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摘要：采用气相 色 谱—质 谱 法 和ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 法 对 比 分 析

红酒中塑化剂 含 量。通 过 改 进 气 相 色 谱—质 谱 法 样 品 检 测

前处理条件，以及两 种 检 测 方 法 的 对 比 分 析，研 究 适 合 红 酒

中塑化剂的检测方法。结果表明：ＥＬＩＳＡ试剂盒法与ＧＣ—

ＭＳ法两种方法的前处 理 对 塑 化 剂 的 萃 取 效 果 相 差 不 大，且

检测 出 红 酒 中 塑 化 剂 的 主 要 种 类 为 ＤＩＢＰ、ＤＢＰ、ＤＥＨＰ。

ＧＣ—ＭＳ法检测红酒中塑化剂具有高精准度和高回收率，完

全满足 红 酒 中 塑 化 剂 检 测 的 要 求；试 剂 盒 法 的 检 测 值 比

ＧＣ—ＭＳ法 的 检 测 值 要 大３．４～５．５倍，但 是 这 不 影 响

ＥＬＩＳＡ试剂盒法作为一种初步的快速检测方法的应用。
关键词：ＧＣ—ＭＳ；ＥＬＩＳＡ；红酒；塑化剂
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据法国 国 际 葡 萄 酒 与 烈 酒 展 览 会 公 布 的 一 项 最 新 研

究［１］，中 国 已 超 过 法 国 和 意 大 利，成 为 全 球 最 大 的 红 酒 消 费

国。近年来酒类中塑化剂超标的问题引起了人们强烈关注，

然而关于红酒中 塑 化 剂 检 测 的 研 究 未 见 于 报 道。塑 化 剂 又

称增塑剂，是 一 种 增 加 材 料 的 柔 软 性 或 使 材 料 液 化 的 添 加

剂，其本质是一类邻 苯 二 甲 酸 酯 类 化 合 物，主 要 是 用 于 塑 料

制品中，增加 塑 料 的 弹 性。研 究［２－４］显 示，塑 化 剂 为 激 素 类

环境污染物，对人体和动物均有一定的危害，可致癌、致畸及

免疫抑制。

目前常用的塑化 剂 检 测 方 法 有：气 相 色 谱［５－７］（ＧＣ）、高

效液相色谱法［８，９］（ＨＰＬＣ）、气质联用法［１０－１３］（ＧＣ—ＭＳ）、液

质联用法［１４－１６］（ＨＰＬＣ—ＭＳ）。然 而 在 塑 化 剂 检 测 中，不 同

试验样品的检测前处理具有较大差异，且可能对检测结果的

准确性产生影响。相比上述常用的检测方法，ＥＬＩＳＡ试剂盒

法是一种新型的检测方法。ＥＬＩＳＡ是以免疫学反应为基础，

将抗原、抗体的特异 性 反 应，以 及 酶 的 高 效 催 化 作 用 相 结 合

的一种敏感性很高的试验技术，但这种新型的塑化剂检测方

法目前还没有广泛使用，其检测准确性有待验证和分析。本

研究拟分别采用经典的检测塑化剂法———ＧＣ—ＭＳ法，与新

型的快速检测方法———ＥＬＩＳＡ试剂盒法，对比分析红酒中的

塑化剂含量，同 时 对 ＧＣ—ＭＳ法 样 品 检 测 前 处 理 进 行 了 改

进，并以ＧＣ—ＭＳ法为标准 来 检 验ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 法 的 检 测
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效果。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

