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液相色谱-串联质谱法同时测定液体奶中的氯酸盐

和高氯酸盐 

白彤彤, 连莹莹, 韩永红, 李伟昊* 
(邯郸市疾病预防控制中心, 邯郸  056008) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)同时

检测液体奶中氯酸盐和高氯酸盐的方法。方法  以液体奶为基质, 采用 LC-MS/MS 测定其中氯酸盐和高氯酸

盐的污染水平, 对仪器条件, 试样的样本提取, 样本净化等进行测试优化, 并对优化的方法进行方法学考察。

结果  优化后的检测方法采用 ACQUITY UPLC®HSS T3 色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.8 µm), 流动相为乙腈和

0.1%甲酸水溶液, 流速为 0.1 mL/min, 进样量为 5 µL。样品中提取液为 2.0 mL 0.1%甲酸水溶液和 8.0 mL 乙

腈, 固相萃取柱为 SelectCore HLB-V 高氯酸盐专用柱(150 mg/3 mL), 内标法定量检测液体奶中氯酸盐及高氯

酸盐含量。经方法学考察氯酸盐和高氯酸盐在各自线性范围内线性关系良好, 氯酸盐与高氯酸盐溶剂标准曲

线决定系数分别为 0.9995、0.9998。氯酸盐检出限为 2.4 µg/kg, 高氯酸盐检出限为 0.8 µg/kg。实际样品检测

加标回收率在 81.9%~105.4%, 相对标准偏差小于 10%, 满足定量检测需求。结论  该方法具有操作简便, 灵

敏度高, 定量准确, 重复性好等特点, 适合基质较复杂的液体奶中氯酸盐和高氯酸盐的同时检测。 
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Simultaneously determination of chlorate and perchlorate in liquid milk by 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

BAI Tong-Tong, LIAN Ying-Ying, HAN Yong-Hong, LI Wei-Hao* 
(Handan Center for Disease Control and Prevention, Handan 056008, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous deterction of chlorate and perchlorate in liquid 

milk by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods  Using liquid milk as the base, the 

contamination levels of chlorate and perchlorate were determined by LC-MS/MS. The instrument conditions, sample 
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extraction and sample purification were tested and optimized, and the methodology of the optimized method was 

investigated. Results  The optimized detection method employed an ACQUITY UPLC®HSS T3 chromatographic 

column (2.1 mm×100 mm, 1.8 µm), with the mobile phase consisting of acetonitrile and 0.1% formic acid aqueous 

solution, at a flow rate of 0.1 mL/min and an injection volume of 5 µL. The extract from the sample was 2.0 mL of 0.1% 

formic acid aqueous solution and 8.0 mL of acetonitrile. The solid-phase extraction column was used the SelectCore 

HLB-V high chlorate-specific column (150 mg/3 mL). The internal standard method was used for quantitative detection 

of chlorate and perchlorate in liquid milk. The linear relationship of chlorate and perchlorate in their respective linear 

ranges was good. The determination coefficient of chlorate was 0.9995, and that of perchloric acid salt was 0.9998. The 

limit of detection chlorate was 2.4 µg/kg and that of perchlorate was 0.8 µg/kg. The recovery rate of actual sample 

detection with spiked samples was between 81.9% and 105.4%. The relative standard deviation (RSD) was less than to 

10%, meeting the requirements for quantitative detection. Conclusion  This method has the characteristics of simple 

operation, high sensitivity, accurate quantification and good repeatability. It is suitable for the simultaneous detection of 

chlorate and perchlorate in complex liquid milk matrices. 
KEY WORDS: liquid milk; perchlorate; chlorate; liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

