
液相色谱-质谱类仪器 

原理与实际操作 



               第一章   

  液相色谱仪的结构和原理 

 

 



液相色谱仪（5大系统组成） 
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高压、高速是高效液相色谱的特点之一。 



（1）贮液系统（离线脱气、在线真空脱气） 

（2）高压泵：将流动相在高压下连续输送入色谱柱，使样品

在色谱柱内完成分离过程。 

（3）输液系统辅助设备：管道过滤器（在线过滤器）、脉动

阻尼器、压力传感器、显示装置、流动相流量测定装置等。  

（4）等度/梯度洗脱：提高分离效果。 

1、输液系统: 





六通阀为常用的进样方式 

作用：将分析样品定量的输

送入高压色谱系统内。 

要求：重复性好、死体积小

，便于实现自动化。  

2. 进样系统： 



组成：色谱柱和柱温箱  

 

正相：极性色谱柱-非极性流动相 

反相：非极性色谱柱-极性流动相 

填料：C18、C8、CN-、NH2-、阳离子交换、阴离子交换等 

柱填料粒径：2µm、3µm、5µm 

柱规格：2.1×150mm、2.1×100mm、 

        4.6×150mm、4.6×250mm、3.5×150mm 等 

3.分离系统: 





4.检测系统 

紫外检测器 

二极管阵列检测器 

荧光检测器 

示差检测器 

蒸发光检测器 

质谱检测器 



液质联用仪 

       液质联用仪的操作主要通过四个基本功能来实施。 

（1）使化合物进行有效分离； 

（2）使分子离子化，它通过在离子源中进行电子电离、
快速原子/离子轰击、基体辅助激动解吸或电喷雾来实现； 

（3）带电分子的离子及其碎片根据质荷比分离； 

（4）分离的带电荷的离子通过检测器检测。 

进样系统 质量分析器 检测器 离子源 



LC-MS组成 



 质谱仪的离子源、质量分析器和检测器必须在高真空状

态下工作。 

 实现：由机械真空泵(前极低真空)，扩散泵或分子泵

(高真空泵)组成真空机组，抽取离子源和质量分析器部

分的真空。 

质谱真空系统1 



质谱真空系统2 
质谱仪在高真空条件下工作是为了 ... 

 尽量减少离子-分子之间的碰撞 

 碰撞可能导致离子偏离所期望的轨迹(例如由离子源到四极
杆检测器) 

 碰撞可能导致产生意外的离子或带来副反应 

 防止在高电压 (用于某些离子聚焦)下生成电弧 

 减少污染/化学噪音 

利用这个特点，用液质联用的软电离方式可以得到化合物的准分子 

离子，从而得到分子量。 



LC/MS联用关键技术－接口 

 液相色谱的出口: 从液相色谱流出的组分在大气压条件下的
溶液状态  

 质谱的入口: 在高真空工作条件下的质谱仅接受气相离子                

 液质联用的接口必须完成三个转变: 

物态转变:  液态 - 气态 

带电状态:  “中性” – 带电离子 

真空变化:  低真空- 高真空 

 要求:雾化,去溶剂和电离同时完成 

 



电离技术 

电喷雾电离 

 Electrospray Ionization – ESI 

大气压化学电离 

 Atmospheric Pressure Chemical Ionization - 

APCI 



电喷雾(ESI) 离子化过程 

电喷雾离子化可分为三个过程: 

 

– 形成带电小液滴 

– 溶剂蒸发和小液滴碎裂 

– 最终形成气相离子 

 



 ESI的特点 

 低分子量化合物一般产生单电荷离子(失去或得到一
个质子)  

 高分子量生物大分子和聚合物产生多电荷离子 

 几乎没有碎片离子 

 可能生成加合物和/或多聚体 

 常见的是溶剂加合物和NH4
+(M+18), Na+(M+23),

和K+(M+39) 加合物 

 灵敏度取决于化合物本身和基质 
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大气压化学电离 (APCI)过程 

大气压化学电离可分为以下两个步骤: 

 

 快速蒸发 

 

 气相化学电离(电晕放电) 

 



APCI的特点 

 一般而言, 只生成单电荷离子 

 几乎没有碎片离子 

 可能生成加合物和/或多聚体; 一般是溶剂加合
物及NH4

+ (M+18), Na+ (M+23), 和 K+(M+39)加
合物  

 基质影响较小 (相对于ESI), 质谱图不受缓冲
盐及其缓冲力变化的影响 



  质量分析器: 

是质谱仪中将离子按质荷比分开的部分,

离子通过分析器后,按不同质荷比(M/Z)分

开,将相同的M/Z离子聚焦在一起,组成质

谱。 

 



A. 飞行时间质谱 

 所有离子一同起跑 

 质量小的跑得快 

 时间分辨  

+ + + + 
离
子
源 
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Ion 
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Ion 

dc and Rf 

voltages 

B. 四极杆质量分析器 

被分析离子由DC和RF电压控制 



C.  离子阱 

原理与四极杆类似  

离子被 RF & DC 

电场所储存 

扫描电场可以释放
特定的m/z离子 



      分析器      m/z范围    分辨率    质量精度    动态范围    真空 

                                                           

