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摘要：采用固相萃取－离子色谱法和国家标准中化学法（镉柱还原光度法）分析石家庄市售１１０份液态乳及
奶粉中硝酸盐含量。离子色谱法中将制备好的样品加入适量乙酸沉淀蛋白，离心取上清液，通过固相萃取柱

去除脂肪等疏水性化合物，采用ＡＳ１１－ＨＣ型阴离子色谱柱进行分析，同时对液态乳样品采用镉柱还原法进
行比对实验。两种方法测得液态乳中硝酸盐的平均含量分别为１０．０５ｍｇ／ｋｇ和９．９５ｍｇ／ｋｇ，奶粉中硝酸盐
的平均含量分别为２５．７４ｍｇ／ｋｇ和２５．６６ｍｇ／ｋｇ。经ｔ检验分析，显示ｔ＝０．０７，Ｐ＞０．０５，即无显著性差异，研
究结果证实了离子色谱法的准确性，实验过程也进一步验证了离子色谱法的简易性。依据我国目前对乳粉

中硝酸盐的限量要求，所测乳粉中的硝酸盐均在限量规定范围内，对食用的安全性不产生负面影响；而液态

乳中的硝酸盐进行污染评价发现，超标率大约为１４％。
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植物、霉菌、人的口腔和肠道细菌具有将硝酸盐

转化为亚硝酸盐的能力，因此，硝酸盐往往表现为亚

硝酸盐的毒性。持续摄入少量的硝酸盐会引起消化

不良、精神抑郁和头痛［１］；而大量摄入更会对人体

健康产生极大的危害［２－４］。当前准确检出硝酸盐，

控制其在食品的含量和摄入量已经引起高度重视。

乳与乳制品中往往含有硝酸盐，食品卫生国家

标准已定为乳与乳制品的重要指标之一。美国、欧

盟及我国对乳粉中硝酸盐的限量标准分别为 ２００
ｍｇ／ｋｇ、１２０ｍｇ／ｋｇ和１００ｍｇ／ｋｇ［５］，可见我国对乳粉
中硝酸盐含量的限量比美国和欧盟较更为严格。

关于硝酸盐的测定，国家标准的检测方法是化

学法［６］，即镉柱还原法。但是镉柱还原法过程繁

琐，干扰因素多，易出现各种异常问题。目前很多研

究采用离子色谱法进行大批量样品中硝酸盐的检

测［７－９］。作者的前期工作已经开展了大量实际样品

中硝酸盐的监测，实验的具体过程与离子色谱法应

用的相关文献基本一致，即将制备好的乳及乳制品

加入适量乙酸沉淀蛋白，离心取上清液，经固相萃取

去除脂肪等疏水性化合物后采用离子色谱仪直接进

样［１０］。本文是在前期工作的基础上，应用离子色谱

法，选用无毒无害的乙酸作为蛋白质沉淀剂，以选择

性和ｐＨ适应范围较高的ＤＩＯＮＥＸＯｎＧｕａｒｄⅡＲＰ作
为固相萃取柱［１０］，分析了１１０份液态乳及乳粉中硝
酸盐的污染情况。同时采用国家标准方法（镉柱还

原光度法），针对准确性和可操作性对两种测定方

法进行比对实验，一方面进一步验证离子色谱法的

可行性，以便尽快建立统一科学、灵敏、准确、快速的

分析方法，另一方面可以掌握牛奶制品中硝酸盐的

污染情况，为牛奶的安全饮用提供科学依据。

１　实验部分
１．１　仪器与主要试剂

ＩＣＳ－２０００型离子色谱仪（美国Ｄｉｏｎｅｘ公司）。
ＤＩＯＮＥＸＯｎＧｕａｒｄＲＰ固相萃取柱（１ｃｃ）：先后

用５ｍＬ甲醇溶液和１０ｍＬ去离子水以４ｍＬ／ｍｉｎ流
速淋洗备用。

硝酸盐标准溶液（１０００μｇ／ｍＬ）。
水中硝酸根成分分析标准物质ＧＢＷ（Ｅ）０８０２６４

（中国计量科学研究院国家标准物质研究中心）。
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１．２　离子色谱条件
色谱柱：ＡＧ１１－ＨＣ＋ＡＳ１１－ＨＣ４ｍｍ。
流动相：ＤＩＯＮＥＸＥＧ，３０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＫＯＨ溶

