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摘 要：建立了多孔金属有机骨架MIL－101（Cr）填充针头式尼龙过滤器固相微萃取结合高效液相色谱－荧光

检测器对水中雌二醇（E2）、雌三醇（E3）、雌酮（E1）3种雌激素进行快速检测的方法。MIL－101（Cr）与尼龙滤膜

对雌激素表现出协同吸附效果。通过对萃取材料以及新型萃取装置制备过程、吸附、洗脱过程进行优化，可对

10 mL水样中 3种雌激素实现 4 min吸附、1 min洗脱的快速前处理。结果显示，E2和E3在 0. 2～500 µg/L、E1
在 5～500 µg/L质量浓度范围内线性良好，相关系数（r2）为 0. 998 2～0. 999 3，检出限分别为 0. 05、0. 06、
1. 50 µg/L，日内和日间相对标准偏差（RSD）分别为 0. 20%～3. 2%（n = 6）和 5. 9%～6. 1%（n = 3）。水样中 3种
分析物的加标回收率为 84. 1%～108%，RSD均不大于 5. 5%。该方法简单方便、灵敏度高，能够用于水样中

3种雌激素的快速筛查和准确定量。
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Abstract：A novel，simple and rapid method was established for the determination of estradiol（E2），

estradiol（E3）and estrone（E1）in water，based on solid-phase micro-extraction（SPME）using porous
metal－organic framework MIL－101（Cr）filled syringe nylon filter combined with high performance
liquid chromatography－fluorescence detector. Firstly，the MIL－101（Cr）powder material was pre⁃
pared by the hydrothermal synthesis method，whose structure，crystal forms and surface properties
were proved by characterization of X－ray diffraction（XRD），scanning electron microscopy（SEM），

nitrogen adsorption－desorption isotherms and pore size distribution. Secondly，the integrity of the
nylon membrane in the proposed SPME device was verified by simulating the solid-phase extraction
process. Next，the dominant parameters affecting enrichment efficiency，including extraction speed，
sample pH value，salt concentration，washing and desorption conditions were investigated. It was
found that when the sample was set at pH 6. 0，the salt concentration was 0，the syringe speed was
2. 5 mL/min，the elution solvent was methanol，and the washing solvent was 2 mL of 10% methanol/
H2O，the extraction effect for the three targets was the best. Under the optimized conditions，three tar⁃
get estrogens in 10 mL water sample could be adsorbed within 4 min and eluted within 1 min. This
method showed good linear relationships in the range of 0. 2－500 µg/L for E2 and E3，and 5－
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500 µg/L for E1，with their correlation coefficients（r2）of 0. 998 2－0. 999 3. The limits of detection
for three analytes were 0. 05，0. 06 and 1. 50 µg/L，respectively. The relative standard deviations（RSD）
for intra-day（n = 6）and inter-day（n = 3）were in the ranges of 0. 20%－3. 2% and 5. 9%－6. 1%，respec⁃
tively．The recoveries for all targets in water samples at three spiked levels ranged from 84. 1% to 108%，

with RSDs not more than 5. 5%. The developed method is simple and sensitive，and could be used for the
rapid determination and accurate quantification of estrogens in water samples. In this method，MIL－101
（Cr）and nylon membrane showed a synergistic adsorption effect on estrogen，providing a new strategy for
multi-objective purification and extraction from complex environmental samples.
Key words： solid-phase micro-extraction（SPME）；high performance liquid chromatography（HPLC）；

metal－organic framework；MIL－101（Cr）；estrogen；nylon filter
内分泌干扰物（EDCs）因其对激素系统的干扰能力而得到广泛关注［1－2］。近年来，由于大量药物的

生产和使用，越来越多的EDCs通过生产和生活废物、人类和其他生物的排泄物进入环境中，其中环境

雌激素（EEs）种类最多、最受关注。大多数环境雌激素的化学性质稳定、半衰期较长，在生物体内降

解速度慢、难以排出体外，并能通过食物链等作用在人体内富集，导致毒性蓄积，从而产生致癌、致

畸性［3－4］。因此，监测环境中残留的雌激素具有重要意义。

由于环境样品的组成非常复杂且环境中雌激素的含量较低，通常需要进行样品前处理以浓缩分析

物和减少干扰物［5］。填充吸附剂微萃取（Micro-extraction by packed sorbent，MEPS）是一种将吸附剂（1～
4 mg）封载于注射器针筒的小型化固相萃取技术，其吸附剂和有机溶剂用量少、操作简单、富集因子

