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柱切换高效液相色谱法及其在食品检验中的应用
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摘　要 :柱切换是指利用多通路切换阀改变进样阀与色谱柱、色谱柱与色谱柱、色谱柱与检测器之间的连接关系

的技术。对于样品中多组分待测物的净化和分离分析 ,柱切换高效液相色谱法是有效的分析方法。样品前处理后

进样 ,待测物可在线进行富集、净化、衍生化等 ,从而减少有机溶剂的用量、提高回收率、降低检出限和定量限。由

此综述柱切换的原理和装置 ,在食品中农药残留检测、兽药残留检测、食品成分分析和其它成分的应用 ,以及存在

的问题。
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1 　柱切换技术简介

柱切换 (column2switching) 色谱技术又名色谱 —

色谱 联 用 技 术 或 多 维 色 谱 ( multi2dimensional

chromatography) [1 ] ,是指利用多通路切换阀 (六通阀、

十通阀[2 ] 等) 切换 ,改变进样器与色谱柱、色谱柱与

色谱柱、色谱柱与检测器之间的连接 ,通过改变流动

相的流向 ,实现样品的净化、待测物富集和制备、组

分的切割等[3 ] 。因流动相的改变和色谱柱的转换依

赖切换阀的连接 ,故名柱切换技术[4 ] 。

柱切换技术自 20 世纪 70 年代问世 ,经过 30 多

年的发展 ,日臻完善和成熟。1973 年[5 ] 高压流路切

换阀出现。高压流路转换阀死体积小 ,色谱峰没有

明显展宽。通过单个或多个切换阀可实现 2 个或 2

个以上色谱柱间的切换和连接。到 20 世纪 80 年代

初柱切换色谱技术即多维色谱开始广泛应用。在实

际工作中两级色谱联用即二维色谱 (two2dimensional

chromatography)基本可以满足分离要求。

高效液相色谱法作为一种现代分析技术 ,已广泛

应用于食品分析的各个相关领域。柱切换技术与高效

液相色谱的联用技术 - 柱切换高效液相色谱法

(column2switching high performance liquid chromatography)

经过多年的发展 , 已广泛应用于药代动力学研

究[628 ]
,环境监测[9211 ] 和食品检验等领域。柱切换技

术应用于高效液相色谱 ,拓展了高效液相色谱的使

用空间 ,为分离复杂样品提供了广阔的前景。

柱切换高效液相色谱可减少复杂的前处理过

程 ,可实现如下功能 : ( 1 ) 大体积进样[12 ] 和富

集[13215 ]
,对于待测物含量较低的样品 ,可以大体积进

样 ,样品通过第一柱时待测物被保留 ,起到富集的作

用 ,实现对低含量待测物的样品的测定。 ( 2) 净

化[16220 ]
,待测物保留在预处理柱上 ,不被保留的杂质

流出 ,实现样品的净化 ;保留在预处理柱上的物质再

被洗脱剂洗脱进入分析柱进行分离分析 ,此过程相

当 于 在 线 固 相 萃 取 ( on2line solid phase

extraction) [9 ,21 ] 。(3)组分切割 ,将前一级液相色谱分

离出来的某一段组分切割出来 ,再转移到第二级液

相色谱柱上继续进行分离和分析。
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反向洗脱 (back2flushing) 、进样环 (injection loop)

等技术的使用 ,克服了柱切换技术峰展宽和柱压较

高的缺点。反向洗脱技术即第二流动相流过第一柱

(预柱)的方向与原来相反[13 ] ,减小了待测组分由第

一柱 (预柱)到第二柱造成的谱带展宽[22] 。柱切换系

统最简单的应用———进样环技术是在不同的色谱柱

间加进样环 ,避免了柱间过高的压力。限进介质[21]

(restricted access media ,RAM)和计算机软件[23] 应用于

柱切换系统 ,使柱切换高效液相色谱法实现自动化。

根据不同的实验目的和试验条件 ,柱切换高效

液相色谱模式可分为 :双柱双泵系统、三柱三泵系统

和复杂偶合系统[24 ] 。根据样品基质的复杂程度和

不同目的可选用不同的组合[25 ] 。其中双柱双泵柱

切换系统最常用 ,见图 1[26 ] 。

进样后 ,图中 1 与 3、2 与 6、4 与 5 接通 ,含待测物的组分被保留在预处理柱上 ,不被保留的组分随预处理流动相进入废液 ,当待测组分

从预处理柱洗脱时 ,1 与 2、5 与 6、3 与 4 接通 ,分析流动相将保留在第一柱 (预处理柱)上的组分洗脱进入分析柱进行分离。

图 1 　柱切换 HPLC装置示意图

2 　在食品检验中的应用

2. 1 　农药残留检测 　一些挥发性低、极性大和 (或)

