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1. 现代分离分析概述 

  分析化学已发展成为分析科学：分析化学
是化学测量和表征的科学，是研究获取物质化
学组成和结构信息的科学。随着科技生产和经
济的不断发展，分析化学已不单纯是化学的一
个分支学科，现已成为其他学科（生命科学、
环境科学、能源科学、材料科学与信息科学)
发展的工具，解决了这些学科中不断提出的分
析化学的难题。 
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1. 现代分离分析概述 

 有机小分子化合物：分子量小于2000（多数在
1000以下）的有机化合物。如微生物初级代谢产物、
次级代谢产物，酶促反应代谢产物等。 

 

 色谱-质谱联用分析：色谱-质谱联用技术利用了
色谱的强分离能力，以及质谱的强定性能力，是对复
杂体系中目标有机小分子化合物进行定性、定量分析
的强有力的工具。 

 现代分离分析：色谱分析和高效毛细管电泳分析,
目前也被统称为色谱分析。 
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1.现代分离分析概述 

 现代分离分析仪器：主要包括气相色谱（GC）、
液相色谱(HPLC)、毛细管电泳(CE)，以及这些技术

与质谱，及其它各种检测器的联用。 

 

 现代分离是分析技术的“前沿”课题。要牢固树立
“分离”的概念。 
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HPLC compared to UPLC 

 

Ion suppression: more easily ionizable species 

masking the presences of less ionizable species. 
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1.1 常用的有效分离手段 

 按历史发展排序：蒸馏、离心、离子迁移、
膜分离 、谱法分离 、质谱法的分离 
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SPE  固相萃取 
SPME 固相微萃取 
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                 1.2  质谱分析法 
 

 质谱分析法主要是通过对样品离子的质荷比的分析而
实现对样品来进行定性和定量分析的方法。 

质谱仪的工作过程  
 

 样品导入→离子源→质量分析器→检测器 

         →数据系统→质量图谱 

 样品导入→离子形成→离子分离→离子检测→数据输出 
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质谱仪的种类 

 

 有机质谱、生物质谱、无机质谱 

 

 质量分析器：四极杆质谱仪(Quadrupole, Q)、离
子阱质谱仪(Ion Trap, IT) 、飞行时间质谱仪
(Time of Flight, TOF) 、傅立叶变换离子回旋共振
质谱仪(Fourier transform ion cyclotron resonance, 
FTICR)  

 

 无机质谱：气体稳定同位素比质谱IRMS，电感耦
合等离子体质谱仪ICP-MS ，二次离子质谱仪SIMS 
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串联质谱的性能 
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串联质谱的工作方式 
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1.3 基于质谱的代谢组学研究   

 代谢组学（Metabolomics）是考察生物体受刺激或扰动

后（如基因变异或环境变化）其所有小分子代谢产物的

变化或其随着时间的变化，来研究生物体系代谢途径，

认识生物或细胞功能的一种研究方式。 

 Comprehensive and simultaneous systematic 

determination of metabolite levels  in the metabolome  

and their changes over time as a consequence of 

stimuli 
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 主要流程：代谢指纹图谱、代谢谱差异统计分析、

潜在生物标记物结构鉴定及代谢通路分析 

 非靶标代谢组学（Untargeted Metabolomics ）与靶

标代谢组学（Targeted Metabolomics ） 

 至今没有任何一种分析技术能对代谢过程中的所有

的小分子化合物进行无歧视分析。 

 现今代谢组学采用的方法是对不同的实际样品以及

不同的类型的代谢产物分别采用不同的分析方法。 
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Owing to the wide range of phsiochemical properties 

and concentration there is no one method that can 
separate, detect, and identify all known metabolites.  
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 A universal quenching and extraction 

protocol for micobles does not yet exist. 

代谢组学研究中的样品制备 

intracellular or extracellular metabolites? 



