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简易顶空气相法测定小鼠血液中的乙醇含量 
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摘要：本文对测定血液乙醇含量的常规气相色谱方法进行改进，建立了更准确、简便的适用于常规气相色谱仪的简易顶空气相

色谱测定方法。将样品在密闭进样瓶中水浴加热气化，吸取上部气体进样，以叔丁醇为内标物进行定量检测，以峰面积的响应值为指

标对样品的加热温度和平衡时间等顶空条件进行优化。样品 70 ℃下加热 15 min 后具有稳定的峰面积，气液两相达到平衡，在优化的

条件下色谱图显示目标峰与内标峰分离完全，在 0.05~12 mg/mL 范围内标准工作曲线线性关系良好，精密度的RSD 为 1.63%，检出

限为 0.005 mg/mL；样品加标回收率在 93.41%~103.17%之间，RSD≤3.38%。结果表明，通过改进的气相色谱法测定小鼠血液中乙醇

含量快速灵敏，能准确定量，该方法可用于实际检测分析。 
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Abstract: The purpose of this study was to establish an ultra-sensitive and handy headspace gas chromatographic for the determination of 

alcohol in rat blood by gas chromatograph. The blood samples containing alcohol and tert-butanol (internal standard, IS) were heated in a water 

bath. The headspace vapor was drawn into a syringe and injected into a GC port  and the experimental conditions of headspace and GC were 

optimized by taking the peak areas as index. The results showed that the samples heated at 70 ℃for 15 min had a steady peak area and good 

vapor-liquid equilibrium. Under the optimized conditions, the target peak and the internal standard peak were clearly separated. In the range of 

0.05~12 mg/mL, the linear relation between peak area and concentration of the alcohol was found. RSD was 1.63% by testing the standard 

solution for seven times. The detection limit was 0.005 mg/mL and the reclaim ratio was 93.4%~103.2% (RSD≤3.41%). In conclusion, this 

method was simple, flexible and effective to detect the alcohol concentration in rats’ blood and can be used widely. 
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血液中乙醇浓度测定广泛用于药理学和法医学

中，尤其是在酒驾引起的交通事故频发的今天，对于

血液中乙醇浓度的测定显得尤为重要，目前测定乙醇

的方法有酶法[1]、比重法[2]、电化学法[3]等，而应用比

较广泛的测定方法还是气相色谱法[4~6]，利用气相色谱 
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法进行检测具有快速、简便、准确等优点，随着现代

仪器的高速发展气相色谱仪在仪器分析中占据越来越

重要的位置[7~9]。 

气相色谱法检测乙醇的含量分为常规色谱法和顶

空气相色谱法。常规色谱法[10~12]测定血液中乙醇通过

采用液体形式直接进样测定乙醇浓度，操作简单且准

确度良好，但不利之处在于色谱图中的主要成分易被

血液中其他杂质所干扰且容易引起进样口衬管堵塞，

还会给色谱柱造成极大的伤害，缩短柱子的寿命[13]；

顶空气相色谱法测定血液中乙醇浓度则根据乙醇具有
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挥发性这一特点，其在加热的情况下以气体的形式进

