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体液的在线样品前处理技术及其小分子化合物

的液相色谱!质谱分析
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摘要：在线样品前处理液相色谱 -质谱联用技术为体液中痕量小分子化合物提供了高灵敏度、高选择性和高通量的

分析方法。该文以在线固相萃取柱为主线，总结了不同 种 类 富 集 柱 的 特 点 及 其 近 % 年 来 在 相 关 领 域 的 应 用，并 简

要介绍了在线液相色谱 -质谱分析的流路系统。
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+ + 高效液相色谱-质谱（A<-D!）已 经 广 泛 应 用 于

化学、环境、药物和生命科学等领域。对于体液中痕

量有机小分子化合物的分析，由于其基质成分复杂，

蛋白质等基质 成 分 严 重 影 响 液 相 色 谱-质 谱 定 性 和

定量分析。常规的体液样品前处理方法主要包括蛋

白质沉淀、液-液萃取等。这些方法消耗大量的有毒

溶剂；都需要采用蒸发、定容等步骤，费时，并且易导

致样品的损耗。近年来新发展起来的固相萃取、固

相微萃取、膜渗透等方法节约了有机溶剂，但是仍需

要繁琐的样品制备过程，无法满足高通量药物筛选

的需要。随着新药开发大规模筛选的需要，体液的

样品前处理方法成为分析的瓶颈。在线的样品前处

理与高效液相 色 谱-质 谱 联 用 方 法 大 大 提 高 了 样 品

的通量，使其近年来在体液分析领域得到了广泛的

应用。本文针对 体 液 中 小 分 子 化 合 物 的 液 相 色 谱-
质谱在线检测方法，对在线样品前处理的一些新技

术进行了综述。

!" 在线固相萃取的流路

+ + 常规的体 液 在 线 液 相 色 谱-质 谱 主 要 由 两 个 色

谱泵、一个自动进样器或进样阀、一个流通阀、富集

柱、分析柱以及质谱检测器构成（ 如图 * 所示）。首

先，萃取流动相将样品从自动进样器或进样阀中导

出并导入预柱，清洗去除蛋白质等基质成分后，通过

阀切换，分析流动相将样品从预柱转移至分析柱进

行分离，进入质谱检测。该系统广泛应用于体液的

在线分析［* . #］。H/’’"$$ 等［*］建 立 了 在 线 的 A<-D!
方法，实现 了 尿 样 中 氢 化 可 的 松 和 &!-羟 基 氢 化 可

的松高灵敏度 的 分 析，定 量 检 测 限 分 别 为 * 和 "/ !
38 P %A，可用于 服 药 患 者 体 内 的 代 谢 监 测。Q’"211
等［)］以 限 制 进 入 材 料（ ’"1$’06$"4 /66"11 %"40/，

R@D）柱为在线富集柱，利用 A<-D! P D! 直 接 测 定

尿样中的二-（! -乙 基 己 基）邻 苯 二 甲 酸 酯 的 % 种 主

要代谢产物。!2"3/%0 等［-］用水 作 为 载 体，将 经 水
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稀 释 # 倍 的 血 浆 负 载 至 "#$%$ &’( 柱，以 #$
))*+ , ’甲酸铵（-& %& "）!乙腈（ 体积比为 "$’ "$）为

