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摘 � 要: 建立了高效液相色谱与电感耦合等离子体质谱联用技术测定水产品中汞化合物形态的分析方法。采

用盐酸提取样品, C18柱 ( 4� 6 mm � 150 mm )分离, 流动相为 5% 甲醇 - 0� 06 mo l/L乙酸铵 - 0� 1% 半胱氨酸,

3种汞化合物的线性范围均为 0~ 100 �g /L, 相关系数 ( r )均大于 0� 999 0, 检出限为 0�5~ 0�8 �g /L; 汞化合

物各形态的 RSD均小于 5% ; 不同质量浓度下无机汞、甲基汞、乙基汞的加标回收率分别为 72% ~ 90% 、

99% ~ 118% 、 93% ~ 111% ; 鱼肉标准物质 ( GBW 10029)、人发标准物质 ( GBW 09101B)中汞形态的测定值均

在标准值范围内, 甲基汞的 FAPAS国际比对结果 Z评分为 1�0。该方法前处理简便、线性范围宽、精密度

高、准确性好, 适用于水产品中汞化合物的形态分析。
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Investigation o fM ercury Speciation Analysis in A quatic Products by L iquid

Chrom atography- Inductively Coupled P lasm a- M ass Spectrom etry
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Abstrac:t An HPLC / ICP- M S m ethod w as estab lished for the determ ination o fm ercury spec iat ion,

includ ing inorgan ic m ercury ( MC ) , m ethy lm ercury ( MMC ) and ethy lm ercury ( EMC ), in seafood.

The sam plew as ex tracted w ith hydroch loric ac id and separa ted on a C18 chrom atographic colum n( 4�6
mm � 150 mm ) using 5% m ethanol- 0�06 m o l/L amm on ium acetate- 0�1% cysteine as m obile

phase. The linear ranges for threem ercury spec ies w ere all betw een 0 and 100 �g /L w ith correlat ive

coeffic ients( r) m ore than 0�999 0. The detection lim its w ere in the range of 0�5- 0�8 �g /L. The

re lative standard deviat ions( RSDs) for the determ inations of three m ercury spec ies w ere all less than

5% . The spiked recoveries for different concentrations of m ercury com pounds w ere in the range of

72% - 90% forM C, 99% - 118% forMMC and 93% - 111% for EM C, respective ly. Them ethod

w as applied in the determ inat ions ofm ercury speciations in fish reference m ateria l( GBW 10029) and

hum an ha ir reference m aterial ( GBW 09101B ), and the analyt ica l results w ere all in the scope of

standard values. The Z score result o fMMC in FAPAS w as 1�0. The results indicated that them eth�
od had a simp le pre�treatm ent procedure, broad linear range, good accuracy and precision, and w as

su itable for the de term inat ion ofm ercury spec iations in aquatic products.

Key words: liqu id chrom atography / induct ive ly coup led p lasm a- m ass spectrom etry; m ercury; spe�
ciat ion analysis; aquatic products

汞是危害人体健康的重金属元素之一, 汞及其化合物曾大量用于杀虫剂、杀菌剂
[ 1 ]
、电器设备、

电池及照明等领域。汞的主要存在形态有无机汞、甲基汞、乙基汞、苯基汞, 环境中存在最多的是无

机汞和甲基汞, 无机汞通过生物甲基化作用生成甲基汞, 甲基汞能穿透生物膜, 并通过食物链的富集
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作用进入人体, 严重危害人体健康
[ 2 ]
。汞化合物的毒性依赖于其浓度及化学形态, 烷基汞的毒性比芳

基汞和无机汞大, 甲基汞是毒性最强的汞化合物之一
[ 3]
。鉴于不同形态汞化合物的毒性差异, 采用高

灵敏度的形态分析方法测定环境样品和生物样品中汞的含量非常必要
[ 1]
。

气相色谱 ( GC)
[ 1, 4]
和液相色谱 (H PLC )

[ 1, 5]
是汞形态分析的常用手段, 气相色谱与光谱技术联用也

被用于分析汞化合物
[ 6- 9 ]
。高效液相色谱以其前处理简单、适用性强, 可与原子吸收 ( AAS)、原子荧

光 ( AFS)、电感耦合等离子质谱 ( ICP- M S)、电感耦合等离子光谱 ( ICP- AES )等多种技术联用而广泛

应用于汞形态分析
[ 10- 12]

。H PLC /ICP- M S因灵敏度高、线性范围宽、检出限低等优点, 广泛用于汞化

合物的分析
[ 13- 19 ]

。在汞形态分析中通常采用碱消解技术对样品进行处理, 再用二氯甲烷进行反萃
[ 11]

