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摘要:天然产物是创新药物先导化合物的重要来源ꎬ具有结构多样性以及功能独特性ꎮ 目前ꎬ天然产物在癌症、心脑血管

疾病、神经系统疾病、自身免疫性疾病等的治疗中发挥重要作用ꎮ 同时ꎬ蛋白质靶向嵌合体(ＰＲＯＴＡＣ)技术的兴起为临

床分子靶向药物耐药提供了新的解决方案ꎬ天然产物及其衍生物作为 ＰＲＯＴＡＣ 的重要组成部分ꎬ在靶向蛋白降解药物的

开发中发挥着重要作用ꎮ 综述了基于天然产物的 ＰＲＯＴＡＣ 以及 ＰＲＯＴＡＣ 技术在天然产物靶标鉴定中的应用进展ꎮ
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　 　 天然产物是指动物、植物和微生物体内的化

学成分或其代谢产物ꎬ具有结构新颖多样、生物活

性独特等特点ꎬ是当今药物发现的重要来源ꎮ 天

然产物及其衍生物已应用于多种疾病的治疗中ꎬ
包括心脑血管疾病、恶性肿瘤和传染病等[１]ꎮ 活

性天然产物的靶点鉴定是深入了解其作用机制ꎬ
指导其结构优化的关键ꎮ 目前天然产物靶点鉴定

主要包括基于亲和力的靶点鉴定、基于活性的蛋

白质分析(ＡＢＰＰ)和无标签的靶点鉴定 ３ 种方

法ꎮ 传统基于亲和力的靶点鉴定方法取决于小分

子化合物和靶点蛋白质的瞬时结合ꎬ这种结合需

要足够强ꎬ以便从整个蛋白质组中分离目标蛋白

质ꎮ ＡＢＰＰ 专门用于识别功能活性蛋白质ꎬ如酶ꎮ
无标签靶点识别方法如 ＤＡＲＴＳ 或 ＣＥＴＳＡ 联合质

谱法等也受到靶标与小分子亲和力和靶标蛋白对

蛋白水解或热变性的限制[２]ꎮ 由于天然产物结

构复杂且可能存在多成分、多靶点的作用模式ꎬ以
及与靶点蛋白瞬时、弱亲和力的相互作用为天然

产物精确靶点的鉴定带来了很大困难ꎮ 蛋白质靶

向嵌合体(ＰＲＯＴＡＣ)利用蛋白酶体具有特异性降

解蛋白底物的功能ꎬ采用化学合成方法将靶蛋白

结合配体与泛素化 Ｅ３ 连接酶配体通过 Ｌｉｎｋｅｒ 连
接ꎬ形成可以自发介导靶蛋白降解的双功能分子

化合物ꎬ具有广阔的研究与应用价值ꎮ 本文总

结了天然产物及其衍生物的 ＰＲＯＴＡＣ 以及将

ＰＲＯＴＡＣ 与蛋白质组学等方法结合用于天然产

物的潜在靶标鉴定的新策略及其应用ꎮ



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４６ 卷第 ６ 期

１　 天然产物靶标验证方法

天然产物靶点研究可以揭示天然产物的作用

机制ꎬ并为新药开发提供理论基础ꎮ 目前天然产

物靶标鉴定主要包括标记法和非标记法ꎮ 标记法

是指小分子与亲和探针偶联ꎬ涉及色谱法、凝胶电

泳法及质谱法[３]ꎮ 标记法需要对天然产物进行

结构修饰ꎬ可能影响天然产物的特异性和亲和力ꎬ
同时一些天然产物没有合适的化学修饰位点等限

制了标记法的应用ꎮ 因此ꎬ无标记天然产物靶标

鉴定的直接方法ꎬ如药物亲和力响应靶向稳定性

(ＤＡＲＴＳ)、蛋白质氧化速率稳定性(ＳＰＲＯＸ)、细
胞热位移分析(ＣＥＴＳＡ)、热蛋白质组分析(ＴＰＰ)
以及间接的方法如蛋白质降解技术、基因组学方

法和 ＣＡＭＰ 等基于生物信息学分析方法应运而

生ꎮ ＤＡＲＴＳ 技术由 Ｌｏｍｅｎｉｃｋ 等[４]于 ２００９ 年首次

提出ꎬ推测药物与靶蛋白结合后使蛋白结构更加

稳定ꎬ从而具有抗蛋白酶水解的特性ꎮ Ｗａｎｇ
等[５]首先利用 ＤＡＲＴＳ 技术发现 ＡＣＴＮ４ 是鞣花酸

在乳腺癌干细胞中的直接结合靶点ꎮ Ｋｉｍ 等[６]采

用 ＤＡＲＴＳ 技术与 ＭＳＩ 结合验证了姜黄素与 ＡＰＮ
相互作用ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[７] 采用 ＤＡＲＴＳ 技术与等温

滴定量热法等技术结合发现蝙蝠葛苏林碱可直接

作用于热休克蛋白 ９０(ＨＳＰ９０)ꎬ破坏 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的

稳定性ꎬ从而抑制肺癌的肿瘤发生ꎮ Ｌｉｕ 等[８] 利

用 ＤＡＲＴＳ 技术发现木香烃内酯可通过直接靶向

ＣＤＫ２ꎬ抑制小胶质细胞介导的神经炎症ꎮ Ｓｕｎ
等[９]利用 ＤＡＲＴＳ 技术鉴定发现 ＡＢＬ１ 是补骨脂

素肝毒性的直接靶标ꎮ ＤＡＲＴＳ 具有操作简单、耗
时短等优势ꎬ不需要对化合物进行结构修饰ꎬ以原

有的结构分析与蛋白的相互作用ꎬ可以用于寻找

化合物的新靶点也可以从成分复杂的天然药物和

复方药物中发现新的靶点ꎬ但 ＤＡＲＴＳ 技术需要蛋

白丰度高ꎬ以及实验中蛋白酶和细胞裂解液的选

择会影响天然产物靶点识别ꎬ干扰 ＤＡＲＴＳ 技术的

准确性ꎬ同时由于药物结合位点与蛋白酶识别位

点的不同或蛋白本身对蛋白酶具有抗性而出现假

阴性或假阳性结果ꎮ 与 ＤＡＲＴＳ 类似ꎬＳＰＲＯＸ 是

另一种基于配体诱导的靶点稳定性的检测方法ꎬ
利用分子与靶点结合后增加靶蛋白抗氧化能力的

原理ꎬ 检 测 靶 蛋 白 甲 硫 氨 酸 的 氧 化 水 平ꎮ
Ｄｅａｒｍｏｎｄ 等[１０]应用 ＳＰＲＯＸ 技术寻找中药活性

成分白藜芦醇的靶点ꎬ发现除了之前已经确定的

胞质脱氢酶ꎬ 还存在 ６ 个潜在的靶点蛋白ꎮ
ＳＰＲＯＸ 优点在于不需要纯化蛋白ꎬ可以与串联质

谱标签 ＴＭＴ、ＳＩＬＡＣ 相结合ꎬ通过标记蛋白质氨基

来确定肽的相对含量ꎮ ＳＰＲＯＸ 需要对甲硫氨酸

残基氧化来测量热力学变化ꎬ不同的甲硫氨酸残

基可能表现出相同的氧化速率ꎬ不足以为天然产

物配体与靶点蛋白相互作用的确证提供充分的信

息[１１]ꎮ ＣＥＴＳＡ 技术由 Ｍａｒｔｉｎｅｚ 等[１２] 于 ２０１３ 年

首次提出ꎬ主要基于天然产物与靶蛋白结合后热

力学稳定性发生变化的原理ꎮ Ｗａｎｇ 等[１３] 利用

ＣＥＴＳＡ 技术ꎬ结合分子对接和质谱等证明莪术醇

能与鼻咽癌细胞中的 ＮＣＬ 蛋白结合ꎬ并使之降

解ꎬ从而发挥抗癌作用ꎮ ＣＥＴＳＡ 常用于靶点的确

定ꎬ但存在所需药物浓度高、通量不足等缺点[１４]ꎮ
为了增加其在靶点和脱靶识别以及生物标志物识

别上的应用ꎬＳａｖｉｔｓｋｉ 等[１５]于 ２０１４ 年在 ＣＥＴＳＡ 的

基础上开发了热蛋白质组分析(ＴＰＰ)技术ꎮ Ｋａｋ￣
ｅｇｗａ 等[１６]采用 ＴＰＰ 技术鉴定出 Ｃｏｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅ 可与

ＧＰＸ４结合ꎬ通过靶向 ＧＰＸ４ 诱导脂质活性氧积累和

自噬ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１７]建立一种基于 ＸＧＢｏｏｓｔ 的简化

热蛋白质组学分析方法ꎬ发现雷公藤甲素可通过

与 ＨｎＲＮＰ Ａ２ / Ｂ１ 的潜在相互作用ꎬ调节肿瘤细

胞活性ꎮ ＴＰＰ 技术具有稳定性好、鉴定蛋白数量

多的优点ꎬ而且不需要用抗体进行孵育检测ꎬ是一

种广谱的蛋白鉴定技术ꎮ 但存在耗时长、花费高、
对膜蛋白的检测有限等问题ꎮ

目前ꎬ天然产物靶标识别的方法各有优缺点ꎬ
多种方法结合更有利于天然产物靶点的识别ꎮ 近

年来ꎬ用于间接识别和确证非标记天然产物与靶

点结合的方法也逐渐发展起来ꎬ例如蛋白降解

ＰＲＯＴＡＣ 技术等[１８]ꎮ

２　 ＰＲＯＴＡＣ 技术

２􀆰 １ 　 ＰＲＯＴＡＣ 的设计及优势

２００１ 年ꎬ Ｓａｋａｍｏｔｏ 等[１９] 首次提出 ＰＲＯＴＡＣ
概念ꎬ他们将甲硫氨酰氨肽酶￣２(ＭｅｔＡＰ￣２)的共

价抑制剂 Ｏｖａｌｉｃｉｎ 和能识别 Ｓｋｐ１￣Ｃｕｌｌｉｎ￣Ｆ￣ｂｏｘ
(ＳＣＦ)泛素连接酶的磷酸肽偶联ꎬ合成了第一个

靶向蛋白降解的嵌合分子 ＰＲＯＴＡＣ１ꎬ该分子可将

ＭｅｔＡＰ￣２ 招募至 ＳＣＦꎬ 诱导其泛素化和降解ꎮ
２００８ 年ꎬＳｃｈｎｅｅｋｌｏｔｈ 等[２０] 设计合成了第一个小

分子 ＰＲＯＴＡＣꎬ由靶向 ＭＤＭ２ Ｅ３ 泛素连接酶的小

分子抑制剂 Ｎｕｔｌｉｎ 和 ＡＲ 小分子配体以及中间的

ＰＥＧ Ｌｉｎｋｅｒ 构成ꎻ２０１９ 年第一个 ＰＲＯＴＡＣ 药物

ＡＲＶ￣１１０ 进入临床试验用于治疗前列腺癌[２１]ꎮ
至此ꎬＰＲＯＴＡＣ 研究开启新的阶段ꎬ多个用于降解

２
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致病蛋白质的 ＰＲＯＴＡＣ 分子逐渐进入临床ꎮ 目

前已报道的基于 ＰＲＯＴＡＣ 降解的蛋白包括:蛋白

激酶[２２] ( ＲＩＰＫ２、 ＢＴＫ、 ＢＣＲ￣ＡＢＬ、 ＣＤＫ２ / ４ / ６ / ９、
ＰＩ３Ｋ、 ＢＴＫ、 Ｆａｋ、 ＥＲＫ１ / ２、 ＨＥＲ２、 ｃ￣Ｍｅｔ、 ＴＢＫ１
等)、 核受体[２３] ( ＡＲ、 ＥＲ)、 表观遗传蛋白[２４]

(ＰＣＡＦ / ＧＣＮ５)、神经退行性疾病相关蛋白[２５]

(Ｔａｕ 蛋白)、抗凋亡蛋白、转录因子、支架蛋白、细
胞因子、病毒相关蛋白等ꎮ

在传统小分子抑制剂的开发过程中ꎬ由于构

象等原因许多关键疾病蛋白被认为是“不可成

药”ꎬ而 ＰＲＯＴＡＣ 技术是一种简单而有效的解决

方案ꎮ ＰＲＯＴＡＣ[２６]是由一个 Ｅ３ 泛素连接酶配体

和一个靶蛋白配体ꎬ通过特殊设计的“Ｌｉｎｋｅｒ”结

构连接最终形成三联体“ＰＲＯＴＡＣ”活性形式ꎮ 该

三联体是一种具有双重功能的小分子ꎬ能够同时

靶向特定蛋白ꎬ并招募 Ｅ３ 泛素连接酶ꎮ 在细胞

内ꎬＰＲＯＴＡＣ 的靶蛋白配体和靶蛋白结合ꎬＥ３ 连

接酶配体和 Ｅ３ 泛素连接酶的底物结合区结合ꎬ
从而通过 Ｌｉｎｋｅｒ 把靶蛋白“拉近”到 Ｅ３ 泛素连接

酶旁边ꎬ随后通过泛素￣蛋白酶体系统将靶蛋白降

解ꎮ 与传统的小分子抑制剂相比ꎬＰＲＯＴＡＣ 策略

具有一系列优势[２７]:首先ꎬＰＲＯＴＡＣ 只需要结合

在靶标蛋白的任意位点ꎬ不需要占据或阻断其活

性位点ꎮ 一些没有传统药物或抑制剂结合位点的

蛋白可被泛素化途径降解ꎬ且 ＰＲＯＴＡＣ 对靶标蛋

白的降解效率与其和靶标蛋白的亲和力之间没有

直接 关 系ꎮ 其 次ꎬ 在 靶 标 蛋 白 被 泛 素 化 后ꎬ
ＰＲＯＴＡＣ 分子将被释放并重新结合到新的靶蛋白

上ꎬ导致其泛素化ꎮ 因此ꎬＰＲＯＴＡＣ 的泛素化依赖

性降解ꎬ有望解决传统药物使用浓度较高的问题ꎻ
第三ꎬＰＲＯＴＡＣ 策略可以应对传统药物毒副作用

大的问题ꎮ 大多数蛋白家族包含多种结构高度相

似的亚型ꎬ但不同亚型在不同疾病中的功能和表

达水平各不相同ꎮ 如果随机使用非特异性抑制

剂ꎬ可能导致严重的毒性ꎬ以能够与特定构型的靶

标蛋白结合的小分子构建 ＰＲＯＴＡＣꎬ可实现对靶

标蛋白的选择性降解ꎮ
因此ꎬ作为一种新的治疗策略ꎬＰＲＯＴＡＣ 扩大

了可成药靶点的范围ꎬ以及其具有催化作用ꎬ可提

高选择性、活性和安全性ꎬ可有效降解多种突变体

靶蛋白ꎬ克服耐药性并具备潜在广谱性等优势得

到了广泛应用ꎮ
２􀆰 ２ 　 ＰＲＯＴＡＣ 技术存在的问题

虽然 ＰＲＯＴＡＣ 具有很好的靶向降解活性ꎬ但

ＰＲＯＴＡＣ 的相对分子量通常超过 １ ０００ Ｄａꎬ导致

其药代动力学性质较差ꎬ给药后难以被吸收ꎮ 更

为重要的是ꎬＰＲＯＴＡＣ 存在一定的脱靶效应ꎮ 此

外ꎬ一些蛋白在一定水平上的表达有助于维持机

体基本的生理功能ꎬ靶标蛋白的过度降解ꎬ可能会

影响 机 体 的 正 常 生 理 活 动ꎮ 因 此ꎬ 在 设 计

ＰＲＯＴＡＣ 分子时ꎬ应综合考虑其体内药代动力学

特征、靶点特异性ꎬ以及在实际使用时的适当给药

浓度等ꎬ以最大限度地提高利用效率、降低潜在的

毒性效应[２８]ꎮ

３　 基于天然产物的 ＰＲＯＴＡＣ 及其分子靶点

３􀆰 １ 　 基于天然产物及其衍生物的 ＰＲＯＴＡＣ
天然产物通常通过多个靶标相互作用而产生

活性ꎬ但其与靶标的亲和力较弱ꎮ ＰＲＯＴＡＣ 可以

有效、特异性地降解靶蛋白ꎬ并且可以在较低剂量

下与靶蛋白结合ꎬ这可能是一种有效的策略以鉴

定天然产物不可检测的靶点ꎮ 因此ꎬ基于天然产

物设计的 ＰＲＯＴＡＣ 具有较强的蛋白质降解潜力ꎬ
这些天然产物包括激素、黄酮、生物碱、萜类和微

生物代谢产物等ꎮ
３􀆰 １􀆰 １ 　 基于激素类天然产物的 ＰＲＯＴＡＣ

雄激素受体(Ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＡＲ)属于核

受体超家族中的类固醇受体ꎬ近年来研究发现ꎬ
ＡＲ 是前列腺癌发生和发展的关键驱动因子ꎬ尤
其是转移性去势抵抗性前列腺癌 ( Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ
ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒꎬｍＣＲＰＣ)ꎮ 迄今

为止ꎬ全球共有多个 ＡＲ ＰＲＯＴＡＣ 降解剂进入临

床试验ꎬ进展最快的是 Ａｒｖｉｎａｓ 公司开发的 ＡＲＶ￣
１１０ꎬ目前处于临床Ⅱ期ꎮ 此外ꎬＡｒｖｉｎａｓ 公司开发

的 ＡＲＶ￣７６６、Ｂｒｉｓｔｏｌ Ｍｙｅｒｓ Ｓｑｕｉｂｂ 公司开发的 ＣＣ￣
９４６７６、海创药业公司开发的 ＨＰ５１８、开拓药业公

司开发的 ＧＴ２００２９ 以及 Ａｃｃｕｔａｒ 公司开发的 ＡＣ￣
０１７６ꎬ目前均处于Ⅰ期临床试验中[２９]ꎮ

雌激素受体 α(ＥＲα)是类固醇激素核受体ꎬ
拮抗雌激素与 ＥＲα 的相互作用是治疗乳腺癌的

重要方法[３０]ꎮ 由于传统药物的耐药性ꎬ利用选择

性雌激素受体降解剂靶向 ＥＲα 的降解也是乳腺

癌治疗发展的重要方向[３１]ꎮ 雌二醇(１ꎬ图 １)是

具生物活性的天然雌激素ꎮ Ｃｙｒｕｓ 等[３２]设计了基

于雌二醇的靶向内质网降解剂ꎬ一端连接雌二醇ꎬ
另一端由缺氧诱导因子 １α 衍生的合成五肽组

成ꎮ 结果表明ꎬ雌二醇 Ｃ７ 位连接得到的 ＰＲＯＴＡＣ
(２ꎬ图 １)具有最强的蛋白降解活性和对雌激素受

３
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体最高的亲和力ꎬ该降解剂有望克服乳腺肿瘤对

他莫昔芬和氟维司汀等传统药物的耐药性ꎬ成为

潜在的治疗及克服耐药手段ꎮ ＡＲＶ￣４７１ 是由

Ａｒｖｉｎａｓ 公 司 开 发 的 一 款 靶 向 ＥＲ 的 口 服

ＰＲＯＴＡＣꎬ用于治疗雌激素受体阳性 /人表皮生长

因子受体 ２ 阴性(ＥＲ＋ / ＨＥＲ２－)的局部晚期或转

移性乳腺癌患者ꎮ ＡＣ６８２ 是冰洲石生物公司基于

ＡＩ 药物发现平台开发的一款 ＥＲα 降解剂ꎬ是一

种口服生物可利用的嵌合降解分子ꎬ也是国内首

款获批临床试验的 ＥＲ￣ＰＲＯＴＡＣ[２９]ꎮ

图 １　 天然产物及其 ＰＲＯＴＡＣ 结构

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ＰＲＯＴＡＣ

３􀆰 １􀆰 ２ 　 基于黄酮、生物碱、萜类天然产物的

ＰＲＯＴＡＣ
黄芩素(３ꎬ图 １)是一种天然黄酮类物质ꎬ能

够抑制 ＣＤＫ８ / ＣＤＫ９ 等[３３]ꎬ具有抗炎、抗肿瘤[３４]

等功效ꎮ Ｂｉａｎ 等[３５]利用该骨架ꎬ通过 Ｅ３ 连接酶

ＣＲＢＮ 配体ꎬ设计合成了一系列靶向 ＣＤＫ９ 的

ＰＲＯＴＡＣ ( ４ꎬ图 １)ꎮ 化合物 ４ 以蛋白酶体和

ＣＲＢＮ 依赖性的降解 ＣＤＫ９ꎬ并选择性地抑制

ＣＤＫ９ 过表达癌细胞的增殖ꎮ 该研究证明基于黄

芩素设计的 ＰＲＯＴＡＣ 是一种有效的 ＣＤＫ９ 降

解剂ꎮ
靛玉红是来源于中药青黛中的生物碱ꎬ具有

双吲哚骨架ꎬ可用于治疗慢性粒细胞白血病[３６]ꎮ
Ｃａｏ 等[３７]将源自靛玉红的选择性 ＨＤＡＣ６ 抑制剂

(５ꎬ图 １)与 Ｅ３ 连接酶 ＣＲＢＮ 配体泊马度胺连接

得到了具有低细胞毒性的 ＨＤＡＣ６ 降解剂 ( ６ꎬ
图 １)ꎬ可减弱脂多糖诱导小鼠体内 ＮＬＲＰ３ 炎症

小体的激活ꎬ首次证明 ＨＤＡＣ６￣ＰＲＯＴＡＣ 可能是

治疗 ＮＬＲＰ３ 炎症小体相关疾病的新策略ꎮ
雷公藤红素(７ꎬ图 １)是一种天然的木栓烷型

五环三萜ꎬ具有抗肿瘤[３８ꎬ３９]、抗炎[４０]、抗血栓活

性[４１ꎬ４２]等多种生物活性ꎬ但存在严重的毒副作

用ꎬ同时抗肿瘤分子靶标未明确ꎮ Ｗａｎｇ 等[４３] 将

雷公藤红素与 Ｅ３ 连接酶 ＶＨＬ 配体连接得到化

合物 ８(图 １)ꎬ可显著降低 ＮＲ４Ａ１ 蛋白水平ꎬ进
一步实验结果显示化合物 ８ 可靶向 Ｔ 细胞、Ｂ 细

胞、ＭＤＳＣｓ 等多种细胞类型ꎬ具有较强的抗肿瘤

作用ꎮ
３􀆰 １􀆰 ３ 　 基于维生素来源的天然产物 ＰＲＯＴＡＣ

研究表明ꎬ叶酸受体 ＦＯＬＲ１ 在多种肿瘤细胞

中高表达[４４]ꎮ Ｌｉｕ 等[４５] 利用叶酸和肿瘤中叶酸

受体的高亲和作用ꎬ在传统蛋白水解靶向嵌合体

化合物 ９(图 １)侧链修饰叶酸基团ꎬ得到化合物

１０(图 １)ꎮ 基于叶酸和叶酸受体的高亲和力ꎬ使
该 ＰＲＯＴＡＣ 可以精准靶向肿瘤细胞ꎬ在进入细胞

后释放叶酸部分ꎬ实现对肿瘤细胞中特定蛋白的

选择性降解ꎮ 该策略有望解决传统 ＰＲＯＴＡＣ 分

子对非肿瘤细胞毒副作用的难题ꎮ
３􀆰 １􀆰 ４ 　 基于微生物代谢产物的 ＰＲＯＴＡＣ

ＡＰＬ￣１６￣５ 是从药用植物内生真菌 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｓｐ.ＣＰＣＣ ４００７３５１２ 中分离得到的一种天然化合

物ꎮ ２０２２ 年ꎬＺｈａｏ 等[４６] 发现 ＡＰＬ￣１６￣５ 同时结合

Ｅ３ 泛素连接酶 ＴＲＩＭ２５ 和流感病毒 ＰＡ 亚基ꎬ基
于 ＰＲＯＴＡＣ 机制诱导 ＴＲＩＭ２５ 依赖的 ＰＡ 泛素化

及其降解ꎬ阻断病毒 ＲＮＡ 复制ꎬ具有良好的体内

抗甲型流感病毒活性ꎮ 该研究发现了第一个来源

于微生物天然产物的 ＰＲＯＴＡＣ 分子ꎬ表明微生物

代谢产物可成为天然 ＰＲＯＴＡＣ 分子的重要来源ꎮ
洛伐他汀(１１ꎬ图 １)是由土曲霉发酵产生的

天然产物ꎬ通过竞争性抑制胆固醇合成途径中羟

４
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甲基戊二酸辅酶 Ａ(ＨＭＧ￣ＣｏＡ)还原酶ꎬ治疗原发

性高胆固醇血症等[４７]ꎮ 他汀类药物治疗后ꎬ
ＨＭＧ￣ＣｏＡ 还原酶蛋白通常上调ꎬ引发与不良反应

相关的更高剂量药物的需求ꎮ Ｌｕｏ 等[４８] 采用

ＰＲＯＴＡＣ 技术开发了基于 Ｅ３ 连接酶 ＶＨＬ 配体的

ＨＭＧＣＲ￣ＰＲＯＴＡＣꎮ 化合物 １２(图 １)具有良好的

安全性和口服生物利用度ꎬ能够在体内促进

ＨＭＧ￣ＣｏＡ 还原酶降解和降低胆固醇ꎬ可单独或与

他汀类药物协同治疗高血脂症ꎮ
３􀆰 ２ 　 ＰＲＯＴＡＣ 技术用于天然产物靶标鉴定

Ｗｕ 等[４９]将 ＰＲＯＴＡＣ 技术与定量蛋白组学、
微量热泳动分子互作检测技术相结合ꎬ从被降解

的差异蛋白中找到中药靶点ꎬ并通过下游的一系

列分子、生物化学和动物实验进行功能验证ꎬ为中

药成分的靶点鉴定提供新的策略ꎮ 团队前期从中

药千金子中获得了一系列千金烷二萜类化合物ꎬ
其中化合物 １３(图 ２)具有最强的抗炎活性ꎬ且毒

性较低ꎮ 将化合物 １３ 的核心骨架化合物 １４(图
２)与 Ｅ３ 连接酶 ＣＲＢＮ 配体沙利度胺通过 ＰＥＧ
Ｌｉｎｋｅｒ 相连ꎬ得到 ＰＲＯＴＡＣ 分子化合物 １５ (图

２)ꎮ 将 ＰＲＯＴＡＣ 与细胞共孵育后用定量蛋白组

学分析发现ꎬＭＡＦＦ 蛋白在化合物 １５ 处理后发生

显著的降解ꎮ 上述研究结果表明ꎬＭＡＦＦ 蛋白可

能是千金烷二萜类化合物 １３ 的作用靶点之一ꎮ

图 ２　 二萜类结构及其 ＰＲＯＴＡＣ
Ｆｉｇ.２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｄｉｔｅｒｐｅｎｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ＰＲＯＴＡＣ

Ｌｉ 等[５０] 将青蒿素二聚体 １６ (图 ３) 作为

ＰＲＯＴＡＣ 分子的靶头ꎬ利用 Ｅ３ 连接酶配体沙利

度胺 以 不 同 长 度 的 Ｌｉｎｋｅｒ 合 成 了 一 系 列

ＰＲＯＴＡＣꎮ 研究发现ꎬ降解活性最好的化合物 １７
(图 ３)对肿瘤细胞 ＲＳ４ꎻ１１、ＲＰＭＩ￣８２２６、Ｕ２６６ 的

图 ３　 青蒿素二聚体结构及其 ＰＲＯＴＡＣ
Ｆｉｇ.３　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ ｄｉｍｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ＰＲＯＴＡＣ

ＩＣ５０ 值分别为 ( ５０􀆰 ６ ± ６􀆰 ３)、 ( ２３５􀆰 ３ ± ２６􀆰 ０) 和

(３４２􀆰 ８±１１􀆰 ６) ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 标记定量蛋白组学分析

结果显示ꎬＰＣＬＡＦ 等 ８ 个蛋白显著下调ꎬ经 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验证后发现ꎬＰＣＬＡＦ 能够被化合物 １７ 显

著降解ꎬ并且该降解能够被蛋白酶体抑制剂

ＭＧ１３２ 所抑制ꎬ表明 ＰＣＬＡＦ 可能是青蒿素的潜

在靶标ꎮ
植物来源的 ２￣乙酰基呋喃萘醌(１８ꎬ图 ４)具

有显著的抗癌活性ꎮ Ｈａｎａｆｉ 等[５１] 为了探究化合

物 １８ 的作用机制ꎬ设计了多个系列的 ＰＲＯＴＡＣ
分子ꎬ发现化合物 １９(图 ４)强效诱导 ＺＦＰ９１ 降

解ꎬ且此过程不能被化合物 １８ 竞争ꎬ因此化合

物 １９ 的抗肿瘤活性部分依赖于 ＺＦＰ９１ 蛋白的

降解ꎮ

图 ４　 化合物 １８ 结构及其 ＰＲＯＴＡＣ
Ｆｉｇ.４　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ １８ ａｎｄ ｉｔｓ ＰＲＯＴＡＣ

吴茱萸碱(２０ꎬ图 ５)是一种从茱萸中提取的

生物碱ꎬ具有抗肿瘤等活性ꎮ Ｃｈｅｎ 等[５２] 基于吴

茱萸碱已报道的衍生物 ２１(图 ５)ꎬ以 １０ 位羟基作

为连接位点ꎬ通过不同长度的烷基连接 Ｅ３ 连接

酶配体来那度胺ꎬ成功设计了一系列 ＰＲＯＴＡＣ 分

子ꎮ 在 ＨＣＴ１１６ 细胞的体外抗增殖实验中ꎬ化合

物 ２２、２３(图 ５)的 ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 ０１９ 和 ０􀆰 ０２１
μｍｏｌ / Ｌꎮ 标记定量蛋白组学分析结果显示ꎬ化合

物 ２２ 可以剂量依赖的方式降解 ＲＥＸＯ４ 而发挥抗

肿瘤作用ꎮ

图 ５　 吴茱萸碱结构及其 ＰＲＯＴＡＣ
Ｆｉｇ.５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ＰＲＯＴＡＣ

此外ꎬ刘接卿等[５３] 通过 ＰＲＯＴＡＣ 方法证实ꎬ
淫羊藿素的抗肿瘤靶标为 ＧＲＩＡ３ 蛋白ꎮ Ｑｉ 等[５４]

设计合成 ＵＡ￣ＰＲＯＴＡ 揭示了 ＭＤＭ２ 是熊果酸的

５
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靶向结合蛋白ꎮ

４　 总结与展望

天然产物是自然界的生物体在进化过程中为

了适应环境、竞争拮抗、沟通交流等而产生的功能

性代谢产物ꎬ与合成化合物相比ꎬ天然产物具有更

加多样性的骨架类型ꎬ更丰富的官能团和更复杂

的立体构型ꎬ独特的结构赋予了天然产物独特的

生物学性质ꎮ 因而ꎬ天然产物一直是生命科学领

域重要的研究对象和新药发现的重要源泉ꎮ 但由

于天然产物的靶点研究尚不明确ꎬ严重阻碍了天

然产物的发展ꎮ 阐明天然产物与靶点的相互作用

对于揭示天然产物在生物体内的作用模式以及确

定天然产物作用靶点ꎬ对于化合物结构优化与药

物开发至关重要ꎮ 相较于标记法鉴定天然产物靶

标的方法ꎬ非标记鉴定天然产物靶标可以最大程

度的保留天然产物的结构和活性ꎬ以及适用于一

些无化学修饰位点的天然产物靶标鉴定ꎬ但同样

存在靶点特异性低ꎬ结合亲和力需求高等不足ꎮ
ＰＲＯＴＡＣ 技术的出现ꎬ为解决这一问题提供了一

个新的解决办法ꎮ ２００１ 年 ＰＲＯＴＡＣ 概念提出至

今ꎬ已有许多 ＰＲＯＴＡＣ 药物进入临床ꎬ其中包含

许多天然产物ꎬ本文综述了 ＰＲＯＴＡＣ 技术在天然

产物靶标鉴定中的应用ꎬ这些天然产物包括来源

于激素、黄酮、生物碱、萜类、维生素以及微生物代

谢产物的天然产物ꎬ进一步说明将天然产物设计

成 ＰＲＯＴＡＣ 用于改善天然产物选择性ꎬ降低毒副

作用以及提高成药性的可能性ꎮ 以及将天然产物

设计成 ＰＲＯＴＡＣꎬ形成可自发降解的双功能分子ꎬ
基于 ＰＲＯＴＡＣ 依赖泛素化蛋白酶体降解系统的

特性ꎬ以天然产物衍生的 ＰＲＯＴＡＣ 分子为探针ꎬ
将其原型与 ＰＲＯＴＡＣ 分子分别处理后的细胞裂

解液进行差异蛋白质组学的测定和分析ꎬ结合

ＫＥＧＧ 通路分析等生物信息学方法ꎬ从被降解的

差异化蛋白质中挑出候选靶蛋白ꎬ再通过体外靶

点验证方法如 ＭＳＴ、ＣＥＴＳＡ、ＤＡＲＴＳ、ＲＮＡｉ 技术、
体内靶点相关通路验证等实验进一步确证该天然

产物的作用靶点ꎮ 基于 ＰＲＯＴＡＣ 技术的靶点鉴

定与基于亲和力的靶点鉴定不同ꎬ基于 ＰＲＯＴＡＣ
技术的靶点鉴定依赖于靶点￣ＰＲＯＴＡＣ￣Ｅ３ 连接酶

三元复合物的形成ꎬ而不需要靶点蛋白与化合物

之间的强结合ꎬ甚至可以通过稳定微弱的配体￣靶
蛋白相互作用ꎬ诱导靶蛋白的有效降解ꎬ并提高配

体的选择性ꎬ在某种程度上是一个放大的信号ꎬ消

除由于实验设计和操作导致的误差ꎬ以及基于亲

和力的靶点鉴定方法得到的假阳性或假阴性结

果ꎮ 因此ꎬ基于 ＰＲＯＴＡＣ 的方法将是目前天然产

物靶标鉴定方法的一个重要补充ꎬ可以为天然产

物的靶点鉴定提供新方法ꎬ并可用于发现已知药

物作用的新作用靶点ꎮ
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多维度综合评价瞬时高温灭菌对丹参质量的影响
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摘要:为考察瞬时高温灭菌对丹参质量的影响ꎬ采用 ＨＰＬＣ 法测定 １０ 批灭菌前后丹参中 ８ 种化学成分含量ꎬＤＰＰＨ􀅰法测

定丹参灭菌前后抗氧化活性ꎬＭＴＴ 法测定灭菌前后丹参大鼠肝星状细胞(ＨＳＣ￣Ｔ６)存活率ꎮ 建立 ＨＰＬＣ 指纹图谱ꎬ液质

联用(ＬＣ￣ＭＳ)法确定共有峰结构ꎬ采用聚类分析和正交偏最小二乘法判别分析(ＯＰＬＳ￣ＤＡ)预测不同丹参差异性质量标

志物ꎻ通过丹参与过量 ＤＰＰＨ 反应后的 ＨＰＬＣ 峰面积变化ꎬ筛选丹参抗氧化成分ꎻ采用偏最小二乘法回归(ＰＬＳ￣ＤＡ)分析

法ꎬ得出共有峰与 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性间的谱效关系ꎬ结合单体化合物抗氧化活性大小ꎬ最终确定丹参抗氧化活性质量标

志物ꎮ 灭菌前后 ８ 种化学成分含量、ＤＰＰＨ􀅰清除率及细胞存活率经 ｔ 检验均无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ灭菌前后指纹图谱

相似度均大于 ０􀆰 ９ꎬ同一批次样品灭菌前后聚为一类ꎬ瞬时高温灭菌对丹参质量未产生影响ꎻ紫草酸甲酯、丹酚酸 Ｂ、丹参

酸甲酯、丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹酚酸 Ｆ、丹参酮ⅡＡ、二氢丹参酮Ⅰ可作为丹参质量差异标志物ꎻ迷迭香酸、丹酚酸 Ｂ、紫
草酸、丹酚酸 Ｆ 可作为抗氧化活性的质量标志物ꎮ
关键词:丹参ꎻ瞬时高温灭菌ꎻＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性ꎻ质量标志物ꎻ质量评价
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ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋ ａｎｄ ＤＰＰＨ􀅰ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｏｍｅｒ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓꎬａｎｄ
ｆｉｎａｌｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｑｕａｌｉｔｙ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ８ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬＤＰＰＨ􀅰
ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｙ ｔ ｔｅｓｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ (Ｐ>０􀆰 ０５).Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
ｏｆ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ０􀆰 ９ꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ｂａｔｃｈ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｅ ｃｌａｓｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬｉｎｓｔａｎｔａｎｅｏｕｓ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ.Ｍｅｔｈｙｌ ｖｉｏｘａｌａｔｅꎬ
ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｂꎬ ｍｅｔｈｙｌ ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ Ⅰꎬ ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅꎬ ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｆꎬ ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ ⅡＡ ａｎｄ
ｄｉｈｙｄｒｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ Ⅰ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｑｕａｌｉｔｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｓａｌｖｉａｎｏｎｅ.Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｂꎬｐｕｒｐｌｅ
ｏｘａｌｉｃ ａｃｉｄꎬｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｆ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｑｕａｌｉｔｙ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａꎻｉｎｓｔａｎｔａｎｅｏｕｓ ｈｉｇｈ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎꎻＤＰＰＨ􀅰ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻｑｕａｌｉｔｙ ｍａｒｋｅｒｓꎻｑｕａｌｉｔｙ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
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　 　 丹参(Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ.)为唇形科植物

丹参的干燥根茎ꎬ具有活血下瘀ꎬ通经止痛ꎬ清心

除烦ꎬ凉血消痈的功效[１ꎬ２]ꎮ 丹参中的有效成分

主要为水溶性丹酚酸类和脂溶性丹参酮类ꎬ水溶

性成分以丹参素、迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸 Ｂ 等

为主ꎬ脂溶性主要以二氢丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹
参酮Ⅰ、丹参酮ⅡＡ 等为主[３]ꎮ 丹参具有良好的

抗氧化活性ꎬ在治疗活性氧诱发的心脑血管疾病

方面疗效显著ꎬ其有效成分能够通过阻断自由基

链反应和清除体内产生的自由基来减少对心脏的

损害[４]ꎮ
丹参在采收、加工、储藏期间容易滋生细菌从

而影响其质量ꎬ选择有效且对其质量没有影响的

灭菌方法尤为重要ꎮ 丹参药材灭菌方法的研究报

道主要有流通蒸汽灭菌法[５]、 ６０Ｃｏ 辐照灭菌

法[６]、微波灭菌法[７]ꎬ均仅以丹参酮ⅡＡ 含量作

为评价指标ꎬ不能全面反映对丹参整体质量的影

响ꎮ 流通蒸汽灭菌和 ６０Ｃｏ 辐照灭菌前后ꎬ丹参酮

ⅡＡ 含量差异显著ꎬ不适用于丹参灭菌ꎻ瞬时高温

灭菌(Ｈｉｇｈ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ Ｓｈｏｒｔ ＴｉｍｅꎬＨＴＳＴ)利用直

接蒸汽或热交换器将食品、药品等在 １５０~１８０ ℃
高温下持续灭菌几秒至十几秒使微生物失活ꎬ灭
菌时间极短ꎬ效率高ꎬ无环境污染ꎬ自动化程度高ꎮ
本课题组前期研究结果[８ꎬ９] 表明瞬时高温灭菌可

在不影响苦丁茶冬青、甘草、大叶冬青等药材主要

成分及抗氧化活性的前提下杀灭微生物ꎬ表明了

瞬时高温灭菌的有效性及可行性ꎮ
本研究一方面通过对不同批次丹参中多种化

合物含量进行化学计量分析ꎬ明确影响丹参质量

的重要标志物ꎻ另一方面ꎬ丹参提取液 ＤＰＰＨ􀅰抗

氧化活性体现丹参全成分的抗氧化活性ꎬＨＰＬＣ
法分析丹参与过量 ＤＰＰＨ􀅰反应表征的是丹参中

单体的抗氧化活性强弱及反应速率ꎬ上述分析结

果结合丹参 ８ 种单体化合物 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性

ＩＣ５０值和不同批次丹参抗氧化活性与化学成分间

的谱效关系ꎬ确定丹参中抗氧化活性质量标志物ꎬ
探索丹参抗氧化活性物质基础ꎮ 体外细胞毒性试

验作为药物安全性评价的重要环节[１０]ꎬ用于初步

评价瞬时高温灭菌过程中是否产生毒性物质从而

对丹参药材的安全性造成影响ꎮ 本研究建立了包

括丹参多种化学成分含测、ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性测

定、指纹图谱及谱效分析、微生物限度检查及体外

细胞毒性等多个维度的质量评价体系ꎬ全面评价

瞬时高温灭菌对丹参质量及安全性的影响ꎬ为瞬

时高温灭菌技术在丹参生产中的应用、质量控制

及药效评价提供科学依据ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＷＳ￣ＦＭＤ１５ 型过热蒸汽瞬时灭菌系统(长春

钻智制药有限公司)ꎻＢＳＡ１２Ｓ￣ＣＷ 型电子天平(德
国赛多利斯科学仪器有限公司)ꎻＬＣ￣２０Ａ 型高效

液相色谱仪、Ｗａｔｅｒｓ ＳＹＮＡＰＴ Ｇ２ 型超高效液相色

谱￣四极飞行时间质谱联用仪(日本岛津公司)ꎻ
ＲＴ￣６１００ 型酶标分析仪(深圳雷杜生命科学有限

公司)ꎻＫＱ￣２５０Ｅ 型超声波清洗仪(昆山市超声仪

器有限公司)ꎻＦＤ￣１Ｄ￣５０ 型冷冻干燥机(北京博医

康实验仪器有限公司)ꎮ
丹参购自山东药材市场ꎬ经吉林省中医药科

学院南敏伦研究员鉴定为唇形科植物丹参ꎮ 对照

品迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸 Ｂ、二氢丹参酮Ⅰ、隐
丹参酮、丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡＡ、丹参素 (纯度

>９８％ꎬ中国药品生物制品检定所)ꎻ乙腈(色谱

纯ꎬ美国 ＴＥＤＩＡ 公司)ꎻ甲酸(色谱纯ꎬ天津光复科

技发展有限公司)ꎻＤＰＰＨ􀅰试剂(纯度>９８􀆰 ５％ꎬ上
海麦克林生化科技有限公司)ꎻＨＳＣ￣Ｔ６ 大鼠肝星

状细胞(北京博沃尔斯生物科技公司)ꎻ优级胎牛

血清、细胞培养级 ＰＢＳ(１ｘ)、ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基

(大连美伦生物公司)ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 瞬时高温灭菌处理丹参样品

分别取 １０ 批丹参样品 ５００ ｇꎬ粉碎ꎬ过三号筛

(５０ 目)ꎬ瞬时高温灭菌 １７０ ℃处理 １０ ｓꎬ工艺参

数来源于本课题组前期优化工作ꎬ采用无菌均质

袋分装ꎬ即得ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 微生物限度检查

按 ２０２０ 年版«中国药典»四部“非无菌产品

微生物限度检查法(通则 １１０５)” [１１]ꎬ分别检测霉

菌和酵母菌总数、需氧菌总数及控制菌(大肠埃

希菌、沙门菌、耐胆盐革兰阴性菌)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 对照品溶液的制备

精密称取 ８ 种对照品ꎬ加 ７５％甲醇配制成每

１ ｍＬ 分别含有 ３ ｍｇ 丹酚酸 Ｂ、１ ｍｇ 丹参素、１ ｍｇ
迷迭香酸、１ ｍｇ 紫草酸、１ ｍｇ 二氢丹参酮Ⅰ、１ ｍｇ
隐丹参酮、１ ｍｇ 丹参酮Ⅰ、０􀆰 ５ ｍｇ 丹参酮ⅡＡ 的

对照品溶液ꎬ过微孔滤膜(０􀆰 ２２ μｍ)ꎬ４ ℃冷藏保

存ꎬ即得ꎮ

０１
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１􀆰 ２􀆰 ４ 　 供试品溶液的制备

精密称取灭菌前和灭菌后丹参样品粉末各

０􀆰 ３ ｇꎬ置 ２５ ｍＬ 棕色量瓶中ꎬ加 ７５％甲醇溶液稀

释至刻度ꎬ超声处理 ３０ ｍｉｎꎬ静置ꎬ晾至室温ꎬ用
７５％甲醇补足减失重量ꎬ微孔滤膜过滤 ( ０􀆰 ２２
μｍ)ꎬ即得供试品溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 色谱条件

色谱柱:Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＣ￣Ｃ１８ (４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍꎬ
５ μｍ)ꎻ流动相:０􀆰 １％甲酸水溶液(Ａ)ꎬ乙腈(Ｂ)ꎬ
梯度洗脱ꎻ柱温 ２５ ℃ꎬ流速 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波

长 ２８０ ｎｍꎬ进样量 １０ μＬꎻ洗脱程序:０ ~ ８ ｍｉｎꎬ
１０％ ~ １５％ Ｂꎻ８ ~ １５ ｍｉｎꎬ１５％ ~ ２１％ Ｂꎻ１５ ~ ３０
ｍｉｎꎬ２１％ Ｂꎻ３０ ~ ４０ ｍｉｎꎬ２１％ ~ ３０％ Ｂꎻ４０ ~ ５０
ｍｉｎꎬ３０％~６０％ Ｂꎻ５０~６５ ｍｉｎꎬ６０％ ~７５％ Ｂꎻ６５ ~
７０ ｍｉｎꎬ７５％~９５％ Ｂ[１２]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 　 ８ 种化合物含量测定

按 １􀆰 ２􀆰 ５ 条件进样测定ꎬ供试品溶液进样

１０ μＬꎬ对照品溶液进样 ５ μＬꎬ计算即得ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７ 　 方法学考察

丹参中 ８ 种化合物的测定方法按照已发表的

文献[１２]测定ꎬ文献已进行方法学考察ꎬ建立的

指纹图谱的测定方法也与文献方法相同ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８ 　 质谱参数

电喷雾离子源(ＥＳＩ)ꎻ样品锥电压 ３５ Ｖꎻ喷雾

电压正离子 ３ ０００ Ｖꎻ负离子 ２ ４００ Ｖꎻ源温 １５０ ℃ꎻ
去溶剂气为氮气ꎻ温度 ３００ ℃ꎻ流速 ３００ Ｌ / ｈꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 灭菌前后丹参微生物限度检查

药典规定的非无菌药品微生物限度标准中ꎬ

需氧菌总数在 １０５ ＣＦＵ / ｇ 以下ꎬ霉菌和酵母菌总

数不超过 １０２ ＣＦＵ / ｇꎬ控制菌不得检出大肠埃希

菌( １ ｇ)、沙门菌 ( １０ ｇ)、耐胆盐革兰阴性菌

(１ ｇ)ꎮ 灭菌前 １０ 批丹参需氧菌、霉菌和酵母菌

均不可计ꎬ不符合药典规定的标准ꎻ瞬时高温灭菌

后 １０ 批丹参样品各微生物总数见表 １ꎬ检查项目

中细菌数、霉菌数、酵母菌数及控制菌检查结果均

符合药典规定ꎬ结果表明瞬时高温灭菌能够有效

降低丹参药材微生物限度水平ꎬ达到符合药典规

定的灭菌效果ꎮ
表 １ 　 微生物限度检查

Ｔａｂ.１　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｌｉｍｉｔｓ ｃｈｅｃｋｓ (ＣＦＵ / ｇ)

批次
需氧菌 /
×１０３

大肠
埃希菌

耐胆盐革兰
阴性菌

沙门菌
霉菌和
酵母菌

１ ４􀆰 ０ — <１０ — １０

２ ５􀆰 ０ — <１０ — ２０

３ ２􀆰 ０ — <１０ — ４０

４ ２􀆰 ４ — <１０ — １０

５ ３􀆰 ６ — <１０ — ３０

６ １􀆰 ８ — <１０ — ５０

７ ４􀆰 １ — <１０ — ８０

８ ２􀆰 ９ — <１０ — ３８

９ ２􀆰 ６ — <１０ — ４０

１０ ３􀆰 ０ — <１０ — ６０

未灭菌 不可计 — <１０ — 不可计

２􀆰 ２ 　 丹参 ８ 种化合物含量

瞬时高温灭菌后 １０ 批丹参中 ８ 种丹酚酸类

和丹参酮类化合物含量及总含量结果见表 ２ꎬ
Ｓ１′~ Ｓ１０′为丹参灭菌前 １０ 批样品ꎬＳ１ ~ Ｓ１０ 为丹

参灭菌后 １０ 批样品ꎮ
表 ２ 　 灭菌前后丹参 ８ 种被测成分含量

Ｔａｂ.２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ８ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ (％)

样品 丹参素 迷迭香酸 紫草酸 丹酚酸 Ｂ 二氢丹参酮Ⅰ 隐丹参酮 丹参酮Ⅰ 丹参酮ⅡＡ 总含量

Ｓ１′ ０􀆰 ０４１ ０􀆰 １４１ ０􀆰 １９１ ３􀆰 ２３０ ０􀆰 １９４ ０􀆰 １６５ ０􀆰 １０３ ０􀆰 １９２ ４􀆰 ２５７

Ｓ１ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 １３６ ０􀆰 １８８ ３􀆰 １０２ ０􀆰 ２０５ ０􀆰 １８６ ０􀆰 ２３９ ０􀆰 ２０４ ４􀆰 ２９９

Ｓ２′ ０􀆰 ０４０ ０􀆰 １４１ ０􀆰 １９２ ３􀆰 ２６２ ０􀆰 １３０ ０􀆰 １１９ ０􀆰 １４７ ０􀆰 １２８ ４􀆰 １５９

Ｓ２ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 １４３ ０􀆰 ２００ ３􀆰 ２８９ ０􀆰 １４５ ０􀆰 １３１ ０􀆰 １６５ ０􀆰 １３６ ４􀆰 ２４８

Ｓ３′ ０􀆰 ０２７ ０􀆰 １１９ ０􀆰 １５８ ２􀆰 ４３４ ０􀆰 ０８６ ０􀆰 ０７２ ０􀆰 ０８５ ０􀆰 ０７５ ３􀆰 ０５７

Ｓ３ ０􀆰 ０２８ ０􀆰 １２６ ０􀆰 １６７ ２􀆰 ６５９ ０􀆰 ０８２ ０􀆰 ０６６ ０􀆰 ０８４ ０􀆰 ０７０ ３􀆰 ２８２

Ｓ４′ ０􀆰 ０３３ ０􀆰 １０６ ０􀆰 １３７ ２􀆰 １５９ ０􀆰 ０６７ ０􀆰 ０５８ ０􀆰 ０７３ ０􀆰 ０５９ ２􀆰 ６９３

Ｓ４ ０􀆰 ０３５ ０􀆰 １０５ ０􀆰 １４２ ２􀆰 ２２３ ０􀆰 ０７１ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ０７４ ０􀆰 ０６４ ２􀆰 ７７４

Ｓ５′ ０􀆰 ０３５ ０􀆰 １３６ ０􀆰 １９６ ３􀆰 ０４１ ０􀆰 １８９ ０􀆰 １８４ ０􀆰 ２２９ ０􀆰 １９１ ４􀆰 ２０２

Ｓ５ ０􀆰 ０３６ ０􀆰 １３４ ０􀆰 ２００ ３􀆰 ０１７ ０􀆰 ２０８ ０􀆰 １９９ ０􀆰 ２６０ ０􀆰 ２１２ ４􀆰 ２６５

Ｓ６′ ０􀆰 ０３２ ０􀆰 １３５ ０􀆰 １９９ ３􀆰 ０６３ ０􀆰 １４２ ０􀆰 １３０ ０􀆰 １６２ ０􀆰 １４３ ４􀆰 ００６
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续表

样品 丹参素 迷迭香酸 紫草酸 丹酚酸 Ｂ 二氢丹参酮Ⅰ 隐丹参酮 丹参酮Ⅰ 丹参酮ⅡＡ 总含量

Ｓ６ ０􀆰 ０３３ ０􀆰 １３６ ０􀆰 １９９ ３􀆰 ０７１ ０􀆰 １６９ ０􀆰 １３８ ０􀆰 １７４ ０􀆰 １５３ ４􀆰 ０７２

Ｓ７′ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 １２５ ０􀆰 １７５ ２􀆰 ７９３ ０􀆰 １２３ ０􀆰 １１２ ０􀆰 １３８ ０􀆰 １２２ ３􀆰 ６３９

Ｓ７ ０􀆰 ０２５ ０􀆰 １２７ ０􀆰 １７８ ２􀆰 ８３１ ０􀆰 １２６ ０􀆰 １１０ ０􀆰 １３７ ０􀆰 １１９ ３􀆰 ６５２

Ｓ８′ ０􀆰 ０１９ ０􀆰 １２０ ０􀆰 １６３ ２􀆰 ５８３ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０７４ ０􀆰 ０８８ ０􀆰 ０７８ ３􀆰 ２０７

Ｓ８ ０􀆰 ０３３ ０􀆰 １２６ ０􀆰 １６１ ２􀆰 ６２２ ０􀆰 ０８３ ０􀆰 ０７２ ０􀆰 ０８４ ０􀆰 ０７６ ３􀆰 ２５９

Ｓ９′ ０􀆰 ０３３ ０􀆰 １３２ ０􀆰 １９７ ２􀆰 ９６５ ０􀆰 ２２０ ０􀆰 １９４ ０􀆰 ２５０ ０􀆰 ２１１ ４􀆰 ２０３

Ｓ９ ０􀆰 ０３５ ０􀆰 １３７ ０􀆰 １２０ ３􀆰 ０７６ ０􀆰 ２２０ ０􀆰 １８９ ０􀆰 ２４１ ０􀆰 ２１０ ４􀆰 ２２９

Ｓ１０′ ０􀆰 ０４０ ０􀆰 １１４ ０􀆰 １６１ ２􀆰 ４３３ ０􀆰 １１１ ０􀆰 １０３ ０􀆰 １２２ ０􀆰 １０８ ３􀆰 １９１

Ｓ１０ ０􀆰 ０２９ ０􀆰 １２６ ０􀆰 １７２ ２􀆰 ５５９ ０􀆰 １２２ ０􀆰 １０３ ０􀆰 １１９ ０􀆰 １１５ ３􀆰 ３４６

２􀆰 ３ 　 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性测定结果

２􀆰 ３􀆰 １ 　 丹参样品及 ８ 种化合物单体 ＤＰＰＨ􀅰抗氧

化活测定

参照陈仁强等[１３]方法并加以改进ꎬ制成丹参

药材质量浓度为 ０􀆰 ６、０􀆰 ３６、０􀆰 ３、０􀆰 １８ ｍｇ / ｍＬ 的

７５％甲醇溶液ꎮ 在紫外波长 ５１７ ｎｍ 下测定样品

组溶液及样品对照组溶液、空白组溶液吸光度ꎬ每
组样品设置 ３ 复孔ꎬ实验结果取平均值ꎬ样品对照

组用样品溶剂替代 ＤＰＰＨ􀅰溶液ꎬ空白组样品溶液

用无水乙醇替代样品溶液ꎬ根据式(１)计算自由

基清除率ꎬ结果见表 ３ꎮ
ＤＰＰＨ􀅰清除率(％) ＝ [１ － (Ａ１ － Ａ０) / Ａｉ] × １００％ (１)

　 　 式中ꎬＡ０ 为样品对照溶液吸光度值ꎻＡ１ 为样品溶液吸光度

值ꎻＡｉ 为空白溶液吸光度值ꎮ

表 ３ 　 灭菌前后 １０ 批丹参样品 ＤＰＰＨ􀅰清除率

Ｔａｂ.３　 ＤＰＰＨ􀅰ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ １０ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ
ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ (％)

批号 灭菌前 􀭰ｘ±Ｓ 灭菌后 􀭰ｘ±Ｓ 批号 灭菌前 􀭰ｘ±Ｓ 灭菌后 􀭰ｘ±Ｓ

１ ８３􀆰 １２±１􀆰 ０２ ８３􀆰 ７０±１􀆰 ０９ ６ ８１􀆰 ９０±１􀆰 ５８ ８３􀆰 １０±１􀆰 ２０

２ ８２􀆰 ３０±１􀆰 ４６ ８３􀆰 ８０±０􀆰 ７８ ７ ８０􀆰 ３０±１􀆰 １７ ８１􀆰 ２０±１􀆰 ９９

３ ８０􀆰 ８０±０􀆰 ９１ ８１􀆰 ０１±１􀆰 ５５ ８ ８０􀆰 ６１±１􀆰 ４８ ８１􀆰 ３０±１􀆰 ７６

４ ７７􀆰 ３９±１􀆰 ０４ ７９􀆰 ０２±１􀆰 ０１ ９ ８１􀆰 ４０±１􀆰 １８ ８２􀆰 ０３±１􀆰 ６９

５ ８１􀆰 ３０±１􀆰 ２６ ８２􀆰 ８０±１􀆰 ５６ １０ ７７􀆰 ８１±１􀆰 ６０ ８０􀆰 ００±１􀆰 １６

　 　 为了进一步验证丹参中影响 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化

活性的化学成分ꎬ单独以丹参 ８ 种化合物单体进

行抗氧化活性测定ꎬ将丹参素、迷迭香酸、紫草酸、
丹酚酸 Ｂ、二氢丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹参酮Ⅰ、丹
参酮ⅡＡ ８ 种对照品分别用甲醇溶液稀释至

０􀆰 ０６、０􀆰 ０３６、０􀆰 ０２４、０􀆰 ０１８ μｇ / ｍＬꎬ以样品浓度和

自由基清除率进行线性回归得到方程ꎬ计算丹参

素、迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸 Ｂ 的 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化

活性 ＩＣ５０ 值分别为 ０􀆰 ０９１、 ０􀆰 ０２５、 ０􀆰 ０３０、 ０􀆰 ０２８
μｍｏＬ / Ｌꎬ４ 种水溶性丹参化合物抗氧化活性大小

顺序为迷迭香酸>丹酚酸 Ｂ>紫草酸>丹参素ꎬ４ 种

脂溶性丹参化合物二氢丹参酮Ⅰ、隐丹参酮、丹参

酮Ⅰ、丹参酮ⅡＡ 吸光度值大于 ＤＰＰＨ􀅰对照组ꎬ
无 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２ 　 ＨＰＬＣ 法筛选丹参 ８ 种化合物中 ＤＰＰＨ􀅰
抗氧化成分

取浓度为 １２ ｍｇ / ｍＬ 丹参供试品溶液与 ４
ｍｇ / ｍＬ ＤＰＰＨ 溶液反应 ２０ ｍｉｎꎬ按 １􀆰 ２􀆰 ５ 色谱条

件注入高效液相色谱仪进行测定ꎮ 丹参样品反应

２０ ｍｉｎ 前后 ＨＰＬＣ 图见图 １ꎻ根据峰面积变化计

算反应率ꎬ结果见表 ４ꎮ ４ 种水溶性成分丹参素、

１.丹参素ꎻ２.迷迭香酸ꎻ３.紫草酸ꎻ４.丹酚酸 Ｂꎻ
５.二氢丹参酮Ⅰꎻ６.隐丹参酮ꎻ７.丹参酮Ⅰꎻ８.丹参酮ⅡＡ

图 １　 丹参样品反应 ２０ ｍｉｎ 前后 ＨＰＬＣ 色谱图对比

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ２０ ｍｉｎ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｓａｍｐｌｅｓ

表 ４ 　 丹参样品反应前后峰面积变化及反应率

Ｔａｂ.４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｅａｋ ａｒｅａ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｓａｍｐｌｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ

化合物
反应前
峰面积

反应
２０ ｍｉｎ 后
峰面积

反应
６５ ｍｉｎ 后
峰面积

反应量
反应率 /

％

丹参素 ４８ ２１７ ０ ０ ４８ ２１７ １００

迷迭香酸 ２３７ ３２１ ０ ０ ２３７ ３２１ １００

紫草酸 ２４９ ２１０ ０ ０ ２４９ ２１０ １００

丹酚酸 Ｂ ２ ９９８ ３６４ ０ ０ ２ ９９８ ３６４ １００

二氢丹参酮Ⅰ ３４２ ３４５ ３９０ ８２４ ３５３ １６４ 未反应　 ０

隐丹参酮、
丹参酮Ⅰ １ ０１９ ５０８ １ ０２０ ７７２ １ ０２０ ８８０ 未反应　 ０

丹参酮ⅡＡ ９３２ ０２４ ９２４ ５４６ ９１７ ３７８ 未反应　 ０
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迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸 Ｂ 反应率均为 １００％ꎬ
ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性强ꎻ４ 种脂溶性成分中二氢丹

参酮Ⅰ反应 ２０ ｍｉｎ 后峰面积增加了 ４８４７９ꎬ最大

吸收波长由反应前的 ２４１、 ２９０ ｎｍ 变为 ２４４、
２８８ ｎｍꎬ可能有其他反应产物与二氢丹参酮Ⅰ进

行了叠加ꎬ隐丹参酮和丹参酮Ⅰ色谱峰峰面积变

化不明显ꎬ反应时间增加至 ６５ ｍｉｎ 时ꎬ各峰面积

变化不明显ꎬ不再继续发生反应ꎬ３ 种化合物均无

抗 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性ꎻ丹参酮ⅡＡ 反应后峰面积

减少量少ꎬ抗氧化活性不显著ꎬ这与丹参 ８ 种化合

物单体 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性结果相一致ꎮ
２􀆰 ４ 　 ＭＴＴ 法测定灭菌前后丹参样品 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细

胞存活率

２􀆰 ４􀆰 １ 　 样品溶液制备

精密称量 １ ｇ 丹参样品ꎬ加入 ２０ 倍量水溶液

超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ过滤ꎬ取上清液ꎬ冷冻干燥ꎬ加水

配制成浓度依次为 ２ ０００、１ ０００、５００、２５０、１２５
μｇ / ｍＬ 的供试品溶液ꎮ

２􀆰 ４􀆰 ２ 　 细胞存活率测定

取处于对数生长期的 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞悬液ꎬ植
入 ９６ 孔板中ꎬ３７ ℃ 培养箱中通入 ５％ ＣＯ２ 培养

２４ ｈ 至细胞贴壁ꎮ 分别吸取 １００ μＬ 供试品溶液

加入细胞中作为给药组ꎬ对照组每孔加入 １００ μＬ
新鲜培养液ꎬ每组受试物设 ６ 复孔ꎮ 采用 ＭＴＴ
法[１４]在波长 ４５０ ｎｍ 下测定待测物吸光度 ＯＤ
值ꎬ实验重复 ３ 次ꎬ按下列公式计算细胞存活率

ＲＧＲꎮ
ＲＧＲ(％) ＝ [(给药组平均 ＯＤ 值) /

(对照组平均 ＯＤ 值)] × １００％ (２)

　 　 灭菌前后不同浓度丹参样品溶液作用于

ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 ２４、４８、７２ ｈ 后ꎬ细胞存活率随着药

物剂量的降低而呈现增高的趋势ꎬ灭菌前后细胞

存活率均大于 ５０％ꎬ灭菌前后的丹参样品溶液均

无 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞毒性ꎬ结果见表 ５ꎮ 灭菌前后 ２４、
４８、７２ ｈ 内相同给药浓度下细胞存活率经 ｔ 检验ꎬ
均无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

表 ５ 　 灭菌前后不同给药浓度下 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞存活率

Ｔａｂ.５　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ

给药浓度 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) 灭菌前 / 后 ２４ ｈ(􀭰ｘ±Ｓ) / ％ Ｐ ４８ ｈ(􀭰ｘ±Ｓ) / ％ Ｐ ７２ ｈ(􀭰ｘ±Ｓ) / ％ Ｐ

２ ０００ 灭菌前
灭菌后

７４􀆰 ３±３􀆰 ３
７３􀆰 ３±３􀆰 ４ ０􀆰 ９５８ ６０􀆰 ６±２􀆰 ８

５９􀆰 １±１􀆰 ８ ０􀆰 ３００ ５８􀆰 ６±０􀆰 ８
５８􀆰 ０±２􀆰 ４ ０􀆰 ０６３

１ ０００ 灭菌前
灭菌后

８１􀆰 ５±２􀆰 ７
８２􀆰 ８±２􀆰 ９ ０􀆰 ８６１ ８２􀆰 ７±６􀆰 １

８３􀆰 ６±４􀆰 ５ ０􀆰 ５２９ ７５􀆰 ９±１􀆰 １
７６􀆰 ８±３􀆰 ６ ０􀆰 １８７

５００ 灭菌前
灭菌后

８７􀆰 ９±２􀆰 ３
８９􀆰 ６±２􀆰 ２ ０􀆰 ９７２ ８５􀆰 ６±１􀆰 ７

８６􀆰 ４±１􀆰 ４ ０􀆰 ６３６ ８７􀆰 １±２􀆰 １
８６􀆰 ４±３􀆰 ４ ０􀆰 ４０３

２５０ 灭菌前
灭菌后

９２􀆰 １±２􀆰 ２
９１􀆰 ２±１􀆰 ９ ０􀆰 ７８７ ９１􀆰 ４±１􀆰 １

９２􀆰 １±０􀆰 ８ ０􀆰 ４４７ ９１􀆰 ５±１􀆰 ７
９２􀆰 ４±１􀆰 ６ ０􀆰 ８３３

１２５ 灭菌前
灭菌后

９８􀆰 ０±１􀆰 ５
９８􀆰 ２±１􀆰 ８ ０􀆰 ８０７ ９６􀆰 ４±０􀆰 ６

９６􀆰 ９±１􀆰 ６ ０􀆰 １６４ ９６􀆰 ２±１􀆰 ５
９６􀆰 ０±１􀆰 ７ ０􀆰 ７８１

２􀆰 ５ 　 指纹图谱分析

最佳灭菌工艺处理前后的 １０ 批丹参供试品

溶液ꎬ按 １􀆰 ２􀆰 ５ 方法测定ꎬ数据分别导入“中药色

谱指纹图谱相似度评价系统(２０１２ 版)”ꎬ以灭菌

前 １０ 批丹参样品生成对照指纹图谱作为参照图

谱ꎬ生成叠加 ＨＰＬＣ 指纹图谱对照指纹图谱ꎮ 选

取 １５ 个峰作为共有峰ꎬ其中 ８ 个共有峰与丹参 ８
种对照品图谱保留时间和最大紫外吸收波长相一

致ꎬ见图 ２ꎮ 灭菌前后 １０ 批图谱与灭菌前对照图

谱的相似度均大于 ０􀆰 ９ꎬ丹参质量稳定ꎮ
２􀆰 ６ 　 丹参 １５ 个共有峰成分鉴别及结构确认

分别采用正离子和负离子模式ꎬ丹参样品和

丹参 ８ 种对照品采用 １􀆰 ２􀆰 ５ 条件进样分析ꎮ 采用

ＬＣ￣ＭＳ 法确认丹参样品中 １５ 个共有峰所对应的

　 　 　 　 　 　

１.丹参素ꎻ２.迷迭香酸ꎻ３.紫草酸ꎻ４.丹酚酸 Ｂꎻ５.丹酚酸 Ｅꎻ
６.紫草酸甲酯ꎻ７.丹参酸甲酯ꎻ８.丹酚酸 Ｆꎻ９.二氢丹参酮Ⅰꎻ

１０.１ꎬ２￣去氢隐丹参酮ꎻ１１.隐丹参酮ꎻ１２.丹参酮Ⅰꎻ
１３.１ꎬ２￣二氢丹参醌ꎻ１４.去氢丹参新酮ꎻ１５.丹参酮ⅡＡꎻ

Ｓ１~ Ｓ１０:灭菌后图谱ꎻＳ１１:灭菌前对照图谱

图 ２　 灭菌前后丹参指纹谱图

Ｆｉｇ.２　 Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ
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化学结构ꎬ根据丹参化学成分裂解的离子信息以

及加和行为等规律推断其化学成分结构并与 ８ 种

对照品碎片离子信息进行比对ꎬ最终在负离子模

式下确认 １~ ８ 号共有峰为水溶性丹酚酸类化合

物ꎬ正离子模式确认 ９ ~ １５ 号共有峰为丹参酮类

化合物[１５￣１７]ꎬ结果见表 ６ꎮ 质谱离子流图见图 ３ꎮ
表 ６ 　 丹参 １５ 个共有峰质谱分析

Ｔａｂ.６　 Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １５ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ ｏｆ
Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ

峰号 化合物
保留
时间 /
ｍｉｎ

分子式
相对
分子
质量

ＭＳ(ｍ/ ｚ)

１ 丹参素 ４􀆰 ８４ Ｃ９Ｈ１０Ｏ５ １９８􀆰 ２ １９７􀆰 ０[Ｍ－Ｈ]－

２ 迷迭香酸 ２７􀆰 ０９ Ｃ１８Ｈ１６Ｏ８ ３６０􀆰 ３ ３５９􀆰 １[Ｍ－Ｈ]－

３ 紫草酸 ２９􀆰 ４８ Ｃ２７Ｈ２２Ｏ１２ ５３８􀆰 ５ ５３７􀆰 ０[Ｍ－Ｈ]－

４ 丹酚酸 Ｂ ３６􀆰 ３２ Ｃ３６Ｈ３０Ｏ１６ ７１８􀆰 ６ ７１７􀆰 １[Ｍ－Ｈ]－

５ 丹酚酸 Ｅ ３９􀆰 ７０ Ｃ３６Ｈ３０Ｏ１６ ７１８􀆰 ６ ７１７􀆰 １[Ｍ－Ｈ]－

６ 紫草酸甲酯 ４６􀆰 ４４ Ｃ２８Ｈ２４Ｏ１２ ５５２􀆰 ５ ５５１􀆰 ０[Ｍ－Ｈ]－

７ 丹参酸甲酯 ５１􀆰 １９ Ｃ２０Ｈ１８Ｏ５ ３３８􀆰 ４ ３３７􀆰 １[Ｍ－Ｈ]－

８ 丹酚酸 Ｆ ５３􀆰 ９０ Ｃ１７Ｈ１４Ｏ６ ３１４􀆰 ３ ３１３􀆰 ０[Ｍ－Ｈ]＋

９ 二氢丹参酮Ⅰ ５６􀆰 ０８ Ｃ１８Ｈ１４Ｏ３ ２７８􀆰 ３ ２７９􀆰 ０[Ｍ＋Ｈ]－

１０ １ꎬ２￣去氢隐丹参酮 ５８􀆰 １０ Ｃ１９Ｈ１８Ｏ３ ２９４􀆰 ３ ２９５􀆰 １[Ｍ＋Ｈ]＋

１１ 隐丹参酮 ６０􀆰 ７４ Ｃ１９Ｈ２０Ｏ３ ２９６􀆰 ４ ２９７􀆰 １[Ｍ＋Ｈ]－

１２ 丹参酮Ⅰ ６１􀆰 ９７ Ｃ１８Ｈ１２Ｏ３ ２７６􀆰 ３ ２７７􀆰 ０[Ｍ＋Ｈ]＋

１３ １ꎬ２￣二氢丹参醌 ６４􀆰 ５１ Ｃ１８Ｈ１４Ｏ３ ２７８􀆰 ３ ２７９􀆰 ０[Ｍ＋Ｈ]＋

１４ 去氢丹参新酮 ６６􀆰 ０５ Ｃ１９Ｈ２０Ｏ２ ２８０􀆰 ４ ２８１􀆰 ０[Ｍ－Ｈ]－

１５ 丹参酮ⅡＡ ６７􀆰 ７５ Ｃ１９Ｈ１８Ｏ３ ２９４􀆰 ３ ２９５􀆰 １[Ｍ＋Ｈ]＋

ａ.丹参对照品负离子流图ꎻｂ.丹参对照品正离子流图ꎻ
ｃ.丹参样品负离子流图ꎻｄ.丹参样品正离子流图

图 ３　 质谱离子流图

Ｆｉｇ.３　 Ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ

２􀆰 ７ 　 统计与分析

２􀆰 ７􀆰 １ 　 ｔ 检验分析

灭菌前后 １０ 批丹参中 ８ 种化合物含量、总含

量及 ＤＰＰＨ􀅰清除率分别经 ｔ 检验分析ꎬ均无显著

性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ结果见表 ７ꎮ

表 ７ 　 ｔ 检验分析表

Ｔａｂ.７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｔ ｔｅｓｔ

样本 处理方式 (􀭰ｘ±Ｓ) / ％ Ｐ

丹参素
灭菌前
灭菌后

０􀆰 ３５１±０􀆰 ００８
０􀆰 ３３２±０􀆰 ００４

０􀆰 １８１

迷迭香酸
灭菌前
灭菌后

０􀆰 １２６±０􀆰 ０１１
０􀆰 １２９±０􀆰 ０１０

０􀆰 ３７４

紫草酸
灭菌前
灭菌后

０􀆰 １７６±０􀆰 ２１２
０􀆰 １７２±０􀆰 ２６５

０􀆰 ７０９

丹酚酸 Ｂ
灭菌前
灭菌后

２􀆰 ７９６±０􀆰 ３７７
２􀆰 ８４４±０􀆰 ３２４

０􀆰 ５２２

二氢丹参酮Ⅰ
灭菌前
灭菌后

０􀆰 １３４±０􀆰 ５１７
０􀆰 １４３±０􀆰 ５５６

０􀆰 ６９４

隐丹参酮
灭菌前
灭菌后

０􀆰 １２１±０􀆰 ４７４
０􀆰 １２６±０􀆰 ５２２

０􀆰 ６４８

丹参酮Ⅰ
灭菌前
灭菌后

０􀆰 １３９±０􀆰 ０６０
０􀆰 １５７±０􀆰 ０７０

０􀆰 ４４１

丹参酮ⅡＡ
灭菌前
灭菌后

０􀆰 １３０±０􀆰 ０５３
０􀆰 １３５±０􀆰 ０５７

０􀆰 ７４６

总含量
灭菌前
灭菌后

３􀆰 ６６１±０􀆰 ５８０
３􀆰 ７４２±０􀆰 ５５１

０􀆰 ８１６

ＤＰＰＨ􀅰清除率
灭菌前
灭菌后

８０􀆰 ６９±１􀆰 ８３３
８１􀆰 ７９±１􀆰 ５８３

０􀆰 ９２２

２􀆰 ７􀆰 ２ 　 聚类分析

将灭菌前后 １０ 批丹参 １５ 种化合物色谱峰

面积数据采用 ＳＰＳＳ 软件标准化处理后ꎬ导入

ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０２２ 软件ꎬ以平均值为连接ꎬＥｕｃｌｉｄｅａｎ
距离为测度进行系统聚类分析ꎬ生成聚类分析热

图ꎬ结果见图 ４ꎮ １０ 个不同批次丹参样品根据不

同成分的差异性分为 ３ 类ꎬ第 １、５、９ 批丹参样本

聚为一类ꎬ第 ２、７、６ 批丹参样本聚为一类ꎬ第 ３、
４、８、１０ 批丹参样本聚为一类ꎬ同一批次样品灭菌

前后依然聚为一类ꎬ表明瞬时高温灭菌后丹参药

材质量稳定ꎮ

图 ４　 聚类分析热图

Ｆｉｇ.４　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ
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２􀆰 ７􀆰 ３ 　 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 分析

