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盐析辅助液液萃取结合气相色谱-质谱法 
测定酱油中 4 种氯丙醇 

曾  坤, 王东旭*, 王新财, 谷贵章 
(湖州市食品药品检验研究院, 湖州  313000) 

摘  要: 目的  建立盐析辅助液液萃取结合气相色谱-质谱法测定酱油中 1,3-二氯-2-丙醇、2,3-二氯-1-丙醇、

3-氯-1,2-丙二醇和 2-氯-1,3-丙二醇的分析方法。方法  以 D5-3-氯-1,2-丙二醇为内标物, 酱油样品经乙腈提

取, 氯化钠盐析分层, 七氟丁酰基咪唑衍生, HP-5MS 毛细管柱(30 m×0.25 mm, 0.25 μm)分离, 采用气相色

谱-质谱法的选择离子监测模式进行测定。实验考察了盐析助剂、萃取溶剂对 4 种氯丙醇萃取效率的影响。

结果  最优实验条件下, 4 种氯丙醇在 0.006~0.120 mg/kg 范围内线性关系良好, 且相关系数都大于 0.999, 

检出限为 0.002 mg/kg, 定量限为 0.006 mg/kg。在 0.02、0.05、0.10 mg/kg 的加标水平下, 4 种氯丙醇的加标回

收率为 70.2%~103.5%, 相对标准偏差为 1.6%~5.5%。结论  本方法快速、简便、节省溶剂, 适用于酱油中氯

丙醇的快速定性、定量分析。 

关键词: 酱油; 氯丙醇; 盐析辅助液液萃取; 气相色谱-质谱法 

Determination of 4 kinds of chloropropanols in soy sauce by salting-out 
assisted liquid-liquid extraction combined with gas  

chromatography-mass spectrometry 

ZENG Kun, WANG Dong-Xu*, WANG Xin-Cai, GU Gui-Zhang 
(Huzhou Institute for Food and Drug Control, Huzhou 313000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 1,3-dichloro-2-propanol, 2,3-dichloro-1-propanol, 

3-chloro-1,2-propanediol and 2-chloro-1,3-propanediol in soy sauce based on salting-out assisted liquid-liquid 

extraction coupled with gas chromatography-mass spectrometry. Methods  Using 3-chloro-1,2-propanediol-d5 as 

deuterated internal standard, the soy sauce sample was extracted with acetonitrile, salted out by sodium chloride, 

derived using 1-(heptafluorobutyryl)imidazole, separated by HP-5MS capillary column (30 m×0.25 mm, 0.25 μm) 

and determined by gas chromatography-mass spectrometry in selected ion monitoring mode. The effects of 

salting-out aid and extraction solvent on extraction efficiency of the 4 kinds of chloropropanols were investigated. 
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Results  Under the optimal experimental conditions, the 4 kinds of chloropropanols showed good linearity in the 

range of 0.006–0.120 mg/kg, and the correlation coefficients were all above 0.999, and the limits of detection of the 4 

kinds of chloropropanols were 0.002 mg/kg, and the limits of quantitation were 0.006 mg/kg. The recoveries of the 4 

kinds of chloropropanols were in the range of 70.2%–103.5%, and the relative standard deviations were in the range 

of 1.6%–5.5% at the spiked levels of 0.02, 0.05 and 0.10 mg/kg. Conclusion  This method can provide a good 

specificity for the rapid qualitative and quantitative analysis of chloropropanols in soy sauce with the advantage of 

rapid, simple and solvent saving. 
KEY WORDS: soy sauce; chloropropanols; salting-out assisted liquid-liquid extraction; gas chromatography-mass 

spectrometry 
 
 

