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摘要

由于传统的⻓链PFAS已由制造商⾃发停产，取⽽代之的是具有类似化学性质的短链和超短链PFAS。使⽤常⻅反相

⾊谱柱的⾊谱⽅法⽆法保留超短链PFAS，因此通常不作为定量⽅法使⽤。鉴于PFAS分⼦的混合模式化学性质，同

时具有疏⽔性和离⼦性，因此Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱等混合模式反向和阴离⼦交换⾊谱柱填料可⽤

于保留此类分⼦。使⽤Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱时，TFA、PFPrA和PFPrS得到了充分保留，并且可以

使⽤与传统⻓链PFAS化合物相同的⽅法进⾏分析和定量。研究⼈员利⽤混合模式⾊谱柱对多种⽔样品进⾏了评估

，并从垃圾渗滤液样品中检出了⼤量的TFA 、PFPrA和PFPrS。Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱的使⽤拓宽了

通过单次进样进⾏常规检测和定量的PFAS范围，将超短链PFAS纳⼊其中，最短可分析C2碳链⻓度的分⼦。

优势

⼀种利⽤化合物的混合模式（疏⽔和离⼦）特性，将可分析的PFAS化合物范围扩展⾄C2⾄C14链⻓PFAS的单

⼀⽅法

■

使⽤Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱改善超短链和短链PFAS的⾊谱保留性和峰形，减少⼿动峰积分■

针对真实基质样品中的46种PFAS得到了准确的定量结果，并使⽤ERA废⽔基质认证参⽐物质进⾏验证，以评估

报告的可靠性

■
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简介

随着⼈们意识到传统⻓链（C8及以上）PFAS对环境的影响和对健康的危害，制造商调整了⽣产⽅式，改为使⽤短

链(C4~C7)和超短链(C3及以下) PFAS1。 最初，⼈们认为这些取代的短链和超短链PFAS对环境和健康的影响较⼩

，但研究表明，此类分⼦在环境中的移动性很⾼，会降解为⾮常持久的最终产物，并且仍然会造成严重的健康问

题2。为了更⼴泛、更准确地代表PFAS污染，监管⽅法的适⽤范围可能会有所扩展，对此，我们需要能够轻松准确

地定量超短链化合物的⽅法。但是，许多现⾏的PFAS法规和标准⽅法均未将PFAS纳⼊超短链类别。表1汇总了⽬

前全球通⽤的PFAS分析⽅法和法规，以及每种⽅法中包含的短链和超短链PFAS。如表中所⽰，除了ASTM（美国

材料和试验协会）8421⽅法中包含全氟丙酸(PFPrA)之外，其他⽅法中很少包含链⻓⼩于C4的PFAS。尽管超短链

PFAS通常不包括在常规PFAS⽅法中，但这并不意味着它们在常⻅样品中不存在。例如，在2019年的⼀项研究中

，Bjornsdotter等⼈在瑞典⽔样品中鉴定出超短链PFAS，例如三氟⼄酸(TFA)和全氟丙烷磺酸(PFPrS)，浓度分别

为14,000 ng/L和15,000 ng/L3。 此外，在2021年的⼀项研究中，Aro等⼈得出结论，样品中总氟含量的⼀部分未

知物可能来⾃超短链PFAS。在该研究中，废⽔样品总氟含量的10%可被鉴定，⽽4%的总氟含量经鉴定为超短链

PFAS4。常规定量⽅法对于超短链PFAS的遗漏可能导致严重低估样品中存在的PFAS。

表1.现⾏⽅法和法规中包含的超短链和短链PFAS概述。

随着PFAS使⽤和⽣产的发展，常规PFAS⽅法中可能未包括超短链PFAS的⼀个可能原因是这些⼩分⼦化合物难以

通过⾊谱分离。PFAS分析通常使⽤反相⾊谱柱，最常⽤的是C18填料。PFAS分⼦上的疏⽔性CF链使保留和分离机

制能够在这些条件下发挥作⽤。但是，随着CF链⻓缩短，C18⾊谱柱的疏⽔性保留能⼒也会降低。在典型的基于C

18的⽅法中，PFBA在⾮常接近⾊谱柱死体积的位置洗脱，表明其⼏乎⽆法保留。除CF链的疏⽔性⾊谱柱结构外

，⼤多数PFAS还具有带负电荷的离⼦头部基团，这是⼀种可⽤的次级保留机制。Atlantis Premier BEH C18 AX⾊

谱柱将反相C18保留填料和阴离⼦交换(AX)保留填料结合到⼀根⾊谱柱中。在这种情况下，混合模式⾊谱柱可以同
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时利⽤PFAS化合物的两种特性。以弱阴离⼦交换(WAX)⼩柱形式进⾏固相萃取(SPE)时，反相和阴离⼦交换结合是

