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摘要 目的:介绍色谱分析前处理技术的新进展。方法:将前处理技术大致分为样品制备技术和预处理、进

样技术两大类, 并分别查阅近期的大量文献资料, 筛选、整理各方法的原理、与其他方法比较的技术优势、应

用领域等内容。结果:样品制备技术中的自动索氏提取、微波辅助溶剂萃取和加速溶剂萃取等 3项技术主要

适合于从中药等固态样品中彻底性地萃取待测总成分;预处理、进样技术中的固相萃取、固相微萃取、支持液

膜萃取、微孔膜液液萃取、液相微萃取、电萃取、逆流分配和膜萃取等 8项技术主要适合于从生物体液等液态

样品中选择性地萃取待测成分,以备用于色谱进样。结论: 许多分析工作者在色谱分析前处理技术领域内做

了大量工作,并取得了进展。将来的趋势是发展少用有毒有机溶剂、简单快速便宜、适应特殊需求、能处理复

杂介质中的痕量成分的方法, 并发展方法的联用与自动化。只有克服前处理这一 瓶颈 技术,色谱分析才能

实现真正意义上的飞跃。
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色谱技术日新月异, 除了新方法不断涌现,传统

色谱方法也在多机制分离、多种方法联用、多种检

测、自动化、智能化等方向上有新的进展。分析方法

对灵敏度、选择性和速度要求的不断提高,促使样品

前处理技术必须跟上色谱发展的步伐。但目前的色

谱分析前处理技术却相对落后。最常用的有机溶剂

萃取方法很难同时高效地完成净化、浓缩、预分离的

任务,而且通常存在步骤繁琐费时、溶剂昂贵、较难

自动化或联用、萃取效率低、液态样品易乳化等缺

陷。因此, 很多分析工作者在这一领域内做了大量

工作,而且取得了许多新的进展。

本文对近期发展的前处理新技术作一综述, 包

括样品制备 ( sample preparat ion)技术和预处理、进

样( pretreatment, sampling )技术等。

1 样品制备( sample preparat ion)技术

系指从固体样品中萃取待测成分的技术, 我们

熟悉的常规方法有渗漉、水蒸汽蒸馏、索氏提取、超

声提取、超临界流体萃取等技术,此处不作赘述。

1. 1 自动索氏提取( automated soxhlet ex tract ion)

经典的索氏提取已有上百年历史, 时间证明它

是一种行之有效的方法, 并常作为新萃取方法的参

照标准。自动索氏萃取实际上是热溶剂沥漉和索氏

萃取的结合
[ 1]

: 样品放入套筒中, 先浸入沸腾的溶

剂,使之有一个快速的初始萃取, 然后提起套筒, 溶

剂回流进行索氏萃取。自动索氏提取溶剂用量比索

氏萃取少约一半;萃取时间短。

1. 2 微波辅助溶剂萃取( m icrow ave assisted solvent

ex tract ion, MASE)

目前微波加热技术已成为气相、液相萃取的辅

助手段。如在气相萃取中,微波加热 1min可达到平

衡,而静态顶空萃取需要 30min。

MASE是微波辅助萃取的主要应用领域, 在

MASE 中样品置于不吸收微波的容器中, 用微波加

热,引起萃取。根据萃取溶剂的种类可分为两种方

式: 吸收微波的高偶极常数溶剂,样品置于高压容

器中,加热到高于沸点的温度,稍加压以抑制溶剂挥

发; 不吸收微波的低偶极常数溶剂,容器敞开不升

压,样品通过内含的高偶极常数的物质吸收微波能

量升温。这种局部加热方式比其它热溶剂萃取温和

得多,很适合于热敏或对热不稳定的物质。

MASE 的特点是: 溶剂用量少; 可以根据吸

收微波能力的大小选择不同的萃取溶剂, 控制样品

与溶剂间的热交换; 萃取时间短,例如同样用己烷

萃取薄菏叶[ 2] , 扫描电镜的结果显示, MASE 萃取

20s对叶面腺体的破坏程度,要大于索氏萃取 6h的

程度; 可同时萃取多个样品。

最近发展的动态 MASE[ 3] , 由于萃取时随时引

入的新鲜溶剂,使得萃取效率更高,导出的萃取液与

SPE或 HPLC联用、检测, 其装置易自动化。

1. 3 加速溶剂萃取 ( accelerated solvent ex tract ion,

ASE)

