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高效液相色谱法测定大鼠血清和肝脏中壬基酚方法的改良
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%%摘要! 均以正己烷与乙醚 "体积比 * n+# 为提取剂$ 用
?!#色谱柱分离$ 乙腈)乙酸 "$7!g# 为流动相$ 柱温 '$o$
在激发波长 &*( H-% 发射波长 +!& H-用DBY检测器检测大鼠
血清和组织中壬基酚 "=G# 含量+ 结果显示标本中 =G含量
与峰面积成良好的线性关系$ 线性范围 "h!& $$$ H2@-0$ 检
出限 +7#' H2@-0$ 加标回收率 #(7*gh""7(g$ 日内精密度为
$7+'gh!7&!g$ 日间精密度 $7"!gh!7#&g$ 均i&g+ 说明
本方法更简便% 准确% 灵敏$ 回收率高+
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%%壬基酚 "H9H30UJMH90$ =G# 是一种环境内分泌干扰物$
化学结构与雌二醇相似$ 以拟雌激素作用干扰机体内分泌代
谢+ 目前测定环境水样% 塑料和土壤中=G的方法主要有气质
联用 "j?)X<#% 液质联用 "B?)X<# 和高效液相色谱荧光检
测法 "CGB?)DBY# ,!h+- + 以往的方法存在流动相易堵塞仪器%
检测效率低等缺陷$ 所以本研究对高效液相色谱法 "CGB?#
进行改良优化$ 以提高检测效率+
12材料与方法
1312主要仪器与试剂

CG)!!$$型液相色谱仪 "美国S2/0MHI公司#$ 色谱柱! ,)
80/UKM>Y#)?!#% !($ --s'6$ --% ( $- "美国 S2/0MHI公
司#$ 电子分析天平 "上海精科天平仪器厂#$ Ym)"#)'数显
水浴恒温水浴锅 "天津泰斯特#$ \YB)<离心机 "上海安亭#$
kB)"$!旋涡混合器 "海门其林贝尔#$ DB̂mO手持式匀浆机
"德国#$ 制冰机 "雪科#+ 正己烷% 乙醚 "分析纯$ 天津科
密欧#$ 乙腈 "色谱纯$ Y/a-.\M8JH9092/MK;=?b̂ <S#$ 冰乙
酸 "色谱纯$ 天津科密欧#$ 纯净水 "怡宝#$ =G标准 "D0R)
a.#$ =G灌胃试剂 "西亚#$ 玉米油 "鲁花#+
1342实验动物

清洁级成年雄性 <Y大鼠 6$只$ 体重约 &$$ 2$ 购于第三

军医大学动物中心$ 动物合格证号! <?>m "渝# &$!&&
$$$(+ 饲养条件! 室温 &&o$ 自由饮水% 进食$ ( N 换垫料
!次+
1352色谱条件

流动相为乙腈与 $7!g冰乙酸 "体积比 #( n!(#$ 进样量
!$ $0$ 柱温 '$o$ 流速 !7$ -0@-/H$ DBY检测器$ 激发波长
&*( H-$ 发射波长 +!& H-+
1362标准曲线绘制

精确称取 =G标准品$ 用乙腈溶解稀释成 "% '(% "$%
'($% "$$% !#$$% +6$$% !&$$$ H2@-0$ 分别进样 !$ $0$ 测定
峰面积$ 以峰面积"/#对标准浓度"1#绘制标准曲线$ 得出回
归方程+
1372动物染毒及标本采集

雌雄 <Y大鼠分笼饲养 !周$ 按雌雄比 "& n!# 合笼$ 将
受孕母鼠随机分为 ' 组! 低% 中% 高剂量染毒组 "染毒壬基
酚 ($% !$$% &$$ -2@a2# 和对照组 "玉米油#$ 从受孕第 6h
&$天灌胃染毒上述剂量壬基酚$ 仔鼠出生后$ !$g水合氯醛
麻醉下处死$ 摘取母鼠眼球取血$ +$$$ P@-/H离心 !$ -/H$ 吸
取上清液e&$o冻存* 解剖母鼠取肝脏$ 冻存于e&$o待检测+
1382样品=G的提取
138312血清=G的提取%取血清样品 $7( -0$ 加正己烷)乙醚
提取剂 "体积比 * n+# ' -0$ 置旋涡混合器混匀 +$ K$ 静置
!( -/H$ 取上清液于 ($o水浴蒸干$ 加 $7( -0乙腈溶解后移
至进样瓶上机检测+
138342组织=G的提取%称取母鼠和仔鼠肝脏约 $7( 2$ 置
于具塞玻璃离心管内$ 加入正己烷)乙醚提取剂 "体积比 * n
+# ' -0$ 用手持式匀浆机&$ $$$ P@-/H 匀浆 (h!$ K$ '$$$ P@
-/H离心 !$ -/H$ 取上清液于 ($o水浴蒸干$ 加 $7( -0乙腈
溶解后移至进样瓶上机检测+
42结果
4312实验条件选择
431312激发波长和发射波长的选择%根据比较$ =G在荧光
检测器上的吸收值高于其在紫外检测器上的吸收值$ 因此采
取前者灵敏度较高+ 通过二极管阵列在线扫描$ 发现=G标准
在激发波长 &*( H-% 发射波长 +!& H-时基线平稳$ 且灵敏度
最高+
431342流动相的选择%乙腈的洗脱能力较甲醇强$ 分离效果
好$ 基线稳定+ 有文献报道,'$(- $ 因 =G具有弱酸性$ 在流动
相中加入乙酸)乙酸铵缓冲液后容易沉积$ 导致仪器堵塞$ 对
色谱柱损害较大+ 经试验$ 在流动相中加入 $7!g冰乙酸制造
酸性环境$ 使=G以分子形式存在$ 分离效果很好+ 调整乙腈
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与冰乙酸的体积比为 "$ n!$% #( n!(% #$ n&$$ 发现体积比
为 #( n!(时$ 出峰时间适当$ 分离效果好$ 峰型对称$ 峰保
留时间最短$ 所以选择以乙腈与 $7!g冰乙酸体积比 #( n!(
为流动相+ 见表 !+

