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　　来自野生动物和实验室的证据表明 , 一些化学物质可能对内分泌系统有干扰作用. 内分泌干扰物 ( EDCs)包括农

药、多氯联苯 ( PCB s)、二噁英、呋喃、烷基酚以及甾醇类雌激素 (天然生成及人工合成 ). 由于甾醇类雌激素对人体

潜在的干扰性 , 人们对其特别关注 . 天然的性激素 ———雌二醇及其代谢产物 (雌酮和雌三醇 )以及合成的甾醇类乙烯雌

二醇是由哺乳动物泌尿排泄 , 在表层水和地下水中均有发现. 其它内分泌干扰物 , 如烷基酚、壬基酚、双酚 A以及五

氯酚是工业和家庭活动的代谢产物 , 在环境水体中也时有发现. 双酚 A用于生产环氧树脂以及广泛用于食品和饮料包

装的聚碳酸酯塑料. 壬基酚是非离子表面活性剂的衍生物 , 被广泛用作增塑剂使用. 五氯酚在很多国家仍被作为一种

重要的木材防腐剂使用.

　　这些化合物在环境中广泛存在 , 需要开发高灵敏、高选择性的分析方法. 液相色谱串联质谱联用仪 (LC / MS /

MS)是一项可以分析不同基质和化合物的技术 , 能够提供痕量分析所必需的高灵敏度. 通常选择电喷雾电离 ( ESI)负

离子模式检测雌激素、烷基酚以及氯酚. 实验室和实际研究表明 : 这些化合物在低于 ng· l- 1的水平下就对内分泌有

干扰作用. 因此 , 应先将水样富集 . 固相萃取 ( SPE)是最为常见水样富集 EDCs的技术.

　　本文介绍一种分析河水中 8种内分泌干扰物的 SPE /LC /MS/MS的灵敏方法.

1　分析方法

　　使用 A lliance 2690 HPLC和 M icromassQuattro m icro质谱仪进行分析. 固相萃取小柱 : 沃特世 Oasis HLB (60mg).

活化 : 3 m l甲基叔丁基醚 (MTBE) ; 3 m l甲醇 ; 3 m l超高纯水. 进样量 : 500 m l河水 (用 10 mmol·l- 1甲酸盐缓冲液调

至 pH = 310). 清洗 : 3 m l 40% 甲醇超高纯水溶液 ; 3 m l超高纯水 ; 3 m l 10% 甲醇 / 2%氨水水溶液. 提取 : 6 m l

10% 甲醇 / MTBE. 挥发 : 50℃下 N2 吹扫挥发近干. 定容 : 500μl (50∶50, V /V , 乙腈 /甲酸铵缓冲溶液 , pH 310) .

2　液相色谱条件

　　沃特世 A lliance 2690 HPLC系统. 流动相 A: 甲醇 , 流动相 B: 水 ; 色谱柱 : 沃特世 SunFireTM C18 , 211 ×50 mm,

315μm颗粒 ; 流速 : 012 m l·m in - 1 ; 进样体积 : 20μl; 梯度洗脱 : 起始 60% A, 40% B; 10m in, 100% A; 18 m in,

100% A; 20 m in, 60% A, 40% B; 23 m in, 60% A, 40% B.

3　质谱条件

　　M icromass串联四极杆质谱仪 , 负离子化电喷雾电离模式 , 电喷雾脱溶剂温度 250℃, 氮气流速 450 L·h - 1. 源温

120℃, 毛细电压 312 kV. MRM模式 , 每种化合物的最佳锥孔电压和碰撞能量如表 1所示.

表 1　MRM 参数

化合物 分子量 母离子 (m /z) 产物离子 (m /z) 相关产物离子结构 锥体电压 /V 碰撞电压 / eV

雌二醇 28814 28713 144 19; 17111 [M2C8 H14O2 ] - ; [M2C6 H12O2 ] - 50 40

双酚 A 22813 22712 13310; 21018 [M2C6 H6O ] - 37 33

17α2乙烯雌二醇 29614 29515 14511; 19915 [M2C10 H14O ] - ; [M2C6 H9O ] - 37 49

17α2雌二醇 27214 27113 14512; 18311 [M2C10 H14O ] - ; [M2C5 H12O ] - 37 45

17β2雌二醇 27214 27113 14512; 18311 [M2C8 H14O ] - ; [M2C5 H12O ] - 37 45

雌酮 27014 26912 144 18; 143 [M2C8 H12O ] - ; [M2C8 H14O ] - 37 33

42n2壬基酚 22014 21913 10610; 11817 [M2C8 H17 ] - ; [M2C7 H17 ] - 40 34

五氯酚 26613 SIR 264 19; 26310; 26711; 26910 40 —
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　　用于定量检测的离子使用黑体字标示. 对于五氯酚 , 在更高的碰撞能量下也没有发现显著的碎片离子. 但是在全

