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标准化需求

张文权1,2，冯璐璐2，叶子弘1，龚晓云2

（1. 中国计量大学生命科学学院，浙江 杭州　310018；

2. 中国计量科学研究院前沿计量科学中心，国家市场监督管理总局技术创新中心（质谱），北京　100029）

摘要：呼气中挥发性有机物的组成及含量变化与人体生理状态的改变密切相关。人体代谢产生的一些特征性生

物分子（如疾病标志物）会随着呼气排出体外。通过准确检测呼气中的疾病标志物，可有效监测相关疾病的发生

与发展过程。现代呼气分析技术的快速发展为疾病的临床诊断和病程监测提供了快速、非侵入性的检测手段，

如电子鼻传感器技术、气相色谱-串联质谱法、选择离子流管质谱法、质子转移反应质谱法和萃取电喷雾电离质

谱法等。近年来，已针对多种疾病开展了用于临床诊疗的呼气生物标志物筛选与研究工作。然而，不同研究得出

的疾病标志物在种类、含量及诊断敏感性、特异性方面存在较大差异。可比性差、缺乏标准等因素严重制约了相

关科学研究及行业的发展。本文总结和归纳了人体呼气中挥发性有机物的检测技术，探讨了呼气疾病标志物的

研究进展，并从标准化角度对呼气采样流程、分析仪器及呼气标准物质等方面面临的问题进行分析与展望，旨为

基于呼气的疾病诊断研究提供借鉴和参考。
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Abstract: The composition and content of volatile organic compounds (VOCs) in exhaled breath are
closely related to change in the human physiological state. Some biosignature molecules generated by
human  metabolism,  including  disease  marker  molecules,  are  expelled  from  the  body  via  exhaled
breath.  By  accurately  detecting  disease  markers  in  exhaled  breath,  the  onset  and  progression  of
relevant  diseases  can  be  effectively  monitored.  The  rapid  development  of  modern  breath  analysis
techniques,  including  electronic  nose  (E-nose)  sensor  systems,  gas  chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), selected ion flow tube mass spectrometry (SIFT-MS), proton transfer reaction
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mass spectrometry (PTR-MS), and extractive electrospray ionization mass spectrometry (EESI-MS),
has provided rapid, non-invasive detection methods for disease diagnosis and progression monitoring.
Among these techniques, E-nose sensor systems are characterized by portability and rapid screening
capabilities. GC-MS serves as the gold standard for offline analysis due to its strong qualitative and
quantitative capabilities. Real-time online techniques, including SIFT-MS and PTR-MS, are noted for
their  speed  and  sensitivity.  EESI-MS  enables  direct  analysis  of  complex  samples.  In  recent  years,
research  on  exhaled  biomarkers  for  disease  diagnosis  and  treatment  has  been  conducted  on  a  wide
range of diseases. For example, acetone in human exhaled breath can serve as a potential marker for
diagnosing  diabetes;  hydrogen  produced  in  breath  after  lactose  intake  is  a  potential  marker  for
diagnosing gastrointestinal disorders; isotope-labeled carbon dioxide (13CO2) produced in breath after
ingesting  13C-labeled  urea  serves  as  a  marker  for  detecting Helicobacter  pylori  infection.  However,
there are significant differences in the types, content, diagnostic sensitivity, and specificity of disease
markers obtained by different researchers using various methods. Factors such as poor comparability
and  lack  of  standardization  severely  constrain  scientific  research  and  the  development  of  related
industries.  Therefore,  standardization  requirements  are  critical  in  three  key  areas.  Firstly,  breath
sampling  protocols  vary  significantly.  Factors  such  as  collection  methods,  subject’s  physiological
states,  and  environmental  VOC  contamination  profoundly  impact  results  and  comparability.
Secondly,  analytical  instruments,  especially  sophisticated  mass  spectrometers,  require  reference
standards  and  calibration  protocols  to  ensure  consistent  performance  and  inter-laboratory
comparability,  including  addressing  instrument  background  and  sensitivity  drift.  Thirdly,  the
complexity and instability of breath matrices make the development of reliable reference materials for
calibration  and  quality  control  extremely  challenging,  thereby  hindering  accurate  quantification  and
method  validation.  This  paper  summarized  detection  techniques  for  VOCs  in  exhaled  breath,
discussed  advances  in  breath  biomarker  research,  and  analyzed  current  challenges  in  standardized
sampling  procedures,  analytical  instruments,  and  reference  materials.  The  perspectives  provided
herein are intended to serve as a reference for future research on breath-based disease diagnosis.
Key words: exhaled breath；volatile organic compounds (VOCs)；mass spectrometry analysis；disease
biomarkers；clinical diagnosis；standardization

人体呼出的气体中含有复杂的挥发性有机

物 （volatile  organic  compounds,  VOCs）[1]，这些在

组成和含量上具有显著差异的 VOCs形成了每

个人独特的呼气“指纹”，能有效反映人体内的

新陈代谢及其他生物化学、生物物理的变化过

程 [2-4]。利用人体呼气判断生理状态的最早尝试

可追溯至苏格拉底（公元前 460—370年）时代 [5]，

当时古希腊医生发现糖尿病患者口中会散发

“香甜的气息”。呼气成分检测很早就被认为是

针对疾病的诊断方式。

现代人体呼气成分检测技术起源于 1971年

Pauling等[6]的研究，他们采用气相色谱技术首次

从健康人体呼气中检测出约 250种 VOCs，为后

续的人体呼气分析奠定了重要基础。2014年，

Costell等 [7]首次对健康人群多种生物样本中的

VOCs进行系统性综述，涵盖了呼吸气体、唾液、

血液、乳汁、皮肤分泌物、尿液及粪便等 7类生

物基质中检出的 VOCs成分。2021年，Drabińska
等 [8]基于后续研究再次进行总结和归纳 ，与

2014年的报道相比，呼气中检测出的 VOCs新增

了 900多种（共计 1 488种），包括一系列醛类、

酮类、脂类、腈类和芳香族化合物，其中具有代

表性的 8种呼气 VOCs列于表 1。
现代医学通过对疾病致病机理的研究及临

床实验，有力地证明了一些疾病的病程与呼气中

的某些成分密切相关，这些化合物被用作相应疾

病的诊断标志物 [9-10]。例如，人体呼气中的丙酮

可作为诊断糖尿病的潜在标志物 [11-12]；摄入乳糖
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后呼气中产生的氢气是诊断胃肠疾病的潜在标

