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糖诱导相分离/超高效液相色谱-高分辨质谱法 
测定牛奶中高氯酸盐含量 

唐  玥 1,2, 李少华 2, 陈达炜 2*, 张丰香 1* 
(1. 山东第二医科大学公共卫生学院, 潍坊 261053; 2. 国家食品安全风险评估中心, 北京 100021) 

摘   要 : 目的  建立基于糖诱导相分离技术结合超高效液相色谱-高分辨质谱法(ultra performance liquid 

chromatography-high resolution mass spectrometry, UPLC-HRMS)测定牛奶中高氯酸盐含量的分析方法。方法  样

品制备采用乙腈为提取溶剂, 木糖为相分离诱导剂。分析物经 Poroshell 120 (50 mm×2.1 mm, 1.9 μm)色谱柱分离, 

以甲醇-1%乙酸水溶液为流动相进行梯度洗脱。采用电喷雾负离子模式与单一离子监测(targeted single ion 

monitoring, tSIM)扫描模式, 结合同位素内标法进行定量。结果  在 0.1~20.0 μg/L 的范围内, 高氯酸盐线性关

系良好(r2=0.9988)。方法检出限(limits of detection, LODs)和定量限(limits of quantification, LOQs)分别为 0.1 μg/L

和 0.3 μg/L; 3 个加标水平下, 回收率为 88.7%~116.8%, 相对标准偏差为 2.3%~8.1%。在 30 份牛奶样品的检测分

析中, 高氯酸盐的检出率达 100%。结论  该方法操作简便, 对样品净化效果良好, 具有低成本、高灵敏度的优

点, 适用于牛奶中高氯酸盐检测。 
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Determination of perchlorate content in milk by sugar-induced phase 
separation and ultra performance liquid chromatography-high  

resolution mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of perchlorate content in milk using 

sugar-induced phase separation and ultra performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometry 

(UPLC-HRMS). Methods  Acetonitrile was used as extraction solvent and xylose was used as phase separation 

inducer for sample preparation. The analyte was separated using a Poroshell 120 (50 mm×2.1 mm, 1.9 μm) 

chromatographic column and eluted with a gradient using a methanol-1% acetic acid aqueous solution as the mobile 
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phase. Quantification was performed by isotope internal standard method under electrospray negative ion mode and 

target single ion monitoring (targeted single ion monitoring, tSIM) acquisition mode. Results  Perchlorate showed a 

good linearity (r2=0.9988) in the range of 0.1–20.0 μg/L. The limits of detection (LODs) and limits of quantification 

(LOQs) of methods were 0.1 µg/L and 0.3 µg/L, respectively. Recoveries ranged from 88.7% to 116.8% at the 3 

spiked levels, with relative standard deviations ranging from 2.3% to 8.1%. Perchlorate was detected in 100% of the 

30 milk samples. Conclusion  The method is easy to operate, has a good effect on sample purification, and has the 

advantages of low cost and high sensitivity, which is suitable for the detection of perchlorate in milk. 
KEY WORDS: perchlorate; sugar-induced phase separation; ultra performance liquid chromatography-high 

resolution mass spectrometry; milk 
 
 

0  引  言 

高氯酸盐极性较大, 易溶于水, 是一种化学结构稳定

的常用氧化剂, 广泛存在于环境与食品中, 并可以通过多

种途径转移至人体内[1–4]。研究表明, 高氯酸盐会抑制甲状

腺对碘的吸收, 导致激素合成减少, 破坏甲状腺的正常功

能、代谢和发育; 严重时还会对骨髓和肌肉组织造成病理

影响, 导致甲状腺癌, 危害人体健康[5–8]。鉴于上述毒理学

效应 , 欧盟食品安全局规定食品中高氯酸盐的限量为

0.01~0.75 mg/kg[9]。目前, 世界上各类食品普遍受高氯酸盐

的污染。牛奶作为重要的动物源性食品, 富含蛋白质、钙、

磷、维生素、氨基酸等营养成分[10]。在牛奶的生产过程和

奶牛的繁殖阶段, 频繁使用含氯消毒剂或清洁剂来保持环

境卫生可能会导致牛奶中高氯酸盐含量过高[11]。我国是乳

品消费大国, 乳品质量安全与人体健康息息相关。因此, 
建立一种简单、快速、灵敏、准确的牛奶中高氯酸盐的检

测方法至关重要[12]。 
牛奶中的高氯酸盐含量较低, 常使用灵敏度高、选择

性强的离子色谱-串联质谱法(ion chromatography-tandem 
mass spectrometry, IC-MS/MS)、液相色谱-串联质谱法(liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)、超

高效液相色谱 - 高分辨质谱法 (ultra performance liquid 
chromatography-high resolution mass spectrometry, UPLC- 
HRMS)等进行检测[13–17]。然而, 质谱仪器对样品处理有较

