
摘 要：为了探究畜禽养殖场周边河流中雌激素类物质的污染特征，利用固相萃取-高效液相色谱-串联质谱（SPE-HPLC-MS/MS）
方法，对上海市三个典型畜禽养殖场（猪场、鸡场、奶牛场）周边河流上下游地表水中雌激素的种类和含量进行测定。结果显示，天然

雌激素 E1（雌酮）、E2（雌二醇）和 E3（雌三醇）在各个采样点均被检出，浓度范围分别为 21.66~73.40、8.75~55.96、4.56~23.90 ng·L-1；
人工合成雌激素 EE2（乙炔基雌二醇）的检出率为 99.44%，浓度范围是 ND~19.42 ng·L-1，DES（己烯雌酚）的检出率为 27.78%，浓度
范围是 ND~3.23 ng·L-1。采用 EEQ（雌二醇当量）评价各水体中雌激素类物质的总体雌激素活性，结果显示，所有采样点 EEQ的浓度
范围为 54.15~194.61 ng·L-1，在三个养殖场周边河流中，EE2对 EEQ的贡献率均为最高。综合分析表明，三个典型畜禽场周边河流
均受到不同程度的雌激素污染，且猪场和奶牛场周边河流中雌激素活性较高。典型猪场和典型奶牛场是 E2的主要排放源，典型猪
场是 E1的主要排放源，而典型鸡场对周边河流产生的雌激素污染较小。
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Abstract：In order to investigate the pollution characteristics of estrogenic substances in the rivers around livestock and poultry farms, The
types and content of estrogen in the upstream and downstream surface water of river around three typical livestock and poultry farms（swine
farm, chicken farm, dairy farms）in Shanghai were measured by solid phase extraction-high performance liquid chromatography-tandem
mass spectrometry（SPE-HPLC-MS/MS）. The results showed that the natural estrogens E1（Estrone）, E2（17茁-estradiol）and E3（Estriol）
were detected in all sites. Concentrations ranged from 21.66 to 73.40 ng·L-1 for E1, from 8.75 to 55.96 ng·L-1 for E2, and from 4.56 to
23.90 ng·L-1 for E3. The rate of detection of EE2（17茁-ethinylestradiol）was 99.44% and the concentrations ranged from not detected（ND）
to 19.42 ng·L-1. The rate of detection of DES（Diethylstilbestrol）was 27.78% and the concentrations ranged from ND to 3.23 ng·L-1. The e原
strogenic activity was evaluated by using EEQ（estradiol equivalent quotient）. The concentrations of EEQ ranged from 54.15 to 194.61 ng·L-1

in the studied rivers, of which the contribution rate of EE2 was the highest. In conclusion, our results showed that the rivers around the three
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typical livestock and poultry farms were subject to different levels of estrogen pollution, and the estrogen activity was higher in the rivers
around the swine farm and dairy farm than chicken farm. The typical swine farm was a main source of E1 and E2, and the typical dairy farm
was a main source of E2, while typical chicken farm produced less estrogenic contamination to the surrounding river.
Keywords：estrogen; SPE-HPLC-MS/MS; livestock and poultry farms; river pollution; estradiol equivalent

人们生活水平的提高带动了畜禽养殖业向规模

化和集约化方向快速发展，与此同时也产生了大量畜

禽粪便。研究表明，目前我国的畜禽养殖污染防治措

施仍不完善[1]，环境中 90%的天然雌激素均来自畜禽
养殖业排放的畜禽粪便[2]，包括雌酮（Estrone，E1）、雌
二醇（17茁-estradiol，E2）和雌三醇（Estriol，E3）。而人
工合成雌激素，如乙炔基雌二醇（17茁-ethinylestradi原
ol，EE2）和己烯雌酚（Diethylstilbestrol，DES），因其具
有促进动物生长的作用，被用作激素类药物或动物饲

料添加剂应用到畜禽养殖业。这些天然和人工合成

雌激素具有很强的内分泌干扰活性，应该被优先关

注[3]。它们能够造成河流中鱼类胚胎发育迟滞和畸形[4]，
能够在 ng·L-1痕量水平诱导雄鱼雌性化[5-8]。由此可
见，畜禽养殖排放的雌激素对水生环境的污染风险不

