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摘  要: 生物脱硫是利用微生物脱除气体和石油中的含硫化合物，具有操作条件温和、工艺流程简单、脱硫效率

高、能量消耗低和环境污染少等优点。但是，当前仍然缺乏简单高效的分析方法来定量分析生物脱硫过程中的含

硫化合物。针对这个问题，建立了柱前荧光衍生高效液相色谱法同时测定生物脱硫溶液中的亚硫酸盐、硫代硫酸盐

和硫化物的分析方法。该分析方法中含硫化合物的标准曲线具有良好的线性关系，亚硫酸盐、硫代硫酸盐和硫化物

相关系数分别为 0.999 46、0.999 67 和 0.999 65，其检测限分别为 0.000 6 μmol/L、0.000 7 μmol/L 和 0.001 1 μmol/L；

含硫化合物的加标回收率范围分别为 98.17%–101.92%、100.90%–102.60%和 101.11%–104.22%；并具有良好的重

复性和稳定性。实验证明，该分析方法预处理简单、分析快速、结果准确，可用于同时测定不同生物脱硫系统中

的含硫化合物。 
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Abstract:  Biological desulfurization is a process in which sulfur compounds are removed from gas and oil using 

·生物技术与方法·
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microorganisms. It is a simple process that has mild operating conditions, high desulfurization efficiency, low energy 

consumption and less environmental pollution. However, there is still a lack of simple and efficient analytical methods for 

quantitatively analyzing the sulfur compounds in the biological desulfurization process. In order to solve this problem, the 

analytical method for the simultaneous determination of sulfite, thiosulfate and sulfide in biological desulfurization solutions 

by pre-column fluorescence derivation using high performance liquid chromatography (HPLC) was developed. The standard 

curves of sulfur species in this analytical method had good linear relationships with correlation coefficients of 0.999 5,   

0.999 7, and 0.999 7 for sulfite, thiosulfate and sulfide, respectively. The detection limits of these sulfur compounds were 

0.000 6, 0.000 7 and 0.001 1 μmol/L; the range of recovery rates were 98.17 to 101.9%, 100.9 to 102.6%, and 101.1 to 

104.2%; which had good repeatability and stability. The analytical method was simple, efficient and accurate, and could be 

used to simultaneously determine the sulfur compounds in different biological desulfurization systems. 

Keywords:  pre-column fluorescence derivatization, high performance liquid chromatography, biological desulfurization, sulfite, 

thiosulfate, sulfide 

 

生物脱硫作为一种环境友好型脱硫技术，具有

操作条件温和、工艺流程简单、脱硫效率高、能量

消耗低、环境污染小和副产生物硫磺等优点[1]。另

外，生物硫磺相较于化学硫磺水溶性要更好，可

用于土壤肥料或杀菌剂[2]。因此，生物脱硫技术

具有广阔的应用前景[3-6]。 

生物脱硫过程主要由以下反应组成。 

含 H2S 的酸性气体进入吸收塔中，与碱性溶液

逆流接触，H2S 从气相进入液相并与 OH–和 CO3
2–

反应生成 HS–，反应式如(1)、(2A)和(2B)所示。 

H2S(g) H2S(aq)                     (1) 
H2S(aq)+OH– HS–+H2O             (2A) 
H2S(aq)+CO3

2– HS–+HCO3
–

           (2B) 

含 HS–的碱液进入生物反应器中，由于微生

物的氧化作用，HS–在限氧的条件下被生物氧化为

硫单质，在氧气充足的条件下生成副产物硫酸盐， 

反应式如(3)和(4)所示[7-8]；另外，HS–与生成的硫

单质 S0 反应生成 Sx
2–，反应式如(5)所示[9]；Sx

2–

在溶解氧的作用下被氧化为 S2O3
2–，反应式如(6)

所示[10]；HS–发生非生物氧化生成 S2O3
2–，反应式

如(7)所示[11-12]。 

2HS–+O2→2S0+2OH–                         (3) 

