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摘　要　建立了高效液相色谱 (HPLC)和电感耦合等离子体质谱 ( ICP2MS)联用测定多种生物样品中的无机

汞和甲基汞的方法 ,并对比了提取生物样品中无机汞和甲基汞的不同前处理方法。实验使用 5 mol/L的盐酸

超声波提取样品中的无机汞和甲基汞。高效液相色谱流动相为含有 0. 06 mol/L醋酸氨 , 20μg/L B i, 0. 1%

(V /V ) 22巯基乙醇的 5% (V /V ) 甲醇 2水溶液 ,色谱柱为 C18反相柱 (5μm, 3. 9 mm ×150 mm)。提取液在液相

色谱中分离后 ,进入电感耦合等离子体质谱检测其中无机汞和甲基汞的浓度。测定了人发 ( GBW 07601) ,对

虾 ( GBW 08572) ,鱼肉组织 ( IAEA MA2B23 /TM )和牛肝 ( GBW 080193) 4种生物标准参考物 ,结果与标准参考

物的标准值相符。无机汞和甲基汞检出限分别为 0. 3和 0. 2μg/L。
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1　引　　言

汞 (Hg)及其化合物是环境中广泛存在的一类持久性污染物。在日本和伊拉克大规模人群汞中毒

事件发生以后 ,尽管世界各国对汞的排放进行了控制 ,但迄今为止 ,全世界每年仍有将近 5000吨的各种

形态的汞排放到环境中 [ 1 ]。在微生物的作用下 ,环境中的无机汞可以转化为毒性更强的有机汞 (主要

为甲基汞 ) [ 2 ]。脂溶性的有机汞更容易被生物体吸收 ,并可以通过食物链富集最终进入人体。由于汞

化合物的毒性依赖于其浓度与存在的化学形态 ,所以仅仅分析样品中汞的总量是不够的 ,还需要得到样

品中汞各种化学形态的信息 ,特别是在环境中广泛存在的甲基汞 (CH3 Hg
+ )和无机汞 (Hg

2 + )。

汞的形态分析可以通过各种联用技术实现 [ 3～6 ]
,将气相色谱 ( GC)、高效液相色谱 (HPLC)、毛细管

电泳 (CE)等分离手段与原子吸收光谱 (AAS)、原子发射光谱 (AES)、原子荧光光谱 (AFS)、电感耦合等

离子体质谱 ( ICP2MS)等具有元素选择性的检测手段相结合进行测定的方法 [ 4 ]。其中 ,由于 ICP2MS具

有更低的检出限 ,更宽的线性范围 ,多元素分析能力 ,相对少的干扰 ,特别是可进行同位素比值分析等诸

多优点 ,成为形态分析中首选的检测方法。与其它联用方法相比 , HPLC2ICP2MS还具有接口简单 ,应用

范围广泛 ,前处理过程简便而有利于保持待测样品原始形态不变等优点 [ 7 ]
,在汞的形态分析中已有不

少应用 [ 3, 8, 9 ]。

在痕量元素的形态分析中 ,必须保持元素在样品中的原始形态不变。因此 ,将样品中原始形态的汞高

效率的提取出来是形态分析的关键步骤。汞形态分析的前处理方法主要有酸提取 [ 10 ] ,碱式消化 [ 8 ]和蒸馏

法 [ 9 ]等 ,通过这些方法可以使 Hg
2 +、CH3 Hg

+等从基体中分离出来。Morton等 [ 11 ]在研究人发中的汞的形

态时认为冷硝酸消化法可以达到对汞满意的提取效率。Cabanero等 [ 12 ]在比较了酸提取、碱式消化等方法

后发现 ,超声波辅助盐酸提取鱼肉中 CH3 Hg
+和 Hg

2 +的效率最高。H intelmann
[ 13 ]发现 ,在样品前处理过程

中有可能导致汞各种形态间发生相互转化 ,从而使得结果出现很大的偏差。有研究认为 ,在前处理过程中

采用超声波辅助盐酸或硝酸提取的方法 ,汞形态间的转化率大大低于碱式消化和水蒸气蒸馏的方法 [ 14 ]。
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本实验用 HPLC2ICP2MS联用的方法成功测定了多种生物标准参考物中 Hg
2 +和 CH3 Hg

