于该物质难以

降解, 具有远距离传输的特性, 长期、大量使用会对环境、

动物和人体造成广泛污染[7]。目前, 已有多项研究发现, 此
类物质在空气、灰尘、土壤、水生生物甚至人体样本中均

有检出[8‒13]。结果表明, 大多样本, 尤其是生物样本中, 苯
并三唑类紫外线吸收剂多为痕量水平。因此不仅样品前处

理方法需要具有高稳定性, 对检测器的灵敏度也有较高的

要求。国内外研究者针对不同检测对象, 已建立多种前处

理技术, LIU 等[14]通过优化全自动在线固相萃取法(online 
solid phase extraction, online SPE), 便捷、高效地测定了环

境水样中的 9 种苯并三唑类紫外线吸收剂, 该分析技术已

成功应用于河水、污水处理厂进水、污水中紫外线吸收剂

的常规分析。KIM 等[15]和 LIU 等[16]分别利用高速溶剂萃

取器和超声提取法对母乳样本中的目标物进行提取, 并联

合凝胶渗透色谱法进一步去除脂质, 减少了部分基质效应

的干扰。此外 , 分散液 -液微萃取 (dispersive liquid-liquid 
microextraction, DLLME)[17]、10% H2O-失活硅胶柱色谱法[18]、

加速溶剂萃取法[19‒20]也被用于血液、纺织物、包装袋、空

气颗粒物等样本的前处理方法中。 
苯并三唑类紫外线吸收剂的检测主要选用高效液相

色谱-串联质谱法(high performance liquid chromatography- 
tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)和气相色谱-串联

质 谱 法 (gas chromatography-tandem mass spectrometry, 
GC-MS/MS)。但超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道离子

阱高分辨质谱法(ultra performance liquid chromatography- 
quadrupole-electrostatic field orbitrap high resolution mass 

spectrometry, UPLC-Q-Orbitrap HRMS)具有高分辨率和质

量精度、灵敏度好, 可对目标化合物进行更加准确的定性

和定量分析[21], 具有更大优势, 该方法已在化学、药学及

食品安全检测中得到了广泛应用。 
然而, 以上建立的苯并三唑类紫外线吸收剂的分析

方法, 大部分是针对环境样本、人体样本、纺织用品等样

本, 在食品中的检测方法鲜有报道。环境污染、塑料食品

包装材料均有可能导致食品接触到此类物质, 进一步危害

人类身体健康 , 因此 , 建立食品中苯并三唑类紫外线吸

收剂精准、快速检测方法十分迫切。本研究以现有检测

方法为基础 [22‒25], 对前处理条件进行优化 , 拟利用

UPLC-Q-Orbitrap HRMS, 建立婴幼儿配方奶粉中 6 种典

型苯并三唑类紫外线吸收剂的定性、定量分析方法, 以期

为婴幼儿食品风险监测工作提供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

UHPLC Vanquish Flex tandem Orbitrap ID-X超高分辨

液质联用仪(美国 Thermo Fisher Scientific公司); ACQUITY 
UPLC BEH C8 液相色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)(美国

Waters 公司); Milli-Q IQ 7005 超纯水器(美国 Millipore 公

司); Centrifuge 5810 R 冷冻离心机(美国 Eppendorf 公司); 
ME204 分析天平(精度 0.1 mg, 美国 METTLER TOLEDO
公司)。 

紫外线吸收剂标准品 UV-P (99.3%)、UV-329 (99.5%)、
UV-326 (99.7%)、UV320 (99.2%)、UV-234 (99.8%)、UV-328 
(99.6%)(纯品型, 德国 Dr. Ehrenstorfer 公司); 乙腈、甲醇

(质谱级, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 乙酸铵(质谱

级, 美国 Sigma-Aldrich 公司)。 

1.2  标准溶液配制 

标准储备液(500 μg/mL): 分别称取紫外线吸收剂标准品

UV-P、UV-329、UV-326、UV320、UV-234、UV-328 各 10 mg, 
甲醇溶解并定容至 20 mL, 混匀后避光保存于‒20℃冰箱内。 

标准中间液: 将标准储备液进行逐级稀释, 准确吸取
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2 mL 标准储备液, 用甲醇定容至 10 mL, 获得 100 μg/mL
标准中间液; 准确吸取 0.1 mL 100 μg/mL 标准中间液, 用
甲醇定容至 10 mL, 获得 1 μg/mL的标准中间液, 混匀后避

