
高效液相色谱法

尿中的苯甲酰甲酸及扁桃酸的分析

Application 
News 

No.  

LAAN-A-FT075LAAN-A-FT075

根据《劳动安全卫生法》第 66条第 1款，企业必须对劳动
者进行身体检查。其中，根据《特定化学物质危险预防规则》2），
接触特定有机溶剂的作业者必须接受特定化学物质健康检查。

2020年 7月 1日起，考虑到致癌风险，除以往的扁桃酸之外 ,

还将苯甲酰甲酸（作为特定有机溶剂之一苯乙烯尿中的代谢产物）
添加至测定项目中 3)。

下面向您介绍了使用 Prominence™-i和 Shim-pack™ GIST 

C18-AQ色谱柱，同时分析尿中的苯甲酰甲酸、扁桃酸以及曾用
于校正尿浓度的肌酸酐的示例。

M. Oshiro

■标准样品的分析
图 3所示为每种浓度为 0.3 g/L的苯甲酰甲酸、扁桃酸、肌

酸酐的混合标准试样的分析结果。分析条件如表 1所示。
■  关于苯甲酰甲酸

图 1所示为苯甲酰甲酸、扁桃酸、肌酸酐的紫外光谱图，图
2所示为苯甲酰甲酸的结构式。从图 1可以看出，苯甲酰甲酸的
最大波长为 252 nm。因此，在 252 nm下测定了苯甲酰甲酸，
在 210 nm下测定了扁桃酸、肌酸酐。

表 1 分析条件

色谱柱 : Shim-pack GIST C18-AQ＊ 1

(250 mm × 3.0 mmI.D., 3 μm)

流动相 : A）10mmol/L（钠）磷酸盐缓冲液（pH 2.6）
B）乙腈
A：B=90：10 包含 0.5 mmol/L
1-壬烷磺酸钠 

流速 : 0.5 mL/min

柱温 : 40 ℃

进样量 : 1.0 μL

样品瓶 : 岛津 LC用 LabTotal样品瓶，＊ 2级

检测 : 210 nm, 252 nm（PDA）

 ＊ 1：P/N 227-30722-08、＊ 2：P/N 227-34001-01

图 1 各组分的紫外光谱图

a)：苯甲酰甲酸、b)：扁桃酸、c)：肌酸酐）

图 3 0.3 g/L各组分混合标准试样的色谱图

（上段：测定波长 210 nm、下段：测定波长 252 nm）

图 2 苯甲酰甲酸

 
Application 
News 

No. L575 

高速液体クロマトグラフィー 
 
 

尿中のフェニルグリオキシル酸および 
マンデル酸の分析 

 

労働安全衛生法第 66 条 

1) に基づき、事業者は労働者に対
し健康診断を実施しなければなりません。そのうち特定化学
物質障害予防規則 2) により、特定有機溶剤の作業者は特定化
学物質健康診断を受けなければなりません。 

令和２年７月１日より発がんリスクを踏まえて、特定有機
溶剤の一つであるスチレンの尿中代謝物としての測定項目
に、従来のマンデル酸に加えてフェニルグリオキシル酸が追
加されました 3) 。 

ここでは Prominence™-i と Shim-pack™ GIST C18-AQ カラ
ムを用いて、尿中のフェニルグリオキシル酸、マンデル酸、
そして尿の濃度補正に使用されることのあるクレアチニン
を同時分析した例をご紹介します。 

M. Oshiro 
 

 フェニルグリオキシル酸について 
図 1 にフェニルグリオキシル酸、マンデル酸、クレアチニ

ンの UV スペクトルを示し、図 2 にフェニルグリオキシル酸
の構造式を示します。フェニルグリオキシル酸は 252 nm に
極大波長を持つことがわかります。そのため、フェニルグリ
オキシル酸は 252 nm で、マンデル酸、クレアチニンは
210 nm で測定しました。 

 
図 1 各成分の UV スペクトル 

a)：フェニルグリオキシル酸、b)：マンデル酸、c)：クレアチニン） 

 
図 2 フェニルグリオキシル酸 

 
 

 標準試料の分析 
図 3 に各濃度 0.3 g/L のフェニルグリオキシル酸、マンデ

ル酸、クレアチニンの混合標準試料を分析した結果を示しま
す。表 1 に分析条件を示します。 

 
表 1 分析条件 

Column : Shim-pack GIST C18-AQ＊1 
(250 mm × 3.0 mmI.D., 3 µm) 

