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超高效液相色谱－质谱检测尿液中
马尿酸和甲基马尿酸
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摘要：　 目的　 建立超高效液相色谱－质谱（ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）检测尿液中马尿酸和甲基马尿酸的新方法。 　 方法　 实验采

用反相 Ｔ３ 色谱柱，以乙腈－甲醇－０􀆰 １％甲酸水溶液为流动相，等度洗脱，通过电喷雾三重四级杆质谱检测。 　 结果　 该方

法实现了马尿酸和甲基马尿酸的三个同分异构体的基线分离和检测，方法检出限低（马尿酸 ０􀆰 ０７ μｇ ／ Ｌ，甲基马尿酸

０􀆰 １ μｇ ／ Ｌ），线性范围广（１～１０ ０００ μｇ ／ Ｌ 均具有良好的线性关系）。 　 结论　 超高效液相色谱－质谱检测尿液中马尿酸和

甲基马尿酸具有较好的应用前景。
关键词：　 超高效液相色谱－质谱； 马尿酸； 甲基马尿酸

中图分类号：Ｒ４４６．１２　 文献标识码：Ａ　 文章编号：１００６－３１１０（２０１８）１２－１４２２－０３　 ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－３１１０．２０１８．１２．００４

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｕｒｉｎｅ
ｂｙ ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

ＹＡＮＧ Ｚｈｅｎ∗， ＬＩ Ｌｅ， ＳＵＮ Ｂｉａｎ－ｃｈｅｎｇ， ＨＵ Ｃｏｎｇ， ＷＡＮＧ Ｑｉｏｎｇ
∗Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ， Ｈｅｎｇｙａｎｇ， Ｈｕｎａｎ ４２１００１， Ｃｈｉｎａ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩ Ｌｅ， Ｅ－ｍａｉｌ：ｕｓｃｌｉｌｅ＠ １２６．ｃｏｍ； ＳＵＮ Ｂｉａｎ－ｃｈｅｎｇ， Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｕｎｂｉａｎｃｈｅｎｇ２０１３＠ １６３．ｃｏｍ
Ａｂｓｔｒａｃｔ：　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｂｙ
ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ） ． 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｗｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｐｈａｓｅ
Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｍｅｔｈａｎｏｌ－ｗａｔｅｒ （ｗｉｔｈ ０． １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ） ａｓ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ
ｍｅｔｈｙｌ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｒｅａｌｉｚｅｄ ｔｈｅ ｂａｓｅ⁃
ｌｉｎｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｉｓｏｍｅｒｓ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｌｏｗ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ
（０􀆰 ０７μｇ ／ Ｌ ｆｏｒ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ０．１μｇ ／ Ｌ ｆｏｒ ｍｅｔｈｙｌ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ） ａｎｄ ａ ｗｉｄｅ ｌｉｎｅｒ ｒａｎｇｅ （１－１０，０００ μｇ ／ Ｌ） ． 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｈａｓ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｐｐ⁃
ｒｕｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ｉｎ ｕｒｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ； ｈｉｐｐｒｕｉｃ ａｃｉｄ； ｍｅｔｈｙｌ ｈｉｐｐｕｒｉｃ ａｃｉｄ

　 　 马尿酸和甲基马尿酸分别是人体接触甲苯、二甲

苯后在身体内的代谢产物［１］。 人体长期接触低浓度

的甲苯和二甲苯，容易导致造血系统损害，不及时治

疗，后期可发展到全血细胞降低、再生障碍性贫血、骨
髓增生异常综合症，甚至白血病。 对苯作业场所职工

进行定期身体监测是预防甲苯和二甲苯急性和慢性中

毒的有效预防措施。 而在规定的采样时间内测定甲苯

和二甲苯在人体中的代谢产物马尿酸和甲基马尿酸在

尿液中的浓度变化，可以在一定程度上反映作业场所
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工人的中毒程度。 准确测定马尿酸和甲基马尿酸的含

