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离子色谱-安培检测法检测血液中的硫离子
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摘 要：建立了一种离子色谱-安培检测法对硫化氢中毒血液中的硫离子进行分析。向血液检材中加入十水

合四硼酸钠-甲酸溶液作为缓冲试剂，使用甲醇沉淀蛋白，高速离心，取上清液调节 pH值并过滤后，采用离

子色谱-安培检测法分析。实验结果表明，硫离子在 0. 02~3. 0 μg/mL 范围内的线性关系良好（相关系数 r2=
0. 999 1），检出限（LOD）和定量下限（LOQ）分别为0. 007 5 μg/mL和0. 025 μg/mL，基质效应为12. 5%，日内精

密度为 4. 1%~8. 0%，日间精密度为 8. 5%~13%。基于健康人体新鲜血液样本的检测结果，进一步提出了中毒

诊断的建议阈值。该研究首次建立了用于血液中硫离子测定的离子色谱-安培检测法，具有便捷高效、灵敏

度高、操作简便等优点，为法庭科学领域硫化氢中毒血液的检测提供了新的思路。
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Determination of Sulfide Ions in Blood Based on Amperometric 
Detection of Ion Chromatography
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Abstract：A new method of ion chromatography with amperometric detection was established to de⁃
tect sulfide ions in blood poisoned by hydrogen sulfide.  Sodium tetraborate-formic acid solution was 
added to the blood sample as a buffer reagent，and the protein was precipitated by methanol.  After 
high-speed centrifugation，the supernatant was taken to adjust the pH，filtered by a 0. 22 μm organ⁃
ic phase syringe filter，and the sulfide ions in the blood were qualitatively and quantitatively analyzed 
by ion chromatography-amperometric detector.  The experimental results showed that the sulfide ion 
concentration showed a good linear relationship in the range of 0. 02-3. 0 μg/mL（correlation coeffi⁃
cient r2=0. 999 1），the detection limit（LOD） and quantitative limit（LOQ） were 0. 007 5 μg/mL and 
0. 025 μg/mL，respectively，the matrix effect was 12. 5%，the intra-day precision was 4. 1%-8. 0%，
and the inter-day precision was 8. 5%-13%.  Based on the detection results of fresh blood samples 
from healthy individuals，this study proposes a diagnostic threshold for poisoning.  In this study，an 
ion chromatography-amperometric detector method for the determination of sulfide ions in blood was 
established for the first time，which has the advantages of convenience，high efficiency，high sensi⁃
tivity and simple operation，and provides a new idea for the detection of blood poisoned by hydrogen 
sulfide in forensic science.
Key words：ion chromatography；amperometric detection；sulfide ion；blood
硫化氢（H2S）是一种无色剧毒气体，具有强烈臭鸡蛋气味。在石油、化工、皮革、造纸、煤矿开采

等行业中广泛存在，并易发生中毒事件，是法庭科学领域常见的有毒气体［1］。硫化氢通过与细胞呼吸

链中的酶结合阻断细胞呼吸，导致细胞缺氧，进而损害中枢神经系统，可能引起电击样死亡［2］。不同

浓度H2S对人体具有不同的影响，低浓度下主要是对眼和呼吸道黏膜的刺激作用，可引起化学性炎症

和肺水肿。高浓度下则表现对中枢神经系统和全身的毒性作用［3］。

目前常见的H2S检验方法有化学法［4］、气相色谱法［5-7］、液相色谱法［8］、荧光探针分析法［9-10］、光谱
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法［11-12］等。在法庭科学领域，血液中H2S的检测方法主要有两种：一种是在酸性条件下将硫离子转化为

