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张 　华1 , 王英锋1 , 施燕支1 3 , 陈玉红2

11 首都师范大学分析测试中心 , 北京　100037

21 安捷伦科技有限公司 (中国) , 北京　100022

摘 　要 　砷与人类的生活息息相关 , 是环境中存在的一种极为重要的非金属元素。由于不同形态的砷其毒

性各不同 , 因此无论对环境样品、食品、药物还是对人体的体液进行砷的形态分析都是至关重要的。高效液

相色谱因具有较高的分离能力而被广泛地应用于砷形态的分离研究中。随着对分析灵敏度与准确度要求的

不断提高 , 作为砷形态分析的检测器不断发展 , 不同的联用技术也日益完善。其中 , 电感耦合等离子体质谱

法以其极高的灵敏度、多元素同时检测能力、极宽的动态范围以及同位素比检测能力而被成功地作为高效

液相色谱的检测器 , 广泛地应用于砷的形态分析中。
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引 　言

　　砷与人类的生活息息相关 , 是环境中一种重要的非金属

元素。砷在自然界中的丰度排第 20 位 , 它存在于沉积岩和熔

积岩中 , 自然界中主要与硫形成矿物形式 [1 ] 。在空气、土壤、

沉积物和水中的主要砷化物有三氧化二砷或亚砷酸 As ( Ⅲ) 、

砷酸盐 As ( Ⅴ) 、单甲基砷酸 ( MM2AA ) 和二甲基砷酸

(DMAA) [2 ] , 在海产品中则主要以砷甜菜碱 ( AsB , arsen2
obetaine)和砷胆碱 (AsC , arsenocholine) 形式存在 [325 ] 。不同

形态砷化物的毒性不同 , 主要砷化物的半致死量 LD50 (mg ·

kg - 1 )分别为 : As2 O3 3415 , 亚砷酸盐 As( Ⅲ) 14 , 砷酸盐 As

( Ⅴ) 20 , MMAA 700～1 800 , DMAA 700～2 600 , AsB >

10000 , AsC 6 500 [6 , 7 ] 。毒性大小顺序依次为 As ( Ⅲ) > As

( Ⅴ) > As2 O3 > MMAA > DMAA > AsC > AsB。很显然无机

砷的毒性较大 , 有机砷的毒性较小 , 其中 AsC 和 AsB 常被

认为是无毒的。由于毒性不同 , 不同形态的砷在人体内的转

变决定了其致毒和去毒的机理。此外 , 不同形态的砷化物对

农作物生长及产量都有显著的影响 [8 , 9 ] 。因此 , 无论是对食

品、环境样品、还是对人体的体液进行砷的形态分析都是有

必要的。

传统的化学分析方法基本上都是测定样品中待测元素的

总量 , 但是随着科学技术不断发展和人体身体健康的要求 ,

仅测量体系中元素的总量已远不能满足研究该元素在体系中

生理、毒理作用的需要。元素的行为效应不仅仅取决于该元

素的总量 , 特定的元素只有在特定浓度范围下或者一定的存

在形态下才能对生命系统和生物体发挥作用 [10 , 11 ] 。形态是

指某一元素以特定的分子、电子和原子核结构存在的形式 ,

包括同位素、不同价态、无机化合物、有机络合物、有机金

属化合物、大分子络合物等 [12 ] 。通常 , 不同形态的同一元素

具有不同的生理活性和行为效应 , 因而形态分析已成为分析

化学研究领域的一个热点。

形态分析通常是测定环境或生物样品中与生命有关的元

素 , 它不同于传统的元素分析。由于样品基体复杂、含量低 ,

使得分析形态比仅仅测定元素的总量要困难得多。这往往需

要采取较好的分离技术进行样品预处理 , 然后用高灵敏度的

检测器进行专一性测定 , 因此要求形态分析方法选择性好、

分离度高、灵敏度高。仅用单一仪器或技术很难达到该分析

要求 , 因此联用技术已成为现代分析科学的重要分析手段。

自 1980 年由 Hirschfeld[13 ] 首次提出联用技术以来 , 各种联

用手段迅速发展 , 其中作为形态分离分析的高效液相色谱

( HPLC)和电感耦合等离子体质谱 ( ICP2MS) 结合是发展较

为完善的联用技术之一。

1 　用于砷形态分离的高效液相色谱法

　　在环境、材料及生命样品中 , 基体复杂且元素各形态的

含量极低 , 因此需要对样品进行分离和富集 , 且处理过程中
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不能使各形态发生变化。很显然 , 经典的干法灰化、湿法酸

