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摘要(利用正丁醇和羟丙基7#7环糊精 ! H B̂PGâ\PG\ =̂7#7R̂R=GB:aFPN;&8?-C"提取来自 6 个农田土壤中的多环芳烃 ! \G=̂R̂R=NR

KPGUKFNRH B̂PGRKP@G;Q&?*8Q"&并应用于评价场地多年老化土壤中 ?*8Q对赤子爱胜蚯蚓!K*5)+*. W),*J."的生物有效性J结果表

明&对于多年老化场地&土壤中污染物的主要组成为 5 环以上的中#高环 ?*8Q&其中 5 环占 .5M19e&3# 9 环占 .5M16e&而蚯

蚓较易蓄积低环 ?*8Q&对高环 ?*8Q蓄积能力较差’温和溶剂提取与蚯蚓体内蓄积的 ?*8Q的相关性研究表明(温和溶剂提取

对 . 环的 ?*8Q具有较好相关性!-/ 为 1M44 T1M46"&而对其他环的 ?*8Q没有相关性!-/ f1M.3"&因此&对于多年老化污染土

壤&温和溶剂提取可能并不是一个理想的生物有效性预测方法J
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!! 多环芳烃 ! \G=̂R̂R=NRKPGUKFNRH B̂PGRKP@G;Q&
?*8Q"是一类国际上极为关注的典型有机污染物&
其中有 29 种被美国环保署列 为 优 先 控 制 的
?*8Q)2 T5*J当前&对土壤中污染物的污染水平分析
和环境风险评价都是基于污染物的总浓度进行的&
即利用 耗 竭法提取土壤中化合物 的 浓 度’ 而
*=:aK;B:P)3*认为(污染物在土壤中的老化过程会降
低其在土壤中的污染水平&故使用总浓度高估了土
壤或沉积物中的实际污染水平J为此&科研工作者考
虑采用生物有效性! @NGKXKN=K@N=NF̂"浓度来评价土壤
中化合物的污染水平&并以其为标准进行污染水平
研究和风险评价 )3 T0*J评价土壤中化合物的生物有
效性&常用的方法有(’微生物降解法 )6* ’(土壤动
物蓄积法 )21& 22* ’)植物根系蓄积法 )2/* ’/温和溶剂
提取法 )2. T23* ’6仿生提取评价法 )29 T20* ’7超临界提
取法 )26& /1* ’其中前 . 种为生物学方法&后 . 种是物
理化学方法J生物方法可以直接评估土壤中化合物
的毒性及生物有效性&最具直观性&其缺点是费时较

长&费用过高 )2.*J目前&土壤中污染物的生物有效性
部分主要是指吸附在土壤表面&以及与土壤中有机
质类物质结合不是很紧密的那部分&而物理化学方
法中的温和溶剂提取法是一种非耗竭性提取方法&
可以将吸附在土壤表面和结合不紧密的那部分有机

物提取出来&它具有操作简单#需要设备简易等优
点 )/2 T/.*J羟丙基7#7环糊精 !8?-C" 和正丁醇 ! +7
@IFK;G="是使用最多的两类温和溶剂&&:NB 等 )23*认

为 8?-C和正丁醇提取方法是评价土壤中有机物生
物有效性的理想方法之一J
目前使用温和溶剂评价土壤中 ?*8Q的生物有

效性大多研究对象是自制的新鲜污染土&这种方法
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不能完全反映实际污染土壤中的 ?*8Q的生物有效
性J本研究对多年老化污染场地土壤使用温和溶剂
进行提取&将提取量与实验室蚯蚓蓄积量进行相关
性分析&以期为老化污染场地的修复目标的设置以
及环境风险评价提供科学依据J

@A材料与方法

@F@!供试材料
土壤样品采自于江苏省南京市周边 6 个靠近工

业区的典型 ?*8Q污染农田的多年老化表层土壤!1
T/1 RU"J将采集来的土壤置于室内自然风干&磨

碎&过 / UU筛&土壤的基本理化性质见表 2&具体分
析方法见文献 )/5*J供试蚯蚓(赤子爱胜蚯蚓
!K*5)+*. W),*J."&购于南京大厂养殖场J
正丁醇#丙酮#正己烷和无水硫酸钠均为分析

