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　 　 摘要:　 本研究建立了气相色谱￣质谱联用仪(ＧＣ￣ＭＳ)快速测定腊肠肉制品中 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物的分析

方法ꎬ建立并优化了冷冻液液萃取结合 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法的前处理条件ꎬ考察了色谱柱、提取溶剂、固相吸附填料以

及冷冻液液萃取对检测结果的影响ꎮ 结果表明ꎬ优化后的检测方法操作简便ꎬ７ 种 Ｎ￣亚硝胺检出限均在 ０􀆰 ００１
μｇ / ｇ左右ꎬ线性范围在 ０.０１~０􀆰 ５０ μｇ / ｇꎬ线性相关系数可达到０.９９９ ２以上ꎬ回收率达到 ８２.２０％~ １０５􀆰 １５％ꎬ相对标

准偏差为 ２.５６％~３􀆰 ８９％ꎬ重现性良好ꎮ 该方法可操作性强ꎬ稳定性好ꎬ适用于肉制品中 Ｎ￣亚硝胺类化合物的批量

检测分析ꎮ
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　 　 Ｎ￣亚硝胺类化合物是一类食物中危害性极高的

化合物ꎬ亚硝胺和苯并芘、黄曲霉毒素并称世界三大

强致癌物质ꎬ其在饮用水、肉制品、腌制蔬菜等食品

中均有存在[１￣３]ꎮ 其一般结构为 Ｒ２(Ｒ１)Ｎ￣Ｎ ＝Ｏꎬ其
中 Ｎ￣二甲基亚硝胺和 Ｎ￣二乙基亚硝胺极易导致人

体器官发生癌变ꎬ影响人体的消化及代谢系统ꎬ在经

烟熏、油炸、焙烤和腌制等加工和贮藏之后的食品中

较容易产生[２]ꎮ 腊肠在中国有悠久的历史ꎬ因其腌

制食品的独特风味ꎬ以及具有相对较长保鲜期的优

８３９



点ꎬ深受中国消费者和生产厂商的喜爱ꎮ 其制作工

艺中经常会使用到硝酸盐和亚硝酸盐ꎬ作为防腐剂

和发色剂ꎬ腌制和贮藏过程中在微生物的作用下会

发生蛋白质和氨基酸降解产生胺类物质ꎬ在适宜的

条件下ꎬ亚硝酸盐与胺类发生亚硝基化作用从而生

成具有强致癌性的 Ｎ￣亚硝胺物质[３]ꎮ 有报道指出

中国一些地区胃癌和食管癌发病率较高可能和当地

居民喜欢食用烟熏肉和腌制食品等习惯有关[４￣５]ꎮ
目前ꎬＮ￣亚硝胺类化合物的检测方法有气相色

谱法[６]、气相色谱￣质谱法[７￣９]、高效液相色谱￣质谱

法[１０]、气相色谱￣热能分析法[１１] 等ꎮ 国标 ＧＢ / Ｔ
５００９.２６－２００３«食品中 Ｎ￣亚硝胺类的测定» [１１] 中气

相色谱￣热能检测器的检测方法其前处理较为复杂

耗时ꎬ仪器成本较高ꎬ实际可操作性并不强ꎬ而气相

色谱￣质谱联用法 ( Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃ￣
ｔｒｏｍｅｔｅｒꎬ ＧＣ￣ＭＳ)是目前较为常见的亚硝胺类化合

物检测方法ꎮ 常见食品中亚硝胺的提取纯化方法主

要有水蒸气蒸馏法[１２￣１３]、低温真空蒸馏法[１４]、液液

萃取法[１５]、超声波萃取法[１６]、固相萃取法[１７]及固相

微萃取法[９] 等ꎮ 冷冻液液萃取是在常规液液萃取

的基础上加入低温净化的步骤ꎬ依据区域熔炼技术

的原理ꎬ利用目标化合物和脂肪、蛋白质等物质在熔

点上的差别ꎬ使干扰物会在低温下的水相中凝结成

冰ꎬ而目标化合物则在有机相中得到富集[１８]ꎮ
Ｒüｂｅｎｓａｍ 等[１９]运用液液萃取￣低温净化的方法对牛

奶中 ５ 种大环内酯类抗生素的提取进行了优化ꎮ 另

外ꎬ冷冻液液萃取技术在水产品[２０]、蔬菜[２１]和油[２２]