志物[13-14]；服用13C标记的尿素后呼气中产生的同

位素标记二氧化碳是判断幽门螺杆菌感染的标

志物[15]；一氧化氮则是诊断哮喘的潜在标志物[16]。

尽管上述研究取得了一定进展，然而基于呼

气分析的疾病诊断研究仍面临诸多难题与挑

战 [10,17-19]。一方面，由于呼气中 VOCs种类繁多、

结构复杂且含量低微，对其进行全面、实时、准

确的分析极具挑战性；另一方面，呼气 VOCs的
分析易受采样方法、外源污染及分析仪器等多

种因素影响。目前，由于缺乏相关规范和标准，

尽管疾病标志物检测的数据丰富，但针对同一疾

病，不同研究者得到的疾病标志物在种类、含量

及诊断敏感性、特异性方面存在较大差异。因

此，在标准化条件下开展呼气分析研究显得尤为

重要。本文对当前呼气中 VOCs检测技术的研

究现状进行归纳整理，并对呼气分析面临的标准

化需求进行分析和展望。

 1    呼气疾病诊断技术研究现状

随着现代分析技术的快速发展，对人体代谢

过程中产生的 VOCs已有了更深入的认识。通

过采用高灵敏度气体传感器技术、色谱-质谱联

用技术及直接质谱分析技术等，能够系统探究呼

气中 VOCs与疾病之间的潜在关联。这些技术

为表征呼气代谢物的组成及含量提供了重要手

段，已成为推动呼气分析研究的核心工具，列于

表 2。
 1.1    电子鼻传感器技术

传感器技术是一类以仪器形式扩展人类感

官的电子设备，研究人员受人类嗅觉的启发，研

发出能识别特定气体分子的气体传感器。目前，

气体传感器被普遍定义为可特异性识别单一或

有限种类 VOCs的检测装置 [20]。近年来，基于气

体传感器阵列的电子原型系统及设备的研发，已

成为 VOCs检测与生物标志物识别领域的关键

技术发展方向。这类传感器凭借便携性、微型

化、成本效益及高度集成化等特点，已成为实现

人体代谢 VOCs检测大规模产业化最具前景的

技术路径。借助传感器进行呼气监测，有望进一

步拓展诊断能力，实现对大规模人群的早期病理

诊断 [21]。目前，针对呼气中 VOCs检测的传感器

主要包括金属氧化物半导体传感器（metal oxide
sensors,  MOS）、 电 化 学 传 感 器 （electrochemical
sensor,  ECS）、石英晶体微天平传感器 （quartz
crystal  microbalance  sensors,  QCMS）和表面声波

传感器（surface acoustic wave sensors, SAWS）等。

通常，单个传感器只能检测到一种或几种化

合物，使用传感器阵列方式可以扩大检测范围，

例如电子鼻传感器（electronic nose sensor，E-nose）。

 

表 1    健康人呼气中 VOCs[8]

Table 1    VOCs in exhaled breath of healthy people[8]

CAS号
CAS number

化合物名称
Compound name

分子式
Molecular formula

结构式
Structural formula

75-07-0 乙醛 C2H4O O

64-19-7 乙酸 C2H4O2

O

OH

141-78-6 乙酸乙酯 C4H8O2

O

O

79-20-9 乙酸甲酯 C3H6O2

O

O

67-64-1 丙酮 C3H6O
O

75-05-8 乙腈 C2H3N N

98-86-2 苯乙酮 C8H8O

O

10152-76-8 烯丙基甲基硫醚 C4H8S S
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E-nose这一概念由 Persaud 和 Dodd 于 1982 年提

出 [22]，并在 1987年之后得到广泛应用 [23]。通常，

E-nose是由样品输送系统、挥发性有机化合物检

测系统和数据处理系统三部分组成。样品输送

系统负责收集样品并将其送入检测系统，可能包

括预处理步骤以提高挥发性有机化合物的检测

率和质量。检测系统通常由单一传感器组成阵

列，这些传感器的工作原理、信号处理、优势和

局限性在 Wojnowski等的研究中有所详述 [24]。

如果呼气中的某些 VOCs被传感器阵列中某一

特定类型的传感器检测到，该传感器会对其产生

响应，例如 ECS通过电极上的电化学反应将化

学信息转化为电信号 [25]。不同传感器之间的响

应模式存在差异，最终检测系统对这些响应所产

生的数据进行分析。典型的 E-nose检测装置示

意图和数据采集与处理流程图示于图 1[26]。
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图 1    E-nose 检测装置示意图和数据采集与处理流程图[26]

Fig. 1    Schematic diagram of E-nose detection device and flow chart of data acquisition and processing[26]

 

