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摘要!采用气相色谱$双聚焦高分辨磁式质谱联用仪开发了同位素稀释质谱法"[XBC#测定鱼组织中(种多

环芳烃"Y*NA#%以二氯甲烷为提取溶剂$将冻干鱼组织样品加入氘代的同位素内标后$在-"k下索氏提

取#Z?$采用凝胶排阻色谱"KY>#联用$固相萃取"CY.#进行净化$通过条件优化$采用二氯甲烷作为KY>
的流动相$在%8-/L’/14]#流速下$收集#’!%’/14的流出液$浓缩后用氟罗里硅土CY.小柱净化$H"环

己烷#lH"二氯甲烷#̂ #l#的溶液洗脱$以高分辨多离子方法"NQBC$B[X#检测$单点校正法定量%(种

Y*NA在%个添加水平的检测回收率为&-\!#"-\$精密度"QCX#为#8,\!(8"\$最小检出限为"8Z!
#8($5’V5

]#%
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!!多环芳烃!D;2F9F92190<;/0E19?FT<;90<$
S;4A#Y*NA"是指由!个或!个以上苯环以线
状(角状或簇状排列的化合物!如萘(蒽等"#是一
类惰性较强的碳氢化合物)#*#正是由于这种较强
的惰性使它们较稳定的广泛地分布于环境中+

Y*NA具有致癌(致畸及致突变性)!*#致癌性随
着苯环数的增加而增加+当 Y*NA与$HI(
$IN($HN! 等发生作用时#会生成致癌性更
强的 Y*NA衍生物+目前#大多数国家都将

Y*NA列为环境监测的重要内容之一+但由于

Y*NA在环境中存在的浓度很低!痕量(超痕量
级"#环境样品基体复杂#干扰物多#难以直接测
定+海洋是地球水域的集中地#也是地球环境的
主要组成部分#Y*NA由海洋植物细胞吸收#进
入海洋生物食物链#并从低营养级生物转移到高
营养级生物#最终在海洋鱼类或海洋哺乳动物等
生物体内富集)%*+鱼体中富集的Y*NA反映了
所在环境中Y*NA的污染情况)’*#是一种重要
的环境评价指导性指标)-$,*+目前#国内采用高
分辨质谱检测鱼肉基体中Y*NA鲜有报道#本
研究拟采用气相色谱$高分辨质谱联用#开发鱼
组织中(种Y*NA同位素稀释质谱检测方法#
并探讨和优化前处理和仪器检测过程#为相关的
检测工作提供参考+

<!实验部分
<><!仪器装置与试剂材料

G[C[YQ.YPBXL固相萃取装置&美国C7$
D@29;公司产品’C0<E;<17AB.!%-C分析天平
!最大称量!%"5#=^"8"#/5"&德国C0<E;<17A
公司 产 品’B@EE2@< B% 型 分 析 天 平 !=^

"8""#/5"&瑞士 B@EE2@<$P;2@T;公司产品’Q.$
-#旋转蒸发仪&上海亚荣生化仪器厂产品+

+1441504B*P&""双聚焦扇形场质谱仪&
美国热电公司产品’+1441504P<09@气相色谱&
美国热电公司产品#配有*C!"""自动进样器’

X)$-石英毛细管色谱柱!%"/_"8!-//_
"8!-$/"&美国:WJ 公司产品+
二氯甲烷!色谱纯"&德国 B@<9V公司产品’

丙酮!农残级"&美国+27V0公司产品’环己烷!农
残级"&美国P@T10公司产品’+2;<1A12固相萃取
小柱&C7D@92@04#%/L’(种Y*NA标准溶液&
由中国计量科学研究院提供’同位素标记物&(
种氘代$多环芳烃溶液均购于美国 >0/S<1T5@
[A;E;D@公司+

<>=!仪器条件与检测方法

<>=><!气相色谱条件!载气!高纯氦气"流速&

#8"/L%/14]#’进样口温度&!Z"k#分流进
样’分流比&!"l#’进样量&#$L’程序升温&初始
温度,"k#保持#/14#以%-k%/14]#升温至

!!"k#再以%k%/14]#升温至!Z"k#保持!-
/14+

<8=8=!质谱条件!电子轰击!.["离子源#离子
源温度!-"k#电子能量,"@G#灯丝发射电流

"m--/*#电子倍增检测器电压#8,VG#分辨率

!-""!#"\峰高"+

<8=8B!检测方法!在多离子检测!B[X"模式下
测量#采用+>’%的碎片峰作为高分辨质谱质量
锁定和质量校正标准#针对(种Y*NA设定不
同的检测窗口#分别测定其离子强度#每个 B[X
窗口检测!个离子#包括目标物离子和相应的同
位素标记物离子#具体条件列于表#+
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表<!L种E!N4多离子检测!73)"的选择离子质量与出峰时间

