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Abstract: Environmental estrogens are getting more and more attention globally owing to their serious endo-
crine disrupting on organisms. Because the components of solid matrices are usually complicated and estro-
gen contents in environment are always low, it is more difficult to determine estrogen concentration of soil, 
sludge and manure than that of water phase like surface water or the effluent from wastewater plant. This pa-
per reviewed the advances of the international studies on the estrogen detection in solid medium in recent 
years. Various kinds of extraction methods, purification procedures and determination assays used presently 
were summarized and discussed, in attempt to supply the useful information for the future research in this 
field. 
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摘  要:作为典型的内分泌干扰物，雌激素是目前环境领域关注的热点。由于污泥、土壤、底泥和畜禽

粪便等介质的复杂性，以及雌激素在环境中的低含量特点，使得固相介质雌激素的提取检测与水样相

比更加困难。本文综述了近年来国内外关于固相介质中雌激素各种提取、净化和检测方法的研究进展，

比较了各自的优缺点，为分析环境固体中的雌激素提供借鉴。 
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1 引言 

雌激素(Estrogens)是一类典型的内分泌干扰物

(EDCs)，包括天然和合成雌激素。天然雌激素有雌酮

(E1)、17β-雌二醇(E2)、17α-雌二醇（17α-E2）和雌三

醇(E3)，由人与动物分泌排泄；人工合成的雌激素主

要有炔雌醇（EE2）、炔雌醇甲醚(MES)、己烯雌酚(DES)

等，主要用做保健药物避孕丸、畜禽促生长剂等[1-3]。 

污水处理厂与集约化畜禽养殖场是环境中类固醇

雌激素的两大主要源头。类固醇雌激素随着污水厂的

出水、养殖场废水出水以及畜禽粪便的农用进入环境，

对受纳水体和农田土壤构成威胁，越来越多的研究证

实，EDCs 是引起水生生物和野生动物雌性化现象的

罪魁祸首[4-6]。 

1994 年英国首次报道了污水中雄鱼雌性化现象
[2]，此后水体（污水厂出水，地表水等）中的雌激素

得到了很大关注，很多国家的相关组织和机构对水体

中雌激素进行了大量的研究[6-12]，因此对水体中雌激

素的分析与检测方法相对较为完善。由于雌激素的辛

醇－水分配系数在 3.13 和 5.07 之间[13]，容易吸附在

土壤、底泥等固相介质中[14]，从而使得底泥、污泥和

施用粪便后的土壤成为雌激素的二次污染源[15,16]。但资助信息：环保公益性行业科研专项经费资助(200909042)，国

家自然科学基金项目（20977010） 
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是与水体相比而言，固相介质（畜禽粪便、土壤、污

