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摘要：多环芳烃（ 简称 >?@4）是一类具有致癌、致畸以及能够诱导有机体突变的环境有机污染物。可靠的 >?@4 检

测方法是研究其环境行为的重要保证。由于高效液相色谱 +荧光检测法具有不需要高温、对某些 >?@4 有较高的分

辨率和高灵敏度、柱后流出组分便于收集 进 行 光 谱 鉴 定 等 优 点，近 年 来 被 广 泛 应 用 于 >?@4 的 检 测。实 验 在 对 美

国环保局（A;.>?）优先监测的 &% 种 >?@4 污染物在土壤中的含量进行测定时，重 点 优 化 了 梯 度 洗 脱 程 序 和 检 测

波长程序。优化后的方法对 &% 种 >?@4 的最低检出限为 ". &! ’ &. %# !B C DB，回收率为 #$E ’ &!(E，相对标准偏差

为 ". %$E ’ $. %#E。结果表明，该方法用于测定土壤中 >?@4 的含量，具有检出限低、灵敏度高和重复性好等优点，

是一个较为可靠的检测方法。
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) ) 多 环 芳 烃（>?@4）是 一 类 具 有 致 癌、致 畸 以 及

能够诱导 有 机 体 突 变 的 环 境 有 机 污 染 物［&，!］，电 子

产品以及油污、垃圾、作物秸秆、轮胎、橡胶、塑料等

有机化合物的不完全燃烧和还原状态下的热分解都

会产生 >?@4［$ / %］。由于 >?@4 具有脂溶性特征，可

以通过大气沉降作用经植物叶片吸收直接进入植物

体内，或者通过污泥施用和污水灌溉进入土壤中由

植物根系吸收，并在植物体内迁移、代谢和积累，进

而通过食物链危及人类健康［(］，因 此 >?@4 污 染 的

危害及其风险评估已成为当今环境保护领域的重要

研究课题［#，*］。

) ) 目前分离和测定 >?@4 的主要方法［,］有气相色
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谱 法［#$，##］、气 相 色 谱!质 谱 法［#!］、高 效 液 相 色 谱

