
应⽤纪要

LC-MS法测定电⼦烟⽓溶胶中痕量⽔平的 
单羰基化合物

Jeff Zhu, Aaron Heredia, Emily R Britton, Narendra Meruva

ITG Brands LLC, Waters Corporation

摘要

http://www.waters.com


本应⽤纪要介绍了⼀种⽤于分析复杂⽓溶胶样品基质中低浓度单羰基化合物的简化解决⽅案，该⽅案将UPLC

与单四极杆质谱仪（ACQUITY QDa质谱检测器）联⽤，具有良好的灵敏度和选择性。

优势

使⽤单四极杆质谱仪（ACQUITY QDa质谱检测器），仅需进⾏简单的检测器设置，即可对复杂的⽓溶胶样

品基质进⾏⾼灵敏度和⾼选择性检测

■

简化样品前处理步骤，既⽆需向DNPH萃取溶液中添加磷酸，也⽆需使⽤内标■

⽅法耐⽤，每天可测试多达80份电⼦烟⽓溶胶样品并持续数周，仪器维护⼯作量⾮常少，没有⽅法性能指

标（例如系统适应性、校准曲线和LOQ下的S/N）损失

■

对于其他⽆羰基或羰基含量低的样品基质（例如电⼦烟油、加热不燃烧(heat-not-burn)产品和⽆烟烟草制

品）具有潜在应⽤价值

■

简介

电⼦烟设备由电池供电，通过加热化学成分已知（通常含有丙⼆醇和/或⽢油，也可能含有尼古丁和调味⾹料

）的电⼦烟油将⽓溶胶输送给⽤⼾。在加热过程中，可能会形成低浓度的热降解产物，例如单羰基化合物（甲

醛、⼄醛、丙烯醛和巴⾖醛）。根据FDA-CTP的最新指南，这些单羰基化合物即为电⼦蒸⽓产品测试的⽬标化

合物1。 近年来，针对低浓度条件下的上述分析物，已报道数种LC-MS、LC-MS/MS和GC-MS分析⽅法2-4。 本

⽂介绍⼀种简单耐⽤的LC-MS⽅法，专为定量分析电⼦烟⽓溶胶中低浓度的单羰基化合物⽽开发，并且经过验

证。该⽅法会在⽓溶胶收集阶段将溶液中的游离羰基转化为DNPH衍⽣物。分析采⽤UPLC系统结合单四极杆

质谱仪（ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统结合ACQUITY QDa质谱仪）进⾏。

传统纸烟烟雾中羰基化合物的分析测定⽅法（例如CORESTA CRM 74）采⽤⾼效液相⾊谱-紫外检测联⽤法(

HPLC-UV)。虽然UV检测法在分析传统纸烟中的羰基化合物时具有稳定耐⽤、经济有效且操作简单的特点，但

在检测电⼦烟中痕量⽔平的羰基化合物时灵敏度和选择性有限。

本⽂采⽤的全新UPLC-MS⽅法能够将样品基质中上述四种羰基化合物与⼲扰物⾊谱分离，进⾏质量选择检测

，从⽽实现⾼准确度分析，⽆需使⽤内标。本⽅法已根据2005年国际协调会议(ICH)指导原则《分析⽅法验证

：正⽂和⽅法学Q2 (R1)》(Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2(R1))5完成验证

，所有验证结果均符合内部可接受标准。通常情况下，全部四种分析物的总校准范围均为2~400 ng/mL，涵盖

了接受测试的⼤多数市售电⼦烟样品，不过，需要时也可以扩展⾄1 ng/mL。全部四种分析物的⽅法定量限为

2 ng/mL（根据验证期间的加标⽔平定义）或2.9 ng/抽吸（50次抽吸），相⽐现有⽅法有较⼤改善（⽂献报



道中的限值范围为5~15 ng/mL）。

实验

材料

DNPH（2,4-⼆硝基苯肼）衍⽣物形式的单羰基化合物标准品纯物质购⾃Chem Service。UPLC流动相采⽤

LC-MS级⼄腈(Optima)，购⾃Fisher。标准品/样品前处理和UPLC清洗溶液采⽤B&J⽆羰基⼄腈，购⾃Fisher 

Scientific。⼄酸铵（HPLC级）购⾃Fisher Scientific，DNPH盐酸盐购⾃TCI。三羟甲基氨基甲烷（Trizma

碱）购⾃Sigma Aldrich。

仪器

将Waters ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统与ACQUITY QDa质谱检测器（⾼性能）联⽤进⾏分析。使⽤

