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检 测 分 析

性激素为性腺分泌的一类甾体激素， 包括雌
激素、孕激素和雄激素。我国农业部第 176号文件
明确规定， 禁止在动物饲料和饮用水中添加己烯
雌酚、雌二醇、戊酸雌二醇、苯甲酸雌二醇、炔雌
醇、醋酸氯地孕酮、左炔诺孕酮、炔诺酮、氯烯雌
醚、炔雌醚等 10种性激素作为动物的促生长剂使
用。但由于利益驱使，仍有将性激素非法添加进饲
料中的情况发生， 因此必须要加强对饲料中违禁
性激素的检测，从源头上控制性激素残留。
目前国内外有关激素多残留的检测方法包括

高效液相色谱法 （王丽芳等，2008）、 高效液相色
谱-质谱联用法（王超等，2007）、气相色谱法（周
昕等，2006）、气相色谱-质谱联用法（曾东平等，

2008）以及酶联免疫吸附法（Fitzpatrick 等，2004）
等。 本文建立了饲料中己烯雌酚、雌二醇、戊酸雌
二醇、苯甲酸雌二醇、炔雌醇、醋酸氯地孕酮、左炔
诺孕酮、炔诺酮、氯烯雌醚、炔雌醚等 10种性激素
的反相高效液相色谱检测方法， 并用二极管阵列
检测器（DAD）作为阳性确证方法，方法简便、准
确，可排除普通紫外检测器的假阳性结果。
1 仪器与试药

Agilent 1200 高效液相色谱仪。 SUPELCO 固
相萃取装置，SUPELCO 固相萃取小柱 （填料为
C18，规格 500 mg/6 mL）。 己烯雌酚、雌二醇、戊酸
雌二醇、苯甲酸雌二醇、炔雌醇、醋酸氯地孕酮、左
炔诺孕酮、 炔诺酮对照品由中国药品生物制品检
定所提供，氯烯雌醚、炔雌醚对照品购于美国 Sig-
ma公司。 乙腈、甲醇为色谱醇，水为超纯水。 饲料
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[摘要] 本文建立了饲料中 10 种性激素（己烯雌酚、雌二醇、戊酸雌二醇、苯甲酸雌二醇、炔雌醇、醋酸氯地孕酮、
左炔诺孕酮、炔诺酮、氯烯雌醚、炔雌醚等）的反相高效液相色谱检测方法。 饲料样品经乙腈提取后，用固相萃取法进

行净化。 液相色谱采用 Shim-pack VP-ODS 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），以乙腈和水为流动相进行梯度洗脱，

流速 1.0 mL/min，230 nm 和 280 nm 双波长检测，柱温 30 ℃。10 种性激素线性关系良好，相关系数均大于 0.9998，添
加回收率为 95.32 % ～ 102.5 %，RSD ＜ 1.8 %。 该方法简便、准确、专属性好，可作为饲料中违禁性激素的检测方法。
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[Abstract] Reversed-phase high performance liquid chromatography （RP-HPLC） method was established to simuta-

neously determine 10 sexual hormones （diethylstilbestrol，estradiol，estradiol valerate，estradiol benzoate，ethinylestradiol，
chlormadinone，levonorgestrel，norethisterone，chlorotrianisene，quinestrol）in animal feed.10 sexual hormones were extract-
ed by acetonitrile，and cleaned by solid phase extraction.HPLC analysis was performanced on a Shim-pack VP-ODS col-
umn（250 mm×4.6 mm，5 μm）with a mobile phase gradient elution（acetonitrile and water as mobile phases）.The flow rate
was 1.0 mL/min，the detection wavelenth was 230 nm and 280 nm，and the column temperature was 30 ℃ .In the linear
range，the correlation coefficients of 10 sexual hormones were all less than 0.9998，the average recoveris were in the range
of 95.32 % ～ 102.5 % with corresponding RSD ＜ 1.8 %.The method was simple，acurate and reliable，and could be used
to determine sexual hormones in animal feed.
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被测成分 线性方程 线性范围/（μg/mL） 相关系数 检出限/（mg/kg）

