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高效液相色谱-串联质谱法测定腌制肉制品中的

N,N-二甲基亚硝胺含量 

吴翠华*, 杜高发, 李  婷, 陈树东, 李巧琪, 许志彬 
(国家加工食品质量检验中心(广东), 广州检验检测认证集团有限公司, 广州  511447) 

摘   要 : 目的   建立测定腌制肉制品中的 N,N-二甲基亚硝胺含量的高效液相色谱 -串联质谱法 (high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)。方法  样品经乙腈超声提取后, 

离心, 提取液用增强型基质去除固相吸附剂(enhanced matrix removal, EMR)进行净化, 盐析后得到处理液。在

优化的色谱及质谱条件下, 采用 ESI 正离子模式电离, 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式扫

描测定。结果  N,N-二甲基亚硝胺在 2.0~50 μg/L 范围内线性关系良好, 相关系数 r 为 0.9998, 方法检出限

(limit of detection, LOD)和定量限(limit of quantitation, LOQ)分别为 0.5 μg/kg 和 2.0 μg/kg, 平均回收率为

95.6%~102.5%, 相对标准偏差为 4.35%~6.76%。结论  该方法操作简便、快速高效、回收率高、灵敏度高、

重复性好, 可用于实际测定腌制肉制品中的 N,N-二甲基亚硝胺含量。 
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Determination of N,N-dimethylnitrosamine in marinated meat products by 
high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

WU Cui-Hua*, DU Gao-Fa, LI Ting, CHEN Shu-Dong, LI Qiao-Qi, XU Zhi-Bin 
(National Centre for Quality Supervision and Testing of Processed Food (Guangdong), Guangzhou Inspection and 

Certification Group Co., Ltd, Guangzhou 511447, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of N,N -dimethyl nitrosamine content in salted 

meat by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC/MS/MS). Methods  After 

ultrasonic extraction of acetonitrile, the sample was centrifuged, the enhanced matrix removal (EMR) was used to 

remove the enhanced matrix removal, and the treatment solution was obtained. In the optimized chromatography and 

mass spectrometry conditions, the ESI cation mode was used to ionize. Multiple reaction monitoring (MRM) pattern 

scanning was used to measured. Results  N,N-dimethylnitrosamine had a good linear relationship in the range of 

2.0-50 μg/L, and the correlation coefficient was 0.9989. The limits of detection and the limits of quantitation were 0.5 

μg/kg and 2.0 μg/kg, respectively. The recoveries were 95.6%-102.5%, with the relative standard deviations of 

4.35%-6.76%. Conclusion  This method is easy, efficient, with high recovery, good sensitivity and high precision, 

which is suitable for practical determination of N,N-dimethylnitrosamine in marinated meat products. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; marinated meat; 

N,N-dimethylnitrosamine; solid phase adsorbent 



1696 食品安全质量检测学报 第 9 卷 
 
 
 
 
 

 

 

1  引  言 

N,N-二甲基亚硝胺是腌制肉制品中的一种污染物 , 
是在腌制肉制品的制作工艺中, 由蛋白质分解产物二甲胺

在酸性条件下与亚硝酸盐反应生成。N,N-二甲基亚硝胺是

一种强致癌物质, 在自由基和脂质过氧化反应过程中, 能
经消化道在体内迅速吸收, 损坏肝脏、肾脏等人体组织, 
严重时会促使组织癌变[1-3]。因此, 长期摄入会有可能导致

