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偶联酰胺化衍生-液相色谱法高灵敏度检测土壤圈样品

中小分子单羧酸* 

陈  虹1，2，唐昊冶1，钟  明1，刘晓东2，王如海1，俞元春2† 
（1. 中国科学院南京土壤研究所土壤与环境分析测试中心，南京  210008；2. 南京林业大学，南方现代林业协同创新中心，生物与环境学

院，南京  210037） 

摘  要：甲、乙、丙、丁酸在土壤圈广泛存在，通常含量较低，测定时易受基质中杂质干扰，难以准确定性定量。采用偶联

酰胺化法将具有紫外高灵敏响应的吲哚基团引入其结构中，生成酰胺类衍生物，即可在液相色谱-二极管阵列/紫外检测器

（HPLC-DAD/UV）下间接高灵敏度检测，达到准确测定的目的。衍生化操作步骤如下：先将适量样品和 2-（N-吗啉代）乙

磺酸（MES）水溶液加入反应小瓶中，使反应体系 pH 保持约 5.5，再加入适量的 1-乙基-（3-二甲基氨基丙基）碳二亚胺（EDC）

水溶液，交联反应 20 min 后再加入适量的 N-羟基丁二酰亚胺（NHS）水溶液，之后经偶联反应适当时间后再加入色胺的乙

腈水溶液，酰胺化反应过夜，第二天用超纯水定容终止反应，待测。实验表明：在衍生化过程中，当保持 MES︰EDC︰

NHS︰色胺︰羧基≈10︰7︰3︰7︰1（摩尔比）的比例，加入 NHS 后偶联反应 45 min 时效果较佳。该方法中四种有机酸的

检测限范围为 0.008～0.046 mg·L–1，标准工作曲线的线性决定系数 R2 为 0.991～0.998，平均回收率为 85.9%～123%，方法

精密度为 1.69%～8.41%，可以满足有机分析要求。与液相色谱法直接测定小分子单羧酸相比，发现直接法测试结果与衍生-

液相色谱法测试结果基本一致，但衍生法可以修正直接法中杂质干扰带来的阳性误差，同时提升低浓度单羧酸样品中有机酸

的检出率，定性与定量结果更可靠。 

关键词：小分子单羧酸；偶联；酰胺化；液相色谱检测 

中图分类号：O65     文献标志码：A 

A Coupled Amidation - Liquid Chromatography Technique for Detecting Low 
Molecular Monocarboxylic Acid in Pedosphere Samples with High Sensitivity 

CHEN Hong1, 2, TANG Haoye1, ZHONG Ming1, LIU Xiaodong2, WANG Ruhai1, YU Yuanchun2† 

(1. Soil and Environment Analysis Center, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China; 2. Co-Innovation Center 

for the Sustainable Forestry in Southern China, College of Biology and the Environment, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, China) 



6 期 陈  虹等：偶联酰胺化衍生-液相色谱法高灵敏度检测土壤圈样品中小分子单羧酸 1595 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

Abstract: 【Objective】Formic, acetic, propionic and butyric acid exist widely in the natural ecological environment, but their 

contents are usually low. Thus, their accurate qualitative and quantitative determination is often hindered by impurities in the 

sample matrix. 【Method】Using the coupling amidation method, low molecular monocarboxylic acids (LMMAs) can form new 

derivatives with high sensitivity to ultraviolet (UV) light. This was achieved by incorporating the indole group into LMMAs’ 

structure, which made it possible for the low-level LMMAs to be detected by high-performance liquid chromatography with diode 

array detector (HPLC-DAD) under a specific wavelength UV light with high response. As a result, we observed the accurate 

determination of LMMAs. Through experimentations, we propose the following steps: first, a suitable amount of sample and MES 

(2-Morpholinoethanesulfonic Acid) aqueous solution were added into a small bottle with the reaction system adjusted to about 

pH≈5.5. This was followed by the addition of EDC (1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride) aqueous 

solution. After 20 minutes of cross-linking reaction, a suitable amount of NHS (N-Hydroxy succinimide) aqueous solution was 

added to promote coupling reactions. After an appropriate period, a tryptamine aqueous solution (containing acetonitrile) was 

added into the reaction system for amidation overnight. This was followed by the addition of ultrapure water to a certain volume 

and prepared for determination. 【Result】The experimental results showed that for an optimized observation, the mole ratio of 

