
中国环境科学  2025,45(8)：4311~4321 China  Environmental  Science 

 

王永坤,姚  宇,雷  振,等.再生水残余有机物富集浓缩方法的优化与构建—以微量有机污染物和生物毒性检测为导向 [J]. 中国环境科学, 2025,45(8): 4311-4321 

Wang Y K, Yao Y, Lei Z, et al. Optimization and development of enrichment protocols for residual organic matter in reclaimed water — targeting organic 

micropollutants and biotoxicity assessment [J]. China Environmental Science, 2025,45(8):4311-4321. 

再生水残余有机物富集浓缩方法的优化与构建 

——以微量有机污染物和生物毒性检测为导向 

王永坤
1
,姚  宇

2
,雷  振

2
,马晓妍

2
,陈  荣

2∗
,王晓昌

2
,张广胜

1
 (1.皖西学院环境与旅游学院,安徽 六安 237012；2.

西安建筑科技大学环境与市政工程学院,西北水资源与环境生态教育部重点实验室,陕西 西安 710055) 

 

摘要：以微量有机污染物(OMPs)和生物毒性检测为导向,系统考察 4种水样预处理和 7种不同活化洗脱溶剂组合对有机组分富集浓缩的影响,筛选并确

立优化方法.结果表明,调节水样 pH 值为酸性(2.5)同时加入体积分数为 5%的甲醇,活化洗脱溶剂组合为 10mL 甲醇、10mL 乙酸乙酯和正己烷混合液

(1:1),HLB(500mg/6mL)和 LC-18(500mg/6mL)串联使用时,综合性指标 DOC 回收率可达 88%;与传统甲醇方法相比,优化方法对 10 种不同 logKow 的

OMPs回收效果均有提高,提高的倍数范围为 1.3~15.9;获取的再生水有机物浓缩液用于发光细菌急性毒性检测分析时,生物毒性效应达到 EC50所需要

的水样体积可减少 4.4倍,显著提高检测有效度和精度. 
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Optimization and development of enrichment protocols for residual organic matter in reclaimed water — targeting organic 

micropollutants and biotoxicity assessment. WANG Yong-kun1, YAO Yu2, LEI Zhen2, MA Xiao-yan2, CHEN Rong2∗, WANG 

Xiao-chang2, ZHANG Guang-sheng1 (1.School of Environment and Tourism, West Anhui University, Lùan 237000, China；2.Key 

Laboratory of Northwest Water Resource, Environment and Ecology, Ministry of Education, School of Environmental and Municipal 

Engineering, Xi'an University of Architecture and Technology, Xi'an 710055, China). China Environmental Science, 2025,45(8)：4311~4321 

Abstract：Targeting the challenges in organic micropollutants (OMPs) detection and biotoxicity assessment, this study systematically 

evaluated four water pretreatment approaches and seven activated elution solvent combinations to improve the enrichment efficiency 

of residual organic matter in reclaimed water. The optimized procedure comprised: acidification to pH 2.5 with 5% (V/V) methanol 

addition; sequential SPE using HLB (500mg/6mL) and LC-18 (500mg/6mL) cartridges for broad-spectrum retention; ternary elution 

with 10mL methanol, 10mL ethyl acetate, and hexane (1:1V/V) to achieve polarity-balanced desorption. The optimized approach 

achieved 88% dissolved organic carbon (DOC) recovery, representing a 1.3~15.9-fold enhancement in OMPs recovery across 

compounds with logKow values ranging from 1.8 to 5.7 compared to conventional methanol-based methods. Notably, the optimized 

protocol reduced the sample volume required to reach EC50 in acute toxicity assays by 4.4-fold. The optimized method developed in 

this study significantly enhanced detection sensitivity and precision. 

Key words：reclaimed water；solid phase extraction (SPE)；dissolved organic matter；organic micropollutants (OMPs)；biotoxicity 

 

再生水残余有机物主要包含三大类物质:来源

于饮用水水源的难降解天然有机质(NOM),生物处

理单元产生的溶解性微生物产物(SMPs),人类生产

活动相关的微量有机污染物(OMPs)以及多种副产

物等
[1-3]

.就已知结构的 OMPs而言,这些物质主要包

含农药、个人护理品、药物、工业化学品、食品添

加剂和洗涤剂等 .伴随着人类的生产活动 ,这些

OMPs会进入到污水中,然后随着污水厂尾水的排放

/回用进入到环境水体.目前,尾水/再生水中已有超

过 1000多种的 OMPs被检测出,其浓度水平主要在

ng/L级别
[4-5]

.此外,再生水残余有机物作为一种多元

混合有机污染物还具有多种不利生物效应,如遗传

毒性、雌激素效应、氧化应激反应和发光细菌急性

毒性等
[6-7]

.随着再生水的扩大利用以及对再生水安

全的关注,人们对有毒有害有机污染物的精确定量

以及生物毒性效应检测的要求也越来越高
[8-10]

. 

然而,无论是大分子再生水残余有机物还是残

余物中的小分子 OMPs,其相对浓度都比较低.针对 
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生物毒性检测,同样需要对目标水样进行富集浓缩,

且需要保证目标水样中所有残余有机物的同时回

收,从而保证生物毒性检测分析的有效度和精度
[11]

.

