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摘要：建立了 ＨＰＬＣ－ＵＶ法检测土壤中多环芳烃类 物 质３－硝 基 苯 并 蒽 酮 的 方 法．采 用ｏｎ　Ｕｌｔｉｍａｔｅ? ＸＢ－Ｃ１８
（５μｍ，１５０ｍｍ×４．６ｍｍ　ｉ．ｄ．）柱，流动相为甲醇∶水＝７∶３（ｖ／ｖ），流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测波

长为３９１ｎｍ．在此色谱条件下，３－硝基苯并蒽酮在０．２～４０μｇ／ｍＬ范 围 内 具 有 良 好 的 线 性 关 系，最 低 浓 度 检

测限为７８ｎｇ／ｍＬ（Ｓ／Ｎ＝３）．利用超声波萃法对土壤中的３－硝基苯并蒽酮进行了萃取，并用 ＨＰＬＣ－ＵＶ法测

出了其含量．
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　　多环芳烃是最早被人类发现的一类环境致癌

化合物，它们种类多、数量大、分布广、异构体多，
主要来源于煤炭、石油、木材等有机物的热解和不

完全燃烧［１－２］．３ 硝 基 苯 并 蒽 酮（３－ＮＢＡ）是 多 环

芳烃酮类化合物的一种，最初由Ｓｕｚｕｋｉ等［３］在柴

油机的尾气颗粒物、空气颗粒的有机萃取物中发

现．后经实验证实，３－ＮＢＡ广泛地存在于大气、土

壤、沉积物、机 动 车 尾 气 等 环 境 介 质 中［４］．３－ＮＢＡ
具有很强的致突变性，不但会使组织出血，还可以

使肠壁的茸毛脱落并让肠壁变脆［５］．目前，３－ＮＢＡ
的检 测 方 法 有 高 效 液 相 化 学 发 光 法［６］和 ＧＣ－

ＭＳ［７］等．另外，还有将３－ＮＢＡ还原为３ 氨 基 苯

并蒽酮后对其进行高效液相 荧光［８］分析的方法．
本文采 用 ＨＰＬＣ法，优 化３－ＮＢＡ的 分 离 条

件，建立了一种简便、快速地测定３－ＮＢＡ的方法，
并考察了土壤样品中萃取３－ＮＢＡ的预处理方法．
本方法样品预处理简单，分析时间短，可应用于土

壤样品中３－ＮＢＡ含量的测定．

１　实验部分

１．１　试剂与仪器

苯并蒽酮（质量分数不低于９９％）、硝基苯购
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于东京化成工业株式会社；浓硝酸、发烟硝酸、冰

