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进样量和信号强度对气相色谱燃烧同位素

比值质谱测定δ１３犆和δ１５犖的影响
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（１．中国科学院西双版纳热带植物园热带森林生态学重点实验室，云南 勐仑　６６６３０３；

２．中国科学院大学，北京　１０００４９；３．赛默飞世尔科技（中国）有限公司，上海　２０１２０６；

４．中国科学院核心植物园，云南 勐仑　６６６３０３；５．贵阳学院生物与环境工程学院，贵州 贵阳　５５０００５；

６．普洱学院，云南 普洱　６６５０００；７．沈阳农业大学，辽宁 沈阳　１１０８６６）

摘要：采用气相色谱燃烧同位素比值质谱（ＧＣＣＩＲＭＳ）法对咖啡因化合物和混合体系中特定氨基酸

的δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ进行测定，在保证高测定精度和准确度的前提下，探讨ＧＣＣＩＲＭＳ对进样量和信号强度

变化的响应特征。分析结果表明，当Ｃ质量≥１ｎｇ或犿／狕４４信号≥１００ｍＶ时，以及Ｎ质量≥５ｎｇ或

犿／狕２８信号≥１００ｍＶ时，咖啡因δ１３Ｃ和δ１５Ｎ测定结果的精度（＜０．３‰）和准确度（＜０．２‰）均能够满

足实验室测试要求。针对混合体系中氨基酸δ１３Ｃ和δ１５Ｎ的测定，ＧＣＣＩＲＭＳ可以在极少的进样量下实

现对特定氨基酸色谱峰的有效分离。１２种氨基酸δ１３Ｃ测定结果未表现出对犿／狕４４信号强度的依赖性

（斜率接近０），其δ１３Ｃ平均测定精度为０．５６‰；而δ１５Ｎ测定结果表现出良好的时间稳定性（４天），与元素

分析稳定同位素比值质谱（ＥＡＩＲＭＳ）单独测定结果的平均偏差为０．７７‰。

关键词：同位素比值质谱（ＩＲＭＳ）；咖啡因；氨基酸；进样量；信号强度
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　　具备连续流进样技术的同位素比值质谱

（ｉｓｏｔｏｐｅｒａｔｉｏｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＩＲＭＳ）具有

自动化程度高、分析速度快和稳定性好等特点，

已被广泛应用于地球化学［１２］、环境科学［３４］和

食品科学［５６］等领域。以往研究大多数基于

元素分析（ｅｌｅｍｅｎｔａｌａｎａｌｙｚｅｒ）同位素比值质

谱（ＥＡＩＲＭＳ）联机系统的快速燃烧原理，可

对样品总体碳（δ
１３Ｃ）、氮（δ

１５Ｎ）同位素进行

测定，极大地拓展了同位素技术的指示、示

踪和整合功能［７８］。但是，由于研究对象在

物种、时间和空间上的变化，导致了其体系

内部不同化合物代谢过程的差异性与复杂

性，仅依赖总体同位素分析往往缺乏代表性

和可信性，甚至可能造成分析过程的误判。

体系内特定化合物通常具有较固定或明确

的生物化学过程，针对特定化合物的同位素
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分析具有更好的指向性。尽管如此，目前的