消解以及密闭微波消解等前处理方法都不适宜于形态分

析 [14 ] 。近年来高效液相色谱分离技术在样品前处理中得以

广泛应用。该技术有以下优点 : HPLC 具有较高分离能力 ;

可通过改变固定相和流动相来获得不同化合物的最佳分离 ;

不同砷形态的分离可在室温下进行 , 避免了化合物的分解损

失而造成测定结果不准确 ; 可分离低挥发性或非挥发性的砷

化合物。高效液相色谱分离技术并通过对流动相、柱类型、

分离模式等进行优化 , 以保证分离过程中的待测组分有效溶

出且不遭破坏而在元素形态分析方面展现了良好的应用前

景 [11 ] 。

各砷化物的性质决定着色谱条件的选择 , 如柱类型、流

动相组成、p H 以及分离模式等。其中各砷化物的离解常数

( p Ka)最为重要。常见砷化物的 p Ka 如下 : 亚砷酸 As ( Ⅲ)

为 91 2 ; 砷酸 As ( Ⅴ) 为 213 , 618 , 1116 ; 单甲基砷酸

(MMAA)为 216 , 812 ; 二甲基砷酸 (DMAA)为 612 等 [1 ] 。说

明这些砷化物在一定 p H 下均可电离 , 因此使用高效液相色

谱法时 , 离子交换色谱和离子对色谱是常用的分离模式 , 根

据需要也常选用其他的液相色谱分离模式作为砷形态的分离

技术。

111 　反相高效液相色谱( RP2HPLC)

反相色谱 [15 ]是指利用极性流动相和非极性固定相进行

的分离。反相键合相柱的柱效高 , 理论塔板数可达每米五万

以上 , 使得其有较高的分辨率 ; 而且可以通过改变流动相的

组成来控制溶质的保留时间 , 使种类繁多、性能差异很大的

物质得到分离 ; 样品经提取、浓缩、定容后不需要进一步的

纯化 , 适用于生物样品的测定 ; 该法特别适用于疏水性物质

或者基团的分离 ; 该方法的另一优点是重现性好。

Shibata 等 [16 ]用反相高效色谱法 , 以含有 4 mmol ·L - 1

四甲基氢氧化铵和 4 mmol ·L - 1 丙二酸的水溶液和甲醇

(95195 ∶0105φ)为流动相 , 调整 p H 到 310 分离尿样中的 15

种砷的不同形态化合物。

112 　离子交换色谱法( IEC)