乙酸、二氯甲烷均为分析纯，购于北京化工厂；甲

醇为色谱纯，乙醇、冰乙酸购于山东禹王实业有限

公司．
ＨＩＴＡＣＨＩ液 相 色 谱 仪 配 备 Ｌ－７１５０ 泵，

Ｌ－７４２０ＵＶ－ＶＩＳ检测器，Ｄ－７５００记录 仪，柱 温 箱，

ＴＨＥＲＭＯ　ＯＤＳ　ＨＹＰＥＲＳＩＬ色 谱 柱（１５０ｍｍ×
４．６ｍｍ　ｉ．ｄ．，５ｕｍ），ＡＶ－３００核 磁 共 振 仪（瑞 士

Ｂｒｕｃｋ公司），Ａｘｉｍａ　ＣＦＲ　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ质谱

仪（日本岛津）．
１．２　３－ＮＢＡ的合成

３－ＮＢＡ化 学 结 构 式 如 图１所 示．按 照 文 献

［９］的方法合成３－ＮＢＡ．合成方法如下：将苯并蒽

酮２．５ｇ（１０．８９ｍｍｏｌ）溶解于３０ｍＬ硝基 苯，加

入４ｍＬ（９５．２４ｍｍｏｌ）浓 硝 酸，４０℃下 搅 拌

３０ｍｉｎ；冷却反应液，分离出硝基苯并蒽酮 （黄色

固体）粗 产 物，再 分 别 用 冰 乙 酸、二 氯 甲 烷 重 结

晶，最终得到３－ＮＢＡ黄色固体，其纯度为９６．５％．
ＨＰＬＣ－ＵＶ检测（λ＝２５４ｎｍ）．１　ＨＮＭＲ：δ＝７．７
（ｔ，Ｊ＝７．４，１Ｈ），７．８（ｔ，Ｊ＝７．７，１Ｈ），８．０（ｔ，Ｊ＝
７．４，１Ｈ），８．３６（ｄ，Ｊ＝８．０，１Ｈ ），８．４１（ｄ，Ｊ＝
８．２，１Ｈ ），８．５０（ｄ，Ｊ＝３．８，１Ｈ ），８．５３（ｄ，Ｊ＝
５．０，１Ｈ ），８．９（ｄ，Ｊ ＝７．４，１Ｈ），９．０
（ｄ，Ｊ＝８．７，１Ｈ）．ＩＲ：ｖ＝１　３３４，１　５１７，１　６６６
ｃｍ－１．ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ（基质为ＣＨＣＡ）：［Ｍ＋
Ｈ］＋＝２７６．２．

