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辽东湾海水中甾体雌激素的检测及生态风险评价 

吴世闽,贾  瑷,彭  辉,巫晓琴,董兆敏,胡建英* (北京大学城市与环境学院,北京 100871) 

 

摘要：建立了 SPE-丹酰化衍生-UPLC-MS/MS 海水中雌激素的高灵敏度分析方法,对辽东湾海水中甾体雌激素的浓度水平及分布进行了

调查并对其潜在的生态风险进行了评估.结果表明:辽东湾海水样品中检出雌酮,17β-雌二醇,17α-雌二醇,雌三醇和 17α-乙炔基雌二醇的浓

度分别为(0.714±0.407),(0.089±0.077),(0.009±0.011),(0.008±0.008),(0.001±0.003)ng/L.雌激素浓度在大辽河入海口区域最高,双台子河

入海口次之,大凌河及小凌河入海口区域最低.辽东湾海水中的 17β-雌二醇等当量浓度(EEQ-E2β)为 0.562±0.327ng/L,导致野生梭鱼雌雄同

体发生的概率约为 0.83%,不足以解释该海域野生梭鱼雌雄同体的高发生率.为了有效管理该海域的环境安全,有必要对原因物质进行进一

步解析. 
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Abstract：A highly sensitive SPE-UPLC-MS/MS method was based on dansyl derivatization was developed to investigate 

the concentrations and distribution of steroidal estrogens in seawater in Liaodong Bay, China, and further assess their 

ecological risk to wild so-iuy mullet. Estrone, 17β-estradiol, 17α-estradiol, estriol and 17α-ethinylestradiol were detected 

in seawater samples with the average concentrations of 0.714±0.407, 0.089±0.077, 0.009±0.011, 0.008±0.008 and 

0.001±0.003ng/L, respectively. The total concentration of estrogens was higher in the sea area adjacent to Daliao River 

than adjacent to Shuangtaizi River, and was the lowest adjacent to Daling River and Xiaoling Rivers. The average of 

17β-estradiol equivalent concentration (EEQ-E2β) in Liaodong Bay was 0.562±0.327ng/L, and the probability of intersex 

caused by steroidal estrogens was approximately 0.83%, which was much lower than the incidence of intersex in wild 

so-iuy mullet. Therefore, further identification of causal chemicals is needed for effective environmental safety 

management of Liaodong Bay.  
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辽东湾是我国经济鱼虾类的重要产卵场和索

饵育肥场,但进入 20 世纪 90 年代后由于环境污染

等原因,渔业资源严重退化.最近的一项调查发现,

辽东湾野生梭鱼雌雄同体发生率高达 50%以上,在

鰕鰗鱼和野生鲈鱼中也发现了雌雄同体现象[1].研

究表明,鱼类雌雄同体的发生与环境内分泌干扰物

质特别是雌激素效应物质有直接的关系 

[2-3]. 

甾体雌激素是一类重要的雌激素效应物质,

广泛存在于脊椎动物体内,并可以通过生物排泄

进入环境中[4].这类物质虽然在环境中浓度水平

很低[5],但由于其雌激素活性远高于其他已知的

内分泌干扰物质[6-7],因而受到广泛关注.国际上

对地表水中的雌激素已经做了大量的调查[8-10],

国内也有一些研究[11-12],而目前关于海洋水体中

雌激素的报道却非常少[13-14].目前,LC-MS-MS

检测方法由于具有高灵敏度高特异性,被广泛应

用到环境中雌激素的调查,但是由于海水样品中

雌激素的浓度往往非常低,目前所采用的方法不

能总是满足雌激素物质的检测[15],为此有必要建

立一个更加灵敏的海水样品检测方法. 
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本研究以 4 种天然甾体雌激素雌酮(E1), 

17β-雌二醇(E2β),17α-雌二醇(E2α),雌三醇(eE3)

以及一种常用的人工合成雌激素 17α-乙炔基雌

二醇(EE2)为对象物质,建立了以丹酰化衍生为

基础的高灵敏度LC-MS/MS分析方法,并将其应

用于辽东湾海水中甾体雌激素浓度水平及分布

的调查.最后以雌雄同体发生作为评价终点,对其

潜在的生态风险进行了评估,以期为解析辽东湾

野生鱼类雌雄同体现象的成因提供了依据. 

