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工作简况

（一）任务来源

本标准制订工作是按照2017年国家标准计划项目《消费品中亚硝胺迁移量的测定方法》（计划编号：20183052-T-469）执行的。本标准主要由中国检验检疫科学研究院负责起草和完成。

本标准在编制过程中按照GB/T 1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》的要求以及GB/T 20001.4-2001《标准编制规则 第四部分：化学分析方法》中的各项规定而编写，力求符合规范化与标准化的要求。

（二）主要工作过程

本标准起草单位在充分收集、认真研究相关标准及资料的基础上，结合实验

室的条件和本方法的技术特点，对气球、奶嘴等乳胶橡胶类弹性体消费品进行了试验，对样品前处理条件（固相萃取柱类型、洗脱溶剂、洗脱体积等）、气相色谱-串联质谱法（GC-MS/MS）测定条件进行优化，论证了方法的灵敏度、线性范围、回收率、精密度等，建立了消费品中N-亚硝胺及可亚硝化物质迁移量的测定方法，最后进行方法验证。
二、标准编制原则和主要内容论据

（一）编制原则

本标准方法是根据GB/T 1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》和GB/T 20001.4-2001《标准编制规则 第四部分：化学分析方法》的要求进行编写。

（二）标准研制背景

N-亚硝胺是一类具有-N-N=O结构的强致癌有机化合物，迄今为止已发现的300多种亚硝胺中约有90%具有致癌作用。可亚硝化物质指在一定条件下能够生成N-亚硝胺的物质，包括亚硝酸盐、氮氧化物和胺类物质（主要是仲胺）等。乳胶制品中的N-亚硝胺主要产生于乳胶的硫化成型过程。具有仲胺基的硫化催化剂在硫化过程中会给出仲胺，仲胺能与空气中或配合剂中的氮氧化物NOX（主要是NO2）在酸性环境或催化剂条件下生成稳定的N-亚硝胺。研究人员曾在婴儿奶嘴、安抚奶嘴、气球、牙齿矫正器的橡皮圈等乳胶制儿童用品中发现亚硝胺及可亚硝化物质。2009年，欧盟通过《玩具安全新指令》（2009/48/EC），规定供3岁以下婴儿使用的玩具和供儿童放入口中的玩具严禁使用亚硝胺，如若工艺过程实在无法避免，其总亚硝胺的迁移量也不得高于0.05 mg/kg，总可亚硝化物质的迁移量不得高于1 mg/kg。该指令已于2009年7月20日正式实施，2011年7月20日起新投放市场销售的产品应符合新指令中除化学品要求之外的所有规定，而自2013年7月20日起新投放市场销售的产品需符合化学品要求的规定。与该指令配套的欧盟协调标准EN71-12要求至少检测13种N-亚硝胺，包括脂肪族亚硝胺、脂环族亚硝胺及芳香族亚硝胺。

目前N-亚硝胺常用的检测方法有气相色谱-热能分析仪联用法（GC-TEA）、气相色谱-电子轰击源单级质谱法（GC-EI-MS）、气相色谱-电子轰击源串联质谱法（GC-EI-MS/MS）、气相色谱-化学源单级质谱法（GC-CI-MS）、气相色谱-化学源串联质谱法（GC-CI-MS/MS）、液相色谱法（HPLC）和液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)。现有国内外检测标准均采用基于气相色谱-热能分析仪或液相色谱-串联质谱的检测方案。如欧盟EN 12868:2017采用气相色谱-热能分析仪测定奶嘴中13种亚硝胺迁移量；欧盟EN71-12:2016采用液相色谱-串联质谱法测定玩具中13种亚硝胺迁移量；我国GB 5009.26-2016 采用气相色谱-质谱法和气相色谱-热能分析仪法测定食品中N-二甲基亚硝胺；我国GB 28482-2012 采用气相色谱-热能分析仪法测定婴幼儿安抚奶嘴中亚硝胺；我国GB/T 24153-2009 采用气相色谱-质谱法测定橡胶及弹性体材料中12种亚硝胺。

上述方法中，气相色谱-热能分析仪只能专用于亚硝胺检测，实验室普及率低，应用受到一定限制。GC-CI-MS主要依靠准分子离子峰进行定性，样品基质复杂时，易受到干扰而产生假阳性。同样的，GC-EI-MS在处理复杂基质的样品时难以对低分子量N-亚硝胺进行准确的定性及定量分析。GC-CI-MS/MS抗背景干扰能力强，但CI源电离率低，有时候采用串接质谱并不能很好地提高灵敏度，且CI源通常需要在低温条件工作，离子源易受污染。HPLC的紫外检测器对N-亚硝胺特异性不强，常需要对N-亚硝胺进行衍生，操作繁琐。LC-MS/MS灵敏度高，定性准确，但该设备昂贵（200万~400万），实验中消耗大量有机溶剂，且在测定挥发性的亚硝胺时，分离度及灵敏度略逊于气相色谱-串联质谱。

GC-EI-MS/MS结合了气相色谱分离度好的特点与串联质谱灵敏度高、背景干扰小的优势，近年来在化妆品、气球、环境水中N-亚硝胺的检测中得到了一定的应用。本标准草案建立基于GC-EI-MS/MS的亚硝胺测定方法与先前相关研究的改进主要体现在两个方面，一是通过对固相萃取过程的优化，使其更适应于消费品中N-亚硝胺迁移量的测定，二是通过对分离及测定条件的优化，将方法适用的N-亚硝胺种类由脂肪族亚硝胺、脂环族亚硝胺扩展到芳香族亚硝胺，同时检测的N-亚硝胺数量增加到了15种。
（三）标准技术路线及条件优化

1. 方法概述

本标准涉及以乳胶、橡胶等弹性体为材质的消费品中15种N-亚硝胺及可亚硝化物质物质迁移量的气相色谱-串联质谱检测方法。试样用人工唾液迁移提取，迁移溶液经固相萃取净化浓缩，样液用气相色谱-串联质谱（GC-MS/MS）进行测定，采用多反应监测模式（MRM）进行定性和外标法定量。

