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摘 要:采用高效液相色谱 ( HPLC) － 原子荧光光谱 ( AFS) 联用技术分析土壤中亚砷酸盐［As ( Ⅲ) ］、二甲基砷

( DMA) 、一甲基砷( MMA) 和砷酸盐［As( Ⅴ) ］等 4 种形态砷，以磷酸为提取剂、抗坏血酸为还原剂，优化了水浴提取条件。
As( Ⅲ) 、DMA、MMA 和 As( Ⅴ) 在 7 min 之内实现了完全分离，在 1． 00 μg /L ～ 100 μg /L 范围内线性良好，实验室检出限分

别为 0． 25 μg /L、0． 36 μg /L、0． 39 μg /L 和 0． 51 μg /L，土壤标准样品平行测定的 RSD≤7． 4%，加标回收率为 79． 5% ～
95． 0%，提取率为 74． 6% ～ 90． 4%。
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Abstract: A method was established for determination of four arsenic forms such as As ( Ⅲ) ，methanear-
senic acid ( MMAV) ，dimethyl arsenic acid ( DMAV) and As( Ⅴ) in soil samples by high performance liquid
chromatography ( HPLC) -hydride generation ( HG) -atomic fluorescence spectrophotometry ( AFS) ． Phosphoric
acid was used as extractive solution，Ascorbic acid as reducing agent． In optimized conditions，samples were
bathed in water for extracting different arsenic forms before the determination． The four arsenic forms were sepa-
rated in 7 min． The good linearity of four arsenic forms was obtained in range from 1． 00 μg /L to 100 μg /L，the
laboratory detection limits for As ( Ⅲ) 0． 25 μg /L，DMAV 0． 36 μg /L，MMAV 0． 39 μg /L and As ( Ⅴ)

0． 51 μg /L respectively，relative standard deviation of duplicates of soil reference materials≤7． 4%，spiked re-
coveries between 79． 5% and 95． 0%，extractive rate from 74． 6% to 90． 4% ．
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砷是一种有毒并致癌的非金属元素，有许多同

素异形体。目前，砷污染已成为危害十分严重的环

境问题之一
［1 － 2］，据报道，全球有至少 5 000 多万

人口正面临着地方性砷中毒的威胁。随着砷矿的

开采和冶炼，以及含砷农药、化肥等农资产品的过

量使用，土壤中砷元素不断累积，严重影响植物、动
物的生长和发育，并且通过食物链进入人体，对人

类的生存和健康构成严重威胁
［3］。此外，由于砷

化合物被广泛应用于建材、化工和制药等领域，砷

已被列为重要环境检测对象之一
［4 － 5］。近代研究

表明，砷在环境中的效应并不取决于其总量，而是

取决于其存在的形态
［6 － 7］。在砷的诸多形态中，以

无机砷的毒性最大，其中三价砷化合物比五价砷化

合物毒性更强，而有机砷毒性较小。因此，土壤中

不同形态砷含量的监测已成为砷污染防治研究的

重点之一。
目前，对土壤中砷形态的研究报道相对较少，

一方面是由于土壤体系极为复杂，其中的待测污染

物砷具有提取难、浓度低和价态易变等特点; 另一

方面，石墨炉原子吸收法、分光光度法、高效液相色
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谱 － 原子吸收联用法等检测灵敏度不高
［8 － 9］，而电

感耦合等离子体质谱法
［10 － 12］

虽然检测灵敏度高，

但设备昂贵，使用成本高，难以普及。
今利用磷酸作为提取剂，借助高效液相色谱对

砷不同形态良好的分离能力，结合原子荧光光谱检

测器对砷专属响应的特点，建立了高效液相色谱 －
原子荧光光谱联用检测土壤中砷形态的方法。该

方法具有提取效率较高、灵敏度高、操作简单、使用

成本低等优势，适合于土壤中不同形态砷的分析。

1 试验

1． 1 主要仪器与试剂

AFS － 9700 型双道原子荧光光度计，北京吉天

仪器有限公司; 高性能砷空心阴极灯，北京有色金

属研究总院; LC － 20AT 型高效液相色谱泵，配自

动进样阀( 100 μL，10 AT) ，日本岛津公司; PRPX
－100 阴离子交换柱( 250 mm × 4． 6 mm，30 cm) ，

美国 Hamilton 公司。
氩气( 99． 999% ) ; 硼氢化钾、盐酸、氢氧化钠、

磷酸氢二钠、磷酸二氢钾，均为优级纯; 砷标准物

质: 亚 砷 酸 盐 ( GBW 08666) ［AsO3 －
3 ，( 0． 335 ±

0． 011) μmol /g］，砷 酸 盐 ( GBW 08667) ［AsO3 －
4 ，

( 0． 233 ± 0． 005) μmol /g］，一甲基砷( GBW 08668)

