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样品前处理目的

把目标成分从复杂基质环境中尽可能提取、分离；得到基质尽量

单一、浓度合适组分

将微量药物从复杂的介质中纯化、富集出来（分离浓缩），浓缩待测

物，改善检出限和定量限;

6

使待测样品符合仪器分析检测要求，防止分析仪器的污染，提高测定

灵敏度和选择性等



对样品前处理技术的要求

最大限度地保

留欲测定成分，

较完全地除去

非测定成分

高通量、高选择

性、高灵敏度

快速、简单、自动

化程度高、低成本、

有机溶剂消耗小、

环境友好

适合于多种分析

仪器检测需求
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要求前处理技术装置：

小型化、自动化、高通量处理能力、与分析仪器

在线联合使用、减少溶剂使用量、减少操作步骤

或时间等；

01

样品前处理技术的发展趋势
① 微量化：处理更小的初始样品量、更小的样品体积、

或不使用有机溶剂(液相/固相微萃取、芯片分离)；

② 自动化：加速溶剂提取、SPE、稀释/浓缩；

③ 在线化：GPC-色谱/质谱、SPE-色谱/质谱等；

④ 专门化：顶空-GC、氢化物发生-原子荧光；
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生物样品中的基质成分及内源性物质

 （1） 无机离子

[Na+], [K+], [Ca2+], [Mg2+], [Cl-], [HCO3
-], [P], [Fe], [I], [Cu]

（2） 蛋白/大分子

已知的血浆蛋白质有二百多种，包括前白蛋白，白蛋白，α1-酸性糖蛋白，载脂蛋

白、球蛋白、触珠蛋白（α2-球蛋白）、血红素结合蛋白（β1-球蛋白）、转铁蛋

白（β2-球蛋白）、血浆铜蓝蛋白（α2-球蛋白）、皮质素传递蛋白（α2-球蛋白）、

钴胺传递蛋白、α2-巨球蛋白、α1-抗胰酶蛋白、纤维蛋白原和免疫球蛋白等。
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生物样品中的基质成分及内源性物质

（3）内源性物质（有机小分子）

氨基酸类，包括：丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、丝氨酸、苏氨酸、蛋氨酸、

天冬氨酸、谷氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸、甘氨酸、酪氨酸、脯氨酸、胱

氨酸、色氨酸等；

脂肪酸及其衍生物，包括：2-羟基丁酸酯、3-羟基丁酸酯、3-甲基-2-羟

基丁酸酯、棕榈酸酯、油酸酯、硬脂酸酯、月桂酸酯、亚油酸酯等；

其他有机小分子：尿素、甘油酸酯、肌酸酐、甘油磷酸异构体、柠檬酸、

抗坏血酸等；
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生物样品中的基质成分及内源性物质

（4） 内源性物质（有机小分子）

    碳水化合物，包括：葡萄糖、肌醇、肌醇磷酸酯等；

    嘌呤类化合物，包括：尿酸、核苷等；

    类固醇类：包括类固醇等；

（5）内源性磷脂：包括磷脂酰胆碱、溶血性磷脂酰胆碱等；

（6）前列腺素类：包括前列腺素D2、F2等；

（7） 激素类：如褪黑激素等；

（8）多糖类：如葡糖氨基葡聚糖（粘多糖）等；
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2.传统样品前处理方法

1）过滤法

除去液体中的固体颗粒物或进行固液分离获得固体物质的方法。包括过滤、

离心、沉淀。
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2.传统样品前处理方法

2）溶剂萃取：

    利用混合组分在溶剂中的溶解度或分配系数的差异进行

分离。

Ø 液-液萃取、液-固萃取、液-气萃取；

Ø 装置包括分液漏斗、索氏提取器、连续萃取装置等；
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2.传统样品前处理方法

3）蒸馏：

    利用混合液体或液-固体系中各组分沸点不同，使低沸点组分蒸发，再冷凝

以分离整个组分的单元操作过程，是蒸发和冷凝两种单元操作的联合。

4）分馏

    利用分馏柱将多次气化—冷凝过程在一次操作中完成的方法，分馏实际上是

多次蒸馏。此法适合于分离提纯沸点相差不大的液体有机混合物。
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2.传统样品前处理方法

5）其他

Ø  吸附柱色谱；

Ø 凝胶渗透色谱；

Ø 蛋白质沉淀法。
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1）耗时长，限制了快速处理样品数量；

