
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

论著

HPLC - FL 法检测尿液中类雌激素双酚 A 和烷基酚

肖 　晶1 　邵 　兵2 　吴永宁1 　王竹天1 　杨 　杰1

(11 中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100021 ;

21 北京市疾病预防控制中心 ,北京 　100013)

摘 　要 :目的 　建立尿液中类雌激素 (壬基酚 (NP) 、辛基酚 (OP)和双酚 A(BPA) )的 HPLC - 荧光测定方法。方法 　

采用β- 葡萄糖酸酐酶、硫酸酯酶水解人尿液中的结合型壬基酚、辛基酚和双酚 A ,酶解后溶液采用 OASIS HLB 固

相萃取柱浓缩、富集和净化。Waters XTerraTM MS C18液相色谱柱分离 ,甲醇 + 水作为流动相梯度洗脱。荧光检测 ,激

发波长 :225 nm ;发射波长 :310 nm。结果 　NP、OP 和 BPA 具有良好的线性关系 ,BPA、NP 和 OP 的检出限分别为

317、419 和715 ngΠml ,BPA、NP和 OP加标回收率分别为 :7012 %～9517 %、7312 %～10812 %和 7613 %～10911 % ; RSD

分别为 5161 %～8119 %、6101 %～7198 %和 6123 %～8161 %。结论 　该方法测定尿液中类雌激素 (BPA、OP 和 NP) ,

具有较高的灵敏度和选择性 ,结果准确可靠、重现性好。
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Determination of Bisphenol A and Alkyl Phenols in Urine by High Performance Liquid

Chromatography Fluorescence
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Abstract: Objective 　A comprehensive analytical method based on high performance liquid chromatography fluorescence

detection (HPLC2FL) was established to determine BPA , NP and OP in urine. Method 　The urine samples were de2conjugated

by addingβ2glucuronidase and sulfatase. After enzymatic treatment , the samples were subjected to the OASIS HLB column solid

extraction cartridges to clean2up and concentrate. The HPLC used Waters XTerraTM MS C18 column , a mixture of methanol : water

as mobile phase , fluorescence detector with the excitation and emission wavelength at 225 nm and 310 nm , respectively. Results

　There was good linear relationship. The detection limits of BPA、OP and NP were 317 ngΠml , 419 ngΠml and 715 ngΠml ,

respectively. The recoveries of BPA、OP and NP were 7012 %～ 9517 %、7312 %～ 10812 % and 7613 %～ 10911 % ,

respectively ; The precisions were 5161 %～8119 %、6101 %～7198 % and 6123 %～8161 % , respectively. Conclusion 　The

results showed that the method was simple , sensitive and selective , and suitable for the determination of NP、OP and BPA in

urine.
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　　壬基酚 (nonylphenol , NP) 、辛基酚 (octylphenol ,

OP)和双酚 A (bisphenol A ,BPA) 是一类雌激素样的

“内分泌化学物质“。职业人群的接触主要来源于这

类物质的生产和使用 ,普通人群的接触主要来源于

使用塑料包装材料、食用涂漆的罐装食品、使用非离

子表面活性剂的洗涤剂等。经生物监测 ,大鼠经口

给予标记的壬基酚 (NP) 、辛基酚 (OP) 和双酚 A

(BPA)后 ,主要经粪便和尿液排泄 ,在尿中的代谢产

物主要是葡萄糖苷结合物和硫酸酯结合物 ,粪便中

主要为 BPA、NP 和 OP 原形[1 ] 。另有研究显示 ,在血

浆中的代谢产物主要为葡萄糖苷结合物并少量原

形[2 ] 。基于 BPA、NP 和 OP 的代谢方式 ,生物监测主

要集中在检测生物样品中的水平 ,包括血样[3 ] 和尿

样[4 ]
,也有报道检测精液、乳汁[5 ]及胎盘组织等。本

文针对普通人群的尿液中 BPA、NP 和 OP 含量进行

检测。

1 　材料与方法

111 　仪器和设备

分析天平 ( SARTURIUS 公司 ,美国) 、超声波清

洗器 ( Elma 公司 ,德国) 、氮吹仪 ( EYELA 公司 ,美

国) 、液相色谱仪 (Waters’2695 ,美国) 、烘箱 (Memmert

公司) 、马弗炉 (CAEBOLITE 公司) 、OASIS HLB 固相

萃取柱 (Waters 公司 ,美国) 。
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所有玻璃器皿、用具采用重铬酸钾洗液浸泡 3

