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本研究旨在证明⼀种直接进样测定饮⽤⽔中丙烯酰胺和⻧代⼄酸的⽅法优于2020年新版欧盟饮⽤⽔指令的要

求。使⽤反相液相⾊谱⽅法，在ACQUITY UPLC I-Class PLUS与Xevo TQ-S micro联⽤系统上完成⽅法性能研

究。⽅法性能的评估⽅法为：向包含氯化铵添加剂（⽤作防腐剂）的矿泉⽔中加⼊九种⻧代⼄酸和丙烯酰胺

，每种化合物以三种浓度加⼊（⻧代⼄酸：2、4和30 µg/L；丙烯酰胺：0.02、0.04和0.08μg/L），每种浓度

的样品重复测定22次。在每个加标浓度下，所有分析物的平均回收率均在97%⾄102%之间，且RSD均⼩于

8%。只需不到8 min的LC-MS/MS运⾏时间和10 µL进样体积即可实现此结果。在不经⽤⼾⼲预的情况下，将2 

µg/L⻧代⼄酸和0.1 µg/L丙烯酰胺矿泉⽔校准标样进样分析270次，评估重现性。结果显⽰，对于所有检测的

分析物，峰⾯积响应RSD⼩于10%，保留时间RSD⼩于1%。根据⽅法性能研究中最低浓度校准标样的结果可

知，各⻧代⼄酸和丙烯酰胺的定量限(LOQ)分别为0.5 µg/L和0.02 µg/L。这些LOQ优于新版欧盟饮⽤⽔指令中

对MCAA、DCAA、TCAA、MBAA和DBAA总和(60 µg/L)以及丙烯酰胺(0.1 µg/L)的要求。

优势

本应⽤涵盖丙烯酰胺以及新添加的⻧代⼄酸的现有要求，实验室效率因此提⾼■

优于2020年新版欧盟饮⽤⽔指令的要求■

快速反相LC-MS/MS⽅法⽆需样品预浓缩、衍⽣化或专⽤的离⼦⾊谱仪■

简介

⻧代⼄酸是⼀种潜在的⼈类致癌物1，在对含有机物的⽔进⾏消毒的过程中形成，已受到越来越多的关注。丙

烯酰胺是⼀种公认的⼈类致癌物2，可通过⽔⽹灌浆使⽤的灌浆剂和饮⽤⽔净化使⽤的絮凝剂污染饮⽤⽔。

使⽤快速、⾼效的⽅法测定饮⽤⽔中的⻧代⼄酸和丙烯酰胺污染物⾮常重要，因为我们需要识别并管控饮⽤⽔

源中与化学污染物相关的⻛险。世界卫⽣组织(WHO)于2017年更新了指南3，欧盟也在新版欧盟饮⽤⽔指令中

设⽴了化学污染的新标准4。新指令纳⼊了MCAA、DCAA、TCAA、MBAA和DBAA（参数值为60 µg/L），并指

出仍然需要持续监测丙烯酰胺（参数值为0.1 µg/L）。US EPA在《国家饮⽤⽔基本条例》(National Primary 

Drinking Water Regulations)中纳⼊5种⻧代⼄酸(HAA MCL = 60 µg/L)和丙烯酰胺（零容忍）5。

常⽤的⻧代⼄酸分析⽅法在以GC-ECD、GC-MS(/MS)测定时需要进⾏样品前处理或衍⽣化，也可直接进样⾄

离⼦⾊谱-MS(/MS)系统6, 7, 8。 我们开发出⼀种将反相液相⾊谱与串联四极杆质谱仪联⽤直接进样⼩体积样品

进⾏分析的⽅法，适⽤分析物同时包括⻧代⼄酸和丙烯酰胺。这种⽅法可以减少样品前处理和/或衍⽣化需求

，降低与之相关的潜在分析物损失⻛险。该⽅法不使⽤HILIC，避免了耗时的⾊谱柱重新平衡过程，并且⽆需

增加离⼦⾊谱分离系统。 



实验

样品描述

从软⽔（英国威姆斯洛）和硬⽔（英国约克）地区收集多份1 L⾃来⽔样品，运输到应⽤实验室（英国威姆斯

洛）。在英国购得多份1 L普通矿泉⽔样品⽤作基质空⽩。

⽅法条件

在实验室收到饮⽤⽔样品后，将其分为50 mL等分试样，并加⼊5 mg氯化铵作为防腐剂1,7。 然后将样品储存

于4 °C冰箱中以待分析。 

临分析之前，将50 µL甲酸加⼊50 mL样品中。然后将所得混合物的等分试样转移⾄2 mL液相⾊谱样品瓶中

，再加⼊同位素标记的内标（丙烯酰胺d3）以测定丙烯酰胺。利⽤外标法测定⻧代⼄酸，丙烯酰胺-d3仅⽤作

丙烯酰胺的内标。

完成⽅法开发阶段后，使⽤2批包含33个加标的矿泉⽔样品进⾏⽅法性能研究：以低、中和⾼浓度（⻧代⼄酸

加标浓度为2、4和30 µg/L，丙烯酰胺加标浓度为0.02、0.04和0.08 µg/L）加标的样品各11个。使⽤LC-MS

级⽔和矿泉⽔运⾏校准标样，在第⼀批样品中评估基质效应。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS

