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摘要!建立了固相萃取$液相色谱$串联质谱法同时测定动物组织中%种&$!$二苯乙烯类药物"包括己二烯雌

酚’己烯雌酚’己烷雌酚#残留量的方法%试样中的药物经甲醇超声提取后$过 IK\固相萃取柱净化’氮吹

至干$用流动相溶解后进行液相色谱$串联质谱法测定$以 #̂$己烯雌酚为内标进行定量分析%方法的最低检

出限为"+!#:(‘:
a&$定量限均为"+N#:(‘:

a&!在&+"!&""#:(K
a&范围内线性良好!加标浓度在"+N!

&"#:(‘:
a&范围内$动物组织中己二烯雌酚’己烯雌酚’己烷雌酚的回收率在,#+#c!&&"+-c$批内相对

标准偏差小于或等于#+"c$能满足相关法规要求%
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!!同化激素作为生物体内产生的一类调节机
体代谢或生理功能的微量物质"能增强体内物质
沉积和改善生产性能&&"!$二苯乙烯类药物作
为人工合成非甾体类雌激素的代表药物"主要包
括己烯雌酚’̂.B()己烷雌酚’I.B(和己二烯雌
酚’̂HB(等"具有促进动物生长和提高饲料转化
率的作用"对畜牧生产者有很大的吸引力&但
是"滥用&"!$二苯乙烯类药物会导致动物生理
系统功能失调甚至不可逆的病变"并通过食物链
最终危害人类健康"长期摄入会干扰人体正常的
激素平衡"导致机体代谢紊乱)发育异常肿瘤)女
性乳腺癌和子宫内膜异位)胎儿畸形等严重的问
题"在我国和欧美等国家都禁止在动物养殖过程
中使用*&$!+&

&"!$二苯乙烯类药物的结构式示于图&&
目前"该类药物的检测方法主要包括免疫分析
法*%$(+)液相色谱法*N+和气相色谱$质谱法*%"’$-+&
其中免疫法往往作为筛选方法"不能作为定性依
据%液相色谱法也容易受到杂质干扰"且检测限
很难达到要求%气相色谱$质谱法作为定性方法
往往需要衍生化等步骤"操作较为繁琐&高效液
相色谱$串联质谱’K?$AB$AB(是一种集高效分
离和多组分定性)定量于一体的系统"对高沸点)
不挥发和热不稳定化合物的分离和鉴定具有独

特优势"成为近年来研究同化激素类药物检测的
主要方向"并已经应用到&"!$二苯乙烯类药物
残留检测中*&"+&同位素稀释技术在微量检测方
面具有很大的优势"在很大程度上提高了定量准
确性"在兽药残留检测领域有很好的应用前景&
本工作拟对样品前处理方法)液相色谱条件)质
谱条件进行系统优化"并对采用同位素稀释技术
解决离子抑制效应问题进行初步研究&

B!实验部分
BCB!主要仪器

Z0D@<6O221098@!’-N 液 相 色 谱 仪$A1$
8<*/066[50DD<*/18<*三重四极杆质谱仪"配

A066KE9VF(+"软件%B1:/0%‘&#冷冻离心机%

\k?IH\$(-"旋转蒸发仪%AB! /191640‘@<漩
涡混匀器%A.UUK.YOQ$!#N电子天平%氮吹

图B!B!D%二苯乙烯类药物的结构式

/02CB!+7J.?MJ93653M?5M3.678B!D%650J;.1.6
0+̂.B%7+̂HB%8+I.B

仪%Z0D@<6固相萃取装置&

BCD!主要材料与试剂
己烯雌酚’--+&c(#购自B1:/0公司%己二

烯雌酚’--+Nc()己烷雌酚’-#+"c(#购自 <̂+
.4<@96D*<;@<公司%̂#$己烯雌酚’-#+"c(#购自

?0/7<1X:@H6*D*C@K07*<0D*<1@6公司%乙腈’色
谱纯(#美国U@X10公司产品%实验用水为 /1221$
[超纯水%其他试剂均为分析纯%IK\固相萃取
柱’!":!Ka&(#购自 Z0D@<6公司&

BCE!标准溶液

BCECB!标准溶液!分别精密称取 .̂B)̂HB)

