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摘　 要　 采用四丁基氢氧化铵 ／ ＥＤＴＡ 及甲醇体系组成的流动相，结合生物惰性液相色谱仪（Ｂｉｏ⁃ｉｎｅｒｔ ＨＰＬＣ），
建立液相色谱⁃电感耦合等离子体质谱联用技术（ＬＣ－ＩＣＰＭＳ）测定超痕量三价铬和六价铬的分析方法．通过对

比数种反相色谱柱，优化 ＬＣ 和 ＩＣＰＭＳ 方法，使得三价铬和六价铬检出限分别达到 １９．１ ｎｇ·Ｌ－１和 １８􀆰 ８ ｎｇ·Ｌ－１ ．
结合欧盟玩具法规（ＥＮ７１⁃３， ２０１３）的需求将该方法分别应用于玩具样品中三价铬和六价铬的分析，并进行样

品加标回收实验，回收率在 ９２．０％—１１４％之间，方法准确、可靠．
关键词　 反相离子对色谱， 电感耦合等离子体质谱，玩具，三价铬，六价铬，欧盟法规 ＥＮ７１．

环境和生物体内的铬主要以三价铬 Ｃｒ（Ⅲ）和六价铬 Ｃｒ（Ⅵ）的形式存在，铬表现为必需元素还是有害元素，其价态

起决定性作用．哺乳动物体内的三价铬可作为葡萄糖耐受因子成分协同和增强胰岛素的作用， 参与体内糖、脂类、蛋白质

和核酸的代谢；而六价铬则是一种强致癌物质， 可以通过阴离子通道迅速进入细胞并被还原为三价铬， 同时产生一些中

间产物及活性氧自由基， 进而造成 ＤＮＡ 损伤［１］ ．因此，痕量铬的含量和化学形态对人类的健康有着重要的影响［１⁃２］ ．玩具

是儿童接触最频繁的物品，而在玩具的生产和流通过程中均可能引入大量甚至严重过量的铬，因此欧盟最新的玩具法规

（ＥＮ７１⁃３， ２０１３）对玩具中六价铬有明确而严格的限量要求［３］ ．
近年来，高速发展的碰撞反应池技术，有效解决了早期 ＩＣＰＭＳ 的缺陷———多原子离子对分析元素的干扰．以铬分析

为例，碰撞反应池技术可以有效消除复杂样品中 Ｃｒ 的主要同位素（质量数为 ５２ 和 ５３）受到的氩化物、碳化物、氯化物和

硫化物离子的干扰，从而实现 ｎｇ·Ｌ－１浓度水平铬元素含量的检测［４］ ．ＨＰＬＣ⁃ＩＣＰＭＳ 联用技术结合了 ＨＰＬＣ 的高效分离与

ＩＣＰＭＳ 的超低检出限优势，在铬形态分析中已多有报道［５⁃８］ ．
本文采用反相离子对液相色谱作为分离手段，四丁基氢氧化铵 ／ ＥＤＴＡ 及甲醇体系作为流动相进行等度洗脱，ＩＣＰＭＳ

作为检测工具，二者联用实现了三价铬和超痕量六价铬的快速分离和测定．同时验证了该分析方法在玩具样品中六价铬

的分析的准确、可靠和简便性．

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ ７７００ｘ ＩＣＰ⁃ＭＳ；Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｂｉｏ ｉｎｅｒｔ⁃ＨＰＬＣ；四丁基氢氧化铵（优级纯）；ＥＤＴＡ（优级纯）；醋酸（优级纯）；甲醇

（色谱纯）；三价铬，六价铬标准溶液（国家标物中心）．
１．２　 仪器的工作参数

ＨＰＬＣ 色谱条件： Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ８ 色谱柱（Ａｇｉｌｅｎｔ）， ４．６ ｍｍ×３０ ｍｍ， ３．５ μｍ；流动相： 水相为１．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

四丁基氢氧化铵，０．６ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ，用乙酸调节 ｐＨ＝ ７．１，有机相为 ２％甲醇，流速为 ０．８ ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量 １００ μＬ．
ＩＣＰ⁃ＭＳ 的参数：入射功率 １５５０ Ｗ；采样深度 ８．０ ｍｍ；载气流速：１．１０ Ｌ·ｍｉｎ－１；玻璃同心雾化器；石英雾化室；半导体

控温于 ２ ℃；镍采样锥和镍截取锥；氦气碰撞反应池模式分析，同位素： ５２Ｃｒ，积分时间 ０．８ ｓ．

２　 结果与讨论

２．１　 色谱仪的选择

Ｂｉｏ ｉｎｅｒｔ⁃ＨＰＬＣ 内部凡是和样品接触的部件均是由钛、陶瓷和 ＰＥＥＫ 制成，从而完全避免了 ＨＰＬＣ 本身引入的铬污

染，Ｂｉｏ ｉｎｅｒｔ⁃ＨＰＬＣ 的背景比常规 ＨＰＬＣ 低 １ 个数量级．
２．２　 ｐＨ 的影响

铬的两种价态 Ｃｒ（Ⅲ）和 Ｃｒ（Ⅵ）在不同的 ｐＨ 环境下稳定性有很大差异．当 ６＜ｐＨ＜８ 时，Ｃｒ（Ⅲ）和 Ｃｒ（Ⅵ）比较稳定，
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ｐＨ≈７．０ 时最稳定；当 ｐＨ＞８ 时，Ｃｒ（Ⅲ）易水解生成沉淀； 而在酸性条件 ｐＨ＜６ 时，Ｃｒ（Ⅵ）易转化为 Ｃｒ（Ⅲ）．为了提高样

