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甲苯暴露标志物邻甲酚测定方法的比较与评价
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　　摘要:尿中邻甲酚 (o-cresol)与甲苯暴露存在良好相关关系 , 是中低浓度甲苯接触的特异和敏感生物标志物。

本文综述了尿中 o-cresol作为职业接触甲苯的生物监测指标研究现状 , 介绍了国内外检测尿中 o-cresol的各种方法。目

前国内外研究检测职业接触甲苯的暴露标志物尿中 o-cresol, 多用气相色谱法 (GC)、 高效液相色谱法 (HPLC)和气

相色谱-质谱 (GC/MS)等方法。
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Comparisonofmethodsfordeterminationofurinaryo-cresolasbiomarkeroftolueneexposure
CHENHong-xia, MEIYong＊

(DepartmentofOccupationalHealth, MedicalCollege, WuhanUniversityofScienceandTechnology, Wuhan430065, China)

Abstract:Asurinaryo-cresolconcentrationsarewellrelatedwithtolueneexposurelevels, itisconsideredasensitiveand

specificbiomarkeroflowandmoderatetolueneexposure.Urinaryo-cresolconcentrationmightbedeterminedbyvariousmethods

asgaschromatographywithhydrogenflameionizationdetector(GC/FID), gaschromatographycombinedwithmassspectrome-

try(GC/MS)orhighperformanceliquidchromatography(HPLC).Theapplicationandvalidityofrelatedmethodsfordeter-

minationofurinaryo-cresolreportedandtheirapplicationandvalidityasthebiomarkerofoccupationaltolueneexposurewereall

reviewedinthispaper.

Keywords:toluene;urinaryo-cresolconcentration;biologicalmonitoring

　　尿中甲酚是由约 1%吸收的甲苯代谢的环氧化甲苯中间

物 , 可进一步转化为邻甲酚 、 间甲酚和对甲酚 3种同分异构

体 [ 1] 。邻甲酚 (o-cresol)是甲苯的微量代谢物 , 虽然尿中排

出量仅为吸入甲苯的 0.31%, 但与马尿酸 、 间甲酚及对甲酚

相比 , 邻甲酚的背景干扰最低 [ 2] 。 o-cresol经尿液排出的半减

期为 3h[ 3] , 是甲苯接触敏感的生物标志物。在职业与环境低

水平甲苯暴露时 , 马尿酸与吸入甲苯浓度之间已不存在相关

性 , 而尿中邻甲酚与空气中甲苯具有相关关系 , 且具有较低

背景干扰值 , 受吸烟 、 饮酒干扰小 , 其生物监测的应用价值

明显优于马尿酸。近年 , 德国 、 美国相继制定了 o-cresol的生

物限值 , 而不再推荐马尿酸。
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1　o-cresol在生物监测中的应用

