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基质固相分散 反相高效液相色谱
特征指纹图谱鉴别渤海原油
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摘 要: 建立渤海原油的高效液相色谱 (HPLC)特征指纹图谱,为渤海原油的鉴别提供一种新方法。以氧化铝作为基质固

相分散剂进行样品处理,采用 HPLC法进行分析,双反相 C18色谱柱串联, 以乙腈 水为流动相, 二元线性梯度洗脱,流速为

1. 0 mL /m in,柱温为 20 ,双波长检测 226 nm、254 nm,进样量 10 L;采用所发展的方法对 10批渤海原油样品进行分析,建

立渤海原油的 HPLC特征指纹图谱,结合相似度分析用于渤海原油的鉴别。该方法具有很好的精密度、重复性和稳定性, 10

批渤海原油特征指纹图谱有 13个共有峰,结合相似度分析可以用于渤海原油样品的鉴别,说明 H PLC特征指纹图谱是渤海

原油鉴别的有力工具。
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Identification of Bohai Sea crude oil based on characteristic

fingerprinting byMSPD RP HPLC
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Abstract: Based on th e h igh perform an ce liqu id ch rom atography (H PLC ) ch aracteristic fingerp rint ing, a new m ethod for crud e oil i

d ent if icat ion of Bohai Sea w as developed. Th e samp le p retreatm entw as don e u sing m atrix sol id phase d ispersion, and A l2O 3 w as u sed

as the d ispersant. Th e chrom atograph ic f ingerprin tsw ere determ ined by in jecting 10 L sam p le solu tion each tim e on tw o reverse phase

C18 colum ns in seriesw ith the gradient elu tion solvent system com posed of w ater and aceton itrile. The flow ratew as 1. 0 mL /m in, the

colum n tem perature wasm ain tained at 20 and the signalsw ere acqu ired at 226 nm and 254 nm. Th e characteristic f ingerp rints of

crude o ilw ere es tab lish ed by analys is of ten represen tat ive samp les d erived from Boha iS ea, and iden tif icat ion w as carried out by the

sim ilarity analys is of the characteristic fingerprin ts. The m eth od w as id eally su ited for the fingerp rint ing of Boh ai Sea crude oil w ith

good precis ion, repeatab il ity and stab ility. 13 peaksw ere selected as the common peaks of the characterist ic f ingerprin t and u sed for the

sim ilarity ana lysis, w h ich cou ld be app lied to d ist ingu ish crude oil ofBohaiS ea from th at of other sources. The characteristicH PLC f in

gerprin ting techn ique thu sw as a pow erfu l tool for the iden tif icat ion of crude oi l originated from Bohai S ea.

Key words: Boh ai Sea crude o i;l m atrix solid phase d ispers ion; HPLC; characterist ic fingerprin ts

目前,用于油指纹鉴别的方法有特征法和非特征法

两大类 [ 1]。特征方法主要包括气相色谱和气相色谱 质谱

法,非特征法包括高效液相色谱法及一系列光谱法等; 以

上方法各有优缺点, 其中高效液相色谱法具有受风化影
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响小,适于分离石油中极性大、沸点高的组分等优点。国

内外学者对 HPLC鉴别海面溢油做了部分研究工作。

SANER [2]等建立了石油中甲醇提取物的液相色谱分离方

法。PASADAK IS等优化了石油中芳香组分的 HPLC分离

方法,并进行了准确测定 [ 3, 4]。许乙烈 [ 5]、徐恒振 [ 6]等发

展 H PLC法用于溢油的鉴别。以上文献多采用提取溶剂

与油样直接混合提取, 用单正相柱或反相柱分离。由于

石油是由数千种不同浓度的有机化合物组成的复杂混合

物 [ 7] ,含有烷烃、芳烃、胶质、沥青等成分, 直接提取会造

成提取溶液组成复杂, 另外, 采用单柱难以有效分离, 不

利于后续的指纹鉴别。

基质固相分散 ( m atr ix solid phase dispersion, M SPD )

