
!""# 年 $ 月

!"# !""#
色 谱

!"#$%&% ’()*$+, (- !"*(.+/(0*+1"2
$%&’ !% (%’ &

&’( ) &’%

!通讯联系人：张 * 兰，教授，博士生导师 ’ )*+",&：-&".+ /-0’ 120’ 3.’
基金项目：福建省体育局重大专项项目（45!""$ *%(）、福建省科技计划重点项目（!""% 6""!"，!""%7""’"）和 福 建 省 新 世 纪 优 秀 人

才支持计划项目（45!""’ *,",）’
收稿日期：!""- *," *"-

气相色谱!氮磷检测方法同时检测尿样中的

刺激剂、麻醉剂和抗雌激素类五种兴奋剂

邱丽君, ，* 郑小严! ，* 游飞明! ，* 刘 * 薇, ，* 张金章, ，* 张 * 兰,!

（, ’ 食品安全分析与检测教育部重点实验室（ 福州大学），福建 福州 &$"""!；

! ’ 福建省中心检验所，福建 福州 &$"""!）

摘要：建立了一种简单、灵敏、快速地同时测定人体 尿 液 中 & 类（ 刺 激 剂、麻 醉 剂 和 抗 雌 激 素）$ 种 兴 奋 剂 的 气 相 色

谱 *氮磷检测（89*(:;）方法。尿样采用非衍生法液 *液萃取预处理技术，选用叔丁基甲醚作为萃取溶剂，二苯胺作

为内标进行定量检测。即在一定量标准品及内标的混合溶液中加入 $. " +< 空白尿样混合均匀后，加入 ". $ +< $
+%& = < 氢氧化钠溶液、&. " > 氯化钠和 $. " +< 叔 丁 基 甲 醚 提 取 液，涡 旋、离 心，萃 取 液 经 氮 气 吹 干、丙 酮 溶 解 后 用

89*(:; 测定。该方法在 ". "!! ) !" +> = < 之间呈现良好的线性关系，相关系数 为 ". ##( $ ) ". ### - ，最 小 检 出 质

量浓度为 ". ""% ) ". ",$ +> = <。$ 种兴奋剂的尿样加标回收率为 %$. -? ) ,,-. !? ，相对标准偏差小于 ,%. !?。
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* * 刺激剂、麻醉剂、抗雌激素是体育竞赛中较常用

的兴奋剂。刺激剂可增强自信心和进取心，增强耐

力和力量，还可增加心律、血压和肌肉血流量，扩张

呼吸道、增加肺通气量。麻醉剂的服用会使运动员
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产生快感和心理亢奋，降低疼痛感，在比赛中会造成

