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序贯提取-高效液相色谱-电感耦合等离子体 

质谱法测定栉孔扇贝裙边中砷组分 

陈  鹏, 徐  菲, 徐  莹* 

(中国海洋大学食品科学与工程学院, 青岛  266000) 

摘   要 : 目的   建立序贯提取 - 高效液相色谱 - 电感耦合等离子体质谱法 (high performance liquid 

chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry, HPLC-ICP-MS)测定栉孔扇贝(Chlamys farreri)裙

边中砷组分。方法  以超纯水、甲醇及二氯甲烷-甲醇溶液为提取液, 采用序贯涡旋提取法, 提取扇贝裙边中

砷, 并划分为水提取砷、非水提取砷及未提取砷 3 种组分。采用 HPLC-ICP-MS 砷形态检测法定性定量分析 6

类水提取已知砷：砷酸、亚砷酸、一甲基胂、二甲基胂、砷甜菜碱、砷胆碱, 采用 ICP-MS 总砷检测法定量

分析总砷、水提取未知砷、非水提取砷及未提取砷。结果  市售栉孔扇贝裙边中总砷含量高, 水提取已知砷、

水提取未知砷、非水提砷及未提取砷分别占 24.5%、26.8%、25.4%及 23.3%, 无机砷含量符合国家限量要求。

优化条件下 , 6 种砷形态在 0~100 μg/kg 范围内线性关系良好 , 检出限为 0.014~2.366 μg/kg, 定量限为

0.050~3.090 μg/kg, 加标回收率在 78.1%~116.2%之间, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)在

1.1%~10.1%之间。结论  本研究建立的砷组分分析方法精密度高、灵敏度高、砷提取效率高, 适用于扇贝裙

边中砷组分的分析, 可为扇贝裙边的安全性评价提供理论依据。 

关键词: 栉孔扇贝; 砷形态; 扇贝裙边; 序贯提取; 高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱法 

Determination of arsenic components in the skirt of Chlamys farreri by sequential 
extraction-high performance liquid chromatography-inductively  

coupled plasma mass spectrometry 

CHEN Peng, XU Fei, XU Ying* 

(Food Science and Engineering College, Ocean University of China, Qingdao 266000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of arsenic components in the skirt of Chlamys 

farreri by sequential extraction-high performance liquid chromatography-inductively coupled plasma mass 

spectrometry (HPLC-ICP-MS). Methods  Using ultrapure water, methanol and dichloromethane-methanol solution 

as extraction solutions, the arsenic in scallop skirts was extracted by sequential vortex extraction and was divided into 

3 groups: Water-extracted arsenic, non-water-extracted arsenic and unextracted arsenic. The HPLC-ICP-MS arsenic 

speciation detection method was used to qualitatively and quantitatively analyze the 6 kinds of water-extracted 

known arsenic: Arsenate, arsenite, monomethylarsonate, dimethylarsonate, arsenobetaine, arsenocholine, total 
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arsenic, water-extracted unknown arsenic, non-water-extracted arsenic and unextracted arsenic were quantitatively 

analyzed by ICP-MS total arsenic detection method. Results  The total arsenic content in the skirt of commercially 

available scallops was high, water-extracted known arsenic, water-extracted unknown arsenic, non-water extracted 

arsenic and unextracted arsenic accounted for 24.5%, 26.8%, 25.4% and 23.3%, respectively, and the content of 

inorganic arsenic met the national limit requirements. Under the optimized conditions, the 6 kinds of arsenic species 

had good linear relationships in the range of 0‒100 μg/kg, the limits of detection were between 0.014‒2.366 μg/kg, 

the limits of quantification were between 0.050‒3.090 μg/kg, the recoveries were between 78.1%‒116.2%, and the 

relative standard deviations (RSDs) were between 1.1%‒10.1%. Conclusion  The arsenic composition analysis 

method established in this study has high precision, high sensitivity and high arsenic extraction efficiency, which is 

suitable for the analysis of arsenic components in scallop skirts and can provide a theoretical basis for the safety 

evaluation of scallop skirts. 