1.1　o-cresol作为生物标志物研究概况

Ducos等 [ 4]研究了 29名印刷工人 24 h甲苯消除动力学情

况 , 同时选取 6名志愿者做对照试验。 采用个体采样器监测

空气甲苯接触浓度 , 采集样品用顶空 GC分析尿样中甲苯及邻

甲酚。通过多重回归分析 , 得出志愿者尿中邻甲酚在空气甲

苯 TWA为 50 ppm时的相当量为 0.56 mg/g肌酐 , 相关系数

(r=0.936, P=2.0×10-3)。而接触组中 , 线性回归方程为

logy=0.864 logx-3.656 (n=93) (r=0.873, P<10-4)。

当 TWA为 50ppm时 , 所有工人 (n=93)班末尿中邻甲酚的

相当排泄量为 0.76 mg/g肌酐 , 非吸烟者尿中邻甲酚的相当排

泄量为 0.68 mg/g肌酐 (n=66), 吸烟组尿中邻甲酚的相当

排泄量为 0.98 mg/g肌酐 (n=27)。研究还表明吸烟者尿中

邻甲酚不论在经肌酐校正还是未经校正均有显著升高 , 部分

原因在于烟草中含有一定量的甲苯 , 也可以解释为邻甲酚在

未接触人群中具有一定的本底值。尽管邻甲酚与空气中甲苯

具有较好的相关性 , 经肌酐校正的邻甲酚比尿中甲苯仍有较

大的变异性 , 而且对有吸烟习惯的人更为敏感。 如果经肌酐

很好的校正 , 邻甲酚与空气甲苯接触浓度会有更好的相关性。

在尿中甲苯检测方法还未达到成熟 , 采样方法还未统一规范

的情况下 , 尿中邻甲酚仍不失为值得考虑的甲苯接触标志物。

Ukai等 [ 5]选取了甲苯接触浓度不同的 6个工厂 , 采用个

体采样器采集了 122名甲苯接触者呼吸带 TWA水平 , 其几何

均数 (GM)为 10.4ppm, 浓度范围为 0.2 ～ 120.8 ppm, 空气

甲苯 TWA浓度与尿 o-cresol的线性回归方程为 Y=211+15.4X

(r=0.81, P<0.01)。 在甲苯接触高浓度水平 TWAGM=

40.2 ppm时 , 两者的相关系数高达 0.84;而在接触水平较低

的工厂 (TWAGM=2 ppm), 工人的尿 o-cresol与空气 TWA

的相关系数仅为 0.17。 研究还报告了邻甲酚在非接触人群的

含量分别为算术均数 (AM) 149 μg/L, GM=107 μg/L, Max

=378μg/L。估算了非接触人群的尿中邻甲酚 95%上限为 682

μg/L, 而非接触人群尿中的马尿酸 95%上限为 1.285 ×106

μg/L。

Inoue等 [ 6]应用个体采样器检测了 108名甲苯作业工人个

体甲苯接触水平 , 其浓度范围为 0.2 ～ 8.8 ppm, 平均值为

(1.89±2.67)ppm;同时测定当日作业工人班末尿 o-cresol,

浓度范围在 91 ～ 1 102 μg/g肌酐 , 平均值为 (105 ±3.28)