HS–+2O2→SO4
2–+H+

 
        

 

                 (4) 

HS–+(x–1)S0 Sx
2–+H+                 (5) 

2Sx
2–+O2→2S2O3

2–+2(x–2)S0             (6) 

2HS–+2O2→S2O3
2–+H2O                (7) 

通过以上反应可知，HS–和 S2O3
2–分别是生物

脱硫过程中主要的中间产物和副产物，而且溶液

中的 HS–对微生物具有毒性。因此，为了研究分

析生物脱硫系统中含硫化合物的含量，同时降低

副产物 S2O3
2–的生成和提高 HS–反应速率，需要

建立一套测量准确快速、重现性高且高效的含硫

化合物分析方法。 

生物脱硫溶液中的含硫化合物主要是 SO3
2–、

S2O3
2–、SO4

2–和硫化物，对于硫氧阴离子，SO3
2–、

S2O3
2–和 SO4

2–，可通过离子色谱法 [13]同时测定  

3 种阴离子的含量；对于硫化物，生物脱硫系统

中主要是 HS–和少量的 H2S、S2–，测定硫化物的

方法主要有分光光度法、荧光法和色谱法。 

Haddad 等 [14]基于硫化物与 N,N-二甲基对

苯二胺于酸性介质中生成亚甲基蓝的原理，通

过离子交换色谱测定水中 nmol 级的硫化物。

Bramant 等 [15]基于硫化物与对羟基汞苯甲酸盐

(p-Hydroxymercurybenzoate，PHMB) 生成稳定的

络合物，利用 PHMB 作为荧光探针，采用液相色

谱-原子荧光光谱法联用技术测定硫化物。Liu 等[16]

利用高效液相色谱与质谱联用技术并结合亚甲基

蓝柱前衍生，可测定 nmol 级的硫化物。 

但是，以上提到的测定方法均满足不了同时测

定生物脱硫溶液中的含硫化合物。目前，同时测定

亚硫酸盐、硫代硫酸盐和硫化物的主要方法有滴定
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法、分光光度法和极谱法[17-20]。这几种方法通常涉

及差异测定，如样品与碘在不同条件下反应，样品

容易受到氧气的影响，而且多个样品测定需要大量

时间给这些方法造成了局限性。因此，需要可以同

时测定且简单、高效、灵敏的分析方法。 

随着研究的深入，我们发现一种荧光探针单

溴二胺 (Monobromobimane，mBBr)[21-22]，可与不

具有荧光的硫醇、还原性含硫化合物反应生成稳定

且带有荧光的衍生物。Fahey 等[23-26]基于单溴二胺 

(Monobromobimane，mBBr)、单溴 (三甲基铵) 二

溴 (Monobromo(trimethylammonio)bimane ， qBBr) 

与硫醇反应生成稳定荧光衍生物的原理，采用电

泳、阳离子交换色谱和反相高效液相色谱并结合

柱前荧光衍生可测定 pmol 级的生物硫醇。Chinn

等[27]利用硫醇特异性试剂 mBBr 与硫氧还原蛋白

反应形成稳定的荧光衍生物，通过反相高效液相

色谱可测定 pmol 级的硫氧还原蛋白，该测定方法

灵敏度高、选择性好，可用来确定大肠杆菌细胞

内硫氧还原蛋白的水平。Togawa 等[28]利用反相高

效液相色谱法分离亚硫酸盐、硫代硫酸盐和硫化

物与荧光探针 mBBr 反应生成的荧光衍生物，该

方法用于测定浓度在 1 μmol/L 下正常人类血清中

的硫代硫酸盐、亚硫酸盐和结合硫化物。Gru 等[29]