泥和底泥）成分更为复杂，有机物含量高，这给固体

介质中雌激素的提取与检测带来很大困难，相关的研

究报道相对较少，而且在现有固体介质雌激素分析研

究当中，采用的提取、分离、净化以及测定方法也存

在较大差异。基于此点，本文综述了目前研究中关于

固体介质中雌激素的提取、净化和检测等实验研究方

法，以期为相关研究提供一定的借鉴，为全面了解雌

激素在环境中的行为、研究其在环境的残留以及生态

风险评估提供初步的方法参考。 

2 固体基质中雌激素的提取及方法 

分析水相与固体基质中雌激素的主要区别是提取

方式的不同，水中雌激素的提取方法主要有液液提取

和固相萃取[17]，通常水样的预处理手段是酸化后通过

滤膜（玻璃纤维，孔径 0.22-1.2μm）去除颗粒物直接

液液提取或上 SPE 柱固相萃取[3]。而目前针对污泥、

土壤、底泥和粪便等固相介质中雌激素的提取方法包

括超声波萃取[13,18-20]、微波辅助萃取[21,22]、加速溶剂

萃取[23-25]、震荡提取[26-28]和索式萃取[29]。以下是各种

提取方法的特点以及各自的优缺点。 

2.1 超声萃取（Ultrasonic Extraction，UE） 

超声萃取是一种常用的萃取方法，基于超声空化

作用的原理，使固体样品在溶剂中更易分散和乳化，

加速样品的溶解速度，超声波的热作用也能促进超声

波强化萃取[30]。在超声作用下，存在于固相中的类固

醇雌激素可溶解于有机溶剂从而被提取出来，相比经

典的索式萃取既可节约大量的试剂又可节省时间，并

且萃取回收率较高。但固相介质差异、有机溶剂的不

同以及超声时间的长度会影响萃取效果。 

Arditsoglou 和 Voutsa[31]利用超声方法（时间

20min）同时萃取底泥和水体悬浮颗粒中的烷基酚和

类固醇雌激素，结果发现，甲醇与丙酮混合液作为萃

取剂效果明显优于单独采用甲醇或丙酮作为萃取剂。

Ternes 等[18]以甲醇和丙酮超声 10min 提取污泥和底泥

中的雌激素，样品的回收率也全部在 70%以上。Braga

等[19]利用超声方法对海洋底泥中雌激素的萃取回收

率分别达到 E1：89%，E2：93%，EE2：98%，可见

超声萃取的优良效果。而 Stanford 和 Weinberg[20]将土

壤溶于乙腈中超声 1h 后离心，得到四种不同类型的土

壤E1、E2和EE2的回收率范围分别是60-76%、57-85%

和 62-99%。Hájková 等[13]比较了 6 种不同萃取剂对底

泥中的 4 种天然与合成类固醇雌激素的提取效果，结

果表明，丙酮与正己烷的混合液萃取效果最好，经过

30min 的提取，E1、E2、EE2 和 DES 的回收率依次达

到 111%、92%、96%和 97%。总体上来讲，超声波提

取土壤、底泥和污泥中类固醇雌激素均可获得较高的

回收率，同时提取效果受到基质类型、萃取时间等的

影响，选择合适的萃取剂是获得满意效果的关键。 

2.2 加速溶剂萃取（Accelerated Solvent Extrac-

tion，ASE） 

加速溶剂萃取是通过提高温度和增加压力使有机

溶剂更好地进入样品基质，有利于被萃取物与溶剂的

接触并提高萃取效果。温度的提高能加速溶质分子的

解析动力学过程，减小解析过程所需的活化能，使溶

质从基质中解析并快速进入溶剂[23]。加速溶剂萃取，

具有有机溶剂用量少、萃取快速、效率高、样品回收

率高等突出优点，被美国环保局( EPA )推荐为标准方

法，是一种快速提取固相介质中有机污染物的萃取方

法。 

Beck 等[23]对土壤中的四种天然雌激素进行加速

溶剂萃取条件优化时发现，在不同温度条件

(20℃-100 )℃ 下，使用丙酮得到的萃取回收率为

89-103%为最佳，乙酸乙酯为 71-100%，乙腈则为

75-93%；但是，甲醇、二氯甲烷等其他溶剂的萃取回

收率均低于 50%，并且温度过高过低也会影响土壤中

雌激素的萃取效率，以 60℃为最佳。Noppe 等[24]利用

ASE200 对河流悬浮物中雌激素进行快速萃取，其中

17α-E2，E2，E1 和 EE2 的回收率依次为 110%、127%、

124%和 87%，所使用的萃取溶剂为 1：1 的甲醇和丙

酮混合液，温度和压强分别为 100℃和 2000psi。同样

利用 ASE200，Nieto 等[25]同时对污泥中的游离态和结

合态雌激素进行提取，结果显示，当选择 1：1 的丙酮：

甲醇作萃取剂时，温度 75℃、压强 1500 psi 条件下，

四种天然雌激素的回收率可达到 91-97%范围内，效果

最佳。因此加速溶剂萃取的效率与样品基质类型、有

机溶剂的选择、萃取剂的体积以及具体的温度条件也

具有密切关系。 

2.3 微波辅助萃取（Microwave Assisted Extrac-
tion，MAE） 

在微波能的作用下，选择性地将样品中的目标组

分以其原始的形式萃取出来的技术称之为微波辅助萃

取技术，简称微波萃取技术，主要用于有机污染物的

分析，是一种比较重要的萃取技术[32]。微波萃取的优
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点在于它能够将能量快速传递到整个溶剂中，并使溶

