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高效液相色谱法测定尿中甲苯代谢产物的实验研究
Methodology study on metabolites of toluene in urine by high performance liquid chromatography (HPLC)
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摘要: 建立高效液相色谱 /二极管阵列检测法同时测定尿

样中马尿酸含量的方法，并确定了该方法最佳样品预处理条

件，优化了色谱分离及检测条件，灵敏、准确，能够满足有

害物质代谢产物的监测要求。
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对苯、甲苯职业暴露的工人进行生物监测是预防职业损

伤的必要手段。马尿酸 (HA)、甲基马尿酸 (MHA) 是苯、
甲苯的主要代谢物

［1］，作为接触生物标志物受到广泛应用。
我国 1996 年就推荐了卫生标准《尿中马尿酸、甲基马尿酸的

高效液相色谱测定法》(WS/T53—1996)。本实验优化样品预

处理条件及色谱分离条件，测定了尿样中代谢产物，为职业

卫生监测工作提供了更高效、灵敏的分析方法。
1 材料与方法

1. 1 仪器和试剂

Waters 2695-2998 高效液相色谱仪 (配光电二极管阵列检

测器，美国 Waters 公司)，KQ-500E 型超声波清洗器 ( 昆山

市超声仪器有限公司)，DK-450B 型电热恒温水槽 ( 上海深信

实验仪器有限公司)，HP-01 系列溶剂过滤器，DV215CD 万分

之一电子天平 ( 美国奥豪斯公司)，TDL-168 型高速离心机

(上海安亭科学仪器厂)，XK96-B 快速混匀器 (姜堰市新康医

疗器械有限公司)。本实验所用试剂除另有说明外均为分析纯

试剂，水为去离子水，甲醇 (色谱纯 J. T. Baker)，HA 对照品

(中国药品生物制品检定 140738-200501)，盐酸 (信阳市化学

试剂有限公司，批号: XK13-201096-0031) 优级纯，冰乙酸

(批号: T20110913)、氯化钠 (批号: F20110816)、乙酸乙酯

(批号: T20110629) 均购于国药集团化学试剂有限公司。
1. 2 色谱条件

色谱柱: symmetry C18 (150 mm × 4. 6 mm，5 μm); 采用

梯度洗脱方式，二极管阵列检测波长，测定程序见表 1; 流速

0. 7 ml /min; 柱温 35 ℃ ; 进样量 10 μl。
1. 3 尿样预处理方法

依据卫生标准 WS/T53—1996 测定尿中 HA、MHA 与处理

试剂比例，移取 0. 25 ml 尿样于离心管中，加入 75 mg NaCl、
0. 05 ml HCl 溶液，加入 0. 5 ml 萃取剂，旋涡混合萃取 3 min，

以1 000 r /min 离心 5 min，取 0. 4 ml 萃取剂于具塞试管在低于

70 ℃水浴中挥发至干; 用 1. 0 ml 流动相溶解残留物，10 000
r /min 离心 20 min 后进样分析。
1. 4 工作曲线的绘制

HA 标准储备液: 准确称取 HA 50. 0 mg，用超纯水定容

至 50 ml。此溶液的浓度为 1. 0 mg /ml。HA 标准液: 取标准储

备液配制成 0 μg /ml、10 μg /ml、50 μg /ml、100 μg /ml、200
μg /ml、500 μg /ml 的 HA 标准系列，按 3 样品处理方法进行

处理后，以外标法进行定量测定。
1. 5 样品测定

取制备好的样品溶液，在色谱条件下进行分析测定，保

留时间定性，峰面积定量。
2 结果与讨论

2. 1 流动相及洗脱程序的确定

实验过程中发现按照 WS/T53—1996 在流动相甲醇∶ 水∶
冰乙酸 = 20∶ 80∶ 0. 01 体系下 HA 出现色谱峰保留时间在 14 ～ 16
min，色谱峰保留时间出现漂移现象。醋酸能减小谱带拖尾，

