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摘　要　利用反相高效液相色谱法建立了同时检测人尿样中的 �-萘酚、�-萘酚、对硝基酚和间硝基酚

的新方法。采用 Diam onsilT MC18( 150mm×4. 6m m, 5�m)色谱柱分离, 以 V (甲醇)∶V (乙酸铵缓冲液) =

58∶42为流动相, 流速为 0. 75mL / min, 柱温为35℃, 于波长 280nm 处检测。当�-萘酚、�-萘酚、对硝基酚和

间硝基酚的浓度分别在 0. 120—19. 44、0. 106—19. 44、0. 479—27. 80�g/ mL 和 0. 439—27. 80�g/ m L 范围

内与峰面积呈良好线性关系, RSD 分别为 3. 7%—4. 3% 、2. 4%—3. 6%、2. 7%—4. 9%和 2. 9%—3. 6%

( n= 5)。本法用于尿中 4种物质的同时测定,回收率分别为 98. 8%、103. 8%、97. 5%和 105. 0% , 结果满意。
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1　引言

多环芳烃是环境中一类比较典型的有机污染物
[ 1, 2]

,其具有致癌、致畸、致突变等特性引起人们

的普遍关注, 萘是多环芳烃的重要组成成分之一,在人体内的代谢以 �-萘酚和 �-萘酚形式随尿液
排出;酚类化合物也是常见的一类环境污染物, 具有致癌、致畸、致突变的潜在毒性,各国国家环保

局均将酚类化合物列入优先监控的有毒有机污染物名单,硝基酚就是其中一种重要的受控物,是人

体接触硝基苯类同系物后体内产生的一种代谢产物 [ 3—6] , 尿样中这些代谢物浓度的检测对于环境

健康风险评价具有重要意义。目前所报道的检测方法主要是高效液相色谱法[ 5—8] ,但所需的分析时

间较长,而且未见同时检测这 4种物质。本文利用反相高效液相色谱法同时检测人尿样中 �-萘酚、
�-萘酚、对硝基酚和间硝基酚的含量,尿中的对硝基酚及萘酚以游离态或以葡萄醛酸酯或硫酸酯等

结合态存在, 因此,测定前必须把结合态的对硝基酚及萘酚转化成游离态,样品经过碱水解,富集及

吹氮浓缩后采用高效液相分离紫外检测器检测,外标法定量, 15min内可一次性完成测定。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

DionexP680高效液相色谱仪(美国戴安公司,配紫外检测器) ; UV-8500紫外/可见分光光度计

(上海天美科学仪器有限公司) ; AB204-S 电子分析天平 (瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司) ;



Aquapro 纯水机(重庆颐洋有限公司) ; PB-20( PB-S)酸度计(德国赛多利斯有限公司) ; BF-2000氮

气吹干仪(湖南八方世纪公司) ; DP-01玻璃抽滤器(天津东康科技有限公司) ; 0. 45�m滤膜。
�-萘酚标准液( 10�g/ mL) : 称取 1. 0000g �-萘酚(天津市元立化工有限公司) , 200mL 甲醇溶

解,用水定容至 1L。使用时进一步用水稀释至 10�g/ mL; �-萘酚标准液( 10�g/ mL) :称取 1. 0000g

�-萘酚(天津市元立化工有限公司) , 200mL 甲醇溶解,用水定容至 1L,使用时进一步用水稀释至

10�g/ m L;对硝基酚标准液( 5�g/ m L) :称取 0. 5000g 对硝基酚(湖南湘中地质实验研究所) , 200mL

甲醇溶解, 用水定容至 1L, 使用时进一步用水稀释至 5�g/ mL; 间硝基酚标准液( 10�g / mL) : 称取

1. 0000 g 间硝基酚(天津市标准科技有限公司) , 200mL 甲醇溶解, 用水定容至 1L, 使用时进一步

用水稀释至 10�g/ m L。甲醇(色谱纯) ; 其他所用试剂均为分析纯。实验用水为超纯水(电阻率:

18M �·cm)。

2. 2　色谱条件

色谱柱( Diamonsil
T M

C18柱, 150mm×4. 6mm , 5�m ) ; 流动相:甲醇/乙酸铵缓冲液( pH= 4. 8,

0. 45�m滤膜过滤后当天使用) = 58∶42( V∶V ) ;等度洗脱; 流速: 0. 75m L/ min; 检测波长: 280nm;

进样量: 20�L; 温度: 35℃。

3　结果与讨论

图 1　�-萘酚、�-萘酚、
对硝基酚和间硝基酚的吸收光谱

1——�-萘酚; 2——�-萘酚;

