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衍生化Ｇ顶空固相微萃取Ｇ气相色谱法测定大鼠粪便中
游离短链脂肪酸

张晓伟,孙鑫,李秀娟,潘思轶

华中农业大学食品科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　为满足生物样品中短链脂肪酸的痕量检测需求,以氯甲酸丙酯为衍生试剂,结合顶空固相微萃取,建
立了基质内衍生Ｇ顶空固相微萃取Ｇ气相色谱方法用于大鼠粪便中７种游离短链脂肪酸的测定.在最佳衍生条件

(pH８、３００μL丙醇、１００μL吡啶、１００μL氯甲酸丙酯及涡旋衍生２min)及顶空固相微萃取的条件(pH３．４６、萃
取温度５０℃、萃取时间４０min和转速１０００r/min)下,该方法的检出限在０．１３３~０．４２０μmol/kg,定量限在

０．４４４~１．４００μmol/kg,远低于其他文献中所建方法的检出限和定量限,而且线性关系好(R２＞０．９９),精密度和

准确度高,加标回收率在６５．４２％~１１７．６９％,相对标准偏差低于１１．６０％.该方法操作简单、快速、灵敏且廉价,

完全能够满足粪便中短链脂肪酸痕量检测需求.
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　　短链脂肪酸(shortchainfattyacids,SCFAs)是
肠道菌群重要代谢产物,主要包括乙酸、丙酸、异丁

酸、丁酸、异戊酸、戊酸和己酸[１Ｇ２].研究发现,约

５％~１０％的SCFAs被排泄在粪便中,９０％以上的

SCFAs在盲肠和结肠中被吸收,参与生命活动代

谢,在维持肠道稳态、调节宿主代谢及免疫应答和一

些相关性疾病中发挥重要作用[３Ｇ４].粪便是目前研

究SCFAs应用最为广泛的生物样品,其SCFAs浓

度与结肠状态和肠道菌群密切相关,是肠道菌群监

测、肠 道 疾 病 及 代 谢 性 疾 病 早 期 诊 断 的 重 要 手

段[５Ｇ６].然而,SCFAs理化性质独特,含量较低且粪

便等生物样品基质复杂等因素使得SCFAs的准确

定量十分困难[７].因此,建立操作简单、灵敏度高及

分析成本低的检测方法对于粪便中SCFAs的分析

具有重要意义.
气相色谱法 (gaschromatography,GC)是目

前分析 SCFAs最为常用的方法[８Ｇ１０],但是 SCFAs
极性较强,易在色谱柱中产生吸附(尤其在低浓度

时),导致检测结果的重现性和准确度较差[９].因

此,常常会将SCFAs衍生化后再通过有机溶剂萃

取,经脱水或浓缩后进行 GC分析,但此过程中SCＧ
FAs衍生物极易逸失,回收率偏低[１０],而且过量衍

生试剂也会对色谱柱造成损害.采用固相微萃取技

术(solidＧphasemicroextraction,SPME)可以改善上

述状况,还可以大大提高方法的灵敏度,被广泛应用

于食品、医药及生物领域中痕量化合物的检测[１１Ｇ１２].
但是 衍 生 化 SPME 结 合 用 于 分 析 生 物 样 品 中

SCFAs的报道并不多,并且还存在一些不足:回收率

偏低、准确度不佳、衍生反应条件苛刻、安全性差、衍
生操作繁琐、耗时及分析成本高等[１３Ｇ１６].