～8 h再经超纯水清洗 ,或经过 400 ℃高温烘烤4 h处

理 ,以避免在过程中引入干扰。

112 　试剂和标准品

双酚 A (纯度 > 9910 % ,东京化成工业株式会

社) 、壬基酚 (纯度 > 9910 % ,东京化成工业株式会

社) 、辛基酚 (纯度 > 9910 % , Ehrenstorfer GmbH ,德

国) 、β - 葡萄糖酸酐酶、硫酸酯酶 ( Roche Diagnotics

GmbH Mannheim , 德国) 、甲醇 (色谱纯 ,Fisher 公司) 、

二氯甲烷 (色谱纯 ,Fisher 公司) 、醋酸 (保证试剂 ,北

京化工厂) 、醋酸钠 (保证试剂 ,北京化工厂) 、水为实

验室一级用水 ,电导率 (25 ℃)为0101 mS/ min。

113 　标准溶液及缓冲液的配制

双酚 A 标准储备液的制备 　准确称取10 mg双

酚A 标准品 ,溶于甲醇中并定容至10 ml ,保存于冰

箱 4 ℃中备用 ;壬基酚标准储备液的制备 　准确称

取10 mg壬基酚标准品 ,溶于甲醇中并定容至10 ml ,

保存于冰箱 4 ℃中备用 ;辛基酚标准储备液的制备

　准确称取10 mg辛基酚标准品 ,溶于甲醇中并定容

至10 ml ,保存于冰箱 4 ℃中备用 ;壬基酚、辛基酚、双

酚 A 混合标准使用液 　精密吸取上述壬基酚、辛基

酚、双酚 A 标准贮备液 ,用甲醇配制使壬基酚、辛基

酚、双酚 A 浓度分别为1 ngΠml的混合标准使用液。

保存于冰箱 4 ℃中备用 ; 醋酸 - 醋酸钠缓冲液

(pH 515) 取醋酸钠5416 g ,加1 molΠL醋酸溶液20 ml

溶解后 ,加水稀释至500 ml ,用醋酸调至pH 515。

114 　实验样品

采集普通人群的尿液 ,共 8 个健康人 10 人次。

样品在 4 ℃冰箱中保存。

115 　试样前处理

11511 　酶解 　取尿液210 ml置于5 ml的具塞玻璃试

管中 ,向其中加入 pH 515 的醋酸 - 醋酸钠缓冲液

100μl ,再加入20μl的β- 葡萄糖酸酐酶、硫酸酯酶 ,

混匀 , 37 ℃水 浴 3 h , 取 出 冷 却 至 室 温 , 离 心

(3 000 rΠmin) 。取上清液 ,残渣用1 ml水洗涤 ,取上

清液 ,合并两种上清液 ,待上柱备用。

11512 　SPE 萃取 　将上述溶液加入到处理好的

OASIS HLB 柱 (用5 ml水、5 ml 20 %甲醇、5 ml二氯甲

烷 + 甲醇 (90 + 10) 、5 ml水淋洗活化) 用3 ml水、3 ml

20 %甲醇淋洗 OASIS HLB 柱后 ,用真空泵将 SPE 柱

残留的液体抽去 ,接下来用5 ml二氯甲烷 + 甲醇 (90

+ 10)洗脱。将洗脱液用氮气吹干 ,然后用甲醇定容

到015 ml ,用于 HPLC分析。

116 　液相色谱参考条件

色谱 柱 　Waters XTerraTM MS C18 ( 315μm ,

211 mm ×150 mm) ,柱温 : 25 ℃,荧光检测器的激发

波长 :225 nm ,发射波长 :310 nm , 流动相为甲醇 (A)

