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摘要 

  本論文提出一項新的分析技術，以分散式液液微萃取法結合雷射脫

附游離飛行質譜儀，對強心配醣體藥物毛花苷進行鑑定分析。 

  利用分散式液液微萃取技術，可以同時達到萃取與濃縮分析物的效

果，將萃取劑(碘甲烷)與分散劑(四氫呋喃)，快速注入樣品溶液中，形成

混濁狀的溶液，此時分析物通過分散劑被萃取至萃取劑中，經由離心將

沉積相分離，取出離心管底部的沉積液並且與基質溶液 α-CHCA 混合，

以基質輔助雷射脫附游離飛行質譜法進行分析物的偵測。實驗中探討萃

取劑的種類與體積、分散劑的種類與體積、pH 值、萃取時間、離心時

間等因素對於實驗結果的影響，在最佳化的實驗條件下，所得到的分析

物檢量線，濃度線性範圍為 0.01 μM 至 1 μM，相關係數（R
2）為 0.9911，

偵測極限可達到 1.06 nM。 

  將此分析方法應用於人體尿液樣品的偵測，可成功地檢測出毛花苷

化合物的成份，偵測極限為 13.1 nM。另外，此分析方法也可進一步應

用於檢驗尿液樣品中，含有多種強心配醣體藥物(毛地黃毒苷、毛地黃素

和毛花苷)，達到同步偵測之目的。 

 

關鍵詞：分散式液液微萃取法、雷射脫附游離飛行時間質譜儀、強心配 

 醣體、萃取劑、分散劑 
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英文摘要 

  Lanatoside C, a kind of cardiac glycoside was determined by a novel 

dispersive liquid-liquid microextraction method coupled with MALDI-TOF 

MS. The appropriate mixture of extraction solvent ( CH3I ) and dispersive 

solvent ( THF ) was rapidly injected into a sample solution. It formed a 

cloudy solution and Lanatoside C was extracted into the extraction solvent 

by the dispersive solvent. After centrifugation, the sediment solvent was 

mixed with α-CHCA before determined by the MALDI-TOF MS. Several 

important experimental condition, such as the kind and the volume of 

extraction solvents, dispersive solvent, extraction time and centrifugation 

time were investigated. Under the optimal conditions, our experiment results 

showed a linear calibration curve in the concentration ranged from 0.01 μM 

to 1 μM with a correlative coefficient (R
2
) 0.9911 and the limit of detection 

for a standard solution of Lanatoside C was 1.06 nM. This method had been 

successfully applied for the analysis of Lanatoside C in urine. In addition, a 

mixture of Digitoxin, Digoxin and Lanatoside C solution could be analysed 

simultaneously. 

Keyword: dispersive liquid-liquid microextraction method, MALDI-TOF  

MS, Cardiac Glycoside, extraction solvent, dispersive solvent 
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壹、 緒論 

1.1. 前言 

  強心配醣體( cardiac glycosides )自十八世紀以來便為醫藥界所採

用 1, 2，能增加心肌收縮力，恢復心臟排血量，用於慢性心臟衰弱、

心肌充血、心肌輸出量減低者，都具備良好的治療效果。 

  本類藥物可由長葉毛地黃( digitalis lannate )所萃取出 3，其中乙醯

長葉毛地黃毒苷( lanatoside C )，是一種速效強心苷。此藥強心利尿，

藥效比毛地黃( digitalis )、長葉毛地黃苷( digoxin )快，但比毒毛花苷 

( strophantine K )稍慢，由於此藥排泄較快，故積蓄性較小。 

  毛地黃對心臟血管有多重的作用4，同時具有治療與毒性引發心

律不整的結果，嚴重時甚至心肌纖維顫動可造成死亡。此外，對於中

樞神經以及腸道、腎臟亦有不良作用5。加上治療劑量範圍狹小，且

易貯基於體內，若長期服用的劑量控制不當或併用利尿劑，造成血鉀

過低，均易產生中毒現象，故需定期監測病人體內的濃度，防止中毒

的情形產生發生。 
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1.2. 強心配醣體簡介 

  強心配醣體( cardiac glycosides )是一種用於治療充血性衰竭

( congeative heart failure；CHF )的藥物，其來源包括長毛洋地黃與洋

地黃、地中海海洋蔥、馬利筋屬植物及其他熱帶與溫帶植物，此藥物

結構龐大，主要結構由一個多醣基加上一個含類固醇結構之無醣體

( aglycone )組成，[表1]為主結構圖以及常見的強心配醣體藥物的名稱

與化學結構6。

O
O

O

OH

O

OR3

O
O

OH

HOHO
OH

n
H

H

OH

R2

R1

H

O
O

aglycone

Digitoxose

Steroid

17

3

表 1：強心配醣體藥物的化學結構。 

Compound n R1 R2 R3 Formula 
Molecular 

weight 

Digitoxin 1 H H H C41H64O13 764.9 

Digoxin 1 OH H H C41H64O14 780.9 

Lanatoside C 2 OH H COCH3 C49H76O20 985.1 

Deacetyllanatoside C 2 OH H H C47H74O19 943.1 
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  在結構上可以發現在 C-17 的位置接一不飽和的五邊內酯環 7，

在核心 C-3 的位置接一連串醣基，在構造與活性的研究指出內酯環與

類固醇核心是活性所必須，指出其主要強心藥力來自於無醣體的部分。

此外其他的取代物，特別是在 C-3 的醣分子，會影響要物動力學的

參數，包括吸收、半衰期以及代謝。 

 

1.2.1. 藥理作用3, 8
 

  強心藥物主要是用來治療一般慢性心臟衰弱的患者，多是植物性

配醣體。心臟衰弱時，部分循環血液可能在身體的某部分滯留，心肌

肉無力壓出足夠量的血液供身體各組織的需要。而毛地黃藥物可抑制

心肌細胞的鈉－鉀腺核苷三磷酸酶( Na
+ 

- K
+
 ATPase )，使 Na

+與 K
+

的交換無法進行。 

  細胞內的 Na
+逐漸增加 K

+逐漸減少，而細胞內Na
+又可抑制 

Na
+
- Ca

2+的互換，使細胞內 Ca
2+的濃度提升，增強心肌收縮力，使

心輸出血流量增加，減少靜脈充血，縮小肥大的心臟，減少耗氧量。

在臨床上的觀察，對健康的人並無特別的效用，獨對心律不整、心輸

出量低者、心臟衰弱者有效用。除此之外可增加腎血流量使尿量增大，

使鈉及水份大量排出，對於充血性衰竭引起的水腫具有療效。 

  本篇論文所研究的強心藥物為乙醯長葉毛地黃毒苷( Lanatoside 

C )結構如[圖1]所示，由長葉毛地黃中萃取而得，為中效型強心藥， 
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圖 1：Lanatoside C 的化學結構。 

 

 

此藥物多以口服，亦使用靜脈注射或肌肉注射。1 ~ 2 小時內可見效

果 3，且與蛋白質結合率只有 20% ~ 25%，主要由腎排泄，半衰期約 32 

~ 36 小時積蓄性小，主代謝物 80%為原型，17%為 Digoxin，治療量

與中毒量之間的差距較大於其他毛地黃強心配醣體。 

  雖然強心配醣體對於多種原因所導致的心臟功能不全有一定的

療效，但是治療劑量範圍狹小，一般治療量已經接近中毒劑量的 60%，

當使用劑量過大時易造成毛地黃中毒現象，造成腸胃不適、視覺異常、

疲憊、頭痛等現象，嚴重有誘發心律不整、心室纖維顫動等致死原因。

因此有效且快速、準確的掌控病人體中的藥物濃度是很重要的。 

 

1.2.2. 相關文獻回顧 

  過去文獻中用來偵測 Lanatoside C 的方法並不多，以下為其相關
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文獻的敘述： 

  放射免疫法( radioimmunoassy；RIA )雖然較常使用在強心配醣體

的偵測上 9-11，但是此方法具有選擇性，只對某一部分的強心配醣體

有效力。在 1975 年時，Karjalainen J.和 Ojala K.曾提出利用此方法偵

測血液中 Lanatoside C 的濃度 12。結果顯示使用銣放射可測定血液中

含有的藥物濃度在 4 ~ 5 ng/mL 以上，可以應用在臨床血液中 

Lanatoside C 的測量上。此外，其他文獻指出 Lanatoside C 在血液中

的消失速率甚快 13，故將 RIA 應用在血液中的測量，則需再進一步

確定。 

  Ikeda 等人在 1992 年利用高效能液相層析法( high-performance 

liquid chromatography；HPLC )
14, 15，偵測長葉毛地黃葉片中的

Lanatoside C 含量且應用在分析發酵的葉片粉上，以固相萃取法 

( solid-phase extraction；SPE )進行前處理，再藉由高效能液相層析法

偵測其濃度，所得到的偵測極限可至 20 μg/mL，回收率約在 97.5 ~ 

100 %之間。在 Pellati 的文獻中，同樣地以高效能液相層析儀進行毛

地黃葉中強心配醣體的成份偵測 6，先以固相微萃取( solid-phase 

microextraction；SPME )劑術成功地將強心配醣體的成份分離出來，

再進行儀器分析，對於 Lanatoside C 化合物所測得到的偵測極限為

1.53 μg/mL，相對標準偏差( relative standard deviation；RSD )為 1 %，
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顯示具有良好的再現性。 

  以上所提到的分析方法對於強心配醣體類藥物的定性鑑定，無法

提出有力的證明，且前處理步驟不僅複雜亦耗費大量的有機溶劑。 

  質譜技術的發明及應用，在定性上給予了很大的改善，因為可藉

質譜獲得化合物的分子量及分子結構訊號，故對於化合物的定性確認

上可提出有效的證明，具有極佳的鑑定效果，常成為藥物與生化樣品

的最佳偵測工具。例如，以氣相層析質譜儀( gas chromatographic - 

mass spectrometric；GC-MS )、高效液相層析串聯質譜儀 

( high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry；

HPLC-MS/MS )進行化合物的分析，可利用層析的技術先將樣品進行

分離再以質譜偵測，擁有很好的靈敏度和專一性。 

  1997 年在 Tracqui 等人的文獻上報導 16，利用高液相層析儀結合

離子噴灑質譜儀( high-performance liquid chromatography-ionspray 

mass spectrometry；HPLC-ISP-MS )進行血漿中強心配醣體的成份偵

測，以液液萃取法( liquid-liquid extraction )進行樣品前處理，再進行

偵測。此方法對於 Lanatoside C 具有極佳的靈敏度，偵測極限為 0.6 

μg/mL 及近 97%的良好回收率；但在進行層析時，易有共滯留的問

題產生。此外，尚有 Fujii 等人也提出利用逆相薄層色層分析技術 

( reversed-phase thin-layer chromatography；RP-TLC )
17，偵測長葉毛
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地黃葉片中的強心配醣體。 

  結合上述的文獻所提出的方法可發現，在樣品分析前均需進行繁

瑣又耗時的萃取及層析過程，對於強心配醣體類藥物的分析，仍有改

善之處。故本研究論文，嘗試以分散式液液微萃取法( dispersive 

liquid-liquid microextraction；DLLME )結合基質輔助雷射脫附游離飛

行時間質譜儀( matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight 

mass spectrometry；MALDI-TOF MS )的偵測技術，對 Lanatoside C 進

行分析。[表 2]列出過去的文獻及本論文所提出對 Lanatoside C 的分

析方法，並將其優缺點做一比較。 
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表 2：Lanatoside C 分析方法的比較。 

