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高效液相色谱-氢化物发生原子荧光联用法检测 

不同基质食品中的砷含量及其形态 
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(1. 中国食品药品检定研究院, 北京  100050; 2. 北京普析通用仪器有限责任公司, 北京  100085) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-氢化物发生原子荧光联用法检测大虾、金枪鱼、虾油、大米和菠菜等不同

基质食品中的砷含量及其化学形态。方法  将大虾、金枪鱼、虾油、大米和菠菜样品采用 HNO3(0.15 mol/L)

浸提, 高效液相色谱－氢化物发生原子荧光联用法进行砷形态的研究, 并用湿法消解-原子荧光光谱法进行总

砷含量的测定。结果  所测大虾、金枪鱼、虾油、大米、菠菜样品总砷含量为 0.23~4.68 mg/kg, 有机砷含量为

0~3.9 mg/kg。海产品中主要砷形态为 2种砷化物: 二甲基砷(DMA)和砷甜菜碱(AsB); 大米及菠菜样品中主要

的砷形态为: 三价砷 As(III)、二甲基砷(DMA)和五价砷 As(V)。结论  该方法操作简单, 灵敏度高, 重现性好, 

适用于食品中砷形态含量的定量检测。 
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Determination of arsenic content and speciation in foods of different matrixes 
by high performance liquid chromatography-hydride generation atomic 

fluorescence spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of total arsenic and chemical speciation 

in prawn, tuna, shrimp sauce, rice and spinach of different matrixes by high performance liquid 

chromatography-hydride generation atomic fluorescence spectrometry(HPLC-HG-AFS). Methods  After 

extracting the samples with HNO3 (0.15 mol/L), the chemical speciation of arsenic was studied by 

HPLC-HG-AFS and the content of total arsenic was determined by atomic fluorescence spectrometry (AFS) 

after wet digestion. Results  The total arsenic content in prawn, tuna, shrimp, rice, spinach ranged from 0.23 

to 4.68 mg/kg, and organic arsenic content ranged from 0 to 3.9 mg/kg. There were 2 kinds of main arsenic 

speciation compounds in marine products: DMA and AsB, both were low toxic organic arsenic species. The 

main arsenic species in rice and spinach were As (III), DMA and As(V). Conclusion  This method is effective 

to determine arsenic species for its high sensitivity and reproducibility. 

KEY WORDS: food; arsenic speciation; high performance liquid chromatography-hydride generation atomic 

fluorescence spectrometry 
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1  引  言 

元素形态概念的提出是现代环境、食品安全和生

命科学等学科发展的需要。当前, 分析化学的趋势是

鉴别和定量实际的化学形态, 而不仅仅是元素总量

的测定。砷按其化学形式可分为无机砷和有机砷, 无

机砷中三价砷和五价砷毒性很大, 但其甲基化后则

毒性大大降低, 砷糖(AsS)和砷甜菜碱(AsB)基本无毒
[1]。元素的形态分析不仅要对不同的形态进行定性分

析,同时还要进行定量分析,常用的分析方法是联用技

术。首先是对不同的形态进行分离,分离之后再进行

处理,使它们转变为能被检测的形式,最后再用灵敏度

高和选择性好的检测器检测。常用的分离方法有气相

色谱法、液相色谱法和毛细管电泳法。常用的检测方

法有电感耦合等离子体质谱法(inductively coupled 

plasma mass spectrometry, ICP-MS)[2,3]、原子吸收光谱

法(atomic absorption spectroscopy, AAS)、原子荧光光

谱法(atomic fluorescence spectroscopy, AFS)。国家标

准 GB/T 5009.11-2003[4]提出了总砷和无机砷含量的

测定方法,但是此标准并不能解决目前砷形态特异性

检测的需要。现有技术中, 常以联用技术对砷进行形

态分离检测, 包括高效液相色谱-电感耦合等离子体

质谱联机技术[5-7]、高效液相色谱-氢化物发生原子荧

光光谱法 [8-12]、高效液相色谱-氢化物发生原子吸收

光谱法[13]和毛细管电泳-电感耦合等离子体质谱联机

技术[14]等。以上几种现有技术中, 原子荧光光谱法灵

敏度高、选择性好、线性范围宽、操作简单, 仪器使

用成本低, 适用于食品中砷形态的研究[15]。本研究以

液相色谱与氢化物原子荧光光谱联用技术开展砷形

态分析, 通过对仪器分析参数以及样品提取技术的

优化, 建立了不同基质食品中的砷形态的高效液相

色谱-氢化物发生原子荧光联用  (high performance 

liquid chromatography hydride generation atomic 
fluorescence spectrometry, HPLC-HG-AFS)的技术方

