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摘 要 针对植物叶片中多环芳烃( polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs) 的萃取已有超声萃取技术、快速溶
剂萃取技术等传统萃取方法，不同萃取技术各有优劣，但已被广泛应用在大气和土壤样本的超临界流体萃取
技术鲜见被用于萃取植物叶片中的 PAHs．本文将超临界流体萃取技术应用于萃取植物叶片 PAHs，探索了适
用于超临界流体技术萃取植物叶片 PAHs的最优实验参数，并将超临界流体萃取技术与传统常用的萃取方法
进行了对比．在此基础上，利用超临界流体萃取技术测定比较了香樟、广玉兰、雪松和罗汉松等 4 种植物叶片
中 PAHs的含量．结果显示，针对植物叶片中 PAHs，超临界流体萃取技术最佳萃取温度为 180 ℃，最佳萃取压
力为 350 atm;利用超临界流体萃取技术萃取植物叶片中的 PAHs，所测得的叶片中 PAHs 总含量明显高于超
声萃取和快速溶剂萃取，总量分别提升 6．26%—20．64%及 10．00%—33．42%;不同环数 PAHs在不同树种叶片
中占比不尽相同，总体趋势为:中环＞高环＞低环，且中环 PAHs占比均超过 50%．4种树种叶片中单体 PAHs含
量表现出明显的种间差异，叶片中含量最高的单体 PAHs均为中环 PAHs的菲+蒽．超临界流体萃取技术在萃
取植物叶片中 PAHs的实验中具有操作简便、自动化程度高、有机溶剂使用量少、萃取效率高等优点，明显优
于其他传统萃取方法．
关键词 超临界流体萃取，多环芳烃，植物叶片，超声萃取，快速溶剂萃取．
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Abstract: Traditional extraction methods including ultrasonic extraction technology and rapid-
efficient extraction technology have been widely used to extract the polycyclic aromatic hydrocarbons
( PAHs) in plant leaves． Different extraction techniques have their advantages and disadvantages．
Supercritical fluid extraction ( SFE) techniques，which have been widely used in atmosphere and
soil sciences，have not been used to extract PAHs from plant leaves． In our study，we explored the
optimal experimental parameters for SFE of PAHs from plant leaves，evaluated the differences
between SFE and traditional extraction methods，and further measured the content of PAHs in
Cinnamomum camphora，Magnolia grandiflora，Cedrus deodara，and Podocarpus macrophyllus
leaves． The results showed that the optimum temperature and pressure in the SFE technology to
extract the PAHs in leaves was 180°C and 350 atm． The extracting efficiency was also respectively
enhanced 6． 26%—20． 64% and 10． 00%—33． 42% compared to ultrasonic and rapid- efficient
extraction methods． The ratio of medium-molecular-weight PAHs was the highest ( ＞ 50%) in
different plants，and the order of different rings PAHs in the plants was medium ＞ high ＞ low
molecular weights． Moreover，the content of monomeric PAHs among plants was different． The
phenanthrene + pyrene in medium-molecular-weight PAHs was the highest． Our study demonstrated
that SFE technique that had the advantages of high extraction efficiency and automation，which was
worth popularizing to the determination of PAHs in leaves．
Keywords: supercritical fluid extraction ( SFE) ，polycyclic aromatic hydrocarbons ( PAHs) ，plant
leaves，ultrasonic extraction，high performance solvent extraction ( HPSE) ．

多环芳烃( polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs) 是分子中两个及两个以上苯环共有两个相邻碳原
子形成的烃类有机物以及由它们衍生出来的各类化合物的统称，可致畸、致癌、致突变［1-4］，对人类健康
和生态环境造成了极大威胁［5-7］．至今已发现 400余种 PAHs及其衍生物，其中有 16 种因其危害性较大
被美国环保局( US EPA) 列为优先控制的污染物．

