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液相色谱 －离子阱 －飞行时间串联质谱
同时检测肉制品中 14 种杂环胺
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摘 要: 建立了液相色谱 －离子阱 －飞行时间串联质谱(LCMS － IT － TOF)同时测定肉制品中 14 种杂环胺
(HAAs)残留量的分析方法。样品以乙腈提取，经 Phenomenex strata-X-C小柱净化，甲醇 －氨水(9 ∶ 1)洗脱，
氮吹至干，经 1 mL乙腈 －水(1 ∶ 9)定容离心后上机测定，基质曲线内标法定量。结果表明，14 种杂环胺在
5 ～ 250 μg /L质量浓度范围内线性良好，相关系数均不低于 0. 994 0，检出限(S /N = 3)为 0. 59 ～ 3. 27 μg /kg。
14 种杂环胺在加标水平为 10、50、250 μg /kg 时的回收率分别为 69%～ 107%、67%～ 106%、76%～ 113%，
相对标准偏差(RSD，n = 6)分别为 1. 5%～ 15. 6%、1. 3%～ 11. 8%、1. 8%～ 9. 7%。结果显示该方法线性范围
宽，精密度和准确度较高，分析时间短，净化效果好，可满足肉制品中多种杂环胺残留同时检测的要求。
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Determination of 14 Heterocyclic Aromatic Amines in Meat Products by Liquid
Chromatography － Ion Trap － Time of Flight Tandem Mass Spectrometry
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Abstract: A rapid analytical method was developed for the determination of 14 heterocyclic aromatic
amines(HAAs) in meat products by liquid chromatography － ion trap － time of flight tandem mass
spectrometry(LCMS － IT － TOF) ． The samples were extracted with acetonitrile． The extract was
cleaned up with Phenomenex strata-X-C，eluted with methanol － ammonia(9 ∶ 1)，then evaporated
with a stream of nitrogen to near dryness and redissoved with acetonitrile － water(1 ∶ 9) ． The separa-
tion of HAAs was performed on a Phenomenex Kinetex 2. 6μ C18 100A (2. 1 mm i. d. × 100 mm，
2. 6 μm)，using 30 mmol /L ammonium formate － acetonitrile as mobile phase by gradient elution．
The analytes were detected under positive-ion electrospray ionization mode． Results showed that the
linear ranges of 14 HAAs were 5 － 250 μg /L with limits of detection(S /N = 3) of 0. 59 － 3. 27 μg /
kg． The mean recoveries of all the compounds at three spiked levels of 10，50，250 μg /kg were in
the range of 69% －107%，67% － 106% and 76% － 113%，respectively，with the corresponding
RSDs(n = 6) of 1. 5% － 15. 6%，1. 3% － 11. 8% and 1. 8% － 9. 7%，respectively． The estab-
lished method showed a wide liner range and a high sensitivity，and could meet the requirements for
the simultanous analysis of the HAAs in meat products．
Key words: liquid chromatography － ion trap － time of flight tandem mass spectrometry(LCMS －
IT － TOF); meat products; heterocyclic aromatic amines(HAAs)

杂环胺(Heterocyclic aromatic amines，HAAs)由碳、氢及氮原子组成，具有多环芳香族结构，是一
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类在肉类、家禽、鱼类等蛋白质丰富的食物烹调加工时产生的具有致突变性和致癌性的化合物［1］。食
品中 HAAs的生成量主要取决于加热温度与时间、加工方式与设备以及前体物等，其中加热温度与时
间是最重要的影响因素，加热温度越高，时间越长，生成的 HAAs越多［2 － 4］。
国外自 20 世纪 70 年代就有对杂环胺的研究报道［5］，且已从烹调食品中分离鉴定了超过 20 种杂环

胺，但含量极低(以 ng /g计)，有些杂环胺也被证明存在于酒［6］、大气颗粒物［7］、香烟烟气［8 － 9］、人类
尿液
［10］
中。我国对杂环胺的研究则相对较晚［7 － 9，11］，至今仅有数篇对食品中杂环胺含量进行测定的研

究报道
［1，12 － 13］。虽然 HAAs在加工食品中的含量只有 ng /g级，但其作为强致突变物对人类癌症的产生

有重要影响，且大多数杂环胺已被证明可致实验动物多种器官的癌变(如肝癌、肠癌、胃癌等)［14 － 15］，

引起了消费者的广泛关注。
为评定杂环胺对人体健康的潜在威胁，建立食品中杂环胺的检测方法很有必要。本研究通过固相

萃取 /液相色谱 －离子阱 －飞行时间串联质谱法测定加工肉制品中杂环胺的含量，建立了快速、简便、
准确、灵敏、高效的分析方法，为开展杂环胺的相关研究提供了参考，为进一步评价加工肉制品的安
全性奠定了基础。

