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水产品中 13 种邻苯二甲酸酯单酯的液相色谱-质谱/质谱

检测方法

1 范围

本文件规定了测定水产养殖生物中邻苯二甲酸单酯的高效液相色谱-串联质谱法。

本文件适用于水产养殖生物中邻苯二甲酸单甲酯（MMP）、邻苯二甲酸单乙酯（MEP）、

邻苯二甲酸单异丁酯（MiBP）、邻苯二甲酸单正丁酯（MnBP）、邻苯二甲酸单环己酯（MCHP）、

邻苯二甲酸单苄基酯（MBZP）、邻苯二甲酸单辛酯（MOP）、邻苯二甲酸单异壬酯（MiNP）、

邻苯二甲酸单（2-乙基己基）酯、邻苯二甲酸单（3-羧基丙基）酯（MCPP）、邻苯二甲酸单

（2-乙基-5-酮基己基）酯（MEOHP）、邻苯二甲酸单（2-乙基-5-羟基己基）酯（MEHHP）、

邻苯二甲酸单（2-乙基-5-羧基戊基）酯（MECCP）等13种邻苯二甲酸单酯的测定。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注明日期的引用文件，仅所注日期的版

本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标

准。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

原理

水产养殖生物中邻苯二甲酸单酯经固相萃取柱富集、净化后，采用高效液相色谱-串联

质谱法测定。根据化合物的保留时间和特征离子峰定性，内标法定量。

4 试剂和材料

除非另有规定，仅使用分析纯试剂。

4.1 甲醇（CH3OH）：色谱纯。

4.2 乙腈（CH3CN）：色谱纯。

4.3 甲酸（HCOOH）：色谱纯。

4.4 乙酸胺（NH4CH3COOH）。

4.5 0.1%甲酸乙腈溶液：量取 1 mL 甲酸（4.3）, 用乙腈稀释并定容至 1000 mL。
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4.6 0.1%甲酸水溶液：量取 1 mL 甲酸（4.3）, 用水稀释至 1000 mL。

