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Приведены результаты экспериментальных исследований по разработке высокочувствитель-
ной и селективной хромато-масс-спектрометрической методики определения N-нитрозаминов 
(N-нитрозодиметиламина и N-нитрозодиэтиламина) в крови с использованием дистилляции и автома-
тической системы твердофазной экстракции Sepaths (Италия) на картриджах Coconut 6 см3 на этапе 
пробоподготовки. Хромато-масс-спектрометрический анализ экстракта позволил установить полноту 
извлечения из крови для N-нитрозодиметиламина 98,5% и N-нитрозодиэтиламина 100%. Разработан-
ная хромато-масс-спектрометрическая методика определения N-нитрозаминов в крови позволяет вы-
полнять контроль содержания N-нитрозодиэтиламина и N-нитрозодиметиламина в диапазоне концен-
траций 0,002–0,1 мг/дм3 при погрешности не более 27%. Использование разработанной методики при 
определении N-нитрозаминов в крови обследуемых групп детского населения, потреблявшего воду с раз-
личным содержанием нитратов для питьевых целей, позволило установить достоверное отличие и пре-
вышение содержания N-нитрозаминов в группе с повышенным содержанием нитратов в питьевой воде 
в 2,8 раза относительно группы обследуемых, потреблявших питьевую воду с нормальным содержанием 
нитратов. Для подтверждения присутствия определяемых N-нитрозоаминов в образцах крови обсле-
дуемых выполнена хромато-масс-спектрометрическая идентификация в режиме SCAN. Масс-спектры 
N-нитрозодиметиламина и N-нитрозодиэтиламина, обнаруженных в образцах крови обследуемых, срав-
нивали с масс-спектрами библиотеки NIST 08.L. Результаты идентификации N-нитрозодиметиламина 
и N-нитрозодиэтиламина в образцах крови показали, что определяемые соединения имеют такую же 
структуру, как и приведенные в библиотеке. Методика может быть использована при проведении био-
мониторинга, санитарно-эпидемиологических экспертиз, обследований, расследований и в доказатель-
ной медицине при установлении влияния неблагоприятных антропогенных факторов.
К л ю ч е в ы е  с л о в а :  N-нитрозамины; биопроба; дистилляция; твердофазная экстракция хромато-масс- 
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Введение
Одним из актуальных направлений в гигиенических ис-

следованиях является определение высокотоксичных хими-
ческих соединений и их метаболитов в биосредах человека 
[1–3]. В России в настоящее время в различных отраслях 
промышленности и сельского хозяйства используют свыше 
10 тыс. потенциально опасных химических веществ. К чис-
лу наиболее токсичных загрязнителей среды обитания от-
носятся N-нитрозамины – соединения первого класса опас-
ности, которые входят в список приоритетных токсикантов, 
утвержденных Международной организацией по исследова-
нию рака (IARC) и Агентством по охране окружающей сре-
ды (США) [4–6]. Особое внимание в научных исследованиях 
уделяется поступлению N-нитрозаминов в организм челове-
ка с питьевой водой, содержащей высокие концентрации ни-
тратов [7–9]. Для организации биологического мониторинга 
N-нитрозаминов, установления причинно-следственных за-
висимостей и оценки риска здоровью населения необходимо 
располагать современными, высокочувствительными и се-
лективными методиками анализа [10–12].

Цель работы – внедрение современных аналитиче-
ских методов, основанных на использовании автома-
тической системы твердофазной экстракции (ТФЭ) и 
хромато-масс-спектрометрического анализа для высокочув-
ствительного и селективного определения высокотоксичных 
N-нитрозаминов в крови.

Материал и методы
В процессе отработки оптимальных условий пробопод-

готовки для получения экстрактов необходимой чистоты и 
установления достаточной степени концентрирования были 
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апробированы сменные картриджи, заполненные различ-
ными сорбентами (Supelco Superclean Coconut 6 см3, кар-
тридж заполненный октадецилом Chromabond С18 на 100 и  
500 мг, картридж на полимерной основе Strata на 200 мг), 
органические растворители (хлористый метилен, этилацетат, 
метанол, вода, вода/изопропанол 85:15) для элюирования 
N-нитрозаминов с картриджей и отработаны условия опти-
мальной схемы элюирования.

Исследования стандартных образцов и проб крови на 
содержание N-нитрозаминов выполняли методом хромато-
масс-спектрометрии на газовом хроматографе Agilent 7890А 
(СШA) с масс-селективным детектором (MCD) 5975С и 
квадрупольным масс-анализатором. Режим ионизации элек-
тронным ударом при 70 эВ. Для подтверждения структуры 
изучаемых соединений выполняли идентификацию в режиме 
SCAN и сравнивали масс-спектры N-нитрозаминов образцов 
крови с масс-спектрами из банка масс-спектральных данных 
библиотеки. Для исследований использовали капиллярную 
колонку серии HP-FFAP 30 м•0,250 мм•0,250 мкм (длиной  
30 м, внутренним диаметром 0,25 мм и толщиной пленки  
неподвижной фазы 0,25 мкм) [13].

