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摘要:现代超临界流体色谱技术具有更好的稳定性和耐

用性,并可与质谱联用.超临界流体色谱具有高选择性、

高灵敏度和短时性等特点,既适合于高通量分析,又适合

于复杂样品中的微量化合物的分析.文章针对超临界流

体色谱在食品质量和安全检测方面的研究进行了论述,

并对其未来发展方向进行了展望.
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Abstract:Modernsupercriticalfluidchromatographytechnology

hasbetterstabilityandrobustness,whichcanbecoupledwith

massspectrometry．Supercriticalfluidchromatographyhasthe

characteristicsofhigh selectivity,high sensitivity and short

consumptiontime,whichisnotonlysuitableforhighＧthroughput

analysis,butalsotheanalysisoftracecompoundsincomplex

samples． Moreover, the application of supercritical fluid

chromatographyin food quality and safety and the future

developmentdirectionofsupercriticalfluidchromatographywere

alsodiscussed．
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近几年,超临界流体色谱硬件和软件发展迅速,可分

析表征的样品范围也在不断扩大,越来越接近反相液相

色谱的适用范围.超临界流体色谱技术具有“环保”和

“绿色”的优势,基于其短时的分析速度可实现快速分析.

超临界流体色谱已成为分析和制备规模上实现手性分析

的首选方式[１－２].预计未来超临界流体色谱技术在石油

化工、食品工业、环境空气质量检测、生物柴油质量控制、

蛋白质分离等方面将有良好的应用.近些年,超临界流

体色谱在食品相关分析方面应用越来越多[３－６].文章主

要针对超临界流体在食品质量和食品安全检测方面的应

用展开讨论,以期为相关研究提供依据.

１　超临界流体色谱简介

１．１　流动相

超临界流体具有与液体相似的密度和溶解能力,同

时具有与气体相似的黏度和扩散特性.因此,在色谱中

用作流动相的超临界流体既如气相色谱中的流动相一样

可以充当物质载体,又如液相色谱中的溶剂一样可以溶

解这些物质.以超临界流体作为流动相的色谱分离模式

称为超临界流体色谱.Klesper等[７]完成了１４MPa压力

和１５０~１７０℃温度下使用超临界氯氟甲烷分离热不稳

定的卟啉衍生物的工作.但此时超临界流体色谱的发展

无法与同时出现的高效液相色谱的迅猛发展相提并论.

二氧 化 碳 的 临 界 温 度 和 压 力 分 别 为 ３１ ℃ 和

７．３MPa,超临界流体状态易实现,且具有无毒、防爆等优

点,是超临界流体色谱中使用最广泛的流动相.超临界

流体色谱最初是用纯超临界二氧化碳作为流动相实现分

析,但现在超临界流体色谱中二氧化碳流动相被有机改
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性剂或添加剂改性以增加极性化合物的溶解度,其分离

过程主要在亚临界条件下进行[８].超临界二氧化碳作为

流动相的主要成分,决定了流动相的低黏度、高分子扩散

性和环境友好性.与液相色谱相比,超临界流体色谱可

实现更高的流速和更低的柱压降,从而可在较短分析时

间内提高效率并减少有机溶剂的消耗.色谱柱平衡时间

更短意味着超临界流体色谱具有更尖锐的峰、更高的分

辨率和更短的方法建立时间[９].

１．２　色谱柱

早期的超临界流体色谱分离过程主要使用填充柱.

２０世纪８０年代早期,气相色谱技术中常用的开管色谱柱

被成功应用于超临界流体色谱技术.超临界色谱技术中

所用开管色谱柱具有两个特点:① 色 谱 柱 内 径 更 小;

② 色谱柱内填充的聚合物固定相交联更密切[１０].目前,

超临界流体色谱技术主要使用液相色谱柱,由于使用与

液相色谱技术基本相同的硬件和软件,被视为一种类似

于高效液相色谱的分离技术.超临界流体色谱主要使用

极性固定相,例如纯硅胶、氰丙基硅胶、３Ｇ氨基丙基硅胶和

２Ｇ乙基吡啶 基 硅 胶 等.近 期,专 为 液 相 色 谱 设 计 的 亚

２μm 粒径色谱柱在超临界流体色谱中也有应用,但由于

该种色谱柱建立的方法存在峰容量低、选择性差等限制,

该类色谱柱不是超临界流体色谱的最佳选择.由于使用

超临界流体色谱分离碱性或酸性化合物时,必须使用调

节pH 值添加剂以获得良好的峰形,该情况促进了超临界

流体色谱专用新型固定相(无需使用添加剂即可获得良

好的峰对称性)的开发[１１].

