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前  言

本文件按照GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由中华环保联合会提出并归口。

本文件主要起草单位：复旦大学、北京大学。

本文件参编单位：复旦大学、北京大学、中华环保联合会环境与健康专业委员会。

本文件主要起草人：方明亮、时长志、邓曼、朱彤。

环境有机污染物尿液中代谢产物定性分析技术规范
1 范围

本文件规定了环境有机污染物尿液中的葡萄糖醛酸化、磺酸化和谷胱甘肽结合产物等代谢产物定性分析技术的内容和方法、技术要点、质量控制等技术要求。

本文件适用于为环境有机污染物暴露和健康风险评估而开展的针对尿液中代谢产物的定性分析。
2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 6041       质谱分析方法通则

GB/T 16126      生物监测质量保证规范
GB/Z 35959      液相色谱-质谱联用分析方法通则
WS/T 97         尿中肌酐的分光光度测定方法
WS/T 348        尿液标本的收集及处理指南
3 术语和定义
GB/T 6041和GB/T 16126界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1 

环境有机污染物代谢产物metabolites of environmental organic pollutants
指环境有机污染物在机体内经生物代谢转化所产生的化合物。这类代谢产物能够在体液被检测到并直接反映有机污染物在体内的代谢过程，从而为环境污染物暴露及其健康风险研究提供信息。
3.2 

定性分析 qualitative analysis
通过色谱保留时间、精确质荷比和质谱图特征等色谱-串联质谱仪器分析所得信息，确认某化合物是否存在的过程。
3.3
晨尿morning urine

早晨起床第一次尿。

3.4
葡萄糖醛酸化代谢产物 glucuronidated metabolites
指由葡萄糖醛酸化代谢反应生成的化合物，即在酶促作用下将葡萄糖醛酸基团结合到分子结构中形成的结合物（R-C₆H₈O₇）。这类代谢产物常见于环境有机污染物的体内解毒与生物转化过程。
3.5 

磺酸化代谢产物 sulfonated metabolites
指由磺酸化代谢反应生成的化合物，即在酶促作用下将磺酸基团结合到分子结构中形成的结合物（R-SO₃H）。这类代谢产物常见于环境有机污染物的体内解毒与生物转化过程。
3.6
谷胱甘肽结合代谢产物 glutathione-conjugated metabolites
指由谷胱甘肽结合代谢反应生成的化合物，即在酶促作用下将谷胱甘肽基团（GSH-S，C₁₀H₁₇N₃O₆S）结合到分子结构中形成的结合物（R-S-GSH）。这类代谢产物常见于环境有机污染物的体内解毒与生物转化过程。
4 工作程序
环境有机污染物尿液中代谢产物的定性分析技术规范主要包括样品采集、样品处理、质谱检测、数据挖掘和质量控制等五个步骤，工作程序见图 1。
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图1 尿液中葡萄糖醛酸化、磺酸化和谷胱甘肽结合产物等污染物代谢产物定性分析工作程序

5 技术要求
5.1 样品采集
5.1.1采集方案的制定
应制定详细的样品采集方案，包括人群选择、暴露水平和随访时间等。在开展生物样本采集前，应组织开展医学伦理审查并取得知情同意。

5.1.2尿液样品采集

尿液采样材料按照 WS/T 348要求准备，晨尿应直接收集于广口瓶中，采集量不少于50 mL，应避免尿液溅出或溢出。尿样采集后，应立即分取部分样品用于测定肌酐浓度。若肌酐浓度小于0.3 g/L或大于3.0 g/L，应重新采集。肌酐的测定方法采用WS/T 97或其他公认方法。剩余的尿样作为代谢产物的检测样品。
5.1.3样品的运输和储藏
尿液样品的运输和储藏应符合以下要求：

a）采集的样品应使用无分析干扰物质且坚固耐用的容器进行包装。每个样品需清晰标识，并分配唯一编号，同时应详细记录样品名称、采样时间、地点及相关注意事项等信息；

b）采集后的样品如不能及时进行分析，应在不高于-18 ℃条件下冷冻保存。自然解冻后应立即测定。葡萄糖醛酸化代谢产物在储存时易发生降解，宜在相同条件下开展添加回收率试验进行验证。

