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【摘要】  目的　建立超高效液相色谱串联四极杆线性离子阱质谱同时测定尿液中12种全氟化合物（PFCs）的方法。

方法　尿样经2%甲酸调节pH后，用WAX柱萃取净化浓缩，收集洗脱液氮吹，10 mmol/L乙酸铵-甲醇（V水∶V甲=70∶30）复
溶，离心取上清液进样分析。超高效液相色谱采用甲醇和10 mmol/L乙酸铵水溶液在C18柱上梯度洗脱进行分离，质谱采用

多反应监测，内标法定量。结果　方法在线性范围内线性良好，检出限和定量限分别为0 . 0 3 2～6 . 5  n g / L和

0.10～21 ng/L。12种PFCs的加标回收率为91.5%～114%，日内精密度和日间精密度分别为0.57%～16.0%和

1.88%～20.1%。将建立的方法应用于某地小学生尿液的测定，可检出9种PFCs，其中全氟丁烷磺酸和全氟辛酸为当地学生

尿样的主要组成部分。结论　建立的方法可同时测定尿液中12种全氟化合物，方法结合固相萃取和同位素内标校正，得

到了良好的灵敏度和准确度。
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【Abstract】   Objective　To  establish  a  method  for  simultaneous  determination  of  12  kinds  of  perfluorinated
compounds  (PFCs)  in  human  urine  based  on  ultra  performance  liquid  chromatography  tandem  quadrupole  linear  ion
trap  mass  spectrometry  (UPLC-QTtrap-MS). Methods　After  pH  adjustment  with  2% formic  acid,  the  urine  samples
were loaded on a WAX solid phase extraction (SPE) cartridge for extraction, purification and concentration. The eluates
were collected,  concentrated to dryness  under nitrogen,  and reconstituted with 10 mmol/L ammonium acetate  aqueous
solution-methanol (Vwater∶Vmethanol = 70∶30) before injection. UPLC was performed on a C18 cartridge, and methanol and
10  mmol/L  ammonium  acetate  aqueous  solution  was  used  as  mobile  phases  with  gradient  elution.  QTtrap-MS  was
operated  in  multiple  reaction  monitoring  (MRM)  mode,  and  the  internal  standard  calibration  curves  were  applied  for
quantitative  analysis. Results　Good  linearity  was  obtained  in  the  linear  range,  with  the  method  detection  limits  and
method quantification limits being 0.032 ng/L-6.5 ng/L and 0.10 ng/L-21 ng/L, respectively, for the 12 kinds of PFCs. The
spiked  recoveries  of  the  12  kinds  of  PFCs  were  91.5%-114%,  with  the  intra-day  precision  and  the  inter-day  precision
being 0.57%-16.0% and 1.88%-20.1%, respectively. The established method was applied to the determination of 12 kinds
of PFCs in the urine samples of primary school students collected in one area. Nine kinds of PFCs were detected in the
urine  samples  in  this  area.  Among  the  PFCs  detected,  perfluorobutanesulfonic  acid  (PFBS)  and  perfluorooctanoic  acid
(PFOA)  were  the  main  PFCs  found  in  the  student  urine  samples. Conclusion　The  method  established  in  this  study
could  be  used  to  simultaneously  examine  12  kinds  of  PFCs  in  urine.  The  method  combined  SPE  with  isotope  internal
standard correction and achieved good sensitivity and accuracy.
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全氟化合物（perfluorinated compounds, PFCs）是一

类由氟原子将烷烃分子链上的氢原子全部取代或部分取

代而形成的碳氟化合物。大量研究发现PFCs通过饮

食[1]、饮用水[2]和呼吸[3]等方式进入人体后，会对人体多种

脏器[4]和系统[5]产生毒性作用，并与高胆固醇血症、糖尿

病等慢性传染性疾病[6]和肺癌、胰腺癌等癌症[7]相关。

PFCs进入人体后，大部分在血液中与血清蛋白结合[8]，

最后通过头发、指甲、尿液及粪便以原型排出体外[9]。目

前，血中PFCs含量是最常用的PFCs生物暴露学指标，亦

有研究证明尿液、指甲和头发中PFCs含量也可作为PFCs

生物暴露学指标[10-11]。在人群暴露评估研究中，尿液采样

无创且可大量获得而被广泛采用，基于PFCs分布的广泛

性、环境污染日渐严重及其多系统毒性，需要对其暴露风
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险等进行研究，因此建立一种测定尿液中常见PFCs的测

