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摘要：采用 ＨＰＬＣ—ＵＶ法测定微生物降解体系中己烯雌酚

（ＤＥＳ）的含量。根据霉菌和细菌发酵体系的不同性质选用

不同的提取方法，以ＳｅｐａｘＧＰＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６０ｍｍ，

５．０μｍ）为色谱柱，甲醇水（７３，犞／犞）为流动相，流速

０．７ｍＬ／ｍｉｎ，用紫外检测器在２４２ｎｍ 处检测。结果显示

ＤＥＳ对照品的保留时间为７．７１４ｍｉｎ，在０．５～５０．０ｍｇ／Ｌ浓

度范围内线性关系良好，相关系数为０．９９６３。细菌发酵液

中ＤＥＳ平均回收率为９４．０４％，ＲＳＤ为２．３３％；霉菌发酵液

中ＤＥＳ平均回收率为９５．２４％，ＲＳＤ为１．０５％。ＤＥＳ的检

出限不大于０．３０ｍｇ／Ｌ。运用该方法测得实验室保藏的４株

菌５ｄ内 对 ２５ ｍｇ／Ｌ 的 ＤＥＳ 降 解 率 分 别 为 ６２．３８％，

６４．７２％，５３．３８％，８８．３４％。该方法检测微生物降解体系中

ＤＥＳ简单、快速、准确、分离度好，精密度高，稳定性好。

关键词：己烯雌酚；微生物降解体系；检测；ＨＰＬＣ—ＵＶ法
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　　己烯雌酚（ｄｉｅｔｈｙｌｓｔｉｌｂｅｓｔｒｏｌ，ＤＥＳ）是一种人工合成的非

甾体雌激素类药物，曾被当作提高动物繁殖性能的药物使

用［１］。ＤＥＳ作为一种内分泌干扰物
［２］，能够引起肝脏损伤，

少儿早熟，基因突变以及人体内激素失调，女性乳腺癌、卵巢

癌等疾病［３－５］。由于其对激素系统有影响，对机体有慢性毒

性，美国ＦＤＡ和中华人民共和国农业部均规定禁止其使用

于动物性食品［６－７］。但目前己烯雌酚的残留问题仍然很严

重，如西班牙加泰罗尼亚地区的污水处理厂排出的废水中

ＤＥＳ的含量为３４ｎｇ／Ｌ
［８－９］；高舒榭等［１０］对中国南阳市市售

鸡肉随机抽检的４０份样品中均检出了ＤＥＳ，残留量最高的

达１０ｍｇ／ｋｇ。动物养殖户违规使用，化学排放，污水处理厂

和垃圾填埋场等都可能导致ＤＥＳ残留于动物性产品、水体

和土壤环境中［１１］。近年来，降解或消除ＤＥＳ的方法已受到

广泛关注。

微生物降解法被认为是消除有害化合物污染的佳选方

法之一［１２］。Ｚｈａｎｇ等
［１３］筛选了一株对ＤＥＳ具有降解作用的

假单胞菌，徐冉芳等［１４］筛选并研究了沙雷氏菌Ｓ对ＤＥＳ的

降解特性。简单、快速、准确的ＤＥＳ检测方法是其生物降解

研究的基础，然而目前还未见针对微生物降解体系中 ＤＥＳ

检测方法的报道。目前关于ＤＥＳ检测方法的研究主要集中

于残留 ＤＥＳ的食品
［１５］，且这些检测以液相色谱—质谱
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（ＬＣ—ＭＳ）
［１６］、气相色谱—质谱（ＧＣ—ＭＳ）法

