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顶空固相微萃取-气相色谱质谱法测定人体足部气味中短链脂肪酸
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摘 要:短链脂肪酸是人体足部气味物质的主要组成部分,建立合理的方法分析其含量分布有助于揭示人体

代谢物与足部微生物之间的作用机制,可为足部除味提供有效的技术支撑.建立了顶空固相微萃取(HS-SPME)-气

相色谱质谱法(GC-MS)测定人体足部丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、己酸和庚酸6种短链脂肪酸的分析方法.通过优化

SPME萃取条件,获得了最佳萃取参数,萃取时间20min,萃取温度50℃,解析时间2min.在最佳条件下对6种短链

脂肪酸萃取分析,方法线性范围为0.25~50.00ng(0.9412⩽R2⩽0.9972);加标回收率为92.50%~120.90%;检出

限为0.017~0.096ng;方法定量限在0.06~0.32ng之间;RSD(n=9)均小于20%.对10名志愿者足部进行了分析,

获得了满意的结果.
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人体在新陈代谢过程中会产生大量的分泌物通过皮肤释放出来,这些分泌物在皮肤表面微生物的作用

下进一步生成相应的代谢产物,进而可产生特定的气味[1].人体各部位中,足部由于汗腺较多,释放的分泌物

多,极易滋生大量的细菌,导致足部比身体其他部位有较强烈的气味,有些人的足部甚至会发出恶臭[2-3].为
了更加有效地开发“除味”产品以抑制或消除足部臭味,必须清楚地认识气味的种类并阐明它们产生的机制.
研究表明足部臭味主要来源于真菌和细菌与汗液中分泌物作用产生的短链脂肪酸[4-5].因此,分析足部气味

物质中的短链脂肪酸含量可为足部臭味的产生及抑制提供有效的基础数据.
目前对于人体气味物质中短链脂肪酸的测定多采用液-液萃取、热脱附、搅拌棒萃取吸附、固相微萃取等

样品前处理手段,并结合气相色谱质谱仪(GC-MS)检测分析[6-10].其中固相微萃取技术(SPME)是由加拿大

滑铁卢大学的PAWLISZYNJ教授课题组提出[11],该技术集萃取、浓缩、解吸、进样于一体,具有灵敏度高、
操作简便、环境友好等优点,已经在多个领域得到了广泛的应用研究[12-16].ZHANG等[17]提出了基于固相微

萃取技术萃取分析人体手臂皮肤的方法,证实通过固相微萃取技术结合GC-MS鉴定皮肤表面挥发性有机

物的可能性.
因此,本文针对足部气味物质中的丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、己酸、庚酸这6种短链脂肪酸,基于固相

微萃取技术,结合气相色谱质谱检测仪器,建立了顶空固相微萃取(HS-SPME)-气相色谱质谱分析方法,并
应用于实际样品分析.

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

气相色谱与质谱联用仪(GC-MS):安捷伦科技公司,型号6890-5973N,配备DB-FFAP毛细管色谱柱

(30m×0.25mm×0.25μm);SPME手柄、DVB/CAR/PDMSSPME探头购置于美国色谱科公司;40mL
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顶空瓶购置于上海安谱实验科技股份有限公司;DF-101S型集热式恒温加热磁力搅拌器购置于河南省予华

仪器有限公司;医用脱脂棉购置于焦作联盟医用材料股份有限公司;丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、己酸、庚酸

标准试剂购置于阿拉丁试剂(上海)有限公司;色谱纯甲醇购置于美国天地有限公司.
1.2 样品采集

选取足部味道较大(自我描述)的志愿者10名(5名男性、5名女性),称取1.0g条状脱脂棉,裹于脚趾缝

隙间,然后穿上材质相同干净无味的袜子,运动/自由活动6h后,取出脱脂棉置于40mL样品瓶中,并用封

口膜密封,编号,冷冻保存.
1.3 实验过程

称取1.0g医用脱脂棉置于40mL顶空瓶中,加入一定量的短链脂肪酸标准溶液,制备成加标样品,用
于优化SPME萃取条件及方法的建立.将制备好的加标样品/实际样品固定于恒温加热器中,插入DVB/

CAR/PDMSSPME商用探头(使用前置于GC-MS进样口中250℃条件下老化10min),在一定温度条件

下,顶空萃取一定的时间,取出探头插入GC-MS进样口解吸分析.
GC-MS参数为:不分流进样;进样口温度250℃;柱温箱升温程序:初始温度为100℃,以5℃/min的

速度升温至180℃.载气:高纯He;流速:恒流,1mL/min;四级杆温度:150℃;离子源:EI源;离子源温度:

230℃;接口温度:280℃.分为SCAN扫描模式(50~500)和SIM扫描模式.

