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摘要 建立了同时检测海产品中4种烷基酚包括4-壬基酚(4-NP)、4-辛基酚(4-OP)、4-n-壬基酚(4-n-NP)、

4-t-辛基酚(4-t-OP)及双酚A(BPA)2类药物的高效液相色谱串联质谱的分析方法。样品经过乙腈超声提取和

PSA固相萃取小柱净化后,使用高效液相色谱串联质谱仪测定,外标法定量。方法的检出限(信噪比S/N=3)
及定量限(信噪比S/N=10)分别为0.07~0.30μg/kg和0.2~1.0μg/kg,4种烷基酚及双酚A在0.5~300.0

μg/L范围内线性关系良好,相关系数为0.9918~0.9999,在5~100μg/kg范围内回收率试验通过空白样品加

标来实现,平均加标回收率为60%~127%(n=6),相对标准偏差为2.2%~39.9%,该方法可满足进出口海产

品中多种烷基酚及双酚A残留的检测需要。  
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  烷基酚(alkylphenols,APs)及双酚 A(bisphe-
nolA,BPA)都属于环境内分泌干扰物(endocrine-
disruptingcompounds,EDCs),这些人造化合物被

广泛用于工业及生活用品加工。BPA是工业高聚

物单体,大量用于塑料制造及抗氧化剂等工业制

造[1]。APs 主 要 包 括 壬 基 酚 (NP)和 辛 基 酚

(OP)[2],它既是烷基酚聚氧乙烯醚(APEOs)合成

原料,也是其降解产物。APEOs广泛用于工业添加

剂、农药、洗涤剂及化妆品中。这些物质使用量巨

大,美国、欧洲及日本等地区陆续报道在水和沉积物

中检测出APs[3-5]。我国也有相关报道,普遍在水体

中检出APs[6]。虽然这些EDCs在地表水中的浓度

很低,但有报道显示 APs及BPA已经对水生生物

产生不利影响,如APs会对生物体的DNA产生化

学损伤等[7]。由于这些潜在的健康威胁,APs及

BPA类物质的研究也越来越受到关注。近年来,欧
盟、加拿大及国际环保纺织协会等地区及国际组织

纷纷限制甚至禁止APs及BPA类物质的使用[8]。
目前,国内外对 APs及BPA的研究多集中于

水体和沉积物等样品[9-12],少部分关注食品如乳制

品等[13],关注海产品APs及BPA测定方法的报道

很少。APs及BPA的检测方法常用的有液质联用

技术(LC-MS)[9-13]和气质联用技术(GC-MS)[14-18]。
现有的报道多集中于气质联用技术,但使用GC-MS
方法 时 APs的 衍 生 化 无 疑 增 加 了 实 验 的 复 杂

程度[18-21]。
笔者比较了不同的萃取溶剂及SPE柱对萃取

效果的影响,以PSA柱作为固相萃取柱,利用液相

萃取结合固相萃取技术进行样品前处理,建立了

LC-MS/MS同时检测海产品中 APs及BPA浓度

的方法,将该方法应用于实际海捕野生水产品的检

测,对海产品污染状况进行直接评估,旨在建立高灵

敏度的检测方法,同时减少测定中的试剂用量以适

应大规模样品测定的需要。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

安捷伦1200系列液相(安捷伦科技,美国)串联
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ABAPI5000三重四级杆质谱(AppliedBiology,美
国),CTCAnalytics自动进样器;watersXBridge
C18柱(100mm×2.1mm,i.d.,5μm);安捷伦

ZorbaxEclipseXDBC8(150mm×4.6mm,i.d.,
5μm);电子天平,MetterToledoPL2002型;涡旋

混合器,Scientificindustries,G560E型;超声水浴

锅;离心机,Sigma,2-16P型;旋转蒸发仪,Buchi,
R-215型;氮吹仪,N-EVAP112,OA;冷冻干燥机,
Labconco,Freezone2.5。甲醇、乙腈、正己烷、丙
酮、乙酸乙酯、甲酸及乙酸均为色谱纯,购于Tedia;
乙酸 铵 (色 谱 纯)购 于 Roescientific;PSA 柱