KEY WORDS: Chlamys farreri; arsenic species; scallop skirts; sequential extraction; high performance liquid 

chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

栉孔扇贝(Chlamys farreri)是我国重要的养殖海产品, 

味道鲜美、经济价值高, 深受人们的喜欢[1]。食品工业中

扇贝的主要加工对象是肌肉柱, 而副产物扇贝裙边(除肌

肉柱外软组织)通常被废弃[2]。扇贝裙边含有丰富的蛋白

质、多糖、脂类等营养成分和活性物质, 但砷、铅、镉等

污染物含量较高[3‒5], 阻碍了其高值化利用[6]。 

砷是非金属微量元素, 广泛分布在陆地和海洋环境

中。目前已发现的砷形态有 300 余种[7], 研究较多的是水

溶性砷, 如砷酸/砷酸盐[arsenate, As(Ⅴ)]、亚砷酸/亚砷酸盐

[arsenite, As(Ⅲ)]、一甲基胂(monomethylarsonate, MMA)、

二甲基胂(dimethylarsonate, DMA)、砷甜菜碱(arsenobetaine, 

AsB)、砷胆碱(arsenocholine, AsC)等[8]。砷毒性与其形态密

切相关: 无机砷 As(Ⅴ)、As(Ⅲ)能被胃肠道迅速吸收, 国际

癌症研究机构(International Agency for Research on Cancer, 

IARC)将其归类为人类致癌物(1 类); 甲基化砷被证明可能

对身体产生毒性, 被归类为可能致癌物(2B 类); AsB 和其

他不被人体吸收的含砷化合物则被归类为对人类致癌性无

法分类物(3 类)[9‒12]。研究表明, 世界上有超过 6000 万人处

于砷暴露过量的风险中[13], 且人们日常饮食所摄入的砷约

有 90%来自于水产品(如扇贝)[14]。 

砷是扇贝中常见的污染物, 并有研究[5]表明, 栉孔扇

贝裙边的砷含量超过扇贝砷总量的 80%。而目前关于砷分

析的研究 主要以完整的扇贝组织作为对象, 针对扇贝裙

边的研究罕见报道。现有的国家标准中, 与砷检测相关的

GB 5009.11—2014《食品安全国家标准 食品中总砷及无机

砷的测定》及 GB/T 23372—2009《食品中无机砷的测定 液

相色谱-电感耦合等离子体质谱法》均只涉及总砷与无机砷

的测定, 而有机态砷的检测尚无明确标准。ZHAO 等[15]的

研究显示有机态砷为双壳贝类中砷的主要存在形式 , 

TIBON 等[16]也报道在贝类中可检测到除无机砷外的 31 种

砷形态。为探究扇贝裙边的砷分布并对其进行安全性评价, 

急需建立适用的砷分析方法。近年国内关于砷形态提取及检

测的研究多采用单一提取液提取法及离子交换色谱法[17‒20], 

有机态砷及残渣态砷未引起关注, 缺乏对生产过程中各

砷形态之间转化的风险评估。崔艳梅等[21]采用单一提取

液提取法, 以(NH4)2CO3 溶液作为提取液, 利用高效液相

色谱 -电感耦合等离子体质谱法 (high performance liquid 

chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry, 
HPLC-ICP-MS)分析了扇贝中 6 类已知砷形态, 但该研究

忽视了水溶性未知砷、非极性砷及残渣态砷的存在。

WOLLE 等[22]采用序贯提取法, 使用水与二氯甲烷-甲醇溶

液两种提取液, 依次从鲑鱼等样品中提取砷, 并将砷划分

为水溶性砷、非极性砷与残渣态砷 3 种组分, 取得较优提

取效果。与单一提取液提取法相比, 组合使用多种提取液

依次提取砷的序贯提取法 对样品中砷分布的解析更为全

面。因此, 本研究联用序贯提取方法、HPLC-ICP-MS 砷形

态检测法与 ICP-MS 总砷检测法, 建立栉孔扇贝裙边砷组

分分析方法。该方法将扇贝裙边中砷组分细分为水提取已

知砷、水提取未知砷、非水提取砷及未提取砷 4 类, 为相

关检测标准的确立、各砷形态之间的转化风险的评估与扇

贝裙边的高值化利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

栉孔扇贝(Chlamys farreri)购自山东省青岛市市南区

清泰水产店。 

1.2  试  剂 

碳酸铵、硝酸(优级纯, 国药集团化学试剂有限公司); 

甲醇(色谱纯, 德国默克公司); 高氯酸(优级纯, 天津政成
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化学制品有限公司); 二氯甲烷(色谱纯, 天津市科密欧化

