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摘要：运用高效液相色谱 4电喷雾离子阱串联质谱（?/@A43.,4B. - B.）技术，建立了快速、简单、灵敏的 .* 大鼠肺
中 !) 4（! 4羟乙基硫代乙基）鸟嘌呤（!) 4?313C）的检测方法。以 !) 4苯甲基鸟嘌呤为内标，用甲醇和水为流动相进
行梯度洗脱，正离子模式检测，方法的检出限（信噪比（" # !）%#"）为 &"" ’D - 5@，定量限（" # !%!"）为 +’" ’D - 5@。
在 &"" ’D - 5@ ( #. !+ !D - 5@ 的质量浓度范围内，!) 4?313C 浓度与 !) 4?313C 和内标的峰面积比呈良好的线性
关系（线性相关系数为 ". %%! %）。高、中、低 & 个添加水平的日内测定精密度（以相对标准偏差（E.*）计）和日间测
定精密度均小于 #"F（$ / )），回收率为 #""F ( #&!F。对 .* 大鼠背部皮肤染芥子气，剂量分别为 ’. ’、##、!! 和 $’
5D - GD，染毒 $ H 后检测大鼠肺脏中 !) 4?313C 的含量。各个不同染毒剂量下，每克组织中分别检测到（". ’* 0
". #*）、（". *) 0 ". #!）、（#. &* 0 ". *+）和（’. #$ 0 ". %!）<D !) 4?313C，!) 4?313C 的含量随着染毒剂量的增大而
增大，表明 !) 4?313C 可用作芥子气暴露的体内生物标志物。
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!"# $%&’(： !"#! $%&’(&)*+,% -"./"0 ,!&()*1(#&*$!23%-%,1&(4$&*2 "(+"5*1"(+ 1*+0%) )*44
4$%,1&()%1&2（67893:;<3=; > =;）；!# 3（ ! 3!20&(?2%1!2-1!"(%1!2-）#/*+"+%（!# 36:@:A）；0%&3
)*- %?$(4/&%；4/-’/& )/41*&0（;=）；-/+#；;B &*1

$ $ 芥子气（ 4/-’/& )/41*&0，;=）是一种糜烂性化
学毒剂，具有合成简单、性质稳定、渗透性强、中毒途

径多、作用持久、防护困难等特点，是战争及恐怖袭

击中常用的毒剂之一，也是《国际禁止化学武器公

约》附表 % 中的化合物之一。芥子气进入体内后极
易与生物大分子（如脱氧核糖核酸（BCD）、核糖核
酸（ECD）、蛋白质等）发生烃化反应，共价结合形成
不可逆的烃化产物，直接损伤肺、脾等组织细胞，引

起局部皮肤、眼、呼吸道黏膜炎症、坏死，高剂量暴露

后还可导致全身中毒［% & ’］。但到目前为止，芥子气

损伤的毒理机制尚不十分清楚，导致芥子气中毒后

无法进行准确及时的甄别、诊断和治疗。因此有必

要对芥子气暴露及损伤后的生物标志物进行进一步

的研究。

$ $ 芥子气原型在生物体内的留存时间较短，主要
通过以下 ( 种途径进行代谢（见图 %）：水解氧化为
硫二甘醇（@BA）、二羟乙基亚砜（@BAF）；与谷胱
甘肽加合形成 %，%G3磺酰基3双［! 3"3（!3乙酰半胱氨
酸基）］乙烷（;H;DC:），该化合物在 ! 裂解酶的作

用下裂解为 %，%G3磺酰基二（! 3甲巯基）乙烷（ ;H3
=@:），;H=@: 进一步氧化形成 % 3甲基亚磺酰基3
! 3（! 3甲巯基乙基磺酰基）乙烷（=;=@:;:）和 %，%G3
磺酰基二（! 3甲亚磺酰基）乙烷（;H=;:）［)］；与组氨