目前用于 SCFAs衍生的试剂有五氟苄基溴

(pentafluorobenzylbromide,PFBBr)[１７Ｇ１８]、三甲基

甲硅烷试剂(trimethylsilyl,TMS)[１９]、烷基氯甲酸

酯类[２０Ｇ２３]等.其中,烷基氯甲酸酯类因衍生操作简

单、快速、条件温和、价格便宜等优点,被广泛用于

SCFAs衍生[２０].Furuhashi等[２０]和Zheng等[２１]发

现氯甲酸丙酯(propylchloroformate,PCF)衍生效

率较佳,衍生物在色谱中分离好,获得了较好的分析

结果.但是他们使用粪便提取液进行衍生化,再采

用液液萃取分离纯化,操作过程极为繁琐,需用大量
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有机试剂进行多次分离转移,目标物极易逸失,导致

分析物回收率偏低,且检出限较高,可能无法满足生

物样品中痕量SCFAs的检测[２０Ｇ２１].
因此,为改善传统 GC法不足,更加适用于SCＧ

FAs的痕量检测,本研究以PCF为衍生试剂,结合

HSＧSPME,建立基质内衍生Ｇ顶空固相微萃取Ｇ气相

色谱方法用于大鼠粪便中游离SCFAs的测定,以
期为肠道菌群与健康研究提供技术支撑,并为血

液及组织等生物样品中 SCFAs的痕量检测提供

参考.

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

大鼠粪便由华中农业大学实验动物中心提供.
乙酸、丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、戊酸、己酸、

２Ｇ甲基戊酸(＞９８％)及PCF(＞９９％),上海阿拉丁生

化科技股份有限公司;正丙醇、吡啶(分析纯),上海国

药集团化学试剂有限公司;超纯水.
使用超纯水配制SCFAs混合标准储备溶液,每

种标准物的质量浓度为１mg/mL.将储备溶液进

一步稀释至一系列浓度制备混合标准工作溶液.在

超纯水中制备２Ｇ甲基戊酸储备溶液(０．１mg/mL),
将其用作内标(IS).所有标准储备溶液和所有工作

溶液均存储于４℃.
1.2　仪器与设备

SPＧ７８９０型气相色谱仪(配氢火焰离子化检测

器,FID),山东鲁南瑞虹化工有限公司;N２０００色谱

工作站,浙江大学智达信息工程有限公司;SEＧ５４毛

细管柱(３０m ×０．３２mm ×０．２５μm),兰州中科安

泰分析科技有限公司;CTＧ１型氮氢空气发生器,武
汉科林普丰仪器有限公司;QLＧ８６１型漩涡混合器,
江苏海门其林贝尔仪器制造有限公司;XHFＧD高速

分散器内切式匀浆机,宁波新芝生物科技股份有限

公司;DFＧ１０１S型集热式恒温加热磁力搅拌器,武汉

德力祥仪器设备有限公司.

６５μm 羟基硅油Ｇ甲基丙烯酸丁酯Ｇ二乙烯苯基

(hydroxyＧterminatedsiliconeoilＧbutyl methacryＧ
lateＧdivinylbenzene,OHＧTSOＧBMAＧDVB)萃 取 头

参考文献[２４]制备.
气相色谱条件:以高纯氮气为载气,柱头压０．１０

MPa,空气 ０．０９５ MPa,氢气 ０．０６５ MPa,尾吹气

０．０７５MPa,分流比为２０∶１.进样口温度２８０℃,

FID温度２９０℃.升温程序:初始温度７０℃,保持

１min,然后以５℃/min升至１２０℃,以１０℃/min
升至２８０℃,保持１０min.
1.3　粪便中 SCFAs 提取、衍生和顶空固相微萃取

操作方法

　　随机收集 Wistar大鼠的新鲜粪便于离心管内,
密封并于－８０℃冻存.粪便基质内SCFAs的提取

参考Zheng等[２１]的方法并加以调整.取－８０℃ 冻

存的粪便,以料液质量比１∶１０,加入超纯水(含１０

μg/mL的２Ｇ甲基戊酸作为内标),匀浆１０min.称

取１．１g样品悬浊液,加入 NaOH 溶液调节pH 值

为８,依次加入１００μL吡啶、３００μL丙醇和１００μL
PCF,涡旋２min进行衍生.衍生完毕后,加入盐酸

调节溶液pH 值为３,置于恒温加热磁力搅拌器中,
转速１０００r/min、温度６０℃,采用OHＧTSOＧBMAＧ
DVB萃取头萃取３０min,然后取出萃取头于２８０℃
下GC气化室解吸５min.所有试验均做３次平行,
结果取平均值.

