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免疫亲和柱净化-高效液相色谱-串联质谱法 

测定母乳中的五氯苯酚 
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重点实验室, 北京  100013; 3. 中国农业大学动物医学院, 北京  100000) 

摘  要: 目的  构建复合免疫亲和柱净化, 高效液相色谱-串联质谱法(high performance liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)测定母乳中五氯苯酚残留的分析方法。方法  母乳样品用 5%三乙胺

乙腈水(7:3, V/V)提取, 经免疫亲和柱特异性净化, 以含 0.05%氟化铵的甲醇和含 0.05%氟化铵的超纯水为流动

相, 梯度洗脱, ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱分离, 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式检

测, 内标法定量分析。结果  五氯苯酚在 0.02~20.00 μg/L 范围内呈现良好线性关系, 相关系数达 0.9998; 在

低、中、高 3 个不同加标浓度下, 回收率在 98.72%~106.95%之间, 相对标准偏差小于 6.09%, 基质效应在

94.45%~101.61%之间; 方法的检出限为 0.008 μg/L, 定量限为 0.02 μg/L。免疫亲和柱在该实验条件下至少可

重复使用 8 次, 降低 87%以上的实验成本。结论  本方法基于免疫亲和柱对样品进行特异性净化, 重现性好、

准确度高, 能够有效地分离和检测母乳中的五氯苯酚残留, 可应用于母乳样品中五氯苯酚的定性定量检测。 

关键词: 高效液相色谱-串联质谱法; 五氯苯酚; 免疫亲和柱; 母乳 

Determination of pentachlorophenol in breast milk by immunoaffinity column 
coupled with high performance liquid chromatography-tandem  

mass spectrometry 

HAN Mu-Ke1,2, YIN Jie1,2, WEN Kai3, SHAO Bing1,2* 

(1. School of Public Health, Capital Medical University, Beijing 100069, China; 2. Beijing Key Laboratory of Diagnostic 
and Traceability Technologies for Food Poisoning, Beijing Center for Disease Control and Prevention, Beijing 100013, 

China; 3. College of Veterinary Medicine, China Agricultural University, Beijing 100000, China) 

ABSTRACT: Objective  To construct an analytical method for the determination of pentachlorophenol residues in 

human breast milk by immunoaffinity column purification coupled with high performance liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  The human breast milk samples were extracted with 5% 

triethylamineacetonitrile-water (7:3, V/V), specifically cleaned by immunoaffinity column, with methanol containing 

0.05% ammonium fluoride and ultrapure water containing 0.05% ammonium fluoride as mobile phases, gradient 

elution, separated by ACQUITY UPLC HSS T3 column, detected in multiple reaction monitoring (MRM) mode, and 
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quantifed by internal standards. Results  Pentachlorophenol showed a good linear relationship in the range of 

0.02‒20.00 μg/L, and the correlation coefficient reached 0.9998. The recoveries was 98.72%‒106.95%, the relative 

standard deviations were less than 6.09%, and the matrix effects was 94.45%‒101.61% under the 3 different spiked 

concentrations of low, medium and high. The limit of the detection was 0.008 μg/L and the limit of quantification was 

0.02 μg/L. The immunoaffinity column could be reused at least 8 times under experimental conditions, reducing the 

experimental cost by more than 87%. Conclusion  This method specifically cleans up samples based on the 

immunoaffinity column, which has good reproducibility and high accuracy, which can effectively isolate and detect 

pentachlorophenol residues in human breast milk, and can be applied to the qualitative and quantitative detection of 

pentachlorophenol in human breast milk samples. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; pentachlorophenol; 

immunoaffinity column; human breast milk 
 
 

0  引  言 

五氯苯酚(pentachlorophenol, PCP)及其钠盐五氯酚钠

(sodium pentachlorophenol, PCP-Na)属于氯代芳香族化合

物, 其化学结构稳定, 不易降解, 可在环境中持续存在并

在人体内蓄积[1‒2]。研究数据表明, 自 1958 年起五氯苯酚

及五氯酚钠在我国曾被广泛生产, 2000 年前的年产量超过

5000 t, 之后维持在每年 3000 t 左右[3], 其中约 60%用于杀

灭血吸虫流行地区的钉螺以防止疾病传播, 木材防腐和其

他用途占另外的 40%[4]。五氯苯酚在获得广泛应用的同时, 

其所造成的环境及健康问题也引起人们高度重视。环境和

人体监测数据显示, 在华北和华南的多个省份的地表水、

土壤和沉积物等环境基质及血液和尿液等人体生物样本中

普遍检测到五氯苯酚残留[4‒8]。流行病学研究与体内外实验

发现, 五氯苯酚可导致肝[9‒10]、肾[11]、中枢神经系统[12‒13]