高、回收率高，已成功用于环境或生物基质中多种分析物的提取［6］。此外，吸附材料也是影响固相萃

取效果的关键因素之一，与传统吸附材料相比，金属有机骨架（MOFs）具有易制备、孔径可调、比表面

积大等优点，自 2006年以来被广泛应用于不同形式的固相萃取中。MIL－101（Cr）是一种以对苯二甲酸

铬为骨架的介孔MOFs，大孔笼（孔窗为 12 Å和 14. 7 × 16 Å，内径为 29 Å和 34 Å）、高孔隙率、大比表

面积和良好稳定性使其成为吸附和分离环境样品中分析物的有前途的候选物［7－8］。

本文以MIL－101（Cr）为吸附剂，在MEPS基础上，提出一种以带有微孔滤膜的针头式过滤器为吸附

剂载体的小型化萃取方法——填充针头式过滤器固相微萃取（SPME－FSF），借助于注射器推动力在滤头

内快速完成萃取、淋洗、洗脱过程，开发了一种简单、快速、高效、低成本的新型固相微萃取装置，并

结合高效液相色谱－荧光检测器（HPLC－FLD）实现了环境水中雌二醇（E2）、雌三醇（E3）、雌酮（E1）的

萃取和分析。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂
D2 PHASER X射线衍射仪（德国布鲁克有限公司）；SU8100冷场发射扫描电子显微镜（日本日立株

式会社）；Autosorb－iQ全自动比表面和孔径分布分析仪（美国Quantachrome公司）；UV－3600PLUS紫
外－可见分光光度计（日本岛津公司）；LSP02－1B注射泵（保定兰格恒流泵有限公司）。

17β-雌二醇（17β-E2）、雌三醇（E3）、雌酮（E1）、Cr（NO3）3·9H2O、对苯二甲酸（PTA）（上海阿拉丁

生物技术有限公司）；N，N-二甲基甲酰胺（DMF）、甲醇、无水乙醇、氢氟酸、盐酸、氢氧化钠、溴化

钾（国药集团化学试剂有限公司）；色谱纯乙腈、甲醇（美国 Fisher Chemical公司）。所用试剂如未特别

说明，均为分析纯。0. 22 µm尼龙 66过滤器（Ameritech Scientific公司）；PTFE过滤器（安捷伦科技有限

公司）。湖水样品取于江苏无锡小蠡湖；自来水样品取自实验室；饮用水样品为桶装洞庭山饮用天然泉

水，购于苏州碧螺天然泉食品饮料有限公司。

1. 2 MIL－101（Cr）的合成
MIL－101（Cr）的合成参照 Férey课题组的水热合成法［8］：将 800 mg Cr（NO3）3·9H2O（2. 0 mmol）、

332 mg PTA（2. 0 mmol）、9. 6 mL水和 0. 1 mL氢氟酸（40%）超声分散均匀后于反应釜内 220 ℃反应 8 h，
冷至室温，离心并用DMF洗涤沉淀至洗涤液无色澄清透明，以除去孔道内的对苯二甲酸及金属盐溶
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液；以无水乙醇洗涤3次，置换孔道内残留的DMF，40 ℃真空干燥过夜，得MIL－101（Cr）固体。