［１７］和液相色谱

（ＨＰＬＣ）法
［１８］为主，这些检测方法的前处理方法对于 ＤＥＳ

含量相对较高、基质成分相对简单的微生物降解体系而言相

对复杂、耗时。

ＨＰＬＣ—ＵＶ检测方法由于操作简单，重复性好，准确可

靠，被广泛用于定性、定量检测［１９－２０］。本试验旨在建立一种

简单、准确、快速的ＨＰＬＣ—ＵＶ法，检测微生物降解体系（包

括细菌和霉菌）中的ＤＥＳ残留量，为微生物降解ＤＥＳ的研究

提供方法参考。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

ＬＢ液体培养基：酵母膏５ｇ、蛋白胨１０ｇ、氯化钠１０ｇ、

水１０００ｍＬ，调节ｐＨ至７．０，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ。加入２％

琼脂为ＬＢ固体培养基；

马铃薯葡萄糖培养基（ＰＤ）：新鲜土豆去皮切块，称取

２００ｇ，加入５００ｍＬ蒸馏水煮沸２０ｍｉｎ，过滤，加葡萄糖

２０ｇ，再加蒸馏水至１０００ｍＬ，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ。加入２％

琼脂为ＰＤＡ培养基；

基础盐培养基（ＭＭ）：磷酸二氢钾０．５ｇ，磷酸氢二钾

１．５ｇ，硫酸铵１．５ｇ，硫酸镁０．２ｇ，氯化钠０．５ｇ，蒸馏水定容

至１０００ｍＬ，ｐＨ调至７．０；

ＤＥＳ对照品：纯度９９．５％，德国默克集团；

甲醇：色谱纯，广东光华公司；

菌种：枯草芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊）ＪＦ，地衣芽抱杆

菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉犿犻狊）Ｂ１，米曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狅狉狔狕犪犲