法, 并对大虾、虾油、大米阳性样品, 金枪鱼、菠菜

标准物质进行了测定。 

2  材料与方法 

2.1  材料、仪器与试剂 

大虾、虾油、大米为市面上购买的阳性样品, 金

枪鱼、菠菜为购买的标准物质, 用来进行方法的准确

性验证。 

PF73原子荧光光度计 SA710 形态分析仪带 100 

μL 定量环(北京普析通用仪器有限责任公司); 离心

机 (Sigma-aldrich 公司 ); 天平 (METTLER 公司 ); 

Milli-Q 纯水机(法国密利博公司, 出水电阻率 18.2 

MΩ·cm); HLB固相萃取小柱(Waters公司); PRP-X100

阴离子分离柱(Hamilton 公司)。所用的玻璃器皿经

HNO3浸泡 24 h, 用去离子水清洗 3遍, 晾干后备用。 

As(III)亚砷酸根溶液标准物质 (GBW08666)、

As(V)砷酸根溶液标准物质(GBW08667)、MMA一甲

基砷溶液标准物质(GBW08668)、DMA二甲基砷溶液

标准物质(GBW08669)、AsB 砷甜菜碱溶液标准物质

(GBW08670)、菠菜 GBW10015(GSB-6)均购自国家标

准物质中心; 金枪鱼组织中砷的不同形态标准物质

(BCR-627) 英 国 LGC 标 准 品 、 磷 酸 氢 二 铵

(NH4)2HPO4(优级纯)、氢氧化钾 KOH(优级纯)、硼氢

化钾 KBH4(优级纯)、硫脲 CH4N2O2S(分析纯)、浓盐

酸 HCl(优级纯)、浓硝酸 HNO3(优级纯)、过硫酸钾

K2S2O8(分析纯)、浓硫酸(优级纯)试剂均购自国药集

团化学试剂有限公司。实验室用水为超纯水。 

2.2  SA710 HPLC-HG-AFS 分析条件 

经过反复测试仪器工作条件对仪器进行优化 , 

最后选定仪器的色谱实验参数和氢化物发生原子荧

光实验参数, 见表 1。 

 
表 1  砷形态测定 HPLC-HG-AFS 条件 

Table 1  HPLC-HG-AFS parameters of arsenic 
speciation determination 

项目 常态流路 紫外流路 

流动相 15 mmol/L (NH4)2HPO4(甲酸调至 pH=6.0) 

