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吐温 20增敏同步荧光光谱法测定尿液中 1�羟基芘

张悦 � 马 睿 � 范世华*

(东北大学理学院分析科学研究中心, 沈阳 110004)

摘 � 要 � 尿液中 1�羟基芘作为人体内多环芳烃 ( PAH s)的代谢产物, 是高浓度 PAH s职业环境和一般环境中

人体接触 PAH s的一个灵敏指标,已被广泛用于评价人体和动物与多环芳烃接触的内暴露生物指示物, 其含

量的测定具有十分重要的意义。本研究建立了人尿中 1�羟基芘 ( 1�OH P)的同步荧光测定方法。在 Br itton�

Robinson缓冲溶液 ( pH 2. 6)中,以同步波长差 ��= 34 nm 进行同步荧光扫描,其同步特征峰的强度与 1�OH P

的浓度呈线性关系。表面活性剂吐温 20对 1�OH P的同步荧光具有增敏作用。本方法的线性范围为 2. 5 �

10- 10 ~ 5. 0 � 10- 7 m o l/L; 检出限为 9. 5 � 10- 11 m o l/L; 相对标准偏差 ( RSD )为 0. 78% ( 1. 0 � 10- 7 m o l/L,

n= 11)。应用于实际尿样的测定, 加标回收率为 93. 8% ~ 107. 4%。
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1� 引 � 言

多环芳烃 ( PAH s)化合物是与人类密切相关、数量最多、分布最广的一类环境致癌物质。其生物有

效性部分可通过食物链的富集、迁移,最终影响人类的健康, 其强烈的致癌、致畸、致突变作用引起了广

泛关注,被列为环境优先监测污染物
[ 1]
。 1�羟基芘 ( 1�H ydroxyprene, 1�OHP)是多环芳烃中的芘类在人

体内产生并由尿液排出体外的主要代谢产物, 是高浓度 PAH s职业环境和一般环境中人体接触 PAH s的

一个灵敏指标
[ 2]
。作为人体内 PAH s的代谢产物,尿中 1�羟基芘已被广泛用于评价人体和动物与多环

芳烃接触的内暴露生物指示物
[ 3 ]

,其含量测定具有重要意义。

目前,测定生物样品中 1�OH P主要方法是高效液相色谱法
[ 4~ 7]
。近年来, 气相色谱�质谱 ( GC�M S)

或液相色谱 �质谱 ( LC�M S)联用技术用于 1�OH P测定也有报道
[ 8 ]

; Cam po等
[ 9]
采用 GC�M S方法测定人

体尿液中 12种多环芳烃的羟基代谢产物,以正己烷萃取酶解后的尿样,测定了 0. 1~ 1. 4  g /L范围的

1�OH P。M attarozzi等
[ 10]
采用酶法水解、顶空固相微萃取、气质联用技术测定了人尿中包括 1�OH P在内

的 5种多环芳烃代谢产物, 回收率为 98% ~ 121%。液相色谱 �串联质谱联用技术测定 1�OH P的灵敏度

更高。这些方法包括液相色谱 /大气压化学电离串联质谱法
[ 11]
和液相色谱电喷雾串联质谱 ( LC�ESI�

M S)法
[ 12]

; P ig in i等
[ 13]
用固相萃取方法处理酶解后的尿样, 用高效液相色谱 /串联质谱 ( H PLC /M S /

M S)方法测定了低至 0. 005  g /L 1�OH P; Schiew ek等
[ 14 ]
提出了超灵敏的测定 1�OH P的方法, 以大气压

激光电离技术 (APL I)为 GC /M S界面,测定尿中 1�OHP,检出限达到 22 pm ol /L。

1�OH P是内源荧光物质,无需衍生可直接进行荧光测定
[ 6, 15 ]
。但 1�OH P的荧光光谱范围宽, 谱图

复杂, 若用常规的荧光测定, 由于尿样中基体复杂, 易导致试液中 1�OHP的峰形失真。当 1�OHP的浓度

很低时,峰形改变更加严重,难以进行测定
[ 16]
。同步荧光分析法具有灵敏度高、操作简便、谱图简单、选

择性好、光散射干扰小等特点, 目前已有使用十二烷基苯磺酸钠或 !�环糊精为增敏剂, 同步荧光测定

1�OH P的文献报道
[ 16~ 18]

。本实验在对 1�OH P的荧光光谱特征进行研究的基础上, 以吐温 20为增敏剂

同步荧光测定 1�OHP,并成功地用于人体尿液中 1�OHP的测定。
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2� 实验部分