液体奶富含优质蛋白, 维生素及矿物质等对儿童生

长发育, 成年人维持骨密度, 老年人预防骨质疏松和肌肉

流失至关重要。另有报道指出乳制品可有效降低高血压风

险, 预防代谢综合征、心血管疾病、中风、肥胖等问题[1]。

随着国民健康营养意识与消费水平不断提升, 液体奶的消

费需求正在快速增长。2020 年我国的牛奶总消费量为 3234
万吨, 是 2000 年的三倍多, 占全球牛奶消费量的 7.7%[2]。

《中国居民膳食指南(2022)》推荐儿童, 青少年及成人每天

应摄入 300 mL 及以上液体奶或相当量的奶制品[3]。液体奶

已逐渐成为日常饮食不可或缺的一部分。 
然而奶牛从饲养, 产奶到奶制品被使用的全过程可

能会通过水源、饲料、包装材料、消毒剂等污染氯酸盐和

高氯酸盐[4–7]。人体摄入过量的氯酸盐会对血液系统红细胞

造成损伤, 影响血液携氧能力[8]。高氯酸盐通过干扰碘离

子的吸收抑制甲状腺激素的合成, 引起甲状腺疾病[9–10]。

氯酸盐和高氯酸盐作为新兴的食品污染物目前受到广泛关

注[11–12], 它们在环境中普遍存在且具有化学性质稳定性和

生物积累性, 对生态安全和人类健康带来严重威胁[13–14]。

我国 GB 5749—2022《生活饮用水卫生标准》规定了水中

高氯酸盐的标准限值为 0.07 mg/L, 欧盟委员会发布的法

规 2023/915 条例规定了婴儿及幼儿配方食品中高氯酸盐

的最大残留量为 0.01 mg/kg。美国国家科学院及美国环境

保护署推荐食品中高氯酸盐的参考剂量为 0.7 µg/kg·bw, 
欧洲食品安全局(European Food Safety Authority, EFSA)设
定食品中氯酸盐的每日参考计量为 3 μg/kg·bw[15]。 

液体乳作为居民膳食宝塔中重要的组成部分, 精准

检测其中的氯酸盐和高氯酸盐的含量并长期监测对食品安

全有重要意义。氯酸盐和高氯酸盐在环境及食品中的低浓

度存在(µg/kg; µg/L)[16–20], 使得直接检测具有一定的挑战

性。目前氯酸盐及高氯酸盐的检测方法主要包括离子色谱

法 ( ion chromatography,  IC)、离子色谱 -质谱法 ( ion 
chromatography-mass spectrometry, IC-MS)、液相色谱-串联

质谱法(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
LC-MS/MS) 3 种[21–23]。离子色谱法作为传统检测技术, 具
有特异性强, 操作简单, 重复性好等优势, 常应用于水中

高氯酸盐及氯酸盐的检测 ,  但液体奶中基质干扰明显 , 
难以满足样品检测需求。IC-MS 抗基质干扰能力显著提

升, 减少固相萃取步骤, 但设备成本较高, 能检项目较少, 
限制了方法的推广使用。LC-MS/MS 凭借高灵敏度、高

选择性及多组分同时检测能力, 已成为食品中微量污染

物检测的重要技术。现行有效的 GB 5009.291—2023《食

品安全国家标准 食品中氯酸盐和高氯酸盐的测定》同样

采 用 液 相 色 谱 质 谱 仪 检 测 。 
GB 5009.291—2023 推荐的色谱柱为“五氟苯基柱”, 本研

究主动探索复杂基质中无机阴离子检测的新型色谱柱

(Waters UPLC BEH C18 和 ACQUITY UPLC®HSS T3), 通
过优化流速、进样量、固相萃取柱等建立一套 LC-MS/MS
同时检测液体奶中氯酸盐和高氯酸盐的方法。 

本研究结合日常生活中液体牛奶消费习惯选取市场

上常见的液体奶包括鲜牛乳、巴氏消毒奶、灭菌乳对其中

氯酸盐和高氯酸盐进行检测, 优化 LC-MS/MS 检测条件和

前处理方式, 为提高液体奶中氯酸盐和高氯酸盐的检测质

量提供更可靠的技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  液体奶样品来源 

依据《国家食品污染物和有害因素监测工作手册》要
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求采集 2026 年邯郸地区各个县区生产市售的鲜牛乳 9 份, 
巴氏杀菌乳 9 份, 灭菌乳 8 份。鲜牛乳采自路边摊位或养

