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高效液相色谱法测定土壤中６种邻苯二甲酸酯
的含量及其生物有效性的评价

刘成霞,朱　洋,刘绿叶∗

(上海实朴检测技术服务有限公司,上海２００１００)

摘　要:取土壤样品１０．０００g两份,其中一份用１０mL甲醇超声提取３０min使其所含６种邻

苯二甲酸酯(PAEs)[包括邻苯二甲酸二甲酯(DMP)、邻苯二甲酸二乙酯(DEP)、邻苯二甲酸二丁

基苄酯(BBP)、邻苯二甲酸二丁酯(DBP)、邻苯二甲酸二(２Ｇ乙基)己酯(DEHP)及邻苯二甲酸二辛

酯(DNOP)]溶 于 甲 醇 中.于 提 取 液 中 加 入 硫 酸 镁 和 氯 化 钠,离 心 ３ min.取 上 清 液,定 容 至

１０．０mL.经０．４５μm 滤膜过滤,取滤液按色谱条件进行测定.以ZorbaxEclipseC１８色谱柱为固定

相,以不同比例的乙腈(A)和水(B)的混合液为流动相进行梯度洗脱,并用紫外检测器于２４５nm 处

测定.上述６种PAEs的质量浓度均在０．１０~１０．０mg􀅰L－１内与其对应的色谱峰面积呈线性关

系,检出限在０．０１~０．０４mg􀅰L－１之间.另一份样品先用１０mL胃液在３７℃振荡提取１h,用碳

酸氢钠调节消化液pH 至７．０,加入５５．０mg胆汁盐和１５mg胰液素,在３７℃振荡提取２h,完成体

外胃肠模拟处理.经离心３min,取上清液,按上述方法加入甲醇提取,并用高效液相色谱法进行

测定.所得结果表明:PAEs的脂溶性越高,其生物有效性越低.此外,土壤的理化参数对 PAEs
的生物有效性也有影响.
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　　邻苯二甲酸酯(PAEs)是一类常用的塑化剂,可
增加塑料的柔韧性和强度,因此广泛应用于食品包

装、儿童玩具、化妆品、纺织品和生物医学设备等软

质塑料中[１Ｇ３].PAEs可通过多种途径污染环境,如
大气、饮用水、土壤、食品包装材料等,土壤中的塑化

剂主要来源于农膜及其他废弃塑料制品的携入.

PAEs及其代谢产物和降解产物对人体健康的危害

很大,不但会损伤人体肝脏、肾脏、生殖器官,还会干

扰人体正常内分泌,影响体内荷尔蒙含量,长期在体

内积累还可能会导致畸形、癌变和细胞突变[４Ｇ６].美

国环保署将６种 PAEs列为优先控制的重点污染

物,包括邻苯二甲酸二甲酯(DMP)、邻苯二甲酸二

乙酯(DEP)、邻苯二甲酸二丁基苄酯(BBP)、邻苯二

甲酸二丁酯(DBP)、邻苯二甲酸二(２Ｇ乙基)己酯
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(DEHP)、邻苯二甲酸二辛酯(DNOP).塑化剂的

测定主要集中在塑料容器以及塑料包装材料中,但
近年来,一些不法商贩利用塑化剂的增塑特点将塑

化剂代替起云剂和乳化剂加入到食品,甚至药品

中[７].对土壤中塑化剂的测定及其生物有效性的同

步研究较少.
土壤中的 PAEs能够被植物和无脊椎动物吸

收,并通过食物链在动物和人体内累积,食物中的污

染物从食品基质中释放后进入消化液,由上皮细胞

转入静脉,继而转移到靶器官发挥毒性作用[８].体

外胃肠模拟法可以利用人工配制的消化液,模拟人

体的胃和肠的消化过程来分析污染物的生物有效

性[９Ｇ１１].通常只有部分有机污染物溶解在胃肠液

中,这部分被认为是可能被人体吸收,即生物有效态

的部分[１２].测定土壤中有机污染物的生物有效性

对评价其暴露风险至关重要[１３].本工作以体外胃

肠模拟法为基础,分析土壤中PAEs的生物有效性,
为评价其健康风险和污染管控提供依据.
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１　试验部分

１．１　仪器与试剂

Ultimate３０００型高效液相色谱仪,配可变波长

紫外检测器;梅特勒S２２０型pH 计;０．４５μm 有机

过滤膜.

