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摘　要　本文建立了同时快速测定人尿液中 15种防晒剂和防腐剂的高通量自动固相萃取-超高效液相色

谱-串联质谱测定方法（automatic SPE-UPLC-MS/MS）. 人尿液经 β-葡萄糖醛酸酶过夜酶解后，以 Waters

HLB 96-well Plate（30 mg，30 μm）为基础，使用全自动固相萃取装置进行前处理，经 25%乙腈溶液淋

洗，甲醇 -乙腈溶液（V:V=1:1）洗脱，氮吹至近干，20%乙腈溶液复溶后，采用 Waters Acquity BEH

C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）、二元梯度洗脱系统（流动相 A为水，流动相 B为乙腈）进行

色谱分离. 质谱方法采用多反应监测（MRM）模式、电喷雾电离负离子模式和稳定同位素内标法进行数

据采集和定量分析. 15种分析物在相应线性范围内的线性相关系数（r）均大于 0.999，3个加标水平的

加标回收率为 89.1%—110%，日内和日间精密度分别为 0.9%—13%和 3.1%—14%，样本稳定性、提取

液稳定性、上样周期稳定性和反复冻融稳定性的相对标准偏差均在 10%之内. 将本方法应用于 300名志

愿者随机尿液的测定，结果显示该人群尿液的主要检出成分为 4种防腐剂，分别是羟苯甲酯（MP）、

羟苯乙酯（EP）、羟苯丙酯（PP）和对氯间二甲苯酚（PCMX），检出率分别为 100%、92%、82%和

64%，中位浓度分别为 11.5、0.53、0.65、2.09 ng·mL-1. 综上，本方法可应用于人尿液中 15种防晒剂和防

腐剂的快速提取、净化和定量分析，具有操作简便、灵敏度高、效率高、人员友好和绿色环保等优势，

适用于大批量样品的检测应用.

关键词　96孔板固相萃取，超高效液相色谱-三重四级杆串联质谱，尿液，防晒剂，防腐剂.
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chromatography-tandem mass spectrometry (Automatic SPE-UPLC-MS/MS) method was developed
for the simultaneous and rapid determination of 15 UV absorbers and preservatives in human urine.
After overnight digestion by β-glucuronidase, human urine was extracted with a Waters HLB 96-well
Plate (30 mg, 30 μm) using a fully automated solid-phase extraction device. The sample was washed
with 25% acetonitrile solution and eluted with methanol: acetonitrile (V:V=1:1) solution. The eluate
was evaporated to dryness under a gentle stream of nitrogen and reconstituted with 20% acetonitrile
solution.  The  chromatographic  separation  was  performed  on  a  Waters  Acquity  BEH  C18  column
(100  mm×2.1  mm,  1.7  µm)  with  a  binary  gradient  elution  system  (water  as  mobile  phase  A  and
acetonitrile as mobile phase B). The mass spectrometry was operated in multiple reaction monitoring
(MRM)  mode  and  negative  electrospray  ionization  mode.  Stable  isotope  internal  standard  was
adopted for quantification. The linear correlation coefficients (r) of 15 target analytes were all greater
than 0.999 in the corresponding linear ranges. The recovery rates at three spiked levels ranged from
89.1%  to  110%.  The  intra-day  and  inter-day  precisions  were  0.9% —13%  and  3.1% —14%,
respectively.  The deviations of  sample stability,  extract  stability,  auto-sampler  stability,  and freeze-
thaw stability were found to be within 10%. This method was applied to 300 urine samples collected
from  volunteers,  and  found  methyl  paraben  (MP),  ethyl  paraben  (EP),  propyl  paraben  (PP),  and
chloroxylenol  (PCMX)  had  the  highest  detection  rates  (100%,  92%,  82%,  and  64%,  respectively).
The  median  concentrations  were  11.5,  0.53,  0.65,  and  2.09  ng·mL-1  for  MP,  EP,  PP,  and  PCMX,
respectively.  In  conclusion,  this  method  can  be  applied  to  the  rapid  extraction,  purification,  and
quantitative of 15 UV absorbers and preservatives in human urine. The method had the advantages of
easy operation, high sensitivity, high efficiency, personnel-friendly, and eco-friendly. It is suitable for
the application of detecting samples on a large scale.
Keywords　96-well  plate  solid  phase  extraction，ultra  performance  liquid  chromatography-triple
quadrupole tandem mass spectrometry，urine，UV absorbers，preservatives.

