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摘要

双酚 A 可以从食品容器的塑料表面浸出，在多种基质如血浆、尿液和地下水中均被检出。

它是一种内分泌干扰物，能够模拟婴儿自身的激素（如雌激素），可能会对健康产生不良

影响。本应用简报将介绍一种婴儿奶瓶中提取的双酚 A 及其结构类似物双酚 F 的定量方

法。我们使用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 柱，在 Agilent 1260 Infinity 液相色谱

系统上开发了此方法。通过部分方法验证以确证方法的线性、稳定性及峰面积和保留时

间的精密度。使用 Agilent 7696A 样品制备工作台自动进行系列稀释，可节省分析时间。

结果表明，双酚 A 的定量限 (LOQ) 为 1.06 ng/mL。样品回收率研究表明，所得双酚 A 

的回收率为 80%。利用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统将本方法转移至超高效液相

色谱 (UHPLC)。UHPLC 方法所采用的实验条件相同，色谱峰更窄更高，分离度更好，并

且信噪比也有所改善。这两种方法均可应用于双酚 A 的定量分析，实现食品容器（例如，

婴儿奶瓶）的质量控制。
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前言

双酚 A (BPA) 是一种用于制造聚碳酸酯塑

料和环氧树脂的单体。在不同环境条件下，

如受热或改变 pH，痕量 BPA 能够从聚

碳酸酯塑料表面浸出，最终进入到人体中。

BPA 在诸如尿液、地下水和血浆等不同基

质中被检出。基于在阈值以上可观察到毒

性作用的假设，美国国家环境保护局 (US 

EPA) 规定每人每天的 BPA 参考剂量 (RfD) 

为 50 µg/kg.bw1。使用聚碳酸酯塑料制造

的奶瓶对儿童具有潜在的风险。在本应用

简报中，我们使用市售的结构类似的化合

物双酚 F (BPF)（图 1）与 BPA 一同分析

以确定分离效率。

Ballesteros-Gomez 等人对用于分离、鉴别

和定量 BPA 的分析方法进行了综述2。此

外，ASTM 标准检测方法 D 7574-09 利

用离线 SPE 法从环境水样中提取双酚 A3。

BPA 是一种荧光化合物，荧光检测器 (FLD) 

可以灵敏地测定奶瓶浸出的 BPA 浓度。本

应用简报介绍了一种结合离线 SPE 和 (U)

HPLC/FLD 对 BPA 和 BPF 同时定量分析的

方法。

实验部分

仪器和软件

Agilent 1260 Infinity 二元液相色谱系统，

包括以下模块：

• Agilent 1260 Infinity 二元泵 (G1312B)

• Agilent 1260 Infinity 自动进样器和恒

温器 (G1367E, G1330B)  

• Agilent 1260 Infinity 柱温箱 (TCC) 

(G1316A)

• Agilent 1260 Infinity 荧光检测器 

(G1312B)，配有 8 µL 流通池

UHPLC 分析由 Agilent 1290 Infinity 液相

色谱系统实现，该系统包括如下模块：

• Agilent 1290 Infinity 二元泵 (G4220A) 

• Agilent 1290 Infinity 自动进样器和恒

温器 (G4226A, G1330B)

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱 (G1316C)

• Agilent 1260 Infinity 荧光检测器 

(G1312B)，配有 8 µL 流通池

软件：

• 安捷伦化学工作站 B.04.02

样品前处理：

• Agilent 7696A 样品制备工作台
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图 1 
双酚 A 和双酚 F 的分子结构
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试剂与材料

