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摘　要：土壤砷污染是当今全球十分严重的环境与健康问题之一。土壤砷形态及生物有效性研究

是开展污染诊断、评估环境健康风险及开展砷污染土壤修复的重要依据。目前土壤砷形态的研究

方法包括化学选择性提取操作定义法、溶剂提取仪器测定或吸附材料选择性分离法和同步辐射 X

射线近边能谱（ XANES ）直接测定法，这些方法相互结合在土壤砷的形态转化研究中发挥着重要作

用。目前关于生物有效性研究存在多种方法并存的局面，化学提取法相对经济、方便，但存在很大

的局限性，往往不能真实反映土壤砷的有效态含量，只能作为环境危害程度识别的参考；植物指示

法需选择敏感性植物方能有效地指示土壤砷对环境与健康的潜在危害；土壤动物与微生物指示法

代表了未来开展砷污染早期预警的发展方向，具有广阔的应用前景。模拟肠胃液提取法（ In  Vitro 

 Gastrointestinal Method ）比较接近动物或人体对土壤砷污染的真实吸收状态，在环境健康风险评价

中发挥着重要作用。目前国外已发展出采用兔、仔猪和猴的动物模型以研究经口摄入的生物有效

性砷，但尚不清楚哪种动物模型更能准确反映砷对人体的生物有效性。
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　　砷是一种有毒并致癌的化学元素，砷污染是全

球十分严重的环境与健康问题之一［
1］。矿山开发、

污水灌溉、农药使用等均可造成土壤砷污染［2］。土

壤中砷的移动性很大程度上取决于其存在形态，并

决定了其毒性程度和生物对其的吸收利用，即生物有

效性［3］。土壤中砷形态及其生物有效性不仅是土壤

砷污染的诊断依据，也是评估砷污染土壤修复效率的

重要参数。但目前有关砷的生物有效性研究仍存在

定义不统一、不确定性大和可比性差等问题。本文将

阐述土壤砷形态与砷的生物有效性的关系，探讨砷生

物有效性在环境与健康研究中的应用前景。

1　土壤砷形态与生物吸收
1.1　土壤中砷的形态

大量研究表明，土壤中的砷大多为无机砷，包括

三价砷（As（ III ））和五价砷（As（V））；有机砷包括一

甲基砷和二甲基砷，占土壤总砷的比率极低［
3，4］。

 Newton 等［5］发现苹果园污染土壤中的砷吸附在土

壤团粒上，并主要以 As（V）为主，As（ III ）所占的比

率不到 8％；且砷均存在于表土（20   cm ）中，没有出

现向下的淋溶迁移现象，表明砷在土壤中的移动性

较差。传统上，采用不同强度的化学浸提剂对土壤

样品进行连续提取，按砷在土壤中结合的紧密程度，

将土壤中的砷分为不同的结合形态，以判定砷在土

壤中的活动能力以及被植物和动物的吸收利用程

度［6］。
1.2　砷的生物吸收

生物对不同形态砷的吸收利用程度不同。植物

对土壤中各种形态砷的吸收能力为水溶性砷＞亚砷
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酸钙＝亚砷酸铝＞亚砷酸铁［3］。As（V）较 As（ III ）