针对发病机制复杂的疾病（例如肺癌），E-nose
设备通过先进传感器阵列与复杂算法的整合，能

够提高诊断效率与准确性，展现出作为一线筛查

工具的潜力[27]。Shang等[28]开发了一种便携式无

线呼气传感器测试系统，该系统集成了传感器电

子元件、呼气采样、数据处理，以及由纳米粒子

结构化学电阻传感界面衍生的传感器阵列，用于

检测人体呼气中与肺癌生物标志物相关的挥发

性有机化合物，检出限低至 6 nmol/mol。Hu等[29]

利用自组装具有高气体灵敏度和光响应性的黑

磷（black phosphorus, BP）与二维碳化物和氮化物

的异质结构复合物 ，在光调节下制备了基于

BP/Ti3C2Tx的光激活虚拟传感器阵列，并将其进

一步组装成即时气体传感平台；最后通过机器学

习算法实现对呼气样本的检测与识别，45名健

康人和心脏病患者呼气中 VOCs的检测准确率

达到 69.2%。

E-nose技术在呼气分析中最具吸引力的特

质在于其非侵入性、快速、便捷及成本效益潜

力，使其在疾病的早期筛查中前景广阔。然而，

 

表 2    人体呼气 VOCs 检测技术对比

Table 2    Comparison of human exhaled VOCs detection techniques

分析技术
Analytical
technique

检测方法
Detection
method

检测范围
Detection
range

灵敏度
Sensitivity

化学特异性
Chemical
specificity

定性定量能力
Qualitative and

quantitative capacity

核心优势
Core

advantage

主要劣势及挑战
Disadvantage and

challenge
E-nose 实时、

在线
极性/
极性

nmol/mol 非特异性 定性能力弱 非侵入、快速便携、
成本低

灵敏度、
选择性不足

GC-MS 预分离、
离线

极性/
极性

pmol/mol～nmol/mol 高 定性定量能力强 高灵敏度、
定性和定量分析

无法实时、
在线检测

SIFT-MS 实时、
在线

极性/
极性

pmol/mol～nmol/mol 高 直接绝对定量 宽动态范围、
实时多目标定量

预设目标化合物、
难以发现未知物

PTR-MS 实时、
在线

极性/
弱极性

nmol/mol 中～高 直接绝对定量 含氧VOCs响应强、
无需除水

对非极性VOCs
检测能力弱、
覆盖度有限

EESI-MS 实时、
在线

极性/
弱极性

pmol/mol～nmol/mol 中 定量能力有限
（依赖校准）

抗基质干扰能力强、
无需除水

定量能力差、
商业化程度弱

第 1 期 张文权等：基于呼气分析的疾病诊断技术研究进展及标准化需求 45



该方法在实际应用中仍存在一定的局限性。首

先，尽管多阵列传感器能够对多种 VOCs进行定

性分析，但受传感器检测能力的限制，难以深入

解析复杂呼气样本的成分。其次 ，长期接触

VOCs及环境因素会影响传感器材料的性能，导

致灵敏度下降和检测结果不稳定。在需要明确

生物标志物或病理机制的研究中，E-nose需与其

他技术联用，这在一定程度上限制了其作为独立

诊断工具的能力。目前，绝大多数基于 E-nose技
术的呼气诊断研究尚处于实验室或早期临床研

究阶段，获得正式临床认证的产品数量较少。未

来，随着更高性能新型传感器的研发以及人工智

能识别模型的不断发展，E-nose有望在疾病诊断

与健康管理中发挥越来越重要的作用。

 1.2    气相色谱-质谱联用技术

气相色谱-质谱（GC-MS）作为人体呼气 VOCs
检测领域应用最广泛的技术，因其卓越的分离

与鉴定能力，被视为呼气 VOCs分析的“金标

准”。该技术结合气相色谱的优越分离能力与

质谱的高灵敏度优势，以惰性气体作为流动相，

利用各组分在固定相和流动相之间的分配系数

差异实现不同组分的高效分离，分离后的组分进

入质谱入口，通过电子轰击离子源产生的高能电

子束（约 70 eV）轰击样品分子，完成化合物的离

子化及分析鉴定[30]。借助 GC-MS强大的分离和

多组分鉴定能力，可实现对呼气样本中复杂成分

的精确识别与定量分析，示于图 2[31-32]。1971年，

Pauling首次采用 GC-MS法在人体呼气中检测

出 250种 VOCs[6]。当前，多数研究通常先采用

GC-MS技术完成初始的定性定量分析，再将其

数据作为基准，与自研装置的检测灵敏度进行

比较。

随着人工智能和深度数据分析等新技术

的不断涌现，基于 GC-MS法检测呼气 VOCs的
相关研究也在持续发展。Rudnicka等 [33]使用

Mann-Whitney U检验、判别函数分析、因子分析

及人工神经网络等数据分析方法，对 GC-MS采

集的肺癌患者与健康人群对照组的呼气检测数

据进行深度解析，筛选出 7种潜在诊断标志物

（包括丙酮、乙酸甲酯和异戊二烯等），该方法可

实现肺癌患者与健康人群的有效区分。Schleich
等 [34]采用 GC-MS技术检测 276名哮喘患者的呼

气，发现了 7种潜在诊断标志物，随后使用全二

维气相色谱 （comprehensive  two-dimensional  gas
chromatography, GC×GC）串联高分辨飞行时间质

谱对另外 245名患者的呼气样本进行重复验证，

证明壬醛、1-丙醇、2-己酮及己烷这 4 种 VOCs可
有效区分各种类型的支气管炎症。凭借 GC-MS
强大的定性分析能力，该技术特别适用于对目前

尚未发现明确呼气标志物的疾病（如肺癌）进行

筛查与诊断。

与 E-nose相比，GC-MS具有超高灵敏度与

痕量检测能力的显著优势。然而，GC-MS仅能

分析范围较窄的挥发性、热稳定性化合物，对于

含有大量水蒸气或二氧化碳干扰的样本，则高度

依赖复杂且耗时的前处理过程。此外，GC-MS
检测到的未知物质图谱经常出现分子离子缺失

或丰度较低的情况，这会降低通过 NIST库进行

样品识别的置信度，进而制约 GC-MS技术对呼

气成分的定性能力。目前，通过热脱附等前处理

装置对成分复杂的呼气样品进行预分离，可显著

提高检测的准确性和灵敏度，但该过程会延长检
 

Analytic barrier bag

(Omi odor-air service corp.)