量是职业监护和职业病防治的重要内容，研究其分析

方法，在临床和职业病防治方面都具有重大意义。 根

据相关文献可知［２－７］，液相色谱－质谱可以用来检测马

尿酸和甲基马尿酸。 本文通过优化色谱和质谱条件，
建立超高效液相色谱－质谱测定尿液中马尿酸、以及

三种甲基马尿酸方法，具有方法检出限低、线性范围

广、回收率良好的特点。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 仪器与试剂 　 超高效液相色谱 －质谱联用仪

（ｗａｔｅｒｓ 公司，型号 ＴＱＤ）；甲酸 （ Ｆｌｕｋａ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ， ｆｏｒ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，－９８％）；氨水（Ｆｌｕｋａ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ，ｅｌｕ⁃
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ＫｇａＡ，Ｌｉｃｈｒｏｓｏｌｖ Ｒｏａｇ􀆰 Ｐｈ Ｅｕｒ．）；马尿酸（ Ｔｏｒｏｎｔｏ Ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ Ｉｎｃ􀆰 Ｐｕｒｉｔｙ：９５％）；２－甲基马尿酸（Ｔｏ⁃
ｒｏｎｔｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ Ｉｎｃ􀆰 Ｐｕｒｉｔｙ：９５％）；３－甲基马

尿酸（Ｔｏｒｏｎｔｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ Ｉｎｃ􀆰 Ｐｕｒｉｔｙ：９８％）；４－
甲基马尿酸 （ Ｔｏｒｏｎｔｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ Ｉｎｃ􀆰 Ｐｕｒｉｔｙ：
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Ｅｕｒ．）。
１􀆰 ２　 色谱条件 　 色谱柱：Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 柱，
１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ，粒径 １􀆰 ８ μｍ；柱温：３０ ℃；进样体

积：１ μｌ；液相色谱流动相：Ａ：０􀆰 １％甲酸水；Ｂ：甲醇；Ｃ：
乙腈；线性等度洗脱条件：８０％Ａ＋１０％Ｂ＋１０％Ｃ；流速：
０􀆰 ３ ｍｌ ／ ｍｉｎ。
１􀆰 ３ 　 质谱条件 　 毛细管电压：３􀆰 ２ ＫＶ；电离模式：
ＥＳＩ＋；源温度：１５０ ℃；脱溶剂气温度：３５０ ℃；脱溶剂气

流量：６５０ Ｌ ／ Ｈｒ；反吹气流量：３０ Ｌ ／ Ｈｒ；电子倍增电压：
６５０ Ｖ；马尿酸和甲基马尿酸质谱条件参数见表 １。

表 １　 目标化合物的主要参考质谱参数

目标化合物
母离子
（ｍ／ ｚ）

定量离子
（ｍ／ ｚ）

碰撞电压
（ｅＶ）

定性离子
（ｍ／ ｚ）

碰撞电压
（ｅＶ）

马尿酸 １８０􀆰 １ １０５􀆰 ０ １２ ７７􀆰 １ ３０

１，２－甲基马尿酸 １９４􀆰 ２ １１９􀆰 ０ １５ ９１􀆰 １ ３０

１，３－甲基马尿酸 １９４􀆰 ２ １１９􀆰 ０ １５ ９１􀆰 １ ３０

１，４－甲基马尿酸 １９４􀆰 ２ １１９􀆰 ０ １５ ９１􀆰 １ ３０

１􀆰 ４　 方法　 根据 ＷＳ ／ Ｔ ５３－１９９６ 尿中马尿酸、甲基马

尿酸的高效液相色谱测定方法，取尿样 １􀆰 ０ ｍｌ 置于离

心管中，加入 ０􀆰 １ ｍｌ 盐酸溶液（１＋１），０􀆰 ３ ｇ 氯化钠，
４ ｍｌ乙 酸 乙 酯， 于 涡 旋 混 合 器 上 混 合 １ ｍｉｎ， 以

１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ速度离心 ５ ｍｉｎ，取 ０􀆰 ４ ｍｌ 乙酸乙酯于具