MES: EDC: NHS: tryptamine: carboxylic acid should be maintained at about 10 : 7 : 3 : 7 : 1 around and after 45 minutes of 

coupled reaction and the addition of tryptamine aqueous solution for amidation. The detection limit for the four organic acids in 

this method was from 0.008 to 0.046 mg·L–1, and the linear determinate coefficient R2 of the standard working curve was around 

0.991–0.998. The average recovery rate range was 85.9%–123%, and the precision of the method ranged between 1.69%–8.41%, 

which meets the requirements of organic analysis. 【Conclusion】The actual sample test results showed that the data of the 

derivation method and the direct method were the same. However, compared with the HPLC direct detection method, the 

derivation-HPLC method could correct the positive error caused by the impurities in complex samples, and improve the detection 

rates of low concentration monocarboxylic acid samples. So the qualitative and quantitative results of the derivation-HPLC 

method were more reliable. 

Key words: Low molecular monocarboxylic acids; Coupled; Amidation; Liquid Chromatography 

有机酸广泛存在于土壤圈中，是土壤中碳的最活

跃形式，作用于多种土壤过程，并强烈影响多种植物

生理生态行为，其产生与土壤微生物数量和活性相关

联，并与土壤类型、根圈环境等密切相关。目前，土

壤圈样品中检出的小分子有机酸主要包括脂肪族和

芳香族两大类，芳香族有机酸（通常也称为化感物质）

主要包括具有芳香气味的如安息香酸、水杨酸、香草

酸等酚酸类化合物；脂肪族有机酸则主要包括：甲酸、

乙酸、草酸、苹果酸等[1-8]。其中乙酸在生态系统的

碳氮循环过程中是重要的中间化合物，是温室气体二

氧化碳和甲烷产生的来源之一[9-11]；故对乙酸的监测

是相关研究者关注的重点。根际环境中大部分有机

酸对植物的生长具有积极作用，但也需关注某些有

机酸因过量而带来的不良影响，如植物根际中甲酸、

乳酸、乙酸、丙酸、丁酸等脂肪族单羧酸积累到一

定量后会影响植物根系的生长等 [12]。因此，该类单

羧酸在植物根系分泌物、有机肥料等相关研究中通

常也会受到关注。 

目前，脂肪族有机酸的检测可以使用气相色谱法

（GC/FID）[13-16]或气相色谱-质谱法（GC/MS）[17-19]、

高效液相色谱法（HPLC/UV） [20-25]、离子色谱法

（IC/ED）[26-30]、毛细管电泳法（CE/UV）[31-33] 和液

相色谱-质谱法（LC-MS） [34-35]等。 GC/FID 法或

GC/MS 法测定时，色谱柱分离一般很好，但试样多

需酯化或硅烷化等衍生处理后方可检测，复杂耗时，

水溶性样品测定难度大，通常不可直接上机测定。

HPLC 法和 IC 法样品前处理较为简单，高含量有机

酸样品可以直接过滤后进样，在色谱柱上的分离效

果较好，目前这两种方法在有机酸分析中应用广泛；

但主要缺点是实际试样中的复杂基质会影响目标物

的准确定性与定量，且低含量试样难测出。CE 法试

样用量很少，分析时间短，干扰较 HPLC 法和 IC 法

小，但仪器的稳定性较 HPLC 和 IC 差，低含量样品

同样难测出。LC-MS 法很少检测这几种酸，其一是

甲酸、乙酸分子量过小，二是通常选择甲酸、乙酸

及其盐溶液作为流动相，故文献报道较少。 
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1-乙基-（3-二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐

（EDC）被作为交联剂在有机合成中广泛使用，且常

与 N-羟基丁二酰亚胺（NHS）搭配使用以增加偶联

反应的效率，但其多应用于材料及其改性研究中，

尤其是医用材料，定量分析较少，其在酰胺化反应

中的原理值得借鉴[36-39]。鉴于土壤圈样品中甲、乙、

丙、丁酸的含量通常较低，故借用该原理将此类酸

衍生为含吲哚基团的增敏物质后再进行测定，灵敏

度大幅提升，且衍生物具有特征光谱图，色谱分离

条件得以良好改善，定性可靠，为土壤圈相关研究

提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器与试剂材料 

仪器：超高压液相色谱仪（Shimadzu LC-20A 

XR，配备二极管阵列检测器（SPD）及荧光检测器

（FLD），岛津公司，日本）；液相色谱-飞行时间质

谱 联 用 仪 （ AB Sciex Exion UPLC-QTOF-MS/MS 

X500R）移液器（10～1 000 μL，精确至 1 μL，1～

100 μL，精确至 0.1 μL，Eppendorf 公司，德国）；

电子天平（精确至 0.0001g，德国 Sartorius 公司，

德国）；电子天平（精确至 0.001 g，上海良平仪器

仪 表 有 限 公 司 ）； 超 纯 水 机 （ Millipore ， Mini-Q 

Reference A+，Merck 公司，法国）。 

标样及试剂：甲酸（纯度>88%，成都市科龙化

工试剂厂，LC/MS 级，赛默飞世尔科技（中国）有

限公司）；乙酸（纯度>99.8%，南京化学试剂有限公

司）；丙酸（纯度>99.5%，天津市科密欧化学试剂有

限公司）；丁酸（纯度>99.0%，上海凌峰化学试剂有

限公司）；甲醇（色谱纯，美国 Tedia 公司）；乙腈

（色谱纯，美国 Tedia 公司）；1-乙基-（3-二甲基氨

基丙基）碳二亚胺（EDC，含量>99.0%，BR，国药

集团）；2-（N-吗啉代）乙磺酸（MES，含量>99.0%，

Biosharp）；N-羟基丁二酰亚胺（NHS，含量 97.0%～

102%，BR，国药集团）；色胺（含量 98.0%，阿拉

丁）；N-乙酰基色胺（含量>99.0%，东京化成工业

株式会社，日本）；蒸馏水（由南京土壤研究所开发

公司统一制备供应）；超纯水（用蒸馏水经纯水机

Millipore 制得）。 

1.2  实验方法 

方法原理：甲、乙、丙、丁酸在紫外检测器下

随着碳链的延长，对紫外光的吸收越来越弱，当其

含量较低时，更难检出。本法通过偶联-酰胺化法将

色胺与此类酸进行反应，生成含吲哚基团的衍生物，

在紫外光 223 nm 下具有高灵敏性，达到间接、高灵

敏度检测此类单羧酸的目的。 

其反应基理如下： 

 

（ EDC）→

 

（中间产物 1）
 

（R：H–、CH3–、C2H5–、C3H7–）；（EDC：R1 = 

CH3–CH2–；R2 =(CH3)2 –N–(CH2)3– ） 

 

+ （ NHS ） → 

       

（中间产物 2）+

  
 

+ （ 色 胺 ） → 

（酰胺化产物）+

 
（R：H–、CH3–、C2H5–、C3H7–） 

 
（1）衍生化反应所需的试剂水溶液的配制。EDC

溶液（30～90 mmol·L–1）；MES 溶液（30～60 mmol·L–1，

采用 NaOH 溶液调配 pH 为 5～6）；NHS 溶液（20～

90 mmol·L–1）；色胺溶液（30～60 mmol·L–1，需采

用乙腈助溶）。 

（2）标准溶液配制。用超纯水配制 4 种单羧酸

混合标准母液，其中含甲酸、乙酸、丙酸、丁酸均

为 1 000 mg·L–1，同时加入适量乙腈以防菌，稀释为

浓度为 100 mg·L–1 标准溶液使用。 

（3）衍生化反应。校准曲线样品的衍生化反应：

分别取适量的 4 种有机酸混合标准母液（0～1 mL）

加入 5 mL 的刻度试管中，再分别加入适量（0.2～

1.0 mL）的 MES 溶液，0.1～0.6 mL EDC 溶液、20 min

后加入 0.1～0.5 mL NHS 溶液、此时，反应溶液的

pH 控制在 5.0～6.0 之间，静置反应 0.5～1 h 后，再

加入适量（0.1～1.0 mL）的衍生试剂色胺溶液，静



6 期 陈  虹等：偶联酰胺化衍生-液相色谱法高灵敏度检测土壤圈样品中小分子单羧酸 1597 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

