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　　摘要:多环芳烃 (PAHs)是广泛分布于环境及职业场所的致癌性化合物 , PAHs的生物标志物可以准确反映人体

对 PAHs的内暴露情况 , PAHs在代谢物中主要以 OH-PAHs与葡萄糖醛酸结合物的形式存在 , 本文对尿中 OH-PAHs的

不同前处理过程与分析方法分别进行了比较与阐述。

关键词:多环芳烃;羟基代谢物

中图分类号:R135.99;X18　　　文献标识码:A　　　文章编号:1002-221X(2010)06-0429-05

Progressonanalyticalmethodsforhydroxylmetabolitesofpolycyclicaromatichydrocarbonsinurine
QINXiao-lei1 , ZHANGLi-wen1 , 2 , ＊ , CHENXi1 , TANGNai-jun1 , ZHAOLi-jun1

(1.CollegeofPublicHealthinTianjinMedicalUniversity, Tianjin300070, China;2.CollegeofEnvironmentalSciencesand

EngineeringinPekingUniversity, Beijing100871, China)

Abstract:Polycyclicaromatichydrocarbons(PAHs)arecarcinogeniccompoundswhicharewidespreadinlifeenviron-

mentsandoccupationalareas, thebiomarkersofPAHscanaccuratelyreflecttheinternalexposuredosagetothePAHswhichex-

istinthecombinedformofOH-PAHswithglucuronide.ThedifferentpretreatmentandanalysismethodsofOH-PAHsinurine

aredescribedandcomparedrespectivelyinthispaper.
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　　多环芳烃 (PAHs)是一类环境致癌性化合物 , PAHs的