+的含量 ,并

比较了超声波辅助酸提取和冷酸消化法对生物样品中 Hg
2 +和 CH3 Hg

+的提取效率。

2　实验部分

2. 1　仪器

Elemental X7型 ICP2MS仪 (美国 Thermo公司 )。用含 5%甲醇的 1μg /L的 Be、Co、In、U混合标准

溶液对仪器条件进行优化。仪器工作参数为 :功率 1. 2 kW ,雾化器流速 0. 81 L /m in (含 O2 ) ,驻留时间

200 m s,检测 202Hg同位素。采用同心雾化器 ,锥型带碰撞球雾室 ,雾室温度 1℃。高效液相色谱 : W aters

626高效液相色谱系统。色谱柱 : RP18 (W aters公司 , 150 mm ×3. 9 mm, 5μm) ; 流动相流速 : 1 mL /m in;

进样环 : 50μL PEEK; 流动相含有 0. 06 mol/L 醋酸铵 , 20μg/L B i, 0. 1% (V /V ) 22巯基乙醇的
5% (V /V )甲醇 2H2 O溶液。

接口 :用 PEEK管 (Φ = 0. 13 mm)直接将色谱柱与质谱雾化器连接。

超声波清洗仪 (昆山超声仪器有限公司 ) ;M illi2Q纯水器 (M illipore公司 ) ;离心机 (北京医用离心机

厂 )。所有容器使用前均在 8 mol/L的 HNO3中浸泡至少 24 h。

2. 2　试剂和标准溶液

氯化甲基汞 (纯度≥98% ,德国 R iedel2de HaÄn公司 ) ;氧化汞 (光谱纯 , Merck公司 ,德国 )。甲醇

(色谱纯 ,天津四友生物医学技术公司 ) ; 22巯基乙醇 (分析纯 , Sigma分装 ) ; HNO3、HCl (Mos级 ,北京化

学试剂研究所 ) ; H2O2 (优级纯 )、醋酸氨 (分析纯 )和氨水 (分析纯 )为北京化工厂产品。标准溶液 :