的附着能力强，移动性弱，毒性相对较小［7］。在淹

水的还原条件下，砷易以毒性较强的As（ III ）形态存

在，作物受害最严重，而旱地作物受害相对较轻。受

土壤砷污染毒性影响最直接的是土壤动物和微生

物，砷在土壤生物体中可发生反应转化为毒性较低

的一甲基砷和二甲基砷［4，8］。

2　土壤砷形态的研究方法
2.1　基于选择性提取剂定义的土壤砷形态

由于砷和磷具相似的化学性质，砷形态的化学

提取很多借鉴了  Chang 等［9］的磷形态逐级提取方

法。自  Tessier 等［10］提出针对沉积物重金属形态的

连续提取法之后，很多研究人员，如  Shum an ［11］、 Gib-

 son ［12］、 Miller ［13］、 Oughton ［14］、 W enzel 等［6］在  Tessier 

提取方法的基础上提出了改进的方法。由于缺乏统

一标准的分析方法，欧共体标准物质局（ European 

 Com  m unities   Bureau  of Reference ）把测定重金属的方

法简化为三步提取法（简称  BCR 法）［
15］，这种方法

重现性较好，但对于砷而言，由于砷易与铁锰氧化物

结合，而  BCR 法所测定的砷形态与铁锰氧化物态关

系不大［16］，因此不适合于土壤中砷的形态测定。
 Ferná ndez 等［17］用一步提取法来替代连续提取法，

即在提取方法和提取条件不变的情况下，将试样等

分以后分别提取，发现得到的可提取重金属总量相

差仅 10  ％左右，也不失为一种好的方法。
2.2　土壤砷形态的分离测定

采用化学提取操作定义的砷形态分析方法具有

经济、方便的特点，能够反映污染物在环境中的移动

性强弱；但存在不准确、可比性差、受土壤理化和生

物因素影响大等诸多缺点，随着环境健康风险评价

要求的逐步提高，其局限性日益显露而不能满足要

求。采用溶剂提取分离，通过仪器直接测定土壤中

砷化合物代表了未来的研究方向。目前常用的砷化

合形态的测定方法主要包括高效液相色谱—电感耦

合等离子体质谱联用和高效液相色谱—原子荧光光

谱法联用法［4，18］。这些分析均需要采用特定的提

取剂将各种形态的砷从土壤中提取出来。因此，控

制条件防止提取过程中砷形态的转化尤为重要。此

外，在防止提取过程中砷形态转化的同时，选择合适

的提取剂以提高提取效率，也是一个关键问题。

在As（ III ）和总砷的测定中不同的提取剂有不

同的提取率，同一种提取剂的不同浓度的提取率也

不同。对于土壤中的活性砷，常用的有蒸馏水、

KH
2
PO

4、 HCl 和  Na OH 溶液等，其中 KH
2
PO

4 和

 Na OH 有较高的提取率［
19］。 Alam 等［

20］用磷酸盐对

土壤砷的提取率可达60％， Pizarro 等［21］用 H 3PO 4提

取土壤中的总砷达 82％。

利用色谱或色谱质谱联用分离测定土壤中 As

（ III ）和As（V）是目前常用的方法，这些方法均需要

利用不同的试剂将砷从土壤中提取出来加以分离和

测定。因此，需耗费大量时间且不利于野外作业。

同时，在样品的储存过程中As（ III ）也可能被氧化为
As（V）。目前，常用的As（ III ）和As（V）的分离方法

有 4种，包括高效液相色谱—等离子体质谱联用

（ HPLC- ICP- MS ）、高效液相色谱—氢化物发生—原

子荧光联用（ HPLC - HG - AFS ）、氯仿萃取和分离柱分

离技术。
 HPLC- ICP- MS 将等离子质谱仪和色谱仪联用，

是目前研究元素形态最重要的技术，绝对检出限可

达  ng～ pg ［2 2］，它的检测限低于  HPLC - ICP- AES 等一

些其它联用技术，敏感度比其他分离技术高 100  ～
1 000 倍［2 3］，可以实现砷化物的有效分离，避免了传

统分离方法繁琐的操作以及差减法带来的误差。何

小青等［
24］用10   m m ol / L 的四丁基氢氧化铵（ TBAH ）

溶液作为流动相，并用丙二酸调节 pH 值（ p H ＝
6.6 ），成功地分离了As（ III ）、As（V）、 MMA 、 DMA 四

种砷化合物。
 HPLC- HG - AFS 将原子荧光光谱仪和色谱仪联

用，对As（ III ）和 As（V）的检出限为 0.21   ng / m   L 和
0.34   ng / m   L ［25］。吴少尉等［25］选用四丁基氢氧化铵

作为As（ III ）和As（V）的离子对试剂，在 Peco- sphere 

 C18 色谱柱上有效地分离了 As（ III ）和 As（V）。随

后在  HG- AFS 上测定 As（ III ）和 As（V），其精密度分

别为 6.8  ％和 4.0  ％。J ose 等［2 6］的研究对比
 HPLC-（UV）- HG - AFS 和  HPLC-（UV）- HG - ICP- MS 