 

二苯酮类化合物常用作个人护理品中的防晒剂以保护人体皮肤和头发免受紫外线照射，还被用作

塑料表面涂层中的紫外线稳定剂[1]. 人们可以通过皮肤和口服途径接触到该类防晒剂，研究表明在使

用含有二苯酮-3（BP-3）的防晒乳液后 10 h内，大约有 1%—2%的 BP-3可穿透表皮屏障并进入血液[2].
动物实验表明二苯酮类化合物具有多激素效应，其中二苯酮-1（BP-1）和 BP-3具有较强的雌激素和抗

雄激素效应[3]，BP-3还具有致突变效应可使小鼠卵巢细胞姐妹染色体交换和染色体畸变[4]. 羟苯酯类化

合物[5] 是对羟基苯甲酸的烷基酯，由于其成本低、无异味、稳定性好等优点[6]，常被添加于化妆品、药

品和食品中用作防腐剂. 越来越多的证据表明，这些化合物可以干扰激素信号通路，具有潜在的致畸和

诱变作用[7]，并且还可能与多种生殖、免疫和呼吸系统疾病相关，如哮喘和乳腺癌[8 − 10] 等，对人类的健

康构成威胁. 三氯生（TCS）和三氯卡班（TCC）常被添加于个人护理品中，用作防腐抗菌剂，包括洗手

液、手部消毒剂、洗发水和沐浴露等，但其亚致死浓度会增加细菌的抗性[11]. 流行病学研究显示，慢性

的 TCS[12] 和 TCC[13] 暴露可能导致生育率下降、身体发育减缓以及内源性荷尔蒙活动的改变. 近期的

研究显示，无论是 TCS[14] 还是 TCC[15]，都无法有效减少传染病菌或细菌的数量. 在世界各地，这两种防

腐抗菌剂正逐渐被淘汰或者禁用，与此同时，替代品的使用正在增加，如对氯间二甲苯酚（PCMX）. 和
早期的防腐抗菌剂一样，PCMX也被认为是安全无毒的. 目前，世界各地的河流[16] 和废水[17] 中都检出

高浓度的 PCMX，而研究显示，环境中 PCMX的慢性暴露会引发水生生物毒性[18 − 19]. 体内实验显示，慢

性暴露于 PCMX会延迟或抑制斑马鱼和虹鳟鱼的孵化，造成胚胎死亡、形态畸形，影响基因表达，并造

成红细胞 DNA损伤和神经毒性[18 − 19]. 此外，由于 2019年冠状病毒的大流行大大增加了全球抗菌产品

的消费量，从而大幅增加人类接触 PCMX的频率和程度.
人类接触这些化学物质的主要途径是通过摄入或皮肤接触，最重要的来源是食物和个人护理产

品[20 − 22]. 这些化学物质的代谢途径主要是通过尿液排出体外[23]，因此，通常使用尿液中可测量的生物标
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志物进行内暴露评估. 人体生物监测被广泛应用于风险评估工作中，是国内外公认的有效评估化学物

质暴露水平的方法，尤其是全国性的人体生物监测项目，具有系统性、专业性和大样本等特征，被视为

人体环境污染物暴露评估的金标准[24]. 因此，需要高效准确的高通量前处理方法来更好地满足人体生

物监测项目大批量样本的检测需求.
本课题组提出了固相萃取-高效液相色谱-质谱法同时测定人尿中 12种个人护理品的检测方法[25]，

基于该项研究基础，本研究拓展了重点关注指标，新增二苯酮-6（BP-6）、PCMX和羟苯庚酯（HepP），同

时优化了前处理方法，提出了 96孔板酶解尿样，96孔板全自动固相萃取的高通量高效率前处理方法.
与文献报道的方法[26 − 31] 相比较，本方法尿液样品需求量少，仅需要 1 mL尿液，浓缩倍数为 1倍；前处

理部分全程采用 96孔板酶解并全自动固相萃取，耗时短效率高，能够适应大批量样本的检测，同时减

少了检测人员与有机溶剂的接触，对环境和检测人员更友好；方法检出限（LOD）较低，灵敏度和精密度

较高；此外，新纳入的分析物 PCMX，作为替代性抗菌剂的使用正在增加，研究表明其并非安全无毒，因

此开展该物质的暴露评估刻不容缓，本方法为其进一步深入研究提供方法学支撑. 