光保存于‒20℃冰箱内。 
混合标准系列工作溶液: 准确吸取 6 种紫外线吸收剂

1 μg/mL 标准中间溶液各 100 μL, 用甲醇定容至 1 mL, 获
得 100 ng/mL 混合标准溶液, 混匀后避光保存于‒20℃冰箱

内。再依照所需浓度, 利用上述混合标准溶液进行逐级稀释, 
配制 10.00、5.00、2.00、1.00、0.50、0.10、0.05 ng/mL 混

合标准系列工作溶液, 该工作溶液使用 50%甲醇水(1:1, V:V)
定容, 需现用现配。 

基质匹配混合标准系列工作溶液: 使用空白样品经

过前处理获得的基液和 100 ng/mL 的混合标准溶液, 配制

10.00、5.00、2.00、1.00、0.50、0.10、0.05 ng/mL 基质匹

配混合标准系列工作溶液, 需现用现配。 

1.3  样品前处理 

实验样品为北京地区购入的婴幼儿配方奶粉。准确称

取 0.2 g±0.0010 g 样品, 加入到 2 mL 乙腈中涡旋混匀, 超
声提取 15 min, 10000 r/min 离心 5 min, 收集上清液于新的

离心管中, 重复提取一次, 合并两次获取的上清液于温和

氮气下浓缩, 定容至 1 mL, 涡旋混匀, 置于‒20℃冰箱内冷

冻 1 h 沉淀蛋白, 10000 r/min 离心 5 min, 上清液经 0.22 μm
尼龙过滤器过滤并置于 2 mL 进样瓶中, 上机检测[23‒24]。 

1.4  仪器条件 

1.4.1  液相色谱条件 
色谱柱 : ACQUITY UPLC BEH C8 液相色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)。流动相: A: 5 mmol/L 乙酸铵溶液; 
B: 甲醇。梯度洗脱程序: 0~1.0 min, 10% B; 1.0~6.5 min, 50% 
B; 6.5~10.0 min, 100% B; 10.0~13.5 min, 100% B; 
13.5~13.6 min, 10% B; 13.6~16.0 min, 10% B。流速: 0.3 mL/min。
柱温: 40℃。进样量: 5 μL。 
1.4.2  质谱参考条件 

电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI)正离子模

式, 鞘气: 40 Arb, 辅助气: 20 Arb, 保护气: 20 Arb, 喷雾

电压: 3.5 kV, 毛细管温度 350℃, 喷雾器温度: 400℃, 扫

描模式: 全扫描模式(Full Scan), 扫描范围 200~380 m/z。质
谱采集条件见表 1。 

1.5  数据处理 

超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道离子阱高分辨质

谱仪采集的数据通过 Xcalibur 软件完成预处理、生成标准

曲线; 使用 Origin 2023软件对实验数据进行 t检验, P<0.05
为差异显著, P<0.01 为差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  流动相选择 

流动相体系直接决定了目标物的响应、峰型以及出峰

时间。本研究考察了流动相体系甲醇-水、甲醇-5 mmol/L
乙酸铵以及不同洗脱梯度对目标物响应和色谱峰峰型的影

响。结果发现, 加入乙酸铵的流动相, 色谱峰峰型得到了

一定改善, 信号响应更加稳定, 半数目标物的响应值约提

高了 2 倍。对于洗脱梯度, 研究发现根据目标物的极性强

弱, 提前并适度延长高比例有机相的保持时间对保留时间

存在影响, 洗脱梯度设置为 1.4.1 中所述时, 效果较好。因

此本研究选用甲醇-5 mmol/L 乙酸铵为流动相。 
图 1 为 6 个目标化合物的 100 ng/mL 标准品在选定流

动相体系下的色谱图。 

2.2  前处理优化 

对于奶粉样品, 通常使用超纯水溶解混匀再进行提

取[26‒28], 但在预实验中发现, 经超纯水溶解的样品氮吹时

间延长, 可能导致目标物的部分损失, 影响提取效率, 故
本研究考察了使用纯有机溶剂乙腈对固态奶粉直接提取的

效果。当奶粉称取量为 0.2 g、提取溶剂体积为 1 mL 时, 样
品无法充分混匀, 经涡旋、超声后依然呈现结块状态, 回
收率仅为 2.21%~57.80%。当提取溶剂为 2 mL、3 mL 时, 样
品经涡旋、超声处理后未见结块现象 , 回收率分别在

