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热浸提－高效液相色谱等度分离－原子
荧光光谱法测定水产品中的 ４ 种砷形态

韦丽丽∗ꎬ石莉莉ꎬ覃月媚

(梧州市疾病预防控制中心ꎬ广西 梧州 ５４３００２)
摘要:建立了水产品中 ４ 种砷形态的热浸提－高效液相色谱等度分离－原子荧光光谱分析法ꎬ并对流动相浓度及 ｐＨ、流速、

载流浓度、泵速、硼氢化钾浓度等条件进行了优化ꎮ 在最佳实验条件下ꎬ亚砷酸[Ａｓ(Ⅲ)]、一甲基砷(ＭＭＡ)、二甲基砷(ＤＭＡ)
和砷酸[Ａｓ(Ⅴ)] ４ 种砷形态在 ５~１００ μｇ / Ｌ 范围内线性关系良好ꎬ相关系数大于 ０􀆰 ９９９ ５ꎬ检出限在 ０􀆰 ０１~０􀆰 ０３ ｍｇ / ｋｇꎬ相对标

准偏差(ＲＳＤꎬｎ＝ ７)在 １􀆰 ５％~５􀆰 ０％ꎮ 同时对不同样品进行 ３ 个水平的加标回收实验ꎬ各组分的加标回收率在 ８４􀆰 ０％ ~９７􀆰 ５％ꎮ
该方法操作简便ꎬ准确度好ꎬ精密度高ꎬ可用于测定水产品中的砷形态ꎮ
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　 　 砷(Ａｓ)是一种具有较强毒性的元素ꎬ具有准金

属特性ꎮ 由于工业“三废”的排放、矿藏的大量开发

以及含砷农药的使用等ꎬ砷广泛存在于环境、食品

中ꎬ因水生生物对砷有很强的富集作用ꎬ水产品中含

砷量较高ꎮ 砷对人体的皮肤、神经系统、心血管、肝
脏及肾脏等都有明显损伤ꎬ美国疾病控制中心和国

际癌症研究机构已经将砷确定为第一类致癌物

质[１]ꎬ而在我国ꎬ砷也是食品风险监测的重点项目ꎮ
常见的砷化合物包括亚砷酸 [ Ａｓ ( Ⅲ)]、 砷酸

[Ａｓ(Ⅴ)]、一甲基砷(ＭＭＡ)和二甲基砷(ＤＭＡ)、
砷甜菜碱、 砷胆碱、 砷糖等[２]ꎮ 其中无机 态 的

Ａｓ(Ⅲ)和 Ａｓ (Ⅴ) 毒性较大ꎬ有机态的 ＭＭＡ 和

ＤＭＡ 毒性较小ꎬ其他有机形态常被认为是无毒

的[３－４]ꎮ 研究表明ꎬ砷的生物毒性很大程度上取决

于其化学形态ꎬ因此ꎬ砷形态分析比总砷的分析更为

重要ꎮ 目前ꎬ砷形态的测定方法主要有液相色谱－
原子荧光光谱法[５－８]、液相色谱 －原子吸收光谱

法[９]、液相色谱－电感耦合等离子体质谱法[１０－１２]、气
相色谱－质谱法[１３]和毛细管电泳－电感耦合等离子

体质谱法[１４－１５]等ꎮ 其中ꎬ液相色谱与原子吸收光谱

法联用检测灵敏度不高ꎻ液相色谱－电感耦合等离

子体质谱法价格昂贵ꎬ难以普及ꎻ气相色谱－质谱法

必须预先对有机砷化合物进行衍生化反应ꎬ步骤烦

琐ꎻ毛细管电泳－电感耦合等离子体质谱法灵敏度

较低、毛细管活化时间长ꎻ而原子荧光光谱法测定砷

元素灵敏度高ꎬ操作成本均较低ꎬ与液相色谱具有良
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好的兼容性ꎮ 本文中建立了热浸提－高效液相色谱

等度分离－原子荧光光谱法ꎬ对市售水产品中的亚

砷酸 [ Ａｓ(Ⅲ) ]、 一 甲 基 砷 ( ＭＭＡ)、 二 甲 基 砷

(ＤＭＡ)和砷酸[Ａｓ(Ⅴ)]的 ４ 种砷形态进行测定ꎬ
操作简便ꎬ准确度好ꎬ结果满意ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

ＳＡ－２０ 型原子荧光形态分析仪(北京吉天仪器

公司)ꎻ砷编码式空心阴极灯(北京真空电子技术研

究所)ꎻ高速冷冻离心机(湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司)ꎻ恒温干燥箱(立德泰勀上海科学仪器有