流动相，测定 ## 种消炎药，回收率高于 ()& *.，检测

限达$& $$* " + $& * !/ , )’。

图 !" 在线液相色谱!质谱分析流路图

"#$% !" &’()*) +, +-!.#-) /0!1&

! ! 除了最经典的流路外，不少学者还在此基础上

做了改进或重新设计了新的流路，并实现体液的在

线 ’0!12 , 12 分析。在线分析过程中，样品的转移

步骤很关键，它要求快速地将样品完全转移至分析

柱，并聚集于分析柱的柱头。为此，大多数方法采用

高含量的有机溶剂作为分析流动相的起始点［, - ##］。

但分析流动相起始点有机溶剂含量的提高不利于样

品 的 分 析，尤 其 是 复 杂 体 系 样 品 的 分 析。 34
等［#*，#%］通过一个六通阀和一个八通阀，用有机溶剂

含量高的洗脱剂将样品从富集柱上洗脱下来，然后

经在线稀释降低有机溶剂的含量后导入分析柱，实

现峰聚焦，并加快分析速度。该体系分别应用于尿

样中 , 种环境 酚 类 化 合 物［#*］和 对 羟 基 苯 甲 酸 烷 基

酯［#%］的测定。56 等［#.］在 此 基 础 上 添 加 了 一 个 储

液环和一个流通阀，实现了类似的功 能。&6#等［#"］

利 用一个八通阀代替八通阀，同样通过阀位置的切

换，实现了血浆中奈非那韦及其代谢物的富集分离，

并采用 12 , 12 反 应 离 子 监 测 模 式 定 量，定 量 检 测

限小于 # 7/ , )’。

! ! 为了避免质谱仪的污染，不少学者在原有的基

础上添加了一个六通阀，只选择性地将含有待测物

的流出液导入质谱，其余导入废液［#)］。8)%7% 等［#(］

在分析流动相输送泵与六通阀之间添加了一个进样

阀，在线将内标物导入分离体系，考察低的回收率是

由于基质效应还是不完全萃取造成的。为了更好地

去除基质成分的干扰，许多方法采用双柱串联富集。

双柱分别根据保留性质的差异选择性地保留分析物

而去除基质干扰。串联的富集柱有：反相柱与离子

交换柱［#/］、反相柱与 981 柱［#,］、981 柱与分子印

迹聚合物（1:;）柱［*$］等，通过 * + % 个六通阀 实 现

不同柱之间的切 换。例 如：16++4<< 等［*$］利 用 981
柱去除蛋白质等生物大分子基质，然后利用自制的

1:; 柱选择性地富集异搏定及其代谢产物，去除小

分子。通过多 维 的 在 线 富 集，利 用 ’0!12! 可 实 现

血浆、尿样和细胞等多种生物基质样品的分析，方法

具有较好的线性和精密度。

! ! 此外，为了增加样品分析的通量，可采用双柱并

联同时富集，典型的在线双柱富集 ’0!12 分析流路

图如图 * 所示［*#］。作者通过比较发现，采用单根萃

取柱萃取血浆中的睾丸激素和尼莫地平，并用 ’0!
12 , 12 分析，单 次 分 析 时 间 需 要 . )%7；而 采 用 双

贯流色谱（ <6=6+47< >+*? @AB*)#<*/B#-AC，DE0）富

集柱、单分析柱系统，完成一次分析仅需 *& $/ )%7，

分析 速 度 提 高 了 # 倍。5%# 等［**］只 利 用 一 个 八 通

阀，同样实现了双柱并联交替富集、单柱分析。

图 #" 在线双柱富集 /0!1& 分析的流路图

"#$% #" &’()*) +, +-!.#-) )-2#’(*)-3 4#3( 34+ 52)!’+.6*-7 ’+65.)8 4#3( /0!1&
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!" 富集柱

# # 在线固相萃取柱是整个分析系统的核心组成部

分。目前用于 在 线 固 相 萃 取 液 相 色 谱!质 谱 分 析 的

富集柱主要有十八烷基键合硅胶柱、贯流色谱柱、限

制进入材料柱、免疫柱、聚合物柱和离子交换柱等。

我们以富集柱的分类为主线，介绍近年来在线固相

萃取与液相色谱!质谱联用技术的进展。

! ! #" 十八烷基键合硅胶柱

# # 十八烷基键合硅胶（"$% ）作为最常用的液相色

谱填料，由于它的普适性，也是目前最常用的商品化

的离线固相 萃 取 材 料。在 体 液 的 在 线 液 相 色 谱!质
谱联用技术领域，它同样得到了广泛的应用，但近年

来其应用有所减少。表 $ 列举了 "$% 作为在线富集

柱在体液在 线 液 相 色 谱!质 谱 分 析 中 的 应 用。分 析

基质包括尿样［$，!&］、血清［!’］和血浆［!，!"，!(］等，分析对

象主要包括 药 物 及 其 代 谢 产 物（ 如 氯 氮 平、氢 化 可

的 松 等 ），还 涉 及 污 染 物［!&］ 等 各 种 化 合 物。

#$%&%’()*&%’ 等［!’］采用在线固相萃取液相色 谱!质
谱法分析血清 中 的 氯 氮 平 及 其 代 谢 产 物，采 用 $")
++ 长的分析柱，单个样品分析时间只需 " +$*；将

分析柱的长度缩短至 &) ++，分析时间减至 & +$*。

表 #" "#$ 萃取柱在体液中小分子化合物的在线 #"$%& 分析中的应用

’()*+ #" ,--*./(0.123 14 12$*.2+ #"$%& 53.26 "#$ /1*572 (3 -8+$/1*572 418 09+ (2(*:3.3 14 37(** 71*+/5*+3 .2 ).14*5.;3

,*-(./%0 1-/’$2
134$(% 56-0%

（ %2/’-7/$3*）

134$(% 56-0%
（ 0%5-’-/$3*）

8%739%’. : ;
<=>- 3’ <=?4 :

（*@ : +<）
8%AB

(!!C.&’32.73’/$03(，
73’/$03(

D’$*%
!; #C’=C : "C&=C

（*)+ $)，9 : 9）

"C&=C : C!=（ 73*/-$*$*@

) B $; A3’+$7 -7$&（E,））
*, - $!( $ -*& ) B ! 4 ［$］

F-($*3(3( 5(-0+-

"C&=C : C!=（ 73*/-$*$*@

$; C,7 -*& " ++3( : <
#C’,7）（&)+ ,)，9 : 9）

"C&=C : C!=（ 73*/-$*$*@

" ++3( : < #C’,7!$; C,7）
$)$ - $$) ! B " - ［!］

G6/6-(-/% %0/%’0 D’$*% C!=
"C&"# : C!=（ 73*/-$*$*@

) B $; C,7）
%’ B & - *( B !

