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摘要!建立了采用超声辅助提取!高效液相色谱
Q

电感耦合

等离子体质谱联用技术测定水产及其制品中汞形态分析的

方法#在盐酸
\!)

半胱氨酸体系下!对样品进行超声辅助萃

取!以
#"**/-

$

B

乙酸铵
\"7#"? !)

半胱氨酸缓冲盐与甲

醇'体积比
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%

!

(组成流动相!用高效液相色谱
Q

电感耦合

等离子体质谱仪同时检测无机汞"甲基汞和乙基汞的含量#

无机汞"甲基汞和乙基汞的检出限'
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(分别为
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!标准曲线回归方程相关系数'
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(均
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#以实际样品对无机汞"甲基汞"乙基汞进行加标回收

试验!回收率在
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!相对标准偏差'
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#经对标准物质进行检测!测得值与标准值吻合#该

方法准确可靠"简单快速"精密度及准确度结果理想!可用于

实际水产及其制品中汞形态的分析#

关键词!无机汞%甲基汞%乙基汞%水产品%超声辅助提取%高

效液相色谱%电感耦合等离子体质谱
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汞俗称水银$是对人类和高等生物具有危害的有毒元素

之一$挥发性强$熔点低$毒性较大%汞是在生态系统中能完

善循环的唯一重金属$汞及其化合物容易被生物体吸收$通过

食物链!尤其是水生生物的食物链#富集并传递$最终导致水

生动物体内汞浓度大大超出环境水体中的汞浓度%水产类膳

食是人类摄入汞的主要途径%不同形态的汞及其化合物都会

威胁人类健康$造成人体免疫+神经以及心血管等多系统损

害$并且还有致癌作用%中国
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9食品中污染物

限量:规定鱼类中甲基汞限量为
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目前汞的形态分析主要有
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联用法+

VWBX

&

UaP

联用法+

VWBX

&

C=

联用法+

VWBX

&

bXW

&

SP

联用法

等)

<Q:

*

%

cX

&

SP

联用法检测速度快灵敏度高$然而杂质干

扰多$前处理复杂(

VWBX
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联用法选择性差$基体干扰
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严重$灵敏度低$操作复杂$目前已很少使用(

VWBX

&

UaP

联用法测定的灵敏度虽然能满足检测需求$但需要加入强氧

化剂将有机汞氧化成无机汞$可能会出现反应不充分$转化

率低的缺陷$实际应用性差%而
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联用法可

以获得更低的检出限和更好的灵敏度$选择性强$已成为形

态分析技术中的首选%

本试验依据
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9食品安全国家标准
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食

品中总汞及有机汞的测定:中第二篇食品中甲基汞的测定方

法!液相色谱&原子荧光光谱联用方法#$通过对超声提取工

艺的优化$以及采用液相色谱与电感耦合等离子体质谱联用

法$并对测定条件进行优化$旨在建立一套适用于同时分析

水产及其制品中
<

种汞形态含量的方法%
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材料与方法
#7#

!

仪器

电感耦合等离子体质谱仪"

bXW)SP9'""
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试验用水"符合
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规定的一级水$超纯

水系统制备(

乙酸铵"分析纯$北京化工厂(

甲醇"色谱纯$赛默飞世尔科技有限公司(

氢氧化钠"优级纯$国药化学试剂有限公司(
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半胱氨酸盐酸盐"生化试剂$天津市致远化学试剂有

限公司(

甲基汞标准溶液"

c̀ O"5$9:

$!

$<7$e!7;

#

&

A

'

A

$国家

标准物质研究中心(

乙基汞标准溶液"

c̀ O

!

(

#

"5#:!;

$!

9$7;e!75

#

&

A

'

A

$

国家标准物质研究中心(

无机汞标准溶液"

c̀ O"5$#9

$

#"""

&

A

'

*B

$国家标准

物质研究中心%

#7<

!

溶液的配制

#7<7#

!

盐酸溶液!

:*/-

'

B

#

!

准确量取
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缓慢倒入
:"*B

水中$混匀%

#7<7;

!