,

其过程较繁琐且回收率低。本文采用盐酸提取水产品中的汞, 以半胱氨酸为络合剂, 采用 H PLC /ICP-

M S联用技术对其中的甲基汞、乙基汞、无机汞的含量进行了研究, 并优化了实验条件, 该方法前处理

简单, 避免使用剧毒管制试剂, 且方法灵敏准确。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
美国 Ag ilen t公司 1200型高效液相色谱仪及 7500a型电感耦合等离子体质谱仪; 美国 M illip lus 2150

超纯水处理系统; 德国 S igm a高速冷冻离心机; 超声清洗器; 意大利 M ILESTONE DMA �80测汞仪。

超纯水: 电阻率 18�2M �  cm; 甲醇 (色谱纯 ); 乙酸铵 (分析纯 ) ; 盐酸、氨水 (优级纯 ) ; 半胱

氨酸 (生化试剂 ) ; 汞标准物质: 甲基汞 GBW 08675, 含量为 ( 76�6 ! 2�9) �g /g; 乙基汞 BW 3218, 含量

为 ( 75�3 ! 2�8) �g /g; 无机汞 GBW ( E ) 080124, 含量为 100 �g /g, 均购自中国计量科学研究院; 汞标

准参考物质: 中国计量科学研究院的鱼肉 GBW 10029, 人发 GBW 09101B; 美国 N IST的标准物质菠菜粉

NBS1570。

1�2� 实验方法
1�2�1� 标准溶液配制 � 分别取一定量甲基汞、乙基汞、无机汞, 用超纯水稀释定容, 配成 2 m g /L的

混合标准溶液, 所配溶液均储存于 4 ∀ 的冰箱中。汞标准工作液由 2 m g /L混合标准溶液用流动相与

2% 盐酸按 1 #1逐级稀释而成, 使用时现配。

1�2�2� 样品前处理 � 称取 0�2~ 0�3 g(干重 )样品于 15 mL离心管中, 加入 5 mL 5 m ol /L盐酸, 混匀

后超声萃取 2 h, 4 ∀ 8 000 r /m in离心 15 m in。取 2 mL上清液于 15 mL离心管中, 逐滴加入 1�5 mL

35%氨水和 0�2 mL 2% 半胱氨酸, 用纯水定容至 5 m L, 4 ∀ 8 000 r/m in离心 15 m in, 取上清液过

0�45 �m滤膜, 滤液经 H PLC / ICP- M S进行形态分析。

1�3� 高效液相色谱及电感耦合等离子体质谱条件
高效液相色谱条件: Agela Technolog ies Venusil C18色谱柱 ( 4�6 mm � 150 mm ); 流动相为 5%甲醇 -

0�06 m ol /L乙酸铵 - 0�1%半胱氨酸; 流速为 0�4 m L /m in; 进样体积 50 �L。

电感耦合等离子体质谱条件: PFA雾化器, RF入射功率 1 550 W, 载气为高纯氩气, 载气流速

0�95 L /m in, 补偿气流速 0�15 L /m in, 射频电压 1�7 V, 泵速 0�3 r /s, 检测质量数 m /z= 202(H g), m /z=

209( B i)。

2� 结果与讨论

2�1� 高效液相色谱条件的选择

文献多采用 2�巯基乙醇为络合剂 [ 13- 17]
, C18柱 ( 50 mm � 2�1 mm )分析汞化合物。本文考察了 10 �g /L

的甲基汞 (MMC )、乙基汞 ( EMC )、无机汞 (MC ) 混合标准溶液在 Ag ilent ZORBAX SB�C18柱 ( 50 mm �
2�1 mm )上的分离情况 (见图 1A )。3种汞化合物在 10 m in内基本实现分离, 但无机汞和甲基汞分离不

完全。也有文献选用半胱氨酸为络合剂
[ 18- 20]

, 但在 ZORBAX SB�C18柱上 3种汞化合物的保留时间均在

3 m in内, 无法实现分离, 吕超等
[ 20]
选用 Agela Techno log ies V enusil C18柱 ( 150 mm � 4�6 mm )分析汞化

合物形态取得较好的结果, 本文亦选用此色谱柱。

考察流动相对分离的影响, 当采用 5% 甲醇 - 0�06 m ol /L乙酸铵 - 0�1% 2�巯基乙醇为流动相时,
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化合物保留时间太长, 乙基汞拖尾严重, 测定误差较