测定砷发现两种方法检测限、重现性及敏感性相似。
 Chappell 等［27］采用高酸浓度（9  m ol / L  HCl ）条

件提取土壤总砷，再用氯仿萃取土壤中的 As（ III ），

之后用蒸馏水反提，再用  HG - AFS 测定，人工添加的
As（ III ）回收率在 80％以上，是较经济和快速的一种

方法。其缺点是效率低，操作繁杂，条件要求苛刻，

得到可靠分析结果比较困难。
 Yang 等［28］利用离子交换树脂分离了体外肠胃

液模拟实验中的土壤 As（ III ）和 As（V）。 Meng 

等［29 ～31 ］在离子交换树脂基础上发展起一种极为经

济方便的 As（ III ）和 As（V）分离方法———分离柱技

术（ Disposable  Cartridges ）。该分离柱只需要一次性
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针筒作为辅助设备即可完成对水中两种价态砷的分
离，目前已成功地用于水相中 As（ III ）和 As（V）的

分离测定。As（V）被分离柱中的硅铝质充填物吸

附，而 As（ III ）则可完全通过进入滤液中，从而实现
两种价态砷的分离。该方法具有简便、快速、准确的

优势，As（ III ）回收率平均可达 98％，但其对于土壤

中砷形态分离的效果还有待实验检验。

利用  XANES 技术可直接测定土壤中的砷价
态，由于这种方法具检测限低、微区探测和不破坏样

品等优点，在土壤砷价态的研究中具有独特的优势。
 Yang 等［

28］发现用  XANES 直接测定的土壤 As（ III ）
与 As（V）含量与用基于模拟肠胃液提取法得出的

两种价态砷比例存在显著差异，表明土壤 pH、矿物

组成、铁氧化物可能影响砷在土壤中的氧化还原作

用
［28，32］
。

3　砷的生物有效性与生物可给性

3.1　概念
生物有效性研究对环境健康风险性评估具有重

要意义，但目前文献中关于生物有效性与生物可给

性的概念还很不一致。毒理学家主要从砷对动物或

人体的毒性效应方面来探讨其生物有效性，而环境
科学家则更多基于砷对土壤微生物、土壤动物和植

物的毒性效应来评估砷的生物有效性［
33］。 Ruby 

等［
3 4］从人体健康的角度出发，强调经口摄入并只有
能够被人体消化系统吸收的才是生物有效性（ bio-

 availabili ty ），这种生物有效性的测定只能通过动物

模拟实验获得，被用于美国超级基金修复点的风险

评估。 Sem  ple 等
［3 3］
则从土壤化学角度分析，将生物

有效性定义为能够自由地被生物体吸收的土壤中那

部分污染物。尽管  Ruby 等和  Sem  ple 等都强调土壤

中潜在能够活化的污染物在一定时间和条件下均有
可能被生物体吸收，并将这部分定义为生物可给性

（ bioaccessibil ity ），但两者的内涵是截然不同的。
 Ruby 经口摄入的“生物有效性”强调的是人体对土

壤砷的吸收利用，其大小受砷在土壤中存在的形态、
粒径和人体（或动物）消化道环境的影响（图 1）；而
 Sem  ple 则强调能够被特定土壤微生物或动物吸收

的那部分重金属（图 2），这种生物有效性不仅与重
金属本身的化学形态和结合相态有关，还受土壤化

学性质如 pH、其他金属离子和磷的影响［
35］。

图 1　经口摄入生物有效性砷与形态、矿物相及粒径的关系（据  Ruby 等修改）
［34］

 Fig.1　 The relationship betw een  oralarsenic  bioavailability and  arsenic species ， m ineral phases  and 

 grain sizes （ revised  after   Ruby  et al ）

3.2　砷形态与生物有效性的关系

相对而言，按化学操作定义分，只有闭蓄态的砷

是生物无效砷；其他形态的砷，包括水溶态、交换态、
铁锰铝氧化物结合态的砷，在土壤理化条件变化与

土壤微生物和微体动物作用下导致砷结合矿物相态

或粒径改变时，均有可能释放而成为有效砷（图 2）。

因此，可以把一定条件下土壤中能够释放的砷定义

为生物可给性砷。生物可给性砷是预测生物有效砷
的重要参数，一般通过体外肠胃液模拟或化学选择

性提取获得，或通过基于土壤理化性质的预测模型
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获得。 Yang 等
［2 8］
采用基于土壤 pH 和铁氧化物含

