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摘要：该文制备了一种比表面积大、稳定性好的金属有机框架材料（ＭＯＦ）ＵｉＯ⁃６７，将其用于复杂牛奶基质中痕量孕

激素的富集和净化。 结合超高效液相色谱⁃四极杆 ／静电场轨道离子阱高分辨质谱（ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ），建
立了同时测定牛奶中 ７ 种孕激素残留的检测方法。 采用 Ｘ 射线光电子能谱（ＸＰＳ）对 ＵｉＯ⁃６７ 吸附孕激素后的元素

谱图进行测试分析，通过对比结合能和官能团相对含量的变化证明了 ＵｉＯ⁃６７ 与孕激素间发生了化学作用，并研究

了 ＵｉＯ⁃６７ 对 １ ｍｇ ／ Ｌ 和 ５ ｍｇ ／ Ｌ 孕激素的吸附效果。 考察并优化了吸附剂用量、洗脱溶剂类型和 ｐＨ 值等关键参

数，评价了基质效应对孕激素质谱信号的影响。 优化结果显示，选择吸附剂用量为 ４０ ｍｇ，在样品溶液 ｐＨ 值为 ５
时，用 ５ ｍＬ 丙酮洗脱目标物就可获得满意的回收率。 基质效应在 ２０％ 之内，可忽略不计。 在优化条件下，７ 种孕

激素在 １～１００ μｇ ／ Ｌ 范围内线性相关性良好，相关系数均达到 ０􀆰 ９９ 以上，方法的检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）分
别为 ０􀆰 ０６～０􀆰 ３０ μｇ ／ Ｌ 和 ０􀆰 １９ ～ １􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ；在不同添加水平下，回收率为 ８７􀆰 １０％ ～ １０５􀆰 ５８％，相对标准偏差为

２􀆰 ６６％ ～９􀆰 ６４％。 方法成功应用于实际牛奶样品中孕激素的测定，结果与 ＳＮ ／ Ｔ １９８０⁃２００７ 标准得到的结果具有良

好的吻合度。 相比较已报道的牛奶中孕激素前处理技术和检测方法，该方法具有较高的灵敏度和满意的回收率，
为今后这类材料在复杂基质中有毒有害物质的富集检测提供了新的借鉴思路。
关键词：超高效液相色谱⁃四极杆 ／静电场轨道离子阱高分辨质谱；样品前处理；固相萃取；金属有机框架材料；孕激素
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ｇｏｏｄ ａｇｒｅｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ＳＮ ／ Ｔ １９８０⁃２００７． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈ ｈａｄ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ
ｏｆ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ａｃｃｕｒａｃｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎ ｍｉｌｋ． Ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ
ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｓｏｔｏｐｅ ｉｎｎｅｒ ｓｔａｎｄａｒｄ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｐｅｒ⁃
ｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ＭＯＦ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｍａｔｒｉｘ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓａｍｐｌｅｓ， ｓｕｃｈ ｔｈｅ ａｐｐｌｉ⁃
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆｆｅｒｓ ａ ｎｅｗ ａｐｐｒｏａｃｈ． Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｅｎｒｉｃｈ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔ ｈａｚａｒｄｓ ｉｎ ａ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｍａｔｒｉｘ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ．
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（８）：７１２－７２０．
ＳＨＡＮＧ Ｗｅｉｗｅｉ， ＳＵＯ Ｄｅｃｈｅｎｇ， ＬＩ Ｔｏｎｇ， ＤＵ Ｑｉｕｌｉｎｇ， ＪＩＡＮＧ Ｘｉａｎｈｏｎｇ， ＷＡＮＧ Ｐｅｉｌｏｎｇ． Ｍｅｔａｌ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ＵｉＯ⁃６７⁃ｂａｓｅｄ
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ｔｒａｐ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ）； ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ； ｓｏｌ⁃
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　 　 随着国民经济生活水平的提高，人们对蛋白质