2）处理步骤多，易造成待测物损失；

3）使用大量有害化学试剂，有害环境、增加废弃物处理成本，对操作人员

身体健康不利；

4）溶剂与水溶性样品不互溶，易产生乳化现象；

5）选择的溶剂难以覆盖所有目标物，特别是极性和带电荷的离子成分；

6）难以实现自动化操作。

传统样品前处理技术
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（1）液相萃取：双水相、浊点、胶团、离子液体、天然低共熔溶剂、

微萃取等；

（2）固相萃取：基质分散SPE、磁SPE、微萃取等；

（3）色谱分离：GPC-色谱/质谱、SPE-色谱/质谱、柱切换（在线干

扰消除/在线富集）等；

（4）电化学：原位电沉积、电渗析、电泳（薄膜、凝胶）；

（5）膜分离：超滤、透析、微透析、仿生膜；

（6）超分子分离：主客体配合物、分子印迹、亲和（免疫磁珠）；

（7）其他：超临界流体萃取、芯片分离

3. 现代样品前处理新技术

顶空单液滴微萃取



Ø 属于非溶剂型萃取分离技术，为柱色谱分离

过程，其分离机理、固定相和淋洗液溶剂的

选择与HPLC相似。

Ø SPE自70年代商品化问世以来，发展迅速，

目前SPE是一种最常用的样品前处理技术，

主要用于样品组分的分离、纯化和浓缩。 

3.1 固相萃取（Solid Phase Extraction，SPE)
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3.1 固相萃取（Solid Phase Extraction，SPE)

SPE法具有许多优点：如选择性强、分离时间短、使用有机溶剂少等。SPE的自

动化使繁琐、复杂、费时的样品前处理发生了飞跃性的变化 。

与传统液液萃取法相比：

（1）富集倍数高，分离选择性和重现性好，被萃物的回收率高；

（2）不需要用超纯溶剂，所需溶剂少，环境污染小；

（3）操作简单、省时（为液-液萃取的1/12） 、省力（可批量进行），可消

除乳化现象，易于实现自动化等。
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        SPE技术已广泛应用于医药、临床血液中药物浓度监测、刑事化验、检验检

疫、环保、食品、水质、领域中的样品前处理，同时，在生物技术和生物工程领

域，人们也开始使用固相萃取技术进行生物样品的纯化。而且，自动化固相萃取

仪也越来越被广泛应用。

3.1 固相萃取（Solid Phase Extraction，SPE)
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3.1.1 SPE装置

固相萃取小柱

        SPE柱是一根直径为数毫米的小柱子。由柱管、烧结垫和固定相 三部

分组成。
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3.1.2 固相萃取的原理

    SPE是一个包括液相和固相的物理萃取过程。在固相萃取过程中，固相对分析物

的吸附力大于样品基液。

    当样品溶液通过SPE柱时，由于固体吸附剂对目标化合物的吸附能力大于样品基

液对该化合物的溶解能力，使目标化合物被吸附在吸附剂表面，而其他组分则流出

柱子。

    再用洗脱液将目标化合物洗脱或加热解吸附，以达到分离和富集目标化合物的

目的。

目标化合物与吸附剂的极性越接近，则亲和力越大，保留越强。

22



       SPE的基本原理和HPLC相同，但目的则完全不同。HPLC是要在短时间内将各

个化合物分离并保持好的峰形。而SPE是要从复杂的基液中分离感兴趣的化合物并

将其浓缩，以便进行进一步的分析。

与HPLC比较：

(1) 柱效低（柱床短、填料粒径大, n=10－50塔板），只能分开保留性质有很大差

别的化合物;

(2) 目标物被固定相牢固吸附或完全不被保留;

(3) SPE柱是一次性柱。 

传统的SPE柱填料的颗粒往往比HPLC柱的填料颗粒要大的多(一般在40Ǻ)，而且是不规则的颗粒

以增加接触样品的表面积。目前用的最广泛的是键合硅胶柱，其次是聚合树脂柱。
23



3.1.3 SPE 填料类型
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Ø  反相SPE（Reversed-Phase)

吸附剂：非极性或弱极性，如硅胶键合C18（ODS最常用), C8,  C4，C2, -苯基、高聚物

等。C4 、C8 ，-苯基的疏水性弱, 对非极性物质保留较C18弱。

洗脱溶剂：极性的甲醇、乙腈、丙酮及乙酸乙酯等。

应用：可以从强极性的溶剂中吸附非极性～中等极性的化合物。

     如抗生素、咖啡因、药物、染料、芳香油、脂溶性维生素、杀菌剂、除草剂、碳

水化合物、苯酚、类固醇、表面活性剂、茶碱等。

注意事项：稳定性受pH影响大；使用要求严格。
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Si

C18 tails
步骤:
1. 活化小柱
2. 上样
3. 洗涤
4. 洗脱被分析物

C18疏水尾端在第一步活化阶段形成溶

剂化物，如果小柱内溶剂干掉，溶液导

致小柱塌陷，无法进行提取。

硅胶表面

溶剂膜

非极性烷基

极性功能团

有机分子
非极性部分
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Ø正相SPE

极性吸附剂：如硅胶键合-NH2、-CN、二醇基等;

