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摘　要 : 首次将磁流体粉末代替磁子 , 在磁场作用下 , 以三相中空纤维液相微萃取 ( three2phase hollow fiber

based liquid phase m icroextraction, TP - HF - LPME)动态模式进行样品前处理 , 高效液相色谱 (HPLC)为检测

手段 , 建立了一种快速、准确、环境友好的尿中尼古丁含量的测定方法。系统优化了 TP - HF - LPME技术

的有机溶剂、磁流体粉末加入量、搅拌速率和萃取时间等条件。方法的线性范围 0105～50 mg/L, 相关系数

01999 8, 检出限为 3μg/L (S /N = 3) , 相对标准偏差小于 3%。该方法用于测定人体尿样中尼古丁 , 主动和

被动吸烟者尿中尼古丁含量分别为 5139 mg/L和 2108 mg/L, 相对回收率 95%～100% , 富集倍数 1719倍。
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Rap id Determ ination of N icotine in U rine with Magnetic Nanoparticle Fluid

Based on Three2phase Hollow Fiber L iquid Phase M icroextraction /H igh

Performance L iquid Chromatography
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Ab s trac t: A novel method for fast determ ination of nicotine in urine was established using high per2
formance liquid chromatography (HPLC) coup led with a three2phase hollow fiber based liquid phase

m icroextraction ( TP - HF - LPME) technique for samp le p reparation. The stirring barwas rep laced by

magnetic powder, which was introduced for the first time. Parameters related to TP - HF - LPME (or2
ganic solvent, pH of donor and accep tor phase, the content of magnetic powder, extraction time)

were op tim ized in this study. The p roposed method integrated extraction, enrichment and clean2up

into a single step and was p roven to be a fast, effective, and environment2friendly samp le p reparation

technique, p roviding a good linear range (0105 - 50 mg/L ) with r = 01999 8, a low detection lim it

(3μg/L , S /N = 3) , and a satisfactory relative standard deviation ( < 3% ). This method was used

to analyse urine samp les from active and passive smokers. 5139 mg/L and 2108 mg/L of nicotine

were detected in active and passive smokerπs urine, respectively. The recovery was in the range of

95% - 100%.

Key wo rd s: magnetic nanoparticle fluid; LPME; HPLC; nicotine; samp le p reparation technique;

urine

尼古丁 ( nicotine, 又称烟碱 )是烟草和卷烟中生物碱的主要组成部分 , 由于尼古丁有害人体健康 ,

会引起肺癌等疾病 ; 而尿液是人体最容易获得的临床检测样品 [ 1 - 2 ] , 因此快速准确地测定尿液中尼古

丁含量 , 不仅可以反映烟叶和烟制品的质量高低 [ 3 - 4 ] , 还可为研究尼古丁对人体的影响提供依据。传

统的检测方法是通过液液萃取 (LLE) [ 5 - 8 ]、固相微萃取 ( SPE) [ 9 - 12 ]等样品前处理后结合气相色谱 -质谱

或高效液相色谱 -质谱 (GC - MS或 HPLC - MS)等进行定量分析 , 但是这些方法的样品前处理操作繁琐耗
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时、成本高、需要使用大量对人体和环境有毒或有害的有机溶剂、难以实现自动化 , 应用受到极大限制。

