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GC /MS同时检测人尿中 N, N-二甲基乙酰胺及其代谢产物 N-甲基乙酰胺
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[摘要 ] � 目的: 探讨利用气相色谱 -质谱 ( GC /M S)建立一种准确可靠的尿样中的 N, N -二甲基乙酰胺 ( DMA C)及其代

谢产物 N -甲基乙酰胺 ( NM AC)的测定方法。方法:尿样经乙酸乙酯萃取、浓缩后,用 GC /M S全扫描模式 ( scan)进行定

性分析, 确定组分出峰时间和特征质量离子, DM AC选择 15、44、87m / z, NM AC选择 30、43、73m / z, 进行选择离子扫描

( S IM ), 作定量分析。结果: DM AC和 NMA C的线性范围分别为 0. 1 m g /L ~ 10. 0 m g /L和 0. 5 mg /L ~ 10. 0 mg /L; 相关系

数分别为 0. 9993和 0. 9991;最低检出限分别为 0. 02 mg /L和 0. 10 mg /L; 相对标准偏差分别为 3. 26%和 7. 22% ; 样品加

标回收率分别为 91% ~ 99%和 88% ~ 102%。结论: 方法准确性好、灵敏度高、干扰少, 是检测尿样中 DMA C和 NMAC的

较好方法。
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Determ ination of N, N- D im ethylacetam ide and it�sm etabolite N - M ethylacetam ide in
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[ Abstract] � Objective: T o dev elop an accura te, reliab le me thod to dete rm ine N, N - D im ethy lacetam ide( DM AC) and it�s m e�
tabo lite N - M e thy lacetam ide( NM AC ) in hum an urine by GC /M S. M ethods: T he urine was ex tracted and concentrated w ith

ethy l acetate firstly , and then qualitative ly ana lyzed by GC /M S full scan m ode to determ ine the retention tim e and characteristic

m ass ions, and quantitative ly ana ly zed in se lec tive ion mon ito r w ith ions at m / z 15, 44, 87 for DM AC and m /z 30, 43, 73 fo r

NM AC. R esults: T he ca libra tion curves o f DMA C and NM AC w ere linea rly in the range of 0. 1 to 10. 0 m g /L ( correlation coeffi�
cient was 0. 9993) and 0. 5 to 10. 0 m g /L( corre lation coe ffic ient was 0. 9991) , respective ly. T he detection lim its, re la tive stand�
a rd dev ia tions , recovery ranges for DM AC and NMA C w ere 0. 02 m g /L and 0. 10 mg /L, 3. 26% and 7. 22% , 91% to 99% and

88% to 102% , respectiv ely. Conc lusion: T h is m ethod had high accuracy, high sensitiv ity and low interference. It cou ld be ap�
p lied to dete rm ine DM AC and NM AC in hum an ur ine.
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� � 二甲基乙酰胺 ( N, N - D im ethy lace tam ide, DMA C)是近年

来使用量剧增的良好溶剂, 广泛用于石油加工和有机合成工

业, 如耐热纤维、塑料薄膜、涂料、医药、催化剂和丙烯腈纺丝

等工业 [ 1]。与同系的二甲基甲酰胺相比, 其热稳定性、水解稳

定性高, 腐蚀性和毒性小,可代替二甲基甲酰胺。DM AC对职

业接触工人也可造成健康损害,工人长期接触较高浓度 DM AC

主要表现为肝脏损害, 上呼吸道黏膜刺激症并伴随类神经衰

弱症等 [ 2]。 1994年, M a rino等人对一起 DM AC事故中接触工

人进行调查, 发现工人有不同程度的肝炎, 精神错乱,幻觉,皮

肤灼伤, 蜂窝织炎,双侧结膜炎 ,横纹肌溶解或者凝血障碍 [3]。

1997年 Baum等的研究中, 接触工人也发生肝中毒 [ 4]。世界

各国相继制定了 DM AC车间空气卫生标准, 如美国为 10ppm

( TW A )。我国现行国家标准 GBZ2- 2002规定工作场所职业

接触限值: PC- TWA为 20 m g /m3, PC- STEL为 40 mg /m3[ 5]。

DM AC沸点较高, 在室温下不易挥发, 人体皮肤对其有很大的

吸收作用, 职业接触工人工作时经口、经皮肤往往同时接触,

DM AC通过皮肤吸收进入体内与经呼吸道吸收进入体内具有

同等的生物学作用 ,采用单一的测定车间空气浓度很难说明

DM AC职业接触工人的实际接触水平,而应通过生物监测来评

价职业接触工人 DM AC实际接触程度。N -甲基乙酰胺 ( N -

M ethylacetam ide, NM AC )是二甲基乙酰胺在人体内代谢后的代

谢物 [ 6]。因此,通过监测尿中的 NMA C含量, 进而评价职业接

触者 DM AC的总摄入量是非常有意义的。但是到目前为止,

国内外都还没有开展相关的研究。本文采用溶剂萃取尿样,

浓缩后用气相色谱质谱联用仪测定, 方法准确性好、灵敏度

高、干扰少,取得满意结果, 现将方法报告如下。

1� 材料与方法
1. 1� 仪器与试剂
1. 1. 1� 仪器 � A g lient 6890N GC /5975B M S气质联用仪 (美国

304 中国卫生检验杂志 2011年 2月 第 21卷 第 2期 � Ch inese Journal ofH ealth Laboratory T echnology, Feb 2011; V ol 21� No 2