量的线性预测模型预测了美国超级基金修复点土壤

中砷的生物可给性，结果与幼猪动物模型得到的生

物有效性砷结果较为吻合，但与猴动物模型结果则
差异较大（表 1）。

图 2　生物可给性与生物有效性关系示意图（据  Sem  ple 等）
［33］

 Fig.2　 Conceptualdiagram  illustrates  the bi  ovailable and  bioaccessible fract ions ofa co  ntam  inantin soil （ after   Sem  ple  etal ）
A .土壤；B .微生物；C.土壤动物；D .植物根；E，G .生物有效物质；F，I.生物可给物质；H .非生物可给物

4　生物有效性的测定方法

依据研究目的、对象的不同，常采用不同的方法

测定砷的生物有效性。如前所述，这些方法获得的
砷的生物有效性在内涵上往往是不同的，他们服务

于特定的不同研究目的。主要包括化学浸提法、植

物指示法、微生物测定法、模拟肠胃液提取法、动物
模型法和流行病学调查法等。其中化学浸提法常与

植物指示法和微生物测定法配套使用，模拟肠胃液
测定法则与动物模型法进行比较验证。
4.1　化学浸提法

用化学提取剂直接浸提土壤中的砷，对于评价
砷的健康风险具有一定意义。受污染土壤重金属的

稀盐酸浸提量已被一些国家的环境保护和卫生机构

用来评估污染土壤进入人体后的有效性，并以此制
定安全临界值。如欧洲玩具安全标准就采用浸提法

来评估儿童玩具所含的 8 种金属（包括铅和砷）的
生物可给性［

3 6］。化学浸提法操作简单，但必须经植

物培养吸收试验或与动物模型结果加以印证，证明
其有良好的相关性以后才可以应用。
4.2　模拟肠胃液提取法

作为一种更为可靠的浸提法，人工模拟胃肠提
取实验（ in  vitro ）通过加入与人体或动物胃肠液相

似的各种主要酶和有机酸，同时模拟胃肠蠕动，使实

验系统处于 37℃的厌氧环境，以此来更为可靠地测
定污染土壤进入人体后的相对生物有效性或生物可

给性。这种评估土壤重金属的人体有效性的方法是

从 20世纪 90 年代初开始发展起来的，其实验结果
与动物实验的结果表现出良好的相关性［

37］。相对

于动物模型法，模拟肠胃液提取法（ In  Vitro  Gastro-
 intestinal  Method ）简单、经济，但同样需要与动物模

型进行比较，以验证其可靠性并适当调整参数［
38］。

4.3　植物指示法

植物指示法是判断污染土壤中重金属生物可利

用性的一种经济简便且可靠的方法。一般通过以下
3个方面来研究重金属的有效性：
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表 1　基于土壤理化性质预测与动物模型测定的美国超级

