
书书书

第３卷 第２期
２０１０年　３月

水 生 态 学 杂 志

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｙｄｒｏｅｃｏｌｏｇｙ
　Ｖｏｌ．３，Ｎｏ．２
　Ｍａｒ．，２０１０

　　收稿日期：２００９－０６－１１

基金项目：浙江省自然科学基金资助课题（Ｙ３０８０２５５）。

通讯作者：葛建，１９７９年生，男，博士，Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｅｊｉａｎ１６８８８＠

１６３．ｃｏｍ

作者简介：李明揆，１９８７年生，女，河南郑州人，在读硕士研究

生。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｍｉｎｇｋｕｉｙａｏｘｕｅ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

鱼体内环境激素 ＤＭＰ和 ＤＥＰ的检测方法
李明揆，葛　建，林　芳，戴贤君

（中国计量学院 生命科学学院，浙江 杭州　３１００１８）

摘要：建立同时检测鲫（ＣａｒａｓｓｕｙｓａｕｒａｔｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ）血浆和肌肉中邻苯二甲酸二甲酯（ＤＭＰ）和邻苯二甲酸二乙酯
（ＤＥＰ）的高效液相色谱方法，进行初步的代谢动力学研究。血浆样品经液－液萃取，肌肉样品经液－液萃取和固
相小柱处理后，以乙腈∶水＝４０∶６０（Ｖ／Ｖ）为流动相，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，采用 ＳＨＩＭＡＤＺＵＯＤＳ柱（１５０ｍｍ×４．６
ｍｍ；ｉ．ｄ．，５μｍ）色谱柱分离。测定鲫经口染毒后血浆和肌肉中ＤＭＰ和ＤＥＰ的浓度。结果表明，标准曲线线性
范围为０．０５～１０．０μｇ／ｍＬ，线性关系良好（ｒ＞０．９９），定量限为０．０５μｇ／ｍＬ，回收率９５％以上，日内变异系数和
日间变异系数均低于１５％。经口染毒４８ｈ内，鲫血浆和肌肉中均能检测到ＤＭＰ和ＤＥＰ的残留。该法操作简便、
快速、灵敏、准确，已经初步用于鲫血浆和肌肉中ＤＭＰ和ＤＥＰ的代谢动力学和残留研究。
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　　 环境激素（ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＨｏｒｍｏｎｅ，ＥＨ）为一类
重要环境污染物，已经成为继臭氧层破坏、全球气候

变暖之后的第三大环境问题，被喻为威胁人类存亡

的定时炸弹（ＳｏｎｊａＬｏｒｅｎｚ，２００３）。邻苯二甲酸酯类
（ＰｈｔｈａｌｉｃＡｃｉｄＥｓｔｅｒｓ，简称ＰＡＥｓ，别名酞酸酯）是一
类重要的有机化合物，主要用于塑料改性添加剂、农

药、涂料、印染、化妆品、油漆和香料的生产，在自然

界中被检测普遍存在（吴平谷等，１９９９；林兴桃等，
２００４；陈珠灵等，２００７；杨琼等，２００８）。近年来研究
发现，ＰＡＥｓ类化合物具有雌激素样活性，已经将
ＰＡＥｓ归类于环境激素（又称环境荷尔蒙或内分泌干
扰物），它能对生物的正常行为及生殖、发育相关的

正常激素的合成、贮存、分泌、体内输送、结合以及清

除等过程产生障碍。因此，ＰＡＥｓ类化合物在环境中
的富集、迁移势必成为动物和人类的潜在威胁（Ｍａ
ｋｏｔｏｅｔａｌ，２０００；Ｆｏｓｔｅｒｅｔａｌ，２０００；Ｖｅｒｏｎｉｃａｅｔａｌ，
２００４；Ｍｅｅｕｗｅｎｅｔａｌ，２００７）。

美国国家环保局（ＥＰＡ）已经将包括邻苯二甲酸
二甲酯（ＤＭＰ）、邻苯二甲酸二乙酯（ＤＥＰ）在内的６
种ＰＡＥｓ类列入１２９种重点控制的污染物名单中，
我国优先污染物黑名单中也列出了包括 ＤＭＰ在内
的 ３种 ＰＡＥｓ类化合物（金相灿等，１９９０）。这些

ＰＡＥｓ化合物进入水环境中将会被鱼类等水生动物
所富集，不但可引起鱼类繁殖障碍，而且随着食物链

的迁移必将对人类产生重要影响。本研究建立了

ＤＭＰ和 ＤＥＰ在鲫（ＣａｒａｓｓｕｙｓａｕｒａｔｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ）血浆
和肌肉中ＨＰＬＣ－ＵＶ同时检测方法，为 ＰＡＥｓ类化
合物在鱼体内代谢动力学和残留研究提供技术支