1    实验部分（Experimental section）
 

1.1    仪器、试剂与材料

TQ-XS液相色谱 -串联质谱仪（美国 Waters公司）；全自动固相萃取装置（德国 Biotage公司）；

NDK200-1A 96孔板氮吹仪（杭州米欧仪器公司）；96孔板离心机（北京鼎昊源科技有限公司）；恒温水

浴摇床（中国莱伯泰科仪器股份有限公司）；Oasis HLB 96 孔板（30 mg，美国Waters公司）.
6种二苯酮类化合物标准品，其中 BP-1、二苯酮-2（BP-2）、二苯酮-8（BP-8）和 4-羟基二苯甲酮

（4-OHBP）购自加拿大 TRC公司，纯度均为 98%，BP-3购自美国 CIL公司，纯度高于 98%，BP-6购自坛

墨质控科技股份有限公司，浓度为 1 mg·mL−1. 6种羟苯酯类防腐剂标准品，包括羟苯甲酯（MP）、羟苯

乙酯（EP）、羟苯丙酯（PP）、羟苯丁酯（BP）、羟苯苄酯（BzP）和 HepP，购自加拿大 TRC公司，纯度均为

98%. 3种抗菌剂标准品，其中 TCS购自美国 Accustandard公司，纯度为 99.5%， TCC和 PCMX购自加

拿大 TRC公司，纯度均为 98%. 14种稳定同位素内标（MP-13C6、EP-13C6、PP-13C6、BP-13C6、BzP-D7、

HepP-D4、BP-1-D5、BP-2-D4、BP-3-D3、BP-8-D3、4-OHBP-D4、TCC-D4、TCS-13C6、PCMX-D6）均购自加

拿大 TRC公司，纯度高于 97%，其中 BP-6未购得对应稳定同位素内标，考虑到其保留时间与 TCC-
D4 的保留时间比较接近，因此选择 TCC-D4 作为其定量内标.

甲醇、乙腈均为 MS级（德国 Merck公司）；乙酸和乙酸铵均为 MS级（美国 Thermo Fisher公司）；

β-葡萄糖醛酸酶（>85000 units·mL−1，美国 Sigma aldrich公司）；NIST SRM 3672和 NIST SRM 3673（美国

国家标准与技术研究院）. 

1.2    色谱和质谱条件

本方法中色谱和质谱条件可参照文献方法[25]，表 1为 BP-6、PCMX和 HepP及其稳定同位素内标

的详细质谱参数.
 
 

表 1    BP-6、HepP和 PCMX及其稳定同位素内标的质谱参数

Table 1    Mass spectrometric parameters of BP-6, HepP, PCMX and their stable isotope internal standards
 

分析物
Analyte

缩写
Abbreviation

保留时间/
min
tR

母离子（m/z）
Precursor ion

子离子/（m/z）
Product
ions

锥孔电压/V
Cone
voltage

碰撞能/eV
Collision
energy

内标
Internal
Standard

2,2'-Dihydroxy-4,4'-
dimethoxybenzophenone

BP-6 11.28 272.97 122.94*, 107.91 14 18, 38 TCC-D4

Heptyl paraben HepP 13.83 235.05 92.13*, 136.32 6 26, 20 HepP-D4

Chloroxylenol PCMX 9.70 154.88, 157.10 34.90*, 37.10 4 18, 24 PCMX-D6

HepP-D4 — 13.83 239.17 95.88 14 28 —

PCMX-D6 — 9.66 160.85 34.91 8 16 —

　　*, Quantitative ion分析物的定量离子.
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1.3    溶液配制

用甲醇配制浓度为 10  μg·mL−1 和 0.5  μg·mL−1 的标准和内标储备液 ，其中标准 MP、BP-3和

PCMX的质量浓度为 40 μg·mL−1，低温冷藏保存. 内标储备液临用时稀释至 0.1 μg·mL−1 作为混合内标

工作液. 参照文献 [25]方法配制浓度为 400、200、100、50、20、10、5、2 ng·mL−1 的系列标准工作溶液

（MP、BP-3和 PCMX为该浓度的 4倍）. 

1.4    样品前处理

从低温冰箱取出尿样，于 4 ℃ 冰箱中解冻过夜后放置至室温 . 涡旋混匀后，移取 1 mL尿样至

96孔板盘中，加入 500 µL乙酸铵-酶缓冲溶液（500 units·mL−1）和 75 μL混合内标工作液（7.5 ng），用聚

丙烯盖垫密封. 涡旋混匀后，在 37 ℃ 下水浴酶解过夜. 样品盘放置至室温后离心（4000 r·min−1）10 min，

用多道移液器吸取上清液至新的样品盘中，放置于全自动固相萃取仪中，进行自动固相萃取. 萃取流程

为：依次采用 1.5 mL甲醇和 1 mL水活化平衡 Oasis HLB 96孔固相萃取柱，之后分两次移取样品上清

液至固相萃取柱，设置压力梯度（0.8 bar 2 min→2 bar 30 s→5 bar 30 s）使其顺利过柱，1 mL 25%乙腈水

溶液快速淋洗，使用强压（5 bar）使淋洗液完全过柱并干燥 . 最后 1.5 mL甲醇-乙腈（V:V=1:1）溶液分

2次缓慢洗脱（0.6 bar）2min. 萃取完成后，置于氮吹仪中氮气（N2）吹至近干，用 20%乙腈水溶液复溶至

0.5 mL，离心（4000 r·min−1）10 min 后待 UPLC-MS/MS测定. 