安捷仑公司 ), Innow ax弹性石英毛细管柱 ( 30 m � 250 �m �

0. 25 �m ) ;离心机等。

1. 1. 2� 试剂 � N, N -二甲基乙酰胺、N -甲基乙酰胺、乙酸乙

酯均为色谱纯, 氯化钠为分析纯。

1. 2� 实验条件
1. 2. 1� 色谱 � 脉冲不分流进样, 进样口温度 160� ; 恒流

1. 0 m l/m in; 程序升温, 初温 60� , 保持 1 m in,以 10� /m in升

温至 260� ,保持 5 m in。

1. 2. 2� 质谱 � 离子源温度 230� ; E I源,电压为 70eV; 选择离

子扫描 ( S IM ) DM AC选 15、44、87m /z; NM AC选 30、43、73m / z。

1. 3� 实验步骤

1. 3. 1� 样品的处理 � 采集接触 DM AC工人班末尿 50 m ,l混

匀后尽快测定尿比重。于低温冰箱冷冻结冰, 然后常温下解

冻, 离心。吸取离心后尿样 10 m ,l加人 2. 5 g N aC ,l加入 0. 5 m l

1 m o l/L H C,l加人 5 m l乙酸乙酯萃取,充分振摇, 离心后分离

乙酸乙酯层, 再加入 5 m l乙酸乙酯萃取,合并两次萃取的乙酸

乙酯, 用 N 2浓缩至 1. 0 m ,l进样 1� l分析。

1. 3. 2� DM AC和 NMA C工作曲线的配制, 准确吸取 1. 0 m l

DM AC和 NMA C, 加人 100 m l容量瓶中, 用蒸馏水定容至刻

度, 此液为标准贮备液。然后将标准贮备液稀释成 0. 1 �g /m ,l

0. 5 �g /m ,l 1. 0 �g /m ,l 2. 0 �g /m ,l 5. 0 �g /m ,l 10. 0 �g /m ,l用

空白尿样定容, 按样品处理方法进行尿样萃取, 进 1 � l分析,

以峰面积绘制工作曲线。

1. 3. 3� 计算 � � C= c� v� K /V

� � C-尿中 DM AC和 NM AC的浓度, m g /L;

� � c-由工作曲线上查得的 DMA C和 NMA C的浓度, �g /m ;l

� � v -样品萃取后乙酸乙酯的最后体积, m ;l

� � V -取尿样体积 , m ;l

� � K -尿样比重校正系数。

2� 结果与讨论
2. 1� 色谱柱的选择
对于本实验, 色谱柱的选择是关键点, 本试验使用了 H P

- 5M S 柱、DB - 1701柱和 Innow ax柱, 发现 HP - 5M S柱上

DM AC和 NMA C出峰时间在 3 m in ~ 5 m in左右, 与溶剂混在

一起出峰, 而且尿中 DM AC和 NMA C含量较低时不能出峰,因

为尿液中的杂质在这个时间段对 DMA C和 NM AC的出峰也影

响较大, 无法进行定性定量分析。 DB - 1701柱上 DM AC和

NM AC不出峰。DMAC和 NM AC在 Innow ax柱上出峰时间分

别为 12. 05 m in和 12. 53 m in,较为理想。

2. 2� 质谱测定
2. 2. 1� 定性测定 � 全扫描方式 ( scan)是对所定义的整个质量

范围 ( 20 amu~ 300 amu)进行采集,然后再对所得到的总离子

流图进行谱库检索, 定量分析以确定组分的保留时间和特征

离子。

� � Scan模式尿样萃取液的总离子流图。

2. 2. 2� 定量测定 � 用选择离子扫描模式 ( SIM )选择几个特定

的质量峰进行扫描, 这样每个离子检测的时间就相对较长, 灵

敏度、准确度都有很大提高。 DM AC 选择离子选 15、44、

87m / z; NMA C选择离子选 30、43、73m / z。

� � DM AC的质谱图

2. 3� 方法的线性范围及检出限
� � DMA C 和 NM AC 的线 性范围分别为 0. 1 m g /L ~

10. 0 m g /L和 0. 5 mg /L ~ 10. 0 m g /L; 相关系数分别为 0. 9993

和 0. 9991;方法检出限的计算采用 10倍信噪比 ( S /N值 )为检

出限, 本次实验测得分别为 0. 02 m g /L和 0. 10 m g /L;

2. 4� 方法的精密度
� � 以浓度为 1. 0 �g /m l的 DMA C和 NM AC重复测定 4次,

计算相对标准偏差, 分别为 3. 26%和 7. 22% , 见表 1。

表 1� DMAC和 NMAC的方法精密度

浓度 (�g /m l) 峰面积均值 SD CV (% )