是一种新样品处理技术, 其基本原理是将样品与固相分

散剂或支持体一起研磨, 使样品中各组分与具有较大比

表面积的分散剂充分接触和作用。从而使基质干扰物吸

附在分散剂中,以达到降低基质干扰的目的。目前, 该方

法已被广泛应用于蔬菜、水果和植物中农药、杀虫剂等残

留的分析 [ 8~ 10] , 但在原油化学成分提取净化中应用较

少。本研究首次采用基质固相分散法提取净化原油样

品,采用双 C18柱串联进行分析, 开展渤海原油的 HPLC特

征指纹图谱研究,为辨别渤海原油、海面溢油鉴别及海洋

生态影响评估提供技术支持。

1 材料与方法

1. 1 试剂与材料

甲醇 (色谱纯 )购于美国 Ted ia公司, 乙腈 (色谱纯 )

购于德国 M erck公司 ,其余试剂均为分析纯,中性氧化铝

( 100~ 200目,分析纯 ), 实验用水为 M illiQ超纯水 ( 18. 2

M )。

本研究用于建立渤海原油特征指纹图谱的 10个原

油样品信息见表 1。

表 1 渤海原油样品来源

Tab. 1 Crude o il sam ples or ig inated from Boha i Sea used in

this w ork

编号 油 样 产地

1 绥中油田 渤海

2 赵东油田 渤海

3 绥中油田 渤海

4 锦州油田 渤海

5 锦州油田 渤海

6 渤中油田 渤海

7 渤中油田 渤海

8 海洋石油储油轮 渤海

9 海洋石油储油轮 渤海

10 埕岛油田 渤海

1. 2 仪器与设备

1100型高效液相色谱仪, 配有四元泵, DAD检测器,

自动进样器等 (美国 Ag ilent公司 ); KQ 400KDE型高功率

数控超声波仪 (昆山市超声仪器有限公司 ); R201型旋转

蒸发仪 (上海申生科技有限公司 ); FA1104型电子天平

(上海精天电子仪器厂 ); TH Z 8恒温水浴锅 (中国浙江嘉

兴电热仪器厂 ); M illi Q ( 18. 2 M ) 超纯水处理系统 (美

国 M illipore公司 )。

1. 3 供试品溶液的制备

取 0. 5 g原油样品置于玻璃培养皿中, 加入 5 mL

CHC l3使油样充分溶解, 加入 10 g中性 A l2 O3, 混匀, N2气

吹干。将样品转入具塞锥形瓶中,加入 30 mL 95%乙醇,

于超声提取器中提取 30 m in, 重复提取一次, 合并提取

液,过滤, 滤液在 50 条件下进行旋转蒸发浓缩至干, 加

入 6 mL乙腈超声溶解, 再加 4 mL超纯水超声 1 m in,

13 000 r /m in离心分离 3 m in, 过 0. 45 m微孔滤膜后作

为供试品溶液。

1. 4 色谱条件

Ag ilent ZORBAX SB C18色谱柱 ( 4. 6 mm 250 mm, 5

m, 美国 Ag ilent公司 )串联 Ag ilent Eclipse C
18
色谱柱

( 4. 6 mm 150 mm, 5 m, 美国 Ag ilent公司 ) , 流动相 A

为水,流动相 B为乙腈, 流速为 1. 0 mL /m in, 柱温 20 ,

检测波长为 226 nm, 254 nm,带宽 16 nm,进样量为 10 L,

梯度洗脱程序为 T: 0 m in 25 m in 30 m in 55 m in 70 m in

95 m in, B% : 65% 65% 80% 80% 100% 100%。

2 结果与讨论

2. 1 基质固相分散提取条件优化

基质固相分散法是类似于固相萃取的一种提取、净

化、富集技术, 1989由 S teven Barke r[11]首次提出并给予理

论解释。本文尝试用基质固相分散法提取净化原油样

品,以期达到降低基质干扰、提高色谱分离的效果。

2. 1. 1 固相分散剂种类及用量的选择

在基质固相分散中, 固相分散剂同时起着吸附剂和

净化剂的作用, 因而其选择非常重要。本研究以 95% 乙

醇为提取溶剂,采用 1. 3节样品溶液制备方法进行制备,

以 1. 4节色谱条件进行分离测定, 考察了几种常用的固

相分散剂硅藻土、活性炭、中性 A l2 O3、大孔树脂等的提取

分离效果,如图 1所示。

图 1 不同固相分散剂条件下的色谱

F ig. 1H PLC chrom atog ram s of ex tracts prepared w ith diffe rent

ma tr ix so lid phase dispersants
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从图 1可以看出:以硅藻土为分散剂时, 所得色谱图