品在 ＬＣ⁃ＩＣＰＭＳ 分析过程的稳定性，调节流动相的 ｐＨ＝ ７．１．
２．３　 色谱柱的选择

分别比较了 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ８、ＳＢ⁃Ｃ１８、Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃ１８、ｍＲＰ⁃Ｃ１８ 以及 ＳＢ⁃Ｃ１８ ＵＳＰ Ｌ１ 等 ５ 种色谱柱在最优

化条件下对铬形态的分离性能．结果表明，Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ８ 和 ＳＢ⁃Ｃ１８ 可使三价铬和六价铬形态达到完全基线分离．如图 １
（Ｃｒ（Ⅵ）０．５ μｇ·Ｌ－１＋ Ｃｒ（Ⅲ） ５ μｇ·Ｌ－１）所示，相对于 ＳＢ⁃Ｃ１８ 约 １４ ｍｉｎ 的分析时间，ＸＤＢ Ｃ８ 使用更小粒径（３．５ μｍ）的固

定相提高了分离度，配合更短的柱长（３０ ｍｍ）使分析时间缩短到 ２ ｍｉｎ，大大提高了工作效率，减少流动相的消耗．同时，
ＸＤＢ Ｃ８ 小粒径短柱减少了柱内扩散，从而使三价铬和六价铬的信背比（Ｓ ／ Ｎ）均优于 ＳＢ⁃Ｃ１８．综合以上原因，最终选择

ＸＤＢ Ｃ８ 柱进行三价铬和六价铬的分离分析．
２．４　 甲醇含量的影响

改变流动相中 ＭｅＯＨ 的含量（从 ２％增加到 ８％），结果显示随着甲醇含量的升高，三价铬和六价铬的信背比大幅度

下降．如图 ２ 所示，甲醇含量在 ８％时 Ｃｒ（Ⅵ）信背比（Ｓ ／ Ｎ）仅为 ２％时的 １ ／ ５．分析原因：甲醇含量的增加，会使进入 ＩＣＰＭＳ
的有机碳含量随之增加，而大量的有机碳导致等离子体的温度降低从而抑制铬元素的电离，铬的信号降低；与此同时，甲
醇含量的增加，也给 ＩＣＰＭＳ 带来了大量的多原子分子的干扰（如 ＡｒＣ＋，ＡｒＣＨ＋），提高了背景值．

图 １　 不同色谱柱分离铬效果对比 图 ２　 流动相中甲醇含量对三价铬和六价铬分析的影响

２．５　 流速的比例

改变流动相的流速， 对铬两种形态的分离度、峰形与信背比均有明显影响．如图 ３（Ｃｒ（Ⅵ） ０．２５ μｇ·Ｌ－１ ＋Ｃｒ（Ⅲ）
２．５ μｇ·Ｌ－１）所示，随着流动相流速的加快，三价铬和六价铬的保留时间均有前移，而由于六价铬的保留时间前移更明显

从而使三价铬和六价铬的分离度有所下降．对比不同流速下六价铬的信背比可得最佳流速为 ０．８ ｍＬ·ｍｉｎ－１ ．分析原因：流
速过低色谱峰展宽严重，分析时间延长，信背比降低；而流速过大在 ＬＣ 分离时会加大柱内扩散，在进入 ＩＣＰＭＳ 雾化时大

量流动相会稀释样品并增加 ＩＣＰ 的负载从而造成信背比大幅下降．

图 ３　 不同流速对三价铬和六价铬分析的影响

２．６　 检出限与精密度

由于玩具样品中三价铬的含量都在六价铬含量的 １０ 倍以上，因此方法优化、标准曲线配制所用三价铬的浓度均为
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六价铬浓度的 １０ 倍，其中标准曲线所设浓度三价铬为 ０．２、０．５、１．０、５．０、２０ μｇ·Ｌ－１，六价铬浓度为 ０．０２、０．０５、０．１、０．５、
２．０ μｇ·Ｌ－１ ．在给定浓度范围内三价铬和六价铬均呈线性，线性回归方程为：三价铬 ｙ＝ １５９７０９．２ｘ＋２４０２．５， Ｒ２ ＝ ０．９９９９； 六