学 试 剂 有 限 公 司 ); 扇 贝 生 物 成 分 分 析 标 准 物 质

(GBW10024, GSB-15, 地球物理地球化学勘查研究所); 牡蛎

组织标准参考物质(SRM 1566b, 美国国家标准协会); 砷标准

液(GSB 04-1714-2004, 1000 μg/mL, 国家有色金属及电子材

料分析测试中心 ); 砷酸根溶液标准物质 [GBW08666, 

(1.011±0.016) μmol/g]、砷胆碱溶液标准物质[GBW08671, 

(0.374±0.015) μmol/g]、一甲基胂溶液标准物质[GBW08668, 

(0.335±0.011) μmol/g]、二甲基胂溶液标准物质[GBW08669, 

(0.706±0.024) μmol/g]、砷甜菜碱溶液标准物质[GBW08670, 

(0.518±0.015) μmol/g](中国计量科学研究院)。 

1.3  仪器与设备 

8800 电感耦合等离子体三重四极杆质谱仪、1260 液

相色谱仪(美国安捷伦科技有限公司); EHD-24 电热消解仪

(北京东航科仪仪器有限公司); FD-3 冷冻干燥机(北京博医

康实验仪器有限公司); SB-5200DT 超声波清洗机(宁波新

芝生物科技股份有限公司); TDL-8M 台式大容量冷冻离心

机(上海卢湘仪离心机仪器有限公司); Hamilton PRP-X100

阴离子交换色谱柱(250 mm×4.1 nm, 10 μm, 瑞士哈美顿医

疗公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  扇贝裙边冻干样品的制备 

从扇贝中采集裙边, 匀浆处理后于‒40℃冻藏 4 h, 取

出样品进行冷冻干燥, 而后将其磨成粉状, 得到扇贝裙边

冻干样品。 

1.4.2  总砷分析样品前处理方法 

称取冻干样品 0.25 g(精确至 0.0001 g)于石英消化管

中, 加入 1 mL 高氯酸与 4 mL 硝酸, 于电热消解仪中升温

至 140℃, 并保温 50 min 进行湿法消解。随后升温至 190℃

并保温 2 h 排酸。冷却至室温后采用超纯水转移消解液, 逐

步稀释至待测液质量中总砷浓度为 0~100 μg/kg, 以孔径

0.22 μm 聚醚砜微孔滤膜过滤后用 ICP-MS 测定总砷含量。 

1.4.3  仪器条件 

(1)质谱条件 

射频功率: 1550 W; 等离子体流速: 15.0 L/min; 载气

流速: 1.05 L/min; 稀释气流速: 0.95 L/min; 蠕动泵转速: 

0.3 r/min; 雾化室温度: 2℃; 能量歧视: ‒7.0 V; Q1 偏转电

压: ‒1.0 V; Q1 预过滤偏转电压: ‒38.0 V; Q1 后过滤偏转电

压: ‒22.0 V; 八极杆射频电压: 200 V; 碰撞/反应池气体: 

O2(0.5 mL/min); 检测离子: 75As+→91AsO+。 

(2)色谱条件 

色谱柱: Hamilton PRP-X100 阴离子交换色谱柱(250 mm× 

4.1 nm, 10 μm); 流动相 A: 甲醇; 流动相 B: 100 mmol/L 碳

酸铵溶液; 流动相 C: 超纯水; 进样量: 20 μL; 柱温: 25℃; 

液相色谱流速: 1.5 mL/min; ICP-MS 蠕动泵泵速: 0.5 r/min。 

1.4.4  色谱条件优化 

参考 WANG 等[23]的方法并做修改, 采用 U6(2
6)均匀设计

法[24]优化色谱条件, 因素水平见表 1。以流动相中 100 mmol/L

碳酸铵溶液含量与甲醇溶液含量为因素 , 对 As(Ⅲ)、

As(Ⅴ)、MMA、DMA、AsC 及 AsB 6 种砷形态进行等梯度

洗脱实验。其中 , 洗脱流速为 1.5 mL/min, 洗脱时间为

0~60 min, 样品为 As(Ⅲ)、As(Ⅴ)、DMA、MMA、AsC、

AsB 6 种砷形态标准物质。 

 
表 1  U6(2

6)均匀设计的因素水平表 
Table 1  U6(2

6) Uniform design test scheme of mobile phase 

实验组

编号 
甲醇含量/%(A) 100 mmol/L碳酸铵含量/% (B)

