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《固体废物 二噁英类的筛查 报告基因法》

编制说明

1 项目背景

1.1 任务来源

2015年 4月，国家环境保护部办公厅发布了《关于开展 2015年度国家环境保护标准项

目实施工作的通知》，下达了《固体废物 二噁英的筛查 报告基因法》国家环保标准制订计

划，项目统一编号为：2015-23。由国家环境分析测试中心承担本标准的制定工作。

1.2 工作过程

1.2.1 成立标准编制组并查询国内外相关标准和资料调研

国家环境分析测试中心接到此项标准制订任务后，立即成立标准编制小组，小组成员由

项目主持单位和中国环境监测总站、环境保护部对外合作中心、中国科学院生态环境研究中

心、浙江大学的相关人员组成，小组成员由从事二噁英研究的科研人员、有多年分析经验的

高级工程师、目前主要从事二噁英分析的技术人员与单位项目管理人员组成。2015年 5月，

标准编制组根据《国家环境保护标准制修订工作管理办法》（国环规科技〔2017〕1 号）和

《环境监测分析方法标准制修订技术导则》（HJ 168-2010）的相关规定，查询和收集国内外

相关标准和文献资料。

1.2.2 编制开题报告和标准文本初稿并组织开题论证会

2015年 9月完成了《国家环境保护标准制修订项目开题论证报告》及《固体废物 二噁

英类筛查 报告基因法》标准文本（草案）的编写。2015年 9 月 29日，环境保护部科技标

准司组织召开了本标准的开题论证会，论证委员会听取了标准主编单位所作的标准开题论证

报告和标准初稿内容介绍，经质询、讨论，形成以下论证意见：1、标准主编单位提供的材

料齐全，内容较为详实完整，格式较规范；2、标准主编单位对国内外相关标准及文献进行

了充分调研；3、本标准适用范围、主要内容及编制标准的技术路线较为合理可行，论证委

员会通过该标准的开题论证。提出如下修改意见和建议：1、明确技术路线的内容和依据；2、

通过实验筛选本标准所适用的细胞株，给出细胞株的质量要求；通过加标方式确定 DL-PCBs

等干扰物质的影响结果，增加干扰与消除的内容；3、采用飞灰、城市污水处理厂的污泥等

2-3种典型的固体废弃物进行验证；4、按照《环境监测分析方法标准制修订技术导则》（HJ

168-2010）和《国家环境污染物监测方法标准制修订工作暂行要求》（环科函﹝2009﹞10号）

的要求开展实验、验证和标准草案的编制工作。

1.2.3 项目研究工作

编制组进一步优化了前处理和仪器分析等参数，并于 2016年 2月根据优化后的实验条

件，进一步完善了编制说明和标准草案，并组织 6家实验室进行方法验证，于 2016年 8月
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开始进行数据汇总和整理分析工作，编写方法验证报告。

1.2.4 编写标准征求意见稿和征求意见稿编制说明

2016年 10月，根据《环境监测分析方法标准制修订技术导则》（HJ168-2010）、《国家

环境污染物监测方法制修订工作暂行要求》（环科函﹝2009﹞10号）的相关要求编写完成标

准征求意见稿和编制说明；2017年 3月，编制组根据《国家环境保护标准制修订工作管理

办法》（国环规科技﹝2017﹞1号）对标准征求意见稿和编制说明进行了进一步的修改和完

善，并上报环境保护部监测司和环境标准研究所。

1.2.5 召开征求意见稿技术审查会

2017年7月14日召开了征求意见稿技术审查会，专家组听取了标准编制单位关于征求意

见稿的主要技术内容、编制工作过程的汇报，经质询、讨论，形成以下审查意见：

一、标准主编单位提供的材料齐全、内容较完整、格式规范；

二、制定的标准具有科学性、通用性和可操作性，能满足测定需求；

专家组通过对该标准征求意见稿的技术审查，并提出以下修改意见：

1、规范方法检出限和测定下限的描述、补充仪器设备的性能要求；

2、将第7章样品的采集与分析拆分为样品和分析步骤分别描述、细化前处理步骤、完善

计算公式、进一步核实精密度和准确度的表述；

3、进一步按照HJ 168、HJ 565的要求对标准文本和编制说明的征求意见稿进行规范性

编辑。

1.2.6 修改标准征求意见稿

征求意见稿技术审查会召开完毕后，标准编制组严格按照专家组的审查意见对标准文稿

和编制说明进行了修改，进一步完善了上述两个文本。

2 标准制修订的必要性分析

2.1 二噁英的环境危害

2.1.1 二噁英的理化性质

二噁英不是单一物质，而是多种物质的总称，因此准确的叫法应是“二噁英类物质”。它

是对有两个或一个氧原子连接的0-8个氯原子取代的苯环而构成的芳香族有机化合物的统

称，包括多氯二苯并-对-二噁英(polychlorinated dibenzo-p-dioxins，简称PCDDs)和多氯二苯

并呋喃(polychlorinated dibenzofurans，简称PCDFs)。PCDDs和PCDFs的结构如图1-1所示：

图1-1 PCDDs和PCDFs的结构图
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根据取代位置的不同，对于某一氯原子取代的二噁英，其可能存在一种以上的异构体，

而对于不同氯原子取代数的二噁英化合物互称同类物，依此定义，PCDDs有75种同类物，

PCDFs有135种同类物，所以二噁英类物质共有210种同类物。但是根据世界卫生组织的最新

定义已经将共平面的多氯联苯类物质也包括在二噁英类物质中，所以二噁英类还应该包括更

多的物质，而我国还没有将多氯联苯列入二噁英类[1][2][3]。

二噁英类是一类非常稳定的亲脂性白色固体化合物，其熔点为302~305℃，饱和蒸汽压

很低，在标准状态下低于1.33×10-8Pa，分解温度大于700℃，极难溶于水，可溶于大部分有

机溶剂，所以二噁英类很容易在生物体内累积。自然界的微生物降解、水解和光解作用对二

噁英类的分子结构影响较小，难以自然降解[4]。

2.1.2 二噁英的环境危害及来源

二噁英类是一类剧毒物质，其急性毒性相当于氰化钾的1000倍。大量的动物实验表明，

很低浓度的二噁英类就对动物表现出致死效应。从职业暴露和工业事故受害者身上已得到一

些二噁英类对人体毒性数据及临床表现，暴露在含有PCDDs和PCDFs的环境中，可引起皮肤

痤疮、头痛、失聪、忧郁、失眠等症状，并可能导致染色体损伤、心力衰竭、癌症等。其最

大危险是具有不可逆的致畸、致癌、致突变(“三致”)效应[5]。二噁英类有多种同类物，各

同类物的毒性与所含氯原子的数量及氯原子在苯环上取代位置有很大关系。含有1-3个氯原

子的同类物被认为无明显毒性；含4-8个氯原子的化合物有毒，其中毒性最强的是2, 3, 7, 8-

四氯二苯并二噁英（2, 3, 7, 8-TCDD），动物实验表明2, 3, 7, 8-TCDD对天竺鼠（guinea pig）

的半致死剂量（LD50）为1 pg/kg，是迄今为止发现过的最具致癌潜力的物质，所以有人把2,

3, 7, 8-TCDD称作为“世纪之毒”[6]。但是，若不仅2, 3, 7, 8位置上含有4个氯原子，其他4

个取代位置上增加氯原子数，则其毒性将会有所减弱。由于环境二噁英类主要以混合物形式

存在，在对二噁英类的毒性进行评价时，国际上常把不同组分折算成相当于2, 3, 7, 8-TCDD

的量来表示，称为毒性当量（Toxic Equivalent Quantity，简称TEQ）。为此引入毒性当量因

子（Toxic Equivalency Factor，简称TEF）的概念，即将某PCDDs/PCDFs的毒性与2, 3, 7,

8-TCDD的毒性相比得到的系数。样品中某PCDDs或PCDFs的浓度与其毒性当量因子TEF的

乘积，即为其毒性当量TEQ。而样品的毒性大小就等于样品中所有TEQ的总和[7]。

有机物燃烧时与无处不在的氯离子生成氯代甲烷和有机氯化合物，因此自然界的燃烧过

程有可能生成二噁英。Bumb曾提出自然燃烧形成二噁英的观点[8]。Nestrick和Sheffield等的

研究证明森林大火可能是早期环境中的二噁英的主要来源[9] [10]，因此有理由相信环境中的痕

量二噁英很早就存在[11]，据估计自然界中生物燃烧向大气释放的二噁英占大气总沉降量的

3%[12]，因此二噁英的自然来源并不大。对湖底污泥中的PCDD/Fs研究结果表明在1935年前，

PCDD/Fs没有大范围出现过[13]，从1935到1970年之间PCDD/Fs的增加量是1935年以前的25

倍[14]。美国EPA估计环境中的二噁英来源主要是人类的活动[15]，大致有以下几种：

（1）烧结及有色金属冶炼。数据表明，目前我国烧结和有色金属冶炼是二噁英第一大

排放源。

（2）城市垃圾和工业固体废物焚烧时生成二噁英类。调查表明，城市固体废物以及含

氯的有机化合物如多氯联苯、五氯酚、聚氯乙烯等焚烧时排出的烟尘中含有PCDDs和PCDFs，
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其产生机制目前尚不清楚，一般认为它是由于含氯有机物不完全燃烧通过复杂热反应形成

的。例如，多氯联苯（PCBs）广泛使用于变压器、电容器和油墨中，这类物品的燃烧，特

别是油墨和含油墨的物品混入生活垃圾进入焚烧厂，它们在不完全燃烧的条件下，将会产生

PCDFs。五氯酚是一种木材防腐剂，经防腐处理的木材及其木屑、下脚料等，在加热制成合

成板或焚烧时，也会产生PCDDs和PCDFs。聚氯乙烯（PVC）被广泛用于电缆线外覆及家用

水管等，遇火燃烧亦会产生PCDDs和PCDFs。

（3） 含氯化学品及农药生产过程可能伴随产生PCDDs和PCDFs。其生成条件为温度大

于145℃，有邻氯酚类物质，碱性环境或有游离氯存在。苯氧乙酸类除草剂、五氯酚木材防

腐剂等的生产过程常伴有二噁英类产生。目前，大多数发达国家已经开始削减此类化学品的

生成和使用，如美国已经全面禁止2, 4, 5-三氯苯氧乙酸的使用和限制木材防腐剂及六氯苯的

生成和使用，以减少二噁英类的环境污染。

（4） 在纸浆和造纸工业的氯气漂白过程中也可以产生二噁英类，并随废水或废气排放

出来。

以上四种过程均可导致环境二噁英类污染，但其贡献大小不同。另外，还存在其他一些

二噁英类排放源，如燃煤电站、火葬厂、抽烟、含铅汽油的使用等，是环境二噁英类的次要

来源，也有的科学家认为任何燃烧过程都或多或少的产生二噁英。

目前对固体废物中二噁英的报道主要集中于垃圾焚烧后飞灰中的二噁英。近年来，我

国垃圾焚烧产生的飞灰量大规模增加，据统计我国生活垃圾焚烧处理量约为 30万吨/天，经

处理后飞灰的产生量约为总量的 4%，数量庞大。飞灰等固体废物中的二噁英含量较高，最

高可以达到 20 ng-TEQ/g以上，而且大约 65.3%的二噁英通过飞灰进入环境。2013年，杨立

波对全国 15家生活垃圾焚烧后产生的飞灰中的二噁英进行了研究[16]，结果表明飞灰样品中

二噁英类物质的浓度范围为 2.8-190 ng/g，平均浓度为 59.6 ng/g；毒性当量浓度为 0.034-2.5

ng-TEQ/g，平均毒性当量浓度为 0.79 ng-TEQ/g。PCDDs 中六氯取代同系物的浓度最高，

PCDFs中四氯取代同系物的浓度最高。PCDDs与 PCDFs的浓度比值范围为 0.32-2.44，平均

值为 0.97。DL-PCBs对二噁英总浓度的贡献相对较小，DL-PCBs的毒性当量主要来自 3, 3’,

4, 4’, 5-PeCB，各单体中 3, 3’, 4, 4’-TeCB的浓度最高。1, 2, 3, 7, 8-PeCDD和 2, 3, 4, 7, 8-PeCDF

的浓度与飞灰中二噁英总毒性当量浓度线性相关性较好，飞灰中二噁英毒性当量主要来自 1,

2, 3, 7, 8-PeCDD 和 2, 3, 4, 7, 8-PeCDF。由此可见，二噁英在飞灰中的含量最高，而且也是

进入环境的主要途径之一。

2.2 相关环保标准和环保工作的需要

现行国家环境质量标准和污染物排放（控制）标准中涉及固体废物中二噁英排放控制的

有：《生活垃圾填埋场污染控制标准》（GB 16889-2008）规定飞灰中的二噁英含量（毒性当

量浓度）低于 3 µg-TEQ/kg才可以填埋；《危险废物鉴别标准毒性物质含量鉴别》（GB
5085.6-2007）规定了固体废物中二噁英的含量如果大于或者等于 15 µg-TEQ/kg时，即可判

断为危险废物；《城镇污水处理厂污染物排放标准》（GB 18918-2002），规定干污泥中的多氯

代二苯并二噁英/多氯代二苯并呋喃的含量必须小于 100 ng-TEQ/kg 时才可以农用；《生活垃

圾焚烧污染控制标准》（GB 18485-2014）、《水泥窑协同处置固体废物污染控制标准》（GB
30485-2013）处理固体废物时废气中的二噁英浓度限值为 0.1 ng-TEQ/m3。
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自 20世纪 50年代以来，由二噁英引起的污染事件频繁发生，二噁英类污染物引起了人

们的高度重视。中国政府联合九部门发布了《关于加强二噁英污染防治的指导意见》，明确

了二噁英的污染防治目标，环境保护部主导的《全国主要行业持久性有机污染物防治“十二

五”规划》也将二噁英作为重要的目标污染物进行监管与减排。而随着《斯德哥尔摩公约》

的签署，我国面临着二噁英检测能力不足的压力。近年来，随着我国经济的发展，固体废物

焚烧炉的建设、钢铁及有色金属冶炼产量的大幅提升，造成我国二噁英的年排放量逐渐上升，

各种环境介质中的二噁英已被列为环境保护监测项目之一。建立可靠、简单、与国际接轨的

二噁英标准分析方法体系，对于减轻二噁英污染、保护生态环境和履行国际公约具有重要应

用价值和意义。

目前国内测定固体废物中的二噁英类物质主要是采用高分辨气相色谱-高分辨质谱法

（HRGC/HRMS），这种分析方法灵敏度高、特异性和选择性较高，可以精确定量各种异构

体，但是也存在诸多缺点，如要求实验条件较高、耗材较贵、前处理流程比较复杂、耗费时

间较长、对人员素质要求较高等。正是由于存在上述缺点造成此方法难以大规模的推广使用，

同时也造成了有限的实验室与需要测定的大量的二噁英样品之间的矛盾。因此急需建立二噁

英的多级监测体系，将适合检测的方法、介质纳入筛查方法体系中。本方法将采用荧光素酶

报告基因法检测固体废物中的二噁英。该方法具有以下优点：（1）低的检出限和良好重现性；

（2）实验前处理方法操作简单，分析时间短；（3）样品需求量较小。

3 国内外相关分析方法研究

3.1 主要国家、地区及国际组织相关分析方法研究

二噁英分析方法主要分为仪器的分析方法和生物分析方法，下面将分别介绍上述两类分

析方法。

3.1.1 仪器分析方法

3.1.1.1美国环境保护局（EPA）

3.1.1.1.1 EPA 613《工业废水、城市污水中 2, 3, 7, 8-TCDD的分析》

1）适用范围：工业废水、城市污水；

2）目标化合物：2, 3, 7, 8-TCDD；

3）方法简介：样品经萃取后，用氧化铝柱及硅胶柱净化；采用 SP-2330色谱柱，LRMS

或 HRMS分析；内标为 13C或 37Cl标记的 2, 3, 7, 8-TCDD；

4）方法检出限为 0.002 µg/L。

3.1.1.1.2 EPA 8280、8280A、8280B《采用气相色谱 /质谱联用技术测定 4-8 氯取代的

PCDDs/PCDFs》

1）适用范围：分析土壤、底泥、飞灰、燃油、蒸馏残渣和水等废物中含 4-8 个氯的

PCDDs/PCDFs；

2）目标化合物：4-8 个氯的 PCDDs/PCDFs；

3）方法简介：样品提取后，经碱液、浓硫酸、氧化铝及 PX-2 活性碳柱净化，采用

HRGC/LRMS分析。可选择三种色谱柱：CP-sil-88、DB-5或 SP-2250，内标为 13C标记的 8
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种 2, 3, 7, 8-位取代二噁英。随着新技术的不断出现，此方法不断的改进，例如，出现了 8280A

