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摘要：　 目的　 建立用五氟苄基溴（ＰＦＢ－Ｂｒ）衍生气相色谱法，电子捕获检测器（ＥＣＤ）定量测定唾液中氰离子（ＣＮ－）的方

法。 　 方法　 取微量唾液，加入缓冲溶液后用乙腈稀释定容，加入定量的 ＰＦＢ－Ｂｒ 摇匀，沸水浴 ３０􀆰 ０ ｍｉｎ 进行衍生反应，
冷却后直接进样入气相色谱仪分离，以 ＥＣＤ 检测器检测。 　 结果　 唾液中 ＣＮ－的质量浓度在 ０􀆰 ２５～ ２００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 呈线性

关系，线性相关系数为 ０􀆰 ９９９ ４；以 １００􀆰 ０ μｌ 唾液量计算，方法最低检出浓度为 ０􀆰 ０７ ｍｇ ／ Ｌ，最低定量浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ；方
法的批间精密度为 ２􀆰 ４％～５􀆰 ３％（ｎ＝ ６），批内精密度为 １􀆰 １％ ～ ３􀆰 ８％（ｎ ＝ ６），加标回收率为 １００􀆰 ７％ ～ １０２􀆰 １％。 唾液常见

的无机离子 Ｃｌ－、Ｆ－和 ＳＣＮ－对测定结果均无干扰。 样品可在 ４ ℃保存至少 １５ ｄ。 　 结论　 该方法适用于唾液中氰离子测

定，对氰化物中毒的应急检测有应用价值。
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　 　 近年来，生活性氰化物中毒［１～２］ 和职业性氰化物

中毒［３～４］在国内外多见报道。 工作场所中氰化物的管

控［５］以及水源氰化物的健康风险研究［６］ 也逐渐引起

关注。 急性氰化物中毒事故调查首选的检材为空气样
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品、可疑食物和饮水、病人呕吐物及死者胃内容物［７］。
在实际调查中，往往很难发现可疑的食源性毒物［８］；
呕吐物和胃内容物的取材过程比较困难［９］，样品基质

复杂，前处理操作繁琐［１０］。 本研究选择唾液为检

材［１１］，乙腈为溶剂，在 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 缓冲溶液存在的条件

下以 ＰＦＢ－Ｂｒ 为衍生剂，经沸水浴 ３０ ｍｉｎ 后冷却直接

进样气相色谱仪的 ＥＣＤ 检测器检测，现报告如下。
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 仪器和试剂　 ①仪器和器材：７８９０Ｂ 型气相色谱

仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司），带电子捕获检测器（ＥＣＤ）、ＤＢ
－１７ 色谱柱（３０􀆰 ００ ｍ×０􀆰 ３２ ｍｍ×０􀆰 ２５ μｍ）；ＰＷＣ ２１４
型分析天平（英国 ＡＤＡＭ 公司）；远红外快速干燥箱

（上海跃进医疗器械有限公司）。 ②试剂：水中氰离子

标准溶液（５０􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ，中国计量科学研究院）；乙腈

（色谱纯，国药集团化学试剂有限公司）；磷酸二氢钾

（分析纯，广州化学试剂厂）；磷酸氢二钠（分析纯，广
州化学试剂厂）；２，３，４，５，６－五氟苄基溴（ ｆｌｕｏｒｂｅｎｚｙｌ
ｂｒｏｍｉｄｅ， ＰＦＢ －Ｂｒ） （上海安谱实验科技股份有限公

司）；磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ＝ ７􀆰 ０）：溶解 ２􀆰 ７９０ １ ｇ 磷酸

二氢钾和 ４􀆰 １４０ ５ ｇ 磷酸氢二钠于少量蒸馏水中，并定

容至 １ Ｌ；ＰＦＢ－Ｂｒ 衍生剂配制：称取 ３􀆰 ３００ ２ ｇ 的 ＰＦＢ
－Ｂｒ，用少量乙腈溶解后，用乙腈定容于 ５０􀆰 ０ ｍｌ 容量

瓶中配制而成，置于棕色试剂瓶中避光保存。
１􀆰 ２　 样品采集和保存　 用具塞聚乙烯塑料瓶采集唾

液 ０􀆰 ５～ １􀆰 ０ ｍｌ，避光于 ４ ℃保存待测，在此条件下样

品在可保存至少 １５ ｄ。
１􀆰 ３　 色谱条件 　 ＤＢ－１７ 色谱柱；升温程序：初温为

６０ ℃，保持 ０􀆰 ５ ｍｉｎ，以 ２０ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 ２００ ℃，保持