容忽视。

上海市规模化畜禽养殖场产生的畜禽粪污主要采

用资源化还田模式进行处理[9]，然而研究表明，畜禽粪
污通过堆肥处理和污水处理设施处理后其自由态雌激

素并不能被完全去除[10-13]，粪污中的天然雌激素会通过
农田施肥和地表径流等作用进入周边水体[14-16]。由于上
海市河流体系复杂，支流纵横交错，尤其小河、沟渠数

量众多，也加剧了水环境中雌激素污染防治的难度，

因此更应当引起足够重视。

本研究利用固相萃取-高效液相色谱-串联质谱
（SPE-HPLC-MS/MS）方法对典型畜禽养殖场周边河
流地表水中 5种天然和人工合成雌激素 E1、E2、E3、
EE2和 DES进行定量检测，同时分析其污染来源和
空间分布特征，并利用雌二醇当量（EEQ）评价雌激素
活性，旨在为畜禽养殖雌激素污染危害评价和风险管

控提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器
仪器：AB5500Q-trap 高效液相色谱串联质谱仪

（美国 AB公司），配岛津 30A液相色谱。12通道固相
萃取装置（美国 Waters公司），Oasis HLB固相萃取柱
（200 mg，6 mL，Waters公司），Milli-Q超纯水器（美国

Millipore 公司），氮吹仪（Anpel 12 通道，安谱实验科
技股份有限公司），超声波清洗器（KQ3200E，昆山市
超声仪器有限公司），pH计（S220，梅特勒-托多仪器
有限公司），溶解氧测定仪（YSI-58，YSI Instruments），
便携式悬浮物测定仪（PSS-200型，深圳市昌鸿科技
有限公司）。

试剂：甲醇、乙腈均为 HPLC级，购自美国 Tedia
公司。 E1（99.3%）、E2（97.5%）、E3（99.5%）、EE2
（99.0%）、DES（99.5%）均购自德国 Dr. Ehrenstorfer公
司。上述标准品均用甲醇配成标准储备液，并配制浓

度为 100 mg·L-1的 5种雌激素的混合标准溶液。根据
需要用甲醇配制成系列浓度的标准工作溶液，于 4 益
冰箱中保存。

1.2 样品的采集与前处理
采集上海市三个规模化畜禽养殖场周边河流上

下游各 500 m处的断面地表水样，共 6个断面，每个
断面沿水体截面设置 3个采样点，每个采样点取 4 L
水样，保存于 4 L棕色瓶内，并立即加入 4 mol·L-1的
盐酸防止微生物对目标物质的降解。水样快速运回实

验室放于 4 益冰库避光保存，48 h内处理水样。本次
采样时间为冬季，各采样点的水温范围为 11.0~12.5
益，pH 7.50~7.70，水样均呈弱碱性。溶解氧（DO）为
4.5~7.0 mg·L-1，悬浮物（SS）浓度为 10.2~23.3 mg·L-1。

每个采样点设置 3个平行样，每份水样取 1 L，经
玻璃纤维滤纸（孔径 0.7 滋m）过滤后，加入 50 ng 内
标物质 E2-d5，调 pH值为 3。固相萃取方法在谭丽
超等[17]方法的基础上有所改进，依次用 6 mL甲醇、6
mL水活化 HLB固相萃取小柱。上样速率为 2~3 mL·
min-1，上样结束后，依次用 5 mL超纯水、5 mL含 5%
甲醇水溶液淋洗小柱，减压抽干 10 min，最后用 10
mL甲醇分两次洗脱。洗脱液在 40 益条件下氮吹至近
干，用 1 mL甲醇/水（体积比为 7/3）重新溶解，过 0.22
滋m微孔滤膜到进样瓶中，进行 HPLC-MS/MS测定。
1.3 HPLC-MS/MS分析

