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摘 要：农田中的多环芳烃检测和治理关系到农田土壤环境的质量和居民的粮食安全。以芘为农田多环芳烃代表性污

染物，建立超声萃取-高效液相色谱的农田土壤芘含量的检测方法，研究表明农田土壤中芘测定的最佳提取方法为 2.00
g土壤样品，以二氯甲烷-正己烷（1∶1，V∶V）混合溶剂作为萃取剂，取 10 mL萃取溶剂超声法萃取（50 kHz，40 min）两次，

40 ℃氮吹浓缩。结果表明芘标准曲线线性关系良好，相关系数为 0.999 7，检出限为 0.54 µg/kg，加标土壤检测，在芘浓度

为 0.1~50 mg/kg，平均加标回收率为 72.55%~89.66%，相对标准偏差为 1.68%~4.27%。该方法具有操作简单、耗时少、消耗

溶剂量少等优点，对于提高芘污染土壤样品的检测效率、开展农田芘污染修复和治理研究具有实际意义。
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Determination of Pyrene in Polluted Soil by Combination of Ultrasonic Extrac⁃
tion and High Performance Liquid Chromatography
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Abstract：The detection and treatment of polycyclic aromatic hydrocarbons in farmland are related to the environ‐
mental quality of farmland soil and the food security of residents. A method is described for determination of pyrene,
a representative pollutant of polycyclic aromatic hydrocarbons in farmland, by high performance liquid chromatogra‐
phy with ultrasonic extraction. The results showed that the optimal extraction method for the determination of pyrene
in farmland soil was 2.00 g soil sample, with dichloromethane-n-hexane (1∶1, V∶V) mixed solvent as the extractant,
and 10 mL of extraction solvent was extracted (50 kHz, 40 min) sonically twice and concentrated by nitrogen blow‐
ing at 40 °C. The results showed that the linear relationship of the pyrene standard curve was good, the correla‐
tion coefficient was 0.9997, and the detection limit was 0.54 µg/kg. In the range of pyrene concentration of 0.1-
50 mg/kg, the average recovery rate of spiked soil was 72.55%-89.66%, and the relative standard deviation was
1.68%-4.27%. This method has the advantages of simple operation, less time-consuming and less solvent consump‐
tion, and has practical significance for improving the detection efficiency of pyrene contaminated soil samples and
carrying out research on the remediation and treatment of pyrene pollution in farmland.
Key word：Ultrasonic extraction; Nitrogen blowing concentration; Agriculture land; Pyrene

多环芳烃（Polycyclic Aromatic Hydrocarbons，
PAHs）是有机材料不完全燃烧过程中产生的有机

污染物，许多 PAHs具有致癌或者共致癌性 [1]。由

于其疏水性、耐热性等特性，PAHs在环境中难以

完全自然降解，其经过迁移与转化，最终汇集进
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入沉积物和土壤中 [2-3]。农田土壤中富集残留的

过量 PAHs，不仅影响土壤质量、降低农作物产量

和品质，更严重的是 PAHs可以通过食物链富集

或直接接触进入人体内，诱发癌症等多种严重疾

病 [4-5]。高分子量的 PAHs对人类及动植物、微生

物毒性更强且更难以被降解 [6]。芘具有 4个苯环

结构的 PAHs，是典型的高分子量 PAHs，且与

PAHs总量有良好的相关性 [7-8]，被列为 16种 PAHs
“优先控制污染物”之一 [9]，是土壤学、生物学和医

学 PAHs环境暴露和监测科学研究中的代表性物

质。芘等多环芳烃类污染物的生物毒性与其在环
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境中的剂量有明确的相关性 [9]，因此土壤，尤其是