Mobile Phase : A) 10 mmol/L (Sodium) Phosphate Buffer (pH 2.6) 
B) Acetonitrile 
A：B = 90：10 Containing 0.5 mmol/L 
Sodium 1-Nonanesulfonate 

Flow Rate  : 0.5 mL/min 
Column Temp. : 40 ℃ 
Injection Volume : 1.0 µL 
Vial : Shimadzu LabTotal Vial for LC, Glass＊2 
Detection  : 210 nm, 252 nm（PDA） 
 

＊1：P/N 227-30722-08、＊2：P/N 227-34001-01 
 

 
図 3 各成分 0.3 g/L 混合標準試料のクロマトグラム 

（上段：測定波長 210 nm、下段：測定波長 252 nm） 
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 直線性および再現性 
各成分の濃度範囲が 0.003～0.3 g/L になるように検量線を

作成しました。いずれの成分も寄与率（R2）0.999 以上と良
好な結果を示しました。表 2 に検量線の下限濃度を 6 回分析
した際の保持時間、面積の相対標準偏差（%RSD）、S/N に
ついて示します。 

表 2 再現性（各成分 0.003 g/L、n=6） 

成分 測定波長 
(nm) 

保持時間の 
%RSD 

面積値の 
%RSD S/N 

フェニルグリオキシル酸 252 0.07 0.28 297 
マンデル酸 210 0.04 1.78 73 
クレアチニン 210 0.03 0.49 59 

 

 実試料の分析 
図 4 に市販のコントロール尿（水にて 10 倍希釈）および

標準試料を添加した市販のコントロール尿（水にて 10 倍希釈、
希釈後の標準試料濃度各 0.03 g/L）を分析した結果を示します。
いずれの試料もフィルターろ過の後、分析に供しました。UV
スペクトル測定に基づき、測定波長を最適化することで、フ
ェニルグリオキシル酸を選択的に測定することが可能です。 

各成分の添加回収率はフェニルグリオキシル酸およびマ
ンデル酸は 100%、クレアチニンは 106%と良好でした。 

 
図 4 実試料のクロマトグラム 

（上段：測定波長 210 nm、下段：測定波長 252 nm） 

 移動相の調製について 
本稿では、塩基性物質であるクレアチニンの保持を目的と

して、移動相にイオンペア試薬であるノナンスルホン酸ナト
リウムを添加しています。図 5 に移動相中のイオンペア試薬
濃度のみを変化させた条件で、標準試料を添加した市販のコ
ントロール尿（水にて 10 倍希釈、希釈後の標準試料濃度各
0.03 g/L）を分析した結果を示します。その他の条件は表 1
と同じです。 

移動相中のイオンペア試薬の濃度により、クレアチニンの
保持は大きく変化することがわかりました。従って、イオン
ペア試薬はできるだけ正確に秤量することが重要であると
言えます。 

 
図 5 移動相中イオンペア試薬濃度が異なる場合の 

標準試料添加実試料のクロマトグラム 
（測定波長 210 nm） 

 
 

 まとめ 
Prominence-i と Shim-pack GIST C18-AQ カラムを用いて、

尿中のフェニルグリオキシル酸、マンデル酸、クレアチニン
を分析しました。測定波長とイオンペア試薬濃度を最適化す
ることで、実試料中の夾雑の影響を抑えて、各成分を測定す
ることが可能です。 

 
 
 

<参考文献> 
1) 労働安全衛生法、法律第 57 号、厚生労働省 
2) 特定化学物質障害予防規則、労働省令第 39 号、厚生労働省 
3) 労働安全衛生規則等の一部を改正する省令、令和 2 年厚生労働省令第

20 号、厚生労働省 
 

Prominence および Shim-pack は、株式会社 島津製作所の日本およびその他の国における商標です。 
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 直線性および再現性 
各成分の濃度範囲が 0.003～0.3 g/L になるように検量線を

作成しました。いずれの成分も寄与率（R2）0.999 以上と良
好な結果を示しました。表 2 に検量線の下限濃度を 6 回分析
した際の保持時間、面積の相対標準偏差（%RSD）、S/N に
ついて示します。 

表 2 再現性（各成分 0.003 g/L、n=6） 

成分 測定波長 
(nm) 

保持時間の 
%RSD 

面積値の 
%RSD S/N 

フェニルグリオキシル酸 252 0.07 0.28 297 
マンデル酸 210 0.04 1.78 73 
クレアチニン 210 0.03 0.49 59 

 