食管癌、肝癌等疾病的发生[4-7]。因此, GB 2762-2017《食

品中污染物限量》对肉制品中 N,N-二甲基亚硝胺的含量作

出明确规定应小于 3.0 μg/kg[8], 但由于腌制肉制品中含量

较低, 且样品含油脂较多, 因此检测分析难度较大, 难以

准确定量。所以建立对腌制肉制品中的 N,N-二甲基亚硝胺

进行准确测定的方法, 对监控食品安全和保障消费者健康

有极其重要的意义[9]。 
目前, 国内对亚硝胺类物质的测定主要有气相色谱

法[10]、气相色谱-质谱法[11-13]、气相色谱-串联质谱法[14]、

高效液相色谱法[15]和液相色谱-串联质谱法[16-18]。但对于肉

制品这类含油脂较多的样品, 直接萃取分析, 杂质干扰大, 
若采取柱层析等方法除去油脂, 则有可能出现除脂不彻底

或回收率低的情况。在 GB 5009.26-2016《食品中 N-亚硝

胺类化合物的测定》中, 采用的方法是气相色谱法和气相

色谱-质谱法[19], 方法中的除油脂方式为水蒸气蒸馏, 其缺

点是称样量大, 提取溶剂用量大, 且浓缩过程耗时多, 操
作繁琐, 不适合于大批量检测。本研究以乙腈提取, 结合

增强型基质去除固相吸附剂 (enhanced matrix removal, 
EMR)进行净化 , 建立了高效液相色谱-串联质谱法(high 
performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, HPLC-MS/MS)对腌制肉制品中的 N,N-二甲

基亚硝胺进行测定, 以期为肉制品中各类化合物的分析测

试研究提供实验依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器及试剂 

1260 高效液相色谱仪(美国安捷伦公司); 三重四极杆

串联质谱仪(AB4000Q Trap 美国 AB 公司); 吹氮浓缩仪(美
国 ZyMark 公司); SW 60 Trockner 超声波清洗器(瑞士

SONO SWISS 公司); TGL-16M\H2050R 高速离心机(湖南

湘仪实验室仪器开发有限公司); Milli-Q 超纯水装置(美国

Millipore 公司)。 
N,N-二甲基亚硝胺、d6-N,N-二甲基亚硝胺(浓度均为

1000 mg/L, 上海安谱实验科技股份有限公司); 乙腈、甲酸

(色谱纯, 美国 Fisher 公司); EMR 净化粉末、N-丙基乙二胺

(primary secondary amine, PSA)、石墨化碳黑(graphitized 
carbon black, GCB)、硅胶键合十八烷基(C18)(美国安捷伦公

司); 无水硫酸镁、氯化钠(分析纯, 广州化学试剂厂); 实  
验用水为经 Milli-Q 净化系统过滤的超纯水 (电阻率为  
18.2 MΩ);  

2.2  标准溶液的配制 

分别取 0.1 mL 1000 mg/L的标准溶液于 10 mL容量瓶

中, 用乙腈稀释至刻度, 得到 10 mg/L 的 N,N-二甲基亚硝

胺, 取 10 mg/L 外标标准溶液 20.0、50.0、100、200、500 μL
于 5 个 100 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释至刻度, 所得标准溶

液浓度分别为 2.0、5.0、10、20、50 μg/L。 
内标溶液: 取 0.1 mL 1000 mg/L 的 d6-N,N-二甲基亚

硝胺于 10 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释至刻度。内标溶液浓

度为 10 mg/L。 

2.3  样品前处理 

样品制备: 采用四分法取样品 200 g, 绞肉机搅拌均

匀后于18 ℃下保存, 实验前自然解冻至常温。 
提取: 称取样品 10 g 于 50 mL 离心管, 加入 10 mg/L

内标 10 μL, 加入 15 mL 乙腈, 涡旋混匀 2 min, 超声提取

20 min, 10000 r/min 离心 5 min, 转移至 25 mL 比色管, 然
后再加入 10 mL 乙腈超声提取 20 min, 10000 r/min 离心   
5 min, 转移至 25 mL 比色管, 乙腈定容。 

EMR 净化: 称取 EMR 净化粉末 2 g 于 50 mL 离心管

中, 加入 2 mL 水活化, 然后加入上述提取液 10 mL, 涡旋

5 min, 10000 r/min 离心 5 min, 转移上清液于另一干净的

50 mL 离心管中, 加入 4 g 无水硫酸镁和 1 g 氯化钠, 涡旋

1 min, 10000 r/min 离心 5 min, 准确移取 10 mL 上清液, 50 ℃
水浴下氮气吹至近干, 1 mL 乙腈复溶, 过 0.22 μm 有机滤

