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摘 　要 :采用电感耦合等离子体2质谱 ( ICP2MS) 测定了 14 种鱿鱼丝 (Dried Shredded

Squid ,DSS)中的砷总量 ,发现 14 种鱿鱼丝中的砷总量均低于 2μg·g - 1 ;用高效液相色

谱 ( HPL C)与 ICP2MS 联用技术建立了 As ( Ⅲ) 、As ( Ⅴ) 、二甲基胂酸 (DMA) 、甲基胂

酸 (MMA) 、砷甜菜碱 (AsB)和砷胆碱 (AsC) 六种砷形态的分离分析方法 ;采用快速溶

剂萃取 (ASE) 、超声溶剂提取 (SON)和盐酸浸提三种不同的前处理方法分析了 3 种鱿

鱼丝中的砷形态 ,发现鱿鱼丝中的砷主要以 AsB 形式存在。
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香港《大公报》曾报道香港消委会测试了市面上的 23 款鱿鱼丝 (Dried Shredded Squid ,DSS) 和鱼干 ,

发现鱿鱼丝中的砷严重超标 ,引起了巨大的公众效应。众所周知 ,砷普遍存在于自然界中 ,其中天然存在

的约占 60 % ,而人为排放的约为 40 %[1 ] 。目前 ,海洋水体受到人为的砷污染越来越严重。通过食物链 ,砷

在海洋生物体内累积 ,对人体产生直接或间接的威胁。研究发现 ,砷的毒性大小与其存在的形态密切相

关。以砷化合物的半致死量 L D50计 ,其毒性依次为 H3 As > As ( Ⅲ) > As ( Ⅴ) > 甲基胂酸 (MMA) > 二甲

基胂酸 (DMA) > 三甲基胂氧 ( TMAO) > 砷胆碱 (AsC) > 砷甜菜碱 ( AsB) ,这表明不同形态砷的毒性不

同 ,无机砷的毒性最大 ,有机砷的毒性较小 ,而 AsB 和 AsC 常被认为是无毒的[2 ] 。因此 ,研究海产品中砷

的毒性 ,单测定砷的总量是不可信的 ,应同时对砷的形态加以研究。然而 ,国内外对海产品中的砷及其形

态研究的报道多侧重于新鲜海产品。与新鲜海产品相比 ,干海产品需经过一系列的加工处理 ,其砷的形态

尚待研究。

本课题组利用高效液相色谱 ( HPL C)和电感耦合等离子体2质谱 ( ICP2MS)联用技术建立了同时、快速

分析鱿鱼丝中的 6 种砷形态的分析方法 ,以期为干海产品的质量控制提供技术支持。

1 　实验部分

1 . 1 　仪器

美国 Agilent 公司 1100 型高效液相色谱仪 ,配有手动进样器 ; HamiltonPRP2X100 阴离子交换色谱柱

(250 ×4. 1 mm ,10μm) ;美国 Agilent 公司 7500a 型电感耦合等离子体2质谱仪 ( ICP2MS) ;美国 Millipore

公司超纯水机 (Milli2Q) ;Dionex 公司的 ASE100 型快速溶剂萃取仪 ;美国 lifesciences 公司的快速漩流浓

缩仪 ;德国 H ERML E Z383 K型离心机 ;美国 L ABCONCO 公司的 Freezone 冻干系统。

1 . 2 　试剂及样品

砷标准物质三碘化砷、五氧化二砷从美国 Alfa Aesar 公司购买 ;二甲基胂酸 (DMA) 购于美国 Acros
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Organics 公司 ;甲基胂酸 (MMA) 、砷胆碱 (AsC) 、砷甜菜碱 (AsB) 均由清华大学提供 ;标准物质 TOR T22

