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摘要：建立了固相萃取 5高效液相色谱 5串联质谱（@1A?5B0 / B0）同时检测人体尿液中 !5乙酰基 5"5（%，) 5二羟基丁

基）5A5半胱氨酸（,@CBD）、!5乙酰基 5"5（% 5羟基丙基）半胱氨酸（% 5@1BD）、!5乙酰基 5"5（! 5氰乙基）5A5! 5氨基 5% 5
巯基羧酸（?4BD）和苯巯基尿酸（01BD）的检测方法。冰冻的人体 !) 8 尿液在室温下解冻，混合均匀后离心过

滤，经 ?#. 固相萃取小柱净化富集后在多反应监测模式下采用 @1A?5B0 / B0 进行定量分析。在 % 个添加水平下，

尿液中 ,@CBD、% 5@1BD、?4BD 和 01BD 的加标回收率分别为 #"’/ *E & #!)/ )E、#"!/ (E & #"*/ ’E、#"%/ !E &
#"%/ $E 和 #"#/ (E & #")/ %E，相对标准偏差为 !/ *E & (/ (E。以不低于 % 倍的信噪比估算 ,@CBD、% 5@1BD、?45

BD 和 01BD 的检出限分别为 "/ "*!、"/ "%#、"/ "!" 和 "/ ""% !9 / A。应用该方法检测了 %( 例吸烟和非吸烟者的 !)
8 尿液样本，结果发现吸烟者尿液中 % 5@1BD、01BD 和 ?4BD 的平均含量比非吸烟者高 % 到 * 倍。
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8?08 8?4 7%184185 %$ # ,(-*+，./*+ 012 3-*+ 91 8?4 B&9145 $&%@ 79!0&4884 5@%C4&5 A4&4 0E%B8
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& & 巯基尿酸（@4&7068B&97 0792，*+）是外源性亲
电子（潜在亲电子）化合物与谷胱甘肽（H3(）结合
后的分解产物。由于尿中内源性的巯基尿酸本底值

低，又能较为准确地反映原型化合物的特性，因此巯

基尿酸作为生物监测指标已广泛用于遗传毒物的生

物监测［’，!］。据报道，尿液中的 !,乙酰基,",（#，$ ,
二羟基丁基）,#,半胱氨酸（ !,0748<;,",（ #，$ ,29,
?<2&%F<EB8<;）,#,7<584914，’()*+）、!,乙酰基,",
（ # ,羟 基 丙 基 ） 半 胱 氨 酸（ !,0748<;,",（ # ,
?<2&%F<6&%6<;）,#,7<584914，# ,(-*+）、!,乙酰基,
",（! ,氰乙基）,#,! ,氨基,# ,巯基羧酸（!,0748<;,",（! ,
70&E%F<48?<;）,#,7<584914，./*+）和苯巯基尿酸
（",6?41<;@4&7068B&97 0792，3-*+）等 $ 种巯基尿
酸类化合物与吸烟水平有较强的相关性，能够用于

评价烟气中有害成分 ’，# ,丁二烯、丙烯醛、丙烯腈
和苯的接触水平［# ( )］。

& & 目前，关于尿液中巯基尿酸类化合物的分析检
测方法的报道较多［* ( ’!］，但是同步提取和同时检测

尿液基质中多种目标物的高通量分析方法尚不完

善。本实验通过优化前处理及检测条件，建立了同

步提取和同时检测尿液中 $ 种巯基尿酸 ’()*+、# ,
(-*+、./*+ 和 3-*+ 的固相萃取,高效液相色
谱,串联质谱法（ 3-/,(-#.,*3 " *3），在 ’! @91 内
就可完成 $ 种巯基尿酸的分离检测。该方法灵敏、
快速，选择性好，适合于分析吸烟与非吸烟者尿液。

!" 实验部分

! ) !" 仪器与试剂
& & 安捷伦 ’!++ 液相色谱仪，配有 H’#!"+ 自动进
样器、H’#’’+ 四元混合泵和 H’#’*+ 柱温箱（美国
安捷伦公司）；+-D $+++ 三重四极杆串联质谱仪，配
有电喷雾离子源（/3D）和 +10;<58 ’, ) 软件数据处
理系统（美国应用生物系统公司）；吉尔森 +3-/.
I#$ 自动固相萃取仪（法国 H9;5%1 公司）；J%7?4 "
(9807?9 *K’L#+J -J/,+M+#N>D.3 -#L3 系统
（日本日立集团）。