利用反相高效液相色谱并结合柱前 mBBr 荧光衍

生定量分析海水和体液中的硫化物、亚硫酸盐、

硫代硫酸盐、半胱氨酸和谷胱甘肽。 

综上所述，前人主要利用该方法进行了生物

硫醇、人类血清、海水和体液中极低浓度的含硫

化合物检测，尚未见利用该方法针对较高浓度含

硫化合物检测的报道，也未见在微生物转化体系

利用该方法进行检测的报道。因此，我们研究了

该方法用于测定较高浓度含硫化合物，比较了不

同高效液相色谱分离柱对含硫化合物的分离效

果，同时对流动相流速和柱温两项参数进行优化，

并利用该反应通过柱前荧光衍生高效液相色谱法

同时测定了生物脱硫系统中的各种含硫化合物。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

无水亚硫酸钠(ACS≥98%，RT)，0.100 mol/L

硫代硫酸钠标准溶液，九水合硫化钠 (ACS)，购

于上海阿拉丁生化科技公司；N-2-羟乙基哌嗪- 

N′-2-乙磺酸 (HEPES，≥99.5%)，冰乙酸 (HPLC，

≥99.5%)，购于上海麦克林生化科技公司；氢氧

化钠，乙二胺四乙酸 (Ethylene diamine tetraacetic 

acid，EDTA)，购于国药集团化学试剂公司；乙腈 

(色谱纯)，单溴二胺(mBBr，≥95%)，购于美国

Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.2  仪器与设备 

LC-20AT 高效液相色谱仪，日本 Shimadzu 公

司；ZORBAX SB-Aq C18 (4.6 mm×250 mm×5 μm) 

液相色谱柱，美国 Agilent 公司；Shim-pack GIST 

C18 (4.6 mm×250 mm×5 μm) 液相色谱柱，日本

Shimadzu 公司； YMC-Triart C18 液相色谱柱    

(4.6 mm×250 mm×5 μm)，日本 YMC 公司；超纯水

机，美国 Thermo Fisher Scientific 公司；移液枪、

分析天平、FiveEasy 实验室 pH 计，瑞士 Mettler 

Toledo 公司；数控超声波清洗器，昆山市超声仪器

公司。 

1.3  标准溶液与缓冲溶液配制 

10 mmol/L 亚硫酸钠标准溶液：称取 0.126 g

无水亚硫酸钠溶于少量水中，移入 100 mL 容量瓶

中，用水稀释至标线，摇匀。亚硫酸钠标准溶液

需要现配现用。 

100 mmol/L 硫代硫酸钠标准溶液：购买于上

海阿拉丁生化科技公司。 

10 mmol/L 硫化钠标准溶液：取一定量结晶

状的九水合硫化钠于布氏漏斗或小烧杯中，用水

淋洗除去表面杂质，用干滤纸吸干水分后，称取

0.24 g 溶于少量水中，移入 100 mL 容量瓶，用水
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稀释至标线，摇匀后标定其准确浓度。 

