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摘 要 ： 综述 了
—

年 间 气相 色谱法 、液 相 色谱 质谱 法 、毛细 管 电 泳法 、
股束 电 动 色谱

法等 色谱技 术在 生物 样 品 中 烟 草特 有 的 亚 硝胺及其代谢 产物 分析 中 的 应 用 进展 （ 引 用 文 献
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烟草特有 亚硝胺 是发现仅存在于 物质
“

进 入人 体后会 形成代谢产 物

烟草和烟气中的非挥发性亚硝胺 。

一般认 为 ，烟草 （ 甲 基亚硝基氨基 吡啶基 厂醇 （ 。

特有 亚硝胺是在烟草 调制 过程 屮讪过烟 草生物 冃 前已知 的 及 其代谢产物 的 化学结构式

碱亚硝化作用而形成的 。 其中卷烟主流烟气中主要 见图 。

含有 种 ， 即 亚 硝 基 去 甲 基 烟 碱 近年来 ， 国 内 外 已有 多篇关 于 形成 、

、 甲基 亚硝基氨基 比啶基 丁酮 危害 、致病机制以 及分析烟叶 、 卷烟制 品 、 卷烟烟气

、
亚硝基假木 贼碱 （ 和 亚硝基新 和生物样品 中 及其代 谢产 物的 综述性报

烟草碱 。 毒理学证明 是卷烟烟 道⋯ ，本文重点综 述 了近年来运用 色谱技 术分析

气屮诱 发癌症的主要活性物质之一 ，其 中 和 及其代谢产物的研究进展 。

被 国际癌症研究署 （ 归类 为人体致癌

分析方法
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相色谱法

主要从術 及烟 有窗成分分析施的研究 。
气相 色谱 热能分析联用 仪

联系 人 。
： 热能分析仅 （ 是为 检测亚 肖胺类化合物
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的卷烟会影响灵敏度 ，特别是影响 和 的

准 测定 。 检测器〒能分辨共
、

流出 的其

他亚硝基 化合物 ， 严重 干扰 的测 定 。 另

外 ， 检测器的 日 常维护较麻烦 ， 这也限制 了 它

的广泛应用 。

气相 色谱 质谱联用

作为一种通用仪器 ， 单 四极杆质谱与 联用

已成为分析 的另 一种选择 。 早在 年 ，

等 采 用超 临 界 流 体 萃取 （ 固 相 萃 取

净化并结合气 相色谱 质谱法 测 定

烟草制品 中的 。 试验发现 ， 测定低含量

样 品 时 ， 和 的灵敏度相

似 。 年 ， 毛友安等 采用选择 离子监测技 术

种 的化学结 构 （ 测定 了 主流烟气 中 的 和 。 其样
‘

品处理方法为 ： 柠檬酸 磷酸盐缓 冲溶液和环 己烷共

而特别设计制造 的 。 气 相 色谱 热能 分 析联 用仪
■粒

的基本原理是用气相色谱对含有亚确胺
鮮取 进 步 纯 化 。 方 法 的 检 出 限 分 别 为

的混合物进行分离 ， 再 由 载气将物质送人热能分析
支

—

和 支
—

与

仪的接触热解器中 在真空条件下 ，含亚硝基和确

的化合物发生鮮難藝 ，碰 出義 自 由
醉来 ’赚串難 与 联赚术的发展 ，

⑴或亚确醜基 自 由基圆 ）
；在髙温热解器

也有人采用气相色谱 串联质谱法 分

中 ，確基进 频解純細基 自 自 基 。 贿产物
试藤明 ，与单 翻 比 ， 采用离子

经过冷阱縣將細分解酬产 空将細
纖 辦的分析魏度和选择性 。

酰基 自 由基吸人反应室中 ，在反应室中 ，亚确醜基 自
￥ ’

