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HPLC-HG-AFS联用技术检测蜂花粉中砷形态
王素芬1，陈  芳2，王  鹏2，吴黎明2,*  

(1.福建农林大学蜂学学院，福建 福州  350002；2.中国农业科学院蜜蜂研究所，北京  100093)

摘  要：建立高效液相色谱-氢化物发生-原子荧光光谱(HPLC-HG-AFS)联用技术分析蜂花粉中亚砷酸(AsⅢ)、砷酸

(AsⅤ)、一甲基砷酸(MMA)和二甲基砷酸(DMA)的方法。以0.20mol/L硫酸溶液为提取溶剂，经超声、离心提取，

用0.22μm滤膜过滤后，经高效液相色谱-氢化物发生-原子荧光仪分离测定。结果表明：AsⅢ、DMA、MMA和AsⅤ

的检测限分别是1.0、2.1、1.2、3.1μg/kg，加标回收率均在79%～100%之间，精密度实验结果(n=4)显示，4种砷形

态的相对标准偏差分别为4.5%、2.3%、11.0%、7.7%。该方法快速准确、灵敏度高，是一种较好的定性和定量分析

蜂花粉中不同形态砷的方法。
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Determination of Four Arsenic Species in Bee Pollen by High Performance Liquid Chromatography-Hydride 

Generation-Atomic Fluorescence Spectrometry
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Abstract：This paper describes a high performance liquid chromatography- hydride generation-atomic fluorescence 

spectrometry (HPLC-HG-AFS) method for the determination of arsenite (AsⅢ), monomethylarsonic acid (MMA), 

dimethylarsinic acid (DMA) and arsenate (AsⅤ) in bee pollen. Sample preparation was achieved by ultrasonic extraction 

with 0.20 mol/L sulfuric acid. The detection limits for AsⅢ, DMA, MMA and AsⅤ were 1.0, 2.1, 1.2 and 3.1 μg/kg, 

respectively, and recoveries at two spiked levels were in the range of 79%–100% with relative standard deviations (RSDs) 

of 4.5%, 2.3%, 11.0% and 7.7%, respectively. In conclusion, we have established a good, fast qualitative and quantitative 

method for analysis of arsenic compounds in bee pollen with high sensitivity and good accuracy.
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蜂花粉是一种天然的营养品，富含人体所需的多种

营养成分，如蛋白质、氨基酸、维生素、微量元素及酶

类等，在国内外已被广泛开发应用。但其食用安全性，

尤其是砷污染问题，引起了人们的极大关注。

砷污染严重危害人体健康，砷中毒后会出现如恶

心、呕吐、腹痛、四肢痛性痉挛等症状，严重者可导致

昏迷、抽搐、甚至呼吸麻痹而死亡。如果是慢性中毒，

也会导致肝肾损害与多发性周围神经炎，最终可致肺

癌、皮肤癌。砷污染现象在蜂产品中也时有报道，如

2009年，周晓萍等[1]对绍兴市蜂蜜中的铅、镉、汞、砷含

量进行了检测，结果发现，铅、镉、汞、砷在蜂蜜中均有

检出，总砷的检出率为66.0%，检出最大值达0.051mg/kg。海

产品是人们的日常食品，但海洋生物体内砷元素的含量

非常高，如一种海绵体内砷含量甚至高达6000mg/kg[2]
。

如果按照饮用水中砷含量的标准，这些海产品超标上千

倍，然而人类食用海产品已有数千年，却未发现对身体

健康有明显危害，其原因是虽然海产品中砷含量很高，

但所含的大都是无毒的有机砷。

砷的毒性大小不仅与其总量有关，更重要的是与

其存在的化学形态密切相关[3]。在自然界中，砷的主要

形态有砷酸盐(AsⅤ)、亚砷酸盐(AsⅢ)、一甲基砷化合

物(MMA)、二甲基砷化合物(DMA)、三甲基砷的氧化
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物(TMAO)、砷甜菜碱(AsB)、砷胆碱(AsC)和砷糖(AsS) 