植物由于其广泛的表面分布和特异性反应，可以起到污染物生物指示剂和生物累积剂的作用［8］．大
气中易挥发、低分子量的 PAHs以气态形式沉降于叶片表面，难挥发、高分子量的 PAHs则以颗粒物形式
被叶片吸附，继而被叶片吸收［9-13］．

目前，植物叶片中 PAHs 的萃取方法主要有: 快速溶剂萃取法 ( high performance solvent extraction，
HPSE) 、超声萃取法( ultrasonic extraction) 等［2，10，14-16］．萃取是测定植物叶片中 PAHs含量的重要步骤，萃
取效果直接影响着含量测定的准确率，因此，一种合适的萃取方法对测定植物叶片中 PAHs含量至关重
要．不同萃取方法各有优劣．比如，快速溶剂萃取是一种较为先进的溶剂萃取技术，具有高效快捷、安全
可靠、经济环保等优点，但是，快速溶剂萃取法也存在有机溶剂消耗量过大、低分子量 PAHs回收率低等
问题．超声波提取树叶中的 PAHs具有提取简单，溶剂用量较小等优点［17］．但是超声萃取法也存在有机
溶剂扩散严重、共提取物较多等缺点［18］．总体而言，萃取方法的发展向萃取效率高、自动化程度高、选择
性好以及污染少的方向发展．

超临界流体是一种高压高密度流体，兼具气体与液体的优点，超临界流体扩散系数高、黏度低，同时
又像与液体一样，对物质的溶解能力强［19］．超临界流体萃取法( supercritical fluid extraction，SFE) 具有萃
取效率高，速度快，萃取成本低，自动化程度高，减少有机溶剂的使用量等优点．而且常用的超临界流体
常压下都为气体，容易与萃取组分完全分离，减少了有机溶剂的使用，并且不干扰下一步的分析．超临界
流体萃取技术目前已经广泛应用于土壤、大气等环境介质中［20-21］．但由于植物结构复杂且杂质较多，超
临界流体萃取技术被用于萃取植物叶片中的 PAHs 存在诸多困难，因此超临界流体萃取法罕见于植物
叶片研究中．

基于以上背景及针对现有技术中的缺陷，本文拟建立并优化“超临界流体萃取+气相色谱 /质谱联
用( GC-MS) ”技术测定植物叶片中 PAHs含量的相关条件;在此基础上，比较超临界流体萃取、快速溶剂
萃取、超声萃取 3种不同的前处理方法对植物叶片中 PAHs含量测定的影响，论证“超临界流体萃取+气
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相色谱 /质谱联用”检测植物叶片中 PAHs 方法的可行性，为进一步开展植物和 PAHs 的相关研究提供
方法支撑．

1 实验方法( Materials and methods)

1．1 植物选择及采集
本文选取了典型的 4种亚热带植物作为实验植物，分别属于 4 个科，4 个属，其中香樟和广玉兰属

于常绿阔叶乔木，雪松和罗汉松属于常绿针叶乔木．

表 1 本文选取的植物列表
Table 1 List of plants selected in this paper

中文名
Chinese name

拉丁名
Scientific name

科
Family

属
Genus

香樟 Cinnamomum camphora ( L．) Presl． 樟科 樟属

广玉兰 Magnolia grandiflora Linn． 木兰科 木兰属

雪松 Cedrus deodara ( Ｒoxb．) G． Don 松科 雪松属

罗汉松 Podocarpus macrophyllus ( Thunb．) D． Don 罗汉松科 罗汉松属

本文中的植物样品采集于上海交通大学闵行校区植物园内标本．在采样时，选取 5 棵成熟的( 树龄
10—20年) 、大小相似、生长健康且外表无损伤的乔木，且两棵树之间间隔至少 100 m．在离地 2—3 m
处，从东南西北四个方向分别采集健康完整的叶片，每种植物采集 3 个平行组约 50—100 片叶子．样品
采集后，迅速放入聚乙烯袋中，避光运回实验室．将每种样品单独粉碎并混合，用锡箔纸包裹，存放于温
度为－18℃的冰箱．
1．2 样品前处理
1．2．1 超临界流体萃取