1. 3 固相微萃取滤头的构建
取 50 mg MIL－101（Cr）于容量瓶中，甲醇定容至 10 mL，超声使其分散均匀制成 5 g/L分散液，取

1 mL分散液注入带有 0. 22 µm滤膜的针头式尼龙过滤器，MIL－101（Cr）晶体被拦截于过滤器内，制成

MIL－101（Cr）固相微萃取滤头。

模拟固相萃取过程，利用注射泵将 10 mL超纯水以 2. 5 mL/min速度推过MIL－101（Cr）固相微萃取

滤头，注射器移取1 mL甲醇推过该滤头，收集甲醇洗脱液。通过测量MIL－101（Cr）的紫外吸收光谱与

水合粒径得到MIL－101（Cr）的特征峰，再通过测量滤液及洗脱液的紫外吸收光谱与其中颗粒的水合粒

径，对MIL－101（Cr）固相微萃取滤头中尼龙滤膜的完整性进行表征。

1. 4 萃取过程
SPME－FSF装置与萃取过程如图 1所示。吸附：以注射器吸取 10 mL样品溶液，并以 2. 5 mL/min

流速推过MIL－101（Cr）固相微萃取滤头；洗涤：以注射器吸取 2 mL 10%（体积分数）甲醇/水推过萃取

头；洗脱：吸取1 mL甲醇推过萃取头，洗脱液以HPLC－FLD分析。

分散固相萃取（DSPE）过程如下：吸附：取 10 mL样品溶液加至 15 mL离心管中，加入 5 mg MIL－
101（Cr），超声10 min；洗涤：10 000 r/min离心15 min后弃上清液，以2 mL 10%甲醇/水超声10 min；洗

脱：离心弃上清液，沉淀以1 mL甲醇超声10 min，过0. 22 µm滤膜，滤液待HPLC－FLD分析。

1. 5 液相色谱检测条件
使用配备C18 X Bridge柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm）和 2475 FLR检测器的 e2695高效液相色谱仪（美

国Waters公司）进行HPLC－FLD分析。流动相：乙腈（A）和 2%（体积分数）乙酸/水（B），梯度洗脱：0～
7 min，50% A；7～7. 5 min，50%～100%A；7. 5～10. 5 min，100% A；10. 5～11 min，100%～50%A；
11～12 min，50% A。进样量为 10 µL，流速为 1. 0 mL/min，柱温保持在 25 ℃；激发波长为 280 nm，发

射波长为310 nm。
2 结果与讨论

2. 1 MIL－101（Cr）的表征
通过 X射线衍射（XRD）、扫描电子显微镜（SEM）、BET比表面积测试对MIL－101（Cr）进行表征

（图 2）。MIL－101（Cr）的XRD谱图（图 2A）中所有衍射峰的位置和相对强度均与标准谱图一致；SEM图

像（图 2B）显示MIL－101（Cr）晶体为八面体形，粒径在 1 µm左右，与Lebedev等［9］报道的MIL－101（Cr）
晶体和SEM图像一致，表明MIL－101（Cr）成功合成。

N2吸附－脱附等温线和孔径分布图（图 2C、D）显示MIL－101（Cr）的比表面积为 3 366. 20 cm2/g，孔

体积为 1. 48 cm3/g。根据 3D模拟软件已知 3种雌激素的分子直径分别为 11. 0 Å、10. 5 Å、12. 2 Å
（图 2E），而MIL－101（Cr）呈介孔与微孔分布（图 2D），孔径集中在 11. 4 Å、17. 5 Å和 30. 9 Å，因此雌

激素恰能进入MIL－101（Cr）内部。综上，MIL－101（Cr）超大的比表面积与孔体积以及合适的孔径大小

非常有利于雌激素的萃取。

图1 填充针头式过滤器固相微萃取示意图

Fig. 1 Schematic illustration for SPME－FSF
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2. 2 固相微萃取滤头的构建

实验结果显示，将MIL－101（Cr）分散液填充入过滤器后，滤液与洗脱液澄清，说明大部分MIL－
101（Cr）被截留在滤膜上且滤膜无破损。为进一步探究滤液及洗脱液中是否有MIL－101（Cr）渗出以验证

滤膜完整性，对溶液紫外吸收光谱（图3A）与颗粒水合粒径（图3B）进行表征。如图所示，MIL－101（Cr）
在307 nm处有最大吸收峰，平均水合粒径为981 nm，过滤液中检测到微量水合粒径为100～300 nm的颗

