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论著 毛细管气相色谱法结合质谱确证法检测尿液中
氯丙醇痕量代谢产物β- 氯乳酸的研究

傅武胜 　吴永宁

(中国疾控中心营养与食品安全所 ,北京 　100050)

摘 　要 :为监测食品污染物 3 - 氯 - 1 ,2 - 丙二醇 (3 - MCPD) ,首次建立了人体尿液中痕量β- 氯乳

酸的测定方法。尿样经硅藻土基质分散固相萃取 (MSPD) ,再经 2 步衍生 (先甲酯化后七氟丁酰化)

后得到 GC分析用的衍生物 ,并对衍生的条件作了优化。衍生物在 HP1701 毛细管柱中经程序升温

得到良好的分离 ,用 GC - MS 进行确证并用电子捕获检测器 ( ECD)定量检测。方法的检出限为 110

μgΠL ,当以 1115μgΠL 水平加标时 ,尿液β- 氯乳酸的平均回收率为 7513 %(6215 %～113 % , n = 6) ,

RSD 为 2310 %。在浓度 12～450μgΠL 范围内 ,β- 氯乳酸与峰面积呈良好的线性关系 ,相关系数 r

为 01996 9 ,满足了尿液中痕量β- 氯乳酸的分析要求。
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Determination of traceβ- Chlorolactic acid in human urine using capillary gas

chromatography with ECD detector and its confirmation by GC - MS
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Abstract : A new method was developed to analyze theβ- chlorolactic acid an intermediate metabolite of 3 -

MCPD in human urine. Urine was extracted by matrix solid2phase dispersion extraction (MSPD) with Extrelut

20 celite. The extract was first derivatized by methylating with boron trifluoride2methanol and then acylated

with HFBI reagent under the optimized condition. The derivatized analyte could be well separated at pro2
grammed temperature in HP1701 capillary column. This analyte was quantified by GC - ECD and identified by

GC - MS. The limit of detection was 110μgΠL. The average recovery was 7514 % ( n = 6 , range 6215 %～

113 % ) when spiked at 1115μgΠL and the RSD was 2310 %. It was concluded that this method can be ap2
plied to quantify traceβ- chlorolactic acid in human urine.
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　　3 - 氯 - 1 ,2 - 丙二醇 (3 - MCPD) 这一食物污染

物是目前的研究热点 ,而寻找接触性生物标志物是

开展暴露评估的重要内容[1～7 ] 。在哺乳动物中 ,3 -

MCPD 部分氧化为草酸之前的中间代谢产物为β-

氯乳酸。据报道 ,大鼠尿中β- 氯乳酸大约占摄入

剂量的 5 %～25 % ,排泄时间 3～7 d
[6～11 ] 。β- 氯乳

酸能够引起大鼠睾丸、肾脏毒性 ,还会抑制呼吸作用

和乳酸的代谢 ,从而抑制肾脏的代谢功能[12 ]
,引起

肾脏持久性损伤[13 ] ,因此对肾脏的毒性具有重要意

义[14 ] ,有可能发展成为重要的接触性生物标志物。

Jones 等[10 ,15 ]进行大剂量 3 - MCPD 的药物代谢实验

时 ,建立了β- 氯乳酸的填充柱气相色谱 ( GC - FID)

方法 ,样品需要经过长时间的液液萃取 ,并且以薄层

色谱进行分离纯化 ,甲酯化后进行 GC 分析。此法

仅能测定尿液中高水平的β- 氯乳酸 (mgΠL 级) ,不

适于普通膳食暴露水平下产生的μgΠL 级生物试样

的分析 ,因此需要建立生物试样中β- 氯乳酸的痕

量测定方法。

1 　材料与方法

111 　试剂 　除另有规定的外 ,所用试剂为分析纯。

氢氧化钾、乙醚、甲醇 ( HPLC 级 ,Dikma 公司) 、正己

烷 (洗脱用) 、正己烷 (正己烷含量 > 9617 % ,总己烷

含量 > 9915 % ,农残级 , Tedia 公司 ,萃取用) 、超纯

水、乙酸乙酯、盐酸 (保证试剂) 、浓硫酸 (保证试剂)
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氯化钠、无水硫酸钠 (500 g ,使用前经过 105 ℃干燥