) B , - $ B & -

! B & - " B , 4 ［!&］

"(3H-5$*% -*& $/0
+%/-43($/%0

0%’D+ "C&=C : C!=（$"+ %"，9 : 9）
"C&=C : !" ++3( : < #C’,7

（5C ’ B "）（,)+ &)，9 : 9）
(! - $), ) B $" - ) B & - ［!’］

G’35’-*3(3( 5(-0+- " ++3( : < #C’,7（5C , B )）
"C&"# : " ++3( : < #C’,7

（5C , B )）
- - ［!"］

I$AD9$’/$&% 5(-0+-
"C&"# : C!=（ 73*/-$*$*@

) B $; E,）（"+ *"，9 : 9）
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# # 尽管它具有普遍的适用性，但人们在使用过程

中发现，"$% 萃取 柱 的 寿 命 非 常 有 限，有 时 甚 至 需 要

每次更换新柱，否则连续进样三四次将导致柱压升

高。<$ 等［!"］详细考察了 "$% 萃取柱受进样体积的影

响。结果表明在 " . ") !< 范围内，心得安的响应值

与进样体积呈线性关系；当进样体积 为 $)) !<，连

续进样 " 次以后，由于富集柱不可逆地吸附了血浆

中的蛋白质，导致分析物的质谱响应急剧降低。

# # 为了提高富集柱的使用寿命，往往增加额外的

清洗过 程。 采 用 的 清 洗 流 动 相 有 !; 氢 氧 化 铵 和

$); 甲 醇［$］、水［!&］、$"; 甲 醇［!’］等。此 外，可 通 过

预先对样品进行蛋白质沉淀来提高富集柱的使用寿

命［!］。J3D’@3@*% 等［!］将 !") !< 的 血 浆 样 品 预 先

用 )/ " +3( : <高 氯 酸 沉 淀，再 用 $ +3( : <的 乙 酸 铵

")) !< 调节至酸性，离心，取上层清液进样，并以 "
++3( : <乙酸铵溶液（ 含 $; 乙酸）为载液，将样品负

载至捕集柱，用甲醇!水（ 含 $; 乙酸和 " ++3( : < 乙

酸铵）（ 体积比为 &)+ ,)）清洗，最后以甲醇!" ++3( :
< 乙酸铵（ 含 $; 乙酸）为分析流动相将样品转移至

分析柱进行分离检测。这样操作单根固相萃取柱可

重复使用超过 !% 次。

! ! !" 贯流色谱柱

# # $**, 年，?D$** 和 F-K-’%L0K$［!,］开 发 了 一 种

大粒径填料，其允许高流速的分析，由此发展起来的

新的色谱分析方法被称之为贯流色谱。该类萃取柱

填料的粒径为 &) . ") !+。由于它的颗粒 大，产生

的柱压小，因而可增大样品负载的流速，通常采用的

流速范围为 & . " +< : +$*。样品高速通过富集柱增

强了富集 柱 对 蛋 白 质 的 去 除 能 力。 目 前 商 品 化 的

FE" 柱 主 要 有 两 种 类 型：一 种 是 以 硅 胶 为 基 质，表

面键合经典的烷基链（ 如 "! 、"% 或 "$% ）、苯基、混合

型极性 : 非 极 性 相；另 一 种 是 以 聚 合 物 为 基 质，如

M-/%’0 公司 推 出 的 =-0$0 C<J 柱，以 二 乙 烯 基 苯

基!!!乙烯基吡咯 酮 共 聚 物 作 为 填 料。表 ! 给 出 了

贯流色谱柱在 体 液 在 线 液 相 色 谱!质 谱 分 析 中 的 应

用。它 已 广 泛 应 用 于 尿 样［$(，!%，&*］、血 清［&%］、血

浆［%，*，$"，&,］以 及 其 他 生 物 基 质（ 如 脑 浆［!$］和 透 析

液［!%］等）的分析。

# # 与普通的 "$% 富 集 柱 相 比，FE" 柱 在 样 品 的 制

备过程中存在两个明显的优点。

·%’(·
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表 !" 贯流色谱柱在体液中小分子化合物的在线 !"#$% 分析中的应用
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（$&) ’&，4 5 4）
,* > % + ##( / # / ［#"］