样品瓶： TruView LCMS认证样品瓶12 × 32 mm透明玻璃

螺纹颈⼝样品瓶（部件号：186005666CV）

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS C18 SB 1.8 µm, 2.1 × 100 

mm（部件号：186004119）

柱温： 30 °C 

样品温度： 10 °C 

进样体积： 10 µL



流速： 0.4 mL/min

流动相A： 0.05%⼄酸的⽔溶液

（LC-MS级）

流动相B： 0.05%⼄酸的甲醇溶液（LC-MS级）

梯度

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-S micro

电离模式： ESI+（⽤于丙烯酰胺），ESI-（⽤于HAA）

采集范围： MRM

⽑细管电压： 在两种极性下均为0.5 kV

锥孔⽓流速： 50 L/h



脱溶剂⽓温度： 600 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

离⼦源温度： 150 °C

数据管理

信息学软件： MassLynx 4.2版

结果与讨论

表1中列出的MRM突出显⽰了本研究在定量并确认⻧代⼄酸和丙烯酰胺时所⽤的优化离⼦通道。鉴定出丙烯酰

胺的质⼦化⺟离⼦和MCAA、DCAA、MBAA、BCAA和DBAA的去质⼦化⺟离⼦。对于TCAA、BDCAA、

CDBAA、TBAA，将(M-COOH)-鉴定为适合使⽤的⺟离⼦碎⽚。从灌流实验产⽣的质谱图中鉴定出稳定的源内

碎⽚，将该碎⽚进⼀步处理以⽣成碎⽚离⼦。本应⽤纪要提供的结果表明，这是⼀种有效的⻧代⼄酸分析⽅法

，也是⽂献中报道的⻧代⼄酸常⽤分析⽅法1,6。



表1.分析物及相应同位素标记丙烯酰胺类似物的MRM通道（定量通道以粗体显⽰）

在开始⽅法性能研究之前，先对采集的饮⽤⽔和矿泉⽔样品进⾏⻧代⼄酸和丙烯酰胺筛查。在任何⽔样中均未

检出丙烯酰胺。在矿泉⽔中未检出⻧代⼄酸。在软⽔中仅未检出TBAA，使⽤标准加⼊法定量其余8种⻧代⼄酸

，得到的浓度范围为0.33 µg/L~11.1 µg/L。在硬⽔中仅检出DBAA，使⽤标准加⼊法定量得出其浓度为0.44 µ

g/L。由于软质饮⽤⽔和硬质饮⽤⽔样品中检出的化合物⽔平都会影响⽅法性能研究，因此选择矿泉⽔作为代

表性样品类型。为模拟从⾃来⽔公司收集的样品，向所有样品（和校准标样）中加⼊氯化铵（防腐剂），并在

临分析之前添加甲酸以反映当前的做法。

研究基质对分析物响应的影响。表2突出显⽰了“溶剂”标准品（在本例中为LC-MS级⽔）和基质标准品（矿

泉⽔）的定量结果差异。因此，根据⽔样类型对校准标样进⾏基质匹配是使⽤该⽅法的重要操作。



表2.基质效应，LC-MS级⽔与矿泉

⽔中的响应

本研究使⽤2个分析批次评估⽅法性能，每个批次包含低、中、⾼浓度各11个加标样品，其中⻧代⼄酸的加标

浓度分别为2、4和30 µg/L，丙烯酰胺的加标浓度分别为0.02、0.04和0.08 µg/L。整个⽅法性能研究使⽤的矿

泉⽔均按照实验部分所述的⽅法处理。⽤矿泉⽔制备基质匹配校准标样，其中⻧代⼄酸的浓度范围为0.5~80 µ

g/L，丙烯酰胺的浓度范围为0.02~0.8 µg/L。图1展⽰了该⽅法的预期校准曲线。所有决定系数均⾼于

0.996，标准曲线的残差均低于15%。表3展⽰了测得的校准性能。⽅法性能批次的结果⻅表4，结果表明，该