来源可分为人为与天然两种 , 前者是 PAHs污染的主要来

源 [ 1] 。自然环境中火山活动 、 森林火灾以及草原火灾将排放

一定量的 PAHs。人为 PAHs主要来自于石油 、 煤炭等矿物燃

料及有机物的热解或不完全燃烧 [ 2] 。工业锅炉 、 家用炉灶以

及机动车等排放的废气 , 炼油厂 、 煤焦油加工厂 、 铝制品厂

等排放出的废气和废水中都含有大量的 PAHs[ 3] 。此外还存在

于熏制食物和香烟烟雾中 [ 4] 。人们在日常生活中通过呼吸 、

饮食和吸烟甚至皮肤接触均有可能不同程度地暴露 PAHs, 增

加罹患肺癌 、 食管癌 、 胃癌 、 结肠癌 、 皮肤癌和膀胱癌等恶

性肿瘤的风险。而且 , 已报道在人和实验动物中PAHs具有生

殖毒性 、 发育毒性 、 血液毒性 、 心脏毒性 、 神经毒性和免疫

毒性 [ 5] 。职业 PAHs接触与暴露涉及更多的行业与场合 , 接

触浓度与暴露剂量更大。由于 PAHs的暴露途径多种多样及个

体差异 , 仅用外暴露法并不能准确地估计个体实际暴露的剂

量 , 且采样和分析的工作量大 , 故以生物标志物法来综合评

价人体对 PAHs的暴露及危险程度具有非常重要的意义。

1　OH-PAHs作为 PAHs生物标志物的意义

生物标志物法可通过检测人体组织或体液中的 PAHs或

其代谢产物来综合反映人体对多介质 、 多途径PAHs的暴露情

况 , 采样和分析的工作量小。目前可用来指示人体接受 PAHs

暴露的生物标志物主要有:尿中 PAHs代谢产物 、 尿中硫醇

酯 、 尿中致突变物质 、 PAH-DNA加合物及 PAH-蛋白质加合

物等 [ 6] 。尿中硫醇酯和尿中致突变物质是暴露于致突变物质

的非特异性指标。 PAH-DNA加合物及 PAH-蛋白质加合物在

职业接触多环芳烃和吸烟情况下缺乏敏感性 , 易受其他因素

干扰。 PAH-DNA加合物作为暴露的生物标志物方面已有很多

研究 , 针对以白细胞作为目标 DNA的替代物已经提出酶免疫

分析法和 32P后标记法分析 PAH-DNA加合物。但以上几种方

法受制于可估计的变异限制了其应用。 PAHs暴露和 PAH-

DNA加合物之间尚未建立明确的关系 , 此外目前后标记法操

作也存在一定难度。尿液中 PAHs代谢产物不受肠道细菌影

响 , 大都以葡萄糖醛酸和硫磺酸结合物的形式存在 [ 7] , 且其

荧光强度很高 , 1-羟基芘 (1-OHP)的葡萄糖醛酸酯也被提出

用作 PAHs暴露的生物标志物。随着研究的深入 , 现在用酶水

解法 、 酸水解法和碱水解法得到游离的 OH-PAHs的技术已相

当成熟。此外 , 由于尿液容易获得和保存并且具有非侵入和

无破坏性 , OH-PAHs可以有效反映近期 PAHs多途径的暴露 ,

近年来已成为研究的热点。

1-OHP可以衡量个体短期 PAHs的实际暴露水平 [ 8] , 是目

前使用最广泛的 PAHs代谢物的生物标志物。大气中 Pyr占总

PAHs的 2% ～ 10%, 且此比例较稳定 , 故 Pyr的浓度不仅表达

了 Pyr的摄入量并且间接指示了总 PAHs的摄入量 [ 7] 。多年研

究表明 , 尿中 1-OHP浓度与空气中 PAHs浓度有较高的一致性

且含量易测定。 OH-PAH种类繁多, 除 1-OHP外 , OHPhe(包

括 1-, 2-, 3-, 4-, 9-OHPle)及 1-OHNap和 2-OHNap近年来也常常
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被用作 PAHs代谢物的生物标志物。已有报道采用 GC-MS和