农田土壤中，芘高效快速检测方法的研究是土壤

中芘等多环芳烃类物质生物毒性、环境毒理和降

解转化等科学研究的重要基础，也是保护农用地

土壤环境，保障农产品质量安全、农作物正常生

长和土壤生态环境的重要前提。

农田土壤芘等 PAHs的科研工作对其检测方

法提出了快速高效和高精密度、高准确度的要

求。目前，土壤中芘等多环芳烃分析测定以高效

液相色谱（HJ 784-2016）和气相色谱（HJ 805-
2016）为主 [10-12]，土壤芘含量测定的主要步骤包括

提取、浓缩、净化再浓缩和检测 4个步骤，主要存

在测定用时较长、消耗有机试剂量大、需要特制

或指定仪器设备等问题，不适用于科研工作中大

批量土壤样品的分析检测。针对农田土壤特点，

研究在提取条件和浓缩方法上进行了比较和优

化，提高测定效率的同时，保障高精密度和高准

确度的测定结果，对农田环境监测和污染治理的

研究工作都有重要意义。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

高效液相色谱仪（日本岛津，Prominence LC-
20A），恒温水浴锅（金坛中大，KW-1000DC），干式

氮吹仪（上海梓桂，ZGDCY-12），数控超声仪（昆

山舒美，KQ2200DE），电子分析天平（德国赛多利

斯，BSA124S，Max=120 g，d=0.1 mg）。
甲醇（色谱纯）、正己烷（色谱纯）、二氯甲烷

（色谱纯）、芘标准溶液（2 000 µg/mL，P141124）
与芘（纯度 98%）均购于阿拉丁试剂（上海）有限

公司。

1.2 试样的制备

1.2.1 芘污染土壤的制备

芘溶液：称取 100.0 mg芘溶解于 50 mL甲醇

中，配制成浓度为 2.0 mg/mL芘溶液。

供试土壤样品按照土壤环境检测技术规范

（HJ 166-2004）[13]的相关要求采集和保存，样品保

存于洁净的磨口棕色玻璃瓶中，加入相应体积的

芘溶液配制成芘含量为 1.0 mg/mL的污染土壤。

1.2.2 芘的提取

取污染土壤样品 2.00 g，以二氯甲烷-正己烷

（1∶1，V∶V）混合溶剂作为萃取剂，取 10 mL萃取溶

剂超声法萃取（50 kHz，40 min）两次，7 000 r/min离
心 7 min后合并上清液，氮吹法浓缩（气流 3 L/min，
40 ℃）后定容至 1 mL，0.22 µm无菌滤膜过滤后，

样品进行HPLC检测。

1.3 高效液相色谱检测条件

高效液相色谱色谱柱为 C18反相色谱柱（4.6
mm×250 mm，3.5 mm），流动相为甲醇∶水（90∶10，
V∶V），流速 1.0 mL/min，柱温 40 ℃，进样量 20 µL。
紫外检测器检测波长为 254 nm。
1.4 统计分析