(1g/6mL)购于迪马;超纯水(Milli-Qsystem)。
标准品4-t-OP、4-OP、4-NP、4-n-NP及BPA购于

Sigma-Aldrich,纯度大于98%,用乙腈配制成标准储

备液(1000mg/L),避光储存于-20℃条件下。
1.2 样品处理

鱼去皮取肌肉组织,虾去壳取虾仁,贝类去壳打

碎,所有样品经冷冻干燥后,称取1.00g于15mL
具塞玻璃离心管中,加入10mL乙腈涡旋1min,然
后手动振荡50s,超声15min,1500r/min离心

5min,将乙腈相移入50mL鸡心瓶中,残渣再用10
mL乙腈重复上述步骤提取1次,合并上清液,将合

并后的乙腈提取液旋转蒸干,用1mL正己烷溶解

鸡心瓶中的残渣,溶解液超声1min,涡旋30s,待
净化。依次用5mL丙酮、5mL正己烷活化PSA
柱,1mL溶解液过柱,依次用5mL甲醇、5mL
3%(V/V)甲酸-甲醇溶液洗脱,收集洗脱液于10
mL玻璃管中,40℃下氮气吹干,用1mL乙腈定容

溶解,涡旋1min后过0.22μm滤膜后测定。
1.3 液相色谱分析条件

色谱柱:watersXBridgeC18柱(100mm×2.1
mm,i.d.,5μm);柱温:40℃;流速250μL/min;进
样体积10μL;流动相:A相为0.3%(V/V)氨水-甲
醇溶液,B相为0.3%(V/V)氨水溶液,梯度洗脱程

序:0min,20% A;2min,65% A;6~12min,100%
A;12.2~19min,20% A。
1.4 质谱分析条件

离子化模式:ESI-;质谱分辨率:单位分辨率;
雾化气(GS1):60L/min(氮气);气帘气(CUR):35
L/min(氮气);喷雾电压(IS):-4500V;去溶剂温

度(TEM):450℃;辅助加热气(GS2):60L/min(氮
气);碰撞气(CAD):4L/min(氮气)。其他质谱参

数见表1。
表1 烷基酚及双酚A类物质的保留时间和质谱优化条件

Table1 HPLCretentiontimesandoptimizedmassspectrometricparametersforAPsandBPA

化合物

Compounds
保留时间/min
Retentiontime

母离子(m/z)
Parention

子离子(m/z)
Production

DP/V CE/V
采集时间/ms
Acquisitiontime

4-t-OP 8.98 205.4
133.4 -153 -30.0 50
118.1 -154 -53.0 50

4-OP 9.42 205.6
106.1 -135 -24.0 50
119.0 -91 -47.0 50

4-NP 9.31 219.4
133.4 -66 -42.0 50
147.3 -64 -30.0 50

4-n-NP 9.70 219.4
106.1 -116 -27.0 50
219.4 -131 -11.0 50

BPA 7.70 227.2
133.5 -102 -33.0 50
212.3 -110 -23.8 50

2 结果与分析

2.1 色谱分离条件优化

1)色谱柱的选择。几种烷基酚的极性差异很

小,这是由于4-NP与4-n-NP,4-t-OP与4-OP为同

分异构体,性质极其相似,在质谱扫描的母离子与子

离子的质量相差很小(表1),只有在液相色谱部分

将化合物实现色谱分离,才能保证定量的准确性。
试验比较2款不同碳含量的色谱柱,ZorbaxEclipse
XDBC8(150mm×4.6mm,i.d.,5μm)(图1A)和

watersXBridgeC18(100 mm×2.1 mm,i.d.,

5μm)色谱柱的分离效果(图1B)。从峰形上来看,

2款色谱柱都能保证烷基酚及双酚A有较对称的峰

形;从分离度上来看,watersXBridgeC18柱的分离

效果 要 优 于 ZorbaxEclipseXDBC8 柱,waters
XBridgeC18柱对于OP及 NP的同分异构体的保

留时间差分别为0.43、0.40min,而ZorbaxEclipse
XDBC8柱却只有0.20、0.13min;从分离时间上来

看,ZorbaxEclipseXDBC8柱能够在较短的时间内

出现所有的峰。综合考虑,对于BPA 而言,其在
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2款色谱柱上的峰形及保留时间差别不大,但烷基