置过夜，最后采用超纯水定容至 5 mL，终止反应，

溶液待测。整个反应过程室温控制约 25℃，反应体

系中羧酸︰EDC︰NHS︰胺基（摩尔比）控制在 1︰

（～4）︰（～2）︰（～5），胺基过量。 

样品溶液来源于植物根系分泌物，或土壤圈其

他溶液样品。样品的衍生化反应步骤与标准样的处

理相同，取样量视情况而定（0.5～1.0 mL）。 

（4）液相色谱（HPLC）测定方法。采用液相色

谱仪对衍生后的标准溶液及样品溶液进行测定，以

二极管阵列检测器进行全波长扫描测定，定量检测

波长为 223 nm，衍生物液相色谱图见图 1。液相色

谱仪测定条件：流动相为水（A）+乙腈（B）；流速

为 0.8 mL·min–1 ， 色 谱 柱 为 Agilent SB-C18 ，

250 mm×4.6 mm，5um，柱温为 35℃。流动相梯度

洗脱程序为：初始乙腈体积比为 10%，30 min 时升

为 70%， 31 min 时 快 速 升 至 100%， 并 保 持 至

31.5 min，而后在 32 min 时降为 10%，并保持至

34 min，程序结束。 

 

注：FaD-甲酸衍生物，AaD-乙酸衍生物，PaD-丙酸衍生物，BaD-

丁酸衍生物。下同。Note：FaD-Formic acid derivative，AaD-Acetic 

acid derivative，PaD-Propionic acid derivative，BaD-Butyric acid 

derivative.The same as below. 
 

图 1  四种有机酸衍生物液相色谱图 

Fig. 1  Liquid chromatogram of four organic acid derivatives 

2  结果与讨论 

2.1  单羧酸衍生产物的定性确认 

图 2 为市面购得 N-乙酰基色胺标准物和各有机

酸单独衍生后叠加色谱图，表明乙酸衍生物与标准

物保留时间一致，且与图 1 混合标样衍生后保留时

间一致；图 3 为 N-乙酰基色胺标准物和各有机酸单

独衍生后衍生物的紫外光谱图，其中标准物与乙酸

衍生物光谱图一致，结合图 2 可确定为衍生物即为

标准物，图 3 中甲酸、丙酸、丁酸等衍生物的光谱

图也与标准物一致，表明 3 种有机酸衍生后均含有

目标基团。图 4 是采用液相色谱-飞行时间质谱仪 

 

图 2  N-乙酰基色胺和四种单标有机酸衍生物液相色谱图 

Fig. 2  Liquid chromatogram of N-Acetyltryptamine and four 
organic acids’ derivatives respectively 

 

图 3  N-乙酰基色胺和四种单羧酸衍生物紫外光谱图 

Fig. 3  UV spectrums of N-Acetyltryptamine and four organic acids’ 
derivatives respectively 

 

图 4  N-乙酰基色胺和四种单羧酸衍生物的 UPLC-QTOF- 

MS/MS 总离子流色谱图 

Fig. 4  TIC of N-Acetyltryptamine and four organic acids’ 
derivatives respectively by UPLC-QTOF-MS/MS 



1598 土    壤    学    报 59 卷 

http://pedologica.issas.ac.cn 

表 1  N-乙酰基色胺和四种单羧酸衍生物的 UPLC-QTOF-MS/MS 质谱鉴定信息表 

Table 1  Tentatively identification of N-Acetyltryptamine and organic acids’ derivatives by UPLC-QTOF-MS/MS 