热稳定性差[27 ,28 ]的农药 (如氨基甲酸酯类、昆虫生长

调节剂和苯基脲类除草剂) ,适用于高效液相色谱法

分析。对于组成成分复杂 ,残留水平较低的多组分

残留分析 , 柱切换高效液相色谱法是有效的方

法[24 ] 。Hogendoorn E A 等[29 ] 和 Michel M 等[28 ] 应用

柱切换技术分别测定面粉和饲料中的草甘膦和苹果

中苯氧威。前者以 9 - 芴甲氧羰酰基氯 ( 92
fluorenylmethoxy carbonyl chloride , FMOC2Cl ) 为衍生

剂 ,柱前衍生后应用柱切换技术净化和富集 ,后者用

硅胶柱进行净化、提取 ,减少了复杂的前处理过程 ,

提高了分析效率 ,大大提高了单位时间可测定的样

品数。Monika Michel 等[16 ] 用酸性基质固相分散提

取柱在线净化样品后测定小麦中的多菌灵 ,柱切换

技术的应用实现了快速净化 ,该法步骤简便 ,有机溶

剂用量少。具体操作条件见表 1。

2. 2 　兽药残留 (veterinary drug residue) [30 ] 检测 　Eng

G Y等[13 ]用液液萃取、在线透析和痕量富集分离 ,

荧光光度检测器测定鸡肝中的氟喹诺酮、氟甲喹和

恶喹酸。该法中透析、痕量富集和柱切换通过自动

透析富集 ( automated sequential trace enrichment of

dialysates ,ASTED) 系统[31 ] 完成 ,该法自动化程度较

高 ,缩短了大量样品进样的分析时间。氟甲喹和恶

喹酸的检出限分别为5 ngΠg和2. 5 ngΠg。Cooper A D

等[12 ]在测定肉类和蛋类中的四环素残留时 ,用金属

螯合亲和色谱柱作第一柱 ,进样量达 1. 5 ml。Ho

Clare 等[17 ]用提取柱净化试样 ,柱切换后荧光光度检

测器测定牛奶中的恩氟沙星、环丙沙星等 5 种氟喹

诺酮类抗生素的含量。通过纯化 ,降低了杂质干扰。

Richard A Niemann 等[32 ]用柱切换离子交换高效液相

色谱法测定膳食补充剂中的麻黄碱、生物碱、脱氧肾

上腺素含量 ,平均回收率为 95 %～100 %。薄海波

等[14 ]用磷酸氢二钠Π柠檬酸缓冲溶液溶解样品后直

接进样 ,经第一柱富集和净化 ,测定蜂蜜中 3 种抗生

素 (土霉素、四环素和金霉素)的含量 ,各组分回收率

均大于 85 % ,最低检出限小于0. 02 mgΠkg。Pereira A

V 等[18 ]用 C8 - 牛血浆白蛋白 (bovine serum albumin)

RAM柱作第一柱去除牛奶样品中的蛋白质 ,经第二

柱分离测定牛奶中的磺胺甲　唑和三甲氧苄二氨嘧

啶。该法通过改变磷酸盐缓冲液的 pH 值和磷酸盐

缓冲液与乙腈的比例 ,达到去除牛奶中的蛋白质 ,对

待测物进行分离的目的。具体操作条件见表 1。

2. 3 　食品成分分析 　由于食品中成分多种多样 ,理

化性质差别较大 ,且在食品中的含量有很大差别 ,利

用柱切换高效液相色谱技术能够对待测物进行富集

和净化。Peter Fagan 等[33 ]用柱切换蒸发光散射检测

器测定牛奶中的磷脂 ,其进样量达 200～300μl。食

品中的维生素 D 的含量很低 ,用普通的 HPLC 法测

定效果较差。Hiroshi Iwase 等[34 ] 先将试样通过固相

萃取柱进行净化后进样 ,经第一柱富集和净化后柱

切换经第二柱检测营养强化剂中的维生素 D2 ,该方

法的 检 出 限 为 0. 1 ng , 线 性 范 围 较 宽 (0. 1 ～

3 ngΠ200μl) 。Bee Lan Lee 等[35 ]用乙腈 - 甲醇梯度洗
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　　　　　　 表 1 　柱切换样品制备和分离条件

