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Abstract：A pretreatment method employing microwave and solid-phase extraction and an instrumental analytical method employing liq⁃
uid chromatography-tandem mass spectrometry was developed to analyze the degradation and transformation of 15 target estrogens found in
dairy feces undergoing a 70-day composting period. The results showed that E1-3G, E3-3G, OP, BPA, DES, and EE2 were degraded effec⁃
tively during the composting, whereas NP degraded at a relatively slower rate, specifically at a 48.84% residual rate of NP. During compost⁃
ing, the conjugated estrogens were first hydrolyzed into free estrogens（mainly E1）and then degraded further. After 70 days of composting,
the concentration of E1 was approximately three times its initial value. The degradation rates of glucuronide-conjugated estrogens were ≥
98.76%, which was higher than those of sulfate-conjugated estrogens. The latter were relatively stable and could still be detected on day 70
at degradation rates between 92.74% and 96.79%. The study found that the estrogens, including E1-3S, E2-3S, E2-17S, E2-3G, E2-17G,
NP, E1, and E2, might eventually enter the environment through fertilization at concentrations of 1.75, 9.5, 16.4, 3.89, 4.44, 233.4, 69.28,
and 11.98 μg·kg-1, respectively. These results reveal that composting could be used as a treatment method for livestock manure, which can
effectively reduce the estrogen content in feces. However, a certain amount of environmental risk remains after applying composted manure
to a field, and further evaluation of manure application is needed.
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摘 要：为评价堆肥处理对牛粪中结合态雌激素的降解效果，本文采用微波萃取-固相萃取方法提取目标雌激素，利用高效液相

色谱-串联质谱仪（HPLC-MS/MS）建立分析方法，研究了牛粪中 15种雌激素类物质在堆肥周期 70 d的实际堆肥过程中的降解与

转化过程。结果显示：堆肥处理能有效降解牛粪中的E1-3G、E3-3G、OP、BPA、DES和EE2，而对NP的降解效率相对较低，堆肥结

束后残留率仍为 48.84%。其中，结合态雌激素在堆肥过程中首先水解为以E1为主的自由态，再进一步发生降解。堆肥 70 d后E1
浓度约为 0 d的 3倍。葡糖苷酸盐结合态的降解速率普遍高于硫酸盐结合态，降解率均≥98.76%，而硫酸盐结合态相对稳定，3种

硫酸盐结合态在堆肥 70 d仍能检测到，降解率在 92.74%~96.79%。研究发现，最终可能通过有机肥还田过程进入到环境中的雌激

素E1-3S、E2-3S、E2-17S、E2-3G、E2-17G、NP、E1和E2的浓度分别为 1.75、9.5、16.4、3.89、4.44、233.4、69.28 μg·kg-1和 11.98 μg·
kg-1。研究表明，堆肥处理可作为畜禽粪便的处理方法，能有效削减粪便中雌激素含量，但直接还田存在一定的环境风险，需进一

步对粪肥施用过程进行评价。
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天然雌激素以自由态或结合态两种形式存在，自

由态包括雌酮（Estrone，E1）、雌二醇（17β-Estradiol，
E2）和雌三醇（Estriol，E3），结合态包括硫酸盐结合态

和葡糖苷酸盐结合态两类，结合态雌激素主要由动物

体产生[1]。英国的一项研究表明，人类排放雌激素达

到 365 kg·a-1，主要为雌酮和雌二醇，动物排放雌激素

达到 1520 kg·a-1，其中奶牛场为 1058 kg·a-1[2]。动物

为排出体内多余的雌激素，在体内磺基转移酶（Sulfo⁃
transferases）或葡萄糖苷酸基转移酶（Glucuronosyl⁃
transferase）的作用下，将硫酸根或者葡糖苷酸根结合