限公司)ꎻ酸度计(梅特勒托利多有限公司)ꎮ
３ 价砷[Ａｓ(Ⅲ)]、５ 价砷[Ａｓ(Ⅴ)]、一甲基砷

(ＭＭＡ)和二甲基砷(ＤＭＡ)４ 种砷形态标准溶液浓

度分别为(７５􀆰 ７±１􀆰 ２)、(１７􀆰 ５±０􀆰 ４)、(２５􀆰 １±０􀆰 ８)、
(５２􀆰 ９±１􀆰 ８) μｇ / ｇꎬ购于国家标准物质研究中心ꎮ

流动相:１５ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸氢二铵溶液ꎬ用 １０％甲

酸调节 ｐＨ＝ ５􀆰 ８ꎬ经 ０􀆰 ４５ μｍ 水系滤膜过滤后ꎬ于超

声水浴中超声脱气 ２０ ｍｉｎꎬ备用ꎮ
硼氢化钾溶液(２０ ｇ / Ｌ)ꎬ介质为 ５􀆰 ０ ｇ / Ｌ 氢氧

化钠溶液ꎬ临用前配制ꎻ浓盐酸ꎻ实验中所用试剂均

为分析纯ꎬ酸为优级纯ꎬ试验用水为超纯水ꎮ
试验所用的玻璃器皿用(１＋４)的硝酸溶液浸泡

２４ ｈꎬ再依次用自来水、超纯水冲洗干净ꎮ
１􀆰 ２　 样品处理

分析样品均为市场采购的水产动物样品ꎬ洗净

晾干ꎬ取可食用部分匀浆ꎬ装入洁净聚乙烯瓶中ꎬ密
封于 ４℃冰箱冷藏备用ꎮ

称取试样 １􀆰 ０ ｇ(精确至 ０􀆰 ００１ ｇ)ꎬ置于 ５０ ｍＬ
塑料离心管中ꎬ加入 ２０ ｍＬ ０􀆰 １５ ｍｏｌ / Ｌ 硝酸溶液ꎬ放
置过夜ꎮ 于恒温箱 ９０℃热浸提 ２􀆰 ５ ｈꎬ每 ３０ ｍｉｎ 振

摇 １ ｍｉｎꎬ提取完毕ꎬ取出冷却至室温ꎬ于高速冷冻离

心机以 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 的转速 ４℃离心 １５ ｍｉｎꎬ取上层

清液置于 １０ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ５ ｍＬ 正己烷ꎬ振摇

１ ｍｉｎꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ ４℃离心 １５ ｍｉｎꎬ弃去上层正己

烷ꎮ 按此过程重复 １ 次ꎮ 用移液器排空气体ꎬ插入

离心管底部吸取下层清夜ꎬ经 ０􀆰 ４５ μｍ 有机滤膜过

滤及 Ｃ１８小柱净化后进样ꎮ 同时做试剂空白ꎮ
１􀆰 ３　 仪器条件

１􀆰 ３􀆰 １　 色谱条件

色谱柱:ＣＮＷＳｅｐ ＡＸ ＨＰＬＣ Ｃｏｌｕｍｎ 阴离子柱ꎬ
２５０ ｍｍ×４􀆰 ０ ｍｍꎬ１０ μｍꎻ洗脱模式:等度洗脱ꎻ泵流

速 １􀆰 ２ ｍＬ / ｍｉｎꎻ进样量 １００ μＬꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 原子荧光检测条件

光电倍增管负高压 ２８０ Ｖꎻ总灯电流 ６０ ｍＡꎻ辅
助灯电流 ３０ ｍＡꎻ载气流量 ３００ ｍＬ / ｍｉｎꎻ屏蔽气流

量 ６００ ｍＬ / ｍｉｎꎻ蠕动泵转速 ６５ ｒ / ｍｉｎꎮ
１􀆰 ４　 标准溶液的配制

砷形态混合标准中间液(１ ｇ / ｍＬ)ꎬ准确移取一

定量各砷形态标准溶液ꎬ用 ０􀆰 １５ ｍｏｌ / Ｌ 硝酸溶液配

制而成ꎮ 再分别移取一定体积中间液配制成质量浓

度分别为 ０、５􀆰 ０、１０􀆰 ０、２０􀆰 ０、４０􀆰 ０、８０􀆰 ０、１００􀆰 ０ μｇ / Ｌ
的砷形态混合标准溶液系列ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 色谱条件的优化

