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摘 　要 : 建立了卷烟主流烟气中烟草特有亚硝胺的超高效液相色谱 - 电喷雾串联质谱 (UPLC - MS/MS)测定

方法。在标准吸烟条件下 , 采用剑桥滤片收集卷烟烟气粒相物 , 用醋酸铵缓冲液提取粒相物 , 经固相萃取净

化后 , 以电喷雾正离子多反应监测方式 , 实现了烟气中 N2亚硝基降烟碱、42甲基亚硝基吡啶基丁酮、N2亚硝

基新烟草碱和 N2亚硝基假木贼碱的基线分离和快速测定。4种烟草特有亚硝胺在 0～400μg/L范围内具有良

好线性 , 相关系数大于 01998, 定量下限为 0108～0115μg/L, 加标回收率为 72%～104% , 相对标准偏差为

318%～917%。该方法灵敏、快速、准确 , 适用于卷烟烟气中烟草特有亚硝胺的测定。
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Smoke by U ltra2performance L iquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry
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Ab s tra c t: A specific and sensitive method had been developed to rap idly separate and determ ine 4 to2
bacco2specific nitrosam ines( TSNA s) , including Nπ2nitrosonornicotine (NNN ) , 42(N2methylnitrosam i2
no) 212(32pyridyl) 212butanone (NNK) , Nπ2nitrosoanatabine (NAT) and Nπ2nitrosoanabasine (NAB) , in

mainstream cigarettes smoke by emp loying ultra2performance liquid chromatography tandem mass

spectrometry (UPLC - MS/MS). Total particulate matters in mainstream smoke were trapped by cam2
bridge filter pad under standard smoking condition, extracted by using ammonium acetate buffer as

solvent, cleaned up on solid phase extraction ( SPE) , and then analyzed by UPLC - MS/MS with

positive electrosp ray ionization ( ESI) under multip le reaction monitoring (MRM ) mode. The super2
sonic extraction time, experimental conditions of UPLC and MS were also op tim ized. Under the op ti2
mal conditions, the calibration curves showed good linearity for 4 TSNA s in the concentration ranges

of 0 - 400μg/L with correlation coefficients above 01998. The lim its of quantitation (LOQ) were be2
tween 0108 and 0115μg/L (S /N = 10) , and average recoveries ranged from 72% to 104% with RS2
D s of 318% - 917%. The method was sensitive, rap id and accurate, and was suitable for the deter2
m ination of TSNA s in mainstream cigarette smoke.

Ke y wo rd s: UPLC - MS/MS; tobacco2specific nitrosam ines ( TSNA s) ; mainstream cigarette smoke;

solid phase extraction

烟草特有亚硝胺 ( TSNA s)是卷烟烟气中诱发癌症的主要活性成分之一 , 包括 N2亚硝基降烟碱
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(NNN )、42甲基亚硝基吡啶基丁酮 (NNK)、N2亚硝基新烟草碱 (NAT)和 N2亚硝基假木贼碱 (NAB )