高要求, 固相萃取、超声提取等前处理方法过程烦琐、操

作时间长, 因此, 开发更加快速、高效的提取和净化步骤

尤为重要。 
糖诱导乙腈 -水液液萃取 (sugar-induced liquid-liquid 

extraction, SU-LLE)是以糖作为相诱导剂, 引发乙腈相与

水相分离的前处理技术[18]。在对蜂蜜诱导的相分离研究中

发现, 由于蜂蜜中含大量果糖, 糖类物质可促使高氯酸盐

萃取到极性较低的乙腈相中[19]。基于此, 本研究以牛奶为

基质, SU-LLE 为前处理方法, 通过对糖种类和浓度、乙腈-
水的比例等参数进行优化, 有效净化和富集高氯酸盐, 建
立 UPLC-HRMS 测定牛奶中高氯酸盐含量的定量方法, 旨

在为牛奶中高氯酸盐的风险监测提供一种高效、准确和通

用的检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料、仪器与试剂 

牛奶样品购自北京各大超市。 
Dionex U3000/Q Exactive 静电场轨道阱高分辨质谱

仪(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 3K15 离心机(德国

Sigma 公司); 涡旋混合器 Vortex Genie 2(美国 Scientific 
Industries 公司); BSA224S 电子天平(感量 0.001 g, 德国

Sartorius 公司); Poroshell 120 分析柱(50 mm×2.1 mm, 1.9 μm) 
(美国 Agilent 公司)。 

高氯酸盐标准溶液(Cl16O4
–, 质量浓度 100 mg/L, 美

国 INORGANIC 公司); 高氯酸盐同位素内标溶液(Cl18O4
–, 

质量浓度 100 mg/L, 加拿大 TRC 公司); 甲醇、乙腈、乙酸、

甲酸(色谱纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司)。超纯水

由美国 Millipore 公司的 Milli-Q 仪器制得。 

1.2  标准溶液的配制 

标准中间溶液 : 分别精确量取 10 μL 质量浓度为

100 mg/L 的高氯酸盐标准溶液和高氯酸盐同位素内标溶

液, 用超纯水稀释, 配制成 1 mg/L 的各自标准中间溶液, 
并进一步用超纯水稀释, 配制成 100 μg/L的标准中间溶液, 
均储存于–30 ℃冰箱备用。 

标准工作溶液: 量取高氯酸盐标准中间溶液, 逐级

稀释至质量浓度为 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、
20.0 μg/L 的标准工作溶液, 分别加入 20 μL 的同位素内

标中间溶液(100 μg/L), 以确保实验的精确性和可靠性。 

1.3  样品制备 

准确量取 5 mL 牛奶样品于 15 mL 离心管, 加入 1.5 g
木糖和适量内标溶液, 涡旋混匀后, 得含木糖约 0.3 g/mL
的混合溶液。精确移取该混合溶液 400 μL, 加入 600 μL 乙

腈, 涡旋混匀 1 min 后, 15300 r/min 离心 10 min, 相分离后

将上层乙腈相转移至进样瓶中, 供仪器检测分析。 
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1.4  仪器条件 

色谱条件: Poroshell 120 分析柱(50 mm×2.1 mm, 1.9 μm), 
柱温 40 ℃, A流动相为甲醇, B 流动相为 1%乙酸水溶液, 梯度

洗脱, 流速为 0.6 mL/min。梯度洗脱程序: 0~0.8 min, 10% A; 
0.8~2.2 min, 10%~100% A; 2.2~2.5 min, 100% A 保持不变; 
2.5~4.0 min, 100%~10% A。进样体积为 5 μL。 

质谱条件: 采用 HRMS; 喷雾电压为 3 kV; 毛细管温

度 320 ℃; 加热温度 450 ℃; 采集模式为单一离子监测

(targeted single ion monitoring, tSIM)扫描模式; 分辨率为

70000 FWHM, 分离宽度为 5 Da, 自动增益控制(automatic 
gain control, AGC)为 2×105, 最大允许注入时间为 100 ms[20]。

Cl16O4
– 的定量 离子为 m/z 98.9481, 定性 离子为 m/z 

100.9451; Cl18O4
–的定量离子为 m/z 106.9678。 

1.5  数据处理 

加标样品平行测定 6 次, 实际样品平行测定 3 次。采

用 Microsoft Excel 2010 进行数据统计和分析 , 采用

Graphpad 9.5 软件进行图表绘制。 

2  结果与分析 

2.1  仪器条件的优化 

对于极性和亲水性化合物, 合适的色谱柱对从复杂

基质中分离目标物起着至关重要的作用。文献[20–21]表明, 
高氯酸盐由于其高极性, 在 C18 柱上难以保留。Poroshell 
120 分析柱对高氯酸盐具有良好的分离和保留性能, 且该

