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UPLC-MS/MS法测定特殊医学用途配方食品中
6 种季铵盐类消毒剂残留
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（河北省食品安全重点实验室，国家市场监管重点实验室（特殊食品监管技术），特殊食品安全与健康 

河北省工程研究中心，河北省食品检验研究院，河北 石家庄 050227）

摘  要：基于超高效液相色谱-串联三重四极杆质谱法建立含乳成分的特殊医学用途配方食品中6 种季铵盐类消毒

剂残留的检测分析方法。使用80%乙腈水溶液作为提取溶液对样品进行提取，采用RRHD Eclipse Plus C18色谱柱

进行分离，选择电喷雾离子源，在正离子模式下（ESI＋）采用多反应监测模式进行检测，用基质匹配工作曲线进

行定量。结果表明：6 种季铵盐类消毒剂在0.1～5.0 ng/mL质量浓度范围内具有良好的线性关系，线性相关系数＞

0.996 0，检出限为0.5 μg/kg，定量限为1 μg/kg；固体基质中加标回收率为72.8%～102.3%，相对标准偏差（relative 

standard deviation，RSD）为0.25%～3.88%；液体基质中加标回收率为71.8%～100.8%，RSD为0.19%～2.51%。 

方法简单、高效、快捷、灵敏，能够很好地用于特殊医学用途配方食品中季铵盐类消毒剂的分析测定。
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Abstract: An ultra-high performance liquid chromatography tandem triple quadrupole mass spectrometry (UPLC-MS/MS) 

method was established for the determination of six quaternary ammonium disinfectant residues in milk-containing food for 

special medical purposes. The sample was extracted with 80% acetonitrile in water and the extract was separated on a RRHD 

Eclipse Plus C18 column, detected in the positive ion mode using an electrospray ionization source with multiple reaction 

monitoring (MRM), and quantified by matrix-matched standard calibration. The calibration curves for the six quaternary 

ammonium disinfectants was linear in the concentration range of 0.1–5.0 ng/mL with correlation coefficient higher than  

0.996 0. The limit of detection (LOD) was 0.5 μg/kg and the limit of quantification (LOQ) was 1 μg/kg. The recoveries were 

72.8%-102.3% for spiked solid matrix samples, and 71.8%–100.8% for spiked liquid matrix samples with relative standard 

deviations (RSDs) in the range of 0.25%–3.88% and 0.19%–2.51%, respectively. The proposed method is simple, efficient, 

rapid, sensitive, and suitable for the qualitative and quantitative analysis of quaternary ammonium disinfectant residues in 

food for special medical purposes.
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季铵盐是一类阳离子表面活性剂，该类化合物具有