更严重的伤害。此外，该类药物多有成瘾性。而抗

雌激素在临床上被用作治疗乳腺癌、不孕不育症等

与激素相关的疾病。近年来，这类药物被兴奋剂滥

用者引入到体育竞赛中，用来提高体内睾酮水平，并

用于对抗 服 用 外 源 性 类 固 醇 所 引 起 的 副 作 用。 目

前，兴奋剂检测的主要方法有气相色谱（"#）［#］、高

效液相色谱［$］、气 相 色 谱!质 谱 联 用［" % &］、高 效 毛 细

管电泳［’，(］、毛细管电泳!离子阱质谱［)］、高效液相色

谱!质谱联用［#*，##］、流动注射电化学发光［#$］等方法。

由于在实际样品检测中，上述几类目标分析物的含

量较低，因此分析前常需要对实际样品中的目标分

析物进行分离和富集。液!液 萃 取［#"］、固 相 萃 取［#+］

已被成功地应用于实际样品的前处理过程。

! ! 气相色谱具有极强的分离能力，而氮磷检测器

（$%&）对含 $、% 元 素 样 品 的 检 测 具 有 灵 敏 度 高、

特异性强的优点，因此 "#!$%& 非常适用于兴奋剂

的分离与鉴定。尿样的前处理中，采用液!液非衍生

化萃取法，既简便易行，又能保证回收率。本实验试

图探讨建立不经衍生化直接进样实现尿样中甲基麻

黄碱（ 刺 激 剂 ）、哌 替 啶（ 麻 醉 剂 ）、美 沙 酮（ 麻 醉

剂）、他莫昔芬（ 抗雌激素）、芬太尼（ 麻醉剂）" 类 ,
种兴奋剂的同时分离及测定的方法，为实际工作中

同时快速检测尿样中的上述兴奋剂提供参考依据。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

! ! 仪器：美国 ’()*+,- &()*$ 气相色谱仪配氮磷检

测器（美国 ’()*+,- 公司），./!(&# 型旋涡混合器 012!
-+3 4567+2（海门 市 麒 麟 医 用 仪 器 厂），8&9+!:4 型

自动平衡离心机（ 湖南赛特湘仪离心机有限公司），

;"#!$+’ 型氮吹仪（厦门精艺兴业科技有限公司）。

! ! 试剂：二苯胺（!!<5+,=*6,)*),+）购 自 国 药 集 团

化学 试 剂 有 限 公 司；叔 丁 基 甲 醚（ 色 谱 纯 ）购 自

>)?5+2 #5+@’*+2- "A)B+；丙酮、正己烷均为色谱纯，

购自天津福晨化学试剂厂。其他常用试剂均为分析

纯。实验用水为去离子水。

! ! 标准 品：甲 基 麻 黄 碱（@+-5=*+<5+B2),+）、哌 替

啶（@+<+2)B),+）、美 沙 酮（@+-56B1,+）、他 莫 昔 芬

（ -6@13)C+,）、芬太尼（ C+,-6,=*）均从中国药品生物

制品检定所购得。

! ! #" 气相色谱条件

! ! 色 谱 柱 为 ;%!, 石 英 毛 细 管 柱（ "*- * @ .
* D "$ @@ . *- $, !@）；载 气 为 高 纯 氮（ 纯 度 /
))- )))E），流速为 #- " @F G @),；进样方式为不分流

进样，进样体积为 #- * !F；进样口温度为 $(* H；检

测器温度为 "+* H；柱温升温程序：初 始 温 度 为 (,
H，保持 # @),，以 , H G @), 速率升至 #"* H，保持

#* @),，再 以 $* H G @), 速 率 升 至 $(* H，保 持 ,
@),；尾 吹 气 为 $$ ，流 速 为 "* @F G @),；;$ 流 速 为

"- * @F G @),，空气流速为 &* @F G @),。

! ! $" 标准工作曲线的绘制

! ! 分别准确移取一定量的待测兴奋剂标准品混合

溶液，以丙酮 稀 释，并 加 入 内 标 物（ 二 苯 胺）使 其 最

终浓度为 ,- * @( G F，得到一系列不同浓度的混合溶

液。在最优化条件下进行气相色谱分析，以浓度为

横坐标、以待测物与内标物的峰面积比为纵坐标，绘

制标准工作曲线。

! ! %" 样品处理

! ! 取 ,- * @F 空白尿样，加入 #- * @F 含 #- * @( G F
标准品及 ,- * @( G F 内标的混 合 溶 液，混 匀 后 加 入

