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摘 要: 建立了漂浮固化分散液液微萃取( DLLME － SFO) /液相色谱法( LC) 同时测定人体尿液中 6 种羟基多
环芳烃( OH － PAHs) 的分析方法，并对萃取剂、分散剂、尿液 pH 值、盐浓度以及萃取时间等参数进行了优
化。优化结果表明: 尿液调节 pH值为 5. 0，酶解后，加入 20%氯化钠调节盐浓度，再加入 40 μL 正十一醇
作萃取剂和 400 μL丙酮作分散剂，涡旋后，3 000 r /min离心 5 min，于 － 20 ℃冰箱中冷却 10 min，待正十一
醇凝固后，取出置于细胞瓶中，室温下溶解后，进液相色谱分析。在最优的条件下，该方法对 6 种 OH －
PAHs的回收率为 70. 4%～ 129%，相对标准偏差为 1. 7%～ 14. 8% ; 线性范围为 2. 5 ～ 150. 0 μg /L，相关系数
( r2 ) 为 0. 999 1 ～ 0. 999 8; 检出限和定量下限分别为 0. 5 ～ 1. 0 μg /L和 1. 5 ～ 3. 0 μg /L。该方法操作简单快速，

可满足流行病学上大样本量尿液的检测需求。
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Microextraction Based on Solidification of Floating Organic Droplet
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Abstract: A liquid chromatography with fluorescence detection( LC /FLD) combined with dispersive
liquid － liquid microextraction based on solidification of floating organic droplet was developed for the
simultaneous analysis of six hydroxylated polycyclic aromatic hydrocarbons( OH － PAHs) in human u-
rine． The important parameters affecting the extraction efficiency，including the type and volume of
extraction and dispersive solvents，urine pH value，salt concentration and extraction time were opti-
mized． Under optimized conditions，the urine sample was adjusted to pH 5. 0，then enzymatically
hydrolyzed and added 20% NaCl to adjust the ion strength． 400 μL dispersive solvent acetone and 40
μL extraction solvent 1-undecanol were rapidly injected into the urine sample． After vortexed and
centrifuged at 3 000 r /min for 5 min，the urine was kept in a － 20 ℃ refrigerator for ten min untill
the floating organic droplets were solidified and could be easily collected with a spoon into a clean cell
bottle． The collected 1-undecanol was injected into LC for analysis after it melted． The results
showed that there existed a linear range of 2. 5 － 150. 0 μg /L for six targeted OH － PAHs in urine with
their correlation coefficients( r2 ) of 0. 999 1 － 0. 999 8． The extraction recoveries were in the range of
70. 4% －129% with ＲSDs of 1. 7% －14. 8% ． The limits of detection and quantification were in the
ranges of 0. 5 － 1. 0 μg /L and 1. 5 － 3. 0 μg /L，respectively． With the advantages of simplicity and
rapidness，the developed method could satisfy the requirments for large sample analysis on actual hu-
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man urine．
Key words: dispersive liquid － liquid microextraction based on the solidification of floating organic
droplet; liquid chromatography ( LC ) ; hydroxylated polycyclic aromatic hydrocarbons ( OH －
PAHs) ; human urine

多环芳烃( PAHs) 广泛存在于环境中，主要来源于化石燃料、生物质等有机物质的不完全燃烧［1］。
PAHs具有致癌、致畸和致突变效应，对人体健康和生态系统具有危害作用［2 － 3］。20 世纪 70 年代，美
国环保署( USEPA) 将 16 种 PAHs 列为优先控制污染物。我国也将 7 种 PAHs 列入 “优先污染物黑名
单”。近年来，人体暴露于多环芳烃已受到了广泛关注［3 － 6］。
人们可通过呼吸空气、摄入灰尘和食物、皮肤吸收等多种途径暴露于 PAHs［4，7］。进入人体的 PAHs

在 P450 酶的作用下，通过Ⅰ相代谢反应生成羟基化代谢物，也可继续通过Ⅱ相代谢反应与葡萄糖苷酸
或 /和硫酸酯结合形成水溶性更强的结合态代谢物，继而通过人体尿液或粪便排出体外［8］。人体尿液中
的羟基多环芳烃( OH － PAHs) 被广泛用作人体暴露于 PAHs 的生物标志物，其中 1-羟基芘( 芘的代谢
物) 是最常用的生物标志物。但研究表明，同时检测尿液中多种羟基多环芳烃对于全面评估人体暴露于
PAHs非常有必要［9 － 10］。随着流行病学的发展，大样本量尿液的检测需求也对尿液中代谢物的检测方
法提出新的要求。因此，建立同时检测尿液中的多种 OH － PAHs的简单快速的分析方法具有重要意义。
目前，分析尿液中 OH － PAHs 的前处理方法有固相萃取［11 － 12］、在线固相萃取［13］、液液萃取［14］、

