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摘要：二次电喷雾电离质谱能够实时在线检测人体呼出气中的挥发性有机化合物，但其电

离效率受源内气体氛围影响。本研究在自制 SESI源的基础上，采用超高分辨质谱作为分析

技术，以人体呼出气中的典型内源性化合物丙酮和吲哚，以及典型基质邻苯二甲酸酐和邻苯

二甲酸二丁酯为目标化合物，初步探究了不同气体氛围（氮气、二氧化碳、纯净零气）对

VOCs电离效率的影响。结果显示，通入三种纯净气体可有效提高丙酮和吲哚的信号强度和

信噪比，并显著减弱基质干扰，其中以氮气的效果最为显著。这些研究结果为 SESI源设计

及参数设置、呼出气分析方法开发提供了重要依据。 
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1 技术背景 

二次电喷雾电离质谱（Secondary electrospray ionization mass spectrometry，SESI-MS）

可实时在线检测人体呼出气中挥发性化学成分（Volatile organic compounds，VOCs）[1]，具

有无损、实时、无需样品前处理、高通量等优势，已成功用于人体生物钟[2]、诊断肺部疾病

[3]、检测人体呼出气中内源性代谢物（如色氨酸）[4]等生物医学研究中。SESI源工作原理为：

在常温常压环境中，呼气中的中性分子被电喷雾产生的初级离子电离生成分子离子[2, 5-7]（图

1）。SESI技术的雏形，即电喷雾形成带电微滴电离气相分子的概念，由 Fenn等于 1989年

首次提出[8]；2000年，Wu和 Hill将这种电离技术命名为 SESI[9]。目前，文献中报道的 SESI

源，都是自制 SESI源，直至 2018年才有一款商品化 SESI源在展会中出现[10]。SESI源易于

自组建，且可与多种商业质谱接口耦合[11-13]。从质量分析器的角度，以超高分辨质谱（High 

resolution mass spectrometer，HRMS）与 SESI源结合，优势最显著。采用 HRMS，根据准

确质量数，能提高定性分析的准确性，有效区分同重素[14]。由于自制 SESI源不完全封闭，

室内空气会进入源内，与呼出气中待分析的目标化合物（如丙酮、吲哚）竞争初级 ESI电喷

雾形成的微液滴上的有限电荷，降低目标物的电离效率及检出灵敏度；而且，对于同时存在

于呼出气与室内空气中的 VOCs，也会降低目标化合物的信噪比。在 SESI 源内通入不含
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VOCs 的纯净气体，通过降低源内基质浓度，或可解决上述问题。但目前尚没有 SESI 源内

