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QuEChERS-高效液相色谱法测定食品中 
溴硝醇残留量 

彭晓俊*, 易碧华, 梁伟华, 秦  汉 
(江门海关技术中心食品实验室, 江门  529100) 

摘  要: 目的  建立 QuEChERS-高效液相色谱法测定食品中溴硝醇残留量的分析方法。方法  前处理采用

QuEChERS 方法, 样品粉碎后用甲醇提取, 改性多壁碳纳米管净化, Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 色谱柱

(250 mm×4.6 mm, 5 μm)对净化液进行分离, 以甲醇-乙腈(含 0.1%磷酸)体系作为流动相, 210 nm 波长下检测分

析。结果  在优化实验条件下, 溴硝醇在 0.02~10.00 μg/mL 范围内具有良好的线性关系, 相关系数大于 0.9999, 

检出限(S/N=3)为 0.050 mg/kg, 加标回收率为 95.3%~104.0%, 相对标准偏差为 4.2%~5.3%, 实际样品检测中均

未检出溴硝醇。结论  该方法简单、快速、准确、灵敏度高, 可应用于粮食、水果和蔬菜中溴硝醇残留的快

速检测。 

关键词: 高效液相色谱法; QuEChERS; 改性多壁碳纳米管; 溴硝醇 

QuEChERS-high performance liquid chromatography for determination of 
residue bronopol in foods 

PENG Xiao-Jun*, YI Bi-Hua, LIANG Wei-Hua, QIN Han 
(Food Laboratory of Jiangmen Customs District Technology Center, Jiangmen 529100, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of bronopol residue in foods by 
QuEChERS-high performance liquid chromatography. Methods  The QuEChERS method was adopted for 
pretreatment. The sample was extracted using methanol after crushing, and purificated by MWNTs, then separated 
by Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) using a methanol acetonitrile (containing 
0.1% phosphoric acid) system as mobile phase, and detected at 210 nm. Results  Under the optimized experimental 
conditions, there was a good linear relationship in the range of 0.02–10.00 μg/mL, and the correlation coefficient 
was greater than 0.9999. The limit of detection (S/N=3) was 0.050 mg/kg, the recovery was 95.3%–104.0%, and the 
relative standard deviation was 4.2%–5.3%. No bromonitrosol was detected in the actual samples. Conclusion  The 
method is simple, rapid, accurate and sensitive, and can be applied to the rapid detection of bromonitol residues in 
grain, fruits and vegetables. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; QuEChERS; modified multiwalled carbon nanotubes; 

bronopol 
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0  引  言 

溴硝醇, 又称 2-溴-2-硝基-1,3-丙二醇, 作为一种新型

的卤代羧酸类有机杀菌剂常用于化妆品、农产品、纸制品

的杀菌、防霉, 具有高效、广谱、低毒等优点[1–4]。其作用

方式是使其活性组分穿透微生物的细胞壁进入细胞内部

与核酸上的碱基结合 , 来抑制或彻底杀死微生物 , 从而

使微生物难以产生抗菌性[5–8]。虽然溴硝醇作为杀菌剂已

应用于粮食、水果和蔬菜的种植和储存中[9–11], 但目前报

道的溴硝醇残留测定主要集中在化妆品。溴硝醇损害人

体的神经系统, 鲜少有关于食品中溴硝醇残留检测方法

的研究, 不利于对溴硝醇这种新型杀菌剂引发的食品质

量安全风险的有效监管, 因此有必要建立食品中溴硝醇

残留的测定方法。 
目前测定溴硝醇的主要方法有高效液相色谱法(high 

performance liquid chromatography, HPLC)[12–13]、高效液相

色谱 -电感耦合等离子体质谱法 (high performance liquid 
chromatography-inductively coupled plasma mass 
spectrometry, HPLC-ICP-MS)[14]、液相色谱-质谱法(liquid 
chromatography-mass spectrometry, LC-MS)[15–19], 由 于

HPLC 检测成本低, 操作简便准确, 而溴硝醇具有紫外吸

收的特性, 因此可采用 HPLC 法测定。 
现代分析仪器的灵敏度和准确性越来越高, 前处理

成为检测误差的主要来源。传统的前处理方法如索氏抽提、

溶剂萃取、固相萃取等, 存在提取步骤烦琐、有机溶剂消

耗量大、成本较高且操作用时长和重现性差等缺点, 在快

速检测中不具优势。QuEChERS (quick, easy, cheap, rugged, 
safe)法在 2003 年首次报道[18–21], 该方法可根据待测物的