2 结果与讨论

2.1 气相色谱质谱定性定量分析条件

本文选择硝基对苯甲酸改性聚乙

二醇作为固定相的DB-FFAP毛细管

色谱柱,无需对脂肪酸进行衍生化,可
以直接分离分析.从获得的6种短链

脂肪酸标准品 GC-MS总离子流图

(图1)中可以看到,丙酸、异丁酸、丁
酸、异戊酸、己酸、庚酸6种短链脂肪

酸得到了很好的分离,且峰型较好.由
于选择离子扫描模式(SIM)具有更高

的灵敏度,本文后续研究均采用SIM
扫描模式.6种短链脂肪酸SIM 扫描

参考离子见表1.
2.2 HS-SPME条件的优化

2.2.1 温度对萃取人体足部气味中短链脂肪酸的影响

  一定的温度可以促使待测物质从

基质中释放到顶空部分,但是升高温

度同时会降低待测物质在SPME探

头涂层上的分配系数,只有保持特定

的温度才能获得最佳的萃取效率.因
此,本文首先优化了30~70℃范围内

萃取温度的影响.如图2所示,随着温

度的升高,SPME探头萃取效率呈现

出先增大后降低的趋势,在50℃时,
萃取效率达到最大.因此,本文选择萃

取温度50℃进行后续研究.

表1 6种短链脂肪酸的保留时间和特征离子

Tab.1 Retentiontimeandcharacteristicionsof6short-chainfattyacids

化合物 参考离子 定量离子 保留时间/min

丙酸 29,45,57,74 74 5.22

异丁酸 41,43,73,88 43 5.60

丁酸 41,55,60,73 60 6.53

异戊酸 41,43,60,87 60 7.18

己酸 41,60,73,87 60 10.28

庚酸 55,60,73,87 60 12.25
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2.2.2 时间对萃取人体足部气味中短链脂肪酸的影响

SPME是一个动态萃取-解吸平衡过程,需要一定的时间才可达到平衡,因此本实验考察了萃取时间对

制备探头涂层萃取性能的影响.图3为不同萃取时间(5、10、20、30min)对萃取效率的影响,从图中可以看

到,对于较易挥发物质丙酸,萃取时间为5min时便可达到萃取平衡;而对于异丁酸、丁酸、异戊酸、己酸和庚

酸,随着时间的增加,SPME萃取效率逐渐增大,当萃取时间为20min时,达到萃取平衡.因此本研究选择

20min为最佳萃取时间.

2.2.3 解析时间对萃取人体足部气味中短链脂肪酸的影响

本文同时考察了SPME探头在GC-MS进样口解析时间的影响,结果发现在研究的解析时间范围内(1~
5min),分析结果没有明显的变化,表明在GC-MS进样口温度为250℃条件下,短链脂肪酸极易解吸.本文

选择解析时间为2min进行后续研究.
2.3 方法学论证

2.3.1 方法精密度和加标回收率

以医用脱脂棉为基质,通过添加一定浓度的短链脂肪酸混标溶液,制成25ng的加标样品,采用建立的

顶空固相微萃取-气相色谱质谱方法,平行测定9次,计算其相对标准偏差(RSD),评价方法精密度.结果表

明丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、己酸和庚酸的 RSD(n=9)分别为:9.81%、16.77%、11.03%、13.52%、

19.77%、16.92%;该方法分析6种短链脂肪酸的精密度(RSD)均小于20%.该方法对6种短链脂肪酸的加标

回收率分别为92.5%(丙酸)、94.0%(异丁酸)、115.4%(丁酸)、109.1%(异戊酸)、120.9%(己酸)和118.7%
(庚酸).
2.3.2 方法线性范围、检出限和定量限

在最佳萃取分析条件下,本文研究了所建立方法的线性范围、方法检出限(LODs)和定量限(LQDs),结
果列于表2中.结果表明在线性范围为0.25~50.00ng范围内,6种短链脂肪酸均呈现出较好的线性,其线性