保留时间

Retention 

time/min   

待测物 

Tentative 

identification 

分子式

Formula 

分子质量

Monoisotopic 

mass 

[M+H]+ /

（m·z–1）

相对误差

Relative 

error ×10–6 

MS/MS 测得的产物离子 

MS/MS diagnostic 

 product ions/（m·z–1） 

6.339 N-acetyltryptamine C12H14N2O 202.110 06 203.117 3 –2.9 
144.079 3，117.068 7，143.072 2，

127.054 1 

6.121 FaD C11H12N2O 188.094 41 189.102 2 –0.2 
144.079 9，117.069 2，143.072 7，

127.054 4 

6.348 AaD C12H14N2O 202.110 06 203.117 6 –1.4 
144.079 4，117.068 3，143.072 1，

127.053 7 

7.309 PaD C13H16N2O 216.125 71 217.133 0 –2.5 
144.079 5，117.068 6，143.072 4，

127.053 9 

8.347 BaD C14H18N2O 230.141 36 231.148 8 –1.7 
144.079 5，117.068 7，143.072 4，

127.053 9 

 
（UPLC-QTOF-MS/MS，流动相为 0.1%甲酸水+乙

腈，色谱柱为 Phenomenex Omega 1.6μm Polar C18，

100×2.1 mm）对标准物和衍生物测定后的总离子流

色谱图，表 1 是检测到的各化合物质谱信息，表明

衍生所得的衍生物与预期目标物的一级、二级质谱

离子均相符，再结合图 1～图 3，可以确认图 1 中方

法测定的甲酸、乙酸、丙酸、丁酸等有机酸衍生物

即为预期的衍生物。 

2.2  衍生化反应的效率 

以 N-乙酰基色胺为标准品，考察乙酸衍生产物的

产率，其浓度由 0～20 mg·L–1 的 N-乙酰基色胺的校准

曲线（线性方程 y=228 761x+7 771.4，R2=0.999 9）

算得，并与理论浓度进行比较得到相应浓度的产率。

结果表明，在乙酸浓度为 0.1、0.2、0.5、1、2、5、

10 mg·L–1 下，经扣除空白后，各浓度下乙酸衍生产

物的平均产率为 96.3%～135%（n=3），说明可以满

足该方法分析要求。 

2.3  衍生化反应的稳定性 

将 0.5、1、10 mg·L–1 的有机酸衍生化反应标准

溶液保存于 4℃冰箱中，放置 2 周后再进行复测，

峰面积均未显著性改变，且采用现做的有机酸衍生

化 标 准 曲 线 进 行 标 定 后 ， 各 有 机 酸 浓 度 回 收 率

0.5 mg·L–1 为 86.0%～109%（ n=3）， 1 mg·L–1 为

81.2%～106.4%（n=3），10 mg·L–1 为 91.9%～107%

（n=3），故认为衍生化产物稳定存在，衍生化反应稳

定可靠。 

2.4  衍生化反应的条件优化 

该衍生化反应在实验中所给定的条件下均能发

生反应，但衍生产物的产率会有差异，故对衍生化

反应过程中各衍生试剂的浓度、反应条件进行优化，

以获得最优化反应条件，达到最佳衍生效率。条件

优化以一系列试验样品中某一条件呈梯度变化，其

他条件维持不变为准，即作为非变量时，试剂 MES、

EDC、NHS 加入量均为 0.5 mL、色胺为 0.35 mL、

偶联反应时长为 2 h。仪器测定后对峰面积作曲线

图，衍生化产物的峰面积越高，则溶液中浓度越高，

生成的衍生物量最多，此时可认定为最优条件。图

5 是衍生化反应条件优化图。 

由图 5a 知，甲酸衍生物浓度随 MES 加入量增

加而逐渐增高，其他几种单羧酸的衍生物浓度则先

降低再升高，当加入 0.5 mL（30.0 μmol）MES，衍

生物的产率达到较佳状态，故选择加入 0.5 mL

（30.0 μmol）的 MES。由图 5b，EDC 加入量越多，

衍生物浓度越高，当加入 0.5 mL（22.5 μmol）后，

达最大值；但是，当加入 0.3 mL（13.5 μmol）后，

乙、丙、丁酸衍生物浓度增加缓慢，且色谱图杂质

峰随 EDC 加入量增多而增强。综合考虑，EDC 加

入量不宜过多，因此，在灵敏度足够时，本法选

0.3 mL（13.5 μmol）较佳，既不影响样品分析，又可

保证液相色谱图的相对简单。且据实验证实，EDC 需

即配即用，否则不易发生交联反应。由图 5c，当加入 
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图 5  衍生化反应条件优化图 