化学特性和样品基质, 选择适当的有机提取试剂及净化填

料, 利用不同净化吸附剂与样品提取液直接作用, 可减少

样品中杂质对检测结果的影响, 具有简便、快速、高效、

绿色等优点[22–26]。 
近年来多壁碳纳米管(multi walled carbon nanotubes, 

MWNTs)以优异的吸附性能被广泛关注[27], 但 MWNTs 缺

少官能基团影响了其作为吸附剂的应用, 因此需要增加

MWNTs 的官能基团使之具有更好的吸附净化能力。如彭

晓俊等[28]以强酸对 MWNTs 进行氧化改性, 使 MWNTs 表
面产生羧基、羟基等含氧活性官能基团, 用改性 MWNTs
对新会陈皮进行净化 , 能有效降低样品的基质效应; 段
鹤君等[29]对多壁碳纳米管进行改性增加其表面的氨基官

能基团, 用氨基化 MWNTs 对牛奶样品进行净化能吸附

样品中的大部分杂质 , 从而降低杂质对农药多残留检测

的干扰。 
鉴于此, 本研究以 QuEChERS 法提取、改性 MWNTs

净化、HPLC 测定的方式, 建立食品中溴硝醇残留的分析方

法, 以期为食品安全有效监管提供可靠的检测技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大米、白菜、柑桔样品均购自新会华润万家超市。 
溴硝醇标准品(纯度≥90.0%, 美国 Sigma-Aldrich 公

司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 美国赛默飞世尔科技公司); 磷
酸、乙酸铵、甲酸(优级纯, 上海安谱实验科技股份有限公

司 ); MWNTs 填料 (纯度＞95%, 直径 10~20 nm, 长度

200~900 nm, 北京索莱宝科技有限公司 ); 弗罗里硅土

(magnesium silicate, Florisil)(粒径 80~100 目, 上海颖心实

验室设备有限公司); N-丙基乙二胺粉(primary secondary 
amine, PSA)(平均粒度 45 μm, 孔体积 0.8 m3/g)、硅胶

(60~100 目, 青岛邦凯高新技术材料有限公司); 实验用水

为超纯水。  

1.2  仪器与设备 

Agilent 1260 II Prime 高效液相色谱仪、ZORBAX 
Eclipse XDB-C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm, 美国安捷

伦科技公司); JEM-2100F 发射透射电子显微镜(日本株式

会社日立制作所); Nicolet 6700A 红外光谱扫描仪(天津天

光光学仪器有限公司); CHT210 高速离心机(湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司); FW 100 高速粉碎机(天津市泰斯特

仪器有限公司); DZF-6020 真空干燥箱(上海精密仪器仪表

公司); SB25-12DT 超声波振荡器(浙江新芝科技有限公司); 
Vortex3000 涡旋振荡器(德国 IKA 科技公司); ELGA Genetic
超纯水机(英国 ELGA 公司); 聚四氟乙烯微孔滤膜(50 mm× 
0.22 μm, 上海汉丞新材料科技有限公司); 不锈钢筛网(孔径

1.0 mm, 河北德祥仪器有限公司); BS244S 电子天平(精度

0.001 g, 德国 Sartorius 科技公司); DS-1 组织捣碎机(上海

精科实业有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  改性 MWNTs 制备 
准确称取 50 g MWNTs, 转置 500 mL 单口烧瓶中, 加

入 100 mL 浓硫酸, 超声处理 1 h, 加入 50 mL 浓硝酸, 超
声处理 30 min, 取出 , 静置 , 弃去上层酸清液 , 再加入

1000 mL 超纯水, 混匀, 过 0.22 μm 的微孔滤膜, 反复用超

纯水清洗滤渣, 洗至滤液 pH 为 7 左右, 所得黑色固体经

50℃真空干燥 1 h 即得改性 MWNTs。 
1.3.2  样品处理 

(1)粮食及粮食制品 
将样品研磨, 硬质的粮食等用高速粉碎机粉碎并通

过孔径 1.0 mm 的不锈钢筛网, 处理好的试样分别放入聚

乙烯瓶中, 于–18℃保存, 备用。 
(2)水果及蔬菜 
按照 GB 2763—2021《食品安全国家标准 食品中农

药最大残留限量》规定, 取供试水果及蔬菜待测部位, 用
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组织捣碎机碎成匀浆, 处理好的试样分别放入聚乙烯瓶中, 
于–18℃保存, 备用。 