取－８０℃ 冻存的粪便,以料液质量比１∶４加

入超纯水(含１０μg/mL 的２Ｇ甲基戊酸作为内标),
匀浆１０min,加入一定浓度的混合标准液涡旋混

匀,在４℃下放置１２h以模拟真实样品,再加入一

定量超纯水(含１０μg/mL的２Ｇ甲基戊酸)使以料液

质量比为１∶１０.按照上述操作,分别对影响衍生的

因素(pH、吡啶、丙醇及PCF)和顶空固相微萃取的因

素(萃取温度、萃取时间、pH及转速)进行优化.
1.4　方法建立与评价

采用内标标准加入法定量.按本文“１．３”方法

在样品中加入一系列不同浓度混合标准溶液,加入

内标,在４℃下放置１２h,按照最佳条件进行衍生和

HSＧSPME操作.以各组分加标浓度为横坐标,以
各组分峰面积和内标物峰面积之比的平均值为纵坐

标建立定量标准曲线.
根据３δ/S(δ为仪器空白响应值的标准偏差,S

为采用不含内标的标准加入法建立的校正曲线的斜

率)求得方法的检出限,定量限(limitofquantificaＧ
tion,LOQ)为１０δ/S.

通过内标标准加入法定量,采用绘制的标准曲

线,曲线与横坐标的交点的绝对值即为真实样品中

SCFAs的浓度.采用内标标准加入法计算试验方

法的回收率.在真实样品中分别添加各SCFAs线

性范围内高、中、低３个浓度的混合标准溶液,在最

优条件下,重复测定３次得到各组分峰面积与内标

峰面积比值的平均值,代入标准曲线方程中计算出

１６１
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浓度,与加标浓度的比值即为方法的加标回收率.
精密度用相对标准偏差(RSD)表示.
1.5　数据处理

数据处理采用Excel２０１６版本软件,绘图采用

ChemDraw１９．０和 Origin２０１８版本软件.

2　结果与分析

2.1　粪便中 SCFAs 的衍生条件优化

图１显示了SCFAs的PCF衍生过程.为了获

得满意的衍生化效果和萃取效果,对衍生条件进行

了优化.

１)衍生辅助方式.SCFAs衍生效果与衍生试

剂添加速率及衍生体系的摇动程度有关.为此,比
较了超声和涡旋２种辅助方式,如图２所示,涡旋更

有利于粪便中SCFAs的衍生.进一步考察了涡旋

时长对衍生反应的影响,发现涡旋１min即可满足

衍生需要,但是当涡旋２min时,结果的重现性更

好,因此选择涡旋２min用于后续研究.

图１　氯甲酸丙酯衍生短链脂肪酸的示意图

Fig．１　SchematicrepresentationofderivatizationofSCFAswithPCF

　１:乙酸;２:丙酸;３:异丁酸;４:丁酸;５:异戊酸;６:戊酸;７:己酸.

下同.１:Aceticacid;２:Propionicacid;３:Isobutyricacid;４:Butyric

acid;５:Isovalericacid;６:Valericacid;７:Caproicacid．Thesameas

below．

图２　衍生辅助方式对粪便中游离SCFAs衍生的影响

Fig．２　Theeffectofdifferentauxiliarymethodsonthe

derivatizationoffreeSCFAsinratfeces

　　２)pH.体系pH 是影响衍生化反应的重要因

素之一.在最初的试验中发现,当pH 过高时,PCF
水解,衍生效果较差,各目标物的萃取量较低.因

此,将衍生体系pH 值分别设置为６、７、８、９和１０,考
察pH 值对衍生反应的影响.如图３所示,当溶液

pH 值在８~９时,衍生效果较佳.综合考虑,选择

pH８用于后续试验.

