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摘要：目的：研究建立水产品中一甲基砷酸（ＭＭＡ）、二甲

基砷酸（ＤＭＡ）、Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）的超声辅助提取—高效

液相色谱—原子荧光光谱分析方法。方法：样品采用甲

醇—水（犞甲醇∶犞水＝１∶１）溶液超声提取，１５ｍｍｏｌ／Ｌ磷

酸氢二铵溶液（ｐＨ６．０）为流动相，经ＰＲＰＸ１００阴离子交

换柱分离，原子荧光光谱分析方法测定。结果：在优化试

验条件下，ＭＭＡ、ＤＭＡ、Ａｓ（Ⅲ）、Ａｓ（Ⅴ）４种砷形态化合

物在０～１００μｇ／ｍＬ的质量浓度范围内线性关系良好，相

关系数均在０．９９８以上，检出限分别为０．８２，０．９４，１．１０，

０．７８μｇ／Ｌ，相对标准偏差为０．８％～３．７％，加标回收率为

８６．０％～１１０．０％。结论：该方法简便，准确度、灵敏度高

且试剂耗材费用低，适用于水产品中砷的形态分析。

关键词：高效液相色谱—原子荧光光谱法（ＨＰＬＣＡＦＳ）；
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砷（Ａｓ）作为常见的有毒有害元素，一直备受人们关

注。砷的毒性与砷的形态密切相关，不同形态的砷毒性

相差甚远，Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）毒性大，一甲基砷酸（ＭＭＡ）

和二甲基砷酸（ＤＭＡ）毒性小，砷胆碱（ＡｓＣ）和砷甜菜碱

（ＡｓＢ）则被认为没有毒性
［１］。由于水产品在养殖过程中

易受到砷和其他元素的污染，对水产品中有害重金属进

行研究，不但要考虑到有害重金属含量的高低，更重要的

是要研究有害重金属存在的形态及其形态的含量，以无

机砷与有机砷的不同毒性来综合评价，比用砷的总量来

评价砷的毒性更具科学性［２］。

高效液相色谱—电感耦合等离子体质谱法（ＨＰＬＣ

ＩＣＰＭＳ）
［３－６］、高效液相色谱—原子荧光光谱法（ＨＰＬＣ

ＡＦＳ）
［７－９］等联用技术是元素形态分析较为有效的方法，

但 ＨＰＬＣＩＣＰＭＳ法因其仪器价格昂贵、运行费用高，推

广应用还存在一定困难。原子荧光光谱（ＡＦＳ）仪器是中

国具有自主知识产权的分析仪器，具有设备简单、灵敏度

高、光谱干扰少、试剂耗材成本低等优点，ＨＰＬＣＡＦＳ已

被广泛应用于砷、汞、硒等元素形态的检测［１０－１３］。样品
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前处理是形态分析的关键环节，超声提取具有提取时间