Параметры газового хроматографа и MCD: колонка от 
50–120 до 220 °C; скорость нагревания от 8 до 20 °C/мин, 
скорость потока 30 см3/мин, задержка температуры 1 мин – 
0–2 мин, температура испарителя 270°C, температура пере-
ходной линии 220 °C, общее время анализа 16,75 мин; метод: 
режим импульсный без деления потока, температура ион-
ного источника 230°C, температура квадрупольного масс-
анализатора 150°C, ток эмиссии 70 эВ, режим сканирования 
N-нитрозодиметиламина (НДМА) по масс-селективному 
иону 74, режим сканирования N-нитрозодиэтиламина 
(НДЭА) по масс-селективному иону 102.
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There are given results of experimental research on the development of the high-sensitive and selective chromato-mass-
spectrometric method for the detection of the N-nitrosamines (N-nitrosodimethylamine and N-nitrosodiethylamine) in 
blood with the use of distillation and automated system of solid-phase extraction Sepaths (Italy) on the cartridges 
Coconut 6 cm3 at the stage of sample preparation. Chromato-mass-spectrometric analysis of the extract allowed 
the detection of the completeness of extraction of N-nitrosodimethylamine from blood equal to 98.5% and for 
N-nitrosodiethylamine - to 100%.The developed chromato-mass-spectrometric method for the detection of  
N-nitrosamines in biological media (blood) allows the execution of the control of contents of N-nitrosodimethylamine 
and N-nitrosodiethylamine in the concentration range of 0.002 – 0.1 mg/dm3 at error not more than 27%.  The usage 
of the developed method for the detection of   blood N-nitrosamines levels in groups of the observed child population 
consuming drink water with different content of nitrates allowed to determine a verified difference and excess of 
N-nitrosamines content by 2.8 times in the group with higher nitrates content in the drinking water as compared to 
the group of observed cases who drink water with standard content of nitrates. In order to confirm the presence of 
the defined N-nitrosamines in the blood samples of the people under research there was executed chromato-mass-
spectrometric identification in the SCAN mode. Mass spectrums of N-nitrosodimethylamine and N-nitrosodiethylamine 
discovered in blood samples of observed cases were compared to mass spectrums of NIST 08.L library. The results 
of identification of N-nitrosodimethylamine and N-nitrosodiethylamine in the blood samples showed that  determined 
compounds have the same structure as the ones given in the library. The method can be used for biomonitoring, 
sanitary-epidemiological examinations, and researches in evidentiary medicine in order to determine the impact of 
the unfavourable anthropogenic factors. 
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Для хромато-масс-спектрометрического анализа на эта-
пе пробоподготовки использовали автоматическую систему 
твердофазной экстракции SEPATHS (Италия) [14, 15].

Апробация разработанной методики выполнена при 
обследовании групп детского населения 5–6 лет, потре-
блявших воду для питьевых целей с превышением содер-
жания нитратов в 1,1 раза (группа 1) относительно гигие-
нической нормы (ПДКнитратов = 45 мг/дм3), и на территории 
с нормальным содержанием нитратов в питьевой воде 

(группа 2). Для обследования были отобраны 
дети (группа 1), проживающие на данной тер-
ритории с момента рождения и потреблявшие 
питьевую воду с повышенным содержанием ни-
тратов.

Экспериментальные исследования. Из-
учены условия разделения N-нитрозаминов 
на капиллярных колонках с различными ха-
рактеристиками неподвижных жидких фаз – 
DB-624, HP-FFAP, HP-Plot/U, HP-VOC. Каче-
ственное разделение N-нитрозаминов (НДМА 
и НДЭА) с близкими физико-химическими 
свойствами достигнуто на капиллярной колон-
ке серии HP–FFAP 30 м • 0,250 мм • 0,250 мкм с 
масс-спектрометрическим детектированием.

В процессе исследований по разработке способа подготов-
ки образцов крови к химическому анализу N-нитрозаминов 
апробированы различные марки картриджей и отработаны 
оптимальные условия схем элюирования ТФЭ и дистилля-
ции на стандартных образцах. Режим ТФЭ подбирали таким 
образом, чтобы целевые компоненты (N-нитрозамины) сор-
бировались на картридже, а мешающие вещества смывались 
полярным растворителем (хлористый метилен).

Селективность проведения процесса ТФЭ достигнута 
подбором картриджа с соответствующей фазой. Результаты 
исследования полноты извлечения N-нитрозаминов из стан-
дартного образца методом «введено–найдено» с использова-
нием картриджей различных марок представлены в табл. 1.

