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城镇排水内分泌干扰物综合毒性效应的!"#$%检测方法
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&&摘&要!&针对当前城镇水环境中日益严重的内分泌干扰物"+,!-#污染!参照已取得 ./0

*1)'( 认证$美国环保局"+2"#批准的荧光素酶表达基因法"!"#$%#!研究建立了污水和污泥中二

口恶英$雌激素$雄激素$肾上腺皮质激素等四类主要+,!-的综合毒性效应检测方法!并通过重复试

验对方法的精密度进行了验证% 结果表明!!"#$%方法作为一种+,!-综合毒性效应的快速生物

检测方法!具有较好的灵敏度$重现性$可靠性!可作为仪器分析的有效补充方法%
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学物质#环境中的 +,!-会对生物体造成严重的危

害#甚至低浓度条件下!CHb#浓度水平"对动物和人

类的生殖与健康作用也不容忽视)* c6*

+ +,!-广泛

存在于杀虫剂,增塑剂,洗涤剂等产品中#大量的

+,!-经工业废水和生活污水排放进入城市污水处

理系统#而现有污水常规处理工艺不能完全去除水

中的+,!-#其在出水中的浓度为 CHb#c

!

Hb#的水

平)(#7*

+ +,!-通过城市污水排放进入水环境#对整

个水生态系统及饮用水安全带来了强大冲击+ 污泥

是污水处理过程中不可避免的副产物#污泥中含有

大量的有机物,氮和磷#所以常被作为肥料使用)1*

+

随着污泥的农用+,!-可能会在土壤环境中积累起

来#对环境和人类健康产生潜在的危害)8#4*

+

当前#饮用水及污水中 +,!-的检测方法多采

用高效液相色谱!K2#!",气相色谱!F!",液相色

谱5质谱联用!#!5G/",气相色谱5质谱联用!F!

5G/"等仪器分析方法)*) c*'*

#仪器分析法只能检测

样品中已知的单项 +,!-#对未知物的检测无法实

现#且+,!-对生物体的联合作用非常复杂#在一定

程度上#对+,!-的生物综合毒性效应的检测更能

表观水体受污染的程度+ 荧光素酶表达基因法

!!"#$%"作为一种高效快速的生物分析方法#已取

得 ./0*1)'( 认证#美国立法敦促美国环保局

!+2""批准#被欧盟,美国,日本等国广泛用于各种

+,!-的筛选检测#并成为部分国家的水质检测标

准+ 国内有研究者采用 !"#$%技术对饮用水中的

+,!-进行了分析)*_#*6*

#但!"#$%技术应用于城镇

排水系统中+,!-的研究鲜有报道+ 笔者研究建立

了污水,污泥中四种类型 +,!-检测的 !"#$%法#

并在实际污水及污泥样品检测中进行了应用验证+

!"

材料与方法

!#!"设备与材料

设备$微孔板式化学发光仪!德国dNSQB@UV !NC=

QS@#d47)%/_"%生物安全柜!新加坡+/!0公司"!'

56/*"%二氧化碳培养箱!美国 3BNSW@公司 K+:"

RNUU*()<"%组织培养用显微镜!日本奥林巴斯株式

会社!e%6*"+

材料$螺纹瓶,样品收集瓶,组织培养板!/RB@QQ

公司"%试验所用!"#$%细胞以及标准物质浓度系

列!'#_#1#8 53!,,,雌二醇,二氢睾酮,地塞米松"