等食品农药残留或兽药残留检测中的应用在文献中

也有所报道ꎮ ＱｕＥＣｈＥＲＳ(Ｑｕｉｃｋꎬｅａｓｙꎬｃｈｅａｐꎬｅｆｆｅｃ￣
ｔｉｖｅꎬｒｕｇｇｅｄꎬｓａｆｅ)方法也是一种在果蔬和肉制品的

农药残留和兽药残留检测中常用的简便有效、稳定

快速的前处理方法ꎬ是利用基质分散萃取机理将固

相萃取吸附剂分散到样品的萃取液中ꎬ从而达到吸

附干扰物ꎬ保留目标物ꎬ净化样品的目的[２３￣２４]ꎮ 由

于肉类食品基质的复杂性ꎬ特别是油脂含量大ꎬ合适

的前处理方法对亚硝胺准确检测非常重要ꎬ目前ꎬ已
有报道中关于固相萃取方法净化食品中亚硝胺类化

合物的研究相对较多[２ꎬ１７]ꎮ 本研究拟建立一种基于

冷冻技术的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 的方法对腊肠中亚硝胺类

化合物进行提取ꎬＧＣ￣ＭＳ 分析检测的新方法ꎬ为腊

肠等肉类食品中亚硝胺类化合物的检测提供新方

法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

市售腊肠ꎬ２０１６ 年 ６ 月购买于上海市松江区叶

榭镇一心玛特超市ꎮ
７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物混标ꎬ其中含有 Ｎ￣亚硝

基二甲胺(Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅꎬＮＤＭＡ)、Ｎ￣亚硝

基甲乙胺(Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅꎬＮＭＥＡ)、Ｎ￣亚
硝基二乙胺(Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅꎬＮＤＥＡ)、Ｎ￣亚硝

基二丙胺 (Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓｏｄｉ￣ｎ￣ｐｒｏｐｙｌａｍｉｎｅꎬＮＤＰＡ)、Ｎ￣亚
硝基二正丁胺(Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓｏｄｉ￣ｎ￣ｂｕｔｙｌａｍｉｎｅꎬＮＤＢＡ)、Ｎ￣
亚硝基哌啶(Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓｏｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅꎬＮＰＩＰ)、Ｎ￣亚硝基吡

咯烷(Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓｏｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅꎬＮＰＹＲ)ꎬ二氯甲烷(色谱

纯)ꎬ乙酸乙酯(色谱纯)ꎬ乙腈(色谱纯)ꎬ甲酸铵

(分析纯)ꎬ硫酸镁(分析纯)ꎬＣ１８填料ꎬ乙二胺￣Ｎ￣丙
基硅烷(ｐｒｉｍａｒｙ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｍｉｎｅꎬ ＰＳＡ)填料均购自

上海安谱实验科技股份有限公司ꎮ
１.２　 仪器与设备

Ｔｈｅｒｍｏ ＩＳＱ１３００ 气质联用仪(美国赛默飞世尔

科技公司生产)ꎬ ＴＤＬ￣４０Ｃ 台式大容量离心机(上海

安亭科学仪器厂生产)ꎬ旋涡混合仪(美国 Ｔａｌｂｏｙｓ
公司生产)ꎬＸＳ１０５ 电子天平(瑞士梅特勒公司生

产)ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 样品前处理 　 准确称取经绞碎混匀后的腊

肠样品 ５􀆰 ０ ｇꎬ置于 ５０ ｍｌ 离心管中ꎬ加入 １０ ｍｌ 超纯

水和 １０ ｍｌ 萃取溶剂ꎬ再加入 ３ ｇ 甲酸铵ꎬ旋涡混合

２ ｍｉｎꎬ超声 ３０ ｍｉｎꎬ然后于４ ０００ ｒ / ｍｉｎ条件下离心

１０ ｍｉｎꎬ将样品置于－２０ ℃冰箱中冷冻 １６ ｈꎬ进行冷

冻液液萃取ꎮ
取出冷冻后的样品ꎬ迅速量取 ５ ｍｌ 上层乙腈溶

液置于 １５ ｍｌ 离心管中ꎬ加入 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 基质分散

净 化 填 料 ( ５００ ｍｇ ＰＳＡꎬ ３００ ｍｇ Ｃ１８ꎬ １００ ｍｇ
ＭｇＳＯ４)ꎬ涡旋混合 ２ ｍｉｎꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ条件下离心 ５
ｍｉｎꎬ取上清液进行上机检测ꎮ
１.３.２　 标准溶液的制备 　 取适量的 ７ 种亚硝胺混