ASE是将样品放在密封容器中, 加热到高于沸
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点的温度(通常 50~ 200 ) , 引起容器中压力升高

(通常 1 500~ 2 000psi) , 同时给予一定压力使溶剂

不气化,从而大大提高萃取速度[ 4]。高温比室温具

有如下优势:增加待测物的溶解度、增加扩散速度、

降低溶质与基质活性点位间的相互作用、降低溶剂

的粘度、降低溶剂与基质间的表面张力等。高压可

以使溶剂保持液态,并迫使溶剂进入常压下无法接

触到的基质内部。

ASE 的优点有:溶剂用量少; 萃取时间短; 回收

率、精度与索氏萃取相当。ASE 已被应用于环境样

品中的农药、多环芳烃等的萃取。

2 预处理、进样( pretreatment, sampling )技术

系指从液体样品中选择性地萃取待测成分, 以

备色谱进样的技术。

2. 1 固相萃取( solid phase ex traction, SPE)

SPE 最早在 20世纪 70年代提出,至今已发展

成为许多领域样品预处理的标准模式, 商品化程度

极高。其基本原理是基于样品在两相之间的分配差

异,即在固相和液相之间的分配不同。SPE 保留或

洗脱的机制取决于被分析物与固相表面的活性基

团, 以及被分析物与液相之间的分子间作用力。

SPE 有两种洗脱模式, 一种是被分析物与固相之间

的亲和力比其与所存在的生物介质的亲和力更强,

因而被保留,然后用一种对被分析物亲和力更强的

溶剂洗脱; 另一种是存在的生物介质与被分析物间

的亲和力较被分析物与固相之间亲和力更强, 则分

析物被直接洗脱。通常使用前一种洗脱方式。

现代 SPE方法采用长约 2~ 3cm 的聚丙烯小柱,

内装各种填料。除了经典的柱管式 SPE外,圆盘式

SPE的使用也日渐广泛[ 5]。圆盘式 SPE 使用一张扁

平过滤膜,厚度< 1mm,直径 4~ 96mm。它与柱管式

SPE比较,具有相对较大的横截面,固定相薄,这就使

流速增大,萃取速度也增大,特别适合环境样品如水

中痕量有机物的分析、尿中药物代谢物的分析等,可

以通过增大样品体积来提高检测灵敏度。

SPE的填料种类繁多,其中吸附型的有:活性炭、

硅胶、硅藻土、硅酸镁、氧化铝等。化学键合相硅胶

中,正相的有氨基、腈基、二醇基等;反相的有 Cl, C2,

C6, C8, C18、腈基、环己基、苯基等;离子交换的有季胺、

氨基、二氨基、苯磺酸基、羧基等。此外还有聚合物,

如苯乙烯 二乙烯苯共聚物等。相对于键合相填料,

聚合物可适用于全部 pH 范围,因而用途更广。

除了这些与 HPLC 使用的固定相类似的填料

外,一种原理与分子排阻色谱大致相同的限入性介

质[ 6]和一种原理与免疫亲和色谱类似的分子印迹

吸附剂[ 7] ,正成为固相萃取的新型固定相, 这些都

是体液样品分析前处理的有效手段。

2. 2 固相微萃取 ( solid phase micro- ex tract ion,

SPME)

SPME采用一种略似进样器的装置[ 8] , 用一根

涂布多聚物固定相的熔融石英纤维从液/气态基质

中萃取待测物;然后将富集了待测物的纤维直接转

移到色谱仪中,通过一定的方式解吸附,然后进行分

离分析。

SPME可分为顶空 SPME 和直接 SPME 两种

模式。直接 SPME 适合于气体基质或干净的水基

质;顶空 SPME 适合于任何基质,尤其是直接 SPME

无法处理的脏水、油脂、血液、污泥、土壤等[ 9]。

SPME 技术目前应用最活跃的领域是环境样

品、食品和临床。技术上, SPME 已由初期的与 GC

联用发展到与 HPLC 联用, 溶剂解吸取代了 SPME

- GC的热解吸,因此适用范围将更广[ 10]。

SPME具有不使用有毒有机溶剂; 集采样、萃

取、浓缩、进样于一体, 避免引入多步误差;进样空白

值小;简单快速等优点。

2. 3 支持液膜萃取( supported liquid membrane ex

t ract ion, SLME)