系数(R2)在0.9412~0.9972之间;通过计算其方法检出限(3倍信噪比)和定量限(10倍信噪比),6种短链

脂肪酸方法检出限为0.017~0.096ng,方法定量限在0.06~0.32ng之间.
2.4 不同测定挥发性有机物分析方法的对比

为了突出本方法在分析挥发性有机物方面的优势,本文对比分析了其他样品前处理、检测方法的性能

(表3).结果表明本文所建立的顶空固相微萃取-气相色谱质谱法与其他几种分析方法相比,样品预处理的步

骤简单,无须进行溶剂萃取,避免了二次污染,且该方法的灵敏度高,检出限低,可更好地应用于实际样品

分析.
2.5 实际样品分析

本文采用建立的方法分别对10名志愿者(5名男性、5名女性)的左右脚短链脂肪酸进行了分析,结果见
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表4.分析结果发现,本方法可以获得人体足部的短链脂肪酸含量信息.短链脂肪酸(尤其是异戊酸)作为足部

气味的主要贡献者,产生的主要原因是人体新陈代谢过程中通过汗腺分泌的亮氨酸、缬氨酸等物质在葡萄球

菌作用下生成的[2,18-19].通过对比分析男性、女性足部短链脂肪酸测定结果发现,男性足部生成的短链脂肪

酸总量(左右脚含量之和)普遍大于女性足部中的短链脂肪酸总量(图4所示),说明相对于女性,男性由于运

动量大,足部分泌物较多,更易滋生细菌.
表2 方法线性范围、检出限和定量限

Tab.2 Methodlinearrange,limitsofdetectionandlimitsofquantitation

化合物 线性范围/ng 线性系数(R2) 方法检出限/ng 方法定量限/ng

丙酸 0.25~50.00 0.9413 0.096 0.32

异丁酸 0.25~50.00 0.9970 0.058 0.19

丁酸 0.25~50.00 0.9805 0.036 0.12

异戊酸 0.25~50.00 0.9972 0.018 0.06

己酸 0.25~50.00 0.9902 0.017 0.06

庚酸 0.25~50.00 0.9944 0.032 0.11

表3 不同测定挥发性有机物分析方法的对比

Tab.3 Comparisonsofvariousmethodsinthedeterminationofvolatileorganiccompounds

分析对象 样品前处理方法 检测仪器 线性范围 方法检出限 参考文献

人体气味中4种脂肪酸 搅拌棒吸附 GC-MS 20~180ng 3.2~7.5ng [6]

人体足部气味中短链脂肪酸 盐酸酸化、乙醚萃取 GC-MS - 120~1300ng [19]

人体唾液中短链脂肪酸 乙醇-盐酸溶液涡旋振荡、离心 GC-FID 0.2~2039.0mg/L 0.060~0.198mg/L [7]

粪便、发酵液中短链脂肪酸 盐酸酸化、乙醚萃取 UPLC 0.115~14.600g/L 0.0115~0.0592g/L [20]

血液中的挥发性有机物 吹扫捕集 GC-MS 0.023~5.920μg/L 0.012~0.046μg/L [21]

人体足部气味中短链脂肪酸 顶空固相微萃取 GC-MS 0.25~50.00ng 0.017~0.096ng 本方法

表4 实际样品分析结果

Tab.4 Analysisresultsofrealsamples ng

1

左 右

2

左 右

3

左 右

4

左 右

5

左 右

丙酸 7.96±0.53 9.93±0.48 5.22±0.15 5.03±0.29 7.86±0.53 4.78±0.28 ND ND ND 10.07±0.22

异丁酸 3.98±0.51 5.39±0.37 4.52±0.33 3.91±0.43 3.12±0.49 2.90±0.32 3.89±0.39 2.47±0.23 3.01±0.18 3.64±0.44

丁酸 4.21±0.46 7.02±0.25 3.77±0.47 3.83±0.35 2.99±0.36 2.83±0.55 3.37±0.46 2.33±0.45 3.29±0.44 3.04±0.36

异戊酸 2.93±0.38 5.01±0.34 2.37±0.56 2.70±0.21 2.81±0.29 2.86±0.31 5.74±0.36 5.59±0.53 4.67±0.37 4.03±0.52

