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摘　 要　 烷基酚类化合物具有与天然雌激素相似的结构，是一类典型的内分泌干扰物，被广泛应用于表面活

性剂、纺织印染、橡胶塑料、油溶性酚醛树脂等领域，已经在环境介质中被广泛检测到．由于酚基类物质通常具

有亲脂性和生物累积性，因此，生物样品中该类化合物的检测成为健康风险评价的关键．本文对近年来生物样

品（生物组织、血液、尿液等）中烷基酚类物质的前处理技术与检测方法进行了综述，并对未来的发展趋势进

行了展望．
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环境内分泌干扰物（Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，ＥＤＣｓ）是一类存在于环境中能够干扰生物体正

常内分泌功能的外源性物质，通常在环境中暴露浓度极低（ｐｐｔ—ｐｐｂ），且急性毒性很弱，但是与生物体

生殖障碍、发育异常、代谢紊乱及某些癌症（如乳腺癌、睾丸癌、前列腺癌等）的发生具有密切联系［１⁃３］ ．
１９９６ 年 １２ 月，欧盟针对内分泌干扰物对人体健康和其它生物体的影响首次展开讨论，并将其分为以下

几类：（１）有机卤代化合物；（２）烷基酚类（Ａｌｋｙｌｐｈｅｎｏｌｓ，ＡＰｓ），邻苯二甲酸酯类；（３）类固醇类雌激素；
（４）杀虫剂；（５）植物雌激素［４］ ．其中，ＡＰｓ 由于具有明显的环境雌激素效应而成为关注和研究的重点．该
类化合物是重要的精细化工原料，广泛应用于表面活性剂、纺织印染、橡胶塑料的防老抗氧剂、油溶性酚

醛树脂等领域，通常具有亲脂性和生物累积性，较强的化学稳定性，一旦摄入生物体内不易降解和排除．
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其中，ＡＰｓ 中最重要的是壬基酚（ＮＰ）和辛基酚（ＯＰ），同属于联合国 ＵＮＥＰ 制定的持久性有毒化学污

染物［５］ ．
ＡＰｓ 在环境介质中已经被广泛检出［１⁃１６］，使得人们更加关心 ＡＰｓ 在人体内的含量．目前，ＡＰｓ 对人体

的暴露途径主要通过家用洗洁剂、塑料制食品包装袋、桶装饮用水等的使用进入人体［６⁃８，１６］ ．有研究发

现，在德国食品中 ＮＰ 的检测浓度最高可达 １９．４ μｇ·ｋｇ－１ ［８］，而在台湾的大部分食品中也能检测到 ＮＰ，
浓度范围在 ５．８—２３５．８ μｇ·ｋｇ－１ ［１７］ ．因此，对生物样品（生物组织、血液、尿液等）中烷基酚类化合物的分

析检测方法就显得十分重要，本文主要对 ＡＰｓ 在生物组织、血液、尿液等生物样品中的前处理及分析方

法进展做出详细综述．

１　 样品前处理方法与分析技术

目前，对实际生物样品中的 ＡＰｓ 检测仍存在一定的困难和挑战．首先，由于 ＡＰｓ 在尿液、血液、胆汁

等生物样品中的含量通常很低，而且容易受到一些蛋白质和磷脂质等基质的干扰，不易直接检测；其次，
这类化合物均含有苯环状结构，具有较强的亲脂性，在生物体内易被快速葡萄糖苷酸化和硫酸酯化［１８］，
转化成葡萄糖苷结合物和硫酸酯结合物的共轭化合物［１９⁃２０］，并通过血液流经肾脏，最终经尿液等排泄物

排出体外［２１］，一般这些结合态的 ＡＰｓ 的半衰期只有 ５．３ ｈ［２２］ ．这些因素都降低了 ＡＰｓ 在生物样品中的检

出浓度，加大了其检测难度，而检测生物样品中游离态以及结合态 ＡＰｓ 的总量，将有利于更好的研究该

类物质的暴露水平与人体健康的相关性．
通常，ＡＰｓ 的分析检测方法有液相色谱法（ＬＣ） ［２３⁃３２］、液相色谱⁃质谱法（ＬＣ⁃ＭＳ） ［３３⁃４２］、气相色谱⁃质

谱法（ＧＣ⁃ＭＳ） ［４３⁃５３］等．但是由于生物样品基质干扰较大，且该类化合物在生物体内容易形成葡萄糖苷结

合物和硫酸酯结合物共轭化合物，游离态的含量一般较低，因此，建立快速有效的生物前处理方法成为

ＡＰｓ 分析检测的关键．目前，应用较多的前处理方法包括液液萃取法（Ｌｉｑｕｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＬＬＥ）、固相