到自由态雌激素分子上，增加了其水溶性，更利于通

过尿液或粪便排出[3-5]。调查发现，猪、鸡和牛所排泄

的雌激素中分别有 96%、69%和 42%是以结合态形式

存在的[6-8]。虽然结合态雌激素的雌激素活性很低，

但环境中的微生物能够将其重新转化为自由态从而

激活其雌激素活性[4，9]。重新转化为自由态的雌激素

会对环境生物造成一定危害，产生各种不利的生态影

响[6，10-13]。相关研究发现，雌激素在水生环境中以 ng·
L-1级别的低浓度存在就足以造成雄鱼雌性化[5]，且环

境中 90%的天然雌激素来自于畜禽养殖[3，14-15]，因此

研究畜禽粪便中雌激素的降解和转化具有重要意义。

除天然雌激素外，还有一些物质，如己烯雌酚

（Diethylstilbestrol，DES）和乙炔雌二醇（17a-Ethinyl⁃
estradiol，EE2），尽管在 2002 年就被列于“禁止在饲

料、动物饮用水和畜禽水产养殖过程中使用的药物和

物质清单”，但目前仍能够从畜禽废弃物中检出。辛

基酚（Octylphenol，OP）、壬基酚（Nonylphenol，NP）和

双酚A（Bisphenol A，BPA）也可以通过食用含有该物

质的饲料或饮用污染水体等方式被动物摄入体内。

畜禽养殖场排放至环境中的雌激素，通过畜禽粪便堆

肥还田等方式进入到土壤中，并可能流失到水体中，

对环境及生物体构成潜在威胁[6，16]。

由于结合态雌激素在畜禽粪便的保存过程中具

有较高的稳定性，畜禽粪便堆肥中大约 1/3的雌激素

是以结合态的形式存在的[14]。而目前对畜禽粪便引

起的污染研究和控制仍主要集中在N、P、重金属和农

药等常规污染物和大量的微生物、病原菌等项目

上[17-20]。雌激素等内分泌干扰物尚未得到足够的重

视。目前研究中天然雌激素在堆肥处理过程中的降

解主要以自由态雌激素（包括E1、E2和E3）为主[20-23]，

对结合态雌激素、自由态雌激素以及其他具有雌激素

效应的物质的研究仍不足，对堆肥过程中结合态与自

由态之间的降解转化行为等缺乏足够的认识。目前

研究中堆肥处理多是在实验室完成[22]，对试验条件的

控制理想化，无法模拟实际堆肥过程中温度、湿度等

因素的变化，使试验数据与现实堆肥中的情况有一定

偏差。

因此，本研究选取 15种雌激素类物质作为目标

化合物，包括结合态雌激素[雌酮 3-硫酸钠（Estrone
3-Sulfate Sodium Salt，E1-3S）、雌酮 3-（β-D-葡糖苷

酸）钠盐（Estrone β-D-Glucuronide Sodium Salt，E1-
3G）、17β-雌二醇 3-硫酸钠盐（17β-Estradiol 3-O-
Sulfate Sodium Salt，E2-3S）、17β-雌二醇 17-硫酸钾

盐（17β-Estradiol 17-Sulfate Potassium Salt，E2-17S）、

17β-雌二醇 3-（β-D-葡糖苷酸）钠盐（17β-Estradiol
3-β-D-Glucuronide，E2-3G）、17β-雌二醇-17-β-D
葡糖苷酸（17β - Estradiol 17β - D Glucuronide，E2 -
17G）和雌三醇-3-O-β-D 葡糖苷酸钠盐（Estriol 3-
O-β-D-Glucuronide Sodium Salt，E3-3G）]、自由态雌

激素（E1、E2 和 E3）和其他类雌激素（OP、NP、BPA、

DES和EE2）。评价堆肥过程对目标雌激素的降解效

果，并对比葡糖苷酸盐和硫酸盐结合态的降解速率，

研究在实际堆肥过程中结合态雌激素与自由态雌激

素的降解转化规律，确定最终可能通过粪肥还田方式

进入到环境中的雌激素含量。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验所用牛粪为上海市某奶牛场提供的新鲜混

合牛粪。固相萃取柱选用美国 Waters 公司的 Oasis
HLB小柱（500 mg，6 mL）和 Sep Pak Aminopropyl NH2
小柱（500 mg，6 mL）。

试剂：试验所用甲醇、乙腈、丙酮和正己烷均为

HPLC级，购自德国Merck公司。甲基叔丁基醚（HPLC
级）、柠檬酸钠（98%），购自沃凯。柠檬酸为优级纯，

购自上海凌峰化学试剂有限公司。试验用水均为

Milli-Q超纯水。试验所用标准品信息见表 1，上述标

准品均用甲醇配成标准溶液，并配制浓度为 10 mg·
L-1的混合标准溶液，于-20 ℃冰箱中保存。

缓冲溶液：分别配制 0.1 mol·L-1的柠檬酸和柠檬

酸钠溶液，以体积比 41∶59混合得到 pH=5的柠檬酸

缓冲溶液。

仪器：岛津 30A-AB5500Q-trap高效液相色谱串

联质谱仪（美国AB公司），CEM MARS CLASSIC型微

波萃取仪（美国CEM公司），6通道全自动固相萃取仪

（厦门睿科仪器有限公司），全自动氮吹浓缩仪（厦门
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雌酮
Estrone

