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前言

氨基甲酸乙酯（ethyl carbamate，EC）是发酵食品在发酵和贮存过程中天

然产生的化学污染物 [1]。早在1943年Nettleship就用实验证明了EC具有致

癌作用[2]。2007年，国际癌症研究机构再次对EC进行评估，认为经食物

（不包括酒精饮品）摄入的EC量，对健康的影响不大，但经食物和饮

料酒摄入的EC总量，则可能对健康造成潜在危险[3]。对饮料酒中EC含量

的准确定量是监管和控制其含量的前提，为此，国际食品法典委员会

（CAC）、国际葡萄与葡萄酒组织（OIV）、美国官方分析化学家协会

（AOAC）、欧盟及韩国等许多国际组织和国家都推荐了酒中EC检测的

标准方法。虽然我国有出口酒类氨基甲酸乙酯的测定方法[4]，但方法繁

琐、费时，难以满足目前的快速准确分析检测需要[5]，探索快速、准确

的分析方法就显得尤为重要。

目前，国内外文献报道EC的检测方法较多，主要有薄层色谱法[6]、气相

色谱法[7]、高效液相色谱-荧光检测器法（HPLC-FLD）[8]、气相色谱-质谱法
[1, 9]、气相色谱-质谱/质谱法[10]等，但这些方法有的灵敏度较低或易受干

扰，并普遍需要对样品进行复杂的前处理且分析时间长。采用直接进

样方式检测黄酒和葡萄酒中的EC，简单快速，且不使用有机溶剂，可

弥补传统方法的欠缺。样品经简单稀释、过滤后直接进UPLC-MS/MS测定

EC含量的方法，查阅大量文献后，尚未见报道。用蒸馏水对样品进行

稀释，UPLC-ESI-MS/MS直接进样测定黄酒和葡萄酒中EC的方法。该方法灵

敏度高、简便、快速和准确，适合大批量黄酒和葡萄酒样品中EC的检

测及确证分析。

摘要

建立了超高效液相色谱-电喷雾-质谱/质谱

（UPLC-ESI-MS/MS）直接测定黄酒和葡萄酒中

氨基甲酸乙酯含量的分析方法。样品稀释

后可直接采用Waters® ACQUITY UPLC® BEH C18

色谱柱（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）分离，

ACQUITY UPLC-ESI-MS/MS检测。方法检出限为

1.7 μg/L。
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 实验方法

质谱条件

离子源：电喷雾离子源（ESI）；扫描方式：正离子扫描；检测

方式：多反应监测（MRM）模式；毛细管电压为3.10 kV；离子源

温度为110 ℃；脱溶剂气温度为400 ℃，流速为650 L/hr；锥孔

气流速为50 L/hr；采用 MRM 模式采集EC和BC的母离子及对应的响

应较强的子离子，其保留时间、母离子、子离子及锥孔电压和

碰撞能量等参数见表1。

表1. EC和内标BC的质谱参数

Analyte
Retention time
（min）

Parent ion
（m/z）

Daughter ion
（m/z）

Collision energy
（eV）

Cone voltage
（V）

EC 1.15 89.9 61.9 5 17

BC 2.39 118 61.9 5 17

前处理方法 

准确量取1.25 mL黄酒和1.00 mL葡萄酒各于10 mL容量瓶中，加入

一定量BC内标，再各自分别用水溶液定容至10 mL，混匀，经

0.22 μm有机滤膜过滤，滤液供UPLC-MS/MS测定。

主要材料与试剂

氨基甲酸乙酯（EC）、氨基甲酸丁酯（BC），

（纯度99.9 %，德国Dr. Ehrenstorfer公司）；甲醇

（色谱纯）、乙腈（色谱纯）；甲酸、乙酸、

乙酸铵（纯度99.7 %）；实验用水为Milli-Q高

纯水；0.2 μm有机滤膜。黄酒与葡萄酒样品

均采购与市场。

主要仪器

ACQUITY UltraPerformance LC®超高效液相色谱

仪-ACQUITY® TQD电喷雾串联四极杆质谱仪；

Milli-Q Reference超纯水发生器；涡旋混合器。

色谱条件

液相系统： Waters ACQUITY UPLC® 

色谱柱： Waters ACQUITY UPLC BHC C18  

 色谱柱  

 （50mm×2.1mm，1.7 µm）

柱温： 40 ℃

流动相： A：乙腈

 B：0.1%（v/v）乙酸水溶液； 

 梯度洗脱

分析时间： 4 min

进样量： 10 µL

梯度方法见下表：

 时间/（min） 流量/（mL/min） %A %B 曲线

1  0.250 5.0 95.0          

2 1.0 0.250 10.0 90.0 6

3 2.5 0.250 85.0 15.0 6

4 2.8 0.250 5.0 95.0 6

5 4.0 0.250 5.0 95.0 6
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结果与讨论