酸的 !% > !* 位、缬氨酸的氮端等蛋白质位点加合；

与 BCD 的鸟嘌呤 !#、#) 位和腺嘌呤 !* 位加合。

其中芥子气与生物大分子加合形成的烃化产物因在

体内存留时间长、没有内源性干扰等特点，可作为芥

子气暴露和损伤后特异的生物标志物。

$ $ 芥子气3BCD 加合物是细胞毒性和基因毒性的
物质基础，也是引起机体广泛损伤的生物学基

础［#］。目前报道的芥子气3BCD 加合物有 !# 3（! 3羟
乙基硫代乙基）鸟嘌呤（!# 36:@:A）、双（鸟嘌呤3
#）衍生物、!* 3（ ! 3羟乙基硫代乙基）腺嘌呤（ !* 3
6:@:D）和 #) 3（! 3羟乙基硫代乙基）鸟嘌呤（#) 3
6:@:A）。研究表明，芥子气无论是与小牛胸腺
BCD 还是与人血白细胞 BCD 反应，丰度最高的加
合物均为 !# 36:@:A，约占 BCD 烃化产物的 )+I ,
#+I［- & %+］（见图 %）。

图 !" 芥子气在生物体内的 # 种主要代谢途径
)*+, !" -"./0%1*2 &%3."( %4 (3143& 53(./&’ !" #!#$

$ $ 目前检测 !# 36:@:A 的方法主要有气相色谱3
质谱法（A93=;）［%%］、放射性标记法［%!］、免疫荧光

法［%* & %’］等。但这些方法存在衍生化效率低、样品制

备太过繁琐以及放射性物质的使用限制等样品处理

和灵敏度方面的问题。采用高效液相色谱法

（6789）、67893=; 分析 !# 36:@:A，不需衍生化
即可直接检测［"，%%，%) & %-］。8/0-/) 等［%%］采用荧光检

测 !# 36:@:A，检出限可达 %+ $)(-。J"00%& 等［"］

采用紫外检测可检测到芥子气浓度为 % ))(- > 8 时
与 BCD 反应生成的加合物，并采用 67893热喷雾
质谱技术验证了 !# 36:@:A 的存在。但芥子气毒

性大，而 BCD 加合物在生物体内的含量很低，为了
研究芥子气中毒和损伤机制，更好地进行溯源性检

测，需要建立更加灵敏、简单、快捷的分析方法。

67893电喷雾串联质谱（:;<3=; > =;）因其在结构
鉴定及准确定量方面具有很高的灵敏度和选择性，

已成为复杂基质中痕量检测的重要工具［%"］。本文

对芥子气经皮肤染毒 ;B 大鼠进行解剖，病理检查
显示肺脏有明显的损伤，且损伤程度随着染毒剂量

的增大而更为严重，因此选择肺脏作为主要研究对

象。本文采用 67893:;<3=; > =; 技术，在多反应监
测模式（=E=）下，建立了更加灵敏、快速检测生物

·)!*·
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岳丽君，等：高效液相色谱!电喷雾离子阱串联质谱法检测
芥子气经皮肤染毒 "# 大鼠肺中的 #$% 加合物

体内芥子气!#$% 加合物的方法，并对经皮肤染毒
"# 大鼠肺脏中 !" !&’(’) 进行检测，结果表明 !" !
&’(’) 含量与芥子气染毒剂量存在量效关系。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
# # &*+,!-" . -" 系统（美国 %/01234 公司）：$%&&
&*+, 系统，配真空脱气机，自动进样器，离子阱
’((& 质谱仪；-0110!5 超纯水仪（美国 -01106782 公
司）；($) 型组织匀浆器（德国 9:% 公司）；*!$) 型
离心机（德国 ’6623;78< 公司）。
# # 芥子气由防化指挥工程学院提供；甲醇（色谱
纯，=0>?28 公司）；!" !&’(’) 及 !" !苯甲基鸟嘌呤
标准品由本实验室合成、纯化并确证；乌拉坦（上海

市化学试剂公司，#@3 A@8B 分装）；生理盐水（石家
庄四药有限公司）；十二烷基硫酸钠（ "#"，%A82>!
C7 分装）；三羟甲基氨基甲烷（(80>）（北京舒伯伟化
工仪器有限公司进口分装）。