     四极杆     103      103        0.1% 105      10-5 

     离子阱       103      103-104   0.1% 104          10-3 

    飞行时间     106      103-104   0.1-0.01 % 104          10-6 

      

质量分析器特性 



  检测接收器： 

接收离子束流的装置，有：电子倍增器、
光电倍增器、微通道板等。 

 

 

 将接收来的电信号放大、处理并给出分析
结果及控制质谱仪各部分工作。 



  LC/MS特点 

 MS的特点 

 灵敏度高 

 定性/定量本领高 

 脉冲扫描采集数据 

 高真空环境工作 



LC/MS与GC/MS的区别 

 气质联用仪(GC-MS)：最早商品化 
                     适宜分析小分子、易挥发、热稳 
                     定、能气化的化合物； 
                     用EI得到谱图，标准谱库对比。 
 液质联用(LC-MS) ：不挥发性化合物分析测定； 
                    极性化合物的分析测定； 
                    热不稳定化合物的分析测定； 
                    大分子量化合物的分析测定； 
                    无商品化的谱库，只能自己建库或 
                    自己解析谱图。  



常见术语: 

 质荷比: 离子质量(以相对原子量单位计)与它所带电荷(以
电子电量为单位计)的比值,写作m/Z. 

 峰: 质谱图中的离子信号通常称为离子峰或简称峰. 

 离子丰度: 检测器检测到的离子信号强度. 

 基峰: 在质谱图中，指定质荷比范围内强度最大的离子峰称
作基峰. 

 总离子流图：质量色谱图；准分子离子；碎片离子；多电荷
离子；同位素离子； 



总离子流图: 

 在选定的质量范围内，所有离子强度的总和
对时间或扫描次数所作的图,也称TIC图. 

 



质量色谱图 

 指定某一质量(或质荷比)的离子其强度对时间所作的图。 

 利用质量色谱图来确定特征离子，在复杂混合物分析及

痕量分析时是LC/MS测定中最有用的方式。 

 当样品浓度很低时LC/MS的TIC上往往看不到峰，此时，

根据得到的分子量信息，输入M+1或M+23等数值，观察

提取离子的质量色谱图，检验直接进样得到的信息是否

在LC/MS上都能反映出来，确定LC条件是否合适，以后

进行SIM等其他扫描方式的测定时可作为参考。 
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准分子离子 

 指与分子存在简单关系的离子，通过它可

以确定分子量.液质中最常见的准分子离子

峰是[M+H]+ 或[M-H]- 。 

 在ESI中, 往往生成质量大于分子量的离子

如M+1,M+23,M+39,M+18......称准分子离

子,表示为:[M+H]+,[M+Na]+等。 



碎片离子 

 准分子离子经过一级或多级裂解生成的产

物离子。 

 碎片峰的数目及其丰度则与分子结构有关,

数目多表示该分子较容易断裂,丰度高的碎

片峰表示该离子较稳定,也表示分子比较容

易断裂生成该离子。 



多电荷离子 

      指带有2个或更多电荷的离子,常见于蛋白质或多肽等

离子。有机质谱中,单电荷离子是绝大多数,只有那些不容

易碎裂的基团或分子结构-如共轭体系结构-才会形成多电

荷离子。它的存在说明样品是 

  较稳定的。采用电喷雾的离子 

  化技术,可产生带很多电荷 

  的离子,最后经计算机自动 

  换算成单质/荷比离子。 
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  液质联用仪的操作和要求 

 

 



1. 接口的选择 

 ESI适合于中等极性到强极性的化合物分子，特

别是在溶液中能预先形成离子的化合物和可以

获得多个质子的大分子（如蛋白质）。 

 APCI不适合可带多个电荷的大分子，其优势在

于弱极性或中等极性的小分子的分析。 



2.正、负离子模式的选择 

 选择的一般原则为： 

 正离子模式：适合于碱性样品，可用乙酸或甲酸对

样品加以酸化。样品中含有仲氨或叔氨时可优先考

虑使用正离子模式。 

 负离子模式：适合于酸性样品，可用氨水或三乙胺

对样品进行碱化。样品中含有较多的强负电性基团，

如含氯、含溴和多个羟基时可尝试使用负离子模式。 



3.流动相的选择 

 常用的流动相为甲醇、乙腈、水和它们不同比例的混合物以及
一些易挥发盐的缓冲液，如甲酸铵、乙酸铵等，还可以加入易
挥发酸碱如甲酸、乙酸和氨水等调节pH值。 

 LC／MS接口避免进入不挥发的缓冲液，避免含磷和氯的缓冲液，
含钠和钾的成分必须＜lmmol/l。（盐分太高会抑制离子源的
信号和堵塞喷雾针及污染仪器）含甲酸（或乙酸）＜2％。含
三氟乙酸≤0.5％。含三乙胺＜l％。含醋酸铵＜10-5 mmol/l。 