粒，可能是超声分散过程中有极少量的MIL－101（Cr）晶体破碎或溶解变小，得以通过 0. 22 µm孔径滤

膜；洗脱液无大于10 nm的颗粒存在，表明固相微萃取滤头中滤膜在2. 5 mL/min流速和对应的压力下进

行萃取后仍能保证完整，这有利于后续萃取过程中固相与液相的分离，实现对色谱柱的保护作用。

通过研究DSPE与 SPME－FSF方法对雌激素的萃取率证明该方法的有效性（图 4A）。结果表明，与

传统DSPE相比，自制固相微萃取装置的萃取效率提高了 3～12倍。为进一步探究其萃取回收率显著提

图2 MIL－101（Cr）的XRD谱图与模拟谱图对比（A）、SEM图像（B）、氮气吸附－脱附等温线（C）、孔径分布图（D），
以及E2、E3、E1的分子结构（E）

Fig. 2 XRD pattern compared with simulated pattern（A），SEM image（B），nitrogen adsorption－desorption isotherms（C）and
pore size distribution（D）of the as-synthesized MIL－101（Cr），and structures of E2， E3 and E1（E）

图3 MIL－101（Cr）的紫外吸收光谱图（A）及水合粒径图（B）
Fig. 3 UV absorption spectra（A）and hydrodynamic size（B）of MIL－101（Cr）
a：MIL－101（Cr）dispersion；b：MIL－101（Cr）filtrate；c：eluent after SPME
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高的原因，分别采用空白Nylon过滤器、MIL－101（Cr）粉末以及填充有MIL－101（Cr）的Nylon过滤器、

PTFE过滤器对3种雌激素进行萃取（图4B）。以E2为例，MIL－101（Cr）的DSPE回收率不足20%；PTFE
滤膜对雌激素无明显吸附作用（数据未给出），但将吸附剂填充至 PTFE过滤器后，E2回收率提高至

60%，这可能是因为将吸附剂固定于过滤器内，易于固液相分离，减少了由于离心转移造成的样品与

吸附剂损失。Nylon滤膜对 E2有吸附作用，回收率约 50%，与文献结果一致；基于填充有MIL－101
（Cr）的Nylon过滤器 SPME－FSF使回收率增加至约 90%［10］。可见：SPME－FSF能通过减少操作损失提

高回收率，而对分析物具有吸附作用的Nylon滤膜发挥了显著的协同增效作用。

2. 3 萃取条件的优化
考察了洗脱剂、淋洗液、注射速度、离子强度、溶液pH值等条件对萃取效果的影响。实验过程使

用加标的纯水样品（0. 2 mg/L），固相微萃取滤头不重复使用，所有实验均重复3次。

2. 3. 1 洗脱剂 为提高洗脱效率，解吸溶剂必须比吸附剂对分析物具有更高的亲和力［5］。实验选用甲

醇、乙腈、丙酮、乙酸乙酯等溶剂作为洗脱剂对 3种目标物进行洗脱。由图 5A可见，以甲醇作洗脱剂

时，3种分析物的洗脱效果明显优于其他溶剂，因此选择甲醇作为洗脱剂。

2. 3. 2 淋洗液 合适的淋洗液能在减小基质影响的同时避免造成分析物的损失。选择不同浓度的甲

醇/水、乙腈/水进行洗涤，结果表明（图 5B）甲醇/水对分析物回收率的影响较小，为更有效去除样品中

的脂溶性杂质，选取 10%甲醇/水作为淋洗液。同时对淋洗液体积（1、2、3、10 mL）进行了优化，发现

当淋洗液体积为 2 mL时分析物的回收率最高。这可能是因为适当体积的淋洗液能在洗涤过程中去除干

扰物，有利于后续的分析物洗脱，而当淋洗液体积过大时，部分分析物被淋洗液洗脱，导致回收率降

低。因此，实验选择2 mL 10%甲醇/水作为淋洗液。

2. 3. 3 注射速度 萃取过程中样品溶液通过滤头的速度影响分析物与吸附剂的接触时间，进而影响萃取

效果。结果显示，流速小于2. 5 mL/min时，3种分析物的回收率无显著差异，当注射流速大于2. 5 mL/min
时，因萃取时间缩短导致回收率下降。基于省时高效的目的，实验选择注射速度为2. 5 mL/min。
2. 3. 4 离子强度 水溶液中离子强度会影响分析物的水溶性以及辛醇－水分配系数［11］进而影响萃取效

