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天津野生鲫鱼体内壬基酚聚氧乙烯醚和壬基酚
监测
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摘要 :采用 GCB 固相萃取作为净化方法 ,利用LC2ESI2MS技术测定鱼体内不同聚合度壬基酚聚氧乙烯醚 (NPnEO , n ≥3) ;用

GC2MS技术测定 NP 和 NPnEO( n < 3) . 此方法与传统的氧化铝法相比较 , GCB 固相萃取作为净化方法的回收率较高 ,不同聚

合度的NPnEO 回收率为 7014 % —120 % ;方法检测限为 1 ngΠg. 用此方法调查了北京排污河中鲫鱼体内的NPnEO 的残留情况 ,

在所捕获的 12 条鲫鱼中均检出了不同浓度的 NPnEO 和 NP. NPnEO 在北京排污河天津段鱼体内的残留浓度为 40 —680 ngΠg ,

NP 的浓度在 30 —1510 ngΠg ,和水体中浓度之间的比值分别为 898 和 94 倍.
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Abstract :A clean2up method based on GCB solid phase extraction was established to analyze the Nonylphenol Ethoxylates(NPnEO) and Nonyl2

phenol (NP) in Carassius auratus muscle , and the recoveries of each NPnEO and NP ranged from 7014 % to 120 % , which is better than that

of Al2 O3 clean2up method1 The GCB2LC2ESI2MS and GCB2GC2MS methods were used to determine residual NPnEO( n ≥3) ,NPnEO( n < 3)

and NP in muscle of Carassius auratus from the Tianjin Section of the waste water discharge river of Beijing. The mean concentrations of

NPnEO in muscle Carassius auratus ranged from 40 to 680 ngΠg (wet weight) ,and NP were ranged from 30 to 1510 ngΠg. The ratio between the

concentration in Carassius auratus and in water for NP is 898 ngΠg , which is 94 times as higher as that of NPnEO.
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壬基酚聚氧乙烯醚 (NPnEO)是一种应用非常广泛的非离子表面活性剂 ,其代谢产物壬基

酚 (NP) 显示出类雌激素效应. 文献已经表明低剂量 (10μgΠL) 的 NP 就会诱导虹鳟产生雌性特

异性蛋白2卵黄蛋白原 ,同时会导致雄性生物精巢组织的病变[1 ,2 ]
.

环境中的 NP 主要来自 NPnEO 的生物降解 ,所以对 NP 的环境调查不能仅限于 NP 本身所

带来的风险 ,还应该考虑到它的前驱物 NPnEO 所具有的潜在影响. Dayue Y. Shang
[3 ] 和 Kazukl

Maruyama
[4 ]等已经对河水中和沉积物中的 NPnEO 进行了调查 ,发现水中的 NPnEO 的生物降解

受季节性变化. 但是到目前为止 ,环境水体中生物体内 NPnEO 的残留仅仅局限于 NP1EO 和

NP2EO 的研究 ,对于 NPnEO( n ≥3)还没有报道. 鉴于以上背景 ,本文建立了活性炭 ( GCB) 固相
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萃取2LC2ESI2MS监测生物样品中的 NPnEO 的分析方法 ,并对北京排污河天津段处野生鲫鱼中

NPnEO 及其代谢产物 NP 的残留进行了检测.

1 　实验部分

1. 1 　实验仪器

Waters 2690 液相色谱 ,MicromassZMD 质谱检测器 (电喷雾 ( ESI) ) ,Masslynx 数据处理系统.

1. 2 　试剂、标准品及材料

NP(技术级 ,东京化成产品) ,NP9EO(东京化成产品)是由不同集合度的 NPnEO 组成 (平均

聚合度为 9) . 超纯水 (电导率为 1811Ω·cm - 1 ) ;乙腈 ,二氯甲烷 ,甲醇都是 HPLC 级 ( Fisher 公

司) . Supledean Carboxen 1000( GCB)固相萃取柱 (500mgΠ6cc , Bellefonte , PA) . 无水硫酸钠 (分析

纯)在 450 ℃下灼烧过夜 ,在干燥器中存放 ;中性氧化铝 (300 目) 在 650 ℃下灼烧过夜 ,在 120 ℃

下保存.

113 　样品采集

鲫鱼 ( Carassius auratus)采自北京排污河天津段 ,采样时间为 2001 年 10 月底 ,鱼体长 815 —

1810 cm ,体重在 15178 —113131 g 之间. 将活鱼带回实验室进行解剖处理后冷冻保存.

114 　样品前处理

取 2 g 左右匀质的鱼上腹部肌肉 ,用 20 g 无水 Na2 SO4 与之一起研磨 ,用二氯甲烷2甲醇混

合液 (体积比 70∶30) 200 mL 作溶剂索氏提取 24 h ,用石墨化碳黑 ( GCB)固相萃取柱进行净化浓

缩. 活化条件 :10 mL 二氯甲烷2甲醇混合液 (80∶20) ;10 mL 甲醇 ;10 mL 水.

