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摘要

针对在复杂基质中很难实现的痕量全氟辛酸（PFOA）和全氟

辛烷磺酸盐（PFOS）的定量分析，建立了一种液相色谱-串联

质谱（LC/MS/MS）分析方法。该技术使用同位素标记的分

析物实现精确定量分析（柱上量 0.4-400 pg）。重要的是，应

认识到如果使用直链样品作为标准品进行校准，真实样品（支

链和直链异构体的混合物）的定量分析结果将偏离至少 40%。

前言

全氟辛酸（PFOA）是一种工业表面活性剂，也是制造含氟

聚合物时必需的一种加工助剂 [1]。含氟聚合物具有许多有价

值的特性，包括耐火性和防止油类、污渍、油脂，以及水的吸

采用三重串联四极杆液质联用仪应对痕量全氟
辛酸（PFOA）和全氟辛烷磺酸盐（PFOS）分
析的挑战

应用

附全氟辛酸的一个主要用途是用于聚四氟乙烯（PTFE）的加

工，它更广泛地被称为特氟隆®。全氟辛酸还是一些加工过程

的副产物，如加工直接和间接接触食品的包装（例如微波爆米

花袋、松饼或炸薯条袋、比萨包装盒衬垫、汉堡包盒和三明治

包装等），以及具有防水和抗污功能的衣物制造。

全氟辛烷磺酸盐（PFOS）常以钠盐和钾盐的形式存在，统称

为全氟辛烷磺酸盐。见图 1。
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图 1. 全氟辛酸（PFOA）和全氟辛烷磺酸盐（PFOS）的化学结构。
注意两者均含有 C8链
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全氟辛酸（PFOA）和全氟辛烷磺酸盐（PFOS）的分析方法

• 由于在复杂基质分析中具有高检测灵敏度和高专属性，所

以液相色谱-串联质谱是首选的检测方法

• 采用多反应监测（MRM）模式进行定量分析，使用两个

或更多子离子进行确证

• 检测限通常在 1-100 pg/mL（ppt）范围，要求高灵敏

度检测

• 在线或离线固相萃取（SPE）和富集技术对于实现低浓度

水平（1 pg/mL）的检测是必要的

全氟辛酸（PFOA）和全氟辛烷磺酸盐（PFOS）检测

问题 1：当采用直链标准品进行定量分析时，应使用哪种
transitions来获得最高的准确度？

虽然全氟辛酸（PFOA）和全氟辛烷磺酸盐（PFOS）的定

量分析一般采用直链标准品，但是在实际样品中除了含有直

链异构体外，还同时含有一系列支链异构体。这些异构体的

比例随其在生物降解和工业加工过程中生成状态的不同而不

同；因此，不太可能构造出一个与实际样品组成相似的标准

品。MRM transitions 的相对强度也会随着支链异构体分

支状况不同而不同，这就使一些 transitions 的使用优于其

它 transitions。异构体分支状况影响离子化效率和 CID 能

量；因此，它会影响分析测定的准确度 [2]。

问题 2：能够在基质中使用同位素标记的标准品来测定非标记
的全氟辛酸（PFOA）和全氟辛烷磺酸盐（PFOS）吗?

