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UPLC-MS/MS 法同时测定焙烤食品中的丙烯酰胺、 

4-甲基咪唑与 5-羟甲基糠醛 
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摘要：建立了同时测定焙烤食品中丙烯酰胺、4-甲基咪唑和 5-羟甲基糠醛的超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）分析方

法。样品中加入同位素内标后，以水和乙腈超声提取，QuEChERS净化，正己烷脱脂，UPLC-MS/MS 分离检测，丙烯酰胺和 4-甲基

咪唑以同位素内标定量。在优化条件下，3种待测物的方法检出限在 1.5 μg/kg~7.0 μg/kg之间；在 2.0 μg/L~500 μg/L 浓度范围内线性

关系良好，相关系数均大于 0.9990；在面包、蛋糕和饼干样品中进行 3 个水平的添加实验，平均回收率（n=6）为 87.8~115.7%，日

内精密度为 3.2~9.6%；日间精密度（n=5）小于 11.5%。本方法净化效果好，灵敏度高、准确性好，适用于焙烤食品中丙烯酰胺、4-

甲基咪唑和 5-羟甲基糠醛的同时测定。 
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Abstract: The isotope internal standard was added into the samples, and then the mixture successively underwent supersonic extraction 

with water and acetonitrile, purification with QuEChERS, degreasing with hexane, and detection with UPLC-MS/MS. Acrylamide and 

4-methylimidazole were quantified by isotope internal standard. Under the optimized conditions, the LOD of acrylamide, 4-methylimidazole 

and 5-hydroxymethylfurfural ranged from 1.5 to 7.0 μg/kg, and the linear range were 2.0~500 μg/L with the correlation coefficients more than 

0.9990. The average recoveries ranged from 87.8% to 115.7%, and within-day precisions in a range of 3.2~9.6% when three levels of standard 

were spiked into bread, cake and biscuits. The inter-day precisions were less than 11.5%. The developed method is characterized by the excellent 

purification effect, sensitivity and accuracy, and it is competent for the detection of acrylamide, 4-methylimidazole and 5-hydroxymethylfurfural 

in baking food. 
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焙烤食品是以小麦等谷物粉料为基本原料，通过

发面、高温焙烤过程而熟化的一类食品，在加热条件

下，这类食品中的还原糖和氨基酸或蛋白质发生美拉

德反应及焦糖化反应等反应，这些反应除产生一系列

的风味物质外，还会产生小分子的酮、醛和杂环化合

物，如丙烯酰胺（Acrylamide, AM）、5-羟甲基糠醛

（ 5-Hydroxymethylfurfural, HMF ）和 4-甲基咪唑

（4-methylimidazole, MEI）[1~3]。研究表明，AM 是一

种公认的神经毒素和准致癌物，MEI 的动物毒理学实

验证明其具有致癌作用，国际癌症机构（IARC）将这

两个化合物列为“人类可能的致癌物”（Group 2A）[4]；

此外，食用含有过多HMF的食品会人体健康造成危害，

可能引起 DNA 突变和链断裂[5~6]。我国是焙烤食品的

生产和消费大国，因此建立定量检测这类食品中的

AM、HMF 和 MEI 的分析方法，对于这 3 个小分子化

合物可靠暴露和风险评估具有重要的意义。 

文献报道的测试这些目标化合物的定量方法，包

括 ELISA 方法[7]、气相色谱[8~9]、气相色谱-谱联用法
[10~13,26]、液相色谱 [14~16,22,24~25]、液相色谱质谱联用法
[17~20,23,26]等，由于这 3 个化合物分子小（结构式见图 1），

当实际样品基质复杂，待测目标物含量低时，ELISA

方法容易产生假阳性；气相色谱和气相色谱-谱联用法

的样品前处理较为繁琐且需要衍生化，而且采用色谱

方法时，其灵敏度无法满足痕量分析的需要；液相色

谱-质谱/质谱法结合了液相色谱的分离能力和质谱的

高鉴别能力，能够实现准确定性定量，简化样品前处

理，缩短检测时间，从而实现高通量检测目的，在食

品中低含量化合物的检测领域应用广泛。目前还没有

同时检测焙烤食品中上述 3 种化合物的相关报道，本

研究应用同位素稀释，分散固相萃取净化技术，结合

超高效液相色谱（UPLC）的快速分离以及 MS/MS ESI

电离源正扫描，优化前处理和色谱质谱条件，建立了

同时定性定量检测焙烤食品中 AM、HMF 和 MEI 的分

析方法，方法快速、准确，重现性好，能够满足焙烤

食品中 AM、HMF 和 MEI 的检测要求。 

       