样，克服了常规法的弊端且定量准确，GA/T842-2009

《血液酒精含量的检测方法》也是采用这一方法，但

目前由于各种原因，大多数实验室并没有配备顶空进

样装置，无法实现顶空气相操作。基于这两种情况，

我们在常规色谱条件下对测定小鼠血液酒精浓度方法

进行了改进，并通过对待检血样进行适当处理和色谱

条件的摸索，从而对实验方法有所改进，建立了一种

简易的顶空气相测定方法。 

1  材料和方法 

1.1  试剂 

三氯乙酸（分析纯）；无水乙醇标准品，叔丁醇

标准品（上海安谱科学仪器有限公司）；52°红星二锅

头（北京红星股份有限公司）；市售解酒药。 

1.2  试剂配置 

1.2.1  乙醇标准溶液的配制 

吸取 15.06 mL或 12.012 g 无水乙醇（含量不少于

99.9%）至 100 mL容量瓶中配制成 0.12 g/mL的乙醇

储备液，将其稀释得到浓度为 80 mg/mL、40 mg/mL、

20 mg/mL、10 mg/mL、5 mg/mL、1 mg/mL、0.50 mg/mL

的标准应用液，密封，置 4 ℃冰箱保存，备用。 

1.2.2  叔丁醇标准溶液的配制 

吸取 1.28 mL或称取 1.050 g 叔丁醇（含量不少于

99.5%）置于 500 mL容量瓶中，加超纯水至刻度，混

匀，得 2.00 mg/mL叔丁醇标准液，密封，置 4 ℃冰箱

保存。 

1.3  仪器及色谱条件 

Trace GC Ultra 气相色谱仪（美国热电公司），石

英毛细管柱（PEG-20M，30 m×0.20 mm×0.25 μm），

氢火焰离子化检测器，柱温 70 ℃，气化室 150 ℃，检

测室 180 ℃，载气(N2)流速40 mL/min，燃气(H2)和空

气流速分别为 35 mL/min，350 mL/min[14]，进样量 1 

mL。 

1.4  样品处理 

小鼠摘眼球取血 0.5 mL，30 min 后 4 ℃条件下

10000 r/min 冷冻离心5 min，取上部血清 0.1 mL，加

入等体积的 10%三氯乙酸（TCA）再次 10000 r/min

冷冻离心 5 min，取上部待测清液0.1 mL于 1.5 mL的

样品瓶中并加入 0.1 mL（2.00 mg/mL叔丁醇）内标溶

液，加盖密封，振荡后留作气相色谱测定用。 

1.5  样品检测 

将样品 70 ℃水浴加热 15 min，用注射器吸取经

恒温加热后的样品瓶内液面上方气体 1 mL，注入气相 

 

色谱仪中，测定血液中酒精浓度。 

1.6  方法应用 

应用本法测定两组小鼠(每组10只)的血液乙醇浓

度，第一组仅用乙醇灌胃（0.016 mL/g·bw），第二组

采用先解酒药灌胃 30 min 后，再用与前一组相同量剂

量的乙醇灌胃 60 min 后小鼠摘眼球取血，样品的处理

按 1.4 进行。 

2  结果与讨论 

2.1  顶空条件的优化 

顶空提取过程是一个气-液平衡过程，影响待测物

分析结果的因素主要有加热温度、平衡时间（顶空瓶

中待测物气液两相达到平衡的时间）和进样量等[15,16]。

本研究主要对加热温度及平衡时间进行了优化。 

2.1.1  加热温度 

加热温度主要是根据试验中目标化合物的性质而

确定的，一般而言，加热温度越高，待测物从基质中

释放到顶空中的量也越多，检测的灵敏度就越高。本

试验中，分别测定了 60、65、70、75 ℃条件下乙醇

和叔丁醇的响应，结果见图1。 

 

图 1 加热温度对乙醇和叔丁醇响应的影响 

Fig.1 Effect of extraction temperature on the responses of 

alcohol and tert-butanol 

图 1 表明，在其它试验条件相同情况下，随着加

热温度的升高，乙醇和叔丁醇的响应值也增高。但并

非温度越高越好，随着温度的升高瓶内压力也加大，

压力过大则瓶容易受损导致气体外逸。因此，本研究

在满足测定灵敏度要求的前提下，选择 70 ℃作为顶

空加热温度。 

2.1.2  平衡时间 

平衡时间主要与待测物的挥发性和加热温度有关
[17]。通常待测物的挥发性越强，加热温度越高，达到

平衡的时间就越短。本试验比较了70 ℃加热温度下，

不同平衡时间对乙醇和叔丁醇峰面积的影响，结果见

图 2。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2012, Vol.28, No.7 

884 

 

