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气相色谱!质谱法同时检测动物组织中多种激素类兽药的残留量
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摘要：建立了不同动物基质（ 肌肉、肝脏、肾脏）中己烷雌酚、己烯雌酚、己二烯雌酚、还原尿睾酮、表睾酮、雌酮、雌二

醇、炔雌醇和雌三醇激素残留量的气相色谱 ,质谱联 用（89,!:）检 测 方 法。以 乙 腈 为 提 取 溶 剂，固 相 萃 取 柱 净 化，

微波辅助衍生化，用双（ 三甲基硅烷基）三氟乙酰胺（;:)<=）与甲基氯硅烷（)!9:）（ 体积比为 ## . *）的硅烷化试

剂在吡啶存在下进行衍生化反应。实验结果表明，# 种激素的检出限 为 "/ * ( * !> ? @>。& 种 动 物 基 质 中 # 种 激 素

的平均回收率为 +)/ )A ( #&/ *A，实验室内相对标准偏差（B:C）为 ’/ *A ( !!/ &A，实验室间 B:C 为 &/ *A ( *%/ #A。

方法的技术指标满足动物组织中激素类兽药残留分析的要求。
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- - 性激素被广泛地用于动物养殖业，其在促进畜

禽生长和提高饲料转化率的同时也带来了动物源性

食品中残留兽药的风险。激素通过食物链进入人体

会产生一系列与内分泌相关的诸如生长发育障碍、

出生缺陷和生育缺陷等非健康效应，且多数激素类

物质具有潜在的致癌性。为此，各国相继制定了相

应的法律限制或禁止激素在动物饲养中应用。

- - 激素通过代谢残留于动物的肝、肾、组织等器官

中，其含量非常低（!> ? @> ( 5> ? @>），因此需要高效

率和高灵敏的检测方法。目前有关激素类兽药残留

的检测方法主要有气相色谱,质谱法（89,!:）［* 0 +］、

高效 液 相 色 谱 法（ IUE9）［% 0 #］、液 相 色 谱,质 谱 法
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（"#!$%）［#$ % #&］、超高效液相色谱!串联质谱法（&’!
"#!$% ( $%）［#’］等，且 大 多 集 中 于 对 尿 液 的 分 析 检

测。由 于 )#!$% 具 有 高 灵 敏 度 和 特 异 性，且 检 测

成本较低，因 而 开 发 )#!$% 对 动 物 组 织 中 多 种 激

素类兽 药 残 留 的 检 测 方 法 很 有 必 要。 然 而，采 用

)#!$% 分析激素 样 品 时 所 采 用 的 传 统 的 水 浴 衍 生

化技术比较复杂且耗时耗能。为此，近年来人们尝

试对衍生化技术进行了改进，如 *+,-./01 等［(］在

对尿液中 (" 种糖皮质激素的分析中使用了微波加

热（)$$ 2）与 传 统 水 浴 加 热 联 合 的 衍 生 化 方 法，

34/ 等［#*］在对水 中 ’ 种 性 激 素 的 分 析 中 采 用 了 微

波辅助衍生的方法。本实验建立了同时检测 ) 种激

素类兽药残 留 量 的 )#!$% 方 法，而 所 采 用 的 微 波

辅助衍生方 法（ 使 用 家 用 微 波 炉）不 但 大 大 缩 短 了

衍生化反应的时间，提高了衍生效率，而且适用于不

同动物基质的多种激素类兽药残留检测的要求。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! *560,-7 ’+)$ !&)*"8 )#!$% 联用仪；衍生瓶（&
+"）；旋转蒸 发 器；氮 吹 仪；家 用 微 波 炉（ 输 出 功 率