& & 氨水、盐酸为分析纯，甲酸、乙酸和甲醇均为色
谱纯（美国 >/’D+ 公司）；./*+、# ,(-*+、3-*+、

’()*+（化学纯度为 "-O）和 ’# ,./*+、’% ,’(),
*+、’# ,# ,(-*+ 和 ’) ,3-*+（纯度为 ""O）标准品
（加拿大多伦多研究化学试剂公司）。3B64;7;401
/MPD,’- 固相萃取柱（# @#，)++ @!；美国 3DH*+,
+#’JD.( 公司），D3K#L>/ /MP . 固相萃取小柱

（)+ @!，’ @#，瑞典 )9%80!4 公司），K0595" *+I
阴离子交换柱（* @#，美国 Q084&5 公司），38&080,I,
. 阳离子交换柱（’ @#，美国 -?41%@414F 公司）。
肌酐检测试剂盒（日本日立集团）。

! ) #" 标准溶液的配制
& & 储备液及工作液：用甲醇准确配制 ./*+（+, )
! " #）、# ,(-*+（’ ! " #）、3-*+（’ ! " #），’()*+（’
! " #）的一级单标储备液，储存于棕色玻璃瓶中，于
( $+ R 下保存。分别准确量取一级单标储备液
./*+（! @#）、# ,(-*+（’ @#）、3-*+（’ @#）和
’()*+（’ @#）于 $ 个 ’+ @# 棕色容量瓶，用甲醇
定容到刻度得到二级单标储备液（’++ @! " #）。用
甲醇准确配制 ’# ,./*+（’ ! " #）、’% ,’()*+（+, ’
! " #）、’# ,# ,(-*+（’ ! " #）、’) ,3-*+（’ ! " #）的一
级单标储备液。分别准确移取一定量的一级单标储

备液于 $ 个 ’+ @# 容量瓶，用甲醇定容到刻度得到
二级单标储备液（’++ @! " #）。用二级单标储备液
配制混合标准溶液，得到两个浓度梯度的混合标准

溶液（一级混合标准溶液：’()*+ ’ @! " #、# ,(-,
*+ ’+ @! " #、./*+ +, ) @! " #、3-*+ +, ’ @! " #；
二级混合标准溶液：’()*+ + = ’ @! " #、# ,(-*+ ’
@! " #、./*+ +, +) @! " #、3-*+ +, +’ @! " #）和混
合内标溶液（’% ,’()*+ + = ) @! " #、’# ,# ,(-*+ )
@! " #、’# ,./*+ +, !) @! " #、’) ,3-*+ +, +)
@! " #）。
! ) $" 尿液样本的收集与处理
& & 吸烟和非吸烟志愿者尿液样本由郑州大学国家
药品临床研究基地提供。在参加实验前，所有志愿

者均须签署一份知情同意书。志愿者为年龄在 !’
至 *+ 岁之间身体健康的吸烟和非吸烟者，收集其
!$ ? 尿液，储存于 ( $+ R冰箱中备用。
& & 尿液在室温状态下解冻并混合均匀。取 ’+ @#
尿液，用 ’ @%; " # (.; 溶液调节 6( 到 ! 左右。然后
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取 $%% !" 该尿液置于 $ #" 自动固相萃取仪上的
样管中，加入 &% !" 混合内标及 ’&% !" %( "$ 甲酸
水溶液，混合均匀，转入 & #" 自动固相萃取仪上的
样管中。

! ! 固相萃取用 %&’()*)(+, -./0!") 固相萃取柱，
预先用 & #" 甲醇、& #" 水与 & #" %( "$ 甲酸溶液
活化，上样量为 &%% !"。用 $ #" %( "$ 甲酸溶液淋
洗，然后用 # #" 甲醇洗脱，收集洗脱液并于 #% 1
下用氮气吹至干，然后用 " #" %( %&$ 乙酸水溶液
溶解，待测。

