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摘要

采用 Agilent 1290 UHPLC–三重四极杆 6460 串联质谱开发了一个超高灵敏度的、可同时

对食物中的全氟辛烷磺酸 (PFOS) 和全氟辛酸 (PFOA) 进行定量分析的方法。样品首先用

甲醇提取，然后用弱阴离子交换小柱进行净化。所得溶液采用反相 UHPLC 进行分离，并

且采用三重四极杆质谱在MRM 模式下进行检测。PFOA 和 PFOS 的动态线性范围分别为

0.01–10 ng/mL 和 0.1–40 ng/mL，线性相关回归系数不小于 0.999。PFOA 和 PFOS 的检

测限 (LOD)［信噪比 (S/N) = 3）］分别为 0.002 和 0.02 µg/kg，其定量限 (LOQ) (S/N =

10)分别为 0.01和 0.1 µg/kg。鱼、虾和蛋类基质中三个浓度水平加标的平均回收率在

79.2%–113.1% 范围内，其相对标准偏差 (RSD) 在 3.2%–10.7% 范围内 (n=6)。实验室间

验证进一步确证了方法的准确度和可靠性。所建立的方法具有高灵敏度、高回收率以及

良好的选择性等优势。因此，它可用于动物源性食品中 PFOA 和 PFOS 的常规检验。

*主要工作已在 2012 年全国有机质谱学术年会上交流。
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前言

全氟烷基物质 (PFAS) 是一大类高度氟化的脂肪族化合物，具有高

度的热稳定性和化学稳定性，表面活性高 [1]。在过去几十年里，

它们已广泛应用于工业制造，如制冷剂、麻醉剂、杀虫剂、除草

剂、润滑剂和涂料等。PFAS耐水解、光解和生物降解，因此属于

持久性有机污染物。工业制造带来的环境污染使 PFOA和 PFOS成

为在食物链中发现得越来越多的两种主要化合物。它们已在许多

基质中被检测到，如水 [2,3]、沉积物和淤泥 [4]、禽类、鱼类、

其它水生生命，还有蛋清 [5,6] 等。生物积聚使人类暴露在 PFOA

和 PFOS中的风险越来越来大，甚至在人乳中也已发现这两种化

合物的存在 [3]。

对实验动物的研究已经证实，PFAS会对健康造成多种不良影响，

包括肝脏毒性、发育毒性、神经行为毒性、免疫毒性、生殖毒性、

肺脏毒性和激素效应等等 [1]。近来的一项流行病学研究表明，

PFAS暴露的增加与儿童常规免疫接种的体液免疫反应下降有关

[7]。2008年，EFSA（欧洲食品安全局）推荐了 PFOS和 PFOA

的每日耐受摄入量 (TDI) 分别为每千克体重 150 ng 和每千克体重

1500 ng [8]。因此，开发一个对食品中 PFAS含量进行常规监测

的高灵敏度、高选择性的可靠分析方法就非常重要。

为了测定食品中 PFAS的含量，我们已经主要针对环境设置开发

了许多方法。我们努力开发了一种具有高灵敏度和准确性的快速参

考方法，用来监测全中国范围内动物源性食品中 PFOS和 PFOA的

含量。

实验部分

试剂和材料

PFOA (MW: 414.10) 和 PFOS (MW: 538.22) 购自 AccuStandard

公司（美国）。图 1 展示了其分子结构。13C8-PFOA 和 1, 2, 3, 4-
13C4- PFOS 标准化合物分别购自 Wellington Laboratories 公司

（加拿大安大略省圭尔夫市）和 Cambridge Isotope Laboratories

公司（美国）。甲醇、乙酸铵、乙酸和氢氧化铵为 HPLC级，购自

Fisher Scientific 公司（美国新泽西州费尔劳恩）。整个实验中使

用Mill-Q 超纯水。所有其它试剂均为分析级。

取购买的标准品用甲醇制备 PFOA、PFOS、13C8-PFOA 和 1, 2, 3,

4-13C4- PFOS 的贮备标准溶液，终浓度分别为 100.00、100.00、

10.00 和 50.00 ng/mL。

取贮备标准溶液 (100 ng/mL) 用甲醇稀释制备系列校准溶液，PFOA

的终浓度为 0.010、0.020、0.10、1.00、2.00和 10.0 ng/mL，

PFOS 的终浓度为 0.10、0.20、1.00、10.0、20.0 和 100.0 ng/mL。

将 13C8-PFOA 和 1, 2, 3, 4-13C4-PFOS 加入上述校准溶液中，使其

终浓度分别为 1.00 ng/mL 和 5.00 ng/mL。

PFOS
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图 1. PFOS 和 PFOA 的分子结构
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鱼、虾和蛋类样品