Direct breath samplingGC-MS

Shimadzu GCMS QP-2010

Gas condense unit

Shimadzu TD-2

·  Column temperature: 35-250 °C ·  Trap cooling temperature: −20 °C
·  m/z 22-250 ·  Sampling volume: 120-240 mL

Calibration: 5.8 ppm of toluene

图 2    呼气采样和 GC-MS 分析流程[31]

Fig. 2    Exhaled gas sampling and GC-MS analysis procedure[31]
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测时间，不利于大量样本的高通量分析，无法满

足临床实时监测的需求。同时，由于 GC-MS设

备体积庞大、操作复杂，阻碍了其在临床场景的

广泛应用。随着 GC×GC技术的成熟[35]以及微型

化便携式 GC-MS装置的持续发展，GC-MS技术

有望广泛应用于呼气临床实时监测领域。

 1.3    选择离子流管质谱技术

选择离子流管质谱 （selected  ion  flow  tube
mass spectrometry, SIFT-MS）是一种基于质量选

择试剂离子对样品混合物中痕量分子进行化学

电离的分析技术，起源于 Adams和 Smith在 1976
年为测量陆地电离层和星际气云中发生的离子

分子反应动力学而设想的 SIFT 技术。Veronica
Bierbaum与导师 Charles  DePuy被认为是  SIFT
技术的先驱之一[36]，他们率先将该技术应用于气

相离子分子反应的研究。随着该技术的进一步

发 展 ， Smith和 Spanel于 1996年 详 细 阐 述 了

SIFT技术的细节及其在环境（包括湿度较高的

空气）VOCs分析中的应用[37]。

SIFT技术通过低压空气中微波或射频放电

产生特定试剂离子，如 H3O+、NO+和 O2
+。这些

试剂离子经四极杆质量选择器进行精确质量筛

选后进入漂移管，与由氦气或氮气引入的分析物

发生分子离子反应，生成的分析物离子由四极杆

质谱仪检测 [10]，示于图 3。根据试剂离子与被分

析物分子发生离子-分子反应的动力学参数，进

入流动管的气体流量以及产物离子信号与试剂

离子信号的比值，可对空气混合物中被分析物进

行定量分析 [38] 。为实现更多极性化合物的检

测，研究人员进一步开发了可以产生 O–•、OH–、

O2
–•、NO2

–和 NO3
–等阴离子的 Voice200装置，该

装置不仅提高了 VOCs检测的特异性，还可实现

多种挥发性无机物的分析 [39]。最初开发使用的

SIFT-MS 逐步发展为体积更小、便于运输的仪

器，并已实现商品化。目前，这些设备已应用于

基础研究，包括环境空气分析 [40-41]、食品科学 [42]

和临床医学等多个领域。

SIFT-MS技术在疾病分群及疾病诊断标志

物筛选方面展现出作为快速检测工具在呼吸样

本诊断中的潜力。Tsou等 [43]采用 SIFT-MS法对

148名经组织学确诊的肺癌患者和 168名健康志

愿者的呼气样本进行分析，基于已有研究中检测

出的 116种 VOCs，利用 XGBoost机器学习算法

建立了基于 VOCs定量分析结果的肺癌预测模

型。该模型考虑了呼气和环境 VOCs等背景干

扰情况，使其对肺癌预测的准确度、灵敏度、特

异性分别达到 92%、96%和 88%。Yoshie等 [44]收

集了 45例乳腺癌患者和 51例非乳腺癌对照组

的呼气样本，通过建立多重逻辑回归模型区分

这 2类人群，结果发现，3,7-二甲基-2,6-辛二烯-1-
醇、乙醇胺和壬酸乙酯的组合可有效区分乳腺

癌患者与对照组。Karen等 [45]收集了哮喘患儿、

囊性纤维化患儿及健康人的 55份呼气样本，对

质谱数据采用 19种预处理方式，通过无监督分

类和有监督分类技术对样本进行分群，评估了不

同数据预处理技术与分类技术的差异。Annalisa
等[46]招募了 68名接受保守治疗的慢性肾病患者

和 54名健康志愿者，采用  SIFT-MS技术分析受

试者呼气中的 VOCs，通过受试者工作特征

（receiver operating characteristic curve，ROC）曲线

发现，三甲胺、丙酮、氨和二甲基硫醚可用于区

分这 2类人群；同时还发现，与呼气中三甲胺浓
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图 3    SIFT 工作原理示意图[10]

Fig. 3    Schematic diagram of SIFT working principle[10]
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度较低的受试者相比，浓度高于 26 nmol/mol的
受试者罹患慢性阻塞性肺病的风险高出 6.11倍。