１．３　仪器

超临界流体色谱系统由两个泵组成:① 用于提供有

机改性剂;② 用于推动超临界二氧化碳流体.通过电子

冷却装置控制超临界流体的泵温度低于－４ ℃.进样装

置通常采用进样环模式,色谱柱放置在与高效液相色谱

类似的柱温箱中.超临界流体仪器主要使用高效液相色

谱型检测器,通过在检测器之后运行的背压调节器来控

制系统压力,使用质谱检测器时系统背压在检测器之前

进行控制.

超 临 界 流 体 色 谱 仪 器 主 要 有 两 种 类 型:流 速

≤２０mL/min的分析型仪器和用于工业级规模分离的制

备型仪器[１２].制备型超临界流体色谱仪器可以进一步细

分:半制备型仪器的流速范围为２０~２００mL/min;较大

型制备系统色谱柱单位以英寸替代为毫米,流速单位为

“L/min”.

１．４　技术特色

正相和反相液相色谱柱均可应用于现代超临界流体

色谱技术.尽管与正相液相色谱相比,超临界流体色谱

分离化合物极性范围更广、分离能力更强,但该技术通常

被认为是一种正相色谱.Lesellier[１３]认为现代超临界流

体色谱称为“合相色谱”更合适.与反相高效液相色谱相

比,超临界流体色谱具有更高的色谱柱流速/样品通量,

更快速的平衡时间和更短的循环时间.超临界流体色谱

分析过程运行成本更低,并且与反相液相色谱有良好的

正交性.

由于超临界流体色谱溶剂消耗低,因此其产生的废

液也较少.分析过程完成后,超临界流体色谱中的二氧

化碳会挥发掉,目标化合物可以在相对少量的溶剂中完

成分离,上述特点对于洗脱溶剂体积消耗较大的制备型

色谱分离应用尤为重要.

２　超临界流体色谱在食品质量检测方面的

应用
　　食 品 质 量 的 分 离 分 析 是 分 析 化 学 的 一 个 重 要 议

题[１４].由于食品质量方面需要检测的目标组分(包括营

养物质、生物活性物质和质量标志成分等)数量庞大且种

类繁多,使得色谱成为该议题应用最广泛的方法,其中液

相色谱和气相色谱是应用最广泛的技术.近些年,超临

界流体色谱在食品质量分析领域应用亦越来越多[１５－１８].

２．１　脂质

脂质是三大食品营养素之一,是细胞膜的结构成分,

在能量储存和细胞信号传导等许多生物过程中起着至关

重要的作用[１９].脂质通常被认为是疏水化合物,由于疏

水性酰基链的不同组合,具有结构多样性,并且由于与亲

水性部分(如磷酸或碳水化合物)的结合,具有极性多样

性.脂质可分为不包含极性基团的中性脂质,包括甘油

单酯、甘油二酯和甘油三酯、脂肪酸、脂肪酸酯、甾醇和角

鲨烯等;含有极性基团的极性或复合脂质,包括磷脂、糖

脂、鞘脂、神经酰胺、神经节苷脂和脑苷脂等[２０].中性脂

质用于产生能量,而复合脂质是细胞膜的成分,具有多种

生物活性作用.

乳品脂质是自然界中最复杂的物质之一,与许多生

理功能相关,因此全面表征脂质特征对于评估乳品的营

养价值非常重要[２１－２２].Tu等[２３]使用超临界流体色谱串

联四极杆飞行时间质谱,建立了一种识别母乳和婴儿配

方奶粉中三酰甘油的方法.成功鉴别出母乳中的６０个

三酰甘油和婴儿配方奶粉中的５０个三酰甘油.分析结

果表明,母乳中的三酰甘油受泌乳阶段的影响较大.母

乳和进口婴儿配方奶粉的三酰甘油之间存在显著差异,

婴儿配方奶粉中的中链三酰甘油较高,三酰甘油饱和度

高,表明国外厂商开发的婴儿配方奶粉并不适合中国宝

宝.Tang等[２４]建立了超高效超临界流体色谱耦合电喷

雾电离四极杆飞行时间质谱方法在７min内分析牛、山

羊、水牛、母乳和婴儿配方奶粉的中极性和极性脂质,分
离出１２类脂类(三酰甘油、二酰甘油、单甘油酯、脂肪酸、

０３２
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磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰肌醇、磷脂酰丝氨酸、