的需求日益增加，牛奶成为重要的蛋白质补充来源。
但近年来的研究发现，牛奶中存在孕激素等多种危

害物残留［１－３］。 孕激素由于其高生物活性和内分泌

干扰效应，被认为是内分泌干扰物（ＥＤＣｓ）的典型

污染物［４，５］。 牛奶成分复杂，包括蛋白质、脂肪及碳

水化合物等大分子物质，对其中孕激素等痕量危害

物的检测一直是一个挑战。 因此，针对牛奶中孕激

素残留，建立高效、便捷的前处理技术结合准确的检

测方法对于保障食品安全具有重要意义。
　 　 目前，关于牛奶中孕激素残留检测常用前处理

方法包括液液萃取法 （ ｌｉｑｕｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，
ＬＬＥ）、固相萃取法（ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＳＰＥ）、
加速溶剂萃取法（ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，
ＡＳＥ）等。 其中，固相萃取法由于其操作简单、分析

物预富集因子高、吸附剂可重复使用、使用有机溶剂

体积少等优点，在各种萃取技术中得到了广泛的认

可［６］，相较于液液萃取，ＳＰＥ 具有有机溶剂用量少、
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提高萃取率、性价比较高等优势［７］。 固相萃取材料

是固相萃取的核心和关键，影响着 ＳＰＥ 富集和净化

的性能。 Ｇｕｅｄｅｓ⁃Ａｌｏｎｓｏ 等［８］利用织物相吸附萃取

法（ ｆａｂｒｉｃ ｐｈａｓｅ ｓｏｒｐｔｉｖｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＦＰＳＥ）代替

传统 ＳＰＥ 技术提取牛奶中的类固醇激素，结合超高

效液相色谱⁃串联质谱法进行分析，使用内标法定

量，方法简便、快速，但萃取率相对较低。

图 １　 分析物的化学结构式
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｏｒｍｕｌａｓ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅｓ

　 　 近年来，金属有机框架材料 （ｍｅｔａｌ⁃ｏｒｇａｎｉｃ
ｆｒａｍｅｗｏｒｋｓ， ＭＯＦｓ）作为一种新兴功能材料，在气

体储存［９，１０］、 传感器［１１］、 吸附分离［１２－１６］、 药物传

递［１７，１８］和分析预处理［１９－２１］ 等方面的应用引起了研

究人员的广泛兴趣。 在不同的分析应用中，特别是

在样品预处理中，ＭＯＦｓ 由于其结构拓扑不同、孔径

可调、永久纳米孔隙度、比表面积高和热稳定性良

好，在环境和生物样品的富集、分析等领域得到广泛

应用［２２，２３］。 Ｐａｎｇ 等［２４］ 制备了金属有机骨架⁃聚合

物整体柱，作为固相萃取柱，成功地实现在线固相萃

取并测定中草药中的熊果酸。 Ｊｉａｎｇ 等［２５］采用聚偏

二氟乙烯物理包封的方法，将固体颗粒嵌入三聚氰

胺泡沫中，制备了基于 ＭＩＬ⁃１０１（Ｃｒ）的泡沫柱，并作

为一种高质量的吸附材料用于植物油中三嗪类化合

物的检测。 该泡沫柱的制备方法适用于多种金属有

机框架材料，并能保持其独特的性能。 Ｒａｈｉｍｐｏｏｒ
等［２６］首次报道了一种基于 ３ 种 ＭＯＦｓ （ＵｉＯ⁃６６、
ＵｉＯ⁃６６⁃ＮＨ２ 和 ＵｉＯ⁃６６⁃ＮＨ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４ ⁃ＳｉＯ２ ）的分析

方法，作为填充吸附剂（ＭＥＰＳ）萃取尿液中的反式，
反式⁃１，３⁃丁二烯⁃１，４⁃二羧酸（ ｔｔ⁃ＭＡ），方法灵敏、快
速，可重复使用。 目前，传统的固相萃取柱制备工艺