2. 1� 仪器与试剂

H itachi F�4500荧光分光光度计 (日本日立公司 ) ; 雷磁 PH SJ�3F pH计 (上海精密科学仪器有限公

司 ) ; HH�1恒温水浴锅 (常州澳华仪器有限公司 )。

1�OH P标准储备溶液: 称取适量 1�OHP( 98%, 美国 A ldrich公司 ) ,用乙醇 /水 ( 1 1, V /V )溶解,配制

成 1. 0 mmo l /L的储备液, 在冰箱中 4 ! 保存。使用时用二次去离子水稀释至所需浓度; Britton�
Robinson( B�R )缓冲溶液:用 0. 04 mo l /L磷酸 /硼酸 /乙酸的混合溶液配制,使用时用 0. 02 m o l /L NaOH

调至所需 pH值。吐温 20和无水乙醇 (国药集团化学试剂有限公司 ); 除吐温 20为化学纯外, 其它试剂

均为分析纯,实验用水为二次去离子水。

2. 2� 实验方法

于 10 mL棕色容量瓶中依次加入 2. 0 mL B�R缓冲溶液 ( pH 2. 6) , 0. 6 mL无水乙醇、0. 2 mL 5%吐

温 20溶液, 以及适量 1�OH P溶液, 用水定容,摇匀。溶液置于 1 cm石英液池中, 设置同步波长差 ��=

34 nm,激发波长从 330~ 380 nm进行同步荧光扫描, 得到 1�OH P的同步荧光光谱, 根据特征波长处的

相对荧光强度 �F与 1�OH P相应浓度的关系,绘制工作曲线。用同样方法测定尿样中 1�OH P的相对同

步荧光强度,通过工作曲线计算尿样中 1�OHP的含量。

� 图 1� 1�羟基芘的激发和发射光谱

F ig. 1� Exc itation spectra and em ission spectra of

1�hydroxyprene

1. 激发光谱 ( E xcitation sp ectra); 2. 发射光谱 ( Em is�

s ion spectra)。

3� 结果与讨论

3. 1� 1�羟基芘的激发和发射光谱
调整光电倍增管电压 700 V,扫描速度 240 nm /m in, 激

发和发射狭缝宽度分别为 5 nm。对 1�OH P进行激发和发

射光谱的扫描结果, 如图 1所示。其发射光谱的最大峰值

位于 388 nm,并在 409 nm处有一个较弱发射峰; 在 200~

400 nm, 1�OHP有 3个明显的激发峰,分别位于 244, 279和

349 nm。可见 1�OH P的激发和发射光谱均由多个峰组成,

光谱范围较宽,谱图较为复杂。

3. 2� 同步波长差 ��的选取

在 ��= 10 ~ 100 nm 范围内考察了同步波长差对

1�OH P同步荧光光谱的影响。结果表明, ��∀ 25 nm 时

1�OH P同步荧光光谱的相对荧光强度较弱; ��= 30~ 44 nm时, 1�OH P同步荧光光谱的峰形较好, 相

� 图 2� 1�羟基芘和空白溶液的同步荧光光谱

( ��= 34 nm )

F ig. 2 Synchronous fluo rescence spectra of

1�hydroxyprene and b lank (��= 34 nm)

1. 1�羟基芘 ( 1�Hydroxyp rene ); 2. 空白 ( B lank )。

��= 34 nm。

对荧光强度较强; ��# 45 nm时, 随着 ��的增加, 1�OH P

的同步荧光光谱逐渐变宽, 相对荧光信号逐渐减弱。实验

最终选取同步波长差 ��= 34 nm, 在此实验条件下, 1�OH P

的峰形较窄,空白值较小, 相对荧光强度大,其同步荧光光

谱如图 2所示。同步特征峰位于 354 nm。 1�OH P的同步

荧光光谱较其常规的荧光光谱简化许多,从而使直接测定

混合物中的 1�OH P成为可能。

3. 3� 乙醇浓度的影响
实验表明,以乙醇为溶剂 1�OHP的荧光强度高于在同

样浓度甲醇中的荧光强度。实验选取乙醇为溶剂, 考察了

其含量对 1�OHP相对荧光强度的影响。在 0. 5% ~ 10. 0%

范围内,随着乙醇含量的增加, 相对荧光强度逐渐增大。实

验最终选取 6%乙醇水溶液为溶剂, 此时, 1�OH P的同步荧

光信号较强,试剂空白小。
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3. 4� 缓冲体系及溶液 pH值的影响

考察了不同缓冲体系对荧光强度的影响。实验发现,在 B�R缓冲溶液中, 1�OH P的同步荧光的灵敏

度高且稳定性好。随着 pH值的增加,相对荧光强度 �F逐渐降低 (图 3)。这可能是由于 1�OHP羟基上以

� 图 3� pH对同步荧光强度的影响

F ig. 3� Influence of pH on synchronous fluorescence

in tensity

及芳环的某些位置上的氢原子性质比较活泼,在有 OH
-

存在时,会失去氢原子,致使整个芳环上的电子云密度降

低,共轭性下降,荧光值随之降低的缘故
[ 17]
。在 pH = 2. 6

时, 1�OHP的荧光强度达到最大值,故实验选取 pH = 2. 6

的 B�R缓冲溶液为缓冲体系。在 1. 0~ 3. 0 mL范围内,

考察了缓冲溶液用量的影响,选取加入量为 2. 0 mL。

3. 5� 增敏剂的选择及反应体系的稳定性

分别考察了 Triton X�100、吐温 20、吐温 40、十六烷

基三甲基溴化胺 ( CTMAB )以及十二烷基硫酸钠 ( SDS)

