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超声萃取–高效液相色谱测定土壤/沉积物中 1-羟基芘
① 

于田田，迟  杰* 

(天津大学环境科学与工程学院，天津  300072) 

摘  要：本文对超声萃取土壤/沉积物中 1-羟基芘(1-hydroxypyrene)的提取条件进行了优化研究，建立了一种超

声萃取–高效液相色谱–荧光检测 1-羟基芘的方法。结果表明：甲醇和二氯甲烷的混合溶剂为最佳萃取溶剂；甲醇与二

氯甲烷的体积比是影响萃取效率的主要因素。通过正交试验进一步确定了最佳提取条件为：甲醇/二氯甲烷体积比 35∶

65、土液比 2 g∶10 ml、提取时间 20 min、提取次数 3次。在最佳提取条件下，5种不同类型的土壤/沉积物中 1-羟基

芘的加标回收率数值变化范围很大(6.6% ~ 83.3%)，并且这种变化与样品的 pH密切相关，而与样品总有机碳含量无关。 
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多环芳烃(PAHs)是环境中普遍存在的持久性有

机污染物。其中，微生物降解是去除环境中 PAHs的

主要途径。在细胞内色素 P450氧化酶系统[1]作用下，

PAHs 可转化生成羟基代谢物(OH-PAHs)。较母体而

言，OH-PAHs的潜在毒性和致癌性更强[2]，而且 OH- 

PAHs的存在还会显著抑制其他母体 PAHs的降解[3]。

此外，OH-PAHs可作为生物标志物来评价人体 PAHs

的近期暴露水平[4]。因此，监测环境样品中的 OH- 

PAHs 十分重要。其中，1-羟基芘(1-hydroxypyrene)

的研究最多，也是使用最广泛的生物标志物[4]。例如，

研究发现尿液中 1-羟基芘与人体暴露的 14 种 PAHs

均呈显著正相关关系[5]。 

土壤/沉积物中 OH-PAHs 分析方法的报道并不

多，这主要是因为土壤/沉积物的基体复杂，使得样

品中 OH-PAHs的预处理过程比较复杂且回收率往往

偏低[6]。王晓玮[7]采用快速溶剂萃取–分散相液液微萃

取–气相色谱质谱联用仪(GC-MS)测定了底泥中  8 

种 OH-PAHs，方法检测限 0.01 ~ 0.23 µg/kg，回收率

57.6% ~ 91.1%，RSD≤11.07%。Baltrons等[8]采用微

波萃取和分子印迹多聚体的预处理方法–高效液相色

谱配荧光检测器 (HPLC-FLD)测定了土壤中 4 种

OH-PAHs，方法检测限 0.003 ~ 0.014 µg/kg，回收率

68% ~ 93%，RSD≤8%。由于上述文献中研究所采用

的仪器比较昂贵，不是很普及，因此需要建立一个简

单、实用的测定土壤/沉积物中的 OH-PAHs的方法。 

超声提取法操作简单、省时、仪器价格低且溶剂

用量较少，被广泛使用，但是未见超声法提取沉积物

中 1-羟基芘的报道。本研究以 1-羟基芘为目标 OH- 

PAHs，建立了超声萃取-HPLC-FLD测定土壤/沉积物

中 1-羟基芘的方法，研究了萃取溶剂和萃取条件对

1-羟基芘回收率的影响，确定了最佳萃取条件。然后，

利用建立的方法测定了不同类型土壤/沉积物中 1-羟

基芘的回收率，分析了土壤/沉积物的性质对 1-羟基

芘回收率的影响。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1-羟基芘(98%)购自法国 Sigma Aldrich 公司；

流动相甲醇为色谱纯(加拿大 Fisher Scientific公司)；

水为 Milli-Q超纯水；其余试剂均为分析纯。用丙酮

配制 1mg/L的加标储备液；用甲醇配制标准曲线母

液 1 mg/L，置于棕色瓶中 4℃冰箱保存。 

采集了 3种沉积物(0 ~ 10 cm)样品和 2种土壤样

品。沉积物分别采自海河天津市区段(H)、天津大学

敬业湖(J)、南开大学马蹄湖(M)；土壤样品分别为江

西鹰潭的红壤(R)和天津大港的碱土(S)。采集的样品

冷冻干燥后，研磨过 80目筛，备用。按文献[9]方法

测定样品的基本理化性质，结果见表 1。 
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表 1  土壤/沉积物的理化特性 
Table 1  Physical and chemical properties of soils/sediments 

