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摘要：呼气样本可通过人体口呼或鼻呼采集，但口腔和鼻腔环境对样本组分产生影响，因

此，探究两者的成分对于理解环境对呼气组分的影响以及选择合适的采样方式具有重要意

义。实验采用二次电喷雾质谱技术实时分析呼气样品，建立了九种常见呼气特征物的定量分

析方法。结果显示，这些物质的检出限在 2.3至 240.8 ng/m³之间，日内和日间相对标准偏差

分别为 0.6%至 4.6%和 4.3%至 12.2%。进一步分析发现，口呼气中特有组分数量是鼻呼气的

2.2倍，且有 163个组分在两者中同时存在，但其信号强度显著不同。结果表明，口呼气和

鼻呼气的组分种类和数量存在显著差异，在呼气采样时应根据需要选择适宜的采样方式。 
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1 技术背景 

人体呼气中含有大量挥发性有机物（volatile organic compounds，VOCs），包括通过血

气交换经肺部释放的组织代谢产物[1]及环境暴露物质。呼气分析能够反映人体代谢过程和环

境暴露信息，对临床诊断和健康研究具有重要意义。样本可分为口呼气和鼻呼气，口呼样本

因采集便利而受到广泛研究。然而，口腔和鼻腔内物质会影响呼气成分，因此深入研究两者

的组分差异具有实用意义。 

近期研究表明，口呼气与鼻呼气中的部分 VOCs含量存在显著差异[2, 3]，但针对非靶标

分析的相关研究仍较少 [4]。相较于传统的气相色谱 -质谱（gas chromatography-mass 

spectrometry，GC-MS）离线分析技术，实时在线质谱技术如二次电喷雾电离质谱（secondary 

electrospray ionization-mass spectrometry，SESI-MS）能够有效减少样品损失，并适合检测复

杂的痕量有机组分[5, 6]。本研究采用 SESI与高分辨质谱（high resolution mass spectrometry，

HRMS）技术，针对 9种典型 VOCs进行定量分析，探讨口呼气与鼻呼气组分差异，以为不

同应用场景选择合适的采样方式提供依据。 
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图 1  二次电喷雾电离高分辨质谱（SESI-HRMS）实时在线分析气态样品的工作原理示意图 

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（美国赛默飞公司）；

Luna-3000 SESI离子源（广东智普生命科技有限公司）；Model 2010气体稀释校准仪（美

国 Sabio公司）；D07-19质量流量控制器（Mass flow controller（MFC）量程 5 L/min，北京

七星华创流量计有限公司）；Gilian Gilibrator 2皂泡流量计（美国 Sensidyne公司）。混合

标准气体（组分：2-丁酮，2-戊酮，乙酸乙酯，甲基丙烯酸甲酯，甲苯，苯乙烯，均三甲苯，

异戊二烯，柠檬烯，纯度≥98 %，大连大特气体有限公司）；N2标准气体（纯度≥99.999 %，

广州广气气体有限公司）；标准校正液（美国赛默飞公司）；0.1 %甲酸溶液（液相色谱级，

德国默克公司）。石英毛细管喷针（内径 20 μm和 50 μm，西班牙 Fossiliontech公司）；口、

鼻呼气采样接头（广东智普生命科技有限公司）；KQB2T08-00金属 T型快插接头（日本

SMC公司）；不锈钢二通球阀（内径 6 mm，北京熊川阀门制造有限公司）；特氟龙管（内

径 6 mm，泰州纯仕新材料有限公司）；特氟龙碳纤维加热带（70 °C，230 W，淄博星恒电

器科技有限公司）。 

2.2 九种典型 VOCs定量分析方法的建立 

本研究基于 9种具有应用价值的挥发性有机物（VOCs）建立定量分析方法。2-丁酮和

2-戊酮被认为是肺癌的潜在生物标志物[7]，乙酸乙酯是硅肺的潜在生物标志物[8]，异戊二烯

和柠檬烯分别反映急性组织损伤[9]和肝脏代谢情况[10]，而甲基丙烯酸甲酯及三种苯系物则是

环境暴露的重要指标[11-13]。依据人体呼气中 9种典型 VOCs的浓度范围[11, 14, 15]，设定了 14

个标准气体浓度梯度（见表 1）。 
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表 1  文献报道的 9种 VOCs在人体呼出气中的浓度范围及实验设置浓度梯度值 

序号 化合物 
浓度范围

c/(μg/m3) 

实验设置浓度梯度值 

c/(μg/m3) 

