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摘要：为快速准确测定水及鱼肉中的苯胺，采用乙腈提取、高效液相色谱－串联质谱测定，建立了水及鱼肉中苯胺的
快速测定方法。水样与乙腈以４∶１的体积比混合，１．００　ｇ鱼肉中加入２．００　ｍＬ乙腈，涡旋提取１　ｍｉｎ，水样和鱼肉
样品的提取液离心５　ｍｉｎ后取上清液测定。以Ｃ１８柱为分离柱，乙腈－０．５％（ｖ／ｖ）甲酸水溶液（８５∶１５，ｖ／ｖ）为流动
相，目标物质在３　ｍｉｎ内分离。在０．５～５００μｇ／Ｌ范围内，苯胺峰面积与内标峰面积之比与质量浓度的线性关系良
好（Ｒ２＞０．９９９）。基质加标试验结果表明，苯胺在水中的回收率分别为９３．７％（加标水平为４０　ｎｇ）和８６．７％ （加
标水平为４００　ｎｇ），苯胺在鱼肉中的回收率分别为９６．８％、９２．６％和８１．８％（加标水平分别为５、５０和５００　ｎｇ），相
对标准偏差在１．５％～９．２％之间。水样和鱼肉样品中苯胺的检出限分别为０．５０μｇ／Ｌ和１．００μｇ／ｋｇ，定量限分别
为１．００μｇ／Ｌ和２．００μｇ／ｋｇ。应用该方法测定了从受苯胺污染的水库中采集的１３份水样和１２份鱼肉样品，结果
表明，水和鱼肉中苯胺的最大含量分别为１　９４３．６μｇ／Ｌ和６０．８μｇ／ｋｇ。本方法快速、准确，适用于水和鱼肉中苯胺
的快速测定。
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　　苯胺是染料工业最重要的中间体之一，用于多
种染料的合成，同时还广泛应用于农药、兽药、橡胶、

香料、油漆及胶片的生产。苯胺属高毒性物质，可以
经过皮肤、消化道和呼吸道等途径进入人体。短时
间内摄入较大剂量苯胺可以导致急性中毒，引起人
体高铁血红蛋白血症，使人体红细胞失去携氧能力，

导致中毒，长期接触还可引起肝癌或膀胱癌。鉴于
苯胺的危害性，美国环保局（ＥＰＡ）将其列为优先控
制的１２９种污染物之一，中国也将其列入优先控制
污染物黑名单［１］。近年来，苯胺泄漏事故频发，造成
重大水环境污染事故，引起了极大的关注［２］。鱼类
作为水体中重要的物种，在维持水生态平衡方面具
有至关重要的作用，同时，鱼类也是人类食物的重要
来源。水体中的污染物可通过食物链在鱼体内富
集，进而通过人类食用给人类健康带来潜在的危害，

因此快速准确测定水体及生活在其中的鱼体内有毒

物质的含量，对于保护人类健康具有重要意义。当
前关于苯胺类物质的检测方法主要集中在液体样品

中，有荧光光谱法［３］、离子色谱法［４］、高效液相色谱－
紫外检测法［５，６］、高效液相色谱－荧光检测法［７，８］、液
相色谱－串联质谱法［９－１１］、气相色谱－氢火焰离子
法［１２］、气相色谱－电子捕获检测法［１３］和气相色谱－质
谱法（ＧＣ－ＭＳ）［１４，１５］等；对于鱼中苯胺的检测则仅有
零星报道。Ｏｋｕｍｕｒａ等［１６］建立了鱼中苯胺的ＧＣ－
ＭＳ测定方法，样品经甲醇提取，离心、稀释后过固
相萃取柱浓缩、净化、ＧＣ－ＭＳ测定。该方法前处理
繁琐，耗时长。本研究建立了水和鱼肉中苯胺的液
相色谱－串联质谱测定方法，样品经乙腈提取，离心
后取上清液测定，前处理简单、快速，串联质谱检测
定性定量准确，可用于水体和鱼中苯胺残留的快速
定性定量测定，对于苯胺泄漏事故应急监测，水体及
水生态中苯胺污染的日常监测等均具有重要意义。

