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摘　 要　 采用改进的 QuEChERS,对水产样品进行提取、净化,用高效液相色谱仪-荧光 /紫外检测器串联检测,
建立了同时测定水产品中 16 种多环芳烃的高效液相色谱分析方法. 样品经乙腈提取,Florisil + C18小柱净化,
Waters PAH 色谱柱分离,以乙腈-水为流动相进行梯度洗脱,外标法定量. 本方法中,16 种多环芳烃在各自相

应浓度范围内线性关系良好,相关系数不低于 0. 999,检出限为 0. 1—3. 6 μg·kg - 1 . 采用该方法在鲤鱼、对虾和

牡蛎中进行加标回收实验,回收率在 75. 0%—118. 2% 范围内,相对标准偏差(RSD)为 2. 6%—13. 7% . 应用

本方法对环渤海湾的水产样品进行了调查分析,发现部分样品中含有 PAHs,含量为 2. 11—147 μg·kg - 1,为下

一步开展相关风险评估工作打下了良好工作基础.
关键词　 QuEChERS, 高效液相色谱, 多环芳烃, 水产品.

近年来,国内外溢油事故频发,导致石油成为海洋环境主要的污染来源之一,带来了严重的生态安

全和食品安全风险. 其中,多环芳烃(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons,PAHs)作为石油中的主要污染成

份,在环境中不易分解,属于典型的持久性有机污染物,高脂溶性特性导致其易于在水生生物中富集,且
具有“三致”毒性(致癌、致畸和致突变) [1]和内分泌干扰作用[2],对水生生物及人类健康已经形成了不

可估量的潜在威胁. 另外,水生生物富集的 PAHs 反映了所在环境中 PAHs 的污染情况,是一种重要的环

境评价指导性指标[3-4],成为世界范围内监控的热点.
目前,水产品中多环芳烃的检测方法主要有液相色谱法[5-8] 和气相色谱-质谱法[9-12] . 气相色谱-质

谱法由于存在样品分析温度较高和组分分离不尽理想的困难,且仪器昂贵、维护成本高难以推广为常规

分析方法,而液相色谱适用于沸点较高组分的分析,与二极管阵列和荧光检测器联用具有很高的选择性

和灵敏度,成为分析 PAHs 的理想方法. 但是,由于 PAHs 的脂溶性特征,如何对生物样品中的 PAHs 进

行有效提取、净化和浓缩也是一个十分大的挑战. 传统方法多采用索氏提取、液液萃取,再经过皂化反应

去除样品中的脂肪或进行固相萃取而达到净化的目的[5-9,12-14],但操作过程比较复杂,无法满足常规监

控中的时效性要求. 虽然新发展起来的快速溶剂萃取结合凝胶渗透色谱净化的方法[15-16] 有较好的提取

和净化效果,但设备昂贵,使用成本较高,限制其推广应用. QuEChERS 作为 2003 年新提出的一种快速

(Quick)、简便(Easy)、廉价(Cheap)、有效(Effective)、耐用(Rugged)、安全(Safe)的残留检测前处理方

法[17],虽然也存在净化效果不理想、提取效率低等缺点,但该方法操作简单、快速、价格低廉,适用面广,
成为现今检验方法的研究和应用热点.

因此,本文在总结国内外方法的基础上,改进 QuEChERS 方法中的提取和净化步骤,用高速均质提

取代替原 QuEChERS 方法中的振摇提取,以 Florisil + C18 为混合萃取剂装填固相萃取小柱净化代替原方

法中的 PSA 分散填料净化,同时采用二极管阵列和荧光检测器联用进行检测,使本方法不仅获得了良

好的提取效率和净化效果,还提高了方法的灵敏度和准确度. 利用所建立的方法分析了部分采自于环渤

海湾的水产样品,初步对“康菲”溢油事故后相应海域水产品中 PAHs 污染状况进行摸查,为下一步开展

隐患排查及风险评估工作打下了良好基础.
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1　 实验部分

1. 1　 仪器、试剂与材料

Waters 2695 高效液相色谱仪(美国 Waters 公司),配 2996 二极管阵列紫外检测器和 2475 多波长荧

光检测器;XW-80A 型旋涡混合器(上海医大仪器厂);Himac CR 22GⅡ型高速离心机(日本 Hitachi 公
司);N-EVAPTM112 型氮气吹扫仪(美国 Organomation 公司);Milli-Q 型超纯水仪(美国 Millipore 公司).