1 实验部分
1. 1 仪器与试剂
液相色谱离子阱飞行时间串联质谱(LCMS － IT － TOF)(日本 Shimadzu 公司); Phenomenex Kinetex

2. 6 μ C18 100A色谱柱(2. 1 mm i. d. × 100 mm，2. 6 μm)和 Phenomenex strata-X-C阳离子交换固相萃取
小柱(60 mg /3 mL)均购自美国 Phenomenex公司; 电子分析天平(精度为 0. 000 1 g，德国 SartoriusME公
司); 氮气浓缩仪(美国 Zymark 公司); 涡旋振荡器(韩国 Vision Scientific Co. Ltd); 固相萃取仪(美国
Supelco公司); 离心机(日本 Hitachi公司); Milli-Q高纯水发生器(美国 Millipore公司)。

15 种杂环胺及其衍生物标准品(Harman、Norharman、Norharman-d7、AaC、MeAaC、PhIP、DMIP、
Trp-P-1·CH3COOH、Trp-P-2·CH3COOH、IQ、MeIQ、IQx、8-MeIQx、7，8-DiMeIQx和 4，8-DiMeIQx)均
购于 Toronto Research Chemicals (加拿大)，具体名称见表 1; 甲醇( Burdick＆Jackson 公司)、乙腈
(CALEDON公司)、正己烷(J. T. Baker公司)、甲酸铵(Sigma公司)均为 HPLC纯; 盐酸、氨水(中国医
药上海化学试剂公司); 实验用水为超纯水。
1. 2 样品前处理
1. 2. 1 样品提取 准确称取 2. 0 g(精确至 0. 01 g)已经搅碎的样品于 50 mL 塑料离心管中，加入 3
mL纯水涡旋振荡混匀后加入 5 mL乙腈和 5 mL 正己烷，涡旋混合提取 3 min，于 4 ℃以 15 000 r /min
离心 5 min，取出乙腈层于试管中，在基质中再加入 5 mL乙腈重复提取 1 次，合并乙腈提取液过柱。
1. 2. 2 样品净化 采用固相萃取的方法对 HAAs进行净化。先将 Phenomenex strata-X-C(60 mg /3 mL)
固相萃取柱用 3 mL甲醇、3 mL超纯水活化，然后将乙腈提取液上样。用 3 mL 0. 1 mol /L HCl 淋洗以
增加样品的吸附能力，再用 3 mL甲醇淋洗除去通过反相基质保留的干扰物，最后用 6 mL 甲醇 －氨水
(9 ∶ 1)溶液洗脱，将收集的洗脱液于 40 ℃水浴中氮吹至干，用 1 mL乙腈 －水(1 ∶ 9)定容并在涡旋混
合器上混匀，收集于 1. 5 mL离心管中以 14 000 r /min离心 10 min，取清液于进样小瓶中待测。
1. 3 仪器条件
1. 3. 1 色谱条件 色谱柱为 Phenomenex Kinetex 2. 6 μ C18 100A(2. 1 mm i. d. × 100 mm，2. 6 μm); 流
动相 A为 30 mmol /L 甲酸铵溶液，流动相 B 为乙腈［16］; 流速 0. 4 mL /min; 梯度洗脱程序: 0 ～ 0. 3
min，5% B; 0. 3 ～ 4. 2 min，5% ～ 30% B; 4. 2 ～ 5. 1 min，30% ～ 60% B; 5. 1 ～ 6. 8 min，60% B;
6. 8 ～ 7. 7 min，60%～5% B; 7. 7 ～ 13 min，5% B。柱温 40 ℃; 进样体积为 3 μL。
1. 3. 2 质谱条件 离子源: ESI，正离子扫描; 扫描范围: m/z 150 ～ 250; 加热模块温度: 200 ℃;
CDL温度: 200 ℃; 雾化气流速: 1. 5 L /min; 干燥气体压力: 100. 0 kPa; IT 真空度: 1. 8e －002 Pa
(0. 243 6 Pa)，TOF真空度: 2. 0e －004 Pa(0. 036 63 Pa)，离子源电压: 正离子模式 + 4. 5 kV; 检测器电
压: 1. 7 kV。
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2 结果与讨论
2. 1 色谱条件的优化
2. 1. 1 色谱柱的选择 考察了 3 种不同填料及不同规格的色谱柱 Phenomenex Kinetex 2. 6μ C18 100A
(2. 1 mm i. d. × 100 mm，2. 6 μm)、Shimadzu Shim-pack XR-ODS Ⅱ(2. 0 mm i. d × 75 mm，2. 2 μm)和
Agilent Rapid Resolution HT(3. 0 mm i. d × 100 mm，1. 8 μm)对 14 种杂环胺的分析结果。结果表明 Phe-
nomenex Kinetex 2. 6 μ C18 100A(2. 1 mm i. d × 100 mm，2. 6 μm)色谱柱的分离效果和峰形较好，且可将
Trp-P-2、MeAaC和 7，8-DiMeIQx、4，8-DiMeIQx 两组同分异构体进行良好分离。图 1 为 50 μg /L
HAAs标准品的提取离子流色谱图，图 2 和图 3 分别为 Trp-P-2、MeAaC 和 7，8-DiMeIQx、4，8-
DiMeIQx两组同分异构体的色谱图。

