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摘要&日常长时间暴露在烟草烟雾环境对人眼健康具有重要影响"本研究采用医用
N>T@,R+,

试纸直

接无创采集暴露在烟草烟雾环境下微量的人体泪液!通过施加电压与溶剂直接发生纸喷雾电离!并采

用原位质谱检测"实验考察了尼古丁检测的灵敏度'精密度'回收率'定量检测线性范围等分析性能!

以及不同暴露时间下泪液中尼古丁含量的变化"结果表明!

N>T@,R+,

试纸喷雾电离质谱具有安全无

创'操作简便'灵敏度高'特异性好'泪液消耗量低至
#6"

"

;

等优点!为人眼的环境暴露与健康分析提

供了有效方法"

关键词&泪液)

N>T@,R+,

试纸)原位质谱)纸喷雾质谱)尼古丁
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烟草燃烧的烟雾中含有大量有害物质!吸

烟被证实能够诱导多种人体疾病的发生#

#/3

$

!空

气中的二手烟雾会对人体的呼吸系统'心血管

系统'消化系统和生殖系统的健康产生影

响#

(/.

$

"人的眼睛每天长时间暴露于空气环境

中!在有烟草烟雾时!人眼不仅会感觉不适#

G

$

!

还可能诱导产生多种眼部疾病并造成视力下

降#

0/1

$

"人体泪液中含有大量的水'蛋白质'脂

质'细胞因子以及代谢物!这些成分除了保持眼

球润滑和免疫的生理功能!还能反映人体的生

理病理状态及环境暴露情况#

2

$

"因此!通过对

泪液中烟草特征成分的直接分析检测!可以快

速评估烟草烟雾在人眼的暴露水平"然而!由

于人体泪液分泌量在微升级!常规的样品采集

与化学分析方法面临巨大挑战#

#"

$

!亟需无创'

微量'高灵敏度的分析方法"

质谱%

5N

&技术具有灵敏度高'特异性好和

信号响应快等优点!尤其是原位质谱%

*RA@+MK

R*'''

)

+>K,%R+K,

-

&技术的发展!在无需或仅

需简单样品预处理的条件下!可以实现包括

人体体液在内的复杂样品的原位分析#

##/#!

$

"

以纸'木签'金属针等固相基底材料为电喷雾

电离探针的原位质谱技术具有操作简便'样

本消耗量少'分析速度快'灵敏度高等特

点#

#3/#.

$

!极大地推动了临床人体体液分析技

术的发展"医用
N>T@,R+,

试纸用于临床检验

干眼症!具有安全'无创'吸水性好等特点!可

以快速收集和测定微量体积的泪液#

#G

$

"在前

期工作中!本课题组结合
N>T@,R+,

试纸的无

创采集与纸喷雾质谱技术的特点!发展了基

于
N>T@,R+,

试纸的纸喷雾质谱%

4N5N

&技术!

探索了泪液成分的无创采集与质谱分析#

#0

$

"

本工作将进一步微小化
N>T@,R+,

试纸!实

现人体在烟草烟雾环境暴露下微量泪液的精准

无创收集!并采用纸喷雾质谱方法测定烟雾的

标志物尼古丁"考察
N>T@,R+,

试纸喷雾质谱

检测尼古丁的灵敏度'精密度'回收率'定量检

测线性范围等分析性能!以及人体泪液中尼古

丁含量与在烟草烟雾环境暴露时间的关系和尼

古丁的滞留动力学"

!

!

实验部分

!"!

!

主要仪器与装置

8IL*>K@Z+

四极杆
/

静电轨道高分辨质谱

仪(美国赛默飞世尔科技公司产品!配有纳升电

喷雾电离源%

M*M%/INP

&及
=>*?@AB,36"

数据处

#1(

第
(

期
!!

狄丹丹等(人体泪液中尼古丁的
N>T@,R+,

试纸采集及原位质谱检测



理系统!在正离子模式下采集质谱数据"

!"#

!