膜, 待 LC-MS/MS 测定。 

2.4  色谱及质谱条件 

2.4.1  色谱条件 
HPLC-MS/MS: 色 谱 柱 : Agilent Poroshell C18      

(150 mm×3.0 mm, 2.7 µm); 流动相 A(乙腈)-B(0.1%甲酸); 
流速: 0.4 mL/min; 进样量: 10 µL; 柱温: 40 ℃; 等度洗脱: 
A:B=85:15(V:V)。 
2.4.2  质谱条件 

LC-MS-MS: 扫描方式: 电喷雾电离源(ESI+); 气帘

气 : 25 psi; 电离电压(IS): 5000 V; 离子源温度(TEM): 
550 ℃; 雾化气 (GAS1): 50 psi; 加热辅助气 (GAS2):     
50 psi; 碰撞气(CAD): medium; 采集模式: 多反应监测

(MRM)模式。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的优化 

由于 N,N-二甲基亚硝胺含有胺基结构, 属于亲核型

化合物, 所以在流动相中加入甲酸有利于目标物离子化, 
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从而获得较好的响应。为了使目标物获得较好的色谱行为, 
实验考察了乙腈-0.1%甲酸水和甲醇-0.1%甲酸水两种混合

溶剂体系作为流动相时 N,N-二甲基亚硝胺的色谱保留行

为。结果表明, 使用甲醇-0.1%甲酸水体系作为流动相时, 
N,N-二甲基亚硝胺出峰时间相对乙腈-0.1%甲酸水体系后

移, 但峰型较宽, 而乙腈的洗脱能力较甲醇强, 所需时间

缩短, 且峰型良好。N,N-二甲基亚硝胺和 d6-N,N-二甲基亚

硝胺的 MRM 色谱图见图 1。 

3.2  质谱条件的确定 

由于 N,N-二甲基亚硝胺呈弱碱性, 在 ESI+模式下可

获得较高响应的[M+H]+峰。对确定的母离子进行二级质谱

扫描, 选择两个主要特征碎片离子作为定性和定量离子, 
通过优化各个离子对的去簇电压(DP)和碰撞电压(CE)等参

数条件, 得到最高特征碎片离子强度, 经优化的质谱条件

见表 1。 

3.3  超声时间对回收率的影响 

实验前期对料液比对回收率的影响进行了探究, 结
果发现, 在仅提取 1 次的情况下, 加入 25 mL 乙腈超声  
15 min, N,N-二甲基亚硝胺的回收率要比分别用 25 mL 乙

腈超声 15 min 提取 2 次的低, 而用 25 mL 乙腈超声提取 2
次, 提取液较多, 导致 N,N-二甲基亚硝胺浓度降低, 净化

耗材增多, 浓缩时间增长。而分别用 15 mL 和 10 mL 乙腈

分 2 次提取, 回收率同样能达到分析测定要求。因此, 在
加入 15 mL 乙腈提取 1 次的条件下再对超声时间的回收率

的影响进行了探究, 结果发现, 回收率随超声时间的增加

而提高, 20 min 后回收率没有出现明显变化, 综合考虑, 选
取 20 min 为最佳超声时间(见图 2)。 

3.4  EMR 用量对回收率的影响 

由于样品中含有大量的油脂, 因此实验对比了不同

固相吸附剂 PSA、GCB、C18和EMR的效果, 结果发现, PSA
和GCB对目标物吸附能力较强, 导致响应值较低, C18对低

极性杂质具有较好的去除能力, 但基质效应仍然对目标物

响应影响严重。而 EMR 净化粉末为增强型基质去除固相

吸附剂, 能有效地去除样品中脂质干扰, 提高结果准确性。 

因此, 实验对 EMR 的用量进行了探究, 结果表明, EMR 用

量的增多能有效地除去油脂, 而且能提高 N,N-二甲基亚硝

胺的回收率, 当 EMR 用量超过 2 g 时, N,N-二甲基亚硝胺

的回收率开始降低, 因此最终选取 2 g 为 EMR 的用量(见
图 3)。 

 
 

 
 
 

图 1  N,N-二甲基亚硝胺(50 μg/L)及 d6-N,N-二甲基亚 
硝胺(40 μg/L)MRM 色谱图 

Fig. 1  MRM chromatograms of N,N-dimethylnitrosamine (50 μg/L) 
and d6-N,N-dimethylnitrosamine (40 μg/L) 