本研究运用分析型超临界流体萃取仪( Spe-ed SPE-15000，美国) ，并以超临界流体态的 CO2为基本
的萃取剂进行萃取实验．超临界状态下的 CO2具有扩散系数大、黏度小和萃取能力强等优点，有利于提
高实验的萃取效率．

称取 5 g植物样品加入萃取釜，加入 2 g浓硫酸、5 g硅胶，250 μL浓度为 2 mg·mL－1的萘-d8作为内
标物质．温度设置为 180 ℃，压力设置为 350 atm( 探究最优参数的时候，控制温度为 180 ℃，设置压力梯
度: 200 atm—230 atm—260 atm—290 atm—320 atm—350 atm—380 atm，探究萃取效果最好的压力环境;
控制压力为 350 atm，设置温度梯度: 80℃—100℃—120℃—140℃—160℃—180 ℃—200 ℃，探究萃取
效果最好的温度环境) ．萃取时间为 30—40 min．实验选用的共溶剂为正己烷．在收集萃取液时，用二氯甲
烷作为收集溶剂，并将流速控制在 4 mL·min－1．氮吹浓缩至 2 mL．
1．2．2 超声萃取

目前已有实验中超声萃取植物叶片中 PAHs 的实验步骤已较为完备，因此借鉴已有研究中的经典
超声萃取方法用于萃取叶片中的 PAHs进行改进综合［22］，具体实验步骤如下:

用电子天平准确称量 5 g新鲜树叶于磨口玻璃容器中．加入 40 mL 正己烷和二氯甲烷 ( 体积比 1∶1)
混合液，加入 0．5 mg浓度为 2 μg·mL－1的萘-d8 作为内标．加塞封口以防止有机溶剂挥发．在超声波清洗
器中超声萃取 40 min ( 水温低于 25 ℃ ) ．将萃取液转移至梨形瓶中．重复萃取步骤 3次，合并提取物．
1．2．3 快速溶剂萃取

目前快速溶剂萃取植物叶片中 PAHs 的方法较为成熟，因此本文借鉴了已有研究中的实验步
骤［23］，具体如下:

用电子天平准确称量取植物样品 5 g，装填至 22 mL的萃取罐中，加入 0．5 mg 浓度为 2 μg·mL－1的
萘-d8作为内标．将装填好两个萃取罐置于仪器中，萃取溶剂为正己烷和二氯甲烷的混合溶液 ( 体积比
为 1∶1) ．设定萃取参数为:萃取温度 100 ℃、系统压力 10 MPa，加热时间 3 min，静态提取时间 5 min，冲洗
体积 60%，氮气吹扫 60 s，萃取过程循环两次．
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1．2．4 样品的净化与浓缩
取 5 mL正己烷加入小柱，对 SPE小柱( CNWBOND 800 mg 硅胶 ＆ 1200 mg 中性氧化铝小柱 2 g，

6 mL) 进行活化;将 2 mL萃取液加到柱内，用少量正己烷清洗专用收集容器，将清洗液加入柱内，用真
空泵以低于 5 mL·min－1的流量抽真空;向柱中加入 2 mL正己烷，以 5 mL·min－1的流量淋洗，抽空，淋洗
液弃去;向柱中加入 5 mL正己烷 /二氯甲烷混合液( 体积比为 3∶2) ，以 5 mL·min－1的流量洗脱柱子，抽
空，收集洗脱液，重复洗脱 5次并将洗脱液混合．

采用高纯氮吹浓缩法，将溶液氮吹至近干，再用正己烷定容至 0．5 mL，将样品转移至小棕瓶内，密封
后在－18 ℃的冰箱内冷藏保存，等待上机检测．
1．3 GC /MS上机检测
1．3．1 分析条件

