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摘 要：该研究引入二维稳定同位素分析方法，旨在建立磷酸三（2-氯乙基）酯（TCEP）的单体碳、氯同位素分

析技术，以揭示其厌氧微生物转化机理。通过优化提取与纯化流程，实现了高回收率（96. 3%）和低基质干扰，

气相色谱-同位素比值质谱（GC-IRMS）测定经前处理的样品中 TCEP的 δ13C值与标准品差异未超过 0. 5‰。基

于气相色谱-四极杆质谱联用仪（GC-qMS）建立了 TCEP的单体氯稳定同位素分析方法。通过优化分析条件，

确定在进样浓度 5 mg/L、驻留时间 50 ms、离子源电压 300 V时，可获得最佳信噪比，氯同位素比值的标准偏

差为 0. 000 11~0. 000 28。将所建方法应用于 TCEP厌氧微生物转化体系，观察到显著的碳和氯同位素分馏，

表明C—Cl键断裂为转化过程的限速步骤。该方法为深入探究氯化有机磷酸酯的转化机理与环境行为提供了

可靠技术支撑。
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Abstract： This study introduces a dual element stable isotope analysis approach to establish com⁃
pound-specific carbon and chlorine isotope analysis methods for tris（2-chloroethyl） phosphate（TCEP），
aiming to elucidate its anaerobic microbial transformation mechanism.  By optimizing the extraction 
and purification procedures，high recovery（96. 3%） and low matrix interference were achieved，and 
the δ13C values of TCEP in pretreated samples measured by gas chromatography-isotope ratio mass 
spectrometry（GC-IRMS） differed from those of the reference standard by no more than 0. 5‰.  A 
compound-specific chlorine stable isotope analysis method for TCEP was developed using gas chroma⁃
tography-quadrupole mass spectrometry（GC-qMS）.  Through optimization of analytical conditions，
optimal signal-to-noise ratios were obtained at TCEP concentrations of 5 mg/L，a dwell time of 50 ms，
and an ion source voltage of 300 V，with standard deviations of chlorine isotope ratios ranging from 
0. 000 11 to 0. 000 28.  Application of the established method to an anaerobic microbial transforma⁃
tion system of TCEP revealed significant carbon and chlorine isotope fractionation， indicating that 
C—Cl bond cleavage is the rate-limiting step in the transformation process.  This method provides a 
robust technical foundation for in-depth investigation of the transformation mechanisms and environ⁃
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mental behavior of chlorinated organophosphate esters.
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al element isotope analysis；reaction mechanism
磷酸三（2-氯乙基）酯（TCEP）是一种典型的氯代有机磷酸酯（Cl-OPEs），被广泛用作阻燃剂和增塑

