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生物样本中可替宁检测技术的研究进展

周 睿 胡江玲 汪 生 冯 蕊

［摘 要］　可替宁是目前评价环境烟草烟雾暴露的最佳生物标志物，检测生物样本中的可替宁，可以获得人体烟草暴露的相关

信息。根据研究的生物样本类型和特点，选择适宜的前处理和检测方法尤为重要。本文从可替宁检测的应用、研究思路、常见检测样

本类型和特点、生物样本中可替宁检测难点、样品前处理方法和检测方法 6 个方面进行总结，阐述了生物样本中可替宁检测技术的研

究进展，为生物样本中可替宁的检测提供参考。
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我 国 烟 民 数 量 全 球 占 比 高 达 23%，居 世 界 第 一

位［1］，高频率、长时间的烟草暴露与肺癌、口腔癌、鼻咽

癌、食管癌、乳腺癌、子宫癌、结直肠癌等疾病密切相

关［2-4］，合理有效的控烟及二手烟暴露干预具有十分重

要的意义。科学测量烟草暴露则是烟草暴露与健康相

关性研究、控烟效果评价和二手烟暴露干预效果评价

的基础［5］。

可替宁是烟草暴露的重要生物标志物之一［6］，它是

尼古丁经人体细胞色素氧化酶代谢转化后的产物［7］。

可替宁在人体组织中的分配速度缓慢、半衰期较长，能

反 映 人 体 3～4 天 的 环 境 烟 草 烟 雾（environmental to‐
bacco smoke， ETS）暴露情况［8］，是测量烟草暴露的重要

指标。故测定生物样本中可替宁浓度对于评估人体烟

草暴露的剂量和程度具有重要意义。

用于可替宁检测的生物样本种类多，包括尿液、血

液、唾液、头发等［9］，且这些样本成分性质复杂。如何简

单、准确地测定特定生物样本中可替宁的浓度，是研究

的重点和难点。本文从可替宁检测的应用、研究思路、

常见检测样本类型和特点、生物样本中可替宁检测难

点、样品前处理方法和检测方法 6 个方面进行总结，为

生物样本中可替宁的检测研究提供一定的理论依据和

参考。

1　可替宁检测的应用

可替宁的浓度能够直接反映人体烟草暴露的剂量

和程度，可用于评价人体的健康状况、被动吸烟的程

度、生活状况及生理特征等，具有多种应用场景，反映

了测定生物样本可替宁浓度所具有的价值，本文将可

替宁的应用总结为以下 3 个方面。

1. 1　健康指标评定　可替宁作为一个客观的生物学

标志物，反映吸烟的暴露水平，帮助了解吸烟者的身体

健康状况，与血脂异常、骨质异常等具有相关性，是了

解吸烟应激状态的一种常规测定指标［10-11］。

1. 2　被动吸烟评价　被动吸烟，俗称二手烟，是指由

卷烟或其他烟草产品燃烧端释放出的及由吸烟者呼出

的烟草烟雾所形成的混合烟雾，与非吸烟者肺癌风险

等相关联［12］。通过对人体可替宁的检测，可用来评价

ETS 暴露，从而及时有效地控制此类污染，减低对人体

的损害［13］。

1. 3　法医毒物分析　案件现场或物证上留存的生物

样本，可能含有烟碱、毒品和药物成分，可替宁是可能

含有的成分之一。对样本中可替宁的检验可提供涉案

者相关生活和生理特征信息［14］。

2　可替宁检测的研究思路

本文总结出可替宁检测的具体研究思路如下：①
确定生物样本的种类及采集对象等。②根据不同生物

样本的特点，分析选择适合的样本前处理方法。③优

化生物样本中可替宁的检测方法。④建立专属性强、

稳定性好、灵敏度高、分析速度快的分析方法，并进行
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方法学验证。⑤对采集样本进行检测，得出样本中可