试验数据采用 SPSS 13.0软件进行统计分析，

每个测定结果均为 6次独立实验的平均值，在 α
为 5%的水平进行方差分析和 Turkey检验，不同

字母表示 P<0.05水平差异显著。

2 结果与讨论

2.1 校准曲线及方法检出限

用色谱级甲醇按比例稀释芘标准溶液至以下浓

度：12.5、50.0、100.0、500.0、1 000.0、2 000.0 µg/L，在
1.3条件下进行 HPLC测定，以芘的质量浓度为横

坐标与其对应的峰面积为纵坐标绘制标准曲线。

按照《环境监测分析方法标准制定技术导则》（HJ
168-2020）[14]附录 A方法特性指标确定方法中要

求计算芘的方法检出限，MDL=St(n-1,0.99）。其中：

MDL为方法检出限；S为 7个低质量浓度的石英

砂空白加标样品的标准偏差；t(n-1,0.99）指置信度为

99%、自由度为 n-1时的 t值；n为平行分析样品

数。芘线性回归方程及其相关系数见表 1，结果

表明芘标准系列在 12.5~2 000.0 µg/L浓度范围内

线性关系良好，相关系数为 0.999 7，检出限为

0.54 µg/kg，测定下限为 2.16 µg/kg。

表 1 线性回归方程、相关系数、检出限及测定下限（n=7）
化合物

芘

tR/min
10.505

线性回归方程

Y=74 233.89X-53 958.14
相关系数 r
0.999 7

检出限/µg∙kg-1
0.54

测定下限/µg∙kg-1
2.16

2.2 不同超声功率与超声时间对土壤芘萃取率

的影响

超声提取法功耗低、耗时较短，能够在较低的

温度下实现土壤有机物高效萃取，是普遍使用的

土壤 PAHs萃取方法之一 [15]。其利用超声波的空

化作用、热效应和机械效应加速目标物质的释

放、扩散和溶解，从而达到较高的萃取效率 [16]，因

此超声萃取率受超声功率、超声时间等因素影
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响 [17]。车凯等 [18]比较超声萃取、索氏提取与加压

流体萃取三种提取方式对土壤芘等 PAHs的萃取

效率，结果表明超声萃取土壤中芘的回收率高于

索氏提取与加压流体萃取，且超声萃取耗时较

短，功耗低。研究者对土壤苯并芘等 PAHs超声

萃取影响因素分析发现超声功率与超声时间有显

著影响 [19-20]。

本研究中准确称取 2.00 g污染土壤样品于玻

璃试管中，分两次加入 10 mL二氯甲烷充分摇匀

后，以不同超声功率（10、20、30、40、50、60、70
kHz，超声时间为 30 min）和不同超声时间（超声功

率为 50 kHz，超声时间为 10、20、30、40、50、60
min），7 000 r/min离心 7 min，尽量收集并合并上

清液。浓缩定容至 1 mL后，用 HPLC方法检测萃

取液中芘含量（图 1）。结果发现土壤芘的萃取率

受到超声功率和超声时间的显著影响，其随超声

功率的变化呈现先上升后下降的趋势，当超声功

率为 50 kHz时达到最大值。超声时间对土壤芘

萃取率影响亦有先上升后下降的趋势，但 30~60
min超声时间对土壤中芘的萃取率影响不显著，

多次重复试验发现超声时间为 40 min时，土壤中

芘的萃取率较高且重复性最好。
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图 1 超声功率（A）与超声时间（B）对土壤中芘萃取率的影响