非常成熟，在复杂样品中应用广泛。 针对孕激素的

ＳＰＥ 固相萃取柱主要包括 Ｃ１８、Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ、Ｐｒｉｍｅ
ＨＬＢ 等，但其填料用量较多，使用时需进行活化、淋
洗等步骤，使实验操作繁杂，且无法二次使用。 本研

究筛选出一种比表面积大、水稳定性好的锆基金属有

机框架材料 ＵｉＯ⁃６７，探究了 ＵｉＯ⁃６７ 与孕激素间发生

的化学作用，并将其作为固相萃取柱填料应用于牛奶

中孕激素的富集净化，考察了影响孕激素萃取效果的

主要参数，结合超高效液相色谱⁃四极杆 ／静电场高分

辨质谱技术（ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ）实现了牛奶

中 ７ 种孕激素残留的高灵敏测定。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｆｌｅｘ ＵＨＰＬＣ Ｓｙｓｔｅｍｓ 超高效液相色

谱、Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 四极杆⁃静电场轨道离子阱高分辨质

谱仪、热电喷雾电离（ｈｅａｔａｂｌｅ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｓｏｕｒｃｅ
ｉｏｎ， ＨＥＳＩ）源、Ｋ⁃Ａｌｐｈａ Ｘ 射线光电子能谱（ＸＰＳ）
（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）， Ｎ⁃ＥＶＡＰ⁃１１２ 氮吹仪（美国

Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公司）， ３Ｋ１５ 高速冷冻离心机（美国

Ｓｉｇｍａ 公司）， Ｓｍａｒｔ Ｌａｂ３ Ｘ 射线衍射仪（ＸＲＤ，日
本理学公司）， Ｔｅｎｓｏｒ Ⅱ傅里叶变换红外光谱仪

（ＦＴ⁃ＩＲ，德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）， ＳＵ ３５００ 扫描电子显

微镜（ＳＥＭ，日本日立公司）， Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水仪（法
国 Ｍｅｒｃｋ 公司）。
　 　 ７ 种孕激素标准品（化学结构式见图 １）：美仑

孕酮（ｍｅｌｅｎｇｅｓｔｒｏｌ， ＭＬＧ）、甲地孕酮（ｍｅｇｅｓｔｒｏｌ，
ＭＧ）、１７α⁃羟孕酮（１７α⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ， １７α⁃
ＨＰＴ）、左炔诺孕酮 （ ｌｅｖｏｎｏｒｇｅｓｔｒｅｌ， ＬＧ）、 孕酮

（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ， ＰＴ）均购自德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ
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公司，烯丙孕素（ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ， ＡＴ）购自美国 Ｔａｒｇｅｔ⁃
Ｍｏｌ 公司，甲羟孕酮（ｍｅｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ， ＭＰ）购
自上海源叶生物科技有限公司，以上均为纯品型粉

末，纯度大于 ９８％。 氯化锆（ＺｒＣｌ４）购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司，４，４′⁃联苯二甲酸购自北京华

威锐科化工有限公司，无水硫酸镁购自北京易丰源生

物科技有限公司，所用甲酸、乙酸、甲醇、乙腈、丙酮、
Ｎ，Ｎ⁃二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）（ＨＰＬＣ 级，德国 ＣＮＷ 公

司），实验用水为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯化后的超纯水。
　 　 储备液的配制：分别称取 ２０ ｍｇ 标准品粉末，
加入 ４０ ｍＬ 甲醇溶解，各配制成质量浓度为 ５００
ｍｇ ／ Ｌ 的单标准储备液。 各取适量 ５００ ｍｇ ／ Ｌ 单标

准储备液用甲醇稀释为 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的孕激素混合标

准工作液，备用。 以上所有标准液均于－２０ ℃冷藏

保存。
１．２　 材料的合成

　 　 在文献［２７］基础上，采用溶剂热法合成 ＵｉＯ⁃６７。
准确称量 ＺｒＣｌ４ ４６􀆰 ６ ｍｇ 与 ４，４′⁃联苯二甲酸 ４８􀆰 ４
ｍｇ 于聚四氟乙烯内衬反应釜中，向其中加入 ２０ ｍＬ
Ｎ，Ｎ⁃二甲基甲酰胺后，放入超声清洗器中超声混