［CH3AsO
－
3 ，( 0． 335 ± 0． 011 ) μmol /g］，二甲基砷

( GBW 08669) ［C2H7AsO2，( 0． 706 ± 0． 024) μmol /g］，

均购自国家标准物质中心; 试验用水为去离子水经

Milli － Q 装置纯化( 电阻率 ＞ 18 MΩ) ; 所有玻璃仪

器( 分液漏斗和试管) 均用 5% 盐酸溶液浸泡 24 h
以上。

流动相( 磷酸盐缓冲溶液) 的配制: 分别准确

称取磷酸氢二钠 0． 895 4 g 和磷酸二氢钾 3． 026 g
溶解于纯水，置于 500 mL 容量瓶中，用纯水稀释至

刻线，摇匀，使用前经 0． 45 μm 微孔滤膜抽滤，超

声波脱气。

提取剂的配制: 选择磷酸作为提取剂，配制浓

度分别为 0． 3 mol /L、0． 6 mol /L 和 1． 0 mol /L，pH
值分别为 1． 30、1． 08 和 0． 90。
1． 2 仪器测量参数

流动相为 1． 79 g /L 磷酸氢二钠溶液 +6． 05 g /L
磷酸二氢钾溶液; 流量 1． 0 mL /min; 在线还原剂为

0． 12 mol /L 抗坏血酸溶液; 氢化物发生还原剂为

20 g /L 硼氢化钾溶液 + 3． 5 g /L 氢氧化钠溶液; 载

流为 7% 盐 酸 溶 液; 灯 电 流 80 mA; 载 气 流 量

300 mL /min; PMT 负高压 320 V; 进样体积 100 μL。
1． 3 试验方法

准确称取 0． 400 0 g 土壤样品，置于 50 mL 三

颈烧瓶中，加入 20 mL 磷酸，于 100 ℃水浴中加热

3 h，冷 却 至 室 温 后 在 2 500 r /min 下 离 心 分 离

20 min，取上层清液，经 0． 45 μm 滤膜过滤后直接

进样检测。

2 结果与讨论

2． 1 提取条件优化

分别考察柠檬酸铵 － 盐酸、草酸铵、磷酸、磷酸

盐、碳酸钠、碳酸氢钠对土壤中砷形态的提取效果，

结果表明磷酸的提取效果最佳。因此，该试验选择

磷酸作为提取剂，并通过水浴法建立了土壤中砷形

态的提取方法。
借助水浴法提取土壤中不同形态的砷时，涉及

多种试验因素，如提取次数、提取时间、提取温度

等。为减少试验次数，提高检测效率，采用正交试

验设计方法，获得砷形态提取的最佳条件。采用

L9 ( 3
4 ) 正交水平表进行试验设计，以提取的砷形态

总和作为监控指标，考察提取剂浓度、提取时间、提
取次数、提取温度等 4 种因素对结果的影响。根据

设计的正交试验，按上述方法对土壤标准样品 ESS
－ 4［保证值( 11． 4 ± 0． 7) μg /g］中的砷形态提取和

测定，结果见表 1。

表 1 土壤中砷形态提取的正交试验设计及试验结果

Table 1 Orthogonal test design and test results for extraction of arsenic in soils

试验

次数

试验因素

磷酸浓度

c / ( mol·L －1 )

提取时间

t /h
提取次数

n /次

提取温度

θ /℃

试验结果

As( Ⅲ)

w / ( μg·g － 1 )

DMA

w / ( μg·g － 1 )

MMA

w / ( μg·g － 1 )

As( Ⅴ)

w / ( μg·g － 1 )

提取率

/%
1 0． 3 1 1 100 — — — 5． 31 49． 6

2 0． 3 2 2 80 — — — 4． 41 41． 2

3 0． 3 3 3 60 — — — 4． 55 42． 5

4 0． 6 1 2 60 — — — 5． 93 55． 4
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续表

试验

次数

试验因素

磷酸浓度

c / ( mol·L －1 )

提取时间

t /h
提取次数

n /次

提取温度

θ /℃

试验结果

As( Ⅲ)

w / ( μg·g － 1 )

DMA

w / ( μg·g － 1 )

MMA

w / ( μg·g － 1 )

As( Ⅴ)

w / ( μg·g － 1 )

提取率

/%
5 0． 6 2 3 100 — — — 7． 15 66． 8

6 0． 6 3 1 80 — — — 6． 25 58． 4

7 1． 0 1 3 80 — — — 8． 30 77． 6

8 1． 0 2 1 60 — — — 7． 75 72． 4

9 1． 0 3 2 100 — — — 9． 14 85． 4

由表 1 可见，样品中被提取的砷主要以无机态

的 As( Ⅴ) 存在，未检测到 DMA 和 MMA 这两种有

机砷，表明土壤样品中的砷主要以无机态形式存

在，与大多数文献的报道结果一致。试验还发现，

提取条件的改变对砷提取率的影响较大。当提取

剂浓度增加时，提取率有较大幅度的提高; 延长提

取时间或增加提取次数，提取率变化不明显; 当提

高提取温度时，提取效率也有微弱的增加。基于此，

以提取率作为考察指标，利用极差分析，探讨影响提

取率的主要因素。正交试验极差分析结果见表 2。

表 2 正交试验极差分析结果

Table 2 Analysis results of range from orthogonal test

水平

试验因素

磷酸浓度

( A)