2 h) 、Extrelut
○R

NT柱填料 (1 kg ,德国 Merck 公司) 、七

氟丁酰咪唑 (5 g ,美国 Pierce 公司) 、13 %～15 %三氟

化硼 - 甲醇溶液 (500 ml , Sigma 公司) 、β - 氯乳酸

(纯度 > 95 % ,Sigma 公司) 、4 - 氯 - 1 - 丁醇 (含量

95 % ,Fluka 公司) 、玻璃棉 ( suplecol 经正己烷处理) 、

工业氮气 (纯度 > 9915 % ,用于溶液的浓缩) 、高纯氮

气 (纯度 > 991999 5 % , GC - ECD 载气) 、高纯氦气

(纯度 > 991999 5 % ,GC - MS 分析载气) 。

11111 　饱和氯化钠溶液 (510 molΠL) 　称取氯化钠

293 g ,加超纯水用超声波溶解并稀释至 1 000 ml。

11112 　正己烷 + 乙醚 (9 + 1) 　量取乙醚 100 ml ,加

正己烷 900 ml ,混匀。

11113 　β- 氯乳酸标准溶液储备液 : (014 gΠL) 称取

β- 氯乳酸 10 mg ,置 25 ml 量瓶中 ,加甲醇溶解 ,并

稀释至刻度。中间溶液 (10 mgΠL) : 吸取β- 氯乳酸

储备液适量 ,置 25 ml 量瓶中 ,加甲醇稀释至刻度。

使用液 (100μgΠL) : 吸取β- 氯乳酸中间溶液适量 ,

置 25 ml 量瓶中 ,加甲醇稀释至刻度。

112 　实验材料 　用干净的聚乙烯塑料瓶在研究现

场收集食用不同 3 - MCPD 污染水平酱油人群的尿

液 ,迅速在 - 80 ℃冰箱中保存 ,使用时在室温环境

下完全解冻 ,摇匀后取样试验。

113 　仪器设备 　旋转蒸发仪、LD4 - 8 型离心机、CP

- 3800 气相色谱仪、Saturn 2000 质谱仪、CP - 8200

自动进样器 (美国 Varian 公司) 、HP1701 毛细管色谱

柱 (30 m ×0125 mm ×0125μm) 、玻璃层析柱、旋转蒸

发仪 ,111 型 N2 - 浓缩器、Pwsio —002 型数显保温培

养箱、G- 560E 型漩涡振荡器、AE 160 型分析天平

(准确至 011 mg ,瑞士Mettler 公司) 、AR2130Πc 型 Ad2
vanturer 电子精密天平 (准确至 1 mg ,上海奥豪斯公

司) 、110 ml 气密注射器 (澳大利亚 SGE 公司) 、微量

注射器 (100μl , HP 公司) 、SYZ - 550 型石英亚沸高

纯水蒸馏器、B - 2200E1 型超声波清洗器、868 型奥

立龙 pH计、50 ml 塑料离心管 (falcon 公司 ,用于盛尿

液) 。所有玻璃器皿、用具采用重铬酸钾洗液浸泡 3

～8 h 再经超纯水清洗 ,烘干后使用。

114 　测定方法

11411 　提取与浓缩 　取尿液 5100 ml 加入烧杯中 ,

另加 116 g NaCl、5 滴 115 moLΠL HCl ,超声波 10 min ,

使NaCl 充分溶解。称取 5 g Extrelut
○R

NT 柱填料加

到样品溶液中 ,混匀 ;再另称 5 g 份柱填料装入玻璃

色谱柱 (20 cm ×210 cm ,色谱柱下端填以玻璃棉 ,覆

盖 1 cm 高度的无水硫酸钠) 中 ,并将试样混合物一

并装入色谱柱中 ,上层加 1 cm 高度的无水硫酸钠。

放置 15 min 后 ,用正己烷 + 乙醚 (90 + 10) 80 ml 洗脱

非极性成分 ,用乙酸乙酯 120 ml 洗脱β- 氯乳酸 (流

速约为 8 mlΠmin) ,收集乙酸乙酯液 ,在收集的乙酸

乙酯中加无水硫酸钠 10 g ,摇匀 ,放置 10 min。

乙酸乙酯提取液于 40 ℃温度下旋转蒸发至 015

ml ,用 415 ml 乙酸乙酯将壁内的残留物充分洗出 ,

定量转移至 5 ml 试管中 ,稀释至刻度后加少量无水

硫酸钠 (约 1 g) ,振摇 ,0～4 ℃保存。样品空白试验