损伤及内分泌功能紊乱[14‒15], 并且具有强烈的致癌[16‒18]、

致畸变[19]作用。国际癌症研究协会将五氯苯酚归类为人类

致癌物(IARC 第 1 组)[20]。美国环境保护署将五氯苯酚列入

优先控制污染物名单, 先后被多个国家全面禁用[21]。值得

强调的是, 我国作为《鹿特丹公约》的缔约者, 是特定条

件下允许进口五氯苯酚的 8 个国家之一, 根据国际贸易公

平原则, 我国可以本土生产和使用五氯苯酚[22]。 

现有研究表明, 五氯苯酚可通过呼吸、摄食或直接接

触等多种途径进入人体, 并蓄积于肝脏、肾脏及脂肪等组

织, 导致人体的高暴露风险[1,20]。开展五氯苯酚的人体生物

监测是评估人体暴露水平和健康风险的有效手段[23‒24]。国

内外研究者基于固相萃取、气相色谱-串联质谱法及液相色

谱-串联质谱法等建立了血液、尿液等常规生物样本中五氯

苯酚的分析技术并成功应用于大规模的人群暴露监测[4,6]。

与血液和尿液相比, 母乳是另一种较为理想的人体生物检

测基质[25], 具有易于收集、无损伤性和富含脂肪等特点, 

更适用于脂溶性有机污染物的人体蓄积评估。同时, 母乳

作为婴儿生命早期最理想的天然食品, 分析母乳中的五氯

苯酚水平既能够反映母亲的暴露水平又能够评估婴儿的健

康风险[26]。但是, 母乳基质较血液、尿液等样本更为复杂, 

对样品前处理方法的净化能力要求更高。为此, 有必要针

对母乳中残留的五氯苯酚进一步开发简便准确、净化能力

强的分析技术, 为开展母婴暴露水平的监测提供方法学基

础, 同时也可为开展血液、尿液等其他人体样本的暴露水

平监测提供方法学参考。 

目前, 母乳中五氯苯酚及五氯酚钠的检测主要采用

气相色谱-串联质谱法[27‒28]。然而, 五氯苯酚分子结构中的

5 个氯原子的作用使得其极性较强, 在气相色谱柱上较难

洗脱, 存在色谱峰拖尾, 检测灵敏度较低等不足[29]。液相

色谱-串联质谱法测定五氯苯酚方法简便、灵敏度高, 但

容易受到基质抑制作用影响。针对这一问题, 本研究拟采

用基于抗原抗体特异性可逆结合原理的免疫亲和柱

(immunoaffinity column, IAC)从复杂的母乳样品中高选择

性地提取五氯苯酚, 以达到降低基质效应的目的。前期研

究发现, 基于免疫亲和柱的样品净化方法还具有回收率

高、操作便捷等优点, 适用于大批量样品的快速检测[30‒31]。

基于此, 本研究建立了一种基于免疫亲和柱净化, 高效液

相色谱-串联质谱法(high performance liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)精准定量的分析

方法, 简便高效地检测母乳中五氯苯酚残留量, 为进一步

开展人群健康风险评估提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

母乳样品由北京市哺乳期健康女性提供, 于 2019 年

11 月至 2020 年 12 月采集并保存在‒80℃冰箱直至分析。 

五氯苯酚免疫亲和柱(柱容量≥200 ng, 北京维德维

康生物技术有限公司); 五氯苯酚(纯度>99.8%)、同位素内

标五氯苯酚-13C6 (纯度>99.0%)(天津阿尔塔科技有限公司); 

氟化铵、甲醇、乙腈(色谱纯, 美国 Sigma 公司); 磷酸盐缓
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冲液(phosphate buffer saline, PBS, 10×, pH 7.4, 北京索莱