纯净气体氛围对呼出 VOCs 以及基质的电离效率的影响研究。本研究利用自行搭建的 SESI

源，以呼出气中典型内源性代谢物丙酮（Acetone）[12]和吲哚（Indole）[11]，以及室内空气

中典型 VOCs 邻苯二甲酸酐（Phthalic anhydride，PA）[15]和邻苯二甲酸二丁酯（Dibutyl 

phthalate，DP）[16]为目标化合物，以 HRMS 为检测手段，探究源内不同纯净气体氛围（氮

气（N2）、二氧化碳（CO2）、纯净零级空气（Zero air，包含：79 % N2，21 % O2，<1 ppmv

烷烃类物质））对 SESI源电离不同来源 VOCs的影响，为优化离子源设计及参数设置、提

高呼出气中 VOCs检测信噪比提供了依据。 

 
图 1  二次电喷雾电离质谱工作原理图 

2 实验部分 

2.1 仪器与试剂 

Q ExactiveTM四极杆组合静电场轨道阱傅里叶变换超高分辨质谱仪（美国 Thermo Fisher 

Scientific公司）；自制 SESI源是将 nano ESI商品源与自制质谱接口组合而成（图 2）：nano 

ESI源（美国 Thermo Fisher Scientific公司），自制质谱接口（广州禾信仪器股份有限公司

定制），包括一个离子化反应腔和两个进样管（图 2A），均为不锈钢材质，目的在于减少

呼出 VOCs的吸附，同时，进样管与腔体为可拆卸设计，便于定期清理；Milli-Q Integral 5

超纯水仪（密理博中国有限公司）；AJH-3080A零气发生器（北京安捷华科技有限公司）。

标准校正液（美国 Thermo Fisher Scientific公司）；甲醇（色谱级，纯度 99.9 %，美国默克

公司）。N2标准气体（纯度 99.999 %，佛山市佛钢气体有限公司）；CO2标准气体（纯度

99.99 %，广州市粤佳气体有限公司）。医疗呼吸气体干燥（Nafion）管（内径 1.32 mm，长

度 60 cm，ME60系列，美国博纯有限责任公司）；特氟龙（PTFE）管（内径 4 mm，上海
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毕帝塑料公司）；聚氨酯（Polyurethane，PU）管（内径 2 mm，上海毕帝塑料公司）。1 mL

移液枪头（德国 Eppendorf公司）。质量流量控制器（量程 0 ~ 1 L/min，韩国 Line Tech公

司）；Lzb-3微型玻璃转子流量计（量程 0 ~ 0.6 L/min，浙江余姚工业自动化仪表厂）。 

2.2 样品采集 

人体呼出气采样流程参见文献[6]，即志愿者（2 名，25 岁和 29 岁，女性）通过鼻吸、

嘴呼的方式提供呼出气样品。采样前，志愿者用纯水漱口，并在实验室内静坐 30 min。采

集呼气时，志愿者先深呼吸 3次，再采集全呼气[17, 18]，一次性呼气吹嘴由 1 mL移液枪头改

制而成。样品传输管路包括：Nafion管、PTFE管和 Lzb-3微型玻璃转子流量计。Nafion管

用于去除呼出气中的水汽，避免水汽冷凝在 PTFE 管内壁、吸附 VOCs[6]；PTFE 管可减少

VOCs吸附损失；Lzb-3微型玻璃转子流量计用于控制呼出气流速。还需说明的是，ID = 1.32 

mm的 Nafion管所允许的最大气体流量为 0.4 L/min，所以单次采样时，呼气流速控制为 0.4 

L/min。每个实验条件下，每位志愿者重复呼气 5 ~ 6次。 

2.3 仪器设置及数据分析 

SESI-HRMS实时在线检测呼出气装置如图 2B所示。SESI源有两个进样口：呼出气样

品的进样口和纯净气体的进样口（未通入纯净气体时，源内氛围气体为室内空气）（图 2A）。

ESI溶剂为超纯水（电阻率 18.2 MΩ·cm），流速 200 nL/min。ESI电压为+2.5 kV（正离子

检测模式）/-2.5 kV（负离子检测模式），质谱接口离子传输管温度为 150 ℃。检测模式：

正负离子切换扫描（切换时间 0.01 s）；全扫描，质量数范围 m/z 50 ~ 300，质谱质量分辨

率为 140000 FWHM（m/z 200）。 

 
图 2  （A）自制 SESI源接口；（B）SESI-UHRMS实时在线检测人体呼出气实验演示图 
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通过软件 Xcalibur 3.0确定目标化合物以及质量偏差。通过软件 Origin 9.0中“Statistics”

