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GC2M S法测定猪肉中雌激素类药物残留量
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摘要 : 目的 建立测定猪肉中己烯雌酚 ( diethylstilbestrol)、雌二醇 ( estradiol)、炔雌醇 ( ethinylestradi2
ol)、戊酸雌二醇 ( estradiol valerate)残留量的 GC2MS法 ,为控制食源性动物食品的质量提供依据。
方法 样品经乙酸乙酯提取 , HLB固相萃取小柱净化 , 70 ℃衍生后在 E I源 SIM模式下进样分析。
结果 己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇含量在 210～10010μg·kg- 1内线性关系良好 ,戊酸雌二醇含量在
410～20010μg·kg- 1内线性关系良好。己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇、戊酸雌二醇相关系数分别为
01998 4、01999 2、01998 8、01991 7,平均回收率 ( n = 6)为 7813%～8215% (RSD为 414%～916% )。
结论 该方法为测定猪肉中这 4种雌激素类药物残留量提供了可靠依据。
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　　雌激素类药物在畜禽养殖中具有通过蛋白质

同化作用提高食欲的功效 ,可以用来提高饲料转

化率 ,促进动物生长。人体一旦食用有雌激素残

留的动物性食品后 ,就可通过食物链扰乱人体内

激素平衡 ,使女性儿童提前发育 ,男性儿童呈女性

化 ,使男性生殖系统病变及女性乳腺癌发生率上

升 [ 1 - 3 ]。已烯雌酚及其盐在《中华人民共和国农

业部公告第 235号》中被列为禁止使用的药物 ,

在动物性食品中不得检出。欧盟于 2007年 7月

在 W TO /TBT通报中 ,规定将全面禁止在食源性

动物中使用雌甾二醇 17β及其衍生物 (《关于禁

止在畜牧业中使用具有激素或甲亢疗效物质以及

β2激动药的理事会指令 96 /22 /EC的修正 》) ,在

动物性食品中不得检出。

目前检测雌激素类药物残留的方法主要为

HPLC法 [ 4 ]、GC2MS法 [ 5 - 9 ]、LC2MS法 [ 10 ]、酶联免

疫分析法 ( EL ISA ) [ 11 ]等。其中酶联免疫分析法

灵敏度高但难以同时对多种类药物残留进行测

定 , HPLC法的灵敏度较低 ,我国目前畜禽产品中

检 测 己 烯 雌 酚 的 HPLC 法 检 测 限 为

0125 mg·kg
- 1

,难以满足残留检测的要求 [ 2, 12 ]。

GC2MS法在低物质浓度、高基质背景的情况下 ,

具有降低背景干扰 ,改善灵敏度等优点。目前 ,在

国内尚未见有关上述 4种雌激素类药物同时检测

的 GC2MS法。作者所建立的方法样品前处理简

单 ,灵敏度高 ,专属性强 ,且能够同时检测 4种雌

激素类药物 ,达到多残留检测的目的。四种雌激

素类药物的化学结构式见图 1。

F ig. 1　Structures of d iethylstilbestrol( 1) , estrad iol( 2) , eth inylestrad iol( 3) and estrad iol va lera te( 4)

1　仪器与材料

Agilent 689025973N气相色谱 2质谱联用仪

(美国 Agilent公司 )。己烯雌酚对照品 (美国 Sig2
ma公司 ,批号 3048X ) ,雌二醇对照品 (批号

1001822200103)、戊酸雌二醇对照品 (批号
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1001632199503) (中国药品生物制品检定所 ) ,炔

雌醇原料药 (北京紫竹药业有限公司 )。HLB固

相萃取小柱 (美国 W aters公司 ) ,乙酸乙酯 (色谱

纯 ,美国 TED IA公司 ) ,正己烷 (分析纯 ,北京化工

厂 ) ,水 (M illi2Q超纯水 ,美国 M illipore公司 )。

2　方法与结果

211　色谱条件

色谱柱 : HP25MS毛细管柱 (30 m ×0125 mm ,

i. d 0125μm ) ;进样口温度 : 280 ℃;程序升温 :

100 ℃ 1 m in,以 30 ℃·m in
- 1的升温速度升至 220

℃,保持 2 m in,再以 8 ℃·m in
- 1升至 300 ℃并保持

2 m in;载气 :体积分数为 991999%的高纯氦气 ;载

气流速 : 110 mL·m in
- 1

;进样量 :不分流进样 110

μL。

212　质谱条件

E I源 , SIM采集 ;电离电压 : 70 eV;四极杆温

度 : 160 ℃;离子源温度 : 230 ℃;传输线温度 :