HPLC测定各种羟基菲作为暴露的生物标志物 , 然而样品的净

化还存在一定的难度。此外 , 由于尿中 3-OHBaP是强致癌性

PAHs的代表化合物 BaP的直接代谢产物 , 能直观反映 PAHs

暴露与肿瘤发生之间的关系 , 所以关于尿中 3-OHBaP作为人

体暴露 PAHs生物标志物的可行性研究一直以来也是研究的焦

点 , 但是高沸点多环芳烃的代谢产物主要通过粪便排泄 , 尿

中的浓度非常低 , 分析起来有一定的难度。系统回顾 PAHs的

各种生物标志物后表明尿中 1-OHP是评估个体 PAHs暴露较

好的生物指标 [ 6] 。

2　OH-PAHs分析方法

2.1　前处理方法

2.1.1　水解方法　由于尿中 PAHs的代谢物 OH-PAHs多以与

葡萄糖醛酸结合物的形式存在 , 故首先应使 OH-PAHs成为游离

状态再测定。解离方法有酶水解法 、 碱水解法和酸水解法。目

前酶水解法应用最多。酶水解法使用 β-葡萄糖苷酸水解酶进行

水解 , 影响水解程度的因素有:酶的用量 、 体系的 pH值 、 水

解温度和水解时间;碱水解法利用 NaOH进行水解 , 水解程度

取决于碱的用量 、 水解温度及水解时间;酸水解法利用 HCl进

行水解 , 水解程度取决于酸的用量 、 水解温度及水解时间。

Jongeneelen[ 6]建立了酶水解法的 1-OHP前处理方法 , 尿

液首先添加 HCl(1 mol/L)和醋酸盐缓冲液调节 pH为 5.0,

而后添加 β-葡萄糖苷酸水解酶 /芳基硫酸酯酶 (100U/ml尿液),

37 ℃下振摇水解过夜。杨雪茹等 [ 9]对酶水解条件进行了探索性

的优化, 结果表明 H1型 β-葡萄糖苷酸水解酶最佳添加量为 4

00U/ml尿液 , 水解时间超 2h即可以认为完全水解。段小丽 [ 10]对

酶水解体系进行了条件实验 , 结果表明最佳酶用量为 173.8 U

β-葡萄糖苷酸水解酶 /ml尿液 、 4.42U芳基硫酸酯酶 /ml尿液 , 水解

4 h以上即可水解完全。 Wegener[ 11]对一直以来沿用的 Jo-

geneelen酶水解参数提出了质疑 , 通过正交化条件实验得出如

下结论:酶用量在 125 FishmanU/ml尿液情形下水解时间为 2 h、

2次 2h、 16h和 24h水解效率分别为 5%、 13%、 70%、 84%,

当酶用量增加至 2000 FishmanU/ml
尿液
时 16 h和 24 h水解效果

都达到 100%。 8倍酶用量的增加带来 30%回收效率的提高 , 此

时需要衡量经济与否来确定酶的用量与水解时间的关系。

李晓华 [ 12]建立了碱水解———液液分配的 1-OHP前处理方

法 ,该方法测定简单方便并且准确度较高。通过正交实验发

现:最佳加碱量为 0.15 ～ 0.26 NaOH(50%)溶液 /ml尿液;水解时

间超过 3 h后水解效率不再明显增加;水解效率随温度增高而

增加 ,但超过 100 ℃后溶液沸腾无实际意义 , 故选择水解温度

为 100 ℃。

Keiming[ 13]率先建立了猪尿中 1-OHP的酸水解-HPLC分析方

法,此后 Hong-wenChen[ 14]将酸水解法应用到人尿中 1-OHP的测

定,向 50ml尿样中加入 6mol/L的 HCl溶液,在 100 ℃、800r/min

的转速下搅拌加热 1h。

3种水解法的区别详见表 1。

表 1　酶水解法 、 碱水解法和酸水解法的区别

方法 具体操作 优点 缺点

酶水解法

β-葡萄糖苷酸水解酶;添加量: 200

U/ml;pH=5.5;水解温度: 37 ℃;

水解时间:16h

37℃下 pH值 5.5的溶液中 β-葡萄糖苷酸

水解酶的活性最高 , 水解反应进行的比较

彻底 , OH-PAHs水解完全 , 水浴摇床的温

度比碱水解法要低 , 目标物质损失较少

水解反应需要的酶量多 、 水解时间长;

酶的花费比较大;酶活性存在差异 ,

方法重现性差

　

碱水解法

50%的 NaOH溶液;添加量: 0.18 U/

ml;pH=5;水解温度:100 ℃;水解

时间: 3.5h

水解反应 NaOH的用量少 、 水解时间短;

无需水解酶和固相萃取小柱 , 也不需要液

相梯度洗脱

水浴摇床的温度较高 , 目标物质有

损失

　

酸水解法
6mol/LHCl溶液;水解温度: 100℃;

水解时间:1 h

水解时间最短 , 省时

　

水浴摇床的温度较高 , 目标物质有

损失

2.1.2　净化方法　尿液基体是由许多有机物和无机物组成的

混合体 , 在进行仪器分析前需进一步净化以尽可能的减少杂

质给分析带来的干扰 。一般采用 C18小柱对 OH-PAHs进行净

化。段小丽 [ 10]对照了 3种固相萃取柱 (C18小柱 、 Florisil小

柱及硅胶小柱)的净化效率 , 结果表明 C18小柱回收率最高 ,

淋洗液优化实验表明甲醇的洗脱效果优于二氯甲烷。固相萃

取操作简便 、 快速 、 费用低 , 易于实现自动化及与其他分析

仪器的联用 , 所需有机溶剂量少 , 但固相萃取是一个耗时 、

多阶段并需要浓缩的处理过程 , 可能导致挥发性目标物质的

损失。在固相萃取的基础上发展了自动固相萃取和固相微萃

取。 Pawliszyn[ 15]发明了集采样 、 萃取 、 浓缩 、 进样于一体的

固相微萃取技术。具有操作简单 、 省时 、 易行 , 无需有机溶

剂 , 易于实现自动化 , 且 SPME熔融石英纤维可以重复使用

上百次而降低成本 , 并提高检测限等优点。 适用于分析环境 、

生物和食物样品中挥发性和半挥发性的有机化合物。但 SPME

的回收率低 , 要求检测器的灵敏度较高 , 仪器费用较高。

液液萃取技术也可将水解后的目标物质加以净化 , 李晓

华 [ 12]研究了乙酸乙酯 、 二氯甲烷 、 苯及异丙醚 4种萃取溶剂

的效率 , 综合考虑效率 、 抗干扰能力等认为二氯甲烷具有较

好的提取效率。液液萃取回收率高 、 选择性高 、 分离效果好

和适应性强 , 但液液萃取是一个耗时 、 耗力 、 复杂的操作过

程 , 每一步操作 , 尤其是浓缩都可能引入误差 , 在分析挥发

性化合物时可能损失部分目标物质 , 同时溶剂的回收处理增

加了分析成本。

免疫亲和色谱 (IAC)是一种高效能 、 选择性强 、 灵敏

度高的样品前处理方法 , 是利用被测物的反应原性 、 抗原抗
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体结合的特异性以及抗原抗体复合物在一定条件下能可逆解