因此,一种高效的、能够同时富集浓缩目标水样中不

同有机组分的前处理方法,对于 OMPs 的精确定量

以及生物毒性效应的准确表达具有重要意义
[12-14]

. 

目前,针对于低浓度混合有机物水样的前处理,

主要的富集浓缩方法有:反渗透(RO)、真空冷冻干燥

(Freeze-drying)和固相萃取(SPE)
[2,15]

.其中,SPE方法

简便,处理水样体积灵活,可实现脱盐,获取的浓缩样

品可用于后续的多种分析检测,是目前研究再生水

及其他污水源有机组分常采用的富集浓缩方

法 

[12,16]
.SPE方法对环境水样 DOC的回收率一般在

40%以上
[12]

.随着研究者越来越关注目标有机物的

组分特性,而不仅仅是DOC回收率,已经有很多研究

对不同功能化的 SPE 小柱开展了大量研究
[16-18]

.其

中,HLB、C18和 PPL由于能够实现较好的回收效果,

得到了较为广泛的应用,尤其 HLB小柱在 OMPs和

生物毒性检测领域优势更加突出
[16,19]

. 

然而,再生水残余有机物组分作为一种多元混合

物,相较于地表水等环境样品其组分更加复杂,尤其是

亲水性组分和小分子量有机组分更加丰富
[3,20]

.目前,

为提高有机物回收率,普遍采取的方法是在一定质量

SPE 小柱填料下,减少富集浓缩水样体积,从而减少填

料负荷,提高有机组分的富集和浓缩
[12-13]

.但鲜有研究

从水样预处理、水质条件以及 SPE 小柱活化洗脱溶

剂等角度系统考察 SPE 固相萃取方法对有机组分的

回收影响.水样预处理和活化洗脱等步骤是 SPE固相

萃取的重要核心环节,以微量有机污染物和生物毒性

检测为导向
[21-22]

,厘清重点环节对有机组分的影响,可

为测试终点的有效度和精度提供科学指导. 

因此,本研究以典型再生水残余有机组分为研

究对象,以小分子 OMPs 和非特异性生物毒性效应

测试分析为导向,系统考察 4种水样预处理和 7种不

同活化洗脱溶剂组合等对 SPE 富集浓缩方法的影

响,以期能够进一步筛选优化固相萃取富集浓缩方

法,使获取的萃取物更具有代表性,从而提高检测有

效度和精度. 

1  材料与方法 

1.1  材料 

固相萃取小柱 Oasis
®

 HLB(500mg/6mL)购自

Waters 公司;LC-18小柱(500mg/6mL)购自上海安普

实验科技股份有限公司 ;0.7μm 玻璃纤维滤膜

(Φ150mm)购自 Whatman 公司 ;实验使用的所有

OMPs 标准品均购自百灵威科技有限公司,品牌为

J&K 和 AccuStandard.利用标准品,根据仪器分析所

需,用甲醇溶液配制成不同浓度的标样储备液.标准

品不同溶剂之间利用高纯氮气吹脱后进行溶剂置

换.所有标准品和标样均置于-20℃保存备用.有机

溶剂包括甲醇、丙酮、乙酸乙酯、二氯甲烷和正己

烷,均购买于Fisher Scientific公司,规格为 4L,色谱级.

实验过程中所用的超纯水均取自 Milli–Q Biocel超

纯水机(18.2MΩ⋅cm). 

1.2  水样采集和预处理 

再生水水样采集自西安市思源污水处理厂,主

要工艺流程为:污水依次经格栅、调节池、厌氧、缺

氧以及好氧单元后经中空纤维柱式膜过滤,加氯消

毒得到再生水
[23]

.取样瓶为棕色 5L 丝口瓶,使用前

利用甲醇溶剂进行反复润洗并使用超纯水清洗干

净.采集过程中,使用目标水样将采样瓶润洗 3 次后

收集水样.水样过滤装置主要包含格兰仕蠕动泵和

板式过滤器,滤膜采用 0.7μm 的玻璃纤维膜.滤膜使

用前经 450℃高温 4h 烧制,去除有机杂质,防止水样

过滤当中引入外源污染.过滤后的目标水样定义为

原水. 

1.3  残余有机物富集浓缩方法构建与优化实验 

1.3.1  固相萃取富集浓缩方法的目标控制  残余

有机物富集浓缩方法共设置 3 个控制目标,分别为

总溶解性有机物回收、OMPs 回收和残余有机物生

物毒性效应测试. 

(1)总溶解性有机物的回收 SPE 富集浓缩方法

需保证目标水样中的残余有机物具有较高的回收

率,包括溶解性有机物的总回收率,不同性质不同组

分残余有机物的回收.富集浓缩获取的有机物和原

水有机物主要采用总有机碳测定及光谱手段等综

合指标进行表征. 

(2)微量有机污染物的回收 SPE 富集浓缩方法

满足总有机物回收的同时,需满足残余有机物中不

同小分子量 OMPs 的同时回收,保证方法可重复强,

精确度高. 

(3)残余有机物生物毒性效应测试 SPE 富集浓
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缩方法获取的目标水样残余有机物浓缩液,要有利

于生物毒性效应检测分析.SPE 方法可根据实验需

求获取不同浓缩倍数的残余有机物浓缩液,同时富

集浓缩方法应尽量减少实验所需水样体积,从而提

高实验效率.换言之,SPE 方法需要能够最大程度的

富集浓缩水样中的生物效应活性组分. 