和水 (B) 。

梯度洗脱程序 : 55 % (A) 7 min内线性增加到

70 %(A) ,再于1 min内线性增加到 80 % (A) ,保持

30 min ,然后在1 min内线性降低到 55 % (A) ,保持

11 min ,等待下一针进样 ;流速0115 mlΠmin。

2 　结果

211 　方法的线性范围 　精密吸取壬基酚、辛基酚、

双酚 A 混合标准使用液 ,加甲醇配制 011、012、013、

014、015、110 ngΠml的 BPA、NP、OP 的标准混合溶液 ,

各进样10μl ,按上述色谱条件测定峰面积。以峰面

积值为纵坐标 ,含量为横坐标绘制校正曲线。BPA、

NP和 OP 的相关系数 r 分别为01999 8、01998 5和

01998 8 ;回归方程分别为 y = 7123 ×102
x - 1183 ×

10
5 、y = 1106 ×10

3
x - 1127 ×10

5 和 y = 1171 ×10
3

x

- 2173 ×10
5 。在 011～110 ngΠml范围内具有良好线

性关系。

212 　方法的检出限 　采用峰高计算噪音水平和分

析物信号 ,以信噪比 3 倍的浓度作为检测限 (LOD) 。

结果表明尿液中 BPA、NP 和 OP 的检出限分别为

317 ,419 和715 ngΠml。

213 　准确度 　采集尿液 ,进行 BPA、NP、OP 的加标

试验。各加入 1、10 和50 ngΠml 3 个水平的标准溶

液 ,分析方法如实验部分中所述 ( n = 5) 。实验结果

表明 ,尿液试样 BPA、NP、OP 的加标回收率分别为

7012 % ～ 9517 %、7312 % ～ 10812 % 和 7613 % ～

10911 %。相对标准偏差分别为 5161 %～8119 %、

6101 %～7198 %和 6123 %～8161 %。BPA、NP 和 OP

回收率均符合欧盟指令 2001Π22ΠEC 对加标回收率

的要求 (70 %～110 %) 。

图 1～3 分别为 BPA、NP 和 OP 混合标准液、尿

液试样和试样加标的液相色谱 - 荧光检测色谱图。

图 1 　BPA、NP和 OP混合标准液色谱图

214 　精密度 　取试样照上述测定方法 ,重复测定 5

次。BPA、NP 和 OP 的相对标准偏差分别为 715 %～

1411 %、719 %～1216 %和 315 %～1513 % ,均满足痕
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图 2 　尿液试样的液相色谱 - 荧光检测色谱图