购于加拿大国家研究中心。As ( Ⅲ) 、As ( Ⅴ) 、DMA、MMA、AsB 和 AsC 均配制成 10μg·g - 1 (以砷计) 的

储备液 , 4 ℃避光保存。硝酸、甲醇、过氧化氢均购于德国 Merck 公司 ;7 Li、89 Y、140 Ce、205 Tl 调谐液购于美

国 Agilent 公司 ;盐酸、碳酸铵为分析纯 ;超纯水 (电阻率 18. 2 MΩ·cm) 。

鱿鱼丝为青岛市售干品。

1. 3 　HPLC及 ICP2MS条件

在分析测试前 ,先用 10μg·L - 1的7 Li、89 Y、140 Ce、205 Tl 调谐液对 ICP2MS 进行调谐 ,使89 Y的灵敏度达

到最优 ,同时也可使75As有较高的灵敏度和较低的检出限 ,优化后的条件见表 1。

由于35 Cl 和仪器所用的高纯载气 (氩气)易形成75 ClAr + ,干扰75As ,因此在砷的总量测定中 ,使用干扰

方程75As = 75 M - 77 M (3. 127) + 82 M (2. 733) - 83 M (2. 757) 来校正该多原子离子干扰 ,以期获得75As 的准

确含量。而在砷的形态分析中 ,采用了时间分辨分析模式 ,仪器同时监测75As、72 Ge、35 Cl、77 Se、83 Kr 的信

号 ,用以排除75 ClAr + 干扰峰[ 3 ] 。

Table 1 　Instrumental parameters for total As determination and As speciation analysis

Total arsenic Parameters

ICP2MS Agilent 7500a

RF power 1 350 W

RF matching 1. 6 V

Carrier gas flow rate 1. 10 L·min - 1

Peristaltic pump flow rate 0. 1 r ·s - 1

Arsenic speciation Parameters

HPLC Agilent 1100 Series

Analytical column Hamilton PRP2X100 (250 ×4. 1 mm ,10μm)

Flow rate 1. 5 mL·min - 1

Injection volume 25μL

Mobile phase A H2 O

Mobile phase B 50 mmol·L - 1 (N H4 ) 2 CO3 (p H = 9. 5)

Gradient p rogram

Time (min)
0

15
30

A ( %)
100

0
100

B ( %)
0

100
0

ICP2MS Agilent 7500a

RF power 1 350 W

RF matching 1. 6 V

Carrier gas flow rate 1. 10 L·min - 1

Peristaltic pump flow rate 0. 5 r·s - 1

Monitored signals (dwell times in ms) 75As (500) ,72 Ge (100) ,35 Cl (100) ,77 Se (100) and 83 Kr (100)

1 . 4 　砷总量测定

将 14 种鱿鱼丝冷冻干燥后粉碎。准确称取 0. 2 g 粉碎后的鱿鱼丝于酸煮洗净的聚四氟乙烯 ( P TFE)

密封罐中 ,加入 5 mL 硝酸。密封罐在 80 ℃烘箱中预消解 4 h 后 ,放气 ,再于 170 ℃条件下消解 4 h。待冷

却后加入1 mL过氧化氢 ,反应 20 min。然后将样品转移至干净的聚乙烯 ( PET) 塑料瓶中 ,稀释定重至 25

g[4 ] ,即为待测样液。样液直接用 ICP2MS 测定砷总量。

1 . 5 　砷形态分析

1. 5. 1 　快速溶剂萃取( ASE) 　取三种粉碎后的鱿鱼丝 (鱿鱼丝 (1) 、(2) 、(9) ) ,准确称取 0. 5 g 于不锈钢

萃取池中。萃取程序如下 :萃取时间 :2 min ×5 ;萃取温度 :100 ℃;萃取溶剂 :甲醇 ;萃取压力 :1 500 p si [ 1 ] 。

萃取液在 40 ℃水浴中旋转蒸干 ,残渣用超纯水溶解 ,定重至 25 g ,即得待测样液。样液经 HPL C 分离后按

ICP2MS 分析条件定量分析。

1. 5. 2 　超声溶剂提取( SON) 　准确称取鱿鱼丝 (1) 、(2) 、(9) 各 0. 2 g 于离心管中 ,加入 5 mL 甲醇/ 水

(1∶1 ,V / V )超声 45 min ,然后置于离心机中以 5 000 r·min - 1旋转 30 min。小心移出上层清液于 100 mL
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圆底烧瓶中[5 ] 。重复上述步骤三次。合并三次提取液并于 40 ℃水浴中旋转蒸干 ,所剩残渣用超纯水溶

