
　第５４卷　第 ２期
２０１５年　３月

中山大学学报 （自然科学版）

ＡＣＴＡ　ＳＣＩＥＮＴＩＡＲＵＭ　ＮＡＴＵＲＡＬＩＵＭ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＡＴＩＳ　ＳＵＮＹＡＴＳＥＮＩ
Ｖｏｌ５４　Ｎｏ２
Ｍａｒ　２０１５

　

ＤＯＩ：１０１３４７１／ｊｃｎｋｉａｃｔａｓｎｕｓ２０１５０２０１６

沉积物中１２种羟基多环芳烃的分析

唐　念１，原　珂２，李　丽１，周永言１，王　宇１，栾天罡２，王晓玮３

（１．广东电网公司电力科学研究院，广东 广州 ５１００８０；
２．中山大学生命科学学院，广东 广州 ５１０２７５；
３．中山大学海洋学院，广东 广州 ５１０２７５）

摘　要：建立了一种同时检测沉积物中１２种羟基化多环芳烃代谢物 （ＯＨＰＡＨｓ）的方法。样品经冷冻干燥后，
分别采用加速溶剂萃取 （ＡＳＥ）、固相萃取 （ＳＰＥ）及衍生化进行样品前处理，气相色谱－质谱联用仪 （ＧＣＭＳ）
进行分析测定。通过单因子优化后，１２种代谢物的方法检出限 （ＬＯＤｓ）均达到 ｎｇ·ｋｇ－１级别，并且重现性较
好。通过加标回收的方法，在样品中加入１２种代谢物至质量分数均为１０ｎｇ·ｇ－１以评价方法的回收率，结果发
现除了９－羟基菲较低外 （３９５％），其余待测组分的回收率均在６０％以上。所建立的分析方法最终被应用于检
测珠江虎门河口沉积物中的１２种羟基化多环芳烃，其中１０种待测组分被检出，并且质量分数介于０５８（４－羟

基菲） ～２４ｎｇ·ｇ－１ （６－羟基屈）之间。
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　　多环芳烃 （Ｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃａｒｏｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ，
ＰＡＨｓ）的生物降解作用为去除环境中多环芳烃的
重要途径之一［１］。然而，很多微生物不能彻底降

解多环芳烃，而是降解为诸如羟基化多环芳烃

（ＨｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄＰＡＨｓ，ＯＨＰＡＨｓ）等多种不同的代
谢产物，这些代谢物可能具有比母体更强的毒

性［２］。基于多环芳烃代谢物可能对生物体具有更

强的毒性作用，以及抑制多环芳烃降解作用［３－４］，

建立一种检测方法来检测环境中多环芳烃代谢物的

浓度非常必要。

目前已有一些用于多环芳烃代谢物检测的方

法，如与荧光检测器或质谱检测器联用的高效液相

色谱 （ＨＰＬＣ）、气相色谱 －质谱联用仪 （ＧＣＭＳ）
以及液相色谱 －质谱／质谱联用仪 （ＬＣＭＳ／ＭＳ）
等［５－８］。近年来，虽然分析仪器取得了较大的发

展，但是大部分的分析仪器还是不能直接对复杂的

原始样品进行分析测定。因此，建立快速，准确，

选择性高的样品前处理方法已成为分析化学研究的

重点［９］。

对于羟基多环芳烃的研究主要集中在生物样本

如人体尿液、鱼胆汁、蟹尿液、海洋多毛类组织、

菌液中代谢物的检测，并作为生物体多环芳烃暴露

程度的指标［１０－１１］。已建立的前处理方法主要包括

液液萃取 （ＬＬＥ）、固相萃取 （ＳＰＥ）和固相微萃
取 （ＳＰＭＥ）、毛细管微萃取毛细管区带电泳 （ｉｎ
ｃａｐｉｌｌａｒｙｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃａｐｉｌｌａｒｙｚｏｎｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ
ｓｉｓ）等［２，５，８－１０］。而对于固体样品，如土壤或沉积