液；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；定量环２５μＬ。
抑制器：ＡＳＲＳ－４ｍｍ阴离子抑制器，抑制电

流７５ｍＡ；电导检测器。
１．３　实际样品分析方法

抽取７８份市售液态乳样品和３２份奶粉样品，
每份样品按文献［１０］方法经前处理后进样，以峰面
积计算硝酸盐浓度。主要步骤为：准确称取３．００ｇ
液态乳样品于３０ｍＬ离心管中，准确称取１．００ｇ乳
粉样品于３０ｍＬ离心管中，以少量５０～５５℃的去离
子水溶解。在样品中加入０．５ｍＬ３％的乙酸作为沉
淀剂沉淀蛋白，以去离子水定容至３０ｍＬ。混匀放
置５ｍｉｎ后离心１０ｍｉｎ（转速７０００ｒ／ｍｉｎ）。取上清
液以４ｍＬ／ｍｉｎ的速度通过提前准备好的固相萃取
柱，弃去前 ３ｍＬ滤液，收集剩余样品滤液用双层
０．４５μｍ微孔滤膜过滤后，置于样品瓶中待测。

同时对以上样品采用国标化学法———镉柱还原

光度法测定硝酸盐含量［６］。主要步骤为：试样经提

取后，在提取液中加入亚铁氰化钾溶液和乙酸锌溶

液，以沉淀蛋白质。然后加入氨基苯磺酸溶液，混

匀，静置后加入盐酸萘乙二胺溶液，于波长５３８ｎｍ
处测量吸光度，绘制标准曲线得到亚硝酸盐含量。

吸取经镉柱还原后的滤液再次于波长５３８ｎｍ处测
量吸光度，得到硝酸盐还原后的亚硝酸总量。由此

总量减去亚硝酸盐含量，即得试样中硝酸盐含量。

２　结果与讨论
２．１　化学法和离子色谱法的前处理方法比对

镉柱还原法，以亚硝酸盐在弱酸条件下与苯磺

酸和萘乙二胺反应，生成紫红色螯合物为理论基础。

主要过程即样品经沉淀蛋白质除去脂肪后，溶液通

过镉柱或加入镉粉，使其中的 ＮＯ－３还原成 ＮＯ
－
２，再

重氮偶合成红色染料比色定量，测得亚硝酸盐总量，

由总量减去亚硝酸盐含量得到硝酸盐含量。而离子

色谱法的具体过程为将制备好的乳及乳制品加入适

量乙酸沉淀蛋白，离心取上清液，经固相萃取去除脂

肪等疏水性化合物后采用离子色谱仪直接进样

测定。

很明显，镉柱还原法虽然准确度较高，但镉柱制

备过程复杂，干扰因素较多，操作中经常会出现各种

异常问题，对操作者技术要求较高，技术人员难以掌

握［１１］。而离子色谱法中样品前处理简便快速，易操

作，可重现性较好。但是离子色谱柱寿命一般为

２～３年，使用时最好加保护柱，以延长使用寿命，每
天用完柱子应及时冲洗。

２．２　化学法和离子色谱法的测定结果比对
分别采用镉柱还原法和离子色谱法对全部样品

（包含７８份液态乳样品和３２份乳粉样品）中的硝
酸盐含量进行了检测，结果见表１。两种方法测得
牛奶中硝酸盐的平均含量分别为 １０．０５ｍｇ／ｋｇ和
９．９５ｍｇ／ｋｇ，奶粉中硝酸盐的平均含量分别为２５．７４
ｍｇ／ｋｇ和２５．６６ｍｇ／ｋｇ。经过 ｔ检验分析，结果显示
ｔ＝０．０７，Ｐ＞０．０５，即无显著性差异。可见两种方法
的测定结果基本一致，可比性好，从而证实了固相萃