样品 pH 有机碳(g/kg) 砂粒/粉粒/黏粒(g/kg)

R 5.7 9.7 135/371/494 

S 9.8 9.7 122/321/433 

M 8.3 33.2 98/460/442 

J 8.5 15.8 89/646/265 

H 7.5 18.6 63/726/211 

 
1.2  样品的提取和分析 

以海河天津市区段沉积物(H)作为实验沉积物进

行超声提取条件的优化实验。首先进行萃取剂的选

择，选择二氯甲烷、甲醇、丙酮和乙腈为萃取剂进行

比较，确定最合适的溶剂。在此基础上，选取溶剂体

积分数、土液比、超声时间和超声次数为考察因素，

并根据单因素预实验结果，设计 4因素 3水平的正交

试验，根据正交试验结果确定最佳提取条件。 

提取方法：取 2 g 海河沉积物(H)按照设定的萃

取条件(萃取溶剂体积分数、土液比、萃取时间和

萃取次数)进行超声提取，水温控制在 20 ~ 30℃。

超声提取后的溶液于 4 000 r/min离心 15 min。合

并提取液，旋转浓缩至约 1 ml，转移并定容至 2 ml。

经 0.7 μm 玻璃纤维滤膜(Whatman)过滤后，HPLC- 

FLD测定。 

提取液采用Waters Alliance 2695高效液相色谱

仪分析。色谱仪配有荧光检测器和 C18柱。样品分析

采用甲醇-水梯度洗脱，连续自动进样。柱温 40℃；

自动进样量 20 µl；流动相为甲醇和水。流动相切换

程序为：0 ~ 5 min，甲醇 75%；5 ~ 15 min，甲醇 75% ~ 

85%；15 ~ 20 min，甲醇 85% ~ 100%；20 ~ 25 min，甲

醇 100%；25 ~ 28 min，甲醇 75% ~ 100%；28 ~ 33 min，

甲醇 75%。整个过程的流速均为 0.6 ml/min。荧光检测

器的激发波长和发射波长分别为 239 nm和 392 nm。 

1.3  质量控制与质量保证 

所有数据都经过了严格的质量控制程序。对于样

品分析，均运行溶剂空白和方法空白，以检查干扰和

污染。沉积物和土壤的溶剂空白和方法空白中均没有

检出目标化合物。采用标准曲线法对 1-羟基芘进行

定量分析，峰面积(y，μv·s)与浓度(x，µg/L)的线性回

归方程：y =1.97x–1.16(R2=0.9999)。1-羟基芘保留时

间 Rt = 9.295 min。 

2  结果与讨论 

2.1  萃取溶剂的选择 

根据相关研究[8,10,11]选择 7 种溶剂或混合溶剂进

行提取实验。提取条件为：提取剂 15 ml，超声时间

15 min，超声次数 3次。实验结果如表 2所示。可见，

当萃取剂为甲醇和二氯甲烷的混合溶液时，回收率最

高。这一结果可以用相似相容原理解释。由于酚羟基

的存在，1-羟基芘的极性大于母体[6,12]，提取时应选

择与之极性相似且能形成氢键的溶剂。表 2中 4种溶

剂的极性大小顺序为：二氯甲烷＜丙酮＜甲醇＜乙

腈。二氯甲烷为弱极性溶剂，甲苯和乙腈的混合溶剂

极性较强，并且这两种溶剂均不能形成氢键，因此回

收率很低(<10%)。单独甲醇虽能与 1-羟基芘形成氢

键，但是极性较高且黏度较大，回收率仅为 15.9%。

将二氯甲烷与甲醇混合之后，可以同时降低溶剂的极

性和黏度，回收率明显提高。因此，后续实验选择甲

醇和二氯甲烷的混合溶剂进行提取剂的进一步优化。 

表 2  不同提取溶剂下的 1-羟基芘回收率(%) 

Table 2  Recovery percentage of 1-hydroxypyrene with different extraction solvents 

提取溶剂 加标浓度
(mg/kg) 二氯甲烷 甲醇/二氯甲烷

(35︰65, v/v) 
甲醇 丙酮/二氯甲烷

(1︰2, v/v) 

丙酮/二氯甲烷 

(3︰2, v/v) 
丙酮 甲苯/乙腈 

(1︰9, v/v) 

0.2 7.5(6.4) 57.9(1.8) 15.9(8.7) 32.3(5.1) 46.3(1.6) 42.8(16.5) 3.4(9.6) 