*- , @F ,- * @1* G F $6I; 溶 液、"- * ( 的 $6#* 和

,- * @F 前 处 理 有 机 溶 剂（ 叔 丁 基 甲 醚 提 取 液），之

后先涡旋 " @),，再 以 + *** 2 G @), 离 心 #* @),，取

上清液于 试 管 中，在 氮 气 流 下 缓 慢 吹 干，加 入 #- *
@F 丙酮溶解，待 "#!$%& 检测。

#" 结果和讨论

# ! !" "#$%&’ 检测条件的选择

# ! ! ! !" 加热电流和基流

! ! 基流和被测组分信号均随铷珠加热电流的增加

而增大，实际工作中，常用基流为标记来调节加热电

流的大小。其原则是，灵敏度允许的前提下，宁小勿

大。对于不同型号的商品仪器有不同的最佳基流设

定值。本文所使用的仪器其 $%& 基流设定缺省值

为 ,* <’。

# ! ! ! #" 载气、尾吹气和氢气流速

! ! 通常进入 $%& 的气体有载气、尾吹气、氢气和

空气，这些气体及其流速决定了电离源周围气体层

的成分，从而强烈影响 $%& 的灵敏度和专一性。选

择氮气作为载气和尾吹气，其流速从柱分离角度考

虑分别为 #- " @F G @), 及 "* @F G @),。虽然氢气和

空气流 速 对 电 离 源 周 围 气 体 成 分 影 响 较 大，但 当

$%& 中氢气流速控制在 $- , 0 +- , @F G @), 时，流速

对分离的影响并不显著。本文选择最佳的氢气流速

为 "- * @F G @),，空气流速为 &* @F G @),。

# ! ! ! $" 检测器温度

! ! 检测器温度高有助于提高 $%& 的灵敏度和稳

定性。通常检测器温度至少为 #,* H，如无不良影

响，应尽量高些，以减小基线干扰，减小因载气或尾

吹气流速改变而引起的灵敏度变化。因此将检测器

温度保持在 "+* H。

·,&"·
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! ! !" 加标尿样的前处理条件考察

! ! ! ! #" 有机溶剂的优化

# # 选 用 $ 种 溶 剂（ 乙 醚、乙 酸 乙 酯、叔 丁 基 甲 醚、

氯仿!正己烷!异丙醇（ 体积比为 $ % & % ’）），按“’ " $”

节的样品处理方法分别对加标尿样进行预处理，分

别用每种溶剂处理一份空白尿样和两份加标尿样。

各种溶剂的前处理所得的平均回收率如图 ’。由图

’ 可见，采用叔丁基甲醚作为前处理溶剂时，各种化

合物的回收率（()# * ’!)#）令人满意，因此选用叔

丁基甲醚作为前处理溶剂结果较理想。

图 #" 不同萃取溶剂对回收率的影响

"#$! #" %&’()*&+* ,’ -#’’*.*&/ *0/.1+/#,& 2,(3*&/2
,& .*+,3*.4

# # ’ " $%&$’；! " ()$%*) $%&$’；+ " %$’%!+,%-. /$%&-. $%&$’；$ "
/*0$1 23.4$5%2（ )&.3’363’/!!!&$0(5$!*237’37(53.（ $ % & % ’，

4 8 4 8 4））"

图 !" 叔丁基甲醚萃取体积对回收率的影响

"#$! !" %&’()*&+* ,’ -#’’*.*&/ *0/.1+/#,& 3,()5*2 ,’
/*./67)/4( 5*/84( */8*. ,& .*+,3*.4

# # 分 别 用 +, ) * ", ) /9 的 叔 丁 基 甲 醚 按 上 述 方

法对加标尿样进行前处理，计算出用不同体积的叔

丁基甲醚进行前处理所得的回收率，结果如图 ! 所

示。综合 考 虑，采 用 &, ) /9 的 叔 丁 基 甲 醚 进 行 前

处理时，各物质加标回收率较理想。

! ! ! ! !" 前处理的重现性

# # 为了考察加标尿样前处理方法的可靠性，对加

标尿样平行进行 & 次前处理，计算出各种兴奋剂回

收率的相对标准偏差（:;<）：甲基麻黄碱 & " &#，哌

替啶 ! " -#，美沙酮 ’" " !#，他莫昔芬 ’’ " )#，芬太尼

( " +#。所以采用叔丁基甲醚作为萃取溶剂，各种药

物的 :;< 为 !, -# * ’", !#。部分药物的回收率的

:;< 偏 大，其 中 美 沙 酮 可 能 是 由 于 其 为 叔 胺 结 构，

碱性较弱，适 宜 在 弱 碱 性 条 件 下 萃 取［’］，而 本 实 验

在碱性 较 强 的 条 件 下 萃 取，使 得 其 提 取 回 收 率 的

:;< 较大。

# # 综合以上因素可以得到“’ " $”节的最佳的前处

理条件。

# # 图 + 为 ’, ) /9 浓度为 ’, ) /= 8 9 的标准品混合

溶液（含 &, ) /= 8 9 内标）加入到 &, ) /9 的尿样中，

在最佳前处理条件下所得的色谱图。从图 + 可以看

到，混合标准品中各组分不受干扰物质峰的影响，尿

样中基体成分与混合标准品中的各组分得到较好的

分离，无干扰情况产生。因此，此方法适合于尿样中

刺激剂、麻醉剂和抗雌激素类兴奋剂的同时检测。

图 $" 加标尿样在最佳的前处理条件下所得的色谱图

"#$! $" 98.,51/,$.15 ,’ 1 ).#&* 2:#;*- <#/8 2/1&-1.-2
)&-*. /8* ,:/#51( :.*/.*1/5*&/ 5*/8,-