CH3 HgCl和 HgO用 10% (V /V ) HNO3配成浓度为 1000 mg/L Hg储备液 ,用聚乙烯瓶避光保存于 4℃

冰箱中备用。在实验当天用含 0. 1%的巯基乙醇的超纯水逐级稀释使用。

2. 3　样品的前处理方法

方法 1:准确称取 200～300 mg样品于 15 mL离心管中 ,加入 2 mL浓 HNO3和 1 mL H2O2 ,密闭过

夜。氨水调节 pH至 2～8,用去离子水稀释 ,定容至 10 mL, 0. 45μm滤膜过滤后备用 ;方法 2:准确称取

200～300 mg样品于 15 mL离心管中 ,加入 3 mL 1. 2 mol/L HNO3 ,超声波提取 30 m in后 , 3000 r/m in离

心 10 m in,收集上清液。上述提取过程重复一次 ,合并提取液。氨水调节 pH至 2～8,用去离子水稀释 ,

定容至 10 mL, 0. 45μm滤膜过滤备用 ;方法 3: 准确称取 200～300 mg样品于 15 mL离心管中 ,

加入 3 mL 5 mol/L HCl,以下步骤同方法 2。

2. 4　汞的形态分析

用 PEEK管 (Φ = 0. 13 mm)连接高效液相色谱和等离子体质谱 ,以色谱手动进样器为质谱工作的

触发信号。用峰面积定量。

3　结果和讨论

3. 1　标准溶液和标准曲线

配制同时含有 CH3 Hg
+和 Hg

2 +的浓度分别为 1. 0、2. 0、5. 0、10、20和 50μg/L的系列标准溶液。以

峰面积 ( Y)为纵坐标 ,浓度 ( X )为横坐标绘制标准曲线 (见表 1) ,标准溶液的色谱图见图 1。由于

CH3 Hg
+与流动相中 22巯基乙醇结合生成的直线型分子的极性大于 Hg

2 +与 22巯基乙醇所生成的分子的
极性 ,因此 ,在反相色谱中 , CH3 Hg

+早于 Hg
2 +出峰。

表 1　标准曲线和检出限
Table 1　Calibration curve and lim it of detection (LOD)

回归方程
Regression equation

相关系数
Correlation coefficient

检出限
LOD (μg/L)

线性范围
L inear range (μg/L)

CH3 Hg + Y = 4839X - 2534 0. 9995 0. 2 1～50

Hg2 + Y = 4362X - 3394 0. 9996 0. 3 2～50

　Y: 峰面积 (peak area) ,计数 ( counts) ; X: 浓度 ( concentration) ,μg/L
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3. 2　前处理方法的比较

各种前处理方法的比较见表 2。从表 2可以看出 ,采用 1. 2 mol/L HNO3为超声波酸提取液 ,人发

中的 CH3 Hg
+仅有约 30%被取出来 ,而 Hg

2 +则没有检出 ,说明此法可能并不适用于生物样品中 Hg的提

取 ,虽然文献 [ 14 ]曾使用此法成功地提取出了沉积物中的超过 90%的 Hg。

前处理采用冷硝酸消化方法 ,发现 CH3 Hg+的测定值远远低于文献值 , Hg2 +的测定值却高于文献

值 ,而总汞值与标准值相符。这说明一部分 CH3 Hg
+有可能在前处理过程中转化成了 Hg

2 +。Rahman

等 [ 15 ]在采用冷硝酸消化的方法测定沉积物中的 Hg
2 +和 CH3 Hg

+时 ,也得到了类似的结果。

采用 5 mol/L HCl超声波提取生物样品中的 CH3 Hg
+和 Hg

2 +
,所得的结果与标准值相符合。Logar

等 [ 16 ]曾用 6 mol/L HCl在摇床上振摇 24 h的方法提取角鲨肝中的 Hg,而使用超声波辅助酸提取的方

法 ,可以大大缩短前处理时间。

表 2　各种提取方法的比较 a

Table 2　Comparison of different extraction methods

样品
Samp les

样品数
Number of

samp les

提取方法 b

Extract method

甲基汞
CH3 Hg +

(μg Hg/kg)

无机汞
Hg2 +

(μg/ kg)

总汞 c

Total Hg
(μg/kg)

总汞标准值
Certified Value of

Hg (μg/kg)

甲基汞文献值
L iterature value

of CH3 Hg +

(μg Hg/kg)

人发
Human hair
GBW 07601

2 (1) NDd 346 ±45 346 ±45 360 ±50 180 ±50 ( n = 8) [ 17 ]

2 (2) 63 ±1 ND 63 ±1

3 (3) 146 ±6 203 ±27 349 ±23

对虾 Prawn
GBW 08572

2 (1) 93 ±1 112 ±5 206 ±5 201 ±4 170 ±10 [ 18 ]

3 (3) 178 ±5 ND 178 ±5

　a. 结果按平均值 ±标准偏差表示 ( results are (mean ±SD ) ) ; b. ( 1)浓 HNO3消化 ( concentrated HNO3 digestion) ( 2 ) 1. 2 mol/L

HNO3提取 ( extraction) (3) 5 mol/L HCl提取 ( extraction) ; c. 总汞 ( total Hg) = CH3 Hg + + Hg2 + ; d. ND:未检出 ( not detected)