纯’8?-C为优级纯&购自上海安普’?*8Q混合标样
!包括 #K\#*R:#*R̂#E=I#?H:#*;F#E=K# ?̂P#DK*#
-HP̂#D@E#DdE#DK?#CKH*#%;?#DLHN?" 购自美国
,I\:=RG公司J甲醇#乙腈#层析硅胶等均为色谱纯&
购于 ):BNK公司&其中硅胶与无水硫酸钠参照美国
"?*测试方法 .331D和 .9.1-进行处理’水为
(N==N\GP:超纯水J

表 @A土壤基本理化性质

)K@=:2!?H Q̂NRG7RH:UNRK=\PG\:PFN:QGOQGN=Q

样点 )’-<L-dLg2 砂粒<e 粉粒<e 黏粒<e )#<L-dLg2 )?<L-dLg2 )‘<L-dLg2 \8

2 //M90 /1M69 92M/3 24M40 2M52 1M34 23M.2 3M53
/ /5M51 4M43 4/M./ 26M6/ 2M.0 2M11 2.M52 3M.9
. /3M03 29M10 93M41 20M/. 2M.4 1M03 25M95 3M.3
5 29M32 0M6/ 94M6/ /.M29 1M6/ 1M90 23M/. 3M/2
3 /1M.. 6M4. 96M52 /1M03 2M29 1M03 25M19 3M/.
9 21M60 9M30 94M6/ /3M31 1M4/ 1M54 23M09 3M2.
4 /.M32 0M4/ 41M.0 /1M06 2M.9 1M00 2.M42 3M/3
0 /3M.6 24M24 95M29 20M94 2M.6 1M45 23M// 3M/
6 //M/6 23M32 95M10 /1M52 2M29 1M35 23M66 3M24

@FG!主要仪器
加速溶剂萃取仪 !*,"/11&美国戴安"’旋转蒸

发仪!&"7.111&中国上海"’高相液相色谱仪!8?+-
+-7/1*&日本岛津"配有 ?*8专用柱!/31 UUq529
UU&3 "U&美国 ,I\:=RG"J
@FH!温和溶剂提取时间的优化
将 3 L土壤加入 23 U+正丁醇!或者 2M/3 L土

壤加入 /3 U+浓度为 31 UUG=<+的 8?-C"&再加入

2M/3 UL8L-=/&在/3m下振荡 1M3# 2# /# 5# 0# 2/#
/5 和 50 H’在/ 311 P<UN;速率下离心分离 .1 UN;’舍
弃上清液&残存物中加入 /3 U+去离子水&摇晃 21
Q&再离心 .1 UN;&舍去上清液J剩余的残存物再用正
己烷<丙酮!2<2&体积比"进行总提取实验&土壤中
总 ?*8Q浓度与本实验测出的土壤中残留量之差即
为温和溶剂提取的含量&通过温和提取含量达平衡
时间可以确定最优提取时间J
@FI!蚯蚓蓄积实验
在实验室环境下将赤子爱胜蚯蚓驯化 / 周&清

理肠道 50 H 后&将 23 条成年蚯蚓和 .11 L污染土壤
加入 311 U+广口瓶中&用去离子水使土壤达到
01e的最大持水量&为了保持土壤的含水量&需要定
期加水&每个实验设 5 个重复&设计暴露期25 BJ暴

露结束后&将蚯蚓取出清理肠胃 50 H&冷冻干燥后研
磨碎J
@FJ!?*8Q提取与分析
称取蚯蚓样品或土壤样品 2 L&与 5 L硅藻土拌

匀后装入 *,"萃取池中&提取条件为(提取剂为丙
酮<正己烷!2<2&体积比"&炉温2/3m&压力 21 (?K&
预热 3 UN;&静态提取 3 UN;&循环 / 次&冲洗体积(
91e提取量J将萃取液以及前面的混合提取液用旋
转蒸发浓缩至 / U+左右&转移到 ,?"柱!2 L中性