和 8280B，8280B比 8280A多了当时较先进的萃取方法-加压流体萃取方法；

4）方法测定下限为 10-50 ng/L 或者 1.0-5.0 µg/kg。

3.1.1.1.3 EPA 8290、8290A《采用 HRGC/HRMS技术测定 4-8 氯取代的 PCDDs/PCDFs》

1）适用范围：主要分析土壤、底泥、飞灰、燃油、蒸馏残渣和水等废物中含 4-8 氯取

代的 PCDDs/PCDFs；

2）目标化合物：4-8 氯取代的 PCDDs/PCDFs；

3）方法简介：是 8280B的进一步发展，主要差别是分析仪器使用了 HRGC/HRMS；DB-5

色谱柱，并用 DB-225柱重复分离；内标使用 13C或 37Cl标记的 11种异构体；

4）方法测定下限：方法测定下限可达到 pg级别。

3.1.1.1.4 EPA TO-9《大气中的二噁英类物质测定方法》

1）适用范围：测定环境空气中的二噁英类分析方法；

2）目标化合物：4-8 氯取代的 PCDDs/PCDFs；

3）方法简介：用装填聚氨酯泡沫（PUF）的吸附柱吸附环境空气中的二噁英类，吸附

柱用苯萃取后，用酸化改性的硅胶及酸性氧化铝柱净化，采用 HRGC/HRMS 分析，色谱柱

为 DB-5；内标为 13C标记的 2, 3, 7, 8-TCDD；

4）方法测定下限：当采样体积为 300-450 m3时，方法检出限为 0.2 pg/m3。

3.1.1.1.5 EPA 23《废气中二噁英类物质测定方法》

1）适用范围：烟道气中的二噁英类采样和分析方法，

2）目标化合物： 17种 2, 3, 7, 8-位取代二噁英；

3）方法简介：用滤筒加 XAD-2 吸附柱进行跟踪采样，样品经提取后，用改性硅胶、

碱性氧化铝净化，净化液用 HRGC/HRMS 分析；色谱柱为长 60 m 的 DB-5 及长 30 m 的

DB-225，质谱的分辨率至少为 10000；以 13C标记的 15种二噁英类异构体为内标，可以对

17种 2, 3, 7, 8-位取代二噁英单独定量，得到准确的毒性当量结果，并规定了严格的质量控

制措施；

4）方法检出限：当采样体积为 4 m3时，2, 3, 7, 8-TCDD的方法检出限为 0.6 pg/m3。

3.1.1.1.6 EPA 1613、1613B《同位素稀释 HRGC/HRMS测定 4-8氯代二噁英类物质》

1）适用范围：测定土壤、底泥、组织及其它样品中的 17种二噁英类异构体；

2）目标化合物：17种 2, 3, 7, 8-位氯取代二噁英；

3）方法简介：样品的前处理程序比较复杂，样品先以酸、碱萃取，再以酸碱改性硅胶、

HPLC、AX-21 活性碳柱、GPC 等净化，使用 17种 13C标记的 2, 3, 7, 8-位氯代异构体内标，

因此可以对 17种 2, 3, 7, 8-位氯代异构体单独定量，得到准确的毒性当量结果，并规定了严

格的质量控制措施。

4）方法检出限：4.4 pg/L

3.1.1.2欧盟（EN）

EN1948《废气固定污染源废气中二噁英测定方法》

1）适用范围：废气中的 17种 2, 3, 7, 8位取代的二噁英；

2）目标化合物：17种 2, 3, 7, 8位取代的二噁英；
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3）方法简介：用滤筒加 XAD-2吸附柱进行等速采样，样品经提取后，用改性硅胶、

碱性氧化铝净化，净化液用 HRGC/HRMS分析；色谱柱为长 60 m的 DB-5及长 30 m的

DB-225，质谱的分辨率至少为 10000；以 13C标记的 15种二噁英类异构体为内标，可以对

17种 2, 3, 7, 8-位氯代异构体单独定量，得到准确的毒性当量结果，并规定了严格的质量控

制措施；

4）方法检出限：当采样体积为 4 m3时，2, 3, 7, 8-TCDD的方法检出限为 0.6 pg/m3。

3.1.1.3 日本工业标准（JIS）

3.1.1.3.1 JIS K 0311《固定污染源废气中二噁英测定方法》

1）适用范围：固定污染源废气中二噁英的测定；

2）目标化合物：17种 2, 3, 7, 8位取代的二噁英和共平面多氯联苯(Co-PCBs)；

3）方法简介：用滤筒加 XAD-2 吸附柱进行跟踪采样，样品经提取后，用改性硅胶、

碱性氧化铝净化，净化液用 HRGC/HRMS 分析；色谱柱为长 60 m 的 DB-5 及长 30 m 的

DB-225，质谱的分辨率至少为 10000；以 13C标记的 15种二噁英类异构体为内标，可以对

17种 2, 3, 7, 8-位氯代异构体单独定量，得到准确的毒性当量结果；

4）方法检出限：当采样体积为 4 m3时，2, 3, 7, 8-TCDD的方法检出限为 0.6 pg/m3。

3.1.1.3.2 JIS K 0312《工业废水和污水中二噁英类物质测定》

1）适用范围：工业废水和污水中的二噁英的测定；

2）目标化合物：17种 2, 3, 7, 8位取代的二噁英和共平面多氯联苯(Co-PCBs)；

3）方法简介：样品富集、萃取后，经过硫酸处理然后经过多层硅胶柱或者氧化铝柱，

然后在经过活性炭柱分离，采用 HRGC-HRMS 分析，质谱的分辨率至少为 10000，此方法

采用同位素稀释法定量，可以对 17种 2, 3, 7, 8-位氯代异构体二噁英和 12种 Co-PCBs单独

定量；

4）方法检出限：当采样体积为 10 L时，对 2, 3, 7, 8-TCDD的方法检出限为 0.5 pg/L。

3.1.1.4 国际标准化组织（ISO）

3.1.1.4.1 ISO 16000-12：2008《测定室内空气中的多氯联苯、二噁英类物质、多环芳烃时的

采样方法》

此方法详细规定了，在测定室内空气中的多氯联苯、二噁英、多环芳烃时的布点方法、

仪器使用方法等具体的采样方法。

3.1.1.4.2 ISO 16000-13：2008 《采用具有催化剂的吸附装置采集室内空气中的类二噁英多氯

联苯、二噁英类物质》

此方法详细的规定了，在测定室内空气中的类二噁英多氯联苯、二噁英类物质时，采

用附着有催化剂的吸附装置采集样品时的具体操作过程。

3.1.1.4.3 ISO 16000-14：2009《采用 HRGC/HRMS测定室内空气中类二噁英多氯联苯、二噁

英类物质》

1）适用范围：室内空气中类二噁英类多氯联苯、二噁英类物质；

2）目标化合物：17种 2, 3, 7, 8位取代的二噁英和共平面多氯联苯(Co-PCBs)；

3）方法简介：此方法采用气体采样装置采集气体，样品经过萃取后，采用多层硅胶柱

或者氧化铝柱净化，然后经过活性炭柱分离，最后采用 HRGC/HRMS 分析，此方法采用同
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位素稀释法定量，可以对 17种 2, 3, 7, 8-位氯代二噁英和 12种 Co-PCBs单独定量；

4）方法检出限：当采样体积为 360 m3时，方法检出限为 0.2 pg/m3。

3.1.1.4.4 ISO 18073：2004《采用同位素稀释和 HRGC/HRMS仪器测定水、废水中二噁英类

物质》

1）适用范围：水和废水中的二噁英测定；

2）目标化合物：17种 2, 3, 7, 8-位氯代二噁英；

3）方法简介：采用液-液萃取法或者固相萃取法对样品进行富集，然后经过多层硅胶柱

净化、活性炭柱分离，最后采用 HRGC/HRMS测定；

4）方法检出限：可以达到 4.4 pg/L。

3.1.1.4.5 ISO 17858：2007《采用 HRGC/HRMS 测定水、废水中类二噁英多氯联苯、二噁英

类物质》

此方法与 ISO 18073：2004类似，只是加入了 12种 Co-PCBs的分析。

3.1.1.4.6 ISO 13914：2013《采用 HRGC/HRMS 测定土壤、生物废弃物、污泥中类二噁英多

氯联苯、二噁英类物质》

1）适用范围：土壤、生物废弃物、污泥中类二噁英多氯联苯、二噁英类物质的测定；

2）目标化合物：17种 2, 3, 7, 8-位氯代二噁英和 12种 Co-PCBs；

3）方法简介：采用索氏提取或者加速溶剂萃取样品，然后经过液相色谱净化和分离，

最后采用 HRGC/HRMS测定；

4）方法检出限：可以达到 1 pg/g。

3.1.2 生物检测方法

3.1.2.1 美国 EPA方法

3.1.2.1.1 EPA 4025《酶联免疫法筛查土壤中的二噁英类物质》

1）适用范围：土壤中的二噁英筛查；

2）目标化合物：二噁英总毒性当量的测定；

3）方法简介：其前处理的方法为样品萃取、多层硅胶柱净化、活性碳柱分离，然后采

用商业化的试剂盒对二噁英进行筛查，由于此方法是筛查的方法，因此灵敏度要比仪器方法

低，而且特异性和选择性较差；

4）方法检出限：500 pg/g。

3.1.2.1.2 EPA 4425《报告基因法筛查土壤、底质、组织和水中的平面类有机污染物》

1）适用范围：土壤、底质、组织、水中类二噁英类物质的筛查；

2）目标化合物：类二噁英类物质；

3）方法简介：EPA 4425是采用的报告基因法筛查土壤、底质、组织和水中的平面类有

机污染物，如，PAHs、PCBs、PCDD/Fs等。其所采用的细胞是人源的肝癌细胞。其基本操

作流程为：将样品进行提取，然后硫酸处理、简化的多层硅胶柱净化和简化的活性炭柱分离，

将样品分离完毕后，对细胞进行暴露，暴露完毕后，对细胞进行裂解，裂解后进行化学发光

测定，其发光量的大小与二噁英的量成正比，根据此原理可以定量二噁英的量；

4）方法检出限：对于土壤和底质中的 PAHs 和 Co-PCBs而言，其测定范围为 0.1-100
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mg/kg，对于 PCDD/Fs 而言测定范围为 100 ng/kg至 1mg/kg甚至更高，对于水样品，PAHs

和 PCBs的测定范围为 4 μg/L-4 mg/L，PCDD/Fs的测定范围为 4 ng/L-40 μg/L。

3.1.2.1.3 EPA 4435《报告基因法筛查土壤和底质中二噁英类物质》

1）适用范围：土壤和底质中的二噁英筛查；

2）目标化合物：二噁英类物质；

3）方法简介：EPA 4435是报告基因法筛查土壤和底质中二噁英的方法，也是现在应用

最广泛的一种方法，其原理和 EPA 4425类似，但是所使用的细胞系不同，EPA 4435采用的

是小鼠的肝癌细胞。4435的萃取方法和前处理方法和 4425类似；

4）检出限：其标准溶液的检出限为 0.98 pg/ml,测定下限为 1.96 pg/ml，当样品量为 3.5 g

时，其方法检出限为 1 pg TEQ/g。

3.1.2.2 欧盟（EN）

3.1.2.2.1COMMISSION DIRECTIVE 2002/69/EC和 COMMISSION DIRECTIVE 2002/70/EC

其方法与美国 EPA 4435相同，规定了饲料和食品中二噁英的报告基因快速筛查方法。

基本操作流程为：将样品进行提取，然后硫酸处理、简化的多层硅胶柱净化和简化的活性炭

柱分离，将样品分离完毕后，对细胞进行暴露，暴露完毕后，对细胞进行裂解，裂解后进行

化学发光测定，其发光量的大小与二噁英的量成正比，根据此原理可以定量二噁英的量。

3.1.2.3 日本工业标准（JIS）

3.1.2.3.1 JIS K 0463-2009

日本工业标准 JIS K 0463-2009中，规定了迄今为止最为详细的二噁英报告基因检测法，

方法里面共包括 5种报告基因法（如表 3-1），而且日本还规定生物检测法可以应用于污水、

土壤、底质的日常筛查，而且还应用于小于 2 t/h 的垃圾焚烧炉废气的检测以及其他垃圾焚

烧炉焚烧产生的飞灰和炉渣中二噁英的检测。此标准的原理与 EPA 4435、欧盟

COMMISSION DIRECTIVE 2002/69/EC 和 COMMISSION DIRECTIVE 2002/70/EC 相似，但

是里面包括的细胞的种类更加全面。

表 3-1《二噁英生物对策法》中五种报告基因法

方法序号 细胞系名称 原理 标准物质的检出限 标准物质的测定下限

1 H1L6.1c2 报告基因法 0.977 pg/ml 1.95 pg/ml

2 101L 报告基因法 0.3 ng/ml 0.5 ng/ml

3 HeB5 报告基因法 不祥 不详

4 H4ⅡE-luc 报告基因法 12.1 pg/ml 15.1 pg/ml

5 DR－EcoScreen 报告基因法 0.03 pg/ml 不详

3.2 国内相关分析方法研究

3.2.1 仪器分析方法

目前国内关于二噁英分析方法标准有《水质 二噁英类的测定 同位素稀释高分辨气相色
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谱/高分辨质谱法》（HJ 77.1-2008）、《环境空气和废气 二噁英类的测定 同位素稀释高分辨

气相色谱/高分辨质谱法》（HJ 77.2-2008）、《固体废物 二噁英类的测定 同位素稀释高分辨

气相色谱/高分辨质谱法》（HJ 77.3-2008）、《土壤和沉积物 二噁英类的测定 同位素稀释高

分辨气相色谱/高分辨质谱法》（HJ 77.4-2008）。此四种方法基本上类似于 EPA 1613。这四种

方法的前处理基本是：样品经过萃取后，进行硫酸处理，然后多层硅胶柱净化或者氧化铝柱

净化，最后采用活性碳柱分离，然后进行 HRGC-HRMS 分析。由于此方法是建立在

HRGC-HRMS的基础上，所以仪器检出限为 0.1 pg-0.5 pg。关于此方法的优缺点前面已经论

述。

3.2.2 生物检测方法

国内关于固体废物二噁英生物分析方法唯一的地方标准是重庆《土壤、沉积物和固体废

物 二噁英类的筛查 酶联免疫法》（DB50/T 427-2012）。此方法的建立是基于酶联免疫的方

法，前处理是采用简化的多层硅胶柱和活性炭柱，样品净化完毕后，采用商业的试剂盒进行

定量，方法检出限为 4.0 ng TEQ/kg。

关于《固体废物二噁英筛查报告基因法》，国内无其他方法涉及到。

3.3 国内外相关环境监测分析方法的发展趋势

由于环境中的二噁英类物质大多以极微量水平存在，且同系物、异构体较多，分离较困

难，对分析检测系统的特异性、选择性和灵敏度要求极高，因此其定量检测是超痕量有机分

析领域的难点。目前HRGC/HRMS是二噁英类物质检测的“黄金标准”[17]。但是该方法检测

过程复杂，检测成本高昂、通量低、周期长，不适于对环境样品进行大量筛查。近年来，随

着生物技术和二噁英毒理研究的发展，研究者陆续发明了多种二噁英类物质的生物检测方

法，其通量高、周期短、成本较低，更适合环境样品的大量及快速筛查。2004年中国加入《斯

德哥尔摩公约》，在履约任务书中也明确提出了发展生物检测方法的要求，以适应我国二噁

英类物质污染范围广，污染源较多的特点[18]。随着履约的实施进程及国家环境监管需求的

不断增加，开发我国自主知识产权的生物检测方法迫在眉睫。二噁英类的生物检测方法主要

包括两类，一类是免疫类检测方法，另一类是基于芳香烃受体（AhR）信号通路的检测方法。

免疫类检测方法特异性较强，检测方便，耗时较短，成本相对较低，但是灵敏度不足。基于

AhR信号通路的方法如EROD、报告基因法等灵敏度较高，能够评价污染物的总体毒性，但

是特异性则逊于免疫方法。以下内容将主要综述这两类生物检测方法及其发展趋势，并着重

介绍我国二噁英检测体系的发展。

3.3.1 免疫类分析方法

3.3.1.1 酶联免疫分析方法（ELISA）

免疫测定法是指通过抗原-抗体特异性反应对待测物质进行测定的方法。主要原理是利

用抗体技术筛选可以特异性识别二噁英类化合物的抗体，并以此特异性抗体为基础通过酶联

免疫反应定量二噁英的浓度，此技术的关键是设计出高特异性抗原。1977年，Chae等首次

合成二噁英抗原[19]，1979年，Albro等采用此种方法获得兔抗二噁英多克隆抗体[20]，但是多

克隆抗体存在特异性差等缺点。1975年，英国科学家Milstein 和 Köhler发明了单克隆抗体



11

制造技术之后，该技术被应用在二噁英抗体制备上[21]，1987年，Stanker等首次制得抗二噁

英的小鼠单克隆抗体[22]，1989年，Vanderlaan等将单克隆抗体应用于对环境样品的检测中[23]。

随着单克隆抗体的应用，根据试剂的来源和标本的情况以及检测的具体条件，发展出一系列

检测方法。目前，ELISA 方法主要有用于检测抗原的双抗体夹心法、用于检测抗体的间接

法以及用于检测小分子抗原或半抗原的抗原竞争法等[24]，而竞争 ELISA 法又可分为直接竞

争法和间接竞争法，以及避免竞争步骤的结合平衡除外法。

双抗体夹心法是检测抗原的常用方法，其原理是利用包被特异性抗体的载体以及酶标记

的特异性抗体检测双价或双价以上大分子抗原[24]，由于小分子抗原或半抗原缺乏夹心法所

需两个以上的位点，因此双抗体夹心法在二噁英类检测中少有应用。间接法是检测抗体常用

方法，其原理是利用已知抗原包被固相载体，加入待测样本，再与酶标记的抗体进行反应，

加底物显色以检测与固相抗原结合的抗体[25]。间接法灵活性较高，只需变换包被抗原就可

利用同一酶标抗体检测不同待测抗体。然而在二噁英类生物检测中应用较多的是竞争 ELISA

法，包括直接及间接竞争法。直接竞争法原理是样品中的受检抗原（二噁英类化合物）与一

定量的酶标抗原竞争结合固相抗体，这样与对照相比结合到固相的酶标抗原的量的变化即可

反映待测样品中的抗原量（二噁英类化合物）[26]。间接竞争法则是样品中的抗原（二噁英

类化合物）与一定量的固相抗原竞争结合抗体（二噁英化合物的抗体），之后用酶标二抗识

别固相结合抗体，这样固相结合抗体减少的程度即可反映待测样品中的抗原量[26]。在间接

竞争法实验中采用两种抗体，因此比直接竞争法更加准确[26]。为避免竞争步骤带来的误差，

Matsuki等建立了一种以更为自动化的仪器（DXS-600）为检测工具的方法，可以采用此方

法测定环境介质中的二噁英类物质。由于避免了人工操作带来的误差以及消除了竞争步骤，

检出限为常规酶联免疫的四分之一[27]。周志广等采用此仪器分析了中国的废气样品，并将

结果与 HRGC/HRMS 进行了对比，呈现出较好的一致性[28]。

ELISA方法目前在国际上已得到了广泛应用。有研究者已经采用 ELISA 方法检测了飞

灰、土壤、动物组织、沉积物、牛奶、固体废弃物等介质中的二噁英类物质的浓度，其结果

与 HRGC/HRMS 具有较好的一致性[29-32]。我国对此技术的研究开始于 2003年，上海市检测

中心应用此技术筛查了上海市土壤和底质中的二噁英，2009年国家环境分析测试中心则将

此技术应用于废气、飞灰的检测，检出限分别为：0.01 ng-TEQ/m3和 0.003 ng-TEQ/g [33]，2010

年重庆市固体废物管理中心正式规定了将此方法列为土壤和底质的筛查方法，成为我国第一

个地方环保标准[34]。

3.3.1.2 时间分辨荧光免疫法

ELISA 方法虽然操作简便，但是在灵敏度方面还存在明显的不足，研究人员进一步改

进了竞争 ELISA法，将辣根过氧化酶（HRP）标抗原（二噁英）换成铕原子标记的抗原，

并应用抗二噁英的单克隆抗体，从而发展出时间分辨荧光免疫法（DELFIA）[35]。与 ELISA

方法类似，样品中的二噁英浓度越高，则与铕原子标记的某种特殊抗原结合的就越少，最后

通过分析荧光强度推算样品中二噁英类化合物的浓度。此方法可以消除非特异性荧光干扰，

大大提高了灵敏度，而且需要较少的样品量，降低了检测成本[36-37]。目前研究者已将 DELFIA

方法应用于动物脂肪等样品的检测，其检测限为 48 ng/g，检测结果与 GC-MS检测结果的相

关性系数为 0.903[37]。
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3.3.1.3 免疫类检测技术的发展