大多数生物和环境样品基质都含有一定水平的全氟辛酸

（PFOA）和全氟辛烷磺酸盐（PFOS）；即使使用基质匹配

的校准物也可以获得满意的结果，提高准确度。添加标准品可

以解决这个问题，但这需要在分析中增加进样次数。样品基质

可能含有不同强度的背景响应。添加标准品的方法并不适用于

分析不同基质类型的样品。溶剂校准并不能校正基质效应。

实验部分

样品制备

• 所有溶剂标准品均使用甲醇制备

• 通过乙腈沉淀和离心制备血浆提取物，取上层液用已知浓

度的全氟辛酸（PFOA）或全氟辛烷磺酸盐（PFOS）溶

液进行加标处理

液相色谱

• Agilent 1200 Rapid Resolution 液相色谱系统

• ZORBAX Eclipse Plus C18 快速分离高通量色谱柱

2.1 cm × 50 mm，1.8-µm 填料（部件号 959741-902）

• 进样量为 20 µL，流速为 0.4 mL/min

• 10 min 内流动相 B 从 0% 升到 100%，A = 2 mM 乙

酸铵水溶液；B = 甲醇

串联质谱

• 安捷伦三重串联四极杆质谱

• 负离子检测

• 毛细管电压为 3500 V，干燥气流速为 9.5 L/min，温度

为 350 °C，雾化器压力为 45 psi

• 碎裂电压、碰撞能量（CE）和 transitions 依实验情况

而定

多反应监测（MRM）

图 2 展示了一个在仪器内假设的离子 transitions 谱图特征

序列之上的 Agilent 6410 QQQ 质谱仪剖面图。

离子源产生的离子显示在图的最左端。然后从这个离子混合物

中选择目标母离子，并通过作为质量过滤器的 Q1 四极杆分

离。这类似于选择离子监测（SIM）。通过 Q1 之后，在碰撞

池（Q2，尽管不是一个四极杆）产生具有母离子专属结构特

征的碎片离子。通过使用 Q3 四极杆，这些碎片离子被筛选

并被检测器测量。这是碰撞诱导裂解（CID）的选择形式，称

做串联质谱。针对碰撞池中存在的特定碎片离子，通过设定

Q3，可以从分析信号中去除几乎全部的化学或者背景噪音，

显著提高了信噪比。离子 210 为母离子，而离子 158 和 191
为子离子。每一个 transitions（210&191 或 210&158）都

是对于特定目标物的反应。通常，QQQ 用于检测多种分析物

或者质量 transitions，因此被称为 MRM。离子 158 可被

认为是定量离子，因为它具有最大的响应强度，而通过使用
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191 定性离子与 158 定量离子峰面积的比可作为确证判定标

准，来确证离子 191。通过使用 MRM，大多数化学噪音在

Q1 中被消除，并在 Q3 中被进一步消除，从而可以使我们实

现 ppt 级的检测。

碎裂电压是玻璃毛细管出口端的电压，那里的气压约为

1 mTorr。需要对碎裂电压和碰撞能量进行优化。若碎裂电

压太小，将无法有足够的力量推动离子通过气体。若碎裂电压

太大，在真空中会导致母离子于分析前发生 CID，从而降低

检测灵敏度。最终的电压大小取决于化合物性质、质量数和所

带电荷数，因此电压需要优化以获得最高的检测灵敏度。碰撞

池中的 CE 也需要优化，以生成每种目标化合物最高强度的代

表性子离子。碰撞池电压取决于化合物的键合强度、分子量，

以及离子形成的途径（直接从母离子生成，或者通过一系列中

间过程生成）。通常每种子离子都会有最优的碰撞能量，从而

获得最高的信号丰度。

要求实验操作达到最优的条件，一系列实验示例见图 3-5。

两化合物全氟辛酸（PFOA）（m/z 413）和全氟辛烷磺酸

盐（PFOS）（m/z 499）的 [M-H]- 离子碎裂电压的优化见

图 3。

请注意在全氟辛烷磺酸盐（PFOS）最佳的碎裂电压条件下

（200 V），全氟辛酸（PFOA）几乎检测不到信号。离子

413 和 499 被称做母离子。PFOA 相对易碎裂，它的母离子

信号强度在 160 V 时即会下降。全氟辛烷磺酸盐（PFOS）比

全氟辛酸（PFOA）较难碎裂，它的最佳碎裂电压是 200 V。

通过实验可以确定子离子 m/z 369 [M-CO2H]- 和 m/z 169

[C3F7]+ 合适的碰撞能量，并用于全氟辛酸（PFOA）的定量

分析。见图 4。

任何情况下，我们选择在分析中可获得每种离子最高强度峰的

碰撞能量。全氟辛酸（PFOA）仅需要很小的碰撞能量即可碎

裂产生离子 m/z 369（6 V 时可获得最高强度）。
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图 2. 仪器内假设样品的离子转换质谱图特征序列之上的 Agilent 6410 QQQ质谱仪剖面图（无 PFOA或 PFOS）。注意最后的质谱图非常干净，
只包含所需的目标离子。（HED = 高能打拿极电子倍增器）
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为获得m/z 169 时最高的离子强度，碰撞能量需设为 16 V。

使用 QQQ 软件可以非常快速地转换碰撞能量。所以在方法优

化中，可以为每个离子的 transition 选择最佳碰撞电压。

全氟辛烷磺酸盐（PFOS）的子离子 m/z 169、99 和 80 也

以相同的方式通过实验测得并用于其定量分析。三个离子

transitions 的最佳碰撞能量分别是 45 V、50 V 和 70 V。

见图 5。
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图 3. 通过对系列信号强度与施加电压作图，确定最佳的碎裂电压
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图 4. 信号强度表征全氟辛酸（PFOA）子离子m/z 369 [M-CO2H]-和m/z 169 [C3F7]+的碰撞能量
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值得注意的是，全氟辛酸（PFOA）（6-16 V）与全氟辛烷