实验中采用的许多食物样品来自鱼、虾和蛋类这三种基质。将去

掉外皮的这些基质样品首先在一个聚乙烯容器中搅匀，并放置在

–18 °C 下冷冻备用。测定基质样品中 PFOS 和 PFOA 的浓度。选

PFOS 和 PFOA 含量最低的基质作为回收率实验的空白基质。

样品制备

首先将 5.00 g (± 0.01 g) 样品与 1.0 ng 的 13C4-PFOA 和 5.0 ng 的

1, 2, 3, 4-13C4-PFOS 混合，作为内标，用于校准。然后用 10 mL

甲醇提取样品，收集甲醇层。用 10 mL甲醇再提取残渣两次，将

所有甲醇层混合。混合甲醇提取液用氮气吹至 1 mL。然后将 5 mL

2% 甲醇加入浓缩提取液，净化前用超声处理 15 分钟。

采用弱阴离子交换 (WAX) 小柱对提取的样品进行净化。首先分别

采用 2 mL 甲醇和 1 mL 水分别对小柱进行活化，再采用 2 mL 2%

甲酸溶液进行平衡。然后将超声处理过的样品转移到小柱上，采

用 2 mL 2% 甲酸溶液进行淋洗，再依次采用 2 mL 甲醇和 4 mL 4%

氢氧化铵溶液进行洗脱。收集洗脱液并用氮气吹干。残渣用 1 mL

甲醇复溶待分析。

LC 和MS 条件

LC 配置和条件

• Agilent 1290 Infinity 二元泵 (G4220A)

• Agilent 1260 Infinity 高效自动进样器 (G4226A)

• Agilent 1200 系列自动进样器恒温箱 (G1330B)

• Agilent 1200 系列柱温箱 SL (G1316B)

色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，

100 mm × 2.1 mm，1.8 µm

柱温 30 °C

进样体积 5 µL

进样针冲洗 冲洗口（100% 甲醇），5 秒

流动相 A = 5 mM 乙酸铵水溶液

B = 甲醇

梯度流速 0.2 mL/min

表 1 列出了梯度洗脱程序。

MS 配置和条件

配备喷射流技术的 Agilent 6460 三重四极杆 LC/MS 离子源

离子化模式 负离子化

扫描模式 多反应监测 (MRM)

毛细管电压 –3500 V

喷嘴电压 –500 V

雾化器压力 45 psi

干燥气温度 300 °C

干燥气流速 6 L/min

鞘气温度 260 °C

鞘气流速 11 L/min

优化了定量和定性离子以及相关的碰撞能量，详见表 2。

表 1. 梯度洗脱程序

时间 溶剂 A (%) 溶剂 B (%)

0 70 30

1.0 70 30

1.01 50 50

9.0 20 80

9.01 70 30

10.0 70 30

总运行时间：10 分钟（包括 1 分钟平衡时间）。

表 2. 检测 PFOS 和 PFOA 的MRM 参数

注：* 表示定量离子。Q1
和 Q2

的分辨率设定为单位分辨率。

化合物 母离子 子离子

碎裂电压

(V)
碰撞能量

(V)
驻留时间

(ms)

PFOA 412.9 368.9* -80 -4 100

219.0 -80 -12 100

169.0 -80 -16 100

PFOS 498.9 130.0* -200 -50 100

99.0 -200 -55 100

80.0 -200 -90 100

13C4-PFOA 417.1 372.0* -85 -3 100

172.1 -85 -12 100

1, 2, 3, 4-13C4- PFOS 503.1 80.1* -170 -65 100

99.1 -170 -50 100
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加标回收率

将 PFOA 和 PFOS 加到空白样品中，共三个浓度水平，每个加标

样品中 PFOA 的浓度为 0.01、0.05 和 0.10 µg/kg，PFOS 的浓度

是 PFOA 的 10 倍（0.1、0.5 和 1.0 µg/kg）。然后在室温下涡旋加

标样品 5 分钟。将 1.0 ng 13C4-PFOA 和 5.0 ng 1, 2, 3, 4-13C4-PFOS

加入加标样品中。所得样品再涡旋 5分钟，然后按照样品制备部

分的步骤进行提取和净化，最后进行液相色谱-三重四极杆质谱

MRM 测定。
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图 2. PFOA (A) 和 PFOS (B) 的子离子谱图

图 3. 13C8-PFOA (A) 和 1, 2, 3, 4-13C4-PFOS (B) 的子离子谱图

1.0
1.2 A

B

×104

0.8
0.6
0.4
0.2
0

100 150

168.9
222.1

372.0

200 250 300 350 400 450 500
 (m/z)

 (%
)

550 600 650 700 750 800 850 900 950

1.0

×103

0.8
0.6
0.4
0.2
0

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

80.1

99.1

 (m/z)