良好的乳化、润湿、洗涤、杀菌等性能，在化工等工业

领域广泛应用，同时在抗菌和消毒等领域也越来越受到

重视[1]。在乳制品生产过程中，为使卫生要求达标，生

产企业会使用臭氧、含氯消毒剂、季铵盐类消毒剂、乙

醇、过氧化氢、过氧乙酸等消毒剂对挤奶设备、装奶容

器以及生产设备等进行消毒，其中季铵盐类消毒剂副作

用小、毒性低且价格低廉，在乳制品生产工艺中得到广

泛应用[2-4]。但随着各种研究的逐步深入，季铵盐类消毒

剂被发现对水生生物有较强的毒性[5]，同时还可能引起

人的哮喘、皮肤过敏性反应以及视力减退等病症[6-7]。特

殊医学用途配方食品是以医学或营养学的研究结果为依

据，为满足特殊人群如进食受限、消化吸收障碍、代谢

紊乱以及其他特定疾病等人群对营养、膳食的需要，加

工而成的配方食品[8]。使用该类产品的人群通常存在一定

程度的身体机能障碍，自身免疫力较弱[9]，更容易受到残

留消毒剂的不良影响，因此研究建立含乳成分的特殊医

学用途配方食品中残留消毒剂的检测方法，并对特殊医

学用途配方食品中消毒剂残留水平进行检测和风险评估

具有十分重要的意义。

季铵盐类消毒剂常用的检测方法主要包括容量分析

法[10]、分光光度法[11-12]、气相色谱法-串联质谱法[13-14]、 

离子色谱法 [ 1 5 - 1 6 ]、高效液相色谱法 [ 1 7 - 1 9 ]、液相色 

谱-串联质谱法[20-21]等。其中液相色谱-串联质谱法常见的

研究对象主要有环境水样[22-24]、婴幼儿配方乳粉[25-27]、

冷冻食品[28]、血清和尿液[29]以及复方消毒产品[30]等，但

是针对特殊医学用途配方食品中消毒剂残留的研究基本

空缺，特殊医学用途配方食品基质较为复杂，容易对检

测造成干扰，且其中消毒剂残留量较低，因此对检测方

法的精度要求较高。相比其他检测方法，液相色谱-串

联质谱法具有较高的灵敏度、选择性以及出色的定性、

定量能力，更适用于特殊医学用途配方食品中低水平残

留消毒剂的检测。故研究采用超高效液相色谱-串联三重

四极杆质谱（ultra-high performance liquid chromatography-

tandem triple quadrupole mass spectrometry，UPLC-MS/MS） 

技术，建立含有乳成分的特殊医学用途配方食品中C12-苯

扎氯铵、C14-苯扎氯铵、C16-苯扎氯铵、十二烷基三甲基

溴化铵、二癸基二甲基氯化铵和四丁基硫酸氢铵6 种季铵

盐类消毒剂残留量的检测方法，为掌握含有乳成分的特

殊医学用途配方食品中消毒剂的残留水平以及对其风险

评估提供方法支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

所用样品为含有乳成分的特殊医学用途配方食品，

均购自药店和孕婴店，共5 个品种、44 批次，其中婴

儿氨基酸配方食品7 批次、婴儿乳蛋白部分水解配方食

品11 批次、婴儿乳蛋白深度水解配方食品9 批次、全

营养配方食品6 批次、早产/低出生体质量婴儿配方食 

品11 批次。

C12-苯扎氯铵（纯度99.9%）、C14-苯扎氯铵（纯度

98.8%）、C16-苯扎氯铵（纯度98.8%）、十二烷基三甲

基溴化铵（纯度99.9%）、二癸基二甲基氯化铵（纯度

99.9%）、四丁基硫酸氢铵（纯度99.8%） 北京曼哈

格生物科技有限公司；乙腈、甲醇 美国Fisher公司；

甲酸（色谱纯）、乙酸铵 美国Sigma公司；超纯水由

Milli-Q纯水机制得，电阻率≥18.2 MΩ·cm。

1.2 仪器与设备

UPLC-QTrap®5500 UPLC-MS/MS仪 美国Sciex

公司；CR22N高速冷冻离心机 日本Hitachi公司；

Elmasonic P300H超声波清洗器 德国Elma公司；

Vortex Genius 3旋涡混合器 德国IKA公司；0.22 μm 

PTFE微孔滤膜 美国Pall公司；Milli-Q纯水机 美国

Millipore公司。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

分别称取适量的C 12-苯扎氯铵、C 14-苯扎氯铵、 

C16-苯扎氯铵、十二烷基三甲基溴化铵、二癸基二甲基氯

化铵和四丁基硫酸氢铵6 种标准物质于100 mL棕色容量

瓶中，用50%甲醇水溶液溶解并定容至刻度，得到质量

浓度为100 μg/mL的标准储备溶液，于0～4 ℃冷藏保存，

可保存3 个月。

吸取适量的6 种消毒剂标准储备溶液，用50%甲醇水

溶液稀释成质量浓度为1.0、0.1 μg/mL的混合标准溶液，

于0～4 ℃冷藏保存，可保存1 个月。

1.3.2 样品前处理

1.3.2.1 固体试样

准确称取1 g（精确至0.001 g）试样置于15 mL离

心管中，加入2 mL加热至50 ℃左右的超纯水，涡旋振

荡10 s，再加入8 mL乙腈，涡旋混匀1 min，超声提取

10 min后，放入－18 ℃冰箱中放置1 h，在0～4 ℃下

10 000 r/min离心10 min，上清液过0.22 μm有机滤膜后，

待测定。
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1.3.2.2 液体试样

准确称取1 g（精确至0.001 g）试样置于15 mL离心

管中，加入9 mL 80%乙腈水溶液，涡旋混匀1 min，超声

