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乙腈 －硫酸铵 －水双水相萃取 －高效液相色谱法测定地下水
中苯并（ａ）芘和苯并（ｅ）芘
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摘要：传统的液液萃取技术主要采用与水不相溶的有机溶剂作萃取剂，这种异相萃取的传质速率一般较低，

需反复振荡或多次萃取。本文建立了以乙腈－硫酸铵－水的双水相萃取体系高效液相色谱法测定地下水中
苯并（ａ）芘和苯并（ｅ）芘的方法，以密度比水小的乙腈为萃取剂，将其与水样混合（互溶）获得乙腈－水体系，
然后加入硫酸铵，溶液澄清、分相后取上层有机相（乙腈）进样分析。考察了萃取剂的选择、双水相的形成条

件、离子强度以及ｐＨ等对测定结果的影响。两种化合物线性范围为２．００～４００．００ｎｇ／ｍＬ，相关系数大于
０．９９９。方法检出限为 ０．０１２～０．０２０ｎｇ／ｍＬ，平均回收率为 ９４．６％ ～９７．３％，相对标准偏差为 １．３％ ～
２．５％。与传统萃取方法相比，该方法具有操作流程简单、快速的特点，可实现对野外环境水样进行原地样品
前处理。
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　　苯并（ａ）芘是一种强致癌物质［１］，在２００５年我
国启动的全国地下水调查评价项目中已被列为半挥

发性有机污染物必测组分之一［２］。苯并（ｅ）芘是苯
并（ａ）芘的同系物，具有潜在的致癌性，欧盟理事会
第７６／７６９／ＥＥＣ号指令中已有限量规定［３］。目前地

下水中苯并（ａ）芘的预富集方法主要有固相萃取、
液液萃取等［４－９］，对苯并（ｅ）芘的研究报道还较少。
双水相萃取（ＡＴＰＥ）是一种近年来迅速发展的绿
色、高效萃取技术，具有萃取条件温和、易于操作和

环境友好等优点［１０－１１］，已广泛应用于生物、药物和

金属分离等领域［１２－１７］，在分析测试领域也有广泛的

应用［１８－２０］。

本文采用乙腈为萃取剂，通过对无机盐的选择，

研究了双水相的形成条件，经优化实验参数实现了

高效液相色谱 －荧光法（ＨＰＬＣ－ＦＬＤ）对地下水中
苯并（ａ）芘和苯并（ｅ）芘的测定。通过与液液萃取
（ＬＬＥ）和固相萃取（ＳＰＥ）方法比较，该方法在样品
制备过程中快速简单，使用设备较少，可避免电力使

用，萃取富集高效、简便，具备在野外实现原地样品

前处理的实际应用潜力。

１　实验部分
１．１　仪器及工作条件

１２００Ｓ型高压液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司，
配荧光检测器）。工作条件为：以甲醇 －水为流动
相（体积比８５∶１５），流量为１．００ｍＬ／ｍｉｎ，保持１５
ｍｉｎ，进样量 ２０μＬ。荧光检测器激发波长为 ２９０
ｎｍ，发射波长为 ４３０ｎｍ。ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅ色谱柱
（Ｃ１８，１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。
１．２　标准和主要试剂

苯并（ａ）芘标准物质（美国 ＡｃｃｕＳｔａｎｄａｒｄ公司，
甲醇介质，浓度为１００μｇ／ｍＬ）；苯并（ｅ）芘标准物
质（德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司，乙腈介质，浓度为
１００μｇ／ｍＬ）。

标准溶液的配制：苯并（ａ）芘、苯并（ｅ）芘用乙
腈配制成浓度为２．０μｇ／ｍＬ的单一标准储备溶液。
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乙腈、甲醇（ＨＰＬＣ级，百灵威科技有限公司）。
硫酸铵（分析纯，天津市天大化工实验厂）；