酚类物质明显在C18柱上分离效果更好。因此,选
择watersXBridgeC18作为同时检测烷基酚及双酚

A的色谱柱,会产生更好的分离效果,满足质谱检测

要求。

2)流动相的选择与优化。pH值会对烷基酚及

双酚A物质分离和保留及质谱电离的结果产生影

响。使用 watersXBridgeC18柱进一步优化流动

相,测试2种条件:碱性流动相条件,0.3%(V/V)氨
水溶液(图2A);酸性流动相条件,0.1%(V/V)乙酸

水溶液(图2B)。有机相均采用甲醇作为流动相。
通过比较发现在碱性条件下,烷基酚类物质子离子

的响应值有1.3×105~8.5×105cps,双酚A的响

应值有1.3×104cps;而在酸性条件下,烷基酚的响

图1 50μg/L烷基酚及双酚A使用ZorbaxEclipseXDBC8色谱柱(A)及watersXBridgeC18色谱柱(B)

分离后的MRM扫描图谱

Fig.1 Chromatogramof50μg/LalkylphenolsandBPAunderMRMscanmodeon
ZorbaxEclipseXDBC8(A)andwatersXBridgeC18(B)columns

图2 碱性及酸性条件下50μg/L烷基酚及双酚A的MRM扫描图谱

Fig.2 Chromatogramof50μg/LalkylphenolsandBPAunderacidicorbasicchromatographicconditions

45
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应值要小于碱性条件,为1.3×104~1.8×105cps,
两者相差1个数量级,而双酚 A 甚至都不出峰

(图2)。因此,试验中选择碱性条件作为烷基酚的流

动相。进一步优化流动相,在甲醇中添加相同体积

比的氨水溶液改善烷基酚的峰形并提高响应值,最
终将流动相确定为A相为0.3%(V/V)氨水溶液,B
相为0.3%(V/V)氨水甲醇溶液。
3)质谱条件优化。采用50μg/L的烷基酚类化