柱效率长期稳定 , 适合作为高氯酸盐检测的色谱柱。在

HRMS 中, tSIM 采集模式基于高氯酸盐精确母离子(m/z 
98.9481)单一靶向监测, 分离宽度较于常规的全扫描模式

明显较窄, 故具有更好的定量检测性能。与全扫描模式相

比, tSIM 模式线性范围更广, 标准偏差更低, 更适合于痕

量水平目标物的检测分析[21]。 
此外, 流动相体系直接决定了目标物的响应、峰型以

及出峰时间[22]。食品中高氯酸盐常用的液相分离流动相有

甲醇-水和乙腈-水两种体系。与乙腈相比, 甲醇作为流动相

对 Cl16O4
–和 Cl18O4

–具有良好的分离性和较高的响应值, 
可有效去除基质中的干扰影响[23–24]。由于高氯酸盐具有高

极性, 以离子态盐的形式普遍存在, 通常在检测时会在纯

水流动相中加入一定量的乙酸, 使高氯酸盐形成高氯酸, 
进而提高其在色谱柱的保留行为, 以此改善峰型和保留效

果[20,25]。实验比较了甲醇-0.2%乙酸水、甲醇-0.5%乙酸水

和甲醇-1%乙酸水的提取效果, 结果显示, 随着乙酸水浓

度的提高, 高氯酸盐的峰形改善明显, 且 1%乙酸水相对

0.5%乙酸水具有更为对称的峰形。因此, 确定 A 流动相为

甲醇, B 流动相为 1%乙酸水, 梯度洗脱程序见“1.4”。 

2.2  样品前处理方法的选择与优化 

前处理预实验中, 配制加标高氯酸盐于 60%乙腈-糖
水溶液, 涡旋混匀静置 1 min 后诱导相分离, 检测分析发

现高氯酸盐大部分富集于上层乙腈相。随后围绕糖析诱导

剂种类、浓度以及萃取溶剂的浓度 3 个指标进行优化, 选
取最佳提取条件。 
2.2.1  糖析诱导剂种类的选择 

糖析诱导剂的种类决定了乙腈与样品水溶液能否发

生相分离, 以及相分离后上层乙腈相的体积。目前常用的

诱导剂为单糖, 如葡萄糖、果糖、木糖; 或二糖, 如蔗糖、

麦芽糖等[26]。本研究考察了 5 种糖析剂, 比较其相分离情

况。图 1 结果显示, 相同条件下, 木糖富集倍数高且回收

率更接近 100%, 最终选择木糖作为糖析诱导剂。 
2.2.2  糖析诱导剂浓度的选择 

糖析诱导剂的添加量也是影响相分离程度的因素。在

以往的糖诱导中, 随着糖浓度的升高, 上层乙腈相的富集

效果越好, 且糖微溶乙腈、易溶于水, 故上层有机相中糖

含量远远低于下层[27–28]。相分离后乙腈相的体积决定了该

方法的富集倍数和萃取效率。本研究对添加糖析诱导剂的

浓度进行了优化, 以便在上层乙腈相中高效萃取高氯酸盐。 
 

 
 

图1  不同种类糖析诱导剂的富集倍数(A)和绝对回收率(B) (n=3) 
Fig.1  Enrichment factor (A) and absolute recoveries (B) of different types of sugar inducers (n=3) 
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图 2 结果显示, 木糖质量浓度在 0.18 g/mL 时, 可以诱导 60%
乙腈-水的混合溶液相分离。当木糖质量浓度为 0.30 g/mL 时, 
萃取效率达到最佳 , 且在更高浓度 (0.35 g/mL)下 , 与

0.30 g/mL 时的萃取效率无明显差别。为了减少杂质引入

和节约试剂, 最终选择质量浓度为 0.30 g/mL的木糖作为

糖析诱导剂。 
 

 
 

注: NS表示两者无显著性差异。 
图2  不同质量浓度木糖的富集倍数 

Fig.2  Enrichment factor of xylose at different mass concentrations 
 

2.2.3  萃取溶剂浓度的选择 
牛奶基质成分复杂, 含有蛋白质、脂肪及其他高极性

干扰成分[29]。本前处理方法选择乙腈作为萃取剂, 不仅可

以对目标化合物直接提取, 还可以沉淀牛奶样品中的蛋白, 
经离心辅助后可去除牛奶中大部分的蛋白质[30]。 

乙腈体积是影响相分离程度的因素之一, 不同比例

的乙腈-水溶液可以产生不同的相体积比, 本研究利用回

收率和富集倍数对高氯酸盐的提取效率进行评价。结果显

示, 在糖析诱导剂质量不变的情况下, 随着乙腈体积增加

(400、500、600、700、800 μL), 萃取分层后上层有机相的

体积随之增加(50、450、580、760、900 μL)。图 3 所示, 当
乙腈比例上升时, 高氯酸盐的富集倍数呈现降低的趋势, 
绝对回收率随乙腈比例的提高而增加。乙腈比例为 40%时, 
虽然富集倍数较高, 但绝对回收率在 4 个浓度中却最低。

