
DOI: 10. 3724 / SP. J. 1096. 2013. 20989

电喷雾萃取电离质谱直接检测人体呼出气体中的乙腈
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摘摇 要摇 人体呼出气体携带大量的生理病理信息,在临床诊断和代谢组学研究中发挥着日益重要的作用。 本

研究在未对样品进行预处理条件下,采用电喷雾萃取电离质谱(EESI鄄MS)技术直接测定呼出气体中乙腈分

子。 在优化的实验条件下,结合多级串联质谱,有效地获得了人体呼出气体中乙腈含量的信息。 对气相乙腈

的检出限为 5.71 pL/L,线性范围为 76.4 ~ 1910 pL/L。 以两名健康志愿者呼出气体为实例,实际检测了其中乙

腈的含量分别为 134.49 和 104.40 pL/L,相对标准偏差(RSD)分别为 6.3% 和 7.2% 。 结果表明,本方法灵敏度

高、精密度好、分析速度快、特异性强,能够承受呼出气体中复杂基体的影响,适合于呼出气体中痕量乙腈的直

接半定量检测,也可为呼出气体中其它小分子物质的检测提供新思路。
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1摇 引摇 言

近年来,呼出气体检测凭借其无损、快速、取样方便等优势,及其中的生物标记物分子与疾病(如肺

癌[1,2])、新陈代谢[3,4]、脏器状况[5]的相关性,逐渐成为现代临床医学、分析检测领域研究的热点。 有研

究表明,乙腈可作为吸烟的标志物[6],随着吸烟数量的增加,吸烟者呼出气体中乙腈的含量迅速升高,
即使是被动吸烟者,其呼出的乙腈含量也明显高于正常对照组[7,8]。 据报道,乙腈还与吸毒成瘾[9,10]、
膀胱癌[11]等有一定关系。 因此,建立一种实时在线、灵敏、快速、准确的呼出气体中乙腈的检测方法,对
乙腈在人体中的代谢及其在人体生理病理中所产生的作用的研究具有重要意义。

乙腈分子检测的常规方法有气相色谱法(GC) [12,13] 和气相色谱鄄质谱法(GC鄄MS) [14,15]。 但因灵敏

度低,GC 及 GC鄄MS 法很难对呼出气体中乙腈进行直接快速原位检测。 选择离子流动管质谱法(Select
ion flow tube mass spectrometry, SIFT鄄MS) [16] 和质子转移反应质谱法 ( Proton transfer reaction mass
spectrometry, PTR鄄MS) [17,18]已用于呼出气体中乙腈的检测。 但 SIFT鄄MS 法需对呼出气体进行收集和预

处理,且灵敏度不高,难以实现乙腈的实时在线分析;而 PTR鄄MS 法虽可进行呼吸气体在线分析,但由于

乙腈分子较难质子化[19],对仪器的要求更高。 加之,呼出气体基体成分复杂(含氮、氧、水、挥发性 /非挥

发性有机化合物等),受环境的影响较大[20],检测结果的准确性受到了一定限制。 EESI鄄MS[21,22]是一种

适合于复杂基体样品分析的新兴离子化技术,它能将中性样品和带电试剂离子分开,并在线完成样品的

萃取和电离,适宜于对样品进行活体、直接、实时检测。 本研究利用其具有可调三维空间、方便更换萃取

试剂及保证人身安全等优点,以硝酸银为萃取溶剂,在无需样品预处理条件下直接对呼出气体中乙腈进

行快速质谱定性及半定量分析。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

EESI 离子源:东华理工大学研制[23]。 LTQ鄄XL 增强型线性离子阱质谱仪(美国 Finnigan 公司),配
有 Xcalibur 数据系统。 KQ3200 型超声清洗仪(昆山超声仪器有限公司);精密电子天平(Mettler Toledo
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公司)。 甲醇(色谱纯,SK Chemicals 公司);AgNO3(分析纯,天津市大茂化学试剂厂);乙腈(色谱纯,
Dikma Technologies 公司),水为实验室自制超纯水。 用水配制 1 mg / L 乙腈标准储备液。 用甲醇配制

10 mg / L AgNO3 溶液,作为喷雾萃取溶剂。 呼出气体样品来自健康志愿者。
2. 2摇 实验方法

以超纯水梯度稀释乙腈标准储备液至 50, 100, 250, 500, 1000 和 2500 nL / L 各 250 mL,分别置于

300 mL 干净、干燥的锥形瓶中。 用带有两支特氟龙通气管(内径 2 mm, 外径 4 mm)的橡皮塞密封住盛

有标准溶液的锥形瓶,其中一支通入乙腈溶液液面下 2 cm,该气管上端连接一个控制阀,以控制惰性气

体(N2)的流速;另一支则位于液面上方,将液面上的空气(含乙腈分子)通过转子流量计引入 EESI 离子

源,流速为 0. 8 L / min。 乙腈分子与来自 EESI 另一通道的试剂 Ag+碰撞,形成[ 107 / 109Ag+CH3CN] +离子,
进入质谱被检测。