20 mmol/L mBBr 溶液：将 mBBr 溶于乙腈，

放于−20 ℃避光保存。 

HEPES 缓冲液：称取 0.596 g HEPES 粉末和

0.093 g EDTA 于 50 mL 的超纯水中，用 0.1 mol/L

的 NaOH 溶液调溶液 pH 至 8.0。 

1.4  样品预处理 

取待测样品 200 μL 于 1.5 mL 离心管中，加

入 15 μL mBBr 溶液和 200 μL HEPES 缓冲液，在

室温且避光反应 1 h 后，加入 200 μL 超纯水稀释，

并在 1–3 h 内完成分析。 

1.5  高效液相色谱参数 

高效液相色谱参数如表 1 所示，其中流动相

A 和 B 使用前经 0.45 μm 滤膜过滤，并经 30 min

超声去除气泡；另外，每次仪器开机后，先用流

动相冲洗色谱柱 30 min，每次分析后用流动相冲

洗色谱柱 10 min，以保持保留时间和峰面积具有

良好的重现性。 

2  结果与分析 

2.1  高效液相色谱方法优化 

2.1.1  进样量的选择 

进样量的大小决定响应信号的强度。进样量大

可增强信号强度，同时增加色谱峰的峰高，提高色

谱柱的灵敏度，但进样量大会降低谱峰的分离度，

同时也会污染色谱柱，降低色谱柱寿命。进样量小

会受噪音的影响较大，也可能会低于检出限，影响

分析结果，但进样量小对色谱柱寿命有好处。本研

究拟采用 10 μL 为进样量，实验结果表明含硫化合

物的出峰效果良好，均可以得到很好的分离，因此

最终选取 10 μL 为进样量。 

2.1.2  流动相的选择 

反相高效液相色谱的流动相一般包括水相和

有机相。水相一般采用纯水作流动相，但对于弱

酸或者弱碱化合物，一般需要通过在水中加入弱

酸或弱碱调节水相 pH 值来抑制样品组分的解离，

增加组分在固定相上的保留，进而改善组分峰形，

使目标化合物能得到很好的分离。通常分离碱性

化合物时，水相 pH 值应该在 pKb±2 以外进行调

节，并且优先选择高于 pKb 值 2 个单位。对于生

物脱硫溶液中的含硫化合物，pH 通常在 8.0–9.5

范围内，所以在配制水相时，在每升水中加入  

2.5 mL 的乙酸调水相的 pH 为 4.0。有机相一般选

择甲醇或乙腈作为有机相。由于乙腈洗脱能力比

甲醇强，因而本研究采用纯乙腈作为有机相。 

2.1.3  色谱柱的选择 

生物脱硫溶液中含硫化合物大多为非极性碱

性盐和低极性碱性盐，由于反相 C18 色谱柱适于

分离非极性和极性较弱的化合物，因此选择反相

C18 色谱柱对含硫化合物进行分离。但是，采用 

 
表 1  高效液相色谱参数 
Table 1  The parameters of high performance liquid chromatography 

Names Parameters 

Reverse-phase column Agilent ZORBAX SB-Aq C18 (4.6 mm×250 mm×5 μm) 

Column temperature 25 °C 

Mobile phase A 0.25% acetic acid/water 

Mobile phase B Acetonitrile 

Flow rate 1.0 mL/min 

Excitation wavelength 395 nm 

Emission wavelength 480 nm 

Injected volume 10 μL 

Elution gradient 0 min, 10% B; 10 min, 30% B; 18 min, 75% B; 20 min, 100% B 
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不同的色谱柱分析样品时，由于色谱柱选择性的差

异，目标化合物的保留值、色谱峰之间的分离度甚

至色谱峰顺序都可能出现较大的差异[30-31]，因此要

选择柱效高、选择性好、分析速度快的色谱柱。 

本实验研究不同的反相高效液相色谱柱，其

他色谱条件相同的情况下，对空白试剂、亚硫酸

钠标准液、硫代硫酸钠标准液、硫化钠标准液和

3 种标准液各的混合液进行测定，以停留时间为

横坐标、响应值为纵坐标，比较不同的色谱柱对

含硫化合物的分离效果。 

Shim-pack GIST C18 色谱柱是在新型的更高

惰性硅胶基质上键合十八烷基的色谱柱，由于色

谱柱的高惰性，大幅度提高了分析的精确度和色

谱柱的重现性。此外，该色谱柱采用新型硅胶，

可以耐受 pH 为 1.0–10.0 的流动相，在碱性的分

析条件下也能得到稳定的分离。如图 1 所示，该

色谱柱峰形很好，存在轻微漂移，但 S2O3
2–色谱

峰与相邻空白峰之间存在部分重叠，分离度低。 

YMC-Triart C18 色谱柱采用有机杂化硅胶

为基质，对基质、颗粒和表面修饰 3 个方面进行

革新，具有很强的耐受性、适度的疏水性和亲水

性、良好的峰形和再现性等特点，适用于各种化

合物的分离。如图 2 所示，该色谱柱相较于前者 

 

 
 

图 1  利用 Shim-pack GIST C18色谱柱测定含硫化合物 
Fig. 1  Determination of sulfur compounds with Shim-pack 
GIST C18 column. 