剂［1-2］。TCEP具有多种不良生物效应，包括神经毒性、内分泌干扰、生殖毒性和发育毒性［3-4］。研究表

明，微生物降解是 TCEP在环境中最重要的转化途径之一［5-7］，解析其转化机理，对理解Cl-OPEs在环

境中的行为及风险评估具有重要意义。TCEP在微生物转化过程中可能发生C—O键和C—Cl键等多种

键的断裂［5］。然而，传统产物分析仅能识别最终产物，无法明确键断裂的顺序与具体机理，从而限制

了对其分子机理的深入理解。

稳定同位素分析技术（CSIA）通过测定目标化合物中元素的同位素组成变化，成为研究有机污染物

转化机理的重要工具［8］。近年来，二维同位素技术的应用进一步提高了机理判别能力，如通过同时分

析碳与氯等元素的同位素分馏，可消除同位素掩盖现象，区分不同的反应路径，并确定反应限速步

骤［9-10］。该方法已被成功用于氯代乙烯［11-12］、氯仿［13］、六氯环己烷［14］和多氯联苯［15］等污染物的转化机理

研究，为复杂环境体系中污染物的微生物转化提供了独特视角。

单体碳同位素分析是目前应用最广泛的同位素技术，其通常通过气相色谱仪（GC）经中间高温转化

装置连接同位素比值质谱仪（IRMS）（简称为GC-IRMS）实现［16］。通过GC-IRMS进行目标物的单体稳定

碳同位素分析的关键在于保证样品较高的纯度和分离度，这是因为若样品中存在共溢出组分，会导致

同位素信号叠加或偏移，从而显著影响 δ13C测定的准确性与重现性［17-18］。Cl-OPEs的单体碳同位素分析

主要集中在化学转化简单体系中［19-20］，而对于微生物转化以及实际环境中Cl-OPEs的稳定碳同位素分

析需要考虑样品纯化，以去除杂质和降低基线。

单体氯同位素分析可通过 GC-IRMS、气相色谱仪联合多通道接收电感耦合等离子体质谱仪（GC-
MC-ICP MS）和气相色谱仪-四极杆质谱联用仪（GC-qMS）等仪器实现［21-22］。基于 IRMS测定单体氯同位

素需对检测离子的法拉第杯进行特殊设置，因此该方法的适用范围很窄［21］。GC-MC-ICP MS测定单体

氯同位素可直接获得氯同位素比值，但该技术受到氯的低电离产率的影响，需要高质量分辨率（>104）

才能将 36Ar-H与 37Cl分离，且仪器成本较高，难以在实验室推广使用［23-24］。与上述方法相比，GC-qMS
能够以较低分析成本实现低检出限（1~10 ng），在几毫秒内扫描很宽的质量范围，同时提高灵敏度和分

析速度，因此得到了广泛应用［25-26］，检测对象包括氯代烯烃［26-27］、氯代烷烃［28］、五氯苯酚［27］、多氯联

苯［29］和含氯除草剂［30］等。然而，目前针对 Cl-OPEs 的单体氯同位素分析方法尚未建立。Cl-OPEs 在
GC-qMS分析中易发生热分解且分子离子信号较弱［31］，稳定氯同位素测定还易受基线噪声、共洗脱物

及浓度效应影响［22］，因此需针对具体目标物进行条件优化。

本研究旨在建立一种适用于TCEP的单体碳-氯稳定同位素分析方法，并将其应用于微生物转化体

系中反应机理解析。通过优化微生物培养基样品的提取与纯化流程，有效降低了基质干扰并提高了目

标物回收率，实现了单体碳同位素的准确测定。针对单体氯同位素分析，根据环境相关浓度设置了

0. 5~10 mg/L 的浓度梯度，并对仪器参数进行了优化，以提高同位素比值测定的重现性和精确度。该

方法可用于TCEP的微生物转化机理解析及环境过程评估。

1 实验部分 
1. 1　实验材料　

目标物（TCEP）、进样内标（TCEP-D12）和替代标准（磷酸三正丙酯 （TNPP））均购自 AccuStandard公

司。溶剂：农残级正己烷（Hex）、甲基叔丁基醚（MTBE）、二氯甲烷（DCM）、乙酸乙酯（EtAc）和甲苯

（TOL），均购自 CNW Technologies GmbH 公司。层析柱硅胶（80~100目）购于中国青岛海洋化学厂；氧

化铝（100~200目）购自中国武汉化学试剂公司；弗罗里硅土（60~100目）购自 Sigma-Aldrich（USA）公司；

无水硫酸钠（分析纯）购自广州化学试剂厂。

1. 2　前处理方法　
对于目标物TCEP，选择环境中浓度较低且具有磷酸酯结构的TNPP作为定量分析的替代标准和单
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体碳同位素分析的内标，选择和 TCEP具有相同结构但质量数有差异的 TCEP-D12作为定量分析的进样

内标和单体氯同位素分析的内标。取样后，立即加入 5 μg TNPP，根据 TCEP的极性（logKOW=1. 78）［32］，

选择DCM、MTBE/Hex（1∶1）、EtAc 3种溶剂，按照萃取液∶样品量（体积比 2∶1）的比例，重复萃取 3
次测试不同萃取液的回收率。样品经旋蒸和氮吹浓缩后加入 5 μg TCEP-D12，以TOL作为溶剂，进行定

