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实验技术与方法
离子色谱*三重四极杆质谱联用法测定血浆和尿液中 "*硝基丙酸

张晓艺!张秀尧!蔡欣欣!李瑞芬
!温州市疾病预防控制中心"浙江 温州#"%’$$!#

摘#要!目的#建立离子色谱*三重四极杆质谱联用技术测定血浆和尿液中 "*硝基丙酸的方法" 方法#血浆和尿

液标本经高氯酸水溶液提取 "*硝基丙酸!OTn!f% 条件下经固相支持液液萃取法净化!叔丁基甲醚作为萃取剂!萃
取液氮吹浓缩后溶于水" 以 U?:O92(E !. 型阴离子色谱柱&%’$ IIk% II!Z-’ !I’作为分析柱!氢氧化钾作为淋

洗液进行梯度分离!电喷雾负离子多反应监测&‘&‘’模式检测!基质加标标准曲线外标法定量" 结果#"*硝基丙

酸的线性范围为 $-!f%’$ !;/5!相关系数优于 $-...!在 $-"$#!-$$#%’-$ 和 %$$ !;/5的浓度水平下进行加标回收

试验!血浆和尿液中 "*硝基丙酸的平均加标回收率为 .%-$[f!!)[!相对标准偏差在 %-$[f!%[之间& ’n,’!方
法的检出限&信噪比为 "’均为 $-! !;/5" 结论#本方法简单#灵敏#准确!可用于血浆和尿液中 "*硝基丙酸的

检测"
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霉属和青霉属等真菌产生的有毒代谢产物%我国从
变质甘蔗中曾分离到的甘蔗节菱孢’蔗生节菱孢等
真菌也具有产生 "*硝基丙酸的能力* "*硝基丙酸是
流行于我国北方地区变质甘蔗中毒的病因%其中毒
的主要症状为中枢神经系统受损%表现为呕吐’头
晕’阵发性抽搐’视力障碍’眼球偏侧凝视’昏迷等%
严重者可在 ! f" D 内死亡* 幸存者常留有终身残
废后遗症%主要为锥体外系损害%表现为四肢屈曲’
扭转’痉挛’肢体强直’静止时张力减低等症状 ( !*") *
某些高等植物也含有 "*硝基丙酸及类似物%曾引起
家 畜 中 毒 ( )*’) * "*硝 基 丙 酸 为 线 粒 体 毒 素
"I8>?24?:DB89@>?̂8:#%可通过血脑屏障%抑制三羧酸
循环和氧化还原复合体#的功能%最终导致组织器
官的损害 ( ,*Z) * 大鼠灌胃 "*硝基丙酸后血液浓度达
峰时间约为 !% I8:%进入血液后很快分布于各组织%
并迅速通过血脑屏障%给药后 ’ I8: 即可在脑部不
同区域检出 "*硝基丙酸* " D 内从尿’粪中排出总
灌胃量的 %%-"[* "*硝基丙酸小鼠静脉注射的半数
致死量"5W’$#为 ’$ I;/H;J_%小鼠灌胃的 5W’$约
为 ,+-! f!$$ I;/H;J_%人中毒剂量约为 !%-’
I;/H;J_%"*硝基丙酸对人类的毒性属于剧毒级%
引起中毒的甘蔗样品中 "*硝基丙酸的含量范围为
%+’f, ,,$ I;/H;( +*!!) *

报道生物标本中 "*硝基丙酸的测定方法主要
有液相色谱法 ( !%*!") ’液相色谱*质谱联用法 ( !)) * 液
相色谱紫外检测法虽已应用于血浆和尿液中 "*硝
基丙酸的测定%但其检测灵敏度低’定性能力差%难
以满足实际中毒生物标本检测的要求* 有采用超
高效液相色谱*串联质谱法测定血清’尿液和呕吐物
等标本中 "*硝基丙酸%由于采用反相色谱柱进行分
离%"*硝基丙酸保留很弱%保留因子约为 $-’* 由于