图 1 50 μg /L杂环胺的提取离子流色谱图
Fig. 1 Extracted ion chromatogram of HAAs at 50 μg /L
1． harman; 2． noharman; 3． AaC; 4． Trp-P-2; 5． MeAaC;
6． PhIP; 7． DMIP; 8． Trp-P-1; 9． IQ; 10． MeIQ; 11． IQx;

12． 8-MeIQx; 13． 7，8-DiMeIQx; 14． 4，8-DiMeIQx

2. 1. 2 流动相及流速的选择 考察了甲酸铵溶
液(10、20、30 mmol /L)、30 mmol /L 乙酸铵溶
液、0. 1%甲酸、乙腈、0. 1%甲酸 － 乙腈、甲
醇等流动相体系和流速(0. 1、0. 2、0. 3、0. 4
mL /min)的影响。结果表明，采用 30 mmol /L甲
酸铵和乙腈的流动相体系，在 0. 4 mL /min 流速
下可实现对 14 种杂环胺的分离，且峰形较好，
灵敏度较高。进一步考察了流动相 pH值对分离
效果的影响，由于 30 mmol /L 甲酸铵溶液的 pH
值为 6. 5，以甲酸调节甲酸铵溶液 pH值分别为:
4. 0、4. 5、5. 0、5. 5、5. 75 和 6. 0，结果显示，
随着 pH值变小，HAAs的保留时间前移，7，8-
DiMeIQx 和 4，8-DiMeIQx 两个同分异构体无法

图 2 Trp-P-2 和 MeAaC的提取离子流色谱图
Fig. 2 Extracted ion chromatogram of Trp-P-2 and MeAaC

分离。综合考虑确定选用 30 mmol /L 甲酸铵 －
乙腈(95 ∶ 5)作最佳流动相，流速 0. 4 mL /min
进行实验。
2. 2 提取及净化条件的优化
2. 2. 1 萃取溶剂的选择 杂环胺的化学结构
中含有氨基和亚氨基等官能团，易溶于甲醇、
乙腈等极性溶剂，但由于取代基团的不同，化

合物的极性各异，其 pKa 值也存在较大差异，

图 3 7，8-DiMeIQx和 4，8-DiMeIQx的提取离子流色谱图
Fig. 3 Extracted ion chromatogram of 7，8-DiMeIQx

and 4，8-DiMeIQx

分布在 3. 5 ～ 8. 5 之间［17］，增加了样品提取的
难度。实验比较了甲醇、乙腈、NaOH －二氯甲
烷、三氯乙酸和不同浓度的 HCl －乙腈的提取
效率，实验结果表明，乙腈的沉淀蛋白效果较