法［#% & #"］、纸色谱荧光光度法［#’］、薄层色谱法［#(］等。

由于 "#$% 具有半挥发性和 不 挥 发 性 特 点，而 高 效

液相色谱柱的柱温通常较低，不同于气相色谱需要

程序升温至很高的温度，所 以 被 广 泛 用 于 "#$% 的

定性定量检测；又因荧光检测器具有高灵敏度、高分

辨率、低检出限和对某些物质具有高选择性等特点，

在高效液相色谱法中常被采用，因此本文采用高效

液相色谱!荧 光 检 测 法，以 美 国 环 保 局（&’("#）提

出的 #’ 种优先监测的 "#$% 中的 #" 种（ 因其中的

二氢苊 的 荧 光 反 应 较 弱 而 未 计 入 ）作 为 目 标 化 合

物，通过优化和筛选梯度洗脱程序、检测波长程序、

流速、柱温等一 系 列 色 谱 条 件，使 得 #" 种 "#$% 在

($ )*+ 内都能得到很好的分离。

!" 实验部分

! ! !" 主要仪器与试剂

) ) 仪 器 ) 日 本 岛 津 ,-.%%!/0 高 效 液 相 色 谱 分 析

系统，配 12!#$#34 荧光检测器，565!#$#’7" 柱温

箱，4,!#$#6 二元梯度泵。

) ) 试剂 ) #" 种 "#$% 标准品均购自美国 ’809-:;
公司，乙腈购自 美 国 69<*. 公 司，水 为 =*--*!> 超 纯

水（ 美国 (.%?08@9 12 超纯水仪制备）。

! ! #" 标准储备液的配制

) ) 准 确 称 取 萘（A."）、苊（ #:"?）、芴（ 2-8）、菲

（"B#）、蒽（#+6）、荧蒽（2-8#）、芘（"?@）、苯并［!］

蒽（C.#）、"（,B@）、苯并［"］荧蒽（CD2）、苯并［ #］

荧蒽（CE2）、苯 并［ !］芘（C."）、二 苯 并［ !，$］蒽

（FD#）、苯并［%，$，&］#（CGB*"）、茚并［#，!，% !’(］

芘（ H+［#，!，% !’(］"）各$ I $!" $ G，分 别 用 乙 腈 溶 解

并稀释定容至 #$$ )4，配成质量浓度为 !"$ )G J 4
的标准储备液，然后用注射器分别注入于若干个特

制长颈安瓿瓶中，随即用火焰喷枪快速封口，再置于

* K冰箱内保存待用。

! ! $" 土壤样品的预处理

) ) 称取 "+ $$$ G 冷冻干燥后的土样，用二 氯 甲 烷

索氏提取 !* B，将提取液旋转蒸干，再加入 !+ $$ )4
环己烷溶解，吸取 $+ "$ )4 过硅胶 柱，用 正 己 烷!二
氯甲烷（ 体 积 比 为 # , #）混 合 溶 液 洗 脱。 弃 去 前 #
)4 洗脱液后 开 始 收 集。收 集 !+ $$ )4 洗 脱 液，用

纯氮吹干，再用 乙 腈 溶 解 并 定 容 至 # )4 后 待 上 机

测定［#-］。

! ! %" 色谱条件

) ) 分 离 柱 为 美 国 7.@*.+ ,B@;)’0B9@ " "#$ 柱

（!"$ )) . *+ ’ ))，" !)，,B@;)’90 %L.*+-9%%
%L99-），保 护 柱（#$ )) . % ))，" !)，,B@;)’90

%L.*+-9%% %L99-），柱温 %$ K，进样量 !$ !4。荧光检

测器的发射波长（!() ）和激发波长（ !(M ）的 检 测 程

序见表 #；流动相为乙腈（#）和水（C），其梯度洗脱

程序为’$N #
*$
($$$

)*+
/$N #

%$
($$$

)*+
#$$N #，流 速 为

$+ " )4 J )*+（ !% )*+ ）
%(
($$$

)*+
#+ $ )4 J )*+（ #$

)*+）。

表 !" 多环芳烃的检测波长程序

"#$%& !" ’&(&)(*+, -#.&%&,/(0 12+/2#3 +4 5678

6*)9 J )*+ !(M J +) !() J +)

