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  摘要 建立高效的海洋沉积物样品前处理方法及高灵敏度的气相色谱(GC)—串联质谱(MS/MS)条件精准测定海洋沉积物

中9种咔唑(CZ)及卤代咔唑(PHCZs)。冷冻干燥后的海洋沉积物样品经加速溶剂萃取仪提取,使用凝胶渗透色谱法净化并氮吹至

近干,用丙酮复溶后采用GC—MS/MS进行检测,外标法定量。结果表明:9种目标物在0.10~10.00μg/kg或0.20~10.00μg/kg
内线性关系良好,相关系数大于0.996,该方法定量限为0.10~0.20μg/kg。在1倍、3倍、10倍定量限的加标水平下,9种CZ及

PHCZs的回收率为83.5%~115.0%,相对标准偏差为3.43%~9.77%。该方法具有操作步骤简单、自动化程度高、灵敏度高、定性

定量准确的优点,满足海洋沉积物中9种CZ及PHCZs的检测需求。
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Abstract: Thisstudyaimstoestablishanefficientsamplepre-treatmentmethodandhighlysensitivegas
chromatography(GC)-tandemmassspectrometry(MS/MS)conditionsfortheaccuratedeterminationof9kindsof
carbazole(CZ)andpolyhalogenatedcarbazoles(PHCZs)inmarinesediments.Thefreeze-driedsedimentsamples
wereextractedbyacceleratedsolventextraction,purifiedbygelpermeationchromatographyandthendriedinmild
nitrogenflow.Afterresolubilizationwithacetone,thesampleswereanalyzedbyGC-MS/MSandquantifiedby
externalstandards.TheresultsshowedthatthestandardcurvesforCZanddifferentPHCZsweregoodinthe
concentrationrangeof0.10-10.00μg/kgor0.20-10.00μg/kgwithcorrelationcoefficientwasgreaterthan0.996.The
limitsofquantificationofthemethodwere0.10-0.20μg/kg.TherecoveriesofCZandPHCZswere83.5%-115.0%
underdifferentspikinglevelsof1-foldlimitsofquantification(LOQ),2-foldLOQand10-foldLOQ.Therelative
standarddeviations(RSDs)were3.43%-9.77%.Thismethodhadtheadvantagesofsimpleoperationsteps,higher
automationandsensitivity,accuratecharacterizationandquantification,whichcouldmeetthedetectionrequirementsof
theseorganicpollutantsinmarinesediments.

Keywords: carbazoleand polyhalogenated carbazoles;marinesediments;extraction;purification;gas
chromatography-tandemmassspectrometry

  卤代咔唑(PHCZs)是咔唑(CZ)环上的氢原子

被卤素原子(Cl、Br或I)所取代后的产物[1],目前已

发现135种PHCZs同系物。在2004年生效的《关
于持久性有机污染物的斯德哥尔摩公约》中,PHCZs

列为持久性有机污染物[2-3]。此外,PHCZs被欧盟

定义为类二噁英有毒物质,具有潜在持久性和生物

积累性,能长时间存在于环境中很难被分解,还可通

过生物富集和放大,危害人们身体健康[4-8]。
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  PHCZs可能广泛存在于海洋环境中,包括海

水、沉积物和海洋生物体[9-13]。PHCZs作为一类新

型污染物,其环境污染检测、毒理试验等尚处于起步

阶段,而且尚未建立系统的检测技术标准,继而影响

相关的环境监测和污染物迁移富集的研究。因此,
有必要建立海洋沉积物中PHCZs的痕量分析方法。

  当前,针对海洋环境中PHCZs的提取方法主要

有液固萃取法、索氏提取法、超声提取法、加速溶剂

萃取法等[14-18];检测方法主要有气相色谱(GC)法、
串联质谱(MS/MS)法、高分辨率气相色谱(HRGC)
法、高效液相色谱(HPLC)法等[19-21],不同萃取、检
测方法各有优劣。鉴于此,本研究通过多种方法比