匀，然后加入 ０􀆰 ２ ｍＬ 乙酸使其充分混合后，放入

１２０ ℃烘箱中反应 ２４ ｈ。 用 ＤＭＦ 和丙酮各清洗 ３
次后，在 ５０ ℃烘箱中过夜干燥。
１．３　 固相萃取柱的制备

　 　 加入垂直放置的、装有多孔聚乙烯筛板的 ５ ｍＬ
聚丙烯管中，一次性装入自制材料 ＵｉＯ⁃６７ ４０ ｍｇ，
多次轻敲管壁使其分布均匀，将另一片多孔聚乙烯

筛板放置在填料上方后压紧，使填料上方表面平齐

并密实，制成 ４０ ｍｇ ／ ５ ｍＬ 固相萃取小柱。
１．４　 ＵｉＯ⁃６７ 对孕激素的吸附性研究

　 　 向 ３ ｍＬ 含有 １ ｍｇ ／ Ｌ 和 ５ ｍｇ ／ Ｌ 的 ７ 种孕激素

溶液中分别加入 ３ ｍｇ ＵｉＯ⁃６７，在 ２８ ℃， ２４０ ｒ ／ ｍｉｎ
设定条件下摇床振荡 ３０ ｍｉｎ，使孕激素被 ＵｉＯ⁃６７
充分吸附，然后离心 １ ｍｉｎ，取上清液 １ ｍＬ 过滤膜

（尼龙，０􀆰 ２２ μｍ），使用 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ
进行检测。 吸附效率 ＝ （１－孕激素吸附后测得峰面

积 ／孕激素吸附前测得峰面积）×１００％。
１．５　 样品前处理

１．５．１　 样品的提取

　 　 用移液枪准确吸取 ５ ｍＬ 牛奶于 ５０ ｍＬ 离心管

中，向其中加入 １０ ｍＬ 乙腈，室温下超声提取 １５
ｍｉｎ，于 ４ ℃下离心 １０ ｍｉｎ，将提取液全部倒入盛有

２ ｍｇ 无水硫酸镁的离心管中，涡旋后离心 １０ ｍｉｎ，

取上层清液于试管中，在 ５０ ℃下氮吹至近干后，用
５ ｍＬ ｐＨ＝ ５ 的磷酸盐缓冲液复溶，待净化。
１．５．２　 样品的净化

　 　 取全部复溶液过 ＵｉＯ⁃６７ 填装的固相萃取小柱，
以 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速缓慢通过固相萃取柱，使其充

分吸附，然后加入 ５ ｍＬ 丙酮通过固相萃取小柱进

行洗脱，收集全部洗脱液，在 ５０ ℃下氮吹至近干后

用 ０􀆰 ５ ｍＬ 乙腈⁃水（１ ∶１， ｖ ／ ｖ）复溶，涡旋混匀后过

滤膜，进样体积为 ５ μＬ，使用 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ
ＨＲＭＳ 检测。
１．６　 仪器条件

１．６．１　 液相色谱条件

　 　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８（１００ ｍｍ×２􀆰 １
ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）；流动相：Ａ 为 ０􀆰 １％ 甲酸水溶液，Ｂ 为

乙腈；柱温：４０ ℃；流速：０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５ μＬ。
梯度洗脱条件：０ ～ ０􀆰 ５ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ； ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ ｍｉｎ，
３０％ Ｂ～４５％ Ｂ； １􀆰 ０ ～ ８􀆰 ０ ｍｉｎ， ４５％ Ｂ～ ９０％ Ｂ； ８􀆰 ０ ～
８􀆰 ８ ｍｉｎ， ９０％ Ｂ； ８􀆰 ８～１０􀆰 ０ ｍｉｎ， ９０％ Ｂ～３０％ Ｂ。
１．６．２　 质谱条件