主要材料与试剂

尼古丁%

9$

&及其内标物尼古丁
/Q(

%

9$/

Q(

&标准溶液(美国
$+,@??@*MK

公司产品)医用

N>T@,R+,

试纸(辽宁梅兹林药业有限公司产

品)香烟%盒标烟气烟碱量%即尼古丁&为
#6!

R

[

*支&(广东中烟工业有限责任公司产品)甲

醇%

E4;$

级&(北京百灵威科技公司产品"

!"9

!

采样方法

将购买的医用
N>T@,R+,

试纸%宽度
.RR

!

长度
("RR

&剪成带有尖端的细纸条%宽度
!6.

RR

!长度
3"RR

!尖端尺寸
"

"6#RR

&!示于

图
#*

)将纸条尖端轻轻触碰眼角吸取泪液进行

无创采样!示于图
#A

!根据纸条湿润长度测定

收集的泪液体积"将健康志愿者流出的泪液收

集到
#6.R;

离心管中用于制备加标样品"本

实验受试者在签署了知情同意书后参加关于烟

草烟雾暴露的研究和泪液采集及分析"

注(

*6

细化
N>T@,R+,

纸条)

A6

人体泪液采集)

>6N>T@,R+,

纸喷雾质谱示意图)

Q6N>T@,R+,

纸喷雾质谱实物装置

图
!

!

)-52+8(+

纸喷雾电离质谱测定泪液

>2

7

?!

!

)-52+8(+;)<)%3%'

C

.2./05,8%3*(%+.

!":

!

实验条件

!":"!

!

电离条件
!

将收集的纸条样品静置干

燥后置于
M*M%INP

装置!试纸尖端与质谱仪入

口间的距离约
(6"RR

!采用优化的试剂%

#6"

"

;

甲醇&和高压电%

3&J

&直接产生电喷雾电

离后通过质谱测定!示于图
#>

!实物装置示于

图
#Q

"

!":"#

!

质谱分析
!

质谱离子传输管毛细管温

度
#."W

"使用全扫描%

CB??5N

&和平行反应

监测 %

4a5

&模式!分辨率分别为
0""""

和

#0.""

!至少记录
3"'

!扫描速率
(61

次*秒!质

量扫描范围
!

*

"#""

#

#.""

)对于
5N

*

5N

实

验!隔离窗口设置为
"6(B

"测定样品的质谱

图以空白
N>T@,R+,

试纸在纯甲醇条件下为背

景信号进行扣减"

!"=

!

标准溶液配制与标准曲线绘制

使用泪液配制浓度为
"6.

'

#6"

'

!6"

'

.6"

'

#"6"

'

!.6"

'

."6"

"

[

*

;

尼古丁工作液!采用喷

雾试剂甲醇配制内标物尼古丁
/Q(

%浓度为

#"6"

"

[

*

;

&"测定并计算尼古丁与尼古丁
/Q(

的信号比值!每个浓度测定
3

次!取平均值!根

据信号比值与尼古丁浓度的关系绘制标准

曲线"

!"K

!

分析性能测试

在泪液中添加尼古丁标准溶液!配制尼古

丁浓度分别为
36"

'

#.6"

'

3"6"

"

[

*

;

的加标样

品!采用加内标的甲醇作为喷雾试剂!测定尼古

丁与尼古丁
/Q(

的信号比!每个浓度重复测定

.

次!计算重现性!并与工作曲线比对!计算回

收率"逐级稀释尼古丁加标的泪液!测得该方

法的检出限%

D

*

K

$

3

&和定量限%

D

*

K

$

#"

&"

#

!

结果与讨论

#"!

!

泪液采集及电离条件考察

采用修剪好的
N>T@,R+,

试纸测定
"6.

'

#6"

'

#6.

'

!6"

'

!6.

'

36"

'

36.

'

(6"

'

(6.