 

分析方法 優點 缺點 

Radioimmunoassy 

(RIA) 
 具有專一性 

 靈敏度佳 

( < 5 ng/mL) 

 誤差較大 

 具有放射性需特殊 

預防措施 

High-Performance Liquid 

Chromatography  

(HPLC) 

 靈敏度佳 

(20 μg/mL) 

 再現性佳 

(RSD 1%) 

 應用性廣 

 耗費大量有機溶劑 

 前處理步驟繁瑣 

 無法做定性的確認 

High-Performance Liquid 

Chromatography-ionspray 

mass spectrometry 

(HPLC-ISP-MS) 

 靈敏度佳 

(0.6 μg/mL) 

 應用性廣 

 良好的回收率(97%) 

 可做定性確認 

 前處理步驟繁瑣 

 層析時易有共滯留的

問題 

 儀器價格昂貴 

reversed-phase thin-layer 

chromatography  

(RP-TLC) 

 操作時間短 

 

 靈敏度不高 

 需回收才可做定量 

及定性的分析 
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分析方法 優點 缺點 

本論文提出的方法： 

DLLME 結合 

MALDI-TOF MS 

 環保 

 可做定性的確認 

 操作簡單 

 再現性佳 

 靈敏度佳 

 使用含鹵素溶劑 

 只適合基質較單 

純的樣品 

 (1.04 ng/mL)  
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1.3. 常用的萃取法簡介 

  樣品製備是整個分析技術中一道主要的程序 18，目的是將分析物

由樣品基質中萃取出來，與可能干擾物質分離；經由濃縮目標分析物

後，利用儀器分析，進一步進行定量等偵測。近年來環保意識抬頭，

1990 年以後綠色化學逐漸的受到重視 19，由於傳統的樣品前處理，須

使用大量的有機溶劑，不僅危害人體也易造成環境汙染；故一個理想

的樣品製備需具備使用溶劑少、操作簡單、價格便宜、效率高、有選

擇性且容易和其他分析方法搭配，使用及應用範圍廣泛等特性。 

 

1.3.1. 固相微萃取法( solid-phase microextraction；SPME ) 
20, 21

 

  固相微萃取法在 1990 年被 Arthur 和 Pawliszyn 所提出，主要是

利用一塗有高分子聚合物之纖維的吸附物質，使待測分析物從樣品基

質萃取至塗覆纖維上，當達到濃縮的目的後，將塗覆纖維放入儀器中，

使分析物由塗覆纖維上脫附下來，進行定量分析。 

  儀器的構造是利用化學材質塗覆製成一細小棒狀纖維，固定於不

銹鋼伸縮注射器內，藉由伸出探針吸附待測物。對於現有技術的應用

包含了頂空( head space )和液相( liquid phase )，配合碳針塗覆的材質

選擇，皆可有效的對揮發性及半揮發性有機物進行萃取。 

  雖然此方法有零溶劑的優點，但對於高鹽含量或是複雜基質的樣
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品(如尿液、血清、果汁等)，可能引起探針的樣品殘留問題，目前也

有相對的方法可以克服，以提高回收率與萃取率。但是塗覆纖維探針

很脆弱，有時運用在 GC 注入口的升溫注射時，因溫度太高而遭到破

壞不堪使用；且有使用的壽命期限，此外價格上也不便宜。 

 

1.3.2. 霧點萃取法( cloud-point extraction；CPE ) 
22-25

  

  霧點萃取法是由 Watanabe 等人在 1976 年所提出 26，是一種利用

微胞萃取技術( micelle-mediated extraction )達到分離濃縮的模式。此

方法使用非離子型界面活性劑取代揮發性有機溶劑，先利用錯合試劑

金屬生成錯合物，再加入界面活性劑，促成金屬錯合物形成微胞，當

超過臨界微胞濃度( critical micelle concentration；CMC )時，包有金屬

錯合物的微胞會產生分離現象。 

  非離子型界面活性劑在一般溫度低時易與水互溶，故可以水當溶

液避免環境污然，是一項很好的綠色分析技術，當溫度增加到一定程

度後，原本澄清的溶液會因微粒結合而形成大分子使溶液變混濁，驅

使界面活性劑析出，並且分為上層的水相和下層的界面活性劑相，再

以底層的界面活性劑相進行儀器分析。但在 GC 和 HPLC 的應用上 24, 

25，界面活性劑的選擇常帶來分析者在分析上的麻煩 21, 22。 

  霧點萃取法可藉由 pH 值、溫度或是壓力、離子強度等控制變因，
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將疏水性物質與親水性物質分離，這些因素與萃取後的濃縮率息息相

關，故在萃取過程中必須謹慎的控制各個因素。 

 

1.3.3. 分散式液液微萃取法 
27

 

  2006 年 Rezaee 等人提出了分散式液液微萃取樣品前處理技術，

此萃取法類似於 HLLME( homogeneous liquid -liquid extraction ) 
28與

CPE 將適當的萃取劑與分散劑混合後，利用注射針快速將其注射入樣

品水溶液中，此時萃取劑、分散劑和水溶液會形成混濁相，經由離心

分層後使用微量注射針將萃取劑沉積相取出，就可直接進入 GC、

HPLC 等儀器分析，而本論文採用 MALDI-TOF MS 進行化合物的分

析鑑定。 

  [圖 2]為 DLLME 整個操作流程，其操作過程說明如下：(a) 取 5 

mL 樣品水溶液至 15 mL 的玻璃尖底離心管中；(b) 利用注射針抽取

配製好的分散劑(包含了萃取劑)，快速將其注射入樣品水溶液中；(c) 

此時萃取劑、分散劑和水溶液會形成霧狀混濁相；(d) 經由離心的步

驟後，萃取劑會產生沉積液；(e) 利用微量注射針將沉積液取出；(f) 將

沉積液與 α-CHCA 均勻混合，直接點在 target plate 上，空氣中待乾後

送入 MALDI-TOF MS 中，即可進行偵測。 
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  此方法不僅操作簡單且不耗時，又有低流失、高回收率、使用溶

劑量少及高濃縮倍率等優點，也避免了固相微萃取存在的交叉汙染問

題，故本實驗採用此萃取方法配合具有高靈敏性、高解析度及專一性

優點的基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀進行分析，樣品溶液不

需先經過耗時的層析步驟純化分離，可直接進行化合物的偵測，提高

了此一分析技術的應用價值。 

  



14 
 

 

  

(d) 

(a) (b) (c) 

(e) (f) 

圖 2：分散式液液微萃取流程圖。 
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1.4. 基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀簡介 

 

1.4.1. 基質輔助雷射脫附游離法的發展史 

  基質輔助雷射脫附法的發展起源於1960年代的雷射脫附法 

( laser desorption；LD )，當時根據研究利用高能量的雷射光束照射在

固體表面上，可從表面脫附出完整的離子，再用質譜儀進一步分析。

在1978 年時Posthumus, M.A.等人利用雷射脫附質譜法成功地分析核

苷酸、胺基酸、胜肽、醣類等生化小分子29，此方法廣泛地應用在分

析小分子的有機化合物上。但由於雷射光束的能量很高，將高能的雷

射光束直接打在化合物上，容易產生許多的離子碎片，造成圖譜辨別

上比較困難，所以對於分子量較大的有機聚合物和生化分子無法偵測

到分子離子，此技術在當時僅能偵測到分析物的質量上限在2000 Da

以下。 

  在1980年代末期，德國物理學家Hillenkamp和日本化學家Tanaka

先後提出了具有偵測高分子巨分子能力及分析生化的現代質譜分析

技術。在1985年時Karas和Hillenkamp首先提出以基質(matrix)幫助分

析物脫附游離的概念30，利用可吸收雷射能量的色胺酸(tryptophan)當

做基質和不吸光的胺基酸混合，用雷射波長266 nm的Nd:YAG雷射照

射，成功的偵測到胺基酸的訊號，發現了色胺酸可以輔助分析物脫附
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游離的現象。接著在1987年的一場學術會議中，日本的田中耕一 

( Koichi Tanaka )等人發表了利用細微的鈷(Co)金屬粉末31，顆粒大

小約300 Å 與甘油混合當作基質，再加入蛋白質樣品溶液充分混合，

利用波長337 nm的氮氣雷射照射在樣品上進行脫附游離，成功地脫

附了分子量近14 KDa的溶菌酶( lysozyme )以及高達70 KDa的lysoz

yme cluster的生化大分子訊號，隔年在期刊中發表了可偵測到分子量

達34 KDa的carboxypeptidase A 離子訊號32，亦是成功利用此技術偵

測生化大分子的第一人。德國的Hillenkamp團隊也在1988年報導了以

有機酸(尼古丁酸)作為基質和蛋白質分子混合後33，用波長266 nm的 

Nd：YAG雷射成功地偵測白蛋白( albumin；67KDa )以及分子量高達

十萬的albumin cluster的離子訊號，將分析物的質量偵測範圍提高到 

100 KDa。 

  其中Tanaka等人所提出的方法，由於鈷金屬粉末價格昂貴且取得

不易，加上對人體有高度毒性等問題。此外，所得到的質譜圖訊號在

靈敏度及解析度均較以有機酸為基質時差，因此目前所使用的 

MALDI基質多以Hillenkamp所提出的有機酸為主。利用有機酸做為基

質時樣品製備簡單又迅速，至今已開發的基質已達數十種34-36之多。

由於上述等人的研究將MALDI的偵測範圍擴增至生物巨分子的程度，

使得MALDI-TOF MS目前可普遍地應用在生化樣品的分析上。 
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1.4.2. 基質的特性與功能 

  MALDI與早期的LD最大的差別在於，進行分析時添加了基質幫

助分析物分子進行脫附游離。如此MALDI可以藉基質先吸收雷射能

量後，再將能量傳遞給分析物，使之脫附游離得到完整的分子離子訊

號。在早期被研究發展出來的基質多屬於具芳香環的有機酸如

sinapinic acid及2,5-dihydroxybenzoic acid等，會在UV範圍內吸收雷射

能量，迄今已有八十餘種此類基質被發展出來35-37。 

  根據研究顯示，對於不同類型的分析物而言，選擇了適合的基質

與分析物形成良好的結晶後，可以得到較好的分析結果，因此針對不

同的分析樣品，需發展出不同的基質。[表3]為常用的有機酸基質包

含α-CHCA ( α-cyano-4-hydroxycinnamic acid )、SA ( sinapinic acid )、 

2,4,6-trihydroxyacetophenon、2,5-DHB ( 2,5-dihydroxybnzoic acid )、

HPA ( 3-hydroxypicolinic acid )等，以及基質相對應的雷射波長與主要

適用的分析物類型。 

  基質的選擇需依可吸收雷射能量的波長而有所改變，因為質譜在

真空下操作，基質須具備低揮發的性質且在真空下為穩定的，若基質

容易揮發則無法穩定的覆蓋於分析物周圍將能量有效的傳遞，會造成

分析上和圖譜判斷上的困擾。因此，成為良好的MALDI基質需具備

以下三種功能及特性38, 39：  
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(1) 有效的吸收雷射能量並傳遞給分析物 

