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摘要

制备系列标样是建立线性关系并定量测定未知样品中分析物的必需操作。人工制备系列

标样不仅耗费大量的时间而且容易造成误差。自动化样品制备既可以节约时间又可以避

免人工操作引入的误差。之前我们已经报道了安捷伦 7696工作台进行自动化系列稀释操

作的能力[1]。本报告介绍了使用 7696工作台成功制备血液中乙醇的系列标样，然后使

用安捷伦 7697顶空进样器进行样品分析。系列标样被配制在 2mL的样品瓶中，可以连

同样品瓶一起被放置到 20mL的顶空瓶中。报告还对工作台制备标样和人工制备标样进

行了对比，结果表明，使用自动化方法制备样品，没有造成峰面积精度和系统线性等方

面的性能损失。
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前言

校准操作在法医检测如血中乙醇(BAC)分析中广泛应用。由于

BAC顶空(HS)和气相色谱(GC)分析相对耗时较短，因此必需的校

正标准品制备过程会显得很耗时。通过应用自动化样品制备，可

显著节约时间，用户可在样品制备的同时进行其他工作。

安捷伦 7696工作台设计用于实现自动化样品制备，它使用液体自

动进样器普遍适用的 2mL 样品瓶。7697 顶空进样器可使用

10、20、22mL的顶空瓶。即使 1mL样品产生的有效信号也足够

用于顶空 GC分析，因此，7696工作台制备的系列标样体积足够

用于顶空分析。问题的关键是如何将这两个平台整合为一个分析

解决方案。

自动化稀释标样制备不仅得益于采用 2mL样品瓶代替了更大容量

的样品瓶，从而节约了化学试剂的使用量，而且降低了人工操作

引入误差的可能性。安捷伦 7697顶空进样器和 7696工作台的设

计确保了 2mL的 7696样品瓶可以完全插入到 7697顶空进样瓶

中。7697通过采集每个样品瓶中的顶空气进样，而不是将探针直

接插入到样品溶液中。将 2mL的 7696样品瓶插入到 20mL 7697

顶空瓶中，可确保 7697的探针不会在采样期间和 2mL样品瓶碰

撞，避免发生损坏。

静态顶空分析是当组分在气液两相间达到热力学平衡时，将不挥

发基质中逸出的挥发性组分进行采集分析的方法。将样品瓶中的

溶液加热可增加挥发性组分在顶空中的浓度，从而获得更好的信

号响应。为了缩短达到指定的响应水平所需的加热时间，通常在

加热过程中对顶空瓶进行震摇。对样品瓶加热和震摇的精确控制，

以及精确的气动和温度控制能力，使 7697顶空进样器具备行业

领先的精密度和线性响应。

本报告的结果表明，在 7697 20mL顶空瓶中插入 7696 2mL样品

瓶不会影响 7697顶空进样器的峰面积精度或者线性性能。此外，

还表明 7696工作台可用于精确制备顶空应用的校正标准品溶液。

实验

仪器

• 安捷伦 7696 工作台（10µL注射器, 后进样塔；500µL 注射器,

前进样塔）

• 安捷伦 7697 高容量顶空进样器

• 安捷伦 7890 气相色谱

• 250± 0.12 mL 和 100 ± 0.08mL 容量瓶

• 法国 Gilson pipetman加样枪

样品

从含甲醇、乙醇、丙酮、异丙醇(IPA)，乙腈、乙酸乙酯和甲基乙

基酮(MEK)各 0.5%（体积百分比）的贮备液中，通过人工制备和

自动样品制备两种方法配制含量分别是（体积百分比）0.005,

0.01, 0.05, 0.1和 0.2%的系列标样，配制方案分别见表 1和表 2。

通过移取 1.25mL各化合物的纯品到 250mL的容量瓶中，然后以

水稀释到刻度来配制体积浓度为 0.5%的储备液。

浓度 % 总体积 (mL) 0.5%储备液 水 (mL)

0.2 100 40 60

0.1 100 20 80

0.05 100 10 90

0.01 100 2.0 98

0.005 100 1.0 99

表 2. 自动化制备系列标样

表 1. 人工制备系列标样

浓度 % 总体积 (mL) 0.5%储备液 水 (mL)

