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摘要 目的：建立生物检材中亚硫酸盐的测定方法。方法：采用高效液相色谱荧光检测方法，以单溴二胺作为衍生剂；色谱柱为

悦员愿（圆缘园 皂皂伊源援远 皂皂，缘 滋皂）；流动相为甲醇原园援圆缘豫乙酸水溶液（圆园颐愿园），用磷酸调 责匀值至 圆援愿；荧光激发波长为（耘曾）猿怨圆 灶皂，发射
波长为（耘皂）源79 nm。结果：亚硫酸盐在 0.012 6耀1.26 缘 滋g·mL-1的浓度范围内线性良好，平均回收率为 86.81%，相对标准偏差
（RSD）为 5.92%。结论：该方法准确可靠，适用于亚硫酸盐的含量测定。
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二氧化硫（SO2)是一种全身性致毒物，是大气中
最常见的污染物之一[1]，其体内衍生物为亚硫酸盐
和亚硫酸氢盐[2]，可造成动物不同组织氧化损伤和
细胞 DNA损伤[3]。本试验通过高效液相色谱法建立
人绒毛组织中亚硫酸盐含量的测定方法，进一步探

讨 SO2吸入后在孕妇子宫绒毛组织的分布情况。通
过正常妊娠妇女及胚胎停育患者绒毛组织中亚硫

酸盐含量的对比进一步确定 SO2与稽留流产 [4-5]患
病率之间的关系。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

1.1.1 仪器 日本岛津高效色谱仪（SCL-6A色谱
系统控制器，LC-6A 恒流泵，SPD-6AV 荧光检测
器，Anastar色谱工作站）；AR2140型电子分析天平
（北京赛多利斯公司）；TDL-50B 低速台式离心机
（上海安亭科学仪器公司），HQQ005超声波清洗机
（无锡超声电子设备厂），YKH-1型液体快速混合器
（江西医疗器械厂）。

1.1.2 试药 无水亚硫酸盐，分析纯（天津市化学

试剂批发公司，20061110）；单溴二胺，标准品（SIG原
MA，016K1026）；硼氢化钠，分析纯（上海天莲精细
化工有限公司，2007-03-01-157）；Tris，分析纯（上
海蓝季科技发展有限公司，070226）；样品为新鲜人
绒毛组织，由武警医学院提供；甲醇，色谱纯（天津

市协和昊鹏色谱科技有限公司，070801）；其他试剂
均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 色谱条件 色谱柱：Kromasil C员愿（250 mm伊4.6
mm，5 滋m）；流动相：甲醇-0.25%乙酸水溶液（20 颐

80），用磷酸调 pH值至 2.8；荧光激发波长（耘x）：392
nm；发射波长（耘皂）：479 nm；流速：1.0 mL·min-1；灵
敏度：0.02（AUFS）；进样量：20 滋L。
1.2.2 溶液的配制

1.2.2.1 试剂的配制：精密称取单溴二胺 10 mg，于
100 mL容量瓶中，加水定容，摇匀，得 0.1 mg·mL-1

的单溴二胺溶液；精密称取硼氢化钠 100 mg，于 100
mL容量瓶中，加水定容，摇匀，得 1 mg·mL-1的硼氢
化钠溶液；精密称取 Tris 100 mg，加水定容于 100
mL容量瓶中，加盐酸调至 pH=3.8，摇匀,即得 1 mg·
mL-1的 Tris-HCl溶液。
1.2.2.2 缓冲液的配制：分别精密称取无水磷酸二

氢钾 0.425 9 g，磷酸氢二钾 0.272 2 g，置 100 mL容
量瓶中，加水定容，摇匀即为母液，用时稀释 1 000倍。
1.2.2.3 亚硫酸钠溶液的配制：精密称取亚硫酸钠

126 mg，置 100 mL容量瓶中，用缓冲液定容，摇匀，
稀释即得 1.26 滋g·mL-1亚硫酸钠储备液。
1.2.2.4 色谱条件的专属性：分别精密量取空白溶

液衍生产物，亚硫酸钠溶液衍生产物和样品溶液衍

生产物 20 滋L，在 1.2.1的色谱条件下进行检测，分
别记录色谱图。

1.2.3 反应条件的选择

1.2.3.1 衍生方法[7-8]：取浓度为 1.26 滋g·mL-1 亚硫
酸钠溶液 100 滋L于离心管中, 依次加入硼氢化钠
70 滋L、单溴二胺 25 滋L混匀,将混合液置于 60 益水
浴锅中衍生 30 min，待反应完成后取出，冷却至室
温。加入高氯酸 50 滋L以 3 000 r·min-1的速度离心
10 min，取上清液，加 Tris-HCl 20 滋L，混匀，以 3 000
r·min-1的速度离心 8 min，取上清液即得。
1.2.3.2 衍生剂的用量：取浓度为 1.26 滋g·mL-1亚
硫酸钠溶液 100 滋L，共 7份，照 1.2.3.1 衍生方法，
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分别加入单溴二胺溶液 5、10、15、20、25、30、35 滋L，
考察衍生剂的最佳用量。