ｓｐ．）Ｍ４，黑曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉）ＹＡＴ，四川农业大学食

品微生物室保藏；

液相色谱系统：ＬＣ１０Ａ２０１０ＣＨＴ型，配有可变波长紫

外检测器（ＵＶ）和 ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ１．１色谱工作站，日本岛津

公司；

紫外可见分光光度计：ＵＶ３２００（ＰＣ）型，上海美谱达仪

器有限公司；

超纯水仪：ＭｉｌｌｉＱ型，德国密理博公司；

超声波清洗器：ＡＳ１０２００Ａ型，天津奥特赛恩斯公司。

１．２　试验方法

１．２．１　色谱条件　色谱柱：ＳｅｐａｘＧＰＣ１８柱（１５０ｍｍ×

４．６０ｍｍ，５．０μｍ）；流动相：以甲醇和超纯水作流动相，比较

不同比例（犞／犞）组成（６４，７３，８２，９１，１１）的流动

相，不同流速（０．６，０．７，０．８ｍＬ／ｍｉｎ）对ＤＥＳ检测的影响；检

测波长的确定：吸取１００ｍｇ／ＬＤＥＳ对照品储备液１．０ｍＬ，

以流动相甲醇定容到１０ｍＬ，配制质量浓度为１０ｍｇ／Ｌ的溶

液，进行紫外光全波长（１９０～４１０ｎｍ）扫描，选取ＤＥＳ最大

吸收波长分析ＤＥＳ的测定情况；柱温：２５℃；进样量：１０μＬ。

１．２．２　标准曲线　参照赵楠
［２１］的方法配制１００ｍｇ／Ｌ的对

照品储备液。分别吸取１００ｍｇ／ＬＤＥＳ标准储备液０．０５，

０．１，０．２，０．５，１．０，２．０，３．０，４．０，５．０ｍＬ用甲醇定容到

１０ｍＬ，配制得质量浓度分别为０．５，１．０，２．０，５．０，１０．０，

２０．０，３０．０，４０．０，５０．０ｍｇ／Ｌ的系列标准曲线工作液。按试

验确定的色谱条件测定，以质量浓度犡（ｍｇ／Ｌ）为横坐标、峰

面积（犢）为纵坐标进行线性回归。

１．２．３　回收率试验　分别挑取枯草芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫

狋犻犾犻狊）ＪＦ和米曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狅狉狔狕犪犲）Ｍ４于 ＬＢ固体和

ＰＤＡ培养基上划线，３０℃分别培养４８ｈ和７２ｈ，用生理盐

水分别将ＬＢ固体培养基上的菌苔、ＰＤＡ培养基的孢子洗脱

并混匀，移取１ｍＬ不同菌（孢子）液分别接种于２９ｍＬ

（２５０ｍＬ三角瓶）的ＬＢ培养基和ＰＤ培养基中，３０℃培养

４８ｈ，在菌株ＪＦ和 Ｍ４的发酵液中加入 ＤＥＳ对照溶液使

ＤＥＳ浓度分别为２０，５０，７０ｍｇ／Ｌ，分别按下列样品处理方法

制备样品溶液，并按试验确定的色谱条件进样测定ＤＥＳ含

量（每个浓度做３个平行）。

细菌培养体系中ＤＥＳ的提取
［２２］：准确移取１ｍＬ培养

液于刻度试管（１０ｍＬ）中，用甲醇定容至１０ｍＬ，超声波清洗

器辅助提取２０ｍｉｎ；混匀后取１．５ｍＬ样品于冷冻离心机中

离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，０．４５μｍ 有机相滤膜过滤上清

液，弃去初滤液约０．５ｍＬ，收集续滤液为样品溶液，供

ＨＰＬＣ分析用。

霉菌培养体系中 ＤＥＳ的提取
［２３］：采用全量（整瓶培养

液）取 样 方 式，加 入 ３０ ｍＬ 的 甲 醇，于 超 声 波 清 洗 器

（ＡＳ１０２００Ａ）中超声提取３０ｍｉｎ；取２．０ｍＬ超声提取液于刻

度试管中，用甲醇定容至１０ｍＬ，混匀后取１．５ｍＬ样品于冷

冻离心机中离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，０．４５μｍ有机相滤膜

过滤上清液，收集续滤液为样品溶液，供 ＨＰＬＣ分析用。

１．２．４　精密度试验　按照１．２．３处理方式，在菌株ＪＦ发酵

液中加入ＤＥＳ对照溶液使ＤＥＳ浓度为２５ｍｇ／Ｌ，提取处理

得样品溶液，按试验确定的色谱条件连续进样５次进行

分析。

１．２．５　稳定性试验　稳定性试验包括日内稳定性和日间稳

定性，在日内（５个时间点，间隔４ｈ）、日间（３个时间点，间隔

２４ｈ）分别对１．２．３中ＤＥＳ浓度为２５ｍｇ／Ｌ的样品溶液进行

ＨＰＬＣ检测，分析实际检测的质量浓度，用相对标准偏差

（ＲＳＤ）表示稳定性。

１．２．６　方法检测限　按照１．２．３处理方式，在菌株ＪＦ发酵

液中加入ＤＥＳ对照溶液使 ＤＥＳ浓度为０．０５，０．１０，０．２０，

０．３０，０．４０，０．５０ｍｇ／Ｌ，分别提取得样品溶液，以３倍信噪比

的信号为准，进样量１０μＬ，检测方法的检测限。

１．２．７　微生物降解体系中样品测定　分别挑取枯草芽孢杆

菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊）ＪＦ、地衣芽抱杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉

犿犻狊）Ｂ１于ＬＢ琼脂培养基上划线，３０℃培养４８ｈ；米曲霉

（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狅狉狔狕犪犲）Ｍ４，黑曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉）ＹＡＴ

于ＰＤＡ培养基上划线，３０℃培养７２ｈ，用生理盐水分别将

ＬＢ培养基上的菌苔和ＰＤＡ培养基上的孢子洗脱并混匀制

备菌（孢子）悬液。移取１ｍＬ菌悬液分别接种于２９ｍＬ

（２５０ｍＬ三角瓶）的ＬＢ液体培养基和 ＭＭ 培养基中，加入

ＤＥＳ至终浓度为２５ｍｇ／Ｌ，以１ｍＬ生理盐水代替种子液为

空白对照。３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养５ｄ；按１．２．３的方法

进行ＤＥＳ提取，以试验确定的色谱条件测定４种菌株发酵液

中的ＤＥＳ残留量，试验重复３次。ＤＥＳ降解率按式（１）计算：

犇＝
犆０－犆

犆
×１００％ （１）

式中：

犇———降解率，％；

２５
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犆０———空白对照中ＤＥＳ浓度，ｍｇ／Ｌ；

犆———培养液中ＤＥＳ残留浓度，ｍｇ／Ｌ。

２　结果与分析
２．１　选择检测波长

紫外光全波长扫描光谱图（见图１）显示ＤＥＳ在２０１ｎｍ

和２３９～２４２ｎｍ 处有较大吸收值。试验比较２０１ｎｍ 和

２４２ｎｍ分别作为检测波长的检测效果。结果证明，样品中

ＤＥＳ在２０１ｎｍ处吸光值较大，但是溶剂及培养基中杂质在

该波长条件下的杂峰较多，且溶剂在该波长条件下吸收值特

别大，影响数据的分析；ＤＥＳ在２４２ｎｍ处的吸光值比２０１ｎｍ

处的低，但溶剂及培养基组分在该条件处的杂峰较少，目标

峰峰形较好，因此试验选择２４２ｎｍ作为检测波长。

图１　ＤＥＳ对照品吸收光谱

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＵＶｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＤＥＳｓｔａｎｄａｒｄ

