
使得采用标准曲线法定量准确测定尿铬成为可能。
实验结果表明， ５０％硝酸 （ｖ ／ ｖ） 和 ０ ５％硝酸镁的混合溶

液 １ ∶ ９ 稀释尿液， 以标准曲线法定量， 塞曼背景校正石墨炉

原子吸收光谱法直接测定尿铬的检测方法， 样品处理简单、
快速， 检出限及定量下限较低， 准确度较高， 检测的重现性

较好， 完全适用于尿铬的测定。
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高效液相色谱⁃质谱法测定大鼠胆汁中的恶草酮酚
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　 　 摘要： 胆汁样品中加入氯化钠和乙腈提取恶草酮酚， 采

用高效液相色谱⁃质谱法进行检测， 负离子 ＭＲＭ 模式扫描，
定量离子质荷比 （ｍ ／ ｚ） 为 ３００ ７ Ｄａ。 结果显示， 大鼠胆汁中

恶草酮酚质量浓度在 ６３ ９～４ ４７３ ０ μｇ ／ Ｌ 范围内线性良好， 相

关系数 ｒ 为 ０ ９９９ ０， 日内精密度 （ＲＳＤ） 为 ２ ２９％ ～ ４ ２３％，
日间 ＲＳＤ 为 １ ６７％ ～ ３ ２７％， 回收率为 ９６ ８７％ ～ ９９ ３１％。 恶

草酮酚的胆汁加标样品于－２０℃冻存 ３ ｄ 的稳定性为 ９６ ５％ ～
１０１ ５％， 冻存 ７ ｄ 的稳定性为 ８６ ５％ ～ １０２ １％。 本法样品处

理简单、 线性范围宽、 特异性和精密度好， 样品于－２０℃可稳

定保存至少 ７ ｄ， 适用于胆汁中恶草酮酚的测定。
关键词： 高效液相色谱⁃质谱法； 胆汁； 恶草酮酚

中图分类号： Ｒ１１５　 　 文献标识码： Ｂ
文章编号：１００２－２２１Ｘ（２０１９）０４－０３１８－０２
ＤＯＩ：１０ １３６３１ ／ ｊ ｃｎｋｉ ｚｇｇｙｙｘ ２０１９ ０４ ０３２
恶草酮类除草剂包括恶草酮、 异恶草酮、 恶草酮酚和丙

炔恶草酮等， 主要用于防治水田杂草［１］ 、 马铃薯田杂草［２］ 等，
本身具有一定毒性［３，４］ 。 恶草酮酚的职业接触人群众多， 在生

产和使用过程中可经消化道和呼吸道吸收， 因此有必要进行

恶草酮酚在机体的代谢研究， 而胆汁排泄是代谢研究的一个

方面。 目前国内外仅见恶草酮、 异恶草酮和丙炔恶草酮的检

测方法介绍［５～７］ ， 尚未有胆汁中恶草酮酚检测方法的报道， 本

研究参考 ＧＢＺ ／ Ｔ ２１０ ５—２００８ 《职业卫生标准制定指南 第 ５
部分： 生物材料中化学物质的测定方法》 以及 《药物非临床

药代动力学研究技术指导原则》 建立大鼠胆汁中恶草酮酚的

高效液相色谱⁃质谱检测方法。
１　 材料与方法

１ １　 仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ 液质联用仪 （美国安捷伦公司）； 色谱柱：
ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ａｑ （２ １ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ３ ５ μｍ）； ＳＬ １６Ｒ 型高速