4.7 50%甲醇乙腈：量取 50 mL 甲醇与 50 mL 乙腈混合。

4.8 标准物质：邻苯二甲酸单甲酯（MMP）、邻苯二甲酸单乙酯（MEP）、邻苯二甲酸单异丁

酯（MiBP）、邻苯二甲酸单正丁酯（MnBP）、邻苯二甲酸单环己酯（MCHP）、邻苯二甲酸单

苄基酯（MBZP）、邻苯二甲酸单辛酯（MOP）、邻苯二甲酸单异壬酯（MiNP）、邻苯二甲酸

单（2-乙基己基）酯、邻苯二甲酸单（3-羧基丙基）酯（MCPP）、邻苯二甲酸单（2-乙基-5-

酮基己基）酯（MEOHP）、邻苯二甲酸单（2-乙基-5-羟基己基）酯（MEHHP）、邻苯二甲酸

单（2-乙基-5-羧基戊基）酯（MECCP），纯度≥97.0%。

4.9 内标物质：氘代邻苯二甲酸单甲酯（MMP）、邻苯二甲酸单乙酯（MEP）、邻苯二甲酸单

异丁酯（MiBP）、邻苯二甲酸单正丁酯（MnBP）、邻苯二甲酸单环己酯（MCHP）、邻苯二甲

酸单苄基酯（MBZP）、邻苯二甲酸单辛酯（MOP）、邻苯二甲酸单异壬酯（MiNP）、邻苯二

甲酸单（2-乙基己基）酯、邻苯二甲酸单（3-羧基丙基）酯（MCPP）、邻苯二甲酸单（2-

乙基-5-酮基己基）酯（MEOHP）、邻苯二甲酸单（2-乙基-5-羟基己基）酯（MEHHP）、邻苯

二甲酸单（2-乙基-5-羧基戊基）酯（MECCP），纯度≥97.0%。

4.10 13 种邻苯二甲酸单酯标准储备液：分别称取适量邻苯二甲酸单酯标准品，用甲醇溶

解并定容至 10 mL，使各种磺胺和喹诺酮的浓度均为 1000 μg/mL，-18℃以下避光保存，有

效期 6个月。

4.11 13 种邻苯二甲酸单酯混合标准中间液：分别量取适量标准储备液于 100 mL 棕色容量

瓶中，用甲醇稀释配制成浓度为 1.0 μg/mL 的混合标准中间液，-18℃以下避光保存，有效

期 3 个月。

4.12 内标储备液：分别称取适量内标标准品，用甲醇溶解并定容至 50 mL，使各种氘代内

标的浓度均为 200 μg/mL，-18℃以下避光保存，有效期 6 个月。

4.13 内标使用液：分别量取适量内标储备液于 100 mL 棕色容量瓶中，用甲醇稀释配制成浓

度为 1.0 μg/mL 的内标使用液，4℃下避光保存，有效期 1 个月。

5 仪器和设备

5.1 高效液相色谱仪-串联质谱仪: 配有电喷雾离子源（ESI）。

5.2 电子天平：感量 0.00001 g 和 0.01 g。

5.3 固相萃取装置。

5.4 可控温氮吹浓缩仪。
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5.5 pH 计：测量精度±0.2。

5.6 涡旋混合器。

5.7 固相萃取柱: Poly Sery MAX SPE 固相萃取柱，规格为 6 mL /500 mg。

6 样品制备与保存

采集的水产品样经预研磨处理后于-20℃密封保存，24 h内进行检测。

——取预处理后的供试样品，作为供试试样。

——取预处理的空白样品，作为空白试样。

——取预处理的空白样品，添加适宜浓度的标准工作液，作为空白添加试样。

7 样品处理

精确称量 2.50 g（湿重，ww）水产品样品，并转移至 50 mL PTFE 离心管中。将 2 mL 1

M 乙酸铵缓冲液（AA，pH 6.5）、80 μL β-葡萄糖醛酸酶和内标（200.0 μg/L）加入管

中，将混合物涡旋 3 min，在 37 ℃和 300 r/min 的黑暗条件下孵育 90 min。此过程结束后

立即加入 10 mL ACN：甲醇（MeOH）（5:5，v/v），然后超声萃取 20 min，并在 9.0×103 g

离心力的条件下离心 4 min，收集上清液，重复上述步骤两次，合并上清液。将其与 5 mL ACN

饱和正己烷混合，并将样品管快速摇晃，涡旋 3 min 以除去上清液中的脂肪并再次以相同离

心力离心 6 min。然后吸取 20 mL 下层溶液至试管中，并于 45 °C 下，氮吹至近干，然后

用 5 mL 水：（ACN:MeOH）（95:5， v/v）复溶。Poly Sery MAX SPE 小柱（500 mg，6 mL）

依次用 10 mL MeOH 和 5 mL 超纯水活化，然后将 5 mL 复溶液（pH，10.5）上样，通过加入

氢氧化钠（NaOH）（10 M）来调节复溶液的 pH，上样完成后，再用 5 mL 超纯水淋洗并用真

空泵泵吸以除去水分。用 10 mL MeOH：乙酸乙酯（EA）（2% FA，5:5，v/v）洗脱小柱，并

于 45 °C 下，使用氮气浓缩至近干。最后用 1.0 mL MeOH 复溶，并用 0.22 μm PTFE 膜过

滤，转移至棕色进样小瓶中，储存在−20 °C，待 UHPLC-MS/MS 分析。

8 分析测定

8.1 标准工作曲线制备

取一定量邻苯二甲酸单酯混合标准使用液、内标使用液于 2 mL 进样瓶中，制备至少 5

个点标准系列，邻苯二甲酸单酯在各点的质量浓度分别为 1.0 μg/L、5.0 μg/L、10.0 μ

g/L、50.0 μg/L、100.0 μg/L 和 200.0 μg/L（参考浓度），内标的质量浓度均为 40.0 μ

g/L。

由低浓度到高浓度依次对标准系列溶液进样，以标准系列溶液中目标组分的质量浓度为
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横坐标，其对应的峰面积（或峰高）与内标物峰面积（或峰面积）的比值乘以内标物浓度的