?$8*’<!I’*’&.’"-$44$%"2’.’%.(+%.(-’+/LE!N48:-F*.(1(+%"’.’&.(+%!73)"

多环芳烃 保留时间!/14 目标物离子 标记物离子

荧蒽"+27;<04E?@4@# #!8"! !"!8",,, !#!8#’"-

苯并"S#荧蒽")@4c;$S%=27;<04E?@4@# !-8’" !-!8"&%’ !(’8#(Z,

苯并"V#荧蒽")@4c;$V%=27;<04E?@4@# !-8-, !-!8"&%’ !(’8#(Z,

苯并"0#芘")@4c;$0%DF<@4@# !,8’( !-!8"&%’ !(’8#(Z,

茚并"#&!&%$9T#芘"[4T@4c;$#&!&%$9T%DF<@4@# %,8%# !,(8"&%’ !ZZ8#(Z,

苯并"5&?&1#!")@4c;$5&?&1%D@<F2@4@# ’"8#Z !,(8"&%’ !ZZ8#(Z,

<>B!样品前处理方法

<>B><!提取!称量#5冻干鱼粉和#5煅烧过
的无水硫酸钠&混匀后加到提取筒中&并将

#""!!""$5’V5
]#(种氘代多环芳烃的混合溶

液加入到混合样品中&-"k索氏提取#Z?(

<8B8=!净化!由于鱼肉基体中含有大量的脂
肪)蛋白等干扰物&故将提取液在浓缩后进行凝
胶排阻色谱"KY>#和固相萃取"CY.#净化(
将提取液浓缩至约"8-/L后&完全转移至

KY>&用 二 氯 甲 烷 作 为 淋 洗 液&以 %8-
/L’/14]#速度淋洗&收集#’!%’/14的流出
液(将收集的流出液浓缩后&进行CY.净化(
固相萃取小柱先用’/L丙酮清洗并抽干&再用

’/L二氯甲烷活化小柱&将样品提取液转移到
小柱上&用-/LH"环己烷#lH"二氯甲烷#̂

#l#的溶液洗脱(接收液用氮气吹至浓缩后&进
行K>!BC测定(

=!结果与讨论
=><!HE5净化条件优化

KY>是基于试样分子的尺寸和形状不同来
实现分离的(在本实验中&凝胶渗透色谱主要用
于除去鱼组织提取液中的大部分油脂和色素等

大分子&以减少有机质对目标化合物的干扰(分
别选择H"乙酸乙酯#lH"环己烷#̂ #l#的溶
液和二氯甲烷作为流动相&通过对比!种流动相
在不同时间的洗脱效率对KY>净化条件进行优
化(对浓度为-""$5’5

]#的(种Y*NA混合
溶液进样"8-/L&淋洗速度为%8-/L’/14]#&
接收"!%(/14的淋洗液&每隔!!%/14收集#
次&浓缩后进行检测&结果示于图#和图!(
由图中可以看出&使用H"乙酸乙酯#lH

"环己烷#̂ #l#的溶液作为流动相&(种Y*NA
洗脱时间相差较大&收集时间约为!"/14&选择

图<!以!!乙酸乙酯"O!!环己烷"P<O<的溶液为

流动相的L种E!N4的洗脱曲线

C(D><!?A’’*F.’"&F2#’+/LE!N48:
!!$&’.$&’.$.’"O!!&:&*+A’M$%’"P<O<

图=!以二氯甲烷为流动相的L种E!N4的洗脱曲线

C(D>=!?A’’*F.’"&F2#’+/LE!N48:"(&A*+2+-’.A$%’

二氯甲烷作为流动相&(种Y*NA几乎在同一段
时间被洗脱&收集时间缩短到#"/14&故选择二
氯甲烷作为KY>洗脱(种Y*NA的流动相(

=>=!IEJ条件优化

=>=><!洗脱液种类的选择!根据溶液极性的不
同&在氟罗里土固相萃取小柱上洗脱强度不同的
原理&按溶液极性大小分别选择H"正己烷#l
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H!二氯甲烷"̂ #l##H!正己烷"lH!丙酮"̂