$ !($ %!%
!% !"! %($
!’ !"! *$!
%$ !-$ *’$
%% !($ %/$
*( !/$ *#$
’" !/$ "$$

#" 色谱条件的选择和优化

) ) 在实际测定中，液相色谱的泵压会随着进样次

数的增多而逐渐升高，泵 压 的 升 高 会 使 得 "#$% 各

组分的保留时间有所漂 移，最 终 导 致 "#$% 各 组 分

不能在相应的波长下出峰。本方法就上述问题进行

了研究，发现合理地优化液相色谱条件，特别是选择

合适的色谱柱、流动相梯度洗脱程序和检测波长程

序等，可以减缓因泵压升 高 而 导 致 的 "#$% 各 组 分

保留时间的漂移，使 #" 种 "#$% 组 分 在 ($ )*+ 内

都能得到较好的分离。所建立的方法重现性较好，

对测定土壤中痕量、微量 "#$% 具有灵敏度高、检出

限低等优点。

# ! !" 色谱柱的选择

) ) "#$% 是 由 ! 个 或 ! 个 以 上 的 苯 环 以 线 性、角

状或簇状稠 合 在 一 起 的 化 合 物［#/］，极 性 很 弱，目 前

常用非极性键合固定相的反相色谱柱来分离。在众

多的 "#$% 系列专用柱中，通过比较试验，最终选择

了 7.@*.+ ,B@;)’0B9@ " "#$ 专用色谱柱，柱填料

为表面键合 ,#- 烷基的硅胶。这种填料的色谱柱的

最大优点是可以使用梯度淋洗，柱效高，分离度好，

分离时间短，适于分离多环芳烃这类非极性及极性

较弱的低极性化合物［!$］。本实验的结果表明，采用

该色谱柱，#" 种 "#$% 组分的分离效果较佳。

# ! #" 梯度洗脱程序的优化

) ) 为了使分子结构相差很大的 "#$% 在适宜的时

间内全部出 峰，实 验 中 采 用 流 动 相 梯 度 洗 脱 程 序。

考虑到色谱 柱、梯 度 泵 的 最 大 承 受 压 力（ 最 大 压 力

)!"$ =".），对梯度洗脱程序进行了重点优化。经

过反复调节流动相乙腈和水的体积比，最终把乙腈

的初始体积分数设为 ’$N，之后再随洗脱时间的增

·!!!·
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加，逐渐加大乙腈的体积分数至 #$$"，这样 才 能 完

全洗脱 #$%& 组分，且各组分的荧光响应值较高。

! ! 实验证明，流速的变 化 对 #$%& 的 保 留 时 间 和

泵压的影响 较 大，也 很 容 易 造 成 仪 器 基 线 的 波 动。

如果保持 流 速 为 #% $ ’( ) ’*+ 不 变 进 行 恒 流 洗 脱

时，发 现 苊 和 芴 不 能 完 全 分 开，泵 压 约 在 #$$ ,#-
左右；如果保持流速为 $% & ’( ) ’*+ 时，苊和芴分离

较好，泵压会降低一半，但其他组分的保留时间相应

延长一倍，不利于 #$%& 的快速分离。因此，我们在

$ ’ "( ’*+ 之间把流速设为 $% & ’( ) ’*+，使得苊和

芴能较 好 分 离；在 "( ’ )$ ’*+ 之 间 把 流 速 从 $% &
’( ) ’*+ 逐渐增加至 #% $ ’( ) ’*+，加快 其 他 #$%&
组分的分离速度，缩短保留时间。在上述流速的条

件下，泵压（ 初始压力大约为 *$ ,#- 左右）的 波 动

和基线的波动（ + #$ ’.）均较平缓。

! ! "# 检测波长程序的优化

! ! 荧光检 测 器 中 激 发 波 长 和 发 射 波 长 的 选 择 对

#$%& 各 组 分 的 检 出 限 和 灵 敏 度 都 有 直 接 的 影 响。

本方法对检测波长程序进行了多次试验、反复比较，

最终根据各 组 分 在 不 同 波 长 下 其 荧 光 反 应 的 响 应

值，优化筛选出最佳检测波长。结果证明，运用该波

长程序，#$%& 各 组 分 的 灵 敏 度 高，检 出 限 低，测 定

土壤中痕量 #$%& 可以达到 +/ ) 0/ 级。#$%& 各组

分所对应的最佳激发波长和发射波长见表 "。

表 !# 多环芳烃检测的最佳波长

"#$%& !# "’& $&() *&)&+),-. /#0&%&.1)’ -2 345( +’

#1-0 234 *+ 5*/4 # #$% !67 !6’

# 2-# ",$ ("(
" $8#9 ",$ ("(
( 5:; ",$ ("(
* #<$ "&" (,$
& $+= "&" *$"
) 5:;$ "-$ *)$
, #9> ",$ (.$
- ?-$ ",$ (.$
. @<> ",$ (.$