大, 且 2�巯基乙醇属剧毒管制试剂, 毒性较高。当选用

5% 甲醇 - 0�06 m o l/L乙酸铵 - 0�1% 半胱氨酸为流动相
时, 3种汞化合物可实现很好的分离, 且半胱氨酸为络

合剂无毒无害, 图 1B为 3种汞化合物 ( 10 �g /L )的分离

谱图, 3种汞化合物在 20 m in内能分离完全, 且峰形良

图 1� 不同色谱柱对 3种汞形态的分离色谱图

F ig�1� Chrom atogram s of threem ercu ry spec ies on

d ifferen t co lumns

A. Agilent ZORBAX SB�C18 colum n; B. Agela

Techno log iesVenu sil C18 column

好。综合考虑, 优化的 H PLC条件见 ∃ 1�3% 所示。

2�2� 前处理条件的选择
选用 5 m o l/L HC l对水产品中的汞化合物进行提取。

H PLC- AFS测定汞化合物多采用氢氧化钠调节酸度
[ 20]

,

但采用 H PLC / ICP- M S测定时, 引入的钠盐会抑制 ICP,

使其稳定性下降, 导致数据波动, 测定不准确, 故采用

35%氨水调节酸度。另外 VenusilMP C18柱属中等极性

柱, 适用 pH范围较宽 ( 1�5~ 8�5) , 提取液酸度不必严

格控制。

2�3� 方法的线性范围、检出限及精密度
配制质量 浓度分别为 2�5、 5�0、 12�5、 25�0、

50�0、100�0 �g /L的一系列 3种汞化合物的混合标准溶液, 在优化实验条件下考察方法的线性范围,

线性相关系数大于 0�999 0。以 3倍基线噪声测定 3种形态汞的检出限 (S /N = 3) , 结果见表 1。

由于很难找到 3种汞化合物都存在的天然水产品, 因此模拟制备 3种不同浓度的水产样品考察方

法的精密度, 平行测定其汞化合物含量, 计算 RSD, 除低浓度无机汞外, 其余浓度汞化合物的 RSD均

小于 5% , 结果见表 1。

表 1� 方法的线性范围、检出限及精密度
Tab le 1� L inea r range, detection lim it and prec ision of the m ethod

C om pound t /m in
L inear range

 / (�g L- 1 )

Low level

Average

 / ( �g L- 1 )
sr /%

M idd le level

Average

 / ( �g L- 1 )
sr /%

H igh level

Average

 / ( �g L- 1 )
sr /%

LOD

 / (�g L- 1 )

MC 4�88 0~ 100 12�6 5�3 40�0 4�5 64�6 4�6 0�5

MMC 8�08 0~ 100 19�5 4�5 52�0 3�1 83�5 3�3 0�5

EMC 17�26 0~ 100 15�6 4�3 50�8 4�9 80�2 2�6 0�8

�

� � 分别选择鱼肉、人发样品对方法的精密度进行研究。平行测定 7个样品, 计算相对标准偏差

( RSD) , 鱼肉样品主要含有甲基汞, 人发样品中含有无机汞和甲基汞, 其 RSD均小于 5% , 结果见

表 2。

表 2� 鱼肉样品与人发样品的测定精密度
Table 2� De tection resu lt o f three m ercury com pounds in fish and human ha ir sam ple

Sam p le Com pound Determ inedw / ( �g kg- 1 )
A verage value

w / ( �g kg- 1 )
RSD sr /%

F ish sam ple MMC 830�4, 780�4, 849�0, 868�9, 843�7, 837�1, 819�9 832�8 3�3

H um an hair MC 240�0, 217�5, 251�7, 239�4, 237�6, 245�0, 236�0 238�2 4�4

MMC 1 011�8, 950�3, 963�6, 922�1, 984�9, 1 050�2, 921�9 972�1 4�8

2�4� 加标回收率
分别向水产样品中加入 3种不同浓度汞化合物, 测定加标回收率, 结果见表 3。由表 3可知, 无机

汞的加标回收率偏低。在汞化合物的测定中, 甲基汞、乙基汞较稳定, 无机汞稳定性稍差, 易挥发。

样品提取时采用氨水调节酸度, 酸碱中和放热, 氨气也易挥发, 酸碱中和时无机汞随着氨气的逸出而

损失, 使得无机汞的加标回收率偏低。
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表 3� 水产样品的加标回收率
Table 3� Spiked recover ies of threem ercu ry com pounds in aquatic product

C om pound
O rigina l

 O / ( �g L- 1 )

Add ed

 A / ( �g L- 1 )

Found

 F / (�g L- 1 )