 (%
)

结果与讨论

LC/MS 分析条件

溶剂中 PFOS和 PFOA的浓度可能会高到足以影响分析准确度和

灵敏度的程度。为了减少来自水性溶剂的干扰，我们对 LC 系统稍

加改进。将一根 C18 捕集柱（30 × 3.5 mm，5 µm）连接到水相

泵通道与梯度泵的混合点之间 [9]。连接管为不锈钢管。经过这种

改进，来自 LC系统的干扰显著减少。首先在负离子模式下对

PFOA 和 PFOS 标准溶液进行 Q1 MS 扫描，以找到这两种化合物

合适的母离子。再对选择的母离子进行子离子扫描。标准化合物

的碎片离子见图 2 和图 3。



5

通过逐步提高碎裂电压以获得最佳母离子转换，优化碰撞能量以

优化碎片离子生成，转换离子通道 498.9/130 和 412.99/368.9 分

别被选定用于 PFOS 和 PFOA 的定量分析，同时其它的离子转换

通道被选择用于确证，详见表 2。表 2还列出了所建立的同位素

标准品的离子转换通道。在MRM选择性监测模式下得到的 PFOS

和 PFOA 典型色谱图见图 4。PFOS 标准品的双峰表明 PFOS 标准

品以线性和分支两种结构形式存在。因此，PFOS的定量分析基

于这两个峰面积的和进行。
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图 4. 1, 2, 3, 4-13C4-PFOS (A)、PFOS (B)、13C8-PFOA (C) 和 PFOA (D) 的MRM 色谱图
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校准曲线和检测灵敏度

采用贮备标准溶液制备校准溶液，PFOA的浓度从 0.010到

10 ng/mL，PFOS 的浓度从 0.1 到 40 ng/mL。在实验条件下，

将基于相应同位素标准品得到的定量离子峰面积对化合物浓度作

图。如图 3 所示，我们获得了良好的线性校准曲线，回归系数不

小于 0.999。

LOD 和 LOQ 通过逐步减少空白样品中标准品的浓度来测定。LOD

取 S/N=3 时的浓度，LOQ 取 S/N=10 时的浓度。如表 3 所示，

PFOS 的 LOD 和 LOQ 分别为 0.02 和 0.1 µg/kg，而 PFOA 的相应

值低 10倍，表明该方法检测所研究食物基质中的 PFOS和 PFOA

具有高灵敏度。

方法的准确度和精密度

在包括鱼、虾和蛋类的三种基质中进行加标试验。在最佳的

LC/MS 条件下，分析物可与基质完全分离，表明背景干扰较小。

两种化合物在三种基质中三个加标水平的平均回收率范围为

86.2%–111.6%，相对标准偏差为 3.2%–10.7%，说明所开发的方

法可靠性强，满足残留分析的要求。

表 3. 校准曲线和检测灵敏度

分析物 线性范围 (µg/L) 线性方程 R2 LOD (µg/kg) LOQ (µg/kg)

PFOA 0.01–10 Y = 1.798e3x + 4501.1 0.9990 0.002 0.01

PFOS 0.1–40 Y = 6.819e2x + 383.92 0.9993 0.02 0.1

表 4. 鱼、虾和蛋类基质中 PFOA 和 PFOS 的加标回收率和精密度 (n=6)

PFOA PFOS

分析物 加标 (µg/kg) 回收率 (%) RSD (%) 加标(µg/kg) 回收率 (%) RSD (%)

鱼 0.01 87.2~113.1 6.0 0.1 82.2~90.6 8.2

0.05 92.8~101.0 3.2 0.5 79.9~97.2 5.8

0.1 85.8~102.5 4.5 1.0 81.0~99.6 6.0

虾 0.01 95.7~107.2 6.3 0.1 79.2~88.8 10.7

0.05 96.3~111.2 6.6 0.5 80.2~89.2 8.12

0.1 85.2~101.6 6.5 1.0 85.0~88.4 6.0

蛋类 0.01 85.7~98.6 4.8 0.1 89.7~93.4 7.6

0.05 95.2~108.8 8.8 0.5 88.3~93.6 6.9

0.1 84.2~111.6 7.1 1.0 90.8~112.0 4.2
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实验室间验证

五个独立实验室分别对该方法进行了进一步验证。对三种基质中

三个加标水平的加标回收率和精密度进行了评估。表 5表明总体

平均回收率在 87.1%–105.8% 范围内，总体 RSD 在 10.8%–31.4%

范围内。结果表明所开发的方法满足作为参考标准方法的要求。

实际样品分析

进一步将所开发的方法用于实际样品分析。随机选择的鱼、虾和

蛋类样品购自当地的食品杂货店，每种基质 50份样品。在总共

150份样品中，10份样品里发现含 PFOS，鱼类中阳性率最高，

蛋类的相对较低。阳性样品中 PFOS 的含量在 0.04 - 3.0 µg/kg 范

围内。

表 5. 五个独立实验室分别测定的鱼、虾和蛋类基质中 PFOS 和 PFOA 的含量，以及测定的准确度和精密度

来自五个独立实验室的定量分析结果 (µg/kg)