使用的所有化学品和试剂均为 HPLC 级。 

所用纯净水来自 Milli Q 水纯化系统  

 （Millipore Q-POD Element，美国）。超

梯度级乙腈和甲醇购自 Lab-Scan（泰国

曼谷）。磷酸氢二钾购自 Fluka（德国）。

双酚 A 和双酚 F 标准品购自 Sigma-

Aldrich（印度）。购买的不含 BPA 的奶

瓶为美国制造，另外三个不同品牌的聚碳

酸酯奶瓶为本地生产。

色谱参数

使用 Agilent 1260 和 Agilent 1290 Infinity 

液相色谱系统的反相液相色谱的色谱参数

如表 1 所示。

色谱柱： Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 柱，

4.6×100 mm，5 µm 粒径 
 （部件号 959996 902）

4.6×100 mm，1.8 µm 粒径 
 （部件号 959964 902）

TCC 温度： 40 °C

FLD: 激发波长：230，发射波长：316

FLD 采集速率，增益： 9.26 Hz, 15

样品恒温箱： 4 °C

流动相 A： 10 mM 磷酸二氢钾的水溶液

流动相 B： 100% 乙腈

梯度： 时间 (min) %B

0 5

2 5

2.1 35

12.5 35

12.6 70

17 70

18.1 5

23 5

流速： 0.9 mL/min

进样量： 20 µL 使用流动相 A 于冲洗口清洗进样针 5 s

表 1 
Agilent 1260 Infinity LC 和 Agilent 1290 Infinity LC 系统所用的色谱参数

参数 Agilent 1260 Infinity 液相色谱系统 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统
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标样的制备

准确称取 BPA 和 BPF 并分别用 100% 甲

醇溶解，获得各浓度约为 300 µg/mL 的储

备液，不使用时置于 4 °C 下保存。使用由 

5% 乙腈和 95% 10 mM 磷酸二氢钾水溶液

组成的稀释缓冲液对储备液进行稀释，新

鲜配制成浓度为 400 ng/mL 的 BPA 和 BPF 

溶液。随后各线性浓度溶液由 400 ng/mL 

的溶液稀释配制而成，如表 2 所示。该连

续稀释过程在 Agilent 7696A 样品制备工作

台上实现。在第一序列，将 400 µL 稀释溶

液加入到所有样品瓶中。在第二序列，取 

300 µL 400 ng/mL 溶液加入到第一序列的

浓度 7 样品瓶中，并涡旋 15 s。通过从前

一浓度样品瓶中取 300 µL 加入到下一个浓

度样品瓶中进行连续稀释。注意，除了分

别运行这两个序列外，这些步骤也可以在

一个方法中编程并在一个序列中运行表 3 

中列出了 Agilent 7696A 样品制备工作台设

置的进样参数。有关如何进行 7696A 样品

制备工作台的设置在安捷伦应用简报5 中进

行了详述4。

 250 mL  
(MilliQ)

 30 min

 pH 2.0  4 °C 

 6 mL  6 mL  
SPE 

 50 ml 

 4 mL 100%  
2 

 60 °C  
1 mL 

图 2 
从奶瓶中提取 BPA 并使用 SPE 进行样品前处理

样品前处理

按照图  2  所示的流程从聚碳酸酯奶瓶

中提取 BPA。使用 SPE 接头（部件号 

12131001）和外径为 3 mm 的管线（部

件号 5062-2483）上样至 Agilent Bond 

Elut Plexa SPE 柱 (200 mg, 6 mL)（部件

号 12109206）。使用安捷伦 20 位真空多

管萃取装置（部件号 12234104) 进行 SPE。

我们遵循了 ASTM 方法3 中所述的样品处

理注意事项。使用最后一步所得物的复溶

溶液直接进行样品分析（图 2）。

表 2 
双酚 A 和双酚 F 的稀释表

溶液 
预冲洗 1 分液冲洗 分液泵 分液设置

泵送或清洗次数 1 1 3

冲洗体积 (µL) 50 50 20

抽取速度 (µL/min) 1250 1250 1250 1250

分液速度 (µL/min) 2500 2500 2500 2500

针深度偏差 (mm) -2.0 -2.0 -2.0 -2.0

粘性延迟 (s) 0 0 0 0

转动架上的溶剂 A

空气间隙（% 进样针体积） 0 0

表 3 

Agilent 7696A 样品制备工作台所用的 500 µL 注射器参数 

线性浓度

双酚 A  
(ng/mL)