*$$ 2）（ 海 尔 公 司）；固 相 萃 取 装 置：9:%:’;<’；固

相萃取（%’<）柱：##+ %’< 柱（&$$ +5，" +"）、硅胶

%’< 柱（&$$ +5，’ +"）、氨 基 %’< 柱（&$$ +5，’
+"）（217,=> 公司）。

! ! 甲醇：?’"# 级（ 美 国 @<A:* 公 司 ）；正 己 烷：

?’"# 级（B6>C,= 公司）；吡啶：?’"# 级（D4=.6EF G
H1EF>/- 公司）；衍生试剂：双（ 三甲基硅烷基）三氟

乙酰胺（D%@B*）!甲 基 氯 硅 烷（ @$#%）（ 体 积 比 为

)), #）（ %4I,0E/ 公 司）。性 激 素 标 准 品：己 烷 雌 酚

（C,J,>7=/0）、己烯 雌 酚（ .6,7CK0>760L,>7=/0）、己 二 烯

雌酚（ .6,-,>7=/0）、还 原 尿 睾 酮（ ,76/EC/01-!"!!/0!
#* !/-,）、表 睾 酮（ ,I67,>7/>7,=/-, ）、雌 酮（ ,>!
7=/-,）、雌二醇（ ,>7=1.6/0）、炔 雌 醇（ ,7C6-K0,>7=1.6!
/0）、雌三醇（ ,>7=6/0）纯 度 均 大 于 )*- *M，其 中 除 表

睾酮购自 %65+1 公司外，其余标准品均购自 ;6,.,0!
.,C1,- 公司。

! ! 标准溶液：用甲醇分别配制 ) 种标准样品的标

准储备溶液，质量浓度为 #$$ +5 ( "，分 析 前 用 甲 醇

稀释到所需浓度。

! ! 激素混合标准工作液：用上述标准溶液根据需

要配制混合标准工作液。

! ! #" 实验条件

! ! # ! !" 色谱条件

! ! AD!& $% 色 谱 柱（ "$ + . $- (& ++ . $- (&
"+）；载气：高纯 ?,，纯度 ))- )))M 以上；流量：#- $

+" ( +6-，恒流模式；压力：*/- (/ F’1（##- ’ I>6）；进

样口、接口温度：(+$ N；进样方 式：不 分 流 进 样；进

样量：( ""。 升 温 程 序：#($ N 保 持 # +6-，以 #&
N ( +6- 的 速 率 升 至 (&$ N，保 持 ’ +6-；再 以 &
N ( +6- 的速率升至 (+$ N，保持 ’ +6-。

! ! # ! #" 质谱条件

! ! 电子轰击（<:）离子源温度：("$ N；溶剂延迟时

间：#$ +6-；电 子 轰 击 源 能 量：# ’(/ ,9；四 极 杆 温

度：#&$ N。选择离子监测（%:$）模式。

! ! $" 实验方法

! ! 称取 & 5（ 精确至 $- $# 5）经绞肉机绞碎的动物

组织（ 猪肉、猪肝、猪肾）置于 &$ +" 离心管中，分别

加入 (& +"、#& +" 乙腈提取两次，提取液收集于鸡

心瓶中待过 %’< 柱。

! ! 将 ##+ 小柱依次用 ( +" 甲醇、二氯甲烷、甲醇

和水活化后，将乙腈提取液移入 ##+ 小柱，用 # +"
水淋洗鸡心瓶 ( 次，将淋洗液一并移入 ##+ 小柱过

柱。依次用 " +" 水、" +" 甲 醇!水（ 体 积 比 为 /$ ,
’$）洗涤 ##+ 小柱，离心抽干小柱。最后用 ’ +" 甲

醇洗脱。将 洗 脱 液 浓 缩 至 近 干 后 用 " +" 正 己 烷!
二氯甲烷（ 体积比为 ’$, /$）溶解，待过硅胶柱。

! ! 将硅胶 柱 用 ’ +" 正 己 烷 活 化，将 上 述 经 ##+
小柱净化 的 样 液 过 柱。 首 先 用 " +" 正 己 烷!乙 酸

乙酯（ 体积比为 *&, (&）淋洗，再用 #& +" 正己烷!乙
酸乙酯（ 体积 比 为 (& , *&）洗 脱。收 集 洗 脱 液 于 &$
+" 鸡心瓶中，浓缩并用 ( +" 乙酸乙酯!甲醇（ 体积