萃取法（Ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＥ）、固相微萃取技术（Ｓｏｌｉｄ Ｐｈａｓｅ Ｍｉｃｒｏ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＭＥ）、搅拌棒吸附

萃取技术（Ｓｔｉｒ⁃ｂａｒ⁃ｓｏｒｐｔｉｖｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＢＳＥ）、加速溶剂萃取法（Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＡＳＥ）、基质

固相分散萃取（Ｍａｔｒｉｘ Ｓｏｌｉｄ ⁃Ｐｈａｓｅ Ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＭＳＰＤ）．
１．１　 尿液和血液中 ＡＰｓ 的前处理方法

检测尿液和血液中的 ＡＰｓ，需要将它们从结合物中解离出来才能准确的测定 ＡＰｓ 的含量．在前处理

中通常采用以下两种方法解离 ＡＰｓ 的结合物：（１） 酸水解法，在样品中加入 １ ｍＬ 甲醇和 ０．３ ｍＬ 浓盐

酸，并将其置于较高温度的水浴中反应 ２０—６０ ｍｉｎ［３７，４６⁃４７］；（２）酶解法，在样品中加入 β⁃葡萄糖醛酸酶

和硫酸酯酶于 ３７ ℃下水浴反应［３１，３６⁃３７，４３⁃５４］ ．两种解离方法相比较而言，虽然酶解法的解离效率较高，由
少量的酶即可将目标物解离，但是费用较高．
１．１．１　 尿液和血液中 ＡＰｓ 的萃取方法

对于解离后的 ＡＰｓ 的萃取，传统且较多使用的是液⁃液萃取法，是一种通用的样品前处理方法，主要

根据液态样品中各组分在萃取试剂中溶解度的差异以达到目标物质与基质间分离的目的，萃取效率取

决于目标物质在两相间的溶解差异．在生物样品中使用一些如乙酸乙酯［２３］、三氯甲烷［２４］ 等有机溶剂还

可以起到沉淀基质中蛋白质等干扰物质的作用．王世玉［５２］ 等以 ＥＰＡ ３５２０ 对酚类物质的液液萃取方法

为基础，对 １２ 种 ＮＰ 的同分异构体的萃取条件进行优化，结果表明在二氯甲烷、正己烷、乙酸乙酯为萃

取剂的条件下，回收率分别为 ７５．１％—８６．６％、６４．９％—７３．２％、５３．０％—６７．８％．郑力行和肖全伟等［２５⁃２６］优

化了液⁃液萃取方法，对萃取剂的比例进行调整，结果发现当正己烷与乙醚的比例为 １∶１ 时，４⁃ＮＰ 的萃取

率最高可达 ８５．４％．该方法样品使用量较大，处理生物样品时容易出现乳化现象．目前，由于萃取剂使用

量较大容易对操作人员造成一定的健康危害，还会对环境造成较大的二次污染，仅有少数国内研究中应

用了液液萃取方法提取生物样品中 ＡＰｓ．
此外，应用较多的还有固相萃取技术，一种液⁃固分离萃取的样品前处理方法．该方法具有低污染、

简单、效率高、再现性好、不易乳化等优点，已被广泛用于液体样品中痕量有机物的前处理［３７］ ．ＳＰＥ 过程

一般分为柱子活化、上样、淋洗和洗脱．通过样品的均一化分离和提纯可达到一步完成，比较适用于生物

样品的前处理，但若处理大量样品使用费用较大．目前，常使用的固相萃取 ＳＰＥ 小柱有 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司的
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ＥＮＶＩ⁃１８ 小柱、美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司的 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ ＳＰＥ、北京 Ｄｉｋｍａ 公司的 Ｃ１８ ＳＰＥ 小柱等．张宏等［４］ 使用

ＥＮＶＩ⁃１８ Ｃ１８ 固相萃取小柱处理酸水解后的尿样，结果表明 ＮＰ 等 ６ 种环境雌性激素的平均回收率可达

８６．７％—１１１．０％；Ｋｕｋｌｅｎｙｉｋ 等［８］使用 ２００ ｍｇ ／ ３ ｍＬ 的 Ｂｏｎｄ Ｅｌｕｔｅ ＰＰＬ ＳＰＥ 小柱处理酶解后的人体尿液，
３⁃叔丁基苯酚 （３ｔＢＰ）、４⁃叔丁基苯酚 （ ４ｔＢＰ）、叔辛基酚 （ ｔＯＰ）、ｎＯＰ、ｎＮＰ 的加标浓度分别为 １、５、
５０ ｎｇ·ｍＬ－１时，回收率分别在 ９９％—１１５％、９１％—１１３％、９４％—１０９％、１００％—１０５％和 ９９％—１０５％之