短、提取温度低、成本低、操作简单等优点［１４－１５］。研究拟

采用超声辅助提取，结合低干扰、高灵敏度的原子荧光检

测手段，建立超声辅助提取—高效液相色谱—原子荧光

光谱法联用技术对水产样品中４种有毒砷形态的快速分

析方法。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

亚砷酸根溶液标准物质（ＧＢＷ０８６６６）、砷酸根标准物

质（ＧＢＷ０８６６７）、一甲基砷酸溶液标准物质（ＧＢＷ０８６６８）

和二甲基砷酸溶液标准物质（ＧＢＷ０８６６９）：中国计量科学

研究院；

（ＮＨ４）２ＨＰＯ４、ＨＣｌ、ＫＯＨ、ＫＢＨ４：优级纯，国药集团

化学试剂有限公司；

甲醇、甲酸：色谱纯，德国默克尔有限公司；

滤膜：０．４５μｍ，上海光亚净化材料厂；

试验用水为超纯水。

１．２　仪器与设备

原子荧光光度计：ＡＦＳ９２３０型，北京吉天仪器有限

公司；

形态分析预处理装置：ＳＡＰ２０型，北京吉天仪器有

限公司；

超声波清洗器：ＫＭ５００ＤＶ型，昆山美美超声仪器有

限公司；

电子天平：ＣＰＡ２２５Ｄ 型，德国赛多利斯仪器有限

公司；

通用台式离心机：ＳＴ１６Ｒ型，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；

快速混匀器：ＳＫ１型，江苏荣华仪器制造有限公司；

氮吹仪：ＮＥＶＡＰ３４型，美国Ｏｒｇｎｏｍａｔｉｏｎ公司；

超纯水仪：Ａ１０型，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．３　方法

１．３．１　液相色谱条件　阴离子交换柱为 ＨａｍｉｌｔｏｎＰＲＰ

Ｘ１００（２５０ ｍｍ × ４．１ ｍｍ，１０ μｍ）；流 动 相 为

（ＮＨ４）２ＨＰＯ４ 溶液（１５ ｍｍｏｌ／Ｌ，用１０％甲酸调节至

ｐＨ６．０）；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积１００μＬ；形态分析

仪泵速５０ｒ／ｍｉｎ。

１．３．２　氢化物发生条件　载流７％ ＨＣｌ，流速６０ｍＬ／ｍｉｎ；

还原剂１０ｇ／ＬＮａＢＨ４溶液（含０．５％ ＮａＯＨ）；氧化剂２％

Ｋ２Ｓ２Ｏ８溶液（含０．５％ ＫＯＨ）；载气、屏蔽气均为氩气，载

气流速４００ｍＬ／ｍｉｎ，屏蔽气流速８００ｍＬ／ｍｉｎ。

１．３．３　原子荧光光谱仪测定条件　砷高性能空心阴极灯

（北京有色金属研究总院）；灯电流１００ｍＡ；原子化器高

度８ｍｍ；负高压２７０Ｖ；测量方法为标准曲线法。

１．３．４　样品前处理　称取经粉碎、混合均匀的样品２．０ｇ

于２５ｍＬ离心管中，加入１０ｍＬ甲醇—水（犞甲醇∶犞水＝

１∶１）溶液，涡旋混匀，超声萃取２０ｍｉｎ，以８０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，取上清液；沉淀再按相同方式提取一次，合

并上清液，于６０℃下氮吹浓缩至５ｍＬ。冷却后加水定

容至１０ｍＬ，过０．４５μｍ水相滤膜后测定。同时做试剂

空白。

２　结果与分析

２．１　色谱条件优化

试验考察了９，１２，１５，１８ｍｍｏｌ／Ｌ的４种不同浓度的

（ＮＨ４）２ＨＰＯ４溶液作为流动相对各砷形态分离的影响。

结果表明，保留时间随流动相中浓度的增加而减少，虽然

在低浓度的流动相可以得到分离很好的色谱峰，但是最

后流出的形态Ａｓ（Ⅴ）由于保留时间过长导致了谱峰展

宽。综合考虑保留时间和分离度，选择（ＮＨ４）２ＨＰＯ４的

浓度为１５ｍｍｏｌ／Ｌ。

试验以甲酸作为酸度调节剂，考察了ｐＨ值在５．５～

６．５范围内变化时，对各种砷化合物保留时间的影响。结

果表明，ｐＨ５．５时，Ａｓ（Ⅲ）和ＤＭＡ不能完全分离，随着

ｐＨ值增加，Ａｓ（Ⅲ）的保留时间增加；ｐＨ６．０时，Ａｓ（Ⅲ）

和ＤＭＡ两者达到基线完全分离；ｐＨ６．５时，ＤＭＡ 和

ＭＭＡ的分离度下降。综合考虑保留时间和分离度，选择

（ＮＨ４）２ＨＰＯ４的ｐＨ值为６．０。

在此分离条件下，１２ｍｉｎ内Ａｓ（Ⅲ）、ＤＭＡ、ＭＭＡ和

Ａｓ（Ⅴ）４种砷形态得到了较好的分离，保留时间分别为

２．５，３．７，５．１，１０．９ｍｉｎ，见图１。

２．２　氢化物发生条件优化

在优化的色谱条件下，使用质量浓度均为１００μｇ／Ｌ

的４种砷形态考察了 ＮａＢＨ４和 ＨＣｌ浓度对荧光强度的

影响，结果见图２和图３。由图２可知，当 ＮａＢＨ４质量浓

度为１０ｇ／Ｌ时，４种砷形态都可以得到较高的荧光强度

１００μｇ／ＬＡｓ（ＩＩＩ）、ＤＭＡ、ＭＭＡ、Ａｓ（Ｖ）混合溶液

图１　４种砷形态混合标准溶液色谱图
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图２　硼氢化钠质量浓度对荧光强度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮａＢＨ４ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