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

　　Ａｇｉｌｅｎｔ　１２６０高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公
司），ＡＢ４０００Ｑｔｒａｐ串联四极杆－线性离子阱质谱仪
（ＡＢＳＣＩＸ，美国），ＱＬ－８８６涡旋混合器，ＤＴ５－２台式
离心机，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水系统，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移液器
（１００～１　０００μＬ和１００～５　０００μＬ），ＪＪ５００型电子天
平。甲醇、乙腈为农残级；甲酸、苯胺母体和苯胺同
位素标准品均购自百灵威科技。０．２２μｍ微孔滤膜
分别购自天津津腾公司与美国安捷伦公司。

１．２　样品前处理方法

　　水样：取８．０　ｍＬ水样于１５　ｍＬ聚丙烯离心管
中，加入１００μＬ质量浓度为２．５００　ｍｇ／Ｌ的同位素
内标溶液，涡旋混合１　ｍｉｎ，再加入２．００　ｍＬ乙腈，

涡旋混合１　ｍｉｎ，５　０００　ｒ／ｍｉｎ离心５　ｍｉｎ后取上清
液过０．２２μｍ滤膜待测。

　　鱼肉：称取经组织匀浆的鱼肉样品１．００　ｇ于１５
ｍＬ聚丙烯离心管中，加入１００μＬ质量浓度为５００

μｇ／Ｌ的同位素内标溶液，涡旋混合１　ｍｉｎ，加入

２．００　ｍＬ乙腈涡旋提取１　ｍｉｎ，５　０００　ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ后取上清液过０．２２μｍ滤膜待测。

１．３　仪器测定条件

　　色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ　ＳＢ－Ｃ１８（１００　ｍｍ×４．６　ｍｍ，

１．８μｍ）。流动相为０．５％（ｖ／ｖ）甲酸水溶液－乙腈
（８５∶１５，ｖ／ｖ），流速４００μＬ／ｍｉｎ，柱温４０℃，进样
量１０μＬ。质谱条件：电喷雾（ＥＳＩ

＋）离子源，多反应
监测（ＭＲＭ）模式，锥孔电压５　５００　Ｖ，离子源温度

５００℃，气帘气１０３．４　ｋＰａ，雾化气３４４．７　ｋＰａ，辅助
气２７５．８　ｋＰａ，入口电压（ＥＰ）１０．００　Ｖ，碰撞室出口
电压（ＣＸＰ）１５．００　Ｖ。其他参数见表１。

１．４　计算方法

　　鱼肉样品中苯胺的计算公式为 Ｃｘ＝Ｃｉ×Ｖ１／

ｍ，水中苯胺的计算公式为 Ｃｘ＝Ｃｉ×（Ｖ１＋Ｖ２）／

Ｖ２。其中 Ｃｘ 为鱼肉或水中苯胺的含量（ｎｇ／ｇ或

μｇ／Ｌ）；Ｃｉ为由标准曲线计算得到的进样溶液中苯
胺的质量浓度；Ｖ１ 为乙腈的体积（ｍＬ）；ｍ 为鱼肉
样品的质量（ｇ），Ｖ２ 为水样的体积（ｍＬ）。

表１　苯胺的保留时间及优化的质谱条件
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（ｍ／ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ　ｉｏｎ
（ｍ／ｚ）

Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ／
Ｖ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ／
Ｖ Ｑ／ｑ　 ＳＤ

２．２５　 ９４．１　 ７７．１（Ｑ） １００　 ３０　 ３．８８　 ０．０９
５１．１（ｑ） ５０　 ４０

　Ｑ：ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｉｏｎ；ｑ：ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　ｉｏｎ．Ｑ／ｑ：ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｒａｔｉｏｓ　ｏｆ　Ｑ　ａｎｄ　ｑ．
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２　结果与讨论

２．１　提取溶剂与方法的选择

　　考察了甲醇与乙腈对鱼肉中苯胺的提取效率，

结果表明，乙腈和甲醇对苯胺的平均提取效率分别
为９６．３％和８７．４％，两种溶剂均可满足残留分析的
要求，乙腈的提取效率高于甲醇。考虑到流动相体
系为乙腈水溶液，因此选用乙腈作为提取溶剂。试
验还比较了超声萃取与涡旋萃取对鱼肉中苯胺的萃