剂得到快速加热[33]。影响微波萃取效率的参数包括萃

取剂以及温度。Matˇej´ıˇcek[22]发现，即使在不加有机

萃取剂的情况下，微波对底泥中结合态雌激素的提取

效率仍能达 88.5%-100%，但对游离态雌激素的回收率

仅为 10-55%。当采用水：甲醇（25：75）作为萃取剂，

温度为 60℃、萃取时间为 15min 时，各类雌激素提取

回收率都可达到 64-100%，并且在 25-120℃温度范围

内，雌激素的萃取效率随着温度的提高而增大。

Labadie 和 Hill[21]同样利用微波萃取底泥中的雌激素

（实验条件：萃取时间 5min，温度为 90℃），提取

回收率大于 92%，说明利用微波萃取固体介质中的雌

激素时，合理的萃取剂及温度范围下可以获得较高的

提取效果。 

2.4 索式萃取（Soxhlet Extraction，SE）及其它

萃取方法 

索式提取又称脂肪提取，是一种从沉淀物和生物

组织等固体样品中提取目标物的方法，适合于提取痕

量物质，但索式提取较为费时、操作繁琐且易将其他

非目标有机物萃取出来[30]。Peng 等[29]研究索式提取法

提取底泥中雌激素的效率发现，MES 和 E2 的回收率

仅能达到 28-37%和 39-40%。因为索式提取法提取时 

间较长，并可能导致某些相对不稳定的雌激素降解致

使回收率偏低，因此近期的研究中很少再有采用该方

法的报道。 

振荡提取也是一种提取固相介质中目标污染物的

方法。Raman 等[28]在分析猪粪和牛粪中的雌激素含量

时，将粪样溶于萃取剂中震荡提取 2 小时，最后利用

酶联免疫法检测也达到了满意的效果。Zheng 等[26]同

样将奶牛粪便溶于乙醚中利用摇床震荡 1 小时，经浓

缩衍生后利用 GC/MC 检测到牛粪中类固醇雌激素的

总量高达 2103ng/g，方法质量控制表明四种天然雌激

素的回收率为 87.5-96%。利用相同的提取方式，Arnon

等[27]以乙酸乙酯提取底泥中的 E2 回收率大于 90%。

可见尽管震荡提取需用时间相对较长（1h，2h 和 24h），

但提取方式简单，操作要求不高。 

3 分析目标物的净化及方法 

由于污泥、畜禽粪便、底泥、土壤等固相介质中

有机杂质含量高，萃取后提取液中仍含有大量的干扰

物，在进样检测分析前必须对样品进行净化。常用的

净化方法有固相萃取柱富集浓缩、硅胶净化、硅酸镁

净化、GPC 净化以及 HPLC 净化等（表 1）。

表 1 固相介质中类固醇雌激素的提取与分析方法 

Table 1 Analysis methods of steroid estrogens in solid matrices 

样品基质 雌激素名称 萃取方法（提取剂） 净化步骤 衍生试剂 检测手段 回收率与检测

限 
参考文

献 

猪粪 E1,E2 ASE（丙酮:甲醇,1:1） SPE+ silica gel 衍生 GC/MS/MS 86-95% [16] 

牛粪 E1,E2,17α-E2,E3 振荡（乙醚） —— 七氟丁酸酐 GC/MS 80-111%;2ng/g [26] 

猪、牛粪 E2 振荡（乙醚） —— 无 ELISA >100% [28] 

污泥 E1,E2,EE2, MES 超声（甲醇,丙酮） GPC+ silica gel MSTFA GC/MS/MS 83%-121%; 
2ng/g 

[18] 

污泥 E1,E2 震荡（正己烷,丙酮） GPC+C18 SPE BSTFA/TMS GC/MS 83.1%-105.7% [10] 

污泥 E1,E2,E3,EE2 机械振荡(乙酸乙酯) SPE（硅胶柱）+GPC+SPE(离子交

换柱) 
无 LC/MS/MS >84% 

2.1-5.3ng/g
[43] 

污泥 E1,E2, 17α-E2,EE2,E3 ASE(甲醇：丙酮 1：1) —— —— LC/MS/MS 82-97% 
11-150ng/g

[25] 

土壤 E1,E2,17α-E2, E3 加速溶剂提取（丙酮） C18 SPE MSTFA GC/MS 79-103% 
1ng/kg 

[23] 

河流底泥 E1,E2,EE2, MES 超声（甲醇,丙酮） Silica gel+C18SPE+HPLC MSTFA GC/MS/MS 98%-118%
0.2ng/g 

