
第 12 卷 第 17 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 12 No. 17 

2021 年 9 月 Journal of Food Safety and Quality Sep. , 2021 

 

                            

*通信作者: 王玉江, 副主任技师, 主要研究方向为卫生理化检验。E-mail: yujiangwang@126.com 
*Corresponding author: WANG Yu-Jiang, Associate Chief Technician, Fengtai Center for Disease Control and Prevention, Kan Dan Health 
Industrial Park, Beijing 100071, China. E-mail: yujiangwang@126.com 

 

高效液相色谱-串联质谱法测定火腿肠制品中 

11种杂环胺类化合物 

张志荣, 刘裕婷, 牛晓梅, 张来颖, 王玉江* 

(北京市丰台区疾病预防控制中心, 北京  100071) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-串联质谱法同时测定火腿肠制品中 11 种杂环胺类化合物含量的分析方法。

方法  样品经 5 mL 水、10 mL 1%氨水乙腈(体积分数)振荡提取后, 4 g Na2SO4, 1g NaCl 盐析, 上清液经

EMR-Lipid 除脂小柱净化, 以 HSS T3 色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm)分离待测物, 采用电喷雾离子化, 正离

子扫描和多反应监测模式检测, 以保留时间和特征离子对定性, 内标法定量。结果  11 种目标化合物在

2.5~40.0 μg/L 范围内线性关系良好, 相关系数大于 0.9950; 方法检出限为 0.3~2.0 μg/kg, 定量限为 1.0~      

5.0 μg/kg; 11 种目标物在添加水平为 5.0、10.0、20.0 μg/kg 时, 平均回收率为 61.7%~89.1%, 相对标准偏差为

8.1%~20.4%。结论  该方法样品前处理步骤简单、耗时短, 准确性、精密度及灵敏度均较好, 适用于火腿肠

制品中 11 种杂环胺类化合物含量的检测。 
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Determination of 11 kinds of heterocyclic amines in ham sausage products by 
high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

ZHANG Zhi-Rong, LIU Yu-Ting, NIU Xiao-Mei, ZHANG Lai-Ying, WANG Yu-Jiang* 

(Fengtai Center for Disease Control and Prevention, Beijing 100071, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of the content of 11 kinds of 

heterocyclic amines in ham sausage products by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. 

Methods  The sample was shaken and extracted with 5 mL water, 10 mL 1% ammonia water in acetonitrile (volume 

fraction), then the extraction was salted out with 4 g Na2SO4 and 1 g NaCl, the supernatant was purified by EMR-Lipid 

degreasing cartridge, the 11 kinds of target compounds were separated on HSS T3 column (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm), 

and detected under positive ionization and multiple reaction monitoring mode. Eleven kings of compounds were 

identified by retention time and the ratio of characteristic ions, and the elevenheterocyclic amines were quantified by 

using the internal standard methods. Results  The calibration curves of 11 kinds of compounds were linear within the 

range from 2.5 to 40.0 μg/L. The correlation coefficients of the target compounds were more than 0.9950. The limits of 

detection were 0.3‒2.0 μg/kg, the limits of quantification were 1.0‒5.0 μg/kg. The average recoveries of ham sausage 

samples at spiked levels (5.0, 10.0, 20.0 μg/kg) were 61.7%‒89.1%, the relative standard deviations were 8.1%‒20.4%. 

Conclusion  The pretreatment of sample is simple and time-saving, the method is accurate, sensitive, which can be 

used to determine the content of 11 kinds of heterocyclic amines in ham sausage products. 
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0  引  言 