功能的“Descriptive Statistics”，“Normality Test”判断原始数据是否服从正态分布；并通过

“Homogeneity of Variance Test”，“Levene's Test”进行方差齐性分析，用 One-way ANOVA方

法,进行差异性分析,通过均值比较（Means comparison）中的多重比较方法（Tukey's multiple 

means comparison test）进行组内差异性对比分析。 

3 结果与讨论 

3.1 定性分析结果 

以 N2氛围下 SESI-HRMS 实时在线检测人体呼出气的结果为例，根据目标化合物的分

子结构特征和质子亲和力[19, 20]，结合 SESI源电离机理[14, 21, 22]，可知丙酮、吲哚、PA和 DP

均会形成质子化分子离子[M+H]+。在志愿者呼气样品实时监测过程中，在 m/z 59.0499、

118.0651、149.0230和 279.1582处分别检测到质谱峰（图 3），元素组成鉴别为[C3H7O]+、

[C8H8N]+、[C8H5O3]+和[C16H23O4]+，质量偏差（实测值与理论值的差值）为 0.8、0.0、

0.3和 0.9 mDa，可确定上述质谱峰即为呼出气中丙酮、吲哚及室内空气中 PA和 DP的质子

化分子离子。 

 
图 3  呼出气中（A）丙酮、（B）吲哚以及室内空气中（C）邻苯二甲酸酐、（D）邻苯二甲酸二丁

酯的 SESI-HRMS谱图 

3.2 SESI源内气体氛围对呼出 VOCs的影响 

本研究选择 N2、CO2、Zero air作为考察的纯净气体，主要基于如下原因：（1）3种气

体理化性质相对稳定，且都是呼出气中的成分（按体积比计算，呼出气包含：78.14 % N2，
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13.6 % ~ 16 % O2，4.0% ~ 5.3 % CO2，5 %水汽，1 ppmv VOCs，1 ppmv氨气）；（2）不易

爆炸，相对安全；（3）是实验室常用标准气体，易于获取。当源内气体氛围为 N2，充入流

速分别为 0.1和 0.8 L/min时，丙酮检出强度增加约 9倍，信噪比（S/N）提高约 2倍（表 1），

吲哚信号强度增加约 6倍（表 1）。值得注意的是，对比 SESI源内未通入 N2与 N2通入流

速为 0.1L/min时呼出气的检测结果，发现丙酮信号没有显著差别，而吲哚的信号增强约 2

倍，且信号重现性（RSD）得到改善，RSD由 55 %减小为 10 %。 

表 1  SESI源内不同气体氛围条件下 SESI-HRMS检测呼出气中丙酮及吲哚的结果（n = 5 ~ 6） 

呼出气 

VOCs 
气体氛围 

流速 

(Q/L*min-1) 

强度均值 

(AVE/a.u.) 

强度偏差 

(SD/a.u.) 

相对偏差 

(RSD/%) 

信噪比 

(S/N) 

丙酮 

室内空气 0 2.4 × 105 2.2 × 104 9 1.6 

N₂ 
0.1 2.3 × 105 1.1 × 104 5 1.6 

0.8 2.2 × 106 2.7 × 105 12 3.7 

CO₂ 
0.1 3.9 × 105 5.0 × 104 13 3.2 

0.8 8.6 × 105 1.2 × 105 13 2.3 

零空气 
0.1 2.6 × 105 3.0 × 104 12 1.4 

0.8 3.1 × 106 3.4 × 105 11 3.7 

吲哚 

室内空气 0 1.2 × 104 3.9 × 103 55 / 

N₂ 
0.1 3.4 × 104 3.2 × 103 10 / 

0.8 2.4 × 105 4.2 × 103 18 / 

CO₂ 
0.1 1.2 × 104 4.2 × 103 37 / 

0.8 6.1 × 104 2.6 × 104 42 / 

零空气 
0.1 1.2 × 105 5.4 × 103 44 / 

0.8 1.2 × 105 5.3 × 104 44 / 

与 N2结果相似（表 1，图 4），CO2氛围下，当充入流速为 0.8 L/min时，相比于 0.1 L/min，

丙酮和吲哚的信号强度分别提高约 1倍和 4倍；对于 Zero air，当充入流速为 0.8 L/min时，

相比于 0.1 L/min，丙酮和吲哚的信号强度分别提高约 11倍和 9倍。对比未通入 CO2、Zero 

air与 0.1 L/min的 CO2、Zero air氛围下呼出气的检测结果，发现丙酮和吲哚的信号均没有
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显著差别，且在这两种氛围气体下，呼出气中吲哚信号的重现性未得到显著改善。综上，当

以 0.8 L/min的流速向源内充入 N2、CO2和 Zero air时，呼出气中吲哚及丙酮的检出强度均

明显提高（图 4）。 

 