等 [ 1 ]。灵长类和啮齿类动物的体内和体外试验研究表明 , NNN和 NNK在代谢过程中能产生与 DNA和

血红蛋白形成共价加合物的亲电中间体 , 引起动物鼻腔、肺、肝、胰等组织癌变 [ 2 ]。随着吸烟与健康

问题研究的深入 , 准确测量卷烟烟气中的 TSNA s生成量具有重要意义。

卷烟烟气中 TSNA s含量极微 , 一般浓度在 ng /支数量级 , 同时其背景复杂、干扰严重 , 给定量分

析带来难度 [ 3 ]。目前 , 检测烟草及卷烟烟气中 TSNA s的分析方法主要有气相色谱 - 氮磷检测法 ( GC -

NPD) [ 4 ]、气相色谱 -热能分析仪法 ( GC - TEA ) [ 5 ]、气相色谱 - 多级质谱联用法 ( GC - MS) [ 6 ]和液相

色谱 -质谱联用法 (HPLC - MS/MS) [ 7 - 10 ]等。GC - NPD检测灵敏度不高 ; GC - TEA灵敏度高、选择性

强 , 但其不能有效区分共同流出的亚硝胺类化合物 , 且仪器价格昂贵。GC - MS一般用于检测 TSNA s

含量较高的烟叶、烟丝或烟气样品 ; HPLC - MS/MS灵敏度高、稳定性好 [ 11 - 12 ]
, 但常规 HPLC难以实

现 4种 TSNA s的基线分离 [ 13 ]。超高效液相色谱串联质谱法 (UPLC - MS/MS)具备高效快速分离和高灵

敏度等优点 , 已广泛应用于复杂基体中痕量物质的定性定量分析 [ 14 - 15 ]。本文采用 UPLC - MS/MS测定

卷烟烟气粒相物中的 TSNA s, 实现了样品中目标化合物的快速检测 , 结果令人满意。

1　实验部分

111　仪器与试剂

Agilent液相色谱 -质谱联用仪 , 配有 Agilent 1200型液相色谱仪和 Agilent 6410型三重四极杆质谱

仪 (美国 Agilent公司 ) ; RM20 /CS吸烟机 (德国 Borgwaldt公司 ) ; 超声波清洗器 (上海必能信超声有限

公司 ) ; 机械振荡器 (德国 GFL 公司 ) ; 自动固相萃取仪 (法国 Gilson公司 ) ; 电子天平 (瑞士 Mettler To2
ledo公司 ) ; PCX固相萃取柱 (60 mg/3 mL, Agela公司 ) ; 0122μm滤膜 (北京捷特澳科贸有限公司 )。

乙腈 (色谱纯 , 美国 Burdick & Jackson公司 ) ; 甲醇 (色谱纯 , 德国 Merck公司 ) ; 醋酸、醋酸铵、

盐酸 (分析纯 , 国药集团化学试剂有限公司 ) ; 氨水 (分析纯 , 上海振兴化工二厂有限公司 ) ; M illipore

二次去离子水 ( 18 MΩ·cm ) ; 标准样品 NNN、NNK、NAT、NAB (加拿大 Toronto公司 , 纯度不低于

98% ) , 分别用乙腈配成 110 g/L的储备液。

112　样品前处理

卷烟烟气的捕集按国家标准 GB /T 16450 - 2004进行。使用多孔道标准吸烟机抽吸 20支样品卷烟 ,

用剑桥滤片截留主流烟气总粒相物 , 然后将剑桥滤片放入 250 mL具塞三角瓶中 , 准确加入 40 mL (100

mmol/L)醋酸铵水溶液 , 在室温下超声提取 40 m in。使用甲醇、水、30 mmol/L盐酸各 3 mL预先活化

PCX固相萃取小柱 , 将 10 mL提取液酸化上样至活化后的 PCX小柱上 , 依次以 3 mL的 50% (体积分

数 )甲醇 -水溶液淋洗 , 3 mL的 5% (体积分数 )氨化甲醇洗脱后收集洗脱液 , 并用甲醇定容至 5 mL,

经 0122μm滤膜过滤后 , 进行 UPLC - MS/MS分析。

113　仪器条件

色谱条件 : 分析柱为 Agilent公司 XDB2C18超高压柱 ( 50 mm ×416 mm, 118μm ) ; 柱温为 50 ℃;

流动相为水 -甲醇 (体积比 68 ∶32, 含 011%醋酸 ) , 等度洗脱 ; 流速为 014 mL /m in; 进样量 1010μL;

总分析时间为 8 m in。

质谱条件 : 电离方式为电喷雾离子化正离子模式 ( ESI + ) ; 喷雾电压 3 000 V; 锥孔电压 35 V; 离

子源温度 350 ℃; 辅助气 N2 的流速为 11 L /m in; 碰撞室压力 3127 ×10
- 3

Pa; 多反应监测 (MRM )模式。

4种化合物优化后的质谱参数见表 1。

2　结果与讨论

211　质谱条件优化

采用 400μg/L的 NNN、NNK、NAT、NAB混合标样在正离子模式下进行母离子全扫描 , 确定每种

物质 [M + H ]
+峰 , NNN、NNK、NAT、NAB的母离子峰 (m / z)分别为 17811、20811、19011和 19211

(见表 1)。
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表 1　4种亚硝胺优化后的质谱参数
Table 1　Op tim ized MS parameters of 4 nitrosam ines