宝科技有限公司); 三乙胺(分析纯, 国药集团化学试剂有限公

司); 实验用水为美国Milli-Q系统净化的电阻率至18.2 MΩꞏcm

的超纯水。 

1.2  仪器与设备 

LCMS-8060 三重四极杆液相色谱串联质谱仪(日本岛

津公司); X-30R 台式冷冻离心机(美国 Beckman 公司); 

N-EVAP 116 氮吹仪(美国 Organomation 公司); ACQUITY 

UPLC HSS T3 柱(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm, 美国 Waters

公司)。 

1.3  标准溶液配制 

用甲醇逐级稀释质量浓度为 100 μg/mL的五氯苯酚标

准溶液, 配制成质量浓度为 0.2、1.0、5.0、20.0 μg/mL 的

标准品使用液。同理, 配制质量浓度为 20 μg/L 五氯苯酚

-13C6 的同位素内标使用液。精密吸取适量五氯苯酚标准品

使用液及五氯苯酚-13C6 标准品使用液, 用甲醇稀释, 配制

成五氯苯酚-13C6 质量浓度均为 1 μg/L 及质量浓度范围为

0.02~20.00 μg/L 的五氯苯酚标准系列溶液, 置于安捷伦 2 mL

棕色螺口进样瓶中, ‒20℃冰箱保存。 

1.4  实验方法 

1.4.1  样品预处理 

准确吸取涡旋混匀的母乳样品 1 mL, 置于 15 mL 聚

丙烯离心管中, 加入内标工作液 50 μL, 混匀, 静置 1 h。加

入 8 mL 含 5%三乙胺的乙腈-水溶液(7:3, V/V), 涡旋均匀后

超声提取 20 min, 4℃ 10000 r/min 条件下离心 10 min。吸取

上清液并置于 15 mL 离心管中, 在 35℃下经温和氮气流吹

至 2 mL 左右, 加入 10 mL 2PBS, 涡旋混匀备用。 

1.4.2  免疫亲和柱净化 

将于 4℃冰箱中保存的免疫亲和柱移至室温条件下, 

待其复温后让柱中保存液自然流干。将 1.4.1 中备用上样

液加入到免疫亲和柱中, 自然流干后再用 10 mL 含 10%甲

醇的超纯水进行淋洗。待淋洗液滴完后, 用洗耳球吹出柱

中残留液体。用 2 mL 甲醇洗脱并收集洗脱液于玻璃氮吹

瓶中, 在 35℃下经温和氮气流吹至近干, 加入 400 μL 甲醇

复溶, 振荡 30 s 后再加入 600 μL 超纯水, 涡旋混匀, 供

HPLC-MS/MS 测定。 

1.4.3  色谱条件 

色谱柱: ACQUITY UPLC HSS T3 反向分析柱(100 mm× 

2.1 mm, 1.8 μm); 柱温箱温度: 40℃; 流动相: (A)含 0.05%氟

化铵的甲醇和(B)含 0.05%氟化铵的水; 梯度程序: 0~0.5 min, 

40% A; 0.5~5 min, 40%~100% A; 5~7 min, 100% A; 7~7.1 min, 
100%~40% A; 7.1~9.5 min, 40% A; 流速: 0.3 mL/min; 进

样体积: 10 μL。 

1.4.4  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI); 

扫描方式: 负离子扫描; 离子源温度: 150℃; 脱溶剂气温

度: 520℃; 脱溶剂气流量: 15 L/min; 五氯苯酚及其内标的

定性离子对、定量离子对、碰撞气能量等参数见表 1。 

1.5  数据处理 

检测结果的数据处理通过岛津 LC-MS 再解析软件完

成, 根据五氯苯酚的出峰时间及定性定量离子对进行定性, 

根据软件生成的标准曲线对样品中五氯苯酚浓度进行定

量。采用 Origin 2022b 软件对实验数据进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  提取液类型的优化 