殖基地, 巴氏杀菌乳及灭菌乳采自农贸市场和超市。 

1.2  仪器与试剂 

岛津 LC-30AD 液相色谱仪、LC-MS 8050 三重四极杆

串联质谱仪(日本 Shimadzu 公司); Mettler AE240 电子天平

(精度 0.1 mg, 瑞士梅特勒托利多公司); H2500R 高速冷冻

离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限公司); 5510 超声振荡

仪(美国 Branson 公司); HP-M20 涡旋振荡器[华派科仪(青岛)
仪器有限公司]; Waters UPLC BEH C18 色谱柱(2.1 mm×100 
mm, 1.7 µm)、ACQUITY UPLC®HSS T3色谱柱(2.1 mm×100 
mm, 1.8 µm)、PRiME HLB 固相萃取柱(200 mg/6 cc)(美国Waters
公司); 石墨化碳黑(graphitized carbon black, GCB)固相萃取柱

(500 mg/6 mL, 苏州纳谱分析技术有限公司); SelectCore 
HLB-V 高氯酸盐专用柱(150 mg/3 mL, 苏州纳谱分析技术

有限公司); 安捷伦再生纤维素滤膜(13 mm, 0.2 µm)。 
甲酸、乙腈(色谱纯, 德国默克公司); 高氯酸盐标准溶

液、氯酸盐标准溶液(质量浓度 1000 μg/mL)、高氯酸盐-18O4

标准物质(质量浓度 100 μg/mL)、氯酸盐-18O3 标准物质(质
量浓度200 μg/mL)(坛墨质检科技股份有限公司); 实验用水

为符合 GB/T 6682—2008《分析实验室用水规格和试验方法》

规定的一级水。 

1.3  实验方法 
1.3.1  仪器条件 

(1)色谱条件 
色谱柱: Waters UPLC BEH C18 色谱柱(2.1 mm×100 mm, 

1.7 µm)、ACQUITY UPLC®HSS T3色谱柱(2.1 mm×100 mm, 
1.8 µm)(美国 Waters 公司); 流动相: 乙腈和 0.1%甲酸水溶

液, 甲醇和 0.1%甲酸水溶液; 流速: 0.1 mL/min。进样量: 
5.0 µL。流动相梯度洗脱程序见表 1。 

(2)质谱条件 
离子化模式: 电喷雾电离负离子模式; 扫描方式: 多

反应监测扫描; 毛细管电压: 2.0 kV; 离子源温度: 150 ℃; 
脱溶剂气温度: 400 ℃。质谱参数见表 2。 
1.3.2  混合内标及混合标准溶液的配制 

(1)混合内标的配置 
配制氯酸盐和高氯酸盐同位素混合内标中间液质量

浓度分别为 20 µg/mL 和 1 µg/mL; 氯酸盐和高氯酸盐混合

标准品中间液质量浓度分别为 2 µg/mL 和 1 µg/mL。 
 

表 1  流动相梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution program of mobile phase 

时间/min A 相(0.1%甲酸水)/% B 相(乙腈或甲醇)/% 

0 5 95 

0.5 5 95 

4.0 45 55 

5.0 75 25 

7.0 75 25 

7.5 5 95 

10.0 5 95 
 

表 2  氯酸盐、高氯酸盐及其内标化合物的主要质谱参数 
Table 2  Main mass spectrometry parameters of chlorate, 

perchlorate and internal standard compound 

化合物 母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

锥孔电压 
/V 

碰撞能量
/eV 

氯酸盐 
83.0 67.0 25.0 18.0 

85.0 69.0 25.0 17.0 

高氯酸

盐 
99.0 83.0 18.0 18.0 

101.0 85.0 18.0 18.0 
氯酸盐

内标 
89.0 71.0 25.0 18.0 

高氯酸

盐内标 
107.0 89.0 18.0 18.0 

 

(2)标准曲线的配制 
选取液体乳目标分析物空白值做空白基质配制混合

标准系列工作溶液, 临用现配, 质量浓度梯度如表 3 所示。 
1.3.3  不同体积分数提取液提取效果比较 

将液体乳全部充分混匀后, 准确称取 2.00 g(精确至

0.01 g)样品于 50 mL 离心管中(各 8 份), 加入 20 µL 氯酸盐和

高氯酸盐同位素混合内标中间液, 振荡混合后静置 30 min。
加入 0.1%甲酸水后具塞涡旋混匀 30 s, 超声提取 15 min, 
加入有机试剂(甲醇或乙腈)后具塞涡旋混匀 30 s, 超声提