Analyte Precursor ion m / z Product ion m / z Fragment energy U /V Collision energy U / eV Dwell time t / s

Nπ2nitrosonornicotine (NNN) 17811 14811, 12011 50, 50 5, 12 012, 012

42(N2methylnitrosam ino) 212
(32pyridyl) 212butanone (NNK)

20811 17811, 12211 60, 60 4, 8 012, 012

Nπ2nitrosoanatabine (NAT) 19011 16011, 10610 60, 60 4, 10 012, 012

Nπ2nitrosoanabasine (NAB) 19211 16211, 13310 60, 60 4, 16 012, 012

将 50μg/L的 NNN、NNK、NAT、NAB单标通过子离子模式优选出合适的碎裂电压和碰撞电压 ,

其优选原则是在碎裂电压和碰撞电压一定的情况下 , 使定量离子的丰度最大 , 定性离子的丰度次之。4

种化合物在子离子模式下的质谱图如图 1所示 , 碎裂电压和碰撞电压如表 1所示。其可能的碎裂方式

如图 2所示。

212　超声提取时间的优化

将截留烟气冷凝物的剑桥滤片置于室温下用 40 mL醋酸铵缓冲液超声萃取 , 考察萃取时间分别为

20、30、40、60、120 m in时对 TSNA s测定结果的影响。结果表明 , 萃取时间为 40 m in时效果最好 ,
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萃取时间为 20 m in时 , 由于萃取不完全导致结果偏低 , 大于 60 m in后萃取效率明显下降 , 原因可能是

随着超声时间延长 , 水温升高导致萃取出的 TSNA s发生氧化 [ 4 ]。因此 , 选择萃取时间为 40 m in。

213　净化条件的优化

比较了固相萃取小柱 C18柱、碱性氧化铝柱和 PCX柱对 4种目标成分的净化效果。C18柱采用水和

甲醇活化、水淋洗、甲醇洗脱 ; 碱性氧化铝柱采用二氯甲烷活化、二氯甲烷 - 丙酮 (体积比 20 ∶80)淋

洗、丙酮洗脱 ; PCX柱采用水和甲醇及盐酸活化、甲醇 - 水 (50 ∶50)淋洗、氨化甲醇 (体积比 5 ∶95)