[18] 

河流底泥 E1,E2,17α-E2,EE2, 
MES 

超声（甲醇：丙酮,1：1） Florisil gel BSTFA GC/MS >60% 
5.3-10.4ng/g

[31] 

河流底泥 E1,E2,EE2,E3,DES 超声（甲醇:丙酮,1:1） GPC+ Silica gel BSTFA/TCMS/TMSI GC/MS 68.8-109.6%
0.06-0.10 ng/g

[44] 

河流底泥 E1,E2,EE2 MAE(甲醇) SPE柱（HLB） BSTFA GC/MS 86-102% 
0.05-0.14ng/g

[45] 

河流底泥 E1,E2, 
17α-E2,EE2,E3,DES 

超声(甲醇:乙酸乙

酯,3:7) 

—— 五氟丙酸酐 GC/MS 86.7-111.2%
 0.05-1.27 

ng/g 

[36] 

池塘底泥 EE2 超声(丙酮,甲醇) Alumina Column BSTFA GC/MS 68-99% 
 0.8 ng/g 

[46] 

河流底泥 E1,E2,17α-E2,E3,EE2 微波辅助萃取(甲醇溶

液) 
OasisWAX 柱-SPE 无 HPLC/MS/MS 83-107% 

1ng/g 
[22] 
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河流底泥 E1,E2,E3,EE2,DES 超声萃取（正己烷,丙
酮） 

QasisHLB-SPE 净化 无 GC/MS 75%-133%
1.5-5ng/g 

[13] 

河流底泥 E1,E2,E3,EE2 震荡（正己烷,丙酮） GPC+C18-SPE 净化 无 LC/MS 52.4%-78.6% [10] 

河流悬浮

物 

E1,E2,EE2 ASE（丙酮,甲醇） HPLC 净化 MSTFA GC/MS/MS 87%-127%
0.84 ng /g

[24] 

海洋底泥 E1,E2,EE2 超声萃取（丙酮,正己

烷） 
C18- SPE 净化 衍生 GC/MS 89.1%-98.6% [19] 

海洋底泥 E1,E2,EE2,E3 超声（乙腈水溶液） SPE+GPC+Florisil gel 无 LC/MS/MS 69%-119%
0.03-0.3ng/g

[47] 

海洋底泥 E2,17α-E2, EE2 超声（乙酸乙酯） Alumina Column 无 LC/MS/MS 89-92% 
0.20-0.28ng/g

[48] 

海洋底泥 E1,E2,EE2,DES ASE(二氯甲烷) GPC柱+层析硅胶（Layer silica） MSTFA GC/MS 84-99% 
0.08-1.27ng/g

[49] 

 
注：. “——”表示相关数据不可得 

 