0  引  言 

酱油作为深受国民喜爱的调味品, 是以大豆、小麦、

食盐等酿造而成, 具有红褐色的色泽和独特的酱香[1]。传统

酿造酱油制作过程烦琐、耗时长, 成本高昂, 无法满足巨大

的市场需求。一些不法商家为追逐利益, 常常通过在酿造酱

油中添加酸水解植物蛋白调味液生产配制酱油[2]。植物蛋白

调味液在制作过程中, 往往会生成副产品“氯丙醇”[3]。有关

氯丙醇在食品中的污染已有大量报道, 特别是在酱油、食

醋、鸡精、蚝油、鱼露等调味用品中[4–6]。氯丙醇主要包括

以下 4 种物质 : 1,3-二氯 -2-丙醇 (1,3-dichloro-2-propanol, 
1,3-DCP)、2,3-二氯-1-丙醇(2,3-dichloro-1-propanol, 2,3-DCP)、
3-氯-1,2-丙二醇(3-chloro-1,2-propanediol, 3-MCPD)和 2-氯- 
1,3- 丙 二 醇 (2-chloro-1,3-propanediol, 2-MCPD), 其 中

3-MCPD 为主要污染物且毒性最大[7], 被视为潜在的致癌

物[8]。通过蛋白质组学的分析发现, 3-MCPD 对大鼠肾脏具

有强烈的毒性作用[9]; 另一项针对大鼠的亚急性毒性实验

结果表明, 3-MCPD 和其代谢产物可诱导大鼠脑组织细胞

凋亡[10]; 1,3-DCP 还可通过抑制 R2C 细胞的增殖继而降低

睾丸间质细胞的活性从而影响生殖系统功能[11]。 
食品中氯丙醇常用的检测方法有高效液相色谱-串联

质谱法[12–13]、气相色谱法[14–15]、毛细管电泳法[16]、气相色

谱-质谱法[17–20]、近红外光谱法[21]、电化学传感器法[22]、

气相色谱-串联质谱法[23]等。衍生化试剂包括七氟丁酰基咪

唑、三氟乙酸酐、苯基硼酸等[24–25]。固相萃取是最普遍的

前处理方式, 无论是选择手工填柱还是使用商品化的硅藻

土小柱, 都需经历过柱、淋洗、洗脱等步骤, 耗时往往较

长 , 如郭茂章 [26]等采用固相萃取小柱处理 , 实验用时超

720 min, 黄超群等[20]采用分散固相萃取法, 虽节省了时间, 
但有机溶剂用量多达 41 mL, 以上方法费时、使用溶剂量

大, 检测成本较高, 不适合酱油样品高通量的检测需求。 
盐析辅助液液萃取是一种通过在有机萃取溶剂和样

品混合水溶液中添加盐析剂, 从而促进萃取剂更好从混

合物中分离的提取方法, 具有操作简便、萃取效率高的

特点[27]。该方法在检测食品中毒害物质残留量方面已有大

量应用[28–29], 但对于较为复杂的酱油基质, 目前该方法仅

针对真菌毒素检测有所应用[30], 对氯丙醇的检测研究鲜有

报道。基于此本研究拟使用盐析辅助液液萃取作为前处理

方式, 结合气相色谱-质谱法建立一种酱油中氯丙醇的快

速检测方法, 满足市场上高通量的检测需求, 以期为酱油

中氯丙醇的监测提供新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

实验用酱油(特级, 湖州老恒和酿造有限公司); 其余

20 批酱油样品(湖州超市)。 
1,3-DCP、2,3-DCP、D5-3-氯-1,2-丙二醇(3-chloro-1,2- 

propanediol-d5, D5-3-MCPD) (100 μg/mL, 德国 Dr. Ehrenstorfer
公司); 2-MCPD、3-MCPD (100 μg/mL, 天津阿尔塔科技有

限公司); 硫酸钠、硫酸铵、硫酸镁(分析纯)、七氟丁酰基

咪唑(纯度≥97%)(上海麦克林生化科技有限公司); 氯化钠

(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 乙腈、丙酮、甲醇、

乙醇、正己烷(色谱纯, 德国默克公司))。 

1.2  仪器与设备 

7890A-5975C 气相色谱-质谱联用仪、HP-5MS (30 m× 
0.25 mm, 0.25 μm)石英毛细管柱 (美国安捷伦公司 ); 
DHG-9011A 型电热恒温干燥箱(上海精宏实验设备有限公