E%@#,’+$F(0$<，* !
$<,#.=%@#,’+$F(0$<

@+,#( # > "6 CA’8A BA(BC 5 A%8 ,’ > - + #&# # + ( $ ［#$］

! 5 "!0+.0+$#.%.% 0%$)<$ #& <<.% 5 7 CA’"2
& > &"6 BE(B88CA’ 5

BA(8A（*") %"，4 5 4）
-’ > " + #&$

& > " $

% / ［%%］

!4 #( "#’$;.#,)’ @+,#(，

?,$%&)$’(
BA(8A 5 A%8（2.#’$,#,#;

&> &"6 E"）（#&) ,&，4 5 4）

BA(8A 5 A%8（ 2.#’$,#,#;

& > &"6 E"）（,&) #&，4 5 4）
-* > - + #&" > % %，& > # / ［%-］

G(+$0$<,%，H#?,0%.#
$#? 2.<0.@#?) H + GH

0%$)<$
BA(BC 5 & > #6 E"

（#&) ,&，4 5 4）
BA(BC 5 & > #6 E" ,% > * + #&" > ( # > ," / ［%,］

"2’,4( ?+@;，0+.?+@;
0%$)<$，%,4(+
I, =+$2’,.#

& > #6 E" BA(BC 5 & > #6 E" + + ［(&］

B.<0.@#?) 0%$)<$ #6 E" BA(BC (& + *" " ［(#］

E%@<$F(#,% <,2+.).<( " <<.% 5 7 E"
BA(BC 5 A%8

（" <<.% 5 7 E"）
,$ # #<.% 5 7 ［(%］

9(-’+.<(’1.+01$# $#?
,’) ’J. <(’$/.%,’()

0%$)<$
BA(8A 5 & > &"6 E"

（") ,"，4 5 4）
BA(8A 5 & > &"6 E" -% > $ + #&( & > " / ［(*］

D,.;%,’$F.#( )(+@<
" <<.% 5 7 CA’"2

（0A ’ > &）

" <<.% 5 7 CA’"2 5

BA(BC（"&) "&，4 5 4）
-" > * + #%# , / ［(-］

D,+,’+$<,?( @+,#(
A%8 5 BA(BC 5 E"

（,-) %) & > #，4 5 4）
BA(BC 5 & > #6 E" ,% > ’ + #&% & > &" $ ［(,］

9.2(’$-(% 0%$)<$ A%8 BA(8A 5 A%8（,") "，4 5 4） -$ > # + ,’ > * # > && / ［’&］

H<<@#.!)@00+())$#’) /%..?
BA(8A 5 A%8

（"&) "&，4 5 4）

BA(8A 5 A%8（ 2.#’$,#,#;

#& <<.% 5 7 CA’"2 . & > #6

A"2）（,*) (，4 5 4）

-- + #&(
& > # + # > ( $

# > & + #& / ［’#］

E(#=%@+$<,#(，

’(<$F(0$<，.-$F(0$<，

’$<.-,=(#
0%$)<$ & > #6 E" BA(BC 5 & > #6 A"2 + # + % > " #<.% 5 7 ［’%］

! ! 其一，可采用单一的流动相以高流速负载并清

洗样品，基本不需要额外的清洗程序，简化了在线样

品处理过程，加快了分析速度，萃取和清洗时间缩短

至 # <,#［,，#"，%#，(’，($］。KL(+?( 等［(’］分 析 血 清 中 的 它

莫西芬及其代谢产物。他们以 ’ <7 5 <,#的 &0 &"6
甲酸（ 0A %0 - ）负 载 样 品，样 品 萃 取、清 洗 只 需

# <,#，整个分析时间为 $ <,#，全天可分析 %&& 份样

品。M#??$% 等［(*］以甲醇!&0 &"6 甲酸（ 体积比为 " )
,"）作萃取载液，以 "0 & <7 5 <,#的流速负载并清洗

样品 &0 " <,#，以甲醇!&0 &"6 甲 酸 混 合 液 梯 度 洗 脱

分离，*I 测定美沙芬及其代谢物，回收率为 -%0 $6
1 #&(6，检测限为 &0 " #; 5 <7。

! ! 其二，贯流色谱采用高流速萃取，更好地去除了

基质中的蛋白质等干扰成分，使柱寿命增加。M$#;