H2S分子，然后通过气相色谱分析；另一种是在碱性或中性条件下使用五氟苄基溴衍生化法，将硫化

物转化为双五氟苄硫醚，再通过气相色谱-质谱联用技术进行检测。这两种方法都存在一定问题：第

一种方法，H2S 分子在传输过程中，容易对仪器造成腐蚀，导致仪器灵敏度下降、仪器寿命损耗等，

此外，H2S分子较小，极性大，使用普通气相色谱柱进样存在峰形差、难以保留等问题［6］；第二种方法

是目前较为常用的方法，但其样品处理过程较为繁琐，需要用到多种试剂，试剂的加入顺序与反应时

间对实验结果有较大影响，且衍生化成本较高［7］。因此，H2S中毒血液的检测仍是法庭科学领域的一个

重要研究方向。

近年来，离子色谱法凭借高效、简便、灵敏等优点逐渐应用于H2S的测定［13］。安培检测器对硫离

子有特异性响应，可直接检测液体中的硫离子含量，而使用离子色谱-安培检测法检测血液中硫离子

含量的研究尚未见相关报道。基于此，本文基于离子色谱-安培检测法，建立了一种高灵敏度、简便

快速测定人体血液中硫离子的方法，该法无需复杂衍生化步骤，可为相关中毒事件和基层公安工作处

理H2S中毒案件提供方法参考，也为社会公共安全领域的快速检测提供了方法。

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

ICD 300+离子色谱仪，配备SHE-8 ECD安培检测器和SHA-16 AUTOSAMPLER自动进样器（青岛盛

瀚色谱技术有限公司）；Eppendorf 5804高速离心机、移液器（德国 Eppendorf公司）；VORTEX 2涡旋振

荡器（德国 IKA公司）；KQ3200DE超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；Milli-Q 超纯水仪（德国 
Merck 公司）；AUW220D 电子天平（日本岛津公司）；0. 22 μm 有机相针式过滤器（浙江哈迈科技有限

公司）。

甲醇、乙醇、丙酮、乙腈（色谱纯，美国 Thermo Fisher 公司），Na2S·9H2O标准品（纯度≥98. 0%），

NaOH标准品，甲酸（纯度≥99. 0%），十水合四硼酸钠（纯度≥99. 5%），抗坏血酸（纯度 99. 99%）；去离子

水由Milli-Q超纯水仪制得。

1. 2　缓冲溶液配制　
称取十水合四硼酸钠 5. 0 g，溶于 50 mL 超纯水中，超声溶解后加入甲酸，以 pH 计校准至 pH 

6. 50±0. 05，定容至 100 mL，作为缓冲溶液，4 ℃保存。称取 0. 3 g抗坏血酸，溶于 10 mL超纯水，临

用前加入缓冲溶液中。

1. 3　标准溶液配制　
称取 74. 902 mg的Na2S·9H2O标准品溶于 10 mL超纯水，制成硫离子质量浓度 1. 0 g/L的标准溶液，

再稀释成 10 μg/mL的标准中间液，置于 4 ℃以下冷藏。根据实验需要，移取 10 μg/mL的标准溶液，稀

释成不同浓度的标准工作液，现配现用。

1. 4　样品前处理　
取 0. 4 mL 血液检材于离心管中，加入 0. 4 mL 的缓冲溶液，振荡 3. 0 min，再加入 1. 2 mL 预冷甲

醇，振荡 5. 0 min，以 11 000 r/min 转速离心 15 min，取 1. 2 mL 上清液加入 0. 1 mol/L NaOH 溶液调至

pH 12. 0±0. 2，用 0. 22 μm有机相针筒过滤器过滤，作为检材提取液进样至离子色谱-安培检测器进行

检测分析。

1. 5　色谱条件　
离子色谱柱：SH-AC-14（硫离子、氰离子分析专用色谱柱，青岛盛瀚色谱技术有限公司），保护

柱：SH-GP-2（peek材质，青岛盛瀚色谱技术有限公司）。淋洗液：25. 0 mmol/L 氢氧化钠-12. 5 mmol/L
乙酸钠-0. 2% 乙二胺；进样量：25. 0 μL；流速：1. 0 mL/min；柱温：30 ℃。

1. 6　安培检测器条件　
模式：直流，E=0. 050 V；量程：2 μA；工作电极：银电极；参比电极：钯电极；温度：35 ℃。
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2 结果与讨论 
2. 1　色谱条件优化　

本研究依次对淋洗液浓度和淋洗液流速进行考察。分别使用（1）100 mmol/L NaOH-50 mmol/L乙酸

钠-0. 2%乙二胺、（2）50 mmol/L NaOH-25 mmol/L乙酸钠-0. 2% 乙二胺、（3）25 mol/L NaOH-12. 5 mmol/L
乙酸钠-0. 2% 乙二胺 3种浓度配比的淋洗液进行等度淋洗。结果显示，3种淋洗液均可在较短时间完成

对硫离子的分离，但第 3种峰形更优，基线更稳定，硫离子出峰效果较好，且低浓度条件下，有利于

节省淋洗成本，故选择第3种淋洗液浓度进行等度淋洗。

在预设的淋洗液浓度下，对 4种不同淋洗液流速（0. 6、0. 8、1. 0、1. 2 mL/min）进行考察。结果显

示，当淋洗液流速为 0. 6 mL/min或 0. 8 mL/min时，由于洗脱速度较慢，硫离子在短时间内难以完成检

验；淋洗液流速为 1. 0 mL/min时，分离效果较好，满足定性定量要求；当淋洗液流速提升至 1. 2 mL/
min 时，洗脱速度过快，导致硫离子色谱峰出现拖尾，且与后续杂质峰保留时间相近，分离度降低。