0.2 1.5 0.60 0.90

0.1 1.5 0.30 1.20

0.05 1.5 0.15 1.35

0.01 1.5 0.030 1.47

0.005 1.5 0.015 1.49
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人工系列标样配制，从 100mL各浓度系列中人工移取 1.5mL溶

液到 20mL顶空瓶中并立即盖上瓶盖。每个浓度移取 6个平行样，

一共是 36个顶空瓶。工作台系列标样配制，每个浓度都保留在原

始配制所用的 2mL样品瓶中，将 2mL样品瓶敞口放置在各自对

应的 20mL顶空瓶中，然后将顶空瓶加盖拧紧。和人工制备一样，

每个浓度制备 6 个平行样，需要 36 个顶空瓶（每个内装 1 个

7696 2mL样品瓶），因此系列标样制备重复进行 6次，以获得足够

的样品。

两种制备方法，每个系列按浓度从小到大的顺序分析（即 0.005%

到 0.5%）完成后，再开始下一个平行系列。在两个平行系列间，

运行两个空白水样进行清洗。顶空进样器和气相色谱的参数如表

3所示。

表 3. HS和 GC参数

安捷伦 7697 顶空进样器参数

温度 柱箱 60 °C,样品环 60 °C,传输线 100 °C

时间 样品瓶平衡 35 min, GC 循环 6 min, 压力平衡 0.1 min, 进样时间 0.5 min

样品瓶 模式：流量到压力，初始压力 15psi, 填充流量 50 mL/min, 样品环填充模式：自定义, 样品环填充速率 20 psi/min, 样品环终压 10 psi, 

样品环平衡时间 0.05 min, 样品瓶 20 mL, 震荡 1次

载气 GC 控制

高级功能设置 吹扫流量 100 mL/min,吹扫时间 1 min

样品瓶加压气体 He, 样品环体积 1 mL, 待机流量 20 mL/min

安捷伦 7890 GC 参数

进样口 S/SL, 5183-4647 衬管（无玻璃棉），200 °C, 33.505 psi, 3 mL/min隔垫吹扫, 分流比 5:1

色谱柱 DB-ALC2 (J&W 123-9234), 0.320 mm × 30 m, 1.2 µm, 恒流 12 mL/min

双柱配置用于 7696样品制备:

一个 16cm长、530 µm内径的脱活熔融石英管 (160-2535) 与一个被动式 CFT分流器的进口相连，分流器再分别与 DB-ALC2和 DB-ALC1 色谱柱相连

DB ALC1 (J&W 123-9134), 0.320 mm × 30 m, 1.8 µm, 恒流 12 mL/min

DB-ALC2 (J&W 123-9234), 0.320 mm × 30 m, 1.2 µm, 恒流 12 mL/min

柱箱 35 °C, 保持 4 min

检测器 FID, 250 °C

信号 FID, 50 Hz (前/后检测器)
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结果和讨论

安捷伦 7696工作台制备的标样通过 7697顶空进样器和双柱配置

（DB-ALC1 和 DB-ALC2）的 7890 GC进行分析，人工制备的标样

通过一种标准柱配置 (DB-ALC2) 的 7890 GC进行分析。图 1为双

柱配置分析得到的代表性色谱图。

为确保 HS样品瓶达到热平衡，使用了安捷伦 7697HS进

样器的参数增量(Parameter Increment)功能，确定可以使

所有分析物都获得稳定的峰面积响应的最佳样品瓶平衡

时间。使用 0.05%浓度的标样确定样品瓶平衡时间，结

果如图 2所示。
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图 2. 样品平衡时间对各化合物峰面积的影响

A 1.5mL样品直接放置在 20mL的 HS顶空瓶中，3次试验均值

B 1.5mL样品放置在 2mL样品瓶中，然后 2mL样品瓶放置在 20mL的 HS
顶空瓶中，3次试验均值
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DB-ALC2
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图 1. 安捷伦 7696自动样品制备配制的BAC混标的代表性色谱图