提取10 min后，放入－18 ℃冰箱中放置1 h，在0～4 ℃下

10 000 r/min离心10 min，上清液过0.22 μm有机滤膜后，

待测定。

1.3.3 基质匹配标准工作曲线的绘制

称取多份空白试样，每份1 g（精确至0.001 g），置

于15 mL具塞离心管中，加入适量混合标准中间溶液，

按照1.3.2节的步骤进行相同操作，分别配制质量浓度为

0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 ng/mL的基质匹配标准工作

曲线所需溶液。

1.3.4 色谱条件

色谱柱：安捷伦RRHD Ecl ipse  P lus  C 18色谱柱

（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）；流动相：20 mmol/L

乙酸铵溶液（含0.2%甲酸）、甲醇体积比15∶85；流速 

0.3 mL/min；进样量2 μL；柱温25 ℃。

1.3.5 质谱条件

离子源参数：电喷雾离子源正离子模式；喷雾电压

4 000 V；离子源温度450 ℃；气帘气压力30 psi；雾化气

压力55 psi；辅助气压力55 psi。

在优化好的仪器条件下，6 种季铵盐类消毒剂的多

反应监测（multiple reaction monitoring，MRM）参数 

见表1。

表 1 6 种季铵盐类消毒剂的MRM参数

Table 1 MRM parameters for six quaternary ammonium disinfectants

化合物
离子峰
类型

驻留
时间/ms

母离子
（m/z）

子离子
（m/z）

碰撞
能量/V

去簇
电压/V

C12-苯扎氯铵 [M＋H]＋ 50 304.2 212.3/91.0* 30/55 60

C14-苯扎氯铵 [M＋H]＋ 50 332.4 240.2/91.0* 30/60 80

C16-苯扎氯铵 [M＋H]＋ 50 360.3 268.3/91.0* 30/65 71

十二烷基三甲基溴化铵 [M＋H]＋ 50 228.3 60.1*/57.2 32/32 80

二癸基二甲基氯化铵 [M＋H]＋ 50 326.5 186.3*/57.2 39/55 100

四丁基硫酸氢铵 [M＋H]＋ 50 242.4 142.2*/100.2 32/43 60

注：*. 定量离子。

1.4 数据处理

仪器操作、分析控制与数据收集通过Analyst®软件

（Version 1.6.3，美国AB Sciex公司）完成；仪器数据

处理及消毒剂残留物的含量计算通过MultiQuantTM软件

（Version 3.0.8664.0，美国AB Sciex公司）完成。

2 结果与分析

2.1 前处理条件的优化

特殊医学用途配方食品中通常含有较高的蛋白质、

脂肪和糖类等物质，而季铵盐在水和有机溶剂中都有良

好的溶解度，用水提取样品中的季铵盐时，提取液会形

成悬浊液，无法开展后续的分析测定工作，因此常用乙

腈和甲醇作为提取溶剂来提取特殊医学用途配方食品中

的季铵盐类消毒剂。采用乙腈作为提取溶剂时，由于乙

腈对脂肪的溶解度比甲醇低，且比甲醇有更强的沉淀蛋

白能力，因此提取溶液相比使用甲醇时更为清澈，回收

率较高并且可以很大程度降低提取液中基质的干扰。

本研究考察体积分数60%、70%、80%乙腈溶液和

纯乙腈作为提取溶剂时的提取效果。对于脂肪、蛋白

含量较高的样品，采用60%乙腈溶液进行提取时，提

取液经常会出现浑浊现象。随着提取液中乙腈的比例

不断提高，对蛋白的沉淀效果也不断提升，提取溶液

的浑浊度逐渐下降。但使用纯乙腈进行提取时，迅速

沉淀的蛋白等杂质会与待测样品凝结成团状，不能很

好地分散，导致提取效率下降。综合分析后，最终提

取溶剂采用80%乙腈溶液。同时优化固体试样的提取

方式，先用2 mL水充分溶解，再加入8 mL乙腈进行

提取。同时采用冷冻提取液的方式，进一步促进脂类

和蛋白的沉淀。此外，样品定量测定时采用基质匹配

标准工作曲线进行校正，能够有效降低样品基质的干

扰，保证测定结果的准确性。

2.2 色谱条件的优化

本研究比较3 种流动相对峰型和响应值的影响，分

别为水-甲醇、20 mmol/L乙酸铵溶液-甲醇及20 mmol/L 

乙酸铵溶液（含0.2%甲酸）-甲醇。使用水-甲醇体系时，

得到的峰型较差，且出现了拖尾。使用20 mmol/L乙酸

铵溶液-甲醇体系时，能够有效改善峰型较宽和拖尾的

问题。流动相加入甲酸后，促进待测物在离子源中的电

离，6 种消毒剂的响应值均有一定程度的提高，因此最终

选择20 mmol/L乙酸铵溶液（含0.2%甲酸）-甲醇体系作

为流动相。

2.3 质谱参数的优化

在质谱上使用基质匹配混合标准溶液对6 种季铵盐

类消毒剂的碰撞能量和去簇电压进行优化，同时确定适

合的驻留时间，优化后的参数详见表1。6 种季铵盐类消

毒剂均具有良好的峰型和响应值，具体的MRM离子色谱

图见图1。
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A. C12-苯扎氯铵；B. C14-苯扎氯铵；C. C16-苯扎氯铵；D. 十二烷

基三甲基溴化铵；E. 二癸基二甲基氯化铵；F. 四丁基硫酸氢铵。

图 1 6 种季铵盐类消毒剂（1 ng/mL）的MRM离子色谱图

Fig. 1 MRM ion chromatograms of six disinfectants (1 ng/mL)

