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[摘 � 要 ] � 采用基质固相分散、液液分配、固相萃取相结合的方法提取并净化鸡肝中残留的己烯
雌酚,用 N-甲基, N -三甲基硅烷三氟乙酰胺 (M STFA )衍生化,毛细管气相色谱 /质谱联用 (选择

离子检测模式,检测离子 m /z为 383、397、412、413)对衍生物检测分析, 内标法定量, 建立了对鸡

肝中己烯雌酚残留量定性、定量分析的方法。不同添加浓度的己烯雌酚在鸡肝中的平均添加回

收率在 67. 2% ~ 90. 2%之间,批内和批间变异系数在 3. 88% ~ 10. 36%之间,检出限为 0. 5 �g /kg。
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� � 己烯雌酚 ( diethylstibestro,l DES)属 1, 2-二苯

乙烯类化合物, 是同化激素的一种。在养殖中具有

通过蛋白质同化作用提高食欲的功效, 被用来提高

饲料转化率,促进畜禽生长。人通过食物长期摄入

低剂量的 DES能扰乱体内激素平衡, 导致女童性早

熟, 男性女性化, 诱发女性乳腺癌、卵巢癌等疾

病
[ 1, 2]
。我国已于 1999年 1月禁止在动物生产中使

用 DES,并将其作为是兽药残留监控的重点对象。

气相色谱 -质谱法 ( GC /M S)在国际上已成为包

括 DES在内的同化激素类药物检测中普遍采用的确

证方法。但目前我国畜禽产品中 DES的含量检测采

用 HPLC法
[ 3 ]

