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超高效亲水色谱快速测定吸烟者尿液中的尿酸和肌酐研究 *
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张建铎，杨光宇，李雪梅，向海英
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摘要　目的：建立超高效亲水色谱法快速测定吸烟者尿液中肌酐和尿酸的含量。方法：尿液样品采用自主

设计的萃取瓶处理，然后以 Waters ACQUITY UPLC BEH HILIC 液相色谱柱（50 mm× 2.1 mm，1.7 μm）为固

定相，70% 乙腈（内含 0.1% 磷酸二氢氨）为流动相进行超高效液相色谱分离，流速 0.5 mL·min-1，检测波长

235 nm，进样体积 5.0 μL，柱温 30 ℃，紫外检测器检测。结果：选定实验条件下，尿酸质量浓度在 2.5~500 
μg·mL-1、肌酐质量浓度在 5~1 000 μg·mL-1 内均具有良好的线性关系（r>0.999 5）；尿酸和肌酐的检测下限

分别为 0.25 μg·mL-1 与 0.22 μg·mL-1。在 3 个不同添加水平下，方法平均回收率在 95.6%~102.3%，日内精

密度和日间精密度均小于 3.4%，具有较好的回收率和重复性。结论：本文所建立的方法能够满足快速、准

确地测定吸烟者尿液中尿酸和肌酐的要求。
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Study on rapid determination of uric acid and creatinine 
in urine of smokers by hydrophilic UPLC*
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Abstract　Objective：To establish a rapid method for the determination of uric acid and creatinine in the urine 
of smoker by hydrophilic UPLC．Methods：The urine samples were treated with a self-designed extraction bottle．

Then，the uric acid and creatinine were separated on an Waters ACQUITY UPLC BEH HILIC chromatography 
column（50 mm × 2.1 mm，1.7 μm）with 70% acetonitrile（containing 0.1% ammonium di-hydrogen phosphate）

as mobile phase，the flow rate was 0.5 mL·min-1，the detection wavelength was 235 nm，the injection volume 
was 5.0 μL，and the column temperature was 30 ℃，and detected with UV detector．Results：Under the selected 
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experimental conditions，the targets were with good linearity（r>0.999 5）in the range of 2.5-500 μg·mL-1 for 
uric acid and 5.0-1 000 μg·mL-1 for creatinine，and the detection limits of uric acid and creatinine reach 0.25
μg·mL-1 and 0.22 μg·mL-1，respectively．The average recovery of the method was 95.6% to 102.3% under three 
different levels of dosage added，and intra-day and inter-day precision were less than 3.4%，which had good 
recovery and repeatability．Conclusion：The method established in this study can meet the requirements of rapid 
and accurate determination of uric acid and creatinine in urine of smokers.
Keywords：uric acid；creatinine；hydrophilic UPLC；extraction；urine of smoker

吸烟与健康研究是公共卫生研究热点，而科学

测量烟草暴露是研究吸烟与健康相关性的基础。尿

液样本采集方便，对受试者无侵害性，常作为吸烟

与健康研究的生物监测样品［1-3］，但志愿者排尿易

受到饮食、喝水等差异的影响，且尿液样本的浓度

也会有明显的个体差异。一般来说，普通志愿者

24 h 尿肌酐和尿酸排出量相对恒定，因此，可用肌

酐和尿酸含量来校正不同志愿者尿液中分析物的

浓度［4-5］。

尿液样品中肌酐和尿酸的检测方法主要有 Jaffe
法和酶解分光光度法［6］、HPLC 法［7-8］、毛细管电泳

法［9-10］、LC-MS/MS 法［11］等，其 中 HPLC 法 是 最 常

用的测定方法。常规 HPLC 法测定尿液样品中的尿

酸和肌酐常用反相色谱分离，由于尿酸和肌酐极性

大，在反相色谱柱上保留时间短，难以与样品中的杂

质充分分离［7-8］。HPLC-MS 法虽然可以通过选择离

子采集实现高选择性，但仪器成本和运行费用高，且

基质效应干扰大［11-12］。亲水作用色谱（HILIC）是

近年来 HPLC 领域研究的热点之一，非常适用于分

离普通反相色谱柱上保留差的大极性化合物［13-15］。

本文研究用超高效亲水作用色谱分离测定吸烟者

尿液样品中的尿酸和肌酐，在 4.0 min 内可达到完

全分离，并设计了与超高效液相色谱相适应的快速

样品前处理方法，大大简化了样品前处理操作，用

于实际尿液样品中尿酸和肌酐的测定，取得了满意

结果。

1　仪器与试剂

ACQUITY UPLC 超高效液相色谱系统（Waters，包

括四元泵、自动进样器、二极管阵列检测器和 Empower 
3 色谱工作站）；电子天平（Mettler，AE200）。

肌酐和尿酸准品品（纯度≥ 98％），购于 Sigma
公司；其余所用试剂均为色谱纯。

吸烟和非吸烟志愿者尿液样本由昆明医科大学

提供。所有志愿者年龄在 25~55 岁之间，身体健康，

且在参加试验前均须签署知情同意书。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　混合标准品溶液　准确称取肌酐和尿酸标准