1.5    质量控制

按照文献方法进行质量控制 [25]，每批样品的测定序列包含 2个过程空白样，1个 NIST SRM
3672和 1个 NIST SRM 3673质控样和 3个平行样. 测定前均对标准品和内标的响应值进行评估，保证

响应值不低于正常值的 50%. 过程空白的测定值应低于方法检出限（LOD），NIST质控样中各分析物的

测定值与证书参考值的比值应在 0.8—1.2之间. 平行样（n=2）结果采用相对偏差（RD）进行评估，RD应

低于 5%，平行样（n>2）结果采用相对标准偏差（RSD）评估，RSD应低于 10%. 

2    结果与讨论 （Results and discussion）
 

2.1    实验条件优化 

2.1.1    酶解条件优化

为提高样品前处理效率，本方法采用 96孔板进行酶解. 前期研究中本课题组分别对酶的种类、酶

解当量、酶解时间和酶解 pH值等条件进行优化[25]，在此基础上，本方法进一步比较水浴和空气浴两种

加热方式对酶解效率的影响，采用加标回收率评估. 结果表明，15种分析物水浴和空气浴的绝对回收

率相差不大（50%—70%），在内标的校正作用下，相对回收率可稳定在 80%—120%. 但是，空气浴条件

下，结果的重复性不如水浴，RSD未能保证在 10%以内，这表明空气浴可能无法保证 96孔板均匀受

热，因此本方法选择水浴加热. 

2.1.2    固相萃取柱的选择

本方法分别收集实验过程中的样品过滤液、淋洗液和洗脱液，通过加标回收实验结果评估不同固

相萃取柱对分析物的保留和净化效果 . 前期研究中本课题组分别比较了 Waters Oasis HLB、Agilent
Bond Elut  NEXUS和 Waters Sep-Pak C18 等 3种固相萃取柱 [25]，最终确定最优固相萃取柱为 Waters
Oasis HLB. 本方法在此基础上，进一步比较 Waters Oasis HLB和 Prime HLB柱 . 结果表明，在 Prime
HLB柱样品过滤液中可检出约 40%的 MP，表明 Prime HLB柱对 MP的保留效果较差，HLB柱对分析

物有更好的保留，推断是由于 HLB柱比 Prime HLB柱有更好的极性化合物保留性能. 采用 25%乙腈

水溶液进行淋洗，HLB和 Prime HLB柱都可以很好地保留分析物. 最终，评估两种萃取柱的洗脱液中

分析物的回收率，发现 HLB柱的相对回收率可以稳定保持在 90%—110%，而 Prime HLB柱仅能达到

70%. 综合考虑 HLB柱的高保留和高回收性，本研究最终选择 HLB柱作为固相萃取柱. 

2.1.3    洗脱条件优化

考察了常用洗脱溶剂甲醇、乙腈和甲醇-乙腈（V:V =1:1）的洗脱效果. 结果显示，3种溶剂绝对回收

率为甲醇-乙腈（V:V=1:1）>甲醇>乙腈，其中前两者较为接近（50%—80%），进一步比较信噪比（S/N），结
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果显示，仅 PP和 BP等个别物质表现为甲醇和甲醇-乙腈（V:V =1:1）相差不大外，其余物质甲醇-乙腈

（V:V =1:1）均显示出较高信噪比，且峰形良好.
进一步优化洗脱液体积和洗脱次数等条件. 分别选用甲醇、乙腈和甲醇-乙腈（V:V =1:1）分 4次洗

脱分析物，单次洗脱体积为 750 μL，共计 3 mL，按照公式（1）计算单次洗脱效率. 结果如图 1所示，洗脱

液为甲醇和乙腈时均无法保证各分析物在 1.5 mL（750 μL×2）内的洗脱效率为 90%以上，而使用甲醇-
乙腈（V:V =1:1）时，除 BP-2、TCC和 TCS外，其余化合物使用 750 μL洗脱，洗脱效率即可达 90%以上，

1.5 mL洗脱效率为 98%以上. 对于 BP-2、TCC和 TCS，在洗脱体积为 1.5 mL时，洗脱效率也在 90%以

上，因此最终确定选择甲醇-乙腈（V:V =1:1）作为洗脱液，1.5 mL洗脱液分两次缓慢洗脱.