价铬 ｙ＝ ２０３０３５．７ｘ＋２１５３．９，Ｒ２ ＝ ０．９９９９，相关系数在 ０．９９９８ 以上．
重复测定 １０ 次 ０．５ μｇ·Ｌ－１三价铬、０．０５ μｇ·Ｌ－１六价铬的混合溶液如图 ４ 所示．对应 ０．５ μｇ·Ｌ－１三价铬和 ０．０５ μｇ·Ｌ－１

六价铬的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为 ０．９１％和 ２．８５％，完全可以满足浓度为 ｎｇ·Ｌ－１级铬的价态分析要求．以色谱检出限

定义，信背比（Ｓ ／ Ｎ） 为 ３∶１ 时所对应的浓度，通过计算可得三价铬和六价铬的检测限分别为 １９．１ ｎｇ·Ｌ－１和 １８．８ ｎｇ·Ｌ－１ ．其
中六价铬检出限优于 ＥＮ７１ 法规参考方法的检出限（５２ ｎｇ·Ｌ－１）的两倍．

图 ４　 Ｃｒ（Ⅲ）０．５ μｇ·Ｌ－１和 Ｃｒ（Ⅵ）０．０５ μｇ·Ｌ－１的 １０ 次叠加 ＬＣ⁃ＩＣＰＭＳ 谱图

２．７　 玩具样品分析与加标回收实验

按照欧盟 ２０１３ 最新玩具法规 ＥＮ７１⁃３ 中描述的样品处理方法分别处理了 ３ 类 ４ 种样品，并用 ＬＣ⁃ＩＣＰＭＳ 分析，结果

如表 １ 所示．从表 １ 可知，针对归属于 Ｉ 类和 ＩＩ 类玩具的某铅笔芯和某款墨水及Ⅲ类的某包装纸涂层，该方法的加标回收

率良好，在 ９２％—１１４％；但归属于Ⅲ类玩具的某种塑料颗粒，其六价铬的回收率仅为 ４６％，分析原因发现，塑料颗粒的总

铬回收率接近 １００％，而将三价铬多出的含量加到六价铬中，则三价铬和六价铬的回收率均接近 １００％．将该塑料颗粒加

标样品放置 ２４ ｈ 后，重新测定，样品中未检测出六价铬，而总铬的回收率仍然约为 １００％．由此判断：该塑料颗粒样品是还

原性基质，样品在放置过程中六价铬逐渐与其发生氧化还原反应， 六价铬转化为三价铬．

表 １　 加标回收率

样品类型 样品名称

加标

Ｃｒ（Ⅲ） ／
（μｇ·Ｌ－１）

Ｃｒ（Ⅵ） ／
（μｇ·Ｌ－１）

实测

Ｃｒ（Ⅲ） ／
（μｇ·Ｌ－１）

Ｃｒ（Ⅵ） ／
（μｇ·Ｌ－１）

回收率

Ｃｒ（Ⅲ） ／
％

Ｃｒ（Ⅵ） ／
％

总 Ｃｒ ／
％

Ⅰ类

Ⅱ类

Ⅲ类

铅笔芯

墨水

包装纸涂层

塑料颗粒

０ ０ ０．７４０ Ｎ．Ｄ．

０．５ ０．０５ １．２６３ ０．０５４ １０５ １０８ １０５

０ ０ ９．２２０ Ｎ．Ｄ．

０．５ ０．０５ ９．６８４ ０．０５３ ９２．６ １０６ ９４．０

０ ０ ４４．６５ Ｎ．Ｄ．

１ ０．１ ４５．７９ ０．１０４ １１４ １０４ １１４

０ ０ ０．０８６ Ｎ．Ｄ．

１ ０．１ １．１３６ ０．０４６ １０５ ４６．０ ９９．６

　 　 注：表中所列样品浓度均为按 ＥＮ７１ 法规的样品前处理方法处理所得溶液中三价铬和六价铬的浓度，并在以上溶液中加标后所得回

收率．

３　 结论

本文利用生物惰性、反相离子对液相色谱与电感耦合等离子体质谱联用技术，建立了超痕量铬形态分析的方法．并
将所建立的方法用于玩具分析，完整的方法学验证实验证明其对玩具样品的适用性．该方法准确、可靠，为 ＥＮ７１ 法规规

定的三价铬与六价铬分析测定提供了有用的参考．
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安捷伦科技为北京大学环境科学研究发展提供支持

２０１４ 年 ５ 月 ２９ 日，安捷伦科技公司宣布，向北京大学环境科学与工程学院（ＣＥＳＥ）提供支持，以帮

助推进该学院在空气、水和土壤污染方面的研究．ＣＥＳＥ 学院拥有环境模拟与污染控制国家重点联合实

验室和水沙科学教育部重点实验室．安捷伦此次将参与捐建 ＣＥＳＥ 学院新的环保“绿色”教学楼的建设．
新的教学楼将作为 ＣＥＳＥ 首选的教学与研究基地，为师生提供独特的教育机会和研究空间．除了培

养未来环境领域的领军人物外，该学院还将支持国家和国际环境管理决策研究，推进创新性环境技术的

发展．