'

.6"

"

;

不同体积的泪液在纸条上润湿的长度!观测到

泪液体积与湿润长度具有线性关系!可用于泪

液体积的定量分析!示于图
!*

"同时发现!滴

加
#6"

"

;

泪液即可获得细化后的
N>T@,R+,

试

纸超过
.6"RR

的润湿长度!具有较大的扩散

度!滴加
#6"

"

;

甲醇即可完全满足喷雾电离实

验的要求!喷雾持续时间超过
#R@M

!示于图
!*

插图"此外!考察了
#6"

"

;

含有
#M

[

尼古丁

的泪液在
!6"

'

!6.

'

36"

'

36.

'

(6"&J

不同喷雾

电压下的信号响应!发现喷雾电压在
36"&J

时!质子化尼古丁#

5_E

$

_

!

*

"#G36#!!0

的

信号响应最强!示于图
!A

"

!1(

质 谱 学 报
!!

第
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注(

*6

泪量与试纸湿润长度的关系%插图为
#6"

"

;

泪液的信号持续时间&)

A6

电离电压的优化

图
#

!

实验条件的优化

>2

7

?#

!

U

B

*282D%*2/3/0(V

B

(+28(3*%'

B

%+%8(*(+.

#"#

!

泪液中尼古丁的检测

首先!使用
N>T@,R+,

试纸喷雾电离质谱分

析
"6#

"

[

*

;

尼古丁与尼古丁
/Q(

的甲醇溶液!

获得质子化尼古丁的特征信号峰%尼古丁
!

*

"

#G36#!!0

!尼古丁
/Q(!

*

"#G06#(0.

&!示于

图
3*

"对尼古丁与尼古丁
/Q(

离子进行二级质

谱扫描!其主要的碎片离子分别示于图
3A

'

3>

"

然后!使用修剪后的
N>T@,R+,

试纸分别对暴

露于正常环境与烟草烟雾环境下的志愿者眼

泪进行无创采样!对采集泪液的试纸条进行

直接质谱分析!同时进行一级质谱扫描和
!

*

"

#G36##G2

离子的二级质谱扫描"在正常大气

环境下!人体泪液中未检测到尼古丁离子的

特征信号及其碎片离子!示于图
(*

)在暴露于

烟雾的泪液中检测到尼古丁的特征离子
!

*

"

#G36#!!0

!并且其碎片离子与尼古丁标准品

一致!示于图
(A

"

实验还考察了尼古丁的定量检测性能!示

于图
(>

"尼古丁在
"6.

#

."6"

"

[

*

;

浓度范

围内呈良好的线性关系%

$

!

k"622#1

&!测得

泪液中 的 尼 古 丁 检 出 限%

;YD

&和 定 量 限

%

;Y8

&分别为
"6#

"

[

*

;

%

D

*

K

$

3

&和
#6"

"

[

*

;

%

D

*

K

$

#"

&"

为进一步评估方法的稳定性!配制低'中'

高
3

个浓度水平的尼古丁加标泪液!分别为

36"

'

#.6"

'

3"6"

"

[

*

;

!按照上述优化方法分析

测定!每个浓度平行操作
.

次!计算回收率和稳

定性!结果列于表
#

"可见!使用
N>T@,R+,

纸喷

雾电离质谱分析检测泪液中的尼古丁具有较好

的精确度和稳定性"

图
9

!

尼古丁与尼古丁
A4:

的一级质谱图"

%

#!

尼古丁"

&

#和尼古丁
A4:

"

-

#的二级质谱图

>2

7

?9

!

<).

B

(-*+,8/032-/*23(%3432-/*23(A4:

"

%

#!

<)

%

<).

B

(-*+%/032-/*23(

"

&

#

%3432-/*23(A4:

"

-

#

#"9

!

烟草烟雾环境暴露泪液分析

本实验考察了
(

名成年不吸烟志愿者%

3

名

女性和
#

名男性!年龄均在
!!