1999年 Pedersen - B jergaard等 [ 13 ]首次提出以多孔中空纤维为载体的液相微萃取技术 ( hollow fiber

based liquid2phase m icroextraction, HF - LPME) , 它集采样、萃取和浓缩于一体。不仅具有成本低 ,

装置简单 , 易与 GC、HPLC、毛细管电泳 (CE)联用 , 较高的富集倍数和回收率等优点 ; 而且还具有

突出的样品净化功能。同时有机溶剂用量非常少 , 是一种环境友好的样品前处理新技术。该技术已

经成功地应用于环境和药物分析领域 [ 14 - 15 ]
, 其研究的方向主要集中在新萃取模式及装置 , 目的在于

尽可能提高富集倍数、降低检出限、缩短分析时间。本实验在保持 HF - LPME技术优点的基础上对

萃取模式进行了改进 , 利用纳米磁流体粉末和强磁场分别代替磁子搅拌和搅拌器。与文献 [ 15 ]比

较 , 改进后的萃取技术大大提高了尼古丁在生物体样品中的富集倍数 , 并且缩短了分析处理时间 ,

具有好的重复性 (测定的标准偏差小于 2168%)和低的检出限 (3μg/L ) , 并将该方法用于实际尿样的

测定。

1　实验部分

111　仪器与试剂

高效液相色谱仪 (W aters 600, 配备 UV2487检测器 ) , 超越 2000色谱工作站 (浙江省科学器材进出

口有限责任公司 ) , Accurel Q 3 /2聚丙烯中空纤维 (Membrana, W uppertal, 德国 ; 壁厚 200μm, 孔径

012μm, 内径 600μm ) , 尼古丁 (纯度大于 98% , MERK - Schuchardt) , HPLC级甲醇和丙酮 (天津科密

欧化学试剂开发中心 ) , 其它试剂均为分析纯 , 实验用水均为二次水。按文献 [ 16 ]水解法制备强磁性

Fe3 O4粉末 , 微粒直径 200～400 nm。

112　样品处理

用干燥洁净的聚乙烯塑料瓶收集男性清晨尿液。共 4种尿样 : 每天吸烟大于 10支的男性 ( 1#样

品 ) , 每天吸烟小于 10支的男性 (2
#样品 ) , 被动吸烟者 (3

#样品 ) , 不吸烟且极少暴露在吸烟环境下的

男性作为空白 (4
#样品 ) , 其中 1

#、2
#的烟龄 5年以上。样品在 - 20 ℃下密封保存 , 直至色谱分析 [ 12 ]。

113　色谱条件

A tlantis λdC18 (5μm, 250 mm ×416 mm i1d. )色谱柱 ; 流动相 : 10 mmol/L KH2 PO4 -甲醇 -三乙胺

(体积比 90 ∶10 ∶011) , 以 H3 PO4调 pH 215; 流速 : 016 mL /m in; 检测波长 : 254 nm; 柱温 : 室温 (25

℃) ; 进样量 : 4μL。

114　尼古丁标准储备液与标准溶液的配制

1 g/L尼古丁标准储备液 : 准确称取 10010 mg尼古丁用甲醇定容至 100 mL容量瓶 , - 4 ℃保存

待用。

标准溶液 : 分别从上述 1 g/L尼古丁标准储备液中移取 0105、011、0125、015、110、210、510、

1010、2510 mL, 用二次水定容至 50 mL, 配成 1、2、5、10、20、40、100、200、500 mg/L的标准溶

液 ; 011、0105、0101 mg/L的标准溶液由二次水稀释 10 mg/L标准溶液配制所得。

115　萃取步骤

本实验采用一种动态三相中空纤维式萃取模型。具体操作步骤如下 : 首先将中空纤维切成 213～

215 cm的小段 , 放入丙酮中超声清洗 15 s除去杂质 ; 晾干后取一段放入有机萃取剂中超声浸泡 10 s以

使中空纤维壁孔中注满有机溶剂 , 再将其套在 25μL微量进样器 (已吸入 20μL接收相 )针尖 , 推出接

收相 , 两端分别用热钳子封住 , 使中空纤维的有效长度保持 2 cm (约盛 5μL接收相 ) ; 按图 1将中空

纤维置于样品瓶 , 固定样品瓶于交变磁场 , 样品瓶中每次加入 0125 g磁流体粉末 , 萃取一定时间后取

出 , 剪开封住的一端 , 套在 25μL微量进样器针尖 , 再剪开另一端 , 抽回接收相 , 取 4μL进行高效液

相色谱 (HPLC)测定。

2　结果与讨论

211　萃取条件的选择

21111　有机溶剂的选择　三相液相微萃取所用的有机溶剂除了要求对目标分析物有合适的溶解度外
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(溶解度太小不易将目标分析物从给出相中萃取到有机相 , 溶解