磷脂酰甘油、球鞘磷脂、溶血磷脂酰胆碱和溶血磷脂酰乙

醇胺),并对每一类脂类进行鉴别.成功对实际样品中的

２５０种脂质进行了表征和定量.该结果证明了超临界流

体色谱耦合电喷雾电离四极杆飞行时间质谱方法在乳品

高通量全面脂质分析中的适用性,有望为营养学家提供

不同类型乳品中的脂质分布,以帮助设计更适合的婴儿

配方奶粉.Buszewski等[２５]利用线性溶剂化能关系模型

描述磷脂在超临界色谱中的保留机制.使用了７种具有

不同物理化学性质的固定相.由于磷脂分子结构包含极

性磷酸基团和与两个非极性脂肪酸结合的极性“头”,其

分离机理非常复杂.定量结构—保留关系不仅可以确定

测试化合物的保留情况,还可以显示不同固定相的作用

力差别.磷脂在超临界流体色谱模式下,氟苯基柱、２Ｇ乙

基吡啶柱和二醇基柱的保留机制基于氢键作用,２Ｇ氨甲基

吡啶柱和１Ｇ蒽胺色谱柱的保留基质基于π—π相互作用,

乙烯键合桥柱和 C１８色谱柱的保留机制基于范德华作用

力.结果显示,２Ｇ乙基吡啶柱、２Ｇ氨甲基吡啶柱和１Ｇ蒽胺

色谱柱更适合超临界流体色谱模式下磷脂的分离分析.

通常反相液相色谱保留机制基于疏水作用力,而正相液

相色谱保留机制基于亲水作用力、π—π作用力和分散作

用力,该工作表明超临界流体色谱分离过程具有双重相

互作用力的特征.

超临界流体色谱分离模式下脂质类物质的分离保留

规律与反相液相色谱和正相液相色谱均有区别,可用于

识别新型脂质类物质.超临界流体色谱分离模型下复杂

食品体系中脂质的分离表征具有分辨率高、分离速度快

等优势,可在更短分析时间内识别出更多的脂质类物质.

２．２　类胡萝卜素

类胡萝卜素是分布最广的一类天然脂溶性色素,由

８个异戊二烯单元组合而成,在生物过程中发挥着重要作

用.类胡萝卜素具有明显的抗氧化活性,作为潜在的抗

癌、抗衰老和预防心血管疾病化合物备受关注[２６].

Matsubara等[２７]建立了超临界流体色谱串联质谱法

分析βＧ胡萝卜素、玉米黄素、番茄红素、叶黄素、环氧玉米

黄素、新叶黄素和紫黄素的混合物.该方法选择整体 C１８

色谱柱在１５min内完成７种类胡萝卜素的分离,进而通

过选择更短色谱柱和更高的流速将方法缩短至４min.

成功对类胡萝卜素化合物进行了高通量、高分辨率和高

灵敏度分析,使用此方法可以获得包含复杂基质的生物

样品的代谢概况,用于筛选含有类胡萝卜素的菌株.该

研究小组[２８]还研究了超临界流体色谱对βＧ玉米黄素和

９种βＧ玉米黄素脂肪酸酯的分离,包括月桂酸酯、肉豆蔻

酸酯、棕榈酸酯、硬脂酸酯、油酸酯、亚油酸酯、二十碳五

烯酸乙酯和二十二碳六烯酸乙酯.该方法选择聚合型

C１８色谱柱,在２０min内完成１０种物质的分离,成功应用

于柑橘类水果的定量分析.结果表明,所检测水果中含

有少量的βＧ玉米黄素丁酸酯、己酸酯、辛酸酯和癸酸酯.

Miao等[２９]建立了超临界流体色谱串联紫外串联质谱检

测器法测定喂食βＧ胡萝卜素母鸡产蛋的蛋黄中类胡萝卜

素和维生素 A的检测.结果显示,蛋鸡日粮中的βＧ胡萝

卜素可部分沉积在蛋黄中,通过βＧ胡萝卜素的生物转化

提高蛋黄中维生素 A含量.

超临界流体色谱在类胡萝卜素分离分析方面呈现快

速、高效及节能等优势.

２．３　维生素

维生素是一种维持多种生物功能必不可少的小分子

有机化合物,可分为水溶性维生素和脂溶性维生素,其中

脂溶性维生素一般从饮食中获得.饮食中缺乏脂溶性维

生素(维生素 A、D、E、K)可能导致失明(缺乏维生素 A)、

骨软化症(缺乏维生素 D)、氧化细胞应激增加(缺乏维生

素E)和出血(缺乏维生素 K)[３０].高效液相色谱是脂溶

性维生素分析中使用的常规技术.然而,脂溶性维生素

的精确测定仍然是分析人员面临的巨大挑战.