红酒：某３种品牌，市售；

邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒：北京普赞

生物技术有限公司；

ＳＰＥ固相萃取小柱：迪马科技有限公司。

１６种邻苯二甲酸酯类的混合标准品（文中所指的混标如

无其他说明，均指此 标 准 品）：邻 苯 二 甲 酸 二 甲 酯（ＤＭＰ）、邻

苯二甲酸二乙酯（ＤＥＰ）、邻 苯 二 甲 酸 二 异 丁 酯（ＤＩＢＰ）、邻 苯

二甲 酸 二 丁 酯 （ＤＢＰ）、邻 苯 二 甲 酸 二 （２－甲 氧 基）乙 酯

（ＤＭＥＰ）、邻苯二甲酸二（４－甲基－２－戊基）酯（ＢＭＰＰ）、邻苯二

甲酸二（２－乙氧基）乙酯（ＤＥＥＰ）、邻 苯 二 甲 酸 二 戊 酯（ＤＰＰ）、

邻苯二甲酸二己酯（ＤＨＸＰ）、邻苯二甲酸丁基苄基酯（ＢＢＰ）、

邻苯二甲酸二（２－丁 氧 基）乙 酯（ＤＢＥＰ）、邻 苯 二 甲 酸 二 环 己

酯（ＤＣＨＰ）、邻苯二甲酸二（２－乙 基）己 酯（ＤＥＨＰ）、邻 苯 二 甲

酸二苯酯（ＤＲ）、邻苯 二 甲 酸 二 正 辛 酯（ＤＮＯＰ）、邻 苯 二 甲 酸

二壬酯（ＤＮＰ）：迪马科技有限公司；

丙酮、正己烷、甲醇、甲基叔丁基醚：色谱级，迪马科技有

限公司；

试验用水均为去离子水。

１．２　仪器与设备

ＧＣ—ＭＳ：７８９０Ａ－５９７５Ｃ型，安捷伦有限公司；

酶标仪：ＥｎＳｐｉｒｅ　２３００型，铂金埃尔默仪器有限公司；

纯水系统：ＰＯＳＥＩＤＯＮ－Ｒ７０型，厦 门 锐 思 捷 科 学 仪 器 有

限公司；

旋涡振荡器：ＸＷ－８０Ａ型，上海精科实业有限公司；

低速离心机：ＤＬ－５－Ｂ型，中国上海安亭科学仪器厂。

１．３　方法

１．３．１　ＧＣ—ＭＳ法检测红酒中塑化剂

（１）样品预处理：准 确 量 取５ｍＬ样 品 置 于 具 塞 玻 璃 管

中，加入１０ｍＬ体积比为１︰１的正己烷和甲基叔丁基醚混

合液（简称混 合 萃 取 液），充 分 涡 旋 混 合４ｍｉｎ，４　０００ｒ／ｍｉｎ

离心２０ｍｉｎ，取上清液，再用１０ｍＬ混 合 液 萃 取 液 重 复 提 取

２次，合并３次上清液，于４０℃水浴中氮吹至近干，用正己烷

定容至２ｍＬ，待净化。

（２）预 处 理 样 品 净 化：① 活 化：向ＳＰＥ小 柱 中 加 入１

．０ｇ无水硫酸钠，再依次加入 丙 酮５ｍＬ、正 己 烷５ｍＬ，弃 去

流出液；② 上 样：加 入 待 净 化 液，流 速 控 制 在１ｍＬ／ｍｉｎ内，

收集流出液；③ 洗脱：依次加入正己烷５ｍＬ、４％丙酮—正己

烷溶液５ｍＬ，接收流出液，合并上样、洗脱流出液；④ 重新溶

解：４０℃缓 慢 氮 气 流 条 件 下 吹 至 近 干，用 正 己 烷 定 容 至１

ｍＬ，供ＧＣ—ＭＳ检测。

（３）ＧＣ—ＭＳ检测条件：色谱柱：ＤＢ－５石英毛细管柱（３０

ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；进样口温度：２８０℃；升温程序：

初始温度８０℃，保持１ｍｉｎ，以２０℃／ｍｉｎ升温至２２０℃，保

持１ｍｉｎ，５℃／ｍｉｎ升温至３００℃，保 持２０ｍｉｎ；载 气：氦 气，

流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；进样方式：不 分 流 进 样；进 样 量：１μＬ；色 谱