合物及双酚A的标准溶液分别以流动注射的方式

在ESI正离子和ESI负离子2种模式下进行母离子

扫描,比较发现负离子模式下烷基酚及双酚A有较

高的响应值和对称的峰形。选择在ESI负离子下

对母离子进行全扫,质量扫描范围(m/z)为100~
300,对其子离子进行全扫,选择响应值最高及稳定

性最好的2个子离子作为定量及定性离子,优化各

自的碰撞能量,从而保证仪器检测的灵敏度和准确

性。最后在多反应监测(MRM)负离子模式下优化

各种质谱参数,得到各个最佳质谱参数(表1)。
2.2 样品提取与净化条件的优化

水产动物组织成分复杂,科学、合理的检测方法

不仅要考虑技术要求,还必须充分考虑社会要求。
样品前处理过程一般包括样品的采集、提取和净

化[21]。烷基酚类物质易溶于乙酸乙酯、正己烷、乙
腈等有机溶剂,考察乙酸乙酯、正己烷及乙腈3种试

剂对于烷基酚和双酚A的提取效果,结果发现3种

试剂对烷基酚和双酚 A的提取效率都可以达到检

测要求,但是乙酸乙酯及正己烷在提取过程中会同

时提取大量的油脂和蛋白等杂质,乙腈提取的共提

取物较少,因此,提取试剂选择乙腈。
分别考察PSA固相萃取小柱和 OasisHLB固

相萃取小柱对样品的净化效果,比较2种固相萃取

小柱的回收率发现,PSA小柱有明显的优势(图3),
HLB与PSA两种固相萃取小柱对烷基酚及BPA
类物质的回收率都介于60%~120%之间,比较后

发现,PSA柱对于烷基酚类物质的回收率普遍要大

于 HLB 柱,虽 然 对 于 BPA 的 回 收 率 要 稍 低 于

HLB,但是两者差别没有超过3%。因此,从回收率

来看,PSA小柱更具有优势。在全扫描模式下,分
别分析HLB及PSA净化过的样品,比较两者的总

离子流图,发现使用 HLB净化的样品在 APs和

BPA出峰时间段内有较高的噪声值(图4)。相比较

而言,PSA噪声值很低,说明PSA的净化效果要高

于HLB。因此,综合比较以上2个指标发现,PSA
柱对于净化海产品的提取液,保留APs及BPA有

图3 不同SPE柱净化结果比较

Fig.3 PurifiedresultsofdifferenttypesofSPEcartridges

图4 使用不同SPE柱所得样品的全扫总离子图

Fig.4 Totalionschromatogramsofdifferenttypes
ofSPEcartridgesonfullscanmode

更大的优势。
2.3 样品基质效应的消除

尽管样品经过一定程度的净化,但是仍然无法

完全消除基质效应。试验发现样品处理后存在较强

的基质抑制效应,消除该效应常用的方法之一是加

入同位素内标,但由于同位素内标价格昂贵,因此,
本试验选择空白样品基质加标消除样品的基质

效应。
2.4 方法线性范围和检出限

用空白样品提取液逐渐稀释标准混合工作液,
配制一系列在0.5~300.0μg/L范围内不同质量浓

度的含基质混合标准溶液进行测定。以各组分定量

离子对的峰面积(y)为纵坐标,基质配标准工作溶

液质量浓度(x,μg/L)为横坐标绘制标准曲线。结

果表明,4种烷基酚在0.5~300.0μg/L范围内线

性良好,相关系数在0.9918~0.9999,可以满足定

量分析的要求。以3倍信噪比确定方法的检出限,
10倍信噪比确定方法的定量限,通过3种空白样品

基质(鱼、虾及贝)不同浓度加标,最终确定方法的检

出限和定量限分别为0.07~0.30μg/kg和0.2~
2.0μg/kg(表2)。
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表2 鱼、虾、贝类海产品中烷基酚及双酚A的线性回归方程、相关系数、检出限及定量限

Table2 Calibrationcurve,correlationcoefficient,methoddetectionlimitandmethod

quantificationlimitofAPsandBPAinfreshfish,seashellsandshrimps

化合物

Compounds
基质

Matrix
标准曲线

Standardcurve
相关系数R2

Correlationcoefficient
检出限/(μg/kg)

LOD
定量限/(μg/kg)

LOQ

4-NP
鱼Fish y=8.66×103x+1.31×105 0.9965 0.15 0.3
贝类Shellfish y=7.08×103x+1.29×105 0.9980 0.07 0.2
虾Shrimp y=1.00×104x+1.64×105 0.9980 0.07 0.2

4-n-NP
鱼Fish y=2.71×104x-1.82×105 0.9940 0.30 0.8
贝类Shellfish y=4.21×104x-7.85×104 0.9988 0.08 0.3
虾Shrimp y=5.45×104x-8.21×104 0.9995 0.07 0.2

4-OP
鱼Fish y=1.41×104x-4.85×104 0.9977 0.20 0.5
贝类Shellfish y=1.85×104x-8.86×103 0.9997 0.10 0.3
虾Shrimp y=1.62×104x-2.45×104 0.9995 0.10 0.3

4-t-OP
鱼Fish y=1.48×104x-1.11×105 0.9918 0.20 0.5
贝类Shellfish y=1×104x-3.03×104 0.9976 0.40 1.1
虾Shrimp y=1.74×104x-4.33×104 0.9986 0.20 0.5

BPA
鱼Fish y=1.87×103x-2.15×103 0.9999 0.50 2.0
贝类Shellfish y=1.38×103x-893 0.9997 0.40 2.0
虾Shrimp y=1.91×103x-2.89×103 0.9997 0.40 1.1

2.5 方法回收率和精密度

分别在10、50、100μg/kg3个含量水平下对空

白样品加标,每个水平6个平行,测定平均回收率及

精密度(表3)。在10~100μg/kg范围内,4种烷基

酚及双酚A的回收率在60%~127%之间,相对标

准偏差在2.2%~39.9%之间,均符合残留检测的

要求。
2.6 实际样品测定

按照前文方法对浙江象山海域、除象山外的宁

波海域及舟山海域捕捞的海产品进行测定,共检测

样品26批,包括鱼、虾及贝类,所测样品中的烷基酚

及双酚A残留量见表4。从实际样品检测结果发现

表3 鱼、虾、贝类海产品中烷基酚及双酚A的平均添加回收率与相对标准偏差(n=6)
Table3 MeanrecoveriesandRSDsofAPsandBPAinfreshfish,seashellsandshrimps(n=6) %