定方法十分必要。

气相色谱法（gas chromatography, GC）[12]、气相色谱

串联质谱法（gas chromatography-mass spectrometry, GC-

M S） [ 1 3 ]、高效液相色谱（h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d

chromatography, HPLC）[14]和高效液相色谱串联质谱法

（high performance liquid chromatography-tandem mass

spectrometry, HPLC-MS/MS）[15]均有用于PFCs的分析。大

部分PFCs为热稳定物质，沸点较高，且PFCs既无紫外吸

收，又无法产生荧光，需衍生化后方能用GC-MS、GC或

HPLC进行测定，且GC或HPLC方法灵敏度亦不高，无法

满足低含量PFCs的尿样分析；HPLC-MS/MS配合净化能

力较强的前处理手段以克服基质效应带来的影响，可充

分发挥其高灵敏度、高选择性的优势，因而成为了

PFCs分析最常用的技术。其中超高效液相色谱串联四极

杆线性离子阱（ultra performance liquid chromatography

tandem quadrupole linear ion trap, UPLC-QTrap）兼具四

极杆和线性离子阱的定量定性能力，在PFCs的分析中占

据一席之地。

普通人群接触PFCs的剂量相对较低，即使存在生物

富集作用，但尿中PFCs的含量往往亦在ng/L级[16]。此外，

样品基质对质谱测定通常有较大的影响，因此测定PFCs

时，净化和富集是必须的。目前净化富集尿液中PFCs的

常用方法主要是液液萃取[17]、液液微萃取[18]、固相萃取

（solid phase extraction, SPE）[19]及固相微萃取[13]。SPE萃取

效率稳定、柱填料种类繁多、对环境友好，被广泛应用于

PFCs样品前处理。因此本实验拟建立同时检测尿液中

12种常见PFCs的SPE-UPLC-QTrap方法，以期获得良好的

方法指标。 

1     材料与方法
 

1.1    仪器与试剂

超高效液相色谱仪（ACQUITY UPLC H-Class Plus,

Waters，美国），仪器所用管路均更换为聚醚醚酮材质（除进

样器和六通阀部分）；质谱仪（QTrap 3 200, AB SCIEX，美国）。

12种PFCs标准溶液包括全氟丁酸（perfluorobutyric

acid ,  PFBA）、全氟戊酸（perf luoropentanoic  ac id ,

PFPeA）、全氟己酸（perfluorohexanoic acid, PFHxA）、

全氟庚酸（perfluoroheptanoic acid, PFHpA）、全氟辛酸

（ p e r f l u o r o o c t a n o i c  a c i d ,  P F O A ） 、全氟壬酸

（ p e r f l u o r o n o n a n o i c  a c i d ,  P F N A ）、全氟癸酸

（p e r f l u o r o d e c a n o i c  a c i d ,  P F D A）、全氟丁烷磺酸

（perfluorobutanesulfonate acid, PFBS）、全氟己烷磺酸

(perfluorohexanesulfonate acid, PFHxS)、全氟庚烷磺酸

（perfluoroheptanesulfonate acid, PFHpS）、全氟辛烷磺酸

（perfluorooctanesulfonic acid, PFOS）、全氟癸烷磺酸

（perfluorodecanesulfonate acid, PFDS）和7种PFCs内标储

备液包括 1 3C 4-PFBA、 1 3C 2-PFHxA、 1 3C 4-PFOA、 1 3C 4-