3. 3　HPLC2ICP2M S联用中的问题及解决办法

在 HPLC的分离中 ,使用 C18反相柱对 Hg的形态进行分离是应用较多的方法 ,色谱流动相中的有机

试剂进入 ICP2MS后 ,会产生一系列不利的影响。过多的有机试剂可能会导致等离子体不稳定 ,甚至熄

灭。从改善等离子体的稳定性和提高 Hg分析的灵敏度等方面考虑 ,多数文献中使用甲醇 2水流动相 ,而

不使用乙腈 2水流动相。进入 ICP2MS的有机物会以碳的形式沉积在采样锥锥口 ,引起仪器信号漂移 ,严

重时可能堵塞锥口。

在流动相中加入少量有机改性剂 ,缓冲盐和离子对试剂 ,从而使各种形态的 Hg在反相柱上得到很

好地分离 ,并可以消除离子型 Hg的记忆效应。本实验中选用 5% (V /V )甲醇 2水溶液作为流动相 ,并且

降低雾室的温度 (1℃) ,可以减少进入 ICP2MS的有机试剂总量。为了消除在锥口的积碳 ,可以在雾化

气中加入 2% (V /V )的氧气。在流动相中加入 20μg/L的 B i作为内标 ,可以校正仪器的漂移。另外 ,为

了减少 Hg吸附的可能 ,在实验中采用了管路为 PEEK的 W aters 626高效液相色谱系统。

3. 4　生物标准参考物的测定

本实验测定了人发 ( GBW 07601 )、对虾 ( GBW 08572 )、鱼样 ( IAEA MA2B 23 /TM )和牛肝 ( GBW

080193) 4种标准参考物中 Hg2 +和 CH3 Hg+的含量 (见表 3)。其中 ,人发是一种很好的生物标志物 ,发

Hg的含量可以反映人体 Hg暴露的水平。水体中的 CH3 Hg
+通过生物放大作用富集于水产品中 ,因而

鱼类和对虾等水产品是人群 CH3 Hg
+暴露的重要来源之一 ,其 Hg的含量也可以反映水体的 Hg污染水

平。而肝脏作为哺乳动物重要的物质代谢器官 ,进入生物体内的 Hg
0和 CH3 Hg

+可以在肝脏中转化为

Hg
2 +。因此 ,上述四类生物样品中 Hg,特别是 Hg不同化学形态含量的准确测定是十分重要的。但是 ,

目前国内外标准参考物中有关 Hg各种形态的数据仍然十分有限。使用 HPLC2ICP2MS联用的方法对以

上 4种标准参考物进行测定 ,既可以对本方法的可靠性进行验证 ,也可为标准参考物中 Hg的各化学形

态的含量提供一些参考值。

在本实验选用的 4种标准参考物中 ,在检出限以上没有发现除 CH3 Hg+和 Hg2 +以外的其他 Hg的

存在形态。标准参考物的测定结果见表 3。从表中可以看到本方法对上述 4种生物标准参考物的测定
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结果与相应的标准值或文献值相符合 ,其中对虾由于 Hg
2 +含量低未被检出 ,使得总 Hg值低于标准值。

在人发样品中 CH3 Hg
+和 Hg

2 +均可被检出 (见图 2)。在鱼样和对虾样品中的 Hg主要以 CH3 Hg
+的形

态存在 ,而在牛肝中则以 Hg
2 +的形态为主 (见表 3)。

本实验所选均为 Hg含量较高的标准参考物 ,对于更低含量的样品 (Hg含量小于 50μg/kg) ,则需

要对仪器进行改进。比如采用 Hg蒸汽发生装置 ,这样检出限还可以降低 1～2个数量级。

表 3　标准参考物的测定结果 a

Table 3　The determ ination results of standard reference materials

样品
Samp les

样品数
Number of

samp les

甲基汞
CH3 Hg +

(μg Hg/kg)

无机汞
Hg2 +

(μg/kg)

总汞 b

Total Hg
(μg/kg)

总汞标准值
Certified value of

Hg (μg/kg)

甲基汞文献值
L iterature value

of CH3 Hg +

(μg Hg/kg)