21 

化学计量关系 

生化反应机制 

同位素丰度测定 

数学计算模型 

代 

谢 

流 

分 

布 

细胞内 

代谢能力 

代谢状态 

  13C-MFA是代谢工程、系统生物学、合成生物学研究的基础 

   

1.4 代谢流分析 (MFA, Metabolic Flux Analysis) 
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   现有色谱-质谱联用分析仪 

 

ThermoFisher  
Trace GC/Delta V Advantage 

气相色谱-同位素比质谱 

（GC-IRMS） 

Agilent  

7890A/5975C 

气相色谱-质谱联用仪 

（GC-MS） 

Agilent  

1260/6460 

液相色谱/三重四极杆串联质谱联用仪  

（Triple-quadrupole LC-MS） 
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2.  气相色谱-质谱联用分析 

 主要配置：7890A气相色谱仪，5975C单四极杆质

谱仪（配备EI及CI离子源） 

 

 主要功能：主要用于挥发性、半挥发性，且热稳

定的有机小分子化合物的定性、定量以及化学结

构分析，适用于对这些化合物进行高灵敏度、高

准确性的直接GC-MS分离分析，或衍生化后的

GC-MS分离分析。  
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 适合挥发性（沸点＜350℃）有机小分子化合物的

定性、定量分析（成分分析），如烃类、酮类、

醛类、酯类等。 

 常见的生物活性物质如氨基酸、糖、长链脂肪酸

的分析需要经合适的衍生化制备方法。  

 如果分析对象为蛋白质、脂肪、多糖等高分子化

合物，则需经合适的水解方法制备其小分子水解

代谢产物，并经合适的衍生化制备方法。  
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样品信息：送样时应提供样品来源、制备方

法、溶剂、可能混有成分、目标化合物类型及化

学结构、分子量范围、样品沸点，气相色谱分析

条件等。 
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样品要求：1.样品需用有机溶剂溶解。2.样品

中不含无机盐、强酸、强碱等化合物。3.样品中

不含难挥发（沸点＞450℃）的组分。4.样品（包

括所含杂质）须稀释到合适的浓度范围，最好有

气相色谱分析的资料。5.样品须经微孔滤膜

（≤0.45 um）过滤。6.提供尽可能全的样品信息。  
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在定性定量分析中的应用 

 

脂肪酸甲酯标准品GC/MS分析总离子流图 



28 



29 

在代谢途径、代谢组学、代谢流研究中的应用 

 适用于高浓度标记代谢产物及代谢途径的确认 

 适用于已知代谢途径、已知代谢产物的代谢组

学、代谢流学研究 

 是目前用于代谢流（稳态）研究的重要分析技

术（另一分析技术是核磁共振）。 

 目前用于代谢组学研究的主流气质联用仪是气

相色谱-高分辨质谱联用仪 
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A dramatically improved peak separation  

capacity and an increase in sensitivity and selectivity 
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GC/MS的不足 

 需要衍生化 

 副产物 

 不完全衍生化 

 高温分析条件下化合物易分解 

 目标分析化合物的化学转变 

 衍生化产物的分解（如水解等） 
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   GC/MS 



36 

GC/MS/MS 

   串联质谱：提高灵敏度，获得更多的同位素标记信息 



37 

3.液相色谱/质谱联用分析 

 主要配置：1260液相色谱仪，6460三重四极杆
串联质谱仪（配备ESI及APCI离子源），DAD检
测器 

 主要功能：主要用于中等极性至强极性的有机
小分子化合物的定性、定量以及化学结构分析，
特别适用于有化学结构信息背景的化合物的结
构鉴定，以及对复杂基质中已知化合物进行高
灵敏度的定量分析。  
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 适合热不稳定的、中等极性以上的有机小分子
化合物的定性、定量分析（成分分析），如微
生物初级代谢产物、次级代谢产物、微生物对
外源化合物的生物转化等研究中有关有机小分
子化合物的化学结构确认及定量分析。 
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样品信息：送样时应提供样品来源、制备方法、溶