双酚 F  
(ng/mL)

LOD 0.195105 0.195105

1 1.06224 1.06224

2 2.478559 2.478559

3 5.783305 5.783305

4 13.49438 13.49438

5 31.48688 31.48688

6 73.46939 73.46939

7 171.4286 171.4286
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使用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 

柱作进一步实验研究。TCC 在较低温度 

(35 °C) 时，BPA 与相邻洗脱的杂质达到

最佳分离，但是在分析基质样品时发现 

TCC 为 40 °C 时更有利。采用线性梯度可

将两种双酚分离，但是，初步的方法稳定

性研究表明，对梯度进行修改后，分离

度会出现较大的变化。因此采用阶梯梯

度方法，该方法可获得相对稳定的结果。

ASTM 方法建议低温保存双酚，因此，在

分析过程中自动进样器温度保持在 4 °C。

图 3 显示了使用最终方法分离两种双酚所

得的色谱图。

最后，使用标准 HPLC 方法分析 3 个不同

品牌的奶瓶，测定两种双酚的浸出浓度。

然后，将方法转移至 Agilent 1290 Infinity 

液相色谱系统，使用相同的实验条件在 

1.8 µm 色谱柱上进行分析，测试方法的分

离度和灵敏度。对该方法各标准品的 LOD、

LOQ、线性也进行了评估，并利用峰面积

和 RT RSD 考察了方法的精密度。

结果与讨论

分离和检测

在方法开发过程中，使用酸性和碱性流动

相在 C18 柱上测试 BPA 和 BPF 的分离情

况。此外，在确定最终方法之前，还对从

奶瓶提取的水样进行了检测。

步骤

在确立线性范围之前，将奶瓶提取物的复

溶溶液进行进样分析以测定 BPA 的近似

浓度。首先注入 20 µL 流动相 A 作为空白，

然后平行测定 6 次各线性浓度样品。各

浓度下的峰面积和保留时间 (RT) 数据用

于计算相对标准偏差值 (RSD)。将在线性

范围之内的各浓度下的平均峰面积针对浓

度作图得出校准曲线。以较低线性浓度溶

液的进样分析确定 BPA 和 BPF 的检测限 

(LOD) 和定量限 (LOQ)。

为了评估方法的稳定性，对方法的 6 个关

键参数进行了考察：

• 流速 ±2%

• 柱温 ±2.5%

• 进样量 ±5%

• 激发和发射波长 ±3%

• 阶梯梯度 ±10%

• 缓冲液浓度 ±10% 

对于稳定性考察的每个参数，重复 7 次分

析浓度为 30 ng/mL 的 BPA 和 BPF 标准

溶液。

为进行回收率研究，我们按照图 2 所述从

不含 BPA 的奶瓶中提取样品。向 50 mL 

此样品中加入低浓度或更高浓度的 BPA 和 

BPF。将加标样品进行 SPE 处理，再利用

校准曲线测定所得样品的浓度，然后，将

理论浓度与实测浓度值相比得出回收率。

图 3 
使用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 柱分离 30 ng/mL 的双酚 F 和双酚 A。使用 FLD 采集色谱图，设置为：激发波长 

230 nm 和发射波长 316 nm 
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检测限 (LOD) 与定量限 (LOQ)