S2O3
2–色谱峰与相邻空白峰得到基本分离，分离度

大于前者，且峰形和重现性良好，但出峰时间略

迟于前者。 

ZORBAX SB-Aq C18色谱柱具有亲水性的表

面，即使是使用水溶液流动相，也可以有效地防

止固定相的塌陷；适用于增加难以分离的酸性、

碱性和极性化合物的保留值。保留作用要比许多

传统的 C18 高效液相色谱柱要强。因此，分析极

性化合物仍可以获得良好的重复性、稳定性和峰

形。如图 3 所示，S2O3
2–色谱峰与相邻空白峰得 

 

 
 

图 2  利用 YMC-Triart C18 色谱柱测定含硫化合物 
Fig. 2  Determination of sulfur compounds with YMC-Trait 
C18 column. 

 

 
 

图3  利用ZORBAX SB-Aq C18色谱柱测定含硫化合物 
Fig. 3  Determination of sulfur compounds with ZORBAX 
SB-Aq C18 column. 
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到完全分离，分离度大于前两者，且峰形与重现

性良好，但与前两者相比出峰顺序发生了变化。 

另外，研究了 3 种色谱柱测定含硫化合物的

保留时间，如表 2 所示，Shim-pack GIST C18 色

谱柱各组分的出峰时间最早；YMC-Triart C18 色

谱柱和 ZORBAX SB-Aq C18 色谱柱的各组分保

留时间很接近，但后者的 HS–组分最后出峰。 

通过以上对不同的色谱柱的分析比较可得，

ZORBAX SB-Aq C18色谱柱对含硫化合物的分离

度最大但出峰时间一般，YMC-Triart C18 色谱柱

的分离度一般但出峰时间最迟，Shim-pack GIST 

C18 色谱柱的出峰时间最早但分离度最小；3 种

色谱柱的重现性均良好且存在信号漂移。综合考

虑，本实验研究采用 ZORBAX SB-Aq C18 作为反

相高效液相色谱柱。 

2.1.4  流动相流速的选择 

反相高效液相色谱中流动相流速也是影响分

离度和出峰时间的一个重要因素，流速大出峰时

间短但分离度可能小；流速小分离度大但出峰时

间长。因此，本实验研究了 0.4–1.2 mL/min (不同 

 
表 2  不同色谱柱下 SO3

2–、S2O3
2–、HS–的保留时间 

Table 2  Retention time of SO3
2–, S2O3

2–, HS– at 
different chromatographic columns 

Compound 
Retention time (min) 

Shimadzu YMC Agilent 

SO3
2– 6.437 9.070 8.393 

S2O3
2– 10.311 13.455 12.242 

HS– 17.443 17.877 18.174 

流速对应的洗脱梯度见表 3) 范围内流动相流速

对 SO3
2–、S2O3

2–和 HS–测定效果的影响。 

由表 4 可知，3 种含硫化合物的保留时间和

其峰面积随着流动相流速的增加均呈减小趋势；

由图 4、图 5 和图 6 可知，流动相流速对 3 种含

硫化合物的分离度影响不大，3 种含硫化合物均

可以得到很好的分离。因此，拟定流动相流速  

1.0 mL/min 为理想的操作条件，同时实验表明在

该条件下 3 种含硫化合物均可以得到很好的分

离，整个分析过程可以在 20 min 内完成。 
 

表 3  不同流速下流动相洗脱梯度 
Table 3  Elution gradients of mobile phase at different 
flow rates 

Flow rate 
(mL/min) 

Time (min)
Acetonitrile 

(%) 
Water (%)