氯化钠（分析纯，天津市北方天医化学试剂厂）。

１．３　实验方法
取 ４０．０ｍＬ水样于 ５０ｍＬ具塞试管中，加

３．０ｍＬ乙腈，混匀，加１７．０ｇ硫酸铵振荡，待乙腈析
出后静置５ｍｉｎ，取上层乙腈相（约２ｍＬ）上机测定。

２　结果与讨论
２．１　萃取剂的选择

能形成双水相的溶剂有甲醇、丙酮、聚乙二醇、

乙腈等［１０，１８－２０］，本文考虑乙腈可使水体中的动植物

蛋白变性而使与之结合的目标化合物进一步分离、

释放［１１，１４－１６］，同时由于乙腈毒性较低且无需换相可

直接进样，故采用乙腈作为萃取剂。

２．２　双水相体系中无机盐的选择
双水相的形成是由溶剂和无机盐对水分子竞争

夺取程度不同造成的，实验研究了磷酸二氢钾、氯化

钾、氯化钠、碳酸钾、碳酸钠和硫酸铵等６种盐的相
分离效果。结果显示，氯化钾、氯化钠、碳酸钾、硫酸

铵这４种盐均能与乙腈形成乙腈－无机盐－水双水
相，其他２种盐不能形成双水相。为得到最好的相
分离、最高的萃取率，分别对４种乙腈－水－盐形成
的双水相体系进行了优化。实验表明，在乙腈 －水
混合溶液中加入硫酸铵能形成稳定的双水相体系。

在参考文献［２１－２２］方法基础上，研究了不同质量
的硫酸铵对４０ｍＬ水与３．０ｍＬ乙腈混合溶液的双
水相分离及萃取率情况。图１ａ表明，析出乙腈体积
随加入硫酸铵质量的增加而增多，在加入１７．０ｇ硫
酸铵后溶液接近饱和，析出乙腈体积基本稳定在２．
１ｍＬ左右，乙腈含量趋于稳定且最低。图１ｂ表明，
此时萃取率达到最高。

２．３　ｐＨ值对析出乙腈体积的影响
硫酸铵的加入会改变水体的 ｐＨ值，本文考察

了ｐＨ值对乙腈－硫酸铵－水双水相体系中乙腈相
体积的影响。用磷酸调节 ｐＨ值为 ６．０、５．０、４．５、
３．５、１．６，图２结果表明 ｐＨ值在３．５～６．０时，乙腈
析出体积变化为２．１０～２．１５ｍＬ，最大相对偏差为
２．４７％，相对标准偏差（ＲＳＤ，ｎ＝５）为１．３４％，体系
的ｐＨ值对析出的乙腈体积影响小于２．５％。
２．４　体系静置时间和离子强度的影响

本实验中，体系静置时间是指从硫酸铵加入体

系乙腈析出开始直至取乙腈相进行分析为止。本文

考察了静置时间为５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、２ｈ、２４ｈ

图 １　硫酸铵加入质量与（ａ）析出乙腈体积和（ｂ）萃取率
的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ（ＮＨ４）２ＳＯ４ ｄｏｓａｇｅｏｎ（ａ）ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ

ｖｏｌｕｍｅａｎｄ（ｂ）ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

图 ２　ｐＨ值对析出乙腈体积的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｖｏｌｕｍｅ

对萃取率的影响。图３显示，静置时间对萃取率没
有明显的影响，可见双水相体系分相后，苯并（ａ）芘
和苯并（ｅ）芘在两相间的萃取平衡已经稳定，与静
置时间无关。

通常，增加水相的离子强度可能降低分析物在

水相中的溶解度从而提高萃取率，但同时也会影响

乙腈的析出体积，进而影响方法的精密度和准确度。

本文考察了氯化钠加入水平在０～５０ｇ／Ｌ范围内对
萃取率及乙腈析出体积的影响。图４结果表明，盐
的加入对本实验的萃取率没有显著影响，原因可能

是由于苯并（ａ）芘和苯并（ｅ）芘在乙腈中的溶解度
较大，萃取过程受水相中离子强度的影响较小。图

５表明，氯化钠加入量为０～５％时析出乙腈体积相
对标准偏差（ＲＳＤ，ｎ＝５）小于０．４７％，对测定无明
显影响。
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图 ３　静置时间对萃取率的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｔａｎｄｉｎｇｔｉｍｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