为了进一步判别区分 １０ 个不同批次丹参的

差异性标志物ꎬ采用 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 法化学计量学中经

典的模式识别方法ꎬ通过寻找解释变量的线性子

空间ꎬ使高度多维数据的自变量 Ｘ 与相应的因变

量 Ｙ 之间的协方差最大化ꎬ完成新的子空间基于

减少的因素实现 Ｙ 变量的预测[１８]ꎮ 将灭菌前后

１０ 批丹参数据导入 ＳＩＣＭＡ 软件ꎬ进行 ＯＰＬＳ￣ＤＡ
分析ꎬ散点得分图和变量重要性投影(ＶＩＰ)值见

图 ５、６ꎬ在得分散点图上呈现出明显的 ３ 组分类ꎬ
与聚类分析结果一致ꎮ ＶＩＰ>１ 的成分贡献率大ꎬ
可以作为区分不同批次丹参的指标性成分ꎬ紫草

酸甲酯>丹酚酸 Ｂ>丹参酸甲酯>丹参酮Ⅰ>隐丹

参酮>丹酚酸 Ｆ>丹参酮ⅡＡ>二氢丹参酮Ⅰꎮ

图 ５　 ＰＬＳ￣ＤＡ 得分图

Ｆｉｇ.５　 ＰＬＳ￣ＤＡ Ｓｃｏｒｅ ｃｈａｒｔ

图 ６　 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 分析不同成分 ＶＩＰ 值

Ｆｉｇ.６　 ＯＰＬＳ￣ＤＡ ａｎａｌｙｚｅｄ ＶＩＰ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

２􀆰 ７􀆰 ４ 　 谱效关系分析

以 １０ 批指纹图谱中 １５ 个共有峰的峰面积为

自变量 Ｘꎬ与其对应的 ＤＰＰＨ􀅰清除率为因变量 Ｙꎬ
导入 ＳＩＭＣＡ￣Ｐ １４􀆰 １ 软件中ꎬ作偏最小二乘回归分

析(ＰＬＳ￣ＤＡ)ꎬ计算标准化回归系数和变量重要性

投影 ＶＩＰ 值[１９]ꎮ 当回归系数为正值时自变量和

因变量呈正相关ꎬ回归系数为负值时呈负相关ꎬ丹
参素、迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸 Ｂ、丹酚酸 Ｅ、紫
草酸甲酯、丹参酸甲酯、丹酚酸 Ｆ、去氢丹参新酮

与丹参抗氧化活性呈正相关ꎬ如图 ７ 所示ꎬ说明丹

参中上述成分含量增加时ꎬ丹参抗氧化活性增强ꎮ
ＶＩＰ 值由大到小的顺序为迷迭香酸>丹酚酸 Ｂ>紫
草酸>丹酚酸 Ｆ>紫草酸甲酯>丹参酸甲酯>丹酚

酸 Ｅ>丹参素>去氢丹参新酮ꎬ其中迷迭香酸、丹
酚酸 Ｂ、紫草酸、丹酚酸 Ｆ 这 ４ 种成分 ＶＩＰ>１ꎬ见
图 ８ꎬ与抗氧化活性呈强正相关ꎮ ＰＬＳ￣ＤＡ 预测得

到的 １５ 种化学成分抗氧化活性大小与 ２􀆰 ３􀆰 １ 中

丹参 ８ 种化合物单体 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性规律基

本一致ꎬ丹参中迷迭香酸、丹酚酸 Ｂ、紫草酸、丹酚

酸 Ｆ 可作为衡量丹参 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性质量标

志物ꎮＳａｗ 等[２０] 和赵雪魏等[２１] 用 ＮＭＲ 分析几种

含邻二酚羟基的儿茶素单体与 ＤＰＰＨ􀅰反应后的

瞬间产物ꎬ检测到产生邻苯醌结构ꎬ这表明儿茶素

抗氧化机理是由于 Ｂ 环邻二酚羟基被氧化形成

邻苯醌结构ꎬ而丹参水溶性成分分子中均含有 １~
４ 对邻二酚羟基结构ꎬ这是它们 ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活

性强的结构基础ꎻ丹参中脂溶性成分 ＤＰＰＨ􀅰抗氧

化活性不显著ꎬ与其结构中邻苯醌不能被氧化供

氢产生自由基有关ꎮ

图 ７　 丹参 １５ 个共有峰偏最小二乘回归系数

Ｆｉｇ.７　 １５ ｐｅａｋ￣ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ

图 ８　 丹参 １５ 个共有峰变量重要性(ＶＩＰ)值
Ｆｉｇ.８　 Ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ(ＶＩＰ)ｖａｌｕｅｓ ｏｆ １５

ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ

５１



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４６ 卷第 ６ 期

３　 结论

瞬时高温灭菌前后丹参微生物限度检查、８
种化合物含量、ＤＰＰＨ􀅰抗氧化活性检测、丹参指

纹图谱相似度分析和 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞存活率分析结

果显示瞬时高温灭菌对丹参质量及安全性无影

响ꎮ 紫草酸甲酯、丹酚酸 Ｂ、丹参酸甲酯、丹参酮

Ⅰ、隐丹参酮、丹酚酸 Ｆ、丹参酮ⅡＡ、二氢丹参酮

Ⅰ为丹参质量差异标志物ꎻ迷迭香酸、丹酚酸 Ｂ、
紫草酸、丹酚酸 Ｆ 为抗氧化活性的质量标志物ꎮ
本研究为瞬时高温灭菌技术在丹参生产中的应

用、质量控制及抗氧化活性物质基础的确定提供

科学依据ꎮ
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基于气相色谱质谱研究肺癌呼气特征性挥发有机化合物

吕伟１ꎬ石雯闽１ꎬ尹怡２ꎬ王祥麒２ꎬ冯卫生１ꎬ张志娟∗１ꎬ３

(１.河南中医药大学 药学院ꎬ河南 郑州　 ４５００５６ꎻ２.河南中医药大学第三附属医院 肿瘤科ꎬ河南 郑州　 ４５００５６ꎻ

３.暨南大学 质谱仪器与大气环境研究所ꎬ广东 广州　 ５１０６３２)

摘要:对肺癌患者呼出气体中挥发性有机化合物(ＶＯＣｓ)进行定性定量检测ꎬ研究肺癌患者呼气 ＶＯＣｓ 浓度变化ꎬ筛查肺

癌特异性呼气 ＶＯＣｓꎮ 应用气相色谱质谱联用仪(ＧＣ￣ＭＳ)检测 ３６０ 例受试者的呼气 ＶＯＣｓ 样品ꎬ包括 １３４ 名健康志愿者、

１７６ 名肺癌患者和 ５０ 名乳腺癌患者ꎮ 每个受试者采集 ３ 个平行样以及 １ 个室内环境样ꎮ 对检测到的挥发性有机物

(ＶＯＣｓ)进行定量分析ꎬ联合使用 Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验和正交偏最小二乘判别分析(ＯＰＬＳ￣ＤＡ)模型筛选出 ８ 种肺癌患

者呼气特征性 ＶＯＣｓꎬ包括顺式￣２￣丁烯、苯、１ꎬ２￣二氯丙烷、三氯乙烯、４￣甲基￣２￣戊酮、３￣甲基戊烷、正辛烷和萘ꎮ 模型诊断

的准确度、精准度、灵敏度和特异性分别为 ９５􀆰 ４１％、９５􀆰 １５％、９３􀆰 ９９％和 ９６􀆰 ６７％ꎬＦ１ 分数为 ９４􀆰 ５１％ꎬ诊断性能好ꎮ 综上ꎬ

以上 ８ 种 ＶＯＣｓ 可作为肺癌患者的呼气特征性 ＶＯＣｓꎬ为肺癌的早期呼气诊断提供新的数据支撑和方法ꎮ

关键词:气相色谱质谱联用仪ꎻＶＯＣｓꎻ特征性ꎻ肺癌ꎻ呼气
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎻＶＯＣｓꎻｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎻｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒꎻｂｒｅａｔｈ

　 　 收稿日期:２０２３￣１２￣１５ꎻ网络首发日期:２０２４￣０３￣１２
基金项目:国家自然科学基金资助项目(２１８７８１２２)ꎻ广州

市科技新星资助项目(２０１７１００１００５３)ꎮ
作者简介:吕伟(１９８９￣)ꎬ女ꎬ河南郑州人ꎬ硕士生ꎬ主要研究

方向为肺癌呼气早期诊断ꎮ
通讯作者:张志娟ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｚｈａｎｇｙａｎ０２０４＠ １２６.ｃｏｍꎮ
引用本文:吕伟ꎬ石雯闽ꎬ尹怡ꎬ等.基于气相色谱质谱研究

肺癌呼气特征性挥发有机化合物 [ Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ
４６(６):１７￣２５ꎮ

　 　 据 ＷＨＯ 统计ꎬ仅 ２０２０ 年全球就有 ２２０ 万新

发肺癌患者ꎬ约占所有新发癌症患者的 １１􀆰 ４％ꎬ
肺癌新发死亡人数约 １８０ 万ꎬ约占所有癌症患者

的 １８％[１]ꎮ 约 ８５％的肺癌患者被确诊时已为晚

期ꎬ其 ５ 年存活率仅为 ３􀆰 ５％[２ꎬ３]ꎮ 目前ꎬ常规的

肺癌检测技术包括计算机断层扫描(ＣＴ)、胸部 Ｘ
射线(ＣＸＲ)、痰细胞学检查、低剂量 ＣＴ (ＬＤＣＴ)
和活检ꎮ 然而ꎬ这些方法存在入侵性、假阳性高和

辐射暴露风险等缺点[４￣６]ꎮ 因此寻找一种快速、非
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侵入、无辐射且经济有效的早期肺癌检测技术迫

在眉睫ꎮ
近年来ꎬ呼气诊断由于其无创性、样品易得、

患者可接受程度高和灵敏度高等优点ꎬ在肺癌及

肺部炎症患者领域的应用备受关注ꎮ 气相色谱￣
质谱联用法(Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ
ＧＣ￣ＭＳ)作为传统的挥发性有机物(Ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓꎬＶＯＣｓ)分析方法在呼气 ＶＯＣｓ 标志物

筛查领域的应用也日益拓展ꎮ 早在 １９８５ 年ꎬ
Ｇｏｒｄｏｎ 等[７]首次采用气相色谱￣质谱法对肺癌患

者呼气中 ＶＯＣｓ 进行了检测分析ꎬ引发了人们对

呼气 ＶＯＣｓ 用于肺癌诊断的探索ꎮ 谢少华等[８] 应

用 ＧＣ￣ＭＳ 研究了呼出气 ＶＯＣｓ 对 ５０ 岁以下人群

患良 /恶性肺结节的预测价值ꎬ发现环戊烷、３￣甲
基戊烷和乙苯可以作为区分肺结节良 /恶性的特

征性 ＶＯＣｓꎮ Ｚｏｕ 等[９] 研究发现将机器算法和呼

气分析相结合ꎬ置信样本区分肺癌患者和健康志

愿者的准确率可达 ９３％ꎮ 茹立华等[１０] 应用 ＴＤ￣
ＧＣ￣ＭＳ 探究 ７９ 名肺癌患者和 １０１ 名健康志愿者ꎬ
检测到 １０ 种特征性 ＶＯＣｓꎬ 其模型准确率为

９６􀆰 ２５％ꎮ 然而ꎬ肺癌呼气特征性 ＶＯＣｓ 的分析和

筛查与样本量大小和实验队列设计等因素密切相

关ꎬ先前的研究大多单纯地将健康对照和肺癌患

者进行了比较[９ꎬ１１￣１３]ꎬ缺乏肺癌与其他癌症特征

性 ＶＯＣｓ 的筛选和对比ꎬ可能导致一些特征性

ＶＯＣｓ 出现假阳性的结果ꎮ
基于此ꎬ本研究将应用热脱附￣气相色谱￣质

谱联用法(ＴＤ￣ＧＣ￣ＭＳ)对肺癌患者的呼气 ＶＯＣｓ
进行定性定量分析ꎬ并通过与乳腺癌患者和健康

对照组呼气 ＶＯＣｓ 比较ꎬ运用统计学的方法研究

肺癌患者呼气 ＶＯＣｓ 与乳腺癌患者及健康人群的

呼气 ＶＯＣｓ 的差异性ꎬ筛查肺癌患者的呼气特征

性 ＶＯＣｓꎬ运用机器学习模型决策树(ＤＴ)、逻辑回

归(ＬＲ)、支持向量(ＳＶＭ)和朴素贝叶斯(ＮＢ)验
证这些特征性 ＶＯＣｓ 的准确性并探究其来源和代

谢途径ꎬ为呼气诊断运用于肺癌提供新的思路和

方法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＢＰＧ￣９０７０Ａ 型鼓风干燥箱(上海一恒科学仪

器有限公司)ꎻＱＰ２０２０ ＮＸ 型 ＧＣ￣ＭＳ 分析仪(岛
津企业管理有限公司)ꎻＵ￣ＫＯＲＩ￣ＸＲ 型热脱附仪

(英国 Ｍａｒｋｅｓ 国际有限公司)ꎻ１ Ｌ Ｔｅｄｌａｒ 袋(大连

德霖有限公司)ꎮ
高纯氮气、高纯氦气(９９􀆰 ９９９％、河南迎众化

工产品有限公司)ꎮ
１􀆰 ２ 　 研究对象与分组

本研究于 ２０２１ 年 １１ 月至 ２０２３ 年 ７ 月在河

南中医药大学和河南中医药大学第三附属医院肿

瘤科进行ꎬ共采集呼气样本 ３６０ 例ꎬ其中肺癌患者

１７６ 例ꎬ乳腺癌患者 ５０ 例ꎬ健康人群 １３４ 例ꎬ其人

口统计学特征如表 １ 所示ꎬ受试者在采集样品前

签署受试者信息调查表和知情同意书ꎮ 肺癌患者

入组标准:经病理学或支气管镜检查确诊为肺癌

患者ꎬ年龄>１８ 岁ꎬ排除患有其他肿瘤、慢性呼吸

道疾病ꎬ不能配合呼气采集或者在任何阶段要求

终止实验的患者ꎮ 乳腺癌患者入组标准:经穿刺

或活检证实为乳腺癌患者ꎬ没有肺部转移ꎬ年龄>
１８ 岁ꎬ排除标准如肺癌ꎮ 健康对照组没有任何肺

部和乳腺疾病ꎮ
表 １ 　 参与者基本特征注

Ｔａｂ.１　 Ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓ

变量
健康对照
(ｎ＝ １３４)

肺癌组
(ｎ＝ １７６)

乳腺癌组
(ｎ＝ ５０)

年龄 / 岁 ２３􀆰 １２±４􀆰 ６７ ６２􀆰 ０３±９􀆰 ７０ ５２􀆰 ４８±１０􀆰 ７０

性别 / ％ 　 　 　

　 男 ３３􀆰 ３３ ５５􀆰 ７０ Ｎ / Ａ

　 女 ６６􀆰 ６７ ４５􀆰 ３０ １００􀆰 ００

身高 / ｍ １􀆰 ６７±０􀆰 ０８ １􀆰 ６６±０􀆰 ０８ １􀆰 ６１±０􀆰 ０４

体重 / ｋｇ ６１􀆰 ５０±１２􀆰 ７６ ６５􀆰 ５５±１４􀆰 ４０ ５２􀆰 ４８±１０􀆰 ７０

体重指数 / (ｋｇ􀅰ｍ－２) ２１􀆰 ７８±３􀆰 ２０ ２３􀆰 ６３±４􀆰 ５５ ２３􀆰 １０±３􀆰 ５４

合并疾病 　 　 　

　 高血压 Ｎ / Ａ １５􀆰 ６４ １４􀆰 ００

　 ２ 型糖尿病 Ｎ / Ａ ８􀆰 ３８ １６􀆰 ００

吸烟史 / ％ 　 　 　

　 吸烟 ２􀆰 ９６ ２􀆰 ２３ Ｎ / Ａ

　 戒烟 ２􀆰 ２２ ３６􀆰 ３１ Ｎ / Ａ

　 从不吸烟 ９４􀆰 ８１ ６１􀆰 ４５ １００􀆰 ００

　 　 注:Ｎ / Ａ:Ｎｏｔ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅꎮ

１􀆰 ３ 　 呼气样品采集

呼出气体采集在固定的房间进行ꎬ为排除食

物等外源性污染ꎬ受试者在采样前遵循以下原则:
(１)采样前 ８ ｈ 禁烟禁酒禁食且采样时空腹ꎬ

不刷牙ꎬ不涂抹化妆品ꎮ
(２) 采样开始前漱口ꎬ 采样时平静呼气

１５ ｍｉｎꎬ排除因剧烈活动引起的异戊二烯升

８１



第 ４６ 卷第 ６ 期 吕伟等:基于气相色谱质谱研究肺癌呼气特征性挥发有机化合物

高[１４]ꎬ深呼吸 ３ 次后憋气 １０ ｓ(鼻吸口呼)ꎬ最后

通过一次性吹嘴将气体吹入 １ Ｌ Ｔｅｄｌａｒ 袋中ꎬ如
吹不满重复上述操作ꎬ直至吹满为止ꎮ

(３)每个参与者采集 ３ 个平行样ꎬ为了排除

环境的干扰ꎬ同时采集环境样作为背景气ꎮ
呼出气体采集完成后对样品编号ꎬ将样品保

存在 ４ ℃恒温保温箱避光保存ꎬ在 ２ ｈ 内运回实

验室ꎬ２４ ｈ 内完成分析ꎮ
１􀆰 ４ 　 呼气检测

使用 ＧＣ￣ＭＳꎬ所用色谱柱包括 ＤＢ￣１(６０􀆰 ０ ｍ×
０􀆰 ２５ ｍｍ × １ μｍ) 和 Ｒｔ￣Ａｌｕｍｉｎａ ＢＯＮＤ / Ｎａ２ＳＯ４

(３０􀆰 ０ ｍ×０􀆰 ３２ ｍｍ×５ μｍ)ꎬ同时搭载中心切割系

统ꎬ能将 Ｃ２ 和 Ｃ３ 物质更好的分离ꎮ 采集的呼出

气经热脱附预浓缩后进行检测ꎮ ＧＣ￣ＭＳ 的分析

条件如表 ２ 所示ꎮ
表 ２ 　 ＧＣ￣ＭＳ 分析操作条件

Ｔａｂ.２　 Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ＧＣ￣ＭＳ

步骤 参数 数值

ＧＣ 分析

载气

柱温箱升温程序

氦气

３５ ℃维持 １ ｍｉｎ
５ ℃ / ｍｉｎ 升至 １００ ℃

１０ ℃ / ｍｉｎ 升至 １９０ ℃ꎬ维持 １０ ｍｉｎ

ＭＳ 分析
离子源

接口温度
离子源温度

ＥＩ(７０ ｅＶ)
２００ ℃
２００ ℃

１􀆰 ５ 　 数据分析

采用 ＧＣ￣ＭＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 对呼气样本中的 ＶＯＣｓ
进行定性和定量ꎬ对 ３６０ 个呼气样本进行 Ｍａｎｎ￣
Ｗｈｉｔｎｅｙ 检验(Ｕ 检验)以及正交偏最小二乘判别

(ＯＰＬＳ￣ＤＡ)分析ꎬ选定 Ｐ<０􀆰 ０５ 以及变量投影重

要值(Ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎꎬＶＩＰ)≥１􀆰 ５
的 ＶＯＣｓ 为特征性 ＶＯＣｓꎬ将呼气样本中选定的特

征性 ＶＯＣｓ 划分为 ６０％的训练集和 ４０％的验证

集ꎬ构建不同的机器学习模型ꎬ分析其准确度、精
准度、灵敏度和特异性ꎬ进一步验证特征性 ＶＯＣｓ
对肺癌的诊断性能ꎮ 根据京都基因与基因组百科

全书(ＫＥＧＧꎬｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｏｍｅ. ｊｐ / ｋｅｇｇ / )数据

库对代谢物进行定性评估ꎬ对 Ｐ<０􀆰 ０５ 的物质进

行代谢途径 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ探究呼出气体潜在

的代谢途径ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 呼出气体中特征性 ＶＯＣｓ
将采集到的肺癌患者、乳腺癌患者和健康对

照组的呼出气体 ＶＯＣｓ 进行 ＧＣ￣ＭＳ 分析ꎬ依据差

异倍数 ｌｏｇ２ＦＣ>１ 且 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ将检测到的 ＶＯＣｓ 绘
制火山图ꎬ如图 １ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ部分

ＶＯＣｓ 在肺癌患者、乳腺癌和健康人群中分别呈

现不同上调和下调趋势ꎬ说明 ＶＯＣｓ 在不同的癌

症患者和健康人群中有一定的差异ꎮ

ＨＣ:健康志愿者ꎻＬＣ:肺癌患者ꎻＢＣ:乳腺癌患者

ａ.ＨＣ ＆ ＬＣꎻｂ.ＨＣ ＆ ＢＣꎻｃ.ＬＣ ＆ ＢＣ

图 １　 ＶＯＣｓ 在不同人群中表现的火山图

Ｆｉｇ.１　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ＶＯＣｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

２􀆰 １􀆰 １ 　 健康对照组、肺癌患者和乳腺癌患者呼

出气体中特征性 ＶＯＣｓ
ＯＰＬＳ￣ＤＡ 是一种有监督的判别分析方法ꎬ在

降维的同时考虑了分组信息ꎬ目前广泛用于特征

选择及分类[１５]ꎮ 本研究将测得的健康对照组、肺
癌患和乳腺癌患者的 ＶＯＣｓ 浓度信息建立 ＯＰＬＳ￣
ＤＡ 模型ꎬ如图 ２ 所示ꎮ 从图 ２ａ 可以看出ꎬ健康人

群、肺癌患者和乳腺癌患者的呼气 ＶＯＣｓ 存在显

著差异ꎬ组内聚集性良好ꎬ在 ９５％的置信区间内

组间差异明显ꎮ 此外ꎬ如图 ２ｂ 所示ꎬ模型中 Ｒ２ 和

Ｑ２ 分别为 ０􀆰 ８８０ 和 ０􀆰 ９３０ꎬ表明模型拟合的主成

分有良好的解释能力ꎬ同时预测的准确率高达

９３％ꎮ 为了防止 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型出现过拟合ꎬ本研

究进行了 ２００ 次交叉置换检验验证ꎬ发现 Ｒ２ 和

Ｑ２ 均低于原始数据ꎬ如图 ２ｃ 所示ꎬ说明模型不存

在过拟合且具有良好的稳定性和可靠性ꎮ 因此基

于 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 分类ꎬ健康人群、肺癌患者和乳腺癌

患者可以进行区分ꎮ

９１
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ａ.健康对照组、肺癌患者和乳腺癌患者得分图ꎬ
ＨＣ:健康志愿者ꎻＬＣ:肺癌患者ꎻＢＣ:乳腺癌患者ꎻ

ｂ.模型参数图ꎬＲ２:模型解释能力ꎻ

Ｑ２:模型预测能力ꎻｃ.２００ 次交叉置换验证图

图 ２　 健康参与者、肺癌患者和乳腺癌患者

ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型图

Ｆｉｇ.２　 ＯＰＬＳ￣ＤＡ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｈｅａｌｔｈｙ ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓꎬ
ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓꎬａｎｄ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

２􀆰 １􀆰 ２ 　 肺癌患者呼出气体中特征性 ＶＯＣｓ
为进一步探究肺癌患者呼气中的特征性

ＶＯＣｓꎬ将测得的健康对照组和肺癌患者的 ＶＯＣｓ
浓度建立 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型ꎬ如图 ３ 所示ꎮ 从图 ３ａ
可以看出ꎬ肺癌患者和健康人群的呼气 ＶＯＣｓ 存

在显著差异ꎬ组内聚集性良好ꎬ在 ９５％的置信区

间内组间差异明显ꎮ 此外ꎬ如图 ３ｂ 所示ꎬ模型中

Ｒ２ 和 Ｑ２ 分别为 ０􀆰 ８７０ 和 ０􀆰 ８６３ꎬ表明模型拟合的

主成分有良好的解释能力ꎬ同时预测的准确率高

达 ８６􀆰 ３％ꎮ 为了防止 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型出现过拟合ꎬ
本研究进行了 ２００ 次交叉置换检验验证ꎬ发现 Ｒ２

和 Ｑ２ 均低于原始数据ꎬ如图 ３ｃ 所示ꎬ说明模型不

存在过拟合且具有良好的稳定性和可靠性ꎮ 基于

ＯＰＬＳ￣ＤＡ 分类ꎬ进一步的ꎬ将模型贡献较大的变

量信息以 ＶＩＰ 值来衡量ꎮ 如图 ３ｄ 和表 ３ 所示ꎬ当
ＶＩＰ≥１􀆰 ５ 时ꎬ共筛选出 ８ 种存在显著差异的

ＶＯＣｓ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 因此ꎬ顺式￣２￣丁烯、苯、１ꎬ２￣二
氯丙烷、三氯乙烯、４￣甲基￣２￣戊酮、３￣甲基戊烷、正
辛烷和萘可作为肺癌的特征性 ＶＯＣｓꎮ 特征性

ＶＯＣｓ 的浓度变化箱式图具体如图 ４ 所示ꎬ其中

苯、萘、三氯乙烯和正辛烷的浓度在肺癌患者中表

现为下降ꎬ顺式￣２￣丁烯、１ꎬ２￣二氯丙烷、４￣甲基￣２￣
戊酮和 ３￣甲基戊烷的浓度在肺癌患者中表现为

上升ꎮ

ａ.健康对照组和肺癌患者得分图ꎬＨＣ:健康志愿者ꎻ

ＬＣ:肺癌患者ꎻｂ.模型参数图ꎬＲ２:模型解释能力ꎻ

Ｑ２:模型预测能力ꎻｃ.２００ 次交叉置换验证图ꎻ
ｄ.特异性 ＶＯＣｓ 的 ＶＩＰ 值示意图ꎬ数字对应 ＶＯＣ 见表 ３

图 ３　 健康志愿者和肺癌患者 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型图

Ｆｉｇ.３　 ＯＰＬＳ￣ＤＡ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ
ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

表 ３ 　 肺癌患者特征 ＶＯＣｓ 代谢信息表注

Ｔａｂ.３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｂｒｅａｔｈ ＶＯＣｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

序号 ＶＯＣｓ ＣＡＳ Ｐ 值 ＡＵＣ 中位数 / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) 平均值 / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) 最大值 / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) 趋势

１ 顺式￣２￣丁烯 ５９０￣１８￣１ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ７２３ ０􀆰 ４０１ ０􀆰 ３６８ ０􀆰 ５２１ ↑１)

２ 苯 ７１￣４３￣２ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ７４１ ０􀆰 ５６７ ０􀆰 ５８７ ０􀆰 ８２９ ↓２)

３ 戊醛 １１０￣６２￣３ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ７８０ ０􀆰 ５９２ ０􀆰 ４１６ １􀆰 ０２５ ↑１)

４ 三氯乙烯 ７５￣０９￣２ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８０２ ０ ０􀆰 ４３４ ０􀆰 １６７ ↓１)

５ ４￣甲基￣２￣戊酮 １０８￣１０￣１ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８３７ ０􀆰 ５１０ ０􀆰 ４５１ ０􀆰 ５３１ ↑１)

６ ２ꎬ３ꎬ４￣三甲基戊烷 ５８９￣８１￣１ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８１１ ０􀆰 ５４１ ０􀆰 ４８０ ０􀆰 ５６９ ↑１)

７ 正辛烷 １１１￣６５￣９ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ７６３ ０􀆰 ６６６ ０􀆰 ６４５ ０􀆰 ７０８ ↓１)

８ 萘 ９１￣２０￣３ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ７０６ ０􀆰 ６１６ ０􀆰 ６０５ ０􀆰 ６８６ ↓２)

　 　 注:∗∗∗:具有显著统计学意义ꎻ１)“↑”为与健康志愿者比较浓度上升ꎻ２)“↓”与健康志愿者相比浓度下降ꎮ

０２



第 ４６ 卷第 ６ 期 吕伟等:基于气相色谱质谱研究肺癌呼气特征性挥发有机化合物

ａ.顺式￣２￣丁烯ꎻｂ.苯ꎻｃ.１ꎬ２ 二氯丙烷ꎻｄ.三氯乙烯ꎻｅ.４￣甲基￣２￣戊酮ꎻｆ.２ꎬ３ꎬ４￣三甲基戊烷ꎻｇ.正辛烷ꎻｈ.萘

图 ４　 肺癌患者和健康对照组呼气中 ８ 种特征性 ＶＯＣｓ 的浓度差异

Ｆｉｇ.４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｂｒｅａｔｈ ＶＯＣｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ

２􀆰 １􀆰 ３ 　 乳腺癌患者呼出气体 ＶＯＣｓ 特征

从图 ５ａ 可以看出ꎬ乳腺癌和健康人群呼气样

本存在显著差异ꎬ在 ９５％的置信区间内组间差异

明显ꎬ组内聚集性良好ꎮ 此外ꎬ如图 ５ｂ 所示ꎬ模型

中 Ｒ２ 和 Ｑ２ 分为 ０􀆰 ９１０ 和 ０􀆰 ８６４ꎬ表明模型拟合的

主成分有良好的解释能力ꎬ同时预测的准确率高

达 ８６􀆰 ４％ꎮ 图 ５ｃ 给出了 ２００ 次交叉置换检验验

证图ꎬ发现 Ｒ２ 和 Ｑ２ 均低于原始数据ꎬ说明 ＯＰＬＳ￣
ＤＡ 模型不存在过拟合且具有良好的稳定性和可

靠性ꎮ 对于乳腺癌患者和健康对照组ꎬ 基于

ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型对贡献相对较大的变量信息以 ＶＩＰ
值来衡量ꎮ 如图 ５ｄ 和表 ４ 所示ꎬ当 ＶＩＰ≥１􀆰 ５ 时ꎬ
共发现 ８ 种具有显著差异的 ＶＯＣｓ(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 依

据建立的 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型ꎬ乙烯、正丁醛、１￣己烯、
三氯甲烷、苯、戊醛、４￣甲基￣２￣戊酮和正辛烷可作

为乳腺癌的特征性 ＶＯＣｓꎬ其中 ４￣甲基￣２￣戊酮、正
辛烷和苯同时在肺癌患者和乳腺癌患者中被发

现ꎬ这 ３ 种 ＶＯＣｓ 有可能是肺癌和乳腺癌共有的

标志物ꎬ其中 ４￣甲基￣２￣戊酮在乳腺癌患者中同样

表现为浓度上升ꎬ而正辛烷和苯的浓度在乳腺癌

患者中也表现为下降ꎮ

ａ.健康对照组和乳腺癌患者得分图ꎬＨＣ:健康志愿者ꎻ

ＢＣ:乳腺癌患者ꎻｂ.模型参数图ꎬＲ２:模型解释能力ꎻ

Ｑ２:模型预测能力ꎻｃ.２００ 次交叉置换验证图ꎻ
ｄ.特征性 ＶＯＣｓ 的 ＶＩＰ 值示意图ꎬ数字对应 ＶＯＣ 如表 ４ 所示

图 ５　 健康参与者和乳腺癌患者 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型图

Ｆｉｇ.５　 ＯＰＬＳ￣ＤＡ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

表 ４ 　 乳腺癌患者特征 ＶＯＣｓ 代谢信息表注

Ｔａｂ.４　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｂｒｅａｔｈ ＶＯＣｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

序号 ＶＯＣｓ ＣＡＳ Ｐ 值 ＡＵＣ 中位数 / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) 平均值 / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) 最大值 / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) 趋势

１ 乙烯 ７４￣８５￣１ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ９５５ ０􀆰 ０２３ ０􀆰 ０８９ １􀆰 ６７０ ↓２)

２ 正丁醛 １２３￣７２￣８ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８５６ ０􀆰 ６０３ ０􀆰 ４７８ ０􀆰 ８０６ ↑１)

３ １￣己烯 ５９２￣４１￣６ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ９４８ ０􀆰 ５７９ ０􀆰 ７７４ ３􀆰 ３２０ ↑１)

４ 三氯甲烷 ６７￣６６￣３ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８６９ １􀆰 ７７８ １􀆰 ７５２ ３􀆰 ２３８ ↓２)

５ 苯 ７１￣４３￣２ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８６５ ０􀆰 ５４４ ０􀆰 ５４８ ０􀆰 ６６９ ↓２)

６ 戊醛 １１０￣６２￣３ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ９５５ ０􀆰 ６３０ ０􀆰 ５９８ ０􀆰 ７６５ ↓２)

７ ４￣甲基￣２￣戊酮 １０８￣１０￣１ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８５９ ０􀆰 ５１０ ０􀆰 ４９４ ０􀆰 ５１７ ↑１)

８ 正辛烷 １１１￣６５￣９ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ９９５ ０􀆰 ６３０ ０􀆰 ６３０ ０􀆰 ６４１ ↓２)

　 　 注ꎻ∗∗∗:具有显著统计学意义ꎻ１)“↑”与健康志愿者比较浓度上升ꎻ２)“↓”与健康志愿者相比浓度下降ꎮ

１２
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２􀆰 １􀆰 ４ 　 与乳腺癌患者比较ꎬ肺癌患者呼出气体

ＶＯＣｓ 特征

为了探究不同疾病中呼气特征性 ＶＯＣｓ 的不

同ꎬ将乳腺癌患者呼气 ＶＯＣｓ 作为疾病对照组ꎬ与
肺癌患者的呼气 ＶＯＣｓ 进行比较ꎬ如图 ６ａ 所示ꎮ
从图中可以看出ꎬ乳腺癌患者和肺癌患者的呼气

ＶＯＣｓ 存在显著差异ꎬ在 ９５％的置信区间内组间

差异明显ꎬ组内聚集性良好ꎮ 此外ꎬ如图 ６ｂ 所示ꎬ
模型中 Ｒ２ 和 Ｑ２ 为 ０􀆰 ９２１ 和 ０􀆰 ８３２ꎬ表明模型拟合

的主成分有良好的解释能力ꎬ同时预测的准确率

高达 ８３􀆰 ２％ꎮ 此外ꎬ根据 ２００ 次交叉置换检验

(图 ６ｃ)ꎬＲ２ 和 Ｑ２ 均低于原始数据ꎬ说明模型不

存在过拟合且具有良好的稳定性和可靠性ꎮ 当

ＶＩＰ 值≥１􀆰 ５ 时ꎬ共筛选出 １０ 种存在显著性差异

的 ＶＯＣｓ(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ如图 ６ｄ 和表 ５ 所示ꎮ 依据建

立的 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型ꎬ顺式￣２￣丁烯、乙烯、丙烷、１￣
戊烯、１￣己烯、２ꎬ３ꎬ４￣三甲基戊烷、正辛烷、间对二

甲苯和邻二甲苯在肺癌患者与乳腺癌患者中有较

大差异ꎮ 其中正辛烷同时在肺癌和乳腺癌患者中

被发现ꎬ可能是两种癌症共同的特征性 ＶＯＣｓꎬ但

在肺癌和乳腺癌患者中的浓度差异不同ꎬ虽然在

乳腺癌患者和肺癌患者中浓度均下降ꎬ但肺癌患

者呼气中的浓度仍要高于乳腺癌患者ꎮ

ａ.肺癌患者和乳腺癌患者得分图ꎬＬＣ:肺癌患者ꎻ

ＢＣ:乳腺癌患者ꎻｂ.模型参数图ꎬＲ２:模型解释能力ꎻ

Ｑ２:模型预测能力ꎻｃ.２００ 次交叉置换验证图ꎻ
ｄ.异性 ＶＯＣｓ 的 ＶＩＰ 值示意图ꎬ数字对应 ＶＯＣ 如表 ５ 所示

图 ６　 肺癌患者和乳腺癌患者 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型图

Ｆｉｇ.６　 ＯＰＬＳ￣ＤＡ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

表 ５ 　 肺癌患者与乳腺癌患者呼气中 ＶＯＣｓ 的特征注

Ｔａｂ.５　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｂｒｅａｔｈ ＶＯＣｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

序号 ＶＯＣｓ ＣＡＳ Ｐ 值 ＡＵＣ 中位数 / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) 平均值 / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) 最大值 / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) 趋势

１ 顺式￣２￣丁烯 ５９０￣１８￣１ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８３２ ０􀆰 ４０５ ０􀆰 ３６８ ０􀆰 ５２０ ↑１)

２ 乙烯 ７４￣８５￣１ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８１２ ０􀆰 １６７ １􀆰 ６３０ ７􀆰 ０６６ ↓２)

３ 丙烷 ７４￣９８￣６ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８８２ １􀆰 ４７５ ０􀆰 ７７１ １􀆰 １１１ ↓２)

４ １￣戊烯 １０９￣６７￣１ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ７７０ ０􀆰 ５７６ ０􀆰 ４２０ １􀆰 ５８５ ↑１)

５ １￣己烯 ５９２￣４１￣６ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８５６ ０ ０􀆰 ２２７ ３􀆰 ０８０ ↓２)

６ ２ꎬ３ꎬ４￣三甲基戊烷 ５６５￣７５￣３ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８２２ ０􀆰 ４６０ ０􀆰 ４４０ ０􀆰 ４６８ ↓２)

７ 正辛烷 １１１￣６５￣９ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ８８１ ０􀆰 ６４３ ０􀆰 ６４５ ０􀆰 ７０８ ↑１)

８ 乙苯 １００￣４１￣４ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ９１８ １􀆰 ３０７ １􀆰 ３３０ １􀆰 ９５５ ↓２)

９ 间对二甲苯 １０６￣４２３ / １０８￣３８￣３ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ９１５ １􀆰 １００ １􀆰 １８２ ３􀆰 ７８５ ↓２)

１０ 邻二甲苯 ９５￣４７￣６ <０􀆰 ００１∗∗∗ ０􀆰 ９１１ ０􀆰 ８２３ ０􀆰 ８６５ ２􀆰 ２３１ ↓２)

　 　 注:∗∗∗:具有显著统计学意义ꎻ１)“↑”与乳腺癌患者比较浓度上升ꎻ２)“↓”与乳腺癌患者相比浓度下降ꎮ

２􀆰 ２ 　 肺癌特征 ＶＯＣｓ 的相关信息

为进一了解 ８ 种特征性 ＶＯＣｓ 对肺癌的诊断

能力ꎬ计算肺癌患者筛选出的 ８ 种特征 ＶＯＣｓ 曲

线下面积(Ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅꎬＡＵＣ)及其联合诊

断能力ꎬ具体信息如表 ３ 和图 ７ 所示ꎮ 从表 ３ 可

以看出ꎬ每一种特征性 ＶＯＣｓ 的 Ｐ 值均小于 ０􀆰 ００１ꎬ
在肺癌患者和健康人群中表现出显著的差异性ꎬ
其 ＡＵＣ 均在 ０􀆰 ７~ ０􀆰 ８５ 之间ꎬ表现出适中的诊断

价值ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ２ 种特征性 ＶＯＣｓ 联合应用时

其 ＡＵＣ 为 ０􀆰 ９２９ꎬ随着特征 ＶＯＣｓ 的增加ꎬＡＵＣ 随

之变大ꎬ当 ８ 种特征 ＶＯＣｓ 联合应用时其 ＡＵＣ 高

达 ０􀆰 ９８１ꎬ且 ９５％置信区间(ＣＩ)为 ０􀆰 ９５２~０􀆰 ９９４ꎬ

图 ７　 特征 ＶＯＣｓ 的联合诊断能力

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ＶＯＣｓ

２２
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表现出了良好的诊断价值ꎮ
２􀆰 ３ 　 机器学习模型的建立与评估

随着人工智能的发展ꎬ越来越多的机器学习

算法在医药行业运用[１６ꎬ１７]ꎬ本研究基于肺癌患者

和健康人群 ３１０ 个呼气样本的 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型选

出的 ８ 种 ＶＯＣｓ 为自变量ꎬ运用 ６ 折交叉验证以

６ ∶４构建训练集和测试集(将训练集和测试集多

次划分)ꎬ建立 ４ 种常见的机器学习模型:决策树

(ＤＴ)算法、逻辑回归(ＬＲ)算法、支持向量(ＳＶＭ)
算法和朴素贝叶斯(ＮＢ)算法ꎮ 为防止模型出现

过拟合ꎬ每种算法至少建模 １０ 次以上ꎬ发现每次

结果相当ꎬ证明未出现过拟合ꎮ 如表 ６ 所示ꎬ以
６０％的样本进行训练时ꎬ４ 种机器学习模型的准

率、精准度、灵敏度和特异性均高于 ８９％ꎬ其中

ＳＶＭ 的诊断能力最佳ꎬ其准确率高达 ９６􀆰 ２８％ꎬＦ１
分数为 ９６􀆰 ０８％ꎮ 模型中的准确度、精准度、灵敏

度(召回率)、特异性和 Ｆ１ 分数是按照下面公式

计算ꎮ
表 ６ 　 ４ 种机器学习模型对训练集的诊断效果

Ｔａｂ.６　 Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍａｃｈｉｎｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｍｏｄｅｌｓ
ｏｎ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔｓ (％)

参数
(训练集) ＤＴ ＬＲ ＳＶＭ ＮＢ

准确度 ９４􀆰 ９１±２􀆰 ５６ ９５􀆰 ８４±２􀆰 １６ ９６􀆰 ２８±１􀆰 ９１ ９３􀆰 ８８±１􀆰 ２６

精准度 ９６􀆰 ４１±３􀆰 ０４ ９５􀆰 ７８±２􀆰 ６１ ９７􀆰 ８１±１􀆰 ７９ ９５􀆰 ５４±１􀆰 １４

灵敏度 ９２􀆰 ７８±５􀆰 ８２ ９５􀆰 ３７±１􀆰 ２９ ９４􀆰 ４４±１􀆰 ７５ ８９􀆰 ６９±２􀆰 ２２

特异性 ９７􀆰 ６４±１􀆰 ８３ ９７􀆰 １２±１􀆰 ４５ ９８􀆰 ５１±１􀆰 ２６ ９６􀆰 ９８±０􀆰 ７３

Ｆ１分数 ９４􀆰 ４１±２􀆰 ７１ ９５􀆰 ５６±１􀆰 ７３ ９６􀆰 ０８±０􀆰 ９６ ９２􀆰 ５１±１􀆰 ２５

准确度(Ａｃｃｕｒａｃｙ) ＝

(ＴＰ ＋ ＴＮ) / (ＴＰ ＋ ＴＮ ＋ ＦＰ ＋ ＦＮ) (１)
精准度(Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ) ＝ ＴＰ / (ＴＰ ＋ ＦＰ) (２)

灵敏度(Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ) ＝

召回率(Ｒｅｃａｌｌ) ＝ ＴＰ / (ＴＮ ＋ ＦＰ) (３)
特异性(Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ) ＝ ＴＮ / (ＴＮ ＋ ＦＰ) (４)

Ｆ１ 分数(Ｆ１￣ｓｃｏｒｅ) ＝

[２ × (Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ × Ｒｅｃａｌｌ)] / (Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ＋ Ｒｅｃａｌｌ) (５)

　 　 其中 ＴＰ、ＦＰ、ＴＮ 和 ＦＮ 分别为真阳性、假阳

性、真阴性和假阴性ꎮ 为验证已建立的机器学习

模型ꎬ以剩余 ４０％样本为测试集ꎬ对受试者是否

为癌症患者进行验证ꎬ其结果如表 ７ 所示ꎬ建立的

４ 种机器学习模型的准确度、精准度、灵敏度和特

异性均高于 ８７％ꎬ且 ＳＶＭ 模型的诊断能力最为突

出ꎬ其准确度高达 ９５􀆰 ４１％ꎬＦ１ 分数为 ９４􀆰 ５１％ꎬ
因此基于 ８ 种潜在肺癌标志物的 ＳＶＭ 机器学习

模型在实现肺癌的正确分类中表现出了巨大的

潜力ꎮ

表 ７ 　 ４ 种机器学习模型对测试集的诊断效果

Ｔａｂ.７　 Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍａｃｈｉｎｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ｍｏｄｅｌｓ
ｏｎ ｔｅｓｔ ｓｅｔｓ (％)

参数
(测试集) ＤＴ ＬＲ ＳＶＭ ＮＢ

准确度 ９１􀆰 ７２±３􀆰 ８９ ９３􀆰 ０３±２􀆰 ４５ ９５􀆰 ４１±１􀆰 １７ ９２􀆰 ６２±２􀆰 ５６

精准度 ９２􀆰 ６４±４􀆰 ０９ ９１􀆰 ５６±６􀆰 ８７ ９５􀆰 １５±３􀆰 ０９ ９４􀆰 ７３±３􀆰 １２

灵敏度 ８７􀆰 ４１±７􀆰 ７６ ９２􀆰 ６９±２􀆰 ７９ ９３􀆰 ９９±２􀆰 ６１ ８７􀆰 ７１±１􀆰 ７７

特异性 ９４􀆰 ８０±３􀆰 ２５ ９３􀆰 ９５±４􀆰 ５０ ９６􀆰 ６７±１􀆰 ６２ ９６􀆰 ４３±１􀆰 ８５

Ｆ１分数 ８９􀆰 ７９±５􀆰 ０９ ９１􀆰 ９４±３􀆰 １０ ９４􀆰 ５１±１􀆰 ６５ ９１􀆰 ０１±３􀆰 ０１

２􀆰 ４ 　 特征 ＶＯＣｓ 的代谢途径

为进一步探究特征 ＶＯＣｓ 的来源与代谢途径ꎬ
将肺癌患者呼气中具有显著差异的 ＶＯＣｓ(Ｐ<０􀆰 ０５)
导入最新的差异代谢物 ＫＥＧＧ 数据库进行通路分

析ꎬ发现 １５ 条代谢通路ꎬ如图 ８ 和表 ８ 所示ꎮ 其中

Ｐ<０􀆰 ０５且矫正后的 Ｐ 值 ＦＤＲ (Ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ)
小于 ０􀆰 ０５ 的通路有 ４ 条ꎬ如甲苯和二甲苯的降解、四
氯乙烯的降解、萘和蒽的降解、细胞色素 ｐ４５０ 对外

源性药物的代谢作ꎮ

Ｐ 值越小ꎬ该通路富集越显著

图 ８　 肺癌患者呼出气中具有显著差异 ＶＯＣｓ 的
ＫＥＧＧ 富集气泡图

Ｆｉｇ.８　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｕｂｂｌｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＶＯＣｓ ｉｎ ｅｘｈａｌｅｄ ｂｒｅａｔｈ ｏｆ ｌｕｎｇ

ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

表 ８ 　 肺癌患者呼出气体中特征 ＶＯＣｓ 的代谢途径信息

Ｔａｂ.８　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ｂｒｅａｔｈ ＶＯＣｓ ｆｒｏｍ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ

ＫＥＧＧ
编号

代谢途径 Ｐ 值 ＦＤＲ 化合物
编号

化合物

ｍａｐ００６２２ 甲苯和二甲苯
的降解

<０􀆰 ０００ １ ０􀆰 ００１ ４ Ｃ００２６１
Ｃ０７２１２

苯甲醛
邻二甲苯

ｍａｐ００６２５ 四氯乙烯的
降解

<０􀆰 ０００ １ ０􀆰 ００１ ４ Ｃ０６７８９ 四氯乙烯

ｍａｐ００６２６ 萘和蒽的降解 ０􀆰 ００１ ０ ０􀆰 ００１ ９ Ｃ００８２９ 萘

ｍａｐ００９８０
细胞色素 ｐ４５０
对外源性药物
的代谢作用

０􀆰 ００３ ０ ０􀆰 ００３ ０
Ｃ００８２９
Ｃ１１０８８
Ｃ０６７９０

萘
１ꎬ２￣二溴乙烷
三氯乙烯

　 　 本研究中发现直链烷烃类化合物辛烷在肺癌

３２
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患者中浓度下降ꎬ支链烷烃类化合物 ２ꎬ３ꎬ４￣三甲

基戊烷在肺癌患者中的浓度升高ꎬ它们的产生主

要是由于多聚不饱和脂肪酸(Ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓꎬＰＵＦＡｓ)的过氧化作用ꎮ 脂质过氧化是机体

损伤的主要原因ꎬ可能是癌症、炎症疾病、衰老的

主要原因[１８￣２０]ꎮ
研究表明戊醛可以用于区分肺癌患者和健康

人群ꎬ且在肺癌患者体内浓度升高[１９]ꎬ醛主要是

细胞色素 ｐ４５０ 对过氧化氢的还原生成ꎬｐ４５０ 是

脂质过氧化的次级代谢物ꎬ因此肺癌患者体内肿

瘤组织氧化活性增强会导致醛含量升高ꎮ ４￣甲
基￣２￣戊酮作为肺癌的标志物[２０]ꎬ在肺癌患者中浓

度升高已经被证实ꎬ在体内没有代谢的碳氢化合

物会在几分钟内释放到呼吸中[２１]ꎮ 酮类主要通

过细胞色素 ｐ４５０ 对脂质过氧化的 β￣裂解反应产

生ꎬ在恶病质状态(如癌症等疾病)下ꎬ蛋白质代

谢会增加ꎬ导致酮体水平升高[２２]ꎮ
在本研究中发现了细胞色素 ｐ４５０ 对外源性

药物的代谢作用ꎬ细胞色素 ｐ４５０ 在内源性和外源

性物质尤其是药物的代谢中发挥重要作用ꎮ 越来

越多的流行病学、诊断和临床报告表明 ｐ４５０ 在癌

症的形成、预防和转移中发挥重要作用[２３]ꎮ 其代

谢途径主要涉及的化合物有萘和三氯乙烯ꎬ两者

均被选为潜在肺癌标志物ꎬ目前虽然没有证据能

够证明萘和三氯乙烯与肺癌的关ꎬ但是二者均被

国际癌症研究机构(ＩＡＲＣ)评定为可能致癌物ꎬ且
三氯乙烯在小鼠毒性试验中能够引起肺纤维

化[２４]ꎮ 萘主要来源于汽车尾气和香烟中[２４]ꎬ存
在一定的毒性作用ꎬ有研究发现其在肺癌和健康

人群中存在显著差异[２５]ꎮ 同时还发现了四氯乙

烯的降解途径ꎬ四氯乙烯与三氯乙烯结构相似ꎬ表
现出相似的毒性作用[２６]ꎮ 与 Ｚｏｕ 等[２７] 的研究一

致ꎬ同样发现了甲苯和二甲苯的降解ꎬ这类代谢途

径主要涉及芳香类化合物ꎬ本研究中发现了苯、苯
甲醛和邻二甲苯ꎬ虽然目前没有发现任何文献报

道这一途径和肺癌发病率的关系ꎬ但是苯[１８ꎬ２８]、
甲苯[９ꎬ１８ꎬ２９]、二甲苯[１８]、苯甲醛[１２] 确实是肺癌的

危险因素ꎬ它们也在呼出气体中被检测ꎬ被报道作

为肺癌的潜在标志物ꎮ 但这类物质通常被认为是

外源性污染物ꎬＫｏｕｒｅａｓ 等[１８] 通过对肺癌患者、良
性肺部疾病患者和健康志愿者呼气中的 ＶＯＣｓ 进

行靶向分析ꎬ发现与健康对照组相比ꎬ乙苯、苯乙

烯、甲苯、二甲苯在肺癌患者的呼气中浓度水平显

著升高ꎬ其作为肺癌标志物受到了质疑ꎬ因此需要

进一步研究ꎮ

３　 结论

本研究基于 ＴＤ￣ＧＣ￣ＭＳ 对 １７６ 名肺癌患者ꎬ
５０ 名乳腺癌患者和 １３４ 名健康人群的呼出气体

进行研究ꎮ 通过 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型发现有 １０ 种

ＶＯＣｓ 可以区分肺癌和乳腺癌ꎬ有 ８ 种 ＶＯＣｓ 可以

区分肺癌患者健康人群ꎬ其中有 ３ 种 ＶＯＣｓꎬ即 ４￣
甲基￣２￣戊酮、正辛烷和苯同时出现在肺癌和乳腺

癌患者中ꎬ可能是两种癌症共同的特征性 ＶＯＣｓꎬ
有 ５ 种 ＶＯＣｓ 为肺癌独有的化合物包括:顺式￣２￣
丁烯、戊醛、三氯乙烯、２ꎬ３ꎬ４￣三甲基戊烷和萘ꎮ
此外ꎬ基于肺癌患者呼气中发现的 ８ 种特征性

ＶＯＣｓ 建立了 ＳＶＭ 的机器学习模型ꎬ其准确度、精
准度、 灵 敏 度 和 特 异 性 分 别 达 到 ９５􀆰 ４１％、
９５􀆰 １５％、９３􀆰 ９９％和 ９６􀆰 ６７％ꎮ 本研究建立了一种

呼气 ＶＯＣｓ 用于无创诊断肺癌的方法ꎬ同时联合

代谢数据库ꎬ解释了这些 ＶＯＣｓ 可能的来源和代

谢途径ꎬ为呼气用于肺癌的诊断提供了一些新的

思路和方法ꎮ 在未来的研究工作中ꎬ我们将进一

步细化肺癌分期ꎬ增加样本量ꎬ提高肺癌呼气特异

性 ＶＯＣｓ 筛查的准确性ꎮ
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ａｇｎｏｓｉｓ ｂｙ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｅｘｈａｌｅｄ ｂｒｅａｔｈ
ｆｒｏｍ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｕｓｉｎｇ ｓｕｐｐｏｒｔ ｖｅｃｔｏｒ ｍａｃｈｉｎｅ
ａｌｇｏｒｉｔｈｍ[Ｊ].Ｓｅｎｓｏｒｓ (Ｂａｓｅｌ)ꎬ２０１７ꎬ１７(２):１￣１２.

５２
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基于羧酸基￣酚羟基配体 Ｐｒ 配合物的结构、荧光性质以及
辅助配体的影响

罗仕超ꎬ彭庆鹏ꎬ张洪涛ꎬ刘楚湖ꎬ江尚坤ꎬ王莹ꎬ关磊∗

(辽宁石油化工大学 石油化工学院ꎬ辽宁 抚顺　 １１３００１)

　 　 收稿日期:２０２４￣０１￣１６ꎻ网络首发日期:２０２４￣０３￣２２
基金项目:辽宁省教育厅基本科研项目(ＬＪＫＭＺ２０２２０７３８)ꎻ辽宁石油化工大学创新创业训练计划项目(Ｓ２０２３１０１４８０１０)ꎮ
作者简介:罗仕超(２０００￣)ꎬ男ꎬ贵州黔西南布依族苗族自治州人ꎬ本科生ꎬ主要研究方向为功能配位聚合物合成与性质ꎮ
通讯作者:关磊ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｓｙｎｃｏｏｒｄ＠ １６３.ｃｏｍꎮ
引用本文:罗仕超ꎬ彭庆鹏ꎬ张洪涛ꎬ等.基于羧酸基￣酚羟基配体 Ｐｒ 配合物的结构、荧光性质以及辅助配体的影响[ Ｊ] .化学试剂ꎬ
２０２４ꎬ４６(６):２６￣３２ꎮ

摘要:采用 ３ꎬ３′￣偶氮双(６￣羟基苯甲酸)二钠(Ｎａ２Ｈ２Ｌ)为配体ꎬ通过水热法与 Ｐｒ３＋ 反应得到两个配合物[Ｐｒ(Ｈ２Ｌ) ０􀆰 ５

(Ｌ) ０􀆰 ５(Ｈ２Ｏ) ２] ｎ(１)和 Ｐｒ(ＨＬ)(ｐｈｅｎ)(Ｈ２Ｏ) ５􀅰２Ｈ２Ｏ(２)(ｐｈｅｎ＝ １ꎬ１０￣邻菲罗啉)ꎮ 配合物 １ 中ꎬＨ２Ｌ２－阴离子作为四齿配

体ꎬ２ 个羧酸基分别以 μ２ ￣η１ ∶η１的方式与 Ｐｒ３＋配位ꎬ形成二维层状结构ꎬ并且 Ｌ４－阴离子作为桥连配体ꎬ利用羧酸基和酚羟

基分别以 μ２ ￣η２ ∶η１和桥连模式将二维层中 ３ 个相邻的 Ｐｒ３＋连接ꎬ将结构拓展成三维网络结构ꎬ其 Ｓｃｈｌäｆｌｉ 符号为{４２􀅰８４}

{４６􀅰６６􀅰８３}{４７􀅰６３} ２ꎮ 引入 ｐｈｅｎ 分子ꎬ配合物 ２ 变为单核结构ꎬｐｈｅｎ 与 Ｐｒ３＋螯合配位ꎬＨＬ３－作为单齿配体与 Ｐｒ３＋配位ꎮ

配合物 １ 和 ２ 分别在 ６３８ 和 ７７８ ｎｍꎬ６５２ 和 ７８１ ｎｍ 处有 Ｐｒ３＋的特征荧光发射峰ꎬ颜色落在色度图的橙色区域内ꎬ是 １Ｓ０→
１ Ｉ６ 和 １Ｄ２→３Ｈ４ 能级跃迁所致ꎮ 配合物 ２ 的荧光强度高于配合物 １ꎬ且主峰红移 １４ ｎｍꎬ归因于 ｐｈｅｎ 的共轭体系以及与

Ｐｒ３＋配位作用ꎮ
关键词:镨离子ꎻ配位聚合物ꎻ三维结构ꎻ荧光ꎻ辅助配体

中图分类号:Ｏ６１４.３３　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:０２５８￣３２８３(２０２４)０６￣００２６￣０７
ＤＯＩ:１０.１３８２２ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｈｘｓｊ.２０２４.００４１　

ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓꎬＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ａｕｘｉｌｉａｒｙ Ｌｉｇａｎｄ ｏｎ Ｐｒ Ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ Ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ￣Ｐｈｅｎｏｌ
Ｌｉｇａｎｄ ＬＵＯ Ｓｈｉ￣ｃｈａｏꎬＰＥＮＧ Ｑｉｎｇ￣ｐｅｎｇꎬＺＨＡＮＧ Ｈｏｎｇ￣ｔａｏꎬＬＩＵ Ｃｈｕ￣ｈｕꎬＪＩＡＮＧ Ｓｈａｎｇ￣ｋｕｎꎬＷＡＮＧ ＹｉｎｇꎬＧＵＡＮ Ｌｅｉ∗(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ
Ｐｅｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＬｉａｏｎｉｎｇ Ｐｅｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＦｕｓｈｕｎ １１３００１ꎬＣｈｉｎａ)
Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｗｏ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ [Ｐｒ(Ｈ２Ｌ) ０􀆰 ５(Ｌ) ０􀆰 ５(Ｈ２Ｏ) ２] ｎ(１) ａｎｄ Ｐｒ(ＨＬ)(ｐｈｅｎ)(Ｈ２Ｏ) ５􀅰２Ｈ２Ｏ(２)(Ｎａ２Ｈ２Ｌ＝ ３ꎬ３′￣ａｚｏｂｉｓ(６￣

ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ) ｄｉｓｏｄｉｕｍꎬｐｈｅｎ＝ １ꎬ１０￣ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ) ｗｅｒｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｐｒ３＋ ｕｓｉｎｇ Ｎａ２Ｈ２Ｌ

ａｓ ｌｉｇａｎｄ.Ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ １ꎬｔｈｅ Ｈ２Ｌ２－ ａｎｉｏｎｓ ａｃｔ ａｓ ｔｅｔｒａｄｅｎｔａｔｅ ｌｉｇａｎｄｓꎬｗｈｉｃｈ ｂｉｎｄ ｔｏ Ｐｒ３＋ ｉｏｎｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｗｏ ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ μ２ ￣

η１ ∶η１ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｍｏｄｅꎬｆｏｒｍｉｎｇ ａ ｔｗｏ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｌａｙｅｒｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ.Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬｔｈｅ Ｌ４－ ａｎｉｏｎｓ ｓｅｒｖｅ ａｓ ｂｒｉｄｇｉｎｇ ｌｉｇａｎｄｓꎬｗｈｉｃｈ
ｃｏｎｎｅｃｔ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｄｊａｃｅｎｔ Ｐｒ３＋ ｉｏｎｓ ｉｎ ｔｗｏ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｌａｙｅｒｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ μ２ ￣η２ ∶η１ ａｎｄ ｂｒｉｄｇｉｎｇ

ｆａｓｈｉｏｎｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬｅｘｐａｎｄｉｎｇ ｉｎｔｏ ａ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｃｈｌäｆｌｉ ｓｙｍｂｏｌ ｏｆ {４２􀅰８４}{４６􀅰６６􀅰８３}{４７􀅰
６３} ２ .Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ２ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｓ ｉｎｔｏ ａ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｏｎｅ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｅｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬｗｈｅｒｅ ｐｈｅｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

ｃｈｅｌａｔｅ ｗｉｔｈ Ｐｒ３＋ꎬ ｗｈｉｌｅ ＨＬ３－ ａｎｉｏｎｓ ａｃｔ ａｓ ｍｏｎｏｄｅｎｔａｔｅ ｌｉｇａｎｄｓꎬ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｎｇ ｗｉｔｈ Ｐｒ３＋ . Ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ １ ａｎｄ ２ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｐｒ３＋ ａｔ ６３８ ａｎｄ ７７８ ｎｍꎬ６５２ ａｎｄ ７８１ ｎｍꎬｗｈｉｃｈ ｆａｌｌ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｏｒａｎｇｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣＩＥ ｃｈｒｏｍａｔｉｃｉｔｙ
ｄｉａｇｒａｍꎬｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ １Ｓ０→１ Ｉ６ ａｎｄ １Ｄ２→３Ｈ４ ｅｎｅｒｇｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ２ ｗａｓ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｃｏｍｐｌｅｘ １ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｅａｋ ｈａｄ ｒｅｄ￣ｓｈｉｆｔ ｏｆ １４ ｎｍꎬｗｈｉｃｈ ｗａｓ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｐｈｅｎ ａｎｄ ｉｔｓ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｐｒ３＋ .
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐｒａｓｅｏｄｙｍｉｕｍ ｉｏｎꎻｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒꎻｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎻａｕｘｉｌｉａｒｙ ｌｉｇａｎｄ
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　 　 近年来ꎬ发光配合物引起了研究者们的广泛

关注ꎬ因其荧光发射可调控、强度高、寿命长等优

点以及在众多领域具有潜在的应用价值ꎬ比如荧

光材料、传感与检测、医学成像、探测与记录等ꎬ其
设计与合成已经成为材料化学与晶体工程领域的

研究热点之一[１￣６]ꎮ 对于发光配合物ꎬ其发光来源

主要有金属离子、有机配体和客体分子等ꎮ 目前ꎬ
发光配合物的研究主要集中在过渡金属离子和稀

土金属离子上ꎬ尤其以稀土金属离子为主[７ꎬ８]ꎮ
由于稀土离子核外电子及轨道的特点ꎬ一般来说

稀土离子荧光效率与配体有直接联系ꎮ 一些配体

能够利用“天线效应”敏化稀土离子ꎬ使其荧光效

率显著提高ꎻ另一些配体则不能显著提高稀土离

子的荧光效率[９]ꎮ 目前ꎬ具有荧光性能的稀土配

合物的构筑以及荧光性质研究都是据此展开

的[１０]ꎮ 对于配体是如何影响稀土配合物的荧光

性能ꎬ尤其是对于配体吸收紫外￣可见光的能力是

如何影响稀土配合物的荧光性能的问题一直是本

领域研究的热点之一[１１]ꎮ
稀土配合物的结构主要受中心金属离子的配

位构型和配体的配位方式两个主要因素影响ꎮ 众

所周知ꎬ构筑稀土配合物所用配体多为芳香羧酸

基配体ꎮ 其配位方式多样ꎬ形成的配位键比较稳

定ꎬ包括 μ１￣η１、μ１￣η２ 和 μ２￣η２ 等[１２￣１４]ꎮ 如含有多

个羧酸基团时ꎬ羧酸基所在位置不同ꎬ受空间位阻

的影响ꎬ其配位方式亦有所不同ꎬ可构筑结构多样

的配合物ꎮ 此外ꎬ羧酸基与稀土金属离子配位可

形成不同的次级结构单元ꎬ有效的促进结构整体

框架的延伸ꎬ提高目标配合物结构的稳定性ꎮ 另

外ꎬ在芳环羧酸基配体上添加供电子基ꎬ如羟基、
胺基等官能团ꎬ不仅可以增加其配位点以及配位

方式ꎬ合成结构更稳定、新颖的稀土配合物[１５ꎬ１６]ꎮ
同时ꎬ还可以促进配体到稀土金属离子的能量转

移ꎬ敏化稀土金属离子ꎬ促使其特征荧光发射ꎮ 但

是ꎬ研究稀土配合物的发光性质以及能量转移问

题仍面临较大的挑战ꎬ除最基本的影响因素外ꎬ配
体的共轭体系、客体分子、配合物的刚度、分子间

的弱相互作用等的影响也不容小觑[１７]ꎮ
本文通过水热法ꎬ利用 Ｎａ２Ｈ２Ｌ 为配体与 Ｐｒ３＋

反应合成得到了两个 Ｐｒ 配合物 [ Ｐｒ ( Ｈ２Ｌ) ０􀆰 ５

(Ｌ) ０􀆰 ５ ( Ｈ２Ｏ) ２ ] ｎ 和 Ｐｒ ( ＨＬ) ( ｐｈｅｎ) ( Ｈ２Ｏ) ５􀅰
２Ｈ２Ｏꎮ 通过辅助配体 ｐｈｅｎ 的引入ꎬ将具有三维

结构的 Ｐｒ 配位聚合物转变成单核结构ꎮ 对其组

成、结构以及热稳定性进行了表征ꎮ 此外ꎬ还考察

了结构与 ｐｈｅｎ 分子对荧光发射性质的影响ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ａｐｅｘ￣Ⅱ ＣＣＤ 型单晶 Ｘ 射线衍射仪 (德国

Ｂｒｕｋｅｒ 公司)ꎻ７５０ 型 ＦＴ￣ＩＲ 光谱仪(４ ０００ ~ ４００
ｃｍ－１ꎬＫＢｒ 压片ꎬ德国 Ｍａｇｎａ 公司)ꎻ２４００ 型元素

分析仪、ＴＧＡ ７ 型热重分析仪(２５ ~ ９００ ℃ꎬＮ２ 气

氛ꎬ美国 Ｐｅｒｋｉｎ￣Ｅｌｍｅｒ 公司)ꎻＦ￣４７００ 型荧光光谱

仪(日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司)ꎮ
实验所用药品和溶剂均购买于上海阿拉丁生

化科技股份有限公司ꎻ所用试剂均为分析纯ꎮ
１􀆰 ２ 　 配合物 １ 的合成

将 ０􀆰 ０３５ ｇ ( ０􀆰 １ ｍｍｏｌ) Ｎａ２Ｈ２Ｌ 和 ０􀆰 ０４４ ｇ
(０􀆰 １ ｍｍｏｌ)Ｐｒ(ＮＯ３) ３􀅰６Ｈ２Ｏ 溶解在 １５ ｍＬ 去离

子水中ꎬ在室温下搅拌 ２ ｈꎮ 然后ꎬ将溶液封装在

聚四氟乙烯内衬的高压反应釜(２０ ｍＬ)中ꎮ 在

１２０ ℃下加热 ３ ｄ 后ꎬ缓慢冷却至室温ꎬ得到绿色

块状晶体ꎮ 将晶体颗粒过滤ꎬ用去离子水和乙醇

清洗后置于干燥器中ꎬ产率为 ５４％ꎮ 元素分析ꎬ
Ｃ１４ Ｈ１３ Ｎ２Ｏ８Ｐｒꎬ 实测值 ( 计算值)ꎬ％: Ｃ ３５􀆰 ２３
(３５􀆰 １５)ꎻ Ｈ ２􀆰 ７８ ( ２􀆰 ７２)ꎻ Ｎ ５􀆰 ８８ ( ５􀆰 ８６ )ꎮ ＩＲ
(ＫＢｒ)ꎬνꎬｃｍ－１:３ ３１９(ＯＨ)ꎬ１ ６４５、１ ６２０、１ ４５５
(Ｃ􀪅􀪅Ｏ)ꎬ１ ５７１ ( Ｃ􀪅􀪅Ｃ)ꎬ１ ３９３、１ ３５７ (Ｎ􀪅􀪅Ｎ)ꎬ
１ ２５２、 １ １６７、 １ １３０ ( Ｃ—Ｏ )ꎬ ８６０、 ８０５、 ７０１
(Ｃ—Ｈ)ꎮ
１􀆰 ３ 　 配合物 ２ 的合成

将 ０􀆰 ０３５ ｇ(０􀆰 １ ｍｍｏｌ)Ｎａ２Ｈ２Ｌ、０􀆰 ０４４ ｇ(０􀆰 １
ｍｍｏｌ)Ｐｒ ( ＮＯ３ ) ３􀅰６Ｈ２Ｏ 和 ０􀆰 ０２０ ｇ ( ０􀆰 １ ｍｍｏｌ)
ｐｈｅｎ 溶解在 １５ ｍＬ 去离子水中ꎬ在室温下搅拌

２ ｈꎮ 然后ꎬ将溶液封装在聚四氟乙烯内衬的高压

反应釜(２０ ｍＬ)中ꎮ 在 １２０ ℃下加热 ３ ｄ 后ꎬ缓慢

冷却至室温ꎬ得到绿色块状晶体ꎮ 将晶体颗粒过

滤ꎬ用去离子水和乙醇清洗后置于干燥器中ꎬ产率

为 ５５％ꎮ 元素分析ꎬＣ２６Ｈ２９Ｎ４Ｏ１３Ｐｒꎬ实测值(计算

值)ꎬ％:Ｃ ４１􀆰 ８８(４１􀆰 ８０)ꎻＨ ４􀆰 ００(３􀆰 ８９)ꎻＮ ７􀆰 ５７
(７􀆰 ５０)ꎮ ＩＲ(ＫＢｒ)ꎬνꎬｃｍ－１:３ ３７０(ＯＨ)ꎬ１ ６２０、
１ ５１６、１ ４２２、１ ４７９(Ｃ􀪅􀪅Ｏ)ꎬ１ ５８７(Ｃ􀪅􀪅Ｃ)ꎬ１ ３７７、
１ ３３８(Ｎ􀪅􀪅Ｎ)ꎬ１ ２９９、１ ２４８、１ １８５、１ １３８(Ｃ—Ｏ)ꎬ
９１８、８３６、７８９、７２８、６７９(Ｃ—Ｈ)ꎮ
１􀆰 ４ 　 测定配合物晶体结构

在 ２９６ Ｋ 下ꎬ配合物 １ 和 ２ 单晶结构通过

７２
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Ｂｒｕｋｅｒ Ａｐｅｘ￣Ⅱ ＣＣＤ 单晶 Ｘ￣射线衍射仪进行测

定ꎮ 使用单色化的 Ｍｏ￣Ｋα 射线ꎬ以 φ￣ω 扫描方式

采集数据ꎬ并进行吸收校正ꎮ 利用直接法ꎬＳＨＥＬＸ
软件包进行结构解析和精修[１８ꎬ１９]ꎮ ＣＣＤＣ Ｎｏ􀆰 :
２３２３８５３ꎬ２３２４２２１ꎮ 配合物 １ 和 ２ 的晶体数据和

结构精修数据均列于表 １ꎬ部分键长和键角列于

表 ２ꎮ
表 １ 　 配合物 １ 和 ２ 的晶体数据和结构精修数据

Ｔａｂ.１　 Ｃｒｙｓｔａｌ ｄａｔａ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ ｄａｔａ ｆｏｒ
ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ １ ａｎｄ ２

配合物 １ 配合物 ２

Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｏｒｍｕｌａ Ｃ１４Ｈ１３Ｎ２Ｏ８Ｐｒ Ｃ２６Ｈ２９Ｎ４Ｏ１３Ｐｒ

Ｍｒ ４７８􀆰 １７ ７４６􀆰 ４４

Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｙｓｔｅｍꎬｓｐａｃｅ ｇｒｏｕｐ
Ｍｏｎｏｃｌｉｎｉｃꎬ

Ｃ２ / ｃ
Ｔｒｉｃｌｉｎｉｃꎬ

Ｐ￣１

ａꎬｂꎬｃ / Å
２０􀆰 ６３４(１２)ꎬ
７􀆰 ３３４(４)ꎬ
２５􀆰 ７８９(１２)

８􀆰 ９８７(２)ꎬ
１０􀆰 ００１(２)ꎬ
１７􀆰 ４１５(４)

αꎬβꎬγ / ( °) １０５􀆰 ３５４(１５)
７６􀆰 ５６７(６)ꎬ
８７􀆰 ０９４(７)ꎬ
７０􀆰 ５９５(６)

Ｖ / Å３ ３ ７６３(３) １ ４３５􀆰 ５(５)

Ｚ ８ ２

Ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ Ｍｏ￣Ｋα Ｍｏ￣Ｋα

μ / (ｍｍ－１) ２􀆰 ６３ １􀆰 ７７

Ｎｏ.ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｄꎬｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ [ Ｉ>２σ( Ｉ)] ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｓ

８ ９４３ꎬ４ ３８２ꎬ
３ ６７２

１２ ６２６ꎬ６ ４４１ꎬ
６ １７５

Ｒｉｎｔ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０３９

(ｓｉｎθ / λ)ｍａｘ / (Å－１) ０􀆰 ６６３ ０􀆰 ６５１

Ｒ[Ｆ２>２σ(Ｆ２)]ꎬｗＲ(Ｆ２)ꎬＳ
０􀆰 ０７６ꎬ０􀆰 ２９０ꎬ

１􀆰 ２５
０􀆰 ０３９ꎬ０􀆰 １１７ꎬ

１􀆰 ０４

Ｎｏ.ｏｆ ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｓ ４３８２ ６４４１

Ｎｏ.ｏｆ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ２２６ ４０４

Ｎｏ.ｏｆ ｒｅｓｔｒａｉｎｔｓ ２ ２

ΔρｍａｘꎬΔρｍｉｎ / (ｅ􀅰Å－３) ５􀆰 ７３ꎬ－４􀆰 １１ ０􀆰 ７８ꎬ－０􀆰 ７９

表 ２ 　 配合物 １ 和 ２ 的部分键长和键角注

Ｔａｂ.２　 Ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｏｎｄ ｌｅｎｇｔｈｓ ａｎｄ ａｎｇｌｅｓ ｆｏｒ
ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ １ ａｎｄ ２

配合物 １

　 　 化学键 键长 / ｎｍ 　 　 化学键 键长 / ｎｍ

Ｐｒ１—Ｏ１ ２􀆰 ５２８(６) Ｐｒ１—Ｏ３ⅰ ２􀆰 ６１１(７)

Ｐｒ１—Ｏ２ⅰ ２􀆰 ４９６(６) Ｐｒ１—Ｏ４ ２􀆰 ４８２(６)

Ｐｒ１—Ｏ２ ２􀆰 ４０４(６) Ｐｒ１—Ｏ６ ２􀆰 ５１７(９)

Ｐｒ１—Ｏ１ⅱ ２􀆰 ５６２(６) Ｐｒ１—Ｏ７ ２􀆰 ５５５(７)

Ｐｒ１—Ｏ００４ⅰ ２􀆰 ５２３(７) 　 　

续表

配合物 １

　 　 化学键 键角 / ( °) 　 　 化学键 键角 / ( °)

Ｏ２—Ｐｒ１—Ｏ４ ７１􀆰 ０(２) Ｏ２ⅰ—Ｐｒ１—Ｏ７ ６７􀆰 ０(２)

Ｏ２—Ｐｒ１—Ｏ２ⅰ １２６􀆰 １７(１５) Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ１ ９０􀆰 ４(２)

Ｏ２—Ｐｒ１—Ｏ００４ⅰ ７３􀆰 ４(２) Ｏ００４ⅰ—Ｐｒ１—Ｏ１ ８２􀆰 ０(２)

Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ６ ７０􀆰 ５(３) Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ１ⅱ ８８􀆰 ２(２)