表1%CBG?测定=G流动相比例的选择

乙腈)乙酸"$7!g#

"体积比#

保留时间

"-/H#
峰面积

峰宽

"-/H#

对称

因子

"$ n!$ &7&6 &'7($ $7!" !7$*&

#( n!( +7"( #(76& $7!( $7"#(

#$ n&$ '7"$ "$7!' $7&& $7#(*

431352柱温的选择%调整柱温为 &(o% +$o% +(o% '$o$
测量同一标准溶液$ 比较峰形% 面积% 峰宽$ 发现柱温 '$o
时分离效果最好$ 保留时间减少$ 峰面积最大$ 所以确定
'$o为检测温度+ 见表 &+ 在上述优化的色谱条件下测得 =G
标准溶液% 大鼠血清和肝脏组织中=G的图谱 "见图 !#+

表4%CBG?测定=G柱温的选择

柱温"o# 保留时间"-/H# 峰面积 峰宽"-/H# 对称因子

&( '7'" +(67*$ $7!" !7$*&

+$ '7'& +#$7&+ $7!( $7"#(

+( '7!" "$7!' $7&& $7#(*

'$ +7"# "67'( $7&& $7#*#

%标准溶液 ""$$ H2@-0# %%%血清样品 肝脏样品

图1%=G标准溶液% 大鼠血清和肝脏中=G
的高效液相色谱图

4342=G提取条件优化
434312血清样品中=G的提取%取同一大鼠血清 + -0$ 分成
6份$ 每份 $7( -0$ 分别加入正己烷 & -0% + -0% ' -0$ 正己
烷与乙醚混合液 & -0% + -0% ' -0$ 按13831步骤提取上机$
在加入 + -0正己烷与乙醚混合液时$ 所得到的峰面积最大$
因此选择此方法+
434342肝脏中 =G的提取%取同一大鼠肝脏$ 剪碎分成 6
份$ 每份 $7( 2$ 编号为 !h6$ !号加 & -0生理盐水匀浆后再
加 & -0正己烷与乙醚混合液$ & 号直接加 ' -0提取剂$ + 号
加 ' -0乙酸乙酯作为提取剂$ 'h6 号分别加正己烷与乙醚混
合液 + -0% ' -0% ( -0$ 其余步骤同13834+ 经检测$ ( 号峰
面积最大$ 因此选择正己烷乙醚混合液作为提取剂$ $7( 2肝
脏样品中加 ' -0最适宜+
4352方法性能指标的考察
435312标准曲线和检出限%将配制的标准溶液在优化色谱条

件下测定$ 标准曲线 Hp$7!*&6Kl$7&66' "U& p$7"""#$ 以 +
倍基线噪声所对应的待测物的质量浓度为方法的检测限$ 检
测限为 +7#' H2@-0+
435342方法的精密度%选择 +7#' H2@-0% !"& H2@-0% '#$$
H2@-0+个浓度的标准溶液$ 每天检测 + 次$ 连续 6 N$ 测得
的峰面积标准偏差在 !7+gh+7&g之间+ 见表 ++

表5%CBG?测定=G精密度 "'p6# H2@-0

浓度

"H2@-0#

日内精密度 日间精密度

K
e
lC A<Y"g# K

e
lC A<Y"g#

+7#' %+7#'l$7$# !7&! +7"!l$7$& !7#&

!"&7$$ % !"&7$l$7&6% $7"+ !"(7$l!7! !7!(

'#$$ '#$$7$l&7" $7+' '#!*7$l'7'% $7"!

435352方法的准确度%取同一样品分成 +份$ 经样品预处理
后上机测得本底值$ 然后加不同浓度的标准溶液$ 测得加标
后浓度$ 计算回收率$ 血清 =G加标回收率在 "$76gh""7(g
之间$ 肝脏=G的加标回收率在 #(7*h"67+g之间+ 见表 '+
表6%CBG?测定大鼠血清和组织中=G的加标回标率

标本
样品浓度

"H2@-0#

加标值

"H2@-0#

测定值

"H2@-0#

回收率

"g#

血清 ' $!& ! #$$ ( &## "!7$

+ 6$$ 6 #"' "$76

!& $$$ !6 $'6 ""7(

肝组织 # *&( ! #$$ " $!( #(7*

+ 6$$ !! $"* "$7$

!& $$$ !" "(+ "67+

52小结
本实验采用的实验材料均为玻璃制品$ 避免了塑料中 =G

的污染$ 所有玻璃材料均用重铬酸钾)硫酸洗液浸泡过夜$ 充
分清洗后再用纯水冲洗$ 使用前用正己烷淋洗+ 本方法优化
了血清和肝脏中=G的提取和液相色谱的检测$ 简便易操作%
准确% 灵敏$ 检出限低$ 检测效率高$ 特别是从样品中=G的
提取到流动相的选择$ 避免使用缓冲盐$ 而选择了弱酸$ 不
仅分离效果好$ 且对液相色谱仪起到了很好的保护作用+
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