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质谱双探针法对食品中 Ｎ－
亚硝胺化合物的全检测 ①
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摘　要：食品中亚硝胺化合物的种类达３００种，当前的亚硝胺检测国标只检测代表性的４种亚硝胺化合物．选择亚硝胺
类化合物在ＥＩ源质谱中电离出的亚硝酰胺基（Ｎ２Ｏ）和亚硝酰（ＮＯ）２个独特碎片离子作双探针信号，以市售腊肉为检测对
象，探索出一种亚硝胺类化合物全检测的方法，大幅度减少了现有国家标准对食品中亚硝胺类化合物的漏检．该检测方法
原理简单、实验操作方便、测试成本低．
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Ｎ－亚硝胺类化合物［１］属于亚硝基化合物，为剧毒有机化合物，具有致癌［２］、致畸［３］和致突变性［４］等

作用，是现今４大食品污染物之一．新鲜的食品中，亚硝胺类化合物的含量很低，但在运输、加工、储存等过
程中很容易因缺氧、积热、微生物、霉变等因素产生各种各样的Ｎ－亚硝胺化合物．迄今已发现的Ｎ－亚硝胺
化合物有３００多种，资料显示，食品的来源不同、微生物种类不同、存放的时间不同，产生的Ｎ－亚硝胺化合
物种类也会不同［５］．亚硝胺化合物种类的多样给食品的相关检测带来了很大的麻烦，另外，食品中的其他
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有机成份众多，也为亚硝胺化合物的区分带来了额外的困难．目前没有一种能快速准确对所有亚硝胺类化
合物进行鉴别和跟踪的方法．

最近有科学家用无机还原剂（如ＣｕＣｌ）脱亚硝胺的化学发光法对食品和烟草中亚硝胺化合物进行全
检测的案例［６－７］，这种脱硝基法在更早的时候被普遍用于亚硝基化合物的分离和分析［８］．电化学方法［９］和

比色法［１０－１１］也曾一度是检测亚硝胺化合物的流行手段．近年逐步被以气相（或液相）色谱－质谱联用技
术［１２－１３］为核心的色谱技术方法所取代．色谱－质谱联用技术结合了气相色谱高效的分离能力和质谱法确
定分子结构的能力，灵敏度可以达到１０－８水平，是目前分析和鉴定多组分有机混合物最为有效的检测系统
之一［１４－１７］．依据仪器的不同工作原理，很多成功的方案得以建立，如 ＥＳＩ离子源检测［１８－１９］，超临界流体萃

取（ＳＦＥ）和胶束电动色谱（ＭＥＫＣ）分离［２０－２１］，自由基质谱法跟踪［２２］等．２００３年颁布的《食品中 Ｎ－亚硝胺
类化合物的检测》国家标准中［２３］，提供了针对Ｎ－亚硝基二甲胺，Ｎ－亚硝基二乙胺，Ｎ－亚硝基二丙胺和Ｎ－

亚硝基吡咯烷共４种亚硝胺类化合物进行检测的“气相色谱－热能分析”和“气相色谱－质谱”标准方法．综
上所述，现有的色谱－质谱联用技术尽管部分减少了化学方法繁琐的处理过程，大幅度提高了检测灵敏
度，但仍然存在明显的缺点：（１）只针对有限的几种亚硝胺化合物，如２００３年国家标准所要求的，而已发
现的亚硝胺化合物近３００种，显然，有限的几种亚硝胺化合物不能代表全部亚硝胺化合物的毒性；（２）现
有的方法利用了气相（或液相）色谱－质谱联用技术在分析有机物方面具有强大的功能，但不能有效地将
亚硝胺化合物与其他有机物有效区分；（３）使用现有的方法检测由食品或其他生物材料中分离提取的Ｎ－

亚硝基化合物，容易因相伴杂质的干扰而产生假阳性结果；（４）现有的方法没有充分利用不同离子源的差
异在检测亚硝胺化合物时的价值，如ＥＩ和ＥＳＩ离子源对样品的作用有很大区别．

为了克服以上问题，本文利用质谱中电子轰击（ＥＩ）离子源的特点，从 Ｎ－亚硝胺化合物本身的结构特
点出发，以当前食用较普遍的市售腊肉作为研究对象，探索了一种质谱双离子探针法进行亚硝胺类化合物

全检测的方法．该方法巧妙选择ＮＯ和Ｎ２Ｏ这２个碎片离子作双探针信号，大幅度减少了对亚硝胺类化合
物的漏检和误检，可直接将亚硝胺类化合物从众多的挥发性有机成份中区分出来，大量节约分析时间和测