Recovery

R /%

MC 0 16, 48, 80 11�6~ 13�8, 37�1~ 43�1, 60�2~ 68�0 72~ 86, 77~ 90, 75~ 85

MMC 1�48 16, 48, 80 18�3~ 20�3, 50�4~ 55�1, 80�8~ 87�4 105~ 118, 102~ 112, 99~ 107

EMC 0 16, 48, 80 14�9~ 16�5, 46�5~ 53�4, 77�9~ 83�7 93~ 103, 97~ 111, 97~ 105

2�5� 标准物质测定
用 H PLC / ICP- M S对鱼肉、人发标准物质进行汞的形态测定, 用测汞仪对菠菜粉标准物质进行总

汞的测定, 结果见表 4, 分析谱图见图 2。

表 4� 标准物质的测定结果 ( n = 6)

Tab le 4� Determ ination results of standard m ater ia ls( n= 6) w /(�g kg- 1 )

S tandard sam p le
MC

Found Cert ified valu e

MMC

Found C ertif ied va lue

Totalm ercury

Found C ert if ied value

F ish samp le( GBW 10029) - * - 843�7 ! 24 840 ! 30 - -

H um an hair sam ple(GBW 09101B) 238�1 ! 28 - 960 ! 41 - 1 198�1 ! 69 1 060 ! 280

Sp inach leaves(NBS1570) - - - - 30 ! 5 31�3 ! 0�6

� * no detected; totalm ercury is summ ary ofMC and MMC con cen tration

图 2� 鱼肉 ( A )与人发 ( B)标准物质的谱图

F ig� 2� Chrom atog ram s o f fish( A ) and

hum an ha ir( B ) standa rd m ate rial

2�6� FAPAS国际比对

采用所建方法在 2009年参加英国

FAPAS Pro ficiency T est 07115国际比对,

对鱼罐头样品中的甲基汞进行测定, 本

实验室编号为 36, 其比对结果 Z评分为

1�0, 结果见图 3。

2�7� 样品测定
采用 M ILESTONE DMA�80测汞仪

对水产样品中的总汞进行测定, 用本方

法测定其汞形态, 结果见表 5。由测定

结果可知, 水产品中的汞形态主要为甲

基汞, 个别样品含有少量的无机汞。测

图 3� FAPAS样品中 Z评分结果

F ig�3� Z�sco re o f FAPAS sam ple

得水产品中汞形态的提取效率均在

80%以上。

3� 结 � 论

本文采用 H PLC /ICP - M S测定水

产品中的汞形态, 通过对前处理方法

和实验条件进行优化, 选择 5 m o l/L盐

酸提取样品, 35% 氨水调节酸度, 半

胱氨酸为络合剂, C18柱分离汞化合物

形态, 3种汞化合物的线性范围为 0~

100 �g /L, 相关系数 ( r )均优于 0�999

0, 检出限为 0�5~ 0�8 �g /L, 汞化合

物各形态的 RSD均小于 5% , 不同浓度

下无机汞、甲基汞、乙基汞的加标回

收率满足卫生检验方法要求; 鱼肉标

准物质、人发标准物质中汞形态的测定值均在标准值范围内。采用所建方法参加 FAPAS国际比对, 甲

基汞比对结果 Z评分为 1�0。实验结果表明, 本方法样品前处理简便快速、线性范围宽、精密度高、
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准确性好, 适用于水产品中汞化合物形态的测定。

表 5� 实际样品中总汞和汞形态测定结果
Tab le 5� Determ ination resu lts o f to talm e rcury and m ercury spec iation in actua l sam ples

Sam p le
Determ inedw / ( �g kg- 1 )

MC MM C EMC Totalm ercu ry1 Tota lm ercu ry2
Extraction ef ficiency(% )

B ighead f ish - * 184�3 - 184�3 186�9 99

Tuna - 711�18 - 711�18 750�6 95

A ctual sam p le 1 - 27�8 - 27�8 28�8 96

A ctual sam p le 2 - 68�2 - 68�2 68�2 100

A ctual sam p le 3 23�1 94�8 - 117�9 144�9 81

A ctual sam p le 4 - 57�5 - 57�5 57�6 100

A ctual sam p le 5 - 69�2 - 69�2 74�6 93

A ctual sam p le 6 - 115�1 - 115�1 120�4 96

A ctual sam p le 7 - 16�5 - 16�5 19�5 85

A ctual sam p le 8 - 61�8 - 61�8 64�6 96

A ctual sam p le 9 - 230�9 - 230�9 239�2 96

A ctual sam p le 10 - 22�4 - 22�4 25�7 87

� * no detected; 1: totalmercu ry is summ ary ofMC and MMC con centrat ion; 2: totalm ercu ry is tested by theM ILESTONE DMA�80
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