信噪比 (S/N) >3 时的分析物浓度定义为 

LOD，S/N>10 时的分析物浓度定义为 

LOQ。使用峰间比值法计算噪音。图 4 显

示了 LOQ 浓度的 BPA 与空白（流动相）

进样的叠加色谱图。对于 BPA，LOD 为 

0.19 ng/m，S/N 为 4.3；LOQ 为  

1.06 ng/mL，S/N 为 15.1。

线性

校准曲线线性范围内的各浓度溶液（见

表 2）由 Agilent 7696A 样品制备工作台

制备。该工作台可自动进行样品处理，提

供一致性结果。它可以制备线性范围内的

多组样品，只需重新运行该程序。从 BPA 

的 LOQ 浓度开始各线性浓度溶液的分析。

表 4 中列出了 LOD 和 LOQ 值以及线性结果。

通过增加进样量可以进一步减小 LOD 和 

LOQ 值，但这在该应用中没有必要，因

为研究发现奶瓶的分析结果均在线性范围

之内。

保留时间 (RT) 和峰面积的精密度

在线性浓度范围内测定了峰面积精密度，

以 RSD(%) 表示。BPA 和 BPF 在线性浓

度 1 (L1) 时，所得的 RSD 最大值分别为 

5.6% 和 7.2%。同样，BPA 和 BPF 的 RT 

精密度计算结果显示 RSD 最大值分别仅为 

0.14% 和 0.11%。峰面积 RSD 值的示意图

如图 5 所示。
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图 4 
浓度为 1.06 ng/mL 的 LOQ 浓度溶液进样 20 µL，所得双酚 A 谱图与空白进样的叠加色谱图。在此浓度下的信噪比为 15 
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图 5 
各浓度下，BPA 和 BPF 重复测定 6 次所得的峰面积精密度，以 RSD(%) 表示

Sl 号 名称
LOD  
ng/mL 信噪比

LOQ  
(ng/mL) 信噪比 线性范围 R2 值 浓度水平数

1 双酚 F 0.19 5.1 0.46 12.4 1.06 –171.43 0.99999 7

2 双酚 A 0.19 4.3 1.06 15.1 1.06–171.43 0.99998 7

表 4 

BPA 和 BPF 的 LOD、LOQ 和线性。采用 Agilent 7696A 样品制备工作台进行样品前处理。从聚碳酸酯奶瓶检测所得的 BPA 
的浓度均在线性范围之内  
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部分），将峰面积转化为浓度值。将测得

的高浓度值和低浓度值与理论值相比较。

回收率结果如表 6 所示。结果显示，BPA 

回收率在高浓度下为 80%。该回收率高于 

ASTM 方法中报告的结果，后者报告的单

个实验室所得平均回收率为 70%。

的。即使故意改变方法参数，也能最大程

度地保持性能不受影响。当然，有些参数

非常关键，必须仔细控制。

样品基质回收率

以不含 BPA 的奶瓶为空白基质。通过加标

实验测定 BPA 和 BPF 的回收率，平行测

试两次。将含 BPA (30 ng) 和 BPF (30 ng) 

的低浓度标准溶液分别加入到 50 mL 不含 

BPA 的奶瓶提取物中。将含 BPA (50 ng) 

和 BPF (50 ng) 的另一份高浓度标准溶液

分别加入到 50 mL 不含 BPA 的奶瓶水样

提取物中。按照上文所述，从水样中提取

分析物。使用水样线性曲线（见“线性”

稳定性

使用浓度为 30 ng/mL 的 BPA 和 BPF 标

准溶液进行方法稳定性测试。分别改变 

6 个重要方法参数（流速、柱温、进样

量、激发和发射波长、阶梯梯度和缓冲液

浓度）并采集 7 次重复进样的数据。对最

后 6 次重复进样所得的化合物峰面积进行

比较分析。峰面积和保留时间的允许偏差

分别设定为 ± 5% 和 ± 3%。

稳定性测试结果见表 5。红色数字表示结

果超出了允许偏差。+2% 的流速变化量

导致两种双酚的峰面积有所降低。特别是

对于双酚 A，2.5% 柱温变化量使其峰面

积出现负偏差。BPA 与杂质（见 RT 10.6，

图 3）的分离度显示，升高温度时结果较

差，而温度降低至 35 °C 时，结果得到改

善。柱温为 40 °C 时，可较好地进行样品

分析。稳定性结果表明在分析过程中保持

柱温恒定非常重要。研究发现 FLD 激发

波长为 230 nm 和发射波长为 316 nm 时

较为理想，可获得最大的峰面积。设定

发射波长为 316 nm 时，方法较稳定，因

为 3 nm 的变化量不会使峰面积百分比偏

离允许限度。但是，我们需要控制激发波

长。缓冲液浓度的改变也很关键，10% 的

偏差使 BPA 和 BPF 的峰面积均减少。稳

定性结果表明，方法在正常使用时是稳定

    BPA 与 
           BPF  未知杂质          BPA  
参数 变化 % 峰面积 % 保留时间 的分离度 % 峰面积 % 保留时间

流速：0.9 mL/min ± 2% 高： 0.92 mL/min -4.6 -1.2 1.9 -5.1 -1.2 
 低： 0.88 mL/min 0.1 1.9 1.9 -1.9 2.2