本标准方法对样品前处理条件（固相萃取柱类型、洗脱溶剂、洗脱体积等）、气相色谱-串联质谱法（GC-MS/MS）测定条件进行研究试验，还进行了回收率试验、精密度试验以及方法验证试验，各项结果表明，本标准方法的分析性能指标能够符合分析要求，可以满足消费品中N-亚硝胺及可亚硝化物质含量的测定要求。

2. 色谱和质谱条件的优化

本标准的优化实验采用气相色谱-串联质谱仪完成。

2.1 色谱柱的优化

    本标准选择常用的气相色谱柱，考察其对亚硝胺物质的色谱分离效果，分别考察了HP-5MS UI（30m×0.25mm，0.25μm）、DB-624（30m×0.25mm，1.4μm）、DB-1701(30m×0.25mm，0.25μm）、HP-INNOWax色谱柱(30m×0.25mm，0.25μm）对15种亚硝胺的分离效果，结果表明DB-624的分离效果最好，其次是HP-5MS UI。但DB-624色谱柱对沸点较高的目标物响应不好，如N-亚硝基二环己胺（沸点340.26 ℃）、N-亚硝基二苯胺（沸点359.13 ℃）、N-亚硝基二苄胺（沸点382.34 ℃），因此本研究中选择了HP-5MS UI柱。

2.2 柱温升温速率的优化

本标准涉及的化合物大多为同系物，数目较多，并且存在同分异构体，沸点非常相近，为了获得好的分离效果，需要优化色谱条件，尤其是柱温的升温速率。由于N-亚硝基二甲胺和N-亚硝基甲基乙基胺沸点分别为153℃和154.4℃，初温过高会影响分离度，因此采用初温50℃保持3 min。同时N-亚硝基甲基乙基胺响应较低，峰形前伸，因此在其保留时间附近快速升温，50℃~80℃范围内升温速率为30℃/min，改善其峰形。N-亚硝基甲基苯胺、N-亚硝基吗啉和N-亚硝基二丙胺沸点分别相差20℃，但分子结构中的官能团影响了它们在色谱柱中的保留行为，三者保留时间几乎相同；为了最大程度地分离这三种物质，采用80℃保持7 min。超过80℃以后，HP-5 MS UI色谱柱对其他物质分离效果均较好，仅为缩短分析时间对升温速率进行一些调整。最终选择的升温程序为：
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2.3 质谱条件的优化

接着筛选母离子、优化碰撞能量等质谱参数，建立MS/MS方法，使15种亚硝胺物质的母离子与特征碎片离子产生的离子对强度达到最大。质谱接口温度为250 ℃；电离方式为EI+，电离能量为70 eV。需要指出的是，N-亚硝基二苯胺热稳定性较差，在进样口发生热分解反应，之后分离检测的均为其降解产物二苯胺。最终得到的气相色谱-串联质谱测试条件见表1，各N-亚硝胺的保留时间、定性及定量离子对见表2。

表1  GC-MS/MS仪器工作条件的确定

	色谱柱
	HP-5 MS UI （30m×0.25mm，0.25μm）

	载气
	He（纯度＞99.999%），流速1.0 mL/min

	碰撞气
	Ar（纯度＞99.999%），碰撞气压0.32 Pa

	进样口温度
	280 ℃

	进样方式
	不分流进样

	进样量
	1 μL

	程序升温
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	定性方式
	MRM

	定量方式
	MRM

	EI电子能量
	70 eV

	离子源温度
	180 ℃

	传输线温度
	250 ℃

	溶剂延迟
	3 min


表2  N-亚硝胺的保留时间、定性及定量离子对

	序号
	N-亚硝基胺名称
	英文名称及简称
	保留时间
	定量离子对，m/z

(碰撞能量/eV)
	定性离子对，m/z

(碰撞能量/eV)

	1
	N-亚硝基二甲基胺
	NDMA

N-nitrosodimethylamine
	3.67
	74.0 > 44.0 (3)
	74.0 > 42.1 (10)

	2
	N-亚硝基甲基乙基胺
	NMEA

N-Nitroso-methyl-ethylamine
	4.60
	88.1 > 71.1 (3)
	88.1 > 57.1 (7)

	3
	N-亚硝基二乙基胺
	NDEA

N-nitrosodiethylamine
	5.65
	102.1 > 85.1 (3)
	102.1 > 56.1 (11)

	4
	N-亚硝基二异丙胺
	NDiPA

N-nitrosodiisopropylamine
	8.62
	130.15 > 88.13 (4)
	130.15 > 71.1 (10)

	5
	N-亚硝基-N-甲基苯胺
	NMPhA

N-nitroso-N-methyl-N-phenylamine
	10.51
	106.0 > 77.0 (14)
	106.0 > 51.1 (25)

	6
	N-亚硝基吗啉
	NMOR

N-nitrosomorpholine
	10.70
	116.0 > 86.1 (2)
	116.0 > 56.1 (9)

	7
	N-亚硝基二丙基胺
	NDPA

N-nitrosodipropylamine
	10.90
	130.15 > 113.2 (3)
	130.15 > 71.1 (12)

	8
	N-亚硝基哌啶
	NPIP

N-nitropiperidine
	12.17
	114.1 > 84.1 (5)
	114.1 > 97.1 (5)

	9
	N-亚硝基-N-乙基苯胺
	NEPhA

N-nitroso-N-ethyl-N-phenylamine
	12.71
	121.1 > 106.1 (13)
	121.1 > 77.1 (26)

	10
	N-亚硝基二异丁基胺
	NDiBA

N-nitrosodiisobutylamine
	13.39
	115.1 > 84.1 (2)
	141.1 > 85.1 (7)

	11
	N-亚硝基二丁基胺
	NDBA

N-nitrosodibutylamine
	15.32
	116.1 > 99.1 (2)
	158.2 > 99.1 (9)

