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ＱｕＥＣｈＥＲＳ－同位素稀释－气相色谱－串联质谱法测定
动物源性食品中 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物
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摘要：建立了同时测定动物源性食品中 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物的气相色谱－串联质谱分析方法。当下动物源性食
品中 Ｎ－亚硝胺类化合物污染种类较多，对人体危害较大，但国标 ＧＢ 5009. 26－2016仅针对 Ｎ－二甲基亚硝胺的检测，
且存在样品前处理复杂、标准方法回收率低、再现性差等问题，因此建立同时快速检测多种 Ｎ－亚硝胺类化合物的方
法有一定现实意义。称取 10. 0 ｇ样品，置于 50 ｍＬ离心管中，加入 200 μＬ内标工作液和 10 ｍＬ乙腈，冷冻 30 ｍｉｎ
后，加入 4 ｇ硫酸镁和 1 ｇ氯化钠进行脱水，以 9 000 ｒ ／ ｍｉｎ离心 5 ｍｉｎ。取 5 ｍＬ上清液使用 150 ｍｇ聚苯乙烯二乙
烯苯（ＰＬＳ－Ａ）粉末净化，再使用 1. 6 ｇ ＭｇＳＯ4 和 0. 4 ｇ ＮａＣｌ 脱水，过 0. 22 μｍ滤膜，上机分析。在初始温度为 50
℃时采用程序升温模式，0. 16 ｍｉｎ后，以 900 ℃ ／ ｍｉｎ的速率将温度升至 220 ℃。采用毛细管气相色谱柱 ＨＰ－Ｉｎｎｏ－
ｗａｘ（30 ｍ×0. 25 ｍｍ×0. 25 μｍ）分离，使用电子轰击电离（ＥＩ）源检测，在多反应监测模式下，以保留时间和特征离
子对信息进行定性和定量分析，使用内标法定量 Ｎ－亚硝胺类化合物。结果表明，Ｎ－亚硝胺类化合物在 0. 1 ～ 50. 0
μｇ ／ Ｌ范围内具有良好的线性关系，方法的检出限（Ｓ ／ Ｎ＝ 3）和定量限（Ｓ ／ Ｎ＝ 10）分别为 0. 03～ 0. 30 μｇ ／ ｋｇ和 0. 10
～1. 00 μｇ ／ ｋｇ。对不同样品基质进行 0. 5、1. 0、3. 0 μｇ ／ ｋｇ 3个水平的加标回收试验，9种 Ｎ－亚硝胺类化合物的回收
率为 80. 4％ ～98. 5％，ＲＳＤ（ｎ＝ 6）为 2. 41％ ～12. 50％。应用建立的方法检测市面上常见的动物源性食品，除 Ｎ－亚
硝基乙胺、Ｎ－亚硝基吗啡胆碱外，其他 7 种 Ｎ－亚硝胺类化合物均有不同程度检出。检测结果表明，腌制水产品中
Ｎ－亚硝胺类化合物含量普遍高于其他样品。研究建立的方法操作简单，不需要长时间蒸馏提取，可快速对动物源
性食品中 Ｎ－亚硝胺类化合物进行定性和定量分析，且样品和试剂的消耗量更少，节省成本，对环境污染小。该法的
建立对我国动物源性食品中 Ｎ－亚硝胺类化合物残留水平的控制、检测标准的制定和采取相应的管理措施具有一定
的理论和现实意义。
关键词：气相色谱－串联质谱；ＱｕＥＣｈＥＲＳ；Ｎ－亚硝胺类化合物；动物源性食品
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孔祥一，等：ＱｕＥＣｈＥＲＳ－同位素稀释－气相色谱－串联质谱法测定