间；Ｘｉａｏ 等［３１，３７］利用 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ ＳＰＥ（２００ ｍｇ ／ ３ ｃｃ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）小柱处理酶解后的人体尿液，ＮＰ
和 ＯＰ 的加标浓度为 ５０ ｎｇ·ｍＬ－１时，两种目标化合物的平均回收率分别为 ８５．４％和 ８７．５％，相对标准偏

差（ＲＳＤ）分别是 ７．０８％和 ８．９％；Ｌｉ 等［７］使用 Ｓｕｐｅｌｃｌｅａｎ ＥＮＶＩ⁃１８ 小柱（５００ ｍｇ ／ ３ ｍＬ，美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司）
提取酶解后的人体尿液中的 ４⁃ＮＰ，加标浓度为 ５、２０、１００ ｎｇ·Ｌ－１时，回收率分别为 ９４％±２６％、９８％±
１３％、９８％±３％．此外，研究发现，ＳＰＥ 小柱上存在少量的壬基酚［３７］，在使用 ＳＰＥ 萃取尿液中 ＡＰｓ 时，为
避免小柱自身杂质带来的影响，通常会将酶解或酸水解后的样品调节至弱酸性［７，３１，３７，４７⁃４８］ ．鲍慧惠等［３８］

在处理血液中烷基酚类化合物时，比较了 Ｃ１８小柱（３００ ｍｇ ／ ５ ｍＬ，美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司）、ＰｒｏＥｌｕｔ⁃Ｃ１８小柱

（６０ ｍｇ ／ ３ ｍＬ，北京 Ｄｉｋｍａ 公司）、ＰｒｏＥｌｕｔ⁃ＰＬＳ 小柱（６０ ｍｇ·ｍＬ－１，北京 Ｄｉｋｍａ 公司）、Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 小柱

（３０ ｍｇ·ｍＬ－１，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）的效果，回收率最高可达 １１４．８％；由于血液的样品量一般很少，因此使

用 ＳＰＥ 进行样品的前处理可以获得稳定的结果；Ｈｕａｎｇ 等［５５］使用 ３ ｍＬ Ｖａｒｉａｎ ＰＨ 的 ＳＰＥ 小柱对脐带血

中的 ＮＰ 进行萃取，回收率可达到 ８０％—１１５％．应用 ＳＰＥ 萃取技术无论是样品量，还是有机溶剂量的使

用均少于液－液萃取法，而且可以达到相似，甚至更高的回收效率，但是生物样品（如，尿液、血液）较容

易造成 ＳＰＥ 小柱的阻塞，造成洗脱时间延长，并由于溶剂的挥发影响最终目标分析物的浓度．
近些年，样品前处理方法越来越趋向于使用较少的有机溶剂、高通量以及与检测仪器连接实现自动

化．固相微萃取技术（ＳＰＭＥ）是一种以固相萃取法为基础发展而来的样品前处理技术，由 Ｗａｔｅｒｌｏｏ 大学

的 Ｐａｗｌｉｓｚｙｎ［５６］研究小组首次在 １９８９ 年开发，是一种快速、简便、无需有机溶剂的样品处理方法，并且方

便在样品基质中对待测物进行衍生化［５７］ ．目前，ＳＰＭＥ 包括以下 ３ 种技术：直接萃取法［５６］、顶空萃取

法［５８］和管内固相微萃取法．直接萃取法是将 ＳＰＭＥ 纤维直接插到样品中，这种直接萃取方法一般用于挥

发性较弱的分析物和较干净的液体样品；顶空萃取法是将 ＳＰＭＥ 纤维插入到气态样品、液体样品或者固

体样品上的气相部分，适用于挥发性较强的分析物，为使顶空萃取达到更好的效果，在萃取过程中可对

样品进行适当的加热或搅拌，这种方法相较于直接萃取法，可以延长纤维的使用寿命．另外，管内固相微

萃取法使用毛细管来进行萃取［５９］，样品通过毛细管并与毛细管内壁充分接触，毛细管内壁涂有固定相，
可以通过改变涂覆的固定相厚度来提高萃取的效率．对于 ＳＰＭＥ 技术的自身装置而言，影响萃取效率的

主要因素则是萃取头涂层的物理、化学性质以及涂层的厚度．一般涂料的选择基于相似相容的原理，主
要的商用涂层材料包括聚二甲硅氧烷（ＰＤＭＳ），涂层厚度有 ７、３０、１００ μｍ；８５ μｍ 的聚丙烯酸酯（ＰＡ）；
６５ μｍ 和 ６０ μｍ 的聚二甲基硅氧烷⁃聚乙烯苯（ＰＤＭＳ⁃ＤＶＢ）；７５ μｍ 的 Ｃ⁃ＰＤＭＳ；６５ μｍ 的聚乙二醇⁃ＤＶＢ
（ＣＷ⁃ＤＶＢ）；聚乙二醇⁃模板化树脂（ＣＷ⁃ＴＰＲ） ［５７，６０］ ．张鹤小［５９］ 对常用的 ３ 种商用 ＳＰＭＥ 萃取头即

