
第一节　环境暴露组学的气相质谱分析方法

气相色谱 -质谱联用仪（gas chromatography-mass spectrometry，GC-MS），作为一

种灵敏、可靠的分析工具，被广泛用于环境暴露组学研究中，可对有机化合物进行精

准的定性和定量分析，有助于深入了解环境暴露物与疾病的紧密联系，以及生物、化

学和物理暴露组之间的相互作用。

一、环境暴露组学的气相分析方法

（一）色谱发展历程

色谱技术的发展与该方法的先驱者M.S.Tswett、A.J.P.Martin、R.L.M.Synge和A.T.James

密切相关（图3-1）。Tswett使用了一根装满碳酸钙的窄玻璃管，正确解释了色谱过程，

并奠定了一种新的实验室方法。1941年，Martin和Synge发表了具有重要意义的研究成

果，报道了通过在柱中使用两种液体溶剂的分配来分离混合化学物，引入了分配色谱

的概念。这些原理的引入证明了可以通过使用气体作为流动相实现分离，从而催生了

气相色谱（gas-solid chromatography，GSC）的发展。12年后，Martin和 James介绍了

使用GLC（gas–liquid chromatography，GLC）分离脂肪酸的方法。1959年，Marcel J. 

E. Golay发表了关于色谱柱的重要论文，其中介绍了他对色谱柱的改进和创新。Desty
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图3-1　对GC色谱柱早期发展作出贡献的重要里程碑
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研制出第一台玻璃毛细管柱拉制机，该装置有助于加强玻璃毛细管柱在GC分析中的地

位。1979年Dandeneau，Zerenner对用于玻璃毛细管气相色谱法的各种玻璃进行了研究，

揭示了使用钾碱铅和熔融石英玻璃作为制造玻璃毛细管柱的材料的一些独特色谱特性。

（二）气相色谱原理

如图3-2所示，GC由几个部分组成：载气流量控制器、进样口、分离柱、柱炉、

检测器和积分器图记录。气相色谱是以气体作为流动相（载气），通常使用惰性气体

（如氢气、氮气或氦气）作为运载气体。当液态样品通过进样器进入充满载气的进样口

时，受热汽化，随后被载气携带进入色谱柱中。混合物的组分由于其与固定相的相互

作用差异而被分离。经过色谱柱的洗脱后，分离出的化合物通过检测器进行检测，检

测器会产生与化合物浓度相对应的信号。

图3-2　气相色谱系统示意图

进样系统

气源

柱系统 数据处理系统

（三）气相色谱模式

GC是唯一不使用流动相与分析物相互作用的色谱形式。当固定相是固体吸附剂

时，该过程称为气固色谱（gas-solid chromatography，GSC），当它是惰性载体上的液

体时，该过程称为气液色谱（gas-liquid chromatography，GLC）。

GSC方法的基本原理是固体材料（吸附剂）表面吸附的差异。吸附的发生是由

于非特异性（定向、诱导和分散）和特异性相互作用（络合、氢键等），并基于吸附

剂和山梨酸盐的性质。具有足够的化学、物理和热稳定性的多孔材料被用作吸附剂。

GLC分离原理是由于气态目标物与固定相相互作用而发生的物理化学分离。这种固

定相是一种非挥发性液体，具有与目标分析物相似的极性，并沉积在固体载体上。被

分析物质的蒸气与载气混合在柱中移动，由于溶解和蒸发过程的多次重复，流动气相

和液体固定相的平衡多次建立。在固定相中溶解度较高的物质被固定相保留的时间较
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长。因此，被分析的混合物被分离成单独的组分，这些组分依次离开色谱柱并被检测

器识别。

（四）气相色谱柱

GC系统中关键的组件是色谱柱，它是一个长而细的管状结构，内壁被涂覆上固定

相，固定相可以是多种不同类型的材料，如聚硅氧烷、聚酸甲酯等。这些固定相具有

不同的极性和选择性，可根据需要选择不同的色谱柱进行分析。样品中的组分在固定

相上的亲和力不同导致它们以不同的速率被吸附和解吸，从而分离开来，亲和力较大

的组分会停留更长时间，而亲和力较小的组分则通过色谱柱快速移动，分离后的组分

进入检测部分。

（五）气相色谱检测器

有几种检测器与气相色谱耦合，如热传导检测器（thermal conductivity detector，

TCD），火焰电离检测器（flame ionization detector，FID），电子捕获检测器（electron 

capture detector，ECD）和质谱仪（mass spectrometer，MS）。

TCD检测器是最早为GC开发的探测器之一（图3-3）。TCD的基本原理是通过监

测灯丝电导率的变化来检测载气和样品之间的导热性。TCD是一种通用检测器，可以

对所有与载气具有不同热导率和热容的分析物做出响应。TCD对导热系数有响应，因

此对流量非常敏感。TCD通常采用两个检测器，其中一个用作载气的参考，另一个用

于监测载气和样品混合物的热导率。氦气和氢气等载气具有非常高的导热性，因此即

使添加少量样品也很容易被检测到。TCD的优点是使用方便简单，设备广泛应用于无

机和有机化合物，以及分离和检测后收集分析物。TCD的最大缺点是除了流速和浓度

依赖性外，仪器相对于其他检测方法其灵敏度较低。

图3-3　热导检测器示意图

试样
（R4）

电流
放大器

参比
（R3）

参比
（R2）

试样
（R1）

FID是一种通用检测器（图3-4），是检测有机化合物（即碳氢化合物）最常用的气

相色谱检测器，它对含碳化合物具有很高的灵敏度。FID对所有在氢氧火焰中燃烧的有

机化合物都有反应。FID对无机化合物的交叉敏感性也很低。虽然FID易于使用且不受
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流量影响，但FID需要三个单独的气体供应并会破坏样品（破坏性）。FID需要氢气作

为燃料，氦气或氮气作为载气，氧气或空气作为燃烧。FID的原理是有机化合物在氢气

空气火焰中燃烧而电离。随后将气体样品置于氢气火焰中，样品中的碳氢化合物被火

焰电离，然后用电场提取。这个过程的结果是产生的电流，等于样品的总碳含量。

ECD又称电子亲和检测器或电子吸收检测器，是一种浓度高、灵敏度高、特异的

检测器（图3-5）。ECD用于检测电子仿射化合物。ECD对电负性化合物（即卤素）的

灵敏度很高，但检测限也很低。为了产生电子和离子，须使用低能β射线源。使用不同

的载气会影响电子的各种性质，如热化速率；载气也可能影响分子的电离，使ECD信

号复杂化。ECD通常使用甲烷和氩气的混合物。ECD是由一个含有放射源和两个极化

电极的电离室组，可利用放射性发射器电离粒子。ECD根据吸附的电子来检测分析物

图3-4　典型FID的示意图
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图3-5　ECD示意图
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的浓度。

二、环境暴露组学的质谱分析方法

质谱仪以离子源、质量分析器和离子检测器为核心（图3-6）。在质谱仪中，分子被

电离，通过电场加速进入质量分析器中。在质量分析器中，会根据它们不同的质荷比

（m/z）被分离。分离后的离子依次进入离子检测器，离子检测器采集放大离子信号，经

计算机处理，绘制成质谱图，每个化合物都有其独特的质谱图谱，利用计算机软件对质

谱图进行处理和分析，可以对化合物进行定性和定量。

GC-MS一般会配备电子轰击离子源（electron impact ion source，EI），EI源的谱图

是在70 eV条件下获得的，可以匹配NIST谱库进行未知化合物检索，是GC-MS的通用

型离子源。除了EI源，还有化学电离源（chemical ionization，CI）、场致电离源（field 

ionization，FI）及场解吸电离源（field desorption，FD），可以根据检测化合物的不同，

选择适合的离子源。

质谱仪的种类非常多，根据质量分析器的不同，可将质谱分为离子阱质谱、四级

杆质谱、轨道阱质谱、飞行时间质谱等。目前，环境暴露组学领域常见的质谱多为它

们的串联形式，如四极杆串联飞行时间（Q-TOF）、四极杆串联轨道阱（QE）、三重

四极杆（QQQ）、三重四极杆复合线性离子阱（Q-TRAP）。Q-TOF和QE属于高分辨

质谱，其中Q-TOF类型质谱是目前使用最多的高分辨质谱，该类仪器将四极杆 -飞行

时间两种分析器联用，通常以四极杆为质量过滤器，以TOF作为质量分析器，能够

提供高分辨的二级谱图，定性能力优于QQQ。而三重四极杆是最灵敏和重现性最好

的定量仪器，具有多种扫描模式：子离子扫描、母离子扫描、中性丢失扫描、单离子

反应监测、多反应监测（MRM），其中MRM模式应用最为广泛，特别是需要精确定

量时。MRM模式中通过两级离子的选择，排除大量干扰离子，目标检测物的信噪比

显著提高，同时可进行连续的离子扫描分析，得到串联质谱碎片数据，与全扫描和中

性丢失质谱扫描模式相比，降低了分析过程中定性结果的假阳性率，保证了分析的准

确度。

图3-6　质谱仪原理图

磁铁加热离子化
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三、气相色谱的质谱分析方法在环境暴露组学中的分析流程

（一）样品预处理

进行环境暴露组学气相色谱分析前，要对样品进行预处理，首先需要收集感兴趣

的样品比如土壤、水样、生物组织或其他类型的样品，采集过程中遵循适当的采样方

法，以避免样品受到污染或损坏。采集到的样品要进行标识并记录相关信息，比如采

样日期、位置、样品描述等，这将有助于跟踪和识别样品，并确保数据的可靠性和可

追溯性。在某些情况下，可能需要将混合样品进行分离，以获取所需的组分或减少干

扰物的影响。常见的分离方法包括离心、过滤、萃取等。对于植物组织或者土壤这样

的植物样品，通常需要粉碎或研磨成粉状，再根据实验需求，对样品进行化学处理，

比如pH调整、加入缓冲液、添加试剂等，以改变样品的性质或提取所需的组分。对于

水或溶液这样的液态样品，需要通过滤器去除杂质、颗粒或微生物，净化样品。

（二）样品衍生化

对于挥发性有机物（volatile organic compounds，VOCs）以及非极性化合物如烷

烃、醚类、酯类等，这些化合物通常具有较好的挥发性，无须衍生化处理即可进行分

析。对于一些难挥发的样品，需要进行衍生化处理，将代谢物转化为挥发性衍生物便

于GCMS分析。衍生化可以降低极性及提高热稳定性，同时可改善峰形、分辨率和

强度。衍生化方法有很多，甲氧肟化和硅烷化是最常用的方法之一（图3-7），甲氧肟

化反应可以将游离羰基功能部分转化为肟衍生物，并防止形成环状结构，特别是碳水

化合物和类固醇，这样就减少了每种化合物可能的立体异构体的数量，提高了检测灵

敏度。硅烷化反应通过硅烷基取代羟基、羧基、巯基、氨基及亚氨基的活泼氢，代

谢物被衍生为硅醚或硅酯。目前最多的硅烷化试剂是N-甲基 -N-三甲硅基三氟乙酰

胺（N-methyl-n-trimethylsilyltrifluoroacetamide，MSTFA）和N-O-双（三甲硅基）三氟

乙酰胺。对提取物进行衍生化时，要使提取物干燥且没有残留的水分，水分会消耗硅

烷化试剂导致反应不完全。针对水相样品可以用氯甲酸酯进行衍生，比如氯甲酸甲酯

图3-7　MOX和MSTFA两步衍生的形成
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（methyl chloroformate，MCF），氯甲酸乙酯（2-chloroethyl chloroformate，ECF）和氯