! ! 留取 $ #" 尿液样本，用酶解分光光度法检测
尿液中的肌酐。

! ! "# 色谱"质谱条件
! ! 色谱条件：234)(,5 6789+: -*)4’;( <=>!?") 色
谱柱（"&% ## * $( " ##，+( & !#）；流动相 2 为
%( %&$ 乙酸水溶液，流动相 > 为甲醇；梯度洗脱程
序：% , $ #4,，-&$ 2 , &%$ 2；$ , # #4,，&%$ 2 ,
#%$ 2；# , ) #4,，#%$ 2 , "%$ 2；) , )( " #4,，
"%$ 2 , -&$ 2；)( " , "$ #4,，-&$ 2。流速为
%( $& #" @ #4,；柱温为 +% 1；进样量为 "% !"。
! ! 质谱条件：电喷雾离子源（-%0），负离子扫描方
式；喷雾（ 0%）电压为 . # #%% /；雾化气（A+;"）压力
为 +##( & BC+（&% ’;4）；气帘气（?DE）压力为 $%/( ’
BC+（+% ’;4）；辅助雾化气（A+;$）压力为 +"%( % BC+
（#& ’;4）；离子源温度（F-G）为 &%% 1；进口电压
（-C）为 . "% /；出口电压（?<C）为 . "% /；驻留时
间为 "%% #;。监测离子对、相应的碰撞能量（?-）
及去簇电压（=C）见表 "。

表 !# 多反应监测模式下 " 种巯基尿酸及其
氘代内标的部分质谱参数

#$%&’ !# ($)) )*’+,-./’,-0 *$-$/’,’-) 1.- 234(5，
$ "36(5，78(5， 96(5 $:; ,<’ =:,’-:$&
),$:;$-;) =: />&,=*&’ -’$+,=.: /.:=,.-=:?
/.;’

?7#’7&,H
C+8(,5 47, @
’87H&*5 47,
（! " #）

?7))4;47,
(,(83I @

(/

=(*)&;5(84,3
’75(,54+) @

/

=J>G2 ! $#- K ) @ "$% K ’$ . $$ . +)

! $#- K ) @ "$’ K ’ . "/ . +)

=’ !=J>G2 ! ")$ K $ @ "&$ K " . $% . #%

+ !JCG2 ! $"- K ) @ -% K )$ . "& . $/

! $"- K ) @ )# K # . "& . $/

=+ !+ !JCG2 ! $$$ K - @ -% K ) . ") . +/

?-G2 ! $"# K ) @ "/" K ’$ . ’ . +#

! $"# K ) @ )& K ) . ’ . +#

=+ !?-G2 ! $"’ K ) @ "/# K ’ . "% . +%

%CG2 ! $+’ K ) @ "%) K ’$ . ") . #$

=& !%CG2 ! "-/ K " @ "// K " . "$ . +%

! $ L&+,54M4*+547, 47, ’+48;K

%# 结果与讨论

% ! !# 质谱条件的优化
! ! 对于三重四极杆质谱，其 =C 和 ?- 对 # 种巯基
尿酸的裂解有重要的影响。采用针泵注射（ "%
!" @ #4,）对目标物单独进样，对 # 种巯基尿酸（ "
!3 @ #"）的标准溶液进行全扫描，得到最大响应值
的母离子；在子离子扫描（C0）模式下，调整 ?- 找到
该母离子对应的子离子。固定 ?-，得到响应最大
的 =C；然后固定 =C，优化得到响应最高时的 ?-，
结果见表 "。为了得到较好的离子化效率，采用流
动注射分析法对目标化合物进行进样，得到响应最

高时的 0% 电压、A+;" 压力、?DE 压力、A+;$ 压力和
F-G，结果见 "( # 节。
% ! %# 色谱条件的优化
! ! 以 234)(,5 -*)4’;( <=> ?") 柱作为分析柱，乙
酸水溶液与甲醇为流动相进行优化。实验发现水相

流动相中乙酸的体积分数为 %( %&$ 时最佳。增加
乙酸的浓度会抑制质谱响应，降低乙酸的浓度会使

峰形展宽，最终选择流动相 2 为 %( %&$ 乙酸水溶
液。流动相 > 选用甲醇。选用适当的梯度洗脱程
序（如 " K # 节所述）使得 # 种巯基尿酸得到完全分
离，一次梯度分析仅需 "$ #4,（见图 "）。

图 !# 234(5、$ "36(5、78(5、96(5 及其
内标混合溶液的多反应监测色谱图

@=?! !# (A( +<-./$,.?-$/) .1 $ /=B,>-’ .1 " /’-+$*,>-=+
$+=; ),$:;$-;) $:; ,<’ =:,’-:$& ),$:;$-;)

! " K =’ !=J>G2；$ K =J>G2；+ K =+ !?-G2；# K ?-G2；& K =+ !

