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纳米纤维在线固相萃取检测尿液中 ３ 种儿茶酚胺和 ５⁃羟色胺
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摘要：生物单胺包括儿茶酚胺类以及 ５⁃羟色胺等，在中枢神经系统中扮演着非常关键的角色，也是临床上诊断神经

内分泌肿瘤疾病的重要生物标志物。 由于这类单胺类物质的强化学极性导致传统吸附材料对其吸附效果不佳，从
复杂生物样本中同时检测更多的生物单胺存在挑战性。 该文建立了一种基于聚冠醚纳米纤维在线固相萃取检测

尿液中 ３ 种儿茶酚胺（多巴胺、肾上腺素、去甲肾上腺素）和 ５⁃羟色胺的方法。 采用静电纺丝法制备聚二苯并⁃１８⁃
冠⁃６ 醚⁃聚苯乙烯复合纳米纤维（ＰＣＥ⁃ＰＳ），制成装填纤维的固相萃取（ＰＦＳＰＥ）柱，再将 ＰＦＳＰＥ 柱与 ＨＰＬＣ 进行在

线联用。 该在线 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 方法采用双三元泵进行样品富集净化和分析，左泵连接 ＰＦＳＰＥ 柱，进行样品富集净

化；右泵连接分析柱进行样品分离检测。 控制切换阀的切换，实现样品富集后洗脱至分析柱中分离检测。 结果表

明，在线 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 检测尿液儿茶酚胺（多巴胺、肾上腺素、去甲肾上腺素）和 ５⁃羟色胺在 １～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内

有良好的线性关系，线性相关系数达 ０􀆰 ９９６ 以上。 ３ 种儿茶酚胺和 ５⁃羟色胺的检出限（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）分别为 １ 和 ２􀆰 ５
ｎｇ ／ ｍＬ，定量限（Ｓ ／ Ｎ＝ １０）分别为 ２􀆰 ５ 和 ５ ｎｇ ／ ｍＬ。 空白尿液和实际尿液加标回收率在 ８３􀆰 ５％ ～ １１７􀆰 ７％ 之间，日内

精密度＜１０％。 ＰＣＥ⁃ＰＳ 复合纳米纤维在多次使用后无明显变化，具有良好的稳定性，可重复使用达 ９５ 次以上。 在

线 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 方法能够集样品在线前处理与分析检测于一体，省时省力，实现分析过程的高度自动化。 该方法

成功应用于尿液中 ３ 种儿茶酚胺和 ５⁃羟色胺的检测，可以为临床上相关疾病检测诊断和研究提供有力的技术

支持。
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ｔｈｅ ｏｎ⁃ｌｉｎｅ ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ （ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １ ｎｇ ／ ｍＬ ｔｏ ２００
ｎｇ ／ ｍＬ） ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｂｏｖｅ ０􀆰 ９９６ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ＣＡｓ
（ＤＡ， ＮＥ， Ｅ） ａｎｄ ５⁃ＨＴ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ＣＡｓ， ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ） ｗａｓ １ ｎｇ ／ ｍＬ （Ｓ ／ Ｎ ＝ ３），
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ （ＬＯＱ） ｗａｓ ２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ （Ｓ ／ Ｎ＝ １０） ． Ｆｏｒ ５⁃ＨＴ， ｔｈｅ ＬＯＤ ｗａｓ ２􀆰 ５
ｎｇ ／ ｍＬ （Ｓ ／ Ｎ＝ ３） ａｎｄ ｔｈｅ ＬＯＱ ｗａｓ ５ ｎｇ ／ ｍＬ （Ｓ ／ Ｎ ＝ １０） ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ａｎｄ
ｇｏｏｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＡＵ ａｎｄ ｒｅａｌ ｕｒｉｎｅ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ＣＡｓ ａｎｄ ５⁃
ＨＴ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ８３􀆰 ５％ －１１７􀆰 ７％， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ １０％． Ａｄｄｉ⁃
ｔｉｏｎａｌｌｙ， ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｎｏｆｉｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，
ｗｈｉｃｈ ｒｅｆｌｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｕｓａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｎｏｆｉｂｅｒｓ． Ｔｈｅ ｎａｎｏｆｉｂｅｒｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ｒｅｕｓｅｄ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５ ｔｉｍｅｓ．
　 Ｔｈｅ ｏｎ⁃ｌｉｎｅ ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ
ＣＡｓ ａｎｄ ５⁃ＨＴ ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ． Ｔｈｉｓ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｕｔｏ⁃
ｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｄｖａｎｔａｇｅｏｕｓ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｉｔｓ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｉｍｅ ａｎｄ ｅｆｆｏｒｔ ｒｅｑｕｉｒｅｄ． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｏｎ⁃ｌｉｎｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｐｒｏ⁃
ｖｉｄｅ ｓｔｒｏｎｇ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ
ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒａｃｔｉｃｅ．

引用本文：毕月玲，许桐，陈利琴． 纳米纤维在线固相萃取检测尿液中 ３ 种儿茶酚胺和 ５⁃羟色胺． 色谱，２０２１，３９（１２）：１３０６－１３１３．
ＢＩ Ｙｕｅｌｉｎｇ， ＸＵ Ｔｏｎｇ， ＣＨＥＮ Ｌｉｑｉｎ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｕｒｉｎａｒｙ ｃａｔｅｃｈｏｌａｍｉｎｅｓ ａｎｄ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｂｙ ｏｎ⁃ｌｉｎｅ ｐａｃｋｅｄ⁃ｆｉｂｅｒ ｓｏｌｉｄ⁃
ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１２）：１３０６－１３１３．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｃｒｏｗｎ ｅｔｈｅｒ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｎａｎｏｆｉｂｅｒ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ⁃
ｐｈｙ （ＨＰＬＣ）； ｏｎ⁃ｌｉｎｅ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｃａｔｅｃｈｏｌａｍｉｎｅｓ； ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ； ｕｒｉｎｅ
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　 　 神经内分泌肿瘤是一类伴随着儿茶酚胺类

（ＣＡｓ）物质大量分泌的疾病［１］。 由于儿茶酚胺类物

质在人体内各种生理活动和免疫系统的调节方面起

到非常重要的作用，所以这类物质除了能作为诊断

神经内分泌肿瘤疾病的生物标志物外，还与多种神

经系统和自身免疫性疾病有关，例如阿尔茨海默病、
抑郁症、注意力缺陷多动障碍（ＡＤＨＤ）、精神分裂

症、帕金森病、焦虑和类风湿关节炎等［２－４］。 因此，
生物样本中这些分析物的测定对于支持疾病监测和

新的治疗药物开发具有重要的临床意义。 然而，生
物样本中儿茶酚胺类物质含量极低，且其他内源性

物质干扰测定，所以生物样本中的此类痕量物质分

析往往面临着巨大的困难，目标物信号常常要么达

不到仪器的检出限，要么淹没在复杂浩瀚的干扰物

质信号当中。
　 　 儿茶酚胺类物质主要包括肾上腺素（Ｅ）、去甲

肾上腺素（ＮＥ）和多巴胺（ＤＡ）。 另一种神经递质

５⁃羟色胺（５⁃ＨＴ）也是近年来研究中使用较多的一

类指标［５，６］。 这一类物质化学极性强，在通常的 Ｃ１８
等疏水性的固相介质上几乎无保留，所以说这类物

质的前处理是极具挑战性的一类工作。 而传统的此

类物质样品前处理方法一般都采用离线操作的方式

进行，耗时费力且易造成损耗误差，导致样品前处理

方法成为整个样本分析流程的瓶颈问题［７］。 而在

线样品前处理与高效色谱检测方法联用能够为解决

此瓶颈问题提供方法和思路，此联用方法不仅可以

减轻技术人员的劳动强度，实现分析过程高度自动

化，节约分析成本；更主要的是可以减少甚至消除由

于手工操作中个体差异所产生的误差，提高分析测

试的灵敏度、准确度与重现性［８］。 再者，在线样品

前处理和检测联用方式更容易实现试剂无毒化操

作，减少对操作人员及环境的危害，从而促进绿色化

学的发展。 在线样品前处理与高效色谱检测方法联

用在具备多种检测分析优势的基础上，还能提高分

析样品的检测通量，近年来在样本分析领域得到了

广泛的发展应用［９，１０］。
　 　 基于电纺纳米纤维固相萃取（ｐａｃｋｅｄ⁃ｆｉｂｅｒ ｓｏｌ⁃
ｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＰＦＳＰＥ） 的技术正在蓬勃发