流速 1mL/min 

进样体积 100 μL 

载液 1 7%HCL / 

载液 2 / 7%HCL 

还原剂 1.5% KBH4+0.5%KOH 

氧化剂 / 1.5%K2S2O8+0.5%KOH 

紫外灯 关闭 打开 

负高压 300 V 

主灯电流 50 mA 

辅灯电流 50 mA 

炉高 8 cm 
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2.3  实验方法 

食品中不同砷形态经稀硝酸提取后, 以液相色

谱进行分离, 分离后的目标化合物在酸性环境下与

KBH4 反应, 生成气态砷化合物, 以原子荧光光谱仪

进行测定。按保留时间定性, 外标法定量。 

砷形态测定: 称取约 0.5 g样品于 50 mL具塞离

心管中, 精密加入 9.50 mL 0.15 mol/L HNO3溶液, 在

旋涡混合器上混匀, 浸泡过夜后, 于 70 ℃超声提取

2.0 h, 冷却至室温, 加入 500 μL 3%乙酸溶液, 4 ℃冰

箱中放置 5 min后, 在 4 ℃下 8000 r/min离心 15 min, 

取上清液, 用 0.22 μm滤膜过滤后, 过HLB固相萃取

小柱后, 待上机测定。 

总砷含量测定: 称取约 0.5 g 样品于三角瓶中, 

同时做试剂空白。加入硝酸高氯酸混合酸

(V:V=4:1)10~15mL, 加入硫酸 2.0 mL, 由低温至高温

加热消解, 不时缓缓摇动使均匀, 消解至冒白烟, 消

解液呈淡黄色或无色。冷至室温后定量转移至 25 mL

具塞比色管中, 以超纯水定容。对于某些样品消解后

存在一些沉淀物或悬浊物, 定容后过滤稀释测定。 

3  结果与讨论 

3.1  不同形态砷结果分析 

用 SA710的常态流路对 As(III)、DMA、MMA、

As(V)进行分离分析, 4种砷形态的线性范围为 0~100 

μg/L, 相关系数均≥0.9990, 相对标准偏差均小于

3.0%(10 μg/L, n=7), 对 4种砷形态 As(III)、DMA、

MMA、As(V)的仪器检出限分别为: 0.23、0.35、0.34、

1.2 μg/L。按照称样量 0.5 g,定容体积 10 mL计算,4

种砷形态的方法检出浓度分别为 4.6、7.0、6.8、24 

μg/kg(见图 1和表 2)。 

用 SA710的紫外流路对 AsB进行分析, AsB的

线性范围为 0~200 μg/L, 线性相关系数≥0.9990, 

相对标准偏差均小于 3.0%(40 μg/L, n=7), AsB的仪

器检出限为: 2.0 μg/L。按照称样量 0.5 g, 定容体积

10 mL计算, AsB的方法检出浓度为 40 μg/kg(见图 2

和表 2)。 
 

 
 

图 1  砷的 4种形态标准色图谱 

Fig. 1  Standard chromatogram of 4 kinds of arsenic speciation 
 

 
 

图 2  AsB和 DMA的标准色谱图 

Fig. 2  Standard chromatogram of AsB and DMA 
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表 2  砷标准溶液的检出限、相对标准偏差和相关系数 
Table 2  Detection limits, relative standard deviations and relative coefficients of arsenic standard solutions 

项目 
常态流路 紫外流路 

As(III) DMA MMA As(V) AsB 

相关系数(r) 0.9996 0.9993 0.9997 0.9992 0.9994 

线性范围(μg/L) 0~100 0~100 0~100 0~100 0~200 

检出限(μg/L) 0.23 0.35 0.34 1.2 2.0 

相对标准偏差(RSD, n=7) 1.5% 2.1% 2.2% 1.5% 2.5% 

 
 