#$ ?A5 ".$ *#$
## ?05 ".$ *#$
#" ?-# ".$ *#$
#( BA$ ".$ *#$
#* ?/<*# ".$ *#$
#& C+［#，"，( !!"］# ".$ &$$

! 2-#：+-D<E<-:1+1；$8#9：-81+-D<E<9:1+1；5:;：F:;3>1+1；

#<$：D<1+-+E<>*+1；$+=：-+E<>-81+1；5:;$：F:;3>-+E<1+1；

#9>：D9>1+1；?-$：A1+G3［ #］-+E<>-81+1；@<>：8<>9&1+1；

?A5：A1+G3［ $］F:;3>-+E<1+1；?05：A1+G3［ %］F:;3>-+E<1+1；

?-#：A1+G3［ # ］D9>1+1；BA$：H*A1+G3［ #，& ］-+E<>-81+1；

?/<*#：A1+G3［ ’，&，(］D1>9:1+1；C+［#，"，( !!"］#：*+H1+3［#，"，

( !!"］D9>1+14

! ! $# 柱温的优化

! ! 在本实验中，分别设定柱温为 "$，($，*$，&$ I，

结果发现柱温只对 #$%& 各组分的保留时间和分离

度有很大影响，对色谱峰的峰面积影响不大。当柱

温为 "$ I时，保 留 时 间 太 长；当 柱 温 为 *$ I 和 &$
I时，保留时间明显缩短，但苊和芴不能完全分离；

最终我们选择柱温为 ($ I。在此温度下，#$%& 各

组分可在 ,$ ’*+ 内较好分离。图 # 为 #$%& 标 准

样品的色谱分离图。由图 # 可见，#& 种 #$%& 组分

在上 述 色 谱 条 件 下 得 到 了 充 分 的 洗 脱 和 良 好 的

分离。

图 %# 多环芳烃混合标准溶液的色谱图

6,1! %# 7’8-9#)-18#9 -2 # 9,:);8& -2 )’& 345 ()#.*#8*(
#1-0&：# 4 2-#（#$$ !/ ) (）；" 4 $8#9（"$$ !/ ) (）；( 4 5:;

（)$ !/ ) (）；* 4 #<$（-$ !/ ) (）；& 4 $+=（-$ !/ ) (）；) 4 5:;$
（-$ !/ ) (）；, 4 #9>（#$$ !/ ) (）；- 4 ?-$（"$ !/ ) (）；. 4 @<>
（*$ !/ ) (）；#$ 4 ?A5（-$ !/ ) (）；## 4 ?05（"$ !/ ) (）；#" 4 ?-#
（-$ !/ ) (）；#( 4 BA$（*$ !/ ) (）；#* 4 ?/<*#（#)$ !/ ) (）；#& 4
C+［#，"，( !!"］#（#)$ !/ ) (）4

"# 结果与讨论

" ! %# 方法的线性关系、最低检出限及精密度

! ! 取出 #& 种已封装好的 #$%& 标准储备液，放至

室温后用乙腈稀释定容，配成下列质量浓度的混合

标准溶液：萘 #$$ !/ ) (、苊 "$$ !/ ) (、芴 )$ !/ ) (、

菲 -$ !/ ) (、蒽 -$ !/ ) (、荧 蒽 -$ !/ ) (、芘 #$$
!/ ) (、苯并［#］蒽 "$ !/ ) (、" *$ !/ ) (、苯并［ $］荧

蒽 -$ !/ ) (、苯并［ %］荧蒽 "$ !/ ) (、苯并［#］芘 -$
!/ ) (、二 苯 并［ #，&］蒽 *$ !/ ) (、苯 并［ ’，&，(］#
#)$ !/ ) (、茚并［#，"，( !!"］芘 #)$ !/ ) (。

! ! 将上述 混 合 标 准 溶 液 用 乙 腈 依 次 稀 释 # 倍、"
倍、* 倍、#$ 倍，得到系列浓度的标准溶液，分别进行

%#(@ 测定。用峰 面 积 和 各 组 分 的 质 量 浓 度 作 图，

计算 #$%& 各组分的回归方 程 及 相 关 系 数，结 果 表

明 #$%& 各组分线性关系良好（ 见表 (）。

! ! 一天内 ) 次平行进样得到的含量测定值的相对

标准偏差（JKB）为 $% &(" ’ (% )"。方 法 的 精 密 度

高，重现 性 好。#& 种 多 环 芳 烃 组 分 的 最 低 检 出 限

（ 以 信 噪 比 ) * + / ( 计 ）的 范 围 为 $% #" ’ #% &,
!/ ) 0/，结果详见表 (。
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色 谱 第 !" 卷