有适量色谱峰, 但色谱峰强度较低; 以活性炭为分散剂

时,所得色谱图色谱峰较少, 峰强度较低, 指纹特征不明

显;以大孔树脂和中性 A l2 O3为分散剂时, 所得色谱图峰

强度稍高,分离度较好、基线平稳, 指纹特征明显, 且以中

性 A l2O3为分散剂时峰强度较高, 因此选择中性 A l2 O3作

为原油液相指纹样品固相分散剂。

在 M SPD法中,固相分散剂的用量是一个至关重要的

因素,用量过少, 净化效果差; 用量过多, 则消耗较多的溶

剂,增加成本。本文考察了中性 A l
2
O

3
用量对净化效果的

影响,如表 2所示。当中性 A l2 O3与原油样品 CHC l3溶解

液质量比为 1 1时,提取液色谱图 4个特征峰 (峰 4, 5, 8,

9)含量较高;当质量比为 3 1时, 提取液色谱图 4个特征

峰相对峰面积最低,说明中性 A l2O3的量增加对待测组分

的吸附也明显增加;当质量比为 2 1时, 提取液色谱图 4

个特征峰相对峰面积最高, 且基线噪音低。因此选择中

性 A l2O3的量为原油样品 CHC l3溶解液的 2倍。

表 2 固相分散剂不同用量时各特征峰相对峰面积

Tab. 2 Re lative peak areas of the characteristic peaks w ith d if

ferent am ount of d ispersants

中性 A l2O 3 石油

CHC l3 溶液 ( g g)
峰 4 峰 5 峰 8 峰 9

1 1 0. 9740 0. 9775 0. 9901 0. 9829

2 1 1. 0000 1. 0000 1. 0000 1. 0000

3 1 0. 7249 0. 7098 0. 8138 0. 8166

2. 1. 2 提取溶剂、方式、时间及次数的优化

提取溶剂是影响原油化学成分提取率的重要因素,

本研究采用 1. 4节色谱条件, 首先对原油不同提取溶剂

(乙腈、甲醇、二甲基甲酰胺、乙腈 ( 0. 5% HAc )、甲醇

( 0. 5% HAc)、乙醇 ( 0. 5% HAc )、乙腈 ( 5% H2 O)、甲醇

( 5% H
2
O)、乙醇 ( 5% H

2
O )、二甲基甲酰胺 ( 5% H

2
O) )

提取物溶液进行分析, 结果显示, 用乙醇 ( 5% H2 O )作提

取溶剂时, 所得色谱图色谱峰较多、各峰分离度好、基线

平稳,指纹特征明显, 因此选择乙醇 ( 5% H 2O )作为原油

液相指纹图谱样品提取溶剂。

比较了超声辅助提取法、水浴回流提取和索式提取

法对样品进行提取的效果。如图 2 所示, 索式提取法提

取效率最高,但提取时间非常长 ( 12 h); 水浴回流提取时

间长 ( 1 h)且提取效率低;超声提取法提取效率仅次于索

式提取,且提取时间短 ( 30 m in), 因此选择超声提取法用

于后续样品提取。

在已经优化的参数条件下,对原油样品连续进行了 3

次提取,提取时间为 30 m in,然后按 1. 4色谱条件进行测

定。如图 3所示, 前两次提取原油液相指纹中 4个特征峰

(峰 4, 5, 8, 9)的提取率较为接近, 第 3次提取率明显较

低。这说明提取条件优化较好, 2次提取 4个特征峰基本

达到提取充分。为了节省时间和资源, 本文选择 2次提

取。

在已经优化的参数条件下, 考察了不同提取时间 ( 20

m in, 30 m in, 40 m in)对提取率的影响,如图 4所示, 20 m in

时提取效率较低, 30 m in时 4个特征峰 (峰 4, 5, 8, 9)的提

取率可达 97. 16% ~ 98. 35% , 与 40 m in时较为接近, 为节

省时间,实验最后选择 30 m in提取。

图 4 提取时间对 4个特征峰提取效率的影响

F ig. 4 E ffec t of ex traction time on ex traction e fficiency o f the

four character istic peaks

2. 2 色谱条件优化

近年来,液相色谱法发展迅速, 在石油化学组分分离

测定中也得到一定应用 [5, 6, 12, 13]。本研究采用基质固相分

散法净化原油样品, 采用 95 % 乙醇为提取溶剂, 考察了

C18柱、氰基柱、氨基柱等对分离测定的影响。结果发现:

采用双 C18柱串联时石油提取物中各峰分离度高, 色谱峰

分布均匀, 谱图信息量大, 特征性强, 具有较好的代表性

(见图 5)。因此, 本文采用双 C18柱串联法用于原油

H PLC特征指纹图谱研究。本研究通过二极管阵列检测

器全波段扫描, 选择 226 nm、254 nm双波长检测作为原油
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H PLC特征指纹图谱研究的检测波长。考察了流动相组

成对分离的影响, 最终选用乙腈 水作为流动相。考察了

不同柱温 ( 15 , 20 , 25 , 30 )对分离的影响, 选择

20 作为分离温度。此外 , 对方法的重复性和供试品溶

液 48 h稳定性进行了考察, 结果显示 4个主峰 (峰 4, 5, 8,

9)峰面积的 RSD值分别小于 4. 80%、7. 32% , 保留时间的

RSD值分别小于 0. 66% 和 1. 06% , 说明该方法重复性良

好,供试品溶液在 48 h内化学性质稳定。

图 5 渤海原油 H PLC图谱 ( 226 nm, 254 nm )