替宁浓度，从而应用、获取其它信息。根据该研究思

路，总结出生物样本中可替宁检测技术研究决策树。

见图 1。

3　可替宁检测的常见生物样本

进入人体的可替宁存在于多个部位和基质中，了

解不同的样本类型及其特点，有利于对样本的选择及

处理。本文对可替宁检测相关研究中常见的生物样本

及各自特点进行以下总结：

3. 1　血浆/血清　可替宁由尼古丁在肝脏转化而释放

入血，因此血中可替宁含量最能反映人体从 ETS 中吸

收的尼古丁含量，即最能准确反映人体 ETS 暴露［15］。

邱天等［16］用液液萃取-液相色谱-质谱法测定法，成功

测定出血浆样本中的可替宁含量。丁昌明等［17］用固相

萃取-液相色谱-质谱（Liquid Chromatography-MS，LC-
MS）法成功测定出血清样本中的可替宁含量。该类样

本适用于非吸烟人群及主动吸烟人群体内中可替宁含

量的测定。

3. 2　头发　头发对可替宁具有蓄积作用，因此测定头

发样中可替宁的含量，可以反映人体较长时间的 ETS
暴露情况，并有研究证实头发中的可替宁含量与个体

吸烟史有很强的相关性［15］。朱婧等［9］采用亲水作用液

相色谱串联质谱法测定头发中的可替宁含量，头发在

氢氧化钠溶液中水解，二氯甲烷萃取，氮气吹干，流动

相复溶后注入色谱－质谱系统分析。该方法中可替宁

的检出限为 0. 0 044 μg/g，能够满足人群烟草暴露评价

的需要。

3. 3　尿液　尿液样品采集方便，对受试者侵害性小，

是研究中非常理想的生物样品，通过测定尿液中可替

宁的浓度也可对人体烟草暴露的剂量和程度进行评

估［11］。李晶等［18］采用萃取-LC-MS 法成功对吸烟者尿

液中的可替宁进行测定，为通过尿液烟草暴露生物标

记物的快速准确测定提供有效技术支持。

3. 4　乳汁　孕妇受吸烟状况的影响，母乳被污染，而

尼古丁和可替宁很容易通过母乳进入婴儿体内。母乳

中可替宁的含量，可以作为对吸烟孕妇进行具体的戒

烟教育及授乳指导的指标。金森京子等［19］测定母乳中

尼古丁和可替宁的浓度，结果显示尼古丁从肺中经血

液吸收后很容易进入母乳，其中尼古丁代谢成可替宁

而在体内蓄积。

3. 5　唾液　烟草生物碱作为吸烟者唾液中重要的化

学成分，准确测定其含量，对探求卷烟抽吸时的感官感

受机理有重要的意义［20］。沈虹等［20］采用 LC-MS 法测

定人唾液中可替宁和 3-羟基可替宁的浓度，可替宁的

线性范围为 0. 1～1 000 ng/mL，可替宁的平均提取回收

率为 95%，该方法操作便捷，适用于临床人唾液中可替

宁快速检测。

3. 6　硬组织　硬组织是生物体内通过生物矿化而形

成的组织（如骨骼、牙齿等），是介于无机物和有机物之

间的特殊物质。吸烟后，口腔硬组织中会遗留可替宁，

由此可探究可替宁在被动吸烟口腔硬组织中的分布规

律与致病作用，评价停止被动吸烟后可替宁在口腔硬

组织中的蓄积变化。冯瑾等［21］通过 LC-MS 法检测出

大鼠牙和牙槽骨中可替宁浓度，比较可替宁在牙槽骨

与胫骨中的分布差异，发现牙槽骨相较胫骨对可替宁

具有较强的蓄积能力，沉积量与牙槽骨骨矿物密度负

相关。

图 1　生物样本中可替宁检测技术研究决策树

1526



第 44 卷第 12 期
 2023 年 12 月

安 徽 医 学

Anhui Medical Journal

3. 7　脚趾甲　脚趾甲独立于黑色素且生长缓慢，每月

约生长 0. 1 cm，脚趾甲中烟草生物碱的含量反映了超

过 1 个月的平均风险敞口。因此，脚趾甲不仅可以作

为可替宁检测的样本，并且由于它不依赖于黑色素、生

长缓慢的特点，可以反映一个多月的平均暴露，这是其

分析相较头发样本的优势所在［22］。

4　生物样本中可替宁检测的难点

可替宁检测受到样本种类、个体差异、样本采集、

测定技术等多方面的影响，在检测过程中受到多种因

素的制约，生物样本中可替宁检测技术难点总结如下：

①可替宁检测的生物样本类型多，如血液、唾液、尿液、

母乳。不同的生物样本具有各自的检测特点和应用，

可能需要不同的前处理方法。②可替宁检测还在很大

程度上受到性别、年龄、美容、个人卫生习惯和民族风

俗等多种因素的影响与干扰［15］。③血液、唾液和乳汁

等生物样本中可替宁检测应用前景广，但是血液是创

伤性采样，乳汁和唾液等受限于严格的采集时间和条

件，并且需要相对较大的样本量，还需要考虑受试者能

否 配 合 。 ④ LC-MS 和 气 相 色 谱 - 质 谱 联 用（gas 
chromatography-mass spectrometry，GC-MS）法是生物样