品各 0.1 g，用适量乙腈溶解并定容至 100 mL 量瓶

中，得到 1.0 mg·mL-1 的混合标准品储备液；使用时

分别取该溶液 5.0、2.5、1.0、0.5、0.1、0.05、0.025 mL，

置 10 mL 量瓶中，用乙腈定容至刻度并摇匀，得质量

浓 度 分 别 为 500、250、100、50、10、5.0、2.5 μg·mL-1 
的标准工作液。

2.1.2　供试品溶液　每位志愿者统一清晨空腹收集

尿液中间部分 15~30 mL，并在采集后立即准确移取

1.0 mL 于萃取瓶内套管中（图 1-A），用 50% 乙腈定

容至 10 mL。将萃取瓶的内套管卡在外套管的口部

（图 1-C）并充分摇匀，把萃取瓶的内套管向下压，萃

取溶液就通过滤筛板进入到内套管中，并从内套管中

的细弯管流出，达到样品过滤的效果（图 1-D）。用

色谱进样瓶从细弯管口收集萃取液，弃去最初的 2~3 
mL，收集 1~1.5 mL，进行 UPLC 分析。

2.2　色谱条件

色谱柱为 Waters ACQUITY UPLC BEH HILIC 液

相色谱柱（50 mm×2.1 mm，1.7 μm），流动相为 70%
乙腈（内含 0.1% 磷酸二氢氨），流速 0.5 mL·min-1，

检测波长 235 nm，进样体积 5.0 μL，柱温 30 ℃。

2.3　系统适应性试验

尿酸和肌酐的标准品紫外光谱图见图 2。从图 2
可以看出，尿酸和肌酐在 235 nm 处均有较强的紫外

吸收，在 235 nm 波长处检测灵敏度能满足实际样品

测定的要求，且基线平稳，因此本实验中选择在 235 
nm 波长下检测。
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A．外套管（outer casing）　B. 内套管（inner casing）　C. 萃取和过滤（extraction and filtration）　D. 取样（sampling）

图 1　样品萃取装置

Fig. 1　Sample extraction devices 

2.4　方法学考察

2.4.1　线性关系考察　取“2.1.1”项下的混合标准品

溶液适量，按“2.2”项上色谱条件进样分析，以紫外

检测器测得的峰面积（A，mV·S）对尿酸和肌酐的浓

度（C，μg·mL-1）进行线性回归，得到尿酸和肌酐的

回归方程：

A=4.22×104 C+162.3
A=3.18 ×104 C-213.9

同时以仪器的信噪比 S/N=3 时测定检测下限

（LOD），尿酸为 0.25 μg·mL-1，肌酐为 0.22 μg·mL-1；以

S/N=10 时测定定量下限（LOQ），尿酸为 0.85 μg·mL-1，

肌 酐 为 0.72 μg·mL-1。 工 作 曲 线 相 关 系 数 均 在

0.999 5 以上，尿酸和肌酐的线性范围分别在 2.5~500 
μg·L-1 和 5~1 000 μg·L-1，能满足实际尿液谱中尿酸

和肌酐分析的要求。

2.4.2　精密度试验　分别取同一批次的供试品溶液，

按“2.2”项下色谱条件连续进样 7 次，测得尿酸和肌

酐峰面积的 RSD（n=7）分别为 1.6% 和 1.8%，表明

仪器精密度良好。

2.4.3　 稳 定 性 试 验　 精 密 量 取 同 一 批 尿 液，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液。按“2．2”项下色

谱条件分别于 0、1、2、4、8、12、24 h 进样 5.0 μL，测

得 24 h 内尿酸和肌酐峰面积的 RSD（n=7）分别为

1.7% 和 1.9%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。

2.4.4　重 复 性 试 验　 精 密 取 同 一 批 尿 液 6 份，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.2”项下色

谱条件分别进样 5.0 μL 测定，结果尿酸和肌酐的平

图 2　尿酸和肌酐紫外光谱图

Fig. 2　Ultraviolet spectrum of uric acid and creatinine

在选定实验条件下，标准品和样品的色谱图见图

3。从图 3 可看出，实际样品中待测成分和干扰组分得

到完全分离，分离效果与文献［6-7］报道的反相液相

色谱法相比有明显的改善，而且每个样品色谱分离时

间只需 4.0 min，与常规液相色谱相比显著缩短。

1. 尿酸（uric acid）　2. 肌酐（creatinine）

图 3　标准品（A）和实际尿液样品（B）色谱图

Fig. 3　Chromatograms of standard（A）and actual urine sample（B）
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均含量分别为 231.8 和 965.2 μg·mL-1，RSD 分别为