塞试管中，至于 ７０ ℃水浴中挥发至干，加 １ ｍｌ 水溶解

残留物。 取 １０ μｌ 处理好的样品注入色谱仪，按照

１􀆰 ２、１􀆰 ３ 条件测定，以保留时间定性，峰面积定量。

２　 结　 果

２􀆰 １　 液相色谱条件选择 　 本实验以不同比例的

０􀆰 １％甲酸水、乙腈、甲醇作为流动相，在常规 Ｃ１８ 和

Ｔ３ 色谱柱上进行马尿酸和甲基马尿酸的分离测试，Ｔ３
色谱柱具有更好的分离效果，色谱图见图 １。 在给定

的色谱条件下分离马尿酸和甲基马尿酸，其色谱峰对

称性好，组分能达到基线分离。
２􀆰 ２　 质谱条件选择　 在 ＥＳＩ 正离子模式下，毛细管电

压、碰撞电压、脱溶剂温度和脱溶剂气流量等条件进行

了优化筛选，参数见表 １。 按 １􀆰 ３ 质谱条件能获得较

好的目标化合物母离子和自离子质荷比。

　 　 注：根据保留时间顺序分别为马尿酸（保留时间：３􀆰 ２１ ｍｉｎ），２－甲

基马尿酸（保留时间：４􀆰 ４８ ｍｉｎ），４－甲基马尿酸（保留时间：７􀆰 ３９ ｍｉｎ），

３－甲基马尿酸（保留时间：７􀆰 ６８ ｍｉｎ）。

图 １　 马尿酸和甲基马尿酸色谱图

２􀆰 ３　 分析性能　 在优化的色谱－质谱参数下，对四种

物质的检出限、线性范围等进行了考察，结果见表 ２。
表 ２　 分析性能

目标化合物
检出限

（μｇ ／ Ｌ）

线性范围

（μｇ ／ Ｌ）

相关系数

（ ｒ）

线性范围

（μｇ ／ Ｌ）

相关系数

（ ｒ）

马尿酸 ０􀆰 ０７ １～１００ ０􀆰 ９９９ ８ １００～１０ ０００ ０􀆰 ９９９ ４

１，２－甲基马尿酸 ０􀆰 １ １～１００ ０􀆰 ９９９ ５ １００～１０ ０００ ０􀆰 ９９９ ９

１，３－甲基马尿酸 ０􀆰 １ １～１００ ０􀆰 ９９９ ５ １００～１０ ０００ ０􀆰 ９９９ ９

１，４－甲基马尿酸 ０􀆰 １ １～１００ ０􀆰 ９９９ ３ １００～１０ ０００ ０􀆰 ９９９ ９

２􀆰 ４　 实际样品分析 　 将方法应用于实际尿样分析，
尿液来自长沙市某工厂工人，检出浓度分别为马尿酸

７３６ μｇ ／ Ｌ，２－甲基马尿酸 １􀆰 ６０ μｇ ／ Ｌ，３－甲基马尿酸

０􀆰 ９２ μｇ ／ Ｌ，４－甲基马尿酸 １􀆰 ８３ μｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ５　 回收率实验　 为验证方法的准确性，该实验对实

际样品进行了加标，加标回收率范围为 ９６􀆰 ３％ ～１１０％
之间，加标回收率良好。 见表 ３。

表 ３　 样品加标回收率

目标化合物
加标

（μｇ ／ Ｌ）

检出浓度

（μｇ ／ Ｌ）

回收率

（％）

马尿酸 ０ ７３６ ０􀆰 ０

１ ０００ １ ７８２ １０６􀆰 ０

２ ０００ ２ ７５６ １０３􀆰 ０

１，２－甲基马尿酸 ０ １􀆰 ６０ ０􀆰 ０

２ ３􀆰 ６５ １０３􀆰 ０

５ ６􀆰 ５４ ９６􀆰 ３

１，３－甲基马尿酸 ０ ０􀆰 ９２ ０􀆰 ０

２ ３􀆰 ０１ １１０􀆰 ０

５ ５􀆰 ９６ １０４􀆰 ０

１，４－甲基马尿酸 ０ １􀆰 ８３ １０７􀆰 ０

２ ３􀆰 ７９ ９７􀆰 ８

５ ６􀆰 ８７ １０２􀆰 ０
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