提取溶液!

:*/-

'

B

盐酸
\"7#"? !)

半胱氨酸#

!

称

取
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半胱氨酸$用水溶解$缓慢加入
;#7$$*B

盐酸$用

水稀释定容至
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(流动相
`

为甲醇%
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准确称取
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准确称取
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机汞标准溶液$用
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盐酸稀释定容至
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$再分取
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用
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准确移取甲基汞标准

储备液+乙 基 汞 标 准 储 备 液 和 无 机 汞 标 准 储 备 液 各

"7$!:*B

$用
!?

甲醇稀释定容至
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%使用时现配%
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!

混合标准工作液
!

分别移取混合标准使用液
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#7"
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于一组
#"*B

容量瓶中$用流动相

定容至刻度$得到甲基汞+乙基汞和无机汞的浓度分别
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$
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的混合标准工作液%
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试验方法
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样品处理
!

取可食部分$用捣碎机打成匀浆$均分成

!

份作为试样$分别装入洁净的容器内$密封并标记%于

Q#5@

以下保存%

称取样品
#

A

!精确到
"7""#
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#$置于
!:*B

离心管中$

加入
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提取溶液$放置过夜%在
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下超声萃取!超声提取时温度会升高$容易使无机汞挥发$所

以选择
!" @

下提取#

#7:E

$期间振摇数次%于
; @

下以
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'

*,2

离心
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%移取
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上清液至
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管中$逐滴缓慢加入氢氧化钠溶液!
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$用水定容至
#"*B

$再用
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滤膜过滤$待测%同

时作空白试验%
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!体积比#(流速"

#7"*B

'

*,2

(进

样量"

:"

&

B

%仪器参考工作条件及参数见表
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工作条件
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仪器参数 最优化参数 仪器参数 最优化参数
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功率
#::"O

载气流量
"7;;B
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*,2

Ra

匹配
#75"=

积分时间
#6

采样深度
57"**

质量数
!"!

雾化室温度
Q:@

蠕动泵转速
"7<"H
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#7;7<

!

样品测定
!

依次对混合标准溶液系列+空白溶液和试

样溶液进行测定$以其标准溶液峰的保留时间定性$用标准

工作曲线对试样进行定量%按上述步骤$对同一试样进行平

行试验%
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结果与讨论
!7#

!

样品前处理的选择

有机汞化合物在生物样品中容易与
P

牢固结合$利用有

机溶剂破坏硫化物并转变为卤代烷基汞$是提取+分离有机

汞最有效的方法之一)

$Q5

*

%常用的汞化合物的提取方法主

要有碱消解提取+酸消解提取+固相微萃取+水蒸气蒸馏和固

相萃取等)

'
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%试验中比较了碱消解和酸消解的提取效果$发

现碱消解提取所需时间较长$并且在甲基汞含量较低时存在

复杂的基体效应%因此$试验中选用盐酸
\!)

半胱氨酸作为

水产及其制品样品汞形态分析的提取剂%
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盐酸浓度
!

选取标准物质
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贻贝)甲基汞
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*进行测定$比较了不同浓度盐酸的提

取效果$结果见表
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%

表
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盐酸浓度对提取效率的影响
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# 提取率'
?
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! !#7!5 9:75

: !97'$ ''7$

5 !57"# ''79

#" !975$ ''7!
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由表
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可知$盐酸浓度越大提取效率越高$当加入盐酸

浓度
#
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时$提取率基本比较稳定$但随着盐酸浓度

增加$中和盐酸需要的碱溶液过多$使样品溶液中离子浓度

过高$对
bXW

&

SP

检测器有影响%因此$盐酸提取的浓度选

择
:*/-

'

B

%

!7#7!

!

!)

半胱氨酸的浓度
!

!)

半胱氨酸中的
P

与
V

A

结合$

可以形成金属
)

半胱氨酸络合物$在一定的酸度下$可将样品

中不同形态的汞提取出来%试验比较了在提取液中盐酸浓

度不变的情况下$分别加入不同量的
!)