物样品和悬浮颗粒物样品的研究还比较少，检测方

法多为索氏萃取［１１］，对单个样品的处理时间往往

超过２４ｈ，操作也比较繁琐，样品多时很难短期内
完成。加速溶剂萃取 （ＡＳＥ）是在较高的温度和压
力下用有机溶剂萃取固体或半固体的自动化方法。

具有有机溶剂用量少、快速、回收率高和重现性好

等优点。然而加速溶剂萃取的选择性较差，萃取后

的样品中杂质较多，会影响之后的衍生化反应及仪

器分析效果。而 ＳＰＥ技术则具有较高的选择性，
能够有效的将待测组分与干扰组分分离，因此常被

用于样品的分离、纯化和浓缩［１２］。

综上所述，本研究将建立固体样品中多环芳烃

代谢物的加速溶剂萃取方法，并利用固相萃取对萃

取后的样品进行纯化、富集，然后通过衍生化反应

提高待测组分的挥发性，以便最后通过气相色谱－
质谱联用仪分析。

１　试验部分
１１　主要仪器与试剂

气相色谱－质谱联用仪 （Ａｇｉｌｅｎｔ，６８９０ＮＧＣ－
５９７３ＭＳ）；色谱柱型号为 ＤＢ－５ｍｓ（Ｊ＆Ｗ，３０ｍ
×０２５ｍｍ ×０２５μｍ）；加速溶剂萃取仪 （ＤＩ
ＯＮＥＸ，ＡＳＥ３５０）；冻干机 （Ｌａｂｃｏｎｃｏ）。实验中所
用到的 ＳＰＥ小柱 （５００ｍｇ，３ｍＬ）均购自 ＣＮＷ；
衍生化试剂为双 （三甲基硅烷基）三氟乙酰胺

（ＢＳＴＦＡ，ｗ＝９９％，其中包括ｗ＝１％ＴＭＳＩ）；羟基
多环芳烃及其内标物分别为１－羟基萘、２－羟基
萘、２－羟基芴、９－羟基芴、３－羟基菲－ｄ９，４－
羟基菲、９－羟基菲、１－羟基芘和 １－羟基芘 －
１３Ｃ６，均购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ（ＳｔＬｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ，
３－羟基芴购自ＭＲＩ（ＭｉｄｄｌｅｗｅｓｔＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，
Ｋａｎｓａｓ，ＭＯ，ＵＳＡ），２－羟基菲、３－羟基菲、３－
羟基荧蒽、６－羟基屈购自 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ（Ａｕｇｓ
ｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。实验中所用到的溶剂如丙酮、甲
醇、乙腈、二氯甲烷等均为色谱纯 （Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ）。
１２　标准溶液以及加标样品的配制

首先配制１２种羟基多环芳烃１００ｍｇ·Ｌ－１丙
酮储备液，再稀释至１０ｍｇ·Ｌ－１该混标储备液并
于 －２０℃避光保存。使用前稀释至需要的浓度。
配制３－羟基菲 －ｄ９和１－羟基芘 －

１３Ｃ６两种内标
物的质量浓度均为２ｍｇ·Ｌ－１丙酮溶液并于－２０℃
避光保存。本实验中所涉及的沉积物样品采自珠江

虎门河口 （Ｅ２２°４７′５９″，Ｎ１１３°３６′０７″），样品采
集后经过冷冻干燥，过０１２５ｍｍ的金属筛并放置
于－２０℃冰箱保存，加标样品在精确称取１０ｇ沉
积物样品后分别加入１ｍｇ·Ｌ－１羟基化多环芳烃混
标１００μＬ以及２ｍｇ·Ｌ－１内标５０μＬ，使得沉积物
样品中各待测组分质量分数均为１０μｇ·ｇ－１，内标
质量分数均为１０μｇ·ｇ－１。
１３　实验步骤

将冷冻干燥并研磨好的样品用甲醇进行加速溶

剂萃取，再将萃取出的样品旋转蒸发浓缩后，以正

己烷再次溶解并过中性氧化铝柱；以含 φ＝２％醋
酸的二氯甲烷作为洗脱溶剂，重复洗脱两次，每次

５ｍＬ；洗脱出来的样品用氮气吹干后加入３０μＬ衍
生化试剂Ｎ，Ｏ－双 （三甲基硅烷基）三氟乙酰胺

（ＢＳＴＦＡ），于６０℃水浴锅中反应６０ｍｉｎ；反应结
束后将剩余的衍生化试剂用氮气吹干；最后用１００μＬ

８７
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丙酮将衍生化产物溶解后，取２μＬ进入 ＧＣＭＳＤ
分析，得到的结果代入标准曲线计算最终浓度。