６种PAEs混合标准储备溶液:１００mg􀅰L－１.
胃液:称取１．２５g胃蛋白酶,０．５０g苹果酸钠,

０．５０g柠檬酸钠,加入４２０μL乳酸和５００μL乙酸

溶解后,用乙酸定容至１．０００L,并用５０％(体积分

数)盐酸溶液调节pH 至２．５[１４].
甲醇、乙腈均为色谱纯,其他试剂均为分析纯,

试验用水为超纯水.

１．２　色谱条件

ZorbaxEclipseC１８色谱柱(４．６mm×２５０mm,

５．０μm),柱温４０℃;进样体积２０μL;流量１mL􀅰

min－１;测定波长２４５nm.流动相:A 为乙腈,B为

水.梯度洗脱程序:０~５ min时,A 为７０％;６~
１０min时,A由７０％升至９５％,保持１０min.

１．３　试验方法

１．３．１　样品前处理

分别称取１０．０００g土壤样品于２个５０mL玻

璃瓶中,第一份样品中加入１０mL 胃液,在３７ ℃
下,以１００r􀅰min－１转速振荡提取１h,模拟胃液的

消化过程.胃液提取结束后,用碳酸氢钠(粉末)调
节消化液pH 至７．０,加入５５．０mg胆汁盐和１５mg
胰液素即得肠液,然后在３７℃下,以１００r􀅰min－１

转速继续振荡２h,完成肠液的提取.提取结束后,
以４０００r􀅰min－１转速离心３min,取上清液加入

１０mL甲醇,超声提取３０min.按同样方法操作进

行空白试验.另一份样品中加入１０mL甲醇,超声

提取３０min,按同样方法操作进行空白试验.反应

结束后向两份提取液中加入足量硫酸镁和氯化钠,
以４０００r􀅰min－１转速离心３min,取上清液定容至

１０．０mL,经０．４５μm 有机滤膜过滤后按色谱条件进

行测定.

１．３．２　生物有效性计算

污染物的生物有效性的计算见公式(１):
xB ＝ρ１/ρ２ ×１００％ (１)

式中:xB 为污染物的生物有效性;ρ１ 为污染物从基

质中释放到胃肠模拟液中的质量浓度,mg􀅰L－１;ρ２

为基质中污染物的总质量浓度,mg􀅰L－１.

２　结果与讨论

２．１　色谱行为

按色谱条件对１０．０mg􀅰L－１的６种 PAEs混

合标准溶液进行测定,色谱图见图１.

图１　６种PAEs混合标准溶液的色谱图

Fig．１　Chromatogramofmixedstandard

solutionof６PAEs

２．２　色谱条件的选择

试验以乙腈Ｇ水二元溶剂体系为流动相,采用了

ZorbaxEclipseC１８ 色 谱 柱 (４．６ mm×２５０ mm,

５．０μm)分离,经过反复试验,摸索出有效分离６种

PAEs的梯度洗脱程序,并考察了不同流量对分离

６种PAEs的影响.初始,乙腈与水的比例为７０∶
３０,以５mL􀅰min－１速率将乙腈的比例升至９５％;
因DMP和 DEP 的保留时间较接近,控制流量为

１mL􀅰min－１,在 １０ min 内 可 有 效 分 离 DMP、

DEP、BBP;在１０~２０min时,保持乙腈的比例为

９５％,DBP 和 DEHP 的保留时间相差较大,可在

２０min内分离６种PAEs.选择合适的梯度洗脱程

序,可有效降低基线漂移对６种PAEs的影响,获得

较好的分离效果.试验选择的流量和梯度洗脱程序

见１．２节.

２．３　标准曲线和检出限

移取适量的１００mg􀅰L－１６种PAEs混合标准

储备溶液,用乙腈稀释成 ０．１０,０．５０,１．００,２．５０,

５．００,１０．０mg􀅰L－１的６种PAEs混合标准溶液系

列,按色谱条件进行测定,以６种PAEs的质量浓度

为横坐标,对应的色谱峰面积为纵坐标,进行线性回

归分析,绘制标准曲线.结果表明:６种PAEs的质

量浓度均在０．１０~１０．０mg􀅰L－１内与其对应的色

谱峰面积呈线性关系,线性回归方程和相关系数见

表１.
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　　按色谱条件对２．５０mg􀅰L－１的６种 PAEs混

合标准溶液进行测定,计算７次平行测定的标准偏

差,按照公式(２)计算方法的检出限:
XMDL ＝t(n－１,０．９９)×s (２)

式中:XMDL为方法检出限;n 为样品的平行测定次

数;t为自由度为n－１,置信度为９９％时的t分布

(单侧);s为n 次平行测定的标准偏差.当n＝７,置
信度为９９％时,t＝３．１４３.方法的检出限结果见

表１.