1 2-丁酮 1.5~14.7 
0.0、0.6、1.2、1.8、2.4、3.6、6.0、11.5、

17.3、23.1、28.8、34.6、46.1、57.6 

2 2-戊酮 0.35~7.4 
0.0、0.7、1.5、2.2、2.9、4.4、7.3、13.6、

20.4、27.3、34.1、40.9、54.5、68.1 

3 乙酸乙酯 0.6~33.9 
0.0、0.7、1.5、2.2、2.9、4.4、7.3、14.0、

21.1、28.1、35.1、42.1、56.2、70.2 

4 
甲基丙烯酸甲

酯 
9.3 

0.0、0.9、1.7、2.6、3.4、5.1、8.5、15.8、

23.7、31.5、39.4、47.3、63.1、78.9 

5 甲苯 1.1~32.4 
0.0、0.8、1.6、2.4、3.2、4.8、8.0、14.6、

21.9、29.2、36.5、43.7、58.3、72.9 

6 苯乙烯 0.9~19.2 
0.0、0.9、1.8、2.7、3.6、5.4、8.9、25.0、

33.4、41.7、50.1、66.8、83.5 

7 均三甲苯 1.4 
0.0、1.0、2.0、3.0、4.0、6.0、10.0、19.3、

29.0、38.7、48.4、58.0、77.4、96.7 

8 异戊二烯 33.4~1610.0 
0.0、0.6、1.2、1.7、2.3、3.5、5.8、11.3、

17.0、22.7、28.4、34.0、45.4、56.7 

9 柠檬烯 1.5~41.3 
0.0、1.2、2.3、3.5、4.6、6.9、11.5、21.7、

32.6、43.4、54.3、65.1、86.8、108.5 

实验装置见图 2所示，选择低、高浓度的混合标准气体，通过高纯 N2稀释至目标浓度。

使用特氟龙管连接气体稀释校准仪、高纯 N2钢瓶和混合标准气体钢瓶，用MFC-2将出气流

速设置为 1.9 L/min，并按浓度梯度顺序逐步改变配气程序。14个浓度的标准气体样品经过

加热至 70 °C的呼气采样装置，再经 SESI电离后进入质谱分析，每个梯度进样时间为 3~5

分钟。为提高电离效率、降低环境空气影响，实验使用 N2作为离子源电离腔内的氛围气[16]，

并通过特氟龙管连接废气管道以防标准气体泄漏至实验环境中。 

基于标准曲线选择适宜浓度，对 9种 VOCs的日内（n=6）和日间（n=18）相对标准偏

差（RSD）进行了测定，以评估方法的稳定性。 
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图 2  （A）口呼气与鼻呼气的采样与（B）梯度浓度混合标准气体动态稀释连续进样示意图 

2.3 呼气样品采集流程 

选择 9名（5名男性，4名女性，年龄 23~28岁）无吸烟史的健康受试者提供呼气样本。

有研究表明，受试者体位的改变将引起人体血流动力学和肺部通气与血流灌注比值发生变

化，进而导致呼气 VOCs浓度发生变化[17]，因此，本研究要求所有受试者均采用静坐的方

式采集呼气样品。为减少呼气吹嘴材质对呼气组分的影响，采用同种材料制成的鼻呼气和口

呼气采样吹嘴，接于MFC-1前端的特氟龙管上，以便采集受试者的鼻呼气和口呼气样本。

对进样管路加热至 70°C，以防止呼气内的水蒸汽冷凝在管壁上。为保证呼气数据的有效性，

受试者按照以下标准程序提供呼出气样品：（1）在呼出气测试前 1h内，不进行高强度体育

运动，不进食，不喝饮料（水除外），不刷牙，不嚼口香糖，不涂唇膏或口红，不喷香水等

[5]；（2）在开始采样前采用纯净水漱口 3次，再提供呼出气样品；（3）对每位受试者重复

采集呼气 6次，每次呼气间隔约 15s。本研究已得到暨南大学附属医学伦理委员会的批准，

受试者均签署知情同意书。 

2.4 参数设置及数据处理 

SESI源在密封溶液瓶施加 0.146 MPa压力，并对 ESI溶液加高压电，0.1%（v:v）甲酸

溶液通过内径为 50 μm的石英毛细管并转接至内径为 20 μm的石英毛细管喷针稳定释放电

喷雾。质谱端控制的加压气体流量设置为 50 arb，提供 ESI溶液瓶内的高气压；离子传输管

温度设置为 275 °C；喷雾电压设置为+3.5 kV（正离子模式）和-3.5 kV（负离子模式）；扫

描方式为全扫描，质量范围为 m/z 60~500；分辨率为 140000。 
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数据处理采用 Igor 6.3.7.2软件计算 9种 VOCs被质谱检测的平均响应强度及标准偏差，

Origin 2017软件用于绘制图形以及计算灵敏度（Sensitivity，S）和相关系数（R2）。LOD

和定量限（Limit of quantitation，LOQ）分别按照(3×σ)/S和(10×σ)/S原则进行计算，其中，

σ代表空白样本中各 VOCs分子离子信号峰处的仪器背景噪音的标准偏差[18]。利用软件MS 

Convert[19]将原始质谱数据文件格式“.Raw”转换为“.MZ xml”，再采用 Python程序 Breath 

Finder（https://github.com/WanyangSun/BreathFinder）提取质谱数据，将响应强度≥1×105 a.u.