量分析和单体氯同位素分析。

单体碳同位素分析前需对样品进行纯化以减少基质干扰。样品经过旋蒸浓缩至 1 mL后，使用玻璃

层析柱（长 40 cm，内径 1. 0 cm，特氟龙活塞）填充不同的填料组合进行纯化，采用Hex湿法填柱。测试

以下2种填料组合对样品的纯化效果及回收率：弗罗里硅土、氧化铝和中性硅胶（5 cm∶10 cm∶6 cm）；

中性硅胶和氧化铝（12 cm∶6 cm），2种填料最上层填充 2 cm的无水硫酸钠除水。具体方案见表 1。所

有流出液均通过旋转蒸发和氮吹进行浓缩，然后使用GC-qMS全扫描模式检查样品的纯化程度。确保

样品纯化好后方可进行单体碳同位素分析。

1. 3　仪器方法　
采用7890A GC-5975C qMS（Agilent Technologies公司）对TCEP进行稳定氯同位素分析，该系统配备

电子轰击离子源（EI）。色谱柱为DB-5MS（30 m×0. 25 mm×0. 25 μm，Agilent公司），以脉冲不分流方式

注入 1 μL 样品至仪器，流速为 1. 2 mL/min。进样口、离子源和 MS 四极杆的温度分别为 290、250、
150 ℃。升温程序为：初始温度在70 ℃保持0 min，以6 ℃/min增至180 ℃并保持0 min，然后以3 ℃/min
增至 230 ℃并保持 0 min，最后以 20 ℃/min增至 310 ℃并保持 10 min。以选择离子监测（SIM））模式完成

定量和氯同位素分析，回收率内标TNPP、氯同位素分析内标TCEP-D12以及目标物TCEP的扫描离子分

别为m/z 123和183、261和263、249和251。所有样品平行进样8次。

采用 GC-qMS 在 EI源下以全扫描模式检测样品纯度后，采用 GC-IRMS（Thermo Fisher Scientific 公

司）进行 TCEP的单体碳稳定同位素分析，燃烧炉温度设置为 1 050 ℃，色谱柱和升温程序与单体氯同

位素分析方法一致。所有样品平行进样3次。

1. 4　氯和碳稳定同位素计算　
由于TCEP具有特殊的磷酸酯骨架，其含有氯的碎片离子以m/z 249和251为主（图1A，TCEP脱去1

个Cl后的离子碎片），这对离子碎片是TCEP所有碎片离子中丰度最高的离子，因此选择分子离子法为

氯同位素分析的计算方法，即基于丰度最高的两个分子离子的峰响应值计算该化合物的氯同位素比值。

TCEP中氯同位素比值（R）计算过程如公式（1）所示［29］。

R = k
n - k + 1 × I( )n，k

I( )n，k - 1
（1）

其中，n表示氯原子数，有 k个是 37Cl，I为对应碎片离子的峰响应值。

氯或碳同位素富集因子（εCl/C）采用瑞利方程计算（公式2）：

ln ( Rt

R0
) = εCl/C × ln ( Ct

C0
) （2）

其中，R为重同位素与轻同位素的比，C为目标物的浓度，t和0分别对应 t和0时刻。

1. 5　微生物转化TCEP实验　
使用具有 TCEP转化能力的厌氧混合微生物群落 8E进行模拟降解（最初的富集过程见文献［5］），以

验证本方法的实用性，目标物质量浓度设置为 1. 3 mg/L（即 4. 7 μmol/L），取样时间点为 0、8、16、24、
48 h，设置 2组平行实验。向所有样品中加入TNPP和TCEP-D12作为对照，以确认分析过程不会导致化

合物发生碳或氯同位素分馏。转化产物磷酸二（2-氯乙基）酯（BCEP）和乙烯的收集与分析方法参考此前

研究［5］。

1. 6　数据分析　
统计分析和绘图软件为R 4. 5. 1和Origin 2024b。不同测试组的均值差异通过单因素方差分析（one-

way ANOVA）进行检验。各组方差的齐性通过 Levene's 检验进行验证，在两两比较中，使用 Holm-
Bonferroni检验进行，显著性水平设定为 p<0. 05。
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2 结果与讨论 
2. 1　TCEP的单体碳同位素方法建立　
2. 1. 1　样品的提取与纯化效果　为获得较高的目标物TCEP提取效率，比较了二氯甲烷、甲基叔丁基

