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可靠地萃取并浓缩复杂基质中的样品

样品制备是成功实现色谱分析的一个重要步骤。它延长了色

谱柱寿命，减少了重复进样次数，并且将可以危害分离、检测

和定量的干扰降至最低。

安捷伦为所有分析仪器提供了最全系列的样品制备产品。

包括：

• 预包装的 QuEChERS 试剂盒—让样品制备更快速、更容易、

更可靠

• 过滤产品—同时改善系统性能和分析质量，防止可萃取物、

蛋白质、脂质或其他污染物影响分析的准确性

• Chem Elut 产品—适用于支持液相萃取 (SLE)，与传统液-

液萃取相比，溶剂用量更少、分析时间更短

• Bond Elut SPE 产品—从具有挑战性的基质中选择性地去

除干扰物和/或目标分析物 提供当今市场上最全面的吸附

剂类型供您选择

www.agilent.com/chem/sampleprep
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前言

因为色谱分析实验室的大多数样品都不可直接置于分析仪器中，因此几乎每个样品都需要进行一定方式的处

理。样品前处理可简单如“稀释-上样”，也可复杂到需要多个处理步骤。分析周期是指从样品采集到最终完

成分析和数据输出的所有步骤。虽然样品前处理是分析周期中的重要部分，但却未能像人们对分离和检测仪

器以及数据处理那样，引起足够的重视。通常，样品前处理工作使用的是几十年的老技术，这些老技术通常

手动且耗时，需要使用大量玻璃器皿和其他装置，甚至一些更老的技术会使用到大量溶剂，这些溶剂需要在

后续分析中逐步处理掉，这将耗资巨大而且还会引发安全问题。在尝试简化分析物和/或从复杂基质中分离分

析物时需要使用多个样品前处理步骤，所以可能会给含量分析带来误差，并影响分析物的回收率。

本书将介绍目前一些最常用的样品前处理技术。由于样品前处理技术包含许多样品处理方式（例如称量、溶

解、萃取、捕集等），因此不可能涵盖每一个样品前处理方式。本书的初衷是做一本产品样本小手册，如非常

受欢迎的《液相色谱产品样本：液相色谱柱与方法开发指南》（出版号 5990-7595CHCN），但很快篇幅就达

350 多页并涵盖许多不同的样品前处理技术。由于这本书是为安捷伦科技公司而撰写的，因此书中的许多方

法都源自安捷伦化学产品，但为了保持全面性，我还介绍了一些安捷伦未涉及的其他技术。应用实例贯穿全

书，并且许多实例都可从网络上查到。

由于本书主要是为色谱实验室而著并且篇幅有限，叙述范围仅限定在有机和生物样品的前处理上，虽然无机样

品前处理在多种样品类型的色谱、尤其是光谱分析中也很重要，但本文中不作叙述。即便如此，本文中介绍的

多种技术，如离子交换 SPE、液液萃取和微波辅助萃取均可用于无机样品，使无机样品在经过前处理后可进一

步进行离子色谱分析或光谱测定。
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本书的写作框架与传统形式略有不同。第 1 章介绍了样品前处理过程，第 2 章列出了本书后半部分将要详细

介绍的主要方法。这样，读者无需费时通读各个章节，即可简要地了解用于气体、液体、混悬液、凝胶和固

体物质的样品前处理方法。从而帮助读者直接找到适用其特定样品的前处理方法。随后的章节还会提及表格

中的这些内容，但不会重复所有的信息。本书是按照样品前处理的流程（采样、运输、储存等多个步骤直至

样品过滤，在某些例子中，还将介绍样品导入）进行叙述的。

各章节按样品类型进行编排，首先是气体样品（第 6 章），其次是液体样品（或投入液体形式中的样品）（第

7 - 12 章）、固体样品（第 14 章）、生物样品（核酸和蛋白质）（第 15 章）、生物体液/组织（第 16 章），然后

是专题，例如质谱样品前处理、膜的应用、化学清除剂以及衍生化。最后，第 21 章将介绍 "Just Enough" 样

品前处理的新概念，该技术是目前样品前处理的发展趋势，高度依赖于色谱/质谱联用技术的广泛使用。为帮

助新手（以及一些专业人员！）了解样品前处理相关的术语，第 22 章还包含了术语表。

我希望您认真阅读，并希望书中的信息能为您打下坚实的基础，帮助您应对样品前处理的挑战。

Ronald E. Majors, Wilmington, DE
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图 1.1 展示了分析过程的主要阶段。合理选择检测技术只是成功开发应用的其中一个步骤。检测之前的所有步骤都同样

重要。取样和样品前处理过程从样品收集开始，一直延展到测定。采样过程中合理的样品收集（称为初级采样）是最初

涉及到样品的步骤，所采集的样品能否代表待研究的整批样品这一点极为重要。从采集地点到分析实验室，这些代表性

样品的储存、保存和运输过程必须确保原始样品的理化性质不能发生任何改变。另一个挑战是合理地选择实验室样品本

身（称为二级采样），因为最终用于分析的样品可能只是原始收集样品的一小部分，但必须是原始样品的子集。最后，样

品前处理方法必须使样品成为适用于检测的形式，在此过程中尽量保证没有损失，而且二级样品不发生性状改变。所有

这些预分析步骤对整个检测结果的准确度和可靠性的影响都大于测量本身。

第 1 章

简介
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样品前处理是色谱和光谱分析的重要组成部分。该过程的目的是获得具有代表性的、高重现性的均匀样品溶液，以便于

注入色谱柱进行色谱分析，或注入 ICP-MS/原子吸收源，或于比色皿或核磁共振样品管中进行定性。样品前处理旨在获

得满足以下条件的样品：(a) 干扰物相对较少；(b) 不会损伤色谱柱或仪器；以及 (c) 与所使用的分析方法匹配。进行色

谱分析时，溶解样品的溶剂应该为 HPLC 的流动相，或可直接注入 GC 色谱柱而不影响样品的保留或分离度、固定相自身

的稳定性，同时不能干扰测定。最好还能浓缩分析物和/或对它们进行衍生，以改善检测或分离。在光谱分析中，样品溶

剂不应含有微粒，应与光谱源兼容，还应具有适当的黏度以保证能够流入喷雾器，实现在线方法分析。根据光谱分析的

灵敏度，有时我们还需要预浓缩样品，在将样品引入仪器前使用色谱或液-液萃取法处理样品。

虽然色谱和光谱分析中使用的许多样品前处理方案都比较类似，但阐述这些样品前处理流程之间的各种不同之处不在本

书的范围之内。因此，本手册的主题仅限于色谱分析中常规的样品前处理方法，且重点介绍领域是液相色谱 (LC)/高效液

相色谱 (HPLC)/超高效液相色谱 (UHPLC)，以及气相色谱 (GC)。

表 1.1 汇总了分析周期中各种操作的详细描述。如果不特别注意所有这些操作，就可能会丧失样品的完整性，分析数据也会

受到影响，质量下降，甚至变成无效数据。步骤 1-5，包括 1) 样品收集，2) 储存和保存，3) 样品运输，4) 初步的处理和实

验室采样，以及 5) 称量或稀释，所有这些都是样品前处理的重要组成部分。虽然色谱分析中的所有这些步骤都会对最终方

法的准确度、精密度和便利性产生重要影响，但限于篇幅，我们不能详细阐述所有这些内容。我们只在此简要介绍步骤 1 

和 4（样品收集和样品的初步处理）。如需了解步骤 2、3 和 5 的详细说明，请参阅参考文献 1-4。本书的大部分内容主要关

于表 1.1 中的步骤 6-9，它们组成了我们通常所说的样品预处理或样品前处理（“样品制备”）。
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相对于主要为自动化过程的 GC 和 HPLC，样品前处理通常都通过手动操作完成。因此，与分离和数据分析相比，样品前

处理的方法开发和常规分析所要花费的时间更多（见图 1.2）。样品前处理可能涉及多种方法以及多个操作步骤，因此，它

是色谱方法开发中的一个极具挑战性的部分。

表 1.1

样品预处理选项

步骤 选项 注释

1 样品采集 采用具有统计学有效性的方法获得代表性的样品。

2 样品储存和保存 使用合适的惰性密封容器；处理挥发性、不稳定性或反应活性物质时应特别小心；

如有必要，应先对样品进行稳定性处理；生物样品可能需要冷藏或冷冻。

3 样品运输 将样品从采集地点运送到实验室是非常重要的一个环节。运送环境应确保样品完

整性，要轻拿轻放，密封保存；时间对于样品也非常重要— 正如上面的步骤 2 所

述，不当的延误可能会导致样品降解。

4 样品的初步处理 样品必须以更有助于样品预处理（如干燥、过筛和研磨等）的形式存在；更细更分

散的样品更具有代表性，也更易于溶解或萃取。

5 称量或定容稀释 对具有生物活性、反应活性、不稳定的物质要采取必要的预防措施，如稀释时使用

经过校准的定容玻璃容器。

6 其他的样品处理方法 溶剂交换、脱盐、蒸发、冷冻干燥等。

7 去除颗粒 过滤、离心、固相萃取。

8 样品提取 液体样品（表 2.4）和固体样品（表 2.2 和 2.3）的前处理方法

9 衍生化 主要用于改善分析的检出限；有时可用于改善分离效果，但在分析循环中的增加

额外步骤会延长分析时间、增加分析复杂性，还有可能导致样品损失（请参阅第

20章）。
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最终，分析方法的精密度和准确性在大部分情况下都由样品前处理过程决定（见图 1.3），其中包括称量和稀释等操作。

鉴于所有这些原因，我们必须预先仔细地设计样品前处理流程。

数据来自安捷伦科技公司的调查

样品处理 (61%)

分析 (6%)

收集 (6%)

数据管理 (27%)

污染 (4%) 样品引入 (6%)

色谱分析 (7%)

积分 (6%)

仪器 (8%)

校准 (9%)

样品处理 (30%)

色谱柱 (11%)

操作人员 (19%)

数据来自安捷伦科技公司的调查

图 1.3

图 1.2

典型色谱分析的运行时间

色谱分析的误差来源
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样品前处理的流程应能够通过最少的步骤定量回收分析物，并且应（如果可能）易于实现自动化。每种分析物的定量回

收率都在 99% 以上有助于提升分析的灵敏度和精密度，但这并不意味着最终进样的样品中必须含有原始样品中的所有

分析物。例如，在给定的分析方法中，一系列样品前处理步骤所得的中间馏分的等分样品也可用于进一步的样品前处

理，或者用于进样。如果回收率不是 100%，样品前处理步骤就必须具有良好的重复性。当回收不完全时，可使用内标

或进行加标回收有助于更好的定量。如图 1.3 所示，更少的样品前处理步骤加上自动化可减少分析所需的整体时间和工

作量，从而降低了分析人员造成结果不精确或产生误差的可能性。因此，根据所用的色谱分析方法和检测的选择性，我

们应该尽可能采用最少的样品前处理步骤。换句话说，为了达到分析目标，应根据分析系统其他部分（例如色谱、检

测）的选择性进行充分的样品前处理，而充分的样品前处理过程可能涉及多个步骤和多种技术。这一概念将在第 21 章中

详细阐述。

许多样品前处理技术已经实现自动化，并且通常相应的仪器已商品化。从使用机器人代替手工操作，到优化专门仪器实

现特殊的样品前处理技术，自动化的途径各不相同。虽然自动化可能非常昂贵且耗费精力，但当需要分析的样品众多，以

及分析每个样品所需的时间和工作量过大时，它就能发挥极大作用。一个样品前处理是否需要自动化通常基于分析成

本、使用是否顺手方面的考虑；在某些情况下，还需要兼顾保证操作人员的安全（即尽量减小有毒物质或其他可能危害

健康物质的暴露）。在此简述样品前处理仪器的自动化，对商品化仪器的细节不做赘述。所列主题的相关参考书请参阅参

考文献 5-7。
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（接转下页）

表 1.2

既然您打算参考本书，在决定哪个前处理技术最适合您的样品之前，还需要考虑很多问题。表 1.2 是一张样品前处理工

作表，它结合分析方法和样品前处理的目的提供了一些指南，包括分析物和基质等方面的问题。由于样品前处理方面的

术语很多，本书附录提供了一个样品前处理术语表。相关缩略语和定义也可查阅此术语表。

样品前处理工作表

样品前处理相关问题 实例/注意事项 注释

采用哪种分析测量技术？ LC-UV、LC/MS、GC/MS 等。 最终的样品必须与分析技术兼容。

您的最佳分析运行时间是多少？ 1 min、10 min、0.5 h 或更长时间 样品前处理时间可能会超过运行时间；

你还能进行批量样品分析吗？

为满足 LOD/LOQ 要求，需要达到什么水平

的回收率?

仅为 100% ，低于 100% 回收率达到 100% 是最理想的状态，但样

品前处理步骤越多，损失样品的可能性就

越大；即便如此，如果“损失”是可重现的，

那么即使回收率相对较低，RSD 也是可以

接受的。

采用哪种定量方法？ 外标法还是内标法？ 有可用的标准品吗？您能找到可与目标分

析物分离的内标物吗？您是否需要多个内

标物？

您所需要的准确度和精密度是多少？ 同时考虑日间和日内数据值 对于痕量水平的（例如亚 ppb 级）样品，RSD

可能会大于预期值；必须在与样品相当的

浓度水平下的测定方法的回收率、精密度和

准确度（至少 3 个浓度水平）。

样品基质是什么？ 有机的、生物的、无机的、固体、半固体、

液体、凝胶、气体等。

所选的样品前处理技术必须能够从基质中

选择性地分离目标分析物。

关于样品基质您了解多少？ 油性还是水性？盐分含量高、可挥发、不稳

定；样品基质是极性的还是非极性的，是

否是离子型或可离子化的？

必须尽早开始考虑哪种样品前处理技术能

够最有效地区分分析物和基质的性质。
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样品的体积/质量是多少？ 微升还是升，毫克还是千克等。 必须具备满足样品处理量所需的设备和玻

璃器皿。

哪些是样品主要的内源性干扰物？ 干扰物更接近于样品基质还是更接近于

分析物本身？

对于那些与目标分析物相似的干扰物，可

能需要采用一种以上的样品前处理技术进

行纯化。

基质、干扰物和目标分析物上的哪些

官能团会影响样品前处理技术的选择？

影响溶解性、极性、离子化状态 (pKa) 基质和干扰物的真实结构通常是未知的，

因此我们无法作出合理的判断。

关于分析物本身还有哪些已知信息？ 水-辛醇分配系数、浓度范围、化学结构 可以使您将注意力转移到分析物本身，并

借助色谱和/或检测步骤从共提取的干扰

物和基质组分中分离它们。

分析要求达到怎样的干扰去除程度？ 取决于色谱分离和检测的选择性 在 LC/MS（和MS-MS）分析中必须避免离

子抑制/增强效应；对 UV 检测器及其他选

择性较差的检测器，需要更细致的样品前

处理和更强的色谱选择性。

可能涉及到哪些样品前处理步骤？ 稀释、净化、过滤、调节 pH 等。 可能是满足最佳的整体选择性所必需的，

但是每个附加步骤都可能导致分析物损失

并影响分析的准确度/精密度。

实现最佳分析是否需要浓缩？ 溶剂蒸发、吹扫捕集等。 虽然浓缩步骤会增加分析时间，但它可能

是达到 LOC/LOQ 所必需的。

分析物溶于哪种溶剂可获得最佳分析

效果？

避免使用可能会引起 UV 干扰、MS 离子

抑制、GC 固定相兼容性问题的溶剂或非

挥发性溶剂

样品前处理最后一步的溶剂可能会受到限

制；通常采用蒸干之后用兼容溶剂复溶的

方法，但这会增加时间和步骤。

样品前处理工作表

样品前处理相关问题 实例/注意事项 注释

方法开发和常规分析有哪些可用资源？ 高通量分析可能需要一定程度的自动化；

您的实验室是否具备合适的样品前处理

工具？

样品前处理可能需要更多的人员，因为与

分析测量相比，它通常耗费更多的人力和

时间。
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样品基质可大致分为有机基质、生物基质，或无机基质，并可以进一步分为固体、半固体（包括霜剂、凝胶、悬浮液和胶

质）、液体和气体基质。在色谱分析之前，几乎每一种基质都需要进行某种形式的样品前处理，即使仅仅是简单的稀释。

气体样品通常采用气相色谱而不是 HPLC进行分析。采样罐收集、样品定量环直接取样、顶空采样和吹扫捕集等技术都可

用于采集和进样气体样品。在第 6 章中，我们将简要介绍那些主要用于气体样品的取样/样品前处理技术。表 2.1 概述了

气态挥发性样品的典型采样、样品引入和样品前处理流程。

第 2 章

样品类型及处理方法概览

（接转下页）

表 2.1

气态样品采样和样品前处理的常用方法

样品前处理方法 技术原理 注释

随机采样 气态样品被吸入真空玻璃容器、球形金属容器或金

属采样罐，或者被抽入注射器；也可将气体泵入塑

料袋或其他惰性容器。

主要用于空气中的挥发性化合物；样品将被送至实

验室，采用冷阱技术分离和浓缩分析物。

固相捕集 气态样品通过填充了吸附剂（例如硅胶、活性炭）的

萃取管；然后用强溶剂将捕集的分析物洗脱下来。

用于空气中的半挥发性有机化合物；控制气体流速

对于捕集效率极为重要；需要小心避免生成气溶

胶，发生吸附剂过载，或者反应性分析物发生不

可逆的吸附；常见的吸附剂包括硅胶、氧化铝、

多孔聚合物（Tenax、聚氨酯泡沫）以及碳；使用化

学或物理络合剂有助于改善捕集效率。

液体捕集 用对分析物具有良好溶解性的溶剂对气态样品进行

起泡吸收法收集过；分析物对该溶剂的亲和性高于

其对气态基质的亲和性。

流速应足够低，以避免产生泡沫或气溶胶；可以在

溶剂中添加一些络合剂以辅助捕集；对于挥发性非

常强的物质，可以降低温度；该过程有时被称为

“撞击”。
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顶空采样 样品（固体或液体）被置于一个封闭的恒温玻璃样品

瓶中，直至达到平衡；达到平衡时，分析物将以恒定

的比例分配到气相和固相（或液相）中；采集气相样

品注入 GC进行分析。

主要用于测定传统 GC技术难以处理的样品中的痕

量挥发性物质；可以通过加热 (<100 °C)、盐析、调

节 pH值，以及其他方法来提高灵敏度；有时可加

入水或溶剂以辅助样品溶解，以及/或者使基质中的

有机物游离出来，尤其是对于土壤和沉积物样品；

可以手动操作也可以实现自动化。

吹扫捕集（动态顶空） 样品（固体或液体）被置于密闭的恒温容器中，顶空

蒸气随着惰性气流持续流出，其中的组分被后续固

相萃取或冷阱捕集，通过热脱附进入 GC进样口（热

脱附）。

适用于分析物浓度过低或静态顶空 (HS) 采样（有时

称为气相剥离）的分配系数不理想的情况；可积聚

挥发性组分，直至其浓度足以用于热脱附和 GC分

析，因此灵敏度比静态 HS更高；可以手动操作也

可以实现自动化。

热脱附 与吹扫捕集和固相微萃取联用，用于挥发性分析物

的浓缩；快速加热吸附剂，通过吹扫气体将浓缩的

分析物转移到 GC中。

典型的固体吸附剂包括 Tenax TA、玻璃微珠、

Carbosieve、Carboxen和 Carbotrap。根据特异性、穿

透体积、水亲和性、柱床体积，以及可吸附/脱附的

有机物范围来选择吸附剂；吸附剂应能够进行低温

冷却以捕集挥发性有机物。

直接热萃取 动态顶空的一种，但是样品会被（受控制地）加热到

更高的温度（高达 350 °C）。

系统必须由熔融石英制成，避免萃取的分析物与高

温金属表面发生反应；应避免出现系统冷点；主要

用于半挥发性化合物。

热裂解 非挥发性大分子样品（如聚合物、植物纤维）通过热

降解使化学键断裂生成更小的、挥发性更高的分子，

然后被吹扫进入 GC或吸附阱（低温）进行分离和

鉴定。

降解通常有其明确的机制，样品的裂解方式也是可

预测的；可生成原始化合物的结构信息，或者用于

谱图比较的“指纹图谱”；热裂解可在惰性气体或

反应性气体环境中进行。

固相微萃取 (SPME) 涂覆了聚合物固定相的熔融石英纤维被置于样品上

方，或直接浸入液体样品；分析物将扩散并分配/吸

附到固定相上；将纤维放入 GC进样口即可对分析

物进行热脱附，或使用液体将其洗脱进入色谱柱进

行 HPLC分析。

SPME是一种平衡采样方法，可用于气体、固体（顶

空采样）和液体（直接采样）；有多种聚合物涂层可

供选择（例如聚二甲基硅氧烷 (PDMS)、聚丙烯酸

酯、Carbowax-二乙烯基苯、Carboxen-PDMS）；它可

处理小型样品，方便携带，不使用任何有机溶剂；但

有时可能会损失挥发性非常强的分析物，从而使定

量出现问题。

表 2.1 （接转下页）

样品前处理方法 技术原理 注释

气态样品采样和样品前处理的常用方法
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对于易分解、热不稳定，或者在气态下易于吸附到金属表面的挥发性分析物，有时采用 HPLC的分析效果更好。采用 HPLC

分析气体样品必须进行样品捕集。对于气体样品，我们可以：(a) 使其通过固体载体，然后使用可溶性液体进行洗脱；或者

(b) 将其通入可捕获分析物的液体。气体样品 HPLC分析的一个实例是用于分析挥发性醛类和酮类的美国材料与试验协会

(ASTM) 方法 D5197-03，以及美国国家环境保护局方法 TO-111, 2。在该实例中，空气样品通过涂覆了 2,4-二硝基苯肼的吸附

阱，它可以将醛类和酮类定量转化为 2,4-二硝基苯腙。然后使用乙腈将这些 2,4-二硝基苯腙洗脱下来，并采用反相 HPLC进

行分离。

固体样品的前处理方法通常要求更加严格。固体（或半固体）样品通常必须制成液体形式，除非我们仅需要分析样品中

的挥发性组分，在这种情况下，可使用顶空、吹扫捕集，或者热解吸技术（请参阅第 6 章）进行分离（或可能是浓缩）样

品中的该部分组分。在某些情况下，样品很容易溶解，接下来即用于进样或进一步的前处理。在其他情况下，样品基质

可能不溶于一般溶剂，这时我们就必须将分析物从固体基质中萃取出来。还有一些情况下，由于夹杂或吸附，分析物不

容易从不溶性基质中被萃取出来。如果我们的目标分析物是固体样品中可用溶剂萃取的部分，就可以采用液-固萃取、超

临界流体萃取、微波辅助萃取、索氏提取，或者加压流体萃取法（请参阅第 14 章）。在这些方法中，固体材料暴露于溶

解性液体或超临界流体（通常为二氧化碳，一般都会添加甲醇等极性溶剂）中，有时还会加热和/或加压。最终溶于液体

的样品组分应全部或部分浸出自样品。显然，样品的孔隙越多，固体样品研磨得越细，其中的组分就越容易萃取。
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表 2.2

如果整个固体样品都需要分析，我们就需要采用更强的溶出技术或溶剂。例如，岩石样品或金属样品可能需要使用强酸

进行分解以实现完全溶解，然后再进一步处理液化的样品，以分离出目标组分。表 2.2 列出了从固体样品中萃取分析物

的一些传统方法，表 2.3 列出了最近出现的一些其他的样品前处理方法。定量萃取出所需分析物后，后续的液体馏分或

直接进样到 HPLC或 GC仪中，或进行进一步的前处理。第 14 章详细介绍了固体样品的萃取，第 16 章则介绍了固体和半

固体生物样品（例如组织）的萃取。

传统的固体样品前处理方法

样品前处理方法 技术原理 注释

固液萃取 将样品置于封闭容器中，加入溶剂溶解/萃取/浸出

目标分析物；通过过滤（有时称为“振荡/过滤”

法）分离。

有时可将溶剂加热至沸腾或使其回流以改善溶解

性；需将样品处理为微小颗粒以辅助浸提；可通过

手动或自动方式振摇样品；通过过滤、倾倒或离心

进行。

索氏提取 将样品置于一次性的多孔容器（提取管）中；使不断

冷凝回流的新鲜溶剂流过提取管并溶解分析物，持

续地将分析物收集到烧瓶中（请参阅第 14 章）。

使用纯溶剂进行提取；样品在溶剂的沸点温度下必

须稳定；提取过程缓慢，但可实现无人值守运行，直

至提取完成；低成本；尤其适用于可自由流动的粉

末；优异的回收率（是其他固相萃取方法回收率的

比较标准）。

均质 将样品置于搅拌器或机械均质器中，加入溶剂，然后

进行均质，直至样品成为微小颗粒；转移溶剂用于

下一步处理。

适用于动植物组织、食品和环境样品；可使用有机

或水性溶剂；可加入干冰或硅藻土增强样品的流动

性；样品颗粒越小、越分散，萃取效果越好。

超声 利用超声在已处理成微小颗粒的固体材料表面产生

强力震荡；直接方法：将专门设计的惰性声学工具

（扬声器或探头等超声波发生器）直接放置到样品-溶

剂混合物中；间接方法：将装有样品和溶剂的样品

容器浸入超声水浴中进行超声处理。

超声处理有助于样品溶解；可通过加热提高萃取效

率；安全；快速；尤其适用于粗颗粒物质；采用间

接法时可同时萃取多个样品；样品能够与溶剂充分

接触。

溶解 使用溶剂处理样品，直接将样品变为溶液，该过程可

能发生也可能不发生化学变化。

无机固体（例如矿物、金属）需要进行酸消解或碱消

解以完成溶解；有机样品通常可直接溶于溶剂中；

生物样品可能会溶解不完全；多种类型的样品都需

要在溶解后进行过滤。
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（接转下页）

与气体或固体样品相比，用于色谱分析的液体样品更容易制备。

表 2.3

固体样品的现代萃取方法

样品前处理方法 技术原理 注释

加压流体萃取 (PFE)/加

速溶剂萃取 (ASE)

样品被置于一个封闭容器中并被加热到其沸点温度

以上，使容器中的压力升高；将萃取的样品转移到

样品瓶中以待进一步处理。

显著提高了液固萃取过程的速度；可实现自动化；

所用容器应能耐受高压；萃取所得的样品经过了稀

释，需要进一步浓缩；由于使用了超压高温溶剂，要

有相应的安全措施。

自动索氏提取 热溶剂浸出与索氏提取的结合；首先将装有样品的

提取管浸入沸腾溶剂，然后拉升提取管，进行传统的

索氏提取/回流溶剂冲洗，最后进行浓缩。

有半自动和全自动方法可供选择；与传统的索氏提

取相比，溶剂用量更少；对溶剂进行回收利用；两

步法缩短了提取时间。

超临界流体 (SF) 萃取 样品被置于流通式的容器中，超临界流体（例如

CO2）穿过样品；减压后，萃取的分析物被收集在溶

剂中或捕集在吸附剂上，然后通过溶剂进行脱附。

既可手动操作也可实现自动化；可通过改变 SF的密

度（改变温度和/或压力）和加入溶剂改性剂来改变 SF

流体的“极性”；收集的样品通常经过了浓缩，并且

萃取后通过挥发去除了 CO2，因此相对来说不容易

发生污染；基质会影响萃取过程，因此方法开发的时

间可能比其他现代方法更长。

微波辅助萃取 将样品置于开放或封闭容器的溶剂中，采用微波对

其进行加热，使温度升高，萃取出分析物。

萃取溶剂的范围可从微波吸收 (MA) 到非微波吸收

(NMA) ；使用MA时，将样品置于高压容器中并加

热到远高于其沸点的温度（与 PFE/ASE中的操作相

同）；使用 NMA时，容器中放置了微波吸收装置，因

此溶剂被间接加热；针对微波炉中的有机溶剂

(MA/NMA) 和MA样品的高压采取一定的安全措施。
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许多 HPLC分析都基于“稀释-上样”流程，通过稀释降低溶解的分析物的浓度，以避免色谱柱过载或检测器饱和。通

常，直接将液体样品进样到气相色谱仪中即可分离和检测挥发性化合物。在某些情况下，液体样品中的非挥发性化合物

会在进样器、保留间隙管或者色谱柱柱头上沉积。我们需要采用特殊的 GC条件来去除或消除发生这些情况的可能性。

表 2.4 列出了液体和悬浮液的常用样品前处理方法的概述。

气相萃取 达到平衡之后，分析物将以恒定的比例分配到气相

和固相中；静态顶空：在固体样品上方采集挥发性

物质；动态顶空（吹扫捕集）：采用惰性气体不断顶

空吹扫样品采集挥发性物质，通过固体介质捕集分

析物，然后热脱附到 GC中；在样品与气流之间增

加一层选择性膜可提高采样的特异性。

适用于固体样品中挥发性分析物的顶空技术；可通

过加热（通常 <100 °C）样品来加速挥发；有时可加

入水或溶剂以辅助样品分散和/或使基质中的有机物

变为游离态（尤其是对于土壤和沉积物样品）；静态

和动态顶空技术均已实现了自动化；动态顶空技术

灵敏度更高；可通过微波方式加热。

基质固相分散 (MSPD) 该技术采用键合相载体作为破坏样品基质结构的磨

料，在混合样品的过程中，它还能作为“结合”溶

剂辅助样品彻底分解。

将约 0.5 g 固体或粘性样品连同约 2 g SPE 吸附剂

（例如 C18）一起置于研钵中，混合均匀；有时需加

入溶剂辅助萃取；将混合物转移至纯化小柱并进行

溶剂洗脱，有时还需在进样前通过 SPE层进一步纯

化；一种“固-固”萃取方法。

样品前处理方法 技术原理 注释

固体样品的现代萃取方法
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（接转下页）

表 2.4

固相萃取 (SPE) 与 HPLC类似，将样品加载到填充了固定相的萃取

柱上，并让液体通过萃取柱，柱中填充的固定相可以

选择性地去除分析物（或干扰物）；使用强溶剂可洗

脱分析物；在某些情况下，干扰物将保留在固定相

上，分析物则会通过固定相，不被保留（第 9 章）。

有多种固定相可供选择性地萃取您所需的无机、有

机和生物分析物；还有专门用于滥用药物、糖类、儿

茶酚胺、金属离子、水中的痕量富集物，以及许多其

他种类化合物的固定相。

液液萃取 样品在具有最大溶解性差异且不相溶的两相间进行

分配；然后从其中一相中回收不含干扰物的分析物

（第 7 章）。

小心乳浊液的形成—可通过加热、添加盐类等方

法破乳；使用不同的溶剂或添加剂（例如可调节 pH

的缓冲液、可调节离子强度的盐类、络合剂、离子对

试剂等）可优化 KD值；已有许多方法见诸文章；对

于低 KD值的样品可进行连续萃取。

稀释 使用与 HPLC流动相或 GC固定相兼容的溶剂稀释

样品；可避免色谱柱过载，还可降低溶剂强度，或将

输出信号维持在检测器的线性范围内。

为了避免色谱峰过度展宽或变形，稀释溶剂应能够

与 HPLC流动相互溶，并且最好比 HPLC流动相的极

性更弱；“稀释-上样”法是一种适用于简单液体样

品（例如药物制剂）的典型样品前处理方法；采用

GC分析时，应避免使用太强或不兼容 GC的溶剂，

以保护涂层固定相。

蒸发 常压下，温和地加热样品并通入流动的空气或惰性

气体去除液体；低挥发性的液体，可在真空下进行。

蒸发速度不宜太快；爆沸会损失样品；注意避免样

品残留在容器壁上造成损失；干燥时不要过度加

热；最好在惰性环境下（例如 N2中）进行；最好采

用旋转蒸发器；有自动化的蒸发系统可供选择。

蒸馏 将样品加热到溶剂沸点，然后冷凝和收集蒸气中的

挥发性分析物。

主要用于易挥发的样品；加热过度，某些样品可能

会分解；对低蒸气压的化合物，采用真空蒸馏；水

蒸气蒸馏比较温和，因为它能达到的最高温度仅为

100 °C。

微透析 将半透膜置于两种水性液相之间，分析物就会根据

浓度差异从一种液体迁移到另一种液体中。

需要采用 SPE等富集技术来浓缩透析液；微透析可

用于检测活体动植物组织和发酵液中的胞外化学物

质；它可与微量液相色谱柱配合使用进行在线分

析；分子量截留膜的透析方法还可用于 HPLC分析

前在线去除蛋白质；超滤和反渗透也有类似应用。

液体和悬浊液的典型样品前处理方法

样品前处理方法 技术原理 注释
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冻干法 冷冻水样，然后在真空下升华去除水分。 适用于非挥发性有机物；可处理大体积样品；可能

会造成挥发性组分的损失；有利于热不稳定性物质

（尤其是生物样品）的回收；可以浓缩无机物。

过滤 液体通过纸质、膜质过滤器或者 SPE小柱/萃取盘，

去除悬浮颗粒。

强烈建议使用该方法以避免 HPLC出现背压问题出

现并保护色谱柱；切勿让颗粒进入毛细管气相色谱

柱（第 5 章）

离心 样品置于锥形离心管中，在高离心力下离心（数千到

数十万倍重力）；倾倒出上清液。

离心是过滤的替代方法，用于去除颗粒；简单颗粒

的去除一般不需要使用超速离心法。

沉降 样品在沉降池中静置时会发生沉降；沉降速率取决

于斯托克斯半径。

过程非常慢；需要根据沉降速率手动回收不同浓度

下不同大小的颗粒。

固相微萃取 (SPME) 见表 2.1 见表 2.1

搅拌棒吸附萃取 (SBSE) 与 SPME类似，不同之处在于其相比率更高；磁力

搅拌棒通常装在玻璃容器中，其表面涂覆了一层聚

合物固定相。将带涂层的搅拌棒置于液体或半流体

样品中，分析物就会扩散并分配/吸附到固定相上；

然后将搅拌棒从样品中取出并干燥，接下来，和

SPME一样，采用特殊的脱附装置对分析物进行热

脱附用于 GC分析，或采用适合的溶剂洗脱分析物

用于 HPLC分析。

SBSE也是一种平衡采样方法，但是由于带涂层的搅

拌棒上附着更多的吸附剂，该技术的吸附容量（以及

因此可获得的灵敏度）可超过 SPME技术好几个数

量级；SBSE 方法需要使用专门的大体积热脱附装

置，而 SPME则使用 GC进样口进行热脱附。该技术

比 SPME更难实现自动化。

样品前处理方法 技术原理 注释

液体和悬浊液的典型样品前处理方法
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第 3 章

采样的常规注意事项

分析周期的第一个阶段是采样（见图 1.1）。采样的目的是从一批原始样品中取出一部分质量或体积的样品，而原始样品

既有可能是均质的，也有可能是混杂的的。初级采样就是选择和收集待分析样品的过程。乍看之下，气体和液体的采样

似乎非常容易，而固体采样则是一项棘手的任务。已有不少专著介绍了采样过程的理论和实践，以及如何收集到统计学

上具有代表性的样品 1-4。初级采样的理论和方法并不在本章的讨论范围内，但它毋庸置疑是分析中最容易被忽略的误差

来源之一。

遗憾的是，有时采样由那些缺乏正确采样技能的人员完成，实验室的分析化学家并未直接参与该过程，却要使用提供给他

们的样品进行准确、高精度的分析。在过去的几十年中，采样的理论和实践教育被严重忽视，尤其是对于那些非分析化

学家。

采样方案最好是作为整体分析的一部分进行细致周密的开发。同样重要的是，在贯穿样品收集到报告生成的整个分析过

程中，样品信息流都应与样品流相对应。例如，可以在收集样品时就开始样品追踪，并将它作为整个分析过程的一部

分。必须通过适当的手段来识别收集到的初始样品（例如使用手写标签，应用可自动识别的条形码，用不褪色墨水标记

样品容器，结合应用 RFI设备，或者其他的记录手段等），以确保后面阶段的样品处理能够明确地追踪到初始样品。同样

地，分析过程的每个阶段也都必须进行适当的样品和子样品追踪，以确保满足优良实验室规范 (GLP) 的要求。
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样品运输和储存

一旦获得了初始样品，就必须将其送至分析实验室，且应确保它不会发生任何理化性质的改变。乍看之下，这似乎是一

项无足轻重的简单任务，但如果待研究样品是动态的实体（例如含有挥发性、不稳定性，或反应性材料的样品），样品的

运输就变得极具挑战性，尤其是在实验室与样品收集地点距离很远的情况下。即使我们获得了具有代表性的初级样品，运

输过程中的样品变化也会使二级采样变得非常困难。采用相应的保存技术可尽量减小样品收集和分析之间可能产生的任

何变化。通过采用适当的保存技术，可将发生吸附、扩散和挥发等物理变化，以及氧化和微生物降解等化学变化的可能

性降至最低。样品收集到实验室样品前处理之间可以使用的保存技术实例包括：

• 选择适当采样容器

• 添加抗氧化剂和抗菌剂等化学稳定剂

• 冷藏或冷冻样品以避免热降解

• 样品在固相上的吸附情况

样品被带入实验室之后，在分析前将其储存于适合的条件下以保持其完整性与样品前处理同等重要。热不稳定或挥发性

的样品应保存在密封容器中，并在冰箱或冷冻箱中储存。液体样品直至分析前都应保存在阴凉避光处（避免阳光照射）。

容易发生氧化或其他化学反应的样品在进一步的样品处理和/或分析之前应储存在真空干燥器中。

如需了解更多信息，参考文献 4-7 介绍了挥发性样品的采样和样品前处理，参考文献 5-7 介绍了水、空气和土壤样品的

采样和样品前处理，参考文献 5、8 和 9 则介绍了生物样品的采样和样品前处理。通常，准备好的实验室标准品、替代样

品以及空白样品必须参与整个保存、运输和存储过程，以确保整个过程保持了样品的完整性。近年来，工业和环境分析

领域均呈现出样品分析过程越来越靠近采样或处理过程的趋势。例如，在目标地点的环境样品筛查中，便携式现场分析

仪器的应用越来越广泛。同样地，分析测量方法向现场测量或在线检测的转变，可能会对未来的样品收集和样品分析产

生深远影响。
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第 4 章

固体材料的采样和样品处理

如前文所述，采样过程极为重要，因为它能确保实际进样到色谱仪中的样品能够真正代表从现场、生产线、患者体内或

空气中收集到的原始样品。本章中将提供采样过程的基础回顾，并讨论将样品制备为适于分析的形式可采用的各种

方法。

采样

现实中的大多数固体材料都是异质的。几乎在所有分析中我们都需要获取具有代表性的固体材料样品，这样才能得到固

体材料组成的满意答案。此类材料的合理采样是分析化学中极为重要的一个研究领域。如果一开始获得的样品就不具有

代表性，随后的分析结果将是无效的，无论实验工作开展得多么仔细。如图 4.1 所示，怎样才能使分析所用的少量固体

样品能够代表大量不均匀的整体样本？有两种方法：1) 取极少量的固体材料并将它们混合来代表整体样本，或者 2) 取

数量足以代表整体样本组成的样品量，并将其研磨为均匀的粉末。对于第一种方法，从统计学方面来看，要获得具有代

表性的样品比较困难，因为要获得足以代表整体材料的代表性样品，必须先获取数量极大的小型样品，而这一过程需要

花费很长的时间。第二种方法是获取代表性样品最常用的方法。在质量减小操作阶段，样品中的每个颗粒进入次级采样

样品中的概率都应该是相同的。明确的采样方案对于确保从初始样本中获取最佳样品极为重要。本节将介绍用于减小固

体材料粒度的各种技术。

整批样品 10 吨

样品 预处理的样品 分析样品— 5 g

最终用于分析的样品必须能够代表初始批次的样品

图 4.1
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减小粒度

我们通常需要将固体样品处理为微小颗粒的原因包括：

• 如果经过仔细混合，经细致研磨的样品会更加均匀，次级采样就能获得更具有代表性的样品，且采样的精密度和准

确性更高

• 由于表面积更大，经细致研磨的样品溶解速度更快，也更容易萃取

表 4.1 介绍了减小粒度或研磨固体样品的常规方法。根据样品粒度的不同，有时我们还需要首先进行粗略的粒度减小操

作，然后再进行精细的粒度减小操作。例如，将一堆胡萝卜切为足够小的小块，放入实验室搅拌器中搅拌为半固体的微

粒，就是减小软质样品粒度的一种非常简单的方法。当材料更硬及初始粒度更大时，就需要使用破碎力度更强的方法。这

类样品更适合采用实验室破碎仪、磨粉机、粉碎机和研磨机。粒度减小设备的选择取决于下列参数：

• 基于硬度区分的材料类型（硬质材料的莫氏硬度值，或者组织、塑料、植物材料、纸和皮革等样品的柔软度）

• 初始粒度（例如块状或粉末）

• 最终要达到的粒度（例如毫米级或微米级）

• 所需的样品数量或通量

• 可能影响后续分析的污染物
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表 4.1. 

减小固体样品粒径的方法

减小粒径的方法 样品精细化是如何进行的

混合 使用机械搅拌器将半软性材料分割成小块；还可将不均匀样品混合成更均一样品。

切断 将样品机械化切割成小块的过程。

压碎* 碳化钨可变速颚式破碎机能够将大型硬质样品破碎成粒径较小的颗粒。

切割 切割粉碎机能够减小软质到中等硬度物质的粒径（粒径小于 100 µm）。

研磨* 手动和自动研钵与研杵是最常用的；可采用湿法研磨和干法研磨；能够获得粒径约 10 µm 的颗粒。

均质化 通过破碎和混合样品，使样品质地更均匀、更具一致性的过程。

浸渍 用撕扯、切断、切割等手段将软性物料分解成更小部分的过程。

碾磨* 使用盘式研磨机，物料通过旋转盘和固定盘之间可调节的间隙投放，直径小于 20 mm 的硬质样品通常可被

粉碎到直径 100 µm。高速旋转粉碎机结合了冲击和剪切过程，可将软到中等硬度和含纤维的原料粉碎至

80 µm；球磨机使用玛瑙球、碳化钨球或带 PTFE 涂层的不锈钢球，并通过离心作用或行星齿轮作用的高能

量研磨将原料粉碎至亚微米级；土壤粉碎机通过转动尼龙刷将样品抛向室壁，温和粉碎土壤、污泥、粘土

及类似的干燥样品。

切碎 通过撕裂、切断、切割、切块等方式将肉类或蔬菜产品分解成更小部分的过程。

挤压 通常情况下，从半固体物质（如，植物、水果、肉类）中挤压液体的过程。

粉碎* 用电机驱动棒或振荡器来粉碎湿样或干样；可用带液氮的冷冻球磨机 N2处理有韧性的样品或玻璃化转变

温度较低的样品。

筛分 将样品通过横截面积相同（3 µm - 123 µm 的正方形孔）的金属或塑料筛网，使颗粒分离成统一大小的过

程；可采用湿法筛分和干法筛分。

*机械装置产生的大量热量和高剪切力，可能破坏某些样品（例如聚合物）完整性，从而导致分子量降低。



23

另一个需要做出选择的是减小样品粒度的操作应连续进行还是分批次进行。当然，该选择在一定程度上取决于初始样品

的粒度，但是在某些情况下，下游的连续分析测量决定了必须使用连续的粒度减小操作。大多数的粒度减小技术都是在

样品干燥的状态下操作的，但是对于某些样品（例如那些在研磨过程中易结块，或晶体结构可能会因为热效应而改变的

样品），可以选择湿法（或浆法）研磨。这两种粒度减小操作是在有水或其他液体存在的条件下进行的。很明显，湿法研

磨中的液体绝不能引起样品的任何化学或理化性质改变。湿法研磨通常不如干法研磨方便，它耗时更多，并且需要使用

防漏的研磨容器。有时某些添加剂（例如干肥皂、表面活性剂和石墨）可辅助研磨过程。在一些特定的应用中，我们甚

至可以使用特殊的研磨料、润滑剂和黏合剂混合物作为助磨剂。

由于所有的粒度减小操作多少都会涉及研磨过程，因此研磨工具的污染问题一直都是一个威胁。选择合适的研磨材料是我

们必须作出的一项重要决定，所选材料的表面应具有与样品类似的组成，或者不会对分析造成干扰。用于制造粒度减小工

具的典型材料包括不锈钢、碳化钨、玛瑙、烧结氧化铝、硬质瓷和氧化锆。显然，我们应选择表面硬度大于样品硬度的工

具，这样可将样品污染降至最低。研磨工具的耐磨性对于其抗磨损性能很重要。研磨过程完全不损失微量样品是不可能

的，因为一些材料会黏附到研磨工具表面。这些材料会在清洗过程中损失，除非在研磨之后清洗研磨工具表面，并回收清

洗液中悬浮的固体颗粒。

粒度减小设备的相关细节信息不在本节的范围之内。读者可参阅有关该主题的文献 1-3和制造商文献。该领域最为活跃的

公司包括莱驰科技（德国哈恩）、Spex SamplePrep（美国新泽西州麦塔成）、Fritsch（德国伊达尔奥伯施泰因）和标乐公

司（美国伊利诺伊州布勒夫湖）。
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减小粒度的实际操作

如果样品中含有热不稳定性或挥发性化合物，尽量减少研磨过程中的发热非常重要。有时，为了在研磨过程中保持样品

冷却，可以在研钵或球磨机中直接加入干冰。请注意，制备干冰的二氧化碳应不含可能会污染样品的杂质。某些球磨机

配备了冷却模块，可在研磨过程中进行冷却液循环。如前文所述，当需要低温来固化样品时，可在液氮的条件下在冷冻

球磨机中磨碎样品。然后对材料进行过筛，使其进一步分散，获得更均匀的样品。

针对空气敏感的样品，一些磨粉机可配备外壳，使我们能够在研磨期间引入惰性气体。如果研磨材料可用于真空条件，有

些磨粉机的研磨过程还可在真空条件下进行。

破碎岩石和其他坚硬样品的设备必须配备大功率马达，并利用旋转叶片、转子、转轮、皮带和齿轮的机械增益来完成减

小样品粒度的任务。因此，这些设备通常都有安全隐患，操作时必须非常小心，尤其是将样品投入进料斗时。制造商已

经在努力制造安全的产品，尽量避免操作者暴露在危险的环境中。大多数设备的门和盖子都配备了安全联锁装置，并且

安装了安全开关，用于避免门在开启时意外启动或在运行状态下被打开。离心设备通常都配备了内置的电子制动器，一

旦关闭设备，马达立即减速。研磨罐/钵及其支架通常采用夹钳固定，以防止它们在研磨过程中松动。

灰尘是另一项潜在危害。由于研磨和磨碎过程会产生微米和亚微米级的碎粒，而这些材料微粒可能会进入空气。微米级

的颗粒尤其危险，因为它极易被人吸入并停留在肺中。通常制造商都会建立各种保护装置，例如捕集阱、过滤管，以及

在可能生成灰尘的区域上方加盖。避免研磨、磨碎等工具表面造成的微粒损失同样非常重要。为了回收这些微粒，我们

可能需要对工具表面进行冲洗。

使用实验室破碎仪、磨粉机、粉碎机和研磨机处理硬质材料时，应采用少量进料的方式，而不要一次性投入所有样品，以

防止驱动马达过载。为了防止设备损坏，大多数现代粒度减小设备都配备了过载保护电路。
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二级采样和样品尺寸缩减

样品研磨并混合好之后，我们可能还需要将它们进一步细分，以进行接下来的检测、评估或分析。为此，我们需要确保

采样部分保持与初始样品相同的完整性。实施粒度减小操作之后，会出现另一个问题。虽然粒度相对均匀，但样品量可

能会过多。采用前文所述的处理方法均有可能出现这种情况。无论我们实验室样品的来源和采样过程如何，一个常见的

问题是样品量可能会多达数十、数百，甚至数千克。而我们所采用的分析技术只能分析十分之一克到几克的样品，因此

必须进一步缩减样品尺寸。

样品尺寸缩减有时被称为缩分。正如我们已经提到的，通过采样获取真正具有代表性的样品用于分析一直以来都是得到

准确且有用的信息的基础。在对采样和分析过程进行统计分析时，理解该步骤的重要性非常关键。当然，我们很少需要

对材料的复杂分布进行详细的统计分析，但如果遇到这种情况，参考文献 1-3 可提供有用的研究出发点。分析人员面临

的挑战是要在样品的粒度、密度，或者任何他特性都不被歧视情况下对样品进行缩分。

堆锥四分法是样品尺寸缩减量最古老的方法之一。如图 4.2 所示，从一个固定的位置将已经处理为微小颗粒的固体样品

倾倒在一个洁净的平面（塑料片）上，材料在中央处形成一个圆锥，颗粒从每个侧面均匀滑落，而无偏差。然后将四分

装置从圆锥的最高点处向下按压，使其穿透圆锥，直至其到达下方的平面：

B

A C

D

四分装置

将精细化的固体进行“锥堆”分类

堆锥四分法

图 4.2 
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使用四分装置时，同样地，为了避免出现偏差，应保留对角区域的样品（例如 A和 C），而舍弃它们之间的区域（B和

D）。合并 A部分和 C部分，然后重复进行堆锥四分法过程，通常重复数次，直到获得足够用于最终分析的样品为止。

目前已经有广泛用于样品缩减的机械设备，其克服了之前相关难题。最常用的设备称为缩分器。缩分操作包括使用由分

配槽组成的机械设备将自由流动的样品分离为几个等份。这些设备中构造最简单的是固定缩分器，但也有更复杂的设

备。堆锥四分法和缩分器法都非常有效，但很繁琐。因此，人们开发出了自动化的实验室分样器（例如直线采样器或旋

转缩分样品分样器等分样设备），用于将粒状粉末样品分为质量和数量完全相同的等份。这些实验室分样器通过重复分配

和合并样品来完成该过程。通过这种方式，样品中的每个颗粒到达任意一个收集通道的几率都是相等，从而实现了真正

的样品缩分。如需了解有关这些设备的更多信息，请参阅参考文献 1-3 和制造商的文献。

进一步减小粒度和分级

样品被粉碎并研磨为小颗粒之后，可能需要对研磨样品中的这些颗粒进行进一步分类。最常用的粒度筛选设备是机械

筛，它以目数或正方形孔的尺寸（以毫米为单位）分类。这些颗粒通过一系列目数不同的筛进行分离。筛的目数决定了

筛孔的直径。目数大的筛筛孔直径更小，也更细。如果您的样品全部通过了特定目数的筛，您可以确定样品中没有比由

该目数所决定的直径更大的颗粒。如果您需要使样品颗粒恰好能够通过特定目数的筛而无法通过更大目数的筛，就必须

再次研磨样品，直至它能全部通过。标准筛都是金属制的（全黄铜、不锈钢筛网/黄铜框架，以及全不锈钢），形状为圆

形，但具有不同的直径。高耐受性的精密电铸筛是更优的选择，但它比标准筛贵很多。不会引入金属杂质的非金属筛

（例如尼龙筛）也是一种选择。

可采用干法筛分和湿法筛分。喷水筛分设备可以将水喷入堆放的每个筛中，可使用标准试验筛实现快速分馏。对于粒度

低至 5 µm的极小颗粒，可在超声筛分装置中使用水或溶剂进行湿法筛分，这种装置能够轻柔地对颗粒进行有效的分馏，

而无需进一步研磨。自动化的振筛仪简化了筛分过程，并且已有多种型号的商品化产品。
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采样误差、采样馏分和粒度

采样过程最关键的一点是要在减小粒度之后获得具有代表性的样品。但是我们如何才能知道所分析的样品具有代表性

呢？唯一能够提供确切答案的方法是取大量样品进行重复分析，考察每次分析是否都能在实验误差范围之内或者在统计

学意义上的某一可接受水平获得相同的答案。有时我们必须这样做，但通常这种处理方法非常费时费力，且成本较高。

为了保证采样具有整体有效性，我们应确保采样操作在可接受的限度之内。图 4.34-5为我们供了所需的采样量指导。

图 4.3 所传达的第一条信息是一个常识，但这个过程不容忽视。对应于采集用于分析的原始样品的百分比用实线表示，清

晰可见，采样量越大，采样误差就越小。由于我们不能使用数千克、很多克（哪怕是数百克）的样品进行分析，因此我

们最多使用样品的 1.0%，甚至有可能是 0.1% 或更少。因此，我们必须顺应这些实线向右下降的规律，也就是说，尽量

将样品研细，以得到最多的颗粒，从而在所用样品的百分比固定的情况下尽量减小采样误差。但“尽量研细”是指研磨

到哪种程度呢？为了了解我们的样品数据处于图 4.3 的哪个位置，我们必须知道样品的粒度。理想情况下，我们必须自

己测量其粒度，或者委托他人进行测定。或者，您所用的粒度减小设备的制造商能够提供适合您的样品和实验流程的粒

度数据。知道粒度之后，我们就可以估计颗粒的数量和固定我们的数据在图 4.3 横坐标上的位置。接下来我们必须确定

允许的采样误差，并获得对应的纵坐标值。这样我们就知道了应采用的采样百分比。

10
0.1(%)

1 1.0%
 

10%
0.1

90% 

104 105 106 107 108

占原采样物质的百分比

样
品
误
差
%

样品中的颗粒数

采样百分比、颗粒数和采样误差 4

图 4.3很显然，我们将时常需要进行权衡。如果采样误差是由于我

们能够达到的最小粒度（最大数量的颗粒）引起的，而且该

误差大得不可接受，那么我们就需要提升 2-3 倍的分析范

围。换言之，为了彻底解决可能长期存在的问题，我们需要

可以粉碎不同粒度的设备。或者，也可执行两次粒度减小操

作（例如粉碎后再进行研磨）。图 4.3 所示的这类数据有助

于我们了解样品尺寸缩减的限度，以便我们更好地控制

结果。
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干燥固体样品

送检的待分析固体样品常常是潮湿或湿润状态的。要实现可靠的分析，通常必须去除其中的水分和/或干燥样品直至其达

到恒重。土壤等无机样品需要加热至 100-110 °C，以确保完全去除水分。疏水性的有机样品则很少需要加热处理，因为

它们极少吸附水分。但是，固体有机样品可能会吸附有机气化物，而通过加热可以去除这些污染物。对于吸湿性或高反

应活性样品（例如酸酐类样品），我们推荐在真空干燥器中进行干燥。在空气中加热会发生氧化的样品应在真空条件或氮

气流下进行干燥。生物样品一般不应加热至 >100 °C，而且应避免使其高于环境温度，以免引起样品分解。敏感的生物

化合物（例如酶）通常应在 <4 °C的冷藏室中进行前处理，以尽量减少样品的分解。此类样品应始终维持这样的低温，直

至 HPLC分析步骤。冷冻干燥（冻干法）常被用于干燥热敏性样品（尤其是生物样品）以保持样品的完整性。冻干法的具

体操作方法是首先快速冷冻样品，然后通过真空条件下的升华去除冻结的水分。

参考文献

1. Rhodes, M. (Ed.) Introduction to Particle Technology, 2nd Ed., John Wiley and Son, Chichester, U.K., 2008, 
ISBN-978-0-470-01427-1 and ISBN-978-0-470-01428-8

2. Bhatt, B.; Agramal, S.S. Size Reduction and Size Separation, Pharmaceutical Engineering, NISCAIR National Science Digital
Library 2008, URL: http://nsdl.niscair.res.in/handle/123456789/750/revised+size+reduction.pdf

3. Chen, B.; Nottingham, J.; Anderson, B.C. Particle Size Reduction Studies on the Lab and Commercial Scale Using High and
Low Energy Mills, American Pharmaceutical Review April 2012, 15 (3)

4. Cross, R.F. LCGC No. America 2000, 18 (5), pp 468-476

5. Hodges, R.J. Analytical Sample Preparation – Problems for the Chemist, presented to the Analytical Chemistry Group, 
Royal Australian Chemistry Institute, Melbourne, June 1978



29

第 5 章

过滤

进样前应去除液体样品中的颗粒，因为它们会缩短色谱柱寿命。此外，颗粒还会对 HPLC硬件（例如流路、旋转进样阀及

进口滤芯）、GC进样口、色谱柱和检测器造成不利影响。从样品中去除颗粒最常用的方法是过滤、离心和沉淀。表 5.1列

出了过滤的方法。

表 5.1

过滤介质 典型产品 推荐用途 注释

滤纸 纤维素 用于去除较大颗粒

(>40 µm)

当心滤纸纤维进入样品；确保滤纸的溶剂相容性

膜过滤器 再生纤维素、醋酸纤维素、

尼龙、PTFE、聚丙烯、

聚酯、聚醚砜、聚碳酸酯、

聚乙烯吡咯烷酮

用于去除小颗粒 (>10 µm) 对于“脏”样品而言，可能需要使用预过滤器或深层过

滤床以防止堵塞；最常使用的孔径为 0.20 µm至 2 µm；

避免溶剂不相容

专用膜 离子交换膜、亲和膜 可去除颗粒物质和基质干

扰物

对于“脏”样品而言，可能需要使用预过滤器或深层过

滤床以防止堵塞；避免溶剂不相容；主要目的是去除

溶液中的生物分子

SPE小柱 硅胶基和聚合物基 固定相颗粒可穿过小柱进入滤液；仅用于可萃取物较

少的高纯度产物；当心堵塞

SPE萃取盘 PTFE膜和玻璃纤维膜 PTFE膜容易损坏，需要小心操作；玻璃纤维萃取盘的结

构刚性更大；可支持比小柱更高的流速通过大体积样

品；当心堵塞
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滤纸过滤法（图 5.1A）是一种相对直接的技术，在该方法中，半渗透性的滤纸屏障垂直于液流（有时是气流）放置。在

实验室中，我们通常将滤纸放置在过滤漏斗、赫氏漏斗或布氏漏斗中。滤纸的直径、形状和孔径多种多样。过滤介质的

孔径越小，滤液就越澄清，但过滤所需时间也越长。真空过滤可以加速该过程。有沟槽的滤纸（图 5.1B）流速较快，因

为湿滤纸不会贴在过滤漏斗壁上。滤纸可根据其最终应用进行预处理。例如，通过重量分析法对样品进行定量分析时，需

要使用无尘滤纸；而分析对碱敏感的样品时，则需要使用酸洗滤纸。

滤纸 有沟槽的滤纸 非固定式膜过滤器 一次性膜过滤器

现在已经有了商品化的圆盘状膜过滤器（图 5.1C），它可以宽松地放置于商品化的过滤器支架/壳体中。但是，大多数用户

还是更喜欢配备 Luer尖头或者微型尖头接头的一次性注射式过滤器（图 5.1D）。这种过滤器的主体通常由医用级聚丙烯或

聚碳酸酯壳体构成，经过了伽玛射线杀菌，并且可溶出物含量极低。一些优级注射式过滤器甚至采用 LC或 LC/MS进行了

产品批次测试，以保证它们具有最高纯度。最新型的过滤器（图 5.1E）是过滤柱。在滤柱中，滤膜位于注射器筒底部，这

种设置与常用的固相萃取装置类似（请参阅第 9 章）。

使用注射式过滤器时，将液体样品放入注射器中，用较小的压力使样品通过滤膜。有多种材料、标称孔径和规格的滤膜

可供选择，相关技术参数请参阅制造商提供的产品使用说明。应根据样品的体积、溶剂类型，以及需要去除的颗粒的大

小来选择过滤器类型。

盘式膜过滤器具有更大的横截面积，可提供良好的流动性，并且能够将发生堵塞的可能性将至最低（见表 5.2）。一般情

况下，大体积样品（多达 50 mL）选用直径 30 mm的膜过滤器可得到很好的分离。滞留体积（可能会在使用期间损失的

滤液体积）仅 50 µL。对于体积较小的样品（最多 30 mL），可选用 25 mm过滤器，其具有中等横截面积 (3.5 cm2)，滞留

体积小于 50 µL。对于更小体积（最多 10 mL）的样品，我们强烈推荐选用滞留体积小于 10 µL，直径为 13 mm的膜过滤

器，它是样品体积和滞留体积的最佳折衷方案。而对于那些体积少于 1 mL的样品，可使用 3 mm过滤器。

A B C D E

过滤小柱

用于去除颗粒物质的常见过滤器类型

图 5.1
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对于大多数 HPLC和离子色谱样品，我们推荐使用标称孔径为 0.20-2 µm的过滤器。孔径值是近似值，膜的类型对过滤范

围也有一定影响。样品过滤最常用的孔径是 0.20 和 0.45 µm。0.20 µm孔径的滤膜可以去除极小的颗粒（以及大分子）。

如果样品中含有胶体材料或大量微粒，则可能需要使用相当大的压力推动液体样品通过滤膜。有时，对于土壤萃取物或

废水等类型的样品，我们需要在滤膜上方放置一个预过滤器或深层过滤床，以防止含有这类颗粒的样品堵塞滤膜。这类

双层过滤器有时被称为二合一过滤器。

适用于大多数普通溶剂的典型高回收率膜过滤器材料包括再生纤维素 (RA)、醋酸纤维素 (CA)、硝酸纤维素、PTFE和尼

龙。再生纤维素是一种通用的过滤材料，因为它能够有效地用于水性和有机样品溶剂。它也是分析多环芳烃 (PAH) 和水

溶性生物样品的理想选择。此外，由再生纤维素和醋酸纤维素等材料制成的膜过滤器具有极佳的样品过滤性能，且蛋白

质吸附效应极低，用于生物样品时可获得出色的高蛋白质回收率。

我们通常使用离心过滤器对生物样品进行过滤。离心过滤器由带醋酸纤维素滤膜的聚丙烯离心管构成。血清、血浆或蛋

白质样品经水相缓冲液稀释后在低速离心（最大离心力 16000 x g）的条件下由该过滤器过滤，可去除影响分析的颗粒

物质。

选择滤膜时需要着重考虑的一点是其与溶剂的兼容性。滤膜制造商通常都会提供有关其产品溶剂兼容性的详细信息和列表

（表 5.3 就是典型的溶剂兼容性图表）。如果所使用的溶剂不合适，过滤器可能会溶解（或软化），滤液就会被污染。

表 5.2

直径 样品量 滞留体积 有效过滤面积

[mm] [mL] [µL] [cm2]

30 1-50 <50 5.1

25 1-30 <30 3.5

13 1-10 <10 0.75

3 <1 <7 0.0
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图标

+ = 耐受性
o = 耐受性有限

-- = 不耐受
na = 无数据

表 5.3

膜过滤器的抗化学作用表

物质 纤维素硝酸酯 醋酸纤维素 再生纤维素 尼龙 66 PTFE

1-己醇 + + + + +
1,4-二噁烷 -- -- + na o
乙酸，10% 和 25% + o + -- +
丙酮 -- -- + + +
乙腈 -- -- + + --
脂肪烃 + + + + +
氨水，1 M + + + + +
芳香烃 + + + na +
苯 + + + + +
硼酸 + + o o +
四氯化碳 + o + -- +
羧酸 + + + -- +
氯乙酸 -- -- o -- +
氯仿 + o + + o
环己烷 o o + + +
环己醇 + + + + +
二乙醚 o o + + o
二甲基甲酰胺 -- -- o + +
二甲基亚砜 -- -- o na +
乙醇 = 或 < 98% -- + + + +
乙酸乙酯 -- -- + + +
氯乙烷 o o + + +
乙二醇 o + + + +
甲酸，25% + o + -- +
己烷 + + + + +
盐酸，25% + + + -- +
异丙醇 + + + + +
甲醇 -- + + o +
硝酸，25% o o + -- +
戊烷 + + + + +
磷酸，25% + + + o +
磷酸，45% o o o o +
氢氧化钾，1 M -- -- o -- +
盐溶液，水溶液 + + + + o
氢氧化钠，1 M -- o -- -- +
四氯乙烷 + o + o +
四氢呋喃 -- -- + + o
甲苯 + + + + +
三氯乙酸，10% + -- -- o +
三氯乙烷 + o + o +
三氯乙烯 o o o o o
二甲苯 + + + + +
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虽然更加昂贵的专用膜、固相萃取 (SPE) 盘和小柱的主要用途并不是样品过滤，但它们也能在去除化学干扰的同时去除样

品中的颗粒。

在自动化的，尤其是高通量的实验室中，96 孔流通过滤板是一种很常用的过滤器形式（见图 5.2）。这种形式的过滤器基

本上是一个 8 x 12 的小型膜过滤器阵列，通常由聚丙烯制成。通常使用至少可同时处理 8 个孔的多通道移液枪上样。针

对分析通量极高的情况，自动化 x-y-z液体处理工作站的 96 通道移液功能仍可实现同时上样。对于 96 孔过滤板，还有各

种孔径的不同滤膜可供选择。例如，安捷伦科技公司的 Captiva 96 孔板提供聚丙烯（0.2、0.45 和 20 µm孔径）、聚偏氟

乙烯 (PVDF) 和玻璃纤维 (10 µm) 三种过滤材料供用户选择。还有一种尤其适用于从血浆中去除蛋白质和脂类物质的

96孔板— Captiva NDLipids，其中 ND表示无滴落 (non-drip) 的膜配置。如需了解有关该孔板的更多信息，请参阅第 16 章。

当需要处理大体积样品或没有自动化样品处理系统时，可以选用标准 SPE柱形式的 Captiva过滤柱（管）（见图 5.1E），其

功能与 Captiva 96 孔板相同。体积为 3 mL的深层过滤柱配有孔径 0.2 µm和 0.45 µm两种规格的过滤膜。专门设计的

Captiva 10 µm玻璃纤维过滤柱对纯化含大颗粒的样品（如刚解冻的血浆）非常有效。该设计可以避免样品转移过程中可

能出现的移液枪头堵塞的问题。

图 5.2

安装于真空歧管上的 Captiva 96 孔过滤板
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图 5.3A展示了一种独特的非注射式膜过滤器—滤瓶，它一次可以处理 0.4-1.0 mL样品。它是一种预装的过滤装置，将

注射式过滤器、注射器、自动进样器样品瓶、隔垫和瓶盖整合成为了一个单独的一次性部件。滤瓶包含两个主要部分：

过滤室和推杆。推杆的设计底端为滤膜，顶端为一个预固定的带隔垫的瓶盖。待过滤的液体被置于过滤室中（底部）

（图 5.3B），加入样品之后，应立即将推杆装入过滤室（图 5.3C）。推动推杆穿过过滤室中的液体，施加在推杆组件上的

正压力将驱使纯净的滤液向上进入推杆的储液室中（图 5.3D）。空气通过排气孔逸出直到蒸发密封垫闭合，实现了气密

密封。接下来即可将滤瓶放入可容纳 12 x 32 mm样品瓶的自动进样器转盘，用于自动进样分析。膜的材料包括：PTFE、

聚丙烯、尼龙、PES、再生纤维素、醋酸纤维素，以及用于颗粒含量高的样品的附加深层过滤器。

隔垫

推杆盖

推杆

样品瓶

滤出液

填充管

膜

样品瓶位

未过滤液体

A

B

C

D

图 5.3

使用滤瓶
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第 6 章

挥发性有机化合物的样品引入
和样品前处理

气体样品包括大量通常采用气相色谱分析的样品。挥发性有机化合物就是石油、石化产品、食品、香精香料以及环境样品

中最常分析的一类化合物。本章概述了这类样品的收集和前处理并进行气相色谱（有时是液相色谱）的分析方法。

可以将挥发性样品分析的前端技术分为采样（样品收集）技术、样品前处理技术和样品引入（进样）技术。在分析之前

明确区分这三个样品处理的概念非常有用。如在前面的第 3 章所讨论的，采样的作用不仅仅是获得样品，而且还要在样

品引入或进行样品前处理之前保持其完整性。例如，用空气采样器或金属罐收集挥发性样品就是一个样品收集步骤。在

本章中，我们将对采样技术进行简单概述。样品引入是指之前不经过任何处理就将样品直接导入 GC仪器的过程。例如，

将气体直接注入 GC的进样口就是一个样品引入过程。同样，对于液体样品，如果通过程序升温汽化 (PTV) 进样口进行大

体积进样，也可以认为这是一种样品引入技术。使用注射器在固体样品上方的空间中采样，然后直接注入 GC，同样也是

样品引入过程。样品前处理过程是指样品引入 GC之前，为满足 GC要求而对样品进行的处理。例如，在样品引入 GC之

前，采用一个中间冷吸附阱实施动态顶空过程以浓缩目标分析物，即构成了样品前处理过程。对固体材料上吸附的极性

化合物进行衍生，从而使其释放到气相环境中用于随后的采样，也是样品前处理过程。无论这一过程的名称是什么，最

重要的是目标组分从收集点转移到 GC色谱柱的过程中没有损失且未改变性状。
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在第 2 章中，表 2.1 列出了 GC实验室中最常用的进样和样品前处理方法。有时我们会将这些技术组合使用。例如，动态

顶空进样就是顶空进样与吸附阱的结合，用气体吹扫固体或液体样品的顶空，将挥发性分析物浓缩在固体吸附剂上，最

后充分加热吸附剂，使分析物热解吸并进入 GC色谱柱。固相微萃取 (SPME) 可以用于顶空采样，随后分析物在 GC进样

口中进行热解吸。

本章余下的部分将详细介绍挥发性有机化合物 (VOC) 的样品及样品引入技术。半挥发性有机化合物同样可采用本章所讨论

的几种技术进行处理，但也可以采用本书通篇涉及的其他技术（如液液萃取、SPE等）进行处理。

气相色谱的样品进样口系统

很多书籍都以多个完整章节的篇幅 1-3详细讨论了气相色谱中的各种进样口系统。这里只是概述了其要点。将液体样品引

入气相色谱进样口最常用的方法是使用微注射器穿过自封式橡胶隔垫进样。还可使用气密注射器对气体和蒸汽进样，但

通常气体样品阀的重现性更好，也更常用。采用样品环或固定的内部体积，气体进样阀也可以提供自动化的便捷方法，或

直接分析汽化气流。在所有情况下，我们目的都是让挥发性样品以尽可能最小的体积快速进入色谱柱。

在 GC中，有两类常规进样口：1) 热进样口或汽化进样口，或 2) 冷进样口、冷却进样口。热进样口的温度通常为高于样

品溶剂沸点 50 °C，而冷进样口的温度则低于溶剂沸点，可能为室温甚至更低，样品在该温度下浓缩后再在随后的运行过

程中通过加热完全汽化。热进样口会立刻汽化样品，使其迅速到达色谱柱入口。但过高的温度可能会使样品发生降解，而

样品体积过大则会产生过量蒸气，使进样口系统有限的体积过载。反灌现象是指过量蒸汽达到进样口顶部，在冷隔垫上

凝结，然后反扩散到载气管线中，在冷却装置中凝结或通过隔垫吹扫管线排出，从而导致不良样品引入效果。
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由于所有样品都是在低温下进入进样口，冷进样口最大限度减少了样品降解和样品差异带来的影响。表 6.1 对比了气相色

谱中不同类型的进样口。最常用的毛细管色谱柱进样口是分流/不分流进样口。这种进样口可用于分流模式，减少到达色谱

柱的样品量，从而得到非常窄的初始峰宽。它也能用于不分流模式，使灵敏度最大化。分流进样口是汽化进样口。样品在

进样口汽化，向下流入衬管，然后在色谱柱和分流出口之间分流。“分流比”（即进入色谱柱的气体量与通过分流管线排出

的气体量之比）决定了进入到色谱柱上的样品量。在分流出口处，样品的流速很高，因此，样品仅会短暂暴露在进样口的

高温下，然后迅速被引入色谱柱。

在不分流进样模式中，分流/不分流进样口的分流出口是关闭的。一般来说，全部样品蒸气都会进入色谱柱，但由于毛细

管内的流速较低，初始样品带宽相当宽。所以我们通常都必须在柱头采用某种形式的样品聚焦。

表 6.1

气相色谱进样口比较

进样口 优点 缺点

填充柱直接进样 汽化进样口，可配合填充柱使用，最简便易用，

价格最低

与毛细管柱（可为 0.53 mm内径）不兼容，可能出

现样品降解、针头歧视

分流/不分流：

分流模式

简单、通用的毛细管柱进样口，耐用，尤其适

用于辅助进样器，能够保护色谱柱

可能出现样品歧视和样品降解

分流/不分流：

不分流模式

高灵敏度毛细管柱进样口，能够保护色谱柱 最高可能出现样品降解和回流，可能发生样品歧视，

需要进行优化和维护

冷柱头 样品直接在色谱柱内沉积（从而获得高灵敏度），

出现样品歧视的机率最小，惰性最高

可能发生样品过载，难以用于内径小于 0.25 mm的

色谱柱，难以自动化

程序升温汽化

进样口 (PTV)

冷柱头进样，最为灵活，样品降解率低，灵敏

度高

复杂，需要优化多个参数，价格最高，可能损失挥发

性物质（排空模式）

摘自参考文献 1



38

冷柱头进样口使进入色谱柱的液体样品可以直接沉积。在进样过程中，进样口温度和柱温度都低于溶剂沸点。随后，这

两处的温度都将升高，使样品汽化，并开始色谱分离。典型的冷柱头进样口通常具有低热弥散，有利于以往的加热和运

行结束的冷却。当然，最困难的是使样品直接在细内径的毛细管柱内沉积。正如所预期的那样，冷柱头进样更适用于沸

点范围较宽的样品中的热不稳定化合物。最大限度减少了样品差异和分解带来的不利影响。因为样品直接在色谱柱内沉

积，所以灵敏度很高。冷柱头进样口用于沸点范围广或热不稳定样品的分析，以及痕量分析。

程序升温汽化 (PTV) 进样口是分流/不分流进样口和冷柱头进样口的结合。它结合了冷进样口、程序升温，配备了分流/吹

扫放空和定时器/控制器单元。非挥发性的样品剩余物沉积在进样口内，不会迁移到色谱柱上，因此分析复杂样品时采用

PTV进样可能效果更好。在样品进样过程中，样品沉积在填充衬管中，随着衬管温度升高，溶剂和样品组分汽化。汽化

完成后，通过电子控制打开或关闭（或按一定顺序组合二者）分流出口。因此，这种进样口结合了分流或不分流进样与

程序升温，优化了样品转移、溶剂放空，降低了由沸点差异引起的样品歧视、溶质降解，减少了分析过程中的鬼峰。

PTV进样口是 Poy及其同事 4基于 Vogt的早期研究成果开发的，5,6 Vogt首次提出了程序升温样品引入的概念。样品在略

低于其溶剂沸点的温度下被引入进样口衬管。低沸点溶剂持续汽化，并通过进样口分流管线排出。在较低的初始衬管温

度下引入样品，消除了传统热进样技术的许多缺点。例如，先将样品引入到“冷”衬管上，然后再将衬管温度升高至传

统热进样口的正常温度，能够最大限度地减小由沸点差异造成的样品歧视现象。与热进样口进样相比，减少了敏感化合

物因为加热速度缓慢而造成的热降解。

图 6.1 所示的安捷伦多模式进样口示意图说明了 PTV进样口的原理。从图中可以看出，PTV进样口非常类似于经典的分

流/不分流进样口。这种设计可以实现几种进样模式：热分流/不分流模式、冷分流/不分流模式（这些模式的脉冲形式）、

大体积进样 (LVI) —带有溶剂放空定时功能的溶剂放空模式（冷不分流模式的扩展形式，请参阅下一部分的内容）。可编

程进样减慢了溶剂汽化的速度，能够最大限度地将分析物转移至色谱柱中。载气通过无隔垫采样头连接，进入上部的衬

管中。衬管的温度控制是 PTV进样口正常运行的关键。衬管可以快速加热（使用加热线圈）或冷却（使用帕尔帖、液氮

或液体二氧化碳冷却）。在进样模式下，样品由可变速进样器以可控的速度引入，进样口条件经过专门设置，使溶剂能够

通过分流管线排出，而目标组分则被捕集和预浓缩。
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大体积进样 (LVI) 技术

许多领域的气相色谱分析，尤其是环境、食品和生物样品的分析，都有降低检测限的需求。采用本书介绍的多种技术 [如

液液萃取（第 7 章）、固相萃取（第 9-10 章）以及加压流体萃取（第 14 章）] 进行样品浓缩，是通过富集分析物浓度提

高方法灵敏度途径之一。研发选择性更高的 GC检测器（如电子捕获检测器、串联质谱检测器），是能够同时提高选择性

和灵敏度的一种方法。通过增强整个 GC系统内表面的惰性以降低系统背景，也可以降低检测限。

通过增加 GC进样口注入的样品量，也可以改善检测限。但是，一般的毛细管色谱柱最多也只能容纳几微升的样品。

利用“脉冲”不分流进样原理可实现多达 5 µL的进样量。超过该进样体积可能导致系统污染、出现非重现性的结果、发

生反灌和样品损失。

安捷伦多模式进样口的示意图

图 6.1

色谱柱接口

加热线圈

冷聚焦进样口

分流出口

进样口衬管

“扳转式”焊件

隔垫
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大体积进样 (LVI) 是一种降低检测限的方法。使用 LVI，大量溶剂在样品转移至分析色谱柱之前汽化。有两种去除溶剂常

用的 LVI技术：程序升温汽化 (PTV) 和带溶剂汽化出口的冷柱头进样 (COC-SVE)。二者均可采用 500 µL或更大的进样体

积，极大改善了检测限，可得到良好的色谱结果 7。

PTV技术已在前面的章节进行了讨论。在某些进样器配置中，我们可以通过控制自动进样器进行特定次数的进样，为色

谱柱提供大量样品。为了说明该方法，图 6.2 展示了通过多次进样向进样口引入大体积样品的一个实例 8。使用填充衬

管，通过每次 5 µL的总共 5 次进样，进样了总体积为 25 µL的含农药样品。采用较小的体积多次进样可以确保大体积液

体不会溢出衬管并进入色谱柱，从而引起过载、峰分裂，或损坏固定相。如图 6.2 所示，0.01 ppm的农药混合物样品获

得了良好响应。

在 PTV进样口中，非挥发性样品组分和降解产物留在进样口后面，最大限度减少了对色谱柱的污染。因此，与冷柱头和分

流/不分流进样口相比，PTV进样口是复杂样品的最佳选择。样品中含有高挥发性目标分析物时，不适合使用 PTV进样口，

因为这些化合物可能随溶剂排出。根据经验，化合物沸点应至少高于溶剂沸点 100 °C，才能成功地使用 PTV进样口。

随着现代自动进样器（例如完全可编程的 Agilent 7693）的出现，我们现在已经能够控制液体样品的进样速度，这也将使

重复进样更加完善。

在 COC-SVE中，COC进样口配备了一个置于分析柱之前的预柱组件，由保留间隙管/预柱组合而成。预柱和分析柱之间

由放空管线连接，如图 6.3 所示。液体样品注入预柱后，溶剂将汽化并通过放空管排出。所有条件设为将少量溶剂保留

在预柱中。包括挥发性物质在内的样品组分会浓缩在这些少量的溶剂中。待大部分溶剂汽化之后，放空管关闭，并启动

正常的升温程序。接下来，汽化保留的样品，并将其转入分析柱进行分离。几乎所有 GC仪器都可以自动完成这一过程。

与 PTV进样口相比，COC-SVE增加了污染预柱的风险，因为非挥发性化合物会保留在预柱上，可能影响后续分离。因此，

可能需要更加频繁地更换预柱。这种进样口主要用于洁净基质（如饮用水萃取物）中的痕量分析。COC-SVE进样口对于保

留快速出峰的化合物非常有用，将不稳定组分的降解降到了最低。PTV进样口和 COC-SVE进样口造成的样品差异都很小。
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5 µL x 5 次进样
1. 甲胺磷