等表面活性剂对体系的增敏作用; 实验表明, CTMAB和

SDS对体系具有一定的猝灭作用, 而 T riton X�100、吐温

20、吐温 40对体系均有增敏作用。相对于未加增敏剂的 1�OH P溶液, T riton X�100、吐温 20、吐温 40可

� 图 4� 吐温 20含量对同步荧光强度的影响

F ig. 4� Influence o fTw een 20 content on synchronous

fluo rescence intens ity

使 1�OH P 的相对荧光强度分别增加 50% , 60% 和

58%。其中吐温 20和吐温 40的增敏效果相近, 但吐温

40使空白信号显著增强, 故选取吐温 20作为体系的增

敏剂。吐温 20对 1�OH P的同步荧光强度的影响如图 4

所示。实验确定吐温 20的浓度为 0. 2%。

按实验方法配制溶液,静置不同时间测定同步荧光

强度, 考察溶液的荧光强度随时间的变化情况。实验结

果表明,在室温条件下,试剂混合 5 m in后, 1�OH P的相

对荧光强度变化很小,并在 80 m in内保持稳定。故实验

在试剂混合 5 m in后进行测定。

3. 6� 线性范围、检出限和测定精度

在最佳的实验条件下,按实验方法分别对一系列浓度的 1�OH P标准溶液进行同步荧光扫描, 绘制

工作曲线。在 2. 5 � 10
- 10

~ 5. 0 � 10
- 7

m o l/L范围内, 1�OHP的浓度与相对荧光强度 �F呈线性关系;

其线性回归方程为 �F = 138. 7C ( � 10
- 8

m ol/L ) + 23�14, 相关系数 R = 0. 9996; 方法的检出限 ( 3∀ )为

9. 5 � 10
- 11

m o l/L。相对标准偏差为 0. 78% ( n= 11, 1�0 � 10
- 7

m ol/L )。

3. 7� 共存物质的影响

按实验方法考察了多种共存离子及物质对 0. 2  m ol/L 1�OH P测定的影响。相对误差在 ∃ 5%范围

内,一些离子或物质的允许倍数分别是:尿素 ( 300000) ; C l
-

( 100000) ; K
+
、Ca

2 +
、Cu

2+
、NH

+
4、丙酮、葡萄

糖、柠檬酸、草酸、苯丙氨酸、正己烷 ( 50000) ; N a
+

( 40000) ;色氨酸 ( 30000) ; SO
2-
4 ( 25000) ; M g

2+
、CO

2-
3

( 20000); 酪氨酸 ( 6000); 三氯乙酸 ( 5000) ; Fe
3+

( 500)。大部分共存物质的允许量均较高, 不会对 1�
OHP的测定产生干扰。

3. 8� 实际尿样处理与测定
尿液中的 1�OHP大多是以同葡糖苷酸结合成酯的形式存在

[ 3]
,未经水解处理的尿样的同步荧光光

谱与 1�OH P标准溶液的光谱存在较大差异 (图 5),故尿样在测定前需进行水解处理。

实验采用碱水解方法处理实际尿样。参照文献 [ 15]并适当改进,具体处理方法如下: 取 10 mL充

分混匀的尿样, 加入 2 mL 0. 50 g /mL N aOH 溶液, 于沸水浴中避光水解 3. 5 h后, 用 HC l调节至

pH 2. 0~ 3. 0,分取正己烷各 6 m L提取两次,合并有机相; 在 37 ! 避光条件下吹氮气浓缩至近干,残渣

用 0. 5 mL乙醇�水 ( 1 1, V /V )溶解,取适量该溶液用于荧光测定。图 5中曲线 2是经过碱水解处理的

尿样的同步荧光光谱,其同步特征峰的形状及峰位置与 1�OH P标准溶液的同步特征峰基本相同。实际
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� 图 5� 尿样和 1�羟基芘标准溶液的同步荧光光谱

F ig. 5 � Synchronous fluorescence spectra o f urine

sam ples and 1�hydroxyprene standard so lution

1. 1�OH P标准溶液 ( 1�H ydroxypren e standard so lut ion ) ;

2. 碱水解处理的尿样 ( Urine by alkal ine hyd rolysis) ;

