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微萃取技术在神经递质分析中的应用研究
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摘摇 要摇 神经递质(Neurotransmitters, NTs)是一类在生物体内起着重要调节作用的内源性化合物,生物样品

中 NTs 含量的准确测定对疾病早期诊断、药物开发、基础医学研究等领域的研究均具有重要意义。 但是,生
物样品基体组成复杂,NTs 含量极低,因此研发高效样品前处理技术是实现复杂生物样品中痕量 NTs 快速准

确分析的关键。 微萃取技术是使用微量富集介质为核心的绿色萃取技术,具有成本低、使用方便、适于生物微

(无)损分析、环境友好等优点,是生物样品内源性物质分析的优秀前处理技术。 本文系统评述了固相微萃取

(Solid鄄phase microextraction, SPME)、微固相萃取(Micro鄄solid鄄phase extraction, 滋鄄SPE)和液相微萃取(Liquid鄄
phase microextraction, LPME)等微萃取技术在生物样品中痕量 NTs 的高效富集及分析检测中的应用研究进

展,并对该领域的研究进行了总结与展望。
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1摇 引 言

神经递质(Neurotransmitters, NTs)是一类在突触传递中担当“信使冶的内源性化学物质,目前已在

生物体中鉴定出 200 余种 NTs 化学信使分子[1]。 根据化学组成的不同,神经递质大致可分为单胺类

(Monoamine neurotransmitters, MNTs)、氨基酸类(Amino acid neurotransmitters, AANTs)、肽类和其它类

NTs。 MNTs 是神经元释放的主要化学信使,可分为儿茶酚胺(Catecholamines, CAs)和吲哚胺两大类。
儿茶酚胺主要包括去甲肾上腺素 ( Norepinephrine, NE)、 肾上腺素 ( Epinephrine, E) 和多巴胺

(Dopamine, DA)。 吲哚胺主要包括血清素 5鄄羟色胺(5鄄Hydroxytryptamine, 5鄄HT)、异丙肾上腺素和酪

胺等。 AANTs 是具有神经递质功能的氨基酸,由色氨酸(Tryptophan, Trp)、酪氨酸(Tyrosine, Tyr)、谷
氨酸、天冬氨酸、酌鄄氨基丁酸、甘氨酸和牛磺酸等组成。 肽类神经递质是神经元所分泌的肽类化学物

质[2,3]。 NTs 在调节人体的神经、免疫和心血管系统功能方面起着重要作用,人体中 NTs 及其代谢物的

含量变化已成为多种疾病诊疗过程中重要的诊断指标。 如已证明帕金森病和精神分裂症与 DA 神经传

递缺乏有关[4],Trp 代谢失衡与肺癌和乳腺癌的发展密切相关[5],人尿液中 CAs 含量的增加与抑郁症的

发生有潜在关系[6]。 因此,生物样品尤其是人体中痕量 NTs 的准确测定,对疾病早期诊断、药物开发、
基础医学研究等领域有重要的科学指导意义。

早期的 NTs 含量测定方法主要为放射酶和免疫学方法,由于不具备分离功能,其选择性和灵敏度

较低,影响了分析结果的准确度。 20 世纪 80 年代以来,随着色谱技术的飞速发展,液相色谱技术(High
performance liquid chromatography, HPLC)和毛细管电泳(Capillary electrophoresis, CE)等技术逐渐取代

放射酶和免疫学方法,成为 NTs 分析测定的主流方法[7]。 色谱技术具有强大的分离分析功能,且所需

样品量少,非常适合复杂生物样品中痕量 NTs 的准确测定。 同时,色谱技术可与多种检测器联用,如荧

光(Fluorescence detection, FLD) [8,9]、电化学(Electrochemical detection, ECD) [10]、紫外检测(Ultraviolet
detection, UV) [11]、化学发光[12]、生物传感器[13]、酶联免疫吸附[14] 和质谱(Mass spectrometry, MS) [15 ~ 17]

等,大大扩展了生物样品中种类多样的 NTs 检测范围。 尤其是色谱鄄质谱联用技术(LC鄄MS)兼具定性与定

量分析功能,选择性好,灵敏度高,目前已成为复杂生物样品中痕量 NTs 分析的常用方法。
虽然,色谱及色谱鄄质谱联用技术的发展,较好地解决了 NTs 的检测问题,但是生物样品基体组成复
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杂,存在大量蛋白质、脂类、磷酸盐等基体成分,易在 NTs 的分析过程中产生严重干扰。 同时,NTs 含量

低,化学稳定性不佳,容易发生自发异构现象。 此外,生物样品常难以获取,数量受限制[18]。 因此,研发

适合的高效样品前处理技术是有效提高复杂生物样品中痕量 NTs 分析灵敏度及准确度的关键。 目前,
文献报道了尿液、脑脊液、血浆、唾液、血清和血小板等生物样品 NTs 分析的前处理技术,主要包括液鄄液
萃取 法 ( Liquid鄄liquid extraction, LLE)、 固 相 萃 取 法 ( Solid鄄phase extraction, SPE)、 微 透 析 技 术

(Microdialysis, MD)和微萃取技术。 LLE 是 NTs 分析的早期样品前处理方法,操作繁琐耗时,使用大量

有机溶剂,萃取选择性不佳[19]。 SPE 是目前 NTs 分析研究中应用最广的前处理方法,利用固体吸附介

质对目标物的吸附,分离和富集目标物,适用于多种生物样品中 NTs 的分离富集[20]。 与传统 LLE 相

比,SPE 具有操作简便、溶剂用量少、回收率高、重现性好等优点,但常需经过溶剂转换、长时间洗脱及氮

吹浓缩等繁琐操作步骤,分析检测效率较低。 微透析技术是目前常见的原位活体采样方法,兼“采样冶
和“前处理冶于一体,所采样品可直接用于分析,最早用于大脑内部 NTs 释放与代谢的研究[21]。 但是,
MD 探针成本高,采样量极少, 回收率校准困难,很难重复使用,这些都限制了 MD 技术的实际应用。 电

子版文后支持信息表 S1 列举了近年来生物样品中 NTs 分析常见的前处理及检测方法[22 ~ 42]。
微萃取技术是使用微量富集介质为核心的无溶剂或少溶剂萃取技术,与传统的提取方法相比,具有