图 2 平衡时间对乙醇和叔丁醇响应的影响 

Fig.2 Effect of extraction time on the responses of alcohol and 

tert-butanol 

 
图 3 标准样品色谱图 

Fig.3 GC chromatogram of the standard sample 

 
图 4 待测样品色谱图 

Fig.4 GC chromatogram of the unknown sample 

图 2 表明，随着平衡时间的增加，乙醇和叔丁醇

的峰面积增加较快；15 min 以后，乙醇和叔丁醇的峰

面积增加趋于平稳，表明已达到了气-液平衡。故本试

验选择 15 min 作为顶空平衡时间。 

2.2  气相色谱检测结果 

按已优化的方法进样检测，乙醇、叔丁醇、三氯

乙酸的保留时间分别为 (2.85±0.01) min(n=3) 、

(3.03±0.01) min(n=3)、(3.78±0.01) min(n=3)，气相色谱

图显示目标物（乙醇）和内标物（叔丁醇）峰形对称，

分离完全。 

2.3  血液中酒精检测的校正曲线和检出限 

采用峰面积内标法进行定量检测，乙醇对叔丁醇

峰面积比值对应乙醇的量建立血中酒精浓度检测的校

正曲线，为 y=3180.1x-17.776，R2=0.9988，线性范围

为 0.05 mg/mL~12 mg/mL，式中 y 为酒精浓度，x 为

峰面积比值。 

配置一份浓度为 C 接近于空白值的标准溶液，多

次测量，得到平均信号 X，求出测量信号的标准偏差

Sb，以 3 倍信噪比（S/N）计算最低检出限 [18]DL 

=3SbC/X。方法的检出限 DL为 0.005 mg/mL。 

2.4  方法回收率  

向样品血清中添加1%体积已知浓度的乙醇标准

应用液，各 5 份，按方法 1.4 进行样品处理并进行回

收率的测定，回收率结果见表 1。样品加标回收率在

93.41%~103.17%之间，RSD≤3.38%。 

表 1 加标回收率 （n=5） 

Table 1 Recycling experiments 

样品 
加标浓度

/(mg/mL) 

回收率 

/% 

平均回

收率/% 

RSD 

/% 

1 20 97.19 93.54 101.28 93.41 95.33 96.15 3.38 

2 40 99.26 98.73 97.49 95.55 95.41 97.29 1.82 

3 80 97.32 103.17 96.61 98.09 96.52 98.34 2.82 

2.5  精密度 

向空白血清中加入一定浓度的标准应用溶液配制

成 8.00 mg/mL 标准待测样品，在已优化的试验条件

下，平行测定 7 次，测定结果见表 2。由表 2 可见，

该方法测定血液中酒精浓度相对标准偏差为 1.63%，

精密度良好。 

2.6  小鼠血液酒精检测 

采用本研究所建立的方法测得小鼠血液中酒精组

浓度结果见表 3。小鼠血液中酒精浓度在所建立的工

作曲线线性范围内，具有实际意义。 

表 2 精密度试验结果 （n=7） 

Table 2 Precision experiments 

项目 1 2 3 4 5 6 7 平均值 RSD/% 

保留时间/min 2.85 2.84 2.85 2.85 2.86 2.85 2.85 2.85 0.20 

峰面积比 0.25 0.26 0.26 0.25 0.26 0.26 0.26 0.26 1.90 

乙醇浓度/(10-2 mg/mL) 787.11 817.00 805.87 791.88 823.04 800.15 811.91 805.28 1.63 
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表 3 小鼠血液中酒精浓度结果 

Table 3 The results of alcohol concentration in rats blood 

试样组 
小鼠数 

量/只 

灌酒剂量/ 

(mL/g·bw) 

乙醇浓度/ 

(10-2 mg/mL) 

降低率 

/% 

酒精组 10 0.016 881.01±144.89 - 

药物组 10 0.016 647.55±61.08** 26.50 

注：与酒精组相比，** p < 0.01。 

3  结论 

顶空气相分析是通过样品上方的气体成分来测定

这些组份在原样品中的含量的分析方法[19]。顶空分析

只取气相部分进行分析，大大减少了样品基质对分析

的干扰，它是 GC 分析最为简便的方法[20]，然而由于

实验条件的限制，该方法的运用受到一定的制约。本

试验在常规气相色谱法的实验条件下，通过水浴加热

的方式使乙醇挥发，采用静态顶空测定血样中乙醇的

含量。为保证不同样品乙醇浓度与乙醇色谱峰面积值

成线性关系，本次试验在样品中加入叔丁醇作为内标

液，观察乙醇色谱峰面积和叔丁醇色谱峰面积的比值

与乙醇浓度间的线性关系。试验表明该方法不仅简便

可行而且结果准确，由此可见，通过改进的气相色谱

法测定乙醇浓度准确、可靠，是测定血液中乙醇浓度

简便、灵敏、有效的方法。 
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