# # ’ " /$%&-.$7&$1’*5$；! " "!7&$5-.(5*.*5$（ >" ;" ）；+ " /$!
7$’*1*5$；$ " /$%&(135$；& " %(/30*6$5；. " 6$5%(5-."

! ! $" 线性范围和检出限

# # 配制一系列标准溶液，按选定的色谱条件，分别

以待测物与内标物的峰面积比（#）对各种兴奋剂的

浓度（$）进 行 线 性 拟 合，得 到 各 物 质 的 标 准 工 作 曲

线、回归方程和相关系数，并以 + 倍信噪比计算最低

检出限，结果如表 ’ 所示。由表 ’ 中数据可以看出，

方法的相关系数在 ), --$ & * ), --- ( 之 间，呈 现 良

好的线性关系；根据 + 倍信噪比，计算得到方法的检

出限在 ), ))" * ), )’& /= 8 9 之间，其灵敏度高于文

献［’，+］所报道的其他方法的灵敏度。此结果能满

足国际反兴奋剂机构的要求［’&］。

·..+·
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表 !" # 种兴奋剂的标准曲线、相关系数（ !$ ）、线性范围和检出限

!"#$% !" &’(%") )%*)%++’,( %-."/’,(+，0,))%$"/’,( 0,%11’0’%(/+（ !$ ），$’(%") )"(*%+ "(2 2%/%0/’,( $’3’/+ ,1 # 2,4’(*+

"#$%&’( )(*+(,,-.# (/0$’-.##） !$ 1-#($+ +$#*( 2（3* 2 1） 4(’(5’-.# %-3-’$）2（3* 2 1）

6(’7&%(87(9+-#( " % & : #’’’# ( & : &&$) & : **’& & : &$$ ( $& & : &##
6(8(+-9-#( " % & : #’$+# ( & : &&#" & : ***’ & : &$$ ( * : ’ & : &&,
6(’7$9.#( " % & : #$)+# ( & : &&$) & : ***) & : &$$ ( #$ : ) & : &##
;$3.<-=(# " % & : &))*# ( & : &&#- & : ***- & : &$$ ( * : ’ & : &&,
>(#’$#&% " % & : #&"-# . & : &&&+ & : ***- & : &-+ ( $ : * & : &#+

#）"：8($? $+($ +$’-. .= ’7( $#$%&’(, @-’7 A: B；#：3$,, 5.#5(#’+$’-.#，3* 2 1: $）$ % & % " :

$ 5 %" 回收率和精密度

! ! 为了考察加标尿样前处理方法的可靠性，对加

标尿样平行进行 + 次前处理，计算各种兴奋剂回收

率的 )B4，结果见表 $。

表 $" # 种兴奋剂的回收率（" & #）

!"#$% $" 6%0,7%)’%+ ,1 # 2,4’(*+（" & #） C

"#$%&’(
)(5.D(+-(,（)B4）

& : + 3* 2 1 # : & 3* 2 1 + : & 3* 2 1

6(’7&%(87(9+-#( #&" : ,（, : *）! *) : "（+ : +） *’ : ,（+ : &）

6(8(+-9-#( ##) : #（- : ’） ##’ : $（$ : *） #&* : #（" : &）

6(’7$9.#( ##" : "（#+ : ’） ##) : $（#, : $） #&, : -（#- : "）

;$3.<-=(# )+ : #（#" : #） ,) : -（## : &） ,+ : )（) : $）

>(#’$#&% #&* : $（* : $） #&’ : +（) : "） #&" : -（’ : ,）

’" 结论

! ! 本实验利 用 气 相 色 谱!氮 磷 检 测 器 对 " 类 + 种

兴奋剂的 分 离 及 检 测 方 法 进 行 了 研 究。 所 建 立 的

液!液萃取前处理方法可同时提取 + 种兴奋剂，因此

该法能用于尿样中甲基麻黄碱等 + 种兴奋剂的同时

分离和测定。方 法 的 最 小 检 出 限 在 &/ &&, 0 &/ &#+
3* 2 1，为兴奋剂检测工作同时快速检测尿样中的 "
类兴奋剂提供了参考方法。
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