PFAS样品前处理的常⽤⽅法。在这种混合模式填料的应⽤中，阴离⼦交换部分对于保留短链PFAS⾮常重要，因为

短链PFAS的反相机制⽐⻓链PFAS弱。

本研究评估了混合模式填料⾊谱柱Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱，以确定短链和超短链PFAS在该⾊谱柱上

的保留⽅式，以及是否可以⽤于常规分析超短链PFAS到⻓链PFAS。 

实验

样品前处理

分析的⽔样由美国国家环境保护局第5分局提供。⽔样采集地点如下：垃圾渗滤液、⾦属修整机、废⽔出⽔、废⽔

进⽔、医院废弃物、公共汽⻋清洗站、发电⼚、纸浆和纸⼚、地下⽔和地表⽔。此外，还将⼀并分析来⾃ERA的废

⽔认证参⽐物质（品⽬编号404 <https://www.eraqc.com/pfas-in-wastewater-wp-

era001663?returnurl=%2fsearch%3fq%3d404> ）和收集的⽔样，从⽽通过认证物质评价⽅法性能。

根据ASTM 8421⽅法制备⽔样5。将每个 5 mL⽔样全部⽤于分析，从⽽避免因⼆次抽样导致的任何化合物损失。

每个样品中添加160 ng/L同位素标记的替代物。然后向每个⽔样中加⼊5 mL甲醇，涡旋混合。使⽤25 mm, 0.2 

µm聚丙烯针式过滤器对全部10 mL样品进⾏注射式过滤。过滤后，向每个样品中加⼊10 μL⼄酸。可根据需要向

pH > 4的样品中额外加⼊⼄酸。将每个样品的等分试样转移⾄聚丙烯⾃动进样器样品瓶中，使⽤Xevo™ TQ 

Absolute MS与经过PFAS⽅法包改良的ACQUITY™ I Class FTN BSM系统联⽤进⾏分析。 

数据审查

根据ASTM 8421中的数据质量指南对使⽤Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱⽣成的数据进⾏评价，指南内容包

括：

1. 必须使⽤⼀条⾄少包含5个数据点的线性校准曲线。

2. 校准标准品与QC样品进样的偏差（%误差）必须在预期浓度的30%以内。

3. 空⽩响应值必须⼩于LLOQ进样响应值的50%。

4. 内标响应值必须在批次中位响应值的30%以内。

5. 内标和天然的保留时间必须在预期保留时间的5%以内(+/- 3 sec)。
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6. 离⼦丰度⽐必须在平均参⽐峰的30%以内。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 配备FTN的ACQUITY I Class BSM

样品瓶： 700 µL聚丙烯螺⼝带盖瓶(P/N: 186005219)

分析柱： Atlantis Premier BEH C18 AX 2.1 x 100 mm, 1.7 

µm (P/N: 186009368)

隔离柱： Atlantis Premier BEH C18 AX 2.1 x 50 mm, 2.5 

µm (P/N: 186009390)

柱温： 35 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 30 µL

流速： 0.3 mL/min

流动相A： 2 mM⼄酸铵⽔溶液

流动相B： 含0.1%(v/v)氢氧化铵的甲醇溶液
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梯度表

MS条件

质谱系统： Xevo TQ Absolute

电离模式： ESI-

⽑细管电压： 0.5 kV

离⼦源温度： 100 °C

脱溶剂⽓温度： 350 °C

脱溶剂⽓流速： 900 L/h

锥孔⽓流速： 150 L/h
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MRM⽅法： 有关完整MRM⽅法的详细信息，请参⻅附录

数据管理

软件： waters_connect™定量分析软件

结果与讨论

在混合模式⾊谱柱问世之前，PFAS分析主要采⽤反相机制(C18)6。链⻓在C4以下的羧酸系列PFAS在标准反相⾊谱

柱上⽆法充分保留，如图1上⽅的⾊谱图所⽰。在本例中，TFA(C2)和PFPrA(C3)在⾊谱柱的死体积区域(T0)内洗脱

。除了这种峰形畸变（如PFPrA所⽰），同时也显著增加了由同样在该区域洗脱的未保留基质化合物造成的基质⼲

扰机会。借助兼具反相和阴离⼦交换机制的混合模式Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱，CF链的疏⽔性将不再

是PFAS的唯⼀保留模式。官能基团（例如-CO2或-SO4）也会影响保留性，可增加超短链PFAS（如TFA和PFPrA）

的保留性，这些分⼦的CF链的疏⽔性不及链⻓较⻓的PFAS。图1中的底部⾊谱图表明，采⽤本研究所述的梯度

，超短链PFAS在Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱上的保留性增加。尽管TFA在混合模式⾊谱柱上保留，但在

