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摘要：建立了一种用于食品中丙烯酰胺 含 量 的 气 相 色 谱 +质 谱 联 用 检 测 方 法。通 过 水 和 甲 醇 提 取 食 品 中 的 丙 烯 酰

胺，经蛋白变性净化后用溴水对其进行加成衍生化，再采用有机溶剂进行液液萃取，之后同三乙胺发生定量反应转

化为性质更稳定的产物后由气相色谱 +质谱联用仪检测，同位素内标法定量。该方法在 ". "!，". "& 和 ". ! %7 8 97 等

) 个添加 水 平 下 面 粉 和 面 包 中 丙 烯 酰 胺 的 回 收 率 处 于 (": 和 $$": 之 间，相 对 标 准 偏 差（;<=）不 大 于 $!. *:；在

". "% ’ %. "" %7 8 > 内呈现良好的线性关系；灵敏度高，最低检测限达到 & !7 8 97；选择性好，能有效消除复杂基质带

来的干扰。可作为常见样品中丙烯酰胺含量检测的确证方法。
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- - 丙烯酰胺的 C@< 号为 *+ +"# +"$，相对分子质量

*$. "+，分子式 为 CA!CAC?!A! 。丙 烯 酰 胺 作 为 已

知的神经毒素，可通过未破损的皮肤、黏膜、肺和消

化道吸收入人体，分布于体液中。它具有致畸、致癌

作用。!""! 年 % 月，瑞 典 国 家 食 品 管 理 局（ <!R@）

和斯德哥尔摩大学共同公布了某些油炸类食品的检

验结果，宣布在人类高温加工的食品中发现含量高

达 !. ) %7 8 97 的丙烯酰胺，引起了全球强烈关注。

- - 丙烯酰胺主要产生于高温加工的食品中，食品

在 $!" S下加工即会产生丙烯酰胺。对 )"" 种食品

的检测结果表明，炸薯条和炸薯片、面包、可可粉、杏

仁、咖啡、饼干等食品中普遍含有相当高浓度的丙烯

酰胺。

- - 在 !""! 年 # 月世界卫生组织（BA?）和联合国

粮农组织（R@?）联 合 召 开 的 有 关 丙 烯 酰 胺 的 专 家

会议中对食品中丙烯酰胺分析方法的可靠性评价是

会议的议题之一。用于各类食品中丙烯酰胺残留量

检测的方法主要有气相色谱法、液相色谱法、气相色

谱+质谱联用法（NC+O<）［$ 0 )］和液相色谱+质谱联用

法（>C+O<）［% 0 #］，其 中，前 两 种 方 法 只 属 于 初 筛 方

法；NC+O< 需要衍生化处理，但是灵敏度高，方法稳

定；>C+O< 不 用 衍 生 化，但 是 通 常 要 求 建 立 一 整 套

严格而又繁琐的固相萃取净化步骤。

- - 本文方法用水和甲醇提取食品中的丙烯酰胺，
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经蛋白变性净化后用溴水进行衍生化，再与三乙胺