成本低、使用方便、环境友好等优点,是新兴的高效分离富集技术。 按照形式的不同,微萃取技术主要分

为固相微萃取(SPME)、微固相萃取(滋鄄SPE)和液相微萃取(LPME)。 微萃取涂层或萃取相体积微小、
富集效率高,非常适合小体积生化样品中痕量目标物的分离富集,容易实现活体生物样品的原位、微损

伤分析,因此,微萃取技术已被认为是生物样品内源性物质(如 NTs 及其代谢物等)的优势前处理技术,
引起了研究人员的广泛关注[43]。 本文系统评述了 SPME、滋鄄SPE 和 LPME 等微萃取技术在生物样品中

痕量 NTs 的高效富集及分析检测的应用研究进展,并对该领域的研究进行了总结与展望。

2摇 固相微萃取

固相微萃取(SPME)是基于待测组分与萃取涂层之间分配平衡的新型前处理方法,集采样、萃取、富集

和进样于一体,具有操作简便、耗时短、不(少)使用有机溶剂、萃取效率高且易与其它仪器联用等优点。 目

前,SPME 技术已广泛用于各种复杂生物样品中痕量 NTs 的分离与分析研究。 SPME 技术根据萃取涂层形

式的不同,主要可分为纤维头式固相微萃取(Fiber鄄SPME)、管内固相微萃取(In鄄Tube鄄SPME, IT鄄SPME)
和搅拌棒式固相微萃取等,目前用于 NTs 分离分析的 SPME 技术主要是 Fiber鄄SPME 和 IT鄄SPME。
2. 1摇 纤维头式固相微萃取

Fiber鄄SPME 是目前发展最为成熟的 SPME 技术,具有操作简单、携带方便、可重复使用、环境友好等

特点,其装置组成包括纤维头、可移动手柄和注射器。 Fiber鄄SPME 纤维头是表面涂覆了不同类型吸附

剂的熔融石英纤维涂层,是 Fiber鄄SPME 技术的核心,决定了 SPME 的选择性和富集容量。 Fiber鄄SPME
涂层一般需要满足以下条件:(1)对目标物具有一定萃取富集能力; (2)萃取后目标物能从涂层上较快

解吸下来; (3)有良好的热稳定性及耐酸碱、耐溶剂性能。 目前,商品化的 SPME 涂层主要包括聚二甲

基硅 氧 烷 ( Polydimethylsiloxane, PDMS )、 聚 二 甲 基 硅 氧 烷鄄二 乙 烯 基 苯 ( Polydimethylsiloxane鄄
divinylbenzene, PDMS鄄DVB)、聚丙烯酸酯(Polyacrylate, PA)、聚乙二醇鄄模板树脂(Carbowax鄄templated
resin, CW鄄TPR)、碳分子筛鄄聚二甲基硅氧烷(Carboxen鄄polydimethylsiloxane, CAR鄄PDMS)和聚乙二醇鄄二
乙烯基苯(Carbowax鄄divinylbenzene, CW鄄DVB)。 商品化 SPME 涂层简单易得,已有研究者将其应用于

生物样品中痕量 NTs 的分析研究。 Auger 等[44] 对比了 4 种商品化 SPME 涂层(PDMS鄄DVB、PA、PDMS、
CW鄄TPR)对 MNTs 的萃取效果,其中 CW鄄TPR 涂层萃取性能最好,结合 HPLC鄄ED 检测,建立了大鼠纹状

体中痕量 MNTs 的定量分析方法,检出限可达 0. 1 滋g / L。 衍生化是常用的前处理手段,可将待测物转化

为适合分析检测的形式。 由于 MNTs 常具有强极性基团,如氨基和酚羟基,因此极性较大, 挥发性较

弱,常规的气相色谱无法满足检测需求。 通过选用合适的衍生化试剂,则可将这些基团转化为弱极性基

团,以提高其挥发性。 Naccarato 等[41]采用氯甲酸丙酯快速衍生化 MNTs,使目标物极性降低,挥发性提

高,然后采用 PA Fiber鄄SPME 结合 GC鄄MS 检测,建立了尿液中 DA、5鄄HT、NE 的分析方法,检出限分别为
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0. 59、0. 38和13. 5 滋g / L。
商品化 SPME 涂层的萃取机理主要是基于“相似相溶冶原理,由于选择性较差,限制了其更广泛的

研究与应用,因而研发高选择性 NTs 的 SPME 涂层成为目前的研究热点。 Cudjoe 等[24]将硅基和聚合物

载体基混合制备了多种阴阳离子混合型 SPME 涂层,结合 LC鄄MS / MS 技术,建立了生物样品中 NTs 的定

量分析方法。 混合型 SPME 涂层具有疏水和亲水机制下多重相互作用的特点,对 4 种不同极性的 NTs
(DA、5鄄HT、谷氨酸和 酌鄄氨基丁酸)均可实现高效萃取富集,将该方法应用于脑脊液和大鼠脑组织中 NTs
的分析,检出限为 6 ~ 10 ng / L。 分子印迹聚合物(Molecularly鄄imprinted polymer,MIP)也被称为人工抗

体,具有模板分子的特异性识别位点,能有效提高目标分子的选择性识别,同时 MIP 具有化学稳定性

高、制备简便、使用寿命长等特点[45]。 因此,将 MIP 固载成 SPME 涂层,可有效提高 SPME 的选择性,并
可显著提高复杂生物样品基质中 SPME 的抗干扰性能。 Prasad 等[46] 通过溶胶鄄凝胶法在聚甲基丙烯酸