图 3 　尿液试样加标的液相色谱 - 荧光检测色谱图

量分析对精密度的要求。

215 　试样含量测定 　采集健康人群尿液 ,按 115 测

定方法进行测定。精密吸取试样溶液 ,按 116 液相色

谱参考条件 ,每个试样平行测定 2 次 ,取平均值 ,按校

正曲线法计算各试样中的含量。测定结果见表 1。

表 1 　尿液试样中的 BPA、NP和 OP含量 ngΠml

试样号 BPA NP OP

1 82180 26190 2615

2 ND 7125 ND

3 ND 6163 ND

4 ND 9115 ND

5 6104 ND ND

6 ND ND ND

7 ND ND ND

8 ND ND ND

注 :ND 为未检出。

3 　讨论

311 　提取条件的优化

31111 　β- 葡萄糖酸酐酶和硫酸酯酶的酶解作用 　

代谢性研究已经表明 ,NP、OP 和 BPA 在尿中的代谢

产物主要是葡萄糖苷结合物和硫酸酯酶结合物 ,仅

有少部分的游离化合物 , 因此 ,游离双酚 A 及结合

双酚 A 的检测对评价双酚 A 的危险度具有重要的

意义。本实验采用β- 葡萄糖酸酐酶和硫酸酯酶水

解人尿液中的结合型壬基酚、辛基酚和双酚 A ,使成

游离型壬基酚、辛基酚和双酚 A ,再进行检测 ,可以

较为真实地反应人体被壬基酚、辛基酚和双酚 A 污

染的情况。

31112 　SPE 萃取洗脱剂的选择 　酶解后的尿液 ,冷

却至室温 ,通过离心可去除尿液中的蛋白。其上清

液加入到处理好的 OASIS HLB 柱 ,用水、20 %甲醇淋

洗可去除水溶性杂质。由于 NP 和 OP 的极性较低 ,

BPA 的极性相对较高 ,单纯使用甲醇或二氯甲烷无

法同时洗脱三种目标化合物 ,用二氯甲烷 + 甲醇 (90

+ 10)溶液洗脱 SPE柱 ,所得结果最理想。

312 　色谱条件的优化

31211 　色谱柱的选择 　目前采用液相色谱方法对

BPA、OP 和 NP 分析时 ,基本采用反相色谱[6 - 8 ] 。流

动相以甲醇 + 水、乙腈 + 水体系为主 ,适当调节酸

度。调节酸度所用的酸主要是乙酸或使用缓冲盐溶

液。本实验考察了不同色谱柱 C18 、C8 和苯基柱对

BPA、OP 和 NP 的分离效果。结果表明 ,使用 C18 (载

体粒度为5μm) 、C8 和苯基柱时 ,BPA 基线分离 ,峰

形对称 , 但 OP、NP 分离效果不好。使用 Waters

XTerra
TM

MS C18 (载体粒度为315μm) 时 ,BPA、OP、NP

基线分离 ,峰形对称 ,分离效果较好。此外 ,本实验

研究表明 ,若在流动相中加入乙酸、三乙胺等调节

pH值 ,OP、NP 峰形变胖 ,分离效果不理想。

31212 　流动相的选择 　本实验采用 Waters XTerra
TM

MS C18液相色谱柱分离 ,考察不同比例甲醇 + 水、乙

腈 + 水作为流动相梯度洗脱的效果。结果表明 ,甲

醇 + 水作为流动相的分离效果明显好于乙腈 + 水作

为流动相的分离效果。

31213 　柱温的选择 　比较柱温为 25、30、40 ℃时

OP、NP 和 BPA 的分离和色谱峰形 ,结果表明 ,温度

升高 ,保留时间减少 , 分离效果和色谱峰形无明显

改变 ,故选择 25 ℃作为检测温度。
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2003 - 2006 年全国家畜肾中镉污染水平监测研究

蒋定国 　王竹天 　杨大进 　吴永宁

(中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100021)

摘　要 :目的 　调查我国家畜肾中镉的污染水平及其动态变化趋势 ,并评估其对健康的危害。方法 　在严格的分

析质量控制条件下 ,2003 - 2006 年全国食品污染物监测网在 14 个省市按照国家标准方法连续 4 年监测我国家畜肾

中镉的含量。结果 　4 年监测工作共收集了2 325个数据 ,结果表明猪肾中镉的总平均值为21820 mgΠkg , P90 值为

41979 mgΠkg , P95 值为 11190 mgΠkg , P9715 值为24180 mgΠkg , 4 项指标都大大超过了国家限量标准 ,检出率为

96185 % ,超标率为 30196 % ,而牛和羊的各项指标都低于猪的。结论 　我国家畜肾尤其是猪肾中镉污染比较严重 ,

对于猪肾摄入量高的人群健康危害较大。

关键词 :镉 ;肾 ;动物 ,家养 ;食品污染 ;数据收集

Study on Continuous Monitoring of Contamination Level of Cadmium

in Kidneys of Domestic Animals from 2003 to 2006 in China

J IANG Ding2guo , WANG Zhu2tian , YANG Da2jin , WU Yong2ning

(National Institute for Nutrition and Food Safety , Chinese CDC , Beijing 100021 , China)

Abstract : Objective 　To investigate the contamination level and developing trend of cadmium in kidneys of domestic animals in

China. Method　Under the strict analysis quality control , contents of cadmium in kidneys of domestic animals were analyzed

according to the national standard method in the fourteen provinces from the national food contamination monitoring system from

2003 to 2006. Results 　2 325 data on contents of cadmium in kidneys of domestic animals were collected during four years , the

results showed that the total average content of cadmium in kidneys of pigs was 21820 mgΠkg , P90 was 41979 mgΠkg , P95 was

11190 mgΠkg and P9715 was 24180 mgΠkg. All of them greatly exceeded the national limit standard. The rate of positive samples

exceeded 96185 % , the rate of violated samples exceeded 30196 %. But , those values of cattle and sheep were much lower than

those of pig. Conclusion 　The cadmium contamination in kidneys of domestic animals was serious in whole country and the

cadmium contamination in pig kidney was much higher. It was hazardous for people with high intake of kidneys of pigs.

Key word : Cadmium ; kidney ; Animals , Domestic ; Food Contamination ; Data Collection
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