!荷兰d,/公司"%细胞生长培养基,测定培养基与

磷酸盐缓冲液!2d/" !美国 F.d!0公司"%正己烷,

乙酸乙酯!美国,<\W?T;SN公司"%二甲基亚砜!,G=

/0"!天津科密欧公司"%硅胶!/<HW?公司"+

!#$"试验方法

!#$#!"样品采集

使用棕色试剂瓶进行污水及污泥的样品采集#

所有采样瓶在使用前均使用氢氧化钠进行充分清洗

并经无水乙醇漂洗#采集后水样置于 6 f冰箱避光

保存#并在 '6 B内对样品进行处理+

!#$#$"样品前处理

水样$在 ()) W#螺纹瓶中量取 '() W#水样#加

入 () W#正己烷!乙酸乙酯"在振荡器上以 ')) Sb

W<C振荡 7) W<C#静置使两相分层#然后将上层液相

小心地转入干净的 () W#玻璃试管中#重复振荡萃

取两次#氮吹蒸发后用正己烷!乙酸乙酯"将收集瓶

中的富集物质转移至 *[( W#小瓶中#再通以平缓的

_( f氮气气流吹干#并用,G/0定容至 '(

!

#+

泥样$在 *)) W#螺纹瓶中称取 4[) H污泥样

本#加入一定量的水和异丙醇#在振荡器上以 ')) Sb

W<C振荡 *) W<C#加入 _) W#正己烷!乙酸乙酯"以

')) SbW<C振荡 7) W<C#静置分层后#将上层移入干

净的收集瓶中氮吹蒸发%然后重复振荡萃取两次#用

正己烷!乙酸乙酯"将收集瓶中的富集物质转移至

*[( W#小瓶中#再通以平缓的 _( f氮气气流吹干#

并用,G/0定容至 '(

!

#+

用于进行二口恶英综合毒性效应检测的样品需

要采用硫酸硅胶对样品进行净化#以排除多环芳烃

类物质对试验的干扰+

!#$#%"样品的!"#$%检测

"

&植板

将具备检测条件的细胞悬浮于培养基中#保证

其同质,均匀#然后将细胞悬浮液植入 47 孔组织培

养板中#置于二氧化碳培养箱中进行不少于 *7 B 的

培养+

#

&染毒

制备含特定剂量参照化合物和样品的培养基#

并使培养基充分混匀+ 将 47 孔组织培养板中原有

培养基仔细移出#再用上述制备好的培养基填充至

每个微孔中#置于二氧化碳培养箱中培养 '6 B+

$

&测定

将 47 孔板置于微孔板式化学发光仪上进行测

定#制作标准工作曲线+ 经数据处理分析后#得到样

品中不同+,!-的综合毒性效应+

()**(
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$"

结果与讨论

$#!"方法验证

分别以 '#_#1#8 53!,,,*1

%

5雌二醇,二氢睾

酮,地塞米松 6 种物质为参照化合物#按照建立的二

口恶英,雌激素,雄激素,肾上腺皮质激素综合毒性效

应进行测试#不同参照化合物的相对光单位!:#$"

与其浓度在一定范围内呈线性或对数关系+ 其中

'#_#1#8 53!,,的相对光单位!:#$"与其浓度呈

线性关系#*1

%

5雌二醇,二氢睾酮,地塞米松的相

对光单位!:#$"与其浓度呈对数关系#相关系数 9

'

均在 )[44 以上!见图 *"+ 同样用 '#_#1#8 53!,,,

*1

%

5雌二醇,二氢睾酮,地塞米松 6 种物质进行加

标回收试验#结果见表 *+ 可见#回收率为 8_g c

*_)g+ 平行样测定的相对标准偏差见表 '#范围为

4[()g c*7[*4g+ 因此#!"#$%法的准确度和精

密度均符合要求#可用于二口恶英,雌激素,雄激素,

肾上腺皮质激素 6 种类型的综合毒性效应检测+
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图 !"工作曲线

h<H[*&E@S\<CHR;SMN

表 !"加标回收试验结果

3?>[*&:N-;UQ-@P-Q?CV?SV ?VV<CHSNR@MNSYQN-Q

标准物质 +,!-类型 萃取方式
加标浓度b

!CH(#

5*

"

