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摘 要：本文以庚烷磺酸钠为离子对试剂，建立了同时测定头发中尼古丁和可天宁含量的反相离子对高

效液相色谱方法。使用反相Zorbax SB-C18柱为分离柱，流动相为乙腈－含2mmol/L庚烷磺酸钠的

8mmol/L pH值为3.0的磷酸盐缓冲溶液（V/V=15:85）,紫外检测波长为260nm，以2-苯基咪唑为内标

物。尼古丁和可天宁的线性范围为0.2～50μg/mL, 相关系数分别为 0.9999和0.9987，标准加入回收率

为90.5％～93.8％和94.6％～98.6％，相对标准偏差（RSD）分别小于1.6％和2.7％。 
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Abstract: An simultaneous assay for nicotinine and cotinine in human hair based on 

reversed-phase HPLC with sodium heptane sulfonate used as an ion-pair regent is 

developed. The chromatographic separation was performed in reversed-phase Zorbax SB

－C18 column. Mobile phase consisting of acetonitril－the mixture of 8mmol/L 

phosphoric acid solution containing 2mmol/L sodium heptane sulfonate solution 

(15:85，V/V). The eluate was detected by UV detector at 260nm. 2-phenylimidazole is 

used as the internal standard. The linearity was obtained in the range of 0.2～50μ

g/mL concentrations of nicotine and cotinine standards. The correlantion 

coefficients were 0.9999 for nicotine and 0.9987 for cotinine. The recoveries of 

nicotine and cotinine were 90.5％～93.8％ and 94.6％～98.6％，respectively. 
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  尼古丁(Nicotine)，又称烟碱，是烟草及其制品中含量最丰富的生物碱，也是导致吸烟成瘾的物质