搅拌棒吸附萃取［15］等，它们常与液相色谱 /荧光检测器( LC /FLD) 、液相色谱 －串联质谱( LC － MS /
MS) 等检测技术联合分析尿液中的多种 OH － PAHs。尽管这些方法均能基本满足检测需求，但对于大
样本量尿液的检测有一定的局限性。如固相萃取的有机溶剂用量大，在线固相萃取和搅拌棒吸附萃取
需特定的实验装置，成本较高等。2006 年，Assadi等［16］开发了液液分散微萃取的方法提取水溶液中的
痕量有机物，该方法具有操作简单快速等优点。但由于需收集萃取管底部的萃取剂，当样品基质较复
杂时，收集过程带来的杂质干扰较多。因此，Yamini 等［17］提出漂浮固化液液微萃取技术( DLLME －
SFO) ，该方法使用低毒性的萃取剂，在低温下凝固后漂浮在萃取管表层，易于收集。目前，此方法已
成功用于水［18］、化妆品［19］和尿液［20］等液体样品基质中痕量有机物的测定。本文首次使用 DLLME －
SFO方法萃取尿液中 6 种 OH － PAHs，并结合液相色谱 /荧光检测器( LC /FLD) 技术，测定了人体尿液
中的 2-羟基萘( 2-NAP) 、2-羟基芴( 2-FLU) 、2-羟基菲( 2-PHE) 、3-羟基菲( 3-PHE) 、4-羟基菲( 4-PHE)
和 1-羟基芘( 1-PYＲ) 。

1 实验部分

1. 1 试剂与仪器
6 种 OH － PAHs标样: 2-NAP、2-FLU、2-PHE、3-PHE、4-PHE 和 1-PYＲ( 50 mg /L，溶于甲苯) 均
购自美国 Supelco公司; β-葡萄糖苷酸 －芳基硫酸酯混合酶( 124400 β-glucuronidase unit /mL，36010 sul-
fatase unit /mL) ( 美国 Aldrich － Sigma公司) ; 氯化钠、醋酸钠和冰醋酸均为色谱纯( 99. 97%，美国 Te-
dia公司) ; 盐酸( 质量分数 37%，德国 Sigma － Aldrich 公司) ; 正十一醇、甲醇和乙腈均为色谱纯
( 99. 9%，德国 Merck公司) ; 丙酮( 农残级，99. 0%，美国 Honeywell公司) ; 实验用水为超纯水( 18. 2
MΩ·cm) ，由锐思捷科学仪器有限公司的实验室超纯水系统制备。
安捷伦 1200 型高效液相色谱配备荧光 －二极阵列管检测器( HPLC /FLD，美国 Agilent公司) ; 液相

分析柱( Eclipse Plus － C18 250 mm ×4. 6 mm i. d. ，5 μm; 美国 Agilent公司) ; 离心机( 上海安亭科学仪
器厂) 。