SIFT-MS技术凭借快速、实时、绝对定量和

无需色谱分离的优势，成为呼气分析的理想工具

之一 [47-48]。然而，该技术主要依赖几种特定前体

离子实现目标物的离子化，对某些化合物（如高

电子亲和力的卤代烃、部分大分子或高极性化

合物）的离子化效率较低，化学覆盖范围相对有

限，因此通常被用于靶向呼气分析。其次，当呼

气中存在多种结构相似或与反应产物离子相似

的化合物时，该方法的选择性不足，难以识别呼

气中的未知物，需预先设定目标化合物及其特征

离子进行监测。目前，通过将 SIFT-MS技术与

前处理装置结合，有利于提高该方法的检测灵敏

度并拓宽其检测范围，相关技术正处于逐步开发

阶段[49]。

 1.4    质子转移反应质谱技术

质子转移反应质谱 （proton  transfer  reaction
mass  spectrometry,  PTR-MS）技 术 由 SIFT-MS技

术发展而来，当前广泛应用的 PTR-MS于 20世

纪 90年代末由奥地利因斯布鲁克大学的 Lindinger
及其合作者开发[50]。与SIFT-MS技术不同，PTR-MS
仪器通常由离子源、漂移管、离子接口和质量分

析器 4个部分组成。PTR-MS取消了选择特定离

子的质量筛选器，采用一种空心阴极放电源，能

够在离子源内高效生成 H3O+。此外，PTR-MS使

用较短的漂移管取代流动管，并且不依赖载气输

送试剂离子，而是将气体样品直接注入漂移管[51-52]。

H3O+离子可以与质子亲和能高于水（691 kJ/mol）
的 VOCs发生质子转移反应生成产物离子 [53]。

与 SIFT-MS技术相比，PTR-MS技术无需使用四

极杆对试剂离子进行质量筛选，因此可注入更高

浓度的试剂离子参与反应。此外，PTR-MS以空

气作为载气将样品送入质谱，而 SIFT-MS通常

使用质量较轻的氦气，这使得 PTR-MS中 H3O+离

子的计数率更高，进而提高了分析灵敏度。PTR-
MS技术的另一优势是质子转移反应过程中释

放的热能较低，从而减少了产物离子的碎裂。因

此 ，产物离子的质荷比可作为许多重要大气

VOCs的独特标识符[54]，这进一步提高了 PTR-MS
在 VOCs检测中的准确性和可靠性。

为进一步提高目标化合物分析的准确性，研

究人员将高分辨质量分析系统引入到 PTR-MS，
该装置可以在 100 ms至几秒钟内对各种 VOCs
进行准确分析[55]。2008年，Ionicon公司与 Tofwerk
公司合作研发出基于飞行时间质谱（time of flight
mass  spectrometry,  TOF  MS）技 术 的 新 型 PTR-
MS仪器 [56]，标志着质子转移反应飞行时间质谱

（proton  transfer  reaction  time  of  flight  mass
spectrometry，PTR-TOF MS）技术的正式问世。该仪

器能够以高质量分辨率测量低至几十 pmol/mol
的 VOCs，质量范围超过 1×105 u。质量分辨率和

灵敏度的显著提升，使 PTR-TOF MS具备了精确

的物种鉴定能力，这不仅满足了对气相分子研究

的实际需求，还拓展了研究者通过仪器获取化学

信息的深度和广度。PTR-TOF MS工作原理图

及呼气成分在线分析流程示于图 4[10,48,57]。
由于大多数有机物分子的质子亲和能均大

于 732.2 kJ/mol，因此 PTR-MS装置能够检测包

括非极性和极性分析物在内的 VOCs，使得该技
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Fig. 4    Schematic diagrams of PTR-TOF MS working principle (a)[10, 57] and SIFT-MS breath analysis (b)[48]
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术在环境监测 （包括大气化学和室内环境污

染）、食品质量控制、化学战剂与爆炸物检测、

药物代谢研究等领域应用广泛。近年来，PTR-
MS凭借其高灵敏度与快速检测等优势被应用

于呼气成分分析与疾病诊断研究。Jia等 [58]采用

PTR-MS装置检测了 504名不同年龄段健康成年

人呼气中的 VOCs，发现了丙酮、乙醛、乙腈、乙

醇、异戊二烯、甲醇、丙醇、苯酚和甲苯等 9种

特征 VOCs，并评估了不同年龄段及不同性别之

间呼气中 VOCs的差异。结果显示，在男性群体

中，某些化合物的平均挥发性有机化合物水平较

高，且丙醇和甲醇的浓度随年龄增长显著增加。

Xu等 [59]发现，呼气中的乙醛可用于呼吸机相关

性肺炎 （ventilator  associated  pneumonia,  VAP）的
快速筛查，通过插管取样采集了 42名 VAP患者

和 32名对照组的呼气样本，采用 PTR-MS进行

检测，灵敏度和特异度分别为 71.4%、84.4%， 曲
线下面积 （AUC）为 0.796。Fink等 [60]利用 PTR-
TOF MS技术分别对各 30名 1型糖尿病（type1
diabetes  mellitus,  DM  T1）和 2型 糖 尿 病 （type2
diabetes  mellitue,  DM  T2）患 者 进 行 呼 气 中

VOCs分析 ，同时监测 2组患者从餐前到餐后

3～4 h范围内的血糖。根据血糖浓度变化，从

500多个质谱峰中筛选出与血糖浓度变化具有

较强相关性的 VOCs，包括吲哚、丙酮、甲醛、苯

酚和丙酸，其中吲哚与血糖水平的相关性最高。

PTR-MS技术依赖高效生成的 H3O+进行目

标化合物的离子化和快速实时分析，可以忽略呼

气样本中的水蒸气干扰而实现直接分析。然而，

依赖单一前体离子 H3O+的电离机制存在固有局

限，无法有效电离质子亲和力低的化合物（如烷

烃、烯烃、芳香烃、卤代烃等），部分化合物（如

某些酯类、大分子）在质子化后可能发生裂解产

生碎片离子，干扰母离子识别和定量。为进一步

提高 PTR-MS的检测灵敏度和特异性，Bao等 [61]