*=/’. A2 L硅胶 A2 L无水硫酸钠"中净化&用 /3
U+正己烷<二氯甲烷!6<2&体积比"淋洗&收集滤出
液&浓缩至约 2 U+&用柔和氮气吹至近干&再用乙腈
定容至 2M1 U+&过 1M53 "U有机滤膜后用液相色谱
测定 ?*8QJ

?*8Q使用 8?+-荧光检测器检测&可以识别 23
种 ?*8Q&使用乙腈和水梯度淋洗&流速 2M3 U+<UN;&
柱温.1mJ在样品分析过程中进行方法空白#平行样
以及加标回收测定&29 种 "?*?*8Q混标测定回收率
为 41e T226e之间&相对标准偏差 f21e&所有结果
均以干重表示&平均值为算术平均值J
@FK!数据分析
所有实验数据用 (NRPGQGOF"aR:=/114 和 ,?,,

.95/
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2.M1 软件进行分析J

GA结果和讨论

GF@!土壤和蚯蚓中 ?*8Q浓度
从表 / 中可以看出&工业区附近农田表层土壤中

?*8Q的浓度为2 4.3M61 T2/ 4.4M65 "L<dL&组成以 5
T9 环的高环 ?*8Q为主&占 96M.e T61M5eJ根据
(K=NQV:cQdK)/9*采用的分类方法(土壤中总 ?*8Q浓度
l2 111 "L<dL的土壤被定义为严重污染土壤’这 6 个
采样点的农田土壤都属于严重污染J

表 GA南京 L 个被测农田土壤中 B6)1的浓度<"L-dLg2

)K@=:/!-G;R:;FPKFNG; GO?*8QN; FH:Q:=:RF:B KLPNRI=FIPK=ON:=BQ<"L-dLg2

?*8Q
采样点

2 / . 5 3 9 4 0 6
#K\ 232M.2 253M49 2.5M90 201M/1 2./M2. 2.9M2. 46M30 41M3/ 99M69
*R: 90M0/ 64M.5 63M64 06M/9 213M99 94M1. 4.M19 9.M2. 95M2.
E=I 52M/1 45M5/ 30M6. 39M30 36M56 5.M24 .4M4/ 5/M25 .6M0/
?H: .94M63 026M42 595M1/ 339M.1 425M36 549M9. 540M09 529M/1 ..3M43
*;F /6M39 01M92 ..M43 .0M09 55M/6 /4M6. 2.M3/ 6M.. /3M43
E=K 544M65 / 941M/9 2 .9/M92 2 /3.M5. 2 360M55 962M52 2 149M.5 94/M32 .30M34
?̂P /3/M60 2 596M22 069M45 695M06 2 //5M94 595M95 493M10 5.5M61 249M20
DK* 252M04 060M40 543M1/ 552M06 416M/4 /91M3. .69M0/ ///M95 09M3.
-HP 26.M60 21.1M92 931M60 305M.2 61.M11 ./5M06 332M10 /09M9. 2/0M/6
D@E 265M52 22/1M6/ 49.M55 412M/0 6./M34 /56M49 390M6/ /69M91 251M61
DdE 0.M/2 322M33 ./0M4/ .2.M43 5/5M25 290M5/ /55M4/ 2/6M59 33M59
DK? 252M01 2 215M/1 3/9M42 560M44 915M60 /14M30 .00M95 /26M66 45M45
CKH* .9M40 61M36 221M00 03M6. 66M53 5/M45 9/M/9 .9M03 /2M40
DLHN? //0M66 2 6/2M// 2 319M/9 6/2M31 2 415M26 5/0M61 033M33 .62M41 216M24
%;? 60M43 41/M00 595M5/ 5.2M/4 359M00 20.M12 .10M64 291M16 32M00
合计 / 316M35 2/ 4.4M65 4 04.M22 4 220M/1 6 01.M42 . 44/M44 3 612M21 .53/M94 24.3M61