# # #$% 消化缓冲液的配制：取 *& AA71 . + (80>·
&,1（6& )+ &）% A+、&+ * A71 . + 乙二胺四乙酸（’#!
(%）（6& )+ &）% A+、"+ *D "#" $ A+，用超纯水定
容 $& A+ 即得。
# # 蛋白酶 :（ -28CB 公司）溶液的配 制（ %&
A/ . A+）：取 *& AA71 . + (80>·&,1（6& )+ (）% A+、
&+ * A71 . + ’#(% %& !+ 于 $& A+ 容量瓶中，用超纯
水定容，配制成蛋白酶 : 的溶剂。准确称取蛋白酶
: %& A/，用 $ A+ 蛋白酶 : 溶剂溶解即得。
# # E$% 酶（ "0/A@ 公 司）溶 液 的 配 制（ $
A/ . A+）：取 *& AA71 . + (80>·&,1（6& "+ *）% A+、
%+ * A71 . + $@,1 ’& !+ 于 $& A+ 容量瓶中，用超纯
水定容，配制成 E$% 酶的溶剂。准确称取 E$% 酶
$& A/，取 $& A+ E$% 酶溶剂溶解即得。
# # 其余试剂均为分析纯。
! ! #" 实验动物
# # 成年雄性 "# 大鼠 %* 只，由军事医学科学院实
验动物中心提供。

! ! $" "#$%&’( ) ’( 条件
# # &*+, 条件 # 色谱柱：FGEH%I "H!,$)柱（(&
AA , %+ $ AA，(+ * !A；美国 %/01234 公司）；流动
相 %：水；流动相 H：甲醇；流速：&+ % A+ . A03。梯度
洗脱程序：& - % A03，*D H - "*D H；% - !+ * A03，
"*D H；!+ * - * A03，"*D H - *D H；* - *+ * A03，
*D H，保持 ( A03；进样量：* !+。
# # 质谱条件 # 离子源：’"9，正离子模式；雾化气压
力：$+ () , $&* *@（%& 6>0）；干燥气流量：) + . A03；离

子源温度：(*& J；化合物稳定性：$&&D；阱深：$&&D；
碎裂电压（%A61）：$；-E- 模式：(+ && - !+ $* A03，
" # $ %*’&$&*；!+ $* - *+ *& A03，" # $ %!%&.$。
! ! %" 动物实验及组织样品处理
! ! % ! !" 动物实验
# # 体重为（$*% / ’）/ 雄性大鼠 %* 只，随机分组，
每组 * 只。适应性饲养 $ 周，大鼠体重为（%&) / )）
/，背部剃毛约 % CA%，剃毛后近 %! ? 内分别将 &、
%’、*%、$&!、%$% A/ . A+ 的芥子气 . $，% !丙二醇溶液
!% !+ 涂于脱毛区域中心约 $ CA% 处。染毒后 ! ;，
按照 ’&& !+ . $&& / 体重比例腹腔注射 %&D 乌拉坦
水溶液，待动物麻醉后，解剖取其肺脏，于 0 "& J下
冷冻保存备用。

! ! % ! #" 大鼠肺脏中 #$% 的提取
# # $ / 组织中加入 $& A+ 生理盐水，匀浆，取 % A+
匀浆液进行 #$% 提取。于 ( &&& / 力下离心 $&
A03，弃去上清液；沉淀中加入 #$% 消化缓冲液 "&&
!+、%& A/ . A+ 蛋白酶 : " !+、$ A/ . A+ E$% 酶溶
液 $! !+，混匀，于 (" J下孵育过夜；于 $% &&& / 力
下离心 %& A03，取上清液置于 $+ % A+ 无水乙醇中，
混匀，于 0 %& J过夜沉淀 #$%；于 $% &&& / 力下离
心 %& A03，弃去上清液；沉淀用 "&D 乙醇洗涤两次，
于 $% &&& / 力下离心 $& A03，弃去上清液；沉淀在
空气中自然挥干，加入 $*& !+ 水溶解。
! ! % ! $" #$% 水解
# # 加入 $&D 磷酸调节 #$% 水溶液的 6& 至 (+ *，
沸水浴中水解 ’& A03。加入内标至终浓度为 $$"+ )
3/ . A+，混匀，高速离心，取上清液进行 &*+,!’"9!
-" . -" 分析。
! ! &" 校准曲线样品的配制
# # 精确称取 !" !&’(’) 标准品，用甲酸溶解后超
纯水定容，得到 "+ &* A/ . A+ 的标准贮备液，置于 !
J冰箱中备用。以空白 "# 大鼠肺中提取的 #$%
水解液为基质，配制 !" !&’(’) 的质量浓度依次为
&+ &&、&+ (&、&+ )*、%+ $!、%+ ..、’+ %&、)+ *!、$(+ .、
%$+ !、’%+ &、$&’+ )、$(.+ $、$"&+ .、%$(+ ’、(%&+ *、
*(!+ $、)*!+ *、$ &%%+ "、$ %)$+ ) 3/ . A+ 的系列标准
溶液，其中内标的质量浓度均为 $$"+ ) 3/ . A+，高速
离心后，取上清液进行 &*+,!’"9!-" . -" 检测。