合标准品用乙腈溶解定容ꎬ得到 １０ μｇ / ｍｌ的混合标

准储备液ꎮ 分别移取适量体积的储备液ꎬ用乙腈稀

释配制得到 ０􀆰 ０１ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ０２ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ０５ μｇ / ｍｌ、
０􀆰 １０ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ５０ μｇ / ｍｌ系列浓度的标准工作液ꎮ
于 ４ ℃、避光条件下冷藏保存ꎮ
１.３.３　 基质标准溶液的制备　 按照方法 １.３.１ 对腊
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肠基质样品进行提取纯化ꎬ用此提取液对 ７ 种亚硝

胺混合标准品进行稀释溶解定容ꎬ分别配制得到

０􀆰 ０１ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ０２ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ０５ μｇ / ｍｌ、０􀆰 １０ μｇ / ｍｌ、
０􀆰 ５０ μｇ / ｍｌ系列浓度的基质标准溶液ꎮ 其基质效应

(Ｍａｔｒｉｘ Ｅｆｆｅｃｔꎬ ＭＥ)采用以下公式进行评价:
ＭＥ＝(基质标准曲线斜率 /溶剂标准曲线斜率－

１)×１００％
１.３.４　 检测方法

１.３.４.１　 色谱条件　 进样口温度 ２５０ ℃ꎬ不分流进

样ꎬ进样量 １􀆰 ０ μｌꎬ恒流模式ꎬ流速 １ ｍｌ / ｍｉｎꎻ色谱

柱:ＣＤ￣ＷＡＸꎬ３０ ｍ×０􀆰 ３２ ｍｍ×１􀆰 ０ μｍꎻ程序升温:初
始温度 ３８ ℃ꎬ保持 ４ ｍｉｎꎬ以 ８ ℃ / ｍｉｎ的速率升至

８３ ℃ꎬ保持 ４ ｍｉｎꎬ以 １５ ℃ / ｍｉｎ的速率升至 ２４０ ℃ꎬ
保持 ２ ｍｉｎꎮ
１.３.４.２　 质谱条件　 采用电子轰击离子源(Ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎꎬＥＩ) 方式ꎬ电子能量 ７０ ｅＶꎬ离子源温度

２５０ ℃ꎬ传输线温度 ２５０ ℃ꎬ四极杆温度 １５０ ℃ꎬ接
口温度 ２４０ ℃ꎬ选择离子扫描模式(Ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｉｏｎ ｍｏ￣
ｎｉｔｏｒｉｎｇꎬＳＩＭ)ꎮ ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物的保留时

间、定性离子和定量离子如表 １ 所示ꎮ

表 １　 ＧＣ￣ＭＳ 测定 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物的保留时间、定性及定量离子

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ｂｙ ＧＣ￣ＭＳ

　 　 　 名　 称 ＣＡＳ 登记号 保留时间(ｍｉｎ) 定性离子(ｍ / ｚ) 定量离子(ｍ / ｚ)

Ｎ￣亚硝基二甲胺(ＮＤＭＡ) ６２￣７５￣９ １１.２１ ７４ꎬ７５ꎬ５９ ７４

Ｎ￣亚硝基甲乙胺(ＮＭＥＡ) １０５９５￣９５￣６ １２.６３ ５６ꎬ７１ꎬ８８ ８８

Ｎ￣亚硝基二乙胺(ＮＤＥＡ) ５５￣１８￣５ １３.６４ ５６ꎬ５７ꎬ１０２ １０２

Ｎ￣亚硝基二丙胺(ＮＤＰＡ) ６２１￣６４￣７ １６.７１ ７０ꎬ１１３ꎬ１３０ ７０

Ｎ￣亚硝基二正丁胺(ＮＤＢＡ) ９２４￣１６￣３ １８.９２ ８４ꎬ１１６ꎬ１４１ ８４

Ｎ￣亚硝基哌啶(ＮＰＩＰ) １００￣７５￣４ １９.０８ ５５ꎬ５６ꎬ１１４ １１４

Ｎ￣亚硝基吡咯烷(ＮＰＹＲ) ９３０￣５５￣２ １９.４１ ６８ꎬ６９ꎬ１００ １００

２　 结果与分析

２.１　 色谱柱的优化

本试验对非极性柱 ＣＤ￣５ＭＳ (３０ ｍ×０􀆰 ２５ ｍｍ×
０􀆰 ２５ μｍ) 和强极性柱 ＣＤ￣ＷＡＸ (３０ ｍ× ０􀆰 ２５ ｍｍ×
０􀆰 ２５ μｍ)２ 种毛细管色谱柱对 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类物质