+ !JCG2；/ K + !JCG2；’ K =& !%CG2；) K %CG2K

% ! $# 固相萃取条件的选择
! ! 尿液基质复杂，对 JC"? 检测的影响很大。本
实验选用了较为通用的一种基于硅胶基质的 ?")
固相萃取柱（%&’()*)(+, -./0!")）和一种基于树脂
基质的苯乙烯与二乙烯基苯共聚物柱（ 0%N"DF-
-./ 0）来净化样品。同时由于巯基尿酸类化合物

具有两性，既可以形成阴离子又可以形成阳离子，因
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此本实验还选取了一种阴离子交换柱（ !"#$#!

%&’）和一种阳离子交换柱（()*")"+’+,），考察它们
对 # 种巯基尿酸的提取效率。
$ $ 通过比较发现，阳离子交换柱 ()*")"+’+, 对 #
种巯基尿酸的保留很弱，在淋洗步骤就被完全冲洗

下来，因此不适合于这 # 种化合物的净化；!"#$#!

%&’ 柱对 -./%&、% +.0%& 和 ,1%& 有较好的回
收率，但 是 对 (0%& 的 回 收 率 很 低；2(!3451
167 &柱表面负载了羟基化基团，使得其可以省去

活化的步骤直接上样，但是 2(!3451 167 & 柱对

-./%& 的回收率较低；(89:;<;:"= 1672+’( 柱对 #
种化合物都有较好的保留，洗脱过程也较为容易，#
>3 甲醇就可以将柱上保留的分析物全部洗脱下
来，并且此柱除了对 -./%& 的回收率稍微偏高外，
对其他 % 种巯基尿酸的回收率都很好。故最终选用
(89:;<;:"= 1672+’( 柱净化样品。
! ! "# 标准曲线与检出限

$ $ 用处理过的混合空白尿液配制标准曲线。空白
尿液选取 % 份非吸烟者（两男一女）的 !# ? 尿液，混
合均匀后按照实际样品的处理步骤处理空白尿液，

得到处理过的空白混合尿液备用。

$ $ 分别准确移取 )、*、’)、!)、*)、’)) "3 的二级混
合标准溶液和 !)、*)、’))、!*) "3 的一级混合标准
溶液于 ’) 个 ’+ ( >3 的旋盖样品瓶中，各加入 *)
"3 混合内标溶液和 ’)) "3 混合空白尿液，然后用
)+ )*@ 乙酸水溶液定容到 ’ >3。以 -./%&、% +
.0%&、,1%& 和 (0%& 与相应内标定量离子的峰
面积比（ !）为纵坐标，以萃取液中 -./%&、% +.0+
%&、,1%& 和 (0%& 质量浓度为横坐标 "（"A B 3）
进行回归运算，得到相应的线性回归方程。-./+
%&、% +.0%&、,1%& 和 (0%& 的线性相关系数在
)+ ""( # 到 )+ """ ( 之间，表明在测定的浓度范围内
具有良好的线性关系。以信噪比（# $ %）不低于 % 时
的进样浓度为检出限（3!-），结果见表 !。

表 !# " 种巯基尿酸的回归方程、相关系数和检出限（! "#%$）
"#$%& !# ’&()&**+,- &./#0+,-*，1,))&%#0+,- 1,&22+1+&-0*（ $）#-3 %+4+0* ,2 3&0&10+,-（! "#%$）,2 2,/) 4&)1#50/)+1 #1+3*