展，其核心是以纳米纤维取代通行的颗粒状微米级

固相吸附材料进行样品前处理。 其可以针对待捕集

目标分子的理化性质，用高压电纺技术纺制与之有

选择性相互作用的纳米纤维，从而为建立极性分子

的在线固相萃取分析平台奠定基础［１１，１２］。 本文在

已有研究基础［１３］ 上，将 ＰＦＳＰＥ 技术引入在线样品

前处理体系，并拓宽分析目标物质，开发在线样品前

处理方法。 本研究只用普通的 ＨＰＬＣ⁃ＦＬＤ 系统外

加一个切换阀就可以同时实现 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 以及 ５⁃
ＨＴ 的在线前处理与分离检测，不仅能为神经内分

泌肿瘤标志物的准确、灵敏检测提供更为高效的在

线样品前处理检测体系，还可以拓宽在线样品前处

理技术的应用范围。

１　 实验部分

１．１　 仪器和试剂

　 　 ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００ 双三元高效液相色谱仪、ＦＬＤ⁃
３１００ 荧光检测器、Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ ７􀆰 ２ ＳＲ５ 色谱数据系

统（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。 ＤＷ⁃Ｐ４０３－１ＡＣ
高压电源（天津东文高压电源厂），微量注射泵 ＷＺ⁃
５０Ｃ６（浙江史密斯医学仪器有限公司）， １⁃１４ 小型

台式离心机 （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）， Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ
Ｉｎｔｅｇｒａｌ 超纯水系统（法国密理博公司）。
　 　 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ、５⁃ＨＴ、３，４⁃二羟基苯乙胺氢溴酸

（ＤＨＢＡ）、二苯硼酸 ２⁃氨基乙基酯（ＤＰＢＡ）均购自

美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。 甲醇、乙腈、冰乙酸（色
谱纯，天津市康科德科技有限公司），聚苯乙烯（ＰＳ，
相对分子质量 １􀆰 ８×１０５，上海化学试剂研究所），二
苯并⁃１８⁃冠⁃６ 醚（天津希恩思生化科技有限公司）。
二苯并⁃１８⁃冠⁃６ 醚聚合物树脂冠醚（ＰＣＥ）由天津医

科大学卫生化学实验室合成提供。
１．２　 标准样品制备和尿液样本处理

　 　 混合标准溶液：分别配制加超纯水溶解的 １􀆰 ０
ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 以及 ５⁃ＨＴ 的母液（Ｅ 标准品

需先用 ３０ μＬ ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶解），再吸取各母液

适量，充分混匀配制成 １００ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准溶

液，密封、避免光照、于冰箱－２０ ℃下保存备用。
　 　 内标（ ＩＳ）溶液：取内标物质 ＤＨＢＡ 适量，加入

超纯水溶解，配制成 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＩＳ 储备液，密
封、避免光照、于冰箱中－２０ ℃下保存备用。
　 　 ＤＰＢＡ 溶液：取 ＤＰＢＡ 适量加水配制成 ２􀆰 ０
ｍｇ ／ ｍＬ 溶液以备后用。
　 　 磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）：先配制 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＮａＨ２ＰＯ３ 水溶液和 Ｎａ２ＨＰＯ３ 水溶液，二者按 ６１ ∶
３９、８１ ∶１９、１８３ ∶１７、９４７ ∶５３ 的体积比分别混合，对应

缓冲液的 ｐＨ 分别为 ７􀆰 ０、７􀆰 ４、７􀆰 ８ 和 ８􀆰 ０。
　 　 人工尿液（ＡＵ）：参考文献［１４］ 中的配比进行人

工尿液的配制，尿酸的加入量参考文献［１５］，得到尿
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酸溶解完全的人工尿液。
　 　 尿液样本：新鲜收集的尿液采用 ０􀆰 ２２ μｍ 的水