PFNA、13C4-PFDA、13C4-PFHxS、13C4-PFOS（50 μg/mL，加

拿大Wellington公司）。上述标准溶液使用时，从原装玻

璃瓶中转移至聚丙烯（polypropylene, PP）瓶中，避光保存

于−80 ℃冰箱中。

甲醇、乙腈（ L C - M S级，美国T h e r m o  F i s h e r

Scientific公司）；甲酸、甲酸铵、乙酸铵（LC-MS级，美国

Sigma-Aldrich公司）；氨水（ACS级，美国Honeywell公司）；

其余试剂均为HPLC级，购自天津市科密欧化学试剂有限

公司；实验用水为超纯水，电阻率为18.25 MΩ·cm。 

1.2    样品收集和保存

参照文献[10]用50 mL聚丙烯离心管采集40份小学生

晨尿并保存于−80 ℃冰箱中。 

1.3    实验方法 

1.3.1    质谱条件　实验采用电喷雾离子源（ESI）负离子

模式，多反应监测模式检测，参数见表1。 

1.3.2    色谱条件　ACQUITY UPLC ® BEH C18色谱柱（50 mm×

3.0 mm, 1.7 μm）；流动相A相为10 mmol/L乙酸铵，流动相

B相为甲醇，梯度洗脱：0~0.5 min保持B相25%，0.5~

10 min B相升至85%，10~10.5 min B相继续升至95%，

10.5~14 min保持B相比例为95%，14~14.1 min B相降至

25%，14.1~16 min保持B相比例为25%；流速0.3 mL/min；

进样量10 μL；柱温30 ℃；样品室温度10 ℃。测定时间为

16 min。 

1.3.3    标准曲线的配制　以体积比为30∶70的甲醇和

10 mmol/L乙酸铵水溶液为溶剂稀释PFCs标准溶液和内

标溶液得到质量浓度为0、0.1、0.5、1.0、5.0、10、20、50和

100 μg/L的12种PFCs系列标准溶液（7种PFCs内标溶液质

量浓度均为10 μg/L），按照1.3.1及1.3.2的色谱质谱条件检

测。以待测物质量浓度为横坐标，待测物与同位素内标

峰面积比值为纵坐标，绘制内标标准曲线。 

1.3.4    样品前处理　尿样恢复至室温后混匀，取10 mL尿

样，加入100 μg/L混合内标溶液10 μL和2%甲酸1 mL，混

匀，超声30 min，以5 000 r/min速度离心10 min。WAX

（6 mL, 150 mg）柱依次用4.0 mL 0.2%氨化甲醇、甲醇和超

纯水活化平衡；上尿样，流出速度约1滴/s（下同）；用4.0 mL

2%甲酸和4.0 mL甲醇依次淋洗，1.0 mL 0.1%氨化甲醇洗

脱，收集洗脱液氮吹，100 μL 10 mmol/L乙酸铵-甲醇（V水∶

V甲醇=70∶30）复溶，12 000 r/min离心10 min，取上清液进
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样分析。 

2     结果与讨论
 

2.1    质谱条件优化

PFCs为强酸型化合物，在ESI中容易形成[M-H]−，因

此本研究采用负离子模式，经仪器自动优化后的MRM条

件见表1。 

2.2    色谱条件优化

基于文献[10, 20]，实验以甲醇为有机相，考察了水相中

乙酸铵浓度。发现当水相中乙酸铵浓度为0 mmol/L时，

表 1    待测物的MRM模式参数表

Table 1    Optimal multiple reaction monitoring (MRM) parameters for the determination of targeted analytes

Analytes Precursor ion (m/z) Product ion (m/z) Declustering potential/V Collision energy/eV