定量反应生 成 稳 定 产 物 后 由 !"#$% 联 用 仪 检 测，

最后用同位素标记的内标法校正定量。方法只需一

步蛋白变性净化步骤就能有效地消除干扰，避免了

文献中常用的固相萃取净化步骤，不仅提高了效率，

而且降 低 了 分 析 成 本；通 过 加 入 三 乙 胺 定 量 地 把

!，# #二溴丙酰胺转 化 为 性 质 稳 定 的 ! #溴 丙 烯 酰 胺，

提高了文献［!］中所介绍方法的定量稳定性。

!" 实验部分

! ! !" 试剂与材料

$ $ 正己烷、丙酮、无水硫酸钠、三乙胺、溴水（ 溴的

质量 分 数% #&）和 氢 溴 酸（ ’() 的 质 量 分 数%
"%& %&）均为分析 纯；乙 酸 乙 酯 为 色 谱 纯；硫 代 硫 酸

钠 水 溶 液（ ’ *+, - . ），溴 化 钾，"/))01 ! 溶 液

（()& *&（ 质量分数）硫酸锌水溶液），"/))01"溶液

（!+& +&（ 质量分数）亚铁氰化钾水溶液）。

$ $ 丙烯酰胺：纯度%,+&（"2. 公司），’#"# 标记的

丙烯酰胺标准溶液：’ %%% *3 - .（"2. 公司）

! ! #" 标准储备液和工作液的配制

! ! # ! !" 丙烯酰胺储备液

$ $ 准确称取 !( *3 丙烯酰胺标准品（ 精确到 %& %’
*3），用乙酸乙酯溶解并定容到 !( *. 棕色容量瓶

中（ 约’ %%% *3 - .），于 " 4冰箱中冷藏保存。

! ! # ! #" 丙烯酰胺和’#"# #丙烯酰胺标准工作液

$ $ 分别准确移取 ’ *. ’#"# #丙烯酰胺标准溶液和

’ *. 丙烯酰胺标准储备液，用乙酸乙酯分别溶解并

定容到两个 !( *. 棕色容量瓶中（ 均为 "% *3 - .），

于 " 4冰箱中冷藏保存。

! ! $" 仪器与设备

$ $ 536,078 *+,%9 !"#(,)# 270)8 $% 气 质 联 用 仪

（ 配 备 电 子 轰 击 离 子 源（ :2）），旋 转 蒸 发 仪;#!%%

（ 瑞士 (-<=6 公司）。

! ! %" 实验步骤

$ $ 准确称取粉碎后的样品 !& %%（ . %& %(）3 于 (%
*. 离心瓶中，加入 %& ’ *. + *3 - . 的 ’#"# #丙烯酰

胺（ 内标），涡旋混匀后加入 #% *. 水和 ( *. 甲醇，

再加入 "/))01!和 "/))01"溶 液 各 ! *.。涡 旋 ’
*67 后超声 ’% *67，以! (%% ) - *67 离心 ’( *67。过

滤于另一个离心管中，准备衍生化。

$ $ 在样品溶液中加入 )& ( 3 >()（ 已烘烤过）并溶

解，用适量氢溴酸调节 ?’ 值在 ’ / # 之 间，然 后 加

入 ’% *. 溴水，涡旋 混 匀 后 放 入 冰 箱（" 4）中 ’ =
以上，取出离心管，用 ’ *+, - . 硫代硫酸钠去除多余

的溴，直到黄色完全消失为止。转移到分液漏斗中，

用 (% *.，’% *. 乙酸乙酯#正己烷（ 体积比为 " 0 ’）

混合溶剂分两次进行液液萃取，合并有机相，旋转蒸

发（"% 4）至 约 ! *.，再 用 氮 吹 仪 吹 干，最 后 用 ’
*. 正己 烷 定 容，并 过 %& "( #* 有 机 相 滤 膜，加 入

%& ’ *. 三乙胺，然后进行 !"#$% 测定。

! ! &" "#$%& 仪器参数与测定条件

! ! & ! !" 气相色谱部分

$ $ ’@#’)*A 弹性石英毛细管柱，#% * 1 %& !( **
6B CB ，%& !( #*；柱温：程序升温，初始温度 (% 4，以

’% 4 - *67 升 至 ’"% 4，再 以 #% 4 - *67 升 至 !*%
4，保持 # *67；进样器温度：!(% 4；接口温度：!+%
4；进 样 模 式：不 分 流 进 样；进 样 量：’ #.；载 气 流

速：’ *. - *67。

! ! & ! #" 质谱部分

$ $ 四极杆温度：’(% 4；离子源温度：!#% 4；电子

能量：)% 0D。 数 据 采 集 方 式：选 择 离 子 监 测 方 式

（%2$），其 中 选 择 离 子 为 ! " # ’%*，’%+，’##，’#*，

’(’，’(!，’("，具体情况参见表 ’。

表 !" 选择离子表

’()*+ !" ’,+ *-./ 01 .+*+2/+3 -04.

E0A8
680*

;080786+7
86*0 - *67

%0,0<80C
6+7A（! " #）

FG/7868/86H0 6+7（! " #）

/7C 68A 6+7 I+)*G,/
2C0786I6</86+7 6+7（! " #）

/7C 68A 6+7 I+)*G,/

5<)J,/*6C0 )& ") ’%*，’##，’(’ ’(’（［"#’"
+’()9K］2 ） ’%*（［"!’#()］

2 ）

’##（［"#’!()K］2 ）
’#"# #5<)J,/*6C0 )& ") ’%+，’#*，’(!，’(" ’("（［ ’#"#’"