(3)试样处理 
称取 5 g(精确至 0.01 g)均质试样于 50 mL 塑料离心管

中, 加入 25 mL 甲醇, 盖上离心管盖, 涡旋振荡 2 min, 再
加入 1 g 改性 MWNTs, 涡旋振荡 2 min, 超声 10 min, 以
8000 r/min 离心 5 min, 取上层清液过 50 mm×0.22 μm 聚四

氟乙烯微孔滤膜, 待测。 
1.3.3  色谱条件 

色谱柱: Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 (250 mm× 
4.6 mm, 5 μm); 柱温: 35℃; 进样量: 10 μL; 流速: 1.0 mL/min; 
流动相:甲醇:乙腈:0.1%磷酸溶液=2:1:7 (V:V:V); 波长: 210 nm。 

1.4  数据处理 

采用 Open Lab CDS 软件建立方法、数据采集及定量

处理, 数据分析及表格、柱状图的绘制采用 WPS Office 
(2019 版)软件。在方法学考察中, 重复性实验平行测定 6
份, 加标回收率测定 3 组 18 份, 线性测定 6 个点, 每个点

平行测定 2 份, 适用性样品测定 2 份。 

2  结果与分析 

2.1  QuEChERS 前处理条件的优化 

2.1.1  提取溶剂的选择 
将溴硝醇从试样中有效提取是制定测试方法的首要

问题 , 本研究目标化合物溴硝醇为极性物质 , 易溶于甲

醇、乙醇、丙二醇, 依据提取溶剂与目标分析物之间“相似

相溶”的原则, 以目标物溴硝醇回收率作为考察指标。称取

5 g 大米空白基质试样, 分别以 20%甲醇、40%甲醇、60%
甲醇、80%甲醇及 100%甲醇作为提取溶剂, 且分别添加溴

硝醇标准溶液, 添加水平为 10 mg/kg, 考察不同提取溶剂

的溴硝醇回收率(图 1)。从图 1 可知, 100%甲醇作为提取溶

剂的溴硝醇回收率最高且没有杂质的干扰, 因此, 本研究

选择 100%甲醇作为提取溶剂。 

 

 
 

图1  甲醇浓度对溴硝醇回收率的影响 
Fig.1  Effects of mathanol concentration on the  

recovery of bronopol 

2.1.2  MWNTs 酸氧化改性 
MWNTs 特有的高比表面积及中空管结构, 是作为

吸附净化剂的理想性能, 但 MWNTs 由于材料表面少活

性官能基团, 限制了其作为吸附净化剂的应用。本研究

利用混酸的氧化作用增加 MWNTs 表面的活性官能基团

以提升其吸附净化能力。氧化改性前后的 MWNTs 透射

电镜(transmission electron microscope, TEM)照片见图 2, 
由图 2 可见, 氧化后的改性 MWNTs 分散均匀且有一定

的长径比, 证明酸氧化改性效果明显。由图 3 的氧化改

性前后 MWNTs 红外光谱图对比, 氧化后的改性 MWNTs
在 1704.53 cm–1 处吸收峰是羧基中的羰基伸缩振动所引

起的; 在 3414.30 cm–1 波数处吸收峰较宽, 该波数处吸

收峰是羟基伸缩振动所引起的 , 由此可以证明 , 混酸氧

化后的改性 MWNTs 在表面产生了羧基和羟基的含氧活性

官能基团。 
 

 

 
 

图2  MWNTs在混酸氧化前(a)及氧化后(b)的TEM照片 
Fig.2  TEM photos of MWNTs of raw untreated (a) and treated (b) 

with mixed acid oxidation 
 

 
 

图3  MWNTs在混酸氧化前(a)及氧化后(b)的红外光谱谱图 
Fig.3  Infrared spectra of MWNTs of raw untreated (a) and treated (b) 

with mixed acid oxidation 
 

2.1.3  混酸超声处理时间优化 
利用混酸的强烈氧化可在MWNTs表面产生功能基团, 

但是破坏了 MWNTs 原结构, 使其管壁受到不同程度腐蚀

且管长变小。为保证混酸氧化得到具有一定的长径比和相对

完整结构的改性 MWNTs, 其他条件不变, 考察了超声 20、
30 和 40 min 后改性 MWNTs 结构, 用过滤的方法收集氧化

后的 MWNTs 并透射电镜观察变化, 确定超声处理 30 min
所得到 MWNTs 比较合适, 结果见表 1。 
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表 1  超声时间对氧化效果的影响 
Table 1  Effects of ultrasound time on the oxidation efficiency 