TCC：40 °C ± 2.5% 高： 41 °C  -4.2 -0.4 1.7 -5.0 -0.6 
 低： 39 °C -3.1 0.9 2.1 -10.0 1.3

进样器：20 µL ± 5% 高： 21 µL 2.6 0.2 1.9 0.0 0.2 
 低： 19 µL -7.6 0.1 1.9 -9.8 0.1

波长： 233–316 -2.2 0.0 1.9 -5.7 0.0 
230–316 ±3 nm 227–316 -7.0 0.2 1.9 -4.6 0.2 
 230–319 -3.2 0.1 1.9 -4.5 0.1 
 230–313 -3.5 0.1 1.9 -3.0 0.1

阶梯梯度起点： 高： 2.2 min -3.8 2.9 1.9 -4.1 2.0 
2 min ±10%  低： 1.8 min -3.3 -2.4 1.9 -3.8 -1.5

缓冲溶液浓度： 高： 11 mM -4.2 0.2 1.9 -6.0 0.2 
10 mM ±10%  低： 9 mM -5.9 0.1 1.8 -9.8 0.1

化合物名称
低浓度 
回收率 (%)

高浓度 
回收率 (%)

双酚 F 70.2 75.9

70.1 74.1

双酚 A 76.9 79.6

75.1 81.1

表 6 
平行两次的加标实验所得的回收率结果 

表 5 
与标准方法对比时的方法可靠性测试结果，溶液浓度为 30 ng/mL。表格中的红色数值表示超出 5% 峰面积允许限度的偏差和

超出 3% 保留时间允许限度的偏差
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如果体重 10 kg 的婴儿用品牌 2 奶瓶喝奶 

250 mL，那么婴儿每天摄入的 BPA 数量为 

0.1 µg/kg.bw。此数值低于 EPA 确定的参

考剂量 50 µg/kg/day，但根据一些其它的

研究6，这也是需要引起关注的。此外，结

果还显示在所有奶瓶中均未检出 BPF。

样品分析

使用萃取程序和开发的色谱方法测定奶瓶

中 BPA 和 BPF 的含量。奶瓶标记为品牌 1、 

品牌 2 和品牌 3，平行分析测定 2 次。将

分析结果与样品分析前所绘制的校准曲线

相对比。空白水样经 SPE 处理后显示不

含有 BPA，这表明实验中所用的塑料无 

BPA 浸出3。在 3 个不同品牌的奶瓶中检

出了不同含量的 BPA（见图 6A）。将标

准溶液所得的 BPA 发射光谱图与样品的 

BPA 光谱图叠加。由谱图可见，它们存

在很好的重叠，从而确证了 BPA 的存在 

 （见图 6B）。对不同品牌奶瓶的分析表明，

高浓度为 4 ng/mL，低浓度为 0.5 ng/mL 

 （见表 7）。这些结果与 Sun 等人以前研

究的结果相一致，其结果为 0.6 ng/mL5。
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图 6 

[A] 对 3 个不同品牌奶瓶进行 BPA 和 BPF 分析的叠加色谱图。[B] 标准溶液与从品牌 2 样品提取的 BPA 的叠加发射光谱图

表 7 
用 250 mL 水从不同品牌奶瓶中提取的 BPA 和 BPF 的浓度

化合物名称
BPF  
(ng/mL)

BPA  
(ng/mL)