Cerulean CETI-8电⼦烟测试仪收集⽓溶胶。

标准品

⾸先配制储备液：准确称取各DNPH衍⽣物溶于⽆羰基⼄腈中，浓度⼤约200 µg/mL（以游离羰基浓度计）。

取等份的各储备液混合并稀释，制成中间溶液1和2，浓度分别约为5 μg/mL和0.2 μg/mL。使⽤上述中间溶液

制备校准标准品，浓度范围约2~400 ng/mL（以游离羰基浓度计，包含8个不同浓度）。验证时将校准范围扩

展⾄1 ng/mL，以定量LOQ (2 ng/mL)时的加标结果。

DNPH萃取溶液(6 mM)

本⽅法以CORESTA推荐⽅法CRM 74《HPLC法测定主流纸烟烟雾中的选定羰基化合物》(Determination of 

Selected Carbonyls in Mainstream Cigarette Smoke by HPLC)6为基准，在萃取溶液、HPLC⾊谱柱以及检

测条件⽅⾯进⾏了调整，以满⾜电⼦烟⽓溶胶分析对灵敏度和选择性的更⾼要求7。

通常情况下，纸烟烟雾中羰基化合物的含量⾼于电⼦烟⽓溶胶。因此，将DNPH萃取溶液的浓度从12 mM调整

为6 mM，以减少DNPH的⼲扰。此外，加⼊市售DNPH盐酸盐，⽆需添加磷酸即可使最终溶液达到理想的pH

值。使⽤DNPH盐酸盐还可以⼤幅降低萃取溶液中甲醛的背景⽔平。DNPH萃取溶液的制备⽅法是，将2,4-⼆

硝基苯肼盐酸盐加⼊⼄腈的加热溶液中搅拌，直⾄固体全部溶解。然后向所得溶液中加⼊等体积去离⼦⽔，稀

释⾄最终体积。将溶液冷却⾄室温以备使⽤。

⽓溶胶样品前处理



使⽤Cerulean CETI-8电⼦烟测试仪将电⼦烟⽓溶胶直接收集到两个串联玻璃撞击器中，每个撞击器内均装有

35 mL DNPH萃取溶液。⼀个CETI-8端⼝⽤于采集空⽓空⽩样品。空⽓空⽩样品是在采集端⼝内没有电⼦烟时

采集的样品。空⽓空⽩样品的萃取和分析与研究样品同时进⾏，⽬的是确定检测环境中分析物的背景⽔平。⽓

溶胶收集完成后，合并两个串联撞击器中含有衍⽣羰基化合物的溶液，取7 mL等份样品转移⾄闪烁样品瓶中

，然后加⼊0.15 mL 3.9%的Trizma碱⽔溶液进⾏中和。随后，使⽤0.2 μm聚丙烯过滤器过滤，并将过滤后的

等份样品转移到⾃动进样器样品瓶中进⾏分析。

LC-MS操作参数

LC-MS系统： ACQUITY UPLC H-Class PLUS，结合

ACQUITY QDa质谱检测器

软件： Empower 3

柱温： 50 °C

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH Shield RP18, 1.7 

µm, 2.1 x 100 mm

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 1 mM⼄酸铵:⼄腈(4:1)⽔溶液

流动相B： ⼄腈

流动相C： 含0.1％甲酸的1:1甲醇/⽔溶液（⽤于运⾏

后清洗）

密封清洗液： 含5%⼄腈的⽔溶液

样品管理器灌注液： ⼄腈/⽔(25:75)

样品管理器清洗液： ⼄腈/⽔(50:50)