由于免疫方法操作简便快速，已应用于对环境样品及多种生物样品的二噁英类定性及半

定量分析，但是该类生物检测方法依然存在一些明显的缺陷，研究者针对这些缺陷对免疫法

进行各种改造，同时也形成了该类生物检测方法未来发展的方向。

首先，在检测限方面免疫类检测方法仍然存在较大的局限性。为克服灵敏度上的缺点，

研究者将其他涉及信号放大的灵敏的生物分析方法与免疫分析法结合起来检测浓度较低的

样品。其中 Real-time immuno-polymerase chain reaction ( Rt-IPCR )就是一种效果较好的联用

方法。此种方法的核心和间接竞争 ELISA法相同，将抗原孵育在 PCR管上，然后加入抗二

噁英抗体和含有二噁英类物质的待测样品，随后加入一定量生物素化的二抗来取代传统方法

中的酶标二抗，与已经固定在 PCR管上的抗二噁英抗体进行结合，再加入亲和素和生物素

标记的 DNA标签，以便在 PCR管底形成生物素标记的二抗、亲和素以及生物素标记的 DNA

标签的夹心复合物，最后应用 PCR扩增法定量 DNA标签，以推算样品中二噁英的含量[38-40]。

其原理图如图 3-1所示。这种方法是综合应用生物放大技术的一个很好的实例，目前已经应

用于对实际环境样品的检测，例如 Chen等利用此方法检测了土壤中 PCBs的浓度，其检出

浓度可低至 10 fg/ml,并且与 GC-MS 检测结果的相关性系数达到 0.99，充分说明了该方法的

高特异性和灵敏性[41]。从实践上验证了多种生物放大技术的综合应用是免疫检测方法优化

的一个很好的思路。

图3-1 Rt-IPCR检测原理示意图

另外，由于环境样品较复杂，往往是多种二噁英同类物并存，而免疫类检测方法通常只

针对一种二噁英同类物而设计，在二噁英类总毒性当量分析方面也存在局限性。为突破这方

面的局限并拓宽免疫类检测方法的应用范围，研究者将多种抗体混合在一起对样品进行检

测，例如，Glass等将多种单抗混合在一起检测 PCB类物质并建立了多种抗体混合检测时的

计算模型，在检测多成分样品时相对于传统的 ELISA方法简化了检测过程，但是计算过程

相对较为复杂[42]。为实现对多种二噁英同类物的检测及高通量筛查，抗体的特异性、亲和

力及合成过程的成本消耗将在很大程度上影响整体的检测成本。近年来一些研究者开始研究

重组单克隆抗体，相对于传统的单克隆抗体和多克隆抗体，重组单克隆抗体具有生产成本较

低、稳定、亲和力高等优点[43]。但是重组单克隆抗体制作过程较为复杂并且需要特殊的生

物工程技术，使得该技术目前对于 ELISA优化的主要贡献在于提高了检测系统对于 DMSO

的耐受性，避免了在实验之前需要较大程度地稀释样品的问题[44-45]。因此，一方面针对二噁

英类等小分子化合物单克隆抗体的制备技术仍有进一步优化和发展的空间，另一方面亟需其

他生物检测方法的发展以适应对二噁英类总毒性当量分析的需求，由此基于 AhR信号通路
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的检测方法成为该领域的一大焦点。

3.3.2 基于 AhR 信号通路的检测方法

近年来，由于二噁英类总毒性当量生物分析检测方面的需求不断提高，基于AhR信号通

路的新型二噁英生物检测技术层出不穷，一方面在灵敏度及实际样品检测的适用性方面进行

了不断的优化；另一方面在检测原理方面不再局限于信号通路的终点，而是着眼于整个信号

通路的不同环节，呈现出全通路检测的趋势，这不仅有助于进行全面的AhR相关毒性的评估，

还将生物检测与毒性机制的阐述有机结合起来，另外，还有助于摒除终点法检测所造成的“假

阴性”，从而实现对所具有信号通路扰动作用的可能的化合物的检测。

基于AhR信号通路的检测方法的发展有赖于多年以来对AhR信号通路的深入研究，如图

3-2所示，二噁英的细胞效应多由下述信号通路所介导。二噁英进入细胞与胞质内的AhR结

合，活化AhR并形成二噁英-AhR复合物，随后二噁英-AhR复合物转移入核，在细胞核中聚

集，并与AhR转运蛋白( Ah receptor nuclear translocator protein, ARNT )结合形成异二聚体，

进而与基因上游的特异增强子即二噁英反应原件( Dioxins responsive element, DRE )结合，激

活效应基因的转录，其中最经典的效应基因包括CYP家族成员，如CYP1A1等[46-47]。虽然上

述过程中还存在许多未知的细节，如AhR信号通路的激活与毒理学效应之间的关联等，需要

研究者进行进一步探索，但是目前针对二噁英类化合物能激活AhR、诱导AhR信号通路中重

要的生物分子的各个特征性进程，研究者们构建了一系列生物分析方法。这些重要的分子进

程包括配体-受体结合、受体激活后核转运过程、入核后与特定DNA序列结合及诱导下游相

应基因转录和表达等（图3-3）。

图3-2 AhR依赖的信号通路是二噁英细胞效应的主要媒介
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图3-3 AhR信号通路的分子进程

3.3.2.1 基于受体和配体结合的方法

传统的受体和配体结合方法是含有二噁英类化合物的待测样品与一定量同位素标记的

二噁英标记品（如3H 标记的TCDD）竞争一定量的AhR，然后通过测定不与AhR结合的放射

性TCDD的量来推算待测二噁英类化合物与AhR的亲和力，曾用于测定PCDF等物质与AhR

的亲和力[48]，但是放射性元素氚的使用限制了该检测方法在普通实验室中的应用。Wang等

构建了一种全新的类似于荧光共振能量转移(Forster resonance energy transfer, FRET)技术的

配体-受体结合实验。该技术无需使用放射性元素，可以方便、高通量地检测二噁英污染物

等配体与AhR受体之间结合的情况[49]。其检测原理如图3-4所示，构建配体-荧光猝灭剂结合

物以及荧光蛋白GFP与AhR的融合蛋白，当配体与AhR结合后，使得GFP与荧光淬灭分子相

接近，诱发绿色荧光淬灭，当存在于样品中的其他竞争性AhR配体(如二噁英类物质)存在的

时候，与配体-荧光猝灭剂形成竞争，造成绿色荧光淬灭的程度减弱，这样根据绿色荧光的

变化就可以推算出样品中AhR配体的含量[49]。该方法可作为传统的DRE相关的生物检测方法

的一种补充，并为在活细胞条件下实时研究相应配体与人AhR结合的过程奠定了基础。

图3-4基于FRET的AhR配体-受体结合方法原理

3.3.2.2 基于AhR受体核转运过程的检测方法

AhR受体被二噁英激活后入核的过程也是污染物致毒的重要环节，Zhao等根据此构建了

一种基于绿色荧光蛋白标记的AhR的可视化的方法，可利用荧光显微镜实时观测整个入核过

程。当细胞暴露于二噁英，二噁英与AhR结合进而由细胞质转入细胞核，细胞核内的荧光强

度会显著增强，这样根据不同时间荧光的亚细胞分布及强度变化可以推断出配体激活的进

程，而当有AhR信号通路的抑制剂存在时，这种入核的过程被明显抑制[50]。虽然目前该方法

仅限于对标准物质的实验室检测，并且以定性检测为主，但是为未来实现具有生物学意义活

细胞可视化的检测奠定了基础；此外随着高分辨显微成像技术及图像数据处理技术的发展、

荧光蛋白技术的完善及稳定转染细胞系的建立，该方法实现定量检测是必然的趋势。

3.3.2.3 基于AhR-ARNT与DRE结合的检测方法

当AhR入核与ARNT形成异源二聚体后需要识别及结合特定DNA序列，才能够诱导下游

基因的转录表达，如果无法结合到DNA上，将不能够产生相应毒性效应，因而构建方法分

析与DNA结合这一过程也非常重要。传统方法使用带有32P同位素标记的DNA标签，通过凝

胶阻滞实验实现检测，虽然灵敏度较高，但是具有放射性危害。为提高检测方法的安全性，
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发展具有相当灵敏度的凝胶阻滞的检测方法，研究者用带有荧光的或生物素标记的DNA标

签代替32P同位素标记，同样可以实现检测，但是不及同位素法灵敏[51]。

Sun等则构建了酶切保护PCR方法检测二噁英系统，二噁英-AhR复合物与一定量的特定

的DNA片段两端的DRE位点结合，使得这段DNA得到保护免遭外切酶的酶切，而游离DNA

则被外切酶酶切，随后利用定量PCR法分析保护下来DNA片段则可定性和定量地估算二噁

英含量，该方法灵敏度较高，对于TCDD的最低检测限为0.01 pmol·L-1, EC50值为3 pmol·L-1

[52]。

由Wheelock等建立的Ah免疫法（AhR-I）是基于AhR信号通路的一种ELISA法，在孵育

了链霉素的96孔板中加入生物素标记的DRE寡核苷酸序列，以及富含AhR和ARNT的裂解液

和待测样品，如样品中存在二噁英类物质，则可在板底形成AhR:ARNT:DRE的复合物，随

后加入抗AhR或ARNT抗体以及酶标记的二抗和过量的相应酶底物，通过酶催化底物反应产

生的吸光度来推算样品中二噁英类物质的含量。该方法不需要培养细胞，也不需要购买较昂

贵的设备，操作较简单，检测限也相对较高[53]。与前述的ELISA方法不同，AhR-I法需要应

用AhR或ARNT的抗体，并与毒理效应相关，可以获得总毒性当量等指标。而AhR或ARNT

单克隆抗体的获得、特异性及亲和力以及DRE寡核苷酸序列的选择等是进一步优化AhR-I法

的重要方面。

3.3.2.4 基于基因转录表达的检测方法

基于基因转录表达的检测方法包括两类，一类是基于效应基因的检测方法，另一类是以

重组细胞为检测工具的检测方法（如CALUX）。

（1）基于效应基因的检测方法

体内法主要检测AhR信号通路直接调控的CYP1A1基因或者其他特征基因或蛋白的表

达情况，这些基因就是二噁英的生物标记（biomarker）。随着基因表达调控生物技术的发展，

目前多采用荧光定量PCR检测其mRNA的表达水平[54-55]，或者用乙氧基异吩噁唑酮-O-脱乙

基酶（EROD）法在蛋白水平检测CYP1A1基因表达产物EROD的酶活性。荧光定量PCR检测

因其检测灵敏度既与所用的动物模型有关，又与检测的基因、采用的器官以及检测方法有关，

且检测周期长，费用高，在二噁英的大规模筛查上已不再常用[56-59]。而实验证实二噁英类物

质导致毒性的能力与诱导EROD酶的能力是呈正比的。20世纪80年代，美国食品与药物管理

局首次以EROD作为指标应用H4IIE细胞检测提取物中的多卤代烃（PHH），其结果显示该方

法对于TCDD的检测限为10 pg/assay[60]。作为与毒性相关的经典二噁英生物检测方法，研究

者们在不同种属的细胞系统中对EROD法进行了优化，并使之应用在对实际环境样品的检测

中。如Sanderson等利用H4IIE-wt细胞对二噁英类物质进行了检测，检测限达到了20 pmol/L
[61]。在EROD实验中，常用的细胞系参数如表3-2所述，涉及鱼、大鼠、鸡及人类的细胞系，

但是检测参数却大相径庭。在实际应用方面，Behnisch等将EROD法与其他生物检测方法相

结合测定了飞灰中二噁英类物质的含量[62]，Wu等人利用EROD法测定了沉积物等环境介质

中二噁英类物质的含量，其检测结果与GC-MS检测结果具有很好的相关性[63], Torre等利用

EROD法检测土壤中二噁英类物质等[64]。相比定量PCR法，EROD法具有检测周期短，结果

精确而且灵敏度较高的特点，是生物检测方法中的“黄金标准”，但是也有研究表明EROD

法也存在底物竞争性抑制的缺点，同时容易出现假阴性结果，且其检出限仍然不能满足超痕
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量环境二噁英的筛查，而荧光素酶报告基因法在灵敏度方面具有更明显的优势和优化空间。

表3-2 EROD法所用细胞系参数

种属 细胞系 EC50（pmol/L） 参考文献

鱼 PLHC-1 17.9 Torre 2013[64]

鱼 RTL 6 Denison 2004[65]

大鼠 H4IIE 3.79 Kang 2011[66]

鸡 Hepatocytes 2.6 Denison 2004[65]

人 HepG2 100（pg/assay） Denison 2004[65]

（2）荧光素酶报告基因法（CALUX）

1993年，Denison等将萤火虫的荧光素酶作为报告基因结合到控制转录的DRE下游，制

备成报告基因质粒并转染H4IIE大鼠肝细胞以获得稳定转染的细胞株，当待测样品与细胞株

共同孵育后，其中的二噁英类化合物将进入细胞，激活细胞内源的AhR信号通路，从而激活

报告基因上游DRE诱导荧光素酶的转录表达，而该报告基因的表达水平和二噁英的毒性系数

相对应，最终可测得待测样品中二噁英类的含量，该方法被称为荧光素酶报告基因法

（Chemical-activated luciferase gene expression, CALUX）[67]。

由于稳定转染细胞株的获得是基于常规的基因工程改造过程，因此获得灵敏度较高的检

测细胞株的最核心技术是如何获得具有良好特异性及灵敏度的二噁英响应的报告基因质粒。

由于AhR与二噁英结合的亲和力具有明显的种属差异性，所选细胞的种属来源与检测灵敏度

也有很大关系，如人源的细胞系较啮齿类细胞灵敏度低；而细胞信号通路调节剂（如地塞米

松等）以及报告基因合成过程中细胞培养条件的改变（如适当降低温度等）都可明显增加

CALUX方法的灵敏度，进一步降低检出限[68]。除了以上对生物检测法本身优化的几个方面

以外，样品前处理方法的优化也将有助于检测系统特异性及抗干扰能力的增强。

除Denison的CALUX系统以外，国际上其他研究团队例如Takeuchi等也构建出了二噁英

检测细胞株，其最低检出限为0.1 pmol/L TCDD[69]；Zhou等采用此细胞株分析了高浓度样品，

例如，废气[70]；Kojima等则分析了低浓度样品，例如，大气和食品等，其结果与HRGC-HRMS

保持良好的相关性[71]。CALUX方法分析样品中的二噁英时，无论线性范围还是灵敏度，均

高于EROD方法，而且在实际样品的前处理方面，CALUX方法前处理过程简单，成本较低，

已经成为美国、欧盟法定分析方法[72-73]。近年来，研究者在构建高灵敏度重组细胞株方面进

行了不断的探索，目前使用的不同细胞株的灵敏度有了较大提高，见表3-3。

中国科学院生态环境研究中心、国家环境分析测试中心等单位也将此方法试用在废气、

飞灰、土壤底质等介质二噁英检测上，并与HRGC/HRMS相比得到了较好的结果，初步验证

了基于报告基因的二噁英生物分析方法的实用性。然而在我国，相关方法的系统研发及标准

建立在过去十几年一直处于空白，主要原因在于缺乏具有自主知识产权的二噁英检测细胞

株。前面提到获得高灵敏检测细胞株的最核心技术是具有自主知识产权的高特异及高灵敏的

二噁英响应报告基因质粒的研发，在对小鼠CYP1A1基因上游启动子序列及其中的7个DRE

序列进行详尽转录效率分析的基础上，本课题组发现不同的DRE位点、DRE序列的方向、

DRE周边序列以及DRE的通用序列中N的不同都会影响转录效率。利用序列截断技术以及突
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变技术，找到了转录效率最高的DRE序列，而且高转录效率序列在人和小鼠中保守性很高。

通过反转核心DRE序列，所有DRE位点的转录效率都降低，证明了周围序列在基因转录过程

中的重要性。当通用序列中N为“T”或“C”时，转录的效率比较高。此外高转录效率DRE

序列的多少也在一定程度上影响着报告基因质粒的灵敏度，但是DRE不能无限增多，存在一

个最优的DRE个数。在报告基因质粒和检测细胞株筛选的过程中，传统的概念认为二噁英暴

露后报告基因表达水平较溶剂对照升高的倍数是主要的筛选指标，而对CALUX系统改进的

研发过程提示荧光强度也应纳为筛选因素，一味追求检测的特异性而在检测强度上做出过多

的牺牲，将提高对检测器的要求，可能不利于对超痕量二噁英类的实际检测。在上述研究的

基础上，本课题组构建出了灵敏度可达0.01 pmol/L的质粒，通过稳转小鼠肝癌细胞，得到了

超高灵敏的，具有自主知识产权细胞株，可用于二噁英类样品的大面积筛查和高通量检测，

相关方法正在基层环保监测部门进行初试，为制定二噁英生物分析方法的国家标准奠定了良

好的基础，同时也为优化基于报告基因的生物检测法提供了借鉴。

表3-3 CALUX方法细胞株参数

种属 细胞系 DRE个数 EC50(pmol/L) MDL（pmol/L） 参考文献

小鼠 H1L7.5c3 20 10-16 0.01 He 2011[72]

小鼠 H1L7.2c1 8 56-84 1 He 2011[72]

小鼠 H1L6.1c2 4 12-50 1 He 2011[72]

小鼠 H1L1.1c2 4 70 1 He 2011[72]

小鼠 DR-EcoScreen 7 2.8 0.1-1 Takeuchi2008[69]

小鼠 H1L7.5c1 20 6.9 0.1-1 Langenhove2011[73]

人类 HKY1.7 4 200 10 Yang 2008[74]

人鼠 AZ-AHR 1310-1980 Novotna 2011[75]

鱼 RTL1.0/2.0 4 64 1-4 Hahn 2002[76]