Анализ полученных результатов (см. табл. 1) показал, что 
на угольном картридже Coconut 6 см3 полнота извлечения 
N-нитрозаминов составила 97,5%.

Для увеличения полноты и селективности экстракцион-
ного извлечения аналитов из образца применяли метод дис-
тилляции с перегретым паром, полученный дистиллят объ-
емом 25 и 70 см3 концентрировали на картридж Coconut 6 
см3 системы ТФЭ по экспериментально отработанной схеме 
элюирования. Полученные элюаты анализировали хромато-
масс-спектрометрическим методом. Результаты исследова-
ний полноты извлечения методом «введено–найдено» пред-
ставлены в табл. 2.

Выполненные исследования по-
зволили рекомендовать в качестве 
пробоподготовки для селективного 
извлечения N-нитрозаминов из ма-
трицы биосреды (объем крови 5 см3) 
дистилляцию с перегретым паром 
(дистиллят объемом 70 см3); для эф-
фективного концентрирования целе-
вых аналитов на угольный картридж – 
метод твердофазной экстракции с по-
следующим элюированием опреде-
ляемых соединений с картриджа по 
оптимальной схеме и хромато-масс-
спектрометрический анализ элюата на 
содержание N-нитрозаминов (НДМА и 
НДЭА). Допускается хранение проб в 
морозильной камере не более 5 дней.

Оптимальная схема элюирования 
целевых аналитов включает несколько 
стадий и характеризуется следующими 
параметрами: стадия кондиционирова-
ния с целью активации картриджа (про-
мывка хлористым метиленом объемом 
2 см3, этилацетатом объемом 2,5 см3 с 
задержкой растворителя в течение 30 с); 
стадия адсорбции N-нитрозаминов из 
образца объемом 70 см3 на картридже; 
сушка картриджа для удаления оста-
точных количеств образца в течение 
20 мин и стадия элюирования целевых 

Т а б л и ц а  1
Результаты исследования полноты извлечения N-нитрозаминов  
из стандартного образца

Тип картриджа
Концентрация 

N-ДМА, мкг/см3
Полнота  

извлечения, 
%

Концентрация 
N-ДЭА, мкг/см3

Полнота  
извлечения, 

%введено найдено введено найдено
Coconut 6 см3 0,04 0,039 97,5 0,04 0,039 97,5
Chromabond С18 
500 мг

0,019 47,5 0,0006 1,48

Strata-Х 200 мг 0,014 35,0 0,01 25,0
Chromabond С18 
100 мг

0,011 27,5 0,016 40,0

Т а б л и ц а  2
Результаты исследований полноты извлечения N-нитрозаминов 
из стандартных образцов с применением различных схем  
дистилляции, картриджа Coconut 6 см3 и метода ТФЭ

Концентрация N-НДМА, 
мкг/ см3

Полнота  
извлечения, 

%

Концентрация 
N-НДЭА, мкг/ см3

Полнота  
извлечения, 

%введено найдено введено найдено
Отгон стандартного образца N-нитрозаминов с перегретым паром 

(объем 25 см3)
0,1 0,05 ± 0,0063 50 0,1 0,1 ± 0,016 100

Отгон стандартного образца N-нитрозаминов с перегретым паром 
(объем 70 см3)

0,1 0,0985 ± 0,05 98,5 0,1 0,1 ± 0,015 100

Рис. 1 Хроматограмма стандартного раствора N-нитрозоаминов (CНДМА = 0,02 мкг/см3,  
CНДЭА = 0,02 мкг/см3).

Т а б л и ц а  3
Содержание N-нитрозаминов в крови пациентов, употреблявших воду с различным 
содержанием нитратов для питьевых целей, мг/дм3

Показатель Группа 1 (n = 8) Группа 2 (n = 10) р1

N-нитрозодиметиламин 0,00043 ± 0,00024 0,00015 ± 0,00014 0,03
N-нитрозодиэтиламин 0,01188 ± 0,00867 0,006 ± 0,00205 0,14
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следованных, выполняли идентификацию в режиме SCAN и 
сравнение с масс-спектрами библиотеки масс-спектральных 
данных NIST 08.L (рис. 3, 4).

Наличие на масс-хроматограмме (см. рис. 3, 4) пи-
ков с точно заданной массой (m/z = 74, 42), (m/z = 102, 57, 
42) и временем удержания (7,743 мин), (8,543 мин) для 
N-нитрозодиметиламина и N-нитрозодиэтиламина является 
доказательством их присутствия в исследуемом образце кро-
ви. Результаты идентификации N-нитрозодиметиламина и 
N-нитрозодиэтиламина в образце крови показали, что опре-
деляемые соединения имеют такую же структуру, как и при-
веденные в библиотеке.

