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要!采用酶联免疫吸附检测 "

HNaEC

#试剂盒定量分析了某采用生物脱氮活性污泥工艺的

污水厂中的原水&一级处理出水&二级处理出水&尾水和出水口下游受纳河水中的雌酮浓度!分析方

法的定量检测限为
)'>.
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$

HNaEC

分析中增加的凝胶色谱净化步骤可降低
H<

检测值
G!')h

的

假阳性!使其检测结果平均值从液相色谱 飞行时间质谱联用"

PTN1=SE

"

F̀ D

##的对照分析结果

平均值的
<'>"

倍降为
<'<>

倍$

HNaEC

分析检测值的假阳性与水样的污染程度呈正相关$
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污水厂尾水中的类固醇雌激素!以下简称雌激

素"内分泌干扰物在
.

3

(

N

的浓度水平即可干扰水

生生物生殖系统的正常工作模式$造成以鱼为代表

的水生生物雌性化$使雄性生物体内产生高于正常
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雄性水平的卵黄蛋白原$且雄性腺体萎缩%功能退

化)

<

*

&当水环境中的雌激素浓度高于干扰阈值则会

影响水生生物性腺的正常功能$破坏性别比例$影响

其种群密度$进而通过食物链对生态系统构成威胁&

人类女性青春期提前%男性生殖能力下降也被认为

与这些物质有关)
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&以雌酮!

H<

"%雌二醇!

H"

"和乙

炔基雌二醇!

HH"

"为代表的高雌情活力雌激素)
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*

$

已被欧盟在
<<?

中内分泌干扰物中列为优先研究的

物质$亦即将被英国环境质量标准限制排放)
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&在

这
!

种雌激素中$

H<

是
H"

降解的中间产物$且大量

存在的
H<

结合物在污水输送和处理过程中的分解

释放$使
H<

成为浓度变化最大$且对水生生物雌情

化现象最重要的内分泌干扰物)

>=G

*

&

图
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雌酮的化学结构

由于雌激素在污水和自然水体中的痕量存在以

及污水介质的高度复杂性$目前尚无标准分析方法&

以液(气相色谱 质谱联机为代表的分析法报道最

多$但昂贵的分析费用%复杂的分析设备和专业的分

析技术要求制约了它们在污水分析领域的常规使

用)

?

*

&免疫检测技术因其灵敏度高%费用低廉和操

作简单$已较多地应用于污水中雌激素的定量分析&

在英国/内分泌干扰物质在污水处理过程的去除国

家示范项目0中$寻找一种可靠经济的日常分析方法

也是该项目的重要一项)
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HNaEC

应用于污水介

质虽有报道)

*=<)

*

$但并无与液质联用对不同污水样

的平行分析比较$因而难以评估其分析的准确性&

研究的特点在于采用
HNaEC

试剂盒定量检测了污

水厂原水经处理至排放各阶段的
H<

浓度$并通过加

标回收试验和与
PTN1=SE

!

F̀ D

"的对照深入研

究了
HNaEC

试剂盒对各种污水介质中
H<

的定量分

析效果$还研究了在水样预处理阶段增加凝胶色谱

净化步骤对分析可靠性的影响&研究结果可为

HNaEC

这一简便灵敏的分析方法更广泛地应用于

检测污水和天然水体中的雌激素水平提供依据&
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材料和试剂

检测的目标物质为天然类固醇雌激素
H<

&高

纯度
H<

粉末标准试剂购自
E5

3
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&雌激素标准储

备溶液按照
<')

3

(

N

配置$溶剂为甲醇&工作溶液

则用液相色谱级纯水根据需要将储备溶液稀释制

成&最后的标准溶液中所含甲醇浓度不超过
)'<h

&

液相色谱级纯水%甲醇%丙酮%正己烷及二氯甲烷均

来自
D5928-128I5K/&9
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水样

采集了英国中部某生物脱氮活性污泥处理工艺

污水处理厂的原水%一级处理出水%二级处理出水%

尾水和出水口下游
<))')I

受纳河水总计
>

个水

样$并采用
<

个纯净水样作为空白参照&这
#

个待

测样分别加入不同浓度的
H<

标准样$制成加标样$

总计
<"

个水样&每个水样体积为
!')N

$分别用于

常规
HNaEC

分析 !

<')N

"$增加凝胶色谱预处理后

的
HNaEC

分析 !

<')N

"以及
PTN1=SE

!