膜过滤，再加入等体积的 ＰＢＳ（ｐＨ ７􀆰 ８）与之混匀。
１．３　 聚冠醚复合纳米纤维的制备

　 　 参考文献［１１］ 制备聚合冠醚复合纳米纤维。 取

３􀆰 ６ ｇ（０􀆰 ０１ｍｏｌ）二苯并⁃１８⁃冠⁃６ 醚溶于 ２０ｍＬ 甲酸

溶液中；在三口烧瓶中加入 ０􀆰 ６ ｇ 多聚甲醛，加入 ２０
ｍＬ 甲酸，加热（５０ ℃）搅拌使其溶解，然后将配好

的 ２０ ｍＬ 二苯并⁃１８⁃冠⁃６ 醚的甲酸溶液经恒压漏斗

缓慢滴加到三口烧瓶中，保持 ５０ ℃继续搅拌 ４－５
ｈ，观察有絮状物析出，室温下继续搅拌约 ２０ ｈ，有
棕灰色固体沉淀产生，抽滤固体，用 ３０ ｍＬ 蒸馏水

反复洗涤 ２－３ 次，置于送风干燥箱中彻底烘干，得
到固体产品即为聚合冠醚。
　 　 静电纺丝过程如下：配制 ５％ （ｖ ／ ｖ）ＰＣＥ 的二甲

基亚砜（ＤＭＳＯ）溶液和 １５％ （ｖ ／ ｖ）聚苯乙烯（ＰＳ）
的二甲基甲酰胺⁃四氢呋喃（ＤＭＦ⁃ＴＨＦ， ４ ∶６， ｖ ／ ｖ）
溶液，将两种溶液按照 ４ ∶１０（ｖ ／ ｖ）混匀作为纺丝前

体溶液。 将该溶液装入玻璃注射器中，其不锈钢针

头与高压电源的阳极相连，铝箔收集设备与高压电

源的阴极相连，二者距离为 １５ ｃｍ，电压为 ２０ ｋＶ，进
液速率为 ２􀆰 ０ ｍＬ ／ ｈ， ＰＣＥ⁃ＰＳ 溶液在高压电场下喷

射形成复合纳米纤维。
１．４　 ＰＦＳＰＥ 柱的制备

　 　 采用不锈钢细棒 （直径为 ０􀆰 ５ ｍｍ） 将适量

ＰＣＥ⁃ＰＳ 复合纳米纤维约 １０ ｍｇ 分次填充于金属柱

筒（１０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ）中，压紧填实，装上两端筛板

后放入外套管中组装。 将组装好的 ＰＦＳＰＥ 柱与

ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００ 高效液相色谱仪相连接。
１．５　 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 在线联用程序

　 　 采用仪器自带的双位十通切换阀设计了 ＰＦ⁃
ＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 在线联用的程序，该程序分为 ３ 部分：
（１）样品富集过程（见图 １ａ），样品经自动进样器注

入 ＰＦＳＰＥ 柱中进行富集净化；（２）样品洗脱转移过

程（见图 １ｂ），通过切换十通阀的阀位至 ２⁃１，样品被

洗脱液洗脱，转移到分析柱中；（３）样品分析过程

（见图 １ａ），阀位再次切换回 １０⁃１，在分析柱中进行

目标物的分离和检测，同时 ＰＦＳＰＥ 柱再平衡，预备

下针进样。 程序的总运行时间为 １６􀆰 ００ ｍｉｎ。
１．６　 色谱条件

　 　 色谱柱选用 ＹＭＣ⁃Ｐａｃｋ ｐｒｏ Ｃ１８ 色谱柱（１００
ｍｍ×３􀆰 ０ ｍｍ， ５ μｍ）；柱温设为 ３５ ℃；荧光检测器

的激发波长（λｅｘ）设为 ２８６ ｎｍ，发射波长（λｅｍ）设为

图 １　 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 在线联用程序设计示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ

ｏｎｌｉｎｅ ｐｒｏｇｒａｍ ｄｅｓｉｇｎ

３１８ ｎｍ；流动相 Ａ：准确称量 ０􀆰 ４５ ｇ 庚烷磺酸钠、
７􀆰 ６ ｇ 柠檬酸、７􀆰 ３ ｇ 磷酸二氢钠、０􀆰 １ ｇ ＥＤＴＡ、１􀆰 ９ ｇ
氢氧化钠于烧杯中，再加入 ５５ ｍＬ 乙腈，用超纯水

定容至 １ Ｌ，充分混匀，抽滤，超声脱气 １０ ｍｉｎ，此时

溶液的 ｐＨ 为 ４􀆰 １５；流动相 Ｂ： １ ｍｏｌ ／ Ｌ 冰醋酸；流
速设为 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量为 １００ μＬ。 最佳梯度