离的性质进行色谱分离。 可以大大简化提取 、 净化 、 衍生化

等前处理过程 , 同时可以将样品中理化性质相近的化合物有

效地去除 , 分析结果更加准确和可靠。 IAC柱用一定缓冲液

冲洗后可以重复利用 , 降低了成本 。但是大量性质均一的纯

化抗体的供应和非特异性吸附仍是待解决的难题。

2.1.3　浓缩方式　段小丽 [ 10]对比了氮吹浓缩与旋转蒸发浓缩

二者之间的回收率差异 , 对于 1-OHP而言差别不大 , 但对于 9-

OHBaP和 3-OHBaP而言氮吹浓缩明显具有较高的回收率。

2.2　分析方法

尿中 OH-PAHs的分析方法主要有液相色谱及联用技术 、

气相色谱及联用技术 、 同步荧光光谱 、 毛细管区带电泳 、 伏

安法及酶联免疫法等 , 下文分别详加阐述。

2.2.1　液相色谱及联用技术分析　由于 1-OHP等 PAHs的羟

基化合物具有一定的荧光性 , 基于这一特性 Jongeneelen[ 6]建

立了 1-OHP的高效液相色谱-荧光检测(HPLC-FD)分析法。此

后 , Hollender[ 16]建立了可同时分析 3-OHPhe、 1-OHP和 3-OH-

BaP的 HPLC-FD方法 , 检出限为 0.02 ～ 0.19 nmol/L;段小

丽 [ 10]建立了 1-OHP、 3, 9-OHBaP3种 OH-PAHs的 HPLC-FD

分析方法 , 最低检测限可达 0.02 ～ 0.05μg/L, 回收率为 70%

～ 85%;Gǜndel[ 17]则分析了尿液中的 3-OHBaP和 3-OHBaA;