等［,］在 8$),)! A7N 富集柱前增加了在线的过滤装

置（ 减少基质中的颗粒物进入富集柱），并且每次使

用后将富集柱保存于 "&6 的乙腈溶液中，使单根富

集柱可完成 (&& 次的血浆分析（ 单次进样 #& "7）。

B(;%$+(O$ 等［#&］取 "& "7 加标血样，用 #0 " <7 体积

比为 ’ ) # 的甲醇!"& ; 5 7 硫酸锌稀释、离心后，取上

层清液进样 %" "7，建 立 了 血 样 中 免 疫 抑 制 剂 环 孢

霉素 "、他克莫司、西罗莫司的在线 PEB!7B!*I 分

析方法。采用该方法每日可分析约 -& 份样 品。每

天分 析 完 样 品 后 用 甲 醇 分 别 以 " <7 5 <,# 和 &0 $
<7 5 <,#的流速清洗萃取柱和分析柱。该系统中的

贯流色谱柱分析 -&& 份样品后性能不变；而分析柱

可稳定分析超过% &&&份样品。

! ! 采用贯流色谱柱富集允许高流速负载样品，这

·,’$·
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有利于去除样品中的蛋白质等成分，且不会导致柱

压升高。但是如果作为分析柱，贯流色谱柱的大颗

粒填料降低了色谱性能，使柱效下降。而以整体柱

作 为 分 析 柱，可 在 高 流 速 下 使 用 并 保 持 高 柱 效。

!"#$ 等［!#］以 %&’#()’#’* 公司提供的极性功能化

的聚合物作为萃 取 柱（ 比 表 面 积 大 于 $%% )! + $，孔

径 $" #)），选取短的整体柱 ,%-&$’（’( ) )) * "%
))）作为分析柱，采用 ’ ). + )/#流速负载 样 品、+
). + )/#流速洗脱样品并进入整体柱进行分离，整个

分析过程仅用时 !( $ )/#。完成 +%% 份样品分析后

萃取柱仍 保 持 良 好 的 色 谱 性 能。 另 外，!’#$ 等［’!］

也将两者有机结合，测定了血浆中的氟苯丙胺、羟基

安定、去甲羟基安定、三苯氧胺等碱性药物，整个分

析过程仅 &( ! )/#，连续 &% & 分析样品 ’%, 份，系统

柱压升高不到 +%0。

- - 各种商品化的 123 柱的性能有所差异，对不同

极 性 的 化 合 物 具 有 不 同 的 萃 取 能 力。 3456(#’
71.3 柱（)% !) 聚合物颗粒）适合于 6($ ! . % 的

中等亲水至疏水性化合物的萃取；而 %(6"8 %69: 柱

（ 涂覆的 "% !) 硅胶颗粒）更适合于萃取亲水性的

化合物（ 6($ ! / %）。因而，可根据化合物的亲脂性

质来选 择 富 集 柱 的 类 型，加 快 样 品 分 析 方 法 的 建

立［+&，+#］。

! ! "# 限制进入材料柱

- - 限 制 进 入 材 料 的 概 念 是 &##& 年 由 ;’:/6’<:
等［’+］首先提出 的。该 类 材 料 的 开 发 旨 在 建 立 体 液

的直接进样在线分析方法。这类材料具有特殊的结

构：外表面涂覆各种亲水性的基团（ 如甲基纤维素、

二醇基等），利用尺寸排阻原理，使蛋白质等生物大

分子不被保留，排入废液中；内表面键合有各种功能

团，包括常规的具有反相色谱性能的烷基链（ 如 3’ 、

3$ 、3&$ 等）以及离子交换基团。小分子分析物渗透

进入内表面后由于疏水作用而被保留，从而达到去

除生物大分子等基质成分，保留分析物的目的。其

结构示意图如图 + 所示。

图 "# "#$ 材料的结构示意图

%&’! "# ()*+&’,-./&)* )+ /01 2-134)5,6* 2.4718
9&/0 -1:/-&4/18 .441:: 618&.