取 30 min, 取上清液待净化。 
1.3.4  3 种固相萃取柱净化效果的比较 

吸取 2.0 mL 上清液过固相萃取柱(GCB 固相萃取柱, 
HLB-V 高氯酸盐专用柱, PRiME HLB 固相萃取柱), 弃去

流出液, 随后再吸取 2.0 mL 上清液过固相萃取柱, 流出液

再过 0.22 µm 再生纤维素滤膜, 收集流出液待上机测定。 
 

表 3  混合标准溶液中各组分的终质量浓度(µg/L) 
Table 3  Final mass concentrations of each component in the mixed standard solution (µg/L) 

待测组分 
系列混合标准溶液 

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 

高氯酸盐 2 5 10 20 50 100 150 200 

氯酸盐 4 10 20 40 100 200 300 400 

高氯酸盐内标 2 2 2 2 2 2 2 2 

氯酸盐内标 40 40 40 40 40 40 40 40 
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1.3.5  结果计算 
样品中氯酸盐和高氯酸盐含量计算公式如(1)所示:  

0( ) 1000
1000

C C VX
m

− × ×=
×

          (1) 

式中: X 表示试样中待测组分的含量, 以氯酸根或高氯酸

根计, µg/kg; C 为由标准曲线计算得到的试样溶液中待测

组分的质量浓度, ng/mL; C0 由标准曲线计算得到的空白试

样中待测组分的质量浓度, ng/mL; V 为试样提取中加入提

取液的体积, mL; m 为试样的质量, g。 

1.4  数据处理 

采用 Labsolutions LCMS-8050 对图谱进行采集与分

析采用 Excel 2017 软件对数据进行处理及绘图。 

2  结果与分析 

2.1  色谱柱的选择 

建立合适的色谱条件, 使得氯酸盐和高氯酸盐的色

谱峰实现基线分离是进行研究的首要任务[24]。本次研究

对比杂化基质通用型 C18 色谱柱: Waters UPLC BEH C18 
(2.1 mm×100 mm, 1.7 µm)和高强度硅胶基质极性增强型 C18

色谱柱 ACQUITY UPLC®HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 1.8 µm)。
Waters UPLC BEH C18 (2.1 mm×100 mm, 1.7 µm)色谱柱对

目标分析物几乎无保留(保留时间均在 1 min 内, 图 1~2)。
ACQUITY UPLC®HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 1.8 µm)色谱柱

对 高 氯 酸 盐 保 留 时 间 较 长 , 因 此 选 择 ACQUITY 
UPLC®HSS T3 色谱柱。通过查阅相关文献[25–26]可知, 
Waters UPLC BEH C18 色谱柱为硅胶材料键合非极性或弱

极性的固定相, 常用于分离一些弱极性或中等极性的化合

物。氯酸盐和高氯酸盐为负离子极性物质所以在 C18 色谱柱

上保留比较弱。ACQUITY UPLC®HSS T3 与 Waters UPLC 
BEH C18色谱柱相比其键合的C18链密度较低, 其表面增加了

更多的残留硅羟基(–SiOH), 增强了对极性化合物和复杂基

质代谢物的保留性, 从而便于对高极性化合物进行分析。 
 

 
 

注: S/N 为信噪比, 图 2~6 同。 
图 1  不同色谱柱氯酸盐保留时间 

Fig.1  Retention time of chlorate in different chromatographic 
columns 

 
 

图 2  不同色谱柱高氯酸盐保留时间 
Fig.2  Retention time of perchlorate in different chromatographic 

columns 
 

2.2  流动相的确定 

A 相为乙腈或甲醇; B 相为 0.1%甲酸水溶液, 在等度洗

脱条件下进行分离。结果发现甲醇做流动相峰形不稳定, 杂
峰较多(图 3~4), 且在反向系统中乙腈洗脱强度大于甲醇[27], 
响应值更高, 最终确定 A 相为乙腈、B 相为 0.1%甲酸水溶液

为流动相体系(图 5~6)。 

 

 
 

图 3  甲醇为流动相氯酸盐色谱图 
Fig.3  Chromatogram of chlorate with methanol as the mobile phase 

 

 
 

图 4  甲醇为流动相高氯酸盐的色谱图 
Fig.4  Chromatogram of perchlorate with methanol as the mobile phase 



180 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

 
 
 

