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摘要：高精度准确测定类脂化合物单体同位素比值对重建古气候古环境具有重要意义。论

述了古气候、古环境研究中适合单体同位素分析的类脂化合物提取、分离富集方法，介绍了单体

化合物碳、氢同位素的仪器分析方法。
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　　自世界上第一台色谱－同位素比值质谱（ＧＣ－
ＩＲＭＳ）商业化以来，类脂化合物的单体同位素就成
为古气候、古环境研究的有力工具［１－２］。类脂化合

物（烷烃、脂肪酸、醇、烯酮等）的单体碳同位素被广

泛应用于追溯沉积物的来源［３－１５］，推测植被的相对

变化，研究控制植被扩张的环境与气候因素［１５－１８］。

类脂化合物的单体氢同位素组成［１９－２１］对突发性气

候事件高度敏感，反映了生物合成时利用的水源的

氢同位素组成和一些与水循环有关的有机地球化学

信息［２２］，可以重建过去的温度、湿度、大气降水同位

素（δＤ）的变化［１９，２３］。

精确分析沉积物、石笋等环境介质中有机化合

物单体同位素比值对重建古气候古环境具有重要意

义。环境介质中有机化合物组成复杂、含量低，用
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ＧＣ－ＩＲＭＳ测定有机质单体化合物同位素组成的灵
敏度比气相色谱、气相色谱／质谱低得多，测量的精
度依赖于高含量目标化合物间的分离程度高低，分

