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动物组织中@N!去甲睾酮残留量的气相色谱!质谱检测
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摘要!本工作建立了动物组织中(,$去甲睾酮的残留分析方法%动物组织在缓冲溶液中酶解$用甲醇提取$

正己烷去脂$提取液经A_-$=(’小柱净化$衍生化反应后在气相色谱$质谱仪"O=’@A#上以选择离子的方式

进行定性定量分析%回收率为’!e!,)e$变异系数&("e$最低定量检出限为(6"&L(bL
V(%该方法高

效)准确)灵敏$并满足食品中兽药检测要求%
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!!(,$去甲睾酮"(,$79;B>?B9?B>;97>#又被称作
诺龙"7/73;9197>#$属于促蛋白合成的同化激
素*(+$于(,*"年由X0;42首次合成%临床上它
可用于治疗严重灼伤)骨质疏松症和儿童发育不
良等$但它具有抑制垂体促性腺激素分泌$抗雌

激素的作用$对代谢产生不良影响$可使女性产
生男性化作用*!+%将其添加在动物饲料中$可促
进动物生长发育$提高产率%在欧盟,#’!)’-=
指令中$禁止在食源性动物中使用促蛋白合成的
同化甾体激素$并规定其最高残留量为不得检



出!许多国家包括我国都禁止其作为饲料添加
剂使用!目前检测该化合物的方法主要是O="

@A#)$*$法%本工作采用A_-小柱净化样品%O="

@A的选择离子方式&AJ@’对动物组织中(,$去
甲睾酮残留量进行定性定量分析!

@!实验部分
@C@!主要仪器和试剂

O="@A*,&)气相色谱$质谱联用仪(美国

+L01>7B公司产品)(,$去甲睾酮标准品和+$葡糖
醛酸苷酶(A0L./公司产品)七氟丁酸酐&IF$
_+’和A_-$=(’小柱(A:5>149公司产品)有机溶
剂为残留级!

@CD!气相色谱!质谱联用条件

@CDC@!O=条件!弹性石英毛细管柱 I_$*@A
&)".c"6!*..c"6!*&.’)载气为高纯氦
气)流速((6".M*.07V()进样口温度!#"i)
升温程序(’"i保持(.07%以("i*.07V(升
温到(&"i%以!i*.07V(升温到!!"i%保持

(.07%以!"i*.07V(升到!#"i%保持*.07%
不分流进样)进样量(6"&M!

@6D6D!@A条件!电子轰击&-J’离子源)接口
温度!’"i)电子能量&">D)AJ@ 方式采集数
据)溶剂延迟’.07!

@CE!样品处理

@CEC@!酶解!称取("L&精确到"6"(L’在组织
绞碎机上绞好的动物组织&肝+肾+肌肉’样品于

*".M塑料离心瓶中%加入"6!.91*MV(醋酸
缓冲液&5IW*6!d"6!’(".M%在均质器上混
匀!加入*"&M+$葡糖醛酸苷酶%混匀%于)&i
下保温过夜!

@6E6D!提取!酶解后加入)".M甲醇%混合后
在#"i水浴中放置(*.07%再置于V(’i冰箱
中!2%取出后立即以)*"";*.07V(速度离心*
.07!将上层清液缓缓倒入另一个*".M塑料
离心瓶中%用(".M正己烷萃取上清液!次%正
己烷层弃之!剩余溶液倒入("".M锥型烧瓶%

%"i水浴中旋转蒸发%除去甲醇%剩余溶液待净
化!

@6E6E!净化!将=(’$A_-柱置于固相萃取装置
上%并依次用*.M甲醇和*.M水活化%将上述

溶液全部上样%再用().MG&正己烷’jG&乙
醚’W&j)将目标化合物洗脱并收集!向收集
的洗脱液中加入(.M(.91*MV(氢氧化钠%振
荡后离心&!""";*.07V(’%取有机层于另一干
净试管中%在缓慢的氮气流浓缩后用洗脱液全部
转移到!.M自动进样瓶中%继续吹干%然后加
入(""&M异辛烷溶解残留物!

@6E6H!衍生!向!.M自动进样瓶中加*"&M
七氟丁酸酐&IPF+’%振荡后放入’"i的恒温
箱中反应)".07%取出后冷却至室温%然后在小
的氮气流下吹干%加入!""&M异辛烷溶解%用

O="@A分析!