半胱氨酸$使其含量

分别为
"7"!?

$

"7":?

$

"7#"?

$

"7#:?

$

"7!"?

$通过对标准物

质
PRS!'9$

贻贝)甲基汞!

!57"'e"7<#

#

&

A

'

f

A

*中提取的

甲基汞含量进行上机测定$结果见表
<

%

!!

由表
<

可知$

"7#"?

的
!)

半胱氨酸对水产品及其制品样

品中甲基汞的提取效果最好%

表
<

!

!)

半胱氨酸浓度对提取效率的影响

D+F-1<

!

(JJ18G/J!

#

\

$

)X

I

6G1,218/2812GH+G,/2G/

1.GH+8G,/2H+G1

!)

半胱氨酸浓度'
?

测定值'!

&

A

,

f

A

Q#

# 提取率'
?

"7"! !!7:; 9'7'

"7": !:7<# '"7#

"7#" !57"# ''79

"7#: !97$' '57:

"7!" !975! ''7"

!7#7<

!

超声提取时间
!

选取标准物质
PRS!'9$

贻贝)甲基

汞!

!57"'e"7<#

#

&

A

'

f

A

*$加入
!:

&

A

'

f

A

的无机汞+甲基汞和

乙基汞混合标准溶液$在
!"@

下分别超声提取
"7:

$

#7"

$

#7:

$

!7"

$

<7"E

$期间振摇数次$测定无机汞+甲基汞和乙基汞的加

标回收率$结果见表
;

%

表
;

!

不同超声提取时间的加标回收率

D+F-1;

!

DE1H18/K1H

I

/J*1H84H

I

6

M

18,+G,/246,2

A

L,JJ1H12G1.GH+8G,/2G,*1

提取时间'
E

甲基汞'
?

乙基汞'
?

无机汞'
?

"7: 9" 9: 9!

#7" 5" 5! 5"

#7: '" 55 5:

!7" '! 5; 5<

<7" 59 5: 5!

!!

由表
;

可知$超声提取
#7:E

时$

<

种形态汞的加标回收

率已能够满足检测要求%综合考虑工作效率等因素$最终选

择超声提取时间为
#7:E

%

!7!

!

流动相的选择

!7!7#

!

乙酸铵浓度的影响
!

在流动相中加入乙酸铵$可以稳

定流动相的酸度$改善峰型和拖尾现象)

#"

*

%试验分别比较

了不同浓度的乙酸铵对不同形态汞的分离效果%结果表明$

随着乙酸铵浓度的增加$仪器响应值增加$各种形态汞的峰

型有所改善$出峰时间缩短$拖尾逐渐有所改善%但当乙酸

铵浓度达到
#"**/-

'

B

以上时$各种汞形态的色谱峰拖尾

不再有明显改善$尤其是无机汞和甲基汞分离效果变差!见

图
#

#%故选择乙酸铵的浓度为
#"**/-

'

B

%

!7!7!

!

络合剂的影响
!

在用反相液相色谱分析无机汞+甲基

汞和乙基汞时$加入适当的络合剂$使其和样品中的各形态

汞反应$形成非极性络合物$从而实现在
X

#5

柱上保留分

离)

##Q#<

*

%

!)

半胱氨酸无毒无害$亲水性较强$络合能力较

图
#

!

不同浓度乙酸铵的色谱图

a,

A

4H1#

!

DE18EH/*+G/

A

H+*/JL,JJ1H12G8/2812GH+G,/2

/J+**/2,4*+81G+G1

9$

第
<<

卷第
9

期 乔
!

晴等"超声辅助提取&

VWBX

&

bXW

&

SP

同时测定水产及其制品中
<

种形态汞的含量
!



弱$检测时间短%通过比较不同浓度的
!)

半胱氨酸对汞形

态的分离效果和峰形影响$结果表明$

!)

半胱氨酸的浓度对

汞化合物的分离和保留有很大影响%当不加入
!)

半胱氨酸

时$不同形态的汞无法分离$谱图上出现单峰$或者出峰时间

过长(随着
!)