岳强 [ 18]实现了 10种 OH-PAHs的同时检出 , 包括 1-OHNaP、

2-OHNaP、 2-OHFlu、 2-OHPhe、 3-OHPhe、 4-OHPhe、 9-

OHPhe、 1-OHP、 6-OHChr和 3-OHBaP, 除 3-OHBaP外 , 9种

OH-PAHs的回收率在 75% ～ 98%之间 , 检测限在 0.23 ～

0.93μg/L之间。 HPLC方法简单快速 , 适用于大量样品的分

析 , 但 HPLC的分离能力有限 , 1-、 9-OHPhe和 2-、 3-OHPhe

等同分异构体在色谱柱中存在共溢出 , 无法成功分离 , 且尿

样基质干扰大 , 检测限较高。

范瑞芳 [ 19]在 HPLC法基础上发展了 OH-PAHs的液相色谱

-质谱联用 (HPLC-MS)分析方法。研究发现 ESI负源模式比

APCI正源模式更适合尿中 PAHs羟基代谢物的定性定量分析。

使用 APCI源可以分析 1-OHP、 3-OHBaP2种 PAHs代谢物 ,

分析时间短 , 适合大量样品的快速检测;使用 ESI负源模式 ,

可分析尿中 10种 PAHs代谢物 , 可用于 PAHs的联合检测。

其中 2-OHPhe和 3-OHPhe部分分离 , 1-OHPhe和 9-OHPhe在

色谱柱中共溢出。负源模式 10种 OH-PAHs的检测限为 0.037

～ 0.062μg/L。Onyemauwa[ 20]使用 LC-MS/MS负离子模式对尿

液中 1-羟基 PAHs代谢物进行定量分析 , 该方法可同时测定 3

ml尿液中的 16种 OH-PAHs化合物 , 检测限低至 0.002 ～

0.01μg/L, 回收率 71% ～ 94%。 HPLC-MS方法避免了 GC-MS

法繁琐的衍生化过程 , 且多离子反应模式的应用减少了

HPLC-FD分析过程中基质的杂质干扰 , 具有特异选择性 , 使

检测限明显降低 , 是定量检测人体 PAHs羟基代谢物的高效 、

实用的方法 , 但是 1-、 9-OHPhe和 2-、 3-OHPhe在色谱柱中

仍存在共溢出。

2.2.2　气相色谱及联用技术分析　Grimmer等 [ 21]首先建立了

气相色谱-质谱联用 (GC-MS)分析 OH-PAHs的方法 , 该方

法中样品经前处理后 , 用二氯甲烷提取目标物质 , 经过衍生

化处理后通过气相色谱进行分离再用质谱仪进行分析测定。

Gmeiner[ 22] 使用固相微萃取-双甲基甲硅烷基三氟乙酰胺

(BSTFA)衍生化-GC/MS分析 10种 OH-PAHs化合物 , 检测

限为 0.03 ～ 0.23μg/L。 Campo[ 23]建立的 OH-PAHs的 GC-MS

分析方法可同时检测 12种羟基 PAHs代谢物 。尿样经酶水解

后 , 经固相萃取净化并浓缩后 , 以 BSTFA进行衍生化处理 ,

后利用 GC-MS进行分析。方法的检测限为 0.1 ～ 1.4ng/L, 回

收率为 84% (除了 6-OHChr和 3-OHBaP的回收率低于 40%),

精密度为低于 20%。 GC-MS方法具有较高的灵敏度 , 且可以

检测多种羟基 PAHs代谢物 , 并可解决 2-OHPhe和 3-OHPhe

及 1-OHPhe和 9-OHPhe在色谱柱中共溢出的问题 , 但需要的

尿量比较大 , 操作较复杂 , 且使用的溶剂苯和衍生剂重氮甲

烷具有潜在毒性和危险性。

随着高分辨率质谱的发展 , 出现了使用 HRMS分析 OH-

PAHs的方法 , 可以同时最多检测 24种单羟基 PAHs代谢物。

Smith等 [ 24]研究了气相色谱-高分辨率质谱联用技术 (GC-

HRMS)分析 16种 OH-PAHs, 检测限在 2 ～ 43.5 ng/L, 回收

率为 40% ～ 70%。 Li[ 25]建立的 OH-PAHs的 GC/ID/HRMS分

析方法可同时测定尿液中 24种 OH-PAHs, 通过叠氮基三甲基

硅烷衍生化后再用同位素稀释质谱进行定量 , 检出限低于 7

pg/ml(除 1, 2-萘酚外), 回收率为 66% ～ 72%, 精密度为

10%。该方法灵敏度高 , 可以彻底分离几种 OHPhe, 但是前

处理过程同样比较复杂且仪器较昂贵。

GC分析的重点是样品的衍生化过程 , 因为衍生化可以产

生挥发性衍生物适合 GC分析 , 常用的衍生剂包括 BSTFA、 甲

基三甲基甲硅烷基三氟乙酰胺 (MSTFA)、 三硅酸镁等。衍生

过程常在 60℃孵化 1 h。

HPLC-MS和 GC-MS目前应用较多 , HPLC-MS快速 、 简

便 、 高效 、 实用 , 样品无需衍生化处理 , 适用于大量样品的快

速检测 , 但几种羟基菲分离不彻底。 GC-MS灵敏度高 , 可以同

时分离 OH-PAHs的种类比 HPLC多 , 解决了 HPLC分析中几种

羟基菲分离不彻底的问题, 但需要的尿量比较大 , 操作复杂 ,

且使用的溶剂苯和衍生剂重氮甲烷具有潜在毒性和危险性。

2.2.3　同步荧火技术分析　赵振华等 [ 26]建立了同步荧光分

析 OH-PAHs的方法。同步荧光测定法的原理是先用溶剂将尿

样中的 1-OHP萃取到有机相中 , 再用 NaOH水溶液从有机相

中萃取 1-OHP, 用同步荧光光谱仪进行测定 , 避免了溶剂消

耗较大的 HPLC测定方法。通过多次实验 , 发现 1-OHP在碱

性溶液中 , Δ λ为 35nm时可获得较理想的同步荧光光谱。尿

样经过预处理后进行同步荧光光谱扫描 , λex315 nm, λem

405nm, 起始扫描 , 峰值在 440 nm, 用窄基线法进行定量测

定。荧光分析是灵敏度极高的一种痕量分析方法 , 当溶液中

1-OHP浓度大于 1 mg/ml时 , 由于内滤光效应而使谱图失真 ,

溶液浓度在 500 ng/ml至 0.5 ng/ml时可获得最好的结果。本

法的检测限为 0.05 ng/ml, 精密度为 8.0%。 1-OHP的浓度为

5 ng/ml时回收率为 81.6%, 1-OHP的浓度为 2ng/ml时回收

率为 83.5%。 但部分样品因不明干扰影响测定 , 特别是在
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0.3ng/ml浓度以下的尿样。 Cheol-KooLee等 [ 27]利用免疫色谱