洗脱时间程序方法见表 １。

表 １　 最佳梯度洗脱时间程序方法
Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

Ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ／
（ｍＬ ／ ｍｉｎ）

Ｌｅｆｔ ｐｕｍｐ
（ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ
（ｗａｔｅｒ） ／ ％

Ｒｉｇｈｔ ｐｕｍｐ
（ａｎａｌｙｓｉｓ）

Ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ
Ａ ／ ％

Ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ
Ｂ ／ ％

Ｖａｌｖｅ
ｐｏｓｉｔｉｏｎ

０．０ ０．５ １００ １００ 　 ０ １０⁃１
３．０ ０．５ １００ １００ ０ １０⁃１
３．５ ０．５ １００ ０ １００ ２⁃１
４．５ ０．５ １００ ０ １００ １０⁃１
５．０ ０．５ １００ １５ ８５ １０⁃１

１５．０ ０．５ １００ ６０ ４０ １０⁃１
１６．０ ０．５ １００ １００ ０ １０⁃１

１．７　 标准曲线的绘制

　 　 采用人工尿液配制 １、５、１０、２０、５０、１００、２００
ｎｇ ／ ｍＬ 的系列标准混合溶液（其中 ＩＳ 的质量浓度

·９０３１·
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均为 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ），依次注入 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 在线联用

系统中，测定各个质量浓度下的各目标物峰面积。
以质量浓度 Ｘ（ｎｇ ／ ｍＬ）为横坐标，各目标物与 ＩＳ 的

峰面积比值 Ｙ 为纵坐标，分别绘制 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 和 ５⁃
ＨＴ 的标准曲线。
１．８　 加标回收率试验

　 　 采用人工尿液加标以及健康人尿液测试基底值

后加标进行加标回收率试验。
　 　 尿液基质：吸取 ０􀆰 ５ ｍＬ 人工尿液或实际尿液，
按照体积比 １ ∶１ 加入 ｐＨ ７􀆰 ８ 的 ＰＢＳ 后，再加入 ２􀆰 ５
μｇ ／ ｍＬ 的 ＩＳ 溶液 １０ μＬ 和 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ ＤＰＢＡ 溶液

５０ μＬ，混匀。
　 　 人工尿液加标分为低、中、高 ３ 个水平（１０、５０、
１００ ｎｇ ／ ｍＬ）。 吸取 ０􀆰 ５ ｍＬ 人工尿液，按照体积比

１ ∶１ 加入 ｐＨ ７􀆰 ８ 的 ＰＢＳ 后，分别加入 １０ μＬ 混合标

准溶液（１、５、１０ μｇ ／ ｍＬ），再加入 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 的 ＩＳ
溶液 １０ μＬ 和 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ ＤＰＢＡ 溶液 ５０ μＬ，混匀。
　 　 实际尿液加标 １００ ｎｇ ／ ｍＬ。 吸取 ０􀆰 ５ ｍＬ 尿液，
按照体积比 １ ∶１ 加入 ｐＨ ７􀆰 ８ 的 ＰＢＳ 后，加入 １０ μＬ
混合标准溶液（１０ μｇ ／ ｍＬ），再加入 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 的

ＩＳ 溶液 １０ μＬ 和 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ ＤＰＢＡ 溶液 ５０ μＬ，
混匀。
　 　 分别取人工尿液和实际尿液基质及其加标溶液

各 １００ μＬ 进样分析，记录各峰面积。 计算加标回收

率：加标回收率＝ （测定值－基质本底值） ／加标水平

×１００％。

２　 结果与讨论

２．１　 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 在线联用程序的优化

　 　 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 在线联用程序的重要操作参数

是流速、流动相梯度，以及富集、转移时间、分析和平

衡时间。 如果富集时间过短，会导致目标物质没有

吸附充分，过长会导致不必要的运行时间。 转移时

间过短会导致目标物质没有充分转移。 分析时间过

短则会造成目标物质不能全部出峰，过长也会导致

运行时间过长。 净化平衡时间过短也会造成 ＰＦ⁃
ＳＰＥ 柱和分析柱未平衡完全。 此外，色谱柱的填

料、粒度、内径及柱长等都会影响其柱效，进而影响

分离度及灵敏度等。 因此，本实验对以上影响因素

都进行了优化，最终优化的条件见 １􀆰 ５、１􀆰 ６ 节，ＮＥ、
Ｅ、ＤＡ、５⁃ＨＴ 和 ＩＳ 的分离色谱图如图 ２ 所示，在此

优化条件下，杂质峰较少，基线较为平稳，分离较充

分，有利于准确的定性定量分析。

图 ２　 最佳梯度洗脱时间程序方法下的 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＮＥ、Ｅ、
ＤＡ、５⁃ＨＴ 和 ＩＳ 标准物质混合水标液分离色谱图