在常态流路下, AsB不出峰, 这说明 AsB不能直

接与 KBH4反应生成气态氢化物, 需通过在线紫外消

解装置把 AsB氧化成无机砷, 再进行测定。同时, 在

紫外流路下测定 AsB的含量时, As(III)与 AsB在色谱

柱中的保留时间非常接近, 从而严重干扰 As(III)和

AsB的测定。若要消除待测液中 As(III)的干扰, 可在

待测液中加入 10% H2O2, 在 70℃水浴下加热 15 min, 

把 As(III)氧化为 As(V), 而 10% H2O2对 AsB、DMA、

MMA基本无影响。 

本方法对常见的砷形态 AsC(砷胆碱)也进行了

检测, AsC的氢化物发生效率极低, 需在紫外消解流

路条件下进行测量 , 流动相配制成 5 mmol/L 

(NH4)2HPO4(pH=9.0)的水溶液, 可以实现AsB与AsC

的分离, 出峰顺序为 AsC、AsB, 但样品中 AsB组分

之前均未检出组分峰, 说明样品中不含 AsC 或含量

低于方法检出限, 所以没有详细说明。 

3.2  样品中总砷含量的测定 

本研究采用国标方法 GB/T 5009.11- 2003《食品

中总砷及无机砷的测定》[4], 使用 PF73 原子荧光光

谱对实验中的样品总砷进行多次(n=3)测定, 各样品

的实际测定平均值与加标回收率结果见表 3。 

总砷测定采用湿式消解法 , 这是因为海产品

中的有机砷在微波消解体系中不能消解完全 , 使

测定结果偏低。通过上述实验 , 得到各样品中的总

砷含量 , 两种基质标物的测定值和标示值基本一

致 , 总砷含量的测定可为形态分析方法的准确性

提供佐证。  

3.3  形态砷分析前处理条件探索 

本研究分别选择常用的 HNO3(0.15 mol/L)、

HCl(1.2 mol/L)、甲醇水(1:1, V:V)作为提取溶剂, 对比

测定结果。结果表明, 当采用 1.2 mol/L的 HCl提取

样品时, 部分砷形态标物的保留时间会发生漂移, 尤

其是 As(V)保留时间, 影响各形态的定性和定量, 同

时样品的整体回收率也没有用 HNO3(0.15 mol/L)效

果好。甲醇水(1:1, V:V)处理样品后, 需氮吹复溶后方

能进行测定, 费时费力, 并且甲醇水(1:1, V:V)溶剂在

处理虾油样品时, 出现乳化现象, 离心后滤膜和小柱

都不能有效的将滤液分离, 甲醇提取法不适用于油

脂含量特别大的样品, 因此选用 HNO3(0.15 mol/L)作

为提取溶剂。 

本研究对比了浸泡过夜和未浸泡直接提取的测

定结果, 未浸泡过夜直接超声提取样品测定结果偏

低, 只有浸泡过夜的 50%左右。同时对提取次数也作

了考察, 浸泡过夜后提取 1次和 2次结果没有统计学

差异(t 检验, 置信度 95%), 基本满足日常检测的需

要。实验中还发现, 不同形态砷会出现相互转化的现

象, 尤其在低浓度情况下, 如 As(III)向 As(V)转化, 

因此, 对前处理的样品应该尽快测定。 

3.4  样品的测定结果 

用 2.3的实验方法, 对大米、大虾、虾油样品, 菠

菜和金枪鱼基质标物进行测定, 测定结果及提取效

率见表 4。 

3.5  样品添加回收率和精密度 

以虾油为研究对象, 进行加标回收率和精密度

实验, 考察方法的准确度和重现性。实验采用 0.5 g

样品添加 5种砷形态的标准溶液, 实验结果见表 5。

由表 5 可知 , 测试样品的平均回收率在 86.67%~ 

103.2%之间, 相对标准偏差 RSD 2.8%~4.5%(n=7), 

具有较高的精密度。该方法可以满足食品中砷形态的

测定要求。 
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表 3  样品中总砷含量结果(n=3) 
Table 3  The content of total arsenic in the samples(n=3) 

样品名称 标示量(mg/kg) 测定平均值(mg/Kg) 加标量(ng) 加标回收率(%) 

大米 / 1.30 500 98.65 

大虾 / 3.15 1500 104.90 

虾油 / 1.25 500 95.86 

菠菜(GSB-6) 0.23±0.03 0.23 100 96.7 

金枪鱼(BCR-627) 4.8±0.3 4.68 2000 99.95 

 
 

表 4  样品测定结果 
Table 4  Determination results of samples 

样品 
总砷值
(mg/kg) 

As(III) 
(mg/kg) 

As(V) 
(mg/kg) 

DMA 
(mg/kg) 

MMA 
(mg/kg) 

AsB 
(mg/kg) 

提取率 
(%) 

大米 1.30 1.08 N.D 0.21 N.D N.D 99.23 

大虾 3.15 N.D N.D 0.13 N.D 2.93 97.14 

虾油 1.25 N.D N.D 0.12 N.D 1.02 91.20 

菠菜(GSB-6) 0.23 0.045 0.18 N.D N.D N.D 97.83 

金枪鱼(BCR-627) 4.68 0.21 0.38 0.14 N.D 3.71 94.87 

注: N.D表示未检出; 提取率为各形态砷含量之和与总砷含量的比值。 

 
 

表 5  虾油中添加回收率与精密度(n=7) 
Table 5  Recovery and precision in shrimp sauce (n=7) 

组分 样品本底值(μg/L) 加标量(μg/L) 平均实测浓度(μg/L) 平均回收率(%) RSD(%) 

As(III) 0 5 4.436 88.72 3.4 

As(V) 0 10 8.667 86.67 3.6 

MMA 0 5 4.478 89.56 2.8 

DMA 6.0 5 10.51 90.21 3.9 

AsB 51 20 71.64 103.2 4.5 

 

 

4  结  论 

本研究建立的硝酸提取、高效液相色谱-氢化物

发生原子荧光联用方法能满足不同食品基质中砷形

态研究的各项技术要求, 实验结果表明: 方法具有简

便、准确、快速的特点, 具有良好的精密度和回收率, 

适合于食品中不同砷形态的同时测定。 
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