#l##H !正 己 烷"lH !甲 苯"^#l##

H!环己烷"lH!二氯甲烷"̂ #l#混合溶剂作
为洗脱液#使用"8-/L浓度为-""$5$5

]#的(
种Y*NA混合溶液上样#采用(/L溶液进行洗
脱#收集洗脱液浓缩后#添加内标#用气相色谱$
质谱进行测定#结果表明#采用H!环己烷"l
H!二氯甲烷"̂ #l#混合溶液作为洗脱液#得到
的(种Y*NA回收率最高#故选择H!环己烷"l
H!二氯甲烷"̂ #l#混合溶液作为洗脱液%

=8=8=!洗脱液比例的选择!由于不同的洗脱液
比例会影响洗脱效果#故分别采用H!环己烷"l
H!二氯甲烷"为#l&&#l’&%l,&#l#&,l%&

’l#&&l#的混合溶剂进行洗脱#添加内标后#
进行气相色谱$质谱测定%以回收率为纵坐标#(
种Y*NA的洗脱溶剂比例为横坐标#结果表明

H!环己烷"lH!二氯甲烷"̂ #l#为较理想的
洗脱液比例%

=>B!质谱条件的优化
采用高分辨质谱以多离子检测的方式测定#

在 B[X模式下测量#采用Y+d的碎片峰作为高
分辨质谱质量锁定和质量校正标准#针对(种

Y*NA及其同位素稀释剂设定不同的检测窗口#
分别测定其离子流强度%

=8B8<!选择离子!多环芳烃的基峰强度最高#
选择其为检测的特征离子%

=8B8=!分辨率!分别采用 3^#"""&3^
!-""&3 -̂"""&3 #̂""""分辨率对含有低浓
度Y*NA的鱼肉萃取样品进行检测#当分辨率

3 !̂-""时#基体干扰较小#而且信号强度较
高#信噪比最好%进一步提高分辨率#可以减少
干扰#但样品信号强度下降#因此选择 3^
!-""%

=8B8B!离子源温度!提高离子源温度#有利于
提高多环芳烃的检测灵敏度#综合考虑离子源加
热丝寿命等因素#选择离子源温度为!-"k%

=>G!定量方式的选择
本实验采用同位素稀释质谱单点校正法定

量#定量公式如下’

4样^3CB_49021S_,D7<1EF_-AD1V@!A0/D2@"3>B_-A0/D2@_,T<F_4AD1V@!9021S"
式中’3CB为样品溶液目标峰面积与标记物

峰面积的比值(3>B为标准溶液目标峰面积与标
记物峰面积的比值(49021S为标准溶液的浓度(

-AD1V@!A0/D2@"为加入样品中的标记物的 质 量(

4AD1V@!9021S"为加入标准溶液中的标记物的浓度(

-A0/D2@为样品质量(,D7<1EF为标准品的纯度(,T<F为
样品干燥后与干燥前质量的比率%
为了保证测定结果的准确性#同位素稀释质

谱单点法测定的标准溶液浓度及添加到样品中

的同位素稀释剂浓度应与被测样品溶液的浓度

相近%故先经过初步测试#用单点校正法计算样
品中多环芳烃的大概浓度#得到一个初步测试
值%根据初步测试值#精确配制一个与此浓度接
近的混合标准溶液#并在样品和标准溶液中根据

#l#的比例添加标记物#用本工作建立的流程
进行分析#单点校正法计算样品中多环芳烃的
浓度%

=>K!回收率!精密度与检出限
取空白冻干鱼组织样品#分别添加浓度水平

相当于#""&!"和-$5$5
]#的(种Y*NA混合

溶液#按上述方法重复分析#得到的精密度与回
收率列于表!%降低添加浓度水平#相当于#"

$5$5
]#和-$5$5

]#的Y*NA混合溶液#以%
倍信噪比为最小检出限#结果列于表!%

表=!鱼组织样品中L种E!N4的回收率!精密度与检出限
?$8*’=!?A’2’&+#’2:"6I)$%""’.’&.(+%*(-(.+/LE!N4(%/2’’Q(%D"2:/(4A.(44F’4$-,*’