1 4.0 10.0 

2 0 20.0 

3 2.0 0 

4 1.0 40.0 

5 5.0 30.0 

6 3.0 50.0 

 
以流动相中 100 mmol/L 碳酸铵溶液含量与甲醇溶液

含量为自变量, 以保留时间、积分面积、峰高、分辨率、

半峰宽与对称性为因变量, 对均匀设计实验数据进行多项

式逐步拟合, 得到显著拟合方程。将流动相中甲醇含量取

值 0~5.0%, 100 mmol/L 碳酸铵溶液含量取值 0~50.0%, 组

合引入得到的显著拟合函数, 计算得因变量值, 筛选得到

各组砷形态中各因变量均较优的流动相组成。将计算筛选

得流动相组成组合为洗脱条件, 对 As(Ⅲ)、As(Ⅴ)、MMA、

DMA、AsC 及 AsB 6 种砷形态进行梯度洗脱实验。对结果

进行分析, 得到 6 种砷形态的最优色谱洗脱条件。 

1.4.5  砷形态分析的单一提取液提取实验 

称取 0.1 g(精确至 0.0001 g)冻干样品于 5 mL 离心管中, 

加入提取液3 mL, 依次涡旋振荡5 min, 水浴超声10 min, 敞

口于沸水水浴加热10 min, 随后5000 r/min (离心半径170 mm, 

下同)离心 5 min, 收集上清液; 在离心沉淀中再加入同一

提取液 3 mL, 重复上述操作 2 次, 将 3 次提取液分别存放, 

得到提取样品 3 份。用孔径 0.45 μm 的尼龙 66 微孔滤膜过

滤, 使用 HPLC-ICP-MS 测定砷形态含量。采用的提取液及

其沸水浴温度分别为: (1)超纯水(100℃); (2) 1% (m:V)硝酸

溶液(100℃); (3) 1.5% (m:V)硝酸溶液(100℃); (4) 50% (V:V)

甲醇溶液(80℃); (5)含 1% (m:V)硝酸的 50% (V:V)甲醇溶液

(80℃); (6)含 1.5% (m:V)硝酸的 50% (V:V)甲醇溶液(80℃)。 

1.4.6  砷形态分析的序贯提取法 

(1)涡旋振荡提取法 

涡旋振荡提取方法流程图见图 1。 

第 1 次提取: 取 0.1 g(精确至 0.0001 g)冻干样品, 加

入 3 mL 超纯水, 涡旋振荡 10 min, 5000 r/min 离心 5 min, 收

集上清液; 离心沉淀中加入 3 mL 超纯水, 涡旋振荡 10 min, 
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5000 r/min 离心 5 min, 收集上清液, 将 2 次离心上清液合并, 

以 0.45 μm 的尼龙 66 微孔滤膜过滤后, 于 4℃保存待测。 

第 2 次提取: 向第 1 次提取离心残渣中加入 3 mL 甲

醇, 涡旋振荡 10 min, 5000 r/min 离心 5 min, 收集上清液, 

以 0.45 μm 的尼龙 66 微孔滤膜过滤后, 于 4℃保存待测。 

第 3 次提取: 向第 2 次提取离心残渣中依次加入 1 mL 甲

醇与 3 mL 二氯甲烷, 涡旋振荡 10 min, 5000 r/min 离心 5 min, 

收集上清液; 离心沉淀中加入 1 mL 甲醇与 3 mL 二氯甲烷, 

涡旋振荡 10 min, 5000 r/min 离心 5 min, 收集上清液, 将 2

次离心上清液合并, 以 0.45 μm 的尼龙 66 微孔滤膜过滤后, 

于 4℃保存待测。 
 

 
 

图 1  涡旋振荡提取方法流程图 

Fig.1  Flow chart of vortex oscillation extraction method 
 

(2)水浴超声提取法 

第 1 次提取: 取 0.1 g 冻干样品(精确至 0.0001 g), 

加入 3 mL 超纯水, 涡旋振荡 2 min, 水浴超声 10 min, 

5000 r/min 离心 5 min, 收集上清液; 离心沉淀中加入 3 mL

超纯水, 涡旋 10 min, 5000 r/min 离心 5 min, 收集上清液, 

将 2 次离心上清液合并, 以 0.45 μm 的尼龙 66 微孔滤膜过

滤后, 于 4℃保存待测。 

第 2、3 次提取分别与 1.4.6(1)中第 2、3 次保持一致。 

(3)沸水浴提取法 

第 1 次提取: 取 0.1 g(精确至 0.0001 g)冻干样品, 加

入 3 mL 超纯水, 涡旋振荡 2 min, 沸水浴加热 10 min, 取

出冷却至室温后, 5000 r/min 离心 5 min, 收集上清液; 离

心沉淀中加入 3 mL 超纯水, 涡旋振荡 10 min, 5000 r/min

离心5 min, 收集上清液, 将2次离心上清液合并, 以 0.45 μm

的尼龙 66 微孔滤膜过滤后, 于 4℃保存待测。 

第 2、3 次提取分别与 1.4.6(1)中第 2、3 次保持一致。 

1.4.7  数据处理 

应用 Origin 2018 对实验数据进行统计分析及绘图。

除色谱优化实验外所有实验均重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的优化 

优化后的 6 类砷形态液相色谱图与其洗脱程序分别

如图 2、表 2所示。已知 6种砷形态按洗脱先后顺序为: AsC、

AsB、As(Ⅲ)、DMA、MMA、As(Ⅴ)。其中, AsC 与 AsB

之间、DMA 与 MMA 之间虽然在图像上未完全分离, 但分

辨率分别为 1.84±0.04、1.74±0.09, 均显著大于 1.5 (P<0.05), 

符合《中国药典》[25]的要求, 分离度良好。优化得到的洗

脱程序能在 10 min 内完成该 6 类砷形态的有效分离。 
 

 
 