洗脱。结果表明 , 经自动固相萃取仪上样 3 mL 50μg/L的混合标样 , PCX柱洗脱后 4种目标化合物的

回收率均超过 96% , 而 C18柱和碱性氧化铝柱的洗脱回收率均低于 50%。TSNA s是有机弱碱 , 在酸性

条件下能以质子结合态的形式存在溶液中 [ 7 ]。PCX柱是以水可浸润型聚合物为基质 , 具有阳离子交换

和反相混合机理的萃取柱 , 可提供离子交换和反相保留的双重保留模式 , 具有大的表面积和柱容量。

因此 , PCX柱适于净化卷烟烟气中的 TSNA s。

214　色谱条件的优化

21411　色谱柱的选择 　比较了 Agilent XDB 2C18色谱柱 (50 mm ×416 mm i1d1, 118μm)和 Agilent Zorb2

ax C18色谱柱 (150 mm ×416 mm i1d1, 510μm)对 4种亚硝胺的分离效果。结果表明 , 选用 118μm粒

径 C18超高压柱可以实现 4种化合物的完全分离。而选用柱填料粒径为 510μm的 C18柱时 , NNN和

NNK, NAB和 NAT之间峰形重叠 [ 16 ] , 保留时间相差不足 015 m in, 4种物质不能同时分离。这是因为

超高压柱的填料粒径通常小于 2μm , 具有大的比表面积和柱压 , 能保持很高的分离度 , 改善峰形的对

称性 , 使柱效得以显著提高 [ 17 - 18 ]。

21412　流动相的选择 　考察了流动相 (水 - 甲醇、水 - 乙腈及其含乙酸体系 )和柱温对分离效果的影

响。实验表明 , 采用水 -甲醇 (68 ∶32, 含 011%醋酸 )等度洗脱 , 4种化合物得到较好分离。水相比例

增加 , 4种目标化合物的保留时间延长。柱温 50 ℃时可有效消除 NNN和 NNK的对映异构体产生的肩

峰 , 从而得到对称的色谱峰形。

图 3　混合标准溶液 (A)与卷烟
烟气样品 (B)的 MRM图

Fig13　MRM chromatogram s of m ixed standard
solution (A) and smoking samp le (B)

在优化条件下 , 标准样品及实际样品的 MRM图如图 3

所示。

215　TSNA s的标准曲线

配制 NNN、NNK、NAT、NAB质量浓度分别为 0、015、

5、10、25、50、100、200、400 μg/L 的系列混合标准溶

液 , 进行 UPLC - MS/MS分析。标准曲线方程、相关系数及

定量下限 (S /N = 10)见表 2。结果表明 , 4种目标化合物在

0～400μg/L范围内 , 具有良好的线性关系。

216　精密度与回收率

取同一牌号卷烟样品分为 5组 , 按 “112”方法进行样

品前处理 , 在优化条件下进行 UPLC - MS/MS分析 , 获得样

品卷烟烟气中目标化合物的平均含量与相对标准偏差

(RSD) ; 将一定量 NNN、NNK、NAT、NAB混合标样加入该

样品提取溶液中 , 外标法定量并计算其回收率 , 结果见表 2。

表 2　NNN、NNK、NAT、NAB的分析参数及其在卷烟样品中的相对标准偏差与回收率

Table 2　Analytical parameters of NNN, NNK, NAT, NAB and their RSD s and recoveries of in mainstream smoke samp les

Samp le L inear equation3 r
LOQ

ρ/ (μg·L - 1 )

O riginal

ρO / (μg·L - 1 )

Added

ρA / (μg·L - 1 )

Found

ρF / (μg·L - 1 )

RSD ( n = 5)

sr / %

Recovery

R /%

NNN Y = 21017X + 20417 01999 5 0108 0151 0150 0197 613 92

NNK Y = 13510X - 12918 01998 2 0115 1102 1100 2106 515 104

NAT Y = 22012X - 18312 01999 8 0110 1104 1100 1193 318 89

NAB Y = 19818X - 9615 01999 6 0115 0132 0150 0168 917 72

　3 Y. peak area; X. mass concentration, μg/L
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217　部分国产卷烟烟气中 TSNA s含量的测定

采用本方法测定了 6种国产卷烟主流烟气中的 TSNA s含量 , 结果见表 3。结果表明 , 国产卷烟烟气中

的 NNN、NNK含量较多 , NAT、NAB含量较低。目前 , NNK已被我国烟草行业列为最重要的卷烟烟气 7

种有害成分之一 , 并严格限制其烟气生成量。

3　结 　论

表 3　国产卷烟主流烟气中 NNN、NNK、NAT、NAB的含量
Table 3　Contents of NNN, NNK, NAT and NAB in the

　　mainstream smoke of domestic cigarettes　w / ( ng·cig- 1 )

No1 NNN NNK NAT NAB

1 2115 6113 2124 0132

2 4109 3177 1160 0165

3 2103 5133 1192 0124

4 5152 10147 1121 0128

5 2195 4120 0154 0120

6 3126 8124 0154 0135

本文采用超高效液相色谱 - 串联质谱法快速

测定卷烟主流烟气中的 4种烟草特有亚硝胺。以

醋酸铵缓冲液为提取溶剂 , 经过 PCX固相萃取柱

净化 , 有利于降低质谱基体效应对分析结果的影

响。采用超高效液相色谱方法 , 实现了 4种目标

化合物的基线分离 , 缩短了分析时间 , 方法的定

量下限为 0108～0115μg/L , 可满足复杂卷烟烟气

背景下 , 低含量 TSNA s样品的快速、准确测定。
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