动物源性食品中 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物

徐敦明：厦门海关技术中心研究员，受聘第二届食品安全国家标准审评委员会委

员，海关总署科技委专业委委员，海关技术规范食品检验专业技术委员会委员、国
家燕窝市场专业委员会专家委员、厦门市食品安全委员会专家委员会副主任委员、
福建农林大学 ／集美大学食品安全检测与控制方向硕士生导师。长期从事食品安
全研究与检测、食品安全科普，专业于有毒有害物的分析。近年，主持参与 35项与
食品安全相关的国家及省部级科技项目，主持参与 28 项国家标准、行业标准的制
修订。发表学术论文 60余篇，撰写专著 6 部，授权专利 10 项，获各类科技进步奖
17项、省标准贡献奖 4项。
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ｔｏ ｈｕｍａｎ ｈｅａｌｔｈ． Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅ ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ＧＢ 5009. 26－2016 ｐｅｒｔａｉｎｓ ｏｎｌｙ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃ－
ｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ－ｄｉｍｅｔｈｙｌｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅ；ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｍａｎｙ ｄｒａｗｂａｃｋｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ，ｓｕｃｈ ａｓ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ
ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｌｏｗ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，ａｎｄ ｐｏｏｒ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ． Ｈｅｎｃｅ，ｉｔ ｉｓ ｏｆ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆ－
ｉｃａｎｃｅ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ．
Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ：10. 0 ｇ ａｌｉｑｕｏｔｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｗｅｒｅ ｐｌａｃｅｄ ｉｎ ａ 50 ｍＬ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ｔｕｂｅ，ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ 10 ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉ－
ｔｒｉｌｅ ａｎｄ 200 μＬ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｗｏｒｋｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ． Ａｆｔｅｒ 30 ｍｉｎ ｏｆ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，4 ｇ
ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ ａｎｄ 1 ｇ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｆｏｒ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ ｔｈｅ ｔｕｂｅ ｗａｓ ｃｅｎ－
ｔｒｉｆｕｇｅｄ ａｔ 9 000 ｒ ／ ｍｉｎ ｆｏｒ 5 ｍｉｎ． Ａｆｔｅｒ ｖｏｒｔｅｘ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ，5 ｍＬ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｅａｒ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ 150 ｍｇ ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ｄｉｖｉｎｙｌｂｅｎｚｅｎｅ （ＰＬＳ－Ａ）． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｗａｔｅｒｅｄ ｕｓｉｎｇ 1. 6 ｇ ＭｇＳＯ4 ａｎｄ 0. 4 ｇ ＮａＣｌ，ａｎｄ ｔｈｅｎ ｆｉｌｔｅｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ 0. 22 μｍ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｆｉｌｔｅｒ ｕｎｉｔ ｐｒｉｏｒ ｔｏ ＧＣ－ＭＳ ／ ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ－ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ａｔ ａｎ ｉｎｉｔｉａｌ ｔｅｍ－
ｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ 50 ℃． Ａｆｔｅｒ 0. 16 ｍｉｎ，ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ｒａｉｓｅｄ ｔｏ 220 ℃ ａｔ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ 900
℃ ／ ｍｉｎ ｆｏｒ 5 ｍｉｎ． Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｏｎ ａｎ ＨＰ－Ｉｎｎｏｗａｘ ｃｏｌｕｍｎ （30 ｍ×0. 25 ｍｍ×
0. 25 μｍ）． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｉｍｐａｃｔ ｉｏｎ （ＥＩ）
ｓｏｕｒｃｅ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （ＭＲＭ）． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｑｕａｎｔｉｆｙ ｔｈｅ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ 0. 99 ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ 0. 1－50. 0
μｇ ／ Ｌ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ 0. 03－0. 30 μｇ ／ ｋｇ （Ｓ ／ Ｎ ＝ 3），ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｗｅｒｅ 0. 15－1. 00 μｇ ／ ｋｇ （Ｓ ／ Ｎ ＝ 10）． Ａｔ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ 0. 5，1. 0，ａｎｄ 3. 0 μｇ ／ ｋｇ，ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ 80. 4％ ｔｏ 98. 5％，ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ 2. 41％ ａｎｄ 12. 50％． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ａｎｉｍａｌ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏｏｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ｅｘｃｅｐｔ Ｎ－ｉｔｒｏｓｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ ａｎｄ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ，ｏｔｈｅｒｓ ｗｅｒｅ
ｆｏｕｎｄｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓａｌｔｅｄ ａｑｕａｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ｇｅｎｅｒａｌｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ｔｏ
ｏｐｅｒａｔｅ，ａｎｄ ｉｔ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｒｅｑｕｉｒｅ ａｎｙ ｔｉｍｅ－ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ ｄｉｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅｒｅ
ｉｓ ｍｉｎｉｍａｌ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｒｅａｇｅｎｔｓ； ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃｏｓｔ ｉｓ
ｒｅｄｕｃｅｄ，ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｆｒｉｅｎｄｌｙ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ ｐｒａｃｔｉｃａｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏｏｄｓ，ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｎｄａｒｄｓ，ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｍｅａｓｕｒｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＧＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）；ＱｕＥＣｈＥＲＳ；Ｎ－
ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ；ａｎｉｍａｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏｏｄｓ
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亚硝胺是一类含有 Ｎ－亚硝基（Ｎ－ＮＯ）的亚硝基
化合物［1］，广泛存在于饮用水、熏肉制品和腌制蔬
菜中［2］。蛋白质腐败分解时可以产生胺类物质，因
此蛋白质含量丰富的食物往往容易 Ｎ－亚硝胺类化
合物含量超标，此外经过烟熏、油炸、腌制的动物源
性食品也容易产生亚硝胺［3］。1937 年，Ｆｒｅｕｎｄ［4］第
一次报道了两例由于职业接触 Ｎ－亚硝基二甲胺
（ＮＤＭＡ）而导致中毒的案例，目前已经证实亚硝胺
对生物具有很强的基因毒性，可诱导人体的食管、肝
脏和肾脏等器官发生癌症［5］，其中 ＮＤＭＡ、Ｎ－二乙
基亚硝胺（ＮＤＥＡ）被国际癌症研究机构（ＩＲＡＣ）评
定为 2Ａ级致癌物，其他的 Ｎ－亚硝胺类化合物为 2Ｂ
级致癌物。目前，我国在 ＧＢ 2762－2017食品安全国
家标准 食品中污染物限量》中也对动物源性食品中
ＮＤＭＡ限量指标做了要求，其中肉及肉制品（肉类
罐头除外）的限量为 3 μｇ ／ ｋｇ，水产动物及其制品
（水产品罐头除外）的限量为 4 μｇ ／ ｋｇ。动物源性食
品中的 Ｎ－亚硝胺类化合物严重危害人体健康，如何
控制动物源性食品生产过程中 Ｎ－亚硝胺类化合物
的产生也是当前 Ｎ－亚硝胺类化合物研究的重要方
向，开发对 Ｎ－亚硝胺类化合物含量进行快速检测和
定量的技术尤为重要［6］。
热能分析仪作为基于化学发光设计的专门测定