２．２　流动相及流速确定

以甲醇和超纯水为流动相，每次增加甲醇浓度１０％的方

式探讨了ＤＥＳ检测的最佳流动相配比。结果表明，随着甲

醇比例的增加，ＤＥＳ保留时间提前，信号强度增强，但与样品

溶液中的非目标峰分离变差，峰形较差。当甲醇与水比例为

７３（犞／犞）时，ＤＥＳ色谱峰峰形最佳，与非目标峰分离较好，

因此最终确定甲醇与水组成比例７３为最终的流动相

组成。

同时，在确定流动相的基础上考察不同流速（０．６０，

０．７０，０．８０ｍＬ／ｍｉｎ）条件下的分离情况。结果表明，随着流

速的提高，色谱柱柱压上升，样品出峰时间提前。流速

０．７ｍＬ／ｍｉｎ时ＤＥＳ保留时间较０．６ｍＬ／ｍｉｎ明显缩短；而

与０．８ｍＬ／ｍｉｎ相比，保留时间略长，但其与非目标峰的分离

较好，且柱压相对较低，因此最终确定流 动 相 流 速 为

０．７ｍＬ／ｍｉｎ。

在以上确定的色谱条件下ＤＥＳ的色谱图见图２，ＤＥＳ保

留时间为７．７１４ｍｉｎ，峰形良好，无拖尾，２．２４５ｍｉｎ左右有溶

剂峰；样品溶液（１．２．３中处理的样品溶液）的色谱图见图３，

样品溶液中ＤＥＳ保留时间为７．７１８ｍｉｎ，峰形良好，与非目

标物质的分离也很好，２．２５２ｍｉｎ左右也有杂质峰，可能是样

品培养基中的成分及溶剂的信号。由于样品在前处理时被

稀释了１０倍，所以样品溶液中ＤＥＳ的峰面积比ＤＥＳ对照品

峰面积小。

图２　ＤＥＳ对照品（１０ｍｇ／Ｌ）溶液色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＤＥＳｓｔａｎｄａｒｄ（１０ｍｇ／Ｌ）