甲酸丙酯（Propyl chlorocarbonate，PCF），氯甲酸酯能够在室温下对氨基酸和非氨基酸

的有机酸、磷酸化有机酸和脂肪酸中间体进行衍生化，不易发生基质效应，从而被广

泛使用。

（三）方法优化

环境暴露组学研究中优化GC-MS方法非常重要，优化方法如选择适当的柱和固定

相、优化进样条件、调整温度程序等。首先根据样品特性和目标分析物的化学性质，

选择合适的色谱柱，如非极性柱、极性柱或选择柱，同时也要选择恰当的柱长度、内

径和填料内径，保证组分可以顺利分开。调整柱温可以改变分离速度和选择性，升高

温度可以增加挥发性化合物的扩散速率，从而提高分离速度，然而过高的温度可能会

导致某些化合物的降解或裂解，因此优化色谱条件时应选择适当的温度。调整流速可

以改变峰形，流速过快会导致峰形状变宽或重叠，从而降低分辨率。相反，如果流速

过慢，分离时间会延长。因此，需要在保持分离效果的同时，找到适当的流速。

分流 /不分流进样口是GC最常用的进样口，分流进样可以减少载气中样品的含量，

使其符合毛细管色谱进样量的要求。分流进样适合于大部分可挥发样品，包括液体和

气体样品，因此如果对样品的组成不很清楚，应该首先采用分流进样口，对于一些相

对“脏”的样品，更应采用分流进样，因为分流进样时大部分样品被放空，只有一小

部分样品进入色谱柱，这在很大程度上防止了柱污染；如果分流进样不能满足分析要

求时（灵敏度太低），才考虑其他进样方式。在使用分流进样口时，应根据样品情况调

整合适的分流比，因为可能会存在分流歧视的问题，一定分流比条件下，不同样品组

分的实际分流比是不同的，这就会造成进入色谱柱的样品组成不同于原来的样品组成，

从而影响定时分析的准确度。不分流进样具有明显高于分流进样的灵敏度，也常常用

于环境分析，当样品比较脏时，对样品的预处理是保护色谱柱所必须注意的问题。

在环境暴露组学研究中，准确的定量分析是至关重要的。为了进行准确的定量测

量，应使用合适的标准物质进行校准和质量控制。优化GC-MS方法涉及建立标准曲

线、确定检测限和线性范围，及监控仪器响应和响应因子的稳定性。

GC-MS联用技术中的质谱参数也需要进行优化，这包括优化离子源温度、碰撞

能量和离子化方式等参数，以获得良好的信号强度和质谱图的清晰度。同时，考虑到

环境样品中有机污染物的复杂性，可能需要使用多级质谱（MS/MS）或选择离子监测

（SIM）模式，以提高分析的特异性和灵敏度。

（四）数据处理和分析

首先，需要对从GC-MS仪器中获取的原始数据进行预处理。这包括峰识别、峰面

积计算和峰对齐等步骤。峰识别可以通过设置阈值和峰宽来自动或手动地确定峰的位

置和形状，计算每个峰的面积作为化合物的含量指标，并进行峰对齐以消除不同样品
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之间的保留时间漂移。

在大规模环境暴露组学研究中，可能会生成大量的特征峰（即代表化合物的峰）。

为了降低数据维度并筛选出与目标分析相关的特征，可以使用特征选择方法，例如在

运行过程中校正基线并解卷积任何彼此紧密共洗脱的峰，分离出独特的峰后，在数据

处理期间进行峰对，以校正这种保留时间漂移，从而在所有样品中对齐相同的峰。最

后，使用真实标准品或通过质谱库如NIST库等查询化合物质谱图鉴定分离的峰。此

外，还可以对数据进行归一化处理，以消除批次效应和样品间的变异。一旦进行了特

征选择和数据归一化，就可以应用多种统计学方法来分析GC-MS数据。例如，主成分

分析（PCA）和偏最小二乘回归（PLS-DA）可以用于数据降维和样品聚类。另外，可

以使用单变量或多变量的统计检验方法，如方差分析（ANOVA）或 t检验，来比较不

同组别之间的化合物含量差异。在GC-MS数据分析中，通常需要标识和注释特征以确

定化合物的身份，这可以通过与已知数据库进行比对、质谱库搜索、保留指数计算和

碎片图解等方法来实现。现代的GC-MS数据处理软件通常提供了许多工具和库来帮助

进行标识和注释。一旦确定了化合物的身份，可以进一步进行生物学解释和功能分析，

这包括寻找潜在的生物标志物、通路分析、生物标记物的疾病相关性评估等。此外，

还可以结合其他组学数据（如基因表达数据或脂质组学数据）进行综合分析，以揭示

环境暴露与生物响应之间的关系。

四、基于气相色谱的质谱分析方法在环境暴露组学中的应用

早在20世纪20年代，人们就逐渐开始关注大气中的环境暴露组学，Greenburg为

了探究在矿山和工厂等多尘环境中的粉尘对工人身体产生的有害影响，设计了一种灰

尘过滤检测器，并探究了粉尘吸入与疾病之间的定量关系。但由于当时的技术水平有

限，这种宏观的检测方法只能粗略定量一些空气中的粉尘颗粒。随着色谱法检测技术

的进步，GC-MS被广泛应用于环境暴露组学的研究工作与实际检测中。

外部化学环境通常指由空气、水体、土壤等组成的，具有直接或间接影响生物生

存条件的环境。在空气中，挥发性有机化合物（VOCs）的浓度会直接影响城市的空

气质量。过量的VOCs会对人体健康造成损害。利用GC-MS技术，可以准确检测大气

样品中的短链烃类、多环芳烃、氯代有机物和其他有机污染物。然而，大气中有1/3

或更多的细颗粒为二次有机气溶胶（secondary organic aerosol，SOA），SOA的前体为

中等挥发性有机化合物（individual volatile organic compound，IVOCs），具体成分为

C11～C22的烃类化合物。这些 IVOCs往往很难被定量分析，因为随着碳数的增加，组成

异构体的数量也呈指数增加。Zhao等人首先提出了一种GC-MS半定量方法，来估算环

境空气中的 IVOCs，并评价了不同时段下美国加利福尼亚州的空气中 IVOCs的含量变

化，发现在下午时段时，空气中的 IVOCs含量增加约30%，但是该工作尚无法确定这

部分 IVOCs的来源。
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对于水体和土壤，评估其中的污染物种类、污染程度以及采取适当的修复措施同

样至关重要。Benfenati等在1990年的工作中，使用GC-MS对水中50余种农药残留物

进行了检测，由于农药的毒理学活性大多是由其降解产物引起，他提取了样品水体中

的活性物质和代谢物，并使用GC-MS进行检测，来验证水体中有无农药残留。近年

来，由于工业废水、燃烧余烬等的过度排放，更复杂的有毒化合物进入了水体和土

壤，造成污染。构建合适的GC-MS方法，同样可以对这些有机污染物进行定量分析。

Mikolajczyk等利用高分辨GC-MS，同时检测了水库的底部沉淀物以及鱼类肌肉中的二

苯并对二 英（dibenzo-p-dioxin，PCDDs）、二苯并呋喃（dibenzofuran，PCDFs）和多氯

联苯（polychlorinated biphenyls，PCBs）的含量。结果表明，部分样本中的污染物水平

明显偏高，鱼类体内的污染物的水平与分布直接反映了其环境的污染情况，若长期食

用同种鱼类会导致人体内的毒素迅速累积，增加患病概率。

内部化学环境指的是个体本身的生活习惯、饮食习惯、生存环境等带来的影响。

通过设计合适的GC-MS程序，可以对体内的代谢物或者毒素进行靶向检测。Lara-

Guzmán等使用GC-MS，检测了饮用咖啡前后人体内的咖啡酸（caffeicacid，CA）和阿

魏酸（ferulic acid，FA）的含量变化。CA和FA是绿原酸（chlorogenic acid，CGA）的

前体，而CGA具有抗氧化活性，可降低患心血管疾病的概率。结果表明，摄入咖啡后

1小时，血浆中检测到CA和FA，而对照组中未检测到。Li等使用气相色谱（GC）与

串联质谱仪（MS/MS），定量分析了人体血液和血清样品中的咔唑和卤代咔唑的含量，

咔唑和卤代咔唑的来源广泛，最终会通过饮用水、饮食摄入和皮肤接触造成健康损害。

结果表明，部分样本检测出了少量咔唑，全部样品未检测到卤代咔唑。

目前，大多数工作都在有针对性地使用GC-MS进行一种或多种化合物的靶向检测，

而人的一生中可能会积累接触百万种不同种类的化学品，它们共同作用，相互影响，最

终影响人体的内部化学环境。因此，需要更全面的分析工作流程来实现非针对性的检测，

以获得更丰富的暴露组学信息。Hu等开发了一种快速液体萃取（express liquid extraction，

XLE）的单步样品制备方法，并与GC-HRMS（gas chromatography–high resolution mass 

spectrometry）结合使用，通过对人体血浆、肺、甲状腺和粪便样本的测试表明，该方

法具有普适性，所获得的结果也反映了人体组织器官间在化学物质摄取、分布和清除

方面的相互作用。

第二节　环境暴露组学的液相质谱分析方法

环境暴露组学旨在评价整个生命过程的全部环境因素对机体疾病和健康状态的影

响，因此如何系统和全面考察复杂暴露组样本中所有环境暴露相关的标志物是暴露组

学的关键点。基于液相色谱的质谱技术（liquid chromatography-mass spectrometry，LC-

MS）分析复杂样品具有高效、高通量、高分辨率和高灵敏度等特点，可以为暴露标志
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物的全面鉴定提供可行性技术。因此本节接下来将介绍LC-MS技术的基本原理、特点