混合标准品的分离情况进行了考察ꎬ得到 ７ 种 Ｎ￣亚
硝胺类物质混标的总离子流图ꎮ 结果(图 １)表明ꎬ选
用非极性柱时ꎬＮ￣亚硝基二甲胺的色谱峰受溶剂峰影

响较大ꎬ峰型较宽ꎬ有分叉ꎬ其他物质的色谱峰也有不

同程度的拖尾现象ꎬ且分离度不好ꎬ只有 ６ 个明显出

峰ꎻ而选用强极性柱 ＣＤ￣ＷＡＸ 时ꎬ得到的色谱峰峰形

尖锐对称ꎬ分离效果较好ꎬ定量准确且重现性好ꎮ 这

是由于亚硝胺类物质具有强极性和强挥发性ꎬ选用强

极性柱 ＣＤ￣ＷＡＸ 时有利于 ７ 种物质很好的分离[３]ꎮ
因此本试验选用 ＣＤ￣ＷＡＸ 作为色谱柱ꎮ
２.２　 样品前处理方法的优化

食品中亚硝胺类化合物的常用提取方法有水蒸

气蒸馏法、真空蒸馏法和固相萃取法ꎬ传统的提取方

法存在操作较繁琐、耗费大量有机溶剂、样品用量

大、回收率不稳定以及不利于批量处理等缺点ꎮ 冷

冻液液萃取在液液萃取基础上可利用密封体系内水

凝结成冰产生的压力来提高萃取效率ꎬ并利用目标

化合物和脂肪、蛋白质等物质在熔点上的差别ꎬ同时

达到除杂的目的[２５]ꎮ ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法也是一种目

前在水果和蔬菜农药残留检测中常用前处理净化方

法[２６]ꎮ 因此本研究建立并优化了冷冻液液萃取结

合 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 的方法对腊肠中的亚硝胺类物质进

行提取和净化ꎮ
２.２.１　 萃取溶剂的选择 　 本研究中分别选用二氯

甲烷、乙酸乙酯和乙腈作为提取溶剂进行试验ꎮ 结

果(图 ２)表明ꎬ用二氯甲烷和乙腈做溶剂时ꎬ目标物

质的回收率差别相对较小ꎬ且均明显大于用乙酸乙

酯做溶剂时目标物的回收率ꎮ 二氯甲烷是在 Ｎ￣亚
硝胺类物质检测中常用的提取溶剂[２￣３]ꎬ但在本试验

中ꎬ样品在进行冷冻分层后二氯甲烷层在离心管的

最下层ꎬ对后续取样造成不便ꎬ可能导致平行性较

差ꎬ而用乙腈做溶剂ꎬ在冷冻后ꎬＮ￣亚硝胺类物质被富

集在上层的乙腈中ꎬ操作方便ꎬ同时二氯甲烷的毒性

相对较大ꎮ 综合考虑本试验选用乙腈作为提取溶剂ꎮ
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ＮＤＭＡ:Ｎ￣亚硝基二甲胺ꎻＮＭＥＡ:Ｎ￣亚硝基甲乙胺ꎻＮＤＥＡ:Ｎ￣亚硝基二乙胺ꎻＮＤＰＡ:Ｎ￣亚硝基二丙胺ꎻＮＤＢＡ:Ｎ￣亚硝基二正丁胺ꎻＮＰＩＰ:Ｎ￣亚
硝基哌啶ꎻＮＰＹＲ:Ｎ￣亚硝基吡咯烷ꎮ ａ:ＣＤ￣ＷＡＸꎻｂ:ＣＤ￣５ＭＳꎮ

图 １　 离子扫描模式下 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺混合标准溶液(０.１ μｇ / ｍｌ)的总离子流图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａ ｍｉｘｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎ Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ (０.１ μｇ / ｍｌ) ｉｎ ＳＩＭ ｍｏｄｅ