Liu等[３１]建立了超临界流体色谱串联质谱法用于测

定人血浆中维生素代谢物,在超临界流体色谱和液相色

谱系统中维生素 D代谢物具有不同的洗脱特性.超临界

流体色谱有效改进了等质量分析物的分离,呈现比液相

色谱更短的保留时间和更高的灵敏度.与反相液相色谱

相比,超临界流体色谱中的超临界二氧化碳更环保,有机

溶剂消耗更少.超临界流体色谱串联质谱法可以高通

量、精确地分析维生素 D 代谢物含量.Andri等[３２]建立

了超临界流体色谱串联紫外法分析维生素 D３和有关杂

质,该方法与传统的液相色谱法(耗时２０min)相比,时间

缩短至２min左右.

相比于传统液相色谱法,超临界流体色谱在脂溶性

维生素分离分析方面可大大缩短分析时间,且溶剂成本

较低,产生的液体有机废物量也明显较少,更符合节能减

排,绿色分析的主旨.

３　超临界流体色谱在食品安全检测方面的

应用
　　食品安全是食品领域重要的议题,主要体现在:① 食

品中的农药和兽药残留即使在较低的浓度下也可能对健

康造成不良影响;② 食品在加工、包装和贮藏过程中对人

体有害物质可能会发生迁移,产生持续危害;③ 仍存在蓄

意行为引发的食品安全问题需要曝光和防范[３３].

３．１　农药

用杀虫剂处理农作物是维持农产品稳定供应的有效

工具.但农药的使用导致食品安全问题增多,需要对农

药残留进行监测和记录.
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超临界流体色谱作为分离科学中一项强大的绿色技

术,已被应用于食品安全中的农药分析[３４].Cheng等[３５]

建立了一种高效、灵敏的手性分析方法,通过超临界流体

色谱—串联质谱法,在ChiralpakADＧ３柱上以 CO２/乙醇

(VCO２∶V乙醇 为９３∶７)作为流动相进行丙环唑异构体分

离.４种丙环唑异构体在４．７min内得到良好分离,分离

度＞２．０;小麦秸秆和葡萄发生显著的立体选择性降解,但
在土壤中未观察到对映选择性.以上结果有助于更准确

地评估丙环唑的环境风险和食品残留.Tao等[３６]建立了

超临界流体色谱串联质谱法用于测定蔬菜、水果、谷物和

土壤中的芬布康唑及其两种手性代谢物.基于优化的色

谱条件,４min内完成了６种异构体的基线分离.所开发

的方法比前期报道的液相色谱方法更环保,更灵敏,并且

大大减少了分析时间和人工成本.６种目标分析物的平

均回收率为７６．３％~１０４．６％,定量限均＜３．３１μg/kg.

后续该方法可以扩展到芬布康唑及其手性代谢物在植物

基质中的立体选择性降解和转化研究,将有助于降低这

些化合物对人类健康和环境造成的风险.Cutillas等[３７]

建立了超临界流体色谱串联质谱法完成番茄、橙子和韭

菜中１６４种农药的定量分析,可以鉴定番茄、橙子和韭菜

中质量分数为５μg/kg的１６４种目标农药中的大多数,以
及质量分数为１０μg/kg的所有化合物.综上,超临界流

体色谱在手性农药及多种类农药识别方面呈现明显优于

传统正相色谱和反相色谱的表现.

３．２　化学副产物

食用油中的３Ｇ氯丙烷Ｇ１,２Ｇ二醇脂肪酸酯主要在油脂

精炼过程中产生,特别是在高温脱臭步骤中易生成.３Ｇ氯

丙烷Ｇ１,２Ｇ二醇会对肾脏造成不良影响,因此需对食用油

中的３Ｇ氯丙烷Ｇ１,２Ｇ二醇脂肪酸酯进行测定.Hori等[３８]

采用超临界流体色谱串联三重四极杆质谱法测定了食用

油中的３Ｇ氯丙烷Ｇ１,２Ｇ二醇脂肪酸酯,克服了气相色谱质

谱联用方法无法分离３Ｇ氯丙烷Ｇ１,２Ｇ二醇和３Ｇ氯丙烷Ｇ１,２Ｇ
二醇脂肪酸酯以及液相色谱法灵敏度不足的问题.色谱

条件为InertsilODSＧ４(２５０mm×４．６mm,５μm),柱温为

３５℃,背 压 为 １０ MPa,流 速 为 ３ mL/min,改 性 剂 为

０．１％甲酸铵—甲醇,在正离子模式下使用电喷雾电离将

分析物电离为铵加合物.该方法在９min内完成了１４种

分析物的分离,检测限范围为０．０１３~０．０６３mg/kg.该

方法应用于６种不同类型的油样品分析,结果表明３Ｇ氯

丙烷Ｇ１,２Ｇ二醇脂肪酸酯主要在棕榈油精炼过程中产生.

