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离子色谱法同时测定尿液中草酸和硫氰酸盐

张丽，黄选忠，杜宏山
（湖北兴山县疾病预防控制中心，湖北兴山　443711）

摘要　建立抑制电导检测 – 离子色谱法同时测定尿样中草酸和硫氰酸盐的方法。通过试验优化确定了各项色

谱条件，以 SH–AC–3 型阴离子交换柱为分离柱，以 10.0 mmol／L Na2CO3 为淋洗液，流量为 1.0 mL／min，等度洗脱可

将草酸和硫氰酸盐与尿液中大量共存的氯化物、磷酸盐和硫酸盐等常见阴离子完全分离，采用抑制电导检测。草酸

和硫氰酸盐的质量浓度在 0.20～30.0 mg／L 范围内其色谱峰面积线性关系良好，相关系数分别为 0.999 2、0.999 4，加

标回收率分别为 95.0%～101.1% 和 95.5%～100.5%，5 次平行测定结果的相对标准偏差小于 3%。该方法适用于尿液

中草酸和硫氰酸盐的同时测定。
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Simultaneous determination of oxalic acid and thiocyanate in urine by ion chromatography
Zhang Li，Huang Xuanzhong，Du Hongshan

(Prevention and Health Protection Centre of Hubei Xingshan County, Xingshan　443711, China)

Abstract　A method for simultaneous determination of oxalate and thiocyanate in urine by ion chromatography 

with suppressed conductivity detection was established. The chromatographic conditions were optimized by experiments. 
SH–AC–3 anion exchange column was used as separation column, 10.0 mmol／L Na2CO3 was used as eluent, and the flow 
rate was 1.0 mL／min, oxalic acid and thiocyanate could be completely separated from common anions such as chloride, 
phosphate and sulfate in urine by isocratic elution, and determined by suppressed conductivity detection. The peak area of 
oxalic acid and thiocyanate had good relationship with their mass concentrationin in the range of 0.20–30.0 mg／L with the 
correlation coefficient was 0.999 2 and 0.999 4, respectively. The recoveries oxalate and thiocyanate were 95.0%–101.1% 
and 95.5%–100.5%, respectively. The relative standard deviation of five parallel determinations results was less than 3%. 
The method is suitable for the simultaneous determination of oxalic acid and thiocyanate in urine.
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人的尿液中含有大量的 Cl–、HPO4
2–、SO4

2– 和

微量的 SCN– 等阴离子，其中 Cl–、HPO4
2–、SO4

2– 是

人体正常代谢产物，而 SCN– 是有机和无机氰化物

在人体内的解毒产物，因此尿液中 SCN– 含量常作

为人体接触氰化物的一项生物接触指标［1］。SCN–

可致甲状腺肿，可阻滞甲状腺激素合成，尤其对胎

儿和婴儿的智力以及神经系统发育存在较大的风 
险［2］，因此监测人血液、尿液等生物标本中的 SCN–

含量具有重要意义。目前，测定尿液中微量 SCN–

的方法主要有分光光度法［3–5］、衍生 – 顶空气相色谱 

法［6–7］等，其中分光光度法和气相色谱法均存在氰

化物的干扰问题。

临床资料显示，约 70% 的尿结石为草酸钙结

石，草酸代谢异常所引起的高含量草酸尿是泌尿系

结石形成的主要原因［8］，因此准确测定尿液中草酸

含量对研究结石形成机理、结石的鉴别等均具有重

要意义。目前测定尿液中草酸的方法主要是光度法，

包括络合物褪色比色法［9］和催化光度法［10–11］、催化

荧光法［12–13］、高效液相色谱法［14–15］和毛细管电泳 
法［16］等，而比色法、光度法、荧光法等光谱分析方法
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特异性差，样品需进行前处理，操作繁杂，高效液相