由 基被臭氧氧化 生成二氧化概 ；受激发的二氧化氣
’用气相色谱 离子 联质谱

迅速衰退返 回至基态 ， 在衰退过程中 发射 出近红外 法 （ 测 定卷 烟 主流烟气 中 的 种

线 ，射线通过光电倍增器检测 。

。 方法比较了 乙 酸乙酯 、 甲 醇 、丙酮和二氣

由于 对挥发性和非挥发性 亚硝胺 甲烷对粒相物的萃取效果 ，发现在 内 ，这些

有特殊响应 ， 从 世纪 年代 以来 ，

— 溶剂都能获得令人满意的萃取效率和回 收率 ，但是

直是分析 及其代谢产 物的重要工具 。 随
用乙酸 乙 酯 能 获得最佳的灵 敏 度 和选择性 。 用

着仪器性能 的不断改进和分析方法 的 日 渐成熟 ，
净化萃取液时 ， 比较 了碱性氧化招 、桂胶 碱性

已被列为测定 的标准分析方法 。
氧化铝和 种 小柱 的

年 烟草科学研究合作 中心 颁布 净化效率 ，结 果表明 用

了用 分析卷烟主流烟气总粒相物 中 种 小柱对 种 均有较佳的 回收率和灵敏度 。

、 、 、 的推荐方法 。
试验还 比较 了 柱 、

基本原理是用二氯 甲 烷萃取收集在滤片上的主流烟 和 柱 种 柱 ，结果显示 在低 流

气总粒相物 萃取液用碱性氧化铝或硅胶 氧化铝净 失 色谱柱上分离较好 。 试验研究 了待分

化 ，用 甲 醇 二氣甲烷洗脱 ，洗脱液浓缩后测定 。
析物在各种 串 联质谱模 式下 的 选择性和 灵敏度 ，

我国在参考 的基础上 ， 于 年颁布 和 采用 离子对 和 选

了 分析卷烟 主流烟气中 的 国家 择 了 离子对 ， 而 则选择 了 离 子对 。

标准 、 方法的检出 限为 支
—

、 通过保留时间 、 与标准谱库 的匹配度 和检测离子的

试验证明 ， 对痕量 亚硝基化合物有 丰度比进
一

步识别复杂基体 中的 。 检出 限

较髙的选择性和灵敏度 ， 但分析 含量较低 在 支
—
之间 ，低于 方法 ，
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而与 方法相似 。 平的研究较多 ， 而涉及血液等其他生物样品 的研究

年 ， 等 」

用 分析 较少 。

了二手烟中的 。 用特氟龙涂层玻璃纤维滤

片主动采集二手烟气粒相物中 的 ， 用矩形

纤维素条被动采集二手烟气粒相物 中的 。

‘

用 甲醇进行固液萃取 ， 离心后进行测定 。 识别 目标

物的依据包括 ：保留时间与 参考标 准匹配 、 个特征

离子的 同位素 比与理论值相差在 、选择
。

。

离子的信噪 比大于 。 试验选择 了合适 的母离子

子离子并 阐述 了碎裂模式 ， 优 化了 参
”