图 2  洗脱程序优化后的 6 种砷形态液相色谱图 

Fig.2  Chromatogram of the 6 kinds of arsenic species after elution 
procedure optimization 

 

表 2  优化所得 6 种砷形态的 HPLC 洗脱程序 
Table 2  Optimized HPLC elution procedures for the 6 kinds of 

arsenic species 

时间 
/min 

甲醇
/% 

100 mmol/L
碳酸铵/% 

超纯水 
/% 

流速 
/(mL/min) 

 0.00 3.0 15.0 82.0 1.5 

 2.00 3.0 15.0 82.0 1.5 

 2.50 4.0 45.0 51.0 1.5 

11.00 4.0 45.0 51.0 1.5 
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2.2  砷提取方法优化 

2.2.1  单一提取液提取实验 

文献中砷提取方法多见为溶剂萃取法。常见砷提取液

有超纯水[26‒27]、50% (V:V)甲醇溶液[26]、稀硝酸溶液[28]等。

本研究考察了超纯水(A)、1% (m:V)硝酸溶液(B)、1.5% (m:V)

硝酸溶液(C)、50%甲醇溶液(D)、含 1% (m:V)硝酸的 50% 

(V:V)甲醇溶液(E)与含 1.5% (m:V)硝酸的 50% (V:V)甲醇溶

液(F) 6 类提取液的砷提取效果。选用易于操作的水浴超声

-水浴加热法对扇贝裙边冻干样品进行单一提取液 3 次提

取实验, 比较 6 类提取液在总砷提取率上的差异。其结果

如图 3 所示 

6 类提取液的 3 次砷总提取率在 62.8%~67.6%之间, 与

文献[26]报道扇贝砷提取率(约 50%~90%)一致, 但处于中下

水平。在同一提取液中, 2 次提取的砷总提取率与 3 次提取

的砷总提取率间无显著差异(P>0.05), 表明 2 次提取即可完

成游离砷从样品至提取液的转移。在相同甲醇浓度下, 硝酸

的引入显著提高了砷的总提取率(P<0.05)。PARK 等[29]称提

取液的酸化是通过分解样品中有机物提高提取率 , 而

CALEB 等[30]亦发现加热条件下稀硝酸会导致砷糖的降解, 

因此推测硝酸的引入可促使样品中砷从与有机物的结合中

释放, 存在破坏样品砷形态完整性的可能。综上, 后续实验

中, 为保证砷提取的完全性与完整性, 提取次数确定为 2次, 

且不采用硝酸作为提取液。 
 

 
 

注: 不同小写字母表示同一次提取的提取率具有显著性差异

(P<0.05); 对 3 次砷总提取率进行显著性差异分析, *表示存在显

著差异(P<0.05), **表示存在极显著差异(P<0.01)。 

图 3  提取液种类与提取次数对总砷提取率的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of extract types and extraction times on the extraction 
rates of total arsenic (n=3) 

 