及在环境暴露组学中的应用。

一、环境暴露组学的液相分析方法

（一）液相色谱基本原理

在色谱分析中，以液体为流动相的分析方法通称为液相色谱法。液相色谱分析过

程中，溶解在流动相中的不同组分与固定相的相互作用程度不同，导致被洗脱速率不

同，最终各种组分先后流出色谱柱到达检测器，达到分离的效果。

按照流动相中的溶质和固定相的相互作用机制区分，液相色谱可分为分配色谱

（partition chromatography）、吸附色谱（absorption chromatography）、离子交换色谱（ion 

exchange chromatography）和分子排阻色谱（molecular exclusion chromatography）四种

主要类型。分配色谱是指利用不同组分在流动相和固定相中的分配系数（或溶解能力）

不同从而实现分离。吸附色谱是指利用流动相中的不同组分和固定相吸附剂的吸附能

力差异实现分离。离子交换色谱是流动相中的溶质离子与固定相表面带相反电荷官能

团的静电作用力不同而得以分离。分子排阻色谱中的固定相材料与溶质分子不存在相

互作用，但其表面具有较多不同尺寸的孔隙，这使得分子量较小的溶质通过孔隙被洗

脱，滞留时间较长，而尺寸较大的分子不能进入孔隙只能沿着固定相材料分子间隙被

洗脱，滞留时间较短，因此可以分离不同分子量的溶质。

按照操作形式区分，液相色谱法可以分为柱色谱法和平面色谱法。其中柱色谱法

是最常见的分析方法，也是目前在环境暴露组分析中应用最广泛的一种分离模式，因

此本小节接下来会重点介绍柱色谱法的分类及特点。

（二）液相柱色谱法的种类及特点

1906年，俄国植物学家Michael Tswett将碳酸钙粉末装入直立的玻璃管中，用石油

醚当流动相成功分离了植物叶子石油醚提取物中的不同色素，开创了柱色谱法的先河。

柱色谱（column chromatography）是一种将固定相装填于柱状金属或玻璃管内，且整个

色谱分离过程都在柱内进行的色谱分析方法。柱层析法是一种经典的柱色谱法，其原

理是利用样品中各组分的分子形状大小、溶解度和极性等性质的差异，使各组分逐步

被洗脱。柱层析法具有操作简单、进样量大等优势，既可以用于少量组分的分析，也

可用于大规模的纯化和制备。但在柱层析中，流动相在重力作用下向下流动，因此柱

压较低，流速较小，分离速度较慢，且固定相填料粒径均较大，使提高柱效和分离度

具有很大的局限性。

相较于柱层析法，高效液相色谱法（high performance liquid chromatography，HPLC）

是一种改进的自动化程度较高的柱色谱法，其主要特点是高压、高速、高效和高灵敏

密闭环境暴露组学-WQ-3.indd   87 2024/6/11   14:43:30



密
闭
环
境
暴
露
组
学
与
人
体
效
能
研
究

88

度等。在高效液相色谱系统中，首先高压输液泵输送流动相通过色谱柱，其最大耐受

压力一般为6000 psi左右，能够支持流动相的高流速洗脱。其次色谱柱的固定相通常

是由粒径5～20 μm的固体颗粒（如二氧化硅等）制成的材料，因此柱效和分离度远远

高于经典的柱色谱法。相较于气相色谱，高效液相色谱不需要待测组分满足一定的挥

发性和热稳定性，样品前处理简单且没有烦琐的衍生化，分离温度低，分离物质快速、

高效。最重要的是，高效液相色谱可以结合质谱技术等其他高灵敏度、高选择性的检

测器，可以纯化和制备单一组分，是目前环境暴露组学研究中最常用的分析技术。

高效液相色谱系统由流动相储液瓶、高压输液泵、进样器、色谱柱、检测器、和

记录仪等组成，其中色谱柱是决定分离模式的核心部件。高效液相色谱中常用的色谱

柱有正相（normal phase，NP）、反相（reverse phase，RP）、亲水性相互作用（hydrophilic 

interaction chromatography，HILIC）和离子交换（ion exchange chromatography，IEC）

等其他类型。根据化合物的性质，选择相应的分离模式，可以提高对样品的分析灵敏

度和选择性。

1．反相液相色谱法

反相液相色谱法在所有的液相色谱分离模式中占到90%，是目前发展最成熟和使

用最普遍的分离模式，已经被广泛应用于环境暴露组中非极性和中等极性化合物的分

离和鉴定。如图3-8所示，反相液相色谱柱通常采用非极性固定相材料，如在硅胶颗粒

上通过化学反应键合C8或者C18，流动相多采用极性洗脱液（如水、甲醇、乙腈和异丙

醇等），通过调整水相和有机相的比例来控制分析物的洗脱顺序。不同物质的洗脱保留

时间随着分析物的疏水性、固定相的疏水性以及流动相极性的增加而增加。

图3-8　反相、正相、亲水性相互作用和离子交换色谱柱的固定相和流动相类型

极性流动相如水、甲醇和乙腈等

非极性固定相如硅胶键合C8和C18等

极性固定相如硅胶键合氰基和酰胺等

极性固定相如硅胶键合氰基和酰胺等

固定相多为硅胶键合阴阳离子交换基团

RPLC

NPLC

HILIC

IEC

非极性流动相如异丙醇和正己烷等

流动相多为含高比例有机溶剂的水溶液等

流动相多为一定离子强度的缓冲溶液

2．正相液相色谱法

正相液相色谱法广泛应用于暴露组中极性化合物的分离。如图3-8所示，正相液相
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色谱柱通常采用极性较大的固定相材料，如在硅胶颗粒上修饰氰基、醇羟基和酰胺等

极性基团，流动相通常为极性较低的异丙醇、三氯甲烷和正己烷等溶剂。溶质分子的

保留依赖于分析物与固定相极性基团的相互作用，因此非极性或极性较小的物质先被

洗脱出来。

3．亲水性相互作用色谱法

在反相色谱法中，通常极性、弱酸或弱碱性的分析物不能被很好地保留，而使用

亲水性的正相色谱法可以很好地解决这个问题，也即亲水性相互作用色谱法。如图3-8

所示，亲水性相互作用色谱法采用和正相色谱类似的极性固定相（如在硅胶表面修饰

氰基和酰胺等极性基团），同时流动相是与反相色谱类似的水相和有机相体系，但洗脱

体系中有机相的比例一般超过50%。亲水性相互作用色谱法广泛应用于复杂暴露组样

品中极性物质的分析。

4．离子交换色谱法

亲水性相互作用色谱法可以用来分析强极性化合物及非挥发性的有机离子等，但

是在分析离子型和可电离的分析物方面存在分离度低和峰形差等局限性。离子交换色

谱法是利用分析物离子与固定相之间的静电作用力不同而实现分离，因此该方法在分

离离子型和可电离分析物方面具有很大优势。如图3-8所示，该方法采用硅胶键合离

子交换基团的离子交换柱，通常选择具有一定pH和离子强度的缓冲溶液当流动相进

行洗脱。分析物的保留取决于总静电荷数目、电荷密度以及表面电荷分布等带电性质。

离子交换色谱法目前已经被广泛应用于暴露组样品中有机和无机离子化合物的分析。

5．其他液相色谱法

除了以上四种主流的液相色谱法外，手性色谱法和亲和色谱法等也在环境暴露组

学分析中有一定的应用。手性色谱法可以用于复杂组分中对映异构体的分析，常用的

方法包括：

（1）使用手性固定相进行对映异构体的拆分，如环糊精（cyclodextrins，CDs）、多

糖、大环内酯类抗生素和冠醚等固定相材料；图3-9A是经典手性固定相材料β-环糊精

的结构，其中包含7个葡萄糖单元。其整个外形呈水桶状，桶的小口是由葡萄糖单元的

伯羟基组成，大口由葡萄糖单元的仲羟基组成，内腔具有明显的疏水性，这种独特的

空间结构决定其能够选择性地包结不同结构的分子，因此被广泛用做手性固定相材料。

（2）构建手性流动相环境进行对映异构体的拆分，如把环糊精和手性离子对试剂

等添加至流动相中。

（3）手性衍生化：使用衍生化试剂把一对对映异构体转换成非对映异构体，再使

用主流的液相色谱法进行分离检测。图3-9B为亲和色谱法的基本原理示意图，其是利

用生物大分子间的专一和可逆的结合来实现组分的分离和纯化，是一种选择性最强的

液相色谱方法。

近年来，超高效液相色谱（ultra-high performance liquid chromatography，UPLC）是

在高效液相色谱基础上发展起来的一种液相技术。该技术采用了更小粒径（小于2 μm）
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的固定相填料，以及压力更高的输液系统（6000～19 000 psi），使得该技术具有以下更

优越的性能：更高的柱效；更短的分析时间；更高的峰容量；更少的溶剂消耗量；更

低的基质效应和更高的离子化效率等，因此超高效液相色谱法在暴露组学分析中的应

用更加广泛。

（三）多维液相色谱法

近年来，随着色谱柱的固定相类型、填料粒径和高压输液系统的技术创新，液相

色谱法的发展已逐步趋于完善。但总体来讲，一维色谱的峰容量有限，在快速分离复

杂样品方面仍具有一定的局限性，因此色谱的分离模式也逐渐由一维模式向多维模式

发展。

多维液相色谱法是指将两种以上不同分离机制的色谱柱进行联合使用，与一维液

相色谱相比具有更高的分辨率和峰容量，尤其适用于复杂环境暴露组样本的分析，其

中最常见的是二维液相色谱。二维色谱的峰容量取决于各自分离机制的正交性，正交

性越大，峰容量和分离能力也越强。二维液相色谱根据操作模式分为离线和在线两种

类型。如图3-10所示，离线模式是指先将一维液相不同保留时间的洗脱物收集保存，

经浓缩复溶后再分别进入第二维液相进行分析，该模式操作相对复杂，但对仪器的要

求较低。在线模式是指一维液相的洗脱物直接进入二维液相进行分析，这种模式自动

化程度较高，可降低人为误差，但对仪器技术要求较高。目前常见的二维液相色谱法

有RPLC和NPLC二维液相色谱，RPLC和HILIC二维液相色谱等。Tiantian Zuo等研究

者使用HILIC和RPLC二维液相色谱法结合离子迁移技术从人参粉末样品中共鉴定出

图3-9　经典手性固定相材料β-环糊精的结构（A）和亲和色谱法的基本原理示意图（B）
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323个人参皂苷类植物代谢物，为植物代谢物暴露组的精确轮廓分析提供参考。