1.2.3.3 反应时间考查：取浓度 1.26 滋g·mL原员亚硫酸
钠溶液 100 滋L，共 7份，照 1.2.3.1衍生方法，分别反
应 5、10、15、20、25、30、40 min，以确定最佳反应时间。
1.2.3.4 反应温度考查：取浓度 1.26 滋g·mL-1亚硫
酸钠溶液 100 滋L，共 5份，照 1.2.3.1衍生方法，分
别在 30 益、40 益、50 益、60 益、70 益水浴锅中衍生
30 min，确定最佳反应温度。
1.2.4 线性与范围 分别精密量取 1.26 滋g·mL-1亚
硫酸钠储备液 0.1、0.25、0.5、1.0、2.5、5.0 mL，置 10 mL
容量瓶中，用缓冲液定容，摇匀，即得浓度为 0.012 6、
0.037 5、0.063、0.126、0.375、0.63 滋g·mL-1 的亚硫酸
钠对照品溶液。取上述对照品溶液各 100 滋L，照
1.2.3.1衍生方法，精密量取 20 滋L，在 1.2.1的色谱
条件下进行检测，分别记录色谱图。

1.2.5 重复性试验 取 0.126 滋g·mL-1 对照溶液
100 滋L，照 1.2.3.1方法衍生，精密量取 20 滋L，照 1.2.1
的色谱条件，连续测定 6次，测定峰面积，计算 RSD。
1.2.6 日内差试验 取浓度为 1.26、0.126、0.031 5
滋g·mL-1衍生的供试液，同一天内每隔 3 h分别测定
3次，测定峰面积，计算 RSD。
1.2.7 日间差试验 取浓度为 1.26、0.126、0.031 5
滋g·mL-1衍生的供试液，各浓度每天分别测定 1次，
各浓度连续测定 3 d，测定峰面积，计算 RSD。
1.2.8 回收率试验 取已测知浓度的生物样品供

试液 100 滋L，共 9份，分别精密加入对照品溶液适
量，使其成为高、中、低 3种浓度，照 1.2.3.1方法衍
生，精密量取上清液 20 滋L，照 1.2.1的色谱条件进
行检测，计算回收率。

1.2.9 定量限试验 在上述色谱条件下，取已测知

浓度的生物样品供试液逐级稀释后衍生，进行测

定，进样量为 20 滋L，记录色谱图，按 S/N=10计算定
量限。

1.2.10 生物样品稳定性 取同一浓度亚硫酸钠供

试品溶液衍生物，在该试验条件下分别于 0、2、4、8、
12、24 h进行测定，计算 RSD。
1.2.11 样品的处理 收集稽留流产患者及正常妊

娠妇女行人工流产的绒毛组织，用生理盐水将浮血

冲洗掉，装入 2 mL冻存管，编号后于-70 益冰箱冷
冻，放入冰盒内取回。将绒毛组织用 5 mL玻璃匀浆
器匀浆，匀浆液装于 1.5 mL EP 管中，以 3 000
r·min-1的速度离心 5 min，精密量取 100 滋L上清
液，照 1.2.3.1方法衍生，取上清液作为供试品溶液。
取供试品溶液 20 滋L，照 1.2.1的色谱条件进行检

测，分别记录色谱图。按标准曲线法计算样品中亚

硫酸盐的含量（以亚硫酸钠计）。

2 结果

2.1 色谱条件的专属性检测结果 见图 1耀3。

由色谱图可以看出，在上述色谱条件下，亚硫

酸钠对照品溶液衍生物的保留时间约为 3.5 min，供
试品溶液衍生后亚硫酸钠衍生物与其它杂质峰分

离度良好，空白溶液衍生产物对对照品无干扰。

2.2 线性与范围考察 以峰面积为纵坐标，浓度

为横坐标，进行线性回归，计算回归方程如下，Y =
343 376X+1 554.1；r=0.999 猿（灶越猿）。结果表明，亚硫
酸盐在 0.012 6耀1.26 滋g·mL-1的浓度范围内峰面积
与浓度呈良好的线性关系。