ＣＡＲ ／ ＰＤＭＳ、ＰＤＭＳ ／ ＤＶＢ、ＰＡ 的富集效果进行了对比，结果表明 ＰＡ 萃取头对壬基酚的萃取效率较高，
由于壬基酚为极性物质选用极性较强的 ＰＡ 作为萃取纤维，加标回收率可达到 ９１．９％—１０４．３％，ＲＳＤ 为

０．８９％．除萃取头涂层的选择外，影响 ＳＰＭＥ 萃取效率的因素还包括样品 ｐＨ 值、含盐浓度、温度以及萃取

时间，和 ＳＰＥ 和 ＬＬＥ 方法一样，加入适量的盐（ＮａＣｌ、无水 Ｎａ２ＳＯ４）和调节 ｐＨ 值可以有效的提高萃取效

率．但是对于 ＳＰＭＥ 中直接萃取法来说，过度的调节 ｐＨ 值（ｐＨ ≤２ 或者 ｐＨ ≥１０） ［５８］可能会对萃取纤维

的涂层产生损害，所以在使用直接萃取法时 ｐＨ 值的调节受到一定的局限．Ｙａｎｇ［６１］ 等为了更好的结合

ＧＣ⁃ＭＳ 检测鱼类血液中的 ＮＰ 和 ＯＰ，使用美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司的 ８５ μｍ 的聚丙烯酸酯（ＰＡ）萃取纤维，利
用 ＳＰＭＥ 直接萃取技术完成 ＮＰ 和 ＯＰ 的萃取过程，通过优化萃取时间、温度、离子强度和 ｐＨ 等 ４ 个条

件，可以使 ＮＰ 和 ＯＰ 的平均回收率分别达到 １０５％和 ９８％．在生物样品的前处理中，ＳＰＭＥ 的萃取时间是

较为重要的一个条件，通常为 １—６０ ｍｉｎ 之间［５８］，由于 ＳＰＭＥ 的萃取是一个吸附或者吸收的平衡过程，
可以通过搅拌、加热等方式来改变萃取时间，达到降低萃取时间，提高萃取效率的目的．

搅拌棒吸附萃取技术是在 １９９９ 年被提出的［６２］，该方法使用包裹有萃取涂层的搅拌子，通过顶空吸

附萃取目标化合物，目前商品化搅拌子多使用二甲基硅氧烷（Ｐｏｌｙｄｉｍ ｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ， ＰＤＭＳ）作为涂
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层［４９］，一般涂敷的膜厚 ０．５—１ ｍｍ．ＳＢＳＥ 多用于挥发性和半挥发性物质的前处理［６３］，对于萃取复杂成

分和极性物质具有一定的局限性［６４］，但是该方法方便并且减少了大量有机溶剂的使用，也被广泛应用

于样品前处理中．Ｋａｗａｇｕｃｈｉ 等［４４，４９］利用 ＳＢＳＥ 方法处理含有 ＮＰ 和 ＯＰ 的葡萄糖苷结合物和硫酸酯结

合物的酶解尿液，结果表明两种化合物的回收率可达到 １００．０％和 ９９．７％．
１．１．２　 蛋白沉淀技术

相较以上介绍的萃取技术的前处理方法，蛋白沉淀法由于具有快速、简单、经济等方面的优点［６５］一

直被使用，并不断被改进发展．赵永纲等［３９］采用蛋白沉淀法对牛蛙全血样品进行预处理，仅需 １００ μＬ 的

样品，待加入 ５００ μＬ 含有 ０．１％甲酸的甲醇溶液，涡旋离心后取上清液即可进行仪器分析，４⁃ｔＯＰ 和４⁃ＮＰ
的加标浓度为 １．０、１０．０、５０．０ μｇ·Ｌ－１的回收率分别为 １０９．７％、１０８．５％、９６．０％和 ９７．０％、９２．９％、９４．５％．该
方法的关键在于沉淀剂的选择，常用的沉淀剂以甲醇和乙腈［６６⁃６９］为主，有时需对沉淀后的样品进行进一

步分离纯化，以减少内源性杂质的干扰，提高检测限．赵永纲等［６６］优化了之前使用 ０．１％（Ｖ ／ Ｖ）甲酸的甲

醇溶液蛋白沉淀法，在经蛋白沉淀后的牛蛙全血样品加入自制的氨基功能化 Ｆｅ３Ｏ４磁性高分子复合微

粒（ＥＤＡ⁃ＭＰｓ），在外磁场的作用下对样品做进一步纯化，其中 ４⁃ｔＯＰ 和 ４⁃ＮＰ 的加标浓度为 １．０、１０．０、
５０．０ μｇ·Ｌ－１的回收率分别为 １１０．０％、９９．７％、１０２．８％和 １００．０％、１０１．０％、１００．８％，这样一种新的改进可