3.4 国内外方法与本标准的关系

2009年和2013年本实验室在环保公益项目的资助下，分别进行了二噁英生物检测分析方

法的研究，对目前世界上主要的二噁英生物检测方法进行了验证，筛选出了适合我国国情的

细胞株，同时本课题组也构建了具有自主知识产权的细胞株。

本标准是在美国EPA 4435、日本JIS K 0463的基础上进行一定的优化与扩充，分析指标

和应用范围更广，更适合中国目前的环境监测现状。

4 标准制修订的基本原则和技术路线

4.1 标准制修订的基本原则

（1）方法的检出限和测定范围满足相关环保标准和环保工作的要求

本标准方法的检出限和测定范围至少应满足《生活垃圾填埋场污染控制标准》（GB

16889-2008）、《危险废物鉴别标准毒性物质含量鉴别》（GB 5085.6-2007）、《城镇污水处理

厂污染物排放标准》（GB 18918-2002）等标准的控制限值的要求。

（2）方法准确可靠，满足各项方法特性指标的要求



18

至少进行 6家实验室方法验证，对本标准方法进行可行性验证，以确保本标准方法采用

的分析技术和规定的各项技术指标准确可靠。

（3）方法具备普遍适用性，易于推广使用

既参考国外最新的方法技术以及仪器设备，又考虑国内监测机构现有仪器水平及技术储

备，使制订后的标准分析方法能满足相关环保标准和环保工作的要求，确保方法标准的科学

性、先进性和普遍适用性。

4.2 标准制修订的技术路线

4.2.1 采用本项目技术方案的理由

（1）与国际主流分析方法接轨

目前美国 EPA4435主要用于分析土壤和底质中的二噁英类物质，该方法得到国际国内

的广泛认可，本方法与此方法类似，分析数据之间更具有可比性。

（2）更低的检出限

该方法对二噁英类物质的检出限 0.98 pg/ml，当取样量为 3.5 克时，样品检出限为 1

pg-TEQ/g。相比较国内外其他生物分析方法具有更低的检出限，能适应固体废物中二噁英的

分析要求。

（3）更稳定的分析结果

本方法采用灵敏度较高的细胞株测定，相比较其他生物分析方法，具有灵敏度高、特

异性高等优点。

（4）简单的前处理方法

本方法主要通过简化的多层硅胶柱和简化的活性碳柱净化，无溶剂的大量使用，在操

作上，相比较于传统的二噁英分析方法，更为简单和高效。

（5）分析成本低

本分析方法所用试剂用量少，每个样品分析所用试剂最多 20 ml，相关耗材如多层硅胶

柱和活性碳柱的填料用量较少而且价格也较低。

（6）分析时间短

由于使用简化的多层硅胶柱和活性碳柱，而且此方法可以批量处理大量的样品，所以

大大简化分析步骤和缩短了测定时间。

编制组在美国EPA 4435和日本JIS K 0463的基础上，通过实验验证了前处理等相关参

数，同时验证了检测指标和应用范围等技术内容。

4.2.2 国内环境监测系统相关仪器设备的装备情况

目前国内具有二噁英生物检测能力的实验室有 10几家，主要集中在北京以及发达地区

的高校、科研单位。但是目前国内使用的测定用的细胞主要有两种，一是国外公司提供的第

二代细胞株，另外一种是国内自主研发的第三代细胞株，本标准主要采用国际上应用较为广

泛的第二代细胞作为验证细胞。选择河南省环境监测中心站、中国农业科学院、湖南省环境

监测中心站、广西壮族自治区环境保护监测中心站、成都市环境保护科学研究院、宁波市环

境监测中心作为验证单位，6家验证单位均具备独立的二噁英生物检测实验室，实验室装备
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了较先进的酶标仪、培养箱、显微镜等，上述实验室条件和仪器装备可以满足实验的要求。

4.2.3 本分析方法的应用前景

本分析方法具有低的检出限和较短的分析时间，能适用于固体废物中二噁英类物质的快

速筛查，可以作为传统分析方法的补充，如果稍微改进前处理方法，此方法还可以扩展到其

他介质的分析，如土壤、沉积物、废气、生物样品、大气等样品的分析。具有较大的应用范

围和良好的应用前景。

4.2.4 技术路线图

本标准的技术路线图如图 4-1。

图 4-1技术路线图

目标化合物
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5 方法研究报告

5.1 方法研究的目标

本标准规定了固体废物中二噁英类筛查的报告基因法，包括适用范围、方法原理、干扰

和消除、试剂和材料、仪器和设备、样品采集和保存、样品制备、定性定量方法、结果的表

示、质量控制和质量保证等几方面的内容，研究的主要目的在于建立既适应当前环境保护工

作的需要，又满足当前实验室仪器设备要求的标准分析方法。

5.1.1 适用范围

由于本方法不能测定各异构体的含量，测定的是所有二噁英类物质的总毒性当量，因

此标准适用于固体废物中二噁英总毒性当量的测定。

5.1.2 本标准拟达到的特性指标

（1）本标准方法对二噁英类物质的测定下限为 1.96 pg/ml，满足《生活垃圾填埋场污

染控制标准》（GB 16889-2008）、《危险废物鉴别标准毒性物质含量鉴别》（GB 5085.6-2007）、

《城镇污水处理厂污染物排放标准》（GB 18918-2002）等有关二噁英控制限值的要求。

（2）准确度要求：同位素取代的内标回收率为 40%-130%，基质加标的回收率为

80%-120%。

（3）精密度要求：实验室内的三种浓度水平的平行测试结果（大于等于 6次）相对标

准偏差小于 20%。实验室准确度实验测试结果（大于等于 6次）相对标准偏差小于 20%。

5.2 方法原理

本标准的原理为：利用荧光素酶转基因重组细胞与二噁英类及芳香烃受体（AhR）结合

的特性，通过测定荧光素酶活性求得样品中二噁英类总量。该系统合成的荧光素量以及荧光

强度与测试系统加入的二噁英类物质的量成正比。

5.3 试剂和材料

除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的农残级试剂，并进行空白试验。有机溶剂

浓缩 10000倍不得检出二噁英类。实验用水为用正己烷充分洗涤过的蒸馏水，但与细胞培养

相关的水必须是灭菌后的超纯水。

5.3.1 前处理过程

固体废物中的二噁英分析容易受到基质干扰的影响，对萃取液进行硫酸处理可以减少基

质干扰的影响。硫酸处理过程中，需要对硫酸的量进行控制，一般需要每次添加 10 ml，然

后震振荡 5 min，静置 5 min，如此循环直至硫酸层无色，然后采用去离子水将萃取液洗至

中性。然后再进行下一步的多层硅胶柱净化工作。

5.3.2 细胞培养基

根据所使用的细胞营养需求，来决定培养基的种类。可以选择美国模式培养物集存库
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（ATCC）推荐的培养基，也可以根据实际培养过程中的经验选择适合的培养基。培养基中

通常加入 10%的胎牛血清（FBS）以及 1%体积百分比的青霉素/链霉素混合溶液。

血清可以向细胞提供生长因子、粘附因子、激素、脂类以及矿物质。此外，血清还可以

调节细胞膜的通透性，并且作为脂类、酶以及营养物质的载体运送至细胞内。胎牛血清取自

剖腹产的胎牛，小牛血清取自出生后的小牛。由于胎牛血清中所含抗体、补体等成分最少，

最适于细胞培养。

青霉素/链霉素混合溶液加入培养基后，有利于抑制细菌生长，避免细胞污染。同时，

高浓度的青霉素/链霉素会抑制细胞生长。因此，培养过程中应按照推荐浓度使用。

5.3.3 胰蛋白酶溶液

胰蛋白酶是一种丝氨酸蛋白水解酶，可以水解细胞间的蛋白质从而离散细胞，因而用于

贴壁细胞的消化。胰酶的活性与其浓度、温度和作用时间相关。胰酶的最适 pH为 8.0，最

适温度为 37℃。常用的胰酶浓度为 0.25%以及 0.05%，可以根据细胞特性、作用条件再进行

选择。Ca2+、 Mg2+ 和血清可降低胰酶的活性，可以通过加入含有血清的培养基来终止胰酶

的消化作用。胰酶的过度消化会造成细胞损伤。

5.3.4 细胞冻存液

细胞冻存是细胞保存的主要方法之一。利用冻存技术将细胞置于-196℃液氮中低温保

存，可以使细胞暂时脱离生长状态而将其细胞特性保存起来，这样在需要的时候再复苏细胞

用于实验。而且适度地保存一定量的细胞，可以防止因正在培养的细胞被污染或其他意外事

件而使细胞丢种，起到了细胞保种的作用。除此之外，还可以利用细胞冻存的形式来购买、

寄赠、交换和运送某些细胞。

细胞冻存时向培养基中加入保护剂（通常为甘油或二甲基亚砜），可使溶液冰点降低，

加之在缓慢冻结条件下，细胞内水分透出，减少了冰晶形成，从而避免细胞损伤。采用“慢

冻快融”的方法能较好地保证细胞存活。标准冷冻速度开始为-1到-2℃/min，当温度低于-25℃

时可加速，到-80℃之后可直接投入液氮内(-196℃)。常用的细胞冻存液为含血清的培养基与

DMSO按照 9:1的体积比配制而成，现用现配即可，亦可选择商品化的细胞冻存液。

5.3.5 荧光素酶测定 96 孔板

测定荧光素酶应选择透明底、白色的 96孔板，在读数之前，在底部贴上一层不透明的

膜，才能测得正确值。

5.3.6 细胞裂解液

用来裂解细胞，释放细胞中的荧光素酶等物质，其主要成分是界面活性剂，不能含有

抑制荧光素酶活性的物质。荧光素酶检测试剂盒中一般配备有 5×浓度的细胞裂解液，使用

前现用现配，可以使用超纯水或者磷酸盐缓冲溶液（PBS）稀释。
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5.4 仪器和设备

5.4.1 酶标仪

酶标仪核心是一台光电比色计或分光光度计，其基本工作原理与主要结构和光电比色计

基本相同。检测单位用 OD值表示，OD是 optical density（光密度）的缩写，表示被检测物

吸收掉的光密度。多功能酶标仪指拥有多种检测模式的单体台式酶标仪，通常多用途高端型

酶标仪可以进行吸光度（Abs)、荧光强度（FI）、时间分辨荧光（TRF)、荧光偏振（FP）和

化学发光（RLU)检测。

5.4.2 CO2细胞培养箱

一般细胞培养基的 pH 在 7.0-7.4 之间，大多数培养基用碳酸盐缓冲系统来维持稳定的

pH。对大多数以碳酸盐作为 pH缓冲系统的培养基而言，为了维持稳定的 pH，培养箱中的

二氧化碳需要维持在 2%-10%之间，以保持培养基中溶解的二氧化碳的浓度。细胞培养基中

常添加其他的 pH缓冲系统，比如 4-羟乙基哌嗪乙磺酸（HEPES）缓冲系统，来增加 pH缓

冲能力。此外，CO2细胞培养箱还必须保证细胞培养所需要的温度能够维持在 37℃左右。

5.4.3 离心分离机

离心机是利用离心力，分离液体与固体颗粒或液体与液体的混合物中各组分的机械，又

称离心机。在将细胞与培养基进行分离时，大多使用 1 000 rpm的转速，因此要求选用的离

心机在转速上应达到要求。

5.4.4 生物安全柜

生物安全柜可分为一级、二级和三级三大类以满足不同的生物研究和防疫要求。一级生

物安全柜可保护工作人员和环境而不保护样品。二级生物安全柜是目前应用最为广泛的柜

型。与一级生物安全柜一样，二级生物安全柜也有气流流入前窗开口，被称作“进气流”，

用来防止在微生物操作时可能生成的气溶胶从前窗逃逸。与一级生物安全柜不同的是，未经

过滤的进气流会在到达工作区域前被进风格栅俘获，因此试验品不会受到外界空气的污染。

二级生物安全柜的一个独特之处在于经过 HEPA过滤器过滤的垂直层流气流从安全柜顶部

吹下，被称作“下沉气流”。下沉气流不断吹过安全柜工作区域，以保护柜中的试验品不被

外界尘埃或细菌污染。按照 NSF49 中的规定，二级生物安全柜依照入口气流风速、排气方

式和循环方式可分为 4个级别：A1 型，A2型(原 B3型)，B1 型和 B2 型。所有的二级生物

安全柜都可提供工作人员、环境和产品的保护。三级生物安全柜是为 4级实验室生物安全等

级而设计的，是目前世界上最高安全防护等级的安全柜。本方法中使用二级生物安全柜即可

满足要求。

5.4.5 液氮罐

用于冻存细胞的长期保存，可根据冻存细胞的数量选择不同容量。取放提斗时，应先将

提斗略微提高，使斗底离开底座，再将提斗平行移至罐的中央，顺其自然向上提，动作要从

容迅捷，不可使用强力，以免扭弯或折断把柄；手柄要放妥分度圈内，盖好盖塞以免液氮气
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化损失。应关注液氮罐内剩余液氮体积，及时进行补充。

5.4.6 显微镜

对于生物的研究，使用最广泛的是正置显微镜和倒置显微镜。正置显微镜的物镜在被观

测物体的上方，而倒置显微镜的物镜在被观测物体的下方。正置显微镜操作方便，但是工作

路径较短，适用于观察切片、血球计数板等。倒置显微镜适于观察活体细胞及其动态。

5.4.7 灭菌器

微生物广泛存在于周围环境中，由于细胞培养必须严格执行无菌操作，因此需要对所用

的物品进行消毒灭菌。通常有湿热灭菌和干热灭菌两种方法。湿热灭菌法是用饱和水蒸气、

沸水或流通蒸汽进行灭菌的方法，以高温高压水蒸气为介质，由于蒸汽潜热大，穿透力强，

容易使蛋白质变性或凝固，最终导致微生物的死亡。常用的高压蒸汽灭菌法应当在排尽冷空

气后，关闭排气阀，待压力上升至 103.4 kPa蒸汽压，温度达 121.3℃，维持 15-30 min。停

止加热后，需待压力降至零后，打开排气阀排除余气方可取出物品。干热灭菌法不适合橡胶、

塑料的灭菌，与湿热灭菌法相比，需要更高的温度以及更长的时间才能保证灭菌效果。一般

规定：135-140℃灭菌 3-5 h；160-170℃灭菌 2-4 h；180-200℃灭菌 0.5-1 h。到达时间后，停

止加热，待温度自然下降至 40℃以下，方可开门取物，否则冷空气突然进入，易引起玻璃

炸裂；且热空气外溢，往往会灼伤操作者的皮肤。

5.5 样品采集与提取

5.5.1 样品的采集与保存

按照 HJ/T20 和 HJ/T 298的相关规定进行固体废物样品的采集和保存。

5.5.2 样品的制备

5.5.2.1固态样品

固体废物的制样方法参照 HJ/T20执行。工业固体废物和危险废物焚烧处理后的灰渣和

飞灰，经风干和粉碎研磨处理以降低样品的粒度。用机械方法或人工方法破碎和研磨，筛分

使样品的 95%达到 2 mm以下的粒径度。样品经混合及缩分后制成分析用样品。

5.5.2.2半固态样品

半固态样品制样时，样品经自然风干后，用机械方法或人工方法破碎和研磨，筛分使样

品的 95%达到 2 mm以下的粒径度。样品经混合及缩分后制成分析用样品。半固态的样品在

制样的同时应测定含水量。

5.5.2.3液态样品

液体样品制样时，应充分混均并缩分。样品混均采用人工或者机械搅拌方法进行。样品

混均后，采用二均法，每次减量一半，最终样品量为检测分析用样品量的 10 倍左右。

5.5.3 试样的制备

5.5.3.1 提取

5.5.3.1.1固态样品的提取
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称取一定量制备好的固态样品，添加盐酸，添加量为每 1 g 固态样品添加 20 ml。搅拌

固态样品，并观察发泡情况，必要时再添加盐酸，直至不再发泡为止。用布氏漏斗过滤盐酸

处理液，并用水充分冲洗固态样品，再用少量甲醇或者丙酮除去水分。将玻璃纤维滤膜和固

态样品放入烧杯中干燥。盐酸处理液采用二氯甲烷萃取，添加量为每 1 L处理液添加 100 ml

二氯甲烷，振荡萃取，萃取液采用无水硫酸钠脱水，重复三次上述操作。以甲苯为溶剂，将

充分干燥后的玻璃纤维滤膜和固态样品进行 19 h以上的索式提取或者性能相当的提取设备

进行提取操作。将二氯甲烷萃取液和甲苯提取液混合作为该固态样品的提取液。

5.5.3.1.2 液态样品的提取

1）水溶性样品

称取一定量混合均匀的样品，按照每 1 L样品添加 100 ml二氯甲烷（或者甲苯）的比例，

进行振荡萃取，萃取液采用无水硫酸钠脱水，重复 3次萃取，作为该液态样品的提取液。

2）油状样品（含油淤泥、化学反应釜脚）

称取一定量的油状样品于烧杯中，然后添加 50 ml甲苯，搅拌使可溶成分完全溶解。用

布氏漏斗和玻璃纤维滤膜过滤甲苯处理液。将玻璃纤维滤膜和不溶性残渣放入干燥器中干

燥。将甲苯处理液中的水溶性成分分离，加入二氯甲烷（或者甲苯），振荡萃取，萃取液过

无水硫酸钠脱水，重复 3次。以甲苯为溶剂，将干燥完毕后的玻璃纤维滤膜和不溶性残渣进

行 19 h以上的索式提取或者性能相当的提取设备进行提取操作。将二氯甲烷萃取液和甲苯

提取液混合作为该液态样品的提取液。

5.5.3.2不同提取方法的选择

由于二噁英类化合物种类繁多，在环境介质中含量低，因此需要经过提取、净化、浓

缩等一系列复杂的预处理步骤后方可进仪器分析。在保证数据质量的基础上，如何缩短样品

净化处理时间、减少溶剂使用量成为分析方法改进的目标，目前由于该类化合物提取和净化

技术多种多样，不同方法对二噁英类化合物样品分析结果也存在一些偏差，例如净化过程中

有机溶剂用量和样品内标的回收率等。本实验主要参照 EPA 公布的 PCDD/Fs 分析方法

EPA1613和类二噁英 PCBs分析方法 EPA1668，对萃取方法进行比较。样品采用的提取方式

为索氏提取、ASE 加速溶剂萃取（DIONEX，美国）、E-916自动索氏提取装置（BUCHI，

瑞士）、B-811快速溶剂萃取仪（BUCHI，瑞士），从样品回收率、溶剂消耗量及提取时间方

面进行比较，选择一个相对优化的萃取方法。

准确称取飞灰 10 g，提取前加入 PCDD/Fs 和 DL-PCBs提取内标，分别进行如下四种方

法提取。

传统索氏提取法：将样品置于索氏提取套筒内，用 300 ml甲苯溶剂提取 19 h；

自动索氏提取法：将样品置于 BUCHI 811自动索氏提取器套筒内，用 300 ml甲苯溶剂

提取 8 h。

ASE-300加速溶剂提取法：将样品置于 33 ml萃取池中，设定 ASE 条件为，温度 150℃，

压力 1500 psi，静态提取时间 7 min，循环 2次，甲苯提取，所用提取液约 60 mL。

BUCHI-E916加速溶剂提取法：将样品置于萃取池中，设定温度为130℃，压力为100 bar，

循环次数为 4次，甲苯提取，所用提取液约 160 ml。

将上述四种方法得到的提取液浓缩并转置成正己烷。经过硫酸处理，多层硅胶柱净化，
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埋藏活性炭柱等多步净化过程后，加入进样内标，癸烷定容至 50 l，经 HRGC-HRMS测定。

