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摘要：　 目的　 建立测定血浆中甲醇含量的顶空－气相色谱－串联质谱法。 　 方法　 设计 Ｌ９（３４）正交实验对顶空条件进

行优化，样品在选择反应监测模式下检测，外标法定量。 　 结果　 通过正交实验，确定最优顶空条件为平衡温度 ８０ ℃、平
衡时间 ３０ ｍｉｎ、盐析剂 １􀆰 ５ ｇ ＭｇＳＯ４。 该方法的线性范围为 １􀆰 ０～８０ ｍｇ ／ Ｌ，线性方程为 Ｙ＝ ８２ ６７０Ｘ＋４５ ９３０，ｒ＝ ０􀆰 ９９９８，检出

限为 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ，样品加标回收率为 ８０􀆰 ９％～９０􀆰 ５％，精密度为 ２􀆰 ７％ ～ ３􀆰 ３％。 　 结论　 本方法前处理简单、灵敏、准确，可
用于血浆中甲醇含量的快速检测。
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　 　 甲醇可经人体呼吸道、胃肠道和皮肤吸收导致中

毒，通常摄入甲醇 ５ ～ １０ ｍｌ 即会中毒，致死量约为

３０ ｍｌ，我国多地曾发生因饮用甲醇勾兑制成的假酒而

导致的急性甲醇中毒事故［１－３］。 急性甲醇中毒可导致

中枢神经损害［４］、视神经损害［５］ 和代谢性酸中毒［６］，
严重者抽搐、昏迷、死亡等。 生物材料中有害因素常见

的检测方法有比色法［７］、气相色谱法［８］、液相色谱－质
谱法［９］等。 顶空法前处理简单，可减少高沸点或非挥

发物质对色谱柱的污染，同时能避免基体中复杂成份

的干扰。 本文利用正交实验优化了顶空的适宜条件，
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对方法的精密度、准确度和灵敏度进行评价，建立了一

种顶空－气相色谱－串联质谱法用于快速测定血浆中

的甲醇含量，有助于甲醇中毒的诊断和救治［１０］。

１　 仪器与试剂

１􀆰 １　 Ｔｒａｃｅ　 １３００ －ＴＳＱ９０００ 三重四级杆气质联用仪

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）；恒温水浴箱；振荡器；４ ｍｌ 顶空瓶；甲
醇（ＨＰＬＣ 级，Ｍｅｒｃｋ 公司）；无水 Ｎａ２ＳＯ４（优级纯，阿拉

丁）、ＮａＣｌ（优级纯，阿拉丁）、无水 ＭｇＳＯ４（优级纯，阿
拉丁）。
１􀆰 ２　 标准系列配制　 称取甲醇标准品 ５０ ｍｇ 于 ２５ ｍｌ
容量瓶中，用水定容配制成 ２ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 标准储备液。
用水稀释至浓度为 １􀆰 ０、５、１０、２０、４０、８０ ｍｇ ／ Ｌ 的标准

工作溶液。
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１􀆰 ３　 样品前处理　 吸取 １􀆰 ００ ｍｌ 血浆或标准溶液于

４ ｍｌ顶空瓶中，加入盐析剂，混匀，一定温度和时间平

衡后，手动顶空进样 ０􀆰 ５ ｍｌ。
１􀆰 ４　 色谱条件　 色谱柱：ＴＧ－１ＭＳ（３０ ｍ×０􀆰 ２５ ｍｍ×
０􀆰 ２５ μｍ）；柱温：初始温度 ４０ ℃，保持 １ ｍｉｎ，以

