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要"目的
!

建立一种简便(快速(准确(可靠的双柱双检测器!采用顶空气相色谱法对血中乙醇进行定性(定量分析'

方法
!

利用气体对挥发性物质的萃取原理进行样品前处理!顶空进样器进样!叔丁醇为内标物!用装有
#

根色谱柱"

''"

通道色谱

柱!
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通道色谱柱!

6!3*51"

&及
#

个氢火焰离子化检测器"

+<6"

(

+<6#

检测器&的气相色谱仪进行分离分析!用保留

时间定性!内标标准曲线法定量'结果
!

该方法线性范围为
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通道线性回归方程为)

N^"%'T((2`
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!决定系数
M

#

'̂%AAA'T

%

''#

通道线性回归方程为)

N "̂%'$AT2 '̀%')&T

!决定系数
M

#

'̂%AAA#T

'方法平均回收率为
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通道与
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通道对样品测定结果的相对标准偏差"

M$:
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%
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'结论
!

该方法可用于法医毒物分析血中乙醇水平

的检测及实验室能力认可中能力验证计划样品的测定!结果令人满意'

关键词"法医毒物分析%

!

双柱双检测器顶空气相色谱法%

!

血液%

!

乙醇%

!

内标标准曲线法%

!

实验室能力认可
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当前道路交通事故的主要肇事原因之一是.酒驾/*.醉

驾/)我国交通法规定#驾驶员血液中乙醇浓度为
'%#
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'%4

=

L

"

=5

的驾驶行为是酒后驾车#乙醇浓度
$

'%4=

L

"

=5

的驾

驶行为是醉酒驾车'

"3#

(

)为保证执法的公正性#建立一种简单*

灵敏*快速*可靠#满足法医毒物实际样品分析及中国合格评定

国家认可委员会能力验证计划样品测定需要的方法具有很好

的意义)参考文献'
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(并对双柱双检测器顶空气相色谱法进

行了实验#现报道如下)

A

!

材料与方法

A%A

!

主要仪器和试剂
!

俊齐
b1#''#

气相色谱仪$俊齐仪器

设备上海有限公司&#顶空自动进样器$

7U3"&*

#上海思达分析

仪器有限责任公司&#乙醇标准溶液$

#%'=

L

"
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#购自司法部

司法鉴定科学技术研究所&#色谱纯叔丁醇$天津市光复精细化

工研究所&

A%B

!

溶液配制
!

乙醇标准储备液!乙醇标准储备液系列
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$用
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乙醇标准溶液逐级

稀释&%内标叔丁醇溶液!准确称取适量的色谱纯叔丁醇放入

"''=5

容量瓶中#用蒸馏水定容到刻度#使其浓度为
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#即为叔丁醇储备液%准确移取一定量上述叔丁醇储备

液放入
"''=5

容量瓶中#用蒸馏水定容到刻度#使其浓度为
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#即为内标叔丁醇标准溶液)待测样品!

1S*Ued

样品
"

%

1S*Ued

样品
#

)

A%C

!

实验方法

A%C%A

!

顶空气相色谱条件
!

b1#''#

俊齐顶空气相色谱仪!

''"

通道色谱柱#

6!3*51#
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通道色谱柱#

6!3*51"

$
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!

=

&%柱温

)'[

恒温%载气
S

#

流速
4=5

"

=:8

%进样口温度
"T'[

#检测

器温度
#T'[

#加热箱温度
&T[

#传输线温度
""'[

#定量环

温度
"'T[

%样品瓶加热平衡时间
"'%'''=:8

#样品瓶加压时

间
'%"''=:8

#进样时间
"%'''=:8

)

A%C%B

!

定性分析
!

准确移取空白全血
#

份#

"

份移取
'%#=5

于
#'=5

顶空瓶内#然后加入内标叔丁醇
"%'=5

#盖上橡胶垫

及铝封#用顶空钳密封#充分混匀后#为空白对照样品%另
"

份

移取
'%"A&=5

于
#'=5

顶空瓶内#加入
'%')=5#%'=

L

"

=5

乙醇标准溶液及内标叔丁醇
"%'=5

#接下来操作同上#为乙醇

标准对照样品%在
"%$%"

色谱条件下#用顶空进样器进样#进行

色谱分析)空白样品作阴性对照#乙醇标准对照样品作阳性对

照)准确移取待测样品全血
'%#=5

各
)

份于
#'=5

顶空瓶

内#然后均加入内标叔丁醇
"%'=5

#接下来操作同上#所得样

品为!
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"

$

#

&*

1S*Ued

样

品
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&*

1S*Ued
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#

$

"
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1S*Ued

样品
#

$

#

&*

1S*Ued

样品
#

$

$
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1S*Ued

样品
#

$

)

&#在
"%$%

"

色谱条件下#用顶空进样器进样#进行色谱分析)

A%C%C

!