单次洗脱效率 =
单次洗脱各目标物的定量离子峰面积

四次洗脱各目标物的总定量离子峰面积
×100% （1）

 
 

图 1    不同洗脱液和洗脱次数对 15种 PCPs洗脱效率的影响
（A）甲醇，（B）乙腈，（C）甲醇-乙腈（V:V=1:1）

Fig.1    Effects of different eluents and elution times on the elution efficiency of 15 PCPs
（A） methanol, （B） acetonitrile, （C） methanol-acetonitrile （V:V =1:1） 

  

2.1.4    色谱柱的选择

前期研究对 C18 和 T3 色谱柱进行比较，结果显示各分析物在 C18 柱上峰形良好且保留时间较短，

因此确定 C18 柱为该方法的色谱柱，本方法在此基础上进一步考察了不同品牌的 C18 柱对分析物色谱

峰形和保留时间的影响，包括 Acquity BEH C18 柱（100 mm×2.1 mm，1.7 µm）、Poroshell 120 EC-C18 柱

（100 mm×4.6 mm，2.7 µm）和 Accucore C18 柱（100 mm×4.6 mm，2.6 µm）. 结果显示，在标准溶液和实际

样品中，分析物经各色谱柱分离的灵敏度和信噪比（S/N）均表现为 Poroshell 120 EC-C18 柱显著低于

Accucore C18 柱和 Acquity BEH C18 柱，其中，除 EP、BP-1等个别物质外 Acquity BEH C18 柱响应值均略

高于 Accucore C18 柱. 对比分析物的峰形，三者均出现右拖尾现象，但 Accucore C18 柱拖尾严重，且在实

际样品中出现干扰峰，如图 2所示，因此综合考虑最终选择 Acquity BEH C18 柱作为本方法的分离柱.
 
 

图 2    实际样品中MP定量离子在（A）Poroshell 120 EC-C18 柱、（B）Accucore C18 柱和（C）Acquity BEH C18

柱上的色谱图

Fig.2    Chromatogram of MP quantification ion in a real urine sample on （A） Poroshell 120 EC-C18 column, （B） Accucore
C18 column and （C） Acquity BEH C18 column  
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2.2    稳定性评价 

2.2.1    反复冻融稳定性

生物样品的采集量通常不仅用于一次样品测定，因此需要考虑其反复冻融的稳定性. 将尿液样品

放入-20 ℃ 冷冻，反复冻融 3次，测定结果如下表 2所示. 结果显示，尿液样品反复冻融 3次后除 BP-6
的 RSD为 18%（<20%）以外，其余 14种分析物 RSD均低于 10%，说明样品经反复冻融 3次并不影响结

果，反复冻融稳定性良好.
 
 

表 2    15种目标分析物反复冻融稳定性评估

Table 2    Repeated freeze-thaw stability assessment of 15 target analytes
 

分析物
Analyte

测定值/（ng·mL−1）
Experimental result 相对标准偏差/%

RSD第1次
1st

第2次
2nd

第3次
3rd

BP-1 14.0 14.0 13.7 1.2

BP-2 20.2 19.0 19.3 3.0

BP-3 5.83 5.76 5.62 1.9

BP-6 3.11 4.45 4.03 18

BP-8 12.7 12.0 10.7 9.0

4-OHBP 14.2 14.7 14.0 2.6

MP 66.3 62.3 64.7 3.1

EP 21.8 21.3 22.3 2.4

PP 23.3 23.5 23.2 0.65

BP 18.8 19.6 19.3 2.2

BzP 16.3 15.9 16.3 1.5

HepP 9.31 8.84 7.69 9.7

TCS 6.83 6.36 6.02 6.3

TCC 7.24 7.15 7.00 1.7

PCMX 205 202 212 2.5
 
 

2.2.2    提取液稳定性

前处理后的样品可能会因某些不可抗因素无法立即进行测定，需对提取液进行保存. 因此，有必要

评估提取液在冷藏条件下的稳定性. 本研究对同一实际样品进行前处理，收集提取液分装成 5份，放置

于 4 ℃ 冰箱保存，分别于第 1、2、3、5、7天进行测定，通过比较不同时间测得的分析物定量离子、同

位素内标峰面积以及浓度值，评估其稳定性. 结果显示，峰面积随储存时间的延长出现逐渐下降趋势，

但整体相对稳定（RSD在 10%—20%之间）. 内标校正后，实际样品浓度值的 RSD在 1.0%—8.9%范围

内，样品浓度下降率在 5%以内，表明提取液在冷藏条件下（4 ℃）保存 1周不影响结果. 