剂、可能混有成分、目标化合物类型及化学结构、单同
位素精确质量数、分子量范围、HPLC分析条件等。 

Cl
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Cl

C18H14BrCl2N5O2

Exact Mass: 480.97079
Mol. Wt.: 483.14606
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样品要求：1.样品需用极性的色谱纯溶剂
（或流动相）溶解,并经微孔滤膜（≤0.45 um）

过滤。2.样品中不含难挥发性磷酸盐等无机盐；
高浓度的表面活性剂；离子对试剂；强酸、强
碱等化合物。3.样品（包括所含杂质）须稀释
到合适的浓度范围，并最好提供HPLC分析的

资料。4.提供尽可能全的样品信息。  
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有机小分子化合物结构鉴定 
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在代谢途径、代谢组学、代谢流研究中的应用 

 适用于高浓度标记代谢产物及代谢途径的确认 

 适用于已知代谢途径、已知代谢产物的代谢组

学、代谢流学研究 

 是动态代谢流研究的重要工具。 

 目前用于代谢组学研究、动态代谢流分析的主

流液质联用仪是液相色谱-高分辨质谱联用仪 
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 目前更多的代谢组、代谢流分析中的液质联用

仪为液相色谱-高分辨质谱，如TOF, Q-TOF, 

LTQ Orbitrap等。 
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4. 气相色谱/同位素比质谱分析 

 气相色谱与同位素比质谱联用(非直接联用) 

   Gas chromatography coupled to isotope ratio mass 

spectrometry via GC Isolink 

 

 混合物中经GC分离的单个化合物的同位素比分析 

   (High Precise) Compound-specific isotope analysis, CSIA 

 

    GC-C-IRMS for 13C/12C and 15N/14N 

  GC-TC-IRMS for D/H and 18O/16O 
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GC/IRMS 主要应用 

 IRMS能够对低浓度标记，以及天然丰度的同
位素比进行精确的测定， 其在地球化学、考
古学、法庭科学、环境科学、食品认证、医
学、生物学等科学上有广泛而成熟的应用。 

 同位素分馏效应研究 

 同位素示踪研究（代谢途径，代谢流） 

 同位素指纹研究 
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GC-C-IRMS的分析过程 

 制备得到的适宜于GC分析的混合物样品，经适宜的色谱柱

分离，分离的组分依次进入高温氧化炉，组分转变为CO2、

NOx、H2O蒸汽（ H2O经半透膜溢出）等混合气体。对于

δ15N的测定，NOx经还原为N2。得到的混合气体经

Conflow Ⅳ得到稳定的气流进入同位素比质谱仪。  


13C/12C(δ13C):CO2-44 (12C16O2)，45 (13C16O2,

12C16O17O) ，46(12C16O18O) 


15N/14N(δ15N):  N2- 28(14N2)，29(14N15N)，30(15N2) 

 

样品制备 进样 GC 分离 高温燃烧 IRMS 分析
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底物同位素比的变化暗示着某种反应的产生 

 The isotopic composition of MTBE steadily changed 

from the source regions along the major contaminant 

plume (−26.4‰ to +40.0‰ (carbon); −73.1‰ to +60.3‰ 

(hydrogen)) indicating substantial biodegradation. 

 

 Constant carbon isotopic signatures of TBA suggest the 

absence of TBA degradation at the site.  

1. New Evaluation Scheme for Two-Dimensional Isotope Analysis to Decipher  

Biodegradation Processes:  Application to Groundwater Contamination by 

MTBE. Environmental Science & Technology 39 (2005) 1018-1029.  

2. An Indicator of Biodegradation at a Petroleum Hydrocarbon Contaminated  

Field Site. Environmental Science & Technology 36 (2002) 2464-2470.  
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 Conversion of consumed hexadecane to CH4 and CO2 was 

verified in subsequent growth experiments with 13C-labelled 

substrate.  