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ １００ ｎｇ ／ ｍＬ ＮＥ， Ｅ，
ＤＡ， ５⁃ＨＴ ａｎｄ ＩＳ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｄｉｓ⁃
ｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ｗａｔｅｒ ｕｎｄｅｒ ｏｐｔｉｍａｌ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｐｒｏｇｒａｍ ｍｅｔｈｏｄ

　

　 ＮＥ： ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ； Ｅ： ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ； ＩＳ： ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ，
３，４⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｙｌａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ； ＤＡ： ｄｏｐａｍｉｎｅ； ５⁃
ＨＴ： ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ．

２．２　 络合剂 ＤＰＢＡ 加入量的影响

　 　 由于 ＤＰＢＡ 和儿茶酚胺基团之间存在可逆的

络合作用［５，１６］，而络合反应产物可以提高在 ＰＦＳＰＥ
柱上的吸附效率，所以本试验测试了 ＤＰＢＡ 加入量

对分析物的检测影响。 采用人工尿液配制加标溶液

１ ｍＬ （ ＮＥ、 Ｅ、 ＤＡ 和 ５⁃ＨＴ 的 质 量 浓 度 为 １００
ｎｇ ／ ｍＬ， ＩＳ 为 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ），加入不同体积的 ＤＰＢＡ
（２ ｍｇ ／ ｍＬ）。 从图 ３ 可知，ＤＰＢＡ 的加入对于 ＣＡｓ
的作用非常明显，而对 ５⁃ＨＴ 的作用有限。 总体而

言，加入量为 ５０ μＬ 的条件下，各目标物质的峰面积

最高，说明此条件为 ＤＰＢＡ 的最佳加入量。 因此后

续实验都采取此条件，加入 ５０ μＬ ＤＰＢＡ。

图 ３　 络合试剂 ＤＰＢＡ（２ ｍｇ ／ ｍＬ）加入量对分析物
提取效果的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘｉｎｇ ａｇｅｎｔ
ｄｉｐｈｅｎｙｌｂｏｒｉｎｉｃ ａｃｉｄ ２⁃ａｍｉｎｏｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ
（ＤＰＢＡ， ２ ｍｇ ／ ｍＬ） ｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎａ⁃
ｌｙｔｅｓ （ｎ＝３）
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２．３　 ＰＢＳ 的影响

　 　 在普通膳食条件下，正常人的尿液偏酸性，ｐＨ
均值保持在 ６􀆰 ３ 左右［１７］。 由于 ＤＰＢＡ 络合实验需

要在近中性条件下反应为佳，所以采用 ＰＢＳ 对尿液

ｐＨ 进行调节。 本实验测试了不同 ｐＨ 的 ＰＢＳ 以及

人工尿液与不同 ｐＨ 的 ＰＢＳ 等体积混合溶液中的各

分析物响应值。 如图 ４ 所示，在单纯 ＰＢＳ 中，ｐＨ
７􀆰 ０ 条件下各分析物的峰响应值最大。 而在人工尿

液与 ＰＢＳ 等体积混合的溶液中，ｐＨ ７􀆰 ８ 条件下各

分析物的峰响应值最佳。 此结果也说明采用一定量

的 ＰＢＳ 调节人工尿液的 ｐＨ 至近中性后，各分析物

能够得到较好的提取。
　 　 此外，在 ４ 种体积比条件下混合人工尿液和 ｐＨ
７􀆰 ８ 的 ＰＢＳ，各分析物的峰响应值差异较小，１ ∶１ 条

件下各分析物的峰响应值稍好于其他 ３ 种配比条

件，说明此条件已达到最佳吸附 ｐＨ 条件，所以在后

续的实验中人工尿液或实际尿液的 ｐＨ 调节都采用

ｐＨ ７􀆰 ８ 的 ＰＢＳ 等体积比混合。

图 ４　 ＰＢＳ 对分析物检测的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＢＳ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅｓ （ｎ＝３）

ＰＢＳ： ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； ＡＵ： ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｕｒｉｎｅ．

２．４　 ＰＦＳＰＥ 柱的稳定性及重复使用次数

　 　 前期实验中发现，ＰＦＳＰＥ 柱经上百次使用后，
纳米纤维只有略微的机械变形，直径无显著变化，纳
米结构保持完整，可以重复使用［１５］。 本实验对 ＰＦ⁃
ＳＰＥ 柱的重复使用次数进行了统计，以进一步考察