冷冻离心机 （赛默飞世尔科技有限公司）； ＡＵＹ２２０ 电子天平

（日本岛津公司）； 移液枪 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； 恶草酮酚

标准品 （纯度＞９９％）； 乙腈 （分析纯， 上海凌峰化学试剂有

限公司）； 氯化钠、 甲酸 （分析纯， 广州化学试剂厂）； 羧甲

基纤维素钠 （分析纯， 天津市福晨化学试剂厂）； 水 （超纯

水）。 无特定病原体级雄性 ＳＤ 大鼠 （南方医科大学医学实验

动物中心）， 实验动物生产许可证号： ＳＣＸＫ（粤）２０１１—００１５。
１ ２　 方法

１ ２ １　 样品前处理　 胆汁样品涡旋 ３０ ｓ， 取 ０ １ ｍｌ 置于 ５ ｍｌ 离
心管， 准确加入 ０ １ ｇ 氯化钠和 １ ０ ｍｌ 乙腈， 密封， 震荡萃取 ５
ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 取上清液置 ２ ｍｌ 进样瓶待测。
１ ２ ２　 色谱条件　 色谱柱： Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ａｑ （２ １ ｍｍ
×１５０ ｍｍ， ３ ５ μｍ）； 流动相： ０ １５％甲酸⁃乙腈 （１０ ∶ ９０）；
流速： ０ ２５ ｍｌ ／ ｍｉｎ； 柱温： ３０℃； 进样量： １０ μｌ。
１ ２ ３　 质谱条件 　 离子源： ＥＳＩ； 温度： ３５０ ℃； 喷雾器压

力： ３５ ０ ｐｓｉ； 干燥气： Ｎ２， 流量 ８ ０ Ｌ ／ ｍｉｎ； 扫描模式： 负离

子 ＭＲＭ； 定量离子质荷比 （ｍ ／ ｚ）： ３００ ７ Ｄａ。
１ ２ ４　 工作曲线配制　 取 ６ 只 ２ ｍｌ ＥＰ 管， 分别加入恶草酮

酚标准溶液和空白胆汁， 配制成质量浓度为 ６３ ９、 ２５５ ６、
６３９ ０、 １ ２７８ ０、 ２ ５５６ ０ 和 ４ ４７３ ０ μｇ ／ Ｌ 的工作曲线系列，
临用前配制。 采用 １ ２ １ 处理后进样测定， 以恶草酮酚浓度为

横坐标， 峰面积为纵坐标， 绘制工作曲线， 求出回归方程。
１ ２ ５　 方法验证　 工作曲线最低点向下逐级稀释， 以 Ｓ ／ Ｎ 接

近 ３ 对应的浓度为方法检出限 （Ｓ 为样品响应值， Ｎ 为噪音响

应值）。 配制标准曲线上最低浓度点的胆汁加标样品， 设 ６ 个

平行样， 经样品前处理后测定， 考察定量下限的精密度和准确

度。 配制浓度为 ９５ ８、 １ ９１７ ０ 和 ３ １９５ ０ μｇ ／ Ｌ 的胆汁加标样

品， 每个浓度 ５ 个平行样， 于同一批次测定， 考察方法的回收

率及日内精密度； ３ 个批次相同浓度的加标样品分别于不同时
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间配制测定， 考察方法的日间精密度； ３ 个批次分别于配制当

天、 －２０℃冻存 ３ ｄ 和冻存 ７ ｄ 后处理测定， 考察冻存稳定性。
１ ２ ６　 方法应用　 恶草酮酚用 ０ ５％羧甲基纤维素钠溶液配

制成 ２０ ｍｇ ／ ｍｌ。 使用雄性 ＳＤ 大鼠 ４ 只， 乙醚麻醉后行胆管引

流术， 待动物清醒后按 ５ ｍｌ ／ ｋｇ 体重经口灌胃染毒 （染毒剂量

为 １００ ｍｇ ／ ｋｇ）。 染毒后分别收集 ０ ～ ２、 ２ ～ ６、 ６ ～ １２、 １２ ～ ２４、
２４～４８ 和 ４８～ ７２ ｈ 的胆汁， 胆汁样品按已确认的方法进行处

理后进样检测。
２　 结果

２ １　 方法特异性　
经过相同的萃取程序， 在相同的色谱和质谱条件下分别

进行检测， 恶草酮酚的保留时间为 １ ９ ｍｉｎ， 空白胆汁萃取液

在相应保留时间无干扰峰， 加标胆汁在相应保留时间有明显

特征峰， 染毒大鼠胆汁萃取液在相应保留时间也有明显特征

峰， 方法特异性良好。
２ ２　 线性范围、 检出限及定量限

工作曲线测定得回归方程 ｙ＝ ７９４ ０７ｘ－５０ ２２１ ４５， 相关系

数 ｒ 为 ０ ９９９ ０， 线性良好， 线性范围为 ６３ ９ ～ ４ ４７３ ０ μｇ ／ Ｌ。
检出限为 １ ３ μｇ ／ Ｌ， 定量下限为 ６３ ９ μｇ ／ Ｌ， 定量下限的精密