表１　线性回归方程、相关系数和检出限

Tab．１　Linearregressionequations,correlation

coefficientsanddetectionlimits

化合物 线性回归方程 相关系数
检出限ρ/

(mg􀅰L－１)

DMP y＝０．３３３x－０．０３６５ ０．９９９ ０．０２

DEP y＝０．２９７x－０．０２９７ ０．９９９ ０．０１

BBP y＝０．２０２x－０．０２０７ ０．９９９ ０．０１

DBP y＝０．１９３x－０．０１９７ ０．９９９ ０．０１

DEHP y＝０．１３６x－０．０１２４ ０．９９９ ０．０３

DNOP y＝０．１２９x－０．０１２９ ０．９９９ ０．０４

２．４　精密度和回收试验

按试验方法对土壤标准样品(HTSBＧ４)、地表

土壤样品、农田土壤样品进行分析,均未检出６种

PAEs.对上述土壤样品进行加标回收试验,平行测

定７次,计 算 回 收 率 和 测 定 值 的 相 对 标 准 偏 差

(RSD),结果见表２.

表２　精密度和回收试验结果(n＝７)

Tab．２　Resultsoftestsforprecisionandrecovery(n＝７)

样品
加标量ρ/

(mg􀅰L－１)
回收量ρ/

(mg􀅰L－１)
回收率/

％
RSD/

％

标准土壤 ２．５０ ２．４１ ９６．４ ０．２２

地表土壤 ２．５０ ２．３９ ９５．６ ０．５６

农田土壤 ２．５０ ２．４０ ９６．０ ０．４８

　　由表２可知:回收率为９５．６％~９６．４％,RSD为

０．２２％~０．５６％.

２．５　土壤中PAEs的生物有效性

对土壤标 准 样 品 (HTSBＧ４)加 标 (加 标 量 为

１．００mg􀅰L－１),其生物有效性结果见表３.
由表３可知:不同PAEs的生物有效性存在一

定差别.PAEs脂溶性越高,其生物有效性越低.
其主要原因为目前体外胃肠模拟法是基于污染物在

介质和消化液中的平衡分配原理进行的,污染物的

表３　土壤中６种PAEs的生物有效性

Tab．３　Biologicalavailabilityof６PAEsinsoil

化合物
酶解前ρ/

(mg􀅰L－１)
酶解后ρ/

(mg􀅰L－１)
生物有效性/

％

DMP ０．９６４ ０．６１５ ６３．８

DEP ０．９９１ ０．７３４ ７４．１

BBP １．０３ ０．１２２ １１．８

DBP ０．７２４ ０．１４０ １９．３

DEHP １．０２ ０．１５０ １４．７

DNOP １．００ － －

生物有效性与其辛醇Ｇ水分配系数有关.在体外胃

肠模拟试验中,没有足够的亲脂性物质提供吸附力

使得亲脂性有机污染物由固体颗粒释放到胃肠模拟

液中,从而降低了它的转化.

２．６　土壤理化参数对PAEs生物有效性的影响

影响污染物对土壤生物毒性的因素主要包括:
矿物质种类(影响化合物吸附)、粒径分布(影响表而

积)、水含量(影响化合物分配和可利用性)、渗透度

(影响传输能力)、结构(影响孔隙率)、酸度、温度、金
属含量、含碳有机质(TOC)、孔隙率(影响渗透性)、
密度(决定孔体积,受土壤中矿物质含量和种类、有
机质、土壤结构影响)、无机离子、污染历史等[１５].
试验对某地土壤进行了研究,分析方法参照«全国土