离程度高，测量精度好；与气相色谱、气相色谱／质谱
测量所需的样品前处理相比，ＧＣ－ＩＲＭＳ测量需要
更加高效的提取富集方案和更加彻底的目标物分

离、纯化措施。前处理过程中避免同位素分馏对获

得准确的同位素比值至关重要［２４］。本文主要介绍

类脂化合物的提取、净化分离方法，以及ＧＣ－ＩＲＭＳ
分析单体同位素比值的方法。

１ 类脂化合物的提取
提取环境样品中生物标志化合物的溶剂主要有

氯仿、二氯甲烷、正己烷和甲醇等。提取方法主要有

索氏提取、超声提取、微波消解、超临界流体萃取、加

速溶剂萃取等，各种提取方法各有优缺点。

索氏提取是一种经典高效的提取方法，但所用

时间太长，有机试剂用量大。

超声提取设备相对便宜，适宜于样品量小、批量样

品的操作，并且重复进行可以提高提取效率；但重复进

行比较繁琐，时间、试剂用量和劳动力耗费很大［２５］。

微波消解是基于有机试剂在电磁场中震荡，吸

收电磁辐射的能量发生重排而转化为热能，不像传

统的通过红外能或热传导来加热，微波消解能够使

溶剂整体同时升温［２５］。较之传统的提取方法（索氏

提取、超声提取），微波消解提取的优势是样品回收

率较高，提取时间缩短，试剂用量较少［２６－２７］。

超临界流体萃取技术是在超临界状态下，将超

临界流体与待提取的物质接触，使其有选择性地把

极性、沸点和分子量不同的成分依次萃取出来，从而

达到提取、分离提纯的目的。超临界流体萃取的优

势是样品需要量少，萃取速度快，并且还是一种环境

友好的提取方法［２８］。

对于复杂样品的前处理，人们作了多种尝试（自

动索氏提取、超声提取、微波消解和超临界萃取等），

以期找到一种高效、快捷的方法取代传统的萃取法。

２０世纪９０年代发展起来的加速溶剂萃取是一种在
提高温度（５０～２００℃）和压力（１０１３～２０１６ＭＰａ）的
条件下，用有机溶剂萃取的方法。该方法的优点是

自动化程度高、有机溶剂用量少、速度快、基体影响

小、萃取效率高、选择性好［２９－３０］。加速溶剂萃取目

前被广泛应用于类脂化合物的提取，并取得了很好

的效果［１９－２０，２２，３１－３３］；但较高的温度可能导致某些脂

肪酸类生物标志化合物分解。

目前古气候古环境研究中，索氏提取、超声提取

和加速溶剂萃取是广泛使用的类脂化合物提取方

法；而微波消解和超临界流体萃取没有得到广泛的

应用。

类脂化合物可以分为自由相和键合相类脂化合

物。未经处理的干燥或湿润样品利用上述溶剂提取

的方法只能提取颗粒表面的和溶剂可以达到的颗粒

内部的有机质———分散可溶有机质或自由相类脂化

合物。经典的键合相类脂化合物是指分散可溶有机

质提取后的样品经ＫＯＨ－甲醇溶液回流皂化后释
放的与大分子结合的类脂化合物。目前存在许多不

同的化学处理方法，不同的化学处理可以释放不同

来源的类脂化合物。近年来比较引人注目的化学处

理方法是盐酸酸解法，被认为可以释放细菌来源的

通过酰胺键与其他细胞等结合的脂肪酸。酸解法还

是一种对碳酸盐含量高的样品的常用的处理方

法［３３－３６］。直接萃取法提取碳酸盐中分散可溶有机

质；但是碳酸盐中还存在相当数量的晶包有机

质［３７］，可以通过样品酸解增加生物标志化合物的提

取量，减少样品的使用量。例如，石笋中含有的生物

标志化合物非常低，最丰富的生物标志化合物

ｎ－Ｃ１６脂肪酸的含量小于２μｇ／ｇＣａＣＯ３，一般需要
７０～１００ｇＣａＣＯ３才能提取满足丰度分析所需的目标
化合物［３８］，酸解后降低了污染，同时释放了溶剂直

接提取不能提取的大分子键合相的有机化合物，样

品的使用量降至１０ｇ，时间分辨率从千年提高至１０
～１００年［３９］。但是自由相和键合相类脂化合物的分

布和碳同位素组成可能存在明显差异［３６］，自由相和

键合相类脂化合物的同时提取，可能损失许多环境

信息，因为不同的有机组分可能来自不同的源，反映

不同的气候变化。近年来，顺序提取的方法在土壤

和沉积物的提取中受到关注［４０］，一些研究集中在顺

序提取的优化和提取物反映的古气候、古环境意义

方面的研究。

２ 类脂化合物的净化分离
提取的类脂化合物中，存在成千上万种有机化

合物，在色谱图上表现为未分峰；此外，ＧＣ－ＩＲＭＳ
分析所需进样量远远超过普通色谱柱的容量，致使

峰宽变宽、拖尾，分辨率降低，分离效果变差；但类脂

化合物的单体同位素准确分析需要保证目标化合物

不受共流出组分的干扰，在ＧＣ－ＭＳ图上表现出基
线分离［２４］。所以，单体同位素分析对目标物的净化

分离要求比类脂化合物的丰度分析（ＧＣ和ＧＣ－ＭＳ
—６３４—
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分析）高，一般采取多级分离方案，即在族分离之后，

依据目标化合物和共流出杂质化合物间性质的差

异，采取特殊的方法，分离纯化目标化合物。

在对正构烷烃进行单体同位素分析时，为了提

高测定结果的精度和准确度，需要将正构和异构烷

烃分离开来，以减少不同构型的分子化合物之间的

相互影响［４１－４３］。利用交叉通道的三维网状交叉结

构５Ａ分子筛选择吸收正构烷烃，可以将正构和异
构烷烃分离［４４］。传统的分析流程是把５Ａ分子筛
与溶解在苯、甲苯、异构辛烷或环己烷中的样品回

流２４ｈ［４５］，正构烷烃被分子筛吸附，然后用稀氢氟
酸溶解分子筛，把吸附在分子筛上的正构烷烃释放

出来［４２］，这种前处理方法可以用于定量分析正构

烷烃的丰度和单体同位素比值。Ｃｏｌｌｉｓｔｅｒ［４５］和
Ｇｒｉｃｅ等［４２］发展了一种更加新颖的方法：不用氢氟

酸溶解分子筛，而是利用正己烷回流的方式，洗脱

吸附在分子筛上的正构烷烃，这种快速、安全的分

离流程适合正构烷烃的单体碳同位素分析；但不能

用于定量分析低分子量正构烷烃的丰度。随后

Ｇｒｉｃｅ等［４２］改进了这种分离方法，用含１２％环己烷
的正戊烷溶液来解析吸附在５Ａ分析筛上的正构
烷烃（Ｃ８～Ｃ３０），回收率达到９０％以上，而且没有
同位素分馏的迹象，适用于单体同位素分析。尿素

