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高效液相色谱法测定尿中苯乙醛酸和苯乙醇酸
Determination of urinary phenylglyoxylic acid and mandelic acid with high performance liquid chromatography
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　 摘要:尿样经溶剂提取 、 C18 反相柱分离后 , 在 225 nm

波长对苯乙醛酸 (PGA)和苯乙醇酸 (MA)进行检测。 PGA

的标准曲线线性范围 0.04 ～ 0.4 mg/ml , 检出限 (3 倍噪声)

5.7 ng , 回收率为 95.9%～ 102.0%, 批内精密度 (RSD)为

4.5%～ 7.1%, 批间精密度为 4.6%～ 8.9%。MA 的标准曲线

线性范围 0.1 ～ 1.0 mg/ml , 检出限 (3 倍噪声)8.6 ng , 回收

率为86.8%～ 95.5%, 批内精密度为 3.1%～ 5.3%。批间精密

度为5.5%～ 9.5%。该方法被应用于测定苯乙烯接触者尿中

PGA和 MA , 具有快速 、 准确 、 简便 、 灵敏度高的特点。
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苯乙烯进入人体后少量以原型自呼出气和尿中排出 , 绝

大多数以代谢产物苯乙醛酸 (PGA)和苯乙醇酸 (MA)自尿

中排出[ 1] 。尿中 PGA 和 MA 可以反映近几天的苯乙烯接触量

及负荷 , 美国官方工业卫生家协会 (ACGIH)及欧共体已将其

作为苯乙烯的生物接触指标并制定了相应的生物接触限值。

目前 , 国内外通常使用高效液相色谱 (HPLC)法测定尿中

MA和 PGA[ 2 ～ 4] , 这些方法大多是十年前建立的 , 受当时的色

谱分离技术的限制 , 必须用不同的紫外波长分别检测 MA 和

PGA , 以便提高特异性和减少杂质的干扰 , 这给实际使用带来

了很多不便。本文研究建立了使用单一波长检测的高效液相

色谱法测定尿中PGA和 MA , 并对样品处理和色谱条件进行了

改进和优化。

1　实验方法

1.1　仪器与试剂

Waters 6000HPLC , Waters U6K 进样器;岛津 SPD-6A 紫外

检测器 , HP3390 数字积分仪。甲醇 , 优级纯;氢氧化钾 、 冰

醋酸 、 磷酸 、 乙酸乙酯 、 盐酸均为分析纯。MA、 PGA 和 4-羟

基苯甲酸均购自 Aldrich 公司。

标准溶液:准确称取 0.500 g MA和 0.200 g PGA , 用 1 ml

0.5 mol/L KOH 溶解后 , 加双蒸水至 50 ml , 此为 10 mg/ml MA

和4 mg/ml PGA的混合标准储备液。标准储备液用水稀释 10

倍为 1.0 mg/ml MA和 0.4 mg/ml PGA的混合标准应用液。

内标溶液:准确称取 0.200 g 4-羟基苯甲酸 , 用 1 ml 0.5

mol/ L KOH 溶解后 , 加双蒸水至 50 ml , 此为内标溶液。
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1.2　色谱条件