ＰＦＳＰＥ 柱的稳定性。 实验结果发现，该 ＰＦＳＰＥ 柱

在 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 系统中可以进行近 ２００ 次 ＣＡｓ 和

５⁃ＨＴ 的在线自动化富集和分析。 取 １􀆰 ２ 节配制的

混合标准溶液加超纯水稀释至 １００ ｎｇ ／ ｍＬ（ ＩＳ 质量

浓度为 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ）进样 １００ μＬ， ＮＥ、Ｅ、ＤＡ、５⁃ＨＴ
及 ＩＳ 的峰面积及 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ、５⁃ＨＴ 与 ＩＳ 的峰面积

比随使用次数的变化见图 ５（统计到 ９５ 次），图中显

示出 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 及 ＩＳ 的峰面积均随使用次数的增

加先下降后上升，然后缓慢下降到一定水平，再在该

水平的基础上有长时间的小幅波动，最后又继续下

降。 而 ５⁃ＨＴ 的峰面积能够在较长时间内保持较好

的稳定性（５⁃ＨＴ 和 ＣＡｓ 类化学结构有差异，所以变

化趋势有可能不一致）。 这些都说明 ＰＦＳＰＥ 柱具

有一定的重复使用性和较好的稳定性，可以在一定

时间内保持稳定，建议使用过程中随时采用标准溶

液进行质控，以保持对 ＰＦＳＰＥ 性能的了解，确保标

准溶液和实际尿液的测试条件尽量在较短时间内保

持一致，减少因 ＰＦＳＰＥ 前处理柱的性能因素而导致

的实验误差。
２．５　 方法学

２．５．１　 标准曲线

　 　 本实验采用内标法定量。 在 １ ～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 的

范围内，ＮＥ、Ｅ、ＤＡ、５⁃ＨＴ 的色谱峰清晰可见。 以

ＮＥ、Ｅ、ＤＡ、５⁃ＨＴ 与 ＩＳ 的色谱峰面积比值（Ｙ）对各

单胺的浓度（Ｘ）做线性回归，结果显示 ＮＥ、Ｅ 和 ＤＡ
在 １ ～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 之间呈线性， ５⁃ＨＴ 在 ５ ～ ２００
ｎｇ ／ ｍＬ 之间呈线性，且线性关系良好（相关系数 ｒ
≥０􀆰 ９９６）。 检出限为 １ ｎｇ ／ ｍＬ （Ｓ ／ Ｎ ＝ ３， ＣＡｓ）和

２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ （Ｓ ／ Ｎ＝ ３， ５⁃ＨＴ），定量限为 ２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ
（Ｓ ／ Ｎ ＝ １０， ＣＡｓ）和 ５ ｎｇ ／ ｍＬ （Ｓ ／ Ｎ ＝ １０， ５⁃ＨＴ）。
ＮＥ、Ｅ、ＤＡ、５⁃ＨＴ 的线性方程分别为：Ｙ ＝ ０􀆰 ００８ ９Ｘ＋
０􀆰 ０３３ ５ （ＮＥ， ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ３）， Ｙ ＝ ０􀆰 ００７ ３Ｘ＋０􀆰 ０５５ ８
（Ｅ， ｒ ＝ ０􀆰 ９９６ １）， Ｙ ＝ ０􀆰 ０１３ ６Ｘ＋０􀆰 ００４ ２（ＤＡ， ｒ ＝
０􀆰 ９９９ ７）， Ｙ ＝ ０􀆰 ００５ ２ Ｘ ＋ ０􀆰 ００３ ０ （ ５⁃ＨＴ， ｒ ＝
０􀆰 ９９９ ８）。
２．５．２　 加标回收率

　 　 人工尿液和实际尿液加标回收试验结果见表

２， ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 的加标回收率分别为 ８７􀆰 ０％
～ １１７􀆰 ７％、 ８７􀆰 ６％ ～ １１０􀆰 ７％、 ８３􀆰 ５％ ～ １１０􀆰 ０％ 及
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图 ５　 ＰＦＳＰＥ 柱的重复使用次数对分析物检测的影响（ｎ＝９５）
Ｆｉｇ． ５　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｕｓｅ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ＰＦＳＰＥ ｃｏｌｕｍｎ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅｓ （ｎ＝９５）