络合或尿素络合的薄层色谱法可以分离正构和异

构烷烃，并且适合正构烷烃的单体同位素分析，是

一种危险性较小的方法；但通常由于操作过程中的

蒸发作用而丢失低分子量的烃［４６］，而且效果不如

分子筛法，同时，低温络合用时太长（４～５天）；常
温络合用时短，但操作不便。

脂肪酸的净化和分离相对成熟，类脂经简单的

硅胶柱色谱分离后获得的脂肪酸馏分，衍生化后上

机测定时，１００％的甲基硅酮色谱柱不能分离１６∶１／
１６∶０或１８∶２／１８∶１／１８∶０脂肪酸甲酯等化合物
对，ＡｇＮＯ３络合色谱可以有效地把饱和与不饱和脂
肪酸分离开来，１６∶０、１８∶０和１８∶１脂肪酸甲酯的
回收率达到１００％，ＡｇＮＯ３络合色谱分离前后的δ

１３Ｃ
值没有发生同位素分馏［４７］。另一可能发生的问题

是一些脂肪酸（１６∶１或１８∶１）与异构体的共洗脱，
只能测定目标物与异构体总和的同位素比值［４８］。

长链不饱和酮的单体同位素分析，尤其是单体

氢同位素分析十分困难，在Ｃ３７和Ｃ３８长链烯酮的ＧＣ
和ＧＣ－ＭＳ分析时需要１ｎｇ左右的进样量，在这种
条件下，各种烯酮化合物能很好地分离；然而对于单

体同位素的测量，单体碳同位素比值测量需要７０ｎｇ

的进样量，单体氢同位素比值测量至少需要４００ｎｇ
的进样量，远远超过普通气相色谱柱的容量，使得碳

链长度相同但饱和度不同的烯酮共洗脱。一些有关

长链烯酮同位素研究只是报道共洗脱烯酮的混合

δＤ值［４９－５０］。Ｗｉｌｌｉａｍ等［５１］利用ＡｇＮＯ３硅胶色谱，比
较有效地分离了不同数目双键的长链烯酮，用于单

体烯酮化合物氢同位素分析，提高了分析精度

（Ｃ３７∶３的精度为 １．７‰，Ｃ３７∶２为 ０．６‰）。Ｓｃｈｗａｂ
等［５２］利用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）净化长链烯酮，减
少了进样量，并使长链烯酮的回收率达到最高；但他

没有列出长链烯酮的回收率。标准加入法研究表

明，当Ｃ３７∶３长链烯酮的回收率达到９２％时，可以准
确测定长链烯酮的单体同位素比值，分离过程不引

起长链烯酮的同位素分馏［５２］。

对于一些化合物（如甾醇、羟基何伯烷、三萜

醇）在自然界含量较高，且生物源比较确定，是古

环境研究的良好工具；但它们具有相似的分子量、

极性和挥发性，分离起来比较困难。传统的净化方

式，尿素络合、柱色谱、ＡｇＮＯ３络合硅胶薄层色谱等
对目标物的分离效果不佳、回收率低不易重复、而

且容易造成同位素分馏；而ＨＰＬＣ法是分离这些化
合物的有效方式。脂肪酸、甾醇和甲藻甾醇经

ＨＰＬＣ净化后回收率较高（达 ６０％以上），而且
ＨＰＬＣ进样和组分收集实现了自动化，可以快速、
重复进行，分离效果稳定可靠［２４，５２］。ＨＰＬＣ法分离
净化类脂化合物用于单体同位素分析是一种比较

理想的选择。

３　气相色谱－同位素比值质谱分析
１９７６年Ｓａｎｏ首次提出在气相色谱和质谱之

间加一个燃烧炉来实现复杂混合物中的单体化合

物同位素组成的在线分析，随后经多人改造，提高

了ＧＣ－ＩＲＭＳ在线测定有机质单体化合物同位素
组成的灵敏度和精度，目前ＧＣ－ＩＲＭＳ分析类脂化
合物单体碳同位素所需进样量５０～１００ｎｇ，分析单
体氢同位素所需进样量２００～４００ｎｇ，使得有机质
的同位素组成研究达到了分子水平［５３］。