注：括号中的值为相对标准偏差 RSD。 

 

2.2  超声提取条件的优化 

以 1-羟基芘的提取量为考察目标，正交试验结

果列于表 3和表 4。表 3中，极值 R反映了各因素对

回收率影响的主次顺序。可见，各因素对回收率的影

响顺序为：甲醇体积分数>超声时间>土液比>超声次

数。方差分析结果(表 4)显示，所选取的 4个因素中，

甲醇体积分数对提取率有显著影响(P<0.1)，超声时

间、土液比和超声次数的影响不显著。根据表 3中 k

的最大值所对应的水平可以确定提取条件的优水平

组合为 A2B3C3D3。 

考虑到溶剂量大会造成污染，而且超声次数是影

响回收率的次要因素，因此在优水平的基础上又进行

了 A2B2C3D2的验证试验(即超声次数取 3次，土液比

2g︰10ml)。结果表明：超声 3次时，回收率为 64.9% 

(RSD = 9.01%)，与超声 4次时的回收率(65.8%，RSD = 

3.21%)相差不大。而且超声 3次时 1-羟基芘提取量为 



536 土      壤 第 48卷 

 

表 3  超声法提取 1-羟基芘的正交试验设计 L9(3
4)及结果 

Table 3  Orthogonal experimental design L9 (3
4) and results of 1-hydroxypyrene by ultrasonic extraction 

试验号 甲醇体积分数 A (%) 土液比 B(g︰ml) 超声时间 C (min) 超声次数 D (次) 1-羟基芘提取量(µg/kg) 1-羟基芘回收率(%)

1 20 2︰5 10 2 77.3 37.7 

2 20 2︰10 15 3 105.7 51.6 

3 20 2︰15 20 4 127.5 62.3 

4 35 2︰5 15 4 105.1 51.3 

5 35 2︰10 20 2 122.3 59.7 

6 35 2︰15 10 3 93.7 36.0 

7 50 2︰5 2 3 53.7 24.7 

8 50 2︰10 10 4 63.0 30.8 

9 50 2︰15 15 2 83.5 40.8 

K1 310.5 236.1 234.0 283.1 831.8  

K2 321.1 291.0 294.3 253.1   

K3 200.2 304.7 303.5 295.6   

k1 103.5 78.7 78.0 94.4   

k2 107.0 97.0 98.1 84.4   

k3 66.7 101.6 101.1 98.5   

R 40.3 22.9 23.2 14.2   

注：加标浓度为 0.2 mg/kg；Ki(i = 1、2、3)表示任意列上水平号为 i时所对应的提取量结果之和；ki(i = 1、2、3)是 Ki(i =1、2、3)

的平均值；R为极值。 

表 4  方差分析表 
Table 4  Analysis of variance 

变异来源 离差平方和 自由度 均方 F值 P 

A 2 989.0 2 1 494.5 9.4 <0.1* 

B 878.5 2 439.3 2.8 >0.1 

C 950.5 2 475.2 3.0 >0.1 

D▲ 317.9 2 158.9   

误差 317.9 2 158.9   

总变异 5674.2 8    

注：F0.05(2, 2)=19，F0.1(2, 2)=9，▲表示误差项，*表示差异显著。 

 