#" 结果与讨论

# ! !" 方法优化
# # 为了提高检测结果的准确性和可靠性，选择内
标法进行定量分析。以结构类似物 !. !（% !羟乙氧
基甲基）鸟嘌呤为内标时，发现二者的色谱行为及

质谱裂解方式相差较大，说明取代位置比取代基结

·"%(·
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构对化合物性质影响更大。基于此实验结果，最终

选用了 !# !苯甲基鸟嘌呤作内标。
$ $ 用标准品优化质谱参数。化合物稳定性及阱深
均为 %&&" 时，!# !#$%$& 及内标的［’ ’ #］’质谱
信号强度及提取离子流色谱（$()）峰面积均为最大
（" # $ 分别为 !()、!*!）。’*’ 模式下 !# !#$%$&
及内标的主要子离子分别为 %&(、"%。+,-. 为 %
时，子离子的质谱信号强度及 $() 峰面积最大，且
无内源性干扰，从而可以达到较高的检测灵敏度。

最终确定了 %+ ,+ ! 节的质谱参数。!# !#$%$& 和内
标的二级质谱图及裂解方式分别见图 ! 和图 ,。

图 !" （!）!# "#$%$& 及（’）内标 !# "苯甲基鸟嘌呤的
二级质谱图

()*+ !" ,- . ,- /01234! 56（!）!# "#$%$& !78
（’）!# "’179:;*<!7)71

图 $" （!）!# "#$%$& 及（’）内标 !# "苯甲基鸟嘌呤的
质谱裂解方式

()*+ $" (4!*=173!3)57 =12>!7)/=/ 56（!）!# "#$%$&
!78（’）!# "’179:;*<!7)71

$ $ 对 #/0) 条件也进行 了 优 化。最 初 使 用
1234567 )%-柱（%(& ,, . !+ % ,,，,+ ( !,）也可
以达到很好的分离效果，但每个样品的分析时间需

要 !& ,48，检测通量低，因此选用 9:*;+1 <; )%-

柱（,& ,, . !+ % ,,，,+ ( !,）进行快速分离。以
甲醇为流动相的有机相，分别以超纯水、&+ %" 甲酸
水溶液、%& ,,=. > 0 甲酸铵水溶液为水相，比较不
同流动相条件下的检测灵敏度，结果表明流动相为

甲醇和超纯水时，分析时间短，检测灵敏度高。

$ $ 按照 %+ , 节条件进行 #/0)!$<(!’< > ’< 分析，
空白基质中未检到 !# !#$%$&，说明 !# !#$%$& 在
生物体内没有内源性干扰，可以作为芥子气暴露和

损伤的生物标志物，该方法的特异性和选择性好。

在此分析条件下 !# !#$%$& 保留时间为 ,+ # ,48，
!# !苯甲基鸟嘌呤保留时间为 *+ * ,48，二者可以达
到很好的基线分离（见图 *）。每个样品分析时间仅
需 -+ ( ,48。

图 %" （!）空白基质及（’）基质加标样品的
提取离子流色谱图

()*+ %" $?34!2318 )57 2>45=!35*4!=/ 56（!）! ’;!7@
=!34)?（ >:845;:/!31 56 ABC )/5;!318 645=
;<7* 56 -A 4!3）!78（ ’） 3>1 =!34)? /0)@18
D)3> !# "#$%$& !78 !# "’179:;*<!7)71