醚/正己烷混合溶剂（1∶1）、乙酸乙酯 3 种提取溶剂。结果显示，TCEP 在 3 种溶剂中的回收率分别为

85. 5%±2. 4%、96. 3%±3. 3%和 86. 4%±3. 6%，其中甲基叔丁基醚/正己烷混合溶剂表现出最高的提取效

率和较好的重复性，因而选为最佳提取溶剂。

为减少基质干扰并保证碳同位素分析的准确性，进一步考察了不同复合柱及洗脱模式对样品纯化

效果的影响。图 1B~D显示了 3种纯化方法在不同洗脱段的全扫描谱图。3种纯化方法均先使用 30~40 
mL正己烷除去背景干扰（极性小于OPEs的杂质）［33］。在纯化方法 1和方法 2中，TNPP和TCEP的流出段

主要在Hex淋洗液后的 30 mL乙酸乙酯（表 1），但方法 1中存在其他杂质与目标物共溢出（图 1B），因此

在方法 2的复合柱模式上细化流出段（即方法 3），减少溶剂浪费。在方法 3中，经过 32 mL正己烷的淋

洗，再使用 10 mL 乙酸乙酯淋洗，TNPP 和 TCEP 集中在随后 10 mL 的乙酸乙酯洗脱段（回收率分别为

95. 4%和 92. 6%，表 1）。综合而言，使用纯化方法 3可实现较高的回收率和良好的纯化效果（图 1D），

且有机溶剂用量最少。

2. 1. 2　TCEP的稳定碳同位素准确测量　样品经提取和纯化后在GC-IRMS上表现出良好的分离度与

峰对称性，未观察到明显的背景噪声或共洗脱干扰（图 1E），且同位素的峰强度达到稳定检测要求（碳

的进样量约25 ng）。为检验GC-IRMS测定 δ13C的准确性，采用离线的元素分析仪-稳定同位素比值质谱

仪（EA-IRMS，Flash 2000 EADelta V Plus IRMS，Thermo Fisher Scientific公司）测得TNPP和TCEP的 δ13C
值分别为−26. 39‰±0. 13‰和−28. 94‰±0. 01‰，GC-IRMS在线测定实际样品中TNPP和TCEP的 δ13C值

分别为−26. 92‰±0. 01‰和−29. 38‰±0. 05‰，在线测定值与离线测定值无显著差异（<0. 5‰）［34］。同时

GC-IRMS 测定经前处理的样品与未经前处理的样品中 TNPP 和 TCEP 的 δ13C 值（−26. 63‰±0. 20‰ 和

图1　TCEP的全扫描质谱图（A）；不同层析柱纯化方法的流出组分色谱图（B~D）；微生物降解样品中
TNPP和TCEP的同位素测定谱图（E）

Fig. 1　Full-scan mass spectrum of TCEP（A）；chromatograms of eluate fractions obtained using different chromatographic purifi⁃
cation methods（B-D）；isotope measurement spectra of TNPP and TCEP in the microbial degradation samples（E）

B：purification method 1；C：purification method 2；D：purification method 3
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−29. 28‰±0. 03‰）差异未超过 0. 5‰，表明整个前处理和仪器分析过程未产生显著的碳同位素分