１０ ℃ ／ ｍｉｎ升至 ２８０ ℃，保持 ２０ ｍｉｎ；载气为氦气，纯度

大于 ９９􀆰 ９９９％； 柱 流 量 １􀆰 ２ ｍｌ ／ ｍｉｎ， 进 样 口 温 度

３００ ℃，分流比 １０ ∶ １。
１􀆰 ５　 质谱条件 　 传输线温度 ２５０ ℃，离子源温度

２８０ ℃，离子源为电子轰击（ＥＩ）离子源，Ｑ２ 碰撞气为

高纯氩气。 采用选择反应监测（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉ⁃
ｔｏｒｉｎｇ，ＳＲＭ）模式扫描，以质核比 ｍ ／ ｚ ３１→２９ 为定量

离子，ｍ ／ ｚ ３２→３１ 为定性离子，碰撞电压分别为 １０ ｅＶ
和 ５ ｅＶ。

２　 结　 果

２􀆰 １　 一级质谱条件优化 　 选择离子检测（ ｓｉｎｇｌｅ ｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＳＩＭ））模式下，选择 ｍ ／ ｚ ２０－２００ 对顶空气

进行全扫，甲醇保留时间为 １􀆰 ５２ ｍｉｎ，空气峰保留时间

为 １􀆰 ３４～ １􀆰 ６１ ｍｉｎ，在甲醇峰处存在空气中的大量的

ｍ ／ ｚ ３２ 离子和 ｍ ／ ｚ ２９ 离子干扰，无法对甲醇进行定性

和定量。
２􀆰 ２　 二级质谱条件优化 　 根据甲醇保留时间，选择

ｍ ／ ｚ 和相对丰度较大的一级离子作为母离子，考察不

同碰撞电压下产生的子离子，选择丰度较高的子离子

以及相应的碰撞诱导裂解电压建立 ＳＲＭ 方法，参数见

表 １。
表 １　 甲醇的 ＳＲＭ 质谱条件

化合物名称 母离子（ｍ ／ ｚ） 子离子（ｍ ／ ｚ） 碰撞电压（ｅＶ）

３１ ２９ １０

甲醇 ３２ ３１ ５

２９ ２８ ４０

　 　 采用 ＳＲＭ 模式，选择 ｍ ／ ｚ ３１→２９ 为定量离子，
ｍ ／ ｚ ３２→３１ 为定性离子，获得 ＳＲＭ 模式下甲醇提取离

子流图，见图 １。

图 １　 ＳＲＭ 模式甲醇提取离子流图

２􀆰 ３　 顶空条件优化

２􀆰 ３􀆰 １　 配制 ８０ ｍｇ ／ Ｌ 的甲醇溶液进行条件测试。
２􀆰 ３􀆰 ２　 平衡温度　 顶空气中甲醇浓度与顶空瓶中甲

醇的气体分压成正比，温度升高，甲醇蒸汽压增加，顶
空气中甲醇浓度增大。 温度过低，平衡所需时间长；温
度过高，样品的重现性降低。 考察平衡温度为 ４０ ℃ ～
９０ ℃时对 ｍ ／ ｚ ３１→２９ 峰面积的影响。 结果显示，峰
面积随着温度的升高而增大，综合考虑，选择 ６０ ℃ ～
８０ ℃作为平衡温度范围。
２􀆰 ３􀆰 ３　 平衡时间　 考察平衡时间在 １０ ～ ６０ ｍｉｎ 范围