按照同样的步骤处理 ,用 5100 g 饱和氯化钠溶液代

替尿液。

11412 　衍生

甲酯化 　准确吸取乙酸乙酯提取液 110 ml 置

衍生瓶中 ,并在室温下用氮气吹干。迅速加入三氟

化硼 - 甲醇溶液 013 ml ,立即振匀 ,于 70 ℃烘箱下放

置 115 h ;用氮气吹去残留甲醇 ,加入 1 ml 氯化钠饱

和溶液 ,振匀后 ,用 410 ml 乙酸乙酯分 2 次充分萃

取 ,3 600 rΠmin 离心 10 min ,合并 2 次的乙酸乙酯萃

取液 ,用氮气充分吹干 ,以保证充分除尽残留水分。

七氟丁酰基化 　在上述甲酯化残余物中准确加

入 110 ml 正己烷 ,用气密针快速加入七氟丁酰基咪

唑 40μl ,立即密塞 ,旋涡震荡后 ,于 75 ℃保温 45 min

后 ,冷却至室温 ,补加正己烷至 110 ml ,加饱和氯化

钠溶液 110 ml ,旋涡震荡 30 s ,使两相分离 ,取有机

相加无水硫酸钠 300 mg 干燥脱水 ;将溶液转移至样

品瓶中 ,供 GC - ECD 测定。

标准液 　取不同浓度系列标准液 ,用氮气吹干

溶剂后按照试样衍生步骤操作。

11413 　色谱条件 　进样口 　230 ℃,检测器 　电子

捕获检测器 ( ECD) ,300 ℃。

程序升温 　50 ℃(1 min)
3 ℃Πmin

80 ℃
5 ℃Πmin

110 ℃(3 min)
25 ℃

280 ℃(5 min)

载气 :氮气 ,10 psi ;进样 :不分流进样 ,110μl ,自

动进样。

11414 　质谱条件 　电子倍增器偏离 : + 100 V ,灯丝

电流 :25μA ,离子化方式 : EI ,70 eV ;溶剂延迟 : 10

min ;阱温度 :220 ℃,传输线 :250 ℃,歧盒 (manifold) :

48 ℃。

11415 　结果与计算 　以 GC - ECD 外标法定量 ,以

各系列标准溶液与对应的β- 氯乳酸峰面积计算出

回归方程 ,并以峰面积计算出尿样β- 氯乳酸的浓

度 (μgΠkg) 。

2 　结果

211 　尿液中β- 氯乳酸的鉴定

研究结果表明 ,加入 013 ml 甲酯化试剂 ,在 70

℃下衍生 115 h 甲酯化较为充分。在进行七氟丁酰

化时 ,使用 40μl HFBI ,在 75 ℃下充分反应衍生 45
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min 就可以获得满意结果。

经过 GC - MS 方法进行质谱鉴定 (图 1、2) ,标准

品和尿液提取物在经过 2 步衍生后所形成的衍生物

均有特征性的碎片离子 mΠz 275、277 , mΠz 100、119、

169 则来自于衍生剂中的七氟丁酰基部分 ,因此可

以确认β- 氯乳酸成功地进行了甲酯化和七氟丁酰

基化的 2 步衍生。在本研究 GC - ECD 测定条件下 ,

β- 氯乳酸衍生物的分离基本上满足需要 ,保留时间

为 17105 min (图 3) 。从样品色谱图可见 ,经过 2 步

衍生后 ,尽管获得了比较满意的色谱分离 ,多种化合

物的灵敏度得到了明显提高 ,尿液也经过净化 ,但杂

峰仍较多 ,标准液杂峰同样较多。

HO
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H3CO

O
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O C3F
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O
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　　　　　　β- chlrolatic acid 　　　β- chlorolactic acid 　　　HFBl 　　　　　　　　　　　　　　　mΠz 275、277