基金修复点生物可给性砷和生物有效性砷的比较
［28］

 Table  1　 Com  parison  betw een  predicted  bioacc  essidility 

 based  on  soilproperties  and  m easured  bioavai  lability 

 using  prim ate m odels in soils from  som  e superf  und 

 sites  in the  NSA ［28］

修复点代号 预测值（％） 测定值（％）

仔

猪

1 41.8  39.3 

2 42.7  55.1 

3 33.1  22.9 

4 24.3  56.6 

5 55.8  33.0 

6 29.6  8.35 

7 40.7  40.3 

8 42.4  42.2 

9 40.5  36.7 

10  42.9  23.8 

11  28.9  21.2 

12  36.9  23.5 

猴

13  52.1  10.7 

14  64.1  17.0 

15  76.8  16.3 

16  30.7  24.7 

17  53.2  14.6 

（1）植物的受害症状：主要通过肉眼观察植物

体受污染影响后发生的形态变化，如根、茎、叶在色

泽、形状等方面的变化。

（2）植物体内污染物含量：通过分析生活在重

金属污染土壤中这些植物体内重金属的含量，可以

判断污染土壤中重金属的生物可利用性，从而判断

土壤受重金属污染的程度。通常分析植物种植前后

土壤中重金属含量的变化与植物吸收重金属量的相

关性，寻找相关性较好的作为指示植物［39］。

（3）植物根际微生物数量的变化：土壤中微生

物种类繁多、数量庞大，有的微生物不仅参与土壤中

污染物的循环过程，还可以作为环境载体吸收重金

属等污染物，因而对污染土壤中重金属的迁移和释

放产生影响，从而左右重金属的生物有效性。这种

方法缺点是周期长，受环境因素影响多（如降水、光

照、温度、病虫害等），控制较难，且成本较高，应用

受到一定限制。

选择指示植物要求既具有一定的吸收重金属的

能力，又对重金属有一定的忍耐能力，同时，指示植

物吸收的重金属的量与环境中重金属的浓度之间还

应有一定的可比性。 Neubauer 提出的黑麦幼苗法

（又称  Neubauer 法），在农业化学中曾广泛用于测定

土壤中有效磷、钾的植物利用效率［40］。孟昭福

等［41］通过对8种植物幼苗（黑麦、小麦、大麦、燕麦、

绿豆、玉米、谷子、油菜）的两次筛选，根据生长速

度、生物量及根系发达情况选择得到可以替代黑麦

的植物小麦。
4.4　土壤动物与微生物指示法

土壤中的砷直接作用于土壤中的动物与微生

物，使土壤动物、微生物数量和种群以及动物体中的

砷含量发生变化，然后将这些变化与通过化学提取、

砷形态分析的结果进行比较，以间接估计土壤中砷

的生物有效性，进而评估土壤中的砷向食物链传递

的风险性大小［
3 6］。近年来，土壤动物、微生物的基

因毒性监测已被作为生态风险早期预警技术而得到

不断发展，据预测具有广阔的应用前景［
42］。

4.5　动物模型法（ In   Vivo   M ethod ）

在动物实验中，可通过人工饲喂掺入重金属污

染土壤的饲料，研究其剂量—反应关系，从而获得对

动物的毒性临界值，进而通过引入不确定因子以考

虑可能存在的种内和种间差异，从而获得人体的毒

性临界值，最终确定人体的最大允许摄入量。研究

表明，污染土壤中有较高比例的砷可被生物吸收，而

矿渣中则相对较低，这是由于砷在矿渣中存在于较

大颗粒并难溶的硫化物中的缘故［4 3］（表 2）。动物

实验的结果通常认为是相当可靠的，常被用来评价

化学提取法和模拟肠胃液提取法的准确性。但这种

方法的应用，受到其相对较长的实验周期和较高的

实验费用的限制。目前国外已发展了多种适应不同

条件与目的的动物模型方法，包括兔、仔猪和猴。

表2　基于动物模型测定的砷的相对生物有效性

（据  Roberts 等）
［43］

 Table  2　 Arsenic relative  bioavailability m e  asured 

 using  prim ate m odels （ after   Robert  etal ）

动物 土壤类型 生物有效性

兔 冶炼厂周边土壤 48％

仔猪 矿区土壤 20％  ～78％

矿渣  ND ～42％

仔猪 居住区土壤 18％  ～45％

猴 矿区土壤 20％

矿区土壤 28％

4.6　流行病学调查法

在实验室模拟实验研究结果的基础上，为进一

步确定重金属与人体健康的关系，需开展流行病学

调查，通过对重金属所致流行病的调查研究来评估

重金属对生物体尤其是人体的有效性。 Enterline 
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等［44］对1940 —1964 年在华盛顿塔科马（ Tacom  a ）铜