开发了新型光诱导多离子化源，该源包含质子转

移反应、电荷转移反应、单光子离子化和光电子

撞击离子化 4种离子化过程，通过增加离子透镜

部件和多电离过程，成功检测到常规 PTR-MS难

以检测到的 VOCs物种，有效扩展了检测范围。

此外，不同化合物可能产生相同质荷比的质子化

信号，仅依靠低分辨率 PTR-MS难以实现复杂呼

气样本的分析。目前，通过结合高分辨 PTR-TOF

MS的精确质量数检测，以及串联质谱的结构解

析，有望进一步提升该方法的选择性，实现呼气

复杂样本中同分异构体的区分。

 1.5    萃取电喷雾离子化质谱技术

萃取电喷雾离子化质谱（extractive electrospray
ionization mass spectrometry,  EESI-MS）法由陈焕

文等 [62] 首次提出，用于研究和表征复杂液体基

质中的化合物，是常规电喷雾电离（electrospray
ionization, ESI）技术的延伸。在常规 ESI过程中，

待测物被直接注入 ESI源中离子化，但 ESI源对

样品基质的耐受性较差，易产生显著的离子抑制

效应。因此，通常需要对样品进行多步预处理以

降低基质效应，才能将处理过的样品引入真空中

进行电离、质量分析与检测 [63]。相比之下，在

EESI过程中，分析物首先通过雾化器形成气溶

胶，随后气溶胶与 ESI产生的带电液滴发生碰撞

和电荷交换，最终使得分析物被离子化。这种设

计使雾化与电离过程在空间和时间上实现分离，

在无需对样品进行任何化学修饰或前处理的情

况下可实现分析物的直接高效电离。典型的

EESI-MS电离反应过程示于图 5。
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图 5    EESI-MS 电离反应过程[63]

Fig. 5    EESI-MS ionization reaction process[63]

 

为适应不同状态样品（如固体、液体、气体）

的分析需求，EESI技术在其基础原理上衍生出

多种改进技术，显著扩展了 EESI的应用范围和

分析能力。中性解吸萃取电喷雾电离（neutral
desorption  extractive  electrospray  ionization,  ND-
EESI）利用氮气或氦气等惰性气体吹扫样品进行

解吸附，释放的样本可直接转移至 EESI 源实现

离子化。这种方式能够处理极其复杂的基质（如

血液样品），且因分析物可以不断地从块状样品中

释放出来而不会造成严重的灵敏度损失。同时，

惰性气体吹扫不会改变重要样品的化学性质，

并且能够最大程度地减少样品使用量 [64]。内

部萃取电喷雾电离（internal extractive electrospray
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ionization,  iEESI） 将带电溶剂直接引入样品内

部，溶剂在扩散过程中与目标分析物发生相互作

用，随后分析物与溶剂的混合物在样品内部形成

的电场梯度驱动下向质谱仪入口方向迁移。在

这个过程中，带电液滴在质谱仪入口前形成稳定

的电喷雾羽流，从而实现分析物离子化。因此，iEESI
技术更适用于大体积样品（如环境中污染物）的

检测 [63]。上述 2种技术的装置原理图示于图 6。
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图 6    ND-EESI-MS（a）[64]和 iEESI-MS（b）[63]的装置原理图

Fig. 6    Schematic diagrams of ND-EESI-MS device (a)[64] and iEESI-MS device (b)[63]

 

2007年，陈焕文等 [65]首次使用 EESI与 TOF
MS技术结合的商业装置对人体呼气进行质谱

分析，成功检测到呼气中与人体生命活动相关的

有机物质。近年来，通过检测呼气中 VOCs进行

疾病诊断的研究逐渐增多，尤其是在生物标志物

发现和疾病诊断方面。Zuo等 [66]采用 EESI-MS
评估呼气中的 VOCs是否可作为肺癌的特异性

诊断标志物，发现肺癌患者呼气中的丁二烯、乳

清酸、四氢生物蝶呤和 N-苯乙酰谷氨酰胺与健

康对照组和肺部感染组存在显著差异。Wu等[67]