待测物 基质 样品制备 第一柱 (预柱) 第二柱 (分析柱) 流动相 检测器

四环素[12 ] 肉类、蛋
类

提取、离心 Anagel2TSK2Chelate2SPW
10 mm ×6 mm ,10μm

PLRP - S 150 mm ×
4. 6 mm ,5μm

梯 度 洗 脱 : 0. 1 molΠL
KH2PO420. 1 molΠL 柠檬

酸 - 0. 01 molΠL EDTA -
甲醇2乙腈

UV 350 nm

氟喹诺酮氟甲喹恶

喹酸 [13 ]

鸡肝 提取、透析 ASTED PLRP2S 150 mm
×4. 6 mm

色谱柱 乙腈2四氢呋喃 - 磷酸
钠 pH 510 (20∶15∶65)

FD ,Em :318 nm
Ex :364 nm

抗生素[14 ] 蜂蜜 提取、过滤 XDB2C18 ,12. 5 mm×

4. 6 mm ,5μm

XDB2C18 ,250 mm ×

4. 6 mm ,5μm

1 重蒸水
2 0101 molΠL草酸2乙腈2
甲醇 (7∶2∶1)

UV :350 nm

多菌灵[16 ] 小麦 基质固 相 分
散、提取

Zorbax Rx2C8 , 250 mm ×

4. 6 mm ,5μm

Alltima C18 , 250 mm ×

4. 6 mm ,5μm

1 ,甲醇2水 (45∶55)

2 ,甲醇2水 (60∶40)
PDA

氟喹诺酮类抗生

素 [17 ]

牛奶 提取、离心 装填柱填料 HLB 吸附
剂30 mm ×2 mm

保护柱20 mm ×4. 6 mm
分 析 柱 Xterra phenyl
150 mm ×4. 6 mm ,5μm

1 ,011 %甲酸溶液
2 ,1 %甲酸2乙腈2水

FD ,Em :312 nm
Ex :366 nm

SMX 和 TMP[18 ] 牛奶 离心、浓缩 C82BSA RAM柱 Octyl2Luna ,100 mm ×
4. 6 mm ,10μm

磷酸盐缓冲液2乙腈梯
度洗脱

UV :265 nm

草甘膦、苯氧威[28 ] 面粉、饲
料、苹果

提取、浓缩 SupelcosilLC8 , 150 mm ×

4. 6 mm ,5μm

Zorbax Rx2C8 ,250 mm ×

4. 6 mm ,5μm

1 ,乙腈2水 (60∶40)

2 ,乙腈2水 (75∶25)
UV2PDA

草甘膦[29 ] 谷类 提取、固相萃
取、柱前衍生

Hypersil ODS 30 mm ×
4. 6 mm ,5μm

Adsorbosphere NH2

250 mm ×4. 6 mm ,5μm ,
30 ℃

乙腈 20. 05 molΠL 磷 酸
pH 5. 5 (35∶65)

FD ,Em :263 nm
Ex :317 nm

生物碱[32 ] 营养补充
剂

提取 Partisil SCX 30 mm ×
4. 6 mm , 10μm

Zorbax 3002SCX
250 mm ×4. 6 mm ,5μm

梯度洗脱 : 0. 4 molΠL磷
酸钠 (pH 310)2水2乙腈

UV(扫描)

维生素 D2
[34 ] 营养补充

剂
固相萃取 硅胶柱10 mm ×

4. 6 mm ,5μm
Inersil ODS22 , 15 mm ×
4. 6 mm ,5μm

1 ,甲醇
2 ,乙腈Π甲醇 (75∶25)

UV 265 nm

脂 溶 性 抗 氧 化

剂 [35 ]

蔬菜和水
果

冻干、粉碎、提
取

Zorbax SB2C18柱 Partisphere 5 C18柱 梯度洗脱 :乙腈2甲醇 PDA 和 FD
Em :296 nm
Ex :330 nm

腹 泻 性 贝 类 毒

素 [40 ]