	12
	N-亚硝基二苯基胺
	NDPhA

N-nitrosodiphenylamine
	19.38
	169.1 > 168.2 (10)
	169.1 > 167.2 (15)

	13
	N-亚硝基二环己胺
	NDCHA

N-Nitrosodicyclohexylamine
	20.57
	129.0 > 83.2 (7)
	210.0 > 128.2 (7)

	14
	N-亚硝基二苄基胺
	NDBzA

N-nitrosodibenzylamine
	21.27
	181.1 > 103.1 (16)
	181.1 > 165.2 (16)

	15
	N-亚硝基二异壬胺
	NDiNA

N-nitrosodiisononylamine
	21.43
	169.2 > 99.15 (9)
	169.2 > 113.2 (5)


分别取标准工作溶液和样品溶液，在相同实验条件下进行测试。如果样品溶液中待测物质的定性、定量离子对保留时间与标准溶液中对应的保留时间偏差在±2.5％之内，则可判定为样品中存在对应的待测物。

2.4 总离子流出色谱图

在优化的实验条件下，15种N-亚硝胺的MRM总离子流出图如图1所示。
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图1  15种N-亚硝胺标准溶液的MRM色谱图（1 mg/L）

分析物：1. NDMA; 2. NMEA; 3. NDEA; 4. NDiPA; 5. NMPhA; 6. NMOR; 7. NDPA; 8. NPIP;

9. NEPhA; 10. NDiBA; 11. NDBA; 12. NDPhA; 13. NDCHA; 14. NDBzA; 15. NDiNA

3. 溶剂效应

二氯甲烷、乙醇、丙酮、正己烷、甲醇常用于配置N-亚硝胺标准溶液，本标准研究过程中发现N-亚硝胺对不同溶剂存在溶剂效应。准确移取200 μL混合标准储备液于10 mL棕色容量瓶，分别用二氯甲烷、乙酸乙酯、丙酮、正己烷、甲醇、乙醇定容（n=3），配置不同溶剂的1 mg/L的N-亚硝胺标准溶液，上机检测。将峰面积最大的溶剂设为100%，其他溶剂的峰面积与其相比计算相对百分比，如图2所示。

结果表明，溶剂种类对N-亚硝胺响应强度及色谱峰形具有显著影响，其中乙酸乙酯作为溶剂时目标物的响应值最高（见图2），且色谱峰形最好（见图3）。本标准中的15种待测N-亚硝胺的正辛醇-水分配系数（lg Kow）范围为-0.64~3.90，从水溶性到油溶性都有分布，二氯甲烷、乙酸乙酯、正己烷、丙酮、甲醇、乙醇的lg Kow值依次为1.34、0.86、3.29、-0.24、-0.63和-0.14，即正己烷和二氯甲烷为亲油性，乙酸乙酯为亲油性同时有一定亲水性，丙酮、甲醇、乙醇为亲水性。乙酸乙酯的溶剂效应最好，可能因为乙酸乙酯对水溶性和油溶性的目标物质均能较好地溶解。正己烷的亲油性较强，对水溶性的NDMA溶解性较差，导致了该物质几乎无响应的现象。二氯甲烷为亲油性，对水溶性的NDMA存在拖尾并且峰展宽的色谱行为。因此选择乙酸乙酯作为标准工作液稀释溶剂。
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图2  15种N-亚硝胺对6种不同溶剂的响应差异

分析物：1. NDMA; 2. NMEA; 3. NDEA; 4. NDiPA; 5. NMPhA; 6. NMOR; 7. NDPA; 8. NPIP;

9. NEPhA; 10. NDiBA; 11. NDBA; 12. NDPhA; 13. NDCHA; 14. NDBzA; 15. NDiNA
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图3  6种不同溶剂对NDMA的色谱峰形影响（1 mg/L）
4. 固相萃取柱条件的优化

4.1 固相萃取柱的选择

接下来考察了固相萃取对N-亚硝胺的回收效果。

首先，分别考察了不同类型的固相萃取柱：活性炭柱（Sep-Pak AC-2、ENVI-carb），两性基团柱（Chromabond Easy、Oasis HLB）和C18柱（Sep-Pak C18、Orochem C18）对待测N-亚硝胺的保留效果。在10 mL空白人工唾液中加入N-亚硝胺混合物，使其添加浓度为0.5 μg/mL，经固相萃取后，收集柱后流出液，用10 mL二氯甲烷液液萃取，萃取液直接上机检测。结果如表3所示，ENVI-carb、Sep-Pak C18、OROCHEM C18和Oasis HLB柱的流出液中可直接检测到目标物，即这4种固相萃取柱对目标物的保留较弱。Chromabond Easy和Sep-Pak AC-2柱后流出液直接检测未检出目标物，将其氮吹浓缩到1 mL上机检测，Chromabond Easy检测到极少量分析物，Sep-Pak AC-2未检出。结果表明，两性基团小柱Chromabond Easy和活性炭小柱Sep-Pak AC-2对目标分析物的保留能力较强，选择这2种固相萃取柱进行进一步的条件优化。

表3  6种固相萃取柱后流出液中N-亚硝胺含量(n=3)

	物质
	萃取液直接检测峰面积
	萃取液浓缩后峰面积

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	5
	6

	NDMA
	3316±51.4
	3958.5±24.7
	4067.5±24.7
	1756.5±143.5
	ND
	ND
	ND
	ND

	NMEA
	1445±25.3
	2517±94.8
	4769±194.5
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDEA
	ND
	ND
	4411±158.4
	ND
	ND
	ND
	343±9.9
	ND

	NDiPA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NMPhA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NMOR
	ND
	6290±192.3
	8230±783.5
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDPA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NPIP
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NEPhA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDiBA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDBA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDPhA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDCHA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDBzA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDiNA
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND


“ND” means not detected.