甲酯纤维表面制备了可特异性识别 DA 的 MIP 涂层,并通过悬浮汞滴电极表面修饰 DA鄄MIP 进行二次

预浓缩,结合差分脉冲和阴极剥离伏安法对 DA 进行检测,成功实现了人体血清、脑脊液及药物样品中

DA 含量的准确测定。 在双重 MIP 涂层材料的预富集作用下,实际样品中 DA 的分析灵敏度及选择性都

得到较大提高,检出限为 1. 82 ~ 1. 89 滋g / L,相对标准偏差 ( Relative standard deviation, RSD) 为

1. 1% ~2. 1% 。 Zhang 等[37] 以 E 作为模板,在 25 cm 柔性毛细管模具内通过热诱导甲基丙烯酸

(Methacrylic acid, MAA)和乙二醇二甲基丙烯酸酯(Ethylene glycol dimethacrylate, EGDMA)自由基共聚

合,制备了高选择性的 MIP SPME 涂层,并结合 CE 用于人体尿液和血清样品中 CAs 的定量分析。 所制

备的涂层具有良好的整体性和足够的柔韧性,使用寿命长,同时涂层厚度均匀,萃取分析重现性好。 在

最优分析条件下,DA、E、NE 的检出限可分别达到 7. 4、4. 8 和 7. 1 nmol / L,回收率为 85% ~103% 。
离子液体(Ionic liquids, ILs)主要是熔点小于 100益的有机阴阳离子熔融盐,可通过调整有机配体

的结构,实现 ILs 极性的有效调控,从而可根据不同极性 NTs 的结构特点实现选择性萃取。 此外,ILs 可

循环使用、不挥发,避免了传统有机溶剂造成的环境污染,是理想的绿色溶剂。 同时,ILs 电导率高、电化

学窗口大,有利于与电化学分析技术联用分析生物样品中的 NTs[47]。 因此,将 ILs 作为 SPME 涂层可减

少试剂消耗量,提高方法自动化程度,ILs鄄SPME 在 NTs 的分析研究上有着良好的应用前景。 目前,ILs鄄
SPME 用于 NTs 分析的报道主要是 ILs 作为 SPME 脱附剂的应用。 Baczek 研究组[48]首次将 ILs鄄SPME 技

术用于生物样品中 NTs 的含量测定,使用聚苯乙烯鄄二乙烯基苯 SPME 涂层富集 NTs,并采用离子液体

1鄄乙基鄄3甲基咪唑四氟硼酸盐作为脱附剂,结合胶束电动色谱鄄二极管阵列检测技术进行分离分析,使人

体尿液样本中 NTs 的分析灵敏度提高了 9 ~ 21 倍。 他们成功地将该方法用于不同肿瘤患儿尿液中多种

NTs 的定量分析[40]。 此外,该课题组[49] 还对比了 SPE、分散液液微萃取 ( Dispersive liquid鄄liquid
microextraction, DLLME)、ILs鄄SPME 方法对生物样品中 NTs 的分离富集效果,结合胶束电动色谱鄄二极

管阵列检测技术,对大鼠脑样品中 9 种特定的 NTs 进行分离分析。 与 DLLME 技术相比,ILs鄄SPME 对

DA、NE 的萃取率分别提高了 2 和 3. 5 倍,且基质去除的效果更好。 而与 SPE 技术相比,ILs鄄SPME 的萃

取率也有显著提高,并且无需衍生化,充分说明 ILs鄄SPME 技术在大鼠脑样品中 NTs 含量测定中具有优

势,为神经学临床研究提供了重要工具。
Fiber SPME 由于涂层体积小,非常适合进行生物组织的活体无(微)损采样,同时由于 SPME 涂层

高效的富集能力,相比于常用的 MD 活体分析技术,常可原位捕获更多的生物活性物质,提供大量实时

的生物信息[50]。 大脑是生物的信息处理中枢,结构复杂,能产生多种 NTs 且含量水平实时变化,为了不

改变或丢失有价值信息,最有效的办法便是发展原位活体采样技术,从而获得准确的生物信息。 此类研

究中生物兼容性 SPME 涂层的研发是发展生物体中 NTs 原位活体采样分析技术的关键。 目前,已有一

些生物兼容性优良的 SPME 涂层应用于生物活体 NTs 采样分析的研究报道。 Pawliszyn 课题组[51] 报道

了 Fiber SPME 可有效应用于生物活体中 NTs 的原位实时采样分析,并能获得比常规 MD 技术更多的生

物信息。 之后,该课题组[52]选用表面修饰强阳离子交换基团的亲水鄄亲脂平衡材料作为 SPME 涂层,并
通过优化 Fiber SPME 涂层的形状和采样条件,结合 LC鄄MS / MS 定量分析,建立了猕猴大脑活体内多种

NTs 的实时原位分析方法(图 1)。 研究结果表明,SPME鄄HPLC鄄MS / MS 联用活体采样分析方法具有较高
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的准确度,适合于生物活体中痕量 NTs 的原位实时检测。 这些研究表明 SPME 技术是一种优秀的生物

活体 NTs 采样技术,是 MD 技术的有益补充和拓展。 未来,随着生物兼容性涂层的进一步研发和原位检

测技术的发展,相信 SPME 技术在生物活体 NTs 的原位实时分析方向上将迎来更大的发展。
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图 1摇 Fiber SPME鄄LC鄄MS / MS 联用活体采样分析方法示意图[52]

Fig. 1摇 Schematic of the sampling and analysis method using fiber solid phase microextraction (SPME) coupled
with liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC鄄MS / MS) in vivo[52]

2. 2摇 管内固相微萃取

IT鄄SPME 技术采用石英柱或毛细管作为萃取介质的载体,将萃取固定相与毛细管的内表面交联键

合,克服了 Fiber鄄SPME 技术涂层纤维容易折断、吸附量低、固定相涂层容易流失以及萃取平衡时间长等

问题,同时它还具有萃取涂层薄、萃取固定相选择范围广、样品扩散迅速、易与其它分析仪器在线联用及

自动化程度高等特点,但在萃取效率、选择性和机械稳定性等方面仍有很大提升空间。
柱内萃取涂层是 IT鄄SPME 技术的核心,决定了萃取柱对目标物的萃取效率和选择性。 IT鄄SPME 通