样品 分析物

加标浓度

(µg/kg) A A B B C C D D E E
平均浓度

(µg/kg)
平均平均

(%)
RSD 
(%)

鱼 PFOA 0.01 0.0086 0.0091 0.0076 0.0088 0.0089 0.0096 0.012 0.0112 0.012 0.018 0.01 105.8 28.43

PFOS 0.1 0.108 0.099 0.111 0.107 0.068 0.073 0.096 0.095 0.099 0.112 0.10 101.3 15.67

PFOA 0.05 0.048 0.047 0.045 0.047 0.0511 0.0508 0.0513 0.0508 0.0302 0.0395 0.05 92.1 14.45

PFOS 0.5 0.451 0.485 0.496 0.509 0.514 0.518 0.396 0.372 0.458 0.483 0.47 93.6 10.65

PFOA 0.1 0.068 0.079 0.089 0.087 0.075 0.086 0.087 0.096 0.101 0.103 0.09 87.1 12.73

PFOS 1 1.02 1.12 1.04 1.05 1.13 1.14 0.88 0.86 0.79 0.76 0.98 97.9 14.71

虾 PFOA 0.01 0.0096 0.0099 0.0079 0.0068 0.0102 0.0097 0.0093 0.0086 0.0094 0.0096 0.01 96.8 11.48

PFOS 0.1 0.088 0.089 0.103 0.108 0.083 0.078 0.087 0.085 0.105 0.112 0.09 92.3 12.76

PFOA 0.05 0.045 0.048 0.043 0.047 0.0501 0.0509 0.0508 0.0511 0.0399 0.0368 0.05 92.5 10.83

PFOS 0.5 0.463 0.483 0.476 0.502 0.504 0.049 0.456 0.468 0.498 0.483 0.44 87.6 31.43

PFOA 0.1 0.097 0.089 0.069 0.077 0.102 0.113 0.097 0.086 0.091 0.103 0.09 92.4 14.02

PFOS 1 0.86 0.96 0.96 0.96 1.13 1.04 0.87 0.76 0.99 0.86 0.94 93.9 11.22

蛋类 PFOA 0.01 0.0076 0.0081 0.0086 0.0089 0.0086 0.0098 0.0102 0.0112 0.0086 0.0095 0.01 87.8 11.75

PFOS 0.1 0.088 0.079 0.103 0.106 0.078 0.083 0.096 0.103 0.105 0.112 0.10 83.3 12.98

PFOA 0.05 0.0478 0.0467 0.0358 0.0372 0.0501 0.0508 0.0515 0.0513 0.0487 0.0495 0.05 93.9 12.18

PFOS 0.5 0.481 0.496 0.466 0.369 0.514 0.512 0.397 0.482 0.512 0.516 0.47 94.9 10.85

PFOA 0.1 0.097 0.089 0.076 0.079 0.105 0.096 0.112 0.096 0.111 0.118 0.10 97.9 14.24

PFOS 1 1.12 1.03 1.17 0.963 0.896 0.789 0.868 0.856 0.792 0.765 0.92 92.5 15.34
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结论

建立了一个采用 LC/MS/MS MRM 技术和弱阴离子交换小柱净

化，以同位素内标校准，测定鱼、虾和蛋类中 PFOA 和 PFOS 的

分析方法。方法的动态线性范围达到三个数量级，线性相关系数

不小于 0.999。PFOS和 PFOA的 LOD分别为 0.002 µg/kg和

0.02 µg/kg，其 LOQ 分别为 0.01 µg/kg 和 0.1 µg/kg。在 LOQ、

5 倍 LOQ 和 10 倍 LOQ 水平的加标试验表明，该方法准确度高，

加标回收率在 79.2%–113.1% 范围内，RSD 在 3.2%–10.7% 范围

内 (n=6)。实验室间验证进一步证明了方法的可靠性，总体加标

回收率在 87.1%–105.8% 范围内，RSD 在 10.8%–31.4% 范围内。

采用所开发的方法定量分析 150个样品，阳性率为 6.7%。该方

法具有高灵敏度、高回收率和良好精密度的优势，因此，它可用

于动物源性食品基质的常规检查。
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更多信息

这些数据代表了典型的结果。如需了解更多有关我们产品和服

务的信息，请访问我们的网站 www.agilent.com/chem/cn。