利用 EESI-MS技术分析呼气，探索其在肝衰竭

无创诊断和实时监测中的应用。通过检测 24名

健康者、20名慢性乙型肝炎患者和 20名肝衰竭

患者的呼气样本，发现肝衰竭患者与健康者之间

存在 22个显著差异的代谢物，其中 8种被鉴定

为潜在标志物；同时，肝衰竭与慢性乙型肝炎患

者之间存在 4个显著差异的代谢物。

EESI-MS技术无需样品前处理即可对各种

复杂基质样本进行快速分析，且 EESI离子源可

与多种质谱仪联用，实现实时在线检测。当前，

EESI-MS技术的局限性主要体现在其离子化机

制主要适用于极性分子，对弱极性、非极性分子

的检测灵敏度较低。此外，由于离子化过程中存

在显著的离子抑制效应，该方法在呼气 VOCs定
量分析方面仍面临较大挑战，通常需依赖内标或

外部校准方法改善。与其他质谱技术（GC-MS、
SIFT/PTR-MS）相比，EESI-MS目前仍处于实验

室研发和早期应用阶段。未来，随着复合离子化

技术的不断突破、标准化方法的建立、以及与更

小型化 /高性能质谱仪的集成，EESI-MS有望从

实验室走向更广阔的应用场景，其在精准医疗和

深度呼气组学研究中的价值将日益凸显。

 2    呼气分析的标准化需求

目前，呼气分析在临床诊断中的应用日趋广

泛。然而，由于呼气采样方式的不同、分析仪器

性能和状态的不同，以及缺乏呼气标准品等多种

因素的影响，导致不同实验室获得的诊断标志物

测量结果之间的可比性较差 [10,68]。因此，基于呼

气分析的疾病诊断面临规范化和标准化这一巨

大挑战。

 2.1    呼气采样的标准化

呼气分析的首要操作是采样，这一环节直接

影响分析结果的一致性和可比性，是标准化至关

重要的一环。采样环节需要考虑的因素主要包

括样本采集方式、患者的生理状况和环境 VOCs
污染等，示于图 7[19,68]。
 2.1.1    样本采集方式　常用的样本采样和收集

方式包括气袋采样、热解吸管采样和在线采样

等。其中，气袋采样法首先让受试者将呼气吹入

具有确定体积的采样袋中，再对收集的样本进行

逐一测试和分析。该方法具有成本低、易操作

等特点，适用于大量呼气样本的离线采集[69]。但

气袋对 VOCs的吸附作用、气袋背景气以及采样

地点不同等对分析结果的影响仍需进一步评

估。热解吸管法通过管内填充的吸附材料实现
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采样，适用于多种 VOCs的采样与分析 [70]。离线

采样方式通常难以反映出呼气中 VOCs的动态

特性，容易得到片面结果。随着呼气疾病诊断应

用需求的增加，在线采样凭借通用性高、快速诊

断等特点而备受关注。Zenobi等[10]认为，在线呼

气分析可作为第一级诊断工具部署在医院等场

所，用于患者的初步诊断。然而，正如 Beauchamp
等 [71-72]所指出，在线呼气分析的独立研究结果之

间的可比性尚不明确。考虑到目前在线呼气分

析技术尚不成熟且缺乏标准，未来基于该方法的

分析还需在分析通量及标准化等方面持续改进。

 2.1.2    患者的生理状况　患者的生理状况是影

响呼气分析结果的关键因素之一，在采样前需慎

重考虑。Miekisch等 [73]认为，人体呼气中 VOCs
的组成与浓度具有显著的动态特征，通常与患者

的活动及即时的生理状况相关，影响因素主要包

括吸烟、饮食、药物、临床干预、测试前的禁食

和休息等。例如，吸烟者呼气中的丙酮含量明显

高于非吸烟者[74]，健康人饭后 4～6 h内呼气中的

丙酮含量也会显著升高 [75]。吸烟或饮食不仅影

响人体的代谢途径，还容易引入外源 VOCs污
染，导致被试者呼气成分受到干扰。此外，服用

药物也会对呼气成分产生显著影响。Benjamin
等 [17]发现，患者服用镇痛药后 30 min内，呼气中

乙腈、乙醛、苯并吡喃、苯、己醛烯等 VOCs含
量随时间显著变化。因此，在呼气检测中需充分

考虑这些问题，通过规范测试前的饮食、休息、

用药等环节，减少患者因生理状况差异给呼气分

析带来的影响，确保测试结果的一致性。

 2.1.3    环境 VOCs污染　环境 VOCs对呼气采样

过程存在潜在污染风险。Harshman等 [76]认为，

在一定情况下，背景污染物可能占呼气检测信号

的 70%以上。实际上，在诸多研究中，背景样本

未作为对照与呼气样本同步采集检测，仅凭借呼

气样本产生的单一信号进行判断 [77-79]，这无疑存

在误判风险。为确保分析结果的准确性，呼气研

究需在同一地点同步收集呼气样本和背景样本，

以便更严格地校正呼气样本的测量结果，并精准

评估呼气中的 VOCs信号。由于 VOCs污染可

能产生在样品收集与分析的多个环节，因此，确

保呼气样本与背景样本经过一致的收集和处理

过程是非常重要的。值得注意的是，通过离线采

样方法收集的样本通常来自多个不同采样点，因

此更需要评估背景气的影响。目前，全球多个研

究团体考虑建立正常人呼气参考数据库，通过定

量指标明确呼气中 VOCs的参考范围，从而有效

区分呼气与背景气。通过在全球范围内对比不

同团体的研究结果，有望推进可靠、标准化采样

流程的建立，为确立呼气 VOCs的正常浓度范围

提供更强有力的支撑。

 2.2    分析仪器参考标准

不同分析仪器检测结果的可比性一直是标

准化进程的重要一环。传统的气体测量方法主

要包括 GC、气体传感器、激光光谱技术及由传

感器阵列组成的电子鼻传感器等[80]，但这些方法

仅适用于特定挥发性成分的检测，且检测灵敏度

有限。GC-MS法作为呼气 VOCs分析的“金标

准”，通常可为其他方式的呼气分析提供重要参

考。然而，由于许多 VOCs具有吸附性强、化学

稳定性差等特点，在线分析是呼气分析的首选方

式。现代质谱技术具有分析速度快、分辨率高、

结果准确等优点，其超高灵敏度及各类离子化技

术为痕量、非挥发性化学成分测量提供了极大

的便利。其中，高分辨质谱法可精确测定 VOCs
的元素组成，有效区分具有相近分子质量的化合

物，从而实现 VOCs的高特异性测量和准确识

别，提高呼气疾病诊断的可靠性。

当前，基于高分辨质谱的呼气分析在质量控

制和绝对量化方面仍缺乏标准化流程。首先，现

代质谱技术通常采用敞开式离子源对呼气
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VOCs进行离子化和快速分析，因此，气体样本