好，提取效率最高，但当乙腈酸性增加时，极

性杂环胺的提取效率降低，最终确定采用纯乙

腈为提取溶剂，正己烷脱脂进行处理。
2. 2. 2 固相萃取柱的选择 本研究中的化合
物均含有氨基，大多为偏碱性，因此首选阳离

子交换柱进行净化。分别考察了 Phenomenex strata-X-C(60 mg，3 mL)、Dikma ProElut PXC(60 mg，3
mL)、Waters Oasis MCX(60 mg，3 mL)、Varian Plexa PCX(60 mg，3 mL)和 CNW MCX(60 mg，3 mL)
5 种阳离子交换柱对杂环胺的萃取效率，结果见表 1。结果显示，Phenomenex strata-X-C 小柱对目标化
合物的萃取效率较高，且净化效果较好。
2. 2. 3 洗脱液及洗脱体积的选择 比较了 5%、10%、20%、30%、40%、50%含量的氨水 －甲醇溶
液和 10%氨水 －乙腈溶液的洗脱效率。发现采用 10%氨水 －甲醇时的洗脱效率最好，且洗脱的杂质
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较少。
为确定最佳的洗脱范围，固相萃取小柱经活化处理后，在空白基质样液中加入适量的混合标准溶

液，将加标后的样液过柱，分别加入 3 mL 0. 1 mol /L HCl和 3 mL 甲醇淋洗柱子，然后逐步用 2 mL甲
醇 －氨水(9 ∶ 1)混合液洗脱 5 次，并将 5 份洗脱液分段收集，经氮气吹干后，用 1. 0 mL 乙腈 －水
(1 ∶ 9)分别定容，进样分析。结果表明，第 4、5 份洗脱液未检测到目标化合物，大部分杂环胺在第 1
份和第 2 份已洗脱完全，因此实验选择洗脱剂的最佳体积为 6 mL。

表 1 不同固相萃取小柱对 14 种杂环胺回收率的影响
Table 1 Effects of different solid-phase cartridges on recoveries of 14 HAAs

Compound
Recovery R /%

CNW MCX
Waters Oasis

MCX
Dikma ProElut

PXC
Varian Plexa

PCX
Phenomenex
strata-X-C

Harman(1-甲基-9H-吡啶［3，4-b］ 吲哚) 74 69 86 84 92
Noharman(9H-吡啶［3，4-b］ 吲哚) 69 71 82 80 88
AaC(2-氨基-9H-吡啶［2，3-b］ 吲哚) 66 46 68 78 85
Trp-P-2(3-氨基-1-甲基-5H-吡啶［4，3-b］ 吲哚) 60 33 58 67 93
MeAaC(2-氨基-3-甲基-9H-吡啶［3，4-b］ 吲哚) 48 64 71 76 98
PhIP(2-氨基-1-甲基-6-苯基咪唑［4，5-b］ 吡啶) 53 81 83 90 91
DMIP(2-氨基-1，6-二甲基咪唑［4，5-b］ 吡啶) 77 47 44 80 81
Trp-P-1(3-氨基-1，4-二甲基-5H-吡啶［4，3-b］ 吲哚) 63 30 65 66 79
IQ(2-氨基-1-甲基咪唑［4，5-f］ 喹啉) 81 52 32 88 98
MeIQ(2-氨基-3，4-二甲基咪唑［4，5-f］ 喹啉) 76 52 32 84 84
IQx(2-氨基-3 甲基咪唑［4，5-f］ 喹喔啉) 82 66 43 89 91
8-MeIQx(2-氨基-3，8-二甲基咪唑［4，5-f］ 喹喔啉) 87 67 54 89 92
7，8-DiMeIQx(2-氨基-3，7，8-三甲基咪唑［4，5-f］ 喹喔啉) 81 67 62 88 93
4，8-DiMeIQx(2-氨基-3，4，8-三甲基咪唑［4，5-f］)喹喔啉) 86 68 62 91 92

2. 3 方法的线性范围与检出限
在优化实验条件下，以空白基质溶液配制 5、10、25、50、75、100、250 μg /L 的系列混合物标准

溶液进行测定，以分析物与内标物的峰面积比值(y)对质量浓度(x，μg /L)进行线性回归，重复 6 次取
平均值，保留时间和相关系数见表 2。结果表明: 14 种杂环胺在 5 ～ 250 μg /L 范围内线性良好，相关
系数( r)均不小于 0. 994 0。以 3 倍信噪比( S /N)计算 14 种杂环胺的检出限( LOD)为 0. 59 ～ 3. 27
μg /kg。
2. 4 方法的回收率与精密度
向不含待测物的空白基质中添加 10、50、250 μg /kg 3 个水平的 14 种杂环胺混合标准溶液及内标，

每个水平重复测定 6 次，计算平均回收率和相对标准偏差，结果见表 2。结果表明，本文采用的前处理
方法对 14 种杂环胺的测定具有良好的精密度和准确度，14 种杂环胺在低、中、高 3 个加标水平的回收
率分别为 69%～107%、67%～106%、76%～113%，相对标准偏差(RSD，n = 6)分别为 1. 5%～ 15. 6%、
1. 3%～11. 8%、1. 8%～9. 7%。