的离子对应的 m/z、扫描时间点及该时间点的响应强度三类数据形成数据矩阵，再将其导入

MATLAB（R2020a），采用 Cluster gram算法进行层次聚类分析，识别离子响应信号强度随

呼气进样上升的成分。误差校正工具 NEAPOLIS（http://bioinformatica.isa.cnr.it/NEAPOLIS/）

设置出现频数≥4的成分才能被提取，并将质量偏差在 2 ppm以内的呼气成分认定为同一成

分。利用网上在线绘制工具 Evenn绘制 Venn图[20]，并采用Metabo Analyst 5.0[21]对口呼气

与鼻呼气组分进行火山分析，以差异倍数（Fold change，FC）>1.5、p<0.05作为统计分析参

数，筛选口呼气与鼻呼气中存在显著性差异的成分，采用人类代谢组学数据库[22]（Human 

metabolome database，HMDB）进行初步定性分析，并采用自编MATLAB算法以质量偏差

最小为规则确定该成分对应的化合物分子式及其离子加合方式。 

3 结果与讨论 

3.1 定量分析方法测定结果 

9种 VOCs的线性范围、标准曲线方程、LOD和 LOQ如表 2所示。9种 VOCs信号强

度和浓度的线性回归方程的 R2为 0.990~1.000，LOD在 2.3 ng/m3（2-戊酮）~240.8 ng/m3（甲

苯）之间。与常见的呼气直接质谱技术 PTR-MS和 SIFT-MS相比[23, 24]（电子版文后支持信

息表 S3），SESI-HRMS的 LOD均低于两者，其中，对于 2-丁酮，SESI-HRMS的 LOD均

低于 PTR-MS和 SIFT-MS约 2个数量级；对于乙酸乙酯，SESI-HRMS分别低于两者 2个和

3个数量级。从检测范围来看，SESI-HRMS对 9种 VOCs的 LOD均低于人体呼气浓度下限

（见表 1），对 2-丁酮、2-戊酮、乙酸乙酯、甲基丙烯酸甲酯和均三甲苯的线性范围上限均

高于人体呼气浓度上限报道值，表明利用此装置和方法定量分析呼气中 9种 VOCs具有可行

性。 

一天内在同一体积浓度下通过 6次重复检测评估日内变化。9种 VOCs的日内 RSD在

0.6%（柠檬烯）~4.6%（甲苯）之间，低于 5%。此外，通过连续 3d的重复检测，对日间变

化情况进行评估，日间 RSD在 4.3%（异戊二烯）~12.2%（柠檬烯）之间，低于 15%。以上
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结果与文献[25]的结果相当（电子版文后支持信息表 S4），表明本方法具有良好的重现性和

稳定性。 

表 2  SESI-HRMS检测 9种 VOCs的线性范围、标准曲线方程、相关系数、LOD和 LOQ 

序

号 
化合物 

线性范围 

（μg/m3） 

标准曲线方

程 

相关系

数（R2） 

检出限 

（ng/m3） 

定量限 

（ng/m3） 

1 2-丁酮 0.6~17.3 

y = 1.88 × 

107 + 1.04 × 

107 

0.990 2.9 9.7 

2 2-戊酮 0.7~40.9 

y = 1.71 × 

107 + 1.13 × 

107 

0.993 2.3 7.5 

3 
乙酸乙

酯 
0.7~56.2 

y = 9.78 × 

106 + 5.84 × 

106 

0.992 6.4 21.3 

4 

甲基丙

烯酸甲

酯 

0.9~47.3 

y = 1.76 × 

107 + 9.80 × 

106 

0.990 3.7 12.4 

5 甲苯 1.6~8.0 

y = 1.21 × 

105 + 6.09 × 

104 

0.994 240.8 802.5 

6 苯乙烯 0.9~50.1 

y = 5.49 × 

105 + 6.95 × 

105 

0.991 162.3 541.0 

7 
均三甲

苯 
1.0~48.4 

y = 3.50 × 

106 + 3.42 × 

106 

0.992 10.8 36.0 

8 
异戊二

烯 
0.6~11.3 

y = 6.16 × 

105 + 5.86 × 

105 

0.993 119.2 397.3 
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9 柠檬烯 1.2~11.5 