因此，选择1. 0 mL/min的流速进行洗脱。

2. 2　前处理方法优化　
在法庭科学领域，蛋白质沉淀法是最为常用的生物样本前处理技术之一。本研究系统考察了甲醇、

乙醇、乙腈、丙酮 4种有机溶剂的沉淀效果，通过向血液中分别添加等体积溶剂进行对比实验。结果

表明，甲醇因其极性特征（介电常数ε=32. 7），更易溶解作为极性分子的分子态H2S，且羟基与H2S形成

分子间氢键，可显著提升H2S的分配系数（logP=1. 45）。此外，甲醇形成的蛋白质沉淀网络结构更为疏

松（平均孔径＞50 nm），有效降低了目标物包裹损失，综合性能显著优于其他溶剂［14］，故选定甲醇为最

佳沉淀剂。

体系 pH值对提取效率具有重要调控作用：在弱酸性条件（pH 6. 5）下，硫离子主要以分子态H₂S形

式存在（占比约 86%，pKa₁=7. 0），其脂溶性显著高于离子态HS⁻，可促使目标物高效分配至甲醇相。但

当 pH值降至 4. 7时，接近血浆蛋白等电点，蛋白质沉淀将减少水相残留；而 pH＜6. 0时，过量甲酸可

能通过增强水相离子强度，导致H₂S因水合作用滞留水相，并引发巯基化合物氧化［15］。综上，选择 pH 
6. 5为平衡分配效率与目标物稳定性的最佳条件。

2. 3　方法学考察　
2. 3. 1　线性关系、检出限与定量下限　向空白血液中梯

度添加硫离子标准溶液，对应血液中添加硫离子的质量浓

度分别为 0. 02、0. 1、0. 5、1. 0、2. 0、3. 0 μg/mL，按照

“1. 4”处理样品，以稀释后血液中硫离子质量浓度（x，
μg/mL）为横坐标，其定量峰面积（y，nC）为纵坐标，绘

制标准工作曲线，添加 0. 5 μg/mL硫离子的血液样本离子

色谱图见图 1。结果表明，硫离子在质量浓度 0. 02~3. 0 
μg/mL 范围内线性良好，相关系数（r2）为 0. 999 1，线性方

程为 y=2 792. 52x-18. 57。以 S/N=3时对应的质量浓度为检

出限（LOD），以 S/N=10 时对应的质量浓度为定量下限

（LOQ）。本方法的LOD为 0. 007 5 μg/mL，LOQ为 0. 025 μg/mL。高于以往报道的气相色谱-质谱联用法

的检出限（0. 05 μg/mL）［5］，HS-GC-FPD法检出限（0. 05 μg/mL）和定量下限（0. 1 μg/mL）［6］，略低于LC-
MS/MS法检出限（0. 005 μg/mL）和定量下限（0. 01 μg/mL）［2］，具有较高灵敏度。

2. 3. 2　回收率与精密度　向空白血液中添加硫离子标准工作溶液，并分别制备成 0. 02、1. 0、3. 0 
μg/mL 3种不同质量浓度的空白加标检材。按照“1. 4”步骤处理，在进样时以质量浓度由低至高依次

进样，获得回收率与精密度数据。基于优化的离子色谱-安培法检测条件，在同一天的早、中、晚 3个

时间段内，对3种不同浓度的检材进行系统分析，每种浓度样品均重复进样6次，通过目标物的峰面积

计算相对标准偏差（RSD），得出 3种浓度下的日内精密度；将 3种浓度的空白加标检材，每天进行 6次

进样，连续进行 6天，通过目标物的峰面积计算RSD，得出 3种浓度下的日间精密度。计算得到的日内

图1　添加0. 5 μg/mL硫离子的血液样本离子色
谱图

Fig. 1　Ion chromatogram of blood sample added 
with 0. 5 μg/mL sulfide ion
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精密度为 4. 1%~8. 0%，日间精密度为 8. 5%~13%，提取回收率为 84. 2%~107%，见表 1。结果表明，该

