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激光剥蚀电感耦合等离子体质谱法中
生物样品的元素分馏效应研究
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摘摇 要摇 采用 213 nm鄄纳秒激光剥蚀系统对生物基体样品的剥蚀颗粒进行研究,优化了激光剥蚀条件。 在剥

蚀能量为 25% ,束斑直径为 200 滋m,剥蚀速率为 20 滋m / s,频率为 20 Hz,载气为 700 mL He + 700 mL Ar 时,
信号强度及稳定性最佳。 以31P 为内标元素,最佳剥蚀条件下,考察了 56 个元素的相对分馏因子。 结果表明,
生物基体的剥蚀颗粒相较于 NIST 610 玻璃标样更大,达到 3 滋m;生物基体中元素分馏效应相较于玻璃基体

小,大多数元素的相对分馏因子达到 1. 0 依0. 1。 探讨了生物基体中元素分馏机理,分析了生物基体相较于玻

璃基体剥蚀颗粒大,而相对分馏因子未明显增大的原因。 一方面可能是粒径 3 滋m 的颗粒进入电感耦合等离

子体后能原子化;另一方面,大的剥蚀颗粒的富集效应相对较小。 进一步对分馏效应的影响因素进行研究,发
现分馏效应与激光剥蚀能量、激光频率和扫描速率相关,并且与元素的氧化物沸点负相关,与氧化物键能和电

离能正相关。

关键词摇 激光剥蚀鄄电感耦合等离子体质谱; 纳秒激光; 分馏效应; 生物样品

摇 2017鄄01鄄21 收稿;2017鄄03鄄02 接受
本文系国家自然科学基金项目(No. 21175145)和中国科学院仪器设备功能开发技术创新项目(No. Y57YQ5150G )资助
* E鄄mail: wangzheng@ mail. sic. ac. cn

1摇 引 言

近年来,激光剥蚀鄄电感耦合等离子体质谱法(LA鄄ICP鄄MS) 作为一种重要的原位微区分析技术手

段,具有空间分辨率高、检出限低等特点,已广泛应用于地球化学、冶金、生物医药等领域[1 ~ 4]。 尤其是

在生物医药领域,研究者采用 LA鄄ICP鄄MS 研究抗癌药物在靶器官中的分布,并将其应用到蛋白组学、金
属组学等领域[5,6]。 然而 LA鄄ICP鄄MS 仍面临着巨大的挑战———定量校准[4]。 为克服这一难题,研究者

建立了基体匹配[7]、内标校正[7]、在线溶液校准[8] 等方法,但仍难于达到溶液样品进样 ICP鄄MS 分析定

量校准的线性和标准偏差要求,主要原因在于激光鄄物质相互作用的复杂性,例如分馏效应[9]。
分馏效应是指不同元素在剥蚀蒸发及传输过程中行为的差异,测得的样品组分与样品组成有一定

差异,即元素的非计量剥蚀。 它的基体差异性发生在样品剥蚀、传输、蒸发、原子化和电离过程中。 对分

馏效应的研究多集中在硅酸盐样品或是金属基质样品[10,11],研究了分馏效应与激光波长、激光脉冲宽度、
激光能量、激光束斑及在 ICP 中的传输和离子化的影响[12,13]。 但对于生物样品的分馏效应研究却较少。
目前,LA鄄ICP鄄MS 方法在生物医药领域的广泛应用,使得对生物样品分馏效应的研究显得尤为重要。

本研究以动物组织为研究对象,研究了 213 nm鄄纳秒激光剥蚀系统对生物基体样品的剥蚀颗粒,考
察了常见元素和微量元素的分馏效应,探讨了元素分馏机理,并对分馏效应的影响因素进行了研究。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器及参数

采用 LSX鄄213 型号 213 nm 激光剥蚀系统(美国 Cetac 公司)与 Thermo X Series 域电感耦合等离子

体质谱仪 (美国 ThermoFisher Scientific 公司) 联用的 LA鄄ICP鄄MS 系统。 ICP鄄MS 的主要工作参数选择

见表 1。
2. 2摇 试剂

多元素标准溶液 CCS鄄1、CCS鄄4、CCS鄄5 和 CCS鄄6(浓度均为 100 mg / L,美国 Inorganic Ventures 公
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表 1摇 LA鄄ICP鄄MS 系统工作条件及参数
Table 1摇 Operation parameters of laser ablation鄄inductively coupled plasma鄄mass spectrometry (LA鄄ICP鄄MS)