D!结果和讨论
DC@!提取方法的比较
本方法采用甲醇提取%然后减压蒸发将甲醇

除去%剩余水溶液直接过小柱净化%提取过程除
用少量正己烷去脂外%没有使用其他有机溶剂!
而在欧盟确证方法=C(6!##$中采用甲醇提取后%
再用大量的二氯甲烷分三次萃取甲醇水溶液%不
仅操作繁琐%而且使用了大量的有毒有机溶剂%
既容易造成目标分析物损失%又不利于环境的保
护!但这种省去有机溶剂提取的方法容易使大
量蛋白溶在其中%会造成净化时堵塞固相萃取小
柱%因此要将溶液在#"i水浴中放置(*.07%
使蛋白充分沉淀!由于动物组织中所含的磷脂
会使提取溶液在减压蒸发时产生大量泡沫%甚至
会冲出烧瓶造成分析物损失%因此除用正己烷去
脂外%还需要在低温冰箱中放置!!)2%不仅可
以消除起泡现象%而且可以使蛋白进一步充分沉
淀!

DCD!监测离子的选择

(,$去甲睾酮衍生物的色谱图和全扫描质谱
图示于图(+图!!从图中可确定四个特征离子%
列于表(%它们分别为0"B###+%*)+)"#及)(’%
其结构示于图)!其中0"B###为分子离子峰%
而0"B%*)为@$H=H=)F&%另外两个离子0"B
)"#和0"B)(’是经过X环不同位置的断裂及
分子重排后的离子碎片%并且这种重排方式在其
他一些雄甾烷类激素中也很普遍#&$’$!
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图@!@N!去甲睾酮[%A1衍生物的色谱图

A4BC@!J#’+(&)+B’&(+,[%A1?$’4G&)4G$*
+,@N!.+’)$*)+*)$’+.$

图D!@N!去甲睾酮[%A1衍生物的全扫描质谱图

A4BCD!A7::*0&.8&***6$0)’7(+,[%A1
?$’4G&)4G$*+,@N!.+)$*)+*)$’+.$

图E!特征离子,!-RRR"HPE"EOR"E@T的结构图

A4BCE!<)’70)7’$+,0#&’&0)$’4*)404+.*,!-RRR#HPE#EOR#E@T

表@!@N!去甲睾酮衍生化产物的特征离子和相对丰度

"&9:$@!J#&’&0)$’4*)404+.*&.?’$:&)4G$&97.?&.0$+,@N!.+’)$*)+*)$’+.$?$’4G&)4G$*

被测组分 >̂B>;.07>307L;>30>7B
(,$去甲睾酮 I_F+衍生物 I_F+3>;0T/B0T>?9<(,$79;B>?B9??B>;97>

定量离子 h:/7B0B/B0T>097 其他监测离子 P2>;>?B9<.970B9;097?

质荷比0!B ### %*) )"# )(’

相对丰度 Z>1/B0T>/G:73/74>!e ("" )( #( (!

DCE!方法的线性和检出限
取(6".L"MV(工作液("#!"#*"#(""#!""

&M$用 I_F+衍生$测定后得到标准曲线为FW
V()&%%Y&’#)’’J$相关系数<W"6,,,$由此
确定方法的线性范围为(6"!!"6"&L"bL

V(%
本方法以添加回收的方式确定其定量检出限为

(6"&L"bL
V(%

DCH!方法的回收率和精密度
取鸡肉#鸡肝#猪肾三种空白基质样品$每种

基质分)组$每组#个$按低#中#高三个不同水
平添加$以AJ@ 方式进行数据采集$保留时间为

)*6)%.07$空白及添加样品的选择离子色谱图
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见图%!*"采用外标法计算回收率和精密度#结
果见表!"从表!中可以看出#在这三种基质
中#(,$去甲睾酮的回收率为’!e!,)e#变异

系数&("e#完全可以满足兽药残留分析的要
求"

表D!方法的回收率和精密度

"&9:$D!W$0+G$’;&.?6’$04*4+.+,)#$($)#+?

基质 @/B;0[
添加水平+33>3

1>T>1$%&L&bLV(’

实测平均值+T>;/L>T/1:>

3>B>;.07>3$%&L&bLV(’

回收率Z>49T>;C
$e

变异系数=D
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图H!鸡肉!&"#鸡肝!9"和猪肾!0"空白样品的选择离子色谱图

A4BCH!<-80#’+(&)+B’&(*+,9:&.Z*&(6:$+,!&"0#40Z$.$!9":4G$’+,0#40Z$.$!0"Z4?.$;+,64B

图P!鸡肉#鸡肝和猪肾加标样品!@"B%ZB]@"的选择离子色谱图

A4BCP!<-80#’+(&)+B’&(*+,&??$?*)&.?&’?!@"B%ZB]@"*&(6:$+,!&"0#40Z$.$

!9":4G$’+,0#40Z$!0"Z4?.$;+,64B

DCP!@N!去甲睾酮的两种构型
本方法主要检测外源性作兽药使用的(,$

去甲睾酮#即(&+$HI 型#因为(&+$HI 型在体
内是无活性的"本文没有对内源性的(,$去甲

睾酮作深入的研究#因此不做讨论"

E!结!论
建立的动物组织中(,$去甲睾酮的提取分
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析方法所用的有机溶剂少!回收率和重现性均满
足进出口动物源食品中兽药残留监测分析方法

的要求"
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