ＮＤＭＡ:Ｎ￣亚硝基二甲胺ꎻＮＭＥＡ:Ｎ￣亚硝基甲乙胺ꎻＮＤＥＡ:Ｎ￣亚
硝基二乙胺ꎻＮＤＰＡ:Ｎ￣亚硝基二丙胺ꎻＮＤＢＡ:Ｎ￣亚硝基二正丁

胺ꎻＮＰＩＰ:Ｎ￣亚硝基哌啶ꎻＮＰＹＲ:Ｎ￣亚硝基吡咯烷ꎮ
图 ２　 不同萃取溶剂对 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺化合物回收率的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｅｖｅｎ Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ

２.２.２　 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 填料的优化　 腊肠样品经冷冻液

液萃取后ꎬ离心管中的样品被分为 ４ 层ꎬ最上层是乙

腈提取液ꎬ第二层是被冻住的腊肠中的白色油脂ꎬ第
三层是腊肠样品的红肉部分ꎬ最下层是被冻住的水

溶液ꎮ 经冷冻液液萃取后样品中的 Ｎ￣亚硝胺类物

质被富集提取到乙腈溶液中ꎬ而样品中大部分的油

脂杂质被冷冻分离ꎬ表明冷冻液液萃取能很好地除

去样品的脂肪和蛋白质等干扰物质ꎬ但得到的乙腈

提取溶液仍较为浑浊ꎬ不适宜直接上机检测ꎬ因此本

试验研究了使用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法进一步对提取液

进行净化处理的效果ꎮ
ＰＳＡ 填料为一种弱阴离子交换吸附剂ꎬ主要去

除脂肪酸、有机酸、一些极性色素和糖类等干扰物ꎻ
Ｃ１８填料具有疏水作用ꎬ可去除油脂和非极性极强的

干扰物ꎻ石墨化炭黑(ＧＣＢ)填料主要用于去除样品

中的色素ꎻ硫酸镁可用于除去水分[２６]ꎮ 目前这几种

填料较为广泛应用于食品等农药残留检测的

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法中ꎮ 本研究分别单独试验了 ＰＳＡ、
Ｃ１８和 ＧＣＢ ３ 种填料对冷冻液液萃取得到的乙腈提

取液的净化除杂效果ꎬ结果表明ꎬ加入 ＧＣＢ 填料后

离心会产生乳化现象ꎬ提取液将 ＧＣＢ 小颗粒包裹起

来ꎬ达不到净化的效果ꎻ而 ＰＳＡ 和 Ｃ１８填料可较好地

对提取液进行进一步净化除杂ꎬ得到澄清透明的溶

液ꎬ使样品更加适合上机分析ꎮ 相比单独使用ꎬ使用

ＰＳＡ 和 Ｃ１８的混合填料ꎬ其谱图更加干净ꎬ除杂净化

效果更好ꎮ 因此本试验选用 ＰＳＡ、Ｃ１８和硫酸镁的混

合填料进行 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 处理ꎬ对添加每种填料的质

量配比进行试验对比ꎬ最终确定 ５００ ｍｇ ＰＳＡꎬ３００
ｍｇ Ｃ１８ꎬ１００ ｍｇ ＭｇＳＯ４的填料配比ꎬ在此条件下填料

的除杂效果相对较好ꎬ且较为稳定ꎬ平行性较好ꎮ
２.２.３　 冷冻液液萃取和常规液液萃取的比较 　 本

试验分析比较了冷冻液液萃取￣ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法以

及常规液液萃取￣ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法提取 Ｎ￣亚硝胺类

物质的回收率ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 冷冻液液萃取￣
ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法处理的 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺化合物回收率

１４９邵明华等:基于冷冻技术的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法结合 ＧＣ￣ＭＳ 测定腊肠中 ７ 种亚硝胺含量



均显著高于常规液液萃取￣ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法处理ꎬ冷
冻液液萃取￣ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法处理的样品谱图中杂

质峰也相对较少ꎬ表明冷冻液液萃取￣ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方

法可有效除杂净化ꎬ增强对 Ｎ￣亚硝胺类物质的有效

富集ꎬ提高回收率ꎮ

ＮＤＭＡ:Ｎ￣亚硝基二甲胺ꎻＮＭＥＡ:Ｎ￣亚硝基甲乙胺ꎻＮＤＥＡ:Ｎ￣亚
硝基二乙胺ꎻＮＤＰＡ:Ｎ￣亚硝基二丙胺ꎻＮＤＢＡ:Ｎ￣亚硝基二正丁

胺ꎻＮＰＩＰ:Ｎ￣亚硝基哌啶ꎻＮＰＹＲ:Ｎ￣亚硝基吡咯烷ꎮ
图 ３　 冷冻液液萃取和常规液液萃取 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺化合物的回