,检测限只有 0. 25 m g /kg,质谱确证方

法尚未建立。由于动物肝组织样品前处理复杂, 这

方面的研究在国内也鲜见相关报道
[ 4]
。本试验对鸡

肝中的 DES残留的前处理技术和质谱检测技术进行

了研究,建立了步骤为基质固相分散 - 液液分配 -

固相萃取 -衍生化-质谱检测在内的前处理技术和

质谱检测技术。所建立的方法前处理技术净化效果

非常好,方法检出限达到 0. 5 �g /kg。

1� 材料和方法

1. 1� 色谱仪及色谱条件
1. 1. 1� 色谱仪 � Ag ilent6890�5973气相色谱 -质

谱联用仪,美国 A gilent公司; HP�5 M S石英毛细管

色谱柱, 30 m � 0. 25 mm,膜厚 0. 25 �m。

1. 1. 2� 气相色谱条件 � 载气为高纯 H e, 恒流 1

mL /m in;色谱柱起始温度 160  ,保持 1 m in后以

15  /m in的升温速率升至 280  , 保持 5 m in;进样

口温度 270  , 不分流进样,进样量 1 �L。

1. 1. 3� 质谱条件 � E I源, 源温 200  , 电子能量

70 eV,传输线温度 280  ,检测电压 200 V;选择离

子检测模式,检测离子 m /z为 383、397、412和 413。

1. 2� 试剂和材料

1. 2. 1� 对照品与试剂 � DES对照品, 纯度 99. 8%,

批号 0088�9806,中国药品生物制品检定所;二氯酚

( DCP)对照品,纯度 99. 8%, 批号 C12450000,德国

S igm a公司。乙腈、甲醇为色谱纯;其余试剂均为分

析纯。

1. 2. 2� 标准储备液 � 准确称取 DES和 DCP各 10

m g,用甲醇溶解并稀释到 100 mL, 于 4  冰箱中储

存。

1. 2. 3� 衍生化试剂 � 将乙腈、N - 甲基, N - 三甲

基硅烷三氟乙酰胺 ( M STFA )、三甲基氯硅烷

( TMCS)以为 12!8!1的体积比混合,现配现用。

1. 2. 4� 其他 � C18键合固定相 ( 40~ 63 �m ),迪马公

司; supelco LC�si硅胶固相萃取柱, 500 m g, 3 mL。

1. 3� 样品处理

1. 3. 1� 提取 � 称取 0. 5 g(精确到 0. 01 g)匀浆后

的鸡肝组织样品于玻璃研钵中,然后加入约 2 g的

∀8∀ 中国兽药杂志 � � � � � � � � � � 2005, 39( 11): 8~ 10 /吴银良,等 �



C18填料,用研杵研磨使其混合均匀,放置 1 h左右,

均匀装入 10 m L的底端垫有滤纸的带刻度的注射

器中, 上端再垫一层滤纸, 用活塞轻压至 3. 5 mL左

右。然后用 8 mL正己烷分两次洗涤研钵和研杵,

加到柱子上,利用重力进行润洗。再用 8 mL乙酸

乙酯分两次洗研钵和研杵, 同样加入柱子进行洗

脱,流速为 1~ 2 mL /m in。收集乙酸乙酯洗脱液。

1. 3. 2� 净化 � 加入 3 mL 10% 的碳酸钠溶液至

1. 3. 1项下收集的乙酸乙酯洗脱液中, 涡流振动

20 s, 3 000 r /m in离心 2 m in, 弃去下层溶液, 再加

入 3 mL 10%碳酸钠溶液至有机相中, 同前操作后

转移有机相至干净试管中,在 50  左右的水浴中
经 N 2吹干。将吹干后的残渣用体积比为 1!1的二

氯甲烷 /乙酸乙酯混合溶剂 100 �L溶解并转移到

已经 5 mL正己烷和 5 m L二氯甲烷 /乙酸乙酯混合

溶剂预处理的硅胶柱上,先用 5 mL正己烷润洗,然

后将柱子抽干, 再用体积比为 1!1的二氯甲烷 /乙

酸乙酯混合液 5 mL洗脱, 收集洗脱液, 在 50  左

右的水浴中用 N2吹干。

1. 3. 3� 衍生化 � 在 1. 3. 2项下净化后的样品中加

入 100 �L内标溶液,用 N2吹干, 然后加入 100 �L

配置好的衍生化试剂, 振荡混合, 封口, 在 60  烘

箱中衍生 15 m in, 加入 100 �L正已烷混合后进行

气质分析。

1. 4� 线性试验 � 将 100 m g /L的标准储备液用甲

醇逐步稀释成 2、5、10、50、100、250、1 000 �g /L的

DES标准工作液,各取 200 �L分别置于 5 m L带盖

的试管中,再分别加入 100 �L浓度为 50 ng /mL的

内标溶液, 用 N 2吹干。各加入 100 �L衍生化试

剂,充分振荡后密封, 在 60  烘箱中衍生 15 m in

后,加入 100 �L正已烷混匀后后进行气质分析。

1. 5� 添加回收率试验 � 添加回收率实验样品处理

同 1. 3项,添加浓度分别为 1、2、4和 10 �g /kg。

2� 结 果

2. 1� 色谱分离 � 在上述色谱条件下,得到标准溶液

和样品图谱见图 1、图 2和图 3。从图 1和图 2中可

知,在所用的色谱条件下,分析物可以得到很好的分

离,未发现杂质色谱峰的干扰,反式 DES、DCP和顺

式 DES的 TM S衍生物的出峰时间依次为 8. 31、8. 64

和 8. 91 m in。

2. 2� 标准曲线 � 本研究中采用内标法定量, 因

DES的 TM S衍生物的顺反式比例无法固定, 因此

在计算峰面积时,采用顺反式 DES的衍生物峰面积

a. 反式己烯雌酚 TM S衍生物; b. 二氯酚 TM S衍生物;

c. 顺式己烯雌酚 TMS衍生物

图 1� 己烯雌酚标准溶液 ( 100 �g /L )经衍生化后的色谱图

图 2鸡肝空白样品色谱图

图 3鸡肝添加样品 ( 4 �g /kg )色谱图 ( 412离子 )

相加的方法来确定 DES的 TM S衍生物峰面积。在

2~ 1 000 �g /L浓度范围内, DES浓度 ( x )和顺反式

DES衍生物峰面积之和与内标峰面积的比值 ( y )成

线性关系,其线性方程为 y = 0. 011 7x - 0. 027 1,

r
2
= 0. 999 6。

2. 3� 回收率及重复性 � 采用在空白中添加标准溶

液的方法,按 1. 3项样品处理方法对 DES进行了添

加回收率试验和重复性试验,以内标法定量。每种

组织在每一个添加水平上重复 4次实验, 每次 5个

平行。实验结果 (见表 1)表明, 各浓度点回收率在

67. 2% ~ 90. 2%, 批内变异系数在 5. 01% ~ 10.

36% ,批间变异系数在 3. 88% ~ 9. 36%。

2. 4� 检出限 � 按信噪比 S /N= 3!1(以反式 DES的

TM S衍生物的峰高和噪音进行比较 ) ,计算 DES的

检出限为 0. 5 �g /kg。

3� 讨论和结论

在参考丁雅韵等
[ 4]
建立的动物组织中 DES残
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表 1� 方法的回收率及批内、批间变异系数

添加浓度

/ ( �g∀ kg- 1 )

回收率

/%

批内变异

系数 /%

批间变异

系数 /%

1 75. 6 6. 41 7. 26

67. 2 10. 36

73. 8 8. 97

80. 2 9. 91

2 79. 5 7. 89 3. 88

72. 4 6. 53

75. 8 7. 41

77. 1 6. 99

4 83. 7 8. 25 5. 70

74. 2 8. 37

76. 1 6. 62

81. 7 4. 93

10 78. 4 5. 01 9. 36

72. 2 6. 01

79. 1 5. 83

90. 2 4. 07

留的基体固相扩散 - 气相色谱 - 质谱分析方法中

净化步骤的基础上,将原净化步骤中使用硅藻土柱

进行净化改为使用碳酸钠溶液进行液液分配进行

净化, 不但大大缩短了样品的测定时间, 而且也提

高了方法的灵敏度,同时更为重要的是每个样品的

前处理过程中至少能少用 40 mL有机溶剂,且不再

使用高毒溶剂甲苯。

在研究过程中,进行了净化步骤对方法灵敏度

的影响实验。实验结果表明,当无硅胶柱净化步骤

时 DES在鸡肝中的检出限在 5~ 10 �g /kg;净化步

骤中无碳酸钠溶液液液分配步骤时,鸡肝中 DES的

方法检出限在 100 �g /kg左右。为达到 0. 5 �g /kg

左右的检出限,这两个实验步骤均不能舍弃。

该方法分析鸡肝中 DES残留量与已有的一些

方法相比,具有前处理净化效果好,灵敏度高的特

点。经添加回收率实验表明, 该分析方法的检测

限、回收率、重复性和线性范围均能满足现行兽药

残留分析的要求。
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Determ ination of the diethylstilbestrol residues in chicken liver

by gas chromatography�mass spectrom etry(GC /M S)
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(Qua lity C on trol and Inspection C enter for D om estica l A nima l P rodu cts of M OA, Be ijing � 100026; Ch ina )

Abstract: D iethy lst ilbestro l residues o f trace leve l in ch icken liver w ere determ ined by gas chrom atography�m ass

spectrom etry ( GC /M S ) . Sam ple preparation procedures included m atrix so lid�phase d ispersion、liquid�liqu id

ex traction( LLE ) and solid�phase extraction( SPE) . The detection lim itw as 0. 5 �g /kg, the linear range w as 2~

1 000 �g /L, and the m ean recover ies w ere 67. 2% ~ 90. 2%.
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