从四种不同提取方法对 17种二噁英类和 12种 DL-PCBs类化合物之间质量浓度和样品

回收率方面进行分析比较，从图 5-1中可以看出，四种不同提取方法均能有效的提取所需样

品中的化合物。从个别同类物的回收率方面可以看出（图 5-2），应用 DIONEX-ASE提取技

术样品的回收率要普遍略高于其他提取方法。这可能与 ASE提取设备的工作原理有关，该

方法是在较高的温度（150℃）和较高压力（1500 psi）用有机剂溶剂萃取。普通索氏提取器

提取结果比较稳定，无论 PCDD/Fs 组分还是 DL-PCBs组分，均可满足要求。

鉴于上述实验结果以及考虑实验室仪器的基本配置，实验将选择普通索氏提取作为提

取方法。

若提取液中含有油脂，可以使用二甲基亚砜萃取法（DMSO萃取法），去除碳氢化合物

等低极性有机物后，再进行样品净化。在分液漏斗中加入 25 ml用正己烷饱和的二甲基亚砜

溶液，将浓缩到 1 ml左右的提取液加入分液漏斗中，用少量正己烷冲洗，并将冲洗液一并

加入分液漏斗，振荡萃取，静置分离二甲基亚砜层。重复以上操作四次，共得到约 100 ml

二甲基亚砜溶液，将其移入分液漏斗中，并加入 40 ml正己烷，振荡萃取，静置分层，弃掉

正己烷层。向盛有 100 ml二甲基亚砜溶液的分液漏斗中加入 75 ml正己烷和 100 ml水，振

荡萃取，静置分层。重复以上操作 3 次，共得到约 225 ml正己烷萃取液。将正己烷萃取液

移入分液漏斗中，加入 2 mol/L 的氢氧化钾水溶液 10 ml，振荡洗涤，然后再加入 25 ml 水

洗涤，静置分层，正己烷萃取液经无水硫酸钠脱水后浓缩，进行净化处理。

图 5-1 PCDD/Fs组份的回收率
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图 5-2 DL-PCBs 组份的回收率

5.6 样品净化方法的验证及测定过程

EPA 4435和 JIS K0463中规定的样品基本净化流程见下图 5-3 所示，本课题组对此净化

方案进行了验证。称取飞灰 3.5 g，按照 5.5.3确定的萃取方法进行萃取，然后添加净化内标，

进行下述净化，净化完毕后进行 HRGC-HRMS分析。

图 5-3 样品处理基本流程

杂质少的情况

浓缩

浓缩

测定用样品

硫酸硅胶（小）／活性炭

净化和分离

萃取液

部分分取

硫酸硅胶（大）／活性炭

净化和分离

杂质多的情况

第 1组份 第 2组份

乙酸乙酯：甲苯：正己烷

甲苯

浓缩

第 1组份 第 2组份

甲苯

(1:1:8)
乙酸乙酯：甲苯：正己烷

(1:1:8)

测定用样品
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5.6.1 提取液的分取

根据样品中二噁英类预期浓度的高低分取 25%-100%（整数比例）的提取液作为试样溶

液，剩余样品转移至棕色密封储液瓶中冷藏贮存。

5.6.2 样品的净化

5.6.2.1 硅胶柱

将硅胶柱底部塞好玻璃棉，依次填充无水硫酸钠 1.5 g、酸性硅胶（33%，质量百分比）

硅胶 4.0 g、以及无水硫酸钠 1.5 g，如图 5-4所示。加入正己烷 30 ml预淋洗硅胶柱。

图 5-4 硅胶柱的构成

5.6.2.2 活性炭分离柱

将活性炭分离柱的底部塞好玻璃棉，依次填充无水硫酸钠 0.4 g、活性炭 0.4 g、以及无

水硫酸钠 0.8 g （图 5-5）。依次采用丙酮 5 ml、甲苯 20 ml、正己烷 10 ml，进行预淋洗活性

炭分离柱。

图 5-5 活性炭柱的构成

5.6.2.3 硅胶柱-活性炭分离柱色谱仪操作

无水硫酸钠 1.5 g 酸性硅胶(4.0 g，33%，质量百分比）

玻璃棉

无水硫酸钠

上层 0.8 g，下层 0.4 g

玻璃棉

活性炭 0.4 g
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将硅胶柱与活性炭分离柱串联。将样品慢慢添加到串联柱上。添加正己烷 2 ml 于样品

瓶中，一边进行超声清洗，一边洗净样品瓶，将洗净液加入到分离柱。添加正己烷 1 ml于

上述样品瓶中，进行上述同样的操作。采用 10 ml正己烷淋洗串联柱。取下硫酸硅胶分离柱。

向活性炭分离柱中加入正己烷 10 ml，洗净活性炭分离柱。加入 DL-PCBs淋洗液(乙酸乙酯/

甲苯/正己烷(10%/10%/80%的体积百分比))15 ml，淋洗出 DL-PCBs组分。加入甲苯 20 ml 淋

洗出 PCDD/Fs组分。

5.6.2.4结果分析

将净化完毕后的样品旋转蒸发，然后氮吹至微湿，添加 DL-PCBs和 PCDD/Fs 的进样内

标，最后用壬烷或癸烷定容 50 l，进行 HRGC/HRMS 分析，计算内标的回收率以评价净化

方法的准确性。

将 7 次上机分析结果中的回收率计算平均值，然后制作淋洗曲线，结果如图 5-6 和图

5-7所示。从上述两图可以看出，二噁英组分中，OCDD的回收率略低外，其余异构体回收

率基本在 40%以上，DL-PCBs 组分中，除 PCB114和 123回收率略低，大约 30%左右，其

余组份的回收率基本在 40%以上。从实验结果来看，本实验的淋洗方案完全可以把二噁英

组分和 DL-PCBs组分完全分离，从回收率曲线来看，除个别异构体外，无论 PCDD/Fs 组份

还是 DL-PCBs组份基本可以满足 EPA1613所要求的回收率（40%-130%）。

图 5-6 二噁英组份的回收率



29

图 5-7 DL-PCBs组份的回收率

5.6.2.5 干扰和消除

通过文献调研得知，多环芳烃中的䓛（Chrysene）和苯并（b）荧蒽（benzo(b)fluoranthene）

具有激活细胞的能力，因此本方法通过空白加标的方法研究了净化方法对其的去除效率。

在空白样品加入 50 ng的䓛和苯并（b）荧蒽，然后按照上述建立的净化方法进行前处

理，收集各段的淋洗液，进行仪器分析，建立的净化方法对上述两种物质的去除能力见下表：

表 5-1 干扰物的去除能力

化合物 硅胶柱组份 二噁英组份 PCBs组份

䓛 25% 0.2% ND

苯并（b）荧蒽 27% 3.5% ND

从表中数据可以看出，经过硅胶柱净化和活性炭分离后，䓛和苯并（b）荧蒽在二噁英

组分中仅占 0.2%和 3.5%，对二噁英的检测不会产生干扰。

5.6.2.6 空白对结果的影响

5.6.2.6.1溶剂对照空白

将 DMSO直接暴露于细胞，然后检测 RLU，DMSO的测定结果如下图 5-9 所示，20次

溶剂空白的平均值为 1887.1、标准偏差为 1.94%、CV值为 10.27%。DMSO的最小值为 1534.4，

最大值为 2198.3。从测定结果来看，DMSO的溶剂空白值基本稳定，标准偏差和 CV值满足

要求。

5.6.2.6.2实验室空白

称取等量的石英砂作为样品，按照上述确定的萃取方法和净化方法进行分析，将最后的

样品进行生物检测，空白样品 20次测定结果的平均值为 2968.4、标准偏差为 2.0%、CV值

为 6.76%。空白样品的最大值为 3400.8，最小值为 2669.6。空白样品的最大值为溶剂空白最
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小值的 2.2倍，空白样品的最小值为溶剂空白最大值的 1.2倍。从空白样品的标准偏差和 CV

值来看，测定结果满足相关要求。

空白样品的测定值显著高于 DMSO 空白，这说明所使用的材料中能淋洗出可以激活

AhR的物质，但是如果此种物质一直处于固定的范围之内，则对于最后的实际样品的测定

没有影响。

图 5-8 DMSO和样品空白测定值

5.6.2.7 测定用样品的保存

将上述净化完毕后的净化液浓缩或者平行蒸发充分除去溶剂，然后加入 4 ml正己烷。

将样品超声 2分钟，转移到棕色样品瓶中，放入冰箱(4℃)中进行保存。

5.6.3 测定操作

（操作方式以细胞的不同而不同，下以 H1L6.1C2细胞为例）

5.6.3.1 决定稀释倍数的实验

5.6.3.1.1 将计数完毕后的细胞悬浮液，进行稀释，使其浓度达到 7.5×105 cell/ml。

5.6.3.1.2 准备 96 孔板，其四周不加细胞，每孔加 100 µl 的超纯水或者 PBS，中间总共 60

个孔添加细胞悬浮液（横 10纵 6），每个孔各添加 200 µl。

5.6.3.1.3 将上述 96孔板放入培养箱中，进行 24 h的培养（CO2 5%、37℃）。

5.6.3.1.4 测定液配制过程

a)测定用样品的分取

1)在 13 mm 的玻璃试管中加入 DMSO 2 µl。

2)从 4 ml的样品瓶中分取适量的样品，一般二噁英类组份稀释的比率为 20、200 和

2000。

b) 标准曲线绘制用标准液以及 QC（STD 5）溶液的分取

将配制好的标准液以及 QC溶液，分别添加 4 µl到试管中。

c) 阴性对照（NC）（DMSO）的分取

在 13 mm的玻璃试管中加入 DMSO 4 µl。
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5.6.3.1.5 DMSO的置换以及培养基混合操作

a) 加入正己烷，将样品定容为 0.5 ml，标准溶液、QC溶液以及 NC定容为 1 ml。

b) 将试管放入旋转蒸发仪中进行 12 min浓缩。

c) 每隔 2 min，对玻璃试管内的正己烷的残余量进行确认。

d) 在样品试管中加入培养基 200 µl，在标准溶液、QC溶液以及 NC的试管中加入培养

基 400 µl，用搅拌器进行 10 sec左右的搅伴。

5.6.3.1.6将培养了 24 h的 96孔板拿出，将培养基去掉，对细胞的状态进行确认，如果发生

异常，则做好记录，同时追查原因，如果影响后续的测试结果，则将整盘细胞弃掉，重新培

养细胞，如果确认无误，则进行下面的实验。

5.6.3.1.7将 190 µl已经稀释完毕后的样品添加到 96孔板上，标记好 96孔板后，将其放入培

养箱中进行 20-24 h的培养（CO2 5%、37 ℃）。

5.6.3.1.8 RLU的检测

以每次检测 3只 96孔板为例：先将裂解缓冲溶液稀释 5倍，保存在-20℃备用，使用前

室温水浴 30 min，使之解冻及并恢复至室温。准备一瓶发光基质（10 ml）。
a)细胞的裂解

1) 将培养了 20-24 h的微孔板从培养箱中取出。

2) 将微孔板内的培养基完全除掉。

3)使用 12通道移液枪，将 PBS 50 µl加入到各孔，进行洗净。

4)将微孔板内的 PBS完全除掉。

5)通过显微镜对所有孔的细胞状态进行核实。如果有异常，必须在微孔板记录纸上做

好记号。

6)将粘贴纸贴到微孔板底上。

7) 将细胞裂解液各 100 µl分别加入到各孔。

8)使用微孔板振荡器对 96孔板进行 20 min的震动。

9)向每孔添加 50 µl的荧光素酶溶液（荧光素酶溶液须提前配制好），如果酶标仪具有

自动添加功能，则将仪器设定自动添加模式。

b) 荧光素酶活性的测定（自动添加示例）

1)向酶标仪中添加发光基质溶液。

2)放好 96孔微孔板，对各孔的发光量进行测定。

5.6.4 标准曲线的制作

5.6.4.1 基本原理

报告基因法标准曲线的建立一般采用四参数方程或者直线回归方程，下以四参数方程为

例说明标准曲线的具体建立过程。

5.6.4.2四参数 Hill公式最简单的计算式为：

Y=Bottom+(Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-X)×HillSlope))

式中：Y—化学发光值，RLU；

X—标准溶液浓度，pg/ml；

TOP—最大化学发光值，RLU；



32

Bottom—最小化学发光值，RLU；

EC50—RLU达到一半时标准溶液的浓度，pg/ml；

HillSlope—斜率变量。

表 5-2 标准物质换算示例

图 5-9 标准曲线示例

5.6.4.3将DMSO配制的不同系列的2, 3, 7, 8-TCDD标准溶液，按照标准方法操作，得出RLU，

带入理论式，使用软件计算，进行 4参数 TOP、Bottom、EC50、Hillslope的优化（使理论的

RLU和实测的 RLU之间偏差的 2次方最小），从而得出四个参数：TOP，Bottom，LogEC50

和 Hillslope。将得出的 4参数带入上述方程，得到四参数方程。

5.6.5 结果计算

将每个样品的 RLU 值，带入上述的四参数方程，求出每个样品相对应于标准曲线的浓

度值。



33

5.6.6 样品的定量

将样品的 RLU带入标准曲线方程，即可得出样品的浓度。然后根据稀释倍数、测定时

用的萃取液的量、萃取液的量、萃取液的分取量、样品用量，计算样品中二噁英的浓度。具

体计算公式如下所示：

式中：W—样品中的二噁英浓度，ng/g；

ρ—测定液中的浓度，ng/ml；

F—稀释倍数；

V—测定液的体积，ml；

VE—萃取液的体积，ml；

VE’—萃取液分取体积，ml；

W0—取样量，g（干重）。

5.6.7 定量操作

经过上述操作，根据结果可以得出最佳的稀释倍数，如果上述操作恰好在最佳的线性范

围内，则不需要进一步的定量操作，反之，则需要根据得出的最佳稀释倍数，进行定量操作。

定量操作的步骤与决定稀释倍数的实验操作步骤一致，仅稀释倍数相异。

5.7 方法特性参数

5.7.1 标准溶液的检出限和测定下限的确认

将标准溶液按照下述浓度进行配制。

表 5-3 标准溶液浓度系列

标准物

质

浓度(ng/mL)

STD0 STD1 STD2 STD3 STD4 STD5 STD6 STD7 STD8 STD9
2,3,7,8-
TCDD 25.0 12.5 6.25 3.13 1.56 0.781 0.391 0.195 0.100 0.049

对于配制完成的标准溶液，根据确定的测定方法，进行 n=5 次以上的测定，并定量，

计算测定值（毒性等价量）的平均值、标准偏差以及变异系数(CV%)，制作精度管理图，从

图中得出检出下限以及定量范围。下图 5-11为检出下限以及定量范围的酶标板布局示例。
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B DMSO →〃 →〃 →〃 →〃 STD5 →〃 →〃 →〃 →〃

C STD10 →〃 →〃 →〃 →〃 STD4 →〃 →〃 →〃 →〃

D STD9 →〃 →〃 →〃 →〃 STD3 →〃 →〃 →〃 →〃

E STD8 →〃 →〃 →〃 →〃 STD2 →〃 →〃 →〃 →〃

F STD7 →〃 →〃 →〃 →〃 STD1 →〃 →〃 →〃 →〃

G STD6 →〃 →〃 →〃 →〃 STD0 →〃 →〃 →〃 →〃

H

图 5-10 酶标板布局示意图

标准溶液检出限和测定下限：计算系列标准溶液测定值的变异系数(CV%)，30%以下标

准溶液的点作为检出限；20%的点作为测定下限。

定量范围：将 20%之间的范围作为定量范围。

测定结果如下表所示：

表 5-4 标准溶液的检出限和测定下限的确认

平行样品

编号
标准溶液检出限 标准溶液测定下限

测

定

结

果

(pg/ml)

1 0.980 1.96

2 0.980 1.96

3 0.980 1.96

4 0.980 1.96

5 0.980 1.96

6 0.980 1.96

7 0.980 1.96

从上表可以看出，标准溶液的检出限为 0.980 pg/ml，测定下限为 1.96 pg/ml，当取样量

为 3.5克时，样品定量下限为 1 pg-TEQ/g。

5.7.2 精密度和准确度

5.7.2.1 精密度

精密度采用实际样品进行验证，垃圾焚烧后的飞灰选择浓度为 1.68 ng/g、34.3 ng/g、142

ng/g的样品进行测试。生活污水处理厂污泥样品，将此作为低浓度样品进行验证，由于生活

污水浓度较低，无法找到合适的中浓度和高浓度的样品，故采取基质加标的方式进行验证，

三个样品浓度分别为 0.03 ng/g、5.23 ng/g 和 23.8 ng/g。以上每个浓度测试 6 个平行样品，

计算其平均值、标准偏差、相对标准偏差。
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表 5-5 实际样品精密度计算

平行号 飞灰样品（ng/g） 污泥样品(ng/g)