  基質本身應具有吸收雷射能量的能力，並且能夠在短時間內有效

率的將能量傳遞給相鄰的分析物分子，使得分析物分子能夠獲得足夠

的能量由固相轉變成氣相，進行脫附游離。 

(2) 避免分析物聚集 

在結晶的過程中，分析物太過於集中時會降低能量傳遞的效率， 

故大量的基質扮演著有效將分析物分子隔開的角色，避免分析物分子

聚集在一起，而影響到能量傳遞的效率以及脫附游離的反應。 

(3) 提供氫離子給分析物，幫助分析物游離化 

  MALDI在經過脫附游離的過程後，分析物大多以質子化離子

(MH
+
)的形式被偵測到，根據脫附游離的機制探討研究顯示，在使用 

MALDI此種游離技術時，分析物若要獲取質子的方式較可能是藉助

分析物分子和具H
+之基質離子在氣相中進行離子-分子反應 

( ion-molecule reaction；IMR )而獲得分子離子 MH
 +，因此基質在游

離的過程中必須要提供氫離子給分析物。目前常使用的基質多為具有

羧酸基的有機分子，因為解離的關係可有效的提供氫離子給分析物，

使分析物帶上電荷。 

  基質的選擇會影響分析物在MALDI-TOF MS中的分析結果，雖

然可藉由以上的特性作為挑選依據，但由於分析物與基質溶液間的莫
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耳數比例、溶劑間混合均勻度、極性的差異及溶劑揮發的速度等相關

的因素太多，均會影響結晶的形成，不好的結晶體會影響基質將能量

傳遞給分析物的效率，進而影響到分析結果，為MALDI使用上很重

要的一環。 
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表 3：常用的有機酸基質。 

 

 

基質名稱 結構 

適用雷射

波長(nm) 

適用的 

分析物 

α-CHCA 

(α-cyano-4-hydro- 

xycinnamic acid) 
OH

N
HO

O
 

266 

337 

355 

蛋白質/胜肽

(protein/ 

peptide) SA 

(sinapinic acid) 
OH

O

O

HO

O  

2,4,6,-THAP 

(2,4,6-trihydro- 

xyacetophenone) 

HO

HO
OH O

O

 

337 

355 寡核酸

(oligonucleo-

tide) 
HPA 

(3-hydroxypico- 

linic acid) N

HO

O

HO  

266 

355 

2,5-DHB 

(2,5-dihydroxy- 

benzoic acid) OH

HO

O

HO

 

266 

337 

355 

有機分子 

IAA 

(Trans-3-indolea- 

crylic acid) 

H
N

HO
O

 

337 聚合物 
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1.4.3. 基質輔助雷射脫附游離法樣品製備方式 

  MALDI樣品的配製是先將具有吸收特定雷射波長之有機酸溶於

水或有機溶劑中，此為基質溶液，接著再將基質溶液取約1 μL ~ 2 μL

與分析物樣品溶液約1 μL (濃度約1 μM )，以1：1或特定比例均勻混

合，最後取約1 μL混合液置於樣品盤( target )上，混合後的溶液含有

大量的小分子有機酸基質與少量的分析物，在室溫下自然風乾，待溶

液中的水與有機溶劑揮發後，便在樣品盤上形成結晶，在樣品盤上形

成一層固態樣品。 

  在 MALDI 分析中，是否能得到分析物訊號的最重要決定因素，

在於選擇適當的基質與樣品溶液的調配。過去的研究中發現，基質與

分析物混合的莫耳數比例與所使用的溶劑其極性的差異與揮發的速

度，均會影響結晶的形成以及分析物的訊號強弱而影響分析結果。例

如，當混合後分析物濃度太高時，基質無法有效的隔絕分析物，雷射

能量不能有效傳遞，而使得分析物的解析度和離子訊號強度降低。因

此，一般在進行 MALDI 分析時，基質與分析物莫耳濃度比例大約都

調整在 100：1 到 50000：1 之間，需依分析物的特性及實驗狀況來決

定。 
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1.4.4. 基質輔助雷射脫附游離法離子形成機制 

 

 

  將含有分析物與基質結晶之樣品盤，送入質譜儀之離子源內，以

脈衝式雷射光源照射此樣品點，由於在結晶中基質的含量遠較分析物

分子為多，因此樣品被脈衝雷射照射時，大部分的雷射能量會由基質

分子所吸收，再將能量傳遞給所環繞的分析物分子40。 

  如[圖3]所示，當固態或液態分析物分子在瞬間吸收雷射能量後，

導致相轉移，由凝相(固相或液相)昇華到氣相，此現象稱為脫附

( desorption )。此時相轉移的速率大於受熱分解的速度時，分析物分

子不會因受熱而分解，仍可保持分析物分子結構的完整性並能脫附游

樣品盤 

 

圖 3：基質輔助雷射脫附游離法離子化示意圖。 
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離至氣相。過程中電荷轉移的反應會同時進行，即一連串複雜的離子–

分子反應發生，樣品分子因而帶上電荷，稱為游離化( ionization )。 

  由於MALDI是以雷射光做為能量的來源，因此在脫附游離分析

物的過程中，並不單純只有一連串離子-分子反應，其中還包括了光

化學反應、能量聚集、氣相中的光游離等。但因脫附游離分析物的過

程時間太短不易觀察，至今仍有不少學者在探索中，本論文只介紹現

今較為大眾所能接受的游離機制，可歸類為兩大類37, 41： 

 

(1) 一次離子形成( primary ion formation ) 
42

 

  主要是指中性分子在真空中游離成離子的階段，通常是指基質離

子。在這過程中，有幾個形成機制的模型被提出來解釋，其中包括了

由Sunner等人提出之相爆炸模型( phase explosion ) 
43。主要在解釋當

高能的能量術撞擊於凝相態之樣品上時，樣品會在短時間內即處於極

高溫的環境中，當溫度到達臨界超熱( critical superheat )以上時，此時

樣品分子會處於不穩定的狀態，而產生相爆炸之現象，也就是將能量

用於樣品分子使其從凝相態過度至氣相態之轉移位能。而此過程中由

於相轉移的速率快於分析物分子熱分解的速率，因此不會有熱分解的

現象發生，使得分析物可保持完整性而不會造成圖譜鑑定上的困擾，

此模型可解釋為何在MALDI中可產生完整的氣相分子離子。 
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  另外還有多光子游離模型( multiphoton ionization )，此模型是由 

Ehring等人在1992年所提出，是目前較常用來解釋UV-MALDI離子形

成機制的模型36, 37，而此模型主要在說明離子的形成，是由於具有吸

光性質的基質在吸收了多個光子後會激發至激發態，而產生了自由基

陽離子：  

 

      M                 M
‧+

  +  e       M：基質分子 

   

  上述的游離過程為UV-MALDI中一次離子形成之步驟，由於有來

自基質的自由基離子產生，才能進行一連串的後續反應。另外，因 

UV-MALDI在游離的過程中能夠在很短的時間內將基質直接躍遷至

激發態，及代表基質在吸收多個光子後會產生許多的自由基陽離子與

電子： 

 

  Ｍ     M
*
           M

‧+ 
 +  e           

       M：基質分子      M
*：代表處於激發態中 

 

  一般對於基質分子的游離位能而言，大致在吸收了約7 - 9 eV(兩

個以上之光子)能量後，才能由基態激發至激發態，最終游離成離子。

此外，尚有激發態質子轉移模型、能量聚集模型、不均勻反應模型等，

hν m(hν) 
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都是被提出用來解釋一次離子形成機制的模型。 

 

(2) 二次離子形成( secondary ion formation ) 
44

 

  與一次離子不同的是指不需經由一次離子形成的過程，即能直接

產生的離子，通常是指分析物離子。當基質吸收雷射光能量後變成激

發態分子和自由基，因此容易提供質子給分析物和其他基質分子離子，

而這些跟基質有關之離子再和分析物分子進行一連串質子轉移反應 

( proton transfer )，即為二次離子形成的主要步驟： 

 

M
‧+

  +  M             MH
+
  +  (M-H)

‧
    Ｍ：基質分子 

MH
+
  +    A              M  +   AH

+ 
    A：分析物分子 

 

  在上述式子中，由基質離子和分析物分子碰撞所形成的二次離子

反應是否進行，取決於質子親和力( proton affinity )，它可決定由哪些

分子可獲得質子而被游離化。根據文獻說明，一般的有機基質之質子

親和力通常介於183 ~ 225 kcal/mol
42, 45，而由實驗證明一般蛋白質之

質子親合力約為240 kcal/mol
45，因此在氣相中，質子從基質離子轉移

到一般蛋白質的過程，是一個較易進行的自發反應，所以當分析物的

質子親和力較基質分子高時，質子轉移反應為放熱反應，因此如何選

擇最適當的基質是相當重要的。 
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  此外，尚有電子轉移模型( electron transfer )、電荷補償模型 

( charge compensation )、氣相陽離子加成物形成模型 ( gas-phase 

cationization )等，都是被提出用來解釋次離子形成機制的模型。質譜

法只能分析帶電荷之樣品離子，因此必須將樣品游離成帶電荷之離子

才能被偵測出來。因為大部分基質如[表2]為具有芳香環之有機酸，

為很好的氫離子供給者，故一般在MALDI的圖譜中所觀測出的離子

峰通常都是[M+H]
+。但如有鈉、鉀存在時，加成物離子[M+Na]

+、 

[M+K]
+也常存在於圖譜中，且因為 MALDI透過基質為媒介與FAB相

似為軟性游離法，因此極少有碎片離子產生，只有在低質量範圍 

( M.W. < 500 Da )才有基質產生之碎片離子。 

 

1.4.5. 飛行時間質量分析儀的原理與構造 

  MALDI最常以飛行時間質量分析器( time-of-flight massanalyzer；

TOF-MS )做為搭配46-48，因為MALDI所分析的樣品多半是大分子量的

生化樣品，且TOF具有無理論質量上限的優勢與離子利用率高的特性，

所以一般均連接TOF進行質量分析。 

  TOF基本構造為一中空飛行長管，一般長度為1 ~ 1.5公尺。當樣

品進行脫附游離後形成離子時，離子在介於MALDI游離源及TOF飛行

管之間的加速區，被施加一加速電壓，使所形成的離子在電場下均具
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有相同的動能，之後再進入無磁場力之飛行管中飄移。由於動能相同，

因此不同離子會因為質荷比( m/z )的不同而有不同的飛行速度，使其

在不同時間到達偵檢器而被偵測到，此時飛行速度與荷質比的關係如

下列公式所示： 

 

     
2

1
(mv

2 
)= KE=zeV          v= 









m

zeV2
 

  v：離子的速度     m：離子的質量     z：離子的電荷數 

KE：動能     V：電場加速電位   e：電子的電荷量 

 

  若假設飛行管長度為L時，分析物離子於飛行管中的飛行時間以 

t表示，則可得到下列質荷比與飛行時間的關係式： 

 

t= 
v

L
 =L 









zeV

m

2
     

v

m
 =2eV 









L

t
 

 