试成本．该方法也为进行食品中亚硝胺化合物实时跟踪提供了有益的思路．

１　实验部分

１．１　试剂和样品处理
作为标准试剂的Ｎ－二甲基亚硝胺（ＮＤＭＡ），Ｎ－二乙基亚硝胺（ＮＤＥＡ），Ｎ－二丙基亚硝胺（ＮＤＰＡ）和

Ｎ－亚硝胺吡咯烷（ＮＰｙＡ）购自日本东京化成工业株式会社和美国 Ｏ２ｓｉ公司．ＮＤＥＡ和 ＮＰｙＡ为纯度大于
９８％的纯样，测试时用二氯甲烷稀释到５０００ｍｇ／Ｌ后使用；ＮＤＭＡ和ＮＤＰＡ为２０００ｍｇ／Ｌ的甲醇溶液，测
试时直接使用．用最新的方法对样品进行处理和亚硝胺成份的定性和定量．

样品的处理分为蒸馏、萃取、浓缩和定容等４个主要环节．
１）蒸馏和萃取．本文用到了改进型的同时萃取蒸馏装置将蒸馏和萃取一步完成．具体操作是，称取５０

ｇ粉碎好的腊肉（或鲜肉），置于５００ｍＬ样品瓶中，加入１００ｍＬ超纯水和５０ｍＬ二氯甲烷，超声５ｍｉｎ，将
样品瓶接入同时萃取蒸馏装置；预先在１００ｍＬ收集瓶中加入４０ｍＬ二氯甲烷，将收集瓶也接入该装置；仔
细检查系统的气密性后，开始加热进行蒸馏萃取并收集冷凝液，蒸馏温度控制在 １１０℃，收集温度控制
４５℃．在从相分离管中开始有蒸馏液滴下开时始计，蒸馏４０ｍｉｎ后结束．蒸馏过程中注意观察蒸汽产生的
速度，调节加热开关按钮，使得蒸汽量合适，不至于发生暴沸．

２）浓缩和定容．调节水浴温度约为４５℃，将收集瓶中萃取液浓缩至体积约为０．６ｍＬ后加入０．３ｇ无
水硫酸钠，将浓缩液转入２．０ｍＬ棕色进样瓶中，加入少量二氯甲烷洗涤梨形瓶，将洗涤液与浓缩液合并并
定容至１．０ｍＬ，供气相色谱－质谱联用仪定性和定量分析．
１．２　仪器条件

１）定性测试条件．仪器型号为岛津ＱＰ－２０１０型气相色谱－质谱联用仪．用该型仪器对样品进行先分离
后定性．气相色谱单元设定为，进样口温度为 ２４０℃，气相色谱６０℃保持４ｍｉｎ，以２０℃／ｍｉｎ的速率程序
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升温至２４０℃，保持１５ｍｉｎ；氦气作载气，恒压模式，维持进样口１６６．８ｋＰａ压力和２．８５ｍＬ／ｍｉｎ的柱流量；
不分流进样，进样体积２μＬ．质谱单元设定为，离子源电压控制在０．７０～０．８０ｋＶ，离子源温度为２５０℃．

２）定量测试条件．保持与定性测试相同的气相色谱条件，用 ＦＩＤ作检测器，设定温度为２４０℃对有机
成份进行定量．
１．３　结果换算

本文采用通常的气相色谱方法对亚硝胺成份进行定量，用下式进行运算：

ｃ＝ｃｇ×Ｒｆ×ｎ． （１）
式中：ｃｇ为气相色谱浓度；Ｒｆ为校正因子，取值４种标样校正因子的平均值０．０１；ｎ为浓缩的倍数１／５０．

本文取腊肉样为５０ｇ，用二氯甲烷提取并最终浓缩到１ｍＬ；假定腊肉密度为１ｇ／ｍＬ时，相当于浓缩
到１／５０，即式（１）中的ｎ值．

２　结果与讨论

２．１　双离子探针原理
亚硝胺化合物是一类比较稳定的化合物，结构见图１．其母体结构含有亚硝酰胺基（＞Ｎ－Ｎ＝Ｏ）的共同

单元．在不同的质谱离子源中，获取的结构信息量不一样［２４］．在电喷雾电离（ＥＳＩ）、正（或负）电荷化学电离
（ＣＩ和ＮＣＩ）、大气压化学电离（ＡＰＣＩ）和基质辅助激光解析（ＭＡＬＤＩ）等离子化模式下，主要给出分子量信
息，难以提供更多的结构信息．而电子轰击（ＥＩ）离子源是利用一定能量的电子与气相中的样品分子相互作
用（轰击），使分子失去电子，电离成离子，当分子离子具有的剩余能量大于分子某些化学键的键能时，分