SLME是一种透析与液液萃取结合的技术, 它

采用一层渗透性聚四氟乙烯薄膜分开两种溶液, 薄

膜中的微孔由溶剂饱和后固定在两个扁平的模块之

间[ 11]。两模块上各有一圈螺旋形的流体槽, 与独立

的流体泵连接。通过选择合适的溶液, 化合物就可

以选择性地从一个供方溶液萃取进入另一个受方溶

液。一般来说,待萃取物在供方溶液中呈离子状态,

可与另一试剂结合形成非离子状态的萃取活性形

式,这样就可以被有机液膜相萃取;然后这些非离子

化合物通过扩散作用进入受方溶液, 又恢复离子状

态,此时控制受体溶液的状态使之呈无法反萃取的

非活性形式,即完成萃取。

SLME实际上是由上下两层水相与中间的有机

相夹层组成的 三明治式 三相萃取系统, 可以看成

是 液液萃取- 透析- 液液萃取 三步的结合。该技

术的核心是固定在聚四氟乙烯膜的微孔中的有机液

相,该液膜形成一个屏障,穿过屏障才可以进入后面

的分析系统。

SLME相对 SPE具有一些优势: 选择性比采用

C18的 SPE强,可以萃取很强极性的化合物;富集能

力强,尤其适合于复杂介质中的痕量成分富集; 几乎
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不消耗有机溶剂; 比较易与色谱联用等。当然它也

存在一些弱势, 即无法离子化、非极性的化合物不可

以用 SLME技术。SLME 技术可用于血浆中的胺、

水中的金属离子、环境样品中的酸性杀虫剂等的萃

取[ 12]。

2. 4 微孔膜液液萃取( m icroporous membrane liquid

- liquid ext ract ion, MMLLE)

MMLLE 是在 SLME基础上发展起来的[ 13] ,它

由 三明治式 改为两相萃取, 构造与 SLME 类似,

也是由一张疏水膜将水相与有机相隔开, 水相流速

快而有机相流速慢, 因此富集作用较强。MMLLE

较适合萃取较脏样品中的痕量弱极性化合物, 这正

好与 SLME互补。MMLLE 的溶剂用量少、无乳化

现象、且易自动化。它还可以直接与气相色谱联用,

步骤少,引入误差小, 但选择性相对较差, 因此最好

采用 GC的专属检测器。

2. 5 液相微萃取 ( liquid phase micro- ext ract ion,

LPME)

LPME是 SLME 技术的简易、微型化, 它采用

一根疏水性聚丙烯中空多孔纤维( 80cm 长, 内径

600 m, 壁厚 200 m, 孔径 0. 2 m ) 取代了扁平

膜[ 14]。纤维通常先用有机溶剂饱和,然后供方溶液

在纤维外流动, 受方溶液在纤维内流动,实现萃取的

机制与 SLME 相同, 这样就可以把最终的萃取液浓

缩至更小的体积( 1~ 2 l, 而膜式 SLME 的受方溶液

体积至少为10~ 15 l) ,而这一体积正适合与之在线

联用的填充毛细管柱液相色谱、毛细管电泳、气相色

谱等的进样,可以获得更低的检测限。

LPME可以实现 50~ 100 倍的样品富集
[ 15]
。

因为大分子、杂质等进不了纤维孔,自然就无法进入

受方溶液,因此净化样品的功能突出。LPME 纤维

因是一次性使用,不会引起交叉污染,且成本与 SPE

的相当。LPME 的一次萃取时间约 40min, 但可以

平行展开,因此萃取效率较高,尤其适合大批量样品

的处理。LPME 几乎不消耗有机溶剂, 尤其适合生

物体液等较脏样品中的酸、碱等离子性化合物
[ 16]
。

2. 6 电萃取( elect ro- ex tract ion, EE)

普通液液萃取采用机械搅动加速萃取, 而 EE

中待萃取成分从有机供体相到水受体相的质量转移

由施加电场加速。有机供体相的体积可以大到几百

微升, 水或缓冲液受体相的体积一般仅为内径

75 m 的熔融石英毛细管的体积, 质量转移只需

10min。Vlis等将 EE设计成 SPE 和 HPLC 之间的

接口[ 17] ,因此同时具有自动进样器的功能, 省去了

SPE后续的有机溶剂挥发、溶质再溶解等繁琐步骤。

2. 7 逆流分配( counter- current dist ribut ion, CCD)