Ｏ６—Ｐｒ１—Ｏ２ⅰ １０７􀆰 ６(３) Ｏ００４ⅰ—Ｐｒ１—Ｏ１ⅱ ７２􀆰 ０(２)

Ｏ２ⅰ—Ｐｒ１—Ｏ００４ⅰ ７４􀆰 ３(２) Ｏ２—Ｐｒ１—Ｏ３ⅰ １４９􀆰 ６(３)

Ｏ６—Ｐｒ１—Ｏ７ ７４􀆰 ４(３) Ｏ６—Ｐｒ１—Ｏ１ⅱ ７５􀆰 ８(３)

Ｏ２—Ｐｒ１—Ｏ１ ６７􀆰 ８(２) Ｏ７—Ｐｒ１—Ｏ１ⅱ １４６􀆰 ９(２)

Ｏ２ⅰ—Ｐｒ１—Ｏ１ ６６􀆰 ０(２) Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ３ⅰ １３６􀆰 ２(３)

Ｏ２—Ｐｒ１—Ｏ１ⅱ ６６􀆰 ８(２) Ｏ００４ⅰ—Ｐｒ１—Ｏ３ⅰ ７７􀆰 ３(３)

Ｏ２ⅰ—Ｐｒ１—Ｏ１ⅱ １３７􀆰 ２(２) Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ７ ６８􀆰 ５(２)

Ｏ１—Ｐｒ１—Ｏ１ⅱ １３２􀆰 ３３(１２) Ｏ００４ⅰ—Ｐｒ１—Ｏ７ １３９􀆰 ９(２)

Ｏ２—Ｐｒ１—Ｏ６ １２６􀆰 ２(３) Ｏ６—Ｐｒ１—Ｏ１ １４６􀆰 ６(３)

Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ２ⅰ １３４􀆰 ０(２) Ｏ７—Ｐｒ１—Ｏ１ ７３􀆰 ２(３)

Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ００４ⅰ １４３􀆰 ８(２) Ｏ２ⅰ—Ｐｒ１—Ｏ３ⅰ ５０􀆰 ３(２)

Ｏ６—Ｐｒ１—Ｏ００４ⅰ １２９􀆰 ３(３) Ｏ１—Ｐｒ１—Ｏ３ⅰ １１６􀆰 ０(２)

Ｏ１ⅱ—Ｐｒ１—Ｏ３ⅰ ９６􀆰 ６(２) Ｏ６—Ｐｒ１—Ｏ３ⅰ ６８􀆰 ７(３)

Ｏ２—Ｐｒ１—Ｏ７ １２２􀆰 ３(２) Ｏ７—Ｐｒ１—Ｏ３ⅰ ８５􀆰 ８(３)

配合物 ２

　 　 化学键 键长 / ｎｍ 　 　 化学键 键长 / ｎｍ

Ｐｒ１—Ｏ４ ２􀆰 ７５６(３) Ｐｒ１—Ｎ３ ２􀆰 ９１４(３)

Ｐｒ１—Ｏ９ ２􀆰 ９０６(３) Ｐｒ１—Ｏ８ ２􀆰 ８９３(３)

Ｐｒ１—Ｏ１１ⅰ ２􀆰 ９７７(３) Ｐｒ１—Ｏ１１ ２􀆰 ８６１(３)

Ｐｒ１—Ｏ７ ２􀆰 ７４５(３) Ｐｒ１—Ｎ４ ２􀆰 ９０６(３)

Ｐｒ１—Ｏ１０ ２􀆰 ７２９(３) 　 　

　 　 化学键 键角 / ( °) 　 　 化学键 键角 / ( °)

Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ９ １３０􀆰 ２４(８) Ｏ１０—Ｐｒ１—Ｏ１１ⅰ １２４􀆰 ２４(８)

Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ１１ⅰ ６８􀆰 ４８(７) Ｏ１０—Ｐｒ１—Ｏ７ １２８􀆰 ０３(１０)

Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ１１ ７２􀆰 ３６(８) Ｏ１０—Ｐｒ１—Ｎ３ ７０􀆰 ２６(９)

Ｏ４—Ｐｒ１—Ｎ３ ７５􀆰 ７６(８) Ｏ１０—Ｐｒ１—Ｏ８ ６８􀆰 ７９(９)

Ｏ４—Ｐｒ１—Ｏ８ １３３􀆰 １９(８) Ｏ１０—Ｐｒ１—Ｎ４ １０６􀆰 ６９(８)

Ｏ４—Ｐｒ１—Ｎ４ ６８􀆰 ５１(８) Ｎ３—Ｐｒ１—Ｏ１１ⅰ １３３􀆰 ４１(８)

Ｏ９—Ｐｒ１—Ｏ１１ⅰ ６３􀆰 ７５(７) Ｏ７—Ｐｒ１—Ｏ１１ⅰ ６７􀆰 ２８(８)

Ｏ９—Ｐｒ１—Ｎ３ １３１􀆰 ２９(８) Ｎ４—Ｐｒ１—Ｎ３ ５６􀆰 ３９(９)

Ｏ９—Ｐｒ１—Ｎ４ １５８􀆰 ７７(８) Ｏ７—Ｐｒ１—Ｏ１１ １３４􀆰 ２０(８)

Ｏ１１—Ｐｒ１—Ｏ９ ７６􀆰 ９５(８) Ｎ４—Ｐｒ１—Ｏ１１ⅰ １２８􀆰 ７０(８)

Ｏ１１—Ｐｒ１—Ｏ１１ⅰ ６６􀆰 ９２(８) Ｏ７—Ｐｒ１—Ｏ９ ８２􀆰 ７４(８)

Ｏ１１—Ｐｒ１—Ｎ３ ７４􀆰 ５８(８) Ｏ８—Ｐｒ１—Ｎ４ ６７􀆰 ３４(８)

Ｏ７—Ｐｒ１—Ｎ３ １４３􀆰 ７２(９) Ｏ８—Ｐｒ１—Ｎ３ ９２􀆰 ２４(８)
Ｏ７—Ｐｒ１—Ｏ８ ７１􀆰 ７８(９) Ｏ７—Ｐｒ１—Ｏ４ ９１􀆰 ５１(９)
Ｏ７—Ｐｒ１—Ｎ４ ８７􀆰 ３４(９) Ｏ８—Ｐｒ１—Ｏ１１ⅰ １３４􀆰 ０８(７)
Ｏ１０—Ｐｒ１—Ｏ４ １４０􀆰 ４０(９) Ｏ１１—Ｐｒ１—Ｎ４ １２２􀆰 ６０(８)
Ｏ１０—Ｐｒ１—Ｏ９ ６６􀆰 ２３(８) Ｏ８—Ｐｒ１—Ｏ９ ９１􀆰 ６８(８)
Ｏ１０—Ｐｒ１—Ｏ１１ ７９􀆰 ４２(９) Ｏ１１—Ｐｒ１—Ｏ８ １４８􀆰 １４(７)

　 　 注:Ｓｙｍｍｅｔｒｙ ｃｏｄｅｓ ｆｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘ １:(ⅰ)－ｘ＋１ / ２ꎬｙ＋１ / ２ꎬ－ｚ＋１ /
２ꎻ(ⅱ)－ ｘ ＋ １ / ２ꎬ ｙ － １ / ２ꎬ － ｚ ＋ １ / ２ꎻ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ ｃｏｄｅ ｆｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ２:
(ⅰ)－ｘ＋１ꎬ－ｙ＋１ꎬ－ｚ＋１ꎮ

８２
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２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 配合物 １ 晶体结构

单晶 Ｘ￣射线衍射结果表明ꎬ配合物 １ 属于单

斜晶系ꎬＣ２ / ｃ 空间群(表 １)ꎮ １ 个不对称结构单

元包含 １ 个 Ｐｒ３＋、０􀆰 ５ 个 Ｈ２Ｌ２－、０􀆰 ５ 个 Ｌ４－和 ２ 个

配位水分子(图 １ａ)ꎮ Ｐｒ３＋是九配位的ꎬ分别与 ２
个 Ｌ４－ 配体中的 ３ 个羧酸基氧原子(Ｏ２、Ｏ２ⅰ 和

Ｏ３)、２ 个酚羟基氧原子(Ｏ１ 和 Ｏ１ⅱ)、２ 个 Ｈ２Ｌ２－

中的 ２ 个酚羟基氧原子(Ｏ００４ 和 Ｏ４)以及 ２ 个配

位水分子的氧原子(Ｏ６ 和 Ｏ７)配位ꎬ呈扭曲的三

帽三棱柱配位构型 (图 １ｂ )ꎮ Ｐｒ—Ｏ 键长在

２􀆰 ４０４(６) ~２􀆰 ６１１(７) Å 之间ꎬＯ—Ｐｒ—Ｏ 键角在

５０􀆰 ３(２)° ~１４９􀆰 ６(３)°之间(表 ２)ꎬ这些数值与文

献[２０ꎬ２１]报道的其他 Ｐｒ 配合物的数值相似ꎮ
Ｈ２Ｌ２－配体为四齿配体ꎬ２ 个羧酸基均以 μ２￣η１ ∶η１

的方式连接 ２ 个 Ｐｒ３＋ꎬ其中ꎬ２ 个酚羟基均是质子

化的ꎬ不参与配位(图 １ｃ)ꎻＬ４－ 配体为六齿配体ꎬ
羧酸基均以 μ２￣η２ ∶η１的方式连接 ２ 个 Ｐｒ３＋ꎬ酚羟

基氧原子均桥连相邻的 ２ 个 Ｐｒ３＋(图 １ｄ)ꎮ Ｈ２Ｌ２－

配体的 ２ 个羧酸基分别桥连相邻的 ２ 个 Ｐｒ３＋ꎬ形
成了一个二维层状结构ꎬ并且ꎬＬ４－ 配体作为桥连

配体将二维层中相邻的 ３ 个 Ｐｒ３＋相互连接ꎬ将结

构拓展成一个三维网络结构(图 １ｅ)ꎮ 另外ꎬ配合

图 １　 (ａ)配合物 １ 的分子结构ꎻ(ｂ)Ｐｒ３＋的配位构型ꎻ
(ｃ)Ｈ２Ｌ２－配体的配位方式ꎻ(ｄ)Ｌ４－配体的配位方式ꎻ

(ｅ)三维网络结构

Ｆｉｇ.１　 (ａ)Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ １ꎻ
(ｂ)ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｒ３＋ꎻ(ｃ)ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅ ｏｆ Ｈ２Ｌ２－ ｌｉｇａｎｄꎻ(ｄ)ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｍｏｄｅ ｏｆ

Ｌ４－ ｌｉｇａｎｄꎻ(ｅ)ｔｈｒｅｅ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

物 １ 的三维结构之间还存在许多氢键ꎬ比如酚羟

基和羧酸基之间的氢键(Ｏ７—Ｈ７Ｂ􀆺Ｏ００４)、酚羟

基和配位水分子之间的氢键(Ｏ５—Ｈ５􀆺Ｏ７)以及

配位水分子和羧酸基之间的氢键 (Ｏ７—Ｈ７Ｂ􀆺
Ｏ００４)(表 ３)ꎬ这些氢键使配合物的晶体结构更

加稳定ꎮ 文献报道的类似结构的双羧酸基配体自

组装构筑的配位聚合物中ꎬ配体只采用一种配位

方式ꎬ与过渡金属离子配位形成一维结构ꎮ Ｍｕ
等[２２]采用常温挥发法ꎬ利用 ４ꎬ４′￣二苯醚二甲酸

(Ｈ２ｏｂａ)以及 １ꎬ１０￣邻菲罗啉( ｐｈｅｎ)为配体ꎬ与
Ｃｄ２＋反应得到了 １ 个配位聚合物 [ Ｃｄ２ ( ｏｂａ) ２

(ｐｈｅｎ) ２] ｎꎮ Ｃｄ１２＋和 Ｃｄ２２＋都与 ３ 个 ｏｂａ２－的 ５ 个

羧酸基氧原子、１ 个 ｐｈｅｎ 的 ２ 个氮原子配位ꎮ
在 ｏｂａ２－配体中ꎬ２ 个羧酸基分别采用 μ１￣η２ 和

μ２￣η２ ∶η１方式桥连 ２ 个 Ｃｄ２＋ꎬ形成[Ｃｄ２(ＣＯ２) ２]
次级结构单元ꎮ 相邻的次级结构单元通过 ｏｂａ２－

连接ꎬ形成一维双链结构ꎮ
从拓扑角度分析ꎬＨ２Ｌ２－ 配体与 ４ 个 Ｐｒ３＋ 配

位ꎬ可视为 ４￣连接节点ꎻＬ４－配体与 ６ 个 Ｐｒ３＋配位ꎬ
可视为 ６￣连接节点ꎻ每个 Ｐｒ３＋周围有 ５ 个配体与

其配位ꎬ可视为 ５￣连接节点ꎬ因此ꎬ该配位聚合物

具有 ４ꎬ５ꎬ６￣连接网络ꎮ 拓扑结构的 Ｓｃｈｌäｆｌｉ 符号

为{４２􀅰８４}{４６􀅰６６􀅰８３}{４７􀅰６３} ２(图 ２)ꎮ

图 ２　 配合物 １ 的拓扑结构

Ｆｉｇ.２　 Ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ １

表 ３ 　 配合物 １ 和 ２ 的氢键键长和键角注

Ｔａｂ.３　 Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｌｅｎｇｔｈｓ ａｎｄ ａｎｇｌｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘｓ １ ａｎｄ ２

Ｄ—Ｈ􀆺Ａ ｄ(Ｄ—Ｈ) /
Å

ｄ(Ｈ􀆺Ａ) /
Å

ｄ(Ｄ􀆺Ａ) /
Å

∠(ＤＨＡ) /
(°)

配合物 １
Ｏ５—Ｈ５􀆺Ｏ７ ０􀆰 ８２０ ２􀆰 ５１７ ３􀆰 １２０ １３１􀆰 ３０
Ｏ５—Ｈ５􀆺Ｏ４ ０􀆰 ８２０ １􀆰 ８７７ ２􀆰 ５４９ １３８􀆰 ４１
Ｏ７—Ｈ７Ｂ􀆺Ｏ００４ ０􀆰 ９６０ ２􀆰 ００８ ２􀆰 ９６２ １７２􀆰 ６２

配合物 ２

Ｏ９—Ｈ９Ａ􀆺Ｏ４ⅰ ０􀆰 ８７０ １􀆰 ８２０ ２􀆰 ６８５(４) １７４􀆰 ２

Ｏ１１—Ｈ１１Ａ􀆺Ｏ１３ⅱ ０􀆰 ８７０ １􀆰 ９２０ ２􀆰 ７８１(４) １７０􀆰 ７
Ｏ１１—Ｈ１１Ｂ􀆺Ｏ１２ ０􀆰 ８７０ ２􀆰 ０８０ ２􀆰 ８２４(４) １４２􀆰 ７
Ｏ１２—Ｈ１２Ａ􀆺Ｏ１３ ０􀆰 ８７０ １􀆰 ９７０ ２􀆰 ８３４(４) １７１􀆰 ７

９２
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续表

Ｄ—Ｈ􀆺Ａ ｄ(Ｄ—Ｈ) /
Å

ｄ(Ｈ􀆺Ａ) /
Å

ｄ(Ｄ􀆺Ａ) /
Å

∠(ＤＨＡ) /
(°)

配合物 ２

Ｏ１２—Ｈ１２Ｂ􀆺Ｏ８ⅲ ０􀆰 ８７０ ２􀆰 ０００ ２􀆰 ８６２(４) １７０􀆰 ５

Ｏ１３—Ｈ１３Ａ􀆺Ｏ５ⅳ ０􀆰 ８７０ １􀆰 ８８０ ２􀆰 ７４０(４) １７１􀆰 ４
Ｏ１３—Ｈ１３Ｂ􀆺Ｏ３ ０􀆰 ８７０ １􀆰 ９１０ ２􀆰 ７６０(４) １６４􀆰 ７

Ｏ７—Ｈ７Ａ􀆺Ｏ１２ⅰ ０􀆰 ８７０ ２􀆰 ０８０ ２􀆰 ７７９(４) １３６􀆰 ５

Ｏ７—Ｈ７Ｂ􀆺Ｏ２ⅴ ０􀆰 ８７０ １􀆰 ９９０ ２􀆰 ７７１(４) １４９􀆰 ６

Ｏ１０—Ｈ１０Ａ􀆺Ｏ３ⅱ ０􀆰 ８７０ １􀆰 ９００ ２􀆰 ７７２(４) １７４􀆰 ４

Ｏ１０—Ｈ１０Ｂ􀆺Ｏ３ⅵ ０􀆰 ８７０ １􀆰 ９２０ ２􀆰 ７８０(４) １６７􀆰 ７
Ｏ６—Ｈ６􀆺Ｏ５ ０􀆰 ８４０ １􀆰 ８００ ２􀆰 ５２３(４) １４２􀆰 ８

Ｏ８—Ｈ８Ｂ􀆺Ｏ９ⅶ ０􀆰 ８７０ ２􀆰 ０１０ ２􀆰 ８００(４) １５０􀆰 ６

　 　 注:Ｓｙｍｍｅｔｒｙ ｃｏｄｅｓ ｆｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ２:(ⅰ) －ｘ＋ １ꎬ－ｙ＋ １ꎬ－ ｚ＋ １ꎻ
(ⅱ)－ｘ＋１ꎬ－ｙꎬ－ｚ＋１ꎻ(ⅲ)ｘ－１ꎬｙꎬｚꎻ(ⅳ)ｘꎬｙ－１ꎬｚꎻ(ⅴ)ｘ＋１ꎬｙ＋１ꎬ
ｚꎻ(ⅵ)ｘ＋１ꎬｙꎬｚꎻ(ⅶ)－ｘ＋２ꎬ－ｙ＋１ꎬ－ｚ＋１ꎮ

２􀆰 ２ 　 配合物 ２ 晶体结构

配合物 ２ 属于三斜晶系ꎬＰ￣１ 空间群(表 １)ꎮ
１ 个非对称结构单元含有 １ 个 Ｐｒ３＋ꎬ１ 个 ＨＬ３－ 配

体ꎬ１ 个 ｐｈｅｎ 配体ꎬ５ 个配位水分子和 ２ 个游离水

分子(图 ３ａ)ꎮ Ｐｒ３＋是八配位的ꎬ分别与 ＨＬ３－配体

的 １ 个羧基氧原子(Ｏ４)ꎬ１ 个 ｐｈｅｎ 配体的 ２ 个氮

原子(Ｎ３ 和 Ｎ４)ꎬ５ 个配位水分子的氧原子(Ｏ７、
Ｏ８、Ｏ９、Ｏ１０ 和 Ｏ１１)配位ꎬ呈十二面体配位构型(图
３ｂ)ꎮ Ｐｒ—Ｏ 键长在 ２􀆰 ７２９(３) ~２􀆰 ９７７(３) Å 之间ꎬ
Ｐｒ—Ｎ 键长在 ２􀆰 ９０６(３) ~ ２􀆰 ９１４(３) Å 之间ꎬＯ—
Ｐｒ—Ｏ 键角在 ６３􀆰 ７５(７)° ~ １４８􀆰 １４(７)°之间(表
２)ꎬ与其他 Ｐｒ 配合物中报道的键长、键角相

似[２０￣２２]ꎮ ＨＬ３－配体只有一种配位模式ꎬ其中 １ 个

酚羟基(Ｏ６)是质子化的ꎬ另 １ 个酚羟基(Ｏ１)是

去质子化的ꎬ没有参与配位ꎬ １ 个羧基氧原子

(Ｏ４)与 Ｐｒ３＋配位ꎬ采用单齿配位方式ꎮ ｐｈｅｎ 分子

作为封端配体与 Ｐｒ３＋螯合配位ꎮ Ｐｒ３＋其他的配位

点被水分子占据ꎮ 配合物 ２ 中的配位水、游离水、
酚羟基氧原子与羧酸基氧原子之间形成氢键

(Ｏ６—Ｈ６􀆺Ｏ５、Ｏ９—Ｈ９Ａ􀆺Ｏ４ⅰ、Ｏ１３—Ｈ１３Ａ􀆺

图 ３　 (ａ)配合物 ２ 的分子结构ꎻ(ｂ)Ｐｒ３＋的配位构型

Ｆｉｇ.３　 (ａ)Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ２ꎻ
(ｂ)ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｒ３＋

Ｏ５ⅳ、 Ｏ１１—Ｈ１１Ａ 􀆺 Ｏ１３ⅱ、 Ｏ７—Ｈ７Ａ 􀆺 Ｏ１２ⅰ、
Ｏ１０—Ｈ１０Ａ 􀆺 Ｏ３ⅱ、 Ｏ１２—Ｈ１２Ａ 􀆺 Ｏ１３、 Ｏ１１—
Ｈ１１Ｂ􀆺Ｏ１２ 和 Ｏ１３—Ｈ１３Ｂ􀆺Ｏ３、Ｏ１０—Ｈ１０Ｂ􀆺
Ｏ３ⅵ、Ｏ１２—Ｈ１２Ｂ􀆺Ｏ８ⅲ、Ｏ７—Ｈ７Ｂ􀆺Ｏ２ｖ 和 Ｏ８—
Ｈ８Ｂ􀆺Ｏ９ⅶ)(表 ３)ꎬ这些氢键增加了配合物 ２ 的

结构稳定ꎮ
２􀆰 ３ 　 热重分析

配合物 １ 和 ２ 的热重曲线如图 ４ 所示ꎮ 配合

物 １ 的第一个失重台阶在 ２５ ~ １２４ ℃之间ꎬ失重

率为 ６􀆰 ４％ꎬ对应失去 ２ 个配位水分子(理论值

７􀆰 ５％)ꎻ第二个失重台阶在 １２４ ~ ３６７ ℃ 之间ꎬ失
重率为 ３３􀆰 ６％ꎬ对应失去 ０􀆰 ５ 个 Ｌ４－配体(理论值

３３􀆰 ７％)ꎻ第三个失重台阶在 ３６７ ~ ９００ ℃之间ꎬ是
Ｈ２Ｌ２－配体的部分热解所致ꎻ当升温至 ９００ ℃时ꎬ
失重曲线仍呈下降趋势ꎬ最终残余物可能是

Ｐｒ２Ｏ３ꎮ 配合物 ２ 的第一个失重台阶在 ２５ ~
１５６ ℃之间ꎬ失重率为 ３􀆰 ０％ꎬ对应失去游离水分

子(理论值 ４􀆰 ８％)ꎮ 第二个失重台阶在 ２７０ ~
３８０ ℃之间ꎬ失重率为 ２５􀆰 ６％ꎬ对应失去一个 ｐｈｅｎ
配体(理论值 ２４􀆰 １％)ꎮ 温度继续升高ꎬＨＬ３－配体

分子开始分解ꎬ直至 ９００ ℃热重曲线仍有下降趋

势ꎬ配体没有完全分解ꎬ最终剩余物质可能是

Ｐｒ２Ｏ３
[２３]ꎮ

图 ４　 配合物 １ 和 ２ 的热重曲线

Ｆｉｇ.４　 ＴＧＡ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ １ ａｎｄ ２

２􀆰 ４ 　 荧光性质

稀土元素具有特殊的电子层结构ꎬ使它们具

有一般元素无法拥有的光谱性质ꎬ因此ꎬ大部分稀

土元素在荧光领域受到了研究者的青睐[２４]ꎮ
配合物 １ 和 ２ 的荧光发射光谱如图 ５ａ 所示ꎮ

在 ３５０ ｎｍ 的激发波长下ꎬ其分别在 ６３８ 和 ７７８
ｎｍ、６５２ 和 ７８１ ｎｍ 的荧光发射峰为 Ｐｒ３＋的特征荧

光发射峰ꎬ颜色落在色度图的橙色区域内 (图

５ｂ)ꎬ可归因于 Ｐｒ３＋的 １Ｓ０→１Ｉ６ 和 １Ｄ２→３Ｈ４ 能级

跃迁[２１]ꎮ 图中未观察到配体的发射峰ꎬ表明配合

物 １ 和 ２ 在激发过程中存在配体到金属离子的能

量转移ꎮ 配合物 ２ 的荧光发射强度高于配合物

０３
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１ꎬ且主峰红移了 １４ ｎｍꎮ 由于稀土金属离子 ｆ￣ｆ
跃迁禁阻ꎬ单一稀土金属离子的发光相对较弱ꎮ
如果与有机配体配位ꎬ配体将能量有效传递给稀

土金属离子ꎬ可以提高其特征发射[２５ꎬ２６]ꎮ 配体结

构和取代基不同ꎬ决定了其能级、能量吸收及传递

效率、振动弛豫等也不尽相同ꎬ往往可以导致稀土

配合物吸收波长发生改变ꎬ荧光强度增强[２７]ꎮ
Ｎａ２Ｈ２Ｌ 配体中的羟基是供电子基团ꎬ因此ꎬ有利

于配体向稀土金属离子的能量转移ꎮ 此外ꎬ辅助

配体 ｐｈｅｎ 的加入对配合物的发光性质的影响也

不容忽视ꎮ 一方面ꎬ其较强的配位能力ꎬ较高的共

轭程度ꎬ较好的刚性有利于能量吸收和传递ꎬ增加

稀土金属离子的能量来源ꎻ另一方面ꎬ其可以取代

水分子占据中心离子的配位点ꎬ从而减小水分子

高频振动的能量损失ꎬ进而提高发光效率[２８]ꎮ

图 ５　 (ａ)配合物 １ 和 ２ 的荧光发射光谱ꎻ
(ｂ)ＣＩＥ 色度图

Ｆｉｇ.５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ (ａ) ａｎｄ
ＣＩＥ ｃｈｒｏｍａｔｉｃｉｔｙ ｄｉａｇｒａｍ (ｂ) ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ １ ａｎｄ ２

３　 结论

以 Ｎａ２Ｈ２Ｌ 为配体ꎬ利用水热法与 Ｐｒ３＋反应得

到 ２ 个配合物ꎮ 配合物 １ 中ꎬＨ２Ｌ２－作为四齿桥连

配体ꎬ利用 ２ 个羧酸基分别桥连相邻的 ２ 个 Ｐｒ３＋ꎬ
形成 １ 个二维层状结构ꎮ Ｌ４－作为六齿桥连配体ꎬ
利用 ２ 个羧酸基和酚羟基桥连二维层中相邻的 ３
个 Ｐｒ３＋ꎬ将其拓展成 １ 个三维网络结构ꎬＳｃｈｌäｆｌｉ 符
号为{４２􀅰８４}{４６􀅰６６􀅰８３}{４７􀅰６３} ２ꎮ 配合物 ２ 中ꎬ
ＨＬ３－配体利用 １ 个羧酸基与 Ｐｒ３＋ 单齿配位ꎬｐｈｅｎ
分子作为封端配体与 Ｐｒ３＋ 螯合配位ꎬ占据了其 ２
个配位点ꎬ将结构过渡到单核结构ꎮ 配合物 １ 和

２ 显示出 Ｐｒ３＋ 的特征荧光发射峰ꎬ分别在 ６３８ 和

７７８ ｎｍ、６５２ 和 ７８１ ｎｍ 处呈橙色荧光ꎬ归属于
１Ｓ０→１Ｉ６ 和 １Ｄ２→ ３Ｈ４ 能级跃迁ꎮ ｐｈｅｎ 分子的引

入ꎬ增加了 Ｐｒ３＋的特征荧光发射峰强度ꎬ主峰红移

了 １４ ｎｍꎬ可归因于 ｐｈｅｎ 分子的共轭体系以及与

Ｐｒ３＋的配位相互作用ꎮ
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ｏｆ ａ ３Ｄ Ｐｒ(Ⅲ) ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ２￣ｍｅｔｈｙｌ
ｉｍｉｄａｚｏｌｅ￣４ꎬ５￣ｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ａｎｄ ｏｘａｌａｔｅ ｌｉｇａｎｄｓ[ Ｊ]. Ｉｎ￣
ｏｒｇ.Ｎａｎｏ￣ｍｅｔａｌ Ｃｈｅｍ.ꎬ２０１２ꎬ４２(７):９８１￣９８６.

[２７]ＹＡＮ ＬꎬＺＨＡＮＧ Ｊ ＬꎬＨＵ Ｈ Ｍꎬｅｔ ａｌ.Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ａｎｄ ｎｅａｒ￣ｉｎｆｒａｒｅｄ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｌａｎｔｈａｎｉｄｅ ｃｏｏｒｄｉｎａ￣
ｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ
ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｉｐｙｒｉｄｙｌ ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ａｎｄ ｄｉｃａｒｂｏｘ￣
ｙｌａｔｅ ｌｉｇａｎｄｓ [ Ｊ ]. Ｊ. Ｓｏｌｉｄ Ｓｔａｔｅ Ｃｈｅｍ.ꎬ ２０２０ꎬ ２９２:
１２１ ６５４.

[２８]ＣＨＵＡＳＡＡＲＤ ＴꎬＰＡＮＹＡＲＡＴ ＫꎬＲＯＤＬＡＭＵＬ Ｐꎬｅｔ ａｌ.
Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｌａｎｔｈａｎｉｄｅ￣ｐｙｒｉ￣
ｄｉｎｅ￣２ꎬ６￣ｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒｓ[ Ｊ].Ｃｒｙｓｔ.
Ｇｒｏｗｔｈ Ｄｅｓ.ꎬ２０１７ꎬ１７(３):１ ０４５￣１ ０５４.

２３
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用于 Ｈ２ ＰＯ
－
４ 检测的比率型荧光探针合成及性能研究

郭昌晟ꎬ陈君霞ꎬ刘忆茹ꎬ卢钰盛ꎬ董智云ꎬ席福贵∗

(忻州师范学院 化学系ꎬ山西 忻州　 ０３４０００)

摘要:设计合成了一种基于吖啶￣苯并咪唑鎓的大环受体 ＡＢＩＭꎬ可作为 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的荧光比率传感器ꎮ 借助荧光光谱研究

了受体 ＡＢＩＭ 对 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的选择性识别ꎬ在大环受体 ＡＢＩＭ 的乙腈溶液中加入 Ｈ２ＰＯ

－
４ 后ꎬ在 ４２６ ｎｍ 处荧光发射明显“关

闭”ꎬ５０６ ｎｍ 处荧光发射明显“打开”ꎬ溶液荧光颜色由蓝色变为蓝绿色ꎬ新的荧光发射峰可能是由于 Ｈ２ＰＯ
－
４ 诱导两个受

体中的吖啶环之间形成 Ｅｘｃｉｍｅｒ 产生的ꎮ ＡＢＩＭ 与 Ｈ２ＰＯ
－
４ 以 １ ∶ １的化学计量比结合ꎬ结合常数为(７􀆰 １３± ０􀆰 ４８) × １０６

Ｌ / ｍｏｌꎬ检出限为 ２􀆰 ３８×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎬ最佳响应时间为 ２ ｍｉｎꎮ 回收实验表明ꎬＡＢＩＭ 可应用于样品中 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的检测ꎮ

关键词:吖啶ꎻ苯并咪唑鎓ꎻＨ２ＰＯ
－
４ꎻ大环ꎻ比率型荧光探针ꎻ

中图分类号:Ｏ６５　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:０２５８￣３２８３(２０２４)０６￣００３３￣０６
ＤＯＩ:１０.１３８２２ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｈｘｓｊ.２０２４.００６２　

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｓｅｎｓｏｒ ｆｏｒ Ｈ２ＰＯ
－
４ ＧＵＯ Ｃｈａｎｇｅ￣ｓｈｅｎｇꎬＣＨＥＮ Ｊｕｎ￣ｘｉａꎬＬＩＵ Ｙｉ￣ｒｕꎬＬＵ

Ｙｕ￣ｓｈｅｎｇꎬＤＯＮＧ Ｚｈｉ￣ｙｕｎꎬＸＩ Ｆｕ￣ｇｕｉ∗(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ＣｈｅｍｉｓｔｒｙꎬＸｉｎｚｈｏｕ Ｔｅａｃｈｅｒｓ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＸｉｎｚｈｏｕ ０３４０００ꎬＣｈｉｎａ)
Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ａｎ ａｃｒｉｄｉｎｅ￣ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｉｕｍ ｂａｓｅｄ ｍａｃｒｏｃｙｃｌｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｅｎｓｏｒ ＡＢＩＭ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄꎬｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ
ｕｓｅｄ ａｓ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｅｎｓｏｒ ｆｏｒ Ｈ２ＰＯ

－
４ . Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｅｎｓｏｒ ＡＢＩＭ ｗｉｔｈ Ｈ２ＰＯ

－
４ ｗａｓ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ.Ａ ｃｌｅａｒ “ｔｕｒｎ￣ｏｆｆ” ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｔ ４２６ ｎｍ ａｎｄ ａｎ ａｐｐａｒｅｎｔ “ ｔｕｒｎ￣ｏｎ” ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｔ ５０６
ｎｍ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｐｏｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２ＰＯ

－
４ꎬｇｉｖｉｎｇ ｒｉｓｅ ｔｏ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｌｏｒ ｆｒｏｍ ｂｌｕｅ ｔｏ ｂｌｕｅ￣ｇｒｅｅｎ. Ｔｈｅ ｎｅｗ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｈ２ＰＯ
－
４ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｓｅｎｓｏｒ ＡＢＩＭ ｆｏｒｍｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｃｉｍｅｒ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ａｃｒｉｄｉｎｅ ｒｉｎｇｓ.Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｆｏｒ ｓｅｎｓｏｒ ＡＢＩＭ ｔｏ Ｈ２ＰＯ
－
４ ｗａｓ １ ∶１􀆰 Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｗａｓ

ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｅ (７􀆰 １３± ０􀆰 ４８) × １０６ Ｌ / ｍｏｌꎬ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ２􀆰 ３８× １０－７ ｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｉｍｅ ｗａｓ ２
ｍｉｎｕｔｅｓ.Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｅｎｓｏｒ ＡＢＩＭ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２ＰＯ

－
４ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ａｃｒｉｄｉｎｅꎻｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｉｕｍꎻＨ２ＰＯ
－
４ꎻｍａｃｒｏｃｙｃｌｉｃꎻｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｅｎｓｏｒ

　 　 收稿日期:２０２４￣０１￣２８ꎻ网络首发日期:２０２４￣０４￣０３
基金项目:山西省高等学校大学生创新创业训练计划项目

(２０２２００１)ꎻ国家自然科学基金资助项目(２１７０１１３７)ꎮ
作者简介:郭昌晟(２００２￣)ꎬ男ꎬ山西太原人ꎬ本科生ꎬ主要研

究方向为荧光探针ꎮ
通讯作者:席福贵ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｘｉｆｕｇｕｉ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

引用本文:郭昌晟ꎬ陈君霞ꎬ刘忆茹ꎬ等.用于 Ｈ２ＰＯ－
４ 检测的

比率型荧光探针合成及性能研究 [ Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ
４６(６):３３￣３８ꎮ

　 　 磷酸二氢根(Ｈ２ＰＯ
－
４)是体内重要的酸碱平衡

物质ꎬ参与 ＤＮＡ 构建、能量存储和信息转录等过

程[１￣３]ꎬ因此 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的识别和检测受到了广泛的

关注[４ꎬ５]ꎮ 目前ꎬ已报道的可用于识别 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的

荧光探针主要通过荧光“开启” (Ｔｕｒｎ ｏｎ) [６￣８]ꎬ荧
光“关闭”(Ｔｕｒｎ ｏｆｆ) [９￣１１]ꎬ荧光比率传感[１２￣１４]等方

图 １　 ＡＢＩＭ 的合成路线

Ｆｉｇ.１　 Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ＡＢＩＭ

式进行ꎮ 相比而言ꎬ荧光比率传感通过计算两个

发射波长的荧光强度比值ꎬ具有自校准功能ꎬ可以

有效消除单波长发射检测中环境因素ꎬ如探针浓

度、温度、溶剂极性、激发强度等的干扰[１５]ꎬ从而

提高探针检测的灵敏度ꎮ 此外ꎬ阴离子配合后明

显的荧光颜色变化将对阴离子的比色传感和生物

成像具有实际意义[１６ꎬ１７]ꎮ 大环受体因其具有的

良好的稳定组织结构ꎬ在键合客体的过程中可表

现出特定的选择性[１８￣２１]ꎮ 因此ꎬ以吖啶、苯并咪
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唑和 ４ꎬ４′￣二(氯甲基)联苯为原料设计合成了大

环受体 ＡＢＩＭ ( 图 １ )ꎬ 通过 １ＨＮＭＲ、 １３ＣＮＭＲ、
ＦＴ￣ＩＲ、ＥＳＩ￣ＭＳ、元素分析进行了表征ꎬ并通过荧光

光谱等研究了该受体分子对阴离子的识别性能ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｂｒｕｋｅｒ ４００ ＭＨｚ 型核磁共振仪(德国布鲁克

公司)ꎻＩＲ Ａｆｆｉｎｉｔｙ￣１ｓ 型傅里叶变换红外光谱仪、
ＬＣＭＳ￣８０３０ 型液相色谱质谱联用仪(日本岛津公

司)ꎻＶａｒｉｏ ＥＬ Ｃｕｂｅ 型元素分析仪(德国元素分析

系统有限公司)ꎻＨｉｔａｃｈｉ Ｆ￣４６００ 型荧光光谱仪(日
本日立公司)ꎮ

吖啶、４ꎬ４￣二(氯甲基)联苯(化学纯ꎬ上海阿

拉丁生化科技股份有限公司)ꎻ溴甲氧基甲醚(化
学纯ꎬ上海阿达玛斯试剂有限公司)ꎻ苯并咪唑、
六氟磷酸铵、阴离子 ＰＯ３－

４ 、ＨＰＯ２－
４ 采用钠盐(分析

纯ꎬ国药集团化学试剂有限公司)ꎻ阴离子 Ｆ－、
Ｃｌ－、Ｂｒ－、Ｉ－、ＮＯ－

３、ＡｃＯ
－、ＣｌＯ－

４、ＨＳＯ－
４、Ｈ２ＰＯ

－
４ 采用

四丁基铵盐 (分析纯ꎬ北京伊诺凯试剂有限公

司)ꎻ４ꎬ５￣二(溴甲基)吖啶参考文献[２２]的方法

制备ꎻ４ꎬ４′￣二(苯并咪唑￣１￣甲基)￣联苯参考文献

[２３]的方法制备ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 大环受体 ＡＢＩＭ 的合成

在配有回流冷凝管和搅拌器的 ５００ ｍＬ 三口

烧瓶中加入 ２００ ｍＬ 乙腈ꎬ加热至 ８０ ℃ꎬ缓慢等速

同时滴加溶于 ０􀆰 ５５ ｇ (１􀆰 ５ ｍｍｏｌ)乙腈的 ４ꎬ５￣二
(溴甲基)吖啶和溶于 ８０ ｍＬ 乙腈的 ０􀆰 ６２ ｇ (３􀆰 ０
ｍｍｏｌ)４ꎬ４′￣二(苯并咪唑￣１￣甲基)￣联苯ꎬ４０ ｈ 滴

完ꎬ加热回流 ６０ ｈꎬ冷却至室温ꎬ析出淡黄色固体ꎬ
抽滤ꎬ少量无水乙醚洗涤(１５ ｍＬ×３)ꎬ真空干燥后

将所得固体置于两口瓶ꎬ加入 ０􀆰 ２５ ｇ (１􀆰 ５ ｍｍｏｌ)
ＮＨ４ＰＦ６、３０ ｍＬ 去离子水ꎬ室温下搅拌 ２４ ｈꎬ过
滤ꎬ去离子水洗涤(２５ ｍＬ×３)ꎬ真空干燥得 ０􀆰 ４７ ｇ
吖啶￣咪唑鎓大环受体 ＡＢＩＭꎬ产率 ６０％ꎮ １ＨＮＭＲ
(ＤＭＳＯ￣ｄ６ꎬ４００ ＭＨｚ)ꎬ δ:１０􀆰 ３９ ( ｓꎬ２ＨꎬＢｉｍＣ２—
Ｈ)ꎻ９􀆰 ３９(ｓꎬ２ＨꎬＡｒ—Ｈ)ꎻ８􀆰 ３３(ｄꎬ２ＨꎬＪ ＝ ８􀆰 ４ Ｈｚꎬ
Ａｒ—Ｈ)ꎻ７􀆰 ９９ ~ ８􀆰 １１ ( ｍꎬ３ＨꎬＡｒ—Ｈ)ꎻ７􀆰 ８３ ( ｄꎬ
２ＨꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ ＨｚꎬＡｒ—Ｈ)ꎻ７􀆰 ７２( ｔꎬ２ＨꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ Ｈｚꎬ
Ａｒ—Ｈ)ꎻ７􀆰 ６０(ｄꎬ４ＨꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ ＨｚꎬＡｒ—Ｈ)ꎻ７􀆰 ４８ ~
７􀆰 ５８ ( ｍꎬ ８Ｈꎬ Ａｒ—Ｈ)ꎻ ６􀆰 ５４ ( ｓꎬ ４Ｈꎬ—ＣＨ２×２)ꎻ
５􀆰 ８０( ｓꎬ４Ｈꎬ—ＣＨ２ ×２)ꎮ １３ＣＮＭＲ(ＤＭＳＯ￣ｄ６ꎬ１００
ＭＨｚ )ꎬ δ: １４６􀆰 ９ꎬ １４１􀆰 ５ꎬ １３９􀆰 ２ꎬ １３６􀆰 ６ꎬ １３５􀆰 ４ꎬ

１３２􀆰 １ꎬ１３１􀆰 ５ꎬ１３０􀆰 ２ꎬ１２９􀆰 ８ꎬ１２８􀆰 ７ꎬ１２７􀆰 ６ꎬ１２７􀆰 ４ꎬ
１２７􀆰 ３ꎬ１２７􀆰 １ꎬ １２６􀆰 ８ꎬ １２１􀆰 １ꎬ １１４􀆰 ０ １１３􀆰 ５ꎬ ４９􀆰 ２ꎬ
４６􀆰 ６ꎮ ＩＲ ( ＫＢｒ)ꎬ νꎬ ｃｍ－１: ３ ４０３ꎬ ３ ２７３ꎬ ３ １２０ꎬ
２ ９８０ꎬ１ ６４１ꎬ１ ５８２ꎬ１ ４１６ꎬ１ １９９ꎬ１ １３８ꎬ８３６ꎬ７４５ꎬ
６４２ꎬ５５１ꎮ 元素分析:Ｃ４３Ｈ３３Ｆ１２Ｎ５Ｐ２ꎬ实测值(计算

值)ꎬ％:Ｃ ５６􀆰 ８０(５６􀆰 ７７)ꎻＨ ３􀆰 ５９(３􀆰 ６６)ꎻＮ ７􀆰 ７２
( ７􀆰 ７０ )ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳꎬ ｍ / ｚ (％): ３０９􀆰 ８０ ([ ＡＢＩＭ￣
ＰＦ－

６] ２＋ꎬ１００)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 荧光光谱测试方法

取 ２ ｍＬ 吖啶￣咪唑鎓大环受体 ＡＢＩＭ 的乙腈

溶液(５􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)置于比色皿中ꎬ通过微量

注射器逐次加入含有阴离子的乙腈溶液(５􀆰 ０ ×
１０－４ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ在发射波长 ３６２ ｎｍ 照射下ꎬ记录滴

定过程中相应的荧光发射光谱ꎮ
利用荧光滴定数据计算检出限ꎬ根据检出限

公式 ＬＯＤ＝ ３σ / ｋ(σ 为测定 １１ 次空白值的标准偏

差ꎬｋ 为拟合直线的斜率) [２４]ꎬ计算吖啶￣咪唑鎓大

环受体 ＡＢＩＭ 对阴离子 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的检出限ꎮ

吖啶￣咪唑鎓大环受体 ＡＢＩＭ 与 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的结

合常数根据荧光滴定数据ꎬ用非线性最小二乘曲

线拟合方法确定的[２５]ꎮ
采用连续变量法(Ｊｏｂ′ｓ ｐｌｏｔ)测定吖啶￣咪唑

鎓大环受体 ＡＢＩＭ 与阴离子之间的化学计量

比[２６]ꎮ 在此方法中ꎬ制备相同浓度的受体和阴

离子的乙腈溶液ꎬ按不同比例混合ꎬ保持混合物

的总体积为 ３ ｍＬꎬ总浓度为 ５􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ记
录荧光发射光谱ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 吖啶￣咪唑鎓大环受体 ＡＢＩＭ 对各种阴离子

识别性能的研究

借助荧光光谱研究吖啶￣咪唑鎓大环受体

ＡＢＩＭ 对各种阴离子的识别性能ꎮ 在 ＡＢＩＭ 的

ＣＨ３ＣＮ 溶液(６􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)中ꎬ分别加入含有

阴离子 Ｆ－、Ｃｌ－、Ｂｒ－、Ｉ－、ＮＯ－
３、ＡｃＯ

－、ＣｌＯ－
４、ＨＳＯ－

４、
Ｈ２ＰＯ

－
４、 ＰＯ３－

４ 、 ＨＰＯ２－
４ 的 乙 腈 溶 液 ( ６􀆰 ０ × １０－４

ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ使混合溶液中阴离子的浓度为受体

ＡＢＩＭ 浓度的 ２ 倍ꎬ即 ｃ(阴离子) / ｃ(ＡＢＩＭ) ＝ ２ꎬ
在发射波长 ３６２ ｎｍ 照射下ꎬ测试混合溶液的发

射光谱ꎮ 如图 ２ 所示ꎬＡＢＩＭ 的荧光发射峰位于

４２６ ｎｍꎬ对应于蓝色荧光ꎬ加入 Ｃｌ－、Ｂｒ－、Ｉ－、ＡｃＯ－、
ＮＯ－

３、ＣｌＯ
－
４、ＰＯ３－

４ 、ＨＰＯ２－
４ 后ꎬＡＢＩＭ 的荧光发射峰

强度没有明显变化ꎮ 加入 Ｆ－、ＨＳＯ－
４ 后ꎬＡＢＩＭ 的

４３
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－
４ 检测的比率型荧光探针合成及性能研究

荧光发射峰强度分别减弱了 ７％和 １９％ꎬ而加入

Ｈ２ＰＯ
－
４ 后ꎬＡＢＩＭ 的荧光发射峰发生了明显的红

移ꎬ由 ４２６ ｎｍ 红移至 ５０６ ｎｍꎬ红移了 ８０ ｎｍꎬ可
见ꎬ大环受体 ＡＢＩＭ 对阴离子 Ｈ２ＰＯ

－
４ 表现出较高

的选择性ꎮ

激发波长 Ｅｘ 为 ３６２ ｎｍꎬ狭缝宽度为 ５ ｎｍ

图 ２　 ＡＢＩＭ 的 ＣＨ３ＣＮ 溶液(５􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)中

加入不同阴离子后的荧光光谱变化图

Ｆｉｇ.２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＡＢＩＭ ｉｎ ＣＨ３ＣＮ

(５􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ) ｕｐｏｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ａｎｉｏｎｓ

通过荧光滴定光谱进一步研究了大环受体

ＡＢＩＭ 对阴离子 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的响应效果ꎮ 在 ＡＢＩＭ 的

ＣＨ３ＣＮ 溶液(５􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)中逐次加入阴离子

Ｈ２ＰＯ
－
４ꎬ使 ｃ(阴离子) / ｃ(ＡＢＩＭ)依次为 ０、０􀆰 １、

０􀆰 ２、􀆺、０􀆰 ９、１􀆰 ０ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ随着 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的不

断加入ꎬＡＢＩＭ 位于 ４２６ ｎｍ 处的荧光发射明显

“关闭”(Ｔｕｒｎ ｏｆｆ)ꎬ５０６ ｎｍ 处的荧光发射明显“开
启”(Ｔｕｒｎ ｏｎ)ꎬ并且发射峰强度先减弱ꎬ后增强ꎮ
如图 ３ 中的内插图所示ꎬ在 ３６５ ｎｍ 紫外灯照射

下ꎬＡＢＩＭ 的 ＣＨ３ＣＮ 溶液中加入 Ｈ２ＰＯ
－
４ 后ꎬ溶液

的荧光颜色由蓝色变为蓝绿色ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ在
０~６×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 范围内ꎬ荧光强度比值 Ｆ５０６ / Ｆ４２６

与 Ｈ２ＰＯ
－
４ 浓度成线性关系(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ ９)ꎬＡＢＩＭ

对 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的检出限为 ２􀆰 ３８×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎮ 荧光强

图 ３　 ＡＢＩＭ 的 ＣＨ３ＣＮ 溶液(５􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)中

加入不同浓度 Ｈ２ＰＯ
－
４ 后的荧光光谱变化图

Ｆｉｇ.３　 Ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＡＢＩＭ ｉｎ
ＣＨ３ＣＮ (５􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ) ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ

Ｈ２ＰＯ
－
４ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图 ４　 荧光强度比值 Ｆ５０６ / Ｆ４２６与 Ｈ２ＰＯ
－
４ 浓度的

线性响应曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ Ｆ５０６ / Ｆ４２６ ａｎｄ Ｈ２ＰＯ

－
４ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图 ５　 荧光强度 Ｆ４２６与 Ｈ２ＰＯ
－
４ 浓度的线性响应曲线

Ｆｉｇ.５　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ Ｆ４２６ ａｎｄ Ｈ２ＰＯ

－
４ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

度 Ｆ４２６随 Ｈ２ＰＯ
－
４ 浓度线性增加(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ ９)ꎬ也

可用于 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的定量检测 (图 ５)ꎬ检出限为

２􀆰 ８０×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎬ由此可见ꎬ荧光比率法的检出

限比单波长的检出限更低、更灵敏ꎮ
在 ＣＨ３ＣＮ 溶液中ꎬ测试了大环受体 ＡＢＩＭ 识

别 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的响应时间ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ在 ＡＢＩＭ 的

ＣＨ３ＣＮ 溶 液 中ꎬ 加 入 Ｈ２ＰＯ
－
４ꎬ 使 ｃ ( Ｈ２ＰＯ

－
４ ) /

ｃ(ＡＢＩＭ)＝ ２ꎬ在 ２ ｍｉｎ 内荧光强度比值 Ｆ５０６ / Ｆ４２６

显著增加ꎬ表明 ＡＢＩＭ 与 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的配合可以在

２ ｍｉｎ 内完成ꎮ 因此ꎬ将 ２ ｍｉｎ 作为所有荧光检测

识别 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的最佳响应时间ꎮ

图 ６　 时间对荧光强度比值 Ｆ５０６ / Ｆ４２６的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ
Ｆ５０６ / Ｆ４２６

图 ７ 显示了 Ｈ２ＰＯ
－
４ 和其他阴离子对 ＡＢＩＭ

的荧光强度比值 Ｆ５０６ / Ｆ４２６的影响ꎬ可以看出ꎬ竞争

５３
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性阴 离 子 Ｆ－、 Ｃｌ－、 Ｂｒ－、 Ｉ－、 ＮＯ－
３、 ＣｌＯ－

４、 ＨＳＯ－
４、

ＡｃＯ－、ＨＰＯ２－
４ 、ＰＯ３－

４ 未引起明显的干扰ꎮ 在这些

阴离子存在下ꎬ加入 Ｈ２ＰＯ
－
４ 后ꎬ荧光强度比值

Ｆ５０６ / Ｆ４２６仍大于 ２ꎬ表明 ＡＢＩＭ 对 Ｈ２ＰＯ
－
４ 具有较好

的选择性ꎬ可作为 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的比率型荧光探针ꎮ

图 ７　 ＡＢＩＭ 的乙腈溶液中加入其他阴离子以及

加入其他阴离子和 Ｈ２ＰＯ
－
４ 后的荧光强度比值

Ｆ５０６ / Ｆ４２６变化图

Ｆｉｇ.７　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ Ｆ５０６ / Ｆ４２６ ｏｆ

ＡＢＩＭ ｉｎ ＣＨ３ＣＮ ｕｐｏｎ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ

ａｎｉｏｎｓ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２ＰＯ
－
４

２􀆰 ２ 　 大环受体 ＡＢＩＭ 识别 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的机理

为了研究大环受体 ＡＢＩＭ 与 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的结合

模式ꎬ采用最小二乘法非线性拟合计算得到吖啶￣
咪唑鎓大环受体 ＡＢＩＭ 和 Ｈ２ＰＯ

－
４ 的结合常数 Ｋ

为(７􀆰 １３±０􀆰 ４８)×１０６ Ｌ / ｍｏｌꎬ相关系数 Ｒ２ ＝０􀆰 ９８５ ３ꎬ

图 ８　 ＡＢＩＭ 和 Ｈ２ＰＯ
－
４ 在 ４２６ ｎｍ 处的荧光滴定的

非线性拟合曲线

Ｆｉｇ.８　 Ｎｏｎ￣ｌｉｎｅａｒ ｃｕｒｖｅ ｆｉｔｔｉｎｇ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｔｉｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＡＢＩＭ ａｎｄ Ｈ２ＰＯ

－
４ ａｔ ４２６ ｎｍ

图 ９　 ＡＢＩＭ￣Ｈ２ＰＯ
－
４ 的 Ｊｏｂ′ｓ 工作曲线

Ｆｉｇ.９　 Ｊｏｂ′ｓ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ＡＢＩＭ￣Ｈ２ＰＯ
－
４

表明 ＡＢＩＭ 和 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的 化 学 计 量 比 为 １ ∶ １

(图 ８) [２７]ꎮ 图 ９ 中的 Ｊｏｂ′ｓ 工作曲线再次证实

ＡＢＩＭ 和 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的结合比为 １ ∶１[２８]ꎮ

结合荧光光谱变化ꎬ推测大环受体 ＡＢＩＭ 和

Ｈ２ＰＯ
－
４ 可能的相互作用模型如图 １０ 所示ꎮ 由于

Ｈ２ＰＯ
－
４ 中 ２ 个部分带电氧原子的定向性质ꎬ因此

Ｈ２ＰＯ
－
４ 阴离子位于受体 ＡＢＩＭ 的空腔上方ꎬ与大

环 ＡＢＩＭ 中 ２ 个向上指向的苯并咪唑鎓的 Ｃ２—Ｈ
形成离子型氢键ꎬ化学计量为 １ ∶１ꎬ对应于光致电

子转移(ＰＥＴ)过程导致的荧光猝灭[２９]ꎮ 然而ꎬ随
着 Ｈ２ＰＯ

－
４ 浓度的增高ꎬ会诱导受体分子之间发生

自组装ꎬ荧光基团吖啶之间的 π￣π 堆积作用增

强ꎬ产生 Ｅｘｃｉｍｅｒ 效应ꎬ从而出现明显的激基缔合

物的发射峰并增加ꎬ对应于荧光发射峰红移并不

断增强[３０]ꎮ

图 １０　 ＡＢＩＭ 和 Ｈ２ＰＯ
－
４ 可能的相互作用模型

Ｆｉｇ.１０　 Ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ＡＢＩＭ

ｗｉｔｈ Ｈ２ＰＯ
－
４

２􀆰 ３ 　 样品中 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的测定

移取 ３ ｍＬ 大环受体 ＡＢＩＭ 的乙腈溶液(５􀆰 ０×
１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ分别加入 ３ μＬ 浓度为 ７􀆰 ５ × １０－３、
５􀆰 ０×１０－３和 ２􀆰 ５×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ 的四丁基磷酸二氢铵

的乙腈溶液ꎬ使混合溶液中 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的浓度分别为

７􀆰 ５×１０－６、５􀆰 ０×１０－６和 ２􀆰 ５×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ２ ｍｉｎ 后测

试荧光发射光谱ꎬ结果见表 １ꎬ该法测量 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的

精确度较好ꎬ回收率分别为 ９９􀆰 ８％、１０４􀆰 ０％ 和

１００􀆰 ５％ꎬ可用于样品中 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的检测ꎮ

表 １ 　 大环受体 ＡＢＩＭ 的乙腈溶液中 Ｈ２ＰＯ
－
４ 检测结果

Ｔａｂ.１　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２ＰＯ
－
４ ｉｎ ＣＨ３ＣＮ ｕｓｉｎｇ

ｍａｃｒｏｃｙｃｌｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＡＢＩＭ

样品加入量 /
( ×１０－６ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

检测量 /
( ×１０－６ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

ＲＳＤ /
％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ /
％

７􀆰 ５ ７􀆰 ４８６±０􀆰 ０６６ ０􀆰 ７８ ９９􀆰 ８

５􀆰 ０ ５􀆰 ２０１±０􀆰 ０３５ ０􀆰 ６９ １０４􀆰 ０

２􀆰 ５ ２􀆰 ５１３±０􀆰 ０４８ １􀆰 ０６ １００􀆰 ５

３　 结论

本文合成了一种基于吖啶￣咪唑鎓大环受体

６３
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－
４ 检测的比率型荧光探针合成及性能研究

ＡＢＩＭꎬ并通过 １ＨＮＭＲ、 １３ＣＮＭＲ、ＦＴ￣ＩＲ、ＥＳＩ￣ＭＳ、
元素分析进行了表征ꎬ该大环受体 ＡＢＩＭ 可作为

阴离子 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的比率型荧光探针ꎮ 加入 Ｈ２ＰＯ

－
４

时ꎬ大环受体 ＡＢＩＭ 的荧光发射峰出现了明显的

红移ꎬ产生 Ｅｘｃｉｍｅｒ 效应ꎬ紫外灯照射下ꎬ可观察

到溶液由蓝色变为蓝绿色ꎮ ＡＢＩＭ 与 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的化

学计量比为 １ ∶ １ꎬ结合常数为(７􀆰 １３±０􀆰 ４８) ×１０６

Ｌ / ｍｏｌꎬ检出限为 ２􀆰 ３８×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎬ最佳响应时间

为 ２ ｍｉｎꎮ 该研究结果为设计开发 Ｈ２ＰＯ
－
４ 的比率

型荧光探针提供了有益的参考ꎮ
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􀦛􀦛电化学和新能源

碳酸钙还原低热耦合与二氧化碳绿色原位转化

王正义１ꎬ唐美２ꎬ张冰姿３ꎬ蔡正宇４ꎬ何国强∗１

(１.中国计量大学 材料与化学学院ꎬ浙江 杭州　 ３１００１８ꎻ２.广西大学 物理科学与工程技术学院ꎬ广西 南宁　 ５３０００４ꎻ
３.杭州职业技术学院 生态健康学院ꎬ浙江 杭州　 ３１００１８ꎻ４.三亚学院 盛宝金融科技商学院ꎬ海南 三亚　 ５７２０２２)

摘要:碳酸钙(ＣａＣＯ３)是水泥和钢铁生产等行业常见的矿产资源ꎮ 然而ꎬ其高温分解产生的能源损失和二氧化碳(ＣＯ２)
排放是亟需解决的问题ꎮ 因此ꎬ提出了利用甲烷(ＣＨ４)、氢气(Ｈ２)、碳(Ｃ)和乙醇(Ｃ２Ｈ５ＯＨ)与亚微米级 ＣａＣＯ３ 的耦合

反应以降低分解温度并实现 ＣＯ２ 原位转化ꎬ在此基础上进行了热力学和耦合产物的分析ꎬ同时在经济层面上展开了对

比ꎮ 研究表明ꎬＣＨ４ 对 ＣａＣＯ３ 分解温度的降低最显著ꎬＨ２ 次之ꎻＣ 被用作还原剂时副产物最少ꎻＣ２Ｈ５ＯＨ 与 ＣａＣＯ３ 的耦

合反应中 Ｈ２ 和一氧化碳(ＣＯ)的产率最高ꎮ 通过还原剂耦合不仅可以在较低温度下再生氧化钙(ＣａＯ)ꎬ还可将 ＣＯ２ 原

位转化为高值产物ꎬ如 Ｈ２ 和 ＣＯꎬ从而减少 ＣＯ２ 排放ꎮ
关键词:ＣａＣＯ３ 分解ꎻ耦合反应ꎻ低热还原ꎻＣＯ２ 原位转化ꎻＣＯ２ 排放
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ｅｎａｂｌｅｄ ｔｈｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣａＯ ａｔ ｌｏｗｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯ２ ｉｎｔｏ ｖａｌｕａｂｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｈ２

ａｎｄ ＣＯꎬｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ＣＯ２ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＣａＣＯ３ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎꎻｃｏｕｐｌｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎꎻｌｏｗ￣ｔｈｅｒｍａｌ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎꎻｉｎ￣ｓｉｔｕ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯ２ꎻＣＯ２ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ
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究方向为交通碳中和ꎮ
通讯作者:何国强ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｙｏｕｍｅｈｅ＠ ｃｊｌｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ
引用本文:王正义ꎬ唐美ꎬ张冰姿ꎬ等.碳酸钙还原低热耦合与

二氧化碳绿色原位转化[Ｊ].化学试剂ꎬ２０２４ꎬ４６(６):３９￣４５ꎮ

　 　 碳酸钙(ＣａＣＯ３)、碳酸镁(ＭｇＣＯ３)等碳酸盐

在水泥和钢铁生产等行业中是必不可少的溶剂、
稳定剂和原材料[１￣４]ꎮ 这些碳酸盐在高温下热分

解ꎬ生成相应的金属氧化物ꎬ用于各种中下游工业

中ꎮ 然而ꎬ这个过程会导致能量损耗和大量二氧

化碳(ＣＯ２)原位排放ꎬ为环境保护带来严峻的挑

战ꎮ ＣＯ２ 是温室气体排放的最大贡献者ꎬ占全球

排放量的 ７０％以上[５￣７]ꎮ 据估计ꎬ到 ２０３５ 年 ＣＯ２

浓度的上涨可导致全球平均温度升高 ２ ℃ [１ꎬ８]ꎮ
尽管碳捕集、利用和储存(ＣＣＵＳ)技术被认为是

实现碳减排和碳中和目标的有效手段之一ꎬ但高

昂的成本和额外的能源需求阻碍了其广泛的应

用ꎬ碳捕集作为首要步骤的重要性显而易见[９￣１３]ꎮ
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研究表明ꎬ捕集的 ＣＯ２ 可以用作有经济价值的碳

氢化合物和醇类有机化合物的原料ꎬ从而间接降

低与碳捕集过程相关的成本ꎮ 例如ꎬ可以在 １２０~
１７０ ℃的温度范围内ꎬ利用 ＣＯ２ 合成高价值的羧

酸[１４]ꎻＳｏｎｇ 等[１５] 利用太阳能在常压下实现了

ＣＯ２ 一步合成烷烃和烯烃ꎻ乔华建等[１６] 使用 Ｃｕ￣
Ａｇ 双金属电催化还原 ＣＯ２ 生成 Ｃ２Ｈ４ꎬ选择性提

高 １２１％ꎮ 目前已有相关学者针对碳捕集和碳利

用的整合进行研究[１７￣２０]ꎬ但低的 ＣＯ２ 转化率阻碍

了该方向的发展ꎮ
ＣａＣＯ３ 在高温下可以作为稳定和持续的 ＣＯ２

供给源ꎮ 然而ꎬ在不同条件下 ＣＯ２ 的产量、产物

组成和原料烧结程度均存在显著差异ꎮ 降低

ＣａＣＯ３ 的分解温度可以直观地减少能源损耗和成

本ꎮ 目前ꎬ通过调整粒径大小、添加惰性载体等方

法降低温度局限性明显[２１￣２３]ꎬ无法达到预期效

果ꎮ 一些研究人员发现ꎬ碳酸盐在还原气氛中煅

烧时ꎬ不仅可以降低分解温度ꎬ而且可同时将 ＣＯ２

原位转化为高值产物ꎬ如一氧化碳( ＣＯ) [２４ꎬ２５]ꎮ
这是由于还原物与碳酸盐发生反应后降低了碳酸

盐分解所需的活化能ꎬ从而降低了分解温度ꎮ 因

此ꎬ在碳捕集过程中引入还原剂可以解决高能耗

的问题ꎬ并通过 ＣＯ２ 原位转化来替代 ＣＯ２ 的储存

和运输以减少成本ꎮ
氢气(Ｈ２)具有强还原性ꎬ可显著降低碳酸盐

的分解温度ꎬ同时实现 ＣＯ２ 的原位转化[２６]ꎮ 随着

太阳能和潮汐能等可再生能源的发展ꎬ价格低廉

且可实现零碳排放的绿氢已经成为科学家关注的

焦点[２７]ꎮ 甲烷(ＣＨ４)在高温下相比 Ｈ２ 具有更高

的安全性ꎮ 甲烷的干重整(ＤＲＭ)在 ＣＯ２ 利用方

面表现出较为突出的潜力ꎬ通过改变反应平衡实

现高 ＣＯ２ 转化率ꎬ并生产高纯度的 ＣＯ[２８ꎬ２９]ꎮ 乙

醇(Ｃ２Ｈ５ＯＨ)和碳(Ｃ)分别是还原性较强的液态

和固态材料ꎬ具有稳定性、实用经济性和广泛性ꎮ
到目前为止ꎬ关于还原剂与 ＣａＣＯ３ 发生耦合

反应的相关研究或文献较少ꎬ没有详细明确的研

究ꎮ 因此ꎬ本文利用甲烷(ＣＨ４)、氢气(Ｈ２ )、碳
(Ｃ)和乙醇(Ｃ２Ｈ５ＯＨ)作为气态、固态、液态 ３ 种

不同形态的还原剂与亚微米级 ＣａＣＯ３ 进行耦合

反应以降低 ＣａＣＯ３ 分解温度并实现 ＣＯ２ 原位转

化ꎬ从热力学角度进行分析ꎬ讨论并比较不同还原

剂作用下的产物组成、ＣＯ２ 原位转化率和 ＣａＣＯ３

的转化率等ꎬ提供 ４ 种还原剂在经济成本上的区

别以供进一步应用ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＹＰ￣２００２ 型电子天平(上海精密仪器仪表有

限公司)ꎻＧＣ￣１２８ 型气相色谱仪(上海仪电分析仪

器有限公司)ꎻＡＣＵ２０ＦＤ￣Ｍ 型高精度质量流量控

制器(北京精量科技有限公司)ꎻＤＨＧ￣９０２３Ａ 型台

式鼓 风 干 燥 箱 ( 上 海 左 乐 仪 器 有 限 公 司 )ꎻ
ＳＴＡ４４９Ｆ３ 型热重分析仪(德国 ＮＥＴＺＳＣＨ 公司)ꎮ

ＣＨ４(≥９８ ｍｏｌ％)、Ｈ２(≥９９ ｍｏｌ％)、Ｃ２Ｈ５ＯＨ
(分析纯)、ＣＯ２(≥９９ ｍｏｌ％)、Ｎ２(≥９９ ｍｏｌ％)(武
汉纽瑞德特种气体有限公司)ꎻＣ(分析纯ꎬ上海巷

田纳米材料有限公司)ꎻ亚微米级 ＣａＣＯ３(分析纯ꎬ
宁波贝伽尔新材料有限公司)ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 ＣａＣＯ３ 与还原剂的预处理

实验前ꎬＣａＣＯ３ 和 Ｃ 需在 １２０ ℃下干燥 １ ｈꎮ
ＣａＣＯ３ 与 Ｃ 耦合反应前需进行两次充分研磨以

保证二者充分接触ꎮ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 沸点较低(常压下

为 ７８􀆰 ３ ℃)ꎬ泵入反应管前预加热为气态ꎮ ＣＨ４

和 Ｈ２ 无需预处理ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 ＣａＣＯ３ 与还原剂的耦合实验

采用固定床反应器￣气相色谱仪 /热重分析仪

系统对 ＣａＣＯ３ 与还原剂的耦合反应进行分析ꎮ
常压条件下ꎬ称取一定质量的 ＣａＣＯ３ 置于反应管

中ꎬ在 ２００ ℃ 条件下通入还原剂或其他气体

(ＣａＣＯ３ 和 Ｃ 的混合物于常温下置于反应管中)ꎬ
以 ５ ℃ / ｍｉｎ 的升温速率升至 １ ０００ ℃ꎮ 过程中用

质量流量控制器控制不同还原剂保持相同且稳定

的进气量ꎮ 气相色谱仪和热重分析仪实时监测分

析并记录ꎬ气体产物利用热导检测(ＴＣＤ)ꎬ固体产

物根据重力变化进行分析ꎮ
ＣａＯ 实际平衡产率:

α ＝ (Ｙａｃｔｕａｌ / Ｙｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ) × １００％ (Ⅰ)

　 　 ＣａＣＯ３ 转化率:
ＸＣａＣＯ３

＝ (ｎＣＯ２
/ ｎＣａＣＯ３

) × １００％ (Ⅱ)

　 　 式中ꎬα 为 ＣａＯ 的实际平衡产率ꎻＹａｃｔｕａｌ 和 Ｙｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ 分别为

ＣａＯ 的实际产率和理论产率ꎻＸＣａＣＯ３
为 ＣａＣＯ３ 的转化率ꎻｎＣＯ２

和

ｎＣａＣＯ３
分别为解吸 ＣＯ２ 的物质的量和 ＣａＣＯ３ 初始物质的量ꎮ

２　 结果与讨论

亚微米 ＣａＣＯ３ 与 ＣＨ４、Ｈ２、Ｃ 和 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 的耦

合反应是一个复杂的体系ꎬ其中会发生一些副反

应ꎮ 例如ꎬＨ２ 和 ＣａＣＯ３ 的耦合涉及反向水煤气变

０４
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换和反向 ＣＨ４ 蒸汽重整等反应ꎮ 这些不同的反

应记录在表 １ 中ꎬ可以从热力学的角度评估耦合

反应的可行性ꎮ ＣＨ４、Ｈ２、Ｃ 和 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 与 ＣａＣＯ３

之间的反应热力学在文献[３０￣３２]中已有部分记

录ꎮ 图 １ 为亚微米 ＣａＣＯ３ 与不同形式还原剂之

间的耦合反应的示意过程ꎮ 气态还原剂(如 ＣＨ４

和 Ｈ２)与 ＣａＣＯ３ 有较大的接触面积ꎬ可在高温下

产生 ＣＯ、Ｈ２、Ｈ２Ｏ 和 ＣＨ４ 等ꎮ 固态还原剂 Ｃ 与

ＣａＣＯ３ 接触面积相对较小ꎬ只能将 ＣＯ２ 原位转化

为一定量的高纯度 ＣＯꎮ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 是一种液态还

原剂ꎬ在进行耦合反应时需注意其自分解为乙烯

和乙醚等杂质(反应 １４) [３３]ꎮ
表 １ 　 ＣａＣＯ３ 与还原剂耦合的主要反应

Ｔａｂ.１　 Ｍａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｏｆ ＣａＣＯ３ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｇｅｎｔ

反应名称 主 / 副反应 ΔＨ０
２９８􀆰 １５ / (ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１) ΔＧ０

２９８􀆰 １５ / (ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１)

ＣａＯ 吸附 ＣａＯ＋ＣＯ２ 􀪅􀪅ＣａＣＯ３ (１) －１７９􀆰 ２ －１３１􀆰 ４

ＣａＣＯ３ 分解 ＣａＣＯ３ 􀪅􀪅ＣａＯ＋ＣＯ２ (２) １７９􀆰 ２ １３１􀆰 ４

ＣａＣＯ３ 耦合反应

ＣａＣＯ３＋ＣＨ４ 􀪅􀪅ＣａＯ＋２ＣＯ＋２Ｈ２ (３)
ＣａＣＯ３＋Ｈ２ 􀪅􀪅ＣａＯ＋ＣＯ＋Ｈ２Ｏ (４)
ＣａＣＯ３＋４Ｈ２ 􀪅􀪅ＣａＯ＋ＣＨ４＋２Ｈ２Ｏ (５)
ＣａＣＯ３＋Ｃ 􀪅􀪅ＣａＯ＋２ＣＯ (６)
ＣａＣＯ３＋Ｃ２Ｈ５ＯＨ 􀪅􀪅ＣａＯ＋３ＣＯ＋３Ｈ２ (７)

４２６􀆰 ３
２２０􀆰 ４
１４􀆰 ５

３５１􀆰 ７
５１８􀆰 ８

３０１􀆰 ９
１６０􀆰 ０
１８􀆰 １

２５１􀆰 ４
２８９􀆰 ０

逆水煤气反应 ＣＯ２＋Ｈ２ 􀪅􀪅ＣＯ＋Ｈ２Ｏ (８) ４１􀆰 ２ ２８􀆰 ６

反向 ＣＨ４ 蒸汽重整 ＣＯ２＋４Ｈ２ 􀪅􀪅ＣＨ４＋２Ｈ２Ｏ (９) －１６４􀆰 ７ －１１３􀆰 ３

ＣＨ４ 干重整 ＣＨ４＋ＣＯ２ 􀪅􀪅２ＣＯ＋２Ｈ２ (１０) ２４７􀆰 １ １７０􀆰 ５

甲烷化反应 ＣＯ＋３Ｈ２ 􀪅􀪅ＣＨ４＋Ｈ２Ｏ (１１) －２０５􀆰 ９ －１４１􀆰 ９

ＣＨ４ 裂解 ＣＨ４ 􀪅􀪅Ｃ＋２Ｈ２ (１２) －７４􀆰 ６ ２５􀆰 ６

Ｃ 歧化反应 Ｃ＋ＣＯ２ 􀪅􀪅２ＣＯ (１３) １７２􀆰 ５ １２０􀆰 ０

Ｃ２Ｈ５ＯＨ 裂解
Ｃ２Ｈ５ＯＨ 􀪅􀪅Ｃ２Ｈ４＋Ｈ２Ｏ (１４)
Ｃ２Ｈ５ＯＨ →Ｈ２＋ＣＨ４＋Ｃ＋ＣＯ＋ＣＯ２＋Ｈ２Ｏ (１５)

８８􀆰 ２
　

１４􀆰 ６
　

Ｃ２Ｈ５ＯＨ 产生合成气 Ｃ２Ｈ５ＯＨ＋ＣＯ２ 􀪅􀪅３ＣＯ＋３Ｈ２ (１６) ３３９􀆰 ６ １５７􀆰 ６

图 １　 不同还原剂与亚微米级 ＣａＣＯ３ 耦合反应示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｕｂｍｉｃｒｏｎ ＣａＣＯ３

图 ２ａ 为 ３００~１ ０００ ℃范围内 ＣａＯ 的实际平

衡产率ꎮ 亚微米 ＣａＣＯ３ 在空气中的分解温度为

６７０ ℃ꎬ结束温度为 ８２５ ℃ꎬ而在 Ｎ２ 气氛中分解

温度和结束温度分别降低了 ４０、８３ ℃ꎮ 这种差异

是由于常温空气中 ＣＯ２ 的限制效应ꎬ从而需要更

高的温度促进放热反应ꎮ 此外ꎬ空气中水蒸气等

因素也可能会影响该过程[３４ꎬ３５]ꎮ 总之ꎬ 减少

ＣａＣＯ３ 分解过程中 ＣＯ２ 的浓度对于推动反应正

向进行是有利的ꎬ这些方法包括物理分离 ＣＯ２、
ＣＯ２ 还原或转化为碳氢化合物等ꎮ Ｒｅｌｌｅｒ 等[３６]发

现ꎬＨ２ 气氛中 ＣａＣＯ３ 可以在低至 ５００ ℃的温度下

分解ꎬ远低于常温空气中的分解温度ꎮ Ｓｈｉ 等[３７]