解 ,定重至 25 g ,即为待测样液。样液通过 HPL C2ICP2MS 分离测定。

1 . 5 . 3 　盐酸浸提 　取三种粉碎后的鱿鱼丝 (1) 、(2) 、(9) ,过 80 目筛 ,准确称取 1. 25 g 于 15 mL 具塞刻度

离心管中 ,加 HCl (1 + 1) 10 mL ,混匀 ,置于 60 ℃水浴锅中 18 h ,其间多次振摇 ,使试样充分浸提。冷却 ,

过滤。取 2 mL 滤液于 5 mL 容量瓶中 ,加超纯水定容 ,用于砷的形态分析。

2 　结果与讨论

2 . 1 　总砷的测定

14 种鱿鱼丝中总砷的定量分析结果见表 2。

Table 2 　Quantitative result of different DSSs

Sample Source As (μg·g - 1 ±s) 3
Chuangjiguohuang (1) Qingdao 1. 42 ±0. 28

Qingsong DSS (2) Jiaozhou ,Qingdao 1. 27 ±0. 23

Dayang DSS (3) Qingdao 0. 57 ±0. 20

Hailong DSS (4) Jimo ,Qingdao 0. 90 ±0. 17

Beiyang DSS (5) Qingdao 0. 95 ±0. 16

Baifulai DSS (6) Qingdao 0. 99 ±0. 19

Guolin DSS (7) Qingdao 1. 13 ±0. 30

DSS in bulk (8) Dafuyuan supermarket in Qingdao 1. 51 ±0. 27

DSS in bulk (9) Zhencheng supermarket in Qingdao 1. 43 ±0. 21

DSS in bulk (10) The dry seafood market in Qingdao 1. 12 ±0. 21

DSS in bulk (11) Weike supermaket in Qingdao 0. 70 ±0. 03

Cuttlefish in bulk (12) Dafuyuan supermarket in Qingdao 1. 24 ±0. 33

Cuttlefish in bulk (13) The dry seafood market in Qingdao 1. 24 ±0. 14

Cuttlefish in bulk (14) Weike supermarket in Qingdao 1. 37 ±0. 22

　　　　3 Average concent ration of As in DSS ±s for n = 3 as determined by ICP2MS.

由表 2 可见 ,14 种鱿鱼丝中的砷总量都低于国家标准 ( GB4810294)中规定的干海产品中无机砷的允许限

量值 2μg·g - 1 。为了验证测定结果的准确性 ,同时考察了龙虾肝胰腺标准参考物质 TORT22 ,测定值 21. 6 ±

1. 3μg·g - 1 (标准值 21. 6 ±1. 8μg·g - 1 ) [6 ] 。由此可见 ,青岛市售的 14 种鱿鱼丝中的砷含量均不超标。

2 . 2 　色谱分离条件的选择

在水溶液中 ,As ( Ⅲ) 、As ( Ⅴ) 、DMA 和 MMA 是以阴离子形式存在 ,而 AsB 和 AsC 是以阳离子形式

存在。因此 ,对于阴离子交换柱 ,在常用流动相条件下 ,As ( Ⅲ) 、As ( Ⅴ) 、DMA、MMA 和色谱柱固定相上

的离子交换剂基团相互作用 ,按照作用力的大小 ,As ( Ⅲ) 、DMA、MMA 和 As ( Ⅴ) 依次被洗脱出来。而