表 !" 本方法的线性方程和检测限

!"#$% !" &%’(%))*+, %-."/*+,) ",0 0%/%1/*+,
$*2*/)（345)）+6 /7% 2%/7+0

!"# ! $%&’%(()*+ %,-./)*+#） 012 3（!& 3 4&）

5.! $ 6 %%&& " ’ #""&%# ( ")*%* # 6 "+
"7!8 $ 6 %%*" " ’ ,"!)## ( #*&%$# $ 6 *)
9:- $ 6 %%+* " ’ #$,+!&# ( +!+)& $ 6 ,,
!;" $ 6 %%** " ’ &&**&# ( &&#*+ $ 6 +)
"+< $ 6 %%%! " ’ #&$%+)# ( #!""%% $ 6 !&
9:-" $ 6 %%** " ’ ,*+!+# ( %!!&$ $ 6 +*
!8’ $ 6 %%%" " ’ )**,"# ( !$!))* $ 6 &!
=." $ 6 %%%+ " ’ #$%)!&# ( #&!&! $ 6 !"
>;’ $ 6 %%*% " ’ )$#%&# ( #,$!$ $ 6 &%
=?9 $ 6 %%*$ " ’ ,#*+&# ( +#### $ 6 *$
=49 $ 6 %%%! " ’ !&)""!# ( #$,+&) $ 6 #!
=.! $ 6 %%+* " ’ #"$%!%# - )$)+! $ 6 !,
2?" $ 6 %%)$ " ’ +,#*,# ( %)&!) $ 6 &!
=&;)! $ 6 %%*$ " ’ &&!&,# ( #)+%,! $ 6 *!
@+［#，!，, A$%］! $ 6 %%%$ " ’ #$)$!# ( !%)"" $ 6 )#

#）"：B%.4 .’%.；#：C.(( 7*+7%+/’./)*+，!& 3 06

! 8 #" 方法的加标回收率

. . 在已知样品中加入 , 个不同质量浓度的 !"#(
标样，按“#/ ,”节所述进行样品预处理后进行 #!0>
测定，计 算 出 !"#( 样 品 的 回 收 率 范 围 为 +,D 0
#!)D，结果详见表 &。

表 $" 本方法的回收率

!"#$% $" &%1+9%(: +6 /7% 2%/7+0

!"#
=.74&’*-+E 3

（!& 3 0）

"EE%E 3
（!& 3 0）

9*-+E 3
（!& 3 0）

$%7*F%’8 3
D

5.! * 6 %$ !" !* 6 && +* 6 #)
* 6 %$ "$ &" 6 )# +, 6 &!
* 6 %$ +" *! 6 )) %* 6 ,"

"7!8 $ 6 )) "$ &* 6 &) %" 6 )$
$ 6 )) #$$ %$ 6 $$ *% 6 ,&
$ 6 )) #"$ #,) 6 &) %$ 6 ",

9:- & 6 !& #" #* 6 *! %+ 6 !$
& 6 !& ,$ ,, 6 )! %+ 6 %,
& 6 !& &" &* 6 )! %* 6 )!

!;" ," 6 &" !$ "# 6 #" +* 6 "$
," 6 &" &$ )" 6 #! +& 6 #*
," 6 &" )$ %% 6 #& #$) 6 #"

"+< " 6 &$ !$ !" 6 ), #$# 6 #"
" 6 &$ &$ &! 6 %# %, 6 +*
" 6 &$ )$ +! 6 !+ ### 6 &"

9:-" &) 6 $$ !" +$ 6 "* %* 6 ,!
&) 6 $$ "$ ** 6 &, *& 6 *)
&) 6 $$ +" ##) 6 ,# %, 6 +"

!8’ &# 6 !& !" "% 6 *& +& 6 &$
&# 6 !& "$ ++ 6 )) +! 6 *&
&# 6 !& +" ##" 6 +, %% 6 ,!