1.3.2  SPE富集浓缩方法的主要步骤  SPE技术的

步骤如图 1 所示,主要包括 SPE 小柱的活化、目标

水样上样、清洗、洗脱和浓缩液制备等.其中,上样

过程中一般过流速度控制在 5mL/min 以下为宜,避

免渠道效应;清洗过程利用超纯水对小柱填料进行

清洗,主要目的为去除填料中残余盐分.获取的洗脱

液根据后续检测分析需求进行进一步处理,包括吹

脱、溶剂置换和定容等. 

 

图 1  水样固相萃取富集浓缩流程示意 

Fig.1  Workflow of SPE enrichment and concentration for 

water samples 

1.3.3  固相萃取富集浓缩方法的优化内容 

(1)水样预处理方法的优化 基于前期文献调

研 

[12,16,19,21]
和预实验结果分析,本文共设置 4种不同

方法对目标水样进行预处理,分别为:P1(原水,不处

理);P2(原水酸化 pH = 2.5);P3(原水中加入体积分数

为 5%的甲醇溶液);P4(原水酸化 pH = 2.5,同时加入

体积分数为 5%的甲醇溶液).其中,原水 pH = 7.50 ± 

0.01. 

(2)SPE 小柱活化洗脱溶剂的优化 本实验中共

选择了 5 种活化洗脱溶剂,按极性从大到小依次为:

甲醇(6.6),丙酮(5.4),乙酸乙酯(4.3),二氯甲烷(3.4)和

正己烷(0.06).共考察 7 种不同活化洗脱溶剂组合方

式(表 1)对水样中残余有机物回收的影响. 

该部分试验共设置 28 组,具体设置参数见表 1.

每种处理方式下,实际再生水样品固相萃取的体积

为 1L,每种处理方式设置 2个平行.目标水样固相萃

取结束后,获取的残余有机物浓缩液取出一定体积,

最终根据浓缩倍数大小,用 100mL 超纯水稀释成原

始浓度水平,并进行水浴溶解(40℃),用于后续常规

测试分析;OMPs 检测分析使用甲醇溶液,浓缩倍数

为 1000 倍;生物毒性效应实验使用 1% DMSO(二甲

基亚砜)溶解. 

表 1  固相萃取方法优化试验设置安排 

Table 1  Details of experimental design for SPE method 

optimization in this study 

活化洗脱有机溶剂(mL) 
水样预

处理
溶剂

组别
甲醇(6.6) 丙酮(5.4) 

乙酸乙酯

(4.3) 

二氯甲烷

(3.4) 

正己烷

(0.06) 

S1 20     

S2 10 10    

S3 10  10   

S4 10   10  

S5 10 5   5 

S6 10  5  5 

P1 

S7 10   5 5 

S1 20     

S2 10 10    

S3 10  10   

S4 10   10  

S5 10 5   5 

S6 10  5  5 

P2 

S7 10   5 5 

S1 20     

S2 10 10    

S3 10  10   

S4 10   10  

S5 10 5   5 

S6 10  5  5 

P3 

S7 10   5 5 

S1 20     

S2 10 10    

S3 10  10   

S4 10   10  

S5 10 5   5 

S6 10  5  5 

P4 

S7 10   5 5 

注:有机溶剂对应括号内为其极性值. 

(3)SPE小柱的串联强化 根据上述实验结果,确

定最优化的水样预处理方法和最优化的小柱活化

洗脱溶剂组合.为进一步获得更高水样残余有机物

回收率,实验中将Oasis
®

 HLB固相萃取小柱(500mg/ 

6mL)和LC-18固相萃取小柱(500mg/6mL)串联使用,

综合考察该固相萃取实验条件下, OMPs 的回收效

果以及生物毒性效应检测等. 

1.4  样品分析方法 
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1.4.1  总溶解性有机碳  实验原水和不同 SPE 方

法获取的残余有机物浓缩液中总溶解性有机物

(DOC, mg C/L)含量使用总有机碳分析仪(TOC- 

VCPN, Shimadzu, Japan)进行测量.取干净 50mL比

色管,准备待测水样 25mL,加入 50μL浓硫酸进行酸

化,在高纯氮气环境下进行吹脱(3min),之后进行上

机测样,每个样品检测 2~3 次,保证测量结果误差在

2%以内. 

1.4.2  光学指标检测  实验原水和不同 SPE 方法

获取的残余有机物样品 UV-Vis 吸收光谱使用双光

束紫外可见分光光度计(TU-1901)进行扫描测定.使

用超纯水作为空白水样.残余有机物中总有色类组

分(CDOM)含量采用 250~450nm 吸光系数进行积分

计算
[24]

;荧光光谱通过日立 F-7000 型荧光分光光度

计进行测量.获取的三维荧光光谱数据,利用区域积

分法进行定量分析,残余物中总荧光类组分(FDOM)

含量为不同区域荧光体积之和
[25]

. 

1.4.3  微量有机污染物定量检测  结合前期掌握

的实际再生水 OMPs 赋存特性,本研究根据 logKow

参数,共考察了 10种OMPs的回收效果,如表 2所示.