实验室制备的样品中仍然存在⼤量TFA污染，该实验室还在其他应⽤中使⽤TFA作为流动相改性剂。这使得样品和

标准品中的TFA污染难以控制。因此，本应⽤纪要所⽰的⾊谱图使⽤同位素标记的TFA类似物作为TFA的代表性峰

。
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图1.TFA、PFPrA、PFBA和PFPrS在仅使⽤反相⾊谱柱（上图）和混合模式

Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱（下图）上的保留时间对⽐，标记有保

留时间。由于天然TFA类似物的污染问题，因此使⽤同位素标记的TFA类似

物表⽰TFA。

标准PFAS梯度⽅法使⽤含有添加剂（通常为⼄酸铵）的⽔性流动相和有机流动相，使流动相在整个梯度中保持pH

⼀致。这适⽤于仅根据化合物疏⽔性或极性保留化合物，并增加梯度中的有机溶剂浓度来分离化合物的反相⾊谱

柱。对于混合模式⾊谱柱，例如Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱，通过改变梯度内的pH来利⽤阴离⼦交换选

择性，这基本上会激活（保留）和钝化（洗脱）⾊谱柱上的离⼦交换位点。因此，通过在梯度范围内同时调整有

机相组成和pH，可获得理想的分离能⼒。如图2所⽰，该图以44种PFAS为对象，⽐较了使⽤Atlantis Premier 
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BEH C18 AX⾊谱柱，采⽤典型的⽔/甲醇和⼄酸铵梯度，pH恒定（图2A）与使⽤氢氧化铵的⽔/甲醇梯度（图2B）

的⾊谱分离度，后者的pH在梯度运⾏过程中增加。在⼄酸铵梯度中，所有44种PFAS均在⼤约3 min的窗⼝内洗脱

。利⽤氢氧化铵作为流动相添加剂创建pH梯度，可在⼤约13 min的洗脱窗⼝内提⾼分离度。⾊谱分离度提⾼带来

的优势包括：通过为每个MRM功能通道提供更⻓的驻留时间，从⽽提⾼质谱数据质量，以及降低来⾃共洗脱基质

化合物的基质⼲扰机会。

图2.使⽤Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱分析46种PFAS的保留性⽐较

：在恒定pH条件下使⽤标准⼄酸铵梯度(A)，以及在不同pH条件下使⽤氢氧

化铵梯度(B)。

使⽤混合模式⾊谱柱进⾏最终样品分析时，所有样品均符合ASTM 8421所要求的数据质量指南要求，空⽩样品中

少数由溶剂污染导致的TFA、PFPrA和PFBA检出结果除外。图3中的概述表明，在对各种样品类型进⾏样品分析期

间，结果均满⾜数据质量指南要求。
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图3.（左图）13C2- TFA、PFPrA和PFPrS在5~200 ng/L范围内的校准曲线。由于天然TFA类似物的污

染问题，因此使⽤同位素标记的TFA类似物表⽰TFA。（右图）waters_connect定量分析软件概览⻚

⾯，突出显⽰了重要的ASTM数据质量指南，例如残差、校准、质量控制和空⽩样。

在样品的初始进样过程中，最早洗脱的化合物确实经历了⼀些严重的保留时间偏移，未在5%的预期保留时间容差

范围内，如图4顶部的⾊谱图所⽰。在先洗脱的化合物中观察到保留时间漂移后，⽴即测试样品的pH。尽管按照

ASTM 8421⽅法的要求，在稀释和过滤后向每个样品中添加了10 μL⼄酸，但仍有少数样品的pH值升⾼。⽤于创

建校准曲线样品的溶液pH约为4。⼤多数分析的样品在添加10 μL⼄酸后的pH均落在4左右。但是，测试⾦属修整

机样品的pH为5.5，测试浸出液的pH接近5，测试纸浆和纸张样品的pH为4.5。从图4可以看出，这三个样品的保留

性随pH的升⾼⽽降低。pH最⾼的样品（来⾃⾦属修整机的⽔）的保留时间最短（或保留时间最早），其次是垃圾

渗滤液⽔，然后是纸浆和纸⼚⽔。考虑到这⼀点，向每个样品中额外加⼊⼄酸将pH调节⾄4，然后重新分析样品。

如图4底部⾊谱图所⽰，通过将所有样品的pH值调节⾄相同的标⽰值，可以观察到先洗脱化合物的保留时间更加稳

定，处于5%的保留时间容差范围内。此外，其余梯度中的化合物均保持稳定，完全在5%的保留时间容差内（图

5）。由此凸显了在将最终样品进样到混合模式⾊谱柱之前监测其pH的重要性。使⽤SPE制备样品时，样品pH的变

化可能较⼩，因为这种样品前处理技术可以去除⼤部分可能导致pH变化的基质，并且最终样品应该更均匀。
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图4.不同类型样品中PFPrA的保留结果重叠，分别是未进⾏（上图）和进⾏