液相色谱条件：Shim-Pack XR-ODSII C18 色谱
柱（100 mm 伊2 mm，1.0 滋m）；柱温 40 益；进样量 5 滋L；
进样室温度 10 益；流动相流速 0.3 mL·min-1。流动相
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A为 Milli-Q超纯水，B为乙腈。梯度洗脱程序：0~3.0
min，30%B；3.0~4.0 min，30%B~90%B；4.0~7.0 min，
90% B；7.0 ~8.0 min，90% B ~30% B；8.0 ~10.0 min，
30%B。

质谱条件：采用电喷雾离子源负离子（ESI-）模式，
离子源温度为 550 益，离子化电压为-4500 V，气帘
气（CUR）为 35 psi（1 psi=6.895 kPa），喷雾气（GS1）
为 50 psi，辅助加热气（GS2）为 50 psi，碰撞气（CAD）
为 Medium，（碰撞气为高纯氮气）。采用多反应监测
模式（MRM）进行检测。
1.4 质量保证和质量控制

配制 5种雌激素的系列混合标准溶液，浓度范围
为 1.0~1000 滋g·L-1，采用内标法定量，在选定的色谱
和质谱条件下进行测定，以目标物和内标物浓度的比

值为横坐标，以其峰面积的比值为纵坐标，得到 5种
雌激素的决定系数（r2）均大于 0.996（表 1），表明所建
立的标准曲线线性关系良好。在该方法条件下，以 3倍
和 10倍信噪比（S/N）对应的样品中雌激素浓度为方
法检测限（LOD）和定量限（LOQ），获得各目标物的
LOD 范围为 0.20~1.71 ng·L-1，LOQ 范围为 0.62~5.25
ng·L-1。

选择两种不同水样（Milli-Q超纯水和养殖场周
边河流地表水样），准确添加 5种雌激素的混合标准
溶液，配制成 100 ng·L-1的加标水样，进行加标回收
率试验。按上述前处理方法进行萃取、净化和浓缩，

用 HPLC-MS/MS测定各目标物的浓度，并计算回收率
与相对标准偏差，得到Milli-Q超纯水样中目标物回收
率为 76.5%~92.1%，相对标准偏差（RSD）小于 6.0%；养
殖场周边河流地表水样中目标物回收率为 67.8%~
98.4%（表 1），相对标准偏差（RSD）小于 10.0%，表明所
建立的方法具有良好的准确度和精密度。

1.5 数据处理
采用 EEQ表征雌激素活性，其计算公式[18]如下，

其中雌二醇当量因子（EEF）参考隋倩等[19]的方法，即
采用体外法测试所得 EEF的最大值进行计算，雌激

素 E1、E2、E3、EE2 和 DES 对应的 EEF 分别为
0.59、1.0、0.26、8.71、8.0。

EEQ=EEF伊MEC
式中：MEC为各雌激素实测浓度，ng·L-1。

取三次平行试验的算术平均值，利用Excel 2010
进行数据计算及处理。同时利用 t检验对各样品数据
进行显著性分析。

2 结果与讨论

2.1 畜禽场周边河流地表水中雌激素的分布特征
对水样中 5种天然和人工合成雌激素进行检测，

结果如表 2所示。E1、E2和 E3的检出率均为 100%，
而 EE2和 DES检出率分别为 94.44%和 27.78%。雌
激素 E1、E2、E3、EE2 和 DES 的浓度范围分别为
21.66~73.40、8.75~55.96、4.56~23.90、ND~19.42、ND~
3.23 ng·L-1。在已有研究中，Chen等[20]对集中式畜禽
养殖场附近受纳水体中的雌激素进行调查发现，E1、
E2、E3 和 DES 的平均浓度分别为 7.4 ~1267、ND ~
313.6、ND~210、ND~3.3 ng·L-1，而 EE2低于检出限。
Lei等[21]对天津地区某三条河流中雌激素浓度进行了
测定，结果显示 E1、E2、E3、EE2和 DES的检出浓度
分别为 0.64~55.33、ND~32.4、ND~46.4、ND~35.6、ND~
8.51 ng·L-1。综合以上数据可以看出，本研究中河流
地表水中雌激素浓度与上述其他水环境处于同一数