离⼦源温度： 150 °C



探头温度： 600 °C

⽑细管电压： 0.8 kV

电离模式： 电喷雾

极性： 负

采集速率： 5 pts/s

废液排放： 3.8 min前、9.5 min后

⾃动进样器温度： 设定值5 ℃

进样体积： 1 µL

*实际读数可能随仪器的制冷能⼒⽽变化。



表1.流动相梯度

表2.MS检测器设置

数据计算

⼀级校准曲线（曲线1）由标准浓度1~6 (2~100 ng/mL)组成，采⽤⼆次回归拟合（不强制截距为零）和1/x权

重。要定量更⾼浓度的样品，可以使⽤⼆级校准曲线（曲线2）。该曲线由标准浓度3~8（10~400 ng/mL）组

成，采⽤线性或⼆次回归拟合（不强制截距为零）和1/x权重。在此情况下，可以使⽤Empower软件中的其他



定量⽅法（⽤于曲线2）再次处理相同的样品。如果样品浓度⾼于校准范围，可以使⽤⼄腈:⽔(1:1)溶液进⾏稀

释。

对于某些分析物（例如⼄醛和丙烯醛），样品中存在DNPH衍⽣物（腙类）的E-和Z⽴体异构体，本⽅法的⾊

谱条件可分离这些异构体，结果的第⼀个峰⼩于第⼆个峰。在这种情况下，取两个峰⾯积的总和⽤于定量。

结果与讨论

该⽅法已在ITG Brands, LLC（北卡罗来纳州格林斯伯勒）使⽤两套Waters ACQUITY UPLC H-Class PLUS-

QDa系统进⾏验证，并已⽤于市售电⼦烟的常规分析。 

仪器精密度

仪器精密度定义为对相同样品的相同分析物进⾏多次独⽴测量的结果重现性程度。将6个系统适应性样品（

SSS，作为中等浓度标准品之⼀）连续进样⾄同⼀仪器。关于仪器精密度的系统适应性数据（以浓度和保留时

间表⽰）列于下⽅表3。



表3.系统适应性数据

所有分析物浓度的%RSD均在3%以内，保留时间%RSD均在0.1%以内，未超过相应的5%和0.3%标准范围

，证明仪器精密度良好。

校准范围/线性

两条校准曲线的相关系数(R2)均⼤于0.999，符合内部可接受标准（⼤于0.990），因此认为相关性良好。

所有校准点与理论值的差异均在10%范围内，表明所有标准品的分析均具有较⾼的准确度。

图1‒4分别表⽰四种分析物的校准曲线1。



图1.甲醛的校准曲线1



图2.⼄醛的校准曲线1



图3.丙烯醛的校准曲线1



图4.巴⾖醛的校准曲线1

加标回收率

每个校准范围内均按低、中、⾼浓度以及LOQ浓度(2 ng/mL)对⽓溶胶样品溶液进⾏加标，⼀式三份。已知不

同电⼦烟的⽓溶胶中羰基化合物浓度差异很⼤，因此在验证过程中将连接不同端⼝的撞击器中的溶液合并，然

后再从这些溶液中取出等份样品处理为未加标和加标样品。在两种不同条件下收集⽓溶胶（标准条件参考CRM 

818：55 mL（抽吸体积）‒3 s（抽吸时间）‒30 s（抽吸频率）；剧烈条件：95-5-30），抽吸状态⼀致。关

于样品重复精密度的加标回收率数据和%RSD⻅表4和表5：



表4.在标准条件下收集⽓溶胶的回收率

表5.在剧烈条件下收集⽓溶胶的回收率 

*使⽤其他校准曲线（包含额外的校准标准品作为亚浓度1（1 S，1 ng/mL））定量得到的结果。

**结果接近曲线1中的最⾼浓度标准品（浓度6）。在曲线1的校准范围内，仅两个重复样品可定量。

所有回收率均在92.1‒119.1%的范围内，符合内部可接受标准(100 ± 30%)，因此认为在受试样品基质中回收

率良好。

MLOQ

⽅法定量限(MLOQ)的确定⽅法是：分析已知浓度样品，确定能够可靠定量的分析物最低浓度（符合S/N ≥ 10

的标准）。下⽅表6表明标准品浓度1S/1的信噪⽐均⼤于10。



表6.标准品浓度1S/1的信噪⽐

图5‒8展⽰了加标2 ng/mL标准品时市售电⼦烟样品的⾊谱图。

图5.某市售电⼦烟样品加标2 ng/mL甲醛



图6.某市售电⼦烟样品加标2 ng/mL⼄醛



图7.某市售电⼦烟样品加标2 ng/mL丙烯醛



图8.某市售电⼦烟样品加标2 ng/mL巴⾖醛

结论

本⽅法提供了⼀种⽤于分析复杂⽓溶胶样品基质中低浓度单羰基化合物的简化解决⽅案，该⽅案将UPLC与单

四极杆质谱仪（ACQUITY QDa质谱检测器）联⽤，具有良好的灵敏度和选择性。  与CRM中指定的传统5 µm 

HPLC⾊谱柱相⽐，本⽅法采⽤的UPLC⾊谱柱(ACQUITY UPLC BEH Shield RP18, 1.7 µm, 2.1 mm x 100 

mm)提⾼了分离度并缩短了运⾏时间。使⽤质谱检测器代替UV检测增加了灵敏度和选择性。改性剂（⼄酸铵

）的添加进⼀步提升了MS检测的灵敏度。ACQUITY QDa检测器中的分流阀可减少样品基质对质谱检测器造成

不必要负荷，从⽽减少⽇常维护。

初步结果表明，本⽅法可⽤于分析电⼦烟油，并且回收率良好，LOQ为2 ng/mL。对于同样含有痕量或不可检

出浓度的单羰基化合物的⽆烟和加热烟草制品，本⽅法可能适⽤。
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