丙烯酰胺作为美拉德反应的代表性产物之一,主要

是食物中的葡萄糖和天冬酰胺等在低湿度条件下被加热

到１２０℃以上生成.丙烯酰胺具有毒性、可致癌,多个国

际组织 已 对 食 品 中 的 丙 烯 酰 胺 进 行 了 风 险 评 估[３９].

Yoshioka等[４０]开发了一种高灵敏超临界流体串联质谱

方法,用于快速定量各种饮料、谷物和糖果中的丙烯酰

胺,该方法的灵敏度比高效液相色谱串联质谱约高１１倍.

超临界流体串联质谱方法离子源中二氧化碳的蒸发有助

于提高丙烯酰胺的检测灵敏度,定量限为０．５０μg/kg,可

完成无法通过超高效液相色谱串联质谱方法定量的烘焙

大麦茶和咖啡中的低浓度丙烯酰胺检测.

生物胺在鱼、肉和酱油等食品中均存在,而食用含有

高浓度 生 物 胺 的 食 物 易 对 健 康 产 生 危 害[４１－４２].Song
等[４３]开发了一种使用超临界流体色谱串联四极杆质谱联

用的绿色高效方法来测定酱油中的生物胺.使用５％水

和０．２％氨的甲醇溶液作为流动相添加剂,在１２MPa背

压和４０℃柱温下,９种生物胺在 Cosmosil５HP色谱柱

上２５min内得到良好分离.该工作对所建立的方法在线

性、灵敏度、精密度和准确度方面进行了充分验证,检测

限和定量限范围分别为０．０３~１０．５０μg/mL 和０．１０~

２３．１０μg/mL,所建立方法被成功应用于酱油中生物胺的

定量分析,表明加工过程和贮藏条件均会影响酱油中生

物胺含量.

超临界流体色谱在食品化学副产物方面的应用越来

越广,预计该方法将来会有更多在痕量化学危害成分分

析方面的应用.

３．３　生物副产物

黄曲霉毒素是曲霉属真菌、黄曲霉和寄生曲霉的次

级代谢产物.黄曲霉毒素 B１、B２、G１和 G２主要存在于玉

米和花生等多种农作物,尤其是贮藏在炎热潮湿的环境

中的农作物中.由于黄曲霉毒素具有致突变、致畸和致

癌作用,许多国家均对食品和饲料中的黄曲霉毒素设定

了限量,并 高 度 重 视 这 些 化 合 物 的 控 制 和 监 测.Lei
等[４４]建立的超临界流体串联质谱法完成了食用油中４种

黄曲霉毒素的定量检测,通过优化分离柱、改性剂和样品

溶剂等超临界流体色谱条件,实现了４种目标黄曲霉毒素

的基线分离.黄曲霉毒素的定量限为０．０５~０．１２μg/L.

并研究了电喷雾离子源接口参数,表明补充流量是超临

界流体色谱串联质谱灵敏测定的关键因素.该工作表明

超临界流体色谱串联质谱联用在食品中痕量生物污染物

测定方面具有巨大潜力.

超临界流体色谱在食品中农药、化学副产物和生物

副产物分离分析方面的应用均呈快速、高效、分辨率高、

节省溶剂等优势,后续复杂食品基质中该类化合物的分

离分析和含量控制可考虑该分离模式.

４　结论与展望

尽管有很多学者为确保食品质量与安全做出了努

力,但由于缺乏成熟的技术,保证食品质量与安全仍存在

挑战性.一方面,人类的生存离不开足够的食物供应,另

一方面,建立成熟的技术来检测甚至消除食品中存在的

有毒有害物质还有很长的路要走.超临界流体色谱适用
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于食品中简单或中等复杂物质的直接、快速和高通量分

析,以及复杂食品中低浓度分析物的快速测定.超临界

流体色谱在省时、高通量、低毒和生态友好方面具有无限

的潜力,未来其在食品分析中的应用会越来越广泛.
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