选,构建了加速溶剂萃取技术萃取、凝胶渗透色谱技

术净化结合GC—MS/MS分析的海洋沉积物CZ及

PHCZs的检测方法,该方法自动化程度高、选择性

强、灵 敏 度 高,能 满 足 海 洋 沉 积 物 中 CZ及 多 种

PHCZs的检测需求,将有助于海洋环境新兴有机污

染物的赋存情况、污染迁移调查,以及海洋食品质量

安全和污染来源研究,具有重要的科学和现实意义。

1 实验部分

1.1 仪器、试剂与材料

  仪器:7890B型GC—串联7000D型三重四极杆

MS(安捷伦,美国);DionexASE350加速溶剂萃取

仪(赛默飞,美国);FreestyleSPEEVA凝胶渗透色

谱仪(LCTech,德国);N-2110氮吹浓缩仪(EYE-
LA,日本);BSA224S-CW 电子天平(赛多利斯,德
国);Milli-Q超纯水仪(Milli-pore,美国)。

  试剂:丙酮、二氯甲烷、乙酸乙酯和环己烷均为

色谱纯(Merck,德国);CZ、3-氯咔唑(3-CCZ)、3-溴
咔唑(3-BCZ)、3,6-二氯咔唑(3,6-CCZ)、1,3,6,8-四
氯咔唑(CCZ-1368)、1-溴-3,6-二氯咔唑(1-B-3,6-
CCZ)、3,6-二溴咔唑(3,6-BCZ)、2,7-二溴咔唑(2,7-
BCZ)及1,3,6,8-四溴咔唑(BCZ-1368)均为最高纯

度标准品(纯度≥98%);铜粉(纯度≥99.99%);实
验用水均为超纯水。

  沉积物:本实验所用海洋沉积物样品均为采自

舟山群岛近岸海域的表层沉积物。称取5g未受污

染的沉积物样品,加入适量CZ及PHCZs的混合标

准溶液(加标水平为1μg/kg),得到污染沉积物样品。

1.2 标准溶液的配置

  混合标准储备液:取1.0mLCZ及PHCZs的混

合标 准 溶 液 (9 种 目 标 物 质 量 浓 度 均 为 1000
mg/mL)于100mL容量瓶中,加入丙酮并定容至刻

度线,配制成质量浓度为10mg/mL的混合标准储

备液,并于-20℃下避光保存。

  混合标准中间液:取上述混合标准储备液1.0
mL于10mL容量瓶中,加入丙酮并定容至刻度线,
配制成质量浓度为1mg/mL的混合标准中间液,

-20℃避光保存。

  系列混合标准工作液:吸取适量混合标准中间

溶液,用丙酮稀释成质量浓度为1.0、2.5、5.0、10.0、

25.0、50.0、100.0、250.0ng/mL的系列混合标准工

作液,-20℃避光保存。

1.3 样品前处理方法

1.3.1 加速溶剂萃取方法

  将污染沉积物样品冷冻干燥并研磨过筛,准确

称取5.0g样品与5.0g硅藻土混匀置于加速溶剂萃

取仪的萃取池内,加入25mL二氯甲烷,在100℃
下萃取5min,静态萃取2次,萃取完成后将萃取液

氮吹浓缩至15mL,加入200mg铜粉混匀后静置

12h,吸取上清液得到提取液。

1.3.2 超声提取方法

  将污染沉积物样品冷冻干燥并研磨过筛,准确

称取5.0g,加入25mL二氯甲烷,超声提取10min,
取上清液,重复提取1次,萃取完成后将萃取液氮吹

浓缩至15mL,加入200mg铜粉混匀后静置12h,
吸取上清液得到提取液。

1.3.3 索氏提取方法

  将污染沉积物样品冷冻干燥并研磨过筛,准确

称取5.0g,加入50mL二氯甲烷,在70℃下索氏提

取20min,萃取完成后将萃取液氮吹浓缩至15mL,
加入200mg铜粉混匀后静置12h,吸取上清液得到

提取液。

1.3.4 提取液净化方法

  利用凝胶渗透色谱仪对提取液进行净化,收集

4~12min的流出液,于温和的氮气流中吹干,用丙

酮定容到200μL,过0.22μm有机滤膜后得到净化

液,待上机检测。

1.4 仪器条件

1.4.1 凝胶渗透色谱条件

  色谱柱:Bio-BeadsS-X3,规格为470mm×40
mm,提取粒径271~327mm(200~400目);流动

相:乙酸乙酯-环己烷混合液(体积比1∶1);流速:

5.0mL/min;运 行 时 间:35 min;收 集 时 间:4~
12min。

1.4.2 GC条件

  色谱柱:HP-5MS,规格为30m×250μm×0.25
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μm;升温程序:起始温度为50℃,保持3min,再以

10℃/min的速度升温至300℃,保持10min;载
气:氦气,流速1.1mL/min;恒压:58.39kPa;进样口

温度:280℃,进样量:1μL;进样模式:不分流进样。

1.4.3 MS条件

  电子轰击(EI)离子源,电子能量为70eV;碰撞

气体为 氮 气;数 据 采 集 模 式 为 多 反 应 监 测 模 式

(MRM);离子源温度:280℃;四极杆温度:280℃;
溶剂延迟时间:5min。

2 结果与讨论

2.1 提取方法的选择

  海 洋 沉 积 物 杂 质 较 多,而 其 蕴 含 的 CZ 及

PHCZs浓度较低,因此选择合适的提取方法是检测

方法的关键。本研究以二氯甲烷为萃取溶剂,考察

了超声提取法、索氏提取法和加速溶剂萃取法对污

染沉积物中目标物的提取效果,结果见图1。由图1
可见,索氏提取法和加速溶剂萃取法的效果均优于

超声提取法,但索氏提取法耗时长、溶剂消耗量大、
自动化程度低,综合考虑选用加速溶剂萃取法提取

污染沉积物中的CZ及PHCZs。

2.2 加速溶剂萃取条件的优化

  加速溶剂萃取法是在较高温度和压力下用有机

溶剂萃取固体或半固体的自动化前处理方法。高温

能减弱目标物和样品基质间的相互作用力,从而更

易提取;液体的溶解能力远大于气体的溶解能力,高
压能使溶剂保持液态。萃取温度、静态循环次数等

条件都是萃取效果的影响因素。

2.2.1 萃取温度的选择

  温度是加速溶剂萃取法的重要参数之一。升高

萃取温度有助于破坏目标物和基质间的作用力,从
而增加目标物转移到溶剂中的能力。以二氯甲烷为

萃取溶剂,调节萃取温度分别为80、90、100、110℃,
其他萃取条件同1.3.1节,考察污染沉积物中CZ及

PHCZs的回收率,结果见图2。实验结果表明,当萃

取温度为100、110℃时,目标物的回收率较高。综

合考虑萃取效果及经济性,设定加速溶剂萃取法的

萃取温度为100℃。

2.2.2 静态循环次数的选择

  适当增加静态循环次数能有效提升加速溶剂萃

取法的萃取效果。分别设置静态循环次数为1、2、

3、4次,其他萃取条件同1.3.1节,污染沉积物中9
种CZ及PHCZs回收率见图3。可以看出,当循环

次 数不少于2次时,CZ及PHCZs的回收率均能达

图1 提取方法对CZ及PHCZs回收率的影响
Fig.1 InfluenceofextractionmethodsontherecoveriesofCZandPHCZs

图2 萃取温度对CZ及PHCZs回收率的影响
Fig.2 InfluenceofextractiontemperatureontherecoveriesofCZandPHCZs
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图3 静态循环次数对CZ及PHCZs回收率的影响
Fig.3 InfluenceofthenumberofstaticcyclesontherecoveriesofCZandPHCZs

图4 凝胶渗透色谱收集时间对9种卤代咔唑回收率的影响
Fig.4 InfluenceofcollectiontimeofgelpermeationchromatographyontherecoveriesofCZandPHCZs