I.B对照品&"/:"置于&""/K棕色量瓶中"
用甲醇溶解并稀释至刻度"即为&""/:!Ka&标
准品储备液"置于a&#_冰箱中保存&分别吸
取&+""/K标准品储备液至同一&""/K棕色
量瓶中"用甲醇溶解并稀释至刻度"即为&+"/:
!Ka&混合标准品工作液"冷藏保存&

B+E+D!同位素内标溶液!精密称取 #̂$̂ .B标
准品"用甲醇稀释成"+N/:!Ka&同位素内标工
作溶液&

B+E+E!标准曲线的制备!吸取一定量的混合标
准品工作液和同位素内标工作溶液"用N"c甲
醇水溶液稀释成浓度为&+")!+")(+")&"+")

!"d")&""#:!K
a&的标准工作溶液"每毫升标准

((% 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第!-卷!



工作曲线溶液含有同位素内标!"/:!

BCF!仪器条件

BCFCB!色谱条件!色谱柱"Z0D@<6eU@<<0AB
?&#柱#%+"/b&N"//b%+N#/$%柱温"%"_%
流动相"乙腈#O$和"+!c氨水溶液#\$%流速"

"+(/K&/19a&%进样量"N"#K!流动相洗脱梯
度""/19O!Nc#!$’"+"&/19O(#c#!$’#+""
/19O(#c#!$’#+"&/19O#"c#!$’&!+""
/19O#"c#!$’&!+"&/19O!Nc#!$!

B+F+D!质谱条件!离子源为.BH负离子电离
源%毛细管电压%+%‘F%萃取电压!F%离子源
温度&!"_%脱溶剂温度%N"_%脱溶剂气和锥
孔气均为)!’其中脱溶剂气流速(N"K&4a&’锥
孔气流速N"K&4a&%碰撞气为高纯氩气’控制
碰撞室的压力为"+%J0!监测模式"采用 AYA
多反应监测方式%母离子#[&$(子离子#[%$离子
对均设为单位分辨’各离子对的驻留时间均为

"+&6’离子监测条件列于表&!

BCG!样品处理

BCGCB!试样提取!称取N+":动物组织样品
#精确至"+"&:$至N"/K聚丙烯离心管中’加

("#K同位素内标溶液!用!"/K甲醇提取’涡
旋!/19’在’"_下超声提取N/19’待蛋白质
变性后’取出冷却’在#"""<&/19a&下离心N
/19’倾出甲醇层%另取&"/K甲醇’重复提取&
次’合并提取液!用&N/K正己烷脱脂&次’甲
醇层在("_下旋转蒸发至约N/K左右’转移
至&"/K离心管中’氮吹至约!/K’加&"c甲
醇溶液至N/K’#"""<&/19a&离心N/19’取
上清液备用!

B+G+D!试样净化!取 IK\固相萃取柱’依次
用N/K甲醇和N/K水活化’取B+G+B上清液
过柱’用N/K水和N/K&"c甲醇溶液淋洗柱
子’抽干’用N/K甲醇洗脱’收集洗脱液至玻璃
试管中’N"_下氮吹至干!残余物用N"c甲醇

溶液定容至&+"/K’过"+!!#/微孔滤膜’进行
液相色谱$串联质谱测定!

D!结果与讨论
DCB!质谱定性定量分析

&’!$二苯乙烯因含有酚羟基结构’在.BH负
离子电离模式下容易失去一个 If形成较为稳

定的 )AaI*a准分子离子!以J#乙腈$iJ
#水$hN"iN"的溶液为基准流动相’采用+U,三
通方式’分别获得各个药物的分子离子诱导产生
的特征碎片离子’子离子扫描图示于图!!通过
优化锥孔电压-锥孔气-碰撞能量等仪器参数’将
各监测离子的强度调整至最大!选择丰度比最
强的碎片离子组成监测离子对"4(?!’N+"-

-!d-’4(?!’,d!-!N&+"’4(?!’-+"-&%%+-’4(?
!,N+!-!(N+%’分别用于己二烯雌酚-己烯雌酚-
己烷雌酚-̂ #$己烯雌酚的定量%而4(?!’N+"-

!(-+"’4(?!’,+!-!%,+"’4(?!’-+"-&&#+-分
别用于待测药物的辅助定性离子!为了获得更
高的离子强度’在 AYA 模式下优化质谱条件’
结合基质空白和基质标准液的离子扫描图优化

参数’从而相应地确定了各种药物在多反应监测
模式下信号采集的特征离子对’具体检测条件列
于表&!