五氯苯酚, 酸度系数(pKa)为 4.99, 辛醇-水分配系数

(logKow)为 5.01, 在酸性条件下呈分子态, 极易溶于甲醇、

乙腈、乙醚等有机溶剂; 在碱性条件下呈离子态, 更易溶

于水。利用五氯苯酚分子及其离子在不同条件下可相互转

化的性质, 可通过酸化或碱化提取液来提高萃取效率。常

见的有机溶剂包括甲醇或乙腈均可用作母乳样品的提取试

剂和蛋白沉淀剂。经对比发现(图 1), 乙腈的提取回收率和

蛋白沉淀效果优于甲醇。因此, 本研究选用甲酸或三乙胺

调整提取液酸碱度, 乙腈作为提取剂及蛋白沉淀剂, 并进

行进一步优化以获得最佳提取液类型。 

采用空白母乳样品添加五氯苯酚标准品 50 ng, 含 1%

甲酸的乙腈或含 1%三乙胺的乙腈水(7:3, V/V)提取目标物, 

比较回收率差异。结果表明(图 1), 碱化提取液的回收率更

高, 重现性更好, 这可能是由于酸化的提取液在经氮气吹

至近干并用 PBS 复溶后, 上样液的仍为强酸性(pH 试纸检

测其 pH 介于 2~3 之间), 影响免疫亲和柱中五氯苯酚抗体

活性, 使其未能与五氯苯酚有效结合[32]。在此结果基础上, 

对提取液碱化程度(三乙胺含量: 1%、3%、5%)及乙腈与水

的比例(5:5、7:3、9:1, V/V)进行进一步优化。结果显示(图

1), 随着碱化程度的增加, 五氯苯酚由分子状态转化为离

子状态更充分, 更易溶于水[29], 因此, 乙腈比例的降低(即 

 
表 1  五氯苯酚及其内标的 MS/MS 参数 

Table 1  MS/MS parameters for pentachlorophenol and its internal standard 

化合物 母离子 
定性离子 定量离子 

离子(m/z) 碰撞能量/eV 离子(m/z) 碰撞能量/eV 

五氯苯酚 264.7 37 33 35 33 

五氯苯酚-13C6 270.7 37 29 35 28 
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水相占比增加)有利于目标物萃取, 但过低的乙腈比例造

成其对蛋白等杂质的沉淀效果的降低, 进而导致回收率下

降。5%三乙胺乙腈水(7:3, V/V)的提取溶液能够有效萃取五

氯苯酚, 获得最高回收率, 故最终选择 5%三乙胺乙腈水

(7:3, V/V)作为提取液。 

 

 
 

图 1  不同提取液类型对母乳样品提取效率的影响(n=5) 

Fig.1  Effects of different extract types on the extraction efficiency 
ofbreastmilk samples (n=5) 

 

2.2  提取液体积的优化 

在上述优化条件下, 考察不同提取液体积(2、4、6、8、

10 mL)对萃取效果的影响。结果显示, 随着提取液体积

的增加, 五氯苯酚的萃取效率逐渐增加。当提取液体积

为 8 mL 时, 绝对回收率达到 95.7 %, 可实现高效萃取, 继

续增加提取液体积不但对萃取效果无显著影响, 而且增加

了有机试剂的使用, 延长了氮吹步骤时间。因此, 本研究

选择的提取液体积为 8 mL。 

2.3  不同实验条件免疫亲和柱重复利用情况 

尽管免疫亲和柱基于抗原抗体特异性结合的原理 , 

具有从复杂待测样品中高效净化目标物的优势, 但高成本

限制了其广泛应用。针对这一问题, 本研究考察了免疫亲

和柱重复利用情况。在每次使用免疫亲和柱之后, 用 PBS

填充并在 4℃的条件下储存 24 h 来恢复柱内抗体活性, 以

备重复使用。结果表明(图 2), 含有五氯苯酚抗体的免疫亲

和柱在不同提取方式下可重复使用 8 至 9 次, 均不会影响

使用性能(绝对回收率达 80%以上), 这使得实验成本可降

低 87%以上。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  线性范围、检出限和定量限 

在 1.4.3 高效液相色谱条件及 1.4.4 质谱分析条件下, 

对五氯苯酚(0.02、0.05、1.00、2.00、5.00、10.00、20.00 μg/L)