数 。 检出限在 之间 。 由 于各种

选择 了特定的离子对 ，尽管没有采取净化 ，

方法选择性仍然令人满意 。 除 加标回收率

外 ，其余 种 的分析准确度较好 ，作
『

°

：。

者认为这可能与样品处理和分析过程中分析物的损
°

失有关 ， 建议用内标法改善 的分析准确度 。

°

气相 色谱 氮磷检测 器

考虑到 特殊的含氮结构 ， 刘万峰等
°

尝试了用特异性減检测器 （ 分析烟草中 的

。 首先超声萃取烟样 ， 萃取液在硅藻 土层
人体 内的主要代谢途径

析柱上层析 ， 浓缩洗脱液后 进行检测 ， 对 和

的分离较好 。 但实际样 品 的色谱图 中共流
最常用的样品处理方法 是 。 年 ，

含氮化合物的 干扰较大 ，对 含量较低的样 等 丨

丨 《
丨

选择 （ 小柱萃
■ 成■膨响 。

聯化测定 了吸烟者職 中 的 。 通过测定
液相色谱 质谱联用

尿液 中 总 和 游 离 的 含 量来计算
在 年 ， 采用高效液相色谱法

麵苷酸的含量 。 采用反相色谱等度洗脱 ，

分析 了 但 由 于 在
保留时间较短 ； 采用 模式 ，选择

巾 胃
一

为多反应监测 （ 离子 对 ， 可 以减少低质量 共
检出 限 、更宽的线性細 ， 且样品处理

芒
法简单 ，使

流出物的干扰 。 方法测定下限为 ，对

？ 位吸烟者的尿液分析结果表明 ， 游离 含量
分析手段 该技 术在生物样 口 口 （如尿液和

在 口邑

一

之间 ，圓八肩糖苷酸含量
血清 ） 中 的 及其代谢物研究中 应用广泛 ，

廿 ⑶ 七吐拍 也
、

由 枉

在烟草及卷纏气谓 测定顿捕多細。

。 旅鮮■ 、样品

在生物样 °
中的 户 用

胃 。

对 代職径的研究发现 ， 卷烟烟气 巾
研究者采用 了 的 填料 或

的 进入人体后 ， 部分 会迅 速还原为醇 ， 生成

。 其中部分 分别通过经基和批徒氣

、

清样 口口 ， 口 ” 研九 了 在兔子

形雌糖苷酸偶联物 和
体 内的代谢情况 ， 研究对象为 、 、 、

以上 种 在 人体 中 的主要代谢物都随
方法 用 于 分析兔子 血 清 中 的

尿液 排 出 体 外 眶 在 人 体 内 的代 谢途 径 见
，具有快速 、简单 、 灵敏和选择性好 特点 。

图
」

。 因此 ，测定尿液 中的 及其葡糖苷酸
在获得的代翻线基础上 ， 通过非线性拟合得到 了

可间接评估人体受卷酬气 危害的程度 。 近
的 代谢动 力 学方程 。 检 出 限 为

年来 ，对动物尿液和人尿 中 及其代谢物水
。 年 ， 等 用

同时测定了 鼠尿中的 及其 种代谢产物 。 采
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用 均获得 了满意的 回收率 。 检 出 限 影响 、提高分析的准确性和灵敏度 同位素标记 内标