HMF          AM            MEI 

图1 3种化合物的结构式 

Fig.1 Structures of three compounds 

1  实验部分 

1.1  主要仪器和试剂 

ACQUITYTM 超高效液相色谱和 Waters XevoTM 

TQ MS 三重四极杆串联质谱仪，美国 Waters 公司；

MS3 basic 漩涡混合器，德国 IKA公司；KQ-500E超声

波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；3K30 高速离心

机，美国 Sigma 公司；Turbo LV 浓缩工作站，美国

Biotage 公司；Milli-Q 去离子水发生器，美国 Millipore

公司。 

AM、HMF 和 MEI 标准品（纯度大于99%，德国

Dr. Ehrenstorfer 公司）；同位素内标：13C3-丙烯酰胺（纯

度大于 98%，购于 Cambridge Isotope Laboratories 公司）

和 4-甲基咪唑-d6（纯度大于98%，CDN ISOTOPES，

购于安谱公司）；乙腈、甲醇（均为 HPLC 级，CNW

公司）；正己烷（分析纯，广州化学试剂厂）；超纯水

（18.2 MΩ）；QuEChERS 提取试剂盒（美国 Agilent

公司，货号：5982-2755），其中含 6 g 无水 MgSO4 和

1.5 g 无水乙酸钠。 

定容液：0.1%甲酸水+乙腈=95+5，体积比。 

1.2  标准溶液的配制 

3 种化合物标准贮备液：分别称取适量的 AM、

HMF 和 MEI 标准物质，用甲醇配成200 mg/L的标准

贮备液，4℃避光贮存。 

同位素内标贮备液：分别称取适量的 13C3-丙烯酰

胺和 4-甲基咪唑-d6，用甲醇配成 20 mg/L 的标准贮备

液，4℃避光贮存。 

混合标准工作溶液：吸取适量标准贮备液，用定

容液稀释成 0.5 mg/L的混合标准溶液，4℃避光贮存。 

混合同位素内标工作溶液：吸取适量同位素内标

贮备液，用定容液稀释成 0.2 mg/L的混合同位素内标

工作溶液，4 ℃避光贮存。 

1.3  样品前处理 

称取1.0 ｇ粉碎混匀的试样于50 mL塑料离心管

中，加入100 μL混合同位素内标工作溶液，再加入5 mL

水，涡旋振荡分散均匀，再加入7 mL乙腈，涡旋振荡1 

min，超声10 min，然后加入QuEChERS提取试剂盒，

迅速振摇，涡旋振荡1 min，4000 r/min离心5 min，取

上层清液于10 mL玻璃氮吹管，40℃水浴中氮气吹干，

用1.0 mL定容液涡旋溶解。在氮吹管中加入2 mL正己

烷（乙腈饱和），涡旋30 s，2500 r/min离心3 min后，

弃去正己烷层；重复用正己烷脱脂1次，下层清液过0.22 

μm滤膜，滤液供UPLC - MS/MS测定。 

1.4  UPLC-MS/MS检测条件 

色谱柱： Phenomenex kinetex C18色谱柱 (100 

mm×3.0 mm，2.6 µm )；流动相：A. 0.1%甲酸水，B. 乙

http://zhidao.baidu.com/search?word=%E8%BF%98%E5%8E%9F%E7%B3%96&fr=qb_search_exp&ie=utf8
http://www.baike.com/wiki/%E9%85%AE
http://www.baike.com/wiki/%E9%86%9B
http://www.baike.com/wiki/%E6%9D%82%E7%8E%AF%E5%8C%96%E5%90%88%E7%89%A9
http://www.baike.com/wiki/%E6%9D%82%E7%8E%AF%E5%8C%96%E5%90%88%E7%89%A9
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腈，梯度洗脱程序：0.0~0.7 min，95% A；0.7~2.0 min，