2. 高灭磷

3. 乐果

4. 二嗪农

5. 百菌清

6. 甲基毒死蜱

7. 毒死蜱

8. 噻菌灵

9. 抑霉唑

10. 乙硫磷

11. 亚胺硫磷

12. 谷硫磷

进样口

保留间隙柱 预柱

限流器

溶剂放空

排空阀

检测器

分析柱

图 6.2

使用溶剂去除 PTV 进行大体积进样

带溶剂汽化出口硬件配置的冷柱头进样

图 6.3

PTV 条件：

放空流速： 300 mL/min 

吹扫流速： 在 3.5 min 时 50 mL/min，（4.7 min 时载气节省开启）

PTV 初始温度： 20 °C 

PTV 初始时间： 1.1 min 

PTV 升温速率： 700 °C/min 

PTV 最终温度： 300 °C 

进样延迟： 0.00 min 

进样量： 25 µL（进样 5 次，每次 5 µL）

色谱柱： HP-5ms，30 m × 0.25 mm × 0.25 µm

仪器： 带电子气路控制和 PTV 进样口的 HP 6890；

带 HP G1513A 控制器的 HP G1916A 自动液体进样器；

HP1707A 化学工作站（版本 A.04.02）

农药： 0.01 ppm
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顶空采样技术

静态顶空技术

顶空指的是液体和固体上方形成的蒸气。如果样品在密闭的加热容器中与气相达到热动态平衡状态，该分析方法称为静

态顶空采样。如果惰性气体流经样品或流过样品之上，将捕集到的样品挥发性成分聚集在吸附阱或低温阱中，则该方法

称为动态顶空或吹扫与捕集。由于只对挥发性物质进行采样，顶空分析尤其适用于复杂样品（如血液、塑料、化妆品）、

固体材料、含高沸点非目标化合物的样品、高含水量样品，以及传统色谱方法难以处理的样品。这些基质都被留在下

方，只有样品的挥发性部分存在于顶空中。顶空采样的校准方法是使用挥发性溶剂配制分析物溶液，然后将少量已知量

的校准溶液注入密闭的顶空容器中，使全部溶液汽化。

静态顶空技术大体上来讲是一种非常简单的进样技术。样品置于适当大小的玻璃样品瓶中，以惰性隔垫密封。小心加热样

品瓶，直至达到平衡温度。使用注射器手动采样或使用顶空进样器自动采样。压力平衡的顶空进样器能够使样品瓶保持固

定的压力，该压力与色谱柱进样口处的压力相同，从而更好地实现定量，同时避免进样时基线出现波动。

但对于采用阀和样品环的系统（如 Agilent 7697），不需要加压选项，也没有必要进行加压。气体进样阀将顶空样品转移到

GC仪器。使用毛细管色谱柱时，必须像进样液体样品时一样限制顶空样品的进样体积。因此，可以通过分流转移一部分

样品。顶空进样体积较大时，采用热聚焦会使蒸气浓缩，在这种情况下，低温冷却也是一种可取的解决方案。



43

图 6.4 介绍了顶空进样在血液中乙醇分析中的一个典型应用实例。血液是很难处理的物质，而采用顶空进样分析血中挥发性成分（如乙醇）是

一种非常简便易用的方法。在世界上的许多国家，乙醇浓度大于 80 mg/100 mL 血液即被视为中毒水平，某些国家规定的浓度甚至更低。采

用顶空自动进样器在 20 mL 顶空样品瓶中进行顶空采样，然后进行 GC 分析，得到了图 6.4 所示的空白血液和乙醇加标血液的叠加色谱

图 9。内标为叔丁醇。乙醇标准品的 5 点校准曲线在 10 mg/100 mL 到 160 mg/100 mL 的浓度范围内显示出良好的线性。该浓度范

围内的重现性也非常优异：保留时间的平均%RSD 为 0.03%，乙醇的峰面积平均值为 4.6%。

静态顶空方法比吹扫与捕集方法更简单，它所采用的顶空仪器没有那么复杂，样品中的较高水分含量对分析的影响更

小，不需要使用吸附剂阱，挥发性样品组分不会发生穿透，而且可以重复采样。可以通过加热样品提高分析物的挥发

性。在水性溶液中，某些情况下也可以通过调节 pH值（使平衡向酸性或碱性物质的未解离形式移动）来提高灵敏度，或

通过盐析来提高分析物的汽化物压力和降低有机物在水中溶解度。通过研磨增加固体样品的表面积有助于基质中的挥发

性物质向外扩散。对于某些样品，加入水将引发活性位点争夺，置换出固体表面的某些有机物，从而提高顶空中这些挥

发性物质的浓度。有时，我们需要通过衍生化反应使某些含有反应性官能团的化合物生成挥发性更强的化合物，以使其

挥发到顶空中。例如，对于固体材料中被极性作用力紧密束缚的羧酸，通过生成羧酸甲酯就能将其释放出来。如需了解 GC

静态顶空采样的更多信息，请参阅参考文献 10。

静态顶空法的一个有效的改良方法，使用多次顶空萃取 (MHE) 系统对同一样品瓶中的样品进行多次萃取，这与吹扫与捕

集技术（请参阅吹扫与捕集样品前处理）类似但并不完全相同。静态顶空气相色谱中使用的MHE法是绝对定量法。大体

上，该方法是逐步实施的动态顶空萃取，每一步都建立平衡条件。在一系列萃取步骤中，顶空中的分析物浓度以指数方

式减小；根据数学推算，应该能够获得与原始样品中所含分析物总量成比例的总峰面积。MHE最常用于测定无法使用校

准标准品进行校准的复杂基质中的分析物含量。有两个例子可以阐释MHE在某些实际样品中的应用，它们分别是包装材

料中可浸出化合物的测定 11以及聚合物中残留单体的测定 12。读者如需了解这项技术的更多信息，包括一些数据的计

算，可以参阅参考文献 13-15。
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叔丁醇 (STD)

乙醇

加标血液样品

空白血液样品

气相色谱条件：

进样口设置： 200 °C，分流比：10:1

色谱柱： DB-ALC2 0.32 mm × 30 m，

1.2 µm（部件号 123-9234）

色谱柱流量 (N2)： 12 mL/min，恒流模式

柱温程序： 40 °C（保持 7 min）

温度： 250 °C 

FID 设置： H2流速： 40 mL/min

空气流速： 400 mL/min

尾吹气流速 (N2)： 45 mL/min

数据采集速率： 20 Hz

顶空条件：

温度： 柱温箱： 85 °C

定量环： 85 °C

传输线： 100 °C 

时间： 气相色谱循环时间： 15 min

加压平衡时间： 0.1 min

样品瓶平衡时间： 15 min

进样时间： 0.5 min 

样品瓶： 填充模式： 限流加压

加压速率： 20 psi/min

吸样压力： 15 psi

最终压力： 10 psi

填充流速： 50.00 mL/min

最终保持时间： 0.05 min

填充模式： 高级

提取后放空： 否

图 6.4

空白血液样品和加标血液样品的叠加顶空色谱图
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顶空固相微萃取 (HS-SPME)

在第 10 章中，我们将对 SPME技术进行深入探讨，还将介绍根据用途不同对经典顶空实验进行改良的方案。SPME是一

种简单的无溶剂萃取技术，具有灵敏度高、重现性好且成本较低的优点 16,17。在该技术中，具有相涂层的熔融石英纤维

会暴露在液体或固体样品上的顶空中。吸附在相上的分析物，在进样口进行热解吸，进而被转移到毛细管色谱柱中。在

该技术中，我们可以根据分析物的特性，通过改变化学相的类型或涂层厚度来改变选择性。例如，对于环境样品中分配

系数小、极性低的含氯化合物和芳香性挥发有机物，需要使用较厚的非极性化学相以实现有效萃取。对于含有分配系数

不同的多种分析物的样品，可以采用多层纤维。

SPME顶空进样应用于解决“现实世界”分析问题的例子不胜枚举。犯罪实验室的研究人员开发出了一种简便、廉价、快

速且灵敏的方法用于分析火灾残留物中的汽油 18。采用具有 100 µm聚硅氧烷涂层的 SPME纤维进行 20 min的静态顶空

进样，仅使用 0.04 µL汽油样品就获得了令人满意的色谱图（常规顶空进样需要使用 0.1 µL的样品），并且节约了大量时

间，成本也降低了一半。Brewer等介绍了一种使用 SPME顶空进样法进行法医毒理学分析的例子 19。作者调查了两起交

通事故，在其中一个案例中，传统顶空方法的尿样分析结果表明，司机血液中含有乙醇。但是，在大空气峰的尾部洗脱

出了第二种未知化合物，该物质用质谱不容易鉴定。通过顶空 SPME-GC/MS，得到了较清晰的色谱图，鉴定出毗邻乙醇

峰的洗脱物是达到了毒性级别的二氯甲烷。采用极性纤维（85 µm聚丙烯酸酯膜）分析乙醇，能够达到比非极性膜（100 µm

聚二甲基硅氧烷）更高的灵敏度。在第二个案例中，受害者摄入了打火机油，使用 SPME-GC/MS顶空方法对胃液进行分

析，检测到了打火机油的存在，并由此追踪到了在受害者卧室里储存打火机油的容器。由于测量化合物是直链烷烃，在

这个案例中非极性纤维发挥了很好的作用。

采用 SPME顶空分析法分析各种土壤中 BTEX和其他挥发性污染物结果显示，每种土壤释放这些挥发性物质的速率各不

相同 20,21。加入溶剂和水是为了置换土壤表面的烃类化合物，从而更有效地释放这些化合物。包括纤维内衍生化的 SPME

采样方法被应用于样品瓶顶空中甲醛的测量，样品瓶中盛放的样品为已知含有甲醛的商品，包括发胶和层压刨花板 22。采

样时间为 10-120 s，得到了非常干净的色谱图和高信噪比。该方法的甲醛检测限为 2ppb，RSD为 6.7%。

主要的大型制药公司的化学家都根据美国药典 (USP) 方法 467，采用顶空 SPME测定药物中的有机挥发性杂质 23。他们比

较了顶空 SPME和浸入 SPME的精密度、准确度、检测限，发现这两者基本相同。1,4-二氧六烷的检测限为 0.06 µg/mL，苯

的检测限为 0.02 µg/mL。所检测的大部分溶剂的精密度一般都在 2-3% 的范围内。作者更倾向于使用顶空进样法，因为这

种方法能够延长 SPME纤维的使用寿命。最后，Yang和 Peppard24使用 SPME顶空进样法监测了水、研磨咖啡、果汁和黄

油风味植物油中的 25 种加标的常见风味成分。
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正辛烷

正癸烷

十四烷

正十六烷

甲苯

邻二甲苯

环己烷

1-辛醇

苯甲醇

乙二醇

邻苯二甲酸二乙酯

国际协调会议 (ICH) 把药物制剂中必须监测的 RS分为了四

类。第一类溶剂具有不可接受的毒性，在药物生产中应避免

使用。虽然确证不存在该类溶剂是药物开发的一部分，但通

常不会对其进行常规监测分析。第二类溶剂的毒性低于第

一类溶剂，第三类溶剂“对人体健康有较低风险”，第四类

溶剂的毒性还没有足够的毒理学数据支撑。后三类是最常

分析的溶剂，且已经能使用 HS-SDME进行分析。

表 6.2

顶空 SDME 中用作微液滴的溶剂

顶空单滴微萃取的配置

图 6.5

顶空 SDME

单滴微萃取 (SDME) 被认为是 SPME的替代技术。在这项直观的技术中，溶剂的微液滴悬挂于传统的微注射器上，然后

浸入与其不混溶的样品溶液中，或悬挂于样品上方的 HS中（如图 6.5 所示）。顶空-单滴微萃取 (HS-SDME) 与传统的 HS

采样类似，都是从样品上方的蒸汽中对挥发性物质进行采样，因此能够避免来自样品基质的干扰。在 HS-SDME中，SPME

中的纤维被同样能够根据选择性选择的微液滴代替。有多种方法和专门的设备能够达到这一目的。

SDME中使用的萃取溶剂列于表 6.1。可以使用极性各不相同的多种溶剂。HS采样应使用高沸点溶剂，以免采样过程中

溶剂发生明显汽化。为了说明 HS-SDME的应用，我们将展示制药行业中的残留溶剂 (RS) 的分析。美国药典规定了药品

中 RS的分析方法，包括液体直接进样法 (DLI) 和 HS方法。
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Wood及其同事 25研究了使用 HS-SDME方法测定药物制剂中的 RS。ICH中可用于液滴萃取的第二类萃取溶剂是 N-甲基

吡咯烷酮 (NMP)，使用其进行 RS分析的原因是它能与水互溶，可溶解多种药物，并且由于沸点相对较高 (202 °C)，它会

在其他大部分残留溶剂洗脱之后洗脱。RS分析中，NMP作为背景被扣除，而那些与 NMP共流出或者滞后流出的高沸点

残留溶剂也不被检出。将 1 到 2 µL的 NMP加入到 HS约一半高度的位置，如图 6.5 所示。经过一段特定的时间后，通常

为 4 或 5 min，将液滴吸回注射器中，流经原始体积刻度，然后将其注入 GC中。使用内标，可以通过 HS-SDME定量分析

多种 ICH溶剂（乙醇、丙酮、1-丙醇、正己烷、氯仿、四氢呋喃、环己烷和甲苯）。手动进样的 RSD均值在 2.7% 左右，使

用 GC/FID，其检测限 (LOD) 可小于 1 ppm。采用 GC/MS自动进样，HS-SDME检出限可达低 ppt级，并且在所需的浓度范

围内校正曲线呈线性（例如，乙醇的 LOD为 0.08 ppm，不使用内标时其校正曲线的 R2值大于 0.995）。HS-SDME色谱如

图 6.6 所示 25。值得一提的是未发现携带污染。
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实验条件：

仪器： Agilent 6890 气相色谱仪和

Agilent 5973 质谱仪

色谱柱： 30 m HP-5ms

数据系统： 安捷伦化学工作站

微量进样针： Hamilton 1701，10 µL，

气密性，针尖型号#2

气相色谱温度（°C）： 进样：250

检测器：280

气相色谱分流比： 10:1

自动进样： CTC Analytics CombiPAL

样品瓶： 20 mL

样品量： 10 mL

用NMP 冲洗，3 次，6 µL 

样品温度： 60 °C

搅拌速度： 750 rpm

平衡时间： 30 min

液滴体积： 1.0 µL

填充次数： 3

液滴排出速率： 0.2 µL/s

萃取时间： 5 min

吸回液滴体积： 1.2 µL

图 6.6

使用 SDME 和 GC/MS 测定残留溶剂

TIC：1000 ppm 6.D
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净化与捕集样品前处理

动态顶空进样装置能够持续地吸附液体或固体样品顶空的蒸气。样品上的气流（吹扫）将使分析物进一步挥发，这些分

析物可以通过吸附剂或低温方法进行捕集。捕集过程将重聚焦（浓缩）挥发性物质，然后这些挥发性物质物将通过热解

吸再次挥发并进入气相色谱仪（请参阅热解吸和热萃取）。动态的净化与捕集方法对于因浓度过低而无法使用静态顶空方

法进行测定的分析物来说尤其有用。净化与捕集 (P&T)，或者气相剥离过程通常是指吹扫气体通过一个多孔板，在液体样

品表面之下鼓泡，产生细小的分散气泡的过程。P&T所用的捕获器通常与气体样品使用捕获器相同。在 P&T实验过程中

需要小心避免挥发性分析物穿透吸附阱。另外，传输管线和阀应加热到分析物的沸点以上，以避免样品在进样器和 GC仪

器之间发生吸附或冷凝。现在市场上已经出现了许多动态顶空萃取的自动化系统。

选择适合的捕集阱是确保定量回收目标分析物的重要考虑因素。吸附阱（一般是玻璃管）内填充有多孔吸附材料（一般为

50 mg至 1 g），它们可以是聚合物（例如 Tenax、聚苯乙烯或聚氨酯泡沫）、碳（石墨化碳黑、活性炭或碳分子筛）、硅胶

或氧化铝。有时需要在使用之前净化聚合物材料，以去除其中的残留单体。Tenax特别适合用作吸附剂，因为它是疏水性

物质，不会对水产生保留，而且样品容量较高。碳材料也是出色的高容量捕集材料，但有时它会不可逆地吸附某些种类的

分析物。硅胶和氧化铝材料具有高容量，但会吸收水份。这些含有吸附剂的捕集阱也可以用于离线的收集空气中的挥发性

有机样品，然后送回实验室进行后续的分析。如前所述，分析物通过热脱附转移至 GC（请参阅热脱附和热萃取），

有时还会同时采用低温手段进行冷捕集以重新聚集分析物。

捕集阱的一个特别重要的参数是穿透容量，其决定了有机物从捕集阱另一端流出而不再保留之前，捕集阱能够从气体样品

中捕集到的有机物量。挥发性有机物能够极快速地通过捕集阱，而半挥发或非挥发性有机物则会被吸附，不会流出。要捕

集挥发性有机物，可以低温冷却捕集阱，或使用分析物穿透体积更高的其他吸附材料。
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通常，在检测比主要组分挥发性更强的微量组分（如饮料中的香精）时，动态 HS方法是最佳选择。P&T-GC技术在测定

生物体液（如尿液、血浆、唾液和组织匀浆）中的挥发性有机物时尤其有用。此外，美国国家环境保护局在 SW-846 方

法 5030A中规定，采用动态技术测定水中的低浓度挥发性有机物。环境分析中推荐使用吹扫与捕集方法进行分析的其他

实例还包括：水、土壤和废弃物样品中的低浓度挥发性卤代化合物（方法 502.1）、饮用水中的挥发性芳香族化合物（方

法 503.1）以及相同环境基质中的挥发性非卤代有机物（方法 8030A）。静态和动态顶空可以用于聚合物中的挥发性杂

质、残留单体和其他添加剂的定性和/或定量测定。法医学分析中动态 HS的一个有用应用是调查纵火催化剂，因为小分

子量和中等分子量的石油馏分可以完全从火灾残留物中被吹扫捕集，但更大分子量的石油馏分回收率通常较低。

在称为吸附剂界面膜萃取 (MESI) 的动态顶空实验变化形式中，Pawliszyn及其同事 26,27在固体或液体样品的顶空中插

入了硅胶中空纤维膜。整个实验设置如图 6.7 所示。膜萃取模块形成的界面能够将目标分析物有效地从样品基质中分离

出来。在实验设置中，惰性气体通过膜内部。能够渗透到膜内的分析物通过膜经过顶空，然后被吹扫到捕集阱中。吸附

剂界面萃取包括捕获器、加热线圈以及由计算机控制的带电源的加热开关。该模块将膜萃取模块物理连接到 GC分离色

谱柱。

当捕获器上积聚了足够的分析物，就会迅速热解吸而进入 GC仪器。为了实现更大的吸附容量和更好的分析物聚焦，吸附

剂界面可以在低温模式下操作。MESI的灵敏度与捕获时间直接相关，并受到分析物在捕获器中的穿透时间的限制。MESI

技术已被应用于多种环境样品的分析，例如用于分析停车场雨水径流中的烃类化合物以及分析各种基质中的 BETX。
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120 V

加热线圈

气体入口 气体出口

吸附剂接口/吸附阱

火焰离子

化检测器

气相色谱

中空纤维膜

液体样品或加热的

固体样品

热解吸和热萃取

热解吸是一种广泛用于从固体样品或吸附剂中释放挥发性分析物的技术。该技术既可单独用于含挥发性物质的固体样品

（如土壤中的石油烃类、磨细的聚合物中的添加剂等），也可与动态顶空方法（请参阅第 6.4 节）联用，使用惰性气体将

挥发性物质从液体或固体样品中转移到吸附阱中。热萃取与它非常类似，不同的是挥发性物质转移（萃取）过程中不存

在另一个捕获步骤。不需要进行样品前处理，也无需使用任何溶剂。在热萃取中，固体样品 (1-500mg) 被置于两个玻璃

棉塞之间的热解吸管内。吹扫热解吸管去除所有痕量氧气之后，在热解吸管周围环绕预加热的加热器模块或加热线圈，使

温度迅速升高，从而将挥发性和半挥发性物质从固体样品中热萃取出来。这些化合物被吹扫入 GC仪器，然后在色谱柱头

进行捕获。利用程序升温分离目标化合物。在挥发性化合物的热解吸中，热解吸温度很少超过 200 °C，而在热萃取中，温

度可能高达 300 °C。温度超过 300 °C时，物质可能会发生热裂解或高温分解。

图 6.7

用于吸附剂接口膜萃取的气相色谱设置示意图
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在热解吸中，分析物完全解吸所需的时间受如下因素影响：样品基质、样品尺寸、分析物与固体表面相互作用力、解吸

温度以及分析物扩散出样品的时间。通常，热解吸过程缓慢，会产生较宽的色谱峰。基于这个原因，我们常使用溶质追

踪技术确保获得更好的色谱分离。直接（单级）热解吸被定义为将萃取的挥发性物质直接吹扫入 GC色谱柱的方法；而二

级热解吸采用冷捕获富集挥发性分析物到吸附剂上。无论哪种方法，为了避免热解吸或热萃取过程中的样品损失，通常

都会使用加热传输管线，并且传输线最好采用惰性材料制成。

热解吸管通常用于痕量挥发性或半挥发性有机化合物的收集，也可以承装实验室中待萃取的固体样品。针对要采集的空

气中的各类 VOC，解吸管中装入相对应的有机吸附剂（如 Tenax、活性炭、无机材料等）。通常使用某种类型的流量控制

系统，将空气推入热解吸管，流量与时间呈函数关系。

现在已经有了能够自动处理已填充样品的热解吸管的热解吸仪器，其自动化处理包括热解吸管的加载/卸载，以及将热解吸

管加热到足够高的温度以转移所有目标分析物。该过程基本上无需手动处理样品，不使用任何溶剂，因此不存在来自溶剂

的分析干扰，也不必考虑溶剂处置成本。虽然单级热解吸已经实现，我们仍需对热解吸管的流出物进行重富集。采用毛细

管低温富集、冷阱或电子冷却吸附阱等都可达到这一目的。出于对成本的考虑（液体制冷剂消耗），我们更倾向于后一种方

法。吸附阱可以在反吹模式下快速重新加热，并且 99% 以上的分析物都能在数秒内完成热解吸。

热解吸广泛应用于各种含水量较少的固体样品的分析，包括植物、食品、药品、建筑材料、法医学样品和包装产品。其

他重要的应用领域还包括环境监测、香精和香料、工业卫生品和化学战剂的分析。关于热解吸及其应用的总体概要，请

参阅参考文献 28-30。
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热解在样品前处理中的作用

热裂解是热萃取技术进一步发展的产物，它与其他热处理技术相比有一个重要区别。热裂解所采用的高温 (600-800 °C)

足以使固体样品分子的分子键完全断裂，从而形成更小、更简单的挥发性化合物。根据施加能量的大小，每个分子中的

化学键能够以可预测的方式断裂。通过定性测定碎片，我们可以反推样品的分子结构。热裂解技术更像是一种破坏式分

析技术，而非样品前处理技术，因为样品原本的分子结构已经因为加热发生了改变。热裂解经常被应用于聚合物样品的

分析，这类样品由于分子量太大而无法使用气相色谱技术分析，而且它们在系统性的分析方法中常常会发生降解。

合成聚合物（如聚氯乙烯、聚苯乙烯、聚酯）、天然聚合物（如纤维素和棉花等植物纤维，以及羊毛和蚕丝等动物纤

维）、干油漆和化妆品样品，都是可以通过热裂解 GC进行分析的实例。使用热裂解可以获得有关聚合物基本结构、聚合

物缺陷、变异体和降解机制的重要信息。

通常，热裂解是在惰性气体环境中进行的，目的是为了确保热裂解可控和降解可预期。但热裂解也可以在反应性气体环境

（如空气或氧气）中进行。这种气体环境下的降解机制与氦气中的降解机制相比差异很大。研究聚合物等材料，能够为燃烧

学研究、毒理学研究和材料的大气稳定性评价提供很大帮助。首先在反应性环境中进行热裂解，排空反应气体后，热裂解

产物被收集到吸附阱中。然后完成 GC分析，使用气体开关让 GC载气通过捕获器并且热解吸收集的有机化合物使其进入 GC

仪器。

低温聚焦也可以用于浓缩和聚焦降解的挥发性碎片，以及补偿系统的死体积。低温聚焦可与吸附阱配合使用，也可配合

可编程温度的柱上浓缩使用。如需了解热裂解 GC的更多信息，请参阅参考文献 31。
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结论

本章所涉及的与 GC和 GC/MS分析联用的挥发性分析物采样、样品引入和样品前处理方法均已存在多年，是公认的成熟

方法。但时至今日，每年这些方法仍然能够解决许多实际问题、产生更多的应用实例、继续改进其软件和硬件，以及引

入新的辅助技术，因此它们始终处在分析技术的最前沿。例如，在动态顶空实验中增加中空纤维膜，将MESI技术的选择

性提高到了一个新的水平。自动化 LVI方法的问世，让分析人员能够向毛细管 GC仪器中引入更大量的液体样品。因此，

毫无疑问，未来我们还将看到挥发性有机分析物样品处理方法学的更多改进。
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此前，第 2 章中的表 2.4 介绍了液体样品的前处理方法。大多数实验室只使用其中的几种方法。例如，蒸馏仅限于挥发

性化合物，虽然真空蒸馏法也可将该技术扩展到用于环境样品中高沸点物质。冻干法通常只局限于通过去除水分实现生

物样品的纯化和处理。本章将介绍大多数色谱实验室更常使用的液-液萃取方法。

液-液萃取 (LLE)

液-液萃取 (LLE) 在分析物与干扰物的分离方面非常有用，它是通过将样品在两种不混溶的液体或相之间进行分配而实现

的（图 7.1）。LLE中的一相通常是水相，而第二相则是有机溶剂。亲水性化合物倾向于溶于极性的水相，而疏水性化合物

则主要溶于有机溶剂中。通过蒸发溶剂可轻松回收萃取至有机相的分析物，而萃取至水相的分析物通常可以直接注入反

相 HPLC色谱柱进行分析。在某些情况下，必须将水相的溶剂更换为与色谱方法更兼容的其他溶剂。LLE最常用的方法是

使用分液漏斗（图 7.2），其顶部有一个用于加入两相的开口，底部有一个截止阀，用于分配完成之后选择性地移除底层

液体。使用密度比水大因而沉于底层的有机溶剂（例如二氯甲烷）时，更适合使用分液漏斗。

第 7 章

液体样品的样品预处理
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加入不混溶的有机相

振摇以增加表面接触

层虹吸和收集

1 2水相基质

3

4

以下信息假设分析物将优先在有机相中富集，但当分析物是被萃取到水相中时，也可使用类似的方法。

不易溶于水

更易溶于二氯甲烷

图 7.1

图 7.2

在分液漏斗中进行的 LLE

典型的液液萃取
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液态样品

是 否样品是否

在溶液中？
溶解于适合的

溶剂中

选择适合

后续萃取的

溶剂

将样品置于

分液漏斗中

加入

不互溶溶剂

并剧烈振摇

调节化学参数

（例如 pH、
添加络合剂等）

相分离

两种液体是否

清澈透明？
从每相中移取

测定

每个相中的

溶质

否 破乳剂

（请参见文本）

溶质是否得到

定量萃取？

蒸发至

适当浓度

进样或

进一步样品

预处理

是

否

是

液液萃取 (LLE) 步骤总结
图 7.3

图 7.3 总结了 LLE分离的工作流程步骤。由于萃取是一个效率有限的平衡过程，两相中都有可能保留大量的分析物。pH

的改变、离子对、络合作用等化学平衡都能用于增强分析物回收率和/或消除干扰。
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其中，KD是分配常数，Co是有机相中的分析物浓度（活度），C是 aq水相中的分析物浓度（活度）。

一个更有用的表达式是由公式 7.2 推导而来的萃取分析物分式 (E)：

其中，Vo是有机相的体积，Vaq是水相的体积，V是相比率 Vo /Vaq。

许多 LLE流程都采用分液漏斗进行，对于环境样品（例如水），每一相一般需要几十或几百毫升样品。而对于临床样品，

有时仅需要几毫升（例如 1-3 mL）样品。

选择的 LLE有机溶剂应具有如下特点：

• 在水中的溶解性低 (<10%)

• 具有易于萃取后移除和浓缩的挥发性

• 与分析所使用的 HPLC或 GC检测技术兼容（避免使用强紫外吸收的溶剂或可能导致 GC检测问题的溶剂，如使用电子

捕获检测器时不应使用氯代溶剂）

• 具有可增强分析物在有机相中回收率的极性和氢键特性

• 高纯度，最小化样品污染。

理论

根据能斯特分配定律，任何中性、非解离的物质都会在两种不混溶的溶剂间进行分配，以保持恒定的浓度比（或更准确

的说是活度比）。

KD=Co/Caq

E = CoVo/(CoVo + Caq Vaq ) = KD V/(1 + KD V) 公式 7.2

公式 7.1
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其中，n为萃取次数。例如，如果分析物的 KD = 5 且两相的体积相等 (V=1)，那么要达到 99% 的分析物回收率就需要萃

取 3 次 (n=3)。可以采用一些方法来增加 KD值：

• 可以通过改变有机溶剂来增大 KD值

• 如果分析物是离子或可离子化的，我们可以通过抑制其离子化来增大 KD值，从而使其在有机相中的溶解性更强

• 分析物还能通过离子对效应被萃取至有机相中，前提是分析物经过离子化并且水相中添加了离子对试剂

• 通过加入惰性的中性盐（例如硫酸钠）实现的“盐析”可用于降低分析物在水相中的浓度。盐析萃取应用的相关解释
请参考第 8 章

E = 1 – [1/( 1 + KD V)]n 公式 7.3

对于一步萃取法，为了保持两相中的某一相的分析物回收率，KD必须足够大（例如 >10），因为相比率 V的值必须保持

在实际可操作的范围内（例如 0.1<V<10（见公式 7.2）。在大多数采用分液漏斗的 LLE流程中，要达到可定量的回收率

（> 99%）需要两步或更多的萃取步骤。对于连续多次萃取，合并每个萃取步骤所得的分析物相溶液之后，
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表 7.1

操作

表 7.1列出了典型萃取溶剂的示例以及一些不适合（可与水混溶）的萃取溶剂。除了考虑混溶性之外，主要的选择标准

是萃取溶剂与分析物极性相关的极性指数 P'1。当萃取溶剂的极性与分析物的极性相匹配时（相似相溶），KD值最大。例

如，从水样基质中萃取非极性分析物时，选用非极性（P' 值较小的）1-2有机溶剂效果最好。选择最佳极性的有机溶剂最

简便的方法是混合两种不同极性的溶剂（例如己烷和氯仿），然后测量 KD与有机相组成的关系 3。接下来将 KD值最大的

溶剂混合物用于 LLE流程。通过改变有机溶剂的选择性还能进一步改变 kD值，从而改善分析物与干扰物的分离。溶剂选

择性三角形 2内不同区域的溶剂具有不同的选择性；另请参阅 4。请注意：有关极性指数 P' 和溶剂选择性三角形的进一

步讨论不在本书的讨论范围，读者可以参阅前文引用的原始参考文献。

用于 LLE 的萃取溶剂

水性溶剂 与水不互溶的有机溶剂 与水互溶的有机溶剂（不适用于传统 LLE）

纯水 脂肪烃（己烷、异辛烷、石油醚等） 醇类（小分子量）

酸性溶液 乙醚或其他醚类 酮类（小分子量）

碱性溶液 二氯甲烷 醛类（小分子量）

高盐（盐析效应） 氯仿 羧酸（小分子量）

络合剂（离子对、螯合、

手性等）

乙酸乙酯及其他酯类 乙腈

上述两种或多种物质的

组合

•脂肪酮（C6 及以上）

•脂肪醇（C6 及以上）

•甲苯，二甲苯（紫外吸收！）

•上述两种或多种物质的组合

二甲基亚砜

二氧六环

*第一列和第二列中的溶剂可随机两两配合使用；可与水互溶的有机溶剂（第三列）不能与水性溶剂配合使用进行传统的液液萃取。但是，添加高浓度的

盐（盐析）或糖（请参见第 8 章）可能会降低某些溶剂对的互溶性（例如水和乙腈），从而使其分层。
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溶剂萃取时，根据溶剂条件不同，可离子化的有机分析物通常可以被转移到任何一相。以水相溶液中有机酸分析物的萃

取为例，如果水相的 pH值被调节到比分析物的 pKa值高至少 1.5 个 pH单位时，分析物将离子化并倾向于进入水相，而

极性较弱的干扰物则会被萃取至有机相中。如果降低水相溶液的 pH (<<pKa)，以致分析物不再离子化，则分析物将被萃

取至有机相，而将极性较强的干扰物留在水相中。高 pH萃取后紧跟低 pH萃取的连续萃取法能够分离酸与极性比其更强

和更弱的干扰物。请注意利用 pH进行酸-碱萃取的原理在 LLE和反相 HPLC中是相同的。

如果分析物的 KD值不理想，可能需要增加萃取次数以改善回收率（公式 7.3）。对于可溶于有机相的分析物，在水相中加

入另一种不混溶的有机溶剂以提取更多的溶质，然后将所有萃取液合并在一起。最终萃取溶剂的体积一定时，采用较小

的体积进行多次萃取一般能够比采用单次大体积萃取更有效地定量去除溶质。

反萃取可用于进一步减少干扰物。例如，以之前的有机酸分析物为例。如果分析物首先在低 pH条件被萃取入有机相，则

极性干扰物（如亲水性中性物质、质子化的碱）将留在水相中。接下来如果使用新的高 pH值水相缓冲液对有机相进行反

萃取，已经离子化的有机酸将转移回水相，而将非极性干扰物留在有机相中。后一个流程类似于前文所述的高 pH萃取后

紧跟低 pH萃取的连续萃取法。因此，两步的反萃取法利用 pH的变化去除了碱性和中性干扰物，而一步萃取法仅能去除

这两种干扰中的一种，无法将两者都去除。

如果 KD值非常小（不是远大于 1）或所需的样品量很大，对分析物执行可定量回收分析物的多次提取就变得不现实。因

为萃取步骤太多，且总的萃取物体积过大（公式 7.3）。此外，如果萃取过程很慢，建立平衡可能需要很长的时间。在这

种情况下，可以使用连续液-液萃取法，在该方法中，新鲜的溶剂持续地循环流经水样。
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我们已经介绍了使用比水重和比水轻的溶剂的连续萃取装置 5。这些萃取装置能长时间运行（12-24 小时），可以实现定

量萃取（回收率>99%），即使对于 KD值小的分析物也不例外。

为了实现更高效的 LLE，可以采用逆流分配装置，它能执行上千甚至更多的平衡步骤（但更加耗时费力）。该方法能够回

收 KD值极小的分析物，同时能够将分析物与干扰物更好地分离。现在已经有了商品化的小规模实验室用装置。有关这些

装置的更多信息，请参阅参考文献 6。

在某些情况下，LLE能将萃取馏分中分析物的浓度提高至高于其在初始样品中的浓度。依据公式 7.2，降低有机溶剂的体

积，使有机相-水相的体积比升高，能够增加分析物的浓度（假设接近完全萃取至有机相或 KD值较大）。例如，假设有

100 mL水样，10 mL有机溶剂，且 KD值较大（例如 KD >1000）。有机相中的分析物浓度将升高 10 倍。对于水相-有机相比

率较大的溶剂，有机溶剂在水相中的微弱溶解性可能会明显降低有机溶剂的回收体积；采用有机溶剂预饱和水溶剂可以避

免该问题。请注意，当溶剂比 Vo/Vaq较小时，对两相的物理操作（包括有机相的回收）会变得比较困难。
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问题

与 LLE相关的一些实际问题包括：

• 乳浊液的形成

• 分析物强烈吸附在颗粒上

• 分析物与高分子量化合物发生键合（如蛋白质-药物相互作用）

• 两相的相互溶解度差异

乳浊液的形成

乳化是某些样品（如脂肪基质）在特定溶剂条件下会产生的问题。如果我们不能“破坏”乳浊液层，使水相和有机相之

间形成清晰的边界，那么分析物回收率就会受到影响。以下方法可以“破坏”乳浊液：

• 向水相中加入盐

• 加热或冷却萃取容器

• 通过玻璃棉塞进行过滤

• 使用相分离滤纸过滤

• 添加少量其他有机溶剂

• 离心

分析物吸附

如果样品中存在颗粒，其吸附作用会导致分析物的回收率降低。在这种情况下，需要在过滤后用更强的溶剂清洗颗粒，以

回收被吸附的分析物；该步骤所得的萃取物应该与 LLE的分析物相合并。用于回收被吸附分析物的“更强的”溶剂可能

涉及 pH改变、离子强度增强或极性更强的有机溶剂的使用。
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溶质结合

处理血浆样品时，LLE需要定量回收的化合物可能会与蛋白质结合，从而导致回收率下降。检测生理体液中的药物和药物

代谢物时，蛋白质结合的问题非常棘手。破坏血浆样品中蛋白质结合的技术包括：

• 添加表面活性剂

• 添加有机溶剂、变性剂或强酸

• 用水稀释

• 使用键合更强的化合物进行置换

不同相的相互溶解度

“不混溶的”溶剂具有较小但有限的相互溶解度，溶解的溶剂可以改变两相的相对体积。因此，最好使相与相彼此饱

和，这样我们才能明确知道含有分析物相的体积，从而准确测定分析物回收率。最简单的饱和步骤是在不加入样品的情

况下在分液漏斗中平衡两相，从而使其彼此饱和。接下来即可将等分的两相溶剂用于 LLE。溶剂在水中（或在溶剂的水

中）的溶解度数值请参阅参考文献 7。
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支持液相萃取 (SLE)

在前面的“问题”部分中，我们探讨了一些与传统 LLE相关的问题。还有另一种已经出现了一段时间的方法，该方法成

功避开了 LLE的某些缺点，但尚未被人们所熟知，它就是支持液体萃取（SLE，也被称为固相支持液相萃取、支持液-液萃

取，或简单称为固-液萃取）。它的原理相对比较简单：采用高比表面积的化学惰性支持体—高度纯化的分级硅藻土来固

定 LLE实验中的水相。水非常容易吸附在硅藻土颗粒的表面。将干燥的固体吸附剂（图 7.4A）置于小柱或 96 孔板的孔

中，这些装置与固相萃取 (SPE) 所使用的相同。如图 7.4B所示，将水相样品（例如稀释的血浆、饮用水等等）加到干燥

的吸附剂上，使其润湿（经毛细作用分散和吸附）硅藻土，在重力作用下该过程仅耗时 5-15 min。通常，我们需要对水

样进行预处理（例如调整 pH值、添加离子对试剂、加入缓冲液等)，使分析物转换为易于萃取到有机溶剂中的适合形

式，这一点与传统的 LLE操作相同。现在也已经有了商业化的预缓冲 SLE小柱。

接着，向小柱顶部添加少量不混溶的有机萃取溶剂，并使其在重力作用下（有时需施加微弱的压力或真空）渗透穿过固

体支持的水相。因为水样已经广泛分散在固体支持物上，有机溶剂能够与水相的薄液膜紧密地接触，从而实现快速萃取

（平衡）（图 7.4C）。在 LLE中，剧烈振摇分液漏斗时也会发生同样的紧密接触。这种振摇能使不混溶的有机溶剂分散成能

够与周围的水相溶剂充分接触的微小液滴。LLE的这种分散过程的缺点是可能会形成乳浊液和/或需要较长的时间才能将

两相分离。此外，正如“乳浊液的形成”中所述，可能需要花费额外的时间来破坏乳浊液。
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图 7.4A

图 7.4B

该过程的最后一步是从 SLE装置的出口收集含有目标分析物的有机洗脱液（图 7.4C）。将水相留在装置中。在出口滤芯

处加装相分离过滤器，确保有机洗脱液不受水相基质的污染。

图 7.4C

步骤 3

步骤 2

步骤 1

收集到的有机流出物

有机萃取溶剂

保持 10-15 min，使水相在
硅藻土中分散

固体载体将水性样品吸附

到大表面积的颗粒上

应用的水性样品

用有机溶剂萃取

萃取前

上样

图 7.4

支持液相萃取过程

目标分析物

不需要的基质化合物或

干扰物

目标分析物

不需要的基质化合物或

干扰物

有机层

水相层

干燥的

吸附剂
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在 SLE中，不需要进行剧烈的振摇，因此不会形成乳浊液。此外，水相和有机相紧密接触，能够实现非常有效的分配，因

此分析物回收率有时会高于传统的 LLE。并且，SLE过程相比传统的 LLE过程需要的经验和实验技能更少，因而其实验的重

现性更好。SLE过程需要使用的玻璃器皿明显少于经典的 LLE过程，并且免去了清洗弄脏的分液漏斗这一繁琐的步骤。整

个 SLE过程比使用分液漏斗的传统 LLE更容易自动化。96 孔板 SLE产品 (Combilute) 尤其适合使用 x-y-z机器人的系统的自

动化。提供各种预包装的自动化 SLE产品（如安捷伦的 Chem Elut）。此外，针对需要定制 SLE装置的用户，我们提供散装

吸附剂，例如安捷伦的 Hydromatrix。

SLE方法基本上可以复制任何成熟的 LLE方法，只需一些小的调整。通常，每 1 mL水样需要 1 g硅藻土吸附剂。小柱尺寸由

需要萃取的样品总体积决定。萃取的体积取决于目标分析物的浓度、可用样品的总体积和执行后续测定的分析系统的灵敏

度。对于环境样品（例如水中的农药筛查），可以采用水容量高达 100 mL的小柱体积。对于采用 LC-MS/MS（三重串联四

极杆）分析的生物样品（例如血浆或尿液），由于 LC-MS/MS具有优异的灵敏度，可采用较小的样品体积。例如，使用孔体

积为 2 mL的 96 孔板萃取 200-400 µL（最多 500 µL）的血浆能达到 pg/mL的灵敏度。对于有机萃取，有机溶剂的体积应该

至少与水样的体积相等。一条经验法则是，为得到最大的回收率，最好使用至少两个柱体积的有机萃取溶剂。

几乎所有的非极性溶剂都可以用作不混溶的有机相。由于收集的馏分通常需要蒸发至干，应使用光谱级或更高级别的有机

溶剂。任何含有非挥发性杂质的溶剂都不利于实现干净的萃取。可以使用纯有机溶剂或有机混合溶剂。表 7.2 列出了可兼容

SLE的混合溶剂。每个溶剂对的右侧一列表示它们所能溶解的极性溶剂的最大百分比。超出水混溶性溶剂的最大百分比可能

对净化产生不利影响，因为这可能会导致一些含有杂质的水相从硅藻土上剥离。
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现在我们以蜂蜜中多种农药残留的确认这一具体应用为例，比较 SLE和 LLE8。该应用在食品安全领域非常重要。蜜蜂带

回蜂巢的花粉可能来自施加了各种农药的花朵。这些被污染的花粉可能导致蜜蜂数量减少或生成的被污染的蜂蜜。因为

蜜蜂可以从许多不同的来源收集花粉，所以我们需要一个多残留分析方法来检测蜂蜜中是否存在污染物。Picard的研究

检测了 17 种来自不同化学类别的农药和代谢物。使用 SLE萃取农药，并将所得的结果与传统的 LLE进行了比较。

首先，使用经典的 LLE方法从蜂蜜中萃取农药。将 1 g蜂蜜样品溶于 2 mL水中。接下来，加入 6.5 mL乙腈并机械振摇混合

物 30 min。在本例中，蜂蜜中高浓度的糖类将发生与盐析效应类似的“糖析”效应（请参阅第 8 章中对盐析的解释），引

起两种溶剂分层。离心分离有机层和水层。将有机层蒸发至 100 µL，并将其加入到 100 µL水中。过滤该萃取液，并注入

LC-MS/MS系统。对于 SLE方法，加入 1.25 mL水和 2.5 mL乙腈进行机械搅拌 1 h之前，先在 1 g蜂蜜样品中加入替代物标

准品。加入 1.25 mL 20% NaCl溶液后，将混合物上样至 5 mL Chem Elut SLE小柱上。等待 15 min后，利用重力作用，使用

10 mL乙酸乙酯洗脱分析物 2 次。萃取物在温和的氮气气流中蒸发至干，然后取 200 µL转移至装有乙腈-水溶液 (10:90) 的

样品瓶中，用于 LC-MS/MS分析。无需进一步的纯化，即可采用 LC-MS/MS的 ESI模式分析萃取物。通过优化 LC梯度

成功分离了 17 种农药。采用MRM模式鉴定出了具有不同质量的共洗脱农药。

表 7.2

与 SLE 互容的溶剂混合物

摘自 Breitenbucher, J.G. et al. J. Comb.Chem. 2001, 3, 528-533.

混合物 水性溶剂的最大百分比

CH2Cl2/MeOH 20% MeOH

CH2Cl2/丙酮 20% 丙酮

CH2Cl2/DMF 10% DMF

CH2Cl2/DMA 10% DMA

CH2Cl2/NMP 20% NMP

CH2Cl2/THF 70% THF

CH2Cl2/CH3CN 10% CH3CN

甲苯/THF 70% THF

甲苯/DMF 30% DMF

EtOAc/DMF 10% DMF

EtOAc/THF 70% THF

EtOAc/IPA 60% IPA

EtOAc/MeOH 10% MeOH

Et2O/THF 50% THF

混合物 水性溶剂的最大百分比
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100

农药及其在回收率研究中的含量

农药回收率的比较：LLE 与 SLE
图 7.5

图 7.5 展示了分别采用 Chem Elut SLE与经典 LLE获得的回收率的比较。比较结果显示，SLE萃取流程对大多数化合物的

萃取效率与 LLE相当或比 LLE更高。我们还特别注意到，LLE对 Ch、Ri和 TOH的回收率结果出乎意料地很差。SLE方法在

原始蜂蜜浓度为 0.1-20 ng/g的范围内展示出良好的线性，相关系数范围为 0.921 到 0.999（具体数值取决于农药种类）。

回收率远高于官方方法中指定的范围 9。重现性在 8 到 27% 之间，在测定浓度的可接受范围内。文章分析了 100 多个原

始蜂蜜样品以测试方法的稳定性。有关该方法的更多细节，请参阅参考文献 11。

农药名称 缩写 含量 (ng mL-1)

酰嘧磺隆 Am 0.4
阿特拉津 At 0.4
卡巴呋喃 Ca 0.4
绿麦隆 Ch 20.0
乙霉威 De 2.0
乐果 Dm 2.0
氟虫腈 Fi 10.0
吡虫啉 Im 2.0
异噁唑草酮 Is 2.0

利谷隆 Li 2.0
灭虫威 Mh 10.0
甲硫威亚砜 MhS 20.0
磺草唑胺 Mo 2.0
抗蚜威 Pi 0.4
玉嘧磺隆 Ri 0.4
西玛津 Si 2.0
2-羟基特丁津 TOH 1.0

回
收
率
%

LLE

SLE

Am Ca Ch De Dm Fi Im Is Li Mh MhS Mo Pi Ri Si TOH

农药名称 缩写 含量 (ng mL-1)

At
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与 LLE 相关的技术

液-液萃取 (LLE) 技术仍然是常规样品前处理最常用的技术之一。经典的 LLE需要使用的溶剂通常有毒且用量非常大，而

且 LLE操作非常耗时。近年来，人们对于使用组合溶剂而且能节省样品的小型化分析方法越来越感兴趣；现在已经出现

了关于小型化液相萃取新方法的报道。与经典的 LLE相比，这些方法可实现更有效的样品富集、更快速的样品前处理和

更简单的自动化。

微萃取

微萃取是 LLE的另一种形式，它使用的有机相:水相的相比率范围是 0.001-0.01。它所使用的有机溶剂体积相对较小，降

低了分析物的回收率，但有机相中分析物的浓度明显升高。此外，溶剂的使用量大大减少。萃取过程在容量瓶中进行。选

用密度比水小的有机溶剂，以便小体积的有机溶剂积累在容量瓶狭窄的颈瓶处，便于移取。可利用盐析效应来提高分析

物在有机相中的浓度。需要使用内标，并且校准标准品应与样品一起进行萃取。请记住，正如在“不同相的互相溶解度”

中所讨论的，为了确保萃取溶剂被其相对的溶剂所饱和，在将样品放入容量瓶之前，应使有机溶剂与水溶剂达到平衡。

微萃取的一个新的变化形式—分散液-液微萃取 (DLLME) 已经被成功应用于多种分析物-基质对的分离 11。该技术基于三

组分溶剂系统。DLLME所使用的容器通常是离心试管，使用注射器将适当的不混溶有机萃取溶剂混合物（通常为几微

升，例如约 8 µL四氯乙烯）和分散溶剂（例如约 1 mL丙酮）快速注入含有目标分析物的水相溶液中（约 5 mL）（见

图 7.6）。分散溶剂的作用是确保有机相与水相互溶。快速混合溶剂时，会形成浑浊的溶液，它由完全分散进入水相的萃

取溶剂的形成的微小颗粒（液滴）组成。由于溶液已经高度分散，无需再剧烈地摇晃。萃取几乎是瞬时完成的，远远快于

通常需要 30 min或更长时间的固相微萃取 (SPME) 和液相微萃取 (LPME)。接下来，离心全部混合物（以 6000 rpm的转速

离心 1.5 min），使有机萃取溶剂的微小液滴沉积下来。然后使用微注射器或微量移液枪头进行转移。含有目标分析物的有

机溶液可以直接进样分析，也可蒸发后使用更合适的溶剂溶解后用于色谱分析。在最初的研究中 11，作者成功地实现了

水样中多核芳香烃约 600-1100 倍的富集，并且回收率相当出色。更多信息，请参阅综述文章 12。
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分析物水溶液

混浊溶液

水性溶液

将沉积相进样至 GC/HPLC

萃取溶剂

有机溶剂（C2Cl4、CCl4等）

分散溶剂

（丙酮、甲醇）

离心

沉积相

+

（由托莱多大学的 Jared Anderson 提供）

图 7.6

传统 DLLME 的工作流程
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Caldas和他的同事们应用 DLLME的一个实例 13展示了采用 DLLME萃取水样中的农药（克百威、异恶草松和戊唑醇）并

进行 LC/MS/MS分析的出色结果。在研究中，他们发现，采用 60 µL的萃取溶剂（四氯化碳）、2 mL的分散溶剂（乙腈）

萃取 5 mL经磷酸酸化 pH为 2.0 的加标水样时，萃取效果最佳。由于乙腈的溶剂强度太大，不能用于他们的 LC色谱柱，

他们将溶剂蒸发至干并用 HPLC级的甲醇溶解残留物。DLLME方法开发的变量包括：分散溶剂的选择（图 7.7）及其体

积、萃取溶剂及其体积的选择（图 7.8）、pH（如有必要）和离心速度。这三种农药的线性范围是 0.001-1.0 mg/L，定量限

(LOQ) 为 0.02 mg/L。总而言之，DLLME技术简单、快速、回收率高、成本低且能提供出色的富集因子。
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戊唑醇

异恶草松

卡巴呋喃

四氯乙烯1.2-二氯苯 四氯化碳

萃取溶剂

分散溶剂

乙腈丙酮甲醇

农药 DLLME 中分散溶剂的比较
图 7.7

农药 DLLME 中萃取溶剂的比较
图 7.8
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单滴微萃取 (SDME)

由 Pawliszyn和他的合作者们 15于 1990 年共同开发的固相微萃取 (SPME) 技术操作简单且成本相对较低，如今已被广泛

用于气相色谱的采样和样品前处理，在一定的范围内还可用于液相色谱（请参阅第 10 章，固相微萃取）。在 SPME中，涂

覆了固定相的纤维被置于溶液中或顶空中，然后分析物通过扩散和/或对流转移至固定相。浓缩的分析物经热脱附 (GC)

或液相萃取 (LC) 转移到色谱柱。该技术的普及已经带动了类似技术的发展。

这些技术的其中之一就是“单滴微萃取”(SDME) 技术，它采用包含在 PTFE棒或 GC进样针针头末端的溶剂液滴取代了

带涂层的纤维。分析物扩散进入该液滴的方式与进入 SPME纤维的方式相似。最初由 Cantwell和 Jeannot发表的研究成

果 15基于 Liu和 Dasgupta的实验 16。后者研究了气体分子到液体微滴的分配过程。

单滴微萃取也被称为溶剂微萃取、液相微萃取和液-液微萃取。在 Cantwell和 Jeannot最初的实验中 16，8 µL不混溶的有

机溶剂（正辛烷）液滴包含在杆状的、一端掏空的 PTFE探头中。探头浸入 1 mL样品瓶内的水样中，同时对样品瓶进行

磁力搅拌。因为 8 µL体积太大而不能直接注入气相色谱，所以作者采用了小份样品，灵敏度受到了限制。但是，在他们

之后的出版物 17以及 He和 Lee的类似研究中 19，通过使用 GC进样针针头支撑液滴而将液滴尺寸降到了 1-2 µL。接下来

就能将整个液滴注入 GC。单滴微萃取实验的示意图如图 7.9所示。
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在 SDME中，要获得可重现的结果，必须精确控制某些实

验参数。与 SPME类似，SDME流程并不能达到分配平衡，

因此精确定时对于获得好的重现性非常关键。Cantwell和

Jeannot15发现，即使仅完成了达到平衡所需的 38% 的萃

取过程，他们仍能维持 1.5% 以内的相对标准偏差。请注

意，SDME实验中的富集因子一般都小于 100。表 7.3 列出

了一些已经成功应用于 SDME的有机溶剂。

溶剂液滴

萃取瓶

水浴

色谱微量进样针

图 7.9

SDME 实验装置 顶空 SDME 实验装置

表 7.3

典型的 SDME 萃取溶剂

正己烷

正辛烷

异辛烷

环己烷

正十六烷

甲苯

氯仿

乙酸丁酯

二异丙醚
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比较了 SDME与 SPME技术对水样中痕量有机污染物 19和硝基芳烃类爆炸物 20的分析之后，作者发现，总体而言，这两

种技术在精度和分析时间上可相媲美。SDME的优势是溶剂用量少，并且可使用各种溶剂或混合溶剂，因此在不同有机物

质的萃取方面具有一定程度的选择性。SPME的选择性由纤维的聚合物涂层的选择性决定。在 SDME中，溶剂快速蒸发，

而 SPME的热脱附（溶剂在高温进样口中从聚合物上脱附）是一个缓慢的过程，可能导致峰拖尾。SPME的纤维必须不定

期更换，而 SDME只使用标准的注射器。有时 SDME中样品的搅拌或超声处理可能会导致悬挂液滴出现问题。可以采用静

态萃取或动态萃取作为替代方法。如果液滴太大，它有可能在搅拌时从注射器尖端掉落。与 SPME不同，SDME中的有机

液滴可能会微溶于水样。其溶解程度取决于萃取溶剂的水溶解性。萃取时间越长，液滴尺寸减小得越多。大多数萃取实验

的时间都低于 15 min，因此溶解问题不会造成太大影响。另外，实验中必须注意避免注射器针头的交叉污染。

SDME的优势之一是样品提取物溶于极小体积（1 或 2 µL）的有机溶剂中，基本上可以直接进样至 HPLC进样器。将 SPME

连接到 HPLC涉及到复杂的仪器排布。许多分析物从 SPME纤维溶出的速度非常慢，导致其在转移到 HPLC色谱柱的过程

中造成初始谱带展宽。有一篇出版物介绍了应用单滴液相微萃取及 HPLC分析去蛋白血浆和尿液中的金丝桃素的实验 21。

本文的作者并没有直接将液滴进样至 HPLC进样器，而是将其转移到了微量样品瓶中，使用水相溶性溶剂（甲醇）将样品

稀释至 30 µL之后再进样至反相 HPLC色谱柱。

在第 6 章中，我们介绍了顶空-SDME技术。与顶空-SPME类似，位于注射器针头底部的微液滴取代了纤维，该微液滴暴

露于样品瓶或其他密闭容器内的固体或液体样品的顶空中。图 7.9 右侧展示了顶空-SDME的实验装置。读者可以参考第

6 章获取有关该技术的更多详细信息。
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流动注射萃取 (FIE)

FIE技术最初由 Karlberg和 Thelander22提出，它的设计弥补了传统液-液萃取的缺点。在 FIE中，水样被注入液流。然后

在该液流中持续地加入分段的不混溶有机溶剂。分段的液流流经盘管时将发生分配，有机相与水相分离并被引导至流通

池中用于测定。在某些情况下，我们会在段与段之间引入空气段，以使溶剂顺畅通过，避免过度的混合。如今的系统已

经发展到无需达到最终的相分离。与传统的 LLE相比，FIE使用的溶剂量显著减少，每次分析只需几百微升溶剂。该技术

与原子吸收光谱仪或电感耦合等离子体光谱仪联用，已广泛用于金属离子的在线痕量富集。其他的连续流动液-液萃取技

术似乎更具吸引力并且能达到更大的富集因子。

其他涉及 LLE 概念的技术

如今，人们对于不同构造的多孔膜（例如中空纤维膜、圆柱形膜以及平面膜）与各种液-液萃取技术的结合日益关注。基

于聚合物的膜是样品与萃取溶剂之间的屏障。只有特定种类的物质能够穿过薄膜孔，这增加了萃取的选择性。这些技术

将在第 18 章中详细介绍，这一章的重点是样品前处理中膜的使用。

QuEChERS以及相关的盐析萃取技术最近获得了极大的关注，尤其是在水果和蔬菜样品中的农药萃取应用方面。

QuEChERS 技术将液-液萃取与分散固相萃取相结合，它与本章概述的传统 LLE 方法又有所不同。第 8 章将着重介绍

QuEChERS和其他用于样品萃取的盐析技术。
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盐析萃取

液-液萃取 (LLE) 长期以来一直是分离在两种不混溶液体中溶解性不同的化合物的有效方法（请参阅第 7 章）。这两种液体

通常是水（可能含有一些添加剂或 pH经过了调整）和非极性有机溶剂（例如异辛烷或乙酸乙酯）。通常情况下，极性化

合物倾向于进入水层，而非极性化合物会被萃取到有机层。使用与水不混溶的非极性有机溶剂的缺陷在于，由于其介电

常数较低，使用它们萃取强极性或高度带电的溶质时效果不佳，尤其是对于需要在非常低或非常高的 pH条件下进行萃取

的高度水溶性药物。极性更强的溶剂（例如对这些极性更强的化合物具有更高溶解性的乙腈）通常可与水互溶，因此不

能用于传统的 LLE。

人们早就知道，向可与水混溶的有机溶剂与水的混合物中加入无机盐能够将溶剂从混合物中分离出来，形成两相系统 1。许

多可与水混溶的有机物（例如丙酮、甲醇、乙醇和乙腈）都能产生这种“盐析”现象。不同的盐会导致不同程度的相分离。

盐析系统中所使用的强极性、可与水混溶的溶剂已经经过了大量的研究，能够萃取或浓缩传统 LLE溶剂无法萃取的多种分析

物。这种盐析效应通常发生在高盐浓度条件下。在某些情况下，使用高浓度的糖类也能实现“盐析”效应（或许这种情况

下更适合称为“糖析”）2。由于这种简单的萃取过程所得的萃取物不如其他样品前处理流程得到的萃取物纯净，因此它在

采用选择性较强的 GC或 HPLC检测方法时特别有用。

第 8 章

QuEChERS、盐析液-液萃取和
相关技术
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盐析萃取已被用于预浓缩水中的中等极性有机物。Leggett及其同事的研究成果表明，使用乙腈/NaCl盐析萃取法萃取水

中的痕量爆炸化合物能够达到较高的回收率 3。他们最初尝试使用二氯甲烷作为萃取溶剂进行传统的 LLE萃取，结果发现，

HMX和 RDX等亚硝胺类化合物的萃取效率相当低。在水中添加氯化钠略微改善了萃取结果，而使用乙腈进行盐析萃取时

则获得了最佳的总体回收率。实际上，用于从水中分离 ng/L水平硝基芳烃和硝胺类爆炸物的美国环境保护局方法 8330A

正是基于盐析萃取法 4。该方法的步骤包括将 251 g氯化钠加至含有 770 mL水样的 1 L容量瓶中。接下来加入 164 mL乙

腈并搅拌，然后进行相分离步骤。转移上层乙腈后，进行额外的小体积萃取和反萃取。最后，将一份样品注入反相 HPLC

色谱柱并使用氰基色谱柱进行进一步确认。

利用盐析效应进行的萃取在农药分析领域的应用越来越广泛。首先，使用乙腈和甲醇等可与水混溶的有机溶剂萃取各种植

物性食品样品中的非离子型农药。根据 Luke方法，丙酮-水 (65:35, v/v) 溶液也可用于此目的 5。Mills和他的同事们采用了多

种类、多残留方法 (MRM)，使用乙腈萃取各种植物来源的食品样品中的非极性农药 6。通过向乙腈萃取物中添加 NaCl能使

目标分析物被分配进入极性非常弱的石油醚中。使用乙腈萃取后接着进行盐析的方法被证明更适用于萃取植物性样品中的

非极性和极性农药，现在该方法也已经被多个监管机构采用 7。但是，萃取物还是相当“脏”。

1993 年，美国农业部（宾夕法尼亚州温德穆尔）的 Anastassiades、Lehotay及其同事 8进一步优化了乙腈萃取法，他们

采用了在 NaCl盐析之后添加干燥剂 (MgSO4) 的方法，这样就能除去水分并迫使农药进入乙腈相。“QuEChERS”（发音

“catchers”，意为“捕手”）技术的名称由英文 Quich（快速）、Easy（简便）、Cheap（经济）、Effective（高效）、Rugged

（耐用）和 Safe（安全）的缩写组成，一问世就迅速获得了广泛的关注 9。以下几页的内容将介绍 QuEChERS技术。
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QuEChERS，简单高效的萃取技术

自 2003 年问世以来，QuEChERS技术的应用已经越来越广泛，尤其是在水果和蔬菜中多类别、多残留农药分析的样品净

化方面。如今，这项技术的应用已超越了这些传统样品，扩展到了肉制品、鱼类、血液甚至土壤样品。这一简单的两步

萃取技术基于盐析萃取和之后的分散固相萃取 (dSPE) 纯化。最初的 QuEChERS方法采用 NaCl进行盐析 8，但人们发现一

些对碱敏感的化合物（例如杀真菌剂百菌清和克菌丹）回收率较差，因此对方法进行了优化。该发现推动了初始萃取步

骤中两种缓冲方法的发展。其中一种新的方法使用 1% 醋酸/醋酸钠缓冲盐，而不是 NaCl10，该方法构成了美国分析化学

家协会 (AOAC) QuEChERS 2007.01 方法的基础 11。另一种新方法— EN-15662 EU方法—使用由 1 g柠檬酸钠和 0.5 g

柠檬酸二钠盐 (pH 5.5) 组成的较弱的缓冲系统，在大多数情况下，该方法与 AOAC方法等效 12。这两种萃取方法略有不

同，例如其使用的样品重量、溶剂体积等存在细微差别。

在乙腈萃取步骤之后引入 dSPE步骤，所得的萃取物离心之后的上清液就能直接注入 GC/MS、LC/MS或MS/MS系统进

行分析，在 dSPE步骤中，通过将一部分粗提物与散装 SPE吸附剂（如 C18、N-丙基乙二胺 (PSA) 吸附剂和石墨化炭黑）

混合，实现了萃取物的进一步纯化。在 dSPE中，吸附剂的作用是吸附基质和不需要的组分，而将目标分析物留在液相中。

这与固相萃取的“结合-洗脱”常规操作模式相反（请参阅第 9 章），在这种模式中，吸附剂的作用是保留目标分析物而

不是基质。

QuEChERS净化现在已经广泛用于各种水果和蔬菜中数百种农药残留的常规分离。虽然从一般的实验室用品目录中就能

很容易地找到组装 QuEChERS萃取装置所需的各种材料，但许多用户还是倾向于购买预包装的试剂盒。大多数公司销售

的 QuEChERS萃取产品都提供三种试剂盒，分别用于原始的无缓冲方法、AOAC方法和 EU方法。这些试剂盒都提供尺寸

合适的离心管，其中装有预称重的盐和分散 SPE吸附剂。有些供应商（如安捷伦科技公司）还提供根据水果和/或蔬菜样

品的性质（如高脂肪含量的基质或高色素的基质）而设计的专用 dSPE试剂盒。针对需要客户化 QuEChERS实验的用户，

还有散装出售的单独 dSPE吸附剂。

图 8.1 展示了如何执行这一简单的萃取流程。
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QuEChERS 
步骤 1：盐析萃取

图 8.1

1

步骤 2：分散固相萃取 (dSPE)

称取样品 根据需要加入水和

QC 加标物，并加入内标
加入乙腈 涡旋或振摇

加入盐包 振摇 1 分钟 以 4000 rpm 的
转速离心 5 分钟

乙腈和水层的相分离

选择分散净化试剂盒
并加入乙腈萃取物

涡旋振荡 1 分钟 以 4000 rpm 的
转速离心 5 分钟

吸取一份上清液并根据
需要进行干燥或稀释

放入自动进样器样品瓶中
进行气相色谱或液相色谱分析

2 3

5 6 7

1 2

4 5

3

4

8
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初始样品前处理（图 8.1.1）

称取 10 g (AOAC) 或 15 g (EN) 等份的均质样品至 50 mL离心管中。由于该方法采用的样品质量低于传统萃取方法的样品

质量，所以确保初始样品（重量可达千克级）达到完全均质极为重要。因此我们建议使用强大的切碎装置来均质样品，使

其表面积最大化以确保更好的萃取效率。这样的均质过程有助于确保 10 或 15 g的子样品能代表初始样品。为了防止均

质步骤中挥发性农药的损失，我们建议添加两个额外的操作步骤：预冷冻切碎的样品和添加干冰。由于水是初始萃取步

骤中要用到的两种溶剂之一，实验的这个阶段必须有水的存在。许多水果和蔬菜样品都含有 80-95% 的水，这些水分是

分配作用起效的必要条件。对于像豆类或谷物这样的干燥样品，应添加合适比例的水。

萃取— 分配溶剂（图 8.1.2）

接下来，取 10 mL（EN方法）或 15 mL（AOAC方法）乙腈至含有固体样品的离心管中。虽然也可使用丙酮和乙酸乙酯

等其他非卤代的溶剂，但我们还是建议使用乙腈作为 QuEChERS萃取溶剂，因为加入盐之后，乙腈比丙酮更易与水分离。

乙腈的极性比丙酮和乙酸乙酯的极性更强。根据“相似相溶”的原理，中等极性到高极性的农药在乙腈中的溶解性比在

其他两种溶剂中的溶解性更好。因此，使用乙腈能够显著改善极性农药的萃取回收率。

乙酸乙酯的缺点是：1) 仅能与水部分混溶（但它能萃取脂质和蜡质）；2) 对酸性/碱性农药的回收率较低；3) 用于 dSPE

时纯化效果不佳。但是，乙腈萃取亲脂性物质的能力较差。与使用丙酮时相比，使用乙腈时，硫酸镁能够更好地去除残

留的水分。虽然乙腈在 GC进样口的气化过程产生的溶剂膨胀体积相对较大、会干扰氮选择性 GC检测器，而且比其他常

用的 GC溶剂挥发性更弱，但是它可兼容 HPLC流动相和 GC应用。因此，如果为了使用 HPLC溶剂复溶分析物或为了提

高浓度（针对非挥发性物质）而需要进行蒸发浓缩步骤，该过程将更加耗时。在加入盐之前（图 8.1.4），振摇样品-乙腈

混合物以浸润全部样品（图 8.1.3）。这个步骤还能防止因为（在下个步骤中）加入盐而短时产生的热量导致不稳定农药

的损失。
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盐的添加（图 8.1.4）

添加盐的目的是诱导相与相分离。盐析效还会影响基于所用萃取溶剂的分析物分配。盐的浓度能影响有机相中水的百分

比，并能调整它的“极性”。在 QuEChERS萃取中，通常仅使用乙腈就足以获得优异的萃取效率，无需添加会稀释萃取物

并使其变得极性极弱的非极性共溶剂。在某些情况下，必须控制萃取过程的 pH。

大多数农药（但不是全部）在低 pH条件下更稳定。对于某些较为棘手的农药（例如在低 pH下会强烈质子化的农药），要

实现成功萃取，萃取系统的 pH必须在 2-7 范围内调整 13。当然，萃取时的 pH也会影响基质化合物的共萃取和农药的稳

定性。对于该步骤，非常重要的一点是将盐加入振摇后的乙腈-样品混合物中。如果反过来将样品添加到盐混合物中，可

能会发生放热反应，造成挥发性农药的损失或引起不稳定农药的降解。现在已经有了用于盐添加步骤的商品化预称重盐

混合物（无水，在氮气环境下包装），其操作方便，具有可直接倾倒的包装。由于会产生局部放热效应，建议不要使用预

填充盐的离心管。

添加内标（图 8.1.2 和图 8.1.5）

为了最大程度减小 QuEChERS方法的多个步骤产生的误差，我们会通常在处理过程的某个阶段添加内标，有时是在盐析

萃取步骤等较早阶段。在最初的开发研究中，作者 8采用了磷酸三苯酯 (TPP)，它所具备的属性能够实现低脂肪基质中的

定量萃取。但是，后来作者发现，使用一种以上的内标作为质量控制的手段，会由于分配或净化过程中的移液错误或歧

视而产生误差 14。振摇样品-内标-乙腈-盐混合物 1 min后，将离心管置于离心机（图 8.1.6）并以 4000 rpm的速度离心

5 min，以确保相与相分离，并使多余的盐和基质与上清液分离（图 8.1.7）。

为了彻底混合固相和液相并减少振摇时间，我们建议在初始萃取步骤所用的 50 mL离心管中使用安捷伦陶瓷均质子。这

些惰性、无孔的固体棒状均质子具有带一定角度的切削表面，有助于确保样品与萃取化学物质之间紧密接触和打破盐结

块（如果存在的话）。它们已经被证明能够显著减少振摇时间 15 和减少人员之间的操作差异，因为手动振摇也是

QuEChERS过程的变量之一。RSD也有所改善。
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dSPE（图 8.1.8）

一般来说，SPE纯化使用含有不同量的吸附材料的塑料小柱。执行 dSPE时，将一份样品萃取物（例如 1、6 或 8 mL）加

入含有少量 SPE吸附剂的样品瓶中（图 8.1.8），手动振摇 (1 min) 或使用涡旋混合器混合，使松散的 SPE材料均匀分布，

以完成纯化过程。接下来通过离心分离吸附剂（图 8.1.9），然后取一份上清液（图 8.1.10）进行分析（图 8.1.11）。吸附

剂的作用是保留基质组分，而不是目标分析物。在某些情况下，可以使用混合吸附剂。对于具有高脂肪基质的样品，我

们推荐使用 N-丙基乙二胺 (PSA) 与 C18 的混合吸附剂。对于含高浓度叶绿素和类胡萝卜素的样品（例如菠菜和胡萝卜），

采用 PSA与石墨化炭黑的混合吸附剂可以减少此类有色化合物。虽然添加石墨化炭黑有助于去除色素，但这会导致某些

平面结构农药（例如多菌灵和嘧菌环胺）的回收率较低。在萃取步骤中添加甲苯可以提高平面结构农药的回收率 16。现

在已经有了既能去除叶绿素，又不会吸附平面结构农药的新型吸附剂。

表 8.1 提供了如何根据样品基质的性质（例如脂肪含量、蜡质以及色素的存在和色素的水平）来匹配 dSPE吸附剂与水果

和蔬菜样品基质的一些指导。为方便起见，该表还提供了各种 QuEChERS dSPE试剂盒的安捷伦部件号。
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部件号后标有 "CH" 表明萃取管配有陶瓷均质子。

（接转下页）

根据食品基质选择 dSPE 吸附剂

表 8.1

QuEChERS 分散固相萃取试剂盒，水果和蔬菜

试剂盒 规格 单位

AOAC 2007.01 方法
欧盟方法

EN 15662

工具包组成
部件号

工具包组成
部件号

常规水果和蔬菜：

去除极性有机酸、部分糖和

脂类

2 mL 100/包 50 mg PSA

150 mg MgSO4

5982-5022

5982-5022CH

25 mg PSA

150 mg MgSO4

5982-5021

5982-5021CH

15 mL 100/包 400 mg PSA

1200 mg MgSO4

5982-5058

5982-5058CH

150 mg PSA

900 mg MgSO4

5982-5056

5982-5056CH

含脂和蜡的水果和蔬菜：

去除极性有机酸、某些糖类，

多数脂类和固醇类

2 mL 100/包 50 mg PSA

50 mg C18EC

150 mg MgSO4

5982-5122

5982-5122CH

25 mg PSA

25 mg C18EC

150 mg MgSO4

5982-5121

5982-5121CH

15 mL 50/包 400 mg PSA

400 mg C18EC

1,200 mg MgSO4

5982-5158

5982-5158CH

150 mg PSA

150 mg C18EC

900 mg MgSO4

5982-5156

5982-5156CH

含色素的水果和蔬菜：

去除极性有机酸、某些糖类和

脂类、以及类胡萝卜素和叶绿

素；不能用于平面结构的农药

残留测定

2 mL 50/包 50 mg PSA

50 mg GCB

150 mg MgSO4

5982-5222

5982-5222CH

25 mg PSA

2.5 mg GCB

150 mg MgSO4

5982-5221

5982-5221CH

15 mL 50/包 400 mg PSA

400 mg GCB

1,200 mg MgSO4

5982-5258

5982-5258CH

150 mg PSA

15 mg GCB

885 mg MgSO4

5982-5256

5982-5256CH
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部件号后标有 "CH" 表明萃取管配有陶瓷均质子。

（接转下页）

高色素含量的水果和蔬菜：

去除极性有机酸、某些糖类和

脂类、以及高含量水平的类胡

萝卜素和叶绿素；不能用于平

面结构的农药残留测定

2 mL 100/包 25 mg PSA

7.5 mg GCB

150 mg MgSO4

5982-5321

5982-5321CH

15 mL 50/包 150 mg PSA

45 mg GCB

855 mg MgSO4

5982-5356

5982-5356CH

含脂肪和色素的水果和蔬菜：

去除极性有机酸、某些糖类和

脂类、以及类胡萝卜素和叶绿

素；不能用于平面结构的农药

残留测定

2 mL 100/包 50 mg PSA

50 mg GCB

150 mg MgSO4

50 mg C18EC

5982-5421

5982-5421CH

15 mL 50/包 400 mg PSA

400 mg GCB

1200 mg MgSO4

400 mg C18EC

5982-5456

5982-5456CH

工具包组成
部件号

工具包组成
部件号试剂盒 规格 单位

AOAC 2007.01 方法
欧盟方法 EN
15662

QuEChERS 分散固相萃取试剂盒，水果和蔬菜
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部件号后标有 "CH" 表明萃取管配有陶瓷均质子。

QuEChERS 分散固相萃取试剂盒：其它食品分析方法

其他食品方法

去除生物基质干扰，

包括疏水物质（脂肪、

脂类）和蛋白质

2 mL 100/包 25 mg C18

150 mg MgSO4

5982-4921

5982-4921CH

15 mL 50/包 150 mg C18

900 mg MgSO4

5982-4956

5982-4956CH

所有食品类型

去除所有基质干扰物，

包括极性有机酸、脂类、

糖类、蛋白质、类胡萝

卜素和叶绿素

2 mL 100/包 50 mg PSA

50 mg C18

7.5 mg GCB

150 mg MgSO4

5982-0028

5982-0028CH

15 mL 50/包 400mg PSA

400 mg C18

45 mg GCB

1200 mg MgSO4

5982-0029

5982-0029CH

动物源性食品

去除极性有机盐类、糖类、

脂类和蛋白质等基质干扰

15 mL 50/包 50 mg PSA

150 mg C18EC

900 mg Na2SO4

5982-4950
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“分析物保护剂”（可选）：

这是主要用于 GC分析的一个可选的步骤，对于在中等 pH条件下不稳定的农药以及在 GC系统中分析效果较差（例如由

进样口衬管、GC毛细管色谱柱和其他内表面的活性位点造成的 GC流路表面活性导致的响应损失、峰拖尾等）的敏感分

析物非常有用。在这种情况下，在样品注入 GC系统前向萃取物中加入分析物保护剂。保护剂化合物不会干扰目标农药的

分析，但会减弱这些敏感农药与 GC流路活性位点之间的相互作用，从而保护这些农药，避免出现不良的色谱性能。已有

许多深入的研究致力于筛选出适当的分析物保护剂 17-18。结果表明，由基质效应引起的 GC分析误差在分析物保护剂的

帮助下也得以明显减少。当然，我们不建议将保护剂用于 LC和 LC/MS。

分析

离心后（图 8.1.9），确保上清液中无任何吸附剂或多余的盐，就能将 dSPE步骤得到的样品直接注入 GC或 HPLC系统进

行分析，无需进一步的检查。对于 LC/MS分析，可能需要使用酸性的水进行稀释以保证MS的色谱完整性。对于 GC/MS

分析，如果仪器未配备程序升温气化进样口，可能需要蒸发上清液后采用与 GC兼容的溶剂复溶萃取物。通过简单的

QuEChERS流程获得的萃取物通常不如采用其他较为繁琐的样品前处理流程（如 SPE）获得的萃取物纯净。因此，我们强

烈建议您使用选择性的检测方法。

QuEChERS的应用

虽然 QuEChERS方法主要用于食品和其他农产品中农药的分析，但它的应用范围正在不断扩展。表 8.2 列出了该方法涉

及不同分析物和不同基质的典型已发表应用，展示了这一日益发展的样品前处理技术的多功能性。
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选出的 QuEChERS 应用简报

分析物 基质 安捷伦参考应用简报

丙烯酰胺 食用油 5990-8988EN

炸薯条 5990-5940CHCN

氨基酸 菠菜、苹果 J.W.Henderson, T. Faye, U. Wittek, and J. Stevens, poster paper presented at RAFA

2009, Prague, Czech Republic

激素 虾 5990-6589CHCN

PAH 鱼类 5990-5441CHCN、5990-4248EN、5990-6668CHCN、5990-7908EN、

5990-7714CHCN

土壤 5990-5452EN (AOAC)、5990-6324CHCN

5990-6324CHCN、5990-5452EN

PCB 鱼类 5990-6263EN、5990-7908EN、5990-7714CHCN

农药 苹果 5990-4468EN、5990-6558EN、5990-3937EN

大米 5990-8034EN

绿茶 5990-6400CHCN

柠檬油 5990-6432EN

菠菜 5990-4305EN (AOAC)、5990-4395EN、5990-4247EN、5990-4248EN、

5990-9317CHCN

生菜 5990-6558EN

婴儿食品 5990-5028EN

面粉 5990-9317CHCN

胡椒

橙子

胡萝卜 5990-Si-02213

青椒 5990-8067CHCN、5989-8614EN

黄瓜 5990-8067CHCN、5990-6323EN

番茄 5990-8067CHCN、5990-6323EN、5989-8614EN

茶叶（绿茶和红茶） 5990-9865CHCN

大豆 Si-02213

鳄梨 Avocado_poster_EPRw2006.pdf

鱼类 5990-7908EN、5990-7714CHCN、5990-6595CHCN

橄榄油 5990-5553CHCN、5990-7722CHCN

草莓 5990-7706CHCN、5590-9317EN

梨

香蕉

药物 全血 5990-8789EN

喹诺酮抗生素 牛肝 5990-5085EN

磺胺类抗生素 牛肝 5990-5086EN

鸡肉 5990-5395CHCN

兽药 动物源性食品 5991-0013CHCN

表 8.2
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为说明该技术的应用，我们将展示使用 AOAC方法萃取和分析苹果中的 16 种“代表性”农药得到的一些结果 19。这些