1  材料与方法 

1.1  样品的采集 

2008 年 5 月 10~14 日于辽东湾近岸海域采

集了 32 个表层海水(30~50cm 深度)样品,样品采

集点分布如图 1 所示.所有水样采集至干净的棕

色玻璃容器中,加入适量甲醛使样品中甲醛的最

终含量约为 1%(V/V),在 24h 内进行富集萃取. 
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图 1  辽东湾近岸海水采样点分布 

Fig.1  Sampling sites of seawater in Liaodong Bay, China 

1.2  样品前处理 

取海水样品100mL经过0.45µm玻璃纤维滤

膜过滤后 ,加入同位素内标 E1-d2,E2β-d3 和

EE2-d4 各 5ng, 用 Oasis HLB 固相萃取柱

(500mg,6mL) (Waters Corp.,USA)对雌激素进行

富集.HLB 柱依次用 6mL 乙酸乙酯,6mL 乙腈和

12mL 水活化,控制水样以 5~10mL/min 的流速通

过固相萃取柱富集,注意避免柱床干涸.水样全部

通过后,用 2×10mL 纯水润洗盛水样容器和 HLB

柱.用氮气流吹干HLB柱,用 15mL乙酸乙酯洗脱.

洗脱液在微弱的氮气流下吹干后,用甲醇定容至

0.5mL,保存于-20℃下. 

进入仪器分析前 , 用丹磺酰氯 (Dansyl 

chloride)对雌激素进行衍生.取样品 200μL 在微

弱氮气流下吹干,加入 100μL NaHCO3 缓冲溶液

(pH=10.5,100mmol/L),混合 1min,再加入 100μL

丹磺酰氯丙酮溶液 (1.0mg/mL),混合 1min.在

60 ℃下反应 6min,冷却至室温后,进入 LC-MS/ 

MS 进行定量分析. 

1.3  LC-MS/MS 分析 

用 ACQUITY UPLC 超高效液相色谱仪

(Waters Corp.,USA)对目标物质进行分离.液相分

离柱采用 ACQUITY UPLC BEH Phenyl 色谱柱

(1.7μm 粒径,2.1mm×50mm)(Waters Corp.,USA),

流动相为甲醇和含 0.1%甲酸的纯水,色谱柱温度

为 40℃,流速 0.3mL/min,进样体积 5μL.液相梯度

洗脱条件:甲醇初始比例为 50%,在 0~4.0min 内

线性增加为 85%,保持 0.5min 后立即变为 100%

并保持 2.5min,最后回到初始比例平衡 2.0min. 

表 1  目标雌激素及内标的选择离子和检测条件 

Table 1  Multi-selected reaction monitoring (MRM) 

conditions for target estrogens 

化合物 选择离子 锥孔电压(V) 碰撞能量(eV) 

E3 
522 > 171 

522 > 156 
62 

40 

58 

E2β 
506 > 171 

506 > 156 
62 

38 

58 

E2β-d3 
509 > 171 

509 > 156 
65 

35 

60 

E2α 
506 > 171 

506 > 156 
56 

38 

58 

EE2 
530 > 171 

530 > 156 
58 

42 

62 

EE2-d4 
534 > 171 

534 > 156 
65 

35 

60 

E1 
504 > 171 

504 > 156 
58 

34 

60 

E1-d2 
506 > 171 

506 > 156 
45 

35 

60 
 
用 Quattro Premier XE 串联四级杆质谱仪

(Waters Corp.,USA)进行定量分析.采用 ESI+离
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子源,在多反应监测模式下对目标物质进行检测.

质谱参数:毛细管电压 3.5kV;源温度 120℃;脱溶

剂气温度 450℃;锥孔气流量 50L/h;脱溶剂气流

量 800L/h.目标雌激素及内标的选择离子和检测

条件见表 1. 