F̀ D

"分

析 !
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"&各水样加入的
H<

浓度详见表
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&

自动取样机在各取样点从
G

l

))

到
<*

l

))

每小

时取样
<

次$制成
<"')2

混合样&棕色玻璃取样瓶

中预先加入盐酸和硝酸铜并在低温避光条件下运输

以保证
H<

在取样和样品运送过程中无降 解

损耗)

<<

*

&
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水样的预处理

为防堵塞$除标准样和空白样$其它水样先使用

离心分离机分离!

!)))-

(

I5.

"$再在真空泵的抽吸

下用
)'A>

"

I

滤膜!

c2/:I/.

"过滤上清液&因
H<

具有较强的憎水性$离心分离沉淀物和过滤拦截物

均用甲醇清洗$并将清洗液加至滤液中以避免分析

物的损失)
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"&萃取前依次通过
>')IN

甲醇和
<)')IN

纯净水以活化柱体&当所有水样

通过吸附柱后$用
>')IN

纯净水清洗柱体并继续

抽吸
<')I5.

$然后再用
>')IN

正己烷清洗柱体&

清洗后的萃取柱用
>')IN

二氯甲烷洗提$并收集

至小试管中&小试管置于
A)')

%

>)')j

的恒温水

浴并用氮气吹干$后加入
<')IN

甲醇将附着物重

新溶解&
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步固相萃取采用氨丙基小柱 !
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FS
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"$依次通过
>')IN

甲醇和

>')IN

纯水活化柱体&重新溶解的
<')IN

甲醇溶

液通过柱体后用另一干净小试管收集$然后再用

>')IN

甲醇清洗柱体$并收集清洗液获得
#')IN

甲醇溶液&该溶液经氮气吹干和重溶解后$制成

<')IN<)h

甲醇溶液待分析&

需进一步净化处理的水样则在经过了
"

次固相
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萃取并吹干之后$将残留物溶于
"'>IN

二氯甲烷$

并以
<')IN

(

I5.

的速度通过凝胶色谱!

T%&

;

I8-

N/R9T&

3

8&>)C

$

!)j

"$总运行时间为
<!'>I5.

$收

集
*')

%

<"')I5.

的馏分吹干&

采用
HNaEC

试剂盒分析的样品吹干后溶解于

<))')

"

N

甲醇$并配置成
<')IN<)h

甲醇溶液待

分析&采用
PTN1=SE

!

F̀ D

"分析的样品吹干后则

溶解于
)'"IN

甲醇
l

水
[

<

l

*

的溶液中待分析&

:=?

!

HPVG7

试剂盒分析

HNaEC

试剂盒用于分析仅经过
1<?

和氨丙基

固相萃取处理的水样$以及经过
"

次固相萃取后再

经过凝胶色谱净化的水样&采用的
HK%&%

3

58./

E

H<

HNaEC

试剂盒 !日本
H.75-%128I

公司"对雌激素

的定量检测基于特定单一克隆抗体对
H<

的识别&

根据生产商所提供的方案$首先将抗体 酶共轭物粉

末溶解于缓冲液配制成共轭物溶液并将
<))')

"

N

加至微孔中$然后再加入
<))')

"

N

含
H<

的水样!或

H<

标准液"并充分均匀混合&将
<))')

"

N

混合液

再转移至已固化了抗体的微孔中$并在室温下!

<?

%

">j

"培养
<')2

&弃掉培养液的固化微孔板经多

次洗液清洗后各孔加入
<))')

"

N

显色液$并在室温

!

<?')

%

">')j

"下培养
!)')I5.

&各孔加入反应

中止液
<))')

"

N

后结束反应$此时微孔板中水样从

加入显色液后的蓝色变为黄色&显色反应中止之后$

用微孔板分析仪!

F28-I%H&8K:-%.1%-

V

%-/:5%.

"获得

标准液和水样的吸光度$标准曲线用四参数对数曲

线拟合$分析软件为
E%0:I/XT-%$"'#

和
]-/

V

2T/L

T-59I

&水样中的
H<

检测浓度为三重分析的平均

值&最低定量分析浓度为
)'>.

3

(

N

$该值由试剂盒

最低工作浓度
>)').

3

(

N

和浓缩倍数
<)))

确定&
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#分析

对
H<

的对照定量分析采用英国环保署在示范项

目中采用的
PTN1=SE

!

F̀ D

"分析方法)
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"设备为
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系列$反相运行模式&
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条件'

N,./T28.
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柱!
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$
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"$流速
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(

I5.

$样品

注入量
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"
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&流动相
C

为纯水$流动相
B

为
*>h

甲醇
b>h

丙酮&梯度洗脱方式为'

)')
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)'>I5.

$
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负离子模式&雾化气压
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$扫描模式为
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$流速
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(

I5.