量级。相关报道显示，天然雌激素主要通过污水处理

厂和畜禽养殖厂粪便处理单元进入环境当中，并且

表 1 目标化合物的线性关系、检测限、定量限和回收率
Table 1 Linear relationships, limits of detection（LOD）, limits of detection quantity（LOQ）and recoveries for target compound

雌激素 标准曲线 决定系数（r2） 检测限/ng·L-1 定量限/ng·L-1 回收率/%
E1 y=9.329 19x-0.758 02 0.999 0.20 0.64 70.6依5.3
E2 y=2.500 50x-0.386 74 0.996 0.99 3.07 98.4依10.1
E3 y=1.400 68x-0.122 77 0.999 0.37 1.15 69.1依3.6

EE2 y=0.998 94x-0.087 67 0.998 1.71 5.25 88.8依4.6
DES y=31.478 54x-1.074 45 0.999 0.20 0.62 67.8依4.3

表 2 畜禽养殖场周边河流中 5种雌激素的质量浓度
Table 2 Mass concentrations of the 5 target compounds in adjacent

rivers of livestock and poultry farms
雌激素 浓度范围/ng·L-1 平均值/ng·L-1 检出率/%

E1 21.66~73.40 35.77 100
E2 8.75~55.96 24.08 100
E3 4.56~23.90 12.19 100

EE2 ND~19.42 6.58 94.44
DES ND~3.23 0.91 27.78
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畜禽养殖排放的雌激素量约为污水处理厂排放量的

10倍，是最重要的雌激素排放源[13，22]。可见，调查水体
中高检出率的雌激素与周边的畜禽养殖场可能存在

密切关系。

图 1显示三个畜禽场上下游地表水中 5种雌激
素的组成和分布情况。与其他 4种雌激素相比，E1在
猪场上游、猪场下游和鸡场上游、鸡场下游水体中所

占比例（50.48%、55.93%和 40.21%、56.67%）均最高。
有研究表明，水中的 E1浓度之所以较高，可能因为其
自身的稳定性很高，或是E1的葡萄糖醛酸结合态水解
产生自由态的 E1，或是 E2氧化降解产生了 E1[23]。目前
很多文献也报道了地表水体中雌激素 E1的浓度高于
E2和 E3[20-21，24]。而在奶牛场上下游水体中，雌激素 E2
所占比例最高，与黄浦江上游养殖区周边水体中雌激

素的检出情况一致[25]。
比较各养殖场周边河流上下游水体中雌激素总

量可以看出，上游河段雌激素总量表现为奶牛场

（75.43 ng·L-1）>猪场（66.72 ng·L-1）>鸡场（61.72 ng·L-1），
而下游河段雌激素总量表现为猪场（118.39 ng·L-1）>
奶牛场（96.43 ng·L-1）>鸡场（58.47 ng·L-1）。鸡场上游
和下游水体中雌激素总量均最低，表明猪场和奶牛场

周边河流受雌激素污染程度高于鸡场周边河流。与上

游相比，猪场和奶牛场下游的雌激素总量分别增加了

43.6%和 21.8%，而鸡场下游的雌激素总量下降了
5.3%，表明猪场和奶牛场排污对周边水体雌激素污染
的贡献大。这与 Zhang等[26]研究中猪和牛的雌激素排
放量显著高于鸡的排放量结果一致。以上数据显示，

各畜禽场周边河流上游水体中雌激素含量很高，表明

该地区几条河流中的雌激素并非完全由这三个畜禽

场排污产生，可能存在其他排放源尚需进一步追溯。

2.2 猪场周边河流地表水中雌激素的污染状况
如图 2所示，猪场上下游水体中均检出了 E1、

E2、E3和 EE2，其中 E1平均浓度（49.95 ng·L-1）是 E2
平均浓度（14.30 ng·L-1）的 3倍左右，而 DES未检出。
与上游相比，猪场下游 E1含量增加 96.6%，达到极显
著水平（P<0.01），E2含量增加 42.6%，达到显著水平
（P<0.05），E3和 EE2含量虽有所增加，但含量间无显
著差异（P>0.05）。这可能是因为猪主要通过尿液排放
雌激素（98%~99%）[26-27]，而 E1是尿液中主要的自由
态雌激素[28]。数据分析表明，该养猪场对周边河流水
体造成了雌激素污染，成为了天然雌激素 E1和 E2
的主要排放源。EE2含量的增加表明该养猪场可能使
用了含 EE2的饲料添加剂。虽然 EE2作为动物饲料
添加剂已被欧盟和我国禁止使用 [29]，但在国内一些
畜禽养殖场排放的畜禽粪污中仍能检出 EE2，如Liu
等[30]在猪场冲洗水中检测出高浓度的 EE2，Zhang等[26]