  從上面的關係式可得知，對攜帶相同電荷的離子而言，分子量越

大的離子因飄移速度較慢，故飛行時間較長而較晚到達偵檢器；相對

的，分子量較小的離子飄移速度較快，飛行時間短而較早到達偵檢器。

通常離子從被脫附游離出來到達偵檢器的時間以微秒為單位，因此理

論上僅需要很短的時間即可得到一張質譜圖。 

  TOF 常用的機型如[圖 4]所示，分為直線型( linear )與反射型 

2

1 2 

2

1
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( reflective )兩種，因為直線型飛行時間質量分析儀有解析度較差之缺

點，主要是因為當分析物分子在游離的過程中，相同質荷比之離子被

游離化的時間，可能會因為時間、空間和動能的不同而導致些微的差

距，使得同質荷比之離子無法同時到達偵檢器而降低解析度。 

  反射型TOF主要在直線型飛行管末端增加一多組電極49-51，使之

產生強度遞減的正電場，當正離子在進入此段區域後，因電性相斥的

關係而減速。當速度為零時再受此正電場的作用力轉向反方向加速，

通過反向的飛行管後由另外一端的偵檢器所偵測到。因為可以有效地

在反射電場中減少動能不同但相同質荷比離子的速度差，相較於直線

型TOF有較高的解析度，一般可到一萬以上，但隨分析物分子量大小

不同而異。 



29 
 

 

 

 

 

 圖 4：(a)直線型；(b)反射型飛行時間質譜儀。 
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  此外反射型TOF也可以利用序列式變更反射電場電壓進行和 

MS/MS功能類似的游離源後碎裂( post source decay; PSD )
52之技術，

主要是藉由某些介穩離子( metastable ions)在飛行的過程中，因為內能

過高導致在飛行時碎裂，此時碎裂的子離子和母離子的動能不同，但

具有相同的飛行速度，再利用反射型TOF可依據動能不同而加以區分，

動能較小的碎裂離子會較快地被反向電場減速轉彎，而較快到達偵檢

器；換言之，動能較大的碎裂離子會較慢到達偵檢器，故可以區分碎

裂後的碎裂離子，且得到選定母離子後的子離子質譜圖，進而可以應

用在生化分子的結構分析上。 

  除了上述的方法改善了TOF/MS的解析度，尚有離子遲滯時間法 

( delayed extraction；DE )
53之技術，主要用來修正因樣品離子化的時

間差異，導致空間位置、時間及起始動能分佈不均而使解析度降低。

其原理是當雷射照射樣品時，不立即施加加速電壓，待延遲至數十到

數百奈秒( ns )之後才施加一加速電壓，此方法可使離子具相同的起始

動能，進而提高解析度。 

  目前商業化的 TOF 儀器仍持續有新技術發展出來，現今已有直

線型、反射型、W 型及多次折返型等，目前較常用的 TOF/MS 為直

線、反射可切換式機型，而 W 型與多次折返型是近年所發展出的新

機型，是更能提高解析能力的儀器。 
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1.4.6. 基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀的優點 

  基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀在目前的使用已經越來

越普遍化，為偵測生化分子、聚合物以及藥物必備的儀器之一，在過

去的文獻中，偵測 Lanatoside C 所使用的儀器與方法都比較耗時，故

本論文以 MALDI-TOF MS 進行分析物的偵測，具備以下幾個主要的

特點： 

 

(a) 操作簡單且檢驗快速 

  將點好樣品之樣品盤送入 MALDI-TOF MS 中，待儀器真空值到

達設定值時( 5×10
-6 

torr )後即可開始操作。從雷射轟擊在樣品上而獲

得一張圖譜的時間僅需數秒，且樣品混合物不需先經過層析儀分離，

在同一張圖譜可同時獲得多化合物的分析結果，相當適合用來鑑定各

種生化分子。 

 

(b) 樣品量少且製備簡易 

  樣品製備上，通常只需要將等量的基質溶液和分析物均勻混合，

最後取 1 μL 混合液置於樣品盤上的樣品點，在空氣中自然風乾後，

即可進入 MALDI-TOF MS 的儀器進行分析。過程中僅需的樣品量約

數 μL 即可，適合用以偵測微量的生化樣品。 
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(c) 高靈敏度 

  MALDI 是一個高靈敏的分析方法，通常在適當的基質與分析物

比例下(約 1000：1，若分子量越大比例隨之提高)，一般的生化分子

其偵測極限可低至 fmole 左右，適合用來偵測真實樣品中含量較低的

分析物。 

 

(d) 高質量範圍 

  MALDI 常搭配無偵測質量上限的 TOF 質量分析器，在進行高分

子量範圍之化合物偵測時，使用基質來輔助分析物脫附游離，只要選

擇適當的基質，即可偵測。以往至今，已有多數的文獻說明可偵測出

數百 kDa 左右的巨分子和有機高分子 54。 

 

(e) 高通量 

  MALDI 的樣品盤通常能同時點入數十至數百個樣品，[圖 5]為本

論文所使用的樣品盤，最多可同時將 96 個樣品，點至樣品盤上進行

分析，故可以同時偵測多種分析物。 
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圖 5：Microflex target。 
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1.5. 研究動機 

  經由前面的文章敘述，得知文獻上已經有多位學者，曾提出利用 

HPLC、RIA、HPLC-ISP MS 等方法，應用在強心配醣體類中 Lanatoside 

C 的偵測。 

  本實驗參考近年論文 55，為能準確測量極微量的 Lanatoside C 成

份，提出以分散式液液微萃取技術結合基質輔助雷射脫附游離飛行質

譜儀的分析方法，將樣品簡單、快速有效的濃縮，使偵測極限降低，

取代以往需耗時且耗費有機溶劑的層析過程，期望達到縮短分析時間、

簡化萃取步驟及達到減少溶劑使用的綠色分析目的。實驗過程中經由

萃取劑、分散劑種類的選擇，適合的萃取劑與分散劑使用量、 pH 值

及最佳萃取時間等影響變因，得到最適合的分散式液相微萃取條件，

再將此條件進一步應用於真實樣品中，Lanatoside C 成份的檢測。 
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貳、材料與方法 

2.1. 化學藥品 

1. Lanatoside C (C49H76O20)：Sigma-Aldrich 公司產品，純度 95%。 

2. Digitoxin (C41H64O13)：Sigma-Aldrich 公司產品，純度 98%。 

3. Digoxin (C41H64O14)：Sigma-Aldrich 公司產品，純度 98%。 

4. Acetone ((CH3)2CO)：ALPS 公司產品，LC 光譜級，純度 99.7%。 

5. Acetonitrile (CH3CN；ACN)：ALPS 公司產品，LC 光譜級，純度

99.7%。 

6. Methyl Alcohol (CH3OH；MeOH)：E.Merck 公司(Darmstadt,Ger-

many)產品，純度99.9%。 

7. Ethyl Alcohol (C2H5OH；EtOH)：shimakyu’s 公司產品，純度 

99.5%。 

8. Tetrahydrofurane (C4H8O；THF)：J. T. Baker 公司產品，HPLC 級，

純度 99.9%。 

9. Dichloromethane (CH2Cl2)：景明化工公司產品，試藥級，純度 99.

9%。 

10. Chloroform (CHCl3)：ALPS 公司產品，LC 光譜級，純度 99.0%。 

11. Carbon tetrachloride (CCl4)：Aldrich (Milwaukee, WI, USA)公司
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產品，HPLC 級，純度 99.9%。 

12. Idomethane (CH3I)：昭和化學株式會社產品，試藥級，純度 95.0

%。 

13. Trisodium phosphate dodecahydrate (Na3PO4‧12H2O)：Aldrich 公

司(Milwaukee, WI, USA)產品。 

14. Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4)：Sigma 公司(Louis, MO, U

SA)產品，純度 99%。 

15. Sodium dihydrogenphoshate (NaH2PO4)：Sigma 公司(Milwaukee, 

WI, USA)產品，純度 99%。 

16. α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (C10H7NO3；α-CHCA)：Aldrich

公司(Milwaukee, WI, USA)產品，純度 97%。 

17. 3,5-dimethyoxy-4-hydroxycinnamic acid (C11H12O5；sinapinic acid；

SA)：Sigma 公司(Louis, MO, USA)產品，純度 98%。 

18. 2,5-dihydroxybenzoesaure (C7H6O4；DHB)：Aldrich 公司(Milwauk

ee, WI, USA)產品，純度 97%。 

19. 膠體金(gold colloid solution；5 nm Au，Mw = 196.97)：Sigma 公司

產品，0.01% HAuCl4含緩衝劑 (0.01% tannic acid (C76H52O46)、

0.04% trisodium citrate (Na3C6H5O7)、0.26 mM potassium carbonate 

(K2CO3)以及 0.02% sodium azide (NaN3) )。 
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20. Trifluoroacetic acid (CF3COOH；TFA)：Alfa Aesar 公司產品，純度

99.0%。 

21. Sodium hydroxide (NaOH)：Panreac Quimica SA 公司產品，純度

98.0~100.5%。 

22. Hydrochloric acid (HCl)：Sigma-Aldrich (Riedel-de Haën, Germany)

公司產品，純度 37%。 

23. Potassium chloride (KCl)：Panreac Quimica SA 公司產品，純度

98.0-100.5%。 

24. Sodium chloride (NaCl)：Panreac Quimica SA 公司產品，純度

99.5%。 
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2.2. 儀器設備 

1. 基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀：具備波長為 337 nm 

UV-light 的 N2雷射，Bruker Daltonics 公司( Germany )產品， 

型號：Micro Flex。 

2. 螺蓋玻璃離心管：KIMBLE 公司產品，AK73785C。 

3. 塑膠離心管 15 mL。 

4. 冰箱：SOWA，型號：SWR-432F。 

5. 超音波洗淨機：Branson (USA)公司產品，型號：2200。 

6. 離心機：HSIANGTAI，型號：CN-10H。 

7. 高速離心機：HITACHI，型號： CR5B。 

8. 加熱攪拌器：Thermolyne (USA)公司產品，Cimarec2。 

9. 酸鹼度計：Suntex 公司(台灣)產品，SP-701。 

10. 天平儀：Precisa，型號：125A，可讀至 0.0001 g。 

11. 超純水機： Barnstead (USA)公司產品。 

12. 注射針： 

(1) Hamiltone 公司產品，25 μL 微量注射針。 

(2) Hamiltone 公司產品，100 μL 微量注射針。 

(3) ITO CORPORATION 公司產品，2500 μL 微量注射針， 

   型號：MS＊GAN250 
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13. Micropipette： 

(1) eppendorf：0.1 ~ 2.5 μL。 

(2) Hamiltone：10 μL。 

(3) ViPRΩ：100 ~ 1000 μL。 

(4) V3-SERIES：20 ~ 200 μL，型號 VE200。 
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2.3. 實驗方法 

