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摘要：采用高效液相色谱一荧光检测器快速测定土壤中15种多环芳烃。通过对液相色谱柱、梯度洗脱程序、检

测波长程序及柱温等液相色谱条件的选择和优化，使土壤样品中15种多环芳烃在32min内得到完全分离，方

法的最低检出限为0．0002～0．0045 mg／kg，回收率为71．20％～95．07％，RSD为5％～10％。该优化方法的

精密度高、检出限低、重复性好，是一种能够快速、准确测定土壤中多环芳烃的检测方法。
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Abstract：Fluorescence detection—high performance liquid chromatographic method was applied to

rapidly determine 15 polycyclic aromatic hydrocarbons(PAHs)in soil．The method realized the

complete separation of 1 5 PAHs in 32min by selecting and optimizing the chromatographic

conditions，including liquid chromatography column，the gradient elution procedure，the detection

wavelength program and the column temperature．The detection limits and the recoveries of the

improved method for the 1 5 PAHs were in the ranges of 0．0002mg／kg to 0．0045mg／kg and

71．20％to 95．07％，respectively．The relative standard deviations(尺5D)of this method were in

the range of 5％to 1 0％．The results indicated that this method is a rapid and accurate method

with high precision．10w detection limit and good reproducibility for the determination of PAHs in

soil．

Key words：high performance liquid chromatography(HPLC)，polycyclic aromatic hydrocarbons

(PAHs)。soil

多环芳烃(PAHs)是一组稠环芳香化合物，主要

是由于有机物(如煤、石油和木材等)在高温下不完

全燃烧产生的[1~3]。PAHs广泛存在于大气、水、土

壤和植物等自然环境中[4,53。其中萘、苊等16种

PAHs因具有致癌、致畸及致突变性而被美国环境

保护局(EPA)列入优先控制和监测的有毒有机污染

物黑名单中[6’7]。在全国土壤污染状况调查中，国家

环境保护总局也把16种PAHs作为检测对象[8]。
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目前，分离和测定PAHs的主要方法有气相色

谱法(GC)、气相色谱一质谱法(GC—MS)和高效液相

色谱法(HPLC)等[9～12]。国家环境保护总局采用

EPA推荐的高效液相色谱法(HPI。c)测定土壤中的

PAHsE引。文献[13]研究发现EPA推荐的HPLC色

谱柱的分析灵敏度不高，而且荧光检测器的检测波

长程序不理想，致使PAHs的检出限过高，达不到全

国土壤污染状况调查质量控制要求。本文对HPLC

法的一系列色谱条件进行选择和优化，在32min内

都得到15种PAHs(因苊烯的荧光反应较弱而未计

人)的良好分离，分析结果满足全国土壤污染状况调

查质量控制要求。
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1实验部分

1．1仪器

高效液相色谱仪Waters2695，荧光检测器

Waters2475。Agilent PAHs柱：S一5btm，250mm×

4．6mm。Waters XterraTM RPl8色谱柱：S一5弘m，

250mm×4．6ram。振荡器(上海跃进医疗器械厂生

产)。旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂生产)。氮吹

仪(北京莱博科技有限公司出品)。K氏离心管。注

射器过滤器(津腾)：孔径为0．45pm。

1．2试剂

分析纯硅胶、二氯甲烷、无水硫酸钠，HPLC级

乙腈。所有试剂均作空白实验，符合质量控制要求方

可使用。水为Milli—Q超纯水(美国Millipore公司出

品)。

Supelcol6种PAHs混合标准液，各组分的浓度

分别为：萘992弘g／ml、苊997Fg／ml、芴199．9Fg／ml、

菲92．3／19／ml、蒽100．9Fg／ml、荧蒽198．6tlg／ml、芘

101．6tlg／ml、苯并[a]蒽100pg／ml、屈100．3Fg／ml、

苯并[hi荧蒽194．3／-g／ml、苯并[k]荧蒽100pg／ml、

苯并[a]芘101．8Fg／ml、二苯并[a，h]蒽203．8弘g／

ml、苯并[g，h，i]茈199．3btg／ml、茚并[1，2，3-cd]芘

100．3／zg／ml。

1．3样品处理

1．3．1提取

称取109土壤样品于三角瓶中，加39硅胶(使

用前于130‘C活化16h以上)，再加入100ml二氯甲

烷(使用前需重蒸)，于振荡器上振荡30min。

于杯形漏斗中倒入少量无水硫酸钠(使用前于

400℃加热纯化4h以上)，分次倒入样液脱水。样液

转移完后，用50ml二氯甲烷分3次冲洗无水硫酸

钠，样液和洗液一同收集于干净的平底烧瓶里。

1．3．2 浓缩及试剂转换

设置水浴锅的水温不超过45‘C，将洗脱液于旋

转蒸发仪上浓缩至约5ml。用4ml乙腈清洗平底烧

瓶并转移样品至10ml·K氏离心管内，于氮气仪上

吹去二氯甲烷至样液体积为4ml，过0．45／zm的有机

滤膜，收集滤液于1．5ml样品瓶内，于4 C冰箱保存

供HPLC分析用。

1．4液相色谱检测条件优化
1．4．1 色谱柱优化

选取Waters色谱柱和Agilent的多环芳烃专用

色谱柱进行对比实验。实验的流动相为乙腈和水，柱

温23℃，流速0．6ml／min，进样量20FI。由所得的液

相色谱图(图1)可以看出，多环芳烃专用色谱柱的

分离效果明显好于Waters色谱柱。采用Agilent多

环芳烃专用色谱柱，可以得到较佳的15种多环芳烃

组分分离效果。
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图1 Waters XterraTM RPl8柱(a)和Agilent PAHs