固相萃取技术（SPE）是一种基于液固分离的试

样预处理技术，一般用作水体中目标物的萃取，但在

固相介质（土壤、污泥和底泥等）的预处理中，常利

用该技术的富集分离功能来做净化。SPE 具有较高的

回收率和富集倍数、操作简单快速易于实现自动化、

使用有机溶剂量少、无相分离操作易于收集分析物组

分以及能处理小体积试样等优点[32]。SPE 的净化效果

与 SPE 柱的填料类型以及活化剂、洗脱试剂的选择有

关。Matejicek 等[22]进行底泥中雌激素的净化试验中验

证了三种 SPE 柱的净化效果，其中 Oasis HLB 和 Oasis 

WAX柱的净化效果（回收率88%-97%）明显高于Oasis 

MAX 柱。同样在对底泥中雌激素的测定方法研究中，

Hajkova 等 [13]也证实 Oasis HLB 柱的净化效果比

Supelclean LC-18 柱和 ENVI-Carb 柱效果好，前者净

化后回收率为 67-113%，而后两者的回收率很低，甚

至于全部损失而检测不出。当用同样的 Oasis HLB 柱，

采用不同的溶剂时，净化效果也有差别，其中 5 mL

乙腈：水 (10：90, v/v)为活化剂，以乙腈：1% NH4OH

混合液 (95：5, v/v)为洗脱剂，净化回收率达到

96%-116%，明显优于其他活化剂和洗脱剂的净化效

果。 

Arditsoglou 和 Voutsa[31]在比较不同 SPE 柱（Oasis 

HLB，C18，硅酸镁，硅胶，氧化铝硅胶柱）净化底

泥的效果后发现，硅酸镁柱净化后 E2、E1 和 EE2 的

回收率都大于 80%，效果最佳。Ternes 等[18]将底泥经

过硅胶净化、RP-C18SPE 柱净化和 HPLC 分离三个净

化步骤，最后利用 GC/MS/MS 检测到底泥中的雌激素

回收率均大于 90%，而将污泥经过硅胶和 GPC 净化去

除其中的有机杂质后， E1 和 E2 的回收率为

66%-104%。但是 Hájková 等[13]仅利用 GPC 净化底泥

中的杂质时，因不能去除其中的雌激素共萃取物而最

终无法检测。由此看来，SPE 是分析固相介质中雌激

素过程中最常用的一种净化手段，但是对于比较复杂

的介质比如污泥和畜禽粪便等，除 SPE 净化外，还需

要加入硅胶净化、GPC 或 HPLC 净化等步骤。 

4 检测手段  

雌激素的检测手段方法包括仪器检测和生物分

析。仪器分析法首先实现多种雌激素的分离，然后用

特定的检测器进行定性定量测定，常用的分析仪器有

气质联用与液质联用。质谱分析法是通过对样品离子

的质量和强度的测定进行成分、结构分析，鉴别能力

强，灵敏度高，响应速度快。为了提高环境样品雌激

素的检出效率，质谱或串联质谱被广泛采用。生物法

检测主要有酶联免疫法、放射性免疫以及酵母菌重组

分离法等。 

4.1气相色谱-质谱联用（GC/MS，GC/MS/MS） 

气相色谱法具有高效、灵敏、快速、能同时分离

多种组分、样品用量少、应用广泛的特点，GC/MS 联

用技术增强了对复杂化合物的分辨力，高分辨毛细管

柱气相色谱-高分辨质谱联用技术即发挥了毛细管气

相色谱的高分辨率又发挥了质谱法的高鉴别力，是检

测雌激素最有效的工具之一[34]。 

Peng 等[29]利用 GC/MS 检测底泥中的多种雌激素

时，E1、17α-E2、E2、E3、MES 的检测限分别达到

0.6、0.6、0.8、1.5 和 2.5ng/g。Zheng 等[26]利用 GC/MS

检测奶牛粪便中的四种天然雌激素，检测限为 2ng/g。

同样利用 GC/MS，Arditsoglou 和 Dimitra[31]检测底泥

中的类固醇雌激素，方法检测限达为 4.5-10.4ng/g，定

量检测限则为 14.4-33ng/g。当 Noppe 等[24]利用质谱串

联检测器分析河口悬浮固体中的雌激素时，检测限达

到 0.2–1 ng/g。 

采用 GC/MS 联用技术分析雌激素时需要衍生化，

因为类固醇雌激素基本都含有羟基官能团，极性相对

较大，直接利用 GC/MS 检测容易在色谱柱内产生吸
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附，从而使检出值低于实际值，灵敏度下降，所以需