１４　ＧＣ分离条件及混标色谱图
气相色谱的升温程序，初始温度７０℃，保持

１ｍｉｎ，以３０℃·ｍｉｎ－１升至２５０℃，再以１０℃·
ｍｉｎ－１升至 ３１０℃，并保持 １０ｍｉｎ；不分流进样；
载气，氦气；载气流速，１ｍＬ·ｍｉｎ－１；气相色谱
进样口温度为 ３１０℃；质谱离子源能量，７０ｅＶ。
待测组分的总离子流图如图１所示，各组分的ｍ／ｚ
和相对分子质量见表１。

２　结果与讨论
２１　加速溶剂萃取溶剂的优化

影响加速溶剂最主要的因素包括萃取溶剂、萃

取温度以及萃取时间。加速溶剂萃取的方法为１００
℃炉温，压力１５００ｐｓｉ，静态萃取１０ｍｉｎ。根据目
标物质的不同性质选择相应的萃取溶剂，可使萃取

更完全，本研究比较了四种萃取溶剂的萃取效果，

结果如图２所示，甲醇的萃取效率明显高于其他３
种萃取溶剂，因此确定甲醇为最佳萃取溶剂。

２２　固相萃取条件的优化
由于衍生化效果会受到杂质的影响，所以衍生

化之前需要对样品进行纯化。纯化的方法为固相萃

取。根据羟基化多环芳烃代的极性相对较大的特性，

本实验选用了３种正相ＳＰＥ柱 （丙胺、中性氧化铝

和酸性氧化铝）进行了效果比较。上样溶剂为非极

性的正己烷，可促进代谢物分子与吸附剂通过极性

作用力相结合。结果发现，待测组分通过３种 ＳＰＥ
柱后均无穿透现象发生，可完全保留于ＳＰＥ柱中。

图１　１２种羟基化多环芳烃及２种内标的ＴＭＳ

衍生化产物的总离子流图 （质量浓度为１ｍｇ·Ｌ－１）
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅ１２ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄ

ＰＡＨｓａｎｄ２ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓａｆｔｅｒｓｉｌｙｌａｔｉｏｎ
图中的出峰顺序分别为：１ＯＨｎａｐ、２ＯＨｎａｐ、２ＯＨ
ｆｌｕｏ、３ＯＨｆｌｕｏ、９ＯＨｆｌｕｏ、３ＯＨｐｈｅｄ９、４ＯＨｐｈｅ、９
ＯＨｐｈｅ、３ＯＨｐｈｅ、２ＯＨｐｈｅ、１ＯＨｐｙｒ、３ＯＨｆｌａｎ、１

ＯＨｐｙｒ１３Ｃ６、６ＯＨｃｈｙｒ

图２　不同ＡＳＥ萃取溶剂的对沉积物中羟基化

多环芳烃 （１ｍｇ·Ｌ－１）萃取效果比较
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＳＥｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｏｎｔｈｅ１２ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄ

ＰＡＨｓｉｎｓｅｄｉｍｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１ｍｇＬ－１

表１　羟基多环芳烃与内标的相对分子质量及其三甲基硅烷基 （ＴＭＳ）衍生化产物的选择离子ｍ／ｚ与保留时间
Ｔａｂｌｅ１　Ｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ１２ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄＰＡＨｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓａｎｄ２ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ：

ｓｅｌｅｃｔｅｄｉｏｎｓｍ／ｚａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆＴＭＳｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

化合物 英文缩写 Ｍｒ 衍生化产物选择离子ｍ／ｚ ｔＲ／ｍｉｎ

１－羟基萘 １－ＯＨ－ｎａｐ １４４ １８５，２０１，２１６ １００６８
２－羟基萘 ２－ＯＨｎａｐ １４４ １８５，２０１，２１６ １０１９１
２－羟基芴 ２ＯＨｆｌｕｏ １８２ １６５，２３９，２５４ １１５８３
３－羟基芴 ３－ＯＨｆｌｕｏ １８２ １６５，２３９，１５４ １２４９２
９－羟基芴 ９－ＯＨｆｌｕｏ １８２ １６５，２３９，１５４ １２６４３
内标 ３－ＯＨｐｈｅｄ９ ２０３ ２６０，２７４，２７５ １３７４０

４－羟基菲 ４－ＯＨｐｈｅ １９４ ２３５，２５１，２６６ １３３５４
９－羟基菲 ９－ＯＨｐｈｅ １９４ ２３５，２５１，２６６ １３５８１
３－羟基菲 ３－ＯＨｐｈｅ １９４ ２３５，２５１，２６６ １３７８４
２－羟基菲 ２－ＯＨｐｈｅ １９４ ２３５，２５１，２６６ １４０８４
１－羟基芘 １－ＯＨｐｙｒ ２１８ ２５９，２７５，２９０ １６３８９
３－羟基荧蒽 ３－ＯＨｆｌａｎ ２１８ ２５９，２７５，２９０ １６９１６
内标 １－ＯＨｐｙｒ－１３Ｃ６ ２２４ ２８１，２９０，２９６ １６９１８