当乙腈浓度为 60%时显示出较好的富集倍数和较高的绝对

回收率。综合考察后, 最终选取比例为 60%的乙腈-水混合

物作为萃取溶剂。 

2.3  方法学考察 

2.3.1  基质效应 
以纯溶剂和不含待测物的空白牛奶基质提取液分别

绘制标准曲线, 通过比较两条标准曲线的斜率比评估基

质效应(matrix effect, ME)的影响。ME 越接近 100%, 表
明 ME 越小。ME>100%表示基质增强; ME<100%表示基

质 抑 制 。 本 实 验 ME 为 95.3%, 在 可 接 受 范 围 内

(80%~120%)[31–34]。 
2.3.2  线性范围、检出限与定量限 

配制质量浓度为 0.1~20.0 μg/L 的标准工作溶液, 均
含 2 μg/L 的同位素内标。以高氯酸盐的质量浓度(X, μg/L)
为横坐标, 高氯酸盐与同位素内标的峰面积比值(Y)为纵坐

标, 绘制标准曲线。结果表明在 0.1~20.0 μg/L 的高氯酸盐

质量浓度范围内具有良好的线性关系 , 线性方程为

Y=0.47692X+0.00093179, 相关系数 r2 为 0.9988。本研究采

用标准曲线下限浓度作为加标浓度, 分别以信噪比为 3 倍

和 10倍所获取的浓度为牛奶中高氯酸盐的检出限(limits of 
detection, LODs)和定量限(limits of quantification, LOQs)。
结果显示, 本研究的 LODs 和 LOQs 分别为 0.1 μg/L 和

0.3 μg/L, 满足实际检测要求。 

 

 

 
图3  不同比例乙腈和水混合物的富集倍数(A)和绝对回收率(B) 

Fig.3  Enrichment factor (A) and absolute recoveries (B) of acetonitrile and water mixtures in different ratios 
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2.3.3  准确度和精密度 
以空白牛奶样品作为空白基质进行加标, 选定 0.3、

1.0、10.0 μg/L 3 个质量浓度为加标水平, 按照 1.3 中的方

法对样品进行处理, 所有样本均重复平行操作 6 次, 以考

察本方法的回收率与相对标准偏差 (relative standard 
deviations, RSDs)。3 个加标水平中高氯酸盐的回收率为

88.7%~116.8%, RSDs 为 2.3%~8.1%。结果可知, 该方法具

有良好的准确度与精密度, 可用于测定牛奶中的高氯酸盐

含量。 

2.4  实际样品的测定 

对北京大型超市随机抽选的 30 份牛奶样品进行分析, 
每份样本均独立进行了 3 次检测。其中, 高氯酸盐检出率

为 100%, 质量浓度范围为 0.26~9.27 μg/L。实验结果表明

高氯酸盐在牛奶中的浓度水平较低, 结果较为稳定。 
为评价 30 份牛奶样品的基质影响, 对每份牛奶样

品提取液进行高氯酸盐同位素内标 Cl18O4
–的进样前加标

(2 μg/L), 计算其峰面积的 RSDs为 10.2%, 表明各个牛奶

样品间基质有所差异, 但在可接受范围内(80%~120%)。为

评价 30 份牛奶样品的准确度和精密度, 均匀混合 30 份牛

奶样品制备成 1 份混合牛奶样品, 对其进行高氯酸盐的测

定, 平行测定 6 份。结果显示该混合牛奶样品高氯酸盐含

量为 4.23 μg/L, RSDs 为 5.6%。与分别单独测定 30 份牛奶

样品中高氯酸盐的平均值(3.98 μg/L)相比 , 相对偏差在

10%以内, 表明本研究方法对 30 份实际牛奶样品中高氯酸

盐的检测具有较好的准确度和精密度。 

3  结  论 

本研究基于 SU-LLE 技术结合 UPLC-HRMS, 建立了

一种检测牛奶中高氯酸盐残留的方法。与其他检测方法相

比, 该方法操作简便, 重现性好, 无需使用固相萃取净化

柱, 通过直接提取糖析后的上层乙腈相, 有效消除样品基

质对高氯酸盐的影响。方法绿色环保, 对样品净化效果良

好, 富集倍数高, 回收率理想, 准确度和精密度均符合方

法学要求, 具有低成本、高灵敏度的优点, 适用于大批量

牛奶中高氯酸盐的检测分析。 
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