1. 2 实验方法
1. 2. 1 标准储备液配制 将 OH － PAHs单标均溶于甲苯，质量浓度均为 50 mg /L，作为储备液; 使用
微量取样针取不同体积的 OH － PAHs各单标储备液，用甲醇逐级稀释至所需浓度。
1. 2. 2 尿液的酶解 尿液从冷藏室取出后放至室温，3 000 r /min 离心后，准确移取上层清液 5 mL，
于 10 mL具塞玻璃离心管中，加 0. 5 mL 1. 0 mol /L的盐酸和 1. 5 mL 0. 5 mol /L醋酸钠和醋酸的缓冲溶
液，调节尿液的 pH值为 5. 0; 然后加 20 μL β-葡萄糖苷酸 －芳基硫酸酯酶，混匀后置于恒温振荡箱中
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避光振荡 16 h，恒温 37 ℃，振荡速度 100 r /min。尿液的酶解使尿液中呈葡萄糖苷酸 /硫酸酯结合态的
代谢物水解形成羟基代谢物。
1. 2. 3 漂浮固化分散液液微萃取 酶解后的尿液加入 20%的氯化钠( 质量分数) 调节离子浓度。取混
合均匀的萃取剂( 40 μL 正十一醇) 和分散剂( 400 μL 丙酮) ，快速注入已处理好的尿样中，使之迅速形
成三相浑浊的溶液，涡旋混匀后，离心 5 min( 3 000 r /min) ，此时，密度较轻的正十一醇形成一微小液
滴悬浮于液体表面，然后将样品置于 － 20 ℃冰箱中冷冻约 10 min，待正十一醇固化后，将其取出至进
样细胞瓶中，室温下溶解后进液相色谱检测。
1. 2. 4 仪器分析 液相色谱分析柱采用 Agilent Zorbax Eclipse Plus C18柱( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) 。
采用甲醇( A) －水( B) 梯度洗脱: 0 ～ 5 min，60% A; 5 ～ 14 min，60%～ 78% A; 14 ～ 21 min，78%～
85%A; 21 ～ 30 min，85%～ 100% A; 30 ～ 35 min，100% A; 35 ～ 39 min，100%～ 60% A; 39 ～ 45 min，
60%A。流速为 0. 6 mL /min，柱温为 25 ℃，进样量为 5 μL。各目标化合物的最佳荧光条件分别为( 激
发波长 /发射波长) : 2-NAP ( 227 /355 nm ) 、2-FLU ( 272 /336 nm ) 、2-PHE ( 254 /369 nm ) 、3-PHE
( 250 /358 nm) 、4-PHE ( 246 /371 nm) 、1-PYＲ ( 239 /392 nm) 。

2 结果与讨论

2. 1 萃取条件的优化
2. 1. 1 萃取剂的影响 该漂浮固化分散液液微萃取的萃取剂需满足以下条件: 同时溶于分散剂和尿
液，密度比水小，凝固点较高，熔点较低。文献中常用高醇( 如壬醇、癸醇、十一醇和正十二醇) 作为
萃取剂。正十一醇具有较低的水溶性，萃取过程中稳定且具有很好的萃取效果［17 － 18，21］。因此本研究采
用正十一醇作为萃取剂。

图 1 萃取剂体积对萃取效率的影响
Fig. 1 Effect of the volume of extraction solvent
( 1-undecanol) on peak areas of OH － PAHs

萃取剂的体积是影响化合物萃取效率和富集

倍数的关键因素。实验考察了正十一醇的体积分
别为 30、40、50、60、70 μL 时对 OH － PAHs 萃
取效率的影响，结果如图 1 所示。实验过程中发
现当正十一醇的体积在 30 μL 及以下时，固化的
上浮溶剂体积太小，很难被收集。当体积增加至
40 μL时，各化合物的萃取效率明显提升，当继
续增加萃取剂的体积时，对 PHE 和 PYＲ 代谢物
的萃取效果影响较小，而 2-NAP 和 2-FLU 的回收
率有所增加，这可能由化合物的极性所致，2-
NAP和 2-FLU的极性大于 PHE和 PYＲ的代谢物，因此更易溶于正十一醇。另外，萃取剂的使用体积
增大，目标物的富集倍数减小，从尿液中带来的基质干扰也增大。因此选择 40 μL正十一醇为萃取剂。
2. 1. 2 分散剂的影响 分散剂须满足以下条件: 能与尿液和萃取剂形成三相互溶的乳浊状液体，增
加化合物和萃取剂的接触面积，以利于尿液中 OH － PAHs更好地溶于萃取剂中。实验考察了甲醇、乙
腈和丙酮 3 种溶剂作为分散剂时对 OH － PAHs萃取效率的影响( 图 2) ，发现丙酮作为分散剂的效果最
好，这可能是由于丙酮的混溶性比其它两种溶剂更好。
不同体积的分散剂影响三相乳浊状液体的分散程度，分散剂太少不利于乳浊状的形成，分散剂过多不利

于 OH －PAHs溶于萃取剂，因此实验考察了分散剂的体积分别为200、300、400、500、600 μL时对目标物萃
取效率的影响，结果显示，当分散剂体积为 400 μL时，各目标物的萃取效果最好。
2. 1. 3 尿液 pH值的影响 通过调节尿液的 pH 值，增加或减少尿液中质子的总量，优化 OH － PAHs
在溶液中以分子或离子状态存在的比例，可能有利于 OH － PAHs 的萃取。通过添加 0. 1 mol /L 盐酸或
氢氧化钠调节尿液的 pH值范围为 2. 0 ～ 9. 0，考察了 pH 值对萃取率的影响，结果如图 3 所示。在 pH
5. 0 时，即酶解后不调节尿液的 pH值，萃取效果最佳。这与文献中报道的用搅拌吸附萃取 OH － PAHs
的条件一致［15］。
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图 2 分散剂种类对萃取效率的影响
Fig. 2 Effect of the type of dispersive solvent on peak