乘积为纵坐标，绘制校准曲线。

8.2 色谱参考条件

色谱柱：Waters ACQUITY UPLC®BEH Phenyl（2.1 id×100 mm，1.7 µm）柱，或其他等

效色谱柱。

流动相：流动相 A 为 0.1%甲酸，流动相 B 为 0.1%甲酸乙腈。

柱温：40℃。

流速：0.35 mL/min。

进样体积：10 μL。

梯度洗脱程序见表 1。

表 1 流动相梯度洗脱程序

时间（min）
流速

（mL/min）
流动相 A (%) 流动相 B（%）

0 0.35 90 10

0.3 0.35 90 10

1 0.35 20 80

2 0.35 10 90

3.5 0.35 5 95

4 0.35 90 10

6 0.35 90 10

8.3 质谱参考条件

离子源：电喷雾离子源（ESI）。

扫描方式：正离子扫描。

离子喷雾电：5500 V。

离子源温度：500℃。

多离子反应监测方式（MRM），扫描参数见附录 C。

9 结果计算

9.1 定性分析

按照附录 C中确定的母离子和子离子进行检测，在相同的实验条件下，样品中的邻苯二

甲酸单酯的保留时间与标准样品中邻苯二甲酸单酯的保留时间相对标准偏差小于 2.5%，且

在样品中谱图中的定性离子的相对丰度（Ksam）与浓度相近的标准溶液谱图中对应的定性离
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子相对丰度（Ksam）偏差不超过表 2 的范围，则可判定样品中存在邻苯二甲酸单酯。

Ksam =
�2
�1

×100%..................(1)

式中：

Ksam—样品中邻苯二甲酸单酯定性离子的相对丰度，%；

A2 --样品中邻苯二甲酸单酯定性离子对的峰面积（或峰高）；

A1 --样品中邻苯二甲酸单酯定量离子对的峰面积（或峰高）。

Kstd =
����2
����1

×100%..................(2)

式中：

Kstd—标准溶液中邻苯二甲酸单酯定性离子的相对丰度，%；

Astd2—标准溶液中邻苯二甲酸单酯定性离子对的峰面积（或峰高）；

Astd1—标准溶液中邻苯二甲酸单酯定量离子对的峰面积（或峰高）。

表 2 定性确认时相对离子丰度的最大允许偏差

Kstd Kstd＞50 20＜

Kstd≤50

10＜

Kstd≤20

Kstd≤10

Ksam相对于

Kstd的最大允许

偏差

±20% ±25% ±30% ±50%

9.2 定量分析

该方法中标准工作溶液和样液中药物残留的响应值均应在 y 仪器的检测线性范围内。

按下列公式（3）计算出水产品样品中邻苯二甲酸单酯的含量：

X=��×�
�0

..................(3)

式中：

X—样品中邻苯二甲酸单酯的含量（μg/kg）；

Ci—样品制备液中邻苯二甲酸单酯的含量（μg/kg）；

V—最终定容体积（mL）；

V0—测定样品质量（mg）。

9.3 结果表示

当测定结果小于 1.0 μg/kg 时，保留至小数点后三位；当测定结果大于或等于 1.0 μg/kg
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时，保留三位有效数字。

10 方法的灵敏度、准确度和精密度

10.1 灵敏度

本方法邻苯二甲酸单酯的检出限为0.07 -0.88μg/kg, 定量限为0.24~2.93 μg/kg

（ww）。

10.2 准确度

本方法回收率范围为60%～130%。

10.3 精密度

本方法的批内变异系数≤15%，批间变异系数≤15%。

11 质量保证和质量控制

11.1 空白试验

每批样品（≤20 个/批）至少做一个空白实验，空白试样中目标化合物的浓度应低于方

法检出限。

11.2 校准

校准曲线的相关系数应≥0.990；每 20 个样品或每批次（少于 20 个样品/批）应分析测

定 1 个曲线中间校准点，其测定结果与校准曲线相应点浓度的相对误差应在±20%以内。

11.3 精密度控制

每批样品应至少测定 10%的平行双样，样品数量少于 10 个时，应至少测定一个平行双

样，平行双样测定结果的相对偏差应在±20%以内。

11.4 准确度控制

每批样品应至少测定 5%的基体加标样品，样品数量少于 20 个时，应至少测定一个基体

加标样品，加标回收率应在 60%～130%之间。

12 废物处理

实验过程中产生的废液和废物应分类收集和保管，委托有资质的单位进行处理。
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附录 A

（规范性）

方法的检出限和定量限

表 A.1 方法的检出限和定量限

MAPEs 相关系数 基质效应
检出限

（μg/kg）

定量限

（μg/kg）

MMP 0.9979 0.99 0.88 2.93

MEP 0.9992 1.06 0.81 2.70

MOP 0.9997 0.93 0.23 0.78

MiBP 0.9990 1.03 0.12 0.41

MnBP 0.9994 0.99 0.31 1.04

MiNP 0.9998 1.07 0.21 0.69

MCPP 0.9995 1.02 0.53 1.77

MCHP 0.9995 1.00 0.18 0.62

MBZP 0.9970 0.93 0.51 1.70

MEHP 0.9996 0.99 0.17 0.58

MECPP 0.9987 1.04 0.07 0.24

MEHHP 0.9999 1.02 0.14 0.48

MEOHP 0.9999 1.04 0.08 0.27
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附录 B