比为 +$, ($）溶液溶解，待过氨基柱。

! ! 将 氨 基 柱 用 & +" 水 饱 和 的 乙 酸 乙 酯 和 & +"
乙酸乙酯!甲醇（ 体积比为 +$, ($）活化，将上述经硅

胶柱净化 的 样 液 过 柱，用 ’ +" 乙 酸 乙 酯!甲 醇（ 体

积比为 +$, ($）溶液洗脱，收集上样液和洗脱液于衍

生瓶中，浓缩后待衍生。

! ! 在 蒸 干 的 残 渣 中，加 入 &$ "" D%@B*!@$#%
（ 体积比为 )), #）与 &$ "" 吡啶，旋紧螺盖，迅速涡

旋 # +6-，放入微波炉中，在 *$$ 2 输出功率下衍生

’$ > 后，取出 衍 生 瓶 冷 却 至 室 温，用 正 己 烷 定 容 至

$- & +"，于 /+ C 内进行 )#!$% 测定。

#" 结果与讨论

# ! !" 提取溶剂的选择

! ! 激素类药物的水溶性小，故常用有一定极性的有

机溶剂提取。甲醇和乙腈为应用广泛的溶剂，其优点

是溶解作用强，提取的同时兼有脱蛋白和脱脂作用。

然而动物源性样品一般脂肪含量比较高，与乙腈相

比，用甲醇提取更容易将大量脂肪提取出来，不利于

提取液的浓缩和净化，因此选用乙腈作为提取溶剂。

·&)(·
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! ! !" 净化条件的选择

# # 由于动物组织成分十分复杂，激素含量又非常

低（!! " #! $ $! " #!），因 此 对 净 化 提 出 了 很 高 的 要

求，尤其是若不除去动物组织中的大量脂肪和有机

酸类物质，会对色谱柱造成污染，使其分离效果明显

下降，且缩短色谱柱的使用寿命。%&’ 是利用固体

吸附剂将液体样品中的目标化合物与干扰化合物分

离，从而达到分离和富集目标化合物的一种常用的

样品前处理技术［%&］。在本实验中，将样品依次经过

(%& 柱、硅胶柱 和 氨 基 柱 净 化。(%& 柱 与 硅 胶 柱 主

要为了脱油去脂，减少它们对色谱测定的干扰，而氨

基柱主要用于去除动物组织中的酸性物质［’］，从而

获得比 较 理 想 的 色 谱 图。 实 验 表 明，( 种 激 素 在

(%& 柱上 均 表 现 出 很 好 的 色 谱 保 留 行 为，当 采 用

’ )* 甲醇洗脱且过柱流速小于 % )* " )+$ 时，能够

完全将它们洗脱下来。另外，硅胶柱用 %) )* 正己

烷,乙酸 乙 酯（ 体 积 比 为 !) * ") ）洗 脱，氨 基 柱 用

’ )* 乙酸乙 酯,甲 醇（ 体 积 比 为 &+ * !+）溶 液 洗 脱

时，回收效果也都比较好。

! ! #" 衍生化条件的选择

# # 由于激素分子中有多个极性基团，沸点高，不容

易挥发，因此采用 -(,.% 测定时，必须首先对样品

进行衍生化处理。本实验分别选用了 /%012、/%0,
12,0.(% 两种硅烷化试剂与性激素分 子 中 的 羟 基

进行硅醚化反应。结果表明，以 /%012,0.(% 作为

( 种激素的衍生试剂，衍生效果较好。另外，由于在

硅烷化衍生剂中添加亲核的试剂如吡啶等可以促进

形成三甲基硅的衍生物，所以本实验在单一的硅烷

化试剂中添加了吡啶，以提高衍生化效率。实验中

需要注意衍生试剂要避水。

# # 考察了传统水浴衍生方法在不同反应温度和时

间下的衍生效果，结果如图 % 所示。图 % 表明，最佳

衍生化条件为 "+ 3和 ,) )+$。比较了传统衍生化

方法与微波辅助衍生化（"++ 4，’+ 5）的反应效率，

结果见图 !。可见微波辅助衍生化技术可以缩短衍

生化时间，提高衍生化效率。

图 $" （"）温度和（#）时间对传统水浴衍生效果的影响

$%&! $" ’(()*+, -(（"）+)./)0"+10) "23（#）+%.) -2 +0"3%+%-2"4 5"+)0 #"+6 3)0%7"+%8"+%-2
# # % 6 78985:;<=；! 6 >+8:7?=5:+=@85:;<=；- 6 >+8$85:;<=；, 6 8:+<A7<=B$,-",<=,%" ,<$8；) 6 8C+:85:<5:8;<$8；’ 6 85:;<$8；" 6 85:;B>+<=；
& 6 8:7+$?=85:;B>+<=；( 6 85:;+<=6