Fig. 5  Optimized figures of derived reaction conditions     

的 NHS 量越多，衍生化产物的峰面积反而越小，即

衍生物浓度越低，这应该与反应平衡有关。当 NHS

过量太多，可能会抑制中间产物 2 与色胺的反应进

行，使最后一步酰胺化反应逆向进行，进而使得目标

产物减少，故选择 0.1 mL（9.0 μmol）NHS 加入量。

据图 5 d，甲酸衍生物峰面积随着偶联反应时间的延

长而减小，反应 0.5 h 峰面积达峰值，表明甲酸偶联

反应很快，故甲酸的最佳偶联反应时长为 0.5 h；而

对于乙酸、丙酸和丁酸而言，衍生产物峰面积随反应

时间的延长先升高后降低，当反应达到 1.0 h，衍生

产物峰面积达最高，故认为 1.0 h 为此三种酸的最优

偶联反应时长。综合考虑，选 0.75 h（45 min）为四

种酸的偶联优化反应时长。由图 5e，在所设置的反

应条件下，当色胺溶液的加入量为 0.35 mL（21.0 μmol）

时，各有机酸衍生物的峰面积最高，即产率最高，故

本法选 0.35 mL 为较佳（若线性范围上限提高，需要

适当提升色胺的加入量）。 

此外，优化实验对整个反应温度也进行了考察，

发现相同的反应在 20℃和 25℃的条件下生成的各

衍生化产物的峰面积没有显著性差异（n=3），故选

择室温（20～25℃）。而在加入色胺进行酰胺化反应

时间达 4 h 后，衍生化产物的量不再增加（n=3），

考虑操作便捷性，故选择静置反应过夜。 

2.5  衍生法精密度和准确度评价 

采用最优化反应条件对该方法进行方法精密度

和准确度测试，结果如下。 

标准工作曲线。有机酸标准样衍生后的校准曲

线线性方程和线性相关性如表 2，由表 2，各有机酸

在衍生化后所得曲线方程线性相关性均为 R2>0.99，

可满足有机分析的要求。 
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表 2  有机酸衍生物校准曲线方程及线性相关性 

Table 2  Linear equation and linearly dependence of derivatives 

化合物名称 

Compound 

线性范围 

Linear range/（mg·L–1） 

线性回归方程 

Linear regression equation 

决定系数 R2 

Determinate coefficient  

FaD 0.1～20.0 y=91 633x+47 861 0.991 

AaD 0.1～20.0 y=232 419x+43 680 0.996 

PaD 0.1～20.0 y=244 143x+92 166 0.996 

BaD 0.1～20.0 y=227 003x+34 280 0.998 

 
方法加标回收率。加标样品衍生后回收率见表

3。4 种有机酸的加标回收率范围为 79.7%～133%，

在有机分析的可控范围内，可满足有机分析的要求。 

方法检测限。表 4 是采用样品溶液直接液相色谱

法（直接法 DM）和有机酸衍生-液相色谱法（衍生法

DvM）测定时检出限对比表。表 4 表明衍生法不仅检 

表 3  加标样品溶液经衍生化后测得的回收率 

Table 3  Recovery of spiked sample by derivative method 

样品名称 

Sample name 

分析物 

Analysts 

回收率 

Recovery/% 

平均回收率 

AR①/% 

标准差 

SD 

相对标准偏差 

RSD②/% 

FaD 93.9～102 98.5 4.30 4.37 

AaD 95.5～106 102 5.68 5.57 

PaD 84.7～98.9 91.3 7.14 7.83 

加标样 1 

SP1 0.5 mg·L–1（n=3） 

BaD 93.5～98.9 95.6 2.87 3.00 

FaD 106～133 101 2.80 2.78 

AaD 95.2～111 95.1 3.06 3.22 

PaD 79.7～94.81 85.9 2.20 2.56 

加标样 2 

SP2 2 mg·L–1（n=3） 

BaD 107～113 98.3 4.74 4.82 

FaD 97.9～104 123 10.35 8.41 

AaD 88.8～98.8 103 6.53 6.34 

PaD 81.9～87.7 91.5 6.61 7.22 

加标样 3 

SP3 10 mg·L–1（n=3） 

BaD 92.8～108 110 1.87 1.69 

① AR-Average Recovery；②RSD-Relative standard deviation. 

表 4  直接法与衍生法检测限比较 

Table 4  Method detection limit comparison of direct method and derivative method 

甲酸 Fa 乙酸 Aa 丙酸 Pa 丁酸 Ba 
名称 

Name 
DM1）

（214 nm） 

DvM2）

（223 nm）

DM

（214 nm）

DvM

（223 nm）

DM

（214 nm）

DvM

（223 nm） 

DM 

（214 nm） 

DvM

（223 nm）

方法检测限 MDL①（mg·L–1） 

进样 Inj. ② 20uL 
0.75 0.046 1.15 0.009 4.81 0.008 无响应 NR③ 0.009 

Note：1）DM- 直接法 Direct method；2）DvM-衍生法 Derivative method. ①MDL- Method detection limit；②Injection volume；