图 5  乙腈为流动相的氯酸盐色谱图 
Fig.5  Chromatogram of chlorate with acetonitrile as the mobile 

phase 
 
 

 
 
 

图 6  乙腈为流动相的高氯酸盐色谱图 
Fig.6  Chromatogram of perchlorate with acetonitrile as the mobile 

phase 
 

2.3  流速和进样量的确定 

为优化色谱检测条件，试验选取 0.1、0.2、0.3、0.5 mL/min
不同流速，与 3.0、5.0、10.0 μL 不同进样量分水平进行

对比实验。通过研究发现流速越大保留时间越短, 且峰形

易出现拖尾, 为使色谱峰得到更好的分离且最大程度保

护色谱柱最终选择流速为 0.1 mL/min。进样量增大会提

高检测灵敏度[28], 但过大的进样量会使色谱峰峰底变宽, 
同时容易污染色谱柱, 经研究发现, 进样量为 5 µL 时, 
色谱峰峰形最佳, 且对色谱柱的影响较小。因此确定进样

量为 5 µL。 

2.4  前处理条件的优化 

液体奶的成分较为复杂, 高效且稳定的前处理方式

是后续准确定量检测的关键步骤[29]。本研究采用 0.1%甲酸

水溶解液体奶, 甲醇或乙腈分离沉淀蛋白。经查阅相关文

献[30–32]可知, 甲醇作为提取试剂放置时间过长容易析出

结晶和白色絮状物, 不适合大批量样本的使用。本研究最

终确定用乙腈做沉淀蛋白的有机试剂。由图 7 可见, 加入

2 种提取液超声提取结束后上清液随着加入乙腈的体积分

数增加逐渐变清澈。因此加入的乙腈的量越大, 分离蛋白

等大分子物质的效果越好。 
 

 
 
 

注: a~f 为甲酸水:乙腈(V:V)依次为 8:2、6:4、5:5、4:6、2:8、0:10。 
图 7  2 种提取液沉淀蛋白效果 

Fig.7  Protein precipitation effects of 2 kinds of extraction solutions 
 

6 种提取液组合方式对比氯酸盐和高氯酸盐加标量分

别为 50 µg/kg、25 µg/kg 时的加标回收率, 考察不同比例提

取液的提取效果。经实验可以得出, 只加入乙腈有机试剂

提取样品, 目标化合物的回收率明显降低, 存在蛋白质和

目标提取物共沉淀的现象[33]。说明在提取过程中需要用

0.1%甲酸水将氯酸盐和高氯酸盐充分溶解和离子化。由表 4
可见甲酸水与乙腈的比例为 4:6 和 2:8 (V:V)时, 加标回收

率均在 80%~120%, 且 RSDs 小于 10%, 相关研究表明较高含

量的乙腈提取液可以防止氯酸盐和高氯酸盐内标过固相萃取

柱时被部分吸附, 影响实验结果[34]。结合有机试剂的净化效果

(图 7), 综合考虑选择 2 mL 0.1%甲酸水溶液和 8 mL 乙腈为样

品提取液。 
 

表 4  不同提取液的回收率和相对标准偏差(%, n=6) 
Table 4  Recovery rates and relative standard deviations of 

different extract solutions (%, n=6) 
甲酸水:
乙腈 
(V:V) 

氯酸盐回收 
率 

RSDs 
高氯酸盐回 

收率 
RSDs

8:2 74.2~90.8 6.0 76.8~86.5 3.4 

6:4 79.4~85.7 2.5 76.1~81.8 2.2 

5:5 73.8~107.7 8.5 90.7~102.2 4.1 

4:6 80.9~89.9 3.0 91.6~106.4 5.1 

2:8 90.1~95.6 1.9 100.5~106.4 2.1 

0:10 66.5~75.3 3.2 76.7~83.6 2.6 

注: 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)。 

2.5  净化方式的确定 

固相萃取法(solid-phase extraction, SPE)是根据填料

基质的特性, 选择性吸附脂质、色素、蛋白质, 有机酸等
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干扰物质, 实现有效净化[35]。本研究选择 GCB、HLB-V、