常使用商业毛细管柱进行萃取,其成本较低,适用范围也较广,但由于其吸附剂负载能力不高、稳定性

低、选择性差,在用于基质复杂的痕量物质如生物样品中 NTs 分析时有很大的局限性。 因此,开发具有

更高萃取效率和选择性的新型萃取涂层已成为当前 IT鄄SPME 技术的主要研究方向。 溶胶鄄凝胶技术是

最常见的 IT鄄SPME 涂层制备技术,将反应前驱体及固定相在石英管壁上直接反应,不同的涂层常具有

不同的极性和多孔结构,引入特定官能团则可进一步提高萃取介质的选择性。 溶胶鄄凝胶技术过程简

单,制备的 SPME 涂层稳定性较好,目前已有一些报道采用溶胶鄄凝胶技术制备新型 IT鄄SPME 涂层并用

于 NTs 的分析研究。 如图 2 所示,Tran 等[53]选用乙醇钽(V)作为溶胶鄄凝胶前驱体,端羟基聚丙烯乙二

醇甲基丙烯酸酯作为溶胶鄄凝胶活性聚合物,通过溶胶鄄凝胶反应在熔融石英毛细管内合成新型有机鄄无
机杂化涂层。 该 IT鄄SPME 涂层与毛细管内表面通过直接化学键合方式连接,相比传统的硅基涂层具有

更高的溶剂稳定性及 pH 稳定性(pH 0 ~ 14)。 该 IT鄄SPME 涂层对水样中的多种 NTs 具有优异的萃取效

率,检出限在 4. 41 ~ 28. 19 pmol / L 之间,适用于极端 pH 下环境或生物样品的 NTs 分析。 Alhendal 等[54]

采用非水解溶胶鄄凝胶法合成了新型氧化锆鄄聚丙烯(ZrO2 鄄PPO) IT鄄SPME 涂层,用于 CAs 及其脱胺代谢

物的微萃取分析。 结果表明,ZrO2 鄄PPO IT鄄SPME 涂层具有良好 pH 稳定性,对 CAs 及其代谢物具有优异

的分离富集性能,检出限为 5. 6 ~ 9. 6 pmol / L。
硼酸盐亲和材料是一种高选择性吸附顺式二醇结构化合物(包括核苷、糖蛋白、糖肽和 CAs 等)的

理想吸附介质。 硼酸盐在碱性水介质中可通过共价键与顺式二醇生成五元或六元环酯; 当介质 pH 值

呈酸性时,所生成的环酯可发生可逆电离,释放出硼酸和顺式二醇。 因此,只需调整介质 pH 值,即可方

便地控制捕获 /释放过程[55]。 由于硼酸盐亲和材料的特异性萃取和分离性能, 目前已有报道将其用于

制备 IT鄄SPME 涂 层, 并 用 于 生 物 样 品 中 CAs 的 萃 取 分 析。 He 等[42] 利 用 乙 烯 基 苯 基 硼 酸
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图 2摇 (A) 熔融石英毛细管内溶胶鄄凝胶涂层表面键合过程; (B) IT鄄SPME鄄HPLC 联用在线分析装置图[53]

Fig. 2摇 (A) Sol鄄gel coating surface鄄bonded process inside a fused鄄silica capillary; (B) Schematic of experimental
setup for online in鄄tube鄄SPME鄄high performance liquid chromatography (IT鄄SPME鄄HPLC) anlaysis[53]

(Vinylphenylboronic acid, VPBA)与乙二醇二甲基丙烯酸酯的共聚反应,在毛细管内表面制备了硼酸盐

亲和萃取涂层,通过与 LC鄄MS 的在线联用,成功应用于人体尿样中 DA 的检测,检出限可达 1. 2 滋g / L。
IT鄄SPME 涂层固载过程除了可将涂层直接固载于管内壁,还可将修饰了特异性吸附剂的纤维填充于管

内,从而增加 IT鄄SPME 萃取相的量,减小管内死体积,显著改善萃取容量和色谱峰型。 Ling 等[56]采用电

化学一步合成法将可导电吸附剂聚噻吩鄄3鄄硼酸盐在碳纤维束表面进行电化学沉积,并将改性后的纤维

束填充入聚醚醚酮(Polyether ether ketone, PEEK)管中制备得到硼酸盐萃取柱,结合 HPLC鄄UV 在线分

析了大鼠血浆中的 CAs 含量,方法检出限为 0. 1 ~ 0. 2 滋g / L。 由于采用电化学方法合成聚合物吸附剂,
该方法无需催化剂与致孔剂,其稳定性好,易于改性,并提高了分析过程的选择性。

3摇 微固相萃取

SPME 虽然具有较高的萃取效率,但受涂层体积的限制,其萃取容量低。 传统的 SPE 可填充较大量

的吸附剂,但由于沟流等现象,使得吸附剂容易流失,重现性和使用寿命不佳,而且,由于 SPE 尺寸较

大,不易与后续的检测仪器联用。 滋鄄SPE 技术的萃取容量大于 SPME 技术,尺寸比常规 SPE 技术小,装
置简单、成本低,易实现与后续检测仪器的在线联用[57],因此成为了生物样品中 NTs 分析的优秀前处理

技术。 而且,滋鄄SPE 技术可通过填充或固载不同类型的吸附剂,方便地调节采样过程的萃取容量和选择

性,与后续检测技术在线联用后,非常有利于生物样品中痕量 NTs 的高效分离富集和高灵敏检测。 目

前,应用于生物样品 NTs 分析的 滋鄄SPE 技术根据吸附剂形式的不同,可分为填充吸附微萃取

(Microextraction by packed sorbent, MEPS)、整体柱微固相萃取(Monolithic micro solid鄄phase extraction,
MMSPE)和分散微固相萃取(Dispersive micro solid鄄phase extraction, DMSPE)。
3. 1摇 填充吸附微萃取

MEPS 技术通常是将 1 mg 左右的吸附剂填充到 100 ~ 250 滋L 注射器或其它柱容器中,待测液上样

后,加入小体积洗脱液即可解吸,再进行色谱分析。 与传统 SPE 相比,MEPS 技术具有操作简便、可在线

全自动、快速、溶剂用量和样品体积小、分析成本低等优点[58],已被广泛用于生物样品的分离分析,是生

物样品 NTs 分析中经常使用的前处理方法之一。 但某些大分子基体物质(如血浆、尿液)中的大分子量

杂质可能造成吸附剂的堵塞,使吸附效率下降; 粘附性强的杂质可能在洗脱液中残留使仪器噪音增

大[59],一般可通过稀释样品基质、反复洗脱等方法进行优化,以获得最佳分离富集效果。
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商品化MEPS 吸附剂包括 C18、C8、C8 / SCX 和氨基丙基硅烷(Amino鄄propyl silane, APS)等,具有性能