methyl ester

MN = 334

图 1 　β- 氯乳酸衍生反应及其特征性质谱碎片的形成

上 - 氯乳酸标准品 ,下 - 人体尿液。

图 2 　尿液以及标准β- 氯乳酸衍生物的 GC - MS全扫描质谱图

212 　方法的优化

21211 　柱色谱洗脱剂的选择 　用人工配制的β- 氯

乳酸浓度为 11178μgΠL 的尿液 ,比较了不同比例正

己烷 + 乙醚 (纯正己烷、9 + 1、8 + 2、7 + 3、6 + 4) 混合

液的除杂质效果以及对β- 氯乳酸测定的影响 (表

1) ,发现纯正己烷洗脱后试样峰杂质较多 ,其余溶剂

的杂质相对较少。在β- 氯乳酸回收率上 ,9 + 1 组

的回收率最高 (6216 %) ,其余溶剂系统的回收率均

较低 ,故选择正己烷 + 乙醚 (9 + 1 ,体积分数) 的溶

剂 ,这样制备的提取液也可用于 3 - MCPD 的测定。

表 1 　不同溶剂系统除杂质效果比较

正己烷 + 乙醚比例 (体积分数) 10 + 0 9 + 1 8 + 2 7 + 3 6 + 4

β- 氯乳酸测定值 (ng) 6102 7138 5134 4175 4194

回收率 ( %) 5111 6216 4513 4013 4119

21212 　色谱分离条件 　在本色谱条件下 ,用 GC -

ECD 分析时 ,分离尚可 ,仅旁边有一较大的峰 (见图

3) ,但基本上不会影响积分的准确 ; GC - MS 分析

时 ,β- 氯乳酸峰附近基本没有干扰峰 (见图 4) ;作

者曾对程序升温、载气流速作了改变 ,对于改善 GC

- ECD 分离效果作用均不大。β- 氯乳酸峰出现后 ,

仍然存在大量的 ECD 响应灵敏的物质 ,导致基线明

显升高 ,因此在 280 ℃下保留 5 min ,以减少对柱子

和 ECD 的污染。由此确定了本研究方法中所用的

色谱条件。

213 　方法学参数

21311 　线性范围和检出限 　以不同浓度系列的标

准品β- 氯乳酸溶液衍生化后进样 ,以β- 氯乳酸进

样量 (X轴)与峰面积 ( Y轴) 作图 ,线性试验结果见

图 5。12～471 pg 范围内 ,β- 氯乳酸与峰面积呈现
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上 - 空白对照 ,中 - 氯乳酸标准品 ,下 - 尿液提取物。

图 3 　尿液以及标准β- 氯乳酸液衍生物的 GC - ECD 色谱图

上 - 氯乳酸标准品 ,下 - 尿液提取物。

图 4 　GC - MS方法测定标准品和尿液提取物中β- 氯乳酸液衍生物的选择离子色谱图

良好的线性相关 ,工作曲线为 y = 2 07819 x + 27

369 ,相关系数 r = 01998 4。试样经反复测定 ,以信

噪比为 3 计 ,确定检出限为 110μgΠL。

21312 　精密度与准确度 　按照本方法步骤 ,制备、

测定正常人尿液 ,结果尿样β - 氯乳酸本底值为

0185μgΠL ;在此试样中进行添加标准的回收试验 ,加

标水平为 1115μgΠL 尿液 ,结果β- 氯乳酸回收率为

7513 %±1910 % ( �x ±s) , RSD 为 2310 % ,基本满足

超痕量检测要求 (见表 2) 。

一衍生试样经重复测定 , RSD ( n = 10)为 9117 %

(均以峰面积计算) ,说明仪器性能满足要求 ;同一份

图 5 　β- 氯乳酸的线性范围

衍生物在 0～4 ℃中保存 ,日间测定 (连续 11 d) 的

RSD 为 6121 % ,说明衍生物稳定。
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表 2 　尿样β- 氯乳酸的加标回收试验和精密度

实验
次数

加标水平
(μgΠL)

样品背景值
(μgΠL)

加标后测定值
(μgΠL)

实际回收值
(μgΠL)