雌酮3-硫酸钠
Estrone 3-Sulfate Sodium Salt

雌酮3-（β-D-葡糖苷酸）钠盐
Estrone β-D-Glucuronide Sodium Salt

17β-雌二醇
17β-Estradiol

17β-雌二醇 3-硫酸钠盐
17β-Estradiol 3-O-Sulfate Sodium Salt

17β-雌二醇17-硫酸钾盐
17β- Estradiol 17-Sulfate Potassium Salt

17β-雌二醇3-（β-D-葡糖苷酸）钠盐
17β-Estradiol 3-β-D-Glucuronide

17β-雌二醇-17-β-D葡糖苷酸
17β-Estradiol 17β-D Glucuronide

雌三醇
Estriol

雌三醇-3-O-β-D葡糖苷酸钠盐
Estriol 3-O-β-D-Glucuronide Sodium Salt

E1

E1-3S

E1-3G

E2

E2-3S

E2-17S

E2-3G

E2-17G

E3

E3-3G

53-16-7

438-67-5

15087-01-1

50-28-2

4999-79-5

23929-50-2

15270-30-1

1806-98-0

50-27-1

15087-06-6

99.6

98

98

95.4

97.94

98

98

97

97.97

96

E2-D3

E2-3S-D4

E2-3G-D3

E2-D3

E2-3S-D4

E2-3S-D4

E2-3G-D3

E2-3G-D3

E2-D3

E2-3G-D3

名称
Name

英文缩写
Abbreviation

化学物质
登录号CAS

纯度
Pure/%

内标物
Internal standard

化学结构
Chemical structure

表1 目标雌激素和内标物的标准品信息

Table 1 Information of target compounds
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辛基酚
Octylphenol

壬基酚
Nonylphenol

双酚A
Bisphenol A

己烯雌酚
Diethylstilbestrol

乙炔雌二醇
17a-Ethinylestradiol

17β-雌二醇硫酸钠-D4
Sodium 17β-Estradiol-2,4,16,

16-D4 3-Sulfate

17β-雌二醇D3 3-β-D-葡糖苷酸
17β-Estradiol-D3 3-β-D Glucuronide

17β-雌二醇-D3
17β-Estradiol-16,16,17-D3

壬基酚-D8
4-n-Nonylphenol D8

己烯雌酚-D8
Diethyl-1,1,1',1'-D4-stilbestrol-3,3',

5,5'-D4

OP

NP

BPA

DES

EE2

E2-3S-D4

E2-3G-D3

E2-D3

NP-D8

DES-D8

27193-28-8

25154-52-3

80-05-7

56-53-1

57-63-6

352431-50-6

1260231-06-
8

79037-37-9

—

91318-10-4

98.90

99.96

99.81

97.00

96.74

99

98

99

98

99

NP-D8

NP-D8

DES-D8

DES-D8

EE2-D4

—

—

—

—

—

名称
Name

英文缩写
Abbreviation

化学物质
登录号CAS

纯度
Pure/%

内标物
Internal standard

化学结构
Chemical structure

续表1 目标雌激素和内标物的标准品信息

Continued table 1 Information of target compounds
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睿科仪器有限公司），S220型 pH计（梅特勒-托多仪

