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摘要: 建立了全自动固相萃取仪与 GCöM S 结合测定生物检材中有机磷类农药、安眠镇静药及其它医用药

物、吗啡类毒品的提取检测方法。经测定, 各类药毒物的回收率均可达 70% 以上。

关键词: 质谱学; 生物检材中药毒物分析; 固相萃取; GCöM S; 有机磷农药; 安眠镇静药; 吗啡类毒品

中图分类号: O 657163; R 991　　文献标识码: A 　　文章编号: 100422997 (2002) 0420225205

　　生物检材中微量毒物的分析检验一般可以

分为提取和检测两个环节。固相萃取 (SPE) 是

70 年代以来在液相色谱原理基础上发展起来的

新的分离提取方法。此法用于生物样品中微量

药、毒物的萃取, 与传统的液2液萃取法相比, 操

作简便、省力、省溶剂, 大大地增加了提取率, 不

易产生乳化, 缩短样品的挥干时间, 并且可以实

现样品处理的自动化, 已成为临床毒物学和法庭

毒物学的药物分析中样品预处理方法的一个主

要工具[ 1 ]。高立勤等[ 2 ]综述该技术的基本原理和

方法, 近年来填料的改进, 操作方法的创新, 自动

化仪器的发展及其在生物样本分析中的应用。文

献[3, 4 ]综述了 SPE 技术在药物及毒物分析中

的应用进展。王新春等[ 5 ]对 SPE 的填料、SPE

H PL C 技术及其自动化、SPE 操作的影响因素、

SPE H PL C 在生物样品分析中的应用等方面进

行了概括。文献[6～ 8 ]报道了固相萃取气相色谱

法测量血浆和大米中的有机磷农药以及地面水

中半挥发性有机化合物。国内还开展了 SPE 与

H PL C、L CöM S 的结合应用研究[ 9～ 11 ]。SPE 进行

毒物研究分析已有报道[ 12, 13 ] , 文献 [ 14, 15 ]报道

了 SPE 与 GC2M S 结合应用分析白藜芦醇和二

恶烷, 将此方法应用于生物样品中药物毒物的分

析研究尚少[ 16 ]。

本 工 作 应 用 自 编 A spec 程 序, 采 用

BA KERBOND SPETM (十八烷基 C18) 小柱,

使用固相柱来提取净化生物检材中的微量药

(毒) 物, 结合 GCöM S 对净化后的样品进行检

索。

1　实验部分
1. 1　主要仪器

VA R IAN SA TU RN 3 GCöM S 系统: 带自

动进样器; 色谱柱: 弹性毛细管柱BPX25 (25 m

×0. 22 mm ×0. 25 Λm ) ; 固相自动萃取仪A S2
PECTM XL : 吉尔森公司出品; 色谱预处理 C18

柱 (4 cm ×0. 5 cm ) : 吉尔森公司出品。

112　主要试剂

无水乙醇、甲醇、氯仿、异丙醇、乙酸乙酯、氨

水: 均为分析纯, 北京益利精细化学品有限公司

产品; 0. 01 m o löL 醋酸缓冲液 (pH 3. 3) : 57. 5

ΛL 冰醋酸稀至 100 mL ; 0. 1 m o löL 磷酸缓冲液

(pH 6. 0) : 6 g 磷酸二氢钠溶于 450 mL 去离子

水中, 用 1. 0 m o löL 氢氧化钠调至 pH (6. 0±



0. 1) 后定容至 500 mL。

1. 3　标准溶液配制

(1) 有机磷类农药: 取敌敌畏、对硫磷、乐果

各一定量, 配制成各成分均为 100 m göL 的乙醇

液。

(2) 巴比妥类安眠药: 取苯巴比妥、速可眠、

烯丙异丙巴比妥、异戊巴比妥、巴比妥逐一定量,

配制成各成分均为 100 m göL 的乙醇液;

(3) 吩噻嗪及其它药物类: 氯氮平、扑尔敏、

氯丙嗪、多虑平、氨基比林逐一定量, 配制成各成

分均为 100 m göL 的乙醇液;

