
２０１７年９月
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１７

岩　矿　测　试
ＲＯＣＫＡＮＤＭＩＮＥＲＡＬＡＮＡＬＹＳＩＳ

Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．５
５１９－５２８

收稿日期：２０１７－０５－３１；修回日期：２０１７－０６－３０；接受日期：２０１７－０７－１７
基金项目：国家自然科学基金资助项目（４１４７２２３７，４１４７１４０９）；沈阳市科学事业费竞争性选择项目；辽宁省创新团队项目

（ＬＴ２０１５０１７）
作者简介：王园园，硕士研究生，环境科学与工程专业。Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｙｕａｎｙｕａｎ５９２１＠ｑｑ．ｃｏｍ。
通讯作者：杨悦锁，教授，主要从事污染地下水和土壤的场地调查、污染物识别等方面研究。Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｙｕｅｓｕｏ＠ｊｌｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

王园园，宋晓明，温玉娟，等．固相萃取 －衍生化 －气相色谱 －质谱联用测定不同水体中类固醇雌激素方法研究［Ｊ］．岩矿
测试，２０１７，３６（５）：５１９－５２８．
ＷＡＮＧＹｕａｎｙｕａｎ，ＳＯＮＧＸｉａｏｍｉｎｇ，ＷＥＮＹｕｊｕａｎ，ｅｔａｌ．ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＳｔｅｒｏｉｄＥｓｔｒｏｇｅｎｓｉｎＤｉｆｆｅｒｅｎｔＷａｔｅｒＳａｍｐｌｅｓＵｓｉｎｇＳＰＥ
ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎＣｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈＧＣＭＳ［Ｊ］．ＲｏｃｋａｎｄＭｉｎｅｒａｌＡｎａｌｙｓｉｓ，２０１７，３６（５）：５１９－５２８．

【ＤＯＩ：１０．１５８９８／ｊ．ｃｎｋｉ．１１－２１３１／ｔｄ．２０１７０５３１００９２】

固相萃取 －衍生化 －气相色谱 －质谱联用测定不同水体中
类固醇雌激素方法研究
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摘要：针对地下水及地表水体样品中痕量类固醇雌激素（ＳＥｓ）污染问题，本文建立了固相萃取 －衍生化 －
气相色谱－质谱联用（ＳＰＥ－ＧＣ－ＭＳ）同时测定不同水体中５种 ＳＥｓ：雌酮（Ｅ１）、１７α－雌二醇（１７α－Ｅ２）、
１７β－雌二醇（１７β－Ｅ２）、１７α－乙炔基雌二醇（ＥＥ２）、雌三醇（Ｅ３）的分析检测方法。通过优化固相萃取过
程和衍生化条件以及复杂样品的二次净化过程，发现用 ＯａｓｉｓＨＬＢ柱萃取，用乙酸乙酯洗脱，４０℃条件衍生
化２０ｍｉｎ可以达到最佳效果，并且经甲醇活化过的ＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸ柱对复杂样品的二次净化效果较好。本方
法对Ｅ１、１７α－Ｅ２、１７β－Ｅ２和ＥＥ２、Ｅ３检测的线性范围分别为５～１０００ｎｇ／Ｌ和１０～１０００ｎｇ／Ｌ；方法检出限
和定量限分别为２～３ｎｇ／Ｌ和６．５～１０ｎｇ／Ｌ；对水样的加标回收率范围为８０％～１２０％；该方法测定 ＳＥｓ峰
面积的日内相对标准偏差为６．８％ ～１０％。应用此方法对鱼塘水、河水、地下水、污水处理厂二级出水进行
了ＳＥｓ污染水平检测，结果表明该检测技术可以有效应用于不同水质地表及地下水体类固醇雌激素化学风
险识别与评估。
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水体是各种污染物传输和扩散的环境途径，尤

其地下水循环是对土壤包气带与含水层构成污染风

险的重要营力。地下水中污染物的含量虽然一般比

地表水低，但是潜在健康和环境风险更高，这给检测

带来更大的挑战。环境雌激素作为一种内分泌干扰

物（ＥＤＣｓ），能够进入动物或人体，在生物体内富集，
并对机体内正常内分泌物质的合成、释放、运转、代

谢以及结合等产生干扰，从而破坏内分泌系统的正

常运行［１－２］。相对于其他 ＥＤＣｓ，类固醇雌激素

（ＳＥｓ）被认为具有更强的内分泌干扰性和生物活
性［３－４］。在很低的浓度（１ｎｇ／Ｌ）条件下，ＳＥｓ便能
引起人体或动物生殖障碍、行为异常和幼体变异

等［５－７］。目前，研究人员从不同环境水体甚至饮用

水中均检测到 ＳＥｓ［８－１０］。因此，针对不同类型水体
尤其是杂质含量高、成分复杂的地表水以及受到痕

量污染的地下水中类似于ＳＥｓ的新型污染物的可靠
检测技术和方法是其化学风险评估和进一步修复工

程实施的重要内容，应当尽快开发灵敏、高效的 ＳＥｓ
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测试方法，对不同类型水体中的 ＳＥｓ污染化学风险
进行识别和评估。

