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液相色谱串联质谱法测定烟用香精香料中的亚硝胺 
 

邓其馨，黄朝章，张建平，蔡国华，吴清辉，黄华发，许寒春，刘泽春，谢卫 

（福建中烟工业有限责任公司技术中心,福建厦门 361022） 

摘要：建立了液相色谱串联质谱法(LC-MS/MS)测定烟用香精及料液中N-亚硝基去甲基烟碱(NNN)、N-亚硝基假木贼碱(NAB)、

N-亚硝基新烟草碱(NAT)和4-(N-甲基-N-亚硝胺)-1-(3-吡啶基)-丁酮(NNK)4种烟草特有亚硝胺(TSNAs)的方法。样品采用含0.1 mol/L的

醋酸铵甲醇水溶液溶解提取，在C18色谱柱上采用梯度洗脱分离目标物和干扰物，电喷雾正离子模式下，多反应检测模式测定。结果

表明，4种TSNAs的检测限(S/N=3)和定量限(S/N=10)分别为0.4~1.6 ng/g和1.4~4.8 ng/g，标准工作液在1~50 ng/L的范围内线性良好，相

关系数均大于0.9995，高中低三个浓度水平的加标回收率在93.5%~105.9%之间，6次重复实验的RSD范围为1.8%~4.7%，均小于5%。

使用该方法分析测定了8个市售烟用香精香料样品，其中3个样品检测到TSNAs。该方法准确、灵敏，适用于烟用香精及料液样品中

TSNAs的分析检测。 
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Abstract: Four tobacco-specific nitrosamlnes (TSNAs), including (R,S)-N-Nitrosoanabasine (NAB), (R,S)-N-Nitrosoanatabine (NAT), 

4-(Methylnitrosoamino)-1-(3-pyridinyl)-1-butanone (NNK), and rac N’-Nitrosonornicotine (NNN) in tobacco essence and flavor were 

determined by liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Sample were dissolved and extracted with 0.1 mol/L 

ammonium acetate methanol-water solution. The compounds were separated by gradient elution on C18 column and detected in positive ion 

mode using multiple reactions monitoring with a triple-quadruple MS of electrospray ionization. The results showed that the limits of detection 

(S/N= 3) and limits of quantity (S/N= 10) of four TSNAs were in the range of 0.4~1.6 ng/g and 1.4~4.8 ng/g, respectively. The linear correlation 

coefficients were above 0.9995 within 1~50 ng/L, and the recovery rates were between 93.5% to 105.9% in high, medium and low spiked levels. 

The relative standard deviation (RSD) of six repeat tests was below 5% (1.8~4.7%). Eight tobacco essence and flavor samples were evaluated by 

the method, and three samples were detected TSNAs. The method is of good efficiency, sensitivity and selectivity, and can be successfully 

applied to determine the TSNAs in varieties of tobacco essence and flavor. 
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N-亚硝胺类化合物是强致癌物，是最重要的化学

致癌物之一，也是现今四大食品污染物之一[1]，现已被

确认与肺部、口腔、食道、胃、胰脏、肝脏等部位的

肿瘤形成有关。迄今为止，已发现的亚硝胺有300多种，

食物、化妆品、啤酒、香烟中都含有亚硝胺[2]。烟草特 
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有亚硝胺（TSNAs）是以N-亚硝基去甲基烟碱(NNN)、

N-亚硝基假木贼碱（NAB）、N-亚硝基新烟草碱（NAT）

和4-（N-甲基-N-亚硝胺）-1-（3-吡啶基）-丁酮（NNK）
[3]为主。烟用香精及料液来源复杂，且由多种香料调配

而成，通常直接添加于卷烟产品中[4]。为了减少烟草特

有亚硝胺对吸烟者和被动吸烟者健康可能的伤害，控

制其在烟草及烟草制品中的含量，已成为一项重要的

课题[5]。 

某些香精及料液的TSNAs含量较高，但净化分离
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难，不稳定，且背景复杂，干扰严重，定量分析比较