areas of OH － PAHs

2. 1. 4 盐浓度的影响 在尿液中添加盐溶液增
加尿液中的离子强度，有利于 OH － PAHs 以分子
形式存在于尿液中，能更好地溶于萃取剂。实验
考察了分别添加质量分数为 5%、10%、15%、
20%、25% 的 NaCl 对目标物萃取效率的影响，
结果显示，当添加 20%的 NaCl 时，各化合物的
萃取效果最好。
2. 1. 5 萃取时间的影响 在注入分散剂和萃取
剂后，尿液迅速形成浑浊的液体，实验比较了萃

取时间分别为 0 ( 不静置，直接离心) 、2、5、10
min时对目标物萃取效率的影响。结果显示，萃

图 3 尿液 pH值对萃取效率的影响
Fig. 3 Effect of the pH value on peak areas of OH － PAHs

取时间对化合物的萃取效率无影响。表明液液分
散萃取过程非常迅速，在分散剂和萃取剂注入形

成浑浊液体后，目标物即被萃取出来。

2. 2 方法评价
方法评价中所用的尿液基质为采集的 10 例

志愿者尿液等体积混合后的尿液。本方法的回收
率采用标准加入法进行考察，由于混合尿液基质

中广泛存在 OH － PAHs，因此同时进行加标基质
和空白基质的前处理，每个加标浓度进行 6 次重
复实验。结果显示，所有目标化合物在 10、50、
250 μg /L加标浓度下的回收率为 70. 4%～ 129%，相对标准偏差( ＲSD) 为 1. 7%～ 14. 8%，方法的准确
度和精密度可满足尿液中 OH － PAHs的分析要求( 表 1) 。其中 2-NAP在 10 μg /L加标水平时，检测的
波动稍大，这可能由于低浓度下的基质干扰较大。分别以 3 倍信噪比计算得检出限( LOD) 为 0. 5 ～ 1. 0
μg /L，以 10 倍信噪比计算得定量下限( LOQ) 为 1. 5 ～ 3. 0 μg /L，所有目标化合物在 2. 5 ～ 150. 0 μg /L
范围内均呈良好的线性关系，相关系数( r2 ) 为 0. 999 1 ～ 0. 999 8( 表 2) 。方法的灵敏度可满足实际样品
的检测需求。

表 1 不同加标浓度下各 OH － PAHs的回收率和相对标准偏差( n = 6)
Table 1 Ｒecoveries and ＲSDs of OH － PAHs in human urine spiked at different concentrations( n = 6)

Analytes
Spiked 10 μg /L Spiked 50 μg /L Spiked 250 μg /L

Ｒecovery ( % ) ＲSD ( % ) Ｒecovery ( % ) ＲSD ( % ) Ｒecovery ( % ) ＲSD ( % )
2-NAP 121 14. 8 75. 9 11. 6 80. 3 6. 7
2-FLU 129 1. 7 87. 2 9. 8 89. 3 4. 6
2-PHE 81. 6 4. 1 80. 6 9. 5 90. 1 3. 9
3-PHE 84. 6 3. 5 80. 6 9. 5 90. 1 3. 9
4-PHE 74. 7 4. 8 75. 6 9. 8 87. 2 3. 4
1-PYＲ 78. 1 4. 0 70. 4 11. 5 86. 3 2. 1

表 2 DLLME － SFO方法检测尿液中 OH － PAHs的线性关系、重复性、检出限与定量下限
Table 2 Analytical performance data for determination of OH － PAHs in urine by DLLME － SFO method