内时峰面积的变化，结果显示，４０ ｍｉｎ 后峰面积变化趋

于稳定，达到平衡状态，故选择 ２０～４０ ｍｉｎ 为平衡时间

范围。
２􀆰 ３􀆰 ４　 盐析剂　 盐析效应是指溶液中加入无机盐类

使某种物质溶解度降低而析出的过程。 通过查阅文

献，选择盐析剂无水 Ｎａ２ＳＯ４、ＮａＣｌ 和无水 ＭｇＳＯ４，选择

０􀆰 ５～１􀆰 ５ ｇ 作为盐析剂质量范围。
２􀆰 ３􀆰 ５　 正交实验　 根据单因素实验的结果分析，本实

验选择四因素三水平正交实验表 Ｌ９（３４），其影响因素

和水平见表 ２，以甲醇峰面积为指标综合考虑选择最

优顶空条件。
表 ２　 实验的因素和水平

水平 Ａ 平衡温度（℃） Ｂ 平衡时间（ｍｉｎ） Ｃ 盐析剂 Ｄ 盐析剂质量（ｇ）

１ ６０ ２０ ＭｇＳＯ４ ０􀆰 ５

２ ７０ ３０ ＮａＣｌ １􀆰 ０

３ ８０ ４０ Ｎａ２ＳＯ４ １􀆰 ５

　 　 正交设计的 ９ 次实验结果如表 ３ 所示。 利用

ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对结果进行方差分析。
表 ３　 正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 峰面积（×ｅ６）

１ １ １ １ １ ３􀆰 ０８５

２ １ ２ ２ ２ ２􀆰 ４４８

３ １ ３ ３ ３ ２􀆰 ８３８

４ ２ １ ２ ３ ４􀆰 ０２７

５ ２ ２ ３ １ ４􀆰 ３４８

６ ２ ３ １ ２ ４􀆰 ６６２

７ ３ １ ３ ２ ４􀆰 ７６４

８ ３ ２ １ ３ ５􀆰 ４２９

９ ３ ３ ２ １ ４􀆰 ６５１

Ｋ１ ２􀆰 ７９０ ３􀆰 ９５９ ４􀆰 ３９２ ４􀆰 ０２８

Ｋ２ ４􀆰 ３４６ ４􀆰 ０７５ ３􀆰 ７０９ ３􀆰 ９５８

Ｋ３ ４􀆰 ９４８ ４􀆰 ０５０ ３􀆰 ９８３ ４􀆰 ０９８

Ｒ ２􀆰 １５８ ０􀆰 １１６ ０􀆰 ６８６ ０􀆰 １４０

　 　 利用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件，以均方值最小的 Ｂ 因素作
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为误差项来计算方差，结果见表 ４。
表 ４　 ＳＰＳＳ 方差分析数据表

源 Ⅲ型平方和 ｄｆ 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ８􀆰 １７６ａ ６ １􀆰 ３６３ １２０􀆰 ８８９ ０􀆰 ００８

Ａ ７􀆰 ４３７ ２ ３􀆰 ７１９ ３２９􀆰 ８９６ ０􀆰 ００３

Ｃ ０􀆰 ７０９ ２ ０􀆰 ３５５ ３１􀆰 ４６６ ０􀆰 ０３１

Ｄ ０􀆰 ０２９ ２ ０􀆰 ０１５ １􀆰 ３０４ ０􀆰 ４３４

误差 ０􀆰 ０２３ ２ ０􀆰 ０１１

总计 １５４􀆰 ２２２ ９

校正的总计 ８􀆰 １９９ ８

　 　 从表 ４ 中可以看出，Ｐ（Ａ）、Ｐ（Ｃ）＜０􀆰 ０５，即平衡温

度和盐析剂类型对提高峰面积有显著影响。 结合表 ３
中极差 ＲＡ＞ＲＣ＞ＲＤ＞ＲＢ，可以得出 ４ 个影响因素主次

为 ＡＣＤＢ， 再 由 Ｋ１Ｋ２Ｋ３， 得 到 最 佳 顶 空 条 件 为

Ａ３Ｃ１Ｄ３Ｂ２，即平衡温度 ８０ ℃，平衡时间 ３０ ｍｉｎ，盐析

剂为 ＭｇＳＯ４，盐析剂质量为 １􀆰 ５ ｇ。
２􀆰 ４　 基质效应、线性范围和检出限　 采用标准曲线斜

率比值的方法评价基质效应情况，分别配制不同浓度

的基质标准工作液和溶剂标准工作液，以 ｍ ／ ｚ ３１→２９
峰面积对甲醇的质量浓度作线性回归，绘制标准曲线，
计算曲线斜率的比值，本方法基质效应为 ９２􀆰 ４％，一
般认为比值在 ０􀆰 ８５～１􀆰 １５ 之间基质效应不明显，因此