AsC 和 AsB 无法与离子交换剂的交换中心发生交换 ,只能随着流动相先流出 ,因此当 As ( Ⅲ) 、As ( Ⅴ) 、

DMA、MMA、AsC 和 AsB 同时存在时 ,总是 AsC 和 AsB 最先出峰。

本实验参照 Brisbin 等[7 ] 的分离方法 ,选用碳酸铵和水为流动相 ,并考察了其在不同梯度下对

As ( Ⅲ) 、As ( Ⅴ) 、DMA、MMA、AsB 和 AsC 六种砷形态的洗脱能力。与色谱柱中离子交换剂的交换基团

作用力较强的 As ( Ⅴ)保留时间较长 ,能与其它砷形态完全分离 ,因此本实验在优化分离条件时只用了五

种砷标准 (As ( Ⅲ) 、DMA、MMA、AsB 和 AsC) 。

图 1 列出了该五种砷标准在不同梯度洗脱条件下的色谱图。据文献 [ 7 ]报道 ,碳酸铵的浓度越低 ,

AsB 和 AsC 分离的就越完全。但在流速一定时 ,碳酸铵的浓度又影响各个砷形态的保留时间 ,碳酸铵浓

度越低 ,保留时间就越长。在 ( Ⅰ)的梯度洗脱条件下 ,梯度时间较短 ,起始时流动相中碳酸铵的浓度较高 ,

AsB 和 AsC 不能完全分离。在 ( Ⅱ) 、( Ⅲ)的梯度洗脱条件下 ,梯度时间增长 ,起始时流动相中碳酸铵的浓

度降低 ,AsB 和 AsC 分离的就越来越完全 ,但是各个砷形态的保留时间却越来越长 ,即使在 1. 8 mL·

min - 1的流速下 , ( Ⅲ)中各砷形态的保留时间仍比较长。综合考虑 ,表 1 的梯度洗脱条件最优 ,六种砷标

准在 15 min 内可以达到基线分离 ,优于文献[7 ]的分离方法 ,分离结果见图 2。
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Fig. 1 　 Gradient anion exchange ICP2MS
chromatograms of 10μg·L - 1 As( Ⅲ) ,DMA, MMA,
AsB and AsC arsenic standards
Mobile phase : A and B ; ( Ⅰ) :0～8 min 100 %B ,8～15
min 100 %A ,flow rate :1. 5 mL·min - 1 ; ( Ⅱ) :0～12 min
100 %B ,12～15 min 100 %A , flow rate :1. 5 mL·min - 1 ;
( Ⅲ) : 0～18 min 100 %B ,flow rate :1. 8 mL·min - 1 . Peak
identification : (1) AsC , (2) AsB , (3) As ( Ⅲ) , (4) DMA
and (5) MMA.

Fig. 2 　 Gradient anion exchange ICP2MS
chromatograms of 20 μg·L - 1 As ( Ⅲ) , As ( Ⅴ) ,
DMA,MMA, AsB and AsC arsenic standards
Moible phase : A and B ;0～15 min 100 %B ,15～30 min
100 %A.

2 . 3 　提取方法的对比

Fig. 3 　Gradient anion exchange ICP2
MS chromatograms of DSS( 9) using three
extraction methods
( Ⅰ) :ASE ; ( Ⅱ) :SON ; ( Ⅲ) : HCl .

对于高蛋白的样品 ,甲醇对其砷形态特别是 AsB 的提取效率较

高[8 ] 。因此本实验以甲醇/ 水 (1∶1 ,V / V ) 、甲醇为提取剂 ,采用超声

波辅助萃取和 ASE 这两种前处理方法对鱿鱼丝中的砷形态进行提

取。而对于无机砷形态 ,以盐酸作为提取溶剂 (参考国标 : GB/ T.