图 4  SESI源中未通入以及通入 0.1和 0.8 L/min N2、CO2、Zero air时,SESI-HRMS检测到的呼出气中

（A）丙酮和（B）吲哚的提取离子流谱图；每个试验条件下，重复进样 5 ~ 6次 

在纯净气体充入流速均为 0.8 L/min的条件下，对呼出气中丙酮及吲哚的检出信号强度

进行正态分布检验及方差齐性检验，结果满足单因素方差分析（ANOVA analysis）的条件。

ANOVA结果（图 5）表明，当显著性水平为 0.05时，丙酮（Prob > F：1.0×10-8；F Value 89.8）

及吲哚（Prob > F：3.7×10-5；F Value 23.1）在 N2、CO2、Zero air气体氛围下的检出强度均

存在显著性差异。丙酮在 Zero air 氛围下的强度均值略高于 N2氛围下的结果，CO2氛围下

最低；吲哚在 N2氛围下的信号强度高于 Zero air和 CO2氛围下的结果。进一步对比 3种纯

净气体氛围两两之间的差异性，多重比较分析结果（图 6）表明，在显著性水平为 0.05时，

呼出气中丙酮的信号在 N2与 CO2之间（Prob：2.4×10-6，Sig=1）、CO2与 Zero air之间（Prob：

0，Sig=1）及 N2和 Zero air之间（Prob：3.3×10-4，Sig=1）均存在显著性差异；呼出气中吲

哚的信号在 N2与 CO2之间（Prob：2.9×10-5，Sig=1）、N2和 Zero air之间（Prob：0.002，

Sig=1）均存在显著性差异，而在 CO2与 Zero air之间（Prob：0.1，Sig=0）不存在显著差异。

呼出气中丙酮及吲哚的信号在N2和 Zero air之间的差异显著性均最小，推测主要是由于 Zero 

air的主要成分为 N2（79%）。综上，为提高 SESI-MS检测呼气中内源性 VOCs的灵敏度，

可在自制 SESI源中通入 N2。 
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图 5  当通入 0.8 L/min的 N2、CO2和 Zero air时,呼出气中（A）丙酮和（B）吲哚信号强度的 ANOVA

分析结果（n = 5 ~ 6） 

 

图 6  当通入 0.8 L/min的 N2、CO2和 Zero air时，呼出气中（A）丙酮和（B）吲哚信号强度的 Tukey's 

multiple means comparison test分析结果（n = 5 ~ 6） 

3.3 SESI源内气体氛围对基质的影响 

以 N2氛围为例，当通入气体流速分别为 0.1和 0.8 L/min时，即当充入 N2流速提高 8

倍时，PA和 DP的信号强度分别减少约 0.6和 0.1倍（表 2）。此结果与 3.2节中呼出气中

VOCs的检出情况相反，推测可能是 SESI源内纯净气体含量增加后，基质在源内含量降低，

进而检出强度降低。此外，N2通入流速为 0.1 L/min时的结果与未通入 N2的结果没有显著

差别，表明此时源内 N2含量还无法影响信号检出效果，此结论与呼出气中丙酮的检出结果

一致（表 1和表 2）。气体氛围为 CO2和 Zero air时，趋势与 N2相似（表 2，图 7），当充

入气体流速为 0.8 L/min时，相比于 0.1 L/min气体流速，PA和 DP的信号强度分别减少约

0.5和 0.1倍。 
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表 2  不同气体氛围条件下呼出气实时监测过程中 SESI-HRMS检测室内背景值 PA、DP的结果（n 

= 5 ~ 6） 

呼出气

VOCs 
气体氛围 

流速

(Q/L*min-1) 

均值

(AVE/a.u.) 

偏差

(SD/a.u.) 

相对偏差

(RSD/%) 

信噪比

(S/N) 