二、环境暴露组学的质谱分析方法

（一）质谱分析基本原理

质谱（mass spectrometry，MS）是根据化合物的质荷比（mass-to-charge ratio，m/z）

进行鉴定的分析技术，包括离子源、质量分析器和检测器三部分。

样品分子首先在离子源被离子化成带电离子，然后被加速和聚焦进入质量分析器，

在质量分析器中离子依据m/z大小不同而进行分离，先后到达检测器被检测，经电脑记

录并转换成质谱图。

MS在多种研究领域得到广泛应用，包括化学、生物学、医学、环境科学等，用于

化合物定性、定量、结构解析、代谢组学、蛋白组学、药物研发以及其他研究领域。

（二）离子化技术

离子化技术是质谱仪器的首要核心功能，因为化合物只有先被离子化后才能进入

质量分析器，最后达到检测器被检测。小分子代谢物组学分析常用的离子化技术主要

包括电子轰击（electron impact，EI）、电喷雾电离（electrospray ionization，ESI）、基质

辅助激光解吸离子化法（matrix-assisted laser desorption ionization，MALDI）、大气压化

学电离（atmospheric pressure chemical ionization，APCI）、大气压光致电离（atmospheric 

pressure photoionization，APPI）等。

1．电子轰击（Electron impact，EI）

如图3-11所示，EI是最经典的离子化技术，其原理是通过高能电子束轰击气态样品 

分子，引起样品分子中的电子溅射出来，形成带有正电荷的分子离子（M＋）（或Mz＋， 

z＝1,2，…）。当这些离子内能过高时，可以进一步碎裂形成碎片离子，从而可以提

图3-10　经典离线二维液相色谱法的基本原理示意图

第一维

第二维

组分收集

富集浓缩

复溶

1D输液泵 1D色谱柱

2D色谱柱

1D检测器

1D/2D检测器 1D/2D输液泵
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供前体离子的结构信息。电离电压（能量）通常为70 eV。此外，具有一定热能量

（0.1～0.01 eV）的轰击电子，由于在分子中电子亲和力作用下被捕获，形成富有电子

的分子离子［M］－，但是由于灵敏度很低，一般不会应用于实际检测中。

图3-11　EI离子源结构示意图

灯丝

永久磁铁

永久磁铁

推斥极 离子束

EI的优点是技术成熟、结构简单、峰重现性好、离子化效率高、碎片离子多。

EI-MS技术适合分析易挥发、热稳定的化合物，常用于有机化学、分析化学、环境分

析、法医学等领域。但不适合分析大分子、难挥发或热不稳定的分子，所分析的成分

质量局限在小于1000道尔顿，因为这类成分在高能电子束的作用下可能会被分解和蒸

发。EI-MS经常与气象色谱（Gas chromatography，GC）联用。

2．电喷雾电离（Electrospray ionization，ESI）

ESI是一种“软”电离技术，电喷雾原理的最早发现可以追溯到1917年，而应用

在质谱上是在1984年以后，20世纪80年代末开始逐渐被广泛重视。

首先，样品分子溶解于易挥发的溶剂中，被引入ESI离子源施加高压电的毛细管

中，产生气溶胶喷雾，在同轴雾化气的共同作用下，形成带有密集电荷的雾状液滴，

样品中的分子也被包裹在带电液滴中（图3-12）。向喷雾区引入逆向的氮气流可以加快

雾状液滴的脱溶剂速度。由于带电液滴中溶剂的不断蒸发，液滴表面电荷的密度持续

增加，产生库伦爆炸，带电液滴分解成更小的液滴，这一过程持续反复进行，直至形

成气态单电荷或多电荷离子，并进入质量分析器被分离和检测。

当用正电场时，在ESI温和条件下样品分子通常带上质子、碱金属离子等生成正电

荷的加合离子。当用负电场时，通过除去质子或其他阳离子而生成负离子。所带电荷

的多少取决于分子中酸性或碱性基团的体积和数量。

ESI可以使大分子形成多电荷离子，减小了m/z数值，这有助于质谱检测到其精确

质量数。由于质谱仪测量的是质量电荷比（m/z），其扫描范围只有几千质量数，利用

ESI法却能够检测质量数达十万的生物大分子。质谱的质量分析器根据m/z数值来分离
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不同离子，形成含有样品分子相对丰度和m/z信息的质谱图。

ESI在质谱分析中是较为常用的离子化技术，适合电离化合物的种类非常广泛，包

括小分子有机化合物、多肽、蛋白质、核酸和碳水化合物，ESI尤为适合分析极性和热

不稳定化合物。ESI经常与LC联用来分离鉴定复杂体系中的有机分子，广泛应用于蛋

白组学、代谢组学、制药分析、环境分析等领域。

3．基质辅助激光解吸离子化（matrix-assisted laser desorption ionization，MALDI）

虽然，激光解吸（laser desorption，LD）质谱法（1963年）早已用于难挥发、热不

稳定化合物的分析，但是，LD法直到采用基质辅助之后，才开始被广泛重视。MALDI

质谱法是1987年以后被正式确立的一种新型软电离技术。

MALDI技术，需要基质化合物的参与，吸收激光能量并与目标分析物形成晶体结

构。首先将样品溶解或悬浮于基质中，脉冲激光束照射到基质和样品上。基质吸收激

光束能量后被气化并将样品分子解吸到气相中，在此过程中激光的大部分能量被基质

所吸收，大量的基质使样品有效分散，减少被分析样品分子间相互作用，从而减少了

样品分子被激光能量破坏及过度电离成碎片离子。

基质（小分子有机物）必须是强烈吸收入射激光辐射的分子，基质分子吸收辐射后，

吸收的能量在基质中诱发冲击波，从而释放出完整大分子的气相分子离子。MALDI中离

子的形成，通常被认为包括质子化、碱金属离子的加合和光离子化等。电离的分子离子

被加速进入电场，依据质荷比在质量分析器分离，到达检测器被检测，最后输出包括离

子丰度和质荷比信息的质谱图（图3-13）。MALDI主要与飞行时间（time of flight，TOF）

质谱仪联用，目前，MALDI-TOFMS已经被广泛地应用于蛋白组学、新药研发、临床诊

断、多肽等大分子的分析。

MALDI尤其适合其他离子化技术难于电离的化合物，包括不挥发和热不稳定的成

分。因此，它特别适合于生物样品的分析，避免了质谱分析前样品的复杂纯化过程。

分析化合物的分子量可达数十万至百万质量数，并可分析混合物。MALDI法的另外一

个特点是对样品的要求很低，可以允许样品中含有相对高浓度（几百毫摩尔）的缓冲

剂、盐及变性剂等非挥发性成分。然而，含有破坏样品结晶过程的成分（杂质）则不

图3-12　ESI离子化机制示意图
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利于样品的离子化。与ESI相比，MALDI只能产生单电荷离子，限制了其检测生物大

分子的能力，如蛋白、核酸等。

4．大气压化学电离（atmospheric pressure chemical ionization，APCI）

APCI的离子化过程是在气相中实现的，这与ESI液态中完成离子化过程相反。首

先，样品以气态或气溶胶的状态与雾化气混合并被引入质谱离子源中。雾化气有助于

样品形成微滴或薄雾，这些微滴被送入电晕放电针区域（图3-14）。电晕针放电产生高

能等离子体，使气相中的分子或微滴表面分子发生电离。电离过程是质子转移反应，

正离子模式下，产生质子化离子或者反应气加合阳离子；负离子模式，产生去质子化

离子或反应气加合阴离子。质子转移反应可以直接由来自电晕针放电产生的电荷转移

引起，或由分子离子反应引发。样品分子离子化后，被立刻送入质谱仪的质量分析器

分析。通常与APCI联用的质量分析器包括四极杆、飞行时间和离子肼分析器。

APCI适合分析热稳定性好的样品，电离中等极性、弱极性、非极性化合物，并与

图3-13　MALDI-TOFMS工作示意图

样品混合
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质谱分析器
与检测器

依据质荷比
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图3-14　APCI离子化示意图
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不同溶剂和流动相具有广泛的兼容性。由于其在大气压条件下工作，免除了对真空电

离环境的要求。APCI只产生带单电荷的产物，由于不能产生一系列的多电荷离子，因

此不适合分析生物大分子。

5．大气压光致电离（atmospheric pressure photoionization）

大气压电离源的工作原理是利用电场和化学反应来产生离子。在电场的作用下，气

体分子会发生电离，产生正离子和负离子。同时，化学反应也会产生离子。如图3-15所

示，样品和流动相进入离子源时，首先在雾化气和高温作用下被气化，进而吸收紫外灯

发射的光子后丢失电子并形成自由基离子（M＋.）。溶剂分子的电离能（ionization energy，

IE）低于10.6 eV时也会被电离。当第一步的光致电离反应发生后，具有较高的质子亲和

势能（proton affinities，PA）的化合物比较容易与自身或溶剂分子反应生成质子化的分子

离子（M＋H）＋。

大气压条件下，单凭光致电离的效率是远远不够的，因为光子比较容易被中性分

子吸收，经过无辐射衰变过程而失去能量。为了增加离子化效率，经常往APPI离子

源中引入掺杂剂（dopant，D），要求其 IE小于10 eV，该掺杂剂可以高效地被光子电

离。在光致电离过程中，掺杂剂形成的分子离子（D＋.；D＋hv→D＋.
＋e－）可以进一

步与样品分子或离子源中的其他成分反应。当样品分子（M）的电离能低于掺杂剂的

IE时，可能会发生电荷交换反应（D＋.
＋M→M＋.