２􀆰 １􀆰 １　 流动相中磷酸氢二铵浓度对砷形态分离的

影响

离子交换色谱分离中ꎬ广泛采用钠、钾、铵的磷

酸盐、柠檬酸盐、甲酸盐溶液作为流动相ꎮ 试验选择

磷酸氢二铵溶液作为流动相ꎬ用 １０％甲酸溶液调节

流动相 ｐＨ 至 ５􀆰 ８ꎬ 考察了不同浓度条件下对

１００ μｇ / Ｌ 的砷形态混合标准溶液的分离情况ꎮ 试

验发现ꎬ当在较低浓度的流动相下(磷酸氢二铵浓

度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ最后流出的 Ａｓ(Ⅴ)由于保留时间

较长导致谱峰拖尾、展宽严重ꎬ不利于对其定量ꎮ 随

着磷酸氢二铵浓度的增加ꎬＡｓ(Ⅲ)的保留时间基本

不变ꎬ ＤＭＡ 的 保 留 时 间 缓 慢 缩 短ꎬ 而 ＭＭＡ 和

Ａｓ(Ⅴ)的保留时间急剧减小ꎬ当磷酸氢二铵浓度大

于 １５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＡｓ(Ⅲ)、ＤＭＡ 和 ＭＭＡ 无法实现

基线分离ꎮ 因此ꎬ适合砷形态分离的流动相浓度选

择为 １５ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 流动相 ｐＨ 对砷形态分离的影响

当流动相为 １５ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸氢二铵溶液ꎬ试验

发现ꎬ当 ｐＨ<５􀆰 ５ 时ꎬＡｓ(Ⅲ)和 ＤＭＡ 不能完全分

离ꎬ随着 ｐＨ 的增高ꎬＡｓ(Ⅲ)和 Ａｓ(Ⅴ)的保留时间

基本不变ꎬＤＭＡ 的保留时间缓慢增加ꎬＭＭＡ 的保留

时间缓慢缩短ꎬ适合 Ａｓ 形态分离的流动相 ｐＨ 范围

５􀆰 ５~６􀆰 ０ꎮ 当 ｐＨ 为 ５􀆰 ８ 时ꎬ４ 种砷形态基线分离达

到最佳ꎮ 故流动相的 ｐＨ 最终定在 ５􀆰 ８ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 流动相流速对砷形态分离的影响

试验比较了流速分别为 ０􀆰 ８、１􀆰 ０、１􀆰 ２、１􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎ
时ꎬ４ 种砷形态的分离情况ꎮ 结果表明ꎬ随着流速的

增加ꎬ保留时间缩短ꎬ峰宽变窄ꎬ峰形尖锐ꎬ当流速达

到 １􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎ 时ꎬＡｓ(Ⅲ)和 ＤＭＡ 基线不能完全分

􀅰１４２􀅰
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离ꎬ流速为 １􀆰 ２ ｍＬ / ｍｉｎ 时ꎬ４ 种砷形态分离效果好

且分析时间短ꎬ故试验选择流速为 １􀆰 ２ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
２􀆰 ２　 氢化物发生条件的优化

２􀆰 ２􀆰 １　 载流 ＨＣｌ 浓度及泵速的选择

试验考察了不同 ＨＣｌ 浓度对 ４ 种 Ａｓ 形态分离

分析的影响ꎬ结果见图 １ꎮ 结果发现ꎬ随着 ＨＣｌ 溶液

浓度的增加ꎬ４ 种砷形态的峰面积增大ꎬ当 ＨＣｌ 溶液

体积分数达到 ７％时ꎬ峰面积达到最大ꎬ再继续增大

浓度ꎬ峰面积没有明显变化ꎮ 同时考察了蠕动泵转

速(５０~８０ ｒ / ｍｉｎ)的影响ꎬ结果显示ꎬ当蠕动泵转速

由 ５０ ｒ / ｍｉｎ 增至 ６５ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬＡｓ(Ⅲ)、ＤＭＡ、ＭＭＡ
和 Ａｓ(Ⅴ)的荧光值均持续增加至最高值ꎬ泵速继续

增加时荧光值逐渐降低ꎮ 因此ꎬ试验采用 ７％的 ＨＣｌ
溶液作为载流ꎬ蠕动泵速为 ６５ ｒ / ｍｉｎꎮ

１—Ａｓ(Ⅲ)ꎻ２—ＤＭＡꎻ３—ＭＭＡꎻ４—Ａｓ(Ⅴ)