（规范性）

方法的精密度和准确度

表 B.1 方法的精密度和准确度（n=6）

样品
化合物名

称

实际样

品浓度

（μg/L）

加标浓

度

（μg/L）

加标

平均回收

率

%

批

内差异

%

批

间差异

%

水产

养殖生物

MMP

ND 5 97.4 2.4 3.2

ND 20 99.4 1.4 1.7

ND 80 95.5 9.9 5.3

MEP

ND 5 100.7 2.9 4.2

ND 20 98.1 3.4 2.3

ND 80 101.8 5.7 9.0

MOP

ND 5 96.9 8.4 5.5

ND 20 97.5 2.6 4.3

ND 80 95.0 8.7 4.7

MiBP

ND 5 98.6 1.7 4.4

ND 20 97.2 5.4 2.6

ND 80 97.2 3.6 2.8

MnBP

ND 5 98.6 3.3 1.4

ND 20 98.5 1.8 2.3

ND 80 90.9 8.2 1.2

MiNP

ND 5 98.2 7.8 2.6

ND 20 99.8 2.7 2.4

ND 80 90.4 6.1 0.9

MCPP
ND 5 98.9 5.9 2.8

ND 20 98.0 2.5 2.8
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表 B.1（续）

ND 80 96.3 4.4 1.9

MCHP

ND 5 98.3 3.4 1.7

ND 20 100.6 6.5 1.6

ND 80 98.0 5.7 4.7

MBZP

ND 5 96.8 6.9 5.4

ND 20 97.5 3.5 4.1

ND 80 94.6 8.8 1.3

MEHP

ND 5 100.0 3.1 0.7

ND 20 99.9 6.6 2.3

ND 80 92.7 5.2 2.1

MECCP

ND 5 99.4 6.9 1.5

ND 20 97.7 3.3 2.0

ND 80 93.2 5.5 1.9

MEHHP

ND 5 98.2 3.2 2.8

ND 20 98.2 2.8 1.9

ND 80 93.1 8.9 6.6

MEOHP

ND 5 101.2 4.0 2.7

ND 20 101.3 3.4 2.0

ND 80 98.6 8.3 4.7
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附录 C

（规范性）

质谱参考条件

表 C.1 方法的精密度和准确度（n=6）

目标化合物及内标物的多离子反应监测条件见表C.1。

表 C.1 目标化合物及内标物的多离子反应监测条件

化合物 母离子

(m/z)

锥孔电压

(V)

子离子 (m/z) 碰撞电压

(V)

MMP 179.1 10 77, 107* 27, 10

MMP-D4 183.1 42 81*, 111.1 16, 10

MEP 193.1 38 77.1*,121.1 18, 14

MEP-D4 197.1 40 81.1*, 150.1 18, 12

MOP 277.1 2 77, 127.1* 18, 16

MOP-D4 281.1 46 81.1, 127.1* 20, 16

MiBP 221.1 40 77*, 134.1 20, 12

MiBP-D4 225.1 52 80.9*, 138.1 22, 18

MnBP 221.1 15 77*, 149.1 15, 10

MnBP-D4 225.1 46 71, 81* 12, 20

MiNP 291.2 48 77, 141.1* 20, 18

MiNP-D4 295.2 48 81.1, 141.1* 22, 16

MCPP 251.1 24 103*, 165 10, 14

MCPP-D4 255.1 14 102.9*, 168.9 8, 12

MCHP 247.1 44 77, 97* 18, 14

MCHP-D4 251.1 52 81, 97* 24, 18

MBZP 255.1 42 77*, 183.1 16, 12

MBZP-D4 259.1 46 77.1*, 107.1 20, 12

MEHP 277.1 38 127.1, 134.1* 18, 14

MEHP-D4 281.2 52 80.9, 138.1* 34, 20
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表 C.1（续）

MECPP 307.1 40 113.1, 159.1* 28, 12

MECPP-D4 311.1 30 113.1, 159.1 30, 12

MEHHP 293.1 15 121*, 145.1 18, 13

MEHHP-D4 297.2 4 125.1, 145.1* 18, 14

MEOHP 291.1 50 113.1, 143.1* 20, 14

MEOHP-D4 295.1 48 125.1, 143.1* 20, 14

13种邻苯二甲酸单酯及其内标标准溶液的XIC色谱图见图C.1。
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图 C.1 13 种邻苯二甲酸单酯及其内标标准工作溶液液相色谱-串联质谱色谱图
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图 C.1 （续）
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