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超高效液相色谱-串联质谱法测定鱼肉
全氟羧酸化合物

刘少颖，金铨，任韧，黄希汇

杭州市疾病预防控制中心，浙江 杭州 310021

摘要：目的 建立超高效液相色谱-串联质谱法测定鱼肉中9种全氟羧酸化合物（PFCAs）。方法 鱼肉样品经甲基叔丁

基醚萃取，WAX固相萃取柱净化，使用甲醇和25 mmol/L乙酸铵溶液依次淋洗，0.5%氨水甲醇洗脱，氮吹至近干后，

50%甲醇水溶液复溶，选择1 mmol/L乙酸铵水溶液-甲醇作为流动相，采用超高效液相色谱-串联质谱法检测分析。结

果 9种PFCAs在UPLC BEH-C18色谱柱上能较好分离，在1.0～200.0 ng/mL范围线性关系良好，相关系数＞0.99，检

出限为0.06～0.19 µg/kg，定量限为0.19～0.62 µg/kg。在5.0、25.0、50.0 μg/kg水平的回收率为70.08%～117.24%，相

对标准偏差为2.31%～19.68%。结论 通过优化预处理条件，液相色谱流动相和质谱检测条件建立的超高效液相色谱-
串联质谱法适用于鱼肉中全氟羧酸化合物测定。
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Determination of perfluorocarboxylic acids in fish by ultra performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry

LIU Shaoying, JIN Quan, REN Ren, HUANG Xihui
Hangzhou Center for Disease Control and Prevention, Hangzhou, Zhejiang 310021, China

Abstract: Objective To develop the ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrometry ( UPLC-MS/MS )
for the determination of perfluorocarboxylic acids (PFCAs) in fish. Methods The fish samples were extracted with tert-butyl
methyl ether and purified by WAX columns. The WAX cartridges were rinsed with methanol and 25 mmol/L ammonium
acetate, and the target compound residues were eluted with 0.5% ammonia methanol and then redissolved with 50%
methanol aqueous solution after nitrogen blowing to nearly dry. Nine kinds of PFCAs were simultaneously quantified by
UPLC-MS/MS with 1 mmol/L ammonium acetate-methanol solution as the mobile phase. Results The extraction was
separated well in UPLC BEH C18 column. There were good linear correlations of nine kinds of PFCAs in the range of
1.0-200.0 ng/mL, with the coefficients all more than 0.99. The limits of detection and quantification were 0.06-0.19 μg/kg
and 0.19-0.62 μg/kg, respectively. The recovery rates were 70.08%-117.24% at different spiked levels (5.0, 25.0, 50.0 μg/kg),
and the relative standard deviations were 2.31%-19.68%. Conclusion Through optimizing the pretreatment conditions,
the mobile phase of liquid chromatography and the detection conditions of mass spectrometry, the UPLC-MS /MS could
meet the monitoring requirements of PFCAs in fish.
Keywords: ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrometry；fish；perfluorocarboxylic acids

全 氟 羧 酸 化 合 物 （perfluorocarboxylic acids，
PFCAs）是分子中与碳原子连接的氢被氟取代的一类

羧酸类有机化合物，具有良好的化学稳定性、热稳定

性和疏水疏油性，被广泛用于化工、机械、纺织、电

子、消防和家庭用品［1］。PFCAs 在多种环境介质和

生物体内被检出［2］，具有致癌性［3］、肝毒性［4］、神

经毒性［5］、生殖毒性［6］和甲状腺毒性［7］等。由于其

结构中包含 C-F 化学键，难以被水解、光解和微生
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物降解，是一类持久性有机污染物（persistent organic
pollutents，POPs）［8］。目前 PFCAs 的检测主要采用

