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张　征
１，李　馨

２，李鹏飞１，于晓佳１，邱　葵
１，罗　薇

１，刘丽宏１△

（１．首都医科大学附属北京朝阳医院药事部，北京１０００２０；２．吉林大学第二医院药品管理部，吉林长春１３００４１）

　　摘　要：目的　使用改进的高效液相串联质谱电喷雾检测法（ＬＣＭＳ／ＭＳ）测定中毒患者血浆中百草枯浓度。方法　以 Ｗａ

ｔｅｒｓ公司Ｃ１８反相柱（ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８Ｃｏｌｕｍｎ，４．６ｍｍ×５０ｍｍ，５μｍ）为色谱柱，流动相为乙腈０．５‰的七氟丁酸水溶液（含１‰

甲酸），梯度洗脱。以乙腈沉淀蛋白，氯仿反提的方法提取百草枯。样品经电喷雾离子源（ＥＳＩ）正离子化后，通过三重四级杆串联

质谱仪，采用多反应监测（ＭＲＭ）对中毒患者血中百草枯浓度进行测定。结果　对于百草枯中毒患者，可实现快速定量检测，结果

相对误差小，准确度高。结论　该文建立的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法简单、快速、准确，可用于检测血浆中百草枯的浓度。
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　　百草枯又名对草快、克无踪，为联吡啶类化合物，是广泛使

用的有机杂环类接触性脱叶剂及除草剂，销售额居全球第２

位。百草枯使用不当可经皮肤、呼吸道、消化道吸收进入人体

造成意外中毒，中毒后无特效解毒剂，患者痛苦时间长，治疗费

用昂贵且效果不佳，病死率高。快速测定患者体内百草枯血药

浓度，对于患者治疗方案的选择及预后有着重要意义。本研究

在之前建立的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法
［１］基础上进行改进，进一步缩

短样品前处理时间，方法简便快速，可满足临床需求，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　患者顾某，男，１９岁，与家人争吵后饮百草枯

原液１５０ｍＬ，约１ｈ后送至附近医院，给予清水洗胃，因该院

无进一步救治条件，于当日下午１４：００送至本院职业病与中毒

医学科，此时距离患者服毒约５ｈ。入院后，本院职业病与中毒

医学科于当日对其进行连续２次血液灌流，第２日又间断进行

２次血液灌流，因患者中毒严重，于入院第５日死亡。

１．２　仪器与试剂　美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司３２００型液相

色谱串联质谱仪，配有电喷雾离子化源（ＥＳＩ）以及 Ａｎａｌｙｓｔ１．

５．１数据处理软件；日本岛津公司ＣＢＭ２０Ａ高效液相色谱系

统，包括四元梯度泵，自动进样器，切换阀。德国Ｓｉｇｍａ公司１

１３型高速离心机。百草枯对照品（批号：０６００１），购自农业部

农药检定所；乙腈和甲醇均为色谱纯，其他试剂均为分析纯，试

验用水均为超纯水。

１．３方法

１．３．１　供试品溶液的制备　精密称取百草枯对照品５ｍｇ于

５ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度得浓度为１ｇ／Ｌ浓溶液，浓标

液储存于４℃冰箱，使用前用甲醇依次稀释得浓度不同的百草

枯对照品溶液。

１．３．２　ＬＣＭＳ／ＭＳ检测方法

１．３．２．１　 色谱条件 　 色谱柱，ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ 柱

（４．６ｍｍ×５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ为乙腈，Ｂ为０．５‰的七

氟丁酸水溶液（含１‰甲酸）。梯度洗脱：０～１．５ｍｉｎ，Ａ＝２％，

Ｂ＝９８％；１．５～２．５ｍｉｎ，Ａ＝９５％，Ｂ＝５％；２．５～５ｍｉｎ，Ａ＝

２％，Ｂ＝９８％。流速０．９５ｍＬ／ｍｉｎ，进样量１０μＬ。

１．３．２．２　质谱条件　电喷雾离子化源正离子化方式（ＥＳＩ＋）；

气帘气（ＣＵＲ）：６９ｋＰａ；离子喷射电压（ＩＳ）：５５００Ｖ；温度

（ＴＥＭ）：３００ ℃；辅助气 ＧＡＳ１（Ｎ２）：３７９ｋＰａ，ＧＡＳ２（Ｎ２）：

２４１ｋＰａ。扫描方式为多重反应监测（ＭＲＭ）；碰撞气（Ｎ２）压

力：Ｍｅｄｉｕｍ；用于定量分析的百草枯离子反应对为 ｍ／ｚ１８５．２

→１０７．１、ｍ／ｚ１８５．２→１５８．１和ｍ／ｚ１８５．２→１７０．１。

１．３．２．３　对照品血样前处理方法　取空白血浆４００μＬ，加入

１００μＬ百草枯标准溶液，再加入５００μＬ乙腈，涡流３０ｓ混匀
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后，３５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清加液入２ｍＬ氯仿，涡流１