Analytes Linear range( μg /L) Calibration curve r2 ＲSD ( % ) LOD( μg /L) LOQ( μg /L)
2-NAP 2. 5 ～ 150. 0 y = 0. 003 4x － 0. 008 7 0. 999 3 11. 6 0. 5 1. 5
2-FLU 2. 5 ～ 150. 0 y = 0. 006 6x － 0. 022 1 0. 999 5 9. 8 1. 0 3. 0
2-PHE 2. 5 ～ 150. 0 y = 0. 003 8x － 0. 000 3 0. 999 8 9. 5 0. 5 1. 5
3-PHE 2. 5 ～ 150. 0 y = 0. 003 4x － 0. 003 9 0. 999 5 9. 5 0. 5 1. 5
4-PHE 2. 5 ～ 150. 0 y = 0. 006 6x － 0. 005 0 0. 999 4 9. 8 0. 6 1. 9
1-PYＲ 2. 5 ～ 150. 0 y = 0. 001 8x － 0. 007 5 0. 999 1 11. 5 0. 8 2. 5

x represents the response area，y represents the quality of analyte
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2. 3 与其他方法的比较
该方法与文献报道方法的比较见表 3，结果表明，与传统的固相萃取［23 － 24］和自动液液萃取［14］相

比，该方法无需特殊的实验装置，前处理时间短。虽然本方法的检出限高于使用质谱检测方法的检出
限［14，23］，但荧光检测器对于大多数实验室来说，价廉易得，有利于方法的推广使用。该方式使用的萃
取剂正十一醇仅需几十微升，且几乎无毒，对环境友好，减少了对实验人员的健康危害。总之，相比
于文献方法，该方法简单快速，灵敏度高，可满足尿液中 OH － PAHs 的检测需求; 易于推广，对大样
本量尿液中的 OH － PAHs检测具有应用前景。

表 3 本研究方法和已报道方法的比较
Table 3 Comparison of various analytical methods for the detection of OH － PAHs in urine

Preparation method
Analytical
method

Target analytes
Extraction

time
Ｒecovery
( % )

LOD
( μg /L)

Ｒeference

Stir bar sorptive
extraction

LC － MS /MS 1-NAP，2-NAP，2-FLU，3-FLU，1-PHE，2-PHE，
3-PHE，4-PHE，9-PHE，1-PYＲ and 6-Chra

3 h 72 ～ 133 0. 001 ～ 0. 003 ［15］

SPE with
polyetheretherketone

tubing

MS /MS 1-PYＲ ＜2 min 87 ～ 91 0. 01 ［22］

Liquid － liquid
extraction

HPLC － MS /MS 1-NAP，2-NAP，2-FLU，3-FLU，1-PHE，2-PHE，
3-PHE，4-PHE，9-PHE and 1-PYＲ

15 min 89 ～ 119 0. 002 ～ 0. 02 ［14］

SPE HPLC － MS /MS 1-NAP，2-NAP，2-FLU，1-PHE，2-PHE，3-PHE，
4-PHE，9-PHE and 1-PYＲ

～1. 5 h 71 ～ 94 0. 002 ～ 0. 01 ［23］

SPE LC － FLD 1-PYＲ ～1. 5 h 92 ～ 105 0. 44 ［24］

DLLME － SFO LC － FLD 2-NAP， 2-FLU， 2-PHE， 3-PHE， 4-PHE and
1-PYＲ

＜1 min 70 ～ 129 0. 50 ～ 1. 00 This study

a: 6-Chr represents 6-bydroxychrysene

2. 4 实际样品的检测
随机采集实验室 17 位志愿者的尿液样本，每个样本约 10 mL，使用本方法进行检测，目标化合物

的浓度使用肌酐值进行校正( 表 4) 。除了 4-PHE的检出率仅为 58%，其它化合物的检出率均达到 80%
以上。2-NAP是最主要的检出化合物，最高浓度达到 16. 78 μmol /mol肌酐。证实该方法可用于人体尿
液中 OH-PAHs的检测。

表 4 实际人体尿液中 OH － PAHs的浓度
Table 4 Concentrations of OH － PAHs in human urine( n = 17) ( μmol /mol肌酐)

Analyte Ｒange Median Mean
2-NAP ＜ LOD ～16. 78 3. 42 5. 10
2-FLU ＜ LOD ～4. 79 0. 12 0. 30
2-PHE 0. 02 ～ 0. 22 0. 08 0. 09
3-PHE ＜ LOD ～0. 38 0. 09 0. 13
4-PHE ＜ LOD ～0. 40 0. 01 0. 05
1-PYＲ ＜ LOD ～0. 61 0. 03 0. 10

3 结 论
本文建立了漂浮固化分散液液微萃取的方法，富集人体尿液中多种 PAHs 代谢产物，并通过液相

色谱 /荧光检测器( LC /FLD) 进行检测。该方法显示了很好的萃取效果，操作简单快速，可满足人体尿
液中 6 种羟基多环芳烃的分析需求，为流行病学上大样本量尿液中 OH － PAHs的检测提供了参考方法。
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