代表性农药由 Lehotay et al20等人选定，分别属于 9 个不同的农药类别，包括适用于 LC-MS/MS分析的酸性、碱性、中

性、对碱敏感和酸不稳定性农药。图 8.2 说明了本研究中使用的 QuEChERS工作流程。

使用 QuEChERS 萃取苹果中农药的工作流程
图 8.2

准确称取 15 g (±0.05 g) 均质样品放入 50 mL 离心管中

向样品中加入 100 µL 内标溶液并涡旋振荡 1 min

加入 15 mL 含 1% 乙酸的乙腈溶液并用力振摇 1 min

加入 Bond Elut QuEChERS AOAC 盐包，盖紧瓶盖并用力振摇 1 min

以 4000 rpm 的转速离心 5 min

涡旋振荡 1 min，然后离心

将 200 µL 萃取物转移至自动进样器样品瓶中，
必要时采用 800 µL 合适的溶液进行稀释

样品可直接进行 LC-MS/MS 分析

将上层 ACN 转移到 Bond Elut QuEChERS 分散固相萃取管中，
根据需要选择 1 mL/2 mL 管或 8 mL/15 mL 管
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为获得最可靠的统计结果，初始的样品前处理是 QuEChERS处理过程中极其重要的一部分。必须使用数量足够多的样品以

确保最终得到的部分具有代表性，由于 QuEChERS萃取只使用 15 g样品，初始的大量样品必须充分粉碎。将 15 g粉碎的

苹果样品（来自 3 磅有机种植的苹果）置于 50 mL离心管中，加入内标，然后涡旋振荡。接下来，加入 15 mL 1% 醋酸的

乙腈溶液，然后加入含有 6 g无水MgSO4和 1.5 g无水醋酸钠的安捷伦 AOAC缓冲萃取试剂包。正如之前所述，加入乙腈

之后添加缓冲盐非常重要，因为盐的添加会引起放热反应，可能导致样品局部受热，从而引起热降解。接下来，将整个混

合物紧密密封并用手剧烈振荡离心管，然后进行离心。该操作就是盐析萃取步骤。乙腈将在苹果基质形成的水相层上方形

成分离的一层。

下一个步骤是采用 dSPE进行进一步的纯化。将 1 mL的上层乙腈溶液转移至 2 mL的分散 SPE管中，管内含有已预称重的

50 mg N-丙基乙二胺 (PSA) 吸附剂和 150 mg无水MgSO4。将 SPE管盖紧，涡旋振荡，然后离心。将 200 µL等分样品转移

至自动进样器样品瓶中，并使用 800 µL水进行稀释。接下来用 LC-MS/MS分析样品。

在苯基-己基色谱柱上通过梯度反相色谱法进行 HPLC分离。操作条件请参阅参考文献 19。图 8.3A展示了采用完整的

QuEChERS流程进行处理所得的苹果空白样品的 LC-MS/MS色谱图。采用 QuEChERS制备所得的最终样品中会含有食品

基质杂质，因为它仅仅是一个简单的样品萃取和纯化流程。由于在多反应监测 (MRM) 模式（请参阅参考文献 19 中的仪

器数据采集设置）下操作的 LC-MS/MS具有强大的选择性，苹果空白样品的萃取物没有对目标化合物造成任何干扰。

图 8.3B展示了 10 ng/g (10 ppb) 的加标苹果萃取物在定量限 (LOQ) 浓度水平的色谱图。此处的苹果中农药的 LOQ远低

于最大残留水平 (MRL)。虽然一些农药峰的色谱分离度较差，利用电喷雾离子化串联质谱的选择性仍然能够实现准确定

量。平均回收率介于 76-117%（平均为 95.4%）之间，RSD值小于 15%（平均为 4.3%）。这些值在食品基质的痕量农药

分析中是可接受的。
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空白样品中未检出干扰物

10 ng/g 加标苹果萃取物的
色谱图。

空白苹果萃取物与加标农药萃取物的 LC-MS/MS 色谱图
图 8.3

苹果空白萃取物的色谱图

响应 (%) vs. 采集时间 (min)

响应 (%) vs. 采集时间 (min)

1. 甲胺磷

2. 高灭磷

3. 吡蚜酮

4. 多菌灵

5. 吡虫啉

6. 噻苯咪唑

7. 敌敌畏

8. 残杀威

9. 甲基托布津

10. 甲萘威

11. 灭线磷

12. 戊菌唑

13. 嘧菌环胺

14. 抑菌灵

15. 醚菌酯

16. 对甲抑菌灵

A

B
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第 9 章

固相萃取 (SPE)

固相萃取是一种使用更广泛的样品前处理技术，通常用于液体样品或已经通过溶解或萃取的方式变为液体形式的固体样

品。通过将气体样品捕集到吸附剂上或使用反应性化学物质进行原位衍生化的方式，SPE还可以用于某些气体样品。

SPE 与 LLE
固相萃取是色谱分析中一项很重要的样品预处理技术。SPE的操作方式与液-液萃取 (LLE) 类似。与仅包含一个分离阶段的

LLE不同，SPE是类似于 HPLC的色谱分离过程，与 LLE相比，它具有很多潜在的优势：

• 更彻底地萃取分析物

• 更高效地分离干扰物与分析物

• 提高分离选择性

• 有机溶剂消耗量减少

• 总分析物馏分收集更简便

• 痕量富集过程可额外提供浓缩功能

• 手动操作程序更方便

• 可去除颗粒

• 更容易自动化



95

由于 SPE通常是一个比 LLE更有效的分离过程，其更容易获得更高的分析物回收率。采用 LLE需要好几个连续步骤才能回收

99% 以上的分析物，而通常 SPE方法只需一步就能实现。SPE还能更彻底地去除分析物馏分中的干扰物。由于有机溶剂使

用量更少，能够维持较高的分析物浓度，反相 SPE技术（一般称为非极性 SPE或 RP-SPE）是使用最为广泛的技术。在 SPE

中，因为不需要进行相分离（如 LLE），我们能够很容易地收集分析物总馏分，从而消除了由变化的萃取体积或萃取体积测

量不准确造成的误差。在 SPE中不会形成乳浊液。最终，较大的颗粒被 SPE小柱或其它装置（请参阅第 5 章）捕集，并且

不会流入分析物馏分中。因此，SPE具有纯化和去除颗粒的双重作用，在进样之前无需再对样品进行过滤。在多数情况下，

非极性 SPE还具备另一个优点—浓缩样品。

但是相比于 LLE，SPE有一些缺点，包括：

• SPE中可能发生混合机制

• 一些分析物会不可逆地吸附在 SPE小柱上

• 需要进行更复杂的方法开发（涉及 3 个步骤或更多）

LLE中使用的溶剂通常纯度很高而且是明确定义的，因此 LLE分离的重现性很高。SPE固定相有时会导致多种机制（例如

反相和离子交换），让操作人员感到困惑。与 SPE小柱相比，LLE装置（例如分液漏斗）的表面积相当小，特别是它的填

料。由于该原因及其他原因，LLE发生不可逆的分析物键合（较低的回收率）的可能性低于 SPE。典型的非极性 SPE包括

四个步骤：活化、上样、淋洗和洗脱，每一个步骤都需要一定程度的优化，而 LLE的溶剂选择则更加直接。
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SPE 与 HPLC
这种最简单的 SPE构造采用的是小型一次性塑料柱或小柱，通常是填充了 0.1-10.0 g吸附剂的医用注射器筒。采用的吸附

剂一般是反相材料（例如 C18-硅胶），反相 SPE (RP-SPE) 同时具有类似 LLE和反相 HPLC的分离特性。有时，选用选择性

更强的 SPE固定相（例如离子交换固定相或亲和固定相），能够获得比 RP-SPE更好的结果，RP-SPE主要依据分析物和基

质的相对疏水性进行分离。

为简明起见，下文中均假定使用 RP-SPE，除非另有说明。虽然硅胶基键合相填料使用最为广泛，但是近年来出现的聚合

物吸附剂也已经获得了越来越多的青睐。与硅胶基 SPE填料相比，聚合物填料的优点包括更高的比表面积（因而具有更

高的容量）、亲水性-疏水性的化学平衡（润湿性更好，且活化步骤完成一段时间之后即使变干燥，也不会影响回收率和重

现性）、不含硅醇基（不可逆吸附高度碱性化合物的可能性降低）和宽泛的 pH范围（可以更灵活地调整化学填料）。

在最常用的配置中，滤芯将 SPE填料固定在注射器筒中，就像一根 HPLC色谱柱。其粒径（平均为 40 µm）一般比 HPLC的

粒径 (1.5-10 µm) 大得多。由于柱床长度更短、颗粒更大以及柱床填充密度更低，SPE小柱的柱效比 HPLC色谱柱的柱效低

很多 (N100)。出于成本的原因，SPE通常使用不规则形状的填料（而不是球状的颗粒）。最近，市面上出现了用于 SPE的

球状硅胶，但尚未对最常用产品的销售产生影响。聚合物吸附剂一般是球状的，但通常比硅胶基填料更贵。但是某些 SPE

萃取盘也会使用比较昂贵的球状 SPE填料，其颗粒直径在 7 µm的范围内。

总的来说，SPE的分离原理、相选择和方法开发过程与 HPLC非常相似。SPE与 HPLC的一个主要区别是 SPE小柱通常是

一次性使用的，因为小柱上可能有残留的干扰物。当然，HPLC色谱柱是循环使用的。
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SPE 的用途
在样品前处理中，SPE有 6 个主要作用：

• 去除干扰物

• 分析物浓缩或痕量富集

• 脱盐

• 相交换

• 原位衍生化

• 样品储存和运输

干扰物的去除

在 HPLC或 GC分离中，基质干扰物或多余的化合物可能会与分析物发生谱带重叠，增加了方法开发的难度，并且可能会

对分析结果产生不利影响。在某些情况下，特别是对于复杂的样品（例如天然产物、食品、蛋白质裂解物)，由于原始样

品中含有大量的干扰物，使得我们几乎不可能仅通过一次 HPLC或 GC分离就将这些物质与一种或多种分析物的谱带分

开。SPE可用于减少或去除这些干扰物。一些样品所含的组分，如疏水性物质（例如脂肪、油、油脂）、蛋白质、高分子

材料、颗粒等会阻塞 HPLC色谱柱或使其失去活性。这些不利化合物通常可以通过 RP-SPE去除。在 GC中，高沸点物质会

停留在色谱柱柱头并缓慢逸出，从而产生额外的色谱峰和导致基线漂移。SPE同样有助于在进样之前去除这类干扰物。

痕量富集/分析物浓缩

SPE常常用于提高痕量组分的浓度。如果所选的 SPE小柱可使分析物的 k >> 1，那么在分析物饱和（过载）固定相且开

始从小柱中洗脱出来之前，可应用的样品体积就相对较大。最终的结果是当使用高强度溶剂 (k < 1) 洗脱分析物时，所得

的分析物浓度将显著提高，这意味着检测灵敏度将增加（称为痕量富集）。痕量富集的一个实例是使用 RP-SPE小柱通过

SPE方法从环境水样中浓缩亚 ppb级浓度的多核芳香烃或农药。高强度溶剂（例如乙腈或甲醇）能够以较小的浓缩体积

从小柱中洗脱这些分析物，这也节省了蒸发时间。蒸发至干之后，可以使用与后续 HPLC或 GC分离兼容的溶剂复溶（重

新构建）样品残留物。或者，也可以向 SPE洗脱液中添加可混溶的弱溶剂以稀释较强的溶剂，这样所得的样品或许能够

直接注入 HPLC色谱柱。
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脱盐

RP-SPE通常用于生物样品和其他高盐样品的脱盐，尤其是在进行离子交换 HPLC分析之前。选择可在一开始就保留分析

物的 pH和有机溶剂比例，而用水将无机盐从小柱上淋洗下来。接下来就能使用有机溶剂洗脱分析物（不含盐）3。

相交换

相比前面所述的其他作用，相交换不那么常用，使用 SPE小柱分离目标分析物，然后将流动的空气或干燥的氮气通过小

柱以去除初始液体即可实现相交换。接下来，可以使用第二种不混溶的溶剂将分析物洗脱至收集装置用于进一步的样品

前处理或进样至色谱。

原位衍生化

在一种原位衍生化流程中，一种活性衍生化试剂吸附在 SPE小柱上，含有活性分析物的样品通过小柱。根据反应动力学，

分析物可以同时被衍生化和浓缩。接下来可使用高强度溶剂洗脱衍生化的化合物，然后对该化合物进行色谱处理。这种

流程一个实例是使用 2,4-二硝基苯肼对含有羰基的化合物进行原位衍生化。另一种原位衍生化方法需要在含有 SPE吸附

剂的溶液中进行，SPE吸附剂可以分离溶液中衍生化的分析物。然后，洗脱衍生化的化合物进行分析。这种方法的一个

实例是使用四甲基氢氧化铵热水解细菌脂质样品中的细菌脂肪酸并直接将其甲基化。接下来，对衍生化所得的脂肪酸甲

酯进行 GC-离子淌度质谱分析。这种方法的另一个实例是通过酸性农药与丁基氯甲酯在水相环境下反应实现的原位衍生

化，接着使用 PDMS纤维进行在线 SPME纯化，分析物经热脱附后进入 GC/MS 6进行分析。

样品储存和运输

样品储存和/或运输是 SPE小柱一项有趣的应用。通常，吸附在固体支撑物上的分析物的稳定性要优于它们在溶液中的稳

定性。该发现让我们能够使样品吸附在小柱上并进行储存和运输（例如通过邮寄方式）。在这种方法使用之前，将分析物

吸附到固体支撑物之前需要测试每组分析物的长期稳定性。
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SPE 装置及其形式
以下是 SPE采用的几种不同设计：

• 小柱（图 9.1）

• 萃取盘（图 9.2）

• 移液枪头（图 9.3）

• 96 孔板（图 9.4）

• 涂层纤维（固相微萃取 (SPME)，图 9.5）

或涂层搅拌棒（搅拌棒吸附萃取 (SBSE)，图 9.6）

图 9.1

典型的针筒式小柱设计

注射器针筒

筛板 SPE 填料

Luer 枪头
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SPE 小柱

使用最为广泛的 SPE装置类型是萃取小柱。典型的一次性 SPE小柱（注射器筒式）如图 9.1 所示。注射器筒通常由医用级

聚丙烯制成，选择这种材料是因为其纯度高。如果小柱的塑料材料中含有痕量水平的杂质（例如增塑剂、稳定剂或脱模

剂），它们可能会在 SPE过程中被萃取出来并污染样品，还有可能因此导致错误的分析结果或在质谱分析时引起离子抑制

效应。注射器筒的出口处一般都配有一个可以固定针头的 Luer尖头，便于直接将流出物导入小型容器或样品瓶中。

小柱中支撑颗粒柱床的滤芯由 PTFE、聚乙烯、不锈钢或钛（很少使用）制成，具有 10-20 µm的孔隙，可提供微弱的流

动阻力。为了适应自动化的仪器或机器人系统，SPE小柱的设计各有不同。当标准注射器筒的塑料材料可能产生不可接

受浓度的可萃取干扰物或可能发生塑料壁上的吸附时，可选用价格更贵但惰性更强的玻璃小柱或原生 PTFE小柱进行超

痕量分析（亚 ppb级）。

除了上面提及的特殊小柱，一般来说，填充键合硅胶或吸附剂填料的 SPE小柱相对比较便宜。因为存在样品交叉污染的

潜在风险，它们通常都是一次性使用的。

为了适应广泛的 SPE应用，现在已经有了容器体积（小柱中填料上方的体积）为 0.5-10 mL的标准小柱，其填料质量为

35 mg-2 g。对于体积非常大的样品，还可选择填料质量多达 75 g，容器体积高达 150 mL的“巨型”小柱。还可以考虑

将这些小柱用于快速色谱应用（请参阅第 12 章），虽然快速色谱无论是在理论方面还是在实际操作方面与“真正的”SPE

均有所不同。填料量较高的小柱适用于可能会导致低容量小柱过载的“脏”样品。但是，对于小柱容量不会造成问题的

相对干净的液体样品、痕量分析以及小体积样品来说，应首选填料量为 100 mg或更低的小柱。由于聚合物 SPE填料的

表面积更大，单位面积的保留容量也可能更大，其填充柱床质量通常在 5-60 mg范围内，因而可处理的样品和溶剂体积

较小。在大多数情况下，我们都需要以尽可能最小的体积收集分析物，这意味着 SPE小柱也必须尽可能最小。更小的体

积也有利于减少使用与分析方法更兼容的溶剂复溶分析物时蒸发洗脱溶剂所需的时间。
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SPE 萃取盘

另一种常用的配置是 SPE萃取盘（图 9.2）。SPE萃取盘结合了薄膜（请参阅第 18 章）和固相萃取的优点。萃取盘的外观与

膜过滤器非常相似：它们是扁平状的，厚度通常为 1 mm或更薄，直径 4 - 96 mm。萃取盘中的 SPE填料通常占膜总重量的

60-90%。有些萃取盘是单独出售的，必须安装在可重复使用的过滤器支架中。然而，最受欢迎的是预装在一次性支架中出

售的萃取盘或带有可方便连接注射器的 Luer接头的小柱。SPE萃取盘的物理结构不同于膜过滤器（请参阅第 18 章）。SPE

萃取盘的组成：

• 填充满硅胶基填料或树脂填料的可塑或扩展 PTFE网

• 带有嵌入式填充材料的刚性玻璃纤维盘

• 浸渍填料的聚氯乙烯

• 衍生膜

图 9.2

典型的 SPE 盘结构

固定装置

固定装置

吸附剂盘

预过滤器（可选）
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SPE萃取盘和 SPE小柱的主要区别在于它们的长度/直径比 (L/d)：萃取盘的 L/d <1 而小柱的 L/d > 1。与 SPE小柱相比，萃

取盘的这个特征使其能够应用更高的流速，并且萃取速度更快。例如，1 L相对干净的水可在约 15-20 min内通过直径为

45 mm的萃取盘，但使用 15 mm x 8 mm的小柱柱床可能需要 2 h。和使用小柱时一样，“脏”水或含有颗粒的水（例如

废水）可能会堵塞多孔萃取盘。无论采用哪种装置，如果样品含有大量的颗粒，在进行 SPE处理之前都应该使用预过滤

器过滤。某些萃取盘产品附带内置的预过滤器。由于填料内嵌在萃取盘基质中，因此不会像填充欠佳的小柱那样，由于产

生沟流而导致不均匀的流动特性，从而使分析物回收率降低。但是，由于萃取盘的厚度较薄（一般为 0.5-2 mm），低 k’值

化合物的穿透体积通常比在 SPE小柱中的穿透体积更小。

SPE萃取盘非常适用于环境应用，例如地表水中痕量有机物的分析，采用其他方法时，该分析通常需要使用大量的样品以

确保获得必要的灵敏度。美国环境保护局已经批准将 SPE萃取盘技术（方法 3535A）作为 LLE的替代技术，用于水样品

HPLC分析的样品前处理。相比传统的 LLE，SPE的一个主要优点是减少了有机溶剂的用量。SPE萃取盘和 SPE小柱每次分

析仅需使用几毫升溶剂，而与它们效果相当的多步 LLE分离则需要使用数百毫升溶剂。

含有 1.5-30 mg嵌入式填充材料的低柱床体积刚性玻璃纤维萃取盘对于小体积临床样品（例如血浆和尿液）的预处理效

果很好。这种萃取盘降低了吸附剂质量、减小了截面面积，从而减少了溶剂消耗量。它的优点包括：由于洗脱溶剂用量减

少，萃取物更加纯净；来自弱保留化合物的干扰更少；不使用筛板，避免了来自这一途径的污染。这种萃取盘的实例是大

容量 SPEC固定相（安捷伦科技公司），有小柱或 96 孔板形式可选（见图 9.4）。SPEC萃取盘有反相（C2、C8、C18、C18AR

和苯基）、正相（NH2、CN、Si）、离子交换（SAX、SCX）和混合模式（非极性和 SCX）可选。
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虽然生物样品的分离中也会用到萃取盘或小柱形式的浸渍填料的聚氯乙烯 (PVC) 和衍生膜，但它们几乎不会用于 SPE应用，

因此我们在这里不再进一步讨论。

SPE 移液枪头

分析化学朝着小型化方向的发展推动了新型 SPE的开发。微量移液枪头 (MPT) 形式（图 9.3）可实现亚微升级样品（例

如生物体液）的处理。固相萃取 (SPE) 可通过填充、嵌入或涂覆在移液枪头内壁上的各种固定相实现。由于具有开放式的

流路结构，用户无需撤销压降或堵塞，即可移动和转移液体样品。我们已经介绍了多种常用的 SPE技术，包括反相、离

子交换、疏水相互作用、亲水相互作用、固定化金属亲和以及亲和色谱法。基于微量移液枪头的 SPE (MPT-SPE) 现在主要

用于蛋白质和多肽的纯化、浓缩和选择性分离（亲和、金属螯合）。独一无二的移液枪头设计基于整体吸附技术。OMIX枪

头（安捷伦科技公司）是主要设计用于蛋白质组学的小体积（10 µL和 100 µL）和小质量 (0.25-2 mg) 枪头。提供反相固

定相（C4、C18）和强阳离子交换固定相 (SCX)。还提供用于特定的自动化机器人的 MPT枪头，例如适用于 Hamilton

Microlab Star系列的 300 µL枪头和适用于 Tomtec Quadra的 450 µL枪头。

图 9.3

固相萃取移液枪头

移液枪头

吸附剂

近年来，小体积MPT-SPE装置与MS或 LC/MS联用已经成

为了蛋白质组学领域常用的一种分离/纯化和鉴定技术。蛋

白质的两种质谱 (MS) 分析技术包括电喷雾离子化 (ESI) 技

术和基质辅助激光脱附/电离 (MALDI) 技术 8, 9, 10。ESI用于

溶液中生物分子的离子化，而MALDI则通过激光脉冲使结

晶的干基质中的样品升华和离子化 11,12。微量移液枪头的

主要优势之一是它们可以与微量移液器一起使用或用于液

体处理自动装置。这就使得生物分析实验室可以常规地使

用MPT-SPE，并且能够轻松地将其与商业化的 x-y-z液体处

理系统一起用于高通量筛查应用。
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图 9.4

96 孔 SPE 板

SPE 96 孔板

96 孔板的配置（图 9.4）包括 8x12 排流通的 SPE小孔，小孔顶部和底部的滤芯中间含有填料。这些板非常适合自动化操

作，大多数现代的液体处理设备都能进行 SPE操作的各个步骤。有三种类型的 96 孔 SPE板，其分类主要基于标准的外

形尺寸：1) 固定的圆孔，2) 固定的方孔，3) 可拆卸的方孔。圆孔配置具有固定的体积（通常为 0.5-1.0 mL），可装填不同

量的 SPE填料（硅胶：25-100 mg；聚合物：2-25 mg）。每个孔中的填料通常都是相同材料的。方孔配置能容纳更大体积

的样品（最多 2.0 mL）且每个孔中通常包含固定的填料。可拆卸的方孔板（例如安捷伦科技公司的 VersaPlate）适合需要

自己组装自定义配置的 96 孔板的用户。使用一个通用的底盘，用户可以以任何顺序放置具有相同或不同固定相和具有不

同质量填料的小柱。这种类型的板让用户能够将小柱数量与样品数量进行匹配，避免为了少于 96 份的样品而牺牲一整块

板。还可以使用随附的塞子堵住未使用的“孔”以便应用真空。在方法开发过程中，此类板尤其适用于筛选最佳固定相

和/或吸附剂质量。

96 孔 SPE板也能用于方法开发。这些固定的孔装满了各种吸附剂或者带有不同固定相的萃取盘。用户可以使用一系列的

固定相设置不同的上样、淋洗和洗脱条件，从而获得最佳的组合用于分离基质化合物中的分析物。例如，安捷伦的 SPEC

方法开发板包含以下硅胶基固定相：C2、C8、C18、C18AR（耐酸）、氰基、苯基、MP1（混合模式 C8 + SCX）和MP3

（与MP1 类似，但具有极性保留性能）。
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固相微萃取 (SPME)

SPME采用了带涂层的纤维。在这种设计中（图 9.5），一根细小的固体熔融石英纤维上涂覆了聚合物固定相涂层，如聚

二甲基硅氧烷 (PDMS) 或聚丙烯酸酯。将纤维浸入待分析的溶液，由于具有分配系数，分析物将发生扩散并分配进入涂

层。一旦达到平衡（可能需要几十分钟），将纤维从溶液中取出并置于 GC进样口中，在这里分析物将通过热脱附被转移。

SPME-GC技术的通用性很强，已被用于环境和食品领域分析挥发性分析物的许多应用。对于非挥发性化合物，可以采用

HPLC SPME方法，使用溶剂从纤维上脱附（洗脱）分析物，但是这种方法的效果不如 GC SPME方法。如需更加全面地了

解 SPME，请参考本书的第 10 章或参考该技术的创立者编写的通用教材 14。

图 9.5

SPME 注射器组件

不锈钢棒 环氧树脂

纤维 注射器针头 推杆 瓶盖
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图 9.6

涂层搅拌棒

磁体

涂层纤维和搅拌棒装置在气相色谱分析中更常用，因为通

过热脱附将吸附的分析物挥发至气相中比液相中的溶剂脱

附更高效。使用这两种装置时，都有可能由于转移过程中的

蒸发而损失挥发性非常强的分析物。

为了简便起见，SPE章节之后的内容提及的 SPE分离装置

都是指典型的“SPE小柱”。在大多数情况下，其他 SPE装

置也能以类似的方式工作。
PDMS 玻璃

搅拌棒吸附萃取 (SBSE)
涂层搅拌棒的概念 15,16与涂层 SPME纤维类似，但其表面积更大，可实现更高的质量灵敏度（见图 9.6）。带有聚合物吸

附涂层的搅拌棒被置于水相液体中，溶液搅动时就会发生分析物/基质的分配。达到平衡后（同样需要几十分钟），取出

搅拌棒并干燥，以去除痕量的水分，然后将搅拌棒转移至热脱附设备中，在这里，搅拌棒上的分析物将被转移到 GC色谱

柱中。对于 HPLC，最好采用离线溶剂脱附的方法从搅拌棒上释放分析物。
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SPE 装置
用于实施 SPE实验的设备可以非常简单（图 9.7）。重力可以驱动样品通过小柱，但有时“真实的”样品流过小柱时非常

缓慢，而且该方不适合作为通用方法。因此，最有效的基本系统（图 9.7A）包括能够手动推送溶剂或样品通过小柱的注

射器。但如果样品比较粘稠或含有颗粒，这种方法可能不好操作。在这种情况下，可使用一次处理一根小柱的真空三角

瓶（图 9.7B）。但是，如果需要同时处理多个样品，建议使用能同时处理多根小柱的真空歧管或正压系统（图 9.7C）。现

在已经有了可容纳多达 24 个 SPE装置的系统。这些歧管系统由耐化学腐蚀的、真空安全的透明玻璃制造，透明玻璃材质

让使用者可以监控整个样品收集过程。真空歧管内部配备了一个可拆卸、高度可调且耐溶剂腐蚀的支架，可固定各种不

同尺寸的试管或样品瓶，这些试管和样品瓶的作用是收集洗脱液或用作活化、上样和溶剂淋洗过程的废液容器。用于连

接小柱和收集管/样品瓶的传输针头由惰性的聚丙烯、PTFE或不锈钢制造，并且位置经过了校准，以便将溶剂导入合适的

收集装置。这种方式可以避免分析物洗脱步骤中的交叉污染。

图 9.7

SPE 装置

加压 真空

图 9.7A 图 9.7B

为了更好地控制溶剂流速，某些设备配备了真空排气阀、真

空控制阀和真空规。在更高级的设备中，每个小柱都是单独

控制的，以确保所有小柱的流速分布相当。最后，在真空歧

管和真空泵之间设置一个带侧管的真空瓶，用于收集溢出

的冲洗和淋洗溶剂，并防止液体污染真空泵。也有商业化的

正压歧管和恒流系统，通过它们可以单独控制每根小柱的

流量。随着设备精密程度的提高，它们的价格也随之上升。

离心一般不常用于驱动液体通过小柱（图 9.7D）。
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使用 96 孔 SPE板时需要使用专用的真空歧管。图 9.7E展示了一个此类歧管系统，如底部的图中所示，歧管上方安装了

一块常用的 96 孔 SPE板，而另一块 96 孔收集板则用于收集最终的洗脱液。还有上样和冲洗步骤专用的废液容器。

图 9.7C 图 9.7D

用于 96 孔板的 CaptiVac 真空歧管 安装于 CaptiVac 真空歧管上的 96 孔 SPE 板

小柱

收集管
真空计

真空

离心真空歧管

图 9.7E

无论采用何种方法推动样品溶液穿过 SPE小柱或其他 SPE装置，流速都不应太快。否则，样品与固定相相互作用的时间

可能不够，SPE中的传质动力学与 HPLC中的一样。对于典型的 SPE应用，6 mL小柱的建议流速为 10 mL/min或更低，

90 mm萃取盘的建议流速为 50 mL/min。否则，由于吸附动力学过程过于缓慢，可能会发生样品的损失。
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SPE 自动化
当样品数量增加，导致 SPE样品前处理到达“瓶颈”时，可将整个过程自动化。有三种基本的方法可实现 SPE自动化：

1. 专用 SPE设备

2. 改进的 x-y-z液体处理系统

3. 机器人工作站

能执行活化、上样、淋洗和洗脱的专用 SPE装置是最简单且最便宜的设备。此类系统会用到标准的注射器筒小柱、专门

配合仪器设计的特殊小柱或 SPE萃取盘。Gilson的 ASPEC、赛默飞世尔科技的 AutoTrace 280 和 Horizon科技公司的 SPE-

DEX都属于这个专用类别。

改进的 x-y-z液体处理系统主要用于执行液体处理功能，例如稀释、混合和内标的添加。安捷伦科技公司的 Bravo、Agilent

PAL进样器、Hamilton Microlab Star、Tomtec Quadra和 Gerstel多功能采样器 (MPS) 等系统已被广泛用于执行和协助各种

样品前处理功能。此类装置不仅能执行多达几个的样品前处理步骤，而且还能将最终的纯化样品注入色谱。固相萃取的

实施方式包括 SPE微量移液枪头（用于小体积样品）、96 孔 SPE板，某些情况下，还可以采用 SPE小柱和萃取盘。目前

来看，这种改进的液体处理方法似乎很受欢迎。

虽然完整的实验室机器人系统能够连接到可执行所有 SPE实验步骤的设备上，但是将机器人连接到专用的 SPE工作站更

加节省时间且经济高效。机器人用于 SPE工作站以及位于实验室工作台上的其他样品前处理设备（例如天平、混合器、稀

释器、自动进样器，等等）的样品容器输送。多家系统集成公司可以组装完整的机器人系统，让这一自动化实验室系统

更加完善。这种方法曾经被广泛应用，但现在完整的机器人实验室已经比较少见了。
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图 9.8

SPE 分步操作
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1. 活化填料（图 9.8.1）

2. 样品应用（上样）（图 9.8.2）

3. 淋洗填料（去除干扰物）（图 9.8.3）

4. 分析物的洗脱和回收率（图 9.8.4）

SPE 操作
SPE分离概述：最常见的 SPE实验通常包括 4 个步骤（图 9.8）：

在方法开发过程中，上述每个步骤都必须进行优化。首先，我们将在这里提供这一四步过程的概览，然后会在“方法开发

实践指南”部分提供更多的详细信息。

我们有时将这种 SPE操作模式称为“结合-洗脱”模式，因为所选的 SPE条件均以结合分析物为目的，要么降低固定相结

合基质和干扰物的程度（使其经过小柱而不被保留），要么提高固定相对这两类物质的结合程度（使其保留在小柱上用于

余下的 SPE实验）。接下来，选择适合的溶剂系统，尽可能以最小体积的溶剂洗脱分析物，而留下保留性更强的干扰物/

基质化合物，理想的情况是洗脱溶剂与分析的下个步骤兼容。在上述的初步解释中，我们假设使用了 RP-SPE，分析物将

在初始萃取步骤中被保留。第 10 章将讨论其他 SPE模式，例如离子交换和络合作用。

符号图例

样品组分

A = 目标分析物

W = 不需要的弱保留基质组分

X = 不需要的中等保留基质组分

Z = 不需要的强保留基质组分

溶剂

C = 活化溶剂

D = 平衡溶剂

L = 上样溶剂

R = 洗脱（淋洗）溶剂

E = 洗脱溶剂
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步骤 1 — 活化

在这一添加样品之前的步骤中（图 9.8.1），使几个柱床体积的溶剂“C”（一般是甲醇 (MeOH) 或乙腈 (ACN)）通过小柱，对

填料进行“活化”。活化步骤具有双重作用：(a) 去除小柱暴露于实验室环境时意外收集到的一些杂质，或制造商提供小柱

时其中就已经存在的一些杂质，以及 (b) 使吸附剂溶剂化。溶剂化非常重要，因为已干透的反相硅胶基填料（尤其是 C8、C18

或苯基填料）对样品中疏水性分析物的保留性能通常会显著下降。此外，不同的固定相干燥状态也会导致不可重现的分析

物回收率。在这方面，具有平衡的疏水-亲水表面特性的聚合物填料（例如安捷伦科技公司的 Bond Elut Plexa），可以保持稍

微干燥的状态，并仍然维持其性能。Plexa是一种球形 SPE吸附剂，具有能够实现高重现性流速的单分散颗粒以及可减少分

析物与基质干扰物键合的羟基化表面。

完成活化后，最好使用平衡溶剂“D”将多余的活化溶剂冲洗出来。在 RP-SPE中，这种溶剂通常是水或水相缓冲溶液，能

够在上样之前平衡 SPE装置。但是对于体积非常小的 SPE装置（例如 SPEC萃取盘小柱），由于其空隙体积远小于样品体

积，该平衡步骤就不那么重要了，可以省略。

步骤 2 — 上样

SPE实验的这个步骤（图 9.8.2）涉及样品应用（上样），在该步骤中，溶解在弱溶剂“L”中的样品被添加到小柱上。这

种弱溶剂能够增强分析物的保留。RP-SPE操作所采用的弱溶剂是水或缓冲液，其中添加了最多 10% 的有机溶剂。离子

交换萃取也可采用类似的溶剂，但应尽可能降低样品溶液的离子强度。有关上样溶剂的更多信息，请查看表 9.1。

可以使用移液管或注射器（手动地或通过自动进样器或液体处理机器人自动地）将样品应用到 SPE，或者将样品泵入小

柱。后一种方法对于大体积样品 (50 mL) 更方便，比如从环境水样中分离痕量有机物时。样品和小柱的尺寸必须匹配，确

保小柱容量不会过载。请记住，小柱的容量必须足以处理在上样步骤中可能被全部保留的样品的总质量（例如分析物、基

质和干扰物）。应保证样品溶液在穿过小柱的过程中不会干燥。在大多数 SPE设置中，并不会像在 HPLC中那样精确控制

流速，但是可以通过改变真空度进行调节，以达到从注射器或从泵中输送样品所需的流速。一般可接受的流速为

2-4 mL/min。由于横截面积更大，萃取盘可采用更高的流速，但是我们必须先研究流速与目标分析物回收率之间的

关系。



112

表 9.1

典型的 SPE 固定相和使用条件

分离机理 典型的固定相 结构 分析物类型 上样溶剂 洗脱溶剂

正相（吸附） 硅胶、氧化铝、Florisil -SiOH, Al2O3, Mg2SiO3 弱极性到中等
极性

ε0较小，
例如己烷

ε0较大，例如甲醇、
乙醇

正相（极性键合相） 氰基、氨基、二醇基 -CN, -NH2, -CH(OH)-CH(OH)- 中等极性到强
极性

ε0较小，
例如己烷

ε0较大，例如甲醇、
乙醇

反相（非极性键合相
—强疏水性）

十八烷基硅氧烷、
辛基硅氧烷、
PS-DVB、
DVB（聚合物型）

(-CH2-)17CH3, 

(-CH2-)7CH3

PS-DVB, DVB

疏水性（强非
极性）

高 P’，例如 H2O、
MeOH/ H2O、
ACN/H2O

中等 P’，例如MeOH、
ACN

反相（非极性键合相
—中等疏水性）

环己基、苯基、
二苯基

中等非极性 高 P’，例如 H2O、
MeOH/ H2O、
ACN/H2O

中等 P’，例如MeOH、
ACN

反相（非极性键合相
—弱疏水性）

丁基、乙基、甲基 (-CH2-)3CH3, -C2H5, -CH3 弱极性到中等
非极性

高 P’，例如 H2O 中等 P’，例如MeOH、
ACN

聚合物型反相（疏水
—亲水平衡）

聚酰胺、聚[N-乙烯基
吡咯烷酮-二乙烯基苯
(DVB)]、丙烯酸甲酯-
DVB

多种聚合物 酸性、碱性、
中性

水或缓冲液 中等 P’，例如MeOH、
ACN

阴离子交换（弱） 氨基、10, 20-氨基 (-CH2-)3NH2, 

(-CH2-)3-

NHCH2CH2NH2

离子型（可离
子化）、酸性

水或缓冲液

(pH = pKa + 2)
A.缓冲液 (pH = pKa - 2)

B.吸附剂或分析物为中
性时的 pH 值

C.高离子强度缓冲液

阴离子交换（强） 季胺 (-CH2-)3N+(CH3)3 离子型（可离
子化）、酸性

水或缓冲液

(pH = pKa + 2)
A.缓冲液 (pH = pKa - 2)

B.吸附剂或分析物为中
性时的 pH 值

C.高离子强度缓冲液

阳离子交换（弱） 羧酸 (-CH2-)3COOH 离子型（可离
子化）、碱性

水或缓冲液

(pH = pKa - 2)
A.缓冲液
(pH = pKa + 2)

B.吸附剂或分析物为
中性时的 pH 值

C.高离子强度缓冲液

阳离子交换（强） 烷基磺酸、
芳香族磺酸

(-CH2-)3SO3H,
            (CH2)2SO3H

离子型（可离
子化）、碱性

水或缓冲液

(pH = pKa - 2)
A.缓冲液
(pH = pKa + 2)

B.吸附剂或分析物为
中性时的 pH 值

C.高离子强度缓冲液

对于离子交换，可采用 3 种洗脱条件：
A: 高于（酸）或低于（碱）分析物的 pKa 2 个单位的缓冲液；
B: 分析物或吸附剂（弱交换剂）为中性时的 pH；
C: 高离子强度。P’ 是指极性（辛醇-水分配系数），ε0是指溶剂强度 18,19。
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步骤 3 – 淋洗（冲洗）

这个步骤（图 9.8.3）通过使用中等强度的溶剂“W”淋洗（冲洗）小柱来去除干扰物。理想情况下，应该限制淋洗溶剂

的强度和体积，因为淋洗溶剂体积或强度太大会导致分析物部分洗脱，从而降低总体回收率。淋洗步骤（步骤 3）最好在

分析物刚开始离开小柱时停止。这样就能使保留性弱于分析物的干扰物从小柱上淋洗下来，而不会损失分析物。RP-SPE常

用的淋洗溶剂是水或缓冲液，但它们无法完全去除步骤 4 收集的分析物馏分中的干扰物（图 9.8.4）。向淋洗溶液中限制性

地添加少量有机溶剂有助于去除疏水性更强的物质，但必须谨慎操作以避免同时去除目标分析物。穿透体积必须通过实验

确定（见图 9.11）。由于不同小柱的 SPE分离性能可能存在微小差别，我们必须通过选择强度最佳的淋洗溶剂去除小柱上

的干扰物，以保证方法的稳定性。我们的最终目标是在步骤 4（图 9.8.4）中收集到不含基质化合物或其他干扰化合物的

100% 分析物；否则将导致不良的和/或变化的回收率。

请注意，对于像饮用水这样非常纯净的样品，省略淋洗步骤不会损失萃取性能（很多美国 EPA方法省略了淋洗步骤，直

接进行洗脱前的干燥步骤）。如果样品比较复杂且含有许多不需要的基质组分，那么必须进行淋洗步骤，而且需要对其进

行优化。

步骤 4 – 洗脱

该步骤（图 9.8.4D）的目的是洗脱和收集分析物馏分。如果检测灵敏度是一个主要关注点，那么该步骤的目标应该是尽可

能以最小的溶剂体积收集全部的分析物。这可以通过使用强度非常大的洗脱溶剂“E”来实现，使得洗脱过程中分析物谱带

的 k <<1。或者，使用较弱的溶剂“E”（例如 k≈1）仍然能够洗脱分析物，而且它能将本来会保留在小柱上的强保留性干

扰物的洗脱降至最低。当 HPLC分析存在大量晚洗脱物时，这是一个重要的考虑因素，因为这些化合物可能会增加后续 HPLC

分离所需的运行时间。在 GC中，纯化的程度也应通过实验确定。如果使用中等强度的洗脱溶剂“E”获得的分析物馏分体

积较大，一般都可以将洗脱液蒸发至干，然后将残留物复溶于 HPLC流动相或者与 GC相兼容的溶剂中，以降低最终分析物

馏分的体积。无论如何，我们一般都需要将洗脱液蒸发至干，因为 SPE的洗脱溶剂“E”的强度太大，不适合用作 HPLC分

离的样品溶剂，它还可能会损坏 GC色谱柱的固定相（尤其是涂层固定相）。因此，最好选择挥发性相对较强的溶剂“E”

，否则蒸发体积较大的洗脱液将花费很长时间，甚至还有可能需要采用繁琐的真空旋转蒸发方法。有时，我们可以利用相

关的化学知识，通过使用添加剂降低目标分析物的挥发性，例如向胺类分析物中添加 HCl，将其转换成盐。
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对于 HPLC，用于收集分析物馏分的洗脱溶剂最好是对于后续的分离来说较弱的流动相。这样我们就能够更加方便地进

样大体积的分析物馏分，并获得更高的检测灵敏度。有两种方式可以达到这个目的。首先，如果分析物是酸或碱，可以调

节样品的 pH以抑制分析物离子化并最大化 RP-SPE保留。改变 pH能够影响步骤 4 中分析物的洗脱，使样品离子化并减

少它的保留。收集分析物馏分后，可以再次调节馏分的 pH以使后续的 HPLC分离达到最佳保留效果。第二种方法是使

用“弱”SPE柱填料（氰基或短链烷基），这样就无需使用太强的洗脱溶剂。在这种情况下，需要使用“强”HPLC色谱柱

（例如 C18）来分析 SPE馏分。

在 GC中，最好使用与 GC固定相兼容的挥发性溶剂收集洗脱的分析物。许多气相毛细管色谱柱都不能耐受含大量水分或

极性有机溶剂的进样样品，以及含有酸性或碱性溶剂的液体样品。如果必须使用强的非挥发性溶剂，就必须通过蒸发或

使用另一个 SPE小柱进行溶剂置换（请参阅“SPE的用途”）。

请注意，如果所使用的洗脱溶剂体积较小，或者如果洗脱溶剂与淋洗溶剂不混溶，那么就有必要（或最好）在洗脱之前

从小柱中去除淋洗溶剂。在真空（或加压的空气或惰性气体）条件下使用空气吹扫小柱，直至小柱干燥，就能去除淋洗

溶剂。对于小体积的 SPE装置，该过程耗时约几秒钟，较大的 SPE管或萃取盘则需要几分钟。

基质吸附 SPE 模式

在另一种方法中，SPE还可用于保留杂质，而使目标分析物通过小柱，不被保留。这种技术有时被称为化学过滤，因为

它能够“滤出”强保留的样品组分。这种模式也被称为基质吸附模式或 SPE干扰物去除模式。该方法对于 SPE收集馏分

没有任何的浓缩作用，也无法将分析物与保留较弱的干扰物分离。因此，通过这种 SPE模式获得的分析物馏分通常“更

脏”，在分析之前需要进一步纯化（其他推荐的纯化方法请参阅参考文献 20）。图 9.8 所示的“键合-洗脱”过程让我们能

够从弱保留和强保留的样品基质组分中分离分析物。因此，基质吸附模式在样品预处理中的应用较少，我们在此不再

详述。
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SPE 固定相和化学键合相
由于 SPE实际上相当于经调整后效率较低的 HPLC，因此 HPLC中使用的多种固定相也适用于 SPE。表 9.1列出了使用较为广

泛的 SPE固定相和它们能够保留的分析物类型。使用最为广泛的仍然是键合的硅胶，但也有由其他无机材料和聚合物材料

制成的商业化产品。除了表 9.1展示的通用固定相之外，还有针对具体分析物的专用固定相，这些固定相将在第 10 章中详

细介绍。

硅胶基 SPE小柱填料与相应的 HPLC填料相比，其质量略为逊色，但成本也相对较低。反相 HPLC分析通常首选硅醇基相

互作用最低的“碱性”柱填料，而 RP-SPE填料通常更“酸”（A型），硅醇基相互作用更为显著，批次间的差异也更大。但

是，由于 SPE通常只作为一项“开-关”技术或“数字化”分离技术使用，它在保留方面造成的细小差异并不像在 HPLC中

那么重要，在 HPLC中，要实现基线分离，必须充分利用各种极为微小的选择性差异。

选择能够在上样过程中强烈保留分析物（图 9.8.2）的 SPE填料（表 9.1）。针对离子或可离子化的样品，建议使用离子交

换填料，尤其是对于那些改变 pH或增加离子强度时通常会被水相流动相洗脱的分析物。对于离子交换 SPE应用，调节

pH使分析物离子化降至最低并优化其反相保留性之后，可将分析物馏分直接注入反相 HPLC色谱柱。中性分析物能在反

相或者正相 SPE填料上进行分离。推荐使用正相填料或某些新型亲水相互作用液相色谱 (HILIC) 类型的填料分析极性较

强的分析物；RP-SPE填料是弱极性、强疏水性分析物的最佳选择。正相溶剂系统对气相色谱柱的兼容性更好。

一些具有适合的表面化学特性的聚合物填料能够将亲水性和疏水性可控且平衡地结合在一起，让我们能够通过调节 pH、

离子强度和溶剂条件实现中性、碱性和酸性分析物的分离。此外，聚合物固定相的可用 pH范围比硅胶基吸附剂更广泛，

赋予了方法开发过程更大的灵活性。事实上，一般通用的方法开发方案即可用于聚合物填料，无需进行严格的方法开发

调查就有较高的成功可能性。
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在开始 SPE方法开发之前，非常重要的一点是要探讨一些关于样品和最终分析目标的问题。本书第 1 章的结尾处有两张工

作表，其中列出的一系列问题能够帮助您建立可满足分析需求的样品前处理方法。这些问题的答案能够促进 SPE方法的

开发。

方法开发实践指南

为了得到稳定耐用的 SPE方法，应采用系统性的方法以确保实现最高的分析物纯度、回收率和重现性。在方法开发的过

程中，SPE的四个步骤中的每一步都必须进行优化。图 9.9展示了一个通用的系统性方法，解释了成功的方法开发需要

执行的每个步骤。在 SPE中，我们必须考虑表 9.2和图 9.10中列出的所有可能的分子间相互作用。通过选择适当的模式

（例如吸附，反相，离子交换，等等）、样品容量和吸附剂的保留特征，对各步骤中的溶剂、缓冲液、pH等，以及流速、

温度和其他实验参数进行选择，我们能够实现 SPE的目标。

表 9.2

SPE 固定相的常规分类

非极性固定相（反相）

疏水性/非极性相互作用

极性固定相（正相）

极性（氢键或偶极）相互作用

离子交换固定相

静电相互作用

共价键

PBA（请参见第 10 章）
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图 9.9

系统化 SPE 方法开发

选择 SPE 模式、固定相和形式

整合样品基质和故障排除方法

评估分析物纯度、回收率和重现性

选择和优化洗脱溶剂

选择和优化洗脱（淋洗）溶剂

选择和优化上样溶剂

活化 SPE 吸附剂
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图 9.10

图 9.10A

非极性相互作用

O O
O

H

O H

HOH

C N

图 9.10C

离子交换作用

SO3-
NH3+

SO3-

NH3+

硅胶基底

图 9.10B

NH2

硅胶基底

静电引力

硅胶基底 氰基极性键合相

图 9.10D

混合模式 SPE

带磺酸盐封端的键合官能团键合官能团 (C8)

静电引力

硅胶基底

范德华力
偶极吸引力或氢键

强阳离子交换剂

极性相互作用

二醇基极性键合相

范德华力

疏水性基团 (C8)
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研究问题：SPE已有相当长的历史，在各种文献、教材、互联网、应用参考书目和制造商网站中能找到成千上万的相关出

版物。很有可能已经有人对您的目标分析物（或分析物类型）和基质进行了研究。以前人研究所得的 SPE条件为起点，能

够帮助您节省大量时间。针对相似分析物-基质对的 SPE方法进行文献检索，也是一种非常有用的方法。SPE小柱制造商也

出版了广泛的参考书目（其中某些参考书目是可在电子数据库中进行搜索的格式，例如安捷伦科技公司的 ScanView），它

们可以帮助您定位目标分析物或为您提供初始条件。此外，一些制造商还提供同种化合物或类似化合物的应用简报，还有

一些制造商则提供 SPE方法开发的咨询服务。本章末尾有一个该主题相关书籍的列表—这是您进行方法开发和寻找应用

信息的一个良好开端。

了解分析物的特征：在大多数情况下，您都知道分析物的结构并且可能了解它们的一些化学和物理性质。分析物的官能团

和其他化学性质将决定可实现最大保留的 SPE模式。分析物在各种溶剂中的溶解性、稳定性、pKa、log P（辛醇/水分配系

数）等参数有助于最大化（或最小化）它们在所选固定相上的保留。分析物的浓度会对分离分析物所用的实验方法产生深

刻的影响。ppb级或更低浓度级别的分析物对于回收率、纯度和重现性来说是一个巨大的挑战，而较高的分析物浓度能够

简化方法开发并使分析任务变得更简单。

了解样品基质的特性：了解样品基质的特性对于选择合适的上样、淋洗和洗脱条件非常重要。如果基质的特性与目标分

析物差异较大，方法开发将变得更轻松。如果基质中存在具有与目标分析物类似的官能团或 pKa的化合物，方法开发将

变得更加困难。了解基质的溶解性特征、稳定性、pH、离子强度等有助于萃取模式的选择。

开发或应用高效的 HPLC 或 GC 方法：显然，我们需要能够测定纯度、回收率和重现性的分析方法来监测方法开发的进

程。有时，由于 SPE与 HPLC类似，我们可以借鉴成功开发的 HPLC分析方法来选择 SPE可采用的模式、固定相和保留特

性。根据 SPE的这一性质，气相色谱方法对于选择可用的 SPE固定相的帮助不大。

活化 SPE 填料：请参阅本章前部分的内容回顾活化 SPE填料的重要性（请参阅 SPE操作，步骤 1），因为固定相必须进

行适当的溶剂化之后才能接受样品。

通常使用甲醇作为 RP-SPE填料或极性键合相填料（例如氰基、氨基和二醇基键合相）的活化溶剂。但是，MeOH不能用

于硅胶填料，因为它会造成这种填料高度脱活，对于未修饰的硅胶填料，我们建议使用中等极性的溶剂（如二氯甲烷）或

非极性溶剂（例如己烷）作为活化溶剂。
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活化填料后，应使空气气流通过小柱以去除多余的甲醇（或其他活化溶剂），直至小柱底部不再有液滴滴下（步骤 1A，

图 9.8.1中未示出）。但是，空气气流干燥操作仅限于该步骤，不应持续进行，因为这会影响分析的重现性（尤其是使用

SPE萃取盘时）。最好在柱床上保留少量的活化溶剂，而不要冒险延长干燥时间，以致柱床完全干燥。如果在引入样品之

前硅胶基 SPE填料已完全干燥，应在继续实验前重复活化步骤。在这方面，聚合物填料（例如安捷伦的 Plexa产品）的

要求不如硅胶基 SPE填料这样苛刻。在 RP-SPE分离中，也可以使用可与活化溶剂和样品混溶的溶剂（例如水或缓冲液）

吹扫小柱来去除多余的甲醇。进行预活化水洗（步骤 1，图 9.8.1，溶剂“D”）有利于 SPE小柱为水样的引入（步骤 2，

图 9.8.2）做好准备，但这一水活化步骤与上样步骤之间时间不宜间隔太长（不应超过几分钟），因为如果填料处于水中

的时间过长，溶剂化的溶剂可能会慢慢分配至水中，从而使疏水键合相“去溶剂化”。

选择/测试吸附剂和加载溶剂：一旦选好了萃取模式，就需要确定能够最大程度保留样品溶剂中的分析物的吸附剂。针对

所有的萃取模式，有多种不同的吸附剂。为了使步骤 2 中的分析物保留最大化（图 9.8.2），“样品-溶剂”相对于“分析

物-填料”的结合来说应该是一种“弱”溶剂。在某些情况下，样品呈溶液状态，这时我们需要决定是让样品“保持原

样”，还是使用新的溶剂替换原来的溶剂。便利性通常是一个重要的考虑因素，在条件允许的情况下，我们建议使用原始

的样品溶剂。

对于反相 SPE填料（图 9.10A），水（pH经过调节）是首选的上样溶剂，应尽可能减少其中添加的有机溶剂（请记住考

虑其中添加的内标）。因此，如果您的样品是水溶液且主要含非离子组分，RP-SPE通常是最优的选择。对于硅胶、氧化铝

或极性键合相（例如氰基、二醇基，氨基）上的正相填料（图 9.10B），首选的溶剂是己烷或其他饱和烃；样品溶剂的极

性越弱越好。因此，如果您的样品溶解在烃类溶剂或其他非极性有机溶剂中，可以使用正相 SPE。对于离子交换填料，首

选的样品溶剂是离子强度尽可能低的水（但填料可耐受的少量有机溶剂不会造成问题）。如果样品含有能溶解在水中或缓

冲液中的离子分析物或可离子化的分析物，那么 RP-SPE固定相（图 9.10）、离子交换固定相（图 9.10C）或混合模式固

定相（图 9.10D）均适用。后两种固定相有助于“调谐”SPE纯化，近年来越来越受到人们的青睐。例如，采用同时具有

离子交换和反相 (RP) 特性的固定相，利用两种不同的机制，能够为带疏水性官能团的可离子化分析物的纯化带来很大优

势。并且，与 HPLC分析柱“正交”（即具有不同的选择性或吸附特性）的 SPE纯化降低了导致分析物峰被干扰物峰重叠

的可能性。

对于 RP-SPE小柱来说，当样品含有可离子化的分析物（如有机酸或胺类）时，可以通过调整 pH（而不是改变溶剂）来

保留（步骤 2 和 3）和去除（步骤 4）化合物。例如，通过在初始淋洗溶剂“W”（步骤 3）中使用低 pH的水-有机缓冲

液（例如 30% 乙腈/低 pH缓冲液），可使有机酸分析物以其非离子化（中性）形式 (k > 1) 被保留。极性的离子杂质和质

子化的碱将从小柱中洗脱出来并被弃去。接下来可增加 30% ACN/缓冲淋洗溶剂的 pH，使 pH＞ pKa，分析物全部离子

化，且 k <<1（步骤 4），从而使用小体积的溶剂即可洗脱分析物。
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对于具有静电相互作用性质的离子化合物和可离子化化合物来说，离子交换技术非常适用，并且能为它们提供足够的选

择性。阳离子交换填料适用于质子化的碱和其他阳离子，而阴离子交换填料则适用于离子化的酸和其他阴离子。离子交

换填料有两种形式：“强”离子交换填料和“弱”离子交换填料；如果主要目的是强烈保留分析物，那么通常首选强离子

交换剂。弱离子交换剂的保留性能是 pH的函数。pH的选择是在保留固定相的离子特征和确保离子分析物保持离子状态

之间进行权衡。例如，使用羧酸弱阳离子交换剂分离质子化的胺时，所选的 pH值必须能够确保胺保持质子化的形式（阳

离子），并且羧基带负电荷（阴离子）。因此，pH成为了可优化保留性能或将保留的分析物从弱离子交换剂上释放的一个

有用变量。弱阴离子或弱阳离子交换 SPE固定相对于在各种 pH条件下都呈离子化状态的分析物尤其有效（例如，二者分

别对于带有季铵官能团的分析物和带有磺酸官能团的分析物尤其有效）。

在某些情况下，选择合适的吸附剂时通常遵循一个经验方法。例如，基于已知的分析物特性能选出一些可能适合的 SPE

固定相。接下来可以测试这些固定相对分析物和干扰物的保留性，从而选出最佳的 SPE吸附剂。现在已经有了 SPE方法

开发试剂盒，它能提供多种固定相用于筛选。这些试剂盒提供多种固定相，并且涵盖各种 SPE形式：小柱、萃取盘、移

液枪头或 96 孔板。96 孔板具有很强的灵活性，用户可建立自定义的板配置，在板上每一行的孔中填装不同的吸附剂。通

过筛选不同的吸附剂，可以选择出最佳的吸附相。选出最佳固定相之后，用户就可以整盒地购买这种最佳固定相用于最

终的方法。为了使最佳固定相和溶剂的选择更加简单，可采用自动化的仪器 SPE系统，该系统经编程后可考察多种 SPE

固定相，不仅能自动分析各种上样溶剂，还能自动分析这些固定相适用的淋洗和洗脱溶剂条件。

下一个考虑因素是选择合适的小柱尺寸和固定相吸附剂的质量。SPE小柱的上样体积取决于：(a) 小柱的尺寸和类型（填

料重量）；(b) 分析物在样品-溶剂系统中的保留，以及 (c) 样品中分析物和干扰物的浓度。一般来说，为了在后续的色谱

分离中获得最佳检测灵敏度，需要应用尽可能大的样品体积以最大限度提高其 SPE馏分中分析物的浓度。虽然采用尺寸

更大的小柱能够增加上样体积，但这并不会提高检测的灵敏度，因为 SPE馏分中的最高分析物浓度是由样品体积与填料

重量的比值决定的。因此，当可用样品量较少时，应尽可能选择最小的 SPE小柱。小柱对分析物和干扰物的容量大概是

10-20 mg/g填料。制造商通常以微当量/克为单位提供离子交换 SPE吸附剂的总离子交换容量，以便用户确保上样量不会

超过交换剂容量。
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选好小柱尺寸之后，必须确定可以应用的最大样品体积。样品穿透是一个非常重要但经常被忽视的参数。SPE中使用的吸

附剂的样品容量是有限的。在 SPE装置上加载质量或体积过大的样品会导致分析物损失，从而使回收率下降。这里所说

的“样品”是指分析物、干扰物以及基质的全部贡献，因为样品的所有组分都会占用吸附剂活性位点。测定穿透的方法是

以缓慢的流速 (1-2 mL/min) 泵入样品溶液并使其通过 SPE装置，同时使用紫外检测器或其他可以测量所有样本组分的检

测器监测基线。另一种方法是上样（或泵入）体积较大的样品并收集小体积馏分。然后使用 HPLC或 GC分析馏分中的分

析物，以确定可避免发生分析物穿透的最大样品体积。执行该实验时，选择的分析物浓度应该是样品中预计的最大浓度。

（如果样品基质的构成可能发生变化，那么可使用的样品体积也会随之变化）。

如图 9.11所示，样品最终将饱和固定相并从小柱出口洗脱出来。穿透体积 (VB) 代表穿透的起点。VM代表单次上样 SPE

装置可容纳的最大样品体积。如果已知样品的浓度和流速，我们就能计算特定重量的吸附剂能处理的样品质量。上样量

不得超过该质量，否则可能损失分析物，导致回收率降低。请注意，最终选用的样品体积应该略小于通过该方法确定的

值，以确保在步骤 3 中去除杂质时不会损失分析物。

VB

VR

VM

图 9.11

SPE 装置的穿透曲线

浓
度

样品量

VB = 穿透体积

VR = 保留体积

VM = 最大采样量

确定淋洗（冲洗）溶剂：该步骤（图 9.8.3）的目的是尽可能多地去除早洗脱干扰物。这个目标可以通过选用对分析物具

有中等保留性能的淋洗溶剂“W”来实现；例如在分离条件下（样品基质存在时），3 < k < 10。分析人员应尽可能使用

大的淋洗溶剂体积来去除早洗脱杂质，同时让分析物保留在小柱上。可采用与确定最大样品体积相同的方法来确定最佳

淋洗溶剂体积（请参阅上文），即收集馏分并分析其中的分析物。



123

有两种方法可以确定淋洗溶剂的最佳组成：

首先，使用 HPLC时，SPE方法开发通常需要以分析物标准品的方法为基础。如果一种填料同时适用于 SPE和 HPLC，那

么 HPLC的保留数据能够为淋洗溶剂的组成提供初步的估计。如果 HPLC的流动相是 30% ACN/缓冲液（ACN即乙腈），那

么分析人员应该以 30% 的乙腈作为初始淋洗溶剂。如果收集和分析的淋洗溶剂体积低于 5-10 倍小柱体积（1 个小柱的体

积 (µL) 也可换算为填料的质量 (mg)）时就发现分析物开始离开小柱，说明淋洗溶剂强度过大。降低 ACN的百分比并重复

实验。

第二种方法是上样之后使用 5-10 倍柱床体积的强度连续递增的溶剂淋洗小柱（例如 25%、50%、75%，100% 的有机溶

剂；或者在正相 SPE中使用溶剂强度和 P’值递增的一系列纯溶剂）。通过监测各个浓度下的萃取洗脱液可确定样品的

洗脱特征。

请记住，最有效的淋洗溶剂应该是既能去除干扰物，又不会洗脱吸附分析物的溶剂。对于可离子化的干扰物/基质化合物，

调节淋洗溶剂的 pH值能够有效调整干扰物的保留/释放（例如酸性化合物在低 pH条件下保留性较强，在高 pH条件下保

留性较弱，碱性化合物则正好相反）。

确定洗脱溶剂：该步骤的目的是尽可能以最小的洗脱溶剂体积收集所有分析物，同时尽可能去除最多的晚流出干扰物。

更进一步的目标是所得分析物馏分的存在形式使其能够直接注入 HPLC或 GC色谱柱。对于 HPLC分析，这些目标是相互

矛盾的。采用非常强的 SPE洗脱溶剂“E”（以致分析物的 k<<1）能够最小化样品体积，但不一定能够获得可进样到 HPLC

色谱柱上的大量分析物馏分。采用溶剂强度恰好足以洗脱具有特定保留性（例如 k≈2）的分析物的洗脱溶剂，可以最大

限度地减少晚洗脱物对分析物馏分的污染，但增加了洗脱溶剂的体积，而且最后不一定能够直接进样全部的分析物馏分。

使用疏水性较弱的 RP-SPE填料（如氰基填料）可以将这个问题最小化。当晚洗脱干扰物会造成问题时，最好的方法是在

1<k<5 的条件下进行分析物的洗脱。如果需要进样所有分析物用于 HPLC分析以保证检测的灵敏度，可能需要将分析物馏

分蒸发至干并进行复溶。水样不易蒸发，可以采用冻干法作为替代方法。如果采用正相 SPE，那么分析物馏分存在于有机

溶剂中，通过蒸发即可轻松去除。正相 SPE分离也不一定能保留在反相 HPLC中倾向于晚洗脱的弱极性化合物。
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如果分析物是酸或碱，可以通过改变 pH来调节 RP-SPE淋洗步骤和洗脱步骤中溶剂的强度（如前文所述）。这种方法让我

们能够更加容易地选择最后可直接进样全部分析物馏分的萃取条件，而不会使分析物馏分受到会增加 HPLC（或可能是

GC）分离时间的晚洗脱物的污染。采用离子交换填料的 SPE更有可能为后续的 HPLC分析提供理想的分析物馏分。由于

可能发生填料溶解和降解，建议用户不要在约 2<pH<8 的范围以外使用硅胶基质 HPLC色谱柱。但一次性 SPE小柱可用

于更宽的 pH范围。少量溶解的硅胶或水解的键合相一般不会干扰后续的 HPLC或 GC分析。如果分析物馏分中溶解的硅

胶会造成问题，可选用在 1<pH<14 条件下性质稳定的聚合物 SPE小柱。

测试空白和添加基质：针对分析物回收率、纯度和重现性完成方法优化之后，应使用优化的淋洗和洗脱溶剂运行添加基

质样品和空白样品。

使用 SPE时，运行空白以排除由柱体、滤芯和填充材料中的可萃取物引起的潜在污染非常重要。如果可能存在由这些材

料引起的污染，在使用小柱之前应使用有机溶剂（如甲醇、乙腈）或稀酸（如 0.1% 甲酸）淋洗小柱。

测试真实样品和添加样品：现在需要使用真实样品和加标样品对方法进行测试，以检查分析物纯度、回收率和重现性是

否会受到影响。如果这些指标受到了影响，就需要进一步改进方法。

为了协助方法开发，图 9.12提供了方法开发的流程图，解释了执行 SPE实验的基本步骤。该流程图能够指导我们执行开

发 SPE方法的主要步骤。在该流程图以及表 9.1、9.2，图 9.8、9.9的帮助下，我们就能开始执行方法开发过程：选择适

合的 SPE固定相、活化溶剂、上样溶剂、淋洗溶剂和最终的洗脱溶剂。对于非常复杂的样品，在 SPE纯化之前或之后可

能还需要额外的样品前处理方案。流程图左侧所展示的其他样品前处理技术可用于去除难以处理的棘手干扰物。但是，通

常最佳的 SPE方法都应该具备获得足够纯净的样品用于直接进样分析的能力。串联质谱的高选择性和高灵敏度让我们能

够使用更加简单的样品前处理方案。
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图 9.12

SPE 方法开发流程图
液态样品

样品中是否
含有可能干扰
SPE 的基质？

用“中等”
强度的溶剂清洗
去除干扰物

分析物保留
条件的选择

用少量相同的
洗脱液清洗
吸附剂中的
所有分析物

进行 LLE 
去除

测定分析物
回收率

用“更强的”
洗脱溶剂洗脱
分析物

使分析物
通过小柱

去除过量的活化溶剂

将样品/基质
加载到 SPE 
装置上

硅胶基：
吸附剂不能干燥
聚合物基：

吸附剂可略微干燥

选择保留
基质的条件

以尽可能浓缩的
体积收集分析物

样品中是否
含有油、脂肪
和脂类？

1) 离子交换

2) 脱盐柱

3) 透析

4) 通过非极性吸附剂

去除盐的方法

样品中是否
含有无机盐？

样品中是否
含有蛋白质？

样品
是否粘稠？

1) 调节 pH

2) 用变性剂或有机
溶剂使其变性

3) 用酸或有机溶剂
沉淀

4) 加入具有结合位点
竞争性化合物

5) 使用 RAM SPE 
固定相

去除蛋白质的方法

用相容的
溶剂稀释

1) 反相—MeOH、
ACN

2) 正相键合相—
MeOH 或非极性溶剂

3) 硅胶—非极性溶剂

4) 离子交换—缓冲液

回收率是否
可接受？

进样或进一步
样品预处理

将溶剂蒸干或蒸发至
适当的浓度；

溶解于相容的溶剂中
进行分析

- 吸附剂
5-10 mg spl/g

- IEX-0.5-1.5 meq/g

1) 机理/固定相（请参
见表 9.1）

2) 重量和体积

SPE 装置

萃取盘

小柱

96 孔板

移液枪头

SPE 装置选择
用适当的溶剂
活化 SPE 装置

否

否

否

是

是

是

是

是

是

否

否

否
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方法验证

完成 SPE方法之后，可能还需要进行方法验证（或者在不需要完整的方法验证时，评价方法的稳定性）。表 9.3 列出了验

证方法时需要考虑的一些变量。图 9.13 展示了需要进行的一项更重要的研究— SPE中流速和回收率的影响，特别是对于

上样、淋洗和洗脱步骤。吸附过程涉及动力学因素。分析物扩散到多孔的 SPE支撑相中并与活性官能团发生相互作用需

要一定的时间。如果流速太快，就没有足够的时间使其达到平衡，而流速太慢又会浪费时间。离子交换 SPE的流速甚至

更加重要，因为离子交换的动力学过程可能相当缓慢。通常，对于典型的小柱（例如 200 mg/3 mL），吸附和正相小柱使

用 5 mL/min或更低的流速，离子交换固定相使用 1-2 mL/min的流速就足够了。

表 9.3

SPE 方法验证中需考虑的变量

所需测试 待考察的实验参数

吸附剂 重量、小柱样式，不同批次

活化溶剂 溶剂强度（弱或强溶剂）、接触时间、体积

上样溶剂 类型、体积、有机物%、pH、离子强度、流速、穿透体积、分析物回收率/损失、
干扰物/基质去除

清洗溶剂 类型、体积、有机物%、pH、离子强度、流速、分析物回收率/损失、干扰物/基质去除

洗脱溶剂 类型、挥发性、溶剂强度、体积、流速、pH、离子强度、干扰物/基质保留、
分析物回收率/损失

分析物和基质稳定性 测试方法的每个步骤

样品/基质载荷能力 不同的分析物浓度

检测能力 检测限 (LOD)、定量限 (LOQ)

方法线性和范围 在分析物预期浓度范围内进行测试，以基质载入量的函数进行测试
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图 9.13

SPE 过程中样品回收率与流速之间的关系

100%

0%

回收率

慢速 快速上样或洗脱速度

最优流速

SPE 应用实例
在这里我们将介绍使用 SPE解决“现实世界”问题的一些实例。作为糖类的替代品，合成甜味剂越来越多地被用于对抗

肥胖和龋齿。研究表明，某些合成甜味剂可能会导致某些动物体内产生肿瘤。污水处理厂不能完全去除废水中的人造甜

味剂，因此这些污染物会污染下游水域并可能在饮用水中出现。采用中性聚合物吸附剂的固相萃取在分离和浓缩大体积

水样中的有机污染物方面非常有用。此类吸附剂对有机物具有非常高的亲和力，而且对于水相环境中的有机物具有良好

的回收率。在 Junginger和 Korte的研究中，他们使用含有 SPE吸附剂 Bond Elut Plexa（安捷伦科技公司）的 200 mg/6 mL

小柱分离水中的 4 种合成甜味剂（安赛蜜、甜蜜素、糖精和三氯蔗糖），每种合成甜味剂在水中的浓度均为 1 ppb。

首先，使用 3 mL甲醇，然后使用 3 mL酸化的 HPLC级纯水活化 SPE小柱。使用 pH为 2 的硫酸酸化水样品 (100 mL)，然

后以 5 mL/min的流速上样。这一痕量富集实验不需要冲洗步骤。采用 5 mL甲醇以 2 mL/min的流速从小柱上洗脱分析

物。在氮气气流下将溶剂蒸发至近干，然后使用 1 mL乙腈:水 (5:95) 复溶样品。采用 Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 

HPLC色谱柱（4.6 x 50 mm，1.8 µm）和水-甲醇梯度，使用串联质谱检测，在仅 5 分钟左右的时间内就实现了 4 种甜味

剂的基线分离。进样量为 20 µL时，4 种甜味剂的回收率范围为 74-91%，RSD的平均值在 7% 左右，这样的结果在如此

低的浓度水平下是完全可以接受的。
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链格孢属真菌是水果和蔬菜等各种植物的致病菌。链格孢属是人们特别关注的植物致病菌之一，它经常引发植物疾病，因

为它会产生大量的有害真菌毒素，包括交链孢酚 (AOH)、交链孢酚单甲醚 (AME)、交链孢烯 (ALT)、腾毒素 (TEN) 和细交

链孢菌酮酸(TEA)。这些毒素在谷物、种子、辣椒和各种水果中均能发现。它们的测定对食品安全很重要。首先，必须从

食物中萃取出这些毒素，然后通过 SPE进行纯化和浓缩。Reinhold和 Bartels开发了如图 9.14 和 9.15 所示的样品前处理

流程。在萃取蔬菜和葡萄汁样品中的毒素时，Bond Elut Plexa聚合物又一次展现出了它出色的纯化性能。如图 9.16 所示，

采用三元梯度洗脱以及反相 HPLC与质谱联用检测，在 15 min内就实现了基线分离。SPE纯化减弱了质谱仪的离子抑制

效应。该方法的检出限为 5 µg/L，定量限为 10 µg/L。葡萄汁中链格孢菌毒素的典型回收率范围为 97-105%。RSD范围

为 1-3.6%。

图 9.14

萃取链格孢菌毒素的初始工作流程

固体样品 液体样品

加入 60 mL ACN-甲醇-水（pH 3；45:10:45 v:v:v）溶液

均质化 2 min

称取 5 g 果汁加入 50 mL 离心管中称取 20 g 均质样品到 50 mL 离心管中

进行 SPE 操作

将 6 mL 上清液转移至离心管中，
并用 15 mL 0.05 M 磷酸二氢钠 (pH 3) 

进行稀释

将 6 mL 上清液转移至离心管中，
并用 15 mL 0.05 M 磷酸二氢钠 (pH 3) 

进行稀释

在 4000 rpm 的转速下离心 10 min

加入 15 mL ACN-甲醇-水（pH 3；45:10:45 v:v:v）溶液

振摇 1 min
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图 9.15

SPE 纯化链格孢菌毒素萃取物的工作流程

使用 Bond Elut Plexa 200 mg/6 mL 小柱

用 5 mL 甲醇活化；排空

加入 5 mL 水；排空

加入样品萃取物；用 1 mL 水冲洗离心管

用 5 mL 水洗脱

先用 5 mL 甲醇洗脱，再用 5 mL 乙腈洗脱

将洗脱液蒸干；复溶于 1 mL 水/甲醇 (7:3 v:v) 中

进样至 HPLC 系统
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葡萄汁萃取物中链格孢菌毒素的 LC/MS 色谱图

加标浓度 25 µg/kg 的葡萄汁

TEN

10.88 min

TEA

3.10 min

ALT

10.19 min AOH

11.71 min

AME

14.81 min

Bond Elut Plexa等聚合物吸附剂的出现促进了通用 SPE方法的开发。将 SPE纯化应用于棘手样品时，采用通用方法通常

能够节省时间。通用方法发挥巨大作用的领域之一是生物体液中酸性、碱性和中性化合物的纯化。制药行业中大量的生

物分析化合物都是碱性的，可以使用疏水性吸附剂或阳离子交换吸附剂轻易萃取。然而，降脂他汀类药物和抗炎药物往

往是酸性的，使用传统的疏水性吸附剂进行萃取存在一定的困难。一种简单的通用方法被开发用于分析加标血浆样品中

的酸性他汀类化合物，该方法采用了强阴离子交换剂 Plexa PAX，由于这种离子交换剂具有聚合物性质，在高 pH条件下

也能正常使用 24。在 96 孔板配置中使用 Plexa PAX树脂。每个孔含有 30 mg离子交换树脂。SPE方法非常简单：首先使

用 2% 氢氧化铵溶液按照 1:3 的比例稀释 100 µL人血浆。使用 500 µL甲醇之后接着使用 500 µL水活化每个孔。将含有

加标他汀类药物的稀释血浆样品添加到孔中的树脂上。上样后，首先使用 500 µL水淋洗 Bond Elut Plexa PAX，接着使用

500 µL甲醇淋洗。向 96 孔板添加 500 µL 5% 甲酸的甲醇溶液进行洗脱。收集洗脱液，将其蒸发至干，然后用 1 mL 5 mM

甲酸铵:甲醇 (80:20) 溶液进行复溶。采用反相 HPLC-LC-MS/MS和梯度洗脱分析以下 5 种加标浓度为 50 ng/mL的他汀类

药物：阿托伐他汀、双氯芬酸、呋塞米、酮基布洛芬和普伐他汀，在仅仅 3 分钟左右的时间内就完成了分离。所有 5 种

他汀类药物在 0.5-200 ng/mL的范围内都能获得线性的校准曲线。通过测量分析物响应并将其与加标流动相标准品的响

应进行比较来计算分析物回收率。回收率范围为 62%（阿托伐他汀）到 96%（呋塞米），50 ng/mL浓度水平的 RSD (n=6)

范围为 2.3-6.1%。

*

*
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推荐的 SPE 相关教材
由于篇幅有限，本章只对 SPE进行了基本的介绍。第 10 章将提供有关更具体的 SPE相的信息。本书适合一般性阅读，内

容全部与 SPE 25-32及其自动化相关 33。如需了解关于此主题的更详细的信息，请查看文中提及的参考文献。

(续)
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第 10 章

SPE 中的特殊技术

有一些技术与 SPE的操作原理极为相似。这些技术近年来越来越受到重视，因为人们在不断地寻求更少溶剂用量、更高

选择性，以及可实现自动化以简化工作流程和获得更高重现性的样品前处理方法。本章将会介绍其中的一些技术。

固相微萃取 (SPME)

固相微萃取是一种相对比较新的样品萃取技术，最初由 Pawliszyn 及其同事于九十年代 1 早期提出。其最常用的形式

SPME 包括两个独立的步骤：采用涂覆于固体熔融石英上的硅胶（或相关吸附性材料）薄层从样品基质中吸附溶质

（图 9.5 和 10.1A）；然后通过热脱附 (GC) 或液体脱附 (LC) 将被吸附的分析物转移至色谱进样口。

SPME已被应用于气相色谱 (GC) 和液相色谱 (LC) 分离，但其最成功的应用还是 GC。它可将分析物浓缩在纤维涂层中，而

留下分析不需要的大量溶剂和非挥发性残留物，因此我们在进行 GC分析时，无需再将大体积的样品转移至 GC色谱柱

中。在 GC分析中，SPME是一种更节省溶剂的样品前处理技术。在 LC分析中，该技术的溶剂用量比液液萃取技术少好

几个数量级，与 SPE相比所使用的溶剂也更少。

另一项相关的技术—由 Sandra及其同事首先提出的搅拌棒吸附萃取 (SBSE)，2采用涂覆有吸附性聚合物薄层的磁力搅拌

棒（请参阅第 9 章，SPE 装置）。将搅拌棒置于样品溶液中一段时间，其中的溶质将被吸附在聚合物涂层中。接下来，取出

搅拌棒，干燥，然后进行热脱附以用于 GC进样，或者采用可兼容 LC或 GC的另一种溶剂反萃取吸附的分析物。SBSE所用

的固定相体积大于 SPME，因此，其萃取分析物的效率更高，吸附剂溶解度更低。因此，SBSE的灵敏度通常高于 SPME。

表 10.1列出了已成功应用 SPME采样的多种应用。
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SPME 的典型应用

