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甲基睾丸酮 (Methyltestosterone，
英文缩写MET)

又名甲基睾酮和甲基睾丸素，是一种人工合成的雄性激
素和蛋白同化激素。
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C20H30O2 302.46

甲基睾丸酮的化学结构式 ethyltestosterone
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在水产养殖中为何使用甲基睾丸酮？

在水产养殖上，它作为一种性激素能促进动物性器官成熟与第二

性征的发育，又有促进蛋白质合成的同化作用，使肌肉增长、体重

增加，被作为饲养供食用动物的一种促生长剂被添加到饲料中。

另一个重要原因，由于雌雄鱼的经济性状不一样，如生长速度、

个体大小、成熟年龄、繁殖方式、体色和体形等均有差异，所以控

制鱼类的性别，选择具有最佳生长性能的性别进行单性养殖，将会

提高产量，降低成本，获得良好的经济效益。

在水产养殖中曾被报道使用甲基睾丸酮的水产品种类繁多，如鱼

类：罗非鱼、鲤鱼、鳝鱼、鳗鱼等；虾类：中国对虾；蛙类：美国

青蛙、牛蛙；螺类：大瓶螺、福寿螺以及甲鱼等经济动物。

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建 )         www.fineprint.com.cn

http://www.fineprint.com.cn


甲基睾丸酮具有三致毒性（致畸、致癌、致突变）。通甲基睾丸酮具有三致毒性（致畸、致癌、致突变）。通
过食物链被人体摄入，它能使妇女引起类似早孕的反应及乳过食物链被人体摄入，它能使妇女引起类似早孕的反应及乳
房胀、不规则出血等；它能扰乱人体激素平衡，导致孕妇有房胀、不规则出血等；它能扰乱人体激素平衡，导致孕妇有
女胎男性化和畸胎发生，容易引起新生儿溶血及黄疸。这类女胎男性化和畸胎发生，容易引起新生儿溶血及黄疸。这类
外源性激素通过饲料被养殖动物摄入，通过食物链进入人体外源性激素通过饲料被养殖动物摄入，通过食物链进入人体
造成危害。从人类健康的角度考虑，世界各国都采取了各种造成危害。从人类健康的角度考虑，世界各国都采取了各种
措施来控制解决。措施来控制解决。
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欧盟95/22/EC 中规定禁止
使用甲基睾丸酮、已烯雌
酚等性激素兽药，在所有
食用动物的可食组织中不
得检出。

农业部在NY5071-2002
《无公害食品渔用药物

使用准则》中已明确规
定不允许使用甲基睾丸
酮等激素类药物。
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甲基睾丸酮理化性质及结构

化学名： 17α-甲基-17β-羟基雄甾-4-烯-3-酮。
白色或类白色结晶性粉末，无臭，无味，微有吸湿

性，遇光易变质。易溶于乙醇、丙酮或氯仿等有机溶
剂，溶于乙醚，微溶于植物油，不溶于水。
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本试验中应用液-液分配结合固相萃取技
术，对样品提取、净化、浓缩，减少样品基质
干扰；优化液相色谱条件，采用液相色谱紫外
检测法及外标法定量。方法的检出限达到
10μg·kg-1，能够满足水产品中对药物残留检
测的限量要求。
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试样制备

按规定取水产品可食部分，切成不大于

0.5cm×0.5cm×0.5cm的小块后，用组织捣

碎机绞碎，充分匀浆，取5.00g（精确到

0.01g）于50mL离心管中。
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提 取

向每份试样中加入1g无水硫酸钠，玻棒拌匀，再向

离心管中加入15mL乙醚，振荡15min，5000 r/min离心

10分钟，所得上清液倒入旋发瓶中；残渣用15mL乙醚按

上述方法再提取一次，所得上清液合并至旋发瓶中，在

40℃左右水浴条件下减压旋转蒸发至干（或放置在通风

柜中过夜，常温自然挥干），残渣中加入4mL甲醇，充分

振荡溶解，溶液转移至10mL具塞玻璃离心管中。
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净 化

加3mL的石油醚至上述离心管中（预先加0.3mL

水），加塞剧烈旋涡振荡1min，弃去上层石油醚层，下

层加入3mL石油醚按上述方法再洗涤一次。下层甲醇液

经中性氧化铝柱（预先1mL甲醇活化平衡好），流入

10mL玻璃离心管中，再用2mL甲醇冲洗柱子，冲洗液并

入离心管中，40℃下氮气吹干，用1.0mL流动相定容，

经0.45μm四氟乙烯膜过滤，上机分析。
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色谱条件

色谱柱:  ZORBAX ODS-C18柱，250 mm×4.6 mm (id)，粒度5 µm;