度太大不易把有机相中的目标分析物反萃取到接收相中去 ) [ 17 ] ,

还要求其能与聚丙烯中空纤维有良好的兼容性 (能稳定地固定在

中空纤维壁孔内 ) , 在水中溶解度低且不易挥发。综合以上因素 ,

本实验对比了正辛醇、磷酸三丁酯 ( TBP)、三正辛胺 ( TOA )和乙

酸乙酯 4种有机溶剂对尼古丁的萃取效率 , 结果表明正辛醇作为

有机萃取剂对尼古丁的萃取效果最好 , 其次是乙酸乙酯、TBP,

TOA最差 , 本文选用正辛醇作为有机萃取剂。

21112　磁流体粉末的加入量 　因为磁流体粉末可以形成流体 ,

直接与目标分析物作用 , 更有利于萃取。实验分别加入 0105、

011、0115、012、0125、013、014、015、1 g粉末来考察加入量

对萃取效率的影响。从图 2可以看出 , 加入量在 0115～014 g之

间富集倍数无明显变化。但是加入量不能太少 , 太少不能使整个

溶液体系快速旋转 , 不利于分子传递 ; 太多则会使得整个溶液体

系粘度增大 , 不利于分子传递。实验选择最佳值 0125 g。

21113　给出相与接收相组成 　尼古丁是一种二元碱性物质 , 所

以在碱性溶液中尼古丁以分子形式存在 , 溶解度相对较小 , 更利

于被有机溶剂萃取。为此实验选择 2 mL 0105 mol/L KOH和 2 mL

20 mg/L尼古丁标准溶液作为给出相 , 采用 pH 3的 10 mmol/L

KH2 PO4缓冲液作为接收相 (因为 pH 3既能完全质子化尼古丁又

不会对有机萃取剂产生影响 ) [ 15, 18 ]。

21114　盐效应与接收相中甲醇含量　根据前期实验工作和文献

[ 15, 19 ] , 盐效应和甲醇的加入使尼古丁的萃取效率略有降低 ,

所以本实验给出相中不加入盐 , 接收相中不加入甲醇。

21115　搅动速率及萃取时间　增加搅动速率可以提高目标分析

物在给出相中的传质速率 , 有利于目标分析物通过有机相进入接

收相 , 缩短萃取时间。将磁流体粉末代替磁子搅拌 , 会形成磁流

体与目标分析物的分子间直接作用 , 克服了磁子搅拌时因为速率

太高产生气泡附着在中空纤维的外壁影响传质的不利因素。实验

选择最大转速 1 500 r/m in。

液相微萃取是基于传质和萃取平衡两方面因素的一种萃取过

程 , 受时间因素影响大 , 时间越长萃取越接近平衡 , 萃取率越

高 , 但随着时间的延长有机溶剂的溶解和挥发又会对萃取产生负

效果。如图 3中曲线 1和 2所示 , 用磁子搅拌到达最大富集倍数

的时间为 17 m in, 而有磁流体粉末时萃取时间只需 15 m in, 富集

时间缩短了 2 m in。因此 , 选用萃取时间为 15 m in。

212　方法比较

把实验“211”所得的最佳萃取条件 , 分别用于传统的磁子搅

拌萃取和磁流体萃取模式 , 所富集的尼古丁的液相色谱图见图 4。从图 4可见 , 磁流体粉末处理的色

谱图峰形更好 (尖锐、对称且无明显拖尾 ) , 峰高提高了近 1倍 (即富集倍数提高近 1倍 )。由图 3和图

4可见 , 磁流体萃取模式可以在更短的时间内得到更高的富集倍数。

213　方法学参数考察

21311　精密度　在优化的 TP - HF - LPME条件下 , 以 2 mL 20 mg/L尼古丁标准溶液和 2 mL 0105 mol/L

KOH溶液作为给出相 , 平行萃取 5次 , 进样分析 , 得相对标准偏差 (RSD )为 213%。

21312　工作曲线线性范围及相关系数　分别以不同浓度的尼古丁标准样品 2 mL与 2 mL 0105 mol/L
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KOH溶液混合作为给出相 , 按优化的 LPME条件 , 微萃取后取 4