色谱法和毛细管电泳法均需要专用仪器，应用受限。

多组分同时测定历来是分析工作者所追求的

目标，也是离子色谱法的优势。离子色谱法操作

简便、试剂消耗少、可自动化，现已成为阴离子分

析的首选方法［17］，并已应用于尿液中草酸［17–18］和 
SCN–［19–20］的分别测定，但用离子色谱法同时测定

尿液中草酸和 SCN– 尚未见报道。笔者以 SH–AC–3
型阴离子交换柱为分离柱，10.0 mmol／L Na2CO3 溶

液为淋洗液，1.0 mL／min 的流量等度洗脱，建立了

抑制电导检测 – 离子色谱法同时测定尿液中草酸和

SCN– 的方法。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

离子色谱仪：CIC–100 型，青岛盛瀚色谱公司。

SPEIC–C18 净化柱：1 mL，青岛盛瀚色谱公司。

电子天平：万分之一，BT214D 型，北京赛多利

斯仪器系统有限公司。

电子天平：千分之一，JA2003 型，上海菁海仪

器有限公司。

离心机：LG10–2.4A 型，北京医用离心机厂。

滤膜过滤器：0.22 μm，青岛盛瀚色谱公司。

草酸（H2C2O4 · 2H2O）、硫氰酸钾：优级纯，国药

集团化学试剂有限公司。

草酸标准溶液：1 000 mg／L，称取 0.140 1 g 草

酸（H2C2O4 · 2H2O），用高纯水溶解，定容至 100 mL。
SCN– 标准溶液：1 000 mg／L，称取 0.167 3 g 烘

干的硫氰酸钾，用高纯水溶解，定容至 100 mL。
磷酸二氢钾：分析纯，国药集团化学试剂有限

公司。

H2PO4
– 标准溶液：1 000 mg／L，称取 0.140 2 g

磷酸二氢钾，用高纯水溶解，定容至 100 mL。
Cl-、SO4

2– 标准溶液：均为 1 000 mg／L ，编号分

别为 GBW(E) 080268、GBW(E) 080266，中国计量

科学研究院。

无水碳酸钠、碳酸氢钠、无水亚硫酸钠：分析

纯，国药集团化学试剂有限公司。

实验所用其它试剂均为 AR 级。

试验用水为高纯水（18.2 ΜΩ · cm）。

1.2　溶液的配制

草酸、SCN– 混合标准储备液：分别取适量草酸

和 SCN– 标准溶液，用水稀释，定容，分别制备成含

草酸和SCN– 均为10.0 mg／L（A液）、100.0 mg／L（B
液）的两种混合标准储备液。

系列混合标准工作溶液：取混合标准储备液 A
液 0.20、0.50、1.00 mL 及 B 液 0.50、1.00、1.50、2.00、
3.00 mL 分别置于 8 只 10 mL 容量瓶中，加水定