液相色谱质谱法［9-10］和气相色谱质谱法［11］，前者适用

于中性 PFCAs［12］，后者适用于挥发性弱的 PFCAs。
有研究发现［13］，水源性食品中的 PFCAs 浓度高于陆

源性食品，以鱼类为代表的水产品消费是人群暴露

PFCAs 的主要来源。鱼肉中含有较高的脂质，容易

导致明显的基质效应，采用合适的提取和净化方法能

降低基质效应，提高方法的灵敏度和精密度。目前，

我国尚未建立有关鱼肉样品的标准检测方法。本研究

旨在优化固相萃取柱、色谱和质谱条件，建立超高效

液相色谱-串联质谱法检测鱼肉中 9 种 PFCAs。现将

结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 超高效液相色谱-串联质谱仪

QTRAP® 6500 （美国 AB Sciex 公司） -LC-30AD
（日本 Shimadzu 公司）；分析天平 （感量 0.1 mg，
METrLE TOLEDO MS204S）；天平（感量 0.01 g，常

熟双杰测试仪器厂，JJ300）；MS2 Minishaker 振荡器

（德国 IKA 公司）；T25 digital ULTRA 均质机（德国

IKA 公司）；Microfuge 20R 台式微量离心机 （美国

Becakman 公司）；Sorvall LYNX 4000 高速落地离心

机 （美国 Thermo Scientific 公司）；N-EVAP 112 氮

吹仪（美国 Organomatuon 公司）；超纯水净化系统，

Millipore Mili-Q Gradient；OASIS WAX 固相萃取柱

（150 mg/6 cc，美国 Waters 公司）；0.22 µm 滤膜。

全氟丁酸（PFBA）、全氟戊酸（PFPeA）、全氟

己酸 （PFHxA）、全氟庚酸 （PFHpA）、全氟辛酸

（PFOA）、全氟壬酸 （PFNA）、全氟癸酸 （PFDA）、

全氟十一酸 （PFUdA） 和全氟十二酸 （PFDoA） 9
种 PFCAs 标准物质，以及内标 13C4 - 全 氟 辛酸

（MPFOA） 标准物质均购自 Wellington Laboratories
公司，纯度＞98%；甲醇、乙腈和甲基叔丁基醚购自

德国 Merck 公司，色谱级；其他试剂均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 色谱条件 色谱柱：Waters UPLC BEH C18
柱（1.7 μm，2.1 mm×100 mm）；柱温：40 ℃；进样

体积：10 μL；流动相：A 为 1 mmol/L 乙酸铵水

溶液，B 为甲醇；流速：0.3 mL/min；梯度洗脱程

序：0～2 min，10 % B；2～5 min，10% B～70% B；
5～10 min， 70% B～95% B； 10 mmol / L 18 min，
95% B； 18～19 min， 95% B～10% B； 19 mmol / L
25 min，10% B。

1.2.2 质谱条件 毛细管电压：4.5 kV；脱溶剂气：

氮气；碰撞器：氮气；脱溶剂温度：350 ℃；气帘

气：40 psi；离子化模式：ESI-；扫描模式：多反应

监测模式。见表 1。

表 1 9 种 PFCAs 及其内标的多反应监测模式参数

化合物

PFBA
PFPeA
PFHxA
PFHpA
PFOA
PFNA
PFDA
PFUdA
PFDoA
MPFOA

母离子

（m/z）
213
263
313
363
413
463
513
563
613
417

子离子

（m/z）
169a

219a

269a、119
319 a、169
369a、169
419a、169
469a、269
519a、319
569a、319
372a、169

去簇电压

（V）
26
45

22、22
18、16
17、19
37、37
31、42
21、20
33、41
20、20

碰撞能量

（eV）
12
10

14、26
11、24
14、25
16、28
13、26
16、25
15、29
15、24

注：a为定量离子。

1.2.3 样品前处理 取 2.0 g 鱼肉置于 50 mL 离心管

中，加入 25.0 µg/kg 内标后静置 10 min，加入 2 mL
水，2 mL 0.5 mol /L 四丁基硫酸氢铵溶液和 4 mL
0.05 mol/L 碳酸钠溶液，经振荡混匀器混匀后加 10 mL
甲基叔丁基醚，匀质提取 3 min，4 ℃ 21 532×g 离心