以在一定程度上减少了前处理时间．对样品进一步提纯净化时也可以使用 ＳＰＥ 技术，从而使基质的影响

最小化． Ａｓｉｍａｋｏｐｏｕｌｏｓ 等［６７］ 将蛋白沉淀法与 ＳＰＥ 相结合 （ Ｈｙｂｒｉｄ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ⁃ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，Ｈｙｂｒｉｄ ＳＰＥ⁃ＰＰＴ），分别比较了甲醇、甲醇与甲酸铵、甲醇与甲酸、乙腈、乙腈结合甲

醇和甲酸铵、乙腈结合甲醇和甲酸这 ６ 种配比的沉淀剂，结果表明 ０．５％（Ｖ ／ Ｖ）甲酸铵的甲醇溶液能够

使人体血清中 ４⁃ｔＯＰ 和 ４⁃ＮＰ 的回收率达到 ８０％—８５％．由于生物样品中，尤其是血液样品，含有许多内

源性的基质化合物［２０，６５，６８］，样品基质的干扰使 ＭＳ 的响应信号受到影响［６６］，蛋白沉淀能够很好地去除

样品中的大分子物质，得到纯净的液体样品．虽然蛋白沉淀法相对于固相萃取方法而言，减少了对生物

样品的预处理时间，但该方法在单独使用时准确性与灵敏度稍低［２７］ ．
１．２　 其他生物样品的 ＡＰｓ 前处理方法

国内外对于除尿样、血样之外的生物和食物样品中 ＡＰｓ 的检测均有报道，文中对已报道的鱼类的胆

汁、母乳、动物肝脏、动物肌肉组织等生物样品中的 ＡＰｓ 的检测前的预处理方法做了简要叙述．胆汁样品

的前处理相对于组织样品较为复杂，由于鱼类的胆汁具有很强的生物蓄积性，而胆汁是由肝脏产生，并
可以将某些代谢产物从肝脏排出，因而在胆汁中这些物质（ＡＰｓ）通过积累作用可以达到一个较高的浓

度［７０］；由于在进行萃取之前必须将样品酶解，常利用的酶有 β⁃葡萄糖醛酸酶、β⁃葡萄糖醛酸酶⁃芳香基

硫酸酯酶、β⁃葡萄糖苷和硫酸酯酶．胆汁的酶解与血液和尿液相比一般时间较长，Ｙａｎｇ 等［５１］将胆汁加入

磷酸盐缓冲液，于 ３７ ℃下酶解 １７—１８ ｈ，使用 ２００ ｍｇ Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 的固相萃取小柱萃取样品中的４⁃ｔＯＰ、
４⁃ＮＰ，加标回收率可达 ９４％±４％、１００％±７％；Ｆｅｎｌｏｎ 等［７１］ 将胆汁样品置于 ３２ ℃条件下酶解 １８ ｈ，使用

Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ ＳＰＥ（６０ ｍｇ， Ｗａｔｅｒｓ， Ｍｉｌｆｏｒｄ， ＭＡ）小柱，洗脱剂为丙酮，ＮＰ 的加标平均回收率为６２．５％±
３．０％至 ８６．４％±１．４％．母乳样品中 ＡＰｓ 的预处理方法与上述尿液、血液样品类似，由于样品量少，样品中

目标待测物含量较低，较多采用 ＳＰＥ 作为前处理方法［５３，５５，８６，８９］ ．
对于生物的肝脏及肌肉组织等，常用到的前处理技术还包括微波辅助萃取（Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ａｓｓｉｓｔｅｄ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＭＡＥ）、加速溶剂萃取（Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＡＳＥ）、基质固相分散萃取（Ｍａｔｒｉｘ ｓｏｌｉｄ ⁃
ｐｈａｓｅ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＭＳＰＤ）．

微波辅助萃取（ＭＡＥ）是利用微波能加热来提高萃取效率的一种技术，热效率高，升温快速均匀，大
大缩短了萃取时间，提高了萃取效率［７２］ ．由于在微波场中不同物质对微波能的吸收程度不同，就使得萃

取体系中的某些组分被选择性加热，从而达到较好的选择性的目的［７３］；影响 ＭＡＥ 萃取效率的主要因素

是萃取溶剂的选择，萃取剂应该对基质中的目标化合物有较高的选择性． Ｐｅｄｅｒｓｅｎ 等［４０］ 使用 ＭＡＥ 与

ＳＰＥ 相结合提取了鱼体肝脏和鱼肉组织中的 ４⁃ｔＯＰ，使用 ２０ ｍＬ 二氯甲烷 ／甲醇（２∶１ Ｖ ／ Ｖ）微波辅助萃

取，平均加标回收率分别为 ６０％和 ７８％．相对于传统的 ＬＬＥ 萃取方法而言，ＭＡＥ 的萃取剂使用量较少，
并且 ＭＡＥ 的萃取效率并不与萃取剂的使用量成正比，萃取剂的选择一般与样品的种类有关，萃取剂的