环境中典型的ＳＥｓ主要包括动物和人体内天然
存在的雌酮（Ｅ１）、１７β－雌二醇（Ｅ２）、雌三醇（Ｅ３）
和人工合成的用于口服避孕药物的１７α－乙炔基雌
二醇（ＥＥ２）。ＳＥｓ的危害性比较大，尤其是１７β－Ｅ２
的内分泌干扰性最强［１１－１２］。这些 ＳＥｓ部分已经迁
移进入地下水中，给人类饮用水安全造成严重威

胁［１３－１５］。不同类型的水体中ＳＥｓ种类多，含量通常
较低，一般为 μｇ／Ｌ或 ｎｇ／Ｌ数量级，再加上基质效
应等其他干扰因素的存在，即使使用灵敏度很高的

分析仪器也难以得到准确的测试结果，因此样品分

离富集前处理技术在痕量分析中尤为重要［１６］。目

前，针对水体样品的前处理技术主要有：①固相萃取
法（ＳＰＥ）［１７－１８］；②液液萃取（ＬＬＥ）［１９］；③固相微萃
取 （ＳＰＥＡ）［２０－２１］；④ 分 散 液 液 微 萃 取

（ＤＬＬＭＥ）［２２－２４］。其中，固相萃取法应用最为广泛。
而针对水体中ＳＥｓ的检测方法主要有：①免疫分析
法［２５］：具有很好的稳定性和重现性，但是由于不同

ＳＥｓ组分具有相似的结构，免疫分析法无法对不同
类型的 ＳＥｓ进行分离，只能检测单一 ＳＥｓ化合物含
量或所有ＳＥｓ总量；②ＩＴ分子印迹技术［１７，２６］：该方

法选择性很高，但是制备模板分子或分子印迹聚合

物不适宜非专业人士操作；③同位素标注法［２７］：该

方法灵敏度高，定量准确、方法简便，但是同位素标

记物具有放射性，对人体健康危害较大，标记化合物

所需原料成本较高；④液相色谱 －质谱法（ＬＣ－
ＭＳ）［２８－２９］：可检测城市污水及地下水中以纳克级存
在的低浓度ＳＥｓ，具有很高的分离性能，但是样品前
处理时间较长，仪器价格昂贵；⑤气相色谱－质谱法
（ＧＣ－ＭＳ）［３０－３２］：虽然该技术也需要足够量的样品
和衍生化操作，但是灵敏度高、检测速度快、选择性

好，通常被人们应用于水环境中痕量 ＳＥｓ的分析
检测。

现有关利用ＳＰＥ－衍生化 －ＧＣ－ＭＳ方法检测
水中类固醇雌激素的报道已有很多，但仍存在以下

问题：①地表水中的 ＳＥｓ污染物因浓度高而容易被
检测，而地下水中的 ＳＥｓ新型污染物因浓度低而不
易被探测；前人涉及相关文献研究已经表明 ＳＥｓ的
确能够由地表穿透包气带进入地下水中。但是目前

的研究仍然主要集中于对河流、污水等地表水的检

测，很少涉及污染物含量更低、潜在风险更高的饮用

水等地下水样检测；②对于某些成分比较复杂、含有
色杂质较多的污废水以及部分地下浅水水样经ＳＰＥ
浓缩富集之后仍有不同程度的色素残留，若直接进

行ＧＣ－ＭＳ检测，对色谱柱损害较大，可能造成色谱
柱堵塞或缩短色谱柱使用寿命，以往研究很少针对

这种情况提及固相萃取之后的二次净化过程；

③大多数研究［３２－３４］中，衍生化过程时间较长，所需

温度较高，导致总体衍生化效率较低。因此，针对以

上问题，本研究建立的ＳＰＥ－（净化）－衍生化－ＧＣ
－ＭＳ法对包括地表水和地下水在内的不同类型水
体中ＳＥｓ污染水平进行检测，并针对固相萃取之后
仍含有色素等杂质的污水增加了二次净化过程。本

方法中衍生化时间相对较短，所需衍生化温度相对

较低，在一定程度上提高了衍生化效率。因此，本项

研究就是在有效吸收前人研究成果基础上，努力在

这几个方面有所突破，为地下水资源保护和饮用水

安全提供检测技术支撑。

１　实验部分
１．１　仪器和设备

ＴＲＡＣＥＧＣＵｌｔｒａ－ＰｏｌａｒｉｓＱ型气相色谱－质谱
仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，美国），配ＡＩ／ＡＳ３０００型自动
进样器；ＤＢ－５ＭＳ色谱柱（Ｊ＆Ｗ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美
国）；ＤＰ４００Ｄ－２型氮气吹扫仪（无锡德谱仪器制造
有限公司，中国）；ＶｉｓｉｐｒｅｐＴＭ大体积采样器与２４位
真空固相萃取装置（Ｓｕｐｅｌｃｏ公司，美国）；固相萃取
小柱（Ａｇｉｌｅｎｔ公司，美国）：ＯａｓｉｓＨＬＢ（Ｗａｔｅｒｓ公司，
１５０ｍｇ／６ｃｃ）；净化柱：ＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸ（Ｓｅｐａｘ公司，
５００ｍｇ／６ｃｃ）；ＰＢ－１０型 ｐＨ计（赛多利斯公司，德
国）；ＳＱＰ型电子天平（赛多利斯公司，德国）。
１．２　标准溶液和主要试剂