定量分析
!

把
"%$%#

所得
1S*Ued

样品
"

$

"
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ed

样品
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$

#

&*
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$

$
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"

$

)
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#

$

"
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1S*Ued

样品
#

$

#

&*

1S*Ued

样品
#

$

$
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1S*Ued

样品
#

$

)

&#在
"%$%"

色谱条件下#用顶空进样

器进样#进行色谱分析)分别准确移取
'%#=5

乙醇标准储备

液$

#%'

*

"%&

*

"%#

*

"%'

*

'%4

*

'%)

*

'%#=

L

"
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#每个浓度点均平

行配制两个样品&于
#'=5

顶空瓶内#然后均加入内标叔丁醇

"%'=5

#接下来操作同上#配制乙醇标准系列工作液#把乙醇

标准系列工作液在
"%$%"

色谱条件下#用顶空进样器进样#进

行色谱分析)

B

!

结
!!

果

B%A

!

定性结果

B%A%A

!

''"

通道
!

空白对照样品在
>

X

^#%#T'=:8

出现内标

叔丁醇峰%乙醇标准对照样品则在
>

X

"̂%&(4=:8

出现乙醇峰

及
>

X

#̂%#)$=:8

出现内标叔丁醇峰%

1S*Ued

样品
"

$

"

&*

1S*Ued

样品
"

$

#

&*

1S*Ued

样品
"

$

$

&*

1S*Ued

样品
"

$

)

&*

1S*Ued

样品
#

$

"
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样品
#

$

#
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1S*Ued

样

品
#

$

$

&*

1S*Ued

样品
#

$

)

&分别在
"%&$4

*

"%&)$

*

"%&(4

*

"%&((

*

"%&()

*

"%&&A

*

"%&T"

*

"%&)$=:8

出现乙醇的色谱峰$与

乙醇标准对照品中乙醇的保留时间比较#误差为
#%)"@

&#在

#%#'$

*

#%#'(

*

#%#)$

*

#%#)$

*

#%#$(

*

#%#$$

*

#%#")

*

#%#'T=:8

出

现叔丁醇内标物的色谱峰)可得出样品中定性检出乙醇的结

论#虽然样品与乙醇标准对照样保留时间比对存在微小的差

别#但误差小于
$@

#不影响定性的准确性)见图
"

#

)

$见,国

际检验医学杂志-网站主页.论文附件/&)

B%A%B

!

''#

通道
!

空白对照样品仅在
>

X

^#%#)(=:8

出现内

标叔丁醇峰%乙醇标准对照样品则在
>

X

"̂%TT"=:8

出现乙醇

峰及
>

X

#̂%#)"=:8

出现内标叔丁醇峰%

1S*Ued

样品
"

$

"

&*

1S*Ued

样品
"

$

#

&*

1S*Ued

样品
"

$

$

&*

1S*Ued

样品
"

$

)

&*

1S*Ued

样品
#

$

"

&*

1S*Ued

样品
#

$

#

&*

1S*Ued

样

品
#

$

$

&*

1S*Ued

样品
#

$

)

&分别在
"%T$'

*

"%T)$

*

"%T)"

*

"%TT$

*

"%T$)

*

"%T))

*

"%T)"

*

"%T$(=:8

出现乙醇的色谱峰$与

乙醇标准对照品中乙醇的保留时间比较#误差为
"%$&@

&#在

#%#"(

*

#%#$#

*

#%#$'

*

#%#)$

*

#%###

*

#%#$#

*

#%##4

*

#%##$=:8

出

现叔丁醇内标物的色谱峰)可得出样品中定性检出乙醇的结

论)见图
T

#

4
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B%B

!

定量结果
!

用顶空进样器对乙醇标准系列工作液进样

后#所得到的实验数据显示于表
"

及表
#

%其表中
2

代表乙醇

标准系列工作液的浓度$浓度用
h

表示#单位为
=

L

"

=5

&#

N

代表平均峰面积比'平均峰面积比用
*U

"

*<U

表示$每个浓度

点均平行配制两个样品&#指乙醇标准的平均峰面积
*U

与叔

丁醇内标的平均峰面积
*<U

的比值()以乙醇浓度
h

为横坐

标#平均峰面积比
*U

"

*<U

为纵坐标#绘制工作曲线#进行线性

回归#得到线性回归方程及决定系数)如下所示!

