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摘　 要　 建立了在线固相萃取⁃高效液相色谱法分析水体中 １０ 种酚类化合物的分析方法．样品经滤膜过滤后，
直接进样分析．首先通过双三元梯度系统中的上样泵实现富集和净化，然后利用阀切换，将目标物反冲至分析

柱和检测器实现分离和定量．样品进样体积为 ２．５ ｍＬ，检测波长为 ２７０ ｎｍ 和 ２９０ ｎｍ，分析时间为 ３５ ｍｉｎ．方法

减少了前处理过程，相较于气相色谱法和液相色谱法方法缩减了分析时间和人力成本．该方法在 ２． ０—
１００．０ μｇ·Ｌ－１范围内线性良好，１０ 种酚类化合物的线性相关系数 Ｒ２＞０．９９，方法检出限为 ０．２—１．７ μｇ·Ｌ－１，满
足我国对水体排放标准的监测需求．方法具有良好的重现性和准确性，对 １０．０、５０．０、１００．０ μｇ·Ｌ－１等浓度的

６ 次平行测定 ＲＳＤ＜１５％，回收率范围 ８５％—１１９％．通过对实际水样（包括饮用水、地表水、地下水和工业排

水）测定发现，采用标准加入法能够有效去除基体干扰，实现目标物的准确定量．
关键词　 在线固相萃取， 水体， 苯酚类， 高效液相色谱， 双梯度系统．

苯酚类化合物包含苯酚及其衍生物，指芳香烃苯环上氢原子被羟基取代的化合物，是重要的化工原料，广泛应用于

合成橡胶、医药、塑料、涂料等行业中．苯酚类化合物为原生质毒，属高毒物质．在美国 ＥＰＡ 确定的 １２９ 项水中优先监测物

中包含了 １１ 种酚类化合物，我国水中优先控制污染物名单中包含了苯酚、五氯酚、间⁃二甲酚、２，４⁃二氯苯酚、２，４，６⁃三氯

苯酚和对硝基酚等 ６ 种．对于苯酚类化合物，我国政府已在地表水、地下水、城市供水、生活饮用水、海水和农田灌溉水等

水质标准、以及各行业废水排放标准中均做了明确的规定．
随着色谱技术的快速发展，苯酚类化合物的监测手段也发生了巨大的变化．本世纪初我国先后对气相色谱法、液相

色谱法在酚类化合物的分析上展开了研究和应用，建立了较为先进的分析方法．此外，随着质谱技术的普及，建立了《水
质 酚类化合物的测定 气相色谱 ／质谱法》．然而，液相色谱法、气相色谱法和气相色谱 ／质谱法的前处理过程仍然较为复

杂，需要液液萃取或固相萃取实现目标物的富集和背景去除，在样品浓缩过程中，不可避免挥发酚的损失．气相色谱 ／质
谱法还需要对样品进行衍生化处理．本研究建立了酚类化合物在线固相萃取⁃高效液相色谱法，该方法利用双三元高效液

相系统将少量水样在线富集后，通过高效液相色谱技术实现对 １０ 种酚类化合物的分离和测定，简化了前处理步骤，缩短

了分析时间，降低了分析成本．

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

在线固相萃取⁃高效液相色谱仪：ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ ＤＧＬＣ 双三元液相色谱系统， 配置二极管阵列检测器（ＤＡＤ）和自

动进样器 ＷＰＳ３０００ＴＳＬ（配置半制备进样组件，一次进样量 ２．５ ｍＬ），柱温箱配置 ６ 通或 １０ 通切换阀，分析色谱柱：
Ａｃｃｌａｉｍ １２０Å Ｃ１８， ４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ３ μｍ， 赛默飞世尔，美国，在线固相萃取柱（ＳＰＥ 柱）：ＳｏｌＥｘ ＲＳＬＣ ＨＲＰ， ２．１ ｍｍ×
２０ ｍｍ， １２—１４ μｍ， 赛默飞世尔，美国．

试剂和溶剂：乙腈 （ ＣＨ３ ＣＮ）、甲醇 （ ＣＨ３ ＯＨ）、乙酸 （ ＣＨ３ ＣＯＯＨ） 均为 ＨＰＬＣ 级， 购自 Ｊ． Ｔ． Ｂａｋｅｒ，美国；乙酸铵

（ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４）：ＨＰＬＣ 级，购自 ＤＵＫＳＡＮ，韩国；苯酚类混合标准品（Ｍ⁃８０４０Ａ⁃Ｒ）， 购自 ＡｃｃｕＳｔａｎｄａｒｄ Ｉｎｃ．， 美国．实验

用水为高纯水，电导率 １８．２ ＭΩ．
１．２　 色谱条件

通过将目标物富集在 ＳＰＥ 柱上，通过阀切换将对 ＳＰＥ 柱反冲实现目标物和背景干扰的分离，再次阀切换将目标物

在分析柱分离并最终检测．
左泵（上样）和右泵 （分析） 流动相一致，Ａ：５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 醋酸铵缓冲溶液 （ ｐＨ ＝ ４． ０），Ｂ：甲醇．左泵的流速为