本研究采用气相色谱-质谱联用仪( Agilent 7890A /5975C，Agilent，美国) 进行上机检测［24］．采用电
子轰击离子源 ( EI ) ，电离电压 70 eV，扫描范围 50—500 amu．色谱柱选用 30 m Ｒtx-5MS，柱内径
0．25 mm，膜厚 0．25 μm，载气为氦气，柱温程序为 60 ℃保持 1 min，然后以 20 ℃·min－1的速度升温至
200 ℃，并保持 1 min;再以 10 ℃·min－1的速度升温至 310 ℃，并在 310 ℃保持 10 min．进样采用分流模
式，分流比为 10∶1，恒线速度模式，柱流量为 1．12 mL·min－1．
1．4 标准曲线制作

本文采用内标标准曲线法进行定量分析．分别取一定量的 PAHs标准溶液原液，加入相同量的内标
物萘-d8，以正己烷为稀释溶剂，以原液中菲的浓度 10．0 mg·mL－1为基准，分别配制溶液中菲浓度为 0．1、
0．5、1．0、2．0、4．0 mg·mL－1的 PAHs标准溶液，且各溶液中内标浓度均为 1 mg·mL－1．

用 GC-MS对各标准溶液进行分析检测，根据检测结果得到各监测离子参数．
以标准溶液中目标化合物与内标物的峰面积之比对目标化合物与内标物浓度之比作图，得到定量

标准曲线．
Ci

Cs

= k ×
Ai

As

+ b ( 1)

其中，Ci为被测组分浓度，Cs为内标物浓度，Ai为被测组分峰面积，As为内标物峰面积．
由于叶片结构复杂，色素、蜡质等含量较多，对 PAHs的束缚也较大．因此，相比于物理采样器，叶片

中 PAHs更加难以剥离．某些 PAHs的特征离子和参考离子相同，峰杂糅在一起，出峰时间不易区分，因
此将特征离子相同的 PAHs视为一种物质，共用同一标准曲线．
1．5 质量保证与质量控制

整个实验分析按空白加标、样品平行样、样品空白样( 方法空白) 进行质量保证和质量控制．在方法
空白检测分析中，并未发现目标物．在测定加标回收率时，取两份相同的样品，其中 1 份加入定量的
PAHs标准液，两份样品按相同步骤进行处理分析，按照加标回收率公式计算．

加标回收率= ( 加标试样测定值－试样测定值) /加标量×100% ( 2)
测得本实验中 16种 PAHs加标回收率为 69%—112%，且实验结果均经过回收率校正．在确定样品

检测限时，将接近检测极限浓度的标准品进样分析 5 次，检测限按照 3 倍信噪比计算．测得本实验方法
最低检出限范围为 0．005—0．022 ng·g－1 ．
1．6 数据处理

本实验样品 GC-MS图谱在分析结束之后，自动存于 Chemstation 分析软件之中，通过图谱中各峰值
出峰时间、特征离子构成判断该离子峰所对应的目标检测物，使用 Microsoft EXCEL、WOＲD 等软件做数
据记录与分析．用 SPSS软件分析数据之间的显著性差异．

2 结果与讨论 ( Ｒesults and discussion)

通常 4环以下的低分子量 PAHs 以气态形态存在，5—6环的高分子量 PAHs 则主要附着在颗粒物
质上［25］，在分析萃取温度对萃取效率的影响时，从低分子量和高分子量 PAHs各选 1种 PAHs作为代表
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物质．有研究表明菲、蒽等 3—4环 PAHs为樟树叶片中主要的 PAHs组分，且菲的含量最高［26］．高分子量
PAHs中的苯并［a］芘是第一个被发现的环境化学致癌物，而且致癌性很强，极具研究意义．因此，本文选
择菲作为低分子量 PAHs的代表物质，选定苯并［a］芘作为高分子量 PAHs的代表物质．
2．1 超临界流体萃取植物叶片中 PAHs最适宜温度

温度对 PAHs的萃取效率具有较为复杂的影响，温度过高或过低都会影响萃取效率．主要原因在于
一方面，温度升高，目标物质的蒸汽压增大，目标物质在 CO2中的溶解度增大，提升超临界流体萃取的萃
取效率;另一方面，温度升高，超临界状态下的 CO2密度降低，对物质的溶剂能力降低，超临界流体萃取
的萃取效率也因此受到影响．因此，探索最适宜的温度是十分必要的．