2.3 不同萃取剂配比对土壤中芘萃取回收率的

影响

土壤芘的萃取效率受多种因素影响，通过调

整萃取剂类型和极性以及萃取剂与土壤的液固比

能够有效提高土壤芘的萃取效率 [21]。Zhai等 [22]研

究发现丙酮等极性较高的溶剂对芘等三种 4环类

多环芳烃的提取率显著高于低极性溶剂正己烷，

而二元萃取剂比单一溶剂对多环芳烃的萃取率更

高，并认为丙酮∶正己烷（1∶1，V∶V）对大气颗粒

物中芘的萃取能力最高，回收率超过 120%。胡德

华等 [23]比较了 6种不同配制方法的土壤污染物萃

取剂，比较分析发现随着萃取剂极性的改变，土

壤样品中多环芳烃萃取率出现先升高后下降的趋

势，其中极性萃取剂的萃取效果二氯甲烷>乙酸

乙酯；非极性萃取剂正己烷>石油醚，故确定二氯

甲烷-正己烷混合溶剂为土壤芘污染物萃取的最

适溶剂。

按不同比例配比正己烷（非极性）和二氯甲烷

（极性）为萃取剂，比较不同配比萃取剂对土壤芘

萃取率的影响。设计两种萃取剂体积比配置为：

A为二氯甲烷；B为二氯甲烷∶正己烷（2∶1）；C为
二氯甲烷∶正己烷（1∶1）；D为二氯甲烷∶正己烷

（1∶2）；E为正己烷。采用 10 mL萃取剂超声萃取

（50 kHz，40 min）两次，离心后尽量收集并合并上

清液，浓缩定容至 1 mL后，用HPLC方法检测萃取

液中芘含量（图 2A）。结果表明随着正己烷比例

升高，土壤芘的萃取率呈现先上升后下降的趋

势，其中萃取剂 C对土壤芘的萃取率最高，达到

(72.98±4.54)%，显著高于其他配比萃取剂。二氯

甲烷：正己烷（1∶1）同时也是目前研究应用较为

成熟的土壤多环芳烃类物质萃取剂 [24-25]。

根据以上结果，研究使用料液比（土壤∶萃取

剂=1∶5、1∶7.5、1∶10、1∶12.5、1∶15、1∶17.5）对土

壤芘萃取率的影响（图 2B）。结果发现，随着萃取

剂的增加，土壤芘萃取效率快速提高，并在料液比

为 1∶10（g∶mL）时萃取率趋于饱和，料液比为 1∶10~
1∶17.5，土壤芘萃取回收率为 85.60%~91.53%，综
合有机试剂消耗量及浓缩处理的时间成本等因
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素，确定最优萃取剂为二氯甲烷∶正己烷（1∶1，V∶
V），料液比为 1∶10（g∶mL）。
2.4 不同浓缩方法对萃取液中芘回收率的影响

浓缩是土壤芘回收测定的另一个重要步骤，

本研究中选择了四种浓缩方法，氮吹、50 ℃水

浴 [26]、负压风干与旋转蒸发，分别测定四种方法对

芘溶液（2.0 mg/mL）浓缩后的回收率，比较不同浓

缩方法对芘的回收率和重复性。

2.4.1 氮吹浓缩法

将含 10 mL芘溶液（2.0 mg/mL）试管置于氮吹

仪上，在室温下（气流 3 L/min）浓缩至约 1 mL。
2.4.2 水浴浓缩法

将 10 mL 芘溶液试管置于恒温水浴锅中，

50 ℃恒温水浴浓缩至约 1 mL。
2.4.3 负压风干浓缩法

将 10 mL芘溶液置于玻璃平皿中，于通风橱

内负压（风速 10 m/s）浓缩至约 1 mL。
2.4.4 旋转蒸发浓缩法

取 10 mL芘溶液置于圆底烧瓶中，用旋转蒸

发仪在 37 ℃，转速 40 r/min条件下旋蒸至约 1 mL。
以上方法得到的浓缩液分别定容至 1 mL，经 0.22
µm有机相滤膜过滤后，用 HPLC方法检测其中芘

含量（表 2）。结果表明，四种浓缩方法芘回收率

较低，均低于 81%，其中氮吹浓缩法和旋转蒸发浓

缩法对溶液中芘回收率显著高于水浴浓缩法和负

压风干浓缩法。浓缩方式导致的芘回收损失主要

来源于浓缩过程中挥发和器壁黏附作用 [27]。水浴

浓缩法主要靠加热促进溶剂挥发，研究表明水浴

浓缩法由于操作温度较高且时间超过 150 min，
导致约 53%芘因挥发或黏附等原因无法回收；负

压风干浓缩法回收率较低，分析与器壁接触面积

大导致黏附作用和负压引起的溶质挥发因素相

关。结合样品浓缩处理时同批次处理样品的数量

和时间等因素，选择对氮吹浓缩法进一步优化，

提高其对萃取液中芘的回收率。

2.5 不同温度下氮吹浓缩对芘回收率的影响

氮吹浓缩的芘回收率主要与氮吹时的温度相

关，温度升高有利于破坏芘与溶剂和器壁之间的

吸引力、提高溶剂的挥发效率；但是氮吹温度过

高易导致芘挥发损失 [28]。何明江等 [29]研究认为氮

吹温度升高会加速 PAHs的挥发损失，其中低环

PAHs尤其明显，选择 20 ℃为最佳氮吹温度。本

研究中各取 10 mL芘溶液（2.0 mg/mL）研究不同温

度（10、20、30、40、50、60、70 ℃）下氮吹法浓缩芘

的回收率（图 3），结果发现萃取液中芘回收率随

着氮吹温度升高呈先上升后下降的趋势，在 40 ℃
时回收率达到 (86.44±1.57)%并显著高于其他氮吹

温度。因此最佳氮吹浓缩温度确定为 40 ℃。
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图 2 萃取剂体积配比（A）与料液比（B）对芘回收率的影响