PFBA 213 169* −10 −13

  97   −10 −25
13C4−PFBA 217 172* −10 −13

  97   −10 −25

PFBS 299   80* −50 −56

  99   −50 −43

PFPeA 263 219* −13 −15

  69   −13 −55

PFHxA 313 269* −40 −50

119   −15 −26
13C2−PFHxA 315 270* −40 −50

119   −10 −15

PFHxS 399   80* −65 −70

  99   −69 −52
13C4-PFHxS 403   80* −65 −70

103   −69 −52

PFHpA 363 319* −12 −10

169   −10 −24

PFHpS 448.7   80* −70 −65

  98.9  −70 −57

PFOA 413 369* −15 −18

169   −11 −23
13C4-PFOA 417 372* −12 −18

172   −12 −25

PFOS 499   80* −70 −80

  99   −70 −58
13C4−PFOS 503   80* −70 −80

  99   −70 −58

PFNA 463 419* −11 −20

169   −11 −27
13C4−PFNA 468 423* −11 −20

169   −11 −27

PFDA 513 469* −13 −20

169   −13 −29
13C4−PFDA 515 470* −13 −20

169   −13 −29

PFDS 599   80* −90 −80

  99   −90 −76

　*The quantitative ion. PFCs was quantified by internal standards as follows: PFBA−13C4-PFBA; PFBS−13C4-PFOS; PFPeA−13C2-PFHxA; PFHxA−13C2-PFHxA;
PFHxS−13C4-PFHxS; PFHpA−13C2-PFHxA; PFHpS−13C4-PFOS; PFOA−13C4-PFOA; PFOS−13C4-PFOS; PFNA−13C4-PFNA; PFDA−13C4−PFDA; PFDS−13C4-
PFHxS.
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各PFCs峰形较好，响应相对最高，但PFBA几乎无保留；当

乙酸铵浓度在1～50 mmol/L之间时，各PFCs峰形较好，

PFBA保留良好，但乙酸铵的加入，会使PFCs的响应有不

同程度的下降。对实际尿样测定发现部分PFCs如PFBA、

PFPeA、PFBS和PFHxA受基质影响较大，其保留时间相比

标准溶液的出峰会提前，差值大于5%。实验通过提高流

动相水相中乙酸铵浓度以降低尿液基质对PFCs保留时间

的影响，最终选定以甲醇和10 mmol/L乙酸铵进行色谱分

离。在优化色谱质谱条件下得到的PFCs及其内标溶液总

离子色谱图见图1。
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图 1  PFCs混合标准色谱图

Fig 1  The chromatogram of the mixed standard solution
1: PFBA, 13C4-PFBA; 2: PFPeA; 3: PFBS; 4: PFHxA, 13C2-PFHxA;

5: PFHpA; 6: PFHxS, 13C4-PFHxS; 7: PFHpS, PFOA, 13C4-PFOA; 8: PFNA, 13C4-

PFNA, PFOS, 13C4-PFOS; 9: PFDA, 13C4-PFDA; 10: PFDS.
  