子离子便可碎裂，生成碎片离子而提供丰富的结构信息，这些生成的碎片离子信号就是化合物的指纹谱，

且有庞大的标准谱库供检索．本文利用亚硝胺化合物在 ＥＩ源质谱中产生独特的碎片离子信号的原理，以
离子信号作为探针建立一种进行亚硝胺化合物全检测的方法．

亚硝胺化合物经过电子轰击离子源作用，氮原子取代基断裂出较稳定的亚硝酰胺基（Ｎ２Ｏ）碎片，在该
离子源作用下继续断裂并释放出稳定的亚硝酰基（ＮＯ）碎片（图２）．理论上，ＮＯ和Ｎ２Ｏ这２个信号比较稳
定，且不容易受到干扰．以ＮＯ为例，它本身可以以ＮＯ的游离状态存在，也比较容易稳定在离子组态，在质
谱中容易响应；它的分子量为 ３０，完全与之相同的分子（或碎片）种类很少，只有少数如 ＣＨ２Ｏ，Ｎ２Ｈ２，
Ｃ２Ｈ６等样品，在一定的测试条件下，可以人为的剔除它们的干扰．游离的 Ｎ２Ｏ也是较稳定的，这有利于亚
硝胺化合物分子裂解出Ｎ２Ｏ碎片；４４的分子量具有较多的可能，如 ＣＯ２，ＣＯＮＨ２，ＮＭｅ２，ＮＨＣ２Ｈ５等，这
些碎片很容易综合深度离子化碎片的分布进行排除．所以独特的ＮＯ和Ｎ２Ｏ双离子探针跟踪模式，可大幅
度降低误检和漏检．

图１　Ｎ－亚硝胺化合物的通式 图２　Ｎ－亚硝胺化合物共有的碎片离子

标样的质谱结果证实了亚硝胺化合物有ＮＯ和 Ｎ２Ｏ碎片的产生．将４种标样按本文的实验条件进行

测试，结果显示，标样得到很好的分离（图 ３），且都获得了ＮＯ和Ｎ２Ｏ这２个独特而清晰的信号（图 ４），碎
片分子量分别为３０和４４．从质谱的总离子流（ＴＩＣ）中可以清楚地观察到２个单离子流（ＭＩＣ）的信号．图 ４
展示了在ＮＤＥＡ这个代表性化合物中，两探针离子信号在所在化合物所有同位素信号中的相对强度都大
于１０％，这排除了将其他离子的同位素信号误判为探针离子的风险，因为Ｃ，Ｎ，Ｏ和Ｈ的同位素丰度都远
低于该强度．在实际检测时，通过调节检测电压还可以改变２个探针信号的相对强度，以进一步排除同位
素信号的误判．４个标样中，２个探针离子信号的相对强度列于表 １，它们的相对强度足以用来跟踪亚硝胺
化合物的存在．将亚硝胺化合物产生的ＮＯ和Ｎ２Ｏ这２个独特信号作为探针信号，来跟踪亚硝胺的存在是
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一个比较理想的途径．

注：最高曲线表示总离子流（ＴＩＣ），２次高曲线分别表示ＮＯ和Ｎ２Ｏ碎片的单离子流（ＭＩＣ）．

图３　Ｎ－亚硝胺化合物４种标样的探针离子信号

图４　标样ＮＤＥＡ的碎片离子

表１　标样的探针离子信号的

相对强度

化合物
Ｉ／％

ＮＯ Ｎ２Ｏ

ＮＤＭＡ ２７ １８

ＮＤＥＡ １４ ９３

ＮＤＰＡ ２０ １４

ＮＰｙＡ ２７ １５

　　：以最强的信号作为基峰．

２．２　实际样品测定与分析
选择市售的５个品牌腊肉，按２００３年的国家标准方法对它们的挥发性有机物分别进行提取．对５份

提取物进行气相色谱－质谱测定，此处选择其中成份最为复杂的提取物１作为分析．在实际测定中为了促

使Ｎ２Ｏ进一步分裂，以提高ＮＯ的信号相对强度，将检测器电压提高到０．８ｋＶ．结果显示检测到的挥发性
有机成份有９０～１１０种（图 ５），在实际工作中要从这众多的成份中区分出亚硝胺组分是很难实现的．但是
含有３０和４４的２个探针信号却最多２４种（图６），可使分析的工作量大幅度降低．在谱图中还能有效地将
保留时间与亚硝胺相近的有机物进行区分，提高了定量的准确性．在国标中要求检测的４个亚硝胺化合物
成份中，不是所有的４种Ｎ－亚硝胺都能在腊肉中被发现，说明依靠标样来标定腊肉中亚硝胺化合物的含
量，并以此为依据判定其安全性是不科学的，结果也非常不可靠．