杂环胺类化合物(heterocyclic amines, HAs)是畜禽、鱼

肉等富含蛋白质的食品在高温烹制过程中生成的具有一个

或多个氮原子的多环芳香族化合物[1]。迄今已经从食品中

分离和鉴定出超过 25种HAs, 毒理学及流行病学研究表明, 

HAs 具有潜在的致突变性及致癌性[2‒3]。国际癌症研究机

构(International Agency for Research on Cancer, IARC)将 2-

氨基-3-甲基咪唑并(4,5-f)喹啉(quinoline, IQ)定义为 2A 类

很可能致癌物 , 将 2-氨基 -3,4-二甲基 -3H-咪唑并喹啉

(2-amino-3,4-dimethyl-3H-imidazo [4,5-f] quinoline, MeIQ)、

2- 氨基 -3,8- 二甲基咪唑并喹喔啉 (2-amino-3,8-dimethy 

limidazo [4,5-F] quinoxaline, MeIQx)、2-氨基-1-甲基-6-苯基

咪唑并 (4,5-b)吡啶 (1-methyl-6-phenyl-1H-imidazo [4,5-b] 

pyridin-2-amine, PhIP) 、 2- 氨基 -9h- 吡啶并 (2,3-b) 吲哚

(2-amino-9H-pyrido [2,3-B] indole, AαC)、2-氨基-3-甲基-9h-

吡 啶 并 (2,3-b) 吲 哚 (2-amino-3-methyl-9H-pyrido [2,3-B] 

indole, MeAαC) 5 种物质定义为 2B 类潜在致癌物[4]。 

火腿肠制品在中餐食品中较为常见, 在我国食品消

费中具有一定的比例, 由于其烹制方式包括高温加工过程, 

该类食品中杂环胺含量对人群健康影响值得关注[5]。目前

我国尚未出台食品中杂环胺类化合物含量的限量标准, 因

此建立快速、准确的食品中杂环胺含量检测方法在整个研

究工作中十分必要。有关肉类食品中杂环胺含量检测方法

主要集中在液相色谱法和液相色谱-串联质谱法[6‒9], 但存

在检测种类少、样品前处理步骤较多等问题[10‒11]。本研究

选取 11 种代表性杂环胺物质, 采用盐析分层、EMR-Lipid

除脂小柱净化等样品前处理方法, 考察不同溶剂的提取效

果以及不同滤膜材质对目标化合物的吸附效果, 以期适用

于火腿基质样品中杂环胺类化合物含量的测定, 为其检测

提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

API3200 高效液相色谱-串联质谱仪(美国 ABSciex

公司); RVC 2-33 CDplus 真空离心浓缩仪(德国 CHRIST

公司); Milli-Q 纯水机(默克密理博); Multi Reax 旋涡振荡

器(德国海道夫公司); JYL-D025 料理机(九阳股份有限公

司); Captiva EMR-Lipid 除脂净化柱(600 mg, 6 mL)、5982 

-0032 萃取盐包、再生纤维素滤膜(regenerated cellulose, 

RC, 0.22 μm)(美国安捷伦公司)。 

标准品 : 2- 氨基 -3- 甲基咪唑并 (4,5-f) 喹啉 (CAS: 

76180-96-6)、2-氨基 -3,4-二甲基 -3H-咪唑并喹啉 (CAS: 

77094-11-2) 、 2- 氨基 -3,8- 二甲基咪唑并喹喔啉 (CAS: 

77500-04-0)、2-氨基-1-甲基-6-苯基咪唑并(4,5-b)吡啶(CAS: 

105650-23-5)、2-氨基-3,4,7,8-四甲基-3H-咪唑(4,5-f)喹喔啉

(CAS: 132898-07-8)、9H-吡啶并 (3,4-b)吲哚 (9H-pyridino 

(3,4-B) indole, Nor harmane) (CAS: 244-63-3)、1-甲基-9h-

吡啶并 (3,4-b) 吲哚 [1-methyl-9H-pyridino (3,4-B) indole, 

Harman] (CAS: 486-84-0)、2-氨基-1,6-二甲基咪唑并(4,5-b)

吡啶 [2-amino-1, 6-dimethylimidazolium (4,5-b) pyridine, 

DMIP] (CAS: 132898-04-5)、2-氨基-9h-吡啶并(2,3-b)吲哚

(CAS: 26148-68-5)、2-氨基-3-甲基-9h-吡啶并(2,3-b)吲哚

(CAS: 68006-83-7)、3-氨基-1,4-二甲基-5h-吡啶并(4,3-b)吲

哚 [3-amino-1, 4-dimethyl-5H-pyridino (4,3-B) indole, 

Trp-p-1] (CAS: 68808-54-8)、3-氨基 -1-甲基 -5h-吡啶并

(4,3-b) 吲 哚 [3-AMINO-1-METHYL-PYRIDO (4,3-B) 