0.4 

0 10 90 
25 30 70 
45 75 25 
50 100 0 

0.6 

0 10 90 
17 30 70 
30 75 25 
33 100 0 

0.8 

0 10 90 
12.5 30 70 
22.5 75 25 

25 100 0 

1.0 

0 10 90 
10 30 70 
18 75 25 
20 100 0 

1.2 

0 10 90 
8.5 30 70 
15 75 25 
17 100 0 

 

 

 

表 4  不同流动相流速下 SO3
2–、S2O3

2–、HS–的保留时间和峰面积 
Table 4  Retention time and peak area of SO3

2–, S2O3
2–, HS– at different mobile phase flow rates 

Flow rate (mL/min) 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 

Retention time (min) 

SO3
2– 19.402 12.703 10.163 8.122 6.784 

S2O3
2– 28.784 19.752 14.781 11.899 10.169 

HS– 44.875 30.283 22.573 18.104 15.248 

Peak area (mV·min) 

SO3
2– 126 434 86 550 72 352 55 752 45 011 

S2O3
2– 114 391 81 873 60 478 49 521 42 264 

HS– 69 534 51 498 41 302 35 256 30 386 
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图 4  流动相流速对 SO3

2–测定结果的影响 
Fig. 4  Effect of mobile phase flow rates on the 
determination results of SO3

2–. 

 

 
 
图 5 流动相流速对 S2O3

2–测定结果的影响 
Fig. 5  Effect of mobile phase flow rates on the 
determination results of S2O3

2–. 

 
 
图 6  流动相流速对 HS–测定结果的影响 
Fig. 6  Effect of mobile phase flow rates on the 
determination results of HS–. 
 

2.1.5  柱温的选择 

对反相高效液相色谱来说，柱温对分析工作

的质量影响较小，但是合适且稳定的柱温有利于

提高色谱柱的灵敏度，改善谱峰的分离度，缩短

分析时间，确保分析结果的准确性和再现性。通

常柱温升高可加快分离过程，但分离度也可能下

降；相反，柱温降低可提高分离度，但会延长分

析时间。因此，本实验研究了 25 ℃– 45 ℃范围内

柱温对 SO3
2–、S2O3

2–和 HS–测定效果的影响。 

由表 5 可知，含硫化合物的保留时间随着柱

温的增加呈减小趋势，其峰面积基本保持不变；

由图 7、图 8 和图 9 可知，柱温对含硫化合物的

分离度影响不大，含硫化合物在不同的柱温条件

下均可以得到很好的分离。因此，拟定柱温 25 ℃ 

 
表 5  不同柱温下 SO3

2–、S2O3
2–、HS–的保留时间和峰面积 

Table 5  Retention time and peak area of SO3
2–, S2O3

2–, HS– at different column temperatures 

Column temperature (°C) 25 30 35 40 45 

Retention time (min) 

SO3
2– 8.163 8.053 8.087 7.757 7.681 

S2O3
2– 11.887 11.687 11.527 11.368 11.250 

HS– 18.107 18.058 18.006 17.962 17. 900 

Peak area (mV min) 

SO3
2– 56 292 55 717 56 569 57 750 55 627 

S2O3
2– 49 807 50 511 49 717 50 062 49 844 

HS– 36 842 35 087 34 758 33 426 33 059 
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图 7  柱温对 SO3

2–测定结果的影响 
Fig. 7  Effect of column temperatures on the determination 
results of SO3

2–. 

 

 
 
图 8  柱温对 S2O3

2–测定结果的影响 
Fig. 8  Effect of column temperatures on the determination 
results of S2O3

2–. 