95~20% A；2.0~2.5 min，20~5% A；2.5~3.5 min，5% A；

3.5~4.0 min，5~95% A；4.0~6.0 min，95% A；流速：

0.3 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：5 μL。 

质谱条件：电喷雾离子源（ESI），正模式和多反

应监测（MRM）模式；碰撞气为氩气，0.2 mL/min；

化合物的监测离子对（m/z）、锥孔电压等质谱参数见

表1，每个离子对的驻留时间均为0.036 s。 

表 1 3种待测物及 2 种同位素内标物的质谱分析条件 

Table 1 MS parameters for the analysis of studied compounds 

NO. Compounds Q1 mass/(m/z) Q3 mass/(m/z) Cone voltage/V Collision energy/eV RT/min 

1 MEI 83 56*/68 30 15/40 1.41 

2 AM 72 55*/44 20 10/10 1.75 

3 HMF 127 109*/81 17 10/15 2.73 

IS-1 MEI-d6 88 60 30 15 1.41 

IS-2 13C3-AM 75 58 20 10 1.75 

注：其中带“*”的离子为定量离子。 

2  结果与讨论 

2.1  前处理条件的选择 

3 种待测化合物的极性大，而焙烤食品含有淀粉、

糖、植物蛋白、色素等易干扰化合物，因此对前处理

的要求高，提取净化是难点。关于这 3 种食品加工副

产物的检测，现已报道的文献多为检测其中一种，提

取、净化方法主要有溶剂提取法和固相萃取法，提取

溶剂主要为水[10,17,20~26]，或再以乙酸乙酯反萃取[20]，然

后用固相萃取小柱净化，用于 AM 净化的固相萃取小

柱主要有 C18[21~22]和 HLB（6cc/200 mg）[20,23]，用于

MEI 净化的固相萃取小柱主要有 MCX（3 cc/60 mg）、

XTR 萃取柱[10]和 C18（12cc/2g）[17]，用于 HMF 净化

的固相萃取小柱主要有 Bond Elut ENV小柱[24]、PCX 

离子交换固相萃取柱[25]、C18 和 HLB[26]。结合参考文

献和本实验研究，可知：强极性小分子 AM和 MEI 在

C18 和 HLB小柱上没有发生相互作用，而是通过小柱

吸附材料吸附杂质来实现净化的，故上样量受到限制，

但 HMF 与 C18 和 HLB 小柱中的吸附材料发生较强的

相互作用，需要用有机溶剂才能洗脱下来；对于阳离

子交换小柱 MCX 和 PCX，其吸附材料与 AM 也不发

生作用，但与 HMF 和 MEI 发生强烈相互作用，分别

需要用甲醇和 5%氨化甲醇进行洗脱。如此，对于水提

取液，若用上述小柱净化，则需要分段接收，操作极

其繁琐，而且试验发现，上柱直接流出的水溶液部分

（此部分含 AM 和/或 MEI），可能还有试样中的其它

复杂组分同时流出，导致检测基线抬高，严重影响检

测灵敏度；若用乙酸乙酯反萃取，MEI 不被萃取，AM

和 HMF 的萃取率也大约只有 70%。 

鉴于此，本实验借助具有简便、快速的 QuEChERS

分散净化技术进行研究。经实验优化，样品先以水分

散和溶胀/溶解，再加入乙腈协同超声提取，获得了良

好的提取效率；然后加入 6 g无水硫酸镁和 1.5 g无水

乙酸钠吸去大部分水，以降低糖、色素等水溶性杂质

的干扰，并促使乙腈和水相分层，使待测物进入乙腈

中，淀粉颗粒也同时共沉淀，乙腈层澄清。对乙腈提

取液浓缩后，采用初始流动相复溶，以消除溶剂效应；

并采用正己烷进一步脱脂净化，有效降低了脂溶性杂

质的干扰。实验结果表明，该方法取得了较好的提取

净化效果，保证了检测结果的准确性和精密度。 