- - 到目前为止，未见自制的相关材料的报道，人们

所使用的限制进入材料柱主要来源于不同厂家的商

品化产 品，主 要 的 品 牌 有 =;>、?/(18"@、A=BC 和

3"@5’66 A2。尽管各厂家的 ,=A 柱的内外表面修

饰功能基团千差万别，但主要的差别在于对外表面

的修饰。

- - 烷 基 二 醇 硅 胶（ "6D46-E/(6 :/6/5"，=;>）是 由

?((: 等［’’］制备的。目前最流行的 ,=A 柱 的 外 表

面修饰有二醇基。3&8/:</"’#: 等［&&］以 ,%3-’ =;>
作为富集柱，采用直接进样在线 .3-A> + A> 方法分

析了血浆中的去乙酰环丙氯地孕酮醋酸酯和甲孕酮

醋酸酯。

- - ?/(18"@ 是 由 7’8)"#::(# 和 F8"&# 于 &##’
年研究开发的产品，于次年商品化。他们将蛋白质

!& -酸糖蛋白涂覆于硅胶表面上。目前，他们推出了

一款新的商 品 化 柱 ?/(18"@ A>。该 柱 用 疏 水 性 的

高聚物 基 质（ 适 用 的 @7 范 围 为 ! 0 &%）代 替 硅 胶

（ 适用的 @7 范围为 ! G " 0 , G "），从而拓宽了应用范

围。28/’E8/5& 等［"］以选择反应离子扫描模式，建立

了血浆和尿 中 双 氢 麦 角 隐 亭 的 在 线 .3-A> + A> 分

析方法。该 方 法 的 线 性 范 围 为 !" 0 & %%% @$ + ).，

加标血浆样品的回收率为 ##0，批内和批间的精密

度分别为 &( ,0 0 &+( $0 和 "( %0 0 #( &0，定量检测

限为 !" @$ + ).。

- - A=BC 是由 >&/)"EH9 公司推出的 ,=A 柱，其

外 表 面 涂 覆 有 亲 水 性 的 甲 基 纤 维 素。 I"J"#(
等［’"］利用 A=BC-K;> 与 .3-A> 结 合，建 立 了 血 浆

中多种药物（ 如 心 得 安、利 多 卡 因、二 丁 卡 因 等）的

直接进样分析方法，回收率大于 #%0。3"@5’66 %"D
A2 是由 I"#E" 等［’)］于 &##’ 年提出的。该材料不

同于其 他 的 ,=A 材 料，它 的 内 外 表 面 均 涂 覆 有 亲

水性的聚氧乙 烯 和 疏 水 性 的 聚 苯 乙 烯、苯 基 或 3$ 。

该富集材料多见用于在线液相色谱分析体液中的小

分子药物，而 有 关 .3-A> 的 报 道 非 常 有 限。7:/’&
等［’,，’$］利用 3"@5’66 %"D A2 3$ 建立了血浆样品中

多种药物的 分 析 方 法，该 法 具 有 很 好 的 回 收 率（ 高

于 #%0）。此外，一 些 厂 家 还 推 出 了 相 应 的 具 有 离

子交换功能的 ,=A 柱。该柱主要是内表面修饰有

离 子 交 换 功 能 基 团，例 如 =;>、A=BC 和 3"@5’66
%"D A2 系列。I"J"#( 等［,］和 >"D"$95&/ 等［&#］分

别采用 A=BC->3L 作 为 富 集 柱，分 析 测 定 了 血 浆、

胆汁 等 生 物 样 品 中 的 离 子 型 药 物。表 + 给 出 了 以

,=A 为萃取柱建立的在线 .3-A> 体液分析方法。

- - 与前两者相比，,=A 柱更适合于体液的直接进

样分析。 它 广 泛 应 用 于 血 浆［’，&$，"!］、血 清［"%，"&］、尿

样［"，)］ 和 胆 汁［&#］等 样 品 的 直 接 进 样 分 析 。%"@@

·%")·
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表 !" !"# 萃取柱在体液中小分子化合物的在线 $%&#’ 分析中的应用

()*+, !" "--+./)0.123 14 12&+.2, $%&#’ 415 06, )2)+73.3 14 38)++ 81+,/9+,3 .2 *.14+9.:3 93.2; !"# )3 -5,&/1+982

"#$%&’() *$’+,-
*./,%( 01$)(

（ (-’+$2’,.#）

*./,%( 01$)(
（ )(0$+$’,.#）

3(2.4(+& 5 6
789$ .+ 78:/ 5

（#; 5 <7）
3(=>

?,4( <$@.+ A+,#$+&
.= B,!（# !(’1&%1(-&%）
01’1$%$’(

A+,#(
CD$8D 5 %6 D"2

（"& ’"，4 5 4）

CD$CE 5

CD$8D 5 %6 D"2
’% > # ( %%$ ) > #" $ ［$］

3.=(2.-,/ 0%$)<$ CD$CE 5 D#8（"& ’"，4 5 4）
CD$8D 5 D#8

（%6 D"2）（")& ")，4 5 4）
*" > + ( +, > $ -) / ［-］

9,1&B+.(+;.2+&0’,#(
F%$)<$，

A+,#(
%) <<.% 5 7 ED-DC8$ !

