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摘要：采用高效液相色谱 4质谱联用（B0C>4D/）技术，在负离子扫描模式下建立了原料奶的乙腈提取成分的指纹图

谱。采用乙腈和 ". #E 的乙酸水溶液为流动相进行二元梯度洗脱，柱温 &" F ，分析时间为 $’ 579。确定了 ## 个共

有峰，以其中的 ) 号峰为参照物，通过相对峰面积和相对保留时间进行了方法学考察。结果表明，本方法具有良好

的重现性，各指纹峰相对保留时间的相对标准偏差（G/,）小于 ". )%E，相对峰面积的 G/, 小于 !. $*E。在原料 奶

指纹图谱基础上，选取有代表性的危害物如防腐剂苯甲酸等进行了添加，建立了危害物添加图谱，对沈阳地区超市

的 ’" 个纯牛奶样品进行了筛查，取得初步的应用结果。
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, , 指纹图谱技术是一种综合的、宏观的质量控制

手段，明显区别于现行的显微鉴别、理化检验和含量

测定等方法，具有整体性、相对稳定性和模糊性等特

点［#］，特别适用于成分复杂和有效成分不明确物质

的伪劣鉴别和质量控制，是世界卫生组织（AB&）和

美国食品和药物管理局（X,H）［!，&］等组织和机构普

遍接受和认可的一种质量评价模式。目前指纹图谱

技术主要被应用于中药和天然药物的真伪鉴别和质

量控制［* / -］，其中色谱及质谱 技 术 是 指 纹 图 谱 的 主

要研究手段［) / %］。
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# # 原料奶是奶制品的源头，优质的原料奶供应是