2.2  质谱条件的选择 

MEI 和 AM 均含有氨基，在 ESI 源电离下容易获

取 H+，形成[M+H]+；HMF 是一种呋喃类化合物，含

有 1 个羟基，标准 SN/T 1859-2007[26]采用的是大气压

化学电离源（APCI）及负离子模式检测，本实验对比

发现 HMF在 ESI源正离子模式下的一级质谱响应值高

于其负离子模式约 2 个数量级，故本实验选用 ESI 源

正离子模式检测。为获得较高的灵敏度，在一级质谱

扫描时，通过优化毛细管电压和锥孔电压，使母离子

强度最大；在二级质谱扫描时，碰撞气和碰撞电压的

作用使化合物发生断裂或重排，产生不同的碎片离子，

其中 AM分别丢失一个 NH3 和一个 CH2=CH2，相应产

生 m/z 55 和 m/z 44 的碎片离子；MEI 分别丢失一个

-C2H3 和一个-CH3，相应产生m/z 56 和 m/z 68 的碎片

离子；HMF 也从质子化的分子上丢失水产生特异性碎

片离子[C6H5O2]（m/z 109），进而丢失一个-C=O 产生

碎片离子[C5H5O]（m/z 81）。以此作为待测物的定性与

定量离子对，并优化各自碰撞电压，使其响应最强。3

种待测物及 2 种同位素内标物的特征离子对和电离条

件、碰撞条件见表1。 

2.3  色谱分离的优化 

在 ESI+模式下，往往会在流动相中加入可以提供

H+的甲酸或乙酸等，以提高目标化合物的离子化效率，
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故本实验选用 0.1%甲酸水-乙腈为流动相体系。 

实验对比了 3 种型号的色谱柱：Phenomenex 

kinetex C18 色谱柱（100 mm×3.0 mm，2.6 µm），

ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 

µm），ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（100 mm×2.1 

mm，1.7 µm）。MEI、AM和 HMF 在 3 根色谱柱的分

离效果如图 2 所示，kinetex C18 色谱柱显示出更好的

峰型、分离度和灵敏度，而 HSS T3 色谱柱和 BEH C18

色谱柱的峰型均呈现拖尾现象，故本实验采用

Phenomenex kinetex C18 色谱柱进行分离检测。 

 

图 2 3 种待测化合物在 3根色谱柱上的色谱行为对比 

Fig.2 Compare of three compounds in three different columns 

注：1：4-甲基咪唑；2：丙烯酰胺；3：5-羟甲基糠醛；A：

kinetex C18 色谱柱；B：UPLC HSS T3色谱柱；C：UPLC BEH 

C18 色谱柱。 

在反相色谱二元流动相体系中，溶质的保留因子

与有机相所占体积分数存在近似关系，随着流动相中

有机相比例的增加而减少；溶质在色谱柱的保留时间

主要取决于溶质与固定相、溶质与流动相之间的相互

作用。MEI 和 AM 极性大、分子量小，与固定相 C18

之间的相互作用力较差，故本实验采用体积分数为

95%的水作为初始流动相比例，并保持 0.7 min，以延

长 MEI 和 AM 的保留时间；而 HMF 在 C18 色谱柱上

具有较强的保留，故采用提高有机相比例将其洗脱。

经优化的梯度洗脱程序如本文 1.4 所述，在该色谱条件

下，各化合物获得较合适的保留时间（见表 1）、良好

的峰型和分离度，各化合物混合标准溶液（10.0 μg/L）

提取离子色谱图见图 3。 

 

图 3 标准溶液提取离子色谱图（10.0 μg/L） 

Fig.3 Selective ion chromatogram of standard (10.0 μg/L) 