图 ４　离子强度对萃取率的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

图 ５　离子强度对析出乙腈体积的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｏｎａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｖｏｌｕｍｅ

２．５　方法的线性范围、检出限和精密度
用乙腈配制浓度为２．００、８．００、２０．００、６０．００、

１２０．００、２００．００、４００．００ｎｇ／ｍＬ的校准点，以化合物
浓度为横坐标，响应值为纵坐标绘制标准曲线，各化

合物标准曲线的相关系数（Ｒ２）均大于０．９９９。以３
倍信噪比（Ｓ／Ｎ）对应的样品浓度为方法出限，检出
限为０．０１２～０．０２０ｎｇ／ｍＬ。为了考察方法的精密
度，采用空白水样加标进行５次试验。由表１可知：
在实验条件下平均加标回收率为９４．６％ ～９７．３％，
精密度（ＲＳＤ）为１．３％～２．５％。
２．６　方法比较

比较了本方法与其他萃取技术测定苯并（ａ）芘

的部分指数［４－８，２３－２４］，表２可以看出几种方法均有
回收率较高、检出限低等特点。由于固相萃取、液液

萃取方式采用了大体积取样因而获得了较高的富集

倍数，在这一过程中液液萃取方式使用的有机溶剂

量较多，固相萃取方式操作条件比较严格，两种方式

均有浓缩换相过程，因而前处理时间一般较长。本

法避免了以上操作，流程简化，提高了样品处理速

度，但在富集倍数方面有待提高。

表 １　方法精密度和准确度
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｔｅｓｔｓｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄ

化合物

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

添加

浓度
本法分次测定值

平均回收

率／％
ＲＳＤ／％

苯并（ａ）芘
２０．００ １９．２１ １８．５７ １８．３２ １９．４６ １９．０１ ９４．６ ２．６
６０．００ ５６．２２ ５７．３７ ５９．２４ ５８．７９ ５７．７１ ９６．４ ２．１

苯并（ｅ）芘
２０．００ １９．０３ １８．９６ １９．２１ １９．６７ １９．０３ ９５．９ １．５
６０．００ ５７．３５ ５８．２６ ５９．３３ ５８．２２ ５８．８７ ９７．３ １．３

表 ２　几种萃取技术测定苯并（ａ）芘的比较
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆｂｅｎｚｏ（ａ）ｐｙｒｅｎｅ

萃取方法
萃取剂

用量Ｖ／ｍＬ
萃取时间

ｔ／ｍｉｎ
浓缩

换相

检出限／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

回收率／％富集倍数

ＬＬＥＨＰＬＣＦＬＤ 约１００ 约几十 是 ０．００２ ９４～９９ 约１０００倍
ＳＰＥＧＣＦＩＤ 约几十 约几十 是 ０．００６ ９２～９６ 约１００倍

ＡＴＰＥＨＰＬＣＦＬＤ 约几 约几 否 ０．０１２ ９４～９６ 近１００倍

３　结语
建立的乙腈－硫酸铵－水双水相体系萃取－高

效液相色谱测定地下水中苯并（ａ）芘和苯并（ｅ）芘
的方法，由于采用了乙腈－水双水相萃取技术，使提
取更为环保、高效，与传统的液液萃取、固相萃取相

比避免了浓缩萃取液、换相等步骤，使操作更为快

捷、简便。本方法可实现对野外环境水样进行原地

样品前处理，提高了分析效率，可用于地下水中苯并

（ａ）芘和苯并（ｅ）芘的测定。

致谢：感谢中国环境科学研究院白志鹏教授对本研

究工作的支持。
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取－高效液相色谱 －荧光检测法测定海水中的多环
芳烃［Ｊ］．中国海洋大学学报：自然科学版，２００９，３９
（５）：１０８７－１０９２．