３)吡啶加入量.吡啶是烷基氯甲酸酯类衍生化

反应中常用的催化剂.图４考察了不同吡啶加入量

对粪便中SCFAs衍生的影响.当吡啶加入量从５０

μL增加至１００μL时,所有SCFAs的衍生率大幅度

上升,在１００~１５０μL时衍生率上升较慢,而后开始

图３　pH对粪便中游离SCFAs衍生的影响

Fig．３　TheeffectofpHonthederivatization

offreeSCFAsinfeces

图４　吡啶加入量对粪便中游离SCFAs衍生的影响

Fig．４　Theeffectofpyridineadditiononthe

derivatizationoffreeSCFAsinfeces

２６１
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下降.这是因为吡啶呈碱性,过多使用吡啶会影响

体系pH,导致衍生效果变差;而且过多的吡啶会损

坏萃取涂层,使涂层萃取效果下降.综合考虑,选择

１００μL吡啶用于后续试验.

４)丙醇加入量.过量的丙醇可以使衍生反应完

全,但是丙醇用量过多,会降低衍生体系极性,增加

衍生物在溶剂中的溶解度,减少衍生物萃取量.图

５考察了丙醇对SCFAs衍生反应的影响,选择３００

μL丙醇用于后续试验.

图５　丙醇加入量对粪便中游离SCFAs衍生的影响

Fig．５　Theeffectofpropanoladditiononthe
derivatizationoffreeSCFAsinfeces

　　５)氯甲酸丙酯加入量.衍生试剂的用量对衍生

反应的影响比较复杂.图６考察了 PCF加入量对

粪便中SCFAs衍生的影响,发现当衍生试剂用量大

于１００μL时,衍生物的萃取量下降.过多的衍生试

剂会产生更多的副产物,干扰衍生反应进行,也影响

涂层对衍生物的萃取效果,造成衍生试剂峰拖尾,导
致背景噪音增加,对衍生物的检测造成影响.所以,
选择１００μLPCF用于后续研究.

图６　氯甲酸丙酯加入量对粪便中游离SCFAs衍生的影响

Fig．６　Theeffectofpropylchloroformateadditionon
thederivatizationoffreeSCFAsinfeces

2.2　顶空固相微萃取条件优化

１)萃取温度.萃取温度是影响SPME的重要

因素之一.如图７所示,萃取温度升高会加快SCＧ
FAs衍生物从样品基质向顶空的传递速率,增强了

涂层的萃取效果,但是当温度继续升高,分析物在涂

层与基质间的分配常数降低,导致分析物的萃取量

下降,而且温度过高也会导致衍生物的水解,降低衍

生物的萃取量.因此,选择萃取温度为５０℃用于后

续研究.

图７　温度对粪便中游离SCFAs衍生物萃取的影响

Fig．７　Theeffectoftemperatureontheextractionof
theSCFAsderivativesinfeces

　　２)萃取时间.由图８可知,随着萃取时间的增

加,各SCFAs衍生物的萃取量逐渐增加,在４０min
达到萃取平衡;当继续延长萃取时间到７０min,各
目标物的重现性变差,甚至乙酸的萃取量开始下降,
可能是长时间的水浴加热导致衍生物开始水解造

成.所以,选择 ４０ min 作 为 萃 取 时 间 用 于 后 续

研究.

图８　萃取时间对粪便中游离SCFAs衍生物萃取的影响

Fig．８　Theeffectofextractiontimeontheextraction
oftheSCFAsderivativesinfeces

３６１
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　　３)搅拌速度.搅拌可以提高分析物的传递速

率,缩短萃取时间,提高萃取效果,但搅拌时一定要

保持速度的均匀性和一致性,否则将会导致分析物

的萃取量下降或者重复性变差.由图９可知,随
着搅拌速度增加,SCFAs衍生物的萃取量逐渐增

加,并在转速为１０００r/min时,达到最佳萃取效

果;当继续提高转速时,由于转速过高,磁子不均

匀转动 甚 至 跳 动,从 而 导 致 各 目 标 物 的 萃 取 量

下降.