-同步荧光分析法 (LAC-SFS)测定了 OH-PAHs。免疫亲和柱

用多配制柱填装溴化氰活化的琼脂糖凝胶和可以识别几种

PAHs代谢物包括 1-OHPG的单克隆抗体 8E11, 样品过柱后分

别用磷酸盐缓冲溶液和 25%的甲醇磷酸盐缓冲溶液淋洗柱子 ,

用 55%的甲醇磷酸盐缓冲溶液洗脱 1-OHPG, 洗脱液在 65℃、

真空的条件下浓缩近干 , 残渣用水溶解 , 用 SFS分析。激发

和发射波长根据分析物的荧光光谱特征确定。 Kang等 [ 28]建立

了运用同步荧光法 1次扫描同时测定 5种 OH-PAHs的方法 ,

该方法以 Tween80为增敏剂检测限可达 10-10mol/L级。

同步荧光法的优点为快速 、 简单 、 经济 , 可以节省总分

析时间并且不需要溶剂和固相萃取 、 液液萃取等过程 , 故可

应用于大规模的低水平 PAHs暴露的流行病学研究。

2.2.4　毛细管区带电泳技术分析　XuXin等 [ 29]建立的毛细

管区带电泳 (CZE)分析尿液中 OH-PAHs的方法是在检测器

的末端连接阴极的常规模式下进行的。流体注射时间为 2 s,

在熔融毛细管中使用液体冷却剂来保持毛细管的温度 , 254

nm处进行紫外吸光度检测。由于样品溶液中甲醇的含量相对

较高 , 为了确保样品填料和流动缓冲液的逐渐混合及降低区

带扩展的可能性 , 电压以 2.5 min/次的变化速度从 0V线性增

加到 25kV。方法的优点为简单 、 快速和便于使用。

2.2.5　伏安法　在 OH-PAHs的众多分析方法中电化学方法

是一种相对简单和价廉的选择。溶出伏安法是一种基于对

1-OHP的电化学特性而提出的在悬汞电极吸附富集的痕量测定

1-OHP的新方法。溶出伏安法的工作电极包括汞电极 (悬汞电

极和汞膜电极)和非汞电极 (玻碳 、 石墨和碳糊电极)。

ArnaldoACastro等 [ 30]研究了用这种汞电极检测 1-OHP。具体方

法为向尿样中加入 (NH4)2SO4 , 待盐完全溶解后离心尿液 ,

上清液转移到用甲醇和水预处理过的 C18小柱, 然后用甲醇洗

脱。洗脱液用氮气流浓缩后用盐酸水∶甲醇 (1∶1)混合液溶解

残渣 , 在 60℃搅拌水解 , 取 1ml进行伏安测定。方法的优点

为联合分析的费用比 HPLC和 GC-MS低几个数量级 , 检测限为

0.23 ppb(1.06×10-9mol/L), 和 HPLC具有可比性。

电化学分析的灵敏度和选择性可能通过使用化学修饰电

极而得到强化 , 环糊精经常用作电极修饰因子。 AFerancova

等 [ 31]基于差动脉冲伏安法用环糊精的衍生物修饰的碳糊电极

和丝网印刷电极伏安测定 1-OHP。该方法的原理:1-OHP在

电极表面的富集是通过络合作用形成环糊精和 1-OHP的超分

子复合体 , 1-OHP在碳糊电极和丝网印刷电极均表现一步氧

化 , 1-OHP的差动脉冲伏安信号 90 s后达到饱和水平。单体

β-环糊精作为碳糊电极的修饰因子时可以引起 1-OHP信号的

明显增强。方法的优点为差动脉冲伏安法应用环糊精修饰的

电极在检测 1-OHP的电活性方面具有优势 , 诸如增强了灵敏

度 、 简单 、 快速 、 重现性好 , 并且单用不基于汞的丝网印刷

电极传感器和利用商业可得的环糊精费用低廉。

2.2.6　酶联免疫法　DietmarKnopp等人 [ 32]发展了用酶联免