冶炼厂工作一年以上的 2 802 名工人的健康状况回

顾分析表明，砷与呼吸道癌之间有密切关系，指出尿

中砷浓度与呼吸道癌症发生率间呈线性剂量—效应

关系。德国于 1998 年开展了全国大规模抽样人口

尿中重金属和有机污染物暴露水平的调查研究，积

累了系统的环境污染物人体暴露数据［45］。捷克也

对全国工业区和农业区不同人群的尿砷暴露水平开

展了系统的调查研究［46］。在我国，关于环境污染的

人体暴露及其潜在健康危害，目前还没有建立起完

整的资料采集系统和有效的流行病学调查方法，随

着我国经济发展和人民健康保护意识的提高，相信

这些在将来的研究中会受到更多重视。

5　结　语

以生物有效性含量评估砷的环境与健康风险受

到了越来越多的关注，但目前关于土壤砷的生物有

效性的研究还很不充分，需要从砷在土壤中的存在

形态及其迁移转化和砷的生物有效性的测定等方面

开展更多深入的研究，以揭示土壤砷污染的潜在危

害。基于土壤动物、微生物种群结构变化及基因毒

性监测技术是开展土壤砷污染早期预警的重要手

段，代表了未来环境健康研究的发展方向。模拟肠

胃液法和动物模型法能够有效测定土壤砷的生物有

效性，在环境健康风险评价中发挥着独特的作用，目

前在国外已有很多的应用，我国在这方面还没有起

步，发展适合我国国情的经济有效的重金属生物有

效性动物试验模型是未来相关研究的重要课题。
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 Abstract ： Arsenic contam  ination  in  soilhas  becom  e a con  cern worldwide.  The  studies  of arsenic  form s /  spe-

 cies  and  bioavailability are the  foundation  f  orpollution  recognition ， risk  assessm  entand  rem  ediation  criteria set  ting.

 Methods currently  em  ployed  for  arsenic  fract  ionation  and  speciation  include  chem  ical  sel  ective  extraction ， instru-

 m ental detection  or  resin  / cartridges  separa  tion  after  solventextraction  and  synchrotro  n radiation   XANES direct  de-

 tection.  The  com  bination  ofthe  above  various  m ethods have  played  a core role in  the  study  ofa  rsenic bioavailabili-

 ty.  Also ， various m ethods have  been  used  form easurem  en  tofarsenic bioavailability in soils.  Chem  ic  alextraction  is 

 cost  effective  and  the  m ost convenient ， butlim ited  in notreally reflecting  the  arsen  ic bioavailability from  soilsto an-

 im als or hum ans ， and  usually is used  as  reference  for recogniti  on  ofarsenic environm entalhazards ； Indicator plant 

 m ethod  rely on  successfulselection  ofsensit  ive  plants in  order  to give  clue  to the  potentia  lhazards ofarsenic to en-

 vironm entand  health ； The  population  and  structure as wellas  geneti  c changes  ofm icroorganism  s exposed  to arseni c

 in  soils are directin  interpretation  ofarsen  ic toxicity ， and  are in  priority in  future application  for  r  isk  assessm  entof 

 arsenic contam  ination.  In vitro gastrointes  tinalm ethod  is the  m ost efficient in  sim ulati  ng  the  state  and  condition  of 

 anim aland  / or  hum an  gastrointestinalsystem ， and  is vital in  application  for  risk  assessm  en  tof  arsenic  contam  ina-

 tion.  However ， correlation  between  in  vitro and  in  vivo  resul  ts is stillneeded  for its accurate interpreta  tion  for arse-

 nic risks.  Rabbit ， young  sw ine  and  m onkey  have  been  com  m only used  in  anim alm odel （ in  vivo ）  for m easurem  ent 

 ofarsenic availability in soils via detectio  n arsenic contents in their urines.  However ， itis notyetclearwhich  is the 

 m ost  suitable forthe  reflection  ofarsenic ri  sks to hum ans due  to lim ited  studies  on  such  kin  d ofstudies  with relation 

 to hum an  arsenic exposures.

 Key  w ords ： Arsenic speciation ； Bioavailability ； Bioaccessibility ； Health ； Risk  assessm  ent.
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