分析物 基质 参考文献

香料 鲜花 3

化学毒剂 服装面料 4

处理杂质 药物 5

有机氯农药 中国茶 6

挥发性化合物 酸性介质 7

奶酪 8

挥发酚 葡萄酒 9

环境污染物 水 10

氯代苯甲醚 软木塞 11

挥发性脂肪胺 空气 12

苯脲类除草剂 水溶液样品 13

亚 ppb级邻苯二甲酸酯 水 14

甲基汞 金枪鱼 15

挥发性有机化合物 土壤 16

异丁基吡嗪（MIBP或 IBMP） 葡萄酒 17

BTEX 水 18

2-甲基异莰醇 (2-MIB) 和土臭素 饮用水 19

三氯苯甲醚 葡萄酒 20

表 10.1
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L

r1

r2

SPME原理

SPME采用涂覆于固体熔融石英纤维上的吸附性聚合物涂层从样品中（通常为水性样品）萃取溶质（图 10.1A）。表 10.2列

出了一些已商品化的纤维填料。经过耗时较长（30 min或更长）且需要搅拌辅助的采样阶段之后，萃取将达到平衡。然后

将 SPME纤维以及捕获的溶质转移至进样口系统，使溶质脱附进入气态（用于 GC）或液态（用于 LC）流动相中。实验的成

功取决于选择的实验条件是否能使 SPME吸附层在暴露于大量样品中时尽可能多地吸附目标溶质。另一方面，吸附的溶质

在脱附步骤中应尽可能快速且完全地释放。如果脱附过程比较缓慢，造成溶质峰展宽，则可能需要进行二级捕集以重新聚

焦分析物。接下来，如果使用 GC快速加热，重新聚焦的分析物将被快速吹扫入色谱柱进行分离和分析。吸附层填料和膜厚

度的选择会显著影响吸附程度以及随后脱附的效率。现在已经有了与注射器整合的 SPME纤维，无论是对于手动操作还是

对于机器人自动进样系统来说都很方便。使用过的纤维通常可通过溶剂冲洗或烘烤纯化后进行再利用。图 10.2展示了整个

提取转移和脱附过程。虽然通过阀配置进行脱附可将溶质转移至 HPLC柱中，但更方便的方法通常还是进行离线实验，然后

将所提取的物质转移至样品瓶或者手动转移至定量环进样器中。

图 10.1

SPME 萃取装置的截面图

固体载体
SPME 层

摘自 21

A

B

A：带外部吸附涂层的纤维装置

B：内部带吸附涂层的管装置
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图 10.2

气相色谱和液相色谱中 SPME 分步过程

C：SPME 液相色谱接

SPME 手柄

脱附室

流动相

废液

至液相色谱柱

表 10.2

SPME 的样品类型及纤维头化学成分推荐

样品 纤维头化学成分推荐

低分子量或挥发性化合物 100 µm聚二甲基硅氧烷 (PDMS)

较大的分子量或半挥发性化合物 30 µm PDMS纤维头或 7µm PDMS纤维头

极性样品中的强极性物质 85 µm聚丙烯酸酯

易挥发的极性物质，例如醇和胺 65 µm聚二甲基硅氧烷/二乙烯基苯 (PDMS/DVB)

痕量挥发性物分析 75 µm PDMS/Carboxen

扩增的分析物范围 (C3-C20) PDMS上的 50/30 二乙烯基苯/carboxen

常规 HPLC 60 µm PDMS/DVB

在另一种 SPME方法中，固定相被涂覆在开口熔融石英柱的内部（图 10.1B）。这种方法被称为萃管式 SPME22，通常用

于液相色谱，将含有目标分析物的溶液泵入带涂层的盘绕熔融石英管内部数次，直至达到平衡。接下来，清除毛细管中

的样品，然后使用强溶剂将涂层固定相捕集的分析物转移到 HPLC的定量环进样器中。

B：气相色谱进样口处
进行热脱附

A： SPME 萃取步骤

浸渍于水相样品中的纤维头

水溶液样品
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接下来我们将详细介绍 SPME的萃取、转移及脱附过程。接下来的讨论摘自 J. Hinshaw的一篇文章 21。

第 1 步：萃取

对于涂覆在外部的 SPME吸附层上进行的萃取步骤，吸附层暴露于液相（图 10.3A）或气相（顶空）（图 10.3B）的样品

中。随着时间的推移，SPME萃取层中的溶质量与周围环境达到平衡，这代表在一组给定的采样条件下吸附层可以吸附和

摄取的最大溶质量。达到平衡时 SPME萃取层中的溶质量 (M) 可通过下面的公式进行估算：

Mi,SPME~Ki.SPME VSPMECi 公式 1

其中，Ki,SPME是 SPME吸附层和样品之间的总溶质分配常数，VSPME是 SPME萃取层的体积，Ci是执行 SPME采样前样

品中的溶质浓度。

图 10.3

密闭样品瓶中的 SPME 萃取

A：从液相中取样

B：从顶空（气相）中取样

公式 1 假设样品体积远大于 SPME萃取层的体积。SPME

涂层的典型厚度大约为 10-100 µm，大约为常规使用的毛

细管气相色谱柱涂层厚度的 10 倍。体积更小的标准 SPME

萃取层可相应地用于更小的微量样品体积。

A B

顶空

SPME 纤维头

液态样品
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步骤 2：将混合物转移至柱中

采样之后的下一个步骤是转移与样品接触的 SPME萃取层及其吸附的分析物，使它们进入可将目标分析物脱附到色谱液

体流动相的环境中。使用连接到 SPME管的多位阀进行 LC-SPME萃管式采样时，无需物理移动 SPME萃取层，但必须在

原来进行溶质脱附的地方建立新的溶剂化条件。另一方面，SPME纤维装置要经历一段距离的转移，从样品容器被转移到

脱附溶质的地方— GC进样口或（在某些情况下）溶剂淋洗位置。一旦 SPME纤维装置离开了接触样品的环境，吸附的

溶质浓度就会开始下降，使其低于装置位于样品中时的溶质浓度值，因为溶质会自然脱附到周围环境中。许多溶质的自

然脱附速度都相当慢，但挥发性分子在转移步骤中的损失比较明显。在实验室环境中，从样品瓶到仪器的转移时间可以

足够短，因此溶质损失很小。在较长的转移过程和储存过程中，通过将 SPME萃取层密封在小型密封件中，并确保脱附

时将剩余样品中的含量也包括在内，能够将损失降至最低。除了会损失挥发性样品，SPME萃取层还很容易吸附环境空气

中的非样品组分，尤其是从较远地方的运输过程中。密封萃取层可防止此类污染物的涌入。许多商业化的 SPME装置都

带有这样的密封系统。
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步骤 3：脱附室

一旦将 SPME萃取层置于色谱仪中，就必须为其提供能够将吸附的溶质尽可能以接近 100% 的效率进行脱附的条件，而

且所用色谱模式的脱附时间还必须足够短。对于涂覆于管内部的 SPME萃取层，在 LC分析中，只需使用一个简单的多位

阀就能将样品液体流切换为流动相。暂停 SPME管中的流动相流速能够在脱附的物质被引入色谱柱之前为 SPME萃取层

在流动相中的溶质脱附达到平衡提供一定的时间。这一略显繁琐的停流操作可能会导致过度的谱带展宽，因此一些分析

人员会转而采用离线脱附步骤。

在 GC分析中，分析物从基于纤维的外部 SPME萃取层上的脱附过程更加方便，只需将 SPME插入标准的 GC毛细管进样

口系统即可（与进样针的操作一样）。在为了 GC分析对 SPME萃取层进行热脱时，需要进行一些权衡。首先，脱附温度

必须足够高，以便溶质快速离开 SPME纤维。脱附速度过慢可能会引起峰展宽和峰拖尾，除非气相色谱柱的起始位置处

配备了额外的装置，用于在程序升温洗脱之前捕集溶质。相反地，进样口温度过高可能会引起热降解，还会引入一些来

自隔垫流失和 SPME萃取层本身的污染物进入到色谱柱中。

样品从 SPME纤维脱附至分流/不分流进样口的过程中，应关闭分流流量，以便所有溶质都能进入色谱柱而不被分流，就

像不分流进样一样。SPME萃取层上吸附的样品质量一般不会达到需要样品分流的水平。窄径进样口衬管（通常被称为“

不分流”衬管）能够将溶质体积限制在可能发生谱带展宽的体积以下，也有助于产生更好的峰形。将 SPME装置从进样

口分流器上移开之后，就能重新打开分流流量，以吹扫进样口中的残留物质，防止某种程度的峰拖尾。

由于内部体积较小，程序升温气化 (PTV) 进样口系统（请参阅第 6 章）非常适合用于 SPME脱附。在 SPME脱附应用

中，操作温度应采用与传统的分流/不分流进样口相同的恒定高温，因为如果没有进行某种形式的附加固定相捕集，PTV

的加热速率（每分钟升高几百度的级别）可能不够快速，无法产生足够窄的峰。
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SPME的优点和缺点

SPME的主要优势包括它能在采样过程中避免基质效应组分（从而防止基质效应导致原本清晰的样品组成失真或扰乱色

谱分离）、具有简便性和易用性，以及它能降低溶剂消耗或根本不使用溶剂。因此，集上述特性于一身的 SPME成为了一

项极具吸引力的技术，可替代经典的顶空采样或热脱附采样、固相萃取以及经典的液-液萃取法。

正如许多相关的样品前处理和进样技术（例如顶空 GC或热脱附），SPME可处理棘手的样品基质，而且具有成本低、操

作简单的优点。SPME无需复杂昂贵的仪器配置，对于偶尔使用该方法的用户来说非常方便，而有经验的用户也可通过该

方法得到良好的手动操作结果。这一点是手动顶空或热脱附采样不一定能做到的。现在已经有了可无人值守地进行 SPME

重复采样的自动采样器或机器人系统；自动化也是 SPME的一个重要优势。

但另一方面，采用 SPME进行定量分析较为困难。标准品与样品的前处理条件必须完全相同，但这通常很难实现。纤维

本身较为昂贵，而您需要较为频繁地定期更换。随着纤维老化，它的性能会发生改变，致使重现性降低。此外，纤维较

为脆弱，有时会带来方法稳定性的问题。与其他样品前处理技术相比，其达到平衡条件的速度较慢，因此，为了达到实

际应用的要求，有必要缩短采样的时间。正如之前所提到的，如果脱附过程缓慢，则可能需要对非挥发性的分析物进行

捕集以重新聚焦分析物用于色谱分析。

要获得成功的 SPME方法，需要进行细致的优化步骤并保持一致的操作条件，但其他相关技术也是如此。任何未经仔细表

征的采样技术都无法在实验室中有效应用，而且开发 SPME方法所要付出的精力并不比开发其他技术更多。SPME在分析

人员的样品前处理技术储备库中占有重要的地位。



141

SPME样品前处理实例

为了说明 SPME的应用，我们开发了一种使用自动-SPE和 GC/MS测定水中亚 ppb级邻苯二甲酸酯的方法 23。邻苯二甲

酸酯是许多塑料中的关键添加剂，用于在室温下使塑料保持柔软。由于使用广泛，这类化合物在环境中的释放量也相对

较大。近年来，人类与邻苯二甲酸酯的接触受到了极大关注，因为这类物质疑似具有致癌性和雌激素活性。液-液萃取已

经广泛用于从水样中分离邻苯二甲酸酯。SPME是分析水溶液中邻苯二甲酸酯的一种替代的方法。水样中分析物的萃取可

通过直接在液相样品中浸入纤维头或使用顶空采样技术实现。这里展示的是使用 CombiPAL（安捷伦科技公司）进行的完

全自动化的 SPME样品前处理过程。有关 SPME纤维的所有操作都由软件控制，以达到最佳精度并减少人工操作。由于

邻苯二甲酸酯是半挥发性化合物，因此需要选择适当的进入萃取模式。首先，我们研究了 40 °C下萃取时间对最终萃取

物量的影响。图 10.4所示的信息展示了不同的萃取时间对应的六种邻苯二甲酸酯的萃取物量（信号响应）。如图所示，萃

取时间超过 20 min时，响应值仅发生轻微变化，这意味着大多数化合物的萃取都在该时间点达到了平衡。因此，该实验

选择了 20 min作为萃取时间。

我们都知道，在水溶液中加入盐可提高 SPME的萃取效率。因此，我们研究了在含邻苯二甲酸酯类物质的水溶液中加入

NaCl之后的盐析效应。虽然结果未示出，但实验结果证实了盐析过程的确可提高萃取效率。在最终实验中，我们选用

了 20% (W/V) 的盐浓度。图 10.5展示了采用最佳条件得到的邻苯二甲酸酯类物质的 LC/MS SIM色谱图。采用 SPME方

法进行样品前处理，并采用 GC/MS进行分析，结果表明，该方法在 1-1000 ng/mL范围内具有良好的线性和较高的相关

系数。分析物在 1 ppb浓度水平的 RSD小于 10%，除了 DPP之外。我们分析了自来水、饮用水、及饮水机中的纯净水

等实际样品中邻苯二甲酸酯类物质的含量。结果表明，全部三个样品中均检出了邻苯二甲酸酯类物质，浓度范围为

24-79 ng/mL23。
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图 10.4

CombiPAL

预孵育时间： 60 s

孵育温度： 40 °C

预孵育时的振荡速度： 500 rpm

振荡运行时间： 5 s

振荡停止时间： 2 s

样品瓶穿刺深度： 25 mm

萃取时间： 1200 s

脱附到： 气相色谱进样口 1

进样穿刺深度： 54 mm

脱附时间： 120 s

纤维头后处理时间： 300 s

SPME

纤维头类型： PDMS/DVB

涂层： 65 µm

化合物名称 缩写 保留时间 (min)

邻苯二甲酸二戊酯 DPP 10.179

邻苯二甲酸二异壬酯 DEHP 11.862

邻苯二甲酸二环己酯 DCHP 16.749

邻苯二甲酸二乙酯 DEP 17.517

邻苯二甲酸二甲酯 DMP 20.666

邻苯二甲酸二丁酯 DBP 20.836

萃取时间 (min)

响
应

SPME 萃取时间 vs. 质谱响应
DPP
DEHP
DCHP
DEP

DBP
DMP

7000000

6000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000
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Time

图 10.5

在优化萃取条件下得到的邻苯二甲酸酯的 SIM 色谱图

6890 GC

进样口温度： 270 °C

载气类型： 氦气

柱温箱条件： 50 ℃，以 10.00 ℃/min 速度升温至 260 ℃
(3.00 min)

色谱柱： DB-5ms 30 m × 250 mm，0.25 µm

模式： 恒流

流速： 1.3 mL/min

5975 MS

采集模式： 同步 SIM/scan

质量范围： 40-300

样品： 3

驻留时间： 30 ms

质谱离子源： 230 °C

质谱四极杆： 150 °C

DPP

DEHP

DCHP

DEP

DMP

DBP
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基质固相分散 (MSPD)

基质固相分散 (MSPD) 是一种用于固体（例如动物或植物组织、牛奶、蔬菜）、半固体和粘稠样品的样品前处理技术 24。它

采用键合相固体载体（通常是硅胶基键合相）作为破坏样品结构的磨料，在混合过程中，这种固定相也能作为结合“溶

剂”，有助于样品的彻底分解。图 10.6简要描述了整个萃取过程。在上述混合过程中，样品会自动分散到键合相/载体材

料的表面，这样就形成了新的混合固定相，能够从多种样品基质中分离分析物。混合过程不需要使用研钵和研杵进行仔

细研磨，大多数基质只需温和的搅拌就足够了。分散的样品能够更充分地接触分离分析物所用的溶剂和试剂。完成破坏

样品的步骤之后，将混合的样品基质及其分配到键合相/载体上的部分转移到装有滤芯的注射器筒中。在填充柱床顶部放

置第二个滤芯。依次使相对于待洗脱分析物极性逐渐增强的各种溶剂通过填充柱床。通常都需要进行第二个纯化步骤。在

某些情况下，MSPD柱的洗脱液可直接导入常规 SPE小柱以进行进一步纯化。
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图 10.6

基质固相分散过程

1步骤 5步骤

6步骤

7步骤

8步骤

2步骤

3步骤

4步骤

实验室用刮铲

移液枪头

使用注射器 (10 mL) 
作为MSPD 柱

纸质筛板

•

•

•

•

•

MSPD技术应用十分广泛，特别是在食品工业中，它被应用于多种分析的样品前处理，例如水果 25、婴儿食品 26、果汁 27

中农药的分析，组织中兽药的分析 28，食品中抗菌药物残留的分析 29，苜蓿叶中异黄酮的分析 30，双壳贝类中多环芳烃

的分析 31，以及牛奶中抗生素的分析 32。该方法的优点是操作简单，萃取效率高，回收率高，相比传统萃取方法更节省

溶剂，应用范围广；但是，该技术的自动化较为繁琐。

纸质筛板

经改良的注射器推杆

选择溶剂复溶残留物

上机分析

共用色谱柱或使用额外
的 SPE 纯化柱

浓缩体积或完全蒸发

过滤或离心（可选）

柱洗脱

回收管

溶剂

洗脱样品；
重力或真空

收集样品组分

加入溶剂

压实样品

组织/C18 混合物

0.5 g 样品

玻璃研钵

玻璃研杵

2.0 g 预净化和
活化的 C18

加入样品

将混合物转移至柱中

加入标样或改性剂并平衡；
混合
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SPE专用固定相

SPE专用固定相是专门针对标准 SPE装置难以执行的特殊应用而开发的固定相。但有时制造商也会特别针对某个特定类

别的化合物对标准固定相进行测试，并依此给出使用标准固定相分离此类化合物的最佳 SPE条件。在某些情况下，专用

SPE小柱是“整体解决方案”的一部分，与试剂、标准品和分析方法一起组成试剂盒产品。但大多数专用 SPE固定相都

合成了化学官能团，这些官能团能够特异性地与目标溶质发生相互作用。表 10.3列出了几种目前市场上可获得的专用固

定相及其适用的特殊纯化任务。更多固定相见下页。

表 10.3

SPE 的专用固定相

Bond Elut 名称 所含官能团 主要应用

阿特拉津 C18 低负载、高流速 C18 相，为萃取阿特拉津而设计。填料粒径大，允许大体积样品通过；通

过控制碳载量提高对阿特拉津的选择性；高质量柱床为阿特拉津提供更高容量

碳 石墨化碳 非多孔吸附剂在反相条件下使用时，对非极性和极性基质中的极性有机物和非极性化合

物具有高度亲和性；推荐用于去除叶绿素及其他色素（特别是在 QuEChERS应用中，请参

碳/PSA 石墨化碳以及乙二胺 -

N-丙基硅烷分层

Bond Elut PSA是一款烷基化胺类吸附剂，含有两种不同的氨基官能团：伯胺和仲胺。与

Bond Elut NH2 相比，它的 pKa值更高，离子交换能力更强。PSA吸附剂的碳载量比其他

大部分氨基吸附剂的碳载量更高，因此更适用于会在 Bond Elut NH2 上强保留的极性化合

物。Bond Elut PSA是进行食品中农残分析时，去除脂肪酸和有机酸，以及色素和糖类的理

想吸附剂

碳/NH2 石墨化碳和氨基

（分层）

专为纯化日本肯定列表中农残样品而设计；Bond Elut NH2，一种伯胺类化合物，是比 SAX

类（始终带电荷的季胺类吸附剂）吸附剂更弱的阴离子交换剂。因此，它更适合用于保留

非常强的阴离子，例如磺酸（不可逆地保留于 SAX吸附剂上）。Bond Elut NH2 是进行食品

中农残分析，去除脂肪酸和有机酸，以及色素和糖类的理想吸附剂

（续）
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纤维素 纤维素粉末 纤维素相在很宽的 pH范围内很稳定，金属吸附量极低（Fe和 Cu吸附量低于 5 ppm）。该

吸附剂的大比表面积和独特聚合物结构使其具有很高的样品容量。纤维素介质中包含大

量的羟基；由于其极性大，所以可以从水相和有机相中吸附很多的极性物质

EnvirElut 聚合物 EnvirElut吸附剂专为萃取水相基质中的各种化合物而设计，尤其是除草剂、多环芳烃 (PAH)

和农药

毒枝菌素 硅胶基离子交换 新型吸附剂，能够纯化食品萃取物，改善单端孢和玉米赤霉烯酮的分析。与免疫亲合柱

(IAC) 和活性炭/氧化铝柱等方法相比，分析结果一致或更优；具有选择性非保留机理—

毒素分析物能从小柱中通过，而食品基质成分得到保留（将在本章后面部分的“特定类或

离子特异性 SPE小柱，毒枝菌素 SPE吸附剂”中进行详细说明）

PBA 苯硼酸 通过可逆共价键实现对分析物的强保留功能；硼酸盐基团对含有顺式二醇基团的化合物

（如儿茶酚类、核酸类、一些蛋白质、碳水化合物和 PEG化合物）有很强的亲合作用。氨

基醇、α-羟基酰胺类、酮类化合物以及其他化合物也能得到保留；极强的共价保留机理实

现了高特异性和高纯化效率（在“固定化苯硼酸 (PBA) 相”下将进行详细说明）

PCB 专利化的双相 一种专门设计的吸附剂，柱床质量经过优化，能够从各种基质中方便地提取多氯联苯

(PCB) 化合物；可以使用简单的单溶剂方法对目标分析物上样和洗脱，然后进行 GC/ECD

Bond Elut 名称 所含官能团 主要应用

SPE 的专用固定相
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限进介质 (RAM)

RAM是一种特殊类型的 SPE吸附剂，可直接进样血浆、血清或全血等生物体液样品。这种吸附剂常用于分析小分子药物、

它们的杂质以及代谢物。近几年来，出现了该吸附剂的多种变化形式，包括内表面反相固定相，隔离疏水固定相，半渗

透固定相，双区固定相，以及混合官能团固定相。有关各种类 RAM的更多信息，请查阅参考文献 33,34。

最常用的 RAM 固定相为双模式多孔填料，其特征为外层是亲水层，内层表面则是由疏水键合相构成的多孔内表面

（图 10.7）。外层亲水层与蛋白质的相互作用极小，当蛋白质与可阻挡它们的填料小孔结合时，蛋白质将无保留地被洗

脱，而小分子药物及药物代谢物则会进入填料孔隙，通过与烷基键合相的疏水相互作用被保留下来。尽管 RAM以“不

受污染”的固定相著称，但也有研究表明，如果重复地直接进样生物体液样品，RAM色谱柱最终也会受到污染。如果流

动相的 pH和有机溶剂组成未经优化，RAM中可能会发生蛋白沉淀，进而导致污染，所以在使用时必须十分小心。

图 10.7

限进介质 (RAM) 图示

RAM固定相既可用于单色谱柱模式，也可用于多维 LC-LC。在单色谱柱模式下，所选的条件将首先去除血浆蛋白质，然后

通过梯度洗脱对药物化合物进行洗脱和分离。虽然该方法的效果令人满意，但由于梯度洗脱后缺少重新平衡的步骤，或者

由于孔隙中的疏水性固定相的选择性不足，RAM受到污染的可能性较大，因此相比之下多维 LC-LC是比它更好的方法。在

多维 LC-LC方法中，在 RAM色谱柱之后通过一个 6 通或者 10 通切换阀将另一根色谱柱（通常是反相色谱柱）接入系统

（请参阅第 13 章获取更多有关色谱柱配置的信息）。采用等度条件将血浆进样至 RAM中，然后使用另一个梯度泵系统进行

反相色谱分析。在该方法中，RAM色谱柱捕获的药物及其代谢物可被冲至（或反冲至）反相柱中，然后进行梯度洗脱以分

离杂质和/或代谢物。采用多维方法时，通常需在每次分析后对 RAM柱进行反冲和再生。已有报道指出，重复使用 RAM色

谱柱进行的大鼠血清中大豆异黄酮的分析具有长期稳定性 36。此外，由于血浆蛋白质不会进入第二维的反相色谱柱，而是

直接排入废液，延长了第二维色谱柱的使用寿命。

含键合相的内孔 外部亲水层

物理扩散膜 化学扩散膜
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分子印迹聚合物 (MIP)

MIP是选择性最高的 SPE固定相之一。该技术有时也称为分子印迹固相萃取 (MIP-SPE)。分子印迹技术已被用于需要选择

性识别以进行复杂分离或样品纯化的领域。一篇介绍性的文章 37概述了MIP技术的基本原理，文献综述 38-41以及一本

相关书籍 42详细介绍了MIP在 SPE中的使用和发展前景。

MIP是一种高度稳定的聚合物，具有与目标分析物的三维结构和官能团相匹配的识别位点。非共价印记最常用的方法是使

用可与聚合物的一个组成单元化学结合的印记分子（模板）。聚合之后形成的键必须能够断裂，以产生游离的选择性结合

位点（受体）。合成示意图如图 10.8。

模板和单体间的选择性相互作用基于氢键，离子和/或疏水相互作用。最常用的单体基于甲基丙烯酸和/或甲基丙烯酸酯。

MIP的基本构想是“锁钥”概念，即聚合物表面的选择性受体或腔体可与用于制备MIP的模板分析物完美匹配。受体位点

与模板在大小、形状和官能团方面均可互补。这一概念与免疫亲和 (IA) SPE固定相（请参阅下一节，小分子的免疫亲和萃

取）类似，但是获取适合的抗体并将其连接到 IA吸附剂上非常费时。

图 10.8

分析物（模板）

自组装

单体

交联剂 聚合

清洗

重新结合
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从聚合物MIP中去除模板非常重要，该步骤不仅能空出相互作用位点以增加样品容量，而且可确保待分离的分析物能够

进行定量分析。模板分子去除不完全（即使采用极限提取条件）是MIP尚未被广泛接受的的主要原因。模板分子常常会

流出，有时会导致基线漂移，而且它们会干扰目标分析物的定量，尤其是分析物浓度较低时。解决该问题的一个方法是

使用与目标分析物类似的模板。其中的一个例子就是对于含氯分子的目标分析物，使用溴代类似物模板而不是氯代类似

物模板。如果该类似物可与目标分析物分离，那么使用MIP即可获得预期结果。

使用水性流动相时，由于选择性极性相互作用受到抑制，MIP将表现出反相和离子交换相互作用。如果所选的实验条件

能使MIP固定相产生通常它在合成MIP的有机溶剂中才会产生的选择性相互作用，那么实验中MIP的选择性将达到最

高。采用该方法可使用MIP捕集水性溶液中的分析物：首先使样品与MIP发生疏水或离子相互作用，然后使用可破坏基

质组分的选择性键合的溶剂进行淋洗，最后采用可破坏分析物与MIP聚合物基质间的强键合的有机溶剂进行淋洗。

由于 SPE填料是聚合物，根据交联度的不同，溶剂中的变化可能会导致其发生某种程度的膨胀或收缩。这种物理变化可

能会导致受体大小改变并影响MIP对目标分析物的选择性。在这方面，分子印迹有机-无机杂化聚合物的合成 43能够生

成相对比较坚固的分子结构，不会发生膨胀和收缩。

SPE MIP方法的一个缺点是每种吸附剂都必须定制。通过选择适当的模板分子可确定MIP的特异性。可以根据已经发表

的方法在实验室中合成MIP，或者将模板分子交由专业实验室进行MIP的定制。由于制作 SPE专用的MIP是一个相对较

长的过程，只有在该应用使用频率很高，或者没有其他方法能够达到所需的样品纯化效果时我们才会使用该方法。

最近，成品MIP被引入市场。这些标准的MIP固定相专门为复杂基质中常见的特定分析物而设计。目前已商业化的吸附剂

产品包括专门针对以下用途进行了优化的品种：

• 生物体液中的克伦特罗

• 受体激动剂，尿液和组织样品中的多残留提取

• NNAL（4-甲基亚硝胺-1-(3-吡啶基)-1-丁醇）生物基质中的烟草特异性亚硝胺

• 水样中的核黄素（维生素 B2）

• 三嗪类物质，水、土壤以及食品中的多残留提取

• 氯霉素，生物基质中的抗生素

• 受体阻滞剂，水以及生物样品中的多残留提取



150

小分子的免疫亲和萃取

与MIP类似，免疫亲和固定相也基于分子识别，但它采用的是化学连接的单克隆抗体或多克隆抗体，而不是表面腔体。毋

庸置疑，免疫亲和固定相是选择性最高的固定相，因为它们主要基于选择性和亲和性极高的生物抗原-抗体相互作用而设

计。借助这些吸附剂，我们通常仅通过一个步骤就能对基质中的某种化合物或某个类别的化合物进行选择性萃取和浓缩。

生物大分子的抗体随处可得，且已经在免疫学和医学研究领域以及酶、激素和其他生物性物质的免疫萃取领域应用了多

年（请参阅第 15 章中蛋白质免疫萃取的实例）。但是，获取小分子抗体比较困难，因此小分子免疫亲和萃取技术近年来

才出现且不够成熟。读者还可通过一些优秀的文献综述更详细地了解免疫亲和萃取 44-48。

为展示免疫亲和样品前处理的应用，我们采用 AflaPrep免疫亲和 SPE小柱（R-Biopharm，德国达姆斯塔特）进行了玉米

和花生酱样品的样品纯化，用于黄曲霉毒素分析。所用的小柱含有固定在大孔径硅胶上的抗-黄曲霉毒素抗体，具有针对

该类别化合物的选择性。黄曲霉毒素是一种剧毒天然物质和可疑致癌物，可产生这种物质的霉菌存在于多种农产品上，例

如谷物、玉米、花生和种子。经常分析的荧光黄曲霉毒素有四种：B1、B2、G1 和 G2，每种都具有不同的结构。常见的

分析流程是首先进行液-液萃取、SPE或柱色谱分离，然后使用带荧光检测的 HPLC进行分析。

近年来，出现了一种选择性更高且更简单的纯化方法，该方法采用了离线免疫亲和色谱 50。图 10.9展示了免疫亲和纯化

之后进行反相色谱分析和荧光检测的结果，分析时采用溴作为衍生化试剂进行柱后电化学衍生化。四种黄曲霉毒素中，每

一种的线性范围都是 0.1-10 µg/L，且 R平方值均大于 0.99998。检出限范围为 0.004-0.007 µg/L（相当于样品中的含量

0.008-0.014 µg/kg）。所有四种黄曲霉毒素的保留时间和峰面积的相对标准偏差均小于 0.3%。
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图 10.9

测定玉米和花生酱中的黄曲霉毒素

色谱柱： Zorbax Eclipse Plus C18，4.6 × 150 mm × 5 µm 

柱温： 40 °C

流动相 A： 1 L 水中含有 238 mg KBr 和 700 µL 4M HNO3

流动相 B： MeOH

等度洗脱： A:B = 50:50，12 min

流速： 1.0 mL/min

检测： 激发波长：362 nm，发射波长：455 nm，
增益 = 15

进样： 20 µL

电化学电流： 100 µA 设置

反应线圈： 内径 0.5 mm，长 34 cm，PEEK 管（从 KOBRA
池出口到 FLD 入口）

黄曲霉毒素测定的样品前处理过程为：称量 25 g样品，放入高速混料罐中，然后加入 2 g NaCl和 125 ml HPLC级的甲醇-

蒸馏水 (60:40 v/v)。混合 1 min后，加入 125 mL蒸馏水稀释提取物。过滤，然后取 10 mL滤液，使其过免疫亲和柱，流

速为 2-3 mL/min。用 10 mL水淋洗免疫亲和柱。最后，用 1 mL HPLC级的甲醇将黄曲霉毒素从柱中洗脱下来。在 HPLC进

样前，用 1 mL水稀释甲醇提取物。
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化合物类别或离子特异性 SPE小柱

近几年来出现了多种具有化合物，化合物种类或元素特异性的专用固定相。显而易见，免疫亲和固定相及MIP-SPE固定

相的选择性是最高的。专用固定相具有能够与特定化合物相互作用的特殊官能团，现在已被用于利基应用。

固定化苯硼酸 (PBA) 固定相

使用碱性缓冲液处理 PBA-SPE固定相后，它们对特定官能团的特异性提高，例如糖和儿茶酚类中的邻二醇官能团。其他

双官能团也具有反应活性。例如，α-羟基酸、芳香族 o-羟基酸以及酰胺、含氨基醇的化合物可被保留。它们可与这些官

能团形成共价键（详细信息见图 10.10）。键合之后，可使用多种不同的溶剂淋洗吸附剂以去除干扰物。淋洗之后，使用

酸性缓冲液/溶剂进行淋洗，可通过水解破坏共价键。PBA固定相的一种常见应用是分离生物体液样品中的儿茶酚胺 52。

图 10.10

固定化 PBA 展现的预期次级相互作用

疏水性

TT-TT 离子型

氢

电荷转移

测定人类血浆中利巴韦林的应用展示了 PBA固定相的独特选择性 53。利巴韦林是一种属于核苷类似物的抗病毒药物。它

能阻止丙型肝炎病毒在体内的传播。其化学结构中（图 10.11）有一个独特的二醇官能，恰好能与 PBA形成如图 10.10所

示的共价键。
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样品前处理流程很简单。将加热去活的血浆与乙酸铵缓冲液（250 mM，pH 8.5）混合，然后加载到先经甲醇活化，然后

使用 2 mL乙酸铵缓冲液活化的 Bond Elut PBA小柱 (100 mg/1 mL) 上。上样完成后，首先使用相同的缓冲液，接着使用

甲醇淋洗小柱。最后，采用 1 mL 2.5% 甲酸的甲醇溶液连续洗脱分析物。将洗脱液蒸发至干，使用 200 µL流动相复溶蒸

干的萃取物之后离心，取一部分样品进样至配备 UV检测的反相色谱柱中。相比不同溶剂组合的 LLE方法，PBA方法能够

实现更好的回收率和重现性。校正曲线在 0.05-10 µg/mL的范围内呈线性，且测定的定量限 (LOQ) 为 0.050 µg/mL。该萃

取方法经过改进之后还可用于萃取食品（例如鸡肉）中的利巴韦林 54。

图 10.11

利巴韦林的化学结构式

滥用药物分析

筛查生物体液样品中的滥用药物是 SPE的重要应用之一。在这种特定分析中，我们必须采用高纯度、高回收率且耐用的

方法进行高效筛查以避免出现假阳性结果。Certify（安捷伦科技公司）混合模式 SPE吸附剂利用非极性、极性及离子交换

特性进行纯化。由于该吸附剂可以进行多种吸附剂-分析物相互作用，它们可用于多个药物种类的常规筛查，或是药物及

其代谢物 GC和 GC/MS确认分析的特异性样品提取。由于采用了含有中等长度碳链 (C8) 的键合相，可暴露出一部分的极

性硅胶表面。因此，药物和基质干扰与吸附剂的极性和非极性相互作用得到了优化。第二种键合相，强阳离子交换剂，也

经过了优化以提高容量。

首先使用甲醇活化 Certify小柱，以打开吸附剂中呈盘绕形态的疏水部分，将其激活，使其能够与极性基质发生相互作

用。然后使用缓冲液进一步活化，以去除多余的甲醇并使吸附剂柱床处于尽可能与基质最为相似的环境中。这样能够使

吸附剂-基质相互作用最大化，并最大限度提高回收率的重现性。萃取复杂生物基质（例如血浆或尿液）中的药物时需要

控制 pH、离子强度和粘度。使用缓冲液稀释样品可以达到上述的控制目的。
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Certify推荐用于碱性药物的纯化，例如安非他明、苯环利定、丙氧芬、哌替啶、LSD、可待因、氧可酮、以及鸦片类药

物。虽然这些药物的药理学性质和结构差异很大，但是所有的碱性药物都具有胺官能团（NR3、NR2H或 NRH2）。该官能

团去除 H+之后呈碱性，带正电荷。但初萃取是利用药物通过非极性机制转移到吸附剂的疏水部分实现的。药物保留到吸

附剂上之后，用水淋洗小柱以去除极性干扰物。然后，用酸淋洗小柱，以彻底洗脱极性干扰物，并确保碱性药物形成带

正电荷的铵盐。非极性、非碱性的药物和干扰物可通过有机溶剂淋洗去除。最终，碱性药物可使用碱性有机溶剂进行洗

脱（例如含 2% NH4OH的甲醇，乙酸乙酯 (EtOAc)，或 CH2Cl2/异丙醇 (IPA)）。碱的作用是破坏药物与吸附剂之间的离子

相互作用，因为药物所带的正电荷已经被中和了。有机溶剂可破坏最初用于保留样品中的药物的疏水相互作用。

与碱性药物类似，诸如巴比妥类、苯妥英、甲喹酮、苯二氮卓类和Δ9-羧基 THC等酸性和中性药物也具有差异巨大的药

物性质和结构性质。把它们归为一类是因为它们都无法利用阳离子交换机制进行保留，虽然 Certify的阳离子交换部分能

改善含有这些药物的样品的纯化效果。这些药物的特点是缺少碱性的氨基官能团。（请注意，巴比妥类等药物具有一个弱

酸性而非碱性的含氮亚胺官能团）。这些药物的保留机制是非极性机制。使用稀酸淋洗小柱能够去除极性杂质并确保所有

碱性干扰物都带电荷。这样一来，通过破坏酸性和中性药物与吸附剂之间的非极性相互作用来洗脱这类物质时，碱性干

扰物就能牢牢吸附在吸附剂的强阳离子交换部分上。为处理这些酸性和中性药物，我们开发了 Certify II。它是一种带有短

链烷基 (C8) 和阴离子交换官能团的混合模式吸附剂。首先利用酸性药物与 Certify II吸附剂疏水部分的非极性相互作用实

现初步保留。接着，使用碱性缓冲液可淋洗去除极性干扰物。该淋洗步骤还能确保 COOH官能团实现去质子化，形成能

够保留在 Certify II吸附剂阴离子交换部分上的 COO-同时，该步骤还可中和所有胺官能团上的电荷，为随后用于去除所有

碱性药物的淋洗步骤作好准备。短暂干燥小柱之后，采用非极性溶剂可去除非极性的碱性药物和干扰物。最后，使用非

极性酸性溶剂（例如含 1% 乙酸的己烷/乙酸乙酯溶液）即可洗脱和回收酸性药物（例如Δ9-羧基 THC）。

为了说明 Certify滥用药物固定相的实际应用，我们将会考察全血中 THC及其代谢物的纯化 55。传统的滥用药物筛查方法

是采用 GC分析之后进行 GC/MS确证。高效的萃取方法对于实现可靠的血液 THC分析非常关键。在该例中，我们采用

Certify II，通过 SPE方法进行样品纯化，然后进行 GC-MS/MS分析。分析只需要 2 mL血液样品。将四氢大麻酚 (THC) 的

氘代内标及其已知的代谢物 11-羟基-Δ-四氢大麻酚 (11-OH-THC) 和四氢大麻酚酸 (THCA) 加标入血液样品中，浓度为

10 µg/mL。接下来，加入 4 mL乙腈沉淀血浆蛋白质。离心后，转移上清液并将其蒸干至约 3 mL，然后加入 7 mL 0.1 M

的乙酸钠 (pH 6.0)。
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向高流速 Bond Elut Certify II小柱中加入 2 mL甲醇，然后加入 2 mL含有 5% 甲醇的 0.1 M乙酸钠缓冲液 (pH 6.0) 进行活

化。将样品缓慢加入小柱中。然后使用 2 mL乙酸钠缓冲液淋洗小柱，在真空下干燥 5 分钟后使用 1 mL己烷进行淋洗。在

中性条件下使用 2 mL 95:5 己烷:乙酸乙酯洗脱 THC。然后使用 5 mL 1:1 甲醇:去离子水进行淋洗。再在真空下干燥小柱

5分钟，并使用 1 mL己烷进行淋洗，然后使用 2 mL含有 1% 乙酸的 75:25 己烷:乙酸乙酯溶液洗脱代谢物。混合 THC及

代谢物馏分，蒸发至干，在衍生化之前用甲苯复溶。采用 40 µL N,O-双(三甲基硅烷基)三氟乙酰胺 (BSTFA) 以及 1% 三甲

基氯硅烷 (TMCS) 对 3 种分析物进行衍生化。

使用配备了低热容 (LTM) 色谱柱模块的安捷伦三重四极杆 GC/MS进行气相色谱分析，该模块能够实现非常快速的升温

和冷却。此外，利用气相色谱的反吹功能防止可能与目标分析物共萃取的杂质引起交叉污染。色谱和质谱条件的详细信

息可在原始的应用简报中找到 55。使用 SPE纯化、气相色谱柱的反吹功能以及三重四极杆质谱仪的MRM，各种分析物

的信号都非常干净，而且实现了极低水平的 THC及其代谢物的检测。所得的 THC和 11-OH-THC定量线性动态范围为

0.1-50 ng/mL，THCA的范围为 1-100 ng/mL。通过 LTM模块和反吹功能加快了分析速度，运行时间仅为 6 min，循环时

间仅为 8 min。可替代 THC分析的另一项分析技术是使用 LC-MS/MS，它避免了进行 GC分析所必需的衍生化步骤 56。

SPE 离子去除

在很多应用中，特别是在离子色谱中，样品基质中的高浓度离子型组分属于不良干扰物。使用具有特定功能的离子交换

树脂可去除这些离子。例如，钡盐形式的强阳离子交换可选择性去除水性溶液中的高浓度硫酸盐。同样的，银离子形式

的阳离子交换剂可去除氯离子。螯合型离子交换剂可去除过渡金属。
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真菌毒素 SPE 吸附剂

镰刀菌可能是北部温带地区最普遍的产毒素真菌，在美洲、欧洲和亚洲温带地区种植的谷物中十分常见。多种不同的镰刀

菌可产生多种单端孢霉烯类的毒素。这些毒素对人类健康危害极大。采用专为这类重要化合物设计的 SPE专用固定相

Bond Elut Mycotoxin，可从谷物和谷物食品中分离出 12 种 A- 和 B- 单端孢霉烯以及玉米烯酮 (ZEA)57。首先，使用乙腈/水

(80:20 v/v) 萃取磨细的谷物样品中的毒素，该方法可将基质共萃取物的含量降至最低。过滤之后，取 4 mL滤液，使其通

过 Bond Elut Mycotoxin SPE柱，收集流出物并在温和的氮气流下吹干。使用 0.5 mL乙腈:水 (20/80 v/v) 复溶样品，取 10 µL

进样至 LC-MS/MS进行分析。在多种谷物（玉米、小麦、燕麦、面包等）中加标 12 种单端孢霉烯族毒素和 ZEA，获得了

可接受的 ppb级回收率，回收率范围为 70% 至 95%，RSD平均为 5% 左右。与传统的活性炭-氧化铝柱纯化法以及免疫

亲和柱方法相比，该方法的回收率有明显提高，而且与需要使用多根色谱柱的免疫亲和柱纯化方法相比，它的成本更低。

Bond Elut Mycotoxin SPE小柱的优势之一是它能分离多种真菌毒素，例如黄曲霉毒素、赭曲霉素、伏马菌素等等 58。

多模式萃取和混合相萃取

多数 SPE过程都会采用单分离模式（例如反相）和单个 SPE装置（例如小柱）。但是，如果目标分析物的类型多于一种，

或者需要额外的选择性以去除干扰物，多模式 SPE就会非常有用。多模式 SPE是指专门使用两种（或更多种）连续的分

离模式或小柱（如反相和离子交换）。在实验操作中，有两种可实现多模式 SPE的方法。在串联方法中，两个（或多个）

SPE小柱以串联方式连接（见图 10.12）。因此，分离酸、强碱和中性物质时，可以串联一根阴离子交换小柱和一根阳离子

交换小柱。将样品和淋洗溶剂的 pH调节至 7，酸和碱都将完全离子化。最终，酸将保留在阴离子交换小柱上，碱将保留

在阳离子交换小柱上，而中性物质将通过两根小柱（与酸和碱分离）。接下来就可以从两根小柱上分别收集酸和碱。
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多模式 SPE的第二种方法采用了混合固定相。在该方法中，一个小柱的固定相可能具有两种（或更多种）官能团，用以

保留多个种类的化合物或提供独特的选择性。通常，单一固定相可能会发生多种相互作用。例如，聚合物离子交换固定

相可能发生离子相互作用（例如阳离子或阴离子相互作用），还有可能与聚合物骨架（例如 PS-DVB）发生疏水性相互作

用。多模式 SPE的一个常见应用是从生物体液中分离滥用药物和药物（上文已提及）。

多模式 SPE的另一个实例是分层填料的应用 59，在同一小柱中采用两种或多种填料用于分离不同种类的分子。多种分析

蔬菜中农药的方法依赖分层固定相为其提供达到足够的样品纯化程度所必需的选择性。应用最为广泛的一种采用多层

SPE固定相的方法是《日本肯定列表》中食品中的农用化学品的分析 60。许多向日本出口农产品的国家都必须依据这一

包括 799 种化合物的列表进行测试。该列表不仅包括农药，还包括兽药中的饲料添加剂。这些方法中的大多数都需要通

过使用反相 HPLC色谱柱的 LC/MS（或MS/MS）或 GC/MS进行分析。现在已有两种详细的多残留筛查方法采用了石墨

化碳/氨基多层 SPE固定相和硅胶固定相进行样品纯化，这两种方法适用于番茄和柠檬基质中的农药分析 61。

图 10.12

用于纯化复杂样品的多模式 SPE 实验设置

小柱（固定相 #1）

转换接头

小柱（固定相 #2）

阀

端口插头
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第 11 章

作为样品前处理技术的体积排阻
色谱

体积排阻色谱 (SEC) 是 HPLC的主要模式之一。与其他的 HPLC模式不同，在 SEC中，分析物与固定相之间不会发生相互

作用。分子基于它们在溶液中的尺寸大小被 SEC分离。使用不同孔径的填料进行分离。如图 11.1所示，大分子从这些充

满溶剂的孔隙中排出，而小分子则渗入孔中并较晚洗脱。因此，如果需要将低分子量的目标分析物同高分子量的杂质物

分离，SEC是可选择的理想样品前处理技术。如果高分子量的分子不是目标分析物，我们可以通过柱切换阀将它们导入

废液（请参阅第 13 章），同时还能将小分子导入第二根 HPLC色谱柱进行进一步分离和表征。该技术也可离线执行，即

收集目标馏分，然后再将它们进样到另一根色谱柱中进行分析。非水相和水相体积排阻色谱均可采用这种分析方法。SEC

柱的校准曲线（分子量大小相对洗脱体积）能够为我们选择最佳的样品纯化柱提供有用指导（请参阅后面部分的讨论）。

B

C

A

C B
A

SEC机理
图 11.1

部分进入

分子必须自由出入孔才可得到分离。最大

的分子首先被洗脱，然后依次是中等大小

的分子和最小的分子。

全部进入

填料孔

分子 (C) 将被阻挡在孔外

分子（A、B）进入孔中

时间

信
号
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SEC的优点就是它能够去除可能导致分析结果不佳的干扰物。它还能降低分析色谱柱受损的风险，因为它能去除可能会

不可逆地吸附到固定相上的高分子量化合物。采用柱切换阀，整个过程都可以实现自动化。在非水相 SEC模式（有时称

为凝胶渗透色谱，GPC）下操作时，可以分离并去除高分子量化合物，例如脂质、烃类、油类以及其他干扰物。在水相 SEC

模式下，生物分子（例如蛋白质、聚合物材料以及其他更高分子量的水溶性物质）可以从水样中被去除。水相 SEC是实

现生物样品脱盐的一项有用技术，因为盐类是低分子量化合物，将在色谱图上以总渗透体积最晚洗脱（请参阅“用于生

物分子样品前处理的 SEC”）。

测定复杂的环境和食品样品中痕量的重点污染物是使用 SEC进行样品纯化的一个重要应用领域。对于此类样品，在进行

GC或 HPLC（以及与它们联用的质谱系统）分析之前，必须去除其中的高分子量干扰物，例如脂质、聚合物和色素等。事

实上，美国国家环境保护局推荐了一个官方的 SEC纯化方法— EPA 3640A。该方法允许在非水相 SEC模式中采用自装填

或预装填的体积排阻色谱柱。通常采用该方法分析的重点有毒化合物包括 PCB、PAH和农药。图 11.2 为经典的 EPA方法与

典型污染物的洗脱曲线。该分析过程采用了人们不喜使用的氯代溶剂二氯甲烷作为流动相。EPA GPC校准混标中含有玉米

油 (25000 mg/L)、双(2-乙基己基)邻苯二甲酸酯 (1000 mg/L)、甲氧氯 (200 mg/L)、二萘嵌苯 (20 mg/L) 以及硫 (80 mg/L)。EPA

推荐用于表征 SEC柱的分离测试校准混标的色谱图见图 11.3。色谱分析采用了一根经典 SEC (GPC) 色谱柱进行分离，耗

时 1 小时。

加速 EPA方法的途径之一是在小内径玻璃柱装填更小粒径 SEC填料。安捷伦的 EcoSpheres是一种低交联度的球形微孔

树脂。这些颗粒以干燥粉末的形式提供，是松散的多微孔介质，溶胀后可直接重力装填到玻璃柱中。这些微孔材料并没

有固定的孔隙结构。孔隙是材料在溶剂中溶胀时形成的。如果不需要高分辨率，使用微孔填料可以实现更高的上样量。它

们可以自装填到柱床长度可调的玻璃柱中。使用 EPA测试方法获得了如图 11.4 所示的结果，该图说明 EPA测试方法仅使

用经典 EPA流程三分之一的时间即可完成 EPA测试混合物的分离 1。
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图 11.2

样品纯化的典型凝胶渗透色谱洗脱曲线

图 11.3

按 EPA 3640A方法分析 EPA校准混合物所得的 SEC色谱图

色谱条件：

色谱柱： BioBeads SX-3 柱，

规格： 内径 25 mm，长度 700 mm；

珠长： 490 mm

流动相： 二氯甲烷

流速： 5 mL/min（总溶剂消耗量：300 mL）



163

20100

1

2

3

4 5

保留时间，min

1. 玉米油 (DEHP)

2. 双-2-乙基己基邻苯二甲酸酯

3. 甲氧滴滴涕

4. 苝
5. 硫

EPA分离混合物，用于 3640A方法中使用 EcoSphere色谱柱分离

色谱柱: 填充了 Swollen EcoSpheres (100 g) 的玻璃柱
EPA 分离混合物，用于 3640A 方法中使用 EcoSphere 色谱柱分离
内径 25 mm，长 45 mm

流动相: THF

流速: 5 mL/min（总溶剂消耗量：约 100 mL）

进样: 5 mL

检测器: UV，254 nm

另一种方法采用粒径更小的 Agilent PLgel聚合物填料 (5-7 µm)，其孔径为 100Å。虽然更小的粒径可以提高分辨率，但会

造成柱压上升，上样容量下降。但是，颗粒自身更坚硬，可以耐受更高的压力（高达 150 bar）。将 EPA分离混合物进样

到这种小粒径色谱柱中，可获得更尖锐的峰形，并且分离速度更快，如图 11.5 所示。这里采用了 THF作为流动相，它是

一种比氯代溶剂二氯甲烷更安全的溶剂。
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为了阐述离线 SEC如何作为样品前处理方法使用，我们在土壤样品中添加了重点污染物多环芳烃 (PAH) 标准品，通过该

法进行了分析。首先使用 THF对该土壤样品进行萃取。采用两根 PLgel色谱柱（硅胶孔径 100 埃，色谱柱规格为 7.5 x

300 mm）对萃取液进行纯化。如图 11.6A所示，通过该法处理，PAH可以从土壤萃取物中分离出来。两个红色星号所指

之处为采集点。图中明显向上漂移的蓝色基线实际上是土壤萃取物的紫外曲线。红色部分代表色谱图中 PAH洗脱的部

分。将该馏分浓缩后，用 HPLC兼容的溶剂复溶，然后重新进样到反相 HPLC色谱柱上。使用水-乙腈进行梯度洗脱，结

果表明该样品中存在大量的重点污染物（图 11.6B）。采用二极管阵列检测可以测定 ppm浓度水平的此类污染物。如果需

要维持稍较低的压力，可以使用安捷伦的 EnviroPrep色谱柱，它采用 10 µm大孔树脂，是一款具有更高容量的制备型色

谱柱 (25 x 300 mm)。
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图 11.6A

土壤萃取物与 EPA分离混合物 (A) 的 SEC色谱图
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肉类样品通常含有大量脂质，如果不采用某种方法纯化样品，可能很难对它进行分析。SEC是进行此类样品萃取的理想

技术，因为与小分子（如农药或者人们可能感兴趣的某些毒素）相比，脂类物质具有更高的分子量。为了测试使用 SEC

纯化新鲜猪肉香肠样品的可行性，我们在肉类样品中添加 EPA分离测试混合物，然后对其进行了萃取。肉类样品萃取物

的质量与所估计的 25-30% 的脂质固体含量一致。

在处理高脂萃取物样品时，SEC的柱容量将发挥作用，此时必须确保色谱柱规格能满足上样量的需求。例如，本例中使

用的色谱柱（PLgel 100Å，7.5 x 300 mm）在分辨率可接受的前提下的质量容量大约是 40 mg。因此，该质量就是整个样

品（包括其中的脂质可萃取物）的进样质量上限。如果需要采用更大的进样量以提高分析物的检测灵敏度，就需要使用

更大口径或更长的色谱柱。

在图 11.7 中，我们可以看到 SEC色谱图中脂质背景的紫外吸收曲线（蓝色曲线）2。大量脂质通过 SEC途径得以去除，证

明了该技术的纯化能力。但是，根据收集体积和保留时间窗口，我们可能需要先对少量的脂质萃取物进行收集，然后将

其进样到另一根色谱柱中，或对其进行进一步的纯化。
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使用 PLgel 5 µm 100Å柱对 EPA分离混合物加标的猪肉香肠萃取物进行纯化
图 11.7

香肠萃取物曲线

净化复杂混合物时，为了选择最佳的有机 SEC柱，通常使用校准曲线来评价其分子量的分辨能力。在这里，我们使用一

系列已知分子量的标准品绘制了分子量（分子大小）对应其洗脱体积（或保留时间）的关系曲线（有关水相 SEC色谱柱

的详细信息请参阅下一部分）。该校准曲线有助于用户选择最佳孔径的 SEC进行样品纯化。因为由流体动力学半径定义的

各个分子的大小各不相同，所以在处理复杂混合物时，校准曲线只能作为近似的参考。

保留时间，min



166

用于生物分子样品前处理的体积排阻色谱

体积排阻色谱 (SEC) 还可用于从污染物等低分子量物质中分离生物分子（例如蛋白质），这些污染物中可包括聚集体（单

体、二聚体、三聚体、四聚体等）、赋形剂、细胞碎片及其他降解产生的杂质。SEC还常被用于去除盐类，即被称为脱盐

的过程。水溶液中生物分子的尺寸分离（有时称为凝胶过滤色谱，GFC）的机制与使用 SEC填料和有机流动相进行分离

时完全相同，如前文所述。较大的生物分子在孔隙中停留的时间更短，较早洗脱。较小的生物分子在孔隙中停留的时间

更长，较迟洗脱。

为了实现生物样品兼容性，水相 SEC中使用的填料通常都含有水可润湿性官能团（例如二醇或乙二醇官能团），以减少与蛋

白质上的各种官能团的特殊相互作用。聚合物和硅胶基填料均可用于 SEC纯化。对于分子量分布范围较宽的聚合物分子，如

肝素、淀粉或纤维素，常使用装填聚合物吸附剂的色谱柱。硅胶基固定相则最适于分析蛋白质和分子量不均一的分子。需

要牢记的是，蛋白质所含的众多氨基酸带有各不相同的侧链基团，如酸性、碱性、疏水性、中性/亲水性基团。为了防止它

们与硅胶色谱柱的固定相发生相互作用，有时我们需要在流动相中加入缓冲液。如果下游检测涉及质谱分析，我们推荐使

用挥发性缓冲液。

分子量（或者更确切地讲，分子大小）相对于洗脱体积的校准曲线，对于我们确定适合蛋白质混合物纯化的 SEC柱非常

有用。图 11.8为一条假定的校准曲线。将已知分子量（大小）的标准品进样到 SEC色谱柱上，并测定其洗脱体积。接下

来，当我们在相同的色谱条件下使用 SEC分离未知样品时，就能够很好地估计样品中分子的大小，并且可根据这些信息

来选择最合适的孔径，以实现当前样品的最佳纯化效果。图 11.8 中校准曲线最为平坦的绿色区域可提供最佳的整体色谱

分辨率。图 11.9 展示了一些不同孔径 SEC填料的实际校准曲线。
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图 11.8

水相 SEC色谱柱的假定校准曲线
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色谱柱: Bio SEC-3
7.8 x 300 mm, 3 µm

流动相: 磷酸钠 150 mM，pH 7.0

流速: 1.0 mL/min

检测器: UV

孔径*

蛋白质 分子量 300Å 150Å 100Å

甲状腺球蛋白 670000 6.34 5.50 5.63

γ球蛋白 150000 8.03 6.24 5.74

BSA 67000 8.90 7.00 6.03

卵清蛋白 45000 9.57 7.70 6.41

肌红蛋白 17000 10.12 8.50 7.10

核糖核酸酶 A 12700 10.40 8.80 7.46

维生素 B12 1350 11.90 11.40 10.20

*数值代表校准曲线上的“保留体积”

分
子
量

保留体积（mL）

300Å
150Å
100Å

图 11.9

三种不同孔径 SEC色谱柱的校准曲线

总渗透

曲线上方：

与吸附剂相互作用？

曲线下方：行

为与较高分子

量相似。发生

聚集？

在曲线坡度最小或最平坦的

区域分离度最佳

排阻

洗脱体积，mL
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蛋白质聚集体的测定以及潜在蛋白质聚集体的去除是一项重要的样品纯化操作。蛋白质类生物药物中聚集体的尺寸、类

型和含量会对药效和配方产生影响，有时甚至会引起免疫反应等严重后果。聚集体的形成有多种机制，包括形成二硫键

和发生非共价相互作用。由于蛋白质聚集体（包括二聚体）的尺寸与蛋白质单体有很大区别，因此可以使用 SEC分离这

些不同形式的蛋白质。事实上，SEC结合 UV或光散射检测是定量检测蛋白质聚集体和测定分子量的标准技术。图 11.10

为 CHO-人源化单克隆抗体的色谱图，其中二聚体与单体实现了良好分离。请注意，使用 300 埃孔径的填料，通过 SEC可

对MAb单体与其二聚体，以及一些未知的低分子量杂质进行有效的分离。

进行生物样品的脱盐时，SEC是一种被广泛使用的方法。在分析中，水相 SEC可分离分子量差异小于两倍的分子（例如蛋

白质）。在脱盐操作中，目标分离物质的体积差异非常大（即，蛋白质与盐相比）。选择适当孔径的凝胶作为过滤介质，该

介质能够将较大的蛋白质完全排除在外，但能允许较小分子（例如盐和其他杂质）自由扩散进入其孔隙中。

色谱柱使用缓冲液进行平衡，它与样品的缓冲液可能相同，也可能不同。较大的蛋白质分子不能进入介质的孔隙中，最

先从色谱柱中洗脱出来，随后是较小的分子（包括扩散进入孔隙中的盐类）。如果较小的分子和盐类不是分析目标，我们

可以将它们导入废液，或者，如果需要分析这些物质，可以将它们导入馏分收集器以待进一步处理。

有时，我们需要使用与原始样品缓冲液不同的其他缓冲液来收集纯化的样品。如果流动相缓冲液与原始样品缓冲液不

同，较大的分子将被新的缓冲液洗脱，这样就发生了缓冲液更换。当需要将挥发性缓冲液替换为非挥发性缓冲液以实现

质谱兼容性时，该方法尤其有用。
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色谱柱: Bio SEC-3, 300Å
5190-2511
7.8 x 300 mm, 3 µm

缓冲液: 磷酸钠 150 mM，pH 7.0

等度： 0-100% 缓冲液，从 0-30 min

流速: 1.0 mL/min

样品： CHO-人源化 mAb，5 mg/mL — 完整

进样: 5 µL

检测器: UV，220 nm

柱温: 室温

单体

二聚体

图 11.10

完整MAb抗体和二聚体的 SEC分离
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Small Molecules Analysis from Complex Matrices（在自动化体积排阻色谱样品前处理中针对复杂基质中小分子化合物的分析
优化进样量），安捷伦科技公司应用简报，出版号 5989-0181EN，2003 年
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在开发用于样品预处理的 SPE方法之前，可以先采用低压或开管柱液相色谱 (LC) 进行类似的纯化。图 12.1 为开管柱 LC

的步骤。在该纯化方法中，大颗粒的硅胶或氧化铝等吸附剂被装填在大内径 (1-5 cm) 的玻璃柱中。用移液枪将样品注入

填充床顶部，溶剂将在重力作用下渗透穿过色谱柱。既可手动收集馏分，也可使用馏分收集器收集。采用分光光度计或

比色计离线检测分析物。如果所收集的馏分中分析物的浓度过低，以致于二级分析技术无法进行测定，我们可以采用其

他的样品前处理技术（例如蒸发）浓缩样品。相对于 HPLC，该技术的柱效很低，但简单易执行。

第 12 章

作为样品前处理技术的色谱柱/
快速色谱

BA C

快速色谱过程图示

图 12.1

玻璃毛

出口

玻璃柱

填料

收集组分加入流动相上样

溶剂
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近年来，一种称为快速色谱的现代色谱柱技术应用日益广泛。快速色谱最先出现于上世纪 60 年代和 70 年代，主要通过

在开管柱应用中施加压力来实现，但随着 10 µm和亚 10 µm LC色谱柱的出现，它逐渐淡出了人们的视线。上世纪 90 年

代中期，随着组合化学成为新药开发的必要内容，快速色谱作为一项用于快速纯化 mg到 g级合成混合物的技术被“重新

发现”。与快速色谱相比，采用传统层析柱色谱速度太慢，使用 SPE需要进行多组分收集或者存在损失目标分析物的风

险，而 HPLC又没有足够大的上样量，并且合成化学家觉得 HPLC仪器过于复杂。

该技术采用了方便的预装填柱和预纯化的吸附剂，并应用低压力（数 bar）以辅助流动。有多种预装填的快速色谱柱可供

选择，内径范围 75-150 mm，填料质量 200-9000 g。除了经典的吸附剂外，也可选用 C8 或 C18 键合硅胶等新型键合固

定相，因此，除了可在硅胶和氧化铝（中性、碱性、酸性）上实现正相分离外，也可以进行反相色谱分离。HPLC常用的

键合相现在也可用于快速色谱分析。有的仪器还可在中等压力下泵送流动相通过色谱柱。现代仪器可以运行梯度洗脱，并

且有不同的流通式检测器可供选择。它们实际上属于 HPLC分离仪器，但工作压力更低，因为与 HPLC/UHPLC色谱柱相

比，它们所采用的填料颗粒相当大（超过 20 µm）。

那么就产生了一个问题：固相萃取和快速色谱的分界线在哪里？从容器大小、填料质量和粒径来看，大尺寸的 SPE柱与

小尺寸的快速色谱柱非常类似，反之亦然。它们的主要区别可能在于快速色谱柱主要用于制备型任务和大规模的纯化，而

大尺寸的 SPE柱由于容量有限，主要用于放大较小规模的纯化工作。实际上，由于两者均可完成某种程度的样品纯化，它

们并不存在本质上的区别。

离线 LC（包括快速色谱）作为样品纯化技术应用于 GC和 HPLC分析已有详细的报道。在快速液相色谱中，可采用两种不

同模式的 HPLC（这两种模式正交）构成的分离系统进行样品净化，从而实现样品的高度纯化。这种多维的快速 LC-HPLC

实验方法还可以使进入 HPLC色谱柱的样品更加纯净，有助于延长 HPLC色谱柱的使用寿命。通常样品还可通过梯度洗脱

实现分馏。该技术已成功应用于多种环境样品中的农药以及生物体液中的药物的样品纯化。在 GC分析中，使用弗罗里硅

土和氧化铝等吸附剂进行农药分析之前的样品纯化已有相当长的历史。在某些情况下，使用薄层色谱 (TLC) 有助于选择用

于快速色谱的最佳 LC条件。例如，TLC可帮助我们确定在梯度洗脱中可使用的溶剂，或者帮助我们选择可从色谱柱上洗

脱分析物而非基质化合物的溶剂。
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第 13 章

作为样品前处理技术的柱切换
（在线 SPE）

柱切换（有时也称为二维液相色谱、多维色谱柱色谱、串联色谱柱色谱，或 Boxcar色谱）是一种可分离和纯化复杂多组

分样品的重要技术。在该方法中，初始色谱柱（色谱柱 1）的全部或部分色谱峰选择性地转移至第二根色谱柱（色谱

柱 2）中进行进一步分离（见图 13.1）。就样品前处理而言，色谱柱 1 可以是 SPE柱、小柱或萃取盘，而这种技术可称为

在线 SPE。

柱切换 (C-S) 可用于：

• 去除不利于色谱柱 2 的样品组分

• 在进样至色谱柱 2 之前去除洗脱较晚的化合物

• 选择性去除色谱柱 2 中会与分析物峰重叠的干扰物

• 梯度洗脱的替代方法

• 痕量富集，同时也是一种样品前处理技术

与使用单柱模式相比，实现以上的一点或几点，能够大大提高样品通量。C-S的基本目标是尽可能多地将分析物转移至色

谱柱 2 中，同时将干扰化合物的转移降至最低，也就是说，它与采用离线 SPE进行样品前处理的目标相同。
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图 13.1

色谱作为样品前处理技术的原理（中心切割）

色谱柱 1

色谱柱 2

进样

进样

= 不需要的基质化合物

= 目标化合物

在 HPLC中，通过一个耐高压切换阀将色谱柱 1 连接到色谱柱 2，以实现 C-S。在该方法中，样品在色谱柱 1 中部分分离，

含有目标分析物的馏分被导入色谱柱 2 进行最终的分离和检测。C-S可配合 LC、GC、TLC、SFC以及 CE使用。本章只介

绍 LC-LC方法。虽然 C-S与采用 HPLC分析 SPE的离线馏分（请参阅第 9 章）类似，但它们的常规应用存在着一些主要的

区别：

• SPE小柱通常只使用一次即丢弃；C-S中的色谱柱 1 可重复使用，但其使用次数（例如 50-100 次）通常少于常规的

HPLC色谱柱。因此，在 C-S中，需要额外的清洗/反冲步骤以确保色谱柱 1 上的干扰物能够完全被去除。否则，这些

杂质可能会损坏色谱柱 1 的性能，或是在之后的分析中从色谱柱 2 中洗脱，形成多余的色谱峰

• 与 SPE小柱相比（dp为 40 µm左右），色谱柱 1 的效率更高（粒径更小，dp为 3 或 5 µm）。因此，色谱柱 1 中洗脱的

分析物的带宽更窄，与 SPE小柱相比，其分离度更高，并且能够为色谱柱 2 提供纯度更高的样品，简化了最终的 HPLC

分离

• 因为 C-S是在一个闭合系统中进行的，相较于在开放环境中进行的 SPE，其损失样品（例如发生氧化）和导致浓度变

化（例如蒸发）的几率更低

• 多个阀的配置可实现中心切割、反冲、将污染物直接排入废液等

当然，柱切换也存在一些缺陷。首先，其系统要求比离线 SPE更为复杂—需要使用阀、管路、精确的计时装置以及电

子接口。样品不能含有颗粒物，因为它们可能会保留在色谱柱 1 的滤芯上，轻则造成柱压增加，重则最终堵塞色谱柱。

强保留的样品组分及基质干扰物会保留在初始色谱柱中，因此初始色谱柱需要更换或定期进行清洗。
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操作原理

柱切换可手动进行也可自动进行，但大多数 C-S应用均采用全自动化的方式。使用低死体积的切换阀，并通过计时器或

HPLC系统控制器中的时间编程事件实现自动化运行。C-S实验中需要实现的非常重要的一点是将分析物从色谱柱 1 完全

转移至色谱柱 2 中。这需要严格控制切换时间。现在已有 2 到 10（或更多）通的高压切换阀，其中 6 通或 10 通阀最常

用。C-S也可通过精细配置的单泵系统操作，但我们通常都会使用多个泵（至少两个）。

一种常用的 C-S系统（如图 13.2）采用了双泵配置，其中色谱柱 1 连接六通阀的两个端口，并位于色谱柱 2 之前。采用

图 13.2A所示的阀位置可使来自色谱柱 1 的泵 A流动相绕过色谱柱 2，直接进入废液。因此，进入色谱柱 1 且保留较弱

的非目标样品组分可被去除并进入废液。接下来，如图 13.2B所示，阀位置切换，使得流动相可由泵 B经色谱柱 1 流入

色谱柱 2。因此，任何保留在色谱柱 1 中的组分都可被“反冲”进入色谱柱 2 进行分离和检测，洗脱方向与样品上样方

向相反。如果色谱柱 1 的上样端同时捕集了颗粒物等污染物，此时采用反冲会干扰色谱柱 2 的分析，因此此时可使用正

冲方式。完成初始上样之后，通过选用适合的流动相强度和洗脱时间，能够对色谱柱 1 上保留的样品组分进行选择性的

洗脱。

图 13.2

利用反吹进行样品纯化实验设置

A

B

色谱柱 1

色谱柱 1

进样 泵 A

色谱柱 2 检测器 废液泵 B

废液

进样 泵 A

色谱柱 2 检测器 废液泵 B

废液
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采用 LC 色谱柱切换进行样品纯化的实例

香料中的苏丹染料 1：苏丹染料为偶氮染料，根据 IARC（国际癌症研究署）发现归类为第 3 组潜在致癌化合物。自

2004年起，欧洲、日本和美国禁止在食品中添加该类化合物。如果香料或含香料的产品（例如复合香料）中检测出该类

化合物，则产品必须召回并销毁。我们研究了以下三种主要的苏丹染料：苏丹橙 G，苏丹 1（苏丹 I），以及苏丹 2（苏

丹 II）。

在该例中，采用了如图 13.2所示的阀配置进行样品纯化。为了分析香料产品（例如辣椒或红辣椒粉）中的苏丹染料而进

行的初步样品前处理相对来说比较简单直接。采用超声水浴在乙腈中对粉末进行提取。待液体冷却后，进行过滤，然后进

样至 HPLC柱。该提取物含有大量的有色和无色化合物，所得的 LC-MSD色谱图十分复杂，如图 13.3 所示。在线样品纯化

在预柱（色谱柱 1，即参考文献 1 中的纯化色谱柱）中进行，通过分析柱（图 13.2 中的色谱柱 2）和纯化柱之间的阀切换

实现。该过程可去除分析柱中的主要污染物，它们来源于香料中存在的油类和其他残留物，还能使质谱仪的离子抑制效应

最小化。

10000000

8000000

6000000

4000000

2000000

0

2 4 6 8 10 12 14 min

图 13.3

MSD 全扫描模式分析红辣椒粉末萃取物

条件

色谱柱：

纯化柱（色谱柱 1）：Agilent ZORBAX RRHT Eclipse Plus C18 柱，

2.1 × 30 mm，1.8 µm

分析柱（色谱柱 2）：Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 柱，

2.1 × 100 mm，1.8 µm

流动相： A = 水，

B = 乙腈（当为分析泵时，水中需加入 400 µL TFA

进行改性）

分析泵流速： 0.5 mL/min；停止 15 min；后运行 3 min

清洗泵流速： 0.3 mL/min；停止时间不限

分析泵的梯度条件： 0 min 时为 5% B；5 min 时为 95% B

清洗泵等度条件： 5% B

柱温箱： 两侧均为 40 °C，阀切换 = 下一次运行

阀切换： 2.0 min 时处于位置 B

进样器： 进样量 1 µL，洗针时间 6 s
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采用如图 13.2 所示的阀组件配置在线纯化红辣椒粉提取物的工作流程如下：

1) 将样品引入较短的清洗柱中（阀位置如图 13.2A）。泵 A泵入流动相。前 1 min内洗脱的所有化合物均排入废液

2) 1 min后进行阀切换，使清洗柱和分析住串联（阀位置如图 13.2B）。然后由泵 B泵入流动相。分析梯度开始，目标峰

从分析柱中洗脱（色谱柱 2）

3) 阀位置再次切换至初始位置，弃去所有剩余的化合物（阀位置如图 13.2A）。将清洗柱中的乙腈强度提高至 95% 以冲走

所有剩余化合物。然后重新平衡清洗柱（色谱柱 1）至初始条件

采用配备 SIM操作模式 Agilent 6140 四极杆质谱仪的 Agilent 1290 Inifinity UHPLC系统，可高灵敏度地检测苏丹红化合物。

目标质量是 215、249 和 277。图 13.4 展示了标准品和样品提取物的叠加色谱图。与图 13.3 相比，进行在线纯化和 SIM

检测后的色谱图杂乱程度降低，这是因为在苏丹染料之前和之后洗脱的化合物被排到了废液中。虽然在此未展示，所采

集的数据表明基质组分的离子抑制效应降低了。这三种主要苏丹染料中每种染料的最小检测量 (MDQ) 为约 100 µg/kg1。
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图 13.4

标样和样品萃取物的 LC-MSD SIM 谱图叠加

进样量 5 µL 苏丹橙 G，靶质量数 215，30 pg/µL

苏丹 1，靶质量数 249，40 pg/µL

苏丹 2，靶质量数 277，50 pg/µL

标准溶液

条件

色谱柱：

分析柱： Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 柱，

2.1 mm × 100 mm，1.8 µm

清洗柱： Agilent ZORBAX RRHT Eclipse Plus C8 柱，

2.1 mm × 30 mm，1.8 µm

流动相： A = 水，B = 乙腈

分析泵水＋ 400 µL TFA

分析泵流速： 0.5 mL/min；停止 9 min；后运行 3 min

清洗泵流速： 0.5 mL/min；停止时间不限

分析泵的

梯度条件： 0 min 时为 20% B；1 min 时为 20% B；5 min 时

为 95% B

梯度清洗泵： 0 min 时 20% B；

6.5 min 时 20% B；

6.6 min 时 95% B；

8.1 min 时 20% B

柱温箱： 两侧均为 40 °C，阀切换 = 下一次运行

阀切换： 0 min 时处于位置 A，1 min 时处于位置 B，

6.5 min 时处于位置 A

DAD： 220/20 nm，参比 = 关闭，450/20，

PW >0.0012 min，20 Hz，狭缝宽度 4 nm

进样器： 进样量 1 µL（标样）或 5 µL（加标萃取物），

洗针时间 6 s

MSD： 峰宽 0.03 min；

质量数为 215、249 和 277 的正离子 SIM 参数，

碎裂电压 = 100；

实际驻留时间 45；

载气温度 = 350，

干燥气 = 12 L/min；

雾化压力 = 35 psig；

Vcap正离子电压 = 3000 V

：显示了苏丹染料母体的峰位
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图 13.5

8 种分析物（每种分析物 50 ppb）的样品的色谱图
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痕量富集水中的除草剂：痕量富集是指使大体积的样品（通常为饮用水或水源含水层）通过捕集柱以浓缩其中的低浓度

有机物，然后将浓缩的分析物转移至另一根 HPLC柱中进行进一步分离。我们需要对水体中的除草剂污染进行监控，以减

少它们对人类健康的不良影响。要满足法规要求，就需要可对这类化合物进行检测和定量的高灵敏度方法。

采用与图 13.2 中类似的仪器配置，从富集柱（Agilent ZORBAX SB-AQ，2.1 x 30 mm，1.8 µm）中分离出了 8 种含氯除草

剂，并将其转移至分析柱（Agilent ZORBAX SB-C18，2.1 x 50 mm，1.8 µm）中进行分离，然后由高灵敏度的二极管阵列

(DAD) 检测器进行检测 2。样品为少于 2 mL的含有除草剂的水，整个捕集过程不到 3 min，整个分析时间只需 15 min（见

图 13.5）。该方法的灵敏度达到了美国国家环境保护局 (EPA) 规定的方法 555 所描述的检测限（毒莠定 0.5 ng/mL，

2,4-滴丙酸 1.7 ng/mL）。峰面积，峰高及保留时间的 RSD均小于 1%。
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色谱柱切换的其他应用如表 13.1 所示。该系统的优势是可以实现过程自动化，因此可提高定量性能和重现性，并降低整

个分析过程的人力成本。

表 13.1

柱切换作为样品前处理技术举例

分析物 基质 方法 参考文献

免疫抑制剂 血浆和全血 先进行蛋白质沉淀，然后将 IS捕集到柱 1 上；反吹去除基质

化合物并将其余化合物洗脱到柱 2 上，并通过 LC-MS/MS进

行分析

5

新霉素和筛查氨基糖苷类 牛奶 在较短的熔融石英毛细管反相色谱柱上提取离子对；直接洗

脱到MS-MS中

6

吲哚美辛 血浆 使用 ISRP（内表面反相）柱 1；蛋白质被排阻，但小分子药物

得到保留，并被切换至分析柱通过 LC-DAD进行分析

7

去甲替林 使用 Biotrap排阻柱 1 去除蛋白质；药物被洗脱到反相柱 2 中

并通过 DAD进行检测

8

25-羟基维生素 D2 和 D3 先进行蛋白质沉淀，然后将其余物质捕集到 Poroshell 120 柱

上；去除基质干扰物并将其余化合物洗脱到柱 2 上，并通过

LC-MS/MS进行分离和分析

9

β受体阻滞剂 地下水 大体积进样，进行预浓缩，然后进行液相色谱-荧光和 LC-TOF

MS分析

10

17β-雌二醇 血浆 未衍生的雌二醇捕集柱（反相）和分析柱（反相） 11

氧化物和芳香族化合物 烃加工流 使用 Deans Switch进行中心切割实现分析物的 GC-GC分析 12

地高辛 人血清 柱 1 中的限进介质排阻蛋白质但保留小分子；蛋白质被冲洗

到废液中，而小分子则被洗脱到柱 2（短链反相柱）上

13
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当我们需要分析从色谱柱 1 洗脱得到的每一种化合物时，通常都会采用涉及色谱柱切换的复杂多维色谱法（使用两根色

谱柱时也可称为二维色谱法，或 LC x LC或 GC x GC）。在复杂的 LC x LC中，每个泵的液流都不会停止，两根色谱柱将同

时进行分离。色谱柱 1 的流速相对较低，这是因为其洗脱物会通过位于 10 通阀上的两个定量环之一进行持续收集。这两

个定量环的大小足够容纳色谱柱 1 的所有流出物，而色谱柱 2 中的分析非常迅速，通常只需 1 或 2 分钟。一旦色谱柱 2

中的分离结束，该色谱柱会迅速进行再生，然后初始定量环中的化合物将切换至色谱柱 2 ，进行另一轮的快速分析。这

一次，第二个定量环开始收集色谱柱 1 的流出物，整个过程不断重复进行。色谱柱切换实验的不同之处在于，我们可能

只关注色谱柱 1 中流出的一个，两个或几个峰，而不是整个样品。在 GC x GC中，我们采用热调制器对 GC色谱柱 1 的流

出气体进行低温捕集，以收集和浓缩分析物，同时 GC色谱柱 2 中的分离也极其迅速，通常不到 1 分钟。所捕集的样品

将被快速加热，并直接进入色谱柱 2 进行进一步分离，与此同时在冷调制器中捕集新的馏分。更多有关二维色谱的信息，

请参阅参考文献 3 和 4。

参考文献

1. Gratzfeld-Huesgen, A. On-line Sample Cleanup on the Agilent 1290 Infinity LC Using a Built-in 2-position/6-port Valve
（采用内置 2 位/6 通阀的 Agilent 1290 Inifinity LC 进行在线样品纯化），安捷伦科技公司应用简报，出版号 5990-5255EN，
2010 年 2 月