③No response.下同。The same as below. 
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出限较直接法低得多，还可以高灵敏度检测出丁酸。

由于丁酸在紫外光下吸收很弱，当采用直接法时较难

测出，故衍生法的检出优势更明显。其中直接法测定

时所用仪器和色谱柱同衍生法，定量检测波长为

214 nm，流动相为 98%磷酸盐溶液（0.02 mol·L–1 

NaH2PO4，pH 为 2.5）+2%甲醇（V/V），流速为

0.8 mL·min–1，等梯度洗脱，其液相色谱图见图 6，紫

外光谱图见图 7，丁酸在该测定条件下未能明显测出。 

方法精密度和仪器精密度。表 5 为本方法测定

时的方法精密度和 HPLC 仪器精密度。由表 5，低

浓度时（2 mg·L–1）4 种有机酸衍生物的方法精密度

均<10%，各衍生物仪器精密度均<3%，而较高浓度

时（10 mg·L–1）各衍生物方法精密度均<3%，重复

性很好，可满足有机分析的要求。 

 

图 6  3 种有机酸标样 DM 液相色谱图（20 mg·L–1） 

Fig. 6  Liquid chromatogram of 3 organic acids by DM（20 mg·L–1） 

 

图 7  3 种有机酸紫外光谱图（20 mg·L–1） 

Fig. 7  UV spectrums of 3 organic acids by DM respectively（20 mg·L–1） 

表 5  衍生法的精密度与仪器（HPLC）精密度 

Table 5  Precisions of the derivative method and the instrument
（HPLC） 

名称 Name FaD AaD PaD Bad 

方法精密度 MP/%

（2 mg·L–1，n=7） 
8.41 6.34 6.45 1.69 

方法精密度 MP/%

（10mg·L–1，n=7） 
2.13 2.40 2.56 2.86 

仪器精密度 IP/%

（2 mg·L–1，n=7） 
2.58 2.68 0.58 1.57 

注：以峰面积计。Note：In terms of peak area. MP-Method 

precision；IP-Instrument precision. 

 

2.6  实际样品分析与测定 

为了验证该衍生方法，对已经采用直接法测试

过的两批次不同类型的样品进行衍生法复测并比

较，见表 6。其中样品 F36 和 F78 是农作物秸杆发

酵液，样品 X27 是水稻根系分泌物浓缩液，直接取

样进行衍生化。图 8～图 10 为各样品两种方法测试

色谱图比较图。 

图 8 为 F36 在两种方法测试下的色谱比较图。

在 DM（直接法）测试中，甲酸（Fa）为未检出，

尽管在 Fa 出峰处有色谱峰，但比较其紫外光谱图与

图 7 后发现明显不是，故判定为未检出。而在 DvM

法测试图中，则可看到有较小 FaD（甲酸衍生物）

峰，定量结果为 0.932 mg·L–1（见表 6），表明样品

中有少量 Fa 存在；DM 法条件下，由于样品基质复

杂及检测限较高很难测出，难以对其进行定性与定

量。DM 测试时 Aa（乙酸）的保留时间为 4.840 min，

峰 形 尖 锐 且 明 显 ， 可 以 定 性 ， 其 定 量 结 果 为

46.0 mg·L–1，但由该处对应的紫外光谱图与图 7 对

比后，发现在 270 nm 处有弱吸收，应有杂质峰共流

出，定量结果应偏高；而经 DvM 法测试后发现该样

品有明显的 AaD（乙酸衍生物）峰，定量结果为

5.56 mg·L–1（见表 6），两种方法测试结果差异较大，

此时 DvM 法 Aa 测试结果因无杂质峰共流出而更可

靠。Pa（丙酸）在 DM 测试时，保留时间为 11.664 min，

其色谱峰左右没有干扰峰，如果定量的话，结果为

31.1 mg·L–1（见表 6），但此处的紫外光谱图与图 7

比较后提示应不是丙酸；而且在 DvM 法测试图中，

PaD（丙酸衍生物）峰几乎没有，低于其检测限， 



1602 土    壤    学    报 59 卷 

http://pedologica.issas.ac.cn 

表 6  实际样品直接法（DM）与衍生法（DvM）测定结果比较 

Table 6  Comparison of sample results detected by direct method（DM）and derivative method（DvM） 