1.4  质量保证与控制(QA/QC) 

目标物质定性通过与标准样品的保留时间

(2%以内)和两个选择离子的峰面积比例(20%以

内)相比较来确认.目标物质的定量采用最高丰

度或背景干扰最少的选择离子,用内标峰面积法

校正前处理和基质干扰的损失,并消除仪器波动

对响应的影响.每 1 组(10~15 个)样品伴随 1 个方

法空白、1 个样品重复和 1 个基质加标样品作为

质量控制.方法空白中没有目标物质检出. 

2  结果与分析 

2.1  分析方法的优化 

研究发现,雌激素在 A 环酚羟基上的 1-二甲

氨基萘-5-磺酰(丹酰)衍生物在大气压电离源下

(ESI 和 APCI)具有极高的灵敏度[16].近年来,基于

丹酰化衍生反应和 LC-MS/MS 分析的雌激素的

高灵敏度检测方法也逐渐发展起来[17-19],但该技

术尚未应用于实际环境调查中.本研究以丹磺酰

氯作为衍生剂 , 建立了 SPE- 丹酰化衍生

-UPLC-MS/MS 方法,并应用于海水中甾体雌激

素的调查.在 ESI+模式下,其衍生产物的质子化

分子离子峰([M+H]+)丰度最高,被选作母离子,

其质荷比(m/z)为 171和 156的 2个主要碎片离子

均由衍生产物上丹酰的部分破裂产生. 

实验证明,丹磺酰氯衍生化应用于基质简单的

水体如饮用水时可以极大增强离子响应,但在检测

河水和污水厂出水等基质比较复杂的样品时,会产

生显著的离子抑制[19].因此减少样品的基质效应是

提高灵敏度的关键.本研究采用 Oasis HLB 固相萃

取柱对海水进行样品富集,没有发现明显的基质效

应,其对象物质 E1,E2β,E2α,E3 和 EE2 的方法回收

率 (n=3) 分 别 为 (90.6±0.9)%,(86.2±4.5)%,(87.0± 

7.2)%,(83.5±6.4)%和(91.7±2.3)%. 

采用新建立的衍生化分析方法与实验室已

有的SPE-LC-MS/MS分析方法[12]对同一海水样

品进行测定.其中,衍生化方法将 100mL 水样浓

缩至 0.5mL(浓缩倍数为 200),衍生后用 ESI+离

子源分析 ,非衍生化方法将 2L 水样浓缩至

0.5mL(浓缩倍数为 4000),用 ESI-离子源直接分

析,检测结果如图 2 所示.可以看到采用丹酰衍生

化方法极大地提高了雌激素检测方法的灵敏度.

以信噪比(S/N)为 3 计算方法检出限(MDLs),5 种

甾体雌激素 E1,E2β,E2α, E3 和 EE2 的方法检出

限分别为 0.005,0.005, 0.003,0.006,0.004ng/L,远

低于非衍生化方法(0.02~0.20ng/L),说明新方法

可以满足实际海水样品中雌激素的检测. 
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图 2  衍生化与非衍生化的雌激素LC-ESI-MS/MS分析

方法比较 

Fig.2  Comparison of LC-ESI-MS/MS chromatograms 

between derivatized and underivatized estrogens 

2.2  辽东湾海水中雌激素浓度水平及分布特征 

由图 3 可见,辽东湾 32 个海水样品中都检出

了 E1;E2β在除了 3#样品外的其他样品中都有检

出;E2α 和 E3 检出率相当,分别为 59%和 56%; 

EE2 仅在 18,21 和 22#这 3 个水样中有检出.E1 浓

度水平远高于其他雌激素,为(0.714±0.407)ng/L 

(浓度范围 0.164~1.766ng/L);E2β 的浓度水平次

之 , 为 (0.089±0.077)ng/L( 浓 度 范 围 <0.005~ 

0.301ng/L);E2α浓度为(0.009±0.011)ng/L(浓度范

围<0.003~0.052ng/L);E3 浓度为(0.008±0.008)ng/L 

(浓度范围<0.006~0.027ng/L),与E2α相当;EE2的
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浓 度 为 (0.001±0.003)ng/L( 浓 度 范 围 <0.004~ 