菲和苯并［a］芘的浓度在不同温度下的变化趋势如图 1 所示．在 80—180 ℃的温度范围内，样品中
PAHs的浓度随着温度的升高而升高，而当温度升高至 200 ℃时，PAHs 的浓度反而降低．综上所述，
180 ℃是超临界流体萃取植物叶片中 PAHs的最适宜温度，在此萃取温度下超临界流体萃取效率最高．

图 1 不同温度下超临界流体萃取样品中菲和苯并［a］芘的浓度
Fig．1 Concentration of phenanthrene and benzo［a］pyrene at different temperatures

2．2 压力对超临界流体萃取植物叶片中 PAHs含量的影响
菲和苯并［a］芘的浓度在不同压力下的变化趋势如图 2所示．根据图 2 中样品中 PAHs 浓度随压力

的变化趋势可得，在 200—290 atm的压力范围内，不同压力状态下 PAHs 的浓度变化不大，其中菲的浓
度变化在 0．10—0．13 ng·g－1之间，苯并［a］芘的浓度变化在 0．11—0．12 ng·g－1之间．即在这个范围内，压
力的变化对超临界流体萃取效率并无较大影响．在 290—350 atm的压力范围内，样品中 PAHs的浓度较
大幅度上升，此时升高压力对提高超临界流体萃取效率具有促进作用．而当压力大于 350 atm时，压力升
高 PAHs浓度反而会降低．综上所述，350 atm是超临界流体萃取植物叶片中 PAHs 的最适宜压力，在此
萃取压力下超临界流体萃取效率最高．

图 2 不同压力下超临界流体萃取样品中菲和苯并［a］芘的浓度
Fig．2 Concentration of phenanthrene and benzo［a］pyrene at different pressure

2．3 超临界流体萃取与传统萃取对比
从萃取过程来讲，超临界流体萃取技术具有操作简单、自动化程度高、有机溶剂使用量少等优势．超
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临界流体萃取在将样品装入萃取釜，设定好参数后，即全为电子化操作流程，自动化程度高．超临界流体
萃取主要以 CO2为基本萃取剂，仅在收集萃取液时使用了有机溶剂，减少了有机溶剂的挥发和浪费．

从不同方法测定结果来看，由图 3( 部分 PAHs 具有相同的特征离子，且峰难以区分，故分为一组)
对比可得，利用超临界流体萃取技术萃取植物叶片中的 PAHs，所测得的叶片中 PAHs 总含量明显高于
超声萃取和快速溶剂萃取，总量分别提升 6．26%—20．64%及 10．00%—33．42%．针对不同植物，超临界流
体萃取效果相较于超声萃取和快速溶剂萃取具有不同程度的提升，其萃取优势在罗汉松叶片上表现得
最佳，在萃取广玉兰叶片中的 PAHs时优势并不明显．可能因为广玉兰叶片表层含有较多蜡质，叶片革
质，不利于各类萃取实验的进行．

图 3 超临流体萃取法和传统方法萃取不同植物叶片中 PAHs含量对比
Fig．3 Comparison of extraction of PAHs in leaves of different plants by SFE and traditional methods

值得注意的是，超临界流体萃取技术更有利于萃取大多数 PAHs．在 4种植物叶片中，通过超临界流
体萃取，苊烯、菲+蒽、荧蒽+嵌二萘、苯并［b］荧蒽、苯并［k］荧蒽、苯并［a］芘和茚并［1，2，3-cd］芘+苯并
［g、h、i］苝等 PAHs单体都表现出了较为明显的优势．这些 PAHs 多数是以颗粒态或气态与颗粒态过渡
态为主．而超临界流体是一种高压高密度流体，兼具气体与液体在萃取物质时的优点，超临界流体扩散
系数高、黏度低，同时又像与液体一样，对物质的溶解能力强［19］．因此，可以理解超临界流体在萃取颗粒
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态的污染物方面，效果显著．
2．4 不同树种叶片中 PAHs含量的种间差异