ＳＥｓ标准品（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）：Ｅ１（纯度
≥９９．５％）、１７α－Ｅ２（纯度≥９９．０％）、１７β－Ｅ２（纯
度≥９８．２％）、ＥＥ２（纯度≥９８．２％）和 Ｅ３（纯度
≥９８．８％）；衍生化试剂ＭＳＴＦＡ［Ｎ－甲基 －Ｎ－（三
甲基硅烷基）三氟乙酰胺：Ｃ６Ｈ１２Ｆ３ＮＯＳｉ］购自美国
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。

ＳＥｓ标准储备液：准确称取 Ｅ１、１７－αＥ２、
１７－βＥ２、ＥＥ２、Ｅ３、１７β－Ｅ２－ｄ４标准品各１０ｍｇ分
别溶于１０ｍＬ甲醇中，配制成１．０ｇ／Ｌ的 ＳＥｓ标准
储备液，置于冰箱（４℃）中冷藏保存。

ＳＥｓ混合标准储备液：分别从上述各 ＳＥｓ标准
—０２５—
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储备液中准确量取１００μＬ于１０ｍＬ容量瓶中，用甲
醇定容，配制成１０ｍｇ／Ｌ的ＳＥｓ标准混合液，置于冰
箱中４℃保存。实验中根据需要稀释成所需浓度。

本实验所用有机试剂：甲醇、乙酸乙酯、丙酮、二

氯甲烷等均为色谱纯级，购自德国Ｍｅｒｃｋ公司；吡啶
（科密欧公司，中国）纯度≥９９．５％；本研究所用水
为超纯水，由美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司的Ｍｉｌｌｉ－ＱＤｉｒｅｃｔ１６
超纯水机制备。

１．３　实验方法
１．３．１　固相萃取

用ＳＥｓ标准混合溶液与超纯水配制浓度为２００
ｎｇ／Ｌ的溶液进行ＳＥｓ测试方法的开发，利用野外采
集的不同类型的水样进行测试方法的验证与基质效

应评估。取各类型水样１Ｌ，过０．４５μｍ混合纤维
素膜（ＭＣＥ），加入内标物质１７α－Ｅ２－ｄ４，使其含量
为２００ｎｇ／Ｌ。ＯａｓｉｓＨＬＢ柱活化与平衡条件为：首先
用５ｍＬ乙酸乙酯过柱，然后用 ５ｍＬ甲醇浸泡
５ｍｉｎ，最后用１５ｍＬ超纯水过柱，以１～２ｍＬ／ｍｉｎ
流速对柱子进行活化与平衡。将１Ｌ水样利用大体
积采样器以３～５ｍＬ／ｍｉｎ的流速通过ＯａｓｉｓＨＬＢ柱
对ＳＥｓ进行富集。水样过柱后，用１０ｍＬ体积浓度
１０％的甲醇水溶液淋洗固相萃取柱，以清除柱内的
杂质。将固相萃取柱真空抽干 ６０ｍｉｎ，最后用
１０ｍＬ乙酸乙酯以１ｍＬ／ｍｉｎ的流速对目标ＳＥｓ进行
洗脱。成分复杂的样品（如：污水处理厂二级出水）

洗脱液中有色杂质较多时需要进行二次净化步骤：

将洗脱液利用轻柔氮气流吹干，然后加入１ｍＬ甲醇
重新溶解ＳＥｓ，并将其通过 ＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸ柱（预先用
５ｍＬ甲醇进行活化）进一步净化，最后利用５ｍＬ甲
醇洗脱。

图 １　目标ＳＥｓ的（ａ）全扫描和（ｂ）选择离子扫描总离子流色谱图
Ｆｉｇ．１　ＴＩＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔａｒｇｅｔｓｔｅｒｏｉｄｅｓｔｒｏｇｅｎｓｂｙ（ａ）ｆｕｌｌｓｃａｎａｎｄ（ｂ）ｓｅｌｅｃｔｅｄｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

１．３．２　样品衍生化
将ＳＥｓ标准溶液和 ＳＰＥ洗脱液经轻柔氮气流

吹至近干，转移至色谱小瓶内，然后在氮气流中浓缩

至干，加入５０μＬ吡啶和１００μＬＭＳＴＦＡ，涡旋３０ｓ
后，在４０℃条件下反应２０ｍｉｎ，冷却至室温后转入
内衬管中进行ＧＣ－ＭＳ分析。
１．３．３　ＧＣ－ＭＳ分析条件

（１）ＧＣ条件：ＴＲ５－ＭＳ型石英毛细管色谱柱
（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；载气（纯度为
９９．９９９％的氦气）流量为１ｍＬ／ｍｉｎ（恒流）；进样方
式为不分流进样；进样量为１μＬ；色谱柱升温程序：
初始温度５０℃，保持２ｍｉｎ；以１２℃／ｍｉｎ速率升至
２６０℃，保持 ８ｍｉｎ；最后以 ３℃／ｍｉｎ速率升至
２８０℃，保持５ｍｉｎ。进样口温度为２８０℃。

（２）ＭＳ条件：电子轰击离子源（ＥＩ），电离电压
７０ｅＶ；离子源温度２５０℃，传输线温度２８０℃；溶剂
延迟时间１５ｍｉｎ；采用全扫描模式（ＳＣＡＮ）和选择
离子扫描模式进行扫描（ＳＩＭ），扫描范围为质量数
ｍ／ｚ５０～６００，根据５种 ＳＥｓ组分的标准谱图，对每
种物质选择几个丰度较强的离子作为定性和定量