3——对硝基酚; 4——间硝基酚。

3. 1　检测波长的选择

在 UV-8500 紫外/可见分光光度计上, 以甲醇-乙酸铵

( V∶V= 58∶42) 流动相为参比溶液, 分别测定 �-萘酚
( 2�g/ m L)、�-萘酚( 2�g/ mL)、对硝基酚( 2�g/ mL)和间硝基

酚( 2�g/ mL)在 200—400nm 波长范围内的紫外吸收光谱, 结

果见图 1。由图 1可见, �-萘酚、�-萘酚、对硝基酚和间硝基酚
4 种 物 质 分 别 在 250—325、249—300、252—400nm 和

248—300nm波长范围内有最大吸收峰。在同时检测 4种物质

时,若选择较短波长时,虽然对 �-萘酚和间硝基酚有利,但对

�-萘酚和对硝基酚不利; 反之, 选择较长波长时, 虽对 �-萘酚
和对硝基酚有利, 但对 �-萘酚和间硝基酚不利。由于 4种物

质在 280nm 处均有较大的吸收,同时考虑到样本中有很多成

分在 230—250nm 处有吸收, 所以,为获得最大灵敏度和避免

干扰,选取 280nm 作为测定波长。

3. 2　流动相及流速的优化

比较了反相液相色谱中两种常用的流动相甲醇-水、乙腈-水对待测物检测的影响。由于本实验

中,待测物在两种流动相的灵敏度差别不大,而乙腈毒性大且价格昂贵。本实验中的流动相选择了

甲醇-水。

实验研究了流动相中甲醇含量(体积含量)对各待测物质保留时间及分离度的影响。改变溶剂

配比,使各组分的容量因子( k)在适宜范围内。本实验既要考虑2种同分异构体尽早出峰,又要使其

�-萘酚、�-萘酚、对硝基酚和间硝基酚各自能尽量分开。实验发现甲醇洗脱 �-萘酚、�-萘酚、对硝基
酚和间硝基酚的能力较强, 提高甲醇在流动相中的比例, 各保留时间明显缩短。但流动相中甲醇浓

度大于 62%时, 虽然各待测物的出峰时间提前,但对硝基酚和间硝基酚的基线分离效果不好。减少

流动相中甲醇的浓度, 则各待测物出峰时间延长;当甲醇在流动相中浓度小于 54%时, �-萘酚出峰
时间超过 20min。本实验选择甲醇与水的比值为 58∶42( V∶V )。
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实验发现,用甲醇-纯水做流动相时,出现待测物峰拖尾现象。当加入适宜 pH= 4. 8的乙酸-乙

酸铵弱酸性缓冲液后, 不仅能得到较对称的色谱峰, 还能提高测定灵敏度。其原因可能是弱酸性的

流动相能有效控制酚类待测物分子中的羟基电离。当流动相 pH 值小于4. 0时,虽然待测物出峰时

间提前,但同分异构体分离效果不好;当pH值大于 5. 5时,待测物出峰时间延后。实验选择流动相

pH 值为 4. 8。

图 2　�-萘酚、�-萘酚、对硝基酚和

间硝基酚标准溶液的色谱分离图

1——�-萘酚; 2——�-萘酚;

3——对硝基酚; 4——间硝基酚。

对流动相流速分别为 0. 70、0. 75、0. 80、0. 85、

0. 90、0. 95、1. 00mL/ min进行了实验; 结果证明, 流

速为 0. 75mL/ min 时, �-萘酚、�-萘酚、对硝基酚和间
硝基酚有良好分离。见图 2所示。

因此, 本实验条件为, 流动相甲醇∶乙酸铵缓冲

液为 58∶42( V∶V ) ,流速 0. 75m L/ min,紫外检测器

检测波长 280nm;进样量 20�L。

3. 3　柱温的选择

通常, 提高柱温可降低流动相的粘度,减少传质

阻力; 但柱温升高, 使分辨率降低, 且温度实验以

�T= 5℃, 从20℃到 40℃范围内进行。结果表明,保留时间随温度增加而缩短,当温度在40℃时,两

种萘酚的同分异构体分离效果不好, 样本中待测物峰与其他峰也不能分开。本实验选择 35℃柱温。

3. 4　校准曲线和检出限

取不同体积的 �-萘酚、�-萘酚、对硝基酚和间硝基酚标准工作液,用流动相配成不同浓度的标

准混合系列溶液。在选定的色谱条件下,进行色谱定量分析,得到各标准待测物的标准色谱图,见图

3。

图 3　混合标准溶液的色谱图

1——�-萘酚; 2——�-萘酚; 3——对硝基酚; 4——间硝基酚。

a—— 1. 0�g/ mL ; b—— 2. 0�g/ mL; c—— 3. 0�g/ mL; d——4. 0�g/ mL; e——5. 0�g/ mL。

根据信噪比 S/ N = 2,测得各组分的检出限,结果见表 1。
表 1　线性方程与相关系数

保留时间

( min)
线性方程

线性范围

( �g/ mL)
相关系数

检出限

( �g/ mL)