稳定、价格低廉的优点,已被广泛用于生物样品中 NTs 的分离分析。 El鄄Beqqali 等[36]采用 Slica鄄C8 MEPS
技术富集人体尿液中 DA 和 5鄄HT,并结合 LC鄄MS / MS 进行测定,检出限为 1. 0 滋g / L,所选用的 Slica鄄C8

MEPS 小柱可重复使用 300 余次。 Saracino 等[60] 将 Slica鄄C18 MEPS 与 HPLC鄄ED 联用,建立了同时测定

干燥血浆和尿斑中 CAs 含量的分析方法,回收率>85% ,定量限为 100 ng / L。 该方法选用干燥的血浆和

尿斑作为分析样品,由于无需冷冻来阻止细菌和 /或酶的降解,方便了生物样本的运输和储存,最终成功

应用于健康志愿者、精神病患者及多药滥用者群体中 CAs 水平的监测。 Konieczna 等[61] 采用半自动化

注射器研发了一种数字控制 MEPS鄄LC / MS 方法,同时测定了人体血浆和尿液样本中 12 种生物胺及其

前体和代谢物。 该方法无需衍生化,降低了溶剂和样品消耗,同时有效缩短了分析时间,耗时仅为

12 min。 所选用的极性 APS 吸附剂经过 50 次萃取,其效率仍未降低。 除了商业吸附剂,已有报道开发

了新型 MEPS 吸附剂,并用于生物样品 NTs 的分析研究。 本课题组[28]成功合成了丙烯酰胺功能化石墨烯

(Acrylamide鄄functionalized graphemne, G鄄AM)吸附剂,将 G鄄AM 填充于自制的 PEEK 微柱中,结合 HPLC 技

术构建了在线分离分析系统,并成功用于人尿液和血浆中同香草酸、5鄄羟基吲哚鄄3鄄乙酸、3,4鄄二羟基苯乙酸

等 3 种 MNTs 代谢物的在线分离分析,检出限为 0. 08 ~ 0. 25 滋g / L。 G鄄AM 对 3,4鄄二羟基苯乙酸的萃取性

能相比商业 C18和多壁碳纳米管提高了8. 5 ~25 倍,这一方面是由于G鄄AM 与分析物之间的强亲和力,另一

方面则是丙烯酰胺的功能化大大提高了石墨烯的亲水性,使其更适合于极性分析物的萃取过程。
3. 2摇 整体柱微固相萃取

整体柱是 20 世纪 80 年代后期提出的一种由单体原位聚合得到整体棒状材料的分离介质制备技

术,已在液相色谱固定相等领域得到广泛应用[62]。 通过在毛细管、PEEK 管等微管内制备整体柱进行萃

取即为整体柱微固相萃取技术,现已成为样品前处理技术的重要形式之一。 MMSPE 技术通常采用双连

续结构和双孔分布,从而具有优异的分离富集性能,非常适合于高通量分离分析。 此外,由于整体柱型

萃取介质的总量相比涂层介质有了很大提高,其萃取容量也得到了显著提高。 目前已有采用聚丙烯酰

胺类整体柱、聚丙烯酸酯类整体柱和聚合物离子液体整体柱对生物样品中 NTs 进行分离分析的报道。
聚丙烯酰胺类整体柱是典型的水相聚合体系,单体可溶于水,具有较好的生物相容性,但其机械强

度较差。 如图 3 所示,本课题组[29]在不锈钢毛细管柱上原位聚合硼酸盐亲和材料 VPBA 和 N,N'鄄亚甲

基双丙烯酰胺(N,N '鄄methylenebisacrylamide, MBAA),制备了聚丙烯酰胺类整体柱 poly ( VBPA鄄co鄄
MBAA),并以六通阀为接口,实现与 HPLC 的在线联用,并成功应用于人体尿液中 MNTs 的检测。 由于

硼酸盐材料的高效萃取能力,该整体柱有良好的渗透性、较高的萃取能力和选择性,所建立的在线分析

方法检出限为 0. 06 ~ 0. 80 滋g / L,日内与日间的 RSDs 分别为 2. 1% ~8. 2%和 3. 7% ~10. 6% 。
聚丙烯酸酯类整体柱具有优异的溶胀性能和理想的机械强度,以及良好的酸碱稳定性,并能通过改

性或改变单体调整整体柱的萃取选择性。 Espina鄄Benitez 等[38] 以甲基丙烯酸缩水甘油酯为单体,
EGDMA 为交联剂制备了聚丙烯酸酯类整体柱,使用 3鄄氨基苯基硼酸对整体柱作表面功能化处理,然后

在毛细管等电聚焦的模式下成功分离测定了人体尿液中 CAs 的含量。 该方法基于等电聚焦过程的特

殊聚焦特性,实现了 100 mm 内径整体柱与 50 mm 内径羟丙基涂层毛细管的耦合,显著提高了毛细管电

泳紫外检测的灵敏度,检出限可达 10 ~ 21 滋g / L。 Wu 等[30] 通过苄胺和 1,2鄄二苯基乙二胺对目标物进

行两步柱前衍生化,采用 poly(MAA鄄co鄄EGDMA)整体柱进行萃取,并结合 HPLC鄄FLD 法建立了尿液中

CAs 及其代谢物 5鄄羟基吲哚胺的同时分析方法, 检出限为 0. 11 ~ 21 nmol / L。 另外,该课题组[63]通过所

开发的荧光衍生化试剂对样品进行原位衍生化预处理,再采用聚(3鄄丙烯酰胺基苯基硼酸鄄二甲基丙烯

酸酯)整体柱进行萃取,结合 HPLC鄄FLD 检测,建立了小鼠血浆样品中 CAs 的分析方法。 与常用的 SPE
衍生化方法相比,该方法检出限低至 0. 06 ~ 0. 20 nmol / L,且操作步骤更少、灵敏度更高。

聚合物离子液体(Polymeric ionic liquids, PILs)不仅结合了 ILs 的优点,还具有优异的热稳定性、高
萃取效率和较长使用寿命的特点。 将离子液体与交联化合物协同聚合制备得到交联聚合物离子液体,
可有效克服有机溶剂溶胀的问题,进一步提高萃取性能。 Zhou 等[64]选用二乙烯基苯为单体,二甲基亚