1——ENVI-carb固相萃取柱

2——Sep-Pak C18固相萃取柱

3——Orochem C18固相萃取柱

4——Oasis HLB固相萃取柱

5——Chromabond Easy固相萃取柱

6——Sep-Pak AC-2固相萃取柱

4.2洗脱条件的优化

接着，我们针对Sep-Pak AC-2和Chromabond Easy固相萃取柱的洗脱条件进行了优化。在40 mL空白人工唾液中加入N-亚硝胺混合物，使其添加浓度为25 μg/L，用上述固相萃取柱富集后分别用12 mL（分四次洗脱，每次3 mL）二氯甲烷、乙酸乙酯、正己烷、丙酮、乙醇、甲醇进行洗脱，收集洗脱液，氮吹到1 mL，过0.45 μm滤膜上机检测。6种洗脱溶剂的回收率分别以相应溶剂配置的标准溶液计算，回收率及相对标准偏差分别见表4和表5。

表4  6种溶剂对Sep-Pak AC-2固相萃取柱的洗脱回收率（n=3）

	物质
	回收率 / % ( RSD, %)

	
	二氯甲烷
	乙酸乙酯
	正己烷
	丙酮
	乙醇
	甲醇

	NDMA
	77.8 (3.2)
	77.4 (4.7)
	ND
	ND
	58.9 (7.5)
	ND

	NMEA
	95.9 (7.3)
	96.8 (7.3)
	ND
	87.9 (3.3)
	57.5 (2.1)
	24.6 (73.3)

	NDEA
	100.5 (6.2)
	100.6 (6.3)
	2.4 (21.8)
	84.7 (2.0)
	67.8 (0.7)
	29.0 (33.6)

	NDiPA
	93.8 (1.4)
	107.5 (7.7)
	8.4 (7.8)
	109.8 (0.5)
	83.2 (1.4)
	58.4 (6.9)

	NMPhA
	12.4 (2.1)
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NMOR
	96.5 (1.4)
	100.5 (3.4)
	ND
	ND
	97.4 (1.5)
	54.6 (2.3)

	NDPA
	92.4 (5.5)
	106.5 (4.3)
	ND
	114.4 (0.1)
	84.1 (6.6)
	68.0 (6.2)

	NPIP
	96.2 (4.6)
	113.2 (1.0)
	ND
	112.9 (0.1)
	90.4 (5.1)
	212.5 (90.5)

	NEPhA
	88.1 (8.0)
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDiBA
	94.9 (2.1)
	109.4 (2.4)
	25.3 (9.1)
	136.8 (0.2)
	76.9 (3.4)
	36.6 (10.8)

	NDBA
	96.3 (7.7)
	117.7 (3.8)
	3.2 (22.0)
	146.8 (1.7)
	43.8 (1.1)
	1.4 (35.0)

	NDPhA
	78.6 (13.6)
	1.1 (31.1)
	1.7 (12.4)
	0.4 (10.0)
	1.0 (15.1)
	0.9 (4.1)

	NDCHA
	109.8 (9.6)
	109.8 (1.0)
	ND
	126.5 (3.9)
	ND
	ND

	NDBzA
	77.9 (8.2)
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	NDiNA
	75.6 (9.5)
	39.8 (11.4)
	10.4 (17.7)
	20.0 (1.1)
	1.5 (6.9)
	ND


 “ND” means not detected.

表5  6种溶剂对Chromabond Easy固相萃取柱的洗脱回收率（n=3）

	物质
	回收率 / %  ( RSD, %)

	
	二氯甲烷
	乙酸乙酯
	正己烷
	丙酮
	乙醇
	甲醇

	NDMA
	57.1 (7.3)
	47.1 (0.6)
	ND
	ND
	23.3 (43.6)
	ND

	NMEA
	120.5 (6.1)
	90.9 (7.7)
	9.3 (9.2)
	ND
	39.5 (38.6)
	ND

	NDEA
	123.3 (0.9)
	95.7 (6.6)
	28.9 (19.3)
	ND
	67.4 (2.4)
	ND

	NDiPA
	101.8 (7.2)
	96.8 (6.4)
	51.0 (8.1)
	59.3 (1.9)
	80.4 (6.7)
	18.1 (59.4)

	NMPhA
	109.3 (12.7)
	101.9 (2.6)
	43.8 (21.2)
	67.6 (2.6)
	105.1 (1.9)
	44.3 (55.3)

	NMOR
	96.0 (12.4)
	96.5 (6.4)
	6.2 (41.3)
	14.7 (4.8)
	94.0 (5.2)
	31.3 (19.9)

	NDPA
	99.0 (8.1)
	96.1 (3.6)
	46.2 (5.6)
	59.7 (7.8)
	83.2 (4.9)
	19.3 (68.8)

	NPIP
	106.9 (5.4)
	101.7 (9.0)
	26.6 (32.8)
	20.0 (2.9)
	89.5 (7.3)
	26.6 (55.8)

	NEPhA
	118.3 (5.1)
	104.4 (5.0)
	36.1 (117.4)
	56.4 (8.1)
	95.8 (5.5)
	63.3 (59.3)

	NDiBA
	90.3 (16.7)
	95.1 (4.6)
	72.8 (5.4)
	79.0 (7.4)
	85.7 (4.7)
	48.6 (25.7)

	NDBA
	107.7 (8.5)
	103.2 (8.5)
	66.2 (2.9)
	67.4 (6.0)
	88.5 (7.8)
	41.1 (44.7)

	NDPhA
	114.2 (13.9)
	109.7 (5.1)
	53.8 (9.3)
	69.7 (12.2)
	69.7 (7.9)
	82.7 (35.9)

	NDCHA
	90.6 (25.8)
	102.2 (6.5)
	51.9 (3.6)
	117.5 (5.6)
	102.1 (3.5)
	87.7 (32.4)

	NDBzA
	107.7 (20.1)
	102.6 (5.8)
	24.9 (27.4)
	84.9 (9.8)
	39.4 (2.6)
	47.3 (32.5)

	NDiNA
	59.7 (3.4)
	54.4 (6.4)
	53.7 (17.9)
	56.6 (12.6)
	37.7 (4.8)
	(11.9)


“ND” means not detected.