2. Kailasam, S. Trace Analysis of Chlorinated Herbicides in Water with On-line Enrichment（采用在线富集进行水中含氯除草剂
的痕量分析），安捷伦科技公司应用简报，出版号 5990-6922EN，2010 年 12 月

3. Mondello, L. (Ed.) Comprehensive Chromatography in Combination with Mass Spectrometry, Wiley, New York, 2011, 
ISBN-10:0470434074 and ISBN-13:978-0470434079

4. Cohen S.A.; Schure, M.R.(Eds.) Multidimensional Liquid Chromatography:Theory and Applications in Industrial Chemistry 
and the Life Sciences, Wiley-Interscience, New York, 2008, ISBN:0471738476

5. McCann, K. ASMS 2011, Paper ThP166, A Rapid Quantitative Analysis of Five Immunosuppressant (IS) Drugs in Blood by 
LC-MS/MS for Clinical Research, June, 2011

6. Lu, C.-Y.; Feng, C.-H. J. Sep. Sci. 2006, 29, 2143-2148

7. Koizumi, K. Automatic HPLC Analysis of Indometacin in Plasma Using Column Switching（采用柱切换对血浆中的吲哚美辛进
行自动化 HPLC 分析），安捷伦科技公司出版物，出版号 5968-7205，1999 年 8 月

8. Ricker, R. Analysis of Nortriptyline in Plasma（血浆中去甲替林的分析），安捷伦科技公司出版物，出版号 5988-6398EN，
2002 年 4 月

9. Chun, M.R.; Jung, H.-J.; Yang, J.S.; Kim, H.-Y.; Lee, S.-Y. Mass Spectrometry:Applications to the Clinical Lab (MSACL 2012) Poster
55, January, 2012

10. Galera, M.M.; Vazquez, P.P.; del Mar, M.; Vazquez, P.; Garcia, G.; Amate, C.F. J. Sep. Sci. 2011, 34, 1796-1804

11. Szczesniewski, A. Mass Spectrometry:Applications to the Clinical Lab (MSACL) Tuesday Lunch Workshop, January, 2012

12. McCurry, J.; Quimby, B.，二维气相色谱采用中心切割技术分析汽油中的氧化物和芳烃，安捷伦科技公司应用简报，出版号
5988-6696CHCN，2002 年 5 月

13. Sudergat, H.; Unger, K.K.; Emmert, J.; Wendt, J.; Mandel, F.，在线样品制备-液相色谱/质谱联用分析人血清中的地高辛，安捷伦
科技公司应用简报，出版号 5988-4364CHCN，2001 年 10 月

更多有关 SPE 的安捷伦应用简报，请访问www.agilent.com/chem/online-spe
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通常，在 HPLC或 GC分析前，样品必须呈液态。一些不溶性的固体中含有可溶性的分析物，例如聚合物中的添加剂、食

品中的脂肪，以及土壤中的多环芳烃 (PAH)。让溶剂与样品接触可使分析物被萃取到溶剂中，然后通过倾倒、过滤或离心

将溶剂与固体残留物分离。如有必要，在 HPLC或 GC分析之前还需对溶液进行进一步处理。第 2 章中的表 2.2 和 2.3 总

结可用于从不溶性固体基质中萃取（“浸出”）可溶性分析物的技术。我们将在本章中回顾先前的列表内容。

传统萃取方法

任何一种溶剂萃取技术都不可能同时适用所有样品。表 2.2列出了几种传统的固体样品预处理方法。其中的大部分方法

（例如，索氏提取法和浸提法）都拥有上百年的使用历史，它们经过了时间检验，已被多数科学家所接受。美国国家环境

保护局 (U.S. EPA)、食品药品监督管理局 (FDA) 等法规机构以及其它国家的类似机构都已批准将这些经典方法用于固体

样品的萃取。但是，这些方法通常需要使用大量有机溶剂，这引发了近年来萃取方法朝着小规模化发展的趋势。此外，某

些传统萃取技术还需要使用大量的玻璃器皿并且耗费大量的人工操作。

溶剂萃取可通过多种方法实现。当分析物在萃取溶剂中的溶解度较高且样品为多孔物质时，液液分配的萃取效果最好，该

方法的主要步骤是向样品中添加溶剂之后进行搅拌。进行快速萃取时，首先需将样品磨碎（请参阅第 4 章，减小粒度）。

对溶剂中的样品进行加热或回流可以加快萃取速度。如果还需要进一步加快萃取速度并使样品得到完全萃取，我们通常

使用超声搅拌的方法，超声可以使固-液相间有效的接触从而提高萃取效率，同时其微弱的加热效应也有助于萃取。超声

法是许多固体环境样品的推荐预处理步骤，例如 U.S. EPA方法 3550（土壤、污泥和废料等固体样品中非挥发性和半挥发

性有机化合物的萃取方法）中就采用了该法。该方法根据固体基质中污染物的类型及浓度推荐了不同的萃取溶剂和超声

条件。

第 14 章

固体样品的样品前处理方法
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在强制流动浸出中，固体样品被装填入一根短的不锈钢柱（例如 20 x 0.4 cm）中，然后在加压条件下 (40 psi) 将甲苯泵

入通过加热至 100-110 °C的不锈钢柱。萃取结果与索氏提取法（见下方）相当，但萃取时间显著缩短（例如从 24 h降

至 0.5 h）。已证明采用该技术从煤灰样品中萃取多环芳烃可得到良好的回收率 1。强制流动浸出的优势在于，样品由新的

热溶剂进行连续萃取，并且柱中的流出物非常易于收集用于进一步处理。

索氏提取法是萃取固体样品时应用最广泛的方法。在该过程中，固体样品被置于索氏提取套筒（由强化滤纸制成的

一次性多孔容器）中，然后将提取管置于索氏提取器中。回流的萃取溶剂冷凝进入提取套筒中并萃取出可溶性分析物

（图 14.1）。提取器经专门设计，每当盛装提取管的腔室充满溶剂时，提取液将发生虹吸。虹吸的溶液携带着其中溶解的

分析物返回长颈烧瓶，然后该过程反复进行，直至分析物完全从固体样品中被萃取出来并进入隔离的烧瓶中。索氏提取

通常很慢（耗时 12 - 24 h或更长），但该过程可实现无人值守。最常用的索氏提取器需要使用数百毫升非常纯（且非常

昂贵）的溶剂，但现在已经有了用于毫克级样品的小体积提取器和提取套筒。

索提时，我们通常采用加热的新配制萃取溶剂

来处理样品，目的是为了最大程度提高分析物

的溶解度。由于萃取出的分析物将在长颈烧瓶

中富集，因此分析物必须在萃取溶剂的沸点温

度下保持稳定。开发索提方法需要寻找适合的

挥发性溶剂（例如，沸点为 < 100 °C），满足分

析物在其中具有高溶解度，并且固体样品基质

在其中溶解度较低的要求。索氏提取法作为最

古老的有效萃取方法，是衡量新型萃取技术（如

SFE、加压流体萃取 (PFE)/加速溶剂萃取 (ASE)

以及微波辅助萃取 (MAE) 等）萃取效果的公认

标准。

图 14.1

传统索氏提取装置图示

冷凝器

样品萃取物

位于萃取管中的样品

溶剂烧瓶

虹吸管

溶剂蒸发管

萃取管
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用于固体材料的新型萃取方法

多年以来，表 2.2 所列的溶剂萃取法满足了绝大多数实验室的分析需求。表 2.3 中所列的新方法是为了满足人们对更

高效、更快速，以及自动化程度更高的分析日益增长的需求而开发的。其中的某些方法实际上是表 2.2 中某些方法更

加便捷的自动化版本。其他技术则是基于新原理开发的。在大多数情况下，由于需要购买新的设备，这些新方法的成本

会比较昂贵，但它们能够降低单个样品的分析成本，并且分析速度更快。这些新方法中的大多数都在高温和高压下进行

的固相萃取。表 14.1 提供了关于这些参数如何加快萃取的背景信息。表中涉及的缩略语将在后面部分进行解释。

大多数现代固相萃取技术使用高温和高压

温度的影响

• 提高分析物溶解度

• 加快扩散速度并提高扩散传质

• 降低粘度与室温的比值

• 更容易克服脱附的活化能

• 更有利于脱附和溶解动力学

压力的影响

• 推动液体进入多孔材料的孔内

• 加速萃取池充满 (PFE/ASE, SFE)

• 加速萃取池排空

将温度和压力结合

• 在 SFE 中，压力和温度变化将改变超临界二氧化碳的密度，从而改变其溶解性能

• 在 ASE/MAE 中，温度和压力相结合可加快萃取速度和提高萃取程度

表 14.1
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1 2 3

萃取 冲洗 浓缩

沸腾 冲洗 蒸发

随着全自动系统的发展，经典的索氏提取法已不再像过去那样繁琐复杂。尽管如此，人们还是针对索提提出了一些改进建

议。通过聚焦式微波辅助索氏提取法萃取环境固体样品时，使用可吸收微波的特定溶剂能够进一步加快的萃取速度 3-4。进

一步改进方法，使用过热水作为萃取溶剂，方法将变得更为环境友好 5。与实验室配置的加标污染土壤相比，使用索氏提

取法萃取老化土壤中的污染物更加困难。有研究表明，采用原位衍生化技术更容易萃取得到沙化土壤中的五氯酚 (PCP)6。

研究人员发现，对于相同的土壤样品，使用乙酰化试剂 TEA-醋酸酐和吡啶-醋酸酐萃取原位衍生化 PCP的收率比通过传统

的索氏提取法萃取未经衍生化 PCP的收率提高了四倍，并且萃取时间更短。

1974 年，Edward Randall对索氏提取技术进行了重大改进，显著缩短了萃取时间 2。在他的改进方法里，样品完全浸入沸

腾的溶剂中。在经典的索氏提取法中，冷凝萃取溶剂的温度略低于其沸点，与该方法相比，Randall的方法萃取速度更快，

因为分析物在热溶剂中的溶解性比其在温热溶剂中的溶解性更高。Randall方法的操作见图 14.2。首先，将萃取管浸入沸

腾的溶剂中，直至样品充分萃取。接下来进行冲洗步骤，以冲洗出样品中的残留萃取物。在第二阶段中，将萃取管提升

到沸腾溶剂的上方并保持一段时间，直至冷凝的溶剂完全去除固体材料上的残留萃取物，该操作与传统的索氏提取实验

相同。最后，通过干燥步骤从溶剂瓶中去除溶剂并浓缩分析物，用于进一步处理。在该步骤中，关闭溶剂回流阀可将冷

凝的溶剂导入一个远离样品和沸腾溶剂的收集容器中，以待重复利用或废物处理。某些系统还有第四个步骤，在该步骤

中，样品杯被提起，使其离开热源以进行进一步的蒸发，避免了样品过热、蒸干或可能发生的氧化。与传统的索氏提取

法相比，Randall方法最多可减少 10 倍的萃取时间。

现代索氏提取系统的操作原理

图 14.2

现代索氏提取系统可以实现完全无人值

守的运行，还能提供程序升温、溶剂回收

和多种安全特性。大多数溶剂均可使用，

但不推荐使用乙醚，因为乙醚存在明显

的安全隐患。自动化的索氏提取法已被

U.S. EPA批准用于土壤、底泥、污泥和固

体废弃物中有机分析物的萃取（方法

3541）。
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超临界流体萃取 (SFE)
一种物质的物理状态可以通过相图来描述，该图根据物质的固态、液态和气态状态定义了相应的区域。在相图中，曲线

上的点代表两相间达到平衡时物质的状态。在二氧化碳的相图（CO2，图 14.3）中，与固态和液态间的曲线不同，液态和

气态间的曲线有一个终点（临界点）。该临界点由临界温度 Tc和临界压力 Pc定义；在临界点以外（超临界区域），无论

压力如何，气态 CO2都不会转变为液态。SF具有类似气体的传质性，以及类似液体的溶解性，这使得它能够比液态溶剂

更加快速有效地进行溶剂萃取。如今，超临界流体萃取 (SFE) 已用于从固体基质中萃取非极性和中等极性分析物。一些参

考文献 7-11介绍了 SFE的仪器、方法开发和应用。
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可用于 SFE的流体包括 CO2、NH3、N2O和戊烷。N2O和戊烷易燃，而 NH3具有化学反应性和腐蚀性。CO2最常用于 SFE，

因为它安全、化学惰性、无毒、无腐蚀性，并且能以合理的成本使其达到较高的纯度。CO2易于从所收集的分析物中去除，

并且不会产生任何废弃物处理的问题。低密度超临界 CO2的极性与己烷相同，即它是非极性的。但是，SF的极性会随着

密度的增加而增加，尤其是接近临界点的时候；因此，当 SF-CO2达到最高密度时，其极性类似于甲苯、苯和乙醚等溶剂。

虽然纯 CO2可用于萃取多种非极性和中等极性的分析物，但它对极性更强的化合物的萃取效果不佳。在其他一些情况下，

它还可能无法置换强烈吸附在固体基质上的分析物。向 CO2中加入少量的（最多 10% 体积分数）极性有机溶剂（甲醇、

二氯甲烷、乙腈、甲苯等），可以提高其溶解更强极性分析物的能力，或者当这些化合物吸附于样品基质上时，提高 CO2

对它们的置换能力。在 CO2中加入有机溶剂对临界温度和临界压力值略有影响，因此在这种情况下，可能需要改变用于

纯 CO2的温度和压力。

U.S EPA已经批准了多个用于环境分析的 SFE方法，例如土壤和污泥中总石油烃类、多环芳烃 (PAH) 和有机氯农药的分析

方法。SF-CO2还是萃取脂肪的极佳溶剂，适用于食品工业领域的萃取应用。高脂肪含量的溶剂萃取物接触到反相 HPLC流

动相时，脂肪会发生沉淀，或者强烈吸附到疏水性固定相上，很快导致色谱柱失效。因此，SFE可作为一项选择性的样品

前处理技术，用于去除部分“会对色谱柱造成损害的样品组分”。

SFE还可利用不连续的溶剂强度变化（即密度梯度或密度程序）来分离不同类别的分析物。它的一个应用实例就是通过

密度梯度 SPE对啤酒花进行连续分馏 12-13。在聚合物领域，SF-CO2的渗透能力使其在 1 小时内就能够完成抗氧化剂和增

塑剂等聚合物添加剂的萃取。而采用传统的索氏提取法或超声萃取方法进行此类萃取通常需要好几个小时。药物化学家

发现 SFE非常适用于从片剂和组织样品中萃取药物。

SFE仪器

图 14.4 是超临界流体萃取器的示意图。主要部件包括二氧化碳源、泵（注射泵或冷头往复泵）、放置样品的萃取室(或萃

取池、萃取管)、限流器，以及分析物收集装置（通常为某种容器）。泵头、萃取室、限流器和收集装置的温度是分别控

制的。CO2以液态形式泵出，并保持这种状态直至其到达萃取室，在这里，CO2在适当的温度和压力条件下变成 SF。在

萃取管内，SF持续地流经样品，当萃取时间足够长时，分析物可以从固体基质中提取出来。通过萃取管后，SF将到达限

流器，在这里 SF通过减压处理恢复到非 SF状态。
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泵 限流器 分析物收集

限流器的选择至关重要。常用的限流器有两种：由一段毛细管组成的固定限流器，或由用户控制的可变限流器。限流器

的作用是控制萃取管中的超临界条件，以及当 SF暴露于大气压下或 CO2变为气体逸散时，控制分析物的析出。此时，SF

的快速膨胀会导致 Joule-Thomson冷却，因此我们必须加热限流器来补偿下降的温度。否则，如果萃取的分析物和/或基

质的量较大，限流器可能会堵塞。

分析物在限流器出口端外（冲击表面）以气溶胶的形式被收集起来。可采用三种方式收集（捕集）：(a) 采用空容器收集；

(b) 采用填充了惰性材料（如玻璃微珠或不锈钢微珠、SPE型填料 (20-40 µm)、GC固相填料）的捕集阱收集；(c) 溶解到

溶剂中。收集温度和最佳收集方法取决于分析物的挥发性。例如，空容器不适合用于收集某些气溶胶或高挥发性化合物，

因为这类化合物可能会随 CO2气体一起被吹扫带走。溶剂收集同样受到气溶胶影响（高速流动的 CO2气体通过液体时可

能会产生气溶胶）。因此，为了更有效地进行捕集，应选择最不易形成气溶胶且分析物溶解度最高的溶剂。冷却溶剂也有

助于收集过程。使用填充捕集阱收集样品时，仪器通常需要一个小型分液泵，用于将分析物冲洗进入样品瓶中捕集分析

物的能力是 SFE最为重要的一项指标，通常也是 SFE中最困难的一步。

超临界流体萃取器的框图

图 14.4

CO2 源 萃取单元
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SFE方法开发

在 SFE中，根据基质不同，分析物的萃取方法也各不相同。例如，从土壤、飞灰、污泥和沙中萃取相同 PAH组分所需 SFE

萃取条件就各不相同。萃取老化土壤样品中的已知分析物比萃取新加标的样品更加困难 14。固体基质的 SFE萃取由以下

三点控制：

• 分析物对基质的相对引力

• 分析物从基质向萃取溶剂中转移的速度

• 分析物在 SF中的溶解度

温度会影响上述三个因素，并且是 SFE方法开发中的一个重要变量。当高密度 SF-CO2无法从基质中有效萃取目标分析物

时，向其中添加有机溶剂作为改性剂（最多 10% 体积分数），可通过溶解分析物、让有机改性剂与分析物竞争基质表面，

和/或修饰基质以释放分析物来促进萃取。在最后一种情况下，改性剂会“溶胀”或溶解全部或部分基质，以辅助 SF-CO2

的渗透。在极端情况下，可向 SF中加入化学试剂，使其与分析物反应（例如分析土壤中的酚类时加入醋酸酐），将分析

物转化为更容易萃取的形式。

极性和非极性溶剂均可用作 SF-CO2的改性剂（“共溶剂”）。适用于指导非 SF溶剂萃取（第 7 章）的混合溶剂选择的一般

性规则也可应用于 SFE。也就是说，溶剂的极性 (P') 和选择性会对分析物的回收率及其与干扰物的分离产生较大的影响。

选择 SFE的初始条件时，了解分析物的性质非常重要，例如其分子量、官能团、极性、溶解性、挥发性、pKa、热稳定性

和浓度等。此外，了解样品基质的特性也同样重要，例如粒度、均匀性、多孔性、组成、溶解性和密度等。基质本身还可

能含有改性剂，如水、脂质和/或油。如果待分离的分析物是极性的，基质中的水会促进萃取过程；而样品中的脂质和油

类则会起到相反的作用。
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在 SFE中，基质的物理状态非常重要。对于散装样品（例如固体颗粒、硬土、植物性物质等），通常需要对其进行一定的

预处理：研磨、过筛、干燥、混合或浸湿。与其他萃取技术类似，对于非多孔或半多孔的样品，通过减小样品的粒度可以

加快萃取速度。在某些情况下，调节 pH或向萃取池中添加溶剂也有助于 SFE过程。湿基质（如泥浆）可能需要预先除水

才能得到较好的回收率和重现性。在基质中加入无水硫酸钠或硅藻土使其成为可自由流动粉末，也能达到同样的效果 15。

影响 CO2-SFE的主要变量为压力、温度、流速、共溶剂和萃取时间。压力和温度共同控制 SF的密度。SF对分析物的的

溶解度随着压力和密度增加而增大。同一萃取剂 SF-CO2的密度 (g/mL) 可通过无限种温度和压力的组合实现。对于热敏

物质，应使用低温萃取，而对于较为稳定的分析物则可使用较高的温度。为了收集到萃取管中的所有分析物，我们可能

需要使用较高流速或较长时间对样品进行萃取，但当萃取过程的动力学系数较小时，则应采用较低的流速进行萃取。

针对不同基质/分析物的萃取，现在已经有了许多已发表方法。分析人员通常使用“反复试验法”来优化萃取-收集条件。

为了辅助方法开发，图 14.5 提供了一个通用指南 16；但并不是每个样品都需要关注所有这些步骤。方法开发指南假设分

析人员以标准样品开始，按照下列顺序进行考察：

• 惰性基质（例如，硅藻土、Celite或滤纸）中的分析物；这使得测定分析物在 SF中的溶解度成为可能

• 空白基质（某些空白基质已作为标准物质商品化）中的考核样品；或者制备典型的“纯净”基质（尽可能接近实际样
品的基质）

• 真实基质中的考核样品；开发 SFE方法时，通常需要将新建方法的前处理结果与“成熟”方法（如索氏提取法或液液

萃取法）的结果进行比较
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从匀浆样品中提取代表性样品

将称量好的样品放入萃取条件下

选择萃取的初始设置条件

运行九次初始实验

用曲线图表示绝对
回收率以评估条件

回收率是否可接受？

回收率是否可接受？ 回收率是否可接受？

回收率是否可接受？

回收率是否可接受？

提高/降低超临界流体流速

用曲线图表示相对累计回收率

回收率和时间是否可以接受？

优化捕集和复溶步骤

选择液体捕集

重复进样以测定精密度

应用统计测试

更改捕集溶剂

运行实际样品和空白 详细记录方法方案

更改捕集材料和温度

更改冲洗溶剂

是

是是

是
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是

均质化全部样品

考虑分析物-基质组合的性质

重复步骤 4-7，以微调 SPE 条件

向超临界流体中加入
改性剂

回收率是否可接受？

样品是否均匀？
否

否

回收率是否可接受？

回收率是否可接受？
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否

否 否

否

否

重复步骤 8-9

读者如需了解 SFE 方法开发的详细信息，请参阅参考文献 14、15 和 17。

图 14.5 SFE 方法开发流程图

选择固体捕集
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微波辅助溶剂萃取 (MAE)

与利用热传导对萃取容器进行加热的传统方法不同，采用微波可直接加热样品和萃取溶剂。采用热溶剂进行萃取，本身

就具有效率优势。MAE有两种极限形式：(a) 微波吸收（高介电常数）萃取溶剂，或者 (b) 非微波吸收（低介电常数）溶

剂。在微波吸收溶剂方法中，样品和溶剂被置于一个封闭的非微波吸收容器中。微波辐射将溶剂加热到其沸点以上，从

而使热溶剂在中等压力下[通常为数百 psi，当然也有可承受更高的温度（高达 300 °C）和压力（高达 1500 psi）的专用容

器]快速萃取分析物。在这种高压下进行萃取时所使用的容器由 PTFE、石英或先进的复合材料制成，它们结合了最佳的化

学耐受性和温度耐受性，并且具有良好的力学性能。该方法已被用于萃取聚合物中的添加剂、食品中的维生素，以及土

壤和底泥中的重点污染物（PAH、农药、PCB）18-20。

在非微波吸收溶剂萃取方法中 21，样品和溶剂被置于开放或密闭的容器中。由于溶剂几乎不吸收微波辐射，所以其温度不会

升高。通常情况下，含水或其他高介电常数组分的样品则会吸收微波辐射，从而加热样品中的分析物，并将其释放到周围经

筛选对分析物具有良好溶解性的液体中。后一种方法较为“温和”，因为该方法在大气压或低压条件下进行，还可用于热不

稳定分析物。非微波吸收溶剂萃取法的应用实例包括从 22鱼类中萃取脂质，以及从底泥样品中萃取有机氯农药 18。在一种

改良型的非微波吸收溶剂萃取方法中，一根可吸收微波的惰性固体棒与样品（已被处理为微小颗粒）以及萃取溶剂一起被置

于萃取容器中。微波吸收棒快速升温，将热能传递给溶剂，然后，与其他液固萃取方法一样，溶剂将分析物从样品中萃取出

来。微波炉还可用于酸消解，尤其适用于从土壤和其他复杂基质中萃取的痕量金属物质，以及氨基酸分析前的蛋白质水解。

MAE比传统规索氏提取法或液液萃取法使用的溶剂更少。我们可通过多个变量控制萃取过程：例如萃取溶剂的种类、加

热时间、采用脉冲式加热或连续式渐热、搅拌或不搅拌、使用密闭容器或开放式容器（压力），以及进行容器的外部冷却

或不冷却等。仅用一个普通的微波炉就能够同时萃取多达 40 个样品，该方法实现了样品的高通量检测。而且，使用MAE

方法进行萃取时用户不会与萃取溶剂（通常有毒）接触。而针对该方法中微波辐射和加压容器的造成的安全隐患，我们

需要制定相应的预防措施。您可以通过文献综述 23-24和专业书籍获取更多信息 17, 26-27。
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加压流体萃取/加速溶剂萃取

萃取容器也可以在常规柱温箱中加热，不需要使用微波辐射。加压流体萃取 (PFE)，也称为增强溶剂萃取、加压液体萃取，

或者加速溶剂萃取（ASE，赛默飞世尔科技公司，美国加利福尼亚州森尼韦尔），是在一个封闭的萃取容器中，使用普通

的有机溶剂在高温 (50-200 °C) 和高压 (150-2000 psi) 下从固体样品中萃取可溶性分析物 28-29。高温可提高分析物回收

率，并加快萃取速度，而且由于加热的溶剂具有更高的溶质容量，溶剂用量减少。PFE的实验装置与 SFE装置类似：一

个用于输送溶剂进出萃取容器的泵、具备自动密封功能、可耐受高压的萃取容器、一个用于加热样品室的柱温箱，以及

用于盛装所采集萃取物的收集样品瓶。PFE包括以下步骤：1) 样品室上样（典型上样量为 5-20 g）；2) 溶剂引入和加压；

3) 样品室加热（在恒定压力下）；4) 静态萃取；5) 将萃取物转移到密封瓶中，然后用新鲜的溶剂清洗固体样品；6) 氮气

吹扫样品室；以及 7) 进行下一个样品的上样。样品上样到萃取室之后的整个过程通常都是自动化且可编程控时的。

现在已经有了能够无人值守地连续制备多达 24 个样品的仪器，以及一次可萃取单个或多个样品的仪器。

PFE在环境领域的典型应用包括 EPA方法 3545A，即从固体废弃物样品中萃取 BNA（碱性、中性和酸性物质）、多环芳烃

(PAH)、有机磷和有机氯农药，以及多氯联苯 (PCB)。其他的应用还包括从食品中萃取游离脂肪和从动物组织中提取 PCB。

固体萃取方法的比较

表 14.2 比较了固体样品萃取的常用方法。除了在开放容器中进行的微波辅助萃取和使用超临界 CO2 的 SFE之外，这些技

术所使用的萃取溶剂均相同。这些方法的开发时间、回收率和重现性大致相当。它们之间的主要区别在于萃取速度、有

机溶剂的使用、自动化程度以及成本。SFE方法开发所需的时间较长，这是因为可能存在基质效应以及我们对分析物萃

取过程中所用共溶剂的效果了解得还不够透彻。但是，优化后的 SFE方法仍能提供与那些更传统的萃取技术相当的回收

率和重现性。与MAE相比，加压流体萃取、现代索氏提取和 SFE的自动化程度更高。MAE、超声方法、PFE，以及一些

SFE仪器可同时萃取多个样品。PFE和MAE均不能浓缩萃取的分析物，因为这两种方法萃取结束时的样品体积与原始萃

取溶剂的体积相同。SFE配合带溶剂洗脱功能的固体捕集阱使用时，可实现一定程度的浓缩。在 PFE中，我们有时需要

将萃取室中的提取物与另一种溶剂一起泵出，因此与MAE相比，萃取溶剂的总体积更大，样品的稀释程度更高。但无论

如何，与过去的萃取方法相比，所有这些新方法均可节省时间、劳动力和溶剂。
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CV = 密闭容器

OV = 敞口容器

* 对于最完备的市售仪器而言，0 = 无自动化，+++ = 全自动化

** 市售仪器能够处理的最大数量

*** 极低 < $1000；低 < $10000；中等 $10000-20000；高 > $20000

**** 当使用有机改性剂改变“极性”时

固体样品前处理萃取方法的比较

参数 超声处理
索氏提取
（传统）

索氏提取
（现代） SFE PSE/ASE 微波 (CV) 微波 (OV)

样品量，g（典型） 20-50 10-20 10-20 5-10 1-30 2-30 2-10

溶剂体积，mL 100-300 200-500 50-100 10-20**** 10-45 20-30 20-30

温度，°C 环境温度-40 40-100 40-100 50-150 50-200 50-200 40-100

压力 大气压 大气压 大气压 2000-4000 psi 1500-2000 psi 1500-2000 psi 大气压

时间，小时 0.5-1.0 12-24 1-4 0.5-1.0 0.2-0.3 0.1-0.2 0.1-0.2

自动化程度* 0 0 ++ +++ +++ ++ ++

样品数量** 1（连续）

高（批量）

1（连续

或批量）

6（批量） 44（连续） 24（连续）

6（批）

24（批量） 6（连续）

仪器成本*** 低 极低 中等 高 高 中等 中等

表 14.2
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第 15 章

生物样品的样品前处理

在生物分子的分离中，样品前处理通常都会涉及一种或多种预处理技术。没有一种样品前处理技术能够同时适用所有的生

物样品。现代生物色谱法的样品前处理也常常使用经典的生物化学技术，例如透析、化学沉淀、柱色谱和离心。现在，在

分子生物学、生物技术和各种组学（例如蛋白质组学、基因组学、代谢组学等）领域，人们不仅关注经典方法的应用，对

新型样品前处理技术也越来越感兴趣。这些领域所涉及的样品通常都非常复杂，而且样品量较少，需要极其小心地进行处

理。要保证生物大分子的回收率以及在回收时保持其结构和功能完整性，我们通常需要采用快速且温和的样品前处理方法。

由于大部分生物样品都需要使用 HPLC、毛细管或凝胶电泳进行分离，但这类样品的复杂性使分析人员必须提前进行样品

预处理，才能获得更好的分离结果；在使用 HPLC时，可延长色谱柱寿命。推荐用于实际样品前处理的技术取决于下面几

种因素：

• 样品和干扰物的分子量

• 样品体积和分析物浓度

• 缓冲盐的存在（阴离子和阳离子）

• 金属的浓度和类型

• 表面活性剂的加入

• 颗粒物质的存在

• 抗体、质粒、内毒素等的存在

• 放射性标记的化合物的存在

• 样品前处理后选择的分析类型（例如色谱、电泳、质谱）

• 有机物的存在

除了用于过滤去除颗粒以外，色谱（包括亲和色谱）还可用于纯化许多生物样品。表 15.1 列出了许多可在流通模式中以

小柱、过滤盘或柱子形式使用的样品前处理技术。一些技术可以进行批量处理，在该模式中，可将介质倒入样品（溶液

形式）中，并进行搅拌以保持样品与介质的接触，然后过滤或倾倒液相以去除介质，使目标化合物吸附在固定相上或保

留在液相中。虽然批量吸附比过柱方法慢，但操作起来更容易。
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表 15.1

（接转下页）

典型的生物色谱样品前处理技术

目的 最常用的方法 保留物质的种类 典型应用* 填充基质-官能团 其他方法

抗体纯化 亲和色谱

羟基磷灰石色谱

IgG 及其亚类 血清、腹水和组织培养物

中 IgG 的浓缩；带未反应

荧光标签的荧光标记抗体

亲和凝胶（基于琼脂糖、

硅胶）和羟磷灰石

（磷酸钙）

缓冲液和试剂的

超提纯

离子交换 微量阳离子和

阴离子

去除电泳和 HPLC 检测中

会导致谱带展宽或高背景

的离子

阳离子和阴离子交换剂

（弱和强），螯合树脂

吸附 微量有机物 中性 PS-DVB、氧化铝和二

氧化硅可去除缓冲液中的

极性有机物；可从有机溶

剂中去除水

中性 PS-DVB、氧化铝、

硅胶

混合柱床离子交换 离子 在 HPLC 分析之前使糖类去

离子化；蛋白质中离子污

染物的分离；试剂的制备

具有季铵官能团和磺酸官

能团的 PS-DVB

透析

糖类、葡聚糖和多元醇中

阴离子的分离

具有季铵官能团的

PS-DVB

蛋白质 使含疏水性分子的蛋白质

去离子化

带透析管的混合树脂

脱盐和缓冲液

交换

离子交换 阳离子、阴离子 氨基酸脱盐，以改善 TLC

和 HPLC 分析

阴离子和阳离子交换树脂 电渗析

凝胶过滤/体积排阻 大分子在盐类和

小分子之前洗脱

分子量 >6000 Da 的蛋白质

和核酸的脱盐

水相溶性体积排阻凝胶 透析、超滤

离子阻滞 阳离子、阴离子 蛋白质和氨基酸样品中盐

类和离子型表面活性剂的

去除

具有季铵官能团和磺酸官

能团的 PS-DVB-丙烯酸酯

反相 疏水性分析物 多肽溶液的脱盐 C4 或 C8 键合硅胶
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去除表面活性剂 离子交换 阳离子和阴离子

表面活性剂

从蛋白质，酶再活化反应

物中去除表面活性剂

分别基于 PS-DVB- 和聚丙

烯酸酯的强阳离子交换剂

和强阴离子交换剂

溶剂萃取、

离子对萃取

（接转下页）

吸附 非离子型表面活

性剂

从蛋白质溶液中去除 Triton

X-100

允许非离子型表面活性剂

通过的硅胶、羟磷灰石、

反相、PS-DVB 或混合离

子交换树脂

透析

离子阻滞 阴离子表面活

性剂

去除样品中多余的 SDS 具有季铵官能团和磺酸官

能团的 PS-DVB-丙烯酸酯

溶剂萃取；

离子对萃取

（使用三正

丁胺或三

乙胺）

金属浓缩或去除 离子交换 阳离子 水性介质中金属和盐的去除 基于 PS-DVB 或硅胶的阳

离子交换剂

离子交换膜

螯合树脂 多价阳离子 铜、铁、重金属、钙和镁

的去除

螯合树脂

吸附 金属-有机物络

合物

与极性或疏水性络合剂络

合的金属

硅胶，反相

去除颗粒物 过滤 颗粒物质 保护 HPLC 滤芯和阀的前处

理；培养基的过滤

疏水性和亲水性膜

（有机-无机）

离心

质粒纯化，

探针清洗

凝胶过滤/体积排阻 低分子量污染物 在标记反应混合物时去除

未结合的放射性核苷酸

琼脂糖、葡聚糖以及其他

水相溶性聚合物介质

吸附 高分子量 DNA RNA、蛋白质和其他细胞

化合物的去除

琼脂糖、葡聚糖以及其他

水相溶性聚合物介质

离子交换 溴化乙锭或碘化

丙啶

通过质粒可视化实验进行

去除

具有磺酸官能团的

PS-DVB

目的 最常用的方法 保留物质的种类 典型应用* 填充基质-官能团 其他方法

典型的生物色谱样品前处理技术
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典型的生物色谱样品前处理技术

目的 最常用的方法 保留物质的种类 典型应用* 填充基质-官能团 其他方法

去除或浓缩阴离

子和阳离子

离子交换 阳离子、阴离子 水溶液中离子的去除；大

分子蛋白质的浓缩；矿物

酸的去除

具有磺酸官能团的 PS-

DVB（阳离子）；具有季

铵官能团的 PS-DVB（阴

离子）；弱碱性树脂（叔

铵）（阴离子）

离子交换膜

有机物的去除或

浓缩

吸附 极性有机物 非离子型表面活性剂和脂

质的去除；核酸制备中溴

化乙锭的分离

具有键合固定相的氧化

铝、硅胶和 SPE 小柱

凝胶过滤（有机）/体

积排阻/GPC

高分子量化合物

在小分子之前

洗脱

从复杂样品基质中分离分

子量 < 150000 Da 的水溶

性有机化合物

各种孔径的 PS-DVB

蛋白质浓缩 离子交换 水 提高电泳和 HPLC 分析的

灵敏度

带透析管的聚丙烯酰胺

树脂

冻干法

蛋白质 蛋白质和低分子量物质的

分离

羟磷灰石 超滤，

化学沉淀

吸附 疏水性蛋白质 通过 C18 固相萃取去除亲

水性蛋白质中的疏水性蛋

白质

C18-改性硅胶 透析
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流通模式的使用更加广泛。虽然可能使样品得到稀释，但流通柱方法更适用于去除最后的痕量目标分析物或杂质。许多

生产商都可提供便利的预填充小柱和膜过滤盘，后者具有较大的横截面积，因此可提供较小的流动阻力。有时，试剂盒

由多种物品组成，包括所有介质、化学品和附件，这些物品是纯化操作，尤其是获得纯 DNA、RNA和 mRNA样品所必需

的。液体可在施压、真空或离心的情况下通过流通装置。表 15.1 中的许多样品前处理技术基于离子交换或离子阻滞原理

对离子物质进行阻滞。其他方法则是利用疏水相互作用和吸附原理保留大分子，而让离子型和更小的分子通过。

除了表 15.1 中所列的色谱原理外，还可使用其他方法纯化生物样品并保留样品的生物活性。例如，透析就是一项成熟的

方法，可使用膜对生物样品进行纯化和脱盐。在透析的经典应用（请参见第 18 章）中，相较于其他样品前处理技术，透

析被认为是一项缓慢的技术。更新颖的方法如使用一次性微透析试剂盒可以对小量的样品体积进行高效透析。在这类装

置中，可将透析膜轻松结合在试管盖上，再将试管盖拧在锥形试管上，锥形试管的底部可最大程度提高样品回收率。

使用电渗析是更快速的脱盐或缓冲液置换方法。电渗析的原理是在带固定正电荷或负电荷的离子交换膜的整个支架上施

加电压。溶液中的阳离子和阴离子向高浓度区迁移，并远离稀释区。电渗析是一项温和的技术，可提供出色的脱盐效果，

并且不会影响蛋白质的生物活性。此外，受施加电流大小的影响，电渗析过程中水的迁移可引起轻微的样品浓缩。

超滤 (UF)（请参见第 18 章）是使用离心作为驱动力的膜过滤技术。将分子量截留为数万道尔顿的膜过滤器置于离心机上。

通过离心，溶剂、盐和小分子通过膜，而分子量大于截留值的大分子则被保留和富集在膜上。由于所选膜具有较低的非

特异性吸附能力，超滤可以获得良好的回收率，并且几乎不影响生物活性。要使一个样品完全脱盐，需要进行两次或更

多次循环。

本文中已描述的许多样品前处理技术，如液液萃取（第 7 章）和膜萃取（第 18 章），可直接用于生物样品的分馏。

有时，将两种样品前处理方法结合使用可提高纯化效率。例如，将色谱与透析结合使用可提供出色的蛋白质溶液浓缩。不

溶性的聚丙烯酰胺微球对水和低分子量物质具有高亲和性（1 g树脂可吸附 5 mL水），可用作富集树脂。将含有蛋白质稀

溶液的透析管或透析袋置于装有树脂的烧杯中，树脂形成了高渗透梯度，可将水从样品中吸出并通过透析膜，使蛋白质

得到浓缩。水的扩散速率为每管 1 - 2 mL/h/cm2。由于树脂微球本身不会通过透析膜扩散，因此其不会与蛋白质发生相

互作用。
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核酸组分和基因组学的样品前处理

现代药物研发过程强调快速的数据生成和分析，以便在开发周期的早期阶段发现有前景的新型化学物质。遗传学、基因

组学、生物化学和药学领域的高速发展加速了药物研发的改革。这些进展包括人类基因组测序、实验室自动化的提升以

及组合化学、高通量筛选、质谱和生物信息学领域的高速发展。所有这些发展使化合物合成更为快速，并能对大量化合

物的药理活性和代谢活性作出更有效的评价。现代高通量方法的最终目标是在更短的时间内将药物推向市场，该方法已

为许多科学和医疗团体提供了巨大帮助。

从一般意义上来说，“样品前处理”是指在分析之前进行的分析物浓缩、溶剂置换，和/或干扰物去除。但在高通量实验

室中，自动化过程还有更多的支持功能，例如输送溶剂、溶解样品、吸取和分配样品、从试管到微孔板的样品重组、板

复制、均质、处理微孔板、施加真空、清洗微孔板、封盖/启盖、密封、酶解，以及向检测器输送样品。

基因组学研究的一个目的是通过鉴定 DNA序列以及后续的基因、所得的 RNA分子和/或蛋白质的分析，为药物开发提供

新的生物学靶标。首先，这项工作需要从样品中分离高质量 DNA并进行处理。基本上，任何有机体中的任何细胞类型或

病毒都可以作为核酸的来源，但分离 DNA的过程却因来源细胞的物理性质而各不相同。一旦分离后，DNA必须制成含各

个片段的‘数据库’，全部片段代表了该样品基因组中的每个核苷酸。数据库常常通过将样品基因组 DNA片段插入到细

菌或酵母的较大段 DNA（易于实验室处理）中制成。然后将处理后 DNA携带样品插入片段置于可控系统中生长以增加

产量。为成功进行基因组测序，对 DNA结构的后续分离和纯化非常重要，并且可能非常耗时。96 孔 DNA测序仪的高通

量性能使分析人员需要快速的样品前处理方法，以使前处理速度能跟上测序速度。我们将简单了解基因组核酸常用的样

品前处理方法（传统方法和高通量方法）。
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传统的核酸提取技术

多种技术都可分离和纯化核酸，而它们都必须能够实现某些特定的目标。我们一般从细胞裂解物中提取 DNA，先将它们

与蛋白质、脂质和碳水化合物等非核酸的细胞组分分离，最后通过一系列的沉淀和离心步骤分离留下的 DNA（图 15.1）。

大多数方案还包括使用 RNA酶的酶解步骤以降解 RNA。

图 15.1

携带质粒（具有插入片段）的细菌细胞 DNA 纯化的典型样品前处理步骤

培养

培养携带质粒（具有插入片段）

的细菌

细胞分离

通过过滤或离心从培养基中

分离细胞

细胞裂解

通过酶、表面活性剂、

调整 pH或机械破碎裂解细胞

中和

中和裂解物，以防止细菌基因组

DNA分解

DNA 分离

通过离心分离、硅胶基质吸附，

或磁性微珠结合来分馏 DNA

碎片去除

必须通过过滤、离心、去除

上清液或清洗步骤去除细胞壁、

膜、脂质、糖类、蛋白质和

其他所有的非 DNA物质

淋洗

必须洗掉 DNA中的所有盐类和

残留的细胞污染物，

以防止它们干扰测序。

不同方案的步骤

顺序可能不同
洗脱

通过从基质中或微珠上释放 DNA，

或通过离心使沉淀物形成颗粒，

将纯化的质粒 DNA洗脱下来。

准备测序
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细胞裂解物的苯酚提取法是最古老的 DNA提取技术之一。用表面活性剂裂解悬浮的单细胞，然后使用蛋白酶裂解蛋白质

分子。然后用有机溶剂（苯酚/氯仿）提取非核酸组分，将核酸留在水层中。分离水相，然后向其中加入异丙醇，使高分

子量的核酸沉淀。沉淀后，通过螺旋化或离心从异丙醇中分离出 DNA，然后用乙醇清洗两次。大多数有机溶剂提取流程

都包括使用不含 DNA酶的核糖核酸酶（RNA酶）进行的孵育步骤，该步骤的作用是去除 RNA，通常在有机溶剂提取之

前或之后。在某些应用中，我们可能需要进行第二次有机溶剂提取，以达到所需的 DNA纯度。有机溶剂提取法并不是分

离质粒的最佳选择，它更适用于分离全基因组 DNA。

使用一种称为“迷你制备”的技术将含有样品插入序列的少量（每 mL培养液中约 1 µg）细菌质粒 DNA从细胞培养液中

分离出来。单个少量制备方法可为现代毛细管和凝胶测序仪提供足够的 DNA，该方法比使用氯化铯密度梯度分离毫克级

质粒 DNA的标准“大型制备”减少了更多劳力。用于少量制备质粒分离的两种常用的细胞裂解方法是碱水解法和快速

煮沸法。然后使用对质粒 DNA具有高结合效率和大容量的磁性颗粒，将质粒 DNA与细胞裂解液或其他反应物（例如未

掺入的核苷酸或连接子）分离。这些磁性颗粒系统首先捕获测序延伸产物，然后进行一系列的连续冲洗，最后进行释放

步骤。接下来，分离得到的质粒 DNA可用于自动化 DNA测序和其他分子生物学方法，例如 PCR扩增。

体积排阻色谱（第 11 章）是常用的另一种高效和快速核酸纯化的技术。该技术可提供不同孔径的凝胶，用以排阻分子量

范围为 10000 - 200000 Da的分子。将核酸从核苷酸或缓冲液中纯化的工作可通过 25000 Da的排阻尺寸出色完成，因为

蛋白质的平均尺寸为 30000 Da。低成本的一次性可离心凝胶过滤柱< 是小体积 (< 100 µL) 核酸溶液纯化的理想之选，也

是从标记反应混合物中分离未结合的放射性核苷酸的首选方法。预包装柱消除了手动制备柱所需的繁琐而费时的步骤，

确保以最少的劳力获得更高的 DNA回收率和对未结合核苷酸的更高的保留能力。

虽然已证实这些技术可成功用于分离 DNA以进行特定基因、操纵子或质粒的测序，但全基因组测序时代的到来使单个样

品前处理技术有些过时。即使是具有 250 万个碱基的中等大小的细菌基因组，也需要进行超过 20,000 次的单个样品前处

理，使用随机数据库获得 8倍的覆盖率。而且，测序仪器本身以 96 孔的模式运行，这就迫使分析人员使用更快速的质粒

制备方法，以维持测序仪连续不断地运行。因此，质粒纯化过程需通过自动化加快速度。
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高通量 DNA 纯化系统

能快速而有效地纯化 DNA的吸附剂是使这一方法实现自动化的关键。不过，虽然各生产商各自方法性质不同，但基本方

法是一致的：当使用前述技术进行细胞裂解后，或将 DNA吸附到流通型 96 孔板中所含的化学改性硅胶基质上（请参见

图 9.4），或使用磁珠或瞬间顺磁性技术将 DNA磁性分离。RNA、蛋白质和其他细胞组分先被滤出，或在后续步骤中被洗

出。然后将纯化 DNA的多个样品以纯化形式同时洗脱，以便进行批量测序。吸附剂可以是由多个生产商提供的预包装的

96 微孔板试剂盒和离心管。例如，安捷伦科技公司提供多种纯基因组 DNA试剂盒和无内毒素质粒 DNA转染试剂盒。还

提供多种 RNA提取试剂盒，例如不含 DNA的总 RNA提取试剂盒、高纯度 mRNA提取试剂盒以及 miRNA提取试剂盒。硅

胶基质和磁性微板试剂盒可提供比传统的苯酚或凝胶色谱方法更方便的操作和更高的通量。这些试剂盒可同时进行多个

纯化步骤，改善单个的微量样品制备方法。

自动化高通量系统

自动化液体处理工作站包括在放置着实验室器具的台面上以笛卡尔坐标（X、Y、Z）可移动多个探针，这些器具包括多孔

板、试管架、溶剂瓶、清洗瓶、一次性移液枪头等。已证实这些仪器非常方便将溶剂从试剂瓶移取和分配到目标瓶，并

且通过改进（例如对使用 96 孔板的真空歧管、加热块和振荡器的控制）彻底革新了核酸的纯化过程。多探针液体处理器

可调节移液头间距，扩大移液头之间的宽度，以便从多种尺寸的试管中吸取液体，当需要将液体分配到间距为 9.0 mm的

微孔板孔内时，可缩短移液头之间的间距。根据在台面上移动微孔板的需要，可扩展工作站模块的排列，使集成化钳爪

的功能和效用更明显。实验室器具在台面和外部设备（如微孔板栈、荧光读取器）间的移动均按标准化操作进行。

作为现代自动化工作站配置的一个实例，Agilent BenchCel工作站可使用 Dellaporta核酸提取方法快速分离和纯化 DNA，

为多种基因组样品的前处理提供全面的自动化方法。Bravo液体处理平台是该工作站的核心，可执行以下操作：加入试剂

（使用 Tris-HCl、EDTA、NaCl和 2-巯基乙醇）进行裂解，然后加入异丙醇进行沉淀，并去除污染物（使用苯酚、氯仿和异

戊醇）。然后使用异丙醇生成 DNA沉淀，随后使用核糖核酸酶处理，再次去除污染物，最后再用异丙醇沉淀。

虽然对于高通量基因组实验室来说，上述自动化系统既实用又经济，但它们无法满足每天要处理 5000 个以上样品的超高

通量实验室，此类实验室需要的是超越这些工作站解决方案的高度定制化配置。磁珠的使用免除了缓冲液更换，从而加

速了纯化过程。
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蛋白质和蛋白质组学的样品前处理

在发展迅速的药物发现方法领域，人们的重要关注点在于深入了解生物体内的基本生物过程，尤其是基因组与其蛋白质

组之间的相互作用“蛋白质组”是指由某基因组表达的全部蛋白质。我们已经解析了人类以及许多其他生物体的基因组

序列。活生物体每个细胞中的基因、RNA分子和蛋白质之间的相互作用都极为错综复杂。与人类基因组计划中的静态基

因组不同，细胞或组织的蛋白质组是高度动态的，并且会随周围环境、生理状态、压力、药物摄入、健康状况或疾病而

不断发生变化。人类蛋白质组计划面临的挑战是不仅要解析出基因组表达的所有蛋白质，还要弄清楚在各种环境条件下

（正常状态、压力状态和疾病状态）这些蛋白质在人体各组织中的水平。科学家们估计，人类基因组中有 20000-30000 个

基因，而蛋白质的种类可能多达 50000-500000 种。可能存在更多种类蛋白质的原因在于蛋白质可能会发生翻译后修饰（

例如磷酸化、乙酰化、硫酸化和糖基化），这些修饰会导致各种不同的蛋白质反应。但是，仅仅简单地根据蛋白质编制目

录是远远不够的，因为这并不能确定蛋白质之间的相互作用，以及/或者不同类型细胞的结构-功能关系。

蛋白质组学比基因组学面临更多的技术挑战。DNA可使用聚合酶链反应 (PCR) 技术，但没有类似方法可用于扩增蛋白质。

因此，有许多分析问题亟待解决，例如样品前处理、分离复杂生物基质中皮摩尔至飞摩尔级蛋白质，以及分离超低含量的

具有生物活性的蛋白质。虽然质谱仪的高灵敏度实现了对超低含量蛋白质的检测，但样品前处理对去除高丰度蛋白（例如

IgG、人血清白蛋白）仍然非常重要。蛋白质组学所需的其他工具包括用于蛋白质分离的凝胶和/或多维液相色谱（带质谱

检测器），以及蛋白质数据库和生物信息学的应用。蛋白质组学的产业化需要将各种市售系统和技术（包括液体输送、消

耗品、酶解、机器人、检测和数据分析）配合使用，这可以通过一个常用的软件平台实现，使这些过程自动化。

如今，蛋白质组学的全部过程一般包括手动和不连贯的步骤，用以进行样品前处理、蛋白质分离和表征。分析人员需要

开发和实施更好的策略来进行高通量的蛋白质的表达和功能分析，以便通过成功使用蛋白质组学研究所获得的信息，尽

快实现医学领域的巨大进步。本文提供了目前有关蛋白质样品前处理的方法、蛋白质分离、鉴定和分析的后续步骤以及

使用和/或需要自动化方法作为整个方法一部分等方面的信息。我们首先介绍经典的蛋白质样品前处理方法，然后介绍蛋

白质组学中的样品前处理。
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传统的蛋白质样品前处理技术

进行样品前处理的目的是在分析之前从生物细胞或生物体中分离出目标蛋白质，该步骤对于获得准确、可重现且有价值

的分析结果非常重要。从这些样品来源中分离所得的蛋白质含有各种污染物，例如天然存在的角蛋白、白蛋白、血清蛋

白、核酸、脂质、碳水化合物和多糖。此外，为了保持酶活性或生物活性，可能还需要添加各种无机盐、缓冲液、还原

剂、表面活性剂、去污剂和防腐剂。这些外源性物质可能会给电泳分离带来问题，例如弥散、掩蔽和重现性差等。采用

液相色谱技术并在随后应用其他检测和/或质谱定量分析时，这些物质也会对分析性能造成影响。

不存在可分离混合物中所有蛋白质的通用的样品前处理步骤，因为蛋白质以多种形式存在，并位于细胞的不同位置（如细

胞膜或细胞质），而且还具有不同的溶解度。常用的蛋白质样品前处理方法简单总结于表 15.1 中，包括脱盐、富集、离心、

透析、过滤和超滤、沉淀和冷冻干燥。可根据蛋白质的不同特性（例如等电点、分子量、形状、溶解度和疏水性）进行纯

化流程设计。因为蛋白质是易损物质，所以样品前处理过程中必须谨慎操作，以避免引入可能改变蛋白构象和生物活性的

负面修饰。

为开发纯化策略，可将几种样品前处方式结合使用（图 15.2）。通常，细胞裂解过程初始使用超声、酶处理或机械方法来

释放蛋白质。最近有一种技术称为压力循环技术 (PCT)，可通过快速将容器内的压力在大气压至最高 45000 psi之间进行

反复升降来破坏分子间相互作用。该方法为组织和细胞裂解提供了更好的方法，并且有助于疏水性分子（包括内在膜蛋

白）的定量回收。
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随后，使用溶解度方案获得有代表性的蛋白质样品。核酸通常可使用沉淀技术或使用超声将其破坏成更小的片段去除。脂

类可使用过量表面活性剂或沉淀法去除。每种类型的细胞或组织都需要专门的方法。现已有分离小鼠、人体组织、体液

和微生物蛋白质的方案集 1。首先将样品纯化成可溶性粗品，然后使用称作预分离的方法在分离和分析前对特定蛋白质组

分进行富集和纯化。这项技术使用了多种色谱和电泳方法 2。

样品前处理过程中的一个重要内容就是去除高丰度的外源性蛋白，例如白蛋白、IgG。白蛋白是血浆中主要的酸性蛋白成

分，去除白蛋白以及人体和其他哺乳动物血浆中的 IgG和其他主要蛋白可提高分析技术的灵敏度，并改善亲和纯化介质

的效率和结合容量。去除高丰度蛋白的经典技术，通常只能去除其中的一个或几个蛋白（请参见表 15.2）。新型亲和类产

品可去除 6 到 20 种高至中丰度蛋白，将数千种低丰度蛋白留在溶液中，进行进一步预处理 3。这类固定相中含有针对高

丰度蛋白的特异性抗体。有离心管和流通柱两种形式可供选择。图 15.3 展示了安捷伦科技公司流通柱的操作模式。使用

该方法可去除多达 14 种高丰度蛋白。将血浆样品注入多重亲和去除系统。如图 15.4 所示，高丰度蛋白保留在柱上，而

低丰度蛋白则通过柱。可将低丰度蛋白捕集/收集到离心柱上，再用痕量富集技术进行浓缩。然后，更换缓冲液释放高丰

度蛋白，可直接丢弃或保存（如果需要）。最后，对柱进行再生，该柱可重复使用数百次。将亲和去除和多维 LC-MS/MS

配合使用可研究生物体液中痕量的上调和下调蛋白。

我们提供多种试剂盒，可用于去除DNA、盐和缓冲液，以及分离和溶解特定类型蛋白质（例如膜蛋白、酸性和碱性蛋白以及

核蛋白）。在去除血清中高丰度蛋白时，必须小心不要去除低丰度蛋白，新型选择性去除试剂盒可帮助您实现这一目标。蛋

白质纯化后，一些常用的分离方法有一维和二维电泳 (2DE)、液相色谱 (LC)、体积排阻色谱、凝胶过滤以及亲和色谱。

本文中还提供了去除蛋白质的其他经典实验室方法 4-7。与只研究单一组分的蛋白质化学相比，蛋白质组学的研究重点在

于多个不同蛋白之间的相互作用，以及它们在更大的生物系统中的作用。
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图 15.2

传统的蛋白质样品前处理方法

生物体 组织

细胞 体液

细胞裂解或

激光显微捕获切割

蛋白质增溶

离心

不溶性细胞碎片（废物）

样品预分离

• 核酸去除
• 脂质去除
• 白蛋白去除

添加化学或同位素标记

(ICAT)

• 变性
• 还原
• 烷基化

二维电泳 或 色谱

生物样品

样品前处理预分离

定量

分离
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表 15.2

（接转下页）

去除生物体液中高丰度蛋白质的经典方法

技术 系统类型 目标去除物 原理 参考文献

亲和色谱 汽巴蓝或相关的氯三嗪类染料与色谱

介质结合；某些固定相已获专利

白蛋白 白蛋白与汽巴蓝染料强烈结合，该染

料具有离子型、疏水性、芳香族或空

间活性结合位点。可与凝胶相互作用

的蛋白质能实现高度特异性的结合及

释放，从而控制洗脱缓冲液的组分。

结合容量：10-15 mg/mL

15-19, 47-51

单抗体色谱柱 a) Anti-HSA 抗体附着至多孔聚合物

b) Anti-IgG 抗体附着至多孔聚合物

a) 白蛋白

b) IgG

a) HSA 的特异性抗体

b) IgG 的特异性抗体

16，19，

52-53

蛋白质 A-、-G

或 -L

蛋白质附着至树脂 免疫球蛋白 这些蛋白质对免疫球蛋白有很强的亲

和性和选择性

16，54

结合亲和相 多种固定相附着至树脂 白蛋白和 IgG 结合上面的方法去除血浆中的两种高

丰度蛋白质（白蛋白和 IgG）

16，20，

55-57

等电位捕集 多腔室电解槽或自由流电泳 白蛋白、酸性和

碱性蛋白质

在膜电泳系统中，蛋白质首先根据其

pI 值分离，最终分离至各腔室以便于

检索。分子量接近 HSA 分子量范围

内的蛋白质将被去除。需要注意的

是，这些仪器是专为蛋白质分馏而设

计的，但也可用于分离高丰度蛋白质

58-59
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Gradiflow 制备电泳 白蛋白 蛋白质首先根据其 pI 值分离，再进一

步根据大小（分子量）分离

60-61

多肽亲和色谱 噬菌体分离物涂布于 96 孔板上 从库中选择的合成多肽与多种哺乳动

物的血清白蛋白结合良好，且与 HSA

有较强的亲和性

62-63

离子交换和体积

排阻色谱

色谱柱切换或串联 白蛋白，IgG 和

其他蛋白质

离子交换色谱柱根据电荷进行分离，

体积排阻色谱柱根据分子量（大小）

进行分离；有时也会将反相色谱柱与

离子交换色谱柱结合使用

64-65

多凝集素亲和

色谱

凝集素吸附至琼脂糖微珠 糖蛋白 多种混合的凝集素具有针对不同糖蛋

白的亲和性，可用于人体血浆中糖蛋

白的富集；可与多种亲和性蛋白质清

除柱结合使用

66

有机溶剂沉淀 有机溶剂与血清混合 大于 20 KDa 的

蛋白质

向血清中加入可与水混溶的有机溶剂

（例如乙腈）时，大分子蛋白质将会

沉淀；可通过离心或过滤去除沉淀的

蛋白质；上清液中则含有低分子量的

蛋白质，可供进一步研究。

67-68

技术 系统类型 目标去除物 原理 参考文献

去除生物体液中高丰度蛋白质的经典方法
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图 15.4

MARS 免疫亲和色谱柱洗脱曲线— 4.6 x 50 mm
色谱柱

第 20 次运行和第 200 次运行的结果对比

吸
光
度

(m
AU

)

保留时间 (min)

结合在色谱柱上的高丰度蛋白质通过色谱柱的低丰度蛋白质

进样

0.25 mL/min
洗脱

1.0 mL/min

重新平衡

1.0 mL/min
运行结束 (20 min)

图 15.3

血浆中高丰度蛋白质的去除

高丰度蛋白质

（白蛋白、IgG、IgA、转铁蛋白、触珠蛋白、抗胰蛋白酶）

低丰度蛋白质

（疾病和药物靶标的生物标志物）

• 使用色谱柱和优化的缓冲液去除人血清和血浆样品中丰度最高
的 14 种蛋白质

• 连接到 HPLC 仪器并泵入样品— 即可收集和分析目标蛋白质

低丰度蛋白质不受干扰

人血清原始样品

时间
(min) %B 流速

最大压力
(bar)

1 0.00 0.00 0.250 120

2 9.00 0.00 0.250 120

3 9.01 100.00 1.000 120

4 12.50 100.00 1.000 120

5 12.60 0.00 1.000 120

6 20.00 0.00 1.000 120

• 色谱柱总运行周期 = 20 min（包括进样、洗脱和再生）

（4.6 x 50 mm 色谱柱）

• 容量 = 每次进样 15-20 µL 血清

1.2-1.6 mg 总血清蛋白
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蛋白质组学研究的现代样品前处理方法

经典蛋白质化学和蛋白质组学之间的主要区别在于，经典蛋白质化学关注单个蛋白质的分离，并鉴定其总序列，而在蛋

白质组学中，其目标是表征多种表达水平中存在的蛋白质复杂混合物，并使用部分序列分析（酶解后）对其进行鉴定。

这类鉴定在没有诸如表达序列标签 (EST)、蛋白质和多肽序列以及强大的数据挖掘算法等数据库的情况下不可能完成。

Agilent Spectrum Mill MS蛋白质组学软件可用于蛋白质数据库MS/MS数据检索。

蛋白质组学研究实际上分为三个领域：功能、结构和表达蛋白质组学，每个领域拥有自己的一组样品前处理方案。表达蛋

白质组学是药物研发中蛋白质组学的发现领域。其定义为对健康和疾病组织中存在的蛋白质进行鉴定和定量。功能蛋白质

组学是在保持蛋白质复合物的情况下对未变性的蛋白质进行分析，而结构蛋白质组学则是解析每个人体蛋白质功能性

“活性”位点的结构。最终目标是开发对这些活性位点具有高度特异性的药物。蛋白质组学的巨大分析挑战源自以下事

实，即蛋白质组是 30 - 80% 的基因表达产物的集合，这些基因产物来源于低水平（每个细胞 10 - 100 拷贝）表达和高水

平（每个细胞 10000 - 100000 拷贝）表达。这表示其动态范围为至少 6 个数量级。作为参考，大多数真核细胞含有约

20000 种不同的蛋白质，平均分子量为 50 kDa。酶解可产生约 30 个多肽（每个蛋白质），或约 6000000 个不同的多肽。

当然，这些大量的蛋白质为样品通量、检测和数据分析带来了巨大的技术挑战。

表达蛋白质组学最关注的样品前处理技术是在使用制备电泳或色谱分离前对蛋白质进行预分离和富集。可使用基质辅助

激光脱附电离 (MALDI) 或大气压电离 (API) 质谱进行检测。图 15.5 为测定不同蛋白表达水平整个过程的典型工作流程图。

蛋白质化学中用来提取和分离蛋白的经典方法也可用于蛋白质组学研究。此外，更新的方法如激光显微捕获切割 8-9还可

显著化疾病组织和健康组织之间的差异。稳定同位素标记（如，13C、2H和 15N）或同位素编码亲和标签 (ICAT) 常加入分

析步骤中，以便亲和捕获低丰度的差异表达蛋白质。
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二维电泳 (2DE)

虽然人们认为二维电泳是一种分离技术，而不是样品前处理技术，但它的确是使用多维分离原理将蛋白质和其他生物分

子从复杂混合物中分离出来的一种技术，如第 13 章中进行的讨论。多年以来，二维电泳是分离蛋白质的标准方法，在第

一维中基于等电点进行等电聚焦 (IEF) 分离，在第二维中使用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE) 按分子量

进行分离。即便是现在，许多实验室仍在使用这个久经考验的方法分离蛋白质。无机和有机染料可用来对凝胶板上已分

离的蛋白质进行显色。高分辨率二维成像和分析软件可对结果进行总结，并帮助鉴定目标蛋白以进行切割和进一步研究。

使用二维凝胶时需要注意几点。其中一个重要点是，大多数具有生物重要性的蛋白质的浓度都较低，因此通常检测不到。

高效的样品前处理技术可去除大多数高丰度的干扰蛋白（请参见前文），并提高二维电泳分离的重现性。可根据理化参数

（如等电点）进行预分离，以提高凝胶板的载样量并最大限度减少蛋白质之间的相互作用。在凝胶分离前去除样品中的不

溶性物质也很重要，因为已知疏水膜蛋白或组织蛋白与其他蛋白的行为不同。非常重要的是在二维电泳分离前要溶解蛋

白质。必须加入多种无机和有机缓冲液，以破坏二硫键和非共价相互作用。多家公司可生产二维凝胶、样品纯化试剂盒、

试剂、缓冲液以及有机/无机染料，以帮助优化目标蛋白的分离。

从凝胶上提取和酶解

在二维电泳中，大多数蛋白质都可被凝胶捕获，难点是如何将其提取出来用于分析。对已切割的蛋白斑点进行酶解（如

胰蛋白酶），如将该小块凝胶置于离心管中，并依次进行还原、烷基化、清洗和脱水步骤。然后加入缓冲液和酶，将蛋白

质在 25 °C或 37 °C条件下孵育过夜以进行酶解。已开发出对少量样品进行在线酶解以显著缩短酶解时间的方法。酶解完

成后，必须进行几个小时的手动操作以去除酶、缓冲液和盐，然后样品才能被引入质谱进行分析。可使用胶上酶解试剂

盒，在 96 孔过滤板上处理多达 96 个蛋白质样品。此类试剂盒含有酶、试剂和样品纯化产品，可进行脱盐和浓缩以进行

质谱分析。

从胶上切割蛋白斑点然后进行酶解的方法，可减少低丰度蛋白损失并提高分析通量。我们还提供自动化机器人系统和液体

处理工作站，可进行以下操作：从二维凝胶开始，切割目标蛋白斑点，对其进行酶解和浓缩，在某些情况下，还可将最终

样品点在板上以进行质谱分析。下节将介绍如何使用自动化、在线酶解和微流体技术显著缩短分析时间。
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质谱检测

蛋白质组学中可选的检测方法有：使用 MALDI的质谱、纳米电喷雾电离 (ESI) 串联质谱 (MS/MS) 或反相微毛细管液相

色谱电喷雾电离。许多文献都详细讨论了质谱在蛋白质组学领域的应用 10-13。MALDI和 ESI在蛋白质检测上的最初使用

纯化的单一蛋白质和多肽实现多肽质量指纹谱分析和多肽从头测序分析。然而，从二维凝胶和细胞中提取物具有生物学

意义的样品实验暴露了该方法的弱点，即对表面活性剂、染料和有机/无机缓冲液没有耐受性。这些技术的超高灵敏度还

使它们对高浓度的蛋白质污染物（如，角蛋白、蛋白 A和白蛋白）更加敏感。

除定量以外，蛋白质和多肽的检测灵敏度和准确度同样受到这类污染物的影响。质谱工作者面临的挑战是，高重现性地

去除盐、表面活性剂、脂类和高丰度蛋白，但不去除有生物学意义的低拷贝数蛋白质。

已有填充了固定相吸附剂填料的微量柱和微量移液枪头等产品问世，如 Agilent OMIX整体式萃取头（请参见第 9 章），

这些产品成本低廉，便于使用，可在MALDI分析前进行蛋白质和多肽样品的浓缩和脱盐。这些产品死体积非常小，可用

于极少量样品的处理，且含有 C18、C4、强阳离子交换的小柱床，可固定在 10 µL移液枪头的顶端；浓缩、纯化的样品

可使用 1 - 4 µL体积洗脱。OMIX萃取头还有 96 孔板的形式；该形式把胶上酶解与将纯化和浓缩的多肽在靶板上点样相

结合。

多维液相色谱

分析人员正在寻找能替代电泳和凝胶技术的方法，因为所进行分离和分析的蛋白质数量非常庞大，所以需要具有更高制

备容量和重现性的高通量系统。毛细管液相色谱是理想之选，因为它是成熟的分离技术，可实现完全自动化，还可与质

谱串联进行在线检测。这种组合也很有吸引力，因为质谱通过质荷比提供了优于色谱柱分离的更高的分辨率。有关蛋白

质分离以及液相色谱与质谱联用技术的进一步说明不在本文讨论范围内。

多维蛋白质鉴定技术 (MudPIT) 采用了两个连续的色谱分离步骤，并且有多种配置可供选择：(1) 在第一根色谱柱上进行

分离并收集馏分，然后将收集到的馏分进样到第二维的色谱柱上；(2) 直接连接两根 LC色谱柱；(3) 通过色谱柱切换实

现多维液相色谱分离（请参阅第 13 章）。
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二维液相色谱分离一般将离子交换柱、亲和柱、体积排阻柱或色谱聚焦柱以第一维或第二维的方式与反相柱联用。也可

使用混合柱床的微毛细管柱，该色谱柱的树脂柱床上含有离子交换填料和反相填料。这类色谱方法可用于取代二维凝胶

方法，并且具有多种分析方案，例如：使用“鸟枪法”分析所有蛋白质（250 - 5000 种蛋白质）、某一类蛋白质（10 - 250种

蛋白质）和特定蛋白质（1 - 10 种蛋白质）。

通过数据依赖型仪器控制和色谱控制实现的串联质谱数据进行“快速”采集，可大大提高质谱仪的分析通量。智能算法

为蛋白质鉴定提供了多肽质谱图的自动化分析。此外，还可实现复杂多肽混合物和完整蛋白的完全分离。

这种液相色谱方法可以使用纳米 LC-MS/MS检测低拷贝数蛋白，并且能够检测某些使用二维凝胶不易检测的蛋白质类型

（如大分子蛋白质、疏水性膜蛋白以及强酸性或强碱性蛋白质）；但要完全分离蛋白质组中的所有蛋白则需要使用两维以

上的分离技术和预分离步骤。

自动化样品前处理

蛋白质纯化包括手动和不连贯的步骤，这些是多步骤过程中的一部分。实现这些独立步骤的自动化是蛋白质组学实验室的重

要目标，可帮助他们满足高通量的分析要求。自动化装置及其尺寸的选择根据任务要求不同而具有不同程度的复杂性。整个

过程中常用的自动化选项列于图 15.5 中：使用激光显微捕获切割系统可将健康细胞从疾病细胞中分离出来；从二维凝胶

板上切割目标蛋白；酶解这些切割下来的凝胶斑点或栓；酶解后进行脱盐和富集处理；以及将这些多肽样品点在MALDI

靶板上进行分析。

各步骤的自动化以特定的任务模块形式存在。使用带有机载高分辨率摄像头的特殊仪器可将目标染色斑点从凝胶上提取

出来，具体方式为：使用摄像头获取凝胶图片，再通过软件进行分析，最后生成蛋白质目标切割图谱；选定的蛋白质可

通过多个平行的切割头单元进行切割。将提取到的蛋白栓置于 96 孔板（有时使用 384 孔板）并登记分类。将蛋白水解

酶（如胰蛋白酶）加入到取出的凝胶片中并加热酶解。这类自动化模块可进行所有必要的清洗步骤，并将蛋白质酶解成

肽段。一些系统通常使用胶内酶解试剂盒。
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图 15.5

表征蛋白质的典型工作流程

二维凝胶

凝胶染色

成像分析

挑选蛋白斑点

储存

蛋白斑点酶解

多肽混合物

脱盐浓缩 将样品沉积至靶板

LC-MS/MS (ESI) 纳流液
相色谱或微量液相色谱

MALDI-TOF-MS

全基因组从头测序 多肽质量指纹谱

EST 数据库搜索 蛋白质数据库搜索

确认鉴定结果（数据评估分析）

分离

蛋白质可视化

鉴定和表征

重复步骤

多肽片段可在自动化MALDI前处理工作站上进行脱盐和浓缩，该工作站本质上是改良的液体处理器（1、4 或 8 通道移

液），通常配备有机械臂，可在台面周围运送微孔板，或将微孔板运出或运进台面；液体处理工作站的基本原理在Wells

的文章中有所叙述 14。通常使用含有固相萃取介质的一次性枪头（例如安捷伦公司的 OMIX移液枪头）进行该样品的前

处理，且这类移液枪头可与大多数液体处理工作站兼容。“点样”是将多肽样品置于称为“MALDI靶板”的特殊介质上，

并将多肽样品固定在适当基质中进行分析。工作站也可在靶板上进行简单的高精度定位点样。我们还提供两种不同功能

的模块，如蛋白质酶解与MS样品点样。

带质谱检测器的多维液相色谱也可通过增加柱切换功能实现自动化，该柱切换功能可平行容纳多根色谱柱（请参见第 13

章）。人们对自动化蛋白质处理方法的要求不断提高，促使生产商应对众多挑战：更高的样品通量、更高的重现性、对低

丰度蛋白质的更高灵敏度、更高的小体积液体处理能力以及在靶板上进行高密度样品点样。
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肽谱分析

一旦蛋白质得到分离后，就必须进行进一步表征。MS/MS是基于质谱特征对完整蛋白进行鉴定的技术。肽谱分析也是一

种非常强大、具有一定选择性的方法，并且是蛋白质鉴定中使用最广泛的方法之一。分析中常需通过酶解（常使用胰蛋

白酶）蛋白质生成肽段碎片，然后进行碎片分离和鉴定，从而检测并监测单一氨基酸变化、氧化、脱氨基及其他的降解

产物。肽谱分析还可以直接检测常见的单克隆抗体变体，例如 N端环化、C端赖氨酸处理和 N端糖基化，以及其他的翻

译后修饰。肽谱是一个蛋白及其多次处理后所得最终产物的指纹图谱，可为所分析的蛋白提供全面深入的认识。它包括

4个主要步骤：

• 蛋白质分离和纯化

• 肽键的选择性裂解

• 肽段的色谱分离

• 肽段的验证分析

前两个步骤可认为是样品前处理过程的一部分，随后的两个步骤是分离和分析。反相液相色谱是肽谱研究首选的测定

技术。肽谱被认为是一个对比流程，它可以确定蛋白的一级结构，并检测结构的改变。肽谱中应包含蛋白质的阳性鉴

定、完整肽段序列的最大覆盖率，并提供除酶解蛋白水平所得信息之外的其他信息和序列鉴定。可获得便捷的肽谱分析

指南 69。



217

蛋白质酶解

表 15.3 显示了蛋白质酶解的 5 个步骤，可对完整蛋白进行选择性裂解。我们对每个步骤分别进行了检测，以掌握影响酶

解最终产物的参数。

表 15.3

步骤 1：样品前处理

根据蛋白质的大小或结构，样品的预处理方法不尽相同。在特定的条件下，可能需要进行样品富集，或从样品前处理过

程中添加的物质和稳定剂中分离蛋白质，尤其是在当这些添加剂会干扰肽谱分析过程时。针对这些流程，现已开发出许

多方法，每种蛋白质均具有一套对应的纯化措施或处理方法。酶解前通常会使用一些更常用的方法进行样品纯化，包括

去除/富集、透析（请参见第 18 章）和凝胶过滤脱盐（请参见第 11 章）。前文已介绍了一些去除策略（请参见表 15.2）。

这些去除策略利用了免疫亲和技术（例如免疫沉淀、免疫共沉淀及免疫亲和色谱法）。另一方面，富集技术会根据独特的

生化活性、翻译后修饰 (PTM) 或胞内的空间定位分离细胞蛋白的亚类。翻译后修饰（例如磷酸化和糖基化）可使用亲和

配体（例如，金属离子亲和色谱 (IMAC) 或固定化凝集素）分别进行富集。

不论是简单的样品还是复杂的样品，常需要通过透析或脱盐对样品进行优化处理，以确保它们酶解过程的兼容性。例如，

由于质谱法 (MS) 将测定带电离子，因此必须在MS前进行除盐（特别是钠盐和磷酸盐），最大程度减少它们对检测的干扰

（请参见第 17 章）。透析和脱盐方法可进行缓冲液交换、脱盐或小分子去除处理，以防止对后续过程的干扰。

蛋白质酶解的五个步骤

步骤 预期效果 常规实验

1. 样品前处理 对样品进行前处理，用于酶解 去除、富集、透析、脱盐

2. 选择裂解试剂 特定的裂解要求 无

3. 还原和烷基化 还原反应可还原二硫键烷基化可引入

SH 基团

还原：DTT，45 min，60 °C 烷基化：IAM，

1 h，避光进行

4. 酶解过程 蛋白质裂解 酶解：pH 8，37 °C，过夜淬灭：加入 TFA

5. 富集/纯化 制备样品用于 LC 或 LC/MS 分析 C18 枪头、浓缩、透析、亲和色谱柱
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透析是降低样品盐浓度的常规流程。具体步骤是先将样品装入透析袋（袋膜具有特定的孔隙）中，袋口打结，然后将其

置入水浴或缓冲液中，通过扩散使盐浓度达到平衡。大分子无法扩散出透析袋，会留在袋内。如果使用水浴，袋内小分

子的浓度会缓慢降低直到透析袋内外浓度相同。达到平衡后，即可撕破透析袋，将其中的溶液倒入收集容器中。虽然透

析体积可以从微升到高至数升，但这对大量样品并不实用，因为需要很长时间（如，数小时，甚至数天）才能将盐完全

去除。

为在酶解前进行样品脱盐，最常用的实验室方法是体积排阻色谱 (SEC)（第 11 章），也称为凝胶过滤色谱 (GFC)。该方法

是一种非吸附的色谱技术，可根据分子大小进行分离。凝胶过滤使用等度洗脱处理样品。在分析中，GFC可分离分子量

差异小于两倍的分子（例如蛋白质）。在这些应用中，目标分离物质的体积差异非常大（即蛋白质与盐相比）。我们需要

选择适当孔径的凝胶过滤介质，使其能够在完全排除较大的蛋白质的同时允许较小分子自由扩散进入所有孔隙中。色谱

柱使用缓冲液进行平衡，它与样品的缓冲液可能相同，也可能不同。较大的分子不能进入介质的孔隙中，最先从色谱柱

中洗脱出来，随后是扩散进入孔隙中的较小分子。如果较小的分子和盐类不是分析目标，我们可以将它们导入废液，或

者，如果需要分析这些物质，可以将它们导入馏分收集器以待进一步处理。如果流动相缓冲液与原始样品缓冲液不同，较

大的分子将被新的缓冲液洗脱，这样就发生了缓冲液置换。

步骤 2：裂解试剂的选择

裂解肽键的方法有两种 — 化学裂解和酶解。化学裂解涉

及到使用亲核的非酶促试剂（例如，溴化氰 (CNBr)）在特

定区域以化学形式裂解肽键，而胰蛋白酶等蛋白水解酶则

被证实对于多个位点特异性裂解区域非常有效。裂解方法

和试剂的选择取决于所要分析的蛋白质以及分析人员所期

望的特定结果。此外，进行选择时还需要仔细考察整个

肽图分析过程，并考虑相关的表征。肽图分析最常使用的裂

解试剂是胰蛋白酶，因为它具有定义明确的特异性。胰蛋

白酶仅水解由精氨酸 (Arg) 或赖氨酸 (Lys) 的羧基形成的

肽键。表 15.4 中列出了一些常见的裂解试剂及它们的特

异性。

表 15.4

裂解方法

裂解类型 裂解试剂 特异性

酶促型 胰蛋白酶 Arg 和 Lys 的羧基端

胃蛋白酶 非特异性

糜蛋白酶 疏水性残基的羧基端

谷酰基肽链内

切酶

Glu 及 Asp 的羧基端

化学 溴化氰 Met 的羧基端

稀酸 Asp 与 Pro

BNPS 粪臭素 Trp
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步骤 3：变性、还原和烷基化

为使蛋白水解酶有效地裂解肽链，需要利用各种广泛使用的试剂对样品进行变性、还原和烷基化。变性和还原常可同时

进行，即在使用试剂（例如，1,4-二硫苏糖醇 (DTT)、巯基乙醇、或三羧甲基磷酸）的同时进行加热。常用的化学试剂为

DTT，这是一种强还原剂，可还原二硫键，从而保护蛋白质中半胱氨酸之间的分子间和分子内二硫键。通过同时进行变性

和还原，可避免因二硫键被还原而导致的蛋白复性，这是使用单独加热作为变性剂时常存在的问题。蛋白变性及还原后，

还需要对半胱氨酸进行烷基化，以进一步减少潜在的复性。酶解前对蛋白质样品进行烷基化最常用试剂为碘乙酰胺 (IAM)