Ｎ－亚硝胺类化合物的检测器，具有检测快速、灵敏
度高的优点［7，8］，但其价格昂贵，应用范围窄，且使

用过程中经常需要检修和维护，一般实验室都未配

备，故基于热能分析仪的 Ｎ－亚硝胺类化合物检测法
未能广泛应用。此外，针对亚硝胺的检测方法还有
色谱－核磁法［9］、电化学检测法［10－13］、液相色谱
法［14］、液相色谱－质谱法［15，16］、气相色谱－氮磷检测
器法［17］、气相色谱－质谱法［18－20］等。其中电化学检
测方法的精度和灵敏度仍有待提高；液相色谱－串联
质谱法对相对分子质量较小的 Ｎ－亚硝胺类化合物
的响应无法达到要求；气相色谱－质谱法容易产生
ＮＤＭＡ假阳性现象，气相色谱－串联质谱法因其高特
异性和高灵敏度，是目前针对 Ｎ－亚硝胺类化合物检
测最为广泛使用的方法。

Ｎ－亚硝胺类化合物的前处理方法主要包括液
液萃取法、水蒸气蒸馏萃取法、超临界萃取法和
ＱｕＥＣｈＥＲＳ等。目前国内对 Ｎ－亚硝胺类化合物的
标准检测方法为 ＧＢ 5009. 26－2016《食品安全国家
标准 食品中 Ｎ－亚硝胺类化合物的测定》，其提取方
法为水蒸气蒸馏法，但该方法的样品需求量过大，操

作过程复杂，耗时较长，且回收率波动较大；朱萌萌

等［21］采用蒸馏萃取法结合气相色谱－串联质谱法对
肉制品中 10 种挥发性 Ｎ－亚硝胺类化合物进行检
测，可实现蒸馏和提取同时进行，但仍存在耗时较长

和样品用量大等问题，在面对大量待测样品时具有

一定的局限性；何淑娟等［22］和高蕙文等［23］利用净

化剂对 Ｎ－亚硝胺类化合物提取液进行净化后氮吹
至近干，但 Ｎ－亚硝胺类化合物在氮吹至近干时损失
较大，容易造成回收率较低；李玮等［24］使用 Ｎ－丙基
乙二胺（ＰＳＡ）、十八烷基键合硅胶（Ｃ18）和无水硫
酸钠对 Ｎ－亚硝胺类化合物提取液进行净化和除水，
但 ＰＳＡ 的净化效果较弱，可能导致定量结果不准
确；硫酸钠除水效果较弱，可能造成除水不彻底，从