5.2 样品制备

针对葡萄糖醛酸化、磺酸化和谷胱甘肽结合等代谢产物，优先选择固相萃取法，并使用弱阴离子交换固相萃取柱开展分析。该类柱填料可同时利用弱阴离子交换作用与疏水作用，实现对代谢产物的有效分离。在具体应用中，经活化、上样、淋洗和洗脱等步骤，目标代谢产物得以富集，同时有效去除尿液基质中的干扰成分，提高检测的灵敏度。
5.3 液相色谱-串联质谱分析

将制备好的样品进行液相色谱-串联质谱分析，宜采用配有电喷雾电离源（ESI）和静电场轨道阱（Orbitrap）的高分辨率（分辨率≥10 000）质谱仪。分析前应确保仪器经过有效的校准和调谐。应采用全谱和串联质谱（MS/MS）扫描的负离子模式，通常采用数据依赖采集（DDA, Data-Dependent Acquisition）或数据独立采集（DIA, Data-Independent Acquisition）模式。应对所采集的MS/MS质谱图进行质量评价，主要考察质量分辨率（≥10 000）、信噪比（≥3）、碎片离子相对强度（≥5%）和碎片离子个数（≥2）等指标，只有在满足上述条件时方可用于后续分析，以确保数据的清晰度、可靠性和准确性。
5.4 代谢产物的鉴定

5.4.1代谢产物的筛选

根据二级质谱图中是否含有代谢产物的特征来筛查代谢产物。通过串联质谱扫描得到的化合物碎片离子的精确分子质量（精确到小数点后4位），与葡萄糖醛酸化、磺酸化和谷胱甘肽结合产物等代谢产物的二级质谱图特征（碎片离子或中性丢失）精确质量数的对比，参照GB/T 60410要求，如果样品中的色谱峰的二级质谱图特征的精确质量数的相对偏差百万分之十（≤10 ppm），则可以判断试样中该色谱峰为代谢产物。各类代谢产物的MS/MS质谱图特征见表1。
表1 环境污染物代谢产物的二级质谱图特征

	代谢产物类型
	二级质谱图
特征类型
	化学分子式
	精确分子质量 Da

	葡萄糖醛酸化代谢产物
	中性丢失
	C6H8O6
	176.0321

	葡萄糖醛酸化代谢产物
	中性丢失
	C6H10O7
	194.0427

	磺酸化代谢产物
	中性丢失
	SO3
	79.9568

	磺酸化代谢产物
	中性丢失
	H2SO4
	97.9674

	磺酸化代谢产物
	碎片离子
	SO3-
	79.9574

	磺酸化代谢产物
	碎片离子
	HSO3-
	80.9652

	磺酸化代谢产物
	碎片离子
	SO4-
	95.9523

	磺酸化代谢产物
	碎片离子
	HSO4-
	96.9601

	谷胱甘肽结合代谢产物
	中性丢失
	C10H16N3O6S
	306.0760

	谷胱甘肽结合代谢产物
	中性丢失
	C10H17N3O6S
	307.0838

	谷胱甘肽结合代谢产物
	中性丢失
	C10H15N3O5S
	289.0732

	谷胱甘肽结合代谢产物
	中性丢失
	C10H16N3O6S
	306.0760

	谷胱甘肽结合代谢产物
	碎片离子
	C2H2O4N-
	103.9989


5.4.2代谢产物的结构鉴定

对比质谱总离子流（TIC）和液相色谱峰的保留时间来进行结构鉴定。利用精确质量数据直接计算获得代谢产物的元素组成。可能的结构判断：根据质谱仪所得到的碎片离子、重要的特征离子、分子离子及分子离子与碎片离子的关系等，进行可能结构的推测。按推断的分子结构，对照标准谱图、类似化合物标准谱图或根据该推断结构的化合物断裂机理进一步做出确认。

5.5 代谢产物的确证
若该代谢产物结构已知或已有标准物质，则采用标样对鉴定结果进行确证实验。确证结构的典型方法包括：通过在不同色谱体系下，代谢产物与已知标样进行共色谱法对比，比对色谱图中目标物的保留时间、峰型和响应值与标准品是否一致。参照GB/Z 35959要求，保留时间相对偏差应在± 2.5%以内。将代谢产物的二级质谱图特征和碎裂行为与已知标样的进行比对，且检测到的相对离子丰度，应当与浓度相当的标样标准溶液相对离子丰度一致。