132.85 µg/kg，高于正交试验表中任何一种组合。

最终确定最佳的提取条件为：甲醇 /二氯甲烷体积

比 35︰65、土液比 2 g︰10 ml、超声时间 20 min、

超声次数 3次。 

2.3  土壤/沉积物的性质对回收率的影响 

按照最佳提取条件研究了土壤/沉积物的性质对

回收率的影响，结果见表 5。可见，不同类型土壤/

沉积物中 1-羟基芘的回收率值相差很大，其数值范

围在 6.6% ~ 83.3%。其中，红壤 R中 1-羟基芘的回

收率最高，碱土 S 中 1-羟基芘的回收率最低。王爱

丽[9]对酞酸酯的主要代谢物MBP和MEHP的研究中

发现，其回收率随土壤/沉积物总有机碳含量的降低

而明显增加。然而，本研究中红壤和碱土的总有机碳

含量相同(表 1)，这说明总有机碳对 1-羟基芘回收率

的影响不显著。值得注意的是，红壤和碱土的 pH相

差很大。碱土 pH 最高，为 9.8；红壤 pH 最低，为

5.7(表 1)。进一步的 Pearson 相关分析证实，1-羟基

芘的回收率与土壤 /沉积物 pH 呈显著负相关(r = 

–0.928，n =5，P = 0.023)，这可能是因为：1-羟基芘

是弱酸，在酸性环境中以分子态形式存在。分子态

1-羟基芘在甲醇与二氯甲烷的混合溶剂中溶解度大，

因此提取效率高。与此相反，在碱性环境中 1-羟基

芘以离子态形式存在，在甲醇与二氯甲烷的混合溶剂

中溶解度小，因而提取效率低。 

付登强等[13]的研究指出，土壤 pH显著影响 PAHs

的去除，酸性条件下有利于高环 PAHs的去除，中性

条件下有利于低环 PAHs的去除。究其原因，可能是，

土壤 pH既影响 PAHs的化学行为，又影响土壤微生 



第 3期 于田田等：超声萃取–高效液相色谱测定土壤/沉积物中 1-羟基芘 537 

 

 

表 5  超声提取各土壤/沉积物中 1-羟基芘的回收率(%) 

     Table 5  Recovery percentage of 1-hydroxypyrene from different soils/sediments by ultrasonic extraction  

样品 加标浓度 
(mg/kg) R S M J H 

0.02 83.3(3.0) 6.6(16.3) 56.6(4.4) 51.5(3.7) 59.0(6.6) 

注：括号中的值是相对标准偏差 RSD。 

 

物的群落结构和活性。该研究首次报道了 pH对泥浆

反应去除土壤中 PAHs的影响，但土壤/沉积物 pH对

1-羟基芘回收率的影响，国内外还未见报道。 

将文献值标记在图 1 中，与本研究结果进行比

较。采用快速溶剂萃取-分散相液液微萃取-GC-MS

法测定红树林底泥(pH 5.3)中 1-羟基芘，加标浓度

0.01 mg/kg，回收率为 67.6% ± 11.1%[7]；采用微波萃

取和分子印迹多聚体的预处理方法测定淋溶的棕壤

土(pH 5.7)中 1-羟基芘，加标浓度 0.2 mg/kg，回收率

为 68% ± 6%[8]。对比可知，对于 pH相近的土壤/沉

积物，本研究中提取方法的回收率(83.3%)明显高于

文献值。 

 

(◆为本研究数据；▲为文献[6]的数据；●为文献[7]的数据) 

图 1  1-羟基芘回收率与沉积物 pH 的关系 
Fig. 1  Relationship between 1-hydroxypyrene recovery and  

sample pH 

3  结论 

1) 本研究建立了一种低成本、省时的超声萃取

土壤/沉积物中 1-羟基芘的方法。最佳萃取条件为：

提取剂为甲醇/二氯甲烷混合溶液(35︰65，v/v)，土

液比 2 g︰10 ml，超声时间 20 min，超声次数 3次。

其中，甲醇与二氯甲烷的体积比是影响萃取效率的主

要因素。 

2) 土壤/沉积物的 pH 对 1-羟基芘的回收率影响

显著。pH 越低，1-羟基芘的回收率越高；酸性和弱

碱性土壤/沉积物中 1-羟基芘的回收率可达 60% 以

上。对于 pH相近的土壤/沉积物，本研究建立的超声

提取法的回收率明显高于文献值。 
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Determination of 1-hydroxypyrene in Soil/Sediment by Ultrasonic 
Extraction-High Performance Liquid Chromatography 

YU Tiantian, CHI Jie* 
(Institute of Environmental Science and Technology, Tianjin University, Tianjin  300072, China) 

 

Abstract: This study optimized the ultrasonic extraction conditions for 1-hydroxypyrene from soil/sediment, and 

established a method of ultrasonic extraction and high performance liquid chromatography with fluorescence detection for 

1-hydroxypyrene. The results showed that: the mixed solvent of methanol and dichloromethane is the best extraction solvent; the 

volume ratio of methanol/dichloromethane is the key factor determining extraction efficiency. The optimal parameters determined 

by orthogonal experiment were: the volume ratio of methanol / dichloromethane 35︰65, sample/solvent ratio 2 g︰10 ml, 

extraction time 20 min, and repeated extraction three times. Under the optimal extraction conditions, recovery percentage of 

1-hydroxypyrene in five types of soil/sediment changed in the range of 6.6% – 83.3%, and the change was closely related to the 

sample pH. The total organic carbon of the samples did not affect the recovery percentage of 1-hydroxypyrene. 

Key words: 1-hydroxypyrene; Ultrasonic extraction; Orthogonal experiment; pH 

 

 