图例

1. 甲醇

2. 乙醇

3. 丙酮

4. 异丙醇

5. 乙腈

6. 乙酸乙酯

7. 甲基乙基酮

图 1为 7696工作台制备的 0.1%浓度标样的色谱图。每个色谱图

都是 6次平行进样叠加而成，充分证明了系统优异的精密度。

图 2的数据表明，内置了 2mL ALS样品瓶的顶空瓶在 7697中平

衡 35min时，峰面积精度显示系统已达到了热力学平衡。此外，

图 2也说明，35min的平衡时间不会对直接装填液体样品的顶空

瓶造成不利影响。
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人工制备

在 35min的平衡时间下，使用 7697顶空进样器对人工制备的系

列标样按表 3所示的条件参数进行分析。图 3为校准曲线结果。

表 4为人工标准制备获得的线性回归的数据。图 3的数据为将每

个浓度样品直接放入顶空样品瓶中，6个平行样的平均值。根据

图 3，将每个分析物各个浓度的精密度数据以及乙醇对内标物异

丙醇的标准化结果列于表 5。

表 5下方的数据为加入异丙醇为内标物后，乙醇分析的精密度结

果。数据表明，在整个校准浓度范围内，任何分析物没有表现出

特殊的变化趋势，也就是说，如果某一分析物（如乙醇）的峰面

积发生变化，则内标物异丙醇也会发生相同程度的变化。
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图 3. 安捷伦 7697顶空进样器分析人工制备的BAC系列标样表 4. 图 3的数据

化合物 m b R2

甲醇 26.061 4.0250 0.99999

乙醇 49.950 19.203 0.99998

丙酮 196.08 178.07 0.99963

异丙醇 83.103 71.332 0.99984

乙腈 101.05 48.276 0.99995

乙酸乙酯 456.69 524.77 0.99945

甲基乙基酮 373.91 451.77 0.99942

表 5. 人工制备系列标样中BAC分析的精密度

峰面积精密度 n = 6

浓度 % 甲醇 乙醇 丙酮 异丙醇 乙腈 乙酸乙酯 甲基乙基酮

0.005 1.4 1.1 0.54 0.53 0.57 1.8 0.85

0.01 3.3 3.4 1.1 2.2 1.7 1.3 0.89

0.05 1.1 0.93 0.45 0.60 0.53 0.90 0.52

0.1 1.1 0.98 0.46 0.66 0.58 0.89 0.50

0.2 2.4 1.9 0.46 1.1 0.77 0.83 0.54

0.5 1.8 1.8 0.78 1.6 1.2 1.1 0.72

EtOH/IPA

浓度 % 平行 1 平行 2 平行 3 平行 4 平行 5 平行 6 均值 标准偏差 RSD %

0.005 0.56 0.56 0.56 0.57 0.57 0.56 0.56 0.0035 0.62

0.01 0.55 0.55 0.56 0.57 0.56 0.56 0.56 0.0076 1.4

0.05 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.0019 0.34

0.1 0.58 0.58 0.58 0.58 0.59 0.58 0.58 0.0020 0.35

0.2 0.58 0.59 0.59 0.59 0.59 0.59 0.59 0.0051 0.87

0.5 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.0019 0.32
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工作台制备 – DB-ALC2

在 35min的平衡时间下，使用 7697顶空进样器对 7696工作台

制备的系列标样按表 3所示的条件参数进行分析。图 4为校准曲

线和线性回归结果，表 6为在色谱柱 DB-ALC2上分析的数据结

果。图 4中的数据是每个浓度 6个样品瓶 6次平行进样的平均值。

线性回归数据表明，在整个校准范围内，所有化合物都获得了良

好的线性结果。表 7 为使用 DB-ALC2 色谱柱，每个分析物，

每个浓度峰面积的精密度数据以及乙醇对内标物异丙醇的标准化

结果。

数据表明，不同浓度下的各化合物都获得了一致的精密度结果。

表 7下方的数据同样表明乙醇和异丙醇的峰面积具有相同的变化

趋势。这些结果都表明，自动样品制备并未造成样品处理不当带

来的浓度偏差。

图 4. 安捷伦 7696工作台制备的 BAC系列标样经 7697顶空进样器分析，

在 DB-ALC2色谱柱上的线性
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表 6. 自动样品制备系列标样在DB-ALC2色谱柱上的线性回归结果