0.009ng/L);5 种雌激素的总浓度(Σ5ES)为(0.821± 

0.474)ng/L(浓度范围 0.189~2.045ng/L). 
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图 3  辽东湾近岸海域海水样品中雌激素的浓度水平 

Fig.3  Concentrations of estrogens in surface seawater in 

Liaodong Bay 
  平均值；○离群值  

据已有文献,这是 E2α 在海洋环境水体中的

首次报道.E2α作为 E2β的差向异构体,在地表水

体中并未受到广泛关注,主要是由于 E2α 仅在一

些特殊情况下才能在人的尿液及血清中检出,而

且被认为雌激素活性较弱[20].然而,E2α 是牛、羊

等有蹄类动物和某些噬齿类动物的排泄物中最

主要的雌激素,在人类、猪或家鸡的排泄物中则

很少出现,因此可作为潜在的环境指示物,为环境

中雌激素的来源解析提供信息[21]. E2α的高检出

率说明辽东湾近岸海域可能受到了沿岸畜禽养

殖废水的污染. 

目前,海水中甾体雌激素浓度水平的报道还

非常少.Atkinson 等[13]测定了太平洋、西大西洋以

及加勒比海沿岸及近海热带水域中 E1 的浓度,其

中游离态E1在公海中一般低于0.040ng/L,而在美

国 Rehoboth 湾中接近 2ng/L.Robinson 等 

[14]调查

表明,加拿大 Halifax 港的海水中 E2β的浓度最大

达到 0.57ng/L,EE2 浓度小于 0.14ng/ L.Hashimoto

等[22]对日本东京湾海水中的雌激素活性进行了

调查,检出雌激素活性的样品中 E2β 雌二醇等当

量浓度为 0.34~2.52ng/L,并证明其活性主要来自

甾体雌激素.总体来看,辽东湾近岸海水中甾体雌

激素的浓度水平略低于美国 Rehoboth 湾和加拿

大 Halifax 港,远低于日本东京湾. 
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图 4  辽东湾近岸海水中雌激素的空间分布 

Fig.4  Spatial distribution of steroidal estrogens in surface 

seawater in Liaodong Bay 

通过Kriging 插值法得到雌激素总浓度Σ5ES

的等值线图(图 4).由图 4 可见,大辽河入海口的雌

激素浓度最高,且雌激素浓度从入海口到湾内的

一定区域内衰减趋势较弱.双台子河入海口次之,

雌激素浓度随着离海岸的距离增加有明显衰减.

大凌河及小凌河入海口区域的雌激素浓度较低.

大辽河入海口下游雌激素浓度相对较高,可能与

其下游城市营口的人类活动和畜禽养殖业有关. 

2.3  辽东湾甾体雌激素的潜在生态风险 

本研究以梭鱼的雌雄同体发生率为终点对

辽东湾海水中甾体雌激素的生态风险进行评价. 

为了评价辽东湾海水中甾体雌激素对野生

梭鱼的生态风险,首先利用式(1)计算出每个海水

样品的 17β-雌二醇等当量浓度(EEQ-E2β): 

 aqEEQ E2 ( ) EEF( )
i

C i i    (1) 

式中: i 代表 E1,E2β,E2α,E3 和 EE2;Caq(i)即测得

的海水样品中 5 种甾体雌激素的浓度;EEF(i)为 5

种物质的雌激素毒性等当量因子(EEF). 

通过构建梭鱼 ERα 酵母双杂交筛选系统得

到E1,E2β,E3,EE2的EEF值分别为0.66,1,0.0014, 

2.0[23].对于E2α,由于目前还没有该系统中其EEF

值的报道,本研究采用青鳉鱼 ERα酵母双杂交筛

选系统中 E2α 的 EEF 值 0.033 代替[20](实际上,

由于 E2α 的雌激素活性远低于 E2β,本研究中浓
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度也低于 E2β,因此 E2α的 EEF 具体取值对计算

结果影响很小).可以得到各样品的 EEQ-E2β,其

均值为 0.562ng/L,方差为 0.327ng/L.用 Monte 

Carlo 方法模拟计算得到辽东湾近岸海域海水中

EEQ-E2β 的浓度分布(图 5),其浓度分布呈对数

正态分布,几何均值为 0.496ng/L,几何标准差为

1.813ng/L,分布函数见式(2). 