和碘乙酸 (IAA)。

图 15.6 为使用反相色谱分离方法评估一个单克隆抗体酶解前的发生完整化还原和烷基反应的实例。

图 15.6

某还原和烷基化的单克隆抗体酶解前的反相液相色谱分离

还原/烷基化基质

链碎片

轻链
重链 1

重链 2

条件：本次分离采用安捷伦超高压快速高分离度 (RRHD) 300SB-C8，2.1 x 50 mm色谱柱和 Agilent 1290 Infinity液相色谱仪，运行条件

为流速 0.5 mL/min，柱温 75 °C，流动相为水 (0.1% TFA)/ACN (0.08%)，采用多阶梯度条件 69。
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步骤 4：酶解

如前所述，因为胰蛋白酶具有良好的特异性，所以是最常用的消化蛋白酶。由于胰蛋白酶也是一种蛋白质，它自身也可

能发生水解（即自溶）。但是，在大部分样品中天然存在的 Ca++可与胰蛋白酶中的 Ca++键合环结合，从而阻止胰蛋白酶

的自溶。现今，大多数实验室中均使用修饰型胰蛋白酶，因此自溶大大减少，不需要特别考虑。

蛋白质在不同环境下的酶解表现可能不同，在酶解混合物中的示范蛋白质时，其酶解效率会低于单独酶解的效率。其中

一个原因可能是当多种蛋白质共同进行酶解时，它们对胰蛋白酶裂解位点的竞争性增加。此外，还有许多因素和条件参

数可能会影响蛋白质酶解的完全性和有效性，从而导致各种各样的预期结果。

如果我们能够充分了解或控制这些因素，将显著改善酶解结果。反应的 pH值、酶解时间和温度，以及使用的裂解试剂量

均是酶解效率的关键影响因素。

胰蛋白酶的最佳酶解 pH值范围为 7.5 至 8.5，通常在 37 °C条件下进行。为使酶解能在最佳 pH下进行，需要在添加胰蛋

白酶之前加入缓冲液（通常为 50 mM三乙基碳酸氢铵 (tABC)，或 12.5 mM碳酸氢铵 (ABC)）。2-氨基-2-羟甲基丙烷-1,3-

二醇 (Tris) 缓冲液也有相同的作用，但需要仔细考虑，因为 Tris缓冲液与质谱分析（例如MALDI及 ESI-MS）并不兼容，需

通过固相萃取法 (SPE) 或使用反相移液枪头（例如安捷伦的 OMIX）将其去除。为确保有足够量的酶用于酶解，正确的

酶/蛋白质比值非常关键。针对酶解中关键子步骤的详细讨论如下：

• 酶解 pH。一般情况下，对于给定的裂解试剂，为确保获得最佳效果，可按经验确定酶解混合物的 pH值。例如，如果

使用溴化氰作为裂解试剂，则必须保持强酸环境（例如，pH 2，甲酸）；但如果使用胰蛋白酶作为裂解试剂，那么最佳

条件则为弱碱 (pH 8) 环境。一般情况下，反应的 pH值不能改变酶解过程或碎裂反应过程中蛋白质的化学完整性

• 酶解时间及温度。时间和温度是酶解优化过程中的重要因素。为最大程度减少对实验不利的化学反应，建议将大多数
蛋白质酶解的温度控制在 25 °C至 37 °C之间，例如，胰蛋白酶的酶解温度通常为 37 °C。但是，蛋白质的类型和大小

将最终决定反应的温度，因为随着反应温度的提高，蛋白质可能会发生变性。反应时间也是优化酶解方案时的一个考

虑因素。如果样品量充足，需考虑通过实验性研究来确定最佳反应时间，以确保获得可重现的肽谱和避免酶解不完全。

酶解时间从 2 h到 30 h不等，具体取决于样品大小和类型，停止反应时可选择添加不会对肽谱产生干扰的酸，也可通

过冷冻停止反应
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• 裂解酶的浓度。裂解试剂的浓度应尽可能第，以避免干扰肽谱分析。实验中通常会使用过量的裂解试剂以获得合理的
快速酶解时间（即 6 至 20 h）；但应充分的考虑需要增加多少试剂量。常用的蛋白质/蛋白酶比值为 10 : 1 至 200 : 1 之

间，建议裂解试剂分两步或多步添加，以实现裂解的最优化。在许多胰蛋白酶的标准酶解流程中，胰蛋白酶都是以上

述方式加入。尽管如此，最终的反应体积仍保持小到足以实现分离的水平（肽谱分析中的下一步）。为确定可能影响后

续分析的酶解因素，将使用一个含有所有溶剂（无测试蛋白质）的酶解对照执行一次空白检测

如需进一步了解常用胰蛋白酶裂解方法的更多信息，读者可以参阅参考文献 69，其中介绍了各操作步骤、预期的酶解时

间，并汇总了还原、烷基化和酶解方案。

步骤 5：酶解产物的纯化和富集

进行实际的谱图分离之前，通常需要进行纯化和/或富集以便成功进行肽谱分析。根据样品类型和靶向目标，有多种方法

可完成纯化和富集。例如，特定 PTM（例如磷酸化、泛素化和糖基化）的富集可采用 PTM特异性抗体或配体进行亲和纯

化，而磷酸化肽可使用抗磷酸化特异性抗体通过免疫沉淀 (IP) 进行富集，或通过 Pull-down实验使用 TiO2（可特异性结

合磷酸化的丝氨酸、酪氨酸或苏氨酸）进行富集。

多肽富集后，可使用石墨或 C-18 枪头或小柱去除盐类和缓冲液，而去垢剂则可通过亲和柱或去垢剂沉淀剂进行去除。稀

释的样品可采用各种截留分子量 (MWCO) 范围的浓缩仪进行浓缩。纯化后，多肽样品可进行用于后续质谱分析的最终制

备，根据分子类型的不同，制备方式各不相同。对于 LC/MS（或 LC-MS/MS）分析，为获得良好的 LC分离度和分析结果，

需正确选择流动相和离子对试剂。MALDI-MS需要将多肽样品与特定的基质（结晶的能量吸收染料分子）结合，然后在

MALDI板上干燥后再进行分析。
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肽谱的色谱分离

使用最广泛的肽谱色谱方法是采用低 UV (210-220 nm)-、UV (280-nm)- 或质谱检测的反相液相色谱。采用 C18 键合固

定相的现代亚 2 微米和表面多孔颗粒色谱柱能够提供卓越的分离能力，还能使用与质谱兼容的挥发性流动相添加剂，

因此可实现快速分离。适用于各种大小的多肽片段的最佳色谱柱孔径是 100-120 埃。柱温通常高于 40 °C。最常用的流动

相的 pH一般小于 3，由 0.1% 三氟醋酸 (TFA) 的水溶液（溶剂 A）和 0.08% TFA的乙腈溶液（溶剂 B）组成，采用线性

梯度洗脱。

由于 TFA是一种离子对试剂，并且有时可在质谱仪上引起离子抑制（请参见第 17 章），因此还使用了甲酸和乙酸，但色

谱分离效果可能不及 TFA效果好。因为质谱检测需要的流速比 4.6 mm内径的色谱柱常用的流速稍低，所以通常使用柱内

径为 2.1 mm、柱长最多为 150 mm的色谱柱，并且流速一般低于 0.5 mL/min。作为目前 HPLC柱容量的实例，图 15.7 提

供了仅用 20 分钟即完成分析的牛血清白蛋白裂解物的详细肽谱。如需了解色谱分离条件、条件优化和质谱检测等更多信

息，请见参考文献 69。
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图 15.7

使用现代肽谱分析色谱柱分析 BSA 胰蛋白酶酶解液所得的肽谱

2.1 x 150 mm AdvanceBio肽谱分析色谱柱（安捷伦科技公司）

流动相：A：水 (0.1% TFA)，B：ACN (0.08% TFA)，40 °C，流速：0.52 mL/min

BSA胰蛋白酶酶解液

亲水性多肽保留

达到基线分离的窄峰

疏水性多肽保留

快速分析
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自动化肽谱分析

由于手动进行多肽的样品前处理非常耗时，而且所有步骤都有可能导致样品损失以及向分析中引入误差，因此如果需要

进行 LC-MS/MS分析的样品数量较多，最好能够实现整体工作流程的自动化。重现性更好、通量更高、方法开发过程更

快、试剂和样品需要量更少，以及能够解放科学家们的时间，这些都是微型工作流程自动化的优势。AssayMAP多肽样品

前处理解决方案（安捷伦科技公司，美国加利福尼亚州圣克拉拉市）是一款专为执行标准化的样品前处理工作流程而设

计的微型液体处理系统。该解决方案采用现代化的液体处理平台 (Bravo)，使用基于 96 孔板的平行处理方法完成酶解、

纯化和分馏（使用反相和/或阳离子交换 SPE小柱）等步骤。分馏步骤离线进行，通过缩短液相色谱梯度洗脱时间提高了

LC-MS的分析通量。
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第 16 章

生物分析中的样品前处理

生物基质中（例如血浆、血清、尿液、唾液、组织等）药物及其代谢物，以及低分子量生物标志物的分析，统称为

“生物分析”。在这里，我们也将组织样品分析归为生物分析的一部分，因为组织样品前处理是药物和生物研究中非常

重要的一部分。我们将针对生物样品中高分子组分（例如蛋白质、核酸等）的样品前处理称为生物样品前处理（请参阅

第 15章）。在药物开发的整个过程中，从体外/体内测试、临床前研究到临床试验，生物分析都是极为重要的一部分。

近十年来，人们在分析方法和仪器方面取得了许多技术突破。除了具有更高的选择性和灵敏度，现代分析仪器还为快速且

经济高效的生物分析方法开发和验证提供了极大的优势。在这些现代分析技术中，兼具特异性、灵敏度和高分析速度的液

相色谱-质谱联用方法被认为是定量/定性生物分析方法的标杆。然而，这种选择性最和灵敏度最高的分析技术也有局

限性，例如存在基质效应，在经过处理的生物基质中，目标分析物的选择性和灵敏度都会降低。

样品前处理，也称样品预处理/样品纯化/样品萃取，是大多数生物分析方法不可分割的一部分。在临床领域，目标药

物/代谢物/生物标志物都存在于生化性质非常复杂，并且含有多种组分（例如盐类、酸、碱、蛋白质、细胞、脂质和脂

蛋白等外源性/内源性有机小分子）的生物基质中。但是，这些基质的生化复杂性各不相同（例如组织、全血、血浆/血

清、尿液、唾液、脑脊液等）。简而言之，样品前处理过程的目的就是要从基质中选择性地分离目标分析物，并尽可能去

除或减少处理过的样品中基质组分的含量，此外，如有必要，还要对目标分析物进行浓缩。有效的样品前处理是一种技

能，最多可占生物分析总时间的 80%。如第 1 章所述，样品前处理是整个生物分析方法中最费力且容易出错的部分。



228

本书中涉及的许多样品前处理方案都可直接用于生物分析基质。液液萃取（LLE，第 7 章）、过滤（第 5 章）、固相萃取

（SPE，第 9 章和第 10 章），以及“稀释-上样”法都是常用的传统样品前处理技术。由于本书其他部分已经详细介绍了

这些技术，此处不再重复它们的相关信息。但新的以及改进的样品前处理技术层出不穷，有越来越多的方法能够有效

地从生物基质中提取出目标分析物。许多这类新开发的样品前处理技术已经过了测试、验证并已经商品化。本章将概

要地介绍其中一些新的或使用较广泛的方法。

生物分析实验室中的血液分析

血液无疑是分析生物体液中的药物和药物代谢物时最常见的基质。人们通常都更倾向于使用血浆或血清作为分析基质，

但这需要采集大量的血液。在药代动力学 (PK) 和毒代动力学 (TK) 研究中，啮齿类动物是临床前试验最常用的动物。小

型啮齿类动物（例如小鼠）可提供的血液样品是有限的。通常，每次 TK试验需要 200-250 µL（总体积可多达 1500 µL）

的样品。为了得到足够的血液样品，采样前必须将动物保暖 10 min。为了得到足够用于试验的血液，我们经常都需要混

合数只大鼠或小鼠的血液。显然，如果检测用血减少，就可以减少动物使用。在新生儿临床试验中，我们不可能获得大

量血液。因此，降低血液样品的使用体积有助于实现更多的儿科研究及其他试验。

我们常常面临一个问题：应该使用血浆还是全血来进行分析测定？一些研究显示，许多药物都趋向于在血浆和血细胞之

间平均分布，而另一些研究则显示，某些药物会选择性地结合血浆蛋白。还有报告显示，免疫抑制剂等药物主要与血细

胞结合。药物代谢 (DM) 和 PK/TK研究通常使用血浆，因为与全血相比，血浆更易于处理、运输和储存。但国际协调会

议和美国食品药品监督管理局的监管机构均指出，血液是药物暴露检测中可接受的生物基质。因此，在某些情况下，最

好使用全血进行 DMPK和 TK研究中的分析。
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传统的全血分析

图 16.1 展示了分析和处理全血的各种方法。传统方法见图中部，包括透析、液液萃取、蛋白质沉淀、（血液）溶解、膜

过滤和抗凝血。这些方法通常需要较大体积的血液样品，涉及多个耗时的步骤，在这些步骤中可能损失分析物。许多传

统方法都是手动操作的，但很显然，在面对大量样品时，通过机器人或其他方式实现自动化可以为分析提供保障。所有

这些方法都能得到去除了基质的（预处理的）样品。根据最终测定药物和代谢物所用的分析技术，我们还有可能需要采

用其他的样品前处理方法（例如固相萃取，SPE）进行最终纯化和预浓缩。近年来，LC-MS/MS已被用于进一步的分离和

检测。这一联用方法的高灵敏度和高选择性非常有利于痕量分析。实际上，在许多领域中，这一组合方法已经成了为痕

量分析的常用方法。借助 LC-MS/MS，我们甚至无需进行过多的样品纯化步骤就能测定生物样品中的 ppb级的化合物。对

于定量分析来说，LC-MS/MS是必不可少的。
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图 16.1

全血的处理 线上

去除了基质的（预处理的）样品
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（原始）样品
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摘自参考文献 1。
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但是，这些分析全血的传统技术仍无法达到分析小体积全血样品的要求。近来，一种比以前预期的血液样品用量更少，名

为干血斑 (DBS) 分析（图 16.2A-D）的技术引起了人们的极大关注。该技术已经扩展到其他生物体液（例如血浆、唾液、

脑脊液 (CSF)），因而人们提出了干介质斑点 (DMS) 分析的概念。全血样品前处理还有一个有趣的新方法—制备细胞崩

解血液（CDB，图 16.2E）。在该方法中，使均质的血液样品通过一根加热的 (75 °C) 不锈钢毛细管。产生的热冲击将导

致细胞崩解，进而生成一种称为 CDB的新基质以用于进一步分析。如需了解该技术的更多信息，请参阅参考文献 1-3。

图 16.2

干血斑分析步骤

点样区域 批号

标记区域

复选框

点样 重复点样 干燥血斑

打孔取出血斑 洗脱到样品管中

A B C

D E
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干血斑分析/干介质斑点分析

早在 1913 年，Bang4 就发表了 DBS 分析在血糖浓度评估中的应用。但最著名的干血斑应用是 Robert Guthrie 博士在

20世纪 60 年代初期开发的苯丙酮尿检测方法 5。他开创的滤纸采血法被广泛应用于新生儿遗传性代谢疾病的群体筛

查。近年来，滤纸采血法已成为了一种重要工具，广泛应用于临床研究中的个体筛查、临床前动物试验、治疗和违禁药

物监测，在常规药物开发中也有潜在用途。

今天，制药行业面临着需要在尽可能短的时间内提供高质量 PK数据的压力，因此该领域的工作者们必须能够准确、精密

地收集、分享、储存和分析成千上万的生物样品。此外，号召在药物开发过程中减少、改良和替代动物使用的运动，又

形成了另一个挑战，要求该领域的工作者们适度采集样品，在保证收集到足够的血液样品总量用于分析的同时，还要避

免过度使用动物。因此，干血斑分析成为了制药行业应对这些挑战的一种方法。此外，干血斑分析中涉及的其他技术也

将这一方法扩展到了其他领域。

如图 16.2中的工作流程所示，DBS操作和分析相当简单，只有几个步骤。针刺手指或脚踵，将血液吸入玻璃毛细管中，是

常用的采集方法（虽然有时也使用移液枪头）。在动物实验中，通常针刺其尾部采样。这样就不需要使用注射器吸取静脉血。

根据毛细管的大小，吸取足够制备多个血斑的血液样品。通常只需要几十微升的血液。有时也会从受试者的微血管中采集

血液。
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具有一定尺寸的 DBS卡片由滤纸或其他非纤维素材料制成（例如安捷伦的 DMS卡）。这种卡片是点样装置。如图 16.2A

所示，采血后，将血液点在 DBS卡片上。一张典型的卡片上最多可点四个血斑（图 16.2B）。每个血斑一般点样 10-30 µL

血液（平均 15 µL）。采用毛细管进行血液点样（有时也采用微量移液器）。极为重要的一点是切勿让毛细管接触到滤纸，

以避免污染。典型的血斑直径在 5-9 mm之间。接下来，让血斑在室温下干燥 2 小时（图 16.2C）。该步骤可采用干燥架。

经这种方式处理的血液可以在室温下长时间储存而不会降解。如需运送和保存已经点样的卡片，应将其放在含有干燥剂

的可密封塑料袋中。

进行分析时，对每个干血斑进行打孔操作（图 16.2D），将所得的圆形（盘状）血斑置于样品瓶、离心管或 96 孔板的孔

中。典型的打孔尺寸为 3-6 mm的盘状区域，具体尺寸可根据需要达到的检测限以及可用的点样血液体积进行优化。

对于训练有素的技术人员来说，手动打孔 96 个样品所需的时间一般为 10-15 min。使用有机溶剂（一般为含有内标的甲

醇或甲醇-水混合物）洗脱目标分析物。对于碱性分析物，建议使用含 0.1% 甲酸的 80:20 (v/v) 甲醇:水溶液；对于酸性分

析物，建议使用含 1% 氢氧化铵的 60:40 (v/v) 甲醇:水溶液。提取溶剂的体积在几百微升范围内，一般为 300 µL。研究表

明，使用 DBS技术时，点样尺寸的重现性通常在 +/- 5-10% 范围内 6。在一些例子中，可能还需要通过蛋白质沉淀、液

液萃取或固相萃取等方法对样品进行进一步纯化。

表 16.1 展示了 DBS技术与传统血浆分析技术相比的许多优势。DBS分析技术的缺陷在于它无法预浓缩分析物，因此通

常都需要采用高灵敏度的分析技术（例如 LC-MS/MS），而某些实验室可能不具备这种能力。但是，LC-MS/MS正在逐渐

成为各种类型的痕量分析的标准分析技术。采用微量 SPE 也许可以对去除了基质的 DBS 萃取物进行进一步纯化。

其他的考虑还包括这项技术不能用于分析挥发性化合物、对空气敏感的化合物，以及某些不稳定的代谢物。光敏化合物

需要进行专门处理。
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表 16.1

传统血浆分析与干血斑分析的对比

参数 传统血浆分析 干血斑分析 对 DBS 的评价

血液体积 >500 µL 10-30 µL 需要更少的实验动物；可从单只实验动

物上进行更连续的采样，获得一致性更

好的数据，对组合数据的依赖性更低；

可用于新生儿和青少年患者研究

血液采集技术 使用注射器从静脉血

管抽取血液

使用毛细管从手指或脚踵处采样 采样的损害性及患者的不适感降低，

更易获取多个样品；采样总体过程更加

简单

样品处理 对血浆进行离心、

分离和纯化处理

简单的三步流程；直接在底物上进行纯

化，可保持更高的分析物稳定性（尤其

是对酶敏感的化合物）

DBS步骤更少，因此产生误差的可能性

更低；所需的人力更少；目前还不能轻

松实现自动化；通常需要手动进行打孔

和提取

储存和运输 血浆必须在冷冻条件

下储存和运输

干燥状态下可在室温下保持稳定；运输

时无需生物危害物标识

DBS样品可在室温下储存，运输时无需

使用干冰，因此可用于更远程的取样，

这一点对于人体临床试验样品尤为重要

成本 运输时需要使用冰

箱、干冰，需要使用

更多的实验动物，

必须作为危害性物质

处理

降低了运输成本、储存成本，使用的实

验动物更少，可作为非危害性物质运输

可降低药物开发的总成本
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DBS样品采集技术已经通过多种药物化合物的分析得到了验证，并且大量研究表明，DBS结果与传统的血浆分析方法所得

的结果之间具有良好的相关性。例如，有研究直接比较了使用传统血液分析技术与干血斑技术定量测定大鼠体内 12 种药

物化合物的结果 7。总的来说，DBS样品和血液:水样品得到的分析结果具有良好的相关性。另一个例子是在大鼠体内进行

的奥美拉唑毒代动力学研究，该研究比较了全血和血浆样品的分析结果与 DBS的分析结果 8。传统的血浆分析需要使用

240 µL血液，而经典的 DBS卡片只需要 60 µL血液样品（可点样 4 个血斑）。采用 LC-MS/MS分析从 DBS卡片上洗脱的药

物。通过 DBS血样浓度比血浆浓度的平均值我们可以得到血液与血浆浓度之比，将该比值应用于血浆浓度即可预测出血

液浓度。

由于 DMPK/TK研究的样品量较大，手动上样和干血斑打孔成了一项繁琐的工作。因此，我们需要实现某种形式的半自动

或全自动化。人们已经应用了多种自动化方法。其中的一种机器人自动化装置在 15-20 分钟内就能完成 96 个血样滤纸片

的打孔。其他方法直接将分析物从卡片上洗脱下来，还有一种方法是将卡片上的分析物离子化，使其变为气相，然后再

将它们转移到质谱仪中。这是一个相当新的领域，相关实验方法的细节不在本章的范围之内。读者可以参考详细描述了

这些方法的文献综述 9-12。

蛋白质的去除

人体和各种动物的尿液和血浆是我们最常分析的生物体液。采用 LC-MS/MS分析生物基质中的化合物时，去除蛋白质是

样品前处理过程中非常关键的一个步骤。许多生物体液不能直接使用 LC-MS/MS进行分析的主要原因之一，就是其高含

量的蛋白质将迅速损坏 HPLC色谱柱的性能以及污染质谱离子源。有多种技术可以去除血浆中的蛋白质或降低其含量。

表 16.2 列出了许多较为常用的蛋白质去除技术。在串联质谱技术被广泛接受之前，LLE和 SPE作为主要的蛋白质去除技

术被应用了多年。但是，这两种样品前处理技术都需要进行方法开发且步骤繁多。例如，LLE需要通过直接萃取和反萃取

才能去除蛋白质，而 SPE则需要研究人员考察各种吸附剂、萃取、冲洗和洗脱溶剂，以及 pH条件，以使药物和代谢物

达到最佳纯化效果和回收率。蛋白质沉淀法现在已经较为常用，而且只要污染物不会导致MS检测器中出现过度的离子

抑制或离子增强效应，该方法的效果相当不错。
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蛋白质沉淀

蛋白质沉淀（有时称为蛋白质“破碎”）是一种常用的样品前处理方法，因为有时某些样品经沉淀之后可以直接进样到

HPLC色谱柱中。该方法几乎不需要进行方法开发，使用的设备和试剂也很简单。但该技术不能浓缩分析物，实际上，反

而发生了稀释。此外，样品的纯化程度也是有限的。取决于所用的沉淀试剂、实验条件和需要从血浆中提取的物质种类，

该方法最多可从样品中去除 98% 的蛋白质。但是，其他赋形剂（例如盐类、脂质和磷脂）仍会留在上清液中。

蛋白质沉淀法的原理非常简单（见图 16.3）。向血浆样品中加入化学试剂的目的是使蛋白质在样品中的溶解度显著降低，进

而沉淀。通过过滤或离心可去除沉淀，留下的透明上清液或滤液通常可以直接进样到 HPLC或 LC-MS/MS系统中。表 16.3 

列出了沉淀血浆蛋白质常用的 4 种主要试剂。

图 16.3

干血斑分析步骤

样品

2) 混合

3) 离心或过滤

4) 去除上清液

溶液中的蛋白质

分析物

其他干扰物
沉淀的蛋白质

1) 添加有机试剂或其他

化学试剂，然后

5) 分析上清液（在此之

前通常要先进行干燥

和复溶）



237

表 16.2

用于从生物体液中去除蛋白质的技术

蛋白质去除技术 原理 参考文献

沉淀 在搅拌的同时，向血浆溶液中加入有机溶剂（例如乙腈、甲醇）、酸性溶液（例如高氯酸、

甲酸、三氯乙酸）或盐溶液（例如硫酸钠、硫酸铵）。蛋白质沉淀并形成小球，可通过离心

或过滤去除。上清液可通过 HPLC进行分析

13-16

限进介质 (RAM)

（请参阅第 10 章）

将含蛋白质的溶液注入 RAM柱，该柱具有短链亲水性键合相（例如烷基二醇），该键合相经专

门设计可阻挡蛋白质，还允许小分子扩散进入其孔隙中并与键合的反相发生相互作用；溶液的

蛋白质部分可通过切换阀排入废液中；一种类似材料具有亲水性聚合物，能通过覆盖 C18 固定

相表层执行相同的功能。

17-21

湍流流动色谱 具有大粒径（约 50 µm）键合硅胶的小直径反相色谱柱（内径 1 mm）可在非常高的线速度下

（高达 8 mL/min）运行；虽然雷诺数不在湍流范围内，但由于线速度非常高，低扩散的蛋白质

和其他血浆组分将无法穿过填料孔隙，进而被冲入废液中；小分子物质（通常为药物及其代谢

物）则能够穿过孔隙并保留在反相填料中。接下来使用水性-有机流动相将小分子洗脱进入质谱

仪中

22-25

离子交换

（请参阅第 9 章）

通过调节流动相的 pH使生物体液的蛋白质部分带净正电荷或净负电荷，使离子交换柱选择性地

保留生物大分子；小分子则会通过柱，不会被保留，并且可通过第二维色谱柱富集，进行后续

的 HPLC分析。可采用离线或在线方法

26-28

体积排阻色谱

（请参阅第 11 章）

选用与水兼容的适当小孔径填料，可阻挡蛋白质并使其首先从柱中洗脱下来，而小分子量化合

物则在接近总渗透体积时洗脱出来

29-34

反相

（请参阅第 9 章）

采用键合到大孔径硅胶上的弱疏水性短烷基链固定相（例如 C3 或 C4），可保留蛋白质，且与极

性药物的相互作用更少，因此它们可用于保留蛋白质并使小分子通过

35-36

高丰度蛋白质的

去除（请参阅

第 15 章）

键合至固相填料的抗体亲和相可去除人和其他血浆/血清样品中的高丰度蛋白质（多达 20 种）；

由于低丰度蛋白质不与柱介质发生相互作用，因此它们可作为未保留峰收集。然后它们可通过

痕量富集技术进行浓缩，并进行进一步的研究。该技术更常用于低丰度蛋白质的研究，而较少

用于生物体液中药物和代谢物的分析

37-41
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最常用的方法是加入有机溶剂。有机溶剂能够降低血浆蛋白溶液的介电常数，从而增强蛋白质分子之间的静电相互作用。

有机溶剂还能够置换与蛋白质疏水部分相连的水分子。由于最大限度减弱了疏水相互作用并增强了静电相互作用，蛋白

质开始聚集，然后沉淀。在低于蛋白质等电点的任何 pH条件下，酸性试剂都会与蛋白分子中带正电荷的氨基形成不溶性

盐。金属离子与蛋白质上的氨基结合，从而置换质子。这也会降低蛋白质的等电点，同时置换的质子也会降低溶液的 pH，

导致蛋白质沉淀。高盐浓度会减少可用的水分子，使蛋白质脱水，进而增强疏水相互作用，导致蛋白质聚集。

表 16.3

沉淀之后，通过离心或过滤去除变性的蛋白质，留下透明的上清液，并取其中一部分转移到另一个试管或样品瓶中。如

果采用离心方法，需要使用相对较高的离心力 (10000-15000 g) 才能分离沉淀的蛋白质。由于离心包括多步手动操作，所

以不太适用于高通量分析。对于这类实验室，使用更为普遍的是“流通”式 96 孔过滤板，而且它能实现全过程自动化。

在这种过滤板中，每个孔的底部都有一个小型滤膜，该滤膜可将沉淀的蛋白质滤出，使得上清液能够在出口处被收集到

96 孔收集板中。采用这种过滤板时，“溶剂优先”法是沉淀血浆中的蛋白质最为有效的方法。但是，在常规的 96 孔过滤

板上，低粘度溶剂（例如乙腈）总是会在添加血浆之前就在重力作用下过早地从板上开始滴落。现在已经有了专门设计

的新型专用无滴落过滤板（例如安捷伦科技公司的 Captiva ND过滤板），它们所用的材料能够无滴落地有效留住沉淀所用

的有机溶剂。只有施加真空时样品才能通过滤膜。这样可避免损失样品，还实现了无障碍的自动化方法。先加入有机溶

剂，然后加入生物样品，充分混合，接下来施加真空，滤出沉淀的蛋白质。只需几分钟，即可得到无颗粒、无蛋白质的

样品。对于样品数量不多，不需要使用 96 孔过滤板的操作人员，还有 SPE小柱形式和一次性滤膜过滤器形式的单滤膜

Captiva过滤器可供选择。

沉淀血浆蛋白质的化学试剂

试剂类型 典型试剂 注释

有机溶剂 乙腈、甲醇、乙醇 最常用的是乙腈；它可以不可逆地破坏蛋白质的

三维结构

酸类 三氯乙酸、高氯酸、钨酸 不可逆地破坏蛋白质的三维结构

金属离子 氢氧化锌、硫酸铜-钨酸钠

盐类 硫酸铵 盐析效应；蛋白质变性可能是可逆的，透析出多

余的盐之后蛋白质有可能复性
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此处展示了使用无滴落 96 孔过滤板和离心方法对加标了 b-受体阻滞剂类药物的血浆进行样品前处理的一个实例 42。

表 16.4 列出了样品前处理过程中的各个步骤以及每一步所用的时间。离心操作涉及几个手动步骤，而使用 96 孔过滤板

的方法可以实现完全的自动化，从而显著节省了时间，并免除了很多手动操作。我们进行了几个检测实验来说明使用膜

过滤的蛋白质沉淀法的有效性。采用微粒 1.8 µm ZORBAX Eclipse Plus HPLC色谱柱 (2.1 x 50 mm) 以及梯度洗脱，将过滤

样品的上清液进行 5000 次进样分析，结果柱压仍可保持相对恒定，这表明蛋白质去除得非常彻底。经同样次数的进样分

析 b-受体阻滞剂（美托洛尔、纳多洛尔、吲哚洛尔和普萘洛尔）所得的保留时间和MS峰面积也保持恒定。

表 16.4

使用 Agilent Captiva ND 96 孔过滤装置和离心方法进行蛋白质沉淀的样品前处理时间比较 42

离心 时间 (min) 96 孔过滤装置 时间 (min)

将 0.2 mL加标血浆样品和 0.6 mL乙腈＋ 0.1% 甲酸

加入到离心管或空的 96 孔板内

5 将 0.2 mL加标血浆样品和 0.6 mL乙腈＋ 0.1% 甲酸加

入到无滴落 96 孔板内

5

以 10000 RPM的转速离心 10 min 11 用移液枪将每个孔中的样品混合五次并施加真空

将上清液转移到 2 mL进样用样品瓶中（如果使用的

是离心管）或新的空 96 孔板上（如果使用的是多孔

板）进行分析

10 将进样板直接用于分析 0

样品前处理所需的总时间 26 样品前处理所需的总时间 5
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亲脂性物质的去除

如前所述，蛋白质沉淀法在很大程度上只能去除血浆样品

中的蛋白质。而盐类、低含量的蛋白质、脂质、磷脂、溶血

磷脂酰胆碱，以及其他赋形剂仍然留在上清液中。由于测

定药物和生物体液主要采用的技术是反相 HPLC，因此留在

上清液中的盐类影响不大，因为大部分盐类都会随着溶剂

前沿或其附近部分从反相色谱柱中被洗脱出去。但亲脂性

化合物是个问题，因为它们会出现在反相色谱图疏水性部

分的后方，对分离造成干扰，还会滞留在色谱柱上，滞后流

出，并且/或者造成MS信号的离子抑制。采用固相萃取法

可以去除部分这类化合物，但却增加了样品前处理过程的

复杂性。

一种能够更加快速且更加经济有效地去除这些亲脂性化

合物的方法是使用 Captiva NDLipids 96 孔过滤板或者与其等

效的单管产品。图 16.4 展示了如何使用这种过滤板去除

血浆样品中的沉淀蛋白质和脂质。该装置采用了双层过滤

器设计：第一级的无滴落过滤器可去除沉淀的蛋白质，第

二级的过滤器（专利）可去除亲脂性化合物。通常使用

50-200 µL的血浆样品。以有机溶剂:血浆 3:1 的比例加入沉

淀试剂（有时称为破碎溶剂）甲醇或乙腈。调节 pH使目标

分析物离子化。对于碱性化合物，我们建议在甲醇中加入

0.1%-1% 的甲酸。对于酸性化合物，我们建议使用 pH为

9，浓度为 5-10 mM的甲酸铵缓冲液。为了使沉淀更加彻

底，我们建议使用移液枪进行抽吸混合，而不是采用轨道式

振荡或涡旋混合。过滤/除脂步骤耗时应为 5 分钟或更短。

图 16.4

Captiva NDLipids脂质/
蛋白质去除过滤板

沉淀

过滤

图示说明

盐类

蛋白质

脂质

分析物

加入沉淀试剂

样品

混合物

沉淀剂

（例如乙腈）
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Captiva ND 的使用 Lipids纯化装置的作用

LC-MS/MS 反相色谱图

仅采用蛋白质沉淀法

采用 Captiva NDLipids进行脂剥离蛋

白质沉淀

MS跃迁 184 → 184

图 16.5 比较了使用 Captiva ND和 Captiva NDLipids去除血浆中亲脂性物质的结果。采用 184 → 184（源内裂解）MRM离

子对，可将磷脂酰胆碱作为监测离子抑制的指示。从图 16.5 中可以看出，大部分含脂质物质的含量均有所下降。进一步

比较的结果如图 16.6 所示，通过柱后注射实验对脂质进行了研究，并比较了处理血浆样品的各种方法。通过对比可以明

显看出，如果分析人员想要消除 LC-MS/MS分析中的亲脂性离子抑制，仅采用蛋白质沉淀法远远不能满足需要。SPE和

液液萃取纯化血浆样品的效果相当。而脂剥离与蛋白质沉淀结合的方法表现出最佳的总体基线。去除含磷化合物的另一

种方法是使用对磷具有高度亲和性的氧化钛或氧化锆类吸附剂。
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生物组织样品的样品前处理*

生物组织样品的样品前处理一直以来都是一项极为繁琐和费时的实验室工作。从组织被切割下来的那一刻起，我们就必

须高度重视样品的储存、处理（无论是通过机械方法还是化学方法）、提取和最终分析。即使顺利完成了这些处理过程，

组织分析数据的可用性以及分析的质量（准确度、精密度和重现性）仍然是不确定的。尽管组织分析从某种程度上来说

非常棘手，但是近十年来，在探索组织样品前处理的新方法方面，以及更好地理解传统方法的风险和优势方面，我们仍

然取得了重大的进展。在这里我们将简要介绍定量生物分析应用中人体和动物组织的样品前处理。但不包括显微技分析、

成像分析和元素分析的组织样品前处理。我们将介绍和比较传统的提取技术和新的方法。

* 部分摘自参考文献 43
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为什么要进行组织分析？

涉及组织前处理的几个应用领域包括制药、分子生物学、食品科学、法医学和毒理学。在药物研究中，组织的定量分析

可用于评估药物作用位点上的组织摄取、关联药物浓度与药代动力学和药效动力学响应，以及预测毒性和剂量。组织样

品经处理后还可获取其中的蛋白质、多肽、纯化的 DNA或 RNA用于分子生物学研究。在食品科学研究中，测定饲养动

物组织中的防腐剂、农药残留、生长激素和药物残留非常重要。例如，在食用动物中使用抗生素的问题越来越受到关注，

因为即使人类食用的肉类中仅有痕量的氟喹诺酮抗生素残留，也有可能提高人体内的细菌抗药性。组织分析的另一个重

要应用领域是法医或毒理学分析，无论是根据犯罪现场的证据确证嫌疑犯身份，还是确定是否发生了中毒或药物过量，都

能应用该方法。因为几乎从任何人类组织中都能提取到 DNA，因此我们可以将从犯罪现场的证据中提取到的 DNA与从已

知个体中提取到的 DNA进行比对。在毒理学或 DNA检测中，组织通常与血液、尿液和毛发样品一起使用。

组织前处理技术的类型

组织前处理技术可以分类为机械、酶解或萃取仪器。某些已成功地应用于其他类型固体样品（例如土壤或植物体等）的

技术（第 14 章）也可以用于组织。组织样品虽然是固体，但我们应该认识到其本质上含水性极高，我们可以利用这一点

来碎裂组织基质中的细胞。通常，采样后我们会立即将组织块放入液氮中急速冷冻，并在处理之前将其保存在非常低的

温度下（-20 或 -70 °C）。与任何其他的生物基质一样，我们应针对生物危害采取一定的安全预防措施。组织样品从冰箱

中取出之后最好立即处理，因为解冻过程将产生不便切片或切块的弹性块状物。如果需要对大量组织进行前处理，应将

样品分成几小批顺序处理，而不要一次性解冻所有样品。

表 16.5对各种技术进行了简单的比较。所述组织前处理方法的工作流程如图 16.7所示。每种技术都有其各自的优缺点，

有时我们还可以结合使用某些技术以实现最佳提取效果。
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表 16.5

组织样品前处理技术

技术 主要应用
处理整个
组织样品块

分析物
稳定性问题 自动化 价格低 高样品通量

均质机 小分子、蛋白质、

多肽、DNA、RNA

是 否 否 是 否

超声仪 否 否 否 否 否

球磨式研磨器 DNA、核酸 是 否 是 是 是

冷冻/研磨 是 否 是 否 是

自动均质器 小分子、蛋白质、

多肽、DNA、RNA

是 否 是 否 是

酸或碱 DNA、核酸 是 是 否 是 是

酶解 小分子、DNA、

核酸

是 可能 可能 是 是

加速溶剂萃取

(ASE) 或加压

流体萃取

环境样品

（土壤、食品）

是 是 是 否 是

微波加速提取 否 是 是 否 是

压力循环技术

(PCT)

DNA、核酸 是 否 是 否 是



机械处理

• 均质化

• 球磨式研磨

• 冷冻研磨

• 超声处理
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图 16.7

组织样的前处理方法工作流程对比

机械方法 仪器辅助萃取 消解方法

使用仪器进行萃取 消解

• 酸

• 酶

采样 采样采样

称量 称量称量

研磨和冻干

（仅超声）

离心

离心萃取物

萃取物

复溶

复溶

复溶

分析

分析

分析

涡旋

• 加速溶剂萃取

• PCT

• 微波萃取
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机械技术

在一系列定性或定量应用中，均质或“研磨”仍是制备组织样品最常用且最实用的方法。一开始，由发动机和一组刀片

组成的小型不锈钢探头型搅拌器会进行剧烈混合和搅拌，并将样品物理切割成小块。然后，称取一定量的样品（10 mg

到 1 g），加至含有已知体积缓冲溶液的样品瓶中。缓冲液的 pH可调节为符合提取所需的条件。所得的样品或均质物为半

固体性质，可以按照与处理血浆基本相同的方式进行处理。延长均质步骤，或对均质物进行离心后倾出上清，将最大限

度地减少均质物中的大颗粒。

均质机是一种紧凑且相对廉价的小型仪器，仅需极少的培训即可进行操作。但操作人员会过度暴露在高速混合的噪音

中，需要对耳进行保护。在处理每个样品之间的间隙，应充分地重复冲洗探头，以避免交叉污染。使用并联均质机，采

用多探头的平行处理方法可加快均质速度。这种类型的均质机配备了 4 或 6 个探头的均质机探头组件，或具有各种尺寸

切割刀片的超声处理仪。通过三个可编程的清洗工作站可对探头进行自动清洗。在 248 页的边栏处，“大鼠脑组织中地昔

帕明分析的均质方法”介绍了在脑组织的地昔帕明分析中采用均质方法的典型样品前处理流程。

超声处理是另一种均质方法。在超声处理中，首先对组织样品进行急速冷冻，然后立即在液氮浴中用研钵和研杵将其研

磨成细小粉末。称量粉末并妥善保存，在分析之前，将其与已知体积的缓冲液混合，然后将专门设计的声学工具（变幅

杆或探头）直接放置在粉末和缓冲液的混合物中进行超声处理。该方法比均质更直接，但要使组织粉末化，需要大量的

手动操作，这可能会造成操作者的职业健康问题（例如腕管综合症）。与使用均质机时相同，在样品与样品之间应彻底清

洁超声探头。
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珠磨式研磨器代表了一种自动化程度更高的组织样品前处理方法。25 年前由 BioSpec Products（美国俄克拉何马州巴特

尔斯维尔）推出的珠磨式研磨器是一种独特但设计简单的仪器，它利用小型研磨珠和高速马达粉碎细胞。坚硬的聚四氟

乙烯叶轮高速旋转，使得数千个小型研磨珠在特殊形状的容器中碰撞，从而快速、高效且安全地破碎细胞。每个样品分

别放置于装有规定量的研磨珠和缓冲液的独立试管中，然后搅拌 15-20 分钟。由于是在一次性微量离心管中进行均质，可

确保最大限度地减少样品的交叉污染。

另一种形式的珠磨式研磨器是 SPEX Certi-Prep（美国新泽西州梅塔钦）的冷冻研磨机，它使用小型磁棒而非研磨珠来粉

碎样品。通过将样品室浸入液氮浴中进行冷却。冷冻研磨机适用于较大的样品 (>500 mg)，但也可以针对小型样品进行定

制。无论是采用冷冻研磨机还是珠磨式研磨器，都需要将样品放入第二容器中，该容器可以是一次性的，也可以不是。清

洁非一次性样品容器是一项费力的工作，因此应尽可能使用一次性容器。

由路易斯安那州立大学的 Steven Barker首创的新技术基质固相分散（MSPD，请参阅第 10 章）在食品科学领域广为人知，

但药物研究人员却对该技术了解甚少 44-45。与机械技术（如珠磨式研磨器）类似，MSPD利用了混合组织样品与大型硅

胶颗粒 (>50 µm) 以及使用研钵与研杵进行研磨时产生的剪切力。使用各种固相化学填料可将农药或药物等分析物从组

织中提取出来。分析物留在硅胶或键合硅胶颗粒上，随后使用适当的溶剂即可将其洗脱下来。目前这一多步骤方法需要

反复且仔细的手动操作，但我们可以想象，未来它必将实现自动化或与前文所述的某些装置结合使用。
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一篇已发表的出版物报道了基于MSPD在线 SPE纯化方法，随后采用 LC-MS/MS分析鱼类组织中（不是人组织）真菌毒

素的应用 46。在这篇出版物中，作者测定了虹鳟鱼中 ppb级的玉米烯酮 (ZON) —一种非甾体类雌激素大环内酯类真菌毒

素。首先将鱼切成小块，冷冻，然后置于玻璃研钵中。向研钵中加入 2 g C18 SPE填料，用研杵剧烈混合均匀。将得到的

粉末在 40 °C烘箱中干燥，然后将混合物填充到配备了聚乙烯过滤盘滤芯的 6 mL聚丙烯柱中。接着将该聚丙烯柱与另

一个填充了石墨化炭黑 (GCB) 的 SPE柱串联。用甲醇-水 (70-30 v/v) 将 ZON从上面的柱（来自MSPD实验）中洗脱到下

面的 SPE柱中。ZON和干扰物都会被捕集在 GCB柱上。通过一系列的溶剂冲洗去除干扰物后，再用二氯甲烷-甲醇混合

物 (80-20 v/v）洗脱 ZON。收集洗脱液，在氮气流下将其蒸干，用兼容 LC的溶剂复溶，然后采用 LC-MS/MS进行分析。

在方法开发过程中，作者还曾使用氧化铝作为基质分散试剂，但最后发现采用 C18 可获得更出色的回收率和更低的

%RSD。

大鼠脑组织中地昔帕明分析的均质方法

1. 制备样品时，将称量过的一小块脑组织放入样品瓶中。加入适量的去离子水，使每毫升水中含 0.1 g组织

2. 制备标准溶液和质量控制样品时，将称量过的一小块脑组织放入样品瓶中。加入适当体积的地昔帕明储备液

(10 mg/mL) 和去离子水，使每 mL水中含 0.1 g组织

3. 至少应均质处理 300 mg空白组织＋ 3 mL去离子水，以获得足够的空白基质用于标准曲线、质量控制样品和

空白的制备

4. 对样品、初始工作标准溶液和质量控制样品进行 3-5 min的均质处理，每次处理后清洗探头

5. 用空白均质基质稀释标准工作溶液和质量控制样品，制备线性动态范围内的标准溶液和质控样品。充分涡旋

混合

6. 取等量的 100 µL样品、标准品、质量控制样品和空白，并分别与 200 µL 200 ng/mL的氟哌啶醇（内标）乙腈

（蛋白质沉淀和样品萃取）溶液混合

7. 涡旋混合 5 min，以 4000 RPM的转速在 4 °C下离心 5-10 min

8. 转移上清液并进样至 LC-MS/MS系统
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酶解技术

机械技术对于破坏细胞结构以及从非血管化或低含水量的组织（例如骨骼、软骨或毛发）中提取分析物帮助不大。对于

DNA或核酸等可耐受苛刻条件的物质，我们经常采用强酸（例如 12 N盐酸）分解等极端方法。而特定的酶则可以用于

分解组织样品。

现在已有商品化的装置可供选择，它们包括由抗腐蚀性介质的材料制成的裂解罐。这种裂解罐也可以作为微波萃取系统

（将在后面介绍）的容器。

酶解，一种常用于组织分解以及从细胞中获取蛋白质和 DNA的技术，具有样品前处理可实现无人值守运行、可自动化和低

成本等优势。酶解性质和效率各不相同的多种酶为我们提供了广泛的选择。酶的选择取决于需要进行酶解的目标组织或组

分（例如软骨）。虽然酶解技术已经应用了几十年，但是很少有出版物涉及组织样品前处理中为获得小分子而进行的酶解 47。

人们对酶解作为药物生物分析中组织前处理技术的一种替代技术的可行性进行了研究 48。选择了胶原酶和蛋白酶 K两种酶

进行评价，这两种酶均能酶解结缔组织以使组织分解，且分别代表了较为温和的消化酶（胶原酶）和较为强烈的消化酶

（蛋白酶 K）。结果表明，酶解的提取效率与均质方法相当，使用胶原酶或蛋白酶 K的酶解方法可以作为分析组织中的小分子

时的替代样品前处理方法。

用酶解法制备受损伤大鼠脑组织样品并检测其中的化合物浓度，所得结果与使用传统组织均质法制备样品检测所得的数

值具有很好的一致性，这表明酶解法也是一种适用于组织样品前处理的方法 48。根据所需的酶解强度，还可以使用各种

其他的酶，例如胰蛋白酶、木瓜蛋白酶或弹性蛋白酶等。
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萃取仪器

人们也曾经评估过（或至少考虑过）一些用于其他类型固体样品的提取仪器用于组织样品前处理的可行性。但是，预期

用途与仪器设计在样品尺寸方面相冲突。使用这些仪器时，必须考虑样品室或样品瓶的数量和尺寸，以及最终的提取体

积。加压流体萃取 (PFE) 仪器（第 14 章）使用高温高压的液体溶剂，在极短时间内用少量溶剂从固体或半固体样品中萃

取分析物。使用 PFE时，样品密封在经过加压和加热且充满了提取溶剂的不锈钢容器中。静态提取样品 5-10 分钟，溢出

的溶剂排入收集样品瓶中。

接下来，压缩氮气将剩余溶剂吹扫进同一样品瓶中。由于该技术使用液体溶剂，所以可用于目前使用液体溶剂的任何应

用。整个过程通常只需不到 15 分钟，10 g的样品大约需要 15 mL溶剂 49。该技术已被应用于从动物、植物、鱼类组织、

食品、聚合物中提取小分子化合物，以及土壤中多种类型的环境污染物的提取。

微波加速提取（第 14 章）已作为一种加速提取过程的技术广泛应用于固体样品。微波加热可以驱动多种化学过程，包括

酸消解。但是，大多数组织以及组织内分析物的热不稳定性限制了这项技术在组织中的应用。

还有一种新型萃取仪器，它基于压力循环技术 (PCT)。该仪器利用超高压和常压的重复循环从组织中提取蛋白质和核酸 50。

这项新技术已被应用于从多种生物体中（包括病毒、细菌、动植物细胞和组织）定量提取核酸、蛋白质和小分子化合物。
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选择组织前处理技术时的考虑因素

如何针对应用选择最适合的组织前处理技术，是一个难以解决的问题。样品通量、分析物回收率、分析物的热稳定性、可

用的样品量、可用的样品前处理技术、精密度、准确度、所需的人力，以及操作者安全只是选择最佳样品前处理技术时

必须考虑的因素的其中几点。图 16.8 比较了使用各种技术处理 50 份组织样品所需的典型处理时间 43。

一般来说，最简单的方法—均质是最安全，也是最经济的。但如果您的实验室每个月要分析的组织样品很多，那么投

资新技术也是一种合理而经济的途径。对许多用于其他类型固体样品的装置经调整也可用于处理组织样品。但是，科

学家应该审慎地判断所用方法的风险（交叉污染、人工干预、分析物不稳定性）是否大于其优势。应尽可能最大程度地

降低单个样品之间的交叉污染，且前处理技术必须与接下来将使用的分析方法（即 GC、LC/MS等）兼容。组织本身的

性质也是必须考虑的因素之一，因为纤维结缔组织（例如肌肉）与高含水量的组织（例如眼角膜）相比需要强度更大的

处理操作。

组织分析具有其特有的挑战性。无论何种应用，都普遍缺乏适合基质或相应基质中各种分析物的参比物质。我们很难回

答有关分析物在组织基质中的空间分布异质性的问题，除非使用放射自显影等成像技术。组织定量需要繁琐的样品称量

（切片和切块）步骤，以获得良好的准确度和精密度。因此，可准确获取一定量的组织的技术（如 ASE）都需要在组织称

量方面花费大量时间。虽然我们通常都会使用内标 (IS)，但它通常都是以溶液形式加入制备所得的均质物、酶解物或萃

取物中。很可惜，目前还没有能够将内标分散到组织基质中的物理方法，所以我们无法测定基质中 IS的萃取效率。

用于其他固体样品的提取装置通常都难以在各种装置之间进行放大或缩小，而且还需要购买专门针对某一样品重量范围

的样品容器。通常我们都难以获得（也通常不可能获得）分析标准品与样品之间完整的分析物提取效率相关性。然而，尽

管存在这些挑战，科学家们仍然能够在成熟方法和新方法之间进行选择，例如在均质法和酶解法、96 孔珠磨式研磨器等

更新且更经济有效的方法之间作出选择。
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各种样品前处理方法耗费总时间对比
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从含 50 个样品的样品组所得的数据进行计算。所示的时间为典型时间，且与组织类型无关。

结论

虽然传统的生物样品前处理方法已使用了多年，但人们对更高效、更快速和高通量分析的追求仍推动着新技术的开发。

我们希望新技术比传统方法更快速，并且能够提供与传统方法相当的（即使不能更加出色）重复性和分析物提取效率。

通过使用 96 孔板实现自动化，有助于提高总体工作效率，并且越来越多的样品前处理技术（例如液液萃取、支持液相萃

取、过滤、蛋白质沉淀等）都开始采用这种模式。对于液体样品（例如全血、血浆和尿液），从手动方法到自动化方法的

转换相当简单。在组织样品前处理领域，用户可选择的技术多种多样，包括传统的均质或超声处理，到酶解和压力循环

技术等新型技术。用户需要从速度、成本和自动化程度等方面比较这些技术。
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第 17 章

LC/MS样品预处理

由于质谱具有高特异性和低检测限，被认为是一项高分辨率的灵敏检测技术。适当的样品前处理及 HPLC操作可确保其获

得最佳的化合物测定定性和定量结果。随着质谱仪的灵敏度不断提高，我们能够更好地解决其应用领域中的一些棘手问

题，但这也带来了另外一个问题 — 质谱对进入其离子源的流出物的质量要求也随之提高。虽然样品预处理步骤是在

HPLC检测之前进行的，但使进入液相色谱的样品达到一定的质量要求仍然有助于质谱实现最佳性能。样品前处理是成功

的质谱实验中不可或缺的一部分，但它往往会被忽略。LC-MS/MS作为一项关键技术，广泛应用于生物分析、蛋白质组

学、食品安全及其他要求高灵敏度、高通量分析的市场，而这也是导致人们开始忽略样品前处理重要性的最初原因。曾

经，甚至一度有人认为样品前处理/色谱分离步骤是不必要的！如果认为单独使用质谱即可解决所有的分离问题，那就大

错特错了，实际上这整个系统需要共同协作，我们应该认识到，良好的样品前处理有助于获得更好的质谱结果。因此，在

LC/MS和 LC-MS/MS分析中观察到以前未发生过的“基质”效应之后，研究人员终于开始重新思考样品前处理对于成功

运用质谱这一强大技术的重要性。

LC/MS方法最大的不确定性来自于样品基质，因为基质中可能含有各种已知类型的干扰物。样品及其基质（以及流动

相）可能影响的因素为：

• 质谱干扰

• 系统受损

• 加合物形成

• 离子抑制效应
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在 LC/MS方法中，我们必须识别、去除、减少样品干扰物，或将它们可能造成的影响降至最低。

质谱干扰：与目标组分 m/z值相同或相近的离子可能会造成质谱干扰。相似 m/z值的离子通常可以在进入MS前通过色

谱方法进行分离。如果不能预先分离这些离子（例如由于MS系统分辨率较低，或样品和基质非常复杂），分析人员可以

利用MS-MS系统的多反应监测 (MRM) 功能更加清晰地分辨这些离子。使用飞行时间分析仪的MS系统通常能获得比单

位质量分辨更好的效果，它可以拉开在低分辨率系统中重叠的峰。因此，与能够分辨 m/z值非常接近的化合物的高分辨

率质谱系统相比，低分辨率质谱系统通常都需要纯化程度更高的样品纯化步骤。

系统受损：通常，可在 LC/MS接口上沉积，造成 LC/MS系统性能下降的流动相组分或样品组分会使系统受损。最容易

在大气压离子源或电喷雾离子源中沉积的组分是缓冲盐和离子对试剂。改用挥发性缓冲液，或仅仅使用挥发性酸（例如

甲酸）或碱（例如氢氧化铵）调节 pH，可以解决这一问题。三氟醋酸 (TFA) 是蛋白质和多肽分离时最常用的 HPLC流动

相添加剂，因为它可以提供良好的峰形。但是，它的问题在于会引起离子对相互作用，因此许多分析人员更倾向于使用

甲酸，以稍差一些的色谱峰形为代价，换来更好的MS信号强度。蛋白质等样品基质组分也可能在离子源中沉积。可去

除蛋白质的方法包括沉淀、透析、SPE、体积排阻色谱、免疫亲和色谱以及其他许多方法（请参阅第 16 章，蛋白质的去

除）。脂质（尤其是磷脂）可对质谱仪造成极大损坏，采用新型二氧化钛吸附剂以及其他 SPE吸附剂可去除这类隐患极大

的干扰物（请参阅第 9、10 和 16 章）。在使用MRM的MS-MS分析中，m/e 184 处的信号通常代表存在磷脂污染物，当

样品前处理技术无法去除此类干扰物时，您可利用这一点将它们与您的分析物峰进行色谱分离。

因此，使用表 15.1 中所列的各种技术去除盐类、离子对试剂和蛋白质等基质干扰物，有助于保持离子源洁净且无污染物。

某些新型的正交离子源可耐受一定程度的污染物积聚，但尽管如此，最明智的方法还是在多余组分进入MS离子源之前

就将其去除。
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加合物形成：目标组分加合了另一个离子，使图谱中目标组分出现的 m/z值发生偏移。加合离子（例如钠、钾和铵）可

能来自样品本身、试剂，甚至盛装样品的容器。硼硅酸钠玻璃器皿中的钠离子就是来自样品容器的加合物离子的一个实

例。加合物形成可以作为改善大分子信号的一种方法。但是，我们通常都不希望发生不受控制的加合物形成，一般都会

采用特定的样品前处理方法减少或去除这些加合物。前面的表 15.1 列出了可去除离子的各种技术。

离子抑制/离子增强：未提取的基质化合物可能与目标分析物共洗脱，最后进入质谱仪的离子化室。这些组分会抑制目标

组分的离子化，或在目标组分离子化的过程中与目标组分竞争，从而造成离子抑制效应。这是由于存在挥发性较弱的化

合物，它们可改变液滴形成或液滴蒸发的效率，进而影响最终抵达检测器的气相中带电离子的量。离子抑制是这些干扰

物造成的最关键的问题，因为它通常是最难测定的。甚至某些不会显示在质谱图中的组分也可能引起离子抑制。某些共

洗脱化合物会对电喷雾检测器产生强烈的影响。在测定复杂基质（例如生物体液）中的痕量分析物时，离子抑制效应是

我们最应注意的问题。除了生物样品中常用的复杂缓冲液和表面活性剂系统之外，其他可引起离子抑制的物质还包括盐

类、离子对试剂、内源性化合物（例如脂质、糖类和核酸，以及药物、代谢物和蛋白质）。在生物样品中，样品之间内源

性化合物浓度的天然差异，可导致其离子抑制的水平各不相同。而这种差异会造成样品中目标化合物的信号响应产生不

可接受的变化。最常发生情况的就是响应消失；因此我们通常使用“离子抑制”这一术语。离子抑制效应会影响分析的

重现性和信号强度。在某些情况下，目标分析物的响应可能会增强，产生离子增强效应或获得比预期更强的信号。大气

压化学电离检测器也受离子抑制的影响，但其受影响的程度低于电喷雾检测器。但是，无论使用 API接口进行 LC/MS定

性分析还是定量分析，了解和消除离子抑制和离子增强效应都非常重要。

可以通过注射实验确定是否存在离子抑制。注射实验的具体操作是使用连接到色谱柱上的注射泵，连续地将含有目标组分及

其内标的标准溶液引入色谱柱中。将空白样品萃取物注入 LC系统后，如果原本恒定的基线向下偏移，则说明干扰物的存对

分析物产生了离子抑制。
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虽然这不在本章的讨论范围内，但是已有多种方法可减弱离子抑制效应。其中包括改变离子化模式（例如从正离子化模式

切换为负离子化模式）、样品稀释或减小体积、降低流速、提高色谱选择性，以及优化样品前处理效果。其中最后一种方

法（优化样品前处理效果）可能会用到本书中介绍的多种样品前处理技术（例如 SPE或液液萃取）甚至其他的技术，以获

得最佳的谱图数据。用甲酸代替 HPLC流动相中的三氟乙酸也有一定的效果。更多信息请参阅我们此前发表的有关离子抑

制效应及其清除的讨论 1。更多有关 LC/MS和 LC-MS/MS样品前处理的信息，可参阅相关的文献综述 2、教材 3，以及

LC/MS教材 3-10。

API/MS中最易形成的离子是质子化分子，用 [M+H]+ 表示。类似地，去质子化分子（[M-H]−）会出现在负离子操作中。这

些分子通过电喷雾中的离子蒸发和 APCI中的气相化学电离形成。了解这些反应是了解产生离子抑制效应的原因的基础。

在正离子操作中，气相离子-分子反应将形成最弱的酸（即最弱的质子供体）。例如，在氨 (R-NH2) 的 APCI分析中，水是比

氨更强的质子供体，因而更容易给出 H3O+中的质子，形成 R-NH3
+离子。但是，如果我们现在大量引入另一种可形成比

分析物形成的酸更弱的化合物（例如 R3N）,那么接下来气相反应将转而形成更弱的酸— R3NH+。R-NH2分析物将不再电

离，或电离不充分，因而在质谱图中能观察到的水平不显著。同样类型的质子转移反应也会发生在电喷雾接口中。负离子

操作中也有类似的模式，该过程形成的是最弱的质子受体（最弱的碱）。

当形成了非常强的离子对，且 API接口的条件无法使其断裂时，可能产生另一种类型的离子抑制效应。已有多种类型的

离子对试剂被证明对离子抑制效应有促进作用，因此在 LC/MS分析中我们应尽可能避免使用它们。

尽管该检测技术可提高分析的分辨率，但我们仍然应该适当地进行样品前处理，以改善 LC/MS的性能。现代质谱技术

（尤其是串联质谱技术）的灵敏度和选择性水平不断提高，对气相和液相样品的分析均产生了重大的影响。欲了解更多

信息，读者可参阅第 21 章，这一章重点介绍了如何在分析过程中（分离和检测）实现选择性与其他性能指标的平衡，

并介绍了“Just Enough”的样品前处理概念。
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质谱中使用的溶剂及挥发性缓冲液

虽然样品前处理是色谱分析之前的步骤，但了解该步骤会用到哪些溶剂和缓冲液非常重要，因为除非进行交换或将其去

除，这些添加物可能会进入 LC/MS系统并影响目标分析物的离子化。表 17.1 和 17.2 分别列出了与质谱兼容的溶剂和挥

发性缓冲液。应避免使用非挥发性缓冲液，因为它们可能污染进样系统并导致一些质谱离子源问题。缓冲液的一般浓度

范围应为 1-10 mM。

虽然采用 TFA作为 HPLC流动相添加剂时碱性化合物能够获得良好的峰形，但它会在电喷雾 LC/MS中抑制离子化，导致

灵敏度降低，因此应避免使用。甲酸是更好的选择。

表 17.1

典型 LC/MS溶剂

溶剂 分子式 MW (Da) 沸点 (℃) UV截止波长 (nm)

乙腈 CH3CN 41.05 81.6 190

氯仿 CHCl3 119.38 61.7 245

二氯甲烷 CH2Cl2 84.93 40.0 235

乙醇 CH3CH2OH 46.08 78.5 210

乙酸乙酯 CH3CO2CH2CH3 88.12 77.1 260

乙醚 (CH3CH2)2O 74.12 34.5 220

庚烷 CH3(CH2)5CH3 100.21 98.4 200

己烷 CH3(CH2)4CH3 86.18 69 200

异丙醇 CH3CH(OH)CH3 60.11 82.4 210

甲醇 CH3OH 32.04 65 205

正丙醇 CH3CH2CH2OH 60.11 97.4 210

四氢呋喃 C4H8O 72.12 66 215

甲苯 C6H5(CH3) 92.15 110.6 285

水 H2O 18.02 100 无
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表 17.2

典型 LC/MS挥发性缓冲液

挥发性缓冲液 结构 pKa 缓冲液范围

三氟乙酸 CF3CO2H 0.5 3.8-5.8

甲酸 HCO2H 3.8 –

甲酸铵 HCO2NH4 3.8 2.8-4.8

乙酸 CH3CO2H 4.8 –

乙酸胺 CH3CO2NH4 4.8 3.8-5.8

丙酸 CH3CH3CO2H 4.9 3.9-5.9

4-甲基吗啉 OC4H8N(CH3) 8.4 7.4-9.4

碳酸氢铵 NH4CO3H 6.3/9.2/10.3 6.8-11.3

乙酸胺 CH3CO2NH4 9.2 8.2-10.2

甲酸铵 HCO2NH4 9.2 8.2-10.2

1-甲基哌啶 C5H10N(CH3) 10.1 10.0-12.0

二乙胺 NH2CH2CH2NH2 10.5 9.5-11.5

三乙基乙酸铵 CH3CO2NH(CH3)3 11.0 10.0-12.0

吡咯烷 C4H8NH 11.3 10.3-12.3
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生物基质中的小分子

LC/MS和 LC-MS/MS应用极为普遍的一个领域是新药研发，在该领域中我们需要对生物体液中的药物及其代谢物等小

分子进行分离和鉴定。如前所述，该领域的分析所面临的挑战是需要在存在内源性化合物的情况下获得良好的定性和定

量分析结果，而这些内源性化合物可产生的离子抑制效应会影响MS信号。本书中讨论的许多方法都可用于去除或减少

血浆、尿液、CSF等样品中的不良干扰物。

从生物体液中提取药物的传统方法是液液萃取（LLE，第 7 章）。经过适当的方法设计，LLE可以提供非常好的选择性，得

到非常纯净的萃取物。该方法可实现一定程度的自动化，如近年来出现的采用 96 孔板的支持液相萃取，但一般来说 LLE

是一种手动或半手动方法。近年来，固相萃取 (SPE) 的应用逐渐赶上了 LLE。对于血浆和其他生物样品，所采用的实验设

计通常是将药物/代谢物保留在 SPE固定相上，而洗去蛋白质和其他内源性组分。药物/代谢物（以及保留在吸附剂上的

杂质）在第二步中由另一种溶剂洗脱。与 LLE相比，SPE的优势体现在：所需要的样品量，溶剂使用量，还有最重要的一

点—它可用于全自动化的在线系统。许多这类系统都使用相同规格的 96 孔板。与 LLE相比，SPE的方法开发和优化需

要更多步骤。对于生物体液来说，如果方法开发和优化得当，SPE萃取物的纯净程度通常可媲美 LLE萃取物，但其选择性

有一定的限制，除非能够找到选择性的固定相，另外，萃取柱上的细粉/颗粒可能会堵塞液相色谱柱或质谱接口，虽然与

十年或二十年之前相比，这已经不再是严重的问题了。由于方法开发比 LLE或 SPE更简单，蛋白质沉淀法的应用日益广

泛，但该方法所得的萃取物的纯净程度比不上这些久经考验的技术。但只要采用好的色谱方法使目标分析物的离子抑制

最小化，蛋白沉淀法萃取物的 LC-MS/MS分析同样能够得到相当出色的定性和定量结果。

SPE固定相的最新技术进展是混合模式吸附剂的问世，它同时含有硅胶基吸附剂和聚合物吸附剂。人们对于“通用型”

SPE固定相的需求推动了混合模式吸附剂的发展，这种固定相同时具有疏水和亲水两种特性，可用于多种化合物的一种

或几种提取方法。聚合物吸附剂可耐受 1-14 的 pH范围，再结合它们的双模式特性，为使用常规方法提取血浆、血清和

尿液中的酸性、碱性及中性药物提供了一个灵活的平台。
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反相 SPE对一些碱性药物的回收率通常较低，因为这类药物可能会与硅胶上的残留硅醇键合。因此，人们开发出了混合

疏水/SCX（强阳离子交换）固定相来解决此问题。聚合物及硅胶吸附剂都具有多种不同的烷基链长以及磺酸 SCX官能团。

根据预期设定，药物化合物及其他疏水性赋形剂将首先结合至固定相的烷基部分，而高度水溶性的化合物则会被淋洗出

去。接下来采用水/有机溶液去除疏水性干扰物，然后将药物及其代谢物转移到强阳离子交换剂上。最后，使用甲醇/氢

氧化铵进行洗脱，即可得到非常纯净的碱性药物提取物。

为了追求更高的分析通量，研究人员自然是希望能够在分析中直接进样生物体液。为了达该目的，人们开发出了两种方

法：限进介质（RAM，请参阅第 10 章）和湍流流动色谱 10。许多限进介质填料都是双模态的，例如前文所述的那些吸

附剂。限进机制依赖于 SPE填料的保留性表面对大分子的排阻，该过程可以采用物理方式、化学方式，或者二者的结合。

实质上，限进介质让小分子穿过填料的孔隙，使其接触吸附剂的反相部分，然后被保留在吸附剂的这一部分。大分子

（例如血清蛋白）则被排阻在孔隙外，留在具有生物兼容性或亲水化学性的固定相的外部。吸附剂的这部分不会使蛋白质

变性或保留，因此高水性溶剂的溶剂前沿即可将其洗出。为防止蛋白质被导入 HPLC色谱柱，我们可通过柱切换（请参阅

第 13章）将其导入废液。然后，增加强溶剂的量，将目标小分子从 RAM上洗脱下来。

湍流流动色谱是一种需要采用特殊色谱柱的技术，样品将以高达 4-8 mL/min（以水计）的流速加载到色谱柱上。11小分

子将被保留在色谱柱上，而血浆组分则会在这种高线性流速下被冲洗流入废液。接下来，将流动相切换为水/有机洗脱溶

剂，将目标化合物洗脱进入MS接口。高流速可实现非常快速的分析。
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限进色谱柱及湍流流动色谱柱均可用于将分析物直接洗脱至质谱接口或用于 LC/LC模式，在 LC/LC模式中，分析物在进

入质谱之前会在 HPLC分析柱中重新聚焦。研究表明，后面这种操作模式更适用于复杂、多组分的样品，因为样品制备柱

通常效率较低，很难充分分离复杂混合物。

用于解决上述问题的 SPE应用主要是填充柱应用。当然，SPE萃取盘和固相微萃取 (SPME) 也可用于生物体液中药物的分

析。玻璃纤维、PTFE和聚氯乙烯萃取盘都已被应用于 SPE。小粒径（约 10 µm）的吸附剂键合相填料被装填到萃取盘中，

或由萃取盘材料本身衍生化产生。小粒径填料还被用于填充柱床以改善传质效率。萃取盘的优势是吸附剂的表面积大大

增加，而且非特异性吸附比典型的填充柱少得多。所以，萃取盘所需的样品量和使用的溶剂量更少，纯化不需要的化合

物所需的步骤也更少。萃取盘极高效的流速还能节省时间。它的小体积设计可兼容微量液相色谱，而且小直径萃取盘非

常适用于目前许多自动化系统所采用的 96 孔板。

SPME（请参阅第 10 章）在 GC和 GC/MS分析领域已应用多年，并且也已经开始应用于 HPLC。SPME主要依赖涂覆于纤

维外部的固相吸附剂，该纤维将直接被导入样品用于萃取分析物。接着，采用与标准 SPE相同的方法洗脱目标化合物。

SPME纤维只能吸附样品中约 20% 的分析物，但能将其全部注入色谱仪中。相比之下，标准的 SPE可吸附 90% 的分析

物，但如果没有预浓缩步骤，只能进样其中百分之几的分析物。

用于 LC/MS的“萃管式”SPME已被应用于尿液和血清样品中药物的分析（请参阅第 10 章）。该方法采用一根开管 GC毛

细管柱取代纤维。取少量（约 30 µL）过滤后的血清样品，使其反复通过毛细管，将药物萃取到固定相中。然后将毛细管

切换至 LC流动相的流路，对脱附的药物进行 LC/MS分析。这种 LC-SPME萃管式方法成本较低且很容易实现自动化。使

用该方法分析体内的低浓度的 β-受体阻滞剂类药物及其代谢物，获得了良好的回收率和 LOQ。



264

免疫亲和吸附剂（请参阅第 10 章）在 LC/MS领域也相当受关注。这些基于固定化抗体的吸附剂通过分子识别来保留目标

化合物。随后的抗体变性可使分析物被释放出来。“经典的”亲和色谱柱基于琼脂糖，无法兼容 LC/MS在线自动化必须达

到的高压或流速。但是，我们可以采用更能耐受 HPLC条件的 HEMA（聚甲基丙烯酸羟乙酯）固定相。近年来，亲和技术

已逐渐被用于需要从中等到小体积样品中特异性地分离低含量分析物（例如农药）的环境分析中。类似地，该技术还被用

于测定生物体液中的低浓度药物。

MS/MS是一种应用广泛的检测技术，常用于测定生物体液样品中低浓度的药物及药物代谢物。MS/MS的优势是具有高

定量灵敏度（尤其是三重四极杆仪器）、高通量，以及高特异性。在选择性反应监测 (SRM) 和多反应监测 (MRM) 过程中，

MS的第二阶段能够选出可表征分析物的特征离子。

第二级MS是分离的另一个阶段，因此可允许导入比较“脏”的初始样品。如果分析物与另一种化合物共洗脱，且该化合

物产生的离子与分析物产生的离子具有相同的 m/z值，选择该离子用于后续的MS/MS分析通常能够产生分析物（而不

是共洗脱干扰物）的特征碎片离子。然后可将该碎片离子用于定量和定性确证鉴定结果。

然而，MS/MS并不是一种离子化技术。其优势体现在离子形成之后。因此，MS/MS用户仍然需要关注离子抑制效应和盐

类等组分，因为它们可能会影响系统性能。此外，使用MS/MS并不能阻止加合物的形成。但如果所有的加合物离子都生

成普通的碎片离子，将降低解析加合物离子图谱的难度。一级MS的全扫描谱图将捕获所有加合物离子，用于二级MS分

析仪器中的碎裂和分析。接下来，可将二级MS设置为只允许特征碎片离子通过。
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生物大分子

可将大分子进样到MS中的电喷雾 LC/MS接口对蛋白和核酸的研究产生了重大影响。电喷雾质谱图可直接提供分子量、

序列及结构信息。这些应用不在本章的讨论范围内，但读者可参考一些相关的参考文献 3-9。

在完整生物大分子的方法开发中，仍然需要考虑与小分子应用相同的干扰物问题。但此时，由于实验室主要关注新药开发，

是否能达到在一天内分析上千个样品的分析通量并不是主要的考虑因素。取而代之的是，研究人员更关注分子的完整表征，

而且通常可用的起始材料量非常少。因此，样品前处理方法必须具有良好的回收率并能提供高纯度的提取物。很多情况下

都需要将微量样品前处理方法与Micro-LC或 CE联用。LC/MS和 LC-MS/MS的其他应用领域还包括研究癌症及其他疾病

的生物标志物，以及评价蛋白质酶解所得的多肽段片段。第 15 章介绍了这类应用的实例。

分析蛋白质时（请参阅第 15 章），我们通常需要在 LC/MS分析之前进行传统的纯化步骤。疏水相互作用色谱、体积排阻

色谱、超滤和 HPLC都已被应用于分析之前的蛋白质分离。采用反相和离子交换吸附剂的 SPE方法应用广泛，并能提供

良好的纯化效果，特别是用于去除可促进离子抑制效应和加合物形成的盐类和缓冲液时。当然，许多 SPE和色谱方法都

具有实现在线、自动化操作的潜力。

在开发生物分子的 LC/MS方法时，某些流动相组分也应纳入考虑范围，虽然严格来说它们并不属于“样品前处理”问题。

前面已经讨论过的非挥发性缓冲液盐和离子对试剂问题就是需要考虑的问题之一。另一个问题就是采用电喷雾分析多

肽/蛋白质时，使用三氟醋酸 (TFA) 会造成离子抑制效应的问题。我们一般认为 TFA可以改善反相色谱中多肽的峰形，因

为它能与多肽分子上的碱性位点形成离子对，从而消除混合保留机制。但是，接口的条件无法使 TFA-多肽离子对断裂，因

此阻止了蛋白质的离子化。这个问题的解决办法是将 TFA的浓度限制在 0.1% 以下，或使用“TFA light”（即少量的 TFA，

可能为 0.05%）以及与之浓度相等的醋酸。这样我们就能根据电喷雾的要求控制 pH值和促进蛋白质离子化，同时避免形

成过多的离子对。虽然这会影响多肽的液相色谱峰形，但不会对质谱分析造成负面影响。但在某些情况下，我们必须保

持液相色谱峰形和必要的分离，因此不能降低流动相中 TFA的含量。在这种情况下，我们需要进行流动相柱后修饰。在

HPLC色谱柱后安装一个混合三通，使得我们能够在流动相进入 MS接口之前，使用一个小型泵向流动相中添加溶剂。

“TFA修饰”是指以色谱柱流速一半的速度，向流动相中泵入含 20% 丙酸的异丙醇。我们通常认为，在 API接口的气相环

境中，丙酸能够取代离子对中的 TFA，所形成的新离子对随后将断裂，释放出分析物离子。
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蛋白质和核酸中加合物的形成会导致 [M + nX]n+造成大量色谱峰的总离子流展宽，严重影响了质谱图的使用。“X”通常

为 Na+和 K+离子，它们存在于玻璃器皿、高纯度溶剂，甚至固相吸附剂介质的化学环境中，很容易形成加合物。在将

样品引入MS之前，采用反相 SPE或 HPLC通常能够很好地去除其中的高水溶性盐类。阳离子交换和沉淀法也可用于脱

盐。对于寡核苷酸，加入强碱（例如哌啶）可以减弱钠加合物的信号。

这些类型的纯化方法都需要数量相对较多样品。这在生物技术研究中可能是一个问题，尤其是对于阳离子加合效应随分子

量增大而显著增强的多聚核苷酸，纯化方法对样品量的要求大大限制了分析的灵敏度以及可分析的分子大小。解决该问题

的一个方法是采用可有效减少阳离子形成的在线微透析系统 10。水相透析缓冲液有一个额外的优势，即它能使生物聚合

物保持其天然构象。

使用最广泛的蛋白质分离技术之一是二维凝胶电泳（请参阅第 15 章）。复杂的蛋白质混合物首先在聚丙烯酰胺凝胶上基

于其等电点进行分离，然后转向与初始分离方向呈 90 °的方向，在变性剂（通常为十二烷基硫酸钠，SDS）中基于分子大

小进行分离。最后，通过胶上染色步骤对蛋白质进行染色。在一块标准凝胶上，最多可以分离出 1000 个蛋白质“点”。

SDS-PAGE可以将蛋白质分子量测定的准确度限制在 5-10% 范围内。现代电喷雾-TOF质谱测定蛋白质分子量的准确度在

100 ppm以内（通常换算为 < 1 Da的准确度）。而且，通过质谱我们还可以获得蛋白质的序列、胱氨酸交联键、翻译后

修饰的位置和类型，以及三级结构的相关信息。因此，获取凝胶上的蛋白质用于 LC/MS分析已成为了蛋白质研究人员的

关注点之一。

在质谱分析前必须去除蛋白质中的 SDS表面活性剂以及染色剂，否则将会发生严重的离子抑制和干扰问题。凝胶中的蛋

白质可通过电印迹转移到膜上，也可直接从凝胶中对其进行提取。凝胶中分离得到的蛋白质需要采用酶（例如胰蛋白酶）

进行酶裂解。随后即可将后续 LC/MS分析所得的质谱图上传至数据库以鉴定初始蛋白质。质谱还可用于确定未知多肽段

片段的一级结构。

分析蛋白质的MS工具之一是纳流电喷雾，它相当于具有极小体积、极低流量电喷雾，样品可以长时间停留在MS内，因

而可获得极高的 S/N值，进而降低检测限，提高 m/z准确度和分辨率。另一个更能说明色谱和样品前处理之间并不存在

明确界限的实例是直接将纳流 LC色谱柱接入纳流电喷雾系统的毛细管入口管线中。这样一来，强溶剂就能一次性洗脱所

有蛋白质，并且梯度洗脱还能实现某种程度的初始分离。使用与纳流电喷雾连接的固定化胰蛋白酶“微酶解”色谱柱，无

需进行离线酶解步骤即可获得胰蛋白酶MS肽图。这两种方法都是高度自动化的，并可达到飞摩尔级的检测限。
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结论