持。

１　材料与方法

１．１　试验用鱼
试验用健康鲫的体重为（２５０±２０）ｇ。试验前

在１．０ｍ×０．５ｍ×０．５ｍ水族箱中暂养７ｄ，试验水
温１０～１２℃。试验期间，按体重的１％投喂不含任
何抗生素的全价鱼饲料，空气增养机充氧，每天换水

１次。
１．２　药品与试剂

邻苯二甲酸二甲酯和邻苯二甲酸二乙酯标准品

（纯度９９％以上）购自上海百灵威化学品有限公司；
试验用甲醇、乙腈为ＨＰＬＣ级，购自杭州华东医药有
限公司；乙酸乙酯、正己烷为分析纯，杭州华东医药

股份有限公司提供。

１．３　色谱分析方法
日本岛津 ｓｈｉｍａｄｚｕ２０ＡＴ高效液相色谱系统，

浙江大学智达 Ｎ２０００色谱工作站，色谱柱为 ＳＨＩ
ＭＡＤＺＵＯＤＳＣ１８ ｃｏｌｕｍｎ（５μｍ，１５０ｍｍ×４．６
ｍｍ），保护柱 ＯＤＳＣ１８ｐｒｅｃｏｌｕｍｎ（４．６ｍｍ×１２．５
ｍｍ），流动相为乙腈∶水 ＝４０∶６０（Ｖ／Ｖ），流速
１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，紫外检测波长２３５ｎｍ。



１．４　样品的处理与制备
１．４．１　血浆样品处理　准确吸取０．４ｍＬ血浆以及
０．２ｍＬ（５μｇ／ｍＬ）内标液白术内酯 ＩＩＩ于１０ｍＬ具
塞离心管中，漩涡混匀１ｍｉｎ，向其中准确加入乙酸
乙酯３ｍＬ，振荡器漩涡５ｍｉｎ，６０００ｒ／ｍｉｎ高速离心
５ｍｉｎ，取出全部上层有机相；２ｍＬ乙酸乙酯重复萃
取１次，合并 ２次萃取的有机相于尖底玻璃离心管
中，于４５℃水浴中氮气流吹干，残渣用０．１ｍＬ流动
相复溶，漩涡混匀 １ｍｉｎ，１８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ
后，吸取上清液２０μＬ进高效液相色谱系统分析。
１．４．２　肌肉样品处理　准确称取０．４ｇ鲫肌肉于
１０ｍＬ具塞离心管中，向其中加入 ０．２ｍＬ（５μｇ／
ｍＬ）白术内酯ＩＩＩ，漩涡混匀１ｍｉｎ，准确加入乙酸乙
酯３ｍＬ，振荡器漩涡５ｍｉｎ，超声５ｍｉｎ，６０００ｒ／ｍｉｎ
高速离心５ｍｉｎ，取出全部上层有机相；２ｍＬ乙酸乙
酯重复萃取１次，合并２次萃取的有机相于尖底玻
璃离心管中，于４５℃水浴中氮气流吹干，残渣用０．１
ｍＬ正己烷复溶，然后转入硅藻土小柱净化，柱底填
充脱脂棉，装入 １ｇ硅藻土，上端填 １ｃｍ厚无水
Ｎａ２ＳＯ４。先用１０ｍＬ正己烷洗脱，再以６ｍＬ的丙酮
－正己烷（１∶４，Ｖ／Ｖ）混合液洗脱，收集洗脱液，于
４５℃水浴中氮气流吹干，残渣用０．１ｍＬ流动相溶
解，漩涡混匀１ｍｉｎ，１８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后，吸
取上清液２０μＬ进高效液相色谱系统分析。
１．５　标准曲线制备

ＤＭＰ、ＤＥＰ和内标物标准品溶解于甲醇溶液
中，将储备液分别稀释成１０．０、５．０、１．０、０．５、０．１、
０．０５μｇ／ｍＬ系列标准液，向６支具塞离心管中各加
入０．４ｍＬＤＭＰ和ＤＥＰ标准液，将离心管于４５℃水
浴中氮气流吹干，再向上述每个离心管中各加入

０２ｍＬ（５μｇ／ｍＬ）内标液和０．４ｍＬ（ｇ）空白血浆
（肌肉），按照１．４样品处理方法处理后进样分析，
以药物与内标物峰面积比值（Ｙ）为纵坐标，以质量
浓度（Ｘ）为横坐标作标准曲线，求出标准曲线方程
和相关系数（ｒ）。
１．６　回收率及精密度