2.3.1. 樣品溶液配製 

1. 基質溶液 

(a) α-CHCA 基質溶液： 

  秤取 10 mg 的 α-CHCA 溶於 1 mL 0.1%的 TA 溶劑中

( 0.1%的 TA 為 50.0 %的 acetonitrile 與 49.9 %的 D.I. water

加 0.1 %的 TFA 混合所組成)。 

(b) SA 基質溶液： 

  秤取 15 mg 的 SA 溶於 1 mL 0.1%的 TA 溶劑中。 

(c) DHB 基質溶液： 

  秤取 20 mg 的 2,5-DHB 溶於 1 mL 0.1%的 TA 溶劑中。 

(d) 用於 seed-layer 方式時的 α-CHCA 基質溶液： 

  秤取 1.5 mg 的 α-CHCA 溶於 1 mL 的 acetonitrile 溶劑中。 

2. 緩衝溶液 

  秤取 60 mg 的 NaH2PO4溶於 50.0 mL 的 D.I. water，配製成

濃度為 10 mM 的緩衝溶液。 

3. 分析物樣品溶液 

(a) Lanatoside C： 

  將 Lanatoside C 溶於 acetonitrile：H2O 為 1：1 的溶劑中，



41 
 

配製成 1.0 mM 的標準品溶液，放置 4℃中保存，以緩衝溶液

進行稀釋，製備成所需濃度的分析物標準溶液。 

(b) Digitoxin、Digoxin： 

  將 Digitoxin 和 Digoxin 分別溶於 acetonitrile：H2O 為 2：

1 的溶劑中，配製成 1.0 mM 的標準品溶液，放置 4℃保存，

以緩衝溶液進行稀釋，製備成所需濃度的分析物標準溶液。 

4. 不同 pH 值溶液 

  用 D.I. water 配製 10 mM 的 NaHPO4、Na2HPO4、Na3PO4溶

液，加入 NaOH 或 HCl，在酸鹼度計下調整 pH 值，使之為 4、6、

8、10、11.74 的溶液。 

5. 不同重量百分比的 NaCl 溶液 

  用 D.I.water 配製好所需的 10 mM Na2HPO4 溶液，將 pH 值

調整為 8 後，分別秤 0.25 g、0.5 g、0.75 g 和 1 g 的 NaCl，溶於

25 mL 的緩衝溶液中，即為 1%、2%、3%和 4%的 NaCl 溶液。 
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2.3.2. 生化樣品的前處理與製備 

  實驗中所使用的生化樣品為人體的尿液，所取得的新鮮尿液均放

置於密封的血清瓶當中，於 -10℃中貯存一星期。 

1. 全尿液中樣品溶液： 

  將 10
-3 

M 的 Lanatoside C 加入未處理過的尿液中，再以尿液稀釋

至 10
-6 

M。 

2. 稀釋的尿液樣品溶液： 

  尿液於室溫中冷卻 2 小時後取上層尿液離心，將經過前處理的尿

液與 pH 為 8 的緩衝溶液，以體積比為 1：2 的方式，配製成稀釋溶

液，再以此稀釋溶液將 10
-3 

M 的 Lanatoside C 分析樣品標準溶液稀釋

至 10
-6 

M ~ 10
-7 

M。 

3. 多樣品的尿液樣品溶液： 

  尿液於室溫中冷卻 2 小時後取上層尿液離心，將經過前處理的尿

液與 pH 為 8 的緩衝溶液，以體積比為 1：1 的方式，配製成稀釋溶

液，再以此稀釋溶液將混合的分析樣品溶液( Lanatoside C、Digitoxin

和 Digoxin 均為 10
-3

 M )稀釋至 10
-6 

M。 
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2.4. 分散式液液微萃取法參數 

  分散式液液微萃取是一個僅操作簡單且不耗時，又有低流失、高

回收率及高濃縮倍率的萃取方法，此方法利用三種不同溶劑系統，使

分析物 A 在水相中，透過兩相的有機溶劑與有機相的有機溶劑間進

行分配，進行分析物的萃取；以下為其訊號增強係數、濃度濃縮倍率

及回收率的計算定義，公式(1) ~ (3)。 

  本實驗中將所有的沉積液體積點至樣品盤上，故將 Csed / C0定義

為分析物的訊號增強係數( signal enrichment factor；Signal Ef )，關係

式如下： 

      Signal Ef  = 
o

sed

C

C
         (1) 

      C0：分析物在水相中每 μL 之原始濃度 

      Csed：分析物於沉積液之濃度 

 

  若除去沉積液體積的影響因素，則定義為分析物的濃度濃縮倍率

( concentration enrichment factor；Conc. Ef )，其計算方式可表示為： 

 

      Conc. Ef  = 
 

o

sedsed

C

VC
          (2)    

      Vsed：沉積液之體積(μL) 

      Vsed

Csed
：分析物於沉積液中每 μL 之濃度 
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Csed 的計算由濃度 10
-3 

M ~ 5×10
-6 

M 之 Lanatoside C 檢量線得之。  

而分析物的萃取回收率( extraction recovery；ER )則可經由以下公式

計算： 

 

ER% = 100
VC

VC


aqo

sedsed

‧

‧
 = Conc. Ef × 

aq

sed

V

V
 × 100         (3) 

    Vaq：樣品水溶液之體積(μL) 
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2.5. 質譜儀操作條件 

  本論文所使用的 MALDI-TOF MS 如[圖 6]所示，為桌上型的

Micro Flex 儀器，具備一波長為 337 nm 的 N2脈衝式雷射，內部有直

線型與反射型的飛行模式，飛行管長度分別為 1.05 m 與 1.96 m，偵

測器為可偵測正電荷與負電荷功能的 Microchannel Plate Detector 

( MCP )。本研究使用反射型正電荷的模式下進行操作，[表 4]列出儀

器重要的操作參數設定值。 

 

 

 

 

圖 6：桌上型的 Micro Flex 儀器。  
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表 4：基質輔助雷射脫附游離飛行時間質譜儀的操作參數。 

操作參數 設定值 單位 

Laser Frequency 20 Hz 

Ion Source 1 19.00 kV 

Ion Source 2 16.25 kV 

Lens 9.55 kV 

Reflector 20.00 kV 

Pulsed Ion Extraction 100 ns 

Number of shots 100 shot 

Laser energy 15 - 20% μJ/pulse 
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參、結果與討論 

3.1. 樣品與基質的製備 

  在探討各種最佳化的實驗條件時，都必須經由 MALDI-TOF MS

偵測而得到結果，所以首先探討質譜儀使用上的最佳化條件。選擇正

確的基質對於 MALDI-TOF MS 的分析是很重要的，不同的基質對於

分析物的離子化效率，有相當大的影響，包含基質與分析物的互溶性

與結晶的均勻性、傳遞雷射能量給分析物的效率等，均會影響分析物

離子的訊號強度，關係質譜訊號品質的高低。 

 

3.1.1. 最適當的基質 

  由於傳統有機酸基質會在低分子量(小於 500 Da)的範圍，造成嚴

重的背景干擾、訊號的重疊與抑制現象。根據文獻報導 56-58，使用奈

米膠金粒子取代傳統有機酸基質，可以使結晶情形均勻化，不易有訊

號集中點(sweet spots)的情形產生，且背景訊號僅有 Au
+、Au2

+與 Au3
+

等，不會造成複雜的斷裂碎片離子，故此類基質在偵測小分子量的分

析物時，可明確的偵測到低分子量的化合物。但本論文的主要分析物

為強心配醣體類藥物 Lanatoside C，其分子量是 985.1 g/mol，故對於

低分子量的背景干擾較不受到影響，加上儀器具有抑制低質量訊號的

功能，可將小分子有機酸基質所產生的背景干擾皆消除。 
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  本實驗條件選用奈米金膠、傳統有機酸包含 DHB、SA、α-CHCA

作為基質，比較在相同的雷射強度下，何種基質對於分析物具有較好

的游離效率，結果如[圖 7]所示，由圖中可發現在相同的雷射強度轟

擊下，僅有[圖(B)]的有機酸基質 α-CHCA 有明顯的訊號產生，且有好

的訊號雜訊比( signal-to-noise ratio；S/N )，其他基質則需提高約一倍

的雷射能量下，才可以偵測到分析物的訊號，因此選用 α-CHCA 當作

基質進行之後的所有實驗。 

 

圖 7：Lanatoside C 以不同的基質(A)Au；(B)α-CHCA；(C)DHB；(D)SA 

所測得的質譜圖。 

(A)Au 

(B)α-CHCA 

(C)DHB 

(D)SA 
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  選擇 α-CHCA 為適當的基質後，為了確定分析物的圖譜訊號，將

添加分析物[圖 8(A)]與未添加分析物[圖 8 (B)]的質圖譜做比較，可明

顯得到分析物 Lanatoside C (分子量 985.1 Da)，主要以[M+Na]
+ 

( m/z = 

1007.1 )與[M+K]
+
 ( m/z = 1023.1 )的訊號等存在，往後的實驗條件均

以 [M+Na]
+的訊號為主，做分析物的評估。 

 

 

 

圖 8：(A)添加；(B)未添加 Lanatoside C 所測得的基質背景質譜圖 。 

  

(A) 

(B) 
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3.1.2. 以 seed-layer 方式製備樣品 

  在 MALDI-TOF MS 的使用上，分析物與基質混合的結晶，易有

不均勻的現象產生，會造成某些區域的分析物訊號較高，而某些區域

則毫無分析物訊號。此外，雷射能量的高低也會明顯影響分析物訊號

的強弱，所以操作者必須不斷的尋找能產生訊號最強的集中點( sweet 

spots )，才能得到較好的實驗結果，提高 shot-to-shot 的再現性。 

  1999 年 Patrik 發表一種能使結晶均勻化的樣品配製方式 59，稱為

seed-layer。此方法可使結晶表面均勻化、提升點對點的再現性、且可

應用在各式的有機酸基質如 α-CHCA 及 SA 等。其製備方式為將 1.5 

mg 的 α-CHCA 固體溶於 1 mL 的 acetonitrile 中，先取 1 μL 點在樣品

盤上，待其乾燥後形成一層種晶層，再將分析物與 10 mg/mL 的

α-CHCA 溶液以等體積比例混合後，點至種晶層上使其形成均勻的結

晶。根據文獻上報導，利用此方法製作含內標的檢量線，其 RSD 值

為 3%。 

  [圖9]為樣品與基質溶液直接混合或採用 seed-layer配製樣品後，

樣品盤上所呈現的圖像。由圖像發現[圖(A)]的結晶情形較差，並且有

許多集中點的產生；而[圖(B)]的結晶情形則較均勻，因此本實驗採用

seed-layer 的方式配製樣品至 target plate 上，再進入儀器中進行偵測。 
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(A) (B) 

  

 

圖 9：(A)樣品與基質直接混合；(B)以 seed-layer 方式配製樣品之結晶圖像。 
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3.1.3. NaH2PO4緩衝溶液 

  分析物 Lanatoside C 經 MALDI-TOF MS 偵測後，所形成之訊號

以 [M+Na]
+ 與 [M+K]

+ 為主，若添加適當的陽離子化劑，提供Na
+
 或

K
+的來源，可幫助儀器靈敏度的提升。 

  本實驗以 10 mM 的 NaH2PO4 當作緩衝溶液，希望由緩衝溶液所

提供的 Na
+ 與分析物形成 [M+Na]

+ 的訊號，以達到提升儀器靈敏度

的目的。[圖 10]為比較去離子水[圖(B)] 與 10 mM 的 NaH2PO4緩衝

溶液[圖(A)]，配製濃度為 10
-4

 M 的 Lanatoside C 標準溶液，所偵測

到的質譜圖。在相同的樣品濃度(10
-4 

M)情況下，當樣品配製在 10 

mM NaH2PO4的緩衝溶液時，僅形成 [M+Na]
+的訊號，沒有[M+K]