化合物 m b R2

甲醇 22.545 -7.2643 0.99992

乙醇 41.948 -3.8325 0.99999

丙酮 172.10 -5.8540 0.99997

异丙醇 66.710 43.059 0.99964

乙腈 91.056 -11.408 0.99999

乙酸乙酯 365.62 -14.323 1.0000

甲基乙基酮 312.30 90.117 0.99991

峰面积精密度 n = 6

浓度 % 甲醇 乙醇 丙酮 异丙醇 乙腈 乙酸乙酯 甲基乙基酮

0.005 1.2 1.1 1.5 1.4 1.5 1.8 1.6

0.01 0.52 0.76 0.84 0.70 0.59 1.8 1.1

0.05 0.44 0.50 0.53 0.49 0.37 1.3 0.69

0.1 0.62 0.59 0.58 0.59 0.59 1.0 0.66

0.2 2.2 1.8 0.75 1.2 1.3 1.4 0.83

0.5 0.65 0.56 0.60 0.62 0.48 1.1 0.75

表 7. 安捷伦 7696工作台制备的BAC系列标样经 7697顶空进样器分析，在DB-ALC2色谱柱上的精密度

EtOH/IPA

浓度 % 平行 1 平行 2 平行 3 平行 4 平行 5 平行 6 均值 标准偏差 RSD %

0.005 0.57 0.57 0.57 0.57 0.57 0.58 0.57 0.0024 0.43

0.01 0.57 0.58 0.58 0.57 0.58 0.58 0.58 0.0018 0.31

0.05 0.57 0.57 0.57 0.57 0.57 0.58 0.57 0.0014 0.25

0.1 0.57 0.57 0.57 0.57 0.57 0.57 0.57 0.0011 0.20

0.2 0.62 0.62 0.62 0.62 0.62 0.61 0.62 0.0048 0.77

0.5 0.63 0.62 0.63 0.62 0.63 0.63 0.63 0.0013 0.20
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工作台制备 – DB ALC1

图 5为使用 7697顶空进样器对 7696工作台制备的系列标样按表

3所示的条件参数在 DB-ALC1色谱柱上进行分析的结果。因为色

谱柱的自身问题，未能如图 1所示将乙腈和丙酮色谱峰彻底分离，

甲基乙基酮和乙酸乙酯的色谱峰也不能实现基线分离。校准曲线

中的数据为每个浓度 6个样品瓶 6次平行进样的平均值。线性回

归结果见表 8，同样表明，在整个浓度范围内每个化合物的响应

均呈线性关系。表 9 为使用 DB-ALC1 色谱柱，每个分析物，

每个浓度峰面积的精密度数据以及乙醇对内标物异丙醇的标准化

结果。

如前面数据所示，表 9表明每个化合物的精密度都在可接受的范

围内。乙醇对异丙醇的标准化数据的精密度与 DB-ALC2色谱柱

和人工制备样品的结果一致。
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图 5. 安捷伦 7696工作台制备的 BAC系列标样经 7697顶空进样器分析，