取效率。结果表明，超声萃取与涡旋萃取对苯胺的
萃取效率分别为９４．６％和９２．５％，两种方法对鱼肉
中苯胺的萃取效率均较高，考虑到涡旋萃取更加简
便，选择涡旋萃取。

２．２　提取时间的影响

　　比较了不同涡旋萃取时间对提取效率的影响
（见图１），结果表明，萃取时间为１、２、３、４　ｍｉｎ时，

苯胺的回收率均在９１％～９５％之间，４组结果相差
无几，说明当萃取时间在１　ｍｉｎ以上时，萃取率已达
到较高水平，增加萃取时间并不能显著改善萃取效
率，为节约分析时间，选定萃取时间为１　ｍｉｎ。

图１　萃取时间对苯胺提取效率的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ　ａｎｉｌｉｎｅ

２．３　色谱条件的选择

　　比较了２５０μＬ／ｍｉｎ和４００μＬ／ｍｉｎ两种流速
下的分离及响应情况。两种流速下，苯胺的色谱分
离效果及色谱峰形均很好，响应也十分接近。但在
较大流速下，峰形更加尖锐对称，可缩短分析时间三
分之一以上，故选择流速为４００μＬ／ｍｉｎ。流动相的
组成不仅可影响分离效果和色谱峰的形状，还影响
灵敏度。流动相中加入甲酸等物质，可大大增强质
谱检测信号，提高检测灵敏度，改善峰形。

　　在１．３节实验条件下，各类样品的色谱图见图

２。实际样品的色谱峰峰宽较大可能是由共萃取组
分的影响所致。

图２　空白鱼肉样品、鱼肉添加样品（５０　ｎｇ／ｇ）、实际鱼肉
样品（６０．８　ｎｇ／ｇ）和苯胺标准样品（１０μｇ／Ｌ）的总
离子流色谱图

Ｆｉｇ．２　ＴＩＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｂｌａｎｋ　ｆｉｓｈ，ｂｌａｎｋ　ｆｉｓｈ
ｓｐｉｋｅｄ　ｗｉｔｈ　ａｎｉｌｉｎｅ （５０　ｎｇ／ｇ），ｆｉｓｈ　ｓａｍｐｌｅ
ｆｒｏｍ　ａ　ｐｏｌｌｕｔｅｄ　ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ（６０．８　ｎｇ／ｇ）ａｎｄ　ａｎ－
ｉｌｉｎｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ（１０μｇ／Ｌ）

　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ＳＢ－Ｃ１８ｃｏｌｕｍｎ （１００　ｍｍ×４．６
ｍｍ，１．８μｍ）；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅｓ：ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．５％（ｖ／ｖ）ｆｏｒｍｉｃ
ａｃｉｄ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ（８５∶１５，ｖ／ｖ）；ｆｌｏｗ－ｒａｔｅ：４００μＬ／ｍｉｎ；ｃｏｌ－
ｕｍｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：４０℃；ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　ｖｏｌｕｍｅ：１０μＬ．

２．４　定性分析

　　采用保留时间与定性离子对来确认目标物。对
不同浓度的苯胺标准溶液进行多次测定，确定保留
时间为２．２５　ｍｉｎ。同时通过定量、定性离子对的丰
度比（Ｑ／ｑ）来进行确认。Ｑ／ｑ理论值为２１次试验
的测定结果，即对７个不同质量浓度水平（０．５、２．５、

５．０、２５、５０、２５０和５００μｇ／Ｌ）的标准样品各测定３
次的平均值。计算２１次试验离子对的丰度比及标
准差，见表１。苯胺的 Ｑ／ｑ理论值为３．８８，标准差
为０．０９，说明不管是低浓度还是高浓度，苯胺的Ｑ／

ｑ值非常稳定。在苯胺的确认中，实际样品的 Ｑ／ｑ
值与理论值偏差不应超过２０％，如Ｑ／ｑ值的偏差超
过２０％，可能存在干扰测定的情形，需采取措施进
一步排除干扰。

２．５　干扰的去除

　　试验过程中使用的某些器皿会对测定过程带来
干扰，导致空白样品中检出较高含量的苯胺（见图

３，Ｆｉｌｔｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅ－１）。分别用乙腈对前处理过程
中使用的滤膜、离心管、针头过滤器等进行提取处
理，测定提取后乙腈中的苯胺，考察空白干扰情况。
结果发现某型号的针头过滤器造成空白干扰，因此
在测定过程中需先对使用的过滤器、滤膜、离心管等
前处理使用的器材进行空白确认。