邻苯二

甲酸酐

（PA） 

室内空气 0 1.7 × 106 7.7 × 104 4 0.9 

N₂ 
0.1 1.5 × 106 4.0 × 104 3 0.7 

0.8 9.3 × 105 4.5 × 104 5 1.0 

CO₂ 
0.1 1.6 × 106 5.6 × 104 3 0.9 

0.8 1.1 × 106 3.0 × 104 3 1.0 

零空气 
0.1 1.8 × 106 9.2 × 104 5 1.0 

0.8 1.3 × 106 2.9 × 104 2 1.1 

邻苯二

甲酸二

丁酯

（DP） 

室内空气 0 8.3 × 106 4.2 × 105 4 0.9 

N₂ 
0.1 7.6 × 106 2.2 × 105 3 0.7 

0.8 7.0 × 106 3.0 × 105 4 1.0 

CO₂ 
0.1 8.3 × 106 3.7 × 105 4 0.8 

0.8 7.7 × 106 1.8 × 105 2 1.0 

零空气 
0.1 9.3 × 106 5.5 × 105 6 1.0 

0.8 9.1 × 106 3.4 × 105 4 1.3 

 
图 7  SESI源中未通入以及通入 0.1和 0.8 L/min N2、CO2、Zero air时,呼出气分析过程中 SESI-HRMS

检出源内（A）PA和（B）DP的提取离子流色谱图（n = 5 ~ 6） 
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值得注意的是，当实时检测呼气时，PA和 DP信号强度，在 N2、CO2气体氛围中，呈

降低趋势，而在 Zero air氛围中出现进样峰，本研究组将会在后续工作中进一步探究这一现

象。 

在 3种纯净气体通入流速为 0.8 L/min的条件下，对 PA和 DP的信号强度原始数据进行

正态分布检验及方差齐性检验，结果满足 ANOVA analysis的条件。ANOVA结果（图 8）

表明，当显著性水平为 0.05时，PA（Prob>F：4.3×10-9；F Value 102.8）与 DP（Prob > F：

5.3×10-8；F Value 69.6）在 3种气体氛围下检出信号稳定，且检出强度均存在显著性差异；

并且，在 N2氛围下 PA和 DP的信号强度均低于 Zero air和 CO2氛围下的结果，说明 N2氛

围对降低背景基质干扰的影响最大。 

 
图 8  当通入 0.8 L/min的 N2、CO2和 Zero air时，呼出气实时监测过程中，SESI源内（A）PA和（B）

DP信号强度的 ANOVA分析结果（n = 5 ~ 6） 

进一步对比 0.8 L/min流速下 3种纯净气体氛围两两之间的差异性，结果（图 9）表明，

在显著性水平为 0.05时，基质 PA的信号在 N2与 CO2之间（Prob：1.5×10-5，Sig=1）、CO2

与 Zero air之间（Prob：7.2×10-6，Sig=1）以及 N2和 Zero air之间（Prob：0，Sig=1）均存

在显著性差异；DP的信号在 N2与 CO2之间（Prob：0.004，Sig=1）、N2和 Zero air之间（Prob：

1.4×10-8，Sig=1）CO2与 Zero air之间（Prob：4.6×10-6，Sig=1）也均存在显著性差异。Zero 

air 是造成 PA 及 DP 信号强度差异显著的主要原因。上述结果说明，N2氛围对于降低基质

PA及 DP干扰的效果最好，而 Zero air氛围的降干扰效果最差。 

综上，自制 SESI源内通入足够量的纯净 N2，可以显著增强呼出气中丙酮及吲哚的信号

强度，同时显著降低基质信号强度。此外，由于 N2为惰性气体，性质稳定，不会对呼气装

置有影响，不易与其它物质发生反应，因此适宜作为 SESI-UHRMS 检测呼出气时的 SESI

源内的气体氛围。 
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图 9  当通入 0.8 L/min的 N2、CO2和 Zero air时,室内（A）PA和（B）DP信号强度的 Tukey's multiple 

means comparison test分析结果（n = 5 ~ 6） 

4 结论 

本研究结果表明，充入一定流速的纯净气体，可以增强提高呼出气中丙酮和吲哚的电离

效率；同时，源内纯净气体含量增加后，能有效降低源内 PA和 DA含量，进而降低基质检

出强度。3种纯净气体氛围中，以 N2对呼出气中丙酮和吲哚的增强效果以及对基质 PA和

DA的降低效果，最为显著。在后续研究中，还需以有效提高目标物的信噪比、降低基质干

扰为目标，更系统、深入地探索气体氛围对呼出 VOCs的影响机制，如通过加入不同气体体

积比例 N2和 O2或 N2和 CO2混合气体，拓宽流速范围，以更好地理解气体氛围理化性质对

电离效率的影响机制，为优化 SESI源内气体氛围、研制 SESI商品源、建立 SESI-MS呼气

检测方法提供理论依据。 
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