16 种 PAHs 混合标准溶液:萘、苊烯、苊、芴、菲、蒽、荧蒽、芘、苯并 ( a) 蒽、 、苯并 ( b) 荧蒽、
苯并(k)荧蒽、苯并 ( a) 芘、茚并 (1, 2, 3- cd) 芘、二苯并 [ a, h] 蒽、苯并 [ g, h, i] 苝,浓度均为

200 μg·mL - 1 (美国 Accustandard 公司);乙腈(HPLC 级,Merk 公司);无水硫酸镁(Adamas 试剂公司)、
无水乙酸钠(Alfa Aesar 天津化学有限公司);佛罗里硅土(60—100 目,上海安谱科学仪器有限公司);
C18吸附剂(70—230 目,上海安谱科学仪器有限公司);超纯水(18. 2 MΩ·cm).

样品包括长牡蛎 ( Crassostrea gigas)、紫贻贝 (Mytilus edulis)、脉红螺 ( Rapana venosa) 和刺参

(Stichopus japonicus),于 2012 年 4 月采自环渤海湾, - 20 ℃冷冻保存.
1. 2　 样品处理

1. 2. 1　 提取

称取 5. 0 g 已搅碎混匀的组织样品于 50 mL 具塞离心管中,加入 10 mL 乙腈、6 g 无水硫酸镁和

1. 5 g无水乙酸钠,高速均质 1 min,8000 r·min - 1离心 2 min,移取上清液于 25 mL 玻璃试管中,残渣用

5 mL乙腈重复提取一次,合并提取液,于 40 ℃氮气吹至约 5 mL,待净化.
1. 2. 2　 净化

取内径约 1 cm 的砂芯玻璃层析柱,由下至上依次用 1 g 佛罗里硅土、1 g C18装填小柱,制成 Florisil /
C18小柱. 小柱用 5 mL 乙腈预淋洗后上样,用 5 mL 乙腈洗脱,收集全部流出液于氮吹管中,氮吹至约

0. 5 mL,乙腈定容至 1 mL,过 0. 2 μm 滤膜后,供高效液相色谱分析.
1. 3　 高效液相色谱条件

液相色谱条件:Waters PAH 色谱柱(4. 6 mm ×250 mm,5 μm);柱温:30 ℃;流速:1. 2 mL·min - 1;进
样量:20 μL;流动相:A 为超纯水,B 为乙腈;洗脱梯度:0—15. 0 min,60%—100% B;15. 1—25. 0 min,
100%B;25. 1—27. 0 min,100%—60% B; 27. 1—30. 0 min,60%B.

荧光检测器:采用程序定时控制荧光检测波长变化,具体参数见表 1. 紫外检测器:检测波长

229 nm,与荧光检测器串联使用.

表 1　 PAHs 的荧光检测波长程序

Table 1　 Fluorescence detection wavelength program of PAHs
t / min λEx / nm λEm / nm t / min λEx / nm λEm / nm

0 275 325 13. 6 320 380

8. 8 252 370 15. 5 270 390

10. 2 250 390 18. 2 290 410

12. 1 280 460 22. 6 305 480

2　 结果与讨论

2. 1　 色谱条件的优化

2. 1. 1　 流动相配比的优化

参考多环芳烃的色谱分析方法[5-8],选择乙腈-水为流动相体系,以混合标准溶液为试样,调节流动

相配比,对样品组分保留时间与目标峰的分离进行优化,结果发现流动相体系均以较大比例(60% 或

70% )的乙腈进行等度淋洗时,低分子量的 PAHs 分离较好,而高分子量的 PAHs 保留时间长且峰形差,
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故本方法采用梯度洗脱. 经多次实验,确定了如“1. 3”所示的流动相洗脱程序并获得了较好的分离效果

和色谱峰形.
2. 1. 2　 检测波长的优化

通过实验发现,16 种 PAHs 在紫外检测器上均有响应,除苊烯的荧光反应较弱外,其它 15 种目标组

分的荧光检测与紫外检测具有相似的分离、分析行为,但荧光检测的灵敏度远高于紫外检测 3—4 个数

量级,可显著降低方法的检出限. 本方法针对这 15 种 PAHs,根据不同组分的出峰时间优化各组分的激

发波长和发射波长,编制波长变换程序(见表 1),实现了 15 种 PAHs 的高灵敏度检测. 同时选择紫外法

对苊烯进行测定[18],实验中用二极管阵列紫外检测器进行紫外光谱全扫描,确定苊烯紫外吸收最佳波

长为 229 nm 并作为其检测波长. 最终采用荧光检测器和二极管阵列紫外检测器串联,使 16 种目标组分

均能实现高灵敏定量分析(图 1),同时双检测器的应用有助于排除干扰,获得较好的选择性.