司); Simplicity 型超纯水仪(美国密理博公司); ME204E 型

电子分析天平平(精度 0.0001 g, 瑞士梅特勒-托利多仪器

有限公司); Turbovap LV 型自动浓缩仪(瑞典拜泰齐公司); 
Genius 3 漩涡混合器(德国艾卡公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的制备 
D5-3-MCPD 用正己烷稀释配制成 10.0 mg/L 的内标使

用液。1,3-DCP、2,3-DCP、3-MCPD 和 2-MCPD 用正己烷

稀释配制成 2.0 mg/L 的混合标准使用液, 再用正己烷稀释

配制成系列标准工作溶液, 并各加入 20 μL 内标使用液, 
最后各加入 50 μL 的七氟丁酰基咪唑, 摇匀混合, 置于

70℃烘箱, 衍生 20 min, 取出后加入 1.0 mL 饱和氯化钠溶
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液, 涡混静置 2 min, 取上层有机相进仪器分析。 
1.3.2  样品溶液的制备 

称取酱油样品 2.00 g(精确至 0.01 g)于离心管, 加入内

标使用液 20 μL, 超声混匀 5 min, 再加入 1.0 g 氯化钠和

2.0 mL 乙腈溶液, 涡混 1 min, 以 10000 r/min 的转速离心

5 min, 转移全部上清液于另一离心管中, 氮吹近干, 加适

量丙酮, 再次氮吹近干, 用正己烷定容 1.0 mL, 加入 50 μL
的七氟丁酰基咪唑, 摇匀混合, 置于 70℃烘箱, 衍生 20 min, 
取出后加入 1.0 mL 饱和氯化钠溶液, 涡混静置 2 min, 取
上层有机相进仪器分析。 
1.3.3  仪器条件 

(1)色谱条件 
色谱柱: HP-5MS (30 m×0.25 mm, 0.25 μm); 升温程

序: 40℃保持 1 min, 1℃/min 升温至 60℃, 保持 0 min, 
2℃/min 升温至 80℃, 保持 0 min, 40℃/min 升温至 250℃, 
保持 5 min; 柱流量: 1.0 mL/min; 进样口温度: 250℃, 进
样方式: 不分流进样; 进样体积: 1 μL。 

(2)质谱条件 
电子轰击(electron impact, EI)源; 电子能量: 70 eV; 

离子源温度 : 230℃; 溶剂延迟 : 5 min; 选择离子监测

(selected ion monitoring, SIM)模式; 1,3-DCP 的监控离子: 
75, 77, 275, 定量离子 75; 2,3-DCP 的监控离子: 75, 77, 111, 
定量离子 75; 3-MCPD 的监控离子: 253, 289, 453, 定量离

子 253; 2-MCPD 的监控离子: 253, 289, 291, 定量离子 253; 
D5-3-MCPD 的监控离子: 257, 294, 278, 定量离子 257。 
1.3.4  盐析辅助液液萃取条件优化 

(1)筛选盐析剂 
分别向酱油样品中加入一定量的标准溶液, 再加入相

同质量的氯化钠、硫酸钠、硫酸铵和硫酸镁, 按 1.3.2 项方

法进行处理, 计算加标回收率, 以筛选出最佳盐析剂类型。 
(2)筛选萃取溶剂 
在上述盐析剂筛选基础上, 分别向酱油样品中加入

一定量的标准溶液, 再加入相同体积的乙腈、丙酮、甲醇

和乙醇, 按 1.3.2 项方法进行处理, 计算加标回收率, 以筛

选出最理想的萃取溶剂。 
(3)优化盐析剂质量 
在上述基础上, 进一步对筛选出盐析剂的用量进行

细化, 向酱油样品中加入一定量的标准溶液, 再加入不同

质量的盐析剂, 按 1.3.2 项方法进行处理, 计算加标回收率, 
以确认盐析剂最适用量。 

(4)优化萃取溶剂体积 
在前三步的基础上, 向酱油样品中加入一定量的标

准溶液, 再加入不同体积萃取溶剂, 按 1.3.2 项方法进行处

理, 计算加标回收率, 以确认萃取剂最优体积。 
1.3.5  线性范围、检出限和定量限 

(1)线性范围 
按 1.3.3 条件测定 1.3.1 项制备的标准溶液 , 以

1,3-DCP、2,3-DCP、3-MCPD、2-MCPD 和 D5-3-MCPD 的

浓度比为横坐标, 1,3-DCP、2,3-DCP、3-MCPD、2-MCPD
和 D5-3-MCPD 的离子响应丰度比为纵坐标绘制标准曲线, 
得到线性方程和相关系数。 