CCD是逆流色谱原理的一种形式,它可以提供相

当于 1 000次以上的液液萃取平衡步骤, 所以特别适

合于分配系数小的化合物。CCD的基本过程就是流

动相不断地以微滴的方式流过液态固定相,待测物在

两相间平衡一段时间后,逆转流向,泵入新鲜的萃取

溶剂,即可从固定相中萃取出待测物[ 18]。该法适用

的萃取样品浓度为 ppb ppm 级,其最大优势是可以

从大体积样品中得到很小体积的萃取液,浓缩比约为

50~ 100倍。选定合适的萃取溶剂,逆流分配色谱可

以成为制备化学对照品的较简易手段。

CCD的优点是载样量大至 1~ 4g,回收率高,非

破坏性,易于放射示踪,避免了代谢物的自动氧化,可

以用于制备结构鉴定用的药物代谢产物;但其分离能

力低,不易直接监测,速度慢。

2. 8 膜萃取( membrane ext raction, M E)

膜萃取技术因其萃取免用有机溶剂而成为前处

理技术领域的一大热点[ 19]。前面提到的 SLME、

MMLLE、LPME 等技术,其实都属于运用液液萃取

原理的广义的膜技术。此处的 ME 仅指狭义的、萃

取介质为气态的膜技术。

ME 通常使用硅酮膜,具有化学惰性、热稳定性

和特有的通透性。ME 大致过程是利用膜将气体样

品基质中的待测物萃取进入膜孔中, 然后在膜的另

一侧,由气体将待测物带入后续的吸附剂接口。接

口一般包括吸附剂捕集装置、加热线圈和电源。捕

集装置可以是一段毛细管或 SPME纤维,上面涂布

的聚合物控制收集的选择性,还可以富集并减少成

分损失。

ME 技术分为扁平膜和中空纤维膜两种类型,

但它们都需要吸附剂接口
[ 20]
。扁平膜厚约 0.

25 m, 无法自身支持, 需要有上下模块支撑, 且不易

与载气连接,但它响应快,记忆效应短。纤维膜可以

自身支撑, 易与载气连接, 但由于壁厚> 100 m, 响

应慢,记忆效应也长
[ 21]
。

ME 是一种可以连续、快速地监控环境、工业等

样品中有机化合物的样品前处理技术, 具有不使用

溶剂、构造简单、步骤单一等优点。它在挥发性有机

物的测定方面已有很成功的例子, 如果升高温度或

用高密气体作载气,还可以分析半挥发物质。随着

多聚物技术的发展,膜与吸附剂配合优化后, ME 的

选择性和专一性将得到提高,其应用范围也将不断

扩大。
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上述 8种预处理技术, 根据萃取介质的物态可

以分为固态介质的 SPE、SPME, 液态介质的

SLME、MMLLE、LPME、EE、CCD 和气态介质的

ME等。

3 小结

色谱分析前处理技术的发展可以采用两条途

径,一是老方法的自动化、商品化,二是采用新原理

的新方法。以上介绍的新技术,其原理不难理解, 但

都需要特殊装置或材料, 实现起来有一定的技术难

度。尽管如此, 这一领域的研究仍大有可为。

将来的趋势必定是发展很少乃至不用有毒有机

溶剂的方法;发展简单快速便宜的方法,操作步骤很

少,尽量能集采样、萃取、净化、浓缩、预分离、进样于

一身,并适合野外、原位等特殊需求;发展能处理复杂

介质、痕量成分、特殊性质(如高极性、热不稳定性、难

挥发性等)成分的方法,发展方法的联用与自动化等

等。因为只有克服了前处理这一 瓶颈 ,色谱分析乃

至其它分析过程才能实现真正意义上的飞跃。
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差示分光光度法测定苯酚滴耳液中苯酚的含量

战克勤, 张军红, 朱美华, 山广志(山东省潍坊市人民医院, 潍坊 261041)

摘要 目的: 建立差示光谱法测定苯酚的含量, 排除辅料的干扰。方法: 在波长 288nm 处以苯酚在水和

0 1mol L- 1NaOH 溶液中不同的紫外光谱, 测得差示吸收值 ( A ) 为定量依据。结果: 平均回收率为

99 8%, RSD = 0 12%。结论:方法简单准确。
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