海产品 提取、衍生 RP2C8 ,250 mm ×

4. 6 mm ,5μm

RP2C18 ,100 mm ×4 mm ,

5μm 和 250 mm ×
4. 6 mm ,5μm

乙腈Π水 (65∶35)

乙腈Π水 (90∶10)
FD
Em :296 nm
Ex :330 nm

天门冬氨酸盐[20 ] 海产品 提取、离心、衍
生

Octyl silica C8和

Octadecyl silica 柱

手性柱 0. 05 molΠL柠檬酸钠
(5 %甲醇)

7 mmolΠL柠檬酸
(甲醇Π水溶液 ,40∶60)

FD ,
Em :470 nm
Ex :530 nm

有机砷[42 ] 海产品 提取、离心 PRP2X 200 阳离子交换
柱

PRP2X 100 阴离子交换
柱

0. 01 molΠL磷酸铵
(pH 415)

0. 001 mmolΠL磷酸铵
(pH 913)

HG2AAS
HG2AFS

注 :UV :紫外检测器 ;FD :荧光检测器 ,其中 Em :激发波长 ,Ex :发射波长 ;PDA :光电二极管阵列检测器 ; HG- AAS:氢化物发生原子吸收光谱仪 ;

HG- AFS:氢化物发生原子荧光光谱仪。

脱测定蔬菜和水果中的 9 种类胡萝卜素、辣椒素、叶

绿素等的含量 ,荧光检测器测定维生素 E 类似物的

含量。Kimihiro Ishimura 等[15 ]用β- 环糊精硫酸盐固

定的第一柱 (预柱)选择性富集并分离测定蛋清中的

肝素结合蛋白。

测定食品中的一些营养成分 (氨基酸、脂肪酸

等)时 ,为了提高检测的灵敏度 ,往往需要对待测物

进行衍生化。采用柱切换技术进行在线衍生化 ,可

得到较高的精密度和准确度。Federica Bellagamba

等[36 ]和 Tuulia Hytylainen 等[37 ] 用柱切换高效液相色

谱法在线衍生化分别测定牛奶和红酒中生物胺的含

量 ,两者使用的衍生化试剂分别为 FMOC - Cl 和邻

苯二醛 ,其检出限分别为50 pmolΠL和0. 05 mgΠL ,相

对标准偏差分别为3. 0 %～8. 6 %和2. 2 %～15. 9 %。

Helen Ekborg Ott K等[38 ] 通过测定啤酒中的亮氨酸、

脯氨酸、苯丙氨酸及其光学异构体以对啤酒分型和

鉴定酿造工艺。该法同样以 FMOC - Cl 作衍生剂 ,

采用柱切换技术进行在线衍生。

2. 4 　生物毒素检测 　生物毒素可引起人体的慢性

中毒 , 对人体的肝脏、肾脏、神经等产生毒性损

害[39 ] 。Masahiko Takino 等[40 ] 用柱切换液相色谱Π大
气压光电离质谱联用技术测定苹果汁中的展青霉素
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的含量。Hummert C等[41 ]利用衍生检测海产品中的