( 4) 安定类安眠药: SKF525、安定、舒乐安

定、三唑仑逐一定量, 配制成各成分均为 100

m göL 的乙醇液。

1. 4　GCöM S 联用仪条件

起始温度 130 ℃ (保持 1 m in) , 程序升温速

率 10 ℃öm in, 终止温度 280 ℃, 保持 25 m in, GC

与M S 传导温度 260 ℃; 载气为高纯氦气, 分流

比 20: 1, 流量 1. 0 mL öm in; 离子流电压 70 eV ;

倍增管电压 1 850 V ; 电流强度 10 ΛA。

2　实验方法
2. 1　空白血添加各混合药物制备待检血的方法

　　 (1)空白血添加有机磷类药物

取 3 mL 血样, 添加有机磷类农药标准溶液

0. 06 mL , 配成含药物为 2 m göL 的检血, 用

pH 6. 0 磷酸缓冲液 (0. 1 m o löL ) 9 mL 稀释, 平

均分成 3 份, 混合均匀, 离心, 取上清液待用。

　　 (2)空白血添加安眠药及其它医用药物

将 9. 4 mL 血添加巴比妥类安眠药、吩噻嗪

及其它药物类、安定类安眠药标准溶液各 0. 2

mL , 配成含各药物成分为 2 m göL 的检血, 每份

取 3 mL 共 3 份, 分别用 pH 6. 0 磷酸缓冲液 (0. 1

m o löL ) 3 mL 稀释, 混合均匀, 离心, 取上清液待

用。

2. 2　固相柱提取净化样品的方法与步骤

　　 (1)有机磷药物提取

柱活化: 分别用 5 mL 甲醇及 5 mL pH 6. 0

磷酸缓冲液 (0. 1 m o löL ) 淋洗固相小柱, 流速

1. 5 mL öm in, 以便使整个固相小柱处于水溶性

状态。

加样: 将上述制备好的有机磷血样加入到已

活化好的C18柱, 通过柱上方加压方法, 使样品流

速控制为 0. 5 mL öm in。

柱洗涤: 用 6 mL 去离子水洗涤小柱 (1. 5

mL öm in) , 以除去弱保留的亲水杂质和色素干

扰, 之后空气加压, 流速为 50 mL öm in (程序控

制)。通氮气干燥小柱 10 m in (程序控制)。

洗脱及浓缩: 用 6 mL 氯仿或乙酸乙酯将柱

中吸附的农药洗脱下来, 收集洗脱液, K·D 浓

缩至 0. 1 mL , 取 1 ΛL 进行 GCöM S 分析。

　　 (2)常检药物及安眠药提取

柱活化、加样及干燥小柱与有机磷药物提取

操作步骤相同, 柱洗涤分别用 3 mL 去离子水及

3 mL pH 6. 0 磷酸缓冲液 (0. 1 m o löL )。

洗脱及浓缩: 先用 3 mL V (氯仿) ∶V (丙

酮) = 1∶1, 再用 3 mL 2% 充V (氨氯仿)∶V (异

丙醇) = 4∶1 溶剂, 流速均为 1. 0 mL öm in, 收集

洗脱液浓缩至 0. 1 mL , 取 1 ΛL 进行 GCöM S 分

析。

　　 (3)尿液中吗啡类毒品的固相萃取方法

柱活化、加样及干燥小柱与有机磷药物提取

操作步骤相同; 柱洗涤分别用 3 mL 去离子水及

0. 5 mL pH 3. 3 醋酸缓冲液 (0. 01 m o löL ) ;

洗脱及浓缩: 3 mL 2% 充 V (氨氯仿) ∶V

(异丙醇) = 4∶1 溶剂, 流速为 1. 0 mL öm in, 收

集洗脱液浓缩至 0. 1 mL , 取 1 ΛL 进行 GCöM S

分析。

　　 (4)腐败肝脏中萃取安眠药方法

取腐败肝脏 2 g, 添加酸碱内标 (烯丙异丙巴

比妥、SKF525 ) 10 m göL , 加入 2 mL 4 m o löL 盐

酸, 在 50 ℃水浴中水解 1 h, 再用 10% N aOH 将

溶液调制 pH = 6 左右, 离心, 备用; 用C 18小柱萃

取前几步均与常检药物及安眠药提取步骤相同,

取 1 ΛL 进行 GCöM S 分析。

2. 3　固相自动萃取仪ASPECTM XL 萃取程序

(1)开始循环;

(2)用溶剂A 活化淋洗柱D EC2A ;