器有限公司），Milli-Q 超纯水器（美国 Millipore 公

司），TW223L 电子天平（日本岛津公司），LDG-0.3C
低温真空冷冻干燥机（上海昊博低温真空设备有限公

司），2300TH型数控超声波清洗器（上海安谱实验科

技股份有限公司），DW130A氮气发生器（上海登晨生

物医疗科技有限公司），LY280型翻抛机。

1.2 堆肥试验

为研究实际农业堆肥过程中结合态雌激素的降

解过程，确保研究过程中结合态雌激素降解行为能够

反映生产中的实际情况，堆肥处理在上海市某奶牛场

堆肥现场完成，堆肥周期为70 d。
所用牛粪为新鲜混合粪便，堆肥辅料为菌渣。将

牛粪和堆肥辅料（菌渣）按照适当的比例（1∶2）混合均

匀后，含水率控制在51.07%±10%。

利用翻抛机将物料充分混合，并在设有顶棚的水

泥地面上堆制成窄长条垛，断面为三角形，条垛的宽

度为 3.0~4.0 m、高度为 1.5~2.0 m，并采用翻抛机对物

料进行定期（7 d）翻堆，使内外层分解程度不同的物

质重新混合均匀。

1.3 样品的采集与提取

采集堆肥第 0、4、10、15、21、36、47 d和 70 d样品。

采集深度为 10~30 cm，所采集样品均为堆体 6个随机

点（每点间隔至少 2 m）的等比例混合样。由于不同

性别、生长阶段、生长条件的牛所排放的雌激素含量

不同[2，15，23-25]，本试验在两个月内采集 7次牛粪样品，

所采集牛粪为上海市某奶牛场新鲜混合粪便。样品

经冷冻干燥、研磨、过筛后，保存在-20 ℃冰箱中，并

于7 d内测定新鲜牛粪中雌激素含量。

结合态雌激素的提取：准确称取 2.000 g堆肥样

品，加入 50 mL甲醇-缓冲溶液（V∶V=1∶1），于 95 ℃微

波萃取 40 min 提取结合态雌激素；收集提取液，经

0.7 μm玻璃纤维滤膜过滤去除颗粒悬浮物后稀释至

500 mL，用 4 mol·L-1盐酸调节 pH至 3±0.1；依次用甲

基叔丁基醚、甲醇和水活化固相萃取柱，将水样通过

预活化的Oasis HLB小柱富集目标雌激素，利用体积

浓度 10%的甲醇-水溶液、pH=3的超纯水、体积浓度

比为 2∶10∶88的氨水-甲醇-水溶液淋洗，经甲醇洗脱

HLB小柱，并收集洗脱液，再通过经甲醇活化的NH2
小柱净化。

自由态和其他类雌激素的提取：准确称取 2.000
g 堆肥样品，加入 50 mL 甲醇-丙酮（V∶V=1∶3），于

100 ℃微波萃取 60 min提取目标雌激素。收集提取

液，水浴加热 40 ℃条件下氮吹浓缩至近干，用 10 mL
乙腈重新溶解，然后用 10 mL正己烷进行液-液萃取，

并移除正己烷层，该操作重复两次；所得乙腈层溶液

稀释至 250 mL后经 0.7 μm玻璃纤维滤膜过滤去除颗

粒悬浮物，用 4 mol·L-1盐酸调节 pH至 3±0.1；依次用

甲醇和水活化固相萃取柱，将水样通过预活化的Oa⁃
sis HLB小柱富集目标雌激素，利用超纯水和体积浓

度 5%的甲醇-水溶液淋洗，经甲醇洗脱HLB小柱，并

收集洗脱液。

在微波萃取前加入指示回收率的内标物。洗脱

液在水浴加热 40 ℃条件下氮吹浓缩至近干，用体积

浓度为 70%的甲醇-水溶液定容至 1 mL，并通过孔径

为 0.22 μm的有机相滤膜，最后利用高效液相色谱串

联质谱仪定量目标雌激素。

1.4 仪器检测方法

利用美国 AB 公司的 AB5500Q-trap 三重四极杆

质谱仪，配岛津 30A液相色谱，对 15种雌激素进行检

测。色谱柱选用 Shim-Pack XR-ODSII C18 柱（75
mm×2 mm，1.0 μm），流动相A为体积浓度为 0.1%氨

水-超纯水溶液，流动相 B为 HPLC级甲醇。色谱柱

温 40 ℃，流动相流速为 0.3 mL·min-1。质谱为三重四

极杆质量分析器，在电喷雾离子源负离子模式 ESI-
下，选用多反应监测模式 MRM 扫描方式进行检测。

乙炔雌二醇-D4
Ethynyl Estradiol-2,4,16,16-D4

EE2-D4 350820-06-3 98 —

名称
Name

英文缩写
Abbreviation

化学物质
登录号CAS

纯度
Pure/%

内标物
Internal standard

化学结构
Chemical structure

续表1 目标雌激素和内标物的标准品信息

Continued table 1 Information of target compounds

Me

HO

CHOH

H

H

H

D

D D
D
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离子源温度为 550 ℃，喷雾电压为-4500 V，气帘气压