 実試料の分析 
図 4 に市販のコントロール尿（水にて 10 倍希釈）および

標準試料を添加した市販のコントロール尿（水にて 10 倍希釈、
希釈後の標準試料濃度各 0.03 g/L）を分析した結果を示します。
いずれの試料もフィルターろ過の後、分析に供しました。UV
スペクトル測定に基づき、測定波長を最適化することで、フ
ェニルグリオキシル酸を選択的に測定することが可能です。 

各成分の添加回収率はフェニルグリオキシル酸およびマ
ンデル酸は 100%、クレアチニンは 106%と良好でした。 

 
図 4 実試料のクロマトグラム 

（上段：測定波長 210 nm、下段：測定波長 252 nm） 

 移動相の調製について 
本稿では、塩基性物質であるクレアチニンの保持を目的と

して、移動相にイオンペア試薬であるノナンスルホン酸ナト
リウムを添加しています。図 5 に移動相中のイオンペア試薬
濃度のみを変化させた条件で、標準試料を添加した市販のコ
ントロール尿（水にて 10 倍希釈、希釈後の標準試料濃度各
0.03 g/L）を分析した結果を示します。その他の条件は表 1
と同じです。 

移動相中のイオンペア試薬の濃度により、クレアチニンの
保持は大きく変化することがわかりました。従って、イオン
ペア試薬はできるだけ正確に秤量することが重要であると
言えます。 

 
図 5 移動相中イオンペア試薬濃度が異なる場合の 

標準試料添加実試料のクロマトグラム 
（測定波長 210 nm） 

 
 

 まとめ 
Prominence-i と Shim-pack GIST C18-AQ カラムを用いて、

尿中のフェニルグリオキシル酸、マンデル酸、クレアチニン
を分析しました。測定波長とイオンペア試薬濃度を最適化す
ることで、実試料中の夾雑の影響を抑えて、各成分を測定す
ることが可能です。 
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■线性及重现性
绘制标准曲线，使各组分的浓度范围为 0.003～ 0.3 g/L。各

组分均呈现出良好的结果，贡献率（R2）在 0.999或以上。表 2

所示为标准曲线下限浓度经 6次分析时的保留时间、面积的相对
标准偏差（%RSD）、S/N。

■实际试样的分析
图 4所示为分析市售对照尿（用水稀释 10倍）及添加了标

准试样的市售对照尿（用水稀释 10倍，稀释后的标准试样浓度
各0.03 g/L）的分析结果。所有试样均使用过滤器过滤后进行分析。
根据UV光谱测定，优化测定波长，以此选择性地测定苯甲酰甲酸。
各组分的加标回收率方面，苯甲酰甲酸及扁桃酸为 100%，肌酸
酐为 106%，表现良好。

■关于流动相的制备
本文中，为保持碱性物质肌酸酐，在流动相中添加了离子对

试剂壬烷磺酸钠。图 5所示为在仅变化流动相中离子对试剂浓度
的条件下，分析添加了标准试样的市售对照尿（用水稀释 10倍，
稀释后的标准试样浓度各0.03 g/L）的结果。其他条件与表1相同。

结果表明肌酸酐的保留会因流动相中离子对试剂的浓度产生
较大变化。由此可以看出，尽可能正确地秤量离子对试剂是很重
要的。

■结论
使用 Prominence-i和 Shim-pack GIST C18-AQ色谱柱，分析

了尿中的苯甲酰甲酸、扁桃酸、肌酸酐。通过优化测定波长和离
子对试剂浓度，可以抑制实际试样中污染的影响，测定各组分。

Prominence及 Shim-pack是岛津制作所株式会社在日本和其他国家的商标。

<参考文献 >

1)劳动安全卫生法、法律第 57号、厚生劳动省
2)特定化学物质残疾预防规则、劳动省省令第 39号、厚生劳动省
3)  修订部分劳动安全卫生规则等的省令、2020年厚生劳动省省令第 20号、
厚生劳动省

图 4 实际试样的色谱图

（上段：测定波长 210 nm、下段：测定波长 252 nm）

图 5 不同离子对试剂浓度下的标准试样色谱图

（测量波长 210 nm）
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表 2 重现性（各组分 0.003 g/L、n=6）

成分 测量波长
(nm)

保留时间
的%RSD

面积值
的%RSD

S/N

苯甲酰甲酸 252 0.07 0.28 297

扁桃酸 210 0.04 1.78 73

肌酸酐 210 0.03 0.49 59

对照尿
添加标准试样的对照尿

1. 苯甲酰甲酸
2. 肌酸酐
3. 扁桃酸

1. 苯甲酰甲酸
2. 肌酸酐
3. 扁桃酸