 The 13C-content in CH4 and CO2 after 158 days of incubation 

was 10.1 (±0.8) and 1.85 (±0.001) atom%, respectively. In a 

control experiment using unlabelled hexadecane, the 13C-

content in CH4 and CO2 was 1.07 and 1.09 atom%, 

respectively. 

 However, in the case of our enrichment culture we could 

exclude the possibility that aerobic bacteria initiated alkane 

degradation by traces of oxygen that might diffuse slowly 

through the stoppers. 

微生物代谢途径的发现与确认 

Methane formation from long-chain alkanes by anaerobic 

microorganisms. Nature 1999, 401, (6750), 266-269.  
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1.气相色谱-同位素比质谱（GC-IRMS）能够对天然丰度、

低浓度13C标记物的13C/12C比值进行高精密度测定。 

2. GC-IRMS在生命科学领域常用于单个或数个代谢途径的

确认、新代谢途径的发现等。 

3.国际上刚开始有科学家应用GC-IRMS进行代谢流分析 

     Metabolic Engineering 2010, 12, (4),392-400 
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4.1 GC-IRMS在甲烷菌代谢研究中的应用 
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4.1.1 甲烷菌代谢产物的GC-MS鉴定 

 

                 气体代谢产物GC-MS分析的总离子流图 
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气体代谢产物化学结构的GC-MS确认 
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4.1.2 甲烷菌气体代谢产物的GC-IRMS分析 
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CH4、 CO2的δ 13C分析 
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CH4、 CO2的δ 13C分析 
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一株甲烷菌的代谢途径 


13CH3COONa：产生一定量的CO2； 

 


13CH3OH：产生一定量的CH4, 而不产生CO2； 

 


13CH4 ：产生一定量的CO2，而不产生乙酸。 
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4.2 GC-IRMS与GC-MS结合鉴定反硝化作用 
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15N-labled sample-m/z 44,45,46  Unlabled sample-m/z 44, 45, 46  

环境微生物气体代谢产物的GC-MS分析（N2O筛查） 
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环境微生物气体代谢产物中N2的 GC-IRMS分析  
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无标记对照产N2的δ15
N  的测定 

δ15N V-Air-N2= 0.013 

Alcaligenes faecalis  
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15N标记处理产N2的δ15
N  的测定 

δ15N V-Air-N2= 9.165 

Alcaligenes faecalis  
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F6菌株所产气体中N2的同位素比测定 

δ15N V-Air-N2= 10.474 
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5.样品制备中的化学衍生化 
 

 To permit analysis of compounds with 

inadequate volatility or stability 

 

 To improve chromatographic behavior or 

detectability 
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  BY derivatizing the functional group (e.g., O-

H, COOH, N-H, and S-H) to promote the use 

of chromatographic analysis.  

 

 These groups are difficult to analyze by GC 

because they are not sufficiently volatile, show 

excessive tailing, can be too strongly attracted 

to the stationary phase or are thermally 

unstable.  
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 For small and volatile compounds excessive 

volatility may also pose problems during 

analysis. Chemical derivatization increases the 

molecular weight of very volatile compounds 

which can minimize losses in sample handling 

and help separate the gas chromatographic 

sample peak(s) from the solvent front. 



74 

5.1  GC Derivatization 

 Silylation 

 

 Acylation 

 

 Alkylation 
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Silylation and perfluoroacylation 

employed in GC-MS 
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Acylation 

 Acylation, an alternative to silylation, is the 

conversion of compounds with active hydrogen 

such as –OH, -SH, and –NH into esters, thioesters 

and amides.  
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Common Reactive Functional Groups 

 Alcohols, phenols, carbohydrates and 

amines. 
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Hydrogen chloride is the favored catalyst because of  

its acid strength and because it is readily removed. 

Esterification Reaction 
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Indirect alkylation via chloroformates 
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5.2 Analyte Derivatization in HPLC and       

      LC/MS Analyses   (略) 

  Derivatization is often required to alter 

retention characteristics, increase response to 

various detection techniques and/or provide 

selective response for analytes in complex 

matrices. 
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