图 !" 传统水浴衍生（9:;<）与微波辅助衍生（=><）效率的比较

$%&! !" ’((%*%)2*? *-./"0%,-2 -( 3)0%7"+%8"+%-2 (-0 +0"3%@
+%-2"4 5"+)0 #"+6 3)0%7"+%8"+%-2（9:;<）"23 +6)
.%*0-5"7)@",,%,+)3 3)0%7"+%8"+%-2（=><）

1<; $+$8 7<;)<$8 5:B$>B;>5，588 0B@=8 % 6

! ! %" 实验条件的选择

# # 针对激素衍生化产物极性低、分子质量高的特

点，实验中对 D/,) .% 和 D/,% 两种色谱柱的分离

效果进行了比较。在其他色谱条件相同时，对所选

( 种性激素而言，D/,) .% 色谱柱的分离效果更好，

故本实验选用 D/,) .% 柱为分析柱。

# # ( 种激素的特征离子和保留时间见表 %。对混

合标准 溶 液（ 其 中 己 烷 雌 酚 的 质 量 浓 度 为 +. +’,
)! " *，雌酮和雌二醇均为 +. ’, )! " *，雌三醇、还原

尿睾酮和炔雌醇均为 %. !& )! " *，己 烯 雌 酚 和 己 二

烯雌酚均为 +. %!& )! " *，表睾酮为 +. -&, )! " *）进

行分段扫描，得到的 %E. 色谱图如图 - ,B 所示，可见

( 种性激素得到了很好的分离。图 - ,@ 为空白样品

中添加 ( 种激素标准品的 %E. 色谱图。

·’(!·
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表 !" # 种激素的特征离子及保留时间

!"#$% !" &’"(")*%(+,*+) +-., "./ (%*%.*+-. *+0%, -1 .+.% ,%2 ’-(0-.%,

"#$ %&’ (#)*#+& ! , *-+
./01-202-3& -#+4（" # $）

（ )&102-3& 05/+60+7& , 8）

./0+2-202-3& -#+（" # $）

（ )&102-3& 05/+60+7& , 8）

# (&’&42)#1（ 己烷雌酚） #$ $ $% &#&（’ $ ()），"%%（& $ ’(），#*%（$+ $ "&） $’*（#’’）

$ 6-&2(9142-15&42)#1（ 己烯雌酚） #$ $ &$ &#"（$( $ +(），"%*（$’ $ %%），"("（$$ $ )%） &#$（#’’）

" 6-&+&42)#1（ 己二烯雌酚） #$ $ &$ "%+（*" $ &’），"(#（$* $ *+），$#*（$$ $ ’$） &#’（#’’）

& &2-#7(#10+!"!!#1!#* !#+&（ 还原尿睾酮） #& $ %* "&*（#( $ $），$+*（)+ $ ))），$&&（*& $ %&） $*$（#’’）

+ &:-2&42#42&)#+&（ 表睾酮） #) $ (& "&+（"+ $ ))），$*’（(( $ ##），$$)（)) $ (+） ")’（#’’）

) &42)#+&（ 雌酮） #) $ %" $+*（&+ $ #+），$&&（$$ $ ’+），$#(（") $ "%） "&$（#’’）

* &42)06-#1（ 雌二醇） #* $ +* &’#（#* $ (#），"$)（#% $ )%），$(+（#’’ $ *(） &#)（#’’）

( &2(-+91&42)06-#1（ 炔雌醇） #% $ +# &&’（&’ $ "#），"’’（)$ $ ’$），$(+（#’’ $ "%） &$+（#’’）

% &42)-#1（ 雌三醇） $’ $ %# "()（(# $ #*），"&+（#"+ $ #+），"##（#"" $ ’+） +’&（#’’）

图 $" （"）# 种激素混合标准溶液和（#）添加检出限水平激素的空白样品的选择离子色谱图

3+45 $" 678 )’(-0"*-4("0, -1（"）*’% .+.% ’-(0-.% ,*"./"(/ 0+2*9(% "./
（#）" #$".: ,"0;$% ,;+:%/ <+*’ # ’-(0-.% ,*"./"(/, "* =>? $%@%$