激光剥蚀操作参数
Parameters of laser ablation

数值
Value

ICP鄄MS 仪器操作参数
Parameters of ICP鄄 MS

数值
Value

激光波长 Laser wavelength (nm) 213 射频功率 RF power (W) 1400

空白采集时间
Blank acquisition time (s) 10 冷却气流量 Cooling gas (L / min) 15

剥蚀模式 Ablation mode 线扫描 Line scanning 信号采集方式
Signal acquisition mode

时间分辨分析
Time鄄resolved analysis (TRA)

司);二次去离子水(18. 25 M赘·cm,Milli鄄Q 超纯水装置制备)。 分析所选同位素分别为7Li, 9Be, 11B,
23Na, 25Mg, 27Al, 31P, 33S, 39K, 44Ca, 45Sc, 47Ti, 51V, 52Cr, 55Mn, 56Fe, 59Co, 60Ni, 65Cu, 66Zn, 69Ga,
72Ge, 75As, 82Se, 85Rb, 88Sr, 89Y, 90Zr, 95Mo, 107Ag, 111Cd, 115 In, 118Sn, 121Sb, 133Cs、137Ba, 139La, 140Ce,
141Pr, 146Nd, 147Sm, 153Eu, 157Gd, 159Tb, 163Dy, 166Er, 169Tm, 172Yb, 175Lu, 178Hf、181Ta, 182W, 205Tl, 208Pb,
209Bi, 232Th。
2. 3摇 实验样品

实验所用生物基体样品均为实验室自行配制的标准样品。 取猪肾(购于本地超市)切成 0. 5 cm伊
0. 5 cm薄片,在真空干燥箱中烘干, 待用。 配制 100 和 1000 滋g / L 标准溶液,用移液枪取 6. 8 滋L 滴至

猪肾切片上,室温下自然风干。 对自行配制的标准样品进行线扫描剥蚀,其标准曲线相关系数达到

0. 99 ~ 0. 999, 信号 RSD<6. 5% ,认为配制的标准样品具备元素分布均匀性和数据准确性,可用于分馏

效应研究。
实验玻璃基体样品为美国标准技术研究院(NIST)合成玻璃标准物质 NIST 610。

2. 4摇 激光剥蚀颗粒的收集及表征

在最佳激光剥蚀条件下剥蚀生物基体样品和玻璃基体样品(NIST610),产生的剥蚀气溶胶通过载

气输出,在输出口放置干净硅片并固定,收集 30 min 剥蚀颗粒后,将硅片密封,待测。 利用场发射扫描

电子显微镜(JSM鄄6700F,日本电子株式会社)表征激光剥蚀颗粒形貌。
2. 5摇 数据处理

本研究采用的是 G俑nther 等[14] 定义的相对分馏因子(Relative fractionation index, RFI)考察分馏效

应,其计算方法如下式:

RFI =
( Ii,a - Ii, blank)
( Ii,b - Ii,blank)

/
( Iis,a - Ii,blank)
( Iis,b - Iis,blank)

(1)

其中,i 为待测元素,is 为内标元素,blank 指气体空白,b 和 a 分别代表激光剥蚀前半时间与后半时间;
I 为待测元素 x 的信号平均值。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 激光参数优化

为获得最优信号强度及稳定性,以 Cr 为例,对激光剥蚀能量、束斑直径、扫描速率、频率和载气进行

了优化,结果如图 1 所示。 结果表明,当剥蚀能量为 25% ,束斑直径为 200 滋m,剥蚀速率为 20 滋m / s,频
率为20 Hz,载气为 He + Ar=700 mL+700 mL 时,信号强度及 RSD 最佳。
3. 2摇 分馏效应机理探讨

本研究所使用的是纳秒激光剥蚀系统, 相对于飞秒激光剥蚀系统分馏效应更强。 这主要是由于纳

秒激光的脉冲持续时间较长,通过雪崩电离获得激光能量的电子在脉冲结束前会将能量传递给晶格,因
此在一定聚焦体积内,通过热聚焦使样品局部被加热,导致化学键断裂和部分熔融。 样品内产生的热梯

度导致从聚焦区至周围的热传递扩散,使得样品的剥蚀和熔融区远大于初始聚焦区。 正是这种热效应

导致样品产生大小不一的颗粒。 Kuhn 等[15] 对玻璃标样的分馏效应进行研究,收集了不同粒径范围的

剥蚀颗粒,测定了其中的成分,发现剥蚀颗粒大小对分馏效应有直接影响,粒径小于 125 nm 和 340 nm
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的剥蚀颗粒中 Cu, Zn, Ag, Tl, Pb 和 Bi 等易挥发元素相较于 Ca 出现明显富集;但其中不完全蒸发、原
子化、离子化的大颗粒是分馏效应的主要原因[15]。 由于激光剥蚀条件和基体会产生不同的剥蚀颗粒,
造成不同的元素分馏效应,因此我们对生物基体样品和玻璃基体标样的剥蚀颗粒进行表征,比较了两种