2.2.3    上样周期稳定性

由于 96孔板的进样时间较长，需考虑样品是否会在进样过程中降解. 将样品处理后，立即进样分

析，在放置进样室中 30 h之后再重复进样 1次，比较两次测定的定量离子峰面积和分析物浓度值，考

察是否会产生降解. 结果如表 3所示，15种分析物在进样过程中并未发生明显降解，结果较稳定. 

2.3    基质效应评价

选用 5个不同来源的尿样（含 1份混合尿样），按 1.4节进行前处理并收集洗脱液. 将 5份尿样洗脱

液和甲醇溶液作为基质，按 1.3节配制成 6条基质标准溶液上机测定. 按照文献方法[30] 评估基质效应，

结果如图 3A显示，多数物质均属于弱基质效应，仅 MP、EP和 BP-2表现为强基质效应. 采用稳定同位

素内标校正后，基质效应得到有效抵消（如图 3B所示）.
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表 3    15种目标分析物上样周期（30 h）稳定性

Table 3    Stability of the 15 target analytes at sampling intervals （30 h）
 

分析物
Analyte

定量离子峰面积
Peak area ratio of quantitative ion

测定值/（ng·mL−1）
Experimental result

0 h 30 h 0 h 30 h
相对偏差/%

Relative deviation

BP-1 7.29×105 7.65×105 15.4 14.8 2.1

BP-2 1.14×106 1.19×106 21.0 21.7 1.6

BP-3 7.44×103 7.58×103 10.2 9.80 2.1

BP-6 1.80×105 1.95×105 19.8 21.7 4.5

BP-8 9.86×103 1.02×104 12.8 12.1 2.7

4-OHBP 3.57×105 3.74×105 15.5 15.7 0.7

MP 2.60×106 2.48×106 64.8 64.5 0.2

EP 5.87×105 5.95×105 22.5 22.6 0.3

PP 1.04×106 1.11×106 25.0 25.4 0.8

BP 1.00×107 1.04×106 20.2 20.7 1.0

BzP 6.70×105 7.03×105 16.1 16.5 1.1

HepP 3.46×105 3.11×105 12.6 12.3 1.2

TCS 1.65×102 2.82×102 8.11 7.89 1.4

TCC 3.94×105 3.38×105 8.83 8.10 4.3

PCMX 1.12×105 1.26×105 206 205 0.02
 

 
 

图 3    15种 PCPs采用稳定同位素内标法（A）校正前和（B）校正后的基质效应.
Fig.3    Matrix effects of fifteen PCPs （A） before and （B） after correction by stable isotopic internal standardization. 

 
 

2.4    方法学评价
 

2.4.1    线性范围、检出限和定量限

以分析物定量离子峰面积与内标离子峰面积之比（y）与对应质量浓度（x，ng·mL−1）绘制校准曲线，

结果显示 ，MP、BP-3和 PCMX在 8.00—1600  ng·mL−1，TCS在 5.00—400  ng·mL−1， 其余分析物在

2.00—400 ng·mL−1 范围内线性关系良好，相关系数（r）均大于 0.999，对于低浓度的样品，采用回归方程

加权的方法使得检测结果更加准确. 本方法采用美国环保署（USEPA）的检出限测定程序文件第二版

（EPA 821-R-16-006） [31] 计算方法 LOD和 LOQ. 由于实验过程中严格控制实验空白，15种分析物中仅

MP和 PCMX存在空白干扰. 对有空白干扰的 2种分析物进行 7次过程空白实验，计算过程空白的平
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均值（X）及标准偏差（SD），获得 X+3SD和 X+10SD结果，将该结果与通过加标方式获得的 LOD和

LOQ进行比较，较大者作为该物质的 LOD和 LOQ. 其余物质均采用加标方式确定，详细结果可见表 4.
 