目标 OMPs采用 UPLC-MS/MS(ACQUITY UPLC - 

Xevo TQ MS, 沃特世,美国)进行定量检测分析,具

体方法可参照文献[26-27]. 

表 2  固相萃取富集浓缩实验中目标 OMPs参数 

Table 2  Specific parameters of targeted OMPs with different 

logK
ow
 

序号 中文名 英文名 CAS. logKow

1 磺胺甲恶唑 Sulfamethoxazole 723-46-6 0.48

2 甲氧苄啶 Trimethoprim 738-70-5 0.73

3 多菌灵 Carbendazim 10605-21-7 1.55

4 卡马西平 Carbamazepine 298-46-4 2.25

5 达灭芬 Dimethomorph 110488-70-5 2.36

6 三苯基氧膦 Triphenylphosphine oxide 791-28-6 2.87

7 苯拉海明 
Diphenhydramine 

Hydrochloride 
147-24-0 3.11

8 氟西汀 Fluoxetine hydrochloride 56296-78-7 4.65

9 甲灭酸 Mefenamic acid 61-68-7 5.28

10 
对甲氧基肉

桂酸辛酯 

Octyl 4-methoxycinnamat 

(EHMC) 
5466-77-3 5.80

 

1.4.4  发光细菌荧光抑制毒性检测  发光细菌急

性毒性实验选取费氏弧菌(Vibrio fischeri)进行,菌种

购自中国工业微生物菌种保藏管理中心 (China 

Center of Industrial Culture Collection, CICC),主要测

试步骤参照国际标准 ISO 11348方法
[28]

.半数效应浓

度(EC50-phenol)可通过剂量效应曲线获得.为更好表征

待测样品发光细菌急性毒性值,同时便于不同样品

之间毒性大小对比,本研究将待测样品的发光菌抑

制效应折算成阳性对照物苯酚的当量值(TEQphenol). 

1.5  统计分析方法 

使用 IBM SPSS Statistics 软件进行统计分析.采

用单因素方差分析(ANOVA)用于确定两个不同处

理组之间关于不同目标参数的显著差异.在统计分

析之前,检查实验数据的正态性和方差齐性,显著性

差异水平设置为 0.05,当 P>0.05和 P<0.05,分别对应

无显著性差异和显著性差异. 

2  结果与分析 

2.1  水样预处理方法优化比较 

典型再生水残余有机物的 DOC 值为(5.93±0.17) 

mg C/L,这和 Hu 等
[3]
的研究结果一致;其中 CDOM

含量为 (2480.8±35.2)m
-1

,FDOM 含量为 (5.0×10
6
± 

1.4×10
6
)AU⋅nm

2
,这和张世莹等

[29]
的研究结果一致.

共考察了 4 种不同水样预处理方式(P1~P4),且每种

预处理方式包含 7 种(S1~S7)不同活化洗脱溶剂

组 合. 

当以 4 种水样预处理方法为主要考察因素时,

研究结果如图 2所示.P1 条件下,通过 SPE方法获取

的残余有机物 DOC浓度平均值为 1.45mg C/L,对应

回收率仅为 24.5%(图2(a));P2条件下,通过SPE方法

获取的 DOC浓度平均值为 2.90mg C/L,对应回收率

为 48.6%;P3 条件下,通过 SPE 方法获取的 DOC 浓

度平均值仅为 1.10mg C/L,对应回收率为 18.5%;P4

条件下,通过 SPE 方法获取的 DOC 浓度平均值为

2.92mg C/L,对应回收率为 49.3%.研究结果表明,P2

和 P4水样预处理条件下 SPE方法对原水中有机物

的回收率较高,其次为 P1 预处理条件,P3 的回收率

最低.统计分析结果显示,P2 和 P4 处理方法分别和

P1、P3 之间存在显著性差异(P<0.05),表明 P2、P4

具有较好的回收性能.与此同时,从图 2(a)中可以看

出,对于同一种水样预处理方式 Pi(i=1,2,3,4)来说,不

同活化洗脱溶剂条件下的结果并未表现出较大的

差异性.这说明对于 SPE 富集浓缩方法,水样预处理

相比较于活化洗脱溶剂来说,对有机物的回收影响

可能更大. 
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图 2  不同水样预处理条件下残余有机物的回收特性 

Fig.2  The recovery characteristics of residual organic matter under different pretreatment conditions of water samples 

不同字母代表两者之间存在显著性差异(P<0.05) 

对于有机物中有色类物质CDOM,结果如图 2(b)

所示.P1 条件下,通过 SPE 方法获取的 CDOM 浓度

平均值为 611.22m
-1

,对应回收率平均值为 25.0%;P2

条件下,通过 SPE方法获取的 CDOM浓度平均值为

1327.63m
-1

,对应回收率平均值为 53.5%;P3 条件下,

通过 SPE 方法获取的 CDOM 浓度平均值仅为

454.27m
-1

,对应回收率平均值为 18.3%;P4 条件下,通

过 SPE 方法获获取的 CDOM 和 P2 类似,浓度平均

值为 1375.29m
-1

,对应的回收率平均值为 55.4%.研

究结果表明,P2和 P4水样预处理条件对原水中有色

类有机物的回收也表现出较高的回收率.此外,P3 仍

旧表现最差. 