超声时间/min 滤过情况 投射电镜照片 

20 微孔滤膜上收集到黑色固体 
氧化后的 MWNTs 长度有了 
一定的减少, 分散不够均匀 

30 微孔滤膜上收集到黑色固体 
氧化后的 MWNTs 长度明显减小且分布比较均匀, 大

约在 300~800 nm 的范围内, 分散较为均匀 

40 
氧化的 MWNTs 很碎, 通过了滤膜 
微孔, 滤膜上没有收集到黑色固体 

氧化后的 MWNTs 长度很短, 长径比很小, 直径变小, 
说明受到严重的氧化腐蚀 

 
2.1.4  净化吸附剂的选择 

粮 食 、 水 果 和 蔬 菜 所 含 化 学 成 分 复 杂 , 采 用

QuEChERS 法净化, 首先要选用合适的净化吸附剂, 本研

究分别考察了硅胶、改性 MWNTs、Florisil 和 PSA 作为净

化吸附剂的效果[30–31]。硅胶对脂肪、蛋白质、维生素等杂

质吸附效果好, 并且吸附目标化合物溴硝醇效果也好; 改
性 MWNTs 可有效吸附脂溶性和水溶性杂质; Florisil 适用

于吸附醌、醛和酮类杂质, 也适用于吸附弱的有机酸和碱

等; PSA 则适用于吸附生物碱、黄酮、酚类、脂肪酸和糖

类等杂质。在大米空白基质中添加溴硝醇标准溶液, 添加

水平为 10 mg/kg, 分别以硅胶、改性 MWNTs、Florisil 和
PSA作为净化吸附剂测定回收率, 由实验结果可见, 硅胶、

改性 MWNTs、Florisil 和 PSA 作为净化吸附剂的回收率分

别为 48%、107%、66%和 75%, 所以本研究选用改性

MWNTs 作为净化吸附剂。 
2.1.5  净化吸附剂用量的选择 

对 QuEChERS 法填料用量进行了考察, 研究分别使

用 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 g 改性 MWNTs 净化吸附

剂对溴硝醇回收率的影响, 结果见图 4。溴硝醇含 π 电子

少, 随着净化吸附剂用量增加, 杂质与净化吸附剂的 π-π
吸附更强 , 减少了对溴硝醇的干扰, 溴硝醇回收率增大, 
净化吸附剂用量为 1.0 g 时溴硝醇回收率最高, 继续增加

净化吸附剂的用量, 溴硝醇回收率变化不大, 因此, 选择

净化吸附剂用量为 1.0 g。 
 

 
 

图4  净化吸附剂用量对溴硝醇回收率的影响 
Fig.4  Effects of purification adsorbent amount on the  

recovery of bronopol 

2.1.6  超声时间优化 
超声处理是加速目标化合物在试样和提取溶剂间平

衡的方法, 因此超声时间是一个影响目标化合物提取效率

的重要因素。本研究考察超声处理时间分别为 2、4、6、8、
10、12 min 对溴硝醇回收率的影响, 见图 5。由图 5 可知, 溴
硝醇回收率随超声处理时间的增长而提高, 在超声处理时

间为 10 min 时, 回收率最高, 超声处理时间再延长, 由于

超声处理产生热量造成溴硝醇的分解, 溴硝醇回收率降低, 
因此选择超声时间为 10 min 最佳。 

 

 
 

图5  超声时间对回收率的影响    
Fig.5  Effects of the ultrasonic time on the recovery of bronopol 

 

2.2  色谱条件优化 

溴硝醇极性适中、分子量不大、可采用反相色谱柱

分离。在反相 HPLC 检测中, C18 色谱柱对待测物极性的

适用范围较大, 对于极性适中、分子量不大的待测物均有

较好的保留特性。本研究考察了溴硝醇在 C18 反相色谱柱

上的色谱保留特性, 结果表明 C18 色谱柱对溴硝醇都有较

好的分离 , 因此色谱柱可自行选择 , 本研究最终采用 
Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm)
色谱柱。 