+

訊號形成，圖譜較簡單且分析物的訊號強度有所提升(S/N = 495.7)；

當樣品溶液為去離子水時，分析物的訊號除了 [M+Na]
+ 以外，還有 

[M+K]
+ 的訊號出現，質譜圖的訊號較複雜且強度較低(S/N = 217.4)。

因此，往後的實驗皆以 10 mM 的 NaH2PO4緩衝溶液，稀釋 

Lanatoside C 標準溶液。 
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(A) 

圖 10：以(A) 10 mM 的 NaH2PO4緩衝溶液；(B)去離子水配製 10
-4

 M 的

Lanatoside C 標準溶液所測得的質譜圖。 

(B) 

[M+K]
+
 

[M+Na]
+
 

[M+Na]
+
 

(B) 
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3.2. 分散式液液微萃取法的最佳實驗條件 

  進行分散式液液微萃取時
27
，有許多實驗條件會影響分析物萃取

的效果，例如萃取劑的選擇、分散劑的選擇、萃取劑與分散劑的體積

比、樣品溶液的 pH 值等，都會與濃縮倍率、回收率等實驗結果息息

相關，以下將針對這些因素進行深入探討。 

 

3.2.1. 萃取劑的選擇 60, 61
 

  在 DLLME 的實驗中，萃取劑的選擇是影響萃取效率的重要因素。

良好的萃取劑需具備以下條件：首先萃取劑密度必須大於分散劑與樣

品水溶液，如此才能利用離心的步驟將樣品水溶液與萃取劑分離；其

次，萃取劑須不易與樣品水溶液互溶，且對於分析物的溶解能力要大

於分散劑，以保證得到良好的回收效率。一般含有鹵素的有機溶劑密

度都較大，所以常選用鹵素溶劑當作萃取劑，例如鹵苯、氯仿、四氯

化碳等。 

  本實驗的目標分析物 Lanatoside C，易溶於甲醇、pyridine 等有機

溶劑但不溶於水，從[圖 1]可以觀察此分析物接了三個醣基，而醣基

上面接有很多的 OH 官能基，使此分析物親水性提高，但此分析物結

構上某部分由類固醇組成，有機性強疏水性也相對提高，即使水的極

性大卻不溶於水，故推測此分析物易溶於極性大且疏水性的有機溶

劑。 
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  參考以往的文獻 55, 62, 63，分別以 dichloromethane( CH2Cl2；密度

為 1.32 g/mL )、iodomethane( CH3I；密度為 2.28 g/mL )、

chloroform( CHCl3；密度為 1.48 g/mL )、carbon tetrachloride( CCl4；

密度為 1.58 g/mL )極性由大到小的四種溶劑作為萃取劑，進行

Lanatoside C 的分析。首先分別以溶解度做計算，預估所需的萃取劑

體積，再以 1 mL 的 THF 為分散劑，將 5 mL 的 10
-6 

M Lanatoside C 樣

品溶液，依照 DLLME 的萃取流程[圖 2]進行實驗，測試這四種溶劑

對樣品萃取效果的差異性。 

  [圖 11]為不同的萃取劑與訊號增強係數的實驗結果，根據實驗結

果，發現以 CH2Cl2為萃取劑時，經由離心後並無任何沉積液的產生，

完全不具濃縮分析物的效果；以 CCl4 為萃取劑雖然有沉積液，但得

到的圖譜卻無分析物的訊號，可能是因為萃取效果不佳所致；此外，

以 CHCl3或 CH3I 為萃取劑皆有萃取及濃縮分析物的效果，但以 CH3I

的訊號濃縮效果較佳。 

  由以上的結果證實，極性較小的 CHCl3、CCl4對分析物的溶解度

不好，導致沒有好的萃取效率，而極性較高的 CH2Cl2則需要更大量

的萃取劑體積才會有沉積液的產生，因此本論文的研究，選擇以 CH3I

做為 DLLME 的最佳萃取劑。 
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圖 11：不同的萃取劑對於訊號增強係數之影響。 

 

 

實驗條件： 

 以 10 mM NaH2PO4的緩衝溶液，製備 10
-6

 M 的 Lanatoside C 樣品

溶液，取樣品溶液 5 mL。 

 萃取劑 CH2Cl2、CHCl3、CCl4分別取 16 μL、CH3I 取 35 μL。 

 分散劑為 1 mL 的 THF。 

 萃取時間為接近 0 分鐘。 

 在室溫下設定轉速為 3000 r.p.m 離心 5 分鐘。 
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3.2.2. 分散劑的選擇 

  分散劑的選擇是影響萃取效率的另一個關鍵因素，分散劑扮演著

中間橋樑的角色，不僅要在萃取劑中有良好的溶解性也必須與水溶液

互溶。當包含著萃取劑的分散劑，利用注射針將其注入樣品溶液時，

可以使萃取劑在水相中分散成微小的液滴，均勻的分散在水溶液中增

大其與分析物的接觸面積以提高萃取效率，此時便形成水-分散劑-萃

取劑的混濁相。 

  良好的分散劑須具備下列條件：分散劑須與萃取劑和水溶液均有

好的互溶性；此外，萃取劑在分散劑的分配係數須比在樣品水溶液的

分配系數大，且不干擾圖譜結果。常用的分散劑包括甲醇( methanol；

MeOH )、乙醇( ethyl alchol；EtOH )、丙酮( acetone )、乙腈( acetonitrile；

CAN )及四氫呋喃( tetrahydrofuran；THF )。本實驗利用以上五種常用

的分散劑，進行 DLLME 實驗，結果如[圖 12]所示，當以 THF 為分

散劑時，訊號增強係數最高，而以其他四種分散劑進行實驗時，樣品

溶液經離心後皆無沉積相產生，無法測得任何分析物的訊號。 
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圖 12：不同的分散劑對於訊號增強係數之影響。 

 

 

實驗條件： 

 以 10 mM NaH2PO4的緩衝溶液，製備 10
-6

 M 的 Lanatoside C 樣品

溶液，取樣品溶液 5 mL。 

 萃取劑為 35 μL 的 CH3I。 

 分散劑分別為 1 mL 的 Acetone、ACN、EtOH、MeOH、THF。 

 萃取時間為接近 0 分鐘。 

 在室溫下設定轉速為 3000 r.p.m 離心 5 分鐘。 
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  根據實驗結果推測，以 MeOH、EtOH、Acetone 或 ACN 當作分

散劑時，因其親水性質較強，使得萃取劑對於樣品水溶液的互溶性大

大提高而無法產生沉積液；然而以 THF 作為分散劑，因為 THF 的親

水性較以上四種溶劑弱，所以樣品溶液經離心後，萃取劑會因比重大

與疏水性質較接近 THF 而產生沉積液，可以成功地將分析物由大體

積(5 mL)的水相溶液，萃取並濃縮至小體積( 35 μL)的有機相 CH3I 萃

取溶劑中。 
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3.2.3. 萃取劑的體積 

  經由實驗確定最適合的萃取劑與分散劑分別為 CH3I與 THF後，

接著對萃取劑的使用量進行探討。將分散劑 THF 的使用量固定為 1 

mL，而萃取劑的使用量分別設定為 30 μL、35 μL、40 μL、50 μL、

60 μL 以及 70 μL，每次實驗皆在相同的分散劑與時間條件下進行。

實驗結果由[圖 13]顯示，當萃取劑達到一定的量( 35 μL 以上)時，所

萃取到的分析物，其訊號增強係數達到最大值，但隨著萃取劑體積增

加，離心後所得到的沉積液體積也隨之增加[圖 14]，甚至超越了所加

入的萃取劑體積，推測其原因可能是在萃取的過程中，萃取劑夾帶一

些分散劑，導致沉積液的體積大於萃取劑的體積；若萃取劑太少時，

不僅無法達到好的萃取效果，沉積液的體積也相對的減少，容易造成

實驗上的困擾，不易以微量注射針(micro-syringe)抽取沉積液，不利

於進行分析物的偵測。由以上的實驗結果發現以萃取劑的體積為 35 

μL 時，所獲得的分析物萃取效果最佳且能滿足離心後樣品的質譜測

定所需的體積。 
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圖 13：萃取劑體積對於訊號增強係數的影響。 
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圖 14：萃取劑使用量與沉積液體積的關係圖。 

 

 

實驗條件： 

 以 10 mM NaH2PO4的緩衝溶液，製備 10
-6

 M 的 Lanatoside C 樣品

溶液，取樣品溶液 5 mL。 

 萃取劑分別為 30 μL、35 μL、40 μL、50 μL、60 μL 以及 70 μL

的 CH3I。 

 分散劑為 1mL 的 THF。 

 萃取時間為接近 0 分鐘。 

 在室溫下設定轉速為 3000 r.p.m 離心 5 分鐘。 

 重複測量 5 次( n = 5 )、相對標準偏差( RSD )0.3 ~ 8.0%。  
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3.2.4. 分散劑的體積 

  分散劑體積會直接影響水-分散劑-萃取劑的混濁相之形成，因分

散劑扮演著中間橋樑的角色，會影響萃取劑在水中的分散程度，進而

影響萃取效率。因此，在本實驗中，將探討不同體積的分散劑 THF

使用量對分析物的萃取效果之影響。以最佳的萃取劑 CH3I 的使用量

( 35 μL )，分別針對不同體積的THF 0.50 mL、0.75 mL、1.00 mL、1.25 

mL及1.50 mL，在相同的萃取時間條件下進行分析物的DLLME實驗，

所獲得的結果如[圖15]所示。 

  由[圖15]發現當分散劑的使用量過少(小於1 mL)時，雖然對離心

後所形成的沉積液總體積沒有太大的影響(如[圖16]所示，THF的體積

為0.50 mL、0.75 mL或1.00 mL時，沉積液的體積均介於20 ~ 25 μL之

間)，但實驗上所產生的混濁相，無法在樣品溶液中均勻的分散，使

得萃取效率降低且樣品的回收率不佳(如[圖17]所示，THF的體積為

0.50 mL或0.75 mL時，回收率均明顯的下降)。反之，當分散劑過多(大

於1.00 mL)時，會間接的提高萃取劑與水溶液的互溶性，使得沉積液

的總體積減少，萃取所獲得的分析物總含量降低，訊號增強係數因而

下降。根據以上的結果顯示，當分散劑的使用量為1.00 mL 時，分析

物的萃取效果[圖15]以及回收率[圖17]均達最佳狀態，故將以1.00 mL

的分散劑使用量進行往後的實驗。 
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圖 15：分散劑體積對於訊號增強係數之影響。 

 

 

 

 

 

 

圖 16：分散劑使用量對於沉積液體積之影響。 
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圖 17：分散劑體積對於樣品回收率之影響。 

 

實驗條件： 

 以 10 mM NaH2PO4的緩衝溶液，製備 10
-6

 M 的 Lanatoside C 樣

品溶液，取樣品溶液 5 mL。 

 萃取劑為 35 μL 的 CH3I。 

 分散劑分別為 0.50 mL、0.75 mL、1.00 mL、1.25 mL、1.50 mL

的 THF。 

 萃取時間為接近 0 分鐘。 

 在室溫下設定轉速為 3000 r.p.m 離心 5 分鐘。 

 重複測量 5 次( n = 5 )、相對標準偏差( RSD )2.4 ~ 7.0% 。 
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3.2.5. 溶液的 pH 值 