方法具有良好的回收率与精密度，符合生物样品分析方法学的验证要求，适用于血液样品中硫离子的

系统分析。

2. 3. 3　基质效应　血液检材内部成分繁多，研究基质效应对于确保实验可靠性至关重要。本实验通

过检测低、中、高3种浓度血液基质标准溶液及标准工作液中硫离子的峰面积，比较3个不同浓度下的

信号峰面积平均值，其中，以硫离子标准工作液的峰面积为 A，空白血液提取后添加对应浓度硫离子

的峰面积为B，空白血液提取前添加对应浓度硫离子的峰面积为C，则基质效应（%）=（B/A-1）×100，提

取回收率（%）=C/B×100。结果表明，硫离子在血液中的基质效应绝对值为 12. 5%，小于 15%，故血液基

质成分对硫离子测定的干扰程度符合国际通行的分析方法验证标准，可用于对实际血液样本中的硫离

子进行准确分析。

2. 4　空白血液硫浓度阈值　
安培检测器对硫离子具有高特异性和高灵敏度的检测效果，可在实际检测过程中测得血液中的内

源性硫离子，因此需通过大量积累实验数据，找到外源性 H2S的中毒阈值。同时，血液腐败过程中，

同样会产生一定程度硫离子，对实验结果造成干扰。Kage 等［16］曾报道空白血液中的 H2S 浓度不高于

0. 05 μg/mL，死后 24 h内，低温保存的血液中H2S的产生受到抑制，在 4 ℃的冰箱中，H2S浓度在一周

内升高约10%［17］。

本研究通过对 20例新鲜血液中硫离子浓度随时间的变化

进行检测分析，对人体血液中内源性硫离子的浓度进行了考

察，运用数学方法初步得到人体血液中的硫浓度阈值。结果

（表 2）表明，20 例健康人新鲜血液中硫离子的质量浓度为

0. 031 6~0. 043 μg/mL（均值 ±SD：（0. 037±0. 004） μg/mL），

血液在 4 ℃冷藏条件下保存 3 周后，硫离子质量浓度升至

0. 040 2~0. 053 2 μg/mL（均值±SD：（0. 047±0. 005） μg/mL）。

因此，在新鲜血液中，硫离子浓度低于公认的空白血液中硫

离子浓度，尽管随着时间的变化，硫离子浓度不断升高，但

均未超过 0. 053 2 μg/mL，且个体差异较小（RSD=8. 9%），事

实上生成的量不足以影响H2S的中毒测定。Kyoko等［18］通过对

17例H2S中毒死亡案件的剖析，发现除口服途径中毒外，血

液中硫离子浓度与尸检间隔时间无明显相关性。目前报道的

H2S 中毒案件中，中毒者血液中硫离子的质量浓度为 0. 11~
31. 84 μg/mL，口服含硫液体中毒者血液中硫离子浓度比正

常高 20倍以上，为 30. 4~131. 2 μg/mL［5］。故空白血液中的硫

离子浓度不影响 H2S中毒的判断，血液中硫离子浓度仍可作

为推断 H2S中毒的重要指标。因此，结合文献报道和本研究

测得数据，将外源性硫离子浓度阈值定为 0. 05 μg/mL，即当

新鲜血液中硫离子浓度超过此值时，可判定为外源性H2S暴露。

3 结 论 
本文通过对前处理条件的优化，建立了离子色谱-安培检测法测定人体血液中硫离子的方法，对

血液中的硫浓度阈值进行了探讨。方法的检出限和定量下限分别低至 0. 007 5 μg/mL 和 0. 025 μg/mL。

表1　血液中硫离子在不同加标水平下的回收率和日内、日间精密度（n=6）
Table 1　Recoveries and intra-day and inter-day precisions of sulfide ions in blood at different addition levels（n=6）

Added/（μg·mL-1）
0. 02
1. 0
3. 0

Found/（μg·mL-1）
0. 017
0. 969
3. 195

Recovery/%
84. 2
96. 9
107

Intra-day RSD/%
8. 0
4. 1
5. 7

Inter-day  RSD/%
13

8. 5
9. 8

表2　空白血液中的硫离子浓度
Table 2　Sulfide ion concentration in 

blank bloods
Sample

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Concentration/（μg·mL-1）
Fresh blood

0. 031 6
0. 036 2
0. 039 8
0. 043 0
0. 039 0
0. 035 8
0. 033 4
0. 034 8
0. 040 6
0. 036 8
0. 035 0
0. 031 8
0. 042 0
0. 033 8
0. 038 2
0. 037 4
0. 040 8
0. 037 2
0. 033 2
0. 039 4

Blood after three weeks
0. 040 2
0. 045 2
0. 051 8
0. 053 2
0. 050 6
0. 046 2
0. 041 2
0. 043 8
0. 052 6
0. 046 6
0. 044 6
0. 040 6
0. 053 0
0. 043 2
0. 047 8
0. 047 0
0. 051 8
0. 047 2
0. 042 2
0. 045 2
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相比传统方法，该法操作过程简便，无需进行繁琐的衍生化步骤，大大节省了检测时间和成本，适合

于疑似H2S中毒案件的快速筛查与确证，对血液中硫离子的检验筛查具有一定探索意义，为法庭科学

领域相关案件的侦破提供了科学依据。
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