２􀆰 ５ ｍｉｎ；气化室温度：２５０ ℃；ＥＣＤ 温度：３００ ℃，尾吹

气为氮气，流量 ６０􀆰 ００ ｍｌ ／ ｍｉｎ；分流比为 １０：１；载气

（氮气）流量：恒流 １􀆰 ００ ｍｌ ／ ｍｉｎ；进样量：１􀆰 ０ μｌ。
１􀆰 ４　 分析步骤

１􀆰 ４􀆰 １　 标准系列配制　 临用前用蒸馏水将水中氰标

准溶液稀释至 １０􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ 的氰离子标准溶液；取 ７ 个

样品瓶各加入缓冲溶液 １００􀆰 ０ μｌ，依次加入 ０􀆰 ０、２０􀆰 ０、
４０􀆰 ０、７０􀆰 ０、１００􀆰 ０、１５０􀆰 ０、２００􀆰 ０ μｌ 的氰离子标准溶液

（１０􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ），用乙腈溶液定容至 １􀆰 ０ ｍｌ，配成

０􀆰 ００、０􀆰 ２０、０􀆰 ４０、０􀆰 ７０、１􀆰 ００、１􀆰 ５０、２􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的 ＣＮ－

标准系列。
１􀆰 ４􀆰 ２　 样品衍生处理　 取 １００􀆰 ０ μｌ 待测唾液样品加

入缓冲溶液 １００􀆰 ０ μｌ，加乙腈溶液 ９００􀆰 ０ μｌ 定容至

１􀆰 ０ ｍｌ 样品瓶，摇匀。 加入 ８０􀆰 ０ μｌ 的 ＰＦＢ－Ｂｒ 衍生

剂，盖紧瓶盖置于沸水浴加热 ３０􀆰 ０ ｍｉｎ，以同样方法对

标准系列进行衍生处理，冷却至室温，待测定。
１􀆰 ４􀆰 ３　 样品测定　 以 １􀆰 ０ μｌ 的进样量，将标准系列、
空白样品溶液和样品溶液直接进气相色谱仪，通过

ＥＣＤ 检测器检测峰面积，外标法定量。

２　 结　 果

２􀆰 １　 氰离子衍生物色谱分离图　 唾液中的氰离子衍生

物的保留时间为８．３～８．７ ｍｉｎ，气相色谱分离图见图 １。

图 １　 唾液中氰离子衍生物 ＰＦＢ－ＣＮ 色谱图

２􀆰 ２　 衍生条件的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 缓冲溶液的影响　 取 ８ 个样品瓶，分 ２ 组每组

各 ４ 个样品，每组均加入 １００􀆰 ０ μｌ 唾液，依次加入

２０􀆰 ０、 ６０􀆰 ０、 １５０􀆰 ０、 ２００􀆰 ０ μｌ 的 氰 离 子 标 准 溶 液

（１０􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ ） 用 乙 腈 配 制 成 ０􀆰 ２０、 ０􀆰 ６０、 １􀆰 ５０、
２􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ的样品；第 １ 组不加入缓冲溶液，第 ２ 组加

入 １００􀆰 ０ μｌ 磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ ＝ ７􀆰 ０），两组均加入

８０􀆰 ０ μｌ 的 ＰＦＢ－Ｂｒ 衍生剂，盖紧瓶盖置于沸水浴加热

３０􀆰 ０ ｍｉｎ，衍生后平行测定 ６ 次取均值，结果见表 １。
结果显示：不加缓冲溶液的第 １ 组样品浓度与测定值

不呈线性相关，加入磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ＝ ７􀆰 ０）的第 ２
组样品结果呈线性相关。