２．０ ｍＬ·ｍｉｎ－１，右泵流速为 ０．４ ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量 ２．５ ｍＬ，柱温 ３０ ℃，检测波长 ２７０ ｎｍ 和 ２９０ ｎｍ，２３４ ｎｍ 为定性辅助．梯
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度洗脱程序及阀切换时间见表 １，目标物保留时间和定量波长见表 ２．

表 １　 在线固相萃取梯度洗脱程序及阀切换时间
富集泵 分析泵 阀

时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ｂ ／ ％ 时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ｂ ／ ％ 时间 ／ ｍｉｎ 位置

０．０ ５．０ ０．０ ３０．０ ０．０ １＿６

１．５ ５．０ ８．５ ３０．０ １．２ ２＿１

５．０ １００．０ １４．０ ６５．０ ２．５ １＿６

１０．０ １００．０ ２０．０ ６５．０

１１．０ ５．０ ２３．５ １００．０

２９．０ １００．０

３１．０ ３０．０

３５ ３０．０

表 ２　 目标物保留时间和检测波长

目标物 苯酚
对硝
基酚

邻甲
基酚

邻硝
基酚

２⁃甲基⁃
４，６⁃二硝

基酚

４⁃氯⁃
３⁃甲
基酚

２，４⁃二
氯酚

２，４，６⁃
三氯酚

２⁃环己
基⁃４，６⁃

二硝基酚
五氯酚

ＲＴ ／ ｍｉｎ １８．８ １９．９ ２０．５ ２２．０ ２２．８ ２７．３ ２８．１ ２８．４ ２９．２ ２９．４

λ ／ ｎｍ ２７０ ２７０ ２７０ ２７０ ２７０ ２９０ ２９０ ２９０ ２９０ ２９０

２　 结果与讨论

２．１　 固相萃取柱和分析柱的选择

在线固相萃取⁃高效液相色谱技术的核心部分是富集柱和分析柱的选择．固相萃取柱选择为 ＳｏｌＥｘ ＲＳＬＣ ＨＲＰ，该款

柱子的填料是亲水亲脂型，适用于水溶性较好苯酚类化合物；柱子可耐最高压为 ８００ ｂａｒ，阀由 １—６ 切换为 ２—１ 时，固相

萃取柱的压力将会迅速增加，约为固相萃取柱和分析柱的加和，为避免由于阀切换柱压瞬间骤高而引起的柱流速，建议

使用可耐高压的 ＳＰＥ 柱．分析柱的选择较为简单，Ｃ１８ 色谱柱是较为常用的分析柱，５ μｍ×４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ 或分离能力相

当的色谱柱即可实现分类化合物的分离．但是，在将高效液相色谱法向在线 ＳＰＥ 转化的过程中，需要注意避免峰形延展

和拖尾的问题．这是由于分析柱上样过程发生在阀从 ２—１ 向 １—６ 切换期间，这段时间内系统的死体积最大，且分析柱和

ＳＰＥ 柱中的流动相不一致，这都可能造成目标物出峰发生延展或拖尾，因此必须选择分离度更高的色谱柱．对比了 ５ μｍ、
３ μｍ、１．８ μｍ 的色谱柱，结果发现使用 ５ μｍ 时目标物峰形延展，难以实现分离；使用 １．８ μｍ 时，在阀由 １—６ 切换为

２—１ 时，柱压过高，超出仪器的耐受值；只有 ３ μｍ 能够即实现目标物有效分离，又不超出仪器的承压能力．
２．２　 方法的检出限、线性范围和重现性

分别测定了 ２． ０、５． ０、１０． ０、２０． ０、５０． ０、１００． ０ μｇ·Ｌ－１ 工作溶液，以峰面积对浓度进行线性拟合，得出在 ２． ０—
１００．０ μｇ·Ｌ－１范围内，１０ 种苯酚类化合物均有良好的线性相关（Ｒ２＞０．９９），连续 ６ 次测定 ２．０ μｇ·Ｌ－１标准溶液，每种目标

物的标准偏差为 ０．０５—０．５１ μｇ·Ｌ－１，方法检出限根据 ＭＤＬ＝ ｔ（０．９９， ｎ＝ ５） ×Ｓ 计算，为 ０．２—１．７ μｇ·Ｌ－１ ．定量下限 ４×ＭＤＬ，为
０．８—６．８ μｇ·Ｌ－１

另分别测定了 １０．０、５０．０、１００．０ μｇ·Ｌ－１标准溶液 ６ 次，３ 个浓度的空白加标中每种目标物的相对标准偏差均＜１５％，
加标回收率为 ８５％—１１９％之间，说明本方法具有良好的重现性．
２．３　 样品的测定

分别取湖水、地下水、某工业排水和实验室自来水各 １００ ｍＬ，充分均匀后，分别取 １０ ｍＬ 用 ０．４５ μｍ 滤膜过滤，根据

“１．２”节中色谱条件进行测定，每个样品均测定 ３ 次．然后，再将 ４ 种样品各取 １０ ｍＬ，加入 １０ 种目标物的混合标准物质，
当加标量为 ５０．０ μｇ·Ｌ－１（如表 ３ 所示）时，湖水、地下水、企业排水和自来水中部分目标物的加标回收率低于 ８０％，五氯