提取时间

( B)

提取次数

( C)

提取温度

( D)

Ⅰ 44． 433 60． 867 60． 133 67． 267

Ⅱ 60． 200 60． 133 60． 667 59． 067

Ⅲ 78． 467 62． 100 62． 300 56． 767

极差( R) 34． 034 1． 967 2． 167 10． 500

由表 2 可见，影响提取效率的因素依次为提取

剂浓度 ＞ 提取温度 ＞ 提取次数 ＞ 提取时间。因此，

提取剂浓度是影响提取效率的最主要因素。综合

表 1 和表 2 的结果，该试验确定最佳提取条件为:

磷酸浓度 1． 0 mol /L; 提取时间 3 h; 提取次数为 2
次; 提取温度 100 ℃。
2． 2 还原剂的选择

在采用优化的试验条件分析土壤标准样品

ESS － 4 时，发现在提取过程中 As( Ⅲ) 和 As( Ⅴ)

之间发生了明显的形态转化，大部分 As( Ⅲ) 被氧

化成 As( Ⅴ) 。该现象可能是由于基质影响所导

致，因而在上述优化条件下的试验结果并不能真实

反映土壤中各种砷形态的相对含量，需要在提取试

验中添加还原剂。常用的还原剂包括碘化钾、抗坏

血酸、L － 半胱氨酸等。以两种无机砷的回收率作

为参考指标，考察了抗坏血酸和碘化钾对试验结果

的影响。以不同浓度的抗坏血酸和不同质量浓度

的碘化钾作为还原剂，As( Ⅲ) 和 As( Ⅴ) 的加标回

收率结果见图 1( a) ( b) 。由图 1 可见，随着抗坏血

酸浓度和碘化钾质量浓度的增加，As( Ⅲ) 的回收

率逐步提高并趋于稳定，As( Ⅴ) 的回收率逐步降

低并最终趋于稳定; 当选择抗坏血酸作为还原剂

时，回收率明显好于碘化钾，无机砷的回收率在

80% ～110%之间。因此，该试验选择 0． 12 mol /L
抗坏血酸溶液作为还原剂。

图 1 还原剂对无机砷回收率的影响

Fig． 1 Effect on inorganic arsenic recovery by reducing agent
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2． 3 标准谱图

采用 PRPX －100 阴离子交换柱对砷的形态进

行分离，选取磷酸盐缓冲溶液( pH 值为 6． 0 ) 作为

流动相。在优化的色谱条件下，砷混合标准溶液的

色谱峰见图 2。在 7 min 之内，As( Ⅲ) 、DMA、MMA
和 As( Ⅴ) 可实现完全分离，峰形对称，保留时间分

别 为 2． 564 min、3． 150 min、3． 964 min 和

6． 480 min。

图 2 标准溶液中 4 种砷的形态色谱峰

Fig． 2 Chromatograms of 4 kinds of arsenic forms
in standard solution

2． 4 线性范围

配制 1． 00 μg /L、10． 0 μg /L、20． 0 μg /L、
40． 0 μg /L、60． 0 μg /L、80． 0 μg /L、100 μg /L 4 种

形态砷的混合标准溶液，用该方法测定，以质量浓

度对应峰面积绘制标准曲线，4 种形态砷均呈现良

好的线性关系，回归方程与相关系数见表 3。
重复测定 1． 00 μg /L 4 种形态砷的混合标准

溶液 5 次，计 算 其 色 谱 峰 面 积 的 相 对 标 准 偏 差

( RSD) ，结果见表 3。
2． 5 实验室检出限( MDL)

连续分析 7 个接近于检出限的实验室空白加

标样 品，计 算 其 标 准 偏 差 s，根 据 MDL = s ×
t( n － 1，0． 99) 计算 4 种形态砷的实验室检出限，结果见

表 4。

表 3 4 种形态砷的标准曲线

Table 3 Calibration curve of 4 kinds of arsenic forms

组分 线性范围 ρ / ( μg·L －1 ) 回归方程 相关系数 R RSD /%

As( Ⅲ) 1． 00 ～ 100 y = 2． 44 × 104 x + 8． 70 × 104 0． 999 2 5． 4

DMA 1． 00 ～ 100 y = 2． 27 × 104 x + 1． 26 × 104 0． 999 2 4． 1

MMA 1． 00 ～ 100 y = 2． 26 × 104 x + 1． 79 × 104 0． 999 4 4． 6

As( Ⅴ) 1． 00 ～ 100 y = 1． 47 × 104 x + 801 0． 999 5 5． 0

表 4 4 种形态砷的实验室检出限

Table 4 Laboratory detection limits of 4 kinds
of arsenic forms

组分
添加质量浓度

ρ / ( μg·L －1 )