表 １　 缓冲溶液对衍生结果的影响（平行测定 ６ 次）

分组
浓度（μｇ ／ ｍｌ）

０􀆰 ２０ ０􀆰 ６０ １􀆰 ５０ ２􀆰 ００

第 １ 组峰面积（Ｈｚ） ９􀆰 ８×１０３ ８􀆰 ９×１０３ ９􀆰 １×１０３ ９􀆰 ７×１０３

第 ２ 组峰面积（Ｈｚ） ９􀆰 ６×１０３ ３􀆰 ４×１０４ ９􀆰 ４×１０４ １􀆰 ３×１０５

　 　 注：第 １ 组样品不加入缓冲溶液，第 ２ 组样品加入 １００􀆰 ０ μｌ 磷酸盐

缓冲溶液（ｐＨ＝ ７􀆰 ０）。

２􀆰 ２􀆰 ２　 加热时间的影响　 取 １１ 个样品瓶加入缓冲溶

液后，加入 ＣＮ－ 用乙腈配制成 １􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的平行样

品，各加入 ＰＦＢ－Ｂｒ 衍生剂 ８０􀆰 ０ μｌ，摇匀；除第一个不

加热以外，在沸水浴条件下，分别加热 １０􀆰 ０、２０􀆰 ０、
３０􀆰 ０、４０􀆰 ０、５０􀆰 ０、６０􀆰 ０、７０􀆰 ０、８０􀆰 ０、１００􀆰 ０、１２０􀆰 ０ ｍｉｎ
后测定，平行测定 ６ 次，见图 ２。 结果显示：当加热时

间为 ３０􀆰 ０ ｍｉｎ 时，测定结果趋于稳定，且达到最高值。

图 ２　 加热时间对衍生结果的影响（平行测定 ６ 次）

２􀆰 ２􀆰 ３　 衍生剂用量的影响　 取 ９ 个样品瓶加入缓冲

９１９实用预防医学 ２０１８ 年 ８ 月 第 ２５ 卷 第 ８ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ａｕｇ． ２０１８， Ｖｏｌ． ２５， Ｎｏ．８



溶液后，配制 ＣＮ－加标量为 １􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的平行样品，
各加入 ＰＦＢ－Ｂｒ 衍生剂 １０􀆰 ０、２０􀆰 ０、４０􀆰 ０、５０􀆰 ０、６０􀆰 ０、
８０􀆰 ０、１２０􀆰 ０、１５０􀆰 ０、１８０􀆰 ０ μｌ，摇匀后置于沸水浴加热

３０􀆰 ０ ｍｉｎ 后测定，平行测定 ６ 次。 结果显示：当 ＰＦＢ－
Ｂｒ 衍生剂加入量为 ８０􀆰 ０ μｌ 时，测定值达到最高值。
见图 ３。

图 ３　 ＰＦＢ－Ｂｒ 衍生计量曲线图（平行测定 ６ 次）

２􀆰 ３　 色谱条件的影响　 本方法选择 ＤＢ－１７ 毛细色谱

柱，气相色谱仪的进样量为 １􀆰 ０ μｌ，分流比为 １０：１。
比较不同升温程序对目标峰的分离效能，程序 １ 为：初
温为 ６０ ℃，保持 ０􀆰 ５ ｍｉｎ，以 ２０ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 １８０ ℃，
保持 ５􀆰 ０ ｍｉｎ；程序 ２ 为：初温为 ６０ ℃，保持 ０􀆰 ５ ｍｉｎ，
以 ２０ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 ２００ ℃，保持 ２􀆰 ５ ｍｉｎ。 其他色谱条

件均一致。 两种程序的分离能力均好，目标峰的峰型

好，无重峰现象。 但比较两者的峰面积，以加标量

２􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ的样品为例，程序 １ 测得峰面积为 ２􀆰 ０×１０４

Ｈｚ，程序 ２ 测得为 ２􀆰 ０×１０５ Ｈｚ，前者仅为后者的 １ ／ １０。
因此，选择程序 ２ 为本法色谱条件的升温程序。
２􀆰 ４　 方法的线性范围、检出限和定量下限　 在本研究