多环芳烃
添加#""$5$V5]#

回收率)\ QCX)\

添加!"$5$V5]#

回收率)\ QCX)\

添加-$5$V5]#

回收率)\ QCX)\

检出限)

!$5$V5]#"

荧蒽!+27;<04E?@4@" &- %8Z #"" %8" &Z !8& #8#

苯并!S"荧蒽!)@4c;*S+=27;<04E?@4@" && #8, #"# !8, #"" %8’ #8"

苯并!V"荧蒽!)@4c;*V+=27;<04E?@4@" &Z %8% &( #8& &, ’8# "8Z

苯并!0"芘!)@4c;*0+DF<@4@" #"# !8# #"- %8, #"% %8# #8’

茚并!##!#%$9T"芘![4T@4;*##!#%$9#T+$DF<@4@" #"! #8, #"! !8( &( (8" #8(

苯并!5#?#1"!!)@4c;*5#?#1+D@<F2@4@" #"" %8( #"( %8( #"- ’8Z #8%
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=>L!样品测定
应用本实验方法测定冻干鲅鱼!梭子鱼和鳕

鱼组织样品中的(种Y*NA"得到的结果列于表

%#样品中(种Y*NA及同位素的提取离子质
谱图示于图%#

=>R!测量结果的不确定度分析
根据=8G中的计算公式"测量结果的不确定

度主要来源于仪器测量的标准偏差!标准溶液的
不确定度和样品称量的不确定度等"相对分子质
量!温度!湿度等引起的测量不确定度可忽略
不计#

仪器测量的不确定度包括测试过程中的随

机误差"体现为测量结果的标准偏差"记为B0$
标准溶液的不确定度来源于溶液标准物质"由标
准物质证书上的标准不确定度获得"记为BS$样
品称量不确定度"记为B9"根据检定证书和称量
次数估算"天平称量带来的不确定度为"8-\#
合成%个不确定度分量B0!BS 和B9"取包含因
子I !̂"故扩展不确定度表示为%

BT !̂_ B!0‘B!S‘B& !
9

每个样品的不确定度评估结果列于表%#

表B!冻干鲅鱼!梭子鱼和鳕鱼组织样品中L种E!N4含量的测定结果

?$8*’B!6’4F*.4+/LE!N4(%/2’’Q(%D"2:4,$%(4A-$&S’2’*"8$22$&F"$$%"&+".(44F’

多环芳烃

鲅鱼

浓度&

’$5(V5]#)

相对扩展

不确定度

’I !̂)&\

"子鱼

浓度&

’$5(V5]#)

相对扩展

不确定度

’I !̂)&\

鳕鱼

浓度&

’$5(V5]#)

相对扩展

不确定度

’I !̂)&\

荧蒽’+27;<04E?@4@) (,8# &8% &,8, Z8- !-8! (8Z

苯并’S)荧蒽’)@4c;*S+=27;<04E?@4@) ,8( Z8, -8! Z8! %8" Z8!

苯并’V)荧蒽’)@4c;*V+=27;<04E?@4@) -8# &8Z !8# ,8% ’8( #"8#

苯并’0)芘’)@4c;*0+DF<@4@) -8- Z8# !8! Z8! ’8, &8"

茚并’#"!"%$9T)芘’[4T@4;*#"!"%$9"T+$DF<@4@) -8, #"8# !8- &8( , ,

苯并’5"?"1)!’)@4c;*5"?"1+D@<F2@4@) ’8( #"8" !8- Z8Z , ,

图B!鲅鱼样品中L种E!N4及其同位素提取离子质谱图

C(D>B!H51N67I73)&A2+-$.+D2$-+/LE!N4(%/2’’Q(%D"2:4,$%(4A-$&S’2’*

B!结!论
采用气相色谱$双聚焦高分辨磁式质谱联用

仪开发了同位素稀释质谱法测定鱼组织中(种

Y*NA的检测方法#冻干后的鱼肉样品经过添

加同位素稀释剂!索氏抽提!凝胶渗透色谱和固
相萃取净化!浓缩等前处理步骤"采用高分辨多
离子检测方式"将目标物质量精确到小数点后’
位"从而最大可能地排除相同整数位质量数的干

!#! 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第%#卷!



扰离子!大大降低了背景噪声!显著提高了测量
的灵敏度和选择性"结果表明!该方法准确#可
靠#灵敏度高!可对鱼类样品中痕量Y*NA的确
证和准确检测提供可靠的技术支持"
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