雌二醇 y=17342x-3.502 0.4052 ～ 81.04 0.9999 0.6

炔诺酮 y=60075x+29.75 0.4228 ～ 84.56 0.9999 0.2

炔雌醇 y=57951x-60.91 0.4208 ～ 84.16 0.9999 0.2

己烯雌酚 y=40857x-1.441 0.4420 ～ 88.40 0.9999 0.3

左炔诺孕酮 y=5777x+13.66 0.4216 ～ 84.32 0.9997 1.7

醋酸氯地孕酮 y=57184x+15.30 0.4000 ～ 80.00 0.9999 0.2

氯烯雌醚 y=54934x+18.50 0.4272 ～ 85.44 0.9999 0.2

苯甲酸雌二醇 y=42458x-4.388 0.4296 ～ 85.92 0.9999 0.4

戊酸雌二醇 y=14287x+12.70 0.4044 ～ 80.88 0.9999 0.7

炔雌醚 y=22750x+11.27 0.3928 ～ 78.56 0.9999 0.6

注：1 为雌二醇，2 为炔诺酮，3 为炔雌醇，4 为己烯雌酚，5 为左炔诺孕酮 ，6 为醋酸氯地孕酮 ，7

为氯烯雌醚，8 为苯甲酸雌二醇，9 为戊酸雌二醇，10 为炔雌醚。

图 1 对照品（A）、空白样品（B）
和添加对照品的样品（C）色谱图（230 nm）

表 1 10种性激素的
线性方程、线性范围、相关系数和检出限

样品购于市场。
2 方法与结果
2.1 色谱条件 色谱柱：Shim-pack VP-ODS 柱
（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-水（梯度洗
脱：0 ～ 20 min，乙腈 50 % ～ 65 %；20 ～ 30 min，乙
腈 65 % ～ 85 %；30 ～ 35 min，乙腈 85 %）；流速：
1.0 mL/min；230 nm（用于检测雌二醇、炔诺酮、炔
雌醇、己烯雌酚、左炔诺孕酮、氯烯雌醚、苯甲酸雌
二醇、戊酸雌二醇、炔雌醚）和 280 nm（用于检测醋
酸氯地孕酮）双波长检测；柱温：30 ℃。
2.2 样品预处理 取饲料 5 g， 加入 25 mL 乙腈
超声处理 15 min，过滤，取滤液 2 mL，加 6 mL 水
混合，上样（SPE 小柱预先用 10 mL 甲醇活化），
用 25 %乙腈水溶液 10 mL 减压淋洗，抽干，最后
用 2 mL 乙腈洗脱，收集洗脱液，备用。
2.3 对照品储备液的制备 精密称取 10 种激素
对照品各约 20 mg，至 50 mL 量瓶中，用乙腈溶解
并稀释至刻度，摇匀，作为对照品储备液。
2.4 系统适用性实验 10 种激素在 36 min 内全
部出峰，出峰先后顺序为雌二醇、炔诺酮、炔雌醇、
己烯雌酚、左炔诺孕酮、醋酸氯地孕酮、氯烯雌醚、
苯甲酸雌二醇、戊酸雌二醇、炔雌醚。 各激素色谱
峰之间分离情况良好，分离度均大于 1.5。 饲料中
的成分对测定无干扰，色谱图见图 1。
2.5 线性关系和检出限 将对照品储备液进行
稀释，得到各激素浓度分别为 80、40、20、10、5、2、
0.4 μg/mL 的混合对照品溶液，在选定的色谱条件
下进行测定，以各激素的浓度（x）为横坐标，峰面
积（y）为纵坐标进行线性回归，得到线性方程。 以
信噪比为 3估算检出限（LOD）。 10种激素的线性
方程、相关系数和检出限见表 1。
2.6 回收率和精密度 称取饲料 5 g， 共 5份，各
准确加入 10种性激素的混合标准溶液 （浓度均约
0.4 mg/mL）1 mL，加入乙腈 24 mL，按“2.2”项下进行
处理，并测定含量，计算回收率，测定结果见表 2。
2.7 稳定性 将添加对照品的样品溶液放置 0、
2、4、8、12、24 h 时测定其浓度，考察其稳定性，10
种性激素 24 h 内的相对标准偏差（RSD）均小于
1.0 %，说明样品溶液在 24 h内稳定性良好。
2.8 样品测定 按本方法检测了 12 种饲料，通
过与对照品色谱图比较保留时间和吸收光谱的形

状进行定性，未发现性激素。

3 讨论
3.1 提取条件的选择 10 种性激素均为非极性
物质，在甲醇、乙腈中溶解度较高。 本实验考察了
用甲醇和乙腈超声 15 min 提取饲料样品的提取
效果，结果发现用甲醇做提取溶剂时，最终的供试
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品中会出现许多杂质而影响测定， 而乙腈提取的
杂质要少，而且对测定无干扰。因此选择乙腈为提
取溶剂。由于未发现含有性激素的饲料样品，实验
室又无法制作仿真模拟样品， 因此未考察超声时
间的影响，直接采用提取时间 15 min。
3.2 SPE 净化条件的选择 固相萃取的过程为
上样、淋洗杂质、洗脱被测物。 上样和淋洗过程中
不能有性激素被洗脱下来，而提取溶液为纯乙腈，
因此上样前需加水稀释， 实验考察了上样溶液中
乙腈的比例对回收率的影响。结果表明，乙腈浓度
低于 30 %时不会将被测物洗脱下来。 因此选择
25 %的乙腈水溶液作为上样溶液和淋洗溶液。
3.3 检测方法的选择 10 种性激素的最大检测
波长不尽相同，其中雌二醇、炔诺酮、炔雌醇、己烯
雌酚、左炔诺孕酮、氯烯雌醚、苯甲酸雌二醇、戊酸
雌二醇、炔雌醚在 230 nm 处吸收较强，醋酸氯地
孕酮在 280 nm 处有最大吸收， 因此选择 230 nm
和 280 nm 双波长检测法进行定量 。 实验采用
DAD 检测器检测，样品中若存在与标准品保留时
间相似的色谱峰， 可通过比较紫外吸收光谱进行
定性，提高了定性的准确度。
4 结论
本文采用反相高效液相色谱法建立了同时测

定饲料中 10种违禁性激素的方法。同时以乙腈作
为提取剂， 超声提取饲料中的 10种违禁性激素。
该方法操作简单，样品的杂质干扰较少，适用于饲
料中性激素的多残留分析。
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表 2 回收率实验结果（n=5）

被测成分 加入量/mg 检测量/mg 回收率/% RSD/%

雌二醇 0.4052 0.3862 95.32 1.1

炔诺酮 0.4228 0.4144 98.01 0.85

炔雌醇 0.4208 0.4118 97.85 1.4

己烯雌酚 0.442 0.4270 96.61 1.1

左炔诺孕酮 0.4216 0.4262 101.1 1.3

醋酸氯地孕酮 0.4000 0.4100 102.5 1.8

氯烯雌醚 0.4272 0.4099 95.95 0.92

苯甲酸雌二醇 0.4296 0.4131 96.15 1.2

戊酸雌二醇 0.4044 0.4001 98.94 0.74

炔雌醚 0.3928 0.3871 98.56 0.81 验饲料的氨基酸平衡，因此，在氨基酸平衡条件下
发酵豆粕的利用值得做进一步的研究。
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