! + !" 方法学考察
! + ! + &" 线性范围、检出限和定量限
$ $ 按照 %+ , 节的条件对 %+ ( 节中配制的基质加标
系列标准样品进行检测。以 !# !#$%$& 和内标的
峰面积比值（%）为纵坐标、!# !#$%$& 质量浓度（&，
86 > ,0）为横坐标绘制工作曲线，回归方程为 % /
&+ &%%& ’ &+ *!*， ’ / &+ ""! "，线 性 范 围 为 ,&&
-6 > ,0 0 %+ !- !6 > ,0。!# !#$%$& 的检出限（信噪
比（( # !）%%&）为 ,&& -6 > ,0，定量限（( # !%!&）为
-(& -6 > ,0。
! + ! + !" 回收率
$ $ 以空白 <? 大鼠肺中提取的 ?@+ 水溶液为基

·-!,·
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质，配 制 "# $%、!&# ’、(# (" ) (’$ &’ ( )* 的 !& !
+,-,. 溶液，内标质量浓度均为 ((&# * &’ ( )*，用
(’/ 磷酸调节 0+ 至 $# %，沸水浴中水解 ( 1，高速离
心后，取上清液进行 +2*3!,"4!5" ( 5" 检测，!& !
+,-,. 的加标回收率（" + $）分别为（((’ , (’）/、
（("( , *）/、（("- , $）/。
! ! ! ! "# 精密度
. . 以空白 "# 大鼠肺中提取的 #$% 水解液为基
质，配 制 "# (!、"(# !、(# ’" ) (’$ &’ ( )* 的 !& !
+,-,. 溶 液，其 中 内 标 质 量 浓 度 均 为 ((&# *
&’ ( )*，高速离心后，取上清液进行 +2*3!,"4!5" (
5" 检测，结果见表 (。

表 $# 空白 "# 大鼠肺中提取的 #$% 水解液中添加的 !% &’()(*
的日内及日间测定精密度（+"#）和准确度

),-./ $# 0123,4,5 ,14 612/34,5 ,77,5 83/9676:17（+"#）,14
,99;3,96/7 :< !% &’()(* 786=/4 61 #$% 7:.;26:1
67:.,2/4 <3:> .;1? :< , -.,1= "# 3,2

%6676 (
（&’ ( )*）

4&89:6:; 097<=>=?& :&6
:<<@9:<;（" + &）

A"# ( / %<<@9:<; ( /

4&8796:; 097<=>=?& :&6
:<<@9:<;（" + &）

A"# ( / %<<@9:<; ( /

" B (!. . - B & -& B * $ B - (’( B &

"( B !. . $ B " (’( B ’ / B ! (’( B (

( B ’" ) (’$ ( B - (’- B ’ % B % (’% B !

. . 上述方法学考察结果显示，该方法简单、灵敏、
快速、准确、可靠，可满足生物样品等复杂基质中低

浓度 !& !+,-,. 的检测。
! ! "# 生物体内染毒样品的测定
. . 用芥子气对雄性 "# 成年大鼠进行背部皮肤染
毒，染毒剂量分别为 %# %、((、"" 和 !% )’ ( C’，染毒 !
6 后的大鼠肺脏样品按照 (# !# " 节及 (# !# $ 节方法
处理，+2*3!,"4!5" ( 5" 测定大鼠肺脏中的 !& !
+,-,. 含量，结果为不同染毒剂量条件下每克肺
组织中分别检测到（’# %/ , ’# (/）、（’# /& , ’# ("）、
（(# $/ , ’# /*）和（%# (! , ’# -"）&’（ " + %）的 !& !
+,-,.，芥子气!#$% 加合物的量随着芥子气染毒
浓度的增大而升高。

"# 结论

. . 运用 +2*3!,"4!5" ( 5" 技术建立了生物样品
中芥子气 !#$%加合物的检测方法，该方法灵敏度、

准确度、特异性和选择性好。运用该方法成功地测

定了不同剂量芥子气经皮肤染毒 "# 大鼠肺中的芥
子气!#$% 加合物，结果表明加合物含量与芥子气
染毒剂量之间存在量效关系。因此，该方法有望进

一步用于芥子气损伤机理的研究，#$% 损伤和修复
等生物过程的有效监测，指导芥子气防护、治疗药物

的研发和评价。
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