＋D）。发生光致电离后，D＋.可以被

水或溶剂（Solvent，S）簇溶剂化（D＋.
＋nS→［D＋.Sn］），这一过程非常迅速，可以导

致最初的溶剂簇分解，并形成带电溶剂簇和中性掺杂剂自由基（［D＋.Sn］→Sn＋D或 

［D＋.Sn］→［Sn＋H］＋
＋［D-H］）。带电的溶剂簇可以与样品分子发生缔合反应（［Sn＋

H］＋
＋M→［M＋Sn－1＋H］＋

＋S或［Sn＋H］＋
＋M→［M＋Sn＋H］＋）。在进入质谱的

图3-15　APPI离子化示意图
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质量分析器入口时，上述缔合体经电场驱动的碰撞分解反应后，质子会留在具有高

PA的化合物上形成分子离子（M＋H）＋、溶剂分子离子（S＋H）＋或掺杂剂分子离子

（D＋H）＋。

APPI适合分析的化合物类型非常广泛，可以使极性和非极性小分子同时离子化，

可以分析ESI难于电离的化合物。对于紫外波长有强烈吸收的化合物，APPI的离子化

效率和灵敏度非常高，有利于检测复杂样品中低丰度和微量的成分。与ESI和APCI相

比，APPI显著降低了基质效应和离子化的抑制，对于缓冲盐有更好的耐受特性。APPI

不适合分析热不稳定和难以挥发的成分，不适合分析在紫外波长呈现较弱或无吸收的

化合物。APPI引入的掺杂剂经常导致谱图更为复杂和较高的背景噪声。

APPI广泛用于制药、天然产物、人体中的有害物质、食品安全、环境污染物、石

油化工等领域的分析。

（三）质量分析器

质量分析器是质谱仪的重要核心部分，其作用是依据m/z分离和分析离子。目前

常用的主流质量分析器包括四极杆（quadrupole，Q）、飞行时间（time-of-flight mass 

analyzer，TOF）、傅里叶变换离子回旋共振（fourier transform ion cyclotron resonance，

FT-ICR）。

1．四极杆质量分析器（Quadrupole，Q）

如图3-16所示，四极杆质量分析器是由四根平行的金属棒组成方形或矩形结构，

相对的极杆被对角地连接起来，构成两组电

极。在两电极间施加射频电场和直流电场。

通过对直流电压和射频电压进行扫描，只有

选定m/z的离子可以稳定地在四极场震荡并

顺利通过后到达检测器，其余m/z离子则被

电极中和，而无法通过四极杆过滤器。因

此，四极杆质量分析器的功能是起到质量过

滤的作用。

四极杆分析器可以和自身串联（图3-17），Q1和Q3是两组四极杆，q2是只带有射

频电压的碰撞室，共同组成经典的三重四级杆质量分析器（QqQ）。具有多重扫描功能

（图3-18），包括子离子扫描（product ion scan）、母离子扫描（precursor ion scan）、中

性丢失扫描（neutral loss scan）、选择反应监测（selected reaction monitoring，SRM）。

图3-16　四极杆质量分析器结构示意图

电压

电压

图3-17　串联四极杆结构示意图

Q1 q2 Q3
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子离子扫描原理是通过Q1选择特定的母离子，允许其进入q2碰撞室并与气体发生

碰撞导致母离子碎裂，碎裂后的离子进入Q3被筛选分析。母离子扫描与子离子扫描顺

序相反，先用Q3选择来自q2碎裂后特定的子离子，然后再用Q1扫描分析可能的母离

子。该功能可用于筛查具有相同结构片段或官能团的化合物。中性丢失扫描的工作原

理是同时设定Q1与Q3一个固定的扫描范围，要求Q1与Q3始终有一个恒定的m/z差。

当扫描Q1与Q3满足这个质量差时，到检测器的离子信号会被检测到。该功能可从复

杂基质中鉴定出具有部分相同结构的成分。比如带有葡萄糖苷结构的化合物，经过裂

解会发生中性丢失质量数为162（葡萄糖苷脱水）道尔顿的反应，因此可以借助中性丢

失扫描来筛查并汇总带有葡萄糖苷片段的化合物。SRM功能是设定Q1扫描固定的母离

子，Q3扫描特定的子离子。这一扫描模式可能同时监测多个母离子 -子离子对，称作

多反应监测（multiple reaction monitoring，MRM）。MRM具有很高的特异性和灵敏度，

图3-18　三重四极杆扫描示意图

Q1 q2 Q3

母离子 子离子扫描CID

Q1 q2 Q3

母离子扫描 子离子扫描

Q1 q2 Q3

中性丢失扫描
CID

Q1 q2 Q3

选择反应监测
CID

CID

A

B

C

D
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被称作定量的金标准。

2．飞行时间质量分析器（time-of-flight mass analyzer，TOF）

高分辨质谱仪（high-resolution mass mpectrometry，HRMS）在一次分析中可以精

准定性、定量分析样品中成百上千个成分，已成为现代研究领域不可或缺的分析工具。

如图3-19所示，飞行时间质谱原理是通过检测离子从进入离子源（ion source）开始到

达检测器的时间和飞行距离，来计算离子的m/z。在TOF分析器中，离子被高压电场加

速进入漂移区，进而穿过没有电场的飞行管（flight tube），最终到达检测器（detector）。

与另外两种高分辨质量分析器FT-ICR和Orbitrap相比，TOF扫描速度快2～3个数

量级，有更宽的质量范围，结构简单，造价低廉。其主要的不足之处是分辨率低于FT-

ICR和Orbitrap。

3．傅里叶变换离子回旋共振质量分析器（fourier transform ion cyclotron resonance 

mass analyzer，FT-ICR）

1974年出现了第一台傅里叶变换离子回旋共振质谱仪（FT‐ICR），其分辨率高于

所有其他类型的质谱。对于质荷比小于1000道尔顿的分子，FT-ICR检测的分辨率可以

超过107。

其基本原理是依据离子在均匀磁场中的回旋频率来计算质荷比。如图3-20所示，

FT-ICR质量分析器置于超导磁场中。离子沿着平行于磁场方向进入处于高真空的立

方空腔（分析室），分析室形状也有圆柱形的潘宁阱。与磁场方向相垂直的捕获电极

（Trap）被施加一低直流电压，形成一个静电场，离子被拘禁在里面。离子由于受到磁

场的作用，在垂直于磁场的平面做回旋运动，此回旋频率正比于离子的质荷比。在平

行于磁场方向上的发射电极施加一个射频电场，来诱发相干震荡。当离子回旋频率刚

好与射频电压的频率相同时，将共振吸收能量，其回旋轨道半径与速度会逐渐增加，

频率保持不变。当一组离子发生同步回旋时，在检测电极上会产生镜像电流。在FT-

ICR立方体中，两个检测电极通过电阻接地。在电阻两端形成随时间变化的交变电流，

其频率和离子回旋频率相同。将这一变化的时间和频率经傅里叶变化后，就可以计算

出离子的质荷比。

FT-ICR具有超高分辨率的优势，能够区分m/z数值极为接近的离子，质量准确度

图3-19　TOF分析器工作示意图

检测器
 离子源

高压电场 飞行管
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小于1 ppm，被广泛用于蛋白组学、代谢组学、石油组学和其他领域的小分子研究。但

是其价格昂贵，要求复杂的电场、高真空条件和精密的磁场环境，大大限制了其应用。

4．静电场轨道肼质量分析器（orbi-

trap mass analyzer）

Orbitrap质量分析器由外筒装电极

和中心纺锤状电极构成（图3-21），离

子被拘禁于内外电极中间的空间电场

中，并沿着中心纺锤状电极轨道震荡。

根据离子的振荡频率来计算其质荷比。

与FT-ICR相比，Orbitrap工作时不

需要液氦制冷的超导磁场条件和附加的激发组件，成本相对较低，维护简单，且同时具

备超高的分辨率和质量准确度。Orbitrap分辨率最高可达106，其不足之处是当进入分析

时的离子过多时会产生空间电荷效应，导致分辨率和质量准确度下降。

三、基于液相色谱的质谱分析方法在环境暴露组学中的应用

近年来，基于各种类型的超高效液相色谱质谱联用技术已经广泛应用于内外暴露

组的轮廓分析。例如，Xie等研究者使用超高效液相色谱串联四极杆飞行时间质谱从吸

烟者和非吸烟者的尿液样本中检测到116个硫醇尿酸类代谢物，其中46个代谢物的含

量在吸烟人群的尿液中显著上升，该研究为烟草烟雾中有毒物质的环境暴露标志物鉴

定提供参考。Krausová等研究者使用超高效液相色谱串联三重四极杆质谱技术在婴儿

粪便中检测到并半定量了32种霉菌毒素，该研究在婴儿霉菌毒素暴露下肠道菌群的发

育和外源毒素的风险评估方面具有重要意义。

暴露组学分析样本覆盖水、空气、土壤、灰尘、植物、食品、人类样本等，其分

析的目标成分包括全氟和多氟烷基物质，水中残留的药物，土壤中残留的杀虫剂和多

环芳香族化合物，空气中挥发性和半挥发性有机物，灰尘中的阻燃剂，食品包装中的

图3-20　FT-ICR质量分析器结构示意图

潘宁阱 潘宁阱
检测器

发射极

磁场

发射极

图3-21　Orbitrap质量分析器结构示意图

Z

R1

R2

r

密闭环境暴露组学-WQ-3.indd   99 2024/6/11   15:14:31



密
闭
环
境
暴
露
组
学
与
人
体
效
能
研
究

100

塑化剂，人体内的塑化剂、杀虫剂和卤代化合物。暴露组学研究所采用的分析工具中，

LC-HRMS使用的比例为51%，GC-HRMS占比为32%。由此可见，虽然LC-HRMS是

暴露组学分析的主流技术，仍需要预先评估分析样本中目标成分的理化性质，以便采

取更有针对性的分析方法。未来的液质联用技术仍应朝着多维度方向发展，结合多种

互补的分析技术，进一步提高对痕量物质的分析灵敏度，同时实现内外暴露组的高精

准结构鉴定以及高通量轮廓分析。

第三节　环境暴露组学的离子迁移谱分析方法

一、离子迁移谱的基本原理

离子迁移谱（ion mobility spectrometry，IMS）是依据气相离子在电场作用下的迁

移率不同而进行分离和分析的技术，常用于分析化学成分、环境监测和安全筛查等 59。

离子迁移谱中，来自样品的离子被注入充满缓冲气体的漂移管中，沿着漂移管方

向施加一个电场，推动离子向漂移管另一端的检测器移动。其迁移速率取决于离子的

大小、形状、所带电荷以及与缓冲气体分子间的相互作用。

当离子穿过漂移管时，会与缓冲气体分子发生碰撞，导致动能损失和速率下降。

不同离子速率下降的数值都是固定的且各不相同，因此可以根据这一特征即迁移率将

它们彼此分离。

离子经过分离后先后达到检测器被检测和分析，通常用质谱（Mass Spectrometry，

MS）作为检测器来定性、定量分析来自样品中的离子。运用离子迁移与质谱联用技术

（IMS-MS），可以增强检测与鉴定各种化合物的特异性和灵敏度，包括化学品、爆炸

物、药物与环境污染物。

二、离子迁移谱的基本分类

IMS基本可以分为5大类，包括漂移时间离子迁移谱（drift-time ion mobility spec-

trometry，DTIMS）、高场不对称波形离子迁移谱 （high-field asymmetric ion mobility spec-

trometry，FAIMS）、吸入离子迁移谱（aspiration ion mobility spectrometry，AIMS）、行

波离子迁移谱（travelling wave ion mobility spectrometry，TWIMS）、捕集离子淌度质谱 

（trapped ion mobility spectrometry，TIMS）。

（一）漂移时间离子迁移谱 （drift-time ionmobility spectrometry，DTIMS）

DTIMS的研究与应用非常广泛，它是唯一可以直接根据离子迁移率提供碰撞截面

积（collision cross sections，CCS）的离子迁移技术。图3-22A展示了一个简单的漂移
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管装置，里面充满了缓冲气体，压力方