 
为理想的操作条件，同时实验表明在该条件下，  

3 种含硫化合物均可以得到很好的分离。 

2.2  方法学质量控制 

2.2.1  标准曲线 

同样的色谱条件下，配制不同浓度的亚硫酸

钠、硫代硫酸钠和硫化钠标准液，测定其峰面积。

以标准液浓度为横坐标 (x)，峰面积 (y) 为纵坐

标绘制标准曲线，测定结果如图 10 和表 6 所示。 

2.2.2  检测限与定量限 

通过岛津 LC-20A 工作站中的批处理再解析

功能处理 3 种含硫化合物不同浓度的数据，根据最

低出峰浓度信号强度 (S) 是噪音 (或背景信号)强

度 (N) 的 3 倍和 10 倍分别计算得出 3 种含硫化

合物的检测限 (Limit of detection，LOD) 和定量

限  (Limit of quantitation，LOQ)。表 7 记录了     

3 种含硫化合物的标准曲线方程、相关系数、线

性范围、检测限和定量限，可见 3 种含硫化合物

的标准曲线具有良好的线性关系，相关系数均大

于 0.999，能够很好地满足实验分析需要。 

 

 
 

图 9  柱温对 HS–测定结果的影响 
Fig. 9  Effect of column temperatures on the determination 
results of HS–. 
 

 
 

图 10  SO3
2–、S2O3

2–、HS–标准曲线 

Fig. 10  Standard curves of SO3
2–, S2O3

2– and HS–. 
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2.3  稳定性实验 

在 0、3、6、9、12 h 时平行测定 5 次已知浓

度的硫化钠标准液、亚硫酸钠标准液和硫代硫酸钠

标准液的保留时间和峰面积并计算 12 h 内其平均

值和相对标准偏差 (Relative standard deviation，

RSD)。由表 8 可知，3 种含硫化合物在 12 h 内保

留时间的相对标准偏差分别为 0.56%、0.25%和

0.02%；峰面积的相对标准偏差为 0.84%、2.82%

和 0.99%。因此，实验结果表明衍生溶液在 12 h

内是稳定的，能够满足分析测定需要。 

2.4  重复性实验 

平行测定 5 次已知浓度的硫化钠标准液、亚

硫酸钠标准液和硫代硫酸钠标准液的保留时间和

峰面积并计算其平均值和相对标准偏差。由表 9

可知，3 种含硫化合物保留时间的相对标准偏差

分别为 0.03%、0.04%和 0.01%，峰面积的相对标

准偏差分别为 0.50%、0.85%和 0.68%。因此，实

验测定结果表明重复性良好。 

 
表 6  SO3

2–、S2O3
2–、HS–标准曲线的测定 

Table 6  Determination of SO3
2–, S2O3

2–, HS– standard curve 

Concentration (μmol/L) 10 20 40 60 80 100 

Peak area 
(mV min) 

SO3
2– 6 568 12 396 25 322 38 586 50 570 62 137 

S2O3
2– 5 158 10 217 20 014 30 823 41 194 50 754 

HS– 3 500 6 469 14 039 21 340 28 920 35 946 

 
表 7  标准曲线、检测限与定量限 
Table 7  Standard curve, limit of detection and limit of quantitation 

Compound Standard equation 
Correlation 
coefficient 

Linear range 
(μmol/L) 

Limit of detection 
(μmol/L) 

Limit of quantitation
(μmol/L) 

SO3
2– y =624.00x+356.29 0.999 46 10–100 0.000 6 0.001 9 

S2O3
2– y=510.44x–12.76 0.999 74 10–100 0.000 7 0.002 3 

HS– y=364.96x–487.07 0.999 64 10–100 0.001 1 0.003 6 

 
表 8  稳定性实验结果 
Table 8  Experimental results of stability 

Time (h) 
Retention time mean (min) Peak area mean (mV·min) 

SO3
2– S2O3

2– HS– SO3
2– S2O3

2– HS– 

0 8.461 12.257 18.145 27 634 30 729 14 461 

3 8.395 12.222 18.138 27 569 29 827 14 304 

6 8.380 12.181 18.139 27 345 29 191 14 616 

9 8.369 12.187 18.142 27 188 29 085 14 667 

12 8.334 12.211 18.139 27 106 28 562 14 461 

RSD (%) 0.56 0.25 0.02 0.84 2.82 0.99 

 
表 9  重复性实验结果 
Table 9  Experimental results of repeatability 

Compound 
Retention time mean (min) Peak area mean (mV·min) 