上样 :用甲醇2水混合液 (体积比 1∶10) 200 mL 溶解后 ,用浓盐酸调 pH 为 2 —3 ,上样速度为

10 —15 mLΠmin. 洗脱条件 :10 mL 二氯甲烷2甲醇混合液 (体积比 80∶20)洗脱. 洗脱液在缓缓氮气

流下吹干 ,用乙腈定容至 1100 mL.

115 　样品的测定

用LC2ESI2MS方法检测 NPnEO( n ≥3) ,各聚合度的 NPnEO 分离采用 50 mm ×21 mm ×3μm

C18 柱和 150 mm ×21 mm ×3μm Waters Spherisorb SW3 正相分离柱相串联的方法 ,详细方法参

见文献 5. 对于 NP 和短链的 NPnEO( n = 1 ,2) ,采用了文献 6 中的 GC2MS法.

116 　定性和定量

用标准样品的色谱图的保留时间对样品中的 NP 和 NPnEO 进行定性. 绘制标准曲线用色

谱图中提取离子峰面积与标准曲线相对应从而定量 NPnEO 的浓度.

2 　结果与讨论

211 　回收率

目前对鱼体中短链 NPnEO 的分析方法常常采用水蒸气蒸馏2层析柱法及索氏提取2层析柱

法[7 ,8 ]
,层析柱所采用的填充剂为氧化铝. 本文首先评价了 Al2O3 层析柱作为纯化方法的有效

性 ,在 2 g 左右的鱼肉中标准添加 0150 mL 的 3185 mgΠL 的 NP9EO ,放置过夜 ,使样品完全被鱼

肉所吸收 ,索氏提取 24 h 后过 5 %脱活的 Al2O3 层析柱 ,得到的色谱图如图 1a 所示. 标准添加

浓度为 1193μgΠg ,各 NPnEO 都得到了较好的分离 ,但是背景相对较高. 计算各 NPnEO 的回收

率 ,结果如表 1 所示. 发现聚合度 5 ,6 ,15 的 NPnEO 的回收率过高 ,分别为 29010 % ,20210 % ,

16716 %. 这一结果表示了用 Al2O3 不能有效的去除样品中的干扰基质 ,导致这些峰受背景的
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图 1 　鱼体中 NP9EO 的 LC2ESI2MS 色谱图标准

添加浓度为 1193μgΠg ( ( a)氧化铝净化方法

( b) GCB固相萃取净化方法)

Fig. 1 　LC2ESI2MS chromatograms of fish spiked with

1193μgΠg NP9EO (a) Al2O3 clean2up

(b) GCB clean2up

干扰较大 ;相反 ,聚合度为 10 —12 的 NPnEO 的回收

率偏低 (仅为 50 %左右) .

为了改善鱼体中 NPnEO 的净化回收效果 ,本文

又尝试了用 GCB 固相萃取柱净化鱼体样品中

NPnEO 的方法. 图 1b 表示了经 GCB 净化后的样品

中的 NP9EO 的色谱图 ,加标浓度和 Al2O3 法相同.

由图 1b 可知 ,色谱图的基线有了明显的降低 ,特别

改善了聚合度 5 ,6 周围的背景. 各聚合度的回收率

也表示在表 1 中 ,不同聚合度的 NPnEO 回收率在

7014 % —120 %之间 ,基本上满足痕量分析的要求.

NP 和聚合度为 1 和 2 的 NPnEO 的测定采用了 GCB2
GC2MS法检测. 除此之外 ,我们还对 C18 固相萃取

柱的净化效果进行了实验 ,未得到较好的回收

效果.

表 1 　不同前处理方法测定鱼样中不同聚合度的 NPnEO 回收率( n = 4)的比较

Table 1 　Comparison of recoveries of NPnEO and NP between Al2O3 and GCB clean2up methods ( n = 4)

NPnEO
回　收　率

A( %) ±RSD( %) B( %) ±RSD( %)
NPnEO

回　收　率

A( %) ±RSD( %) B( %) ±RSD( %)