INDOLE, Trp-p-2] (CAS: 72254-58-1) (纯度均大于 95%, 加

拿大 TRC 公司); 甲酸(色谱纯, 北京迪马科技公司); 乙腈

(色谱纯, 德国默克公司); 氨水(28%, 加拿大 TCI 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  标准溶液的配制 

分别准确称取10.0 mg标准品于10 mL容量瓶中, 乙腈

溶解并定容至刻度, 配制各分析物浓度为 1.0 mg/mL 的标准

储备液, ‒18 ℃保存。用乙腈稀释各储备液 100 倍, 得到各目

标物浓度为 10 μg/mL 的混合标准中间液。临用时, 用 10%

乙腈水(含0.2%甲酸)将中间液稀释成浓度为100 ng/mL的混

合标准使用液。 

1.2.2  样品前处理 

样品提取: 称取粉碎均匀的 2 份样品各 2.0 g (1 份用

于平行测定)于 50 mL 聚丙烯离心管中, 分别加入 200 μL

内标(浓度为 100 ng/mL)、5 mL 水、10 mL 含 1% (体积分

数)氨水的乙腈溶液, 混匀后涡旋振荡提取 30 min。 

样品净化: 将萃取盐包(4 g Na2SO4, 1 g NaCl)加入各

管中, 样品管加盖振摇 1 min, 在 4 ℃下 8000 r/min 离心

15 min, 放置 30 min。取上清提取液 5 mL 加入 1.25 mL

水, 混匀后过 Captiva EMR-Lipid 除脂净化小柱(600 mg,  

6 mL), 小柱无需活化, 收集流出液, 浓缩至近干, 1 mL 

10%乙腈水溶液(含 0.2%甲酸)复溶, 混匀后, 再生纤维素

滤膜(0.22 μm)过滤上机。 

1.2.3  基质混合标准使用液的制备 

用不含所测定的 11 种杂环胺类化合物的火腿肠作为

基质, 按照 1.2.2 样品前处理步骤得到空白基质作为溶剂, 
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吸取不同量的混合标准使用液, 基质液稀释配制不同浓度

的混合标准系列, 质量浓度分别为 2.5、5.0、10.0、20.0、

40.0 μg/L, 内标质量浓度为 10.0 μg/L。 

1.2.4  仪器条件 

色谱条件: 色谱柱 Waters HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 

1.8 μm); 有机相: 乙腈, 水相: 0.1%甲酸水; 柱温: 35 ℃; 

流速: 0.20 mL/min; 初始流动相比例: 乙腈: 0.1%甲酸水

(1:9, V:V); 进样量: 10 μL, 流动相梯度洗脱程序见表 1。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Condition of gradient elution 

时间/min 乙腈/% 0.1%甲酸水/% 

3 10 90 

11 50 50 

11.1 80 20 

13 80 20 

13.1 10 90 

18 10 90 

 
质谱条件 : 电离方式为电喷雾正离子模式(electros 

pray positive ion mode, ESI+); 电喷雾电压: 5000 V; 离子源

温度: 400 ℃; 载气: 氮气; 雾化器压力: 30 psi; 辅助器流

速: 40 psi; 扫描方式: 多反应监测模式(multiple reaction 

monitoring mode, MRM), 具体参数见表 2。 

2  结果与分析 

2.1  质谱参数的优化 

杂环胺类化合物具有胺基结构, 在正离子模式下易

与质子结合形成[M+H]+分子离子峰。将浓度均为 1 μg/mL

的 11种目标物及内标通过蠕动泵分别注入质谱, 在正离子

模式下进行一级质谱扫描(Q1)得到母离子信息, 对准分子

离子峰进行二级质谱分析(子离子扫描), 选取丰度高、干扰

小的碎片离子作为特征离子。优化各离子对的去簇电压

(declustering potential, DP)、碰撞能量(collision energy, CE), 

确定最佳参数。Trp-p-2 与 MeAαC 具有相同的分子量, 属

于同分异构体, 化合物碎裂方式相同, 但碎片离子丰度比

不同, 同时在色谱分离部分保留时间相差较大。目标化合

物经过优化的主要参数见表 2。 

2.2  色谱柱的选择 

本研究分别考察了 Waters BEH C18 色谱柱(2.1 mm×  

100 mm, 1.8 μm)和 Waters HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm)