由表4可知，采用活性炭小柱Sep-Pak AC-2富集目标物质时，某些N-亚硝胺很难被洗脱下来。芳香族亚硝胺，如NMPhA、NEPhA、NDPhA和NDBzA的回收率普遍不高；尤其是乙酸乙酯、正己烷、丙酮、乙醇和甲醇对这些物质几乎不具备洗脱能力；二氯甲烷的洗脱能力相对较强，但对于NMPhA的回收率只有12.4%。结合表5可知， Chromabond Easy柱的表现明显更加优秀。对于Chromabond Easy柱，以二氯甲烷和乙酸乙酯作为洗脱溶剂，洗脱效果较好。因此我们选择Chromabond Easy进行后续条件的优化。另外，由“3.溶剂效应”可知，乙酸乙酯比二氯甲烷对N-亚硝胺的响应更好，有利于提高方法灵敏度，因此综合考虑选择乙酸乙酯作为洗脱溶剂。

接着，我们对乙酸乙酯作为洗脱溶剂时的洗脱体积进行了优化：在40 mL空白人工唾液中加入N-亚硝胺混合物，使其添加浓度为25 μg/L，用Chromabond Easy进行富集。上样完成后，抽干10 min；分别用3、6、9、12、15 mL乙酸乙酯进行洗脱（n=3），收集洗脱液，氮吹到1 mL，测定回收率。结果如图4所示，当洗脱体积为6 mL时，回收率基本达到稳定，因此选择6 mL作为洗脱体积。
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图4  乙酸乙酯的洗脱体积对回收率的影响

以往的文献曾报道过采用活性炭材料或吸附树脂对N-亚硝胺进行富集再分析，本标准研究过程发现活性炭材料对N-亚硝胺保留作用太强导致洗脱困难，并筛选具有两性基团的Chromabond Easy固相萃取柱作为富集材料。本方法对15种N-亚硝胺富集效果较好，除NDMA的回收率不高，约为50%，这可能是由于该物质的水溶性及挥发性较强导致的；其他14种N-亚硝胺回收率可达80%~110%。
4.3 迁移提取条件

    本标准的迁移提取过程及条件参照欧盟标准EN71-12:2013的相关内容。
5. 线性关系

配制一系列浓度分别为0.01，0.02，0.05，0.1，0.2，0.5，1.0和2.0 mg/L的标准工作溶液，在选定的色谱及质谱条件下进行测定，15种挥发性N-亚硝胺的线性方程、线性范围和相关系数见表6。由表3可知，亚硝胺标准品在0.01~2 mg/L浓度范围内，GC-MS/MS标准工作曲线的相关系数均大于0.998，所有物质的浓度与响应值均呈良好线性关系。

表6  15种N-亚硝胺的线性方程、线性范围和相关系数

	序号
	N-亚硝胺
	线性方程
	线性范围(mg/L)
	相关系数

	1
	NDMA
	Y=9531X+347.2
	0.1~2
	0.999

	2
	NMEA
	Y=39083X+765.6
	0.1~2
	0.998

	3
	NDEA
	Y=46204X+499.8
	0.05~1
	0.999

	4
	NDiPA
	Y=56040X+543.8
	0.05~1
	0.999

	5
	NMPhA
	Y=25615X+2583
	0.05~1
	0.999

	6
	NMOR
	Y=10285X-209.1
	0.05~1
	0.999

	7
	NDPA
	Y=26998X+250.1
	0.1~2
	0.998

	8
	NPIP
	Y=56692X-987.4
	0.05~1
	0.998

	9
	NEPhA
	Y=49801X+1409
	0.01~1
	0.999

	10
	NDiBA
	Y=22788X+147.8
	0.05~1
	0.999

	11
	NDBA
	Y=39352X-1075
	0.1~2
	0.999

	12
	NDPhA
	Y=1000000X-2542
	0.01~1
	0.999

	13
	NDCHA
	Y=13700X-393.1
	0.1~2
	0.999

	14
	NDBzA
	Y=21544X-375.1
	0.05~1
	0.998

	15
	NDiNA
	Y=39883X-645.8
	0.05~1
	0.999


6 检测限和定量限

6.1 仪器检测限和定量限

配置不同浓度的亚硝胺标准溶液，按照优化条件进样分析，以S/N为3确定仪器检测限，以S/N为10确定仪器定量限，结果如表7所示。

表7  15种N-亚硝胺的检测限定量限实验结果
	序号
	N-亚硝胺
	仪器定量限 (mg/L)
	方法定量限 (μg/kg)

	1
	NDMA
	0.08
	20

	2
	NMEA
	0.12
	30

	3
	NDEA
	0.04
	10

	4
	NDiPA
	0.04
	10

	5
	NMPhA
	0.04
	10

	6
	NMOR
	0.04
	10

	7
	NDPA
	0.12
	30

	8
	NPIP
	0.04
	10

	9
	NEPhA
	0.008
	2

	10
	NDiBA
	0.04
	10

	11
	NDBA
	0.08
	20

	12
	NDPhA
	0.008
	2

	13
	NDCHA
	0.12
	30

	14
	NDBzA
	0.04
	10

	15
	NDiNA
	0.04
	10


6.2 方法定量限

在实际操作中，称取了5 g样品进行迁移提取，最终提取液为50 mL，移取40 mL用于N-亚硝胺的检测，因此样品中各标准品的检测限和定量限如表8所示。

表8  15种N-亚硝胺的方法定量限

	序号
	N-亚硝胺
	方法检测限（μg/kg）
	方法定量限 (μg/kg)