动因；可天宁（Cotinine）是尼古丁在人体代谢过程中的主要产物。尼古丁和可天宁分布于人体头发和

体液中，作为重要的生物标记物，常用以衡量烟草对人体健康的影响程度，受到生物医学、环境科学及

烟草健康研究的广泛重视。尼古丁和可天宁在头发中的半衰期长于在血液、唾液等体液中的半衰期，通

过对头发中尼古丁和可天宁的分析，可以获得人体长期暴露于烟草烟气对健康影响的相关信息。 

  目前，测定头发中尼古丁和可天宁含量的方法主要包括气相色谱法（GC-MS）、放射免疫分析法

(RIA)和高效液相色谱法（HPLC-MS）[1]，其中GC-MS、HPLC-MS、RIA方法灵敏、准确[2]，但检测成本

较高，尚不普及。HPLC方法简便、快捷，但生物碱类物质在反相色谱柱的保留性能有待改进[3]。使用

离子对试剂可以和分析物的离子结合形成中性离子对，有效改善色谱流出，提高分离度。因此本文建立

了反相离子对高效液相色谱测定尼古丁和可天宁的分析方法，并成功地应用于主动吸烟人群和被动吸烟

人群头发中的尼古丁和可天宁的检测具有分析速度快、准确度高、实用性强等优点。 

  1 实验部分 

  1.1 仪器与试剂 

  Agilent 1100高效液相色谱仪，DAD二极管阵列检测器，HP Chemstation 

  尼古丁（98%,MERCK）；可天宁（98%,SIGMA）；庚烷磺酸钠（HPLC,TEDIA）；2-苯基咪唑



（95%,ACROS）；HCl，NaH2PO4、NaOH及H3PO4均为分析纯；甲醇、乙腈为色谱纯（TEDIA）；水为二

次亚沸石英蒸馏水。 

  1.2 标准溶液的配制 

  以乙睛为溶剂，分别配制1.00g/L 的尼古丁标准溶液和0.50g/L的可天宁标准溶液；以甲醇为溶

剂，配制浓度为0.25g/L的2-苯基咪唑内标溶液。三种溶液均在4℃保存备用。  

  1.3 色谱条件 

  色谱柱：Zorbax SB－C18(150×4.6mmID，5um，Agilent)；流动相：乙腈－含2mmol/L庚烷磺酸

钠的8mmol/L磷酸盐缓冲溶液（V/V=15:85）；流速1.0mL/min，柱温35℃，紫外检测波长260nm，进样

量20μL。 

  1.4 样品处理方法 

  称取头发样品50mg，依次用去离子水、二氯甲烷振荡洗涤，加入1mol/LNaOH溶液1mL，50℃水浴14

小时。冷却后加入10μL内标溶液，用2mL二氯甲烷萃取两次（2mL×2），合并萃取液，加入1mL5％HCl

甲醇溶液，45℃氮气吹扫至干。用400μL流动相定容，经0.45μm微孔滤膜过滤，HPLC测定。 

  2 结果与讨论 

  2.1 离子对试剂的影响 

  尼古丁和可天宁均为生物弱碱，溶液中易质子化为阳离子，采用通常的反相高效液相色谱测定，它

们在固定相上的分配极小，难以保留。若加入适当的负离子基团，与尼古丁、可天宁阳离子缔合成具有

疏水性的离子对，可增大分析物在固定相中的保留时间，获得较好的分离效果。由于尼古丁和可天宁在

酸性环境中才可完全离解，选用存在形式受pH值影响较小的强酸盐离子对试剂磺酸钠；尼古丁（图1A）

和可天宁（图1B）本身有10个碳原子，具有较大的范德华体积，当存在有机负离子基团与其配对或缔合

时，与反相固定相具有较强的结合力，无需较长碳链的离子对试剂，因此选用有七个碳的庚烷磺酸钠为

离子对试剂。实验考查了庚烷磺酸钠在0～12mmol/L浓度范围内对样品保留值的影响：庚烷磺酸钠浓度

在0～4mmol/L之间，尼古丁和可天宁的保留值均随庚烷磺酸钠浓度的增大而不同程度地增大；而庚烷磺

酸钠浓度大于4mmol/L时，尼古丁和可天宁的保留值趋于稳定，不再提高。考虑到分离效率和分离速

度，试验选择庚烷磺酸钠的浓度为2mmol/L。  

A．尼古丁               B．可天宁          C ．2－苯基咪唑 

（Nicotine）             （Cotinine ）       （2-phenylimidazole） 

图1 标准样品的化学结构 

Figure 1  the chemical structures of the standards

  离子对试剂与样品组分之间的结合程度和计量关系是影响样品保留值的又一重要因素[4]。离子对试

剂和样品之间的结合程度越好、样品缔合离子对试剂的计量数越大，形成的离子对与固定相之间的结合

力越强，样品保留值越大。尼古丁和可天宁的结构相似，与离子对试剂的结合程度相当。影响尼古丁和

可天宁保留时间的主要因素是它们与离子对试剂缔合时的缔合比。尼古丁吡啶环和吡咯环上有两个碱性

氮原子以1：2与庚烷磺酸钠缔合，可天宁仅有吡啶环上的一个碱性氮原子与庚烷磺酸钠1：1缔合。尼古