离子交换色谱分离过程基于带电溶质离子与固定相的相

反电荷表面的交换平衡 , 离子的保留依赖于流动相的 p H

值、离子强度和离子交换剂的性质 [17 ] 。由于 As ( Ⅲ) , As

( Ⅴ) , MMAA , DMAA 等砷的化合物随 p H 的改变化合物形

态可呈现电中性、带正电或者带负电 , 可见离子交换色谱分

离模式比较适合砷形态的分离。阴离子交换适合于分离 As

( Ⅲ) , As ( Ⅴ) , MMAA , DMAA 及少量 AsC , AsB , 阳离子

交换主要适合于分离 AsC , AsB , TMAO , Me4 As + [18 ] 。离子

交换色谱较多地应用于有机砷分离 [19222 ] 和以共价键结合的

砷化合物的分离 [21 , 23 , 24 ] 。其优点是不会导致在分析过程中

形态不发生变化 , 因为其流动相为水的缓冲溶液 , 所有的检

测在柱后完成 [25 ] 。

韦超等 [26 ]用阴离子交换柱和阳离子交换柱 , 分别以 p H

214 的吡啶2甲酸溶液和 p H 1012 的 N H4 HCO32N H4 O H 为

流动相成功地分离了 30 种中国食用海洋食物中的砷形态。

何小青 [27 ]等用 10 mmol ·L - 1的 TBA H 溶液作为流动相 , 并

用丙二酸调节 p H 为 616 , 无梯度洗脱的离子交换色谱法成

功地分离了 As ( Ⅲ) , As ( Ⅴ) , MMAA , DMAA 4 种砷化合

物。Tersahde [28 ]采用阴离子色谱柱与阳离子色谱柱串联 , 用

碳酸钠与碳酸氢钠缓冲溶液 (p H 913) , 用硝酸进行梯度洗

脱 , 在 12 min 内同时分离了 As ( Ⅲ) , As ( Ⅴ) , MMAA ,

DMAA , 砷甜菜碱和砷胆碱 6 种离子。Londeborough [29 ]等用

高容量的阴离子交换柱分离 8 种阴阳离子和中性分子 As

( Ⅲ) , As ( Ⅴ) , MMAA , DMAA , AsC , AsB , 三甲基氧化砷

( TMAO)和四甲基砷酸离子 ( (CH3 ) 4 As2 + ) 。

113 　离子色谱( IC)

经典的离子色谱是在离子交换色谱的基础上发展起来

的 , 采用低交换容量的新型离子交换分离柱 , 其后串接 1 根

高交换容量的抑制柱。离子排斥色谱属于离子色谱 , 其分离

机理利用 Donnon 排斥效应产生离子排斥而进行分离 [30 ] 。砷

酸和亚砷酸是弱酸 , 可用离子排斥色谱分离。离子对色谱的

优点是可以用单一的色谱系统区别阳离子、阴离子及中性粒

子的形态 ; 特别是对阴离子的形态分析的突出优点 , 而且在

有机物分离分析中存在巨大潜力 ; 该方法所需费用低。

Butler [31 ]用离子排斥色谱法 , 在 Bio2Rad 有机酸分析柱

上 , 以 0101 mol ·L - 1的正磷酸为洗脱液 , 分离了 As ( Ⅲ) ,

As ( Ⅴ) 。

114 　离子对色谱法( IPC)

强极性电离型化合物直接用 RP2HPLC 分离困难 , 而离

子交换色谱和离子色谱又不能同时分离离子型和非离子型样

品 , 将离子对萃取原理引入高效液相色谱所形成的离子对色

谱解决了这一问题 [30 ] 。用作元素形态分离的离子对色谱通

常为反相离子对色谱 ( IP2RPLC) 。用反相键合相离子对色谱

法可分离其中各种无机砷和有机砷的形态 , 如砷在生化和环

境物质中的形态现已发现有 20 多种 [11 ] 。反相离子对色谱主

要广泛用于极性元素的形态分离中 , 该方法操作简便、柱效

高。

Thomas[32 ]用含有 015 mmol ·L - 1 四丁基磷酸铵的 4

mmol ·L - 1 Na2 HPO42Na H2 PO4 缓冲溶液为流动相 , 用氨水

调 p H 为 910 可分离矿泉水水样中的砷酸盐 As ( Ⅴ) , 亚砷酸

盐 As ( Ш) , DM2AA , MMAA , AsB , AsC 6 种砷形态。Le

等 [33 ]用离子对色谱分离了亚砷酸 , 砷酸 , DMAA , MMAA ,

AsB , AsC , (CH3 ) 4 As + 等 7 种砷化物。

2 　联用技术在砷形态分析中的应用

　　近年来 , 随着用于砷形态分离分析的高效液相色谱技术

的不断完善 , 作为其形态分析的检测器也逐步发展和成熟 ,

目前高效液相色谱可与多种检测器联用 , 比较常见的如石墨

炉原子吸收光谱 ( GFAAS) 、氢化物发生2原子荧光光谱

( H GA FS) [34 ] 、电感耦合等离子体发射光谱 ( ICP2A ES) 、电

感耦合等离子体质谱 ( ICP2MS) 等可测定环境样品和生物样

品或人体中砷的化合物。ICP2MS 以其较宽的线性范围和极

低的检出限成为目前形态分析很有前景的手段之一 , 被广泛

地应用于砷的形态分析。

211 　HPLC与 GFAAS联用

原子吸收光谱 (AAS) 是许多金属化合物的 HPLC 形态
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分析的检测器。由于火焰原子吸收光谱法 ( FAAS) 的灵敏度