仪器接口技术、色谱各种参数和数据处理方式

等明显影响了单分子同位素分析结果的精度和准

确度［５４－５６］。ＧＣ－ＩＲＭＳ仪器的氧化炉、除水和分
流装置，以及与其他装置相连的接口带来许多潜在

问题，例如氧化炉接口，通常的做法是用口径很大

的玻璃或陶瓷炉管与毛细管连接，死体积增加，且

易于产生泄漏。Ｌｅｒｏｙ等［５４］把传统的玻璃或陶瓷
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管的炉子换成聚酰亚胺毛细氧化管炉子，这种设计

的优势是：接口减少，降低了泄漏发生的可能性；在

氧化炉处没有死体积，减少了化合物间的干扰，使

色谱峰的分辨率几乎不会有损失，测定的同位素比

值更加准确。

在测定碳同位素比值时，由于色谱分离的同位

素效应，１３ＣＯ２的 ｍ／ｚ４５信号平均而言比
１２ＣＯ２的

ｍ／ｚ４４早１５０ｍｓ，这种时间移位主要取决于化合
物的性质和色谱的参数，例如固定相的极性、柱温

和载气流量，所以峰检测的时间窗设置不合适可能

导致峰信息丢失，峰积分不完整会严重影响同位素

的准确测定［５７］。气相色谱升温程序不仅影响有机

化合物的分离，而且影响基线的斜率，所以影响单

体同位素测定结果。选择单一升温速率或在待测

化合物溢出的时间范围内保持较平缓的升温梯度，

对多拐点基线模式进行分段数据处理等方法可提

高分析结果的精度和准确度［４３］。此外，分流进样

和载气流速也会影响δ１３Ｃ的测定［５６］。

样品的净化和分离技术可以减少但不能消除

共洗脱对测量精度和准确度的影响，在测定气相色

谱流出物的单体同位素比值的同时，需要利用质谱

定性检测样品，可以了解是否存在共洗脱的影响，

以控制和保证同位素比值测量质量。质谱定性检

测有在线和离线两种方式，在线方式的 ＧＣ－ＩＲＭＳ
设备同时并联四级杆质谱，经ＧＣ分离的样品被分
流，一部分进入四级杆质谱定性，一部分进入磁质

谱测量同位素比值，保证了定性和同位素比值测定

的物质的一致性，但降低了检测信号。有些实验室

采用离线检测的方式；但离线方式难以保证定性和

同位素比值测定的物质的一致性。近来，Ｖｅｔｔｅｒ［５８］

等通过对ＧＣ－ＩＲＭＳ的色谱进行求导，发现导数色
谱可以监测目标物的同位素测量时是否受到共流

出杂质的影响，有助于区分合格与不合格数据，可

以对目标物的同位素分析进行有效的质量监控。

４ 结语
样品前处理是高精度准确分析类脂化合物的

单体同位素的关键。目前，在古气候古环境的有机

地球化学研究方面，经典的索氏提取、超声提取方

法和新颖的加速溶剂萃取类脂化合物方法共存；但

研究介质中类脂化合物的不同提取方法、提取效率

缺乏系统比较。加速溶剂萃取提取古气候研究介

质中类脂化合物的方法应用虽广；但方法优化并不

多见。自由相和键合相类脂化合物的顺序提取物

可能反映了不同的古气候古环境意义，因此，顺序

提取方法的研究将备受关注。类脂化合物常用的

分离富集方法难以满足同位素准确测定要求，一般

需要选择合适的多级分离方法降低共流出物对目

标化合物分析的影响，简单的柱色谱之后采取无氢

氟酸溶解的分子筛络合法、硝酸银络合色谱和高效

液相色谱分离净化类脂化合物用于单体同位素分

析是比较理想的选择。仪器接口技术、色谱参数和

数据处理方式等的改进明显提高了单分子同位素

分析结果的精度和准确度。总之，随着气相色谱－
同位素比值质谱技术的不断完善，相关前处理技术

的逐步发展，类脂化合物单体碳、氢同位素的测定

将会更加准确，精度更高。
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