$
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结果与讨论

HNaEC

检测的各水样
H<

浓度$分析的相对标

准偏差和加标回收率详见表
<

&

表
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各水样及加标样未经过和经过凝胶色谱净化处理之后的
HPVG7

分析结果

水样
加标浓度

(!

.

3

+

N
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"

未经色谱净化的分析结果

测试浓度
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+
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"

相对标准

偏差(
h

加标回

收率(
h

经过色谱净化的分析结果

测试浓度
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N
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相对标准

偏差(
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加标回收率
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在所有水样中
H<

均被检出$其浓度随处理程度

的增加而降低&分析结果中$未经色谱净化的水样

加标回收率均高于
<))h

$且水样的污染程度越高$

回收率越高&此外$分析结果的相对标准偏差也随

着样品污染程度的增加而增加&这表明水样污染程

度的增加会降低分析结果的准确性和精确性$造成

假阳性结果&若样品预处理中增加色谱净化$则

HNaEC

分析的加标回收率和相对标准偏差均得到

有效降低&相对标准偏差降至
'

<)h

&原水%一级

出水和二级出水水样的加标回收率相对于未经过色

谱净化的分析结果减少了超过
!)h

$而尾水和河水

水样的回收率也减少了近
<>h

&这表明色谱净化

步骤有效地增加了分析的准确性和精确性&

为更准确地评价
HNaEC

试剂盒对污水处理过

程中
H<

的定量分析$还将
HNaEC

的分析结果与

PTN1=SE

!

F̀ D

"的分析结果进行了对照$液质联

机的分析样均经过了色谱净化&

"

组
HNaEC

分析

的结果与
<

组
PTN1=SE

!

F̀ D

"的分析结果对照见

图
"

&结果显示$如果未经过色谱净化$

HNaEC

检测

值普遍高于
PTN1=SE

!

F̀ D

"检测值$而经过色谱

净化之后
"

种检测的
H<

浓度结果则非常接近&污

染程度较小的水样如尾水和河水
"

种分析的接近度

最高&

研究还对
HNaEC

分析和
PTN1=SE

!

F̀ D

"分

析的结果进行了相关性分析$结果详见图
!

&若样

品仅进行
"

次固相萃取处理$则
HNaEC

检测值平均

为
<'>"

倍
PTN1=SE

!

F̀ D

"检测值&若再经过色

谱净化$则
HNaEC

检测值平均为
<'<>

倍
PTN1=

SE

!

F̀ D

"检测值$

H<

的假阳性检测值降低了

G!h

&进一步表明了色谱净化可以有效提高分析准

确度和精度&经过净化之后的
HNaEC

分析结果

?Gh

为真实的
H<

浓度值$而
<!h

为其他与
H<

结构

相似的化学物质与发生的交叉反应所致&

对该厂水样的检测浓度可知$经一级处理之后

H<

去除率
'

<)h

$经过二级处理之后去除率为
>)h

%

#)h

$而经过深度处理之后去除率可以提高到

G)h

以上&这一检测结果表明雌酮存在于该污水处

理厂各个处理阶段$虽然经过了深度处理且雌酮的

去处率超过了
G)h

$但是在排放的尾水和河流下游

<))')I

处中仍有
<"'*.

3

(

N

和
!'".

(

N

的雌酮存

在&根据英国国家环保署示范项目中对雌情活性干

扰阈值的规定!

!.

3

(

N

$折算为当量雌酮浓度"

)

A

*

$在

该水厂出水口至下游
<))')I

范围内的鱼类仍然存

在雌情化的风险&

图
;

!

HPVG7

检测值与
RUPN>KG

"

Y]Q

#检测值的比较

图
<

!

H:

浓度的
HPVG7

检测值与
RUPN>KG

"

Y]Q

#检测值

的相关性分析曲线

<

!

结
!

论

<

"

HNaEC

分析结果与
PTN1=SE

!

F̀ D

"分析

结果的比较表明$

HNaEC

试剂盒具有较高的分析灵

敏度$经过复杂的水样预处理后可定量检测污水中

的大于
)'>.

3

(

N

浓度的
H<

$且与
PTN1=SE

!

F̀ D

"

分析结果相近&与采用色质联用的化学分析法相

比$在分析成本%分析时间和技术要求上具有优势&

"

"污水样中较多的干扰物质降低了
HNaEC

分

析的准确度和精确度$干扰程度与水样污染程度成

正相关&

!

"预处理中增加的凝胶色谱净化步骤可以降低

HNaEC

分析中交叉反应造成的
H<

检测值假阳性$
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增加
HNaEC

分析的准确度%精确度和可靠性&
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OHEBÙ c 1

$
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+̀ P(È (C1

$

caNNaCSEU+

$

EaSTÈ (T
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