μg/g肌酐。另测定非接触对照组 17人 , 尿中 o-cresol浓度范

围在 5 ～ 386 μg/g肌酐 , 平均值为 (63.2±3.0)μg/g肌酐。

对尿中 o-cresol含量与空气甲苯 TWA作统计检验 , 显示二者

有较弱的相关性 (r=0.202, P<0.05)。 Inoue等 [ 6]的研究未

发现性别 、 年龄等因素对 o-cresol测定值的影响 , 而且类似浓

度的苯和二甲苯与甲苯共同暴露对 o-cresol测定结果几乎没有

影响。一般认为 , 非吸烟 、 非职业接触甲苯人群尿 o-cresol的

浓度低于 0.69 mg/g肌酐 , 但在重度吸烟人群中尿 o-cresol的

浓度会超过 0.98 mg/g肌酐。所以 , 吸烟对低浓度接触甲苯时

尿 o-cresol有一定贡献 , 但在职业接触限值浓度下 (50 ppm,

188mg/m3)所贡献的 o-cresol则是微不足道的。

1.2　o-cresol作为生物接触限值的应用

目前部分发达国家将尿中邻甲酚作为职业甲苯接触的生

物监测指标之一 , 提出了与本国工作场所空气甲苯接触限值

相应的尿邻甲酚生物限值。美国 ACGIH推荐的尿中邻甲酚

BEI为 0.5 mg/g肌酐 [ 7] (TWA=50 ppm);德国 2006年国内

推荐了相对含量较高 、 检测方法较为简便的血中甲苯原形作

为生物监测指标 , 其生物接触限值为班末血中甲苯 1.0 mg/

L[ 8] , 其特异性较高 , 无本底值。尿中邻甲酚的 BAT值为 3.0

mg/L[ 8] 。 2007年美国在充分总结甲苯的职业流行病学资料以

及毒理学数据的基础上 , 考虑到甲苯对中枢神经系统的毒性

作用 , 将职业接触限值从早期的 50 ppm (PC-TWA)修订为

20 ppm(PC-TWA)。我国工作场所中甲苯的职业接触限值为

50mg/m3 (PC-TWA)和 100mg/m3 (PC-STEL), 推荐了尿中

马尿酸的职业接触生物限值为工作班末 1.5 g/g肌酐 [ 9] , 终末

呼出气中甲苯为工作班末 20 mg/m3 , 尿中邻甲酚的接触限值

尚在研究之中。

2　o-cresol的分析方法

2.1　高效液相色谱法

Ilona[ 10]应用 HPLC对加酸水解后的尿样进行了分析 , 采

用 XDB-C18 (4.6 mm×150 mm×5 μm)色谱柱分离 , 流动相

为 0.01 mol/L磷酸盐缓冲液 (pH3.0)与甲醇。经时间梯度

洗脱 , 甲醇在流动相所占比例在 8 min为 55%, 23 min增至

65%, 流速为 0.8 ml/min。色谱分离柱温设定为 30℃。采用

二极管阵列检测器进行检测 , 检测波长为 205 nm。方法的平

均加标回收率为 100.6%, 精密度 (RSD)为 3.42%。米亚娴

等 [ 11]建立了柱前衍生高效液相色谱法测定人体尿中邻甲酚的

方法。尿样经浓盐酸酸化后 , 95℃水浴保温 1.5 h, 经衍生剂

衍生后混匀 , 30 min后离心过滤 , 取 1 μl上清液进样 , 经 C18
反相柱分离 , 紫外检测器检测 , 以保留时间定性 , 峰高定量。

流动相为甲醇和水 (85∶15, V/V), 流速为 1.0 ml/min。色谱

柱采用 BromasilC18 , 规格为 4.6 mm×250mm×5μm。检测波

长为 328nm, 柱温:35℃, 4 μl进样时方法的检出限为 0.05

μg/L, 其与空气甲苯 TWA的相关系数为 0.63。不足之处是要

经过复杂的柱前衍生处理 , 操作步骤复杂 , 在样品转移过程

中会有一定损失 , 影响结果的重现性。

2.2　气相色谱法

Janasik等 [ 12]将 200 μl盐酸加入到 1 ml尿样中 , 100℃水

解 10min, 把 200 μl内标物 (12 mmol/L3, 4-二甲基苯酚)加

入到水解产物中 , 再用 5 ml三氯甲烷将尿中的邻甲酚萃取出

来 , 将有机层挥发定容至 1 ml后进样分析。 仪器条件为

HP5890系列 , 色谱柱采用 HP-1 (30 m×0.32 mm×1.05

μm)。方法的线性范围为 0.3 ～ 3.0 mg/L, RSD为 7.7%, 检

出限为 0.58 mg/L, 尿中邻甲酚与空气甲苯 TWA的相关系数

为 0.87。Nise[ 13]介绍了以二甲亚砜为内标物检测尿中邻甲酚

的 GC/FID方法。尿样在 1.8 mol/L硫酸 (10∶1)中 100℃水

解 1h, 再用二氯甲烷萃取 , 萃取液以 5%NaHCO3中和后进样

分析 , 采用石英毛细管柱 DB-1701 (30 m×0.25 mm), 方法

检出限为 0.1 μmol/L。 Ducos等 [ 4]报道了一种改良测定尿中邻
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甲酚的方法。尿样经浓缩的盐酸水解后用二氯甲烷萃取 , 3, 4-