DM AC 1. 0 13727383 447412. 5 3. 26

NM AC 1. 0 3008243 217257 7. 22

2. 5� 方法的回收率试验
� � 10 m l正常人尿样中 (空白尿样 )加入 100. 0 �g /m l浓度

的 DM AC和 NMA C标准溶液 0. 2 m ,l 0. 5 m ,l 1. 0 m ,l进行检

测, 结果加标回收率分别为 91. 0% ~ 98. 8% 和 88. 0% ~

101. 4% ,说明该方法结果稳定、准确, 测定结果见表 2。

表 2� DMAC和 NMAC的方法回收率

加入浓度

( mg /L )

DM AC测得浓

度 (m g /L)

DM AC回收

率 (% )

NMAC测得浓

度 ( m g/L)

NM AC回收

率 (% )

2. 0 1. 82 91. 0 1. 76 88. 0

5. 0 4. 94 98. 8 5. 07 101. 4

10. 0 9. 65 96. 5 9. 89 98. 9

2. 6� 去除干扰的方法
本文通过以下 3个方法, 使尿基质对样品测定干扰减少

到最小: � 新采集尿样中含有许多杂质, 应先将尿样于冰箱内

冷冻,然后离心、萃取测定, 通过这样一个步骤, 可以使尿样中

的杂质和尿液较好的分离, 减少干扰。� 利用选择离子模式

选择特征离子测定, 特异性强,可以减少其它尿基质对样品测

(下转第 308页 )
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120� l的纯甲醇溶液, 漩涡 2 m in, 12000 rpm 离心 5 m in, 取上

清液 100 � ,l加入 100 � l对照品加内标的水溶液, 最终浓度与

质控样品最终浓度相当,混匀后进样, 记录对照品与内标的峰

面积比值。一份来源的空白血浆配制低、中、高 3个浓度, 每

个浓度配制 3份。结果表明: 6份不同的空白基质并且 9个浓

度的样品峰面积比值与质控样品峰面积比值的 RSD为 7. 8%。

结果表明, 本实验的色谱和质谱条件可有效避免不同来源血

浆的基质效应。

2. 8� 定量限与检测限

� � 信号大小等于噪音 3倍时的 6, 7-二甲氧基香豆素的量,

由计算得出血浆中最低检测限约为 0. 1 ng /m l。血浆中最低定

量限为 0. 5 ng /m l( S /N > 10)。

3� 讨论
3. 1� 血浆样品预处理方法的选择

� � 首先考察了乙酸乙酯提取法和甲醇蛋白沉淀法, 计算两

种方法的提取回收率 ,均在 60% ~ 90% , 两种提取方法都很稳

定。由于蛋白沉淀法操作简便,适合于大量生物样品前处理,

因此本试验中选择了用直接沉淀蛋白法。

3. 2� 溶剂中的稳定性
� � 6, 7-二甲氧基香豆素及香豆素的 H PLC - DAD分析方法

已有报道, 但未对对照品溶液及内标溶液在甲醇溶剂中的避

光及自然光下保存的稳定性进行考察,研究结果表明: 在避光

和自然光条件下, 6, 7-二甲氧基香豆素及香豆素在甲醇溶剂

中保存三十天内非常稳定, 为以后的分析方法确定奠定了基

础。

3. 3� 色谱柱的选择

� � 本文对柱长、粒径、内径都相同 C8、C18两种色谱柱进行

了考察, 结果显示 C8得到的色谱峰响应更高,且峰宽更窄。

3. 4� 流动相组成的选择
� � 实验过程中考察了水相中不同比例的甲酸对对照品溶液

响应的影响, 其中包括 0. 025% 甲酸 - 10 mM 甲酸铵、0. 1%甲

酸 - 10mM甲酸铵、0. 2% 甲酸 - 10 mM 甲酸铵, 从色谱图可

知, 甲酸比例的增加有助于提高色谱峰的响应, 当甲酸比例增

加至 0. 2%时,色谱峰响应与前者相比, 没有明显变化, 故确定

选择 0. 1%甲酸 - 10 mM甲酸铵作为水相。之后又对甲醇、乙

腈进行了比较, 结果显示,甲醇作为有机相得到的色谱峰雾化

效果较好。
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定的干扰。 � 选择合适的色谱柱 Innow ax柱, 使 DM AC 和

NM AC出峰时间尽量延后, 可以与很多干扰物质的出峰分开,

从而进行更好的定性与定量分析。

2. 7� 实际样品测定

测定了 DMA C接触工人尿样 58例, 尿中 DM AC和 NM AC

的结果均在 0 m g /L ~ 28 m g /L之间,测定结果与工人现场接触

的情况相符。

3� 小结
� � 本文所建立的 GC- M S同时对 DM AC和 NMA C测定的方

法, 方法的检出限、回收率和精密度均符合方法学的要求,

DM AC及 NMA C的出峰时间分别为 12. 05 m in和 12. 53 m in,

大大减少了溶剂与样品基质对检测的影响, 而且灵敏度较高,

适合对 DMAC接触人群尿样中 DM AC和 NMA C的测定。
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