与质谱接口温度：２８０℃；ＥＩ离子源，７０ｅＶ；检测器温度：２８０

℃；监测方式：选择离子扫描模式（ＳＩＭ）；溶剂延迟：５ｍｉｎ。

（４）ＧＣ—ＭＳ法检测塑化剂加标回收率分析：取１ｍＬ　１

ｍｇ／ｋｇ的混标添加到５ｍＬ红酒中即得加标量为１ｍｇ／ｋｇ的

加标组，将加标组置于具塞 玻 璃 管 中，加 入１０ｍＬ混 合 萃 取

液，后续步骤同１．３．１（１）。加标组做２个平行试验。

（５）样品的检测：使用ＧＣ—ＭＳ对处理好的样品进行检

测，每一个样品做２个平行试验。

１．３．２　ＥＬＩＳＡ试剂盒法检测红酒中塑化剂　由于目前市售

的塑化剂ＥＬＩＳＡ试剂 盒 都 只 能 检 测 单 一 的 塑 化 剂，故 在 本

研究中仅选择了邻 苯 二 甲 酸 二 丁 酯（ＤＢＰ）ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 作

为试验材料。其中洗 涤 工 作 液 是 用 去 离 子 水 将 试 剂 盒 自 带

的浓缩洗涤液（１０倍）按１∶９体 积 比 进 行 稀 释 来 配 制 的，样

品稀释液是用去离子水将色谱纯甲醇按３５∶６５体积比进行

稀释来配制的。

（１）检测前处理：在干净 的 玻 璃 试 管 中 加 入 样 品５ｍＬ，

加入色谱纯的正己烷４ｍＬ，盖上，振荡３ｍｉｎ，４　０００ｒ／ｍｉｎ离

心２０ｍｉｎ，取上清液１ｍＬ，于４０℃水 浴 中 氮 吹 至 近 干。吹

干后用１ｍＬ　３５％的甲醇重溶，转移至２ｍＬ装样瓶待测。

（２）样品的检 测：将 所 需 试 剂 从 冰 箱 中 取 出，置 于 室 温

（２０～２５℃）平衡３０ｍｉｎ以 上，每 种 液 体 试 剂 使 用 前 均 须 摇

匀。取出需要数 量 的 微 孔 板。将 不 同 样 本 对 应 的 微 孔 按 序

编号，每个样本 做２孔 平 行，并 记 录 样 本 孔 所 在 的 位 置。加

样 品５０μＬ到对应的微孔中，加入ＤＢＰ抗试剂５０μＬ／孔，再

加入ＤＢＰ酶标物５０μＬ／孔，轻轻振荡混匀，用盖板膜盖板后

３７℃恒温培养箱 中 反 应４０ｍｉｎ。小 心 揭 开 盖 板 膜，将 孔 内

液体甩干，用洗涤工 作 液３００μＬ／孔，充 分 洗 涤５次，每 次 间

隔３０ｓ，用吸水纸拍干。加入显色液１００μＬ／孔，用盖板膜盖

板后 置３７ ℃恒 温 培 养 箱 反 应１０ｍｉｎ。加 入 终 止 液 ５０

μＬ／孔，轻轻振荡混匀，设定酶标仪 于４５０ｎｍ处（５ｍｉｎ内 读

完数据），测定每孔ＯＤ值。

（３）标准曲线的绘制：使用试剂盒自带的ＤＢＰ标准品制

作标准曲线，其标准品 浓 度 分 别 为０．００，０．０９，０．２７，０．８１，２

．４３，７．２９ｍｇ／ｋｇ，具体操作见上述操作步骤。绘制标曲时采

用双对 数 模 型 进 行 标 准 曲 线 的 拟 合。使 用 试 剂 盒 自 带 的

ＤＢＰ标品制作标准曲线，以Ｂ的 自 然 对 数ｌｎ（Ｂ）为 纵 坐 标，

以标准溶 液 实 际 浓 度Ｃ（ｍｇ／ｋｇ）的 自 然 对 数ｌｎ（Ｃ）为 横 坐

标。吸光度比值按式（１）计算：

Ｂ＝ Ａ
Ａ０－Ａ

（１）

式中：

Ｂ———吸光度比值；

Ａ———标准溶液或样本溶 液 在４５０ｎｍ波 长 处 的 平 均 吸