	1
	NDMA
	10
	20

	2
	NMEA
	10
	30

	3
	NDEA
	2.5
	10

	4
	NDiPA
	2.5
	10

	5
	NMPhA
	2.5
	10

	6
	NMOR
	2.5
	10

	7
	NDPA
	12.5
	30

	8
	NPIP
	2.5
	10

	9
	NEPhA
	0.5
	2

	10
	NDiBA
	2.5
	10

	11
	NDBA
	5
	20

	12
	NDPhA
	0.5
	2

	13
	NDCHA
	12.5
	30

	14
	NDBzA
	5
	10

	15
	NDiNA
	5
	10


7. 方法的回收率及精密度
选取市售乳胶消费品，经前处理后分别进行检测，最终选取一种基质较为干净的气球作为气球类样品的加标回收样品，一种基质最为干净且不含待测物的婴儿奶嘴作为非气球类弹性体样品的加标回收样品。在加标回收样品的迁移溶液中添加不同水平的N-亚硝胺混合物，按上述优化的方法进行回收率测定，回收率和精密度结果列于表9和表10。

表9  气球类消费品样品中15种N-亚硝胺的回收率测定结果

	化合物
	添加水平(μg/kg)
	回收率/%

(日内相对标准偏差/%，n=6)
	日间相对标准偏差/% (n=7)
	化合物
	添加水平(μg/kg)
	回收率/%

(日内相对标准偏差/%，n=6)
	日间相对标准偏差/% (n=7)

	
	
	
	50 μg/kg
	
	
	
	50 μg/kg

	NDMA
	20
	53.3 (7.2)
	3.6
	NEPhA
	2
	110.2 (10.4)
	5.7

	
	100
	55.3 (8.3)
	
	
	10
	90.1 (8.8)
	

	
	200
	52.4 (6.3)
	
	
	50
	88.2 (9.6)
	

	NMEA
	30
	85.5 (8.6)
	6.3
	NDiBA
	10
	88.5 (5.4)
	4.3

	
	100
	87.2 (8.5)
	
	
	50
	91.4 (6.4)
	

	
	200
	80.0 (6.3)
	
	
	200
	91.6 (8.5)
	

	NDEA
	10
	97.4 (8.2)
	5.6
	NDBA
	20
	110.3 (6.9)
	6.4

	
	50
	86.3 (5.8)
	
	
	100
	105.5 (6.8)
	

	
	200
	90.6 (6.8)
	
	
	200
	103.3 (8.8)
	

	NDiPA
	10
	107.1 (9.7)
	7.4
	NDPhA
	2
	94.8 (6.2)
	6.2

	
	50
	91.9 (4.6)
	
	
	10
	98.5 (3.7)
	

	
	200
	91.3 (4.9)
	
	
	50
	97.5 (6.7)
	

	NMPhA
	10
	103.4 (6.6)
	2.3
	NDCHA
	30
	98.5 (6.4)
	5.2

	
	50
	100.5 (4.7)
	
	
	100
	103.2 (6.9)
	

	
	200
	99.3 (7.3)
	
	
	200
	104.0 (7.6)
	

	NMOR
	10
	90.1 (7.9)
	4.2
	NDBzA
	10
	109.8 (8.9)
	4.3

	
	50
	101.1 (5.7)
	
	
	50
	105.3 (7.1)
	

	
	200
	90.3 (5.8)
	
	
	200
	108.9 (7.2)
	

	NDPA
	30
	83.5 (4.9)
	5.9
	NDiNA
	10
	109.3 (6.8)
	3.8

	
	100
	90.5 (6.0)
	
	
	50
	107.0 (7.1)
	

	
	200
	87.4 (5.9)
	
	
	200
	108.0 (6.7)
	

	NPIP
	10
	85.8 (6.3)
	4.6
	

	
	50
	95.7 (5.4)
	
	

	
	200
	87.4 (6.9)
	
	


表10  非气球类弹性体样品中15种N-亚硝胺的回收率测定结果

	化合物
	添加水平(μg/kg)
	回收率/%

(日内相对标准偏差/%，n=6)
	日间相对标准偏差/% (n=7)
	化合物
	添加水平(μg/kg)
	回收率/%

(日内相对标准偏差/%，n=6)
	日间相对标准偏差/% (n=7)

	
	
	
	50 μg/kg
	
	
	
	50 μg/kg

	NDMA
	20
	53.8 (5.2)
	5.4
	NEPhA
	2
	107.2 (8.2)
	5.1

	
	100
	52.7 (3.3)
	
	
	10
	99.4 (1.2)
	

	
	200
	49.5 (7.8)
	
	
	50
	94.5 (1.4)
	

	NMEA
	30
	80.1 (4.9)
	2.3
	NDiBA
	10
	92.8 (7.4)
	2.0

	
	100
	87.3 (4.4)
	
	
	50
	93.3 (1.8)
	

	
	200
	82.6 (5.3)
	
	
	200
	98.4 (3.7)
	

	NDEA
	10
	87.5 (5.7)
	2.3
	NDBA
	20
	101.3 (2.8)
	3.2

	
	50
	87.7 (2.1)
	
	
	100
	100.3 (4.0)
	

	
	200
	93.5 (5.6)
	
	
	200
	92.7 (4.8)
	

	NDiPA
	10
	89.5 (5.2)
	4.6
	NDPhA
	2
	100.4 (4.5)
	6.2

	
	50
	94.3 (2.3)
	
	
	10
	99.1 (3.5)
	

	
	200
	94.6 (5.3)
	
	
	50
	91.5 (2.7)
	

	NMPhA
	10
	83.5 (8.0)
	1.6
	NDCHA
	30
	99.2 (3.5)
	4.9

	
	50
	100.5 (1.7)
	
	
	100
	90.5 (14.0)
	

	
	200
	97.8 (1.3)
	
	
	200
	92.1 (7.7)
	

	NMOR
	10
	99.7 (8.3)
	2.4
	NDBzA
	10
	109.2 (6.9)
	3.3

	
	50
	94.9 (2.3)
	
	
	50
	105.1 (4.0)
	

	
	200
	97.9 (3.5)
	
	
	200
	102.9 (8.7)
	

	NDPA
	30
	98.6 (5.9)
	5.9
	NDiNA
	10
	80.5 (4.4)
	4.5

	
	100
	96.1 (6.9)
	
	
	50
	80.3 (11.3)
	

	
	200
	88.5 (4.7)
	