图１　３ 硝基苯并蒽酮的结构式

１．３　土壤样品取样

分别取延边大学停车场和延吉市某公交站点

附近的土壤作为空白和实际样品．土壤样品的取

样方法为：先清除土壤表层覆盖的植物、大块土粒

等杂质物质，再用铁锹垂直于地表面挖出一个断

面，清除坑内多余的土粒，沿断面用锹薄薄切下一

层，然后用塑封袋取回．将取回的土壤样品混匀，
室温下放置４８ｈ后研碎，通过０．２５ｍｍ孔径筛后

放在塑封袋中，在避光处保存备用．

１．４　土壤样品预处理

取筛 过 的 土 壤 样 品１０ｇ，加 入１０ｇ无 水

Ｎａ２ＳＯ４，用 研 钵 研 磨 均 匀，放 置 一 段 时 间；用 超

声波萃取法对土壤样品进行提取，提取液用旋转

蒸发仪旋 至 有 少 量 液 体 剩 余；取 适 量 的ＣＨ２Ｃｌ２
冲洗烧瓶，然后将液体完全转移至１５ｍＬ鸡心瓶

中，用氮 气 催 干，以 甲 醇 定 溶 至１ｍＬ，溶 液 过０．
４５ｍｍ的滤膜，待用．
１．５　回收率试样

在１０ｇ空白样品（含１０ｇ无水 Ｎａ２ＳＯ４）中，
分别加入８μｇ和２０μｇ　３－ＮＢＡ，混合均匀后放置

一段时间．采用１．４样品预处理方法对其进行预

处理．
１．６　色谱条件

色谱 柱：ＯＤＳ　ＨＹＰＥＲＳＩＬ （１５０ｍｍ×４．６
ｍｍ，ｉ．ｄ．，５μｍ）；流 动 相 为 甲 醇∶水（７∶３，

ｖ／ｖ）；流速 为０．５ｍＬ／ｍｉｎ；检 测 波 长 为３９１ｎｍ；
柱温为３０℃；记录仪纸速为２．５ｃｍ／ｍｉｎ．
１．７　标准溶液配制

准确称取适量３－ＮＢＡ标准品，用甲醇配制成

４０．００ｕｇ／ｍＬ的溶液作为储备液．使用时，用流动

相稀释成标准系列的浓度溶液，经０．４５μｍ滤膜

过滤后进行 ＨＰＬＣ－ＵＶ分析．

２　结果与讨论

２．１　３－ＮＢＡ的色谱分析方法的建立

２．１．１　流动相　当甲醇和水、乙腈和水、甲醇和

甲酸铵等作为流动相时，均得到了尖而对称正态

分布 的３－ＮＢＡ 峰．本 实 验 选 择 了 甲 醇∶水＝
７０∶３０（ｖ／ｖ）为 流 动 相．在 此 流 动 相 条 件 下，

３－ＮＢＡ的出峰时间为２２．１０ｍｉｎ．
２．１．２　流速　考察了流动相流速对３－ＮＢＡ的色

谱保留时间的影响．从图２可以看出，随着流速的

提高，３－ＮＢＡ的 保 留 时 间 变 短．本 实 验 流 速 选 择

为０．５０ｍＬ／ｍｉｎ．

图２　流速对保留时间的影响

０５２
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２．１．３　柱温　考察了柱温对３－ＮＢＡ的色谱保留