困难。目前，烟草及卷烟烟气中TSNAs的分析测试方

法主要有气相色谱-氮磷检测法（GC-NPD）[6]、气相色

谱-热能分析法（GC-TEA）[7]、气相色谱-多级质谱联

用法（GC-MS）[8]、液相色谱法（LC）[9]和液相色谱-

串联质谱法（LC-MS/MS）[3]。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

和LC均无法实现香精及料液样品中4种TSNAs和干扰

物的基线分离。LC-MS/MS法灵敏度高，选择性好，操

作简便，重复性好，结果准确，是一种既能定量又能

定性的检测方法，已广泛应用于复杂基体中痕量物质

的定性定量分析[10]。本文首次建立了烟用香精及料液

中TSNAs检测的LC-MS/MS法，旨在快速准确测定烟用

香精及料液中TSNAs的含量，为烟草及烟草制品中

TSNAs的分析及控制提供科学依据。 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

安捷伦液相色谱仪1290，美国Agilent公司；三重

四级杆质谱仪QTRAP 5500，美国应用生物公司；

AG104电子天平（感量：0.0001 g），瑞士Mettler Toledo

公司；GFL3017型台式旋转振荡器，德国Gesellschaft

公司；Human型超纯水系统，北京普析通用仪器有限

责任公司；0.22 μm微孔有机过滤膜，北京颇赛科技发

展有限公司。 

分 析 用 标 准 品 N- 亚 硝 基 假 木 贼 碱

(R,S)-N-Nitrosoanabasine (NAB)，纯度≥98%；N-亚硝基

新烟碱(R,S) -N-Nitrosoanatabine(NAT)，纯度≥98%；4-

（N-甲基 -N-亚硝胺）-1-（3-吡啶基） -丁酮4 - 

(Methylnitrosoamino)-1-(3-pyridinyl)-1-butanone(NNK)，

纯 度 ≥98% ； N- 亚 硝 基 去 甲 基 烟 碱 rac 

N’-Nitrosonornicotine (NNN) ，纯度≥98%； (R,S)-N- 

Nitrosoanabasine - d4(NAB-d4)，纯度≥99%；(R,S) - N - 

Nitrosoanatabine - 2,4,5,6-d4(NAT- d4)，纯度≥99%；4 - 

(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl- d4)-1-butanone(NNK - 

d4)，纯度≥99%；rac N’-Nitrosonornicotine-d4(NNN - 

d4)，纯度≥99%；甲醇、乙酸铵、乙酸(色谱纯，百灵

威化学试剂公司)。 

1.2  仪器条件 

1.2.1  色谱条件 

色谱柱：Waters Acquity UPLC BEH C18柱(100 

mm×2.1 mm i.d., 1.7 µm)；流动相A：甲醇，流动相B：

0.2%（V/V）的乙酸水溶液，采用梯度洗脱模式：0 min, 

10% A；2.0 min时，100% A；4.5 min时，10% A，保

持到6 min。流速：0.4 mL/min；柱温：40 ℃；进样体

积：5 µL； 

1.2.2  质谱条件 

离子源：电喷雾电离源（ESI）；扫描方式：正离

子扫描；检测方式：多反应监测（MRM）；电喷雾电

压：5500 V；离子源温度：650 ℃；辅助气Gas1压力：

60 psi；辅助气Gas2压力：50 psi；各分析物的定量离子

对、定性离子对及碰撞能量（CE）见表1。 

表1 TSNAs的质谱参数 

Table 1 MS parameters of TSNAs 

分析物 
定量离子对 

/(m/z) 

碰撞能 

/V 

定性离子对 

/(m/z) 

碰撞能 

/V 

NAB 192.1/162.2 15 192.1/133.1 30 

NAT 190.2/160.2 14 190.2/106.1 23 

NNK 208.2/122.2 20 208.2/148.1 18 

NNN 178.2/148.2 14 178.2/120.1 25 

NAB-d4 196.2/166.2 16 196.2/137.2 32 

NAT-d4 194.1/164.2 15 194.1/110.1 25 

NNK-d4 212.2/126.1 21 212.2/110.1 35 

NNN-d4 182.1/152.2 15 182.1/124.1 26 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液 