（下图）额外pH调节的样品。星号分别表⽰⾦属修整机（蓝⾊）、浸出液

（⿊⾊）以及纸浆和纸张样品（绿⾊）的峰。
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图5.不同类别PFAS在Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱上的保留时间稳定

性

除确保数据符合ASTM 8421⽅法质量控制指南的要求外，还在同⼀批次中将认证参⽐物质作为⽔样进⾏了分析和

定量。分析结果如图6所⽰，该图还⽐较了反相⾊谱柱的定量结果。混合模式和反相模式的数据⾮常相似，表明使

⽤C18 AX⾊谱柱时，没有主要基质组分因共洗脱⽽导致离⼦抑制或离⼦增强。⼤多数化合物的定量结果都在标准

品的认证范围内，少数化合物在两种⾊谱柱上的定量结果都略⾼。这可能是因为认证值基于500 mL的样品量，⽽

在本研究中将样品量调整为5 mL以复制所采集⽔样的样品量。因此，对于较⼩的样品量，认证范围可能不够准确

。总体⽽⾔，废⽔认证参⽐物质的分析表明混合模式⾊谱柱分析⽅法具有较⾼的准确度。此外，混合模式⾊谱柱

分析的准确度与仅使⽤C18反相⾊谱柱相同。
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图6.使⽤ERA认证参⽐物质分析该⽅法的性能，⽐较在混合模式⾊谱柱和反相⾊谱柱上运⾏的结果。

使⽤Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱分析不同类型的样品后，在垃圾渗滤液样品中鉴定出显著⽔平的TFA 、

PFPrA和PFPrS。之前使⽤反相⾊谱柱（ACQUITY BEH C18⾊谱柱）分析样品时，只能检测在⾊谱柱上保留很差

的PFPrA。如果不通过Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱的混合模式填料将超短链PFAS加⼊分析范围，在分析

该样品时可能会遗漏⼤量PFAS。使⽤混合模式⾊谱柱时，不仅可以分析超短链PFAS，⽽且还可以在同⼀⾊谱柱上

通过单次进样分析常规检测⽅法中通常分析的其他PFAS。表2列出了使⽤反相和混合模式⾊谱柱鉴定出的垃圾渗

滤液样品中各种PFAS的定量含量以及计算的百分⽐差异。对于鉴定出的所有PFAS，两组定量结果之间的百分⽐差

异在15%以内，PFBA除外，其百分⽐差异为33%。对于PFBA百分⽐差异较⼤这⼀结果，根据估计可能是因为使

⽤C18 AX⾊谱柱被分离的峰出现共洗脱，导致在C18⾊谱柱上⾼估垃圾渗滤液样品中的PFBA，如图7所⽰。C18AX

⾊谱图中圈出的峰似乎导致反相⾊谱图中PFBA的峰展宽/轻微峰拖尾。
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表2.使⽤Atlantis Premier BEH C18 AX混合模式⾊谱柱和ACQUITY BEH C18反相⾊谱柱定量分析垃圾渗

滤液样品中的46种PFAS化合物时，定量结果和两组之间的百分⽐差异数据。(ND)未检出，(NA)不适

⽤。
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图7.垃圾渗滤液样品的放⼤⾊谱图，展⽰了C2~C6羧酸盐在C18 AX⾊谱柱和反相⾊谱柱上的洗脱。圈

出的共洗脱峰在反相⾊谱柱上导致较⾼的PFBA定量，但在C18 AX⾊谱柱上得到分离。TFA和PFHxA峰

因放⼤⽽被剪切。

结论

Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱利⽤PFAS的疏⽔性和离⼦特性，成功保留了超短链PFAS（例如TFA和

PFPrA），同时仍然可以通过单次进样定量所有其他传统⻓链PFAS。根据ASTM 8421数据质量指南，对成分差异

极⼤的各种⽔样进⾏定量分析。我们还使⽤经ERA认证的废⽔参⽐物质验证了结果，证明了使⽤Atlantis Premier 

BEH C18 AX⾊谱柱分析各种PFAS的可信度。借助Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱，实验室能够在现有LC-

MS/MS系统上扩展单次进样可分析的PFAS范围，以涵盖超短链PFAS⾄⻓链PFAS。
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附表1.分析中所含PFAS的质谱⽅法条件。

特⾊产品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

waters_connect定量分析软件 <https://www.waters.com/nextgen/global/products/informatics-and-

software/waters_connect-for-quantitation.html>

Xevo TQ Absolute三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/nextgen/global/products/mass-

spectrometry-systems/xevo-tq-absolute.html>
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