,C>9C8=D 2=):*="; #)"=D"*D 3$=:"* *"=A: B（"A B 3） E:A*:##$C= :F8")$C=$ & 3!- B（"A B 3）
$ -./%& $ -, +-./%& ’ G ) - !)) G ) $ ! . ) G )#/#" & ’ G (’) ) G ""/" ) G )/!
$ % +.0%& $ -% +% +.0%& ’ G ) - ’))) G ) $ ! . ) G ))!!," & ) G ’#! ) G ""(% ) G )%’
$ ,1%& $ -% +,1%& ) G * - *) G ) $ ! . ) G )#’," & ) G )’"* ) G "",* ) G )!)
$ (0%& $ -* +(0%& ) G )’ - !) G ) $ ! . ) G )’/!" & ) G )’%, ) G "",, ) G ))%

$ $!：)?: 9:"H "*:" *")$C CI F8"=)$I$<")$C= $C=# J:)K::= )?: "=";L): "=D $=):*="; #)"=D"*D；"：>"## <C=<:=)*")$C= CI )?: "=";L):，"A B 3G

! ! %# 回收率
$ $ 在非吸烟者的尿液样本中添加混合标准溶液，
做低（添加 !) "3 二级混合标准溶液）、中（添加 !)
"3 一级混合标准溶液）和高（添加 *) "3 一级混合
标准溶液）% 个加标水平的回收实验，每个加标水平
做 ( 个平行测定。结果表明，% 个加标水平的平均
回收率（’ . (）为 ’)’+ ,@ 0 ’!#+ #@，相对标准偏差
（E(-）在 !+ /@ 0 ,+ ,@ 之间（见表 %）。

表 $# 非吸烟者尿液中 " 种巯基尿酸的回收率和
相对标准偏差（% & ’）

"#$%& $# ’&1,6&)+&* #-3 )&%#0+6& *0#-3#)3 3&6+#0+,-*
（’78）,2 " 4&)1#50/)+1 #1+3* *5+9&3 +- :/;
4#- /)+-&（% & ’）

,C>9C8=D &DD:D B（"A B 3） E:<CM:*L B @ E(- B @
$ -./%& ! ’)* G / % G (

!) ’’" G " # G #
*) ’!# G # ! G /

$ % +.0%& !) ’)! G , # G *
!)) ’)/ G * * G ’
*)) ’)% G / % G (

$ ,1%& ’ ’)% G / % G %
’) ’)% G ! # G "
!* ’)% G " # G "

$ (0%& ) G # ’)’ G , , G *
# ’)% G , , G ,

’) ’)# G % % G ,

图 !# $( 份尿液样品（)( 位吸烟者和 !* 位非吸烟者）中
" 种巯基尿酸含量的箱线图

<+(! !# =,>5%,0 ,2 1,-0&-0* ,2 " 4&)1#50/)+1 #1+3* +- $(
:/4#- /)+-& *#45%&*（)( 2),4 0:& *4,9&)* #-3
!* 2),4 -,-;*4,9&)*）

$ 〇：>$;D C8);$:*#；(：:N)*:>: C8);$:*#；’，#，*，(：#">9;:
=8>J:*G

! ! +# 吸烟和非吸烟者尿液样本的测定
$ $ 选取 ’, 位吸烟者和 !) 位非吸烟者的 !# ? 尿
液样本，测定其尿液中 -./%&、% +.0%&、,1%& 和
(0%& 的含量，结果见图 !。同时采用酶解分光光

·#%·
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度法测定尿液中的总肌酐，以巯基尿酸 "肌酐值来校
正尿液浓度引起的尿液中巯基尿酸含量的差异，测

定结果见图 $。在吸烟者尿液中每摩尔肌酐中含有
#$%&’、$ !$(&’、)*&’ 和 +(&’ 的含量范围分
别为 %& %’ ( )*& **、**& #* ( " ’’+& ’,、#& -, ( "%& #"、
’& ’" ( ’& ,+ ,-；在非吸烟者尿液中每摩尔肌酐中
含有 #$%&’、$ !$(&’、)*&’ 和 +(&’ 的含量范
围分别为 *& +% ( ,"& $#、-*& *, ( -,’& %#、’& "" ( $& %-
和 ’& ’’ ( -& -# ,-。吸烟者尿液中 #$%&’、$ !$(!
&’、)*&’ 和 +(&’ 含量的平均值分别比非吸烟
者高 "& "-、$& ’*、,& *+ 和 -& ,’ 倍。吸烟者尿液中
)*&’ 的含量明显要高于非吸烟者，$ !$(&’ 和
+(&’ 的含量也偏高，但 #$%&’ 变化不明显，这可
能是受食物以及空气中污染物的影响。但空气中丙