# !0+.0$#.%（’)& %)，4 5 4）

CD$8D 5 # !0+.0$#.% 5

%) <<.% 5 7 ?"
’’ ) > )#" / ［"］

F+,<$+& $#B
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<(’$/.%,’()
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CD$8D 5 %6 D"2

（%)& ’)，4 5 4）
CD$CE 5 %6 D"2 +- > , ( %),

) > #" ( % $

) > " ( # > ) / ［,］

G$),2 0.%$+ B+A;) 0%$)<$ ) > %6 D"2
CD$CE 5 ") <<.% 5 7

ED-"2
** > + ( %%" ) > * $ ，# / ［*］

C&0+.’(+.#( $2(’$’( 0%$)<$
CD$CE 5 D#8 5 ?"，

（%)& ’)& ) > %，4 5 4 5 4，0D - > )）

CD$8D 5 D#8 5 ?"

（’)& %)& ) > %，4 5 4 5 4）
’+ ( %)% ) > %# $ ，) > $) / ［%%］

F1(#.%) A+,#( CD$8D 5 D#8（#)& +，4 5 4） CD$8D 5 D#8 ," ( %)) ) > % ( # $ ［%#］

F$+$/(#) A+,#( CD$8D 5 D#8（#)& +)，4 5 4） CD$8D 5 D#8 +) ( %)) . ) > # $ ［%$］
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0%$)<$ % <<.% 5 7 ?"
CD$8D 5 D#8

（ 2.#’$,#,#; % <<.% 5 7 ?"）
,) ( ’# ) > # ( % > + $ ［%*］

I1(+$0(A’,2 $;(#’ 0%$)<$ D#8 5 CD$8D（’"& "，4 5 4）
CD$CE 5 D#8（ 2.#’$,#,#;

) > %6 ?"）
’$ ( %%) % / ［%+］

+ !D&B+.-&JA,#.%,#(
$#B ,’) ;%A2A+.#,B(，

0+.0+$#.%.%
/,%(

) > )"6 D"2 5 CD$CE
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,’) <(’$/.%,’()

2(%% 2A%’A+()，

A+,#( $#B
0%$)<$

) > )% <.% 5 7 ED-"2
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（’"& "，4 5 4）

CD$CE 5 ) > )% <.% 5 7
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/A0,4$2$,#(
0%$)<$

CD$CE 5 %) <<.% 5 7

ED-"2（"& ’"，4 5 4）
CD$CE 5 D#8 ’- > ) ( %)+ # > - ( " > " / ［-"］
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D#8 5 CD$CE 5 ED-"2，

（")& ")& ) > $+"，4 5 4 5 M）

D#8 5 CD$CE
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) > ))% $

) > )% / ［-’］

K.+,2.#$L.%( )(+A< ) > %6 ?"
CD$CE 5 ) > %6 ?"

（")& ")，4 5 4）
’- > # ( %%’ $) $ ，") / ［")］
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等［%+］以 C%+3"*!"9N 为萃 取 柱，采 用 7C!*N 方 法

直接分析血浆中的小分子药物。该方法通过紫外检

测器实时监测优化样品的负载速度和进样体积，在

% / ")) #; 5 <7 的范围内，回收率达 ’$6 / %%)6，精

密度小于 "6。与传统的蛋白质沉淀方法对照，发现

两种方法 的 相 关 性 为 )0 ’’$。O.21 等［,］利 用 在 线

的 7C!*N 5 *N 建 立 了 尿 样 中 邻 苯 二 甲 酸 酯（ *H!
DF）代谢物的分析方法，定量限为 )0 " / #0 ) !; 5 7。

该法用于实际非职业暴露人体尿样中污染物含量水

平的测 定，发 现 " !羟 基!*HDF 的 浓 度 水 平 为 )0 "’
/ %#- !; 5 7，" !氧!*HDF 和 *HDF 的含量分别小于

*$0 ) 和-%0 % !; 5 7，且 在 每 份 尿 样 中 都 检 测 到 不 同

浓度的其他 短 链 单 酯 代 谢 产 物 苯 基 邻 苯 二 甲 酸 酯

（<.#./(#L&%01’1$%$’(，*GLF）、!!丁基邻苯基二甲

酸酯（ <.#.!!!/A’&%01’1$%$’(，*#GAF）、乙 基 邻 苯

二甲酸酯（<.#.(’1&%01’1$%$’(，*HF），其质量浓度

平均值 分 别 为$,0 "，*0 %’ 和 %%0 ) !; 5 7。7,A 等［"%］

利用 *"PQ!89N，添加旁路稀释流动相，建立了血清

中双酚 " 和- !辛基酚的在线 7C!*N 分析方法，回收

率为 +)6 / %%)6，检 测 限 低 达 #; 5 <7 水 平。 该 方

法已用于实际样品的分析。

! ! 此外，3"* 的特殊结构使蛋白质的去除效果得

到了改善，柱寿命增加。据报道 3"* 柱能对 +) /
%)) <7 的 血 浆 样 品 进 行 分 析［"#］。 C1+,)’,$(#)
等［%%］以 3FC!- "9N 作 为 富 集 柱，采 用 直 接 进 样 在