本可替宁检测的首选方法，在前处理可能涉及到固相

萃取等步骤，导致前处理时间长，检测成本高。开发便

捷、高效、高灵敏的检测方法，是此类研究中的关键技

术难点。

5　样品前处理方法

生物样品基体复杂，通常不能直接进行测定，必须

通过一些前处理方法将待测物净化或浓缩。一方面可

以减少基体成分对测定的干扰，另一方面可以使待测

物转变成适合仪器检测的形式，同时还能够改善分析

的环境。样品前处理的方法包括蛋白沉淀法、固相萃

取、液相萃取等，对于头发、指甲、硬组织这类固性物

质，还需要先进行消解，才能将其中的可替宁释放出

来［23］。本文将可替宁检测生物样本的前处理方法进行

了概述，并将各方法的优缺点加以总结（见表 1）：

5. 1　蛋白沉淀法　Mohamed A.  El Mubarak 等［24］曾使

用蛋白沉淀法对血浆样本进行处理：取 80 μL 血浆，采

用预冷的乙腈（含 1% 氨水）300 μL 为沉淀剂，离心后

取上清在冷阱冻干后，使用 1 000 μL 流动相 A 复溶后

LC-MS 分析。范茂林等［25］曾使用蛋白沉淀法对尿液样

本进行处理：取尿样 5 mL，加入内标溶液，用氨水调节

pH 至 8。加入 4 mL 乙腈和 5 g 无水硫酸镁后，立即剧

烈振摇，离心，GC-MS 法测定。

5. 2　液液萃取法　朱敏绮等［26］曾使用液液萃取法对

尿液样本进行处理：采用甲基叔丁基醚（MTBE）为萃取

剂，在弱酸条件下萃取尿液中的可替宁。何怡等［23］使

用该法对人类唾液、头发样本进行处理：取 1 mL 的唾

液于试管中，NaOH 溶液碱化处理后，加入 0. 5 mL 含有

内标物二苯胺的三氯甲烷萃取。涡旋、静置分层后弃

去上层水相，下层有机相 GC-MS 法测定；头发样本一

般需要进行消解处理：取约 500 mg 的头发依次用纯

水、二氯甲烷洗涤，晾干后剪碎，取 100 mg 头发样本，

加入 3 mL 1. 5 mol/L NaOH 溶液，超声 30 min 后水浴

37℃消解 3 h。取消解液 2 mL，加入 1 mL 含有二苯胺

（内标）的三氯甲烷萃取，静置分层后取下层有机相

GC-MS 法检测。

5. 3　固相微萃取法　王俊［27］曾使用固相微萃取法对

人类尿液样本进行处理：将尿样 0. 5 mL，用纯水稀释至

5 mL 备用。在 15 mL 顶空瓶中依次加入磁力搅拌子、

1. 3 g K2CO3，加入预处理的尿液 1 mL，旋紧瓶盖，置于

80℃固相微萃取（solid phase microextraction，SPME）采

样台，进行顶空萃取 20 min，SPME 纤维在 270℃条件下

解吸 5 min，GC-MS 法测定。

5. 4　固相萃取法　丁昌明等［17］曾使用固相微萃取法

对人类血清样本进行处理：取 0. 10 mL 血清，加入 40 
μL 混合内标使用液、1. 0 mL 饱和的乙酸铵-氨水缓冲

溶液（pH=10. 0），涡旋、离心，得样品处理液，再经过过

固相萃取后检测，LC-MS 法检测。

6　检测方法

处理后的样本需要根据待测物的含量，选择适合

的检测方法。GC、LC 被广泛应用在生物样本可替宁的

分析中，并随着分析技术的发展不断完善。除了利用

仪器进行检测外，还出现了一些简易试剂盒可用于生

物样本中可替宁的检测，本文将常见生物样本中可替