  調整樣品溶液的 pH 值，主要是為了避免分析物在過酸或過鹼的

溶液中解離，盡量使分析物以中性的形式存在，才能有效地進行

DLLME 實驗。將實驗條件的 pH 值分別設置介於 4 到 12 之間，利用

NaOH 與 HCl 溶液，將樣品溶液分別調整至實驗所設定的 pH 值(介於

4 到 12 之間)，然後進行分析物的萃取實驗，再經由 MALDI-TOF MS

偵測所萃取出的分析物之質譜圖及定量數據，進一步獲得樣品溶液的

pH 值對於訊號增強係數[圖 18]與樣品回收率[圖 19]的影響之關係

圖。 

  由[圖 18]及[圖 19]的結果發現，當樣品溶液過酸( pH 值為 4)或過

鹼( pH 值為 10 或 11.74)時，不僅濃縮效果不好且回收率也不佳，而

樣品溶液接近中性( pH 值為 6 或 8)時，濃縮效果與回收率為最佳。分

析物在偏酸的環境下 7，可能會被質子化形成正離子或水解；在偏鹼

的環境下，可能解離出質子形成負離子或內酯環切開的現象發生，使

得分析物在有機相萃取劑的溶解度降低，造成訊號偏低的情況；然而，

在中性溶液的環境下，分析物較不易解離，所形成的 [M+Na]
+ 訊號

較強；另外，沒有解離的中性分析物也較容易溶於有機相的萃取溶劑

中，有助於萃取效率的提升，故在本論文中選擇以 pH 值為 8 作為最

佳的實驗條件。 
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圖 18：樣品溶液的 pH 值對於訊號增強係數之影響。 
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圖 19：樣品溶液的 pH 值對於樣品回收率之影響。 

 

 

實驗條件： 

 分別以 10 mM 的 NaH2PO4 配製 pH = 4 和 6、Na2HPO4配製 pH = 

8 和 10、Na3PO4配製 pH = 11.74 的緩衝溶液，再將其分別製備成

10
-6 

M 的 Lanatoside C 樣品溶液，取樣品溶液 5 mL。 

 萃取劑為 35 μL 的 CH3I。 

 分散劑為 1.00 mL 的 THF。 

 萃取時間為接近 0 分鐘。 

 在室溫下設定轉速為 3000 r.p.m 離心 5 分鐘。 

 重複測量 5 次( n = 5 )、相對標準偏差( RSD )1.3 ~ 2.5 % 。 
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3.2.6. 萃取時間 

  DLLME 技術是一種利用分散劑與萃取劑混合後，快速將其注入

置有樣品溶液的離心管中，使分析物在水相與有機相之間進行分配的

平衡反應，當反應達成平衡時，同時達到萃取與濃縮分析物的目的。

萃取的效率會因分析物的性質、分析物在水相與有機相的溶解度等因

素而影響。 

  在 DLLME 中，樣品溶液注入分散劑與萃取劑後，直到進行離心

前的這段時間稱為萃取時間 64，在任何萃取過程中，萃取時間均為影

響萃取效率的一項重要因素。為了觀察萃取時間對萃取效率的影響，

分別將萃取時間設置為 0、2、4、6、8 與 10 分鐘進行實驗，結果發

現當分散劑與萃取劑注入後，在萃取時間接近 0 分鐘時(萃取後立即

進行離心)，即可達到良好的分析物濃縮倍率(concentration enrichment 

factor)，如[圖 20]所呈現的數據。當萃取時間增長時，對萃取效率並

無顯著的影響，這是由於在形成水-分散劑-萃取劑的混濁液時，分散

劑可以幫助萃取劑在短時間內均勻的分佈在樣品水溶液中，此時分析

物可以迅速由水相轉移到有機相，並達到兩相平衡，此一現象亦為

DLLME 技術的優點之一。 

  雖然萃取劑藉由分散劑均勻的分散在樣品水溶液中，在短時間內

可達到良好的萃取效果，但由[圖 21]萃取時間對於沉積液體積的影響，
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所獲得的實驗數據呈現，當萃取時間越長時得到的沉積液體積卻逐漸

減少；另外，由[圖 22]萃取時間與樣品回收率的關係圖發現，在萃取

時間接近 0 分鐘時，可以得到最好的樣品回收率，但萃取時間增長( 2 

~ 10 分鐘)時，樣品回收率只有持平的現象。造成此結果的因素可能

為，當萃取時間增加時，溶液間達到完全平衡，微量的萃取劑會經由

分散劑而互溶於水溶液中，導致沉積液的體積逐漸減少；相對的，當

萃取時間接近 0 分鐘時，部份的萃取劑尚未完全透過分散劑提升與水

的互溶性時，就以離心機進行分離使得有機相與水相快速分離，故得

到較多的萃取劑沉積液，如[圖 21]所示。而短時間內萃取劑可藉由分

散劑均勻的分散在樣品水溶液，當萃取時間越短(如接近 0 分鐘)時，

分析物被萃取至萃取劑中，已達到相當的濃縮倍率，若萃取劑的沉積

液體積增加(萃取時間接近 0 分鐘)時，則所得到的質譜儀訊號增強係

數也因而提升，如[圖 23]所示。 
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圖 20：萃取時間對於濃縮倍率之影響。 

 

 

 

 

 

圖 21：萃取時間對於沉積液體積之影響。 

0.00 

10.00 

20.00 

30.00 

40.00 

50.00 

60.00 

70.00 

80.00 

90.00 

100.00 

0 2 4 6 8 10 12C
o
n

c
e
n

tr
a
ti

o
n

E
n

r
ic

h
m

e
n

t 

fa
c
to

r

Extraction Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0 2 4 6 8 10 12

v
o
lu

m
e
 o

f 
se

d
im

e
n

te
d

 p
h

a
se

 
(μ

l)

Extraction Time (min)



72 
 

 

 

圖 22：萃取時間對於樣品回收率之影響。 

 

 

 

 

 

 

圖 23：萃取時間對於訊號增強係數之影響。 
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實驗條件： 

 以 pH = 8 的 10 mM Na2HPO4緩衝溶液，製備成 10
-6 

M 的

Lanatoside C 樣品溶液，取樣品溶液 5 mL。 

 萃取劑為 35 μL 的 CH3I。 

 分散劑為 1.00 mL 的 THF。 

 將萃取時間設置成 0 ~ 10 分鐘。 

 在室溫下設定轉速為 3000 r.p.m 離心 5 分鐘。 

 重複測量 5 次( n = 5 )、相對標準偏差( RSD ) 2.0 ~ 7.1 % 。 

 

  



74 
 

3.2.7. 離心時間 

  離心時間在 DLLME 技術中，扮演著將萃取劑與樣品溶液分開的

角色 65。若離心時間太短時，可能無法將全部的沉積液離心下來，為

了探討離心時間對於分析物萃取效果的影響，分別將離心時間設為 3、

5、8、10、12 及 16 分鐘，在 3000 r.p.m 的轉速下做離心。從[圖 24]

的實驗數據得知，在離心時間為 3 分鐘時，沉積液體積為 20μL，離

心時間超過 3 分鐘後，沉積液的體積提升 23 μL25 μL 之間，離心時

間再增長沉積液的體積並無明顯的增加。 

  [圖 25]為離心時間對於樣品回收率的影響，在離心時間為 10 分

鐘後，樣品回收率無明顯的增加，表示此段時間足夠將沉積液完全離

心。因此以離心時間為 10 分鐘作為此實驗的最佳條件。 

 

 

 

圖 24：離心時間對於沉積液體積之影響。 
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圖 25：離心時間對於樣品回收率之影響。 

 

 

 

實驗條件： 

 以 pH = 8 的 10 mM Na2HPO4緩衝溶液，製備成 10
-6 

M 的

Lanatoside C 樣品溶液，取樣品溶液 5 mL。 

 萃取劑為 35 μL 的 CH3I。 

 分散劑為 1.00 mL 的 THF。 

 萃取時間為接近 0 分鐘。 

 在室溫下設定轉速為 3000 r.p.m 離心，離心時間分別為 3、5、8、

10、12 及 16 分鐘。 

 重複測量 5 次( n = 5 )、相對標準偏差( RSD ) 0.5 ~ 5.3 % 。 
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3.2.8. 鹽類的添加 

  鹽析效應在固相微萃取與液液微萃取中為一重要的影響參數，利

用添加適量的鹽類增加其離子強度，以降低分析物在水相中的溶解度，

使待測物不易溶於水溶液，能相對提升其分配作用以提高萃取效率 66。

但實際上根據分析物本身的特性，添加鹽類對萃取效率可能會有不同

程度的影響 62。我們分別添加了不同重量百分比的 NaCl (0 ~ 4% (w/v))

以進行鹽析效應對於萃取效率的影響之實驗，實驗結果顯示隨著

NaCl 濃度的增加，沉積液的體積也跟著增加，但對於訊號增強係數

並無明顯的提升，如[圖 26]所示。 

  在樣品溶液中添加鹽類 67，會使溶液的離子強度增加，造成有機

相與水相的互溶性降低，導致沉積液的體積增加；另外，本實驗的分

析物具有疏水性質，使得分析物原本在水相中的溶解度並不高，對於

添加鹽類後，更無明顯的影響；綜合以上的推論，隨著鹽類添加比例

的提升，沉積液的體積會增加，但萃取劑對於分析物的濃縮倍率卻下

降，導致訊號增強係數並無明顯的提升[圖 26]。 
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圖 26：NaCl 的添加量對於訊號增強係數之影響。 

   

 

 

實驗條件： 

 以 pH = 8 的 10 mM Na2HPO4緩衝溶液，分別添加 0%、1%、2%、

3%和 4%的 NaCl，製備成 10
-6 

M 的 Lanatoside C 樣品溶液，取

樣品溶液 5 mL。 

 萃取劑為 35μL 的 CH3I。 

 分散劑為 1.00 mL 的 THF。 

 萃取時間為接近 0 分鐘。 

 在室溫下設定轉速為 3000 r.p.m 離心 10 分鐘。 

 重複測量 5 次( n = 5 )、相對標準偏差( RSD ) 0.1 ~ 1.0 % 。  
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3.2.9. 最佳的實驗條件 

  綜合前面各項實驗所得到的 DLLME 的最佳實驗條件結果，列於

[表 5]之中，以這些最佳的實驗條件，分析含有 Lanatoside C 的樣品

溶液，如[圖 27]所示。樣品溶液經由 DLLME 萃取之後，分析物所形

成的 [M+Na] 
+ 訊號強度由 171 [圖 27(A)]大大提升至 23000[圖 27(B)]，

質譜儀的偵測訊號增強係數，可達 130 倍以上，證明本論文所提出的

分析方法，對於分析物 Lanatoside C 具有極佳的萃取與濃縮效果。此

外，將 10
-6 

M 的 Lanatoside C 標準溶液濃度稀釋 100 倍後，再以

DLLME 進行分析物的萃取實驗，結果顯示經過稀釋的樣品溶液仍有

一定程度的萃取效果，分析物的訊號強度[圖 27(C)]明顯高於沒有經

過 DLLME 實驗的結果[圖 27(A)]。 
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DLLME 的實驗變數 最佳結果之條件 