腹泻性贝类毒素。与传统方法相比 ,该法省去了费

时的衍生后硅胶柱净化步骤 ,从而减少了衍生产物

的损失 ,将回收率从原来的低于 40 %提高到 90 %以

上。Masae Sekine 等[20 ]用荧光检测器柱切换法测定

海产品中的 d - 甲基 - l - 天门冬氨酸盐和 N - 甲

基 - d - 天门冬氨酸盐的含量。该法先用反相柱除

去其它氨基酸杂质 ,之后使用手性柱将天门冬氨酸

盐的两种对映体分离进行测定。

2. 5 　其它应用 　柱切换高效液相色谱法还可用于

测定食品中的化学污染物。Van Stijn F 等[19 ] 用供体

- 受体复合体色谱柱进行净化 ,测定食用油中的多

环芳烃类。与传统方法相比 ,有机溶剂用量减少 ,分

析时间从原来的 8～ 10 h减少到 80 min。Angeles

Suner M 等[42 ] 将柱切换高效液相色谱法测定海产品

中的 8 种有机砷。试样经甲醇溶液提取后进样 ,三

价砷、五价砷、一甲基砷酸、二甲基砷酸和三甲胺基

砷不在第一柱保留而直接进入第二柱进行分离 ,经

在线热氧化后 ,氢化物发生原子吸收分光光度法测

定 ;在第一柱上有保留的其他有机砷经分离后分别

在线热氧化 ,氢化物发生原子荧光光度法进行测定。

其精密度为 1 %～12 % ,样品加标回收率超过 95 %。

此外 ,柱切换高效液相色谱同时还可与其他仪

器联用[43245 ]
,减小了基质对质谱的干扰。如前述

Masahiko Takino 等[40 ]将柱切换高效液相色谱与大气

压光电离质谱联用。

3 　存在缺陷及常用解决方法[46 ]

3. 1 　系统峰对色谱峰的干扰 　系统峰是指未曾进

样 ,由于切换过程中有一定体积的一级流动相进入

二级柱 ,二级柱的平衡被破坏而在色谱图上产生的

正峰或负峰[47 ] 。系统峰的存在会在一定程度上对

被测试样峰产生干扰。叶利民[48 ] 等对高效液相色

谱柱切换系统中的系统峰进行研究表明 ,改变流动

相配比 ,加入改性剂 ,选择较长波长等可避免系统峰

的干扰。

3. 2 　色谱峰展宽 　由于一级流动相死体积的存在

以及其规格的不同 ,可能会出现谱带展宽。采用远

高于一级流动相溶剂强度的二级流动相使峰形压缩

变尖或者采用反向洗脱方式[50 ] 可避免峰展宽的发

生。如前述 Clare Ho 等[17 ]和Van Stijn F 等[19 ]用反向

洗脱方式有效减小了色谱峰展宽。

综上所述 ,柱切换高效液相色谱技术将柱切换

技术和高效液相色谱法相结合 ,减少或避免了复杂

的前处理步骤 ,缩短了分析时间 ,扩大了分析对象的

范围 ,提高了食品样品检验的自动化程度。但同时

柱切换高效液相色谱技术在食品检验的应用尚不够

成熟 ,在样品分析中还存在系统峰干扰和峰展宽等

问题。随着各种色谱柱技术和联用技术的进一步发

展 ,柱切换高效液相色谱技术在食品检验中将会有

更加广阔的应用前景。
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国际食品污染物监测体系理化指标监测介绍及思考
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2. 中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100021)

摘 　要 :介绍了部分国家和国际组织食品污染物监测体系的监测历史、监测点选择、监测食品类别、污染物类别、

采样原则、数据共享、数据利用 ,并将我国和发达国家这方面的工作进行了比较 ,找出差异和可以借鉴的方面 ,并提

出了建议。
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Introduction and Thoughts on Physical and Chemical Indexes of Food Contaminant Monitoring System
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Abstract: The monitoring history , the choice of monitoring sites , food categories , contaminants categories , sampling principle ,

data sharing and use of data of food contaminant monitoring system in international organization and some counties were introduced

and compared between developed countries and China in order to find the similarities and differences and put forward the scientific

and sound advice.
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　　世界卫生组织和国际粮农组织在 2001 年度食

品安全战略 (草案)中把化学性有害物质的监测作为

危险性评估的重要手段 ,建设食品污染物的监测体

系成为食品安全管理的核心环节[1 ] 。一些国家根据

自身的情况和实际需求建立起了相应的食品污染物

监测体系。我国的《食品安全法》[2 ]也将污染物监测

纳入法律管理的范围。本文从多个角度就国际的食

品污染物监测体系进行比较分析 ,寻找出可借鉴和

学习的方面 ,用于发展和完善我国食品污染物监测

体系。

1 　WHO 的 GEMSΠFood 体系

1976 年 , 世 界 卫 生 组 织 ( World Health

Organization , WHO ) 、粮 农 组 织 ( UN Food and

Agriculture Organization , FAO) 与联合国环境规划署

(United Nations Environment Programme , UNEP) 共同

努力设立了全球环境监测系统Π食品项目 ( global

environmental monitoring system , GEMSΠFood) ,旨在掌

握各会员食品污染状况 ,了解食品污染物的摄入量 ,

保护人体健康 ,促进贸易发展[3 ] 。参与这个体系的

国家和组织达到了 70 多个。
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