不够高 , 因此高效液相色谱与石墨炉原子吸收光谱法

( GFAAS)联用常用来检测砷的形态分析 , 该法具有光谱干

扰少、特效性好、适用性广、操作简便等优点 , 成为近年来

形态分析中广泛应用的技术之一。

Ricci 等 [35 ]采用阴离子色谱 , 碳酸钠/ 碳酸氢钠淋洗液分

离了 As ( Ⅲ) 、As ( Ⅴ) 、甲基砷酸、二甲基砷酸、对氨基苯

砷酸盐 , 经石墨炉原子吸收检测 , 对 5 种砷化物的检出限为

6～9μg ·L - 1 。

欧阳津等 [36 ]用阳离子交换色谱 , 以 50 mmol ·L - 1 HCl2
25 mmol ·L - 1磷酸二氢钠溶液为流动相 (p H 116 左右) , 10

min 内分离了血清中的甲基砷酸 ( MMAA) 、二甲基砷酸

(DMAA) 、砷甜菜碱 ( AsB) 、砷胆碱 (AsC) 、三甲基氧化砷

( TMAO)和四甲基砷 ( TMAs + ) 6 种砷的形态 , 以氢化物原

子吸收光谱测定了 6 种有机砷化合物 , 其检出限分别为

MMAA ( 110 ) ; DMAA ( 113 ) ; AsB ( 115 ) ; AsC ( 112 ) ;