磺酸盐（PFOS）（45-70 V）两者间的碰撞能量差异很大。

从碎裂电压的优化可以看出，与全氟辛烷磺酸盐（PFOS）相

比，全氟辛酸（PFOA）相对来说更易碎，其最佳碎裂电压分

别为 120 V 和 200 V。CE 也在这方面有所加强。

用于定量分析全氟辛酸（PFOA）和全氟辛烷磺酸盐（PFOS）

的特定子离子的校准曲线见图 6。分析人员也可以利用这些

MRM transitions 的强度加合来获得校准曲线。

这五个 transitions 的线性相关系数大于 0.998，在三个数

量级范围内可实现良好的定量分析。请注意最低的柱上量是

0.4 pg。

关于问题 1：当采用直链标准品进行定量分析时，应使用哪种
transitions来获得最高的准确度？

可以利用图 7-9 来加以说明。

图 7 展示了全氟辛酸（PFOA）和全氟辛烷磺酸盐（PFOS）

的直链标准品和包含支链异构体样品（10 min 的梯度洗脱）

的代表性 transitions 的色谱图。
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图 5. 信号强度表征 PFOS子离子m/z 169、99和 80的碰撞能量
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1
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0
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1

499 → 169

PFOA 169 - 10 Levels 10 Levels Used 10 Points 10 Points Used 4 QCs
y = 5040.2306 * × + 1347.8986
R2 = 0.99917639

PFOA 369 - 10 Levels 10 Levels Used 10 Points 10 Points Used 4 QCs
y = 15530.3567 * × + 3532.1196
R2 = 0.99912010

PFOS 80 - 10 Levels 10 Levels Used 10 Points 10 Points Used 4 QCs
y = 10420.5587 * × - 202.2859
R2 = 0.99963832

PFOS 99 - 10 Levels 10 Levels Used 10 Points 10 Points Used 4 QCs
y = 5366.1475 * × - 122.6150
R2 = 0.99880626

PFOS 169 - 9 Levels 9 Levels Used 9 Points 9 Points Used 4 QCs
y = 768.3118 * × - 22.4231
R2 = 0.9990091

×105 ×105

×105 ×105

×104

图 6. 用于测定 PFOA和 PFOS的子离子的校准曲线

由于实际样品是在制造过程、新陈代谢和降解过程中产生的，

所以应该通过支链异构体来检测。图 7 顶部的色谱图仅显示

了标准品的直链化合物。底部色谱图显示的是一个来自环境

中的实际样品。在色谱图中能看出来自支链异构体的附加峰

（肩峰）。

可在图 8 中更详细地检查这些峰。
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每个 MRM transitions 的相对丰度大小取决于化合物的分

支位置和特定质量 transitions。图 8 展示了一个 10 min
的运行分析。直链和支链异构体可以实现色谱分离。支链样品

是一个典型的带有甲基侧链的 C7 链（异辛基异构体）。分析
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图 7. PFOA和 PFOS的直链和支链样品的MRM色谱图

中最有趣的是，支链化合物的离子比例与直链化合物的非常不

同 [3,4,5]。对于直链全氟辛酸（PFOA），离子 m/z 169
大约是离子 369 的 30%-40%，而支链异构体的这个比例是

90%-100%。
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图 8. PFOA和 PFOS直链和支链样品的MRM色谱图

分析中的另一个变量是梯度洗脱时间。图 9 比较了 3 min 与

10 min 梯度洗脱的效果。

在快速洗脱的情况下（右图），分支异构体（虚线）没有与

直链异构体（实线）分离，导致测量值出现显著误差（PFOS
最为明显）。

左边的两张色谱图与图 8 中的相同。它们在这儿用来与右图

未分离的分析物（3 min 的运行分析）进行比较。虽然希望

能够减少分析时间，但支链和直链异构体必须实现分离以获得

准确的定量结果。

两个样品浓度相同。一个样品是纯粹的直链异构体，而另一个

则混有支链异构体。假如其 MRM 响应（离子比例）相同，

即使这些异构体未分开，它们也可以获得相同的结果。但实例

显示，当这些异构体未分开时，其响应不同。如果分别加入同

一样品带侧链的分析物和直链分析物的响应，每个离子 tran-

sitions 的响应面积则与纯直链分析物的不同，如右侧两张色

谱图所示，全氟辛烷磺酸盐（PFOS）最明显。假如使用直链

样品作为标准品进行校准，真实样品（支链和直链异构体的混

合物）的定量分析结果将偏离至少 40%（见表 1）。定量分

析将会失败。
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图 9. 对分别采用 10 min和 3 min梯度洗脱得到的 PFOA和 PFOS MRM色谱图进行对比。右图为运行 3 min时梯度洗脱的色谱图

与每个 MRM transition 的直链标准品相比，含支链样品的

总 PFOA 和 PFOS 测量准确度（非离子比例）的影响见表 1。

关于问题 2：能够在基质中使用同位素标记的标准品来测量非

标记的全氟辛烷磺酸盐（PFOS）和全氟辛酸（PFOA）吗?