	
	200
	82.4 (4.7)
	

	NPIP
	10
	99.7 (4.9)
	7.6
	
	
	
	

	
	50
	94.1 (2.2)
	
	
	
	
	

	
	200
	100.1 (5.9)
	
	
	
	
	


三、实验室间的方法验证情况 

本标准根据GB/T 27417-2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》的要求，对方法的定量限、线性、精密度、回收率进行验证。

四、采用国际标准的程度及对比情况

现有国内外检测标准均采用基于气相色谱-热能分析仪或液相色谱-串联质谱的检测方案。如欧盟EN 12868:2017采用气相色谱-热能分析仪测定奶嘴中13种亚硝胺迁移量；欧盟EN71-12:2016采用液相色谱-串联质谱法测定玩具中13种亚硝胺迁移量。气相色谱-热能分析仪只能专用于亚硝胺检测，实验室普及率低，应用受到一定限制；气相色谱-质谱（GC-MS）定性准确性及定量灵敏度较差，容易出现“假阳性”或“难以定量”情况，对于痕量物质难以检出，不如气相色谱-串联质谱（GC-MS/MS）；液相色谱-串联质谱设备昂贵（200万~400万），实验中消耗大量有机溶剂，且在测定挥发性的亚硝胺时，分离度及灵敏度稍逊于气相色谱-串联质谱。

    本项目拟针对奶嘴、气球、玩具等消费品中的15种亚硝胺及其前体物，经人工唾液迁移提取后，采用气相色谱-串联质谱技术测定其迁移量，建立高灵敏度、高准确度、成本低且环保的检测方法标准，与欧盟EN71-12:2016、EN 12868:2017等国外现有标准相比，本标准在普适性、经济性和应用范围上更具优势。

五、与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系

目前，欧盟在其玩具安全指令2009/48/EC和奶嘴安全指令93/11/EEC中，对玩具和橡胶奶嘴等产品中的亚硝胺和亚硝基物质的迁移量进行了规定。我国在强制性国家标准GB28482-2012中对婴幼儿抚慰奶嘴中亚硝胺和亚硝基物质的迁移量进行了规定；同时，正在制定的国家标准《消费品中化学危害 限制要求》中也会对消费品中亚硝胺和亚硝基物质的迁移量进行规定。

    本项目可与上述现行欧盟法规、我国强制性国家标准协调配套。

参考文献

[1] Ma Q, Xi H W, Wang C, et al. Chinese Journal of Analytical Chemistry (马强, 席海为, 王超, 等. 分析化学) , 2011, 39(8): 1201.
[2] Havery D C, Fazio T. Food Chem. Toxicol. , 1982, 20(6): 939.
[3] Gloria M B. B Environ. Contam. Tox. , 1991, 47(1): 120.
[4] Sen N P, Kushwaha S C, Seaman S W, et al. J. Agric. Food Chem, 1985, 33(3): 428.
[5] VWA’ Report ND1TOY01/01. Migration of nitrosamines and nitrosatable substances fromballoons.[2012-9-15]. http://www.vwa.nl/txmpub/files/?p_file_id=10483.
[6] Altkofer W, Braune S, Ellendt K, et al. Mol. Nutr. Food Res. , 2005, 49(3): 235.
[7] Xing Y N, Ni H G, Wang X, et al. Chinese Journal of Analytical Chemistry (幸苑娜, 倪宏刚, 王欣, 等. 分析化学), 2011, 39(7): 1065.
[8] Fiddler W, Pensabene J, Sphon J, et al. Food Chem. Toxicol., 1992, 30 (4): 325.
[9] EN 71-12: 2013, Safety of toys - Part 12: N-nitrosamines and N-nitrosatable substances.
[10] EN 12868: 1999, Child Use and Care Articles-Methods for Determining the Release of N-nitrosamines and N-nitrosatable Substances from Elastomer or Rubber Teats and Soother.
[11] ASTM F1313-90: 2011, Standard Specification for Volatile N-Nitrosamine Levels in Rubber Nipples on   

Pacifiers.
[12] ISO 29941: 2010, Condoms-Determination of nitrosamines migrating from natural rubber latex condoms.
[13] Feng D, Liu L, Zhao L Y, et al. Chromatographia, 2011, 74(11-12): 817.
[14] Zhao H, Wang X Y, Wang P Y, et al. Chinese Journal of Chromatography (赵华, 王秀元, 王萍亚, 等. 色谱), 2013, 31(3): 223.
[15] Xing Y N, Wang X, Chen Z Y, et al. Journal of Instrumental Analysis (幸苑娜, 王欣, 陈泽勇, 等. 分析测试学报), 2012, 31(7): 779.
[16] McDonald J A, Harden N B, Nghiem L D, et al. Talanta, 2012, 99: 146.
[17] Pozzi R, Bocchini P, Pinelli F, et al. J. Chromatogr. A, 2011, 1218(14): 1808.
[18] EPA/600/R-05/054. Method 521: Determination of Nitrosamines in Drinking Water by Solid Phase Extraction and Capillary Column Gas Chromatography with Large Volume Injection and Chemical Ionization Tandem Mass Spectrometry. Method of US Environmental Protection Agency.
[19] Yoon S, Nakada N, Tanaka H. Talanta, 2012, 97: 256.
[20] Kodamatani H, Yamazaki S, Saito K, et al. J. Chromatogr. A, 2009, 1216(1): 92.
[21] ISO 15819: 2008, Cosmetics-Analytical methods-Nitrosamines: Detection and determination of N-nitrosodiethanolamine (NDELA) in cosmetics by HPLC-MS-MS.