使用量由样品量多少而定，通常需要浸没样品；其次，生物样品基质自身带有水分，样品的含水率对
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ＭＡＥ 萃取效率有很大的影响；在应用中发现，溶剂对微波的吸收与溶剂的极性成正比，由于水的极性较

强，通常会导致萃取回收率的重现性较差［７４］；目前鲜有将 ＭＡＥ 萃取技术应用于生物样品中 ＡＰｓ 的处

理，该技术多用于干燥后的自然土壤、污泥等环境固体样品中 ＡＰｓ 的处理．
加速溶剂萃取（ＡＳＥ）是一种从固体和半固体基质中提取目标待测物的样品萃取技术．使用配备的

萃取池，通过控制萃取过程中的压力与温度来提高待测物的溶解性，加快解吸动力学，降低溶剂黏度，加
速溶剂向基体中的扩散，从而提高萃取过程的速度和效率［２９，７５］；它具有操作简单、萃取效率高、萃取时

间短、回收率高、重现性好、对环境二次污染小等优点［３０］ ．影响 ＡＳＥ 萃取效率的因素包括温度、压力、萃
取剂的配比和样品基质，温度与压力的相互协调非常重要，较高的温度有利于目标分析物的溶解和传

质，采用高压通常是为了保持溶剂处于液体状态；对于萃取溶剂的选择，常用的有甲醇、水、丙酮、二氯甲

烷、乙酸乙酯、乙腈等［７６］，它们的沸点、极性以及密度对整个萃取效率都会产生影响．Ｓｈａｏ 等［７７］ 在检测

肌肉组织中 ＡＰｓ 含量时，应用 ＡＳＥ 对样品进行预处理，比较了萃取剂二氯甲烷、丙酮、甲醇和甲醇 ／二氯

甲烷（１５∶８５ Ｖ ／ Ｖ）对萃取效率的影响，回收率分别为 ７８％—９１％、２４％—５５％、２４％—６９％和 ７１％—８９％．
Ｔａｖａｚｚｉ 等［４２］利用加速溶剂萃取法，使用 １∶１ 比例的丙酮和正己烷作为萃取剂，萃取鱼体肝脏中 ４⁃ＮＰ，回
收率可达 ９８％．

固相分散萃取（ＭＳＰＤ）技术是 Ｂａｒｋｅｒ［７８］在 １９８９ 年检测动物组织中残留农药时报道的，是一种将目

标分析物从固体或半固体样品中分离的萃取方法．ＭＳＰＤ 的传统操作方法是将动物组织与亲脂性固体填

充材料混合于研钵中，磨碎并混合均匀后装入类似 ＳＰＥ 柱的针管中，再用洗脱液将目标物质洗脱出

来［７９］，与传统 ＳＰＥ 萃取方法相比，ＭＳＰＤ 可以将固体样品均匀的放入小柱中，减少了样品均质等前处理

过程．影响 ＭＳＰＤ 萃取效率的主要因素包括固体载体的选择、样品预载体间的混合比例以及洗脱剂的选

择，对于生物组织样品，选用亲脂性的固体载体有利于组织样品的分散与均匀，通常使用 Ｃ１８⁃ｂｏｎｄｅｄ
ｓｉｌｉｃａ 和 Ｃ８⁃ｂｏｎｄｅｄ ｓｉｌｉｃａ［７９⁃８０］ ．近年来，应用 ＭＳＰＤ 方法萃取生物组织、肝脏等样品中 ＡＰｓ 的报道较少，
Ｓｈａｏ［８１］等采用 ＭＳＰＤ 萃取鸡蛋和牛奶中的 ＮＰ 和 ＯＰ，比较 Ｃ１８⁃ｂｏｎｄｅｄ ｓｉｌｉｃａ 与石墨炭黑（ＧＣＢ）两种固

体载体的效果，结果表明 ＧＣＢ 对极性物质 ＮＰ 和 ＯＰ 可以产生较强的吸附性而不易被洗脱，而非极性

Ｃ１８⁃ｂｏｎｄｅｄ ｓｉｌｉｃａ 的混合载体，洗脱液为甲醇，回收率可达到 ８５％以上．
１．３　 ＡＰｓ 的主要检测方法

由于 ＡＰｓ 挥发性较差，在不对物质进行衍生化的条件下适合用液相色谱法进行分析，多采用 Ｃ１８
和 Ｃ８ 柱，流动相一般为甲醇 ／水、乙腈 ／水等［８２⁃８３］ ．