Таким образом, разработанная методика, основанная на 
использовании описанных нами современных аналитиче-
ских методов, может быть рекомендована для биомонито-
ринга N-нитрозаминов, использования в клинических и ги-
гиенических исследованиях, в работах по оценке рисков для 
здоровья населения, при проведении экспертных исследова-
ний и заключений.

аналитов с картриджа хлористым метиленом объемом  
4 см3.

При оптимально отработанных условиях пробоподготовки 
(дистилляции и ТФЭ) и хромато-масс-спектрометрического 
анализа была достигнута высокая эффективность разделения 
N-нитрозаминов при анализе стандартного образца (рис. 1).

Комплексное использование дистилляции в сочета-
нии с концентрированием N-нитрозаминов дистиллята на 
угольный картридж Coconut 6 см3 и оптимальной схемы 
элюирования позволило достичь высокой полноты извлече-
ния N-нитрозаминов из стандартного образца для НДМА – 
98,5%, для НДЭА – 100%.

В процессе исследований разработан и эксперимен-
тально обоснован алгоритм аналитического исследования 
образцов крови в химическом анализе высокотоксичных 
N-нитрозаминов с применением комбинированного метода 
ТФЭ/ГХ/МС (см. схему).

Апробация разработанной методики выполнена при об-
следовании детей, потреблявших воду с повышенным со-
держанием нитратов для питьевых целей (группа 1), и на 
территории с нормальным содержанием нитратов в питье-
вой воде (группа 2). Результаты выполненных исследований 
приведены в табл. 3. В процессе выполненных обследова-
ний установлено, что содержание N-нитрозаминов в крови 
пациентов потреблявших воду с повышенным содержанием 
нитратов для питьевых целей в 2,8 раза выше, чем в группе 
обследованных, потреблявших воду с нормальным содержа-
нием нитратов.

Для подтверждения наличия и установления достовер-
ного присутствия анализируемых соединений использова-
ли дополнительное масс-спектрометрическое исследование 
определяемых в биосредах соединений и их сравнение с 
масс-спектрами библиотеки масс-спектральных данных.

Хроматограмма образца крови одного из обследуемых 
пациентов приведена на рис. 2.

Для подтверждения наличия N-нитрозодиметиламина и 
N-нитрозодиэтиламина, обнаруженных в образцах крови об-

DOI: http://dx.doi.org/10.1882/0016-9900-2017-96-1-84-89
Original article

Рис. 2. Хроматограмма образца крови с содержанием 
N-нитрозоаминов: Cндма = 0,001 мг/дм3, Cндэа = 0,0164 мг/дм3.
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2. Высокая чувствительность и селективность хромато-
масс-спектрометрического определения N-нитрозоаминов 
в образцах крови достигнута с помощью применения ком-
плекса современных аналитических методов, а именно 
концентрированием дистиллята на картриджах Coconut 
6 см3 автоматической системы твердофазной экстракции  
«Sepaths» с последующим разделением на капиллярной 

Выводы

1. Разработанная хромато-масс-спектрометрическая 
методика анализа N-нитрозаминов в крови позволяет вы-
полнять контроль содержания N-нитрозодиэтиламина и 
N-нитрозодиметиламина в диапазоне концентраций 0,002–
0,1 мг/дм3 при погрешности не более 27%.

DOI: http://dx.doi.org/10.1882/0016-9900-2017-96-1-84-89
Оригинальная статья

Рис. 3. Масс-спектрограммы сравнения масс-спектра N-нитрозодиметиламина, обнаруженного в образце крови (а), с библиотечным спек-
тром по характеристическим ионам (m/z 74, 42) (б).

Рис. 4. Масс-спектрограммы сравнения масс-спектра N-нитрозодиэтиламина, обнаруженного в образце крови (а), с библиотечным спектром 
по характеристическим ионам (m/z 102, 42) (б).
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колонке серии HP-FFAP длиной 30 м, внутренним диа-
метром 0,25 мм и толщиной пленки неподвижной фазы  
0,25 мкм, масс-селективного детектора и квадрупольного 
масс-анализатора.

3. Показано применение разработанной методики при 
определении N-нитрозоаминов в крови детей, потреблявших 
воду для питьевых целей с повышенным и нормальным со-
держанием нитратов.

4. Присутствие N-нитрозодиметиламина и N-нитрозо-
диэтиламина в образцах крови было доказано иденти-
фикацией в режиме SCAN при сравнении масс-спектров 
N-нитрозодиметиламина и N-нитрозодиэтиламина, обнару-
женных в образцах крови, с масс-спектрами, заложенными в 
банк библиотеки масс-спектральных данных NIST 08.L.

5. Разработанная хромато-масс-спектрометрическая ме- 
тодика может быть использована в биомониторинге 
N-нитрозаминов, клинических и гигиенических исследовани-
ях, работах по оценке рисков для здоровья населения, при про-
ведении экспертных исследований, оценок и расследований.
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