图３　ＨＣｌ体积分数对荧光强度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

响应，继续增加ＮａＢＨ４浓度，荧光强度反而下降，可能是

低浓度的ＮａＢＨ４导致了还原反应程度受到限制，而高浓

度的ＮａＢＨ４会使还原反应产生大量的氢气，会稀释样品

气体，使得被测定的氢化物灵敏度下降。因此，选择

１０ｇ／Ｌ的ＮａＢＨ４作为还原剂。

　　由图３可知，当 ＨＣｌ体积分数为７％时，Ａｓ（Ⅲ）、

ＤＭＡ、ＭＭＡ荧光强度达到最大值。尽管 ＨＣｌ体积分数

较高时，Ａｓ（Ⅴ）可以得到更高的荧光强度，但 Ａｓ（Ⅲ）、

ＤＭＡ、ＭＭＡ形态的荧光强度会随之降低，因此，选择体

积分数为７％的 ＨＣｌ作为载流。有机砷与ＮａＢＨ４发生氢

化物反应效率低，需加氧化剂并开启紫外灯，才能将有机

砷氧化为无机砷，使ＤＭＡ、ＭＭＡ与ＮａＢＨ４发生反应，以

提高荧光强度，综合还原剂浓度和仪器参数，试验选择

２％ Ｋ２Ｓ２Ｏ８溶液作为氧化剂。

２．３　原子荧光测定条件优化

２．３．１　光电倍增管负高压的影响　用１００μｇ／Ｌ的 Ａｓ

（Ⅲ）优化仪器参数，试验表明，砷的荧光强度随光电倍增

管负高压的增大而增强，但噪声也相应增大，由于较低的

负高压有助于延长光电倍增管的使用寿命，在灵敏度可

以满足测定需求时应尽量选择较低的负高压，故选择负

高压为２７０Ⅴ。

２．３．２　空心阴极灯灯电流的影响　用１００μｇ／Ｌ 的

Ａｓ（Ⅲ）优化仪器参数，试验表明，砷的荧光强度随灯电流

的增大而增强，考虑到灯的使用寿命及发射谱线的自蚀

现象，选择砷空心阴极灯电流为１００ｍＡ，辅电流４５ｍＡ。

２．３．３　载气流速的影响　用１００μｇ／Ｌ的 Ａｓ（Ⅲ）优化仪

器参数，试验表明，载气流速为３００～６００ｍＬ／ｍｉｎ时砷的

荧光强度基本不变，载气流速从６００ｍＬ／ｍｉｎ再增大时荧

光强度下降，可能是较大的载气流稀释了火焰中原子蒸

气的缘故。因此，选择载气流速为４００ｍＬ／ｍｉｎ。

２．３．４　原子化器温度的影响　考察了不同原子化温度对

测定的影响，结果表明，温度低于１００ ℃无火焰产生，

３００℃时荧光强度反而下降。因此，选择原子化器温度为

２００℃。

２．４　样品前处理方法优化

２．４．１　提取溶剂的选择　砷化合物的提取是形态分析的

关键。目前，砷形态分析时常见的提取剂有稀酸提取剂、

甲醇—水提取剂，根据文献［１５］报道，结合水产样品特

点，试验主要考察了纯水、磷酸—水（犞磷酸 ∶犞水 ＝１∶

１９）、盐酸—水（犞盐酸 ∶犞水 ＝１∶１９）和甲醇—水（犞甲醇 ∶

犞水＝１∶１）４种不同体系的提取效果（见图４）。研究发

现，甲醇—水（犞甲醇 ∶犞水 ＝１∶１）对各形态砷的提取率

高，均在９０％以上；低浓度酸体系次之，仅有７５％左右；水

最低，只有４０％左右。因此，选择甲醇—水（犞甲醇∶犞水＝

１∶１）作为提取溶剂。

图４　提取剂对各形态砷提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｅｎｔｓｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆａｒｓｅｎｉｃｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ

２．４．２　提取时间的选择　水产品中砷形态的提取方法主

要有加速溶剂萃取、超声辅助提取和热浸提，其中超声辅

助提取不仅提取率高，而且耗时短，得到广泛的应用。试

验采用超声辅助提取方法，考察提取时间（５～４０ｍｉｎ）对

提取效果的影响。结果（图５）表明，当超声提取时间达到

２０ｍｉｎ后，４种砷化合物的提取率均能达到９０％以上，继

续增加时间，提取效率提高不大。综合考虑，选择提取时

间为２０ｍｉｎ。
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图５　提取时间对各形态砷提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｔｉｍｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｏｆａｒｓｅｎｉｃｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ

２．５　方法学评价

２．５．１　线性关系与检出限　配制２．５，５．０，１０．０，２０．０，

５０．０，１００．０μｇ／Ｌ的系列砷化合物混合标准溶液，在优化

的分离、检测条件下进行线性回归试验，回归方程及相关

系数见表１。４种砷化合物在０～１００μｇ／Ｌ的质量浓度范

表１　标准曲线回归方程、相关系数及检出限

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

砷形态
浓度范围／

（μｇ·Ｌ
－１）

线性方程
相关

系数

检出限／

（μｇ·Ｌ
－１）

ＤＭＡ ０～１００ 犢＝７４．２７７２犡＋２．７４１２ ０．９９８２ ０．８２

ＭＭＡ ０～１００ 犢＝６０．１８７７犡＋８．７４１２ ０．９９８３ ０．９４

Ａｓ（Ⅲ） ０～１００ 犢＝１１３．８５８８犡－２０．２３３２０．９９８６ １．１０

Ａｓ（Ⅴ） ０～１００ 犢＝８９．５０８９犡＋８．６４９７ ０．９９８７ ０．７８

围内呈良好的线性关系，相关系数均在０．９９８以上。检出

限（以３倍信噪比计）分别为０．８２，０．９４，１．１０，０．７８μｇ／Ｌ。

２．５．２　回收率和精密度　在小龙虾和大闸蟹中加入低、

中、高３种浓度的砷混合标准溶液，按样品处理方法测

定，平均回收率为８６．０％～１１０．０％，相对标准偏差（ＲＳＤ）

为０．８％～３．７％，见表２。

２．５．３　样品分析　分别选取常见出入境水产品带鱼、大

虾、梭子蟹、白蚌进行砷形态分析，结果见表３。

表２　加标回收率和精密度试验结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（狀＝６）

砷形态

小龙虾

本底值／

（μｇ·ｇ
－１）

添加水平／

（μｇ·ｇ
－１）

平均测定值／

（μｇ·ｇ
－１）

平均回

收率／％

ＲＳＤ／

％

大闸蟹

本底值／

（μｇ·ｇ
－１）

添加水平／

（μｇ·ｇ
－１）

平均测定值／

（μｇ·ｇ
－１）

平均回

收率／％

ＲＳＤ／

％

ＤＭＡ ＮＤ ０．０５０ ０．０４６ ９２．０ ４．７ ＮＤ ０．０５０ ０．０４４ ８８．０ ３．４

０．１００ ０．０９２ ９２．０ ３．８ ０．１００ ０．０９３ ９３．０ ３．６

０．２００ ０．１８５ ９２．５ ２．５ ０．２００ ０．１９０ ９５．０ ２．５

ＭＭＡ ＮＤ ０．０５０ ０．０４７ ９４．０ ２．１ ０．１６８ ０．０５０ ０．２１１ ８６．０ ３．３

０．１００ ０．０９１ ９１．０ ２．３ ０．１００ ０．２６２ ９４．０ １．９

０．２００ ０．１８９ ９４．５ ３．６ ０．２００ ０．３６３ ９７．５ ２．８

Ａｓ（Ⅲ） ０．０２７ ０．０５０ ０．０７６ ９８．０ ３．７ ０．０６８ ０．０５０ ０．１２３ １１０．０ ０．８

０．１００ ０．１２６ ９９．０ ２．４ ０．１００ ０．１６９ １０１．０ １．９

０．２００ ０．２２８ １００．５ １．６ ０．２００ ０．２６５ ９８．５ ２．４

Ａｓ（Ⅴ） ０．０２２ ０．０５０ ０．０７０ ９６．０ １．５ ＮＤ ０．０５０ ０．０４９ ９８．０ ０．９

０．１００ ０．１２０ ９８．０ ２．１ ０．１００ ０．０９５ ９５．０ ２．１

０．２００ ０．２２６ １０２．０ ２．３ ０．２００ ０．１９９ ９９．５ １．３

表３　样品砷形态测定结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ μｇ／ｇ

样品 ＤＭＡ ＭＭＡ Ａｓ（Ⅲ） Ａｓ（Ⅴ）

带鱼　 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

大虾　 ０．２７ ０．１４ ＮＤ ＮＤ

梭子蟹 ０．０７９３ ＮＤ ０．０５７ ＮＤ

白蚌　 ＮＤ ＮＤ ０．０６２ ０．１１９

３　结论
建立了水产样品中水产品中一甲基砷酸（ＭＭＡ）、二

甲基砷酸（ＤＭＡ）、Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）４种砷形态的超声提

取—高效液相色谱—原子荧光光谱分析方法，优化了分

离条件，使４种砷形态在１２ｍｉｎ内得以分离。该方法能

快速分析水产品中４种砷形态，具有前处理方法简单、设

备价格低廉等优点，适用于大批量进出境水产品样本中

砷形态分析。
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