50.39%~93.96%和 30.77%~90.03%范围内。而 3 mL 提取溶

剂体积相对较大, 在氮吹浓缩时, 耗时较长, UV-328 的回收

率显著低于 2 mL 实验组(P<0.05)(图 2)。所以本研究选择称

取 0.2 g 奶粉、加入到 2 mL 提取溶剂中作为前处理方法。 
 

表 1  6 种苯并三唑类紫外吸收剂的保留时间、母离子信息 
Table 1  Retention times and parent ions of 6 kinds of benzotriazole UV absorbers 

化合物 保留时间/min 母离子理论精确质荷比(m/z) 母离子测量精确质荷比(m/z) 误差(×10‒6) 

UV-P  5.26 226.09804 226.09773 ‒1.37 

UV-329  8.88 324.20759 324.20734 ‒0.77 

UV-326  9.03 316.12166 316.12152 ‒0.44 

UV-320  9.61 324.20759 324.20728 ‒0.96 

UV-234  9.92 448.23888 448.23877 ‒0.25 

UV-328 10.36 352.23888 352.23883 ‒0.14 
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注: A: UV-P; B: UV-329; C: UV-326; D: UV-320; E: UV-234; F: UV-328。 

图 1  6 种苯并三唑类紫外线吸收剂色谱图(100 ng/mL) 
Fig.1  Chromatograms of 6 kinds of benzotriazole UV absorbers (100 ng/mL) 

 
 

2.3  基质效应 

基质效应(matrix effect, ME, %)是指样品检测过程中, 
基质中某些组分对目标物浓度或检测准确度的影响, 评估

并采取降低 ME 的有效措施可以使分析更加可靠[29]。本研

究通过建立溶剂标准曲线和基质标准曲线对ME进行评价, 
ME=基质标准曲线斜率/溶剂标准曲线斜率×100%, 通常当

ME>100%时 , 认为基质对目标物具有基质增强效应 ; 
ME=100%时, 认为无基质效应; 当 ME<100%时, 认为基

质对目标物具有基质抑制效应, 并且 ME 越接近 100%, 基
质效应越弱[30‒31]。 

结果显示, 奶粉对 6 种苯并三唑类紫外线吸收剂表现

出不同的基质效应, 除 UV-P为基质增强效应外, 其余 5 种

物质均为基质抑制效应。UV-234、UV-320 的基质效应最

强, 分别为 49.48%、61.70%; 其次是 UV-326、UV-329、
UV-P, 分别为 73.73%、79.85%、122.13%; UV-328 的基质

效应最弱, 为 93.03%。因此, 本研究建立基质匹配标准曲

线进行定量, 以降低基质效应的影响。 
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注: *表示差异显著(P<0.05), **表示差异极显著(P<0.01)。 
图 2  不同体积的提取溶剂对 6 种苯并三唑类紫外线吸收剂 

提取回收率的影响(n=3) 
Fig.2  Effects of different volumes of extraction solvents on the extraction 

recoveries of 6 kinds of benzotriazole UV absorbers (n=3) 
 

2.4  方法学验证 

2.4.1  线性范围、检出限和定量限 
按 1.2 节方法所述, 分别配制 0.05、0.10、0.50、1.00、

2.00、5.00、10.00 ng/mL 的基质匹配标准溶液, 绘制标准

曲线并建立线性方程, 6 种目标物在 0.05~10.00 ng/mL 的范

围内线性关系良好, 相关系数(R2)为 0.9977~0.9997。故本

研究基于该标准曲线, 采用外标法进行定量分析。 
对于在空白中有检出的目标物 , 检出限 (limit of 

detection, LOD)为空白中物质浓度的 3 倍标准偏差, 定量

限(limit of quantitation, LOQ)为 10 倍标准偏差; 对于空白

中未检出的目标物, LOD 为 3 倍信噪比对应的物质浓度, 
LOQ 为 10 倍信噪比对应的物质浓度, 结果见表 2。 

将此结果与已报道的 3 种母乳中苯并三唑类紫外线

吸收剂的检测方法对比发现(表 3), 方法 1中, LEE等[13]使用

气相色谱-质谱法检测此类物质, UV-P、UV-326、UV-320、
UV-328 的 LOQ 均为 2 ng/g, UV-329 的 LOQ 为 5 ng/g; 而
本方法, 几种物质的 LOQ 分别为 2.02 ng/g、3.23 ng/g、
0.04 ng/g、0.59 ng/g 和 0.06 ng/g。方法 2 为 MOLINS- 
DELGADO 等[2]利用 HPLC-MS/MS 对母乳中紫外线吸收