条件下，唾液中氰离子的质量浓度在 ０􀆰 ０～２００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ
呈线性关系，线性相关系数为 ０􀆰 ９９９ ４，回归方程为 Ｙ^＝
６４ ６０８Ｘ － ２ ４１５。 参照 ＧＢＺ ／ Ｔ ２１０􀆰 ５ 的方法和要

求［１２］，本法检出限为 ０􀆰 ００７ ｍｇ ／ Ｌ（３ 倍噪声值计算），
定量下限为 ０􀆰 ０２５ ｍｇ ／ Ｌ（１０ 倍噪声值计算）。 以唾液

取样 量 １００􀆰 ０ μｌ 计 算， 方 法 最 低 检 出 浓 度 为

０􀆰 ０７ ｍｇ ／ Ｌ，最低定量浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ５　 回收率和精密度　 以低中高质量浓度 ３ 组样品

分别配制 ０􀆰 ７０、１􀆰 ２０、１􀆰 ８０ μｇ ／ ｍｌ 的 ＣＮ－ 加标唾液样

品，每组设 ６ 个平行样品。 以相同条件衍生，在同样的

仪器条件下测定平行样品和空白唾液样品，计算样品

的加标回收率和批内精密度；再通过不同人员以相同

检测方法比对测定，计算批间精密度。 结果显示：唾液

氰离子 的 平 均 回 收 率 （ 已 扣 空 白 ） 为 １００􀆰 ７％ ～
１０２􀆰 １％；批内相对标准偏差（ＲＳＤ） 为 １􀆰 １％～３􀆰 ８％（ｎ
＝ ６）；批间相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ２􀆰 ４％ ～ ５􀆰 ３％（ｎ ＝
６）。 见表 ２。

表 ２　 准确度实验和精密度实验结果

组别
样品数

（个）

加标量

（μｇ ／ ｍｌ）

实测值

（μｇ ／ ｍｌ，􀭰ｘ±ｓ）

加标回收率

（％）

批内 ＲＳＤ

（％）

批间精密度

测定次数 实测值（μｇ ／ ｍｌ，􀭰ｘ±ｓ） 批间 ＲＳＤ（％）

低质量浓度 ６ ０􀆰 ７０ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０４ １０２􀆰 １ ３􀆰 ８ ６ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０６ ４􀆰 ８

中质量浓度 ６ １􀆰 ２０ １􀆰 ２２±０􀆰 ０４ １０１􀆰 ８ ２􀆰 ２ ６ １􀆰 ４０±０􀆰 １１ ５􀆰 ３

高质量浓度 ６ １􀆰 ８０ １􀆰 ８１±０􀆰 ０３ １００􀆰 ７ １􀆰 １ ６ １􀆰 ８２±０􀆰 ０６ ２􀆰 ４

２􀆰 ６　 稳定性实验 　 取 ４ 组样品，每组配制相当于

１􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的加标唾液样各 １０ 个，密封后避光于 ４ ℃
冰箱内保存。 分别以当天、３、７、１５ ｄ 对样品进行衍生

反应后测定，分别计算衍生产物峰面积随保存时间的

下降率。 结果显示：当样品在 ４ ℃ 环境下保存 １５ ｄ
时，样品峰面积的下降率为 ８􀆰 ４０％。 说明样品在 ４ ℃
下至少可保存 １５ ｄ。
２􀆰 ７　 干扰实验　 通过文献检索，正常人群的口腔唾液

常见无机阴离子有 Ｃｌ－、Ｆ－和 ＳＣＮ－ ［１３－１５］。 ４ 组唾液平

行样品中，ＣＮ－加标浓度均为 １􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ，１ 组作为对

照样品，其余 ３ 组分别加入 １００􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的 Ｃｌ－、Ｆ－和