实验证实ꎬ在一定压力条件下 ＣａＣＯ３ 和 Ｈ２ 可以

产生 ＣＯ 和 ＣＨ４ꎮ 在本研究中ꎬ引入 Ｈ２ 还原剂通

过耦合反应有效降低了 ＣＯ２ 的浓度ꎬ从而推动

ＣａＣＯ３ 反应正向进行ꎬ降低了分解温度ꎮ ＣＨ４ 作

为 ＣａＣＯ３ 分解过程中的另一种有前景的还原剂ꎬ
耦合反应起始温度为 ５５０ ℃ꎬ相比 Ｈ２ 的分解温度

降低了 ４６ ℃ꎮ 这是因为 ＣＨ４ 裂解生成的 Ｈ２ 也

促进了 ＣａＣＯ３ 的分解(反应 １２)ꎮ 而 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 耦

合反应的温度性能相对较差(６９７ ℃的起始温度

和 ８４０ ℃的结束温度)ꎮ 在 ３００~５５０ ℃的耦合反

应的初始阶段ꎬＣ２Ｈ５ＯＨ 裂解生成 Ｈ２、ＣＨ４、ＣＯ２、
ＣＯ、Ｃ 和 Ｈ２Ｏ 等物质(反应 １５)ꎬ产生的 ＣＯ２ 阻碍

了耦合反应的进行(反应 ７)ꎬ而产生的 Ｃ 导致了

碳沉积ꎬ降低了反应的接触面积[３８]ꎮ 图 ２ｂ 展示

了不同还原剂与 ＣａＣＯ３ 物质的量比对耦合反应

结束温度的影响ꎮ 在 ＣＨ４ 和 Ｈ２ 的耦合反应中ꎬ
较高的物质的量比有利于反应的进行ꎮ Ｃ 的物质

的量比对耦合反应的影响不明显ꎮ 随着 Ｃ２Ｈ５ＯＨ

１４



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４６ 卷第 ６ 期

物质的量比的增加ꎬ耦合反应的结束温度最初会

降低ꎬ特别是少量 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 时ꎬ在 ３００ ~ ５００ ℃范

围内完全裂解ꎬ如上所述ꎬ产生的 ＣＯ２ 和 Ｃ 会抑

制 ＣａＣＯ３ 的分解ꎮ 随着 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 物质的量比增

加ꎬ与 ＣａＣＯ３ 耦合反应时发生不完全裂解ꎬ产生

的 Ｈ２ 和 ＣＨ４ 也参与 ＣａＣＯ３ 的分解ꎬ从而显现出

较低的结束温度ꎮ 然而ꎬ过量的 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 会导致

大量 ＣＯ２ 和 Ｃ 的产生ꎬ负面影响显著ꎬ使得最终

温度快速上升ꎮ

ａ.煅烧温度对 ＣａＯ 实际平衡产率的影响ꎻｂ.不同还原剂与

ＣａＣＯ３ 物质的量比对 １００％ ＣａＯ 平衡产率时结束温度的影响

图 ２　 不同还原剂作用下 ＣａＣＯ３ 的分解情况

Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣａＣＯ３ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ

ＣａＣＯ３ 的转化率是定义反应效果的关键参

数ꎮ 图 ３ 为不同还原剂物质的量比在 ７００、７５０、
８００ 和 ８５０ ℃ 的 ＣａＣＯ３ 转化率ꎮ 在 ＣＨ４、Ｈ２ 和

Ｃ２Ｈ５ＯＨ 的耦合反应中ꎬ随着温度的升高ꎬＣａＣＯ３

的转化率显著增加ꎮ 当 ＣＨ４ 物质的量比足够高

时(如 ｎ(ＣＨ４) ∶ｎ(ＣａＣＯ３) ＝ ８ ∶１)会导致碳沉积

ａ.７００ ℃ꎻｂ.７５０ ℃ꎻｃ.８００ ℃ꎻｄ.８５０ ℃

图 ３　 不同温度下还原剂与 ＣａＣＯ３ 的物质的量比

对 ＣａＣＯ３ 转化率的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ａｇｅｎｔ ｔｏ ＣａＣＯ３ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ＣａＣＯ３

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

(反应 １２)ꎬＣａＣＯ３ 转化率略微降低(图 ３ａ ~ ３ｃ)ꎮ
然而ꎬ在 ７００ ~ ７５０ ℃以上ꎬ碳沉积逐渐减弱直至

消失(反应 １３)ꎬ如图 ３ｄ 所示ꎮ Ｃ２Ｈ５ＯＨ 参与的

耦合反应也表现出类似现象ꎮ Ｃ 作为还原剂时受

到物质的量比的影响不明显ꎬ进一步印证图 ２ｂ 的

结论ꎮ
图 ４ 为还原剂和 ＣａＣＯ３ 的耦合反应体系在

３００~ １ ０００ ℃范围内反应产物的构成ꎮ 图 ４ａ 为

ＣＨ４ 和 ＣａＣＯ３ 的反应产物ꎮ ＣＨ４ 促进了 ＣＯ２ 原
位转化为 Ｈ２ 和 ＣＯꎬ同时实现 ＣａＯ 再生 (反应

３)ꎮ 与其他还原剂相比ꎬＣＨ４ 参与耦合反应的分
解温度最低ꎮ 初始的 Ｈ２ 产自 ＣＨ４ 的裂解反应

(反应 １２) [３１ꎬ３９]ꎬ也会参与到耦合反应中ꎮ 在相

对较低的温度(４５０~７００ ℃)发生碳沉积ꎬ导致反

应速率迅速降低ꎮ 在实际应用中ꎬ应减轻或预防

碳沉积的发生ꎬ如在 ＣＨ４ 气氛中通入一定比例的

Ｈ２
[２４]ꎮ 图 ４ｂ 为在 Ｈ２ 影响下耦合反应的产物组

成ꎮ 根据反应 ５ 和 ９ꎬＣＨ４ 在约 ５４０ ℃生成ꎬ该结

果与 Ｌｕｘ 等[４０] 的研究一致ꎮ 随着温度的升高ꎬ
ＣＨ４ 产量逐渐减少ꎬ剩余的 ＣＨ４ 与 ＣＯ２ 几乎完全

反应(反应 １０)ꎮ ＣａＣＯ３ 的直接分解(反应 ２)和

另一个耦合反应(反应 ４)占主导地位ꎬ使 ＣＯ 和

ＣＯ２ 的产量增加ꎮ 即使在 ＣａＣＯ３ 完全分解后ꎬＣＯ
和 Ｈ２Ｏ 的含量仍然增加(反应 ８)ꎬ直到 ＣＯ２ 或

Ｈ２ 被完全消耗ꎮ 在实际应用中ꎬ引入 Ｎｉ 和 Ｆｅ 等

ａ.ＣＨ４ 与 ＣａＣＯ３ 的反应产物ꎻｂ.Ｈ２ 与 ＣａＣＯ３ 的反应产物ꎻ

ｃ.Ｃ 与 ＣａＣＯ３ 的反应产物ꎻｄ.Ｃ２Ｈ５ＯＨ 与 ＣａＣＯ３ 的反应产物

图 ４　 不同还原剂下反应温度对耦合反应产物的影响

(标准大气压ꎬ还原剂与 ＣａＣＯ３ 的物质的量比为 １ ∶１)

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｕｐｌｉｎｇ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ

(ａｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｅ ｗｉｔｈ ａｎ ａｇｅｎｔ￣ｔｏ￣ＣａＣＯ３ ｍａｓｓ

ｒａｔｉｏ ｏｆ １ ∶１)

２４
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催化剂可以增强 ＣＯ２ 的转化[３２]ꎮ 涉及 Ｃ 和

ＣａＣＯ３ 的耦合反应产物相对纯净ꎬ如图 ４ｃ 所示ꎮ
在 ６００~７４０ ℃温度范围内ꎬＣａＣＯ３ 的直接分解和

耦合反应(反应 ６)占主导地位ꎬ７５０ ℃后剩余的 Ｃ
与 ＣＯ２ 反应生成 ＣＯ(反应 １３)ꎮ 图 ４ｄ 描述了

Ｃ２Ｈ５ＯＨ 参与耦合反应时的产物组成ꎮ 由于低温

(３００~５５０ ℃)Ｃ２Ｈ５ＯＨ 的裂解ꎬ耦合反应的产物

较为复杂ꎮ 在整个 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 耦合反应过程中ꎬ初
始产物如 Ｈ２、ＣＨ４ 和 ＣＯ２ 不仅影响 ＣａＣＯ３ 的分

解(反应 ３~ ５)ꎬ彼此之间也发生部分反应(反应

８~１２)ꎮ 随着温度的升高ꎬ碳沉积减弱ꎬ这与之前

的结果一致ꎮ 在实际应用中ꎬ有必要稳定控制

Ｃ２Ｈ５ＯＨ 的裂解和产物纯度ꎮ 其中所需要的催化

剂是未来的研究方向之一ꎮ 此外ꎬ由于 Ｃ２Ｈ５ＯＨ
的裂解导致 Ｈ２ 和 ＣＯ 的收率超过理论值ꎬ优化裂

解和耦合反应的整合以增强 Ｈ２ 和 ＣＯ 的产量是

未来探索的方向ꎮ
以上所述的数据和讨论表明ꎬＣａＣＯ３ 的反应

产物随不同的还原剂而异ꎮ 整个反应网络可以总

结如图 ５ 所示ꎮ 这个反应网络不仅实现了反应物

和产物的同时利用ꎬ还实现了 ＣＯ２ 的原位转化ꎬ
同时降低了 ＣａＯ 再生所需的温度ꎮ 实际应用中ꎬ
除了考虑耦合反应后产物组成、纯度等ꎬ还需要综

合原料成本、二次能量损耗等因素进行全面考虑ꎮ
表 ２ 给出了各还原剂的成本和耦合反应中的反应

耗能ꎮ 由此可见ꎬ从成本和反应耗能方面分析ꎬＣ
为最优还原剂ꎬ而 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 的反应能耗约为 Ｃ 的

３􀆰 ４ 倍ꎬ成本约为 ５􀆰 ６ 倍ꎬ但 Ｃ 参与的耦合反应中

ＣａＣＯ３ 的转化率较低ꎬ且仅产生高纯度的 ＣＯꎻ
ＣＨ４ 在耦合反应中的耗能比 Ｈ２ 高出约 １７％ꎬ但
成本低 ５０％ꎮ 因此ꎬ还原剂的选择需要根据最终

需求进行综合考虑ꎮ 此外ꎬ表 ２ 中给出的反应耗

能未考虑外部设备产生的额外能耗ꎮ 由于工业上

仍大量采用传统能源煅烧 ＣａＣＯ３ꎬ这将产生远高

图 ５　 不同还原剂与 ＣａＣＯ３ 的反应网络

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＣａＣＯ３ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ

表 ２ 　 不同还原剂耦合反应耗能及成本注

Ｔａｂ.２　 Ｅｎｅｒｇｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｓｔ ｏｆ ｃｏｕｐｌｉｎｇ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ

还原剂名称 反应耗能 / ｋＷ１) 成本 / (元􀅰ｔ－１)

ＣＨ４ ４ ６１１􀆰 １９ １ ７５０

Ｈ２ ３ ９２５􀆰 ２０ ３ ５００

Ｃ ２ ６８６􀆰 ５２ １ ２００

Ｃ２Ｈ５ＯＨ ９ ２０５􀆰 ７９ ６ ７５０

　 　 注:１)只考虑反应内的能耗ꎬ不考虑外部设备使用的能耗ꎻ不
考虑压强等因素对反应的影响ꎬ使用表 １ 中的焓值计算ꎮ

于耦合反应自身所需的能耗和热损失ꎮ 展望工业

脱碳的长期性ꎬ使用绿色电力和加工设备将是未

来具有潜力的一个研究方向ꎮ

３　 结论

本研究采用了 ＣＨ４、Ｈ２、Ｃ 和 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 这 ４ 种

不同的还原剂与亚微米 ＣａＣＯ３ 进行耦合反应ꎬ并
进行了不同角度的分析ꎬ包括反应温度、不同物质

的量比下 ＣａＣＯ３ 转化率以及使用不同还原剂时

产生的产物等因素ꎬ以降低 ＣａＣＯ３ 分解温度的同

时促进 ＣＯ２ 的原位转化ꎮ ４ 种还原剂在不同程度

上对 ＣａＣＯ３ 分解起正向作用ꎬＣＨ４ 降低分解温度

最显著ꎬＨ２ 次之ꎬ使用 Ｃ 耦合的副产物最少ꎬ
Ｃ２Ｈ５ＯＨ 作为还原剂时副反应较多ꎬ在实际应用

中应根据需求进行调整ꎮ ＣＨ４ 和 Ｃ２Ｈ５ＯＨ 都会导

致不良的碳沉积ꎮ 总之ꎬ还原剂与 ＣａＣＯ３ 之间的

耦合反应不仅降低了分解温度ꎬ还促进了 ＣＯ２ 原

位转化为高值产物ꎬ如 Ｈ２ 和 ＣＯꎮ 此外ꎬ对不同

还原剂参与耦合反应中的耗能和经济成本进行了

比较ꎬ为实现绿色循环利用和碳中和提供了参考ꎮ
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氮掺杂的绿色碳点开关型荧光传感器灵敏检测组氨酸

蔡留莹ａꎬ康鹏ａꎬ董微∗ｂ

(沈阳医学院 ａ.公共卫生学院ꎻｂ.化学教研室ꎬ辽宁 沈阳　 １１００３４)

摘要:以柠檬酸为碳源ꎬ尿素提供氮源ꎬＮꎬＮ￣二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)为溶剂ꎬ采用水热法一步合成水溶性好的氮掺杂绿色

荧光碳点(Ｎ￣ＣＤｓ)ꎮ 为增强 Ｎ￣ＣＤｓ 的荧光强度ꎬ选用 １ꎬ６￣己二胺作为表面修饰剂ꎬ制备的 Ｎ￣ＣＤｓ 荧光量子产率达

１６􀆰 ８％ꎮ 该 Ｎ￣ＣＤｓ 形貌近似球形ꎬ平均粒径约为 ３０ ｎｍꎮ 同时本实验基于荧光猝灭法构建 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ“开￣关”型荧光传

感器ꎬ利用传感器荧光强度的变化灵敏检测组氨酸(Ｈｉｓ)ꎮ 传感器荧光强度变化(ΔＦ)与 Ｈｉｓ 浓度在 １􀆰 ７３~２５􀆰 ８５ ｍｍｏｌ / Ｌ
范围内呈现良好线性关系ꎬ线性方程为 ΔＦ＝ ６􀆰 １３３×[Ｈｉｓ]＋４􀆰 ５３１ꎬ相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ４ꎬ检测限为 ０􀆰 ３６６ ９ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 进

一步检测实际人血清样本中的 Ｈｉｓꎬ回收率为 ９６􀆰 ３％~１００􀆰 １％ꎮ 传感器检测方法简便、灵敏度高ꎬ是优异的 Ｈｉｓ 荧光检测

传感器ꎮ
关键词:绿色荧光碳点ꎻ组氨酸ꎻ水热法ꎻ开关ꎻ荧光传感器
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师ꎬ主要研究方向为荧光碳纳米材料的开发及环境污染物

应用ꎮ
通讯作者:董微ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｄｏｎｇｗｅｉ５８７３＠ １２６.ｃｏｍꎮ
引用本文:蔡留莹ꎬ康鹏ꎬ董微.氮掺杂的绿色碳点开关型荧

光传感器灵敏检测组氨酸[ Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ４６(６):４６￣
５２ꎮ

　 　 作为一种新型的碳基荧光零维纳米材料ꎬ碳
点(Ｃａｒｂｏｎ ｄｏｔｓꎬＣＤｓ)以其优异的稳定性、易于表

面功能化、荧光量子效率高、低毒性、良好的生物

相容性[１] 而被广泛应用于光学传感[２]、生物成

像[３ꎬ４]、医学诊断等诸多领域[５]ꎬ尤其是基于 ＣＤｓ
的荧光纳米传感器系统已被用于检测金属离

子[６ꎬ７]、阴离子[８]和生物分子[９ꎬ１０]ꎮ
近年来ꎬＣＤｓ 合成有了许多新的进展ꎮ 通过

掺杂不同种类的聚合物、无机物、有机物或生物质

对碳量子点表面修饰ꎬ可以实现表面钝化和化学

改性[１１]ꎮ 研究发现在反应中掺杂 Ｎ 元素可以提

高量子产率ꎮ 贾晶等[１２]在制备 ＣＤｓ 时ꎬ以对苯二

胺作为氮源ꎬ提高量子产率ꎮ 另外ꎬ加入改性剂修

饰 ＣＤｓ 基团不仅可以增加 ＣＤｓ 的稳定性ꎬ而且可

以提高量子产率[１３ꎬ１４]ꎮ 修饰后的碳点材料因为

表面独特的基团和性质ꎬ可以与目标分析物之间

发生不同的传感机理ꎬ导致荧光强度的变化ꎬ以实

现对目标物的定性或定量检测ꎮ 通过不同的荧光

传感机制ꎬ近年来学者基于碳点构建了“开￣关”型
荧光传感器ꎮ Ｎｉｎｇ 等[１５] 以 ４ꎬ５￣二氟￣１ꎬ２￣苯乙二

胺和柠檬酸为原料ꎬ采用一步水热法制备了红色

碳点(Ｒ￣ＣＤｓ)ꎬ以 ５５０ ｎｍ 波长激发ꎬ该碳点在发

射波长 ６１９ ｎｍ 处的荧光被 Ｃｕ２＋静态猝灭ꎬ随后被

谷胱甘肽恢复ꎬ由于氟(Ｆ)和氮(Ｎ)元素的掺杂ꎬ
使得 Ｒ￣ＣＤｓ 具有优异的光学和荧光开关特性ꎬ从
而建立了同步检测 Ｃｕ２＋ 和谷胱甘肽的荧光“开￣
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关”法ꎮ Ａｈｍｅｄ 等[１６] 以柠檬酸和蛋氨酸为前体ꎬ
通过一步水热法合成了氮(Ｎ)、硫(Ｓ)共掺杂的

碳点(ＮꎬＳ￣ＣＤｓ)ꎬ该碳点对汞离子(Ｈｇ２＋)具有高

效的选择性识别ꎬ此外ꎬ在最低检测限(ＬＯＤ)为

６􀆰 ４ ｎｍｏｌ / Ｌ 条件下添加鸟嘌呤ꎬ以可逆的方式恢

复 ＮꎬＳ￣ＣＤｓ 的荧光ꎬ因此基于 ＮꎬＳ￣ＣＤｓ 构建了可

以同时检测 Ｈｇ２＋和鸟嘌呤的荧光“开￣关”法ꎮ
为了提高“开￣关”型碳点传感器在生物体内

的应用ꎬ我们发现生物素(Ｂｉｏ)可以有效的猝灭所

制备的 Ｎ￣ＣＤｓ 荧光ꎮ 生物素是一种维持人体自

然生长和正常人体机能所必须的维生素ꎬ但无法

通过自身代谢合成ꎬ外源性的生物素补充主要来

源于花椰菜、蛋黄、肝脏和生物素类保健品等[１７]ꎮ
因此选择 Ｂｉｏ 作为 Ｎ￣ＣＤｓ 的荧光猝灭剂构建 Ｎ￣
ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器ꎬ而加入组氨酸又可以使 Ｎ￣ＣＤｓ
的荧光恢复ꎮ 组氨酸(Ｈｉｓ)作为一种神经递质或

神经调节剂ꎬ在哺乳动物中枢神经系统中发挥重

要作用[１８]ꎬ并且在组织生长和修复中发挥关键作

用ꎬ还参与组胺的生物合成[１９]ꎮ 组氨酸浓度异常

与许多人类疾病有关ꎬ如帕金森病[２０]、癫痫和中

毒[２１]ꎮ 因此ꎬ快速有效地检测 Ｈｉｓ 在临床医学中

具有重要意义ꎮ 近年来ꎬ研究者通过比色法[２２]、
荧光光谱法[２３ꎬ２４]ꎬ以及荧光传感器的构建检测

Ｈｉｓ[２５]ꎮ 然而ꎬ这些方法构建的大多数 Ｈｉｓ 传感

器存在选择性低、生物毒性高ꎬ或价格昂贵、耗时

长ꎬ需要使用复杂的仪器ꎬ因此难以满足生物医学

检测的要求ꎮ
本文采用水热法ꎬ以柠檬酸为碳源ꎬ尿素作为

掺杂氮源ꎬＮꎬＮ￣二甲基甲酰胺 (ＤＭＦ) 为溶剂ꎬ
１ꎬ６￣己二胺为修饰剂ꎬ制备的绿色荧光 Ｎ￣ＣＤｓ 量

子产率可达 １６􀆰 ８％ꎮ 并且制备工艺简单ꎬ原料分

布广泛ꎬ价格低廉ꎮ 该 Ｎ￣ＣＤｓ 水溶性好、荧光稳

定性高、毒性低ꎬ在 ３６５ ｎｍ 紫外灯照射下可发出

强绿色荧光ꎬ可用作细胞标记探针ꎮ 由 Ｎ￣ＣＤｓ 为

基础构建的 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 可以作为 Ｈｉｓ 定量检测的

荧光传感器ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＪＥＭ￣２１００ 型透射电子显微镜(日本电子公

司)ꎻＮｉｃｏｌｅｔ Ａｖａｔａｒ３３０ 型傅里叶变换红外光谱仪

(美国热电公司)ꎻＣａｒｙ ５０００ 型紫外￣可见分光光

度计、Ｃａｒｙ Ｅｃｌｉｐｓｅ３００ 型荧光光谱仪(美国 Ｖａｒｉａｎ
公司)ꎮ

柠檬酸(ＣＡ)、尿素、ＮꎬＮ￣二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)、
１ꎬ６￣己二胺(１ꎬ６￣Ｈｅｘａｎｅｄｉａｍｉｎｅ)、生物素(Ｂｉｏ)、
组氨酸(Ｈｉｓ) (国药集团化学试剂有限公司)ꎻ所
用试剂均为分析纯ꎻ实验用水均为高纯水ꎮ
１􀆰 ２ 　 Ｎ￣ＣＤｓ 合成

准确称取 ５４０ ｍｇ 柠檬酸和 ４００ ｍｇ 尿素溶于

２５ ｍＬ ＤＭＦ 中ꎬ混合均匀后ꎬ移至聚四氟乙烯反

应釜内衬ꎬ在干燥箱中以 １８０ ℃加热 ３ ｈꎬ冷却后

取出ꎬ再加入 ８４０ ｍｇ １ꎬ６￣己二胺ꎬ以 １８０ ℃加热

１２ ｈꎮ 冷却至室温ꎬ过滤、离心除去不溶性物质和

大分子杂质ꎬ经透析纯化后冻干得到 Ｎ￣ＣＤｓ 固体

粉末ꎬ后续实验将固体粉末再次分散到去离子水

中制得碳点标准液ꎮ
１􀆰 ３ 　 ＣＤｓ 细胞标记

将细胞密度为 ４０％~５０％的小鼠白血病巨噬

细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 接种于含 ＤＭＥＭ 高糖培养基和

１０％胎牛血清的 １２ 孔板中(每孔约含 １ ｍＬ 细胞

悬液和 ２􀆰 ５×１０４ 个细胞)ꎬ在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件

下孵育 ２４ ｈꎬ用磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
ｐＨ ７􀆰 ５)冲洗细胞两次ꎮ 向 １２ 孔板中加入适当浓

度的 ＣＤｓ 溶液ꎬ孵育 ２ ~ ３ ｈꎬ经 ＰＢＳ 缓冲液冲洗

后ꎬ用细条滤纸浸渍干燥孔ꎮ 最后ꎬ用荧光倒置显

微镜观察并采集图像ꎮ
１􀆰 ４ 　 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器制备并检测 Ｈｉｓ

室温下ꎬ取 Ｎ￣ＣＤｓ 固体加水溶解至浓度为

１１􀆰 ２ ｍｇ / Ｌꎬ制得碳点标准液ꎮ 将 ５ ｍＬ Ｎ￣ＣＤｓ 溶

液和 ５ ｍＬ(０􀆰 １２５ ｍｏｌ / ｍＬ)Ｂｉｏ 溶液混合ꎬ以 ３７ ℃
恒温搅拌 １０ ｍｉｎꎮ 取 ２􀆰 ５ ｍＬ 上述混合溶液和

１ ｍＬ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(ｐＨ ７􀆰 ５)混匀并测定荧光

光谱ꎬ即制得 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 荧光传感器ꎮ 向传感器

加入设定浓度为 ２􀆰 ３７ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈｉｓ 溶液ꎬ反应

数分钟后测定反应溶液的荧光光谱ꎮ
１􀆰 ５ 　 采集和分析人血清样品

血液样品取自医院ꎮ 检测前ꎬ将血液样品以

４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 取 ０􀆰 ５ ｍＬ 上层血清稀

释 １０ 倍备用ꎮ 测定 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器的荧光光

谱ꎬ然后加入到已处理的血清样品中混匀ꎬ再将不

同浓度的 Ｈｉｓ 标准液加入到上述混合溶液中反

应ꎬ记录反应后溶液的荧光光谱ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 Ｎ￣ＣＤｓ 的材料表征及光学表征

图 １ａ 和 １ｂ 是 Ｎ￣ＣＤｓ 的 ＴＥＭ 图和粒径分布

状况ꎬ可见制备的 Ｎ￣ＣＤｓ 外观为单分散球形且分

７４
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布均匀ꎬ平均粒径约为 ３０ ｎｍꎮ

ａ.ＴＥＭ 图ꎻｂ.粒径分布图

图 １　 Ｎ￣ＣＤｓ 的 ＴＥＭ 图和粒径分布图

Ｆｉｇ.１　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ Ｎ￣ＣＤｓ

图 ２ 是 Ｎ￣ＣＤｓ 的 ＦＴ￣ＩＲ 光谱图ꎮ 由图可知ꎬ
在 ３ ２７９ 和 ３ ４４０ ｃｍ－１ 处较宽的吸收峰归属于

Ｎ—Ｈ 的伸缩振动峰ꎬ以 ２ ９３４ ｃｍ－１为中心的吸收

峰归属于 Ｃ—Ｈ 的伸缩振动峰ꎬ１ ６６４ ｃｍ－１处的吸

收峰归属于 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 的伸缩振动峰ꎬ１ ３８７ ｃｍ－１处对

应的吸收峰应归属于 Ｃ—Ｈ 的伸缩振动峰ꎬ１ ２４１
ｃｍ－１处较小的吸收峰应归属于 Ｃ—Ｎ 的伸缩振动

峰ꎬ１ １６６ ｃｍ－１处小的吸收峰应归属于 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 的伸

缩振动峰ꎮ

图 ２　 Ｎ￣ＣＤｓ 的 ＦＴ￣ＩＲ 光谱图

Ｆｉｇ.２　 ＦＴ￣ＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｎ￣ＣＤｓ

对制备的 Ｎ￣ＣＤｓ 进行 ＸＰＳ 能谱分析ꎮ 如图

３ａ 总谱所示ꎬ所制备 Ｎ￣ＣＤｓ 含有 Ｃ、Ｎ、Ｏ 元素ꎮ
Ｎ １ｓ 峰说明氮元素已成功掺杂在 Ｎ￣ＣＤｓ 上ꎻ如图

３ｂ 所示ꎬＣ １ｓ 在 ２８４􀆰 ２、２８４􀆰 ７、２８５􀆰 ４、２８６􀆰 １ 和

２８７􀆰 ７ ｅＶ 处有明显的吸收峰ꎬ分别对应于 Ｃ—Ｃ、
Ｃ—Ｎ、Ｃ—Ｏ、Ｃ􀪅􀪅Ｏ 和 Ｃ—Ｏ 键ꎻ如图 ３ｃ 所示ꎬ
Ｎ １ｓ 在 ３９９􀆰 ３ 和 ３９９􀆰 ９ ｅＶ 处有显著的吸收峰ꎬ分
别对应于 Ｃ—Ｎ 和 Ｎ—Ｈ 键ꎻ如图 ３ｄ 所示ꎬＯ １ｓ
在 ５３１􀆰 ０、５３１􀆰 ６ 和 ５３２􀆰 ７ ｅＶ 处有明显的吸收峰ꎬ
表示氧元素的 ３ 种不同组成ꎬ分别对应于 Ｃ􀪅􀪅Ｏ、
Ｃ—Ｏ 和 Ｏ—Ｈ 键ꎬ分析结果与红外分析结果一

致ꎬ碳点表面具有丰富的氨基和羧基等基团ꎬ有良

好的水溶性ꎬ与预期材料结构相符ꎮ

ａ.ＸＰＳ 全谱图ꎻｂ.Ｃ １ｓ 谱图ꎻｃ.Ｎ １ｓ 谱图ꎻｄ.Ｏ １ｓ 谱图

图 ３　 Ｎ￣ＣＤｓ 的 ＸＰＳ 谱图

Ｆｉｇ.３　 ＸＰＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｎ￣ＣＤｓ

考察了 Ｎ￣ＣＤｓ 的紫外吸收及荧光光谱ꎮ 从

图 ４ａ 中可以看出ꎬＮ￣ＣＤｓ 溶液 (１１􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ) 在

４３８ ｎｍ 处具有明显的特征吸收峰ꎮ 图 ４ｂ 荧光光

谱表征显示 Ｎ￣ＣＤｓ 最佳激发波长为 ４３０ ｎｍꎬ对应

发射波长为 ５３０ ｎｍꎬ在紫外光照射下呈现出强绿

色荧光ꎮ １００ ｎｍ 斯托克斯位移有助于区分目标

和背景信号ꎮ 以罗丹明 Ｂ 作为参照ꎬ测定 Ｎ￣ＣＤｓ
荧光量子产率为 １６􀆰 ８％ꎬ说明制备的 Ｎ￣ＣＤｓ 具有

良好的光致发光性能ꎮ

ａ.紫外￣可见吸收光谱ꎻｂ.荧光光谱图及紫外光下的图像

图 ４　 Ｎ￣ＣＤｓ 的光谱图及紫外光下的图像

Ｆｉｇ.４　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｎ￣ＣＤｓ ａｎｄ ｐｈｏｔｏ ｕｎｄｅｒ ＵＶ ｌｉｇｈｔ

图 ５ 是不同激发波长下 Ｎ￣ＣＤｓ 溶液(１１􀆰 ２
ｍｇ / Ｌ)的荧光发射谱图ꎮ 随着激发波长从 ４１０ ｎｍ

图 ５　 不同激发波长下 Ｎ￣ＣＤｓ 的荧光发射谱图

Ｆｉｇ.５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｎ￣ＣＤｓ
ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

８４
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增加到 ４５０ ｎｍꎬＮ￣ＣＤｓ 的最大荧光发射峰位置有

轻微的红移ꎮ 可以观察到发射峰的最大位移为

２０ ｎｍꎬ这说明制备的 Ｎ￣ＣＤｓ 对激发波长有一定

的依赖性ꎮ
２􀆰 ２ 　 Ｎ￣ＣＤｓ 细胞标记

用 Ｎ￣ＣＤｓ 溶液(１１􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ)标记鼠白血病巨

噬细胞ꎮ 图 ６ａ 是光照时在荧光显微镜下采集的

图片ꎬ图 ６ｂ 是在黑暗时采集的图片ꎮ 图中可以看

到单个细胞形态和细胞内部的明亮绿色荧光ꎮ
由此ꎬＮ￣ＣＤｓ 是一种非常好的细胞荧光标记探针

和显影剂ꎬ可以广泛运用于生物医学和光学成像

领域ꎮ

ａ.光照时的细胞图片ꎻｂ.黑暗时的细胞图片

图 ６　 Ｎ￣ＣＤｓ 标记鼠白血病巨噬细胞的

荧光显微镜下图片

Ｆｉｇ.６　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ Ｍｕｒｉｎｅ
ｌｅｕｋｅｍｉａ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ Ｎ￣ＣＤｓ

２􀆰 ３ 　 Ｎ￣ＣＤｓ 荧光猝灭

Ｈｉｓ 检测传感器(Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ)构建如 １􀆰 ４ 所

述ꎮ 如图 ７ａ 所示ꎬ在 ５ ｍＬ(１１􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ)Ｎ￣ＣＤｓ 溶

液中加入 ５ ｍＬ(０􀆰 ２５ ｍｏｌ / ｍＬ) Ｂｉｏ 后ꎬＮ￣ＣＤｓ 的

荧光强度大幅下降ꎮ 为了探究 Ｂｉｏ 对 Ｎ￣ＣＤｓ 荧光

猝灭的能力ꎬ在 ５ ｍＬ(１１􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ) Ｎ￣ＣＤｓ 溶液中

分别加入 ５ ｍＬ 不同浓度的 Ｂｉｏ 溶液ꎬ取 ２􀆰 ５ ｍＬ
混合液加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(ｐＨ ７􀆰 ５)定容ꎬ
进行荧光光谱扫描ꎮ 如图 ７ｂ 所示ꎬＮ￣ＣＤｓ 荧光强

度差值 Ｆ０￣Ｆ１ 与 Ｂｉｏ 浓度在 ０􀆰 ０４１ ７~０􀆰 １２５ ｍｏｌ / ｍＬ
范围内呈现良好的线性关系(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ ４)ꎬ其中

ａ.荧光光谱ꎻｂ.线性关系图

图 ７　 Ｎ￣ＣＤｓ 与 Ｂｉｏ 作用的荧光光谱及线性关系图

Ｆｉｇ.７　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ
Ｎ￣ＣＤｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｂｉｏ

Ｆ０ 和 Ｆ１ 分别为加入 Ｂｉｏ 前后的荧光强度ꎮ 而且

当溶液中的 Ｂｉｏ 浓度达到 ０􀆰 １２５ ｍｏｌ / ｍＬ 时ꎬ荧光

猝灭程度达到最佳ꎮ 因此ꎬ在进一步的 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ
传感器实验中ꎬＮ￣ＣＤｓ 设定为 ５ ｍＬ(１１􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ)ꎬ
Ｂｉｏ 设定为 ５ ｍＬ(０􀆰 １２５ ｍｏｌ / ｍＬ)ꎮ
２􀆰 ４ 　 荧光“开￣关”的机制

对荧光强度变化的机制进行分析ꎮ 图 ８ａ 是

在 ５ ｍＬ(１１􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ) Ｎ￣ＣＤｓ 溶液中加入 ０􀆰 １２５
ｍｏｌ / ｍＬ Ｂｉｏ 和 ２􀆰 ３７ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｉｓ 后的荧光光谱ꎮ
如图 ８ａ 所示ꎬ单独加入 Ｈｉｓ 时 Ｎ￣ＣＤｓ 的荧光强度

未出现显著变化ꎬ这意味着单纯 Ｈｉｓ 与 Ｎ￣ＣＤｓ 不

会产生荧光响应ꎮ 但是ꎬ在 Ｎ￣ＣＤｓ 溶液中加入

Ｂｉｏ 后ꎬＮ￣ＣＤｓ 在发射峰 ５３０ ｎｍ 处对应的荧光强

度显著降低ꎬ推测荧光猝灭现象是由于在 Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌ(ｐＨ ７􀆰 ５)缓冲溶液中ꎬＢｉｏ 和 Ｎ￣ＣＤｓ 在静电作

用下产生非荧光化合物ꎬ导致静态荧光猝灭ꎮ 用

Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 方程来分析 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 的荧光猝灭

机制ꎮ
Ｆ０ / Ｆ１ ＝ １ ＋ Ｋｓｖ[Ｑ]

　 　 式中ꎬＦ０ 和 Ｆ１ 分别为未加和已加 Ｂｉｏ 时溶液的荧光强度ꎻ
[Ｑ]表示 Ｂｉｏ 的浓度ꎻＫｓｖ为猝灭常数ꎮ

图 ８ｂ 为考察不同温度条件下ꎬ不同浓度的

Ｂｉｏ 对 １１􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ Ｎ￣ＣＤｓ 的荧光猝灭效果ꎮ 根据

Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 方程ꎬ在不同温度下ꎬＦ０ / Ｆ１ 与 Ｂｉｏ
浓度呈线性关系ꎬ且在 ３０ ℃ 时拟合直线的斜率

<２０ ℃ꎬ即猝灭常数 Ｋｓｖ随温度的升高而减小ꎬ因
此该荧光猝灭机制是静态猝灭ꎮ 当 Ｂｉｏ 存在时ꎬ
Ｎ￣ＣＤｓ 的荧光功能处于“关闭”状态ꎮ

图 ８　 ａ.Ｂｉｏ 和 Ｈｉｓ 对 Ｎ￣ＣＤｓ 荧光强度的影响ꎻ
ｂ.不同温度下 Ｂｉｏ 浓度与 Ｆ０ / Ｆ１ 的关系

Ｆｉｇ.８　 ａ.Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｉｏ ａｎｄ Ｈｉｓ ｏｎ Ｎ￣ＣＤｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎻｂ.Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｏ ａｎｄ

Ｆ０ / Ｆ１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

加入 ２􀆰 ３７ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｉｓ 后ꎬＮ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器

的荧光强度又恢复ꎮ 由图 ９ 可知ꎬ向 Ｎ￣ＣＤｓ＋Ｂｉｏ
体系中加入 Ｈｉｓ 后ꎬＮ￣ＣＤｓ＋Ｂｉｏ＋Ｈｉｓ 的紫外吸收

发生了明显的改变ꎮ 推测是由于 Ｂｉｏ 侧链上带负

电的羧基与 Ｈｉｓ 侧链供质子的咪唑基相互作

９４
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用[２６]ꎬＢｉｏ 和 Ｈｉｓ 之间结合力更强ꎬ破坏静电作用

使得 Ｂｉｏ 脱离 Ｎ￣ＣＤｓ 表面ꎬ因此荧光强度又增强ꎮ
Ｈｉｓ“开启”Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器的荧光功能ꎮ

１.Ｎ￣ＣＤｓꎻ２.Ｎ￣ＣＤｓ＋Ｂｉｏꎻ３.Ｎ￣ＣＤｓ＋Ｂｉｏ＋Ｈｉｓ

图 ９　 紫外吸收光谱

Ｆｉｇ.９　 ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ

２􀆰 ５ 　 实验条件优化

实验过程中 Ｈｉｓ 检测传感器的 ｐＨ 值大小与

荧光信号变化有密切联系ꎬ因此考察传感器溶液

ｐＨ 值对光致发光(ＰＬ)强度(Ｆ０￣Ｆ１)的影响ꎮ 为

了使传感器的荧光变化达到最佳ꎬ将 Ｈｉｓ 和 Ｂｉｏ
的浓度分别设定为 ２􀆰 ３７ 和 ０􀆰 １２５ ｍｏｌ / ｍＬꎮ

图 １０ａ 是传感器溶液 ｐＨ 值在 ５􀆰 ５ ~ ８􀆰 ５ 范围

内对 ＰＬ 强度的影响ꎮ 由图可知ꎬ溶液荧光强度

随着 ｐＨ 值增大而增强ꎬ在 ｐＨ ７􀆰 ５ 左右达到最大

值ꎬ然后又下降ꎮ 还考察了缓冲溶液种类对 ＰＬ
强度的影响ꎮ 选择 ３ 种缓冲溶液(磷酸盐、ＢＲ 和

Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ)来调节传感器溶液的 ｐＨ 值ꎮ 结果表明

在 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲溶液中ꎬ实验效果最佳ꎮ 因此ꎬ选
择 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(ｐＨ ７􀆰 ５)进行实验ꎮ

孵化时间也是影响 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器检测

Ｈｉｓ 的重要参数ꎬ因此在室温下研究了孵化时间

对传感器荧光强度的影响ꎮ 如图 １０ｂ 所示ꎬ加入

２􀆰 ３７ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｉｓ 孵化至 １ ｍｉｎ 后ꎬＮ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 荧

光强度差值 Ｆ０￣Ｆ１ 达到稳定ꎮ 因此为了保证传感

器的稳定性ꎬ后续实验加入 Ｈｉｓ 孵化 １ ｍｉｎ 后

ａ.ｐＨ 值影响ꎻｂ.孵化时间影响

图 １０　 不同实验条件对 Ｈｉｓ 与 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ
传感器作用的荧光强度影响

Ｆｉｇ.１０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｈｉｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ ｓｅｎｓｏｒ

测定荧光强度ꎮ
２􀆰 ６ 　 Ｈｉｓ 检测传感器的性能分析

研究了不同浓度 Ｈｉｓ 溶液对 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感

器的荧光响应ꎮ 首先配制浓度范围为 １􀆰 ７３ ~
２５􀆰 ８５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈｉｓ 溶液ꎮ 然后在最佳实验条件

下ꎬ分别加入到 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器溶液中并进行

荧光光谱分析ꎮ 如图 １１ 所示ꎬ随着 Ｈｉｓ 浓度的增

大ꎬＮ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器在 ５３０ ｎｍ 处的荧光逐渐增

强ꎮ Ｈｉｓ 浓度为 １􀆰 ７３ ~ ２５􀆰 ８５ ｍｍｏｌ / Ｌ 范围内ꎬＮ￣
ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器荧光强度变化(ΔＦ ＝ Ｆ０ －Ｆ１)与

Ｈｉｓ 浓度呈良好的线性关系ꎬ线性拟合方程:ΔＦ ＝
６􀆰 １３３×[Ｈｉｓ]＋４􀆰 ５３１ꎬ相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ４ꎮ 按

公式 ＬＯＤ＝３σ/ Ｓ(σ 为 １１ 次空白样检测值的标准偏

差ꎬＳ 为标准曲线的斜率)计算ꎬ检测限为 ０􀆰 ３６６ ９
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ由此证明 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器的检测限低

且对 Ｈｉｓ 具有较强的识别灵敏性ꎮ

图 １１　 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器与不同浓度 Ｈｉｓ 作用的

荧光光谱及线性关系图

Ｆｉｇ.１１　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｏｆ Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ ｓｅｎｓｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈｉｓ

２􀆰 ７ 　 精密度

在最佳实验条件下ꎬ平行测试了 ５ 组 Ｈｉｓ 标

准溶液(标准溶液浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ)与传感器进

行反应ꎬＨｉｓ 标准液平均浓度为 １０􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 测

得相对标准偏差(ＲＳＤ)为 ４􀆰 ２％ꎬ说明该传感器

对 Ｈｉｓ 检测具有良好的重现性ꎮ
２􀆰 ８ 　 共存物质的干扰

为了研究血液中可能存在的其他物质(如蛋

白质、无机离子等)对 Ｈｉｓ 检测的干扰ꎬ在最佳实

验条件下ꎬ向传感器中加入适量干扰物质ꎬ观察荧

光强度变化ꎮ 其中ꎬ加入钾离子和钠离子的浓度

为 １ ｇ / Ｌꎬ谷氨酸、精氨酸、酪氨酸、葡萄糖、缬氨酸

和组氨酸的浓度均为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 如图 １２ 所示ꎬ
钾离子和缬氨酸可以使 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器的荧光

强度略有升高ꎬ而 Ｈｉｓ 可以使传感器的荧光显著

０５
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增强ꎬ其他干扰物质的影响均可忽略不计ꎬ可以说

明该传感器对于 Ｈｉｓ 具有良好的选择性响应ꎮ

图 １２　 干扰物质对 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器的

荧光强度影响

Ｆｉｇ.１２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ ｓｅｎｓｏｒ

２􀆰 ９ 　 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器应用于人血清中 Ｈｉｓ
检测

经过实验ꎬ所制备的 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器对 Ｈｉｓ
具有较为灵敏的荧光响应ꎬ因此将其应用于人血

清样品检测ꎮ 首先将采集的血样转移至微量离心

管中ꎬ以 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 取 ０􀆰 ５ ｍＬ 上层

血清ꎬ稀释 １０ 倍备用ꎮ 在最佳实验条件下ꎬ向石

英比色皿中加入 ３􀆰 ５ ｍＬ(ｐＨ ７􀆰 ５)的传感器溶液ꎬ
以 ４３０ ｎｍ 波长激发ꎬ记录发射波长 ５３０ ｎｍ 处的
荧光强度并记为 Ｆ０ꎬ再用微量注射器向溶液中加

入 ２０ μＬ 血清样品并测定荧光强度ꎮ 然后在含

血清的混合溶液分别加入 ３５、５５、７５ μＬ Ｈｉｓ 标准

溶液ꎬ再次测定混合溶液的荧光强度(Ｆ)ꎮ 采用

加标实验对 Ｈｉｓ 含量检测ꎬ５ 次平行测定的结果

见表 １ꎮ 由此可以看出ꎬＨｉｓ 检测的浓度和加入的

浓度较为一致ꎬ回收率在 ９６􀆰 ３％ ~ １００􀆰 １％之间ꎬ
相对标准偏差小于 ４􀆰 ６％ꎮ 因此ꎬ本研究构建的

Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感器可以应用于人血清样品中 Ｈｉｓ
含量的有效检测ꎬ具有较高的灵敏度、特异性和极

大的实际应用价值ꎮ
表 １ 　 人血清样品中 Ｈｉｓ 的加标回收测定

Ｔａｂ.１　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｉｋｅｄ Ｈｉｓ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ

样本 序号
加入量 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
测得量 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
回收率 /

％
ＲＳＤ /
％

血清

１
２
３
４

０
０􀆰 ０２３ ７
０􀆰 ０３７ ２
０􀆰 ０５０ ８

０􀆰 ００５ ０
０􀆰 ０２９ ６
０􀆰 ０４１ ８
０􀆰 ０５６ ３

—
９６􀆰 ３

１００􀆰 １
９９􀆰 ０

—
４􀆰 ６
３􀆰 ４
２􀆰 ８

３　 结论

以柠檬酸、尿素作为原料ꎬＤＭＦ 为溶剂ꎬ１ꎬ６￣

己二胺为修饰剂ꎬ使用溶剂热法合成了具备绿色

荧光的长波长碳点ꎮ 制备的 Ｎ￣ＣＤｓ 荧光量子产

率高、水溶性和生物相容性好、特异性高ꎮ 用 Ｎ￣
ＣＤｓ 标记小鼠巨噬细胞ꎬ在显微镜下呈现清晰的

绿色荧光细胞成像ꎮ 此外ꎬ基于 Ｎ￣ＣＤｓ 的荧光

“开￣关”功能ꎬ构建 Ｈｉｓ 检测的 Ｎ￣ＣＤｓ / Ｂｉｏ 传感

器ꎮ 并且在实际血清样品中可以灵敏、准确检

测 Ｈｉｓꎮ 因此该 Ｎ￣ＣＤｓ 的开发对生物医学成像

和 Ｈｉｓ 检测传感器构建和应用都具有深远的实
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􀦛􀦛化学品与环境

编者按:世界环境日(Ｗｏｒｌｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ Ｄａｙ)的意义在于提醒全世界注意地球状况和人

类活动对环境的危害ꎬ强调保护和改善人类环境的重要性ꎮ 世界环境日为每年的 ６ 月 ５ 日ꎬ它
反映了世界各国人民对环境问题的认识和态度ꎬ表达了人类对美好环境的向往和追求ꎮ

为加深读者对环境保护的认识ꎬ树立环保理念ꎬ提高环保意识ꎬ本刊策划了化学品与环境

专栏ꎬ本栏目共收录了 ３ 篇文章ꎬ主要涉及土壤污染物检测、含铅废水修复技术、高放废液中钯

的萃取分离等方面ꎮ

磁性固相萃取技术在土壤污染物检测中的应用研究进展

王泽岚１ꎬ李瑞雪∗１ꎬ李谦１ꎬ吴明１ꎬ朱捷１ꎬ孟哲２
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通讯作者:李瑞雪ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｎｓｊ＿ｌｒｘ＠ １６３.ｃｏｍꎮ
引用本文:王泽岚ꎬ李瑞雪ꎬ李谦ꎬ等.磁性固相萃取技术在土壤污染物检测中的应用研究进展[Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ４６(６):５３￣６２ꎮ

摘要:近年来ꎬ各种污染物通过多种途径进入土壤环境中并积累ꎬ对土壤环境质量、食品安全和人体健康产生极大的危

害ꎮ 土壤基质较为复杂ꎬ采用高效、选择性好、灵敏度高、便捷简单的前处理技术对土壤中的污染物进行分析检测尤为重

要ꎮ 磁性固相萃取技术作为一种新型的前处理方法ꎬ与传统前处理技术相比具有多种优势ꎮ 随着磁性纳米材料的兴起ꎬ

根据土壤中污染物的不同ꎬ通过对磁性纳米粒子进行功能化修饰可以得到不同吸附性能的吸附材料ꎬ从而对土壤中的各

种污染物进行选择性吸附ꎮ 梳理了土壤中存在的主要污染物、传统的前处理技术、磁性固相萃取技术简介及优势ꎬ详细

阐述了磁性固相萃取技术在土壤污染物分析检测中的应用研究进展ꎬ为磁性固相萃取技术在土壤污染物实际检测应用

中提供参考ꎮ
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１　 土壤中污染物的种类及危害

土壤是地球上最宝贵的自然资源之一ꎬ是人

类赖以生存和发展的物质基础ꎮ 粮食安全、水安

全、能源安全、气候变化、生物多样性等与土壤密

切相关ꎬ土壤是各种生态系统服务的核心[１]ꎮ 然

而ꎬ随着社会经济的迅猛发展ꎬ工业化、城市化、现
代化进程加快ꎬ土壤污染问题也日趋严重ꎬ对食品

安全、土壤环境质量和人体健康产生极大的危害ꎮ
土壤污染物主要分为化学污染物、物理污染物、生
物污染物、放射性污染物及其他新兴污染物ꎬ其中

常见的污染物有重金属、有机农药、放射性元素、
有害微生物、新兴污染物等ꎮ
１􀆰 １ 　 重金属

土壤中的重金属主要有镉(Ｃｄ)、汞(Ｈｇ)、砷
(Ａｓ)、铜(Ｃｕ)、铅(Ｐｂ)、锌(Ｚｎ)和镍(Ｎｉ)ꎮ ２０１４
年环境保护部发布了«全国土壤污染状况调查公

报»ꎬ公报中显示我国有 １６􀆰 １％点位的土壤污染

程度超标ꎬ其中无机污染物超标点位占 ８２􀆰 ８％ꎬ
土壤中 Ｃｄ、Ｎｉ、Ａｓ、Ｃｕ、Ｈｇ ５ 种重金属的超标率分

别为 ７􀆰 ０％、４􀆰 ８％、２􀆰 ７％、２􀆰 １％、１􀆰 ６％[２]ꎮ 土壤

中的重金属污染通常是自然和人为双重因素的影

响ꎬ一方面源自岩石风化的母岩中重金属的

量[３]ꎮ 火山爆发、森林火灾等自然因素也会使重

金属漂浮在空气中ꎬ最终以大气沉降的方式进入

土壤ꎮ 另一方面ꎬ采矿、冶金、纺织、垃圾处理等人

为因素ꎬ也会使大气、水体中的重金属迁移转化到

土壤中ꎬ造成土壤中重金属污染ꎮ 这些土壤中的

重金属不仅会影响地面植物体ꎬ对植物产生毒害

作用ꎬ导致植物生长缓慢、产量降低、植物体内重

金属积累等现象[４]ꎬ增加了粮食的安全风险ꎬ还
会进一步通过食物链累积ꎬ严重威胁到人们的身

体安全ꎮ 进入人体的重金属只有一小部分可以被

代谢出体外ꎬ有些重金属即使在低浓度下也会对人

体造成严重的损害ꎬ如致癌、致突变、致畸等[５]ꎮ
１􀆰 ２ 　 有机农药

农药是农业上广泛用于防止病虫害及调节植

物生长的化学药剂ꎬ是当前农业生产中不可缺少

的一种生产资料ꎮ 使用农药可以迅速有效地控制

住病虫害的侵扰ꎬ生产成本低防治效果好ꎬ大大减

少了作物的损失ꎬ提高了农作物的产量ꎮ 尽管喷

洒农药在一定程度上提高了作物的产量ꎬ然而每

年施用的农药ꎬ施用于田间的农药只有 １０％ ~
２０％的施用量作用于目标农作物表面ꎬ大部分都

洒落在土壤或漂浮在大气中[６ꎬ７]ꎮ 土壤中的农药

残留会干扰生物多样性和土壤特性ꎬ广泛密集的

使用农药加剧了土壤污染ꎬ导致土壤酸化、土壤养

分减少、土壤结构板结、土壤生物种类及数量减

少[８]ꎮ 农药在土壤中存在期很长ꎬ农药低的溶解

度和高的结构稳定性极大地限制了其在土壤中的

降解ꎮ 农作物除了通过茎、叶、种子等部位进行病

虫害防治ꎬ还会通过对土壤中存在的农药进行吸

收ꎬ积累在作物体内[９]ꎮ 农药残留对人体危害巨

大ꎬ可造成人的肝、肾和神经系统损伤ꎬ可致急性、
慢性中毒ꎮ 土壤污染中常见的有机农药种类有杀

虫剂类、除草剂类、杀菌剂类等[１０￣１２]ꎮ
１􀆰 ３ 　 放射性元素

土壤的放射性污染包括天然放射性源和人为

放射性源[１３]ꎮ 土壤中天然放射性源是自然产物

中 ４０Ｋ、２３８Ｕ、２２６Ｒａ、２３２Ｔｈ等元素经过放射性衰变ꎬ
在衰变过程中产生的一系列放射性子体而广泛分

布于土壤环境中ꎮ 天然放射性元素内外照射剂量

非常低ꎬ不会影响人的正常生产生活ꎮ 土壤中的

人为放射性源主要来自于大气层核试验产生的放

射性落下灰ꎬ处置不当的工业生产和医疗等产生

放射性同位素的单位机构ꎬ含铀矿物、石油、天然

气、煤、泥炭及某些矿砂等开采冶炼过程中释放出

的放射性废弃物[１４]ꎮ １３７Ｃｓ、９０Ｓｒ 是土壤环境中最

危险的放射性物质ꎬ会对人体造成极大的危害ꎬ如
致畸、致癌、致突变ꎬ大剂量照射时会造成生物和

人的死亡ꎮ 长期低剂量土壤放射性辐射会危害食

品安全ꎬ降低土壤肥效及土壤对有毒物质的净化

功能[１５ꎬ１６]ꎮ
１􀆰 ４ 　 新兴污染物

新兴污染物主要包括全氟化合物、环境内分

泌干扰物、药品和个人护理品、微塑料等[１７]ꎮ 新

兴污染物通常具有多种生物毒性ꎬ具有较强的生

物持久性和生物富集等特性ꎮ 其来源广泛ꎬ对生

态环境及人体健康构成严重危害ꎮ 全氟化合物会
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随着食物链进入到人体ꎬ对人类生殖系统和神经

系统造成毒害[１８]ꎮ 环境内分泌干扰物包括双酚

Ａ、多溴联苯醚类、烷基酚类、邻苯二甲酸酯等ꎬ会
对人体的正常生理代谢产生干扰[１９]ꎮ 药品和个

人护理品具有生物累积性ꎬ会通过食物链放大进

入人体从而产生危害ꎬ会引发人体过敏反应ꎬ对人

体产生致癌作用[２０]ꎮ 微塑料是指直径<５ ｍｍ 的

塑料颗粒ꎬ常见的微塑料有聚乙烯、聚氯乙烯、聚
丙烯、聚苯乙烯、聚对苯二甲酸乙二醇酯等ꎬ微塑

料会通过食物链进入不同层次动植物体内ꎬ最终

经过传递进入人体ꎮ 新兴污染物已通过多种途径

进入土壤并在土壤环境中积累ꎬ对土壤生态系统

和人类健康造成了潜在的危害[２１]ꎮ

２　 土壤中污染物的分析检测技术

土壤污染具有隐蔽性、潜伏性、长期性和滞后

性ꎮ 土壤污染与大气污染、水污染等污染问题相

比ꎬ土壤污染一般不易察觉ꎬ从土壤污染问题出现

到产生严重后果往往滞后较长时间ꎮ 因此ꎬ及时

对土壤中污染物进行分析检测不但可以及时发

现问题ꎬ而且通过检测所得的数据对于农业生

产是至关重要的ꎮ 土壤基质较为复杂ꎬ在进行

土壤样品分析时ꎬ前处理方法及检测方法通常

有以下几种ꎮ
２􀆰 １ 　 预处理方法

土壤样品预处理主要是提取和净化两个环

节ꎮ 常见的提取和净化方法有振荡提取、超声波

辅助萃取法、索氏提取法、固相萃取法、基质固相

分散萃取法、加速溶剂萃取法等ꎬ这些传统的预处

理方法在土壤样品的分析检测中已有应用ꎮ
２􀆰 １􀆰 １ 　 振荡提取法

振荡提取法是在土壤样品中加入适当的提取

试剂并进行涡旋振荡ꎬ使得土壤中的目标污染物

充分溶解在溶剂中ꎮ 振荡提取法简单易操作ꎬ
提取效果较好ꎬ但是较多使用有机试剂ꎬ不利于

环保ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２ 　 超声波辅助萃取法

超声波辅助萃取法是在土壤样品中加入适当

的提取试剂ꎬ利用超声波对液体施加负压时产生

空化、扰动、击碎等作用ꎬ加速目标物进入溶剂ꎬ从
而对目标物进行萃取ꎮ 该方法提取效率高ꎬ简单

易操作ꎬ但是也会较多使用有机试剂ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３ 　 索氏提取法

索氏提取法是将样品置于回流装置中ꎬ加入

提取液进行浸润和加热ꎬ从而提取出样品中的目

标污染物ꎮ 该方法可以保证土壤样品与溶剂充分

接触ꎬ但是会耗费较多有机试剂ꎬ耗时较长ꎬ在实

际应用中很难快速的获得检测结果ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４ 　 固相萃取法

固相萃取法是通过固体吸附剂吸附土壤样品

中目标污染物的一种方法ꎬ在杂质分离后再加入

洗脱液对目标物进行洗脱富集ꎮ 固相萃取法能有

效的将目标物与干扰组分分离ꎬ不需要过多有机

试剂ꎮ 但是不能处理大量样品ꎬ固相萃取柱重复

使用性低ꎬ样品过柱流速、洗脱液流速、淋洗液强

度等都会对实验结果产生影响ꎬ操作耗时较长ꎮ
２􀆰 １􀆰 ５ 　 基质固相分散萃取法

基质固相分散萃取法是将样品吸附在 Ｃ１８、
Ｃ８ 键的固定相ꎬ用不同极性的溶剂洗脱样品ꎮ 该

方法可以从固体或半固体样品中提取出目标化合

物ꎬ减少了有机溶剂使用量ꎬ但是需要根据样品性

质选择合适的固相分散剂和洗脱剂ꎬ操作条件严

格ꎬ对设备的依赖程度高ꎮ
２􀆰 １􀆰 ６ 　 加速溶剂萃取法

加速溶剂萃取法是选择合适的溶剂ꎬ通过提

高萃取溶剂的温度(５０ ~ ２００ ℃)和压力(１０􀆰 ３ ~
２０􀆰 ６ ＭＰａ)来提高萃取效率的一种方法ꎮ 加速溶

剂萃取法具有萃取溶剂用量少、速度快以及萃取

效率高的优点ꎮ 但是该方法对设备的要求高ꎬ高
温高压条件下可能会使目标化合物分解ꎬ影响分

析结果ꎮ
２􀆰 ２ 　 检测方法

样品前处理技术至关重要ꎬ不同分析仪器原

理不同ꎬ对样品前处理的要求也不同ꎮ 常见的用

于土壤中污染物检测的方法有液相色谱法、气相

色谱法、液相色谱￣质谱法、气相色谱￣质谱法等ꎮ
２􀆰 ２􀆰 １ 　 色谱法

色谱法是试样中各组分在色谱分离柱中的固

定相和流动相间不断进行分配的过程ꎮ 色谱法根

据流动相的不同又分为气相色谱法和液相色谱

法ꎮ 色谱法能够进行高效的化合物分离和定量分

析ꎬ具有分离效率高、灵敏度高、分析速度快、应用

范围广的特点ꎮ 试样经过色谱柱的分离进入到检

测器ꎬ常见的检测器包括荧光检测器、紫外检测

器、氢火焰离子化检测器、电子捕获检测器等ꎮ
气相色谱法(ＧＣ)通常用于沸点低于 ４００ ℃

的各种有机或无机试样的分析ꎮ 气相色谱法分析

的样品应具有可挥发性且热稳定性好ꎬＧＣ 能直接

５５
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分析的样品应该是气体或液体ꎬ若是固体样品应

溶解在适当的溶剂中或通过特殊的进样技术进行

分析ꎮ 在土壤样品分析检测中ꎬ气相色谱法主要

用于作物、土壤残留的有机磷、有机氯、氨基甲酸

酯以及拟除虫菊酯类农药检测ꎮ 液相色谱法

(ＨＰＬＣ)通常用于高沸点、热稳定性差、相对分子

量较大的有机物定量或定性分析ꎬ如氨基甲酸甲

酯杀虫剂、草甘膦除草剂、多环芳烃类化合物、联
苯胺类化合物、酚类和醛酮类化合物等ꎮ 采用

ＨＰＬＣ 分析的样品要求纯度高、溶解性好、浓度应

该在适当的范围内ꎬ若配备紫外检测器ꎬ应确保样

品具有紫外吸收ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２ 　 质谱法

质谱法在土壤污染物的检测中具有广泛的应

用ꎮ 质谱分析法是将分子电离成分子离子和碎片

离子ꎬ利用不同离子在电场或磁场的运动行为不

同ꎬ按照离子的质荷比(ｍ / ｚ)分开进行定性、定量

分析的一种方法ꎮ 质谱法通常与气相色谱或液相

色谱联用ꎬ气相色谱或液相色谱是分离系统ꎬ而质

谱是检测系统ꎮ 气相色谱￣质谱法和液相色谱￣质
谱法能检测出 ４００ ~ ５００ 种蔬菜、水果、土壤中有

机磷、有机氯、拟除虫菊酯类、氨基甲酸酯类农药

及其他有机污染物ꎮ
气相色谱￣质谱法联用(ＧＣ￣ＭＳ)综合了气相

色谱和质谱的特性ꎬ先采用气相色谱使样品中复

杂的化学组分得到分离ꎬ不同组分随着载气流出

色谱柱ꎬ进入到离子源进行离子化ꎬ把离子按质荷

比分开得到质谱图ꎬ通过质谱图得到样品定性定

量结果ꎮ 此方法可在较短的时间内对多组分混合

物进行分析ꎬ具有检测灵敏度高和分离效果好的

优点ꎮ 采用 ＧＣ￣ＭＳ 分析检测的样品ꎬ应该在色谱

柱的工作温度范围内能够完全气化ꎬ样品可挥发、
热稳定性好ꎮ

气相色谱三重四级杆质谱联用仪(ＧＣ￣ＭＳ /
ＭＳ)通过使用四级杆串联质谱进行目标分析物的

定性和定量分析ꎬ首先离子源将经色谱柱分离出

的化合物使用电子轰击或化学电离进行离子化ꎬ
离子化后的化合物被引入四级杆质量分析器中ꎬ
通过调节四级杆中的偏压和交变电场的频率ꎬ只
有指定范围内 ｍ / ｚ 的离子可以穿过四级杆ꎮ ＧＣ￣
ＭＳ / ＭＳ 能对目标物进行更高灵敏度、高选择性的

分析检测ꎬ对痕量化合物准确定量ꎬ可用于复杂样

品的分析ꎬ可以通过离子碎片提供更详细的信息ꎬ
已广泛应用于环境、食品、医药等领域的研究和分

析检测ꎮ
液相色谱￣质谱法联用(ＬＣ￣ＭＳ)结合了液相

色谱有效分离热不稳定性及高沸点化合物的分离

能力与质谱仪组分的鉴定能力ꎬ通常用于不挥发

性化合物、极性化合物、热不稳定性、大分子量化

合物等的分析测定ꎮ 此方法具有高分离能力、高
灵敏度、低检测限、应用范围更广ꎬ可分析复杂有

机混合物ꎬ已广泛用于药品分析、食品分析、环境

分析等领域ꎮ 为获得更好的分析检测结果ꎬ在进

行 ＬＣ￣ＭＳ 前ꎬ样品需要完全溶解并去除杂质ꎬ若
使用缓冲体系需要用易挥发性缓冲剂ꎮ

液相色谱三重四级杆质谱联用仪( ＬＣ￣ＭＳ /
ＭＳ)是一种高分辨率的分析仪器ꎬ样品分离后的

化合物从液相色谱中进入质谱检测系统ꎬ首先经

过 ＥＳＩ 源或 ＡＰＣＩ 电离源获得离子ꎬ四级杆质量

分析器根据离子的质荷比将它们分离ꎬ同一时间

内只允许一种质荷比的离子通过四级杆ꎬ通过改

变四级杆的电压ꎬ可以选择不同的目标离子ꎮ 三

重四级杆液质联用仪具有更高的灵敏度、更好的

分辨率和更广泛的分析范围ꎬ在环境分析、药物代

谢研究、生物分析等领域广泛应用ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３ 　 光谱法

光谱法可以快速准确地检测土壤中存在的各

种有机或无机化合物ꎬ在土壤污染物的检测中具

有广泛的应用ꎮ 通过紫外￣可见吸收光谱法可以

检测土壤中的无机物质ꎬ如重金属离子的定性和

定量分析ꎮ 荧光光谱法可以检测土壤中的有机物

质ꎬ如对多环芳烃等的定性定量分析ꎮ 采用光谱

法进行检测的样品需要能够在合适的溶剂中溶

解ꎬ溶解度的选择应适宜ꎬ样品稳定ꎬ样品浓度应

在仪器的检测范围内ꎮ

３　 磁性固相萃取技术

３􀆰 １ 　 磁性固相萃取技术的简介

磁性固相萃取(ＭＳＰＥ)是将具有磁性的材料

作为吸附剂对目标分析物进行分离富集的一种前

处理方法ꎮ 该技术结合了磁性分离和固相萃取的

特点ꎬ是 ２１ 世纪分离富集领域的革命性技术ꎬ在
样品预处理方面具有重要的应用价值ꎮ 在 ＭＳＰＥ
过程中ꎬ磁性固相萃取材料加入到样品溶液中ꎬ待
目标分析物吸附到材料表面ꎬ施加外部磁场弃去

杂质溶液ꎬ后加入适当的洗脱液ꎬ再通过外部磁场

转移洗脱液ꎬ进行测定ꎮ 图 １ 为磁性固相萃取法

测定土壤中农药的示意图ꎮ
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图 １　 磁性固相萃取法测定土壤中农药的过程示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｆｏｒ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ｕｓｉｎｇ ｍａｇｎｅｔｉｃ

ｓｏｌｉｄ￣ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

３􀆰 ２ 　 磁性固相萃取技术的优点

磁性固相萃取技术与传统前处理技术相比具

有多种优势ꎮ 磁性固相吸附材料通常是纳米级材

料ꎬ比表面积更大ꎬ使用较少用量的吸附剂在较短

的时间内就可以吸附到目标物质ꎮ ＭＳＰＥ 使用外

部磁场即可实现相互分离ꎬ操作简单省时ꎬ特别是

与传统的固相萃取相比ꎬ避免了耗时的离心、上
样、柱堵塞等过程ꎮ 此外ꎬ磁性吸附剂可以根据目

标物的不同ꎬ对磁性吸附剂进行功能化修饰ꎬ在使

用后对吸附材料进行清洗ꎬ可以循环使用ꎮ 磁性

固相萃取技术已广泛应用于食品安全[２２￣２４]、环境

监测[２５￣２７]、生物医药[２８￣３０]等领域ꎮ
３􀆰 ３ 　 磁性固相萃取材料及其吸附原理

磁性材料是磁性固相萃取技术的关键ꎬ根据

目标化合物的性质设计出不同功能化的磁性固相

萃取材料ꎬ从而达到从复杂基质中选择性吸附目

标化合物的目的ꎮ 随着新材料的迅速发展ꎬ多种

磁性材料被合成制备ꎬ常见的有磁性金属有机骨

架材料、磁性碳纳米材料、磁性分子印迹聚合物纳

米材料、磁性纳米复合材料等ꎮ
３􀆰 ３􀆰 １ 　 磁性金属有机骨架材料

金属有机骨架材料是由金属离子或离子簇与

有机配体通过配位键自组装形成的一种具有周期

性网状结构的晶体材料ꎬ具有比表面积大、超高的

孔隙率、孔结构可调节、可功能化修饰等多种优

势[３１]ꎬ现已成为在分离富集、催化、药物传递、超
级电容等领域极具前景的杂化材料[３２]ꎮ 由于金

属有机骨架材料的功能化可修饰性ꎬ其与目标分

析物之间的相互作用机制也有所不同ꎬ如疏水性

作用、静电作用、氢键、π￣配合及孔径拓展等[３３]ꎮ
３􀆰 ３􀆰 ２ 　 磁性碳纳米材料

磁性碳纳米材料中以磁性石墨烯、磁性石墨

烯衍生物、磁性碳纳米管等在样品的前处理领域

得到了广泛的关注ꎮ 石墨烯是碳的同素异形体ꎬ
是由无数个 ｓｐ２ 杂化相连的碳原子紧密排列呈二

维蜂窝状结构ꎬ这些独特的结构使得石墨烯具有

优异的导电性能、光学性能、带隙可调的电学特

性、超大的比表面积及良好的生物相容性ꎬ被认为

是一种未来革命性的材料[３４]ꎮ 氧化石墨烯是一

种重要的石墨烯衍生物ꎬ其表面存在大量的含氧

官能团ꎬ如羟基(—ＯＨ)、环氧基[—Ｃ(Ｏ)Ｃ—]、羰
基(—Ｃ􀪅􀪅Ｏ)、羧基(—ＣＯＯＨ)、酯基(—ＣＯＯ—)
等[３５]ꎬ这些含氧官能团的存在能够有效增强氧化

石墨烯在溶剂中的分散性和反应活性ꎬ并且这些

含氧官能团易与含氨基、羧基、异氰酸酯基等基团

的目标化合物发生反应ꎬ还可以通过氢键、π￣π 键

等与目标化合物实现非共价键结合[３６ꎬ３７]ꎮ 碳纳

米管可以看做由单层或多层石墨烯片层卷曲形

成[３８]ꎬ具有与石墨烯类似的优异性能ꎬ如比表面

积大、热稳定性好、丰富的 π￣π 共轭体系等ꎬ除此

之外还具有独特的中空管状结构[３９]ꎬ对有机化合

物具有高亲和力和较大的吸附容量ꎮ 根据目标分

析物的性质ꎬ将碳纳米材料赋予磁性并进行适当

改性ꎬ得到的磁性碳纳米材料对复杂基质的分离

富集具有重要意义ꎮ
３􀆰 ３􀆰 ３ 　 磁性分子印迹聚合物纳米材料

分子印迹聚合物即根据待测物质(模板分

子)的不同ꎬ模板分子与聚合物单体形成多重结

合位点并被记忆ꎬ去除模板分子后ꎬ可制备出对模

板专一识别的聚合物ꎮ 分子印迹聚合物具有制备

成本低、机械强度高、热稳定性强、耐酸碱能力好

等优点[４０]ꎬ能够从复杂基质中特异性结合目标分

子ꎮ 磁性分子印迹聚合物纳米材料作为随着磁性

固相萃取技术发展起来的一种新型功能化材料ꎬ
具有磁性材料的超顺磁性和分子印迹聚合物高选

择性的双重优点[４１]ꎮ
３􀆰 ３􀆰 ４ 　 磁性纳米复合材料

随着磁性固相萃取技术的快速发展ꎬ对磁性

固相萃取材料的综合性能提出了更高的要求与挑

战ꎮ 研究制备多种优异性能协同作用的磁性纳米

复合材料已经成为一种趋势ꎮ 磁性纳米复合材料

具有两种及以上吸附材料的优异性能ꎬ在复杂基

质中能提高对目标分析物的选择性和吸附效率ꎬ
吸附材料的稳定性也会得到改善[４２ꎬ４３]ꎮ
３􀆰 ４ 　 磁性固相萃取技术在土壤污染物残留检测

中的应用

３􀆰 ４􀆰 １ 　 重金属

磁性固相萃取技术已应用于土壤中重金属污

染物的富集ꎮ Ｂａｇｈｅｒｉ 等[４４] 制备了一种新型磁性
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金属有机骨架 (ＭＯＦ) 材料 [( Ｆｅ３Ｏ４￣Ｐｙｒｉｄｉｎｅ) /
Ｃｕ３(ＢＴＣ) ２]ꎬ结合火焰原子吸收光谱法用于土壤

等样品中 Ｐｄ(Ⅱ)的快速吸附和检测ꎬ该方法具有

高的灵敏度和选择性ꎬ对环境友好ꎬ吸附容量大ꎮ
Ｌｉｕ 等[４５] 采用改性的纳米 Ｆｅ３Ｏ４ 颗粒 ( Ｆｅ３Ｏ４￣
ＤＥＳ)作为吸附剂ꎬ并通过电感耦合等离子体发射

光谱仪同时测定土壤等环境样品中的铜和铅ꎬ该
方法线性范围宽ꎬ检出限低ꎬ吸附能力强ꎬ富集因

子大ꎮ Ｔａｄｊａｒｏｄｉ 等[４６] 制备了异硫氰酸苯酯功能

化的核壳纳米粒子(Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２)ꎬ采用响应面法

分别对影响吸附过程和脱附过程的因素进行优

化ꎬ成功对土壤、水等样品中痕量的 Ｃｄ(Ⅱ)和

Ｐｂ(Ⅱ)离子进行快速吸附ꎬＣｄ(Ⅱ)和 Ｐｂ(Ⅱ)离
子的 ＬＯＤ 分别为 ０􀆰 ０５ 和 ０􀆰 ９ ｎｇ / ｍＬꎬ吸附容量分

别为 １７９ 和 １５６ ｍｇ / ｇꎬ吸附性能好ꎬ吸附速度快ꎮ
Ｘｉｅ 等[４７] 制备 了 新 型 磁 性 离 子 印 迹 聚 合 物

(ＤＭＩＩＰ)用于土壤和食品中 Ｃｄ２＋、Ｐｂ２＋ 的分离和

分析ꎬＤＭＩＩＰ 表现出大的吸附容量ꎬ高的选择性ꎬ
可以实现快速吸附并具有良好的重复使用性能ꎮ
Ｈｅ 等[４８]制备了 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２＠ ＧＭＡ￣Ｓ￣ＳＨ 磁性纳

米颗粒ꎬ通过与高效液相色谱￣电感耦合等离子体

质谱联用ꎬ建立了一种磁性固相萃取土壤、农田水

等样品中痕量 Ｈｇ２＋的检测方法ꎬ由于功能基团的

高亲和力ꎬ该磁性纳米颗粒对 Ｈｇ２＋表现出优异的

吸附性能ꎬ加标样品回收率为 ８４􀆰 ３％ ~ １１６％ꎮ
Ｔａｇｈｉｚａｄｅｈ 等[４９] 制备了一种新型磁性 ＭＯＦ 纳米

复合材料并成功应用于土壤等样品中痕量

Ｃｄ(Ⅱ)、Ｐｂ(Ⅱ)、Ｚｎ(Ⅱ)、Ｎｉ(Ⅱ) ４ 种重金属离

子的快速提取ꎬ采用 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面试验设

计对吸附过程和解吸过程中的主要因素进行优

化ꎬ４ 种离子的 ＬＯＤ 为 ０􀆰 １２ ~ １􀆰 ２ ｎｇ / ｍＬꎬ吸附量

为 ９８~２０６ ｍｇ / ｇꎮ Ｗａｎｇ 等[５０]制备了一种花状磁

性二硫化钼纳米复合材料(ＭｏＳ２ / Ｆｅ３Ｏ４)用于土

壤和废水样品中 Ｐｂ(Ⅱ)和 Ｈｇ(Ⅱ)的吸附和去

除ꎬＭｏＳ２ / Ｆｅ３Ｏ４ 复合材料易于分离ꎬ选择性好ꎬ可
重复使用ꎬ在 ５ 次吸附￣解析循环后仍表现出良

好的吸附性能ꎮ 虽然已有一些磁性固相萃取技

术应用于土壤样品中重金属污染物的研究ꎬ但
多数还是对水样或食品等样品中重金属污染物

的研究[５１￣５５] ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ２ 　 有机农药

磁性固相萃取技术已广泛应用于土壤中痕量

有机农药的吸附ꎮ 金晶等[５６] 基于磁性固相萃取

技术ꎬ采用超高效液相色谱质谱法进行定性定量

分析ꎬ建立了土壤中 ４ 种苯脲类除草剂的前处理

方法ꎬ该方法检出限低ꎬ灵敏度高ꎬ４ 种苯脲类除

草剂的回收率为 ７２􀆰 ７％ ~ ９４􀆰 ４％ꎬ适用于土壤中

痕量苯脲类物质的测定ꎮ Ｇｕｂｉｎ 等[５７]制备了离子

液体修饰的磁性纳米颗粒ꎬ建立了一种 ＭＳＰＥ￣
ＧＣ￣ＭＳ 方法用于测定土壤、水、海底沉积物中的

２ꎬ４￣Ｄ 丁酯及其代谢产物ꎬ各目标物质回收率均

可达到 ９２％以上ꎬ该方法应用于土壤样品中ꎬ２ꎬ４￣
Ｄ 和 ２ꎬ４￣ＤＢ 的 ＬＯＤ 为 １０ ｎｇ / ｋｇꎬ４￣ＣＰ 和 ２ꎬ４￣
ＤＣＰ 的 ＬＯＤ 为 １０~１５ ｎｇ / ｋｇꎮ Ｏｌｌｅｒ￣Ｒｕｉｚ 等[５８]制

备了 ＣｏＦｅ２Ｏ４＠ 聚吡咯磁性纳米离子ꎬ使用三重

四级杆串联质谱法对土壤中 ６ 种氯代苯氧酸类除

草剂进行测定分析ꎬ平均回收率为 ８０％ ~ １１７％ꎬ
日间相对标准偏差为 ６􀆰 ３％~１４％ꎮ Ｈｅ 等[５９]制备

了一种新型氨基功能化磁性骨架复合材料 Ｆｅ３Ｏ４￣
ＮＨ２＠ ＭＩＬ￣１０１(Ｃｒ)ꎬ采用微波辅助磁性固相萃取

结合气相色谱￣电子捕获检测器建立了土壤样品

中 ８ 种有机氯农药的检测方法ꎬ回收率为 ７１􀆰 ２ ~
１０２􀆰 ４％ꎬ该方法检出限低ꎬ灵敏度高ꎬ基质干扰

少ꎬ可以在短时间内从复杂基质中提取分析物ꎮ
Ｐｈｏｓｉｒｉ 等[６０]以氯化胆碱和蔗糖为原料ꎬ合成了一

种磁性层状双氢氧化物复合材料(ＭＩＨ＠ Ｍｇ / Ａｌ
ＬＤＨ￣ＮＡＤＥＳ)ꎬ用于吸附环境样品中的有机氯农

药ꎬ该方法萃取时间短ꎬ溶剂用量少ꎬ线性范围宽ꎬ
检出限和定量限低ꎬ精密度高ꎬ回收率为 ８８􀆰 ８％ ~
１０４􀆰 １％ꎬ适用于土壤等环境样品中有机氯农药的

分析检测ꎮ Ｗａｎｇ 等[６１] 建立了一种基于 Ｆｅ３Ｏ４＠
β￣环糊精脂质双层纳米复合材料(Ｆｅ３Ｏ４＠ β￣ＣＤ￣
ＬＢ)与气相色谱￣四级杆￣飞行时间质谱联用检测

土壤样品中 ９ 种有机氯农药的方法ꎬＦｅ３Ｏ４ ＠ β￣
ＣＤ￣ＬＢ 可以选择性提取土壤样品中 ９ 种有机氯农

药ꎬ与传统分析方法相比ꎬ该方法简便快速ꎬ线性

范围宽ꎬ检出限低ꎬ重复性好ꎬ平均回收率可达

７８％~１０７％ꎮ Ｚｈａｏ 等[６２] 首次制备了氨基修饰的

磁性多壁碳纳米管(ｍ￣ＭＷＣＮＴｓ￣ＮＨ２)ꎬ磁性固相

萃取￣液相色谱￣串联质谱法吸附水、土壤和河流

沉积物中 １８ 种农药残留物ꎬ各目标物质回收率为

８０􀆰 ３％~１０５􀆰 ９％ꎬ定量限在液体基质中<２􀆰 ０４ ｎｇ / Ｌꎬ
在固体基质中<０􀆰 ５０ ｎｇ / ｇꎬ该方法具有操作简单、
快速、富集因子高等优点ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ３ 　 新兴污染物

周婵媛等[６３] 采用原位反应法制备了管内填

充磁性碳纳米管(ＩＦ￣ＭＣＮＴｓ)ꎬ建立了管内填充磁

性碳纳米管 /磁性固相萃取￣气相色谱 /质谱法

８５



第 ４６ 卷第 ６ 期 王泽岚等:磁性固相萃取技术在土壤污染物检测中的应用研究进展

(ＩＦ￣ＭＣＮＴｓ / ＭＳＰＥ￣ＧＣ / ＭＳ)测定土壤和水藻样品

中 ７ 种多环芳烃的分析方法ꎬ所制备的 ＩＦ￣ＭＣＮＴｓ
能够有效富集萘(ＮＡＰ)、苊(ＡＮＥ)、芴(ＦＬＵ)、菲
(ＰＨＥ)、荧蒽 ( ＦＬＡ)、芘 ( ＰＹＲ) 和苯并荧蒽 ( Ｂ
(ｂ)ＦＬ)ꎬ方法线性范围为 ５􀆰 ０ ~ ５００ ｎｇ / Ｌꎬ检出限

为 １􀆰 ７~３􀆰 １ ｎｇ / Ｌꎬ实际环境样品中 ７ 种 ＰＡＨｓ 加

标回收率为 ７３􀆰 ５％ ~ ９７􀆰 ２％ꎮ Ｌｉ 等[６４] 制备了

ＭＯＦ￣１２１０(Ｚｒ / Ｃｕ)￣ＭＮＰｓ 磁性纳米粒子ꎬ结合高

效液相色谱法用于土壤样品中二苯甲酮的分析检

测ꎬ该方法线性范围为 ０􀆰 １~３００􀆰 ０ ｎｇ / ｍＬꎬ重现性

好ꎬＲＳＤ≤３􀆰 ６０％ꎬＬＯＤ 为 ０􀆰 ０１ ~ ０􀆰 ０２ ｎｇ / ｍＬꎬ成
功应用于土壤样品中二苯甲酮的提取和检测ꎬ回
收率为 ８７􀆰 ６％ ~ １１３􀆰 ８％ꎮ Ｇａｍｏｎｃｈｕａｎｇ 等[６５] 采

用不同的氨基聚合物对混合氢氧化铁(ＭＩＨｓ)进
行改性ꎬ结果表明聚苯二胺改性的混合氢氧化铁

(ＭＩＨ＠ ＰＰＤＡ)对苯酚表现出良好的吸附性能ꎬ在
土壤样品中ꎬ所有苯酚残留物的回收率为 ７８􀆰 ２％~
１３０􀆰 １％ꎬＲＳＤ 低于 １０􀆰 ８％ꎮ Ｌｉ 等[６６] 制备了还原

氧化石墨烯 / ＺｎＦｅ２Ｏ４( ｒＧＯ / ＺｎＦｅ２Ｏ４)复合材料磁

性固相萃取雌激素ꎬ该方法线性范围为 ０􀆰 ０５~５００
ｎｇ / ｍＬꎬ在土壤样品中ꎬ４ 种雌激素的回收率均可

达到 ７８􀆰 ５６％以上ꎮ Ｐａｓａｎｅｎ 等[６７] 制备了一种磁

性多孔纳米复合材料(ｎａｎｏ￣Ｆｅ＠ ＺＩＦ￣８)同时快速

富集微塑料和塑料衍生的内分泌干扰物ꎬ在最佳

条件下该材料能够在 ５ ｍｉｎ 内去除≥９８％的高浓

度(２５ ｍｇ / Ｌ)聚苯乙烯微球ꎬ去除≥９４％的双酚 Ａ
(１ ｍｇ / Ｌ)和 ４￣叔丁基苯酚(１ ｍｇ / Ｌ)ꎬ显示出优异

的吸附性能ꎮ

４　 展望

磁性固相萃取技术对土壤中污染物的分析检

测ꎬ国内外已有相关研究报道ꎬ并取得了一些成

果ꎬ但目前对于土壤中的重金属、酚类物质、放射

性元素等研究尚有限ꎮ 针对已有的研究成果ꎬ未
来的研究可着眼于以下几个方面:
４􀆰 １ 　 构建新型具有选择性的磁性吸附材料ꎮ 土

壤中的污染物种类繁多ꎬ且大多数污染物在土壤

中的浓度相对较小ꎮ 今后可根据污染物的性质ꎬ
通过对磁性纳米粒子进行功能化修饰ꎬ选择性吸

附土壤中痕量的污染物质ꎬ为土壤中污染物的检

测及风险评估治理提供可靠准确的支撑ꎮ
４􀆰 ２ 　 加强磁性吸附材料在土壤污染物中的应用

研究ꎮ 土壤基质较为复杂ꎬ目前已有大量磁性固

相萃取技术在水环境样品中的应用研究ꎬ但在土

壤环境样品中的应用研究还相对较少ꎬ今后可以

选择吸附性能优异的磁性吸附材料ꎬ对土壤基质

进行分析检测研究ꎮ
４􀆰 ３ 　 加强磁性固相萃取技术对土壤中重金属、
酚类物质、放射性元素的分析检测研究ꎮ 目前土

壤中的污染物大多数研究成果都聚焦在对农药的

分析检测ꎬ土壤中的重金属、酚类物质、放射性元

素也是主要的污染物ꎮ 今后可以加强对土壤中

重金属残留、酚类物质、放射性元素的分析检测

研究ꎮ
４􀆰 ４ 　 加强磁性固相萃取技术对土壤中新兴污染

物的分析检测研究ꎮ 目前磁性固相萃取技术应用

于土壤污染物分析检测的研究成果大多是在传统

土壤污染物的分析检测方面ꎬ针对各类新兴污染

物分析检测的应用研究还较少ꎮ 土壤环境中新兴

污染物的种类繁多、浓度较低ꎬ且土壤基质又比

较复杂ꎬ传统检测手段对于新兴污染物在土壤

中的分离和检测存在一定的局限性ꎬ磁性固相

萃取技术对于土壤中新兴污染物的分离和提取

具有优势ꎬ为准确量化土壤中微量和痕量的新

兴污染物提供了可能ꎮ 今后可以加强磁性固相

萃取技术对土壤中新兴污染物的分析检测研

究ꎬ为新兴污染物的风险评估及治理提供更准

确可靠的依据ꎮ
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ｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｂ ( Ⅱ) ａｎｄ Ｈｇ ( Ⅱ) ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ
ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｂｙ ｆｌｏｗｅｒ￣ｌｉｋｅ ｍａｇｎｅｔｉｃ ＭｏＳ２ ｎａｎｏ￣
ｈｙｂｒｉｄ[Ｊ].Ｓｃｉ.Ｔｏｔａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ.ꎬ２０２０ꎬ６９９:１３４ ３４１.