5 min，上清液转移至另一干净 50 mL 离心管；沉淀

物再加入 10 mL 甲基叔丁基醚，匀质，重复以上步

骤，合并上清液，在 40 ℃氮吹至约 0.5 mL，用超纯

水定容至 50 mL，待净化。

将上述样液转移至已活化的 WAX 固相萃取柱。

WAX 固相萃取柱使用前依次用 4 mL 0.5% 氨水甲

醇、4 mL 甲醇和 4 mL 水进行活化。样品过柱后，

用 4 mL 甲醇和 4 mL 25 mmol/L 乙酸铵（pH=4）溶

液淋洗柱子后，抽干，用 4 mL 0.5% 氨水甲醇洗脱

2 次，将洗脱液在 40 ℃氮吹至近干，用 50% 甲醇水

溶液定容至 1 mL，4 ℃ 21 532×g 离心 5 min，将上

清液转移至进样瓶，供超高效液相色谱-串联质谱仪

检测分析。

1.2.4 标 准 溶 液 的 配 制 准 确 称 取 10.0 mg 及

MPFOA 标准品置于 10 mL 容量瓶，用甲醇定容至刻

度，配制成浓度为 1.0 mg/mL 的标准储备液。用移液

器分别吸取 9 种 PECAs 标准储备液（1.0 mg/mL）各

10 µL 置于 10 mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，

配置成浓度为 1.0 mg/L 的混合标准储备液。用移液
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器吸取适量的混合标准储备液和 MPFOA 标准溶液，

用 50% 甲醇水溶液配制成浓度为 1.0、5.0、10.0、
50.0、100.0、200.0 ng/mL 的标准系列浓度，每份溶

液含 50 ng/mL MPFOA，经超高效液相色谱串联质谱

仪分析，采用内标法定量。

1.2.5 回收率和精密度试验 将 5.0、25.0、50.0 μg/kg
3 个水平的 PFCAs 添加到空白鱼肉样品中，按 1.2.3
步骤进行样品前处理后，采用超高效液相色谱串联质

谱仪测定，每个水平进行平行试验 6 次，检测回收

率和精密度。

2 结 果

2.1 色谱条件的优化 1 mmol/L 乙酸铵-甲醇作为

流动相时，PFCAs 信号响应值比水-甲醇作为流动相

时高 1.1~3.9 倍，水相中加入乙酸铵提高 PFCAs 离

子化效率。采用 UPLC BEH C18 分离时，峰形更

好，分离度更高。因此本研究选择 UPLC BEH C18
在 1 mmol/L 乙酸铵-甲醇流动相下梯度洗脱。

2.2 样品前处理的优化 采用甲基叔丁基醚提取鱼

肉样品的 PFCAs，提取效率为 81%～96%，符合要

求。相较于 HLB 固相萃取柱，WAX 固相萃取柱对

9 种 PFCAs 具有更好的萃取效率，尤其是对 PFBA
和 PFPeA。分别观察甲醇、乙腈、5% 氨水甲醇、

5% 氨水乙腈对 WAX 固相萃取柱吸附 PFCAs 的洗

脱效果，发现当洗脱溶液呈碱性时 （5% 氨水甲醇

和 5% 氨水乙腈）能洗脱 WAX 固相萃取柱吸附的

PFCAs，并且 5% 氨水甲醇比 5% 氨水乙腈洗脱效

率更高。

2.3 线性关系和检出限 将 PFCAs 标准溶液按质量

浓度从低到高的顺序依次测定，以内标法定量。分

别以 9 种 PECAs 与 MPFOA 的峰面积比值作为纵

坐标，浓度比值作为横坐标，进行线性回归分析，

在 1.0～200.0 ng/mL 范围内目标化合物线性关系良

好，相关系数均>0.99。取阴性鱼肉样品，按 1.2.3
的方法处理，得到空白基质，加入不同浓度的标准

溶液，按 10 倍和 3 倍信噪比分别计算不同 PFCAs
的检出限和定量限，目标化合物的检出限为 0.06～
0.19 µg/kg，定量限为 0.19～0.62 µg/kg。见表 2。
2.4 回收率和精密度试验 选取空白样品，配制