''"

通道的

回归方程为
N "̂%'T((2 '̀%')4#

#决定系数
M

#

'̂%AAA'T

%

''#

通道的回归方程为
N "̂%'$AT2 '̀%')&T

#决定系数
M

#

^

'%AAA#T

%两个通道的决定系数
M

#

&

'%AAA''

#说明绘制的标

准工作曲线线性好#满足分析检测需要)见表
"

*

#

%图
A

*

"'

)

表
"

!!

''"

通道检测结果

''"

通道
2

$

=

L

"

=5

&

N

$

*

U

"

*

<U

&

" '%# '%#$"
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图
A

!!

''"

通道标准曲线

B%C

!

方法回收率
!

用移液器精确吸取
"%''=5

空白全血#然

后加入
"%''=5#%'=

L

"

=5

乙醇标准溶液#充分混匀#为空白

血添加储备样%再准确移取
'%#'=5

上述空白血添加储备样
)

份#置于
#'=5

顶空瓶内#均加入内标叔丁醇
"%''=5

#接下来

操作同
"%$%#

#得空白血添加样品
"

*空白血添加样品
#

*空白

血添加样品
$

*空白血添加样品
)

)在
"%$%"

色谱条件下#用顶

空进样器进样#进行色谱分析)用
#%#

所得的线性回归方程计

算测得乙醇值#测得值比添加值再乘以
"''@

可得回收率)

''"

通道回收率为
"''%#"@

#

''#

通道回收率为
AA%"A@

#方法

平均回收率为
AA%('@

)
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!

样品分析
!

#'"T

年昆明医科大学司法鉴定中心收到
#

个,血液中乙醇含量测定能力验证计划-样品#样品标识为

+
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1S*Ued

样品
"

和
1S*Ued

样品
#

#用所建方法对样品进行

分析)

1S*Ued

样品
"

*

1S*Ued

样品
#

均平行配制
)

个样

品#配制的每
"

个样品均进样
"

次)用
#%#

所得线性回归方程

进行数据处理得到#结果见表
$

)分析结果说明所建立的方法

精密度很好#能满足中国合格评定国家认可委员会能力验证计

划样品测定的需要#同时也能满足法医毒物相关样品分析的

需要)

表
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通道标准曲线

表
$

!!

样品分析检测

样品名称
平均值$

=

L

"

=5

&

''"

通道
''#

通道 方法

''"

通道与
''#

通道的
M$:

$

@

&

1S*Ued

样品
" '%AT '%A# '%A) $%"A

1S*Ued

样品
# '%#T '%#& '%#& $%4T

!!

注!

M$:

表示相对标准差)

C

!

讨
!!

论

色谱法是一种物理或物理化学分离分析方法'

T

(

)色谱法

是先将混合物中各组分分离#而后逐个进行分析#因此是分析

复杂混合物最有力的手段)实现色谱操作的基本条件是必须

具备相对运动的两相#其中一相固定不动#即固定相%另一相是

携带试样向前移动的流动体#即流动相)色谱过程是组分的分

子在流动相和固定相间多次.分配/的过程)气相色谱法是以

气体为流动相的色谱法#主要用于分离分析易挥发及热稳定性

好的物质)顶空气相色谱法是用顶空进样器进行进样的气相

色谱法#对样品的前处理非常简单#利用气体对挥发性物质的

萃取原理进行样品前处理)

本文采用双柱双检测器顶空气相色谱法对血中乙醇进行

测定#方法准确*简便*快速*可靠)虽然仅进样
"

次#但采用了

性质不同的两根色谱柱对样品进行分离分析#相当于采用了两

种不同的方法对样品进行分析#保证了定性定量的准确性#不

再需要用其它方法进行确证'

T34

(

%这较大程度上降低了分析检

测的工作量#顶空气相色谱法分离分析快速#

$%'''=:8

以内

就能完成样品的分离分析#而且分离效果较好#分离度达到了

定性定量的要求#能够满足实际工作中快速分析#公安部门迅

速处理案$事&件的需要)

顶空气相色谱法利用气体对挥发性物质的萃取原理进行

样品前处理#简化了样品前处理过程#由于所进样品为气体#大

大减少了对色谱柱的损害#消除了基质对检测的干扰及对仪器

的污染#不需要对仪器进行维护#同时大大提高了仪器的使用

寿命'

A3"#

(

%需要特别提醒的是顶空气相色谱法在操作过程中要

注意确保顶空平衡温度及平衡时间的一致性#这直接关系到分

析测定的准确可靠性)
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