+’()9K］2 ） ’%+（［ ’#"!’#()］
2 ）

’#*（［ ’#"#’!()K］2 ）

’(!（［ ’#"#’"()9K］2 ）

#" 结果与讨论

# ! !" 蛋白变性净化

$ $ 炸薯条和面包中含有较高浓度的蛋白质，运用

"/))01!和 "/))01"对含蛋白质的基质进行蛋白沉

淀。同一个阳性面包样品，没有加入蛋白变性剂所

得到的萃取离子流色谱图中待测组分峰附近出现了

干扰现 象，而 经 过 蛋 白 变 性 净 化 后 所 得 到 的 谱 图

（ 如图 ’）中待测组分峰旁边没有任何干扰现象，因

此蛋白变性净化能有效地消除干扰。

·*!*·
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图 !" 阳性面包样品经蛋白变性后得到的萃取离子流色谱图

!"#$ !" %&’()*’ "+, *-(+.)’+#()./ +0 ) 1+/"’"23 4(3)5
/).163 )0’3( 1(+’3", 53,)’7()6"8)’"+,

"# $%&’"(& )*+（ ! " # #$# ） (,’*-"&*.’"- */ "(’01"-)2$
（% # &% -)+）；3# $%&’"(& )*+（! " # #$&）(,’*-"&*.’"- */ #’ 4’ !

"(’01"-)2$（% # &% -)+）#

# $ #" 衍生与稳定化处理

! ! 样品中的丙烯酰胺经水提取后，在较强的酸性

条件下同 溴 水 发 生 加 成 反 应，生 成 (，’ !二 溴 丙 酰

胺。之所以进行溴水衍生化主要有两方面的考虑，

其一，衍生化产物 (，’ !二溴丙酰胺的极性要比丙烯

酰胺的极 性 弱 得 多，更 适 合 54 分 析；其 二，(，’ !二
溴丙酰胺的相对分子质量比丙烯酰胺大得多，能改

善质谱性 能。因 为 丙 烯 酰 胺 的 相 对 分 子 质 量 仅 为

%#，在该质量数附近常用的毛细管气相色谱柱柱流

失产物的碎片离子很多，因此存在着严重的干扰现

象，而通过衍生化反应使丙烯酰胺加成了溴元素后，

增加了相对分子质量，增强了检测的特异性，较好地

避免了柱流失物带来的干扰。

! ! 但 是 由 于 (，’ !二 溴 丙 酰 胺 在 高 温 进 样 口 内 会

分解为 ( !溴丙烯酰胺（ 据文献［%］报道，其中的分解

过程与进样口的活性和温度可能存在着一定的相关

性），且分解效率至今还没有见到有关报道，因此势

必给分析结果带来很大的不确定性，导致分析结果

的精密度（ 或 稳 定 性）不 够 好。而 当 在 进 样 前 向 衍

生化后的样品溶液中加入 #)6 三乙胺 时，(，’ !二 溴

丙酰胺会定 量 地 同 三 乙 胺 发 生 反 应 得 到 ( !溴 丙 烯

酰胺。因为 ( !溴丙烯酰胺性质很稳定，不受进样口

高温的影响，且该反应可在常温下定量进行，消除了

分解效率不稳定等因素的不利影响，所以得到的平

行试验结果的精密度很好。全部化学反应如下：

! ! (，’ !二溴丙酰 胺 和 ( !溴 丙 烯 酰 胺 的 78 质 谱 图

很相似。在 78 离子源的电子轰击下，(，’ !二溴丙酰

胺（4’9$:’(;<）丢 失 一 个 溴 后 形 成 了 4’9$:’;<
离子（! " # #$) 及其溴的同位素离子! " # #$(）。而

( !溴丙烯酰胺（4’9&:’;<）相 对 于(，’ !二 溴 丙 酰 胺

衍生 化 产 物 少 了 一 个 9:’，在 78 中 以 分 子 离 子

（! " # #&* 及其 溴 的 同 位 素 离 子 ! " # #$#）形 式 出

现。同理，#’4’ !( !溴 丙 烯 酰 胺（ #’4’9&:’;<）在 78
中以分子离 子! " # #$( 及 其 溴 的 同 位 素 离 子 ! " #
#$& 的形式出现。