扫描模式下通过卤素的同位素比可以得到足够的结构信息. 因此 , 对这种化合物可采用 SIR模式监测 4个特征离子的

方法. 使用沃特世 MassLynxTM软件采集并使用 TargetLynxTM处理数据.

4　结果和讨论
　　根据 8种化合物的化学性质 , 选择电喷雾负离子化模式 ( ESI - )MS/ MS分析. 用反相色谱常用的两种有机溶剂甲

图 1　雌酮校正曲线图

醇和乙腈做流动相. 甲醇的本底质谱信号高于乙腈. 这可能

是由于前者更易于挥发和离子化. 使用标准样品进样获得

LC / ( ESI - )MS / MS方法的校正曲线 , 所有化合物的浓度

和信号响应都具有良好的线性关系.

　　图 1给出了具有代表性的雌酮在浓度范围为 015—100

ng·m l- 1的标准曲线. 这条标准曲线是用溶剂空白及相应浓

度标准检测绘制的.

　　图 2给出的是在最低校正浓度下化合物的谱图. 仪器的

标准品检出限 LOD s (信噪比为 3∶1)分别是 : 雌酮约为 016

ng·m l- 1 , 五氯酚约为 015 ng ·m l- 1 , 17α2雌二醇为 3

ng·m l- 1 , 17β2雌二醇为 5 ng·m l- 1 , 双酚 A为 10 ng·m l- 1 ,

42正 2壬基酚为 7 ng·m l- 1 , 雌三醇为 5 ng·m l- 1 , 17α2乙烯雌二醇为 30ng·m l- 1.

图 2　同仪器检出限相近的色谱峰谱图

　　为了获得对河水中这些化合物更灵敏的定量方法. 使用 Oasis HLB小柱富集水样后 , 测定. 首先评估了不同体积

的河水样品在样品浓缩时是否会有基质抑制效应或没有保留.

　　结果表明响应信号与预浓缩体积直接相关. 因此 , 河水样品的采样体积选择 500 m l. 使用推荐的 SPE方法富集样

品得到了令人满意的回收率 , 回收率范围为 74% (42正 2壬基酚 )到 105% (17α2乙烯雌二醇 ).

　　使用本方法处理河水样品. 在分析未加标样品时发现了两种待测化合物 : 双酚 A和雌酮 , 如图 3所示.

　　使用内标添加法测定河水样品中这两种化合物的浓度. 在标准添加实验中 , 按四个浓度水平分别向样品中加入已
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知剂量的目标化合物 (雌酮为 1, 2, 4和 8ng·l- 1 ; 双酚 A为 0125, 5, 10和 20ng·l- 1 ). 从得到的校正曲线估算河水

样品中的雌酮为 2 ±1 ng·l- 1 , 双酚 A为 6 ±1 ng·l- 1.

图 3　未加标河水样品中双酚 A和雌酮的谱图

　　图 4是添加了最低浓度的目标化合物 (不包括在未加标样品中存在的双酚 A和雌酮 )后的河水样品经 SPE萃取后

得到的色谱图. 从图 4可以看出 , 河水的方法检出限 (信噪比 = 3∶1)分别为雌酮 1 ng· l- 1 , 五氯酚 016 ng· l- 1 , 17α2
雌二醇 215 ng·l- 1 , 17β2雌二醇 5 ng·l- 1 , 双酚 A6ng·l- 1 , 4 -正壬基酚 9 ng·l- 1 , 雌三醇 12ng·l- 1以及 17α2乙烯

雌二醇为 50 ng·l- 1. 这个结果考虑到河水样品基质因数.

图 4　河水加标样品的谱图

5　结论

　　为检测河水中低于 ng·l- 1水平的 8种内分泌干扰物 , 我们开发了高灵敏、高选择性的 LC / MS / MS方法. 通过

样品前处理 , 将水样浓缩 1000倍 , 分析方法的灵敏度提高了 500—1000倍. 这说明 SPE方法对化合物具有很好的富

集和净化作用 , 最大限度地消除了基质的干扰.
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