ＥＡＩＲＭＳ无法检测复杂体系中特定化合物

的同位素组成。

气相色谱燃烧同位素比值质谱仪（ＧＣＣ

ＩＲＭＳ）联机系统可对复杂体系中的不同化合

物进行色谱分离，依次燃烧转化为气态的ＣＯ２

或 Ｎ２，实 现 特 定 化 合 物δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ的 测

定［５，９１０］，具有灵敏度高、检测范围宽和重现性

好等优点［９，１１１４］。精度和准确度是评价 ＧＣＣ

ＩＲＭＳ性能的关键指标，对于评价ＧＣＣＩＲＭＳ

对特定化合物的检测能力具有重要意义［７，１５１７］。

考虑到节省成本或待测样品稀缺，目标化合

物浓度（或Ｃ、Ｎ元素含量）较低时，会导致分

析测试时进样量也较低。此外，某些化学结

构相似的化合物在色谱柱上的保留时间接

近，即使优化色谱条件也可能无法使相邻色

谱峰间实现完全的基线分离，峰峰交互干扰

会影响测定结果的准确性。为实现完全的基

线分离，样品进样量或由其转化的ＣＯ２ 或 Ｎ２

信号强度应尽量低。

ＧＣＣＩＲＭＳ对微量化合物检测的不确定

性限制了特定化合物同位素分析技术的应用。

咖啡因（Ｃ８Ｈ１０Ｎ４Ｏ２）是一种黄嘌呤生物碱有机

化合物，因其化学成分和结构简单，在 ＧＣＣ

ＩＲＭＳ中可以完全地气化、洗脱和燃烧转化，可

作为大多数特定化合物Ｃ、Ｎ同位素质谱测定

的公认标准［１８］。氨基酸（ＲＣＨＮＨ２ＣＯＯＨ）是

构成蛋白质的基本单元，也是联系生物界和非

生物界的重要枢纽物质，利用特定氨基酸Ｃ、Ｎ

同位素技术可以精准识别生态系统中不同生物

的营养级位置［１９２０］。生物体内氨基酸种类繁

杂、浓度差异大，过高进样量会导致出峰时间接

近的氨基酸化合物无法实现峰峰完全分离，过

低进样量会降低信噪比而影响δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ测量

的精准度。

基于此，迫切需要综合评价进样量和信号

强度对 ＧＣＣＩＲＭＳ测定δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ的影响。

本工作拟以咖啡因化合物为研究对象，在保证

δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ测定精准度的前提下，探讨 ＧＣＣ

ＩＲＭＳ对进样量和信号强度变化的响应特征，

并结合多种氨基酸衍生物测定，揭示 ＧＣＣ

ＩＲＭＳ测定复杂体系内特定化合物δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ

的性能表现。

１　实验部分

１１　仪器与装置

ＧＣＣＩＲＭＳ联机系统：美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品，主要由ＴｒｉＰｌｕｓＲＳＨ自动进