度 （ＲＳＤ） 为 １ ６３％， 准确度为 １００ ０％。
２ ３　 精密度和回收率　

９５ ８、 １ ９１７ ０ 和 ３ １９５ ０ μｇ ／ Ｌ ３ 个浓度的恶草酮酚胆汁

加标样品测定的日内精密度 （ＲＳＤ） 分别为 ３ ６７％、 ２ ２９％和

４ ２３％， 日间 ＲＳＤ 分别为 ２ ８５％、 ３ ２７％和 １ ６７％， 回收率分

别为 ９８ １０％、 ９６ ８７％和 ９９ ３１％。 见表 １。
表 １　 胆汁中恶草酮酚测定的精密度和回收率

配制浓度

（μｇ ／ Ｌ）

日内 日间

均值 （μｇ ／ Ｌ） ＲＳＤ （％） 均值 （μｇ ／ Ｌ） ＲＳＤ （％）
回收率

（％）

９５ ９ ９４ ０±３ ５ ３ ６７ ９１ １±２ ６ ２ ８５ ９８ １０

１ ９１７ ０ １ ８５７ ０±４２ ５　 ２ ２９ １ ８４０ ４±６０ １ ３ ２７ ９６ ８７

３ １９５ ０ ３ １７２ ９±１３４ １ ４ ２３ ３ ２０３ ９±５３ ４ １ ６７ ９９ ３１

２ ４　 稳定性

９５ ８、 １ ９１７ ０和 ３ １９５ ０ μｇ ／ Ｌ 三个浓度的恶草酮酚胆汁加标

样品于－２０℃冻存 ３ ｄ 的稳定性分别为 １０１ ５％、 ９６ ８％和 ９６ ５％，
冻存 ７ ｄ 的稳定性分别为 ９１ ０％、 ８６ ５％和 １０２ １％。 见表 ２。

表 ２　 恶草酮酚胆汁加标样品的冻存稳定性

配制浓度

（μｇ ／ Ｌ）
测定时间

均值

（μｇ ／ Ｌ）
ＲＳＤ
（％）

稳定性

（％）

９５ ９ 即时 ９０ ３±４ ７ ５ ２２

３ ｄ ９１ ６±２ ５ ２ ７２ １０１ ５

７ ｄ ８２ ２±３ １ ３ ７１ ９１ ０

１ ９１７ ０ 即时 １ ８９０ ５±６０ ６ ３ ２０

３ ｄ １ ８３０ １±５６ ６ ３ ０９ ９６ ８

７ ｄ １ ６３５ ０±３６ ２ ２ ２２ ８６ ５

３ １９５ ０ 即时 ３ ２６５ ６±１７１ ４ ５ ２５

３ ｄ ３ １４９ ９±１０２ １ ３ ２４ ９６ ５

７ ｄ ３ ３３２ ９±１５３ ７ ４ ６１ １０２ １

２ ５　 实际样品测定结果　
采用恶草酮酚对 ＳＤ 大鼠经口染毒后， 各时间段采集的胆

汁中均能检测出恶草酮酚， 结果见表 ３。
表 ３　 恶草酮酚染毒大鼠胆汁测定结果 （ｎ＝ ４） μｇ ／ Ｌ

编号 Ｒａｔ １ Ｒａｔ ２ Ｒａｔ ３ Ｒａｔ ４ 均值 标准差

Ｎ２ １ ８２１ ２ １ ０１２ ３ ８４７ ７ ８１０ ７ １ １２３ ０ ４７３ ７
Ｎ６ １ ８５３ ７ ２ １４２ ８ ７２３ ３ ７７５ ７ １ ３７３ ９ ７３０ ９
Ｎ１２ １ ２２７ ９ ６９４ ２ １ ４８３ ４ ２ ４３０ ７ １ ４５９ １ ７２６ ４
Ｎ２４ ６６８ ０ ９２２ ２ １ １８３ ３ ３ ４１２ ８ １ ５４６ ６ １ ２６１ ８
Ｎ４８ １ ２６８ ５ ２ ５３１ ０ １ ３１７ １ ９６２ ３ １ ５１９ ７ ６９２ ３
Ｎ７２ ５０５ ８ ２４８ ７ １ ８３５ ９ １０２ ３ ６７３ ２ ７９２ ９