力（CUR）为 241.32 kPa，雾化器压力（GS1）为 344.74
kPa，辅助气压力（GS2）为 344.74 kPa，碰撞气 CAD为

Medium，碰撞气为高纯氮气。

结合态雌激素（E1-3S、E1-3G、E2-3S、E2-17S、
E2-3G、E2-17G 和 E3-3G）梯度洗脱程序：0~2 min，
10%B；2.0~2.2 min，10%B~50%B；2.2~3.5 min，50%B；
3.5~3.8 min，50%B~97%B；3.8~5.5 min，97%B；5.5~
5.6 min，97%B~10%B；10 min，10%B。

自由态和其他类雌激素（E1、E2、E3、OP、NP、
BPA、DES 和 EE2）梯度洗脱程序：0~3.0 min，30%B；
3.0~4.0 min，30%B~93%B；4.0~7.0 min，93%B；7.0~
8.0 min，93%B~30%B；8.0~10.0 min，30%B。

采用内标法，以牛粪作为样品进行加标检测，得

到 15种雌激素的加标回收率在 70%~110%。目标雌

激素的母离子、子离子、定量限、检测限和标准曲线等

如表 2所示，R2均大于 0.998，高分辨率、低检出限可

用来定量环境中痕量存在的目标雌激素。

2 结果与讨论

2.1 堆肥材料中目标雌激素含量

本试验分 7次采集检测确定新鲜粪便中雌激素

的含量范围，所述的 15种雌激素在新鲜粪便中均有

检出。15种雌激素的加标回收率及其在新鲜粪便和

菌渣中的含量见表3。
堆肥 0 d样品中 15种雌激素含量如图 1所示，同

新鲜粪便中雌激素含量比例相似，主要以结合态雌激

素为主，其中 E2-17G高达 636.40 μg·kg-1；自由态雌

激素中，E2雌激素活性最大[26-28]，浓度最高，为 281.98
μg·kg-1；除天然雌激素外，其他 5种雌激素，包括人工

合成雌激素、增塑剂和工业化学品均有检出，其中工

业化学品NP含量最高，浓度为477.91 μg·kg-1。

2.2 堆肥处理对目标雌激素的降解

结合态雌激素与其他 6种雌激素（OP、NP、DES、
EE2、BPA和E2）浓度随着堆肥的进行呈持续下降趋

势，降解率如图 2所示。其中BPA和DES在堆肥第 4
d已经低于检测限；E1-3S、E2-3S、E2-17S、E3-3G和

OP的降解主要发生于堆肥 0~4 d，堆肥至第 4 d降解

率均≥43%，在 4 d之后降解速率明显降低；而E1-3G、

E2-3G、E2-17G、E2 和 EE2 的降解主要发生于堆肥

4~15 d；图 2所示 13种雌激素浓度均在堆肥 36 d之后

趋于平稳，在堆肥 70 d降解率（除NP外）均≥95.75%；

NP在堆肥过程中降解缓慢，第 4 d降解 20.5%，4~21 d
仅降解 16.3%，堆肥 70 d 降解 51.16%。Bartelt-Hunt
等[23]研究证实堆肥能有效降解 79%~87% 的激素。

Derby 等[20]在堆肥期间发现 E1 和 E2 总浓度降低了

74%（静态堆肥）和 79%（好氧堆肥）。与本研究结果

相似，证明堆肥能去除大部分雌激素类物质，但不能

表2 15种目标雌激素的母离子、子离子、检测限、定量限和标准曲线

Table 2 Parent ion，daughter ion，detection limits，quantitative limits and standard curve equation of 15 target estrogens

注：*表示母离子，**表示定量离子。
Note：* represents parent ion，** represents quantitative ion.

雌激素类别
Class

结合态雌激素
Conjugated estrogens

自由态雌激素
Free estrogens

工业化学品
Industrial chemical
增塑剂Plasticizer
合成类雌激素

Synthetic hormone

英文缩写
Abbreviation

E1-3S
E1-3G
E2-3S
E2-17S
E2-3G
E2-17G
E3-3G

E1
E2
E3
OP
NP
BPA
DES
EE2

多反应监测
模式MRM

349.1*/145.0**/269.1
445.2*/113.0**/174.8
351.0*/80.00**/271.2
351.4*/97.00**/80.30
447.2*/271.1**/175.2
447.2*/271.4**/429.0
463.3*/113.1**/286.9
269.2*/145.1**159.2
271.1*/183.3**/145.0
287.1*/143.1**/171.1
205.0*/133.1**/189.1
219.1*/147.2**/133.2
227.1*/133.0**/212.2
267.3*/251.1**/237.1
295.1*/145.0**/183.0