对于有机物中荧光类物质 FDOM,结果如图 2(c)

所示.P1条件下,通过SPE方法获取的FDOM浓度平

均值为 1.5×10
6
AU⋅nm

2
,对应回收率平均值为 29.4%; 

P2 条件下,通过 SPE方法获取的 FDOM浓度平均值

为 2.6×10
6
AU⋅nm

2
,对应回收率平均值为 53.0%;P3

条件下,通过 SPE方法获取的 FDOM浓度平均值为

1.2 × 10
6
AU⋅nm

2
,对应回收率仅为 23.6%;P4 条件下,

通过 SPE方法获获取的 FDOM浓度平均值为 2.5 × 

10
6
AU⋅nm

2
左右,对应回收率平均值为49.0%.研究结

果表明,P2和 P4水样预处理条件对原水中荧光类有

机物的回收也表现出了较高的回收率,且统计分析

结果表明 P2处理方法优于 P4(P<0.05).此外,P3仍旧

表现最差. 

HLB 固相萃取小柱属于反相吸附剂的一种,固

定相为亲水亲脂平衡的二乙烯基苯-N-吡咯烷酮聚

合物,溶液酸化有利于酸性基团在反向吸附剂上的

保留.研究表明,二级出水中酸性有机组分占比较高,

且表现出较强的荧光特性
[30-31]

,因此水样酸化更有

利于 FDOM的回收. 

3项综合性指标 DOC,CDOM和 FDOM整体来

看(图 2 (d)),4种水样预处理方法中,P2和 P4表现较

好,总回收率分别为 155.1%和 153.7%,且显著优于

P1、P3(P<0.05).酸化处理可以通过水解酯和肽键来

改变样品中溶解的有机物,也可以改变大分子的高
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级结构,从而有利于有机组分在 SPE 小柱填料上的

保留,提高回收率
[14,32]

.本研究中,对比不同预处理方

式可以看出,就DOC,CDOM和 FDOM 3项指标而言,

设置水样 pH=2.5,SPE 方法对再生水残余有机物回

收效果更好. 

2.2  活化洗脱溶剂优化比较 

在P2和P4水样预处理的基础上,对不同活化洗

脱溶剂条件下 SPE 试验结果作进一步解析.DOC回

收结果如图 3(a)所示.P2 条件下,活化洗脱溶剂组合

方式 S1、S3和 S6对 DOC的回收效果相对较高;P4

条件下,S5、S4和 S2对 DOC的回收相对较高.可以

看出,对于同样的活化洗脱溶剂组合,在不同的 P2和

P4水样预处理条件下,固相萃取对DOC的回收效果

差异较大.整体上看,P4 条件下,S5和 S4活化洗脱溶

剂组合对 DOC的回收效果依次最好. 

对于 CDOM回收(图 3 (b)),P2 条件下,S6和 S3

对 CDOM的回收相对较高;P4 条件下,S6、S7和 S4

对 CDOM 的回收相对较高.P2 和 P4 水样预处理条

件下,S6 活化洗脱溶剂组合都表现出了最好的回收

效果. 

对于 FDOM回收(图 3 (c)),P2 条件下,S3和 S6

对 FDOM的回收相对较高,这与 DOC和 CDOM的

结果相一致;但是 P4 条件下,7 种活化溶剂组合对

FDOM 的回收全部整体大幅度下降,在酸化后的水

样中添加甲醇反而在一定程度上降低了 FDOM 的

回收效果.此外,对比分析不同的活化有机溶剂组合,

水样酸化条件下(P2),S1、S3和 S6的结果表明,乙酸

乙酯溶剂的合理引入能够显著提高 CDOM 和

FDOM 的回收效果;水样酸化和加甲醇预处理条件

下(P4),表现出了相似的结果. 

  

  

图 3  P2和 P4预处理条件下不同活化洗脱溶剂对残余有机物回收的影响 

Fig.3  Effects of different solvent combinations on residual organic matter recovery under P2 and P4 pretreatment conditions 

3项综合性指标 DOC,CDOM和 FDOM整体来

看(图3 (d)),P2条件下3项综合性指标的总回收效果

整体优于 P4 条件.P2 条件下,S3、S6和 S4对 DOC、

CDOM和 FDOM的总回收率依次最大;对比分析不

同的活化有机溶剂组合,水样酸化条件下(P2),S3 和

S6的结果表明,S2以及S5中丙酮溶剂的引入会显著
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削减再生水中大分子残余有机物的回收效果;P4 条

件下,S6、S4和 S7对 DOC、CDOM和 FDOM的总

回收率依次最大.可以看出无论 P2 还是 P4 条件,S4

和 S6 的活化洗脱溶剂组合方法对再生水中综合性

有机指标都表现出了较好的回收效果,这表明二氯

甲烷溶剂或者乙酸乙酯和正己烷混合溶剂的存在

能够非常稳定的提高大分子残余有机物的回收率;

而水样酸化条件下 (P2),S3 对 DOC、CDOM 和

FDOM 的总回收率最大表明,当选用乙酸乙酯作为

活化洗脱溶剂时,水样酸化步骤非常重要. 