可以利用图 10-12 来说明。

关于不同基质对信号响应的影响见图 10。较高的曲线反映了

甲醇中全氟辛酸（PFOA）的响应。当相同量的全氟辛酸

（PFOA）加到血浆提取物中后，响应出现下降。

基质效应（通常采用电喷雾离子化）会导致信号抑制或增强；

因此，为实现准确的定量分析，需要采用基质匹配的标准品进

行校准。由于全氟辛烷磺酸盐（PFOS）和全氟辛酸（PFOA）

基质背景水平不同，无法使用基质匹配的标准品进行校准并定

量分析所研究样品中全氟辛烷磺酸盐（PFOS）或全氟辛酸

（PFOA）的浓度。而且，添加标准品的方法对于含不同水平

目标分析物的多种基质来说也不实用。

为了实现实用性，考察了采用同位素标记的基质匹配的标准品

测量全氟辛酸（PFOA）的方法。结果见图 11 和 12。

图 11 表明，同位素标记的标准品可在 0.02-20 ng/mL（柱

上量 0.4-400 pg）定量范围内得到良好的线性校准曲线。并

且得到优异的线性相关系数（≥ 0.9994）。

表 1. 测量准确度（目标物为 100%）与化合物、transition及
运行时间的关系

化合物 MRM transition 百分比响应（n = 8）
运行 10 min 运行 3 min

PFOA 413&369 105.9 108.2
413&169 96.4 89.4

PFOS 499&169 102.5 112.2
499&99 75.0 73.3
499&80 59.3 61.1

最佳的MRM 离子用粗体表示。最佳的 PFOA 分析结果可通过两个MRM 离子的响应平

均值获得

离子比例不合适会导致定量失败。对于全氟辛酸（PFOA），

运行 3 min 抑或 10 min 影响不大：离子 369 transition
的响应总是较高，而离子 169 transition 的响应总是较低。

运行 3 min 的分析误差较大。PFOS 分析的偏差更大。在文

献中，PFOS 分析监测了离子 80 transition，但它的结果

偏差很大，可低至 60%，见表 1。499&169 是用于定量分

析的理想 transition。它非常准确，但与 499&80 相比，

其检测灵敏度较低。
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图 10. 相同浓度下，PFOA在甲醇和血浆提取物中的响应
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图 11. 采用两种不同的同位素标记校准标准品实现的 PFOA的线性相关性
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图 12. 两种同位素标记的 PFOA化合物与未标记的 PFOA具有良好的相关性。标记和未标记的 PFOA使用了相同的 transitions

表 2. 测定血浆中的 PFOA时不同基质匹配的校准效果比较

校准标准品 校准用基质 血浆样品响应（标准偏差）

1 PFOA MeOH 71（± 33%）
2 PFOA [1,2-13C] Plasma 100.4（± 3.1%）
3 PFOA [1,2,3,4-13C] Plasma 97.3（± 5.1%）

采用同位素标记的 PFOA 进行基质匹配校准效果良好

第 1 行数据中，校准标准品采用甲醇作为溶剂，由于基质抑

制效应，血浆样品仅显示了 71% 的响应。因此，我们不能使

用甲醇溶解的校准标准品来定量分析含基质的样品，因为偏差

达到将近 30%。第 2 和第 3 行数据表明，如果在基质中使用

同位素标记的化合物进行校准，实际血浆样品就可以得到准确

的分析结果：100% 和 97%。
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结论

• 安捷伦三重串联四极杆液质联用仪（LC/QQQ）是定量分

析复杂基质中痕量目标化合物的理想仪器

• 用于分析的最佳 transitions 需要通过实验确定

• 碎裂电压和碰撞能量需要通过实验确定和优化

• 在 QQQ 中使用 MRM 可以获得复杂基质样品分析中最低

的检测限

• 如果不进行校正，支链 PFOA/PFOS 可使定量准确度偏

离 40%

• 基质抑制效应可导致定量分析结果的准确度下降 30%。使

用同位素标记的分析物能够准确定量基质中不同背景水平

的全氟辛酸（PFOA）/全氟辛烷磺酸盐（PFOS），效果

良好
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