2.3    固相萃取条件优化

实验采用加标（100 ng/L）的混合尿样进行SPE条件优

化，以PFCs的加标回收率为评价指标。 

2.3.1    固相萃取柱的选择　实验比较了WAX（6 mL,

150 mg）、HLB（6 mL, 200 mg）和PRiME HLB（6 mL, 200 mg）

3种SPE柱对尿样中PFCs的萃取效率（图2）。相比较

HLB和PRiME HLB柱，WAX柱对12种PFCs都有良好的萃

取效果（图2A）且能够一定程度减弱基质效应（图2B），因

此实验选择WAX固相萃取柱（6 mL, 150 mg）进行尿样的

前处理。 

2.3.2    活化平衡条件的选择　WAX柱通常在碱性条件

下活化，实验对体积分数0%～0.5%氨水进行了优化。发

现随着氨水体积分数增加，PFCs的加标回收率亦增加，直

至氨水体积分数增加至0.1%及以上，PFCs的加标回收率

达到最高并平稳。实验最终选择4.0 mL 0.2%氨化甲醇、

甲醇和超纯水依次对WAX固相萃取柱进行活化平衡。 

2.3.3    淋洗条件的选择　实验对比体积分数2%甲酸、甲

醇、2%甲酸和甲醇3种淋洗剂效果。结果表明，用2%甲

酸和甲醇依次淋洗后PFCs的加标回收率为62.3%～

l73.1%，比单独使用2%甲酸或甲醇淋洗后PFCs的加标回

收率（分别为2.56%～41.5%和12.4%～59.7%）更高，因此

实验选择用4.0 mL 2%甲酸和4.0 mL甲醇依次进行淋洗。 

2.3.4    洗脱液种类及体积选择　实验比较了0.1%氨化甲

醇（V∶V）、0 .1%氨化乙腈（V∶V）、0 .1%氨化乙醇

（V∶V）、0 .1%氨化异丙醇（V∶V）、0 .1%氨化丙酮

（V∶V）对PFCs洗脱效果，实验结果见图3。使用0.1%氨

化甲醇（V∶V）洗脱后各PFCs加标回收率最高，同时对氨

化甲醇中氨水的体积分数以及氨化甲醇的用量进行了优

化，实验结果如图4所示。随着氨水体积分数增加，PFCs

的加标回收率增加，当氨水的体积分数增加至0.1%时，部

分PFCs的加标回收率保持稳定，但大部分PFCs的加标回

收率有不同程度下降。实验过程中观察到随着氨水体积
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图 2  三种固相萃取柱对尿样中PFCs的萃取效率

Fig 2  The extraction efficiency of three kinds of solid phase extraction (SPE) cartridges for PFCs in urine samples

A: The recoveries of PFCs with three SPE cartridges; B: Urinary matrix effect with three SPE cartridges.
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分数的增加，洗脱液的颜色越深，所以回收率下降的原因

可能是随着氨水体积分数的增加，与PFCs共洗脱杂质也

随之增加，导致样液中的基质效应增强。随着0.1%氨

化甲醇使用体积的增加，PFCs的加标回收率也有类似的

变化趋势。综合考虑基质效应、试剂使用量及氮吹时操

作的可行性，实验最终选择1.0 mL 0.1%氨化甲醇作为洗

脱液。 

2.3.5    上样液的pH　实验对上样尿液的pH值进行了优

化。分别使用甲酸和氨水调节尿样的pH值，使尿样的

pH值分别为2、4、7、8和10。当上样液pH<3时，PFCs的

加标回收率为61.8%～74.4%，当上样液pH>3时，大部分

PFCs的加标回收率降至50%以下，故实验选择在10 mL尿

样中加入1.0 mL 2%甲酸调节其pH<3后再上样萃取。 

2.4    玻璃吸附实验

有研究表明 [21 ]，PFCs可被玻璃容器吸附造成损失。

实验取出80 μL 10 μg/L PFCs标准溶液，氮吹至干，80 μL

10 mmol/L乙酸铵-甲醇（V水∶V甲醇=70∶30）复溶，离心取

上清液进样分析；其余的标准溶液分别装于玻璃和PP材

质小瓶，密封保存于−20 ℃冰箱中；隔一定时间按上述步

骤重复。同时设立试剂空白。结果表明，PFCs标准溶

液保存在PP离心管中可一直稳定存在；保存在玻璃小

瓶中PFCs的质量浓度会持续缓慢下降，保存1个月后，其

质量浓度可下降为原来的1/10。因此，选择PP材质器皿

进行实验。 

2.5    方法学指标 

2.5.1    线性范围和检出限　按1.3.3配制系列标准溶液并

进样分析，绘制内标标准曲线，以3倍和10倍信噪比计算

方法检出限（method detection limit, MDLs）和方法定量限

（method quantification limits, MQLs）。12种PFCs在

0.050（0.50，PFBA和PFPeA）～100 μg/L浓度范围内线性良

好，线性相关系数r均大于0.997，MDLs及MQLs分别为

0.032～6.5 ng/L和0.10～21 ng/L。 

2.5.2    方法精密度和准确度　取空白尿样10份混合均

匀，分别加标，于同一天内重复测6次并连续测6 d，计算

PFCs加标回收率及其相对标准偏差（relative standard

deviations, RSDs）用以评价方法的日内和日间精密度。

PFCs的加标回收率为91.5%～114%，日内和日间精密度

值分别为0.57%～16.0%和1.88%～20.1%（表2）。 
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图 3  洗脱液种类对尿液中PFCs洗脱效率的影响