不同基体间的分馏效应。 图 2 为生物基体和玻璃基体标样的剥蚀颗粒 SEM 表征图。 从图 2 可见,生物

基体的剥蚀颗粒约为 3 滋m,且多为较规则的球形;玻璃基体的剥蚀颗粒小于 0. 5 滋m,其形状多不规则;
生物基体的剥蚀颗粒较玻璃标样的大,这可能是由于基质不同导致;生物样品剥蚀的激光能量阈值较

低[16],在相同剥蚀条件下,生物样品所受到的激光能量密度超出其阈值,导致能量快速转移进入材料,
在其融化的样品表面产生微米级颗粒,同时较大的颗粒也会发生团聚[9,17]。

选取生物基体中31P 元素为内标,在上述优化的最佳剥蚀条件下对大部分 ICP鄄MS 可测元素相对分

馏因子进行考察,结果如图 3 所示。 实验未选用13C 为内标元素,是考虑到国内供应的氦气和氩气中13C
的背景通常较高,不宜使用这种方法[18]。 结果表明,生物基体中多数元素的分馏因子为 1. 0 依0. 1。 与

玻璃基体相比,生物基体中元素分馏因子较小,这可能是由于基体组成元素及元素间的相互作用有关。
玻璃基体中,剥蚀产生的颗粒越小,元素分馏效应越大,尤其是易挥发元素(Ag, Cd, In 等)受剥蚀颗粒

粒径影响更为明显[19]。 虽然生物基体剥蚀颗粒的粒径大于玻璃基体,但研究表明粒径小于 5 滋m 的颗

粒进入 ICP 后能够原子化[20];另一方面,根据剥蚀颗粒的 SEM 表征结果说明生物基体中大剥蚀颗粒较

多,而大颗粒的富集效应相对较小,因此生物基体的相对分馏因子相较于玻璃基体更接近 1。

078摇 摇 分 析 化 学 第 45 卷



!"#" !$

!

!

"

%"#" !$

!

&

"

!

'

"

(#"" !$

!

)

"

(#"" !$

图 2摇 生物基体和玻璃基体的剥蚀颗粒 SEM 图。 (A), (B)为生物基体标样剥蚀颗粒 SEM 图,(C)和
(D)为 NIST 610 玻璃基体剥蚀颗粒 SEM 图

Fig. 2摇 Scanning electron microscope (SEM) images of laser ablation particles from biological standard material
and glass standard: (A) and (B) for biological standard material; (C) and (D) for NIST 610

!"#

$%&'&()

*+

,&

, -. / 0 12 3 -( 45 46 78 9: ;< = -5 4> 1( 4: *8 /? 1' 7> @A B' *6 B8 B% ,+

C8 9% 1 48 B+ 4? D& C+ E( 7& 1& 1? E? 9.

!"F

!"G

H"I

H"J

;
D
K

K( 1< ,8 4& C> $6 B< $? =< LM N /< BO

图 3摇 生物基体中不同元素的相对分馏因子图

Fig. 3摇 Elements relative fractionation index (RFI) in biological standard material

3. 3摇 不同激光参数对分馏效应的影响

本研究所用的激光剥蚀能量均为 25% ,通过在线扫描的模式下,改变束斑直径分别为 50、100 和

200 滋m, 考察激光剥蚀能量密度对生物基体样品中 V、Cr、Mn、Fe、Co、Ni、Cu、Ag、Cd、Tl、Pb 等元素的分

馏效应的影响,结果如图 4A 所示。 在束斑直径为 200 滋m,频率为 20、10 和 5 Hz 时考察频率对分馏效

应的影响。 如图 4B 所示,激光频率对分馏效应影响较大。 随着频率增大,相同时间内剥蚀下来的样品

越多,相对分馏因子更接近 1. 0;当频率降至10 Hz 时,相对分馏因子超出了1. 0 依0. 1 的范围。 图4C 为激

光剥蚀速率分别 30,20,10 滋m / s 对分馏效应的影响,发现随着剥蚀速率的减小,相对分馏因子更接近 1。
剥蚀束斑、频率和速率直接影响剥蚀量,是造成元素分馏的主要因素之一[20]。 当增加剥蚀量,即束