DCD!液相色谱条件
为了将%种待测物与基质干扰分开’本工作

对色谱柱及流动相进行了优化!采用B+F+B所
述色谱柱及流动相条件’各组分的色谱行为良
好’减少了样品的分析时间’达到了快速检测的
目的!在该流动相条件下’被测药物容易失去

If而离子化’在很大程度上提高了检测的灵敏
度!从加标样品的 AYA色谱图#图%$可见’在
待测药物出峰的位置没有杂质干扰!

表B!+K+监测模式下B!D%二苯乙烯类药物的监测条件

,9;J.B!,-.7450I0Z.=+K+?71=050716873B!D%650J;.1.6

组分 母离子[& 子离子[%#?.(@F$ 锥孔电压(F

己烯雌酚#̂.B$ !’,+! !N&+"#!,$’’!%,+"#%"$ (%

己二烯雌酚#̂HB$ !’N+" -!+-#!-$’’!(-+"#!’$ ("

己烷雌酚#I.B$ !’-+" &%%+-#&,$’’&&#+-#%"$ %"

#̂$己烯雌酚#̂#$̂ .B$ !,N+! !(N+%#!#$’ (!

!!!注"’为定量子离子%?.为碰撞能量
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图D!子离子扫描图

/02CD!Q9M2-5.30716?91678919J<5.6
0+̂HB!7+̂.B!8+I.B!X+̂#$̂ .B

图E!多反应监测模式下标准溶液!>"#空白样品!V"#

空白加标样品!$"的提取离子色谱图!浓度GC[!2$#XB"

/02CE!$-37I957239I678B%D%650J;.1.6;<+K+I7=.
0+4"?!,N+!#!(N+%!7+4"?!’-+"#&%%+-!8+4"?!’-+"#&&#+-!X+4"?!’,+!#!N&+"!

@+4"?!’,+!#!%,+"!;+4"?!’N+"#-!+-!:+4"?!’N+"#!(-+"
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DCE!线性方程和检测限
取B+E+E绘制标准曲线系列溶液!按B+F建

立的仪器条件进行测定"分别以选定的定量离
子峰面积R 对含量M##:$K

a&%做标准曲线!己
二烯雌酚&己烯雌酚&己烷雌酚的标准曲线方程
分别为Rh%-!"’Ma%#!&%&Rh(&!"%Ma
%,!NN&Rh%N!-,Ma!,!,!!相关系数5分别为

"d---’&"+----和"+---,"以%倍信噪比为
检出限#KM̂ %!%种待测药物的检出限达到"+!

#:$‘:
a&"采用空白样品中添加目标化合物的

方法!按B+G的方法进行处理和检测!得到本方
法样品的定量限#KM[%为"+N#:$‘:

a&!低于
欧盟制定的 .̂B 最高限量标准#&+"#:$

‘:a&%"

DCF!离子抑制的影响
为了考察基质离子抑制对定量结果的影响!

在"+N&!+"和&"#:$‘:
a&的添加水平下!采用

空白样品洗脱液加标和标准溶液进行比较!结果
表明在进行痕量分析时!样品基质对待测药物的
离子化影响较大!离子化效率在(,c!,Nc之
间"采用同位素稀释技术进行定量时!由于内标
物也存在离子化效率问题!且与%种被测药物结

构极为相近!可以有效地降低离子抑制对检测结
果的影响!从而有效地提高定量的准确性"

DCG!加标回收率和精密度试验
取同一批号的空白猪肌肉和鸡肌肉等动物

组织!添加适量混合标准工作液!使 ĤB&̂.B和

I.B的加标浓度在"+N!&"#:$‘:
a&之间!按

B+G的方法处理后进行仪器分析"每个浓度点
取N份样品!求其平均回收率!并计算批内相对
标准偏差"加标浓度为"+N!&"#:$‘:

a&时的

回收率结果列于表!"