取－离子色谱法用于测定硝酸盐，不仅样品前处理
简便快速，且检测结果准确。

表 １　液态乳及奶粉样品中硝酸盐含量
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｎｉｔｒａｔｅｉｎｌｉｑｕｉｄｍｉｌｋａｎｄｍｉｌｋｐｏｗｄｅｒ

测定方法

液态乳中硝酸盐含量

（现无国标限量值）

ｗ（ＮＯ－３）／（ｍｇ·ｋｇ－１）

测定平均值 含量范围

乳粉中硝酸盐含量

（国标限量值１００ｍｇ／ｋｇ）
ｗ（ＮＯ－３）／（ｍｇ·ｋｇ－１）

测定平均值 含量范围

离子色谱法 １０．０５ ２．９６～１６．６ ２５．７４ ９．９～４６．８

国标化学法 ９．９５ ３．０２～１６．３ ２５．６６ １０．１～４７．２

２．３　液态乳及乳粉中硝酸盐污染分析
依据我国目前对乳粉中硝酸盐的限量要求，本

实验所测乳粉样品中硝酸盐含量均在限量规定范围

内，远低于国家对乳粉中硝酸盐的限量要求，因此对

消费者食用的安全性不产生负面影响。由于目前我

国还没有关于液态乳中硝酸盐的限量规定，因此粗

略地将乳粉中硝酸盐的限量折算成液态乳中硝酸盐

限量（按照牛奶中含水量大约为８５％～９０％计算），
大约为１０～１５ｍｇ／ｋｇ。按照此限量对液态乳中硝
酸盐进行污染评价发现，超标率大约为１４％。

该研究结果与文献［１２～１４］的研究结果是基
本一致的，但相对于李官浩等［１５］对市售牛乳中硝酸

盐和亚硝酸盐的检测结果（硝酸盐含量在 ０．９０２７～
１．０８４０ｍｇ／ｋｇ之间）高出很多倍。乳及乳制品中可
能因为各种原因混入了硝酸盐：一是草料在消化过

程中自身产生；二是在饲喂过程中产生，如喂给了硝

酸盐含量较高的蔬菜［１６－１８］；三是生产用水；四是人

为添加。因此有必要进一步研究牛奶中硝酸盐含量

较高的原因。

２．４　质量控制
以上述离子色谱条件对系列标准工作液（２．０、
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４．０、８．０、１６．０、３２．０、６４．０μｇ／ｍＬ）进行分析，以峰
面积对 ＮＯ－３浓度进行线性回归，线性相关系数
ｒ＞０．９９９。并将同一标准工作液（１０μｇ／ｍＬ）在不
同日期内连续进样１０次，测定日内和日间精密度。
测定结果相对标准偏差分别为４．２％和６．９％。

按１．２节离子色谱条件取已知浓度样品溶液，
用逐步稀释法测得信噪比为３时硝酸盐的最小检出
限为４００μｇ／ｋｇ，其灵敏度与国标化学法相比显著
提高。

按照上述离子色谱实验方法，对某奶粉样品进

行不同浓度水平的加标回收试验，称样量为１ｇ（加
标浓度分别为１０ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ），测得
方法回收率为７８．３％～１１１．０％（见表２）。

表 ２　离子色谱法测定乳粉中硝酸盐的回收率试验
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎｉｔｒａｔｅｉｎｍｉｌｋｐｏｗｄｅｒｂｙｉｏｎ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