３８
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光度值；

Ａ０———０ｍｇ／ｋｇ标准溶液在４５０ｎｍ波长处的平均吸光

度值。

１．３．３　ＧＣ—ＭＳ法和ＥＬＩＳＡ试剂盒法的比较分析

（１）两种不同前处理方法 的 比 较 分 析：使 用 气 质 联 用 仪

分别对ＧＣ—ＭＳ法前处理的样品和ＥＬＩＳＡ试剂盒法前处理

的样品进行检测。每一种前处理方法做２次平行试验。

（２）ＧＣ—ＭＳ法和ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 法 检 测 结 果 的 比 较 分

析：从某超市中随机 选 购３种 不 同 品 牌 的 红 酒，分 别 采 用 本

研究中建立的ＥＬＩＳＡ试剂盒法和ＧＣ—ＭＳ法检测红酒中塑

化剂的含量，对两种方法的检测结果进行比较。每一种红酒

进行检测时做２次平行试验。

２　结果与分析

２．１　ＧＣ—ＭＳ法加标回收分析

在本 试 验 条 件 下，１ｍｇ／ｋｇ混 标 中 的１６种 塑 化 剂 均 已

分离开来，且峰形良 好，见 图１。通 过 对 红 酒 进 行 加 标 处 理，

分析红酒加标回 收 率 来 验 证 该 方 法 的 精 准 度。其 加 标 平 均

回收率为９３．０％，最高为１０９．０％，最低为６８．０％，其中常见

塑化剂ＤＩＢＰ、ＤＢＰ、ＤＥＨＰ的回收率分别为８０．０％，９０．０％，

９０．０％，回收率的标准偏差在０．００～０．３５（见表１）。较 高 的

回收率以及较小的标 准 偏 差 表 明 本 试 验 建 立 的 红 酒 塑 化 剂

ＧＣ—ＭＳ法检测精确度好，符合试验的要求。
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图１　混标（１ｍｇ／ｋｇ）在ＳＩＭ扫描模式下的

总离子流色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ｔｈｅ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　１６ｐｈｔｈａｌａｔｅ　ｅｓｔｅｒｓ

ｕｎｄｅｒ　ＳＩＭ　ｍｏｄｅ

２．２　ＧＣ—ＭＳ法和ＥＬＩＳＡ试剂盒法的比较分析

２．２．１　两种不同前处理方法的比较分析　采用两种不同的

前处理方法对样品进行前处理，通过ＧＣ—ＭＳ进行检测，得

出红酒中所含塑化剂的主要种类为ＤＩＢＰ、ＤＢＰ、ＤＥＨＰ（见图

２）。两种不同前处理方法的处理过程中有很大不同，但其检

测值却相差不大（表２），说 明 两 种 前 处 理 方 法 对 于 塑 化 剂 的

萃取效果较为一 致，故ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 法 前 处 理 能 够 将 塑 化

剂从样品中很好地萃取出来。

表１　混标在红酒中的加标回收试验

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＰＥＡｓ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｔｅｓｔ　ｉｎ　ｒｅｄ　ｗｉｎｅ