离子。

２　结果讨论
２．１　色谱与质谱行为

全扫描模式可以得到衍生物特征离子和保留时

间用于定性分析，选择离子扫描模式可以得到色谱

峰面积用于定量分析。将５种ＳＥｓ组分和内标化合
物１７β－Ｅ２－ｄ４的单标溶液进行衍生化后，在 ｍ／ｚ
５０～６００范围内进行全扫描，得到其对应的标准谱
图以及各目标ＳＥｓ的保留时间，并选择几个相对丰
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度较强的碎片离子作为特征离子（见表１）。将特征
离子中丰度最大的碎片离子作为定量离子，其他作

为定性离子。然后将５种 ＳＥｓ组分与１７β－Ｅ２－ｄ４
的混合标准溶液衍生化后进行扫描，得到６种 ＳＥｓ
的总离子流色谱图，如图１ａ和ｂ所示分别为全扫描
模式和选择离子扫描模式下的总离子流色谱图。从

图１中可以看出，通过优化升温程序后，５种 ＳＥｓ组
分分离良好，但１７β－Ｅ２和１７β－Ｅ２－ｄ４的峰相互
重叠，这也与 Ｎｉｅ等［３５］、Ｌｉｕ等［３６］等的研究结果一

致。虽然二者未能实现分离，但它们的定性离子和

定量离子均不相同，因此仍可以对其进行准确的区

分与定量研究。

表 １　目标ＳＥｓ的保留时间及其特征离子
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｓａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｉｏｎｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔ

ｓｔｅｒｏｉｄｅｓｔｒｏｇｅｎｓ

化合物
保留时间

（ｍｉｎ）

定性离子

（ｍ／ｚ）

定量离子

（ｍ／ｚ）

Ｅ１ ２３．２４ ３４２，２１８，２５７ ３４２
１７α－Ｅ２ ２２．８１ ２８５，３２６，４１６ ２８５
１７β－Ｅ２ ２３．４０ ２８５，３２６，４１６ ２８５

１７β－Ｅ２－ｄ４ ２３．４０ ２８５，１２９，４１６ ２８５
ＥＥ２ ２５．１９ ４２５，２３２，２８５ ４２５
Ｅ３ ２６．５６ ３１１，３８６ ３１１

２．２　衍生化条件的选择
衍生化时间和温度会影响衍生化的效果。本研

究采用ＭＳＴＦＡ作为衍生化试剂，分别考察不同衍生
化时间和衍生化温度对 ＳＥｓ组分的回收率影响，每
组实验条件重复３次，计算平均回收率和标准偏差
见表２。

表 ２　衍生化时间和温度对目标化合物回收率的影响
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

化合物

回收率（％）±标准偏差（％）

２０℃
４０℃ ６０℃ ８０℃ ４０℃ ６０℃ ８０℃ ４０℃ ６０℃ ８０℃

２０ｍｉｎ ４０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ

Ｅ１ ８８．８±２．８ ９８．４±２．９ １０１．２±３．４１０１．３±３．１１００．２±３．７１０３．１±３．９ ９６．７±５．０ １０５．５±３．４１０５．６±６．１１０８．１±４．３
１７α－Ｅ２ ９０．７±２．９ ９８．２±２．９ ９５．８±７．０ ９８．２±５．０ ９９．３±３．２ ９９．２±４．５ ９３．９±８．６ １００±３．４ １０２．８±３．６ ９９．１±５．８
１７β－Ｅ２ ９０．５±７．０ ９８．８±５．０ ９８．１±３．４ ９８．５±２．６ ９６．１±６．４ ９８．９±４．５ ９３．８±５．８ ９９．８±４．４ １０３±８．２ １００．６±３．１
ＥＥ２ ８６．８±４．３ ９９．９±５．２ ９９．８±５．４ ９６．５±８．８ １０１．３±３．３ ９７±７．６ ９５．９±８．８ １０８±４．２ １００．６±７．０１００．３±８．４
Ｅ３ ８８．７±６．１ １０２．３±２．４１０３．４±４．１１０９．５±５．３１０３．４±２．８１１１．８±５．３ ８６．８±８．４ １１１．８±５．３１０９．４±４．１１０９．７±４．８

根据表２测试结果可以看出，在室温２０℃、不
加热条件下，各 ＳＥｓ组分的平均回收率较低，仅为
８６．８％ ～９０．７％。温度较高（８０℃）时，衍生化

２０ｍｉｎ和６０ｍｉｎ回收率较高，而衍生化４０ｍｉｎ回收
率略微有所降低。推测该现象的原因可能是温度较

高（８０℃）时，初始阶段（２０ｍｉｎ）衍生化试剂与
ＳＥｓ快速反应生成有利于 ＧＣ－ＭＳ分析的产物，随
着反应时间的推移，衍生化试剂可能与吡啶、ＳＥｓ或
初始阶段的衍生化产物重新反应生成不利于 ＧＣ－
ＭＳ分析的副产物所致。再延长反应时间，这种不利
于ＧＣ－ＭＳ分析的副产物可能在高温条件下分解还
原生成有利于ＧＣ－ＭＳ分析的衍生化产物。对比不
同的衍生化温度可以看出，当温度为４０℃时，衍生
化效果较好，随着衍生化温度的升高，５种 ＳＥｓ的回
收率无明显提高甚至出现回收率降低的情况；对比