加标浓度 ｗ（ＮＯ－３）／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ｍ／μｇ

加入量 平均测定值

平均回收率／％

（ｎ＝６）
ＲＳＤ／％

１０．０ １０．０ ７．８３ ７８．３ ６．３
２０．０ ２０．０ ８．０８ ８０．８ １０．８
３０．０ ３０．０ １１．１ １１１．０ ９．３

３　结语
采用固相萃取－离子色谱法测定乳与乳制品中

硝酸盐，样品前处理简便快速，通过与国家标准方法

中的镉柱还原法的检测结果比对证实了实验结果的

准确性。可见，本研究中的离子色谱法条件满足实

际工作中大批量乳及乳制品中硝酸盐的检测，具有

很强的可行性，为建立统一科学、灵敏、准确、快速的

分析方法提供了参考。

自从“三聚氰胺”事件后，人们对食品质量安全

意识逐步增强，特别对牛奶及其制品的质量安全尤

为关注。本研究首次对石家庄市市售的牛奶及奶粉

中硝酸盐的含量进行了初步调查分析，虽然所测样

品基本在限量规定的范围内，对消费者食用的安全

性不产生负面影响；但限于监测数量和区域的局限

性，建议对全省乃至全国液态乳及乳制品中硝酸盐

及亚硝酸盐的污染情况作进一步深入调查。
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（１）：９５－１００．

［６］　ＧＢ／Ｔ５００９．３３—２０１０，食品卫生检验方法理化部分；
食品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定［Ｓ］．

［７］　吕岱竹．离子色谱法测定豆奶粉中硝酸盐、亚硝酸盐
含量［Ｊ］．食品科学，２０１０，３１（１０）：２７２－２７４．

［８］　成霈，刘邻渭．离子色谱法检测液体乳和乳粉中的硝
酸盐、亚硝酸盐及硫氰酸盐［Ｊ］．食品研究与开发，
２０１０，３１（７）：１３５－１３７．

［９］　冯伟科，熊臖，罗佳玲，赖毅东．离子色谱法同时测定
牛奶及其制品中的亚硝酸盐、硝酸盐、硫酸盐和硫氰

酸盐［Ｊ］．现代食品科技，２０１１，２７（９）：１１５７－１１５９．
［１０］　胡平，王淑惠，王军，赵伟．固相萃取 －离子色谱法

测定乳与乳制品中可致癌物硝酸盐的研究［Ｊ］．现代
科学仪器，２００６（２）：７１－７３．

［１１］　赵秋伶，程良义，张振宇．乳粉硝酸盐和亚硝酸盐
测定的影响因素探讨［Ｊ］．应用化工，２０１１，４０（８）：
１３９８－１４００．

［１２］　林玉娜，罗晓燕，刘莉治．离子色谱法快速测定牛奶
中硝酸盐的研究［Ｊ］．现代预防医学，２００５，３２（４）：
３３９－３４５．

［１３］　周虹，钮伟民，宗荣芬，余晓雷，刘文卫．乳品中硝酸
盐的离子色谱测定法［Ｊ］．职业与健康，２００３，
１９（１１）：４７－４９．

［１４］　赵佳，董永，马晓杰，马桂玲，张晓明．我国２９省、市、
自治区市售纯牛奶亚硝酸盐含量普查［Ｊ］．中国奶牛
科技，２０１１（１２）：５５－５８．

［１５］　李官浩，郑贵花，权伍荣．４种市售牛乳中硝酸盐
亚硝酸盐的检测与分析［Ｊ］．食品科技，２０１０，３５
（３）：２６７－２７１．

［１６］　朱雅兰，李于晓．黄石市蔬菜硝酸盐污染现状及评价
［Ｊ］．广东农业科学，２０１０（３）：２１２－２１４．

［１７］　杨国义，罗薇，张天彬广东省典型地区蔬菜硝酸盐
亚硝酸盐污染状况评价［Ｊ］．生态环境，２００７（２）：
４７６－４７９．

［１８］　于立红，王孟雪．大庆市蔬菜硝酸盐污染状况及防治
对策［Ｊ］．黑龙江农业科学，２００９（４）：９６－９９．
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