洗脱溶剂：非极性或弱极性，如正己烷、环己烷等。

应用：从非极性或弱极性溶剂中吸附极性化合物。

Ø -NH2：有较强的氢键结合能力，对某些多官能团化合物如甾体、强心甙等

有较好的分离能力。

-CN：从样品溶液中吸附极性化合物, 如酚类、类固醇等

Ø -Diol (二醇基): 可用于分离有机酸、甾体和蛋白质。

    形成氢键的强弱:  -NH2> -CN>二醇基

27



HLB柱      hydrophilic-lipophillic balance

HLB:  亲脂的二乙烯基苯和亲水的N-乙烯基吡咯烷酮按比例聚合而成。

HLB和ODS比较：

u pH适用范围宽： 1-14

u 柱子不怕抽干，碳链不会塌陷。

u 可通过调节样品溶液的pH值来选

择性的保留酸性、中性和碱性化合物。

u 高保留性
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Ø 离子交换SPE
Ø 强阳离子交换柱 SCX    (内装R-SO3H交换剂)

Ø 弱阳离子交换柱WCX    (含有-COOH、磷酸基-PO3H2、酚基 Ar-OH的离子交

换树脂)

Ø 强阴离子交换柱 SAX

Ø 弱阴离子交换柱 WAX

    以伯胺（-NH2）、仲胺(-NHR)或叔胺（-NR2）为交换基团的离子交换树脂。
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离子选择性吸附顺序

 离子浓度相近时，电荷高，水合离子半径小的离子易被吸附。

强酸性阳离子交换柱 :

Fe3+>Cr3+>Al3+>Ca2+>Mg2+>K+>NH4
+>Na+>H+>Li+

弱酸性： H+ >Fe3+ > Cr3+> Al3+> Ca2+> Mg2+> >K+≈ NH4
+ > Na+> Li+

强碱性： Cr2O7
2- >SO4

2- >CrO4
2- >NO3

- >Cl- >OH- >F- >HCO3
- >HSiO3

-

弱碱性：OH->Cr2O7
2->SO4

2->CrO4
2->NO3->Cl->HCO3

-
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离子洗脱顺序

1) 吸附顺序中位于前面的离子可以洗脱后面的离子

2) 高浓度时, 可用顺序后面的离子洗脱前面的离子。

3) 洗脱剂可以是酸或碱，能中和待分析物所带电荷，或中和键合硅胶官能团

所带电荷。
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3.1.4 固相萃取中样品溶液pH值的控制

    过柱前，需调节样品基体的pH值，以提高分离效率。

（1）带有羧基和酚羟基的化合物用反相柱分离时(如C18)，需要抑制化合物的

解离，增大其在反相柱上的保留，应向样品溶液中加酸（如1%的磷酸水溶液）

使pKa-pH＜2， 99%以上的羧基会离解；

（2）分离弱酸时，应选阴离子交换柱，为了使目标化合物和吸附剂上的离子

基团均带电荷，需调节pH-pKa>2，当用强碱型阴离子交换剂时，样品溶液采

用5%的氨水溶液，使pH>9即可;
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3.1.4 固相萃取中样品溶液pH值的控制

（3) 分离弱碱时，应选阳离子交换柱，需调节共轭酸的pKa－pH＜2，99%以上的

胺基会结合质子呈阳离子态，一般pH＜7即可，当用R－SO3H型吸附剂时，样品

溶液采用1%磷酸或甲酸水溶液即可。在离子交换固相萃取中，不仅要使待分析物

以离子状态存在, 而且pH值要在离子交换柱的使用范围内。
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 1) 活化吸附剂     