而影响仪器性能。
ＱｕＥＣｈＥＲＳ是近年来国际上兴起的一种新型

农产品检测的快速样品前处理技术，是利用基质分

散萃取机理来吸附样品中的杂质，从而达到保留目

标物和净化样品的目的。本文通过优化样品前处理
条件、色谱和质谱条件，建立了 ＱｕＥＣｈＥＲＳ－同位素
稀释－气相色谱－串联质谱同时快速测定动物源性食
品中 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物的方法。该方法具有
操作简单、提取高效、更加经济的优点，可准确、快速
测定动物源性食品中的 Ｎ－亚硝胺类化合物。

1 实验部分

1．1 仪器与试剂
7890 气相色谱－7000 三重四极杆质谱仪（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；2－16ＫＬ 高速离心机（德国 Ｓｉｇｍａ 公
司）；ＶＯＲＴＥＸ 3涡旋混匀仪（德国 ＩＫＡ公司）。
乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯均为色谱纯（德国

Ｍｅｒｃｋ公司）；ＭｇＳＯ4 和 ＮａＣｌ均为分析纯（广州西
陇化工有限公司），聚苯乙烯二乙烯苯聚合物（ＰＬＳ－
Ａ）、十八烷基键合硅胶吸附剂（Ｃ18）（北京迪马公
司）；增强型脂质去除（ＥＭＲ）小柱（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）；实验用水由 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ 超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉ－
ｐｏｒｅ公司）制备。

9种 Ｎ－亚硝胺类化合物标准品包括 ＮＤＭＡ、Ｎ－
亚硝基乙基甲基胺（ＮＭＥＡ）、ＮＤＥＡ、Ｎ－亚硝基二丁
胺（ＮＤＢＡ）、Ｎ－亚硝基二丙胺（ＮＤＰＡ）、Ｎ－亚硝基哌
啶（ＮＰＩＰ）、Ｎ－亚硝基吗啉（ＮＭｏｒＰｈ）、Ｎ－亚硝基二
苯胺（ＮＤＰｈＡ）及内标 Ｎ－亚硝基二甲胺－ｄ6（ＮＤＭＡ－
ｄ6）、Ｎ－亚硝基二正丙胺－ｄ14（ＮＤＰＡ－ｄ14），均购自
英国 ＬＧＣ公司，质量浓度均为 1 000 μｇ ／ ｍＬ。
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1．2 实验方法
1．2．1 标准溶液的配制
将 9 种 Ｎ－亚硝胺类化合物标准品（1 000

μｇ ／ ｍＬ）用乙腈稀释配制成 1. 0 μｇ ／ ｍＬ的混合标准
工作液，低于－18 ℃避光保存，有效期 6个月。
将内标标准品（1 000 μｇ ／ ｍＬ）用乙腈稀释配制

成 1. 0 μｇ ／ ｍＬ 的内标工作液，低于－18 ℃避光保
存，有效期 6个月。
1．2．2 样品前处理
液态样品摇匀后提取处理；粉状样品直接提取

处理；其他样品取可食部分组织捣碎。将制备好的
试样于 0～5 ℃冷藏保存，待测。
提取：称取 10 ｇ（精确至 0. 01 ｇ）试样，置于 50 ｍＬ

离心管中，加入 200 μＬ内标工作液和 10 ｍＬ乙腈，涡
旋 1 ｍｉｎ混匀，置于冰箱－20 ℃冷冻 30 ｍｉｎ，加入陶瓷
均质子 2粒、4 ｇ ＭｇＳＯ4 和 1 ｇ ＮａＣｌ，涡旋 1 ｍｉｎ，于 0
℃以 9 000 ｒ ／ ｍｉｎ离心 5 ｍｉｎ，上清液待净化。
净化：取 150 ｍｇ ＰＬＳ－Ａ 粉末和 5 ｍＬ 水，置于