疫吸附法 (ELISA)测定尿中 PAHs代谢物的方法。酶联免疫

吸附测定法是用涂渍牛血清白蛋白结合物的聚苯乙烯微量滴

定平板在 55℃缓冲溶液中过夜。平板用磷酸盐缓冲溶液清洗

后 , 没有被涂渍的抗原占据的位点用封闭缓冲液在室温下摇

动封闭 1 h。平板第二次清洗后加入尿样或标样和稀释的抗血

清在室温下搅动培育 30 min。平板第三次清洗后加入羊抗兔

IgG-辣根过氧化物酶结合物培育 1 h。平板最后一次清洗后加

入底物溶液 , 用 5%的硫酸停止酶反应 , 在 450 nm处测吸光

度。 1-OHP的校准曲线在 0.05 ～ 2 μg/L范围内是线性的 , 半

抑制浓度为 0.4μg/L, 检测限为 0.02 μg/L, 平均变异系数为

4.5%, 超出标准曲线范围的平板内和平板间测定的精密度为

7.3%。方法的优点为简单 、 省时 、 省钱 , 与气相色谱具有可

比的灵敏度 , 特异性强 , 可以避免耗时的酶水解前处理过程。

缺点为交叉反应性研究表明酶联免疫吸附测定法不能产生与

PAHs同分异构代谢物的概述浓度相符的信号 , 并稍微有些低

估 , 方法的特异性差。与成对柱高效液相色谱测定的 1-OHP

和 OHPhe的总数相比酶联免疫吸附测定法测定的 1-OHP等价

物的浓度明显低。相反 , 当酶联免疫吸附测定法的信号与单

一代谢物的浓度相比会发现普遍被过高估计。

3　结语

OH-PAHs的分析方法中 HPLC研究最多 , 但 1-OHPhe、

9-OHPhe、 2-OHPhe和 3-OHPhe在分离过程中共溢出 , 分离不

彻底 , 尿样基质中的杂质有干扰 , 且检测限过高;改良的高

效液相色谱虽优化了高效液相色谱的前处理过程 , 使前处理

的操作更为简便 、 快捷 , 处理效果更好 , 但仍未解决分离不

彻底及检测限过高的问题 。 GC-MS解决了几种 OHPhe分离

不彻底的问题 , 但在分析前需进行衍生化处理 , 处理过程繁

琐 、 耗时;GC-HRMS的灵敏度高 , 但分析费用较高;HPLC-

MS/MS避免了 GC-MS繁琐的衍生化处理和基质中杂质的干

扰 , 明显降低了检测限 , 但几种 OHPhe仍分离不彻底 。吸

附溶出伏安法适用于 1-OHP的痕量分析 , 其检测限和 HPLC

具有可比性 , 且分析费用比 HPLC和 GC-MS低很多;ELISA

操作简单 、 省时 、 省钱 , 具有与气相色谱相近的灵敏度 , 可

以避免耗时的酶水解前处理过程 , 但是由于其他多环芳烃以

BaP代谢产物与抗体之间的交叉反应 , 使 ELISA分析特异

性差。

通过比较可以发现 , 不同分析方法各有其显著的优缺点 ,

同时分析精度与灵敏度 、 分析测试耗时和分析费用成为互相

抵触的两个方面 , 针对不同的研究目标选择合适的分析方法

才能使各方面达到最优。此外 , 应致力于发展一种既简单 、

快捷又可以将同分异构体彻底分离 , 并且检测限更低的分析

方法。近几年来 , 仪器分析领域飞速发展 , 超高液相色谱与

飞行时间质谱 (UPLC-TOFMS)、 二维气相色谱 (GC×GC)、

毛细管电动色谱-激光诱导荧光 、 石英晶体微天平 (QCM)等

多种新兴分析方法逐渐成熟 , 未来可以将这些方法应用到

OH-PAHs的分析中。
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