样器、Ｔｒａｃｅ１３１０ＧＣ气相色谱仪、ＧＣＩｓｏＬｉｎｋⅡ

燃烧转化单元、ＣｏｎＦｌｏＩＶ连续流通用接口和

ＤＥＬＴＡＶＡｄｖａｎｔａｇｅ同位素比值质谱仪５部

分组成。特定化合物通过 ＴｒｉＰｌｕｓＲＳＨ 自动

进样器自动注入 Ｔｒａｃｅ１３１０ＧＣ，色谱分离后

进入ＧＣＩｓｏＬｉｎｋＩＩ燃烧转化单元，经过填装

Ｎｉ和Ｃｕ的微型氧化管燃烧转化为ＣＯ２ 或Ｎ２

气体后进入ＣｏｎＦｌｏⅣ连续流通用接口，再经开

口分流器引入ＤＥＬＴＡ ＶＡｄｖａｎｔａｇｅ同位素比值

质谱仪。ＤＥＬＴＡ ＶＡｄｖａｎｔａｇｅ可将ＣＯ２ 气体电

离为［１２Ｃ１６Ｏ２］
＋、［１３Ｃ１６Ｏ２］

＋和［１２Ｃ１６Ｏ１８Ｏ］＋，或将

Ｎ２气体电离为［
１４Ｎ２］

＋、［１４Ｎ１５Ｎ］＋和［１５Ｎ２］
＋，

经由通用三杯接收器采集和不同电阻值的放大

器转化为电压信号后实现δ
１３Ｃ或δ

１５Ｎ的测定。

１２　材料与试剂

将ＩＡＥＡ６００咖啡因标准物质（国际原子

能机构产品）溶解于丙酮溶剂待测；丙氨酸

（Ａｌａ）、甘氨酸（Ｇｌｙ）、α氨基丁酸（αＡＢＡ）、缬

氨酸（Ｖａｌ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）、异亮氨酸（Ｉｌｅ）、天冬

氨酸（Ａｓｐ）、苏氨酸（Ｔｈｒ）、丝氨酸（Ｓｅｒ）、蛋氨

酸（Ｍｅｔ）、谷氨酸（Ｇｌｕ）和苯丙氨酸（Ｐｈｅ）共１２

种氨基酸及其混合物：纯度≥９９．９％，均为美

国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司产品。氨基酸衍生化过

程：首先将上述氨基酸混合物充分干燥后溶解

于１ｍＬ亚硫酰氯异丙醇溶液（１∶４，犞／犞）中，

于１１０℃酯化２ｈ；经氮气吹干后，再加入１ｍＬ

新戊酰氯二氯甲烷溶液（１∶４，犞／犞），于１１０℃

酰化２ｈ；氮吹仪去除多余的衍生化试剂，最后将

生成的犗异丙醇酯（ＮＰＰ）衍生物溶解于０．５ｍＬ

二氯甲烷溶剂中待测［１７，２０］。使用 ＵＳＧＳ４０和

ＵＳＧＳ４１标准物质（美国地质调查局产品）对

ＣＯ２（纯度９９．９９５％）和Ｎ２（纯度９９．９９９％）工

作标气（液化空气上海有限公司产品）进行标

定。标准物质信息列于表１。

１３　实验条件

１３１　色谱条件　咖啡因和氨基酸混合物均

采用ＴＧ５ＭＳ毛细管色谱柱（３０ｍ×０．２５ｍｍ×

０．２５μｍ）进行分离，以高纯氦气（９９．９９９％）为

载气。
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表１　标准物质的同位素信息

犜犪犫犾犲１　犐狊狅狋狅狆犻犮犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狊狋犪狀犱犪狉犱狊

名称

Ｎａｍｅ

成分

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

化学式

Ｆｏｒｍｕｌａ

标准值Ｓｔａｎｄａｒｄｖａｌｕｅ／‰

δ１３ＣＶＰＤＢ δ１５ＮＡｉｒＮ
２

ＩＡＥＡ６００ 咖啡因 Ｃ８Ｈ１０Ｎ４Ｏ２ －２７．７７±０．０４ １．００±０．１３

ＵＳＧＳ４０ 左旋谷氨酸 Ｃ５Ｈ９ＮＯ４ －２６．３９±０．０４ －４．５２±０．０６

ＵＳＧＳ４１ 左旋谷氨酸 Ｃ５Ｈ９ＮＯ４ ３７．６３±０．０５ ４７．６０±０．１１

　　咖啡因分析的色谱参数：载气流速１．２

ｍＬ／ｍｉｎ；进样口温度２６０℃；程序升温：起始

温度５０℃，保持１ｍｉｎ，以１０℃／ｍｉｎ升温至

２６０℃，保持３ｍｉｎ，总时长２５ｍｉｎ。

氨基酸分析的色谱参数：载气流速２ｍＬ／ｍｉｎ；

进样口温度２５０℃；程序升温：起始温度６０℃，

保持２．５ｍｉｎ，以１５℃／ｍｉｎ升温至１１０℃后，