(2)检出限和定量限 
向酱油样品中加入一定量的标准溶液, 按 1.3.2 项方

法处理后进样检测, 以 3 倍信噪比计算检出限, 10 倍信噪

比计算定量限。 
1.3.6  方法回收率和精密度 

分别向酱油样品中加入不同体积标准溶液, 使得 4 种

氯丙醇在样品中的含量分别为 0.02、0.05、0.10 mg/kg, 按
1.3.2 项方法重复进行 6 次, 计算回收率并以相对标准偏差

(relative standard deviations, RSDs)评估方法的精密度。 
1.3.7  与文献方法比较 

将 1.3.2 项方法同国家标准和已发表的文献方法进行

提取方法、检测方法、实验用时、有机溶剂用量、回收率

等方面的比较分析。 
1.3.8  实际样品检测 

按照 1.3.2 项方法, 对 20 批市售酱油样品进行检测分

析, 评估当前市售酱油中氯丙醇污染状况。 

1.4  数据处理 
采用 SPSS 26.0 软件对数据进行单因素方差分析

(one-way analysis of variance, ANOVA)、最小显著差异(least 
significant difference, LSD)多重比较, 显著水平设为 α=0.05, 
以P<0.05表示差异具有统计学意义; 数据绘图使用GraphPad 
Prism 8。 

2  结果与分析 

2.1  色谱柱的选取 

氯丙醇因极性较大、沸点较高, 不宜直接进行气相分

析, 往往通过衍生化增强其挥发性, 衍生后, 产物极性较

小, 通常采用 HP-1、OV-1、DB-5 等非极性或弱极性色谱

柱进行分离[26]。通过参考文献, 本研究选择日常检测中最

为常见的 HP-5MS 色谱柱进行分析, 通过对升温程序等条

件进行优化, 确定最佳的仪器测定条件, 总离子流图结果

见图 1, 4 种氯丙醇及内标物 D5-3-MCPD 均具有较高的响

应值, 峰型好, 因此确认使用 HP-5MS 柱进行后续实验。 

2.2  盐析剂的筛选 

氯丙醇是水溶性化合物, 直接液液萃取效率低, 可通

过加入盐析剂改变离子强度, 降低氯丙醇亲水性, 从而促

进其转移至有机相。本研究选用实验室中常见的无机盐: 
氯化钠、硫酸钠、硫酸铵和硫酸镁进行对比实验, 结果见

图 2。对于 3-MCPD 与 2-MCPD, 4 种盐的回收率无显著性

差异, 但对于 1,3-DCP 与 2,3-DCP, 氯化钠组回收率明显高

于其他组, 且存在显著差异(P<0.05), 故综合考虑, 选择氯

化钠作为盐析剂。 
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注: 1: 1,3-DCP; 2: 2,3-DCP; 3: D5-3-MCPD; 4: 3-MCPD; 5: 2-MCPD。 
图1  4种氯丙醇及内标物的总离子流色谱图 

Fig.1  Total ion chromatogram of 4 kinds of chloropropanols and internal standard 
 

 
 

注: 不同小写字母表示存在显著性差异(P<0.05), 下同。 
图2  盐析剂类型筛选(n=3) 

Fig.2  Screening of salting-out agent types (n=3) 
 

2.3  萃取溶剂的筛选 

萃取溶剂的选择直接影响萃取效率。通常情况下, 一
方面要求萃取溶剂能够与水混溶, 同时密度要小于水, 另
一方面在加入盐析剂后能够与水实现分层[29]。本研究着重