容至标线，混匀，配制成含草酸和 SCN– 均为 0.20、
0.50、1.00、5.00、10.00、15.00、20.00、30.00 mg／L 的

系列混合标准工作溶液。

亚硫酸盐（SO3
2–）溶液：称取 0.5 g 无水亚硫酸

钠于砷化氢发生瓶中，加 50 mL 高纯水溶解，并向溶

液中加入 5 mL 10% 硫酸溶液，迅速将导管插入 200 
mL 水中以吸收反应产生的 SO2 气体（可将砷化氢发

生瓶置于约 60 ℃水浴中），待反应完毕后取 10 mL
吸收液用碘量法［21］测定 SO3

2– 的浓度，储存于 4 ℃ 
冰箱备用。

模拟尿样：Cl–、H2PO4
–、SO4

2– 等是正常尿液中

含量较多的几种阴离子［22］，根据其浓度，分别取相

应标准溶液用高纯水稀释成含 500 mg／L Cl–、300 
mg／L H2PO4

– 和 SO4
2– 的模拟尿样备用。

1.3　仪器工作条件

分 离 柱：SH–AC–3 型（250×4.0 mm，青 岛 盛

瀚色谱公司）；保护柱：SH–AC–3 型（50×4.0 mm，

青岛盛瀚色谱公司）；抑制器：自再生抑制器；检测

器：电导检测器；定量环体积：25 μL ；自动进样器

（SHA–15 型，青岛盛瀚色谱公司）；柱箱温度：35 ℃；

电流：75 mA ；量程：1 档；自动进样器：全定量环取

样，取样后清洗（每针之间），置换量为 70 μL，取样

量为 25 μL，扎针深度为 4 mm。

1.4　标准曲线的绘制

取 1.2 制备的系列标准混合工作溶液，各管取

1.5 mL 于样品瓶中，启动自动进样器进样，分别测

定，以草酸和 SCN– 的色谱峰面积（S）为纵坐标，以

色谱峰面积对应的各组分质量浓度（c）为横坐标，

绘制工作曲线。

1.5　尿样的采集

将聚乙烯瓶清洗干净、用高纯水浸泡后烘干备

用，采集尿样 50 mL 于聚乙烯瓶中储存于 4 ℃冰箱

中，待测定。

1.6　尿样测定

取新鲜尿样经 8 000 r／min 离心 10 min，取上

清液用高纯水稀释 10 倍，然后分别用 C18 柱净化和

0.22 μm 滤膜过滤，取 1.5 mL 滤液于样品瓶中，启
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动自动进样器进样，测定各组分的色谱峰面积，以标

准曲线法定量。

2　结果与讨论

2.1　色谱条件的选择

2.1.1　淋洗液的选择

以 SH–AC–3 型阴离子交换柱为分离柱，以

Na2CO3–NaHCO3 溶液为淋洗液，取模拟尿样进行测

定，考察淋洗液对各组分的分离效果。当 Na2CO3–
NaHCO3 淋洗液的浓度配比在 6∶1～6∶3 mmol／L 
时，均可将草酸和硫氰酸盐与尿液中的氯化物、磷酸