半胱氨酸的加入$

<

种形态汞的分离度明显改

善$拖尾现象减弱$灵敏度大大提高$见图
!

%当
!)

半胱氨酸

浓度达到
"7#"?

及其以上时$这
<

种形态汞的峰形+保留时

间和灵敏度不再有明显变化$且对色谱柱的损害较大%综合

考虑$选择
"7#"?!)

半胱氨酸作为流动相中的络合剂$需临

配现用%

图
!

!

不同浓度
!)

半胱氨酸的色谱图

a,

A

4H1!

!

DE18EH/*+G/

A

H+*/JL,JJ1H12G8/2812GH+G,/2

/J!

'

\

(

)X

I

6G1,21

!7!7<

!M

V

的影响
!

试验考察了流动相的
M

V

值!

M

V;7"

"

57"

#对
<

种形态汞的分离度+保留时间+响应值等的影响%结

果表明"在试验范围内$当
M

V

较小时$色谱峰形较差(当

M

V

#

$7"

时$色谱峰形开始有所改善$但随着
M

V

的增大$

<

种形态汞的分离度+保留时间变化不大%当
M

V

为
97:

时$

色谱峰形相对更对称尖锐$见图
<

%因此$最终选择流动相的

M

V

为
97:

%

!7!7;

!

甲醇浓度的影响
!

试验考察了流动相中不同浓度的

甲醇!

!

$

:

$

5*B

'

#""*B

#对不同形态汞的保留时间和分离

效果的影响$结果见图
;

%

!!

由图
;

可知$随着甲醇浓度的增加$会导致汞化合物分

离效果逐渐变差$可能是
bXW

&

SP

的采样锥和截取锥的锥

口积碳$造成
bXW

&

SP

的信号不稳定%因此试验最终选用

!*B

'

#""*B

的甲醇作为流动相$能达到理想的分离效果%

图
<

!

不同
M

V

值的色谱图

a,

A

4H1<

!

DE18EH/*+G/

A

H+*/JL,JJ1H12G

M

VK+-416

图
;

!

不同浓度甲醇的色谱图

a,

A

4H1;

!

DE18EH/*+G/

A

H+*/JL,JJ1H12G8/2812GH+G,/2

/J*1GE+2/-

!7<

!

分离效果

采用
#7;

试验条件测定
:2

A

'

*B

汞混合标准溶液$无机

汞+甲基汞+乙基汞的保留时间分别为
#79:#

$

!7:"#

$

:7!"#*,2

$

色谱分离效果好$见图
:

%

!7;

!

标准曲线和检出限

待仪器状态稳定后$使用调谐液对仪器双电荷+灵敏度+

氧化物+分辨率等指标进行调谐$达到最优%以色谱峰面积

5$

安全与检测
!

!"#9

年第
9

期



为纵坐标$标准溶液中
<

种形态汞的浓度为横坐标$绘制标

准曲线$得到线性回归方程+相关系数及检出限!

<D

'

%

#$结

果见表
:

%

图
:

!

汞形态的色谱分离图

a,

A

4H1:

!

DE161

M

+H+G,/28EH/*+G/

A

H+

M

E,8/J*1H84H

I

6

M

18,+G,/2

表
:

!

线性范围和方法检出限

D+F-1:

!

X+-,FH+G,/284HK1+2L-,*,G/JL1G18G,/2

汞化合物
线性范围'

!

2

A

,

*B

Q#

#

线性方程 相关系数
检出限'

!

2

A

,

*B

Q#

#

无机汞
"7:

"

#"7" "[:$'9!9\;$: "7'''' "7#5

甲基汞
"7:

"

#"7" "[::5$:9\##$ "7'''' "7"'

乙基汞
"7:

"

#"7" "[:!<;"9\#5! #7"""" "7#:

!7:

!

回收率和精密度

选取三文鱼肉样品$根据
c̀ !9;";

&

!""5

9实验室质量

控制规范
!