馏［8，17］。上述结果表明，所建立的单体稳定碳同位素分析方法具有良好的准确性与重现性。

2. 2　TCEP的单体氯同位素方法建立　
2. 2. 1　TCEP浓度的影响　如图 2A 所示，TCEP 进样浓度对氯同位素信号的稳定性和重复性影响显

著。当TCEP和其内标TCEP-D12的浓度较低（0. 5~2 mg/L）时，对应的氯同位素比值（RCl=37Cl/35Cl）波动较

大，标准偏差（SD）最高可达 0. 001 05（图 2A）。其原因可能是目标物浓度太低使仪器信号强度不足，含

有 35Cl与 37Cl的信号受到噪声干扰所致［22，27］。而在 5~10 mg/L范围内TCEP和其内标TCEP-D12的氯同位素

比值无显著性差异（p=0. 99），并且检测精度较好，SD为 0. 000 11~0. 000 28（图 2A）。该精度与四氯化

碳（SD=0. 000 4）和多氯联苯（SD=0. 000 68）的氯同位素分析相当［28-29］。研究表明氯同位素比值与检测浓

度具有显著的相关关系［30］，因此在使用GC-qMS测定转化体系中目标物的氯同位素值时，需注意不同

降解程度样品的进样浓度应保持一致。在此基础上，后续TCEP的氯同位素比值测定均采用5 ng的进样

量（即目标物质量浓度为5 mg/L，进样体积为1 μL）。

2. 2. 2　仪器参数的优化　在驻留时间优化过程中，设定时间过短会导致离子采样不足，峰形不完整，

从而增加同位素比值的不确定性；而驻留时间过长则易造成峰拖尾、信号漂移或质谱饱和［35］。通过在

25~150 ms范围内逐步测试发现，不同驻留时间测定的TCEP和其内标TCEP-D12的氯同位素比值的波动

较大，SD具有显著性差异（图 2B，p值分别为 0. 01和小于 0. 000 1）。当驻留时间设定为 50 ms时，氯同

位素比值检测可获得较好的响应（峰面积≥2. 2×105）以及最佳精度，TCEP和其内标TCEP-D12的 SD分别

为 0. 000 11和 0. 000 24（图 2B）。研究表明，氯代除草剂（莠去津、乙草胺和异丙甲草胺）的最适驻留时

间为 230 ms［30］，而氯代乙烯的最适驻留时间在 10~100 ms范围内［26］，这凸显了最适驻留时间的化合物

特异性。离子源电压同样也会影响TCEP和其内标TCEP-D12的氯同位素比值，在200~400 V范围内测定

的氯同位素比值具有显著性差异（图 2C，p<0. 000 1）。当离子源电压为 300 V时可获得氯同位素比值检

测的最佳精度，TCEP和其内标TCEP-D12的SD分别为0. 000 11和0. 000 24（图2C）。

表1　不同纯化方法对样品的回收率
Table 1　Recoveries of samples using different purification methods

纯化方法（1）弗罗里硅土∶氧化铝∶中性硅胶
（5 cm∶10 cm∶6 cm）

10 mL Hex
5 mL Hex
5 mL Hex

10 mL Hex
15 mL EtAc
15 mL EtAc
15 mL EtAc
15 mL EtAc

TNPP/%
0. 0
0. 0
0. 0
0. 0

37. 6
62. 1
0. 3
0. 0

TCEP/%
0. 0
0. 0
0. 0
0. 0
0. 0

98. 3
1. 7
0. 0

纯化方法（2）中性硅胶∶氧化铝
（12 cm∶6 cm）

10 mL Hex
5 mL Hex
5 mL Hex

10 mL Hex
15 mL Hex
15 mL EtAc
15 mL EtAc
15 mL EtAc

TNPP/%
0. 0
0. 0
0. 0
0. 0
0. 0

29. 0
71. 0
0. 0

TCEP/%
0. 0
0. 0
0. 0
0. 0
0. 0
0. 3

97. 2
2. 5

纯化方法（3）中性硅胶∶氧化铝
（12 cm∶6 cm）

16 mL Hex
16 mL Hex
5 mL EtAc
5 mL EtAc
5 mL EtAc
5 mL EtAc
5 mL EtAc
5 mL EtAc

10 mL EtAc
10 mL EtAc

TNPP/%
0. 0
0. 0
0. 0
3. 1

92. 0
3. 4
1. 5
0. 0
0. 0
0. 0

TCEP/%
0. 0
0. 0
0. 0
0. 0

24. 6
68. 0
4. 2
3. 2
0. 0
0. 0

图2　不同TCEP浓度（A）、驻留时间（B）与电压（C）下OPEs的氯同位素比值
Fig. 2　Chlorine isotope ratios of OPEs under different TCEP concentrations（A），residence time（B） and ion source voltages（C）
mean values are shown as red horizontal lines，while the purple and yellow error bars represent the standard deviations of repeated measurements 

for TCEP and TCEP-D₁₂，respectively

840



第 4 期 张艳婷等：磷酸三（2-氯乙基）酯的碳-氯稳定同位素分析方法建立及应用

综合考虑各参数的交互影响，确定氯同位素比值分析的最优条件为进样浓度5 mg/L、驻留时间50 ms、
检测电压300 V，在后续微生物转化过程氯同位素的应用研究中使用该条件。