在猪场的氧化塘中也发现了高含量的 EE2。
2.3 鸡场周边河流地表水中雌激素的污染状况

鸡场上下游水体中雌激素的检出情况同猪场相

似，E1、E2、E3和 EE2均被检出，而未检出 DES。鸡场
上下游水体中雌激素的组成和浓度如图 3所示。上游
水体中雌激素浓度表现为 E1>E2>E3>EE2，浓度范围
为 2.14~27.50 ng·L-1；下游水体呈现为 E1>E3>E2>
EE2，浓度范围为 1.98~38.45 ng·L-1。与上游相比，下
游 E2的浓度降低 40%，表现出极显著差异（P<0.01），

图 1 畜禽场上下游河道中雌激素的分布特征
Figure 1 Estrogens distribution pattern in the upstream and

downstream of livestock and poultry farms

*，**表示各雌激素下游浓度和上游浓度相比的显著性概率：*表示差
异显著（P<0.05），**表示差异极显著（P<0.01）。下同

*，** indicate significant probability of concentration of each estrogen
between the downstream and the upstream：* indicate significant difference
（P<0.05），** indicate extremely significant difference（P<0.01）.

The same below
图 2 猪场上下游水体中 5种雌激素的检出浓度

Figure 2 Concentration of 5 estrogens in the upstream and
downstream of swine farm
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E3 的浓度降低 26%，表现出显著性差异（P<0.05），
E1的含量虽有所增加，但差异不显著。相关研究表
明，家禽相较于猪和牛所产生的雌激素量较少[26]，并
且鸡主要排放粪便，现场调研时发现，该养鸡场的粪

便处理方式主要是高温堆肥，堆肥产品主要用于商

业出售，故对周边河流产生的雌激素污染较小。相关

研究发现，随着水流的稀释作用和雌激素自身的降

解作用，下游雌激素浓度较上游会出现明显降低现

象[20]。另外，雌激素是中等极性类物质（lg Kow 2.6~4.0），
吸附能力较强，水体中的雌激素易吸附到悬浮颗粒物

上或迁移到沉积物中[2，31]。这也可能是该河流地表水
中雌激素浓度降低的一个重要原因。而 E1含量的增
加很可能与结合态雌激素的水解以及 E2 的降解有
关[23]。
2.4 奶牛场周边河流地表水中雌激素的污染状况

奶牛场周边河流雌激素污染特征与猪场和鸡场

有所差异。如图 4所示，上下游水体中 5种雌激素均
被检出，且雌激素 E1和 E2检出浓度相对较高。与上
游相比，下游天然雌激素 E2含量增加 45.1%，表现出
极显著差异（P<0.01），E1和 E3含量略有增加（9.0%
和 6.5%），但差异不显著（P>0.05）；人工合成雌激素
EE2含量增加 33.5%，DES含量下降 17.7%，但均无
显著性差异（P>0.05）。相关研究发现，在上海地区多
个奶牛场新鲜粪便、尿液、氧化塘污水和厌氧污水池

中均检出一定浓度的天然雌激素，且厌氧污水池对雌

激素的去除效率低于 50%[26]。相关研究表明，在某奶
牛养殖场周边河道地表水中检测到显著的雌激素活

性，其结果表明该养殖场对其周边水体造成了雌激素

污染[32]。本研究通过现场调研发现，奶牛场污水经厌
氧池处理后通过污水管道就近还田，若厌氧池未能将

粪污中的雌激素完全去除，则很可能污染还田土壤和

周边水体。综合分析表明，该奶牛场对周边水体造成

了雌激素污染，且主要雌激素污染种类为 E2，而这与
Hanselman等[31]和 Combalbert等[33]所述奶牛排泄物中
最主要的雌激素是 E1 和 E2 的结论并不完全相符。
这可能与养殖场污水处理设施、粪便处理方式、雌激