Fig 3  The effect of different elution solvents on PFCs elution efficiency
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图 4  洗脱液体积对尿液中PFCs洗脱效率的影响

Fig 4  Effect of eluent volume on elution efficiency of PFCs in urine

A: The selection of the volume of 0.1% amonium methanol; B: The selection of the percentage of ammonia in methanol.
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2.5.3    基质效应评价　实验通过比较溶剂配制和处理好

的样液配制的标准曲线斜率来评价尿样基质效应，各

PFCs的斜率比为0.696～0.898，通过加入同位素内标进行

校正，可以进一步降低尿样的基质效应，各PFCs的斜率比

为0.861～1.16。 

2.6    实际样品测定

利用本研究建立的方法对所采集的尿样进行测定，

总PFCs的质量浓度为4.76～128.4 ng/L，平均质量浓度为

8.59 ng/L，具体结果见表3。PFBS和PFOA的平均质量浓

度最高，分别为7.38 ng/L和2.69 ng/L。将尿样检测结果与

表 2    PFCs加标回收率（n=6）
Table 2    The spiked recoveries of PFCs (n=6)

Compound Spiked value/(ng/L) Determining value/(ng/L) Recovery /% Intra-day precision
/%

Inter-day precision
/%

PFBA 25.0 24.3   97.2 10.4 16.0

50.0 51.7   103  6.29 7.72

100  104    104  3.24 5.83

PFBS 2.00 2.25   113  16.0 20.1

4.00 4.33   108  6.68 8.42

8.00 7.26   90.8 4.41 5.10

PFPeA 25.0 25.2   101  10.3 12.0

50.0 51.3   103  7.32 9.11

100  96.4   96.4 5.76 6.80

PFHxA 0.10 0.114 114  9.03 19.8

0.20 0.187 93.5 2.99 10.7

0.40 0.389 97.3 1.75 5.33

PFHxS 1.00 1.13   113  10.7 13.1

2.00 2.12   106  6.80 8.03

4.00 3.69   92.3 2.31 2.93

PFHpA 1.00 1.19   119  10.6 14.4

2.00 1.83   91.5 6.25 9.91

4.00 4.06   102  1.19 5.41

PFHpS 1.00 0.926 92.6 10.4 19.7

2.00 1.89   94.5 4.79 11.1

4.00 4.16   104  1.86 6.71

PFOA 1.00 1.15   115  10.7 20.1

2.00 2.06   103  8.21 12.2

4.00 3.68   92.1 2.50 6.64

PFOS 1.00 0.932 93.2 10.8 13.3

2.00 2.23   112  6.55 9.54

4.00 4.16   104  4.23 6.34

PFNA 2.00 2.06   103  8.68 9.49

4.00 4.24   106  4.86 6.78

8.00 7.65   95.7 3.96 5.12

PFDA 1.00 0.923 92.3 9.43 14.5

2.00 1.85   92.5 4.50 6.79

4.00 4.26   106  0.57 5.01

PFDS 1.00 1.14   114  5.25 6.97

2.00 2.06   103  2.21 3.64

4.00 3.83   95.6 0.82 1.88
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相关研究[9-10, 22]进行比较，发现该地区人群尿样中PFCs含

量相对较低，提示当地人群暴露于PFCs的风险较小。

*　　　　*　　　　*
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表 3    某地学校小学生尿样中各PFCs的质量浓度范围（n=40）
Table 3    The range of PFCs in urine samples of primary school students

from one area (n=40)

PFCs Range/(ng/L) Average/(ng/L) Median/(ng/L)

PFBS ND-92.3 7.38 4.31

PFHxA ND-13.1 0.728 <0.201*

PFHxS ND-16.7 2.11 <1.52*

PFHpA ND-29.2 2.56 <2.09*

PFHpS ND-33.6 2.27 <1.90*

PFOA ND-24.5 2.69 <1.38*

PFOS ND-10.2 1.38 1.22

PFNA ND-7.76 1.99 <2.28*

PFDA ND-7.81 1.71 <1.42*

　ND: Not detected; * Lower than MDL.
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