表 2 14 种杂环胺的保留时间、定量离子、相关系数( r)、检出限(LODs)及回收率与相对标准偏差(n = 6)
Table 2 Retention times，target ions，correlation coefficients( r)，limits of detection(LODs) of 14 HAAs and

their spiked recoveries and RSDs (n = 6)

Compound
Molecular
formula

tR
/min

Target ion
(m/z)

r
LOD

w /(μg·kg －1)

Added 10 μg·kg －1 Added 50 μg·kg －1 Added 250 μg·kg －1

Recovery
R /%

RSD
sr /%

Recovery
R /%

RSD
sr /%

Recovery
R /%

RSD
sr /%

Harman C12H10N2 5. 685 183. 09 0. 996 2 0. 92 107 2. 5 104 2. 1 104 2. 4
Noharman C11H8N2 5. 815 169. 08 0. 996 2 0. 81 99 10. 5 106 2. 0 113 1. 8

AaC C11H9N3 5. 875 184. 09 0. 994 0 2. 10 73 11. 4 67 11. 8 84 8. 2
Trp-P-2 C12H11N3 4. 595 198. 10 0. 997 5 2. 39 69 3. 2 74 3. 5 100 2. 4
MeAaC C12H11N3 6. 165 198. 10 0. 994 8 3. 27 86 6. 5 81 7. 1 97 8. 7
PhIP C13H12N4 5. 585 225. 11 0. 996 1 0. 59 95 1. 5 101 2. 4 104 5. 2
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(续表 2)

Compound
Molecular
formula

tR
/min

Target ion
(m/z)

r
LOD

w /(μg·kg －1)

Added 10 μg·kg －1 Added 50 μg·kg －1 Added 250 μg·kg －1

Recovery
R /%

RSD
sr /%

Recovery
R /%

RSD
sr /%

Recovery
R /%

RSD
sr /%

DMIP C8H10N4 3. 172 163. 09 0. 999 7 1. 98 82 2. 7 82 2. 3 98 5. 5
Trp-P-1 C13H13N3 4. 962 212. 12 0. 999 0 3. 22 73 6. 3 78 3. 5 99 6. 4

IQ C11H10N4 3. 632 199. 10 0. 998 2 1. 43 84 12. 8 84 5. 1 95 6. 8
MeIQ C12H12N4 4. 148 213. 11 0. 997 8 1. 48 89 15. 6 86 7. 7 108 9. 7
IQx C10H9N5 3. 172 200. 09 0. 999 8 1. 40 74 4. 1 75 3. 8 76 6. 7

8-MeIQx C11H11N5 3. 645 214. 11 0. 999 4 2. 68 96 4. 0 83 1. 3 81 6. 4
7，8-DiMeIQx C12H13N5 4. 008 228. 12 0. 999 1 1. 19 95 2. 9 94 2. 0 102 7. 1
4，8-DiMeIQx C12H13N5 4. 218 228. 12 0. 999 4 1. 79 102 7. 9 92 3. 6 93 6. 9

表 3 肉制品中杂环胺的含量
Table 3 Content of heterocyclic aromatic amines

(HAA) in meat products w /(μg·kg －1)

Analyte
Roast eel
(烤鳗鱼)

Bacon
(熏肉)

Beef jerky
(牛肉干)

Pork jerky
(猪肉脯)

Harman 263. 80 0. 78 4. 50 7. 83
Noharman 27. 00 13. 93 13. 51 22. 72
DMIP － * － 9. 81 －

* no detected

2. 5 实际样品分析
在优化实验条件下，对猪肉脯、牛肉干、烤鳗

鱼和熏肉样品中的 HAAs 进行检测，结果如表 3 所
示。在 4 种加工肉制品中均检出非极性杂环胺: Har-
man(1-甲基-9H-吡啶［3，4-b］吲哚，0. 78 ～ 263. 80
μg /kg)和 Noharman (9H-吡啶［3，4-b］吲哚，13. 51 ～
27. 00 μg /kg)，其中烤鳗鱼中的 Harman 含量高达
263. 80 μg /kg，可能是由于烤鳗鱼加工温度较高所
致。牛肉干中检出 1 种极性杂环胺 DMIP，含量为
9. 81 μg /kg。本方法快速简便、灵敏、准确可靠，适用于肉制品中杂环胺的痕量分析。
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