NP 96. 7 ±2. 3 79. 5 ±3. 4 NP9EO 78. 8 ±7. 6 107. 8 ±13. 9

NP1EO 88. 2 ±6. 0 75. 4 ±7. 7 NP10EO 53. 9 ±5. 2 70. 4 ±10. 0

NP2EO 90. 1 ±4. 6 71. 3 ±9. 6 NP11EO 54. 8 ±18. 7 106. 3 ±4. 7

NP3EO 151. 4 ±5. 2 80. 0 ±6. 9 NP12EO 52. 5 ±20 76. 2 ±9. 4

NP4EO 29. 2 ±10. 9 95. 4 ±4. 1 NP13EO 76. 8 ±9. 1 95. 3 ±14

NP5EO 290. 0 ±26. 9 94. 1 ±6. 0 NP14EO 101. 4 ±12. 2 98. 8 ±13. 2

NP6EO 202. 0 ±23. 2 77. 5 ±13 NP15EO 167. 6 ±15. 3 86. 7 ±15. 3

NP7EO 81. 8 ±18. 1 91. 5 ±6. 2 NP16EO 64. 8 ±12. 5 89. 1 ±14. 0

NP8EO 78. 6 ±3. 2 78. 2 ±13. 4

　　注 :A :索氏提取2Al2O3 层析柱法 B :索氏提取2GCB 固相萃取法

图 2 　鱼体内不同聚合度的 NPnEO 的分布情况

Fig. 2 　LC2ESI2MS chromatograms of NPnEO in muscle of Carassius auratus

　　鉴于 GCB 固相萃取柱不但能有效回收而且净化生物样品中的 NPnEO 的功能 ,本文建立了

以 GCB 固相萃取柱为净化方法的LC2ESI2MS监测鱼体中的 NPnEO 的方法. 以养殖鲤鱼为背景

值 ,在鱼肉中加入 NP 和 NPnEO ( n = 1 —6) ,确定了本方法的监测的定量下限 : NP ,NP1EO 和

NP2EO 分别为 8 ngΠg , NP (3 —6) EO 为 1 ngΠg (以湿重计 ,SΠN = 10) ,由于其余聚合度的 NPnEO

性质比较类似 ,由此类推聚合度大于 6

的 NPnEO 的检出限为 1 ngΠg.

2. 2 　鲫鱼 ( Carassius auratus ) 体内

NPnEO 的浓度分布

用上述建立的 LC2ESI2MS 方法于

2001 年 10 月底对北京排污河中捕获的

12 条鲫鱼肌肉中的 NPnEO 残留浓度进

行了检测. 结果每条鲫鱼中都检出了

NPnEO. 图 2 表示了体长为 815 cm 体重
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为 16196 g 的 7 号鲫鱼体内 NPnEO 的LC2ESI2MS色谱图. 聚合度为 n = 4 —19 的 NPnEO 被检出

来 ,呈现高斯分布 ;平均聚合度为 10 ,NPnEO 的总浓度为 480 ngΠg. 用 GC2MS 法分析 NP 其浓度

为 230 ngΠg. NPnEO 的总浓度及 NP 在北京排污河天津段鲫鱼体内的残留浓度分布见表 2.
表 2 　北京排污河天津段鲫鱼体内的 NP及 NPnEO 的浓度

Table 2 　Concentrations of NP and NPnEO in muscle of Carassius

auratus from Tianjin Section of the waste water

discharge river from Beijing ngΠg

样品号 NP NPEOs 样品号 NP NPEOs

鲫鱼 1 480 260 鲫鱼 7 230 480

鲫鱼 2 1510 380 鲫鱼 8 120 200

鲫鱼 3 517 230 鲫鱼 9 270 120

鲫鱼 4 335 200 鲫鱼 10 30 40

鲫鱼 5 310 180 鲫鱼 11 870 680

鲫鱼 6 366 220 鲫鱼 12 380 470

　　所捕获的 12 条鲫鱼肌肉中的

NPnEO 总浓度分布在 40 —680 ngΠg(以湿

重计) ,其总浓度平均值为 288 ngΠg ,NP

的浓度范围在 30 —1510 ngΠg (以湿重

计) ,其浓度平均值为 288 ngΠg ,鲫鱼肌肉

中的 NP 浓度高于 NPnEO 的浓度. 对于

北京排污河河水和沉积物中的 NP 和

NPnEO 也进行了测试 ,结果表明水中 NP

和 NPnEO 浓度平均值分别为 390 ngΠL
和 3060 ngΠL ,底泥中 NP 和 NPnEO 浓度

平均值分别为 175、390 ngΠg(以干重计) . 沉积物中的 NP 和 NPnEO 和水中浓度之比分别为 449

倍和 127 倍 ,相对于 NPnEO 来说 ,NP 更容易累积在沉积物中. 计算鲫鱼肌肉中 NP ,NPnEO 和水

中浓度之比分别为 898 倍 (平均) 和 94 倍 (平均) ,NP 的比值高于 NPnEO 的比值 ,和沉积物相

似.另一方面 ,NP 的鱼Π水的比值高于沉积物Π水中的比值. 但 NPnEO 的鱼Π水比值略低于

NPnEO 的沉积物Π水比值. 这一结果可能是由于鱼体更容易富集 NP ,或者是由于鱼体内发生

NPnEO 代谢生成 NP 造成的 ,有待于进一步的研究.

3 　结论

GCB 固相萃取柱能有效净化回收鱼体样品中的不同聚合度的 NPnEO ,各聚合度 NPnEO 的

回收率在 7014 % —12010 %的范围内. GCB2LC2MS 和 GCB2GC2MS 能有效的监测鱼体中 NPnEO

和 NP 的残留 ,对捕获自北京排污河天津段鱼体内的 NP 和 NPnEO 的监测结果表明 ,NP 的浓度

高于 NPnEO 总浓度 ,分别为 30 —1510 ngΠg ,40 —680 ngΠg.
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