到检测需求,但增加循环次数,萃取效果提升不明

显,个别污染物回收率甚至有下降趋势,由此可见,
加速溶剂萃取法的静态循环次数宜为2次。

2.3 凝胶渗透色谱净化条件的优化

  凝胶渗透色谱技术是利用空间排阻原理,根据

化合物分子量大小不同在色谱柱上保留时间也不

同,从而达到分离净化的目的。凝胶渗透色谱的收

集时间是否准确将直接影响检测结果的可靠性。以

CZ及PHCZs的混合标准中间液进行实验,分别收

集3~11、4~12、5~13、6~14min4个时间段的流

出液,其他净化条件同1.4.1节,结果如图4所示。
由图4可知,3~11min时间段收集的流出液回收率

相对较差;在5~13、6~14min时间段收集的流出

液中CZ及PHCZs回收率相近,多数目标物回收率

低于4~12min时间段收集的流出液。因此,确定

凝胶渗透色谱法流出液的收集时间为4~12min。

2.4 GC条件的优化

  分别选用 HP-5MS(30m×250μm×0.25

μm)、HP-5MS(15m×250μm×0.25μm)和DB-
5MS(30m×250μm×0.25μm)3种色谱柱对混合

标准溶液进行色谱分离,其余升温程序和载气流速

等条件同1.4.2节,考察不同色谱柱对各目标物的

分离效果。结果发现,选用 HP-5MS(30m×250

μm×0.25μm)色谱柱时目标物分离效果最佳,且响

应高、无杂峰干扰,后续分析检测均使用 HP-5MS
(30m×250μm×0.25μm)色谱柱。

2.5 MS条件的优化

  在1.4.3节所述MS条件下,对配制的混合标准

溶液进行一级全扫描 MS分析,确定各目标物的母

离子和保留时间。对选定的母离子进行子离子扫描

得到二级 MS谱图,从中选择强度最大的碎片离子

为定量离子,强度次之的为定性离子,并进行碰撞能

量优化。9种污染物优化后的 MS参数见表1。

2.6 方法适用性验证

2.6.1 标准曲线和检出限

  在1.4节的仪器条件下,对系列混合标准工作

液进行分析检测。以目标物在MRM下的色谱峰面

积为因变量(y),以相应的目标物质量浓度为自变

量(x,ng/mL),使用外标法绘制标准曲线,计算线

性方程和相关系数。通过稀释倍数折算,以3倍信

噪比(S/N)对应的质量浓度作为方法检出限,以10
倍S/N对应的质量浓度作为方法定量限,得到沉积

物CZ及PHCZs的方法检测限。由表2可知,9种

目 标 物 线 性 范 围 在0.10~10.00μg/kg或0.20~
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表1 CZ及PHCZs的MS参数
Table1 MSparametersofCZandPHCZs

目标物
质荷比

母离子 定量离子 定性离子
保留时间/min 碰撞电压/eV

CZ 167.1 139.1 115.1 19.963 35
35

3-CCZ 201.0 166.1 140.1 22.631 25
35

3-BCZ 244.9 166.1 139.1 23.755 25
35

3,6-CCZ 234.9 200.1 164.1 25.108 25
35

CCZ-1368 304.8 270.0 232.0 25.522 25
25

1-B-3,6-CCZ 314.8 234.0 164.0 26.231 25
45

3,6-BCZ 324.9 165.1 246.0 27.074 35
25

2,7-BCZ 324.9 165.1 244.0 27.198 25
25

BCZ-1368 482.7 322.9 402.0 29.417 35
25

表2 沉积物CZ及PHCZs的线性范围、检出限和定量限
Table2 Linearityranges,linearequationsandcorrelationcoefficientsofCZandPHCZs

目标物 线性范围/(μg·kg-1) 回归方程 相关系数 检出限/(μg·kg-1) 定量限/(μg·kg-1)