!!从表 . 中可以看出&蚯蚓体内的 ?*8Q总浓度
从 .54M2/ T934M51 "L<dL不等J与土壤中 ?*8Q的
浓度分布相比较可以发现(蚯蚓体内蓄积的 ?*8Q
主要以中低环为主&而多年老化土壤中主要组成是
中高环 ?*8Q&这与 ?KPPNQH 等 )22*的研究结果类似&
导致这种差异性的主要原因有(对于多年老化土壤来
说&由于低环 ?*8Q较高环 ?*8Q更易被降解&而高环

?*8Q很难被降解代谢导致其在土壤中长期累积’至
于在蚯蚓体内的蓄积差异主要是由于高环 ?*8Q的
高疏水性!=LNGc为 3M6 T9M4"&一方面这些 ?*8Q更容
易与土壤中的有机质结合&另一方面难以被蚯蚓所蓄
积&从生物有效性上考虑&它们虽然在土壤中的浓度
较高&但由于土壤有机质等影响&高环 ?*8Q的生物
有效性较低环 ?*8Q的生物有效性要低得多J

表 HA蚯蚓体内 B6)1的浓度<"L-dLg2

)K@=:.!-G;R:;FPKFNG; GO?*8QN; FH::KPFHcGPU<"L-dLg2

?*8Q
采样点

2 / . 5 3 9 4 0 6
#K\ 92M3. 32M64 ..M/3 52M01 .1M33 51M5/ .1M03 /0M2. .2M01
*R: /1M02 26M21 //M45 26M34 26M69 26M29 /2M2/ 26M/1 26M2.
E=I 26M53 29M52 /4M.0 /9M19 /0M.4 23M.5 /9M96 /1M56 24M/6
?H: 43M04 06M15 61M26 0.M34 09M10 43M56 62M44 42M.6 90M62
*;F 3M/0 3M94 9M0. 9M06 9M26 3M/4 9M46 3M22 3M.4
E=K /6M95 30M93 95M9. 54M3/ 56M92 ..M16 32M10 //M1. //M11
?̂P .9M.1 01M2. 62M21 96M10 61M36 45M40 212M9/ /3M92 62M6/
DK* 0M4/ //M33 /4M9/ /2M3/ /4M3/ 20M54 /5M9/ 9M.9 4M3.
-HP ./M9/ 95M43 03M13 30M53 04M04 54M2. 04M34 51M.4 /1M.1
D@E .4M03 229M26 21.M43 22.M20 2//M64 2/0M9/ 5.M90 34M26 03M//
DdE 24M/0 .6M45 51M94 53M64 54M36 3/M04 /.M40 24M42 .2M2.
DK? 9M91 26M30 24M5. /2M02 23M0. 2/M12 /2M30 4M9/ /0M26
CKH* .M.2 3M5/ 9M52 3M.3 4M54 5M.4 9M3/ 5M13 .M62
DLHN? /3M/5 /4M50 /9M5/ 25M04 /.M10 /.M0/ 33M04 25M59 .9M.6
%;? 2/M96 23M50 2.M6/ 6M52 2/M6. 22M/1 /5M54 4M51 23M9.
合计 .6.M26 9./M23 934M51 303M15 939M91 39/M1/ 924M66 .54M2/ 505M4/

595/
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!!将土壤中 ?*8Q的浓度与蚯蚓体内 ?*8Q浓度
进行相关性分析&结果见图 2J从图 2 中可以看出&
土壤中低环的 /& . 环 ?*8Q与蚯蚓中蓄积的浓度显
著相关&而土壤中 5 环以上的 ?*8Q浓度与蚯蚓中
蓄积的浓度不存在显著相关性&主要是由不同环数
的 ?*8Q的生物有效性决定的J