［８］　李竺，陈玲，郜洪文，袁园，赵建夫．ＳＰＥ－ＰＤＡ／ＦＬＥ串
联ＨＰＬＣ法测定水样中痕量多环芳烃［Ｊ］．环境化学，
２００６，２５（４）：５０３－５０７．

［９］　马珞，王晓昌，刘俊建．环境样品中多环芳烃的前处理
技术研究进展［Ｊ］．云南化工，２００９，３６（３）：６６－７０．

［１０］　马春宏，朱红，王良，姜大雨，闫永胜，王庆伟．双水相
萃取技术的应用研究进展［Ｊ］．光谱实验室，２０１０，２７
（５）：１９０６－１９１４．

［１１］　朱裕穗，杨红国，安彩秀，王磊，刘金巍．双水相萃取
－液相色谱法检测人尿中的羟基多环芳烃［Ｊ］．分析
试验室，２０１２，３１（１０）：６７－７１．

［１２］　曾云，覃事栋，陈腾，姚康康，王影．乙醇 －硫酸铵双
水相萃取镉 －碘化钾 －丁基罗丹明 Ｂ离子缔合物
［Ｊ］．光谱实验室，２０１２，２９（５）：２９６３－２９６６．

［１３］　李丽敏，尚庆坤．亲水有机溶剂／无机盐双水相萃取
技术在分离提纯生物物质中的应用［Ｊ］．光谱实验
室，２０１１，２８（６）：３０７３－３０７８．

［１４］　赵新颖，屈锋，董敏，陈凡，罗爱芹，张经华．双水相萃
取结合液相色谱法分离蛋白质［Ｊ］．分析化学，２０１２，

４０（１）：３８－４２．
［１５］　朱慧，李克，翟云霞．血清蛋白质组学研究中乙腈

沉淀法去除清蛋白的实验研究［Ｊ］．临床检验杂志，
２０１１（１）：１６－１８．

［１６］　胡洪华，蒋婷，宋海星，胡瀚丹．四种检测法在乙腈沉
淀法去除血清蛋白中的比较［Ｊ］．中国医药导报，
２０１２（２３）：８５－８６．

［１７］　彭佳黛，冯倩，陈浩春，孙吉康．双水相萃取法分离纯
化银针茶α－淀粉酶抑制剂的研究［Ｊ］．中南林业科
技大学学报，２０１０（９）：１９８－２０１．

［１８］　龙文清，黄春芳，刘利民，施踏青，雷良萍．乙醇 －
硫酸铵双水相萃取荧光法测定痕量 α－萘乙酸［Ｊ］．
分析试验室，２００７，２６（５）：２３－２６．

［１９］　贾风燕，王文文，刘振波，殷军港，刘永明．乙腈 －
无机盐－水双水相体系萃取 －气相色谱法检测鱼肉
中拟除虫菊酯［Ｊ］．化学学报，２０１２，７０（４）：１５８－
４９１．

［２０］　龙文清，黄春芳，陈华龙．丙酮双水相萃取预富集荧
光法测定痕量 １－萘胺［Ｊ］．分析试验室，２００８，
２７（１２）：１９－２２．

［２１］　翟全国，胡满成，刘志宏，夏树屏，高世扬．硫酸铯／乙
醇双水相体系的相平衡［Ｊ］．物理化学学报，２００３，１９
（１１）：１０８９－１０９２．

［２２］　刘绍鹏，宗志敏，魏晴，魏贤勇．双水相体系中成相及
有机物分配机理的初步研究［Ｊ］．化工时刊，２０１０，
２４（１２）：２１－２４．

［２３］　ＨＪ４７８—２００９，水质；多环芳烃的测定；液液萃取和
固相萃取高效液相色谱法［Ｓ］．

［２４］　ＧＢ／Ｔ５７５０．８—２００６，生活饮用水标准检验方法；
有机物指标［Ｓ］．
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