食品理化检测:中方法确认要求$进行
<

个不同

浓度水平的加标回收率和精密度试验$结果见表
$

%

!7$

!

标准物质的验证

对标准物质
PRS!'9$

贻贝)甲基汞!

!57"'e"7<#

#

&

A

'

f

A

*

进行测定$实际测定值
!975!

&

A

'

f

A

$

RPZ

为
#7$$?

$

<

种汞形

态的色谱图见图
$

%

!79

!

实际应用

选取市售部分水产品及其制品$分别测定样品中的无机

汞+甲基汞及乙基汞的含量$同时在样品中添加
#2

A

'

*B

浓

度水平的无机汞+甲基汞及乙基汞混合标准溶液$进行加标

回收测定$结果见表
9

%

表
$

!

加标回收率和精密度结果j

D+F-1$

!

R18/K1H,16+2L

M

H18,6,/26

汞化合物
本底值'

!

&

A

,

f

A

Q#

#

添加值'

!

&

A

,

f

A

Q#

#

回收率'

?

RPZ

'

?

#!7: 957: !7:

无机汞
%7Z7 :"7" 5;7# !7<

#!:7" '"7: #7#

#!7: '"7$ #7'

甲基汞
!#7#" :"7" ';79 #7;

#!:7" '$75 "7'

#!7: 557! !7#

乙基汞
%7Z7 :"7" ';7! #7:

#!:7" ':7$ #7"

!

j

!

%7Z7

表示未检出%

图
$

!

标准物质的色谱图

a,

A

4H1$

!

XEH/*+G/

A

H+*/J6G+2L+HL

!!

由表
9

可知$所测水产及其制品中的汞主要以甲基汞的

形态存在$乙基汞均未检出$未经加工过的冰鲜水产品中的

甲基汞较高%依据中国
c̀ !9$!

&

!"#!

的规定$鱼类中甲基

汞含量
,

"7:*

A

'

f

A

$食肉鱼类为
,

#7"*

A

'

f

A

$本试验所测

的水产品及其制品中甲基汞含量均未超标%

<

!

结论
本试验建立了

:*/-

'

B

盐酸
\"7#"? !)

半胱氨酸超声

辅助萃取前处理$

VWBX

&

bXW

&

SP

联用技术测定水产品中

甲基汞+乙基汞和无机汞的方法%该方法简单快速$提取效

率高$精密度及准确度结果理想$克服了
c̀ :""'7#9

&

!"#;

表
9

!

样品分析结果j

D+F-19

!

U2+-

I

G,8+-H164-G6/JGE16+*

M

-16

样品
无机汞

含量'!

&

A

,

f

A

Q#

# 回收率'
?

甲基汞

含量'!

&

A

,

f

A

Q#

# 回收率'
?

乙基汞

含量'!

&

A

,

f

A

Q#

# 回收率'
?

鲜金鲳鱼
!!!

%7Z7 5< !"7<$ '! %7Z7 ';

鲜草鱼
!!!!

%7Z7 5! %7Z7 5' %7Z7 5:

鲜虾
!!!!!

%7Z7 5$ !$7'" '9 %7Z7 5$

冷冻扇贝
!!!

%7Z7 5' <"7"" 5# %7Z7 5"

冷冻鱿鱼圈
!!

%7Z7 5! :79! 5! %7Z7 5<

冰鲜挪威三文鱼
%7Z7 #": !#7#" 5' %7Z7 5!

海苔
!!!!!

97$9 55 %7Z7 5; %7Z7 5!

鱼肝油
!!!!

%7Z7 9' %7Z7 5! %7Z7 5#

冰鲜波士顿龙虾
#"7"$ '! $<7<< '5 %7Z7 55

!!!!

j

!

%7Z7

表示未检出%
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与饲料工业$

!""'

!

#"

#"

#);7

)

:

*

aR(bR(S+H+c

$

XBUCZb_U2+a,-,

M

+S

$

URUC>_>S

$

1G

+-7U

^

41/46F,

M

E+6,86

I

6G1*6

"

+F//6GFH/4

A

EG+F/4GF

I

46,2

A

,)

/2,8-,

^

4,L6

)

>

*

7XE1*P/8R1K

$

!"#!