等，其中AsⅤ、AsⅢ为无机砷，其他均为有机砷，无机

砷的毒性很高，已有研究证明无机砷为致癌物质
[4]
，而有

机砷中只有MMA和DMA有较小的毒性，其他有机形态

大多无毒。由于砷的各种形态随着所处环境的不同始终

处于动态互变之中[5]，所以测定总砷含量无法准确反映砷

的暴露水平及砷对环境和生态的影响。因此，对砷的存

在形态进行分析测定十分必要。

目前，砷元素的形态研究大多集中在土壤[6-7]、水[8-9]、

海产品[10-13]、中药[14-17]和极少数其他食品[18-21]中，且砷化

合物的提取溶剂多采用甲醇-水混合液或酸溶液。如张

磊等[12]用90%甲醇为提取溶液，超声振荡提取鱼、虾、

贝样品中砷形态，0.2mg/kg添加水平的加标回收率超过

85%；Zhang Weihua等[22]用甲醇-水(1:1，V/V)混合液提取

砷形态，回收率在85%～100%之间。

国内外学者对蜂花粉中的微量元素进行了大量的研

究，而学界对于蜂花粉中重金属元素的形态研究鲜有报

道。曾志将等[23-24]研究了蜂花粉中重金属与蛋白质、脂类

及可溶性糖类的结合态，但未对其存在的具体价态及其各

种价态的形态分布进行深入研究。本研究运用液相色谱分

离与原子荧光检测技术的联用技术，建立蜂花粉中砷元

素形态的检测方法，旨在为确定蜂花粉中砷元素的存在形

态，评估其对人体的危害程度建立适合的分析方法。 

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

亚砷酸(AsⅢ)、砷酸(AsⅤ)、一甲基砷酸(MMA)和二

甲基砷酸(DMA)标准品由国家标准物质中心提供，标准

储备液用超纯水稀释，4℃避光保存。

硫脲、盐酸、硫酸、柠檬酸、磷酸、硝酸、高氯

酸、硼氢化钾、氢氧化钾均为优级纯；实验用水均为超

纯水。

1.2 仪器与设备

AFS-9130双道原子荧光光度计、SAP-10形态分析预

处理装置 北京吉天仪器有限公司；PRP-X100色谱柱   

瑞士Hamilton公司；KQ218超声波清洗机 昆山市超声

仪器有限公司；2K15离心机 美国Sigma公司。

1.3 方法

1.3.1 实验条件

仪器条件：负高压285V；总电流100mA；辅电流

45mA；载气流量400mL/min；屏蔽气流量600mL/min；

蠕动泵速80r/min。

色 谱 条 件 ： H a m i l t o n  P R P - X 1 0 0 色 谱 柱

(250mm×4.1mm，10μm)；流动相15mmol/L (NH4)2HPO4

溶液；进样体积100μL；流速1.0mL/min。

1.3.2 样品中总砷含量的测定

实验所用消煮管、容量瓶等用50% HNO3溶液浸泡过

夜后，用去离子水洗净，烘干备用。称取蜂花粉0.4g于

消煮管中，加入8mL 浓HNO3和1.5mL HClO4溶液浸泡过