去簇电压
DP/V
-34
-14
-65
-9
-9
-65
-7
-45
-34
-56
-69
-53
-39
-40
-54

停留时间
RT/min
4.16
4.04
4.16
4.11
4.03
4.03
0.96
4.47
4.45
4.02
4.96
5.15
4.27
4.38
4.41

标准曲线
Standard curve

Y=0.334 24X+0.012 56
Y=0.338 93X+0.001 33
Y=0.170 80X+0.001 49
Y=0.116 17X+0.008 71
Y=0.432 71X+0.010 34
Y=0.395 07X+0.001 49
Y=0.271 46X+0.000 01
Y=0.070 68X+0.000 90
Y=1.317 89X+0.029 12
Y=0.385 68X-0.018 09
Y=0.805 12X+0.024 91
Y=1.659 24X+0.257 53
Y=0.332 74X+0.002 33
Y=0.502 33X+0.021 36
Y=1.339 97X-0.005 57

R2

0.999 8
0.999 9
0.999 9
0.998 6
0.999 9
0.999 9
0.999 5
0.999 8
0.999 8
0.999 5
0.999 5
0.998 0
0.999 9
0.999 3
0.999 9

检出限LOD/
μg·L-1

0.011
0.176
0.007
0.642
0.060
0.064
0.012
0.874
0.050
0.213
0.041
0.029
0.226
0.052
0.197

定量限LOQ/
μg·L-1

0.036
0.588
0.023
2.141
0.201
0.214
0.039
2.915
0.166
0.710
0.136
0.096
0.753
0.175
0.656
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图1 堆肥0 d的雌激素含量

Figure 1 Concentration of estrogens at 0 d

雌
激

素
Est

rog
ens

0 100 200 300 400 500 600 700
浓度Concentration/μg·kg-1

E3
OP

BPA
EE2
E1

E1-3S
DES

E3-3G
E2-3S

E2-17S
E1-3G

E2
E2-3G

NP
E2-17G

缩写
Abbreviation

E1
E1-3S
E1-3G

E2
E2-3S
E2-17S
E2-3G
E2-17G

E3
E3-3G

OP
NP
BPA
DES
EE2

回收率
Recoveries/%

83.20
93.66
82.03
87.06
90.25
104.5
106.1
115.9
74.76
81.38
72.91
89.31
93.20
70.54
91.22

相对标准偏差
RSD/%
3.88
4.11
2.80
12.8
16.8
5.97
2.08
1.37
11.1
8.69
1.00
0.12
2.53
6.49
5.02

菌渣Mushroom dregs/
μg·kg-1

ND
9.220±1.460

ND
3.210±0.050
12.38±1.490
90.34±0.700

ND
ND
ND
ND

1.530±ND
134.9±86.57
14.18±3.060
6.290±1.180

ND

新鲜粪便Fresh manure/μg·kg-1

Min
ND

51.09±4.260
30.59±1.440
166.5±7.980
189.0±10.78
120.5±14.94
31.24±8.690
16.42±4.470
27.30±1.990
4.400±ND

10.34±5.530
410.2±29.45

ND
45.45±8.590

ND

Max
358.2±35.67
140.3±12.56
699.8±44.97
1136±202.4
1798±120.3
967.2±64.81
1902±78.79
3264±503.7
249.6±24.82
90.41±2.410
28.57±3.490
879.7±32.26
69.65±6.340
185.0±5.800
415.7±97.70

表3 15种雌激素的加标回收率及其在新鲜粪便和菌渣中的含量

Table 3 Recovery rate of 15 target estrogens and their concentration in fresh manure and mushroom dregs

注：ND表示未检测出。
Note：ND represents not detected.

图2 目标雌激素的降解率

Figure 2 Degradation rate of target estrogens
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率
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0 10 20 30 40 50 60 70
时间Time/d

100
80
60
40
20
0

E1-3SE1-3GE2-3SE2-17SE2-3G

E2-17GE3-3GE2EE2DES

NPOPBPA

将其完全降解。

堆肥处理 70 d能有效降解粪便中的E1-3G、E3-
3G、OP、BPA、DES和EE2，但 70 d后仍检测到E1-3S、
E2-3S、E2-17S、E2-3G、E2-17G、NP、E1和E2 8种雌