280 ℃;溶剂延迟 : 8 m in。4种化合物的监测离子

为 :己烯雌酚 : m / z 412、m / z 413、m / z 383、m / z

397;雌二醇 : m / z 416、m / z 326、m / z 232;炔雌醇 :

m / z 440、m / z 425、m / z 285;戊酸雌二醇 : m / z 428、

m / z 244、m / z 218。

213　溶液的制备

21311　对照溶液的制备

分别取己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇、戊酸雌二

醇对照品适量 ,精密称定。加甲醇溶解配制成己

烯雌酚、雌二醇、炔雌醇 110 mg·L - 1对照溶液 ,戊

酸雌二醇 210 mg·L - 1对照溶液。

21312　样品溶液的制备

称取粉碎样品约 510 g,精密称定。置于

50 mL离心管中 ,分别加入质量分数为 10%碳酸

钠溶液 5 mL和乙酸乙酯 15 mL,均质后离心

5 m in,收集乙酸乙酯提取液 ,用乙酸乙酯 15 mL

重复提取一次 ,合并提取液。在提取液中再加入

质量分数为 10%的碳酸钠溶液 5 mL,涡旋离心后

取上清液于 40 ℃水浴旋转蒸发至干。残渣用乙

酸乙酯 2正己烷 (体积比 15∶85) 5 mL溶解后 ,转移

到依次用正己烷 5 mL、乙酸乙酯 5 mL、甲醇 5

mL、水 5 mL活化的 HLB固相萃取小柱上。抽干

后 ,先用乙酸乙酯 5 mL洗脱 ,再用乙酸乙酯 2正己
烷 (体积比 1∶4) 5 mL洗脱 ,收集洗脱液 ,在 60 ℃

水浴上 N2吹干。加入吡啶 250μL和衍生剂双三

甲基硅基三氟乙酰胺 2三甲基氯硅烷 (BSTFA2
TMCS,体积比 99∶1) 250μL,涡旋混合 ,封口后在

70 ℃烘箱中衍生 40 m in,进行 GC2MS分析。

214　方法学考察

21411　方法专属性考察

将一定体积的雌激素类药物对照溶液加入空

白猪肉 (已测定不含上述 4种雌激素类药物 )中 ,

按“21312”条操作 ,得色谱图 1。将 6份空白猪肉

样品各取 510 g,按“21312”条操作 ,得图 1。

1—D iethylstilbestrol; 2—Estradiol; 3—Ethinylestradiol; 4—Estradiol valerate

F ig. 2　T IC chroma togram s of estrogen s( A) and blank pork( B)

21412　线性关系考察

取空白猪肉样品 (已测定不含有上述 4种雌

激素类药物 ) 510 g,精密称定。按“21312”条操

作 ,制备成己烯雌酚、雌二醇和炔雌醇的含量分别

为 210、510、1010、2010、5010、10010μg·kg
- 1

,戊

酸雌二醇的含量为 410、1010、2010、4010、10010、

20010μg·kg
- 1的样品。以待测物含量 ( c)为横坐

标 ,待测物峰面积 (A )为纵坐标 ,用加权最小二乘

法进行回归运算 ,求得直线回归方程。即 :己烯雌

酚为 A = 11239 ×105
c - 41121 ×105

, r
2 = 01998 4

( n = 2 ) ; 雌 二 醇 为 A = 6191 × 10
4

c -

11318 ×10
5

, r
2

= 01999 2 ( n = 2 ) ;炔雌醇为 A =
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3113 ×10
4

c - 1157 ×10
4
, r

2
= 01998 8 ( n = 2 ) ;戊

酸雌二醇为 A = 3127 ×10
4

c - 2163 ×10
4
, r

2
=

01991 7 ( n = 2)。

结果表明 ,己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇含量在

210～10010μg·kg
- 1内与峰面积呈良好线性关

系 ,戊酸雌二醇含量在 410～20010μg·kg
- 1内与

峰面积呈良好线性关系。其中己烯雌酚、雌二醇、

炔雌醇检测限为 015μg·kg- 1 ,定量下限可达

210μg·kg
- 1

; 戊 酸 雌 二 醇 的 检 测 限 为

110μg·kg
- 1

,定量下限可达 410μg·kg
- 1。

21413　精密度试验

取空白猪肉约 510 g,精密称定。按“21312”