二甲基亚砜作内标 , 用配备自动进样装置 A200S热解析仪进

样分析 , 采用不分流方式进样 , 不分流时间为 0.25 min, 载气

流速为 25ml/min。进样口温度为 200℃, 程序升温模式 , 柱

温箱初始温度为 134℃, 保持 16 min, 然后以 35℃/min升到

250℃, 保持 5 min。 FID检测器检测定量。 色谱分析柱采用

J＆W公司 DB-1701 (60 m×0.53 mm×1 μm), He作载气 , 柱

流速为 7.5 ml/min。 结果发现在空气甲苯暴露浓度为 50 ppm

时 , 尿中邻甲酚为 0.56mg/g肌酐 , 二者的相关系数为 0.936。

Ilona等 [ 10]用 GC法测定尿中邻甲酚 , 色谱柱为 J＆W公司 DB-

5 (30 m×250 μm×0.25 μm), 载气为 N2 , 流速为 1 ml/min,

程序升温模式 , 初始柱温为 50℃, 保持 1 min, 以 20℃/min

升到 300℃保持 2 min。采用不分流方式进样 , 隔垫吹扫时间

为 1 min。进样口温度为 300℃, 进样量为 1 μl, 检测器温度

设定为 300℃。 方法的平均加标回收率为 100.8%, RSD为

3.63%, 采用程序升温和不分流进样模式具有更高的检测灵

敏度和精密度。

2.3　固相微萃取-顶空气相色谱-质谱法 (SPME-HS-GC/MS)

Fustinoni等 [ 14]基于甲酚的挥发性 , 通过水解甲酚的化合

物 , 顶空进样进行热解吸 GC分析。解吸温度为 250℃, He气

作载气 , 流速采用恒流模式为 1 ml/min。作者探讨使用两种

不同的色谱柱进行分离 , 分别运用程序升温模式。采用 Supel-

coWax10柱 (30 m×0.25 mm×0.25 μm), 初始柱温设为 140

℃, 保持 8 min;再以 25℃/min升温至 225℃, 保持 2.5 min;

再以 25℃/min升温至 250℃, 保持 1 min, 总运行时间为 15

min。对于 CPCresol柱 (50 m×0.25 mm×0.20μm), 初始柱

温设为 50℃, 保持 8 min;以 25℃/min速度升至 120℃, 保持

40 min, 总运行时间为 51 min。相比较而言 , CPCresol柱需要

较长的保留时间 , 但对 o-cresol、 p-cresol、 m-cresol是特异性

的 , SupelcoWax10柱是极性柱 , p-cresol、 m-cresol不能彻底分

开。该研究还探讨了反应条件的优化 , 提出加入 NaCl的盐析

作用 , 就可提高甲酚的响应信号 , 提高了检测方法的灵敏度。

同时提出了最佳采样和解吸时间及水解的最适 pH值。方法的

线性范围为 0 ～ 5mg/L, 邻甲酚检出限为 0.006 mg/L, 间甲酚

为 0.007mg/L。固相微萃取的方法避免大量使用有机溶剂 ,

顶空进样大大减少了手工操作 , 整个分析只在一个容器中进

行 , 没有样品转移 , 避免了样品损失 , 提高了分析效率和精

密度 , 节约了时间 , 降低了成本 , 为目前国外较多采用的检

测尿中邻甲酚的方法 。

3　结语

开展职业接触甲苯尿中 o-cresol的生物监测 , 首要的是建

立行之有效的检测方法 , 其次是在现场劳动卫生和流行病学

调查基础上 , 建立职业人群空气甲苯接触水平与尿中代谢物

水平的数学模型或线性回归方程 , 以此研究和制定 o-cresol的

生物接触限值。目前国外研究机构主要采用 SPME-HS-GC/MS

检测尿 o-cresol。但由于所需检测仪器条件要求较高 , 设备昂

贵 , 难于大范围开展实际应用。 GC则是各国职业卫生机构对

甲苯进行生物监测的常用方法 , 可定量区分职业与非职业甲

苯接触。而 HPLC法具有较高的精密度及灵敏度 , 同时流动相

的选择余地大 , 室温条件下即可完成分析 , 对仪器条件要求

低 , 比 GC方法更具有应用价值。目前国内 HPLC仪器设备也

逐步普及 , 可考虑将其作为职业甲苯接触尿中 o-cresol的首选

检测方法。
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