1.68 34.3 142 0.03 5.23 23.8

测定结果

1 1.54 34.7 150 0.02 4.45 24.6

2 1.76 33.0 138 0.02 5.21 25.7

3 1.68 36.8 149 0.02 4.65 23.6

4 1.56 32.3 141 0.02 5.31 26.7

5 1.39 33.9 136 0.03 5.61 25.6

6 1.67 34.7 142 0.02 5.20 24.8

平均值 1.60 34.2 143 0.02 5.07 25.2

标准偏差 0.130 1.57 5.72 0.00300 0.435 1.07

相对标准偏差

（%）
8.21 4.60 4.01 15.9 8.58 4.26

从上表可以看出飞灰低、中、高浓度样品的相对标准偏差分别为 8.21%、4.60%、4.01%；

底质低、中、高浓度样品的相对标准偏差为 15.9%、8.58%、4.26%。

5.7.2.2 准确度

准确度验证，二噁英的飞灰标准样品极少，故采用本实验室自行研制的生活垃圾飞灰

样品进行精密度验证，浓度分别为 7.81 ng/g 和 10.4 ng/g。实际样品选取北京某生活垃圾焚

烧厂的焚烧飞灰，浓度为 1.68 ng/g、34.3 ng/g 和 142 ng/g，加标当量为 TEQ=2.41 ng/g；某

生活污水处理厂的污泥样品（0.04 ng/g）进行加标实验，此处添加二噁英标准为非同位素取

代的标准，加标当量为 TEQ=0.960 ng/g、TEQ=4.80 ng/g 和 TEQ=24.1 ng/g。将上述样品进

行 6次平行测定，对上述测定结果计算平均值、加标回收率等。

表 5-6 飞灰标准样品的测试数据

平行号 飞灰标样（7.81 ng/g） 飞灰标样(10.4 ng/g)

测定结果 1 7.73 9.30

2 6.85 9.60

3 7.20 11.2

4 8.45 10.5

5 8.30 11.6

6 7.31 11.3

平均值 7.64 10.6

标准物质浓度 7.81 10.4

相对误差（%） -2.18 1.76

从上表可以看出，当飞灰标样浓度为 7.81 ng/g 时，相对误差为-2.18%，当飞灰标样为

10.4 ng/g时，相对误差为 1.76%。
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表 5-7 实际样品加标测试数据

平行号 飞灰样品（5 μl，TEQ=2.41）

1.68 测定值 回收率 34.3 测定值 回收率 142 测定值
回收

率

测

定

结

果

1 1.65 4.05 99.6 32.5 35.2 112 147 149 95.4

2 1.89 4.50 108 33.6 35.9 95.4 139 142 108

3 1.43 3.96 105 35.2 37.8 108 154 157 116

4 1.53 4.16 109 32.3 34.8 104 136 138 95.4

5 1.38 4.20 117 34.5 37.1 108 137 139 99.6

6 1.56 3.87 95.9 38.7 41.5 116 142 154 112

平均

值
1.57 4.14 105 34.5 37.1 107 143 145 104

平行

号
污泥样品（低：2 μl TEQ=0.96；中：10 μl, TEQ=4.80；高：50 μl，TEQ=24.1）

0.04 测定值 回收率 0.03 测定值 回收率 0.03 测定值
回收

率

测

定

结

果

1 0.04 0.921 91.9 0.03 4.46 92.2 0.03 25.3 105

2 0.03 0.941 95.3 0.03 5.20 108 0.03 26.1 108

3 0.04 1.05 105 0.03 4.56 94.3 0.03 22.6 93.6

4 0.04 1.10 111 0.03 5.41 112 0.03 25.4 105

5 0.02 0.936 95.0 0.03 5.69 118 0.03 24.3 101

6 0.04 1.17 119 0.03 5.21 108 0.03 24.6 102

平均

值
0.03 1.02 103 0.03 5.09 105 0.03 24.7 102

从上表可以看出，飞灰低、中、高样品的加标回收率平均值为 105%、107%、104%；

底泥样品的加标回收率的平均值为 103%、105%、102%。

5.7.3 细胞稳定性实验

将细胞传代 20次以上，每次传代完毕后，用其测定 DMSO值，测定结果如 5-11所示，

当传代次数达到 23次时其响应值明显下降。

图 5-11 细胞稳定性实验
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5.8 质量保证和质量控制措施

5.8.1 试剂

二噁英生物检测法对试剂的要求，可参考 HRGC-HRMS 方法对试剂的要求，即浓缩

10000倍时不得有二噁英检出，DMSO空白检测值必须小于标准溶液的检出限。

5.8.2 器具和装置

二噁英生物检测法所使用的器具和装置必须满足 HRGC-HRMS实验室所要求的质量保

证和质量控制要求，即高、低浓度样品所使用的器具必须分开以防止交叉污染。接触细胞的

器具和装置必须保证下列事项：防止细胞污染、实验平台必须定期清扫和消毒、细胞操作实

验必须在生物安全柜内进行、适合细胞培养环境的维持。

5.8.3 细胞

在对细胞进行暴露之前，必须保证细胞的状态达到最佳状态，即细胞对二噁英的响应必

须呈现一定的线性范围、必须能稳定传代 20次以上（以使用 H1L6.1c2为例）、细胞的测定

下限必须达到 1.96 pg/ml（以使用 H1L6.1c2为例），满足上述条件方可进行实验。

5.8.4 空白试验

每批样品（以 20个样品为一批次）应至少做一个实验室空白试验，所有空白测试结果

中的目标化合物浓度应小于标准溶液的测定下限（1.96 pg/ml）（以使用 H1L6.1c2为例），并

且记录空白实验值，如果高于此值，应查明原因，并将采取的改进措施一一记录。

5.8.5 平行测定

按照要求进行平行测定实验，然后进行实验结果的比较，两次测定的结果相对标准偏差

必须≤20%，并将相关数据进行记录。如果平行样品差异非常大，必须查找原因，采取措施，

并将相关数据进行记录。

5.8.6回收率的确认

生物检测方法有其特殊性，不能添加同位素内标，因此可以采取添加非同位素标记的标

准物质的方式衡量整个过程的精密度，其加标的回收率必须满足 80%~120%。但是样品前处

理过程中的回收率，可以按照 HJ 77.3中的规定，添加同位素内标进行样品前处理，上机分

析，计算同位素内标的回收率，同位素内标的回收率必须控制在 40%~130%之间。

5.8.7 检出限以及定量范围

5.8.7.1标准溶液的检出限和定量范围的确认

按照规定，检出限必须按照标准曲线来计算，定性范围必须为变异系数 CV的 30％以

内，定量范围为变异系数的 20％以内，其中浓度最小点为定量下限。

标准曲线以及定量范围必须每 6个月确认一次，测定场合、仪器、条件发生变化后必须

重新制作标准曲线以及定量范围。
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5.8.8 质控点的管理

在实际的操作中，一般选择标准曲线中间点作为质控点，将多次测量的质控点的浓度值

计算平均值μ，标准偏差α，则每次测量值必须处于μ±2α之内，否则，此次测量值不可信任，

需要重新测定。

5.8.9 质控样品的测定

按照方法的测定程序，进行质控样品的测定，然后对实验结果进行确认，质控样品的实

验结果必须在±30%以内。如果发生异常，必须从样品的前处理开始查找原因，并采取相应

的措施，将相关的数据进行记录。

6 方法验证

6.1 方法验证方案

6.1.1 基本情况

按照《环境监测分析方法标准制修订技术导则》（HJ 168-2010），组织六家实验室进行

验证。根据影响方法的精密度和准确度的主要因素和数理统计学要求，编制方法验证报告，

验证数据主要包括检出限、测定下限、精密度、准确度及实际样品加标回收率等。

六家实验室分别为：河南省环境监测中心站、中国农业科学院、湖南省环境监测中心站、

广西壮族自治区环境保护监测中心站、四川省环境保护科学研究院、宁波市环境监测中心。

参加验证的实验室及人员基本情况、仪器使用情况及试剂使用情况，见附件一《方法验证报

告》。

6.1.2 方法验证方案

按照《环境监测 分析方法标准制修订技术导则》（HJ 168-2010）的规定，组织六家有

资质的实验室，按照“固体废物 二噁英类筛查 报告基因法”（草案）中样品分析的全部步

骤进行分析和方法验证。根据影响方法的精密度和准确度的主要因素和数理统计学的要求，

编制方法验证报告，确定样品类型、含量水平、分析人员、分析设备、分析时间及重复测试

次数等，验证单位按照要求完成方法验证报告。

检出限和测定下限采用系列标准溶液重复测定 6次以上，然后计算其检出限和测定下

限。

精密度采用实际样品进行验证，选择垃圾焚烧后的飞灰，浓度为 1.68 ng/g、34.3 ng/g、

142 ng/g的样品进行测试。生活污水处理厂污泥样品，将此作为低浓度样品进行验证，由于

生活污水浓度较低，无法找到合适的中浓度和高浓度的样品，故采取基质加标的方式进行验

证，三个样品浓度分别为 0.026 ng/g、5.23 ng/g和 23.8 ng/g。以上每个浓度测试 6个平行样

品，计算其平均值、标准偏差、相对标准偏差、重复性限 r和再现性限 R。

准确度验证，采用生活垃圾飞灰标样进行精密度验证，浓度分别为7.81 ng/g和10.4 ng/g。

实际样品选取北京某生活垃圾焚烧厂的飞灰，浓度为 1.68 ng/g、34.3 ng/g和 142 ng/g，加标

当量为 TEQ=2.41 ng/g；某生活污水处理厂的污泥样品（0.04 ng/g）进行加标实验，此处添
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加二噁英标准为非同位素取代的标准，加标当量为 TEQ=0.960 ng/g、TEQ=4.80 ng/g 和

TEQ=24.1 ng/g。将上述样品进行 6次平行测定，对上述测定结果计算平均值、加标回收率

等。

用于精密度和准确度验证的样品由主持单位统一采集、制备，然后统一发放到各实验

室进行后续的实验。

标准溶液的检出限、测定下限、精密度、准确度等方法特性指标均按照 HJ 168-2010 附

录 A的规定进行验证，验证结果符合方法特性的要求。

验证报告中的数据如无特殊说明均为毒性当量（TEQ）浓度。

6.2 方法验证过程

通过筛选确定有资质方法验证单位。按照方法验证方案准备实验用品，与验证单位确定

验证时间。在方法验证前，确保参加验证的操作人员应熟悉和掌握方法原理、操作步骤及流

程。方法验证过程中所用的试剂和材料、仪器和设备及分析步骤应符合方法相关要求。

6.2.1 标准溶液的检出限、测定下限的验证

原则上应该按照 HJ168-2010规定的方法计算标准溶液的检出限和测定下限，但是生物

检测法有其特殊性，故按照 5.7.1中所述的方法计算标准溶液的检出限和测定下限。

6.2.2 精密度验证

精密度采用实际样品进行验证，垃圾焚烧后的飞灰选择浓度为 1.68 ng/g、34.3 ng/g、142

ng/g的样品进行测试。生活污水处理厂污泥样品，将此作为低浓度样品进行验证，由于生活

污水处理厂污泥浓度较低，无法找到合适的中浓度和高浓度的样品，故采取基质加标的方式

进行验证，三个样品浓度分别为 0.03 ng/g、5.23 ng/g 和 23.8 ng/g。以上每个浓度测试 6 个

平行样品，计算其平均值、标准偏差、相对标准偏差、重复性限 r和再现性限 R。

6.2.3 准确度验证

准确度验证，采用生活垃圾焚烧飞灰标准样品进行精密度验证，浓度分别为 7.81 ng/g

和 10.4 ng/g。实际样品选取北京垃圾焚烧厂的飞灰，浓度为 1.68 ng/g、34.3 ng/g 和 142 ng/g，

加标当量为 TEQ=2.41 ng/g；某生活污水处理厂的污泥样品（0.04 ng/g）进行加标实验，此

处添加二噁英标物为非同位素取代的标物，加标当量为 TEQ=0.960 ng/g、TEQ=4.80 ng/g 和

TEQ=24.1 ng/g。将上述样品进行 6次平行测定，对上述测定结果计算平均值、加标回收率

等。

6.3 方法验证结论

见附件一《方法验证报告》。

7 与开题报告的差异说明

内容与开题报告无差异。



40

8 标准实施建议

本标准为配套《生活垃圾填埋场污染控制标准》、《危险废物鉴别标准毒性物质含量鉴

别》、《城镇污水处理厂污泥处置园林绿化用泥质》等标准的监测方法标准，在实施过程中建

议根据实际样品的来源和特点选择适宜的萃取方法。
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附一

方法验证报告

方法名称： 固体废物 二噁英类的筛查 报告基因法

项目主编单位：国家环境分析测试中心

验证单位：河南省环境监测中心站、中国农业科学院、湖南省环境监

测中心站、广西壮族自治区环境保护监测中心站、四川省环境保护科

学研究院、宁波市环境监测中心

项目负责人及职称：周志广（高级工程师）

通讯地址：北京市朝阳区育慧南路 1号电话：（010）84665758

报告编写人及职称：周志广（高级工程师）

报告日期：2016年 9月 15日
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按照《环境监测 分析方法标准制修订技术导则》（HJ 168-2010）的规定，组织六家实

验室进行方法验证。根据影响方法的精密度和准确度的主要因素和数理统计学的要求，编制

方法验证报告。下述数据如无特殊说明均为毒性当量（TEQ）浓度。

1 原始测试数据

1.1 河南省环境监测中心站原始测试数据

1.1.1 实验室基本情况

表 1.1.1 参加验证的人员情况登记表

姓名 性别 年龄 职务或职称 所学专业 参加分析工作年份 验证方法名称

彭华 女 50 高级工程师 土壤学 26 固体废物二噁英

类的筛查报告基

因法

梁晶 女 32 工程师 分析化学 5

李洁 女 29 助理工程师 土壤学 2

表 1.1.2 使用仪器情况登记表

仪器名称 规格型号 性能状况 备注

ASE 戴安，ASE 350 良好

读板机 美国分子，SpectraMax 良好

表 1.1.3 使用试剂及溶剂登记表

名称 厂家、规格 纯化处理方法 备注

甲苯 JT Baker 公司（农残级） 无

丙酮 JT Baker 公司（农残级） 无

正己烷 JT Baker 公司（农残级） 无

二氯甲烷 JT Baker 公司（农残级） 无

DMSO Sigma（细胞培养级别） 无

胎牛血清 Life Technologies（细胞培养级别） 无

RPMI 1640 Life Technologies（细胞培养级别） 无

1.1.2 方法检出限、测定下限测试数据

表 1.1.4 河南省环境监测中心站标准溶液检出限、测定下限测试数据表

验证单位：河南省环境监测中心站

测试日期：2016.5.16

平行样品

编号
标准溶液检出限 标准溶液测定下限

测

定

1 0.980 1.96

2 0.980 1.96
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结

果

(pg/ml)

3 0.980 1.96

4 0.980 1.96

5 0.980 1.96

6 0.980 1.96

7 0.980 1.96

1.1.3 方法精密度测试数据

实际样品的测试结果如下表所示。

表 1.1.5 精密度测试数据

验证单位：河南省环境监测中心站

测试日期： 2016.5.30
平行号 飞灰样品（ng/g） 污泥样品(ng/g)

1.68 34.3 142 0.03 5.23 23.8

测定结果 1 1.78 32.5 125 0.02 5.10 25.4

2 1.96 32.0 139 0.02 4.90 24.3

3 1.65 35.4 128 0.02 5.23 24.0

4 1.53 31.2 126 0.02 5.06 26.8

5 1.26 32.7 124 0.02 4.05 25.5

6 1.56 34.6 127 0.02 4.86 24.9

平均值 1.62 33.1 128 0.02 4.87 25.1

标准偏差 0.24 1.6 5.5 0.0030 0.42 1.0

相对标准偏差

（%） 15 4.9 4.3 17 8.7 4.0

1.1.4 方法准确度测试数据

由于飞灰有证标准样品极少，故选择的是国家环境分析测试中心研制的飞灰标样，其低

浓度样品为 7.81 ng/g，高浓度样品为 10.4 ng/g。实际样品加标回收率测定时的加标量见附

表。

表 1.1.6 飞灰标准样品的测试数据（平行测定 6 次，n=6）

验证单位：河南省环境监测中心站

测试日期： 2016.6.7
平行号 飞灰标样（7.81 ng/g） 飞灰标样(10.4 ng/g)

测定结果 1 7.61 9.80

2 6.93 9.50

3 7.15 11.3

4 8.33 11.5

5 8.46 10.9

6 7.12 10.8
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平均值 7.60 10.6

标准物质浓度 7.81 10.4

相对误差（%） -2.7 1.8

表 1.1.7 实际样品加标测试数据（平行测定 6 次，n=6）

验证单位：河南省环境监测中心站

测试日期： 2016.6.21
平行号 飞灰样品（5μl，TEQ=2.41）

1.68 测定值 回收率 34.3 测定值 回收率 142 测定值 回收率

测

定

结

果

1 1.78 4.03 93.4 32.3 35.2 114 125 128 110

2 1.96 4.52 106 32.0 34.6 110 139 142 106

3 1.65 4.08 100 34.6 37.8 97.1 128 130 92.5

4 1.53 4.22 111 31.2 33.5 93.8 126 128 101

5 1.26 4.00 113 32.7 35.1 101 124 127 113

6 1.56 4.09 105 34.7 37.1 107 127 130 111

平

均

值

1.62 4.16 105 33.1 35.6 104 128 131 106

平

行

号

污泥样品（低：2 μl TEQ=0.96；中：10 μl,TEQ=4.80；高：50 μl，TEQ=24.1）

0.044 测定值 回收率 0.04 测定值 回收率 0.04 测定值 回收率

1 0.03 0.899 90.6 0.04 4.39 90.6 0.04 24.5 101

2 0.04 0.988 99.0 0.04 5.43 112 0.04 24.4 101

3 0.04 1.06 106 0.04 4.60 95.0 0.04 22.6 93.6

4 0.03 1.09 110 0.04 5.41 112 0.04 26.7 110

5 0.03 0.938 94.8 0.04 5.71 118 0.04 25.5 106

6 0.04 1.17 117 0.04 5.30 110 0.04 25.8 107

平

均

值

0.04 1.03 103 0.04 5.14 106 0.04 24.9 103

1.2 中国农业科学院原始测试数据

1.2.1 实验室基本情况

表 1.2.1 参加验证的人员情况登记表

姓名 性别 年龄 职务或职称 所学专业
参加分析工

作年份
验证方法名称

张维 男 35 助理研究员 兽医生物医学 2009 固体废物二噁英

类筛查报告基因

法

王瑞国 男 37 助理研究员 动物营养 2009

李阳 男 36 助理研究员 食品化学 2008
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表 1.2.2 使用仪器情况登记表