与液相色谱相相比，ＧＣ⁃ＭＳ 是目前常用于烷基酚类物质检测的方法，具有检测限低和灵敏度高等

特点．因为烷基酚类物质挥发性较低，所以对预处理后的样品直接使用该检测方法会影响分析的灵敏

度，因此将这类物质进行衍生化就很有必要．常用的衍生化技术有硅烷基化、乙酰基化等，但用于 ＧＣ⁃ＭＳ
衍生剂大都是具有高毒性的，包括了三氟乙酸酐（ＴＦＡＡ）、三氟乙酰胺（ＢＳＴＦＡ）、三甲基甲硅烷基三氟

乙酰胺（ＭＳＴＦＡ）等［３７，８４］ ．Ｋｕｋｌｅｎｙｉｋ 等［８］利用自动固相萃取⁃衍生法结合 ＧＣ⁃ＭＳ，同时测定了 ６ 种烷基酚

和 ＢＰＡ，其中，ｎＮＰ 和 ｎＯＰ 的检测线＜０．１ ｎｇ·ｍＬ－１，ｔＯＰ、４ｔＢＰ 和 ３ｔＢＰ 的检测线为 ０．２—０．７ ｎｇ·ｍＬ－１之间．
与 ＧＣ⁃ＭＳ 相比，ＬＣ⁃ＭＳ 也具有灵敏度高、检测线低的特点，且不需要对待测物质进行衍生化，也常

被用来检测生物样品中 ＯＰ、ＮＰ 等烷基酚类物质．通常利用 ＬＣ⁃ＭＳ 的电喷雾离子化接头（ＥＳＩ）分析样

品，但由于生物样品基质较为复杂，有时会影响离子化效应，降低检测的重现性，而使用大气压力化学电

离源（ＡＰＣＩ），虽可以降低基质对检测结果的影响，但是检测限会有所提高．Ｘｉａｏ［３７］等使用固相萃取法结

合 ＬＣ⁃ＭＳ 同时测定 ＢＰＡ、ＮＰ、ＯＰ，检测限 ＬＯＤ 分别为 ０．１０、０．１０、０．１５ ｎｇ·ｍＬ－１ ．
除了这些常见的色谱法之外，也可以利用生物技术对烷基酚类物质进行检测，生物技术的方法具有

检测快速、操作简单、检测成本低等特点．杜志辉等［８５］制备的 ＮＰ 的免疫层析快速检测试纸条，检测限可

以达到 ４．４—２．５ ｇ·ｍＬ－１ ．

２　 结语与展望

烷基酚类化合物具有较强的生物活性，痕量暴露水平就会对生物产生内分泌干扰效应，对敏感生物

种群带来极大威胁．因此，需要一些准确可靠的方法来检测该类存在于生物样品中的微量化合物．
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表 １　 烷基酚类物质的主要检测方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｍｏｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ＡＰｓ
检测技术 检测物质 检测限 样品基质 参考文献

ＨＰＬＣ ＮＰ ＬＯＤＮＰ ：１３ ｎｇ·ｍＬ－１ 大鼠血清 ［２５］

ＨＰＬＣ⁃ＦＬ ＮＰ、ＯＰ
ＬＯＤＮＰ ：４．９ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤＯＰ ：７．５ ｎｇ·ｍＬ－１ 人类尿液 ［３０］

ＬＣ⁃ＦＬＤ ＮＰ ＬＯＤＮＰ ：１．８７ ｎｇ·ｍＬ－１ 人类母乳、血浆、胎盘 ［５４］

ＧＣ⁃ＭＳ
３⁃ｔＢＰ、４⁃ｔＢＰ、
４⁃ｔＯＰ、４⁃ｎＯＰ、
ＮＰ

ＬＯＤ３⁃ｔＢＰ ：０．２ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤ４⁃ｔＢＰ ：０．４ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤ４⁃ｔＯＰ ：０．７ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤ４－ｎＯＰ ：０．１ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤＮＰ ：０．１ ｎｇ·ｍＬ－１

人类尿液 ［７］

ＮＰ、４⁃ｔＯＰ

ＬＯＱＮＰ ：１．１ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＱ４⁃ｔＯＰ ：０．１ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤＮＰ ：０．２２ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤ４⁃ｔＯＰ ：０．０２ ｎｇ·ｍＬ－１

人类尿液 ［５］

ＮＰ
ＬＯＱＮＰ ：１．１ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤＮＰ ：０．２ ｎｇ·ｍＬ－１ 人类尿液 ［４８］