６－羟基屈 ６－ＯＨｃｈｙｒ ２４４ ２８５，３０１，３１６ １９８３８

９７
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　　通过不同极性溶剂的洗脱发现，丙胺柱中的羟
基化多环芳烃完全不能洗脱，说明丙胺柱极性太

强，不适用于羟基化多环芳烃的纯化。两种氧化铝

柱中吸附的 ＯＨＰＡＨｓ都可以被洗脱，根据洗脱效
果，最终选择中性氧化铝柱进行后续实验。

为了将保留在 ＳＰＥ柱中的代谢物全部洗脱，
需要选择合适的洗脱溶剂。本实验选了不同极性的

３种有机溶剂 （甲醇、乙腈和二氯甲烷）进行洗

脱，并比较洗脱效果，结果如图３所示。二氯甲烷
对于１２种代谢物都具有较好的萃取效果，因此选
择二氯甲烷作为洗脱溶剂。由于羟基化多环芳烃与

中性氧化铝之间是通过极性作用力相结合，在洗脱

溶剂中适量加入酸可以破坏这种结合力，从而进一

步提高洗脱效果。本研究比较了加入醋酸的二氯甲

烷的萃取效果 （图４），结果发现酸性的二氯甲烷
具有更好的洗脱效果。因此最终选择含有 φ＝２％
醋酸的二氯甲烷作为洗脱溶剂，重复洗脱两次，每

次５ｍＬ。

图３　不同固相萃取洗脱溶剂对结果的影响，

待测组分质量浓度为１ｍｇ·Ｌ－１

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｏｆＳＰＥｏｎｔｈｅ
ｐｅａｋａｒｅａｏｆｔｈｅＴＭＳｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｆ１２ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄＰＡＨｓ

图４　二氯甲烷加入φ＝２％醋酸对洗脱效果的影响
Ｆｉｇ４Ｅｆｆｅｃｔｏｆφ＝２％ ａｃｅｔｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅｅｌｕｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｏｆｔｈｅＴＭＳｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｆ１２ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄＰＡＨｓ

２３　衍生化条件的优化
硅烷化反应 （Ｓｉｌｙｌａｔｉｏｎ）是气相色谱常用的衍

生化方法之一。为了找到最佳的衍生化时间，本实

验比较了０５，１和１５ｈ的衍生化效果。结果如
图５所示，随着衍生化时间的增加，１－羟基萘的
响应值略微下降，２－羟基萘的响应值变化不明显，
其他９种物质的响应值略有提高。综合考虑衍生化
效果及总体实验时间，本研究采取１ｈ作为后续实
验的衍生化时间。

图５　不同衍生化时间的对衍生化产物响应值的影响，

１ｍｇ·Ｌ－１的待测组分与ＢＳＴＦＡ在６０℃
水浴中分别反应０５、１、１５ｈ

Ｆｉｇ５Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ１２ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄＰＡＨｓ
ｏｆｗｉｔｈＢＳＴＦＡｕｎｄｅｒ６０℃，ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔａｒｇｅｔ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｗａｓ１ｍｇ·Ｌ－１，ａｎｄｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ
ｗａｓ０５，１，１５ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

由于衍生化产物不稳定，所以必须在产物降解

之前进行 ＧＣＭＳ分析。为了确定 ＧＣ进样的最佳
时间，本实验对１２种衍生化产物的降解情况进行
了研究，其降解曲线如图６所示。在衍生化之后的
２８ｈ内，１２种衍生化产物均未出现明显的降解，
所以，可以认为衍生化之后的２８ｈ内进样可以保
证衍生化效果。

图６　１２种羟基化ＰＡＨｓ衍生化产物的降解曲线，
其质量浓度为１ｍｇ·Ｌ－１

Ｆｉｇ６　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＴＭＳｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｆ１２ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄＰＡＨｓ
ｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１ｍｇＬ－１ａｆｔｅｒｓｉｌｙｌａｔｉｏｎ
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２４　方法评价
通过实验和数据处理得到方法的线性范围、相