萃取劑 CH3I 

分散劑 THF 

萃取劑的體積 35 μL 

分散劑的體積 1.00 mL 

pH 值 8 

萃取時間 0 min 

離心時間 10 min 

鹽類的添加濃度 0 % 

表 5：分散式液液微萃取法的最佳實驗條件。 
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(A) 

(B) 

(C) 

圖 27：10
-6

 M 的 Lanatoside C 標準溶液(A)沒有經過；(B)經過；(C)稀釋

100 倍再經過 DLLME 萃取分析物所測得的質譜圖。  

[M+Na] 
+
 

[M+Na] 
+
 

[M+Na] 
+
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3.3. 標準溶液的檢量線與偵測極限 

  分析物檢量線的製作是將濃度分別為 0.01 M、0.05 M、0.1 M、

0.5 M 及 1.0 M 的 Lanatoside C 標準溶液，以最佳的 DLLME 實驗

條件，進行分析物的萃取與預濃縮，再結合 MALDI-TOF 質譜儀鑑定

分析，每一個標準溶液均做 5 次的重複測量，所獲得的實驗數據，如

[圖 28]所示。由圖中可知，分析物的濃度與質譜偵測的訊號強度，具

有良好的線性關係，相關係數(correlation coefficient, R
2 

)值為 0.9911。 

分析物偵測極限( limit of detection；LOD )的測量，則以訊號雜訊

比為 3 時，所對應的濃度定義之。由實驗結果得知，本論文所提出的

分析方法，對於毛地黃毒苷化合物的偵測極限為 1.06 nM(約等於 1.04 

ng/mL)；偵測定量極限( limit of quantitation；LOQ )為 3.5 nM (約等於

3.47 ng/mL)。 
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圖 28：Lanatoside C 標準溶液的檢量線。 
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3.4. 生化樣品的檢測 

  為評估此分析方法應用於真實的生化樣品檢測之適用性，實驗採

用將 Lanatoside C 標準溶液添加(spike)於人體尿液中，配製成樣品溶

液後再進行分析，實驗所使用之尿液樣品皆取自於同一人。 

  尿液中除水分以外尚有無機鹽、尿素、尿酸等體內的代謝物質，

具有複雜的基質成份，因此在微量分析的應用上，必須先進行樣品溶

液的前處理步驟，以降低這些基質對於分析物訊號的干擾。在過去的

文獻中 55, 68，有關於去除尿液中蛋白質及鹽類基質干擾的方法，以有

機溶劑去除蛋白質最有效率，亦有利用去離子水稀釋尿液，以降低基

質干擾的簡易方式。 

 

3.4.1. 沒有經過前處理的尿液樣品 

  本實驗先嘗試在沒有經過任何前處理的尿液樣品中，直接添加

10
-6 

M 的 Lanatoside C 標準溶液再進行 DLLME 的實驗，以觀察經過

簡易的萃取步驟後，在複雜的尿液基質環境中，是否可以直接偵測到

分析物的訊號。實驗結果發現[圖 29]，在沒有經過任何樣品前處理的

尿液中，樣品溶液經過 DLLME 萃取後，質譜儀可偵測到微弱的分析

物訊號( [M+Na]
+、m/z = 1007.56 )，且此在訊號範圍內無任何尿液基

質所產生的訊號重疊干擾現象，證明本論文所提出的分析方法，具有

極高的萃取效率，在沒有經過任何樣品前處理的步驟，成功地從具有
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複雜基質成份的尿液中，萃取出分析物並進行鑑定分析。 

 

 

 

 

圖 29：(A)添加；(B)沒有添加 10
-6

 M 的 Lanatoside C 標準溶液於未

經任何前處理的尿液樣品溶液，所測得的質譜圖。 

  

(A) 

 

(B) 

 

[M+Na]
+
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3.4.2. 經過去離子水稀釋的尿液樣品 

  利用簡易的濃度稀釋方法，以 1 倍或 2 倍體積的去離子水稀釋尿

液樣品溶液，降低尿液中的基質干擾後，再添加 10
-6 

M 的 Lanatoside 

C 標準溶液進行 DLLME 的實驗，所測得的質譜圖如[圖 30]所示。由

圖中發現，樣品溶液經過去離子水稀釋後(圖(A)及圖(B))，尿液基質

所產生的干擾訊號明顯降低了許多，但是當體積的稀釋大於 2 倍以上

時，則失去在具有複雜基質的真實尿液樣品環境下，偵測分析物的目

的，所以採用 2 倍體積的去離子水稀釋尿液樣品溶液，作為最佳的實

驗條件。 
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圖 30：以(A) 2 倍；(B)1 倍；(C)0 倍體積的去離子水，稀釋尿液樣品

溶液經過 DLLME 後所測得的質譜圖。 
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(B) 

 

(C) 

 

[M+Na]
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+
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+
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3.4.3. 經過冷凍沉澱法處理的尿液樣品 69 

  為了更進一步降低尿液的基質背景干擾因素，本實驗再選擇以冷

凍沉澱法進行樣品的前處理，將取得的尿液放置在- 10℃的冰箱中至

少 6 小時以上，再移至室溫靜置 2 小時，取上層澄清液，在 4℃下以

4000 r.p.m 的轉速離心 20 分鐘，取上層溶液以 2 倍體積的 Na2HPO4

緩衝溶液稀釋後，再添加入 10
-6 

M 的 Lanatoside C 標準溶液，經過

DLLME 後，所偵測到的分析物訊號，訊號雜訊比( Signal-to-noise ratio；

S/N )為 147.8，比沒有經過冷凍沉澱法進行樣品前處理的結果，有微

幅的提升，如[圖 31]所示。 

 

 

 

圖 31：(A)經過；(B)沒有經過冷凍沉澱法進行尿液樣品前處理所測

得的質譜圖。 

(A) 

 

(B) 

 

S/N = 147.8 

S/N = 129.6 

[M+Na]
+
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3.4.4. 尿液樣品的檢量線與偵測極限 

  在尿液樣品溶液中，添加入 0. 10 M、0.25 M、0.50 M、0.75 M

及 1.0 M 的 Lanatoside C 標準溶液，一個標準溶液均做 5 次的重複

測量，所獲得的分析物檢量線如[圖 32]所示。實驗結果顯示，即使在

具有複雜基質的尿液樣品中，而且沒有經過繁瑣的前處理步驟，仍然

可以獲得極佳的分析物檢量線( R
2
1 )，代表本論文所提出的分析方

法，可以應用於真實的生化樣品溶液中，對於 Lanatoside C 化合物的

偵測，其偵測極限約為 13.1 nM(約等於 12.9 ng/mL)。 

 

 

 

 

圖 32：尿液樣品中 Lanatoside C 化合物的檢量線。 
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3.5. 同步偵測多種強心配醣體藥物 

  MALDI-TOF MS 的一項特點是在偵測含有多種分析物的混合樣

品時，不需先經過層析儀的分離，可以直接進行質譜儀的鑑定分析，

並同時獲得這些分析物的定性、定量實驗數據，相當適合應用於鑑定

含有多種強心配醣體藥物的混合溶液。 

 

3.5.1. 標準溶液中強心配醣體的偵測 

  將三種強心配醣體化合物 Lanatoside C、Digitoxin 及 Digoxin，

以 Na2HPO4 緩衝溶液配製成濃度均為 10
-6 

M 的混合標準溶液，利用

最佳的實驗條件進行 DLLME 後，送入 MALDI-TOF MS 鑑定分析，

所得到的質譜圖如 [圖 33]所示。從圖中可清楚地觀察到，本論文所

提出的分析方法，在沒有經過任何分離步驟的情況下，可以直接地同

步偵測出這三種強心配醣體化合物的質譜訊號 [ M+Na ] 
+，分別為

[Digitoxin+Na] 
+ 

( m/z = 787.5 )、[Digoxin+Na] 
+
 ( m/z = 803.5 ) 和

[Lanatoside C+Na] 
+ 

( m/z =1007.6)。然而，Lanatoside C 所形成的 

[ M+Na ] 
+ 訊號強度，比 Digitoxin 或 Digoxin 所形成的[ M+Na ] 

+訊

號強度明顯地降低了許多，推測其原因可能是因為所使用的有機萃取

溶劑 CH3I，對於少了一個醣基、極性較弱的 Digitoxin 和 Digoxin (參

考[表 1] )，具有較好的萃取效率所致。 
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圖 33：濃度均為 10
-6 

M 的 Digitoxin、Digoxin 及 Lanatoside C 混合標

準溶液經過 DLLME 萃取後所測得的質譜圖。 

  

[Digitoxin+Na]
+ 

[Digoxin+Na]
+ 

[Lanatoside C+Na]
+ 



91 
 

3.5.2. 尿液中強心配醣體的偵測 

  本實驗目的在於印證，在複雜的基質尿液樣品溶液中，是否可以

同步偵測出多種強心配醣體藥物的成份。將 Digitoxin、Digoxin 及

Lanatoside C 添加(spike)於人體的尿液樣品中，製備成含有三種強心

配醣體化合物濃度均為 10
-6 

M 的混合溶液，經過 DLLME 萃取分析物

的步驟後，再進行 MALDI-TOF MS 的偵測，所獲得的圖譜如[圖 34]。

由圖中所出現的三個[ M+Na ] 
+訊號，證實此分析方法可以進一步應

用於尿液樣品中，多種強心配醣體化合物的同步偵測。 

 

 

 

圖 34：添加濃度均為 10
-6

 M 的 Digitoxin、Digoxin 及 Lanatoside C 混

合溶液於尿液中，經過 DLLME 萃取後所測得的質譜圖。 

[Digitoxin+Na]
+ 

[Digoxin+Na]
+ 

[Lanatoside C+Na]
+ 
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肆、結論與未來展望 

  本研究利用操作簡單且時間短、樣品用量少又具有高濃縮效率的

分散式液相微萃取法，結合高靈敏度、樣品製備簡易及高樣品通量的

基質雷射脫負游離飛行時間質譜法，成功地應用於偵測微量的

Lanatoside C 化合物，偵測極限(LOD)可達到 1.04 ng/mL，比過去文

獻中使用的分析方法更佳靈敏。 

  實驗中以 seed-layer 方式製備樣品，改善基質與樣品結晶不均勻

的現象，降低訊號集中點的情形發生。在尿液的檢測上，使用簡單、

快速且不含有機溶劑的前處理步驟，在含有大量尿液基質存在的環境

下，仍可完成分析物的檢測，且達到 12.9 ng/mL 的偵測極限。此外，

將 Digitoxin、Digoxin 和 Lanatoside C 三種強心配醣體混合後，添加

於尿液樣品中，不須經過耗時的層析的步驟，即可同步偵測出三個分

析物，證明此分析方法不僅可對單一化合物做分析，也可對多種化合

物進行同步分析，可應用於毛地黃植物成份的檢測上。   

  由於分散式液相微萃取法中，良好的萃取劑大多為含有鹵素且毒

性強的有機溶劑 65, 70, 71。因此，未來的研究方向，期望能以更符合綠

色化學的離子液體 72
 ( ionic liquid )，取代傳統的有機溶劑，開發出環

保、快速且靈敏的分析方法，並廣泛地應用於微量化合物質的偵測。 
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