在标准曲线范围内选择高、中、低浓度血浆（肌

肉）样品０．０５、０．５、５μｇ／ｍＬ作为质控样品（ＱＣ），
按照１．４样品处理方法，每个浓度样品重复５次，以
样品中药物和内标峰面积比值与直接溶于流动相下

两者峰面积比值之比，计算高、中、低 ３种浓度下的
回收率。比较以上样品于日内 ５次和日间 ５次测
定的峰面积的变化幅度，计算精密度。

１．７　分析方法的应用

采用一端光滑且有一定硬度的细塑料管，缓慢

插入鲫前肠，按５０ｍｇ／ｋｇ（ＤＭＰ和ＤＥＰ溶解于植物
油中，配制２５ｍｇ／ｍＬ液体，按２ｍＬ／ｋｇ经口染毒）
灌入，无回吐者保留试验。于染毒后不同时间点，自

尾静脉采血于肝素化离心管中，离心后取出０．４ｍＬ
血浆；同时采集背部肌肉，每个时间点采样 ５尾，每
尾采样１次。将血浆和肌肉样品按照１．４样品处理
方法处理后进样分析，进样后将测得的ＤＭＰ和ＤＥＰ
与内标峰面积之比代入标准曲线方程中，计算样品

中ＤＭＰ和ＤＥＰ浓度。

２　结果与讨论

２．１　色谱图及特异性分析
在选定的色谱分析条件下，ＤＭＰ和ＤＥＰ及内标

物分离良好，通过比较空白血浆（肌肉）样品、空白

血浆（肌肉）添加样品以及染毒后血浆（肌肉）样品

的色谱图，结果表明，在药物和内标相应保留时间处

均无干扰峰出现，其保留时间分别为７．９３２ｍｉｎ和
１９．１６５ｍｉｎ（图１）。
２．２　色谱分析条件的优化

本研究曾分别考察了乙腈∶水 ＝５０∶５０和乙
腈∶水＝３０∶７０作为流动相，结果发现，当采用乙
腈∶水＝５０∶５０作为流动相组分时，虽然 ＤＭＰ和
ＤＥＰ及内标均能很好的分离，但 ＤＭＰ出峰时间较
早，易于被血浆或肌肉中杂质干扰。当采用乙腈∶
水＝３０∶７０作为流动相组分时，虽然 ＤＭＰ和 ＤＥＰ
及内标也能很好的分离，但 ＤＥＰ和内标的峰形较
宽，检测限灵敏度较低。最终发现采用乙腈∶水 ＝
４０∶６０作为分离流动相较理想。

在样品萃取过程中曾尝试过甲醇、乙腈、乙醚、

二氯甲烷、三氯甲烷及乙酸乙酯等萃取剂，结果发

现，采用乙酸乙酯作为萃取溶剂较理想，因此本试验

最终选择了乙酸乙酯作为萃取剂。当处理肌肉样品

时，采用直接萃取后进样，发现杂质峰较多，而且基

线非常不稳，因此，我们采用了自制的固相小柱对样

品进行了净化，结果非常理想。

在检测ＤＭＰ、ＤＥＰ等ＰＡＥｓ类化合物时，有采用
２２０ｎｍ作为检测波长的报道，虽然 ＤＭＰ和 ＤＥＰ波
长在该波长下吸收峰较大，但是此时组织提取液中

内源性杂质在此波长下吸收也较强，已经把ＤＭＰ和
ＤＥＰ的色谱峰所掩蔽，干扰 ＤＭＰ和 ＤＥＰ的分析。
当采用２３５ｎｍ作为生物样品中 ＤＭＰ和 ＤＥＰ的检
测分析波长，经过试验发现，在此波长下血浆和肌肉

中杂质干扰较小，因此本试验最终选用了２３５ｎｍ作
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为最佳检测波长，而且在此波长下 ＤＭＰ和 ＤＥＰ吸 收较好，内源性杂质干扰少，满足了试验要求。

（Ａ）标准液色谱图（５μｇ／ｍＬ）；（Ｂ）空白血浆色谱图；（Ｃ）空白血浆加样色谱图（５μｇ／ｍＬ）；

（Ｄ）给药后８ｈ血浆药物色谱图；峰１：ＤＭＰ；峰２：ＤＥＰ；峰３：内标。

图１　血浆中ＤＭＰ和ＤＥＰ及内标的色谱图
（Ａ）Ｔｉｔｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（５μｇ／ｍＬ）；（Ｂ）ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；（Ｃ）Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓａｍｐｌｅｄｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ（５μｇ／ｍＬ）；