15 ｍＬ离心管中，振荡后加入 5 ｍＬ 上述上清液，并
涡旋 1 ｍｉｎ，于 0 ℃以 9 000 ｒ ／ ｍｉｎ离心 5 ｍｉｎ。
除水：将净化液转移至另一 15 ｍＬ 离心管中，

加入 1. 6 ｇ ＭｇＳＯ4 和 0. 4 ｇ ＮａＣｌ，涡旋 30 ｓ，于 0 ℃
以 9 000 ｒ ／ ｍｉｎ 离心 5 ｍｉｎ，取 1 ｍＬ 上层有机相过
0. 22 μｍ微孔滤膜，然后移入进样瓶中上机检测。
1．2．3 分析条件
色谱柱：毛细管气相色谱柱 ＨＰ－Ｉｎｎｏｗａｘ（30 ｍ

×0. 25 ｍｍ×0. 25 μｍ，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；进样口
温度：220 ℃；载气：氦气；流速 60 ｍＬ ／ ｍｉｎ；溶剂放
空模式；程序升温模式：初始温度 50 ℃，保持 0. 16
ｍｉｎ，以 900 ℃ ／ ｍｉｎ 升温至 220 ℃，保持 5 ｍｉｎ；进
样量 5 μＬ。
电子轰击电离（ＥＩ）源；离子源温度 250 ℃；传

输线温度 250 ℃；溶剂延迟 6 ｍｉｎ；电子能量：70 ｅＶ；
采集模式：ＭＲＭ模式。9种亚硝胺类化合物及内标
的保留时间、前体离子、子离子、碰撞能量（ＣＥ）见
表 1。

表 1 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物及 2种内标的质谱参数
Ｔａｂｌｅ 1 ＭＳ ／ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ （ＩＳ）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＣＡＳ Ｎｏ．
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ
（ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ
（ｍ／ ｚ）

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｉｅｓ ／ ｅＶ

ＩＳ

Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ （ＮＤＭＡ） 62－75－9 6．29 74．0 42．1，44．0* 19，3 ＮＤＭＡ－ｄ6
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ－ｄ6 （ＮＤＭＡ－ｄ6） 17829－05－9 6．28 80．0 46．1，50．1* 22，5 －
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ （ＮＭＥＡ） 10595－95－6 6．65 88．0 42．0，71．0* 17，2 ＮＤＭＡ－ｄ6
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ （ＮＤＥＡ） 55－18－5 6．88 102．0 56．0，85．0* 15，2 ＮＤＭＡ－ｄ6
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｄｉ－ｎ－ｐｒｏｐｙｌａｍｉｎｅ （ＮＤＰＡ） 621－64－7 7．98 130．2 43．0，113．1* 9，7 ＮＤＰＡ－ｄ14
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｄｉ－ｎ－ｐｒｏｐｙｌａｍｉｎｅ－ｄ14 （ＮＤＰＡ－ｄ14） 93951－96－3 7．93 144．1 50．1，126．1* 11，1 －
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｄｉ－ｎ－ｂｕｔｙｌａｍｉｎｅ （ＮＤＢＡ） 924－16－3 9．44 116．0 74．1，99．0* 8，2 ＮＤＰＡ－ｄ14
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ （ＮＰＩＰ） 100－75－4 9．73 114．0 41．0，84．0* 13，5 ＮＤＰＡ－ｄ14
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅ （ＮＰＹＲ） 930－55－2 9．98 100．0 43．1，55．1* 9，5 ＮＤＰＡ－ｄ14
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅ （ＮＭｏｒＰｈ） 59－89－2 10．37 116．2 56．0，86．1* 11，5 ＮＤＰＡ－ｄ14
Ｎ－Ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｐｈｅｎｙｌａｍｉｎｅ （ＮＤＰｈＡ） 86－30－6 14．16 169．0 167．1，168．1* 30，17 ＮＤＰＡ－ｄ14
* Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

图 1 不同提取溶剂对 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物回收率的影响
Ｆｉｇ． 1 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｏｎ

ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ

2 结果与讨论

2．1 提取液的选择
Ｎ－亚硝胺类化合物相对分子质量较小，极性较

强，在强极性溶剂中溶解性更强，常用的提取溶剂有

乙腈、二氯甲烷和乙酸乙酯［25］。实验对这 3 种溶剂
进行对比，结果见图 1。可以看出，乙腈对 Ｎ－亚硝胺
类化合物的溶解性较强，对油脂和色素等杂质溶解

度相对较小，提取效率最佳；乙酸乙酯对极性强的

Ｎ－亚硝胺类化合物提取效果较差，且容易与油脂共
萃取，从而对上机造成干扰；二氯甲烷提取效果差，

且操作中由于挥发性极强容易造成误差。因此本实
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验选择乙腈作为提取溶剂。
2．2 吸附剂的选择
肉制品、水产品等动物源性食品通常含有色素、

脂肪酸等复杂基质，很容易影响测定的准确性。
Ｃ18通常用来去除脂肪酸、色素，同时吸附非极性化
合物，ＰＬＳ－Ａ可较好地吸附有机酸、脂肪酸、糖、色素
等干扰物质。根据何淑娟等［22］的研究，本文选取
ＰＬＳ－Ａ粉末、Ｃ18粉末和 ＥＭＲ小柱对其净化效果进
行对比。准备待测样品 3 份，将样品中加入 200 μＬ
Ｎ－亚硝胺类化合物内标工作液，其中两份样品分别
用 150 ｍｇ ＰＬＳ－Ａ和 150 ｍｇ Ｃ18 进行净化处理，第
三份样品采用 ＥＭＲ小柱净化，3 份样品按照 1. 2. 2
节进行处理，其中 ＥＭＲ小柱加入 1 ｍＬ 水进行活化
后再加入 1. 2. 2节的待净化液 4 ｍＬ进行净化，样品
回收率见图 2。结果表明，采用 ＰＬＳ－Ａ时，净化效果
较好，对油脂、色素等杂质的净化效果理想。因此本
文采用 ＰＬＳ－Ａ作为净化剂。

图 2 不同净化方式对 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物回收率的影响
Ｆｉｇ． 2 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ
ＰＬＳ－Ａ：ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ｄｉｖｉｎｙｌｂｅｎｚｅｎｅ ｐｏｌｙｍｅｒ；ＥＭＲ：ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｌｉｐｉｄ ｒｅｍｏｖａｌ．

经由 ＰＬＳ－Ａ 净化后的溶液含水，需除水后才能
进行仪器分析，本方法采用ＭｇＳＯ4 和 ＮａＣｌ作为除水
剂。ＮａＣｌ可以增强溶液极性，减小 Ｎ－亚硝胺类化合
物在水中的溶解度，得到更高的萃取效率；ＭｇＳＯ4除

水能力更好，但在吸水过程中会大量放热，亚硝胺在

高温条件下易挥发，减少 ＭｇＳＯ4 的用量可减少损失，

但减少过多又容易导致除水不彻底。经对比研究最
终采用 1. 6 ｇ ＭｇＳＯ4 和 0. 4 ｇ ＮａＣｌ除水。
2．3 色谱、质谱条件的选择
参考翟孟婷等［26］的研究结果，选用毛细管气相

色谱柱 ＨＰ－Ｉｎｎｏｗａｘ （30 ｍ×0. 25 ｍｍ×0. 25 μｍ）。
按 1. 2. 3节条件对 9 种 Ｎ－亚硝胺类化合物进行测
定，得到总离子流色谱图和 ＭＲＭ色谱图（见图 3）。

图 3 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物及其内标的总离子流
和 ＭＲＭ色谱图（10 μｇ ／ Ｌ）

Ｆｉｇ． 3 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ａｎｄ ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｎｉｎｅ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＩＳ （10 μｇ ／ Ｌ）
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动物源性食品中 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物

2．4 基质效应
基质效应（ＭＥ）是指在测定过程中，由于待测

成分的离子化效应被改变，从而信号受到增强或者

抑制的现象。基质效应会影响结果的准确度。本文
参考 Ａｌ－Ｋａｓｅｅｍ等［14］的方法，采用标准曲线法（基
质效应＝基质匹配溶液斜率与溶剂标准溶液斜率的
比值×100％）来考察 Ｎ－亚硝胺类化合物在动物源性
食品中的基质效应。ＭＥ值在 85％ ～115％之间可认
为该基质不存在基质效应。用空白样品提取液作为
标准溶液的稀释溶液，使标准溶液和样品溶液的离