斑直径为 200 滋m,频率为 20 Hz,剥蚀速率为10 滋m / s 时,相对分馏因子多在 1. 0 附近。 难熔元素如 V,
Co,Fe 等的相对分馏因子与易挥发元素(如 Tl、Cd、Zn 等)的波动较小。 随着剥蚀量的增加,元素在剥蚀

气溶胶中的富集效应更小,更能体现标样的均匀性,使得相对分馏因子更接近 1. 0。
进一步对分馏效应的影响因素进行研究,在上述最佳激光剥蚀条件下,考察了分馏效应与电离能、

氧化物沸点和键能的关系。 从图 5 可见,元素相对分馏因子和元素氧化物沸点呈负相关,与电离能和氧

化物键能呈正相关[20],表明氧化物沸点低的元素容易原子化,其相对分馏因子增大;电离能和氧化物键
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图 4摇 激光剥蚀参数对不同元素分馏效应影响: (A) 剥蚀束斑;(B) 激光频率;(C)扫描速率;图中给出

数据是相同条件剥蚀 3 次实验数据的平均值。
Fig. 4摇 Influence of laser ablation parameters on elemental fractionation: (A) spot size, (B) frequency, (C)
scan rate. The data given in figure is the average of three times under the same conditions.
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图 5摇 电离能、元素氧化物沸点及键能对元素分馏影响

Fig. 5 摇 RFI as function of ionization energy, boiling point
and bond energy of oxide
绎: Ionization energy (kJ / mol); 荫: Boiling point of oxide (K);
银: Oxide bond energy (kJ / mol); 姻: Relative fractionation index.

能低的元素非金属性越强,相应的氧化物熔点越

高,同理,在 ICP 中原子化能力越差,因此其相对

分馏因子越小。

4摇 结 论

本研究以动物 组 织 为 研 究 对 象, 研 究 了

213 nm鄄纳秒激光剥蚀系统对生物基体样品和玻璃

基体标准样品的剥蚀颗粒。 形貌表征结果表明,
生物基体的剥蚀颗粒相较于 NIST 610 玻璃标样更

大,达到 3 滋m。 以31P 为内标元素,利用相对分馏

因子考察了各元素的分馏效应,发现生物基体中

元素分馏效应相较于玻璃基体小,大多数元素的

相对分馏因子达到 1. 0 依 0. 1。 探讨了生物基体中

元素分馏机理,分析了生物基体相比于玻璃基体

剥蚀颗粒大,而相对分馏因子未明显增大的原因。
一方面可能是粒径 3 滋m 的颗粒进入 ICP 后仍能

原子化;另一方面,大剥蚀颗粒的富集效应相对较小。 进一步对分馏效应的影响因素进行研究发现,分
馏效应与剥蚀量有直接关系,并且分馏效应与氧化物沸点呈负相关,而与电离能和氧化物键能呈正相

关。 由于分馏效应不能完全避免,因此在研究时应根据需求对分馏效应、信号强度及稳定性有所取舍。
本研究为生物样品 LA鄄ICP鄄MS 法准确定量分析的可行性提供了重要信息。
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Elemental Fractionation Studies of Biological Samples Using
Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

LI Qing1,2, ZHANG Guo鄄Xia1, CHEN Yi鄄Rui1, WANG Zheng*1, DING Chuan鄄Xian1

1(Shanghai Institute of Ceramic, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200050, China)
2(University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract摇 The ablated aerosols of biological matrix sample were studied using 213 nm nanosecond laser
ablation system. The stable signal intensity and high sensitivity were obtained when the laser energy was 25% ,
the spot size was 200 滋m, the scan rate was 20 滋m / s, the frequency was 20 Hz and the carrier gas was
700 mL He + 700 mL Ar. Relative fractionation index of 56 elements were investigated and 31P as the
internal standard element was selected under the optimized laser ablation conditions. The results showed that
particle size of the biological sample was 3 滋m, which was larger compared with NIST 610 sample. Element
fractionation in biological sample was smaller than in glass sample, and relative fractionation index of most
elements attained 1. 0 依 0. 1. Element fractionation mechanism of biological sample was discussed. The
possible reason why the relative fractionation index in biological sample with large particle size did not
significantly increase compared to the glass sample is that the 3鄄滋m particles entered into ICP can be
atomized. On the other hand, enrichment effect for large ablation particles was relatively small. Further study
of the influence factors of fractionation effect indicated that, the fractionation effect had relations with laser
ablation energy, laser frequency and scan rate, negatively relation with the oxide boiling point, and positively
relation with oxide bond energy and ionization energy.
Keywords摇 Laser ablation鄄inductively coupled plasma鄄mass spectrometry; Nanosecond laser; Fractionation
effect; Biological sample
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