品牌 1 0 0.76

0 0.52

品牌 2 0 4.26

0 4.46

品牌 3 0 2.08

0 2.58
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UHPLC 方法

在 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统上将 

HPLC 方法转化为 UHPLC 方法，并保持相

同的运行时间，如图 7 所示。方法转化的

目的是为了研究这两种方法对分离度和灵

敏度的影响。UHPLC 方法采用相同的流

动相、梯度和检测器设置。其所用色谱柱

的尺寸也保持不变，但粒径从 5 µm 减小

到 1.8 µm。由于 Agilent 1290 Infinity 液

相色谱系统的延迟体积较低，UHPLC 方

法中色谱峰提前 1.2 min 洗脱出来。相比 

HPLC 方法，UHPLC 方法所获得的色谱峰

更窄，分离度更佳。在最低线性浓度 L1 

和最高线性浓度 L7 下，比较所得色谱峰的

特性（如峰面积、峰高、峰宽、分离度和 

S/N），结果见表 8。结果显示，BPA 分

离度从 HPLC 方法中的 1.9 增加到 UHPLC 

方法中的 2.5。信噪比几乎翻倍，提高了

灵敏度，因此重新定义了 LOQ 和 LOD。
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 F

 F
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 A

[A]
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图 7 
在 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 4.6×100 色谱柱上，使用 HPLC 方法 [A] 和 UHPLC 方法 [B] 分离浓度 7 的标准溶液 

BPA 和 BPF 的叠加色谱图。HPLC 方法所用色谱柱粒径为 5 µm，UHPLC 方法为 1.8 µm

HPLC 方法 UHPLC 方法

化合物 
名称 
 （浓度） 峰面积

半峰高处
的峰宽 峰高 分离度 信噪比 峰面积

半峰高处
的峰宽 峰高 分离度 信噪比

BPF (L7) 1037.0 0.10 163.7 - 3683.0 930.5 0.07 199.6 - 6784.8

BPA (L7) 934.1 0.19 76.3 1.9 1715.7 825.8 0.13 96.4 2.5 3276.7

BPF (L1) 7.5 0.10 1.1 - 27.4 7.2 0.07 1.4 - 42.6

BPA (L1) 8.1 0.20 0.6 1.8 15.1 9.4 0.14 1.0 2.5 31.6

表 8 
对 HPLC 和 UHPLC 方法在第 1 线性浓度和最后线性浓度所得的峰面积、半峰高处的峰宽、峰高、分离度和信噪比进行比较。 

UHPLC 方法较 HPLC 方法具有更好的灵敏度和分离度 
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结果发现，使用相同校准浓度（见表 2）

校准 BPA 和 BPF 时线性更出色，BPF 的 

R2 值为 0.99991，BPA 的 R2 值为 0.99993。

计算所有浓度下峰面积和 RT 的 RSD (%) 

偏差。结果显示，在 UHPLC 方法中峰面

积的偏差 RSD (%) 相对较低。如图 8 所

示，浓度 1 的 BPA 的 RSD (%) 值为 3.0%。

BPA 和 BPF 的保留时间的 RSD 最大值均

小于 0.1%。

结论

使用 Agilent 1260 Infinity 液相色谱系统

和 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 柱

对双酚 A 和双酚 F 进行分离和定量。采

用 Agilent 7696A 样品制备工作台制备校

准标准溶液。完成了方法开发并进行了部

分验证。利用该方法定量测定了不同品牌

奶瓶的双酚 A 和双酚 F，其回收率为 80%。

该方法可应用于 BPA 和 BPF 的含量测定，

从而对奶瓶进行质量控制。保持检测器和

方法条件不变，将此方法转移至 Agilent 

1290 Infinity 液相色谱系统，可有效地执

行分析。HPLC 和 UHPLC 方法均具有良

好线性，并且所得结果的精密度高。与 

HPLC 方法相比，UHPLC 方法显示了更出

色的分离度和信噪比，更窄的峰宽，并且

峰高也有所增加。
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图 8 
利用 UHPLC 测得的 BPF 和 BPA 的峰面积精密度，以 RSD (%) 表示。各浓度重复测定 6 次  
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