5009. 1122003 :食品中无机砷和有机砷的分离方法) 。对总砷含量

较高的鱿鱼丝 (1) 、(2) 、(9)中各种砷形态进行的定量分析结果见表

3。从表 3 可知 ,三种前处理方法提取到的主要砷形态是砷甜菜碱

(AsB) ,另外还有低浓度的 DMA 和微量的 As ( Ⅴ) 、AsC 等。表 5

列出了 AsB 的提取效率 ,发现甲醇/ 水 (1∶1) 超声提取 AsB 的效率

较高 ,这与前人在文献[9 ] 中阐述的结果一致。由此可见 ,鱿鱼丝中

的砷主要以砷甜菜碱 (AsB) 的形式存在 ,这可能是因为在海洋生态

系统中砷甜菜碱是砷循环的最终产物[10 ] 。图 2 对比了鱿鱼丝 (9) 用

三种前处理方法处理得到的砷形态色谱图 ,发现相对于甲醇/ 水的

高提取效率 ,盐酸浸提到的砷形态较多 ,目前作者尚无法给出明确

的原因 ,将在以后的工作中做进一步的探讨、研究。

Table 3 　Quantitative result of compounds of diferent arsenic species in DSS( 1) ,( 2) and ( 9) using three extraction methods

Sample
Extraction

method
AsC AsB As( Ⅲ) DMA MMA As ( Ⅴ)

ASE ND 0. 93 ±0. 04 ND ND ND 0. 13 ±0. 02

DSS(1) SON ND 0. 98 ±0. 06 ND ND ND 0. 20 ±0. 11

HCL 0. 11 ±0. 01 0. 78 ±0. 20 0. 39 ±0. 04 0. 10 ±0. 01 ND ND

ASE ND 0. 63 ±0. 03 ND ND ND 0. 10 ±0. 02

DSS(2) SON ND 0. 70 ±0. 03 ND ND ND 0. 19 ±0. 06

HCL 0. 019 ±0. 03 0. 71 ±0. 04 0. 39 ±0. 10 ND ND ND

ASE ND 0. 80 ±0. 03 ND ND ND 0. 18 ±0. 04

DSS(9) SON ND 0. 91 ±0. 04 ND ND ND 0. 20 ±0. 05

HCL 0. 011 ±0. 004 0. 68 ±0. 17 0. 29 ±0. 01 0. 11 ±0. 02 ND ND

Mean ±SD/μg·g - 1 As , n = 3 ; ND = Not detectable.

同时为了验证方法的准确性对龙虾肝胰腺标准参考物质 TOR T22 进行了分析 ,分析结果见表 4 和表
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5 ,可见 TOR T 中最主要的砷形态是 AsB ,这与文献[ 11 ]中阐述的结果一致。尤其甲醇/ 水 (1∶1)超声提取

AsB 的效率为 73. 66 % ,与该文献中提到的 AsB 占水溶性砷形态的 73 %非常一致。

Table 4 　Quantitative result of compounds of diferent arsenic species in TORT22 using three extraction methods

Sample
Extraction

method
AsC AsB As( Ⅲ) DMA MMA As ( Ⅴ)

ASE ND 13. 11 ±2. 02 ND 1. 09 ±0. 22 ND ND

TORT22 SON ND 15. 91 ±0. 11 ND 1. 44 ±0. 12 ND 1. 36 ±0. 34

HCL 0. 11 ±0. 01 11. 95 ±0. 25 0. 37 ±0. 06 1. 92 ±0. 06 ND ND

Mean ±SD/μg·g - 1 As , n = 3 ; ND = Not detectable.