PRiME HLB 3 种不同固相萃取柱对液体奶提取样品进行

净化。由图 8 可知, 经过内标法定量, 3 种固相萃取柱对目

标分析物的损失均较少 , 回收率均在 90%~110%之间 , 
RSDs 均小于 10%, 可以满足实验需求。与相关报道研究结

果相似[36–37]。但由于固相萃取柱均为一次性耗材, PRiME 
HLB 和 GCB, 价位相对较高, GCB 固相萃取柱需要活化和

平衡。因此最终选择简便且性价比较高的高氯酸盐专用固

相萃取柱 HLB-V。HLB-V 核心填料成分由 N-乙烯基吡咯

烷酮(亲水极性基团)与二乙烯基苯(疏水非极性基团)共聚

而成, 表面优化了阴离子作用位点, 是氯酸盐和高氯酸盐

专属的改进 HLB。GB 5009.291—2023 推荐 GCB 有色素吸

附的优势, 更适用于茶叶等样品前处理[38]。 

 
 

 
 
 

图 8  加标样品经过 3 种固相萃取柱净化后的回收率(n=3) 
Fig.8  Recovery rates of the spiked samples after purification by 3 

kinds of solid-phase extraction columns (n=3) 

 
2.6  基质效应的评估及标准曲线的应用 

基质效应的评估通过比较空白基质校准曲线的斜率

与纯溶剂标准曲线的斜率, 评估基质效应。基质效应=(基

质校准曲线斜率 /溶剂标准曲线斜率 )×100%。当比值在

0.8~1.2 之间, 可认为基质效应基本无影响[32,34]。采用纯溶

剂和液体奶的空白基质配制氯酸盐和高氯酸盐标准系列溶

液, 经 LC-MS/MS 测定, 获得相应的峰面积, 以标准系列

工作溶液中氯酸盐和高氯酸盐的质量浓度为横坐标 (X, 
µg/mL), 峰面积比为纵坐标(Y), 绘制校准曲线。其线性回

归方程和决定系数(r2)见表 5。结果显示, 高氯酸盐的基质

效应为 1.13, 氯酸盐的基质效应为 0.94。表明样品经本研

究优化的提取液比例提取, 固相萃取柱净化, 结合内标法

校正后, 有效地减小了基质效应。因此本研究方法选择溶

剂标准曲线测定氯酸盐及高氯酸盐的含量。 

2.7  检出限和定量限 

向空白液体奶基质中添加浓度梯度标准工作液进行

实验, 当高氯酸盐添加终质量浓度为 0.8 µg/kg, 氯酸盐添

加终质量浓度为 2.4 µg/kg 时, S/N 均大于 3, 高氯酸盐添加

终质量浓度为 2.5 µg/kg, 氯酸盐添加终质量浓度为 8 µg/kg
时, S/N 均大于 10, 因此本研究的高氯酸盐的检出限(limit 
of detection, LOD)为 0.8 µg/kg, 定量限(limit of quantitation, 
LOQ)为 2.5 µg/kg。氯酸盐的检出限为 2.4 µg/kg, 定量限为

8 µg/kg。经实验验证本研究选取空白样品基质 20 个平行

样品, 分别添加终质量浓度为 0.8 µg/kg 的高氯酸盐标准物

质和 2.4 µg/kg 的氯酸盐标准物质, 测定高氯酸盐的检出率

为 100%, 氯酸盐的检出率为 100%。 

 
表 5  氯酸盐和高氯酸盐的回归方程和决定系数 

Table 5  Regression equations and determination coefficients for 
chlorates and perchlorates 