序号 化合物名称 加标回收率 序号 化合物名称 加标回收率

１ ＤＭＰ　 ０．６８±０．０８　 ９ ＤＨＸＰ　 １．０４±０．１３

２ ＤＥＰ　 ０．８５±０．１３　 １０ ＢＢＰ　 ０．９６±０．０６

３ ＤＩＢＰ　 ０．８０±０．１０　 １１ ＤＢＥＰ　 １．０４±０．０８

４ ＤＢＰ　 ０．９０±０．００　 １２ ＤＣＨＰ　 ０．９７±０．０１

５ ＤＭＥＰ　 ０．９０±０．１１　 １３ ＤＥＨＰ　 ０．９０±０．０６

６ ＢＭＰＰ　 ０．９４±０．０５　 １４ ＤＲ　 ０．８７±０．１０

７ ＤＥＥＰ　 ０．９７±０．１６　 １５ ＤＮＯＰ　 １．０６±０．１６

８ ＤＰＰ　 ０．９６±０．０２　 １６ ＤＮＰ　 １．０９±０．３５

　添加水平１．０ｍｇ／ｋｇ。
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（b） ELISA 法前处理
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图２　不同前处理法的红酒在ＳＩＭ扫描模式下的

总离子流色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ｔｈｅ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｒｅｄ　ｗｉｎｅ　ｕｎｄｅｒ　ＳＩＭ

ｍｏｄｅ　ｆｏｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｒｅ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｍｅｔｈｏｄｓ

２．２．２　ＧＣ—ＭＳ法和ＥＬＩＳＡ试剂盒法检测结果的比较分析

（１）制作ＤＢＰ标 准 曲 线：使 用 试 剂 盒 自 带 的ＤＢＰ标 品

制作标准曲线，得到标准曲线方程：ｙ＝－１．０４１　２ｌｎ（ｘ）＋０．

１６８　９，Ｒ２＝０．９９０　９（见图３）。
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表２　两种不同前处理法ＧＣ—ＭＳ检测值

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ＧＣ—ＭＳ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｒｅ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ （ｍｇ·ｋｇ－１）

塑化剂种类 ＧＣ—ＭＳ法前处理 ＥＬＩＳＡ试剂盒法前处理

检测值１　 ０．０６　 ０．０５

ＤＩＢＰ 检测值２　 ０．０９　 ０．０４

均值 ０．０８　 ０．０４

检测值１　 ０．１０　 ０．０９

ＤＢＰ 检测值２　 ０．１２　 ０．０６

均值 ０．１１　 ０．０８

检测值１　 ０．０４　 ０．０５

ＤＥＨＰ 检测值２　 ０．０４　 ０．０４

均值 ０．０４　 ０．０４

（２）检测结果的比较分析：将３种不同品牌的红酒，编号

为Ａ、Ｂ、Ｃ，分别 采 用 试 剂 盒 法 和 ＧＣ—ＭＳ法 进 行 检 测。其

检 测 结 果 的 比 较 见 表３。由 表３可 知，试 剂 盒 法 的 检 测 值 比
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Ｆｉｇｕｒｅ　３　ＤＢＰ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｎ　ｃｏｌｏｒ　ｒｅｓｕｌｔｓ

ＧＣ—ＭＳ法的检测值要大３．４～５．５倍。其原因可能是试剂

盒法在检测过程中 采 用 的 是 人 工 操 作，受 外 界 的 影 响 较 大，

而ＧＣ—ＭＳ法在检 测 过 程 中 完 全 是 由 仪 器 的 自 动 运 行，外

界干扰对其影 响 很 小。故 比ＧＣ—ＭＳ法 的 检 测 值 大３．４～

５．５倍，在可接受范围内。

表３　试剂盒法与ＧＣ—ＭＳ法的对比分析

Ｔａｂｌｅ　３　ＥＬＩＳＡ　ｋｉｔｓ　ａｎｄ　ＧＣ—ＭＳ　ｆｏｒ　ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｌａｓｔｉｃｉｚｅｒｓ　ｉｎ　ｒｅｄ　ｗｉｎｅ

红酒

种类

试剂盒法

ＤＢＰ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＤＢＰ均值／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＧＣ—ＭＳ法

ＤＢＰ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＤＢＰ均值／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