条操作 ,配制低、中、高 3个含量 (己烯雌酚、雌二

醇、炔雌醇的含量均为 5、20、80μg·kg
- 1

,戊酸雌

二醇的含量为 10、40、160μg·kg
- 1 )的质量控制

(QC)样品。根据当日的标准曲线 ,计算 QC样品

的测得含量 ,根据 QC样品的测定结果计算该方

法的精密度。己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇、戊酸雌

二醇的日内精密度分别为 413%、510%、812%、

410% ,日间精密度分别为 314%、517%、618%、

314%。均符合目前生物样品分析方法指导原则

的有关规定。

21414　回收率试验

取空白猪肉约 510 g,精密称定。配制低、中、

高 3个含量 (己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇的含量均

为 5、20、80μg·kg
- 1

,戊酸雌二醇的含量为 10、

40、160μg·kg
- 1 )的样品。同时另取空白猪肉

510 g,按“21312”条操作 ,向获得的洗脱液中加入

相应含量的对照溶液 ,作为供试溶液进样分析。

以每一含量的峰面积比值计算提取回收率 (表

1)。3个含量雌激素类药物的回收率在 7813%～

8215%内。
Table 1　Results of the recovery test for the 4 k inds of estrogen s( n = 9)

Compound m added /μg m found /μg Recovery/% Average recovery/% RSD /%

01025 01019 7614

D iethylstilbestrol 01100 01084 8410 7813 614

01400 01298 7415

01025 01021 8410

Estradiol 01100 01077 7710 8012 414

01400 01318 7915

01025 01022 8810

Ethinylestradiol 01100 01080 8010 8215 518

01400 01318 7915

01050 01036 7117

Estradiol valerate 01200 01174 8619 8019 916

01800 01674 8413

21415　稳定性试验

取空白猪肉约 510 g,精密称定。制备低、中、

高 3个含量 (己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇的含量均

为 5、20、80μg·kg- 1 ,戊酸雌二醇的含量为 10、

40、160μg·kg
- 1 )的 QC样品 ,在室温下放置 0、2、

5、12、24 h,分别进样测定。测得样品含量的 RSD

小于 15%。结果表明处理后的猪肉样品溶液在

室温放置 24 h内稳定。

215　样品含量测定

取不同批次的样品 ,按“21312”条方法操作 ,

进样分析 ,计算样品雌激素类药物的含量 ,结果见

表 2。
Table 2　The results of con ten t determ ina tion of sam ples( n = 3) (μg·kg - 1 )

Run N o. D iethy ls tilbes tro l Estrad io l D thinyles trad io l Estrad iol valerate

1 nd nd nd nd

2 nd 10 nd 10

3 nd nd nd nd

4 nd 20 nd nd

5 nd nd 20 20

　　nd—N ot de tec ted
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3　讨论

311　样品前处理方法的选择

提取溶剂的选择。雌激素类药物易溶于弱极

性和中等极性的有机溶剂 ,难溶于水。临床上使

用剂量较低 ,因此在动物组织中的残留量很低。

作者采用甲醇、乙腈、乙酸乙酯 3种有机溶剂进行

提取 ,结果乙酸乙酯提取回收较高。进而考察了

乙酸乙酯在酸性和碱性条件下的提取回收率 ,结

果表明在碱性条件下基质干扰低 ,提取回收率高。

固相萃取小柱的选择。作者考察了 C18柱、

硅胶柱、HLB柱 3种固相萃取小柱。其中 HLB

柱可以将 4种物质全部保留 ,且回收率大于

90%。硅胶柱只保留 D ES和 E2,对另外 2种雌

激素类药物没有保留。O asis HLB柱含有由乙烯

吡咯烷酮和二乙烯基苯组成的亲脂 2亲水平衡相 ,

与 C18柱比较 , O asis HLB柱在更宽的 pH范围内

稳定 ,净化效果和回收率更好 [ 6 ]。

312　分析测试条件的选择

由于雌激素分子中有多个极性基团 ,不易挥

发 ,衍生化可提高挥发性 ,改善极性物质的色谱行

为 ,提高它的选择性和灵敏度。考察了 N, O 2双三
甲基硅烷基三氟乙酰胺 (BSTFA )、N, O 2双三甲基
硅烷基三氟乙酰胺 2三甲基氯硅烷 ( B STFA 2
TM CS ) (体积比 99∶1 )、N 2甲基 2N 2三甲基硅基三
氟乙酰胺 (M STFA ) 3种衍生化试剂。结果表明 ,