F ig. 5 H PLC chrom atogram o f Boha i Sea crude o il detected at

226 and 254 nm

2. 3 渤海原油液相特征指纹图谱的建立

取 10批不同的渤海原油样品,按 1. 3处理方法将其制

备成供试品溶液,按 1. 4色谱条件进样分析,获得各样品的

HPLC特征指纹图谱 (见图 6)。在本研究所建立的分析系

统下, 10批渤海原油 95 %乙醇提取物成分出峰时间均在

60 m in之前,主要有 13个共有峰。这 13个色谱峰即构成

渤海原油指纹图谱的指纹特征, 也是鉴别渤海原油真伪的

主要变量。其中,特征性明显的主要有 4个色谱峰, 这 4个

色谱峰即构成渤海原油 HPLC特征指纹图谱的特征峰, 见

图 5(分别为峰 4, 5, 8, 9)。如图 6所示,不同渤海原油样品

谱图中各共有峰的保留时间变化较小,其 RSD值为 0. 08%

~ 0. 17% , 而各共有峰峰面积变化较大, 其 RSD 值为

28. 94% ~ 46. 77% ,但不同渤海原油样品指纹图谱的轮廓

特征一致。为了建立渤海原油的参照特征指纹图谱, 采用

平均矢量法对 10批渤海原油的特征指纹图谱进行计算,得

到 10批渤海原油的平均特征指纹图谱,作为渤海原油的参

照特征指纹图谱用于渤海原油的鉴别。

图 6 10批渤海原油样品 HPLC特征指纹图谱

F ig. 6 HPLC character istic fingerprin ts of ten Boha i Sea crude

o il sam ples

相似度分析可以定量的描述比较指纹图谱 , 可以客

观的对各样品进行评价。根据文献 [ 14] 报道, 本文采用

EXCEL 2002办公软件, 采用相关系数法计算 10个批次

渤海原油的特征指纹图谱与参照特征指纹图谱之间的相

似度,结果见表 3。从表 3可以看出, 各批渤海原油样品

的相似度值均在 0. 90以上, 说明本文建立的渤海原油

H PLC特征参照指纹图谱能反映各渤海原油样品的共有

化学特征,能反映渤海产区原油的固有化学特性, 可以用

于渤海原油的鉴别。

表 3 10批渤海原油相似度计算结果

Tab. 3 Resu lts o f sim ilarity analysis o f ten crude o il sam ples or ig inated from Boha i Sea

No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

相似度 0. 982 0. 979 0. 992 0. 994 0. 992 0. 989 0. 974 0. 913 0. 900 0. 991

2. 4 渤海原油样品鉴别

为了探讨采用原油 H PLC特征指纹图谱辨别渤海原

油的可行性, 本文采用 1. 3供试品处理方法, 对另外 18种

常见石油样品进行处理,按 1. 4色谱条件进样分析, 得到

各样品的 H PLC特征指纹图谱,采用 2. 3相似度计算方法