(3)用溶剂B 活化淋洗柱D EC2A ;

(4)样品A 装入动态淋洗柱D EC2A ;

(5)冲洗A SPEC 进样针;

(6)用溶剂C 淋洗D EC2A ;

(7)用溶剂B 淋洗D EC2A ;

(8)吹干D EC2A 10 m in;

(9)用溶剂D 洗脱收集器A ;

(10)用溶剂 E 洗脱收集器A ;

(11)结束循环。

其中 so lven t2A、B、C、D、E, 甚至 F、G、H、I、
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J、K 等均可在程序中设置试剂瓶位置, 续添试剂

直接注入固定试剂瓶即可。

3　结果和讨论
3. 1　血中有机磷农药的回收率

在实验中分别采用氯仿及乙酸乙酯进行C18

柱的洗脱, 其平均回收率结果列于表 1。

从表 1 可以看出, 氯仿及乙酸乙酯对有机磷

农药的回收率接近, 在浓缩过程中, 乙酸乙酯挥

干的时间较长。

表 1　C18柱的洗脱平均回收率 (n= 3)

Table 1　Average recover ies of

C18 column wash ing (n= 3)

淋洗剂

(W ash ing so lven t)

Y ö%

敌敌畏

(D ich lo rvous)

对硫磷

(Parath inon)

乐果

(Rogo r)

氯仿

(Ch lo rofo rm )
72. 9 98. 5 99. 2

乙酸乙酯

(A cetic ether)
61. 7 96. 5 98. 6

3. 2 安眠药及其它医用药物的平均回收率

安眠药及其它医用药物其平均回收率 Y 结

果列于表 2。

3. 3　洗柱过程中甲醇对回收率的影响

有文献报道[ 13 ] , 在淋洗小柱过程中, 需要加

表 2　安眠药及其它医用药物其平均回收率 (n= 3)

Table 2　Average recover ies of op ia te

and other m ed ica l drugs (n= 3)

药物 (D rugs) Y ö%

苯巴比妥　　　　　 (Phenobarb itone) 109. 0

速可眠 (Secobarb ital Sodiu) 84. 1

烯丙异丙巴比妥 (A p robarb ital) 86. 7

异戊巴比妥 (Amobarb italum ) 89. 4

巴比妥 (Bbitu rate) 99. 0

氯氮平 (Cozap ine) 83. 8

扑尔敏 (A laspan) 84. 4

氯丙嗪 (Ch lo rp rom azine) 80. 7

多虑平 (Doxep in) 78. 1

氨基比林 (Am idopyrinum ) 69. 2

SKF 525 89. 2

安定 (D iazepam ) 81. 9

舒乐安定 (Surazepam ) 78. 3

三唑仑 (Sanzuo lun) 116. 5

入一些甲醇以替换小柱中残存的水分, 本研究对

这一结论做了如下实验。

　　选取配制的巴比妥类安眠药标准溶液添加

在血样中, 制备成含药物均为 2 m göL 的检血,

在淋洗步骤中, 其中一个血样增加 50 ΛL 甲醇淋

洗, 另一个血样没有甲醇淋洗, 结果列于表 3。

由此可见, 仅仅是加入极少量的甲醇, 就可

引起回收率的急剧降低。因此建议在固相萃取淋

洗小柱过程中, 为避免药毒物的损失, 最好不要

加入甲醇。

表 3　甲醇对回收率的影响

Table 3　Inf luences of m ethanol on recovery

淋洗

(W ash ing)

Y ö%

苯巴比妥

(Phenobarb itone)

速可眠

(Secobarb ital Sodiu)

烯丙异丙巴比妥

(A p robarb ital)

异戊巴比妥

(Amobarb italum )

巴比妥

(Bbitu rate)