2.3  微量有机污染物回收比较 

为更好实现 SPE 方法对再生水残余有机组分

的全要素回收,固相萃取方法还需同时实现对小分

子 OMPs 的高效回收.因此,在前文的基础上,对回

收性能表现较好的 P2(水样 pH=2.5)和 P4(pH=2.5

同时加入体积分数为 5%的甲醇)预处理条件进一

步选择优化.与此同时,考察的活化洗脱溶剂组合分

别为 S3、S4、S6和 S7四种处理条件,实验结果如

表 3所示. 

当以 P2和 P4水样预处理方法为主要考察因素

时,4 种不同活化洗脱溶剂组合作为控制变量.结果

表明,P2 条件下通过固相萃取方法获取的 10种不同

logKow的 OMPs 总浓度平均值为 903.1ng/L;P4 条件

下,10 种不同 logKow 的 OMPs 总浓度平均值为

1071.8ng/L,相比 P2 条件富集回收效果提高了

19%.P2处理方式为原水酸化pH=2.5;P4处理方式为

原水酸化 pH=2.5,同时加入体积分数为 5%的甲醇溶

液.可以看出,加入一定量的甲醇溶剂可以提高水样

中残余OMPs在固相萃取小柱填料上的富集回收效

果.有机甲醇的引入
[19]

,不但可以增加小分子 OMPs

在水样体系中的溶解条件 ,同时也能够优化目标

OMPs在固相萃取小柱填料中的保留条件. 

表 3  不同固相萃取条件下获取的 10种不同 logK
ow
的 OMPs浓度(ng/L) 

Table 3  Concentrations of OMPs (ng/L) with different logK
ow
 under various SPE conditions 

P2 P4 
固相萃取 化合物 

S3 S4 S6 S7 S3 S4 S6 S7 

磺胺甲恶唑 14 13.4 17.8 17.8 49.2 50 51 50.2 

甲氧苄啶 53.8 56.6 49.2 50.2 50.6 44.6 38.4 41 

多菌灵 88.2 88.4 74.2 85.8 150.4 138.8 134.6 134 

卡马西平 85.4 79.2 127.2 130 164 163 159 161.6 

达灭芬 5.2 5.2 6.8 7.2 7 7 7.6 8.4 

三苯基氧膦 193.2 259 431.6 443 493.6 465 468 487.2 

苯海拉明 160.4 151.8 237.8 244.4 243.2 215.6 190 200.2 

氟西汀 N.D. N.D. N.D. 4.4 8 5.4 8 10.2 

甲灭酸 99.8 107 129 130.4 115 98.4 98.8 109.4 

EHMC N.D. N.D. 4.2 6.8 2.4 3 5 8.2 

第 1次 

总和 700 760.6 1077.8 1120 1283.4 1190.8 1160.4 1210.4 

磺胺甲恶唑 29.2 25.6 28.4 23.6 52.8 47.6 58.4 43.6 

甲氧苄啶 40.8 40.8 40 40.4 42.8 53.2 46.8 48.8 

多菌灵 118.4 116 118.4 113.2 52.4 62.4 50.4 62 

卡马西平 102.8 86 135.2 128.4 118.8 N.D. N.D. 161.6 

达灭芬 3.6 2.8 4 4.8 3.6 4 4 4 

三苯基氧膦 208.8 168.8 270 242.8 230.4 226.8 290 317.6 

苯海拉明 218 180.8 276.8 268 243.2 232.8 303.2 328.4 

氟西汀 4.8 3.6 N.D. 4.4 4 5.2 N.D. 8 

甲灭酸 108.8 96.8 140.4 124 108 122.4 133.2 183.6 

EHMC 4.4 6.4 16.4 19.6 6 12.4 22.8 34.4 

第 2次 

总和 839.6 727.6 1029.6 969.2 862 766.8 908.8 1192 

两次总和均值 769.8 744.1 1053.7 1044.6 1072.7 978.8 1034.6 1201.2 
均值 

P2/P4条件下均值 (903.1±146.4) (1071.8±81.8) 

 

进一步分析 4种不同活化洗脱溶剂组合对 SPE

富集回收效果的影响.结果表明,P2 处理条件下, S6

对 10种不同 logKow的 OMPs获取了最高总浓度,平

均值为 1053.7ng/L,其次为 S7(1044.6ng/L);P4 处理
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条件下,S7 活化洗脱溶剂组合获取了最高总浓度,平

均值为 1201.2ng/L,其次为 S3(1072.7ng/L);S6 同样

获取了较高浓度(1034.6ng/L).然而,S4 活化洗脱溶

剂组合,无论是在 P2还是 P4 条件下,均表现最差.S4

的具体条件为,活化:10mL 甲醇+10mL 二氯甲烷 + 

10mL超纯水;洗脱:10mL甲醇+10mL二氯甲烷.可以

看出,无论是 P2 还是 P4 预处理条件,活化溶剂组合

中单纯引入二氯甲烷溶剂,并不利于 SPE 方法对不

同 logKow的 OMPs固相萃取和富集浓缩. 

总的来说,利用 SPE 方法富集浓缩再生水残余

的 10种不同 logKow的 OMPs时,P2 条件下,S6表现

最好,获取的 OMPs 的总浓度最高;P4 条件下,S7 表

现最好.此外,P4/S6和 P4/S3方法同样表现出了较好

的效果. 