图３　ＤＥＳ样品溶液色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＤＥＳｓａｍｐｌｅｓ

２．３　ＤＥＳ标准曲线

按试验确定的较优色谱条件：检测波长２４２ｎｍ，流动相

甲醇水＝７３，流速０．７ｍＬ／ｍｉｎ测定。以质量浓度 犡

（ｍｇ／Ｌ）为横坐标、峰面积（犢）为纵坐标进行线性回归。结果

表明，ＤＥＳ浓度在０．５～５０．０ｍｇ／Ｌ范围内线性关系良好，回

归方程为犢 ＝５２００７犡－１２２８．１，相关系数犚２＝０．９９６３。

２．４　回收率

由表１可知，细菌培养体系中 ＤＥＳ平均回收率为

９４．０４％，ＲＳＤ为２．３３％；霉菌培养体系中ＤＥＳ平均回收率

为９５．２４％，ＲＳＤ为１．０５％。

表１　回收率试验结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｆｏｒｓｐｉｋｅｄｓａｍｐｌｅｓ

微生物

体系

发酵液ＤＥＳ含量／

（ｍｇ·Ｌ－１）

加标质量浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）

测定值／

（ｍｇ·Ｌ－１）

回收率／

％

回收率平

均值／％

ＲＳＤ／

％

ＲＳＤ平均值／

％

细菌

０．００ ７０．００ ６７．２５ ９６．０７

０．００ ５０．００ ４７．１４ ９４．２８

０．００ ２０．００ １８．３６ ９１．７８

９４．０４

２．７１

２．３５

１．０４

２．３３

霉菌

０．００ ７０．００ ６６．６１ ９５．１６

０．００ ５０．００ ４８．９８ ９７．９７

０．００ ２０．００ １８．５２ ９２．５９

９５．２４

１．６３

０．９２

０．６０

１．０５

３５
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２．５　精密度

在以上确定的色谱条件下，对２５ｍｇ／Ｌ的样品溶液连续

进样 ５ 次，进行 ＨＰＬＣ 分析。测得吸收峰面积分别为

１２０２６３．２９，１１７５５６．４１，１１６２４５．０３，１２３１７０．８４，１１９２０７．２５，

相对标准偏差（ＲＳＤ）为２．２３％，表明检测精密度高。

２．６　稳定性

稳定性试验结果（见表２）显示，该方法在检测２５ｍｇ／Ｌ

样品溶液中ＤＥＳ时日内稳定性 ＲＳＤ值为２．６８％，日间稳定

性的ＲＳＤ为２．６１％，稳定性良好。

２．７　检测限

根据不同质量浓度的ＤＥＳ样品溶液的检测结果，得出

表２　ＤＥＳ测定稳定性


Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｆｏｒｄｉｅｔｈｙｌｓｔｉｌｂｅｓｔｒｏｌ

指标 测定值／（ｍｇ·Ｌ－１）
平均值／

（ｍｇ·Ｌ－１）

ＲＳＤ／

％

日内稳

定性　
２３．１６ ２３．４５ ２４．２９ ２２．７２ ２２．８３ ２３．４８ ２．６８

日间稳

定性　
２３．３８ ２３．１２ ２４．２９ — — ２３．５１ ２．６１

　　—表示无测定值。

ＤＥＳ的检出限小于或等于０．３０ｍｇ／Ｌ。

２．８　微生物降解体系中样品测定结果

对４株菌发酵液中的ＤＥＳ残留量进行测定，重复３次，

计算其降解率，结果见表３。所有样品中ＤＥＳ的质量浓度均

较发酵液中的ＤＥＳ初始浓度（２５ｍｇ／Ｌ）有不同程度的减少，

说明４株菌对 ＤＥＳ都有一定的降解作用，降解率分别为

６２．３８％，６４．７２％，５３．３８％，８８．３４％。４株菌降解己烯雌酚

的色谱图见图４，图４显示１１．５８０ｍｉｎ左右有新的色谱峰出

现，此处可能是己烯雌酚被微生物降解生成的产物。研究结

果为这４株菌对 ＤＥＳ降解特性及应用的研究提供了数据

参考。

表３　４株菌对ＤＥＳ（２５ｍｇ／Ｌ）降解率测定结果

Ｔａｂｌｅ３　ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＤＥＳ（２５ｍｇ／Ｌ）ｂｙ

ｆｏｕｒｓｔｒａｉｎｓ（狀＝３）

菌株 ＤＥＳ降解率／％ ＲＳＤ／％

枯草芽孢杆菌ＪＦ ６２．３８ １．９２

地衣芽孢杆菌Ｂ１ ６４．７２ ２．６２

米曲霉 Ｍ４ ５３．３８ ４．５４

黑曲霉ＹＡＴ ８８．３４ １．５８

图４　４株菌对ＤＥＳ（２５ｍｇ／Ｌ）降解色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＤＥＳ（２５ｍｇ／Ｌ）ｂｙｆｏｕｒｓｔｒａｉｎｓ

３　结论
本试验以含ＤＥＳ的微生物降解体系为研究对象，探究

在ＤＥＳ生物降解的过程中，适用于霉菌和细菌发酵体系中

ＤＥＳ的提取方法和微生物降解体系中 ＤＥＳ 残留量的

ＨＰＬＣ—ＵＶ检测方法。本研究样品前处理方法是用甲醇为

提取溶剂，超声辅助提取，提取效率高且方便，省去了牛奶或

畜产品中己烯雌酚含量测定［１８，２４］中去除油脂、蛋白，反复提

取、浓缩等繁琐的操作；气相色谱法［２５］、气质联用法［２６］测定

需要对样品进行衍生化，酶联免疫法［２７］测定需要有己烯雌

酚酶标记物及己烯雌酚抗体，且结果容易出现假阳性。本研

究所确定色谱条件能将微生物降解体系中残留的ＤＥＳ和其

４５
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他非目标物质进行有效分离，精密度高，稳定性好。本试验

建立的ＤＥＳ检测方法简单、快速、准确，针对微生物降解体

系中ＤＥＳ的检测重复性好，为高效筛选和研究ＤＥＳ降解菌

提供了方法参考。试验还发现实验室保藏的４株菌５ｄ内对

２５ｍｇ／Ｌ的ＤＥＳ均有不同程度的降解，具有进一步研究的

价值，可深入开展关于降解特性、降解机制的研究。
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