　 　 采用 ＨＥＳＩ 源，７ 种孕激素均采用正离子扫描模

式，平行反应监测（ＰＲＭ）模式；鞘气流速：４０ Ａｒｂ；
辅助气流速：１０ Ａｒｂ；喷雾电压：３􀆰 ５ ｋＶ；毛细管温

度：３２０ ℃；透镜电压：５５ Ｖ；辅助气加热温度：３００
℃；容纳离子数目：２􀆰 ０×１０４；分辨率：３０ ０００；隔离窗

口：ｍ／ ｚ ２􀆰 ０；离子注入时间：５０ ｍｓ；脱孔剂气和锥

孔气均为氮气。 除了甲地孕酮的碰撞能量为 ３５
ｅＶ，其余均设置为 ３０ ｅＶ。 目标化合物的其余质谱

参数见表 １， ７ 种孕激素的色谱图见图 ２。

表 １　 目标化合物的保留时间和质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ）

ＭＬＧ ４．６１ ３５５．２３ ２７９．１８∗ ／ ３３７．２２
ＭＧ ４．６８ ３４３．２３ ２６７．１８∗ ／ ３２５．２２
１７α⁃ＨＰＴ ４．９９ ３３１．２１ ９７．０７∗ ／ １０９．０７
ＡＴ ５．０７ ３１１．２１ ２２７．１５∗ ／ ２６９．１６
ＬＧ ５．２３ ３１３．２２ １０９．２０∗ ／ ２４５．３０
ＭＰ ５．６７ ３４５．２４ １２３．０８∗ ／ ９７．０７
ＰＴ ５．７５ ３１５．２４ ９７．０７∗ ／ １０９．０７
∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

２　 结果与讨论

２．１　 材料表征

　 　 采用扫描电子显微镜、Ｘ 射线衍射光谱仪、傅里
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图 ２　 ７ 种孕激素的选择离子流色谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｓ

叶变换红外光谱仪对获得的 ＵｉＯ⁃６７ 进行表征。
　 　 如图 ３ａ 所示，ＵｉＯ⁃６７ 的形貌为八面体，尺寸约

为 ８４ ｎｍ，边长约为 ６０ ｎｍ。 在 ５° ～４０°范围内模拟

了 ＵｉＯ⁃６７ 的粉末 Ｘ 射线衍射图（见图 ３ｂ），在 ２θ≈
５°、６°、１２°时的衍射峰和先前文献［２８］ 报道吻合；红
外光谱图（见图 ３ｃ）表明，在波段为 ６６０ ｃｍ－１和 ７７０
ｃｍ－１处出现 Ｚｒ－Ｏ 键，１ ３８５ ｃｍ－１附近出现 Ｚｒ－ＯＨ

图 ３　 ＵｉＯ⁃６７ 的（ａ）扫描电镜图、（ｂ）Ｘ 射线衍射光谱图和
（ｃ）红外光谱图

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ （ａ） ｔｈｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
（ｂ） ｔｈｅ Ｘ⁃ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ａｎｄ （ ｃ）
ｔｈｅ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＵｉＯ⁃６７

　

键，１ ５００～１ ６５０ ｃｍ－１处出现 Ｃ－Ｏ－Ｚｒ 键，这与模拟

的 ＵｉＯ⁃６７ 红外光谱图一致，说明材料已被成功

制备。
　 　 此外，采用 Ｘ 射线光电子能谱仪对 ＵｉＯ⁃６７ 吸

附孕激素前和吸附后进行测试，吸附前后 Ｚｒ、Ｃ、Ｏ
的谱图发生变化。 与吸附前相比，ＵｉＯ⁃６７ 吸附孕激

素后，Ｚｒ ３ｄ 的谱峰向右稍微偏移，Ｚｒ ３ｄ５ ／ ２的结合能

由 １８２􀆰 ６２ ｅＶ 移至 １８２􀆰 ２９ ｅＶ， Ｚｒ ３ｄ３ ／ ２的结合能由

１８５􀆰 ０ ｅＶ 移至 １８４􀆰 ６７ ｅＶ，说明孕激素与 Ｚｒ 团簇间

存在相互作用，Ｚｒ 作为得电子方发生了化学吸附；
ＵｉＯ⁃６７ 中 Ｃ １ｓ 谱可分为 ３ 个峰，分别对应官能团
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Ｃ－Ｃ ／ Ｃ＝ Ｃ、Ｃ－Ｏ 和 Ｃ ＝ Ｏ，孕激素本身结构含有