夜，然后消煮至澄清，冷却至室温，转移消煮液至25mL

容量瓶中，加入25mL硫脲和0.75mL HCl溶液，用超纯水

稀释定容，静置一段时间后测定。

1.3.3 样品中砷的形态分析

参考文献[10,16,20,25-26]提取砷形态的方法，并适

当改进。将实验所用离心管、容量瓶等用50% HNO3溶液

浸泡过夜，去离子水洗净，室温干燥，备用。称取花粉样

品2.0g于离心管中，加入0.20mol/L H2SO4溶液10mL，超声

30min，8000r/min离心5min，转移上清液；再加入0.20mol/L 

H2SO4溶液10mL，超声30min，8000r/min离心5min，转移上

清液，按同样操作补加0.20mol/L H2SO4 10mL，超声15min，

10000r/min离心5min，合并3次上清液，用超纯水稀释定容

至25mL，0.22μm水系滤膜过滤，待测。

2 结果与分析

2.1 提取溶剂的选择

选用水、0.20mol/L硫酸溶液、6mol/L盐酸溶液[10,20]、

0.25mol/L柠檬酸溶液[23]、1mol/L磷酸溶液[24]、1%磷酸

溶液[16]做提取溶剂，分别提取蜂花粉中砷元素形态。结

果发现，0.20mol/L硫酸溶液提取分离效果较好，加标

量为25μg/kg时，4种形态砷的回收率均在79%～100%之

间，但是AsⅤ出现保留时间漂移现象，其他3种砷形态

的保留时间变化不大。标样和蜂花粉加标回收原子荧光

检测图谱中，AsⅢ、DMA、MMA和AsⅤ的保留时间分

别为2.59、3.71、5.00、10.75min和2.63、3.41、4.84、

8.93min，蜂花粉样品加标回收图谱中，AsⅤ的保留时间

较标样缩短了1.82min。水和6mol/L盐酸溶液处理蜂花粉

的提取液中，砷的各种形态均未检测到；0.25mol/L柠檬

酸溶液提取蜂花粉中砷元素形态，AsⅢ加标回收率仅为

42.4%，DMA和MMA不能完全分离，AsⅤ保留时间为

6.66min，漂移程度较大；1mol/L磷酸溶液提取蜂花粉中

砷元素形态，AsⅤ的峰形展宽和拖尾严重，其他3种砷

形态峰形较好；1%磷酸溶液提取蜂花粉中砷元素形态，

AsⅢ的加标回收率仅达14.7%，其他3种砷形态回收率均

在60%～80%之间且峰形较好。综上可知，0.20mol/L硫

酸对蜂花粉中4种砷形态的提取分离效果均较好，但AsⅤ

出现保留时间漂移现象。

2.2 提取溶剂浓度对提取分离效果的影响

采用浓度分别为0.15、0.20、0.25、0.30、0.35mol/L

的硫酸溶液提取蜂花粉中的4种砷形态，比较其提取分离

效果。
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图 1 提取溶剂浓度对提取蜂花粉中砷元素形态分离效果的影响