y = 5.18 × 

106 + 1.58 × 

106 

1.000 52.5 175.1 

3.2 口呼气与鼻呼气组分分析 

口呼气与鼻呼气中 9种 VOCs的定量分析结果表明，仅在一位受试者的口呼气和鼻呼气

中检测出柠檬烯，浓度分别为 0.8和 0.2 μg/m3，其余受试者口呼气或鼻呼气中 9种 VOCs

的浓度均未达到 LOQ。利用 Venn图初步分析口呼气和鼻呼气组分的差异，结果如图 3所示。

人体口呼气与鼻呼气组分被检测到的共同存在成分数量为 565个（正离子模式 395个（图

3A），负离子模式 170个（图 3B））。口呼气特有成分数量 167个（正离子模式 112个（图

3A），负离子模式 55个（图 3B）），鼻呼气特有成分数量 76个（正离子模式 34个（图

3A），负离子模式 42个（图 3B）），前者是后者的 2.2倍。无论在正离子还是负离子电离

模式下，口呼气内特有成分数量均高于鼻呼气，推测是口腔环境中的细菌或食物残渣、唾液

也会释放 VOCs[26, 27]，导致口呼气中 VOCs组成更复杂。 

 

图 3  （A）正离子模式下和（B）负离子模式下口呼气与鼻呼气检出组分（m/z）的 Venn图 

3.3 口呼气与鼻呼气差异组分分析 

为进一步探究人体口呼气与鼻呼气组分的差异，将上述口呼气与鼻呼气共同检测到的

565个成分对应的信号强度进行火山分析（图 4A）发现，163个成分的强度存在显著差异，

其中以口呼气相对鼻呼气信号强度显著上升的成分为上调成分（85个），反之则为下调成

分（78个）。 

将口呼气和鼻呼气中特有的成分以及口呼气和鼻呼气中具有强度差异性的成分均导入

HMDB，再将其精确质量与原始数据比较，确定相应成分对应的化学式及其离子加合方式（见

表 S6和 S7）。从上述成分对应的离子形式来看，口呼气中被 SESI源电离形成氨加合分子
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离子[M+NH4]+占所有离子形式的比例为 53.5%，而鼻呼气内[M+NH4]+的占比为 25.0%。由

于人体呼气中含有的氨主要由口腔释放，其含量高于鼻呼气[28]，这可能是因为口呼气组分

内氨加合分子离子占比更高的原因。口呼气中高浓度的氨气会导致呼气组分经口腔呼入离子

源后更易形成氨加合态分子离子，增加了后续定性分析的难度。进一步，以各化学式 H原

子数与 C原子数的比例（H/C）为横坐标，以 O原子数与 C原子数的比例（O/C）为纵坐标，

对鼻呼气与口呼气的组分进行元素组成分析，发现口呼气组分既含有与鼻呼气组分种类相似

的一系列化合物，也包括有别于鼻呼气组分的一类化合物（图 4B）。O/C能反映化合物的

极性，O/C越高，极性越强[29]。将O/C>0.4的化合物个数进行统计，发现鼻呼气组分中O/C>0.4

的化合物所占比例为 41.9%，口呼气中该比例为 10.5%。化合物的极性越强，其在水中的溶

解度也会随之上升。有研究表明，鼻呼气的湿度低于口呼气[30]，加之口腔内含有大量唾液，

导致极性化合物更易滞留在口腔环境中，这也可能是鼻呼气特异性组分中极性化合物占比更

高的原因。此外，尽管口呼气采样相对鼻呼气采样更易实现，当口腔释放出的 VOCs对呼气

生物标志物的发现或筛查造成干扰时[31]，可以考虑采集鼻呼气以减少影响。 

 
图 4  （A）受试者口呼气与鼻呼气中检出组分（m/z）响应强度的火山分析图和（B）H/C与 O/C

的函数关系图 

4 结论 

以 9种 VOCs为检测对象，建立了基于 SESI-HRMS的定量分析方法。结果表明，本方

法的重现性和稳定性良好，满足人体呼气中 9种 VOCs的定量分析需求。进一步，以实际人

体呼气样品为研究对象，与以往只针对特定 VOCs的分析研究不同，本研究采用非靶标分析

策略探究口呼气组分与鼻呼气组分的差异。分析结果表明，由于氨主要源自口腔环境释放，

口呼气氨的含量高于鼻呼气，这解释了在口呼气内氨加合分子离子所占比例更高的现象。进
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一步根据元素组成的分析结果，发现鼻呼气内极性化合物的占比更高，推测可能由于人体鼻

呼气湿度低于口呼气湿度，减少了极性化合物在鼻腔内的滞留，表明采集鼻呼气可能更有利

于分析极性化合物组分。同时，应考虑呼气内源性组分是否受口腔内 VOCs释放的影响，避

免产生错误结果。后续研究还需进一步基于更大样本量，以精准定性和定量分析口呼气与鼻

呼气的组分为目标，更加系统且深入地探索两种呼气样本类型间的差异性组分及其来源，为

进一步明确合适的呼气方式应用场景和优化 SESI-HRMS呼气检测方法提供更多的理论依

据。 
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