 做样前一定要摸好LC条件，能够基本分离，缓冲体系符合MS要
求。 



4.流量和色谱柱的选择 
 不加热ESI的最佳流速是1—50ul／min，应用4.6 mm内径LC

柱时要求柱后分流，目前大多采用 l—2.1 mm内径的微柱，

建议使用200—400ul／min 

 APCI的最佳流速0.5～lml／min，常规的直径4.6mm柱最合

适。 

 为了提高分析效率，常采用＜100 mm的短柱（此时UV图上

并不能获得完全分离，由于质谱定量分析时使用MRM的功

能，所以不要求各组分完全分离）。这对于大批量定量分

析可以节省大量的时间。 

 



5.辅助气体流量和温度的选择 

  雾化气/鞘气对流出液形成喷雾有影响，干燥气/辅助气影响

喷雾去溶剂效果，碰撞气影响二级质谱的产生。 

 操作中温度的选择和优化主要是指接口的干燥气体，一般

情况下选择干燥气温度高于分析物的沸点20℃ 左右即可。

对热不稳定性化合物，要选用更低的温度以避免显著的分

解。 

 选用干燥气温度和流量大小时还要考虑流动相的组成，有

机溶剂比例高时采用适当低的温度和流量小一点。 



影响分子量测定的因素1 
1）pH的影响：正离子方式pH要低些，负离子方式pH要高些，

除对离子化有影响外，还影响LC的峰形。 

2）气流和温度：当水含量高及流量大时要相应增加。 

3）溶剂和缓冲液流量：流速适当高可以提高出峰的灵敏度。 

4）溶剂和缓冲液的类型：通常正离子用甲醇好，负离子乙腈

好些。 

5）选择合适的液相色谱类型：正相、反相、选择合适的色谱

柱。 

 



影响分子量测定的因素2 

6）合适的电压：锥孔电压高时，样品在源内分解或碎裂；

高锥孔电压时会使多电荷离子比例低，多聚体也减少。 

7）样品结构和性质。 

8）杂质的影响：溶剂的纯度、水的纯净程度等。当成分复

杂，杂质太多时，被测物离子化程度不好，同时使LC分

离不好。 

9）样品浓度不够，需要浓缩。 

 



我所现有仪器及配置 

Waters  HPLC      UV、FLD 
Varian  HPLC      UV、FLD 
Thermo  UHPLC     PDA 、FLD 
Waters  LC-MS     PDA，单级四级杆、配有ESI、APCI电离源。 
Thermo  LC-MS-MS  PDA ，串联三重四级杆、配有ESI、APCI电离源。 
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  待测样品的要求 

 

 



为什么要进行样品的预处理？ 

 从保护仪器角度出发，防止固体小颗粒堵塞进样管道和

喷嘴，防止污染仪器，降低分析背景，排除对分析结果

的干扰。 

 要求获得最佳的分析结果，从ESI电离的过程分析：ESI

电荷是在液滴的表面，样品与杂质在液滴表面存在竞争，

不挥发物（如磷酸盐等）防碍带电液滴表面挥发，大量

杂质防碍带电样品离子进入气相状态，增加电荷中和的

可能。 



样品的预处理常用方法 
a）超滤 

b）溶剂萃取／去盐 

c）固相萃取 

d）色谱分离 

   反相色谱分离 

   亲和技术分离 

e） 甲醇或乙腈沉淀蛋白 

f） 酸水解，酶解 

g） 衍生化 
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液质联用仪的维护与保养 

 

 



维护保养1 

维护液相部分 

棕色玻璃瓶会更好地避免藻类的生长。 

过滤溶剂以免其中微粒永久性阻塞毛细管。 

 

可采取措施 

使用灭过菌的溶剂瓶来减缓藻类生长。 

使用新鲜配制的流动相，特别是水溶剂或盐缓冲液建议不超

过两天。 

避免溶剂瓶暴露在直射阳光下。 

 

 



维护保养2 

 每1-2周对机械泵进行一次振气。停止进样和扫描，打开机械泵

的振气开关，15分钟左右后关闭机械泵的振气开关。振气中不

能卸真空 

 每六个月对机械泵更换一次泵油。将质谱卸真空后，关闭仪器，

打开机械泵泵油出口阀，将废油倒出，再用200mL的新泵油冲洗

机械泵的油仓，然后将机械泵泵油出口关闭，倒入新泵油至机

械泵上的刻度线内。 

  不能超过最高刻度线和低于最低刻度线 



维护保养3 

每个月更换、清洗一次离子传输毛细管。 

 仪器处于Standby状态下，传输管温度降至50度； 

 将离子传输毛细管卸下，用甲醇-水(50/50)溶液超声至少

5分钟，再用甲醇超声至少5分钟； 

 取出离子传输毛细管，用氮气吹干或晾干，装回仪器即可

使用。 



维护保养4 

每两个月清洗一次Tube lens和Skimmer 

 将质谱卸真空后，关闭仪器； 

 戴上无粉手套，将金属离子传输管及Tube lens、Skimmer
卸下； 

 用甲醇-水(50/50)溶液超声至少5分钟后，再用沾浸甲醇
的无尘纸轻轻擦拭Tube lens、Skimmer上的污渍，然后用
甲醇超声10分钟左右； 

 取出部件，晾干，装回仪器中，开机，抽真空。 



感谢各位！ 

 