6定性分析置信度评级

对于定性分析出的代谢产物进行置信度的评价，相关判定依据如表2所示。

表2 定性分析置信度及判定依据

	置信度分级
	判定标准

	一级
	经标样比对一致

	二级
	所推断的结构符合标准谱图

	三级
	含有代谢产物的任意一种MS/MS质谱图特征


7 质量控制

7.1 实验室分析

实验室分析的质量控制按GB/T 6041和GB/T 16126执行。

7.2 空白分析

每20个样品或每批次（少于20个样品/批）至少测定1个全程序空白样品，对尿液样品的测定结果进行空白校正。

7.3 平行样

将同一个尿液样品随机分成两个定性样品，同时进行样品分析，得到平行样品。每 20个样品或每批次（少于20个样品/批）至少测定1个平行样。按GB/T 16126要求，平行双样所测定的代谢产物峰面积的相对偏差应不超过30%。
附录A

（资料性）

尿液中部分环境有机污染物代谢产物示例
A.1尿液中部分环境有机污染物代谢产物信息表。
表A.1 尿液中16种环境有机污染物代谢产物信息表
	类别
	环境有机
污染物
	代谢产物
	英文名称
	分子式
	相对分子质量

	双酚类
	四溴双酚A
	四溴双酚A-葡萄糖醛酸
	3,3,5,5-Tetrabromobisphenol A-Glucuronide
	C21H20Br4O8
	715.7892

	
	双酚芴
	双酚芴-
葡萄糖醛酸
	4,4’-(9-Fluorenylidene)diphenol-Glucuronide
	C31H26O8
	526.1628

	
	双酚AP
	双酚AP-
葡萄糖醛酸
	4,4’-(1-Phenylethylidene)bisphenol-Glucuronide
	C26H26O8
	466.1628

	
	双氯酚
	双氯酚-
葡萄糖醛酸
	Dichlorophene-Glucuronide
	C19H18Cl2O8
	444.0379

	
	双酚A
	双酚A-
葡萄糖醛酸
	Bisphenol A-Glucuronide
	C21H24O8
	404.1471

	
	双酚B
	双酚B-
葡萄糖醛酸
	Bisphenol B-Glucuronide
	C22H26O8
	418.1628

	
	双酚Z
	双酚Z-
葡萄糖醛酸
	1,1-Bis(4-hydroxyphenyl)cyclohexane-Glucuronide
	C24H28O8
	444.1784

	酚类及衍生物
	1-萘酚
	1-萘酚-
葡萄糖醛酸
	1-Naphthol-Glucuronide
	C16H16O7
	320.0896

	
	4-溴苯酚
	4-溴苯酚-
磺酸
	4-Bromophenol-Sulfate
	C6H5BrO4S
	251.9092

	
	2,4-二羟基二苯甲酮
	2,4-二羟基二苯甲酮-磺酸
	Benzoresorcinol-Sulfate
	C13H10O6S
	294.0198

	
	三氯生
	三氯生-磺酸
	Triclosan-Sulfate
	C12H7Cl3O5S
	367.9080

	
	三羟基异黄酮
	三羟基异黄酮-磺酸
	Genistein-Sulfate
	C15H10O8S
	350.0096

	对羟基苯甲酸酯类
	尼泊金甲酯
	尼泊金甲酯-
葡萄糖醛酸
	Methylparaben-Glucuronide
	C14H16O9
	328.0794

	
	尼泊金乙酯
	尼泊金乙酯-葡萄糖醛酸
	Ethylparaben-Glucuronide
	C15H18O9
	342.0951

	
	尼泊金丙酯
	尼泊金丙酯-磺酸
	Propyl 4-hydroxybenzoate-Sulfate
	C10H12O6S
	260.0355

	
	尼泊金丁酯
	尼泊金丁酯-磺酸
	Butyl 4-hydroxybenzoate-Sulfate
	C11H14O6S
	274.0511


A.2尿液中16种环境有机污染物代谢产物的二级质谱图。

图A.2 尿液中16种环境有机污染物代谢产物的二级质谱图

图A.2 (续)
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