3. 未经处理的尿样 ( Un treated u rine ( no alkalin e hydroly�

s is) )。

尿样的分析结果及加标回收实验见表 1, 回收率在

93�8% ~ 107. 4%之间。

表 1� 人尿中 1�羟基芘的测定和回收率实验 ( n= 3)

Table 1� Determ ination results and recovery tests of 1�hydroxyprene

in hum an urine samp les( n = 3)

尿样
U rine
sam p le

测得量
C onten t

( � 10- 8 m ol /L)

加标量
Added

( � 10- 8 mo l/L )

测得总量
Found

( � 10- 8 m ol /L)

回收率
Recovery

(% )

1 1. 53 ∃ 0. 07

2 0. 83 ∃ 0. 04

3 1. 25 ∃ 0. 05

1. 00 2. 60 ∃ 0. 06 107. 4

1. 50 2. 99 ∃ 0. 04 97. 6

3. 00 4. 38 ∃ 0. 23 95. 2

1. 00 1. 80 ∃ 0. 01 97. 4

1. 50 2. 24 ∃ 0. 05 93. 8

2. 00 2. 84 ∃ 0. 07 101. 2

2. 40 3. 45 ∃ 0. 07 93. 9

3. 00 4. 21 ∃ 0. 16 96. 8

4. 50 5. 50 ∃ 0. 10 94. 4

�

� � 与文献报道的其它测定 1�OHP的荧光方法相比, 本

方法采用碱水解处理尿样, 操作条件较为简单,不需要水解酶, 易于操作, 重现性好,回收率好, 灵敏度

高,可以测定低至 0. 055  g /L的 1�OH P。
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Determ ination of 1�Hydroxyprene in Human Urine by Synchronous

F luorescence Spectrom etry w ith Tween 20 as Enhancer

ZHANG Yue, M A Ru,i FAN Sh i�Hua*

(R esearch Center for A naly tical S cience, N or theastern Un iver sity, Sheny ang 110004)

Abstract� 1�H ydroxyprene( 1�OH P) is am etabo lite o f pyrene, a m em ber o f the class o f po lycyc lic arom atic

hydrocarbons ( PAH s) that include the tox ic propert ies o f carcinogenic ity in som e cases. The determ ination o f

1�hydroxypy rene in hum an urine is used as a biological indica tor for exposure to PAH s. In th is study, a new

m ethod fo r the determ ination of 1�OH P in hum an urine by synchronous fluorescence spectrom etry w as

proposed. The m easurem entw as carried out in a B ritton�Robinson buffer so lution ( pH 2. 6) w ith ��= 34 nm

for synchronous scann ing using Tw een 20 as an enhancer. The linear range of the calibrat ion curve w as over

2. 6 � 10
- 10

- 5. 0 � 10
- 7

m ol/L, w ith a detection lim it ( 3∀ ) of 9. 5 � 10
- 11

m o l/L for 1�OH P. The re lative

standard dev iation ( RSD) of the m ethod for 1. 0 � 10
- 7

m o l/L 1�OH P w as 0. 8% ( n = 11). The proposed

m ethod prov ided a relat ive ly sim ple, conven ien,t and pract ica l procedure to determ ine the leve l o f urinary

1�hydroxypy rene in b io log ical sam ples, and w as app lied to the determ inat ion o f1�OH P in hum an urine sam ples

w ith the recoveries of 93. 8% - 107. 4%.

Keywords� 1�H ydroxyprene; Synchronous fluorescence; U rine; Tw een 20
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2010中日韩分析化学研讨会征文通知 (第一轮 )

( 2010 China�Japan�Korea Symposium on Ana lytical Chem istry)

� � 由武汉大学主办 ,中国国家自然科学基金委员会、日本分析化学会、韩国分析化学会及中日韩分析化学恳谈会后援

的 2010中日韩分析化学研讨会定于 2010年 10月 31日 ~ 11月 2日在武汉召开。会议将邀请来自日本、韩国和国内的

著名专家参会。会议主题为生物医药分析,会议语言为英语。

凡未在刊物上公开发表和未在学术会议上宣读过的反映分析化学基础研究、新技术、新方法的发展和分析应用的论

文或综述, 均可向本次会议投稿。论文摘要直接通过本会网站投稿, 论文截止日期 2010年 8月 31日。经会议学术委员

会审查录用的会议征文,将收入大会论文集。会议英文摘要格式详见会议网站通知。

没有论文只参加会议的各界人士,也请于 2010年 8月 31日前与会务组联系, 以便继续为您寄发下一轮通知。本会

热诚欢迎国内外分析仪器公司和厂商到会介绍和展出产品,有关具体事宜 ,请与会议秘书组联系。

会议网站: http: / / zchen lab. whu. edu. cn / cjk2010

联系人: 陈子林 � Em a i:l chenz@l w hu. edu. cn, � 电话: 027- 68759893
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