己酸 4.58±0.3510.19±0.42 4.33±0.36 4.38±0.18 5.07±0.33 4.25±0.21 4.47±0.37 4.02±0.31 4.20±0.48 4.17±0.37

庚酸 5.00±0.2614.62±0.55 4.84±0.24 4.96±0.23 5.97±0.27 4.81±0.34 4.98±0.28 4.98±0.36 4.62±0.52 4.60±0.28

6

左 右

7

左 右

8

左 右

9

左 右

10

左 右

丙酸 0.38±0.05 1.01±0.24 1.15±0.28 1.60±0.22 0.53±0.13 ND 3.31±0.33 3.57±0.27 1.14±0.22 0.93±0.18

异丁酸 2.11±0.11 2.56±0.33 1.80±0.24 1.27±0.31 2.58±0.25 2.83±0.45 2.01±0.18 1.92±0.43 2.26±0.13 2.38±0.32

丁酸 2.83±0.23 4.89±0.41 2.52±0.31 1.80±0.33 3.52±0.22 3.40±0.21 2.74±0.24 2.62±0.23 2.96±0.33 3.68±0.43

异戊酸 2.62±0.32 3.91±0.45 3.28±0.11 3.03±0.20 2.63±0.36 2.97±0.35 2.33±0.35 2.43±0.35 4.20±0.29 3.29±0.36

己酸 4.12±0.16 4.10±0.34 4.09±0.24 4.08±0.22 4.22±0.36 4.13±0.33 4.10±0.24 4.09±0.28 4.10±0.26 4.10±0.21

庚酸 5.13±0.42 4.56±0.35 ND 4.57±0.32 4.55±0.11 4.58±0.39 4.54±0.43 4.54±0.12 4.56±0.39 4.51±0.31

  注:1~5为男性,6~10为女性;ND代表未检出.
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3 结 论

本文通过优化萃取条件,建立

了基于固相微萃取技术顶空分析

人体足部气味物质短链脂肪酸的

方法.该方法集萃取、浓缩、解吸、进
样于一体,灵敏度高、操作简便,萃
取分析过程中无须使用有机溶剂,
避免了二次污染,成功应用于人体

足部气味分析,且可拓展到人体其

他部位皮肤气味分析.采用建立的

方法对实际样品分析,获取了10名

志愿者足部6种短链脂肪酸(丙
酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、己酸、庚
酸)的含量,为人体足部气味与细

菌、新陈代谢分泌物之间的作用机

制研究提供了有效的基础数据,同时也可为有效去除足部气味研究提供了支撑.
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Determinationofshort-chainfattyacidsinfootodorbyheadspacesolidphase
microextractioncouplinggaschromatographymassspectrometrometry

DongPanlong1,XuShengrui1,HuZongjie2,LiNing2,LiShijie2,ChenChangpo1

(1.SchoolofChemistryandChemicalEngineering,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

2.HenanBoniBiologicalEngineeringCo.,Ltd.,Xinxiang453000,China)

  Abstract:Short-chainfattyacidsaremaincomponentsofhumanfootodor.Developmentofmethodologyforanalyzing
thecontentofshort-chainfattyacidscouldhelptorevealthemechanismbetweenhumanmetabolitesandfootmicrobes.Fur-
thermore,itcancontributetodeodorizationresearchofthefeet.Inthispaper,aheadspacesolid-phasemicroextraction(HS-
SPME)coupinggaschromatography-massspectrometry(GC-MS)methodwasdevelopedfordeterminationofpropionicacid,

isobutyricacid,butyricacid,isovalericacid,hexanoicacidandheptanoicacidinhumanfootodor.Theextractionconditions
wereinvestigated,withresultingthattheoptimumconditionsforSPMEwere20minforextractiontime,50℃forextraction
temperatureand2minfordesorptiontime.Thelinearrangeofsixshort-chainfattyacidsfordevelopedmethodwas0.25~
50.00ng(0.9412⩽R2⩽0.9972),recoverywasfrom92.5%to120.9%.Thelimitofdetectionwas0.017~0.096ng,andlimit
ofquantitationrangedfrom0.06to0.32ng.RSD(n=9)waslessthan20%forallstudiedshort-chainfattyacids.Thismethod
wasappliedinfootodoranalysisof10volunteersandsatisfactoryresultswereobtained.

Keywords:footodor;short-chainfattyacids;SPME;GC-MS
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