图 1　 16 种 PAHs 分析色谱图(100 ng·mL - 1)
1. 萘; 2. 苊烯; 3. 苊; 4. 芴; 5. 菲; 6. 蒽; 7. 荧蒽; 8. 芘; 9. 苯并(a)蒽; 10. ; 11. 苯并(b)荧蒽; 12. 苯并(k)荧蒽;

13. 苯并(a)芘; 14. 二苯并[a,h]蒽; 15. 苯并[g,h,i]苝; 16. 茚并(1,2,3-cd)芘

Fig. 1　 The chromatogram of 16 PAHs (100 ng·mL - 1)

2. 2　 样品前处理方法的研究

2. 2. 1　 提取方法的选择

样品中 PAHs 的提取方法主要有索氏提取法、超声波提取法和加速溶剂萃取法等,这些方法大都存

在步骤繁琐、耗时、试剂消耗量大和检测成本高的缺点. 相比以上方法,近几年发展起来的 QuEChERS 前

处理方法具有操作简单、快速、经济的优势,该方法包括基于分配机理的样品提取和加入吸附剂的分散

固相萃取净化两个步骤. 本实验参考文献[19]所用方法,将 QuEChERS 技术用于水产品中 PAHs 的提

取,通过乙腈沉降蛋白,无水乙酸钠和无水硫酸镁进行盐析脱水,并用高速均质代替原方法中的振摇提

取,保证了样品与提取试剂的充分接触,仅需 10 min 即获得了良好的提取效果(样品中添加 5 μg·kg - 1

的 PAHs,16 种目标组分的回收率均达 90%以上),与文献中 80%以上的回收率相比,本方法的回收率

较高.
2. 2. 2　 净化方法的选择

脂类物质是生物基质中污染物分析的主要干扰因素,脂类影响色谱柱固定相的活性位点并降低其

分辨率,因此本方法拟在文献[19]的基础上增加有效的净化除脂步骤,以利于提高方法的灵敏度和延

长色谱柱的使用寿命. 关于 PAHs 分析的文献中常采用皂化反应去除样品中的脂肪,操作复杂,耗时耗

试剂;凝胶渗透色谱法有较好的净化效果,但所需设备成本较高,应用不广泛;QuEChERS 方法中在有机

试剂的提取液中加入 PSA 分散填料净化,简单快速,将该法直接用于水产品中 PAHs 的净化,净化后的

样品中仍明显存在脂肪,且目标组分回收率偏低. Pensado 等[20] 曾考察 Florisil 和 C18的混合萃取剂对脂

肪的提取效果并得出 Florisil / C18能有效去除脂肪的结论,本方法参考此文献拟选取 Florisil / C18(质量比

1 ∶ 1)为混合萃取剂代替 PSA 进行分散固相萃取净化.
然而,实验发现采用 Florisil / C18(1 ∶ 1)的分散固相萃取净化方式却无法确保理想的回收率,而依次
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用 1 g Florisil、1 g C18装填双层小柱进行固相萃取净化,并采用与提取溶剂一致的单一溶剂乙腈洗脱,不
仅简化了操作程序,同时获得了较好的回收效果,目标组分的最低回收率由原来的 70% 左右提升到

85%以上. 图 2 为 Florisil / C18双层固相萃取柱和文献中常用的硅胶净化小柱[7,12]对样品溶液中杂质的不

同萃取效果,说明本研究所用的净化方法,可有效去除样品中的脂肪、色素等内源性杂质.

图 2　 两种不同固相萃取柱的净化效果

a. Florisil + C18(1 ∶ 1)填充柱;b. 硅胶柱

Fig. 2　 Purification efficiency of two different SPEs

2. 3　 线性范围和检出限

取适量的 PAHs 混合标准溶液,配制成一系列浓度梯度的标准溶液,在“1. 3”条件下依次测定,以各

组分的面积比(Y)为纵坐标,各组分的质量浓度(X)为横坐标进行线性回归分析. 在空白样品中添加一

定浓度的标准溶液,以信噪比(S / N) ≥3 确定各组分的检出限(LOD),结果见表 2. 由表 2 可见,16 种

PAHs 的线性良好,灵敏度较高,说明本方法适用于 PAHs 的定量分析.