μL接收相进样测定 , 得工作曲线线性范围 0105～50 mg/L , 相关

系数 01999 8。

21313　富集倍数　将各浓度尼古丁标液按优化条件 TP - HF -

LPME后 , 接收相中尼古丁浓度相比于原始浓度 , 即得富集倍

数。在优化的 TP - HF - LPME条件下 , 富集倍数为 1719倍。

214　样品的测定

先解冻尿样 , 分别取 4种尿样各 2 mL于样品瓶 , 分别加入

含 0、10、20 mg/L尼古丁的 0105 mol/L KOH溶液 2 mL, 在优

化的 TP - HF - LPME条件下萃取后 , 进样测定。测定结果见表 1

和图 5 (图 5中 , 峰 1是每天吸烟多于 10支的男性 (1
# )尿样中尼

古丁含量 , 峰 2是每天吸烟小于 10支的男性 ( 2
# )尿样中尼古丁

含量 , 峰 3是被动吸烟的男性 ( 3
# )尿样中尼古丁含量 )。用标准

加入法计算尿样中尼古丁 , 实验结果 : 即 1
#尿样中尼古丁质量浓

度为 5139 mg/L , 2#尿样中尼古丁质量浓度为 4117 mg/L , 3#尿样

中尼古丁质量浓度为 2108 mg/L , 不抽烟且很少被动吸烟男性的

尿样 (4
# )中尼古丁含量低于检出限。实验结果与文献 [ 12 ]的主

动吸烟者为 5140 mg/L , 被动吸烟者为 2122 mg/L基本吻合。被

动吸烟者尿液中尼古丁的含量较高 , 说明长期暴露于香烟烟雾

( ETS)环境中 , 对人体健康有较大危害。

表 1　不同尿样样品中的尼古丁含量和回收率
Table 1　Recovery and content of nicotine in different urine samp les

Samp les(No)
Added

ρA / (mg·L - 1 )

Found ( n = 5)

ρF / (mg·L - 1 ) ±sr / %

Recovery(mean±S1D. , % ) ( n = 5)

R /% ±sr /%

4#

0

10100

20100

-

9191 ±0117

19146 ±0124

-

99 ±1167

94 ±1118

1#

0

10100

20100

5140 ±0108

15134 ±0116

25142 ±0125

-

99 ±1158

100 ±1122

2#

0

10100

20100

4122 ±0109

14118 ±0111

24112 ±0127

-

99 ±1109

97 ±2168

3#

0

10100

20100

2112 ±0107

12109 ±0114

22102 ±0137

-

98 ±1136

95 ±1181

3　结　论

本文首次将磁流体粉末代替磁子 , 由于磁流体粉末能充满整个样品溶液 , 粉末在磁场中高速运动

带动整个溶液的运动 , 加速传质 ; 此外粉末形成流体直接作用于被分析物分子 , 使得目标分析物能在

短时间内更快地进入接受相 , 从而在短时间内得到更高的富集倍数。将改进的 TP - HF - LPME样品前

处理方法应用到尿液中尼古丁含量的测定 , 该方法与文献 [ 18 ]比较 : ①富集倍数提高到了 1719倍 , 具

有好的重复性 (测定的标准偏差小于 2168% )和低的检出限 (3μg/L )。②样品处理时间缩短 2 m in, 整

个分析过程可在 25 m in内完成 , 可用于生物体和环境样品中目标分析物的简单、快速和准确测定。
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