[５１]ＷＡＮＧ ＹꎬＬＩＮ ＫꎬＬＩＵ Ｙꎬｅｔ ａｌ.Ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ ｏｆ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋｓ ａｎｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｇｒａ￣
ｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｅｔｅｒ￣
ｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｅａｄ(Ⅱ) [ Ｊ]. Ｊ. Ｓｏｌｉｄ Ｓｔａｔｅ Ｃｈｅｍ.ꎬ２０２２ꎬ
３１３:１２３ ３００.

[５２]ＳＨＡＮ Ｘ ＹꎬＺＨＡＮＧ ＬꎬＹＥ Ｈ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｌｉｄ
ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｄ ｉｏｎ ｆｒｏｍ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｈｕ￣
ｍｉｃ ａｃｉｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｐｒｉｏｒ ｔｏ ｉｔｓ
ｆａｍｅ ａｔｏｍｉｃ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ[ Ｊ].Ｍｉ￣
ｃｒｏｃｈｅｍ.Ｊ.ꎬ２０２２ꎬ１７９:１０７ ４１７.

[５３]ＺＨＯＵ Ｄ ＢꎬＸＩＡＯ Ｙ ＢꎬＨＡＮ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｌｉｄ￣
ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｕｌｆｕｒ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｍｅｔａｌ￣ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈ￣
ｙｌｍｅｒｃｕｒｙ ａｎｄ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｍｅｒｃｕｒｙ ｉｎ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｆｉｓｈ ｓａｍ￣
ｐｌｅｓ[Ｊ].Ｊ.Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ.Ａꎬ２０２１ꎬ１ ６５４:４６２ ４６５.

[５４]ＭＯＬＡＥＩ ＫꎬＢＡＧＨＥＲＩ ＨꎬＡＳＧＨＡＲＩＮＥＺＨＡＤ Ａ Ａꎬｅｔ
ａｌ. ＳｉＯ２ ￣ｃｏａｔｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ
ｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｅ￣ｐｏｌｙｔｈｉｏｐｈｅｎｅ: Ａ ｎｏｖｅｌ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｎａｎｏ￣
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｆｏｒ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｃｅ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ
ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ[Ｊ].Ｔａｌａｎｔａꎬ２０１７ꎬ１６７:６０７￣６１６.

[５５]ＯＺＤＥＭＩＲ ＳꎬＹＡＬÇＩＮ Ｍ ＳꎬＫＩＬＩＮÇ Ｅꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｆｕｎｇａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｚｅｄ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｐｒｅ￣
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐｂ(Ⅱ)ꎬＭｎ(Ⅱ)ꎬａｎｄ Ｃｏ(Ⅱ) ｆｒｏｍ
ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ[Ｊ].Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ.ꎬ２０２３ꎬ４１３:１３５ ６０８.

[５６]金晶ꎬ顾海东ꎬ高仕谦ꎬ等.超声提取￣磁性固相萃取￣
ＵＨＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 测定土壤中 ４ 种苯脲类除草剂[ Ｊ].
分析试验室ꎬ２０１７ꎬ３６(１):８７￣９１.

[５７]ＧＵＢＩＮ ＡꎬＳＵＫＨＡＮＯＶ ＰꎬＫＵＳＨＮＩＲ Ａꎬｅｔ ａｌ.Ｉｏｎｉｃ￣ｌｉｑ￣
ｕｉｄ￣ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｔｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ＭＳＰＥ￣ＧＣ￣ＭＳ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ２ꎬ４￣Ｄ ｂｕｔｙｌ ｅｓｔｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ
ｗａｔｅｒꎬ ｓｏｉｌꎬ ａｎｄ ｂｏｔｔｏｍ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ [ Ｊ ]. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ＮａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ＆ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔꎬ２０２２ꎬ１７:
１００ ６５２.

[５８]ＯＬＬＥＲ￣ＲＵＩＺ ＡꎬＧＡＲＲＩＤＯ ＩꎬＶＩÑＡＳ Ｐꎬｅｔ ａｌ.Ｒｅｌｉａｂｌｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｂｙ
ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ￣
ｐｈｙ[Ｊ].Ｅｎｖｉｒｏｎ.Ｃｈｅｍ.Ｌｅｔｔ.ꎬ２０１８ꎬ１６:１ ０７７￣１ ０８２.

[５９]ＨＥ ＸꎬＺＨＯＵ Ｙ ＹꎬＹＡＮＧ Ｗꎬｅｔ ａｌ.Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ａ ｎｏｖｅｌ ａｍｉｎｏｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｆｅ３Ｏ４ ￣
ＮＨ２＠ ＭＩＬ￣１０１( Ｃｒ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｏ￣
ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ [ Ｊ]. Ｔａｌａｎｔａꎬ２０１９ꎬ
１９６:５７２￣５７８.

[６０]ＰＨＯＳＩＲＩ ＰꎬＳＡＮＴＡＬＡＤＣＨＡＩＹＡＫＩＴ ＹꎬＢＵＲＡＫＨＡＭ
Ｒ.Ｎａｔｕｒａｌ ｄｅｅｐ ｅｕｔｅｃｔｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ￣ｄｅｃｏｒａｔｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｌａｙ￣
ｅｒｅｄ ｄｏｕｂｌｅ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ａｓ ａ ｓｏｒｂｅｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ
ｏｒｇａｎｏｃｈｌｏｒｉｎｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ[ Ｊ].
Ｊ.Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ.Ａꎬ２０２２ꎬ１ ６７３:４６３ １１１.

[６１]ＷＡＮＧ ＨꎬＹＡＮ Ｓ ＷꎬＱＵ Ｂꎬｅｔ ａｌ.Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ Ｆｅ３Ｏ４＠ β￣ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ￣ｌｉｐｉｄ ｂｉｌａｙｅｒｓ ａｓ
ａｄｓｏｒｂｅｎｔｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ＧＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｎｉｎｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ [ Ｊ]. Ｎｅｗ Ｊ. Ｃｈｅｍ.ꎬ ２０２０ꎬ ４４: ７ ７２７￣
７ ７３９.

[６２]ＺＨＡＯ Ｐ ＦꎬＷＡＮＧ Ｚ ＫꎬＬＩ Ｋ Ｊꎬｅｔ ａｌ.Ｍｕｌｔｉ￣ｒｅｓｉｄｕｅ ｅｎ￣
ａｎｔｉｏｍｅｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １８ ｃｈｉｒａｌ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ｗａｔｅｒꎬｓｏｉｌ
ａｎｄ ｒｉｖｅｒ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｕｓｉｎｇ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｌｉｄ￣ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｕｌｔｉｗａｌｌｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｎａｎｏｔｕｂｅｓ
ａｎｄ ｃｈｉｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ [ Ｊ]. Ｊ. Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ. Ａꎬ ２０１８ꎬ １ ５６８:
８￣２１.

[６３]周婵媛ꎬ蒙眺ꎬ杨春艳ꎬ等.管内填充磁性碳纳米管固

相萃取￣气相色谱 /质谱法测定环境样品中多环芳烃

[Ｊ].分析试验室ꎬ２０２１ꎬ４０(９):１ ０１５￣１ ０２０.
[６４]ＬＩ Ｗ ＱꎬＷＡＮＧ ＲꎬＣＨＥＮ Ｚ Ｌ.Ｍｅｔａｌ￣ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ￣

１２１０(ｚｉｒｃｏｎｉｕｍ / ｃｕｐｒｕｍ) ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉ￣
ｃｌｅｓ ｆｏｒ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｎｚｏｐｈｅｎｏｎｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌ
ｓａｍｐｌｅｓ[Ｊ].Ｊ.Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ.Ａꎬ２０１９ꎬ１ ６０７:４６０ ４０３.

[６５]ＧＡＭＯＮＣＨＵＡＮＧ Ｊꎬ ＢＵＲＡＫＨＡＭ Ｒ. Ａｍｉｎｏ￣ｂａｓｅｄ
ｍａｇｎｅｔｏ￣ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ￣ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｉｘｅｄ ｉｒｏｎ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅｓ ｆｏｒ
ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｅｎ￣
ｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ[ Ｊ]. Ｊ. Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ. Ａꎬ２０２１ꎬ１ ６４３:
４６２ ０７１.

[６６]ＬＩ Ｗ ＱꎬＺＨＡＮＧ ＪꎬＺＨＵ Ｗ Ｌꎬｅｔ ａｌ.Ｆａｃｉｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ / ＺｎＦｅ２Ｏ４ ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ａｓ
ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｒｂｅｎｔｓ ｆｏｒ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ[Ｊ].Ｔａｌａｎ￣
ｔａꎬ２０２０ꎬ２０８:１２０ ４４０.

[６７]ＰＡＳＡＮＥＮ Ｆ ＯꎬＦＵＬＬＥＲ ＲꎬＭＡＹ Ｆ.Ｆａｓｔ ａｎｄ ｓｉｍｕｌｔａ￣
ｎｅｏｕｓ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｐｌａｓｔｉｃ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｎｄｏ￣
ｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｏｒｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｍａｇｎｅｔｉｃ ＺＩＦ￣８ ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅ
[Ｊ].Ｃｈｅｍ.Ｅｎｇ.Ｊ.ꎬ２０２３ꎬ４５５:１４０ ４０５.
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重金属吸附剂巯基化核桃壳制备条件优化

孙淏１ꎬ张翠玲∗１ꎬ２ꎬ潘樟梓１ꎬ尚志栋１ꎬ贺懿琛１ꎬ滕泽璟１

(１.兰州交通大学 环境与市政工程学院ꎬ甘肃 兰州　 ７３００７０ꎻ
２.甘肃省黄河水环境重点实验室ꎬ甘肃 兰州　 ７３００７０)

摘要:为提高核桃壳(ＷＳ)对重金属离子的吸附性能ꎬ利用 Ｌ￣半胱氨酸(Ｌ￣Ｃｙｓ)对 ＷＳ 进行改性ꎬ得到巯基化核桃壳

(ＣＷＳ)ꎮ 以 ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)吸附量为评价指标ꎬ利用单因素试验、响应面试验逐步优化 ＣＷＳ 制备条件ꎬ并借助场发射扫

描电镜(ＳＥＭ)、能谱仪(ＥＤＳ)和傅里叶红外光谱仪(ＦＴ￣ＩＲ)等表征方法探讨 ＣＷＳ 的制备机理ꎮ 结果表明:Ｌ￣Ｃｙｓ 和 ＷＳ
质量比是影响 ＣＷＳ 吸附 Ｐｂ(Ⅱ)性能的主要因素ꎬ温度影响次之ꎬｐＨ 与温度之间存在显著的交互作用ꎻＣＷＳ 最优制备条

件为 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)＝ １􀆰 ５８ ∶１、温度为 ６３􀆰 ２ ℃、ｐＨ ９􀆰 ８９、反应时间为 ４ ｈꎬ最优条件下制备的 ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)吸附量可

达 ２４􀆰 ０６ ｍｇ / ｇꎻＣＷＳ 表面呈现许多凹陷、孔状结构丰富ꎬＣＷＳ 制备机理主要以发生酰胺化反应为主ꎮ 研究显示ꎬ经巯基

化核桃壳可用于 Ｐｂ(Ⅱ)等重金属离子废水的处理ꎮ
关键词:核桃壳ꎻＬ￣半胱氨酸ꎻ吸附ꎻ响应面ꎻ铅废水
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ｍｅｎｔꎬＬａｎｚｈｏｕ ７３００７０ꎬＣｈｉｎａ)
Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｗａｌｎｕｔ ｓｈｅｌｌ (ＷＳ) ｆｏｒ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓꎬＷＳ ｗａｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ Ｌ￣
ｃｙｓｔｅｉｎｅ (Ｌ￣Ｃｙｓ) ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｉｏｌａｔｅｄ ｗａｌｎｕｔ ｓｈｅｌｌ (ＣＷＳ).Ｔａｋｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ Ｐｂ(Ⅱ) ａｓ ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬｓｉｎｇｌｅ
ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＷＳꎬａｎｄ ｔｈｅ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣＷＳ ｗａｓ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｅｌｐ ｏｆ ＳＥＭꎬＥＤＳꎬＦＴ￣ＩＲ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ.Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｌ￣Ｃｙｓ ｔｏ ＷＳ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆａｃｔｏｒ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ＣＷＳ ｆｏｒ Ｐｂ(Ⅱ)ꎬｆｏｌｌｏｗｅｄ
ｂｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ.Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐＨ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎻｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣＷＳ ｗａｓ ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶
ｍ(ＷＳ)＝ １􀆰 ５８ ∶１ꎬｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ６３􀆰 ２ ℃ꎬｔｈｅ ｐＨ ｗａｓ ９􀆰 ８９ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ４ ｈ.Ｔｈｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＣＷＳ
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ Ｐｂ(Ⅱ) ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｈ ２４􀆰 ０６ ｍｇ / ｇꎻＣＷＳ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｍａｎｙ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｉｃｈ
ｐｏｒｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣＷＳ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｄａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ.Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｉｏｌａｔｅｄ
ｗａｌｎｕｔ ｓｈｅｌｌｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｒｅａｔ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｓｕｃｈ ａｓ Ｐｂ(Ⅱ).
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｗａｌｎｕｔ ｓｈｅｌｌꎻＬ￣ｃｙｓｔｅｉｎｅꎻａｄｓｏｒｐｔｉｏｎꎻｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙꎻｌｅａｄ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ
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方向为水污染控制ꎮ
通讯作者:张翠玲ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｚｈａｎｇｃｕｉｌｉｎｇ＠ ｌｚｊｔｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ
引用本文:孙淏ꎬ张翠玲ꎬ潘樟梓ꎬ等.重金属吸附剂巯基化

核桃壳制备条件优化[Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ４６(６):６３￣７０ꎮ

　 　 含铅废水因在食物链中的不可降解性和生物

蓄积性ꎬ而对生命和环境造成严重影响[１ꎬ２]ꎮ 含

铅废水修复技术主要有离子交换[３]、膜分离[４]、
电解[５]、化学沉淀[６]和吸附[７ꎬ８] 等ꎬ其中吸附法因

成本低、方法简单和不造成二次污染等优点而被

广泛推广ꎮ 绳琳琳等[７] 将胡敏素￣锰氧化物复合

吸附材料用于含铅废水处理ꎻ陈燕敏等[８] 将废弃

卷烟滤嘴中再生得到的醋酸纤维素作为原材料

制备出醋酸纤维素多孔微球ꎬ对 Ｐｂ(Ⅱ)具有良

好的吸附能力ꎮ 而低耗的吸附材料一直是研究

目标ꎮ
核桃壳(ＷＳ)作为一种常见的农林废弃物ꎬ

纤维素和半纤维素是主要组成成分ꎬ含有能与重

金属离子结合的活性官能团ꎬ可用于重金属废水

的处理ꎬ但对重金属离子吸附量较低[９]ꎮ 而对
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ＷＳ 进行化学处理可以改善其表面化学结构ꎬ增
强对重金属的捕获能力[１０ꎬ１１]ꎮ 鲁秀国等[１２] 研究

发现核桃壳负载纳米零价铁对重金属铬有较好吸

附效果ꎮ Ｇｅｏｒｇｉｅｖａ 等[１３] 将核桃壳在氮气气氛中

热降解制备成微孔生物炭吸附剂(ＷＳＢＡ)ꎬ用于

去除水溶液中的 Ｎｉ(Ⅱ)离子ꎬ可作为商业活性炭

的替代品ꎮ
本文以 ＷＳ 为原料ꎬ先用氢氧化钠浸泡 ＷＳꎬ

然后以 Ｌ￣半胱氨酸(Ｌ￣Ｃｙｓ)作为改性剂ꎬ同时引

入重金属离子的强配位剂巯基(—ＳＨ) 和氨基

(—ＮＨ２)ꎬ制备得到新型重金属吸附剂￣巯基化

核桃壳(ＣＷＳ)ꎬ通过单因素试验及响应面试验

逐步优化 ＣＷＳ 的制备条件ꎬ为 ＷＳ 的资源化利

用提供一种新方法ꎬ同时为含铅废水处理提供

一种新材料ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＰＨＳ￣３Ｃ 型 ｐＨ 复合电极、ＪＢ￣２ 型恒温磁力搅

拌器 ( 上 海 仪 电 科 学 仪 器 股 份 有 限 公 司 )ꎻ
ＤＺＦ￣６０２１ 型真空干燥箱(上海一恒科技有限公

司)ꎻＵＶ￣１８００ 型紫外分光光度计(上海美谱达仪

器有限公司)ꎻＳＨＡ￣ＣＡ 型数显水浴恒温振荡器

(上海上登实验设备有限公司)ꎻＶＥＲＴＥＸ７０ 型红

外￣拉曼 光 谱 仪 ( 德 国 布 鲁 克 公 司 )ꎻ ＺＥＩＳＳ
ＧｅｍｉｎｉＳＥＭ５００ 型场发射扫描电镜、Ｏｘｆｏｒｄ Ｕｌｔｉｍ
Ｍａｘ ６５ 型 ＥＤＳ 能谱仪(德国卡尔蔡司)ꎮ

核桃壳(新疆喀什)ꎻＬ￣半胱氨酸(Ｌ￣Ｃｙｓ)、Ｎ￣
羟基琥珀酰亚胺(ＮＨＳ)、氢氧化钠(ＮａＯＨ)、硝酸

铅(Ｐｂ(ＮＯ３) ２) (天津市大茂化学试剂厂)ꎻ碳二

亚胺盐酸盐(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌꎬ上海麦克林生化科技有

限公司)ꎻ以上试剂均为分析纯ꎬ配制溶液时均使

用纯净水ꎮ
１􀆰 ２ 　 ＣＷＳ 制备

首先用纯水洗净 ＷＳ 表面杂质ꎬ烘干粉碎后

过 １００ 目筛ꎬ放入电热干燥箱在 ６０ ℃ 温度下烘

干ꎬ用 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液中浸泡 ２４ ｈꎬ纯水冲

洗至滤液无色且中性ꎬ 烘干装袋备用ꎮ 称取

０􀆰 ５００ ０ ｇ 经 ＮａＯＨ 溶液预处理过的 ＷＳ 置于锥形

瓶中ꎬ加入一定量的 ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ、ＮＨＳ、Ｌ￣Ｃｙｓ 和适

量纯水ꎬ调节温度与 ｐＨ 值至设定值ꎬ置于水浴恒

温振荡器上混合搅拌一段时间后过滤ꎬ纯水反复

冲洗至中性ꎻ６０ ℃电热干燥箱中烘干ꎬ制得 ＣＷＳꎮ
可能的制备机理如式(１)、(２)所示ꎮ

１􀆰 ３ 　 ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的吸附

将 ０􀆰 ２００ ０ ｇ ＣＷＳ 移入装有 １００ ｍＬ(５０ ｍｇ / Ｌ)
模拟 Ｐｂ(Ⅱ)废水的锥形瓶ꎬ室温条件下在水浴恒

温振荡器中以 １５０ ｒ / ｍｉｎ 的转速反应 ２ ｈꎬ采用二

甲酚橙分光光度法测定 Ｐｂ(Ⅱ)的剩余浓度ꎬ分别

通过式(３)、(４)计算 ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的吸附量及

去除率ꎮ
Ｑｅ ＝ [(ｃ０ － ｃｅ)Ｖ] / ｍ (３)

去除率(％) ＝ [(ｃ０ － ｃｅ) / ｃ０] × １００％ (４)

　 　 式中ꎬＱｅ 为 ＣＷＳ 对 Ｐｂ (Ⅱ) 的吸附量ꎬ ｍｇ / ｇꎻ ｃ０ 为初始

Ｐｂ(Ⅱ)离子浓度ꎬｍｇ / Ｌꎻｃｅ 为平衡时 Ｐｂ(Ⅱ)离子浓度ꎬｍｇ / ＬꎻＶ

为溶液体积ꎬＬꎻｍ 为 ＣＷＳ 质量ꎬｇꎮ

１􀆰 ４ 　 表征分析

取烘干的 ＷＳ、ＣＷＳ 样品ꎬ利用红外￣拉曼光

谱仪进行傅里叶红外光谱(ＦＴ￣ＩＲ)分析ꎬ表征官

能团的变化ꎻ利用场发射扫描电镜和 ＥＤＳ 能谱仪

分析改性前后材料的表面结构及组成的变化ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 改性条件对 ＣＷＳ 去除 Ｐｂ(Ⅱ)性能影响

２􀆰 １􀆰 １ 　 反应物质量比对 ＣＷＳ 吸附 Ｐｂ(Ⅱ)的

影响

取 ０􀆰 ５００ ０ ｇ ＷＳ、０􀆰 １８０ ０ ｇ ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ、０􀆰 １００ ０ ｇ
ＮＨＳꎬ加入一定质量的 Ｌ￣Ｃｙｓꎬ在 ６５ ℃下反应 ４ ｈꎬ
Ｌ￣Ｃｙｓ 与 ＷＳ 质量比对改性 ＷＳ 去除 Ｐｂ(Ⅱ)性能

的影响如图 １ 所示ꎮ

图 １　 质量比对 ＣＷＳ 去除 Ｐｂ(Ⅱ)影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｏｎ Ｐｂ(Ⅱ) ｒｅｍｏｖａｌ ｂｙ ＣＷＳ

由图 １ 可知ꎬ水样中 Ｐｂ(Ⅱ)吸附性能随 Ｌ￣
Ｃｙｓ 不断增加呈现先上升后下降的趋势ꎮ 这可能

是因为适度过量的 Ｌ￣Ｃｙｓ 有利于酰胺化反应的进

４６
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行ꎬ提高 ＷＳ 与 Ｌ￣Ｃｙｓ 之间有效碰撞ꎬ使得 ＷＳ
上—ＳＨ 的相对含量也随之增加ꎮ 但超过一定量

后ꎬ过量的 Ｌ￣Ｃｙｓ 产生堵塞孔径ꎬ减少了与 ＷＳ 表

面接触且与其他反应物质发生副反应ꎬ占用了

ＷＳ 上接枝位点ꎬ降低了 ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的吸附

性能ꎮ 选取 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)＝ ２ ∶１为后续 ＣＷＳ
制备条件ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２ 　 催化剂 ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ 用量对 ＣＷＳ 吸附

Ｐｂ(Ⅱ)的影响

取 ０􀆰 ５００ ０ ｇ 的 ＷＳ、ｍ( Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ ｍ (ＷＳ) ＝
２ ∶１、ＮＨＳ 为 ０􀆰 １００ ０ ｇꎬ在温度为 ６５ ℃的条件下

反应 ４ ｈꎬＥＤＣ􀅰ＨＣｌ 与 Ｌ￣Ｃｙｓ 质量比对 ＣＷＳ 去除

Ｐｂ(Ⅱ)的影响如图 ２ 所示ꎮ

图 ２　 ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ 对 ＣＷＳ 去除 Ｐｂ(Ⅱ)影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ ｏｎ Ｐｂ(Ⅱ) ｒｅｍｏｖａｌ ｂｙ ＣＷＳ

由图 ２ 可知ꎬ当 ｍ(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ) ∶ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ)逐
渐增大时ꎬ Ｐｂ (Ⅱ) 的去除率先增大后降低ꎬ
ｍ(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ) ∶ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ)＝ １ ∶１时ꎬＰｂ(Ⅱ)去除效

果最好ꎮ 可能原因是ꎬＥＤＣ􀅰ＨＣｌ 作为一种酰胺化

反应催化剂ꎬ能够与 ＷＳ 上的—ＣＯＯＨ 反应生成

中间体 Ｏ—酰基异脲ꎬ该中间体又可以与 Ｌ￣Ｃｙｓ
分子链上—ＮＨ２ 发生亲核反应ꎬ生成酰胺键[１４]ꎮ
随着 ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ 的增加ꎬ生成的 Ｏ—酰基异脲数量

迅速增多ꎬ增大了 ＷＳ 与 Ｌ￣Ｃｙｓ 之间酰胺化反应

机率ꎬ使接枝在 ＷＳ 分子链上—ＳＨ２ 增多ꎮ 而过

多的 ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ 可能导致 ＣＷＳ 出现凝胶态ꎬ降低

孔隙度[１５ꎬ１６]ꎬ阻碍 ＷＳ 与 Ｌ￣Ｃｙｓ 的有效接触ꎬ导致

反应速率降低ꎮ 后续 ＣＷＳ 制备条件选为 ｍ(ＥＤＣ􀅰
ＨＣｌ) ∶ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ)＝ １ ∶１ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３ 　 活化剂 ＮＨＳ 用量对 ＣＷＳ 吸附 Ｐｂ(Ⅱ)的
影响

取 ０􀆰 ５００ ０ ｇ ＷＳ、ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)＝ ２ ∶１、
ｍ(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ) ∶ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ)＝ １ ∶１ꎬ在温度为 ６５ ℃的

条件下反应 ４ ｈꎬＥＤＣ􀅰ＨＣｌ 与 ＮＨＳ 质量比对 ＣＷＳ
去除 Ｐｂ(Ⅱ)的影响如图 ３ 所示ꎮ

由图 ３ 可知ꎬ随着 ｍ(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ) ∶ｍ(ＮＨＳ)比
例的增加ꎬＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)去除率不断上升ꎬ对

　 　 　 　 　 　

图 ３　 ＮＨＳ 对 ＣＷＳ 去除 Ｐｂ(Ⅱ)影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮＨＳ ｏｎ ＣＷＳ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ Ｐｂ(Ⅱ)

Ｐｂ(Ⅱ)去除效果最好的比例为 ｍ(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ) ∶
ｍ(ＮＨＳ)＝ ５ ∶１ꎮ 这是因为中间体 Ｏ—酰基异脲分

子结构极不稳定、部分水解ꎻ加入活化剂—ＮＨＳ
后ꎬＯ—酰基异脲与—ＮＨＳ 反应生成稳定性更高

的活性 ＮＨＳ 酯ꎬ该产物与 Ｌ￣Ｃｙｓ 上—ＮＨ２ 可以生

成更多的酰胺键ꎬ提高—ＳＨ 在 ＷＳ 上接枝率[１７]ꎮ
但—ＮＨＳ 过量时ꎬ增加反应物之间黏度ꎬ降低反

应物之间的反应概率[１８]ꎮ 所以后续 ＣＷＳ 制备选

取 ｍ(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ) ∶ｍ(ＮＨＳ)＝ ５ ∶１ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４ 　 制备时间对 ＣＷＳ 吸附 Ｐｂ(Ⅱ)的影响

取 ０􀆰 ５００ ０ ｇ ＷＳꎬ加入 Ｌ￣Ｃｙｓ 与 ＥＤＣ􀅰ＨＣｌꎬ使
ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)＝ ２ ∶１ꎬ反应时间对 ＣＷＳ 去除

Ｐｂ(Ⅱ)的影响结果如图 ４ 所示ꎮ

图 ４　 反应时间对 ＣＷＳ 去除 Ｐｂ(Ⅱ)影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ Ｐｂ(Ⅱ) ｒｅｍｏｖａｌ
ｂｙ ＣＷＳ

由图 ４ 可知ꎬＣＷＳ 的制备时间对去除 Ｐｂ(Ⅱ)
性能影响较小ꎬ随着反应时间的增大ꎬ去除性能先

增高后略微下降ꎮ 适度增加反应时间ꎬ可以使

ＷＳ 和 Ｌ￣Ｃｙｓ 之间充分反应ꎬ但当反应时间超过一

定范围后ꎬ可能会使 ＣＷＳ 分子链上—ＳＨ 发生部

分氧化ꎬ降低了 ＣＷＳ 与 Ｐｂ(Ⅱ)之间的配位机率ꎮ
结合成本与效率ꎬ所以选取 ４ ｈ 为宜ꎮ
２􀆰 １􀆰 ５ 　 温度对 ＣＷＳ 吸附 Ｐｂ(Ⅱ)的影响

固定 ＷＳ 质量为 ０􀆰 ５００ ０ ｇꎬ加入 Ｌ￣Ｃｙｓ 与

ＥＤＣ􀅰ＨＣｌꎬ温度对 ＣＷＳ 去除 Ｐｂ(Ⅱ)的影响如图

５ 所示ꎮ

５６
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图 ５　 反应温度对 ＣＷＳ 去除 Ｐｂ(Ⅱ)影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ Ｐｂ(Ⅱ)
ｒｅｍｏｖａｌ ｂｙ ＣＷＳ

由图 ５ 可知ꎬ 随着温度的升高ꎬ ＣＷＳ 对

Ｐｂ(Ⅱ)的去除率先升高后略有降低ꎬ当温度为

６５ ℃时ꎬ吸附效果最好ꎮ 因为低温不利于 ＷＳ 与

Ｌ￣Ｃｙｓ 之间的酰胺化反应ꎬ反应不彻底ꎻ升温可加

快其反应速率ꎬ提高去除性能ꎻ但温度过高时ꎬ反
应物之间活性降低且 Ｌ￣Ｃｙｓ 上—ＳＨ 容易被氧化ꎬ
从而降低 ＣＷＳ 去除性能ꎮ 所以后续 ＣＷＳ 制备在

６５ ℃下进行ꎮ
２􀆰 １􀆰 ６ 　 ｐＨ 对 ＣＷＳ 吸附 Ｐｂ(Ⅱ)的影响

固定 ＷＳ 质量为 ０􀆰 ５００ ０ ｇꎬ加入 Ｌ￣Ｃｙｓ 与

ＥＤＣ􀅰ＨＣｌꎬ改变反应体系 ｐＨꎬｐＨ 对 ＣＷＳ 去除

Ｐｂ(Ⅱ)的影响如图 ６ 所示ꎮ

图 ６　 反应 ｐＨ 对 ＣＷＳ 去除 Ｐｂ(Ⅱ)影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐＨ ｏｎ Ｐｂ(Ⅱ) ｒｅｍｏｖａｌ
ｂｙ ＣＷＳ

由图 ６ 可以看出ꎬ随着体系 ｐＨ 升高ꎬＣＷＳ 对

Ｐｂ(Ⅱ)的去除率逐渐呈上升趋势ꎮ 当 ｐＨ １０ 时ꎬ
ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的去除效果最好ꎮ ｐＨ 过低导致

ＷＳ 与 Ｌ￣Ｃｙｓ 通过酰胺化反应制备的 ＣＷＳ 酸化ꎬ
Ｈ＋含量较多[１９]ꎬＨ＋ 与 Ｐｂ(Ⅱ)有着吸附竞争作

用ꎬ减弱 ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的吸附能力ꎮ 当 ｐＨ １２
时ꎬ可能是因为 Ｌ￣Ｃｙｓ 上—ＳＨ 容易形成二硫键ꎬ
ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)去除性能有所降低ꎮ 所以选用

ｐＨ １０ 作为 ＣＷＳ 后续制备条件ꎮ
２􀆰 ２ 　 响应面法优化制备条件

２􀆰 ２􀆰 １ 　 ＣＣＤ 实验设计与结果

基于单因素结果ꎬ选 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)、温

度、ｐＨ 这 ３ 个较显著影响因子ꎬ固定反应时长为

４ ｈꎬ利用响应面法中的 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计ꎬ以

ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的去除率为目标响应值ꎮ 考察影

响因子对 ＣＷＳ 吸附 Ｐｂ(Ⅱ)性能的影响及之间交

互作用ꎬ实验设计与结果分别如表 １ 和 ２ 所示ꎮ
表 １ 　 试验因素和水平编码

Ｔａｂ.１　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｌｅｖｅｌ ｃｏｄｉｎｇ

编号 因素
水平

－α －１ ０ ＋１ ＋α

Ａ ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ) ０􀆰 ３２ １ ２ ３ ３􀆰 ６８

Ｂ ｐＨ ４􀆰 ６４ ６ ８ １０ １１􀆰 ６３

Ｃ 温度 ４８􀆰 １８ ５５ ６５ ７５ ８１􀆰 ８２

表 ２ 　 ＣＣＤ 试验方案与结果

Ｔａｂ.２　 ＣＣＤ ｔｅｓｔ ｐｌａｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

试验序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｐｂ(Ⅱ)去除率 / ％
１ ３􀆰 ００ ６􀆰 ００ ５５􀆰 ００ ９４􀆰 １２
２ ３􀆰 ６８ ８􀆰 ００ ６５􀆰 ００ ９３􀆰 ７６
３ ２􀆰 ００ ８􀆰 ００ ６５􀆰 ００ ９５􀆰 ７６
４ ０􀆰 ３２ ８􀆰 ００ ６５􀆰 ００ ９５􀆰 １２
５ ２􀆰 ００ ８􀆰 ００ ６５􀆰 ００ ９５􀆰 ２１
６ ２􀆰 ００ ８􀆰 ００ ６５􀆰 ００ ９６􀆰 １４
７ ２􀆰 ００ ８􀆰 ００ ６５􀆰 ００ ９５􀆰 ８６
８ １􀆰 ００ ６􀆰 ００ ７５􀆰 ００ ９４􀆰 ３２
９ ２􀆰 ００ ８􀆰 ００ ６５􀆰 ００ ９５􀆰 ４６
１０ ２􀆰 ００ １１􀆰 ３６ ６５􀆰 ００ ９５􀆰 ６８
１１ ２􀆰 ００ ４􀆰 ６４ ６５􀆰 ００ ９５􀆰 ０６
１２ １􀆰 ００ １０􀆰 ００ ７５􀆰 ００ ９４􀆰 ７１
１３ ２􀆰 ００ ８􀆰 ００ ６５􀆰 ００ ９５􀆰 ８９
１４ ２􀆰 ００ ８􀆰 ００ ８１􀆰 ８２ ９３􀆰 ２４
１５ １􀆰 ００ １０􀆰 ００ ５５􀆰 ００ ９５􀆰 ５８
１６ １􀆰 ００ ６􀆰 ００ ５５􀆰 ００ ９４􀆰 ９６
１７ ３􀆰 ００ １０􀆰 ００ ５５􀆰 ００ ９５􀆰 ３２
１８ ２􀆰 ００ ８􀆰 ００ ４８􀆰 １８ ９２􀆰 ５６
１９ ３􀆰 ００ １０􀆰 ００ ７５􀆰 ００ ９３􀆰 ５２
２０ ３􀆰 ００ ６􀆰 ００ ７５􀆰 ００ ９４􀆰 ０２

２􀆰 ２􀆰 ２ 　 响应面方差分析

对试验数据进行回归分析得到如式(５)所示

的回归模型ꎬ回归模型的方差分析及显著性检验

结果见表 ３ꎮ
Ｙ ＝ ９５􀆰 ７１ － ０􀆰 ３６Ａ ＋ ０􀆰 ２０Ｂ － ０􀆰 １７Ｃ － ０􀆰 ０３９ＡＢ －

０􀆰 ０４９ＡＣ － ０􀆰 ２４ＢＣ － ０􀆰 ３６Ａ２ － ０􀆰 ０３５Ｂ２ － ０􀆰 ９１Ｃ２ (５)

　 　 由表 ３ 方差分析可知ꎬ模型回归项 Ｐ >Ｆ ＝
０􀆰 ００３ ４<０􀆰 ０５ꎬ模型拟合显著ꎮ 多元回归模型的

相关系数为 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ８５６ ２>０􀆰 ８ꎬ说明实验数据可以

由此模型表示[２０]ꎮ 模型决定系数 Ｒ２
ａｄｊ为 ０􀆰 ７２６ ８ꎬ

说明预测值与实际值接近ꎻ变异系数 ( ＣＶ) 为

０􀆰 ５５％<１０％ꎬ说明可用该模型对 ＣＷＳ 制备进行

优化分析[２０]ꎮ

６６
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表 ３ 　 ＣＣＤ 模型的方差分析

Ｔａｂ.３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｆ ＣＣＤ ｍｏｄｅｌ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ>Ｆ

模型 １６􀆰 ２３ ９ １􀆰 ８０ ６􀆰 ６２ ０􀆰 ００３ ４

Ａ １􀆰 ７４ １ １􀆰 ７４ ６􀆰 ３９ ０􀆰 ０３０ ０

Ｂ ０􀆰 ５５ １ ０􀆰 ５５ ２􀆰 ０４ ０􀆰 １８４ ２

Ｃ ０􀆰 ３８ １ ０􀆰 ３８ １􀆰 ３８ ０􀆰 ２６７ ４

ＡＢ ０􀆰 ０１２ １ ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ０４４ ０􀆰 ８３８ ０

ＡＣ ０􀆰 ０１９ １ ０􀆰 ０１９ ０􀆰 ０７０ ０􀆰 ７９７ １

ＢＣ ０􀆰 ４７ １ ０􀆰 ４７ １􀆰 ７１ ０􀆰 ２２０ ５

Ａ２ １􀆰 ９０ １ １􀆰 ９０ ６􀆰 ９８ ０􀆰 ０２４ ６

Ｂ２ ０􀆰 ０１７ １ ０􀆰 ０１７ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ８０６ ０

Ｃ２ １１􀆰 ８８ １ １１􀆰 ８８ ４３􀆰 ５８ <０􀆰 ０００ １

残差 ２􀆰 ７３ １０ ０􀆰 ２７ 　 　

失拟项 ２􀆰 １７ ５ ０􀆰 ４３ 　 　

误差 ０􀆰 ５５ ５ ０􀆰 １１ 　 　

总和 １８􀆰 ９６ １９ 　 　 　

２􀆰 ２􀆰 ３ 　 响应面分析

利用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ８ 软件分析 ｍ( Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶
ｍ(ＷＳ)、温度、 ｐＨ 各因素之间交互作用及对

Ｐｂ(Ⅱ)去除性能的影响ꎬ得到 ３ 个因素之间对

Ｐｂ(Ⅱ)去除率的三维模型图和等高图(图 ７~９)ꎮ

图 ７　 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)与 ｐＨ 影响 Ｐｂ(Ⅱ)
去除率的响应曲面和等高图

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｌ￣Ｃｙｓ ｔｏ ＷＳ ａｎｄ ｐＨ ｏｎ Ｐｂ(Ⅱ) ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ

图 ７ 显示了 ｍ ( Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ ｍ (ＷＳ) 与 ｐＨ 对

ＣＷＳ 的吸附性能ꎮ 图中等高线接近圆形ꎬ证明

ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)与 ｐＨ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的吸附性能

无显著影响[２１]ꎻ与赵瑜等[２２] 研究结果相比ꎬ拟合

曲面坡度较小ꎬ随着 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)与 ｐＨ 的

增大ꎬＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)吸附能力变化不明显ꎬ说明

ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)与 ｐＨ 之间交互作用对去除率

的结果影响较小ꎻ从图中可以看出 ｐＨ 约为 ８􀆰 ０
时ꎬＣＷＳ 吸附能力达到最佳ꎮ

图 ８　 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)与温度影响 Ｐｂ(Ⅱ)
去除率的响应曲面和等高图

Ｆｉｇ.８　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｓｓ
ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｌ￣Ｃｙｓ ｔｏ ＷＳ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ

Ｐｂ(Ⅱ) ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ

图 ８ 为 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)与温度对 ＣＷＳ 的

吸附性能ꎮ 等高线接近圆形ꎬ表明 ｍ ( Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶
ｍ(ＷＳ)与温度对 Ｐｂ(Ⅱ)的吸附性能无显著影

响ꎻ拟合曲面坡度较大ꎬ随着 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)
与温度不断增大ꎬＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的去除率先增

图 ９　 ｐＨ 与温度影响 Ｐｂ(Ⅱ)去除率的响应曲面和

等高图

Ｆｉｇ.９　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｐＨ ａｎｄ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｐｂ(Ⅱ) ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ

７６
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大后降低ꎬ说明 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)与温度之间交

互作用对除 Ｐｂ(Ⅱ)结果影响较大ꎮ
图 ９ 为 ｐＨ 与温度对 ＣＷＳ 的吸附性能ꎮ 等

高线为椭圆形ꎬ表明 ｐＨ 与温度对 Ｐｂ(Ⅱ)的有显

著影响ꎻ拟合曲面坡度较大ꎬ随着 ｐＨ 与温度不断

增大ꎬＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的去除率先显著增大后减

小ꎬ说明 ｐＨ 与温度之间交互作用对除 Ｐｂ(Ⅱ)有
显著影响ꎮ 当温度为 ６５ ℃ 时ꎬＣＷＳ 吸附能力

最佳ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４ 　 验证试验

由二次拟合模型分析可知 ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)去
除达到最佳时 ３ 个因素的组合为 ｍ ( Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶
ｍ(ＷＳ)＝ １􀆰 ５８ ∶ １、温度为 ６３􀆰 ２ ℃、ｐＨ 为 ９􀆰 ８９ꎮ
为了验证预测值的准确性ꎬ在最优组合条件下进

行 ３ 次平行试验ꎬＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)平均值去除率

为 ９６􀆰 ２３％ꎬ与模型预测值 ９６􀆰 ３６％相近ꎬ预测值

与试验值拟合度较高ꎬ模型合理ꎮ
２􀆰 ３ 　 表征分析

２􀆰 ３􀆰 １ 　 扫描电镜分析(ＳＥＭ)
为观察改性后核桃壳表面形貌的变化ꎬ将

ＷＳ 和最佳条件制备下的 ＣＷＳ 分别置于扫描电

镜下观察ꎬ得到如图 １０ 所示不同放大倍数下的

ＳＥＭ 图像ꎮ

图 １０　 改性前后核桃壳扫描电镜图

Ｆｉｇ.１０　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ
ＷＳ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

由图 １０ 可知ꎬＣＷＳ 与 ＷＳ 相比表面更加粗

糙ꎬ出现大量不规则孔状结构ꎬ表面呈褶皱形貌ꎬ
沟壑增多ꎬ比表面积增大ꎬ活性位点增多ꎬ进一步

说明 ＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)有着较好的吸附性能[２３]ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２ 　 Ｘ 射线能谱分析(ＥＤＳ)

通过面扫等形式对 ＷＳ 与 ＣＷＳ 表面进行能

谱分析ꎬ改性前后 ＷＳ 与 ＣＷＳ 表面元素含量变化

如表 ４ 所示ꎮ
表 ４ 　 ＷＳ、ＣＷＳ 元素含量表

Ｔａｂ.４　 Ｅｌｅｍｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＷＳ ａｎｄ ＣＷＳ

元素
质量百分含量 / ％

ＷＳ ＣＷＳ

Ｃ ６３􀆰 ５３ ５８􀆰 ８４

Ｏ ３５􀆰 ２１ ３７􀆰 ７５

Ｎ ０􀆰 ９４ １􀆰 ６８

Ｓ ０􀆰 ０３ １􀆰 ３５

Ｋ ０􀆰 ０７ ０􀆰 ０６

Ｃａ ０􀆰 １５ ０􀆰 ０７

Ｍｇ ０􀆰 ０３ ０􀆰 ０２

Ｎａ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ２３

总量 １００ １００

　 　 通过表 ４ 可看出ꎬＣＷＳ 与 ＷＳ 相比ꎬＣ 含量有

所降低ꎬ这可能是因为预处理时 ＮａＯＨ 溶液溶解

了半纤维素和木质素ꎬ引入烷基支链ꎬ使烷基化程

度增加ꎬ从而降解了半纤维素和木质素[２４]ꎮ ＣＷＳ
表面 Ｎ、Ｓ 含量明显增高ꎬ说明经过酰胺化反应ꎬ
Ｌ￣Ｃｙｓ 上的—ＳＨ 与—ＮＨ２ 成功引入到 ＷＳ 分子

链上ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３ 　 红外光谱分析(ＦＴ￣ＩＲ)

将 ＷＳ 和 ＣＷＳ 经蒸馏水洗涤数次后于 ６０ ℃
真空干燥箱下烘干ꎬ利用 ＫＢｒ 压片法进行红外光

谱表征分析ꎬ结果如图 １１ 所示ꎮ

图 １１　 ＷＳ 与 ＣＷＳ 红外光谱图

Ｆｉｇ.１１　 Ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＷＳ ａｎｄ ＣＷＳ

由图 １１ 可以看出ꎬＷＳ 与 ＣＷＳ 在 ３ １２８􀆰 ２５
和 ３ １５５􀆰 ９５ ｃｍ－１附近均出现了一个较强吸收峰ꎬ
该峰由—ＯＨ 伸缩振动产生[２５]ꎬ该峰且发生了偏

移ꎬ说明经 ＮａＯＨ 预处理后消除了 ＷＳ 纤维分子

上部分氢键[２６]ꎮ ＷＳ 中在 １ ２０１􀆰 ４３ ｃｍ－１ 处表示

半纤维素中愈创木基环甲氧基振动峰明显减弱ꎬ
说明木质素被有效降解[２７]ꎬ且 ＣＷＳ 中 １ １４３􀆰 ９８
ｃｍ－１处表示纤维素中 Ｃ—Ｏ—Ｃ 振动峰偏移且有

所增强ꎬ也进一步说明木质素的降解使纤维素含

量相对增加[２８]ꎮ 在 １ ７４６􀆰 ２３ ｃｍ－１处出现了酰胺

８６
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键吸收峰ꎬ因此说明 ＷＳ 上含氧基团与 Ｌ￣Ｃｙｓ 上

的氨基发生反应[２９]ꎮ 在 １ ５１２􀆰 ３１ ｃｍ－１处 ＷＳ 和

ＣＷＳ 均出现较强峰ꎬ该峰为—ＣＯＯ—振动峰[３０]ꎬ
且峰值明显加强ꎮ ＣＷＳ 中在 ２ ５８２􀆰 ４２ ｃｍ－１处出

现—ＳＨ 伸缩振动峰[３１]ꎮ 通过以上这些峰值的变

化ꎬ说明 Ｌ￣Ｃｙｓ 与 ＷＳ 发生了如式(１)与(２)所示

的反应ꎬ将—ＳＨ 成功引入到 ＷＳ 分子链上ꎮ

３　 结论

３􀆰 １ 　 Ｌ￣Ｃｙｓ 和 ＷＳ 的质量比是影响 ＣＷＳ 性能的

主要因素ꎬ随着质量比的增大ꎬＣＷＳ 对 Ｐｂ(Ⅱ)的
吸附去除性能呈现先增后降的趋势ꎻ温度影响次

之ꎬ时间影响最小ꎬｐＨ 与温度之间存在交互作用

对 Ｐｂ(Ⅱ)去除有显著影响ꎮ
３􀆰 ２ 　 ＣＷＳ 最佳制备条件为 ｍ(Ｌ￣Ｃｙｓ) ∶ｍ(ＷＳ)＝
１􀆰 ５８ ∶１、温度为 ６３􀆰 ２ ℃、ｐＨ 为 ９􀆰 ８９、反应时间为

４ ｈꎬ在最优条件下制备的 ＣＷＳ 用于含铅废水的

处理ꎬ在 ２５ ℃下ꎬ以 １５０ ｒ / ｍｉｎ 的振荡速率吸附

２ ｈꎬ对 Ｐｂ(Ⅱ)的吸附量可达 ２４􀆰 ０６ ｍｇ / ｇꎮ
３􀆰 ３ 　 与 ＷＳ 相比ꎬＣＷＳ 表面呈现许多凹陷、孔状

结构更加丰富、吸附位点明显增多ꎬＣＷＳ 制备机

理主要为 ＷＳ 分子结构的羧基(—ＣＯＯＨ)与 Ｌ￣
Ｃｙｓ 的氨基(—ＮＨ２)发生酰胺化反应ꎮ
３􀆰 ４ 　 本课题主要研究 ＣＷＳ 的制备条件及 ＣＷＳ
对 Ｐｂ(Ⅱ)的吸附机理和吸附性能ꎬ对成分复杂、
影响因素众多的实际 Ｐｂ(Ⅱ)废水未做研究ꎬＣＷＳ
的实际应用价值仍需进一步研究ꎻ同时对 ＣＷＳ 在

实际含 Ｐｂ(Ⅱ)废水中脱附和循环吸附性能也需

进一步探索ꎮ
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摘要:高放废液中钯的萃取分离对贵金属钯资源的回收利用和核燃料循环中的玻璃固化过程都有重要意义ꎬ其关键在于

高效高选择性萃取体系的开发和设计ꎮ 基于氮杂环配体高效配合钯离子的特性ꎬ设计合成了一种具有吡啶￣氧杂二氮唑

结构的萃取剂 ６ꎬ６′￣((４￣异丁氧基吡啶￣２ꎬ６￣二基)双(１ꎬ２ꎬ４￣氧杂二氮唑￣５ꎬ３￣二基))双(４￣异丁氧基吡啶甲腈)(Ｔ２)ꎬ用
于酸性条件下钯离子的选择性萃取ꎮ 以间硝基三氟甲苯为稀释剂且在 １ ｍｏｌ / Ｌ ２￣溴己酸存在下ꎬ配体 Ｔ２ 对钯离子体现

出较好的萃取能力ꎮ 萃取动力学表明 ２ ｈ 即可萃取 ６８％的钯进入有机相ꎮ 该体系适用酸度广泛ꎬ在 ０􀆰 ２ ~ ４ ｍｏｌ / Ｌ 硝酸

条件下均对钯展现出定量萃取ꎬ表明其优异的酸稳定性ꎮ 此外ꎬ在多种阳离子共存的条件下ꎬ该体系能高选择性地分离

萃取出钯离子ꎬ表明其良好的实际应用潜力ꎮ 研究不仅提供了一类高效的钯萃取剂ꎬ更为其它新型钯萃取剂和萃取体系

的开发提供了重要参考ꎮ
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ｂｒｏｍｈｅｘａｎｏｉｃ ａｃｉｄꎬｌｉｇａｎｄ Ｔ２ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ｐａｌｌａｄｉｕｍ ｉｏｎ.Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ６８％ ｏｆ ｐａｌｌａｄｉｕｍ
ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈａｓｅ ｗｉｔｈｉｎ ２ ｈ. Ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ ｉｓ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ ｔｏ ａ ｗｉｄｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ａｃｉｄｉｔｙꎬ ａｎｄ ａｌｍｏｓｔ ｓｈｏｗｓ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｌｌａｄｉｕｍ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ０􀆰 ２ ~ ４ ｍｏｌ / Ｌ ｎｉｔｒｉｃ ａｃｉｄꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｉｔｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ａｃｉｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ. Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎꎬｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃａｔｉｏｎｓꎬｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ ｃａｎ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｅｐａｒａｔｅ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔ ｐａｌｌａｄｉｕｍ ｉｏｎｓꎬ
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｉｔｓ ｇｏｏｄ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ.Ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｋｉｎｄ ｏｆ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐａｌｌａｄｉｕｍ ｅｘｔｒａｃｔａｎｔｓꎬｂｕｔ ａｌｓｏ
ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｎｅｗ ｐａｌｌａｄｉｕｍ ｅｘｔｒａｃｔａｎｔｓ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐａｌｌａｄｉｕｍ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎꎻｎｉｔｒｏｇｅｎ ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｅꎻｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｌｉｑｕｉｄ ｗａｓｔｅꎻｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎꎻｌｉｇａｎｄ

　 　 金属钯作为一种贵金属ꎬ具有耐腐蚀、耐高温

以及强延展性等特点ꎬ因此在医疗器械、制药工

程、燃料电池、珠宝及汽车催化转化器等领域都有

着广泛的应用[１￣４]ꎮ 而另一方面ꎬ二价钯离子

(Ｐｄ２＋)具有与某些蛋白质、维生素以及 ＤＮＡ 配位

的倾向ꎬ从而破坏一些细胞结构[５]ꎮ 人们除了会
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受到某些被微量钯离子污染的药物和医药产品的

影响外ꎬ还会受到被手机辐射、珠宝、汽车排放物

等的催化转化的钯离子威胁ꎮ 并且含有 Ｐｄ２＋ 的

废弃物极易污染生物和环境ꎬ导致潜在的危害ꎬ对
人类健康构成威胁[６ꎬ７]ꎮ 乏燃料后处理过程产生

的高放废液含有大量钯ꎬ从高放废液中回收钯不

仅可以极大地缓解我国钯资源短缺问题ꎬ也可以

避免核废液玻璃化过程中形成独立相ꎬ从而降低

放射性污染物泄露风险ꎮ
在过去几十年中ꎬ各种技术已被用于从放射

性溶液中回收裂变产生的 Ｐｄ２＋[８￣１１]ꎮ 其中ꎬ液￣液
萃取法由于其效率高、成本低、易于操作等优点ꎬ
成为了高放废液后处理中唯一工业化的金属离子

分离方法ꎮ 从其它共存金属离子中分离钯需要

使用能够承受长时间暴露于辐射和极高酸度溶

液的萃取剂[１２ꎬ１３] ꎮ 因此ꎬ设计结构稳定的萃取

剂是从高放废物中回收 Ｐｄ２＋的另一个挑战ꎮ 此

外ꎬ在这种高酸性条件下ꎬＰｄ２＋对于其它金属离

子的选择性也是一大难题ꎮ 到目前为止ꎬ很少

有萃取剂能够同时满足所有这些要求ꎮ 开发一

种高效且能选择性分离 Ｐｄ２＋的溶剂萃取体系显

得至关重要ꎮ
据软硬酸碱理论ꎬ钯属于软酸ꎬ更偏向于和

氮 /硫等软碱配体配合ꎮ 其中ꎬ氮配体更加环

保[１４ꎬ１５]ꎬ完全焚烧后不产生二次污染和固体残

留ꎬ因此相较于含硫配体[１６ꎬ１７] 受到更为广泛的关

注ꎮ 本文利用氮杂环配体高效高选择性配合

Ｐｄ２＋的特性ꎬ设计并合成了一种吡啶￣氧杂二氮唑

配体用于酸性条件下钯离子的选择性萃取分离ꎮ
主要报道该类萃取剂的合成方法ꎬ以及其在不同

酸度、浓度、多种竞争离子存在等条件下对钯离子

的溶剂萃取性能ꎮ 通过氮原子的引入ꎬ增强了与

钯离子的配位能力ꎬ使钯离子的萃取分离获得了

理想的效果ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ａｖａｎｃｅ Ⅲ ＨＤ ４００ ＭＨｚ 型核磁共振仪(瑞士

Ｂｒｕｋｅｒ 公司)ꎻＯＰＴＯＮ￣３１０５５ ＴＳＱ Ｅｎｄｕｒａ 型超高

效液相色谱串联三重四极杆质谱联用仪(美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻ５１１０ 型等离子体发射光谱

仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎮ
４￣氧代￣１ꎬ４￣二氢￣２ꎬ６￣吡啶二甲酸(Ｃ７Ｈ５ＮＯ５)、

三氟乙酸酐(Ｃ４Ｆ６Ｏ３ꎬＴＦＡＡ)、吡啶(Ｃ５Ｈ５Ｎ)、氨
水( ＮＨ４ＯＨ)、 Ｎꎬ Ｎ￣二甲基甲酰胺 ( Ｃ３Ｈ７ＮＯ)、
ＮꎬＮ￣二异丙基乙胺(Ｃ８Ｈ１９ＮꎬＤＩＥＡ)(上海毕得医

药科 技 有 限 公 司 )ꎻ 甲 醇 ( ＣＨ３ＯＨ )、 乙 醇

(Ｃ２Ｈ５ＯＨ)、二氯甲烷(ＣＨ２Ｃｌ２)、硫酸(Ｈ２ＳＯ４)、溴
代异丁烷(Ｃ４Ｈ９Ｂｒ)、碳酸钾(Ｋ２ＣＯ３)、氢氧化钠

(ＮａＯＨ)、四氢呋喃(Ｃ４Ｈ８Ｏ)(上海阿拉丁生化科

技股份有限公司)ꎻ草酰氯(Ｃ２Ｃｌ２Ｏ２)、四丁基氟

化铵(Ｃ１６Ｈ３６ ＦＮ) (萨恩化学技术(上海)有限公

司)ꎮ 所用药品及试剂均为分析纯ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

目标化合物的合成路线如图 １ 所示ꎬ其中 ４￣
羟基￣２ꎬ６￣吡啶二甲酸(１)、２ꎬ６￣吡啶二甲酸￣４￣羟
基￣２ꎬ６￣二甲酯(２)、２ꎬ６￣吡啶二甲酸￣４￣(２￣甲基丙

氧基)￣２ꎬ６￣二甲酯(３)、４￣(２￣甲基丙氧基)￣２ꎬ６￣吡
啶二甲酸(４)为已知化合物ꎬ新化合物的合成步

骤及表征如下ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １ 　 ４￣异丁氧基吡啶￣２ꎬ６￣二甲酰胺 (５) 的

合成

向含有 １􀆰 ６ ｇ (６􀆰 ００ ｍｍｏｌ)化合物 ３ 的 ５０ ｍＬ
甲醇溶液中滴加 １２􀆰 ０ ｍＬ(２８％在水中ꎬ０􀆰 １２ ｍｏｌ)
ＮＨ４ＯＨꎬ所得混合物在室温下剧烈搅拌 ２４ ｈꎮ 将

形成的白色沉淀过滤并用冷却水洗涤ꎬ并在真空

下干燥ꎬ得到 １􀆰 １８ ｇ ８３％ 白色固体化合物 ５ꎮ
１ＨＮＭＲ(ＤＭＳＯ￣ｄ６ꎬ ４００ ＭＨｚ)ꎬ δ: ８􀆰 ８２ ( ｓꎬ ２Ｈ)ꎻ
７􀆰 ６８(ｓꎬ２Ｈ)ꎻ７􀆰 ６４( ｓꎬ２Ｈ)ꎻ３􀆰 ９７( ｄꎬ２ＨꎬＪ ＝ ６􀆰 ４
Ｈｚ)ꎻ２􀆰 ０６(ｍꎬ１Ｈ)ꎻ１􀆰 ００(ｄꎬ６ＨꎬＪ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 ２ꎬ６￣二氰基￣４￣异丁氧基吡啶(６)的合成

在氮气气氛下ꎬ向含有 ６８０ ｍｇ(２􀆰 ９ ｍｍｏｌ)化
合物 ５ 的 １００ ｍＬ 无水二氯甲烷(ＤＣＭ)悬浮液中

加入 １􀆰 ０２ ｇ(１２􀆰 ９ ｍｍｏｌ)吡啶ꎬ并缓慢加入 １􀆰 ４５ ｇ
(６􀆰 ８９ ｍｍｏｌ)三氟乙酸酐ꎮ 在室温下搅拌所得混

合物 １８ ｈ 后ꎬ加入 ７５ ｍＬ 水ꎮ 收集有机相ꎬ用
５０ ｍＬ ＤＣＭ 萃取水相ꎮ 合并的有机相用无水

Ｎａ２ＳＯ４ 干燥ꎬ减压浓缩ꎮ 残余物通过硅胶快速色

谱(ＤＣＭ 作为洗脱剂)纯化ꎬ得到 ４８０ ｍｇ ８４％白

色油状的化合物 ６ꎮ １ＨＮＭＲ ( Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ￣ｄꎬ ４００
ＭＨｚ)ꎬδ:７􀆰 ３７( ｓꎬ２Ｈ)ꎻ３􀆰 ８８(ｄꎬ２ＨꎬＪ ＝ ６􀆰 ４ Ｈｚ)ꎻ
２􀆰 １６(ｍꎬ１Ｈ)ꎻ１􀆰 ０６(ｄꎬ６ＨꎬＪ ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ)ꎮ １３ＣＮＭＲ
( Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ￣ｄꎬ １００ ＭＨｚ )ꎬ δ: １６６􀆰 ４３ꎬ １３６􀆰 １７ꎬ
１１８􀆰 ０９ꎬ１１５􀆰 ６３ꎬ ７６􀆰 ０６ꎬ ２７􀆰 ９０ꎬ １８􀆰 ８９ꎮ ＥＳＩ￣ＨＲＭＳꎬ
实测值 (计算值)ꎬｍ / ｚ:２０２􀆰 ０９７ ４ ( ２０２􀆰 ０９７ ５)
[Ｃ１１Ｈ１１Ｎ３Ｏ＋Ｈ] ＋ꎮ

２７
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图 １　 分子结构式以及合成路线图

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒｏｕｔｅ

１􀆰 ２􀆰 ３ 　 ２￣氨基肟￣６￣氰基￣４￣异丁氧基吡啶(７)的
合成

向含有 ２０１ ｍｇ(１􀆰 ０ ｍｍｏｌ)化合物 ６ 的乙醇

溶液中加入 ６６ ｍｇ(１􀆰 ０ ｍｍｏｌ)质量分数为 ５０％的

羟胺水溶液ꎮ 在室温下搅拌该溶液 ２４ ｈꎬ溶剂在

真空下蒸发ꎮ 将产物在硅胶(Ｖ(ＤＣＭ) ∶Ｖ(ＭｅＯＨ)＝
９５ ∶５)上纯化ꎬ得到 １５９ ｍｇ ６８％无色固体化合物

７ꎮ １ＨＮＭＲ ( ＤＭＳＯ￣ｄ６ꎬ ４００ ＭＨｚ)ꎬ δ: １０􀆰 １２ ( ｓꎬ
１Ｈ)ꎻ７􀆰 ７５(ｄꎬ１ＨꎬＪ＝ ２􀆰 ４ Ｈｚ)ꎻ７􀆰 ５５(ｄꎬ１ＨꎬＪ＝ ２􀆰 ４
Ｈｚ)ꎻ５􀆰 ８７(ｓꎬ２Ｈ)ꎻ３􀆰 ９４(ｄꎬ２ＨꎬＪ ＝ ６􀆰 ６ Ｈｚ)ꎻ２􀆰 １３ ~
１􀆰 ９８(ｍꎬ１Ｈ)ꎻ０􀆰 ９８(ｄꎬ６ＨꎬＪ ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ)ꎮ １３ＣＮＭＲ
(ＣＤＣｌ３ / ＤＭＳＯ￣ｄ６ꎬ１００ ＭＨｚ)ꎬδ:１７０􀆰 ３８ꎬ１５７􀆰 ９３ꎬ
１５３􀆰 ９６ꎬ１３７􀆰 ６４ꎬ １２１􀆰 ９０ꎬ １２１􀆰 ８２ꎬ １１２􀆰 ９５ꎬ ７９􀆰 ８６ꎬ
３２􀆰 ６０ꎬ２３􀆰 ７３ꎮ ＥＳＩ￣ＨＲＭＳꎬ实测值(计算值)ꎬｍ/ ｚ:
２３５􀆰 １１８ ６(２３５􀆰 １１９ ０)[Ｃ１１Ｈ１４Ｎ４Ｏ２＋Ｈ]＋ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 ( ２Ｚꎬ２′Ｚ) ￣Ｎ′ꎬＮ‴̄((４￣异丁氧基吡啶￣
２ꎬ６￣二羰基)双(氧))双(６￣氰基￣４￣异丁氧基吡啶

甲酰亚胺)(Ｔ１)的合成

向含有 １７２ ｍｇ (０􀆰 ７２ ｍｍｏｌ)化合物 ４ 的无水

ＤＣＭ 溶液中加入 ２７４ ｍｇ (２􀆰 １６ ｍｍｏｌ)草酰氯并

搅拌 １ ｈꎮ 将含有 ３３７ ｍｇ (１􀆰 ４４ ｍｍｏｌ)化合物 ７
和 ２８０ ｍｇ (２􀆰 １６ ｍｍｏｌ) 二异丙基乙胺的无水

ＤＣＭ 溶液加入上述草酰氯无水 ＤＣＭ 溶液中ꎬ将
所得溶液搅拌 ５ ｈ 后ꎬ在真空下除去溶剂ꎮ 残余

物溶解在 ＤＣＭ 中ꎬ在剧烈搅拌下加入大量甲醇

后ꎬ产生大量白色固体ꎮ 通过过滤收集 ４４４ ｍｇ
９２％白色固体ꎬ并表征为目标化合物 Ｔ１ꎮ １ＨＮＭＲ

(Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ￣ｄꎬ４００ ＭＨｚ)ꎬ δ:７􀆰 ９２ ( ｓꎬ２Ｈ)ꎻ７􀆰 ９１
(ｓꎬ２Ｈ)ꎻ７􀆰 ３１(ｄꎬ２ＨꎬＪ ＝ ２􀆰 ４ Ｈｚ)ꎻ６􀆰 ５６( ｓꎬ４Ｈ)ꎻ
３􀆰 ９８( ｄꎬ ２Ｈꎬ Ｊ ＝ ６􀆰 ４ Ｈｚ)ꎻ ３􀆰 ９２ ( ｄꎬ ４Ｈꎬ Ｊ ＝ ６􀆰 ４
Ｈｚ)ꎻ２􀆰 １６(ｍꎬ３Ｈ)ꎻ１􀆰 １０(ｄꎬ６ＨꎬＪ ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ)ꎻ１􀆰 ０５
(ｄꎬ１２ＨꎬＪ ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ)ꎮ ＥＳＩ￣ＨＲＭＳꎬ实测值(计算