Mean RSD (%) Mean RSD (%) 

SO3
2– 8.394 0.03 27 540 0.50 

S2O3
2– 12.186 0.04 29 449 0.85 

HS– 18.142 0.01 14 446 0.68 
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2.5  实际样品测定实验和加标回收率实验 

实际样品取自实验室生物脱硫反应器，离心

后取上清液 1 mL，稀释一定倍数并进行样品预处

理，平行测定 5 次。根据稀释倍数及测定值计算

实际样品中的含硫化合物水平，同时对该样品进

行加标回收实验并计算加标回收率。 

由表 10 可知，实际样品中含硫化合物的相

对标准偏差分别为 0.67%、1.01%和 1.24%，均小

于 2%，可用于实际物系中样品测定；加标后样

品中含硫化合物的相对标准偏差分别为 0.94%、

0.59%和 0.95%，均小于 2%；含硫化合物的加标

回收率均在 95%–105%范围内；表明该法准确  

性高。 

Daunoravicius等[32]建立了一种新型毛细管电

泳方法，用于快速、简单和选择性地测定硫代硫

酸盐、硫化物和亚硫酸盐；该方法可用于监测电

解氧化过程中废液的硫阴离子含量。与该方法相

比，本研究方法中荧光衍生的产物稳定不易被氧

化，稳定性良好；标准曲线的相关系数要更好；

而且检出限要更低，更有利于分析测定。 

3  结论 

本研究建立了柱前荧光衍生高效液相色谱法

同时测定生物脱硫系统中含硫化合物的分析方

法。待测样品经过与荧光探针 mBBr 预处理，在

ZORBAX SB-Aq C18 (4.6 mm×250 mm×5 μm) 液

相色谱柱；柱温 25 ℃；激发波长 395 nm，发射

波长 480 nm；流动相为纯乙腈和 0.25%乙酸水溶

液；流速 1.0 mL/min；进样量为 10 μL 的条件下，

于 20 min 内完成分析检测。 

该分析方法中亚硫酸盐、硫代硫酸盐和硫化

物的检测限分别为 0.000 6 μmol/L、0.000 7 μmol/L 

 
表 10  样品测定和加标回收率实验结果 
Table 10  Experimental results of sample determination and recovery rates 

Times of determination 1 2 3 4 5 

Determinated value 
(μmol/L) 

SO3
2– 18.59 18.38 18.60 18.33 18.52 

S2O3
2– 16.62 16.40 16.80 16.64 16.42 

HS– 14.47 14.29 14.31 14.73 14.52 

RSD (%) SO3
2–   0.67   

S2O3
2–   1.01   

HS–   1.24   

Added (μmol/L) SO3
2–   12.00   

S2O3
2–   10.00   

HS–   9.00   

Determinated value 
after added (μmol/L) 

SO3
2– 30.75 30.16 30.73 30.30 30.75 

S2O3
2– 26.71 26.55 26.96 26.85 26.68 

HS– 23.85 23.39 23.67 23.97 23.85 

RSD (%) SO3
2–   0.94   

S2O3
2–   0.59   

HS–   0.95   

Recovery rate (%) SO3
2– 101.33 98.17 101.08 99.75 101.92 

S2O3
2– 100.90 101.50 101.60 102.10 102.60 

HS– 104.22 101.11 104.00 102.67 103.67 
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和 0.001 1 μmol/L；定量限分别 0.001 9 μmol/L、

0.002 3 μmol/L 和 0.004 6 μmol/L；含硫化合物的加

标 回 收 率 分 别 在 98.17%–101.92% 、 100.90%– 

102.60%和 101.11%–104.22%范围内；并具有良好

的线性关系、重复性和稳定性。经实验证明，该

分析方法预处理简单、分析快速、结果准确，可

用于同时测定不同生物脱硫系统中的含硫化   

合物。 
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