流动相：甲醇＋水（含1/600体积的磷酸）＝72:28（v:v）;

流速:  0.8mL·min-1；

检测波长：254 nm;

柱温：30℃;

进样量：20 µL。
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定性与定量

分别注入20uL浓度为0.05~5.00μg/mL标准

工作液和样品提取液于高效液相色谱仪中，按设

定的色谱条件进行检测分析，记录峰面积，相应

值均应在仪器检测的线性范围之内。根据标准品

在上述色谱条件的保留时间定性，外标法定量。
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计算公式

试样中甲基睾丸素残留量（μg·kg-1）的计算式为：

式中：X，试样中甲基睾丸素的残留量（μg·kg-1）；
A，试样中甲基睾丸素的峰面积；
As，标准工作液甲基睾丸素的峰面积；
Cs，测定用标准工作液中MET的浓度（μg·mL-1）；
W，准确称取的试样重量（g）；
V，定容体积（mL）。

WA
VCAX

s

s

×
××

=
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结果与分析——样品前处理

n 提取溶液的选择

n 脱脂溶剂的选择

n 净化方法的选择
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提取溶液的选择

n 中性激素残留提取：二氯甲烷、乙醇、甲醇、乙醚、乙酸乙酯等。甲

基睾丸酮两端的羰基和羟基均为极性基团，中间的多个碳环为非极性

部分，故其能溶解于极性和非极性溶剂，但不能溶于极性很强的水中。

对水产品组织提取时，选择甲醇、乙醚和乙醇和二氯甲烷四种提取剂

进行实验比较。

n 结果表明：四种提取剂对加标样的绝对提取量都比较高，但乙醇提取

水产品组织浸出杂质过多，严重影响到后面的净化效果，无法定量；

甲醇提取液经减压蒸发浓缩时间过长，且易起泡喷出影响回收率，不

利于大批量样品检测；二氯甲烷的回收率最低；乙醚提取杂质少，易

除去基质干扰，效果较理想；故可选用乙醚溶液作为提取剂。

n 另外，提取前加入少量无水硫酸钠既可以吸收组织中的水分，也可以

起盐析作用能提高回收率。
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净化方法

液－液萃取

固相萃取法

本实验尝试用液—液萃取和固相萃取法（SPE）结合对试样进行净化浓缩。
它克服了单纯液—液萃取及一般柱层析的缺点，可使萃取富集、净化一步完成。
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脱脂溶剂的选择

提取时往往会提出一些类脂物质，因此提取后要采

用甲醇－石油醚萃取液液分配脱去类脂物质。之所以选用

石油醚作除脂溶剂，因它极性很小，能除去类脂和其它低

极性杂质，但与甲醇有一定的互溶性，会产生轻度乳化，

可考虑加入少量水分增加甲醇液密度（石油醚不溶于水）

和低温高速离心的方法，而消减乳化现象。
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固相萃取柱的选用

方法一：C18柱净化，从提取液（预先用水稀释成浓度50%
以下）中将甲基睾丸酮吸附出来，用少量低浓度甲醇水

溶液和水淋洗，再用甲醇来充分洗脱来达到净化目的；

方法二：中性氧化铝层析净化：先用1mL甲醇润洗平衡层析

柱；将提取上清液加到中性氧化铝层析柱中，流出液用

离心管收集；用2mL甲醇冲洗柱子，冲洗液合并至离心

管中。
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C18柱：不能充分将甲基睾丸酮吸附下来，回收率达不

到检测要求。

中性氧化铝柱：基质中的色素和蛋白类杂质能被充分吸附

去除，色谱图中特征峰旁的干扰峰较少，故选用后者为

净化柱。需要特别注意：甲醇提取液的水分含量不

得高于10％，水分过多会直接影响层析柱中的氧

化铝活性而影响回收率。

结果显示:
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结果与分析——色谱条件的选择

n 检测波长选择

n 流动相选择
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色谱条件——检测波长选择

nm200 225 250 275 300 325 350 375

mAU

-1

0

1

2
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n 在240～242nm波
长处有最强的紫
外吸收，而在
245～255nm的范
围中也均可有强
吸收峰，然而在
240～245nm范围
内水产品组织中
可能对应的干扰
物质峰较多，本
实验选择254nm
为检测波长。