砜为致孔剂,与 1鄄乙烯基鄄3鄄丙基苯基咪唑氯发生共聚反应制备得到 PILs,再将 PILs 与二苯基硼酸交联
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图 3摇 (A) 整体柱 poly (VBPA鄄co鄄MBAA)制备过程; (B) 整体柱微固相萃取与 HPLC 在线联用系统图[29]

Fig. 3摇 (A) Preparation of poly (VBPA鄄co鄄MBAA) monolithic column; (B) Schematic diagram of the online
monolithic column 滋鄄SPE system coupled with HPLC[29]

得到 PILs鄄二苯基硼酸整体柱,结合 HPLC鄄ECD 对大鼠血液微透析液中 3 种 CAs 进行了萃取分离和定量

分析。 PILs 与二苯基硼酸的交联克服了萃取剂在有机溶剂使用后发生溶胀的问题,获得了良好的萃取

性能,分析时间仅需 8 min,检出限为 0. 02 ~ 0. 04 滋g / L,RSD 为 6. 5% ~7. 7% 。
3. 3摇 分散微固相萃取

萃取效率很大程度上取决于吸附剂的粒径和表面积,而吸附剂颗粒的高聚集趋势是制约微固相萃

取效率的主要因素之一。 通过制备均匀分散的小颗粒吸附介质可有效增加吸附剂的表面积,提高萃取

效率。 DMSPE 是一种快速、简单的微型化前处理技术,它将吸附剂分散于样品溶液中,通过漩涡离心等

外力辅助萃取过程并完成相分离[65]。 与传统 SPE 相比,DMSPE 可避免通道堵塞的问题,增大萃取剂与

分析物之间的接触面积,提升萃取容量,节省萃取时间,从而有效提高萃取效率。 DMSPE 技术的关键在

于用极少量的萃取剂提供很高的萃取效率,从而保证目标物的充分富集,因此,开发具有高比表面积、高
稳定性和高选择性的新型萃取材料一直是 DMSPE 技术的研究热点。 目前,已有新型 DMSPE 技术用于

生物样品中 NTs 高效分离分析的研究报道。 Abdolmohammad鄄Zadeh 等[66] 选用镍鄄铝层状双氢氧化物

(Layered double hydroxide, LDH)为萃取剂,从人血清中提取多巴胺。 采用 LDH 溶胶溶液作为分散固相

微萃取器,并在 285 nm 激发波长和 315 nm 发射波长下采用荧光光谱法直接测定。 结果表明,采用 LDH
DMSPE 技术可使 DA 荧光强度提高近 5 倍,方法检出限为 0. 015 滋g / L。

磁性纳米颗粒作为一种新型 DMSPE 萃取剂,采用磁分离技术实现基体与萃取剂的快速分离,分离

富集速度快,操作简单,近年来受到广泛关注[67]。 Jiang 等[68]采用多步共价修饰法制备了 3鄄氨基苯基硼

酸功能化磁性纳米颗粒,结合 HPLC鄄ECD 技术对人尿中 3 种 CAs 进行测定,检出限为 2. 0 ~ 7. 9 滋g / L。
由于 3鄄氨基苯基硼酸仅通过酸碱相互作用吸附在磁性纳米颗粒上,其萃取效率有限,检出限无法满足

实际血样中 CAs 的定量要求。 Saraji 等[31] 采用溶胶凝胶法制备了含有硅氧层磁性纳米粒子,然后用

3鄄氨基丙基三乙氧基硅烷和戊二醛将 3鄄氨基苯基硼酸通过共价键与纳米粒子交联,制得新型选择性吸

附剂,并结合 HPLC鄄FLD 检测,成功实现了血浆和尿液中 CAs 的定量分析,定量限可达 0. 04 ~
0. 06 滋g / L。 He 等[69]制备了亚氨基二乙酸铜髤功能化 Fe3O4@ SiO2 磁性纳米颗粒作为新型吸附剂,结
合 HPLC鄄FLD 检测,建立了家兔血浆中 6 种 MNTs 的定量分析方法。 在 pH = 5. 0 的条件下,MNTs 的氨

基与固定化铜之间的特异性配位相互作用可有效提高萃取选择性,同时,弱酸性的萃取条件可有效避免

MNTs 的氧化,提高萃取效率。 在最优条件下,该方法检出限为 0. 16 ~ 0. 43 mg / L。 Avan 等[70]采用共沉
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淀法合成了磁性 Fe3O4@ Diaion HP鄄2MG 复合材料作为萃取剂,通过一次性石墨烯丝网印刷碳电极方波

伏安法成功测定了尿样中 DA 的含量,检出限为 5. 0 nmol / L。 此外,还有报道将 MIP 材料用于新型磁性

DMSPE 萃取剂的研究。 磁性 MIP(Magnetic molecularly imprinted polymer, MMIP)与 MIP 相比,其纳米级

的结构使其具有更好的溶剂分散性,并且由于其能在磁性分离器中被快速分离,大大缩短了繁琐的离心

时间,有效提高分离分析效率。 Bouri 等[71]以 DA 为模板分子,甲基丙烯酸为交联剂,Fe3O4为磁性组分,
制备了 MMIP 材料,采用毛细管电泳鄄二极管阵列检测技术测定脱附的分析物,成功建立了人尿液样本

中 CAs 的快速、高选择性分离分析方法。 萃取完成后,MMIP 和捕获的分析物很容易被外加磁场从样品

基体中分离出来。 在最佳条件下,方法检出限为 0. 04 ~ 0. 06 滋mol / L,RSD 为2. 9% ~ 5. 5% 。 Claude
等[72]采用 MIP鄄DMSPE 去除尿样中盐和基质分子,并预浓缩分析物,再通过现场放大样品注射,结合

CE鄄UV 检测,建立了人尿样本中 CAs、甲肾上腺素和吲哚胺的高灵敏分析方法,检出限为6 ~ 10 nmol / L。

4摇 液相微萃取

液相微萃取技术(LPME)自 1996 年首次提出后得到了快速发展[73]。 与传统的 LLE 技术相比,
LPME 技术操作简便,所需溶剂极少,富集倍数大,集萃取、净化、浓缩和预分离于一体,并易与 GC、
HPLC、CE 等现代分离检测技术联用,已逐渐应用于生物样品前处理中[74]。 目前,将 LPME 技术应用于