表 2　 16 种 PAHs 的线性范围、线性方程、相关系数和检出限

Table 2　 The linear range, linear equation, correlation coefficient and determination limits of 16 PAHs

PAHs
线性范围 /
(ng·mL - 1)

线性方程 相关系数
检出限 /

(μg·kg - 1)

萘 1—1000 Y = 2. 00 × 104X + 1. 65 × 103 0. 9991 0. 36

苊烯 5—1000 Y = 3. 73 × 102X + 4. 26 × 102 0. 9999 3. 60

苊 1—1000 Y = 5. 05 × 104X + 1. 89 × 104 0. 9992 0. 88

芴 0. 5—1000 Y = 1. 06 × 105X + 1. 62 × 104 0. 9997 0. 36

菲 1—1000 Y = 3. 22 × 104X + 5. 63 × 103 0. 9999 0. 92

蒽 0. 5—1000 Y = 8. 56 × 104X + 2. 36 × 104 0. 9999 0. 84

荧蒽 1—1000 Y = 4. 22 × 104X + 1. 18 × 105 0. 9993 0. 76

芘 0. 2—1000 Y = 2. 22 × 105X + 5. 03 × 104 0. 9999 0. 12

苯并(a)蒽 0. 2—1000 Y = 1. 00 × 105X + 7. 53 × 104 0. 9995 0. 24

0. 5—1000 Y = 6. 72 × 104X + 1. 21 × 105 0. 9999 0. 28

苯并(b)荧蒽 0. 5—1000 Y = 4. 47 × 104X + 1. 87 × 105 0. 9996 0. 36

苯并(k) 荧蒽 0. 1—1000 Y = 3. 97 × 105X + 1. 61 × 105 0. 9999 0. 10

苯并(a)芘 0. 1—1000 Y = 3. 30 × 105X + 1. 14 × 105 0. 9999 0. 10

二苯并[a,h]蒽 0. 2—1000 Y = 1. 34 × 105X + 3. 58 × 104 0. 9993 0. 36

苯并[g,h,i] 苝 0. 5—1000 Y = 7. 50 × 104X + 1. 69 × 104 0. 9999 0. 60

茚并(1,2,3-cd) 1—1000 Y = 3. 31 × 104X + 1. 61 × 103 0. 9999 1. 96

2. 4　 准确度和精密度

选取鲤鱼、对虾和扇贝为测试基质,分别添加相当于 5 μg·kg - 1和 15 μg·kg - 1浓度的 PAHs 混合标

准溶液,按本方法进行检测,每个浓度做 6 个平行样品. 同时做空白实验,均扣除本底值后计算加标回收
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率和相对标准偏差. 结果显示,PAHs 在鲤鱼中的加标回收率在 80. 5%—102. 3%之间,相对标准偏差为

2. 6%—11. 8% ;PAHs 在对虾中的加标回收率在 75. 0%—99. 1% 之间,相对标准偏差为 5. 3%—
13． 7% ;PAHs 在扇贝中的加标回收率在 79. 4%—118. 2% 之间,相对标准偏差为 3. 9%—10. 2% . 方法

的准确度与精密度能满足水产品中污染物的分析要求.
采用本方法对长牡蛎、紫贻贝、脉红螺和刺参的实际阳性样品进行验证,结果表明,本方法与采用水

产行业标准 SC / T 3042—2008 的测定结果较为一致,结果见表 3.

表 3　 方法的结果对比

Table 3　 Comparison of the results from two analysis methods
样品名称 污染组分 SC / T3042—2008 测定结果 / (μg·kg - 1) 本方法测定结果 / (μg·kg - 1)

长牡蛎 萘、芴、菲、荧蒽、二苯并[a,h]蒽 17. 3、0. 57、5. 3、1. 91、 2. 27 18. 2、0. 50、5. 88、1. 75、2. 51

紫贻贝 萘、菲、荧蒽 15. 7、8. 12、8. 23 16. 3、8. 30、8. 01

脉红螺 萘、芴 24. 5、1. 77 23. 6、1. 58

刺参 萘、苊 1. 93、8. 95 1. 82、9. 10

2. 5　 水产样品的污染状况调查

应用本方法对 2012 年 4 月份采自于环渤海湾的 49 个水产样品(19 个长牡蛎样品、9 个紫贻贝样

品、11 个脉红螺样品、10 个刺参样品)进行分析,发现部分样品中存在 PAHs 污染,总量为 2. 11—
147 μg·kg - 1,其中二环、三环的 PAHs 检出率与含量较高,且牡蛎样品污染较为严重(见表 4). 分析结果

表明,本方法适用于实际样品的测定,且方法的应用为下一步多环芳烃的隐患排查和风险分析打下了良

好基础.