曲线 目标物
线性范围

/(µg/L) 
线性方程 r2 

基质校

准曲线

高氯酸

盐 
0~200 Y=0.808373X– 

0.722618 0.9996

氯酸盐 0~400 Y=0.0308579X– 
0.0923967 0.9998

溶剂标

准曲线

高氯酸

盐 
0~200 Y=0.712607X– 

0.163662 0.9998

氯酸盐 0~400 Y=0.0329581X+ 
0.0255416 0.9995

 
2.8  加标回收实验验证方法的准确度和精密度 

结合日常生活习惯, 本实验室选取生牛乳, 巴氏杀菌

乳和灭菌乳作为代表样品, 在样品中分别加入液体终浓度

为氯酸盐 8、16、80 µg/kg 和高氯酸盐 2.5、5.0、25.0 µg/kg 
(LOQ、2LOQ、10LOQ)的标准溶液进行回收率实验, 以加

标回收率结果反应实验的准确性, 加标回收率的 RSD表示

方法的精密度。每个浓度水平独立检测 3 次, 实验得出氯

酸盐在 8~80 µg/kg, 高氯酸盐在 2.5~25.0 µg/kg添加水平范

围的回收率在 81.9~105.4%之间, RSD 小于 10% (n=3)(表 6), 
说明方法具有良好的准确度和精密度。 

2.9  实际样品检测结果 

3 种液体乳均有氯酸盐和高氯酸盐检出, 氯酸盐检出

范围为未检出~34.5 µg/kg, 高氯酸盐检出范围为未检出

~27.5 µg/kg, 本研究在液体奶中氯酸盐和高氯酸盐的检测

有一定的适用性。检测结果见表 7。 

2.10  与国家标准方法的不同实验条件 

本研究方法与 GB 5009.291—2023 主要在色谱柱、色

谱条件、提取试剂比例、固相萃取柱的选择等不同。相较

于 GB 5009.291—2023 的 ACQUITY UPLC®HSS T3色谱柱

建立的检测体系检出限和定量限均更低(表 8), 提高了低

浓度阴离子定量的准确性, 为复杂基质中无机阴离子检测

拓展了新思路。 
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表 6  3 种基质加标实验的回收率及精密度实验结果(n=3) 
Table 6  Recovery rates and precision test results of the 3 kinds of matrix spiked experiments (n=3) 

待测物 
氯酸盐 高氯酸盐 

添加量/(µg/kg) 回收率范围/% RSDs/% 添加量/(µg/kg) 回收率范围/% RSDs/% 

鲜牛乳 

8 86.9~104.1 8.8 2.5 88.7~93.5 2.4 

16 88.2~103.9 8.5 5.0 94.6~105.4 5.4 

80 89.6~102.2 6.3 25.0 87.4~93.5 3.1 

巴士杀菌乳 

8 90.2~104.2 7.6 2.5 86.4~95.4 4.6 

16 91.8~105.3 6.8 5.0 85.5~96.4 5.9 

80 82.8~93.2 5.4 25.0 83.5~95.1 5.9 

灭菌乳 

8 85.8~103.4 8.8 2.5 82.9~92.9 5.2 

16 90.5~96.9 3.5 5.0 81.9~93.2 6.5 

80 85.3~99.7 7.5 25.0 83.6~96.7 6.6 
 

表 7  实际样品检测结果 
Table 7  Test results of actual sample  

种类 
样品

数 
氯酸盐检测结果 高氯酸盐检测结果 

检出率/% 范围/(µg/kg) 均值/(µg/kg) 检出率/% 范围/(µg/kg) 均值/(µg/kg) 

鲜牛乳 9 44.4 ND~30.5 10.2 100.0 7.5~22.9 11.5 

巴士杀菌乳 9 44.4 ND~34.5 12.4 88.9 ND~27.5 9.1 

灭菌乳 8 25.0 ND~26.0 10.0 100.0 4.0~15.0 7.5 

合计 26 38.5 ND~34.5 10.9 96.2 ND~27.5 9.5 
注: ND 表示未检出(氯酸盐低于 2.4 µg/kg, 高氯酸盐低于 0.8 µg/kg), 计算平均数时, 未检出样本以 1/2LOQ 处理。 

 
表 8  本研究方法与 GB 5009.291—2023 的实验条件比较 

Table 8  Comparison of experimental conditions between this 
research method and GB 5009.291—2023 

评价 
指标 

GB 5009.291—2023 本研究方法 

色谱柱 五氟苯基柱 ACQUITY UPLC® 
HSS T3 

色谱条

件 
流速: 0.3 mL/min;  

进样量: 3 µL 
流速: 0.1 mL/min;  

进样量: 5 µL 
提取试

剂 
4 mL 0.1%甲酸水 
溶液+6 mL 乙腈 

2 mL 0.1%甲酸水 
溶液+8 mL 乙腈 

固相萃

取柱 
GCB 固相萃取柱 高氯酸盐专用柱 

LOD 
氯酸盐 10.0 µg/kg;  
高氯酸盐 1.0 µg/kg 

氯酸盐 2.4 µg/kg; 高氯酸

盐 0.8 µg/kg 

LOQ 
氯酸盐 25.0 µg/kg; 高氯

酸盐 2.5 µg/kg 
氯酸盐 8.0 µg/kg;  
高氯酸盐 2.5 µg/kg 

 