2.2.2  序贯提取实验 

参考 WOLLE 等[22]建立的方法并做改动, 选用超纯

水、甲醇与二氯甲烷-甲醇(3:1, V:V)溶液对扇贝裙边进行序

贯提取实验, 并将提取得到的砷分为 3 种组分: 水提取砷、

非水提取砷(包含甲醇提取砷与二氯甲烷-甲醇提取砷)及

未提取砷。该提取实验中, 超纯水与二氯甲烷-甲醇溶液各

提取 2 次, 对水提取砷进行总砷分析与砷形态分析, 对二

氯甲烷-甲醇提取砷与提取后残渣中未提取砷进行总砷分

析。因为超纯水与二氯甲烷不互溶, 但均与甲醇互溶, 同时

实验表明涡旋、水浴超声及沸水浴 3 种提取处理中, 甲醇 1

次提取与 2 次提取的砷提取率间无显著差异(P>0.05), 所以

引入甲醇进行 1 次提取作为超纯水提取与二氯甲烷-甲醇溶

液提取的过渡阶段, 并对甲醇提取砷进行总砷分析。 

将水提取砷、甲醇提取砷与二氯甲烷-甲醇提取砷占样

品总砷比例之和记为砷总提取率, 将总砷提取率与未提取砷

占样品总砷比例之和记为砷总回收率。涡旋、水浴超声及沸

水 浴 提 取 处 理 的 总 砷 提 取 率 分 别 为 76.7%±0.4% 、

77.2%±0.5%、80.5%±0.3%, 总砷回收率分别为 103.3%±1.7%、

101.3%±0.3%、102.4%±0.3%。序贯提取法的砷总提取率均

高于单一提取液提取法(62.8%~67.6%), 并处于文献的中

上水平(约 50%~90%)[24,28]。序贯提取法较单一提取液提取

法获得更高砷总提取率的原因是, 存在部分非极性砷不溶

于单一提取液的水溶液中, 但溶解于甲醇及二氯甲烷-甲

醇溶液中。因而序贯提取法较单一提取液提取法能更全面

揭示样品中砷的情况。涡旋法与水浴超声法的砷总提取率

无显著性差异(P>0.05), 但沸水浴法的砷总提取率显著高

于另两种提取处理方法的(P<0.05), 表明较另外两种方法, 

沸水浴法对残渣中砷的结合有更大影响, 可令更多砷释放

到提取液中。 

为进一步探究 3 种提取处理方法的砷提取差异, 对各

提取处理下砷组分占总砷的比例进行分析, 如图 4 所示。

水提取砷中已知 6 种砷形态[AsB、AsC、As(Ⅲ)、As(Ⅴ)、

MMA、DMA]被称为水提取已知砷, 其余水提取砷被称为

水提取未知砷。涡旋法与水浴超声法两种提取处理中, 各

提取液的提取率间无显著差异(P>0.05), 各总提取率间亦

无显著性差异(P>0.05), 表明涡旋法与水浴超声法对样品

中砷释放影响的差异小。沸水浴法与涡旋法两种提取处理

中, 在水提取砷、甲醇提取砷与未提取砷的提取率上均存

在显著差异(P<0.05), 该差异表现在沸水浴法的水提取未

知砷占总砷比例显著大于涡旋法(P<0.05), 以及未提取砷

占总砷的比例显著小于涡旋法(P<0.05), 而两种提取处理

的非水提取砷占总砷比例间则无显著差异(P>0.05); 表明

沸水浴法较涡旋法更能促使残渣中砷释放或转化为水提取

未知砷, 并转移至提取液中。需要注意的是, 3 种提取处理

下水提取砷提取率仅为 51.3%~54.5%, 显著小于单一提取

液提取法的砷总提取率(P<0.05); 其原因, 一方面在于单

一提取液提取方法中采用涡旋-水浴超声-沸水浴复合提取

操作, 较序贯提取法中第 1 次提取的单一提取操作,更能促
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进样品基质中砷释放或转化游离至提取液中, 另一方面在

于单一提取液提取方法中甲醇与硝酸的引入会促使一部分

非极性砷溶于提取体系, 这部分非极性砷相当于序贯提取

法的非水提取砷。 

 

 
 

注: 同一砷组分在不同提取处理方式下, 不同小写字母表示具有

显著性差异(P<0.05)。 

图 4  3 种提取处理下各砷组分占样品总砷比例堆积图(n=3) 

Fig.4  Accumulation diagram of the proportion of each arsenic 
component in the total arsenic of the sample under 3 kinds of 

extraction treatments (n=3) 

 
对水提取砷进行分析, 涡旋法、水浴超声法及沸水浴

法 3 种不同提取处理方法提取的 AsB 占总砷比例为

17.2%±0.7%、15.4%±0.4%及 15.3%±0.3%, 除 AsB 外的 5

种水提取已知砷之和占总砷比例则为 7.3%±0.3% 、

6.8%±0.1%及 8.4%±1.0%, 由此可知, AsB 为水提取已知砷

的主要部分。除 AsB 外, 5 种水提取已知砷占总砷比例如

图 5所示, 沸水浴法提取的As(Ⅲ)与As(Ⅴ)占总砷比例均显

著高于涡旋法与水浴超声法(P<0.05), 而 AsC、DMA、

MMA 占总砷比例在 3 种处理方法下无显著差异(P>0.05), 

推测沸水浴处理可促使其他形态砷转化为无机砷。 

综上, 涡旋法与水浴超声法的砷总提取率无显著差

异(P>0.05), 但涡旋法较水浴超声法有更优的已知砷形

态提取效果, 两者间涡旋法更优。虽然沸水浴法较上述两

种提取处理有更高的砷提取率, 但升高温度可能会影响

样品微观结构与砷形态稳定性, 导致不溶性基质中砷释

放或转化(如稳定性较差的砷糖 [24]等), 破坏样品砷形态

完整性。因此, 选取序贯涡旋提取法, 联用 ICP-MS 总砷

分析方法与优化的 HPLC-ICP-MS 砷形态检测方法, 分析

扇贝裙边砷组分。 

 
 