本文采用蒸馏水配制标准曲线。
在 １􀆰 ０ ～ ８０ ｍｇ ／ Ｌ 的范围内，回归方程为 Ｙ ＝

８２ ６７０Ｘ＋４５ ９３０，ｒ＝ ０􀆰 ９９９８，具有良好的线性关系。 参

考 ＧＢ ／ Ｔ ２７４１７－２０１７ 的要求，采用信噪比法，用空白

血样为基质，添加不同量的甲醇标准溶液后，按照以信

噪比（Ｓ ／ Ｎ） ≥３ 确定方法的检出限，本方法中甲醇的

检出限为 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ５　 精密度和加标回收实验　 配制 ９􀆰 ９ 和３９．６ ｍｇ ／ Ｌ
的高低 ２ 个水平的加标血样，每个水平加标血样各取

６ 份，以所建方法进行检测，计算回收率和精密度，结
果见表 ５。 方法的回收率为 ８０􀆰 ９％～９０􀆰 ５％，相对标准

偏差为 ２􀆰 ７％～３􀆰 ３％，满足分析的要求。
表 ５　 方法回收率和精密度（ｎ＝ ６）

添加水平（ｍｇ ／ Ｌ） 本底值 测定平均值（ｍｇ ／ Ｌ） 加标回收率（％） 相对标准偏差（％）

９􀆰 ９ 未检出 ８􀆰 ６ ８３􀆰 １～ ９０􀆰 ５ ３􀆰 ３

３９􀆰 ６ 未检出 ３２􀆰 ９ ８０􀆰 ９～ ８６􀆰 ９ ２􀆰 ７

２􀆰 ６　 实际样品检测　 某地发生疑似饮用假酒导致的

中毒事件，采集 ５ 名疑似中毒病人的血液，用所建立的

方法检测，检测结果如表 ６ 所示。
表 ６　 疑似中毒病人血浆中甲醇含量检测结果

编号 １ ２ ３ ４ ５

血浆中甲醇含量 ｍｇ ／ Ｌ ６􀆰 ５ ５􀆰 ４ １０􀆰 ９ ４１􀆰 ８ ２１􀆰 ２

　 　 ５ 名疑似中毒病人血浆中甲醇含量的检测结果均

在线性范围内，为 ５􀆰 ４～４１􀆰 ８ ｍｇ ／ Ｌ，检测结果与临床诊

断结果相互印证。

３　 讨　 论

顶空法具有前处理简便、耗时短、干扰少等优点，
气相色谱－串联质谱仪灵敏度高和特异性好，本方法

结合两者的优点，建立顶空－气相色谱－串联质谱法检

测血浆中的甲醇。 甲醇和空气峰保留时间相近，须使

用特定色谱柱才能将甲醇峰和空气峰分开，且空气峰

面积远远大于甲醇峰面积，对甲醇干扰大。 本文采用

ＳＲＭ 模式，以 ｍ ／ ｚ ３１→２９ 和 ｍ ／ ｚ ３２→３１ 为特征离子

建立的质谱方法，使用常规色谱柱即可排除空气峰干

扰，对甲醇特异性高。 本文利用正交实验考察多因素

对甲醇峰面积的影响，从全面试验中挑选出部分有代

表性的点进行试验，实现了以最少的试验次数达到与

大量全面试验等效的结果，以高效、快捷、经济的方式

得到最优顶空条件。 采用优化后条件对该方法进行验

证，实验结果显示，该方法基质效应不明显，灵敏度、回
收率和精密度均满足分析要求，应用于实际样品的检

测取得满意结果，适合于血浆中甲醇含量的快速检测，
并有望为甲醇中毒的临床诊断提供依据。
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