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【化学测定方法】

高效液相色谱法测定尿中马尿酸的规范化研究

刘婕，梅勇* ，王倩，江金凤，周倩

( 武汉科技大学医学院，武汉 430065)

［摘要］ 目的:进一步完善和规范化甲苯接触者尿中马尿酸的高效液相色谱测定法。方法:采用 ODS C18 柱，流动相为
甲醇 － 0． 01 mol /L磷酸( 40 + 60) ，流量为 1． 0 ml /min，检测波长 228 nm。结果:马尿酸在 10 μg /ml ～ 500 μg /ml范围内线
性良好，相关系数 r为 0． 9999，平均加标回收率为 99%，平均相对标准偏差 RSD 为 1． 1%，最低检测浓度 0． 41 mg /L。结
论:该方法快速、准确、灵敏度高，有良好的重现性和稳定性，可用于职业接触甲苯人群尿中马尿酸的测定。
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Standardized experimental study on the determination of hippuric acid in urine by HPLC

LIU Jie，MEI Yong* ，WANG Qian，JIANG Jin － feng，ZHOU Qian
( Medical College，Wuhan University of Science and Technology，Wuhan 430065，China)

［Abstract］ Objective: To explore a further research on the analytical method for the determination of hippuric acid in urine by
HPLC． Methods: C18 column was used to determine the hippuric acid． The mobile phase was used with Methanol － 0． 01 mol /L
phosphoric acid ( 40∶ 60) at 1． 0 ml /min． The detection wavelength was at 228 nm． Results: Calibration curves of hippuric acid
were linear in the range of 10 μg /ml ～ 500 μg /ml，with a correlation coefficient more than 0． 9999． The average recovery was
99% and the average RSD was 1． 1% ． The minimum detectable concentration was 0． 41 mg /L． Conclusion: The method is con-
venient and accurate with good reproducibility and stability，and can be used to determine hippuric acid in urine of toluene expo-
sure workers．
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目前甲苯作为世界范围内广泛使用的有机溶剂，主要应

用于喷漆、染料、橡胶、印刷业等行业生产和化工原料的作业
中［1］，其危害性引起人们很大的关注。对甲苯职业暴露的工
人进行生物监测是预防职业损伤的必要手段。生物接触限值
作为一类卫生标准有着独特的优势，它体现的是机体内暴露

剂量，较作业环境职业接触限值更能客观、准确反映作业工人
实际接触情况［2］。对甲苯暴露工人的尿中代谢物的研究显
示，马尿酸是甲苯的主要代谢物［3］，作为甲苯的接触生物标志

物受到广泛应用，美国和日本等许多国家以马尿酸作为甲苯

环境暴露的评价指标。我国 1996 年就推荐了卫生标准 WS/
T53 － 1996，运用高效液相色谱法测定尿中马尿酸的方法［4］。
有文献［5，6］报道按照该标准所提供条件难以达到分离要求，且

繁琐费时，我们实验室也按照 WS/T53 － 1996 的方法进行了马
尿酸的测定，分离效果不甚理想，有严重拖尾现象。因此，本
研究旨在开展职业接触甲苯尿中马尿酸测定方法的规范化研

究，按照我国职业卫生标准制定指南［7］的要求进行方法学逐

项研究，为我国制定尿中马尿酸的测定标准提供可靠、可行的
参考依据。

1 材料与方法
1． 1 仪器与试剂

LC － 3000 高效液相色谱仪，配紫外检测器( 山东滕州鲁创
分析仪器有限公司) ，KQ2200E 型超声波清洗器( 昆山市超声
仪器有限公司) ，H －6 数显控温水浴锅( 国华电器有限公司) ，
KF系列溶剂过滤器( 天津市欧科商贸中心) ，BS21S 万分之一
电子天( 德国 sartorious 公司) ; TDL80 － 2B 型高速离心机( 上
海安亭科学仪器厂) ，WH －3 型涡旋混合器( 上海泸西分析仪
器厂) ; 磷酸( 分析纯，金山化学试剂有限公司) ，氯化钠( 分析

纯，上海化学试剂有限公司) ，乙酸乙酯( 天津恒兴化学试剂制

造有限公司) ，盐酸( 信阳市化学试剂厂) ，马尿酸( CAS: 495 －
69 － 2，纯度≥99%，购自中国惠兴生化试剂有限公司) ，甲醇
( 色谱纯，科密欧公司) ，超纯水( 超纯水器发生) ; 实验用水均