化合物

Compounds

基质

Matrix

加标量/(μg/kg)Addedamount
10

平均回收率

Averagerecovery
RSD

50
平均回收率

Averagerecovery
RSD

100
平均回收率

Averagerecovery
RSD

4-NP

鱼Fish 127 36.2 74 31.4 88 24.3

贝类Shellfish 126 24.8 95 18.7 93 12.0

虾Shrimp 95 23.2 113 35.1 110 39.9

4-n-NP

鱼Fish 71 14.3 67 10.1 62 8.7

贝类Shellfish 95 8.3 84 10.3 81 12.1

虾Shrimp 71 23.2 88 28.2 87 13.0

4-OP

鱼Fish 73 13.0 60 18.0 71 20.0

贝类Shellfish 111 4.9 101 3.6 91 10.6

虾Shrimp 70 31.4 80.3 23.2 81 3.7

4-t-OP

鱼Fish 95 8.6 77 9.5 79 13.7

贝类Shellfish 88 11.7 97 10.7 92 16.7

虾Shrimp 78 5.8 97 31.9 96 10.5

BPA

鱼Fish 90 20.3 103 11.6 94 13.7

贝类Shellfish 112 3.4 108 2.2 86 9.5

虾Shrimp 69 25.5 60 32.4 76 9.3
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表4 实际海捕鱼、虾、贝类海产品中烷基酚及双酚A的残留量1)

Table4 ConcentrationsofAPsandBPAinfreshfish,seashellsandshrimpsfromcoastalseaareasofNingbo,ZhoushanandXiangshan

区域 Area 样品Sample
含量/(μg/kg)Concentration

4-NP 4-n-NP 4-OP 4-t-OP BPA

象山海域

Xiangshanseaarea

虾-1Shrimp-1 6.4 0.5 2.5 ND ND

虾-2Shrimp-2 9.1 3.0 2.8 2.2 ND

虾-3Shrimp-3 9.0 1.0 2.9 0.8 ND

虾-4Shrimp-4 44.0 ND 2.9 ND 0.9

虾-5Shrimp-5 29.8 ND 2.8 2.0 1.2

虾-6Shrimp-6 98.5 1.3 2.5 1.2 2.4

虾-7Shrimp-7 4.9 ND 2.4 ND ND

虾-8Shrimp-8 83.5 1.2 2.1 ND ND

虾-9Shrimp-9 2.9 0.9 2.2 ND 1.5

虾-10Shrimp-10 ND ND 2.4 ND 6.5

虾-11Shrimp-11 3.8 ND 2.5 ND 8.6

除象山外的宁波海域

NingboseaareaexceptXiangshan

贝-1Shellfish-1 277.7 4.5 0.7 ND 0.7
贝-2Shellfish-2 657.5 3.0 0.5 2.6 1.8
贝-3Shellfish-3 306.5 0.8 0.4 1.2 ND
虾-1Shrimp-1 130.2 0.9 1.3 ND 0.9
虾-2Shrimp-2 20.1 2.1 0.5 3.2 1.3
鱼-1Fish-1 346.2 1.8 1.8 0.8 0.3
鱼-2Fish-2 114.0 2.9 ND 1.5 7.5

舟山海域

Zhoushanseaarea

贝-1Shellfish-1 18.1 0.1 0.2 0.3 0.2
贝-2Shellfish-2 4.2 0.1 0.2 0.1 0.4
虾-1Shrimp-1 1.9 0.4 0.5 1.0 0.8
虾-2Shrimp-2 5.7 0.4 0.4 0.8 0.7
虾-3Shrimp-3 1.5 0.4 0.5 0.9 0.8
鱼-1Fish-1 10.3 ND ND 0.5 1.2
鱼-2Fish-2 79.3 0.1 ND 0.9 0.6
鱼-3Fish-3 5.7 0.9 1.5 0.9 0.5

 1)ND:没有检出Undetected.