酚的回收率仅有 ５６％—６２％．这可能是由于在线富集时，实际水样中的干扰物产生竞争吸附，降低了部分目标物的富集效

率；也有可能是受到基体干扰，目标物的仪器响应降低．因此，笔者采用了标准加入法对各水样重新定量，即针对 ４ 种水

体分别加入标准物质，使得到 ５．０＋Ｃ、１０．０＋Ｃ、２０．０＋Ｃ、５０．０＋Ｃ 和 １００．０＋Ｃ μｇ·Ｌ－１的标准系列，根据标准曲线得到目标物浓

度 Ｃ，再利用该标准曲线对加标回收样品和实际样品重新定量．结果显示，４ 组加标样品中各目标物的回收率均得到了改

善（见表 ３）．说明在线固相萃取⁃高效液相色谱法适用于水样中微量苯酚类污染物的测定；当水样基体较为复杂时，可以

采用标准加入法实现对目标物的准确定量．
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表 ３　 水体样品和水体样品加标回收结果（ｎｇ·Ｌ－１）

Ｔａｒｇｅｔｓ
湖水 地下水 饮用水 企业排水

样品中
检测值

加标后
测定值

加标曲
线校正

样品中
检测值

加标后
测定值

加标曲
线校正

样品中
检测值

加标后
测定值

加标曲
线校正

样品中
检测值

加标后
测定值

加标曲
线校正

苯酚 ｐｈｅｎｏｌ ＜ＭＤＬ ５４．１ ４９．７ ＜ＭＤＬ ５６．３ ４９．８ ＜ＭＤＬ ５２．８ ５０．６ ＜ＭＤＬ ５２．８ ４９．８

对硝基酚
ｐ⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ ０．７ ４１．２ ４９．５ ＜ＭＤＬ ３９．８ ４９．７ ＜ＭＤＬ ３８．３ ５１．０ ＜ＭＤＬ ３８．３ ４９．５

邻甲基酚
ｏ⁃ｃｒｅｓｏｌ １．１ ３７．１ ４９．１ ＜ＭＤＬ ３３．１ ４９．５ ＜ＭＤＬ ３８．０ ５１．２ ＜ＭＤＬ ３８．０ ４９．１

邻硝基酚
ｏ⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ ＜ＭＤＬ ５１．４ ４９．８ ＜ＭＤＬ ５５．３ ４９．８ ＜ＭＤＬ ５０．１ ４９．８ ＜ＭＤＬ ５０．１ ４９．６

２⁃甲基⁃４，６⁃
二硝基酚
２⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４， ６⁃
ｄｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ

＜ＭＤＬ ３６．５ ４９．１ ＜ＭＤＬ ３４．４ ４９．５ ＜ＭＤＬ ３７．２ ４９．９ ＜ＭＤＬ ３７．２ ４９．１

４⁃氯⁃３⁃甲基酚
４⁃ｃｈｌｏｒｉｎｅ⁃３ ｍｅｔｈｙｌ
ｐｈｅｎｏｌ

＜ＭＤＬ ５１．８ ４９．３ ＜ＭＤＬ ５３．０ ４９．６ ＜ＭＤＬ ４８．９ ５０．０ ＜ＭＤＬ ４８．９ ５０．２

２，４⁃二氯酚
２， ４⁃ｄｉ ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ＜ＭＤＬ ４３．５ ４９．０ ＜ＭＤＬ ４３．３ ４９．７ ＜ＭＤＬ ４３．３ ４９．９ ＜ＭＤＬ ４３．３ ４９．２

２，４，６⁃三氯酚
２，４，６⁃ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ＜ＭＤＬ ４１．３ ５０．２ １．６ ４４．１ ４９．９ １．７ １４．３ ４９．５ １．７ ３９．０ ４９．５

２⁃环己基⁃４，６⁃
二硝基酚
２⁃ｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌ⁃４，
６⁃ｄｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ

６．６ ４１．４ ４６．９ １．３ ４４．５ ５０．３ ＜ＭＤＬ ２４．６ ４７．９ ４．７ ３６．０ ５０．４

五氯酚
ｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ＜ＭＤＬ ２８．６ ４８．１ ＜ＭＤＬ ２８．２ ４９．７ ＜ＭＤＬ ２９．７ ４９．１ ＜ＭＤＬ ２９．７ ５０．４

　 　 注：加标量为 ５０．０ μｇ·Ｌ－１；＜ＭＤＬ：未检出；ＭＤＬ：方法检出限．

３　 结论

在线固相萃取⁃液相色谱法能够快速高效的分析水体中的酚类化合物，方法检出限为 ０．２—１．７ μｇ·Ｌ－１，定量下限为

０．８—６．８ μｇ·Ｌ－１，与液液萃取 ／气相色谱法的方法检出限和定量下限相当，能够满足我国相关的环境质量控制标准的要

求．当样品基体复杂时，可以采用标准加入法实现对目标物的准确定量．通过对实际样品的测定验证了本方法的可行性．