ＳＣＮ－，以相同的衍生条件处理，与对照样品比较测得

的衍生产物峰面积，实验结果显示，在本研究方法中，

唾液常见的 Ｃｌ－、Ｆ－和 ＳＣＮ－对测定结果均无干扰。

３　 讨　 论

３􀆰 １　 检测方法的比较 　 李悦等［１６］ 曾对多种测定氰

化物的定量方法进行整理和比较。 其中，气相色谱法

因对强电负性物质高响应的 ＥＣＤ 检测器，具有分离能

力强、干扰少、特异性强、灵敏度高的优点；但目前的气

相色谱法多为利用氯胺 Ｔ 衍生化的顶空气相色谱

法［１７］，或与质谱联用的方法［１８］。 顶空气相色谱法缺

点在于所使用的氯胺 Ｔ 试剂稳定性差，对衍生反应条

件以及顶空平衡条件要求高，易导致结果重现性不好；
质谱法因使用内标法定量，每次测定时均需要准确称

量待测物和内标物，操作繁琐。 本研究方法利用衍生
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气相色谱法原理，在缓冲溶液存在的条件下，以乙腈为

溶剂，加入 ＰＦＢ－Ｂｒ 加热衍生后直接进样，外标法定

量。 方法最低定量浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ（以 １００􀆰 ０ μｌ 唾
液量计算），测定范围为 ０􀆰 ２５ ～ ２００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ。 本法的

灵敏度高，需要的样品分析体积少，适合针对唾液取材

测定的特点；同时简化了前处理和测定的步骤，方法准

确度和精密度好，分析速度快。
３􀆰 ２　 缓冲溶液的选择 　 口腔唾液正常的 ｐＨ 值介于

５􀆰 ６～７􀆰 ６，平均为 ６􀆰 ８，偏酸性［１９］。 酸性条件下，ＣＮ－易

于变为 ＨＣＮ 而损失，这是在没有缓冲溶液衍生结果不

呈线性关系的主要原因。 本法参考尿硫氰酸盐测定的

标准方法［２０］，当 ｐＨ＝ ７􀆰 ０ 的磷酸盐缓冲溶液加入量为

１００􀆰 ０ μｌ，乙腈定容 １􀆰 ０ ｍｌ 的条件下，ＣＮ－ 与 ＰＦＢ－Ｂｒ
衍生能定量反应，实验结果的线性关系最好。
３􀆰 ３　 分析溶剂的选择　 乙腈是常用的蛋白沉淀剂，能
沉淀唾液中的蛋白酶，避免堵塞色谱柱，同时也是能溶

解 ＣＮ－的极性溶剂，因此适合用于唾液样品中 ＣＮ－的

提取。 但乙腈对 ＥＣＤ 也有高响应值，易造成溶剂拖

尾，随着乙腈加入量不同会造成衍生产物的目标峰偏

移，因此样品分析和标准系列所用乙腈的加入量要保

持一致。
３􀆰 ４　 衍生条件的选择　 本法选择以沸水浴为加热条

件，不需要高精密的恒温控温设备，提高方法的适用

性，但要注意加热过程中样品溶液暴沸溢出损失。 分

析 ２􀆰 ２􀆰 ２ 和 ２􀆰 ２􀆰 ３ 的结果，加热对衍生反应的作用明

显，但长时间加热并不利于衍生产物的稳定，存在最佳

的加热时间；衍生剂在加入到一定量时反应结果趋于

稳定，但过多的衍生剂反而稀释了样品，也容易污染色

谱柱和检测器。 根据实验结果，本法的衍生条件为：加
入 １００􀆰 ０ μｌ 缓冲溶液，取 １００􀆰 ０ μｌ 唾液样品加入

８０􀆰 ０ μｌ的 ＰＦＢ － Ｂｒ 衍生剂，在沸水浴条件下加热

３０􀆰 ０ ｍｉｎ进行衍生反应，在此条件下方法的灵敏度

最高。
３􀆰 ５　 应用和结论　 职业性氰化物中毒多通过呼吸道

和皮肤途径进入人体，而生活性氰化物中毒大多经口

摄入，因此在氰化物中毒的病因调查中，本法很有应用

价值和意义。 本法适用于经口摄入的氰化物的定量检

测，方法取材容易，前处理简单，测定方法准确可靠，样

品分析速度快，可应用于氰化物中毒的病因调查和应

急检测。
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