图９　转速对粪便中游离SCFAs衍生物萃取的影响

Fig．９　Theeffectofrotatingspeedontheextraction
oftheSCFAsderivativesinfeces

　　４)pH.pH 对衍生反应和SPME的影响是不

同的.图１０反映了衍生后体系的pH 对SCFAs衍

生物萃取的影响.衍生完成后体系的pH 呈弱酸

性,在４．１９左右,通过加入一定浓度的 NaOH 溶液

或 HCl溶液调节体系pH,发现当pH 为３．４６时,涂
层对衍生物的萃取效果最佳.当pH 值小于或者大

于３．４６时,衍生物的萃取量明显下降,可能因为pH
较低或较高会导致SCFAs衍生物的水解,或导致衍

生物在溶液中电离,影响萃取.

图１０　不同pH对粪便中游离短链脂肪酸衍生物萃取的影响

Fig．１０　TheeffectofpHontheextractionofthe
SCFAsderivativesinfeces

2.3　方法建立与评价

在大鼠粪便悬浊液中添加不同浓度的SCFAs
混合标准溶液及内标,在最佳衍生条件和顶空固相

微萃取条件下,建立氯甲酸丙酯衍生Ｇ顶空固相微萃

取Ｇ气相色谱检测方法,结果见表１.７种SCFAs的

线性范围很宽,决定系数R２均大于０．９９,所建方法

的LOD在０．１３３~０．４２０μmol/kg,LOQ在０．４４４~
１．４００μmol/kg,连续５次重复试验的相对标准偏差

(relativestandarddeviation,RSD)在 ７．６３％ ~
１２．８４％.

表１　７种短链脂肪酸的线性范围、决定系数、

检出限、定量限和精密度

Table１　Linearlinearities,coefficientsofdetermination,

LOD,LOQandprecisionof７kindsofSCFAs

短链

脂肪酸

SCFAs

线性范围/
(μg/g)
Linear
range

决定

系数

R２

检出限/
(μmol/kg)

LOD

定量限/
(μmol/kg)

LOQ

相对标

准差/％
RSD

乙酸

Aceticacid
１０~
５０００

０．９９４７ ０．４２０ １．４００ ８．５７

丙酸

Propionicacid
１０~
５０００

０．９９７７ ０．３６４ １．２１２ ７．６３

异丁酸

Isobutyricacid
０．１~
５００

０．９９６５ ０．３４５ １．１５１ ８．７９

丁酸

Butyricacid
１０~
５０００

０．９９３３ ０．１９９ ０．６６２ １２．１６

异戊酸

Isovalericacid
０．１~
５００

０．９９２８ ０．１７７ ０．５９１ １２．８４

戊酸

Valericacid
０．１~
５００

０．９９４５ ０．１４５ ０．４８２ １０．３２

己酸

Caproicacid
０．１~
５００

０．９９８６ ０．１３３ ０．４４４ １０．４５

　　随机收集大鼠粪便,按照所建方法测定其中乙

酸、丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、戊酸和己酸的含量

分别为１２．５１、６．２６、０．３６、１．８０、０．３５、０．１７和０．６１

μmol/g.
向该样品中添加高、中、低３种浓度的混合标准

溶液,计算加标回收率,以验证方法的准确性,结果

如表２所示.除异戊酸和己酸的低浓度加标回收率

较低外,该 方 法 的 加 标 回 收 率 都 在 ６５．４２％ ~
１１７．６９％,RSD≤１１．６０％,说明该方法的准确度和

精密度较好.由图１１A和１１B可知,该方法用于实

际样品和加标样品(每种SCFAs的添加量均为５００

μg/g)分析时,７种SCFAs在此衍生条件下,衍生

效果较好,谱图较为干净,没有衍生试剂峰拖尾及背

景噪音增加现象,衍生物分离度好,不会对衍生物的

检测造成影响.
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表２　方法的回收率与精密度

Table２　Recoveryandprecisionoftheproposedmethod

短链脂肪酸

SCFAs

加标水平/
(μg/g)