（Ｄ）Ｐｌａｓｍａｄｒｕｇｌｅｖｅｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ８ｈｒａｆｔｅｒｐｒｏｖｉｄｉｎｇｄｒｕｇ；Ｐｅａｋｖａｌｕｅ１：ＤＭＰ；Ｐｅａｋｖａｌｕｅ２：ＤＥＰ；Ｐｅａｋｖａｌｕｅ：ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ．

Ｆｉｇ．１　ＩｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＤＭＰａｎｄＤＥＰｉｎｐｌａｓｍａ

２．３　标准曲线
在本试验提取方法和色谱条件下，在 ０．０５～

１０．０μｇ／ｍＬ浓度范围内，线性关系良好，利用线性
回归方法计算出斜率、截距以及相关系数。标准曲

线方程及相关系数见表１。
２．４　回收率和精密度

在给定的提取方法和检测条件下（ｎ＝５），ＤＭＰ
和ＤＥＰ在血浆和肌肉中的回收率达９５％以上，日内
和日间变异系数均小于１５％，说明 ＤＭＰ和 ＤＥＰ在
鲫血浆和肌肉中回收率和精密度均符合检测要求

（表２）。

２．５　分析方法的应用
将分析所得血浆和肌肉样品中 ＤＭＰ和 ＤＥＰ与

内标峰面积之比代入相应的方程求出鲫血浆和肌肉

中浓度，绘制出组织浓度－时间曲线（图２）。
表１　鲫血浆和肌肉中ＤＭＰ与ＤＥＰ方程及相关系数
Ｔａｂ．１　ＥｑｕａｔｉｏｎａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆＤＭＰａｎｄ

ＤＥＰｉｎｐｌａｓｍａａｎｄｍｕｓｃｌｅｏｆＣｒｕｃｉａｎｃａｒｐ

药物 血浆 肌肉

ＤＭＰ
Ｙ＝０．２５５２Ｘ－０．００３８

ｒ＝０．９９９８

Ｙ＝０．１４９５Ｘ＋０．００３９

ｒ＝０．９９９８

ＤＥＰ
Ｙ＝０．２７５２Ｘ＋０．００９２

ｒ＝０．９９９７

Ｙ＝０．３４０７Ｘ＋０．０２６４

ｒ＝０．９９９６

（Ａ）为血浆中代谢动力学曲线；（Ｂ）为肌肉中残留消除曲线。

图２　ＤＭＰ和ＤＥＰ在鲫血浆和肌肉中浓度－时间曲线
（Ａ）ＭｅｔａｂｏｌｉｓｍｄｙｎａｍｉｃｃｕｒｖｅｉｎｐｌａｓｍａｏｆＣｒｕｃｉａｎｃａｒｐ；（Ｂ）ＲｅｍｎａｎｔｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｉｎｍｕｓｃｌｅｏｆＣｒｕｃｉａｎｃａｒｐ．

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｄｕｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＤＭＰａｎｄＤＥＰｉｎｐｌａｓｍａａｎｄｍｕｓｃｌｅｏｆＣｒｕｃｉａｎｃａｒｐ
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　　研究结果表明，经口染毒后４８ｈ，鲫体内均能检
测到ＤＭＰ和ＤＥＰ存在，表明该分析方法能够满足
ＰＡＥｓ类环境激素在鱼体内的代谢动力学和残留研
究。

表２　鲫血浆中ＤＭＰ和ＤＥＰ回收率及精密度
Ｔａｂ．２　ＲｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆＤＭＰａｎｄ

ＤＥＰｉｎｐｌａｓｍａｏｆＣｒｕｃｉａｎｃａｒｐ

药物
添加浓度／

μｇ·ｍＬ－１
回收率／

％
变异系数／％

日内 日间

ＤＭＰ
０．０５ ９６．４２±８．５７ ７．６７ ８．８９
０．５ ９６．３１±９．１５ ６．２８ ９．４９
５．０ ９５．３６±８．２７ ５．３８ ８．６７

ＤＥＰ
０．０５ １００．６１±９．１３ ５．４９ ９．０８
０．５ １０８．８７±１０．８１ ３．６７ ９．９３
５．０ ９６．２３±５．２８ ３．４６ ５．４３

３　结论

本研究建立了一种鲫血浆和肌肉中 ＤＭＰ和
ＤＥＰ简便、快速、灵敏、准确的高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）检测方法，并将此应用鲫体内 ＤＭＰ和 ＤＥＰ
的代谢动力学研究和残留检测。结果表明，该分析

方法能够满足鲫体内ＤＭＰ和ＤＥＰ的代谢及残留消
除研究；同时，试验中自制的固相小柱价格低廉、制

作简便及重复性好，具有一定的推广应用价值。
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