在 之间 。 法逐渐发展成为常用方法 ， 其中既有采用单
一

内标

由 于分子 印迹 聚合 物 （ 对特定 目 标 分子 定量法 、
也有采用多种内标定量法 ， 而采用 种内标

模板分子 及其结构类似物具有特异性识别和选择 或 种内标最为常用 。 在 内 标的选择上 ，既有碳 同

性吸附的功能 ， 将 用作 填料萃取净化特 位素标记内标 、 也有氘代内标 。 选择样品萃取溶剂

征 目 标物
一直都是研究的热点 。 年 ， 》 等 时 ，多数研究者都倾向于选择乙酸铵缓冲溶液 。

首次制备 并采用相应的 柱萃取尿样 中的 文献报道的采用
一

种内标定量的不多 ， 其中毛

用 测定 。 方法灵敏 、简单 ，检出 友安等 用柠檬酸 憐酸盐缓冲溶液与环 己烷共提

限达到 口 厂 。 随着商品化 小柱 的问 取主流烟气粒相物 用 进
一

步纯化 ， 电喷雾正

世 年 ， 等 用 离子多反应监测 。 内标物为 标记咖啡因 。 检 出

分子印迹聚合柱结合 测定了人尿 中 的 限在 埤
—

之间 。

通过优化液相色谱条件 避免离子抑制效 采用 种内标的主要包括 同位素标记内标

应 ，使响应增加 了 倍 ， 而且改善了样 品通量 。 测 和氘代 内标 。 年 ， 等 采用 同位 素稀释

定下 限达 到 了 。 同 年 ， 同时测定 了 卷烟主流烟气粒相物 中 的

等 采用分子印迹聚合物 柱结合 种 。 内标为 和 。 采用

同时测定了人尿中的 、 、 和 。 色谱保留时间 、 特定的分析物碎裂模式和两对母离

检出限为 测定下 限在 子 子离子对的 相对 峰 面积 比对 进 行识

之 间 。 试验证 明 ， 采用 进行 别 。 检出限在
；

广之间 。 年 ，

样品前处理 ， 可大大提髙分析灵敏度 ，检出限能达到 等
⑵
建 立 了 定 量分 析 卷 烟 主 流烟 气 中

级 ，优于普通的 方法 。 的 同位素标记 方法 。 采用

年 等 采用新颖的衍生化法结合 和 为 内 标 。 与传统 方法相比 ， 样 品

测 定人 尿 中 级 的 。
处理和分析时间均缩短 。 用剑桥滤片收集主流烟气

采用液液萃取 ，用衍生化法将 的羟基转变为 粒相物 ，用 乙 酸铵缓冲溶液萃取无

己酸酯衍生物 ，除去尿样基体中 的干扰成分 ，增加了 需净化 。 检出限在 之间 。 试验

分析灵敏度 ，测定下限为 。 文献重 发现乙 酸铵 的优势在于选择性萃取 ， 这样

点阐述了将中 等极性 的 衍生化为相对非极 使得样品干净 、分析通量高 。 试验的 另
一

个特点是

性己酸酯的优势 ， 即非极性物质在水相和非极性有 将色谱 柱温 升至 ， 可 以 改善 的峰形 。

机相间分配 利于除去尿样中极性的干扰物 非极性 年 ，丁时超等 采用类似的方法分析了卷烟烟

的酯更容易在反相 柱上保留 ；通过萃取和色 丝和主流烟气中的 ，仪器检出限为

谱分离 ， 与尿样中的干扰离子有效分离 能降低生物 。 年 ， 李勇 等 采用

基质在 模式下离 子化时发 生 的 基体 抑制 ； 与 测定了卷烟烟丝中 的 。 检出 限低

相比 ， 由 于具有更有效的去溶剂化 ，酯在 于 。 方法 的特点 是采用纯水为萃取

源中的离子化效率会增强 ，而 的羟基会通过 剂 ，用氢氧化钠溶液调节萃取液至碱性后 ，用

氢键与流动相 中的水 、 甲醇和乙腈强烈键合 增加了 小柱净化 ，分析物用甲 醇洗脱后进样 ，

相对分子质量 ，可 以增加质谱检测 的选择性 因为尿 和 同位素标记内标法检测 。

样中的干扰物质
一

般是小分子化合物 。 年 ， 等 首次采用 个稳定同位素 内

在烟草制品及卷烟烟 气 中 的应 用 标 山
、 、 和 定量烟

在用 分 析烟 草 及卷 烟烟 气 中 的 草和主 流烟气中 的 ， 每种分析物用单个内

时 ，早期 知 等
口 采用外标法检测 了 标定量减小了基体效应 ， 无需样品净化 。 每种分析

鼻烟中 的 种 ，方法无需净化 ， 只需蒸发过 物采用 个离子对确证和定量 可以增 加分析准确

滤 ， 由于找不到不含 的空 白 鼻烟样 品 ， 采 度和适 用性 。 检出 限为
—

。

用在样品中加不同浓度的基体匹配标准进行定量 。 随后 ，采用 种氘代 内标定量成为 国内 外研究的热

检出 限为 为 了减少基体的 点
⋯

。 年 ， 发布 了 用
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测定无烟烟草制品 （如湿鼻烟 、嚼烟等 ） 和原烟 出限为 。 同年 ， 等 采用硫酸