色谱柱对 11 种目标化合物的分离效果, HSS T3 色谱柱对

IQ、MeIQ、DMIP 3 种杂环胺的分离效果明显优于 BEH C18

色谱柱, 3 种物质的峰形较好, 2 种色谱柱对其他几种目标

物的分离效果类似。在流动相中加入 0.1%甲酸后, 所有

目标物的信号强度均增加, IQ、MeIQ、DMIP 3 种目标物

的峰形也有明显改善。选用 HSS T3 色谱柱, 乙腈‒0.1%甲

酸水流动相体系可以对 11 种待测物达到理想的分离效果, 

见图 1。 

2.3  提取溶剂的选择 

杂环胺是一类有机弱碱性化合物, 在碱性条件下易溶于

有机溶剂[1], 样品提取溶剂中加入碱性试剂来增加提取效  

率[12]。本研究通过在空白火腿样品中加入 20.0 μg/L 混合标准

溶液进行提取, 比较了 1%氨水乙腈(体积分数)、3%氨水乙腈

及 5%氨水乙腈的提取效果(表 3), 结果表明, 提高碱度并没

有明显增加回收效果, 因此选用 1%氨水乙腈作为提取溶剂。 

 
表 2  目标化合物主要质谱参数 

Table 2  Mass spectrometric parameters of the target compounds  

目标化合物 
母离子
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

去簇电压 
/V 

碰撞能量
/eV 

DMIP 163.2 
148.1* 

32.65 
33.40 

105.1 50.93 

Trp-p-2 198.1 
181.1 

54.03 
31.20 

154.1* 38.98 

AαC 184.1 
167.1 

45.91 
34.07 

140.1* 41.31 

Harman 183.2 
168.1 

22.38 
38.35 

115.1* 44.70 

Trp-p-1 212.1 
195.1* 

51.86 
32.96 

168.1 39.78 

MeIQ 213.1 
198.1* 

46.32 
34.06 

145.1 38.77 

PhIP 225.1 
210.1* 

53.32 
38.96 

183.1 44.48 

MeAαC 198.1 
181.1* 

47.03 
30.79 

154.1 38.45 

MeIQx 214.2 
199.1 

53.90 
32.86 

131.1* 51.57 

Nor harmane 169.1 
142.1 

60.12 
36.18 

115.1* 47.09 

IQ 199.1 
184.1* 

52.03 
36.17 

157.1 45.42 

4,7,8-TriMeIQx 242.1 
227.1* 

52.31 
34.31 

201.2 34.01 

注: *表示定量离子对; 2-氨基-3,4,7,8-四甲基-3H-咪唑(4,5-f)喹喔

啉(4,7,8-TriMeIQx)为内标。 
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注: 图中 1~12 分别为 IQ、MeIQ、DMIP、MeIQx、Nor harmane、4,7,8-TriMeIQx、Harman、PhIP、Trp-p-2、AαC、Trp-p-1、MeAαC。 

图 1  火腿空白加标样品中 11 种杂环胺类化合物 MRM 色谱图(10 μg/kg) 

Fig.1  MRM chromatogram of a blank ham sample spiked with 11 kinds of Has (10 μg/kg) 
 
 

表 3  不同提取溶剂下 11 种目标化合物的平均 

回收率(n=3) ( x ±s, %) 

Table 3  Average recoveries of 11 kinds of target compounds with 

different extraction solvents (n=3) ( x ±s, %) 