2.4  生物毒性效应比较 

以发光细菌急性毒性检测为导向,同时考察了 4

种不同的水样预处理方式和 7 种不同的溶剂组合.

本研究中,由剂量-效应曲线计算待测样品的 EC50,

其中苯酚的 EC50 值为 3.04mmol/L,与张秋亚等研

究结果相接近(EC50 为 2.82mmol/L)
[33]

,说明了本试

验方法的可靠性.实验结果如图 4 所示.结果表明,再

生水通过不同的处理方式获取的固相萃取浓缩液,

用于发光细菌急性毒性效应测试时表现出较大的

差异性,最大值达 69.91mg/L TEQphenol,最小值仅为

7.37mg/L TEQphenol,相差近 10 倍. 

相较于 P2和 P4水样预处理条件,P1和 P3水样

预处理条件下,7种SPE小柱活化洗脱溶剂组合所获

取的再生水残余有机物浓缩液,其发光细菌急性毒

性检测值均较小,其中P3/S7条件下毒性效应值最小,

仅为 21.23mg/L TEQphenol. 

前文的研究中无论 P1还是 P3水样预处理条件

下,固相萃取方法对活性有机组分 CDOM和 FDOM

的回收表现都比较差.很多研究表明,目标水样的发

光细菌急性毒性和其中的有色类和荧光类有机组

分有强关联性
[34-36]

,这与本研究结果一致.P2 和 P4

水样预处理条件下,7种SPE小柱活化洗脱溶剂组合

所获取的再生水残余有机物浓缩液,其发光细菌急

性毒性值较大,其中 P4/S3 条件下毒性效应值最大,

达 69.91mg/L TEQphenol.4种不同的水样预处理方式

对比可发现,无论是 P1vsP2,还是 P2vsP4,水样酸化

处理都能够显著增强再生水中有毒有害活性物质

的富集浓缩,从而提高发光细菌急性毒性检测的有

效性. 

 

图 4  不同水样预处理和溶剂组合条件下固相萃取浓缩液

发光细菌急性毒性 

Fig.4  Acute toxicity of concentrated samples under different 

water sample pretreatment and solvent combination conditions 

综合来看,当以生物毒性效应检测为导向时,对

于再生水残余有机物固相萃取浓缩来说,P2 条件下, 

S4和 S2 依次表现最好,发光细菌急性毒性值分别为

69.78和 65.35mg/L TEQphenol;P4 条件下,S3和 S4 依

次表现最好,发光细菌急性毒性值分别为 69.91 和

68.37mg/L TEQphenol. 

2.5  优化方法的选择和小柱串联强化 

前文优化实验结果可以看出,无论以 OMPs 还

是以非特异性发光细菌急性毒性检测为导向,P4 预

处理条件都表现出了一定的优越性和稳定性. 

由于 HLB 填料特性,其对极性和中性有机组分

吸附保留较好,但对于弱极性组分保留较差.对于环

境水样而言,为了更好的提高有机组分的回收率,往

往结合其他小柱连用,如 C18
[12,16]

.因此,实验中将亲

水亲脂性Oasis
®

 HLB固相萃取小柱(500mg/6mL)和

弱极性LC-18固相萃取小柱(500mg/6mL)串联结合,

在 P4 条件下考察 S3、S4、S6和 S7方法,进一步选

择优化. 

实验结果如图 5所示.串联强化后,P4 条件下,通

过 4 种固相萃取方法获取的 10 种不同 logKow的

OMPs 总浓度,S6 表现最好,达 951.6ng/L;S7 表现最

差,为 839.0ng/L.对于发光细菌急性毒性值来说,4种

固相萃取方法所获取的再生水残余有机物浓缩

液,S3 和 S6 活化溶剂组依次表现最好,毒性值分别
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为 68.07和 64.92mg/L TEQphenol.S3(活化:10mL 甲醇 

+10mL 乙酸乙酯+10mL 超纯水;洗脱:10mL 甲醇 

+10mL乙酸乙酯)和S6(活化:10mL甲醇+10mL乙酸

乙酯和正己烷混合液(1:1)+10mL超纯水;洗脱:10mL 

甲醇+10mL 乙酸乙酯和正己烷混合液(1:1))溶剂组

合具有相似性,在 S3 的基础上引入正己烷形成 S6

活化洗脱溶剂组合.前文的分析可知,正己烷的引入

可以提高大分子残余有机物和小分子OMPs的回收,

在串联小柱的加强下,乙酸乙酯+正己烷组合的优势

进一步突显,尤其是在非特异性发光细菌急性毒性

测试实验方面. 

综上,通过对比分析研究可知,以 OMPs 和生物

毒性效应检测为导向,HLB 和 C18小柱串联模式下,

相比较来说 P4/S6方法回收效果更好. 

 

图 5  P4条件不同活化洗脱溶剂条件下固相萃取浓缩液

OMPs和发光细菌急性毒性检测结果 

Fig.5  Effects of different solvent combinations on OMPs and 

acute toxicity under P4 pretreatment condition 

2.6  优化方法的评价 

以传统甲醇方法为参照文献[37],进行对比分析

评价.传统甲醇方法对残余有机物的富集浓缩步骤

具体如下:水样过滤后直接进行上样,活化溶剂为

20mL 色谱甲醇溶液和 10mL 超纯水,洗脱溶剂为

20mL 色谱甲醇.其余条件则与优化确立的残余有机

物固相萃取方法(P4/S6)保持一致. 