图 １　 载流体积分数的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 硼氢化钾浓度的影响

考察当载流为 ７％ ＨＣｌ 溶液时不同硼氢化钾浓

度对 ４ 种砷形态分析测定的影响ꎬ结果见图 ２ꎮ 试

验发现硼氢化钾的浓度过低ꎬ氢化物生成率低ꎬ虽然

基线稳定但信号低ꎬ信噪比小ꎻ增大硼氢化钾的浓

度ꎬ有利于砷氢化物的生成ꎬ峰面积增大ꎬ但硼氢化

钾的浓度过高ꎬ基线噪声明显增大ꎬ基线漂移ꎬ此外ꎬ
大量的氢气稀释了样品气的浓度ꎬ造成了峰面积减

小ꎬ灵敏度降低ꎮ 因此ꎬ试验采用硼氢化钾浓度为

２０ ｇ / Ｌꎮ

１—Ａｓ(Ⅲ)ꎻ２—ＤＭＡꎻ３—ＭＭＡꎻ４—Ａｓ(Ⅴ)

图 ２　 硼氢化钾浓度的影响

２􀆰 ３　 方法学验证

２􀆰 ３􀆰 １　 标准谱图

　 　 在最佳实验条件下ꎬ对砷形态标准混合溶液进

行分析ꎬ分离效果如图 ３ 所示ꎬＡｓ(Ⅲ)、ＤＭＡ、ＭＭＡ
和 Ａｓ(Ⅴ) ４ 种砷形态在 １０ ｍｉｎ 之内依次出峰ꎬ实
现完全分离ꎮ

图 ３　 ４ 种砷形态的标准色谱图

２􀆰 ３􀆰 ２　 标准曲线、检出限、定量限及精密度

按试验方法对砷形态标准混合溶液进行测定ꎬ
以标准溶液的质量浓度为横坐标(Ｘꎬμｇ / Ｌ)ꎬ各砷形

态的色谱峰面积为纵坐标(Ｙ)ꎬ绘制标准曲线ꎮ 以 ３
倍信噪比(Ｓ / Ｎ≥３)和 １０ 倍信噪比(Ｓ / Ｎ≥１０)分别

计算得方法的检出限和定量限ꎮ 取 ４０ μｇ / Ｌ 砷形态

混合标准溶液连续进样 ７ 次ꎬ计算相对标准偏差

ＲＳＤꎮ 如表 １ 结果表明ꎬ４ 种砷形态在 ５ ~ １００ μｇ / Ｌ
范围内线性关系良好ꎬ相关系数大于 ０􀆰 ９９９ ５ꎬ检出

限在 ０􀆰 ０１~０􀆰 ０３ ｍｇ / ｋｇꎬＲＳＤ 在 １􀆰 ５％~５􀆰 ０％ꎮ
表 １　 各砷形态线性方程、相关系数、检出限、

定量限和精密度(ｎ＝７)

砷形态 标准曲线
相关

系数

检出限 /

(ｍｇ􀅰

ｋｇ－１)

定量限 /

(ｍｇ􀅰

ｋｇ－１)

精密度

(ＲＳＤ) /

％

Ａｓ(Ⅲ) Ｙ＝ ６５１１􀆰 ３Ｘ＋９２６􀆰 ３ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ０１ ０􀆰 ０３ １􀆰 ５

ＤＭＡ Ｙ＝ ５８７６􀆰 ０Ｘ－３４３２􀆰 ５ ０􀆰 ９９９７ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０６ ２􀆰 ５

ＭＭＡ Ｙ＝ ５０４３􀆰 ５Ｘ－２２６４􀆰 ３ ０􀆰 ９９９８ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０６ ２􀆰 １

Ａｓ(Ⅴ) Ｙ＝ ３７９８􀆰 ２Ｘ－２５１０􀆰 ６ ０􀆰 ９９９５ ０􀆰 ０３ ０􀆰 ０９ ５􀆰 ０

２􀆰 ３􀆰 ３　 实际样品的测定及加标回收率

应用所优化的实验方法分别对市场上出售的部

分水产动物样品中砷形态含量进行检测ꎬ在样品中

添加 ３ 个浓度水平的砷形态混合标准溶液做回收实

验ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ ４ 种砷形态在不同水平的加

标回收率分别为 ９０􀆰 ８％ ~ ９７􀆰 ５％、８６􀆰 ０％ ~ ９０􀆰 ８％、
８９􀆰 ５％~９２􀆰 ５％、８４􀆰 ０％~９０􀆰 ４％ꎬ不同范围内均满足

要求ꎮ

􀅰２４２􀅰
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表 ２　 实际样品分析结果

样品

基质
砷形态

本底值 /

(ｍｇ􀅰

ｋｇ－１)