图 甲基睾丸酮紫外全波长扫描图
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色谱条件——流动相选择

1. 在流动相中加入一定量的酸发现能使峰性形变尖锐，

检测灵敏度提高。但酸性过强会影响分离柱的使用寿

命，所以要严格控制PH值（≥2.5）。在水中加入一定

比例的磷酸（600：1），可使各组分达到基线分离并

且排除杂质峰的干扰。

2. 当甲醇/水的体积比在70/30～80/20的范围内时，随着

比例数增大，出峰时间逐渐缩短，但灵敏度不受影响。

选用甲醇：水（含1/600的磷酸）体积比＝72：28的溶

液体系为流动相。
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甲基睾丸素在鲫鱼样品检测色谱图

在上述色谱条件下对水产品中甲基睾丸素的检测结果，谱图基线平
稳，虽有杂峰，且相互有差异。甲基睾丸素保留时间在12.6～12.7 min，
能与附近杂峰很好分离。
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方法确认

n 准确度和精密度

n 线性关系和线性范围

n 最低检测限和定量限的确定
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准确度和精密度

取鲫鱼、黄鳝、罗非鱼、甲鱼四种水产品

各5.00g，加入适量甲基睾丸素标准溶液，制成

含甲基睾丸素10μg/kg，4 0μg/kg，400 μg/kg

三个水平浓度，每个浓度水平重复5次实验，测

定回收率并计算其相对标准偏差，结果见下表。
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5.4184.382.284.879.988.486.1400

5.9783.782.279.881.187.288.040

8.5379.381.880.581.970.981.510

甲鱼

5.4285.086.284.779.687.487.1400

3.1986.285.889.882.184.389.240

4.4782.886.880.885.981.479.310

黄鳝

3.6483.383.185.079.586.482.3400

5.0782.679.981.886.279.585.440

3.6372.070.870.870.972.375.110

罗非鱼

9.9480.683.880.181.978.278.8400

7.3081.580.880.577.580.488.540

4.9379.482.976.880.875.381.210

鲫鱼

相对标准偏差RSD（％）平均回收率%
回收率%(n=5)

Recovery ratio (%)
加标浓度Concentration

μg/kg
水产品

表 不同水产品中添加甲基睾丸酮的回收率结果(n＝5)
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线性关系和线性范围

将绘制标准曲线用0.05~5.00μg/mL工作液依次从低浓
度到高浓度按色谱条件分析，按其所得峰面积的平均值与

对应的标准溶液浓度作标准曲线，并计算回归方程及相关

系数。

当溶液浓度为0.05μg/mL时，信噪比为12.0≥10，能
被准确定量；当溶液浓度大于5μg/mL时，其吸收峰有严
重的拖尾现象，影响其定量，因此线性范围为

0.05μg/mL～5.00μg/mL。在此范围线性明显，回归方程
为y=66.71x－1.15，相关系数：r=0.9998。
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最低检测限和定量限

检测限是指定量分析方法实际可测定到某组分含量的极

限。本方法线性范围最低点为0.05μg/mL，对应到水产品组

织中检测限为10μg/kg，即当水产品甲基睾丸酮浓度大于

10ug/kg时，本方法能较准确定量水产品甲睾酮的含量。

对水产品中以10～400μg/kg加标进行回收率试验，试

验结果表明回收率都在70%～110%之间，色谱峰明显。因

此把此浓度作为最小检出浓度。
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结 论

本实验建立固相萃取-高效液相色谱测定水产品中的甲基睾丸素的

方法，相比行业标准简化操作步骤，提高净化效果。一旦在水产养殖

中违法使用甲基睾丸素作为雄性化激素来提高成鱼产量和质量，它在

水生动物体内运转代谢必然会造成药物残留。通过实验表明，该法测

定成水产品中甲基睾丸素检测限达到ppb级，可以满足水生动物药代

动力学研究的需要。

该方法的准确度和检测限等技术指标能满足性激素残留分析的要

求，适用于目前我国的实验室实际装备情况。
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恳请各位专家和同行指正！恳请各位专家和同行指正！

通讯通讯地址地址:  :  浙江省水产质量检测中心浙江省水产质量检测中心
杭州益乐路杭州益乐路2020号，邮编号，邮编 310012 310012 

手机：手机：1375711343413757113434，办公室：，办公室：05710571--8502975985029759；；
EE--MAILMAIL：：wangyangruanfeng@163.comwangyangruanfeng@163.com
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