宁 检 测 方 法 进 行 总 结 ，并 将 各 类 方 法 进 行 比 较 。

见表 2。

6. 1　GC-MS 法　张凤梅等［28］采用顶空-固相微萃取

-GC-MS 法测定唾液中可替宁等生物碱的浓度，检出

限可达 0. 3 ng/mL，本方法适用于吸烟者唾液中可替宁

等多种生物碱的快速测定。何怡等［23］用碱化萃取 GC-
MS 法测定唾液中的尼古丁和可替宁，其检出限为分别

为 6. 5、14. 5 ng/mL，测定下限分别为 22、48 ng/mL，能

够满足基层控烟工作中人体烟草暴露评价的需要。陆

强等［29］使用 GC-MS 法定量检测人群尿液可替宁含量，

客观反映人群烟草暴露水平；通过 ROC 曲线分析得到

人群可替宁截断值为 73. 06 μg/g Cr，有效识别被动吸

烟者。

6. 2　LC-MS 法　沈虹等［20］采用 LC-MS 法测定唾液中
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可替宁浓度。唾液中可替宁的线性范围为 0. 1～1 000 
ng/mL，可替宁定量下限为 0. 1 ng/mL。金光祥等［30］采

用 LC-MS 同时测定大鼠血浆中烟碱、可替宁对映异构

体，并开展药代动力学研究。其定量限为 0. 5 μg/L。

杨明岐等［31］采用 LC-MS 法测定尿液中可替宁含量，方

法检出限分别为 0. 064 μg/L 和 0. 035 μg/L；定量限分

别为 0. 21 μg/L 和 0. 12 μg/L。

6. 3　 氮 磷 检 测 - 气 相 色 谱 法（gas chromatography-
nitrogen phosphorus detector，GC-NPD）　朱琳等［32］采用

GC-NPD 法测尿液中的尼古丁和可替宁。尼古丁和可

替宁的检测范围分别为 0. 017～5 μg/mL 和 0. 024～5 
μg/mL，本方法测定尼古丁和可替宁时，在进样 1 μL 条

件下，检出限分别为 0. 005 μg/mL 和 0. 007 μg/mL，测

定下限分别为 0. 017 μg/mL 和 0. 024 μg/mL。

6. 4　紫外检测-高效液相色谱法（high performance liq‐
uid chromatography-ultraviolet detection， HPLC-UV）　

Page-Sharp 等［33］采用 HPLC-UV 法测定母乳中的可替

宁。1 mL 母乳中加入内标，NaOH 碱化后，8 mL 二氯甲

烷萃取，再用盐酸反萃取有机相后，水相继续用 8 mL
二氯甲烷萃取，有机相酸化后氮气流下吹干，复溶进行

HPLC 分析。尼古丁和可替宁的定量限分别为 10 μg/
L、12 μg/L，尼古丁和可替宁的检测限分别为 8 μg/L、

10 μg/L。Makoto Yasuda 等［34］通过离子对反相高效液

相荧光检测与柱后 UV-光辐射系统同时测定血清中的

尼古丁和可替宁。5 μL 血清样品中加入内标 6-氨基

喹啉，NaOH 碱化后，100 μL 氯仿萃取；再用盐酸反萃

取有机相后，将酸化水相直接注入离子对反相 HPLC
体系中进行分析。尼古丁的线性范围为 0. 30～1 000 
ng，可替宁的相关系数为 0. 06～1 000 ng。可替宁的检