生物样品中 NTs, 可分为直接液液微萃取(Liquid鄄liquid microextraction, LLME)及衍生化 LLME。
4. 1摇 直接液液微萃取

DLLME 是由 Rezaee 等于 2006 年提出的一种常用的 LLME 技术[75]。 该技术通过加入与水溶液和

萃取剂均互溶的分散剂形成乳浊液,再通过离心分离实现水相中待测物的快速萃取。 分散剂的加入使

萃取相与水相之间的表面接触大大增加,从而加速了分析物从样品基体到萃取剂相的传质。 由于

DLLME 具有简单快速、高效、成本低、有机溶剂用量少的优点,成为目前生物样品中 NTs 分析中最常用

的 LLME 技术[76,77]。 由于 NTs 多为亲水性化合物,一般有机溶剂难以萃取,为了实现 NTs 的高效富集

分离,常在直接 LLME 过程中结合其它技术,以强化萃取过程,提高 LLME 的效率[78]。
离子液体(ILs)作为绿色萃取溶剂,近年来在 LLME 中得到了广泛应用。 Jha 等[25]通过离子液体超

声辅助 DLLME 方法,结合 LC鄄MS / MS 快速、同时测定了大鼠脑、血浆和细胞样品中的 15 种 NTs。 他们

选用离子液体 1鄄丁基鄄3鄄甲基咪唑六氟磷酸盐作为萃取剂,乙腈作为分散剂。 该方法无需衍生化,耗时

短,从样品制备到定量测定,整个分析过程不超过 15 min, NTs 的检出限为0. 021 ~ 0. 978 滋g / L。
Xie 等[79]构建了石墨烯片 /离子液体纳米复合修饰电极, 用于 DA 的原位电化学 LLME。 该研究将石墨

烯片浸渍在与水溶液接触的离子液体 1鄄辛基鄄3鄄甲基咪唑六氟磷酸中,形成三相体系,采用控制电位电

解法从水样中原位提取预富集 DA 到离子液体中,然后通过方波伏安溶出分析法测定 DA 含量。 该方

法抗基体干扰能力强,在高浓度的抗坏血酸和尿酸等基底存在下,DA 的检出限仍可达 8. 0 nmol / L。
超声辅助乳化微萃取(Ultrasound鄄assisted emulsification microextraction, USAEME)利用超声乳化作

用,将萃取溶剂均匀稳定地分散到液体样本,避免 DLLME 中使用分散剂,具有环保、萃取效率高、有机

溶剂少、操作简单等优点。 然而,乳化微萃取中使用的萃取相多局限于比水重的有机溶剂,与 CE 分析

过程不匹配。 为了适应 CE 分析的需求,Huang 等[39]采用两个串联 USAEMEs 预处理尿液样品,并结合

CE 建立了一种简便、灵敏的同时测定尿液中 5鄄HT 的分析方法。 此串联 USAEMEs 程序包括从样品溶

液(含 K2CO3 添加剂的尿液)中萃取分析物到有机溶液中,然后从有机相反萃取到少量 HCl 溶液中。 样

品预处理 15 min 后,采用毛细管区带电泳模式直接分析酸性受体溶液。 HCl 不仅提供了有效的反萃取

介质,而且在 CE 分析中促进了 pH 介导的柱上堆积。 该方法使得 5鄄HT 检测的灵敏度提高了 360 倍,检
出限可达到 7. 9 nmol / L。 Jiang 等[34]开发了一种固化剥离相的新型载体介导 LLME 技术,并结合 HPLC鄄
ECD 测定了人体尿液中的 MNTs 含量(图 4)。 由于亲水性的 MNTs 难以直接被有机相萃取,他们首先

采用二乙基己基磷酸和三辛基氧膦混合载体介导有机相萃取样品溶液中的 MNTs,再利用微量 HCl 溶
液作为剥离溶液对有机相进行反萃取。 反萃取结束后,将 HCl 冷冻凝固以便于与有机相分离,在室温

下融化的剥离相可直接用于 HPLC鄄ECD 分析。 采用水相代替有机相注入 HPLC,不仅避免了有机相注
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图 4摇 固化剥离相的载体介导 LLME 技术示意图[34]

Fig. 4 摇 Schematic illustration of carrier鄄mediated liquid鄄
liquid microextration (LLME) based on solidification of
stripping phase[34]

入对色谱柱的污染,而且提高了 LPME 注射液与

HPLC 流 动 相 的 相 容 性, 方 法 检 出 限 为 5. 5 ~
10. 8 滋g / L,日内和日间相对标准偏差均低于 13% 。
4. 2摇 衍生化液相微萃取

衍生法技术通常借助化学反应将衍生化试剂所

含有的色谱或质谱增敏功能基团引入到检测物中,从
而显著提高分析物的灵敏度、选择性和准确度。 近年

来,原位衍生化 DLLME 技术因其在简化实验过程,减
少样品损失,提高方法灵敏度,降低基体干扰等方面的

优势,已应用于生物样品 NTs 的分离与分析。
为了改善色谱分离,提高 LC鄄MS 检测的灵敏度,

He 等[80]设计了几种具有质谱增敏特性的衍生化试

剂。 他们首先采用具有潜在 MS 增敏特性的商业试剂赖氨酸罗丹明 B 磺酰氯(Lissamine rhodamine B
sulfonylchloride, LRSC)作为衍生化试剂,对 NTs 中氨基和羟基进行同时标记,结果表明,该衍生化方法

不仅提高了 NTs 衍生物离子的质荷比,而且提高了 NTs 在 ESI鄄MS / MS 分析中的电离效率,从而提高了

UHPLC鄄MS / MS 检测的灵敏度。 然后,选用低毒性的溴苯作为萃取剂,乙腈作为分散剂,对衍生化后的

溶液进行超声辅助 DLLME,结合 UHPLC鄄MS / MS 同时测定了帕金森病大鼠脑透析液中的多种 CAs 及其

前体和代谢物,方法检出限可达 2伊10-3 ~ 4伊10-3 nmol / L。 与其它传统的 LC鄄MS / MS 衍生化方法相比,检
出限降低了 1 ~ 3 个数量级,且耗时显著缩短。 该方法被成功应用于正常大鼠和左旋多巴(DA 前体)诱
导运动障碍大鼠的大脑微透析液中的多种 NTs 及其前体和代谢物的分析[81]。 此后,基于罗丹明分子中