Fig.1 Spiked recoveries for four arsenic species extracted by different 

concentrations of sulfuric acid

从图 1可以看出，使用 0 . 2 0 m o l / L硫酸溶液提

取蜂花粉中 4 种砷元素形态时，加标回收率均在

79%～100%之间，提取效果最好；其他4种浓度的硫

酸溶液作提取溶剂，AsⅢ的加标回收率均低于60%；

另外，提取溶剂浓度的变化使得AsⅤ的保留时间出

现不同程度的漂移，AsⅢ、MMA和DMA的保留时

间变化不大。随着硫酸溶液浓度增大，蜂花粉样品

中AsⅤ的保留时间分别为9.75、8.93、8.01、7.59、

7.38min，AsⅤ的保留时间随着硫酸溶液浓度的增大逐

渐缩短。综合考虑提取效果和分离效果，0.20mol/L硫

酸溶液做提取溶剂，4种砷形态的加标回收率较高，且

AsⅤ保留时间漂移程度较小。因此，选用0.20mol/L硫

酸作为提取溶剂。此外，AsⅤ保留时间随着硫酸溶液

浓度的变化呈现规律性变化，提取溶剂浓度的变化影

响AsⅤ保留时间的漂移。

2.3 AsⅤ砷保留时间漂移的校正
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图 2 AsⅤ样品和样品基体匹配图谱

Fig.2 Chromatograms of sample matrix matching to minimize the 

retention time drifting of AsⅤ

蜂花粉成分复杂，微量元素多达20多种，且蛋白

质、氨基酸、糖类等的含量极高，基体效应较严重[27-29]。

李芳等[6]认为基体的抑制作用主要是由于高浓度基体的存

在影响分析信号，于是采用标准液和样品溶液进行基体

匹配，以消除样品基体的干扰。本实验参照该方法，将

标准液和样品溶液进行基体匹配，减轻样品基体干扰，

以确定样品基体对AsⅤ保留时间漂移的影响。称取花

粉样品后，加入标准物质，使其充分被吸收后按照形态

分析步骤处理，取同样花粉样品按照相同操作步骤处理

后，用提取液稀释标样，经高效液相色谱-氢化物发生-原

子荧光光谱联用技术检测后，比较两种样品的提取分离

效果。

由图2可知，标准溶液和样品溶液中AsⅤ的保留时

间分别为10.15min和9.77min，漂移0.38min，漂移程度减

小。由此可知，样品基体和提取溶剂对AsⅤ的保留时间

漂移有一定影响。
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图 3 样品和样品基体匹配标样调节pH值后的图谱

Fig.3 Chromatograms of sample solution after pH adjustment

色谱柱均有适用的pH值范围，偏低的pH值可能影

响色谱柱的分离效果。吕超等[13]以10%盐酸溶液、10%

硝酸溶液、10%磷酸溶液为提取剂，研究发现，实际样

品提取液pH值与标准溶液的pH值的差异会导致实际样

品提取液中砷形态的保留时间产生一定的偏移；而选用

水-乙酸体系为提取剂，提取液pH值与标准溶液接近，

避免了各种砷化合物保留时间的偏移。本实验将样品

提取液的pH值调至与流动相pH值相同，结果见图3，
AsⅤ仍出现保留时间漂移现象。由样品和样品基体匹

配标样经调节pH值后的图谱比较可知，AsⅤ的保留时

间分别是10.04min和9.75min，漂移0.29min。与调节pH

值之前相比，AsⅤ保留时间的漂移程度差异不大。由

此可知，蜂花粉样品提取液的pH值对AsV保留时间的

漂移基本无影响。

综上，蜂花粉的砷形态分析研究中，样品基体效应

和提取溶剂的浓度影响AsⅤ保留时间的漂移，而样品提

取液pH值对AsⅤ保留时间的漂移基本无影响。徐陆正

等[16]分析中成药中可溶性砷形态时发现，随着流动相缓

冲盐浓度的增高，AsⅤ的保留时间逐渐提前，并认为随

着样品提取液中提取溶剂或样品基体的浓度增大，易导

致基体效应，并可能影响信号的漂移，这与本实验的结

果是一致的。

2.4 标准曲线、检出限和相对标准偏差

用空白样品提取液配制标样，其质量浓度分布为：

0、25、50、75、100μg/L。在1.3.1节仪器条件和色谱条

件下绘制标准曲线，利用外标法测定样品中4种砷形态的

含量。检出限以3倍信噪比算出，噪声是由空白样品提取

液30min进样检测得到，精密度实验(n=4)得到方法的相

对标准偏差。
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表 1 回归方程、相关系数、检测限及相对标准偏差(n=4)

Table 1 Regression equations, correlation coefficients, detection limits 

and RSDs (n=4)

组分名 线性范围/(μg/L) 工作曲线方程 r 检测限/(μg/kg) RSD/%

AsⅢ 0～100.0 I = 531.9C＋331.2 0.9969 1.0 4.5

DMA 0～100.0 I = 256.6C – 1545.3 0.9880 2.1 2.3

MMA 0～100.0 I = 371.9C – 1095.5 0.9956 1.2 11.0

AsⅤ 0～100.0 I = 253.2C – 22.1 0.9935 3.1 7.7

由表1可知，在0～100.0μg/L范围内，4种砷形态的r
都在0.98以上，相对标准偏差均在15%以下。

2.5 方法的加标回收率

表 2 空白样品中4种砷化合物的加标回收率和标准偏差(n=4)

Table 2 Spiked recoveries for four arsenic species in blank 

bee pollen samples (n=4)