值)ꎬｍ/ ｚ:６７２􀆰 ２８８ ８(６７２􀆰 ２８８ ９)[Ｃ３３Ｈ３７Ｎ９Ｏ７＋Ｈ]＋ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 化合物 Ｔ２ 的合成

向含有 ３５０ ｍｇ (０􀆰 ５２ ｍｍｏｌ) 化合物 Ｔ１ 的

３０ ｍＬ ＤＣＭ 中加入含有 ３０􀆰 ５ ｍｇ(０􀆰 １２ ｍｍｏｌ)四
丁基氟化铵的 ＴＨＦ 溶液ꎮ 将所得溶液搅拌 ２４ ｈ
后ꎬ在真空下除去溶剂ꎮ 将残余物溶解在 ＤＣＭ
中ꎬ在剧烈搅拌下加入大量甲醇后形成大量白色

固体ꎮ 通过过滤收集 ３２０ ｍｇ ９７％白色固体ꎬ并表

征为目标化合物 Ｔ２ꎮ １ＨＮＭＲ(Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ￣ｄꎬ４００
ＭＨｚ)ꎬδ:８􀆰 １３(ｓꎬ２Ｈ)ꎻ８􀆰 ０３~７􀆰 ９６(ｍꎬ２Ｈ)ꎻ７􀆰 ４１~
７􀆰 ３３(ｍꎬ２Ｈ)ꎻ４􀆰 ０５(ｄꎬ２ＨꎬＪ ＝ ６􀆰 ４ Ｈｚ)ꎻ３􀆰 ９６(ｄꎬ
４ＨꎬＪ＝ ６􀆰 ４ Ｈｚ)ꎻ２􀆰 ２１(ｍꎬ３Ｈ)ꎻ１􀆰 １２( ｄꎬ６ＨꎬＪ ＝
６􀆰 ９ Ｈｚ)ꎻ １􀆰 ０９ ( ｄꎬ １２Ｈꎬ Ｊ ＝ ６􀆰 ６ Ｈｚ)ꎮ １３ＣＮＭＲ
( Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ￣ｄꎬ １００ ＭＨｚ )ꎬ δ: １７４􀆰 ６０ꎬ １６７􀆰 ９９ꎬ
１６７􀆰 ４６ꎬ１６６􀆰 ６８ꎬ１４８􀆰 ９０ꎬ１４５􀆰 ３７ꎬ１３５􀆰 ５３ꎬ１１７􀆰 ９０ꎬ
１１６􀆰 ５１ꎬ １１４􀆰 ２２ꎬ １１２􀆰 ５７ꎬ ７５􀆰 ６９ꎬ ２８􀆰 ０５ꎬ １９􀆰 ０２ꎮ
ＥＳＩ￣ＨＲＭＳꎬ实测值 (计算值)ꎬ ｍ / ｚ: ６５３􀆰 ２９４ ４
(６５３􀆰 ２９４ ３)[Ｃ３３Ｈ３３Ｎ９Ｏ５＋ＮＨ４]

＋ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 萃取动力学研究

为了探究萃取动力学ꎬ本文研究了不同萃取
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时间对体系 Ｐｄ２＋萃取结果的影响(图 ２)ꎮ 将一定

量的萃取剂和 ２￣溴己酸溶解于间硝基三氟甲苯

中ꎬ制得含 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ 萃取剂和 １ ｍｏｌ / Ｌ ２￣溴己酸

的有机相ꎮ 而间硝基三氟甲苯的选择主要是因为

其沸点高、难挥发ꎬ对有机配体和萃合物都有良好

的溶解性ꎮ ２￣溴己酸作为溶剂萃取领域中常用的

相改性剂ꎬ可以增加萃合物的亲脂性ꎬ并已广泛应

用于高放废液中金属离子分离领域ꎮ

图 ２　 化合物 Ｔ２ 在不同萃取时间对 Ｐｄ２＋的

萃取分配比

Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｔ２ ｆｏｒ Ｐｄ２＋

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｔａｃｔ ｔｉｍｅ

水相为含有一定金属离子浓度的 ＨＮＯ３ 溶

液ꎮ 取有机相和水相各 ３ ｍＬꎬ装入离心管中

２５ ℃充分振荡ꎬ在不同时间离心分相后取 ２００
ｍＬ 水相用于检测 Ｐｄ２＋的剩余浓度ꎬ同时取出 ２００
ｍＬ 有机相ꎬ保证过程中相比始终为 １ ∶１ꎮ 实验平

行 ２ 组ꎮ
从图 ２ 中可以看出ꎬ在起始阶段ꎬＰｄ２＋迅速被

萃取进入有机相ꎬ在 １２０ ｍｉｎ 时可萃取 ６８％ꎬ约在

３６０ ｍｉｎ 时候达到平衡ꎬ萃取率达到 ９８％ꎬ基本实

现定量萃取ꎮ 但是整个萃取过程偏慢ꎬ这可能是

由于稀释剂间硝基三氟甲苯粘度大ꎬ两相混合接

触慢ꎬ并且配体 ３ 个主要氮杂环间以单键连接ꎬ萃
取金属时需先将 ３ 个配位原子旋转至同一平面ꎬ
因此需要克服较高的能垒从而对金属的结合能力

相对较弱ꎮ 该问题在今后研究中有望通过添加适

量的低粘度稀释剂ꎬ如二氯甲烷和 １ꎬ２￣二氯乙烷

得以优化解决ꎮ
２􀆰 ２ 　 水相酸度对其萃取的影响

由于真实含 Ｐｄ２＋废水通常具有较高的酸性ꎬ
因此硝酸浓度对 Ｐｄ２＋ 萃取的影响是评价萃取剂

性能的最重要因素之一ꎮ 高放废液中硝酸浓度主

要小于等于 ４ ｍｏｌ / Ｌꎬ因此本文主要研究水相硝酸

浓度为 ０􀆰 ２ ~ ４ ｍｏｌ / Ｌ 时体系对钯离子的萃取性

能ꎮ 其中ꎬ水相中 Ｐｄ２＋的初始浓度为 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌꎮ

取有机相和水相各 ０􀆰 ５ ｍＬꎬ装入离心管中 ２５ ℃
剧烈振荡 ８ ｈ 以上ꎬ离心后取 ２００ ｍＬ 水相用于检

测 Ｐｄ２＋剩余浓度ꎬ实验平行 ２ 组ꎮ 从图 ３ 可以看

出ꎬ在整个酸度范围内ꎬ体系对 Ｐｄ２＋ 均展现出优

异的萃取能力ꎬ几乎都实现了定量萃取ꎮ 随着酸

度提高ꎬ萃取性能没有明显下降ꎬ证明配体具有良

好的耐酸性和实际应用潜力ꎮ

图 ３　 水相不同硝酸浓度对 Ｐｄ２＋萃取的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｎｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｗａｔｅｒ

ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｔｏｗａｒｄｓ Ｐｄ２＋

２􀆰 ３ 　 萃取过程中的化学计量

由于配体 Ｔ２ 属于中性配合萃取剂ꎬ其对

Ｐｄ２＋的萃取遵循中性配合反应ꎬ可用式(１)表述ꎮ
Ｐｄ２＋

(ａｑ.) ＋ ２ＮＯ －
３(ａｑ.) ＋ ａＬ(ｏｒｇ.) 􀜡􀜠􀜓 Ｐｄ(ＮＯ３) ２Ｌａ(ｏｒｇ.) (１)

　 　 式中ꎬＬ 为配体 Ｔ２ꎻａ 为萃取 １ 个钯离子时参与的配体数量ꎻ

下标(ｏｒｇ.)和(ａｑ.)分别为有机相和水相ꎮ

在给定的实验条件下ꎬ式(１)的表观萃取平

衡常数 Ｋｅｘ可定义为:
Ｋｅｘ ＝ [Ｐｄ(ＮＯ３) ２Ｌａ] (ｏｒｇ.) / ([Ｐｄ２＋ ] (ａｑ.) [ＮＯ －

３ ] ２
(ａｑ.) [Ｌ] ａ

(ｏｒｇ.) )

(２)

　 　 同时ꎬ分配比 ＤＰｄ可以表示为:
ＤＰｄ ＝ [Ｐｄ(ＮＯ３) ２Ｌａ] (ｏｒｇ.) / [Ｐｄ２＋ ] (ａｑ.) (３)

　 　 在式(２)中引入式(３)ꎬ重新排列得到对数

方程:
ｌｏｇＤＰｄ ＝ ｌｏｇＫｅｘ ＋ ２ｌｏｇ[ＮＯ －

３ ] (ａｑ.) ＋ ａｌｏｇ[Ｌ] (ｏｒｇ.) (４)

　 　 在式(４)中配体的平衡浓度近似等于其初始

浓度ꎮ ａ 的值可以从 ｌｏｇＤＰｄ与 ｌｏｇ[Ｌ] (ｏｒｇ.) 的线性

图 ４　 萃取剂浓度对萃取效果的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔａｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ
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回归图中确定ꎮ 配体浓度对 Ｐｄ２＋ 在 ３􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ
ＨＮＯ３ 溶液中萃取的影响如图 ４ 所示ꎮ 通过线性

拟合得到一条斜率接近 １􀆰 ５０ 的直线ꎬ表明萃取过

程可能存在 Ｌ / Ｐｄ 的 １ / １ 和 １ / ２ 两种配合比例的

萃合物ꎮ
２􀆰 ４ 　 理论计算

使用 Ｇａｕｓｓｉａｎ １６ 软件ꎬ以 Ｂ３ＬＹＰ 为泛函和

６￣３１ｇ(ｄꎬｐ)基组优化了配体分子 Ｔ２ 的基态结构ꎮ
同时ꎬ获得了单 /三线态能级以及前线分子轨道分

布ꎬ结果如图 ５ａ 所示ꎮ 配体分子 Ｔ２ 的优化结构

呈现“镊子”型ꎬ大量的氮原子和氧原子朝向骨架

内部ꎬ有利于对钯离子的螯合作用ꎮ
此外通过含时密度泛函方法(ＴＤ￣ＤＦＴ)计算

了配体分子 Ｔ２ 的单线态能级ꎬ三线态能级与自旋

轨道耦合 ＳＯＣꎬ由图 ５ｂ 可以看出ꎬ配体分子 Ｔ２ 具

有简并的三线态能级ꎬ这有利于实现多通道的自

旋转换过程ꎮ
以上理论计算结果可以预测分子 Ｔ２ 与钯离

子形成配合物的稳定性和结构ꎬ为设计高效的萃

取剂提供指导ꎮ

图 ５　 (ａ)利用 Ｂ３ＬＹＰ / ６￣３１ｇ(ｄꎬｐ)基组计算得到的

配体 Ｔ２ 的基态优化结构与 ＨＯＭＯ￣ＬＵＭＯ 轨道分布ꎻ
(ｂ)ＴＤ￣ＤＦＴ 计算的配体 Ｔ２ 能级图

Ｆｉｇ.５　 (ａ)Ｇｒｏｕｎｄ ｓｔａｔｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ＨＯＭＯ￣ＬＵＭＯ ｏｒｂｉｔａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄ Ｔ２ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｂｙ Ｂ３ＬＹＰ / ６￣３１ｇ (ｄꎬｐ) ｂａｓｉｓ ｓｅｔꎻ(ｂ)ｌｉｇａｎｄ Ｔ２ ｅｎｅｒｇｙ

ｌｅｖｅｌ ｄｉａｇｒａｍｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＴＤ￣ＤＦＴ

２􀆰 ５ 　 萃取选择性

高放废液中含有超过 ４０ 种金属离子ꎬ用于高

放废液金属离子分离的萃取剂需体现出优异的选

择性ꎮ 因此ꎬ为研究配体 Ｔ２ 的选择性萃取能力ꎬ
以含 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ 萃取剂和 １ ｍｏｌ / Ｌ ２￣溴己酸为有机

相ꎬ以及含 １７ 种金属离子的 ３ ｍｏｌ / Ｌ ＨＮＯ３ 溶液

为模拟高放废液水相ꎬ取有机相和水相各 １ ｍＬꎬ
装入离心管中 ２５ ℃剧烈振荡 ８ ｈ 以上ꎬ离心后取

５００ ｍＬ 水相用于检测 Ｐｄ２＋剩余浓度ꎮ 实验平行 ２

组ꎮ 结果如图 ６ 所示ꎬ体系对 Ｐｄ２＋离子的吸附率

达到了 ９８􀆰 ５％ꎬ表现出优秀的吸附能力ꎮ 其他离

子仅被少量萃取:Ｒｂ (１１􀆰 ２％)ꎬＧｄ ( ７􀆰 ４％)ꎬＥｕ
(８􀆰 ２％)ꎬＹｂ(７􀆰 ５％)ꎬＳｍ(８􀆰 ０％)ꎬＮｄ(７􀆰 ５％)ꎬＲｅ
(８􀆰 ４％)ꎮ

以上结果表明这种吸附剂对 Ｐｄ２＋ 有卓越的

选择性ꎬ进一步证明其具有良好的实际应用潜力ꎮ
这种优异的萃取选择性主要是由于氮原子这类软

碱配体与 Ｐｄ２＋ 这类软酸离子具有很强的选择性

结合能力ꎮ

图 ６　 模拟高放废液中配体 Ｔ２ 对不同金属离子的

萃取性能

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓ ｏｆ ｌｉｇａｎｄ Ｔ２ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ ｃｏ￣ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｉｎ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｈｉｇｈ￣ｌｅｖｅｌ ｌｉｑｕｉｄ ｗａｓｔｅ

３　 结论

本文基于氮杂环配体高效配合 Ｐｄ２＋的特性ꎬ
设计合成了一种吡啶￣氧杂二氮唑配体 Ｔ２ꎬ用于

从高浓度硝酸溶液中萃取 Ｐｄ２＋ꎮ 配体 Ｔ２ 对 Ｐｄ２＋

表现出较好的萃取能力ꎬ２ ｈ 即可萃取 ６８％的

Ｐｄ２＋进入有机相ꎮ 并且这种配体也表现出优异的

酸稳定性以及高选择性ꎬ在高放废液中分离回收

Ｐｄ２＋方面具有良好的应用前景ꎮ
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􀦛􀦛分析与测试

编者按:分析测试技术主要是获取物质的组成、含量、结构、形态、形貌以及变化过程的技

术、方法和仪器(装置)ꎮ 现代分析测试技术的发展极大地促进现代科学的发展ꎬ广泛应用于

生命科学、环境化学、材料科学等领域ꎬ随着科学技术的快速发展ꎬ分析测试技术正在向快速、
准确、自动、灵敏及适应特殊分析的方向迅速发展ꎮ

本栏目特别精选 ５ 篇不同方向的分析测试技术文章ꎬ主要涉及沉积物中壬基酚和双酚 Ａ
的分析、双标记氨基酸同位素丰度的测定、穿心莲药材中穿心莲内酯类成分的检测、牦牛肉中

多种抗生素残留的测定、９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球菌多糖中碘化钠残留量的测定等方面ꎮ

高效液相色谱串联质谱法分析沉积物中壬基酚和双酚 Ａ

王安冬ꎬ赵明ꎬ周刚ꎬ祝永卫∗

(北京工业大学 分析测试中心ꎬ北京　 １００１２４)

　 　 收稿日期:２０２３￣１２￣０６ꎻ网络首发日期:２０２４￣０３￣２２
基金项目:新工科背景下的大型仪器设备开放共享的多元模式运行机制项目(ＪＳＷＺ２０１８０１)ꎮ
作者简介:王安冬(１９９３￣)ꎬ女ꎬ山东日照人ꎬ硕士ꎬ实验师ꎬ主要研究方向为有机小分子质谱分析ꎮ
通讯作者:祝永卫ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｓｈ＠ ｂｊｕｔ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ
引用本文:王安冬ꎬ赵明ꎬ周刚ꎬ等.高效液相色谱串联质谱法分析沉积物中壬基酚和双酚 Ａ[Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ４６(６):７７￣８２ꎮ

摘要:建立并优化了基于超高相液相色谱￣三重四级杆串联质谱技术测定沉积物中壬基酚和双酚 Ａ 含量的方法ꎮ 沉积物

样品经 ＨＬＢ￣ＳＰＥ 萃取柱处理后ꎬ以甲醇￣５ ｍｍｏｌ 甲酸铵为流动相ꎬ通过 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ＲＲＨＤ 超高效液相色谱柱

进行分离和分析ꎬ选择电喷雾离子源ꎬ多反应监测负离子模式下进行测定ꎮ 结果表明ꎬ壬基酚和双酚 Ａ 在质量浓度 ５ ~
１００ μｇ / Ｌ 范围内均呈良好的线性关系ꎬＲ２≥０􀆰 ９９ꎬ检出限范围为 ０􀆰 ０６６~０􀆰 １４ μｇ / Ｌꎬ平均回收率为 ８８􀆰 ９％~１０５％ꎬ精密度

为 ２􀆰 ９７％~８􀆰 ２０％ꎮ 方法的选择性、灵敏度及准确性均良好ꎬ可实现沉积物中壬基酚和双酚 Ａ 含量的同时准确测定ꎮ
关键词:壬基酚ꎻ双酚 Ａꎻ沉积物ꎻ高效液相色谱质谱联用ꎻ新污染物
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μｇ / Ｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ５~１００ μｇ / Ｌ ｗｉｔｈ Ｒ２≥ ０􀆰 ９９.ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙꎬｉｔｓ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ８８􀆰 ９％~１０５％ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ２􀆰 ９７％ ~ ８􀆰 ２０％ Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙꎬｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬａｃｃｕｒａｃｙꎬａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙꎬ
ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｎｅｅｄｓ ｏｆ ａｃｃｕｒａｔｅ ｔｒａｃｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎｙｌｐｈｅｎｏｌ ａｎｄ ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｏｉｌ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｎｏｎｙｌｐｈｅｎｏｌꎻｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａꎻｓｏｉｌ ｓｅｄｉｍｅｎｔꎻｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎻｅｍｅｒｇｉｎｇ ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔ

　 　 近年来环境内分泌干扰物(Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ
ｃｈｅｍｉｃａｌｓꎬＥＥＤｓ)对环境安全的影响和生命健康的

危害引起广泛关注[１￣３]ꎮ 其中壬基酚(Ｎｏｎｙｌｐｈｅｎｏｌꎬ
ＮＰ)和双酚 Ａ(Ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ ＡꎬＢＰＡ)作为典型的人
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工合成酚类内分泌干扰物ꎬ是大量应用于工业生

产的精细化工原料ꎬ在环境中分布广泛[４]ꎮ 二者

表现出较强的雌激素活性ꎬ并通过食物链进入生

物体内ꎬ对生殖和神经系统等产生严重的不良作

用[５ꎬ６]ꎬ已先后被欧盟、美国、加拿大等国家列为

优先危害物质[７]ꎮ
沉积物作为水体环境的重要组成部分ꎬ其对

有机污染物在环境中的迁移、转化、归宿和生态效

应等起着重要的作用[８ꎬ９]ꎮ 壬基酚和双酚 Ａ 等酚

类物质由于其结构脂溶分配系数大ꎬ在环境中容

易吸附在悬浮体上ꎬ然后转移到沉积物中ꎮ 同时ꎬ
平流、腐蚀以及生物扰动等自然事件也会导致蓄

积在沉积物中的污染物再次释放到水体或大气等

环境中[５]ꎮ 因此ꎬ沉积物中积存的污染物对生态

环境存在的潜在危害亟需引起重视ꎮ
目前ꎬ环境中壬基酚和双酚 Ａ 的分析检测方

法主要为气相色谱质谱联用法[１０￣１２]、高效液相色

谱法[１３ꎬ１４] 以及液相色谱质谱联用法[１５￣１７] 等ꎬ其
中ꎬ气相色谱质谱联用法需对壬基酚和双酚 Ａ 进

行衍生化处理ꎬ前处理操作较为繁琐耗时ꎻ高效液

相色谱法需要将待测物与样品基质其他干扰组分

完全分离ꎬ样品运行时间较长且分离分析方法也

是难点ꎬ此外高效液相色谱通常使用紫外检测器

和荧光检测器ꎬ分析灵敏度受限ꎮ 相比于上述前

两种方法ꎬ液相色谱质谱联用法通过电喷雾离子

源将样品电离后对目标物进行分析ꎬ选择性好、灵
敏度高且检测时间短ꎬ已成为壬基酚和双酚 Ａ 等

污染物最常用的检测方法ꎮ 但是ꎬ目前国内外对

于沉积物中壬基酚和双酚 Ａ 的限量没有出台并

指定明确的标准检测方法ꎮ 环境沉积物样品基质

复杂ꎬ有机质种类繁多、结构和性质存在一定的差

异ꎬ实际样品检测时干扰较多ꎬ对检测方法的选择

性和准确度要求更高ꎬ故针对以上情况ꎬ本文通过

充分考察并优化色谱和质谱条件ꎬ建立前处理简

单、选择性好、准确度高的测定方法ꎬ同时测定沉

积物中双酚 Ａ 和壬基酚ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

１２９０￣６４６０Ｃ 型高效液相色谱￣三重四级杆质

谱联用仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎻＵｌｔｒａ ｃｌｅａｒ ＴＷＦ 型

超纯水仪(德国 ＳＩＥＭＥＮＳ 公司)ꎻＡＧ２４５ 型万分

之一天平(美国梅特勒公司)ꎻＫＱ３２００ＤＢ 型超声

波提取器(昆山市超声仪器有限公司)ꎻＨＬＢ￣ＳＰＥ

萃取柱(Ｏａｓｉｓ ３ｃｃꎬ６０ ｍｇ / Ｌꎬ美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎻ
Ｌａｂ￣１Ａ￣５０ 型真空冷冻干燥机(北京博医康实验

仪器有限公司)ꎻＫＤ２００ 型氮气吹扫仪(杭州奥盛

仪器有限公司)ꎮ
甲醇、乙腈、甲酸铵、氨水、甲酸(质谱纯ꎬ美

国 Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ壬基酚标准品、双酚 Ａ
标准品、双酚 Ａ 内标标准品(美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ
公司)ꎮ

样品是在辽宁省葫芦岛红海滩 (经纬度:
４０􀆰 ５６６ １８１ꎬ１２０􀆰 ７４５ ２６２)ꎬ使用不锈钢柱状采样

器收集沉积物岩(约 １５ ｃｍ)ꎮ 保持沉积物垂直并

立即转移到实验室ꎮ 转移过程中ꎬ沉积物被放置

在一个装满同一地点采集的湖水的水槽中ꎬ并使

用曝气设备来维持水槽内的溶解氧水平ꎬ以模拟

原位沉积环境ꎮ 共采集沉积物样品 ９０ 个ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 标准溶液的配制

分别精确称取(１０􀆰 ０±０􀆰 ０５) ｍｇ 壬基酚标准

品与双酚 Ａ 标准品以及双酚 Ａ 内标标准品ꎬ用甲

醇溶解配制成质量浓度为 １ ０００ ｍｇ / Ｌ 的壬基酚

标准储备液、双酚 Ａ 标准储备液以及双酚 Ａ 内标

标准储备液ꎬ密封并置于冰箱 ４ ℃保存备用ꎮ
准确移取适量上述标准储备液ꎬ用甲醇稀释

并配制成质量浓度为 １０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ 的壬基酚与双酚

Ａ 混合标准中间液和内标标准中间液ꎮ 用甲醇稀

释上述混合标准中间液将其配制成壬基酚和双酚

Ａ 质量浓度分别为 ５、１０、２０、５０、１００ μｇ / Ｌ 的混标

标准溶液ꎬ各混标标准溶液中 ＢＰＡ￣Ｄ１６内标物的

质量浓度均为 ５０ μｇ / Ｌꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 样品前处理

将采集的沉积物样品在真空冷冻干燥机中冷

冻干燥后研磨ꎬ过 １００ 目筛ꎬ准确称取 ( １􀆰 ０ ±
０􀆰 ０５) ｇ 沉积物至玻璃离心管ꎬ加入 ８ ｍＬ 丙酮超

声提 取 ４０ ｍｉｎꎬ 以 ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 的 速 度 离 心

１０ ｍｉｎꎬ重复两次ꎬ合并上清液ꎬ氮气吹干至 １ ~
２ ｍＬꎬ用超纯水稀释至 １５０ ｍＬꎮ 过 ０􀆰 ４５ μｍ 的玻

璃纤维滤膜后准备进行固相萃取ꎮ
固相萃取柱活化:依次用 ５ ｍＬ 正己烷、５ ｍＬ

二氯甲烷和 ５ ｍＬ 甲醇进行活化ꎬ抽干后用 ５ ｍＬ
甲醇和１０ ｍＬ 超纯水进行平衡ꎬ流速均为１ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
上样:取 ２ ｍＬ 该样品调整至 ｐＨ ３ 左右ꎬ接下来以

５ ｍＬ / ｍｉｎ 的流速经过 ＨＬＢ 小柱ꎮ 淋洗:用 １０ ｍＬ
Ｖ(甲醇) ∶ Ｖ(超纯水溶液) ＝ １ ∶ ４的混合溶液和

６ ｍＬ 正己烷依次淋洗ꎬ抽干后备用ꎮ 洗脱:用

８７
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３ ｍＬ 甲醇和 ５ ｍＬ Ｖ(正己烷) ∶Ｖ(丙酮溶液)＝ １ ∶１
的混合溶液以 １ ｍＬ / ｍｉｎ 的流速洗脱萃取柱上的

目标物质收集至 １０ ｍＬ 玻璃离心管中ꎮ 将全部洗

脱液氮吹浓缩至近干ꎬ用甲醇复溶至 １ ｍＬꎮ 准确

添加 ５ μＬ(１０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ) ＢＰＡ￣Ｄ１６内标ꎬ涡旋混合

均匀后通过 ０􀆰 ２２ μｍ 的 ＰＴＦＥ 滤膜至进样瓶中ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 仪器条件

色谱条件:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ＲＲＨＤ 超

高效液相色谱柱(１􀆰 ８ μｍꎬ１５０ ｍｍ×３􀆰 ０ ｍｍ)ꎻ柱
温:３０ ℃ꎻ进样量:１０ μＬꎻ流速:０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ流动

相:５ ｍｍｏｌ 甲酸铵(Ａ)和甲醇(Ｂ)ꎻ梯度洗脱程

序:０ ~ ３􀆰 ０ ｍｉｎꎬ３０％ Ｂꎻ３􀆰 １ ~ ８􀆰 ０ ｍｉｎꎬ９５％ Ｂꎻ
８􀆰 １~１０􀆰 ０ ｍｉｎꎬ９５％ Ｂꎮ

质谱条件:离子源:ＡＪＳ ＥＳＩ 源ꎬ负离子模式ꎻ
扫描模式:多反应监测(ＭＲＭ)ꎻ干燥气(Ｎ２)温

度:３５０ ℃ꎻ干燥气(Ｎ２)流量:５ Ｌ / ｍｉｎꎻ雾化器压

力:３１０􀆰 ２７５ ｋＰａꎻ鞘气温度:４００ ℃ꎻ鞘气流量:１２
Ｌ / ｍｉｎꎻ毛细管电压:３ ５００ Ｖꎮ 壬基酚和双酚 Ａ 质

谱参数见表 １ꎮ
表 １ 　 ＮＰ、ＢＰＡ 及同位素内标的质谱参数注

Ｔａｂ.１　 Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ
ＮＰꎬＢＰＡ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

目标物
保留
时间 /
ｍｉｎ

母离子
(ｍ / ｚ)

子离子
(ｍ / ｚ)

碎裂
电压 /

Ｖ

碰撞
能量 /
ｅＶ

离子
模式

ＮＰ ６􀆰 ３５ ２１９􀆰 ０ １４７􀆰 ２ 　

１３３􀆰 ０∗
１２０
１２０

３２
３０

Ｎｅｇａｔｉｖｅ
Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ＢＰＡ ３􀆰 ７２ ２２６􀆰 ８ ２１０􀆰 ７ 　

１３２􀆰 ６∗
９０
９０

３０
３０

Ｎｅｇａｔｉｖｅ
Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ＢＰＡ￣Ｄ１６(ＩＳ) ３􀆰 ６３ ２４１􀆰 ２ ２２２􀆰 ７ 　

１４１􀆰 ８∗
１２０
１２０

１５
４０

Ｎｅｇａｔｉｖｅ
Ｎｅｇａｔｉｖｅ

　 　 注:标有∗的共存物未做大允许量ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 实验条件优化

２􀆰 １􀆰 １ 　 色谱条件的优化

根据目标化合物性质ꎬ本实验选用实验室现

有的反相色谱柱进行考察ꎬ 结果发现 Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ＲＲＨＤ 超高效液相色谱柱(１􀆰 ８
μｍꎬ１５０ ｍｍ×３􀆰 ０ ｍｍ)能够将目标化合物实现完

全基线分离ꎬ且出峰时间适中ꎬ峰形较佳ꎮ
基于 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ＲＲＨＤ 超高效

液相色谱柱考察了流动相的有机相为乙腈或甲醇

时对目标物分离情况的影响ꎬ结果发现甲醇￣水作

流动相时峰宽稍窄且基线更平稳ꎬ如图 １ 所示ꎮ

这也与较多文献所报道的ꎬ甲醇用于流动相ꎬ相比

于乙腈ꎬ质谱电喷雾电离效果更好的结论一

致[１８]ꎮ 此外ꎬ对于实际样品加标检测实验中发现

使用甲醇作为流动相ꎬ相比于乙腈ꎬ目标化合物受

基质干扰更小ꎬ推测是因为乙腈洗脱能力过强ꎬ不
能很好将复杂的基质进行分离ꎬ基于上述考虑ꎬ最
终选用甲醇作为流动相的有机相ꎮ

图 １　 甲醇和乙腈作流动相有机相对目标物

色谱峰的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ
ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈａｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｓ

为充分考察并优化流动相水相对目标化合物

离子化的影响ꎬ对比了甲醇￣水、甲醇￣０􀆰 １％氨水、
甲醇￣５ ｍｍｏｌ 甲酸铵、甲醇￣０􀆰 １％甲酸 ４ 种不同流

动相体系下壬基酚和双酚 Ａ 的响应强度、色谱峰

形及分离效果ꎮ ４ 种流动相体系下的色谱图如

图 ２ 所示ꎬ甲醇￣５ ｍｍｏｌ 甲酸铵流动相体系下目标

化合物离子的响应信号更强ꎬ且基线平稳、峰形较

好ꎬ推测原因是 ＮＰ 和 ＢＰＡ 结构中的羟基能够电

离出氢离子而呈现出一定的弱酸性ꎬ流动相体系

加入一定量的呈弱碱性的离子化试剂ꎬ能够促进

目标化合物电离ꎬ提高其离子化效率[１９]ꎬ从而提

高质谱响应ꎻ此外ꎬ实验发现ꎬ在水相中添加了

０􀆰 １％的甲酸作流动相时也使目标化合物离子获

得了较好的响应ꎬ虽然从质谱电离的角度考虑ꎬ
ＮＰ 和 ＢＰＡ 在碱性条件下更易解离ꎬ但在色谱的

图 ２　 不同流动相体系下壬基酚、双酚 Ａ 及

同位素内标的总离子流图

Ｆｉｇ.２　 ＴＩＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＮＰꎬＢＰＡꎬ
ＢＰＡ￣Ｄ１６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ
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分离过程中ꎬ弱酸的加入在一定程度上抑制了溶

质离子化效应ꎬ减弱了 Ｃ１８ 色谱柱键合相表面残

存硅羟基的影响和干扰ꎬ对峰形起到了较好的改

善作用ꎬ使基线更平稳进而有利于提高质谱响应ꎮ
基于上述对流动相有机相和水相的考察ꎬ最

终选用甲醇￣５ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵作为本实验的流动

相体系ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２ 　 质谱参数的优化

由于酚类化合物结构中酚离子官能团带负电

荷ꎬ在电喷雾电离源负离子模式下易产生较高响

应ꎬ因此ꎬ本实验在 ＥＳＩ￣模式下进行质谱条件的建

立及优化ꎮ
首先通过 ＳＣＡＮ 模式进行一级母离子扫描ꎬ

确定壬基酚、双酚 Ａ 及双酚 Ａ 内标的母离子ꎬ分
别为 ｍ / ｚ ２１９􀆰 ０、ｍ / ｚ ２２６􀆰 ８、ｍ / ｚ ２４１􀆰 ２ꎮ 随后用

Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｉｏｎ Ｓｃａｎ 模式对其子离子进行扫描分析ꎬ
分别选择丰度较高、响应强度较好的两个离子碎

片作为该目标物的定量离子和辅助定性离子

(表 １)ꎮ 最后在 ＭＲＭ 模式下通过调整和优化毛

图 ３　 条件优化后的总离子流及 ＭＲＭ 色谱图

Ｆｉｇ.３　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ａｎｄ ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
ｓｐｅｃｔｒａ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

细管电压、碎裂电压、碰撞能量、雾化器压力、干燥

气(Ｎ２)温度及流量、鞘气温度及流量等质谱采集

参数ꎬ使 ＮＰ、ＢＰＡ 及 ＢＰＡ￣Ｄ１６的母离子与特征碎

片子离子对响应强度最大ꎮ 最终ꎬ本方法优化后

的质谱采集参数见表 １ꎬ优化后的总离子流图及

各目标化合物的 ＭＲＭ 谱图如图 ３ 所示ꎮ
２􀆰 ２ 　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 １ 　 基质效应

基质效应(Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔꎬＭＥ)是在分析复杂

样品时ꎬ样品中共流出的其他组分或杂质在质谱

ＥＳＩ 离子源竞相离子化ꎬ导致目标化合物的离子

化效果被抑制或增强[１８]ꎬ进而影响其质谱响应强

度ꎮ 在一定的实验条件下ꎬ根据标准溶液与基质

标准溶液的响应强度对基质效应进行评估ꎮ 具体

公式如式(１)所示ꎮ
ＭＥ(％) ＝ (Ａｍａｔｒｉｘ / Ａｍｅｔｈａｎｏｌ) × １００％ (１)

　 　 一般来说ꎬＭＥ 值介于 ０􀆰 ８５ ~ １􀆰 １５ 之间ꎬ说明

不存在明显的基质效应ꎬＭＥ> １􀆰 １５ 表示基质增

强ꎬＭＥ<０􀆰 ８５ 则表示基质抑制[１９]ꎮ
本实验在空白样品中分别加入低(１０ μｇ / Ｌ)、

中(２０ μｇ / Ｌ)、高(５０ μｇ / Ｌ)３ 个水平浓度的标准

溶液ꎬ同时准备以甲醇为基质的同浓度标准溶液ꎬ
平行进样测定 ３ 次ꎮ 测得结果为沉积物样品中

ＮＰ 和 ＢＰＡ 的平均 ＭＥ 值分别为 ０􀆰 ８５ 和 ０􀆰 ６９ꎮ
该结果表明实际样品对 ＮＰ 和 ＢＰＡ 的含量测定

存在一定的基质抑制效应ꎬ且 ＢＰＡ 的基质抑制效

应明显ꎮ 为了尽量规避和降低基质效应对含量测

定的影响ꎬ本实验在建立定量方法时使用内标法

进行含量测定ꎬ选用具有与双酚 Ａ 类似的物理化

学性质和离子化效率的同位素内标ꎬ最大程度抵

消基质效应的干扰ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２ 　 标准曲线及方法的检出限和定量限

采用内标法进行定量ꎬ将 ５ 种不同浓度(５、
１０、２０、５０、１００ μｇ / Ｌ)的混标标准溶液在优化好的

实验条件下进行测定ꎬ以目标化合物定量离子与

图 ４　 ＢＰＡ 及 ＮＰ 的内标标准曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＢＰＡ ａｎｄ ＮＰ
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内标物定量离子的峰面积比值为纵坐标ꎬ浓度比

值为横坐标ꎬ绘制标准工作曲线ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ壬
基酚、双酚 Ａ 在上述线性范围内线性关系良好ꎬ
相关系数(Ｒ２)分别为 ０􀆰 ９９９ １ 和 ０􀆰 ９９６ ６ꎬ能够满

足定量分析的需要ꎮ
在该实验条件下ꎬ以 ３ 倍和 １０ 倍信噪比

(Ｓ / Ｎ)对应的质量浓度确定本方法的检出限

(ＬＯＤ)和定量限( ＬＯＱ)ꎮ 结果表明 ＮＰ 及 ＢＰＡ
的检出限分别为 ０􀆰 １４ 和 ０􀆰 ０６０ μｇ / ｋｇꎬ定量限分

别为 ０􀆰 ４７ 和 ０􀆰 ２２ μｇ / ｋｇꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３ 　 加标回收率及精密度

以实际空白样品进行 ３ 个水平的壬基酚和双

酚 Ａ 加标回收试验ꎬ加标水平分别为 ５、２０ 和 １００
μｇ / Ｌꎬ每个水平进行 ６ 次平行试验ꎬ按照 １􀆰 ２􀆰 ２
前处理后ꎬ在 １􀆰 ２􀆰 ３ 仪器条件下进行测定ꎮ 其回

收率结果如表 ２ 所示ꎬＮＰ 和 ＢＰＡ 的平均回收率

为 ８８􀆰 ９％~１０５％ꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)为 ２􀆰 ９７％
~８􀆰 ２０％ꎮ

表 ２ 　 方法回收率及精密度测定结果

Ｔａｂ.２　 Ｓｕｍｍａｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ

(ｎ＝ ６ꎬ％)

目标物

加标水平
５ μｇ / ｋｇ

加标水平
２０ μｇ / ｋｇ

加标水平
１００ μｇ / ｋｇ

平均
回收率

相对标
准偏差

平均
回收率

相对标
准偏差

平均
回收率

相对标
准偏差

ＮＰ ９０􀆰 １ ５􀆰 １１ １０２ ４􀆰 ２３ ９８􀆰 ６ ２􀆰 ９７

ＢＰＡ ８８􀆰 ９ ８􀆰 ２０ １０５ ３􀆰 ７７ １０３􀆰 ０ ３􀆰 ４６

２􀆰 ２􀆰 ４ 　 决定限度(ＣＣα)和检测容量(ＣＣβ)
根据«执行关于分析方法运行和结果解释的

欧盟委员会指令»(２００２ / ６５７ / ＥＣ)中提出的ꎬ决定

限度(Ｄｅｃｉｓｉｏｎ ｌｉｍｉｔꎬＣＣα)是指大于等于此浓度ꎬ
实验将有 ５％的可能性出现假阴性结果ꎻ检测容

量(Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙꎬＣＣβ)则表示该目标物可

以准确定性定量的最低浓度ꎮ 如果样品中该物质

含量超过 ＣＣβꎬ表示实验将有 ５％的可能性出现

假阳性结果[２０]ꎮ 由于目前本研究中的目标物壬

基酚和双酚 Ａ 在土壤沉积物中并未有限量标准

及确证限度(Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔꎬＶＬ)要求ꎬ因此ꎬ参
考欧盟的规定并结合其他研究制定了使用本实验

中 ＣＣα 和 ＣＣβ 的计算方法[２１ꎬ２２]ꎮ 公式如下所示ꎮ
ＣＣα ＝ ０􀆰 ２ × ＶＬ ＋ １􀆰 ６４ × ＳＤ０􀆰 ２ × ＶＬ (２)

ＣＣβ ＝ ＣＣα ＋ １􀆰 ６４ × ＳＤ０􀆰 ２ × ＶＬ (３)

　 　 其中ꎬ根据相关研究中壬基酚和双酚 Ａ 的检

出水平以及毒害剂量等综合因素考虑ꎬ本次实验

把 ＶＬ 设置为 ３０ μｇ / ｋｇ(壬基酚) [２３] 和 １０ μｇ / ｋｇ
(双酚 Ａ) [２４]ꎬＳＤ０􀆰 ２×ＶＬ 为添加 ０􀆰 ２×ＶＬ 水平的分

析物的样品的标准差ꎮ
经计算ꎬ本研究中壬基酚的 ＣＣα、ＣＣβ 分别

是 ９􀆰 ７５ 和 １３􀆰 ５ μｇ / ｋｇꎻ双酚 Ａ 的 ＣＣα、ＣＣβ 分别

是 ５􀆰 ５６ 和 ７􀆰 １２ μｇ / ｋｇꎬ均在本方法准确定量的浓

度范围内ꎬ因为本文所建立的方法能够适用于土

壤沉积物中的统计确定性为 ９５％的壬基酚与双

酚 Ａ 的检测ꎮ
２􀆰 ３ 　 实际样品检测

采用本文优化得到的实验条件对采集的土壤

沉积物样品进行分析ꎮ 样品经 １􀆰 ２􀆰 ２ 方法处理

后ꎬ在 １􀆰 ２􀆰 ３ 仪器条件下进行检测ꎮ 结果表明该

批样品中壬基酚含量范围为 ７􀆰 ７３ ~ ３６􀆰 ９ μｇ / ｋｇꎬ
双酚 Ａ 的含量范围是 ３􀆰 ３０ ~ １６􀆰 ３ μｇ / ｋｇꎬ样品浓

度信息如表 ３ 所示ꎮ 说明该采样点具有一定程度

的壬基酚和双酚 Ａ 的暴露风险ꎬ亟需进一步对其

开展研究ꎮ
表 ３ 　 沉积物样品中 ＮＰ 和 ＢＰＡ 含量测定结果

Ｔａｂ.３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＮＰ ａｎｄ ＢＰＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ
ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ (μｇ / ｋｇ)

　 浓度范围 浓度中位数 浓度平均值

ＮＰ ７􀆰 ７３~３６􀆰 ９ １１􀆰 ３５ １２􀆰 ５２

ＢＰＡ ３􀆰 ３０~１６􀆰 ３ ６􀆰 ６８ ８􀆰 ０３

　 　 图 ５ 为实际样品中目标化合物的总离子流及

目标成分壬基酚和双酚 Ａ 的 ＭＲＭ 谱图ꎮ

图 ５　 实际土壤沉淀物样品的总离子流及 ＭＲＭ 谱图

Ｆｉｇ.５　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ａｎｄ ＭＲＭ Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ａｃｔｕａｌ ｓｏｉｌ ｓｅｄｉｍｅｎｔ

３　 结论

本文建立了使用高效液相色谱质谱联用法同

时检测土壤沉积物中壬基酚和双酚 Ａ 含量的方

１８
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法ꎬ考察并优化了色谱柱、流动相、质谱参数等影

响方法选择性和定量准确度的因素ꎬ并对其基质

效应、决定限度和检测容量等进行了详细的分析

考察ꎮ 本方法前处理简单ꎬ使用内标法定量一定

程度上降低了复杂土壤沉积物样品的基质效

应ꎬ灵敏度、准确性高ꎬ可满足土壤沉积物中痕

量壬基酚和双酚 Ａ 等内分泌干扰物的快速高效

检测要求ꎮ
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基于高分辨液质联用的双标记氨基酸同位素丰度测定方法研究

赵雅梦１ꎬ２ꎬ３ꎬ徐增益１ꎬ２ꎬ范若宁１ꎬ２ꎬ解龙１ꎬ２ꎬ侯静华１ꎬ李良君１ꎬ刘建军３ꎬ雷雯∗１ꎬ２

(１.上海化工研究院有限公司ꎬ上海　 ２０００６２ꎻ２.上海市稳定同位素检测及应用研发专业技术服务平台ꎬ
上海　 ２０００６２ꎻ３.上海交通大学医学院附属仁济医院 核医学科ꎬ上海　 ２００１２７)

摘要:近年来ꎬ稳定同位素标记化合物ꎬ尤其是同位素标记氨基酸在合成生物学、蛋白质组学、代谢组学等前沿科学研究

中发挥着越来越重要的作用ꎮ 建立了一种基于高分辨液质联用的双标记氨基酸同位素丰度检测方法ꎬ以 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨

酸为例ꎬ考察了样品浓度、质谱扫描张数等影响因素对同位素丰度计算结果的影响ꎬ结果表明该方法具有良好的准确性

和稳定性ꎬ所需样品用量少ꎬ操作简单ꎬ有望成为一种简便、通用的同位素试剂质控方法ꎻ也将为代谢组学、海洋学等同位

素示踪技术应用研究提供数据支持ꎮ
关键词:双标记氨基酸ꎻ同位素丰度ꎻ高分辨液质联用仪ꎻ质量控制ꎻ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸
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用的双标记氨基酸同位素丰度测定方法研究[ Ｊ] .化学试

剂ꎬ２０２４ꎬ４６(６):８３￣８８ꎮ

　 　 随着生命科学领域的迅速发展ꎬ稳定同位素

试剂尤其是同位素标记氨基酸在蛋白质组学、代
谢组学等前沿科学研究中发挥着越来越重要的作

用[１ꎬ２]ꎮ 以稳定同位素标记氨基酸如１３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２￣赖
氨酸等为核心试剂的 ＳＩＬＡＣ 技术是蛋白质定量

的重要手段ꎬ广泛应用于分子标志物筛选、蛋白质

翻译后修饰等研究[３￣５]ꎻ以 １３Ｃ５￣谷氨酰胺、１３Ｃ４￣天
冬氨酸等为示踪剂的代谢流分析技术可动态监测

代谢物转化过程ꎬ是近年来代谢机理研究的重要

工具[６￣８]ꎮ
同位素分布及丰度除了用于同位素试剂质量

评价外ꎬ其作为一个重要参数在代谢组学、发酵工

程等科学研究中发挥的作用也愈发重要[９￣１２]ꎮ 静

电轨道阱、离子淌度等质谱新技术和 Ｐｙｔｈｏｎ、Ｒ 语

言等编程语言的发展使得同位素分布及丰度的分

析方法日益简便[１３￣１５]ꎮ 有机质谱法是同位素分

布及丰度分析的重要工具[１６￣１８]ꎬ它是利用化合物

同位素质量数的差异ꎬ通过“质量簇”等算法完成

同位素丰度的计算ꎮ 郑波等[１９] 首次提出对质谱

数据进行“质量簇”法归类处理ꎬ计算得到了 １３Ｃ
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标记的美沙西汀同位素丰度ꎬ随后基于“质量簇

法”的有机质谱法发展成为同位素丰度分析的主

要方法ꎮ 雷雯等[１７]在此基础上ꎬ结合气质联用技

术开发了针对血液等生物样品中氨基酸 １５Ｎ 同位

素丰度的计算方法ꎮ 盛立彦等[２０] 通过将“质量

簇”法中的复杂计算步骤简化为线性方程式ꎬ建
立了一种基于液相色谱￣质谱联用仪的同位素丰

度快速测定计算方法ꎬ在样品浓度 ０􀆰 １ ｇ / Ｌ 以上

时ꎬ检测方法偏差≤０􀆰 ２％ ａｔｏｍ％ Ｄ(与标准方法

比)ꎬ重现性 ＲＳＤ≤０􀆰 １％ꎮ 高分辨质谱具有超高

分辨率ꎬ可实现多种同位素标记模式峰的分离ꎬ近
年来在同位素丰度计算方面的优势逐渐显现[２１]ꎮ
田甜等[２２]建立了基于四级杆轨道阱高分辨质谱

仪的氘标记化合物同位素分布与丰度检测方法ꎬ
能够快速检测氘标记同位素分布和丰度ꎬ且所需

试剂和分析物用量少ꎮ 近年来随着前沿科学的发

展ꎬ双标记化合物尤其是双标记氨基酸得以广泛

应用ꎮ 但目前国内双标记同位素试剂产品较少ꎬ
缺乏相关的同位素丰度分析检测方法和质量评价

方法ꎮ
以 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸( １３Ｃ２Ｈ５

１５ＮＯ２)为例ꎬ考察

样品浓度、质谱扫描次数等对同位素丰度测定的

影响ꎬ建立了稳定、准确的同位素丰度计算方法ꎬ
实现了 １３Ｃ 和 １５Ｎ 同位素丰度的同时测定ꎮ 此

外ꎬ还将其应用于标记形式更为复杂的 １３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２￣
赖氨酸的同位素丰度计算ꎬ结果表明此方法具有

较高的准确性和稳定性ꎬ为双标记同位素试剂的

质量控制提供了一种准确、简便的方法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｘｐｌｏｒｉｓ １２０ 型高分辨液质联用仪

(美国赛默飞世尔科技有限公司)ꎻＭＥＴＴＬＥＲ￣
ＸＰＥ 型电子天平(瑞士梅特勒托利多集团)ꎻＶｏｒ￣
ｔｅｘ￣５ 型涡旋仪(中国其林贝尔仪器制造有限公

司)ꎻＭｅｒｃｋ￣Ｍｉｌｉｐｏｒｅ ＳｉｍｏｌｉｃｉｔｙＴＭ型超纯水系统(德
国默克公司)ꎮ

１３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸(同位素丰度:９９％)、 １３Ｃ６ꎬ
１５Ｎ２￣赖氨酸(同位素丰度:９９􀆰 ２％) (美国剑桥实

验室)ꎻ甲醇、甲酸(ＬＣ￣ＭＳ 级ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
科技有限公司)ꎮ
１􀆰 ２ 　 标准溶液配制

准确称取 １􀆰 ０ ｍｇ 氨基酸样品ꎬ加入 １ ｍＬ
５０％甲醇水溶液ꎬ涡旋 ３０ ｓ 充分混匀ꎬ配成浓度为

１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ 的储备液ꎮ 准确移取适量储备液ꎬ用
５０％甲醇水溶液稀释成 １００ ｎｇ / ｍＬ、２００ ｎｇ / ｍＬ、
５００ ｎｇ / ｍＬ、８００ ｎｇ / ｍＬ、１ μｇ / ｍＬ、２ μｇ / ｍＬ 的工作

标准溶液ꎮ 储备液和工作标准溶液均保存于

４ ℃ꎮ
１􀆰 ３ 　 实验条件

１􀆰 ３􀆰 １ 　 色谱条件

色谱柱:Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ ＶＡＮＱＵＩＳＨ 型色谱柱

(１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍꎬ１􀆰 ９ μｍ)ꎻ流动相:流动相 Ａ 为

甲醇ꎬ流动相 Ｂ 为含 ０􀆰 １％甲酸的水溶液ꎻ洗脱条

件:９０％ Ｂ 等度洗脱 ５ ｍｉｎꎻ流速:０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ进
样量:１ μＬꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 质谱条件

离子源:ＥＳＩꎻ电喷雾电压(Ｉｏｎ Ｓｒａｙ Ｖｏｌｔａｇｅ):
３ ５００ Ｖꎻ鞘气( Ｓｈｅａｔｈ Ｇａｓ):５􀆰 ３４ Ｌ / ｍｉｎꎻ辅助气

(Ａｕｘ Ｇａｓ ): ９􀆰 ３５ Ｌ / ｍｉｎꎻ 离 子 传 输 管 温 度:
３２０ ℃ꎻ扫描模式:全扫描(Ｆｕｌｌ Ｓｃａｎ)模式下正离

子扫描ꎻ分辨率:１２ ０００ꎻ扫描质荷比范围:ｍ / ｚ
７０~５００ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 双标记氨基酸同位素丰度计算

在使用高分辨液质联用仪进行同位素丰度计

算前ꎬ首先需先确定仪器分辨率(式(１))是否满

足分离各种标记形式质谱峰的需求ꎮ 对于 １３Ｃꎬ
１５Ｎ 标记化合物ꎬ其质量差值最小为 １ 个 １３Ｃ 和 １
个 １５Ｎ 的精确质量数差(０􀆰 ００６ ３ Ｄａ)ꎬ所需的最

大分辨率约为 ３２ Ｋ(按分子量最大的氨基酸色氨

酸计算)ꎮ 采用相同的计算方法对 Ｃ、Ｄ 标记及

Ｎ、Ｄ 标记氨基酸进行分辨率计算ꎬ所需最大分辨

率分别为 ７０ Ｋ 和 ２􀆰 ２ Ｋꎬ小于仪器实际分辨率

(１２０ Ｋ)ꎬ可以实现所有标记形式的分子离子峰

分离ꎬ满足同位素丰度计算的首要条件ꎮ
Ｒ ＝ [(ｍ１ ＋ ｍ２) / ２] / ( ｜ ｍ１ － ｍ２ ｜ ) (１)

　 　 式中ꎬｍ１ꎬｍ２ 分别代表对应化合物的质荷比ꎮ

此外ꎬ仪器质量轴偏差对于同位素丰度计算

结果也具有较大影响ꎮ 只有当仪器质量轴偏差小

于各同位素异数体的相对同位素偏差时[１４]ꎬ才能

确保相邻峰之间无干扰ꎬ仪器质量轴偏差( ＩＭＤ)
和相对同位素偏差(ＩＤ)的计算如式(２)所示ꎮ

ＩＭＤ ＝ [｜ Ｍｔｈｅｏｒ － Ｍｍａｘ ｜ /Ｍｔｈｅｏｒ] × １０６ (２)
　 　 式中ꎬＭｍａｘ为重复进样 ６ ~ ８ 针中实测值与理论值偏差最大

的质荷比ꎻＭｔｈｅｏｒ为待测化合物的理论质荷比ꎮ

ＩＤ ＝ [([ＭＡｍＢｎ ＋ Ｈ] ＋ － [ＭＡｍ－１Ｂｎ＋１ ＋ Ｈ] ＋ ) /

[ＭＡｍＢｎ ＋ Ｈ] ＋ ] × １０６ (３)

４８
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　 　 式中ꎬＡ 和 Ｂ 分别代表被标记的两种元素ꎻｍ、ｎ 代表同位素

标记个数ꎻ[ＭＡｍＢｎ＋Ｈ] ＋和[ＭＡｍ－１Ｂｎ＋１ ＋Ｈ] ＋ 即为化合物中质量

数最相近的两种同位素标记形式的质荷比ꎮ

根据式(３)计算可知对于 １３Ｃꎬ１５Ｎ 标记、Ｃ、Ｄ
标记及 Ｎ、Ｄ 标记氨基酸ꎬ其最大同位素偏差分别

为 ３０、１０ 和 ４００ μｇ / ｍＬꎬ满足偏差小于仪器质量

轴偏差(<５ μｇ / ｍＬ)的要求ꎬ可参照 ＨＧ / Ｔ ５９４２—
２０２１ 标准[２１]ꎬ直接根据双标记氨基酸各同位素

的信号强度进行丰度计算ꎬ如式(４)所示ꎮ
Ｅ ＝ ∑(ｎ􀅰ｘｎ) / ｎ (４)

　 　 式中ꎬｎ 为标记化合物同位素标记个数ꎻｘｎ 为标记化合物中

对应标记个数的同位素分布百分比ꎮ

尽管如此ꎬ在每次进样前仍需使用校正液对

质量轴进行校正ꎬ确保仪器质量轴稳定且仪器偏

差小于各同位素异数体的相对同位素偏差ꎮ
２􀆰 ２ 　 同位素丰度分析方法研究

以 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸为例ꎬ分别对样品浓度ꎬ
质谱扫描张数等可能影响同位素丰度检测结果的

因素进行考察ꎬ确定同位素标记氨基酸样品的最

佳检测条件ꎻ通过多次进样分析等对方法的准确

性和稳定性进行考察ꎮ
２􀆰 ２􀆰 １ 　 ＬＣ￣ＨＲＭＳ 谱图分析

在正离子模式下对 １３Ｃ２ꎬ １５Ｎ￣甘氨酸进行液

质联用分析ꎬ质谱图如图 １ 所示ꎬ由于双标记化合

物可能存在未完全标记的情况ꎬ因此在 ＥＳＩ＋质谱

图中可能存在[ １３Ｃ２Ｈ５
１５ＮＯ２＋Ｈ] ＋、[ １３ＣＣＨ５

１５ＮＯ２＋
Ｈ] ＋、 [ １３ Ｃ２Ｈ５ＮＯ２ ＋ Ｈ] ＋、 [ １３ ＣＣＨ５ＮＯ２ ＋ Ｈ] ＋、
[Ｃ２Ｈ５

１５ＮＯ２＋Ｈ] ＋、[Ｃ２Ｈ５ＮＯ２＋Ｈ] ＋这 ６ 种分子离

子峰ꎬ其精确质荷比可通过软件或原子精确质量

计算ꎮ 根据化合物的质谱图ꎬ结合同位素丰度的

计算方法即可完成同位素丰度的计算ꎮ

图 １　 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸质谱图

Ｆｉｇ.１　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ

２􀆰 ２􀆰 ２ 　 峰面积 /峰强度计算对比

由式(４)可知同位素丰度是由同位素分布百

分比和标记个数计算得到的ꎬ峰面积和峰强度均

可代表化合物的质谱响应ꎬ进而得到不同同位素

标记模式分子离子峰的百分比用于同位素丰度的

计算ꎬ不同方式的计算结果可能存在较大差异ꎬ因
此考察了峰面积和峰强度两种不同标记形式百分

比计算形式下双标记甘氨酸的同位素丰度ꎬ重复

测量 ３ 次考察计算方法的稳定性ꎮ
表 １ 　 以峰面积和峰强度计算 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸

同位素丰度的结果对比

Ｔａｂ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ ｉｓｏｔｏｐｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｓ ｐｅａｋ ａｒｅａ ａｎｄ ｐｅａｋ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

检测次数
计算依据

峰强度 峰面积

１ ９８􀆰 ９３ ９９􀆰 ０４

２ ９９􀆰 ０７ ９９􀆰 １８

３ ９９􀆰 ２６ ９８􀆰 ９９

同位素丰度 / (ａｔｏｍ％) ９９􀆰 ０８ ９９􀆰 ０７

相对标准偏差(ｎ＝ ３) / ％ ０􀆰 １４ ０􀆰 ０８

　 　 结果如表 １ 所示ꎬ以峰强度计算得到的同位

素丰度为 ９９􀆰 ０８％ꎬ相对标准偏差为 ０􀆰 １４％ꎬ以峰

面积计算得到的同位素丰度为 ９９􀆰 ０７％ꎬ相对标

准偏差为 ０􀆰 ０８％ꎮ 两种计算方式得到的结果基

本一致ꎬ相对标准偏差均小于 ０􀆰 ２％ꎬ说明稳定性

良好ꎮ 以峰强度计算简单便捷ꎬ不需要对不同形

式的分子离子峰进行提取、积分等步骤ꎮ 因此ꎬ后
续实验中同位素丰度计算以峰强度为计算依据ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３ 　 样品浓度

样品浓度是影响同位素丰度检测准确性和稳

定性的关键因素ꎬ选择合适的样品浓度十分重要ꎮ
当样品浓度较低时ꎬ部分标记形式的分子离子峰

可能达不到检测阈值ꎬ从而导致同位素丰度计算

结果偏低ꎻ而过高的样品浓度则容易造成质谱污

染ꎬ影响后续样品检测ꎮ 分别对 ０􀆰 １、０􀆰 ２、０􀆰 ５、
０􀆰 ８、１、２ μｇ / ｍＬ 的 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸进行液质联用

分析ꎬ重复测量 ３ 次ꎬ根据同位素丰度值及相对标

准偏差确定样品的最佳分析浓度ꎮ
如图 ２ 和表 ２ 所示ꎬ当 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸浓度

为 ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ 时ꎬ计算得到的同位素丰度值为

９８􀆰 ２１％ꎬ相对标准偏差为 ０􀆰 ２８％ꎬ这可能是由于

样品浓度较低时ꎬ含量较低的未完全标记化合物

可能存在检测不到的情况ꎬ从而影响同位素丰度

的准确计算ꎻ随着样品浓度增加ꎬ同位素丰度计算

值也随之增加ꎻ当浓度增加至 １ μｇ / ｍＬ 时ꎬ同位

素丰度计算值趋于稳定(９９􀆰 ０３％)ꎬ相对标准偏差

小( ０􀆰 ０１％)ꎬ 且与试剂标示值 (同位素丰度:
９９％)基本一致ꎮ 因此后续实验选择样品浓度为

５８
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１ μｇ / ｍＬꎮ

图 ２　 不同浓度下 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸同位素丰度

Ｆｉｇ.２　 Ｉｓｏｔｏｐｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

表 ２ 　 不同浓度下 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸同位素丰度值及其

相对标准偏差

Ｔａｂ.２　 Ｉｓｏｔｏｐｉｃ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

样品浓度 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

同位素丰度值 /
(ａｔｏｍ％)

相对标准偏差
(ｎ＝ ３) / ％

０􀆰 １ ９８􀆰 ２１ ０􀆰 ２８
０􀆰 ３ ９８􀆰 ７０ ０􀆰 ０３
０􀆰 ５ ９８􀆰 ７９ ０􀆰 ０４
０􀆰 ８ ９８􀆰 ８４ ０􀆰 ０７
１􀆰 ０ ９９􀆰 ０３ ０􀆰 ０１
２􀆰 ０ ９９􀆰 ００ ０􀆰 ０５

２􀆰 ２􀆰 ４ 　 质谱图扫描张数

质谱图扫描张数对于丰度计算结果准确性也

可能存在一定影响ꎬ对浓度为 １ μｇ / ｍＬ 的 １３Ｃ２ꎬ
１５Ｎ￣甘氨酸进行同位素丰度分析ꎬ分别取包含峰
顶点在内的不同时间窗口ꎬ如图 ３ 中所标识窗口ꎬ
质谱图叠加进行同位素丰度计算ꎬ结果见表 ３ꎬ不
同时间窗口下同位素丰度计算值相对标准偏差为

０􀆰 ０２％ꎬ平均丰度为 ９９􀆰 ０８％ꎬ说明质谱图扫描张

数对同位素丰度计算值的影响不大ꎮ 田甜等[２２]

研究表明ꎬ当质谱图分析数量为 １０ 时ꎬ结果的精

密度和准确度可满足同位素丰度计算要求ꎮ 因

此本文中ꎬ质谱图选取条件为在包含峰顶点在

内的时间窗口内随机取 １０ 张或以上质谱图进

行叠加分析ꎮ

图 ３　 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸提取离子流图

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ

表 ３ 　 不同时间窗口下 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸丰度值

Ｔａｂ.３　 Ｉｓｏｔｏｐｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ ｗｉｔｈｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｗｉｎｄｏｗｓ

　 时间窗口 / ｍｉｎ 扫描张数 同位素丰度值 / (ａｔｏｍ％)

１ ０􀆰 ７４ １ ９９􀆰 ０６

２ ０􀆰 ７３~０􀆰 ７５ ５ ９９􀆰 ０６

３ ０􀆰 ７１~０􀆰 ７６ １５ ９９􀆰 ０８

４ ０􀆰 ６９~０􀆰 ７８ ２１ ９９􀆰 １１

５ ０􀆰 ７０~０􀆰 ８１ ２６ ９９􀆰 ０９

平均值 / (ａｔｏｍ％) ９９􀆰 ０８

相对标准偏差 / ％ ０􀆰 ０２

２􀆰 ２􀆰 ５ 　 分子离子峰信号响应

各标记形式化合物的质谱峰强度与同位素丰

度计算值的准确性密切相关ꎬ而质谱仪的质量歧

视效应[２３]可能会导致某些标记形式化合物的分

子离子峰强度降低或未检出ꎬ从而影响同位素丰

度值计算ꎮ 由于质量歧视效应客观存在且无法被

消除ꎬ因此拟通过对 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸天然同位素

(即 Ｍ＋１ꎬＭ＋２)分子离子峰的理论峰强度占比和

实测值的比较ꎬ间接考察了高分辨的质量歧视效

应ꎮ 如表 ４ 所示ꎬ理论同位素峰强度占比和实测

值的偏差<５％ꎬ间接说明质谱仪器的质量歧视效

应较小ꎬ对于同位素丰度的计算影响较小[２４]ꎮ 因

此ꎬ在同位素丰度计算时可忽略质量歧视效应ꎬ直
接利用公式进行丰度计算ꎮ

表 ４ 　 １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣甘氨酸天然同位素峰强度对比

Ｔａｂ.４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｉｓｏｔｏｐｅ ｐｅａｋ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ
１３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ

精确
质量数

理论峰
强度

理论峰强度
占比 / ％

实测峰
强度

实测峰强度
占比 / ％

偏差 /
％

７９􀆰 ０４３ １ １００ ９９􀆰 １０ １００ ９９􀆰 １４ —

８０􀆰 ０４８ ８ ０􀆰 ６２ ０􀆰 ６１ ０􀆰 ５９ ０􀆰 ５９ ３􀆰 ２８

８１􀆰 ０４７ ８ ０􀆰 ２９ ０􀆰 ２９ ０􀆰 ２８ ０􀆰 ２８ ３􀆰 ４５

２􀆰 ２􀆰 ６ 　 方法精密度

对浓度为 １ μｇ / ｍＬ 的 １３Ｃ２ꎬ １５Ｎ￣甘氨酸重复

进样 ６ 次进行同位素丰度计算考察方法的稳定

性ꎮ 结果如表 ５ 所示ꎬ 计算得到 １３Ｃ 丰度为

９８􀆰 ８８％ꎬ １５Ｎ 丰 度 为 ９９􀆰 ３０％ꎬ 相 对 标 准 偏 差

(ＲＳＤ) 均为 ０􀆰 ０６％ꎬ总同位素丰度为 ９９􀆰 ０２％ꎬ
ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０５％ꎬ说明该方法精密度良好ꎮ

３　 方法应用

为考察方法的普适性ꎬ还对标记形式更为复

杂的 １３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２￣赖氨酸进行丰度计算ꎮ 如表 ６ 所

示ꎬ重复进样 ３ 次得到 １３Ｃ 平均丰度为 ９９􀆰 １７％ꎬ

６８
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Ｔａｂ.５　 Ｉｓｏｔｏｐｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １３Ｃ２ꎬ１５Ｎ￣ｇｌｙｃｉｎｅ

分析次数
总丰度 /
(ａｔｏｍ％)

１３Ｃ /
(ａｔｏｍ％)

１５Ｎ /
(ａｔｏｍ％)

１ ９９􀆰 ０４ ９８􀆰 ８７ ９９􀆰 ３６

２ ９９􀆰 ０５ ９８􀆰 ９１ ９９􀆰 ３３

３ ９９􀆰 ０２ ９８􀆰 ８９ ９９􀆰 ２７

４ ９８􀆰 ９６ ９８􀆰 ８２ ９９􀆰 ２３

５ ９９􀆰 １０ ９８􀆰 ９８ ９９􀆰 ３４

６ ９８􀆰 ９７ ９８􀆰 ８３ ９９􀆰 ２６

丰度平均值 / (ａｔｏｍ％) ９９􀆰 ０２ ９８􀆰 ８８ ９９􀆰 ３０

相对标准偏差 / ％ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０６

１５Ｎ 平 均 丰 度 为 ９９􀆰 ３１％ꎬ 总 同 位 素 丰 度 为

９９􀆰 ２１％ꎬ与试剂同位素丰度标示值(同位素丰度

值>９９􀆰 ２％)基本一致ꎬ相对标准偏差<０􀆰 ０４％ꎬ进
一步说明方法具有较高的准确性和稳定性ꎬ适用

于双标记氨基酸的丰度计算ꎬ也将为双标记同位

素试剂提供了一种新的质量控制方法ꎮ
表 ６ 　 １３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２ ￣赖氨酸丰度值计算

Ｔａｂ.６　 Ｉｓｏｔｏｐｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １３Ｃ６ꎬ１５Ｎ２ ￣Ｌｙｓｉｎｅ

　 总丰度 /
(ａｔｏｍ％)

１３Ｃ /
(ａｔｏｍ％)

１５Ｎ /
(ａｔｏｍ％)

１ ９９􀆰 ２０ ９９􀆰 １６ ９９􀆰 ３２

２ ９９􀆰 １９ ９９􀆰 １７ ９９􀆰 ２７

３ ９９􀆰 ２３ ９９􀆰 １９ ９９􀆰 ３４

丰度平均值 / (ａｔｏｍ％) ９９􀆰 ２１ ９９􀆰 １７ ９９􀆰 ３１

相对标准偏差 / ％ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０２

４　 结论

本文建立了基于高分辨液质联用的双标记氨

基酸同位素丰度检测方法ꎻ通过考察样品浓度、扫
描张数、信号响应等条件ꎬ对同位素丰度的分析方

法进行了系统研究ꎬ结果表明该方法具有良好的

准确性和稳定性ꎬ适用于双标记氨基酸的丰度测

定ꎮ 此外ꎬ该方法所需样品用量少ꎬ无需衍生化等

前处理ꎬ操作简便ꎬ可同时得到多种同位素丰度ꎬ
对于稳定同位素试剂质量控制、同位素示踪技术

研究等应用具有一定的指导作用ꎮ
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ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｏｆ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ｉｓ Ｄ１￣ＰＬＳ￣ＤＡ. Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅꎬｎｅｏａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅꎬ
ｄｅｏｘｙａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅꎬｄｅｈｙｄｒｏａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅꎬａｎｄ ｔｏｔａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ａｒｅ ＳＧ￣ＰＬＳＲꎬ
ＭＳＣ￣ＰＬＳＲꎬ Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＳＰＡ￣ＢＰＮＮꎬ ＭＳＣ￣ＳＰＡ￣ＢＰＮＮꎬ ａｎｄ Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＰＬＳＲꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃａｎ ａｃｈｉｅｖｅ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃꎻＡｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａꎻｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌꎻｂａｃｋｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｎｅｕｒａｌ
ｎｅｔｗｏｒｋꎻｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｍｅｔｈｏｄꎻｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 穿心莲为爵床科植物穿心莲 Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ
ｐａｎｉｃｕｌａｔａ(Ｂｕｒｍ.ｆ.) Ｎｅｅｓ 的干燥地上部分[１]ꎮ 目

前ꎬ商用穿心莲药材的栽培地区主要集中在广东、
福建、广西ꎬ年产量占全国 ９０％以上[２]ꎮ 但由于
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自然留种繁育、种植环境限制以及种植技术落

后等原因ꎬ出现成分含量不稳定、不同批次的产

品质量差异较大等问题ꎬ因此ꎬ种质资源的分类

十分必要ꎮ
二萜内酯类成分是穿心莲的主要功效成分ꎬ

具有抗炎、抗感染、抗肿瘤等药理作用[３ꎬ４]ꎮ 穿心

莲内酯、新穿心莲内酯、去氧穿心莲内酯、脱水穿

心莲内酯占总二萜内酯类的 ７５％以上[４]ꎬ为«中
国药典(２０２０ 版)»规定的定量成分[１]ꎮ 目前针

对以上 ４ 种活性物质的含量测定主要采用高效液

相色谱法和超高效液相色谱法[５￣７]ꎮ 这些检测方

法虽然选择性好、灵敏度高ꎬ但存在检测成本高、
时间长、试剂消耗量大等缺点ꎮ 因此ꎬ建立一种快

速、准确、高通量、无污染的检测方法十分必要ꎮ
光谱检测技术是一种快速、无损的检测方法ꎬ

它根据样品的发射、吸收、散射光谱谱系特征来鉴

别物质、测量物质含量信息ꎮ 常见的光谱技术有

拉曼光谱技术、近红外光谱技术和高光谱成像技

术等ꎬ其中ꎬ近红外光谱技术是一种行之有效的农

产品和食品质量分析技术ꎬ它利用产品中氢键

(如 Ｃ—Ｈ、Ｏ—Ｈ 和 Ｎ—Ｈ)的伸缩和弯曲振动来

获取信息ꎮ 赖秀娣等[８] 运用近红外光谱技术和

化学计量学方法ꎬ建立了穿心莲中穿心莲内酯的

含量预测模型ꎬ但仅测量穿心莲内酯的含量不足

以反映穿心莲的品质ꎬ而且传统的近红外方法只

从样品的一个点收集光谱数据ꎬ同时检测多个目

标仍具有挑战性ꎮ
高光谱成像技术是一种非接触式的光谱分析

方法ꎬ可以在光谱范围内采集大量的连续光谱数

据ꎬ以获取中药材表面感兴趣区域的光谱信息ꎮ
化学计量学是借助统计学、数学等学科方法探索

化学系统的测量值与系统状态之间的联系ꎮ 高光

谱成像技术结合化学计量学可实现对中药材的定

性判别和定量分析ꎮ 张璐等[９] 运用高光谱成像

技术ꎬ结合化学计量学ꎬ建立了 Ｄ２￣ＰＬＳ￣ＤＡ 模型ꎬ
实现了对不同产地酸枣仁的鉴别ꎻ史磊[１０] 基于高

光谱成像技术ꎬ运用最小二乘支持向量回归模型

和优化算法ꎬ实现了对三七皂苷含量的检测ꎮ 本

研究基于高光谱成像技术ꎬ结合化学计量学方法ꎬ
建立不同种质穿心莲药材的分类模型和穿心莲中

穿心莲内酯、新穿心莲内酯、去氧穿心莲内酯、脱
水穿心莲内酯以及上述 ４ 种穿心莲内酯类化合物

总含量的回归模型ꎬ为穿心莲品质的快速检测提

供新方法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭ Ｉ￣Ｃｌａｓｓ 型超高效液相色谱

仪(美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎻＨｙＳｐｅｘ 系列高光谱成像

光谱仪(挪威 Ｎｏｒｓｋ Ｅｌｅｋｔｒｏ Ｏｐｔｉｋｋ 公司)ꎮ
对照品穿心莲内酯、新穿心莲内酯、去氧穿心

莲内酯、脱水穿心莲内酯(９８％ꎬ北京倍特仁康生

物医药科技有限公司)ꎻ乙腈(色谱纯ꎬ美国默克

公司)ꎻ蒸馏水(北京屈臣氏蒸馏水有限公司)ꎮ
１􀆰 ２ 　 穿心莲样品

本研究团队前期基于系统选育方法从不同种

质来源的穿心莲中选育出 ６ 个品系ꎬ按表型性状

差异分别命名为 Ａ￣１~ Ａ￣６ꎬ全部品系移栽至广东

湛江栽培基地ꎮ 所有样品于 ２０２２ 年 ９ 月采自广

东湛江ꎬ包括 Ａ￣１(３０ 批次)、Ａ￣２(５０ 批次)、Ａ￣３
(３１ 批次)、Ａ￣４(６８ 批次)、Ａ￣５(１９ 批次)和 Ａ￣６
(１１ 批次)共 ２０９ 批次ꎮ 所有样品经中国中医科

学院中药资源中心杨健副研究员鉴定为爵床科植

物穿心莲 Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ( Ｂｕｒｍ. ｆ.) Ｎｅｅｓ
的干燥茎叶ꎬ样品收集后常温保存并研磨成粉末ꎬ
过 １００ 目筛ꎬ粉末密封在聚乙烯袋内并在 ４ ℃下

冷藏ꎮ 各粉末样品用于高光谱数据采集ꎬ并按 ７ ∶
３的比例将样品随机分成训练集和预测集用于后

续建模分析ꎮ
１􀆰 ３ 　 高光谱成像系统

高光谱成像设备ꎬ主要由 ２ 个高光谱相机、２
个 １５０ Ｗ / １２ Ｖ 卤钨灯、１ 个 ＣＣＤ 探测仪、１ 个移

动平台和仪器自带计算机与内置软件组成ꎮ 高光

谱相机为光谱范围为 ４１０ ~ ９９０ ｎｍ 的 ＳＮ０６０５
ＶＮＩＲ 可见￣近红外相机和光谱范围为 ９５０ ~ ２ ５００
ｎｍ 的 Ｎ３１２４ ＳＷＩＲ 短波红外相机ꎬ相机镜头的光