剂进行检测, 其中 UV-P 的 LOQ 为 13.1 ng/g, UV-329 的

LOQ 为 3.3 ng/g, UV-320 的 LOQ 为 2.4 ng/g, 均高于本方

法 LOQ。LIU 等[16]建立的方法 3, 使用 GC-MS/MS 检测母

乳中 4 种苯并三唑类紫外线吸收剂, 其中 UV-329 的 LOQ
为 0.07 ng/g; 本方法为 0.06 ng/g。综上, 本研究所建立

的检测方法不仅增加了一类新物质 UV-234, 可同时检

测 6 种苯并三唑类紫外线吸收剂, 且提高了部分物质的

灵敏度水平。 
2.4.2  方法的准确度和精密度 

将空白基质样品分别制备成 2 ng/g、5 ng/g 两个浓

度水平的标准添加样品, 每个水平 3 个平行样品, 通过

计算添加回收的回收率与相对标准偏差(relative standard 
deviations, RSDs), 考察方法的准确度与精密度。结果显示, 
6 种目标物的绝对回收率在 50.39%~109.00%之间 , 且

RSDs 均小于 20.00%(表 4), 表明该方法具有良好的准确度

与精密度。 
 

表 2  6 种苯并三唑类紫外线吸收剂的线性方程、相关系数、检出限和定量限(n=3) 
Table 2  Linear equations, correlation coefficients, limits of detection and limits of quantitation of 6 kinds of benzotriazole  

UV absorbers (n=3) 

化合物 线性方程 相关系数 LOD/(ng/g) LOQ/(ng/g) 

UV-P Y=20309.4X+5203.36 0.9991 0.61 2.02 

UV-329 Y=26097.8X‒729.344 0.9990 0.02 0.06 

UV-326 Y=10381.1X+1491.85 0.9977 0.97 3.23 

UV-320 Y=103536X+2794.82 0.9994 0.01 0.04 

UV-234 Y=487514X‒9846.19 0.9997 0.50 1.66 

UV-328 Y=81271.3X‒6171.42 0.9993 0.18 0.59 
 

表 3  本方法定量限(ng/g)与其他检测方法定量限(ng/g)的对比结果(n=3) 
Table 3  Comparison of the LOQ (ng/g) of this method with that of other detection methods (ng/g) (n=3) 

化合物 本方法 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 方法 1[13]GC/MS 方法 2[2]HPLC-MS/MS 方法 3[16]GC-MS/MS 

UV-P 2.02 2 13.1 0.3 

UV-329 0.06 5  3.3  0.07 

UV-326 3.23 2 - 1.5 

UV-320 0.04 2  2.4 - 

UV-234 1.66 - - - 

UV-328 0.59 2 -  0.04 

注: -表示未检测该物质。 
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表 4  6 种苯并三唑类紫外线吸收剂的回收率和相对标准偏差(n=3) 
Table 4  Recoveries and RSDs of 6 kinds of benzotriazole UV absorbers (n=3) 

化合物 
2 ng/g 5 ng/g 

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 

UV-P 93.96  2.88 109.00  8.20 

UV-329 73.68 15.02  63.73  5.81 

UV-326 50.39  4.61  89.39 10.15 

UV-320 59.95 17.99  58.87  4.83 

UV-234 61.99  9.84  65.23 16.38 

UV-328 54.63 12.10  58.37 12.88 
 

3  结  论 

本研究以婴幼儿配方奶粉为对象, 选用超高分辨率

的 UHPLC Vanquish Flex tandem OrbitrapID-X 仪器, 建立

了同时测定 6 种苯并三唑类紫外线吸收剂的分析方法。该

方法在操作步骤、分析时间等方面较为简便、快速, 使用

有机试剂毒性相对较低、用量较少, 对环境污染小, 为婴

幼儿配方奶粉中苯并三唑类紫外线吸收剂的定性定量分析

提供了可靠的技术手段, 对于婴幼儿食品安全监测具有良

好的现实意义。 
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