=." #) 6 +) " !$ 6 %) *& 6 $$
#) 6 +) #$ !" 6 #+ *& 6 #$
#) 6 +) #" !% 6 %& *+ 6 *+

>;’ #) 6 !# #$ !* 6 *" #!) 6 &$
#) 6 !# !$ ,) 6 "$ #$# 6 &"
#) 6 !# ,$ &) 6 %+ #$! 6 ",

表 $" （ 续）

!"#$% $" （;+,/*,.%0）

!"#
=.74&’*-+E 3

（!& 3 0）

"EE%E 3
（!& 3 0）

9*-+E 3
（!& 3 0）

$%7*F%’8 3
D

=?9 !# 6 "$ !$ &# 6 )! #$$ 6 )$
!# 6 "$ &$ ") 6 %$ ** 6 "$
!# 6 "$ )$ *& 6 )$ #$" 6 #+

=49 * 6 !* " #, 6 !) %% 6 )$
* 6 !* #$ #* 6 +! #$& 6 &$
* 6 !* #" !& 6 !% #$) 6 +,

=.! #+ 6 +, !$ ,) 6 %, %) 6 $$
#+ 6 +, &$ ") 6 &% %) 6 %$
#+ 6 +, )$ *! 6 %$ #$* 6 )!

2?" # 6 "" #$ ## 6 #$ %" 6 "$
# 6 "" !$ !! 6 &$ #$& 6 !"
# 6 "" ,$ ,# 6 &, %% 6 )$

=&;)! #* 6 !! &$ ") 6 $$ %) 6 &"
#* 6 !! *$ %& 6 !+ %" 6 $)
#* 6 !! #!$ #,* 6 "# #$$ 6 !&

@+［#，!，, A$%］! ) 6 +$ &$ && 6 &" %& 6 ,*
) 6 +$ *$ *" 6 *) %* 6 %"
) 6 +$ #!$ #!+ 6 !$ #$$ 6 &!

图 #" 土壤样品的色谱图

<*’8 #" ;7(+2"/+’("2 +6 " )+*$ )"2=$%
9*’ B%.4 )E%+/)G)7./)*+(，(%% 9)&6 # 6

! 8 !" 土壤样品中 >?@) 的提取和定量分析结果

. . 本实验用上述色谱方法，测定了长江三角洲地

区 #$ 个农 田 的 土 壤 样 本。按“#/ ,”节 所 述 对 其 进

行提取后上机测定，根据 !"#( 标 准 品 的 保 留 时 间

确定样品中的 !"#( 种类，再 根 据 各 组 分 的 峰 面 积

值用外标法进行定量。典型的土壤样品的色谱图如

图 ! 所 示，#$ 个 土 壤 样 品 中 的 !"#( 含 量 见 表 "。

由表 " 可以看出，实际 土 壤 样 品 中 的 !"#( 的 含 量

一般在!& 3 4&级 0 +& 3 4& 级 范 围，这 就 要 求 相 应 的

分析方法和仪器必须具有高灵敏度、低检出限，以及

很强的分离和定性能力，而本实验所采用的液相色

谱A荧光检测法 能 够 满 足 土 壤 样 品 中 !"#( 的 检 测

要求，尤其能快速、准确地检测土壤中残留的微量、

痕量的 !"#(，相信该方法在食品、医药等领域中也

会有广阔的应用前景。

·&!!·
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表 !" #$ 个土壤样品中多环芳烃的测定结果

!"#$% !" &%’%()*+"’*,+ (%-.$’- ,/ ’0% 123- *+ ’%+ -,*$-

"#$ %&’()’(* +（!, + -,） ./0 + 1
23" " 4 #$ % ## 4 $& # 4 "’
#5"6 ’ 4 &( % ’)& 4 &$ ’ 4 ()
789 * 4 +" % ’* 4 #+ ’ 4 ),
":# "" 4 (+ % ’’, 4 *) " 4 #+
#’; ) 4 (& % & 4 ", ) 4 $&
789# "’ 4 (* % ’)) 4 +’ ) 4 $,
"6< ", 4 ’" % ’)$ 4 ", # 4 ,$
=3# # 4 $" % +$ 4 #" ’ 4 +&
%:< $ 4 +) % ," 4 &+ ) 4 &’
=>7 ( 4 (* % &’ 4 ’# ) 4 ((
=-7 " 4 $( % ", 4 )# ) 4 &#
=3" + 4 "" % +& 4 ), ) 4 &+
0># ) 4 $$ % , 4 +* ’ 4 &"
=,:?" & 4 "+ % ,+ 4 $& ’ 4 $$
@’［’，"，# !!"］" " 4 )’ % +# 4 #( ) 4 ,#
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