3种衍生化试剂均能将雌激素类药物衍生 ,但衍

生效率不同。其中 B STFA和 B STFA 2TM CS (体

积比 99∶1)衍生效率相差不大 ,但 M STFA在衍生

炔雌醇时衍生效率较差 ,衍生效率只有其他 2种

衍生试剂的 60% ,对其他 3种雌激素类药物衍生

效率相差不大 ,故选用 B STFA 2TM CS (体积比

99∶1)为衍生化试剂。

4　结论

建立了猪肉中的雌激素类药物残留的液液萃

取 2固相小柱净化 2衍生化前处理技术和质谱检测
方法。所建立的分析方法样品前处理提取净化效

果好 ,且专属性强、灵敏度高。其中己烯雌酚、雌

二醇、炔雌醇定量下限可达 210μg·kg
- 1

,戊酸雌

二醇定量下限可达 410μg·kg
- 1

,适用于猪肉中

这 4种雌激素类药物的检测。
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m ain fac to rs w ere fu rthe r op tim ized by using cen tra l com p osite design (CCD ) . Results Tw o fac to rs w ere de2
te rm ined to p lay im portan t ro les in the m edium , w hich w ere KH2 PO 4 and N aC l. B y so lv ing the quadra tic re2
gression m ode l equation, the op tim a l concen tra tions of the va riab les w ere de term ined as KH2 PO 4

01645 g·L - 1
, N aC l 1215 g·L - 1

. A n op tim ized ferm en ta tion m edium w as ob ta ined fo r th is new ly developed

stra in, w h ich w as com posed of ( g·L - 1 ) : s ta rch 60, C aCO 3 710, M gSO 4 210, N H4 NO 3 610, yeast pow der

310, f ish m ea l 15, M nC l2 0110, N aC l 1215, KH2 PO 4 01645. U nder the op tim um conditions, the re la tive b ite2
sp iram yc in tite r of 139% as p red ic ted in theory and 142% in the experim en t w ere ob ta ined w ith an inc rease

of 42% com pared to the in itia l m ed ium. M eanw h ile the re la tive p ropo rtion of to ta l isova lery lsp iram yc in w as

no sign if ican t changes. Conclusion s R esp onse surface m ethodo logy as a sta tis tica l too l is eff ic ien t to im p rove

the p roductiv ity of a new gene2eng ineered stra in of an tib io tic p roducer.

Key words: bitesp iramycin; response surface methodology; medium op tim ization
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Ana lysis of estrogen residues in pork by ga s chroma2
tograph ic2tandem ma ss spectrom etry

W AN G L i2na
1, 2

, CH EN X iao2hu i
1
, B I Kai2shun

1

(1. Schoo l of Pha rm acy, Shenyang Pha rm aceu tica l U nivers ity, Shenyang 110016, C h ina; 2. L iaon ing Super2
vis ing Agency of Vete rina ry D rug and Feed, Shenyang 110016, C h ina )

Abstract: O bjective To develop and valida te a rap id sensitive and sp ec if ic m e thod for quan tita tive ana lysis

of estrogen residues (D ES, d ie thy ls tilbestro l; E2, estrad io l; EE2, e th iy lestrad io l; EV , estrad io l va lera te) in p ork

by gas chrom atograph ic2tandem m ass spec trom etry, w hich can be app lied to the study of estrogen residues in

p ork. M ethods The 4 k inds of com ponen ts w ere ex trac ted from hom ogen ized sam p les w ith e thy l ace ta te in

base fo llow ed by so lid2phase ex trac tion w ith HLB colum n and trim ethy ls ily la tion a t 70 ℃ fo r 40 m inutes,

then the GC 2M S m ethod in se lec ted ion m onito ring m ode ( S IM ) w as used. Results A good linearity w as a2
ch ieved w ith the coeff ic ien t r

2 > 0. 991 7 ( n = 2) . The average recove ry of estrogens w as m ore than 7117%

w ith RSD low er than 7. 2% ( n = 6 ) . Conclusion s The m ethod is sensitive, accu ra te, rap id, and su itab le fo r

the ana lysis estrogen residues in pork.

Key words: GC2MS; pork; diethylstilbestrol; estradiol; ethinylestradiol; estradiol valerate; residue
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