盐和硫酸盐等常见阴离子完全分离，各组分相对于

后续组分的分离度（R）不小于 1.5，但硫氰酸盐的保

留时间（t）超过 24 min，分析效率低下。为缩短硫

氰酸盐的保留时间，提高分析工作效率，以洗脱能

力较强的 Na2CO3 溶液进行了淋洗试验，设置流量

为 1.0 mL／min，试验结果列于表 1。由表 1 可知，

当 Na2CO3 溶液浓度分别为 8.0、10.0、12.0 mmol／L 
时，草酸和硫氰酸盐与尿液中的氯化物、磷酸盐和

硫酸盐（当 Na2CO3 溶液超过 8 mmol／L 时磷酸盐

和硫酸盐合并为一个色谱峰）等阴离子均可完全分

离，且硫氰酸盐的保留时间分别缩短至 21、20 和 19 
min 左右。考虑到 Na2CO3 溶液浓度增大，相应的

抑制电流也高，不利于抑制器的使用［17］，为保证适

宜的分离度和较短的保留时间，选择 10.0 mmol／L 
Na2CO3 溶液为淋洗液。

表 1　Na2CO3 溶液浓度对分离结果的影响

组分
8.0 mmol／L 10 mmol／L 12.0 mmol／L

t／min R t／min R t／min R
Cl– 5.561 3.37 5.403 3.05 5.242 2.53

SO4
2–、

H2PO4
– 10.245 2.67 8.606 2.31 7.868 2.34

草酸 13.121 8.75 10.891 9.45 9.828 10.18 
SCN– 21.665 – 20.151 – 19.177 –

2.1.2　色谱柱的选择

以 10.0 mmol／L Na2CO3 溶液为淋洗液，流量

为 1.0 mL／min 进行等度洗脱，取模拟尿样进行测

定，考察了青岛盛瀚色谱公司生产的 SH–AC–1 型

和 SH–AC–3 型阴离子交换柱对草酸和硫氰酸盐与

氯化物、磷酸盐和硫酸盐等常见阴离子的分离情况。

结果表明，在此条件下 SH–AC–1 型柱虽能将草酸

与常见阴离子完全分离，但硫氰酸盐在 90 min 内尚

未出峰；而 SH–AC–3 型柱不但可将草酸和硫氰酸

盐与氯化物、磷酸盐和硫酸盐等常见阴离子完全分

离，且硫氰酸盐的保留时间小于 21 min。故本实验

选择 SH–AC–3 型阴离子交换柱为分离柱。

2.1.3　淋洗液流量的选择

淋洗液浓度相同，流量不同时，组分的分离

度和保留时间会发生改变。考察 10.0 mmol／L 
Na2CO3 为淋洗液，不同流量时草酸和硫氰酸盐与

氯化物、磷酸盐和硫酸盐等阴离子的分离效果，试

验结果列于表 2。由表 2 可知，当淋洗液流量从 0.8 
mL／min 增加至 1.2 mL／min 时，氯化物、磷酸盐和

硫酸盐、草酸和硫氰酸盐的保留时间逐渐变短，分

离度逐渐下降，但氯化物、磷酸盐和硫酸盐、草酸的

分离度远大于 1.5 达到完全分离的标准。在保证待

测组分与干扰离子完全分离的前提下尽量使用较

低的流量，以减少系统压力，因此淋洗液流量选定

为 1.0 mL／min。
表 2　不同 Na2CO3 淋洗液流量试验结果

组分
0.8 mL／min 1.0 mL／min 1.2 mL／min

t／min R t／min R t／min R
Cl– 5.765 3.41 5.505 3.03 5.118 2.48

SO4
2–、H2PO4

– 10.471 2.65 8.726 2.54 7.331 2.46 
草酸 13.856 9.34 11.097 9.24 9.540 8.95 
SCN– 24.793 – 20.383 – 17.350 –

2.1.4　柱箱温度的确定

考察了柱温分别在 30、35、40 ℃时各组分的分

离效果，结果显示，在所选温度下，草酸和硫氰酸盐

均能与氯化物、磷酸盐和硫酸盐等常见阴离子完全

的分离，且随着柱温的升高组分的保留时间稍微缩

短，分离度逐渐下降，草酸的色谱峰面积随着柱温的

升高而增长，从 30 ℃上升 35 ℃，增长 10% 左右，从

35 ℃上升 40 ℃，增长 6% 左右；硫氰酸盐的色谱峰

面积随着柱温的升高基本保持不变。在保证适宜的

保留时间和较高的分离度的情况下，尽量采用较低

的柱温，本试验确定柱箱温度为 35 ℃，这也是色谱

柱使用说明书推荐的使用温度。

2.2　线性关系与检出限

按照 1.2 配制系列混合标准工作溶液，测定各

管的色谱峰面积，以色谱峰面积（S）为纵坐标，以各

组分的质量浓度（c）为横坐标绘制标准曲线，进行

线性回归。

测定仪器 30 min 的基线噪声，以 3 倍基线噪声

除以标准曲线的斜率（3N／b）计算草酸和硫氰酸盐

的检出限。

其线性范围、回归方程、相关系数（回归曲线的

截距、斜率和相关系数由仪器软件给出）、检出限列

于表 3。由表 3 可知，草酸和硫氰酸盐的质量浓度
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在 0.20～30.0 mg／L范围内与色谱峰面积线性良好，

线性相关系数分别为 0.999 29、0.999 49，检出限分

别为 0.04、0.03  mg／L。
其中，含 10.0 mg／L 草酸和硫氰酸盐标准溶液

色谱图见图 1。
表 3　草酸、SCN– 线性范围、线性方程、相关系数

组分
线性范围／
(mg · L–1) 线性方程 相关系数

检出限／
(mg · L–1)

草酸 0.20～30.0 S=107 100c–53 210 0.999 29 0.04
SCN– 0.20～30.0 S=119 200c–22 340 0.999 49 0.03