Spikinglevels

回收率/％
Recovery

相对标准

偏差/％
RSD

乙酸

Aceticacid

１０．００ ９４．１７ ２．５５
２５００．００ １０７．０７ ５．５６
５０００．００ ９７．３２ ４．５６

丙酸

Propionicacid

１０．００ ９３．４３ １．９１
２５００．００ ９８．２５ １１．６０
５０００．００ １００．１６ ３．７９

异丁酸

Isobutyricacid

０．１０ ９７．６９ ４．１３
２５０．００ １０９．６９ ６．７８
５００．００ ９７．２４ ４．８３

丁酸

Butyricacid

１０．００ ８０．６７ １１．０６
２５００．００ １０６．５２ ８．０２
５０００．００ ９７．１９ ６．２４

异戊酸

Isovalericacid

０．１０ ６５．４２ １１．１１
２５０．００ ９０．６１ ８．１６
５００．００ １０２．０４ １１．５８

戊酸

Valericacid

０．１０ ８２．０７ ４．８１
２５０．００ １１７．６９ ５．３８
５００．００ ９７．５５ ８．４９

己酸

Caproicacid

０．１０ ７５．５０ ６．４１
２５０．００ １１６．１２ ４．９６
５００．００ ９７．６６ ５．５１

　IS:内标物２Ｇ甲基戊酸.IS:Internalstandard２Ｇmethylvalericacid．

图１１　大鼠粪便中SCFAs衍生物(A)和
加标大鼠粪便中SCFAs衍生物(B)的气相色谱图

Fig．１１　GaschromatogramsofderivativesofSCFAs
inratfeces(A)andspikedratfeces(B)

3　讨　论

本研究以 PCF为衍生试剂,建立了衍生化Ｇ顶

空固相微萃取Ｇ气相色谱法分析大鼠粪便中游离短

链脂肪酸.由表３可知,相对于现有的SPME法、
衍生化Ｇ液液萃取(liquidＧliquidextraction,LLE)Ｇ直

接进样法[１８Ｇ１９]及 LLEＧ直接进样法[２５Ｇ２６]等方法,本
方法具备操作简单、快速、省时、精密度好、灵敏度高

等优点.同时本方法采用基质内衍生,结合 HSＧ
SPME进行富集萃取,有效减少了大量有机试剂的

使用及在分离提取过程中衍生物的损失,降低了过

量衍生试剂对色谱柱的损害.此外,本方法对仪器

要求不高,采用 GCＧFID 设备即可满足粪便中SCＧ
FAs的检测需求.

将本方法用于随机收集的大鼠粪便中SCFAs
的检测,测得其中乙酸、丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、
戊酸和己酸的含量分别为１２．５１、６．２６、０．３６、１．８０、

０．３５、０．１７和０．６１μmol/g.而Fiorini等[２７]在大鼠

粪便中 测 得 上 述 物 质 含 量 及 范 围 分 别 为 ５８．９９
(２７．３１~１０８．１２)、８．９３(４．４４~１５．５８)、２．４３(１．４５~
４．２０)、１．４３(０．９１~２．１８)、０．４１(０．２６~０．６２)、０．６７
(０．４２~１．０７)和０．３９(０．２６~０．６０)μmol/g;ScorＧ
tichini等[２６]在大鼠粪便中测得上述物质含量及范

围分别为１３５．００(１１８．１０~１６１．６０)、１５．７０(１３．３０~
１９．４０)、１．８０(１．００~２．２０)、３４．９０(２６．００~４７．８０)、