线 7C!*N 5 *N 方法分 析 了 血 浆 中 去 乙 酰 环 丙 氯 地

孕酮醋酸酯和甲孕酮醋酸酯，并对富集柱的寿命做

了细致的考察。以 0D -0 ) 的乙腈!水!甲酸（ 体积比

·%",·
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为 #$% &$% $’ #）混合液为负载 流 动 相，以 水!甲 醇!甲
酸（ 体积比为 #$ % &$ % $’ #）为分析流动 相 进 行 分 析，

方法 的 回 收 率 为（ &&’ ( ) #’ (）"，检 测 限 为 $ # #!
$% & ’(。该系统可进行# $$$次的血浆分析（ 每次进

样 *$ !(）。)*$+*,-*. 等［(］将 /01 23!#+ 富集柱与

4#+ 整体柱结合实现了样品的快速分析，单个样品分

析只需 " ’*$。重复实验发现，单根 2/5 柱的寿命

超过 !$$ 次进 样 分 析（ 单 次 进 样 "$ !( 血 浆）。要

维持富集柱和分析柱优越的色谱性能，有几个关键

的因素要注意：首先，血浆样品必须经过离心；其次，

清洗过程要添加一定的有机改性剂；最后，建议在进

样器与富集柱之间添加在线的过滤器以免筛板和管

路堵塞。

! ! "# 其他类型的富集柱

, , 除了以上几大类富集柱可用于生物样品直接进

样分析外，不少学者还探索其他类型的吸附材料，例

如改性硅胶 柱（ 疏 水 短 链 硅 胶 柱（ 如 4( 、4+ ）［"*，"(］、

氨基 柱［""］、氰 基 柱［"-］、巯 基 柱［".］ 等 ）、聚 合 物

柱［"+ / -$］、整体柱［-#，-!］和免疫柱［-*］等。67*$*% 等［"-］

因甲福明二甲双胍具有强极性，在疏水反相色谱柱

上不被保留而采用极性氰基柱，以高含量有机溶剂

为流动相，提供正相色谱保留机理，增强其在氰基柱

上的保留，采用乙腈!水（ 体积比为 &" % "）作为 样 品

的载液，以乙腈!水（ 含 #$ ’’-, & ( 乙 酸 铵 和 #" 甲

酸）（ 体积比为 +$% !$）为洗脱流动相，实现样品的快

速分析，单次分析时间不到 # ’*$。28*97: 等［"&］采

用聚二乙烯苯吸附剂，在线 (4!51 & 51 测定血清中

的司他夫定，固 相 萃 取 柱 依 次 用 $’ " ’( 甲 醇 和 水

活化，在水的载流作用下，#$$ !( 血清直接进样，!(
; 可测定样品 *$$ 份。<. 等［-#］将乙腈沉淀后的血

浆上层 清 液 负 载 到 整 体 柱，以 3;7$-’7$7= (.$8
4#+（!）柱（!’ $ ’’ 0 #"$ ’’）为分析柱，测定了血

浆 中 的 安 普 那 韦（ /3)）和 施 贵 宝。 他 们 以 (
’( & ’*$高速负载并清洗样品 $’ . ’*$，然后导入分

析柱分离，整 个 分 析 过 程 只 需 ( ’*$。他 们 还 详 细

考察了方法在不同浓度水平的准确度和精密度，发

现在所有的浓度范围相对标准偏差均小于 #$"，表

明方法具有良好的重现性。同时他们还发现，分析

样品达 ("$ 份 柱 压 仍 没 有 明 显 的 变 化。(.8 等［-*］

利用免疫柱不同 >6 值的识别差异，选择性 地 在 线

富集尿样中的 0!脱氧麻黄碱，以 "$ ’’-, & ( 乙酸铵

（>6 .’ $）为样品载液在中性条件 下 捕 集 (!和 0!脱
氧麻黄碱，而在 >6 "’ - 和 *’ " 条件下分别释放 (!和
0!脱氧麻黄碱，建立的尿样中 0!脱氧麻黄碱分析方

法的线 性 范 围 为 #"$ 1 # $"$ $% & ’(，检 测 限 达 #+
$% & ’(。

$# 展望

, , 在线样品 前 处 理 液 相 色 谱!质 谱 联 用 技 术 在 体

液中小分子化合物的定性和定量分析中发挥了巨大

的作用。然而，目前的富集柱主要基于疏水作用保

留分析物，随着痕量分析的发展，将会对在线富集材

料的选择性提出更高的要求。另外，通过多柱和阀

之间的切换，实现更高通量的分析是进一步拓宽实

际应用的需要。随着药代动力学的发展，未知物的

定性分析势必会进一步加强。
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