$

;#

!

#;

#"

;'$$);'::7

)

$

*谢蓝华$杜冰$张嘉怡$等
7

双水相萃取技术在食品工业中的应

用研究进展)

>

*

7

食品与机械$

!"#!

$

!5

!

:

#"

!<;)!<57

)

9

*马永强$荆丽荣$刘晓飞
7

双水相超声波法辅助提取甜玉米多酚

及抑菌性研究)

>

*

7

食品科学$

!"#<

$

<;

!

!;

#"

$#)$;7

)

5

*孙亚莉$张瑾$裴淑平$等
7

双水相体系萃取分离葡萄籽多糖

)

>

*

7

中国酿造$

!"#<

$

<!

!

9

#"

5')'<7

)

'

*

kb%c>,+2)*,2

$

Bba12)J+2

A

7P1

M

+H+G,/2+2L

M

4H,J,8+G,/2/J+-/1

M

/-

I

6+88E+H,L16F

I

+8/*F,2+G,/2/J*1*FH+F14-GH+J,-GH+G,/2+2L

+

^

41/46G0/)

M

E+611.GH+8G,/2

)

>

*

7U

MM

-,1L ,̀/8E1*,6GH

I

+2L ,̀/)

G18E2/-/

AI

$

!""'

$

#:5

!

#

#"

##)#'7

)

#"

*刘琳$宋丽敏
7

桦褐孔菌发酵液中三萜化合物和多糖的微波辅

助双水相萃取)

>

*

7

食品与发酵工业$

!"#$

$

;!

!

:

#"

!;$)!:!7

)

##

*江湖$付金衡$苏虎$等
7

富钙发芽糙米的生产工艺研究)

>

*

7

食

品科学$

!""'

$

<"

!

#$

#"

5<)5:7

)

#!

*张强$郑先哲$贾富国$等
7

循环加湿工艺降低发芽糙米爆腰增

率并提高得率)

>

*

7

农业工程学报$

!"#<

$

!'

!

##

#"

!;#)!;97

)

#<

*周艳华$李涛
7

糙米发芽富集
"

)

氨基丁酸工艺优化的研究)

>

*

7

粮食与食品工业$

!"#<

$

!"

!

:

#"

#9)!"7

)

#;

*耿程欣$杨润强$顾振新
7

活性化糙米富集
"

)

氨基丁酸的雾化

液组分优化)

>

*

7

食品科学$

!"#:

$

$<

!

$

#"

<:)<'7

)

#:

*郑艺梅
7

发芽糙米营养特性
"

)

氨基丁酸富集及生理功效的研究

)

Z

*

7

武汉"华中农业大学$

!""$7

)

#$

*鲍会梅
7

糙米发芽过程中主要营养成分变化的研究)

>

*

7

食品研

究与开发$

!"#$

$

<9

!

!!

#"

!9)<#7

)

#9

*丁俊胄$刘贞$赵思明$等
7

糙米发芽过程中内源酶活力及主要

成分的变化)

>

*

7

食品科学$

!"##

$

<!

!

##

#"

!')<!7

)

#5

*曹磊$夏青$宋玉
7

亲水胶体对发芽糙米面包品质特性的影响

)

>

*

7

食品与机械$

!"#9

$

<<

!

#

#"

#9;)#957

)

#'

*谢洁$周剑新$蒲海燕
7

发芽糙米粉馒头制作工艺研究)

>

*

7

粮

食与油脂$

!"#$

$

!'

!

##

#"

#")#!7

)

!"

*罗曦$曾亚文$杨树明$等
7

不同发芽时间下发芽稻谷和糙米不

同部位
"

)

氨基丁酸含量差异)

>

*

7

食品科学$

!""'

$

<"

!

#<

#"

#!;)#!57

)

!#

*徐海军$孙稹稹
7

应用双水相萃取技术提取香菇多糖的研究

)
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