表 2 不同浓缩方法对芘回收率的影响

浓缩方法

氮吹法

水浴法

负压风干法

旋转蒸发法

注：不同小写字母表示不同浓缩方法的回收效率之间存在显

著性差异（P<0.05）

回收率/%
73.99±1.06b
47.04±1.65d
58.16±2.61c
80.70±1.51a

样品数量/批
12
30
8
1

时间/min·批-1

69
164
89
45
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2.6 不同加标浓度水平下优化方法对农田土壤

芘检测准确度及精密度分析

优化后土壤芘的测定步骤从萃取-浓缩-净
化再浓缩-检测优化为萃取-浓缩-检测，土壤样

品中芘的提取浓缩时间从国家标准（HJ 784-
2016）[10]16~18 h/样品缩减到 3~4 h/批次，且每批次

可处理 12~24个样品，芘提取浓缩的工作效率提

高了 12倍以上。另一方面有机萃取剂的使用量

从 100 mL减少到 20 mL，节省了 80%。
根据优化试验结果，对 2.00 g加标土壤样品

进行检测，以二氯甲烷-正己烷（1∶1，V∶V）混合

溶剂作为萃取剂，采用 10 mL萃取剂分别用 50
kHz超声萃取 40 min两次，离心后收集并合并上

清液，氮吹法 40 ℃浓缩至 1 mL后，用 HPLC进行

检测。土壤加标浓度分别为 0.1、0.3、0.6、1.0、
10.0、50.0 mg/kg，每个处理浓度设 6个样品重复，

加标回收率及相对标准差分别如表 3所示。土壤

芘加标回收率为 72.55%~89.66%，相对标准偏差

为 1.68%~4.27%，满足《土壤环境检测技术规范》

（HJ 166-2004）[14]相关质量控制要求，且远小于

《土壤和沉积物多环芳烃的测定 高效液相色谱

法》（HJ 784-2016）[10]中土壤芘的相对标准偏差

13.0%，说明该方法具有良好的精密度和准确度。

3 结 论

经过优化后的农田土壤芘浓度测定方法为：

以二氯甲烷-正己烷（1∶1，V∶V）混合溶剂作为萃

取剂，最佳萃取料液比为 1∶10（g∶mL），用 50 kHz
连续超声萃取 40 min两次，离心后收集并合并上

清液后，氮吹法 40 ℃浓缩至 1 mL，采用高效液相

色谱法进行测定。农田土壤加标回收率为

72.55%~89.66%，满足国家标准（HJ 784-2016）的
检测质量要求。该方法处理操作简便，与传统土

壤多环芳烃检测方法比较，样品提取检测效率高

了 12倍以上，有机试剂消耗减少了 80%。该方法

具有良好的精密度和准确度，适合大批量样品集

中处理测定，适用于农田土壤芘的形态和迁移监

测、生物环境毒性分析及生物降解过程等科学研

究中土壤芘等多环芳烃含量的测定。
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图 3 不同温度下氮吹浓缩对芘回收率的影响

表 3 土壤中芘的加标回收率（n=6）
添加浓度/mg∙kg-1

0.1
0.3
0.6
1.0
10.0
50.0

回收率/%
72.55
75.44
77.42
84.69
87.12
89.66

RSD/%
1.94
1.68
4.27
2.16
1.85
2.31
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