!!由表!数据可知!动物组织中 ĤB&̂.B和

I.B的加标量在"+N!&"#:$‘:
a&时!批内相

对标准偏差小于或等于#+"c!回收率为,#+#c
!&&"+-c"

DCH!样品分析
应用本方法!对’"份市场随机采集到的猪

肉和鸡肉样品进行测定!其中&份样品检测出含
有己烯雌酚!含量为&’+,#:$‘:

a&’&份样品检
测出含有己二烯雌酚!含量为’+##:$‘:

a&’均
未检出己烷雌酚"该检测结果表明!本方法完全
能满足我国对动物组织中&!!$二苯乙烯类药物
进行监控的需要"

表D!动物组织中回收率试验结果
,9;J.D!K.6MJ56783.?7:.3<.N4.30I.156

组分 样品基质
加标(

##:$‘:a&%
回收率(c 平均回收率(c YB̂(c

ĤB 猪肉 "+N #-+!!#&+,!,#+#!##+’!##+- #N+( N+,

鸡肉 "+N #,+N!-!+’!-’+%!,-+’!#-+% #-+& ,+"

猪肉 !+" -!+,!&"!+’!&"#+%!&"&+,!&"&+" &"&+% N+N

鸡肉 !+" -,+&!-’+%!#-+’!&"%+&!-N+’ -’+% N+"

猪肉 &"+" --+(!-%+-!&"#+N!&"%+#!-’+, &""+N N+#

鸡肉 &"+" &""+N!&"N+!!-N+%!#,+%!##+’ -N+( #+"

.̂B 猪肉 "+N &"%+!!&"&+!!-#+N!-!+"!&"!+( &"(+% N+N

鸡肉 "+N -’+,!-N+’!-’+%!&"%+#!-%+- -,+% %+-

猪肉 !+" -N+’!-#+#!&"&+N!-N+!!-’+’ -,+N !+,

鸡肉 !+" -’+-!-#+,!-’+-!-(+&!-%+N -’+" !+%

猪肉 &"+" -’+N!&"!+(!-!+%!&"%+-!&"!+N --+N N+"

鸡肉 &"+" -#+’!-’+’!&""+!!-%+#!&""+& -,+- !+#

I.B 猪肉 "+N &"’+%!&",+#!-"+%!&"%+!!&"!+% &"!+" ’+#

鸡肉 "+N &"%+!!&"’+N!&"-+&!&""+’!&"N+! &"(+- %+&

猪肉 !+" &&"+!!&"&+"!&"%+’!&"N+!!&&"+- &"’+! (+"

鸡肉 !+" &"%+N!&"’+%!&"(+N!&"!+%!&""+N &"%+( !+&

猪肉 &"+" #’+N!#,+-!-#+’!-N+%!##+- -&+( N+,

鸡肉 &"+" -N+,!-#+%!-&+!!#-+’!&""+% -N+" (+#

,(%!第’期!!应永飞等)液相色谱$串联质谱法测定动物组织中&!!$二苯乙烯类药物残留的研究



E!结!论
本方法采用同位素稀释结合固相萃取技术!

建立了液相色谱$串联质谱同时测定动物组织中
违禁药物己二烯雌酚"己烯雌酚"己烷雌酚残留
量的方法!同单组分检测相比!有效地缩短了检
测时间!节约了检测成本#在本实验的仪器条件
下!被测样品中的各组分与样品基质均实现了较
好分离!出峰时间合适!检测灵敏度较高#实验
表明!该条件易于控制"结果准确"加标回收率稳
定"重现性好!适用于动物组织中&!!$二苯乙烯
类药物的定性定量测定!为管理部门制定和执行
动物源性食品相关安全法规和动物源性食品中

有毒有害残留物质监控计划提供了依据#
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仪器信息网新闻栏目改版!升级打造全新版"资讯中心#

始终密切关注分析测试及仪器行业动态和发展的仪器信息网*新闻+栏目(4DDC’&&WWW+196D<5$
/@9D+8*/+89&9@W6&)!从开办之初就受到各方好评#而栏目的健康发展!更离不开广大用户的热心
支持#为了将最新的行业发展动态及时传递给用户"方便用户!使本栏目达到更好的信息"资源共享
效果!本网对*新闻+栏目进行了全面改版升级!推出了*资讯中心+栏目#用户只要点击仪器信息网
首页导航栏中的*新闻+栏目!或者点击首页右侧*业界要闻+栏目的*更多要闻+!都可进入*资讯中
心+#
近日推出的*资讯中心+栏目下设’个子栏目’业界要闻"展商动态"热点应用"专题资讯"人物专

访"专家视点#
新版*资讯中心+使网上新闻资讯更集中"更系统"更鲜明!并加入了图片焦点新闻!使页面更加生

动!给大家提供全面方便的阅读感受!界面更加美观#
*资讯中心+现已正式上线!欢迎广大网友提出宝贵意见#
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