Ｃ－Ｃ、Ｃ ＝ Ｃ，所以当 ＵｉＯ⁃６７ 吸附孕激素后，Ｃ－Ｃ ／
Ｃ＝Ｃ 相 对 含 量 明 显 增 加， 由 ７４􀆰 ２０％ 增 加 至

８７􀆰 ６７％，而 Ｃ－Ｏ 和 Ｃ ＝ Ｏ 的 相 对 含 量 减 少 了

１３􀆰 ４６％；对比 ＵｉＯ⁃６７ 吸附孕激素前后的 Ｏ １ｓ 谱图

变化，各个峰略有偏移，整体结合能减少，Ｚｒ－Ｏ－Ｚｒ、
Ｚｒ－ＯＨ、Ｏ－Ｃ＝Ｏ 的相对含量也均有减少，而 Ｚｒ－ＯＨ２

的相对含量增加了 １７􀆰 ２９％，说明 ＵｉＯ⁃６７ 与孕激素之

间存在化学作用。
２．２　 ＵｉＯ⁃６７ 对孕激素的吸附性

　 　 向等体积、不同含量的（１ ｍｇ ／ Ｌ 和 ５ ｍｇ ／ Ｌ）孕
激素混合标准溶液中分别加入等量的 ＵｉＯ⁃６７ 进行

吸附实验，结果如图 ４ 所示，ＵｉＯ⁃６７ 对 １ ｍｇ ／ Ｌ 的孕

激素溶液吸附效率为 ９９􀆰 ７３％ ～ ９９􀆰 ９５％，对 ５ ｍｇ ／ Ｌ
的孕激素溶液吸附效率相较之略低，为 ８８􀆰 ８７％ ～
９９􀆰 ２３％，充分证明了这种材料对孕激素的高效吸附

性，从而保证在较低孕激素浓度水平下能够顺利进

行实验。

图 ４　 ＵｉＯ⁃６７ 对孕激素的吸附效率（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ４　 Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｓ

ｗｉｔｈ ＵｉＯ⁃６７ （ｎ＝３）

图 ５　 （ａ）吸附剂用量、（ｂ）洗脱溶剂类型和（ｃ）ｐＨ 值对孕激素萃取回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｏｒｂｅｎｔ， （ｂ） ｔｙｐｅ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔ ａｎｄ （ｃ） ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｎ

ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｓ （ｎ＝３）

２．３　 固相萃取条件优化

２．３．１　 吸附剂用量

　 　 选取不同质量的吸附剂（３０、４０、５０、６０ ｍｇ）分
别填装固相萃取柱，研究吸附剂用量对孕激素回收

率的影响。 结果如图 ５ａ 所示，吸附剂用量为 ３０ ｍｇ
时，孕激素回收率为 ４５􀆰 ７３％ ～８８􀆰 ７４％，回收率较低，
可能由于磷酸盐离子堵塞孔道导致吸附不完全；当
吸附剂用量增加至 ４０ ｍｇ 时，回收率可达到 ９０％ 以