5.0、25.0、50.0 μg/kg 3 种浓度的加标样品，按 1.2.3
的方法处理，分别进行 6 次平行加标回收率实验，

以标准曲线定量， PFCAs 的回收率为 70.08%~
117.24%，相对标准偏差（RSD）为 2.31%～19.68%。

见表 3。

表 2 9 种 PFCAs 的标准曲线、检出限和定量限

化合物

PFBA
PFPeA
PFHxA
PFHpA
PFOA
PFNA
PFDA
PFUdA
PFDoA

回归方程

y=3.278 3x+0.050 1
y=1.839 7x+0.022 9
y=1.483 6x+0.008 8
y=0.928 9x+0.004 9
y=0.897 0x+0.009 3
y=0.960 4x-0.002 3
y=0.886 5x+0.002 8
y=1.430 4x+0.000 1
y=1.029 2x+0.015 9

相关

系数

0.991 1
0.995 5
0.993 1
0.993 8
0.991 8
0.998 9
0.999 7
0.998 8
0.996 2

检出限

（µg/kg）
0.08
0.06
0.08
0.16
0.09
0.19
0.07
0.06
0.14

定量限

（µg/kg）
0.26
0.19
0.28
0.52
0.30
0.62
0.24
0.19
0.47

表 3 9 种 PFCAs 的回收率和精密度试验结果（n=6）
化合物

PFBA

PFPeA

PFHxA

PFHpA

PFOA

PFNA

PFDA

PFUdA

PFDoA

加标水平（μg/kg）
5

25
50
5

25
50
5

25
50
5

25
50
5

25
50
5

25
50
5

25
50
5

25
50
5

25
50

回收率（x±s，%）

74.94±12.44
70.08±4.59
73.72±3.73
91.83±8.99
88.31±2.04
92.00±7.48
93.92±16.67
95.14±8.81
80.14±6.74

103.51±14.73
86.87±4.81
93.49±5.60
93.38±17.35

117.24±16.32
106.54±12.05
77.51±6.86
83.62±11.23
85.24±10.68
85.96±5.88
89.49±11.83
90.73±15.27
99.79±9.62
96.90±14.99
88.52±17.42
73.42±10.00
86.27±5.72
73.24±4.27

RSD（%）

16.60
6.55
5.06
9.79
2.31
8.13

17.75
9.26
8.41

14.23
5.55
5.99

18.58
13.92
11.31
8.85

13.43
12.53
6.84

13.22
16.83
9.64

15.47
19.68
13.62
6.63
5.83
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3 讨 论

本研究通过优化样品提取和固相萃取柱净化等预

处理条件、液相色谱流动相及质谱检测条件，建立了

测定鱼肉样品中多种 PFCAs 的超高效液相色谱-串联

质谱法。选择使用聚丙烯材料的器皿，色谱管路为

PEEK 塑料管路或不锈钢管路［14］，降低了检出限，

避免引入污染。通过优化液相色谱与质谱的采集参

数，得到最佳的仪器检测条件。PFCAs 化学结构中

具有羧基，在负离子反应模式监测条件下灵敏度较

高，加入乙酸铵在一定程度上提高 PFCAs 的离子化

效率，增强目标离子的响应信号，使 PFCAs 与色谱

柱上非极性固定相之间的相互作用发生改变，并且能

够防止色谱柱固定相硅醇活性基团与极性组分相互作

用所导致的信号掩蔽［15］。

采用甲基叔丁基醚提取鱼肉样品的 PFCAs，满

足提取目标化合物同时降低共溶物杂质提取率要求，

提高方法的灵敏度和精密度［16-17］。WAX 固相萃取柱

填料为混合型弱阴离子交换反相吸附剂，能有效净化

复杂基质中含羧酸基团的被测物［18］，对 PFCAs 具有

较高的选择性。HLB 固相萃取柱填料为反相吸附剂，

保留大部分 PFCAs，但出峰时间较早的短链 PFCAs
（C4-C5）PFBA 和 PFPeA 在 HLB 固相萃取柱上却没

有保留［19］。对固相萃取柱的洗脱溶液和淋洗溶液进行

优化，选择 5% 氨水甲醇作为洗脱溶液，甲醇作为淋

洗溶液，保留目标化合物，减少基质效应。

研究结果显示，1.0～200.0 ng/mL 范围内 9 种

PFCAs 线性关系良好，检出限为 0.06～0.19 µg/kg，
方法的灵敏度、回收率较高，重现性较好，能满足实

际检测需要。超高效液相色谱-串联质谱法简便、灵

敏、准确和稳定，适用于鱼肉样品中 PFCAs 的测定。
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