谱分辨率为 ６ ｎｍꎬ与样品的距离为 ２５ ｃｍꎮ 平台

移动速度为 １􀆰 ５ ｎｍ / ｓꎮ
１􀆰 ４ 　 高光谱图像采集、校正、兴趣区域数据提取

取约 ２ ｇ 穿心莲样品粉末于 ３５ ｍｍ×１２ ｍｍ
一次性培养皿中ꎬ振荡ꎬ使粉末表面平整ꎬ均匀分

布ꎮ 依次取 ５~１０ 个样品置于黑色水平移动平台

上ꎬ同时放置 Ｔｅｆｌｏｎ 白板ꎬ扫描ꎬ获得穿心莲粉末

光谱数据ꎮ 扫描过程中ꎬＳＮ０６０５ ＶＮＩＲ 可见￣近红

外相机镜头积分时间为 ４ ０００ μｓꎬ 帧时间为

１９ ０００ꎻＮ３１２４ ＳＷＩＲ 短波红外相机镜头积分时间

０９
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为 ５ ４００ μｓꎬ帧时间为 ４９ ５３５ꎮ
为了消除图像采集过程中光源分布不均匀、

照射不稳定和相机镜头暗电流等因素对样品数据

的影响ꎬ需用仪器自带 ＲＡＤ 校正软件对原始高光

谱图像进行 ＲＡＤ 校正ꎮ 随后进行黑白校正ꎬ校正

公式如(１)所示ꎮ
Ｒ ＝ (Ｒｒａｗ － Ｒｄ) / (Ｒｗ － Ｒｄ) (１)

　 　 式中ꎬＲ 为校正后的光谱数据ꎻＲｒａｗ 为原始光谱数据ꎻＲｗ 为

从反射率为 ９９％的白板获得的白色参考数据ꎻＲｄ 为关灯并遮挡

相机镜头获得的暗参考数据ꎮ

校正后ꎬ采用 ＥＮＶＩ ５􀆰 ３ 软件进行兴趣区域提

取ꎬ兴趣区域内的平均相对反射率即样品的 Ｒａｗ
Ｄａｔａꎮ
１􀆰 ５ 　 含量测定

穿心莲样品中穿心莲内酯、新穿心莲内酯、去
氧穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯含量参照«中国

药典(２０２０ 版)» [１]穿心莲项下含量测定方法并做

适当改进ꎮ 采用超高效液相色谱法ꎬ以 ＡＣＱＵＩＴＹ
ＵＰＬＣＴＭ ＢＥＨ Ｃ１８(１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍꎬ１􀆰 ８ μｍ)为色

谱柱ꎻ以水(Ａ)￣乙腈(Ｂ)为流动相ꎬ进行梯度洗脱

(０~７􀆰 ５ ｍｉｎꎬ２０％ Ｂ→２５％ Ｂꎻ７􀆰 ５ ~ ９ ｍｉｎꎬ２５％ Ｂ
→２８％ Ｂꎻ９~１５ ｍｉｎꎬ２８％ Ｂ→３２％ Ｂꎻ１５~１６ ｍｉｎꎬ
３２％ Ｂ→３５％ Ｂꎻ１６~１７ ｍｉｎꎬ３５％ Ｂ→９０％ Ｂꎻ１７~
１９ ｍｉｎꎬ９０％ Ｂꎻ１９ ~ ２０ ｍｉｎꎬ９０％ Ｂ→２０％ Ｂꎻ２０ ~
２２ ｍｉｎꎬ ２０％ Ｂ)ꎻ流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温为

３５ ℃ꎻ进样量为 １􀆰 ０ μＬꎬ检测波长为 ２０５ ｎｍꎮ
１􀆰 ６ 　 光谱数据预处理

为了减少背景、噪声以及其他因素引起的误

差ꎬ提高模型预测能力及稳定性ꎬ采用成性散射校

正(Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｖｅ ｓｃａｔｔｅｒ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎꎬＭＳＣ)、一阶导

数(Ｆｉｒｓｔ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅꎬＤ１)、二阶导数(Ｓｅｃｏｎｄ ｄｅｒｉｖａ￣
ｔｉｖｅꎬＤ２)、ＳＧ 平滑(Ｓａｖｉｔｚｋｙ￣ＧｏｌａｙꎬＳＧ)４ 种方法对

光谱数据进行预处理ꎮ
Ｄ１、Ｄ２ 属于基线校正ꎬ可以扣除仪器背景或

漂移对信号的影响ꎬＤ１ 用来扣除斜线和曲线背

景ꎻＤ２ 可以提高光谱分别率ꎻＭＳＣ 属于散射校

正ꎬ用来消除颗粒分布不均匀及颗粒大小差异产

生的散射现象和光程变换对漫反射的影响ꎻＳＧ 属

于平滑处理ꎬ对光谱曲线进行平滑ꎬ消除光谱信号

中的随机噪声ꎬ提高样本信号的信噪比[１１]ꎮ
１􀆰 ７ 　 模型的建立

采用 偏 最 小 二 乘 判 别 分 析 ( Ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ
ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＰＬＳ￣ＤＡ)对不同种质

的穿心莲进行分类鉴别ꎻ采用偏最小二乘回归

(Ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎꎬＰＬＳＲ)、反向传播

神 经 网 络 ( Ｂａｃｋ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋꎬ
ＢＰＮＮ)、随机森林回归(Ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎꎬ
ＲＦＲ)对穿心莲化学成分含量进行预测ꎮ

ＢＰＮＮ 是一种常用的人工神经网络模型ꎬ由
输入层、隐藏层和输出层等 ３ 个或多个神经元组

成ꎮ 在分析过程中ꎬ每个神经元接收来自上一层

神经元的输入ꎬ并通过激活函数将其转换为输出ꎮ
通过多次迭代训练ꎬ调整神经元之间的权重ꎬ使得

实际值与预测值尽可能接近[１２]ꎮ ＰＬＳＲ 是一种多

元回归方法ꎬＰＬＳ￣ＤＡ 是一种分类方法ꎬ它们都是

基于偏最小二乘法的统计分析技术ꎮ ＰＬＳＲ 模型

能很好地解决自变量之间多重自相关性的问题ꎬ
能提取出相对系统解释能力最强的变量ꎬ尽可能

地排除无作用的信息[１３]ꎮ ＲＦＲ 是一种基于

Ｂａｇｇｉｎｇ 技术和决策树的算法ꎬ对于某个实测样

本ꎬ可构建含 Ｋ 棵决策树的 ＲＦＲ 模型ꎬ每棵决策

树分别输出预测结果ꎬ取 Ｋ 棵树的预测均值作为

最终结果ꎮ ＲＦＲ 模型并行建立 Ｋ 棵树ꎬ对于大样

本数据集仍能快速处理[１４]ꎮ
１􀆰 ８ 　 模型的评估

采用模型准确率以及混淆矩阵对分类模型的

性能进行评价ꎮ 混淆矩阵是分类模型预测结果的

评价方式ꎬ具体的评价指标包括准确率(Ａｃｃｕｒａｃｙ)、
灵敏度(Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ)和特异性( Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ) [１５]ꎬ各
指标的计算公式如(２)所示:

Ａｃｃｕｒａｃｙ ＝ (ＴＰ ＋ ＴＮ) / (ＴＰ ＋ ＦＮ ＋ ＦＰ ＋ ＴＮ)
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ＝ ＴＰ / (ＴＰ ＋ ＦＰ)
Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ＝ ＴＮ / (ＴＮ ＋ ＦＰ (２)

　 　 式中ꎬＴＰ 为真阳性样本数ꎻＴＮ 为真阴样本个数ꎻＦＰ 为个假

阳性样本ꎻＦＮ 为假阴性样本数ꎮ

采用训练集和预测集的决定系数(Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬ Ｒ２ )、 均方根误差 ( Ｒｏｏｔ ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅｓ ｅｒｒｏｒꎬ ＲＭＳＥ) 和预测集剩余预测残差

(Ｒｅｓｉｄｕａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬＲＰＤ)评估回归模

型的性能ꎮ Ｒ２ 越接近 １ꎬＲＭＳＥ 越小ꎬＲＰＤ 越大ꎬ
模型的性能越好[１６]ꎮ 若 ０􀆰 ６０ <Ｒ２ < ０􀆰 ８０ꎬ１􀆰 ５０ <
ＲＰＤ<２􀆰 ５０ꎬ表明该模型可以用于预测ꎻ若 ０􀆰 ８１<
Ｒ２<０􀆰 ９０ꎬ２􀆰 ５１<ＲＰＤ<３􀆰 ０ꎬ表明该模型具有良好

的预测性能ꎻ若 Ｒ２ >０􀆰 ９０ꎬＲＰＤ>３􀆰 ０ꎬ表明该模型

具有优异的预测能力ꎮ
１􀆰 ９ 　 数据处理及分析软件

图像校正软件为高光谱成像系统 ＨｙＳｐｅｘ

１９



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４６ 卷第 ６ 期

ＲＡＤ 软件(挪威 Ｎｏｒｓｋ Ｅｌｅｋｔｒｏ Ｏｐｔｉｋｋ 公司)ꎬ黑白

板校正和兴趣区域提取软件为 ＥＮＶＩ ５􀆰 ３ꎬ光谱数

据预处理及预测模型构建软件为 Ｍａｔｌａｂ ２０２０ａꎬ
脚本均为课题组自编ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 不同种质的穿心莲化学成分含量分析

不同种质的穿心莲样品含量如图 １ 所示ꎬ穿心

莲内酯的含量最高ꎬ范围为 ２８􀆰 １６~６２􀆰 １９ ｍｇ / ｇꎬ脱
水穿心莲内酯的含量最低ꎬ范围为 １􀆰 ０１ ~ ４􀆰 ７６
ｍｇ / ｇꎬ新穿心莲内酯和去氧穿心莲内酯的含量范

围分别为 ２􀆰 ５６ ~ ８􀆰 ０９ ｍｇ / ｇ、１􀆰 ０３ ~ １０􀆰 ２５ ｍｇ / ｇꎮ
不同种质的穿心莲样品穿心莲内酯、新穿心莲内

酯、去氧穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的含量有

差异ꎬ穿心莲内酯平均含量最高的为 Ａ￣１ꎬ其余种

质的平均含量相差不大ꎻ新穿心莲内酯平均含量

最高的为 Ａ￣５ꎬ最低的为 Ａ￣２ꎻ去氧穿心莲内酯中

Ａ￣１、Ａ￣２ 的平均含量较高ꎬＡ￣６ 的最低ꎻ脱水穿

心莲内酯中 Ａ￣１、Ａ￣２ 的平均含量高于其余种质

的ꎮ 就穿心莲内酯类总含量而言ꎬＡ￣１ 的平均含

量最高ꎬＡ￣５ 次之ꎬＡ￣２、Ａ￣３ 和 Ａ￣４ 的相差不大ꎬ
Ａ￣６ 最低ꎮ

图中折线为化学成分含量的平均值连接线

ａ.穿心莲内酯ꎻｂ.新穿心莲内酯ꎻｃ.去氧穿心莲内酯ꎻｄ.脱水穿心莲内酯ꎻｅ.穿心莲内酯类总含量

图 １　 不同种质穿心莲样品化学成分含量的箱式图

Ｆｉｇ.１　 Ｂｏｘ ｐｌｏｔ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ ｏｆ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ

２􀆰 ２ 　 光谱曲线分析

对不同种质的穿心莲样品 Ｒａｗ Ｄａｔａ 求平均

值ꎬ绘制平均光谱曲线图(图 ２ａ)ꎮ 从总体上看ꎬ
不同种质的穿心莲平均光谱曲线变化趋势较为相

似ꎮ 光谱曲线在 ５５０ ｎｍ 处形成吸收峰ꎬ在 ６７０ ~
１ ３００ ｎｍ 内呈上升趋势ꎬ尤其是 ６７０ ~ ９６０ ｎｍꎬ反
射率急剧增大ꎬ在 １ ３００~２ ５００ ｎｍ 范围内呈波动

下降趋势ꎬ有明显的吸收峰和吸收谷ꎮ 对不同峰

值进行归因ꎬ５５０ ｎｍ 附近的吸收峰对应 Ｏ—Ｈ 的

第五泛音ꎻ８４０ ｎｍ 附近的吸收与 Ｃ􀪅􀪅Ｃ—Ｈ 中

Ｃ—Ｈ 的第三泛音有关ꎻ９７０ ｎｍ 附近的吸收由

Ｏ—Ｈ 的第二泛音引起ꎻ１ １２０ ｎｍ 处的吸收峰和

１ ３００~１ ４００ ｎｍ 区域的吸收与 Ｃ—Ｈ 的第二拉伸

泛音有关ꎻ１ ４７０ ｎｍ 处的吸收对应 Ｏ—Ｈ 的第一

泛音ꎻ１ ６００~ １ ７００ ｎｍ 处的吸收与 Ｃ—Ｈ 的第一

泛音有关ꎻ１ ９５０~２ ０００ ｎｍ 范围的吸收与酯键中

Ｃ􀪅􀪅Ｏ 的第二拉伸泛音有关ꎻ在 ２ ０００ ｎｍ 处的吸

收峰与 Ｏ—Ｈ 伸缩振动和弯曲振动有关ꎬ２ ２００
ｎｍ 处是 Ｃ—Ｈ 和 Ｃ—Ｏ 的联合吸收峰ꎻ２ ３７０ ｎｍ
附近的吸收对应 Ｃ—Ｈ 的第二泛音[１７￣２０]ꎮ 不同种

质的穿心莲吸收峰的位置具有较为相似的特征ꎬ
但吸收强度存在差异ꎬ说明不同种质的穿心莲化

学成分种类差异不大ꎬ但含量存在差异ꎮ
对 Ｒａｗ Ｄａｔａ 和预处理后的光谱数据绘图ꎬ结

果见图 ２ｂ~２ｆꎮ 原始光谱图(图 ２ｂ)谱线重叠ꎬ基
线漂移ꎬ难以直接观察吸收峰ꎮ 经 Ｄ１、Ｄ２ 预处理

后ꎬ光谱曲线基线基本水平ꎬ吸收峰特征明显ꎬ尤
其是 Ｄ２ 预处理后ꎬ但也引入了噪声ꎮ 与图 ２ｂ 相

比ꎬ图 ２ｅ 光谱曲线更平滑ꎬ图 ２ｆ 光谱曲线间距明

显缩小ꎮ

２９
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ａ.平均光谱ꎻｂ.原始光谱ꎻｃ.Ｄ１ 预处理ꎻｄ.Ｄ２ 预处理ꎻｅ.ＳＧ 预处理ꎻｆ.ＭＳＣ 预处理

图 ２　 不同种质穿心莲的平均光谱曲线、原始光谱曲线和预处理光谱曲线

Ｆｉｇ.２　 Ａｖｅｒａｇｅ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｃｕｒｖｅꎬｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｃｕｒｖｅꎬａｎｄ ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ ｏｆ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ

２􀆰 ３ 　 不同种质的穿心莲分类性能评估

将穿心莲样品 Ｒａｗ Ｄａｔａ 经 Ｄ１、Ｄ２、ＳＧ、ＭＳＣ
预处理后ꎬ建立 ＰＬＳ￣ＤＡ 模型ꎬ结果见表 １ꎮ Ｒａｗ
Ｄａｔａ 和不同预处理后的光谱数据建立的模型训

练集和预测集准确率均大于 ９０％ꎬ经 Ｄ１、Ｄ２、ＭＳＣ
预处理后ꎬ模型的训练集和预测集准确率分别提

高 ４􀆰 １％和 ４􀆰 ６％、４􀆰 １％和 ２􀆰 ７％、０􀆰 ２％和 ２􀆰 ７％ꎮ
Ｄ１￣ＰＬＳ￣ＤＡ 模型的性能最好ꎬ预测结果的混淆矩

阵如图 ３ 所示ꎬ不同种质的灵敏度均大于 ９０％ꎬ精
确率均大于 ７５％ꎮ 因此ꎬ对于不同种质的穿心莲

样品ꎬ利用高光谱技术ꎬ结合有效的预处理方法ꎬ
可建立 ＰＬＳ￣ＤＡ 模型加以鉴别ꎮ 其原因可能是不

同种质的穿心莲药材穿心莲内酯类成分含量差异

较大ꎮ
表 １ 　 不同种质的穿心莲在各种预处理方法下

建立的 ＰＬＳ￣ＤＡ 模型的分类准确率

Ｔａｂ.１　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ＰＬＳ￣ＤＡ ｍｏｄｅｌｓ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ ｏｆ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ

预处理 训练集 预测集

Ｒａｗ Ｄａｔａ ０􀆰 ９５３ ０􀆰 ９１７

Ｄ１ ０􀆰 ９９４ ０􀆰 ９６３

Ｄ２ ０􀆰 ９９４ ０􀆰 ９４４

ＳＧ ０􀆰 ９５３ ０􀆰 ９００

ＭＳＣ ０􀆰 ９５５ ０􀆰 ９４４

图 ３　 不同种质的穿心莲 Ｄ１￣ＰＬＳ￣ＤＡ 分类模型

预测集预测结果的混淆矩阵

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｎｆｕｓｉｏｎ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ
Ｄ１￣ＰＬＳ￣ＤＡ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｅｔｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ ｏｆ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ

２􀆰 ４ 　 穿心莲中 ４ 种穿心莲内酯类化合物的含量

预测评估

２􀆰 ４􀆰 １ 　 基于全波长数据预测穿心莲中 ４ 种穿心

莲内酯类化合物的含量

利用穿心莲样品 Ｒａｗ Ｄａｔａꎬ结合含量测定结

果ꎬ分别建立穿心莲内酯、新穿心莲内酯、去氧穿

心莲内酯、脱水穿心莲内酯和穿心莲内酯类总含

量的 ＰＬＳＲ、ＢＰＮＮ、ＲＦＲ 模型ꎬ结果见表 ２ꎮ 穿心

莲内酯、新穿心莲内酯、穿心莲内酯类总含量的

ＰＬＳＲ 模型性能最好ꎬＢＰＮＮ 模型次之ꎬ去氧穿心

莲内酯、脱水穿心莲内酯的 ＢＰＮＮ 模型性能最好ꎬ
ＰＬＳＲ 次之ꎬ除脱水穿心莲内酯外ꎬ其余 ３ 种穿心

莲内酯类化合物及穿心莲内酯类总含量的 ＲＦＲ

３９
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模型预测集 Ｒ２ 均小于 ０􀆰 ６ꎬＲＰＤ 值均小于 １􀆰 ５ꎬ预
测效果不理想ꎮ
表 ２ 　 穿心莲全波段 Ｒａｗ Ｄａｔａ 不同模型的预测结果

Ｔａｂ.２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｆｕｌｌ ｂａｎｄ Ｒａｗ Ｄａｔａ ｏｆ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ

化学成分 模型
训练集 预测集

Ｒ２ ＲＭＳＥ Ｒ２ ＲＭＳＥ ＲＰＤ

穿心莲内酯
ＰＬＳＲ
ＢＰＮＮ
ＲＦＲ

０􀆰 ８３５
０􀆰 ８０４
０􀆰 ７６１

２􀆰 ６７
２􀆰 ９０
３􀆰 ２１

０􀆰 ８２３
０􀆰 ７３５
０􀆰 １９５

２􀆰 ８０
３􀆰 ４２
５􀆰 ９７

２􀆰 ３２
１􀆰 ６７
０􀆰 ５４

新穿心莲内酯
ＰＬＳＲ
ＢＰＮＮ
ＲＦＲ

０􀆰 ９０１
０􀆰 ９０６
０􀆰 ６８１

０􀆰 ３６
０􀆰 ３６
０􀆰 ６５

０􀆰 ７５８
０􀆰 ７０６
０􀆰 ００４

０􀆰 ５１
０􀆰 ５６
１􀆰 ０３

２􀆰 １０
１􀆰 ９９
０􀆰 ５５

去氧穿心莲
内酯

ＰＬＳＲ
ＢＰＮＮ
ＲＦＲ

０􀆰 ９５４
０􀆰 ９６７
０􀆰 ８３２

０􀆰 ３４
０􀆰 ２９
０􀆰 ６５

０􀆰 ９０９
０􀆰 ９４６
０􀆰 ５４６

０􀆰 ５２
０􀆰 ４０
１􀆰 １７

３􀆰 ７０
４􀆰 ５３
１􀆰 １４

脱水穿心莲
内酯

ＰＬＳＲ
ＢＰＮＮ
ＲＦＲ

０􀆰 ９７５
０􀆰 ９７８
０􀆰 ８９７

０􀆰 １４
０􀆰 １３
０􀆰 ２８

０􀆰 ８３３
０􀆰 ８４９
０􀆰 ６２５

０􀆰 ２５
０􀆰 ２３
０􀆰 ３７

２􀆰 ９１
３􀆰 ００
１􀆰 ９２

穿心莲内酯
类总含量

ＰＬＳＲ
ＢＰＮＮ
ＲＦＲ

０􀆰 ９０３
０􀆰 ８００
０􀆰 ７７９

２􀆰 ５４
３􀆰 ６５
３􀆰 ８３

０􀆰 ８５３
０􀆰 ８１８
０􀆰 ２８３

３􀆰 ０６
３􀆰 ３９
６􀆰 ７４

２􀆰 ７４
２􀆰 ０８
０􀆰 ７５

　 　 接着将经 Ｄ１、Ｄ２、ＳＧ、ＭＳＣ 预处理的光谱数

据结合含量测定结果分别建立 ＰＬＳＲ、ＢＰＮＮ 模

型ꎬ结果见表 ３ꎮ 在穿心莲内酯的含量预测中ꎬ与
ＢＰＮＮ 模型相比ꎬＰＬＳＲ 模型性能更好ꎬ具有更高

的 Ｒ２ 和 ＲＰＤ 值ꎮ 其中ꎬＳＧ￣ＰＬＳＲ 模型的训练集

和预测集的 Ｒ２ 分别为 ０􀆰 ８４１ 和 ０􀆰 ８２９ꎬＲＰＤ 值为

２􀆰 ３６ꎬ预测结果散点图如图 ４ａ 所示ꎬ斜率和 Ｒ２ 均

大于 ０􀆰 ８ꎬ表明 ＳＧ￣ＰＬＳＲ 模型可用于穿心莲内酯

的含量预测ꎮ 在新穿心莲内酯的含量预测方面ꎬ
与 ＢＰＮＮ 模型相比ꎬＰＬＳＲ 模型也展现出更佳的

性能ꎬ其中 ＭＳＣ￣ＰＬＳＲ 模型的训练集和预测集的

Ｒ２ 分别为 ０􀆰 ８９５ 和 ０􀆰 ７８３ꎬＲＰＤ 值为 ２􀆰 ２５ꎬ预测

结果散点图如图 ４ｂ 所示ꎬ斜率为 ０􀆰 ９３３ꎬＲ２ 为

０􀆰 ８０６ꎬ说明 ＭＳＣ￣ＰＬＳＲ 模型可用于新穿心莲内酯

的含量预测ꎮ 在去氧穿心莲内酯的含量预测中ꎬ
除 Ｄ２￣ＰＬＳＲ 和 Ｄ２￣ＢＰＮＮ 模型外ꎬ其余模型的训

练集和预测集 Ｒ２ 均大于 ０􀆰 ９ꎬＲＭＳＥ 值均趋近于

０ꎬＲＰＤ 值均大于 ３􀆰 ０ꎮ 其中ꎬＲａｗ Ｄａｔａ￣ＢＰＮＮ 模

型性能最好ꎬ预测结果散点图如图 ４ｃ 所示ꎬ斜率

接近 １ꎬＲ２ 大于 ０􀆰 ９ꎬ模型的预测值与参考值相差

较小ꎮ 在脱水穿心莲内酯的含量预测中ꎬ除 Ｄ２￣
ＰＬＳＲ 和 Ｄ２￣ＢＰＮＮ 模型外ꎬ其余模型均具有良好

的预测能力ꎮ 其中ꎬＭＳＣ￣ＢＰＮＮ 模型的训练集和

预测集 Ｒ２ 最大ꎬＲＭＳＥ 值最小ꎬＲＰＤ 值最大ꎮ 该

模型的预测结果散点图如图 ４ｄ 所示ꎬ斜率接近

１ꎬＲ２ 大于 ０􀆰 ９ꎬ模型的预测值与参考值的差值较

小ꎮ 在穿心莲内酯类总含量的预测方面ꎬＲａｗ
Ｄａｔａ￣ＰＬＳＲ、ＳＧ￣ＰＬＳＲ、Ｄ１￣ＰＬＳＲ 模型的训练集和

预测集 Ｒ２ 均大于 ０􀆰 ８ꎬＲＰＤ 值均大于 ２􀆰 ５ꎬ其中

Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＰＬＳＲ 模型性能最好ꎬ预测结果散点图

如图 ４ｅ 所示ꎬ斜率为 ０􀆰 ９６９ꎬＲ２ 为 ０􀆰 ８６７ꎮ

表 ３ 　 穿心莲全波段光谱数据经不同的方法预处理后建立的 ＰＬＳＲ 和 ＢＰＮＮ 模型的预测结果

Ｔａｂ.３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＬＳＲ ａｎｄ ＢＰＮＮ ｍｏｄｅｌｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｂａｎｄ
ｓｐｅｃｔｒａｌ ｄａｔａ ｏｆ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

化学成分 预处理

ＰＬＳＲ ＢＰＮＮ

训练集 预测集 训练集 预测集

Ｒ２ ＲＭＳＥ Ｒ２ ＲＭＳＥ ＲＰＤ Ｒ２ ＲＭＳＥ Ｒ２ ＲＭＳＥ ＲＰＤ

穿心莲内酯

Ｒａｗ Ｄａｔａ
Ｄ１
Ｄ２
ＳＧ
ＭＳＣ

０􀆰 ８３５
０􀆰 ８５０
０􀆰 ６７２
０􀆰 ８４１
０􀆰 ８３３

２􀆰 ６７
２􀆰 ５４
３􀆰 ７６
２􀆰 ６２
２􀆰 ６９

０􀆰 ８２３
０􀆰 ８４２
０􀆰 ６５８
０􀆰 ８２９
０􀆰 ８５４

２􀆰 ８０
２􀆰 ６５
３􀆰 ８９
２􀆰 ７５
２􀆰 ５５

２􀆰 ３２
２􀆰 ２６
１􀆰 ６７
２􀆰 ３６
２􀆰 ２５

０􀆰 ８０４
０􀆰 ７９７
０􀆰 ７６４
０􀆰 ７７７
０􀆰 ８３５

２􀆰 ９０
２􀆰 ９６
３􀆰 １９
３􀆰 １０
２􀆰 ６７

０􀆰 ７３５
０􀆰 ７５３
０􀆰 ６１７
０􀆰 ７６１
０􀆰 ７０９

３􀆰 ４２
３􀆰 ３０
４􀆰 １１
３􀆰 ２５
３􀆰 ５９

１􀆰 ６７
１􀆰 ５５
１􀆰 ５２
２􀆰 ０５
１􀆰 ７８

新穿心莲内酯

Ｒａｗ Ｄａｔａ
Ｄ１
Ｄ２
ＳＧ
ＭＳＣ

０􀆰 ９０１
０􀆰 ８６５
０􀆰 ８３０
０􀆰 ９００
０􀆰 ８９５

０􀆰 ３６
０􀆰 ４２
０􀆰 ４８
０􀆰 ３６
０􀆰 ３８

０􀆰 ７５８
０􀆰 ６０４
０􀆰 ５４１
０􀆰 ７７０
０􀆰 ７８３

０􀆰 ５１
０􀆰 ６５
０􀆰 ７０
０􀆰 ５０
０􀆰 ４８

２􀆰 １０
１􀆰 ５８
１􀆰 ３８
２􀆰 ２０
２􀆰 ２５

０􀆰 ９０６
０􀆰 ８８８
０􀆰 ７０５
０􀆰 ８２３
０􀆰 ９０５

０􀆰 ３６
０􀆰 ３９
０􀆰 ６３
０􀆰 ４９
０􀆰 ３６

０􀆰 ７０６
０􀆰 ４１７
０􀆰 ５３８
０􀆰 ６２２
０􀆰 ６２２

０􀆰 ５６
０􀆰 ７９
０􀆰 ７０
０􀆰 ６４
０􀆰 ６４

１􀆰 ９９
１􀆰 ４２
１􀆰 １８
１􀆰 ６４
１􀆰 ６０

去氧穿心莲内酯

Ｒａｗ Ｄａｔａ
Ｄ１
Ｄ２
ＳＧ
ＭＳＣ

０􀆰 ９５４
０􀆰 ９３６
０􀆰 ９０２
０􀆰 ９５１
０􀆰 ９４８

０􀆰 ３４
０􀆰 ４０
０􀆰 ５０
０􀆰 ３５
０􀆰 ３６

０􀆰 ９０９
０􀆰 ９３５
０􀆰 ８４４
０􀆰 ９０９
０􀆰 ９０５

０􀆰 ５２
０􀆰 ４４
０􀆰 ６９
０􀆰 ５２
０􀆰 ５４

３􀆰 ７０
４􀆰 １１
２􀆰 １６
３􀆰 ６７
３􀆰 ４８

０􀆰 ９６７
０􀆰 ９６３
０􀆰 ８７３
０􀆰 ９５２
０􀆰 ９６５

０􀆰 ２９
０􀆰 ３１
０􀆰 ５６
０􀆰 ３５
０􀆰 ３０

０􀆰 ９４６
０􀆰 ９２１
０􀆰 ８３０
０􀆰 ９３８
０􀆰 ９０５

０􀆰 ４０
０􀆰 ４９
０􀆰 ７２
０􀆰 ４３
０􀆰 ５４

４􀆰 ５３
３􀆰 ６３
１􀆰 ８７
４􀆰 １４
３􀆰 ６６

４９



第 ４６ 卷第 ６ 期 肖丹等:基于高光谱技术的穿心莲药材中穿心莲内酯类成分检测研究

续表

化学成分 预处理

ＰＬＳＲ ＢＰＮＮ

训练集 预测集 训练集 预测集

Ｒ２ ＲＭＳＥ Ｒ２ ＲＭＳＥ ＲＰＤ Ｒ２ ＲＭＳＥ Ｒ２ ＲＭＳＥ ＲＰＤ

脱水穿心莲内酯

Ｒａｗ Ｄａｔａ
Ｄ１
Ｄ２
ＳＧ
ＭＳＣ

０􀆰 ９７５
０􀆰 ９７０
０􀆰 ９３６
０􀆰 ９８４
０􀆰 ９８０

０􀆰 １４
０􀆰 １５
０􀆰 ２２
０􀆰 １１
０􀆰 １２

０􀆰 ８３３
０􀆰 ８２０
０􀆰 ７９０
０􀆰 ８５４
０􀆰 ８５５

０􀆰 ２５
０􀆰 ２５
０􀆰 ２８
０􀆰 ２３
０􀆰 ２３

２􀆰 ９１
２􀆰 ７６
２􀆰 ３４
３􀆰 １６
３􀆰 ０１

０􀆰 ９７８
０􀆰 ９７４
０􀆰 ８７３
０􀆰 ９７９
０􀆰 ９８５

０􀆰 １３
０􀆰 １４
０􀆰 ３１
０􀆰 １３
０􀆰 １１

０􀆰 ８４９
０􀆰 ８５８
０􀆰 ６９４
０􀆰 ８７２
０􀆰 ８８４

０􀆰 ２３
０􀆰 ２３
０􀆰 ３３
０􀆰 ２２
０􀆰 ２０

３􀆰 ００
２􀆰 ７０
１􀆰 ９９
３􀆰 ２０
３􀆰 ３１

穿心莲内酯类总含量

Ｒａｗ Ｄａｔａ
Ｄ１
Ｄ２
ＳＧ
ＭＳＣ

０􀆰 ９０３
０􀆰 ８８６
０􀆰 ８５２
０􀆰 ８８６
０􀆰 ８９８

２􀆰 ５４
２􀆰 ７６
３􀆰 １３
２􀆰 ７５
２􀆰 ６１

０􀆰 ８５３
０􀆰 ８５３
０􀆰 ７５４
０􀆰 ８４９
０􀆰 ８４２

３􀆰 ０６
３􀆰 ０６
３􀆰 ９５
３􀆰 １０
３􀆰 １６

２􀆰 ７４
２􀆰 ５１
２􀆰 ０５
２􀆰 ５９
２􀆰 ２７

０􀆰 ８００
０􀆰 ８９８
０􀆰 ６８０
０􀆰 ８３９
０􀆰 ８５６

３􀆰 ６５
２􀆰 ６０
４􀆰 ６１
３􀆰 ２７
３􀆰 １０

０􀆰 ８１８
０􀆰 ７１２
０􀆰 ６７１
０􀆰 ８１０
０􀆰 ７８７

３􀆰 ３９
４􀆰 ２８
４􀆰 ５７
３􀆰 ４７
３􀆰 ６８

２􀆰 ０８
１􀆰 ６８
１􀆰 １４
２􀆰 ２１
１􀆰 ８９

ａ.穿心莲内酯的 ＳＧ￣ＰＬＳＲ 模型ꎻｂ.新穿心莲内酯的 ＭＳＣ￣ＰＬＳＲ 模型ꎻｃ.去氧穿心莲内酯的 Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＢＰＮＮ 模型ꎻ
ｄ.脱水穿心莲内酯的 ＭＳＣ￣ＢＰＮＮ 模型ꎻｅ.穿心莲内酯类总含量的 Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＰＬＳＲ 模型

图 ４　 基于全波长建立的穿心莲化合物含量的最佳预测模型的参考值和预测值的散点图

Ｆｉｇ.４　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｆｕｌｌ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

　 　 综上所述ꎬ本研究分别建立了穿心莲内酯、新
穿心莲内酯、去氧穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯

的含量预测模型ꎬ实现了对上述 ４ 种穿心莲内酯

类化合物的含量预测ꎮ «中国药典(２０２０ 版)» [１]

规定ꎬ穿心莲药材中含穿心莲内酯、新穿心莲内

酯、去氧穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的总量不

得少于 １􀆰 ５％ꎬ鉴于此ꎬ本研究建立了穿心莲内

酯、新穿心莲内酯、去氧穿心莲内酯和脱水穿心莲

内酯的总含量的预测模型ꎬ为穿心莲品质快速检

测提供新方法ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２ 　 基于特征波长数据预测穿心莲中 ４ 种穿

心莲内酯类化合物的含量

根据全波长的预测结果ꎬ进一步选取一些预

测效果较好的模型结合 ＳＰＡ 来选择特征波长ꎮ

具体选择的模型为:用于预测穿心莲内酯的 ＳＧ￣
ＰＬＳＲ 模型、预测新穿心莲内酯的 ＭＳＣ￣ＰＬＳＲ 模

型、预测去氧穿心莲内酯的 Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＢＰＮＮ 模

型、预测脱水穿心莲内酯的 ＭＳＣ￣ＢＰＮＮ 模型和预

测穿心莲内酯类总含量的 Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＰＬＳＲ 模型ꎮ
ＳＰＡ 筛选的特征波长如图 ５ 所示ꎬ这些特征

波长大部分分布在吸收峰和吸收谷附近ꎮ 穿心莲

内酯、新穿心莲内酯、去氧穿心莲内酯、脱水穿心

莲内酯和穿心莲内酯类总含量筛选出的特征波长

数目分别为 １９、３４、２９、４９、１９ꎬ波长数目分别减少

为全 波 长 的 ４􀆰 ８０％、 ８􀆰 ５９％、 ７􀆰 ３２％、 １２􀆰 ３７％、
４􀆰 ８０％ꎮ 穿心莲内酯、新穿心莲内酯、去氧穿心莲

内酯和脱水穿心莲内酯的结构相似ꎬ均含有

—Ｃ􀪅􀪅Ｃ—、—ＣＯＯＲ 和—ＯＨ 官能团ꎮ 结合图 ２

５９
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可知ꎬＳＰＡ 筛选的特征波长与 ４ 种穿心莲内酯类

化合物的结构存在密切关系ꎮ 在 ４１０ ~ ６７０、９００ ~
１ ０００、１ ４７０ ｎｍ 附近选择的特征波长可能与 ４ 种

穿心莲内酯类化合物的—ＯＨ 有关ꎬ在 ８００~９００ ｎｍ
附近选择的特征波长可能与 ４ 种穿心莲内酯类化

合物的—Ｃ􀪅􀪅Ｃ—有关ꎬ在 １ ９５０ ~ ２ ０００、２ ２００ ｎｍ

区域选择的特征波长可能与 ４ 种穿心莲内酯类化

合物的—ＣＯＯＲ 有关ꎬ在 １ １２０、 １ ３００ ~ １ ４００、
１ ６００~１ ７００、２ ３７０ ｎｍ 附近选择的特征波长可能

与 ４ 种穿心莲内酯类化合物的—ＣＨ、—ＣＨ２、
—ＣＨ３ 有关ꎮ 因此ꎬ可通过穿心莲的光谱信息分

析其官能团信息ꎬ进而对穿心莲品质进行分析ꎮ

“□”即提取的特征波长

ａ.穿心莲内酯ꎻｂ.新穿心莲内酯ꎻｃ.去氧穿心莲内酯ꎻｄ.脱水穿心莲内酯ꎻｅ.穿心莲内酯类总含量

图 ５　 ＳＰＡ 筛选特征波长

Ｆｉｇ.５　 ＳＰＡ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｆｅａｔｕｒｅ ｂａｎｄｓ

　 　 经 ＳＰＡ 筛选后建模ꎬ预测结果见表 ４ꎮ 穿心

莲内酯的 ＳＧ￣ＳＰＡ￣ＰＬＳＲ 模型和新穿心莲内酯的

ＭＳＣ￣ＳＰＡ￣ＰＬＳＲ 模型的训练集和预测集 Ｒ２ 均大

于 ０􀆰 ６ꎬＲＰＤ 值均大于 １􀆰 ５ꎬ预测结果散点图如图

６ａ 和 ６ｂ 所示ꎬ斜率和 Ｒ２ 均大于 ０􀆰 ７５ꎬ说明经

ＳＰＡ 提取特征波长后ꎬ降低了穿心莲内酯和新穿

心莲内酯含量预测模型的复杂程度ꎬ在波长数量

有限的情况下实现了含量预测ꎮ 在去氧穿心莲内

酯的含量预测中ꎬ与全波长 Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＢＰＮＮ 模型

相比ꎬ提取特征波长后建立的 Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＳＰＡ￣
ＢＰＮＮ 模型ꎬＲＰＤ 值提高 ４􀆰 ４２％ꎬ预测结果散点图

如图 ６ｃ 所示ꎬ斜率接近 １ꎬＲ２ 大于 ０􀆰 ９ꎬ模型的预

测性能好ꎮ 在脱水穿心莲内酯的含量预测中ꎬ与
全波长 ＳＧ￣ＢＰＮＮ 模型相比ꎬ筛选特征波长后建立

的 ＳＧ￣ＳＰＡ￣ＢＰＮＮ 模型ꎬＲＰＤ 值提高 ７􀆰 ２５％ꎬ预测

结果散点图如图 ６ｄ 所示ꎬ斜率和 Ｒ２ 均大于 ０􀆰 ９ꎬ
模型的预测值与参考值相接近ꎮ 因此ꎬ在去氧穿

心莲内酯和脱水穿心莲内酯的含量预测中ꎬＳＰＡ
提取特征波长后ꎬ剔除了不相关变量ꎬ简化了建模

过程ꎬ提高了模型的精度ꎮ 在穿心莲内酯类总含

量的预测方面ꎬＲａｗ Ｄａｔａ￣ＳＰＡ￣ＰＬＳＲ 模型的训练

集和预测集 Ｒ２ 在 ０􀆰 ６１ ~ ０􀆰 ８０ 范围内ꎬＲＰＤ 值大

于 ２􀆰 ０ꎬ预测结果散点图如图 ６ｅ 所示ꎬ斜率大于

０􀆰 ８ꎬ说明该模型可用于穿心莲内酯类总含量的预

测ꎮ 因此ꎬＳＰＡ 筛选的特征波长可有效表征 ４ 种

穿心莲内酯类化合物的光谱信息ꎬ简化模型ꎬ为后

　 　 　 　 　 　表 ４ 　 穿心莲样品光谱数据经 ＳＰＡ 筛选后不同组合

模型的预测结果

Ｔａｂ.４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｄａｔａ ｏｆ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ｓａｍｐｌｅｓ

ａｆｔｅｒ ＳＰＡ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

化学成分 模型
特征波
长个数

训练集 预测集

Ｒ２ ＲＭＳＥ Ｒ２ ＲＭＳＥ ＲＰＤ
穿心莲内酯 ＳＧ￣ＰＬＳＲ １９ ０􀆰 ７８４ ３􀆰 ０５ ０􀆰 ８０５ ２􀆰 ９３ １􀆰 ９７
新穿心莲内酯 ＭＳＣ￣ＰＬＳＲ ３４ ０􀆰 ８２６ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ７５６ ０􀆰 ５１ １􀆰 ９８
去氧穿心莲
内酯

Ｒａｗ Ｄａｔａ￣
ＢＰＮＮ ２９ ０􀆰 ９６１ ０􀆰 ３１ ０􀆰 ９４７ ０􀆰 ４０ ４􀆰 ７３

脱水穿心莲
内酯

ＭＳＣ￣ＢＰＮＮ ４９ ０􀆰 ９８１ ０􀆰 １２ ０􀆰 ９１６ ０􀆰 １７ ３􀆰 ５５

穿心莲内酯类
总含量

Ｒａｗ Ｄａｔａ￣
ＰＬＳＲ １９ ０􀆰 ７９６ ３􀆰 ６９ ０􀆰 ７９４ ３􀆰 ６２ ２􀆰 ０８

６９
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ａ.穿心莲内酯的 ＳＧ￣ＳＰＡ￣ＰＬＳＲ 模型ꎻｂ.新穿心莲内酯的 ＭＳＣ￣ＳＰＡ￣ＰＬＳＲ 模型ꎻｃ.去氧穿心莲内酯的 Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＳＰＡ￣ＢＰＮＮ
模型ꎻｄ.脱水穿心莲内酯的 ＭＳＣ￣ＳＰＡ￣ＢＰＮＮ 模型ꎻｅ.穿心莲内酯类总含量的 Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＳＰＡ￣ＰＬＳＲ 模型

图 ６　 基于特征波长建立的穿心莲化合物含量的最佳预测模型的参考值和预测值的散点图

Ｆｉｇ.６　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓ ｐａｎｉｃｕｌａｔａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

续穿心莲品质检测专属小型化高光谱设备的开发

提供了方法参考ꎮ
２􀆰 ５ 　 分析与讨论

２􀆰 ５􀆰 １ 　 不同预处理方法对穿心莲中 ４ 种穿心莲

内酯类化合物含量预测模型的影响

含量预测模型构建前ꎬ对 Ｒａｗ Ｄａｔａ 进行合适

的预处理ꎬ可有效减少杂散光、噪声、基线漂移等

因素的干扰ꎬ提高模型精度ꎮ 在本研究中ꎬ采用了

Ｄ１、Ｄ２、ＭＳＣ、ＳＧ 这 ４ 种预处理方法ꎮ 其中ꎬＤ１ 是

一种基线校正方法ꎬ通过对重叠光谱进行拆分ꎬ增
大光谱曲线中波峰和波谷的特征ꎬ从而实现基线

校正[２１]ꎮ 在去氧穿心莲内酯的含量预测中ꎬ与
Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＰＬＳＲ 模型相比ꎬＤ１￣ＰＬＳＲ 模型的 ＲＰＤ
值提高了 １１􀆰 ０８％ꎬ说明经 Ｄ１ 预处理后ꎬ有效扣

除基线漂移对信号的影响ꎬ提高模型精度ꎮ Ｄ２ 也

是一种基线校正方法ꎬ但在本研究中ꎬ４ 种穿心莲

内酯类化合物的 Ｒａｗ Ｄａｔａ 经 Ｄ２ 预处理后建立的

模型ꎬ精度均未提高ꎬ可能是在预处理过程中ꎬ对
基线进行校正的同时ꎬ也放大了噪声ꎮ ＭＳＣ 属于

散射校正ꎬ在脱水穿心莲内酯的含量预测中ꎬ全波

段 Ｒａｗ Ｄａｔａ 经 ＭＳＣ 预处理后建模ꎬ无论是 ＰＬＳＲ
模型还是 ＢＰＮＮ 模型ꎬＲＰＤ 值均提高ꎬ这可能是

ＭＳＣ 消除了由于颗粒分布不均匀及颗粒大小不

同所产生的散射对光谱的影响[２２]ꎮ ＳＧ 是一种平

滑处理方法ꎬ在穿心莲内酯的含量预测中ꎬ最好的

模型即 ＳＧ￣ＰＬＳＲꎬ这可能与 ＳＧ 可以减小随机误

差ꎬ降低噪声ꎬ提高谱图信噪比有关[２２]ꎮ 因此ꎬ合
适的预处理方法ꎬ可以有效消除曲线漂移和散射

效应ꎬ增大光谱数据的信噪比ꎬ从而提高模型的准

确度和稳定性ꎮ
２􀆰 ５􀆰 ２ 　 ＳＰＡ 对穿心莲中 ４ 种穿心莲内酯类化合

物含量预测模型的影响

高光谱数据庞大ꎬ其中包含了大量的冗余信

息ꎬ数据间存在共线性和重叠问题ꎬ而且还可能存

在与待测样品性质无关的变量ꎬ因此ꎬ本研究运用

ＳＰＡ 筛选特征波长ꎬ减少数据的维度ꎬ简化模型ꎮ
在去氧穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的含量预测

中ꎬ经 ＳＰＡ 筛选后建立的模型ꎬＲＰＤ 值分别增加

４􀆰 ４２％和 ７􀆰 ２５％ꎬ模型精度提高ꎬ这与 ＳＰＡ 所选

择的波长具有最小的冗余和包含最多的特征相关

信息有关[２３]ꎮ 在穿心莲内酯、新穿心莲内酯和 ４
种穿心莲内酯类化合物总含量的预测模型构建

中ꎬ经 ＳＰＡ 筛选后建立的模型预测效果没有全波

段的好ꎬ这可能是在降维过程中ꎬ损失了部分重要

的光谱信息ꎬ导致模型精度有差距ꎬ但经 ＳＰＡ 筛

选后ꎬ减少了数据量ꎬ提高了运算效率ꎬ节省了运

算时间ꎮ

３　 结论

本实验以穿心莲为对象ꎬ研究了基于高光谱

７９
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技术的不同种质穿心莲药材的判别方法和穿心莲

化学成分含量的检测方法ꎮ 研究结果表明高光谱

技术结合化学计量学方法可实现穿心莲品质的准

确、快速检测ꎮ 对于不同种质穿心莲的判别ꎬ建立

Ｄ１￣ＰＬＳ￣ＤＡ 模型可获得较好的判别准确率ꎮ 对

于穿心莲内酯、新穿心莲内酯、去氧穿心莲内酯、
脱水穿心莲内酯和穿心莲内酯类总含量的检测ꎬ
最佳性能的模型分别为 ＳＧ￣ＰＬＳＲ、ＭＳＣ￣ＰＬＳＲ、
Ｒａｗ Ｄａｔａ￣ＳＰＡ￣ＢＰＮＮ、ＭＳＣ￣ＳＰＡ￣ＢＰＮＮ 和 Ｒａｗ Ｄａ￣
ｔａ￣ＰＬＳＲꎮ 该研究可为不同种质穿心莲品质的快

速准确检测提供方法和技术支持ꎬ但不足之处在

于未能使用优化算法对分类模型和回归模型进行

参数优化ꎬ后续将结合优化算法建立不同种质穿

心莲品质检测的分类模型和回归模型ꎬ提高模型

精度ꎮ
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摘要:建立了用氨基化多壁碳纳米管和 Ｃ１８ 作为净化剂ꎬ用超高效液相色谱￣串联质谱法同时快速测定牦牛肉中四环素

类、喹诺酮类和磺胺类等 ３１ 种抗生素残留的方法ꎬ牦牛肉经过均质ꎬ然后用 ２ ｍＬ(０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ)Ｎａ２ＥＤＴＡ￣ＭｃＬｌｖａｉｎｅ 试剂和

８ ｍＬ 乙腈超声提取ꎬ离心提取上清液后用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ(氨基化多壁碳纳米管和 Ｃ１８ 作为净化剂)法净化ꎬ浓缩定容后用

Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭ ＢＥＨ Ｃ１８ 柱分离ꎬ电喷雾正离子模式(ＥＳＩ＋)电离ꎬ多反应离子监测(ＭＲＭ)采集信号ꎬ外标法

定量ꎮ 研究结果表明:３１ 种抗生素残留在 １~２００ μｇ / ｋｇ 的线性范围内有良好线性关系( ｒ>０􀆰 ９９５ ０)ꎮ 方法的检出限和定

量限分别为 ０􀆰 ０６~０􀆰 ７７ 和 ０􀆰 １８~ ２􀆰 ３１ μｇ / ｋｇꎮ 空白加标样品在 ２０、１００ 和 ２００ μｇ / ｋｇ ３ 个浓度水平时ꎬ３１ 种兽药残留平

均回收率为 ６３％~１２６％ꎬ相对标准偏差为 ０􀆰 ６９％~１１􀆰 ５％(ｎ＝ ６)ꎬ方法快捷简单ꎬ方法重现性好、准确度高ꎬ适合对牦牛

肉中残留的 ３１ 种抗生素进行分析检测ꎮ
关键词:抗生素残留ꎻＱｕＥＣｈＥＲＳꎻ超高效液相色谱￣串联质谱ꎻ牦牛肉ꎻ净化剂
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１２６％ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ０􀆰 ６９％ ~ １１􀆰 ５％ (ｎ ＝ ６) ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２０ꎬ１００ ａｎｄ ２００ μｇ / ｋｇ ｂｌａｎｋ
ｌａｂｅｌｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ.Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｆａｓｔ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅꎬｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙꎬｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ３１ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｙａｋ ｍｅａｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｄｕｅꎻ ＱｕＥＣｈＥＲＳꎻ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ( ＵＰＬＣ￣ＭＳ)ꎻ ｙａｋ ｍｅａｔꎻ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｇｅｎｔ

　 　 牦牛生活在青藏高原的高海拔地区ꎬ是高寒

地区独有的畜牧品种[１]ꎬ我国是牦牛的发源地ꎬ
也是世界上牦牛数量最多的国家[２]ꎬ分布在青

海、西藏、四川、甘肃等地[２]ꎬ其肉具有“肉类之
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冠”的美称[３]ꎬ富含丰富的蛋白质和氨基酸ꎬ具有

较高的食用品质和营养价值[４]ꎮ 因牦牛的栖息

地生态自然环境好ꎬ污染较少ꎬ因此牦牛肉成为绝

佳的“绿色健康食品” [５]ꎮ 随着当地畜牧业的发

展ꎬ越来越多的人开始圈养牦牛[６]ꎬ饲养牦牛过

程中为了提高出栏率ꎬ缩短饲养的周期ꎬ降低染病

率ꎬ在养殖过程中大量使用抗生素ꎬ各种抗生素超

标的事件层出不穷ꎬ滥用抗生素对人体健康带来

显著的不良影响[７]ꎮ
ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理是在分散固相萃取技术基

础上发展起来的一种新型前处理方法[８]ꎬ具有经

济环保、快速简单、安全可靠等优点[９]ꎮ 随着技

术的发展ꎬ改良后的 ＱｕＥＣｈＥＲｓ 法广泛应用于农

药和兽药残留的分析与检测[１０]ꎮ 由于样品中基

质的干扰因素与目标化合物物理化学性质各异ꎬ
合理地选用和开发不同的基质吸附剂是重点研究

对象ꎮ
目前在农药和兽药残留检测中较为成熟的基

质净化剂主要有 Ｃ１８[１１]、ＰＳＡ[１２]、ＮＨ３
[１３] 和碳纳

米材料[１４]等ꎮ 其中ꎬ碳纳米管及其复合材料因其

优异的吸附性能和较高的比表面积被广泛应用于

农药残留及兽药残留的净化过程[１５]ꎮ 碳纳米管

有多壁碳纳米管和单壁碳纳米管ꎬ其中氨基化多

壁碳纳米管具有特殊的性质[１６]ꎬ大量微小的空

腔管道状结构ꎬ展现出强大的吸附性能[１７] ꎮ 利

用氨基化多壁碳纳米管预处理加快了样品制备

过程ꎬ可实现高通量分析ꎬ已广泛应用于残留分

析领域[１８] ꎮ
本文采用超高效液相色谱串联质谱法对牦牛

肉中的 ４ 种四环素类抗生素、１２ 种喹诺酮类抗生

素、１５ 种磺胺类抗生素进行测定ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＸＥＶＯ￣ＴＱＳ Ｃｒｏｎｏｓ 型超高效液相色谱￣质谱

联用仪(美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎻＤＣＹ 型氮吹仪(北京

安博科技有限公司)ꎻ １２０Ｓ 型电子天平 (德国

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司)ꎻＫＱ￣８００ＫＤＥ 型数控高功率超声

波清洗器(昆山仪器超声有限公司)ꎻ５９１０Ｒ 型高

速冷冻离心机(德国 ｅｐｐｏｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻＶＯＲＴＥＸ３
型漩涡振荡仪(德国 ＩＫＡ 公司)ꎻ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤

膜(安捷伦科技有限公司)ꎻ５ ｍＬ 无菌注射器(圣
光医用制品股份有限公司)ꎮ

四环素类、喹诺酮类、磺胺类标准品(上海安

谱标准品技术服务公司)ꎻ甲醇、乙腈(色谱纯ꎬ德
国默克公司)ꎻ无水硫酸钠、无水硫酸镁、氯化钠、
柠檬酸、磷酸氢二钠、Ｎａ２ＥＤＴＡ􀅰２Ｈ２Ｏ(分析纯ꎬ国
药集团化学试剂有限公司)ꎻ氨基化多壁碳纳米

管(纯度 ９９％ꎬ直径 ８ ~ ２０ ｎｍꎬ管长 ５ ~ ２０ ｎｍꎬ广
州宏武新材料科技有限公司)ꎻ甲酸(色谱纯)、
ＰＳＡ 粉、Ｃ１８、ＮＨ３ 吸附剂(北京迪马科技有限公

司)ꎻ超纯水(美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎮ
牦牛肉来自实验室日常检测样本ꎮ

１􀆰 ２ 　 方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 基质匹配标准曲线的制备

１００ μｇ / ｍＬ 混合标准储备溶液制备:分别精

确称取 １ ｍｇ ３１ 种目标化合物ꎬ在 １０ ｍＬ 棕色容

量瓶中用甲醇定容至刻度线ꎬ摇匀即可ꎮ
１ ０００ μｇ / Ｌ 混合标准中间液制备:准确吸取

１ ｍＬ(１００ μｇ / ｍＬ)标准储备溶液ꎬ在 １００ ｍＬ 棕色

容量瓶中用甲醇定容至刻度线ꎬ摇匀即可ꎮ
２００ μｇ / Ｌ 混合标准使用液制备:准确吸取

２ ｍＬ(１ ０００ μｇ / Ｌ)混合标准中间液在 １０ ｍＬ 棕色

容量瓶中用初始流动相定容至刻度线ꎬ摇匀即可ꎮ
空白基质制备:将 １ 份未含目标化合物的样

品提取净化后制得ꎮ
初始流动相:９５％ Ａ(０􀆰 １％甲酸水) ＋５％ Ｂ

(含 ０􀆰 １％甲酸的 Ｖ(甲醇) ∶Ｖ(乙腈)＝ ２ ∶８)ꎮ
空白基质标准系列配制:准确吸取 ５、５０、

１００、２５０、４００、５００、７５０ 和 １ ０００ μＬ(２００ μｇ / Ｌ)混
合标准使用液于 １ ｍＬ 进样小瓶中ꎬ把 １ ｍＬ 提取

后的空白基质分别加入到进样小瓶中ꎬ然后在

４５ ℃水浴条件下氮气吹干ꎬ加 １ ｍＬ 初始流动相ꎬ
涡旋溶解震荡混匀后即得到 １、１０、２０、５０、８０、１００
和 ２００ μｇ / Ｌ 的空白基质标准溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 样品的制备及提取

称取 ２􀆰 ０ ｇ 经过匀浆后的牦牛肉样品于

５０ ｍＬ 离心管中ꎬ然后加入 ２ ｍＬ (０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ)
Ｎａ２ＥＤＴＡ￣ＭｃＬｌｖａｉｎｅ 试剂ꎬ涡旋 ３０ ｓꎬ加入 ８ ｍＬ 乙

腈ꎬ加入 ４ ｇ 无水硫酸钠和 １ ｇ 氯化钠ꎬ迅速涡旋

５ ｍｉｎꎬ超声 ２０ ｍｉｎ (温度不超过 ４０ ℃)ꎬ速率

５ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ温度低于 ５ ℃离心 １０ ｍｉｎꎬ按以上步

骤重复提取一次合并上清液ꎬ待净化ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 样品的净化

氨基化多壁碳纳米管对四环素类和喹诺酮类

有吸附ꎬ因此分两组净化ꎬＡ１ 组:四环素类和喹诺

酮类ꎬ移取 ５ ｍＬ 上清液于 １５ ｍＬ 含 ２００ ｍｇ Ｃ１８、
１５０ ｍｇ 无水硫酸钠的离心管中ꎬ涡旋 １０ ｍｉｎꎬ超

００１
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声 ２０ ｍｉｎꎬ以 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ准确移取

５ ｍＬ 上清液ꎬ在 ４０ ℃水浴条件下氮气吹干ꎮ Ａ２
组:磺胺类ꎬ移取 ５ ｍＬ 上清液于 １５ ｍＬ 含 １５０ ｍｇ
无水硫酸镁、１００ ｍｇ 氨基化多壁碳纳米管的离心

管中ꎬ涡旋 １０ ｍｉｎꎬ超声 ２０ ｍｉｎꎬ以 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎꎬ准确移取 ５ ｍＬ 上清液ꎬ在 ４０ ℃水浴中

用氮气吹干ꎮ 两组样品分别用 ０􀆰 ５ ｍＬ 初始流动

相超声溶解ꎬ过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜后在超高相液相色

谱串联质谱仪上机测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 色谱及质谱条件

１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 １ 　 色谱条件

色谱柱:Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭ ＢＥＨ Ｃ１８
柱(１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ)ꎻ流速:０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ
柱温:３０ ℃ꎻ进样体积:１０ μＬꎻ流动相:Ａ:０􀆰 １％甲

酸水ꎬＢ:含 ０􀆰 １％甲酸的 Ｖ(甲醇) ∶Ｖ(乙腈)＝ ２ ∶８
梯度洗脱ꎬ梯度列表见表 １ꎮ

表 １ 　 流动相梯度洗脱程序

Ｔａｂ.１　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

时间 / ｍｉｎ Ａ 相 / ％ Ｂ 相 / ％

０ ９５ ５

２􀆰 ０ ８５ １５

５􀆰 ０ ６０ ４０

７􀆰 ０ ５ ９５

７􀆰 １ ９５ ５

９􀆰 ０ ９５ ５

１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ２ 　 质谱条件

离子化模式:电喷雾正离子模式(ＥＳＩ＋ )ꎻ质
谱扫描方式:多反应离子检测(ＭＲＭ)ꎻ毛细管电

压:２􀆰 ０ ｋＶꎻ离子源温度:１５０ ℃ꎻ脱溶剂气温度:
４５０ ℃ꎻ脱溶剂气流量:８００ Ｌ / Ｈｒꎻ其他质谱参数

见表 ２ꎮ
表 ２ 　 ３１ 种抗生素残留药物主要参考质谱参数

Ｔａｂ.２　 Ｍａｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ
３１ ｒｅｓｉｄｕａｌ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

序号 化合物名称
母离子
(ｍ / ｚ)

子离子
(ｍ / ｚ)

碰撞
能量 / Ｖ

锥孔
电压 / Ｖ

１ 四环素 ４４５􀆰 １ ４２８􀆰 ３
４１０􀆰 ３

１５
１５ ２０

２ 金霉素 ４７９􀆰 １ ４４４􀆰 ２
４６２􀆰 ２

２０
２５ ２５

３ 土霉素 ４６１􀆰 １ ４２６􀆰 ３
４４３􀆰 ２

１５
１０ ２５

４ 多西环素 ４４５􀆰 １ ４２８􀆰 ２
４１０􀆰 ２

１５
１５ ２５

５ 培氟沙星 ３２０􀆰 １ ３０２􀆰 ２
２３３􀆰 ２

１０
１０ １０

续表

序号 化合物名称
母离子
(ｍ / ｚ)

子离子
(ｍ / ｚ)

碰撞
能量 / Ｖ

锥孔
电压 / Ｖ

６ 环丙沙星 ３３２􀆰 １ ３１４􀆰 ２
２４５􀆰 ２

２０
２５ ３０

７ 洛美沙星 ３５２􀆰 １ ２６５􀆰 ２
３０８􀆰 ３

２０
１５ ３０

８ 恩诺沙星 ３６０􀆰 ２ ３１６􀆰 ３
３４２􀆰 ３

２０
１５ ３５

９ 达氟沙星 ３５８􀆰 ２ ９６􀆰 ０５
３４０􀆰 ３

１５
１５ ３５

１０ 氧氟沙星 ３６２􀆰 １ ２６１􀆰 ２
３１８􀆰 ３

２０
１５ ２０

１１ 氟甲喹 ２６２􀆰 ０ ２０２􀆰 ０
２４４􀆰 ０

１５
２５ ２０

１２ 诺氟沙星 ３３２􀆰 １ ２３１􀆰 ２
２０３􀆰 ２

３０
３５ ３０

１３ 二氟沙星 ４００􀆰 ２ ３５６􀆰 ２
２９９􀆰 ２

２０
２５ ２０

１４ 磺胺甲噁唑 ２５４􀆰 ０ ９２􀆰 ０
１０８􀆰 ０

２５
２５ ２０

１５ 磺胺二甲嘧啶 ２７９􀆰 ０ １２４􀆰 ０
１８６􀆰 １

２５
１５ ２０

１６ 磺胺甲基嘧啶 ２６５􀆰 ０ １５６􀆰 ０
９２􀆰 ０

１５
３０ ２０

１７ 磺胺间二甲氧嘧啶 ３１１􀆰 ０ １５６􀆰 ０
９２􀆰 ０

２０
３０ ２０

１８ 磺胺间甲氧嘧啶 ２８１􀆰 ０ １５６􀆰 ０
９２􀆰 ０

１５
３０ ２０

１９ 依诺沙星 ３２１􀆰 １ ３０３􀆰 ２
２３４􀆰 ０

１５
２０ ２０

２０ 麻保沙星 ３６３􀆰 １ ７２􀆰 ０
３２０􀆰 ０

２０
１０ ２０

２１ 沙拉沙星 ３８６􀆰 ２ ３４２􀆰 ２
２９９􀆰 １

１５
２５ ３０

２２ 磺胺甲噻二唑 ２７１􀆰 ０ ９２􀆰 ０
１５６􀆰 ０

３０
１０ ２５

２３ 磺胺二甲异噁唑 ２６８􀆰 ０ ９２􀆰 ０
１５６􀆰 ０

２５
１０ ２５

２４ 磺胺苯吡唑 ３１５􀆰 ０ １５８􀆰 ０
９２􀆰 ０

２５
３０ ２５

２５ 磺胺氯哒嗪 ２８５􀆰 ０ １５６􀆰 ０
９２􀆰 ０

１０
３０ ２５

２６ 磺胺甲氧哒嗪 ２８１􀆰 ０ １５６􀆰 ０
９２􀆰 ０

１０
３０ ２５

２７ 苯酰磺胺 ２７７􀆰 ０ １０８􀆰 ０
１５６􀆰 ０

２０
１０ ２５

２８ 磺胺噻唑 ２５６􀆰 ０ ９２􀆰 ０
１５６􀆰 ０

２０
１０ ２５

１０１
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续表

序号 化合物名称
母离子
(ｍ / ｚ)

子离子
(ｍ / ｚ)

碰撞
能量 / Ｖ

锥孔
电压 / Ｖ

２９ 磺胺吡啶 ２５０􀆰 ０ １５６􀆰 ０
１０８􀆰 ０

１０
２５ ２５

３０ 磺胺对甲氧嘧啶 ２８１􀆰 ０ ９２􀆰 ０
１５６􀆰 ０

３０
１５ ２０

３１ 磺胺嘧啶 ２５１􀆰 ０ ９２􀆰 ０
１５６􀆰 ０

２５
１５ １５

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 样品前处理条件的选择和优化

２􀆰 １􀆰 １ 　 提取剂的选择

本研究中涉及的 ３１ 种抗生素包含四环素类、
喹诺酮类、磺胺类等化合物ꎬ种类多ꎬ化学性质和

结构差异较大ꎮ 乙腈是一种常用的提取试剂ꎬ对
于目标化合物有较高的提取效率[１９]ꎬ由于四环素

类目标化合物在乙腈中的溶解效率比较差ꎬ用乙

腈提取后其回收率均小于 １５％[２０]ꎮ 通常在酸性

条件下用 Ｎａ２ＥＤＴＡ￣ＭｃＬｌｖａｉｎｅ[２１]试剂提取喹诺酮

类化合物和四环素类化合物提取效率将会升

高[２２]ꎮ 经过多次的实验后发现乙腈与 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
Ｎａ２ＥＤＴＡ￣ＭｃＬｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液以一定的比例混合

后ꎬ提取效率升高ꎮ 在本实验中对提取试剂缓冲

溶液和乙腈的比例的不同和回收率进行了对比ꎬ
结果发现 Ｖ ( ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＥＤＴＡ￣ＭｃＬｌｖａｉｎｅ 试

剂) ∶Ｖ(乙腈)＝ １ ∶１６ 时ꎬ四环素类化合物的回收

率<４０％ꎻ在 Ｖ(缓冲溶液) ∶Ｖ(乙腈)＝ ２ ∶１６ 时ꎬ四
环素类化合物的回收率能提高到 ８５％以上ꎻ缓冲

溶液和乙腈的体积比升高到 ３ ∶１６ 和 ４ ∶１６ 时ꎬ四
环素类化合物回收率和 ２ ∶１６ 时无明显差别ꎮ 加

入的 Ｎａ２ＥＤＴＡ￣ＭｃＬｌｖａｉｎｅ 试剂过多ꎬ对后续净化

过程中的除水工作增加困难ꎬ导致目标化合物的

回收率减少ꎬ因此本研究选择 １６ ｍＬ 乙腈和 ２ ｍＬ
(０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ) Ｎａ２ＥＤＴＡ￣ＭｃＬｌｖａｉｎｅ 试剂混合溶液

作为提取剂ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２ 　 除水剂的选择

本实验中使用的除水剂分别为无水硫酸镁、
无水硫酸钠、氯化钠ꎮ 四环素类化合物容易与金

属阳离子 Ｍｇ２＋结合而形成配合物[２３]ꎬ因此ꎬ在检

测四环素类化合物时ꎬ不采用无水硫酸镁进行除

水ꎮ 氯化钠能分层去除水分[２４]ꎬ四环素类化合物

易溶于水ꎬ导致回收率降低ꎮ 在振荡混合后无水

硫酸钠用量小于 ６ ｇ 时ꎬ出现分层现象ꎬ四环素类

化合物、喹诺酮类化合物等水溶性化合物的回收

率有所降低ꎮ 当无水硫酸钠的用量减少时ꎬ分层

较为明显ꎬ目标化合物回收率降低ꎬ无水硫酸钠用

量增加时ꎬ目标化合物回收率升高ꎮ 当无水硫酸

钠用量为 ８ ｇ 时ꎬ可脱除约 ７５％的水分ꎮ 再增加

无水硫酸钠的用量ꎬ目标化合物的回收率无明显

变化ꎮ 第一步除水后ꎬ离心所得上清液各取 ５ ｍＬ
分两组净化ꎬＡ１ 组净化四环素类化合物和喹诺酮

类化合物ꎬ用 １５０ ｍｇ 无水硫酸钠即可除去大部分

的水ꎮ Ａ２ 组净化磺胺类化合物ꎬ用 １５０ ｍｇ 无水

硫酸镁可基本去除全部的水分ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３ 　 净化剂的选择

本研究对比了氨基化多壁碳纳米管、ＰＳＡ、
Ｃ１８、和 ＮＨ３ 这 ４ 种净化剂对 ３１ 种目标化合物的

净化效果ꎮ 通过前处理步骤获得待净化的提取

液ꎬ用该溶液配制 ４０ μｇ / Ｌ 的标准溶液ꎬ各取 ５
ｍＬꎬ分别加入 ２５、５０、１００、１５０、２００ 和 ３００ ｍｇ 上述

净化剂ꎬ净化后取样进行液相色谱￣串联质谱检

测ꎮ ＮＨ３ 净化剂有较好的净化效果ꎬ但是同时会

在磺胺药物中引入新的干扰峰ꎬ对目标化合物的

定性产生影响ꎬ因此可以排除ꎮ 氨基化多壁碳纳

米管加入 ５０ ｍｇ 时ꎬ四环素类和喹诺酮类化合物

回收率均<５０％ꎬ加入 １００ ｍｇ 时四环素类和喹诺

酮类回收率仅为 １０％ ~ ２５％ꎬ磺胺类平均回收率

高达 ８５％ꎬＣ１８ 能够吸附脂肪等强疏水性干扰物ꎬ
研究表明 Ｃ１８ 加入量为 ５０ ｍｇ 时磺胺类药物的回

收率仅为 １０％ ~ ３０％ꎬ加入量为 １００ ｍｇ 时ꎬ四环

素类和喹诺酮类平均回收率为 ７５％ꎬ加入 ２００ ｍｇ
时四环素类和喹诺酮类平均回收率为 ８４％ꎬＰＳＡ
粉能够去除一些极性干扰物质[２５]ꎬ加入量为 １００
ｍｇ 时即对 ３ 类化合物有明显的吸附作用ꎬ吸附剂

为 １００ ｍｇ 时的平均提取回收率如图 １ 所示ꎮ

图 １　 ３ 种净化剂平均提取回收率

Ｆｉｇ.１　 Ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ３ ｋｉｎｄｓ
ｏｆ ａｄｓｏｒｂｅｎｔｓ

综上所述ꎬ可以分组进行净化ꎬＡ１ 组:２００ ｍｇ
的 Ｃ１８＋１５０ ｍｇ 无水硫酸钠净化ꎬＡ２ 组:１００ ｍｇ

２０１
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氨基化碳纳米管＋１５０ ｍｇ 无水硫酸镁净化ꎬ各净

化剂净化总离子流图如图 ２ 所示ꎮ

ａ.ＰＳＡ 粉净化总离子流图ꎻｂ.２００ ｍｇ Ｃ１８ 净化总离子流图ꎻ
ｃ.１００ ｍｇ 氨基化碳纳米管净化总离子流图ꎻ

ｄ.分组净化合并后总离子流图

图 ２　 不同净化试剂总离子流图

Ｆｉｇ.２　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ

２􀆰 ２ 　 方法确认

２􀆰 ２􀆰 １ 　 线性关系及检出限

采用样品空白基质和标准工作液进行标准

曲线的制作ꎮ 以目标化合物定量离子的峰面积

为纵坐标ꎬ质量浓度为横坐标绘制空白基质曲

线ꎬ得到线性回归方程ꎮ 所有目标化合物相关

系数 ｒ>０􀆰 ９９５ ０ꎬ表明目标化合物在相应的浓度

范围内线性关系良好ꎮ ３１ 种抗生素的检出限为

０􀆰 ０６ ~ ０􀆰 ７７ μｇ / ｋｇꎬ定量限为 ０􀆰 １８ ~ ２􀆰 ３１ μｇ / ｋｇ
(表 ３)ꎮ

表 ３ 　 ３１ 种目标化合物线性关系、检出限及定量限

Ｔａｂ.３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓꎬｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ａｎｄ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ３１ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

序号 抗生素名称 线性回归方程
相关
系数
(ｒ)

检出限 /
(μｇ􀅰
ｋｇ－１)

定量限 /
(μｇ􀅰
ｋｇ－１)

１ 四环素 ｙ＝１９９􀆰 ５３２ｘ＋１ ９５９􀆰 ６１ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ５３ １􀆰 ６０

２ 金霉素 ｙ＝５６􀆰 ５８４ １ｘ－３５􀆰 ３７１ ０􀆰 ９９９ ３ ０􀆰 ５３ １􀆰 ５８

３ 土霉素 ｙ＝１３７􀆰 ４６４ｘ＋１６４􀆰 ９８５ ０􀆰 ９９８ ３ ０􀆰 ３７ １􀆰 １２

４ 多西环素 ｙ＝２３５􀆰 ２３７ｘ＋１ １５０􀆰 ９９ ０􀆰 ９９９ ２ ０􀆰 ４５ １􀆰 ３６

５ 培氟沙星 ｙ＝１４１􀆰 ５８４ｘ＋３１１􀆰 ８８３ ０􀆰 ９９８ ７ ０􀆰 ２４ ０􀆰 ７２

６ 环丙沙星 ｙ＝９３􀆰 ６４８ ４ｘ＋１０８􀆰 １２７ ０􀆰 ９９６ ３ ０􀆰 ７０ ２􀆰 ０９

７ 洛美沙星 ｙ＝３２９􀆰 ８１７ｘ＋２ ２９０􀆰 ４５ ０􀆰 ９９７ ４ ０􀆰 １７ ０􀆰 ５１

８ 恩诺沙星 ｙ＝１９８􀆰 ４ｘ＋２ ９８７􀆰 ９７ ０􀆰 ９９７ ８ ０􀆰 ６６ １􀆰 ９７

９ 达氟沙星 ｙ＝１２８􀆰 ９３６ｘ＋３４９􀆰 ９１１ ０􀆰 ９９８ ４ ０􀆰 ４３ １􀆰 ３０

１０ 氧氟沙星 ｙ＝３５４􀆰 ２９ｘ＋２４４２􀆰 ４７ ０􀆰 ９９６ １ ０􀆰 ５２ １􀆰 ５５

１１ 氟甲喹 ｙ＝４１９􀆰 ６１９ｘ＋１ ７９５􀆰 ６７ ０􀆰 ９９６ ５ ０􀆰 ２４ ０􀆰 ７２

１２ 诺氟沙星 ｙ＝２５５􀆰 ６５ｘ－１６９􀆰 ３８５ ０􀆰 ９９７ ６ ０􀆰 ３２ ０􀆰 ９７

１３ 二氟沙星 ｙ＝１００􀆰 ０３ｘ＋１ ２４７􀆰 ４４ ０􀆰 ９９６ ７ ０􀆰 ５２ １􀆰 ５５

１４ 磺胺甲噁唑 ｙ＝３６２􀆰 ２６５ｘ＋５􀆰 ６００ ４ ０􀆰 ９９６ ３ ０􀆰 １８ ０􀆰 ５４

１５ 磺胺二甲嘧啶 ｙ＝６７５􀆰 ７８５ｘ＋２３９􀆰 ２９６ ０􀆰 ９９７ ４ ０􀆰 １６ ０􀆰 ４７

１６ 磺胺甲基嘧啶 ｙ＝３５８􀆰 ７５３ｘ＋４７􀆰 ００４ ０􀆰 ９９７ １ ０􀆰 ３６ １􀆰 ０７

１７ 磺胺间二甲氧
嘧啶

ｙ＝８５０􀆰 ０３５ｘ＋３１０􀆰 ８６ ０􀆰 ９９８ ３ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ２５