本研究根据溴硝醇的性质, 考察了溴硝醇在不同流

动相等梯度洗脱下的 HPLC 保留特性, 不同种类流动相会

影响溴硝醇的信号响应, 采用甲醇+乙腈+0.1%磷酸溶液体

系为流动相的信号响应, 优于水-甲醇、水-乙腈、水-甲醇

+0.1%磷酸、水-乙腈+0.1%磷酸等流动相体系, 最终选择以

甲醇+乙腈+0.1%磷酸溶液为流动相。优化色谱条件下的溴

硝醇色谱图见图 6。 
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图6  优化色谱条件下的溴硝醇HPLC图  

Fig.6  Bronopol HPLC under optimizing chromatographic  
conditions 

 
 

2.3  方法学验证 

2.3.1  线性范围和检出限 
用甲醇将溴硝醇溶解并定容配制 500 μg/mL的标准储

备液, 再用甲醇将标准储备液配制为 0.02、0.05、0.20、1.00、
2.50、10.00 μg/mL 的标准工作溶液。在优化好的色谱条件

下测定 , 以色谱峰面积(Y)对质量浓度(X)进行线性回归 , 
溴硝醇的线性方程为 Y=10005X+1825, 相关系数大于

0.9999, 可见溴硝醇在 0.02~10.00 μg/mL 范围内有良好的

线性关系, 满足测定要求。以 3 倍信噪比(S/N=3)计算检出

限(limit of detection, LOD)为 0.050 mg/kg。 

2.3.2  精密度 
(1)系统精密度    
质量浓度为 2.00 μg/mL 标准溶液连续进样 6 次, 以溴

硝醇峰面积计算精密度。连续 6 针溴硝醇峰面积的相对标

准偏差(relative standard deviations, RSD)为 0.88%, 表明本

法的系统精密度好, 满足痕量检测要求。 
(2)重复性  
在优化的 HPLC 条件下, 取 6 份粮食空白样品, 添加

标准储备液制得质量浓度为 2.00 μg/mL 的供试品溶液, 每
份样品测定一次得到溴硝醇的峰面积, 6 次重复性实验得

到溴硝醇峰面积 RSD 为 0.98%, RSD 小于 1%, 说明本法的

重复性较好。 
2.3.3  加标回收率 

为了验证本方法的准确性, 本研究对溴硝醇进行了

加标回收率实验 , 在最优实验条件下 , 大米空白基质中

添加溴硝醇标准溶液, 3 个添加水平分别为 0.10、0.25、
5.00 mg/kg, 每个添加水平重复 6 次测定, 溴硝醇的加标

回收率分别为 95.3%、98.7%、104.0%, RSD 分别为 5.3%、

4.8%、4.2%。由结果可知, 本法的准确度高、重复性好, 满
足痕量分析的要求。 

2.4  实际样品检测 

采用本研究建立的方法测定了大米、白菜、柑桔等 3
个样品。按照 1.3 中方法进行制备, 每个样品取平行样 2
份, 并对样品进行检测, 采用实验室空白、平行样和样品

加标进行质量控制, 结果样品中均未检出溴硝醇。不同样

品色谱图见图 7。 
 

 
 

注: a: 空白; b: 2 μg/mL标准品; c: 大米样品; d: 白菜样品; e: 柑桔样品; f: 柑桔添加0.05 μg/mL标准品。 
图7  不同样品的色谱图 

Fig.7  Chromatograms of different samples  
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3  结  论 

改性 MWNTs 在保留独特的大比表面积及中空管结

构基础上, 通过酸氧化在表面产生一定量的羧基、羟基等

活性官能基团, 提升了 MWNTs 的分散性和对有机物的

吸附性能, 因此其是一种理想的净化吸附剂。本研究以改

性 MWNTs 作为吸附剂, 将 QuEChERS 净化法与 HPLC
结合应用于食品中溴硝醇残留的检测。实验结果表明, 溴
硝醇在线性范围内具有良好的线性关系, 相关系数大于

0.9999, 检出限(S/N=3)为 0.050 mg/kg。对样品进行 0.10、
0.25、5.00 mg/kg 3 个添加水平的加标回收率实验, 回收率

为 95.3%~104.0%, RSD 为 4.2%~5.3%。实验结果证明证明

本方法简单、快速、准确、灵敏度高,为食品质量安全监管

提供了坚实的检测技术支撑, 值得广泛推广与应用。 
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