人发 Human hair
GBW 07601 n = 3 146 ±63 203 ±27 349 ±233 360 ±50 180 ±50 ( n = 8) [ 17 ]

对虾 Prawn
GBW 08572 n = 3 178 ±53 NDc 178 ±5 201 ±4 170 ±10 [ 18 ]

牛肝 Bovine liver
GBW080193 n = 3 ND 167 ±12 167 ±123 180d -

鱼 Fish IAEA
MA2B23 /TM n = 3 434 ±213 50 ±10 484 ±253 510 ±70 434 ±15 ( n = 23) [ 19 ]

　a. 结果按平均值 ±标准偏差表示 ( results are (mean±SD) ) ; b. 总汞 ( total Hg) = CH3 Hg + + Hg2 + ; c. 未检出 ( not detected) ; d. 参

考值 ( reference value) ; 3 测量值与鉴定值无显著性差异 ( P < 0. 05) ( there is no significant difference between the experimental data and
the certified values. P < 0. 05)

　图 1　CH3 Hg+和 Hg2 +标准溶液

(5μg/L ) HPLC2ICP2MS谱图

Fig. 1 　 H igh performance liquid

chromatography2inductively coup led

p lasma2mass spectrometry ( HPLC2

ICP2MS) chromatogram of CH3 Hg+

and Hg2 + standard solution

(5μg/L)

　图 2　人发 ( GBW 07601) 提取液

HPLC2ICP2MS谱图

Fig. 2 　 HPLC2ICP2MS chromato2
gram for the extraction of human hair

( GBW 07601)

　图 3　鱼样 ( IAEA MA2B23 /TM )

提取液 HPLC2ICP2MS谱图

Fig. 3 　 HPLC2ICP2MS chromato2
gram for the extraction of fish

( IAEA MA2B23 /TM )
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D eterm ina tion of Inorgan ic and M ethylM ercury in

B iolog ica l Sam ples by H igh Performance L iqu id

Chroma tography Coupled w ith Inductively

Coupled Pla sma2M a ss Spectrom etry

W angMeng1, 2 , FengW eiyue3 1 , Zhang Fang1 , W ang B ing1, 2 , Shi Junwen1, 2 , L i Bai1 , Chai Zhifang1 , Zhao Yuliang1

1 ( Key L aboratory of N uclear A nalytica l Techn iques, Institu te of H igh Energy Physics,

Chinese A cadem y of Sciences, B eijing 100049)
2 (Gradua te School of the Chinese A cadem y of Sciences, B eijing 100049)

Abstract　H igh performance liquid chromatography coup led with inductively coup led p lasma2mass spectrome2
try (HPLC2ICP2MS) has been developed for the determ ination of inorganic and methyl mercury in biological

samp les. D ifferent techniques used to extract inorganic and methyl mercury from biological samp les were also

evaluated. The samp les were sonicated to extract inorganic and methyl mercury in the system of 5 mol/L HCl.

A 5% (V /V ) methanol2water mobile phase containing 0. 06 mol/L ammonium acetate, 20μg /L B i and 011%

(V /V ) 22mercap toethanol and a C18 reversed2phase column (5μm, 3. 9 mm ×150 mm) was used for separa2
tion of CH3 Hg

+
and Hg

2 +
by HPLC. The concentrations of CH3 Hg

+
and Hg

2 +
in eluentwere detected by ICP2

MS. Total four certified reference materials including human hair ( GBW 07601) , p rawn ( GBW 08572) , fish

( IAEA MA2B23 /TM ) and bovine liver ( GBW 080193) were analyzed. The results showed good accordance

with the certified values. The detection lim its of the method for inorganic and methyl mercury were 0. 3μg/L

and 0. 2μg/L , respectively.

Keywords　 H igh performance liquid chromatography, inductively coup led p lasma2mass spectrometry,

hyphened technique, mercury, biological samp les, speciation analysis
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