不同的衍生化时间可以看出，当时间为２０ｍｉｎ时，
各目标化合物的回收率均已达到９６．５％以上，再增
加衍生化时间对回收率的提高贡献不大。综合考虑

５种 ＳＥｓ组分的回收率以及衍生化效率，发现在
４０℃条件下衍生化２０ｍｉｎ可达到最佳效果。因此，
本研究选择衍生化温度４０℃、衍生化时间２０ｍｉｎ作
为ＭＳＴＦＡ的最佳衍生化条件。
２．３　固相萃取条件的优化
２．３．１　固相萃取条件的改进和确证

文献［３７］采用１０ｍＬ丙酮作为洗脱溶剂，对比
了４种固相萃取柱（ＬＣ－１８、ＯａｓｉｓＨＬＢ、Ｓｅｐ－Ｐａｋ
Ｃ１８和 ＥＮＶＩＴＭ－１８）对 Ｅ１、Ｅ２、ＥＥ２和 Ｅ３的萃取
效果，结果表明，ＯａｓｉｓＨＬＢ对４种目标化合物的回
收率最高，可以达到８２．０％ ～９４．９％，并具有良好
的重现性。ＥＮＶＩＴＭ－１８柱对 Ｅ２的回收率虽然也
高于９０％，但是对 Ｅ１、ＥＥ２和 Ｅ３的回收率较低。
本研究对该文献中提到的４种固相萃取柱对比实验
进行了重复和验证，得到了类似的结论。因此，选择

ＯａｓｉｓＨＬＢ柱对水样进行固相萃取。
根据相似相溶原理，不同的洗脱溶剂由于极性
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不同，对ＳＥｓ各组分洗脱效果也有所差异，因此有必
要对不同极性的洗脱溶剂进行研究。现有文献报

道［３２，３５，３７－３８］中，主要用到的洗脱溶剂有丙酮、乙酸

乙酯、二氯甲烷或二氯甲烷与丙酮的混合溶液。本

研究以常用的洗脱溶剂以及极性更强的甲醇，考察

了ＯａｓｉｓＨＬＢ柱对加标水样中目标化合物的回收
率。所用４种洗脱溶剂极性大小为：甲醇 ＞丙酮 ＞
乙酸乙酯 ＞二氯甲烷，洗脱溶剂体积均为 １０ｍＬ。
结果表明，乙酸乙酯对５种目标化合物的洗脱效果
最好，测试回收率为１００．３～１１１．５％；甲醇对５种
目标化合物的洗脱效果较乙酸乙酯差，测试回收率

只有８６．５％～９４．４％；二氯甲烷极性较弱，只对 Ｅ１
和Ｅ２的洗脱效果较好，而 Ｅ３的极性强于 Ｅ１和
Ｅ２，二氯甲烷不能将极性相对较强的 Ｅ３充分洗脱
下来，对Ｅ３的回收率几乎为０，并且对 ＥＥ２的回收
率也低于９０％。丙酮对５种目标化合物的洗脱效
果总体上也比较差，仅对１７β－Ｅ２和ＥＥ２的洗脱效
果相对较好，回收率分别为１０７．６％和９５．３％，对其
余３种 ＳＥｓ的回收率均高于１２０％，可能是由于甲
醇和丙酮的极性均强于乙酸乙酯，在洗脱 ＳＥｓ各组
分的同时也把部分杂质洗脱下来，不利于 ＧＣ－ＭＳ
分析，这与文献［３７］中所得结论有所不同。根据本
研究得到的乙酸乙酯对ＳＥｓ的洗脱效果强于丙酮的
结论，并且丙酮比乙酸乙酯对人体健康的危害更大，

而对比丙酮洗脱和乙酸乙酯洗脱的实验过程，显示

出丙酮在氮气流中吹干的速度较乙酸乙酯更慢，因

此本研究选择乙酸乙酯作为洗脱溶剂。

表 ３　五种类固醇雌激素的线性方程、相关系数、线性范围、检出限和定量限
Ｔａｂｌｅ３　Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ，ＬＯＤａｎｄＬＯＱｏｆｆｉｖｅｅｓｔｒｏｇｅｎｓ

化合物 回归方程
相关系数

（Ｒ２）
线性范围

（ｎｇ／Ｌ）
检出限

（Ｓ／Ｎ＝３，ｎｇ／Ｌ）
定量限

（Ｓ／Ｎ＝１０，ｎｇ／Ｌ）
Ｅ１ Ｙ＝－３９８７．６７＋１３１２．４３Ｘ ０．９９８４ ５～１０００ ２ ６．５

１７－αＥ２ Ｙ＝－３２０７５．１＋１５４１．７５Ｘ ０．９９８２ ５～１０００ ２ ６．５
１７－βＥ２ Ｙ＝－３６４６１．６＋１６９４．５９Ｘ ０．９９８１ ５～１０００ ２ ６．５
ＥＥ２ Ｙ＝－７５９６．５＋２９１．４４２Ｘ ０．９９６３ １０～１０００ ３ １０
Ｅ３ Ｙ＝－５８９８．０３＋４２５．５８９Ｘ ０．９９８６ １０～１０００ ３ １０

２．３．２　含有色杂质水样的二次净化
本研究发现某污水处理厂出水和一部分地下浅

水水体中含有一定量的有色杂质，经 ＯａｓｉｓＨＬＢ柱
固相萃取之后，样品中的有色杂质仍难以去除，若直

接进行衍生化操作及 ＧＣ－ＭＳ检测，对色谱柱损害
较大，并且很可能影响测试结果的准确性。因此，本

研究对比了 Ｓｉｌｉｃａｃａｒｔｒｉｄｇｅ、Ｆｌｏｒｉｓｉｌ和 ＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸ

三种净化柱对含有色素等杂质的污水水样的净化效

果，并通过优化活化与洗脱过程，最后发现用甲醇对

ＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸ净化柱进行预先活化，并用甲醇作为
洗脱溶剂可以达到去除水样中有色杂质的目的。含

有色杂质的水样经过 ＳＰＥ、ＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸ柱净化后，
色谱图基线噪声信号与净化前相比有所降低，并且

杂峰数量也有所减少，回收率可达到９０％以上。具
体净化步骤为：将 ＯａｓｉｓＨＬＢ柱 ＳＰＥ后的洗脱液利
用轻柔氮气流吹干，然后加入１ｍＬ甲醇重新溶解
ＳＥｓ，并将其通过预先用 ５ｍＬ甲醇进行活化过的
ＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸ柱进一步净化，最后利用５ｍＬ甲醇洗
脱。洗脱液再次经轻柔氮气流吹干后，可进行衍生

化过程。含有色杂质的水样经ＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸ柱净化
前后色谱图对比见图２。
２．４　方法线性范围、检出限和定量限

将ＳＥｓ标准混合液稀释配制成系列浓度梯度的
样品溶液，经上述优化的 ＳＰＥ－衍生化 －ＧＣ－ＭＳ
分析测定后，以信噪比 Ｓ／Ｎ＝３所对应的被测化合
物浓度作为该方法的检出限（ＬＯＤ），以信噪比 Ｓ／Ｎ
＝１０所对应的被测化合物浓度作为该方法的定量
限（ＬＯＱ）。以各ＳＥｓ组分的分子离子峰与内标物的
分子离子峰的峰面积的比值 Ｙ为纵坐标，以质量浓
度Ｘ（ｎｇ／Ｌ）为横坐标进行线性回归分析，得到５种
ＳＥｓ组分的线性回归方程与相关系数（表３）。由表
３结果可知，各化合物峰面积与其质量浓度的线性
相关性良好，相关系数（Ｒ２）大于０．９９５，线性范围为
５～１０００ｎｇ／Ｌ（Ｅ１、Ｅ２）和１０～１０００ｎｇ／Ｌ（Ｅ２、Ｅ３）。
２．５　地下水加标回收测试

取位于沈阳市北部的沈北新区地下水２份，加
入混合标准溶液，使２份样品的加标量分别为１００
ｎｇ／Ｌ、和５００ｎｇ／Ｌ，每份水样做三个平行样，按照本
研究优化好的 ＳＰＥ－ＧＣ－ＭＳ方法进行测定，一天
内重复测定７次，测试结果减去样品本底值后，计算
各 ＳＥｓ组分的加标回收率和日内相对标准偏差
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图 ２　含有色杂质水样经 ＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸ柱净化前（ａ）和
净化后（ｂ）的色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｂｅｆｏｒｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄａｆｔｅｒ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ｂ）ｕｓｉｎｇＧｅｎｅｒｉｋＮＡＸｃｏｌｕｍｎｓ

（ＲＳＤ）。测试结果表明，加标浓度无论是１００ｎｇ／Ｌ
还是５００ｎｇ／Ｌ，地下水样中５种 ＳＥｓ的回收率都在
８３．２％ ～１２０．６％，相对标准偏差范围在 ６．８％ ～
１０％，基质效应较弱。因此，本研究建立的 ＳＰＥ－
ＧＣ－ＭＳ测试方法具有较好的准确度与精密度，可
以满足相关实际水样的分析测试要求。

２．６　地表水及地下水中 ＳＥｓ污染水平检测和污染
来源初步分析
利用本研究建立的ＳＥｓ分析测试方法，调查了沈

阳市城郊不同水体中ＳＥｓ的分布及其浓度水平。地
下水水样包括苏家屯区八一镇地下水，位于沈阳市北

部的沈北新区农田地下水、居民用井水；地表水水样

包括八一镇鱼塘水、苏家屯和穆家桥河水以及沈北新

区某污水处理厂二级出水。由测试结果（图３）可以
看出，人工合成的类固醇雌激素 ＥＥ２在除了农田地
下水水样之外的其他水样中都有检出，且浓度范围在

５１．７６～２００．３５ｎｇ／Ｌ，远远超过ＥＥ２的预计无影响浓
度０．１ｎｇ／Ｌ，说明人工合成的雌激素ＥＥ２对生态环境
和人体健康的潜在危险性较高。鱼塘水样中５种ＳＥｓ

都有检出，浓度最高可达２００．３５ｎｇ／Ｌ，该浓度可能会
对鱼类生长繁殖造成一定的影响［３９－４１］。苏家屯与穆

家桥两条河流水样中均未检出１７α－Ｅ２，苏家屯河水
中Ｅ１、１７β－Ｅ２、ＥＥ２、Ｅ３均有检出，浓度范围在１７．２６
～６７．３４ｎｇ／Ｌ；穆家桥河水中只检出ＥＥ２，并且浓度较
高，达到了 １９３．３７ｎｇ／Ｌ，其他四种 ＳＥｓ均未检出。
八一镇地下水、农田地下水以及民用井水中也检测出