奶制品质量安全的根本保证。牛奶成分复杂，单纯

检测个别营养指标和可能引入的不安全指标来控制

其质量，存在明显的不确定性。同一产品往往需多

个指标分项检测，耗时长，费用高，而且检测指标较

为单一，难以体现产品整体质量特征。近年来指纹

图谱技术被逐渐引入食品分析领域，!"##$ 等［$%］采用

气相色谱%质谱（&’%(!）技 术 对 白 葡 萄 酒 中 &! 种

香气成分进行 了 定 性 和 定 量 分 析；)* 等［$$］建 立 了

中国熏肉的 ’% 种风味物质的指纹图谱。针对奶制

品，李武等［$!］构 建 了 酸 奶 的 +’,（ 聚 合 酶 链 反 应）

指纹图谱，对其菌种组成及稳定性进行评价，-./01
等［$(］对山羊奶中脂肪酸进行了轮廓分析，并探讨了

不同脂肪来源的浓缩饲料对其的影响。本研究利用

液相色谱%质谱（2+3’%(!）技术建立了原料奶乙腈

提取成分的指纹图谱，在一定程度上客观反映了原

料奶的整体质量特征，并在此基础上建立了危害物

的标准添加图谱，为原料奶的质量控制和奶制品中

有害物筛查体系的研究提供了方法学参考。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

# # 456"71 !)*+ 2+3’ 仪，456"71 89’%%% 质谱仪

（ 美国 456"71 公 司 ）；:9%!+%; 型 超 声 波 清 洗 器

（ 江苏昆山 超 声 仪 器 有 限 公 司）；($##$%9 超 纯 水 系

统（ 美国 ($##$<=7" 公司）；-)-3> ?%$%%% 旋转蒸发

仪（ 日本 -@"#5 公司）；低温离心机（ 日本 2$65AB$ 公

司）；超低温冰箱（ 日本 !5/@= 公司）。

# # 冰乙酸（ 分 析 纯，天 津 市 博 迪 化 工 有 限 公 司）；

乙腈（ 分析 纯，天 津 市 康 科 德 科 技 有 限 公 司）；正 己

烷（ 色谱纯，美国 C$1B"7 公司）；乙腈（ 色谱纯，德国

("7A. 有限公司）。

! ! #" 原料奶采集和贮存

# # 以标准化养殖的奶牛所产原料奶作为原料奶的

基础样本，以散户养殖和奶站混合罐装原料奶为校

对样本，从 而 保 证 所 建 立 的 指 纹 图 谱 具 有 代 表 性。

基础样本采自沈阳辉山牧场 $% 头健康奶牛，每头牛

采集约 +%% D3 奶 样；校 对 样 本 采 自 沈 阳 苏 家 屯 八

一镇奶牛场 + 头健康奶牛样本和沈阳伊利奶站 + 个

混合牛奶样本。上 述 样 本 采 用 , &% E 超 低 温 冰 箱

保存，用前取出，室温解冻，混匀，备用。

! ! $" 供试样品溶液制备

# # 取原料 奶 约 +% F 于 离 心 管 中，加 入 "% D3 乙

腈，超声提取 !% D$/，$% E 下以$+ %%% 7 G D$/ 离心

!% D$/，上清液转移至具塞量筒中。向具 塞 量 筒 中

加入氯化钠 $% - $! F，充分振摇，静置分层，乙腈层

转移至鸡心瓶中，(+ E 下旋蒸至近干。用 $ D3 色

谱纯乙腈洗涤鸡心瓶内的提取物，洗脱液转移 至 +
D3 离心管中，加入 ( D3 正己烷，涡旋，弃去正己烷

层，重复 ( 次，乙腈层过 %. ’+ !D 滤膜，备用。

! ! %" 实验条件

# # 2+3’ 条 件 # 色 谱 柱：HI"775 (! ’$" 柱（$+%
DD / !. $ DD，+ !D），柱 温：(% E。 进 样 量：!%
!3。流动相：%. $J 乙酸水溶液（>）和乙腈（;）。线

性梯度洗脱程序：% - $& D$/，$%J ; - ’%J ;；$& -
(% D$/，’%J ; - +%J ;；(% - )% D$/，+%J ; -
)%J ;；)% - &% D$/，)%J ; - "%J ;；&% - "% D$/，

"%J ; - *+J ;；"% - "+ D$/，*+J ;。 流 速：%. !+
D3 G D$/。

# # (! 条件 # 电 喷 雾 离 子 源（-!K），负 离 子 模 式，

毛细管电压 !. % .L，锥孔电压 ’% L，萃取电压 ’ L，

射频透镜电压 %. + L，离子源温度 $!% E，脱溶剂气

温度 (%% E，脱溶剂气流速 !+% 3 G B，锥孔反吹气流

速 $%% 3 G B，扫描范围 ! " # $%% - )%%。

#" 结果与讨论

# ! !" 前处理条件选择与优化

# ! ! ! !" 提取溶剂确定

# # 乙腈作为提取溶剂，同时能沉淀蛋白。本文考

察了 ’%、"%、$!% D3 ( 个水平的乙 腈 用 量。乙 腈 取

’% D3 时，提取液微浑浊，浓缩复溶 时 残 留 物 较 多；

乙腈取 "% 和 $!% D3 时，提取液澄清，浓缩复溶时无

残留物。最终确定提取剂乙腈用量为 "% D3。

# ! ! ! #" 脱水方式考察

# # 牛奶含水量大于 "%J，提取液浓缩较困难，一般

多用适量 无 水 硫 酸 钠 去 除 提 取 液 中 的 水［$’，$+］。 由

于取样量较 大，无 水 硫 酸 钠 的 用 量 也 较 大（ 通 常 为

样品量的 !. + - ( 倍），若用量不足易结块并包被目

标物而造成损失，故不宜采用无水硫酸钠进行脱水。

本文采用加入适量氯化钠进行脱水的方法，饱和氯

化钠水溶液与乙腈分层良好，可有效去除提取液中

的水。本文考察了氯化钠用量，结果表明 +% F 牛奶

中加 $% - $! F 氯化钠，脱水效果较好。

# ! #" 检测条件优化

# ! # ! !" 流动相的选择

# # 通过对分离选择性的比较，乙腈%水体系明显优

于甲醇%水体系。本文分别对乙腈%水、乙腈%%. $J 乙

酸、乙腈%%. $J 氨水的流动相体系进行比较，发现流

动相中的少量乙酸能明显改善峰形。本文考察了不

同梯度洗脱程序对色谱峰分离度的影响，结果表明

·)(*·
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在 "$ % 节所述洗脱程序下色谱峰分离度较好。

! ! ! ! !" 柱温的选择

! ! 对于复杂成分、特别是未知成分的分离，柱温影

响较大。本文考察了 &# !和 %# !柱温下的色谱分

离情况。与 %# ! 时 的 分 离 情 况 相 比，&# ! 柱 温 下

各色谱峰峰宽更窄，峰形更尖锐，分离度更好。因此

最终确定柱温为 &# !。

! ! ! ! #" 质谱离子源的选择

! ! 由于本文所关注的主要是原料奶的乙腈提取成

分中的危害物成分，其大多为极性化合物，因此选择

"#$ 离子源。实验发现原料奶中各类成分在 "#$ 正

负离子检测模式下都有响应。但在正离子模式下质

谱峰较少，响应值偏低且背景干扰严重；而负离子模

式下质谱峰较多，信息丰富，干扰相对较小，故最终

选择 "#$ ’ 模式。

! ! #" 指纹图谱及技术参数

! ! 参 照《 中 药 注 射 剂 指 纹 图 谱 研 究 的 技 术 要 求

（ 暂行）》［"(］，对 "# 个 基 础 样 本 原 料 奶 供 试 样 品 溶

液的图谱进行统计分析，并采用 "# 个校对样本原料

奶供试样品溶液的图谱进行修正，确定了原料奶的

总离子流（%$&）指纹图谱（ 见图 "）。

图 $" 原料奶的总离子流指纹图谱（ 扣除试剂空白后）

"#$! $" %&’ (#)$*+,+#)- ./+012-0$+21 0( +23 1#45
621,4*（/27#)$ 8*89.-*8 +*2$*)- :42)5）