果，因此本实验通过在萃取前向溶液中加入不同量的 NaCl，考察了 NaCl含量为 0、5%、10%、15%、

20%和 30%对萃取过程的影响（图 5C）。结果表明，随着盐含量的增加，E3的回收率变化不大，但E2、
E1的回收率显著降低，这可能是因为随着盐含量的增加，溶液粘度增加导致传质效率降低，且极性雌

激素分子与盐分子发生了静电相互作用，导致分析物的回收率降低［12］。所以实验选择样品中不加盐，

这也简化了萃取过程。

2. 3. 5 样品溶液 pH值 样品溶液的 pH值决定了分析物的存在形式，因此是影响萃取效率的最重

要因素之一。通过添加HCl或NaOH溶液调节样品 pH值，考察了样品溶液 pH值对 3种分析物回收率

的影响（图 5D），结果显示，pH > 6. 0时，分析物的回收率随 pH升高而逐渐降低。这是因为在适当

图4 基于MIL－101（Cr）的DSPE和SPME－FSF方法对分析物的萃取效果（A）；Nylon过滤器、MIL－101（Cr）以及填充

有MIL－101（Cr）的Nylon过滤器、PTFE过滤器对分析物的萃取效果（B）
Fig. 4 Extraction effect of DSPE and SPME－FSF on analytes based MIL－101（Cr）（A）；extraction effect of nylon filter，

MIL－101（Cr），nylon filter and PTFE filter filled with MIL－101（Cr）on analytes（B）
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的酸性条件下，雌激素为游离分子态，疏水作用、π－π相互作用、氢键相互作用等作用力的存在

更有利于吸附；而在碱性条件下，分析物离子化导致回收率下降［13］。因此实验选择样品 pH值

为 6. 0。

2. 4 方法验证

在最佳萃取条件下，配制一系列质量浓度的雌激素标准溶液，采用本方法进行分析，并以目标物

的质量浓度（x，µg/L）为横坐标，以峰面积（y）为纵坐标作图，得到 3种雌激素的标准曲线。结果表明，

E2、E3的线性范围为 0. 2～500 µg/L，检出限（S/N = 3）分别为 0. 05、0. 06 µg/L，定量下限（S/N = 10）分

别为 0. 16、0. 20 µg/L；E1因荧光信号弱导致检出限较高（1. 50 µg/L），线性范围为 5～500 µg/L；3种
雌激素的相关系数（r2）为 0. 998 2～0. 999 3（见表 1）。使用相同方法制备的固相微萃取滤头对 3种雌激

素进行分析，以日内（n = 6）、日间（n = 3）的相对标准偏差（RSD）对不同滤头间的精密度进行验证，日

内和日间RSD为0. 20%～6. 1%，证明该方法具有良好精密度。

2. 5 方法对比

表 2对本方法与文献报道的其他固相萃取方法进行了比较，结果显示，本方法具有萃取装置简单、

成本低、吸附剂用量少（5 mg）、耗时短（萃取时间4 min）、灵敏度高等优点。

图5 洗脱剂（A）、淋洗液种类（B）、盐离子浓度（C）以及样品溶液pH值（D）对分析物回收率的影响

Fig. 5 Effect of elution solvent（A），washing solvent（B），salt concentration（C）and
sample pH（D）on the extraction recoveries for analytes

B：a：H2O；b：5% methanol/H2O；c：10% methanol/H2O；d：5% acetonitrile/H2O；e：10% acetonitrile/H2O

表1 本方法的线性关系、检出限、定量下限及相对标准偏差

Table 1 Linear relations，detection limits，quantitation limits and RSDs of the proposed method
Analyte
E2
E3
E1