 

表 4    15种目标分析物的线性范围、方法检出限和方法定量限

Table 4    Linear range, correlation coefficient, limit of detection（LOD）, and limit of quantification（LOQ） for
15 kinds of target analytes

 

分析物
Analyte

线性范围/（ng·mL−1）
Linear range

相关系数
Correlation coefficient（r）

检出限/（ng·mL−1）
LOD

定量限/（ng·mL−1）
LOQ

BP-1 2—400 0.9994 0.01 0.04

BP-2 2—400 0.9994 0.01 0.04

BP-3 8—1600 0.9998 0.08 0.26

BP-6 2—400 0.9997 0.02 0.05

BP-8 2—400 0.9997 0.04 0.12

4-OHBP 2—400 0.9994 0.01 0.04

MP 8—1600 0.9995 0.35 0.72

EP 2—400 0.9998 0.02 0.05

PP 2—400 0.9996 0.01 0.04

BP 2—400 0.9998 0.01 0.02

BzP 2—400 0.9998 0.01 0.02

HepP 2—400 0.9996 0.01 0.02

TCS 5—400 0.9992 0.21 0.69

TCC 2—400 0.9992 0.03 0.10

PCMX 8—1600 0.9991 1.20 2.50

　　y, peak area ratio of quantitative ion and isotope internal standard 定量离子与同位素内标的峰面积比；x, mass concentration 质量浓度
  

2.4.2    回收率和精密度

方法的准确度和精密度分别用相对回收率和 RSD表示. 结果如表 5所示，在低、中、高 3个加标

浓度下，所有分析物的加标回收率为 89.1%—110%，日内和日间精密度分别为 0.9%—13%和 3.1%—
14%. 回收率和 RSD均在可接受范围内.
 
 

表 5    15种目标分析物在低浓度、中浓度和高浓度条件下的加标回收率和相对标准偏差、日内精密度和日间精密度

Table 5    Spiked recoveries，relative standard deviations （RSD） of intra-day and inter-day for 15 kinds of target analytes at
low, medium and high concentrations

 

分析物
Analyte

低浓度回收率/%
Low concentration recovery

中浓度回收率/%
Medium concentration recovery

高浓度回收率/%
High concentration recovery

日内精密度/%
Intra-day RSD

日间精密度/%
Inter-day RSD

BP-1 89.5 99.5 101 1.1 4.2

BP-2 99.7 105 97.1 3.9 3.9

BP-3 89.8 91.0 99.0 2.4 7.1

BP-6 108 110 108 3.1 3.1

BP-8 105 101 104 2.8 7.1

4-OHBP 100 103 106 3.0 3.7

MP 93.2 101 107 2.1 4.9

EP 95.4 97.8 104 2.3 3.7

PP 97.1 97.1 104 4.6 4.4

BP 94.7 100 102 2.0 3.8

BzP 104 105 108 2.3 4.2

HepP 89.1 94.5 97.0 0.9 4.6

TCS 94.8 99.9 101 13 14
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续表 5
 

分析物
Analyte

低浓度回收率/%
Low concentration

recovery

中浓度回收率/%
Medium concentration

recovery

高浓度回收率/%
High concentration

recovery

日内精密度/%
Intra-day RSD

日间精密度/%
Inter-day RSD

TCC 99.7 95.1 98.0 3.2 4.3

PCMX 98.6 103 102 4.7 5.8

　　注：加标浓度水平：0.5、10、50 ng·mL−1 （MP、BP-3和PCMX 为2、40、200 ng·mL−1）.
　　Note: the spiked concentration at three levels are 0.5, 10 ，50 ng·mL−1 （2, 40 ， 200 ng·mL−1 for MP, BP-3 and PCMX）.
  

2.4.3    准确度评价

采用标准物质 NIST SRM 3672和 NIST SRM 3673，评估不同浓度水平的方法准确度. 如表 6所示，

7次测定结果的 RSD分别为 2.0%—8.1%和 1.1%—12%，参照文献[26 − 29] 结果满足测定要求.
 
 

表 6    NIST SRM 3672和 3673测定值与参考值比较（n=7）

Table 6    Comparison of experimental results and reference values of NIST SRM 3672 and 3673 （n=7）
 

分析物
Analyte

NIST SRM 3672 NIST SRM 3673

参考值/（µg·kg−1）
Reference value

测定值/（µg·kg−1）
Experimental result

相对标准
偏差/%
RSD

参考值/（µg·kg−1）
Reference value

测定值/（µg·kg−1）
Experimental result

相对标准
偏差/%
RSD

BP-3 186—196 200±10 2.0 267—281 299±8 2.1

MP 111—115 106±4 2.7 77.4—81.6 78.0±1.3 1.1

EP 7.92—8.32 8.09±0.18 3.1 10.0—10.6 9.9±0.4 2.9

PP 17.3—17.9 17.1±0.6 2.5 21.0—22.2 21.1±0.7 2.2

BP 10.9—11.3 10.9±0.2 3.3 1.08—1.14 1.14±0.05 2.8

TCS 17.2—18.2 16.0±0.9 8.1 5.95—6.59 5.86±0.73 12
  

2.5    实际样品测定

采用本方法对 300份尿液样本进行测定，结果如表 7所示 . 其中检出率较高的防晒剂为 BP-1
（53%）和 BP-3（47%），其中位浓度为 0.02 ng·mL−1 和<LOD，检出率较高的防腐剂包括 MP（100%）、