子化效应相同。结果表明，9 种 Ｎ－亚硝胺类化合物
的 ＭＥ 值均小于 70％，可认为亚硝胺在动物源性食
品中表现出较强的基质抑制效应，为确保测定的准

确性，本文采用内标法进行准确定量。

表 3 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物在动物源性食品中的添加回收率和相对标准偏差（ｎ＝6）
Ｔａｂｌｅ 3 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏｏｄｓ （ｎ＝6）

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｓｐｉｋｅｄ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｓｈ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｓｈｒｉｍｐ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｂｅｅｆ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｐｏｒｋ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

ＮＤＭＡ 0．5 85．9 9．58 88．5 10．80 86．5 11．80 84．1 10．80

1．0 85．3 3．51 96．3 8．51 84．3 7．51 82．3 6．51

3．0 97．1 3．10 92．0 5．14 91．1 3．14 95．1 2．41

ＮＭＥＡ 0．5 86．5 10．20 86．5 11．50 82．4 8．11 89．5 12．50

1．0 92．5 4．12 91．2 7．85 92．0 4．55 90．1 5．11

3．0 96．4 2．85 97．3 2．45 96．0 2．82 95．4 2．74

ＮＤＥＡ 0．5 89．7 10．70 89．5 9．23 83．5 11．60 84．1 11．40

1．0 90．4 3．57 92．4 6．88 94．1 5．98 93．1 3．78

3．0 97．6 2．77 96．5 2．85 98．5 2．96 97．5 2．78

ＮＤＰＡ 0．5 91．4 11．10 88．5 9．44 89．8 9．04 85．2 11．20

1．0 94．1 7．45 95．2 8．55 96．3 8．87 94．2 8．51

3．0 98．4 3．74 98．5 3．25 97．2 3．71 97．2 3．28

ＮＤＢＡ 0．5 90．7 9．85 82．1 8．51 83．7 7．61 87．2 10．20

1．0 92．8 7．56 91．4 7．44 92．8 7．74 91．4 7．94

3．0 97．5 2．88 97．1 4．12 98．5 3．52 96．5 3．87

2．5 标准曲线、检出限和定量限
精密吸取 9 种 Ｎ－亚硝胺类化合物混合标准工

作液和内标工作溶液适量，用乙腈稀释成质量浓度

为 0. 1、0. 5、1. 0、5. 0、20. 0 和 50. 0 μｇ ／ Ｌ 的系列混
合标准溶液，其中内标的质量浓度均为 20. 0
ｎｇ ／ ｍＬ，实验按浓度由低到高的顺序进样分析。以
Ｎ－亚硝胺类化合物及其对应氘代同位素内标的浓
度比值为横坐标，以 Ｎ－亚硝胺类化合物及其对应氘
代同位素内标的峰面积比值为纵坐标，绘制标准曲

线，从而获得线性方程和相关系数（Ｒ2），见表 2。结
果表明，线性相关系数均不小于 0. 99，说明 Ｎ－亚硝
胺类化合物在 0. 1 ～ 50. 0 μｇ ／ Ｌ 范围内有良好的线

性关系。以定量离子信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为 3 和 10 时的
响应定义方法的检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ），9
种 Ｎ－亚硝胺类化合物的检出限和定量限分别为
0. 03～0. 30 μｇ ／ ｋｇ和 0. 10～1. 00 μｇ ／ ｋｇ。

表 2 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物的线性方程、相关系数、
检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ 2 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （Ｒ2），
ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ）ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉ－
ｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ）ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ2 ＬＯＤ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

ＬＯＱ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

ＮＤＭＡ ｙ＝ 0．96ｘ＋0．04 0．997 0．05 0．15
ＮＭＥＡ ｙ＝ 0．87ｘ＋0．04 0．996 0．10 0．30
ＮＤＥＡ ｙ＝ 0．68ｘ＋0．03 0．997 0．10 0．30
ＮＤＰＡ ｙ＝ 1．57ｘ＋0．08 0．996 0．10 0．30
ＮＤＢＡ ｙ＝ 2．76ｘ＋0．23 0．990 0．10 0．30
ＮＰＩＰ ｙ＝ 2．92ｘ＋0．14 0．996 0．30 1．00
ＮＰＹＲ ｙ＝ 1．80ｘ＋0．08 0．996 0．20 0．60
ＮＭｏｒＰｈ ｙ＝ 3．72ｘ＋0．19 0．996 0．10 0．30
ＮＤＰｈＡ ｙ＝ 37．57ｘ＋1．68 0．997 0．03 0．10
ｙ：ｐｅａｋ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｅ ｔｏ

ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ；ｘ：ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ａｎａ－
ｌｙｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ．

2．6 准确度和精密度
按照前述方法，对不含 Ｎ－亚硝胺类化合物的鱼

肉、虾肉、牛肉和腊肠等 4种空白样品进行添加回收
试验，设定添加水平为 0. 5、1. 0、3. 0 μｇ ／ ｋｇ，考察方
法的准确度和精密度，结果见表 3。结果表明，9 种
Ｎ－亚硝胺类化合物的回收率为 80. 4％ ～98. 5％，ＲＳＤ
为 2. 41％ ～12. 50％，方法准确度和精密度良好。
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表 3 （续）
Ｔａｂｌｅ 3 （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｓｐｉｋｅｄ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｓｈ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｓｈｒｉｍｐ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｂｅｅｆ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｐｏｒｋ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

ＮＰＩＰ 0．5 94．5 8．57 81．1 9．21 84．5 8．11 92．5 9．18

1．0 93．4 8．35 92．8 6．89 97．1 7．05 95．2 9．00

3．0 96．3 3．04 95．6 3．57 96．3 3．54 95．4 3．95

ＮＰＹＲ 0．5 82．5 9．88 85．2 9．77 89．7 12．40 96．5 9．04

1．0 92．7 8．57 89．5 6．22 90．5 8．95 92．5 8．44

3．0 97．4 3．98 95．6 5．47 96．5 3．57 95．2 4．12

ＮＭｏｒＰｈ 0．5 85．5 8．35 88．5 9．02 82．8 8．93 95．4 8．21

1．0 89．3 6．54 89．2 4．58 89．5 5．23 86．8 5．89

3．0 95．3 3．52 94．8 3．28 95．1 4．57 90．4 3．75

ＮＤＰｈＡ 0．5 80．4 8．04 84．3 7．81 88．5 6．83 95．4 7．98

1．0 92．0 3．47 86．0 5．14 89．7 6．52 85．8 7．14

3．0 98．1 3．07 94．5 2．58 97．1 2．56 85．4 2．71

2．7 实际样品检测
按照本文建立的方法对采集的 60 批动物源性

食品，包括肉糜、腌制肉制品、水产制品等样品进行
分析，有 18批样品中检出 Ｎ－亚硝胺类化合物（见表
4），其中 ＮＤＭＡ、ＮＤＢＡ、ＮＰＩＰ、ＮＰＹＲ、ＮＤＰｈＡ 的检
出率最高，且部分腌制水产品的 ＮＤＭＡ含量高出我
国 ＧＢ 2762－2017《食品安全国家标准 食品中污染物
限量》中的限量值（ＮＤＭＡ≤3 μｇ ／ ｋｇ），其中腌制鱿
鱼丝样品中的 ＮＤＭＡ含量甚至高达 7. 93 μｇ ／ ｋｇ。

表 4 实际样品中 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物的检测结果
Ｔａｂｌｅ 4 Ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ Ｎ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ

ｉｎ ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ／（μｇ ／ ｋｇ）

Ｍｅａｔ ｐａｓｔｅ Ｐｉｃｋｌｅｄ ｂａｃｏｎ Ａｑｕａｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ＮＤＭＡ 0．05－1．13 0．70－4．65 0．30－7．93
ＮＭＥＡ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
ＮＤＥＡ 0－2．42 0－3．27 0．10－2．55
ＮＤＰＡ 0．12－1．41 0．03－0．88 0－1．33
ＮＤＢＡ 0－1．72 0－1．65 0－3．16
ＮＰＩＰ 0－1．06 0－1．95 0－1．84
ＮＰＹＲ 0．45－2．42 0－1．35 0－4．38
ＮＭｏｒＰｈ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
ＮＤＰｈＡ 0－2．01 0－1．84 0－2．01
ＮＤ：ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

3 结论

建立了 ＱｕＥＣｈＥＲＳ－同位素稀释－ＧＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 测
定动物源性食品中 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物残留的方
法。方法的回收率和精密度良好，线性范围广，重复
性好，检出限低，可以同时对 9种 Ｎ－亚硝胺类化合物
快速地进行定性和定量分析，从而为动物源性食品中

Ｎ－亚硝胺类化合物含量的安全评价提供依据。
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