Linear range
（µg/L）
0. 2～500
0. 2～500
5～500

r2

0. 998 7
0. 998 2
0. 999 3

LOD
（µg/L）
0. 05
0. 06
1. 50

LOQ
（µg/L）
0. 16
0. 20
5. 00

RSD*（%）
Intra-day（n = 6）

3. 2
0. 20
3. 2

Inter-day（n = 3）
6. 1
6. 0
5. 9

*10 µg/L for E3 and E2；100 µg/L for E1
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2. 6 实际样品的检测
在最优条件下，将本方法应用于自来水、饮用水和湖水样品中 3种雌激素的检测，3种样品中均未

检出目标物。图 6为实际湖水样品、加标湖水样品与雌激素标准溶液的色谱图。为验证本方法在实际

样品分析中的准确性，对上述 3种实际样品进行加标回收实验，所有分析物的回收率为 84. 1%～108%，

RSD不大于5. 5%（见表3）。

3 结 论

本文通过水热合成法成功制备了MIL－101（Cr）并将其填入针头式尼龙过滤器，构建了一种简单、

高效、低成本的固相微萃取装置，结合HPLC－FLD建立了水样中 3种雌激素的检测方法。开发的固相

表2 本方法与文献报道测定方法的比较

Table 2 Comparison of the proposed method with reported methods for the analysis of E2， E3 and E1

Method

MSPE－HPLC－UV
µ－SPE－UPLC－MS/MS
SBSE－HPLC－UV
µ－SPE－HPLC－MS

IOT－SPME－HPLC－DAD
SPE－HPLC－DAD

SPME－FSF－HPLC－FLD

Sorbent

Fe3O4－NH2@MIL－101ZIF－8
IRMOF－3

MIL－100（Fe）
MIPs
MIP

MIL－101（Cr）

Sorbent
mass（mg）

5
10
50
10
－

30
5

Extraction time（min）

10
40
30
40
20
－

4

LOD（µg/L）
E2
0. 10
0. 05
0. 28
0. 10
0. 73
8. 71
0. 05

E3
0. 22
0. 05
0. 29
0. 50
0. 80
10. 99
0. 06

E1
0. 22
0. 1
－

0. 01
0. 21
9. 54
1. 50

Reference

［14］
［15］
［12］
［16］
［17］
［18］
This work

MSPE：magnetic solid-phase extraction；SBSE： stir bar sorptive extraction； IOT－SPME： in-out-tube solid-phase microextraction；MIP：
molecularly imprinted polymer

图6 实际湖水样品（a）、加标湖水样品（b）与标准溶液（c）的色谱图

Fig. 6 Chromatograms of lake water sample（a），spiked lake water sample（b）and the standard solution of estrogens（c）
b：spiked 10 µg/L for E3 and E2，100 µg/L for E1；c：10 µg/L for E3 and E2，100 µg/L for E1

表3 实际样品中E2、E3、E1的检测值及加标回收率（n = 3）
Table 3 Analytical results and recoveries of estrogens in real samples（n = 3）

Real sample
Tap water

Drinking water

Lake water

Analyte
E2
E3
E1
E2
E3
E1
E2
E3
E1

Concentration（µg/L）
ND*
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Lowa
Recovery（%）

92. 9
90. 3
95. 6
102
84. 1
93. 1
99. 1
94. 9
92. 1

RSD（%）
2. 8
2. 6
4. 5
5. 3
5. 3
2. 4
2. 3
4. 8
2. 1

Middleb
Recovery（%）

93. 0
96. 9
94. 3
98. 6
104
88. 8
96. 7
93. 8
92. 4

RSD（%）
5. 5
4. 0
2. 6
3. 6
2. 7
3. 7
0. 58
2. 5
5. 0

Highc
Recovery（%）

87. 1
98. 5
108
101
100
91. 9
97. 5
101
91. 5

RSD（%）
0. 50
2. 5
1. 2
0. 40
3. 8
5. 1
4. 4
2. 1
4. 3

*not detected；a：spiked 5 µg/L for E3 and E2，50 µg/L for E1；b：spiked 10 µg/L for E3 and E2，100 µg/L for E1；c：spiked 50 µg/L
for E3 and E2，200 µg/L for E1
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微萃取装置具有操作简单、吸附剂用量少、成本低、耗时短等优点，所建立的分析方法线性范围宽、

灵敏度较高，回收率和精密度较好，适用于水样中雌激素的筛查与确证。
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