Table 5 　The extraction eff iciency of total As and AsB

Sample
Extraction

method
Total As in extract

Extraction
efficiencya

( %)

Extraction
efficiency of AsBb

( %)

ASE 21. 78 ±5. 34 101 60. 69

TORT22 SON 25. 88 ±0. 38 120 73. 66

HCl 21. 65 ±1. 43 100 55. 32

ASE 1. 42 ±0. 50 100 65. 49

DSS(1) SON 2. 14 ±0. 25 150 69. 01

HCl 1. 60 ±0. 57 113 54. 93

ASE 1. 35 ±0. 05 106 49. 61

DSS(2) SON 1. 27 ±0. 16 100 55. 12

HCl 1. 55 ±0. 47 122 55. 91

ASE 1. 63 ±0. 11 114 55. 94

DSS(9) SON 1. 17 ±0. 22 82 63. 64

HCl 1. 57 ±0. 53 110 47. 55

Mean ±SD/μg·g - 1 As , n = 3 ; a Efficiency of total As ext raction compared wit h total arsenic using acid digestion ; b Efficiency of

t he eat racted AsB compared wit h total arsenic using acid digestion.

另外 ,采用甲醇/ 水 (1∶1)超声提取鱿鱼丝 (1)中的砷形态时 ,总砷的提取效率高达 150 % ,究其原因可

能是甲醇可提高 As 的离子化效率从而增强75As 的信号[4 ,12 ] 。因此一旦提取液中的甲醇不能完全蒸干 ,就

会使提取效率明显偏高。

3 　结论

本文改进了 As ( Ⅲ) 、As ( Ⅴ) 、DMA、MMA、AsB 和 AsC 六种砷形态的分离分析方法 ,使六种不同形

态的砷在 15 min 内采用梯度洗脱得以基线分离。并用该技术快速、准确地分析了青岛市售鱿鱼丝中的砷

形态 ,发现无论从砷的总量还是从砷的形态分析来看 ,这些鱿鱼丝都是安全的 ,可以放心食用。这为判定

鱿鱼丝以及干海产品中砷的毒性提供了可靠、科学的依据。
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Arsenic Speciation in Dried Shredded Squid

HAO Chun2li1 , CAO Xuan2 ,3 , J IN G Miao2 ,3 , WAN G Geng4 ,

YAN G Huang2hao3 , C H EN Xi1 , WAN G Xiao2ru 3 3

(1 . Col lege of Chemist ry and Chemical Engi neeri ng , Fuz hou U ni versi t y , Fuz hou 350002 ;

2 . Col lege of Chemist ry and Chemical Engi neeri ng , Ocean U ni versi t y of Chi na , Qi ng dao ,

S handong 266003 ; 3 . Qi ng dao Key L ab of A nal y t ical Technolog y Development and

S t and ardi z ation of Chi nese Medici nes , Fi rst I nst i t ute Oceanog ra p hy of S OA ,

Qi ng dao , S handong 266061 ; 4 . Col lege of Chemist ry an d Chemical Engi neeri n g ,

S han don g U ni versi t y , J i nan 250100)

Abstract : 14 types dried shredded squid (DSS) saled in Qingdao were examined for their total arsenic

content and As species. Total arsenic concent ration in t hese DSS were all below 2 μg·g - 1 . For t he

species , a met hod was established using high performance liquid chromatograp hy ( HPL C) hyp henated

with inductively coupled plasma2mass spect romet ry ( ICP2MS) for separation of arsenobetaine ( AsB) ,

arsenocholine ( AsC) , arsenite ( As ( Ⅲ) ) , arsenate ( As ( Ⅴ) ) , monomet hylarsonic acid ( MMA) and

dimet hylarsinic acid (DMA) in one chromatograp hic run. The As species in 3 DSSs were ext racted using

accelerated solvent ext raction ( ASE) , sonication ext raction ( SON ) and hydrochloric acid ext raction.

The result s showed that arsenobetaine (AsB) was t he main species in t hese DSS.

Keywords : Arsenic ; Speciation ; High performance liquid chromatograp hy ( H PL C) ; Inductively coupled

plasma2mass spect romet ry ( ICP2MS)
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