极性基质成分的共流出%基质效应较严重 ( !)) *
近年来%离子色谱*质谱联用 "U<*‘E/‘E#法在

环境和食品中的应用越来越广泛 ( !’*!+) %但在生物标
本中的应用并不多 ( !.*%!) * 有报道采用 U<*‘E/‘E 法
测定了血清中异杀鼠酮%待测物在 U?:O92(E!! 色
谱柱上分离%以离子阱*串联质谱电喷雾负离子多反
应监测"‘&‘#模式检测 ( !.) * J(XYU5WURp等 ( %$)建
立了大鼠尿液中有机磷神经毒剂代谢产物甲基膦
酸的 U<*‘E/‘E 检测方法%以阴离子交换色谱柱作
为分析柱%用三重四极质谱电喷雾电离负离子 ‘&‘
模式检测* 本实验室曾报道血浆和尿液中的氟乙
酸稳定同位素稀释 U<*‘E/‘E 检测法%方法的检出
限分别为 $-$" 和 $-! !;/5( %!) * 但有关测定血浆和
尿液中 "*硝基丙酸的离子色谱*三重四极杆质谱联
用法未见有文献记载* 本试验采用高氯酸超声提
取%提取液用固相支持的液液萃取 "G?@8D GLOO?B>AD
@8iL8D/@8iL8D Â>B92>8?:%E5R#法净化’离子色谱分离’
三重四极杆质谱电喷雾负离子 ‘&‘模式检测%方
法简单’快速’灵敏’准确*

!#材料与方法
!-!#主要仪器与试剂

离子色谱系统"配备 W8?:Â U<E*!!$$ 离子色谱
仪’&C<*"$ 淋洗液自动发生器’(E&E ’$$ 电解再生
抑 制 器’ Wp*(E 自 动 进 样 器% 美 国 Q4ABI?
E28A:>8382#%dQ&(K,’$$ 三重四极杆/复合线性离子
阱质谱仪"美国 (JE<URc#%VB8?: ’*G>9B酸度计%"f
"$ e高速冷冻离心机% %) 孔 =*Rp(K氮吹仪%
YB9D8A:>(!$ ‘8@@*d超纯水器"法国 ‘8@@8O?BA#*

"*硝基丙酸标准物质 "=’,",%纯度 .Z[%美国
E8;I9#%叔丁基甲醚和乙酸乙酯均为液相色谱溶剂
级%高氯酸为分析纯%固相支持液液萃取柱"! ;/, I@%
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天津博纳艾杰尔科技有限公司#* 健康人血浆经浙
江省卫生行政部门审批由温州市中心血站提供%尿
液由健康人提供*
!-%#方法
!-%-!#标准溶液的配制

称取 $-!$$ $ ;"*硝基丙酸标准物质%溶于水并
定容至 !$$ I@%制成 !-$$ I;/I@的标准贮备溶液%
h!+ g保存* 临用时再用水稀释成合适浓度的标准
工作溶液*
!-%-%#样品前处理

吸取 ’$$ !@血浆或尿液标本于 ’ I@ROOA:DB?33

管中%加入 ’$$ !@"[高氯酸%旋涡 !$ G%, g !$ $$$
B/I8: 离心 ’ I8:"离心力为 !$ ".Z F#%取上清液加
入至 E5R萃取柱中%静置 ’ I8: 以上%加入 ,-$ I@
叔丁基甲醚洗脱"控制流速 ! f% I@/I8:#%洗脱液
)’ g氮吹至近干%残渣中加入 ’$$ !@水溶解%过
$-% !I滤膜%滤液滤至 $-’ I@带有滤头的自动进
样瓶中%待测*
!-%-"#仪器条件

色谱$分析柱为 U?:O92(E!. 型色谱柱"%’$ II
k% II%Z-’ !I#%保护柱为 (Y!."’$ IIk% II#%
(E&E ’$$ 阴离子抑制器"% II%外接水模式#%氢氧
化钾淋洗液由 &C<*"$ 在线自动产生%梯度淋洗$$f
!,-$ I8:% !Z II?@/5eVT& !,-$ f!Z-$ I8:% !Z f
Z$ II?@/5eVT&!Z-$f%%-$ I8:%Z$ II?@/5eVT&
%%-$f%%-! I8:%Z$ f!Z II?@/5eVT&%%-! f%Z-$
I8:%!Z II?@/5eVT&淋洗液流速为 $-"$ I@/I8:&
柱温为 "$ g&定量环体积为 !$ !@*

质谱$电喷雾离子源负离子 ‘&‘模式* 离子
化电压"UE#h) ’$$ p%离子源温度"QR‘#’$$ g%气
帘气"<6&#%ZZ HK9%喷雾气"YE!# ")’ HK9%辅助加
热气"YE%# ")’ HK9%碰撞气"<(W#$‘AD8LI* "*硝
基丙酸定量离子对为 %.E!+.-$a%.E)’-.%去簇电
压"WK#为h)$ p%碰撞能量"<R#为h!, Ap&质谱峰
驻留时间为 % $$$ IG*