注: 同一种砷形态在不同提取处理方式下, 不同小写字母表示具

有显著性差异(P<0.05)。 

图 5  砷酸、亚砷酸、一甲基胂、二甲基胂及砷胆碱占样品总砷

比例堆积图(n=3) 

Fig.5  Accumulation diagram of the proportion of As(Ⅴ), As(Ⅲ), 
MMA, DMA, and AsC in the total arsenic of the sample (n=3) 

 

2.3  HPLC-ICP-MS 砷形态分析方法学验证 

6 种砷形态的线性方程、相关系数、检出限、定量限与

线性范围见表 3, 相关系数为 0.9970~0.9997, 检出限为

0.014~2.366 μg/kg, 定量限为 0.050~3.090 μg/kg。其中, 各砷

形态定量限均低于 GB 5009.11—2014 第二篇第一法水产动

物无机砷总量定量限(0.06 mg/kg)与 GB/T 23372—2009 无机

砷检出限[As(Ⅲ): 0.002 mg/kg; As(Ⅴ): 0.004 mg/kg], 说明 6 种

砷形态在 0~100 μg/kg 范围内线性关系良好。 

准确度分析结果如表 4 所示, 除 As(Ⅴ)的相对标准偏

差(relative standard deviations, RSDs)为 8.8%~10.1%外, 其

余 RSDs 均小于 10%, 且各测得值与目标浓度无显著性差

异(P>0.05), 表明该方法准确度良好。 

回收率实验结果如表 5 所示, 6 种砷形态的回收率介

于 78.1%~116.2%之间, RSDs在 10%以内, 说明该方法有良

好的重现性, 满足分析测试要求, 并证明该提取方法中已

知 6 种砷形态之间不发生转化。 

2.4  栉孔扇贝裙边中各砷组分含量分布特征 

运用优化后砷组分分析方法对栉孔扇贝裙边进行分析, 

结果如表6所示。样品中总砷浓度为(2.240±0.038) mg/kg (ww) 

(ww 表示湿重), 其中水提取已知砷、水提取未知砷、非水提

取砷及未提取砷各占总砷的 24.5%、26.8%、25.4%及 23.3%, 

浓度分别为 (0.549±0.023)、 (0.601±0.037)、 (0.568±0.010)及

(0.522±0.008) mg/kg (ww)。已知砷中无机砷浓度为(0.017± 

0.000) mg/kg (ww)(占总砷的0.7%±0.2%), 符合GB 2762—2017

《食品安全国家标准食品中污染物限量》对贝类无机砷的限

量要求[0.5 mg/kg (ww)]。砷甜菜碱是已知砷中浓度最大的砷

形态, 占总砷的 17.2%±0.7% [(0.384±0.017) mg/kg (ww)], 文

献[31]表明砷甜菜碱不被人体代谢, 对人体没有毒性。 
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表 3  洗脱程序优化后的 6 种砷形态的线性方程、检出限及定量限 
Table 3  Linear equations, limits of detection and limits of quantification of 6 kinds of arsenic species after elution program optimization 

砷形态 线性方程 r2 检出限/(μg/kg) (n=7) 定量限/(μg/kg) (n=7) 

砷胆碱 Y=0.0267+0.2013X 0.9991 0.015 0.050 

砷甜菜碱 Y=0.0098+0.1960X 0.9997 0.014 0.163 

亚砷酸 Y=‒0.3052+0.1484X 0.9982 2.366 3.090 

二甲基胂 Y=‒0.1025+0.2618X 0.9996 0.533 0.863 

一甲基胂 Y=‒0.1674+0.2211X 0.9970 1.010 1.600 

砷酸 Y=‒0.0001+0.1507X 0.9838 0.561 1.868 

 
表 4  6 种砷形态的砷分析方法准确度实验结果(n=6) 

Table 4  Accuracy test results of arsenic analysis methods for 6 kinds of arsenic species (n=6) 

砷形态 目标浓度/(μg/kg) 测得值/(μg/kg) RSDs/% 

砷胆碱 20 19.765±0.847  4.3 

 40 40.132±0.909  2.3 

 60 59.824±1.269  2.1 

砷甜菜碱 20 19.934±0.384  1.9 

 40 39.973±0.461  1.2 

 60 59.969±0.683  1.1 

亚砷酸 20 19.201±1.100  5.7 

 40 38.967±1.918  4.9 

 60 58.286±2.677  4.6 

二甲基胂 20 20.056±0.790  3.9 

 40 39.769±0.582  1.5 

 60 59.664±0.871  1.5 

一甲基胂 20 20.257±1.678  8.3 

 40 39.646±1.488  3.8 

 60 59.289±2.234  3.8 

砷酸 20 20.678±1.830  8.8 

 40 40.118±3.899  9.7 

 60 59.455±6.015 10.1 

 