向与电场相反。一系列电阻器与施加的

直流电压在漂移管中形成弱电场，这里

是一个负压环境（1～15 mBar），电压通

常是2.5～20 V/cm。施加的电压需要随着

漂移管的压力升高而增加，但是电压的

提升不可导致缓冲气体的分散。通常缓

冲气体为氦气、氮气、氩气或混合气体。

DTIMS工作时，离子并不是连续不

断地被引入漂移管，而是由离子门间歇式

地放入一定量的离子进去。这些定量离子

注入漂移管的持续时间在100～200 μs。

由于对注入离子量的限定，降低了分析

方法的灵敏度，仅有0.1%～1%的离子能

到达 IMS。当离子被引入漂移管后，在

穿过缓冲气体的过程中，迁移率不同的

离子会被逐渐分开。例如，带有两个电

荷的离子，受到电场的驱动力是单电荷

离子的2倍，因此当离子的外形相同时，

二价离子的迁移率要高于一价离子，会

以更快的速度和更短的时间穿过漂移管。

同样，大体积的离子会比小体积离子与

缓冲气体分子发生更多的碰撞，需要用

更长的时间通过漂移管。

离子穿过漂移管的时间一般是毫秒级，因此可以很快地分离不同离子。离子迁移公

式表明，漂移管的长度可以影响离子在里面的穿过时间和迁移率。漂移分辨率（t/Δt）

公式表述如下：t/Δt≈（LEze/16kBT ln2）1/2；t，离子通过漂移管的时间；Δt，相邻离子

通过漂移管的时间差；L，漂移管长度；E，电场力；ze，离子电荷数；kB，玻尔兹曼常

数；T，温度。增加漂移管的长度、电场力，或降低缓冲气体的温度可以增加漂移分辨

率。通常漂移管的长度是1 m。有研究表明，将漂移管的长度增加到2 m，可以提升漂

移管分辨率。具有低温环境的漂移管，与更高分辨率的 IMS联用可以分离高度复杂的

混合物或异构体。

（二）高场不对称波形离子迁移谱（high-field asymmetric ion mobility spec-
trometry，FAIMS）

在高电场作用下（＞104 V/cm），离子迁移速率并不遵循DTIMS的原理。此时，离

图3-22　漂移管工作示意图

A．DTIMS分离原理；B．FAIMS 分离原理； 
C．TWIMS分离原理
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子的迁移率由电场的强度决定，而这一电场强度在离子的整个运动过程中都是在变化

的。如图3-22B所示，在距离只有约2 mm的两个平板中间施加一个不对称电场。当离

子向其中任何一个平板运动时，受到不断变化的场强影响，而在两个平板间做有规律

的震荡。例如，在一个平板上的电场强度可以是另一个平板的2倍。与DTIMS缓冲气

体运动的方向相反，HFAIMS的缓冲气体的流动方向与平板平行，并与离子的运动方向

一致，使得离子的行进路线垂直于电场方向。通过在平板上施加一个补偿电压，可以

使离子在向电极方向运动的同时，不触碰到电极壁，特定的补偿电压，只允许特定的

离子通过漂移管。因此，进行补偿电压扫描可以测到一系列不同迁移率的离子，这一

原理类似于质谱的四极杆质量分析器。FAIMS允许离子束连续不断地被注入到漂移管，

而DTIMS则是脉冲式地让一定量离子进入漂移管。

FAIMS的优势是具有高选择性，可以高效分离复杂的混合物，且样品损失少。与

传统的单一质谱仪相比，FAIMS减低了化学基质干扰，并改善了检测限，已应用于各

个领域，包括蛋白组学、代谢组学、环境分析和制药分析等。如图3-22C所示，施加的

直流电压是脉冲式的，这样离子可以沿着电势墙前行。

（三）行波离子迁移谱（travelling wave ion mobility spectrometry，TWIMS）

TWIMS来自于沃特世公司商业化的离子淌度技术。如图3-22C所示，漂移管由一

系列堆叠的环形离子导向器组成，在里面施加的射频电压穿过连续的电极用于阻止离

子的径向扩散。直流电压叠加在射频场顶部以使离子沿着漂移管轴方向移动。具有最

高迁移率的离子在行波中翻转的次数最少，并以更快的速度穿过环形离子导向器。可

以通过改变波幅、速率与缓冲气压力来优化环形离子导向器中的离子传输。在特定的

应用中，环形离子导向器可以作为传输和储存装置，或用作碰撞室。TWIMS可以提供

离子的构象信息。

TWIMS的优势包括：它可以分离结构异构、构象异构与混合物；在质谱获得离子

质荷比的同时，TWIMS可同时补充结构与形状信息。TWIMS的应用领域包括代谢组学、

蛋白组学、脂质组学和小分子分析。

（四）吸入离子迁移谱 （aspiration ion mobility spectrometry，AIMS）

如图3-23所示，空气持续吹入AIMS。分子离子化后，离子簇在电场作用下穿过离

子迁移室（ion mobility cell，IMCell）。IMCell包括8对电极。电场驱动离子簇按照离子

迁移率的大小顺序去先后撞击电极。具有高迁移率的离子与第一检测板发生碰撞。具

有低迁移率的离子则以较慢的速度摆脱气流飞向检测板，因此这些离子将撞向第二、

第三或更靠后的检测板。电场的正、负极会在一个周期内发生转换，从而使得正、负

离子都可以被检测到。一系列离子簇通过与电极发生碰撞，并转换成电流（毫安）的

形式，被8个正、负电极检测到。背景气流和离子前方气流的差值可以被监测到，正、

负离子与总离子流也可以被检测到。AIMS可以提供半定量的结果，气流的振幅正比于
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离子的数量。

AIMS具有技术原理和结构简单、仪器体积小的特点。AIMS仅使用几个福特的直

流电压来产生横向电场，以使离子发生偏转和分离。这些优点使得AIMS可以实现医疗

保健中的快速检查。比如，AIMS可以提供化学指纹图谱，来实现不同菌株的快速筛查。

（五）捕集离子淌度质谱（trapped ion mobility spectrometry，TIMS）

如图3-24所示，TIMS由堆叠的环形电极组成，被称作分析器。每一个圆环被分

成四个象限。在气流方向施加一个纵向直流电场横穿圆环，圆环的每一个象限给予

一个射频电压。稳定的气流推动离子从离子源进入环形质量分析器，并被反向电

势限定在圆环中。随着纵向直流电压的减弱，离子依据迁移率的不同先后离开圆环。

TIMS的特点是，允许设定离子肼并根据迁移率数值选择离子或不加选择完全通过 

图3-23　AIMS工作示意图

电离区

气流

电场

1 2 3 4 5 6 7 8电极

电极 1 2 3 4 5 6 7 8

图3-24　TIMS工作示意图。气体驱动离子穿越离子淌度室途中，遇到逆向电场阻力。当气体驱动力与

电场力阻力相等时，离子被拘禁于离子淌度室内；当气体驱动力大于电场力阻力时，离子离开TIMS。
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模式。

三、离子迁移谱 -质谱联用技术在暴露组学中的应用

离子迁移谱通常与质谱联用（IMS-MS）常用于分析小分子异构体。代谢组学分

析目标包括外源性（环境中）和内源性小分子代谢物、代谢中间体和代谢产物。代谢

组学可以研究进入体内的化工产品、食物、药物、护肤品等外源性成分，称作暴露组

学。来自环境中的成分非常复杂，需要有能够在一次分析中从成千上万个分子中筛查

与鉴定出目标成分的分析手段。LC-IMS-MS联用技术具有速度快、多维度分析的优势，

是非靶向检测生物与环境样本中的小分子化合物的强有力工具。IMS-MS和LC-IMS-

MS与单一的MS或LC-MS方法相比，可以额外提供反映分子结构信息的碰撞横截面积

（collision cross sections，CCS），从而提升了非靶向代谢组检测的选择性与覆盖度。由

于不同分子均有其特定的CCS值与m/z，IMS拥有强大的分析不同类型小分子化合物的

功能。

人们越来越关注环境污染对人体健康的影响。研究已证实，不完全燃烧的有机物

产生的多环芳烃（polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs）、多氯联苯（polychlorinated 

biphenyls ，PCBs）、多溴联苯醚（polybrominated diphenyl ethers，PBDEs）释放到环

境中对人体健康有明确的危害作用，因此对这类成分的快速定性、定量检测尤为重要。

通常的分析手段是采用气质或液质联用技术，这两个方法的缺点是比较耗时。与之相

比，IMS-MS可以从复杂的环境与生物样本中更为快速地检测到PAH、PCB、PBDE的

前体与代谢产物及其同分异构体。

由于水循环过程中会带有不同来源的人造污染物，包括药物、杀虫剂和护肤品等，

因此，非靶向检测技术是分析废水中污染物成分的强有力工具。LC-IMS-MS比LC-MS

单独使用，在定性方面具有更加快速和提供更多分析维度的优势。二维液相色谱（two-

dimensional LC，2DLC）与 IMS-MS联用具有四维分离的功能，进一步增加了峰容量。

在一项城市污水成分的研究中，应用LC-IMS-MS技术，结合精确质量数和CCS值与数

据库比对，检测到22种污染成分。当采用2DLC-IMS-MS联用技术分析相同的废水样

品，则鉴定出53个污染成分。

IMS技术显著提升了传统非靶向检测生物样本中外源性成分和环境污染物的定性

能力。随着CCS数据库的不断扩大，IMS的定性能力也会随之不断增强。

第四节　环境暴露组学的其他分析方法

现如今，基于气液相的质谱技术和离子迁移谱技术已经为暴露组的定性和定量

分析提供了解决方案，且都具有高精度、高灵敏度和高通量的特点，但多种分析技
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术联用进行组学分析已成为当今的研究趋势。目前除以上主流的分析技术外，还有