在 DB-ALC1色谱柱上的线性

表 8. 自动样品制备系列标样在DB-ALC1色谱柱上的线性回归结果

化合物 m b R2

甲醇 30.515 -13.550 0.99980

乙醇 52.707 -12.505 0.99996

异丙醇 86.119 -0.42683 1.00000

丙酮/乙腈 316.62 -27.949 1.00000

甲基乙基酮 442.02 -656.60 0.99807

乙酸乙酯 431.50 555.17 0.99813

表 9. 安捷伦 7696工作台制备的BAC系列标样经 7697顶空进样器分析，在DB-ALC1色谱柱上的精密度

峰面积精密度 n = 6

浓度 % 甲醇 乙醇 异丙醇 丙酮/乙腈 甲基乙基酮 乙酸乙酯

0.005 1.2 1.3 1.1 1.4 1.5 1.8

0.01 0.40 0.72 0.73 0.72 1.0 1.8

0.05 0.53 0.42 0.46 0.44 0.69 1.3

0.1 0.52 0.55 0.55 0.53 0.64 1.1

0.2 2.3 1.8 1.2 0.83 0.95 1.5

0.5 0.52 0.54 0.59 0.54 1.0 0.96

EtOH/IPA

浓度 % 平行 1 平行 2 平行 3 平行 4 平行 5 平行 6 均值 标准偏差 RSD %

0.005 0.59 0.60 0.59 0.59 0.59 0.59 0.59 0.0024 0.41

0.01 0.60 0.59 0.59 0.59 0.59 0.60 0.60 0.0016 0.27

0.05 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.0015 0.26

0.1 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.0014 0.23

0.2 0.60 0.60 0.60 0.61 0.60 0.59 0.60 0.0047 0.78

0.5 0.61 0.61 0.61 0.61 0.61 0.61 0.61 0.0013 0.20



总结

图 4和图 5的结果分别为同一个 GC运行通过被动式 CFT分流器，

按表 3所示的设计分流到两根色谱柱后得到的分析结果。双色谱

柱设计获得了精准的数据，充分证明了使用安捷伦 7696工作台

制备系列标样在常规医药分析应用（如血醇分析）中的优越性。

总结上述数据，将 4项主要指标汇总如表 10所示。
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表 10. 人工制备标样和 7696工作台制备标样的结果比较汇总

浓度 %
EtOH 峰面积精密度 0.005 0.01 0.05 0.1 0.2 0.5

人工制备 (DB-ALC2) 1.1 3.4 0.93 0.98 1.9 1.8

自动制备 (DB-ALC2) 1.1 0.76 0.50 0.59 1.8 0.56

自动制备 (DB-ALC1) 1.3 0.72 0.42 0.55 1.8 0.54

浓度 %
IPA 峰面积精密度 0.005 0.01 0.05 0.1 0.2 0.5

人工制备 (DB-ALC2) 0.53 2.2 0.6 0.66 1.1 1.6

自动制备 (DB-ALC2) 1.42 0.70 0.49 0.59 1.2 0.62

自动制备 (DB-ALC1) 1.1 0.73 0.46 0.55 1.2 0.59

浓度 %
EtOH/IPA 精密度 0.005 0.01 0.05 0.1 0.2 0.5

人工制备 (DB-ALC2) 0.62 1.4 0.34 0.35 0.87 0.32

自动制备 (DB-ALC2) 0.43 0.31 0.25 0.20 0.77 0.20

自动制备 (DB-ALC1) 0.41 0.27 0.26 0.23 0.78 0.20

线性 (R2) 甲醇 乙醇 丙酮 异丙醇 乙腈 乙酸乙酯 甲基乙基酮

人工制备 (DB-ALC2) 0.99999 0.99980 0.99963 0.99984 0.99995 0.99945 0.99942

自动制备 (DB-ALC2) 0.99992 0.99999 0.99997 0.99964 0.99999 1.00000 0.99991

自动制备 (DB-ALC1) 0.99980 0.99996 未分离 1.00000 未分离 0.99813 0.99807

表 10中的数据表明，除了最低浓度点 0.005%外，7696自动化制

备测定的乙醇和异丙醇的峰面积以及它们的峰面积比值比人工制

备更准确，然而在 0.005%下，7696工作台自动化制备乙醇和异

丙醇的精密度仍小于 1.5%。表 10中的线性回归结果同样说明，

线性结果不受样品制备方式或色谱柱配置方式的影响。
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结论

1. 安捷伦工作台自动化制备标样的校准结果与人工制备的校准

结果在 7697顶空进样器上具有相同的线性

2. 工作台自动化制备标样和人工制备标样具有相同的峰面积精

密度

3. 可将工作台制备样品所用的 2mL样品瓶放置在 20mL的顶空

瓶中使用 7697顶空进样器进行分析

4. 将 2mL样品瓶放置在 20mL的顶空瓶中，会延长样品瓶的平

衡时间或增加样品瓶摇动的必要性，以使其中的液体和顶空

瓶中的顶空气间尽快达到热力学平衡。平衡时间和振摇强度

取决于方法所用的顶空温度、玻璃样品瓶的性能和所分析的

化学试剂及溶剂的性质
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