CZ 0.10~10.00 y=3271.97x-117.37 0.9961 0.03 0.10

3-CCZ 0.10~10.00 y=2878.44x-282.78 0.9973 0.03 0.10

3-BCZ 0.10~10.00 y=973.46x-165.65 0.9966 0.03 0.10

3,6-CCZ 0.10~10.00 y=945.51x-221.28 0.9986 0.03 0.10

CCZ-1368 0.20~10.00 y=931.38x-189.81 0.9973 0.06 0.20

1-B-3,6-CCZ 0.20~10.00 y=322.37x-57.44 0.9978 0.06 0.20

3,6-BCZ 0.20~10.00 y=211.81x-103.42 0.9987 0.06 0.20

2,7-BCZ 0.20~10.00 y=204.62x-142.57 0.9972 0.06 0.20

BCZ-1368 0.20~10.00 y=72.73x-20.29 0.9978 0.06 0.20

10.00μg/kg,相关系数均大 于0.996,检 出 限 为

0.03~0.06μg/kg,定量限在0.10~0.20μg/kg。本

研究建立的检测方法能满足定量要求,且检出限、定
量限均低于 WU等[22]建立的方法。

2.6.2 精密度和准确度

  称取5g未受污染的海洋沉积物样品共18份,
通过单加标形式向沉积物中加入适量标准储备溶

液,使目标物加标水平分别为1倍、3倍、10倍定量

限,每种加标水平各做6份平行样,按1.3.1节进行

萃取前处理,按1.3.4节进行提取液净化,在1.4节

的仪器条件下分别进行测定,测定结果见表3。由

表3可知,样品的加标回收率为83.5%~115.0%,
相对标准偏差为3.43%~9.77%。可见,该方法稳

定、可靠、具有良好的准确度和精密度,能满足对环

境样品中CZ及PHCZs的精准定量需求。

2.7 实际样品检测

  采用本研究构建方法对舟山近岸海域5个采样

点的实际沉积物样品进行CZ及PHCZs检测。结

果显示,CZ及PHCZs在舟山近岸海域5个沉积物

样品中均有检出(见表4),其中3,6-CCZ含量普遍

较高,说明本方法适用于实际海洋沉积物中CZ及

PHCZs的检测。
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表3 污染沉积物中CZ及PHCZs的加标回收率和相对标准偏差(n=6)
Table3 RecoveriesandrelativestandarddeviationsofCZandPHCZsinpollutedsedimens

目标物 加标水平/(μg·kg-1) 回收率/% 相对标准偏差/%
0.10 89.0~110.5 9.55

CZ 0.30 89.8~103.7 6.17
1.00 95.9~106.7 4.17

0.10 89.0~109.5 9.77
3-CCZ 0.30 88.4~113.6 9.31

1.00 95.9~108.3 4.74

0.10 90.5~115.0 9.31
3-BCZ 0.30 89.3~106.7 6.31

1.00 95.9~105.0 3.43

0.10 87.5~109.5 9.20
3,6-CCZ 0.30 89.3~103.5 5.82

1.00 90.3~106.0 5.92

0.20 91.0~114.5 9.62
CCZ-1368 0.60 93.5~110.2 6.08

2.00 94.7~109.8 6.05

0.20 84.5~101.0 7.01
1-B-3,6-CCZ 0.60 83.5~102.3 7.92

2.00 89.3~102.2 5.28

0.20 86.0~106.5 8.32
3,6-BCZ 0.60 85.6~101.6 6.87

2.00 84.0~102.0 7.43

0.20 84.5~106.0 8.83
2,7-BCZ 0.60 86.1~109.6 9.68

2.00 89.7~105.5 6.19

0.20 86.0~105.5 7.20
BCZ-1368 0.60 80.9~100.2 9.01

2.00 90.0~102.7 4.64

表4 舟山近岸海域表层沉积物中CZ及PHCZs检测结果1)

Table4 MassconcentrationofCZandPHCZsininshoresurfacesedimentsofZhoushan μg/kg 
目标物 样品1 样品2 样品3 样品4 样品5

CZ 0.23 0.68 1.79 0.61 1.21

3-CCZ 0.41 0.79 1.38 0.84 1.29

3-BCZ ND ND 0.61 0.24 0.27

3,6-CCZ 17.24 28.62 80.22 36.90 37.11

CCZ-1368 ND 0.23 0.69 0.24 0.30

1-B-3,6-CCZ ND 0.65 3.16 0.96 0.86

3,6-BCZ ND ND 22.00 3.12 0.31

2,7-BCZ 1.17 1.88 19.58 2.67 3.10

BCZ-1368 0.56 0.68 0.36 0.78 0.95

  注:1)均以单位干质量沉积物中的质量浓度计,“ND”表示未检出。

3 结 论

  本研究建立了一种基于加速溶剂萃取—渗透凝

胶色谱净化对海洋沉积物样品进行前处理,应用

GC—MS/MS同时检测海洋沉积物中 CZ及主要

PHCZs的分析方法。该方法自动化程度高、灵敏度

高、定性定量分析准确,满足对海洋沉积物中多种

PHCZs的痕量检测要求。应用该方法对舟山近岸

海域5个采样点表层沉积物进行实际检测,首次报

道了舟山近岸海域沉积物中PHCZs检出情况,可
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为海洋环境检测、海洋食品质量安全和PHCZs污

染来源研究提供参考。
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