核磁共振波谱技术（nuclear magnetic resonance，NMR）、毛细管电泳技术（capillary 

electrophoresis，CE）和原子光谱技术（atomic spectroscopy，AS）等其他分析方法，这

些方法能够在一定程度上与上述主流分析技术互补，从而为暴露组的系统研究提供更

全面且深入的见解。本节将详细介绍以上三种分析技术的原理、特点以及在暴露组学

研究中的应用。

一、核磁共振波谱技术

（一）基本原理

核磁共振现象是指具有核磁性质的原子核（或称为自旋核），在外加强磁场的

作用下，吸收频率为兆赫（MHz）数量级的电磁辐射，引起核自旋能级的跃迁。其中

能级跃迁所产生的吸收谱称为核磁共振谱。核磁共振波谱法的基本原理可以概括如下

（图3-25）：

图3-25　核磁共振基本原理示意图

高自旋能级

高自旋能级

低自旋能级

外加磁场B0
NMR图谱

无线电波
能量等于
能级差时

高自旋能级

自由衰减信号

博里叶变换

低自旋能级

无线电波
照射结束弛豫

低自旋能级

跃迁

μ

μ
μ

（1）原子核的自旋和磁矩：自旋量子数 I不等于0的原子核，都有微观的自旋运

动。由于原子核都带正电荷，这些电荷绕着自旋轴旋转时会产生电流，进而产生自旋

磁场和自旋磁矩。

（2）原子核在外加磁场中的进动：当向原子核施加强外磁场时，核自旋磁场和外

磁场会相互作用，使得原子核在自旋的基础上产生回旋，这种微观粒子的自旋和回旋

运动称为进动（precession）。这种自旋运动下原子核的磁矩会有取向于外加磁场方向的

趋势。
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（3）原子核自旋能级分裂：无外加磁场时，原子核的自旋方向是随机分布的。当

施加外磁场时，其自旋方向会产生不同的取向，取向数目等于磁量子数（magnetic 

quantum number）。不同的自旋取向所具有的能量不同，因此会形成自旋核磁能级分裂。

（4）核磁共振的产生：如果使用无线电波来照射样品，当施加的无线电波能量等

于某种化学环境下的原子核的两个相邻能级能量差时，原子核就会吸收该无线电波能

量，由低自旋能级跃迁至高自旋能级，此过程即为核磁共振现象。

（5）无线电波的释放和信号检测：当无线电波照射结束后，原子核自旋能级会逐

渐由高能态恢复至低能态。在这个过程中原子核会释放出能量，检测器会接收到一个

呈螺旋状递减的自由感应衰减信号（free induction decay，FID）。此信号经过脉冲傅里

叶变换（pulse Fourier transform，PFT）后，即可得到一张NMR谱图。

（6）NMR谱图解析：从傅里叶变换后的谱图中，我们可以得到不同原子核的激

发磁场强度、弛豫时间等参数。通常在核磁共振测定中我们会在样品中添加标准物

质，如四甲基硅烷（tetramethylsilane，TMS）和4,4-二甲基 -4-硅代戊磺酸钠（sodium 

4,4-dimethyl-4-silapentanesulfonate，DSS）等。样品中处于不同化学环境的原子核与标

准物质原子核的共振频率之差即为化学位移（chemical shift）。通过对共振信号谱图的

解析，我们可以获得样品中不同核自旋的信息，如化学位移、偶合常数等，进而可以

实现化合物的结构测定、生物活性的测定以及目标物质的精准定量分析等。

（二）核磁共振波谱技术的特点和优势

目前使用核磁共振波谱仪研究的原子核有 1H核、13C核、15N核、19F核和 31P核等，

其中研究最多的两种原子核分别为 1H核和 13C核，所获得的谱图分别为氢核磁共振谱

（1H-NMR spectrum）和碳 -13核磁共振谱（13C-NMR spectrum）。氢核磁共振谱的特点

是可以获得样品中氢核的类型、氢核分布以及氢核间的相互关系等信息，而碳 -13核磁

共振谱的特点是可以获得样品中化合物的碳骨架信息，两者的结果相互补充，可以帮

助我们快速地鉴定目标化合物的结构。

前述一维核磁共振波谱法（one-dimensional NMR，1D NMR）虽然具有操作简单、

测试时间短等优势，但是其图谱中不同化学环境原子核的共振谱线容易重叠，导致解

谱难度增加。相比之下，二维核磁共振波谱法（two-dimensional NMR，2D NMR）具

有一定的解谱优势，其是在两个维度上采用不同的脉冲序列采集核磁共振图谱，图谱

中一个坐标表示化学位移，另一个坐标表示偶合常数，或另一个坐标表示同核或异核

化学位移。常见的二维核磁共振谱有2D J分解谱（2D J-resolved spectroscopy）、二维相

关谱（correlation spectroscopy，COSY）、杂核单量子相关谱（heteronuclear single quantum 

correlation spectroscopy，HSQC）、杂核多量子相关谱（heteronuclear multiple quantum 

correlation spectroscopy，HMQC）、二维NOE效应谱（2D nuclear overhauser effect spec-

troscopy，2D NOESY）和扩散序谱（diffusion ordered spectroscopy，DOSY）等，其中

2D J分解谱可以同时获得一维氢谱中各峰的化学位移和偶合常数等信息；图3-26是经
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典的 1H-1H二维相关谱，我们可以根据谱图中的交叉峰获得结构中有偶合关系的H-H峰

对信息；杂核单量子和多量子相关谱可以获得样品中C-H、N-H或其他异核峰对的相

连关系，其中HSQC比HMQC在 f1一维上具有相对更高的分辨率，但测试结果受仪器

设置和实验条件的影响较大；二维NOE效应谱可以获得不同氢核在空间上的相对距离

和位置信息，从而有助于进一步确定分子空间结构；扩散序谱技术是利用脉冲梯度场

核磁共振对样品溶液中具有不同扩散系数（diffusion coefficients，D）的成分进行分离，

可以用于研究液体的分子扩散行为。总的来说，二维核磁共振波谱法可以实现对一维

的补充，特点是能够优化一维核磁共振谱图中共振峰的谱线干扰和重叠等问题，并可

以通过相关峰分析提高复杂化合物结构注释的准确度和可信度。

核磁共振波谱法是环境暴露组学和代谢组学等其他组学分析最早使用的技术之一。

相较于气液相质谱分析技术，核磁共振波谱法具有如下优势：样品前处理简单，且可

以做到无创检测；测试重复性好，且检测成本较低；可以获得丰富的结构和动态信息，

尤其是样品分子的氢核和碳骨架信息，且对复杂样品中所有化合物的检测灵敏度都一

样。但是核磁共振波谱法在小分子化合物检测方面仍具有以下局限性：检测灵敏度相

对较低，低丰度的物质可能难以检测到；测量的动态范围较窄；化合物的化学位移容

易受样品溶液条件的影响；复杂生物样品的谱峰重叠较严重，虽然目前已经有研究人

员开发出各种去卷积算法，但仍需进行系统的评价和验证；缺乏系统完整的物质鉴定

数据库等。

图3-26　1H-1H COSY二维核磁共振谱的基本原理示意图
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（三）核磁共振波谱技术在环境暴露组学的应用

核磁共振技术在系统生物学的研究中有广泛的应用，在环境暴露组学的研究方面

也有更广阔的应用前景。在一定的暴露条件下，机体的体液、组织或其他生物标本中

会出现特定的外源性代谢产物，它们可作为环境毒素或化学物质的暴露标志物。通过

核磁共振技术对生物体内暴露标志物进行轮廓分析，我们能够确定体内所有的暴露因

素，并从“自上而下”的角度揭示与人类疾病相关的未知暴露源，筛选出体内致病的

有害外源因子，从而帮助评估环境暴露效果以及环境暴露下生物体生理状态的改变等。

同时核磁共振技术也可以通过对空气和饮食等环境介质中的化合物进行定量和定性分

析，从“自下而上”的角度研究这些环境因素与疾病和健康结局的相关性，确定与疾病

相关的外源性暴露来源。例如，图3-27分别是有毒中药闹羊花暴露小鼠（图3-27A）和

正常小鼠（图3-27B）的血清核磁共振氢谱图，其中不同的峰对应不同的代谢物，通过

多变量统计分析能够得到该有毒中药暴露下小鼠血清成分的变化，从而可以筛选出潜

在的内暴露标志物，为临床上有毒中药的毒性评估提供参考。

图3-27　有毒中药闹羊花处理的小鼠（A）和正常小鼠（B）血清的600 MHz核磁共振氢谱图
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碱；27．牛磺酸；28．甲醇；29．甘氨酸；30．苏氨酸；31．甘油；32．丝氨酸；33．胞苷；34．富马酸；35．酪氨酸；

36．组氨酸；37．苯丙氨酸；38．甲酸盐
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除此之外，Maitre和Lea等研究者使用 1H-NMR对孕妇的尿液进行暴露组轮廓分

析，发现在外源性砷暴露与孕妇体内的氧化三甲胺、二甲胺和肠道菌群的甲胺代谢紊

乱有关；烟草烟雾暴露与体内的咖啡代谢相关，该研究将对进一步了解母胎健康和婴

儿生命发育早期的健康提供参考意义。Denis A Sarigiannis等研究采用液相色谱 -高分辨

率质谱和核磁共振相结合的高通量非靶向分析方法，对暴露于重金属和邻苯二甲酸盐

的孕妇尿液样本进行分析，结果发现外源性暴露导致的代谢紊乱大多与三羧酸循环和

氧化磷酸化有关，这表明线粒体呼吸可能受到破坏。活性氧（reactive oxygen species，

ROS）的过量产生，妊娠期间谷胱甘肽过氧化物酶3（glutathione peroxidase 3，GPx3）

密闭环境暴露组学-WQ-3.indd   108 2024/6/11   15:26:48



第
三
章　

环
境
暴
露
组
学
的
分
析
方
法

109

和脐带中谷胱甘肽过氧化物酶1（glutathione peroxidase 1，GPx1）的存在与婴儿的语言

发育问题相关。

二、毛细管电泳技术

（一）基本原理

毛细管电泳是一种以内径为10～200 μm的毛细管柱为分离通道、以高压直流电为

驱动力对样品分子进行分离和检测的高效分离技术。和传统的平板凝胶电泳相比，毛

细管的散热效率极高，因此可以在0～30 kV的高电压下快速完成样品中不同组分离子

的分离。毛细管电泳的基本原理可以概括如下（图3-28）：

图3-28　毛细管电泳基本原理

电泳图
毛细管

EOF

电解质溶液 电解质溶液

电源
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（1）电泳现象：在电解质溶液中，处于电场中的带电离子在电场作用下，向所带

电荷相反的电极迁移的现象称为电泳。带电离子的迁移速率取决于离子的尺寸、所带

的电荷数以及电解质的性质（如pH，黏度等）。

（2）电渗现象：当毛细管与电解质溶液接触时，石英毛细管内壁的硅羟基（Si-

OH）会解离成硅氧基阴离子（Si-O－），同时会吸附电解质溶液中的阳离子（以水合离

子的形式存在），最终在靠近毛细管内壁位置形成双电层。在电场力的驱动下，双电层

中的水合阳离子也会朝所带电荷相反的电极，即阴极迁移。由于这些阳离子是溶剂化

的，因此毛细管中的电解质溶液会整体朝向阴极移动，这种现象称为电渗，电渗现象

中流动着的液体称为电渗流。电渗流的迁移速率与双电层的电位、电解质的性质（如
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离子强度，pH，黏度等）有关。