EP（92%） 、PP（82%）和 PCMX（64%） ，中位值分别为 11.5、0.53、0.65、2.09 ng·mL−1. 值得关注的是，

MP和 PCMX的第 95百分位数检出浓度可达 375 ng·mL−1 和 459 ng·mL−1，是中位浓度的几十倍，可见

个别人群存在MP和 PCMX的高暴露情况，需进一步开展大样本研究进行证实.
 
 

表 7    15种内分泌干扰物在实际人群尿液中的测定值

Table 7    Concentrations of 15 endocrine disruptors in human urine
 

分析物
Analyte

检出率/%
DF

几何均值/
（ng·mL−1）

GM

浓度值/（ng·mL−1）
Concentrations

第5百分位数
P5

第25百分位数
P25

第50百分位数
P50

第75百分位数
P75

第95百分位数
P95

BP-1 53 0.05 ND ND 0.02 0.26 2.50

BP-2 1.3 ND ND ND ND ND ND

BP-3 47 0.26 ND ND ND 1.03 10.2

BP-6 27 0.03 ND ND ND 0.04 0.86

BP-8 0.0 ND ND ND ND ND ND

4-OHBP 21 ND ND ND ND ND 0.26

MP 100 16.6 1.81 4.63 11.5 51.08 375

EP 92 0.67 ND 0.12 0.53 3.82 58.8

PP 82 0.64 ND 0.05 0.65 5.98 99.4

BP 2.8 ND ND ND ND ND ND

BzP 0.0 ND ND ND ND ND ND

HepP 0.0 ND ND ND ND ND ND
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续表 7
 

分析物
Analyte

检出率/%
DF

几何均值/
（ng·mL−1）

GM

浓度值/（ng·mL−1）
Concentrations

第5百分位数
P5

第25百分位数
P25

第50百分位数
P50

第75百分位数
P75

第95百分位数
P95

TCS 48 0.44 ND ND ND 0.95 11.8

TCC 9.8 ND ND ND ND ND 0.17

PCMX 64 3.95 ND ND 2.09 8.30 459

　　DF., detection frequency检出率; ND., no detectable 未检出; P5, P25, P50, P75 and P95 . , the mass concentration of targeted analytes of 5th,
25th, 50th, 75th and 95th percentile第5、25、50、75和95百分位数.
 

与近几年国内外的研究进行比较，发现伊朗女性 [32] 体内的 PBs暴露值远高于本研究，MP、EP、

PP和 BP的中位检出浓度分别为 5195、2502、3320、3700 ng·mL−1. 印度女性 [33] 体内的 MP和 PP的暴

露浓度中位值高于本研究，分别为 108 ng·mL−1 和 37.1 ng·mL−1，而 EP的暴露浓度中位值（0.11 ng·mL−1）

比较低. 在我国人群中，一项深圳成年人的研究[34] 显示，除 MP的暴露浓度中位值（5.78 ng·mL−1）略低

外，其他暴露浓度中位值与本研究相当. 在一项广东人群的研究[35] 中，除 EP中位值与本研究相当外，

其余物质中位值均高于本研究，且 BP-6、TCS和 TCC分别有 92%、94%和 92%的检出率. 一项北京男

性的研究[36] 显示，MP、EP和 PP值均高于本研究，分别为 15.4、2.08、5.87 ng·mL−1. 有关 PCMX暴露的

文 献 十 分 有 限 ， Tan等 [37] 报 道 的 广 州 儿 童 和 孕 妇 PCMX浓 度 的 GM分 别 为 21.6  ng·mL−1 和

31.9 ng·mL−1，远高于本研究 PCMX浓度（GM：3.95 ng·mL−1）. 综合可见，PCPs在全球人群中暴露广泛，

系统性开展人群中的暴露评估工作具有重要的现实意义，本方法能为该项工作提供有力的技术保障. 

3    结论（Conclusion）

本文通过对前处理、色谱和质谱条件进行优化，建立了一种同时测定人尿中 15种防晒剂和防腐

剂的分析方法，该方法前处理过程快速简便，有效实现高通量检测，方法线性范围宽，灵敏度高，对环

境和工作人员友好，可有效应用于尿液样品中 15种防晒剂和防腐剂的大批量检测.
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