图５　气相色谱－质谱对市售腊肉中亚硝胺的测试
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图６　市售腊肉气相色谱－质谱图（图 ５）的放大，探针信号被放大了１００倍

考虑到用气相色谱－质谱法直接对亚硝胺化合物进行定量时，如果没有标样，结果会存在较大的误差．所
以，本文保持与气相色谱－质谱法基本相同的气相色谱条件，选择ＦＩＤ检测器对腊肉中全部挥发性有机化合
物进行定量．测试结果见图 ７，换算得到腊肉中亚硝胺化合物的总含量为４２１ｎｇ／ｇ（即４２１μｇ／ｋｇ，表２），其他
４份提取物换算得到的总含量在５０～１６０ｎｇ／ｇ之间．依据中国食品卫生标准，啤酒、熏肉中单个亚硝胺化合物
的含量不超过３μｇ／Ｌ［２５］，从单个所测的组分来看，含量与这个标准接近，但是全部亚硝胺总含量则远远超过
了该值．更令人不安的是，除ＮＤＰＡ外，上述食品标准中指定的ＮＤＭＡ，ＮＤＥＡ等组分在上述条件下并没有被
检出，这样的食品是现有标准下的安全食品．需要说明的是，这些探针信号可能存在少部分亚硝基化合物被归
属为亚硝胺化合物，需要进一步系统筛选；另外不同亚硝胺化合物对人体的毒性有差异，尽管现标准只关注

了少数几种代表性的亚硝胺化合物，也没有造成实际的后果，这也是将来需要探讨的．

图７　气相色谱市售腊肉中亚硝胺的定量

表２　含双探针离子信号的组分及浓度

Ｎｏ． ＲＴ／ｍｉｎ ｃｇ ｃ／（ｎｇ／ｇ） Ｎｏ． ＲＴ／ｍｉｎ ｃｇ ｃ／（ｎｇ／ｇ）

１ａ １．２４５ ９９．７９０１２ １４ ８．９０６ ０．０２１７７ ４３．６

２ｂ ４．１１１ ０．０００６８ １．３６ １５ ９．５８９ ０．００５９６ １１．９
３ ４．３３０ ０．００２０１ ４．０３ １６ ９．７０８ ０．００６３８ １２．８
４ ５．９３６ ０．０００４８ ０．９６ １７ １０．７８３ ０．０１５７７ ３１．６
５ ６．８０６ ０．０００６８ １．３６ １８ １１．０７９ ０．００６５２ １３．１
６ ６．９０９ ０．００４１８ ８．３８ １９ １１．７７６ ０．０１６６９ ３３．５
７ ７．２３２ ０．００１２１ ２．４３ ２０ １２．１１８ ０．００７９０ １５．８
８ ７．３９９ ０．０００３６ ０．７２ ２１ １３．０６２ ０．００８５７ １７．２

９ｃ ７．６３０ ０．００１２７ ２．５５ ２２ １３．２５９ ０．００１５４ ３．０９
１０ ８．０１８ ０．００２１６ ４．３３ ２３ １３．６３１ ０．０１７１２ ３４．３
１１ ８．１０９ ０．０１１４３ ２２．９ ２４ １４．２６０ ０．０２８５２ ５７．２
１２ ８．４７８ ０．００５２１ １０．４ ２５ １４．９９２ ０．０３６７０ ７３．６
１３ ８．６１９ ０．００６７７ １３．６

亚硝胺化合物总含量／（ｎｇ／ｇ） ４２０．６

　　注：ａ：信号１是用于作内标的溶剂组分；ｂ：信号２～２５为可能的亚硝胺化合物；ｃ：信号９为与国标中ＮＤＰＡ吻合的亚硝胺组分．
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３　结论

利用亚硝胺类化合物在ＥＩ源质谱中可电离出ＮＯ和Ｎ２Ｏ这２个独特碎片离子的特点，以市售的品牌

腊肉为检测对象，巧妙选择这两个离子作双探针信号，用于判定亚硝胺化合物的存在并进行了定量，大幅

度减少了现有国家标准对亚硝胺类化合物的漏检．测试的结果表明，单一的亚硝胺化合物含量都远远低于
或接近国家标准给出的最低限量，但是全部亚硝胺化合物的总含量却高于规定限量，在亚硝胺检测国标中

只检测其中代表性的４种亚硝胺化合物，有可能会带来消费误区．本文提出的检测方法，易于理解和推广，
实验操作简单，可大量节约分析时间、测试成本．
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