要通过衍生化将类固醇雌激素转化成挥发性好且热稳

定的衍生物。目前对于 E1、E2、E3、EE2 上的羟基

官能团采用的衍生化方式主要有硅烷化和乙酰化，经

衍生后生成极性较小、容易挥发和更适合气相色谱分

离的化合物[34]。 

从表 1 中可以看出，常用的硅烷化衍生剂有：N-

甲基-N-三甲基硅基三氟乙酰胺（MSTFA）、N,O-双

三甲基硅基三氟乙酰胺（BSTFA）、N,O-双三甲基硅

烷乙酰胺（TMSA）以及 N-甲基-N-叔丁基二甲基硅烷

三氟乙酰胺(MTBSTFA)。MTBSTFA 只对 E1、E2 有

很好的衍生效果，不能衍生 E3，却可以将 EE2 衍生

成 E1 的衍生产物。Shareef 等[35]也指出 BSTFA 和 

MTBSTFA 并不适合做 EE2 和 E1 的衍生试剂，因 EE2

的衍生物部分转化为 E1 的衍生物，从而影响 E1 和

EE2 含量的准确性。但 Zhang 等[36]指出，衍生过程中

加入嘧啶可以抑制此现象发生从而优化衍生效果。常

用的乙酰化试剂主要有：五氟丙酸酐（PFPA）和七氟

丁酸酐（HFB）[26,29,37]。Peng 等[29]在对底泥中的雌激

素衍生时发现 PFPA 衍生效果优于 BSTFA。 

衍生一般在高温下进行，衍生时间大约为 30min

至 2h，温度范围 60℃-80℃。有研究表明，温度对不

同衍生剂的影响存在差异。Zheng 等[26]比较 55℃和

80℃条件下 HFB 的衍生效果发现，55℃时衍生结果变

化率为 23%-52%，而在 80℃时变化率仅为 4%-12%。

由此看来对于不同衍生剂，衍生化时温度的控制也是

影响测定结果的一个重要方面。 

4.2液相色谱-质谱联用（LC/MS，LC/MS/MS） 

液相色谱-质谱联用技术具有优良的灵敏性和选

择性，具有检测限低、简化样品检测前净化过程优点，

特别是三级串联四级杆质谱技术的发展，极大地提高

了检测灵敏度和分析结果的确定性[34,38]，目前，LC/MS

以及 LC/MS/MS 成为检测雌激素的主流。LC/MS 可以

检测到痕量浓度级别的雌激素，精确性及灵敏度较高，

能同时分离检测多种雌激素。Labadie 和 Hill[21]比较了

LC–TOF/MS 和 LC/MS/MS 对河流底泥中的 E1、E2

和 EE2 的检测效果，在同样提取净化条件下，MS/MS

对三种雌激素的检测限达到 15，30，40pg/g，而

TOF-MS 的检测限高出 13 倍，由此可以看出质谱串联

的优越之处，而且与 GC/MS 和 GC/MS/MS 相比，预

处理后的样品不必衍生即可上机，可以节省分析时间

并且减少由衍生处理带来的损失。由表 1 可以看出其

样品的检出限通常低于 GC/MS 和 GC/MS/MS 的检出

限。但液相质谱联用的缺点是测定环境样品中雌激素

操作要求高、分析成本昂贵。 

4.3 生物检测法及与仪器分析法的比较 
常用的雌激素生物检测方法有放射性免疫法

（RIA）、酶联免疫吸附法（ELISA）、人乳腺癌 MCF-7

细胞培养法和重组酵母系统鉴别法等。以酶联免疫法

为例，虽然是一个分析雌激素较为灵敏方便的方法，

但因为共萃取物的交叉污染而缺乏选择性[26]。Raman

等[28]利用 ELISA 和 GC/MS 同时测定畜禽粪便中的雌

激素，发现虽然分析 E2 时 ELISA 有更低的检测限，

但 GC/MS 更适宜 E1 和 17α-E2 的检测。在检测时间

上，LC/MS/MS 分析一个样本的时间（16min）明显少

于 ELISA 的分析时间（45min），而且能够分析辨认

中间产物结构信息[39]。另外，由于缺少色谱分离净化

过程，免疫检测受到许多因素的干扰，基体中的天然

有机质会造成干扰致使检测值偏高，而定量准确的

LC/MS 与 GC/MS 则更具检测的可信性[40,41]。总体看

来，生物检测法更多用来描述样品中总的雌激素活性，

而仪器分析法则用来定性、定量样品中各种雌激素的

含量水平[42]。因此，尽管色谱-质谱联用技术操作复杂，

但因其较好的分离效果、较低的检测限、同时检测、

产物辨认方面的优势已经成为雌激素检测的主流手

段。 

5 结论 

类固醇雌激素在环境介质中的含量很低，但由于

纳克级含量的雌激素就足以引起水生生物的雌性化现

象，因此潜伏着巨大的内分泌干扰危害。目前国内对

雌激素研究还相对较少，尤其是对畜禽粪便、污泥等

固体介质中的雌激素研究几乎为空白。为充分掌握环

境样品雌激素的含量及其环境行为特征，必须建立具

有高灵敏度和选择性的分析检测方法。由于基体介质

的复杂性，国内外对固体介质中雌激素的研究和分析

测定方法还处于广泛研究阶段。因此，针对不同的环

境介质建立科学、完善的分析测定方法，对充分研究

和掌握此类污染物的环境行为机理、进行有效的治理

和控制具有非常重要的意义。 
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