仪器名称 规格型号 性能状况 备注

ASE 戴安，ASE 350 良好

读板机 Promega，GloMax Multi+ 良好

表 1.2.3 使用试剂及溶剂登记表

名称 厂家、规格 纯化处理方法 备注

甲苯 JT Baker 公司（农残级） 无

丙酮 JT Baker 公司（农残级） 无

正己烷 JT Baker 公司（农残级） 无

二氯甲烷 JT Baker公司（农残级） 无

DMSO Sigma（细胞培养级别） 无

胎牛血清 Life Technologies（细胞培养级别） 无

RPMI 1640 Life Technologies（细胞培养级别） 无

1.2.2 方法检出限、测定下限测试数据

表 1.2.4 中国农业科学院标准溶液检出下限、定量下限测试数据表

验证单位：中国农业科学院 测试日期：2016.3.21

平行样品

编号
标准溶液检出限 标准溶液测定下限

测

定

结

果

(pg/ml)

1 0.980 1.96

2 0.980 1.96

3 0.980 1.96

4 0.980 1.96

5 0.980 1.96

6 0.980 1.96

7 0.980 1.96

1.2.3 方法精密度测试数据

实际样品的测试结果如下表所示。

表 1.2.5 精密度测试数据

验证单位：中国农业科学院 测试日期：2016.3.28
平行号 飞灰样品（ng/g） 污泥样品 (ng/g)

1.68 34.3 142 0.03 5.23 23.8

测定结果
1 1.84 33.6 119 0.03 4.62 24.1

2 1.56 31.9 123 0.03 4.72 24.5
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3 1.79 37.6 138 0.03 5.55 24.2

4 1.46 32.5 126 0.02 5.37 24.6

5 1.78 31.2 123 0.03 5.71 24.3

6 1.45 33.1 121 0.03 4.96 23.2

平均值 1.65 33.3 125 0.03 5.15 24.1

标准偏差 0.18 2.3 6.8 0.004 0.5 0.5

相对标准

偏差（%）
11 6.9 5.4 14 8.8 2.1

1.2.4 方法准确度测试数据

由于飞灰有证标准样品极少，故选择的是国家环境分析测试中心研制的飞灰标样，其低

浓度样品为 7.81 ng/g，高浓度样品为 10.4 ng/g。实际样品加标回收率测定时的加标量见附

表。

表 1.2.6 飞灰标准样品的测试数据（平行测定 6次，n=6）

验证单位：中国农业科学院

测试日期：2016.4.06
平行号 飞灰标样（低，ng/g） 飞灰标样(高，ng/g)

测定结果 1 8.45 11.4

2 8.36 12.6

3 7.29 10.4

4 6.97 9.21

5 6.85 9.04

6 8.58 11.3

平均值 7.75 10.7

标准物质浓度 7.81 10.4

相对误差（%） -0.8 2.2

表 1.2.7 实际样品加标测试数据（平行测定 6 次，n=6）

验证单位：中国农业科学院

测试日期：2016.4.13
平行号 飞灰样品（5 μl，TEQ=2.41）

1.68 测定值 回收率 34.30 测定值 回收率 142 测定值 回收率

测

定

结

果

1 1.84 4.13 95.0 33.6 34.8 103 119 122 107

2 1.56 3.92 97.9 31.9 34.6 107 123 126 107

3 1.79 4.55 114 37.6 27.4 97.1 138 141 111

4 1.46 4.27 117 32.5 35.0 115 126 129 118

5 1.78 4.46 111 33.0 31.2 117 123 126 113

6 1.45 3.99 105 30.2 33.1 114 121 124 105

平

均

值

1.65 4.22 107 33.3 33.4 109 125 128 110
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平

行

号

污泥样品（低：2 μl, TEQ=0.96；中：10 μl, TEQ=4.8；高：50 μl，TEQ=24.1）

0.04 测定值 回收率 0.04 测定值 回收率 0.04 测定值 回收率

1 0.04 0.92 91.7 0.04 4.59 94.8 0.04 23.9 99.1

2 0.04 1.01 101 0.04 4.73 97.7 0.04 24.6 102

3 0.05 1.09 108 0.04 5.61 116 0.04 25.7 106

4 0.05 1.23 123 0.04 5.28 109 0.04 26.4 109

5 0.04 1.05 105 0.04 5.67 117 0.04 28.4 118

6 0.04 0.98 97.9 0.04 4.96 102 0.04 23.2 96.0

平

均

值

0.04 1.05 105 0.04 5.14 106 0.04 25.4 105

1.3 湖南省环境监测中心站原始测试数据

1.3.1 实验室基本情况

表 1.3.1 参加验证的人员情况登记表

姓名 性别 年龄 职务或职称 所学专业 参加分析工作年份 验证方法名称

陈燕 女 35 工程师 环境工程 6年 固体废物二噁英

类的筛查报告基

因法
龙雯琪 女 27 助理工程师 环境工程 2年

表 1.3.2 使用仪器情况登记表

仪器名称 规格型号 性能状况 备注

ASE 戴安，ASE 350 良好

读板机 美国分子，SpectraMax 良好

表 1.3.3 使用试剂及溶剂登记表

名称 厂家、规格 纯化处理方法 备注

甲苯 JT Baker 公司（农残级） 无

丙酮 JT Baker 公司（农残级） 无

正己烷 JT Baker 公司（农残级） 无

二氯甲烷 JT Baker 公司（农残级） 无

DMSO Sigma（细胞培养级别） 无

胎牛血清 Life Technologies（细胞培养级别） 无

RPMI 1640 Life Technologies（细胞培养级别） 无

1.3.2 方法检出限、测定下限测试数据
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表 1.3.4 湖南省环境监测中心站标准溶液检出限、定量下限测试数据表

验证单位：湖南省环境监测中心站

测试日期：2016.7.21

平行样品

编号
标准溶液检出限 标准溶液测定下限

测

定

结

果

(pg/ml)

1 0.980 1.96

2 0.980 1.96

3 0.980 1.96

4 0.980 1.96

5 0.980 1.96

6 0.980 1.96

7 0.980 1.96

1.3.3 方法精密度测试数据

实际样品的测试结果如下表所示。

表 1.3.5 精密度测试数据

验证单位：湖南省环境监测中心站

测试日期：2016.7.27
平行号 飞灰样品 (ng/g) 污泥样品 (ng/g)

1.68 34.3 142 0.03 5.23 23.8

测定结果 1 1.56 38.5 116 0.02 5.23 19.9

2 1.95 39.1 126 0.02 4.65 19.5

3 1.67 39.3 125 0.02 5.56 19.0

4 1.45 38.7 120 0.02 5.41 24.1

5 1.38 40.1 119 0.02 5.69 24.1

6 1.49 33.3 129 0.03 5.48 20.3

平均值 1.58 38.2 123 0.02 5.34 21.1

标准偏差 0.21 2.5 4.9 0.004 0.37 2.3

相对标准偏

差（%） 13 6.5 4.0 18 7.0 11

1.3.4 方法准确度测试数据

由于飞灰有证标准样品极少，故选择的是国家环境分析测试中心研制的飞灰标样，其低

浓度样品为 7.81 ng/g，高浓度样品为 10.4 ng/g。实际样品加标回收率测定时的加标量见附

表。
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表 1.3.6 飞灰标准样品的测试数据（平行测定 6 次，n=6）

验证单位：湖南省环境监测中心站

测试日期：2016.8.03
平行号 飞灰标样（7.81 ng/g） 飞灰标样(10.4 ng/g)

测定结果 1 7.65 11.4

2 9.24 9.27

3 7.16 9.67

4 8.94 9.36

5 8.09 11.5

6 7.39 10.3

平均值 8.08 9.29

标准物质浓度 7.81 10.4

相对标准偏差（%） 3.5 -11

表 1.3.7 实际样品加标测试数据（平行测定 6 次，n=6）

验证单位：湖南省环境监测中心站

测试日期：2016.8.22
平行号 飞灰样品（5μl，TEQ=2.41）

1.68 测定值 回收率 34.30 测定值 回收率 142 测定值 回收率

测

定

结

果

1 1.56 3.95 99.2 38.5 41.0 108 116 118 92.1

2 1.96 4.80 118 39.1 41.8 111 126 128 97.1

3 1.67 4.43 115 39.3 41.7 98.8 125 128 106

4 1.45 4.09 110 38.7 41.0 94.2 120 123 111

5 1.38 4.05 111 40.1 42.8 113 119 122 115

6 1.49 3.95 102 33.3 35.9 109 129 132 117

平

均

值 1.58 4.21 109 38.2 40.7 106 123 125 106

平

行

号 污泥样品（低：2 μl, TEQ=0.96；中：10 μl, TEQ=4.8；高：50 μl，TEQ=24.1）

0.04 测定值 回收率 0.05 测定值 回收率 0.05 测定值 回收率

1 0.05 1.08 107 0.05 4.61 95.0 0.05 28.6 118

2 0.06 1.18 117 0.05 4.73 97.5 0.05 26.4 109

3 0.05 1.10 109 0.05 5.63 116 0.05 22.2 91.9

4 0.04 1.01 101 0.05 5.54 114 0.05 25.5 106

5 0.05 1.04 103 0.05 5.74 119 0.05 24.2 100

6 0.05 1.07 106 0.05 5.55 115 0.05 28.0 116

平

均

值 0.05 1.05 107 0.05 5.30 109 0.05 25.8 107
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1.4 广西壮族自治区环境保护监测中心站原始测试数据

1.4.1 实验室基本情况

表 1.4.1 参加验证的人员情况登记表

姓名 性别 年龄 职务或职称 所学专业
参加分析工

作年份
验证方法名称

田艳 女 38 主任/高工 高分子化学与物理 13年
固体废物二噁英

类的筛查报告基

因法

黄宁 女 36 工程师 控制与分析化学 9年

陈德翼 男 31 工程师 环境科学 5年

梁鹏 男 29 助理工程师 应用化学 2年

表 1.4.2 使用仪器情况登记表

规格型号 性能状况 备注

ASE 戴安，ASE 350 良好

读板机 美国分子，SpectraMax 良好

表 1.4.3 使用试剂及溶剂登记表

名称 厂家、规格 纯化处理方法 备注

甲苯 JT Baker 公司（农残级） 无

丙酮 JT Baker 公司（农残级） 无

正己烷 JT Baker 公司（农残级） 无

二氯甲烷 JT Baker 公司（农残级） 无

DMSO Sigma（细胞培养级别） 无

胎牛血清 Life Technologies（细胞培养级别） 无

RPMI 1640 Life Technologies（细胞培养级别） 无

1.4.2 方法检出限、测定下限测试数据

表 1.4.4 广西壮族自治区环境保护监测中心站标准溶液检出下限、定量下限测试数据表

验证单位：广西壮族自治区环境保护监测中心站

测试日期：2016.6.13

平行样品

编号
标准溶液检出限 标准溶液测定下限

测

定

结

果

(pg/ml)

1 0.980 1.96

2 0.980 1.96

3 0.980 1.96

4 0.980 1.96

5 0.980 1.96

6 0.980 1.96
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7 0.980 1.96

1.4.3 方法精密度测试数据

实际样品的测试结果如下表所示。

表 1.4.5 精密度测试数据

验证单位：广西壮族自治区环境保护监测中心站

测试日期：2016.6.20
平行号 飞灰样品(ng/g) 污泥样品(ng/g)

1.68 34.3 142 0.03 5.23 23.8

测定结果 1 1.47 39.1 128 0.03 4.32 28.0

2 1.87 39.6 121 0.03 4.21 29.6

3 1.78 38.9 120 0.02 4.06 29.4

4 1.36 39.2 125 0.03 4.12 28.5

5 1.40 40.4 119 0.02 4.02 23.4

6 1.67 37.5 123 0.03 4.12 23.9

平均值 1.59 39.1 123 0.03 4.13 27.1

标准偏差 0.21 0.96 3.4 0.005 0.11 2.8

相对标准偏

差（%） 13 2.5 2.8 19 2.8 10

1.4.4 方法准确度测试数据

由于飞灰有证标准样品极少，故选择的是国家环境分析测试中心研制的飞灰标样，其低

浓度样品为 7.81 ng/g，高浓度样品为 10.4 ng/g。实际样品加标回收率测定时的加标量见附

表。

表 1.4.6 飞灰标准样品的测试数据（平行测定 6次，n=6）

验证单位：广西壮族自治区环境保护监测中心站

测试日期：2016.6.28
平行号 飞灰标样（7.81 ng/g） 飞灰标样(10.4 ng/g)

测定结果 1 9.56 12.9

2 7.72 11.3

3 7.29 10.9

4 9.03 9.32

5 8.01 11.6

6 7.28 11.3

平均值 8.15 11.2

标准物质浓度 7.81 10.4

相对误差（%） 4.4 7.5
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表 1.4.7 实际样品加标测试数据（平行测定 6 次，n=6）

验证单位：广西壮族自治区环境保护监测中心站

测试日期：2016.7.11
平行号 飞灰样品（5μl，TEQ=2.41）

1.68 测定值 回收率 34.3 测定值 回收率 142 测定值 回收率

测

定

结

果

1 1.47 3.70 92.5 39.1 41.3 91.3 128 131 110

2 1.87 4.06 90.9 39.6 41.9 97.9 121 123 101

3 1.78 4.46 111 39.1 41.4 102 120 123 107

4 1.36 4.09 113 39.2 41.8 107 125 127 98.3

5 1.40 3.91 104 40.4 43.1 115 119 122 109

6 1.67 4.06 99.2 37.5 40.0 107 123 125 103

平

均

值 1.59 4.05 102 39.1 41.6 103 123 125 105

平

行

号

污泥样品（低：2 μl, TEQ=0.96；中：10 μl, TEQ=4.8；高：50 μl，TEQ=24.1）

0.04 测定值 回收率 0.06 测定值 回收率 0.06 测定值 回收率

1 0.06 1.02 100 0.06 4.74 97.5 0.06 21.4 88.7

2 0.06 1.01 99.0 0.06 4.51 92.7 0.06 24.4 101

3 0.06 1.11 109 0.06 4.66 95.8 0.06 27.7 114

4 0.06 1.11 110 0.06 5.30 109 0.06 22.8 94.5

5 0.06 1.23 122 0.06 5.55 114 0.06 26.2 108

6 0.06 1.05 103 0.06 5.36 110 0.06 27.4 114

平

均

值 0.06 1.09 107 0.06 5.02 103 0.06 25.0 104

1.5 四川省环境保护科学研究院原始测试数据

1.5.1 实验室基本情况

表 1.5.1 参加验证的人员情况登记表

姓名 性别 年龄 职务或职称 所学专业 参加分析工作年份 验证方法名称

王维 男 33 高级工程师 环境工程 2年 固体废物二噁英

类的筛查报告基

因法
许利 女 31 工程师

高分子科学

与工程
5年

张悦 女 27 工程师 环境工程 2年

刘彦 男 25 助理工程师 环境工程 2年
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表 1.5.2 使用仪器情况登记表

仪器名称 规格型号 性能状况 备注

ASE 戴安， ASE 350 良好

读板机 美国分子，SpectraMax 良好

表 1.5.3 使用试剂及溶剂登记表

名称 厂家、规格 纯化处理方法 备注

甲苯 JT Baker 公司（农残级） 无

丙酮 JT Baker 公司（农残级） 无

正己烷 JT Baker 公司（农残级） 无

二氯甲烷 JT Baker 公司（农残级） 无

DMSO Sigma（细胞培养级别） 无

胎牛血清 Life Technologies（细胞培养级别） 无

RPMI 1640 Life Technologies（细胞培养级别） 无

1.5.2 方法检出限、测定下限测试数据

表 1.5.4 四川省环境保护科学研究院标准溶液检出下限、定量下限测试数据表

验证单位：四川省环境保护科学研究院

测试日期：2016.5.9

平行样品

编号
标准溶液检出限 标准溶液测定下限

测

定

结

果

(pg/ml)

1 0.980 1.96

2 0.980 1.96

3 0.980 1.96

4 0.980 1.96

5 0.980 1.96

6 0.980 1.96

7 0.980 1.96

1.5.3 方法精密度测试数据

实际样品的测试结果如下表所示。

表 1.5.5 精密度测试数据

验证单位：四川省环境保护科学研究院

测试日期：2016.5.24

平行号 飞灰样品(ng/g) 污泥样品(ng/g)

1.68 34.30 142 0.03 5.23 23.8
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测定结果 1 1.67 33.1 145 0.03 4.32 26.1

2 1.78 32.5 149 0.03 4.61 27.2

3 1.98 31.9 153 0.02 4.12 25.2

4 1.56 34.6 156 0.03 4.01 27.9

5 1.45 35.7 148 0.03 4.48 26.9

6 1.34 32.1 140 0.02 4.56 27.1

平均值 1.63 33.3 149 0.03 4.35 26.7

标准偏差 0.23 1.5 5.5 0.005 0.24 0.95

相对标准偏

差（%）
14 4.5 3.7 19 5.6 3.6

1.5.4 方法准确度测试数据

由于飞灰有证标准样品极少，故选择的是国家环境分析测试中心研制的飞灰标样，其低

浓度样品为 7.81 ng/g，高浓度样品为 10.4 ng/g。实际样品加标回收率测定时的加标量见附

表。

表 1.5.6 飞灰标准样品的测试数据（平行测定 6次，n=6）

验证单位：四川省环境保护科学研究院

测试日期：2016.5.30

平行号 飞灰标样（7.81 ng/g） 飞灰标样(10.4 ng/g)

测定结果 1 7.24 11.0

2 8.39 12.9

3 9.37 11.3

4 9.08 9.47

5 8.05 11.5

6 7.15 11.6

平均值 8.21 11.3

标准物质浓度 7.81 10.4

相对误差（%） 5.1 8.3

表 1.5.7 实际样品加标测试数据（平行测定 6 次，n=6）

验证单位：四川省环境保护科学研究院

测试日期：2016.6.14

平行号 飞灰样品（5μl，TEQ=2.41）

1.68 测定值 回收率 34.30 测定值 回收率 142 测定值 回收率

测 1 1.67 3.85 90.5 33.1 35.5 98.8 145 147 101
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定