采用气液转换公式[22]计算引入 EESI 离子源的乙腈浓度:

cg =
kn·mw·cl
P t·mn·dw

·
mn

V =
kn·mwcl
P t·V·dw

其中,cg 是锥形瓶内空气中乙腈浓度(pL / L),即引入 EESI 离子源的乙腈浓度; kn是乙腈(在水中)在实

验温度(25 益)下的亨利常数,可取为 kn =1. 05伊105 Pa[24];mw 是水的摩尔质量,即 mw = 18 g / mol; cl 是
液相乙腈浓度 ( nL / L) ;P t是锥形瓶内气体总压,这里取值为P t = 1 . 10伊105 Pa;V是乙腈在实验条件

表 1摇 乙腈标准水溶液液相浓度对应其气相浓度数值表
Table 1 摇 Concentration of standard acetonitrile solution in
the gas and liquid phase
cl(nL / L) 50. 0 100. 0 250. 0 500. 0 1000. 0 2500. 0

cg(pL / L) 38. 2 76. 4 191. 0 382. 0 764. 0 1910. 0

(298 K, 1. 10伊105 Pa)下的摩尔体积, V=22. 5 L / mol;
dw 是实验温度下水的密度(1 g / mL)。 由此可得关系

式 cg(pL / L)= 0. 764cl(nL / L)。 根据所配制的乙腈水

溶液浓度,计算得到相应的气相乙腈浓度,列于表 1。
2. 3摇 实验条件

实验采用正离子检测模式,质量范围 50 ~300 Da;
雾化气(N2)压力为 1. 4 MPa;质谱离子传输管温度为 300 益;喷雾电压为 3. 5 kV;AgNO3 甲醇溶液为喷

雾溶剂,流速为 2 滋L / min。 [ 107Ag +CH3CN] + 和 [ 109Ag +CH3CN] + 的碰撞诱导解离 ( Collision induced
dissociation, CID)能量分别为 14%和 16% ,碰撞持续时间分别为 300 和 60ms。 其它实验参数由系统自

动优化。 需要注意的是,因实验采用 10 mg / L AgNO3 甲醇溶液,为防止 Ag+对仪器的污染和损伤,喷雾

溶剂通道与水平面夹角为 90毅,溶剂喷雾口与质谱口距离为 0. 3 cm;为保证样品分子最大限度与试剂离

子进行碰撞并发生反应,两喷雾通道夹角保持 120毅,样品喷雾口与质谱入口距离为 0. 5 cm,如图 1 所

示;进行样品检测时,为防止呼出气体中待测物分子冷凝于样品通道管壁上,采用加热 /恒温装置,使样

品传输管温度保持在 85 益。

摇 图 1摇 呼出气体中乙腈检测的 EESI鄄MS 装置示意图

Fig. 1摇 Schematic diagram of extractive electrospray ionization mass spectrometry (EESI鄄MS) for
acetonitrile analysis in breath
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3摇 结果与讨论

3. 1摇 乙腈标准品的 EESI鄄MS 分析

在一级质谱图中(图 2a),得到相对丰度为 25% 的离子峰 m / z 107(Ag+)和 m / z 109(Ag+同位素),
丰度比接近 1 颐1,这与银的天然丰度( 107Ag: 51. 35% ;109Ag: 48. 65% )比近似[25]。

质谱峰 m / z 148(丰度为 100% )和 m / z 150,分别为[ 107Ag+CH3CN] +和[ 109Ag+CH3CN] +。 因 EESI 是
在敞开的三维空间环境中进行的电离、萃取及荷 /能传递,外部环境对实验结果干扰较大,为排除假阳

性,需采用 串联质谱进一步确认。 分别选择 m / z 148 和 150 为母离子,得到碎片离子 m / z 107 和 109,均
为母离子丢失一个 CH3CN 分子得到(如图 2b)。