时间的 影 响．由 图３可 知，３－ＮＢＡ的 保 留 时 间 随

柱温的增加而降低，但变化不大．本实验中柱温选

择为３０℃．

图３　柱温对保留时间的影响

　　通过以上实验，本文将３－ＮＢＡ的色谱分离条

件确定为：流动 相 为 甲 醇∶水＝７∶３（ｖ／ｖ）；流

速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ；检 测 波 长 为３９１ｎｍ；柱 温 为

３０℃；进样量为２０μＬ．此条件下的３－ＮＢＡ色 谱

图见图４．
２．１．４　线性关系及最低检测限　在０．２μｇ／ｍＬ～
４０μｇ／ｍＬ浓度范围内，３－ＮＢＡ的峰面积与浓度成

良好线性关系，其回归方程为Ｙ＝－５１９．０４８　６４＋
２４　６９７．９４３　６４　Ｘ（其 中Ｙ 表 示 峰 面 积，Ｘ 表 示 浓

度），相 关 系 数 为０．９９９　９，最 低 检 出 限 为７．８
ｎｇ／ｍＬ（Ｓ／Ｎ＝３）．

图４　３－ＮＢＡＲ的色谱图

２．１．５　精 密 度 考 察　在３－ＮＢＡ 浓 度 分 别 为

１．０μｇ／ｍＬ和２０μｇ／ｍＬ的条件下，连续进样６次

（同一天），其ＲＳＤ分别为１．２％和０．６４％．
２．２　土壤样品前处理方法的选择

本文分别考察了索氏提取和超声波萃取两种

前处理方法对３－ＮＢＡ的提取 效 率 情 况．首 先，考

察了不同极性提取剂（甲醇，二氯甲烷，环己烷）对
两种方法提取效率的影响（表１）．由表１可知，两

种方法以二氯甲烷为提取剂时，萃取效率最高．

表１　提取剂对提取效率的影响

提取方法 提取剂 提取剂极性 溶剂体积／ｍＬ 提取时间 回收率／％

甲醇 ５．１　 ２１．７
索氏提取法 二氯甲烷 ３．５　 ２５０　 ６ｈ ５０．５

环己烷 ０．２　 ７．０
甲醇 ５．１　 ３７．８

超声波萃取法 二氯甲烷 ３．５　 ２５０　 １５ｍｉｎ／次 ５５．３１
环己烷 ０．２　 １６．８

　　其次，考 察 了 Ｎａ２ＳＯ４ 添 加 剂 对 上 述 两 种 方

法提取效率的影响．图５表明，加入Ｎａ２ＳＯ４ 后，
两种提 取 方 法 的 提 取 率 均 明 显 增 加（分 别 增 加

１６％和２４％）．这 可 能 是 因 为 采 集 来 的 土 壤 样 品

在室温条件下 放 置（４８ｈ），其 水 分 未 被 完 全 去 除

而影响了萃取效率．

图５　Ｎａ２ＳＯ４ 对萃取效率的影响

　　再次，考察了提取时间对两种提取方法萃取

率的影响．图６为提取时间对索氏提取效率的影

响．提取时间从６ｈ（回收率为５０．５０％）到９ｈ（回

收率为６２．６８％）时，提取效率增加明显，而从９ｈ
到１２ｈ（回收 率 为６６．４２％）时，提 取 效 率 变 化 不

大．这可能是由于提取时间超过９ｈ后，３－ＮＢＡ在

土壤和萃取溶液之间逐渐达到了分配平衡．
图７为提取时间对超声波萃取效率 的 影 响．

由图７可知，虽然随提取时间的增加提取效率有

所提高，但 增 加 幅 度 不 明 显．当 萃 取 时 间 为１５、

３０、４５ｍｉｎ时，萃取率分别为７４．５８％、７８．３１％、

７７．８４％．

１５２
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图６　提取时间对索氏提取效率的影响

图７　提取时间对超声波萃取效率的影响

通过以上前处理方法的考察可知：索 氏 提 取

法处理土壤样品中的３－ＮＢＡ时，需要１２ｈ以上，
回收率为６６．４２％；超 声 波 萃 取 法 处 理 土 壤 样 品

中的３－ＮＢＡ时，仅需要不到３ｈ的时间，最佳回

收率为７８．４２％．这 表 明，对 土 壤 中３－ＮＢＡ的 提

取，超声波萃取法明显优于索氏提取法，所以本

文在实验过程中选择超声波萃取法作为土壤样品

的预处理方法，ＣＨ２Ｃｌ２ 为萃取剂，单 次 萃 取 时 间

为３０ｍｉｎ，并且加入１０ｇ　Ｎａ２ＳＯ４．
表２分 别 列 出 了 在１０ｇ土 壤 中 分 别 加 入

８ｍｇ和２０ｍｇ　３－ＮＢＡ后，超 声 波 萃 取 法 的 回 收

率．结 果 表 明，加 标 平 均 回 收 率 均 大 于７５．９８％
（ｎ＝３），相对标准偏差均小于２．４０％．通过以上

数据可以看出，超声波萃取法的回收率能够满足

测定环境样品回收率的要求，因此此法可用于土

壤样品中３－ＮＢＡ的预处理方法．

表２　３－ＮＢＡ的回收率及其重现性实验

加入
量／μｇ

检出
量／μｇ

平均检测
量／μｇ

回收
率／％

平均回收
率／％

ＲＳＤ
／％

１６．０２　 ８０．１１
２０　 １５．４７　 １５．６７　 ７７．３２　 ７８．４２　 １．８９

１５．５７　 ７７．８４
６．２４　 ７８．０３

８　 ６．０２　 ６．０８　 ７５．３０　 ７５．９８　 ２．３９
５．９７　 ７４．６０

２．３　实际样品的测定

图８（ａ）是 延 吉 市 某 公 交 站 点 附 近 地 表 土 壤

的色谱分析图．在２２．４０ｍｉｎ处，有 色 谱 峰 出 现，

这与３－ＮＢＡ标 样 保 留 时 间 相 同．为 了 进 一 步 证

实，在已处理的土壤样品中加入３－ＮＢＡ标样，混匀

进样．结果如图８（ｂ）所示．对比加入前后的色谱图

可知，图８（ｂ）在２２．４０ｍｉｎ处的峰增高，因此可认

为图８（ａ）中２２．４０ ｍｉｎ处 的 峰 是３－ＮＢＡ的 色 谱

峰．该土壤中３－ＮＢＡ的含量为７．３２μｇ／ｇ（ｎ＝３）．

图８　土壤样品色谱图

３　结论

利用超声 波 萃 取 法 对 土 壤 样 品 中 的３－ＮＢＡ
进行了萃取，用 ＨＰＬＣ－ＵＶ法测出被污染土壤中

３－ＮＢＡ的含量为７．３２μｇ／ｇ．实验表明，与传统的

索氏提取法相比，超声波萃取法处理土壤样品时

所需时间短，萃取率高．本文所建立的超声波萃取

法法操作简便，不需要复杂、昂贵的设备，可用于

被 机 动 车 尾 气 污 染 较 严 重 的 土 壤 等 样 品 中 的

３－ＮＢＡ的含量测定．
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