标准溶液的配制 

EC和BC标准品，均用甲醇-水（1:9，v/v）溶液稀释配制成不

同浓度的标样进行检测，可得到较好的色谱峰，且配制

简单。

样品前处理条件优化 

本方法采用稀释后直接进样检测，以避免复杂的前处理

过程。选取某一黄酒分别稀释2-12倍进行检测，发现稀释

7-9倍时，峰形和响应值达到最佳。同样方法确定葡萄酒

的最佳稀释倍数为9-11倍。

流动相的优化 

为了获得目标化合物最好的色谱分析效果，考察了乙腈-

水，乙腈-甲酸水，乙腈-乙酸铵，甲醇-甲酸水四种混合

溶剂体系作为流动相对目标化合物的色谱行为和离子化

程度的影响，结果表明，乙腈-水的洗脱效果优于其他三

种流动相。在乙腈-水流动相体系中分别加入0.1 %和0.2 %

的乙酸进一步比较其影响，发现加入0.1 %的乙酸比加入

0.2 %的乙酸时的响应值要高。因此本文选择流动相A为乙

腈，B为0.1 %乙酸水溶液。标准品的多反应监测（MRM）

色谱图见图1，其保留时间见表1。

图1. EC（m/z 89.9>61.9）和BC（m/z 118>61.9）标准溶液（20 μg/L）的提取
离子色谱图
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图2.  EC的一级全扫描质谱图（图2a）和m/z 61.9的子离子扫描质谱图（图

2b）

质谱条件的优化

用流动注射的方式将目标标准溶液直接注入质谱仪，

进行全扫描，得到一级质谱和准分子离子峰[M+H]+（母离

子），再用惰性气体轰击该母离子，获得其二级质谱图及

相应子离子。

利用MRM模式对选定的定量和定性碎片离子进行毛细管电

压、碰撞能量、锥孔电压等质谱参数进行优化，使各监

测离子丰度和信号达到最佳。EC一级全扫描质谱图（图

2a）和子离子扫描质谱图（图2b）。
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Analyte
Spiked/

μg/L
Recovery/

%
RSD/%

Inter-day Intra-day

Chinese Rice Wine 10 102 2.1 3.2

20 94 1.4 1.3

100 90 4.6 4.5

Wine 10 96 3.2 0.8

20 98 5.6 2.1

100 92 1.8 4.2

No.
Chinese Rice Wine Wine

Content（Mean±SD, μg/L） Content（Mean±SD, μg/L）

1 43.71±0.34 2.42±0.02

2 105.43±0.84 13.41±0.11

3 64.82±0.52 －

4 68.88±0.55 －

5 55.01±0.44 6.90±0.05

6 68.10±0.54 －

线性范围、回收率、精密度、检出限和定量限 

将目标物标准储备液用甲醇-水（1:9, v/v）稀释，分别配

制成EC含量为2、5、10、20、50、500 μg/ L，BC含量为

10 μg/L的标准工作液，按1.4所确定的色谱-质谱条件进行

测定，记录标准工作溶液中EC和BC的响应值，算出两者

的峰面积比，用最小二乘法进行回归分析，得到EC的线

性回归方程和相关系数。以信噪比（S/N）3作为检出限

（LOD），以信噪比（S/N）10作为定量限（LOQ），相关

参数见表2。

实际样品的测定 

Compound
Linear range
（μg/L）

Calibration curve r2 LOD
（μg/L）

LOQ
（μg/L）

EC 2-500 y=0.6695x-0.0933 0.9988 1.7 5

空白黄酒和葡萄酒样品添加EC为10、20和100 μg/ L三个

浓度水平进行回收实验，按上述实验步骤进行处理和测

定，重复6次，连续测定3天，计算日内相对标准偏差

（Intra-day RSD）和日间相对标准偏差。方法回收率和相对

标准差（RSD）结果见表3。

y: peak area ratio of the EC and internal standard； 
x: concentration ratio of the EC and internal standard

－：The content is lower than LOQ.

表2. EC的线性范围、线性方程、相关系数、检出限和定量限 

表3. 黄酒、葡萄酒中EC的添加回收率和相对标准偏差

（n=6）

表4. 实际样品中EC含量的检测结果（n=3）

图3. （3a）空白葡萄酒样品和（3b）加标样品（含内标）（EC加标浓度

10 μg/L）中目标物与内标的总离子流图

按照本文建立的样品稀释后直接进样的检测方法，对从

市场上购买的6个品牌的黄酒和6个品牌的葡萄酒样品进

行了检测，每个样品重复测定三次，具体结果见表4。除

三种葡萄酒外，其他9种酒中均检出一定量的EC。图3给出

了葡萄酒空白样品（3a）和其加标样品（含内标）（3b）

的总离子流图。
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结论

本文建立了超高效液相色谱—电喷雾串联四级杆质谱法

直接测定黄酒、葡萄酒中EC的快速测定和确认方法。应

用本方法可在10.0 min内完成整个检测分析过程，同以前

报道的方法相比大大提高了分析效率。样品经蒸馏水稀

释后直接进样测定，不但可以避免传统方法中复杂的萃

取、净化等前处理过程，并且黄酒和葡萄酒样品基质对

目标物测定基本无干扰。方法操作简单、灵敏度高、重

复性好，能够满足黄酒和葡萄酒中痕量EC的分析要求，非

常适合大批量黄酒和葡萄酒样品中EC的定性和定量分析。
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