        在萃取之前必须用适当的溶剂进

行预处理，以除去吸附剂中可能存在

的杂质，并使吸附剂溶剂化，以提高

萃取的重现性和回收率。 

3.1.5 固相萃取的一般操作程序

（1）填料保留目标化合物
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2) 上样      

        将样品用溶剂溶解，转移入柱，让试样溶液以一定的流速通过柱子（可利用

抽真空、加压或离心等方式）。

 3) 洗涤      

        用中等强度的溶剂将干扰组分洗脱下来。

4) 目标化合物的洗脱

　　用适当强度的洗脱剂将目标化合物洗脱在收集管中。为提高目标化合物的浓

度，可将收集到的化合物用氮气吹干，再溶于小体积的溶剂中。

3.1.5 固相萃取的一般操作程序

35



 1) 活化吸附剂     

      除去吸附剂中可能存在的杂质，并使吸附剂溶剂化。

2) 上样      

      将样品转移入柱，此时大部分目标化合物会随样品基液流出。杂质被

保留在SPE柱上。

 3) 洗脱    

        用小体积的溶剂将组分淋洗下来并收集，合并收集液。

3.1.5 固相萃取的一般操作程序

（2）填料保留杂质
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3.1.6 固相萃取方法的建立
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3.1.6 固相萃取方法的建立
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3.1.7 固相萃取小柱的应用

一、尿样中可的松的处理

      SPE C18小柱操作步骤

           1、先进2毫升水，再将2毫升甲醇注入，使小柱活化；

           2、将2毫升尿样加入活化好的C18小柱中；

           3、加入2毫升甲醇/水（20+80）混合液，洗去干扰物质

           4、加入100%甲醇溶液，收集流出液，HPLC进样分析
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3.1.8 生物样品高通量SPE萃取

     96孔板SPE专门为高通量SPE设计。96孔板为标准的8×12 格

式，每孔含少量吸附剂（10-100 mg），样品载量约2 mL/孔，每

种SPE填料，都可以选择96孔的格式装填。主要用于生物、医药

等行业小量样品的高通量净化处理，且多余自动化的样品处理

装置联用，也是LC/MS/MS或其他高通量分析技术理想的前处理

工具，此外，还有384孔板，1536孔板，用于更高通量的样品前

处理。

41



 96孔板SPE一般配合真空萃取装置、固相萃取仪和液体工作站使用，可同时处理

最多96个样品，在自动化仪器上，30-60min可完成一个96孔板的SPE萃取，而手

动SPE提取则需要5小时以上。
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3.2 磁固相萃取技术（MSPE）

u 吸附剂为磁性材料，如磁铁矿（Fe3O4）

和磁赤铁矿（γ-Fe2O3），碳纳米管、石墨

烯等，粒径一般为纳米级。

43

u MSPE无需将吸附剂填充于SPE小柱，磁性纳米颗粒直接被分散于样品溶液或悬浮液

中，将目标分析物吸附到分散的磁性吸附剂表面，在外部磁场作用下，目标分析物

随吸附剂一起迁移，最终通过合适的溶剂洗脱被测物质，从而与样品的基质分离开

来。通过外磁场可实现与样品基质的快速分离。



3.2 磁固相萃取技术（MSPE）

u磁性纳米颗粒易团聚、选择性、稳定性差。通常制备超顺磁性的氧化铁纳米颗

粒，并在其表面直接修饰化学官能团或采用一定的包埋技术制备粒径可控的微

纳米级磁性复合材料，再在复合材料表面修饰特定官能团实现对目标分析物的

选择性富集与净化。

uMSPE操作简单、有机溶剂用量少、洗脱简单，吸附剂易再生，广泛用于复杂

基质中样品的分离与净化。
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3.3 液液萃取

2.3.1 液相微萃取（Liquid Phase Microextraction, LPME）

u  由Dasgupta和Cantwell两个课题组在20世纪90年代中期首先提出，并正

在迅速发展的一种新型的样品前处理技术。

u 集采样、分离、纯化、浓缩、进样于一体，并能适应复杂介质、痕量成

分、特殊性质成分的分析；

u 操作简单、快捷，无需特殊仪器设备；

u 萃取方式多，可选用的有机溶剂种类多且用量少（约几至几十微升），

为优化LPME的条件提供了很大的空间。
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u LPME适合萃取在水溶液中溶解度小的痕量目标物。

u LPME萃取相可直接进行紫外可见分光光度法、荧光分光光度法、原子吸收分光光度法测定，

也可进入气相色谱仪、高效液相色谱仪、高效毛细管电泳仪、色谱-质谱联用仪或毛细管电泳-

质谱联用仪等现代仪器进行分析，从而实现在线样品前处理。
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单液滴微萃取：一滴溶剂直接悬挂于色谱进样针针尖，将其进入样品水溶液或样品顶空气相中，分