９８􀆰 ７％ ～１１１􀆰 ７％，相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于 １０％。
回收率和精密度都符合测试要求，说明该检测方法

适用于尿液样本中 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 的定量分析。

表 ２　 人工尿液和实际尿液样品的加标回收率（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ａｃｔｕａｌ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｕｒｉｎｅ （ＲＳＤｓ） ／ ％
１０ ｎｇ ／ ｍＬ ５０ ｎｇ ／ ｍＬ １００ ｎｇ ／ ｍＬ

Ａｃｔｕａｌ ｕｒｉｎｅ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） Ｓｐｉｋｅｄ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ （ＲＳＤ） ／ ％

ＮＥ ８７．０ （４．２） １０２．５ （６．５） １０８．３ （５．３） １５．５ １００．０ １１７．７ （３．６）
Ｅ ８７．６ （６．６） １０５．９ （５．３） １０５．６ （７．１） ３．７ １００．０ １１０．７ （８．６）
ＤＡ ８３．５ （７．０） ８８．０ （９．９） １１０．０ （７．８） １７０．６ １００．０ １０６．７ （４．８）
５⁃ＨＴ ９８．７ （８．４） １１１．７ （７．９） １０４．９ （７．８） ５３．２ １００．０ １０１．６ （９．８）

２．６　 实际尿液样本的检测

　 　 取健康人的随机尿中段尿 １ 份，按照 １􀆰 ８ 小节

项下的操作配成尿液基质，进样 １００ μＬ，计算尿液

基质中 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 对 ＩＳ 的峰面积比值，将
峰面积比值代入到各分析物的标准曲线中求出尿液

中 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 的质量浓度。
　 　 由图 ６ 可知，实际尿液样本中的 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ、５⁃

ＨＴ 经 ＰＦＳＰＥ 柱在线富集和净化后能够在 ＨＰＬＣ⁃
ＦＬＤ 系统中得到较好的分离与检出，峰形优良，与
杂质分离效果好，便于 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 的定性定

量分析。 该方法中，样品在线富集净化及检测所需

的时间在 １６ ｍｉｎ 内，方便快捷、大大节省人力物力。
实际尿液样本中 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 和 ５⁃ＨＴ 的质量浓度分

别为 １００􀆰 ０、４５􀆰 ９、３１１􀆰 ７ 和 １９７􀆰 ８ ｎｇ ／ ｍＬ。 ３ 种 ＣＡｓ
和 ５⁃ＨＴ 的含量范围与文献［１８］报道中的数值范围基

本吻合，说明此方法能够应用于测定尿液中的 ＮＥ、
Ｅ、ＤＡ 和 ５⁃ＨＴ 的含量。
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图 ６　 检测实际尿液的色谱图
Ｆｉｇ． ６　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆ ａｃｔｕａｌ ｕｒｉｎｅ

３　 结论

　 　 本研究采用静电纺丝法制备聚合冠醚复合纳米

纤维，将其作为 ＳＰＥ 的吸附剂装填固相萃取柱，同
时选择双泵柱切换阀系统，设计在线联用程序，将
ＰＦＳＰＥ 与 ＨＰＬＣ⁃ＦＬＤ 进行在线联用。 该方法成功

应用于人体尿液中 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 的检测，能够

有效地富集目标分析物和净化尿液中的内源性杂

质，该方法加标回收率高，精密度良好，在 １ ～ ２００
ｎｇ ／ ｍＬ 范围内有着良好的线性。 此外，聚冠醚复合

纳米纤维的稳定性较好，１０ ｍｇ 装填量的 ＰＦＳＰＥ 柱

可以重复使用近百次，相比离线操作一次使用 ２ ～ ３
ｍｇ，使用效率成百倍提高，大大节省物力。
　 　 总之，本研究建立的 ＰＦＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ 在线联用方

法是一种更简便、有效、环境友好的检测方法。 该方

法能够集样品前处理与分析检测于一体，分析的自

动化程度高，在很大程度上扩展了 ＰＦＳＰＥ 样品前处

理技术的应用。 此外，该聚冠醚复合纳米纤维可以

重复使用，因此可长时间自动运行，实现大批量尿液

中 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 的在线自动化富集和分析。
该方法展现出很大的临床应用前景，适用于临床尿

液样本中 ＮＥ、Ｅ、ＤＡ 及 ５⁃ＨＴ 的检测，可以为相关疾

病提供辅助诊断技术支持。
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