壤污染状况详查土壤样品分析测试方法技术规定»
第三部分«土壤理化性质分析测试方法».结果表

明:某地土壤样品中 DEHP检出率较高,主要原因

在于DEHP是应用最为广泛的增塑剂,其辛醇Ｇ水

分配系数较高,不易降解,易被土壤吸附,同时其生

物有效性较低,造成持久性污染.土壤理化性质与

生物有效性的相关性见表４.
由表４可知:待测土壤样品生物有效性与含水

率、湿密度成反比,与 TOC有一定的相关性,这与

文献[１６]研究结果一致.
本工作采用高效液相色谱法测定土壤中６种

PAEs的含量,方法精密度高、准确可靠.同时以体

外胃肠模拟法分析土壤中PAEs的生物有效性.人

体胃肠道具有复杂的生理结构,当食物等介质进入

以后,污染物不断从介质上解吸附下来,然后被胃肠

道吸收.但在静态的体外胃肠模拟试验中,达到消

化平衡后,并没有存在像活体一样的吸收过程,这会

限制污染物从介质上的解吸附.因此,这种基于平

衡分配原理的静态体外模拟试验测得的生物有效性
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表４　土壤理化性质与生物有效性的相关性

Tab．４　Correlationbetweenphysicalandchemicalpropertiesofsoilandbiologicalavailability

样品
生物有效性/

％ pH
TOCw/
(g􀅰kg－１)

孔隙度/
％

含水率/
％

湿密度ρ/
(g􀅰cm－３)

土粒比/
％

１ １４．７ ８．２８ １０．２ ４１．５ ０．１０ １．５８ ２．７０

２ ３．６１ ９．３０ ４．３ ３３．４ １０．１ １．８８ ２．５６

３ ２．４８ ９．０７ ７．３ ３６．７ １９．５ １．９９ ２．６３

４ － ７．３５ １０．４ ４９．８ １３．３ １．５３ ２．６９

５ － ６．４５ １０．６ ４９．５ １６．６ １．５６ ２．６５

６ － ６．４２ １７．８ ５４．１ １２．０ １．７５ ２．５２

可能会低于活体试验测得的生物有效性.本工作为

PAEs体内代谢提供前期参考,在后续的研究中建

议采用液相色谱Ｇ质谱法或同位素示踪法对体内代

谢物进行分析,并结合毒性因子,完善评价土壤中

PAEs生物有效性的方法.

参考文献:

[１]　LIR,LIANGJ,GONGZ,etal．Occurrence,spatial
distribution,historicaltrend and ecologicalrisk of

phthalateestersintheJiulongRiver,SoutheastChina
[J]．ScienceoftheTotalEnvironment,２０１７,５８０:３８８Ｇ
３９７．

[２]　王凯荣,崔明明,史衍玺．农业土壤中邻苯二甲酸酯污

染研究进展[J]．应用生态学报,２０１３,２４(９):２６９９Ｇ
２７０８．

[３]　曹莹,陈莎,王晓伟,等．环境中邻苯二甲酸酯类化合物

的分析测定[J]．环境与健康杂志,２００７,２４(７):５４６Ｇ
５４９．

[４]　SUNJ,WU X,GANJ．Uptakeand metabolism of

phthalateestersbyedibleplants[J]．Environmental
Science& Technology,２０１５,４９(１４):８４７１Ｇ８４７８．

[５]　BUITT,ALVESA,PALMＧCOUSINSA,etal．EsＧ
timatinguptakeofphthalateestermetabolitesintothe
humannailplateusingpharmacokineticmodelling[J]．
EnvironmentInternational,２０１７,１００:１４８Ｇ１５５．

[６]　WINERN,LILH,BARNESLH,etal．ReproducＧ
tivetoxicity ofdiＧnＧbutylphthalatein acontinuous
breedingprotocolinSpragueＧDawleyrats[J]．EnvironＧ
mentalHealthPerspectives,１９９７,１０５(１):１０２Ｇ１０７．

[７]　卢佑演,湛社霞,孙世宏,等．HPLC法测定饮料中６种

邻苯二甲酸酯类塑化剂的研究[J]．中国卫生检验杂

志,２０１３,２３(１１):２４１０Ｇ２４１２．

[８]　STAPLESCA,GUINNR,KRAMARZK,etal．AsＧ
sessingthechronicaquatictoxicityofphthalateester

plasticizers[J]．HumanandEcologicalRisk AssessＧ
ment:anInternationalJournal,２０１１,１７(５):１０５７Ｇ
１０７６．