回收率
( %)

1 1115 0185 8156 71710 6711

2 1115 0185 13190 131040 11314

3 1115 0185 9118 81324 7214

4 1115 0185 8146 71612 6612

5 1115 0185 81040 71184 6215

6 1115 0185 8189 8104 6919

�x 1115 11150 9150 81651 7513

s - - 2118 21183 1910

RSD % - - 2310 % 2512 % 2512

3 　讨论

β- 氯乳酸在紫外、可见光区吸收弱 ,难以采用

配备紫外检测器的高效液相色谱进行检测 ,故一般

采用 GC法分析 。由于β- 氯乳酸带有羟基、羧基 ,

极性大 ,沸点高 ,无法直接测定 ,通常将其衍生后再

用 GC检测 ,但仅甲酯化不能满足要求。为此在甲

酯化后进一步进行七氟丁酰化以增加电负性 ,使其

在 ECD 上的灵敏度提高。2 步衍生技术提高了方法

的性能 ,使之能够检测痕量的β- 氯乙酸。试验了

衍生温度、时间、衍生剂用量对衍生效果的影响 ,由

于样品中的杂质比标准品多 ,因此衍生剂的用量采

用尿液提取物试验。衍生温度、时间试验则采用标

准液。有文献报道 ,用 90 ℃温度对β- 氯乳酸、β-

溴乳酸进行甲酯化 1 h
[11 ]

,本研究表明 ,加入 013 ml

甲酯化试剂 ,在 70 ℃下衍生 115 h 甲酯化较为充

分。在进行七氟丁酰化时 ,使用 40μl HFBI ,在 75 ℃

下充分反应衍生 45 min 就可以获得满意结果。甲

酯化后 ,三氟化硼 - 甲醇衍生剂残余的甲醇会使后

续的七氟丁酰衍生化反应失败 ,因此衍生前应将甲

醇吹干。

本文所建立方法目的是用于氯丙醇人体暴露评

估 ,要求的LOD 在 110μgΠL。由于经过 2 步衍生 ,许

多化合物的灵敏度得到了明显提高。尿样酸化后 ,

以硅藻土基质分散固相萃取法得到提取物 ,再经甲

酯化、七氟酰基化后 ,衍生物在气相色谱中分离 ,以

GC - ECD 定量和 GC - MS 确证测定 ,基本满足了痕

量分析要求。但即使是标准溶液的 2 步衍生 ,所产

生的杂峰仍然较多 (见图 3) ;作者也试验了颠倒衍

生化顺序 ,即先行七氟丁酰化、再甲酯化的方法 ,尽

管无论是标准液还是尿样提取物中的杂峰数量明显

少于原来顺序 ,但β - 氯乳酸峰面积仅为本法的

1Π10 ,灵敏度不能满足痕量检测达到 110μgΠL 的要

求。灵敏度的减低可能是由于β- 氯乳酸结合了七

氟丁酰基后形成了较大的空间位阻 ,使甲酯化效率

大为降低。

试验中有时发现试剂空白的峰面积甚至高于标

准溶液第 2 点 (23156 ngΠmL) ,在经过反复研究排除

三氟化硼 - 甲醇试剂的干扰后 ,发现玻璃仪器在多

次使用后背景值自然升高 ,因此器皿应经过重铬酸

钾洗液处理后再使用。

本方法平均回收率为 7513 %(6215 %～113 %) ,

结果略偏低 ,但由于本方法步骤多 ,尤其是采用了 2

步衍生法 ,每步骤都存在损失 ,尽管如此仍基本能满

足生物样品痕量分析的要求。为了提高回收率以及

降低操作的难度 ,曾试验了加内标校正的方法 ,试验

了 4 - 氯 - 1 - 丁醇 (4 - CBL) 、1 ,1 ,1 - 三氯 - 2 - 甲

基 - 2 - 丁醇 ,结果对于标准液均有良好的线性 ,但

样品提取液中邻近位置有明显的干扰峰 ,无法准确

积分 ;由于尿液中含有许多有机酸和醇类 ,因此获得

适用的内标十分困难。鉴于所建立方法的精密度

( RSD 为 2310 %)可以满足要求 ,因此仍采用外标法

定量。
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