无甲醇 (N o m ethane) 113 74. 1 80. 7 79. 4 109. 0

有甲醇 (W ith m ethane) 32. 9 42. 7 37. 8 46. 2 32. 8

3. 4　尿液中吗啡类毒品的固相萃取

在液2液提取过程中, 为提取海洛因在体内

的代谢产物吗啡, 需要严格控制尿液的 pH 值在

8. 7～ 9. 0, 即使采用 GCöM S 单离子检索, 在许

多吸毒者的尿液中海洛因的四个代谢产物也不

好辨认, 常常需要依据经验, 根据其保留时间扣

掉背景来进行鉴别。在采用C 18柱提取净化过程

中, 在药物洗脱前加 0. 5 mL pH 3. 3 醋酸缓冲液

(0. 01 m o löL ) 使固相柱保持略酸性状态, 可以

使药物回收率特别是吗啡的回收得到很大提高,

四个代谢物的峰型尖锐并且突出, 说明提取效果

不错。
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3. 5　液2液提取与固相萃取的比较

腐败肝脏中添加的 10 m göL 酸碱内标经过

酸性水解之后, 采用液液提取, 常常有检不出的

现象, 而采用如上腐败肝脏中萃取安眠药步骤经

过 C 18固相萃取之后, 酸碱内标依然存在并且可

检出。

取用同一个敌敌畏中毒死亡案件的血样 2

mL , 分别用液液提取及C18固相萃取检测结果分

别为: 液2液提取为 2. 03 m göL , 说明固相萃取为

2. 6 m göL , 固相萃取相对于液2液提取有较高的

回收率。

采用液2液提取生物检材中的药毒物, 在

GCöM S 检测谱图中可发现, 胆固醇的残留量很

大, 在污染了柱子的同时, 也影响了其它药毒物

的检测灵敏度, 而采用固相萃取法, 大部分的胆

固醇滞留在固相小柱中, GCöM S 谱图中可发现

的胆固醇量大大低于液液提取后的残余量, 见图

1。

图 1　液-液提取与固相萃取生物检材中

的药毒物 GCöM S 图比较

F ig. 1　GCöM S spectra of po isonous drugs in

biology sam ples by l iquid- l iquid

extraction and sol id-phrase extraction
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Abstract: T he paper describes the techn iques of ex tract ion of o rganopho spho ru s agricu ltu ra l chem i2
ca ls, hypno t ics and o ther caffeine drugs in b io logy sam p les u sing A SPECTM XL com b ined by GCö

M S. T he resu lts ind ica te tha t recovery ra te of a ll d rugs is over 70%.
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　　【简介】　 本分析化学教材是DA C 分析化学课程的权威版本, 脱胎于以前的“W PA C”(分析化学工作组) 的全欧

课程。其理念是要在分析化学的传统方法、生物和物理分析及化学计量学之间寻求一种平衡。

本书是由欧洲化学会分析化学部组织 14 个国家的 31 位分析化学家编写的国际性教科书。全书分 5 个部分共 16

章, 内容包括: 1)分析化学的目的及其对社会的重要作用; 2)分析过程。讨论全分析过程的各个步骤, 并详细说明表征

分析方法特性的基本概念, 强调用户与分析工作者之间相互配合的重要性; 3) 质量保证和质量控制。提出可靠性、精

密度、准确度和有效性的实际问题, 认识质量系统在分析工作中的经济价值; 4)化学分析的基本原理; 5)色谱法。介绍

气相色谱 (GC)、高效液相色谱 (H PL C)、薄层色谱 (TL C) 和离子色谱 ( IC) , 并概述一些新的方法, 如超临界流体色谱

(SFC)、毛细管电泳 (CE)和场流分离 (FFF) ; 6)动力学催化。介绍化学动力学的基本概念, 了解通过测量反应速率及监

测反应的物理或化学动力学过程来实现的分析方法的理论基础; 7)化学分析方法及应用; 8)元素分析。介绍原子发射

光谱法、原子吸收光谱法、X 射线荧光光谱法、活化分析法及无机质谱法; 9) 化合物和分子特效分析。介绍紫外2可见、

红外、拉曼、1H 和 13C 核磁共振和质谱, 描述分子光谱的进样、测量和评价及典型应用; 10) 微束流和表面分析。介绍

光子探针、电子探针、离子探针、场探针和扫描探针技术及其分析性能; 11)结构分析; 12)化学计量学; 13)计算机硬、软

件及分析仪器接口; 14)联用技术; 15)微分析系统。介绍分析系统微型化的原理和发展概况及装配方法; 16)过程分析

化学。介绍过程和实验分析仪器设备的区别。

本书附录列举了涉及分析化学的符号及术语的中、英文索引。可供从事分析化学教学、科研及分析测试人员及化

学、生物、医学、材料、地质等学科的大学生、研究生阅读参考。
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