图 1 衍生试剂色谱图
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图 2 亚硫酸盐标品色谱图
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图 3 样品色谱图
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2.3 反应条件的选择 取浓度为 1.26 滋g·mL-1 亚
硫酸钠溶液 100 滋L，照 1.2.3.1衍生方法，进行一系
列考察，得出最佳反应条件如下，衍生剂用量为 25
滋L，反应时间为 30 min，最佳反应温度为 60 益。
2.4 重复性试验 连续测定 6次，测定峰面积 RSD
为 0.87%，精密度良好。
2.5 日内差试验 取低中高浓度供试品试液进行

衍生，测得日内标准偏差分别为 0.28%、0.39%、
1.01%，该方法的日内精密度良好。
2.6 日间差试验 取低中高浓度供试品试液进行

衍生，日间标准偏差 1.12%、1.30%、1.45%，该方法
的日间精密度良好。

2.7 回收率试验 见表 1。

由数据可以看出，该试验条件下，对不同浓度

生物样品加入不同浓度对照品，进行回收率测定，

平均回收率为 86.81%，均在 85%耀115%之间，RSD
为 5.92%，该试验条件下生物样品准确度良好。
2.8 定量限试验 取已测知浓度的生物样品供试

液逐级稀释，计算其最小检出浓度为 0.063 ng。
2.9 生物样品稳定性 对同一浓度亚硫酸钠供试

品溶液在 24 h内进行测定，RSD为 2.02%，该试验
条件下亚硫酸钠供试品溶液稳定性良好。

3 讨论

3.1 原理 参考文献[9]方法测定的总亚硫酸盐为
组织中所有的亚硫酸盐形式，包括与蛋白以二硫键

结合的硫—磺酸盐，与低分子基团结合的硫—磺酸

盐及游离的亚硫酸盐[9]。测定原理依据以下思路：
（1）还原组织匀浆中与蛋白质结合的亚硫酸盐和游
离的亚硫酸盐为巯基化合物。（2）与巯基荧光试剂
（皂月则月）发生柱前衍生[10-11]。（3）通过色谱柱分离衍生
物。（4）通过荧光检测法，以亚硫酸钠（晕葬圆杂韵猿）标准
物质保留时间定性，Na2SO3标准曲线定量。
3.2 流动相选择 根据文献中报道流动相为甲醇-

0.25%乙酸水溶液（10颐90），磷酸调 pH值至 2.8，经
考察保留时间过于滞后，且峰形有脱尾，该流动相

不甚理想；后改变流动相为 30颐70 体积比甲醇-
0.25%乙酸水溶液，经考察保留时间显著提前，但分
离度不甚理想；后又分别考察流动相为 25颐75体积
比及 28颐72体积比甲醇-0.25%乙酸水溶液，但峰形及
峰位始终不太理想，考察流动相为 20颐80体积比甲
醇-0.25%乙酸水溶液，峰形、峰位、分离度均较好，
且保留时间适中，因此定为该试验最终流动相。

3.3 反应试剂的要求 本试验用硼氰化钠做衍生

剂，单溴二胺做荧光剂，但硼氰化钠是强还原剂，不

稳定，需现用现配，否则失效后会影响衍生反应效

果，造成色谱峰面积变小甚至不出峰。

3.4 试验意义 国内外大量对出生结局的影响的

研究结论较为一致，孕期暴露于 SO2对足月低出生
体重有影响，且相对于早产、胎儿宫内发育迟缓

（云郧砸）的影响大，存在明显的剂量—效应关系。但对
于妊娠期不同阶段的暴露对出生结局的影响的研

究结果不尽相同。另外，通过动物试验，推测 SO2可
能对早期胚胎发育产生不良影响，甚至发生胚胎发

育停滞，但需要进一步研究来论证此观点。本试验

建立生物检材中亚硫酸盐的含量测定的方法，以检

测孕妇绒毛组织中亚硫酸盐的含量，通过健康及患

者组织中亚硫酸盐含量的对比，进一步确定二氧化

硫与稽留流产患病率之间的关系。
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表 1 含量测定供试品回收率测定结果

已知样

品的量/
(滋g·mL-1)

加入对照

品的量/
(滋g·mL-1)

实测量/
(滋g·̀mL-1)

测得量/
(滋g·mL-1)

回收率/
%

平均回

收率/%
RSD/

%
0.7324 1.26 1.889 6 1.157 2 91.84 90.94 2.73

1.902 2 1.169 8 92.84
1.842 8 1.110 4 88.13

0.126 0.832 8 0.100 4 79.68 84.84 7.85
0.845 2 0.112 8 89.52
0.839 9 0.107 5 85.32

0.031 5 0.758 8 0.026 4 83.81 84.66 5.41
0.761 1 0.028 7 91.11
0.757 3 0.024 9 79.05
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