;#) :&0< -6&+2-=-702-#+4，4&& >051& # $

% 5 &" 标准曲线、线性范围及检出限的测定

! ! 将混合激素标准储备液配制成系列质量浓度，以

峰面积（%）对质量浓度（&，*? , @）做标准曲线（ 见表

$）。由表 $ 可见，在相应的质量浓度范围内，各激素

类兽药的响应值与质量浓度呈良好的线性关系。%
种性激素的检出限均达到国外有关法规要求。

表 %" # 种性激素的线性范围、线性方程、相关系数（ !% ）和最低检出限（=>?）

!"#$% %" =+.%"( (".4%,，$+.%"( %A9"*+-.,，)-((%$"*+-. )-%11+)+%.*,（ !% ）"./ /%*%)*+-. $+0+*,（=>?）

"#$ %&’ (#)*#+& @-+&0) &A/02-#+! ’$ @-+&0) )0+?& ,（*? , @） @BC ,（"? , <?）

# (&’&42)#1 % , #’)& - #+" $ " ’ $ %%*& ’ $ ’’#’ - ’ $ #) ’ $ #
$ 6-&2(9142-15&42)#1 % , &&(%)$& - $)( $ (# ’ $ %%+’ ’ $ ’’"’ - ’ $ &( ’ $ "
" 6-&+&42)#1 % , $’$")’& - (% $ #+# ’ $ %%’# ’ $ ’’#+ - ’ $ &( ’ $ #+
& &2-#7(#10+!"!!#1!#* !#+& % , (+%&+& . %# $ %+* ’ $ %%++ ’ $ ’’#’ - ’ $ #) # $ ’
+ &:-2&42#42&)#+& % , &$%"#%& - )#+ $ )& ’ $ %%#( ’ $ ’’#* - ’ $ $*$ ’ $ #*
) &42)#+& % , $**(+’& - ))’ $ "& ’ $ %%#% ’ $ ’’"’ - ’ $ &( ’ $ "
* &42)06-#1 % , #$%+"(& - &*& $ )* ’ $ %%($ ’ $ ’’&’ - ’ $ )& ’ $ &
( &2(-+91&42)06-#1 % , +*(%$& - #&# $ "% ’ $ %%$# ’ $ ’’"+ - ’ $ +) ’ $ "+
% &42)-#1 % , )#+*%& - #") $ $" ’ $ %%#$ ’ $ ’’"’ - ’ $ &( ’ $ "

!%：:&0< 0)&0；&：*044 7#+7&+2)02-#+，*? , @$

% 5 ’" 回收率与精密度

! ! 以不同基质的空白样品中分别添加一定量的标

准溶液，配制成 " 个浓度的混合标准溶液，做 ) 次平

行添加实验。试验结果表明：% 种激素类兽药在猪肉

中的平 均 回 收 率 为 )(/ (8 0 (*/ *8，相 对 标 准 偏 差

（D%C）为 )/ "8 0 $#/ &8；在猪肝中的平均回收率 为

**/ *8 0 %"/ #8，D%C 为 )/ &8 0 $$/ "8；在猪肾中的平

均回收率为 *"/ )8 0 %’/ %8，D%C 为 &/ #8 0 $$/ ’8。

! ! + 个实验室的协同实验表明：采用本方法测定 %
种激素类 兽 药 在 猪 肉 中 的 平 均 回 收 率 为 *)/ #8 0
()/ )8，D%C 为 "/ #8 0 #$/ +8；在 猪 肝 中 的 平 均 回

收率为 *)/ "8 0 ((/ &8，D%C 为 "/ %8 0 #$/ #8；在猪

肾中的平均回收率为 *)/ (8 0 (*/ *8，D%C 为 +/ #8
0 #*/ %8。

·*%$·



色 谱 第 !" 卷

!" 结论

# # 建立了 !"#$% 同时检测己烷雌酚、己烯雌酚、

己二烯雌酚、还原尿睾酮、表睾酮、雌酮、雌二醇、炔

雌醇、雌三醇等激素残留量的方法。所采用的前处

理衍生化技 术 操 作 简 单，反 应 时 间 短，衍 生 效 率 较

高。该方法具有灵敏度高、分离效果和重复性较好

等特点，满足目前动物源性食品中激素类兽药残留

检测的要求。
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