�-萘酚 13. 577 y= 4. 5101C- 0. 1200 0. 120—19. 44 0. 9991 0. 062

�-萘酚 11. 787 y= 3. 4300C- 0. 2100 0. 106—19. 44 0. 9992 0. 071

对硝基酚 6. 223 y= 5. 4699C- 0. 1900 0. 479—27. 80 0. 9995 0. 141

间硝基酚 6. 698 y= 4. 8302C- 0. 2600 0. 439—27. 80 0. 9998 0. 132

　　注: y——峰面积。
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3. 5　精密度和重复性实验

在线性范围内选择 0. 15�g/ m L 和 18. 00�g/ mL 低、高两组浓度的混合标准溶液进行精密度实

验, 20�L 连续进样 5次,记录峰面积和保留时间,如表 2。结果表明, 在该色谱条件下同时测定 �-萘
酚、�-萘酚、对硝基酚和间硝基酚具有很高的精确度和重现性。

表 2　峰面积和保留时间的相对偏差 ( n= 5)

浓度

( �g/ mL)

相对标准差( % )

�-萘酚 �-萘酚 对硝基酚 间硝基酚

峰面积
0. 15

18. 00

4. 3

3. 7

3. 6

2. 4

4. 9

2. 7

3. 6

2. 9

保留时间 1. 5 2. 1 1. 3 3. 2

3. 6　共存物质的影响

实验考察了草酸、柠檬酸、尿素、葡萄糖、鸟嘌呤、苯酚等共存物质对 �-萘酚、�-萘酚、对硝基酚
和间硝基酚测定的影响,发现这些物质对测定均无影响, 由此可见该法选择性好。

3. 7　样品处理及测定

样本为职防所提供的化工厂工人下班后的尿样,结合文献[ 6, 9, 10]的方法处理:将尿样充分混

匀, 3000r/ min离心 20min, 取上清液 25m L 置于 50mL 具塞比色管中,加入 12. 5mol/ L 的氢氧化钠

溶液 5mL,避光沸水浴 4h后,再加入盐酸 10mL, 继续避光沸水浴 1h;取出, 冷却至室温,分别取二

氯甲烷各 15m L 提取两次, 合并有机相用 0. 45�m 有机滤膜过滤,用吹氮仪在 30℃浓缩至近干, 加

0. 5mL 流动相溶解备用。吸取浓缩液 20�L 注入 HPLC分析, 在实验条件下, 以保留时间定性,以校

准曲线法分别测定样本中的 �-萘酚、�-萘酚、对硝基酚和间硝基酚含量, 样品图谱见图 4。对样品平

行测定 5次,取其平均值。同时,在已知浓度样本中,分别加入一定浓度的�-萘酚、�-萘酚、对硝基酚
和间硝基酚标准混合溶液, 在实验条件下测定, 计算它们各自的加标回收率。回收率实验测定结果

见表 3。

图 4　尿样( A )和尿样加标(B)的色谱图

1——�-萘酚; 2——�-萘酚; 3——对硝基酚; 4——间硝基酚。

4　结论
本文用反相高效液相色谱法建立了同时测定尿中 �-萘酚、�-萘酚、对硝基酚、间硝基酚的新方

法,尿样测定结果满意,可用于大批量样本的检测。
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表 3　回收率测定结果 ( n= 5)

测得值

( �g/ mL)

加入量

( �g/ mL)

加标测得值

( �g/ mL)

回收率

( % )

相对标准差

( % )

�-萘酚 0. 67 0. 80 1. 46 98. 8 3. 1

�-萘酚 0. 43 0. 80 1. 26 103. 8 3. 4

对硝基酚 未检出 0. 80 0. 78 97. 5 —

间硝基酚 未检出 0. 80 0. 84 105. 0 —
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Abstract　A novel method for the determ inat ion of �-naphthol, �-naphthol, p-nitrophenol and
m-nitrophenol in hum an urine w as established by RP-HPLC. The four objects w ere separated on

Diamonsil
TM

C18( 150mm×4. 6mm, 5�m ) using m ethanol-am monium acetate buffer solut ion ( V∶V =
58∶42) as mobile phase and the f low rate was 0. 75mL/ min. They w ere detected at 280nm w hen the
column tem perature was 35℃. The calibrat ion curves of �-naphthol, �-naphthol, p-nit rophenol and

m-nitrophenol show ed good linearities in the ranges of 0. 120—19. 44, 0. 106—19. 44, 0. 479—
27. 80�g/ mL and 0. 439—27. 80�g / mL, respect ively . The RSD were 3. 7%—4. 3%, 2. 4%—3. 6%,
2. 7%—4. 9%, 2. 9%—3. 6%( n = 5 ) , respect ively . The proposed m ethod w as used for the
determinat ion of �-naphthol, �-naphthol, p -nit rophenol and m-nit rophenol in human urine. The

recoveries of �-naphthol, �-naphthol, p-nit rophenol and m-nit rophenol w ere 98. 8% , 103. 8% , 97. 5%

and 105. 0% , respect ively . The results are satisfactory.

Key words　Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography; Naphthol; Nit rophenol;

Urine Sam ple
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