的输送被视为质量控制的第一个关键环节。

Zenobi等 [81]设计了一种用于呼气直接分析的气

体输送系统，可通过加热和加湿的方式模拟真实

呼气体，并能将单一组分或多组分标准气体引入

质谱中进行分析，示于图 8。进一步评估表明，

该系统可用于监测仪器的稳定性，并识别呼气测

量过程中的技术异常值。
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图 8    通过内部标准气体添加系统在线检测呼气成分流程示意图（a），内部气体标准添加系统俯视图（b）[81]

Fig. 8    Schematic diagram of the process of online detection of breath composition by internal standard gas
dosing syste (a), top view of the internal gas standard dosing system (b) [81]

 

除气体输送部分外，分析仪器也需在标准条

件下运行。考虑到仪器污染或环境因素可能导

致背景变化，或影响方法的灵敏度与特异性，需

要使用者定期对仪器进行校准和验证。此外，不

同厂家质谱仪检测结果的可比性也需要进行比

对和评估。通常情况下，不同厂家质谱仪的离子

源装置、离子传输系统和质量分析器等都各具

特点，这为标准化流程的推进带来了巨大挑战。

检测仪器的标准化探索需要各团体、各实验室

之间开展合作，前提是要制定高度标准化的呼气

分析流程。因此，定义标准化的分析工具和测量

流程是当前亟待完成的任务，需要呼气分析领域

研究者的共同努力。

 2.3    呼气标准物质

由于呼气成分具有复杂性和不稳定性，相关

标准物质的研发已成为呼气分析领域的一大难

题。从疾病标志物的统计结果来看，大多数疾病

标志物由多种 VOCs组成，极少存在特异性极强

的单一标志物。为获取准确的分析结果，通常需

要使用标准气混合物对仪器进行校准，以判断仪

器状态并确保呼气分析结果的一致性。

如果在此过程中仪器背景发生明显变化，可

能会对实验结果产生影响，导致批次效应。因

此，呼气标准物质的研制及仪器的定期标准势必

成为保证测量结果准确的重要环节。然而，人体

呼气作为一种复杂的气态分散系统，除种类繁

多、含量低微的 VOCs外，还含有大量水汽和不

同尺寸的气溶胶液滴等成分，这使得呼气标准物

质的制备非常困难 [82]。首先，VOCs气体分子在

收集装置和气体管路上的吸附以及气溶胶液滴

的冷凝，都可能导致标准物质浓度的改变，使其

与样本中的浓度难以匹配；同时，成分稳定性差

还会带来储存问题。其次，在呼气这种复杂的体

系中，同分异构体的存在或化学反应等因素的干

扰会对最终定量结果的准确性带来不可忽略的

影响。因此，使用气体混合物校准时，需要考虑

不同化合物之间的干扰。此外，呼气中检测到的

许多化合物（例如氨基酸）具有极低的饱和蒸气

压，获取可用于校准这类化合物的呼气标准物质

具有极大的挑战性。

Fowler等 [83]通过热解吸技术对样品进行分

离和回收，生成可用于评估系统适用性及纠正系

统分析偏差的呼气混合质控样品。混合质控样

品含有呼气样本复杂的 VOCs基质，适用于离线

GC-MS分析。该方法的缺点是难以控制混合质

控样品中待测物的浓度，以及避免多次热解吸过

程中 VOCs在捕集阱中的积累问题。Zenobi等[81]

开发的气体输送系统可用于精确添加标准气，从

而提高呼气分析的定量准确性和数据质量。在

解决呼气标准物质缺乏等问题前，研究人员可采

用目标物标准气体进行评估与验证，以提高呼气

分析结果的准确性和重复性。
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 3    结论

呼气分析是现代医学领域的研究热点，呼气

中的特征 VOCs作为疾病标志物为临床诊断提

供了一种快速、便捷且非侵入式的检测方式。

通过对人体呼气进行在线与离线分析，可在短时

间内连续监测代谢异常、病程发展及药物代谢

等情况，为疾病的临床诊断和治疗提供有价值的

信息。目前，呼气分析技术在多种疾病的诊断中

已取得显著进展，发现了醇、醛、酮、烷烃、烯烃

以及芳香类化合物等多种类型的标志物。然而，

从疾病标志物的统计结果来看，针对某一疾病特

异性极强的单一标志物极少，往往需要以多种

VOCs的组合作为判断依据。此外，疾病标志物

含量也为疾病诊断提供了重要参考，常被用于区

分健康对照组与患者组。然而，由于标准化流程

的缺失，对于同一疾病，不同分析方法或实验室

得到的结果可比性较差，目前大多数疾病尚未出

现公认的可用于临床诊断的单一标志物或组合

标志物，这已成为制约呼气分析在临床诊断应用

的障碍。

随着在线、高灵敏 VOCs分析技术的持续发

展，以及大数据、多组学信息的不断拓展，用于

疾病诊断的呼气分析标准化工作越来越受到重

视。鉴于呼气成分及含量易受多种因素干扰，未

来标准化工作需要重点关注以下几个方面：1）制
定标准化采样流程，评估采样方法、患者生理状

况和环境 VOCs等因素对呼气分析结果的影响，

确保采样环节的可靠性和一致性；2）制定用于呼

气 VOCs分析的仪器参考标准，尤其是针对高灵

敏度和高分辨率的质谱分析方法，监测由于仪器

污染或者环境因素导致的仪器背景和灵敏度变

化；3）研制用于呼气分析的相关标准物质，解决

典型疾病标志物筛选和量值溯源的难题。在线

呼气分析技术及其标准化工作的不断推进，将为

疾病的临床诊治以及应对未来可能大规模爆发

的呼吸系统传染病疫情提供必要的战略技术储

备，也为一些常态化的检测工作提供快速、便

捷、可靠的方法。
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