立即以３ ℃／ｍｉｎ升温至１５０ ℃，再立即以

６℃／ｍｉｎ升温至２３０℃，保持６ｍｉｎ，最后以

２５℃／ｍｉｎ升温至３００℃，保持１ｍｉｎ，总时长

４２．３ｍｉｎ。为保证不同氨基酸的色谱分离效

果，每隔２４ｈ进行２００～３００℃梯度升温烘烤

约２ｈ以活化色谱柱。

１３２　燃烧转化单元　燃烧转化温度为１０００℃。

为确保待测化合物充分燃烧转化，分析咖啡因

时，每隔７～１０天注入 Ｏ２ 约１ｈ以活化氧化

管；分析氨基酸混合物时，每隔２４ｈ注入Ｏ２ 约

１ｈ以活化氧化管。测定δ
１５Ｎ时，须使用液态

氮冷冻去除样品燃烧产生的ＣＯ２ 气体，防止

［ＣＯ］＋碎片离子对相同质荷比的［Ｎ２］
＋分子

离子造成干扰。

１３３　质谱条件　电子轰击离子源（ＥＩ）；加速

电压２．９８ｋＶ；发射电流１．５０ｍＡ；电子能量

１２３．９５ｅＶ；引出电压大于８０％；质谱真空度

１．６×１０－４Ｐａ；识别起、止色谱峰的斜率０．２、

０．４ｍＶ／ｓ；最小检出信号２０ｍＶ；咖啡因δ
１３Ｃ

和δ
１５Ｎ分析的本底值扣除方法采用ＣａｌｃＭｅａｎ

ＢＧＤ，即取出峰前５ｓ内所有本底值（ＢＧＤ）信

号数据点的平均值；氨基酸δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ分析的

本底值扣除方法采用ＩｎｄｉｖｉｄｕａｌＢＧＤ，即取出

峰前５ｓ内最小的连续５个ＢＧＤ信号数据点

的移动平均值。

１４　实验方法

１４１　咖啡因测定　称取ＩＡＥＡ６００咖啡因

标准物质，配制成１４种浓度（０．５～１５０ｍｇ／Ｌ）

的咖啡因丙酮溶液，用于测定δ
１３Ｃ。采用不分流

进样模式，进样体积１μＬ。咖啡因（Ｃ８Ｈ１０Ｎ４Ｏ２）

Ｃ含量为４９．４４％，可以实现不同Ｃ质量（０．２５～

７４．１６ｎｇ）的柱上进样量。用同样方法配制１４

种浓度（５～３５０ｍｇ／Ｌ）的咖啡因丙酮溶液用

于δ
１５Ｎ测定，咖啡因Ｎ含量为２８．８６％，可以实

现不同Ｎ质量（１．４４～１０１．０１ｎｇ）的柱上进样

量。咖啡因标准物质浓度梯度信息列于表２。

表２　咖啡因标准物质浓度梯度信息

犜犪犫犾犲２　犆狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犵狉犪犱犻犲狀狋

狅犳狋犺犲犮犪犳犳犲犻狀犲狊狋犪狀犱犪狉犱狊

编号

Ｎｏ．

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／Ｌ）

进样量

Ｓａｍｐｌｅｓｉｚｅ／ｎｇ

δ１３Ｃ δ１５Ｎ δ１３Ｃ δ１５Ｎ

１ ０．５ ５ ０．２５ １．４４

２ １ １０ ０．４９ ２．８９

３ ２ １５ ０．９９ ４．３３

４ ３ ２０ １．４８ ５．７７

５ ４ ４０ １．９８ １１．５４

６ ６ ８０ ２．９７ ２３．０９

７ ８ １２０ ３．９６ ３４．６３

８ １０ １４０ ４．９４ ４０．４０

９ １５ １８０ ７．４２ ５１．９５

１０ ２５ ２００ １２．３６ ５７．７２

１１ ４０ ２２０ １９．７８ ６３．４９

１２ ８０ ２５０ ３９．５５ ７２．１５

１３ １００ ３００ ４９．４４ ８６．５８

１４ １５０ ３５０ ７４．１６ １０１．０１

　　注：表示样品重复测定６次，其余样品均重复测定３次

１４２　氨基酸测定　为检验信号强度对混合

体系内特定化合物δ
１３Ｃ测定的影响，以１２种氨

基酸混合物为研究对象，采用５种模式进样，

即进样体积１μＬ，不分流；进样体积０．２μＬ，

不分流；进样体积０．１μＬ，不分流；进样体积

０．５μＬ，分流比１０∶１；进样体积０．１μＬ，分流
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比１０∶１。前３种模式测试１次，后２种模式