３　 讨论

检测生物样品中受试物及其代谢产物浓度是药物和毒物

代谢动力学研究的主要手段， 而生物样品本身成分复杂， 容

易对待测物的检测产生影响。 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 具有对各组分分离能

力强、 灵敏度高的特点， 是目前国内外代谢动力学研究中最

常用的检测方法， 本文检测大鼠胆汁中的恶草酮酚也选择该

方法， 检测效果良好。 代谢动力学研究中的生物样品一般不

能即时测定， 而是收集多个时段的生物样品后统一测定， 因

此除了需要对检测方法的线性、 精密度和回收率等进行验证

外， 还需要对待测物在生物样品中的稳定性进行考察。 稳定

性考察的时间应不短于实际样品的储存时间。 代谢研究中收

集胆汁样品的时间一般为 ３～５ ｄ， 故本文恶草酮酚胆汁加标样

品的冻存稳定性考察时间为３ ｄ和 ７ ｄ， 基本涵盖样品收集和测

定周期。 本文建立的大鼠胆汁中恶草酮酚测定方法， 结果均

符合 《药物非临床药代动力学研究技术指导原则》 的要求。
具有样品处理简单、 线性范围宽、 特异性和精密度好的特点，
样品于－２０℃可稳定保存至少 ７ ｄ， 适用于胆汁中恶草酮酚的

定量检测。
参考文献：
［１］ 马殿民． ２５０ 克 ／ 升恶草酮乳油防除水稻田杂草药效试验 ［ Ｊ］ ． 北

方水稻， ２０１７， ４７ （２）： ３６⁃３７．
［２］ 郑燕云． ８０％快恶草酮水分散粒剂防治马铃薯田杂草效果 ［ Ｊ］ ．

植物医生， ２０１６， ２９ （７）： ５９⁃６０．
［３ ］ Ｄｅｇｌｉｎｎｏｃｅｎｔｉ Ｄ， Ｒａｍａｚｚｏｔｔｉ Ｍ， Ｓａｒｃｈｉｅｌｌｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｏｘａｄｉａｚｏｎ

ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ａｎｄ
ａｃｙｌｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｔｒｉａｔａｌ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌｓ： Ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， ２０１９， ４１１ （１０）： １１０⁃１２１．

［４］ Ｓａｒａｖａｎａｎ Ｍ， Ｋｉｍ Ｊ， Ｈｕｒ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｗａｔｅｒ ｆｉｓｈ
Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｕｔａｃｈｌｏｒ ａｎｄ ｏｘ⁃
ａｄｉａｚｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃａｔａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１７， １１
（６）： ２７５⁃２８１．

［５］ 粟有志， 李芳， 于晶晶， 等． ＱｕＥＣｈＥＲＳ⁃高效液相色谱⁃串联质谱

法测定植物源食品中氯啶菌酯和丙炔恶草酮残留 ［ Ｊ］ ． 色谱，
２０１６， ３４ （６）： ５７７⁃５８２．

［６］ 赵雪蓉， 刘卫东． 异恶草酮气相色谱分析方法 ［ Ｊ］ ． 农药科学与

管理， ２００１ （４）： １３⁃１５．
［７］ 周艳明， 孙鑫． 气相色谱法同时测定水果中氯草定、 恶草酮、 莠

去津 ３ 种除草剂残留 ［ Ｊ］ ． 食品工业科技， ２００９， ３０ （ ６）：
３３３⁃３３５．

·９１３·　 　 中国工业医学杂志　 ２０１９ 年 ８ 月第 ３２ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｉｎｄ Ｍｅｄ　 Ａｕｇ ２０１９， Ｖｏｌ． ３２ Ｎｏ． ４