系列标准溶液由低质量浓度至高质量浓度进行依次检测, 

其中五氯苯酚-13C6 质量浓度为 1 μg/L。以五氯苯酚及其内

标的色谱峰峰面积比值为纵坐标, 对应的浓度比值为横坐

标绘制散点图, 添加线性趋势线拟合得到标准曲线回归方

程。结果表明, 五氯苯酚在 0.02~20.00 μg/L 范围线性关系良

好, 线性方程为 Y=0.749X+0.046, 相关系数(r2)可达 0.9998。

将定量离子信噪比(S/N)为 3 时对应浓度计作方法的检出限, 

并以 S/N 为 10 时浓度计作方法的定量限。母乳样品中五氯

苯酚的检出限为0.008 μg/L, 定量限为0.02 μg/L, 由此可见, 

方法的灵敏度高。同时, 该灵敏度满足我国对五氯苯酚残

留量(限值为 0.5 mg/kg, 另: 婴儿产品限值为 0.05 mg/kg)

的检测需求。 

 

 

 
图 2  不同实验条件下免疫亲和柱重复利用对母乳样品 

提取效率的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of immunoaffinity column reuse on the extraction 
efficiency of human milk samples under different  

experimental conditions (n=3) 

 
2.4.2  回收率、精密度和基质效应 

在不含五氯苯酚的母乳样品中分别添加低、中、高 3

种浓度水平(1、5、10 μg/L)的五氯苯酚标准溶液, 然后在

每个样品中添加 50 μL 质量浓度为 20 μg/L 的五氯苯酚

-13C6 标准溶液, 每个水平做 6 个平行样品, 考察方法回收

率和精密度。结果显示 , 不同加标水平的回收率在

98.72%~106.95%范围内 , 相对标准偏差(relative standard 

deviations, RSDs)均不大于 6.09%, 表明该方法具有较好的

精密度与准确度。 

基质效应(matrix effect, ME)可以有效反映实际样品

的净化效果, 可通过计算基质匹配样品中五氯苯酚峰面积

与溶剂标准品中五氯苯酚峰面积之比获得。当 ME>100%

时, 提示基质导致五氯苯酚的信号加强; ME<100%时, 提

示基质导致五氯苯酚的信号减弱[26]。结果显示, 基质效应

均较低(94.45%~101.61%), 体现出免疫亲和柱特异性高效

净化目标物的特点。 

2.4.3  实际样品测定 

采用本研究开发方法对随机抽取的 10 份北京市母乳

样品进行分析。其中, 9 份样品检测到五氯苯酚的残留, 含
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量在 0.06~0.20 ng/mL 之间, 由此可见, 方法灵敏度和特异

性良好。五氯苯酚标准品及典型的阳性母乳样品色谱图见

图 3。监测结果提示, 北京市孕妇体内存在一定的五氯苯

酚的残留, 应引起密切关注并进行进一步人体生物检测及

风险评估。 

 

 
 

注: A 为 5 μg/L 五氯苯酚标准品色谱图; B 为母乳实际 

样品色谱图。 

图 3  五氯苯酚标准品(A)及母乳实际样品(B)色谱图 

Fig.3  Chromatograms of pentachlorophenol standard (A) and  
actual human breast milk sample (B) 

 

3  结  论 

本研究建立了含 5%三乙胺的乙腈水萃取, 免疫亲和

柱特异性净化, HPLC-MS/MS 定性定量分析母乳中五氯

苯酚的方法。该方法具有操作简便、回收率高、测定结

果准确可靠等优点 , 同时 , 免疫亲和柱的重复利用有效

降低了其成本。本研究填补了母乳中五氯苯酚残留量

HPLC-MS/MS 检测方法的空白, 为开展相关暴露监测和健

康风险评估提供了技术支持。利用建立的方法检测了北京

市哺乳期健康女性母乳样本中五氯苯酚的浓度水平, 发现

北京市哺乳期女性体内存在一定水平的五氯苯酚身体负

荷。鉴于五氯苯酚的毒性和健康危害, 建议国内研究者和

有关部门对五氯苯酚的母婴暴露风险给予重视, 进一步建

立相应的监测计划, 以全面了解母乳中五氯苯酚水平及变

化趋势, 并进一步分析其暴露来源, 为正确评估五氯苯酚

的母婴健康风险提供依据。 
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