[22] Wang W F, Ren S Y, Zhang H F, et al. WATER RES, 2011, 45(16): 4930.
[23] Planas C, Palacios O, Ventura F, et al. Talanta, 2008, 76(4): 906.
[24] Cheng R C, Hwang C J, Andrews T C, et al. J. Am. Water Works Ass., 2006, 98(12): 82.
[25] EN 71-12:2013, Safety of toys - Part 12: N-Nitrosamines and N-nitrosatable substances.
附录A：方法验证报告
	被验证方法名称
	消费品中亚硝胺迁移量的测定方法

	被验证方法编号
	20183052-T-469

	被验证单位名称
	中国检验检疫科学研究院

	验证单位
	

	验证指标
	方法定量限、线性、精密度、回收率


1. 测试、验证依据
《消费品中致敏性芳香剂的快速检测方法》标准草案及编制说明。

2. 验证方案及内容
2.1 独立实验室验证方案

2.1.1 样品与试剂（由标准编制组提供）

（1）样品选择：选择含有多种N-亚硝胺的气球样品作为测试样。

（2）样品数量：共提供3个样品测试。

1号样品约100g，供测试亚硝胺及可亚硝化物质的含量，供添加回收率测试用；

2号样品约100g，供测试亚硝胺及可亚硝化物质的含量，供添加回收率测试用；

3号样品约50g，供测试亚硝胺及可亚硝化物质的含量，供重复性测试用。

（3）样品均一化处理：已对样品进行了统一的预处理，形成统一的形态，各实验室收到样品后，无需再进行预处理，直接进行实验即可。样品用聚乙烯袋进行封装。

2.1.2 标准品（由标准编制组提供）

实验所需的标准品混合标样由标准编制组提供（浓度为50 mg/L），各实验室根据需要以乙酸乙酯逐级稀释，得到合适浓度的标准工作溶液。

2.1.3 设备要求

    见标准草案的第5章。

2.1.4 试剂和材料准备

    除标准编制组提供的样品和标准品以外，验证实验室需准备以下试剂和材料见标准草案第4章。

2.1.5 验证内容

 工作曲线线性、定量限、精密度、回收率，实验表格分别见表1、2.1、2.2、3。
2.2 协同试验验证方案

2.2.1 样品与试剂（由标准编制组提供）

（1）样品选择：选择含有多种N-亚硝胺的玩具材料样品作为测试样。

（2）样品数量：共提供3个样品测试。

1号样品约50g，供测试N-亚硝胺的含量，供重复性测试用；

2号样品约50g, 供测试N-亚硝胺的含量，供重复性测试用；

3号样品约50g, 供测试N-亚硝胺的含量，供重复性测试用；

（3）样品均一化处理：已对样品进行了统一的预处理，形成统一的形态，各实验室收到样品后，无需再进行预处理，直接进行实验即可。样品用聚乙烯袋进行封装。

2.2.2 标准品（由标准编制组提供）
实验所需的标准品混合标样由标准编制组提供（浓度为50 mg/L），各实验室根据需要以乙酸乙酯逐级稀释，得到合适浓度的标准工作溶液。

2.2.3 设备要求
    见标准草案的第5章。

2.2.4 试剂和材料准备

    除标准编制组提供的样品和标准品以外，验证实验室需准备以下试剂和材料见第4章。
2.2.5 验证内容

    精密度，实验表格见表2.1和表2.2。
实验表格：
表1  亚硝胺工作曲线的线性方程、相关系数和定量限

	序号
	亚硝胺名称
	保留时间（min）
	线性方程
	相关系数
	定量限（mg/L）

	1
	N-亚硝基二甲基胺
	
	
	
	

	2
	N-亚硝基甲基乙基胺
	
	
	
	

	3
	N-亚硝基二乙基胺
	
	
	
	

	4
	N-亚硝基二异丙胺
	
	
	
	

	5
	N-亚硝基-N-甲基苯胺
	
	
	
	

	6
	N-亚硝基吗啉
	
	
	
	

	7
	N-亚硝基二丙基胺
	
	
	
	

	8
	N-亚硝基哌啶
	
	
	
	

	9
	N-亚硝基-N-乙基苯胺
	
	
	
	

	10
	N-亚硝基二异丁基胺
	
	
	
	

	11
	N-亚硝基二丁基胺
	
	
	
	

	12
	N-亚硝基二苯基胺
	
	
	
	

	13
	N-亚硝基二环己胺
	
	
	
	

	14
	N-亚硝基二苄基胺
	
	
	
	

	15
	N-亚硝基二异壬胺
	
	
	
	


表2.1  精密度测试结果单——亚硝胺

	样品编号
	检出的亚硝胺
	测试结果（μg/kg）
	平均值（μg/kg）
	RSD (%)

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	

	1号样品
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2号样品
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3号样品
	
	
	
	
	
	
	
	
	


表2.2  精密度测试结果单——可亚硝化物质

	样品编号
	检出的亚硝胺
	测试结果（μg/kg）
	平均值（μg/kg）
	RSD (%)

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	

	1号样品
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2号样品
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3号样品
	
	
	
	
	
	
	
	
	


表3  样品回收率测试结果单

	亚硝胺
	加标前浓度 (μg/kg)
	加入量(μg/kg)
	加标后浓度 (μg/kg)
	回收率(%)

	N-亚硝基二甲基胺
	0
	20
	
	

	
	
	100
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基甲基乙基胺
	0
	30
	
	

	
	
	100
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基二乙基胺
	0
	10
	
	

	
	
	50
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基二异丙胺
	0
	10
	
	

	
	
	50
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基-N-甲基苯胺
	0
	10
	
	

	
	
	50
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基吗啉
	0
	10
	
	

	
	
	50
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基二丙基胺
	0
	30
	
	

	
	
	100
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基哌啶
	0
	10
	
	

	
	
	50
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基-N-乙基苯胺
	0
	2
	
	

	
	
	10
	
	

	
	
	50
	
	

	N-亚硝基二异丁基胺
	0
	10
	
	

	
	
	50
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基二丁基胺
	0
	20
	
	

	
	
	100
	
	

	
	
	200
	
	

	N-亚硝基二苯基胺
	0
	2
	
	

	
	
	10
	
	

	
	
	50
	
	

	N-亚硝基二环己胺
	0
	30
	
	

	
	
	100
	
	

	
	
	200
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