为去离子水; 甲醇及 0． 01 mol /L 磷酸溶液临用前经 0． 45 μm
微孔滤膜过滤，并超声 30 min。
1． 2 测定方法
1． 2． 1 色谱条件 色谱柱: venusil × BP C18 ( 5 μm，250 mm ×
4． 6 mm) ; 流动相: 甲醇 + 0． 01 mol /L磷酸( 40 + 60) ; 紫外检测
器: 228 nm，流速: 1． 0 ml /min，进样量: 10 μl; 柱温: 室温。
1． 2． 2 工作曲线的绘制 马尿酸标准储备液: 准确称取马尿
酸 50． 0 mg，用超纯水定容至 50 ml。此溶液的浓度为
1． 0 mg /ml。马尿酸标准液: 取标准储备液配制成 0 μg /ml，
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10 μg /ml，50 μg /ml，100 μg /ml，200 μg /ml，500 μg /ml 的马尿
酸标准系列，按 1． 2． 3 样品处理方法进行处理后，以外标法进
行定量测定。
1． 2． 3 样品处理 取 1． 0 ml 样品于 10 ml 具塞离心管中，加
入 0． 1 ml盐酸溶液、0． 3 g氯化钠和 4 ml乙酸乙酯，于旋涡混
合器上混合 1 min，以 2500 r /min 离心 5 min。取乙酸乙酯层
0． 4 ml于具塞试管中，在低于 70℃水浴中挥干。加 1． 0 ml 水
溶解残留物，混匀，进样测定。
1． 2． 4 样品测定 取制备好的样品溶液，在色谱条件下进行
分析测定，保留时间定性，峰面积定量。
1． 2． 5 计算 按下式计算尿中马尿酸的浓度:

C = c × k
式中: C －尿中马尿酸的浓度，mg /L;

c －由标准曲线得到的马尿酸浓度，μg /ml;
k －换算成标准比重下的浓度校正系数。

2 结果与讨论
2． 1 波长的选择
经紫外检测，马尿酸的最大吸收波长为 228 nm，与文献一

致［5］。
2． 2 样品提取方法的选择
实验采用了三种尿样预处理的方法: ①将尿样直接稀释

进样。②将 1． 0 ml尿样与 1． 0 ml甲醇混合后离心取上清液进
行分析。③选择乙酸乙酯溶剂对尿中马尿酸进行液 －液萃取
后，将有机相挥干，定容后进样分析。结果显示用③乙酸乙酯
进行液 －液萃取的方法提取马尿酸的效果最好，样品加标回
收率最高。
2． 3 流动相的选择
实验尝试了 5 种不同的流动相组成: ①60%乙腈 + 40%

0． 01 mol /L磷酸，pH = 2． 73; ②60%甲醇 + 40% 0． 01 mol /L 磷
酸，pH = 3． 17;③40%甲醇 + 60%0． 01 mol /L磷酸，pH = 2． 78;
④55%甲醇 + 45%0． 01 mol /L 磷酸，pH = 3． 03;⑤30%甲醇 +
70% ( 水 +冰乙酸，80 + 0． 01) ，pH = 3． 7。结果表明，采用流动
相③时，马尿酸的色谱峰形较好，响应值较高，出峰时间较合
理。pH可改变化学物与固定相的解离 －吸附程度，从而影响
分离效果。而且许多 C18柱子填料硅胶基质的键合相只能在

pH = 2 ～ 7． 5 范围内使用。实验显示，流动相 pH = 2． 78 时，马
尿酸与其它物质达到最佳的分离效果。
2． 4 标准曲线
将上述制备的标准系列溶液，在选定的色谱条件下进行

分析，以马尿酸的浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准

曲线。回归方程为 y = 1420． 4x － 667． 74，相关系数 r = 0． 9999，
表明马尿酸在 10 μg /ml ～ 500 μg /ml范围内线性良好。

图 1 马尿酸标准曲线

2． 5 最低检出浓度实验
将高效液相色谱仪调节至最佳测定状态，按研制的测定

方法连续 10 次测定接近空白浓度的溶液，由测定值计算浓度
平均值和标准差。实验中连续 10 次测定 10 μg /ml 的马尿酸
标准溶液，计算浓度平均值和标准差，以 3 倍的标准差所对应
的浓度为检出限，得到尿中马尿酸的最低检出浓度