测试２次。

由于氨基酸 Ｎ含量较低，且ＩＲＭＳ对 Ｎ２

的离子化效率较低［２１］，若进样体积小于１μＬ

或采用分流模式，将导致 Ｎ２ 信号强度过低而

无法检出。因此，本研究仅采用进样体积为

１μＬ且不分流模式，每隔１２ｈ测试１次上述氨

基酸δ
１５Ｎ，共测试８次，以评价ＧＣＣＩＲＭＳ对

混合体系内特定氨基酸δ
１５Ｎ测定的时间稳定

性。每种氨基酸的分子结构由气相色谱同位

素比值质谱（ＧＣＩＲＭＳ）
［２２］分析得到。

ＥＡＩＲＭＳ是目前精准测定样品总体同位素

最重要的系统之一，其测定结果常被作为公认结

果。ＥＡＩＲＭＳ对δ
１５Ｎ的测定基于快速燃烧原理，

将样品在１０００℃高温和过氧环境下瞬间燃烧，经

Ｃｕ还原形成Ｎ２ 等气体，并通过除卤除硫剂及

Ｈ２Ｏ和ＣＯ２ 吸附剂，纯化后的Ｎ２ 进入ＩＲＭＳ

测定。作为对比，基于ＥＡＩＲＭＳ
［１５］对１２种氨

基酸δ
１５Ｎ进行单独测定，主要参数设定参考文

献［１５，２１］，每种氨基酸重复测定６次，交叉验证

ＧＣＣＩＲＭＳ与ＥＡＩＲＭＳ对混合体系内特定

氨基酸δ
１５Ｎ测定结果的一致性。

１５　数据处理

采用 ＧＣＣＩＲＭＳ和 ＥＡＩＲＭＳ测量δ
１３Ｃ

和δ
１５Ｎ时，需要使用ＣＯ２ 和 Ｎ２ 工作标气进行

标定，溯源至国际标准，计算公式如下：

δＳｐｌＳＴ（‰）＝δＳｐｌＷＧ＋δＷＧＳＴ＋

δＳｐｌＷＧ×δＷＧＳＴ×１０
－３

式中，Ｓｐｌ表示咖啡因或氨基酸；ＷＧ表示工作

标气；ＳＴ表示国际标准，如 ＶＰＤＢ或 ＡｉｒＮ２。

工作标气δＷＧＳＴ采用两点线性内插法进行校

准：使用 ＵＳＧＳ４０和 ＵＳＧＳ４１同位素标准物

质，通过ＥＡＩＲＭＳ测量后建立标准值与测量

值的线性方程，将工作标气初始值代入该方程

后得到校准后的δＷＧＳＴ，其δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ校准值分

别为（－３０．３６±０．０３）‰和（－１．２７±０．０５）‰

（狀＝５）。以上数据处理通过同位素比值质谱仪

专用软件Ｉｓｏｄａｔ３．０（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ

ｅｎｔｉｆｉｃ公司产品）完成。

２　结果与讨论

２１　犌犆犆犐犚犕犛测定咖啡因δ
１３犆和δ

１５犖

ＧＣＣＩＲＭＳ测定ＩＡＥＡ６００咖啡因标准

物质δ
１３Ｃ的进样量和信号强度响应特征示于

图１。随着进样 Ｃ 质量从 ０．２５ｎｇ增加到

７４．１６ｎｇ时，ＣＯ２ 的信号强度由２３ｍＶ逐渐增

大到７７０６ｍＶ。较低且稳定的ＣＯ２ 本底值是

保证小样品量样品δ
１３Ｃ测定精度和准确度的重

要前提［７］。本研究中，咖啡因δ
１３Ｃ产生的ＣＯ２

本底值（ＢＧＤ４４）平均为（３．８±０．４）ｍＶ。测

定结果表明，当Ｃ质量＜１ｎｇ或犿／狕４４信号

＜１００ｍＶ时，能够实现对样品的检测，但是过

低的信噪比会导致咖啡因δ
１３Ｃ测定值精度较

差；当Ｃ质量≥１ｎｇ或犿／狕４４信号≥１００ｍＶ

时，咖啡因δ
１３Ｃ的测定精度和准确度可达到实

验室分析要求［５，１２１３］，其平均精度为０．１６‰，平

均分析误差为０．０９‰。值得注意的是，即使Ｃ

质量高达７０ｎｇ或犿／狕４４信号高达７８００ｍＶ

以上，该系统仍能保证δ
１３Ｃ的测定精准度，表明

在进样量较大时，ＧＣＣＩＲＭＳ仍可将目标化合

物完全燃烧转化。

图１　犌犆犆犐犚犕犛测定咖啡因δ
１３犆的

进样量（犪）和信号强度（犫）响应特征

犉犻犵．１　犚犲狊狆狅狀狊犲狅犳犌犆犆犐犚犕犛狅狀犮犪犳犳犲犻狀犲δ
１３犆

犿犲犪狊狌狉犲犿犲狀狋狋狅狊犪犿狆犾犲狊犻狕犲（犪）犪狀犱狊犻犵狀犪犾犻狀狋犲狀狊犻狋狔（犫）

ＧＣＣＩＲＭＳ测定ＩＡＥＡ６００咖啡因标准物

质δ
１５Ｎ的进样量和信号强度响应特征示于图２。

随着进样Ｎ质量从１．４４ｎｇ增加到１０１．０１ｎｇ，

Ｎ２信号强度由１８ｍＶ逐渐增大到１９２６ｍＶ。

本研究测定δ
１５Ｎ时，本底值（ＢＧＤ２８）平均为

（３８±４）ｍＶ。由于本底效应的影响较大，而且

ＩＲＭＳ对 Ｎ２ 的离子化效率较低
［２１，２３］，ＧＣＣ

ＩＲＭＳ在小样品量条件下测定咖啡因δ
１５Ｎ时的
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精准度相对δ
１３Ｃ略低。测定结果表明，只有当