（3）带电质点的整体迁移：在毛细管两端施加电压的情况下，电泳和电渗流现象

共存，此时带电离子在毛细管中的迁移速率由电泳和电渗流的速率共同决定。样品离

子经正极端上样口进入毛细管，阳离子由于其电泳方向和电渗流方向一致，因此迁移

速率最高；阴离子的电泳方向和电渗流方向相反，因此迁移速率最低；中性粒子无电

泳现象，因此其迁移速率和电渗速率一致。

（4）检测器接收信号：样品中不同组分离子的迁移速率不同，到达检测器的时间

也不同，故可以实现对不同离子的分离、定性及定量分析。

（二）毛细管电泳的分离模式和特点

与基于色谱保留行为的高效液相色谱法不同，毛细管电泳是基于电场作用下带电

离子的形态尺寸和带电荷数等差异，导致迁移速率不同而进行分离的，因此对于极性

或本身带电的代谢物（如胆碱等）具有优越的分析能力。由于毛细管电泳技术所使用

的毛细管多为空心石英管，且内壁未装填固定相填料，因此流体扩散过程中的涡流扩

散、传质阻力和二次平衡等因素可以忽略，从而其分离度和柱效要远高于基于色谱保

留行为的高效液相色谱法。施加的高电压使得毛细管电泳的分离效率更高，分析速度

更快。除此之外，毛细管电泳的溶剂消耗少，测试成本低，且进样量在nL级别，而高

效液相色谱法的进样量在μL级别，这使得毛细管电泳技术在高通量组学方法开发方面

具有广阔的应用前景。

毛细管电泳技术的分离模式较多，且可以在一台仪器上选择不同的分离模式进

行操作，其中主要包括毛细管区带电泳（capillary zone electrophoresis，CZE）、毛细

管凝胶电泳（capillary gel electrophoresis，CGE）、胶束电动毛细管色谱法（micellar 

electrokinetic chromatography，MEKC）和毛细管电色谱法（capillary electro-chromato-

graphy，CEC）等。毛细管区带电泳是毛细管电泳技术中操作最简单快捷、使用最广泛

的一种分离模式。该模式依赖不同组分的电荷与尺寸的比值不同进行分离，可以同时

检测样品中的阴阳离子和中性粒子。毛细管凝胶电泳是将经典的毛细管区带电泳和聚

丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-

PAGE）相结合，主要用于分离蛋白质等大分子。此方法把背景电解质溶液更换为聚丙

烯酰胺凝胶，同时蛋白样品用SDS处理，最终可以仅根据分子量大小完成对不同蛋白

的分离和纯化。胶束电动毛细管色谱法同时利用了经典毛细管电泳和高效液相色谱的

分离原理，在背景电解质溶液中添加胶束溶液和离子型表面活性剂，随后在待分离粒

子周围形成胶团，胶团充当准固定相（pseudostationary phase，PSP），而电渗流充当流

动相，并完成对不同粒子（包括中性粒子）的分离。毛细管电色谱法是将HPLC的固

定相填充到毛细管中或在毛细管内壁涂布固定相，以电渗流为流动相驱动力的色谱过

程。此分离模式结合了电泳的分离效率和液相色谱的分离选择性，因此分离范围较广，

分辨率也较高。
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毛细管电泳的使用比较灵活，可以串联多种不同类型的检测器，其中典型的有紫

外检测器（ultraviolet，UV）、激发诱导荧光检测器（laser-induced fluorescence，LIF）、

质谱检测器（mass spectrometry，MS）和核磁共振检测器（nuclear magnetic resonance，

NMR）等。其中紫外检测器使用得最多，但由于流体通过毛细管的光径较短导致对紫

外吸收偏弱的物质灵敏度较低；激光诱导荧光检测器对基于毛细管电泳的大分子互作

研究具有优越的灵敏度，如免疫反应和适配体亲和分析，但前提是互作体系的一方必

须带有荧光标记；不同类型的质谱检测器检测具有更高的灵敏度、选择性和专一性，

且能够提供丰富的结构信息以帮助样品的定性分析；核磁共振检测器可以辅助质谱检

测器进一步阐释化合物的精确结构。毛细管电泳串联质谱法（capillary electrophoresis-

mass spectrometry，CE-MS）具有相对较高的分辨率和选择性，目前已逐渐发展成一

种常规的组学分析技术。毛细管电泳可以串联不同类型的质谱检测器，需要结合样品

性质和实验目的选择最适的检测器类型，以达到最佳的检测灵敏度和选择性。尽管和

GC-MS和LC-MS相比，CE-MS在检测灵敏度、重现性和稳健性方面有一定的局限性，

但是在分析带电或强极性化合物及其同分异构体方面仍具有优势。

（三）毛细管电泳技术在环境暴露组学的应用

近年来毛细管电泳技术，尤其是毛细管电泳串联质谱法在系统生物学（环境暴露

组学、代谢组学等）、环境检测和药物研发中有着越来越广泛的应用。Biban Gill等研

究者开发了一种新型的多段进样毛细管电泳法（Multisegment injection−capillary elec-

trophoresis，MSI-CE），同时与三重四极杆质谱仪进行串联使用，能够实时监测人体尿液

中的烟雾暴露标志物羟基芘（hydroxypyrene，HP），且具有前处理简单、分析效率高、

分析时间短等优势，同时重现性和回收率均符合要求。该方法为临床上大规模监测空

气污染物的暴露标志物提供了新的思路。除此之外，Lue Sun等研究者使用毛细管电泳

串联飞行时间质谱仪的方法对X-射线暴露下的小鼠血细胞进行轮廓分析，最终筛选出

2-氨基丁酸、2′-脱氧胞苷和胆碱作为电离辐射的潜在标志物，并且建立的预测模型对

这种电离辐射具有良好的预测性能；Javier Domínguez-Álvarez使用毛细管电泳串联质

谱法的方法靶向检测饮用水中的四种有毒砷类化合物：二甲基胂酸盐，一甲基胂酸盐，

亚砷酸盐和砷酸盐，并达到了0.02～0.04 μg（As）/L的检测限。该工作证实了毛细管

电泳串联质谱法可以作为一种高灵敏度的替代分析方法应用于环境饮用水的检测。

三、原子光谱技术

（一）基本原理及特点

原子光谱技术是由一种以原子为研究对象的分析方法，其根据分析原理不同可以

分为原子吸收光谱法（atomic absorption spectrometry，AAS）和原子发射光谱法（atomic 
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emission spectrometry，AES）。原子光谱法的基本原理和分析流程可以概括如下：

1．原子能级分布：原子由原子核和核外电子组成，其中每一个核外电子都排布在

核外电子轨道中，且不同的电子轨道具有不同的能量。正常情况下电子以能级最低的

基态形式存在。

2．原子化：将待测样品溶解后，通过原子化器将样品由液态转移至气态，随后将

其转化为基态原子。常见的原子化方法有火焰法和管式石墨炉法等。

3．激发：当原子吸收共振辐射后，核外电子会从基态跃迁至更高的能级上，此时

原子的状态称为激发态。在原子光谱中提供共振辐射的元件称为光源。原子吸收光谱

常见的光源为空心阴极灯（hollow cathode lamp，HCL），其中包含待测元素的阴极材料、

能够辐射出其特征吸收波长的光线。原子发射光谱常用的光源有直流电弧、交流电弧、

高压电火花、电感耦合等离子体（inductively coupled plasma，ICP）和激光光源等。

4．吸收或发射：从光源处发出的光线通过样品池时，样品中的待测金属原子会吸

收特定波长的光线，形成的含有暗带的光谱称为原子吸收光谱；由于处于激发态的原

子极不稳定，会迅速跃迁至低能级或基态。在此过程中会释放出能量并以一定波长的

电磁波的形式辐射出去，所形成的光谱称为原子发射光谱。

5．检测信号：计算机控制光电倍增管或光电二极管等检测器来检测不同波长的光

被吸收或发射的辐射强度变化，并形成原子吸收或发射光谱图。

原子光谱中共振辐射吸收或发射强度与样品中该金属元素的浓度成正比，因此可

以通过比较样品溶液的吸收或发射光谱与标准溶液的强度差异来测量样品中目标金属

元素的浓度，常用的方法包括标准曲线法和标准添加法等。

原子光谱法可以测定70多种金属元素和部分非金属元素，具有灵敏度高、精准

度高、测试耗时短等优点，但在同时测定多个金属元素时灵敏度会降低。电感耦合等

离子体原子发射光谱法（inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry，ICP-

AES））可同时分析多个金属元素，且拥有相对更高的分析效率和准确度。

（二）原子光谱技术在环境暴露组学的应用

原子吸收光谱在环境暴露组学中有广泛的应用，可用于评估重金属（如汞、铅等）

等其他环境污染物暴露下对人类健康的潜在风险。Marta Szukalska等研究者使用电感耦

合等离子体原子发射光谱法和原子吸收光谱法测试了人乳脂中的有毒重金属含量，发

现长期吸入香烟或二手烟会提高产妇母乳中重金属的水平，而且母乳中的烟草暴露标

志物可铁宁水平和锶镉等金属元素浓度具有显著相关性，从而会对婴儿的生长发育造

成不利的影响。Leslie A. Hoo Fung等研究者使用原子吸收光谱法和电感耦合等离子体

原子发射光谱法对引入北美地区的新物种狮子鱼的肉质进行了分析，从微量元素的角

度系统评估了该新物种饮食暴露下的营养安全性。总体而言，原子光谱法可以对金属

元素和部分金属元素进行准确定量，但在环境暴露组学研究中，通常需要结合其他技

术和方法进行系统的分析以获得更准确和全面的结果。
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本节总结了用于环境暴露组学分析的核磁共振波谱技术，毛细管电泳技术和原子

光谱技术原理、特点以及具体应用。除此之外还有分子光谱法（如紫外可见分光光度

法、分子荧光和磷光分析法、红外光谱法和化学发光法等）和电化学法（如伏安法和

电位分析法）等，这些分析技术在环境暴露组分析方面也具有一定的应用价值。以上

各种分析技术都有各自的特点，我们须根据实际情况选用合适的方法，以达到最终的

检测目的。总体来说，无论是采用“自下而上”还是“自上而下”的研究策略，环境

暴露组分析方法应该在各种主流检测技术的基础上，不断尝试结合多种互补分析手

段来改善分析效率和通量，提高对内外暴露组标志物检测的灵敏度和准确度，为实

现系统深入的内外暴露评估提供技术可行性，并最终推动环境暴露组学发展迈入新 

阶段。
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