! ! # ! $" 共有峰的确定

! ! 图 " 中 "" 个峰为 )# 个供试样品溶液所共有，

确定其为共有指纹峰。其中 "、(、*、+、"# 号峰的峰

面积接近或大于共有峰总峰面积的 "#’，因此确定

它们为主要 共 有 峰。"" 个 共 有 峰 的 保 留 时 间 和 特

征碎片离子见表 "。

! ! # ! !" 内标的选择

! ! 原料奶成分复杂，影响分析结果的因素较多，本

文采用自身 内 标 法 以 减 小 不 确 定 因 素 对 实 验 的 影

响。由于图 " 中 * 号峰相对较稳定，峰面积较大，与

其邻近峰分离较好，保留时间较居中，符合参照物要

求，因此选其为内标。设定 * 号内标峰保留时间和

峰面积为 "，计算其他共有峰的相对保留时间 和 相

对峰面积。对 )# 批原料奶样品的指纹图谱中非共

有峰峰面积进行统计，各图谱中非共有峰总面积均

小于总峰面积的 "#’。

表 $" $$ 个共有峰的保留时间和质谱信息

%2:4* $" %/* +*42-#7* +*-*)-#0) -#1*6 2)8 ./2+2.-*+#6-#.
,+089.- #0)6 0( $$ .0110) ,*256

()*+
,-.

! /
012

&3*4*56)417615 84*90)26 1-2（" # $）

" "* . ) ")"，"(,，"")，)""，-")
) )& . , &("，--)，%(*，"+*，&#)，%#+，-*-，"#)，&*%，)%+
& )* . % %-(，"#%，-+-，)-)，&)%，-"+
% ), . , %")，"*"，-)(，-,%
- &" . - )-,，%"*，%,#，"(+，)-&，)-(，))+
( %) . # "*+，&+(，)-*，"**，""&，&),
* -% . , ))%，"%+，%,#，%,-
, (" . ) -,&，&&*，-,%
+ (* . & &"&，))%，)&+

"# (+ . % --+，%+(，-,,
"" *, . ( -+)，&(,

! ! %" 方法学考察

! ! % ! $" 重现性

! ! 按 "$ & 节方法平行制备 - 份供试样品溶液，在

"$ % 节条件下进样分析。各共有峰相对保留时间的

相对标准偏差（:#;）均小于 #$ *+’，相对峰面积的

:#; 均小于 )$ ,%’，表明本方法重现性良好。

! ! % ! !" 精密度

! ! 取同一供试样品溶液，连续进样 - 次获得分离

谱图。其中各共有峰相对 保 留 时 间 的 :#; 均 小 于

#$ )%’，相对峰面积的 :#; 均小于 )$ *#’，表明仪器

的精密度良好。

! ! % ! #" 稳定性

! ! 取供试样品溶液，分别在 #、)、(、")、",、)% 3 进

样获得谱图。各共有峰相 对 保 留 时 间 的 :#; 均 小

于 #$ )%’，相 对 峰 面 积 的 :#; 均 小 于 )$ ,,’，表 明

在 )% 3 内供试样品溶液的稳定性良好。

! ! 上述方法学考察结果（ 见表 ) 和表 &）均符合文

献［"(］的相关规定要求（:#; 小于 &’）。

! ! &" 指纹图谱的初步应用

! ! 实验中选取了具有代表性的有害物质进行了添

加试验，如防腐剂苯甲酸、药物残留氯霉素、合成性

激素己烯雌酚、药物残留布洛芬。在原料奶指纹图

谱基础上的添加图谱见图 )。其中各种有害物质的

添加浓度均为 "## !9 / <。

! ! 实验中采用逐步稀释法，最终确定 % 种目标物

的最低检出限（ 信噪比为 &）是：苯甲酸 "# !9 / <，氯

霉素 "# !9 / <，己烯雌酚 , !9 / <，布洛芬 "- !9 / <。

·*&+·
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表 !" 方法学考察结果（ 以相对保留时间为指标）

!"#$% !" &%’($)’ *+ ,%)-*. /"$0.")0*1 %23%40,%1)’（%/"$(")0*1 *+ 4%$")0/% 4%)%1)0*1 )0,%）