0 5 10 15 20 25
t min

SCN-

图 1　标准溶液色谱图

2.3　共存阴离子及抗坏血酸的影响

由于尿液中含有大量的有机物和氯化物、磷酸

盐和硫酸盐等阴离子，尿样通过 C18 柱的净化可以

消除有机物的影响，尿液经 10 倍稀释以降低氯化

物、磷酸盐和硫酸盐的影响。考察了氯化物等 3 种

阴离子对草酸和硫氰酸盐测定结果的影响，结果表

明，氯化物、磷酸盐和硫酸盐的保留时间远小于草

酸和硫氰酸盐的保留时间，且 500 mg／L Cl–、300  
mg／L H2PO4

–、SO4
2–（H2PO4

–、SO4
2– 完全分不开合

并为一个峰）不影响 50 mg／L 的草酸、3 mg／L 的

硫氰酸盐的测定，分离色谱图见图 2。

0 5 10 15 20 25
t min

SCN-

SO4
2- H2PO4

Cl-

图 2　常见阴离子与草酸和硫氰酸盐分离色谱图

尿液中可能含有抗坏血酸，在碱性条件下，抗

坏血酸易发生降解反应，而草酸是抗坏血酸的降

解产物之一，可能会影响草酸的准确测定，有研究

显示在 15.0 mmol／L NaHCO3 溶液 (pH=8.3) 中 40  
mg／L 的抗坏血酸在 80 min 内未降解为草酸［17］，本

试验使用 10.0 mmol／L Na2CO3 溶液（pH ≈ 11.1）为

淋洗液，pH 值远大于 8.3，样品从进样到草酸出峰

超过 11 min，这段时间尿液中的抗坏血酸可能降解

生成草酸而影响测定。观察用纯水配制 30 mg／L
的抗坏血酸的降解情况，结果表明本试验条件下 30 
mg／L 的抗坏血酸降解产生约 0.3 mg／L 的草酸。

试验采用亚硫酸盐（SO3
2–）抑制抗坏血酸的降解，这

与在易氧化药物制剂中加入亚硫酸盐以提高药物稳

定性的方法原理相似。

试验结果显示，50 mg／L 的 SO3
2– 可抑制 30 

mg／L 抗坏血酸的降解，且至少在 120 min 内 30  
mg／L 抗坏血酸对 10.0 mg／L 的草酸的色谱峰面

积与峰高无明显影响（增加值 <5%）。同时 50 mg／
L 的 SO3

2– 对草酸和硫氰酸盐的测定结果无明显影

响（误差 <5%）。

2.4　加标回收试验

取 3 份 1.5 mL 样液于样品瓶中，按 1.6 步骤

操作，测得草酸和硫氰酸盐的含量。在 3 份尿样

中分别添加 2.0、5.0、10.0 mg／L 的草酸和硫氰酸

盐，平行测定 5 次，并计算草酸和硫氰酸盐的回收

率及测定结果的相对标准偏差，结果见表 4。由

表 4 可知，3 份尿液草酸和硫氰酸盐的测定结果分

别为 4.71～14.83 mg／L 和 0.21～0.72 mg／L，加标

回收率分别为 95.0%～101.1% 和 95.5%～100.5%，

测定结果的相对标准偏差分别为 1.34%~2.06% 和

1.56%~2.91%。尿液的加标色谱图见图 3。
表 4　加标回收试验结果

样品 组分
本底值／
(mg · L–1)

加入量／
(mg · L–1)

测定值／
(mg · L–1)

平均回收
率／%

RSD／
%

尿液 1
草酸 4.71 10.0 14.57，14.68，14.79，14.98，15.08 101.1 1.42
SCN– 0.21 10.0 10.11，10.13，10.21，10.37，10.48 100.5 1.56

尿液 2
草酸 6.21 5.0 10.82，10.86，11.04，11.25，11.33 97.0 2.06
SCN– 0.45 5.0 5.17，5.25，5.28，5.39，5.46 97.2 2.17

尿液 3
草酸 14.83 2.0 16.44，16.58，16.79，16.82，17.02 95.0 1.34
SCN– 0.72 2.0 2.53，2.59，2.62，2.69，2.72 95.5 2.91

0 6 10 20 24
t min

2 4 8 1612 14 18 22

加标

尿样
SCN-

图 3　尿液及其加标（尿液加 5 mg／L 草酸和硫氰酸盐）色谱图

3　结语
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尿液中草酸和硫氰酸盐的分析方法。该方法具有

良好的重现性和准确性，操作简便快速，尿样通过

C18 柱的净化可以消除有机物的影响，尿液稀释 10
倍后可降低氯化物、磷酸盐和硫酸盐的影响。该方

法以自动进样器进样，降低检验人员的工作强度，

提高了工作效率，适用尿液中草酸和硫氰酸盐的同

时测定。
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