⽅法的性能⾜以定量饮⽤⽔中的⻧代⼄酸和丙烯酰胺。图2所⽰为矿泉⽔加标样品（相对于标准加⼊法测定硬

⽔）中所有化合物在低加标浓度下获得的⾊谱图⽰例。根据⽅法性能研究中最低浓度校准标样的结果可知，各

⻧代⼄酸和丙烯酰胺的定量限(LOQ)分别为0.5 µg/L和0.02 µg/L。在⽅法性能研究之前实施的灵敏度研究表明

，多种HAA都能在0.05 µg/L的浓度下检出。这些LOQ优于新版欧盟饮⽤⽔指令(5)的要求：MCAA、DCAA、

TCAA、MBAA和DBAA总含量不超过60 µg/L，丙烯酰胺不超过0.1 µg/L。



图1.含防腐剂的矿泉⽔中丙烯酰胺、DCAA、TCAA和TBAA的典型标准曲线

表3. 验证批次中矿泉⽔校准标样的典型校准参数 



表4.使⽤矿泉⽔进⾏⽅法验证所得的准确度参数。⻧代⼄酸的低、中、

⾼加标浓度分别为2、4和30 µg/L，丙烯酰胺的加标浓度分别为0.02、

0.04和0.08 µg/L（每个浓度下n = 22）。

图2.矿泉⽔和硬⽔样品中加⼊⻧代⼄酸(2 µg/L)和丙烯酰胺(0.1 µg/L)所得的定量通道⾊谱图  

峰响应和保留时间稳定性是⽅法验证过程中研究的重要因素。为此，利⽤所述⽅法对包含2 µg/L⻧代⼄酸和

0.1 µg/L丙烯酰胺的矿泉⽔基质标准品连续进样270次，进⾏重现性研究。所有分析物的峰⾯积响应变化均低

于10% RSD，保留时间稳定性均优于0.7% RSD。详细结果⻅表5，所选分析物的保留时间图⻅图3。



表5.矿泉⽔基质标准品（含2 µg/L⻧代⼄酸和0.1 µg/L丙烯酰胺）在270次进样中的重现性。这是

⼀组连续进样，⽆需操作⼈员⼲预。

图3.矿泉⽔基质标准品（含2 µg/L⻧代⼄酸和0.1 µg/L丙烯酰胺）在270次进样中得到的丙烯酰胺

、DCAA、TCAA和TBAA保留时间稳定性。这是⼀组连续进样，⽆需操作⼈员⼲预。

结论

⽅法性能研究数据证明，将⽔样直接进样⾄ACQUITY UPLC I-Class PLUS与Xevo TQ-S micro联⽤系统来测定

⻧代⼄酸和丙烯酰胺的⽅法，优于2020年末⽣效的欧盟饮⽤⽔指令最新要求4。 所有9种⻧代⼄酸的定量限为

0.5 µg/L，⽽该指令规定，MCAA、DCAA、TCAA、MBAA和DBAA总含量的法定限值为60 µg/L，丙烯酰胺的

法定限值为0.1 µg/L。丙烯酰胺的加⼊扩展了该⽅法的适⽤范围并提⾼了实验室效率。使⽤反相液相⾊谱⽅法



，HILIC分离时的潜在问题将不复存在，因此可以采⽤直接进样⽅法。结合标准UPLC-MS/MS系统，该分析⽆

需采⽤专⻔的液相⾊谱或离⼦⾊谱仪器；270次进样得到的⽅法稳定性结果证明，该⽅法能够在⾄少2天内持

续满⾜报告⽔平要求，⽆需⽤⼾⼲预。科学家必须在其实验室中对该⽅法进⾏验证，证明⽅法性能适合其⽤途

，并且满⾜相关分析控制保证体系的要求。
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ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

Xevo TQ-S micro三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134798856>

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>
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