#

!.

岁之间&的

泪液在烟雾环境下的暴露情况"在无风静态环

境下!距离志愿者眼睛约
(">R

处点燃一支香

31(
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注(

*6

未暴露于烟草烟雾环境的泪液质谱图

%插图为
!

*

"#G36##G2

离子的二级质谱图&)

A6

暴露于烟草烟雾环境的泪液质谱图

%插图为
!

*

"#G36#!!0

离子的二级质谱图&)

>6

尼古丁信号比与浓度的关系图

图
:

!

泪液中尼古丁的质谱测定

>2

7

?:

!

)-52+8(+;)<)4(*(-*2/3

/032-/*23(235,8%3*(%+.

烟!人眼暴露在烟草烟雾环境中
"6.

'

#6"

'

36"

'

.6"

'

16"R@M

后!立即采用细化的
N>T@,R+,

试

纸进行无创采样!滴加
#6"

"

;#"6"

"

[

*

;

尼古

丁
/Q(

的甲醇溶液进行纸喷雾电离质谱检测!

并根据泪液采集量%

#6"

"

;

&及标准曲线计算检

测的尼古丁浓度!绘制暴露时间与尼古丁浓度

的条状图!示于图
.*

"人体泪液中尼古丁的浓

度随暴露时间的增加而增加!一支烟燃尽%约

16"R@M

&时!暴露在人泪液中的尼古丁浓度达

到
(.6"

"

[

*

;

左右!暴露于眼睛的烟碱占烟草

烟雾总烟碱的
360.\#"

XG

^

%根据盒标烟气烟

碱含量
#6!R

[

*支&!表明烟草烟雾中尼古丁在

人眼中有较高的环境暴露水平"

本实验进一步考察了人眼中尼古丁的滞留

动力学!在烟雾中暴露
1R@M

后!即一支烟燃尽

后!在暴露后的
"

'

#6"

'

!6"

'

.6"

'

16"

'

#"6"

'

#!6"

'

#.6"

'

!"6"R@M

监测泪液中尼古丁的含

量变化!示于图
.A

"结果表明!泪液中尼古丁

的浓度随时间增加而迅速下降!滞留动力学呈

指数衰减曲线下降!滞留半衰期
6

#

*

!

约为
(R@M

)

在
!"6"R@M

后!泪液中的尼古丁将代谢完全

%

"

.6"̂

&!表明泪液中尼古丁已经从眼部转移

至其他部位"

9

!

结论

本实验采用
N>T@,R+,

试纸采集微量人体

泪液!并结合纸喷雾质谱分析!考察了该方法的

分析性能!检测了人眼暴露在烟草烟雾环境不

同时间下泪液中尼古丁的浓度变化!并探索了

泪液中尼古丁的滞留动力学"结果表明!该方

法活体无创'灵敏'快速!有望结合小型质谱仪

器用于现场分析#

#1

$

!为眼部疾病诊断与环境健

康研究提供了有效的方法"

表
!

!

尼古丁的回收率与相对标准偏差"

) =̀

#

$%&'(!

!

W(-/6(+2(.%34+('%*26(.*%34%+44(62%*2/3.

"

W)@.

#

/0*5(32-/*23(

"

) =̀

#

加标浓度

N

)

@&+Q>%M>+MK,*K@%M

*%

"

[

*

;

&

测定值

5+*'B,+Q>%M>+MK,*K@%M

*%

"

[

*

;

&

相对标准偏差

aND

*

^

回收率

a+>%Z+,

-

*

^

36" !62(w"6!! 06(1 216""
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注(

*6

烟草烟雾环境下暴露时间)

A6

暴露
1R@M

后泪液中尼古丁的滞留动力学

图
=

!

暴露时间与滞留时间对泪液中尼古丁的影响

>2

7

?=

!

J00(-*./0(V

B

/.,+(*28(%34.*/+%

7

(*28(/332-/*23(23*(%+.
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