甲酸 Fa / 

（mg·L–1） 

乙酸 Aa/ 

（mg·L–1） 

丙酸 Pa / 

（mg·L–1） 

丁酸 Ba / 

（mg·L–1） 
名称

Name 
DM DvM DM DvM DM DvM DM DvM 

Rt①/min 3.325 15.022 4.856 15.383 11.664 17.690 — 20.164 

样品 F36 ND② 0.932 46.0 5.56 31.1 ND NR③ 137 

样品 F78 1.37 3.72 215 243 16.4 18.9 NR 262 

样品 X27 59.9 0.78 80.4 90.8 ND 1.02 NR 0.06 

注：样品 F36 和 F78 是农作物秸杆发酵液，样品 X27 是根系分泌物浓缩液。Note：F36 and F78 are crop straw fermentation broth，

X27 is concentrated root exudates. ①Rt-保留时间 Retention time；②ND-未检出 Not detected；③NR-无响应 No response. 

 

图 8  样品 F36 两种方法测试液相色谱图 

Fig. 8  Liquid chromatograms of F36 by DM and DvM respectively 

故可以认为该样品中应不含 Pa，所以 Pa 判定为未

检出；两种方法的测试结果有差异，DvM 法测试时

Pa 结果更可信，且当丙酸的浓度较低（当 Pa 浓度

<5 mg·L–1），很难准确测出。丁酸则只能采用 DvM

法准确测出，结果为 137 mg·L–1（见表 6）。 

图 9 为两种方法下样品 F78 测试色谱图比较结

果，由图可以看出 Aa 在两种方法的色谱图中均有

很强烈的响应峰，Pa 也均有明显的对应色谱峰，Fa

在 DM 图中有很弱的色谱峰，在 DvM 法色谱图中

有明显的色谱峰；再由表 6，可以看出，Fa、Aa 和

Pa 在两种方法测试下，结果较一致，DvM 法结果可

靠。丁酸只有在 DvM 法下测试结果为 262 mg·L–1，

其对应的色谱图较好地印证了这一点。 

图 10 为两种方法下样品 X27 测试色谱图比较结

果，其中在 DM 测试图中，3 种有机酸的定性保留时

间取决于当次测试时有机酸标准样的液相色谱图，见 

 

图 9  样品 F78 两种方法测试液相色谱图 

Fig. 9  Liquid chromatograms of F78 by DM and DvM respectively 
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图 10  样品 X27 两种方法测试液相色谱图 

Fig. 10  Liquid chromatograms of X27 by DM and DvM respectively 

图 11。由图 10，DM 图中，Fa 在其标样出峰处有非

常明显的色谱峰，Aa 出峰更显著，但是 Aa 色谱峰与

其他共流出物有交叠，Pa 则没有明显峰，结合各自

的紫外光谱图，发现 Fa 和 Aa 出峰处很可能均有杂

质峰，因为它们分别在约 300 nm 和 250 nm 处均有吸

收峰；而由 DvM 法色谱图可看出该样品中 Aa 的含

量较高，其他 3 种有机酸存在，但是含量不高。结合

表 6，说明 DM 测试时 Fa 的值偏高较多，Aa 则偏低，

可能与附近的杂质干扰有关。Pa 和 Ba 的测试结果则

相对一致，由于检测限的限制，DM 法很难测出此浓

度水平下的含量，而 DvM 法可以测出。 

 

图 11  有机酸标样液相色谱图（20 mg·L–1） 

Fig. 11  Liquid chromatogram of mix organic acids’ standard 

综上，当采用 DM 测试此 4 种有机酸时，样品

中单羧酸含量需较高（通常需>5 mg·L–1）、杂质的种

类和含量相对较少，且在配备二极管阵列检测器时

测试较为可靠，否则很可能带来定性定量不准，而

采用 DvM 法测试时杂质干扰较小，具有定性定量可

靠的特性，同时可以测定低含量样品，增敏效果显

著，并且可以高灵敏度测定丁酸。 

3  结  论 

本文提出的几种小分子单羧酸偶联-酰胺化-液

相色谱检测法具有定性定量准确可靠；灵敏度比液

相色谱直接检测法提高达 100 倍以上，而且可以高

灵敏度测定丁酸，优势明显；对于这几种单羧酸浓

度较低、或基质复杂的土壤圈样品，具有样品前处

理简单，操作方便等优势。 
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