收率

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ｂｙ ｆｒｏｚｅｎ ｌｉｑ￣
ｕｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｌｉｑｕｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ ｅｘ￣
ｔｒａｃｔｉｏｎ

２.３　 基质效应检验

ＧＣ￣ＭＳ 分析检测中常存在基质效应ꎮ 在复杂

基质的分析中ꎬ以溶解于纯溶剂中的目标物的分析

信号为参照ꎬ处于目标物周围的所有非目标物质会

对同样的目标物的分析信号产生扩大或抑制的影

响ꎬ这种影响被称为基质效应(Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔꎬ ＭＥ)ꎬ
｜ＭＥ ｜≤２０％即可认为基质效应是在可接受的合理

范围内[２７]ꎮ 按照方法 １.３.１ 对腊肠基质样品进行提

取纯化后ꎬ用其配置标准溶液ꎬ得到腊肠样品的基质

效应(图 ４)ꎬ本次试验的腊肠基质对 ＮＤＭＡ 和

ＮＭＥＡ 的响应有抑制作用ꎬ而对其他 ５ 种亚硝胺物

质的响应有增强作用ꎬ但 ＭＥ 均在 １０％以内ꎬ因此本

试验腊肠样品的基质效应相对较小ꎬ在可接受范围

内ꎮ
２.４　 标准曲线和灵敏度

采用外标法定量ꎬ每个浓度的标准溶液样品

重复 ３ 次ꎮ 以定量离子的峰面积(Ｙ)为纵坐标ꎬ以
目标物的质量浓度(Ｘꎬμｇ / ｋｇ)为横坐标进行线性

回归ꎬ得到 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物的线性方程和

ＮＤＭＡ:Ｎ￣亚硝基二甲胺ꎻＮＭＥＡ:Ｎ￣亚硝基甲乙胺ꎻＮＤＥＡ:Ｎ￣亚
硝基二乙胺ꎻＮＤＰＡ:Ｎ￣亚硝基二丙胺ꎻＮＤＢＡ:Ｎ￣亚硝基二正丁

胺ꎻＮＰＩＰ:Ｎ￣亚硝基哌啶ꎻＮＰＹＲ:Ｎ￣亚硝基吡咯烷ꎮ
图 ４　 冷冻液液萃取￣ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法的基质效应

Ｆｉｇ.４　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｏｚｅｎ ｌｉｑｕｉｄ￣ｌｉｑｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｍ￣
ｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＱｕＥＣｈＥＲＳ ｍｅｔｈｏｄ

相关系数ꎬ根据 ３ 倍信噪比 ( Ｓ / Ｎ) 得到检出限

(ＬＯＤ)ꎬ根 据 １０ 倍 信 噪 比 ( Ｓ / Ｎ) 得 到 定 量 限

(ＬＯＱ)ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物的定

量限在 ０.００３ ３ ~ ０.００４ ７ μｇ / ｇꎬ检出限均在 ０􀆰 ００１
μｇ / ｇ左右ꎬ灵敏度相对较高ꎬ且该方法呈良好的线

性关系ꎬ线性范围在 ０.０１ ~ ０􀆰 ５０ μｇ / ｇꎬ相关系数达

０.９９９ ２以上ꎬ可满足腊肠等肉制品中 Ｎ￣亚硝胺类

物质的检测要求ꎮ

表 ２　 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物的线性方程、相关系数、 线性范围及检

出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓꎬ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ (Ｒ２)ꎬ ｌｉｎｅａｒ
ｒａｎｇｅｓꎬ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ (ＬＯＤ) ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｏｎ (ＬＯＱ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ

名称 线性方程 Ｒ２ 检出限
(μｇ / ｇ)

定量限
(μｇ / ｇ)