Ｎ质量≥５ｎｇ或犿／狕２８信号≥１００ｍＶ时，

该系统对咖啡因δ
１５Ｎ的测定精度和准确度才能

满足实验室测试要求［７，１４１５］，其平均精度为

０．２７‰，平均分析误差为０．１３‰。当进样量较

大（Ｎ质量≥１００ｎｇ）时，该系统仍然可以将目

标化合物中的 Ｎ完全转化为 Ｎ２，并能够保证

δ
１５Ｎ的精准度。

图２　犌犆犆犐犚犕犛测定咖啡因δ
１５犖的

进样量（犪）和信号强度（犫）响应特征

犉犻犵．２　犚犲狊狆狅狀狊犲狅犳犌犆犆犐犚犕犛狅狀犮犪犳犳犲犻狀犲δ
１５犖

犿犲犪狊狌狉犲犿犲狀狋狋狅狊犪犿狆犾犲狊犻狕犲（犪）犪狀犱狊犻犵狀犪犾犻狀狋犲狀狊犻狋狔（犫）

２２　犌犆犆犐犚犕犛测定氨基酸混合体系δ
１３犆

ＧＣＣＩＲＭＳ测定１２种氨基酸混合体系中

δ
１３Ｃ的色谱图示于图３。由于氨基酸极性强、不

易挥发、热稳定性差，在进行ＧＣＣＩＲＭＳ分析

之前需要将其衍生化为弱极性、易挥发、热稳定

性好的氨基酸衍生物。测定结果表明，１２种氨

基酸的出峰时间在７５０～１７００ｓ之间，峰宽一

般在１０～１５ｓ之间。每种特定氨基酸重复测

量的出峰时间漂移一般不超过１ｓ，每种氨基酸

犿／狕４４的信号强度在１００～１０００ｍＶ之间，根

据２．１节分析结果，上述１２种氨基酸δ
１３Ｃ的测

定精度和准确度均可达到实验室分析要求。增

加进样量有助于提高单一体系氨基酸δ
１３Ｃ的测

定精准度，但进样量过高会导致混合体系内色

谱保留时间相近的氨基酸不能实现完全的峰

峰分离。为确保每个特定化合物的色谱峰能够

完全基线分离，在满足 ＧＣＣＩＲＭＳ实验室测

试精准度要求的前提下，由待测化合物转化的

ＣＯ２ 信号强度应尽量低
［５，１０］。

ＧＣＣＩＲＭＳ测定１２种氨基酸混合体系中

δ
１３Ｃ的信号强度依赖性特征示于图４。氨基酸

δ
１３Ｃ测定过程中ＣＯ２ 本底（ＢＧＤ４４）值较低，其

平均值为（７．０±７．５）ｍＶ。在不同进样模式

下，１２种氨基酸的 犿／狕４４信号强度主要在

５０～５０００ｍＶ范围内呈梯度变化。其中，甘氨

酸、苏氨酸和丝氨酸的犿／狕４４信号强度出现低

于５０ｍＶ的情况，α氨基丁酸、天冬氨酸、谷氨酸

和苯丙氨酸的犿／狕４４信号强度可达３０００ｍＶ

以上。当犿／狕４４信号强度≥１００ｍＶ，上述１２种

氨基酸δ
１３Ｃ的测定值依次为（－２２．７３±０．８５）‰、

（－２９．５６±０．８５）‰、（－２５．４４±０．９９）‰、

（－２１．３７±０．３２）‰、（－２１．４４±０．７３）‰、

（－２１．９６±０．３１）‰、（－２４．２８±０．３５）‰、

注：１～４为ＣＯ２参比峰，５～１６分别为丙氨酸、甘氨酸、α氨基丁酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、

天冬氨酸、苏氨酸、丝氨酸、蛋氨酸、谷氨酸和苯丙氨酸的ＣＯ２样品峰

图３　犌犆犆犐犚犕犛测定混合体系中特定氨基酸δ
１３犆的色谱图

犉犻犵．３　犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳狊狆犲犮犻犳犻犮犪犿犻狀狅犪犮犻犱δ
１３犆犫狔犌犆犆犐犚犕犛

７１５第４期　　杜屹原等：进样量和信号强度对气相色谱燃烧同位素比值质谱测定δ１３Ｃ和δ１５Ｎ的影响



图４　犌犆犆犐犚犕犛测定混合体系中特定氨基酸δ
１３犆的信号强度依赖性特征

犉犻犵．４　犛犻犵狀犪犾犻狀狋犲狀狊犻狋狔犱犲狆犲狀犱犲狀犮犲狅犳狊狆犲犮犻犳犻犮犪犿犻狀狅犪犮犻犱δ
１３犆犫狔犌犆犆犐犚犕犛

注：１～４为Ｎ２参比峰，５～１６分别为丙氨酸、甘氨酸、α氨基丁酸、缬氨酸、亮氨酸、

异亮氨酸、天冬氨酸、苏氨酸、丝氨酸、蛋氨酸、谷氨酸和苯丙氨酸的Ｎ２样品峰

图５　犌犆犆犐犚犕犛测定混合体系中特定氨基酸δ
１５犖的色谱图

犉犻犵．５　犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犪犿犻狀狅犪犮犻犱δ
１５犖犫狔犌犆犆犐犚犕犛