称取10.0 mg的NAB、NAT、NNK和NNN标准试剂，

分别置于4只10 mL棕色容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，

配制成浓度均为1.0 mg/mL的标准储备液。分别移取

NAB、NAT、NNK和NNN的标准储备液1.0 mL至100 

mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成NAB、NAT、

NNK和NNN浓度为10.0 μg/mL的一级混合标准溶液。

移取10.0 mL一级混合标准储备液至100 mL容量瓶中，

用甲醇稀释至刻度，配制成NAB、NAT、NNK和NNN

浓度为1.0 μg/mL的二级混合标准溶液。称取10.0 mg的

NAB-d4、NAT-d4、NNK-d4和NNN-d4，分别置于4只

10 mL棕色容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度

均为1.0 mg/mL的内标储备液。分别移取NAB-d4、

NAT-d4、NNK-d4和NNN-d4的储备液1.0 mL至100 mL

容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成NAB-d4、

NAT-d4、NNK-d4和NNN-d4浓度为10.0 μg/mL的一级混

合内标溶液。移取10.0 mL一级混合内标储备液至100 

mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成NAB-d4、

NAT-d4、NNK-d4和NNN-d4浓度为1.0 μg/mL的二级混

合内标溶液。分别移取0.1、0.2、0.5、1.0、2.0和5.0 mL

二级混合标准溶液置于不同的100 mL容量瓶中，再分
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别准确加入1.0 mL二级内标溶液。用0.1 mol/L乙酸铵水

溶液定容至刻度，配制成1 ng/mL、2 ng/mL、5 ng/mL、

10 ng/mL、20 ng/mL、50 ng/mL系列浓度的TSNAs标准

溶液。内标浓度为10.0 ng/mL。若样品浓度超出标准工

作溶液浓度范围，可适当扩展工作溶液覆盖范围。 

1.3.2  样品制备 

准确称取0.5 g香精或料液样品，置于50 mL锥形瓶

中，准确加入10 mL含10.0 ng/mL内标的10%甲醇水溶

液（含乙酸铵的浓度为0.1 mol/ L）溶液，振荡萃取30 

min后，静置5 min。取1 mL萃取液过0.22 μm的滤膜后,

进行LC-MS/MS分析。 

2  结果与讨论 

2.1  流动相的选择 

  

  

图1 标准工作溶液色谱图 

Fig.1 The chromatogram of standard solution 

  

  

图2 实际样品的色谱图 

Fig.2 The chromatogram of real sample 

本实验要采用正离子模式检测，必须使用酸性流

动相。因此，为选择适宜的流动相，用甲醇+0.2%乙酸

溶液、甲醇+乙酸铵溶液、乙腈+0.1%甲酸溶液、乙腈+

乙酸铵溶液4种流动相进行了试验。结果表明，选择甲

醇+0.2%乙酸溶液作流动相时，标准样品及实际样品中

的烟草特有亚硝胺，保留时间适中，峰型良好（图1，

2）。 

2.2  质谱条件的选择 

 

 

 

 

图3 TSNAs子离子扫描图 

Fig.3 Product ion scans of TSNAs 

注：a、b、c、d分别为NAB、NNN、NNK、NAT。 

先用流动注射法对1 mg/L的4种TSNAs混合标准

溶液直接进行MS分析，根据TSNAs的分子结构特征，

选择电喷雾（ESI）离子源，在正离子模式在对TSNAs
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进行一级质谱分析，得到TSNAs的分子离子峰，选择