ＮＤＭＡ Ｙ＝ ２３ ８５５.０ｘ－１９ ８８２.４ ０.９９９ ９ ０.００１ ０ ０.００３ ３

ＮＭＥＡ Ｙ＝ １９ １５２.６ｘ－１１ ０５５.５ ０.９９９ ２ ０.００１ ４ ０.００４ ７

ＮＤＥＡ Ｙ＝ ２０ ４７０.５ｘ＋２１ ４８７.１ ０.９９９ ５ ０.００１ ０ ０.００３ ３

ＮＤＰＡ Ｙ＝ ３０ ５３９.７ｘ－２２ ２４１.８ ０.９９９ ５ ０.００１ ３ ０.００４ ３

ＮＤＢＡ Ｙ＝ ３０ ４１５.０ｘ＋１６ ８８９.４ ０.９９９ ３ ０.００１ ２ ０.００４ ０

ＮＰＩＰ Ｙ＝ ２６ １５４.２ｘ＋６ １４９.２ ０.９９９ ７ ０.０００ ９ ０.００３ ０

ＮＰＹＲ Ｙ＝ ２０ ７１７.９ｘ－１９ ６８８.３ ０.９９９ ４ ０.００１ １ ０.００３ ７

ＮＤＭＡ:Ｎ￣亚硝基二甲胺ꎻＮＭＥＡ:Ｎ￣亚硝基甲乙胺ꎻＮＤＥＡ:Ｎ￣亚硝基
二乙胺ꎻＮＤＰＡ:Ｎ￣亚硝基二丙胺ꎻＮＤＢＡ:Ｎ￣亚硝基二正丁胺ꎻＮＰＩＰ:
Ｎ￣亚硝基哌啶ꎻＮＰＹＲ:Ｎ￣亚硝基吡咯烷ꎮ
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２.５　 回收率和精密度

在空白腊肠样品中添加 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合

物的混合标准溶液(添加水平为 ０.１ μｇ / ｇ)进行加

标回收试验ꎬ平行测定 ６ 次ꎬ同时做空白样品试验ꎬ
结果见表 ３ꎮ 在腊肠空白样品中只检测到 ＮＤＰＡꎬ其
他均未检出ꎬ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物的加标回收率

为 ８２.２０％~ １０５􀆰 １５％ꎬ相对标准偏差为 ２.５６％~
３􀆰 ８９％ꎬ重现性良好ꎬ可满足检测的要求ꎬ此方法可

应用于腊肠等肉制品中亚硝胺的检测ꎮ

表 ３　 腊肠中 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物的加标回收率及精密度(ｎ＝６)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ Ｎ￣ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ｉｎ ｓａｕｓａｇｅ (ｎ＝６)

Ｎ￣亚硝胺
类化合物

腊肠空白
样品含量
(μｇ / ｇ)

加标样品
含量

(μｇ / ｇ)

回收率
(％)

相对标准
偏差(％)

ＮＤＭＡ Ｎ.Ｄ. ０.０８２ ８２.２０ ３.１４

ＮＭＥＡ Ｎ.Ｄ. ０.０９３ ９３.２１ ３.５５

ＮＤＥＡ Ｎ.Ｄ. ０.１０５ １０４.５８ ２.５６

ＮＤＰＡ ０.０１９ ０.１０１ １００.７３ ２.８４

ＮＤＢＡ Ｎ.Ｄ. ０.１０５ １０５.１５ ３.５２

ＮＰＩＰ Ｎ.Ｄ. ０.１０４ １０４.０６ ３.８９

ＮＰＹＲ Ｎ.Ｄ. ０.０８８ ８７.５４ ３.２４
Ｎ.Ｄ.表示低于仪器检出限而未检出ꎮ ＮＤＭＡ:Ｎ￣亚硝基二甲胺ꎻ
ＮＭＥＡ:Ｎ￣亚硝基甲乙胺ꎻＮＤＥＡ:Ｎ￣亚硝基二乙胺ꎻＮＤＰＡ:Ｎ￣亚硝基
二丙胺ꎻＮＤＢＡ:Ｎ￣亚硝基二正丁胺ꎻＮＰＩＰ:Ｎ￣亚硝基哌啶ꎻＮＰＹＲ:Ｎ￣
亚硝基吡咯烷ꎮ

３　 结 论

本研究建立了气相色谱￣质谱联用法快速检测

腊肠中 ７ 种 Ｎ￣亚硝胺类化合物的分析方法ꎬ建立并

优化了冷冻液液萃取￣ＱｕＥＣｈＥＲＳ 的前处理方法ꎮ
该方法试剂危害性小ꎬ操作简便ꎬ重现性好ꎬ易于批

量样品的处理ꎬ灵敏度和回收率均可满足测定要求ꎬ
有良好的应用前景ꎮ 本研究为肉制品等食品中 Ｎ￣
亚硝胺类化合物的批量处理分析提供了方法ꎮ
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