0． 41 mg /L。
2． 6 准确度和精密度试验
取 3 份新鲜尿样，制成均匀的混合样品。然后分成 4 组，

每组 6 个样品，一组为空白，其余三组经样品处理后分别加入
高、中、低 3 个浓度的标准溶液，即 100 μg /ml，200 μg /ml，
400μg /ml的马尿酸。各测定 3 次，取平均值，减去空白，计算
精密度和平均加标回收率。结果见表 1。

表 1 准确度和精密度实验结果

加标量( μg /ml) RSD( % ) 加标回收率( % )

100 1． 34 100． 5

200 1． 09 98

400 0． 73 99． 2

2． 7 干扰实验
在工作场所中，苯系物( 苯、甲苯、二甲苯) 往往同时存在，

其中苯的尿中代谢产物为苯酚，甲苯的尿中代谢产物为马尿

酸，二甲苯的尿中代谢产物为甲基马尿酸。因此可能的干扰
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物有苯酚和甲基马尿酸等，在马尿酸浓度 100 μg /ml，
200 μg /ml，400 μg /ml的标准溶液中分别加入不同浓度的甲
基马尿酸和苯酚，结果显示各个物质分离很好，不干扰测定。
2． 8 样品稳定性试验
取 3 份新鲜尿样，制成均匀的混合样品，加马尿酸标准溶

液，制成加标 200 μg /ml HA的尿样，分成四组，每组 6 个样品，
按“1． 2． 3 样品预处理”操作后，置于 4℃冰箱保存。

表 2 样品稳定性试验结果

保存时间 HA( x ± s) μg /ml 下降率%

当天 291． 61 ± 2． 05

第 3 天 291． 23 ± 2． 90 0． 13%

第 7 天 281． 37 ± 9． 23 3． 51%

第 14 天 272． 83 ± 5． 95 6． 44%

分别于放入冰箱前的当天、第 3 天、第 7 天、第 14 天各测
定一次。下降率≤10%的天数为稳定时间。结果如表 2 所示，
马尿酸保存在 4℃时的稳定时间至少为 14 d。

3 结语
本方法采用流动相甲醇 － 0． 01 mol /L 磷酸( 40 + 60 ) ，能

使马尿酸得到很好的分离，马尿酸的色谱峰形好，对称，无拖

尾现象，且各项指标均达到工作场所空气中化学物质测定方

法的基本要求，可为我国更新马尿酸的检测方法标准提供可

靠的制定依据。
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本研究结果表明乙型肝炎患者血清 Hp 和 CP 在肝炎、肝

硬化时降低，而肝癌时升高; 血清 AFP随着疾病的进展而逐渐
升高。故临床上可根据三种血清蛋白质在相应疾病时的不同
的变化特性( 某种意义上有互补的作用) 用于肝癌的筛选以及

肝炎、肝硬化和肝癌的鉴别诊断。
为进一步明确上述三指标在临床上诊断 HCC 的价值大

小，本文通过 ROC曲线分析发现三者对 HCC诊断均有一定价
值( ROC曲线下面积均为 0． 7 左右) ，显然单项检测无法满足
临床的需求。实际上，不同的指标对同一疾病各方面敏感性
是不一样的，因此在对疾病做出诊断时必须充分利用这些指

标的诊断信息。多指标联合诊断是目前使用较为广泛的方法
之一，指标之间的联合诊断一般分为系列诊断实验( 串联) 和

平行诊断实验( 并联) 。串联时因多个指标共同阳性才能确定
诊断，因此提高了特异性，却降低了敏感性，并联时只需一个

指标阳性诊断即可成立，因此提高了敏感性，却降低了特异

性。故多个指标的联合诊断( 串联或并联) 不可能同时提升敏
感性和特异性，也无法使用 ROC曲线分析。为此，本文进一步
采用 logistic回归方式，对各指标进行一定的转换，创立了新的
联合预测因子，并对其进行 ROC曲线分析。分析结果表明，联
合预测因子的诊断效能大大提高，ROC 曲线下面积显著高于
单项指标( P均 ＜ 0． 05) 。
总之，血清 Hp和 CP对 HBSAg阳性原发性肝癌均有一定

的诊断价值，通过与 AFP的联合检测，可提高原发性肝癌早期
诊断的准确性，更好地满足临床需求。
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