进行计算,结果如表 4所示。由表 4可以看出, 4个渤海

原油样品相似度均在 0. 900以上,可以正确辨别; 中东地

区原油样品与渤海原油相似度较高, 其值在 0. 755 ~

0. 873之间;燃料油样品与渤海原油样品相似度次之,其值

在 0. 582~ 0. 598之间; 胜利油田原油样品与渤海原油样

表 4 18批不同原油相似度计算结果

Tab. 4 Results of sim ilarity ana lysis of eigh teen crude o il sam ples obta ined from diffe rent sources

编号 油样 产地 相似度 编号 油 样 产地 相似度

1 上扎库姆原油 阿联酋 0. 825 10 旅大油田原油 渤海 0. 901

2 科威特原油 科威特 0. 847 11 渤西平台原油 渤海 0. 986

3 沙中原油 沙特 0. 873 12 锦州油田原油 渤海 0. 928

4 沙轻原油 沙特 0. 795 13 胜利原油 1 胜利油田 0. 397

5 ORIENTE原油 厄瓜多尔 0. 755 14 胜利原油 2 胜利油田 0. 208

6 沙重原油 沙特 0. 778 15 胜利原油 3 胜利油田 0. 141

7 燃料油 1# 中东 0. 598 16 胜利原油 4 胜利油田 0. 118

8 燃料油 2# 中东 0. 582 17 胜利原油 5 胜利油田 0. 171

9 绥中油田原油 渤海 0. 945 18 胜利原油 6 胜利油田 0. 007
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品相似度最低,其值在 0. 007~ 0. 397之间。说明本文建

立的原油 H PLC特征指纹图谱结合相似度分析不但可以

鉴别渤海原油,还可以将不同地区的原油样品辨别开来。

以上研究结果说明 HPLC特征指纹图谱结合相似度分析

可以成功区分渤海原油, 那么该方法能否为海洋溢油鉴

别提供科学依据呢? 在下一步研究中我们将进行讨论。

3 结 论

本文发展的基质固相分散处理原油样品的方法, 能

有效降低石油中其它化学成分的干扰, 能达到进一步提

取和净化的效果, 且方法简便、样品和溶剂用量少, 提取

和净化可一步完成, 分析速度提高。采用双 C
18
柱串联,

双波长检测的反相 H PLC方法分离测定,原油提取物中各

类成分分离良好,方法重复性和稳定性较高, 能满足指纹

图谱方法的基本要求。根据 10个批次渤海原油的指纹

图谱特征所建立的渤海原油 H PLC特征参照指纹图谱能

反映各渤海原油样品的共有化学特征, 能反映渤海产区

原油的固有化学特性,结合相似度分析, 实现了渤海原油

的快速、有效鉴别, 并可将渤海原油与不同地区的原油区

分开来,说明 HPLC特征指纹图谱技术是渤海原油鉴别的

有力工具。
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