2. 3　碳和氯同位素分析在TCEP厌氧微生物转化中的应用　
使用厌氧微生物 8E对TCEP进行转化，结果显示 4. 7 μmol/L的TCEP在 48 h后降解率为 99%，降解

产物包括BCEP和乙烯，整个过程保持较好的物质平衡（98%±2%，图 3A）。以上产物的检出表明 TCEP
在微生物转化过程中发生了C—O和C—Cl键的断裂（图 3A）。为探究TCEP转化过程中C—O和C—Cl键
断裂的顺序，即限速步骤，进一步分析了其转化过程的碳-氯同位素组成。结果表明：内标 TNPP 的

δ13C 值（−26. 74‰±0. 13‰）和 TCEP-D12的
37Cl/35Cl值（0. 321 75±0. 000 04）在整个分析过程中未发生显著

变化，说明前处理及仪器分析过程不会导致 TCEP发生显著的同位素变化；降解 48 h后，TCEP的 δ13C
值从−29. 72‰±0. 05‰增至−24. 25‰±0. 25‰，TCEP 的 37Cl/35Cl 值从 0. 322 58±0. 000 04 增至 0. 324 19±
0. 000 07，发生了显著的碳和氯的同位素分馏。TCEP的 εC=−1. 03‰±0. 06‰（图 3B），与一些化学自由

基转化中测到的εC（−1. 6‰±0. 2‰）相当［36］。TCEP的εCl=−0. 90‰±0. 04‰（图 3B），与前期研究发现氯同

位素分馏程度小于碳同位素分馏现象一致［8］。由于产物 BCEP生成和 TCEP转化存在较好的质量守恒，

并且转化过程TCEP发生了显著的碳和氯同位素分馏，表明TCEP在厌氧微生物转化过程中C—Cl的断

裂可能是限速步骤［8，17］。

以上结果表明，本研究建立的分析技术可以有效监测 TCEP微生物转化过程的碳、氯同位素比值

变化，并得到相应的同位素富集因子等信息，为 TCEP 微生物转化过程的机理解析提供了有效手段。

然而，由于缺乏已知氯同位素比值真实值的国际标准品，无法将本研究所得的氯同位素数据校正到国

际标准尺度，所以无法进行不同研究氯同位素比值大小的比较，在一定程度上限制了本方法的应用。

3 结 论 
本研究建立了针对 TCEP的单体碳和氯稳定同位素分析方法。其中，碳同位素分析方法主要通过

优化样品前处理流程，显著提高了目标物的回收率与纯度，为复杂基质中TCEP的高精度GC-IRMS分

析提供了参考。并使用 GC-qMS 低成本、快速地实现了 TCEP 的氯同位素分析，当 TCEP 浓度控制在

5 mg/L、驻留时间设为 50 ms、离子源电压为 300 V时，可获得信噪比最佳、分辨率最优和精密度最高

的氯同位素测定结果。同时，将所建方法应用于TCEP的厌氧微生物转化研究中，发现在TCEP厌氧转

化过程中存在显著的碳和氯同位素分馏，表明C—Cl键的断裂可能是转化过程的限速步骤。综上，本

研究建立的二维稳定同位素分析方法，为解释Cl-OPEs在微生物转化过程中的反应机理提供了有力的

技术手段。未来研究可侧重于将该方法应用于更复杂的实际环境样品中，并进一步探索其在不同化学

转化途径（如水解、光解）中的普适性。

图3　厌氧微生物8E转化TCEP过程中底物和产物的浓度变化以及物质平衡（A），TCEP的碳和氯同位素富集因子（B）
Fig. 3　Changes in concentrations of the substrate and products，and mass balance（A），carbon and chlorine isotope enrichment 

factors of TCEP（B） during the process of converting anaerobic microbial strain 8E-mediated into TCEP
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