[９]　李韵姿,何睿文,韩永和,等．胃肠模拟体外法的生理参

数对室内灰尘中邻苯二甲酸酯与磷系阻燃剂的生物有

效性的影响[J]．环境科学学报,２０１６,３６(５):１８４１Ｇ
１８４８．

[１０]　胡庆亮,黄宁宝,王艳,等．模拟胃肠液用 Tenax提取

法测定 多 溴 联 苯 醚 的 生 物 有 效 性 [J]．环 境 化 学,

２０１４,３３(８):１２５３Ｇ１２６０．
[１１]　秦静,刘晓宇,刘幸,等．基于体外消化模型的食品中

邻苯二甲酸酯生物有效性的测定[J]．食品安全质量

检测学报,２０１３(１):２０７Ｇ２１０．
[１２]　陈珊,许宜平,王子健．有机污染物生物有效性的评价

方法[J]．环境化学,２０１１,３０(１):１５８Ｇ１６４．
[１３]　任超,赵祯,柳金明,等．典型废物回收园区土壤中邻

苯二甲酸酯分布与风险评价[J]．环境化学,２０１８,３７
(８):１６９１Ｇ１６９８．

[１４]　TILSTONEL,GIBSONGR,COLLINSCD．CoＧ
lon extended physiologically based extraction test
(CEＧPBET)increasesbioaccessibilityofsoilＧbound
PAH [J]．EnvironmentalScience & Technology,

２０１１,４５(１２):５３０１Ｇ５３０８．
[１５]　LEECM．Environmentalorganicchemistry,２ndediＧ

tion (Schwarzenback,ReneP．;Gschwend,Philip
M．;Imboden,Dieter M．)[J]．JournalofChemical
Education,２００３,８０(１０):１１４３Ｇ１１４８．

[１６]　郭丽青,陶澍．不同有机质含量的土壤中 DDT对小麦

根系的生物有效性[J]．生态环境,２００３,１２(２):１３５Ｇ
１３８．

􀅰９０２􀅰



刘成霞,等:高效液相色谱法测定土壤中６种邻苯二甲酸酯的含量及其生物有效性的评价

HPLCDeterminationof６PhthalatesinSoilandEvaluation
ofItsBiologicalAvailability
LIUChengxia,ZHUYang,LIULüye∗

(ShanghaiSEPAnalyticalServicesCo．,Ltd．,Shanghai２００１００,China)

Abstract:Twoportions(１０．０００g．each)ofthesoilsampleweretaken,andoneportion (１０ mL)of
methanolwereaddedtoextractthe６phthalates[i．e．,dimethylphthalate(DMP),diethylphthalate(DEP),dibutyl
benzylphthalate (BBP),dibutylphthalate (DBP),diＧ(２Ｇethyl)hexylphthalate (DEHP)anddioctylphthalate
(DNOP)],intothemethanolphasewiththeaidofultrasonotorfor３０min．AppropriateamountsofMgSO４and
NaClwereaddedtotheextract,andthemixturewascentrifugedfor３min．Thesupernatantwasdilutedto１０．０mL
andfilteredthrough０．４５ μm filtering membrane．Thefiltrate wasanalyzed by HPLC．Zorbax Eclipse C１８

chromatographiccolumnwasusedasstationaryphase．Mixturesofacetonitrile(A)andwater(B)withvarious
ratioswereusedasmobilephaseintheprogrammedgradientelution．Andthe６phthalatesweredeterminedbyUVＧ
detectorat２４５nm．Linearrelationshipsbetweenvaluesofchromatographicpeakareasandcorresponding mass
concentrationsofthe６phthalateswerefoundinthesamerangeof０．１０－１０．０mg􀅰L－１．Detectionlimitsfoundwere
intherangeof０．０１－０．０４ mg􀅰L－１．Anotherportionofthesamplewastreatedbyinvitrogastrointestinal
simulationwithsuccessiveextractionsinthefollowingway:Thesamplewasfirstextractedwith１０ mLofthe
simulatedgastricjuicefor１hat３７ ℃,toobtainthedigestivejuice,which,afteradjustingitspHto７．０with
NaHCO３,andadditionof５５．０mgofbilesaltand１５mgofpancreaticsecretin(actingassimulatedintestinaljuice)

wasextractedbyvibrationfor２hat３７℃．Aftercentrifugingfor３min,thesupernatantwastakenandtreatedby
theproceduregivenabovebeginningfromextractionwithmethanol．Itwasfoundthatthebiologicalavailabilityof
thePAEstendedtogiverlowerratesastheirfatＧsolubilityarehigher．Inaddition,thebiologicalavailabilityofthe
PAEswasalsoeffectedbyphysicalandchemicalpropertiesofthesoil．

Keywords:HPLC;phthalate;biologicalavailability;soil
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