测限为 0. 02 ng，定量限为 0. 06 ng。Nelly Jacob 等［35］采

用通过液相色谱和紫外线检测测定方法，测定唾液与

母乳中的可替宁和尼古丁。0. 5～1. 0 mL 唾液样品加

入内标，NaOH 碱化后，二氯甲烷超声萃取；将有机层蒸

发至干，残余物溶解在 200 μL 流动相中，一式两份注

入 50 μL 体积的溶解残留物。0. 5～1. 0 mL 母乳加入

内标，NaOH 碱化后，二氯甲烷超声萃取，经盐酸回提

取、二氯甲烷萃取后，有机层蒸发至干，残余物溶解在

200 μL 流动相中，一式两份地注入 50 μL 体积的溶解

残留物。尼古丁和可替宁的检出限分别为 1. 7 μg/L 和

1. 3 μg/L。

6. 5　酶联免疫吸附测定法　雷雅静等［36］成功建立一

种间接竞争酶联免疫吸附测定法（enzyme linked immu‐
nosorbent assay，ELISA），方法检测限为 0. 1 ng/mL，可

快速、可靠地检测人体尿液中可替宁含量，可作为环境

烟草烟雾在人体内暴露程度的有效检测方法。

7　总结与展望

综上，检测生物样本中可替宁含量可用于判定人

体的健康状况、被动吸烟的程度、生活状况及生理特征

等。研究需要从样本种类、前处理方法、检测方法等多

方面进行考虑。实验可采取的生物样本种类多，血液、

尿液、头发等是可替宁检测的理想生物样本。其中血

液可以最直观、准确地反映出体内的可替宁含量，但需

要进行创伤性采样；尿液采集方便，对受试者侵害性

小；头发对待测物有蓄积作用，可以反映人体较长时间

的 ETS 暴露情况。此外，乳汁、唾液、硬组织、脚趾甲也

可用作可替宁检测的生物样本，并且可以满足一些特

定的检测需求。这些样本的前处理方法主要包括蛋白

沉淀、固相萃取、液相萃取等，而对于头发、指甲、硬组

织这类固性物质，还需要先进行消解。GC、LC 等是可

替宁常见的检测方法，也可通过试剂盒进行简便的分

析，设计实验时应综合考量、择优选择。

在可替宁检测中，生物样本前处理方法的选择是

生物样本中可替宁检测的一大难点，如何开发便捷、高

表 1　可替宁不同前处理方法的优缺点比较

前处理方法

蛋白沉淀法

液液萃取法

固相微萃取法

固相萃取法

优点（特点）

1. 操作简便

2. 成本低

3. 易于实施

1. 经济实用

2. 可去除大部分内源性杂质

3. 可使样品富集

1. 不需任何溶剂，消除溶剂耗费和对环

境的污染

2. 所需样品量少

1. 检测灵敏度高

2. 提高样品处理量，溶剂消耗量小

3. 重现性好

缺点

1. 仅除去蛋白质杂质，样品中可能仍留有其它杂质，对测定造成干扰，还可

能影响仪器的寿命

2. 处理中样品会被稀释，不利于低浓度、低响应的样品的检测

1. 可能会导致样品乳化

2. 可能会造成环境污染

3. 较为繁琐、费时

1. 萃取头寿命较短，增加成本

2. 液膜种类较少，限制样品种类

1. 成本较高

2. 对吸附剂要求较高
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效、高灵敏的检测方法，也是此类研究中的主要问题，

同时在选择样本类型时，还需考虑检测对象、采集方式

等多方面的因素。另外，在评价烟草暴露等指标中，有

时还需要测定生物样本中尼古丁或尼古丁其它代谢产

物的含量，综合这些数据来满足评价的需要，使检测更

加复杂。因此，要建立一套简单、灵敏、可一次性满足

测定需要的生物样本中可替宁及其代谢物的检测方

法，还需要继续探索。
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分离手段

/检测方法
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GC-MS
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优点（特点）

1. 技术成熟，稳定性和重复性好

2. 基质效应干扰小

3. 分离度高，灵敏度达到 ng 级别

4. 适合热稳定，沸点低的物质

5. 固相萃取适合复杂基质样本分析

1. 专属性和重现性好

2. 灵敏度更高，可达 pg 级别

3. 样品前处理快、便捷，适用于大样本的快速检测。

1. 操作简单，商品化

2. 样本用量少

3. 分析速度快

缺点

1. 前处理（萃取、固相萃取或衍生化）耗时长，成本高

2. 不适合沸点高，热不稳定以及分子量大的物质

3. 灵敏度一般没有 LC-MS 高

1. 基质效应可能严重影响测定的准确性

2. 极性物质的保留难度大

1. 灵敏度差

2. 专属性不强，同类物质干扰

注：GC 为气相色谱，GC-MS 为气相色谱-质谱联用，LC-MS 为液相色谱-质谱联用。
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