色谱柱:Spheris S3-ODS2 柱 (4.6×100 mm), 柱温为室

温。流动相+甲醇:混合酸 (0.05%醋酸及 0.05%磷酸)=1

+9;流速:1.0 ml/min。紫外检测器波长为 225 nm。

1.3　标准曲线的制作

分别取 0.1、 0.3、 0.5、 0.7 、 1.0 ml混合标准应用液于 5

只试管中 , 补加双蒸水至 1 ml , 每管各加入 0.1 ml 6 mol/L 盐

酸及 50μl内标溶液 , 混匀。再加入 4 ml乙酸乙酯 , 在漩涡混

匀器上提取 3 min。静置 1 min后 , 取 0.5 ml上清液 , 40 ℃吹

氮浓缩至干 , 加 0.2 ml流动相定容 , 混匀 1 min。取 5 μl注入

高效液相色谱仪测定。以被测物含量 (mg/ml)为横坐标 , 被

测物与内标物峰面积的比值为纵坐标 , 绘制标准曲线。

1.4　样品测定

取 1.0 ml尿样于 10 ml试管中 , 依次加入 0.1 ml 6 mol/ L

盐酸及 50μl内标溶液 , 混匀。再加入 4 ml乙酸乙酯 , 在漩涡

混匀器上提取 3 min。在3 500 r/ min 下离心 5 min , 分取 0.5 ml

上清液 , 40 ℃吹氮浓缩至干 , 加 0.2 ml 流动相定容 , 混匀 1

min。取 5μl 注入高效液相色谱仪测定。 标准品保留时间定

性 , 内标标准曲线法定量。

2　结果与讨论

2.1　色谱条件

以往的 PGA和 MA测定皆使用带有自动程序切换波长的

紫外检测器 , 在 254 nm 检测 PGA , 225 nm 检测MA 。目前国内

的许多 HPLC 系统并不具备此条件。本文改用 225 nm 单一波

长进行检测 , 检测限符合样品测定的要求 , 有利于方法的推

广应用。文献报道的 PGA 和 MA 高效液相色谱测定方法多使

用磷酸盐和长链磺酸钠作为流动相改性剂
[ 3]
, 这些改性剂缩

短了色谱柱的寿命 , 也增加了仪器系统的维护难度。 我们试

验了甲酸 、 醋酸和磷酸等非盐改性剂 , 以醋酸和磷酸的混合

酸 (体积分数均为 0.05%)效果最佳 , 有效地改善了峰形 ,

又克服了上述盐的一些缺点 , 见图 1。

2.2　萃取条件及回收率实验

文献报道的尿中 PGA 和 MA 的萃取溶剂有乙醚[ 3] 或混合

溶剂 (二氯甲烷+异丙醇)[ 2] 。前者由于挥发性很大而使得操

作多有不便;后者的主要缺点是毒性较大 , 且其位于水相之

下 ,不利于有机相的转移。用乙酸乙酯作为萃取剂克服了这些

缺点。PGA在 0.04 mg/ ml、0.12 mg/ml 、0.4 mg/ml 3 种浓度下的

加标回收率(n =3)分别为 102%、96.1%、95.9%;MA 在 0.1

mg/ml、0.3 mg/ ml 、1.0 mg/ml 3种浓度下的加标回收率 (n=3)
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1———PGA , 3.6min;　2———MA , 7.1min;　3———内标 , 11.8min

图 1　PGA和 MA 色谱图

为 92.5%、 86.8%、 95.5%。

2.3　标准曲线线性及检出限

PGA的标准曲线线性范围为 0.04 ～ 0.4 mg/ml , 线性相关

系数 r=0.999 9;检出限 (3倍噪声)为 5.7 ng。MA 的标准曲

线线性范围为 0.1～ 1.0 mg/ml , 线性相关系数 r=0.999 2;检

出限 (3 倍噪声)为 8.6 ng。 ACGIH 规定 MA及 PGA 的生物接

触限值分别为 1 g/L及 250 mg/ L , 因此本方法灵敏度可以满足

样品测定的要求。

2.4　精密度实验

空白尿样加标 , 配制成高 、 低 2 个浓度的样品。在第 1

天每种浓度各测定 6 份平行样 , 计算批内精密度;在接下来

的5 天里每天测定这 2 个浓度的尿样 , 计算批间精密度。 结

果显示 , PGA在 0.4 mg/ ml和 0.04 mg/ml 2 个浓度下的批内精

密度 (n =6 , RSD)分别为 4.5%、 7.1%;批间精密度为

4.6%及 8.9%。MA 在 1.0 mg/ml和 0.1 mg/ml 2个浓度下的批

内精密度 (n =6 , RSD)分别为 3.1%、 5.3%, 批间精密度

为 5.5%及 9.5%。

3　小结

本文研究的方法简便 、 快捷 , 具有良好的灵敏度 、 精密

度和准确度 , 可用于尿中 PGA 和MA的测定。
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比色管消解测定发汞方法的改进
Improvement of hair-mercury analysis with colorimeter
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　　摘要:对比色管消解发样测定发汞的过程作了一些改

进 , 实验数据表明 , 发样消解完全 , 消解过程中发汞损失较

少 , 测定的精密度及准确度可以满足要求。
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汞是环境中有毒重金属元素之一 , 人体毛发中总汞含量

比血汞高 , 其比值为 281∶1 , 因此毛发中总汞含量可以反映体
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内的汞负荷[ 1] 。生物组织样品中的汞含量通常以冷原子吸收

法测定 , 其样品消解的方法有多种 , 以比色管消解发样的方

法较为简便 (以下称原方法)[ 2] 。本文所介绍的方法是对比色

管消解头发测定发汞的过程作了部分改进 , 实测结果表明 ,

实验的精密度及准确度均可满足要求 , 而且操作过程较为简

便 , 现报告如下。

1　材料与方法

1.1　器材与试剂

CG-1C 型测汞仪 , 自制有孔塑料板 , 25 ml比色管 , 10 ml

离心管 , 水浴锅 , 硝酸 , 硫酸 , 高锰酸钾 , 五氧化二钒 ,

20%盐酸羟胺 , 30%氯化亚锡 , 汞标准使用液 (0.1 μg/ml ,
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