ＳＥｓ，可能与畜禽养殖以及粪肥使用有很大关
系［４２－４３］。除了农田地下水外，其余地下水中的 ＥＥ２
含量较高，可能是由于农田中人口密度小，人工合成

的ＥＥ２使用量较少，而一般乡镇居民区人口密度大，
使用人工合成的ＳＥｓ药物较多，因此地下水受到ＥＥ２
的污染严重。污水处理厂的污水经过处理后，大部分

ＳＥｓ可以被微生物降解，但是很难被降解完全。在污
水处理厂的二级出水中，１７α－Ｅ２、Ｅ１、１７β－Ｅ２、ＥＥ２、
Ｅ３均被检出，平均浓度为５０．９ｎｇ／Ｌ，此分析结果对
于污水处理工艺的选择以及针对典型ＳＥｓ污染水体
优化处理方式提供了依据。

图 ３　不同水体中ＳＥｓ浓度分布柱状图

Ｆｉｇ．３　Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｅｓｔｒｏｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｔｅｒ
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３　结论
针对水体尤其是地下水中的新型污染物的低浓

度和高毒性特点，本研究开发了利用 ＳＰＥ－（净化）
－衍生化－ＧＣ－ＭＳ测试方法对不同类型水体中痕
量ＳＥｓ进行有效检测，进而在进一步污染化学风险
识别及评估方面具有很好的应用前景。实验室检测

研究证实，通过优化固相萃取柱的类型、衍生化时间

和温度，并增加优化了针对成分复杂有色杂质含量

高的污水二次净化过程，另外用乙酸乙酯代替常用

的丙酮作为洗脱溶剂，可以大大缩短氮气吹干的时

间，提高固相萃取效率，降低有机溶剂对实验人员的

健康危害；优化后的衍生化时间较短，所需温度较

低，大大提高了衍生化效率。该方法的检出限、定量

限、准确度和精密度等参数均能够满足不同类型实

际水样的测试要求，可以为水体中痕量（ｎｇ／Ｌ级）类
固醇雌激素的检测提供可靠的数据。

通过野外场地不同水体样品检测结果表明，ＳＥｓ
已经对各类水体造成了比较严重的污染，尤其是地

下水中ＳＥｓ的检出对人类饮用水安全产生了威胁，
应针对此类新型污染物的修复治理以及预防等方面

进行深入研究。
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２００４，１０２２（１）：１７９－１８９．

［３７］　黄斌，潘学军，万幸，等．固相萃取衍生化气相色谱／
质谱测定水中类固醇类环境内分泌干扰物［Ｊ］．分析
化学，２０１１，３９（４）：４４９－４５４．
ＨｕａｎｇＢ，Ｐａｎ Ｘ Ｊ，Ｗａｎ Ｘ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｔｅｒｏｉｄｅｎｄｏｃｒｉｎｅｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇｃｈｅｍｉｃａｌｓ
ｉｎｗａｔｅｒｂｙｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｇａｓ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌ
ｏｆＡｎａｌｙｔｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１１，３９（４）：４４９－４５４．

［３８］　张宏，毛炯，孙成均，等．气相色谱 －质谱法测定尿及
河底泥中的环境雌激素［Ｊ］．色谱，２００３，２１（５）：
４５１－４５５．
ＺｈａｎｇＨ，ＭａｏＪ，ＳｕｎＣＪ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｅｓｔｒｏｇｅｎｓｉｎｕｒｉｎｅａｎｄｂｅｄｍｕｄｂｙｇａｓ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌ

ｏｆＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２００３，２１（５）：４５１－４５５．
［３９］　ＤｅｌａｕｎｅＰＢ，ＪｒＭＰ．１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｉｎｒｕｎｏｆｆａｓａｆｆｅｃｔｅｄ

ｂｙｖａｒｉｏｕｓｐｏｕｌｔｒｙｌｉｔｔｅｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ［Ｊ］．
ＳｃｉｅｎｃｅｏｆｔｈｅＴｏｔａｌＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１３，４４４：２６－３１．

［４０］　ＺｈａｎｇＨ，ＳｈｉＪ，ＬｉｕＸ，ｅｔａｌ．Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｒｅｍｏｖａｌｏｆ
ｆｒｅｅｅｓｔｒｏｇｅｎｓ，ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｅｓｔｒｏｇｅｎｓ，ａｎｄｂｉｓｐｈｅｎｏｌＡｉｎ
ｍａｎｕｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｆａｃｉｌｉｔｉｅｓｉｎＥａｓｔＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｗａｔｅｒ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，５８：２４８－２５７．

［４１］　ＢｅｖａｃｑｕａＣＥ，ＲｉｃｅＣＰ，ＴｏｒｒｅｎｔｓＡ，ｅｔａｌ．Ｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒ
ｍｏｎｅｓｉｎｂｉｏｓｏｌｉｄｓａｎｄｐｏｕｌｔｒｙｌｉｔｔｅｒ：Ａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｉｎｐｕｔｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅｏｆｔｈｅＴｏｔａｌ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１１，４０９：２１２０－２１２６．

［４２］　ＣａｒｏｎＥ，ＦａｒｅｎｈｏｒｓｔＡ，ＭｃｑｕｅｅｎＲ，ｅｔａｌ．Ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｉｎ３６ｓｕｒｆａｃｅｓｏｉｌｓｆｒｏｍＡｌｂｅｒｔａ，Ｃａｎａｄａ
［Ｊ］．Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，ＥｃｏｓｙｓｔｅｍｓａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１０，
１３９：５３４－５４５．