２．００(１．６０~２．２０)、２．５０(１．７０~２．９０)和２．３０(１．４０~
３．１０)μmol/g,３种方法所得结果相差很大,而本方

法测得的结果与 Fiorini等[２７]的结果较为接近,但
也存在差异,这可能是样品来源不同造成的,而且样

品收集、保存方法也会造成影响.
研究表明在正常成年人粪便中乙酸、丙酸、丁

酸、异丁酸、异戊酸、戊酸和己酸的平均浓度分别为

４０、１５、１３、２、２．５、２．０和０．５mmol/kg粪便[５],说明

所建立的方法能够满足人类粪便中SCFAs的检测

需求.相比于粪便,血液、生物组织等生物样品中

SCFAs的丰度及含量更低,检测更为困难.将本方

法与目前现有的血液中的 SCFAs检测方法[１９,２８]

相比,发现本方法亦可满足血液中SCFAs的检测

需求,不过,仍需要进一步探究本方法在血液、组
织等生物样品中检测的适用性,但其对血液、组
织等生物样品中的 SCFAs痕量检测也提供了参

考价值.
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DeterminationoffreeshortＧchainfattyacidsinratfecesbyderivatizationＧ
headspacesolidＧphasemicroextractionＧgaschromatography

ZHANGXiaowei,SUNXin,LIXiujuan,PANSiyi

CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Shortchainfattyacids(SCFAs)areimportantmetabolitesofgutmicrobiota,andarecurＧ
rentlyimportantmediaandapproachesforstudyinggutmicrobiota,diagnosingandtreatingintestinal
diseasesandmetabolicdiseases．Fecesarecloselyrelatedtotheintestine,andthetypesandabundanceof
fecalSCFAscansensitivelyreflectthechangesintheintestinalmicroenvironmentandgutmicrobiota．It
iscurrentlyoneofthemostwidelystudiedbiologicalsamplesforSCFAs．However,SCFAsarehighly
polar,volatile,lowincontentandcomplexbiologicalmatrix,whichmakestheaccuratequantificationof
SCFAshavegreattroublesandchallenges．Therefore,theestablishmentofadetectionmethodwithsimＧ
pleoperation,highsensitivityandlowcostofanalysisisofgreatsignificanceforanalyzingSCFAsinfeＧ
ces．InordertobemoresuitableforthetracedetectionofSCFAsinbiologicalsamples,propylchloroforＧ
matewasusedasthederivatizationreagent,combinedwithheadspaceＧsolidphasemicroextraction(HSＧ
SPME)technologyfortheanalysisofSCFAsinratfeces．Theconditionswereoptimized．ThederivatizaＧ
tionconditionswerepH８．０,３００μLpropanol,１００μLpyridine,１００μLpropylchloroformateandvortex
derivatizationfor２min．TheconditionsofHSＧSPMEwerepH３．４６,extractiontemperature５０℃,exＧ
tractiontime４０minandstirringspeed１０００r/min．Underoptimizedconditions,aderivatizationHSＧ
SPMEＧGCmethodforanalyzingfreeSCFAsinratfeceswasestablished．TheLODandLOQofthe
methodestablishedwerebetween０．１３３Ｇ０．４２０μmol/kgand０．４４４Ｇ１．４００μmol/kg,farlowerthanthe
LODandLOQofthemethodintheliterature．Thelinearrelationshipwasgood(R２＞０．９９)．TheaccuraＧ
cywashigh,therecoveryrateofstandardadditionwasbetween６５．４２％and１１７．６９％,andtheRSDwas
lowerthan１１．６０％．Themethodissimple,fast,sensitiveandlowincost,andcanfullymeettheneeds
fortracedetectionofshortＧchainfattyacidsinfeces．Itwillprovidenewtechnicalsupportandreference
fortraceanalysisofSCFAsincomplexbiologicalsamplesincludingbloodandtissueaswell．

Keywords　ratfeces;shortchainfattyacids;propylchloroformate;inmatrixderivatization;solidＧ
phasemicroextraction;gaschromatography
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