化合物 1%氨水乙腈 3%氨水乙腈 5%氨水乙腈

DMIP 56.7±1.8  55.9±13.8 53.1±9.7 

Trp-p-2 58.2±3.5  55.9±14.4  55.2±12.4 

AαC 42.7±6.6  32.1±11.4  30.8±14.7 

Harman 78.7±1.3 77.8±7.2 78.2±2.9 

Trp-p-1 50.7±5.3  45.4±11.8  42.9±11.6 

MeIQ 67.8±7.0 75.3±3.4  66.7±15.2 

PhIP  77.8±16.3  66.5±14.5 61.7±4.8 

MeAαC  39.9±15.0 29.7±6.8  23.7±18.3 

MeIQx  80.7±14.1  73.2±18.0 70.3±4.7 

Nor 
harmane 

 95.5±11.3  63.3±15.1  70.5±15.4 

IQ  58.7±15.5 74.3±5.4  61.7±11.8 

2.4  滤膜的选择与优化 

在本研究方法优化过程中, AαC和MeAαC 2种目标物的

回收率较低, 通过改进提取溶剂等前处理步骤均无法提高目

标物回收率。通过查阅相关文献[13‒15]以及评价净化柱、过滤

膜对目标物是否有吸附后, 发现所使用的尼龙过滤膜对 AαC

和 MeAαC 有吸附, 因此需要选取更适合的滤膜材质。不同材

质的滤膜与被过滤化合物之间的氢键、范德华力、电荷吸附

等相互作用力不同, 因此对化合物的吸附作用不同。本研究

考察了尼龙膜、聚四氟乙烯(polytetrafluoroethylene, PTFE)膜、

聚醚砜(polyether sulfone, PES)膜及再生纤维素膜(regenerated 

cellulose membrane，RC)对 AαC 和 MeAαC 的吸附效果。用

10%乙腈水配制 10 ng/mL 的混合标准溶液, 通过比较过滤前

后的峰面积 , 计算滤膜对 AαC 和 MeAαC 的吸附效应

(adsorption effect, AE)(%), AE(%)=(C0－C/C0)×100%[16], 其中

C 为标准溶液过滤后目标物峰面积, C0 为标准溶液过滤前目

标物峰面积(图 2)。结果显示, 相较于其他 3 种膜, RC 膜对目

标物的吸附较小, 但仍有吸附, 在过滤前样品液中加入一定

比例的甲酸, 可以降低膜对目标物的吸附, 通过比较不同比

例的甲酸, 最终选择RC膜过滤样品液, 同时在样品液中加入

0.2%甲酸来降低吸附效应。 
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图 2  滤膜对目标物吸附效应的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of microfiltration membrane on adsorption effect of 
target compounds (n=3) 

 

2.5  基质效应评价 

样品检测过程中, 基质对待测物的分析产生干扰, 分

为基质增强效应和基质抑制效应。通过基质匹配校正曲线

斜率与标准曲线斜率的比值评估基质效应对定量结果的影

响[17], 一般认为, 斜率比值在 0.85~1.15之间不存在基质效

应[18]。在火腿基质中, 11 种杂环胺类化合物的斜率比值在

0.47~0.97 之间, 除 MeIQx 不存在基质效应外, 其他目标物

均存在不同程度的基质抑制效应(＜0.85)。因此采用基质匹

配曲线定量确保目标化合物的定量准确。 

2.6  线性范围、回归方程和检出限 

通过配制基质曲线, 以浓度为横坐标(X), 目标物与

内标物的峰面积比值为纵坐标(Y)绘制标准曲线, 在 2.5~ 

40 μg/L 范围内各目标物线性方程相关系数(coefficient of 

association, r)为 0.9950~0.9999。以目标物在空白样品中 3

倍信噪比计算检出限, 10 倍信噪比计算定量限。11 种杂环

胺类化合物的回归方程、定性限及定量限见表 4。 
 

表 4  目标化合物的回归方程、定性限及定量限 
Table 4  Regression equations, limits of detection and limits of 

quantification of the 11 kinds of target compounds 

化合物缩写 回归方程 
检出限 
/(μg/kg) 