［４３］　ＬｅｅＢ，ＫｕｌｌｍａｎＳＷ，ＹｏｓｔＥＥ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｒａｉｎｆａｌｌｄｒｉｖｅｎｅｓｔｒｏｇｅｎｒｕｎｏｆｆａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ｆｒｏｍｓｗｉｎｅＡＦＯｓｐｒａｙｆｉｅｌｄｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅｏｆｔｈｅＴｏｔａｌ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１５，５３２：５７１－５８０．
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ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＳｔｅｒｏｉｄＥｓｔｒｏｇｅｎｓｉｎＤｉｆｆｅｒｅｎｔＷａｔｅｒＳａｍｐｌｅｓＵｓｉｎｇ
ＳＰＥｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎＣｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈＧＣＭＳ

ＷＡＮＧＹｕａｎｙｕａｎ１，ＳＯＮＧＸｉａｏｍｉｎｇ１，ＷＥＮＹｕｊｕａｎ１，ＭｕｈａｍｍａｄＡｄｅｅｌ１，ＹＡＮＧＹｕｅｓｕｏ１，２，
ＳＯＮＧＷｅｉ３

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＲｅｇｉｏｎａｌＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎｄＥｃｏｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ（ＳｈｅｎｙａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，
Ｓｈｅｎｙａｎｇ１１００４４，Ｃｈｉｎａ；

２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＧｒｏｕｎｄｗａｔｅｒＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎｄＲｅｓｏｕｒｃｅｓ（ＪｉｌｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，
Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ１３００２１，Ｃｈｉｎａ；

３．ＸｉｎｍｉｎＯｉｌＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎＰｌａｎｔｏｆＪｉｌｉｎＯｉｌｆｉｅｌｄ，ＣｈｉｎａＰｅｔｒｏｌｅｕｍａｎｄＮａｔｕｒａｌＧａｓＣｏ．，ＬＴＤ，Ｓｏｎｇｙｕａｎ１３８００１，
Ｃｈｉｎａ）

Ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓ
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· Ｅｍｐｌｏｙｍｅｎｔｏｆｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｌｕｔｉｏｎｃａｎｒｅｄｕｃｅｈｕｍａｎｈｅａｌｔｈ’ｓｒｉｓｋｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒｃｏｍｍｏｎｃｈｅｍｉｃａｌｓ．

· Ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄａｐｐｒｏａｃｈｉｓａｐｐｒｏｖｅｄｔｏｂｅｕｓｅｆｕｌａｎｄｃｏｓｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｓｔｅｒｏｉｄａｌ
ｅｓｔｒｏｇｅｎ．

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｓｏｌｖｅｔｒａｃｅｌｅｖｅｌｓｔｅｒｏｉｄ
ｅｓｔｒｏｇｅｎｐｏｌｌｕｔｉｏｎｉｎｇｒｏｕｎｄｗａｔｅｒａｎｄｓｕｒｆａｃｅ
ｗａｔｅｒ，ａＳＰＥＧＣＭＳａｐｐｒｏａｃｈｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｆｉｖｅｓｔｅｒｏｉｄｅｓｔｒｏｇｅｎｓ（ＳＥｓ），Ｅ１，１７αＥ２，
１７βＥ２，ＥＥ２ａｎｄＥ３，ｂｙｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｏｆｓｏｌｉｄ
ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ＳＰＥ）， ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄ ｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓａｍｐｌｅｓ ｈａｓ ｂｅｅｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｔｈａｔＯａｓｉｓＨＬＢ
ｃｏｌｕｍｎ，ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｌｕｔｉｏｎａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｚｉｎｇ
ａｔ４０℃ ｆｏｒ２０ｍｉｎｃａｎａｃｈｉｅｖｅｔｈｅｂｅｓｔ
ｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅＧｅｎｅｒｉｋ
ＮＡＸｃｏｌｕｍｎａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙｍｅｔｈｙｌｉｓｓｕｉｔａｂｌｅ
ｆｏｒｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｌｅｘ
ｓａｍｐｌｅｓ．ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆＥ１，１７αＥ２，
ａｎｄ１７βＥ２ａｒｅ５－１０００ｎｇ／Ｌ，ｗｈｅｒｅａｓｔｈｏｓｅ
ｏｆＥＥ２ａｎｄＥ３ａｒｅ１０－１０００ｎｇ／Ｌ．Ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓａｒｅ２－３ｎｇ／Ｌａｎｄ６．５－１０ｎｇ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｄｄｅｄ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓｒａｎｇｅｆｒｏｍ８０％ｔｏ１２０％．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｏｆｄａｉｌｙｐｅａｋａｒｅａｓｉｎｔｈｅＳＥｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｎｇｅｆｒｏｍ６．８％ ｔｏ１０％．ＴｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅＳＥｓｐｏｌｌｕｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｗａｔｅｒｓｆｒｏｍ
ｐｏｎｄ，ｒｉｖｅｒ，ｇｒｏｕｎｄｗａｔｅｒａｎｄｓｅｗａｇｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｌａｎｔｅｆｆｌｕｅｎｔａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｔｈａｔｔｈｉｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｃａｎｂｅ
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