关系数 （ｒ２）、相对标准偏差 （ＲＳＤ）、检测限
（ＬＯＤ）、定量限 （ＬＯＱ）和回收率，并以此为依
据评价本方法。将１２种代谢物的混标稀释成梯度
浓度，并加入统一的内标 （１ｍｇ·Ｌ－１），衍生化

反应后进入 ＧＣＭＳＤ分析，作为标准曲线。ＬＯＤ
和 ＬＯＱ的计算是基于国际通用的 ３倍信噪比
（３σ）和 １０倍信噪比 （１０σ）。结果如表 ２所示，
方法的ＬＯＤ介于 ０８ｎｇ·ｋｇ－１ （２－羟基菲）至
７８ｎｇ·ｋｇ－１ （１－羟基奈）之间。

表２　方法的检测范围、检出限、定量限、回收率及实际样品检测结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｓ，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓ，ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆ１２ｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

ａｎｄｔｈｅｉｒａｎａｌｙｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｒｅａｌｓａｍｐｌｅ

名称
计算范围／

（ｎｇ·ｇ－１）
相关系数ｒ２

检出限／

（ｎｇ·ｋｇ－１）

定量限／

（ｎｇ·ｋｇ－１）
回收率／％ 相对标准差／％

实际样品检测结果／

（ｎｇ·ｇ－１）
１－羟基萘
２－羟基萘
２－羟基芴
３－羟基芴
９－羟基芴
４－羟基菲
９－羟基菲
３－羟基菲
２－羟基菲
１－羟基芘
３－羟基荧蒽

００１～１０

０９９５ ７８ ２５９ １１２８ ５１ ０７９
０９９７ ３２ １０６ １３４４ ７８ ０８０
０９９９ ２５ ８４ ６８６ １３ ０７８
１０００ １８ ６０ ９２８ １２ ０６０
０９９７ １４ ４５ ７５５ １７４ ０７１
０９８８ １３ ４３ ８１５ ４４ ０５８
０９８５ １２ ４１ ３９５ １１１ ０７７
０９６８ ２２ ７２ ８６４ ９６ ０８１
０９７１ ０８ ２６ ９３４ １６ ＮＤａ

０９９９ １３ ４２ ６５３ ２７４ ＮＤ
１０００ １１ ３８ １０２１ ２５４ １４

６－羟基屈 ００５～１０ １０００ １７ ５８ １０２４ １９３ ２４
ａＮＤ表示没有检出

　　为检验本文所建方法是否适用于实际环境样品
中１２种代谢物的检测，使用优化后的方法分析了
珠江虎门河口表层沉积物样品。采集的沉积物样品

经过冷冻干燥后研磨成粉末 （过 ０１２５ｍｍ筛），
称取１０ｇ样品，加入５０μＬ内标 （２ｍｇ·Ｌ－１）后
用建立的方法进行分析测定。将经过预处理后的虎

门河口沉积物样品加入１２种代谢物和２种内标至
１４种物质的质量分数均为１０ｎｇ·ｇ－１，然后用建
立的方法处理，重复３次后计算出每种代谢物的质
量浓度ρ加标，再根据公式１计算出加标回收率 （表

２）。方法的回收率除了９－羟基菲 （３９５％）外，
其余均大于６０％。重复３次后计算出每种代谢物
的平均质量浓度 ρ本底和相对标准偏差，由结果可
知，方法的ＲＳＤ则介乎于１２％ （３－羟基芴）至
２７４％ （１－羟基芘）。而虎门河口沉积物样品中
１２种羟基化多环芳烃有１０种被检出，质量分数介
于０５８（４－羟基菲） ～２４ｎｇ·ｇ－１ （６－羟基
屈）之间。

回收率 ＝
ρ加标 －ρ本底
０５ ×１００％ （１）

３　结　论
本研究建立了一种灵敏度高，重现性好，可以

同时检测土壤或沉积物样品中１２种多环芳烃代谢
物的分析方法，包括样品的前处理和仪器分析。优

化后的方法具有较高的灵敏度，１２种代谢物的检
出限均达到 ｎｇ·ｋｇ－１级别，重现性良好。通过加
标回收的方法，在样品中加入１２种待测组分至质
量分数均为１０ｎｇ·ｇ－１进行分析，其回收率除９－
羟基菲较低外，均在６０％以上。用建立的方法检
测珠江虎门河口沉积物中的１２种代谢物，其中１０
种有检出，质量分数范围为０５８～２４ｎｇ·ｇ－１。
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