烯腈的含量很低，这种干扰可以忽略［"$］，因而 )*!
&’ 可以作为潜在的与烟气相关的生物标志物。

图 !" !# 份尿液样品（$# 位吸烟者和 %& 位非吸烟者）
中 !"#$%、! &"’$%、()$% 和 *’$% 含量
与肌酐的比率的箱线图

+,-. !" #/012/3 /4 563,/7 /4 !"#$%，! &"’$%，()$%
689 *’$% :/83;837 3/ :5;63,8,8;（(<)）7;16&
563;2= ,8 !# >5,8; 76?12;7（$# 45/? 3@; 7?/A&
;57 689 %& 45/? 8/8&7?/A;57）

! 〇：,./0 123/.456；(：47354,4 123/.456；"，*，%，"’：68,9/4
:2,;45<

!" 结论

! ! 建立了同步提取和同时检测尿液中 # 种巯基尿
酸 #$%&’、$ !$(&’、)*&’、+(&’ 的方法。方法
的选择性好，灵敏度高，适合于分析吸烟与非吸烟者

尿液中的 # 种巯基尿酸。通过检测吸烟和非吸烟者
尿液中的 # 种巯基尿酸，发现 )*&’ 受环境因素的
影响较小，而吸烟对其影响较大，因此可以作为潜在

的与烟气相关的丙烯腈接触的生物标志物。

参考文献：

［"］! +=4: $ >，?2 @ A，A2 B >< %.1/1-.C8/ &1:.315.:- 8:0 %.1!
,85D45：%86.C E=415F 8:0 (58C3.C4< -50 40< (4D.:- G:.H45!
6.3F 1I &40.C8/ (2;/.6=.:- $1264（沈惠麒，顾祖维，吴宜群 <
生物监测和生物标志物：理论基础及应用 < - 版 < 北京：北京
大学医学出版社），-’’*

［-］! #4 J11.K % &，)1,,8:0425 L M &，N45,42/4: M ( *< %.1!
,85D456，"%%+，$（# " ,）：-$%

［$］! )85,4//8 + ?，)=4: & O，$8: + &，43 8/< )=4, J46 E17.!
C1/，-’’%，--（#）：)$#

［#］! &4:046 (，O.8:- > A，P5163!(.:408 Q，43 8/< J4-2 E17.C1/
(=85,，-’’%，,,（"）：")

［,］! +C=4545 ?，*:-/ L，G5;8: &，43 8/< J4-2/ E17.C1/ (=85,，
-’’)，#)（-）：")"

［*］! (8C. *，(.-.:. #，).8/04//8 ’ &< %.1,85D456，-’’)，"-（-）：
"""

［)］! B8:- R，R.4 L (，R.4 P A，43 8/< L125:8/ 1I S:6352,4:38/
’:8/F6.6（杨雪，谢剑平，谢复炜，等 < 分析测试学报），
-’’%，-+（*）：*#%

［+］! B8:- R，@=81 ?，R.4 P A，43 8/< E1;8CC1 +C.4:C4 T E4C=!
:1/1-F（杨雪，赵阁，谢复炜，等 < 烟草科技），-’’%（%）：-*

［%］! #.:- B +，%/12:3 % )，N8/4:3.:!%/86.:. O，43 8/< )=4, J46
E17.C1/，-’’%，--（*）："’"+

［"’］! +C=433-4: E，&26.1/ ’，’/3 ’，43 8/< L )=51,831-5 %，
-’’+，+*$（-）：-+$

［""］! +C=4545 ?，G5;8: &，$8-4015: $ A，43 8/< $2, *79 E17!
.C1/，-’’)，-*（"）：$)

［"-］! &86C=45 # L，&86C=45 $ L，+C=4545 ?，43 8/< L )=51,831-5
%，-’’"，),’（"）："*$

［"$］! O41:850 ’，?45;45 ? %，+34CC8 )，43 8/< &2383 J46，"%%%，
#$*（+）：-*$

·,$·