定量限 
/(μg/kg) 

DMIP Y=0.031X+0.001 1.0 2.5 

Trp-p-2 Y=0.060X+0.001 0.5 1.5 

AαC Y=0.149X+0.001 0.3 1.0 

Harman Y=0.153X+0.018 0.5 1.5 

Trp-p-1 Y=0.151X+0.002 0.5 1.5 

MeIQ Y=0.038X+0.021 2.0 5.0 

PhIp Y=0.243X+0.002 1.0 3.0 

MeAαC Y=0.140X+0.001 1.2 3.5 

MeIQx Y=0.030X+0.001 1.0 2.5 

Nor harmane Y=0.111X+0.083 0.5 1.5 

IQ Y=0.008X+0.001 2.0 5.0 

2.7  方法的回收率与精密度 

对空白样品进行低、中、高 3 个浓度的添加回收率实

验及精密度实验, 空白样品选取未检测到目标物的火腿样

品, 按照 1.2.2 进行前处理。结果表明(表 5), 11 种杂环胺化

合物的平均回收率在 61.7%~89.1%之间 , 相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)在 8.1%~20.4%之间。回收

率及精密度均满足火腿肠制品中杂环胺含量的检测要求。 

 
表 5  精密度与加标回收实验(n=6) 

Table 5  Precisions and standard recoveries experiment (n=6) 

化合物缩写 加标量/(μg/kg) 平均回收率/% RSD/% 

DMIP 

5.0 81.1 8.6 

10.0 80.5 15.1 

20.0 70.9 11.1 

Trp-p-2 

5.0 89.1 8.1 

10.0 84.5 8.2 

20.0 72.1 13.8 

AαC 

5.0 65.6 13.2 

10.0 73.4 12.0 

20.0 61.7 8.6 

Harman 

5.0 84.6 11.7 

10.0 87.4 13.3 

20.0 73.0 13.6 

Trp-p-1 

5.0 77.3 16.9 

10.0 66.2 9.7 

20.0 69.5 13.6 

MeIQ 

5.0 80.7 20.4 

10.0 74.8 18.7 

20.0 69.1 16.9 

PhIp 

5.0 65.2 16.0 

10.0 71.3 17.0 

20.0 77.8 17.1 

MeAαC 

5.0 63.9 16.8 

10.0 79.0 12.2 

20.0 63.3 14.1 

MeIQx 

5.0 80.1 14.0 

10.0 70.4 12.9 

20.0 73.3 18.3 

Nor harmane

5.0 75.3 15.6 

10.0 79.6 14.1 

20.0 66.2 13.6 

IQ 

5.0 66.8 18.8 

10.0 81.0 13.4 

20.0 74.1 19.0 
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2.8  实际样品检测 

应用本研究建立的方法检测 10 件市售的火腿制品, 

其中 5 件检出 Nor harmane, 含量分别为 4.74、1.74、1.69、

2.52、3.14 μg/kg, 3 件检出 Harman, 含量为 4.30、3.25、   

5.07 μg/kg。其余目标物均未检出。 

3  结  论 

本研究建立了液相色谱-串联质谱测定火腿肠制品中

11 种杂环胺类化合物含量的分析方法 , 净化步骤用

EMR-Lipid 除脂小柱代替常规固相萃取柱。EMR-Lipid 除

脂小柱具有特殊填料结构, 无需活化平衡与洗脱等步骤, 

可将提取液混合一定比例的水相直接加载在小柱上, 收集

滤液, 浓缩过滤后直接分析, 与 ZHANG 等[19‒20]常规固相

萃取方法相比, 步骤更为简便, 有机试剂消耗少。在样品

前处理过程中, 提取液提取后加入盐析步骤促进提取液分

层, 去除更多极性干扰物。为降低过滤膜对部分目标物的

吸附效果选择在样品液中加入一定比例甲酸及使用 RC 膜

过滤。通过方法学验证, 该方法准确性、精密度及灵敏度

均较好, 适用于火腿制品中 11 种 HAs 含量的检测。 
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