表 5  扇贝裙边砷加标回收实验结果(n=6) 
Table 5  Experimental results of arsenic recoveries from scallop skirts (n=6) 

砷形态 本底值/(ng As) 加标量/(ng As) 测定值/(ng As) 回收率/% RSDs/% 

砷胆碱  13.5   7.4 20.234~21.889 88.6~94.0 4.1 

  14.9 27.364~28.46 93.3~98.8 3.1 

  22.3  34.621~35.559 94.3~98.6 2.5 

砷甜菜碱 354.6 111.8  455.766~486.265 88.3~89.4 0.9 

 223.4  559.113~574.038 91.7~96.5 2.7 

 333.4  677.045~695.454  94.8~102.0 3.9 

亚砷酸  24.3  56.6  66.826~73.756 78.1~87.8 8.2 

  99.8  115.160~117.648 92.0~92.5 0.3 

 141.5  160.772~163.757 94.3~99.5 2.7 
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表 5(续) 

砷形态 本底值/(ng As) 加标量/(ng As) 测定值/(ng As) 回收率/% RSDs/% 

二甲基胂 78.6 29.2 101.476~112.851 96.8~101.4 3.3 

 54.0 122.721~127.464 83.2~88.5 3.1 

 79.8 149.344~153.223 87.5~93.1 3.6 

一甲基胂 42.6 21.0 58.660~64.998 116.2~116.2 2.5 

 31.7 77.389~78.090 110.6~111.0 0.2 

 44.7 91.937~94.057 107.7~109.1 0.9 

砷酸 23.7  9.5 30.790~34.459  87.3~107.9 8.3 

  16.6 40.545~41.245 101.1~105.9 2.5 

  24.3 46.054~48.317 92.7~97.5 2.5 

 
表 6  栉孔扇贝裙边中各砷组分砷浓度及占总砷比例(n=3) 

Table 6  Concentrations of arsenic in the skirt of Chlamys farreri 
and their proportion in total arsenic (n=3) 

砷组分 浓度/[mg/kg (ww)] 占总砷比例/%

总砷 2.240±0.038 100.0±0.0 

水提取砷 1.150±0.029  51.3±0.7 

非水提取砷 0.568±0.010  25.4±0.3 

未提取砷 0.522±0.008  23.3±0.4 

水提取 

已知砷 

砷胆碱 0.028±0.001   1.3±0.0 

砷甜菜碱 0.384±0.017  17.2±0.7 

亚砷酸 0.012±0.000   0.5±0.0 

二甲基胂 0.081±0.002   3.6±0.1 

一甲基胂 0.039±0.003   1.7±0.1 

砷酸 0.005±0.000   0.2±0.0 

水提取未知砷 0.601±0.037  26.8±1.5 

 

3  结  论 

本研究通过优化提取方法与色谱条件, 联用序贯涡

旋提取法、HPLC-ICP-MS 砷形态检测法与 ICP-MS 总砷检

测法, 建立了扇贝裙边砷组分的分析方法: 以超纯水、甲

醇及二氯甲烷-甲醇(3:1, V:V)溶液为提取液, 对样品进行

序贯涡旋提取; 采用 HPLC-ICP-MS 砷形态分析法对 AsB、

AsC、As(Ⅴ)、As(Ⅲ)、MMA 与 DMA 6 类已知砷形态进行

定性定量分析, 采用 ICP-MS 总砷检测法对总砷、水提取未知

砷、非水提取砷与未提取砷进行定量分析。在优化的实验条

件下, 6 类砷形态在 0~100 μg/kg 范围内线性关系良好, 检出

限为 0.014~2.366 μg/kg, 定量限为 0.050~3.090 μg/kg, 加标

回收率在 78.1%~116.2%之间。该方法准确度高、精密度好, 

相比现行国家标准, 提取效率高, 无机砷定量限低, 并能

同时对水提取未知砷、非水提取砷及未提取砷进行测定, 

适用于栉孔扇贝裙边中砷组分的全面分析。运用本方法分

析市售的栉孔扇贝裙边样品, 发现其总砷含量虽高, 但水

溶性已知砷仅占约 1/4, 其中无机砷含量不足总砷的 1%, 

低于 0.02 mg/kg, 符合国家标准限量要求; 而其总砷中约

3/4 为水溶性未知砷、非水提取砷与未提取砷, 这 3 种组分

中砷形态的定性定量分析, 以及不同砷形态之间的相互转

化机制, 仍待进一步探究。 
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