素去除效率以及其他影响因素有关。

2.5 畜禽场周边河流地表水中雌激素活性
采用 EEQ表征各雌激素污染物活性，其计算结

果见表 3。畜禽场周边河流中 EEQ浓度范围为54.15~
194.61 ng·L-1。而相关研究报道，台湾某受畜禽场污染
地表水体中 3 种雌激素总 EEQ 浓度范围为 17.3~
137.9 ng·L-1[20]，日本某受养殖场污水影响的河流中两
种雌激素总 EEQ浓度范围为 1.50~24.60 ng·L-1[34]，黄
浦江上游水源地干支流区水体中 6种雌激素总 EEQ
浓度范围为 32~1 007.3 ng·L-1[25]。通过对比可以看出，
被调查河流水体中雌激素活性处于中等水平。三个畜

禽场周边河流中 EEQ总体表现为猪场（149.42 ng·L-1）
>奶牛场（133.59 ng·L-1）>鸡场（55.77 ng·L-1），表明猪
场周边河流地表水中的雌激素活性最大，奶牛场次

图 3 鸡场上下游水体中 5种雌激素的检出浓度
Figure 3 Concentration of 5 estrogens in the upstream and

downstream of chicken farm

图 4 奶牛场上下游水体中 5种雌激素的检出浓度
Figure 4 Concentration of 5 estrogens in the upstream and

downstream of dairy farm
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表 3 雌激素类物质的雌二醇当量（ng·L-1）
Table 3 EEQ of five estrogenic substances（ng·L-1）

采样点
E1-
EEQ

E2-
EEQ

E3-
EEQ

EE2-
EEQ

DES-
EEQ

移雌激
素-EEQ

猪场上游 19.87 11.79 3.46 69.10 0 104.23
猪场下游 39.07 16.81 5.21 133.52 0 194.61
鸡场上游 14.64 17.39 4.45 20.90 0 57.39
鸡场下游 19.54 10.38 3.26 20.96 0 54.15
奶牛场上游 15.96 35.93 1.27 39.60 24.00 116.77
奶牛场下游 17.54 52.15 1.36 59.58 19.79 150.42
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之，鸡场最小。这与上述分析结果一致，均表明猪场和

奶牛场周边河流地表水受雌激素污染程度较高。由表

3数据可以看出，EE2雌激素活性高于其他雌激素，
其在所有采样断面中对总 EEQ的贡献均最大，故调
查河流水体存在的 EE2污染风险不容忽视。

研究表明，为了评估 E2的存在对水体鱼类繁殖
能力所产生的影响，建议 E2的最低观察效应浓度
（LOEC）是 10 ng·L-1[35]。根据欧盟关于污染物生态风
险的安全系数设定[36]，将引起雌激素内分泌干扰效应
的标准定为 1 ng·L-1，即凡雌激素污染物的 EEQ大于
1 ng·L-1的物质即被认为会对受纳水体水生生物产生
内分泌干扰作用。结合表 3可知，三个典型养殖场周
边河流上下游地表水中 EEQ均显著高于 10 ng·L-1，
表明雌激素对水生生物均存在不同程度的威胁，雌激

素污染风险应引起足够重视。

3 结论

（1）天然雌激素 E1、E2和 E3在各个采样点均被
检出，EE2只有一个采样点未被检出，而 DES只在奶
牛场上下游采样点被检出。三个典型养殖场周边河流

地表水体均受到不同程度的雌激素污染，且猪场和奶

牛场周边河流受污染程度高于鸡场周边河流。

（2）典型猪场和典型奶牛场是 E2 的主要排放
源，典型猪场是 E1的主要排放源，而典型鸡场对其
周边河流产生的雌激素污染较小。

（3）典型畜禽养殖场周边河流中雌激素活性表现
为猪场>奶牛场>鸡场，三条河流均存在一定程度的
雌激素污染风险。
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