探究了 4 种实验室常见萃取溶剂: 乙腈、丙酮、甲醇和乙

醇。在氯化钠做盐析剂情况下, 分别加入 2 mL 上述溶液作

为萃取剂, 离心后可得乙腈上层清液约 1.7 mL, 丙酮上层

清液约 1.6 mL, 甲醇、乙醇未与酱油分层, 故移取乙腈、

丙酮全部上清液进行后续实验, 结果见图 3。实验结果显

示乙腈相较丙酮, 对 1,3-DCP、2,3-DCP 和 3-MCPD 均具有

较好回收率。综合考虑, 选用乙腈作为萃取溶剂。 

2.4  盐析剂质量的优化 

盐析剂质量是影响萃取效率的另一个重要因素, 足

量盐析剂可确保氯丙醇从水中完全析出, 从而进入到有机

溶剂中, 用量不足则会导致萃取不完全, 回收率降低。从

结果图 4 可见, 对于 3-MCPD 与 2-MCPD, 0.2 g 氯化钠即

可得到较高的回收率, 对于 1,3-DCP 与 2,3-DCP, 当氯化钠

用量为 0.2 g 或 0.6 g 时, 两者回收率均很低, 且两组间并

无显著性差异, 考虑可能是盐析剂不足, 继续增加氯化钠

用量 , 两者回收率上升 , 但当氯化钠增加至 1.4 g 时 , 
1,3-DCP 与 2,3-DCP 回收率不升反降。综合考虑, 选取 1.0 g
作为最佳盐析剂用量。 

 

 
 

图3  萃取溶剂筛选(n=3) 
Fig.3  Screening of extraction solvents (n=3) 

 

2.5  萃取溶剂体积的优化 

萃取溶剂的体积同样影响萃取效果, 萃取体积过少, 
离心分取时误差较大, 体积过多则会降低目标物质的富集
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倍数, 通过加入不同体积的乙腈, 进一步考察萃取溶剂用量

的影响。图 5 结果显示, 萃取溶剂由 1.5 mL 增加至 2.0 mL
时, 1,3-DCP 与 2,3-DCP 回收率显著提升(P<0.05), 但继续

增加萃取体积 , 两者回收率下降 , 对于 3-MCPD 与

2-MCPD, 1.5 mL 即可满足较好的回收率要求, 综合考虑为

保证 4 种氯丙醇均具有较好的萃取效果, 最终选取 2.0 mL
作为萃取溶剂最佳体积。 

 

 
 

图4  氯化钠质量的筛选(n=3) 
Fig.4  Screening of the sodium chloride quality (n=3) 

 

2.6  线性范围、检出限和定量限 

按 1.3.5 项方法进行实验, 结果见表 1, 4 种氯丙醇在

0.006~0.120 mg/kg 浓度范围内具有良好的线性关系, 相关

系数均大于 0.999, 以 3 倍信噪比计算检出限为 0.002 mg/kg, 
10 倍信噪比计算定量限为 0.006 mg/kg, 检测灵敏度高, 可
满足日常定量分析要求。 

2.7  回收率与精密度实验 

按 1.3.6 项方法进行实验, 结果见表 2, 4 种氯丙醇的

加标回收率在 70.2%~103.5%范围内, RSDs 在 1.6%~5.5%
范围内, 精密度符合 GB/T 27404—2008《实验室质量控制

规范食品理化检测》的要求, 这说明本研究方法稳定性良

好, 应用于酱油测定时, 回收率与精密度均能保持在合理

范围内。 
 

 
 

图5  乙腈体积的筛选(n=3) 
Fig.5  Screening of the acetonitrile volume (n=3) 

 
2.8  与文献方法的比较 

表 3 为本研究与文献方法的比较, 由结果可见, 相较

刘沁颖等[18]、黄超群等[20]、郭茂章等[26]和 GB 5009.191— 
2016 第二法, 本研究更为节省时间, 同时也更节省有机溶

剂使用量, 对实验人员和环境更为绿色友好。 
 

表 1  4 种氯丙醇化合物的线性范围、检出限和定量限 
Table 1  Linear ranges,limits of detection and quantitation of the 4 kinds of chloropropanols 