标准偏差 s

/ ( μg·L －1 )

MDL

/ ( μg·L －1 )

加标样测定

均值 /MDL

As( Ⅲ) 3． 00 0． 081 0． 25 3． 8

DMA 3． 00 0． 115 0． 36 4． 2

MMA 3． 00 0． 124 0． 39 4． 7

As( Ⅴ) 3． 00 0． 159 0． 51 4． 6

2． 6 精密度与加标回收试验

在最佳水浴提取条件下，用该方法对土壤标准

样品 ESS － 4 做精密度与加标回收试验( n = 5) ，结

果见表 5。由表 5 可见，4 种形态砷平行测定的

RSD≤7． 4%，回收率在 79． 5% ～95． 0%之间，表明

提取方法和检测方法均可行。

表 5 精密度与加标回收试验结果

Table 5 Test results of precision and spiked recovery

组分 As( Ⅲ) DMA MMA As( Ⅴ)

实测均值 w / ( μg·g － 1 ) 0． 44 — — 10． 1

RSD /% 4． 6 0 0 1． 6

加标值 w / ( μg·g － 1 ) 2． 00 3． 00 3． 00 5． 00

加标后测定均值 w / ( μg·g －1 ) 2． 03 2． 85 2． 84 14． 6

RSD /% 7． 4 2． 7 2． 7 1． 2

平均回收率 /% 79． 5 95． 0 94． 7 90． 0

2． 7 土壤标准样品分析

用该方法分析 4 种土壤标准样品 ( ESS － 1、
ESS － 2、ESS － 3、ESS － 4 ) 中的砷形态，结果见表

6。由表 6 可见，4 种样品砷的提取率在 74． 6% ～
90． 4% 之间，提取效率较高; 各种形态砷的加标回

收率在 78． 0% ～123% 之间，表明建立的分析方法

可行且可靠。
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表 6 土壤标准样品分析结果

Table 6 Test results of soil reference materials

组分 As( Ⅲ) DMA MMA As( Ⅴ)

ESS － 1 实测值 w / ( μg·g － 1 ) 1． 52 — — 6． 46

加标值 w / ( μg·g － 1 ) 5． 00

加标后测定值 w / ( μg·g －1 ) 6． 26 4． 21 4． 51 12． 0

回收率 /% 94． 8 84． 2 90． 2 111

∑As w / ( μg·g － 1 ) 7． 98

保证值 w / ( μg·g － 1 ) 10． 7 ± 0． 8

提取率 /% 74． 6

ESS － 2 实测值 w / ( μg·g － 1 ) 0． 82 — — 7． 13

加标值 w / ( μg·g － 1 ) 4． 00

加标后测定值 w / ( μg·g －1 ) 4． 61 3． 43 3． 61 11． 3

回收率 /% 94． 8 85． 8 90． 2 104

∑As w / ( μg·g － 1 ) 7． 95

保证值 w / ( μg·g － 1 ) 10． 0 ± 1． 0

提取率 /% 79． 5

ESS － 3 实测值 w / ( μg·g － 1 ) 2． 64 — — 10． 7

加标值 w / ( μg·g － 1 ) 6． 00

加标后测定值 w / ( μg·g －1 ) 7． 89 5． 21 5． 52 18． 1

回收率 /% 87． 5 86． 8 92． 0 123

∑As w / ( μg·g － 1 ) 13． 3

保证值 w / ( μg·g － 1 ) 15． 9 ± 1． 3

提取率 /% 83． 6

ESS － 4 实测值 w / ( μg·g － 1 ) 0． 41 — — 9． 88

加标值 w / ( μg·g － 1 ) 2． 00 3． 00 3． 00 5． 00

加标后测定值 w / ( μg·g －1 ) 1． 97 2． 64 2． 76 14． 4

回收率 /% 78． 0 88． 0 92． 0 90． 4

∑As w / ( μg·g － 1 ) 10． 3

保证值 w / ( μg·g － 1 ) 11． 4 ± 0． 7

提取率 /% 90． 4

3 结语

利用高效液相色谱 － 原子荧光光谱联用技术

分析土壤样品中 As( Ⅲ) 、DMA、MMA 和 As( Ⅴ) 等

4 种形态砷，方法前处理简单，提取效率高，回收率

稳定，灵敏度和准确度高，杂质干扰少，检测成本

低，便于在普通实验室应用。
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