一级谱图中还有丰度为 50%的 m / z 166 和 168。 选择 m / z 166 为母离子进行二级质谱分析,得到碎

片离子 m / z 148,为母离子丢失一个 H2O 分子(图 2c);进一步以碎片离子 m / z 148 为母离子作三级质谱

分析,得到离子 m / z 107(图 2c 及插图),即母体继续丢失一个 CH3CN 分子。 同样地,对 m / z 168 进行分

析,确认其为109Ag+结合 H2O 和 CH3CN 分子得到。 因而可确认 m / z 166 和 168 分别为[H2O+CH3CN+
107Ag] +和[H2O+CH3CN+109Ag] +。

一级谱图中还可看到 m / z 189 和 191,通过二、三级质谱分析可归属 m / z 189 为[ 107Ag+2CH3CN] +

(图 2d 及插图)及 m / z 191 为[ 109Ag+2CH3CN] +。

图 2摇 乙腈标准品的 EESI鄄 MSn质谱图

Fig. 2摇 EESI鄄MSn spectra of standard acetonitrile solution
(a) EESI鄄MS 一级质谱图; (b) m / z 148 及 m / z 150 的二级质谱图; (c) m / z 166 的二级、三级(插图)质谱图; (d) m / z 189
的二级、三级(插图)质谱图。

(a) EESI鄄MS spectrum; ( b ) MS2 spectra of m / z 148 and m / z150; ( c ) MS2, MS3 ( inset ) spectra of m / z 166;

(d) MS2, MS3(inset) spectra of m / z 189.

3. 2摇 呼出气体的 EESI 质谱图

采用与检测乙腈标准品相同的实验方法,对健康志愿者呼出气体进行 EESI鄄MS 扫描。 志愿者呼出

气体一级指纹谱图(图 3a)中,获得了离子峰 m / z 107 (Ag+ )、m / z 109 (Ag+ 同位素);还有目标信号

m / z 148 和 150,通过二级质谱鉴定,可确认是[ 107Ag+CH3CN] +和[ 109Ag+CH3CN] +(图 3b)。
一级谱图中获得的较高信号峰 m / z 139, 157 和 m / z 141, 159。 进行二、三级质谱分析,鉴定出这些

离子分别为 [ 107Ag + CH3OH] +, [ 107Ag + CH3OH +H2O] + (图 3c, 3d 及其插图) 和 [ 109Ag + CH3OH] +,
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[ 109Ag+CH3OH+H2O] +(银同位素加合峰)。 相比于乙腈标准品谱图,实际呼出气体谱图中 Ag+与 CH3OH
结合为主,而 Ag+与 CH3CN 的加合峰丰度仅为 25%,这可能是由于呼出气体中乙腈的含量较低。

图 3摇 呼出气体中乙腈的 EESI鄄MSn质谱图

Fig. 3摇 EESI鄄MSn spectra of acetonitrile in human exhaled breath
(a) EESI鄄MS 一级质谱图;(b) m / z 148 及 m / z 150 的二级质谱图;(c) m / z 139 的二级质谱图;(d) m / z 157 的二级、三级

(插图)质谱图。

(a) EESI鄄MS spectrum; (b) MS2 spectra of m / z 148 and m / z 150; (c) MS2 spectrum of m / z 139; (d) MS2, MS3(inset) spectra
of m / z 157.

3. 3摇 呼出气体中乙腈的半定量分析

目前,呼出气体定量分析的准确度主要受制于没有合适的呼出气体标准样品。 本研究采用 2. 2 节

的实验方法,通过理论计算,将液相中乙腈浓度换算成气相中乙腈浓度,为气态样品的定量分析提供了

一个有效的思路。 虽然所使用的乙腈标准样品与呼吸气体真实样品不完全一致,但它仍可为呼出气体

摇 图 4摇 乙腈的校准曲线

Fig. 4摇 Calibration curve of acetonitrile standard solution

中乙腈检测提供有效的定量信息。
3. 3. 1摇 线性范围、检出限和精密度摇 实验配制系列

梯度浓度 50 ~ 2500 nL / L 的乙腈标准溶液,按上述

方法进行实验。 为排除假阳性信号,选择 m / z 148
([ 107Ag+CH3CN] + )的二级特征碎片离子 m / z 107
(Ag+)进行定量分析,同时扣除相应的背景。 每个

浓度的标准样品测定 7 次,以其净响应信号强度平

均值与对应的气相乙腈浓度绘制标准对数曲线

(图 4)。 实验表明,气相乙腈浓度在 76. 4 ~ 1910
pL / L 范围内,离子强度与浓度具有较好的线性关

系。 线性回归方程为 logI = 0. 92002 logcg + 0. 630,
相关系数 R=0. 999。

对 50 nL / L 标准样品平行测定 10 次,精密度(RSD)为 5. 0% ,气相乙腈的检出限(LOD,S / N = 3,根
据 LOD= c3滓 / S 进行计算)为 5. 71 pL / L。 可见,本方法灵敏度高、检出限低、精密度好,适合于痕量乙腈