图 @A蚯蚓体内 B6)1浓度与土壤中 B6)1浓度之间的相关性

ENLJ2!-GPP:=KFNG; GO?*8QRG;R:;FPKFNG;QN; :KPFHcGPU

K;B FGFK=RG;R:;FPKFNG;QN; QGN=Q

)KG等)29*通过研究表明&生物体内的脂质和土壤
中的有机质在富集有机污染物过程中发挥重要的作

用&因此本研究进一步将图 2 中蚯蚓体内和土壤中
?*8Q浓度进行脂含量归一化处理J结果见图 /&从中
可见(归一化处理后的相关性同图 2 相比较没有提
高&与 )KG等的研究结果不一样&这可能是由于土壤

图 GA脂含量归一化处理后土壤和蚯蚓体内 B6)1浓度之间的关系

ENLJ/!-GPP:=KFNG; GO?*8QRG;R:;FPKFNG;QN; QGN=

K;B :KPFHcGPUKOF:P=N\NB ;GPUK=NVKFNG;

中的 ?*8Q的生物有效性不仅仅是与有机质有关&还
与土壤的黏性比率#水含量#-"-等参数有关)/4*J
随着 ?*8Q环数的上升&在蚯蚓体内蓄积越来

越难&这可能与分子直径有关&-I \̂:PQ等 )25*计算出

不同环数的 ?*8Q的分子直径&发现 / T9 环的
?*8Q分子直径不断增大&从 1M3 ;U一直上升到
1M6 ;U&于是相应进入生物体内也越来越困难&故在
蚯蚓体内蓄积越来越困难’并且&随着 ?*8Q环数的
增加&相关性越来越差J这说明不同环数的 ?*8Q在
蚯蚓体内的蓄积量与土壤中的浓度具有差异性&如
果采用 ?*8Q的总浓度来评价其在土壤中的污染水
平&可能无法准确评价土壤的实际污染水平&从而不
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能正确评估环境风险J
GFG!温和溶剂提取时间的优化
温和溶剂对老化土壤中 ?*8Q的提取效率见图

.&从中可以看出&使用正丁醇为提取剂&达到平衡的
时间较快&/ H 的提取时间就可达到最大提取率&故
本研究采用 / H 作为正丁醇的提取时间&这与 +NQF:

和 [GU:V7"̂=:Q等 )2.&/0*采用的正丁醇提取的方法稍

有不同&因为他们采取的方法是使用 $GPF:a漩涡提
取&提取较为激烈&相应提取时间要短&一般提取时
间为 2/1 Q’而本研究采取的是普通水浴振荡提取&
提取强度较 $GPF:a要弱得多&故提取时间较 $GPF:a
漩涡提取要长J

图 IA蚯蚓体内 B6)1浓度与正丁醇提取土壤中 B6)1浓度的相关系

ENLJ5!&:=KFNG;QHN\ @:Fc::; RGPP:=KFNG; GO?*8QRG;R:;FPKFNG;QN; :KPFHcGPUK;B N; QGN=Q@ ;̂7@I;KFG=:aFPKRFNG;

使用 8?-C提取&从图 / 中可以看出&/5 H 的提
取时间&可使提取率达到稳定&故本研究考虑采用
/5 H 作为 8?-C模拟生物可利用性的提取时间&这
与文献)25& //& /0*采取的提取时间相近J
GFH!土壤中的可提取量与蚯蚓蓄积 ?*8Q量之间
的关系

分别以正丁醇和 8?-C溶液提取土壤中的
?*8Q&与蚯蚓体内的 ?*8Q浓度进行相关性分析&
结果如图 5# 3&从图 5 中可以看出&正丁醇对不同
环数 ?*8Q的提取量与蚯蚓体内 ?*8Q的蓄积能

图 HA温和溶剂取量与时间之间的关系

ENLJ.!&:=KFNG;QHN\ @:Fc::; RG;R:;FPKFNG;QGO

?*8Q@^UN=B QG=X:;F:aFPKRFNG; K;B FNU:

力差异性较大&其中正丁醇对 . 环 ?*8Q的提取量
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与蚯蚓体内 ?*8Q的蓄积量具有显著正相关!-/ i
1M46" &对 / 环 ?*8Q的相关性次之!-/ i1M.." ’对
中高环的 ?*8Q的提取性与蚯蚓体内 ?*8Q蓄积
没有相关性J实验结果与文献 )2.& /4*的研究结
果相似&主要原因是由于低环 ?*8Q易于从土壤体
系中解吸&被蚯蚓蓄积&而高环 ?*8Q由于其与土
壤中有机质#黏粒等组分紧密结合&导致生物有效
性差J正丁醇属于一种提取效率较强的温和溶剂&
它可以将土壤中 01e左右的 ?*8Q提取出来&对
?*8Q的环数没有选择性J因此&对于场地中的低
环 ?*8Q来说&正丁醇可能是一种较合适的提取
剂&可以通过可提取性来评价土壤中 ?*8Q的生物
有效性&而对于土壤中的高环 ?*8Q来说&正丁醇
提取评价法可能高估了土壤中 ?*8Q的生物有
效性J
从图 3 中可见&8?-C提取法的效果与正丁醇

类似&其中 8?-C对 . 环 ?*8Q的提取量与蚯蚓体
内 ?*8Q的蓄积量显著正相关 !-/ i1M44"&对 / 环
?*8Q的相关性次之 !-/ i1M.3 "’对 5 环以上的
?*8Q的提取性与蚯蚓体内 ?*8Q蓄积性相关性较

差J这与 -I \̂:PQ等 )25*的研究结果不相符&他认为
8?-C溶液能够很好地模拟土壤中不同环数 ?*8Q
的生物有效性J
分析产生不同研究结果的可能原因有以下 /

类(’土壤类型的差异(土壤中的有机质&以及土
壤黏粒含量都可能影响其生物有效性&而不同地
点的土壤性质千差万别J-I \̂:PQ等 )25*使用的土壤

是荷兰阿姆斯特丹市某海港的砂土&本研究采用
的是南京某工业区的粉土&相比较砂性土来说&粉
土与土壤中的有机类物质结合更为紧密&从而降
低生物有效性’(评价方法的不同( -I \̂:PQ等 )25*

将 8?-C提取的量与土壤中微生物的可降解量进
行相关性分析&而本研究采用 8?-C评价蚯蚓对
?*8Q的蓄积性生物有效性&对于高环 ?*8Q&可能
会被作为底物直接矿化或者共代谢降解&而高环
?*8Q由于分子结构过于复杂&相对分子质量过
大&难以透过细胞膜进入蚯蚓体内&一种是基于细
菌可降解性的生物有效性&另一种是建立在蚯蚓
可蓄积的生物有效性&两者的评价方法的差别也
可能导致研究结果的不同J

图 JA蚯蚓体内 B6)1浓度与 )B:.提取土壤中 B6)1浓度的相关系

ENLJ3!-GPP:=KFNG; GO?*8QRG;R:;FPKFNG;QN; :KPFHcGPUK;B N; QGN=Q@^8?-C:aFPKRFNG;
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HA结论

!2"对于多年老化的场地污染土壤&低环 ?*8Q
的浓度较低&高环的 ?*8Q浓度较高’而蚯蚓较易蓄
积低环 ?*8Q&对高环 ?*8Q蓄积能力较差J

!/"正丁醇和 8?-C能够较好地预测老化场地
的低环 ?*8Q有效性&而对高环的 ?*8Q的生物有效
性的预测&与蚯蚓的蓄积量的相关性较差J

!."综合以上研究结果&本研究可以初步认为&
对于多年老化污染土壤中的 ?*8Q&温和溶剂提取可
能并不一定是一个理想的预测方法&对于现在流行
的很多温和溶剂的生物有效性预测方法&需要更进
一步的研究&而不是仅仅直接将国外的研究结果拿
来使用J
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