3个海域的捕捞样品中4-NP的含量较高,其中除象

山外的宁波海域鱼虾贝样品中4-NP的含量最高,
在20.1~657.5μg/kg之间,象山及舟山海域所捕

的海产品中4-NP含量在1.5~98.5μg/kg之间,
其他化合物含量较低,普遍低于5μg/kg,甚至没有

检出(ND)。这说明4-NP已经对水产品造成普遍

的污染,尤其是宁波地区的污染最为严重,应该及时

制定相应政策进行污染控制。

3 讨 论

本研究通过对鱼、虾及贝类等海产品中的烷基

酚及双酚A进行提取、分离、净化等优化试验,建立

了液相色谱串联质谱法同时测定海产品中烷基酚及

双酚A的方法,填补了现有方法的空缺。现有研究

中,选择同时测定海产品中 APs及BPA的报道很

少,现有报道有Basheer等[17]成功使用 GC-MS方

法同时测定超市出售海产品中 APs及BPA 的含

量,从而评估超市中海产品的潜在风险,该方法的检

测限4-t-辛基酚(4-t-OP)达到0.150μg/kg,4-壬基

酚(4-NP)达到0.164μg/kg,但是超市所售海产品

在原料运输及粗加工存储过程中可能会因为洗涤剂

(含有APs)及塑料包装(含有BPA)造成人为污染,
这样会导致所测样品的APs及BPA浓度过高。也

有报道选择用LC-MS来测定生物样品中的APs和

BPA,如邵兵等[19]采用加速溶剂萃取结合固相萃取

(SPE)净化技术建立LC-MS/MS方法测定动物组

织中的APs和BPA,该方法检测灵敏度高,BPA的

检测限达到0.3μg/kg,4-NP达到0.05μg/kg,辛
基酚(OP)达到0.1μg/kg,但是该方法使用的萃取

溶剂二氯甲烷毒性大,加速溶剂萃取周期较长,有机

溶剂使用量巨大(>100mL),因此不适用于大批量

样品测定。徐英江等[20]采用乙酸乙酯液相萃取水
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产品中APs和BPA,采用 HLB固相萃取柱净化样

品,并使用UPLC-MS/MS来分析样品,虽然该方法

的检出限达到NP0.1μg/kg,OP0.2μg/kg,但是

该方法前处理过程中使用大量(70mL)的有机试

剂,固相萃取过程操作繁琐,费时费力,大批量处理

样品时也面临着产生众多有机废液及前处理耗时久

等问题。
本研究采用液相萃取结合固相萃取的技术对海

产品中的双酚A和烷基酚进行分离检测,该方法能

够进行准确的定性与定量,同时操作简单、准确、灵
敏度高,节省时间又降低实验成本,准确度与精密度

符合烷基酚及双酚A的残留检测需要,因此可以作

为通用快捷的检测方法进行推广。
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SimultaneouslydeterminingalkylphenolsandbisphenolA
residuesinseafoodbyhigh-performanceliquidchromatography

withtandemmassspectrometry

YUXue-jun1 GUYun-yun2 FENGRui1 GEXiao-ming1 CHENMeng-yu1

NIMei-lin1 HUXia-lin2 ZHONGYing-ying1

1.NingboEntry-ExitInspectionandQuarantineBureau,Ningbo315012,China;

2.StateKeyLaboratoryofPollutionControlandResourcesReuse,

CollegeofEnvironmentalScienceandEngineering,

TongjiUniversity,Shanghai200092,China

Abstract Aliquidchromatographywithtandemmassspectrometry(HPLC-MS/MS)methodwas
developedforsimultaneouslydeterminingresiduesoffouralkylphenols(APs)andbisphenolAinfresh
fishes,shellfishes,andshrimps.Thesampleswereultrasonicallyextractedwithacetonitrile,andthenpu-
rifiedbyPSAsolid-phaseextractioncartridge.Limitsofdetectionwerebetween0.07μg/kgand0.30

μg/kg,andthelimitsofquantificationwerebetween0.2μg/kgand1.0μg/kg.Theacceptablelinearity
wasbetween0.5-300.0μg/L,andtherelatedcorrelationcoefficientswerebetween0.9918-0.9999.Re-
coverystudieswerecarriedoutonspikedsampleswithconcentrationsbetween5-100μg/kg,andtheav-
eragerecoverieswerebetween60%-127%(n=6)withCVsof2.2%-39.9%.Themethodwasreliable,

convenientandsuitablefordeterminingAPsandBPAinseafoodinimport-exporttrade.
Keywords liquidchromatographywithtandem massspectrometry(LC-MS/MS);residuedeter-

mination;alkylphenols;bisphenolA;seafood
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