# $ $" 质谱条件的建立

! ! 图 ( 为 ( !溴 丙 烯 酰 胺 的 78 质 谱 图。( !溴 丙 烯

酰胺（! " # #&*，#$#）在 78 中 以 分 子 离 子 峰 形 式 出

现。但在进行 =8> 监测时，不适合选择 ! " # #&* 这

个碎片，因为它易受溶剂和食品包装中广泛存在的

增塑剂邻苯二甲酸酯（ 基峰为 ! " # #&*）的干扰；也

不宜选用低于 ! " # #)) 的 易 受 柱 流 失 影 响 的 离 子

碎片。在此原则下得到的监测离子及其对应的离子

式见表 #。

图 #" 丙烯酰胺标准溶液（% $ && .# 9 :）衍生化后的质谱图

!"#$ #" ;)// /13*’(7. +0 ’-3 /’),5)(5 /+67’"+, +0
)*(<6)."53（% $ && .# 9 :）)0’3( 4(+.",)’"+,

# $ %" 方法评价

# $ % $ !" 线性范围与检测限

! ! 吸取适量丙烯酰胺标准工作液于离心管中，逐

·%("·
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级稀释，得到其质量浓度分别为 "# $$，$# %$，$# "$，

$# $% 和 $# $" !" # $系列标准工作液，依“& % "”节 方

法加入内标，然后按照衍生化步骤直接衍生化。按

照 前 面 的 仪 器 条 件 进 样 分 析 后，以 质 量 浓 度

（!" # $）为横坐标（!），丙烯酰胺定量离子的峰面积

与内标定量离子的峰面积的比值为纵坐标（"）作标

准曲线，得到 的 线 性 方 程 为 " ’ $# (%(! ) $# &(*，相

关系数为$# ++" ,，这说明在 $# $" - "# $$ !" # $ 范围

内呈现出良 好 的 线 性 关 系。结 合 质 量 浓 度 为 $# $"
!" # $ 的 混 合 标 准 溶 液 谱 图，根 据 检 出 限 浓 度 处 的

信噪比 # $ % ’ * 这一原则可以大致推断出方法的检

出限为 , !" # &"。

! ! " ! !# 方法的准确度和精密度

. . 在炸薯条和面包样品中分别添加 $# $! !" # &"，

$# $, !" # &" 和 $# ! !" # &" 等 * 个水平的标准溶液

进行实验，每个添加水平作 ( 个平行实验，按照前面

的提取净化和检测步骤，再重复做两次，计算平均回

收率和相对标准偏差（’()），以考察方法的准确度

和精密度，具体数据见表 !。

表 !# 炸薯条和面包中不同添加水平下丙烯酰胺的

回收率和相对标准偏差（& ’ ( / *）

"#$%& !# ’(&)#*& )&+,(&)-&. #/0 123. ,4 #+)5%#6-0& #7
78)&& .9-:& %&(&%. -/ ;)&/+8 4)-&. #/0 $)&#0

.#69%&.（& ’ ( / *）

(*!+,-
.//-/ #

（!" # &"）

0123/ #
（!" # &"）

’-415-67 #
8

’() #
8

06-349 :6;-< $ % $! $ % $&+! +0 % $ &$ % %
$ % $, $ % $"00 +* % ! + % *
$ % ! $ % &(+, %+ % % &! % (

=6-*/ $ % $! $ % $&00 %* % $ + % +
$ % $, $ % $,*$ &$0 % $ 0 % &
$ % ! $ % &+"+ +( % , + % *

. . 由表 ! 中数据我们发现，在 * 个添加水平下的

回收率都处在 %* % $8 - &$0 % $8 之间，且相对标准偏

差不大于 &!# (8，这说明运用本方法得到 的 数 据 是

准确可靠的。

$# 结论

. . 本方法在溴水衍生化之前使用 >*66-? 试剂对

一些含蛋白质的样品进行净化，有效地去除了基质

所带来 的 干 扰。方 法 在 $# $" - "# $$ !" # $ 范 围 内

呈现良好的线性关系，而且灵敏度高，最低检测限为

, !" # &"。在前处理开始时通过加入同位素内标显

著地提高了方法的准确度，* 个添加水平下面 包 和

面粉中丙烯酰胺的回收率都处在 %* % $8 - &$0 % $8。

通过三乙胺 定 量 地 把 !，* @二 溴 丙 酰 胺 转 化 为 稳 定

的 ! @溴丙烯酰 胺，提 高 了 方 法 的 稳 定 性，’() 不 大

于 &!# (8。因此，本方法适用于食 品 中 丙 烯 酰 胺 含

量的常规检测。
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