的半定量检测。
3. 3. 2摇 呼出气体中乙腈含量分析摇 两名无吸烟习惯的健康志愿者,年龄分别为 25 和 26 岁。 志愿者早
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晨(约 8 颐30 am)空腹状态下的呼出气体通过特氟龙管引入 EESI 源,呼出气体流量约为 0. 8 L / min,得到

二级特征信号 m / z 107 的净响应信号强度。 每名志愿者呼气 10 次,每次持续 10 ~15 s。 通过校准曲线,
由线性回归方程计算得呼出气体中乙腈含量。 取 10 次测量平均值,所检测两名志愿者呼出气体中乙腈含

摇 图 5摇 午餐前后 6 名志愿者呼出气体中乙腈含量变化

Fig. 5 摇 Change of acetonitrile concentration in breath
before and after lunch for six volunteers

量分别为 134. 49 和 104. 40 pL / L,RSD 为 6. 3% 和

7. 2% 。 实验表明,本方法分析速度快、特异性强、精
密度好,适宜于人体呼出气体中痕量乙腈的检测。

本方法还可以方便地实时监测人体呼出气体中

乙腈含量的变化。 以 6 名健康志愿者午餐前后呼出

气体中乙腈含量的变化为例。 实验表明,当人体摄

入一定量食物后,呼出气体中乙腈含量迅速升高,大
约 30 min 达到最高值,约为餐前的 2 ~ 4 倍;随后乙

腈含量逐渐降低,约在午餐后 2 h,回到餐前水平

(图 5)。 原因可能是人体摄入食物后,生理代谢速

度及血液循环过程加快,经由血液运送到肺部并通

过气体交换进入肺泡的乙腈分子增多,使得随呼出

气体排出的乙腈含量有所升高。 这个规律与通常人

体的生理常识基本一致。 因而,利用本方法同样可以获得与呼吸气体有关的人体生理病理信息。

4摇 结摇 论

以 AgNO3 /甲醇溶液为电喷雾溶剂,无需任何样品预处理,建立 EESI鄄MSn法直接对呼出气体中乙腈

进行定性、半定量分析。 通过对操作参数中的电喷雾溶剂配比、溶剂流速、喷雾电压、喷雾气(N2)压力、
离子传输管温度等进行优化,能有效获取乙腈的信息。 本方法灵敏度高,分析速度快,特异性强,实现了

对呼出气体中乙腈的直接实时在线检测,为呼出气体中其它标志物分子检测提供了新思路,在临床医

学、代谢组学等领域具有潜在的应用价值和重要的借鉴意义。
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Direct Detection of Acetonitrile in Human Breath by Extractive
Electrospray Ionization Mass Spectrometry

ZHANG Yan1, PAN Su鄄Su1, ZHU Zhi鄄Qiang1, ZHANG Xing鄄Lei1, XU Gao鄄Si2,
WEI Yi鄄Ping2, CHEN Huan鄄Wen1, DING Jian鄄Hua*1

1(Jiangxi Key Laboratory for Mass Spectrometry and Instrumentation,
East China Institute of Technology, Nanchang 330013, China)

2(The Second Affiliated Hospital to Nanchang University, Nanchang 330006, China)

Abstract 摇 Breath analysis by virtue of its potential medical research value, and as a non鄄invasive sample,
simple sampling and continuous available is of interest for modern clinical diagnosis and metabonomics. The
concentration levels of acetonitrile, an important biomarker in human exhaled gas, are correlated with human
health. Herein we constructed a novel platform of extractive electrospray ionization鄄mass spectrometry (EESI鄄
MS) for direct, rapid detection of acetonitrile in human breath without any sample pretreatment. Under the
optimized working conditions, the quantitative information of acetonitrile in human breath was acquired
effectively. For acetonitrile, a limit of detection was found to be 5. 71 pL / L; the linear range was from
76. 4 pL / L to 1910 pL / L. The concentration of acetonitrile in the exhaled breath of two healthy volunteers was
in vivo determined to be 134. 49 and 104. 40 pL / L, respectively, the relative standard deviations were 6. 3%
and 7. 2% . The results show that EESI鄄Ion Trap MS is a powerful analytical platform to provide high
sensitivity, high precision, rapid analysis and high specificity for semi鄄quantitative analysis of acetonitrile in
human breath, and for detection of other bio鄄molecules in exhaled breath potentially.
Keywords摇 Extractive electrospray ionization鄄mass spectrometry; Acetonitrile; Exhaled breath
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