显著改善峰形的对称性，向水相中增加醋酸，通过考察流动

相中醋酸含量对测定组分保留时间、分离度等的影响，最终

确定将加入水的冰乙酸的浓度提高 10 倍。采用梯度洗脱方式

确定流动相的比例。本实验流动相的梯度选择甲醇的起始浓

度为 35%，终止浓度为 20%。HA 的色谱峰保留时间在甲醇

浓度为 30%时出现，保留时间为 9. 913 min，由于梯度洗脱平

衡柱子需要的时间长，本实验确定使用流动相 ( 甲醇∶ 水∶ 冰

乙酸 = 30∶ 70∶ 0. 1) 的等度洗脱方式。
2. 2 二极管阵列检测波长及检测程序的确定

在 210 ～360 nm 波长范围内，对待测组分进行紫外光谱扫

描，从图 1 可以看出 HA 的最大吸收波长为 227 nm。由于尿样

中的杂质较多，大部分会在短波区产生吸收，为避免干扰，选

择代谢物的检测波长为 235 nm，其标准和样品色谱图见图 2。

图 1 HA 最大吸收波长

2． 3 样品预处理条件的优化

2. 3. 1 萃取溶剂的选择 由图 3 可见，乙酸乙酯、乙醚、二

·222· 中国工业医学杂志 2014 年 6 月第 27 卷第 3 期 Chinese J Ind Med June 2014，Vol． 27 No． 3



图 2 HA、MHA 标准品、样品色谱图

氯甲烷、二氯甲烷-异丙醇 4 种不同极性溶剂对同一组分提取

效率的影响，结果表明乙醚由于沸点低，在提取的过程中易

挥发，不容易定量; 确定选择乙酸乙酯为萃取剂。

图 3 萃取溶剂的选择

2. 3. 2 样品与萃取剂比例的选择 萃取溶剂用量过少时，目

标组分不能被充分萃入有机相; 而溶剂用量过多，则会导致样

品被稀释，并延长挥发萃取液的时间。综合考虑 4 种组分的萃

取效率，选择样品与萃取剂的最佳体积比为 1∶ 1。见图 4。

图 4 样品与萃取剂比例的选择

2. 3. 3 标准曲线 将待测组分的标准溶液配制成系列浓度，

按照“1. 3 尿样预处理方法”处理样品，进样测定并建立待测

组分的标准曲线，见图 5。本实验方法测定马尿酸在20 ～ 500
mg /L 范 围 内 线 性 关 系 良 好，线 性 方 程 为 Y = 1. 16e +004 x +
3. 14e +005，相关系数为 0. 999，可满足测定需要。

图 5 HA 标准曲线

2. 3. 4 检出限 将高效液相色谱仪调节至最佳测定状态，按研

制的测定方法连续 10 次测定接近空白浓度 (10 μg /ml) 的 HA 标

准溶液，计算浓度平均值和标准差，以 3 倍的标准差所对应的浓

度为检出限，得到尿中 HA 的最低检出浓度为 0. 65 mg/L。
2. 3. 5 准确度和精密度试验 取 3 份新鲜尿样，制成均匀的

混合样品。分成 4 组，每组 6 个样品，一组为空白，其余三组

样品经处理后分别加入高、中、低浓度的标准溶液 (100 μg /
ml，200 μg /ml，400 μg /ml 的 HA)。各测定 3 次，取平均值，

减去空白，计算精密度和平均加标回收率。见表 1。各组分的

平均回收率为 97. 3% ～ 104% ，相对标准偏差均小于 5%，结

果准确可靠。
表 1 HA 在尿样中的加标回收率

HA 浓度

(μg /ml)

加标量(ρA)

(mg /L)

测定值(ρF)

(mg /L)

加标回收率(Ｒ)

(% )

ＲSD

(% )

100 102. 70 106. 78 103. 98 1. 3

200 205. 41 199. 95 97. 35 4. 0

400 513. 42 514. 76 100. 26 0. 8

2. 3. 6 实际样品的测定 采集 6 份尿样按本方法处理后进样

分析，并采用比重法对尿样中的 HA 浓度进行校正，结果分别

为 254. 06、 146. 32、 566. 26、 527. 19、 200. 72、 23. 82、
189. 93 mg /L。本实验中 HA 的测定值波动较大，可能是由于

HA 在低水平甲苯暴露时受环境影响较大，将其作为甲苯的生

物接触标志物的特异性相对较差
［2，3］。

3 小结

本文确定了最佳样品预处理条件，优化了色谱分离及检

测条件，提高了检测灵敏度，减小了尿样基质及共存物的干

扰，所建立的 HPLC 法具有灵敏、准确、快速等特点，能够满

足有害物质代谢产物生物监测的要求。
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