1.8% 和 2.1%，表明本方法重复性良好。

2.4.5　加样回收率试验　依据“2.4.1”的线性范围，
在实际尿液样品中加入已知量的标准品储备液，加入

量设置高（尿酸 4.0 mg，肌酐 16.0 mg）、中（尿酸 2.0 

mg，肌酐 8.0 mg）、低（尿酸 1.0 mg，肌酐 4.0 mg）3 个浓

度水平，每一浓度分别进样测定 7 次，结果尿酸的日内

RSD 在 2.5%~3.0%，日间 RSD 在 3.0%~3.4%；肌酐的日

内 RSD 在 2.3%~2.9%，日间 RSD 在 2.8%~3.2%，表明本

方法的精密度较好，见表 1。

表 1　方法回收率实验

Tab. 1　Methods recovery experiments（n=7）

组分

（composition）

本底值

（sample content）/
（μg·mL-1）

加标量

（added）/mg

日内（intra-day） 日间（inter-day）

回收率

（recovery）/%
RSD/% 

回收率

（recovery）/%
RSD/% 

尿酸（uric acid） 232.4 1.0 97.5 2.5 102.3 3.0

2.0 97.1 2.8 96.6 3.1

4.0 96.8 3.0 97.2 3.4

肌酐（creatinine） 965.8 4.0 101.4 2.3 98.1 2.8

8.0 98.2 2.6 96.2 3.3

16.0 96.9 2.9 95.6 3.2

2.5　样品含量测定
按 建 立 的 方 法，分 析 9 名 吸 烟 志 愿 者（每 天

抽 吸：重 度 25~50 支、中 度 15~25 支、轻 度 5~15
支）和 3 名不吸烟志愿者尿液中尿酸和肌酐含量，

并 按“YY/T 1207-2013，尿 酸 测 定 试 剂 盒（尿 酸

酶 过 氧 化 物 酶 偶 联 法）”［16］和“YY/T 1231-2014，

肌酐测定试剂（盒）（肌氨酸氧化酶法）”［17］报道

的 方 法 对 分 析 结 果 进 行 验 证，结 果 见 表 2。 从 表

2 可 看 出，本 方 法 和 对 照 方 法 的 测 定 结 果 无 显 著

差异（p>0.05）。

表 2　样品分析结果（μg·mL-1）

Tab. 2　Sample analysis results（μg·mL-1）

志愿者

（volunteer）
本方法（the method） 对照方法（control method）

尿酸（uric acid） 肌酐（creatinine） 尿酸（uric acid） 肌酐（creatinine）

重度吸烟者 -1（heavy smoker-1） 262.4 986.4 272.5 946.7

重度吸烟者 -2（heavy smoker-2） 218.5 675.8 228.3 671.0

重度吸烟者 -3（heavy smoker-3） 231.9 787.42 219.1 814.8

中度吸烟者 -1（moderate smoker-1） 247.5 851.6 245.6 837.5

中度吸烟者 -2（moderate smoker-2） 249.4 582.9 257.4 608.9

中度吸烟者 -3（moderate smoker-3） 206.7 637.9 198.1 619.6

轻度吸烟者 -1（mild smoker-1） 232.5 591.4 241.0 574.7

轻度吸烟者 -2（mild smoker-2） 248.0 795.8 235.7 825.4

轻度吸烟者 -3（mild smoker-3） 213.4 622.1 201.0 648.3

不吸烟者 -1（non-smoker-1） 226.7 754.9 213.7 783.2

不吸烟者 -2（non-smoker-2） 207.2 548.6 219.6 568.0

不吸烟者 -3（non-smoker-3） 235.9 682.1 218.2 710.5

3　讨论

本研究针对尿酸和肌酐极性大，尿液样品复杂，

在反相色谱柱上保留时间短，样品中的杂质充分分离

的难度大，HPLC-MS 法仪器成本和运行费用高等现

状，采用自主设计的集萃取和过滤为一体的样品萃

取瓶进行前处理、简化了样品前处理操作，经超高效

亲水作用色谱分离测定，吸烟者尿液样品中的尿酸

和肌酐在 4.0 min 内可完全分离，缩短了分析检测时

间。采用新建方法测定重度吸烟者、中度吸烟者、轻

度吸烟者和不吸烟者尿液中的肌酐和尿酸，测定结果

与 “YY/T 1207-2013，尿酸测定试剂盒（尿酸酶过氧

化物酶偶联法）”和“YY/T 1231-2014，肌酐测定试剂



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysis www.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cn药物分析杂志药物分析杂志 Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2019,39(2)·290· 

（盒）（肌氨酸氧化酶法）”报道方法的测定结果无显

著差异（p>0.05），为快速、准确测定烟草暴露的关键

生物标记物提供了高通量检测方法。
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