激素，浓度分别为 1.75、9.5、16.4、3.89、4.44、233.4、
69.28 μg·kg-1和 11.98 μg·kg-1，这些雌激素会随有机

肥还田进入土壤环境，可能对农田生态产生不利影

响。同时，这些雌激素若随降雨等地表径流进入水

生环境，会对水生生物造成内分泌干扰，造成一定

的生态风险。因此，需对土壤中雌激素做进一步评

价分析。

2.3 不同结合态雌激素的降解特征

如图 1所示，天然雌激素在堆肥 0 d主要以葡糖

苷酸盐结合态形式存在。研究发现，结合态雌激素在

环境中首先被微生物水解为自由态雌激素[6]，再进一

步发生降解。葡糖苷酸盐结合态雌激素的降解主要

发生在堆肥 4~15 d（除 E3-3G 以外），降解率均≥
98.76%，高于硫酸盐结合态；而硫酸盐结合态主要在

0~4 d降解，3种硫酸盐结合态在堆肥 70 d后均有检

出，降解率在92.74%~96.79%。

对各雌激素的降解进行模拟发现：在堆肥期间，

E1-3S（0~47 d）、E1-3G（0~21 d）、E2-17S（0~70 d）、
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E2-3G（0~47 d）、E2-17G（0~47 d）和 E3-3G（0~21 d）
的降解符合一级动力学方程，如图 3所示，其中 E1-
3G和E3-3G在 21 d已经低于检测限。由方程得到 6
种结合态雌激素在堆肥处理中的降解速率常数，分别

为 0.086 38、0.041 48、0.088 03、0.104 66、0.106 86 和

0.065 57，计算得到半衰期分别为 8.02、7.87、16.71、
6.62、6.49 d和 10.57 d。结果显示，在堆肥 0~47 d，结
合态雌激素的降解速率大小依次为：E2-17G＞E2-
3G＞E1-3G＞E1-3S＞E3-3G＞E2-17S，表明葡糖苷

酸盐结合态降解速率普遍高于硫酸盐结合态，这也与

堆肥70 d后的检测结果相一致，即硫酸盐结合态在堆

肥完成后仍有检出，葡糖苷酸盐结合态则无检出。

Ben等[29]研究结合态雌激素在污水处理中的转化时发

现，污水中硫酸盐结合态比葡糖苷酸盐结合态水解速

率低。Ma等[30]研究结合态雌激素在土壤中的降解发

现，硫酸盐结合态比葡糖苷酸盐结合态存在更持久。

在堆肥降解中也发现类似现象，即葡糖苷酸盐结合态

比硫酸盐结合态降解更彻底，硫酸盐结合态相对更加

稳定。

2.4 结合态与自由态雌激素的转化

本研究中自由态雌激素E2在堆肥过程中持续降

解，而E1、E3浓度先升高后降低（图 4）。堆肥过程中

存在的自由态雌激素主要为E1，同Derby等[20]研究结

果一致，尽管E2初始浓度（0~4 d）高于E1，但随着堆

图3 不同结合态雌激素在堆肥期间的降解动力学曲线

Figure 3 Biodegradation kinetics curves of conjugated estrogens during composting
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肥处理的进程E1含量始终高于E2（4~70 d）。如图 4
所示，E1、E3浓度在 0~10 d持续增高，在堆肥 10 d达