丁与离子对试剂的缔合比大于可天宁，其保留时间比可天宁长。从色谱图（图3）中可以看出，可天宁

先于尼古丁洗脱出来。 

  2.2 流动相的影响 

  2.2.1 pH值的影响  在反相离子对色谱中，流动相pH值对样品组分的容量因子к＇影响很大。通过

调节pH值，可以控制样品及离子对试剂的离解程度。考察pH值在2.0~8.0范围内，尼古丁、可天宁容量

因子к＇的变化，见图2所示。在pH2~8范围，随pH减小，к＇逐渐增大；pH2~3时，к＇增大缓慢，趋于最

大值。当pH>5时,可天宁（pKa＝4.70）离解被抑制，к＇随pH的减小增长缓慢；尼古丁

（pKa1=3.12,pKa2＝8.02）此时不能充分离解，其有部分为单质子态，k＇的增长趋势强于可天宁。当

pH<5时，尼古丁、可天宁的离解度均增加，k＇随pH值的减小而迅速增加。pH为3左右时，两者已完全离

解，k＇受pH影响变小，增加幅度变小。考虑到色谱柱在强酸性条件下的稳定性，实验选取pH3.0的磷酸

盐缓冲溶液作为流动相。 

图2 流动相pH值对尼古丁和可天宁保留值的影响 

Figure2  The effect of mobile phase pH on the retention of nicotine and cotinine

  2.2.2 流动相组成的影响  反相色谱中溶质主要受极性溶剂的排斥力与固定相上的键合烷基发生

疏溶剂化缔合作用而在固定相上有保留。所以，随着流动相中乙腈含量的变化，流动相的极性也随之改



变，从而影响溶质的疏溶剂缔合作用力，导致组分的保留值发生变化。乙腈含量增大，流动相极性变

小，疏溶剂缔合作用减弱，样品保留值减小；反之则样品保留值增大。实验对不同含量的乙腈研究发

现：乙腈含量越高（>20％），各组分保留值越小，分离效果差；乙腈含量越低（<10％），保留值越

大，色谱峰形增宽，影响分离效果且分析周期加长。适宜的乙腈含量为15％。 

    

1．可天宁（cotinine）；2．尼古丁（nicotine）；3．2-苯基咪唑（2-phenylimidazole） 

图3 标准样品和头发样品的色谱图 （A 标准样品；B 头发样品） 

Figure3  Chromatograms of standard and human hair samples internal standard  (A 

standard samples; B  human hair samples)

  2.3 线性范围及检出限  

  将不同的浓度尼古丁和可天宁系列标准溶液, 按1.3节色谱条件测定，回归方程及检出限（S/N＝

3：1）见表1。其中Y表示被测物与内标峰面积之比,X表示样品浓度。尼古丁和可天宁在0.2～50μg/mL

范围内具有良好线性关系。 

表1 被测化合物的回归方程、相关系数r和检出限 

Table1  Regression equations、correlation coefficients and detection limit of the 

determined compounds

  2.4 回收率和精密度  

  分别取一定量的尼古丁和可天宁的标准溶液，加入到头发样品中按1.4节方法处理[5]并测定其含

量。尼古丁、可天宁的回收率分别在90.5％～93.8％和94.6％～98.6％之间，相对标准偏差（RSD）分

别小于1.6％和2.7％，分析方法精密度好。见表2。 

表2 回收率和精密度 (n=6) 

Table2  Recovery  and  Precision (n=6) 

  2.5 实际样品分析 

  头发样品取自主动吸烟人群和长期暴露于环境香烟烟雾（ETS）的被动吸烟人群，测定前-18℃冷冻



保存。样品按1.4节方法处理后测定，色谱图见图3B。计算得主动吸烟者头发中尼古丁的含量为

23.9ng/mg，可天宁为1.9ng/mg；被动吸烟者头发中尼古丁的含量为6.3ng/mg，可天宁未检出。结果表

明，尼古丁在主动吸烟者和被动吸烟者中均可测得，可天宁仅在主动吸烟者的头发中可以检测到。因

此，可以通过头发中可天宁的有无区分主动吸烟者和被动吸烟者，这与文献[2]报道一致。同时，被动吸

烟者头发中尼古丁的含量较高，说明长期暴露于ETS环境中，对人体健康有较大危害。  

  3 结论 

  本文建立了同时测定尼古丁和可天宁的离子对高效液相色谱检测方法，具有快速简便、灵敏度高、

重复性好的优点。用于头发样品的检测，可准确提供较长时间烟草摄入量对人体健康程度的影响信息，

适用于实际样品中尼古丁和可天宁的常规分析。 
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