!"#$ %&’
(")*&+,-./.0.12（! # $）

34"*#5" (67 8 9
!*"-.:.&;（! # $）

34"*#5" (67 8 9
61#/.0.12（! # $）

34"*#5" (67 8 9
% & ’ ’%’$ & ’ () & ’ ’&(* & ’ !+ & ’ ’&(" & ’ !+
! & ’ +’+* & ’ %) & ’ +’’+ & ’ %+ & ’ +’’! & ’ %$
’ & ’ +))+ & ’ %’ & ’ +)(( & ’ %% & ’ +)(( & ’ %%
+ & ’ $!$* & ’ ’* & ’ $!+’ & ’ %’ & ’ $!+% & ’ %+
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表 #" 方法学考察结果（ 以相对峰面积为指标）

!"#$% #" &%’($)’ *+ ,%)-*. /"$0.")0*1 %23%40,%1)’（%/"$(")0*1 *+ 4%$")0/% 3%"5 "4%"）

!"#$ %&’
(")*&+,-./.0.12（! # $）

34"*#5" (67 8 9
!*"-.:.&;（! # $）

34"*#5" (67 8 9
61#/.0.12（! # $）

34"*#5" (67 8 9
% & ’ (("" ! ’ &( % ’ ’+$ % ’ ’! % ’ ’+% % ’ $+
! & ’ !(%" % ’ !" & ’ !))( & ’ (* & ’ ’&+! % ’ ’&
’ & ’ %*!+ & ’ ** & ’ &"+( & ’ +* & ’ &"$’ & ’ ++
+ & ’ &$!" & ’ !! & ’ &)!" & ’ !& & ’ $!+% & ’ %+
$ & ’ (+!" ! ’ %* & ’ *’%( ! ’ (& & ’ *’$$ ! ’ $)
* & ’ (%*% % ’ !" % ’ &’’ % ’ $$ & ’ (*"! & ’ %$
( % & % & % &
" & ’ "*’+ % ’ $) & ’ *’)! % ’ $+ & ’ *+&& % ’ ’)
) & ’ )+’* & ’ ’* & ’ )%$* ! ’ *( & ’ )%)’ ! ’ $*

%& % ’ +%% ! ’ "+ % ’ (+* ! ’ &+ % ’ (+! ! ’ &*
%% & ’ ’$"! ! ’ *$ & ’ ’%*$ % ’ $$ & ’ ’!*" ! ’ ""

图 !" 标准添加样品的总离子流色谱图

6078 !" !9: ;-4*,")*74", *+ ’305%. ,0$5 ’",3$%
, !"#$:：#’ /";<&.- #-.+；/’ -=0&*#>)=";.-&0；-’ :1.0/":1*&0；
+’ /*,?";’

图 #" 纯牛奶样品中异常色谱峰的质谱图

6078 #" <= ’3%;)4(, *+ )-% "#1*4,"$ ;-4*,")*74"3-0;
3%"5 01 3(4% ,0$5 ’",3$%

, , 采用所建立的指纹图谱和添加图谱，对沈阳地

区超市的 $& 个纯牛奶样品进行分析后发现，原料奶

质谱图中普遍有苯甲酸的特 征 离 子（" # $ %!%），但

丰度较低。分析原因可能是原料奶中马尿酸在某些

条件下脱甘氨酸生成苯甲酸，从而使牛奶中天然苯

甲酸含量增 加［%(］。鉴 于 此，实 际 样 品 筛 查 时，若 筛

出异常物为苯甲酸，则苯甲酸含量低于国家规定的

限定值（ 食品 中 最 大 添 加 量 为 ! >5 8 $5）时 属 于 合

格牛奶，否则可视为人为过量添加的防腐剂。筛查

过程中未发现氯霉素、己烯雌酚和布洛芬残留。

, , 在奶制品的筛查中还发现了异常化合物峰，其

保留时间点特征峰 " # $ !(%（ 保留时间为 ! +!( :），

此外 还 有 " # $ !$’、%"’、%*)、%&( 等 碎 片 峰（ 见 图

’）。经文献查阅及碎片裂解规律分析，推断该异常

物是促进动物生长、乳腺发育并能提高产奶量的性

激素雌二醇残留。
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!" 结论

! ! 本文基于指纹图谱技术，针对原料奶经乙腈提

取的成 分，采 用 !"#$%&’ 在 负 离 子 扫 描 模 式 下 建

立了原料奶指纹图谱分析方法。本方法的重现性、

精密度和稳定性均符合指纹图谱的技术要求。将获

取的指纹图谱在市售纯牛奶样品的筛查和检测中初

步应用，检测结果可为奶制品质量控制和有害物筛

查技术研究提供方法学参考，所获得的指纹信息能

在一定程度上反映原料奶的质量。为使原料奶质量

的评价方法和评价体系更为完善，还需在不同提取

方法、扫描模式等条件下进行试验研究，建立对应的

指纹图谱，从而获得原料奶更全面的质量信息。
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