2.4 标准曲线的线性关系、方法检出限和定量限

通过向空白基质中加标的方式，获得方法的检出限

和定量限。选取信噪比（RS/N）=3时待测物的质量浓度为

方法的检出限，选取RS/N=10时待测物的质量浓度为方法

的定量限。文献中的类似相关方法线性相关系数通常大于

0.995，检出限为0.2～1.0 μg/kg，定量限为0.5～5.5 μg/kg。 

由表2可知，本研究中6 种季铵盐类消毒剂残留量的质

量浓度为0.1～5.0 ng/mL时，线性关系良好，线性相关

系数（R2）≥0.996 0，检出限为0.5 μg/kg，定量限为 

1 μg/kg，方法的灵敏度优于大部分其他文献中的方法。

表 2 6 种季铵盐类消毒剂的线性关系、检出限和定量限

Table 2 Linear equations, LODs and LOQs of six disinfectants

化合物 回归方程
线性范围/
（ng/mL） 相关系数

检出限/
（μg/kg）

定量限/
（μg/kg）

C12-苯扎氯铵 y=46 228.9x＋26 499.5 0.1～5.0 0.999 58 0.5 1

C14-苯扎氯铵 y=41 167.4x＋25 547.4 0.1～5.0 0.999 63 0.5 1

C16-苯扎氯铵 y=35 634.8x＋29 678.7 0.1～5.0 0.999 14 0.5 1

十二烷基三甲基溴化铵 y=13 055.6x＋12 256.5 0.1～5.0 0.998 86 0.5 1

二癸基二甲基氯化铵 y=14 667.6x＋10 968.1 0.1～5.0 0.998 43 0.5 1

四丁基硫酸氢铵 y=28 947.9x＋10 462.2 0.1～5.0 0.996 09 0.5 1

2.5 准确度和精密度

向空白基质中添加6 种季铵盐类消毒剂的标准物

质进行加标回收率的测定，分别添加低、中、高3 个

梯度，每个梯度进行6 次重复测定。文献中的类似方

法加标回收率范围通常为65%～115%，相对标准偏差

（relative standard deviation，RSD）为0.64%～16.80%。

由表3可知，6 种季铵盐类消毒剂在固体试样基质中加

标回收率为72.8%～102.3%，RSD为0.25%～3.88%，在

液体试样基质中加标回收率为71.8%～100.8%，RSD为

0.19%～2.51%，与文献中的其他方法相比，该方法加标

回收率稳定，且精密度更佳。

表 3 6 种季铵盐类消毒剂的加标回收率和RSD（n=6）

Table 3 Recoveries and RSDs of six disinfectants from  

spiked samples (n = 6)

化合物
添加水平/
（μg/kg）

固体试样 液体试样

加标回收率/% RSD/% 加标回收率/% RSD/%

C12-苯扎氯铵

1 86.3 3.15 87.3 1.75

3 102.1 1.73 99.5 0.97

10 96.2 0.91 98.1 0.89

C14-苯扎氯铵

1 82.3 1.30 86.0 1.06

3 99.0 0.52 97.0 0.55

10 91.5 0.37 95.5 0.43

C16-苯扎氯铵

1 95.2 1.61 94.7 1.15

3 102.3 0.81 100.1 0.58

10 95.4 0.33 96.3 0.29

十二烷基
三甲基溴化铵

1 74.7 3.88 73.1 2.51

3 101.6 0.92 100.8 0.85

10 98.6 0.25 98.5 0.20

二癸基
二甲基氯化铵

1 72.8 3.59 71.8 1.98

3 96.7 1.09 97.0 0.69

10 96.4 0.27 98.4 0.19

四丁基硫酸氢铵

1 81.5 1.53 83.1 1.10

3 93.4 0.64 95.1 0.65

10 98.8 0.40 98.5 0.43
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2.6 实际样品的测定

为进一步验证本方法的适用性，分别选择在售的

5 个品种44 批次含乳成分的特殊医学用途配方食品进行

实际样品检测，其中婴儿氨基酸配方食品7 批次、婴儿

乳蛋白部分水解配方食品11 批次、婴儿乳蛋白深度水解

配方食品9 批次、全营养配方食品6 批次、早产/低出生

体质量婴儿配方食品11 批次。测定过程中方法稳定性良

好，结果显示，该44 个批次产品中均未检出6 种季铵盐

类消毒剂残留，表明含乳特医食品中消毒剂残留水平控

制的较好。

3 结 论

该研究基于UPLC-MS/MS技术建立了含乳成分的特

殊医学用途配方食品中6 种季铵盐类消毒剂残留的检测方

法。该方法前处理简单快速、准确度高、精密度好，适

用于含乳成分的特殊医学用途配方食品中6 种季铵盐类消

毒剂残留量的检测。目前对于特殊医学用途配方食品中季

铵盐消毒剂残留量的检测研究还较少，该研究可以同时为

其他种类的特殊医学用途配方食品中季铵盐类消毒剂的检

测提供技术参考，并为特殊医学用途配方食品中消毒剂残

留水平的检测以及对其风险评估提供方法支持。
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