正电荷带来的 MS 增敏特性,他们设计合成了一种新型 MS 增敏衍生化试剂 4 '鄄羰基氯罗丹明(4 '鄄
Carbonyl chloride rosamine, CCR) [82]。 选用低毒性的 4鄄溴茴香醚作为萃取剂,乙腈作为分散剂,进行

UADLLME 前处理,结合 UHPLC鄄MS / MS 同时测定了帕金森大鼠脑微透析液中 MNTs 和 AANTs 含量。
该方法的前处理过程仅需 3 min,显著缩短了样品前处理时间,检出限降低至 1伊10-4 ~ 3伊10-3 nmol / L。
随后,他们又采用该方法同时测定了阿兹海默症大鼠尿液中 AANTs 和 MNTs 的浓度,仅用 16 min 便可

在 10-10 mol / L 浓度水平下分离检测 22 种分析物,表明该方法具有灵敏度高、选择性好、基体效应低的

优点[83]。 与商业试剂 LRSC 相比,CCR 衍生化的检出限比 LRSC 低 1 个数量级。 这一方面可能是由于

ESI 源中 CCR 衍生物的电离效率更高,另一方面,LRSC 及其衍生物的结构容易受溶剂环境的酸碱度影

响而失去分子正电荷,从而使得 CCR 衍生物的 MS 检测灵敏度更高。
除了 CCR 衍生化试剂外,他们还设计合成了 d0 / d3 鄄10鄄甲基鄄吖啶酮鄄2鄄磺酰氯( d0 / d3 鄄10鄄Methyl鄄

acridone鄄2鄄sulfonyl chloride,d0 / d3 鄄MASC)作为稳定同位素编码衍生化试剂,结合超声辅助 LLME 技术,
建立了 UHPLC鄄MS / MS 快速测定 MNTs 及其生物合成前体和代谢物的新方法,并成功应用于帕金森病

大鼠和正常大鼠脑微透析液的测定[84]。 该方法使用 d0 鄄MASC、d3 鄄MASC 试剂分别对大鼠脑微透析液样

品和混合标准对照品进行衍生化处理,以 d3 鄄MASC 衍生物作为 d0 鄄MASC 衍生物的内标进行定量分析,
克服了传统同位素稀释法的内标缺少或商品化试剂价格昂贵的缺点,并可显著降低基体效应,该方法检

出限为 2伊10-3 ~ 1伊10-2 nmol / L,RSDs 为 4. 2% ~8. 8% 。

5摇 总结与展望

微萃取技术由于其耗时短、溶剂用量少、易于实现自动化等优点,已成为生物样品 NTs 的高效分离

富集方法。 近年来,高效微萃取介质的研制极大地提高了微萃取技术对生物样品 NTs 的分离富集容量

及选择性,提高了分析的灵敏度及准确度。 目前,常用于生物样品 NTs 前处理的功能性材料包括 MIP、
ILs、硼酸盐亲和材料等。 这些材料在微萃取介质中的应用克服了商品化微萃取介质稳定性差,对极性

NTs 选择性差、回收率低的缺点,但仍存在许多尚待解决的问题:如 MIP 可对目标分子进行高选择性识

别,但移除模板较难,影响分析准确性,并且适用于水相的功能单体和交联剂种类有限; 离子液体既可
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作为优良萃取溶剂,又可作为选择性固定相材料,可满足多种微萃取形式的需要,但其在复杂样品基质

中存在适应能力较差的问题; 硼酸盐亲和材料可控吸附 /解吸顺式二醇的特性,在萃取介质研制中得到

广泛应用,但其适用范围偏窄,在对种类丰富的 NTs 进行高通量分析时有所限制。 因此,研发选择性

高、抗基质干扰能力强、适用范围广的微萃取介质仍是今后的研究热点。
另一方面,微萃取技术形式的研发更新,进一步拓宽了微萃取技术在生物样品 NTs 分析研究的应

用范围。 在未来的研究中,微萃取技术应朝着更便携化、微型化方向发展,构建生物活体 NTs 的实时动

态含量检测方法。 活体生物样品 NTs 含量的实时分析常能提供离线分析无法获得的体内时空动态化

学信息,对医学、病理学、药学等领域的研究有重要的意义。 目前,大部分生物活体 NTs 的分析方法仅

用于动物实验,未来应着重开发真正适用于人体 NTs 的分析方法。 尤其在脑神经化学研究中,有效的

神经通讯依赖于神经突触内外多种 NTs 的瞬时平衡,且 NTs 仅在有限的动态范围内发挥作用,因此,开
发可实时检测多个大脑区域 NTs 含量变化的原位活体分析技术,将成为未来生物 NTs 研究的热点。 新

型高效微萃取技术在生物样品 NTs 的分析研究进展将极大促进人类疾病诊断、药物科学等领域的发

展,为人类健康产业的发展起到重要的推动作用。
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Application of Microextraction in Neurotransmitter Analysis

YU Zhong鄄Ning, ZHANG Zhuo鄄Min*, LI Gong鄄Ke*

(School of Chemistry, Sun Yat鄄sen University, Guangzhou 510275, China)

Abstract 摇 Neurotransmitters play an important regulatory role in organisms as endogenous compounds.
Accurate determination of neurotransmitters in biological samples is of great significance in early diagnosis of
diseases, drug development, basic medical research and other fields. However, it is difficult to achieve
accurate analysis because of their complex matrix composition and extremely low concentrations. Therefore,
the key to improve the sensitivity and accuracy for the analysis of trace neurotransmitters in complex biological
samples is to develop efficient sample pretreatment technology. Microextraction technology is a green extraction
technology based on microscale enrichment media which is considered as an excellent pretreatment technology
for the analysis of endogenous substances in biological samples due to its low cost, convenient use,
adaptability to nondestructive analysis and environmental friendliness. In this paper, we systematically
reviewed the application of solid鄄phase microextraction, micro鄄solid鄄phase extraction, and liquid phase
microextraction technologies in the high鄄efficiency enrichment and analysis of trace neurotransmitters in
biological samples.
Keywords摇 Microextraction technology; Neurotransmitters; Biological samples; Review
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