（－２４．１４±０．６２）‰、（－２３．８０±０．５８）‰、

（－２７．５６±０．５０）‰、（－６．８９±０．２１）‰和

（－１８．９４±０．４４）‰，δ
１３Ｃ测定结果的平均精

度为０．５６‰，且未表现出对犿／狕４４信号强度

的依赖性（斜率接近０）。可见，ＧＣＣＩＲＭＳ可

以实现对混合体系中特定氨基酸δ
１３Ｃ的有效测

定。需要注意的是，氨基酸衍生化过程中会引

入新的碳源，ＧＣＣＩＲＭＳ测定氨基酸衍生物

δ
１３Ｃ后，可依据同位素质量守恒原理扣除外源

碳δ
１３Ｃ所占权重，得到氨基酸δ

１３Ｃ校准值
［２２］。

２３　犌犆犆犐犚犕犛测定氨基酸混合体系δ
１５犖

ＧＣＣＩＲＭＳ测定１２种氨基酸混合体系中

δ
１５Ｎ的色谱图示于图５。１２种氨基酸的出峰时

间在７５０～１７００ｓ之间，峰宽一般在１５～２５ｓ

之间。每种特定氨基酸重复测量的出峰时间漂

移为３ｓ左右，每种氨基酸样品峰对应的本底

值（ＢＧＤ２８）约为５０ｍＶ。仅丝氨酸产生的

犿／狕２８信号强度略低于１００ｍＶ，其余１１种氨

基酸的犿／狕２８信号强度均在１００～４００ｍＶ之

间，能够保证氨基酸δ
１５Ｎ的分析精准度。为实

现氨基酸峰峰之间的最佳基线分离，由样品转

化的Ｎ２ 信号强度同样不应过高。需要指出的

是，氨基酸δ
１５Ｎ测定过程中，犿／狕２８信号强度

会受到ＧＣＣＩＲＭＳ使用年限以及衍生化方式

等因素影响［９１０，１６，２０］。

ＧＣＣＩＲＭＳ测定１２种氨基酸混合体系中

δ
１５Ｎ与ＥＡＩＲＭＳ单独测定的一致性特征示于

图６。ＧＣＣＩＲＭＳ在较低检测信号（即较低柱

上进样量）条件下对特定氨基酸δ
１５Ｎ测定结果

表明，１２种氨基酸δ
１５Ｎ连续４天（间隔１２ｈ）的
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测定值依次为（４０．５２±１．０４）‰、（－２５．５１±

１．０５）‰、（８．１７±０．５７）‰、（０．４６±０．９１）‰、

（１．９０±０．８９）‰、（－１．９９±０．９７）‰、（－０．９２±

１．１３）‰、（１．８６±１．５０）‰、（４．３１±１．３３）‰、

（－２．４８±０．９２）‰、（４３．６３±０．６３）‰和（３．１５±

０．５７）‰，平均精度为０．９６‰。ＧＣＣＩＲＭＳ对混

合体系内１２种氨基酸δ
１５Ｎ测定结果与ＥＡＩＲＭＳ

单独测定结果相当，平均偏差仅为（０．７７±

０．３４）‰，２种方法的氨基酸δ
１５Ｎ测定值具有较

高的一致性（犚２＝０．９９７），验证了ＧＣＣＩＲＭＳ

测定混合体系中氨基酸δ
１５Ｎ的可信性。ＧＣＣ

ＩＲＭＳ具有高灵敏度、宽检测范围和极低耗样

量等优势［５，９，１２］，将为特定化合物同位素技术

在地球化学和生命科学等领域的应用发挥重

要作用。

图６　犌犆犆犐犚犕犛与犈犃犐犚犕犛

测定氨基酸δ
１５犖的对比

犉犻犵．６　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犪犿犻狀狅犪犮犻犱δ
１５犖

犫狔犌犆犆犐犚犕犛犪狀犱犈犃犐犚犕犛

３　结论

本研究基于ＧＣＣＩＲＭＳ系统测定了咖啡

因化合物和氨基酸混合体系中δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ。结

果表明，在极小进样量和极低信号强度的情况

下，该系统对于测定δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ具有良好的精

准度。在对氨基酸混合体系δ
１３Ｃ和δ

１５Ｎ的测定

过程中，ＧＣＣＩＲＭＳ可保证犿／狕４４和犿／狕２８

具有足够的信号强度并避免了峰峰交互干扰

现象。在不同进样模式下，１２种特定氨基酸

δ
１３Ｃ测定值为－２９．５６‰～－６．８９‰，平均测定

精度为０．５６‰。在较低检测信号条件下，ＧＣ

ＣＩＲＭＳ可以保证氨基酸δ
１５Ｎ测定结果具有良

好的时间重现性，与ＥＡＩＲＭＳ测定结果的平

均偏差为０．７７‰。
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