中 种 的推荐方法 。 其 中采用 乙酸铵 化 斤环糊精 作为 改性剂 ，从人体支气

缓冲溶液萃取 、 种氘代内标定量 。 管上皮细胞中对映分离了 和 。

为缩短分析时间 、改善色谱峰形 ，超高效液相色 年 ， 等 用胶束 电动色谱 （

谱 与质谱联用成为测定 的又一选 分析人尿 中 的 种 。 检 出 限在

择 。 年 ，朱文静等 用 快速测
—

之 间 。 尽管灵敏 度 比 方 法 的

定 了 种 。 选用了粒径 的 超高 高 ，但试验优化参数较多 ，仪器使用不普遍 。

压柱 ，实现 了 种化 合物 在 内 的完全分离 。

的色谱柱温可以消除 和 对映异构

体产生 的肩 峰 ， 改 善 了 色谱峰 形 。 年 ，
由于烟草特有 亚硝胺具有致癌活性 如何 更

等⋯ 用 快速分 离测定 主流烟 气 中 的 快速 、 灵敏 、 准确地测定各种复杂样品 中的微量甚至

种 。 采用 四极杆 离子 阱 （ 质谱 ，
痕量 ， 探索合适 的样品 前处理方法和仪 器

分 析 时 间 短 、 选 择 性 好 ， 检 出 限 在 分析方法
一

直是研究重点 。 目 前 ， 多数研究采用溶

之间 。 方法用 扫描模式采集数 剂萃取和 固 相萃 取净化为样 品前 处理手段 ，

据 用 选择一级母离子 在碰撞池 中用碰撞 、 、 和 为 常用

活化解离 （ 气碰撞碎裂得 到二级母离子 ， 在 检测仪器 这些方法主要存在基体干扰严重 、样品分

质量 分析器 （ 中进一步碎裂得到定量离子 析通量不高 、分析精密度 和准确度不髙 以及不同仪

离子 ） ，根据 离子的选择性和灵敏度选择 器分析结果差异较大等缺陷 。 尽管 有的分析方法

离子对 。

（如采用分子 印迹聚合物 小柱净化 、 同位素标

比 更灵敏 、选择性更好 。

记内标定量 可 以显著提高分析的灵敏度或准确度 ，

但样品的基体效应会使分析物 回收率变差 ， 降低 了 但这些方法样品前处理繁琐 、有机试剂用量大 、仪器

分析的准确度和精密度 。 細液液萃取細相萃

净化样品 可以减少基体效应 ，麵加了分析时间 、限
提高 目标 选择性和分析灵敏度 、提高分析数

制 了样品通量 。 同 位素标记提高了分析效率 ，但分 精密度和 度 ’—工作 者今后研究 的

析成本较高 ，不适合 日 常检测 。

■难点 。 为 ，胃 样 方 谱分离模式

毛细管电泳和胶束电动色谱 彳

年 ， 等 用固 相萃取结合 毛细 管区 带
对 有选择性 萃取 、 富 集或 保 留的 多孔桂

电泳 （ 和 毛细管 电泳 电 喷雾 电 离质谱 （

胶 、沸石等 固相萃取填料或色谱柱固定相 ； 由 于

测定 了兔子血清中的 。 方法采用 甲 酸
的職异构性质 ， 尝试将 ，性色谱分离

铵和梓樣酸缓冲体系 ，优化 了 分析条件 ， 如缓
賦应用到 的分析 中 ， 另外 ， 二维色谱分

冲溶液的酸度和浓度 、毛细管长度 、 电压和毛细管
离模式也是 种可 以考虑的选择 ；还可研究专用检

度等 。 在 中 采用 甲 醇 水为銷 液 。 试验 寸

和 两种方法进行了 比较 ， 结果发现 ，两
雌或職对 有特征响应

种方法的分析餓幢 。 但 由 于 灵随更

高 、可 以获得更多的分子结构信息 ，所以更适合分析
总之 现有的 色谱分析方法仍需不断

复杂的 生 物样 品 。 采用 驗 出 限 在
完善 ， 相关的職还有很大的空间 。

—

之间 ，采用 的检 出限在 参考文献 ：
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