LC/MS和 LC-MS/MS作为强大的分析工具，在分析化学各个领域中的应用越来越广泛。其影响力在生物基质样品的分析

中尤为突出。为了优化这些分析所得的数据，分析人员必须了解和处理来自样品本身、流动相或环境的质谱干扰。幸运

的是，现在已有多种样品前处理策略可供化学家们选择，用于处理这些问题。现在，我们在设计样品前处理-液相色谱-质

谱系统时，必须全面考虑整个工作流程，所采用的方法应能够在分析方案的早期消除潜在污染物，例如基于聚乙二醇

(PEG) 的表面活性剂或非挥发性盐类。

近年来，开发更高效、自动化程度更高的新型 LC/MS及 LC-MS/MS分析样品前处理方法成为了一个重要的研究课题。随

着这些新型的自动化方法逐渐商品化，分析过程中“色谱分离”和“样品前处理”这两个部分之间的界限将越来越模糊，

取而代之的将是“完整 LC/MS集成系统”的概念。固相萃取方法将作为一项重点技术继续发展，因为它与 HPLC具有相

似性，并且具有实现高度自动化的可能性。与此同时，整体化的分析系统（包括样品前处理系统）将继续向小型化的方向

发展，可能会转变成芯片或微流体的形式。诸如 SPME、微透析，以及纳流液相色谱等技术都很好地应用了“芯片仪器”

的概念，这一概念是指将微型自动进样器、样品前处理技术、色谱柱以及MS毛细管接口整合到一个单独的微型仪器上，

并将该仪器直接连接到针对亚微升级流速及样品量进行了优化的 API-MS仪器上。



参考文献

1. Klink, F. LCGC 1999, 17 (12), 1084-1093
2. Hess, S. Current Trends in Mass Spectrometry, Supplement to LCGC No. America July, 2013, 12-17
3. Ivanov, A.R.; Lazarev, A.V. Sample Preparation in Biological Mass Spectrometry, Springer, New York, 2011,

ISBN 978-94-007-0758-0 and e-ISBN 978-94-007-0828-0
4. Urban, J.; Vanek, J.; Stys, D. Systems Theory: in Liquid Chromatography – Mass Spectrometry, LAP LAMBERT Academic

Publishing, Saarbruecken, Germany, 2012, ISBN-10: 3659298166 and ISBN-13: 978-3659298165
5. Lipton, M.S.; Pasa-Tolic, L. Mass Spectrometry of Proteins and Peptides: Methods and Protocols, 2nd Ed., Humana Press, 

New York, 2009, ISBN-10: 1934115487 and ISBN-13: 978-1934115480
6. Ferrer, I.; Thurman, E.M. Liquid Chromatography/Mass Spectrometry, MS/MS and Time of Flight MS: Analysis of Emerging

Contaminants, American Chemical Society, Washington, D.C., 2003, ISBN-10: 0841238251 and ISBN-13: 978-0841238251
7. Brown, M.A. Liquid Chromatography/Mass Spectrometry: Applications in Agricultural, Pharmaceutical, and Environmental

Chemistry, American Chemical Society, Washington, D.C., 1989, ISBN-10: 0841217408 and ISBN-13: 978-0841217409
8. Niessen, W. M.A. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, 3rd Ed., CRC Press, New York, 2006, 

ISBN-10: 0824740823 and ISBN-13: 978-0824740825
9. Ardrey, R.E. Liquid Chromatography – Mass Spectrometry: An Introduction, Wiley, Chichester, W. Essex, U.K., 2003, 

ISBN-10: 0471498017and ISBN-13: 978-0471498018
10. Sparkman, O.D.; Klink, F.E. Liquid Chromatography Mass Spectrometry Fundamentals and Applications – An ACS Short Course,

American Chemical Society, Washington, D.C., 1999
11. Herman, J.L.; Edge, T. LCGC No. America 2012, 30 (3), 200-214

268



269

第 18 章

样品前处理中的膜技术

膜通常由合成聚合物（如 PTFE、尼龙或聚氯乙烯）、纤维素或玻璃纤维制成。过滤（第 5 章）和使用萃取盘的固相萃取

(SPE)（第 9 章）代表了膜在样品前处理中的主要应用。一般来说，膜分离技术并未广泛应用于其他的色谱样品前处理任

务。但超滤、反渗透、透析、微透析和电渗析都是使用膜对分析物进行浓缩、纯化和分离的技术实例，这些应用在生物领

域尤为常见。

透析和膜样品前处理

微多孔半渗透膜可以让某些特定的化合物通过，同时阻止其他化合物通过。由于其微孔孔径不同，这些膜可以进行选择

性过滤。例如，要从小分子（如药物或药物代谢物）中分离大分子（如蛋白质），应选择使用微多孔分子量截留膜的透析

方法 1因为蛋白质无法通过这些小孔，而小分子则很容易通过。膜工作示意图见图 18.1，样品溶液（供体）置于膜的一

侧，另一侧是第二种液体（受体）。在某些情况下，干扰物会通过膜扩散，留下纯化的供体溶液。更常见的情况是，分析

物通过膜进入受体溶液，而将干扰物留在供体溶液中。中性小分子通过半透膜的迁移，是膜的水性供体一侧与膜的水性

受体一侧存在分析物浓度差异造成的，一旦浓度达到平衡，迁移就会停止。

透析并不具备选择性富集小分子分析物的特性。由于不具备甄别与分析物具有相同分子量的小分子物质的机制，透析只

能完成部分纯化 2,3。鉴于此，我们通常不会将单独的透析步骤作为一种萃取技术，而常常将它作为萃取过程中的一个附

加的样品纯化步骤。但是，由于大分子在样品通过膜孔隙时被排除，该方法被广泛用于食品和生物样品。此外，该方法

在生物溶液脱盐方面也有着广泛的应用。
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所以，如图 18.1, 所示，要将膜技术成功应用于样品净化或者纯化，就必须捕集（痕量富集）从受体侧移除的分析物。如

果我们可以更改分析物的化学状态（例如将它们从不带电荷变为带电荷），就能继续对该分析物进行富集。膜分离技术在

RP-HPLC分析中的优势在于供体和受体溶液通常都是水或缓冲液。膜分离既可以在静态系统中进行，也可以在流动系统中

进行，后者更易于控制，可实现在线自动化。

与 SPE或 LLE相比，膜分离较慢，也不太可能通过富集使样品中的分析物浓度增加几个数量级。如果没有分析物的富集，

分析物则会保留在溶液中，没有进一步浓缩。这种情况下，检测限可能会受影响，并且需要花费额外的样品处理时间进行

后续的纯化步骤。使用膜纯化脏样品（如废水）还存在另一个风险，即膜孔隙可能被碎屑（如微粒、胶质、固体等）污染。

此外，根据膜化学性质的不同，目标分析物还可能与膜本身发生化学相互作用，从而影响回收率和方法的精密度。

大部分膜技术都不能完全满足高通量样品前处理的要求。但是，现在膜技术已经有所进步，能够应用于 96 孔板系统。如

果以单孔（样品）为基础进行评估，由于可以同时处理全部 96 个样品，膜技术与其他样品前处理技术相比，将更具有

“通量竞争性”。

图 18.1

流动系统中的膜工作示意图

受体

样品

（供体）

膜 HPLC 或预柱

废液
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膜可以制成许多形式：片状、筒状、盘状、胶囊、小柱、螺旋缠绕状以及中空纤维形式。除浓度差异外，化学或电化学梯度

也能驱动分析物发生跨膜扩散。带电荷的多孔膜或离子交换膜都具有带固定正电荷（或负电荷）的多孔壁。离子型分子的分

离由膜的孔径和壁上的电荷控制。应用电化学驱动力能够为膜分离过程增加另一个维度（请参阅下文）。

微透析取样是微透析技术的一种特殊应用，采用了一端带膜的熔融石英管微探针 4。这种探针可以植入生物体中（如小白鼠

大脑），无需干扰动植物即可使用 HPLC在线监测小型有机分子通过膜的扩散情况。

超滤

超滤 (UF) 制样与透析和微透析类似，不同的是施加到膜两边的压力差 (10-100 psi) 形成的驱动力会使分子穿过膜（截留

分子量为 300-300,000）。而在透析中，小分子是收集在受体一侧的。UF膜是可用于手动处理水性生物样品的一体化一次

性装置。进行 UF分离时，先将样品倒入滤杯中并盖好杯盖，然后通过顶盖施加空气或其他气体的气压。

浓缩的蛋白质和其他分子量大于截留值的分子保留在滤杯中，而水、盐类和其他小分子可溶性组分则被收集到滤液收集

杯中。通过超滤方法浓缩样品，无需使用可能影响热不稳定化合物（如治疗活性蛋白质）生物活性的严苛化学条件。还

可以避免使用有机溶剂和极端 pH条件。
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支持液膜 (SLM) 富集
SLM技术 5-7与流动透析类似，不同之处在于分离两种水相溶液的是充满了溶剂的多孔 PTFE膜。这项技术实际上是透析

和液液萃取的结合。首先，采用术语称之为支持液的非水溶性有机溶剂（例如正十一烷）对膜进行浸泡，然后将膜置于

固定架上。毛细作用力使有机溶剂保留在膜的孔隙中。由于化合物在支持液中的溶解度更高，化合物将从供体一侧被萃

取到膜上，然后从膜中被再次萃取到受体一侧。

一个可说明 SLM技术的简单实例如图 18.2 所示，样品首先分配到被有机溶剂浸入的膜上，从供体一侧萃取未离子化的羧

酸 (RCOOH)。然后在受体一侧使用碱性溶液对膜进行后续萃取，在该过程中，酸被离子化，因而不会重新被萃取到膜

中，也不会被转移回供体一侧。采用 SLM萃取可以获得数百倍的浓缩因子。

图 18.2

从水样中萃取有机酸

水样供体溶液
pH=3

带有机层的中空纤维 水相受体溶液
pH=9

RCOOH RCOOH RCOO
–

RCOOH 的 pKa = 5.5

RCOOH RCOOH RCOO
–

RCOOH RCOOH RCOO
–

RCOOH RCOOH RCOO
–
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中空纤维液相微萃取 (HF-LPME)
中空纤维应用广泛，主要用途之一是废水处理，而在实验室中，通常将它们用于微过滤和反渗透。中空纤维 (HF) 由有机

聚合物（如聚丙烯、聚醚砜、聚酯及其他材料）制成，也可以由无机材料（如二氧化钛和氧化锆）制备。HF价格相对较

低，可考虑一次性使用，而且材料可回收利用。在用于分析应用之前，应将 HF在丙酮或其他兼容溶剂中浸泡多次，然后

在室温下干燥。

静态中空纤维液相微萃取 (HF-LPME) 的原理如图 18.3 所示。HF-LPME与液相微萃取 (LPME) 有一些相似之处。但在 LPME

中，对针尖上“裸露”液滴的处理存在一些问题。虽然操作过程本身很简单，但操作人员必须非常小心，因为液滴可能

不稳定，而且样品需要保持相对纯净。在 HF-LPME中，萃取“液滴”被转移到 HF腔内的过程增加了保护机制，能够避

免出现 LPME中悬挂液滴会遭遇到的某些物理问题。与 LPME中的球形悬挂液滴不同，HF-LPME为萃取溶剂提供的是杆

状液滴。杆状液滴的溶剂表面积更大，因为对于相同体积的液体，球形的表面积更小。因此，与球形滴相比，杆状样品

液滴与萃取溶液之间的接触面积更大，接触也更充分。改变溶剂形状最直接的优势就是萃取效率提高。另一个显著优势

是，在萃取过程中可以应用更高的搅拌速度，因为溶剂受中空纤维的保护，稳定性更高。此外，中空纤维可一次性使用

的特性消除了样品交叉污染的可能性，确保了高重现性；而且，中空纤维壁上的孔隙能够阻止大分子物质（如样品基质

中的蛋白质、颗粒等）的萃取，使其具备了一定的选择性。因此，HF-LPME不仅仅是一种预浓缩技术，它还能进行样品

纯化，因而也可用于复杂的样品基质。

图 18.3

HF-LPME 仪器示意图

10 µL GC 注射器

水样
多孔中空纤维
有机溶剂

搅拌棒

磁力搅拌器
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图 18.4

中空纤维液相微萃取的特性

中空纤维壁的孔隙

中浸入了有机溶剂

中空纤维通道内充

满了水溶液萃取剂

（受体）

（由新加坡国立大学的 H.K.Lee 提供）

注射器针头

有机溶剂

多孔中空纤维膜

*

*两相 LPME 中采用有机溶剂作为受体相。三相 HF-LPME 中，采用第二种水相溶剂作为受体相（有时这项技术被称为中空纤维液-液-液

相微萃取，或 HF-LLLME）。

HF 膜的典型特性：

600 µm Iid x 200 µm 壁厚，

0.2 µm 壁孔径
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离子液浸入前 (A) 和浸入后 (B) 中空纤维内表面放大 5000 倍的扫描电子显微镜图 13。

A B

图 18.5

图 18.4展示了用于 HF-LPME的 HF所需的所有元素。选择合适的有机溶剂来填充中空纤维的孔隙，是方法成功的关键因

素。与支持液膜技术类似，对有机溶剂有几个要求。首先，溶剂必须易于固定在中空纤维孔内，而且应为非挥发性物质。

一般来说，大多数 HF-LPME实验所用的中空纤维都是由疏水性聚丙烯制成的。选择的溶剂应对中空纤维具有良好的亲和

性，以防止萃取过程中发生溶剂损失，并实现稳定的溶剂浸入效果。第二，溶剂应与水不混溶，因为它将作为水样的屏障。

最后，目标分析物在该溶剂中的溶解度应高于其在水样基质中的溶解度。通常，相对非极性、粘度较高的溶剂符合上述要

求，常用的溶剂包括 1-辛醇、正己醚、十一烷、甲苯等。但这些相对非极性的溶剂对极性化合物的溶解度通常较低，因此

会影响极性化合物的萃取效率。

离子液已被用作 HF-LPME应用的溶剂 8-12。虽然离子液是极性和非挥发性的，但它已被证明能获得稳定的溶剂浸入效果。

图 18.5 展示了离子液浸入前后中空纤维内表面的扫描电子显微镜图。通过比较两张扫描电子显微镜图，我们能够很明显

地看出，离子液已经有效地浸入到了中空纤维的孔隙中，形成了可用于萃取的离子液膜。使用离子液作为萃取溶剂的优势

包括它能够提供针对极性化合物的高度亲和性以及取决于不同化合物的选择性。离子液的这些特殊性质将 HF-LPME的应

用拓展到了极性化合物的分析。
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HF-LPME方法简便，只包含几个步骤。萃取前，通过火焰熔封中空纤维（通常为 1.5-10 cm长，200 µm厚，内径 600 µm，

孔径 0.2 µm）的一端。接下来，将其浸入不混溶的溶剂中，让溶剂浸入中空纤维的孔隙。溶剂将在中空纤维壁上形成薄层。

通常用微注射器支撑中空纤维，并将受体相导入中空纤维管腔中。然后，将中空纤维置于充满水样的样品瓶中，样品体积

通常为几毫升。为了加快萃取速度，可对样品进行充分搅拌。分析物首先通过中空纤维孔隙中的溶剂层从水样中被萃取出

来，然后进入管腔内的受体相中。等待一段时间待萃取达到平衡（通常在 10-30 min之间）后，将受体相吸入微注射器，然

后直接注入仪器进行分析。

根据不同模式，中空纤维管腔内可以填充几微升相同的溶剂（两相模式），也可填充一种水性受体相（三相模式）。在两相 HF-

LPME中，浸入中空纤维管腔部分的有机溶剂作为杆状溶剂暴露在经过搅拌的水样中。水样中的非极性分析物即可由于扩散

作用通过中空纤维被大量萃取到受体溶剂中。由于所选择的溶剂可兼容 GC，萃取所得的样品可以直接注入气相色谱仪进行

分析。因此，使用非极性溶剂作为受体相的两相 HF-LPME系统更适合相对疏水的分析物的萃取 17-19。但如果使用离子液 (IL)

作为受体相，两相 HF-LPME则更适用于亲水分析物的萃取。因为 IL存在污染色谱柱的风险，且需要经常清洗进样口，因此

不适用于 GC，但它可注入 HPLC系统进行分析，离子液在该系统中能够快速洗脱，因此几乎不会对 HPLC反相色谱分析造成

干扰或干扰极低。

中空纤维液-液-液微萃取 (HF-LLLME) 的三相模式有时称为带反萃取的 LPME (LPME-BE)。这一模式与图 18.2 中的例子相似，

供体和受体相均为水相，第三种溶剂是固定在中空纤维孔隙中的有机相，充当分隔两种水相的屏障。在萃取过程中，目标

分析物通过中空纤维壁内的有机溶剂薄层从供体水相中被萃取出来，然后进入受体水相。由于受体相为水溶液，萃取物可

以使用 HPLC或 CE进行分析。该方法常用于离子型化合物或可离子化的化合物，传质扩散的驱动力来自供体和受体水相之

间的差异，如 pH调整、供体相的盐析效应，或加入适当的受体试剂（如分析物的离子对复合试剂等）。

由于供体相（水样品）和受体相（溶剂或第二种水相）所占比例的差别非常大 (100:1)，分析物在受体相中会发生明显的浓

缩，富集因子可高达几百倍。而由于富集效率极高，分析方法的检测限得到了极大改善。因此，我们可以轻松实现更低的

检测限（低 ppb级或亚 ppb级），甚至使用灵敏度相对较低的检测器时（如紫外检测器）也不例外。



277

为了说明三相 HF-LLLME技术的应用，我们研究了原始废水样品以及加了极性酚类的废水样品 14。由于酚类的极性较强，

且在水中的溶解度很大，所以使用有机溶剂无法从水中直接萃取这类物质。因此，在本例中，我们在 HF中浸入了离子液。

离子液含壬烷和甲基咪唑六氟磷酸盐混合物、BMIM[PF6]/乙腈 (1:1)，是酚类的良好萃取介质。受体相为水相。采用如

图 18.3 所示的实验设置。

使用带紫外检测的反相 HPLC分析萃取物，图 18.6 为采用 HF-LLLME方法萃取原始废水样品及两个水平的（5 和 25 µg/L）

加标废水样品后分析其中的四种酚类的结果对比。很明显，这些低含量水平的酚类化合物可以成功地从废水样品中被萃

取出来。色谱图最前端的大峰是从反相色谱柱洗脱出来的接近孔隙体积的离子液峰。

图 18.6

测定酚类的离子液 HF-LLLME-HPLC-UV 谱图

HF-LLLM，含壬烷和 [BMIM] [PF6]/乙腈 (1:1)。废水萃取物的 PLC-UV 谱图。(A) 加标 25 µg L-1各种酚类的

废水的萃取物；(B) 加标 5 µg L-1各种酚类的废水的萃取物；(C) 未加标实际废水样品的萃取物。色谱峰：

1) 4-叔丁基苯酚；2) 4-叔辛基苯酚；3) 4-正辛基苯酚；4) 4-正壬基苯酚。
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电膜萃取 (EME)
EME 15的概念结合了中空纤维液相微萃取 (HF-LPME) 16,17的技术设置与著名的电解萃取原理 18-24。通过这一结合，我们

得到了一种高选择性的样品前处理方法，仅使用简单的设备即可在短时间内实现高度的富集。

EME方法通过固定在中空纤维壁上的有机溶剂薄膜萃取小体积样品中的带电物质，然后将其转移到中空纤维内腔中的受

体溶液中。这一萃取过程由跨膜施加的电势差驱动。LLE与电动学迁移的结合为离子型物质提供了一种快速、高选择性的

样品前处理方法。EME可兼容多种生物基质（如血浆、全血、尿液和母乳），采用简单便宜的装置，在短时间内即可制备

出纯净的萃取物。

EME所采用的仪器技术设置基于先前的 HF-LPME经验，如图 18.7 所示。所用的中空纤维由多孔聚丙烯制成，可兼容多

种有机溶剂。制作支持液膜 (SLM) 时，先将纤维浸入有机溶剂 5 s，使溶剂充满壁上的孔隙，然后用医用擦拭布轻轻擦去

多余的有机溶剂。将连接在移液器枪头上的纤维穿过样品室盖上的孔，如图 18.7A 所示。以移液器枪头为机械支撑，通

过它将 0.5 mm厚的铂丝插入中空纤维腔内。另一根铂丝则穿过样品室盖直接插入供体相中。接入电源时，这些惰性铂丝

即成为电极，在 SLM上形成电场。通过这种方式，仪器形成了闭合电路，而 SLM则充当了电阻器。
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图 18.7

EME 设置 (A) 和原理 (B)，以杜冷丁作为模型物质

正电极 负电极

供体相，pH 约为 2

SLM

浸入了有机溶

剂的纤维壁

A B

电源

受体相，pH 约为 2

样品体积在 150-500 µL之间，具体取决于样品室的大小。在萃取过程中，使用平板摇床振摇样品，以增加分析物在大体

积供体相中的物理运动，并减少供体相和 SLM之间的界面上滞留层的厚度。受体相的体积设定为 25 µL，用微注射器将

其注入中空纤维管腔中。预设的萃取时间（通常只有几分钟）结束时，用微注射器收集 20 µL的受体相溶液等分试样，将

其转移到样品瓶中，用毛细管泳仪 (CE) 25-29或 HPLC进行分析 30。

图 18.7B 还展示了 EME的机制。测试物质为杜冷丁，是一种具有含氮基团的合成阿片类物质，该含氮基团在低 pH下将

质子化。供体相和受体相的 pH均为 2。向 HF施加电场时，带正电荷的分析物被吸引到 EME中设置的负极，这种强大的

吸引力能够克服分配到 SLM中的物质所受到的任何其他引力，从而将离子转移到受体溶液中。酸性和碱性化合物均具有

良好的萃取效率和可重复性。影响萃取效率和回收率的因素包括：施加的电压、膜的化学性质、SLM中有机溶剂的类型

（加入或不加离子对试剂等添加剂）、供体和受体溶液的 pH值、供体溶液的体积、样品基质类型、搅拌程度和萃取时间。
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第 19 章

清除剂在样品前处理中的应用

清除剂是一种特殊形式的固相填料，其作用与 SPE类似。但它并不是利用疏水作用力或吸附等分子相互作用，而是利用化

学反应来去除非目标化合物。有机化学家常将它们用于去除有机合成中的非目标反应产物或多余的起始材料。大多数清除

剂都采用共价键合原理。在大多数清除剂的应用中，产物和起始材料间必须有非常明显的区别。例如，虽然去除亲核剂十

分简单—例如去除酰胺中存在的胺类，但从存在其他胺官能团的环境中去除伯胺类化合物就可能有一定的困难。因此，清

除剂都具有很高的选择性。图 19.1展示了一个实例，聚合物支持的酮酯树脂 (PL-AAEM) 能够从存在多种取代胺类化合物

的环境中选择性地去除伯胺类化合物。因此，该清除剂非常适用于还原胺化反应以及一些多组分反应应用。如果需要同时

去除伯胺类和仲胺类化合物，可使用选择性稍弱的聚合物支持的异氰酸酯树脂 (PL-NCO)。
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图 19.1

伯胺清除剂的化学反应

伯胺清除剂
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采用带有氨基的清除剂树脂可高效简便地去除溶液中的亲电试剂。聚合物支持的三胺树脂 (PL-DETA) 可去除酰基氯、

磺酰氯、异氰酸盐和异硫氰酸盐，反应流程如图 19.2 所示。

图 19.2

使用 PL-DETA树脂去除亲电试剂

（多余的）

固相清除剂的一项特别有用的应用是从 HPLC馏分中去除酸性流动相添加剂。在 HPLC流动相中加入有机酸以增加极性

化合物（特别是生物分子）的溶解性是一项很常用的技术。一般来说，最常用的流动相是含 0.1% TFA的水-乙腈混合物。

如果采用制备型 HPLC进行样品纯化，所得的溶剂馏分中将含有痕量的 TFA。如果采用蒸发或冷冻干燥方法处理样品，所

得的有机物可能会形成 TFA盐。盐类（尤其是 TFA盐）的长期稳定性较差。使样品穿过一个装填了聚合物支持的碳酸氢

盐树脂（PL-HCO3 MP SPE，图 19.3）的小柱，即可去除 TFA及其他有机和无机酸（例如甲酸，乙酸和盐酸）。



283

H
3
C CH

3

CH
3        

HCO
3-N+

O

O

OH

H

O

OH

+   –

NMe
3 H

2
O, MeCN

O

O

H  +  H
2
O  +  CO

2

+   –

NMe
3

图 19.3

使用 Stratospheres去除有机溶液中的甲酸

PL-HCO3的结构MP SPE树脂

采用 PL-HCO3 MP SPE从有机溶液中去除甲酸

为了证实 PL-HCO3 MP SPE树脂从水-乙腈混合物中去除甲酸的效果，我们制备了一系列含 0.1% (v/v) 甲酸的水-乙腈混合

物 HPLC溶液，并使其通过 200 mg PL-HCO3 MP SPE装置 1。每得到 2 mL馏分即通过测定其 pH来确定介质的甲酸去除容

量；当 pH变化至约 2.5 时，停止实验并记录溶剂的体积。如图 19.4 所示，随着乙腈浓度增加，所观察到的终止测定时

的容量只略微减少。这很可能是由于样品粘度降低导致溶剂混合物的停留时间发生了变化。但是，100% 乙腈时的介质

的甲酸去除容量 (30 mL) 对大多数应用而言也已足够。
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图 19.4

乙腈浓度对 200 mg/mL SPE清除 0.1% 甲酸溶液体积的影响
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从有机溶液中去除甲酸的实验过程十分简单。首先，使用 1 mL MeOH预处理 SPE小柱。然后将含甲酸的溶液加入 SPE小

柱，使该溶液在重力作用下穿过小柱。待溶液全部流过小柱后，使用 1 至 2 mL的适当溶剂（如MeOH或 H2O）冲洗 SPE

小柱。收集有机溶液，在真空下将溶剂去除，即可得到所需的不含残留甲酸的化合物。

针对多种不同的有机化合物，有各种聚合物支持的树脂清除剂可供选择。与 SPE吸附剂相比，清除剂是具有化学活性的

树脂，所以我们需要采取一定的预防措施，将这些材料保存在惰性、低温的环境中。

要获得纯度高、易筛查的化合物，去除残留的金属元素（例如有机反应中的催化剂）非常重要。一系列 SPE装置被设计用

于去除有机反应中的多种不同金属试剂，它们主要采用简单的重力流通方法。吸附剂会将多余的残留物质保留在 SPE管中，

而目标化合物可顺利通过。

用于去除金属元素的 StratoSpheres SPE采用了专门设计的大孔填料，其容量很高，适用于多种溶剂。聚合物基上引入了一

系列设计用于结合金属试剂及催化剂的配体官能团。表 19.1 列出了多种 SPE清除剂产品以及它们可从溶液中清除的金属

元素。

表 19.1

为了说明金属清除剂的使用，文中展示了采用 Stratosphere SPE快速简便地去除铑元素的实验。含铑催化剂在合成化学的许

多方面均得到广泛应用，包括从小规模应用（例如药物化学中小分子的合成）到大规模的生产。尽管铑试剂的利用价值高，

但这也给反应后金属残留物的去除造成一大麻烦。最著名的铑催化剂之一是威尔金森催化剂，它是用于烯烃加氢作用中的

均相催化剂。另一种极为有用的铑基试剂是醋酸铑，它可用于催化重氮类化合物中碳烯的形成。

Stratospheres金属去除大孔径 SPE树脂

产品 可去除的金属元素

PL-Guanidine MP SPE Au、Bi、Cd、Hg、Pd、PT、Re、Rh、Sn、Zn

PL-Thiol MP SPE Ag、Au、Cu、Fe、Pd、Ru、Rh、Sn、Pb、Cu

PL-Thiourea MP SPW Ag、Cd、Cu、Pt、Pd、Ru、Rh、Hg、Cu、Ni

PL-Urea MP SPE Ag、Au、Hg、Noi、Pd、Pt、Re、Sc
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图 19.5

用于去除铑的 Stratosphere SPE固定相的结构
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PL-Thiol MP SPE和 PL-Thiourea MP SPE是两种金属清除剂，在重力作用下，它们在一次处理中即可去除有机溶液中的所

有铑类残留物。图 19.5 展示了这两种清除剂的结构。该吸附剂由高度交联的大孔聚合物构成，不会发生膨胀，可用于多

种质子型、非质子型，极性和非极性溶剂。纯化过程的条件与之前用于去除甲酸的条件相同。起始溶液中威尔金森催化

剂和乙酸铑催化剂的铑浓度均为 1000 ppm，两种清除剂均可将铑浓度降至低于 1/10 ppm2。
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衍生化包括分析物与衍生化试剂之间发生的化学反应，其目的是改变该分析物的理化性质。在 HPLC和 GC分析中进行衍

生化的五个主要目的是：

• 提高检测性能

• 改变分析物的分子结构或极性以获得更出色的色谱分离

• 增加挥发性

• 改变基质性质以实现更好的分离

• 稳定分析物

理想情况下，衍生化反应应该是一个反应快速、定量进行且产生副产物极少的化学反应。过量的衍生化试剂应对分析没

有影响，或应非常易于从反应基质中去除。关于色谱分离中的衍生化步骤，有许多优秀的书籍可供我们参考 1-5。

随着MS技术（如 LC/MS、LC-MS/MS、GC/MS和 GC-MS/MS）越来越普及，许多实验室更倾向于通过仪器方法达到高灵

敏度和进行所需类型的检测，而不会选择相对费时费力的化合物衍生化方法。由于衍生化方法会延长分析时间、增加复杂

程度、可能带来误差，还可能在色谱分离中引入多余的成分（分析物或基质的反应副产物），该方法通常是方法开发过程中

的最后一个手段。虽然衍生化步骤可以实现自动化，但分析人员必须确保衍生化步骤能够定量进行（如有必要），并且不会

将多余的杂质引入分析中。虽然衍生化方法有各种缺点，但它仍然是分离和检测复杂基质中痕量物质的重要技术。实际上，

在某些情况下，MS检测衍生化还可以改善正离子（或负离子）电离。

本章内容涵盖 HPLC分析中的衍生化，随后将介绍 GC分析中的衍生化。

第 20 章

HPLC和 GC分析的衍生化
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用于提高检测性能的 HPLC 衍生化

在 GC分析中，衍生化通常用于提高分析物的挥发性或改变其极性，而在 HPLC分析中（除手性分析外），衍生化的目的

则是改善分析物（尤其是不具有发色团的分析物）的检测性能。HPLC有多种分离机制（正相、反相、手性和离子色谱），

可采用多种类型的固定相，还能通过直接向流动相中添加流动相改性剂克服与固定相之间的相互作用—例如化学吸附、

吸附作用和拖尾等。

要选择可提高检测性能的 HPLC衍生方法，首先需要考虑的就是目标分析物中是否存在可发生化学反应的一个或多个合

适的活性官能团。同时，还必须确定最适合这类衍生化合物的检测机制。当然，前提是实验室可供相应的检测仪器。衍

生化合物最常用的检测器包括紫外-可见光检测器、荧光检测器和电化学检测器。此外，还需要考虑选用柱前衍生还是柱

后衍生（请参阅本章后面的部分）。带有羟基、酚羟基、氨基、羧基、烯烃基等活性官能团的样品组分都是衍生化反应的

候选组分。因此多个种类的化合物都可进行衍生（表 20.1），其中包括酸、碱、胺类、抗生素、巴比妥类药物及其相关化

合物、羟基化合物和类固醇化合物。

最常见的两种衍生化类型是在分析物中引入发色团或荧光官能团，然后分别采用紫外或荧光检测方法进行测定，这两种

方法让我们能够检测到原本不可检测的分析物，或提高了检测的灵敏度。选择衍生化试剂一般需要考虑以下几点：

• 必须使用性质稳定的衍生化试剂

• 衍生化试剂以及衍生过程中产生的副产物应为不可检测的，或者应能够与分析物分离的

• 分析物与衍生化试剂的反应条件应易于实现

• 尽可能采用无毒的试剂

• 该过程应能实现自动化

许多有机反应都可用于分析物的衍生化。但对于常规应用，最好的办法是选用适当的衍生化试剂，并使用声誉良好的供

应商提供的预处理衍生化试剂盒，根据其详细的分步指导进行操作。
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用于 UV 和荧光检测的官能团与衍生化试剂 *

表 20.1

官能团 UV衍生物 荧光衍生物

羧酸

脂肪酸

膦酸

PNBDI
DNBDI
PBPB

BrMaC
BrMmC

醇类 DNBC
Dabsyl-Cl
NIC-1

醛类

酮类

PNBA
DNBA

丹磺酰肼

胺，1° 荧光胺

OPA

胺，1° & 2° DNBC
SNPA
SDNPA
Dabsyl-Cl
NIC-1

NBD-Cl
NBD-F
Dansyl-Cl

氨基酸（多肽） SBOA
SDOBA
Dabsyl-Cl

荧光胺

OPA
NBD-Cl
NBD-F
Dansyl-Cl

异氰酸酯 PNBPA
DNBPA

酚类 DNBC
Dabsyl-Cl
NIC-1

NBD-Cl
NBD-F
Dansyl-Cl

硫醇 Dabsyl-Cl NBD-Cl
NBD-F
OPA

由 Regis Technologies 提供*

发色基团缩写 荧光标记缩写

Dabsyl-Cl 4-二甲基氨基偶氮苯-4-磺酰基 NBD-Cl 7-氯代-4-硝基苯并-2-氧杂-1,3-二唑

DNBA 3,5-二硝基苄氧基胺盐酸盐 NBD-F 7-氟代-4-硝基苯并-2-氧杂-1,3-二唑

NIC-1 1-萘异氰酸酯 荧光胺 4-苯基螺(呋喃-2(3H)),1'-二氢异苯并呋喃-3,3-二酮

PBPB 对溴苯乙酰基溴 OPA 邻苯二甲醛

PNBA 对硝基苄基羟胺盐酸盐 Dansyl-Cl 5-二甲基氨萘-1-磺酰氯

PNBDI 对硝基苄基-N,N'-二异丙基脲 BrMmC 4-溴甲基-7-甲氧基香豆素

DNBDI 3,5-二硝基苄基-N,N'-二异丙基脲 BrMaC 4-溴甲基-7-乙酰氧基香豆素

PNBPA 对硝基苄基-N-正丙胺盐酸盐

DNBPA 3,5-二硝基苄基-N-正丙胺盐酸盐

SNPA N-琥珀酰亚胺基-对硝基苯乙酸酯

SDNPA N-琥珀酰亚胺基-3,5-二硝基苯乙酸酯

DNBC 3,5-二硝基苄氯
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紫外检测

通常，用于紫外-可见光检测的试剂都应具有两个重要的官能团。其中一个官能团控制该试剂与目标分析物的反应，另一

个则用于 UV检测。发色团应具有较高的摩尔吸收值，并且其吸收带应具有最大化检测范围以及最小化背景噪音。表 20.2

列出了紫外检测中常用的几种发色团，同时列出了它们的最大吸收波长以及在 254 nm处的摩尔吸收系数。摩尔吸收系数

为 10000 或以上的试剂可实现 ng级别的检测。表 20.1 列出了一些市售紫外检测用衍生化试剂。它们将要进行衍生的目

标官能团也列于表中。

表 20.2

可改善 UV检测效果的目标发色基团

发色基团 最大吸收波长 254 nm 下的摩尔吸收系数

苄基 254 200

4-硝基苄 265 620

3,5-二硝基苄 ------ > 10000

苯甲酸酯 230 低

4-氯苯甲酸酯 236 6300

4-硝基苯甲酸酯 254 > 10000

2,4-二硝基苯基 ------ > 10000

甲苯酰基 236 5400

甲氧苯基 262 16000

苯甲酰甲基 250 10000

4-溴苯乙酰基 260 18000

2-乙酰基萘 248 12000

请注意，许多用于在分子中引入硝基苄发色团（表 20.2）以进行紫外检测的常用试剂同样适用于电化学检测。此外，胺

类以及氨基酸的 OPA衍生物可以在极其微量的浓度下通过电化学检测方法进行测定。有关在 HPLC电化学检测中应用衍

生化的更多信息，请参阅参考文献 4。
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荧光检测

选择衍生化试剂时，除了需要考虑上述因素之外，如果选用的是荧光衍生化试剂，该试剂还必须具备有宽吸收带和高量

子产率的荧光发色团。由于强荧光响应要求物质具有一些特殊结构，荧光衍生化试剂的种类比 UV检测衍生化试剂的种类

少（表 20.1）。荧光衍生化的应用请参见图 20.1。

柱前衍生

柱前衍生与柱后衍生相比有几个优势。由于分析人员可以先进行衍生化，然后再将样品转移到适当样品瓶中进行分析，因

此柱前衍生的设备和化学试剂限制更小。柱前衍生既可以手动操作，也可以自动进行。多家分析仪器或机器人厂商都提

供自动化柱前衍生装置。只要所有试剂、分析物及衍生化产物性质稳定，该方法对衍生化反应的动力学特性就没有任何

时间限制。最后，本书所述的样品前处理方法还可用于去除不需要的副产物、样品干扰物，如有必要，还可以更改样品

溶剂以兼容 HPLC流动相和 GC固定相。

柱前衍生化可能会在检测中引入污染物或损失分析物，吸附、不良副反应、可能发生的样品降解、样品转移和反应不完

全都可能造成这些问题发生。而且，衍生化需要额外的时间，还会增加方法的复杂性，同时也可能降低方法的精密度。
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柱后衍生

柱后衍生通常需要在反应检测器中完成，分析物在分离之后，将要进行检测之前在此处完成衍生。反应检测器的设计考

虑了样品在反应系统内的扩散。反应器的三种最常见设计为：毛细管、填充床和空气分段反应器它们的反应速度分别为

快速 (< 1 min)、慢速 (1-5 min) 和更慢速 (5-20 min)。柱后衍生的主要优势为：假阳性化合物生成量极少；只要反应的重

现性良好，就不必保证反应完全；分析物的色谱分离不受影响。

柱后衍生的缺点是除了快速反应之外的所有反应都会发生谱带变宽，同时衍生化步骤也大大增加了方法开发和常规应用

的复杂性。该方法需考虑的重要因素包括对衍生化反应的动力学要求（需在 30 min内完成反应），以及流动相可能与衍

生化试剂不兼容的问题。确保试剂和流动相的兼容性也增加了 HPLC方法研发的复杂性，因为在达到衍生化要求的同时还

必须考虑该条件是否会影响分离的实现。最佳的分离流动相可能与衍生化反应不兼容。
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以分析饮用水中的农药甲奈威和克百威的为例，对柱后衍生进行阐述 6。N-甲基氨基甲酸酯农药（结构见图 20A左侧）属

于广谱杀虫剂，常用于水稻和玉米作物。过量的农药可能污染地下水、地表水和饮用水。现已发现饮用水中含低浓度的 N-

甲基氨基甲酸酯可造成神经系统和生殖系统的健康问题。

在该应用中，自动化 SPE最初用于从水中分离痕量农药 6。SPE小柱活化后，将 1L水样通过小柱以富集其中的有机物质。

二氯甲烷是 SPE小柱的最佳洗脱溶剂。色谱分析采用了反相 HPLC和柱后衍生。进行衍生前，首先通过高温下的初始柱后

反应在碱性条件下将甲奈威和克百威水解为甲基胺接下来，甲基胺依次与邻苯二甲醛 (OPA) 和 2-巯基乙醇 (RSH) 反应，生

成具有强荧光性的异吲哚衍生物（图 20.1A右侧)。初始化合物是没有荧光性的。图 20.1B（见下页）显示了来自加标到

自来水中的氨基甲酸酯的强荧光信号。请注意，为了防止水中的残留氯影响痕量农药的分析，我们在样品中加入了少量硫

代硫酸钠。该柱后反应方法显示出了优异的线性、出色的重现性（%RSD小于 2%）以及良好的回收率（80-110%），检测

限可达到 ppt级。

O

O O
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H
HN

N
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N

H

O

O

O

HN

OH-

95 °C
CH3NH2

强荧光

非荧光氨基甲酸酯

克百威

甲萘威

室温

+ RSH和

氨基甲酸酯的结构和柱后衍生化反应

图 20

A)

OPA
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LU
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实验

空白样品

加标样品

克百威：0.41 ppb

甲萘威：0.50 ppb

加标 ppb 级氨基甲酸酯农药的自来水样品柱后荧光色谱图B)
图 20（接转下页）

仪器： 配备荧光检测器 (FLD) 的 Agilent 1100 或 1200
系统：如果所需进样量达到 400 µL，可安装多
次抽取升级工具包。

色谱柱: Agilent TC-C18(2) 4.6 x 150 mm，5 µm

流动相: A：水，B：甲醇；
0 min 42% B，5 min 55% B，
12 min 60% B，
13 min 42% B，停止时间 15 min，
后运行 2 min

流速: 1.0 mL/min

柱温: 30 °C

检测器: 荧光：Ex 339 nm；Em 445 mm

进样体积： 10 µL

柱后反应条件

试剂流速： 0.1 mL/min

反应器温度： 95 °C

衍生化温度： 室温

SPE小柱安捷伦科技公司 Sampliq C18，6 mL/500 mg
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衍生化的其他用途

虽然衍生化主要涉及气相色谱，而在 HPLC分析中，对于适用于分析高挥发性分析物的蒸发光散射检测器或电晕放电检测

器来说，可提高分析物挥发性的衍生化反应也是非常重要的样品前处理方法。通过极性基团（如氨基）的衍生化处理可

以去除硅胶基反相色谱柱上由于硅醇基或离子相互作用而产生的峰拖尾。

与非手性分离中的衍生化处理不同，手性衍生化的目的在于增强分离效果，而不是改善检测结果。而且，历史最为悠久

的手性分离方法就是衍生化。因此，我们拥有大量的可用信息，并能够从经验证可衍生的多个官能团中进行选择。现在，

手性衍生化已被用于反相和正相液相色谱。手性分析的关键在于使具有光学活性的目标分子与同样具有光学活性的试剂

发生反应。

衍生化手性分析具有如下的优势和局限性：

优势

• 这项技术已被广泛研究，大量的可用资料使得该技术简单易用

• 该方法使用标准的 HPLC固定相和流动相

• 仅需一个步骤就能同时完成检测和分离的衍生化反应，产物的检测不再是让分析人员为难的问题

局限性

• 对于对映异构化合物，必须先进行手性拆分，分离出目标化合物，再进行衍生化，该过程难以实现自动化分析

• 衍生化试剂的纯度极为重要，轻微的对映体污染就有可能导致错误的测定结果

• 对于反应和/或平衡速率不同的对映体，使用常数计算出的结果可能无法反映真实的对映体比例

• 样品前处理过程中，产物可能发生外消旋。

除手性化合物的衍生化外，使用手性试剂也可以增加手性固定相 (CSP) 对手性分析物的选择性。某些化合物不具备足够

独特的结合位点，无法在 CSP上获得足够的分离度，而通过与手性试剂进行衍生化反应能够使其实现分离。
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代码：

TMCMS： 三甲基氯代硅烷

HMDS： 六甲基二硅氮烷

MSTFA： N-甲基-N-(三甲基甲硅烷基)乙酰胺

MTBSTFA： N-叔丁基二甲基硅烷-N-甲基三氟乙酰胺

典型的 GC 衍生化试剂
表 20.3

气相色谱中的衍生化

在 GC分析中，衍生化的主要目的是增加分析物的挥发性。大分子化合物，尤其是那些生物或环境分析中的高分子物质

和/或含有极性官能团的化合物，在对其进行 GC分离的温度下通常都是热不稳定的，这些物质就是 GC衍生化的候选化

合物。衍生化反应的主要类型是将质子官能团反应变为对热稳定、挥发性更强的非极性官能团。除改善热稳定性外，衍

生化还能最大限度地减少管壁相互作用以及可能导致拖尾和/或不可逆吸附的其他相互作用，从而改善峰形。有多种 GC

衍生化试剂可供选择，表 20.3列出了其中使用更为广泛的一部分试剂。许多出版物都为适用于 GC分析的化合物总结了

各种衍生化方法 1,3,5。

试剂类别
典型的
试剂化合物 衍生化合物 注释

三烷基硅烷 TMCS、HMDS、MSTA、

MSTFA、BSTFA

醇类、酚类、羧酸、

硫醇、胺类、酰胺

最常用，在无水条件下反应，反应速率取决于位阻因

素，需要使用催化剂，需选择适当的溶剂和温度；除

几种糖类产物以外，副产物很少；可采用 ECD检测卤

代硅烷。

卤代烷基丙烯酰基 全氟化碳酰基

（例如三氟乙酰基、

五氟丙酰基、

七氟丁酰基）

胺类，酚类 通常在碱（例如吡啶、三乙胺）存在的条件下由酸酐或

酰基氯制得；引入电子捕获基团用于 ECD检测。

卤代烷基丙烯酰基 醇类 羧酸 在酸催化剂（例如 HCl、乙酰氯、三氟化硼）存在的条

件下与过量的醇发生反应；去除水的副产物，有助于

衍生化过程；最常用甲酯。

烷基化 卤代烃、重氮烷、

缩醛类、N,N’-二甲基

甲酰胺二烷基缩醛

含活性氢的化合物

（例如-COOH、-SO2OH、

-OH、-SH、-NH2、

=NH）

必须使用催化剂以保证充分反应；常用的催化剂包

括氧化银、氧化钡、氢化钠。

五氟 (PF) 苯基 PF-苯甲酸酐、

PF-溴化苄、

PF-苯甲酰氯等

醇类、胺类、酚类、

羧酸、酮类

适用于各种有机化合物；衍生物稳定、挥发性强，可

使用 ECD检测。

肟类 羟胺或衍生物（甲基、

乙基或苄基）

酮类、醛类 主要用于在形成其他衍生物时保护酮基
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对 GC来说，硅烷化试剂是最常见且最通用的衍生化试剂。其反应活性强，可与大多数官能团发生衍生化反应，并且与大

多数化合物的反应都不会产生副产物或伪峰。三甲基硅醚衍生物本身在无水条件下稳定。现在人们又开发出了水解稳定性

和检测性能更出色的新型硅烷同系物和类似试剂。有机酸三甲基硅烷化衍生的典型反应如下。

硅烷化反应一般在玻璃样品瓶中进行，并且通常需要升高温度。需要注意的是，在升高温度时 PTFE螺口盖可能出现渗漏。

有时需要使用碱性催化剂（如吡啶、二乙胺）来去除 HCl副产物。在某些情况下，使用三甲基硅烷试剂混合物比单独使

用其中任意一种试剂更有效。

改善色谱检测性能是 GC衍生化的另一个重要目的。现在人们已经开发出了含氯、溴或碘（用于电子捕获检测器）和氰基

（用于热离子检测器）等电子捕获基团的硅烷化试剂来改善色谱的检测性能。几乎所有的 GC衍生化反应都是柱前衍生

反应。

近年来，随着串联 LC-MS/MS技术越来越受关注，气相色谱工作者已经把某些分析转换为使用液相色谱，从而避免了衍

生化反应步骤。串联质谱技术的灵敏度和选择性完全可媲美 GC检测器的选择性和灵敏度（更多信息请参阅第 17 章）。

(CH3)3Si- Cl  +  RCOOH       (CH3)3Si- COOR  +  HCl      
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第 21 章

“恰到好处”的样品前处理方法：

已经验证的样品分析发展趋势

样品前处理（以及小范围内的数据分析）通常被认为是方法的速度决定步骤和容易出错的环节。如果能够在分析过程的其

他部分获得符合分析人员要求的选择性，将大大减轻样品前处理步骤面临的提高分析选择性的压力。本章阐述了“恰到

好处”(Just Enough) 的样品前处理概念，1内容基于 LCGC No. America中的一篇介绍该理念的文章。“恰到好处”的样品

前处理方法高度依赖于串联质谱检测技术的最新研究进展，以此为样品分析提供过去无法实现的高灵敏度和高选择性。即

便如此，我们有时仍然需要使用更加复杂的样品前处理方案，特别是当共洗脱干扰引发离子抑制/增强效应时。

在前面的内容中，我们已经讨论过如何将选择性方面的考虑贯穿整个样品分析周期 2。图 21.1 列出了典型样品分析的工

作流程。在大多数分析中，化学家的目的都是要在通常非常复杂的基质中寻找一种或几种目标分析物。方法开发的目的，

就是开发出一种具有足够的选择性的分析方法，在目标分析物的浓度水平以分析人员所需的精密度和准确度分析这些化

合物。分析人员可以选择在分析周期（图 21.1）的任一环节获得所需的选择性，包括采样过程、样品前处理、样品进样、

色谱分离、检测，甚至是在数据分析过程。在目标分析物能够以良好的灵敏度得到检测的前提下，只要样品基质中的干扰

物不会对分析仪器或色谱柱造成损坏（短期或长期），或被确认为有害干扰物，却能够轻松去除，就允许这些化合物存在。

去除干扰物的一个例子是在每次分析后进行反吹，以去除 GC色谱柱头捕集的高分子量污染物。参考文献中列举了如何在

气相色谱分析过程的每个步骤中获得所需选择性的各种实例 2。
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分析方法某一部分选择性较低，可通过提高该方法另一部分的选择性来弥补。例如，如果分析人员的 HPLC仪器仅配备了

固定波长紫外检测器，或 GC仅配备了热导或火焰离子化检测器，检测器的选择性就可能无法达到排除多余样品组分的干

扰检测目标分析物所必需的选择性要求。因此，为了弥补检测器的缺陷，我们就需要采取额外的样品前处理步骤，或寻找

在分离过程中选择性更高的色谱柱。在这种情况下，分析人员可能需要花费大量时间和精力来进行一个或多个样前处理

步骤，或优化色谱柱/流动相系统 (HPLC) 的选择性，以排除潜在的干扰。另一方面，如果分析人员拥灵敏度和选择性极高

的检测器，就没有必要花费大量时间优化样品前处理方法和/或分析分离方法了。

图 21.1

分析周期中的步骤 1

采样/样品收集

数据分析

分析物检测

分析物分离

样品引入
样品前处理

GC 或
HPLC

载气 (GC)
流动相泵 (LC)
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由于分离色谱柱的选择性往往不容易预测，所以从目标样品中去除干扰物就成为了样品前处理步骤的主要目标。虽然有

时这项工作会增加分析人员的负担，但幸运的是现在已有许多久经考验的样品前处理技术可供分析人员选择。然而，随

着具有高度选择性和灵敏度的 HPLC和 GC串联质谱技术的发展和普及，当样品基质含有的干扰物不会干扰分离和检测

时，样品前处理步骤以及色谱分离过程就能够极大地被简化。我们将这一简化的样品前处理过程称为“恰到好处”(Just

Enough) 的样品前处理方法。

虽然使用“恰到好处”的样品前处理方法获得的样品纯度并非一定能够媲美多模式固相萃取 (SPE) 或液液反萃取等更为严

格的方法，但只要杂质不会对分离或检测（当然，还有色谱柱或仪器）造成负面影响，就没有问题。实际上，在保证最终

结果符合分析人员要求的前提下，样品前处理的时间是可以大大缩短的。虽然目前质谱仪检测器的价格仍远远高于紫外或

FID检测器，但许多实验室认为它的性价比高，能够改善分析并加快分析速度，从而提高总的分析效率并降低成本。当然，

只要分析物无需进行衍生，价格较低的选择性检测器（如 HPLC荧光检测器、GC电子捕获检测器）也适用于“恰到好处”

的样品前处理方法。

“恰到好处”的样品前处理概念并不意味着我们需要投机取巧或不使用更复杂的方案。它实际上是指如图 21.2所示的一

系列样品前处理流程。该图只列出了广泛使用的众多样品前处理方法中的其中一部分。从该图最上方的过滤、离心以

及“稀释-上样”法开始，越往下，样品前处理方案的选择性就越高，同时也更为复杂，分析人员需要付出更多的人力、

实施更多的操作步骤才能获得“恰到好处”的纯化结果以满足分析需求。任何分析技术都需要最大限度地减少样品处理

步骤，因为样品转移的次数越多，分析物损失（或发生变化）的可能性就越大，因此会导致分析精密度和准确度降低。如

果仅通过一两个步骤即可满足分析方法的需求，这就足够了，但在某些情况下，我们可能还需要增加其他的样品前处理

步骤以去除干扰物。去除或减少干扰物的需求不会多于 LC/MS和 LC-MS/MS的分析要求（见图 21.2）。
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方法

•过滤
•离心
• “稀释-上样”

•超声
•冻干
•蛋白质沉淀
•蒸馏
•透析/超滤

•液-固萃取/加压流体萃取

•索氏提取
•固相微萃取
•支持液相萃取
•液液萃取
•固相萃取
• QuEChERS

•湍流流动色谱
•衍生化
•色谱柱切换/中心切割

•免疫亲和吸附剂
•分子印迹聚合物

更高的选择性
最佳的样品纯化效果

选择性较低样品纯化效果较差

更复杂的技术

更简单的通用方法

图 21.2

Just Enough样品前处理方法是指一种连续的方法

图 21.3 以图示形式展示了“恰到好处”(Just Enough) 的样品前处理概念，这一理念实际上可应用于整个分析过程，但我

们往往只着重将其应用于样品前处理阶段，这是因为许多分析人员正是希望能在这一阶段实现最大幅度的灵敏度提升。

理想情况下，在一种分析方法中，我们总是希望以最少的人力和投资得到最好的结果。而另一方面，实际的数据要求可

能并不需要最佳结果，可接受的结果往往就足够了。例如，筛查几百个尿样中是否存在滥用药物，大多数样品都是阴性。

因此，使用定性方法就足以筛查出含有非法药物的样品。但是，一旦在筛查实验中锁定了可能含有非法药物的样品，接

下来就可能需要采用较为复杂的方法更加仔细地对阳性样品进行定量分析。
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不可接受 可实现的
（可接受的）

人力和投资

还有许多其他因素可能影响“恰到好处”纯化方法中样品前处理技术的选择。分析人员的操作技术和知识储备非常重要。

还有仪器的可用性、化学试剂、消耗品以及其他装置；进行方法开发和完成当前任务的可用时间；基质的性质和复杂

性；分析物的浓度水平和稳定性；需要的样品量；每个样品的分析成本（预算）；以及样品前处理技术的安全性等等，这

些都只是众多考虑因素中的一部分。分析人员需要考虑上述所有因素以及其他因素，从中找到平衡的方法。

分
析
结
果
的
质
量

理想
Just Enough

图 21.3

在样品前处理中趋于适当的均衡
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“恰到好处”样品前处理方法实例

本书中已讨论了多种样品前处理方法。图 21.2 列出了满足“恰到好处”样品前处理方法标准的多种样品前处理方案。如

前所述，分析方法的样品前处理步骤越少，出现误差的几率就越低，同时分析物的回收率越高，处理样品所要花费的时

间越少。但是在图 21.2 中，越往下，“恰到好处”方法也可能需要使用更复杂的样品前处理手段。

现在让我们来看看几个可以之称为“恰到好处”的样品前处理实例能否提供可接受的结果。近年来，为了测定生物体液

（如血浆）中的目标药物及其代谢产物，许多制药公司都改用更简单的蛋白沉淀法（请参阅第 16 章）并采用反相 HPLC分析，

但通过这种方法获得的样品在分析时需要使用选择性和灵敏度更高的 LC-三重四极杆MS/MS检测器，并对特定离子对进行

多反应监测 (MRM)。第一个例子是采用 LC-三重四极杆质谱系统直接分析人血浆中的丙酸氟替卡松 (FP)3。FP是一种糖皮质

激素类的合成类固醇，用于治疗过敏性疾病。作为鼻吸入剂或喷雾剂使用时，该药物直接作用于鼻腔内的上皮组织，仅有

极少量药物会被吸收进入身体其他部分。由于系统浓度很低，需要使用高灵敏度的 LC/MS方法测定其在人血浆中的浓度。

图 21.4 展示了采用蛋白沉淀法（请参阅第 16 章，蛋白沉淀）处理血浆后通过“稀释-上样”法获得的 LC/MS分析结果，分

析时监测的MRM转换离子对见图下方的说明。在这个例子中，“稀释-上样”法在低至 5 pg/mL的最低校正水平展现出的灵

敏度已经超过了用于定量的标准。因此，蛋白质沉淀与“稀释-上样”相结合的样品前处理方法完全在法规指南要求的分

析性能范围内，并且能够“恰到好处”地满足分析需求。

图 21.4

使用“稀释-上样”样品前处理方法测定血浆中的丙酸氟替卡松 3

仪器：Agilent 6490 型 LC-三重四极杆 LC/MS系统（MRM离子对 501.2 → 293.1)，柱上进量 2.5 fg；

检测限 1 fg；5-50 mg/mL浓度范围内的标准曲线呈线性

样品前处理：使用乙腈沉淀血浆样品，然后用水将其稀释 4 倍
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“恰到好处”的样品前处理方法的第二个例子在第 16 章有详细描述，依然采用了蛋白沉淀法，但考虑了离子抑制效应的

问题。这里不再重复展示图示，读者可以参阅第 16 章，亲脂性物质的去除。如果在色谱图中目标分析物与磷脂在同一区

域被同时洗脱，那么血浆中（磷）脂的存在可能会引起离子抑制效应。在分析中考虑代表磷脂和溶血磷脂酰胆碱洗脱的

m/e 184 → m/e 184 离子对可获得磷脂的MS-MS选择性。图 16.6.1展示了典型的浸提实验结果，血浆样品经蛋白沉淀

后采用了 Captiva过滤产品 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) 进行过滤。如果药物和/或其代谢产物与这些化合物共

洗脱，可能会发生离子抑制效应并严重影响分析结果。因此，在这个例子中，仅采用简单的蛋白沉淀样品前处理方法不

足以提供可靠的数据。

经过更为复杂的 SPE方法（图 16.6.2）或液液萃取法（图 16.6.3）处理，所得的萃取物更加纯净，磷脂类含量大大减少。

要获得最好的整体效果，还需要采用选择性的 SPE进行更为复杂的去磷脂步骤，才能去除萃取物中残留的痕量磷酸盐化

合物（图 16.6.4）。幸运的是，一种名为 Captiva NDLipids的产品为我们提供了简便的“恰到好处”解决方案，它结合了

膜过滤/磷脂去除 96 孔板，让我们仅通过单次操作就能达到通过上述两个步骤才能获得的纯化效果。

QuEChERS（请参阅第 8 章）是一种最初用于水果和蔬菜中农药萃取的样品前处理技术 4。这是一种相对来说较为简便的

样品前处理方法，包括两个步骤：1) 使用含高浓度盐（如氯化钠、硫酸镁和缓冲试剂）的水和乙腈进行盐析分配萃取；

2) 分散固相萃取步骤，使用各种吸附剂处理第 1 步获得的试样，去除基质中可能干扰后，使用 LC/MS、LC-MS/MS、GC/MS

或 GC-MS/MS分析的化合物。该技术已被证明可广泛用于多种基质中数百种农药的痕量分析。方法的标准化也使其成为

了通用的样品前处理方法。

近年来，QuEChERS萃取的应用已扩展到农药实验室之外，被广泛用于多种基质，包括畜肉和禽肉中抗生素的萃取、动物

饲料中兽药的萃取以及土壤中环境污染物的萃取。在“恰到好处”样品前处理方法的第三个实例中，我们采用了如图 21.5

所示的方案，使用 QuEChERS萃取鱼类中的多环芳烃 (PAH)。PAH是欧盟和美国国家环保局重点污染物列表中的一大类有

机化合物，具有致突变和致癌性。在海洋环境中，PAH作为一种水媒性化合物和富集性污染物，可经由食物链进入海洋

生物体内。该应用表明，样品前处理技术满足检测需求时，无须使用串联质谱检测器。大多数 PAH都具有强荧光性，因

此，如图 21.6所示，采用反相 HPLC结合荧光检测即可测定 16 种加标水平在 10 ng/g以下的该类化合物 5。QuEChERS萃

取法提供了良好的回收率，% RSD均低于 2%。
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称取 5 g 均质鱼类样品放入 50 mL 离心管中

向样品中加入 2000 µL 加标溶液

用力振摇 1 min

加入 8 mL ACN

用力振摇 1 min

加入 Bond Elut QuEChERS AOAC 盐包

振摇 1 min，然后以 4000 rpm离心 5 min

移取 6 mL 等分萃取液加入到 15 mL Bond Elut QuEChERS 分散 SPE管中

振摇 1 min，然后以 4000 rpm离心 5 min

用 0.45 µm PVDF 注射式过滤器过滤

移取 1 mL 萃取液加入自动进样器样品瓶中

样品可直接用于 HPLC-FLD 分析

QuEChERS AOAC样品前处理流程图 5

图 21.5
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加标鱼类样品的 HPLC-FLD叠加色谱图，加标 PAH包括（括号中为加标浓度）：1. 萘 (20 ng/g)；

2. 苊烯 (20 ng/g)；3. 苊 (10 ng/g)；4. 芴 (10 ng/g)；5. 菲 (10 ng/g)；6. 蒽 (10 ng/g)；7. 荧蒽 (10 ng/g)；

8. 芘 (10 ng/g)；9.1,2-苯并蒽 (5 ng/g)；10. 苯并菲 (10 ng/g)；11. 苯并(e)苊烯 (5 ng/g)；

12. 苯并(e)苊烯 (5 ng/g)；13. 苯并(k)荧蒽 (5 ng/g)；14. 二苯并(a,h)蒽 (5 ng/g)；15. 苯并(g,h,i) (5 ng/g)；

以及 16. 茚并(1,2,3-cd)芘 (5 ng/g)；色谱图黑色部分采用下列荧光激发/发射波长：260 nm/352 nm；

红色部分 260 nm/420 nm；蓝色部分 260 nm/440 nm。对于苊烯，紫外检测采用 230 nm。

HPLC条件

加标鱼类萃取物的 HPLC-荧光色谱图
图 21.6

色谱柱： Agilent ZORBAX Eclipse PAH C18，4.6 × 50 mm，1.8 µm

流速： 0.8 mL/min

柱温： 18 °C

进样体积： 5 µL

流动相： A = 去离子水，B = 乙腈

梯度：

时间 (min)： %B

0 60

1.5 60

7 90

13 100
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结论

测定复杂基质中的目标化合物时所需要的选择性，在分析过程中的任何环节都可以获得。针对样品前处理阶段，我们提

出了“恰到好处”的样品前处理概念。这一理念高度依赖于通过串联质谱与色谱分离联用实现的灵敏度和选择性的提

高。在离子抑制/增强效应维持最低水平的情况下，“恰到好处”的样品前处理方法能够提供符合分析需求的良好回收

率、最低检测限 (MDL) 和最低定量限 (MDQ)。

不过，正如前文中分析鱼类中 PAH的实例所述，我们也可以选择使用其他的选择性检测机制（如荧光检测）。有一点需要

特别注意：在某些分析中，样品前处理步骤仍是决定分析速度的主要步骤，在这种情况下，“恰到好处”样品前处理法不

一定能满足分析需求。这时，我们还是需要使用较为复杂的样品前处理方案，如 SPE、液液萃取等。
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第 22 章

样品前处理的现状及未来

本书记述了色谱样品前处理领域中取得的诸多进展。与十年前相比，许多现代样品前处理技术具有以下特点：

• 更快速
• 更安全
• 更易于自动化
• 小型化
• 使用更少的有机溶剂
• 在样品回收率和重现性方面与旧方法相当或优于旧方法

但是，在许多领域中，样品前处理仍被认为是分析实验室的瓶颈。总体上，学术界未对样品前处理引起重视，他们认为

该课题过于平凡，不如分析本身具有挑战性。尽管如此，该领域的工作者仍在不断开发新的样品前处理技术和改良现行

技术，其中某些技术性能具有突破性，可成为主流的常规方法，如固相微萃取 (SPME)、QuEChERS和加压流体萃取。

成熟的技术还扩展了新的应用领域，例如在水果和蔬菜的农残分析以外的领域使用 QuEChERS、将固相微萃取用于远程

采样，或将干血斑分析用于其他生物体液。针对液固萃取的新型吸附剂不断得到开发，例如具有高选择性的分子印迹聚

合物和免疫吸附固定相。全新的技术（例如分散液液微萃取、离子液体萃取和微量盐析液液萃取）将和固相萃取一样，成

为新一代广泛使用的技术。近年来，许多耗时的样品前处理技术的自动化已取得诸多进展，帮助分析人员获得更多时间

处理挑战性的工作。90 年代的完整实验室机器人系统已被 x-y-z台式液体处理系统所取代，后者与分析仪器更加接近，

并且通常可与分析仪器集成。除进样外，带有样品前处理功能的自动进样器已推出数年，并已证实其在进样前最后几个

关键步骤中极为有用。有时，对液体和固体样品，这类自动进样器和台式样品前处理系统可提供全方位的自动化，甚至

包括样品称量。



308

正如第 21 章详尽介绍的那样，高灵敏度/选择性质谱仪以及更高效和更高选择性的色谱分离在某些情况下提供的选择性

都是过去在样品前处理化学家的帮助下得到的。这样，开发一种结合了采样、样品前处理、分析、检测以及数据分析的

最优的分析方法，为复杂样品提供更全面更耐用的解决方案。应用越来越广泛的带正交分离模式的多维在线柱切换系统

可为样品前处理/分析提供解决方案，此类解决方案比耗费几个小时开发所谓最适宜的样品前处理技术更快速且更具选

择性。

受仪器灵敏度不断提高的驱动，进一步发展小型化可在不止一个方面为分析人员提供各种优势。现在只需要很少的样品

量。使用 96 孔流通型 SPE板，其中每个孔内仅含几毫克吸附剂，不仅缩短了萃取时间，而且只需要几微升的洗脱溶剂。

因此，可显著加快溶剂蒸发和复溶的速度。96 孔蒸发系统和多孔板处理器使样品前处理不再受处理速度限制，并且使高

通量样品处理正成为常见操作。更重要的是，溶剂使用量与小型化程度成比例递减，从而降低了溶剂购买和处理成本。虽

然基于芯片的分析系统仍未投入常规使用，但有理由相信这类集成化系统将来会取代占据整个实验室台面的仪器。有些

具备简单样品前处理技术的便携式现场分析仪器已经投入使用，这为将分析带入源头或者生产车间提供了一种趋势。

目前小型化是广受关注的话题，未来纳米材料在样品前处理中的应用前景将非常可观。由于具有“纳米级”效应，所以纳

米材料独特的物理和化学性质使其成为良好的候选吸附剂。许多纳米颗粒（例如金属、金属氧化物、金属有机框架、硅

质以及诸如石墨烯和碳纳米管的碳质）已成为研究课题，并且此类研究课题越来越多，纳米颗粒不仅作为 µ-SPE吸附剂，而

且还作为 SPME棒和纤维的涂层。对后者而言，固定化纳米颗粒具有与现有聚合物固定相一样坚固耐用的性质，并具有

更高的表面积，可提高灵敏度，还可以进行衍生化以引入新的化学性质。特别受关注的是磁性 SPE颗粒，由于它们可通

过使用磁铁进行回收，所以可直接将这些颗粒分散到样品溶液中进行快速分析物萃取。磁性操作克服了 SPE传统的问

题，例如无需填充小柱或 SPE板，或无需大体积液体样品加载的耗时过程。

绿色化学的话题已持续多年，据悉这一概念已在一些大型公司和机构中得到采纳，它不仅用于生产环境中，还用于化学

实验室中。在分析和分离实验室中，绿色化学不仅意味着使用更环保和更安全的溶剂，还意味着要降低溶剂的使用量、

减少能量消耗，以及考虑使用无溶剂的样品前处理技术。对于后者而言，SPME、单滴微萃取、过热水萃取以及超临界流体

萃取（和色谱）正是几乎不使用传统有机溶剂的技术。委员会仍大力提倡使用离子液和共熔溶剂，以实现更环保的萃取。





96 孔收集板 在固定尺寸的聚乙烯矩形板（127.8 mm × 85.5 mm）上以 8 × 12（96 个）阵列排列的小“试

管”，也称为孔；这些孔的体积为 0.5- 2 mL；请参见第 9 章。

96 孔板 含有 96 个单孔的小型矩形塑料板，这些单孔为小体积试管，以 8 × 12 阵列排列；用于液体处

理和其他类似需求；请参见第 5 章和第 9 章。

96 孔固相萃取板 在小型的矩形塑料板上以 8 × 12 矩阵排列的 96 个独立流通式 SPE 孔，每个孔具有上下筛板，

以容纳吸附剂或树脂的固体颗粒并进行微量水平的 SPE；通常将 1 mg - 0.2 g 填料置于孔内，孔

的容积可达 2 mL；可使用 x-y-z 液体处理系统或定制工作站进行自动化 SPE；请参见第 9 章。

96 孔过滤板 在固定尺寸的聚乙烯矩形板（127.8 mm × 85.5 mm）上以 8 × 12（96 个）阵列排列的小过滤试

管（体积范围为 0.5- 2 mL）；在孔底部放置膜过滤器过滤液体样品；有时将预过滤器放置在膜

过滤器上面，避免颗粒堵塞过滤器；请参见第 5 章。

ACN 乙腈的缩写，乙腈是反相液相色谱以及样品前处理中常用的溶剂。

氨基相 正相键合相色谱中使用的一种固定相，即丙氨基相。对任何溶质分子（如醛类）或可以与胺类

反应的流动相添加剂都有一定的反应性。在一些应用中，氨基相可作为弱离子交换剂使用，也

可在水 - 乙腈流动相中用于分离碳水化合物。这是一种相对不稳定的固定相；请参见第 9 章。

螯合树脂 含有与阳离子类化合物（如，铜、铁、重金属离子等金属）发生相互作用的官能团；用于富集

痕量成分或分离。

Boxcar 色谱 请参见柱切换；别名。

被动采样 在被动气体采样中，在选定时间内（从 5 分钟到 24 小时），空气样品在流量控制器的驱动下进

入排空的采样罐中。采样时间和流速决定了所需的采样罐体积。
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标样 含有已知量的目标化合物的样品；通过将该样品的洗脱时间和在同样条件下通过样品进样而获

得的保留时间进行比较，来帮助鉴定样品峰。在定量分析中，外标是以检测器输出（峰面积或

峰高）对浓度的比值来建立校准曲线所用的化合物；可通过在校准曲线上匹配检测器输出值来

测定未知浓度。内标是具有不同保留时间的已知浓度化合物，将其加入到样品中，并比较未知

化合物与内标之间的响应值，以此定量测定未知化合物。

标准品加入 用于改善定量分析的方法；需要使用已知浓度的纯标准品。首先将未知浓度的样品进样获得峰

面积；再向未知浓度样品中加入已知量的纯化合物。通过所获得的新色谱峰，分析人员可以测

定原未知浓度样品中化合物的量；另一种方法是将恒定量的未知浓度样品加入到该物质的一系

列标准溶液中，并使用所得的峰面积对原标准溶液的已知浓度作图。从所得直线的斜率可获得

未知样品的浓度。

表面积 在吸附剂中，指采用可行测量技术（如使用氮气吸附的 BET 方法）测定的固体表面总面积。典

型多孔吸附剂（如硅胶）的表面积在 100-600平方米/克范围内。

玻璃纤维萃取盘 (SPE) SPE 颗粒嵌入玻璃纤维基质中的一种形式；萃取盘在处理大体积样品（如水）时极为有用，因

为与经典小柱相比，萃取盘具有更大的横截面积，可以实现更高的流速；请参见第 9章。

补偿离子 在离子交换过程中，溶液中用于置换离子化位点上目标离子的离子。在离子对中，是加入到流

动相中以形成中性离子对的带相反电荷的离子。

捕集 用固体物质（如，硅胶、聚合物、无机吸附剂等）或液体溶液，以物理或化学方法保留稀释液

流或气流中目标溶质的过程；常用于富集分析物以进行高灵敏度分析。

不分流进样 进入气相色谱柱的样品不分流，而是直接导入色谱柱；比分流进样具有更高的灵敏度，但可能

出现回流，并且由于样品在高温进样口滞留时间较长，降解的可能性更高；请参见第 6 章。

不规则填料 指色谱柱填料的形状。这种不规则填料具有各种微粒粒径可供选择。填料来自于固体原料研磨

成的小颗粒，然后用粒径分选机按细化的粒径范围筛分成多个组别。目前在分析型 HPLC 中，

球形填料比不规则填料更为常用；但更便宜的不规则填料仍广泛用于制备液相色谱柱和 SPE 

中；请参见第 9 章。

C4、C8、C18 等 指反相键合相的烷基链长度。

Certify 用于滥用药物分析的 SPE 产品；请参见第 10 章。
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采样 在源头采集代表性样品的过程；采样还指对样品进一步抽样，使其更符合实验室分析要求；重

要的是，必须确保最终分析的样品可代表原始样品，不含偏差或歧视。

采样罐富集 一种不锈钢容器，该容器中的真空保持在 10 mTorr 以下，或保持压力为 40 psig。采样罐有多种

体积规格：400 mL、1.0 L、3.0 L、6.0 L 和 15 L。采样罐的尺寸选择通常取决于采样期间所需的

样品分析物浓度、采样时间、流速和样品体积。一般情况下，越浓缩的样品（如土壤气体采

集）使用的采样罐越小，3 L 和 6 L 采样罐可用于测定环境空气样品的时间加权（TWA) 浓度，

采样时间可达 24 小时，而 15 L 采样罐可用作标准气。采样时间受采样罐尺寸和样品采集流速

的限制；请参见第 6 章。

采样误差 当群体的统计特征来源于该群体的子集或样品估算值时出现的情况。因为样品不能包含群体中

的全部，所以对样品的统计学分析（例如平均值和数量）通常与整个群体的参数不同。因为取

样通常是用来测定整个群体的特性，因此样品和群体值之间的差异被称作取样误差。一般不能

准确测量取样误差，因为真实的群体值是未知的；但取样误差可以通过样品的概率模型进行估

算；请参见第 4 章。

残留硅醇基 将固定相化学键合到填料后，残留在填料表面的硅醇基 (-Si-OH)。这些硅醇基可能存在于极小的

孔隙内，不会接触到体积大的反应性有机硅烷（例如二甲基十八烷基氯化硅），但会接触极性

小分子化合物。这些硅醇基通常可以使用小的有机硅烷（如三甲基氯硅烷）封端去除。请参见

封端。

超临界流体萃取 (SFE) 用超临界流体从固体原料中萃取分析物，较强极性的分析物最常使用二氧化碳和有机改性剂，

或含少量有机改性剂的二氧化碳；超临界流体具有气体的扩散能力和液体的溶剂能力；需要特

殊的 SFE 单元对压力和温度进行精密控制；分析物可以采集到冷阱中、吸附剂上或液体里；是

一种“绿色”提取技术；请参见第 14 页。

超滤 多膜过滤形式，该过程中液体静压力将液体紧压至半透膜。高分子量的固体悬浮物和溶质得到

保留，而水和低分子量溶质则通过半透膜。这一分离过程可用于纯化和富集大分子 (103-106 Da)

溶液，特别是蛋白质溶液。超滤与微过滤、纳米过滤或气体分离没有本质上的不同，区别在于

超滤所保留的分子大小不同。超滤可使用错流过滤或全流过滤模式，并且超滤分离会出现浓差

极化现象；请参见第 2、15、17 和 18 章。

超声 对液体样品使用超声 (> 20 kHz) 波处理并引发搅动。声波传入液体介质，产生交替的高压（压

缩）和低压（稀疏）循环。稀疏过程中，高强度声波在液体中产生许多真空小气泡或空腔，然

后在压缩过程中这些气泡或空腔剧烈崩塌（空蚀），造成非常高的局部温度；众多环境样品

（如，土壤、固体废料）的法规方法中规定了超声方法；请参见第 2 章和第 14 章。
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超声筛分 用于加速筛分过程，是经典低频振荡器的替代或补充方法；对于通常只能通过超声才能筛分的

极细粉末极为有用。

称量 进行样品前处理时最基本的样品前处理过程。

程序升温汽化 (PTV) 样品导入技术即样品在略低于溶剂沸点的温度下被导入进样口衬管；溶剂不断蒸发，并通过进

样口分流排出；一旦溶剂排完，进样口温度迅速升高，并将样品转移入色谱柱中；与热进样口

进样相比，使用 PTV 进样口可减少样品歧视和敏感化合物的热降解；请参见第 6 章。

冲洗步骤 (SPE) 也称为清洗步骤，是 SPE 中的第三步；样品加载后，设计冲洗步骤以去除包括基质化合物在内

的干扰物；此时，选择溶剂或缓冲液去除干扰物，而不是目标分析物；请参见第 9 章。

冲洗步骤 (SPE) 请参见冲洗步骤；请参见第 9 章。

初级采样 初次从群体中采集一个或多个增量或单位；初级样品是取自原始来源的样品；建议使用适当的

统计学采样方案；请参见第 4 章。

穿透容量 请参见穿透体积。

穿透体积 将特定溶质连续泵过色谱柱，直至该溶质开始洗脱时所用的体积。与色谱柱体积和该溶质的保

留因子相关。适用于测定色谱柱对特定溶质的总样品容量；请参见第 9 章。

吹扫捕集采样 动态顶空技术，液体或固体样品上方的蒸气被样品上方的气流持续吹走（吹扫）；挥发性组分

通常被吸附剂或低温方法捕集浓缩。最常用于富集挥发性痕量组分；请参见第 2 章和第 6 章。

磁珠技术 微磁珠是均匀的聚合物颗粒，直径一般为 0.5-500 微米，微磁珠在聚合物基质中含有氧化铁微

粒（或其他可受磁铁吸引的颗粒）。生物反应性分子可以吸附或联接到微磁珠表面，可用于分

离细胞、蛋白质或核酸等生物物质；使用磁铁/磁场可以在试管或 96 孔板中轻松处理磁珠。这

些微球可用于分离和处理特殊物质或分子和分析敏感分子或其他低丰度的物质，例如，在微型

化和自动化设置中。

萃取 从基质中去除目标分析物的通用术语。

大孔树脂（大孔网状树脂） 交联离子交换树脂既有分子级的微孔又有几百埃的大孔。这些大孔树脂具有较大的内表面积，

适用于大分子化合物。
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大体积进样 (LVI) 大于普通进样体积的样品溶液导入毛细管气相色谱柱的技术；在该方法中，大量溶剂在样品转