结

果

2 1.78 4.04 93.8 32.5 34.9 100 149 152 111

3 1.98 4.43 102 31.9 34.5 107 153 156 107

4 1.56 4.24 111 34.6 37.2 110 156 158 94.2

5 1.45 3.99 105 35.7 38.5 117 148 151 97.1

6 1.34 3.71 98.3 32.1 34.9 114 140 143 109

平

均

值

1.63 4.04 100 33.4 35.9 108 149 151 103

平

行

号

污泥样品（低：2μl, TEQ=0.96；中：10 μl, TEQ=4.8；高：50 μl，TEQ=24.1）

0.04 测定值 回收率 0.05 测定值 回收率 0.05 测定值 回收率

1 0.04 1.01 101 0.05 5.41 112 0.05 26.2 108

2 0.05 1.18 118 0.05 5.67 117 0.05 27.3 113

3 0.06 1.14 113 0.05 4.94 102 0.05 25.3 105

4 0.04 1.08 108 0.05 5.02 104 0.05 23.5 97.3

5 0.05 1.22 122 0.05 4.47 92.1 0.05 24.6 102

6 0.05 1.10 109 0.05 4.48 92.3 0.05 27.7 115

平

均

值

0.05 1.12 112 0.05 4.99 103 0.05 25.8 107

1.6 宁波市环境监测中心原始测试数据

1.6.1 实验室基本情况

表 1.6.1 参加验证的人员情况登记表

李申杰 男 38 高级工程师 分析化学 10 固体废物二噁英

类的筛查报告基

因法

杨炳建 男 40 高级工程师 药物化学 17

陈荣枫 男 29 工程师 环境科学 3

表 1.6.2 使用仪器情况登记表

仪器名称 规格型号 性能状况 备注

ASE 戴安， ASE 350 良好

读板机 德国，Berthold Centro LB960 良好

表 1.6.3 使用试剂及溶剂登记表

名称 厂家、规格 纯化处理方法 备注

甲苯 JT Baker 公司（农残级） 无

丙酮 JT Baker 公司（农残级） 无
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正己烷 JT Baker 公司（农残级） 无

二氯甲烷 JT Baker 公司（农残级） 无

DMSO Sigma（细胞培养级别） 无

胎牛血清 Life Technologies（细胞培养级别） 无

RPMI 1640 Life Technologies（细胞培养级别） 无

1.6.2 方法检出限、测定下限测试数据

表 1.6.4 宁波市环境监测中心标准溶液检出下限、定量下限测试数据表

验证单位：宁波市环境监测中心

测试日期：2016.7.4

平行样品

编号
标准溶液检出限 标准溶液测定下限

测

定

结

果

(pg/ml)

1 0.980 1.96

2 0.980 1.96

3 0.980 1.96

4 0.980 1.96

5 0.980 1.96

6 0.980 1.96

7 0.980 1.96

1.6.3 方法精密度测试数据

实际样品的测试结果如下表所示。

表 1.6.5 精密度测试数据

验证单位：宁波市环境监测中心

测试日期：2016.7.4

平行号 飞灰样品（ng/g） 污泥样品(ng/g)

1.68 34.3 142 0.03 5.23 23.8

测定结果 1 1.85 33.4 148 0.02 5.67 27.5

2 1.83 31.9 130 0.03 5.78 26.5

3 2.03 36.0 156 0.03 5.95 28.9

4 2.35 31.4 135 0.02 4.59 28.4

5 2.02 32.2 128 0.03 4.69 27.8

6 2.01 31.8 138 0.03 4.92 28.3

平均值 2.03 32.8 139 0.03 5.26 27.9

标准偏差 0.19 1.7 11 0.005 0.60 0.84

相对标准偏 9.3 5.2 7.7 19 11 3.0
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差（%）

1.6.4 方法准确度测试数据

由于飞灰有证标准样品极少，故选择的是国家环境分析测试中心研制的飞灰标样，其低

浓度样品为 7.81 ng/g，高浓度样品为 10.4 ng/g。实际样品加标回收率测定时的加标量见附

表。

表 1.6.6 飞灰标准样品的测试数据（平行测定 6次，n=6）

验证单位：宁波市环境监测中心

测试日期：2016.7.4

平行号 飞灰标样（7.81 ng/g） 飞灰标样(10.4 ng/g)

测定结果 1 7.71 10.4

2 8.23 10.2

3 8.56 9.87

4 8.12 9.98

5 8.97 11.3

6 7.4 11.4

平均值 8.17 10.5

标准物质浓度 7.81 10.4

相对标准偏差（%） 4.6 1.1

表 1.6.7 实际样品加标测试数据（平行测定 6次，n=6）

验证单位：宁波市环境监测中心

测试日期：2016.7.4

平行号 飞灰样品（5 μl，TEQ=2.41）

1.68 测定值 回收率 34.3 测定值 回收率 142 测定值 回收率

测

定

结

果

1 1.64 4.42 115 33.4 36.0 107 148 151 97.9

2 1.56 4.20 110 31.9 34.6 111 130 133 106

3 1.75 4.44 112 36.0 38.8 115 156 158 102

4 1.40 3.94 105 31.4 33.9 103 135 138 119

5 1.52 4.25 113 32.2 34.6 98.8 128 131 114

6 1.45 4.13 111 31.8 34.1 95.0 138 141 109

平

均

值

1.55 4.23 111 32.8 35.3 105 139 142 108

平

行
污泥样品（低：2 μl, TEQ=0.96；中：10 μl,TEQ=4.8；高：50 μl，TEQ=24.1）
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号

0.04 测定值 回收率 0.04 测定值 回收率 0.04 测定值 回收率

1 0.03 1.01 102 0.04 5.60 116 0.04 27.6 114.

2 0.04 1.07 107 0.04 5.67 117 0.04 25.5 106

3 0.04 1.13 114 0.04 4.53 93.5 0.04 27.2 113

4 0.04 1.09 109 0.04 5.02 104 0.04 22.6 93.6

5 0.04 0.98 97.9 0.04 4.81 99.4 0.04 25.4 105

6 0.05 1.09 108 0.04 5.03 104 0.04 26.8 111

平

均

值

0.040 1.06 106 0.04 5.11 106 0.04 25.9 107

2 方法验证数据汇总

2.1 标准溶液的检出限、测定下限汇总

按照第五章中的 5.7.1的操作计算标准溶液的检出限和测定下限。由于生物检测方法的

特殊性，细胞的灵敏度必须达到规定的测定下限才能进行测试，因此每家实验室的检出限和

测定下限都一致。河南省环境监测中心站实验室编号为 1，中国农业科学院实验室编号 2，

湖南省环境监测中心站实验室编号 3，广西壮族自治区环境保护监测中心站实验室编号为 4，

成都市环境保护科学研究院实验室编号为 5，宁波市环境监测中心实验室编号为 6。

表 2.1 标准溶液检出限、测定下限汇总结果

实验室号 试样

标准溶液检出限（pg/ml） 标准溶液测定下限(pg/ml)

1 0.980 1.96

2 0.980 1.96

3 0.980 1.96

4 0.980 1.96

5 0.980 1.96

6 0.980 1.96

结论：六家实验室按照“固体废物 二噁英类筛查 报告基因法”（草案）中规定的标准溶

液检出限和测定下限操作步骤进行分析，当使用 H1L6.1c2 细胞时，标准溶液的检出限为

0.980 pg-TEQ/ml（0.200 pg-TEQ/well），测定下限为 1.96 pg-TEQ/ml（0.400 pg-TEQ/well），

当取样量为 3.5 g时，方法测定下限为 1.00 pg-TEQ/g。

2.2 方法精密度数据汇总

六家实验室进行了方法精密度的验证工作，数据汇总见附表 2.2-2.4。河南省环境监测

中心站实验室编号为 1，中国农业科学院实验室编号 2，湖南省环境监测中心站实验室编号

3，广西壮族自治区环境保护监测中心站实验室编号为 4，成都市环境保护科学研究院实验

室编号为 5，宁波市环境监测中心实验室编号为 6。
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表 2.2 飞灰实际样品精密度试验数据

实验室号

浓度（1.68 ng/g）1 浓度（34.3 ng/g）2 浓度（142 ng/g）3

Si
RSDi

（%）
Si

RSDi

（%）
Si

RSDi

（%）

1 1.62 0.24 15 33.1 1.6 4.9 128 5.5 4.3

2 1.65 0.18 11 33.3 2.3 6.9 125 6.8 5.4

3 1.58 0.21 13 38.2 2.5 6.5 123 4.9 4.0

4 1.59 0.21 13 39.1 1.0 4.2 123 3.4 2.8

5 1.63 0.23 14 33.3 1.5 4.5 148 5.5 3.7

6 2.03 0.19 9.3 32.8 1.7 5.2 139 11 7.7

总均值 1.68 35.0 131

S 0.17 2.9 10

RSD 10 8.2 7.8

重复性限 r 0.590 5.10 18.0

再现性限 R 0.590 5.10 18.0

表 2.3 污泥实际样品精密度试验数据

实验室号

浓度（0.03 ng/g）1 浓度（5.23 ng/g）2 浓度（23.8 ng/g）3

Si
RSDi

（%）
Si

RSDi

（%）
Si

RSDi

（%）

1 0.02 0.003 17 4.87 0.42 8.7 25.1 1.0 4.0

2 0.03 0.004 12 5.15 0.45 8.8 24.1 0.52 2.1

3 0.02 0.002 13 5.34 0.37 6.9 21.1 2.3 11

4 0.03 0.003 14 4.13 0.11 2.8 27.1 2.8 10

5 0.03 0.005 18 4.35 0.24 5.6 26.8 0.95 3.6

6 0.03 0.003 12 5.26 0.60 11 27.9 0.84 3.0

总均值 0.03 4.85 25.4

S 0.005 0.50 2.5

RSD 19 10 9.9

重复性限 r 0.01 1.50 4.60

再现性限 R 0.01 1.50 4.60

结论：

六家实验室分别对浓度为 1.70 ng/g、34.0 ng/g、142 ng/g 的飞灰统一样品进行了 6次测

定。实验室内相对标准偏差分别为：9.3%~15%、2.4%~6.9%、2.7%~7.7%；实验室间相对标

准偏差分别为：10%、8.2%、7.8%；重复性限分别为：0.590 ng/g、5.10 ng/g 和 18.0 ng/g；

再现性限分别为：0.590 ng/g、5.10 ng/g和 18.0 ng/g。
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六家实验室分别对浓度为 0.03 ng/g、5.20 ng/g、24.0 ng/g 的污泥统一样品进行了 6次测

定。实验室内相对标准偏差分别为：12%~17%、8.6%~11%、5.7%~10%；实验室间相对标

准偏差为：17%、11%、9.8%；重复性限分别为：0.01 ng/g、1.50 ng/g 和 4.60ng/g；再现性

限分别为：0.01 ng/g、1.50 ng/g 和 4.60 ng/g。

2.3 方法准确度数据汇总

六家实验室进行了方法精密度的验证工作，数据汇总见附表 2.4和 2.5。河南省环境监

测中心站实验室编号为 1，中国农业科学院实验室编号 2，湖南省环境监测中心站实验室编

号 3，广西壮族自治区环境保护监测中心站实验室编号为 4，成都市环境保护科学研究院实

验室编号为 5，宁波市环境监测中心实验室编号为 6。

表 2.4 飞灰标准样品准确度试验数据

实验

室号

浓度（7.81 ng/g）1 浓度（10.4 ng/g）2

RE RE

1 7.60 -2.7 11.0 1.8

2 7.80 -0.77 11.0 2.2

3 8.10 3.5 9.30 -11

4 8.20 4.4 11.0 7.5

5 8.20 5.1 11.0 8.3

6 8.20 4.6 11.0 1.7

2.4 1.7

2.4±6.5 1.7±6.9

表 2.5 飞灰实际样品加标回收率测试数据

平行号

实际样品

样品 1 样品 2 样品 3

样品 加标样品 回收率 样品 加标样品 回收率 样品 加标样品 回收率

测

定

结

果

1 1.62 4.16 105 33.1 35.5 104 128 131 106

2 1.65 4.22 107 33.3 35.9 109 125 128 110

3 1.58 4.21 109 38.2 40.7 106 123 125 106

4 1.59 4.06 102 39.1 41.6 103 123 125 105

5 1.63 4.04 101 33.3 35.9 108 148 151 103

6 2.03 4.23 111 32.8 35.3 105 139 142 108

平均值 1.68 4.15 102 35.0 37.4 99.6 131 133 83

加标量 TEQ：2.41 TEQ：2.41 TEQ：2.41

P 106% 106% 106%

3.9% 2.3% 2.4%
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表 2.6 污泥实际样品加标回收率测试数据

平行号

实际样品

样品 1 样品 2 样品 3

样品 加标样品 回收率 样品 加标样品 回收率 样品 加标样品 回收率

测

定

结

果

1 0.04 1.03 103 0.04 5.14 106 0.04 24.9 103

2 0.04 1.05 105 0.04 5.14 106 0.04 25.4 105

3 0.05 1.08 107 0.05 5.30 109 0.05 25.8 107

4 0.06 1.09 107 0.06 5.02 103 0.06 25.0 104

5 0.05 1.12 102 0.05 4.99 103 0.05 25.8 107

6 0.04 1.06 106 0.04 5.11 106 0.04 25.9 107

平均值 0.05 1.07 0.05 5.12 99.6 0.05 25.5 83

加标量 TEQ：0.96 TEQ：4.80 TEQ：24.1

P 105% 106% 106%

2.1% 2.3% 1.8%

结论：六家实验室对浓度为 7.81 ng/g、10.4 ng/g的飞灰标准样品进行了 6次重复测定：

相对误差的平均值为：2.4%、1.7%；

相对误差的标准偏差为：2.4%±6.5%、1.7%±6.9%。

六家实验室对浓度为 1.70 ng/g、 34.3 ng/g、 142 ng/g 的飞灰加标样品（加标量为

TEQ=2.41 ng/g）进行了 6次重复测定：

加标回收率分别为：90.5%~118%、91.3%~117%、92.1%~119%；

加标回收率最终值为：106%±7.8%、106%±4.6%、106%±4.8%。

六家实验室对浓度为 0.04 ng/g 的污泥加标样品（加标量为 TEQ=0.96 ng/g、TEQ=4.8

ng/g、TEQ=24 ng/g）进行了 6次重复测定：

加标回收率分别为：90.6%~119%、90.6%~119%、88.7%-118%；

加标回收率最终值为：105%±4.2%、106%±4.5%、106%±3.5%。

3 方法验证结论

经过实验室内和六家实验室间的验证得到如下结论：

（1）标准溶液的检出下限和定量下限

实验室内和实验室间验证数据均表明，标准溶液的检出限为 0.980 pg/ml，测定下限

为 1.96 pg/ml，当取样量为 3.5克时，方法测定下限为 1.00 pg-TEQ/g。

（2）精密度

六家实验室分别对浓度为 1.70 ng/g、34.0 ng/g、142 ng/g 的飞灰统一样品进行了 6次测

定。实验室内相对标准偏差分别为：9.3%~15%、2.4%~6.9%、2.7%~7.7%；实验室间相对标

准偏差分别为：10%、8.2%、7.8%；重复性限分别为：0.59 ng/g、5.10 ng/g 和 18.0 ng/g；再

现性限分别为：0.590 ng/g、5.10ng/g 和 18.0 ng/g。

六家实验室分别对浓度为 0.03 ng/g、5.20 ng/g、24.0 ng/g 的污泥统一样品进行了 6次测
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定。实验室内相对标准偏差分别为：12%~17%、8.6%~11%、5.7%~10%；实验室间相对标

准偏差为：17%、11%、9.8%；重复性限分别为：0.01 ng/g、1.50 ng/g和 4.60 ng/g；再现性

限分别为：0.01 ng/g、1.50 ng/g 和 4.60 ng/g。

（3）准确度

六家实验室对浓度为 7.81 ng/g、10.4 ng/g 的飞灰标准样品进行了 6次重复测定：

相对误差的平均值为：2.4%、1.7%；

相对误差的标准偏差为：2.4%±6.5%、1.7%±6.9%。

六家实验室对浓度为 1.70 ng/g、 34.3 ng/g、 142 ng/g 的飞灰加标样品（加标量为

TEQ=2.41 ng/g）进行了 6次重复测定：

加标回收率分别为：90.5%~118%、91.3%~117%、92.1%~119%；

加标回收率最终值为：106%±7.8%、106%±4.6%、106%±4.8%。

六家实验室对浓度为 0.04 ng/g 的污泥加标样品（加标量为 TEQ=0.960 ng/g、TEQ=4.80

ng/g、TEQ=24.0 ng/g）进行了 6次重复测定：

加标回收率分别为：90.6%~119%、90.6%~119%、88.7%-118%；

加标回收率最终值为：105%±4.2%、106%±4.5%、106%±3.5%。

（4）整体结论

在方法检出限和测定下限方面，六家实验室得出的检出下限和定量下限均一致，而且低

于《生活垃圾填埋场污染控制标准》（GB 16889-2008）规定飞灰中的二噁英含量（毒性当量

浓度）低于 3 µg/kg才可以填埋、《危险废物鉴别标准毒性物质含量鉴别》（GB 5085.6-2007）

规定的固体废物中二噁英的含量如果大于或者等于 15 µg-TEQ/kg 时即可判断为危险废物、

《城镇污水处理厂污染物排放标准》（GB 18918-2002）规定的干污泥中多氯代二苯并二噁英

/多氯代二苯并呋喃的含量必须小于 100 ng-TEQ/kg时才可以农用的要求。

在方法精密度方面，当飞灰实际样品浓度为 1.70 ng/g 时，实验室内相对标准偏差为

9.3%-15%；当飞灰实际样品浓度为 34.0 ng/g 时，实验室内相对标准偏差为 2.4%-6.9%；当

飞灰实际样品浓度为 142 ng/g 时，实验室内相对标准偏差为 2.7%-7.7%，相对应的实验室之

间的相对标准偏差为 10%、8.2%、7.8%。当污泥样品浓度为 0.03 ng/g 时，实验室内相对标

准偏差为 12%-17%；当污泥样品浓度为 5.23 ng/g时，实验室内相对标准偏差为 8.6%-11%；

当污泥样品浓度为 23.8 ng/g 时，实验室内相对标准偏差为 5.7%-10%，相对应的实验室之间

的相对标准偏差为 17%、11%、9.8%。

在方法准确度方面，经六家实验室对浓度为 7.81 ng/g、10.4 ng/g 的飞灰标准样品进行

了测定，相对误差的平均值为 2.4%、1.7%；相对误差的标准偏差为：2.4%±6.5%、1.7%±6.9%

实际样品加标测定方面，飞灰的最终加标回收率为 106%±7.8%、106%±4.6%、

106%±4.8%；污泥的最终加标回收率为 105%±4.2%、106%±4.5%、106%±3.52%，回收率范

围在可以接受的范围之内（80-120%）。

（5）经过上述 6家实验室数据的分析，方法各项特性指标达到预期要求。
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