 

2

2
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图 5  辽东湾近岸海水中 EEQ-E2β浓度分布 

Fig.5  Distribution of EEQ-E2β in surface seawater in 

Liaodong Bay 

由于梭鱼的性腺形成至少需要2a,因此雌激素

暴露下梭鱼雌雄同体的活体毒性数据难以获得.本

研究采用风险评价中常用的种间外推方法,以青鳉

鱼活体暴露实验(in vivo)的毒性数据为基础外推至

梭鱼.根据青鳉鱼(Oryzias latipes)在 17β-雌二醇

(E2β)中暴露 60d 后(暴露浓度分别为 0,0.939, 

2.86,8.66,27.9,92.4ng/L)雌雄同体发生率的毒性数

据[24],用 BMDS 2.0 软件(USEPA,2008)拟合得到青

鳉鱼雌雄同体发生率 pm(x)与E2β暴露浓度 x(单位

为 ng/L)的剂量-效应关系,如式(3)所示. 

 5.10 0.215
m ( ) 1/ 1 e xp x      (3) 

研究表明,雌激素对梭鱼 ERα的诱导活性高

于青鳉鱼,其中 E2β对梭鱼 ERα的诱导活性约为

青鳉鱼的 2.4 倍,说明野生梭鱼可能比青鳉鱼对

雌激素更敏感性[23].以此敏感性差异的倍数作为

种间外推的不确定系数,可以得到梭鱼雌雄同体

发生率ps(x)与E2β暴露浓度 x(ng/L)的剂量-效应

关系,如式(4)所示. 

 5.10-0.516( ) 1/ 1 e x
sp x      (4) 

最后 ,用式 (5)[25]计算得到辽东湾海水中

EEQ-E2β 导致梭鱼雌雄同体发生的概率为

0.83%,其 95%置信区间为[0.65%,1.37%]. 

 intersex s
0

( ) ( )P f x p x dx


   (5) 

尽管本研究中采用青鳉鱼活体暴露实验的

毒性数据和体外实验得到的梭鱼敏感性数据外

推 E2β暴露浓度与梭鱼雌雄同体发生率的剂量-

效应关系以及采用梭鱼的体外实验数据计算

EEQ-E2β都会给计算结果带来较大的不确定性,

但是计算值远低于观测值的结果表明,甾体雌激

素并不足以解释辽东湾海域中野生梭鱼雌雄同

体的高发生率,可能还存在其他的原因物质.为了

有效管理该海域的环境安全,有必要对原因物质

进行深入解析.从内分泌干扰作用的机理而言,除

了通过雌激素受体作用的物质之外,可能还存在

非受体途径介导的内分泌干扰物质.目前,在辽东

湾的沉积物中已经发现一些可以通过干扰生物

体内类固醇激素合成通道而影响内分泌系统的

物质[26],具体的原因物质有待于进一步研究. 

3  结论 

3.1  建立了 SPE-丹酰化衍生-UPLC-MS/MS

海水中雌激素的高灵敏度分析方法,其方法回收

率为 83.5%~91.7%,检出限为 0.003~0.006ng/L,适

合辽东湾海水中甾体雌激素的调查. 

3.2  辽东湾海水中甾体雌激素的浓度水平:E1

为 (0.714±0.407)ng/L;E2β 为 (0.089±0.077)ng/L; 

E2α 为(0.009±0.011)ng/L;E3 为(0.008±0.008)ng/ 

L;EE2 为(0.001±0.003)ng/L.雌激素的浓度在大

辽河入海口区域最高,双台子河入海口次之,大凌

河及小凌河入海口区域最低. 

3.3  辽东湾海水中的 17β-雌二醇等当量浓度为

(0.562±0.327)ng/L,导致野生梭鱼雌雄同体发生

的概率约为 0.83%,不足以解释该海域野生梭鱼

雌雄同体的高发生率,可能存在其他原因物质. 
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