２．６　线性范围与检出限

　　为减小基质效应的影响，采用空白基质提取液
作为溶剂配制标准曲线。在优化的色谱、质谱条件
下，对０．５～５００μｇ／Ｌ的苯胺标准溶液进行３次测
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图３　不同材质滤膜用于空白溶剂测定的总离子色谱图
Ｆｉｇ．３　ＴＩＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｆｉｌｔｅｒｅｄ　ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆｉｌｔｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｂｌａｎｋ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

定，以分析物的质量浓度为 Ｘ、分析物峰面积与内
标物峰面积的比值为Ｙ，计算得到苯胺的标准曲线
方程。水中为ｙ＝０．３０１ｘ＋０．０６３（Ｒ２＝０．９９９　６），
鱼肉中为ｙ＝０．３０６ｘ＋０．０２１（Ｒ２＝０．９９９　２），表明
在０．５～５００μｇ／Ｌ范围内，苯胺在两种基质中均呈
现出良好的线性关系。采用基质加标的方法来确定
方法的检出限与定量限。在空白样品中分别添加苯
胺标准溶液，得到０．２５、０．５０、１．００和５．００μｇ／Ｌ的
水添加样品及０．２５、０．５０、１．００和５．００μｇ／ｋｇ的鱼
肉添加样品，按照１．２节方法处理后，以Ｓ／Ｎ≥３
时的最低含量为检出限，Ｓ／Ｎ≥１０时的最低含量为
定量限。测得空白水和鱼肉中苯胺的检出限分别为

０．５０μｇ／Ｌ和１．００μｇ／ｋｇ，定量限分别为１．００μｇ／Ｌ
和２．００μｇ／ｋｇ。

２．７　准确度与精密度

　　采用空白基质加标的方法评价准确度与精密
度。以某水库水及市场采购的罗非鱼为基质，按前
处理方法取样于聚丙烯离心管中，分别添加４０、４００
ｎｇ和５、５０、１００　ｎｇ的苯胺标准品，每个浓度水平做

５个平行样品，按１．２节方法处理后上机测定，结果
见表２。可以看出，该方法的准确度与精密度可满
足痕量分析的要求。

表２　苯胺在鱼肉和水中的添加回收率及ＲＳＤ（ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ａｎｄ　ＲＳＤｓ　ｏｆ　ａｎｉｌｉｎｅ　ｓｐｉｋｅｄ

ｉｎ　ｗａｔｅｒ　ａｎｄ　ｆｉｓｈ　ｍｅａｔ（ｎ＝５）

Ｓａｍｐｌｅ
Ｓｐｉｋｅｄ／
ｎｇ

Ｆｏｕｎｄ／
ｎｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／
％

ＲＳＤ／
％

Ｗａｔｅｒ　 ４０　 ３７．４８　 ９３．７　 １．５
４００　 ３５５．６８　 ８６．７　 ３．３

Ｆｉｓｈ　 ５　 ４．８４　 ９６．８　 ４．３
５０　 ４６．３４　 ９２．６　 ９．２
１００　 ８１．７８　 ８１．８　 ８．０

２．８　实际样品分析

　　利用上述建立的方法，对某受苯胺污染水域的
水样及鱼中的苯胺含量进行了测定。１３份水样中
的９ 份检测到苯胺残留，含 量 分 别 为 １３８．１、

１　９４３．６、１１．１、１６．０、５．３、１．２、１０．４、２．６ 和 ５．６

μｇ／Ｌ，最高浓度达１　９４３．６μｇ／Ｌ；１２份鱼样中的两
份检出苯胺残留，含量分别为６０．８和４．３２μｇ／ｋｇ。

３　结论

　　本工作建立了一种快速测定水及鱼肉中苯胺残
留的高效液相色谱－串联质谱分析方法，该方法样品
提取溶剂用量少，前处理简单，仪器分析速度快，抗
干扰能力强，检出限和定量限低，方法的准确度和精
密度均符合痕量残留分析的要求，适用于水和鱼肉
中苯胺的快速定性定量分析。
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