ｍｉｎ后３５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液进样。

１．３．２．４　待测血样前处理方法　取患者血浆４００μＬ，加入

６００μＬ乙腈，涡流３０ｓ混匀后，３５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上

清液加入２ｍＬ氯仿，涡流１ｍｉｎ后３５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取

上清液进样。

２　结　　果

该患者住院期间，使用改进的百草枯检测方法对其进行６

次血药浓度测定，结果见表１和图１。

表１　　百草枯不同离子对的外标和患者样本测定结果（单位：μｇ／ｍＬ）

离子对（ｍ／ｚ） 对照品血样 收入院时 第一次灌流后 第二次灌流后 对照品血样 入院第二日晨 第三次灌流后 第四次灌流后

１８５．２→１０７．１ ４ ２４．６４ ０．１７ ０．５７ ２ ２．２８ １．５３ １．１６

１８５．２→１５８．１ ４ ２３．００ ０．１６ ０．５２ ２ ２．２６ １．４７ １．１２

１８５．２→１７０．１ ４ ２４．００ ０．１３ ０．４５ ２ ２．２１ １．４６ １．１４

均值 － ２３．８８ ０．１５ ０．５１ － ２．２５ １．４９ １．１４

犚犛犇（％） － ３．４６ １３．５８ １２．６７ － １．４９ ２．６５ １．９５

　　－：无数据。

　　Ａ：对照品血样（２μｇ／ｍＬ）；Ｂ：第三次灌流后。

图１　　对照品血样和患者实际样本质谱流子流图

３　讨　　论

百草枯中毒剂量小，病死率高，治疗难度大，临床上常用百

草枯中毒严重指数（ＳＩＰＰ）来评价患者的中毒程度，这一指数

为入院时血浆百草枯浓度乘以中毒至入院时间，有研究指出：

ＳＩＰＰ＜１０时，患者存活率高；１０＜ＳＩＰＰ＜５０时，患者多死于呼

吸衰竭；ＳＩＰＰ＞５０时，患者多死于循环衰竭
［２］。因此快速而准

确的检测方法直接影响百草枯中毒的治疗方案选择，具有非常

重要的意义。

本方法对本实验室之前建立的人全血中百草枯的液相色

谱质谱检测方法［１］进行极大改进。样本前处理方法改进为生

物样本分析常用的反相提取法，此方法适用极性较大化合物的

提取，提取率高，提取速度快，能去除大量非极性杂质，与原方

法相比，极大地减少了样本前处理时间。实验中流动相水相中

加入七氟丁酸，采用高达９８％的初始水相，促进高极性化合物

百草枯的保留；优化柱分离条件，采用极快速梯度，单个样本分

析时间仅５ｍｉｎ，２μｇ／ｍＬ的对照品血样质谱峰高达到１．４×

１０４（ｍ／ｚ１８５．２→１７０．１），显示该方法在提高检测限方面的巨

大潜力。本实验采用单点外标法定量百草枯，极大缩短多点标

准曲线测试的时间，同时为保证定量的准确性，采用多个质谱

离子反应对同时多通道定量取平均值的方法，６个实际样本３

个离子对的测试结果相对误差均小于１５％，表明该方法定量

准确。

百草枯毒性强，口服致死量小，口服后０．５～４．０ｈ达血浆

峰浓度，并迅速分布到全身器官组织，人体内分布容积达１．２

～１．６Ｌ，在肺及骨骼肌组织中浓度最高，其中肺分布最多，肺

泡细胞对百草枯具有主动摄取和蓄积作用，肺内浓度比血浆浓

度高１０～９０倍。目前血液灌流被认为是有效的治疗方法，早

期血液灌流对百草枯清除效果好，但随着时间延长，百草枯迅

速分布至全身各组织、器官，继续灌流的效果将明显下降［３４］。

本研究中测定结果显示，单次血液灌流后百草枯血浆浓度从

２３．８８μｇ／ｍＬ急剧下降至０．１４μｇ／ｍＬ，但由于灌流与中毒时

间间隔较长，百草枯已在体内各组织器官蓄积，第二次灌流后

百草枯浓度反而上升到０．５１μｇ／ｍＬ，第二日灌流前的浓度又

进一步上升到２．２５μｇ／ｍＬ；提示对于严重中毒患者，连续灌流

的意义不大。

本研究中患者只有１９岁，本人和家庭的抢救意愿强烈，故

对其进行４次血液灌流，但其ＳＩＰＰ远超５０，预后极差，临床结

果惨痛。２０１２年４月，国家农业部、工业和信息化部、国家质

量监督检验检疫总局联合发布《关于对百草枯采取限制性管理

措施的公告》，对百草枯的生产进行严格的限定，标签在原有内

容基础上增加急救电话等内容，醒目标注警示语。百草枯中将

添加足量催吐剂、臭味剂、着色剂。国家要求企业加强百草枯

的使用指导及中毒救治等售后服务，鼓励使用小口径包装瓶，

鼓励随产品配送必要的医用活性炭等产品。这些措施显示，国

家已经认识到百草枯中毒所造成的严重危害，正逐步采取措

施，尽可能减少误服及中毒事件的出现。同时本研究建立的

ＬＣＭＳ／ＭＳ方法简单、快速、准确，对百草枯中毒患者治疗方

案的选择和预后判断具有重要意义，值得进一步推广。
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