 
 

表 1  N, N-二甲基亚硝胺和 d6-N, N-二甲基亚硝胺的质谱分析参数 
Table 1  MS/MS parameters of N, N-dimethylnitrosamine and d6-N, N-dimethylnitrosamine 

分析物 电离模式 母离子(m/z) 子离子 (m/z) 去簇电压 DP/V 碰撞电压 CE/eV 

N,N-二甲基亚硝胺 ESI+ 75.1 
43.0* 40 23.0 

58.0 40 16.0 

d6-N,N-二甲基亚硝胺 ESI+ 81.1 
46.1* 65 24.9 

64.1 65 19.1 

注: “*”为定量离子。 
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图 2  超声时间对回收率的影响(n=6) 
Fig. 2  Effect of ultrasonic time on recovery (n=6) 

 

 
 

图 3  EMR 用量对回收率的影响(n=6) 
Fig. 3  Effect of EMR dosage on recovery (n=6) 

 

3.5  线性范围、检出限和定量限 

采用内标法对 N,N-二甲基亚硝胺进行定量。将标准

系列曲线按优化后的仪器条件进行测定 , 其中内标

d6-N,N-二甲基亚硝胺的浓度均为 40 μg/L。以浓度比(目标

物浓度/内标物浓度)为横坐标(X), 定量离子对峰面积比(目
标物定量离子峰面积/内标物定量离子峰面积)为纵坐标(Y)
进行线性回归, 所得方程为 Y=0.0165X-0.0147, 相关系数 r
为 0.9998。结果表明 N,N-二甲基亚硝胺在给定的范围内呈

良好线性, 以信噪比 S/N=3 和 S/N=10 分别计算出方法检出

限和方法定量限分别为 0.5 μg/kg 和 2.0 μg/kg, 表明方法灵

敏度达到分析测定要求。 

3.6  回收率实验 

选用 N,N-二甲基亚硝胺呈阴性的腊肠、腊肉、火腿 3
种样品, 进行 3 个水平的加标回收实验, 每个加标水平分

别日内进行 6 次平行测定。3 种样品的 3 个水平的平均回

收率范围在 95.6%~102.5%之间, RSDs 在 4.35 %~6.76 %之

间(表 2)。 

3.7  实际样品分析 

对市售 20 种腌制肉采用本方法进行测定, 重复 6 次

求得平均值, 结果显示, 其中 1 个腊肠和 1 个火腿检测出

N,N-二甲基亚硝胺, 其含量分别 2.42 μg/kg 和 1.72 μg/kg, 
均低于 GB 2762-2017《食品中污染物限量》所规定的    
3.0 μg/kg, 而其余 18个样品N,N-二甲基亚硝胺含量均低于

检出限, 安全风险较低。 

4  结  论 

本研究建立了 EMR 净化测定腌制肉制品中 N,N-二甲

基亚硝胺的 HPLC-MS/MS 法。提取过程快速简单, EMR 固

相吸附剂有效地去除了油脂杂质, 大大提高了 N,N-二甲基

亚硝胺的回收率和灵敏度, 结合高效液相色谱, N,N-二甲

基亚硝胺在 2.5 min 内出峰, 且峰型良好。利用内标物对低

添加水平回收率进行校正, 方法学结果表明, 本方法具有

回收率高、操作简便和重现性好等优点, 可用于实际测定

腌制肉制品中的 N,N-二甲基亚硝胺含量。 

 
表 2  N,N-二甲基亚硝胺的回收率和精密度(n=6) 

Table 2  Recoveries and RSDs of N,N-dimethylnitrosamine (n=6) 

样品 添加值(μg/kg) 测得值(μg/kg) 平均回收率(%) RSD(%) 

腊肠 

2.0 1.96 98.2 4.64 

10 9.56 95.6 4.80 

20 20.1 100.4 4.82 

腊肉 

2.0 1.92 95.8 6.76 

10 10.2 102.5 4.77 

20 20.1 100.6 5.21 

火腿 

2.0 1.98 99.1 4.79 

10 9.89 98.9 5.05 

20 19.2 95.8 4.35 
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