TMAO (210)和 TMAs + (116) , 单位为μg ·L - 1 。

212 　HPLC与 HGAFS联用

由于氢化物发生进样是改善分析方法灵敏度的最简易、

最方便的方法之一 , 所以常用氢化物发生原子荧光光谱法

( H GA FS)作为砷形态分析的检测器。原子荧光光谱具有灵

敏度高、干扰少、简便、快捷、需要样品量少等优点 , 因而在

微量元素分析中占有重要的地位 [37 ] 。近年来 , 该联用技术也

广泛用于砷的形态分离分析中。杨惠芬等 [38 ] 首先将原子荧

光光谱法引入食品中砷的检测 , 并将其作为分析有机砷、三

价砷、五价砷、总砷的首选方法。

胡斌等 [39 ]用离子对色谱快速分离人尿中的 As ( Ⅲ) , As

( Ⅴ) , (MMAA)和 (DMAA) 后以灵敏的氢化物发生2原子荧

光光谱法检测 , 短短 4 min 即可完成四种不同砷形态的分

析 , 检出限在μg ·L - 1 。Fodor 等 [40 ]用 HPLC 超声雾化 A FS

分析了自来水和淡水鲤等生物样品 , 砷甜菜碱检出限达 617

ng , 砷胆碱为 812 ng。

213 　HPLC与 ICP2AES联用

高效液相色谱2电感耦合等离子体原子发射光谱联用技

术已成为近年来较为重要的化学形态分析技术。电感耦合等

离子体发射光谱以其进样方便、多元素同时选择性检测能力

等优点而引人注目。其优良特性主要来源于激发光源 ICP。

HPLC 与 ICP2A ES 的结合不仅能够解决元素的化学形态分

析问题 , 而且有效地减少 ICP2A ES 的光谱干扰 , 也是 1 种常

用的形态分析方法。

贾崇荣等 [41 ]用阴离子交换色谱法 , 选择碳酸铵水浓液

作为洗脱液 , 梯度洗脱程序为 15 min 内从纯水变到 99 %

0105 mol ·L - 1 碳酸铵 , 四种砷形态得到了良好分离 , 并用

ICP2A ES 检测 , 砷各形态的检出限分别为 As ( Ⅲ) 0141μg ,

MMAA 0112μg , DMAA 0110μg , As ( Ⅴ) 0117μg (以 As

计 , S/ N = 2) 。Spall 等 [42 ]将 HPLC 与 ICP2A ES 联用分析生

物样品中的各种砷形态 , 采用梯度洗脱 (从水到 015 mol ·

L - 1碳酸铵) , 分离了 As ( Ⅲ) , As ( Ⅴ) , MMAA , DMAA 四

种化合物后 , 在波长为 197119 nm 处以 ICP2A ES 测定 , 检测

限达到 60 ng。

214 　HPLC与 ICP2MS联用

随着分析灵敏度和准确度要求的不断提高 , HPLC 与

ICP2MS 联用进行元素形态分析具有诸多优点 , 这是由于

ICP2MS 具有极高的灵敏度、干扰少、可进行连续测定、多元

素同时检测能力、极宽的动态范围以及同位素比检测能力。

HPLC2ICP2MS 在砷形态分析中的广泛应用已经证明了该技

术的实用性。在元素形态分析中 ICP2MS 是一种极佳的检测

系统 , 其检出限比 ICP2A ES 还低 2～3 个数量级。在砷的形

态分析中 , 作为检测器应用最多 , 而且最有效的当属电感耦

合等离子体质谱 ( ICP2MS) 。

Jens 等 [43 ]以 p H 217 的吡啶乙醇溶液作流动相 , 采用梯

度洗脱、阳离子交换法成功地分离了 AsB , DMAA , TMAs ,

AsC 等 23 种有机砷形态 , ICP2MS 作为检测器 , 各种形态的

砷检出限在 01002～01005μg ·g - 1范围内 (以 As 计) 。白晶

等 [44 ]应用液相色谱2等离子质谱联用的方法分析了食品样品

中的主要有机砷 ( MMAA , DMAA) 和无机砷 ( As ( Ⅲ) , As

( Ⅴ) ) 。用 50 %(体积分数) 甲醇水溶液作为萃取剂 , 再以 5

mmol ·L - 1四丁氢铵 , 2 mmol ·L - 1 丙二酸和 5 % (体积分

数)甲醇水溶液作为流动相 (p H 519) , C18色谱柱将样品萃取

液进行液相色谱分离 , 最后进入等离子质谱仪分析。经测定

发现 , 新鲜蔬菜和水果样品中主要含有的无机砷为三价砷和

五价砷 , 有机砷为二甲基砷酸。其检出限分别为 : As ( Ⅲ)