１８ 磺胺间甲氧
嘧啶

ｙ＝９１６􀆰 ８６４ｘ＋６５９􀆰 １７８ ０􀆰 ９９６ ５ ０􀆰 １１ ０􀆰 ３３

１９ 依诺沙星 ｙ＝１６８􀆰 １７２ｘ－２８􀆰 ６８６ ５ ０􀆰 ９９８ １ ０􀆰 ５２ １􀆰 ５５

２０ 麻保沙星 ｙ＝５４５􀆰 １８４ｘ＋２ １０６􀆰 ７ ０􀆰 ９９７ ２ ０􀆰 ２９ ０􀆰 ８８

２１ 沙拉沙星 ｙ＝１４９􀆰 ４３３ｘ＋９３７􀆰 ４４７ ０􀆰 ９９９ ３ ０􀆰 ３４ １􀆰 ０３

２２ 磺胺甲噻二唑 ｙ＝２７７􀆰 ８６２ｘ＋１８４􀆰 ２７９ ０􀆰 ９９６ ０ ０􀆰 １４ ０􀆰 ４１

２３ 磺胺二甲异
噁唑

ｙ＝４８３􀆰 ８８２ｘ＋１０１􀆰 ７９２ ０􀆰 ９９８ ４ ０􀆰 ０６ ０􀆰 １９

２４ 磺胺苯吡唑 ｙ＝３９１􀆰 ７８４ｘ＋２２５􀆰 ９９９ ０􀆰 ９９７ ８ ０􀆰 ０９ ０􀆰 ２６

２５ 磺胺氯哒嗪 ｙ＝４４２􀆰 ３０６ｘ－１５０􀆰 ９９６ ０􀆰 ９９６ ４ ０􀆰 ０７ ０􀆰 ２１

２６ 磺胺甲氧哒嗪 ｙ＝８７９􀆰 ３６ｘ＋８４􀆰 ６３６ ７ ０􀆰 ９９８ ４ ０􀆰 ２３ ０􀆰 ７０

２７ 苯酰磺胺 ｙ＝７３０􀆰 ９３４ｘ＋２５６􀆰 ８１９ ０􀆰 ９９８ ０ ０􀆰 ４０ １􀆰 １９

２８ 磺胺噻唑 ｙ＝３０５􀆰 ４２６ｘ－５９􀆰 ４８９ ３ ０􀆰 ９９７ ０ ０􀆰 ７７ ２􀆰 ３０

２９ 磺胺吡啶 ｙ＝３９８􀆰 ７５２ｘ－８０􀆰 ８１３ ３ ０􀆰 ９９８ ４ ０􀆰 ７７ ２􀆰 ３１

３０ 磺胺对甲氧
嘧啶

ｙ＝１ ００９􀆰 ３５ｘ＋３３９􀆰 ９０９ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ０６ ０􀆰 １８

３１ 磺胺嘧啶 ｙ＝３１９􀆰 ４１４ｘ＋９４􀆰 ５１８ ７ ０􀆰 ９９５ ５ ０􀆰 ４４ １􀆰 ３１

２􀆰 ２􀆰 ２ 　 回收率及精密度

在牦牛肉空白样品中分别添加 ２０、１００ 和

２００ μｇ / ｋｇ 水平的标准物质ꎬ分别进行 ６ 次平行添

加回收试验ꎬ以标准曲线定量ꎬ结果见表 ４ꎬ四环

素类的回收率范围为 ６７􀆰 ０％ ~１２６􀆰 ０％ꎬ相对标准

偏差范围为 ２􀆰 １１％ ~１０􀆰 １０％ꎬ喹诺酮类的回收率

为 ６３􀆰 ０％~１１１􀆰 ０％ꎬ相对标准偏差范围为 ０􀆰 ６９％~

３０１
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１１􀆰 ５０％ꎬ磺胺类的回收率为 ６４􀆰 ４％ ~ １１１􀆰 ０％ꎬ相
对标准偏差范围为 １􀆰 ４４％ ~ ８􀆰 ７１％ꎬ结果表明该

方法具有良好的回收率和重复性ꎮ
表 ４ 　 目标化合物加标回收率及精密度

Ｔａｂ.４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

序号 抗生素名称
加标量 /

(μｇ􀅰ｋｇ－１)
平均

回收率 / ％
ＲＳＤ /
％

１ 四环素

２０
１００
２００

１０６􀆰 ０
７８􀆰 ９
８０􀆰 ３

５􀆰 ５２
５􀆰 ８３
４􀆰 ７８

２ 金霉素

２０
１００
２００

９７􀆰 ０
７０􀆰 ７
７３􀆰 ３

１０􀆰 １０
６􀆰 ２２
５􀆰 ９９

３ 土霉素

２０
１００
２００

１２６􀆰 ０
７４􀆰 ７
６７􀆰 ０

８􀆰 ２９
５􀆰 ６０
５􀆰 ０９

４ 多西环素

２０
１００
２００

１００􀆰 ０
６９􀆰 ６
６９􀆰 ６

７􀆰 ５５
６􀆰 ８２
２􀆰 １１

５ 培氟沙星

２０
１００
２００

１００􀆰 ０
８３􀆰 ２
８２􀆰 ８

９􀆰 １０
９􀆰 ９９
３􀆰 １４

６ 环丙沙星

２０
１００
２００

９２􀆰 ６
７０􀆰 ６
８８􀆰 １

１２􀆰 ５０
６􀆰 ９５
３􀆰 １８

７ 洛美沙星

２０
１００
２００

９５􀆰 ９
８４􀆰 ０
８８􀆰 ５

６􀆰 ００
３􀆰 ７２
１􀆰 １８

８ 恩诺沙星

２０
１００
２００

８２􀆰 ４
７３􀆰 ７
８４􀆰 ０

１０􀆰 ４０
３􀆰 ２３
７􀆰 ２２

９ 达氟沙星

２０
１００
２００

９０􀆰 ８
８８􀆰 ３

１００􀆰 ０

１１􀆰 ５０
８􀆰 ５８
４􀆰 ４９

１０ 氧氟沙星

２０
５０

１００

８３􀆰 ８
９１􀆰 ３
９３􀆰 ０

７􀆰 ０８
３􀆰 ５７
２􀆰 ９１

１１ 氟甲喹

２０
１００
２００

８７􀆰 ０
１０９􀆰 ０
９０􀆰 ０

１０􀆰 ００
４􀆰 ５４
５􀆰 ６３

１２ 诺氟沙星

２０
１００
２００

９６􀆰 ４
７８􀆰 ５
８８􀆰 ４

８􀆰 ４０
２􀆰 ８７
３􀆰 ９１

１３ 二氟沙星

２０
１００
２００

８７􀆰 １
７８􀆰 １
８４􀆰 ６

１０􀆰 ６０
９􀆰 ８２
４􀆰 １８

１４ 磺胺甲噁唑

２０
１００
２００

１１１􀆰 ０
９７􀆰 ５
７１􀆰 ３

５􀆰 ４４
３􀆰 ９３
３􀆰 ７１

１５ 磺胺二甲嘧啶

２０
１００
２００

１０９􀆰 ０
９９􀆰 ５
６６􀆰 ４

３􀆰 ４７
３􀆰 ２３
２􀆰 ３３

续表

序号 抗生素名称
加标量 /

(μｇ􀅰ｋｇ－１)
平均

回收率 / ％
ＲＳＤ /
％

１６ 磺胺甲基嘧啶

２０
１００
２００

１１２􀆰 ０
８２􀆰 ６
６４􀆰 ４

７􀆰 ８４
８􀆰 ７１
４􀆰 １３

１７ 磺胺间二甲氧嘧啶

２０
１００
２００

１０４􀆰 ０
９７􀆰 ４
７２􀆰 ０

４􀆰 ３４
２􀆰 ４０
２􀆰 ４９

１８ 磺胺间甲氧嘧啶

２０
１００
２００

１１１􀆰 ０
９０􀆰 ９
６５􀆰 ４

５􀆰 ７５
５􀆰 １５
３􀆰 ８０

１９ 依诺沙星

２０
１００
２００

９８􀆰 ２
６３􀆰 ０
８０􀆰 ４

９􀆰 ６９
０􀆰 ６９
３􀆰 ０３

２０ 麻保沙星

２０
１００
２００

１０６􀆰 ０
８６􀆰 ８
７１􀆰 ８

６􀆰 １０
６􀆰 ８３
２􀆰 ８８

２１ 沙拉沙星

２０
１００
２００

９３􀆰 ３
８９􀆰 ２
６６􀆰 ９

３􀆰 ６２
５􀆰 １６
３􀆰 ８３

２２ 磺胺甲噻二唑

２０
１００
２００

１０９􀆰 ０
７６􀆰 ３
１２９

３􀆰 ４５
８􀆰 ０２
３􀆰 ０７

２３ 磺胺二甲异噁唑

２０
１００
２００

１０６􀆰 ０
９９􀆰 ５
７５􀆰 ４

２􀆰 ５８
６􀆰 ７５
３􀆰 ０１

２４ 磺胺苯吡唑

２０
１００
２００

９６􀆰 ６
８４􀆰 ２
７２􀆰 ８

４􀆰 ６５
５􀆰 ５５
５􀆰 ４１

２５ 磺胺氯哒嗪

２０
１００
２００

１００􀆰 ０
７３􀆰 ０
６８􀆰 ８

２􀆰 ８８
６􀆰 ３６
２􀆰 ２１

２６ 磺胺甲氧哒嗪

２０
１００
２００

１０５􀆰 ０
７８􀆰 ６
６９􀆰 ７

７􀆰 ３３
３􀆰 ３９
１􀆰 ４９

２７ 苯酰磺胺

２０
１００
２００

１０７􀆰 ０
９５􀆰 ７
７０􀆰 ３

３􀆰 ６６
１􀆰 ３３
１􀆰 ４７

２８ 磺胺噻唑

２０
１００
２００

８４􀆰 ９
８３􀆰 ７
７５􀆰 ３

４􀆰 ７９
３􀆰 ００
３􀆰 １５

２９ 磺胺吡啶

２０
１００
２００

８０􀆰 ３
７５􀆰 ５
７５􀆰 １

３􀆰 ６０
１􀆰 ４４
８􀆰 １０

３０ 磺胺对甲氧嘧啶

２０
１００
２００

１０２􀆰 ０
７７􀆰 ８
７３􀆰 ５

２􀆰 ４７
１􀆰 ７９
３􀆰 ５５

３１ 磺胺嘧啶

２０
１００
２００

７９􀆰 ４
７７􀆰 ３
７７􀆰 ７

５􀆰 ７８
２􀆰 ４４
１􀆰 ６２

４０１
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图 ３　 加标 ２０ μｇ / ｋｇ 样品总离子流图

Ｆｉｇ.３　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｌａｂｅｌｅｄ ２０ μｇ / ｋｇ

２􀆰 ３ 　 实际样品的检测

本研究采集了 ５０ 份牦牛肉作为实际样品ꎬ牦
牛肉均采自于西宁市四区的各大农贸市场ꎬ同时

作空白样品加标样(１００ μｇ / ｋｇ)进行质量控制ꎬ结

ａ.２ 号样品依诺沙星片段离子色谱图ꎻｂ.１０ 号样品依诺沙星

片段离子色谱图ꎻｃ.１８ 号样品依诺沙星碎片离子色谱ꎻ
ｄ.１１ 号样品依诺沙星碎片离子色谱图

图 ４　 阳性样品碎片离子色谱图

Ｆｉｇ.４　 Ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

果显示 ２、１０、１８ 号样品依诺沙星为 １５􀆰 ５、８􀆰 ４、８􀆰 ４
μｇ / ｋｇꎬ１１ 号样品磺胺甲嘧啶 ２􀆰 １ μｇ / ｋｇꎬ阳性样

本碎片离子色谱图如图 ４ 所示ꎬ根据国标 ＧＢ
３１６５０—２０１９«食品安全国家标准食品中兽药最大

残留限量» [２６]均小于国家限量ꎮ

３　 结论

本研究建立了基于氨基化多壁碳纳米管的

ＱｕＥＣｈＥＲｓ 结合超高效液相色谱￣串联质谱技术

测定牦牛肉中 ３１ 种抗生素残留的方法ꎬ具有样品

前处理快速简捷、检测分析结果灵敏度高ꎬ准确度

好ꎬ适用于牦牛肉中多种兽药残留的检测ꎮ 该方

法能够满足牦牛肉中兽药残留相关安全检测要

求ꎬ为动物源食品兽药残留检测提供方法参考ꎮ
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离子色谱法测定 ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球菌多糖中碘化钠残留量

朱向国ꎬ王立勇ꎬ张晓康ꎬ马庆华∗ꎬ郑佳

(北京智飞绿竹生物制药有限公司ꎬ北京　 １００１７６)

摘要:建立检测 ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球菌多糖中碘化钠残留量的离子色谱方法ꎬ并进行验证ꎮ 以 Ｄｉｏｎｅｘ ＩｏｎＰａｃ ＡＳ１１￣ＨＣ
阴离子交换层析柱为分析柱ꎬＤｉｏｎｅｘ ＩｏｎＰａｃ ＡＧ１１￣ＨＣ 阴离子交换柱为保护柱ꎻ采用低浓度氢氧化钠溶液为淋洗液等度

洗脱ꎬ以电化学检测器进行检测ꎮ 碘化钠的质量浓度在 ０􀆰 ０１~１􀆰 ００ μｇ / ｍＬ 的范围具有良好的线性关系ꎬ决定系数 Ｒ２ 可

达到 ０􀆰 ９９９ ９ꎬ检出限为 ０􀆰 ００２ μｇ / ｍＬꎬ定量限为 ０􀆰 ０１０ μｇ / ｍＬꎮ ３ 个型别肺炎球菌多糖在低、中、高 ３ 个加标水平下的平

均回收率为 ９４􀆰 ４０％~１０３􀆰 ９１％ꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)为 ０􀆰 １７％~１􀆰 ７１％ꎬ均满足检测要求ꎮ 方法无需复杂的样品前处理

过程ꎬ测定快速ꎬ灵敏度高ꎬ结果准确ꎬ重复性好ꎬ可用于 ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球菌多糖中痕量碘化钠残留的检测ꎮ
关键词:肺炎球菌多糖ꎻ离子色谱ꎻ电化学检测器ꎻ碘化钠ꎻ残留检测
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ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ.Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄꎬａ Ｄｉｏｎｅｘ ＩｏｎＰａｃ ＡＳ１１￣ＨＣ ａｎｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ａ
Ｄｉｏｎｅｘ ＩｏｎＰａｃ ＡＧ１１￣ＨＣ ａｎｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ｇｕａｒｄ ｃｏｌｕｍｎꎬｉｓｏｃｒａｔｉｃ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ
ｗｉｔｈ ｌｏｗ￣ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｏｄｉｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬａｎｄ ａ ｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｏｒ.
Ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｓｈｉｐ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０􀆰 ０１~１􀆰 ００ μｇ / ｍＬ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ (Ｒ２) ａｔ ０􀆰 ９９９ ９.Ｔｈｅ
ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ０􀆰 ００２ μｇ / ｍＬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｗａｓ ０􀆰 ０１０ μｇ / ｍＬ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｔ ｌｏｗꎬｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｓｐｉｋｉｎｇ ｌｅｖｅｌｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ９４􀆰 ４０％~１０３􀆰 ９１％ꎬｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ０􀆰 １７％ ~ １􀆰 ７１％.Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｐｒｏｖｅｄ
ａｓ ｓｉｍｐｌｅꎬｒａｐｉｄꎬｓｅｎｓｉｔｉｖｅꎬａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｌｅꎬｗｈｉｃｈ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｃｅ ｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｏｔｙｐｅ
９Ｖꎬ１１Ａ ｏｒ １９Ａ ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎻｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎻｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｏｒꎻｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎻｒｅｓｉｄｕｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
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师ꎬ主要从事生物制品质量控制工作ꎮ
通讯作者:马庆华ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｍａｑｉｎｇｈｕａ＠ ｚｈｉｆｅｉｓｈｅｎｇｗｕ.ｃｏｍꎮ
引用本文:朱向国ꎬ王立勇ꎬ张晓康ꎬ等.离子色谱法测定

９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球菌多糖中碘化钠残留量[ Ｊ] .化学试

剂ꎬ２０２４ꎬ４６(６):１０７￣１１１ꎮ

　 　 肺炎链球菌是一种兼性厌氧的革兰阳性致病

细菌ꎬ广泛分布于自然界ꎬ可引起脑膜炎、肺炎、中
耳炎、鼻窦炎等肺炎链球菌疾病[１ꎬ２]ꎮ 肺炎球菌

多糖是存在于肺炎链球菌表面的主要毒力因子之

一ꎬ由于其高度抗原特异性而成为生产各种肺炎

类疫苗的基本成分[３]ꎮ 目前市面上常见的肺炎

球菌多糖制备工艺ꎬ大多是使用乙醇沉淀核酸ꎬ再
利用苯酚抽提法去除蛋白完成肺炎球菌多糖的精

制ꎬ工艺过程中引入的乙醇和苯酚等危险、高毒性

物质残留会影响产品的安全性[４]ꎮ 北京智飞绿

竹生物制药有限公司对肺炎球菌多糖的生产工艺

进行技术创新ꎬ采用十六烷基三甲基溴化铵

(Ｈｅｘａｄｅｃｙｌ Ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ Ａｍｍｏｎｉｕｍ ＢｒｏｍｉｄｅꎬＣＴＡＢ)
沉淀、氯化钠解离、碘化钠沉淀以及超滤、层析等

一系列过程来完成肺炎球菌多糖的制备与纯化ꎬ

以获得安全高效且免疫原性优良的肺炎球菌多糖

疫苗[５]ꎮ
碘化钠(Ｓｏｄｉｕｍ Ｉｏｄｉｄｅ)作为 ＣＴＡＢ 沉淀剂而

被引入到肺炎球菌多糖的生产工艺中ꎮ 碘化钠溶

液通过电离产生碘离子ꎬ降低 ＣＴＡＢ 的临界胶束

浓度而使其沉降析出ꎬ而残余的 ＣＴＡＢ 与碘化钠

可采用超滤纯化技术去除ꎮ 目前对碘离子检测的



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４６ 卷第 ６ 期

方法有滴定法[６]、分光光度法[７ꎬ８] 及电感耦合等

离子体质谱法( ＩＣＰ￣ＭＳ) [９￣１３] 等ꎮ 其中滴定法的

检测限和定量限较低ꎬ不适用于碘化钠残留量的

检测ꎻ由于肺炎球菌多糖里的糖类物质与碘化钠

的紫外吸收波长接近[８]ꎬ使用分光光度法检测容

易造成测定结果偏高ꎬ不建议用于肺炎球菌多糖

中碘化钠的检测ꎻＩＣＰ￣ＭＳ 作为近年来新发展起来

的检测碘离子重要分析方法ꎬ虽然具有高灵敏度

和高通量的优势ꎬ但由于样品制备困难而使其难

以推广[１４￣１６]ꎮ 相比上述几种检测方法ꎬ离子色谱

法具有较高的分离效率和精密度ꎬ无需复杂的样

品前处理ꎬ即可完成对碘化钠残留量的测定ꎮ
本研究旨在建立检测 ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球

菌多糖中碘化钠含量的离子色谱方法ꎬ并对该方

法进行理论验证ꎬ以验证的离子色谱法对上述型

别肺炎球菌多糖中碘化钠残留量进行痕量分析ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＩＣＳ￣６０００ 型离子色谱仪、Ｍｕｌｔｉｆｕｇｅ Ｘ４Ｒ Ｐｒｏ
型台式离心机 (美国赛默飞世尔科技公司)ꎻ
ＭＳＡ２２５Ｐ￣１ＣＥ￣ＤＩ 十万分之一型电子天平(德国

赛多利斯公司)ꎻＤｉｏｎｅｘ ＩｏｎＰａｃ ＡＳ１１￣ＨＣ 型阴离

子交换层析柱(４×２５０ ｍｍ)、Ｄｉｏｎｅｘ ＩｏｎＰａｃ ＡＧ１１￣
ＨＣ 阴离子交换保护柱(４×５０ ｍｍ)(美国戴安公

司)ꎻＭａｃｒｏｓｅｐ 型离心过滤器(１０ ＫＤꎬ美国颇尔公

司)ꎻ０􀆰 ４５ μｍ 水系滤膜(上海泰欧生物科技有限

公司)ꎮ
氢氧化钠溶液(质量分数 ５０％ꎬ阿法埃沙(中

国)化学有限公司)ꎻ无水碘化钠(≥９９􀆰 ０％ꎬ国药

集团化学试剂有限公司)ꎮ
９Ｖ 型 肺 炎 球 菌 多 糖 ( 批 号: 层 析 前

２０２３０９０１Ｔ９Ｖ)、１１Ａ 型肺炎球菌多糖(批号:层析

前 ２０２３１００１Ｔ１１Ａ)、１９Ａ 型肺炎球菌多糖(批号:
层析前 ２０２３０９０１Ｔ１９Ａ)、肺炎球菌多糖溶液(北
京智飞绿竹生物制药有限公司)ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 溶液配制

１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １ 　 淋洗液配制

４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钠溶液配制:量取 １３ ｍＬ
５０％氢氧化钠溶液并用超纯水定容至 １ Ｌꎬ置于

２２~４２ ｋＰａ 的氮气环境保存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２ 　 对照品溶液配制

碘化钠对照品溶液的配制:精确称取 ０􀆰 １ ｇ

无水碘化钠粉末置于 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ淋洗液定

容并摇晃均匀ꎬ配成质量浓度为 １ ０００ μｇ / ｍＬ 的

碘化钠对照品储备液ꎮ
碘化钠标准曲线工作液的配制:取一定量的

碘化钠对照溶液ꎬ用淋洗液逐级稀释ꎬ配制成终浓

度为 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０６、 ０􀆰 １０、 ０􀆰 ４０、 ０􀆰 ６０、 １􀆰 ００
μｇ / ｍＬ 的工作液ꎬ现配现用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 供试品处理

将 ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球菌多糖溶液置于离

心过滤器中ꎬ以 ８ ５００ ｒ / ｍｉｎ 的转速离心 １ ｈꎬ收集

滤出液ꎬ以 ０􀆰 ４５ μｍ 水系滤膜过滤后ꎬ待测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 色谱条件

色谱柱:Ｄｉｏｎｅｘ ＩｏｎｐａｃＡＳ１１￣ＨＣ 型阴离子层

析柱(４×２５０ ｍｍ)、Ｄｉｏｎｅｘ ＩｏｎＰａｃ ＡＧ１１￣ＨＣ 型保

护柱(４×５０ ｍｍ)ꎻ淋洗液:４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钠溶

液ꎻ进样体积:２５ μＬꎻ流速:１􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温:
３０ ℃ꎻ检测时间:２０ ｍｉｎꎻ检测器:安培检测器(Ａｇ
电极ꎬＡｇ / ＡｇＣｌ 参比电极)ꎻ电位波形:积分脉冲安

培检测ꎬ波形条件见表 １ꎮ
表 １ 　 检测电位波形

Ｔａｂ.１　 Ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｖｅｆｏｒｍｓ

序号 时间 / ｓ 电压 / Ｖ 积分

１ ０􀆰 ０００ ０ －０􀆰 １００ ０ 关闭

２ ０􀆰 ２００ ０ －０􀆰 １００ ０ 开启

３ ０􀆰 ９００ ０ －０􀆰 １００ ０ 关闭

４ ０􀆰 ９１０ ０ －１􀆰 ０００ ０ 关闭

５ ０􀆰 ９３０ ０ －０􀆰 ３００ ０ 关闭

６ １􀆰 ０００ ０ －０􀆰 ３００ ０ 关闭

１􀆰 ２􀆰 ４ 　 数据处理

使用 Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ ７ 软件处理结果图谱ꎬ采用

Ｅｘｃｅｌ 进行数据分析ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 淋洗液浓度的选择

离子色谱测定 ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球菌多糖

中碘化钠含量时ꎬ分别采用 ３０、４０ 和 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ３
种不同浓度的氢氧化钠溶液对碘离子出峰情况进

行考察ꎬ色谱图结果如图 １ 所示ꎮ
结果表明ꎬ当淋洗液浓度为 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ碘

离子的出峰位置附近存在水负峰而影响碘离子的

积分ꎻ当淋洗液浓度降到 ３０ 和 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ水
负峰已不能干扰碘离子的出峰ꎬ综合考虑分离效

果和检测时间ꎬ选择 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钠作为碘

离子检测的淋洗液浓度ꎮ

８０１
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１ 表示碘离子色谱峰

Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为 ３０、４０、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钠溶液

图 １　 不同浓度氢氧化钠淋洗液的出峰结果比较

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｅｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ

２􀆰 ２ 　 方法的专属性

以 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钠作为空白对照ꎬ按
１􀆰 ２􀆰 ３ 色谱条件ꎬ分别对 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲

液、碘化钠对照品溶液及各型供试品溶液进行测

定ꎬ色谱图结果如图 ２ 所示ꎮ

１ 表示磷酸根离子色谱峰ꎻ２ 表示碘离子色谱峰

Ａ:０􀆰 １ μｇ / ｍＬ 对照品溶液ꎻＢ:空白对照ꎻＣ:５ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐

缓冲液ꎻＤ:９Ｖ 型肺炎多糖溶液ꎻＥ:１１Ａ 型肺炎多糖溶液ꎻ
Ｆ:１９Ａ 型肺炎多糖溶液

图 ２　 专属性验证色谱图

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｆｏｒ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

结果表明ꎬ碘化钠溶液、９Ｖ 型肺炎多糖溶液、
１１Ａ 型肺炎多糖溶液、１９Ａ 型肺炎多糖溶液在相

应位置均出现明显的碘离子色谱峰ꎬ而磷酸盐缓

冲液和空白对照无对应色谱峰出现ꎬ并且磷酸

根离子不影响目标离子出峰ꎬ表明该方法专属

性良好ꎮ
２􀆰 ３ 　 方法的线性及范围

按 １􀆰 ２􀆰 １ 配制碘化钠标准曲线工作液ꎬ按照

确定的色谱条件进样ꎬ平行检测 ６ 次ꎬ考察方法的

线性和范围ꎮ 以样品的质量浓度为横坐标ꎬ色谱

峰面积为纵坐标ꎬ进行线性回归ꎬ计算决定系数

(Ｒ２)ꎬ结果见表 １ꎮ
结果表明ꎬ碘化钠在 ０􀆰 ０１ ~ １􀆰 ００ μｇ / ｍｌ 质量

浓度范围内与峰面积呈良好的线性关系ꎮ 在稀释

剂的选择上ꎬ相较于去离子水ꎬ选择 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

　 　 　 　 　 　表 ２ 　 线性回归方程及决定系数

Ｔａｂ.２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ (ｎ＝ ６)

序号 线性方程
决定系数

(Ｒ２)
线性范围 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

１ Ｙ＝ ３􀆰 ４３４ ３Ｘ－０􀆰 ００４ ０ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ０１~１􀆰 ００

２ Ｙ＝ ３􀆰 ４１７ ７Ｘ－０􀆰 ００３ ６ １􀆰 ０００ ０ ０􀆰 ０１~１􀆰 ００

３ Ｙ＝ ３􀆰 ５１３ ２Ｘ－０􀆰 ００６ ６ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ０１~１􀆰 ００

４ Ｙ＝ ３􀆰 ４４２ ３Ｘ－０􀆰 ００４ １ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ０１~１􀆰 ００

５ Ｙ＝ ３􀆰 ４５７ ７Ｘ－０􀆰 ００３ １ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ０１~１􀆰 ００

６ Ｙ＝ ３􀆰 ２９４ ３Ｘ－０􀆰 ００１ ５ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ０１~１􀆰 ００

氢氧化钠作为稀释剂ꎬ可以得到决定系数 Ｒ２ 更大

的对照品标准曲线ꎬＲ２ 可达到 ０􀆰 ９９９ ９ꎬ大大提高

了测量值的可信程度ꎬ这可能是由于氢氧化钠提

供的 ＯＨ－离子可抑制碘离子的氧化所致ꎮ
２􀆰 ４ 　 方法的检出限及定量限

逐步稀释 １􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２ 配制的 １ ０００ μｇ / ｍＬ 的碘

化钠对照品储备液ꎬ按确定的色谱条件进样ꎬ以碘

离子色谱峰信噪比(Ｓ / Ｎ)≥３ 确定检出限ꎬＳ / Ｎ≥
１０ 确定定量限ꎬ见表 ３ꎮ

表 ３ 　 检出限及定量限测定结果

Ｔａｂ.３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ａｎｄ
ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ (ｎ＝ ６)

碘离子浓度 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

Ｓ / Ｎ

第 １次 第 ２次 第 ３次 第 ４次 第 ５次 第 ６次

０􀆰 ００２ ３􀆰 ２ ３􀆰 ３ ３􀆰 ３ ３􀆰 ２ ３􀆰 ２ ３􀆰 １

０􀆰 ０１０ １３􀆰 ０ ２３􀆰 ６ １４􀆰 １ １３􀆰 ０ １６􀆰 ９ １０􀆰 ９

　 　 结果显示ꎬ６ 份 ０􀆰 ００２ 及 ０􀆰 ０１０ μｇ / ｍＬ 对照

品平行检测的 Ｓ / Ｎ 范围分别为 ３􀆰 １ ~ ３􀆰 ３ 和

１０􀆰 ９~２３􀆰 ６ꎬ确定方法的检出限及定量限分别为

０􀆰 ００２ 和 ０􀆰 ０１０ μｇ / ｍＬꎮ
２􀆰 ５ 　 方法的准确度和精密度

精确称取 ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球菌多糖溶液

离心滤出液ꎬ进行 ３ 水平加标回收实验ꎬ加标含量

分别为 ０􀆰 ０１、０􀆰 ０５、０􀆰 １０ μｇ / ｍＬꎬ每个水平做 ３ 次

平行实验ꎬ记录色谱图ꎬ测得量与理论值的比值即

为回收率ꎬ结果如表 ４~６ 所示ꎮ
表 ４ 　 ９Ｖ 型肺炎球菌多糖的准确度与精密度验证结果

Ｔａｂ.４　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ
ｓｅｒｏｔｙｐｅ ９Ｖ ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ (ｎ＝ ３)

本底值 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

加标量 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

测得量 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

回收率 /
％

平均回
收率 / ％

ＲＳＤ /
％

０􀆰 ０４２ ５ ０􀆰 ０１
０􀆰 ０５０ ９
０􀆰 ０５２ ３
０􀆰 ０５１ ８

９６􀆰 ８５
９９􀆰 ４５
９８􀆰 ５１

９８􀆰 ２７ １􀆰 ３４

９０１
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续表

本底值 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

加标量 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

测得量 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

回收率 /
％

平均回
收率 / ％

ＲＳＤ /
％

０􀆰 ０４２ ６ ０􀆰 ０５
０􀆰 ０８８ ９
０􀆰 ０８８ ８
０􀆰 ０８８ ０

９６􀆰 ００
９５􀆰 ９７
９５􀆰 ０３

９５􀆰 ６７ ０􀆰 ５８

０􀆰 ０４２ ３ ０􀆰 １０
０􀆰 １３４ ４
０􀆰 １３４ １
０􀆰 １３４ ５

９４􀆰 ４７
９４􀆰 ２２
９４􀆰 ５１

９４􀆰 ４０ ０􀆰 １７

表 ５ 　 １１Ａ 型肺炎球菌多糖的准确度与精密度验证结果

Ｔａｂ.５　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ
ｓｅｒｏｔｙｐｅ １１Ａ ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ (ｎ＝ ３)

本底值 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

加标量 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

测得量 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

回收率 /
％

平均回
收率 / ％

ＲＳＤ /
％

０􀆰 ０１９９ ０􀆰 ０１
０􀆰 ０３０ ６
０􀆰 ０３１ １
０􀆰 ０３０ １

１０２􀆰 ６５
１０４􀆰 ３１
１００􀆰 ８０

１０２􀆰 ５９ １􀆰 ７１

０􀆰 ０２００ ０􀆰 ０５
０􀆰 ０６８ ４
０􀆰 ０６８ ７
０􀆰 ０６８ ７

９７􀆰 ７７
９８􀆰 １４
９８􀆰 １４

９８􀆰 ０２ ０􀆰 ２１

０􀆰 ０２００ ０􀆰 １０
０􀆰 １１５ ６
０􀆰 １１６ ２
０􀆰 １１５ ３

９６􀆰 ４１
９６􀆰 ８４
９６􀆰 １２

９６􀆰 ４６ ０􀆰 ３８

表 ６ 　 １９Ａ 型肺炎球菌多糖的准确度与精密度验证结果

Ｔａｂ.６　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ
ｓｅｒｏｔｙｐｅ １９Ａ ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ (ｎ＝ ３)

本底值 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

加标量 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

测得量 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

回收率 /
％

平均回
收率 / ％

ＲＳＤ /
％

０􀆰 ０１６ ９ ０􀆰 ０１
０􀆰 ０２７ ９
０􀆰 ０２７ ８
０􀆰 ０２８ ２

１０３􀆰 ７０
１０３􀆰 ３７
１０４􀆰 ６７

１０３􀆰 ９１ ０􀆰 ６５

０􀆰 ０１６ ７ ０􀆰 ０５
０􀆰 ０６６ ７
０􀆰 ０６７ ４
０􀆰 ０６７ ４

９９􀆰 ９３
１０１􀆰 ０２
１０１􀆰 ０２

１００􀆰 ６６ ０􀆰 ６３

０􀆰 ０１６ ９ ０􀆰 １０
０􀆰 １１６ ６
０􀆰 １１７ ２
０􀆰 １１６ ５

９９􀆰 ７１
１００􀆰 ２８
９９􀆰 ６６

９９􀆰 ８８ ０􀆰 ３４

　 　 结果表明ꎬ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 型肺炎球菌多糖溶

液的相对标准偏差均小于 ２％ꎬ平均回收率为

９４􀆰 ２２％~１０４􀆰 ６７％ꎬ符合分析要求ꎬ证明该方法准

确、可靠、精密度高ꎮ
２􀆰 ６ 　 方法的耐用性

采用 Ｄｉｏｎｅｘ ＩｏｎｐａｃＡＳ１１￣ＨＣ 型阴离子层析柱

(４×２５０ ｍｍ)和 Ｄｉｏｎｅｘ ＩｏｎＰａｃ ＡＧ１１￣ＨＣ 型保护柱

(４×５０ ｍｍ)ꎬ取同一份供试品溶液ꎬ平行测试 ３
次ꎬ考察该方法在(３０±５) ℃的柱温条件下的耐用

性ꎬ计算 ＲＳＤ 和相对误差(ＲＥ)ꎬ结果见表 ７~９ꎮ

表 ７ 　 ９Ｖ 型肺炎球菌多糖的耐用性验证结果注

Ｔａｂ.７　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ９Ｖ
ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ (ｎ＝ ３)

柱温 / ℃ 检测值 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) ＲＳＤ / ％ ＲＥ / ％

２５
０􀆰 ０８６ １
０􀆰 ０８６ ２
０􀆰 ０８５ ８

　 　

３０
０􀆰 ０８８ ３
０􀆰 ０８８ ４
０􀆰 ０８８ ８

２􀆰 ３３ ２􀆰 ６６

３５
０􀆰 ０９０ ７
０􀆰 ０９１ ３
０􀆰 ０９０ ２

　 　

　 　 注:柱温均为(３０±５)℃ꎮ

表 ８ 　 １１Ａ 型肺炎球菌多糖的耐用性验证结果注

Ｔａｂ.８　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｅｒｏｔｙｐｅ １１Ａ
ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ (ｎ＝ ３)

柱温 / ℃ 检测值 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) ＲＳＤ / ％ ＲＥ / ％

２５
０􀆰 ０４０ ８
０􀆰 ０４０ ９
０􀆰 ０４０ ７

　 　

３０
０􀆰 ０４１ ７
０􀆰 ０４２ ２
０􀆰 ０４１ ９

２􀆰 ９３ ３􀆰 ３４

３５
０􀆰 ０４３ ７
０􀆰 ０４３ ３
０􀆰 ０４３ ８

　 　

　 　 注:柱温均为(３０±５)℃ꎮ

表 ９ 　 １９Ａ 型肺炎球菌多糖的耐用性验证结果注

Ｔａｂ.９　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｅｒｏｔｙｐｅ １９Ａ
ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ (ｎ＝ ３)

柱温 / ℃ 检测值 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) ＲＳＤ / ％ ＲＥ / ％

２５
０􀆰 ０３２ ７
０􀆰 ０３２ １
０􀆰 ０３２ ０

　 　

３０
０􀆰 ０３３ ７
０􀆰 ０３４ ３
０􀆰 ０３３ ７

２􀆰 ６３ ２􀆰 ４６

３５
０􀆰 ０３４ １
０􀆰 ０３３ ６
０􀆰 ０３４ １

　 　

　 　 注:柱温均为(３０±５)℃ꎮ

结果表明ꎬ色谱柱温度(３０±５) ℃的 ＲＳＤ 和 ＲＥ
分别小于 ３％与 ４％ꎬ证明本方法的耐用性良好ꎮ
２􀆰 ７ 　 方法的初步应用

用建立的方法分别测定其他批次 ９Ｖ、１１Ａ、
１９Ａ 型肺炎多糖供试品中碘化钠含量ꎬ每种型别

制备 ６ 份平行样品ꎬ计算 ＲＳＤ 值ꎬ结果见表 １０ꎮ
表 １０ 　 方法的初步应用

Ｔａｂ.１０　 Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ

样品
碘化钠含量 / (μｇ􀅰ｍＬ－１)

第 １ 次 第 ２ 次 第 ３ 次 第 ４ 次 第 ５ 次 第 ６ 次
ＲＳＤ / ％

９Ｖ 型肺炎多糖 ０􀆰 ０８９ ０ ０􀆰 ０８８ ８ ０􀆰 ０８９ ３ ０􀆰 ０８８ ４ ０􀆰 ０８８ ８ ０􀆰 ０８８ ４ ０􀆰 ４２
１１Ａ 型肺炎多糖 ０􀆰 ０４１ ６ ０􀆰 ０４１ ２ ０􀆰 ０４１ ３ ０􀆰 ０４１ ０ ０􀆰 ０４１ ９ ０􀆰 ０４１ ９ ０􀆰 ８９
１９Ａ 型肺炎多糖 ０􀆰 ０３３ ２ ０􀆰 ０３３ １ ０􀆰 ０３３ ６ ０􀆰 ０３３ ５ ０􀆰 ０３３ ３ ０􀆰 ０３３ ６ ０􀆰 ５５

０１１
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　 　 结果显示ꎬ对 ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ 这 ３ 种型别肺炎

多糖供试品溶液连续检测 ６ 次ꎬ检测结果适应内

控要求ꎬＲＳＤ 均小于 １％ꎬ符合中国药典收录的分

析方法指导原则中的数值偏差要求ꎬ证明北京智

飞绿竹生物制药有限公司研发的肺炎球菌多糖生

产工艺技术稳定、质量优良ꎮ

３　 结论

碘化钠作为一种新型的 ＣＴＡＢ 沉淀剂ꎬ优化

至肺炎球菌多糖疫苗的生产工艺中ꎬ避免了危险

性有机乙醇和高毒性苯酚的使用ꎬ因此可以得到

更为安全有效的肺炎球菌多糖抗原原液ꎮ 虽然通

过后续的超滤工艺理论上可以除去绝大部分碘化

钠ꎬ但仍需一种准确高效的检测方法来对肺炎球

菌多糖中残留的碘化钠含量进行测定以监测多糖

质量ꎬ但目前尚无针对肺炎球菌多糖中残留碘化

钠检测的成熟方法ꎮ
本研究建立了离子色谱法检测 ９Ｖ、１１Ａ、１９Ａ

型肺炎球菌多糖中碘化钠残留量的方法ꎬ使用超

滤离心管离心除去分子量较大的多糖与蛋白质ꎬ
避免大分子物质对 ＡＳ１１￣ＨＣ 柱造成损伤ꎬ实现大

批量肺炎球菌多糖中碘化钠的同时检测ꎮ 中国

２０１０ 版«药品生产质量管理规范»质量管理的原

则中明确要求保证药品的安全、有效和质量可控ꎬ
肺炎球菌多糖中碘化钠残留量检测方法的建立一

方面满足了药品注册的要求ꎬ即对所有工艺杂质

都能有效监控ꎬ另一方面ꎬ作为过程控制指标ꎬ能
够在日常生产或是与工艺有关的验证活动中提供

准确的数据ꎬ有利于衡量判定生产工艺的稳定性

和一致性ꎬ对提高产品质量控制能力提供方法
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􀦛􀦛标准物质与标准品

氮中一氧化氮、二氧化硫、一氧化碳气体标准物质的研制

夏春ꎬ汪圣甲ꎬ王海燕ꎬ杨倩ꎬ李剑∗

(青岛市计量技术研究院ꎬ山东 青岛　 ２６６１０１)

摘要:介绍了氮中一氧化氮、二氧化硫、一氧化碳气体标准物质的研制过程ꎮ 以高纯一氧化氮气体、高纯二氧化硫气体、
高纯一氧化碳气体、高纯氮气为原料ꎬ采用称量法制备了氮中一氧化氮、二氧化硫、一氧化碳气体标准物质ꎬ采用与同基

体国家一级标准物质比较的方法定值ꎮ 对原料气中的杂质进行了分析ꎬ基于傅里叶变换红外光谱分析仪建立了分析方

法ꎬ对制备的气体标准物质进行了均匀性和稳定性考察ꎮ 结果表明:研制的氮中一氧化氮、二氧化硫、一氧化碳气体标准

物质均匀性和稳定性良好ꎬ浓度特征量值范围为:一氧化氮:２００~ １ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、二氧化硫:２００~ １ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、一氧

化碳:１ ０００~５ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对扩展不确定度为 １􀆰 ５％(ｋ＝ ２)ꎮ
关键词:一氧化氮ꎻ二氧化硫ꎻ一氧化碳ꎻ标准物质ꎻ不确定度ꎻ比较法
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一氧化碳等ꎬ容易引发酸雨和光化学烟雾ꎬ对环境

污染造成严重影响[１￣４]ꎮ ＧＢ ３０９５—２０１２«环境空

气质量标准» [５] 规定了氮氧化物、二氧化硫、一氧

化碳为大气污染物的监测项目ꎬ目前环境监测站、
废气排放企业等主要采用在线烟气监测系统对大

气污染物进行实时监测ꎬ从而为环境评估提供数

据基础ꎮ 在线烟气监测系统测得的数据是否准确

是实施有效监测的前提ꎬ与日常校准密切相

关[６]ꎮ 在实际工作中ꎬ在线烟气监测系统通常同

时测量 ＮＯ、ＳＯ２、ＣＯ 这 ３ 种大气污染物ꎬ目前主

要采用单组分气体标准物质进行校准[７ꎬ８]ꎬ操作

反复而繁琐ꎬ消耗大量的人力和时间ꎮ 氮中一氧

化氮、二氧化硫、一氧化碳 ３ 组分气体标准物质可

以实现对在线烟气监测系统中多种气体的同步校

准ꎬ减少工作量ꎬ提高工作效率ꎬ节约成本ꎮ
本文基于经典称量法[９￣１１] 原理ꎬ研制了氮中

一氧化氮、二氧化硫、一氧化碳气体标准物质ꎬ基
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于傅里叶变换红外光谱仪[１２￣１４] 建立了分析方法ꎬ
并对制备的气体标准物质进行了均匀性和稳定性

考察ꎮ 结果表明所研制的气体标准物质量值准确

度高ꎬ具有良好的均匀性和稳定性ꎬ能够满足固定

污染源在线监测系统、烟气分析仪等环境监测仪

器检定校准的需求ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

气体充装装置、气瓶混匀装置、ＸＰＲ１５００２Ｌ
型精密天平(瑞士梅特勒公司)ꎻＭＧ６０３０ 型傅里

叶变换红外光谱仪(美国 ＭＫＳ 公司)ꎻ８Ｌ 铝合金

气瓶(抚顺洁能科技有限公司)ꎮ
高纯一氧化氮气体(>９９􀆰 ９９％)、高纯二氧化硫

气体(>９９􀆰 ９９％)、高纯一氧化碳气体(>９９􀆰 ９９５％)
(大连大特气体有限公司)ꎻ高纯氮气(９９􀆰 ９９９％ꎬ
液化空气(青岛)有限公司)ꎻ氮中一氧化氮、二氧

化硫、一氧化碳气体国家一级标准物质(ＧＢＷ０８８０７ꎬ
中国计量科学研究院)ꎮ
１􀆰 ２ 　 气体标准物质的制备

氮中一氧化氮、二氧化硫、一氧化碳气体标准

物质按照 ＧＢ / Ｔ ５２７４􀆰 １—２０１８«气体分析校准用

混合气体的制备 称量法» [１５] 制备ꎮ 在称量过程

中ꎬ采用充装气瓶和参比气瓶交替称量的方法ꎬ减
小天平系统误差的影响ꎮ 采用两步稀释的方法制

备目标浓度的气体标准物质ꎮ 标准物质特性量值

的浓度范围分别是:一氧化氮:２００~１ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、
二氧化硫:２００~１ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、一氧化碳:１ ０００~
５ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ在此范围内制备低、中、高 ３ 个

浓度点的氮中一氧化氮、二氧化硫、一氧化碳气体

标准物质ꎬ其中低浓度气体标准物质:一氧化氮:
２００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、二氧化硫:２００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、一氧化

图 １　 混合气体制备流程图

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈａｒｔ ｏｆ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｇａｓ ｍｉｘｔｕｒｅｓ

碳:１ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ中浓度气体标准物质:一氧

化氮:５００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、二氧化硫:５００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、一
氧化碳:２ ５００ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ高浓度气体标准物质:
一氧化氮: １ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、 二氧化硫: １ ０００
μｍｏｌ / ｍｏｌ、一氧化碳:５ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌꎮ 具体制备

流程见图 １ꎮ
１􀆰 ３ 　 测量及定值方法

基于傅里叶变换红外光谱分析仪建立了一套

气体分析系统ꎬ可以同时测量混合气体中的 ３ 个

组分ꎮ 根据一氧化氮、二氧化硫、一氧化碳红外吸

收峰的位置不同ꎬ分别测量出不同气体的浓度ꎬ而
且能够监测出在配制过程中极易产生的二氧化氮

杂质ꎮ 采用与浓度值相近的同基体一级标准物质

比较的方法对混合气体进行定值ꎬ按照“ａ￣ｂ￣ａ￣ｂ”
的方式依次将制备的混合气体和国家一级标准物

质通入傅里叶变换红外光谱分析仪中ꎬ混合气体

的浓度值按公式(１)计算ꎮ
Ｃｉ ＝ (ｘ混 / ｘ标)Ｃ０ (１)

　 　 式中ꎬＣｉ 为混合气体浓度ꎬμｍｏｌ / ｍｏｌꎻＣ０ 为气体标准物质浓

度ꎬμｍｏｌ / ｍｏｌꎻｘ标 为气体标准物质仪器响应值ꎻｘ混 为混合气体仪

器响应值ꎮ

分析仪每隔 ３０ ｓ 显示 １ 次测量值ꎬ读取连续

１０ 次测量值ꎬ取平均值作为分析仪的响应值ꎮ
由于采用单点比较法定值ꎬ根据 ＩＳＯ １２９６３:

２０１７ 对于单点校准法中的要求ꎬ当标准气体与被

测混合气体浓度有较大差异时ꎬ要考虑非线性等

因素产生的偏差及不确定度贡献ꎮ 被测混合气体

浓度测得值的不确定度直接来源于参考标准的不

确定度ꎬ按公式(２)计算ꎮ
ｕ２(Ｃｉ) ＝ ｕ２(Ｃ０) ＋ (Ｃ２

０ / ｘ２标)[ｕ２(ｘ标) ＋ ｕ２(ｘ混)] (２)

　 　 根据傅里叶变换红外光谱分析仪的测量结

果ꎬ各组分的 ｕｒ(ｘ标)、ｕｒ(ｘ混)均小于 ０􀆰 １％ꎬ远小

于标准气体引入的不确定度 ｕｒ ( Ｃ０ )ꎬ可认为

ｕ(Ｃ ｉ)≈ｕ２(Ｃ０)ꎬ非线性等因素产生的偏差及不

确定度贡献忽略不计ꎬ其中 ｕｒ ( ｘ标 )、 ｕｒ ( ｘ混 )、
ｕｒ(Ｃ０ )为 ｕ(ｘ标)、ｕ(ｘ混)、ｕ(Ｃ０)的相对量ꎮ
１􀆰 ４ 　 傅里叶变换红外光谱图

气体标准物质的测试图如图 ２ 所示ꎬ选取

１ ７０５~１ ９９０ ｃｍ－１为一氧化氮的积分区间ꎬ１ ０３５~
１ ４１２ ｃｍ－１为二氧化硫的积分区间ꎬ２ １４６ ~ ２ １６０
ｃｍ－１为一氧化碳的积分区间ꎮ
１􀆰 ５ 　 气体制备安全性评估

一氧化氮、二氧化硫、一氧化碳均属于有毒气

３１１
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图 ２　 傅里叶变换红外光谱的测试图

Ｆｉｇ.２　 Ｔｅｓｔ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＦＴ￣ＩＲ

体ꎬ在制备过程中操作人员必须佩戴过滤防毒面

罩ꎬ严格遵守操作规程ꎬ防止气体泄漏到工作场所

空气中ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 均匀性考察

根据 ＪＪＦ １３４４—２０１２«气体标准物质研制(生
产)通用技术要求» [１６]中的要求ꎬ均匀性考察包括

混匀试验和放压试验ꎬ考察瓶内气体是否达到均

匀ꎬ瓶内气体浓度是否随瓶内剩余压力变化而发

生变化ꎬ并确定最小使用压力ꎮ
２􀆰 １􀆰 １ 　 混匀试验

混合气体制备完成后ꎬ在混匀装置上滚动至

少 ６０ ｍｉｎꎬ然后水平放置过夜ꎮ 第 ２ ｄ 按 １􀆰 ３ 所

述的测量方法对气瓶内各组分浓度进行分析ꎬ每
个浓度点检测 １ 瓶ꎮ 由表 １ 结果表明ꎬ各浓度点

各组分含量分析值与其称量浓度的偏差不超过不

确定度ꎬ量值没有明显变化ꎬ表明经过混匀处理

后ꎬ气瓶内组分浓度稳定ꎬ达到均匀ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２ 　 放压试验

设计放压试验研究方案如下:选择制备好的

高中低浓度点的混合气体各 １ 瓶ꎬ充分混合均匀ꎬ
然后打开减压阀使气体缓慢释放ꎬ计算并记录不

表 １ 　 混匀试验结果

Ｔａｂ.１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｍｉｘｅｄ ｔｅｓｔ

浓度点 瓶号 组分

理论浓度 /
(μｍｏｌ􀅰
ｍｏｌ－１)

分析浓度 /
(μｍｏｌ􀅰
ｍｏｌ－１)

相对

偏差 /
％

低 １５６２２０４０１１８５
ＮＯ
ＳＯ２

ＣＯ

２００􀆰 ５
１９９􀆰 ９
９９７􀆰 ３

２００􀆰 ９
１９９􀆰 ９
９９９􀆰 ８

０􀆰 ２
０􀆰 ０
０􀆰 ３

中 １５６２２０１９３１４１
ＮＯ
ＳＯ２

ＣＯ

４９８􀆰 ９
４９７􀆰 ４

２ ４８２􀆰 ２

４９９􀆰 ７
４９６􀆰 ７

２ ４８５􀆰 ６

０􀆰 ２
－０􀆰 １
０􀆰 １

高 ２２０５１０６０４９
ＮＯ
ＳＯ２

ＣＯ

１ ００３􀆰 ９
１ ０００􀆰 ９
４ ９９４􀆰 ５

１ ００２􀆰 ２
９９７􀆰 ３

４ ９８０􀆰 ３

－０􀆰 ２
－０􀆰 ４
－０􀆰 ３

同剩余压力时各组分浓度的分析值ꎮ 在 １０ ~ ０􀆰 ５
ＭＰａ 之间均匀选取 ７ 个压力点ꎬ每个压力点下重

复测量 ３ 次ꎬ用 Ｆ 检验法考查其量值的稳定性ꎬ
取 α＝ ０􀆰 ０５ꎬ查 Ｆ 分布临界值表得 Ｆα ＝ ２􀆰 ８５ꎮ 放

压试验结果见表 ２ ~ １０ꎮ 由表 ２ ~ ５ 的结果显示ꎬ
各个浓度点 Ｆ 均小于 Ｆ０􀆰 ９５ꎬ表明混合气体中各组

分浓度值随剩余压力降低无显著变化ꎬ相对标准

不确定度贡献都小于 ０􀆰 ０５％ꎮ
按下列公式计算ꎮ

􀭰ｘ ｊ ＝ ∑
ｎ

ｉ ＝ １
ｘ ｊ / ｎ　 􀭱ｘ ＝ ∑

ｎ

ｉ ＝ １
∑
ｋ

ｊ ＝ １
ｘｉｊ / ｎｋ

组间差方和 　 Ｑ１ ＝ ∑
ｋ

ｊ ＝ １
ｎ(􀭰ｘ ｊ － 􀭱ｘ) ２

组内差方和 　 Ｑ２ ＝ ∑
ｎ

ｉ ＝ １
∑
ｋ

ｊ ＝ １
ｎ(ｘｉｊ － 􀭰ｘ ｊ) ２

自由度 　 ν１ ＝ ｋ － １　 ν２ ＝ ｋ(ｎ － １)

组间方差 　 ｓ２１ ＝ Ｑ１ / ν１

组内方差 　 ｓ２２ ＝ Ｑ２ / ν２

统计量 　 Ｆ ＝ ｓ２１ / ｓ２２

均匀性标准偏差 　 ｓｂｂ ＝ ( ｓ２１ / ｓ２２) / ｎ

放压试验产生的不确定度 　 ｕｐｓ ＝ ｓｂｂ

表 ２ 　 低浓度点 ＮＯ 放压试验结果

Ｔａｂ.２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＮＯ

余压 / ＭＰａ １０ ８ ６ ４ ２ １ ０􀆰 ５

ｘｉｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１)
２００􀆰 ８
２００􀆰 ９
２００􀆰 ７

２００􀆰 ７
２００􀆰 ８
２００􀆰 ８

２００􀆰 ８
２０１􀆰 ０
２０１􀆰 ０

２００􀆰 ７
２００􀆰 ８
２００􀆰 ９

２００􀆰 ８
２００􀆰 ８
２００􀆰 ９

２００􀆰 ９
２００􀆰 ８
２０１􀆰 ０

２００􀆰 ７
２００􀆰 ８
２００􀆰 ７

􀭰ｘ ｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ２００􀆰 ８ ２００􀆰 ８ ２００􀆰 ９ ２００􀆰 ８ ２００􀆰 ８ ２００􀆰 ９ ２００􀆰 ７

􀭱ｘ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ２００􀆰 ８

统计结果:ｓ２１:０􀆰 ０１５ ２ꎬｓ２２:０􀆰 ００７ ６ꎬν１:６ꎬν２:１４ꎬＦ:２􀆰 ００ꎬＦ０􀆰 ０５ꎬ(６ꎬ１４) :２􀆰 ８５

标准不确定度 ｕｐｓ:０􀆰 ０５０ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对标准不确定度 ｕｐｓꎬｒ:０􀆰 ０３％

４１１
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表 ３ 　 低浓度点 ＳＯ２ 放压试验结果

Ｔａｂ.３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＳＯ２

余压 / ＭＰａ １０ ８ ６ ４ ２ １ ０􀆰 ５

ｘｉｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１)
１９９􀆰 ７
１９９􀆰 ９
１９９􀆰 ８

１９９􀆰 ９
１９９􀆰 ８
１９９􀆰 ８

２００􀆰 ０
１９９􀆰 ９
１９９􀆰 ９

１９９􀆰 ９
１９９􀆰 ８
１９９􀆰 ８

１９９􀆰 ８
１９９􀆰 ８
１９９􀆰 ９

１９９􀆰 ９
１９９􀆰 ８
１９９􀆰 ９

２００􀆰 ０
１９９􀆰 ９
１９９􀆰 ９

􀭰ｘ ｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) １９９􀆰 ８ １９９􀆰 ８ １９９􀆰 ９ １９９􀆰 ８ １９９􀆰 ８ １９９􀆰 ９ １９９􀆰 ９

􀭱ｘ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) １９９􀆰 ９
统计结果:ｓ２１:０􀆰 ００８ ２ꎬｓ２２:０􀆰 ００４ ３ꎬν１:６ꎬν２:１４ꎬＦ:１􀆰 ９３ꎬＦ０􀆰 ０５ꎬ(６ꎬ１４) :２􀆰 ８５
标准不确定度 ｕｐｓ:０􀆰 ０３６ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对标准不确定度 ｕｐｓꎬｒ:０􀆰 ０２％

表 ４ 　 低浓度点 ＣＯ 放压试验结果

Ｔａｂ.４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＣＯ

余压 / ＭＰａ １０ ８ ６ ４ ２ １ ０􀆰 ５

ｘｉｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１)
９９９􀆰 ５
９９９􀆰 ７
９９９􀆰 ９

９９９􀆰 ６
９９９􀆰 ６
９９９􀆰 ９

９９９􀆰 ７
９９９􀆰 ７
９９９􀆰 ８

９９９􀆰 ７
９９９􀆰 ７

１ ０００􀆰 ０

９９９􀆰 ９
１ ０００􀆰 ０
９９９􀆰 ９

９９９􀆰 ８
９９９􀆰 ９

１ ０００􀆰 １

９９９􀆰 ７
１ ０００􀆰 ０
９９９􀆰 ９

􀭰ｘ ｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ９９９􀆰 ７ ９９９􀆰 ７ ９９９􀆰 ７ ９９９􀆰 ８ ９９９􀆰 ９ ９９９􀆰 ９ ９９９􀆰 ９

􀭱ｘ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ９９９􀆰 ８
统计结果:ｓ２１:０􀆰 ０３１ ９ꎬｓ２２:０􀆰 ０２１ ９ꎬν１:６ꎬν２:１４ꎬＦ:１􀆰 ４５ꎬＦ０􀆰 ０５ꎬ(６ꎬ１４) :２􀆰 ８５
标准不确定度 ｕｐｓ:０􀆰 ０５８ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对标准不确定度 ｕｐｓꎬｒ:０􀆰 ０１％

表 ５ 　 中浓度点 ＮＯ 放压试验结果

Ｔａｂ.５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＮＯ

余压 / ＭＰａ １０ ８ ６ ４ ２ １ ０􀆰 ５

ｘｉｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１)
４９９􀆰 ４
４９９􀆰 ７
４９９􀆰 ７

４９９􀆰 ６
４９９􀆰 ６
４９９􀆰 ７

４９９􀆰 ６
４９９􀆰 ８
５００􀆰 ０

４９９􀆰 ７
４９９􀆰 ７
４９９􀆰 ９

４９９􀆰 ６
４９９􀆰 ７
４９９􀆰 ８

４９９􀆰 ５
４９９􀆰 ７
４９９􀆰 ８

４９９􀆰 ４
４９９􀆰 ５
４９９􀆰 ７

􀭰ｘ ｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ４９９􀆰 ６ ４９９􀆰 ６ ４９９􀆰 ８ ４９９􀆰 ８ ４９９􀆰 ７ ４９９􀆰 ７ ４９９􀆰 ５

􀭱ｘ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ４９９􀆰 ７
统计结果:ｓ２１:０􀆰 ０２６ ０ꎬｓ２２:０􀆰 ０２０ ５ꎬν１:６ꎬν２:１４ꎬＦ:１􀆰 ２７ꎬＦ０􀆰 ０５ꎬ(６ꎬ１４) :２􀆰 ８５
标准不确定度 ｕｐｓ:０􀆰 ０４３ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对标准不确定度 ｕｐｓꎬｒ:０􀆰 ０１％

表 ６ 　 中浓度点 ＳＯ２ 放压试验结果

Ｔａｂ.６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＳＯ２

余压 / ＭＰａ １０ ８ ６ ４ ２ １ ０􀆰 ５

ｘｉｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１)
４９６􀆰 ５
４９６􀆰 ６
４９６􀆰 ６

４９６􀆰 ５
４９６􀆰 ６
４９６􀆰 ６

４９６􀆰 ５
４９６􀆰 ７
４９６􀆰 ９

４９６􀆰 ６
４９６􀆰 ８
４９６􀆰 ９

４９７􀆰 ０
４９６􀆰 ７
４９６􀆰 ８

４９６􀆰 ７
４９６􀆰 ６
４９６􀆰 ７

４９６􀆰 ７
４９６􀆰 ６
４９６􀆰 ８

􀭰ｘ ｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ４９６􀆰 ６ ４９６􀆰 ６ ４９６􀆰 ７ ４９６􀆰 ８ ４９６􀆰 ８ ４９６􀆰 ７ ４９６􀆰 ７

􀭱ｘ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ４９６􀆰 ７
统计结果:ｓ２１:０􀆰 ０２８ ７ꎬｓ２２:０􀆰 ０１５ ２ꎬν１:６ꎬν２:１４ꎬＦ:１􀆰 ８８ꎬＦ０􀆰 ０５ꎬ(６ꎬ１４) :２􀆰 ８５
标准不确定度 ｕｐｓ:０􀆰 ０６７ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对标准不确定度 ｕｐｓꎬｒ:０􀆰 ０１％

表 ７ 　 中浓度点 ＣＯ 放压试验结果

Ｔａｂ.７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＣＯ

余压 / ＭＰａ １０ ８ ６ ４ ２ １ ０􀆰 ５

ｘｉｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１)
２ ４８５􀆰 ３
２ ４８５􀆰 ５
２ ４８５􀆰 ６

２ ４８５􀆰 ４
２ ４８５􀆰 ６
２ ４８５􀆰 ６

２ ４８５􀆰 ５
２ ４８５􀆰 ６
２ ４８５􀆰 ７

２ ４８５􀆰 ６
２ ４８５􀆰 ６
２ ４８５􀆰 ８

２ ４８５􀆰 ７
２ ４８５􀆰 ７
２ ４８５􀆰 ５

２ ４８５􀆰 ６
２ ４８５􀆰 ９
２ ４８５􀆰 ８

２ ４８５􀆰 ６
２ ４８５􀆰 ７
２ ４８５􀆰 ９

􀭰ｘ ｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ２ ４８５􀆰 ５ ２ ４８５􀆰 ５ ２ ４８５􀆰 ６ ２ ４８５􀆰 ７ ２ ４８５􀆰 ６ ２ ４８５􀆰 ８ ２ ４８５􀆰 ７

􀭱ｘ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ２ ４８５􀆰 ６

统计结果:ｓ２１:０􀆰 ０３３ ８ꎬｓ２２ꎬ０􀆰 ０１７ １ꎬν１:６ꎬν２:１４ꎬＦ:１􀆰 ９７ꎬＦ０􀆰 ０５ꎬ(６ꎬ１４) :２􀆰 ８５
标准不确定度 ｕｐｓ:０􀆰 ０７５ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对标准不确定度 ｕｐｓꎬｒ:０􀆰 ０１％

５１１



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４６ 卷第 ６ 期

表 ８ 　 高浓度点 ＮＯ 放压试验结果

Ｔａｂ.８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＮＯ

余压 / ＭＰａ １０ ８ ６ ４ ２ １ ０􀆰 ５

ｘｉｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１)
１ ００１􀆰 ８
１ ００２􀆰 ０
１ ００２􀆰 ２

１ ００２􀆰 ０
１ ００２􀆰 １
１ ００２􀆰 ２

１ ００２􀆰 １
１ ００２􀆰 １
１ ００２􀆰 ３

１ ００２􀆰 ３
１ ００２􀆰 １
１ ００２􀆰 ２

１ ００２􀆰 ３
１ ００２􀆰 ２
１ ００２􀆰 １

１ ００２􀆰 ２
１ ００２􀆰 ３
１ ００２􀆰 ２

１ ００２􀆰 ３
１ ００２􀆰 ２
１ ００２􀆰 ４

􀭰ｘ ｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) １ ００２􀆰 ０ １ ００２􀆰 １ １ ００２􀆰 ２ １ ００２􀆰 ２ １ ００２􀆰 ２ １ ００２􀆰 ２ １ ００２􀆰 ３

􀭱ｘ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) １ ００２􀆰 ２
统计结果:ｓ２１:０􀆰 ０２８ ３ꎬｓ２２:０􀆰 ０１３ ８ꎬν１:６ꎬν２:１４ꎬＦ:２􀆰 ０５ꎬＦ０􀆰 ０５ꎬ(６ꎬ１４) :２􀆰 ８５
标准不确定度 ｕｐｓ:０􀆰 ０７０ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对标准不确定度 ｕｐｓꎬｒ:０􀆰 ０１％

表 ９ 　 高浓度点 ＳＯ２ 放压试验结果

Ｔａｂ.９　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＳＯ２

余压 / ＭＰａ １０ ８ ６ ４ ２ １ ０􀆰 ５

ｘｉｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１)
９９７􀆰 ５
９９７􀆰 ４
９９７􀆰 ４

９９７􀆰 ４
９９７􀆰 ３
９９７􀆰 ５

９９７􀆰 ２
９９７􀆰 ３
９９７􀆰 ４

９９７􀆰 ４
９９７􀆰 ５
９９７􀆰 ３

９９７􀆰 ２
９９７􀆰 ４
９９７􀆰 ２

９９７􀆰 ３
９９７􀆰 ２
９９７􀆰 ４

９９７􀆰 ２
９９７􀆰 ３
９９７􀆰 ２

􀭰ｘ ｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ９９７􀆰 ４ ９９７􀆰 ４ ９９７􀆰 ３ ９９７􀆰 ４ ９９７􀆰 ３ ９９７􀆰 ３ ９９７􀆰 ２

􀭱ｘ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ９９７􀆰 ３
统计结果:ｓ２１:０􀆰 ０１７ ８ꎬｓ２２:０􀆰 ００８ ６ꎬν１:６ꎬν２:１４ꎬＦ:２􀆰 ０７ꎬＦ０􀆰 ０５ꎬ(６ꎬ１４) :２􀆰 ８５
标准不确定度 ｕｐｓ:０􀆰 ０５５ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对标准不确定度 ｕｐｓꎬｒ:０􀆰 ０１％

表 １０ 　 高浓度点 ＣＯ 放压试验结果

Ｔａｂ.１０　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｔｅｓｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＣＯ

余压 / ＭＰａ １０ ８ ６ ４ ２ １ ０􀆰 ５

ｘｉｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１)
４ ９８０􀆰 ７
４ ９８０􀆰 ５
４ ９８０􀆰 ２

４ ９８０􀆰 ５
４ ９７９􀆰 ７
４ ９８０􀆰 １

４ ９８０􀆰 ６
４ ９８０􀆰 ３
４ ９８０􀆰 ７

４ ９８０􀆰 ３
４ ９８０􀆰 ６
４ ９８０􀆰 ７

４ ９８０􀆰 ５
４ ９８０􀆰 １
４ ９８０􀆰 ２

４ ９７９􀆰 ８
４ ９８０􀆰 ３
４ ９７９􀆰 ７

４ ９８０􀆰 ３
４ ９８０􀆰 ５
４ ９７９􀆰 ９

􀭰ｘ ｊ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ４ ９８０􀆰 ５ ４ ９８０􀆰 １ ４ ９８０􀆰 ５ ４ ９８０􀆰 ５ ４ ９８０􀆰 ３ ４ ９７９􀆰 ９ ４ ９８０􀆰 ２

􀭱ｘ / (μｍｏｌ􀅰ｍｏｌ－１) ４ ９８０􀆰 ３
统计结果:ｓ２１:０􀆰 １５８ꎬｓ２２:０􀆰 ０７９ꎬν１:６ꎬν２:１４ꎬＦ:２􀆰 ０１ꎬＦ０􀆰 ０５ꎬ(６ꎬ１４) :２􀆰 ８５
标准不确定度 ｕｐｓ:０􀆰 １６２ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对标准不确定度 ｕｐｓꎬｒ:０􀆰 ０１％

２􀆰 ２ 　 长期稳定性考察
采用经典稳定性研究方法(趋势分析)对配

制的混合气体进行长期稳定性考察ꎮ 评估混合气
体的量值是否随时间有显著变化ꎬ选择 ｔ 检验进
行判断ꎬ每个浓度点的混合气体各选 １ 瓶进行考
察ꎮ 基于先密后疏的原则ꎬ共进行了 ６ 个月的稳
定性考查ꎬ其稳定性变化及统计检验结果见图 ３~
５ꎮ 结果显示ꎬ在考察的 ６ 个月内ꎬ各浓度点混合
气体中各组分的浓度值均无明显变化趋势ꎬ相对
标准不确定度见表 １１ꎮ

图 ３　 ＮＯ 组分各浓度点长期稳定性分析结果

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｏｎｇ ｔｅｒｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ＮＯ

图 ４　 ＳＯ２ 组分各浓度点长期稳定性分析结果

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｏｎｇ ｔｅｒｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ＳＯ２

图 ５　 ＣＯ 组分各浓度点长期稳定性分析结果

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｏｎｇ ｔｅｒｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ＮＯ
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表 １１ 　 长期稳定性对混合气体各组分特性量值的

相对标准不确定度贡献

Ｔａｂ.１１　 Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇ ｔｅｒｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｇａｓ ｍｉｘｔｕｒｅ (％)

混合气体
相对标准不确定度贡献

ＮＯ ＳＯ２ ＣＯ

低浓度点 ０􀆰 １０ ０􀆰 ２７ ０􀆰 ０５

中浓度点 ０􀆰 １８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 １５

高浓度点 ０􀆰 ２１ ０􀆰 １１ ０􀆰 ０５

２􀆰 ３ 　 定值过程引入的不确定度

根据 １􀆰 ３ 中定值方法公式(１)ꎬ定值过程引

入 的 相 对 标 准 不 确 定 度: ｕａｎａｌꎬｒ ＝ ｕｒ ( Ｃ ｉ ) ＝

ｕ２
ｒ(ｘ标)＋ｕ２

ｒ(ｘ混)＋ｕ２
ｒ(Ｃ０) ꎮ 对于相对不确定度

ｕｒ(ｘ标)、ｕｒ(ｘ混)ꎬ可以分别采用 ｘ标、ｘ混 的相对标

准偏差估计ꎬ以测量结果的重复性 ＲＳＤ 表示ꎮ
ｕｒ(Ｃ０)可以引用国家一级标准物质给出的不确定

度表示ꎮ 标准物质和混合气体重复测量 １０ 次ꎬ计
算相对不确定度 ｕｒ(ｘ标)、ｕｒ(ｘ混)ꎬ各浓度点不确

定度汇总如表 １２ 所示ꎮ
表 １２ 　 定值过程中不确定度分量汇总

Ｔａｂ.１２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｘｅｄ ｖａｌｕｅ ｐｒｏｃｅｓｓ (％)

混合气体 组分 ｕｒ(ｘＡ) ｕｒ(ｘＢ) ｕｒ(Ｃ０) ｕａｎａｌꎬｒ

低浓度点
ＮＯ
ＳＯ２

ＣＯ

０􀆰 ０３
０􀆰 ０４
０􀆰 ０５

０􀆰 ０４
０􀆰 ０３
０􀆰 ０２

０􀆰 ５
０􀆰 ５
０􀆰 ５

０􀆰 ５１
０􀆰 ５１
０􀆰 ５１

中浓度点
ＮＯ
ＳＯ２

ＣＯ

０􀆰 ０２
０􀆰 ０３
０􀆰 ０３

０􀆰 ０２
０􀆰 ０２
０􀆰 ０４

０􀆰 ５
０􀆰 ５
０􀆰 ５

０􀆰 ５１
０􀆰 ５１
０􀆰 ５１

高浓度点
ＮＯ
ＳＯ２

ＣＯ

０􀆰 ０２
０􀆰 ０３
０􀆰 ０２

０􀆰 ０２
０􀆰 ０３
０􀆰 ０５

０􀆰 ５
０􀆰 ５
０􀆰 ５

０􀆰 ５１
０􀆰 ５１
０􀆰 ５１

２􀆰 ４ 　 不确定度汇总

根据 ＪＪＦ １３４４—２０１２[１６] 中要求ꎬ气体标准物

质定值的不确定度考虑 ３ 个方面的因素:定值过

程引入的不确定度 ｕａｎａｌꎬｒ、均匀性引入的不确定度

ｕｐｒｓꎬｒ、稳定性引入的不确定度 ｕｌｔｓꎬｒꎮ 最终定值的

不确定度可以通过公式(３)、(４)获得ꎬ各浓度点

不确定度汇总见表 １３ꎮ
相对标准不确定度:

ｕＣＲＭꎬｒ ＝ ｕ２
ａｎａｌꎬｒ ＋ ｕ２

ｐｒｓꎬｒ ＋ ｕ２
ｌｔｓꎬｒ (３)

　 　 相对扩展不确定度:
ＵＣＲＭꎬｒ ＝ ｋ × ｕＣＲＭꎬｒ (４)

　 　 由表 １３ 可知ꎬ研制的氮中一氧化氮、二氧化

硫、一氧化碳气体标准物质相对扩展不确定度均

不大于 １􀆰 ２％ꎬ保守估计确定其相对扩展不确定

度为 １􀆰 ５％ꎮ
表 １３ 　 气体标准物质特性量值的不确定度汇总

Ｔａｂ.１３　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｆｏｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ
ｇａｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ (％)

混合气体 组分 ｕａｎａｌꎬｒ ｕｐｒｓꎬｒ ｕｌｔｓꎬｒ ｕＣＲＭꎬｒ ＵＣＲＭꎬｒ(ｋ＝ ２)

低浓度点
ＮＯ
ＳＯ２

ＣＯ

０􀆰 ５１
０􀆰 ５１
０􀆰 ５１

０􀆰 ０２
０􀆰 ０２
０􀆰 ０１

０􀆰 １０
０􀆰 ２７
０􀆰 ０５

０􀆰 ５２
０􀆰 ５８
０􀆰 ５１

１􀆰 １
１􀆰 ２
１􀆰 １

中浓度点
ＮＯ
ＳＯ２

ＣＯ

０􀆰 ５１
０􀆰 ５１
０􀆰 ５１

０􀆰 ０１
０􀆰 ０１
０􀆰 ０１

０􀆰 １８
０􀆰 ０８
０􀆰 １５

０􀆰 ５４
０􀆰 ５２
０􀆰 ５３

１􀆰 １
１􀆰 １
１􀆰 １

高浓度点
ＮＯ
ＳＯ２

ＣＯ

０􀆰 ５１
０􀆰 ５１
０􀆰 ５１

０􀆰 ０１
０􀆰 ０１
０􀆰 ０１

０􀆰 ２１
０􀆰 １１
０􀆰 ０５

０􀆰 ５５
０􀆰 ５２
０􀆰 ５１

１􀆰 １
１􀆰 １
１􀆰 １

３　 结论

本文介绍了氮中一氧化氮、二氧化硫、一氧化

碳气体标准物质的研制过程ꎮ 采用两步称量法制

备高中低 ３ 个浓度点的混合气体标准物质ꎬ建立

了基于傅里叶变换红外光谱分析仪的分析方法ꎬ
采用比较法定值ꎬ并考察了气体标准物质的均匀

性和长期稳定性ꎮ 结果表明:研制的氮中一氧化

氮、二氧化硫、一氧化碳气体标准物质均匀性和稳

定性良好ꎬ浓度特征量值范围为:一氧化氮:２００ ~
１ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、二氧化硫:２００~１ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌ、
一氧化碳:１ ０００~５ ０００ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ相对扩展不确

定度为 １􀆰 ５％(ｋ＝ ２)ꎮ 能够满足固定污染源在线

监测系统、烟气分析仪等环境监测仪器检定校准

的需求ꎮ
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