3  讨论与结论 

本研究优化了 LC-MS/MS 同时测定液体奶中氯酸盐

和高氯酸盐的检测方法。探究了色谱柱、流动相、检测流

速和进样量对待测物的影响。优化后的检测方法采用

ACQUITY UPLC®HSS T3 色谱柱, 流动相为乙腈和 0.1%
甲酸水溶液, 流速为 0.1 mL/min, 进样量为 5 µL。经优化

后, 氯酸盐和高氯酸盐得到有效的分离, 基线平稳, 峰形

对称。经实验确定当称样量为 2.0 g 时, 样品提取液为 2.0 mL 
0.1%甲酸水溶液和 8.0 mL 乙腈可使氯酸盐和高氯酸盐从

液体奶中解离出来, 且有效地沉淀液体奶中的蛋白质, 目
标化合物的回收率为 80%~120%。净化的过程采用 HLB-V
固相萃取柱, 省去了固相萃取柱活化 , 平衡的烦琐步骤, 
节省了实验成本。本研究通过前处理乙腈沉淀蛋白 , 
HLB-V 淋洗去除蛋白、脂肪、色素、乳糖等, 净化后的液

体过 0.22 µm 滤膜去除微粒, 加入氯酸盐及高氯酸盐同位

素内标定量校正几个方面有效消除基质效应。最终实现了

液体奶中氯酸盐和高氯酸盐的同时精准检测。 
本研究主动探索复杂基质中无机阴离子检测的新型

色谱柱, 选用了高强度的硅胶基质极性增强型 C18 色谱柱

ACQUITY UPLC®HSS T3 。 经 实 验 方 法 验 证 得 出

ACQUITY UPLC®HSS T3 色谱柱满足氯酸盐及高氯酸盐

的定量检测。本研究方法与 GB 5009.291—2023 相比降低

了目标化合物的 LOD, 氯酸盐由原来的 10.0 µg/kg 降低至

2.4 µg/kg。高氯酸盐由原来的 1.0 µg/kg 降低至 0.8 µg/kg。提

高了检测的灵敏度, 更适用于含量较低的氯酸盐和高氯酸

盐液体奶的检测。 
经实际样品加标回收实验得出氯酸盐和高氯酸盐的

回收率均在 80%~120%。3 种不同液体奶氯酸盐及高氯酸

盐均有检出。本研究液体乳中高氯酸盐的检测均值远小于

GB 5749—2022中规定的水中高氯酸盐的标准限值和欧盟

委员会发布法规 2023/915 中婴儿及幼儿配方食品中高氯

酸盐的最大残留量。与其他地区的液体乳检测结果相比, 
内蒙地区液体乳中氯酸盐及高氯酸盐检测均值分别为
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6.06 µg/kg 和 7.86 µg/kg[39], 意大利牧场检测的 148 批次生

鲜乳样品氯酸盐及高氯酸盐检测均值分别为 7.10 µg/kg 和

4.06 µg/kg[7], 均略低于本次研究结果。造成以上差别可能

与地域环境和牛奶牧场采购的饲料等有关[4–7], 本次研究

检测实际样品数据量太小, 也可能造成地区液体乳检测结

果的差异。 
综上所述, 该方法研究出与 ACQUITY UPLC®HSS 

T3 色谱柱适配的实验条件, 实现了氯酸盐和高氯酸盐的同

时检测和分析, 操作简便, 回收率稳定, 具有较强的稳定

性, 灵敏性和良好的重复性, 适合大批量样品的检测, 有
利于推广应用。为今后国内食品中氯酸盐和高氯酸盐的检

测和限量标准的制定提供强有力的技术支持。今后的研究

会加大液体乳中氯酸盐及高氯酸盐样品量的检测, 结合

《中国居民膳食指南(2022)》推荐的不同年龄段人群的乳

制品日均消费量, 计算不同人群通过乳制品摄入氯酸盐和

高氯酸盐的每日暴露量, 评估本地区居民的健康风险程度。 
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