研究结果表明,原水DOC值为 6.29mg C/L,传统

甲醇方法回收的 DOC为 2.85mg C/L,优化方法获取

的DOC为 5.53mg C/L.相比于传统甲醇方法对DOC

的回收率(45%)而言,优化方法对 DOC 的回收率可

达 88%,提高了近 2 倍.Neale 等
[38]
利用填料质量为

1g 的HLB小柱,在环境水样 pH=3的条件下,富集浓

缩 1~2L样品,DOC回收率在 40%~70%之间;Li等
[12]

利用填料质量为 60mg 的 HLB 小柱,在环境水样

pH=2的条件下,分别富集浓缩了 1mL地表水样品和

50mL 海水样品,DOC 回收率最大约为 76%.可以看

出,在总有机物组分回收方面,本研究中的方法具有

更好的回收效果. 

 

 

图 6  传统甲醇方法和优化方法进行固相萃取浓缩的对比

分析 

Fig.6  Comparative analysis of SPE between the conventional 

methanol-based method and optimized method 

如图 6 (a)所示,优化方法对 10种不同 logKow的

OMPs 的回收效果均有提高 ,提高的倍数范围为

1.3~15.9,尤其是疏水性较强的 EHMC.一般情况下,

化合物的 logKow越大,疏水性越强,化合物越不容易

被亲水性的填料吸附
[21]

.因此单 HLB小柱富集浓缩

过程中会损失部分弱极性的化合物.相反,C18小柱主

要通过疏水性作用吸附非极性化合物,对 logKow 较
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大的化合物保留性较强,从而能够保障较好的回收

效果.因此,HLB 和 C18小柱串联使用,能够兼顾强极

性和弱极性化合物的保留回收,提高目标 OMPs 的

回收率.此外,本固相萃取优化方法中的活化洗脱有

机溶剂组合包含甲醇(6.6),乙酸乙酯(4.3)和正己烷

(0.06),有机溶剂的极性覆盖范围广,从结果来看,该

溶剂组合对于 SPE 小柱材料具有较好活化洗脱

效 果. 

对于生物毒性测试而言,结果如图 6(b)所示.甲

醇方法获取的残余有机物浓缩样品用于发光细菌

急性毒性检测分析时,当发光细菌急性毒性的发光

抑制率为 50%(EC50)时 ,对应的水样浓缩倍数为

55.5 倍;优化方法获取的残余有机物浓缩样品用于

发光细菌急性毒性检测分析时,对应的水样浓缩倍

数仅需要 12.5 倍.与传统甲醇方法相比,生物毒性效

应达到 EC50所需要的试验水样体积减少 4.4 倍.实

际检测分析中,如果不能够获取代表性的有机物浓

缩样品,一方面获取的毒性结果不能完全反应水样

残余有机物的毒性特征;另外一方面有机物的损失

导致实验精度降低,所需水样提高,也增加了实验分

析的负担. 

3  结论 

3.1  对 DOC,CDOM 和 FDOM 三项综合性指标而

言,调节水样 pH 值为酸性(2.5)可以获得较高的回收

率,仅加入甲醇溶液反而会削减残余有机物的回收

率;无论 P2 还是 P4 条件,S4 和 S6 的活化洗脱溶剂

组合方法对再生水中综合性有机指标都表现出了

较好的回收效果,表明二氯甲烷溶剂或者乙酸乙酯

和正己烷混合溶剂的存在能够非常稳定的提高大

分子残余有机物的回收率. 

3.2  对 10种不同 logKow(0.48~5.80)的 OMPs而言, 

P4 条件下通过固相萃取方法获取的总浓度平均值

为 1071.8ng/L,相比 P2 条件富集回收效果提高 19%;

在 P4处理条件下,4种不同活化洗脱溶剂组中,S7活

化洗脱溶剂组合获取了最高的总浓度 ,平均值为

1201.2ng/L.对比 P2和 P4条件,可以发现水样预处理

条件中加入一定量的甲醇溶剂可以提高小分子

OMPs在固相萃取小柱填料上的富集回收效果. 

3.3  对再生水发光细菌急性毒性检测而言,相较于

P2和 P4水样预处理条件, P1和 P3 条件下,7种 SPE

小柱活化洗脱溶剂组合所获取的残余有机物浓缩

液,其发光细菌急性毒性值均表现较小;相反,P2 和

P4 水样预处理条件下,急性毒性值均表现较大,表明

水样酸化处理能够显著增强再生水中有毒有害活

性物质的富集浓缩,从而提高发光细菌急性毒性检

测的有效性. 

3.4  使用筛选优化后的 SPE 固相萃取富集浓缩方

法,再生水综合性指标 DOC(总溶解性有机碳)回收

率可达 88%;与传统甲醇方法相比较,优化方法对 10

种不同 logKow的 OMPs 回收效果均有提高,提高的

倍数范围为 1.3~15.9;获取的有机物浓缩样品用于

发光细菌急性毒性检测分析时,生物毒性效应达到

EC50 所需要的水样体积可减少 4.4 倍,显著提高检

测有效度和精度. 
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