试剂盒法／

ＧＣ—ＭＳ法

Ａ　 ０．３０　 ０．３８　 ０．３４　 ０．１１　 ０．１０　 ０．１０　 ３．４

Ｂ　 ０．３８　 ０．３１　 ０．３５　 ０．０９　 ０．０５　 ０．０７　 ５．０

Ｃ　 ０．４８　 ０．４０　 ０．４４　 ０．０５　 ０．１１　 ０．０８　 ５．５

３　结论

本研究中建立的ＧＣ—ＭＳ法 对 于 红 酒 中 塑 化 剂 的 检 测

具有高精准度，能够 准 确 地 检 测 样 品 中 塑 化 剂 的 具 体 含 量。

由于ＥＬＩＳＡ试剂盒法 是 基 于 酶 联 免 疫 反 应，而 酶 联 免 疫 反

应自身具有很强 的 特 异 性，故ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 法 可 以 对 样 品

中塑化剂进行定性分析。通过将ＥＬＩＳＡ试剂盒法对ＤＢＰ的

检测结果与ＧＣ—ＭＳ法 的 比 较 分 析，发 现 试 剂 盒 法 的 检 测

值比ＧＣ—ＭＳ法的检测值要大３．４～５．５倍，但考虑到试 剂

盒法在检测过程中 采 用 的 是 人 工 操 作，受 外 界 的 影 响 较 大，

而ＧＣ—ＭＳ法在检 测 过 程 中 完 全 是 由 仪 器 的 自 动 运 行，外

界的干扰对其影 响 很 小，故ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 法 的 检 测 结 果 是

可以接受的，因此邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）ＥＬＩＳＡ试剂盒能

够对红酒中的ＤＢＰ进行快速的初步 定 量 分 析。在 本 研 究 中

通过ＧＣ—ＭＳ法检测到红酒中主要含有３种塑化剂（ＤＩＢＰ，

ＤＢＰ，ＤＥＨＰ），但只 对 邻 苯 二 甲 酸 二 丁 酯（ＤＢＰ）进 行 了 酶 联

免疫检测，研究结果只 能 说 明ＤＢＰ的ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 法 符 合

快速检测的要求，但 不 能 验 证 其 他 塑 化 剂ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 法

的检测效果。本研究 对 红 酒 中 塑 化 剂 的 分 析 检 测 具 有 参 考

意义和实际应用价值。
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包装，尤其是充入固 定 比 例 气 体 的 方 式，在 鲜 切 生 菜 贮 藏 期

间有效延缓了其品 质 的 衰 退，其 感 官 评 分 在 第１４天 依 然 在

可接受范围之内，而对照组在 贮 藏１０ｄ后 失 去 食 用 价 值；有

效抑制了微生物的生长繁殖，细菌总数在贮藏期间相比对照

组下降了０．５～１．０个数量级；有效维持了鲜切生菜的水分，

维持其脆嫩饱满的新鲜状态；在贮藏的前６ｄ，相比对照组有

效抑制了ＰＰＯ的活 性，延 缓 了 鲜 切 生 菜 的 褐 变；同 时，也 有

效抑制了鲜切生菜 中 ＶＣ和 叶 绿 素 的 分 解，一 定 程 度 上 维 持

了鲜切生菜的营养品质。另外，充气包装的３个试验组在各

项指标上差 异 并 不 明 显，这 说 明 气 调 在 适 当 低 浓 度（５％～

１０％）的Ｏ２和ＣＯ２比例范围内，不同气调 比 例 对 鲜 切 生 菜 品

质的影响可能没有显著的差异。此外，在本研究中遗留两个

问题：① 气调包装 是 通 过 降 低 鲜 切 生 菜 代 谢 速 度 来 维 持 其

品质起主导作用还是 通 过 抑 制 微 生 物 生 长 来 维 持 鲜 切 生 菜

品质起主导作用；② 气调 比 例 与 鲜 切 生 菜ＰＰＯ活 性 之 间 的

关系，在保证鲜切生菜呼吸代谢的同时能否最大限度的抑制

其ＰＰＯ活性。这需要 在 以 后 的 工 作 中 进 一 步 研 究，以 找 到

最佳的气调比例来达到各影响因素的平衡点，更大限度发挥

气调包装在鲜切果蔬保鲜贮藏中的作用。
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