回收率bg 相对标准偏差bg

'#_#1#8 53!,, 二口恶英 液液萃取!##+" )[7 - *_[17

*1

%

5雌二醇 雌激素 固相萃取!/2+" *[) 8_ c41 *)[1'

二氢睾酮!,K3" 雄激素 固相萃取!/2+" * ))) *)) c*'' 4['

地塞米松!,+%" 肾上腺素 固相萃取!/2+" * 4)) 4' c*_) 7[_

表 $"精密度测试结果

3?>['&2SNR<-<@C QN-QSN-;UQ-

项&目
二口恶英b

!CH'#_#1#8 53!,,3+L(#

5*

"

雌激素b

!CH+' ++L(#

5*

"

雄激素b

!CH,K3++L(#

5*

"

肾上腺素b

!CH,+%++L(#

5*

"

平行 * /?WTUN* )[)1) )[(* )[(7 ((

平行 ' /?WTUN' )[)11 )[(1 )[8( (_

平行 _ /?WTUN_ )[)(6 )[7* )[1( (_

平行 6 /?WTUN6 )[)11 )[64 )[7' 66

平行 ( /?WTUN( )[)(8 )[61 )[1' (1

&注$&二口恶英,雌激素,雄激素,肾上腺素的相对标准偏差分别为 *([46g,**[))g,*7[*4g,4[()g+

(***(
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$#$"方法应用

在利用 !"#$%法系统评价环境污染物的内分

泌干扰效应时#通常是以某种代表性的化合物作为

参照#样品的内分泌干扰效应均归结到参照化合物

的毒性当量表示#研究中二口恶英,雌激素,雄激素,

肾上腺皮质激素综合毒性效应测定结果分别以

'#_#1#8 53!,,,*1

%

5雌二醇,二氢睾酮,地塞米

松的毒性当量值来表示+ 利用优化建立的 !"#$%

检测方法对某污水厂进,出水及污泥样品进行了测

试#结果见表 _+ 可见四种类型的内分泌干扰效应

在污水厂进水中均有检出#而出水及污泥样品中有

部分内分泌干扰综合毒性效应检出#表明现有污水

处理工艺对内分泌干扰物去除能力有限#与隋倩,孙

艳等)*(#*7*关于中国城市污水处理厂二级处理出水

中内分泌干扰物研究结论基本一致+

表 %"不同类型样品内分泌干扰物综合毒性效应测试

3?>[_&!@WTSNBNC-<MNQ@X<R<QYQN-Q@PNCV@RS<CNV<-S;TQ@S-

P@SV<PPNSNCQ-?WTUN-

样品类型

二口恶英b

!CH'#_#1#8

=3!,,3+L

(#

5*

"

雌激素b

!CH+'

++L(#

5*

"

肾上腺素b

!CH,+%

++L(#

5*

"

雄激素b

!CH,K3

++L(#

5*

"

*

'

_

6

(

7

进水

出水

污泥

)[)46 _* 74 *[_

)[)16 67 '_ 8[1

)[)1) i)[)*_ 7 _4 i)['4

)[)_) i)[)*_ 7 '6 i)['4

_[* )[)_1 i_[4 i)['4

_[' )[)() i_[4 i)['4

%"

结论

优化建立了污水及污泥二口恶英,雌激素,雄激

素,肾上腺皮质激素四种综合毒性效应的 !"#$%

检测方法#并对方法的准确度和精密度进行了验证

评估#结果表明 !"#$%技术可用于污水和污泥样

中+,!-综合毒性效应的快速检测+ 污水和污泥样

品中均有内分泌干扰综合毒性效应检出#表明现有

污水处理工艺对内分泌干扰物去除能力有限+ 未来

研究中#将生物方法同仪器分析方法联用#采取先通

过!"#$%技术进行内分泌干扰综合毒性效应快速

半定量筛选#后利用高分辨质谱仪器准确定量的方

式可更有针对性地开展水环境中内分泌干扰物的筛

查鉴定工作+
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