化合物 线性范围/(mg/kg) 线性方程 相关系数 检出限/(mg/kg) 定量限/(mg/kg) 

1,3-DCP 0.006~0.120 Y=1.3159X+0.0135 0.9996 0.002 0.006 

2,3-DCP 0.006~0.120 Y=1.717X+0.0402 0.9991 0.002 0.006 

3-MCPD 0.006~0.120 Y=0.9933X–0.0033 0.9999 0.002 0.006 

2-MCPD 0.006~0.120 Y=1.1035X–0.018 0.9997 0.002 0.006 
 

表 2  回收率与精密度(n=6) 
Table 2  Recovery rate and precision (n=6) 

项目 化合物 添加量/(mg/kg) 回收率/% RSDs/% 

加标-1 

1,3-DCP 0.02 73.7 5.0 
2,3-DCP 0.02 78.2 5.5 
3-MCPD 0.02 102.5 3.0 
2-MCPD 0.02 103.5 5.3 

加标-2 

1,3-DCP 0.05 71.0 2.1 
2,3-DCP 0.05 80.7 2.8 
3-MCPD 0.05 98.6 2.3 
2-MCPD 0.05 100.8 2.7 

加标-3 

1,3-DCP 0.10 70.2 2.2 
2,3-DCP 0.10 80.9 2.3 
3-MCPD 0.10 97.0 1.6 
2-MCPD 0.10 99.1 2.3 
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表 3  本方法与其他测定酱油中氯丙醇方法的比较 
Table 3  Comparison between this method and other methods for determination of chloropropanol in soy sauce 

化合物 提取方法 检测方法 实验用时/min 有机溶剂用量/mL 回收率/% 文献 

1,3-DCP 
2,3-DCP 
3-MCPD 
2-MCPD 

固相支持 
液液萃取 

气相色谱-质谱法 90 27 82.4~107.0 [18] 

1,3-DCP 
2,3-DCP 
3-MCPD 
2-MCPD 

分散固相 
萃取 

气相色谱- 
高分辨质谱法 

60 41 78~103 [20] 

3-MCPD 固相萃取 气相色谱-质谱法 超过 720 14 90.1~109 [26] 

1,3-DCP 
2,3-DCP 
3-MCPD 
2-MCPD 

固相萃取 气相色谱-质谱法 80 27 / GB 5009.191—2016 第二法 

1,3-DCP 
2,3-DCP 
3-MCPD 
2-MCPD 

盐析辅助 
液液萃取 

气相色谱-质谱法 50 4 70.2~103.5  本研究 

注: /为未注明。 

 

2.9  实际样品检测 

按 1.3.8 项进行实验, 结果显示 20 批酱油中 1,3-DCP、
2,3-DCP、2-MCPD 均未检出, 仅一款袋装酱油中检测出微

量的 3-MCPD, 含量为 7.1 μg/kg, 远低于 GB 2762—2022
《食品安全国家标准 食品中污染物限量》0.4 mg/kg 的限

量要求, 表明目前市售酱油安全状况良好。 

3  结  论 

本研究以 D5-3-MCPD 同位素内标定量, 采用气相色

谱-质谱法选择性离子监测模式, 以盐析辅助液液萃取作

为前处理方法, 综合考察盐析剂类别、盐析剂用量、萃取

剂类型、萃取体积等因素, 最终建立了同时检测酱油中 4
种氯丙醇的方法, 本研究只用到一种内标物, 检测成本更

低, 实验过程更为简便快捷、同时有机试剂用量少、环境

污染少, 检出限也达到了国家标准, 适用于大批量酱油中

氯丙醇的快速定性、定量检测和日常筛查, 目前该方法主

要针对液态样品, 对氯丙醇广泛存在的鸡精、蚝油等固态

或半固态调味品, 该方法还需对前处理过程进行优化升级, 
以期进一步增加该方法的通用性。 
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