%

添加量/(μg/kg) AsⅢ DMA MMA AsⅤ

25 79.14 85.70 93.03 84.72

75 57.34 81.74 89.86 97.22

标准偏差 10.9 1.98 1.58 6.25

选用4种砷形态均低于检出限的蜂花粉样品(经多次

重复实验测定，该蜂花粉样品中4种砷形态均未检出)，

分别添加25、75μg/kg两个水平的4种砷化合物形态的混

合标准液，按照砷形态分析方法分别测其回收率。由表

2可知，标准溶液添加量为25μg/kg时，4种砷化合物形态

的平均回收率均在79%～100%之间；而添加量为75μg/kg

时，AsⅢ平均回收率低于60%，其他3种砷化合物的平均

回收率均在80%～100%之间。两种添加量的平均回收率

结果都表明，4种砷化合物形态中，AsⅢ回收率最低。

AsⅢ回收率的标准偏差高达10.9%，回收率较差；而其他

3种砷形态回收率的标准偏差较小，均小于6.5%，回收率

均较稳定。另外，由2.1节中可知，水和盐酸溶液处理蜂

花粉的提取液中，都未检出4种砷化合物形态；柠檬酸和

磷酸提取液中，AsⅢ的回收率在4种砷化合物形态中均最

低，均低于45%。取AsⅢ标样按照相同的方法处理后，

其回收率为97.41%，可知AsⅢ在处理操作过程中有少量

损失外未发生形态转化，由此说明AsⅢ与样品基质成分

结合较稳定，提取较困难；该形态分析方法中，DMA、

MMA和AsⅤ的回收率较高且较稳定。

2.6 样品分析

从表3可以看出，大多数蜂花粉中总砷含量低，且未

检出AsⅢ、MMA、DMA和AsⅤ；但有的蜂花粉中的砷

元素以AsⅢ和AsⅤ形式存在，且AsⅢ与AsⅤ含量达总砷

含量的80.9%，但AsⅢ仅占11.2%；有的蜂花粉中砷主要

以MMA形态存在，占其总砷含量的88.3%。由此可知，

不同蜂花粉中砷的存在形态不一定相同。含有机形态砷

的花粉，经食用后对人体没有毒性作用；虽然有些花粉

中的砷以毒性较大的无机砷形态存在，但蜂花粉基质复

杂，无机砷形态与蜂花粉中蛋白质、糖类、脂类或者其

他大分子相结合，在人体胃液和肠液中的稳定性及代谢

过程还有待研究。分析的样品中大部分的总砷含量远低

于国家标准(300μg/kg)，对人体无害。

表 3 蜂花粉样品中砷形态含量分析

Table 3 Determination of arsenic species in bee pollen samples

μg/kg

编号 AsⅢ含量 DMA含量 MMA含量 AsⅤ含量 4种砷形态含量之和 总砷含量

Po-1 ND  ND  ND  ND 0 113.0

Po-2 24.2  ND  ND  150.5 174.7 216.0

Po-3 ND  ND  ND  ND 0 20.0

Po-4 ND  ND  ND  ND 0 44.3

Po-5 ND  ND  138.2  ND 138.2 156.5

Po-6 ND  ND  ND  ND 0 39.5

Po-7 ND  ND  ND  ND 0 45.5

Po-8 ND  ND  ND  ND 0 56.5

Po-9 ND  ND  ND  ND 0 46.3

注：ND. 未检出。

3 结 论

本研究建立了一种高效液相色谱-氢化物发生-原子

荧光光谱联用技术分析蜂花粉中AsⅢ、AsⅤ、MMA和

DMA的方法。该方法能有效地分析测定蜂花粉中4种砷

形态，4种砷形态的加标回收率较高，均在79%～100%

之间，且分离效果好；通过样品基体匹配在一定程度上

解决了AsⅤ保留时间漂移的现象。另外，以水、盐酸溶

液、柠檬酸溶液、磷酸溶液和硫酸溶液作为提取溶剂，

比较4种砷化合物形态的回收率发现，AsⅢ的回收率最

低，而且提取过程中未发生形态转化，说明AsⅢ与样品

基质结合较稳定。

实际样品分析结果表明：不同蜂花粉中砷的存在形

态不同，有些蜂花粉中的砷以有机形态存在，而有些蜂

花粉中的砷主要以毒性较大的无机形态存在，但其总含

量远低于国家标准。
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