运行开始时%色谱柱流出液经六通切换阀切换
至废液%!!-$$ I8: 切换至离子源中直到 !+-$$ I8:%

六通切换阀又将柱流出液切换至废液中*

%#结果与分析
%-!#质谱条件优化

"*硝基丙酸为水溶性有机酸%故采用电喷雾负
离子模式对质谱条件进行优化%d!扫描时出现(‘*T)h

峰%以(‘*T) h作为母离子进行碰撞解离%子离子扫
描发现只有 %.E)’-."(=V% )

h#碎片离子%选为测
定的定量离子%再对去簇电压’碰撞能量’离子化电

压和离子源温度等参数进行优化%使子离子的信号
达到最高* 再设定合适的峰驻留时间" DPA@@>8IA#
使得色谱峰的采样点数在 !’f%$ 之间%得到较好的
定量重复性*
%-%#离子色谱条件优化

"*硝基丙酸极性较大%在反相色谱柱上保留很
弱%保留因子 H 约为 $-’( !)%%%*%") %分离会与极性杂质
共流出%基质抑制效应严重%在亲水色谱柱 JRT
T8@82和 (I8DA色谱柱上保留更弱 ( %") %但特别适合
于离子色谱分离 ( %)) * 本试验采用高容量 U?:O92
(E!. 色谱柱%用 !Z II?@/5eVT对样品中 "*硝基
丙酸进行等度分离%再用 Z$ II?@/5eVT作为强洗
脱剂去除色谱柱上强保留成分%从而消除对后续样
品分析可能造成的不良影响* 色谱柱流出液经阴
离子抑制器抑制除去了流动相中钾等阳离子后%进
入质谱离子源进行检测* 分别取 , 份不同来源的空
白血浆和空白尿液按本法进行测定%未显示有内源
性杂质干扰*

色谱柱流出液中 eVT经阴离子抑制器抑制去
除钾离子而生成水%有文献 ( %’)记载利用高压泵以一
定的比例泵入乙腈等有机溶剂通过三通与抑制器
流出液汇合后再进入质谱进行测定%可以改善待测
物的电离效果而使质谱信号增加数倍* 尝试泵入
一定比例的乙腈’甲醇和异丙醇%结果显示泵入的
有机溶剂虽能使待测物的质谱信号有所提高%但又
有稀释作用%使得质谱的最终响应没有明显变化%
因此不需泵入有机溶剂*
%-"#样品前处理方法优化

"*硝基丙酸的酸度常数 Oe9为 "-,,%@?;K为
h$-!Z( %") %常见的样品前处理方法有在 OTn%f" 条
件下乙酸乙酯萃取法 ( ’%%,) %也有采用硅胶键合乙二
胺基*2*丙基"KE(#固相萃取法 ( !)) * 由于 "*硝基丙
酸被 KE(固相萃取柱吸附%需用 !$ I@!$[氨水*甲
醇溶液才能完全洗脱%条件比较苛刻%且操作步骤
多%处理时间长%因此采用基于液液萃取法原理的
固相支持液液萃取法进行优化%固相支持液液萃取
法具有萃取效率高’影响因素少和操作简单等优
点* 考虑到血浆中含有蛋白质等杂质%选择高氯酸
作为提取剂%既能提取 "*硝基丙酸%沉淀去除蛋白
质%又能调节酸度*

以尿液标本为代表进行上样条件优化%分别取
’份’ I@尿液标本%分别加入高氯酸溶液调节 OT值
为 !’%’"’)和 ’%再分别加入 !$$ !@!-$ I;/5"*硝基
丙酸标准溶液%用水稀释至 !$ I@%取 !-$ I@上 E5R
萃取柱%用 ,-$ I@叔丁基甲醚进行萃取洗脱和测定%
结果见图 !%显示 OT值在 !f% 的范围内"*硝基丙酸
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的响应值达到平台且最高%将此 OT值范围作为 E5R
萃取柱上样条件* 在 ’$$ !@的血浆或尿液中加入
’$$ !@"[高氯酸溶液%以沉淀去除蛋白质%低温高速
离心得到澄清的提取液%此时提取液的 OT值约为
!f%%符合 E5R萃取柱上样条件的要求*