移至分析色谱柱前汽化；有两种常用的 LVI 技术：程序升温汽化和带溶剂汽化排空的冷柱头进

样；两种方法都可以降低检测限；请参见第 6 章。

代表性样品 统计学抽样得到的样品；预计所得样品足以反映总群的目标属性。

单滴微萃取 悬挂在顶空的一滴溶剂（1 微升或 2 微升）会吸附挥发性分析物到溶剂中；可以用进样针吸取

液滴注入气相色谱中；请参见第 7 章。

蛋白质沉淀 请参见蛋白质碎裂。

蛋白质破碎 用于去除/降低生物体液（如血浆）中蛋白质浓度的术语；稍加稀释后，可将有机溶剂（如乙

腈）加入血浆，使不溶解的蛋白质沉淀。通过离心或过滤去除蛋白质，并将上清液注入 HPLC 或

进行下一步工作；请参见第 16 章。

电渗析 在存在电势差的情况下，盐离子通过离子交换膜从一种溶液转移到另一种溶液中。这一过程在

电渗析池中进行。电渗析池由流入室（稀释液）和浓缩室（浓盐水）组成，阴离子交换膜和阳

离子交换膜置于两个电极之间；可以提供良好的富集因子；请参见第 15 章和第 18 章。

顶空采样 顶空 (HS) 是指液体和固体上方形成的蒸气；如果在密闭的恒温容器中样品与气相达到热力学平

衡，则称为静态顶空方法；如果惰性气体流经样品或流过样品之上，将捕集到的挥发性组分聚

集在吸附阱或低温阱中，则该方法称为动态顶空或吹扫与捕集采样；请参见第 2 章和第 6 章。

顶空单滴微萃取 悬浮在顶空的一滴溶剂（1 微升或 2 微升）可以使挥发性分析物分配到该溶剂中；然后用进样

针吸取液滴，并注入气相色谱中；请参见第 6 章和第 7 章。

顶空固相微萃取 可以用聚合物涂层纤维代替溶剂液滴置于顶空；分析物一旦吸附到聚合物涂层上，纤维可以转

移入气相色谱进样口，然后所吸附的分析物通过热脱附挥发；请参见第 6 章和第 7 章。

定点采样 在气体采样中，可以打开真空采样罐以非受控速度快速采集样品，通常为数秒钟，直到容器压

力与大气压力达到平衡。通常，这种定性技术用于必须对未知物鉴定时、或者在特定（短）时

间内空气中含高浓度分析物时，或者有异味发生并需要迅速采样时。通常成对采集样品（前/后

或有气味/无气味），以便对感觉到的问题进行定性判断；请参见第 2 章。

定量限 (LOQ) 分析物的最低浓度，该浓度下出峰可以准确定量。通常高于 LOD 3-5 倍。
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动态顶空 请参见吹扫与捕集；请参见第 6 章。

冻干法 样品脱水处理：通常使用真空升华处理含水生物样品；也称为冷冻干燥；请参见第 4章。

堆锥四分法 一种样本量缩减技术，为了得到统计学上有代表性的样品，将散状固体样品（粉末）系统性四

等分。分析化学家使用的方法，可减小样本量又不产生系统偏差。该技术首先将样品堆成锥形，

再摊平成蛋糕状。将蛋糕状样品等分为四份；弃去对角的两份，将另两份合并组成缩减后的样

品。重复此过程，直到达到适当的样品量。最后对留下的样品进行分析；请参见第 4 章。

多模式 SPE 使用两种不同的固定相或模式净化样品的一种 SPE 方式；具体过程包括将两个独立的小柱串联，

然后分析物在这两个不同的小柱上得到分离；当两种不同的固定相存在于同一小柱，甚至同一

填料上时，则可用第二种处理过程；有时称为混合模式 SPE；请参见第 10 章。

多维色谱 使用两种或更多色谱柱或色谱技术，以实现更好的分离。适用于样品纯化、提高分离度和分析

通量。可以离线使用，先收集分离组分，再将其重新进样到第二根色谱柱上，也可通过切换阀

实现在线使用。也称为组合柱色谱、柱切换、多柱色谱，或箱车式色谱；请参见第 13 章。

二醇固定相 适用于正相和反相的亲水相。由二醇结构组成（脂肪链的相邻碳原子上具有两个 -OH 基团）。

在正相中，其极性弱于硅胶，在反相中，该亲水相已用于蛋白质和多肽的分离；请参见第 9、

10 和 16 章。

二级采样 指获取原始样品有代表性的部分，以进一步缩小样品量，或制备实验室样品用于最终分析的过

程；请参见第 4 章。

二维电泳 二维凝胶电泳，缩写为 2DE 或 2D 电泳，是分析蛋白质常用的一种凝胶电泳形式。蛋白质混合

物在二维凝胶上通过两种性质在两个维度进行分离。二维电泳先从一维电泳开始，然后根据第

二种性质将分子沿与一维电泳呈 90 度的方向进行分离。在一维电泳中，蛋白质（或其他分子）

在一个维度进行分离，因此，所有蛋白质/分子将沿一个泳道展开，但在二维凝胶上，这些分子

将散开分布。因为两种分子不可能具有两个类似的性质，所以分子在二维电泳中比一维电泳中

更能得到有效分离；请参见第 15章。

二氧化钛 TiO2，一种吸附色谱中不常用的吸附剂；也用作 SPE 吸附剂，主要用于去除含磷化合物（例如

磷脂）。

二乙氨基乙基 一种通用的弱阴离子交换官能团（一般连接到纤维素或交联琼脂糖上），GE Healthcare 公司的

产品，可用于生物分子分离；官能团也可以连接到其他聚合物材料和硅胶上。
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反吹 一种柱切换技术，在液相色谱中，将四通阀置于进样器和色谱柱之间，使流动相可以向两个方

向流动。在气相色谱中，用压力（或 Deans）切换控制气流方向。反冲/反吹可用于洗脱强吸附

在柱头的化合物。它可用来分析这些化合物，或仅仅是从色谱柱中去除它们。分析完成后使液

流/气流反吹，使聚集在柱头的分析物从色谱柱中流出，因为这些分析物距离色谱柱出口更短；

有时需要使用强溶剂（液相色谱）或更高的温度和/或流速（气相色谱）以去除这些分析物；请

参见第 6、9、10、13 和 21 章。

反萃取 用于液液萃取中，执行再次萃取以进一步纯化样品；开始时使用高 pH 值的水相溶剂和不混溶有

机溶剂进行萃取，一旦初始萃取完成，并去除了干扰物以后，再使用另一种低 pH 值的水相溶液

中和分析物，将分析物反萃取到有机层中。以含 -COOH 基团酸性物质的纯化为例，在高 pH 值

的条件下，羧基被离子化，进入水相层，杂质则迁移到有机相中并被丢弃，接着，再将水相层

的 pH 值调节到低值。此刻羧基以非离子化形式存在，易被纯化提取到有机层中；请参见第 7 章。

方法开发 对分离进行优化的过程（包括样品预处理），以获得可重现的和稳定的分离。通常着重于寻找

能满足分离和样品富集的固定相、洗脱剂和柱温。

方法验证 测试一个方法是否满足保留时间精密度和准确度，以及是否满足对目标样品的分离度和定量限

的过程。

方孔板 具有方形孔而非普通圆底孔的 96 孔板；请参见第 9 章。

非极性 非极性分子是电子分布较为对称的分子，因此，分子的各个对立面之间不含多余的电荷。所有

电荷都已互相抵消。非极性化合物、溶剂或键合相易溶于有机溶剂（例如己烷），或更倾向溶

于这类有机溶剂而不是水。非极性物质不易溶于水。

分离 从基质背景分离出来并进行后续分析的分析物；请参见分析物。

分流进样 一种气相色谱进样技术，只有一部分样品直接进入色谱柱中（称为分流比，100:1、50:1 等），

避免色谱柱过载，并确保有代表性的样品进入色谱柱；该技术简便耐用，可以保护色谱柱。但

可能存在样品歧视；通常自动执行不分流进样；请参见第 6 章。

分馏范围 在 SEC 中，是指凝胶或填料的使用范围。在该范围内，填料可以基于分子大小对分子进行分离。

在该范围的一端，不能扩散浸入孔隙的过大分子被排阻。在该范围的另一端，分子可以扩散进

入到所有孔隙中并完全渗透进填料（未分离）；请参见第 11章。
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分配常数（系数）(Kc) 组分在固定相内或上的平衡浓度除以组分在流动相中的平衡浓度；也称为分布系数，在分配色

谱中称为分配系数；在分配色谱中，当固定相中组分的浓度按每单位体积的固定相来计算时

(VR = VM＋ KCVS)，用 Kc；在固定相为固体时，用 Kg，并按每干燥固体相的质量（重量）计算浓

度；在吸附色谱中，当吸附剂经过良好表征且表面积已知时，固定相中的组分浓度按每单位表

面积计算。

分散 SPE 将松散的 SPE 填料直接加入溶液，而不是让溶液通过装于小柱或试管中的填料的方法；最常用

于 QuEChERS 的第二步，其中的基质化合物已在第 1 步盐析萃取中从有机溶剂中去除；请参见

第 8 章。

分散液液微萃取 基于三组分溶剂系统的技术。容器通常为离心试管，使用注射器将不混溶的有机萃取溶剂（通

常为几微升，如 8 µL 四氯乙烯、TCE）与分散溶剂（如约 1 mL 丙酮）快速注入含目标分析物的

水相溶液（约 5 mL）中。三种溶剂迅速混合后，形成含萃取溶剂液滴的浑浊溶液；将整个混合

物离心并用微量注射器吸取含已提取分析物 (TCE)的溶剂液滴，然后直接进样。萃取几乎是瞬

时完成的，而且富集值非常高；请参见第 7 章。

分析物 将待分析的目标化合物注入到 HPLC 或气相色谱柱中进行洗脱。

分析物保护剂 在气相色谱中，在进样前加入到样品中的化合物，这类化合物可切断气相色谱流路中不稳定或

分析效果差的分析物在活性位点上的相互作用；所选择的保护剂要不干扰目标化合物的分析，

并且还能避免目标化合物与流路中的活性位点作用；液相色谱和液质联用一般无需这类保护

剂；请参见第 8 章。

分析物萃取馏分 萃取分析物比例 (E) 的计算公式：E = CoVo /(Co Vo + Caq Vaq) = KD V/(1+ KD V)，其中 Vo为有机相的

体积，Vaq为水相的体积，而 V 为相比率 Vo/Vaq；请参见第 7 章。

分样器 用于将固体粉末样品再次分成更小单元的机械装置；可以手动或自动操作；分样器可一次性将

原料样品分成两个更小的部分，或多次处理再进一步细分。分样器的重要性质是每次分样都保

留了原始样品的特性；请参见第 4 章。

分子印迹聚合物 (MIP) 请参见印迹固定相。

酚提取法 用于从生物样品中分离 DNA 的一种样品前处理技术；请参见第 15 章。



318

封端 用于去除硅胶上硅醇基的技术，硅醇基可能是与大分子硅烷化试剂（十八烷基三氯硅烷）反应

后残留的。当用小分子硅烷化试剂（如三甲基氯硅烷和二氯二甲基硅烷）对硅胶型填料表面的

残留硅醇基进行键合时，称为对色谱柱封端。最常用于反相填料中，以最大程度减少对碱性、

可离子化和离子型化合物的非预期吸附。对于带末端硅醇基的聚合物固定相而言，封端反应也

可用于去除这类硅醇基。

峰追踪 在方法开发过程中，对不同实验运行之间含相同化合物的色谱峰进行匹配的方法；取决于每个

纯分析物的检测参数；二极管阵列检测器和质谱检测器因为具有特异性，所以是用于峰追踪的

最佳检测器。

氟代固定相 一种脂肪族和芳香族的反相填料，其大部分的键合相已氟化。有时称为含氟固定相或全氟固定

相。通常具有与烃固定相不同的选择性。

覆盖率 指键合相色谱中硅胶支持剂上键合相的量。覆盖率通常用微摩尔/平方米表示，或用 %C (W/W)

表示。

改性剂 改变流动相特性的添加剂。例如，在反相中，水是弱溶剂，而强溶剂甲醇有时被称为改性剂；

有时其他添加剂，如竞争碱（三乙胺或离子对试剂）也称为改性剂，但其更正确的叫法应该是

添加剂；请参见添加剂。

干介质斑点分析 除 DBS 外，在其他生物体液（如血浆、血清、CSF、唾液）以及其他非生物液体样品方面也有

研究；请参见第 16 章。

干血斑分析 血液样品采集和运输新方法；将少量（约 15 µL）全血样品置于纤维素或其他类似纸的材料上并

干燥 2 小时；提取干血斑点上的目标分析物用于下一步分析；有望代替抽取大量血样的分析；

可与 LC-MS/MS 配合使用以进行高灵敏度和高特异性的分析；请参见第 16 章。

干燥 干燥样品萃取物可以通过加热（蒸发）、真空干燥和其他方法来完成；可使用无水硫酸钠去除

有机溶剂中的水（干燥）；请参见第 4 章。

高丰度蛋白质去除 使用对最高丰度蛋白质具有特异性的抗体柱，选择性地将这类蛋白质从血浆中去除，使生物化

学家能够研究较低丰度的蛋白质，这类低丰度蛋白质可以是生物标记物或其他目标化合物；请

参见第 15 章。
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固定化液相萃取 与 SPE 相似，但聚合物固定相键合在玻璃瓶内；实验在玻璃瓶中进行；分析物分配进入聚合物

相，通过添加多种不同溶剂完成上样、冲洗和洗脱步骤。

固定式多孔板 具有固定孔（不可移动）的 96 孔板，不是阵列 96 孔板；请参见 96 孔板和阵列 96 孔板。

固相捕集 使用 SPE 小柱或填充柱捕集流经装置的特定分析物；可选择合适的填料以选择性地保留目标分

析物，并让非目标化合物无保留地通过。

固相萃取 (SPE) 一种广泛应用的技术，该技术中使用塑料小柱、萃取盘或 96 孔流通板的装填固相填料（粒径为

20-40 µm）对样品进行前处理。其所用的固定相与 HPLC 填料没有区别。尽管该技术与色谱相

关，但原理不同，有时被称为数字化色谱。最常操作的过程分四个步骤：1) 活化吸附剂；2) 加

样；3) 洗去杂质；4) 用最少体积强溶剂洗脱样品；可以多种形式进行：小柱、萃取盘、移液枪

头、96 孔板等，且有多种模式，如反相、离子交换、正相等；请参见第 9 章和第 10 章。

固相微萃取 (SPME) 将细小的聚合物涂层固体纤维放入溶液，或置于固体或液体样品顶空的技术；分析物将扩散到

涂层上，直至达到平衡；在气相色谱分析中，将含有所吸附样品的纤维转移入气相色谱中，捕

集的组分可通过热脱附进入色谱柱；在 HPLC 中，用溶剂冲洗所吸附的组分，再将其注入液相

色谱柱中；较少用于液相色谱，多用于气相色谱；请参见第 2、6、7、9 和 10 章。

硅醇基 硅胶表面的 Si-OH 基团。硅醇基具有不同强度，这取决于其所处的位置和彼此间的关系，并且

与硅胶的金属含量相关。最强的硅醇基是酸性的，并且在色谱分离中经常与碱性化合物发生非

预期的相互作用。

硅胶 最常用的 HPLC 和 SPE 填料。该填料是具有非晶体结构的多孔填料，由硅氧烷和硅醇基组成。

该填料可在液相色谱的所有模式中作为吸附的裸填料使用，或作为 LLC 或化学键合相的支持剂

使用，以及因其具有多种孔径，所以可作为 SEC 填料使用。HPLC 中使用的是平均粒径为 3、5

和 10 µm 的硅胶微粒。与不规则硅胶相比，现代分析型 HPLC 柱更倾向于使用球形硅胶，因为

球形硅胶具有良好的填充重现性和较低的压力降；有时称为二氧化硅。

硅藻土 又名矽藻土，是一种天然存在的软性硅质沉积岩，很容易破碎形成白色到灰白色的细小粉末。

硅藻土含石化的硅藻—一种有硬壳的藻类。硅藻土的粒径范围从不到 3 微米到 1 毫米以上，但

一般为 10-200 微米。取决于其粒度，这种粉末有粗糙感，类似于浮石粉，并且由于它具有高孔

隙率，所以非常轻。烘干的硅藻土的一般化学成分为 80-90% 二氧化硅、2-4% 氧化铝（大多归

因于粘土矿物）和 0.5-2% 氧化铁；高纯度硅藻土可用作色谱支持剂，并可用于支持液液萃取；

请参见第 7 章。
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过滤 使液体通过滤纸、滤膜、玻璃或其他类型过滤器，以去除可能给下游色谱分析带来干扰的颗粒

的过程；化学过滤器还可去除某些化学物质；请参见化学过滤；请参见第 5章。

过滤漏斗 实验室过滤过程中，将固体从液体中分离所用的漏斗。为实现这一目的，通常是将一片圆形滤

纸折成锥形贴在漏斗内壁中。然后将固体和液体悬浮液倒入漏斗。固体颗粒太大，不能通过，

留在了滤纸上，而较小的液体分子则通过滤纸，进入漏斗下方的容器中，形成滤液。这种滤纸

只能使用一次。如果目标物是液体，则弃去滤纸。如果目标物是悬浮物，则保留滤纸上的固体

残留物和滤液，进行进一步分析；请参见第 5 章。

过滤瓶 膜过滤器单元，由两部分组成：过滤推杆，其含有适用过滤溶剂的膜过滤器；第二部分是瓶本

身；一旦加载并过滤样品后，样品瓶可直接放置在自动进样器上，无需再将过滤后的样品转

移；请参见第 5 章。

过滤器孔隙率 孔径大小关系到过滤器滤除某个粒径颗粒的能力。例如，0.05 微米滤膜可滤掉过滤流中直径为

0.05 µm 或更大的颗粒。过滤器的孔隙率一般与孔径无关，也不受孔径控制。这两个参数基本上

是独立的。孔隙率也与厚度无关。更确切的说，孔隙率是由过滤器生产中所用的聚合物和铸造

工艺决定的；请参见第 5 章。

过滤支架 膜过滤器或膜过滤盘有时安装不牢固，因此可以放在支架上（通常为不锈钢结构）进行样品处

理；一旦滤膜用过以后，可打开支架，更换上新的滤膜；请参见第 5 章。

过热水萃取 在密闭加压系统中，将水在大于沸点的温度下充分加热；加热改变了水的介电常数，提高了水

的溶解力，使水成为“类有机”溶剂，是一种从固体基质中提取有机分析物的“绿色”方法。

HILIC 亲水相互作用液相色谱；一种使用极性固定相（如硅胶、氨基、二醇等）和极性流动相（如水

和乙腈，流动相中至少含有 2.5% 的水）的技术；据悉该技术的机制包括将分析物分配在吸收

的水层；可使用高浓度的乙腈或其他与水混溶的溶剂；与反相液相色谱 (RPC) 相反，水是强溶

剂，并随时间梯度增加水的浓度；该技术最适合分析反相色谱柱上弱保留的极性小分子；请参

见第 9 章。

痕量富集 使用弱流动相或溶液将痕量化合物保留在 HPLC 柱或预柱填料中，然后加入更强的流动相将化

合物浓缩洗脱。该技术可用于以反相填料富集水中的痕量疏水化合物（例如多环芳烃）。使用

强溶剂（如乙腈）洗脱富集的化合物；请参见第 2、7、9、13、16 和 18章。
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化学过滤 液体样品经过填料（如吸附剂、离子交换剂等）时，填料选择性地与样品中的一种或多种化合

物发生相互作用，以化学方式去除和纯化液体样品。常规过滤不包括任何化学作用，只是去除

颗粒；请参见第 4 章。

化学吸附 因与填料的化学反应而发生的吸附。大多数这样的相互作用是不可逆的。通常发生在带反应性

官能团（如硅醇基或键合氨固定相）的填料上。带强路易斯酸位点的金属氧化物固定相常发生

化学吸附。

缓冲液 维持恒定 pH 值的溶液，能够抵消稀释或少量酸碱加入引起的 pH 值改变。

缓冲液强度 请参见离子强度。

磺酰基阳离子交换剂 树脂型填料中的强阳离子交换功能基；通常为丙基 -SO3H；可以其他阳离子形式存在，如，钠、

铵、银和钙。

混合 指通过某种混合操作，将不均匀样品制成更均一样品的过程；最常用的混合器是机械搅拌器，

可将半软材料分成更小块；请参见第 4 章和第 16 章。

混合模式分离 根据双保留机制的保留性和选择性，在一根色谱柱上进行分离。例如，在中到高 pH 条件下，带

残留硅醇基的反相柱可以通过硅醇基的疏水作用以及离子化相互作用实现分离；有时混合模式

的分离可能有助于提高选择性（谱峰间隔），但也可能造成峰不对称，并且在使用后续批次的

填料时难以重现各作用间精密的平衡。也适用于 SPE。

混合柱床色谱柱 在同一色谱柱中结合两种或更多固定相，此类色谱柱最常用于离子交换分离 (IEC)（阴离子和阳

离子混合树脂）和 SEC（不同孔径填料的混合物）。该色谱柱在 IEC 中的优势是可以完全去除阳

离子和阴离子化合物；在 SEC 中也非常有用，因为同一色谱柱可以容纳更宽范围的分子量。

活动式多孔板 请参见阵列 96 孔板。

活化 (SPE) 一般考虑作为 SPE 的第一个步骤；首先固定相必须进入化学/物理状态，使其能够接受 SPE 第二

步加载的样品溶液；将活化溶剂通过 SPE 固定相，使固定相溶剂化，以便更容易吸附目标样

品；在反相 SPE 小柱中使用甲醇或乙腈作为活化溶剂；有时必须除去多余的活化溶剂，但也不

应让填料干燥，因为这可能对“已活化的”固定相造成影响；请参见第 9 章。
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活性位点 位于色谱填料表面的反应性或强吸引位点，可结合分析物或引起峰拖尾；有时流动相添加剂

（如竞争碱）可以消除活性位点的作用。

ICAT 同位素编码亲和标签；用于定量蛋白质组学的非凝胶方法，依赖于化学标记试剂。这些化学探

针含有三个通用单元：能标记指定氨基酸侧链的反应基团（例如修饰半胱氨酸残基的碘乙酰

胺）、同位素编码连接子以及用于标记蛋白质/多肽亲和分离的标签（例如生物素）。要对两个蛋

白质组进行定量对比，需将一个样品用轻同位素 (d0) 探针标记，并将另一个用重同位素 (d8) 探

针标记。为减少误差，将两个样品合并，并用蛋白酶（即胰蛋白酶）消化，然后导入亲和素亲

和色谱以分离标记了同位素编码的多肽。再用液相色谱 - 质谱 (LC-MS) 联用技术分析这些多肽。

定量测定不同质量标签的多肽对的信号强度比，以确定两个样品中蛋白质的相对含量。最初是

用氘标记的，但后来同一个团队重新设计了改用 13C 标记，解决了在液相色谱分离过程中氘与

色谱柱固定相发生相互作用而产生的峰分离问题；请参见第 15 章。

基质 在样品前处理中，基质通常是指某种物质，在该物质中存在分析人员尝试检测的一种或一系列

溶质；通常基质不是目标分析物，并且为了分离和检测必须降低或消除其浓度；基质可以是有

机、无机或生物基质。

基质固相萃取 请参见基质固相分散。

基质固相分散 一种技术，该技术采用键合相固体载体作为破坏样品结构的磨料，在混合过程中，这种固定相

也能作为结合溶剂，有助于样品的彻底分解；使用研钵和研杵将微小颗粒轻轻混合并转移到色

谱柱中，然后使用适当的溶剂洗脱分析物；请参见第 10 章。

基质吸附模式 (SPE) 较少使用的一种 SPE 模式，其中吸附剂经过选择可最大限度地保留基质和其他干扰物，而目标

分析物则不被保留；与正常 SPE 过程（结合 - 洗脱）相反，不发生分析物的富集；请参见第

9章。

极性 分子可能因为极性键或因为非极性键的不对称结构以及非成键电子对而具有极性；极性分子一

般能溶于水（H2O)，因为水具有极性；极性分子不易溶于非极性有机溶剂，如己烷。极性分子

具有略带正电荷和略带负电荷的末端；通常我们关注化合物的极性。

极性指数 (P’) 溶剂相对极性的测量，可用于确定适当的流动相或萃取溶剂。极性指数随极性而增加；例如，

己烷 P’= 0.0；异丙醇 P’= 3.9；THF P’= 4.0；甲醇 P’= 5.1；乙腈 P’= 5.8；水 P’= 9.0。
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挤压 从半固体物质（如，植物、水果、肉类）中挤压液体的过程；请参见第 4 章。

加速溶剂萃取 由戴安公司推出，现由赛默飞世尔科技公司销售的加压流体萃取系统的商品名；请参见第 14 章

加压流体萃取。

加压流体萃取 请参见加速溶剂萃取；请参见第 14 章。

加压溶剂萃取 请参见加速溶剂萃取；请参见第 14 章。

检测限 (LOD) 生成色谱峰能区分于基线噪音的分析物浓度。文献和法规描述了不同的 LOD 测定方法。

键合相 一种通过共价键键合到支持颗粒或管（毛细管）内壁上的固定相。

交换容量 请参见离子交换容量；请参见第 9 章。

交联 对于树脂而言，在形成三维基质的共聚过程中，加入了双官能团单体以便在相邻聚合物链之间

形成交联键。交联度由加入反应的此类单体的量决定。例如，二乙烯基苯是生产聚苯乙烯离子

交换树脂的交联剂。树脂的膨胀和扩散特性由其交联程度决定。

搅拌棒吸附萃取 原理与固相微萃取 (SPME) 类似，但该系统使用聚合物涂层的搅拌棒而不是涂层纤维，可大大增

加表面积，得到更高的容量和更大的质量灵敏度；与 SPME 相似，平衡需要数十分钟；在气相

色谱中，需要特殊的热脱附装置来处理搅拌棒；在液相色谱中，通常可离线冲洗搅拌棒；请参

见第 9 章。

结合 - 洗脱 SPE 中的标准操作模式，在该操作模式中，当样品加载到活化的吸附剂或树脂上后，目标分析

物得到保留（结合），而干扰物（或许还有一些基质）则不会保留在填料上；经过清洗步骤去

除不需要的样品组分后，在洗脱步骤中，用少量强溶剂洗脱目标分析物；请参见第 9 章。

浸软 用撕裂、截断、剪切等手段将软性物料分解成小碎片；请参见第 4 章。

净相色谱 请参见正相色谱；请参见正相 SPE。

聚苯乙烯二乙烯基苯树脂 离子交换色谱最通用的基础聚合物。通过各种化学反应与离子基团结合。反相色谱中使用中性

PS-DVB 微球。DVB 含量的变化可以改变交联度，进而改变孔隙率和机械稳定性。
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聚合物 SPE 使用聚合基质填料（如 PS-DVB、丙烯酸甲酯），而不是无机填料（如，硅胶、氧化铝）；聚合

物一般比某些无机填料具有更宽的 pH 范围和更高的样品容量；请参见第 9 章。

聚合物填料 基于聚合物材料的填料，通常为微球形。液相色谱和 SPE 中所用的典型聚合物为聚苯乙烯 - 二

乙烯苯 (PS-DVB)、聚二乙烯苯、聚丙烯酰胺、聚丙烯酸甲酯、聚环氧乙烷、葡聚糖凝胶或多糖。

均质化 通过缩减尺寸和混合使样品更均一的过程；可使用带高速刀片的均质器；请参见第 4章。

颗粒物质 一般指流动相中出现的小颗粒，可阻塞筛板引起背压问题；也可指填充在 HPLC 柱中的小颗粒。

可拆卸的多孔板 请参见阵列 96 孔板；请参见第 9 章。

空白 更准确地称为方法空白：为尽可能代表基质而制备的空白样品。方法空白完全按照现场样品的

方法进行配制/萃取/消解和分析。目的：评估在样品前处理过程中引入的污染。

空间排阻色谱 液相色谱的主要模式，其中样品凭借其在溶液中的大小进行分离。也称为体积排阻色谱 (SEC)、

凝胶渗透色谱、凝胶过滤色谱，或凝胶色谱。SEC 最常用于聚合物分离和表征，以及样品纯化；

请参见第 11 章。

孔径 多孔填料的平均孔径。其数值用 A 或 nm 表示。孔径决定了分子是否可以扩散入或扩散出填料；

请参见平均孔径。

快速色谱 经典液相色谱的极快速形式，有机合成化学家使用此方法进行快速纯化。主要以正相模式进行，

有时用于反相色谱；请参见第 12 章。

朗缪尔吸附等温线 一种特殊形式的等温线 CS = N0* CM/(Kd + CM)，其中 CS和 CM是溶质平衡时的固定相浓度和流动

相浓度，N0是可用于吸附的表面位点的总数，Kd是吸附常数。

冷冻干燥 去除水的过程，主要使用真空升华去除生物样品中的水；请参见第 4 章。
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冷柱头进样 将液体样品直接导入气相色谱柱的技术；不需要先将样品蒸发，因此具有如下优点：1) 消除样

品歧视；2) 避免样品变化；以及 3) 提供更高分析精密度。但有一些特殊要求：1) 需要相对洁净

的样品；2) 真实样品常常浓度过高而不能柱上进样，必须稀释；3) 由于溶剂、固定相和溶质的

极性差异，可能出现峰分叉或峰变形；请参见第 6章。

离线 SPE SPE 的常规操作是手动（即多管真空装置、移液器转移等）处理 SPE 小柱、萃取盘、枪头等；

与在线 SPE 相反。

离心 包括使用离心机通过离心力将混合物沉淀（请参见离心）。该过程可分离两种不混溶的液体。

混合物中密度较高的组分向离心轴外迁移，而密度较低的组分向轴内迁移。化学家和生物学家

可以增加试管上的有效重力，使沉淀物（“颗粒物”）更快速完全地沉积在试管底部。剩余溶液

称为“上清液”或“上层清液”。然后，在不影响沉淀的情况下倒出上清液，或用巴斯德吸管

吸取上清液；请参见第 1、2、4、5、7、8、9、10、14、15、16 和 21 章。

离心管 请参见离心柱。

离心过滤器 与离心柱相似，但填料部分由膜过滤器替代；过滤器的目的是去除颗粒物质。

离心机 由电机驱动的一种装置（某些老式型号为手动旋转），可以使某一物体环绕固定轴转动，并在

与轴垂直的方向施加作用力；请参见离心。

离心柱 用于样品净化或分离的小柱，通常含有填料；将样品加入装有选择性填料的小柱中；然后将小

柱依次放入小收集管中并置于离心机中；离心管常用于处理生物样品，可分离 DNA、RNA 和其

他目标生物化合物；请参见第 15 章。

离子对色谱 一种色谱形式，溶液中的离子可以“成对”或中性化，在反相柱上作为离子对分离。离子对试

剂通常为离子化合物，含有的烃链可提供一定的疏水性，使离子对能够在反相柱上保留。保留

性与烃链长度和离子对添加剂的浓度成比例。正相色谱也可使用离子对，当离子对的一方动态

加载到吸附剂上时即可实现，但这项技术不如在反相色谱技术中常用。也称为离子相互作用

(IIR) 色谱或动态离子交换色谱，需强调的是，添加剂如何控制保留的具体机制尚不清楚。
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离子交换容量 填料上可以发生交换的离子位点数。交换容量用毫克当量/克表示。典型的苯乙烯 - 二乙烯基苯

强阴离子交换树脂可能具有 3-5 meq/gm 容量。IC 交换剂具有很低的容量。弱阴离子和弱阳离

子交换剂的容量随 pH 剧烈变化。

离子交换色谱 离子型物质在填料的阳离子或阴离子位点上分离的色谱模式。样品离子（一般为补偿离子）将

与填料可离子化基团上的离子发生交换。保留取决于不同离子对位点的亲和性以及其他溶液参

数（pH、离子强度、补偿离子类型等），离子色谱本质上是一种离子交换技术。

离子强度 电解质溶液的特性。一般表述为电解质离子间的静电相互作用。与电解质浓度相关，但离子强

度和电解质浓度之间的主要区别在于，如果一些离子所带电荷更高，则离子强度更高。流动相

的离子强度越高，流动相与分析物竞争离子或吸附位点的能力越强。

粒度缩分 细化较大颗粒，使其更易于萃取的通用过程；颗粒越小，溶解越快，或者如果颗粒不可溶，则

越小的颗粒萃取越快，以便进一步进行样品纯化。细化颗粒的一般方法包括粉碎、研磨、均质

化、截断、混合等；请参见第 4 章。

连续液液萃取 当 KD值非常低或需要的样品体积非常大而不能多次萃取时，该方法非常有用；也用于萃取缓慢

而需要长时间才能建立平衡的情况；在连续 LLE 中，新鲜溶剂不断循环通过水性样品；连续萃

取装置可用于比水重和比水轻的溶剂；请参见第 7 章。

联用色谱柱 一种柱切换形式，在该方法中，通过选择阀将第一维色谱柱与两个第二维色谱柱连接。来自柱

1 的组分可以选择性地转移到柱 2 和柱 3，以进一步分离。该术语也用于描述将两根或多根色谱

柱串联，以提供更多塔板数；请参见第 13 章。

链长度 反相填料中烃的碳链长度。用碳原子数表示（如，C8，C18）。连接在硅烷上的短链

（通常为甲基、异丙基和仲丁基等）除外。

两性离子交换树脂 具有正离子和负离子基团的离子交换树脂。这类树脂在离子阻滞中最为有用，因为阴离子和阳

离子官能团同时存在于同一物质中，所以所有的离子型物质都可从溶液中去除；请参见第 9 章。
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两性离子填料 HPLC 填料表面既带正电荷又带负电荷；两性离子填料在 HILIC 模式中非常有用。

流动注射萃取 一种在线萃取技术，样品注射进水性液流中，该液流被有机相分割成多个小段；水性和有机液

流在流向盘管过程中混合，并最终在末端通过一个特殊的管件使两相分离，最后可测定有机相

中萃取到的化合物的量；请参见第 7 章。

滤纸过滤 使用多孔滤纸（主要为纤维素）去除液体样品中的颗粒；可使用不同孔隙率的滤纸。低孔隙率

滤纸可去除非常细小的颗粒，但流速较慢，而高孔隙率滤纸则以较高流速滤除较大颗粒物质；

滤纸过滤常用于湿法化学，可进行过滤、燃烧，然后称量不溶性物质；无灰滤纸也可用于此；

请参见第 5 章。

脉冲不分流进样 推荐用于大体积样品（最多 5 µL）的一种气相色谱进样形式，这种形式是在进样口上施加短期

高压脉冲，以避免溶剂大量蒸发，使大多数或全部样品直接进入到色谱柱中；样品一旦导入，

即恢复正常压力；使用该技术，高挥发性化合物不会通过分流放空丢失，并且热不稳定样品在

高温的进样口处停留时间更短，减少了样品的降解；请参见第 6 章。

消解 用反应性物质（如，对于无机化合物可以是强酸；对于生物化合物可以是酶）处理不溶性化合

物，将其分解成更可溶解的形式以便进一步处理和分析的过程；请参见第 2、15 和 16 章。

免疫亲和 SPE 基于分子识别的固定相，该分子识别采用的是化学连接的单克隆抗体或多克隆抗体；由于抗原 -

抗体相互作用，这类固定相成为了一类最具选择性的固定相；市售的免疫亲和固定相可用于小

分子（如污染物、毒素等）；现有固定相用于生物大分子的例子；请参见高丰度蛋白质去除；

请参见第 10 章。

免疫吸附 请参见免疫亲和 SPE。

膜过滤 膜过滤器；膜过滤盘。
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磨碎 用电机驱动棒或振荡器来减小固体样品颗粒；可在存在液氮的条件下用冷冻球磨机处理有韧性

的聚合物或具有低玻璃化转变温度的聚合物；请参见第 4 章。

内标 在定量分析中，通过使用内标 (IS) 可大大提高精密度和准确度。包括将一定量的内标 (IS) 加入

到浓度递增的标准系列和未知样品中。将标准系列的峰面积与 IS 的峰面积比值对标准浓度作图。

内标应与需要进行定量检测的物质具有相似的化学性质，并且内标的保留时间应非常接近待检

物质。

碾磨 用于减小固体原料粒径的装置。盘式研磨机通过将物料投放入可调节的固定盘和旋转盘之间，

可将直径 < 20 mm 的硬质样品粉碎；样品直径一般可减小到 < 100 µm；高速旋转粉碎机结合了

冲击和剪切，可将软到中等硬度和含纤维的原料粉碎至 80 µm；球磨机使用玛瑙球、碳化钨球

或带 PTFE 涂层的不锈钢球，并通过离心或行星式研磨作用来获得高研磨能量，将原料粉碎至亚

微米大小；请参见第 4 章。

凝胶 凝胶色谱或 GPC 中使用的固体填料。目前的凝胶由两部分组成：被分散的介质（固体部分）和

分散介质（溶剂）。也定义为固体和液体的胶体分散体系，其中固体为连续相。

凝胶过滤色谱 也称为水相体积排阻色谱；使用水溶性流动相。通常是指在葡聚糖等软性凝胶上进行的分子层

面的分离，但高度交联的聚合物、硅胶和其他多孔介质也可以使用。大多数凝胶过滤分离会涉

及生物聚合物和水溶性聚合物，例如聚丙烯酸；请参见第 11 章。

凝胶渗透色谱 采用有机流动相分离和表征聚合物的 SEC。使用水性流动相的 SEC 称为水性 GPC 或 GFC；请参

见第 11 章。

浓缩 增加稀释样品的强度或密度的过程；浓度较高的样品较容易测定；可使用多种样品前处理技术

实现浓缩，如蒸发、吸附、扩散等。
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pKa 酸电离常数，Ka，（也称为酸度常数，或酸离子化常数）是对溶液中酸强度的定量测定。酸电离

常数是酸碱反应中化学反应的平衡常数。该平衡可以表示如下：HA <---> H+＋ A-，其中 HA 为

普通酸，离解为 A-（酸的共轭碱），以及氢离子或质子，H+，其在水性溶液中以水合氢离子形

式存在，即溶剂阳离子；电离常数通常写为平衡浓度（用 mol/L 表示）的商，符号为 [HA]、[A-]

和 [H+]：Ka =([H+] [A-])/[HA]；由于 Ka值有多个数量级，在实际工作中，酸电离常数通常取对

数表示。对数常数，pKa，等于− log10 Ka，有时也（但不正确）称为酸电离常数。

排阻色谱 请参见体积排阻色谱和离子排阻色谱；请参见第 11、15 和 16 章。

排阻体积 分子在 SEC 填料上的最小保留体积，而所有大于最大孔隙的分子都被完全排阻。这些分子不能

渗透到孔隙内，并以色谱柱空隙（间隙）体积洗脱；请参见第 11 章。

排阻限 在 SEC 中，分子量（或分子大小）的上限，超出该限值的分子将以相同保留体积洗脱，称为排

阻体积。许多 SEC 填料都标示了它们的排阻限。例如，10*5 多孔硅胶柱可排阻分子量超过

100000 的任何化合物（基于聚苯乙烯校准标准）；请参见第 11章。

盘式小柱 (SPE) 请参见圆盘。

配体 在配体交换色谱中，是指与固定相进行配体交换的分析物；在亲和色谱中，是指连接在支持剂

（载体）上形成亲和柱的生物特异性物质（酶、抗原或激素）；在键合色谱中，是指共价结合在

表面上的基团。

破碎板 是指加入可混溶的有机溶剂（如乙腈）使蛋白质从血浆中沉淀出来；当使用流通型 96 孔板或固

定型 96 孔板时，称为破碎沉淀，96 孔板称为沉淀板；请参见第 16 章。

QuEChERS 一种最初用于从水果和蔬菜中萃取农药的技术。包括两步：1) 使用缓冲溶剂或非缓冲溶剂（通

常为乙腈）进行盐析萃取，2) 进行分散 SPE 处理，即用固体吸附剂处理步骤 1 中的样品，去除

干扰物和基质化合物。QuEChERS 最常与气质和液质系统（或 MS-MS）配合使用，以更高的选

择性分析农药萃取物；最近，QuEChERS 产品已扩展到了其他基质，如食用油、肉类、鱼类、生

物体液等，还可用于其他分析物（如药物、抗氧化剂、毒素等）；请参见第 8 章。
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气相萃取 请参见直接热采样。

强溶剂 通常是指某化合物的良好溶剂；在色谱中，是指能提供更高溶剂强度的流动相组分，以便使分

析物更快速地从色谱柱中洗脱；在反相液相色谱的水 -乙腈二元溶剂系统中，乙腈可作为强

溶剂。

强阳离子交换剂 带强酸性离子化基团（如，磺酸基）的阳离子交换填料。

强阴离子交换剂 带强碱性可离子化基团（如四烷基铵）的阴离子交换填料。

强制流动浸提 将固体填料填充入不锈钢柱，在加压和加热的条件下向柱中泵入甲苯（或其他萃取溶剂）；热

溶剂萃取出可萃取化合物，并在柱出口收集；请参见第 14 章。

切断 将样品物理切割成小块的过程；请参见第 4 章。

切割 切割粉碎机可减小软到中等硬度物质（< 100 mm 直径）的尺寸；请参见第 4 章。

切碎 通过撕裂、截断、切割、切丁等方式将肉类或蔬菜产品分解小块的过程；请参见第 4章。

亲和色谱 通过在固体支持剂（或载体）上偶联针对目标大分子的特异性配体（例如酶、抗原或激素）来

制备生物特异性吸附剂的技术。该固定化配体只和选择性地与之结合的分子发生相互作用。未

结合的分子将不被保留。保留的化合物稍后以纯化状态释放。亲和色谱通常是一种“结合 - 释

放 (on-off)”分离技术；请参见第 10 章。

亲水性 “亲水”是指固定相完全兼容于水，或一般的水溶性分子。许多用于分离蛋白质的色谱柱（离子

交换柱、SEC 柱、亲和柱）都具有天然的亲水性，并且在水性环境中不会不可逆地吸附蛋白质

或使蛋白质变性。

清除剂 特殊类型的固定相颗粒，使用化学反应代替 SPE 中的分子相互作用去除不需要的物质，例如有

机合成中不需要的反应副产物或过量的初始原料；多数基于共价键结合原理；含反应性基团的

填料可用于有机或无机物质，如催化剂；请参见第 9 章。
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氰基固定相 以 -CN 官能团为末端的化学键合相；可作为中等极性吸附剂用于正相，也可以作为短链键合相

用于反相。

热萃取 通过高温（低于热裂解温度）从多孔固体基质中萃取稳定的分析物；样品置于热脱附管中，与

热脱附中的方式一样；请参见第 6 章。

热裂解 将样品加热到足够高的温度使其化学键受热断裂，形成可以用气相色谱分析的较小分子的过

程；请参见第 6 章。

热脱附 通过加热使分析物从热脱附管中的 SPME 纤维、SBSE 棒或固体基质上脱附下来；请参见第 6 章。

容量因子 测量保留程度的色谱参数。请参考 k’ 计算方法。现在称为保留因子 k (IUPAC)。

溶剂交换 将与分析方法不兼容的溶剂置换成更兼容溶剂的过程；在某些情况下，通过蒸发去除挥发性溶

剂，再使用另一种溶剂复溶样品。

溶剂强度 是指溶剂将特殊溶质或化合物从色谱柱上洗脱的能力。溶剂强度由 Lloyd Snyder 为高效液相色

谱而定义，可用于使用氧化铝的 LEAC (LSC) 吸附色谱；溶剂在洗脱序中定量分级。硅胶和碳吸

附剂的数据较少。

溶解 将样品溶解在适当溶剂中的过程。

乳浊液 含有两种或更多不混溶（不可混合）液体的混合物。乳浊液通常指分散相和连续相都是液体的

情况。在乳浊液中，一种液体（分散相）在另一种液体（连续相）中分散。乳浊液在 LLE 中较

难处理，因为它们有时很难破坏，不能分层或进一步处理（如有必要）。有多种方法可用于破

坏乳浊液；请参见第 8 章。

弱阳离子交换剂 带弱酸性可离子化基团（如，羧基）的阳离子交换填料。

弱阴离子交换剂 带弱碱性可离子化基团（如，氨基、二乙氨基乙基）的阴离子交换填料。
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Silanophile 对硅胶表面活性（酸性）硅醇基具有高亲和性的化合物。通常为强碱性胺。

筛板 置于色谱柱两端的多孔单元，用于保留色谱柱或 SPE 填料。它置于色谱柱的末端，通常更多在

末端接头处。筛板可为不锈钢或其他惰性金属或塑料材质，例如多孔 PTFE 或聚丙烯。筛板的孔

隙必须小于 HPLC 色谱柱中的最小填料颗粒，否则填料颗粒将通过筛板流失。

筛分 将固体颗粒样品通过横截面积相同（3 µm 至 123 mm 的正方形孔）的金属或塑料筛网，以便将

颗粒分离成统一大小的过程；可在干燥或潮湿条件下进行；请参见第 4 章。

上样步骤 (SPE) SPE 的第二步（活化后），此时样品加载到 SPE 相（小柱）上；请参见第 9 章。

深孔板 96 孔板的每个孔可处理多达 2 mL 液体；请参见第 9 章。

声波 在已处理成微小颗粒的固体材料表面使用超声进行强力搅动；直接方法：用特别设计的惰性声

学工具（喇叭或探针 = 超声波发生器）置于样品 - 溶剂混合物中；间接方法：将带有溶剂的样

品容器浸入超声水浴中，进行超声辐射；超声有助于溶解；可加热提高萃取速率；安全、快速，

是粗颗粒物质的最佳方法；在间接方法中，多个样品可以同时处理；促使有效接触溶剂；请参

见第 2 章和第 14 章。

十八烷基硅烷 (ODS) HPLC 和 SPE 中最常用的反相键合相。十八烷基硅烷键合相可键合到硅胶或聚合物填料上。具有

单分子键合和聚合物键合形式。

石墨化碳 非石墨碳经石墨化热处理后形成完美三维六角晶体结构的石墨碳；这种填料对水溶液样品和水

溶性有机提取物中的极性化合物有强亲和性。通常用于农药分析的样品前处理，以去除食品样

品中的色素；也称为石墨化炭黑 (GCB)；请参见第 8 章和第 9 章。

时间积分采样 在气体采样中，为获得更具代表性的样品，需要进行时间加权采样。使用限流器在特定时间内

采集样品流，以确保获得“平均”混合的样品或时间加权平均 (TWA) 样品。TWA 样品将准确反

映环境空气的平均情况，尤其适用于为了监管和健康影响评价进行的暴露浓度监测，而环境具

有很高不确定性的条件下（如职业暴露）。
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疏水性 “憎水”是指固定相与水不兼容，以及分子在一般情况下对水没有亲和性。疏水分子几乎不含极

性官能团；大多数都含有高含量的烃（脂肪族和芳香族）官能团。

树脂 离子交换分离中使用的固体聚合物填料。最常用的树脂是小粒度 (< 10 µm) 的聚苯乙烯 - 二乙烯

基苯共聚物。离子型官能团结合在树脂上。

数字化色谱 固相萃取 (SPE) 过程有时也称为数字化色谱—一种物质在其保留/洗脱过程中，存在于 SPE 固定

相上，也可不在固定相上；在色谱分离中，我们常常试图利用两个密切相关的物质在模拟分离

保留上的细微差异对其进行分离；理想情况下，SPE 中溶质的 k 值最好为无限大，而洗脱进溶

液时在吸附剂上则为零；请参见第 9 章。

四甲基铵 树脂型填料中常用的强阴离子交换官能团；一般以氯化物形式提供。

缩分器 用于将固体粉末再分割成更小单元的手动或自动机械装置；单次操作将原料样品切割成两个更

小的部分；通过多次操作可进一步再分割样品；请参见第 4 章。

索氏提取 从固体样品中萃取化合物的成熟技术；样品放置在一次性多孔容器（提取管）中；回流过程中，

新鲜冷凝的溶剂流过提取管并溶解分析物，使分析物持续收集到长颈烧瓶中；可使用特殊设计

的玻璃器皿（索氏提取器）进行无人值守式萃取；请参见第 2 章和第 14 章。

Tedlar®采样袋 用于空气或其他气体的简单取样；取样袋是一种全空气采样装置，用于高浓度 VOC和永久性气

体。在多个 EPA、NIOSH和 OSHA方法中介绍了使用袋取样法的多种应用：固定源排放、工作

场所环境、大气环境、室内空气质量和呼吸气成分分析等。Tedlar®采样袋的独特设计该采样袋

将采样隔膜直接装在阀（聚丙烯或不锈钢结构）上，比其他类型的采样袋更轻、使用更简便。

碳载量 在键合相硅胶中，该术语通常用于描述表面覆盖率，或柱填料表面的硅醇基与键合相发生反应

或置换的程度；碳载量越高，残留硅醇基越少。碳载量一般用 % 碳表示（如，12% 碳）。在反

相液相色谱或 SPE 中，碳载量越高，对分析物的保留能力越强。
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替代样品 几乎不存在于任何样品中的纯物质，在萃取前将该物质按已知量加入到样品中，并使用与测定

其他样品相同的步骤进行测定。替代物的行为与目标分析物类似，最常用于有机分析中。替代

分析物的目的是检测方法测定每个样品时的性能。

添加剂 添加到流动相中改善分离或检测特性的物质；例如，消除硅醇基效应的竞争碱、阻断金属位点

的螯合剂或加入紫外吸收化合物以进行间接光度检测。

填料 HPLC 或 SPE 柱中所用的吸附剂、凝胶或固体支持剂。大多数现代分析型 HPLC 填料的平均直径

都不到 10 µm，目前最优选的是 5 µm。SPE 颗粒则更大（> 20 微米）。

条形码 条形码是一种光学机器可读的数据形式，含有与粘贴了该条形码的物体相关的信息。有时在色

谱自动化中使用条形码全程追踪样品的分析过程；条形码条可以贴在样品瓶、烧杯或其他容器

上；有时样品瓶上也带有永久性的条形码；自动进样器可带有条形码读取器，帮助追踪样品；

这些读取器一般直接与数据系统连接。

透析 根据半透膜上的溶质扩散和流体超滤为原理进行工作。扩散是物质在水中的一种性质，即从高

浓度区域向低浓度区域移动的趋势。半透膜是含有不同尺寸的孔或孔隙的薄层材料。较小的溶

质和流体可以通过该膜，但较大物质（如，红细胞、大蛋白质）不能通过。生物样品前处理中

使用的一种体液脱盐技术；请参见第 15 章和第 18 章。

湍流流动色谱 在非常高的线速度下进行的色谱分离，其中大颗粒处于具有高雷诺数的条件下；在该条件下，

H-v 曲线显示 H 随 v 的增大而减小，湍流流动色谱法可用于分离或进行样品前处理；请参见第

16 章和第 17 章。

脱附 在色谱或 SPE 过程中，残留在填料表面或其他固体（如色谱柱壁、筛板等）及固定相表面的分

子从表面脱附，进入到流动相中。

脱盐 从非离子型和高分子量化合物中去除低分子量盐和其他化合物的技术。例如，用反相填料通过

疏水作用保留样品化合物，但不保留通过的盐，即为脱盐的一个例子。用 SEC 柱排阻大分子，

保留较小分子量的盐，这是另一个例子；透析脱盐常用于蛋白质纯化；请参见第 9、11 和 15 章。
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微波辅助萃取 (MAE) 用微波加热溶剂中的样品可以进行快速萃取；MAE 可以在敞口容器中进行，该过程中使用非微

波吸收溶剂，含有高介电常数（例如水）物质的样品可被快速加热，使萃取出的分析物进入萃

取溶剂。也可以加入惰性微波吸收固体物质，它能将热能转移到周围溶剂中。MAE 还可在非微

波吸收材质的密闭容器中进行；在该情况下，利用微波吸收使容器内的温度和压力升高，以帮

助分析物快速萃取；请参见第 14 章。

微萃取 使用少量有机溶剂进行液相萃取的通用过程，其中相比率 Vo/Vaq非常低；其他使用中空微纤维

作为屏障的技术也称为微萃取；请参见第 7 章和第 18 章。

微孔径树脂 交联合成离子交换树脂，该树脂含有与分子大小相对应的孔隙。尤其对于大分子而言，扩散进

入窄孔的几率将降低，并且可能出现较低的交换速率和较差的柱效。

微孔树脂 请参见微孔径树脂。

微量移液枪头 请参见移液枪头。

微量移液枪头 (SPE) 一种 SPE 形式，在该形式中，填料嵌入或吸附在移液枪头的内壁；适用于极少量液体样品的

SPE 处理；通常与 x-y-z 液体处理系统一起使用，以实现自动化；请参见第 9 章。

微透析 侵害性最小的取样技术，用于连续测量几乎任何组织细胞外液中游离分析物的浓度。分析物可

包括内源性分子（如神经递质、激素、葡萄糖等），用于评价它们在体内的生化功能，或外源

性化合物（如药物），用于测定它们在体内的分布。微透析技术需要将一个微透析小导管（也

称微透析探针）插入到目标组织。一旦插入到目标组织或体液中，小分子溶质可以通过被动扩

散透过半透膜。微透析探针模拟毛细血管而设计，由针尖上带半渗透中空纤维膜的杆状物构成，

该杆状物进口和出口有管线连接；请参见第 15 章和第 18 章。

吸附 一种保留过程，其中溶质与吸附剂表面之间的相互作用占主导地位。作用力可以是强作用力（如

氢键）或弱作用力（范德华力）。对于硅胶而言，硅醇基是吸附的驱动力，任何能够与该基团

发生相互作用的溶质官能团都可以保留在硅胶上。吸附主要发生在涂层或键合固定相表面上，

而不是渗透或嵌入固定相；请参见第 9 章和第 10 章。
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吸附等温线 在吸附过程中，以流动相中每单位体积的样品平衡浓度对固定相中每单位重量的浓度作图。吸

附等温线的形状可以决定溶质的色谱行为，例如拖尾、前伸、过载等。

吸附剂 吸附色谱中使用的填料。硅胶和氧化铝是 HPLC 和样品前处理中最常用的吸附剂。

吸附色谱 液相色谱和 SPE 基本模式中的一种，依赖于吸附过程来影响分离。硅胶和氧化铝是最常用的正

相吸附剂，分子通过其极性官能团与吸附剂表面的官能团（如，硅胶的硅醇基）相互作用而得

到保留。碳也可用作反相模式的吸附剂；请参见第 9 章和第 10章。

矽藻土 既可用于柱色谱，又可以作为样品净化介质的硅藻土。由于只具有弱吸附性，所以该物质也可

用作液液色谱以及支持液相萃取的载体；请参见支持液相萃取。很少用于 HPLC；请参见硅藻土

和第 2、7 和 14 章。

稀释 通过加入惰性物质来降低化学物质的浓度；该物质可以是液体、固体或气体。

稀释和上样 一种简单的样品前处理步骤，分析人员只需使用溶剂、流动相或可兼容的液体稀释样品，然后

将稀释的样品进到色谱，不需进行任何样品处理；请参见第 2、16 和 21 章。

洗脱步骤 (SPE) 通常为 SPE 的第四步，在清洗（冲洗）步骤后进行；在洗脱步骤中，强溶剂将分析物从 SPE 固

定相上洗脱下来，此时分析物呈浓缩状态；将强溶剂蒸发去除，然后再用与色谱系统更兼容的

溶剂复溶分析物；请参见第 9 章。

洗脱序 LSC 或吸附色谱中常用的强度递增的一系列溶剂（洗脱剂）。在正相色谱和 SPE 中，非极性溶剂

（如戊烷）位于该系列末端，过渡溶剂（如二氯甲烷）位于该系列中间，而强极性溶剂（如甲

醇）位于该系列另一端靠上的位置。在 NPC 中，强度顺序相反；水为弱强度溶剂，而己烷为高

强度溶剂。因此，在开发方法或运行梯度时，可依据洗脱序选择溶剂。

限进介质 (RAM) 用于将生物体液（如，血浆或血清）直接进样到 HPLC 液流中的吸附剂；这类吸附剂含有亲水外

表面，可与蛋白质发生最低程度的作用，并且当蛋白质与吸附剂上的小孔结合时可将其排斥；

内表面为疏水性，当小分子扩散入孔内时，以反相机制发生作用并得到保留；小分子（如药物

及其代谢产物）可使用有机溶剂洗脱；RAM 可成功用于柱切换设置，该过程使用第二维色谱柱

分离小分子，并将蛋白质直接引入废液，避免其污染第二维色谱柱；请参见第 10 章。
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小柱 一般指 SPE 或过滤中使用的容器；小柱可以像医用注射器针筒那样简单，在针筒中填充填料，

并在针筒两端用筛板封堵；也可以是含有相似填料的模塑装置甚至不锈钢装置。在 SPE 中，该

装置也称为 SPE 管；请参见第 4 章和第 9 章。

协同离子 与组成固定相的离子型基团带相同符号电荷的离子。

辛基硅烷 反相色谱中常用的一种固定相；与更常用的 C18 相比，保留略弱；具有单分子键合和聚合物键

合形式。

压碎 碳化钨可变速颚式破碎机，可用于粉碎大块且硬度高的易碎样品；请参见第 4 章。

研磨 可以使用手动和自动研钵和研杵；研磨可以在潮湿或干燥条件下进行；通过这一过程可以获得

10 µm 左右的颗粒；请参见第 4 章。

盐析萃取 请参见 QuEChERS 或盐析效应；在该提取方法中，水相中的高浓度盐使某些化合物进入到有机

相，反之亦然；高浓度盐也会使通常混溶的溶剂（如水和乙腈）变为不混溶，可进一步分配极

性更强的分析物，达到非极性有机溶剂不能获得的萃取效果；请参见第 8 章。

盐析效应 在流动相中加入高浓度盐缓冲液减小低极性分析物在水中的溶解度，从而使其沉淀或析出；常

用于蛋白质疏水相互作用色谱，首先使蛋白质在高盐浓度下沉淀，然后使用反相梯度洗脱进行

逐渐稀释以洗脱蛋白质；也可以用于液液萃取；请参见盐析萃取；请参见第 8 章。

衍生化 一种化学技术，可将化合物转化成具有类似化学结构的产物（反应衍生物），称为衍生物。通

常，化合物的特定官能团参与该衍生化反应，并将化合物转化成具有不同反应性、溶解度、沸

点（挥发性）、熔点、聚集状态或化学组成的化合物。产生的新化学性质可用于定量（如紫外

或荧光检测）或实现更好的分离；请参见第 20 章。

阳离子交换色谱 离子交换色谱使用的树脂或填料具有能够分离阳离子的官能团。例如磺酸带强阳离子官能团；

羧酸带弱阳离子交换官能团；请参见第 9 章和第 10 章。

氧化锆 多孔氧化锆；用作色谱吸附剂，通常使用聚合物有机相对其进行涂层或键合。



338

氧化铝 吸附色谱中使用的正相吸附剂。氧化铝（Al2O3) 是一种多孔吸附剂，可制成弱碱性表面；也可

以进行中性和酸性修饰。碱性氧化铝相较于公认为具有酸性表面的硅胶具有诸多优势；实际应

用中，氧化铝很少用作 HPLC 柱填料；请参见第 9 章。

样品尺寸缩减 将样品分成更小块，但仍保留样品初始代表性特征的样品缩减过程；请参见第 4 章。

样品缩分 将样品分成更小块，但仍保留样品初始代表性特征的样品缩减过程；请参见第 4 章。

样品预处理 常与样品前处理同义；使后续分析更容易的样品处理过程。

样品追踪 通过分析周期追踪初级样品、二级样品、实验室样品以及其他样品的过程；对于分析链和监管

要求而言，很重要的一点是要确保最终用于仪器分析的样品来自源头原始采集的样品；样品追

踪极为简单，只需在容器上写下样品号，使用含条形码的样品瓶或 RFI 标签，以自动追踪样

品流。

液固萃取 使用有机溶剂从固体原料中萃取分析物的萃取技术的通用表达。其最简单的形式是，在室温下

进行“振摇烧瓶”萃取，当基质具有多孔性且分析物易于萃取时效果较好；请参见第 2 章和

第 14 章。

液相微萃取 一种液体萃取技术，在该技术中，受体相与供体相之间的比率大幅降低；在中空纤维中浸满有

机溶剂，用于容纳或保护微量受体溶液。该新方法已证实为简便、低成本和基本无溶剂的样品

前处理技术，通过额外消除运行间的交叉污染，提供高度的选择性和富集能力；请参见第 6、7

和 18 章。

液液萃取 (LLE) 通过将分析物在两种不混溶液体（或相）之间进行分配，将干扰物与分析物分离的萃取技术；

其中一相通常为水相，另一相为有机溶剂；亲水性较强的化合物倾向于水相，而疏水性较强的

化合物则进入有机相；使用添加剂（如缓冲液、离子对试剂等）可以改变平衡，“强迫”分析

物或基质化合物进入两相中一个或另一个；请参见第 7 章。
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一次性过滤器 请参见注射式过滤器；请参见第 5 章。

胰蛋白酶裂解 选择性并可重现地打断蛋白质的肽链，以获得更小单元的特征片段的方法，该方法可用梯度洗

脱的反相液相色谱分析母蛋白质；请参见第 15 章。

移液枪头 自动化液体处理过程中使用的可更换的移液枪头；此枪头均为一次性，避免污染。

阴离子交换 分离阴离子所用的离子交换过程。该模式可使用合成树脂、键合相硅胶以及其他金属氧化物。

典型的阴离子交换官能团是四烷基铵，是强阴离子交换剂。键合固定相上的氨基是弱阴离子交

换剂的一个实例；请参见第 9 章。

银染法 SPE 将银盐结合在 SPE 固定相上，将有助于保留带烯键的化合物。通常用于有机溶剂中，以便最大

程度促进电荷转移相互作用；请参见第 10 章。

印迹固定相 在存在“模板”或“印迹”分子的情况下生成的聚合物和硅胶固定相。这些固定相提高了模板

分子的选择性；也称为分子印迹固定相（MIP)；请参见第 10 章。

有沟槽的滤纸 用有规律的方式折叠滤纸，让通道中有更多空气；使液体更快地通过滤纸；请参见第 4章。

预过滤器 (SPE) 在样品中含有大量颗粒的情况下，常规 SPE 小柱和萃取盘会被堵塞，使流速降低；预过滤器是

更高孔隙的过滤装置，可滤除大颗粒并帮助 SPE 柱床更有效地工作；一些 SPE 装置具有内置的

预过滤器，另一些 SPE 装置则可以自行添加预过滤器；在某些情况下，使用惰性填料（例如玻

璃微球）可发挥与过滤器相同的作用；请参见第 9 章。

原位衍生化 (SPE) 在其原始状态下衍生目标化合物；例如，对牢固深度保留在土壤中的分析物，进行原位衍生改

变其化学性质，使该化合物更容易得到释放和分离，以便进行下一步分离检测；衍生化还可以

在溶液中进行，并用 LLE 提取衍生化合物；请参见第 9 章和第 20章。
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圆孔板 96 孔板上的圆形小孔可放置 96 个小试管；请参见 96 孔板。

圆盘 许多 SP 和分离介质采用圆盘；圆盘最常用于过滤，且可由任意多种多孔聚合物构成；SPE 萃取

盘最常用的是将填料嵌入由 PTFE、其他惰性聚合物或带内分散吸附颗粒的玻璃纤维基质制成的

圆盘中；某些生物纯化介质也采用圆盘形式。固定相含有离子交换基团或其他可吸引目标溶质

或要弃除的杂质官能团；请参见第 9 章。

在线 SPE 指使用填充了 SPE 填料的小柱，该小柱置于 6 通或 10 通进样阀或柱切换阀上两个端口之间；

SPE 捕集柱通过外加泵或注射器加载样品，然后切换阀，使 SPE 捕集柱成为 HPLC 流路的一部分，

然后分析物与置换溶剂一起被导入色谱柱；在线 SPE 柱通常可以多次使用，而离线 SPE 小柱一

般只使用一次；请参见第 13 章。

在线预浓缩 将预柱置于分离柱前，分离前富集分析物；可以采用不同机制（如，疏水相互作用、吸附、酶

反应）随时间变化而保留分析物，然后通过置换（如，溶剂洗脱，pH 改变等）将浓缩的分析物

转移入分离柱。

在线柱切换 请参见在线 SPE 操作指南；在柱切换中，第二根色谱柱通常为另一种高效液相色谱柱或气相色

谱柱，而不是短 SPE 柱；柱切换的主要目的是分离一根色谱柱不能处理的更复杂混合物；在气

相色谱中，当使用压力差控制经过两根色谱柱的气体相对流量时，需使用 Deans Switch；在液

相色谱中，切换阀最为常用；请参见第 13 章。

针头式过滤器 含有膜过滤器的小型塑料支架，上下都具有 Luer lock 接口，可以接注射器（注射器也具有 Luer

lock 接口）以便使样品通过过滤介质；注射式过滤器的直径范围可达 90 mm；请参见第 5 章。

真空过滤 使用真空辅助液体通过过滤器；尤其适用于高粘度液体或具有低孔隙率的精密过滤器；请参见

第 5 章。

真空歧管 为 SPE 小柱和 SPE 萃取盘而设计的多管装置，该装置利用真空驱动液体通过填充床；还具有加

压多管装置。真空多管装置可以一次处理 8 到 24 个样品；请参见第 9章。
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真空蒸馏 一种蒸馏方法，在该方法中，将待蒸馏的液体混合物的压力降至其蒸气压以下（通常低于大气

压），使大多数挥发性液体汽化（具有最低沸点的物质）。这种蒸馏方法的原理是，当液体的

蒸气压超过环境压力时发生沸腾。真空蒸馏过程可以加热也可以不加热。经常用于大气压蒸馏

时可能降解的高沸点物质；请参见第 2 章和第 7 章。

阵列 96 孔板 96 孔 SPE 板，96 个单孔都可以从底盘上取下；这种设置可以让用户根据自己的配置，在每个

96 孔板中放置不同类型和数量的 SPE 吸附剂。这种类型的 96 孔板还称为灵活的 96 孔板配置；

请参见第 9 章。

蒸发 为分离目标化合物而去除挥发性化合物的过程；溶剂蒸发是最常用的样品前处理技术。

蒸馏 基于组分的挥发性差异，在沸腾的液体混合物中分离这些混合物的方法。蒸馏是一种单元操作

或物理分离过程，而不是化学反应；可用来纯化有机混合物或去除溶剂；馏分蒸馏可用于分离

沸点相近的化合物；共沸蒸馏是用共沸混合物去除溶剂，该溶剂的沸点与另一种化合物的沸点

过于相近或相同而不能与之分离。

支持液相萃取 (SLE) 基于液液萃取原理的技术，其中水相由高纯度、高表面积的硅藻土填充床支持（试管、小柱或

96 孔板的形式）；该水相可以是缓冲液，可含有需要分配的样品；然后有机相渗透通过填充床

与水相充分接触。在柱出口处收集到的洗脱液含有萃取物；与 LLE 相比，SLE 技术实现了微型化，

易于自动化操作，并提供了卓越的萃取效率；请参见第 7 章。

直接采样 从源头直接取样的方法。例如，可以用采样罐在源头直接采集气体样品。将收集容器直接浸入

水中采集河水样品。让气流通过含吸附剂的热脱附管，以浓缩挥发性和半挥发性分析物。

直接热采样 用温度作为变量进行挥发性和半挥发性物质采样的过程；在一定温度下的静态顶空方法即为热

采样的一个实例；选择一定温度，可以去除某些样品组分，因为其在选定温度下具有极低的挥

发性；热采样可以在高温分解的各阶段进行，在这个过程中，有目的地破坏样品中的化学键，

以获得该物质的结构；请参见第 6 章。
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中空纤维液相微萃取 (HF-LPME) 中空纤维 (HF) 膜技术，其中 HF膜将两个提取相分隔；膜充当了屏障并且可浸入溶剂中，实现

液液萃取或液液液萃取；可以对膜进行选择以让特定分析物通过，而阻止其他物质通过；请参

见第 7 章和第 18 章。

中心切割 在制备液相色谱中，是指收集色谱峰中纯度最高的中心部分。该术语也用于柱切换；请参见第

13 章。

逐步洗脱 在色谱分离中使用不同组成的洗脱液。这些洗脱液可通过泵或选择阀分步加入。梯度洗脱就是

连续改变溶剂组成进行洗脱。

主动采样 在活性气体采样中，使用泵抽动样品通过质量流量计并进入采样罐中。相对于被动采样，此方

法通过对样品加压使其进入采样罐，可以收集更多样品。通常将样品加压到 15 psig，可有效获

得两倍体积的样品。

柱后衍生化 请参见柱后反应；请参见第 20 章。

柱前衍生 请参见柱前反应；请参见第 20 章。

柱切换 通过切换阀将多根色谱柱连接起来，更好地进行色谱分离或样品纯化。来自第一维色谱柱的组

分可以切换到两根或多根第二维色谱柱上，再进一步转移到其他色谱柱或检测器上；有时称为

多维色谱；请参见第 10、11 和 13 章。

柱上进样 在气相色谱中是指使用安装在毛细管内的细针将全部液体样品直接注入柱头的过程；请参见第

6 章。

撞击式采集器 玻璃气泡管，用于将空气中的有害物质收集到液体介质中。使用个体空气采样器时，将已知体

积的空气泵入含方法中特定液体的玻璃试管中。然后分析该液体，测定空气中有害物质的浓度。

可以将空气采样器固定在空气采样泵的一侧，或放入皮套内并置于受测试人员呼吸带处；请参

见第 6 章。
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索引
数字

96 孔板，阵列/灵活性...................................121

96 孔板 ............................................................33,261

96 孔板，SPE..................................................（请参见 SPE产品

类型）

96 孔板，过滤 ................................................33,238-239

A

AOAC 2007.1 方法 QuEChERS .......................80

ASTM，美国材料与试验协会 ........................11

B

剥离，气相 .....................................................48，（请参见动态顶

空/吹扫捕集）

捕集，固相 .....................................................9, 11, 48-49

捕集，冷 .........................................................48, 51

捕集，吸附剂 .................................................48, 51-52

捕集，液体 .....................................................9

C

Captiva ND Lipids ............................................33, 238-242, 303

Captiva过滤 ....................................................33

CaptiVac真空歧管 ..........................................108

采样 .................................................................17-20

采样，初级 .....................................................1, 17-18

采样，顶空 .....................................................10

采样，定点 .....................................................9

采样，二级 .....................................................25-27

采样，误差 .....................................................27

采样方案 .........................................................17

超临界流体萃取 (SFE) ....................................13, 185-190

超滤 .................................................................199, 271

超声（超声搅拌）..........................................12, 181, 246

沉积 .................................................................16

穿透容量，SPE ...............................................122

穿透容量，捕集..............................................48

吹扫捕集 .........................................................（请参见动态顶空）

D

DNA纯化，高通量.........................................203

dSPE.................................................................80-85, 31

单滴微萃取 (SDME)........................................46, 73-75

单滴微萃取 (SDME)，溶剂 ............................74

蛋白浓缩 .........................................................198-199

蛋白质沉淀 .....................................................235-239, 303

蛋白质沉淀，去除亲脂性化合物 ..................240-242

蛋白质聚集体纯化（使用 SEC）...................168-169

蛋白质去除技术..............................................235-239

蛋白质样品前处理，传统 ..............................205-209
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蛋白质样品前处理，从凝胶上取出 ..............212

蛋白质样品前处理，现代 ..............................211-215

蛋白质样品前处理，自动化 ..........................214-215

蛋白质组学样品前处理 ..................................204-215

低温聚焦 .........................................................51-52

电膜萃取 (EME) ..............................................278-279

电渗析 .............................................................199

顶空，动态（吹扫捕集） ..............................10, 36, 43, 48-50

顶空，静态 .....................................................10, 42-43

顶空单滴微萃取 (HS-SDME)..........................46-47, 75

顶空固相微萃取 (HS-SPME) ..........................46

冻干法 .............................................................3, 16, 28, 55, 198,

205, 246, 282, 300

堆锥四分法 .....................................................25-26

多次顶空萃取 (MHE)......................................43

多反应监测 (MRM)（质谱）.........................68, 79, 91, 155, 241,

256, 264, 302

多维液相色谱 .................................................204-213

E

Ecospheres.......................................................161, 163

二维电泳 .........................................................212-215,266

F

反灌，气相色谱进样......................................36

分流比 .............................................................37

分配系数 (KD) .................................................60-62

分散 SPE（请参见 dSPE） .............................71

分散 SPE，吸附剂 ..........................................80, 85-87

分散 SPE，吸附剂选择 ..................................85-87

分散液液微萃取 (DLLME) ..............................35

分散液液微萃取 (DLLME)，工作流程 ...........70-72

分析物保护 .....................................................88

分析周期 .........................................................1-2, 17, 298

分样器，实验室..............................................26

分子印迹聚合物 (MIP) ...................................148-149

G

干介质斑点分析..............................................232-235

干血斑分析 .....................................................232-235

干燥 .................................................................28

工作表，问题 .................................................6-7

固相萃取 .........................................................（请参见 SPE）

固相微萃取 .....................................................（请参见 SPME）

硅胶 .................................................................9, 49, 119, 170

硅藻土 .............................................................266, 271

过滤 .................................................................16, 29-34, 197

过滤，真空 .....................................................30

过滤板，96 孔 (Captiva) ................................33

过滤瓶 .............................................................34

过滤器，离心 .................................................31

过滤器，膜 .....................................................29-32

过滤器，膜，耐化学腐蚀 ..............................32
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过滤器，膜，滞留体积 ..................................31

过滤器，针头式..............................................30

过滤器，纸 .....................................................29-30

H

HF-LPME，两相 ..............................................276

HF-LPME，三相 ..............................................276

Hydromatrix .....................................................67

核酸组分样品前处理，传统 ..........................200-202

核酸组分样品前处理，高通量 ......................203

化学过滤 .........................................................114

环境样品，专有污染物 SEC纯化

（EPA 3640A方法）........................................161-164

缓冲液 .............................................................61, 65, 196

缓冲液置换（使用 SEC） ..............................188

挥发性有机化合物 (VOC) ...............................35-54

混合 .................................................................22

J

Just Enough样品前处理方法.........................297-306

基因组学样品前处理......................................200-203

基质固相分散 (MSPD)....................................14, 143-144, 247

极性指数 (P’)...................................................60

挤压 .................................................................22

加速溶剂萃取 (ASE) .......................................13，（请参见 PFE）

加压流体萃取 (PFE) ........................................11, 13, 192

搅拌棒吸附萃取 (SBSE) .................................16, 106

进样，不分流/脉冲 ........................................39

进样，程序升温汽化 (PTV) ............................37-38

进样，大体积 (LVI) .........................................39-40

进样，带溶剂汽化出口 (SVE) 的

冷柱头进样 .....................................................40

进样，分流/不分流 ........................................37

进样，进样针 .................................................35

进样，冷柱头 (COC).......................................36-37

进样口，多模式（气相色谱） ......................38

进样口，样品（气相色谱） ..........................36-41

浸渍 .................................................................22

聚合物，合成 .................................................52

均质化 .............................................................12, 22, 246, 251

K

抗体纯化 .........................................................196

快速色谱纯化 .................................................170-171

L

LC-MS加合物的形成 .....................................257, 264, 266

LC-MS样品预处理 .........................................255-268

LC-MS，大分子样品前处理...........................265-266

LC-MS，挥发性缓冲液和溶剂.......................259-260

LC-MS，离子抑制/离子增强 .........................255, 257, 264-266

LC-MS，小分子样品前处理...........................261-264



346

Luke方法.........................................................79

滥用药物（使用 SPE） ..................................153-155

冷冻干燥 .........................................................请参见冻干法

冷冻研磨机 .....................................................22, 24, 244, 247

离心 .................................................................16

离子对 .............................................................59, 65

粒度缩分 .........................................................21-24

流动注射萃取 .................................................76

漏斗，分液 .....................................................56

滤纸，有沟槽 .................................................30

M

美国分析化学家协会

（请参见 AOAC） ............................................80

美国国家环保局..............................................（请参见 USEPA）

美国农业部 (USDA) ........................................79
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膜技术 .............................................................269-280

磨粉机 .............................................................24
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N
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91, 109, 120, 233,

251, 257
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碾磨 .................................................................22, 24

农药 .................................................................39-41, 79, 162

O

欧盟 QuEChERS方法 (EN15662) ...................80

P

PLgel，SEC样品纯化 .....................................163-164

Q

QuEChERS........................................................76, 80-92

QuEChERS，操作步骤 ....................................81-84

QuEChERS，工作流程 ....................................81, 90

QuEChERS，应用 ............................................88-89

气相萃取 .........................................................14

强制流动浸提 .................................................182

切断 .................................................................22

切碎 .................................................................22

清除剂 .............................................................281-285

球磨机 .............................................................24

去除表面活性剂..............................................197, 266

去除蛋白质，高丰度......................................206, 210

去除甲酸 .........................................................282-283

去除金属，生物样品......................................197

去除铑 .............................................................284-285

去除亲电试剂 .................................................282

全血处理 .........................................................230

确证，滥用药物..............................................153-155

R

热萃取 .............................................................10, 50

热裂解 .............................................................10, 51-52
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热脱附 .............................................................10, 48-49, 51

溶剂萃取 .........................................................（请参见液液萃取）

溶解 .................................................................12

溶解度，液液萃取中的相溶解度 ..................10, 64

S
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SFE（超临界流体萃取）................................11, 13
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SPE，方法开发工作流程................................125
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可靠地萃取并浓缩复杂基质中的样品

样品制备是成功实现色谱分析的一个重要步骤。它延长了色

谱柱寿命，减少了重复进样次数，并且将可以危害分离、检测

和定量的干扰降至最低。

安捷伦为所有分析仪器提供了最全系列的样品制备产品。

包括：

• 预包装的 QuEChERS 试剂盒—让样品制备更快速、更容易、

更可靠

• 过滤产品—同时改善系统性能和分析质量，防止可萃取物、

蛋白质、脂质或其他污染物影响分析的准确性

• Chem Elut 产品—适用于支持液相萃取 (SLE)，与传统液-

液萃取相比，溶剂用量更少、分析时间更短

• Bond Elut SPE 产品—从具有挑战性的基质中选择性地去

除干扰物和/或目标分析物 提供当今市场上最全面的吸附

剂类型供您选择

www.agilent.com/chem/sampleprep
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如需了解更多信息

如需了解有关安捷伦样品前处理产品系列的
更多信息，请访问

agilent.com/chem/sampleprep

查找当地的安捷伦客户中心：

www.agilent.com/chem/contactus-cn

免费专线：
800-820-3278，400-820-3278（手机用户）

联系我们：

LSCA-China_800@agilent.com

在线询价：

www.agilent.com/chem/erfq-cn

安捷伦科技大学：

http://www.lsca-china.com.cn/agilent

浏览和订阅 Access Agilent 电子期刊：
www.agilent.com/chem/accessagilent-cn

本资料中的信息如有变更，恕不另行通知。
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