到最大浓度（192.15、56.82 μg·kg-1），增加了5~7倍，主

要原因是结合态雌激素在堆肥过程中水解为自由

态[9，12]。Hammett等[31]在堆肥处理中发现E1在第7 d由
17.4 ng·L-1逐渐增加至50.0 ng·L-1，第10 d显著增加至

137.8 ng·L-1，在各种家禽粪便混合物中自由态雌激素

（E1和E2）检测中发现，堆肥10 d雌激素含量（E1+E2）
增加至 3~10倍，这与本研究结果一致。而本试验中

E1在36 d达到另一个峰值（212.5 μg·kg-1）。

对结合态雌激素降解率曲线（图 2）和自由态雌

激素浓度变化曲线（图 4）进行分析发现：堆肥初期

（0~10 d），E1和E3浓度升高，主要发生结合态雌激素

的水解反应；堆肥10~21 d，E1和E3浓度降低，自由态

降解速率明显大于结合态水解速率，E1、E3分别降解

峰值浓度（10 d）的 59.65%、70.22%；堆肥 21~36 d，E1
含量持续增大，而E3持续降解，但速率下降，表明结

合态水解为 E1的速率＞E3降解速率＞结合态水解

为 E3的速率；36 d之后，E3已经低于检出限。E1在

47 d之后降解速率明显下降。在堆肥过程中，初期主

要发生结合态的水解反应，36 d之后水解反应缓慢，

至47 d雌激素浓度趋于稳定。

试验结果表明，堆肥过程中结合态雌激素的水解

产物主要为 E1、E3。Zheng等[25]研究发现，在牛粪堆

积过程中 E2会转变为 E1。在Khanal等[3]研究中，E2
在污水中首先被生物转化为E1，再进一步发生降解。

也就是说，尽管部分结合态雌激素水解反应只脱去葡

糖苷酸盐基团或硫酸盐基团从而转化为其自由态形

式（如 E2-3G脱去葡糖苷酸盐基团水解为 E2），也会

最终转化为E1，从而进一步降解。在本试验中，由于

E2浓度波动不大，因此将E1作为结合态雌激素主要

的水解产物。Ma等[30]研究土壤中结合态雌激素的降

解过程，发现结合态雌激素在土壤环境中首先被微生

物水解，而主要代谢产物为E1。与本研究中E1浓度

变化趋势一致，表明结合态雌激素和E2在环境中主

要被微生物转化为E1。
堆肥 70 d 能有效降解 E3，却不能完全降解 E1。

堆肥 70 d后 E1降解了峰值浓度（36 d）的 67.39%，最

终经还田进入到土壤环境的浓度高于堆肥初始浓度，

约为堆肥0 d的3倍。

2.5 堆肥过程中雌激素活性变化

雌激素活性取决于其化学结构[32]，天然雌激素中

自由态比结合态活性高[14，27]，而自由态雌激素中E2的

雌激素活性为 E1 和 E3 的 5~1000 倍[27-28]。本文采用

雌二醇当量EEQ（17β-estradiol equivalents）表征雌激

素活性，计算公式[33]如下：

EEQ=MEC×EEF
式中：MEC为雌激素实测浓度，μg·kg-1；EEF为雌二

醇当量因子。

以雌激素同细胞内雌激素受体 ER（Estrogen re⁃
ceptor）的最大结合能力[12]作为 EEF进行计算。虽然

结合态雌激素的生物活性比自由态雌激素低几个数

量级[34]，但是考虑到结合态雌激素首先转化为自由态

雌激素从而激活其雌激素活性[3，7，31]，且试验结果表明

结合态水解产物主要为 E1，因此结合态雌激素的

EEF以E1计算。堆肥前后的雌二醇当量（μg·kg-1）计

算结果和雌激素对应的雌二醇当量因子如表4所示。

图4 自由态雌激素浓度变化曲线

Figure 4 Concentration of free estrogens during composting
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项目

EEF[12]

0 d EEQ
70 d EEQ

E2
1

281.98
11.98

E1
0.6

16.10
41.57

E3
0.75
7.44
0

EE2
8.7

225.73
0

DES
4.7

359.90
0

OP
0.001 9
0.146

0

NP
0.000 18
0.086
0.042

BPA
0.002 3
0.036

0

ΣCEs
0.6

1 051.0
21.59

ΣEEQ
—

1 942.4
75.18

表4 雌激素对应的雌二醇当量因子和堆肥前后的雌二醇当量（μg·kg-1）

Table 4 The estradiol equivalent factor，and the calculated estradiol equivalent at 0 d and 70 d（μg·kg-1）

堆肥 0 d 的 EEQ为 1942 μg·kg-1，雌激素活性主

要由结合态雌激素、DES、E2和EE2贡献，其中结合态

雌激素占 54.11%；至堆肥结束 70 d 的 EEQ为 75.18
μg · kg-1，其中 E1 贡献 55.29%，结合态雌激素为

28.71%；以雌二醇活性（EEQ）变化评价堆肥过程对雌

激素的降解效果，雌激素去除率约96.13%。

3 结论

（1）牛粪中雌激素以结合态雌激素为主，其中主

要为葡糖苷酸盐结合态。

（2）结合态雌激素在堆肥初期（0~10 d）首先被微

生物转化为以E1为主的自由态雌激素，再进一步降

解。其中，硫酸盐结合态相较于葡糖苷酸盐结合态在

环境中更加稳定。

（3）目标雌激素（除NP外）在堆肥过程中能有效

降解，NP的残留率为 48.84%。但堆肥 70 d后仍有 8
种雌激素被检出，EEQ为 75.18 μg·kg-1，最终可能经

粪肥还田过程将雌激素排放至土壤环境，并进一步经

地表径流污染水生环境，造成生态风险。
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