图 !#上样液的酸度对 "*硝基丙酸洗脱率的影响
C8;LBA!#R33A2>?3>4A928D8>F?3G9IO@AG?@L>8?: ?: A@L>8?:

B9>A?3"*:8>B?OB?O8?:82928D

%-)#萃取剂的选择
分别取 ) 份 ’$$ !@血浆和尿液加标样品"加标

浓度 !$ :;/I@#%各加入 ’$$ !@"[高氯酸溶液%离
心后取上清液上 E5R萃取柱%其中 % 份用 ,-$ I@叔
丁基甲醚洗脱%另 % 份用 ,-$ I@乙酸乙酯洗脱%结
果见图 %%叔丁基甲醚的响应值高于乙酸乙酯%故选
择叔丁基甲醚作为萃取剂*

图 %#萃取剂种类对 "*硝基丙酸洗脱率的影响
C8;LBA%#R33A2>?3A@L9:>>FOAG?: A@L>8?: B9>A?3

"*:8>B?OB?O8?:82928D

分别取 , 份 ’$$ !@血浆和尿液加标样品"加标
浓度 !$ :;/I@#各加入 ’$$ !@"[高氯酸溶液%离心
后取上清液上 E5R萃取柱%分别用 "-$’ ,-$ 和
.-$ I@叔丁基甲醚萃取洗脱%平行试验%以 .-$ I@
洗脱率为 !$$[%结果显示 ,-$ I@叔丁基甲醚洗脱
率约为 .Z[%见图 "* 故最终选择 ,-$ I@叔丁基甲
醚作为 E5R萃取柱的萃取剂*
%-’#样品的基质效应和提取回收率 ( %Z)

基质效应"I9>B8̂A33A2>%‘R#是通过比较基质标
准曲线的斜率与相同浓度水平的溶剂标准曲线的
斜率进行评估%即 ‘Rn"基质标准曲线的斜率/溶剂

图 "#萃取剂的体积对 "*硝基丙酸洗脱率的影响
C8;LBA"#U:3@LA:2A?3>4AM?@LIA?3A@L9:>?: >4AA@L>8?:

B9>A?3"*:8>B?OB?O8?:82928D

标准曲线的斜率#k!$$[* 分别吸取 , 份 ’$$ !@空
白血浆或空白尿液按 !-%-% 进行样品前处理%氮吹
至近干%残渣中分别加入 ’$$ !@浓度为 $-"$’!-$’
’-$’%$-$’!$$ 和 %’$ !;/5"*硝基丙酸的标准工作
溶液%溶解后过 $-% !I滤膜%进行测定%得到血浆
的基质标准曲线为 8n%$%+$/h) )")%尿液的基质标
准曲线为 8n,.’!/j)’+%%而 $-"$’!-$’’-$’%$-$’
!$$ 和 %’$ !;/5"*硝基丙酸的标准工作溶液的回归
方程为 8n%$+%"/h",))%血浆基质效应为 .Z-)[%
不显示有明显的基质效应&而尿液基质效应为
""-)[%显示有基质效应*

提取回收率 "BA2?MABF?3Â>B92>%&R#则通过计
算基质加标标准曲线斜率与基质标准曲线斜率的
比值来确定%即 &Rn"加标标准曲线的斜率/基质标
准曲线的斜率#k!$$[* 分别在 , 份 ’$$ !@空白血
浆或空白尿液加入 !$ !@合适浓度的 "*硝基丙酸的
标准工作溶液%使血浆或尿液中 "*硝基丙酸的加标
浓度分别为 $-"$’!-$’’-$’%$-$’!$$ 和 %’$ !;/5%
按 !-%-% 进行样品前处理%氮吹至近干%残渣溶于
’$$ !@水%过 $-% !I滤膜后测定%得到血浆标本加
标标准曲线为 8n!!.’./j%$%%提取回收率为
’.-$[&尿液标本加标标准曲线为 8n,"../j!Z.%提
取回收率为 .%-![*

采用内标法定量可以校正待测物在样品前处
理中的损失%可以校正质谱测定过程中的基质效
应%从而得到更好的准确度和精密度%最理想的是
采用稳定同位素内标法%但目前 "*硝基丙酸还没有
商品化的同位素内标%因此采用基质加标标准曲线
法进行定量%试图通过基质匹配来校准样品的提取
不完全和基质效应对测定结果的影响*
%-,#方法的分析性能
%-,-!#标准曲线’检出限和定量限

分别在 , 份空白血浆和 , 份空白尿液中加入适
量 "*硝基丙酸标准工作溶液%使待测物的浓度分别为
$-"$’!-$’’-$’%$-$’!$$ 和 %’$ !;/5%按 !-%-% 进行



离子色谱*三重四极杆质谱联用法测定血浆和尿液中 "*硝基丙酸!!!张晓艺%等 !!’"## !