表 4　 阳性样品中 PAHs 检出率及其含量(μg·kg - 1)
Table 4　 Content of PAHs in some polluted samples(μg·kg - 1)

PAHs
长牡蛎

检出率 含量

紫贻贝

检出率 含量

脉红螺

检出率 含量

刺参

检出率 含量

萘 14 / 19 5. 88—26. 1 5 / 9 16. 3—50. 6 9 / 11 1. 49—37. 1 6 / 10 1. 75—24. 1

苊烯 0 / 19 0 / 9 0 / 11 0 / 10

苊 2 / 19 0. 90—14. 8 0 / 9 0 / 11 3 / 10 9. 10—14. 3

芴 12 / 19 0. 50—8. 71 3 / 9 0. 40—1. 22 4 / 11 0. 65—2. 65 4 / 10 0. 87—6. 30

菲 10 / 19 1. 84—29. 4 5 / 9 2. 99—22. 7 0 / 11 0 / 10

蒽 4 / 19 2. 14—4. 30 0 / 9 0 / 11 1 / 10 7. 34

荧蒽 10 / 19 1. 75—29. 5 3 / 9 0. 98—8. 05 0 / 11 0 / 10

芘 6 / 19 3. 65—28. 3 1 / 9 0. 84 0 / 11 0 / 10

苯并(a)蒽 6 / 19 0. 93—2. 83 0 / 9 0 / 11 0 / 10

7 / 19 2. 81—8. 94 0 / 9 0 / 11 0 / 10

苯并(b)荧蒽 2 / 19 10. 6—28. 3 0 / 9 0 / 11 0 / 10

苯并(k)荧蒽 9 / 19 0. 21—1. 40 0 / 9 1 / 1 12. 75 0 / 10

苯并(a)芘 0 / 19 0 / 9 1 / 1 11. 32 0 / 10

二苯并[a,h]蒽 2 / 19 2. 18—2. 51 0 / 9 0 / 11 0 / 10

苯并[g,h,i]苝 0 / 19 0 / 9 0 / 11 0 / 10

茚并(1,2,3-cd) 0 / 19 0 / 9 0 / 11 0 / 10

　 　 注:“ ”表示未检出.

3　 结论

本文用一种改进的 QuEChERS 样品前处理方法,结合高效液相色谱-荧光 /紫外检测器串联检测技

术,建立了水产品中 16 种 PAHs 的同时测定方法. 双检测器的应用和检测波长的优化提高了目标组分

的灵敏度;改进的 QuEChERS 步骤获得良好提取效率和净化效果的同时提高了目标组分的回收率. 该方
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法简便易行,准确灵敏,可满足国内外 PAHs 限量标准的政策要求,适用于水产品中多环芳烃的分析测

定. 利用所建立的方法,对采自环渤海湾的水产样品进行了初步的监控和分析,结果发现部分样品中含

有 PAHs,这不仅验证了本方法的有效性,而且为下一步多环芳烃的隐患排查和风险分析打下了良好

基础.
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Determination of 16 polycyclic aromatic hydrocarbons in fishery products
by improved QuEChERS-high performance liquid chromatography

GUO Mengmeng1,2 　 　 WU Haiyan1,2 　 　 YANG Fan1,2,3 　 　 TAN Zhijun1,2,∗ 　 　
LI Zhaoxin1,2 　 　 ZHAI Yuxiu1,2
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Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao, 266071, China;

2. National Center for Quality Supervision and Test of Aquatic Products, Qingdao, 266071, China;
3. Dalian Ocean University, Dalian, 116023, China)

ABSTRACT
A method was developed for the simultaneous determination of 16 polycyclic aromatic hydrocarbons

(PAHs) in fishery products by improved QuEChERS and high performance liquid chromatography with
fluorescence and ultraviolet detection. After extraction with acetonitrile, the extract was purified by a Florisil +
C18 column, then separated by HPLC on Waters PAH column (4. 6 mm ×250 mm,5 μm) by gradient elution
using a mixture of acetonitrile and water as mobile phase. The external standard method was used to determine
the content of 16 PAHs. The calibration curves were linear with correlation coefficients over 0. 999. The limits
of detection ranged from 0. 1 μg·kg - 1 to 3. 6 μg·kg - 1 . The average spiked recoveries for 16 PAHs were
between 75． 0% and 118. 2% , with relative standard derivations(RSDs)from 2. 6% to 13. 7% . The PAHs in
some fishery products from circum-bohai sea region were found to be present at levels ranging from
2. 11 μg·kg - 1 to 147 μg·kg - 1 .

Keywords: QuEChERS, high performance liquid chromatography ( HPLC ), polycyclic aromatic
hydrocarbons(PAHs), fishery products.