柱(b)荧光检测15种PAHs标准溶液液相色谱

1．萘(naphthalene)；2．苊(acenaphthene)f 3．芴

(fluorene)；4．菲(phenanthrene)；5．葸(anthracene)；6．荧蒽

(fluoranthene)；7．芘(pyrene)；8．苯并[a]蒽(Benzo a]

anthracene)；9．屈(chrysene)；10．苯并I-b]荧蒽(benzo[b]

fluoranthene)；11．苯并[k]荧蒽(benzo[k-lfluoranthene)；12．

苯并[a]芘(benzo[a]pyrene)；13．二苯并[a。h]蒽(dibenzo[a，

h]acenaphthene)；14．苯并[g，h，i]jE(benzo[g，h，i]

perylene)，15．茚并[1，2，3-cd]芘(indeno[1，2，3-edJpyrene)。

1．4．2 荧光检测器条件优化

梯度洗脱可提高分离度、缩短分离时间，提高分

离精度，为了使15种多环芳烃组分能够在较短时间

内得到比较理想的分离效果，实验采用二元梯度洗

脱法，柱温23‘C，流速0．6ml／min，进样量20肛l，通过

不断调节流动相乙腈和水的比例，最终优化得到一

个较佳的梯度洗脱程序(表1)，此条件下各组分均

得到了很好的分离。

同时，实验对15种多环芳烃组分的激发波长和

发射波长进行了比较和筛选，根据其荧光响应值的

高低，优化出最佳的检测波长程序(表2)，实现了各

组分的高灵敏度、低检出限。

实验过程中还发现柱温对多环芳烃各组分的保

留时间和分离度有很大影响，经过反复实验、比较，

最终确定，当柱温为23℃时，各组分在32min内的

分离效果最好。
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表2 多环芳烃的检测波长程序

2方法的线性关系、检出限及精密度

在优化的色谱条件下，对系列浓度的PAHs混

合标准溶液进行测定，以峰面积和各组分的质量浓

度作图，得到各组分的回归方程和相关系数见表3。

表3结果表明PAHs各组分线性关系良好，15种

PAHs组分的检出限(以信噪比S／N一3计)范围为

0．0002一-．0．0045mg／kg，完全满足环境样品中痕量

PAHs的检测分析要求。对混合标准溶液平行测定6

次，测定值的RSD为0．5％～1．0％，表明方法的精

密度高。

表3本方法的线性方程和检出限

组分 相关系数 回归曲线方程。
LOD

(mg／kg)

萘0．9995 Y=339．66x+64．299 0．0031

苊0．9993 Y=373．96x+81．501 0．0018

芴0．9989 Y=1720．6x+90．231 0．0006

菲0．9985 Y=614．38x+34．369 0．0020

蒽0．9992Y=1832．2x+68．482 0．0020

荧蒽0．9990 Y=498．76x+29．962 0．0011

芘0．9984 Y=1136．0x一32．590 0．0028

苯并[a3葸0．9993 Y=1859．9x+65．589 0．0005

屈0．9998 Y=1637．7x+57．297 0．0006

苯并Eb]荧蒽0．9993 Y=769．35x+47．43 0．0006

苯并[k]荧蒽0．9988 Y=6395．3x+250．53 0．0002

苯并[a]芘0．9993 Y=6064．5x+227．32 0．0002

二苯并[a，h]葸0．9993 Y=2395．3x+166．14 0．0004

苯并[g，h．i3jE 0．9993 Y=2014．6x+102．19 0．0028

茚并[1，2，3-c，d]芘0．9991 Y=376．72x一19．725 0．0009

。，为峰面积，X为含量(pg／m1)。

运用本方法对来自不同取样区的5个土壤样品

(R536、R613、R627、R637、R825)分别进行样品处

理及HPLC测定，采用外标法进行定量，分析结果

见表4。

表4土壤样品中PAHs的分析结果

从表4结果可以看出，以上采样分析地区的

PAHs污染比较严重，土壤样品R536的苯并[b]荧

蒽含量高达1．17mg／kg，每千克土壤样品的15种

PAHs含量范围由微克级到毫克级不等，这就要求

方法具有很强的分离特性和高灵敏度，及低检出限

和高精密度。本方法能够完全满足土壤样品的

PAHs检测分析要求，方法快速、准确、可靠，具有推

广应用价值。
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成中间体：对硝基苯甲酸乙酯；(3)降解产物：对氨基

苯甲酸。故选取上述3种物质与苯佐卡因混合制备

色谱条件系统适应性溶液。

有关物质测定结果显示，本品的单个最大杂质

及其他主要杂质峰均在主峰2．5倍保留时间内出

峰，且在进行破坏性实验考察时，各破坏条件下的色

谱图中，主峰2．5倍保留时间后均无杂质峰出现，因

此确定本品有关物质检查的保留时间为主峰保留时

间的2．5倍。

中国药典中采用薄层色谱法对苯佐卡因的有关

物质进行检查，本实验对药典方法和HPLC法进行

了比较，数据结果表明，采用薄层色谱法只能进行半

定量检查，而HPLC法能准确定量测定苯佐卡因中

有关物质。

本方法操作简单，测定快速、准确，专属性好，可

以同时测定苯佐卡因的含量和有关物质，作为原料

的测定方法，对存在的有关杂质和破坏条件下产生

的降解产物进行监控。
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