2.4  线性关系和检出限 

采用串联质谱检测复杂基质样品时，基质中的复

杂组分常会与目标物竞争电离，出现基质抑制或基质

增强效应，从而影响定量分析的准确度和精密度，一

般通过采用内标法定量或基质匹配校准溶液定量来消

减基质效应。本实验除了 HMF 使用外标法定量外，

MEI 和 AM 均使用同位素内标法定量，同位素内标法

可以减少外标法中基质效应的干扰，定量更加准确。 

配制 3 种待测物浓度为 2.0~500 μg/L 的混合标准

工作溶液，其中均含 MEI-d6 和 13C3-AM各 20.0 μg/L，

在选定的条件下测定，其中 MEI 和 AM以其定量离子

峰面积和相应的内标峰面积比值为纵坐标，以 MEI 和

AM 的标示浓度为横坐标进行回归分析，HMF 以其定

量离子的峰面积为纵坐标，标示的浓度为横坐标进行

回归分析。3 种待测物的线性方程、线性范围、相关系

数见表 2，可见，相关系数均大于 0.999 0，表明在

2.0~500 μg/L范围内线性关系良好；以 3倍信噪比（S/N）

计算 3 种待测物的检测限（LODs）为1.5~7.0 µg/kg，

以 10 倍信噪比（S/N）计算 3种待测物的定量限（LOQs）

为 5.0~20.0 µg/kg，表明方法具有较高的灵敏度。 

表 2 3种目标物的线性范围、线性方程、相关系数、检出限和定量限 

Table 2 Linear ranges, regression equations, LODs and LOQs for three analytes 

Analyte Linear ranges/(μg/L) regression equations R2 LOD/(µg/kg) LOQ/(µg/kg) 

MEI 2.0~200 y=0.123x-0.115 0.999 8 1.5 5.0 

AM 2.0~200 y=0.062x+0.067 0.999 1 1.5 5.0 

HMF 10.0~500 y=35.25x+146.3 0.999 3 7.0 20.0 

2.5  方法学考察和实际样品检测 

选取面包、蛋糕和饼干样品，按本实验方法进行

低、中、高3个浓度水平的添加回收和精密度实验 

 

（n=6）；采用中间添加水平的样品连续测定5 d，

考察方法的日间精密度。实验结果见表3，3种待测物

的平均回收率在87.8~115.7%之间，日内相对标准偏差

在3.2~9.6%之间，日间精密度在6.9~11.5%之间，说明 
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方法的适用性良好。 

表 3 样品的添加回收和精密度实验数据 

Table 3 Recoveries and repeatabilities for five analytes in sample  

Sample Analyte 
Content 

/(μg/kg) 

Intra-day RSD/(%, n=6) Inter-day RSD/(%, n=5) 

Added/(μg/kg) Recovery/% RSD/(%, n=6) Added/(μg/kg) RSD/(%, n=5) 

Bread 

AM N.D. 5.0, 50, 500 91.1, 90.3, 103.0 6.5, 6.2, 5.3 50 7.5 

MEI N.D. 5.0, 50, 500 90.7, 88.4, 93.2 5.4, 4.9, 4.2 50 8.4 

HMF 831 500, 1 000, 5 000 87.8, 90.6, 92.8 9.6, 7.5, 5.2 1 000 6.9 

Cake 

AM 7.5 5.0, 50, 500 101.7, 95.8, 98.4 8.2, 6.3, 3.7 50 10.3 

MEI 6.8 5.0, 50, 5000 89.4, 89.9, 95.6 8.7, 5.8, 5.5 50 11.5 

HMF 355 500, 1 000, 5 000 90.1, 93.2, 91.6 7.9, 6.3, 3.2 1 000 9.4 

Biscuits 

AM 21.2 20, 100, 500 96.1, 94.8, 115.7 6.8, 5.1, 5.4 100 7.5 

MEI 10.1 10, 50, 500 92.3, 91.8, 98.2 7.3, 4.4, 5.7 50 8.1 

HMF 302 500, 1 000, 5 000 112.6, 94.2, 94.9 6.5, 4.1, 5.5 1 000 8.8 

采用本方法测定了市售的 10个焙烤食品（包括面

包、蛋糕、饼干、月饼皮和桃酥），其中 10 个样品均

检出 HMF，含量在 0.3~5.7 mg/kg；6 个样品检出 MEI，

含量在 6.5~42.8 µg/kg；9 个样品检出 AM，含量在

13.4~225 µg/kg。 

3  结论 

本文建立了同时检测焙烤食品中3种加工副产物

（丙烯酰胺、4-甲基咪唑和5-羟甲基糠醛）的液相色谱

串联质谱测定方法。采用Phenomenex kinetex C18色谱

柱，使极性大的丙烯酰胺和4-甲基咪唑得到较好的保留

和分离；采用水和乙腈协同提取，QuEChERS和正己烷

两步净化，获得较好的提取效率和净化除杂效果；丙

烯酰胺和4-甲基咪唑采用相应的同位素内标定量，提高

了定量的准确性。此外，该方法还具有灵敏度高、重

现性好等特点,适于焙烤食品中丙烯酰胺、4-甲基咪唑

和5-羟甲基糠醛的定量检测与定性确证。 
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