ＮＰ、４⁃ｔＯＰ
ＬＯＱＮＰ ：９．５ ｎｇ·ｇ－１

ＬＯＱ４⁃ｔＯＰ ：１．１ ｎｇ·ｇ－１ 鱼类胆汁 ［５０］

ＮＰ、４⁃ｔＯＰ

ＬＯＱＮＰ ：１．２ ｎｇ·ｇ－１

ＬＯＱ４⁃ｔＯＰ ：０．２ ｎｇ·ｇ－１

ＬＯＤＮＰ ：０．３ ｎｇ·ｇ－１

ＬＯＤ４⁃ｔＯＰ ：０．０１ ｎｇ·ｇ－１

人类母乳 ［５２］

ＮＰ ＬＯＤＮＰ ：６０．２ ｎｇ·ｍＬ－１ 鱼类胆汁 ［７０］

ＮＰ、４⁃ｔＯＰ
ＬＯＱＮＰ ：１．２ ｎｇ·ｇ－１

ＬＯＱ４⁃ｔＯＰ ：０．２ ｎｇ·ｇ－１ 人类母乳 ［８５］

ＮＰ、４⁃ｔＯＰ

ＬＯＱＮＰ ：０．２ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＱ４⁃ｔＯＰ ：０．０２ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤＮＰ ：０．０４ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤ４⁃ｔＯＰ ：０．００４ ｎｇ·ｍＬ－１

人类尿液、血清 ［８６］

ＬＣ⁃ＭＳ（ＥＳＩ） ＮＰ、ＯＰ
ＬＯＤＮＰ ：０．１０ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＤＯＰ ：０．１５ ｎｇ·ｍＬ－１ 人类尿液 ［３６ ＼〛

ＮＰ、４⁃ｔＯＰ
ＬＯＤＮＰ ：２０ ｎｇ·ｇ－１

ＬＯＤ４⁃ｔＯＰ ：５ ｎｇ·ｇ－１ 鱼类肝脏 ［４１］

ＮＰ、ＯＰ
ＬＯＱＮＰ ：０．３ ｎｇ·ｍＬ－１

ＬＯＱＯＰ ：０．３ ｎｇ·ｍＬ－１ 人类尿液 ［８７］

ＬＣ⁃ＭＳ（ＡＰＣＩ） ４⁃ｔＯＰ
ＬＯＱ４⁃ｔＯＰ ：１０ ｎｇ·ｇ－１（肌肉）
ＬＯＱ４⁃ｔＯＰ ：５０ ｎｇ·ｇ－１（肝脏）

鱼类肌肉、肝脏组织 ［３９］

４⁃ｔＯＰ ＬＯＤ４⁃ｔＯＰ ：２．５５ ｎｇ·ｍＬ－１ 人类母乳 ［８８］

ＵＦＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ＮＰ、４⁃ｔＯＰ

ＬＯＱＮＰ ：０．２５ μｇ·Ｌ－１

ＬＯＱ４⁃ｔＯＰ ：０．４６ μｇ·Ｌ－１

ＬＯＤＮＰ ：０．０８ μｇ·Ｌ－１

ＬＯＤ４⁃ｔＯＰ ：０．１５ μｇ·Ｌ－１

牛蛙全血 ［３８］

对于生物样品中 ＡＰｓ 的检测，样品前处理需要达到快速、可靠的分离 ＡＰｓ，但是对分析检测而言依

旧存在较大问题．目前对生物基质的前处理有各种不同的方法，由于 ＳＰＥ 方法易于操作、溶剂使用量少、
处理样品干净、可以与检测设备连接实现在线检测等优点，依然是用于生物基质前处理的主要方法．目
前，以 ＳＰＥ 为原型发展而来的 ＳＰＭＥ 与 ＭＳＰＤ 对于生物基质的处理拥有较好的前景，对于尿样和血样，
使用 ＳＰＭＥ 具有优势，尤其与 ＧＣ 联用，可以大大减少衍生化所消耗的时间；而 ＭＳＰＤ 的固体填料相对



　 ９ 期 张圣虎等：生物样品中烷基酚类内分泌干扰物的前处理和分析方法 １６０７　

ＳＰＥ 而言有更多的选择，可以处理不同形态的生物样品，因而开发选择性更好的吸附剂材料也成为生物

样品前处理研究的一个重要方向．此外，快速的预处理以及与检测设备连接组成在线检测系统已经成为

趋势，开发出 ＭＳＰＤ 与检测设备连接的新型在线检测技术将成为生物样品分析检测的研究方向．在仪器

分析方面，具有抗基质干扰、准确定量且无需衍生目标物的 ＬＣ⁃ＭＳ 技术将日益成为分析烷基酚类化合

物的重要技术．
随着环境污染问题的关注度逐渐提高，环境内分泌干扰物对人们的健康影响也越来越受到重视．将

样品前处理过程进一步简化，开发和研究生物样品中烷基酚类内分泌干扰物的新型检测方法，可以为该

类物质的健康风险评价提供可靠的技术支持．
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