合适的分子离子峰进行二级质谱碎片分析，得到子离

子信息。4种TSNAs的子离子扫描图见图3。定量离子

选取相对丰度最大的特征子离子，结果见表1。而后，

再逐个调节电喷雾电压、离子源温度、辅助器压力、

去簇电压和碰撞能，使TSNAs的质谱响应最强确定质

谱参数。 

2.3  前处理条件的确定 

大部分香精香料为醇溶性且较粘稠，因此采用甲

醇水为萃取剂能提高萃取效率。实验分别考察了10%甲

醇-水溶液、30%甲醇-水溶液、50%甲醇-水溶液、70% 

甲醇-水溶液、90%甲醇-水溶液，可以发现甲醇比例大

于10%以后，杂质干扰增大，对亚硝胺的检测造成很大

影响。因此前处理的萃取剂确定为10%甲醇水溶液。在

萃取液中添加0.1 mol/L的乙酸铵，可以提高前处理方法

的回收率。 

2.4 标准曲线和检测限 

选择1.3.1系列标准溶液，将其按1.2中所述条件进

行LC-MS/MS分析，并对各标样的峰面积和内标的峰面

积的比值(Y)和其浓度(X)进行线性回归分析，得到4种

TSNAs的标准曲线，结果见表2。表2表明，1~50 ng/mL

浓度范围内，4种TSNAs的工作曲线线性关系良好，适

合定量分析。在本实验条件下，将标准溶液连续稀释，

以3倍和10倍信噪比（S/N）来作为分析方法的检测限

和定量限。数据表明方法的灵敏度高，适合用于TSNAs

的测定。 

2.5  回收率与重复性 

采用标准加入法测定方法的回收率。取一种已知

目标物含量的样品(1#)，进行高、中、低三个加标水平

的回收率实验，重复6次，测定其加标回收率和重复性，

结果如表3所示。6次重复实验的RSD范围为1.8~4.7%，

回收率范围为93.5~105.9%，可以满足定量需要。 

表2 TSNAs的保留时间、线性方程、相关系数和检测限、定量限 

Table 2 The retention time, calibration curves, correlation coefficient and LOD-LOQ of TSNAs 

化合物 
保留时 

间/min 
内标物 回归方程 相关系数 R2 

检出限
/(ng/g) 

定量限
/(ng/g) 

NAB 2.99 NAB-d4 Y=0.0786X＋0.0115 0.9996 1.2 3.6 

NAT 2.93 NAT-d4 Y=0.233X＋0.118 0.9998 0.6 1.8 

NNK 2.76 NNK-d4 Y=0.0746X＋0.0143 0.9997 0.4 1.4 

NNN 2.66 NNN-d4 Y=0.0898X＋0.019 0.9995 1.6 4.8 

表3 方法的回收率和精密度 

Table 3 The recovery rate and precision of the method 

化合物 
样品含量 

/(ng/g) 

加标含量 

/(ng/g) 

检测值 

/(ng/g) 

RSD 

/% 

平均 

RSD/% 

回收率 

/% 

平均回 

收率/% 

NAB 

23.5 10 32.6 3.5 

2.9 

97.3 

95.6 23.5 20 41.7 2.4 95.9 

23.5 40 59.4 2.8 93.5 

NAT 

54.2 20 72.9 4.1 

3.3 

98.2 

96.0 54.2 50 98.5 3.3 94.5 

54.2 100 146.8 2.6 95.2 

NNK 

46.2 20 62.1 2.9 

2.3 

93.8 

96.0 46.2 50 95.2 2.1 99.0 

46.2 100 139.4 1.8 95.3 

NNN 

37.9 20 61.3 4.3 

4.4 

105.9 

104.6 37.9 40 80.3 4.7 103.1 

37.9 80 123.6 4.2 104.8 

2.6  实际样品分析 
利用本研究建立的方法分析测定了8个市售烟用

香精香料样品，实验结果见表4。由表4可知，在8个烟
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用香精香料样品中，3个样品检测到TSNAs，但含量差

异较大。 

表4 实际样品的测定结果(ng/g) 

Table 4 Test results of sample (ng/g) 

化合物 1 2 3 4 5 6 7 8 

NAB 23.5 15.9 ND 104.5 ND ND ND ND 

NAT 54.2 26.8 ND 246.3 ND ND ND ND 

NNK 46.2 24.7 ND 233.7 ND ND ND ND 

NNN 37.9 20.6 ND 147.8 ND ND ND ND 

3  结论 

本文建立了烟用香精及料液中TSNAs测定的液相

色谱串联质谱法。采用液相色谱分离目标物和干扰物，

用电喷雾三重四级杆串联质谱提取特征离子，以选择

离子对通过内标法定量。该方法前处理简便，灵敏度

和准确性高，重复性好，分析速度快，适用于烟用香

精及料液中TSNAs的测定。 
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