样品前处理后再测定%采用 ‘L@>8dL9:>定量软件进行
数据处理%以定量离子对的峰面积"8#对标准系列浓
度"/%!;/5#进行回归"权重取 !/;#%血浆和尿液标
本的回归方程分别为$8n!!.’./j%$% 和 8n,"../j
!Z.%相关系数均优于 $-...%线性关系良好*

在空白血浆和空白尿液中分别加入低浓度的

"*硝基丙酸进行测定%以分子离子对的信噪比为 "
时的标本浓度作为检出限"5VW#%以信噪比为 !$ 时
的标本浓度作为定量限"5Vd#%试验测得血浆和尿
液的检出限均为 $-! !;/5%定量限均为 $-" !;/5*
血浆和尿液定量限水平加标样品的质谱色谱图见
图 )*

注$91空白血浆& N1空白血浆加标 $-" !;/5"*硝基丙酸&21空白尿液& D1空白尿液加标 $-" !;/5"*硝基丙酸

图 )#"*硝基丙酸 U<*‘E/‘E 色谱图
C8;LBA)#U<*‘E/‘E 24B?I9>?;B9IG?3"*:8>B?OB?O8?:82928D

%-,-%#样品的加标回收和精密度试验
在空白血浆和空白尿液中分别添加不同浓度

的 "*硝基丙酸标准溶液%混匀%放置 "$ I8:%再按
!-% 法进行操作%其回收率和精密度结果见表 !* 血
浆和尿液中 "*硝基丙酸的加标回收率在 .%-$[f
!!)[之间%相对标准偏差 "3"D#在 %-$[f!%[范
围内%符合痕量分析的要求*

表 !#血浆和尿液中 "*硝基丙酸的加标回收率和

精密度"’n,#

Q9N@A!#&A2?MAB8AG9:D &EWG?3"*:8>B?OB?O8?:82928D

8: O@9GI99:D LB8:AG9IO@AG

标本
添加浓度
/"!;/5#

测定值
/"!;/5#

回收率
/[

3"D
/[

血浆

尿液

$-"$ $-"" !!$ !%
!-$$ !-!! !!! )-+
%’-$ %)-+ ..-$ +-,
%$$ !+’ .%-’ .-,
$-"$ $-"% !$Z !!
!-$$ !-!) !!) .-’
%’-$ %"-! .%-$ Z-+
%$$ %$, !$" %-$

"#小结
本试验采用高氯酸提取’固相支持液液萃取柱

净化%离子色谱*三重四级杆质谱联用法快速测定血
浆和尿液中的 "*硝基丙酸%通过操作条件的优化%

达到较高的灵敏度%且操作简单’结果准确%适用于
血浆和尿液中 "*硝基丙酸的测定*
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实验技术与方法
超高效液相色谱*串联质谱法测定白酒中 .种甜味剂

王丽英!任贝贝!路杨!刘梦颖!刘印平!常凤启
!河北省疾病预防控制中心"河北 石家庄#$’$$%!#

摘#要!目的#建立准确#快速检测白酒中安赛蜜#糖精钠#甜蜜素#阿斯巴甜#三氯蔗糖#纽甜#阿力甜#甜菊糖苷

和甜菊双糖苷 . 种甜味剂的超高效液相色谱*串联质谱分析方法" 方法#样品经沸水浴加热除去乙醇!采用超高效

液相色谱*串联质谱法进行检测" 以水&含 !$ II?@/5乙酸铵’和甲醇为流动相! TEE Q" 色谱柱&%-! IIk!$$ II!

!-Z !I’进行分离!电喷雾离子化多反应监测模式检测" 结果#. 种甜味剂在相应线性范围内关系良好!相关系数

均# $-...$方法回收率为 +’-%[f!$%-+[!相对标准偏差 &3"D’为 "-+[fZ-"[$检出限为 $-" f!-’ !;/H;"

结论#该方法操作简单快速#重现性好!可用于白酒中 . 种甜味剂的检测"

关键词!甜味剂$糖精钠$甜蜜素$白酒$超高效液相色谱*串联质谱
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