析物萃取到有机溶剂液滴中，直接注入色谱仪分析，实现分离与进样两步操作。

缺点：悬挂于针尖的有机溶剂液滴在搅拌样品时容易脱落。
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将多孔中空纤维管固定在针头上保护和容纳有机萃取剂。同时，纤维的多孔性增加了溶剂与样品接

触的表面积，从而提高了萃取效率。包括：两相LPME和三相LPME。
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中空纤维膜微萃取



中空纤维管内吸入萃取相（有机溶剂、萃取剂），纤维管壁微孔内页浸满萃取

相。目标物被萃取到纤维腔内，在萃取溶剂相和样品水相之间达到分配平衡，

萃取相可直接进样分析。

三相LPME

中空纤维管壁微孔内浸入的是有机萃取剂，而纤维腔内吸入的是水溶液接收相。

有机萃取剂成为样品水溶液和接收相水溶液之间的隔断。目标物先被有机萃取

剂从样品水溶液中萃取出来，然后进入管内水相接收相，可直接进行色谱分析
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两相LPME



萃取相是由少量（如10-50 μL）萃取溶剂与数倍量（如0.5-1.5 mL）分散剂混合而成，用注射器将

萃取相快速注入离心管中的数毫升样品溶液中，萃取相即以细小液滴形式分散于样品溶液中，相当

于多个液滴微萃取。离心分离使萃取相聚集于底部，吸取萃取相分析。

适用范围：水样中有机污染物，特别是农残的富集。
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分散液液微萃取



3.3.2 固相支持液液萃取（SLE）

以传统液液萃取原理为基础，结合固相萃取支撑体易于相分离的特点，以一种吸附

性高、惰性好、具有高比表面积的多孔硅藻土为介质，从而实现快速和高通量样品

制备，适合生物样品的制备，不会形成乳状液并显著降低样品制备时间。

A B
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SLE使用水与另一种不混溶的溶剂来萃取分析物。在SLE中，将含水样品固定在

惰性载体如硅藻土上，有机相流过载体，消除了乳液形成等问题。硅藻土惰性

载体的大孔径和大孔体积，加上宽泛的pH工作范围（1-13），使其能够分离可

能含有磷脂和蛋白质的粘性水溶液，如血液，血浆和血清。
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3.4 蛋白质沉淀技术

    蛋白质沉淀的原理是沉淀剂与蛋白质的一部分直接或间接的相互作用，从

而使蛋白质聚集沉淀。

目的：

（1）生物样品中小分子物质的分析

    减少生物样品中的蛋白质的含量

（2）蛋白质标记物的分析

     将不同的蛋白质分开；将蛋白质溶液进行浓缩

传统方法：

热聚集、盐析、酸变性法（使生物样品中所有蛋白质整体变性）
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（1）溶剂的加入：如内标物、反应物、2-5倍样品体积的有机溶剂

（2）震荡：增加蛋白质变性沉淀的速度，也可将震荡后的样品液进行冷冻从而增加

蛋白质去除的效率；

（3）离心或过滤除沉淀：过滤法效率与离心法相当或者更优于离心法，且过滤法更

易于实现自动化。
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蛋白质沉淀的一般步骤



传统蛋白质沉淀-离心法不足：

    1）操作步骤繁琐

    2）耗时

    3）重现性差

    4）不易实现自动化和高通量
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快速蛋白质沉淀（PPT）

快速蛋白质沉淀技术（Protein Precipitation tube, PPT) ：

    基于有机溶剂沉淀蛋白质的原理，并结合SPE技术

和膜分离技术发展而来。

常温常压下有机溶剂或水无法通过膜，在负压

或正压下，液体能穿透膜而流出，而大颗粒的

变性蛋白质聚集物则保留在膜上侧，从而实现

蛋白质与上清液的快速分离。 57



高通量蛋白质沉淀

将快速蛋白质沉淀技术与96孔板联用，可实现样品的高通量制备，同时与高通量样品制备仪联用，实现了蛋

白质沉淀的自动化。

过程：将96孔板置于高通量样品制备仪的真空部分上方，确保密封。向96孔板中加入200 μL样品溶液和1 mL

沉淀剂。震荡1 min，静置1 min。施加真空，是样品液流如相匹配的接收板内，N2气吹干，流动相溶解后进行

HPLC分析。
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案例分析应用

60



案例分析应用
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课后思考题

1.了解样品前处理技术近年来发展趋势，掌握常用高通量样品前处理技术；

2. 掌握SPE样品前处理方法的建立及操作步骤；

3. 某化合物的Pka>4, 需用什么柱子吸附？如何洗脱？
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