加标量 /

(ｍｇ􀅰

ｋｇ－１)

测定值 /

(ｍｇ􀅰

ｋｇ－１)

回收率 /

％

虾　 Ａｓ(Ⅲ) Ｎ􀆰 Ｄ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 ０４８ꎬ０􀆰 １９５ꎬ

０􀆰 ４８１

９６􀆰 ０ꎬ９７􀆰 ５ꎬ

９６􀆰 ２

　
ＤＭＡ ０􀆰 ０１９ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 ０６２ꎬ０􀆰 １９４ꎬ

０􀆰 ４６４

８６􀆰 ０ꎬ８７􀆰 ５ꎬ

８９􀆰 ０

　
ＭＭＡ Ｎ􀆰 Ｄ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 ０４５ꎬ０􀆰 １８３ꎬ

０􀆰 ４４８

９０􀆰 ０ꎬ９１􀆰 ５ꎬ

８９􀆰 ６

　
Ａｓ(Ⅴ) Ｎ􀆰 Ｄ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 ０４２ꎬ０􀆰 １７９ꎬ

０􀆰 ４３７

８４􀆰 ０ꎬ８９􀆰 ５ꎬ

８７􀆰 ４

带子 Ａｓ(Ⅲ) ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 ０８９ꎬ０􀆰 ２３４ꎬ

０􀆰 ５１１

９２􀆰 ０ꎬ９５􀆰 ５ꎬ

９３􀆰 ６

　
ＤＭＡ ０􀆰 １１２ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 １５６ꎬ０􀆰 ２９３ꎬ

０􀆰 ５６１

８８􀆰 ０ꎬ９０􀆰 ５ꎬ

８９􀆰 ０

　
ＭＭＡ Ｎ􀆰 Ｄ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 ０４６ꎬ０􀆰 １８５ꎬ

０􀆰 ４５２

９２􀆰 ０ꎬ９２􀆰 ５ꎬ

９０􀆰 ４

　
Ａｓ(Ⅴ) ０􀆰 ０３２ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 ０７６ꎬ０􀆰 ４６５ꎬ

０􀆰 ４８４

８８􀆰 １ꎬ８６􀆰 ７ꎬ

９０􀆰 ３

鲈鱼 Ａｓ(Ⅲ) ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 ０７４ꎬ０􀆰 ２０９ꎬ

０􀆰 ４８６

９３􀆰 ２ꎬ９０􀆰 ８ꎬ

９１􀆰 ７

　
ＤＭＡ ０􀆰 ０３６ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５

０􀆰 ０８１ꎬ０􀆰 ２１５ꎬ

０􀆰 ４７５

９０􀆰 ８ꎬ８９􀆰 ５ꎬ

８７􀆰 ８

　
ＭＭＡ Ｎ􀆰 Ｄ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 ２ꎬ

０􀆰 ５０􀆰 ０５

０􀆰 ０４５ꎬ０􀆰 １８１ꎬ

０􀆰 ４５７

８９􀆰 ５ꎬ９０􀆰 １ꎬ

９１􀆰 ４

　
Ａｓ(Ⅴ) Ｎ􀆰 Ｄ ０􀆰 ２ꎬ０􀆰 ５ ０􀆰 ０４３ꎬ０􀆰 １８０ꎬ

０􀆰 ４４４

８６􀆰 ３ꎬ９０􀆰 ４ꎬ

８８􀆰 ７

３　 小结

采用热浸提－高效液相色谱等度分离－原子荧

光联用技术对水产动物样品中的 ４ 种砷形态进行测

定ꎮ 该方法使用 ０􀆰 １５ ｍｏｌ / Ｌ 硝酸溶液恒温加热提

取样品ꎬ目标化合物净化后ꎬ采用 ｐＨ 为 ５􀆰 ８、浓度为

１５ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸氢二铵溶液作为流动相ꎬ经 ＣＮＷＳｅｐ
ＡＸ ＨＰＬＣ Ｃｏｌｕｍｎ 阴离子柱等度分离ꎬ在原子荧光

光谱最佳实验条件下测定ꎬ其线性范围、相关系数、
方法检出限、精密度及加标回收率等指标均符合分

析检测的要求ꎬ结果准确可靠ꎬ可方便分析水产品中

Ａｓ(Ⅲ)、ＭＭＡ、ＤＭＡ 和 Ａｓ(Ⅴ) ４ 种砷形态ꎮ
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