4种叶片中 PAHs总浓度在 516．33—955．84 ng·g－1的范围内 ( 图 4) ．由图 4 不同树种叶片中各环
PAHs百分比图可以看出，各树种叶片不同环数 PAHs含量总趋势均为:中环＞高环＞低环，且中环 PAHs
含量占比均超过 50%．呈现出这种趋势主要是因为低环 PAHs 在大气中存在不稳定，易于降解; 而高环
PAHs为固态颗粒，较难被植物叶片吸收［27－28］．但由于我们在处理植物样品时，并未清洗叶片表面，保留
了叶片表面吸附的高环 PAHs，因此检测出的高环 PAHs含量稍高于前人的研究［29-31］．

图 4 基于超临界流体萃取的植物叶片中 PAHs的浓度测定值
注: a，b，c，d 代表具有显著性差异

Fig．4 Determination of concentration of PAHs in plant leaves based on SFE
Note: a，b，c，d indicate signiticant differences

由图 5可知，4种树种叶片中单体 PAHs 含量表现出明显的种间差异．4 种树种叶片中含量最高的
PAHs均为菲+蒽，这一趋势也与刘营等在 2014年的研究结果相吻合［26］．

图 5 单体 PAHs的种间差异
Fig．5 Interspecies differences in monomeric PAHs
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但是 4种树种叶片中含量最低的 PAHs却不尽相同，香樟、广玉兰、罗汉松叶片中含量最低的 PAHs
为二苯并［a，h］蒽，而雪松叶片中含量最低的 PAHs分别为苊烯．此外，萘、苊烯、芴、苯［a］蒽+ 在不同
树种中含量较为接近，而苊、菲+蒽、苯并［a］芘在不同树种中含量相差较大．这主要由不同树种叶片特性
所决定，有研究表明，中环 PAHs 主要通过植物叶片通过气孔扩散和蜡质物质吸附等作用进入叶片内
部，而高环 PAHs则只能通过蜡质物质吸附而被叶片所固持［9，32］．因此，广玉兰等蜡质层较厚的植物，对
高环 PAHs吸附效果较好．而叶片比表面积也是影响叶片吸附 PAHs 的重要因素，一般而言，叶片 PAHs
含量同比表面积存在显著负相关性．叶片比表面积决定了叶片厚度，叶片比表面积越大，植物叶片越薄，
这会影响叶片蜡质含量，从而影响植物叶片中 PAHs 的含量及分布［13，33］．雪松及罗汉松等针叶植物，比
表面积较小，对中环 PAHs吸附效果较好．

3 结论( Conclusion)

本研究确立了基于超临界流体萃取技术的植物叶片中 PAHs 的测定方法并确立了最优实验参数．
在温度 180 ℃，压力为 350 atm的实验条件下，超临界流体萃取植物叶片中的 PAHs达到最佳效果．在此
基础上，将超临界流体萃取技术与传统萃取技术进行对比，超临界流体萃取技术萃取植物叶片中的
PAHs效率明显高于超声萃取和快速溶剂萃取，总量分别提升 6．26%—20．64%及 10．00%—33．42%．并利
用超临界流体萃取，测定了香樟、广玉兰、雪松和罗汉松这 4种植物叶片中 PAHs的含量，对比了植物富
集 PAHs的种间差距．各树种叶片中不同环数 PAHs含量变化趋势均为:中环＞高环＞低环，且中环 PAHs
占比均超过 50%．4种树种叶片中单体 PAHs含量表现出明显的种间差异，叶片中含量最高的单体 PAHs
均为中环 PAHs的菲+蒽．综上，超临界流体萃取技术在萃取植物叶片中 PAHs 的实验中具有操作简便、
自动化程度高、有机溶剂使用量少、萃取效率高等优点，明显优于其他传统萃取方法，对后续实验和科学
探索，具有重大意义．
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