012 ng ·g - 1 , As ( Ⅴ) 016 ng ·g - 1 , DMAA 013 ng ·g - 1 。

Marijn 等 [45 ]以 20 mmol ·L - 1 (N H4 ) 2 HPO4 (p H 7) 及 3 %甲

醇作为 HPLC 的流动相 , 分离了人体摄入海藻类食物后的尿

液和血液中的 As ( Ⅲ) , As ( Ⅴ) , DMAA , MMAA , DMA E ,

AsB , AsC , TMAO 等各种砷形态 , 并以 ICP2MS 检测了各

种形态的砷的含量。Raimund Wahlen 等 [46 ]采用阴离子交换 ,

以 212 mmol ·L - 1 N H4 HCO32215 mmol ·L - 1酒石酸混合液

(p H 812) 为流动相进行等度洗脱 , 在短短 10 min 内有效地

分离了鱼肉组织中的 AsB , As ( Ⅲ) , DMAA 及 MMAA , 用

ICP2MS 测定 , AsB 的检测限为 0104 ng ·g - 1 (以砷计) , 工

作曲线范围从 0～ 700 ng ·g - 1 , 相关系数可达 01999～

11000。刘桂华等 [47 ] 用阳离子交换法 , 以含 012 mol ·L - 1

ED TA 的 2 mmol ·L - 1的磷酸盐为流动相 , 对紫菜中的亚砷

酸 , 砷酸 , 甲基砷酸 , 二甲基砷酸 , 三甲基砷氧 , 四甲基砷 ,

砷胆碱 , 砷甜菜碱各形态进行了良好的分离 , 并以 ICP2MS

检测 , 结果满意。有报道 [48 ] 用 Shim Pack SCR102 H 型离子

排斥色谱柱 , 以 p H 211 的三氟乙酸为淋洗液 , 在 18 min 内

分离了 As( Ш) , As ( Ⅴ) , MMAA , 以 ICP2MS 测定了砷各形

态 , 检出限分别为 015 , 111 , 015 pg ·mL - 1 。

3 　总结与展望

　　砷为有毒元素 , 但 As 毒性和生物重要性都依赖于其化

学形态。不同形态的砷 , 其毒性差别很大 , 无机砷毒性最大 ,

而砷甜菜碱和砷胆碱相对来说是无毒的。许多海洋生物如蜗

牛、贻贝、珠蚌能将大部分有毒的无机砷经砷糖转化为无毒

的砷甜菜碱 (AsB) , 由于砷糖和砷甜菜碱存在于可供人体食

用的海洋动植物中 , 上述化合物毒性研究有利于对危险性作
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准确的评估。由于砷元素的特殊性和对人体的特殊作用以及

随着环境科学的不断发展 , 砷近年来越来越受到人们的广泛

关注 , 对其在各种样品中形态的分析有待于进一步的研究。

高效液相色谱是元素形态分离的有效途径 , 高效液相色

谱在分离和测定方面的特点使其在砷的形态分离中已经得到

了广泛的应用 , 为了提高分离能力 , 分离机理、发展色谱柱

技术、探求科学有效的流动相组成、洗脱方式的选择以及不

同色谱柱之间的联用都将成 HPLC 后的探讨内容。

作为 HPLC 的检测器 , 石墨炉原子吸收光谱 ( GFAAS)

作为 HPLC 的检测器来测定砷元素 , 然而将 HPLC 直接与

石墨炉连接极为困难 [38 ] ; 原子荧光光谱法 (A FS)在实际样品

分析时存在着干扰效应 , 同时样品基体产生的光散射和背景

也是不可忽视的 ; ICP2A ES 灵敏度不够高 , 不能满足极低检

出限的要求 ; ICP2MS 则解决了以上各种检测器的不足 , 将

其与 HPLC 联用成为元素形态分析最为有效的途径。融合了

HPLC 高效分离的特点及 ICP2MS 具有的极低检测限、极宽

动态线性范围及能跟踪多元素同位素信号变化等优点 , 近年

来 , 砷的形态分析已经受到人们的重视 , 但系统的理论研究

还有限 , 实际应用方面也不够 , 今后选择简便快速有效的分

离富集技术和选择高灵敏度、高选择性的检测方法仍是十分

具有吸引力的课题。
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Application of High Performance Liquid Chromatography and
Hyphenated Techniques in Analysis of Arsenic Species

ZHAN G Hua1 , WAN G Ying2feng1 , SHI Yan2zhi1 3 , CH EN Yu2hong2

1. Analysis and Testing Center , Capital Normal University , Beijing 　100037 , China

2. Agilent Technologies (China) , Beijing 　100022 , China

Abstract 　Arsenic is a very important nonmetal element in the environment and is vitally related to human lives. It is well known

that the biological availability and toxicological effect s of arsenic compounds depend upon their chemical forms , so it is necessary

to detect the species of arsenic in some environmental samples , food , medicine , and body fluids. High performance liquid chro2
matography ( HPLC) is widely used in the research on arsenic species because of it s high separation capability. The detection

techniques used for arsenic species analysis have been improved rapidly with the gradually increasing demand for sensitivity and

accuracy. Various hyphenated techniques have also been developed. Inductively coupled plasma mass spect rometry has many ad2
vantages , such as high sensitivity , simultaneous multi2element detection , wide linear range and so on. Therefore , high perform2
ance liquid chromatography2inductively coupled plasma mass spect rometry is widely used in the analysis of arsenic species.

Keywords 　High performance liquid chromatography ; Hyphenated Techniques ; As ; Species analysis
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