上；继续增加用量至 ５０ ｍｇ 和 ６０ ｍｇ，孕激素回收率

明显下降，可能因为洗脱溶剂用量不足，难以充分洗

脱。 由此可见，吸附剂用量为 ４０ ｍｇ 时即可以满足

孕激素的充分萃取，用量过少或过多会导致萃取率

较低。
２．３．２　 洗脱溶剂类型

　 　 这 ７ 种孕激素属于极性化合物，结合它们的化

学结构来看，含有羰基、羟基、甲基，同时具备了亲水

和疏水基团，但激素化合物不溶于水，故本实验选择

了强极性溶剂进行洗脱，如甲醇、乙腈、丙酮（见图

５ｂ）。 显而易见，用丙酮洗脱后的孕激素回收率最

好，这可能由于丙酮渗入材料内部使其孔径膨

胀［２９］，使目标物顺利从材料中洗脱下来，因此洗脱

溶剂选择丙酮。
２．３．３　 溶液 ｐＨ 值

　 　 牛奶本身呈弱酸性，正常 ｐＨ 值在 ６～７ 之间，而
样品溶液的 ｐＨ 值对于目标物的萃取起到非常重要

的作用，因此考察了 ｐＨ 在 ２～９ 范围内 ＵｉＯ⁃６７ 对孕

激素的萃取效果（见图 ５ｃ）。 样品溶液 ｐＨ＝ ２ 时，孕
激素的萃取率低至 ２０％ 左右；当溶液 ｐＨ 上调至 ５
时，回收率显著增加至 ８５％ 以上；继续调节溶液 ｐＨ
为 ７ 和 ９ 时，回收率显著降低。 可能因为溶液 ｐＨ
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过高或过低，会使 ＵｉＯ⁃６７ 和孕激素同时带负电荷或

正电荷，产生静电排斥作用。 因此，选取 ｐＨ ＝ ５ 作

为最佳实验参数进行后续实验。
２．４　 基质效应

　 　 在 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ 检测中，基质效

应会造成背景干扰信号强，掩盖痕量有机化合物的

出峰，容易出现假阳性目标化合物，从而影响检测结

果的准确性。 若想在检测方法中消除基质效应，必
须对基质效应的强弱进行评估。 本实验通过比较标

准曲线斜率大小，来评估基质效应强弱。
　 　 将标准工作液用甲醇依次稀释成不同质量浓度

（１、２、２０、５０、１００ μｇ ／ Ｌ）的标准溶液，然后按照上述

方法，用空白牛奶提取液将标准工作液稀释成不同

质量浓度的标准溶液，按照以上建立的分析方法进

行检测。 以 ７ 种孕激素的标准溶液浓度为横坐标，
孕激素的色谱峰面积为纵坐标，分别在 １～１００ μｇ ／ Ｌ
范围内绘制标准曲线，根据公式 ＭＥ ＝ （Ａ－Ｂ） ／ Ａ×
１００％ 计算基质效应。 其中，Ａ 代表纯溶剂标准曲线

斜率；Ｂ 代表基质匹配标准曲线斜率。 若 ＭＥ＞０，表
现为基质抑制效应，若 ＭＥ＜０，表现为基质增强效

应。 当 ０≤｜ＭＥ ｜ ≤２０％ 时，说明基质对信号干扰较

低，可忽略不计；当 ２０％ ＜ ｜ ＭＥ ｜ ＜５０％ 时，表现为中

等强度的基质干扰，而当 ｜ ＭＥ ｜ ≥５０％，则为强基质

干扰。 牛奶中美仑孕酮、左炔诺孕酮、孕酮表现为基

质抑制效应，甲地孕酮、１７α⁃羟孕酮、烯丙孕素、甲羟

孕酮表现为基质增强效应，但 ｜ ＭＥ ｜ 均在 ０％ ～ ２０％
内，基质对孕激素信号干扰较低（见图 ６）。 牛奶中

的孕激素经过提取与净化，基质效应可忽略不计，无
需使用基质匹配标准曲线定量。

图 ６　 孕激素在牛奶中的基质效应（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ６　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｓ ｉｎ ｍｉｌｋ （ｎ＝３）

２．５　 方法学验证

２．５．１　 线性范围、检出限和定量限

　 　 在 １～１００ μｇ ／ Ｌ 孕激素混合溶液范围内，７ 种孕

激素的线性方程、相关系数、检出限和定量限如表 ２
所示。 ７ 种孕激素线性相关系数（Ｒ２）均大于 ０􀆰 ９９，
说明孕激素在此范围内线性相关性良好。 在空白基

质溶液中添加不同浓度的激素化合物，从低浓度到

高浓度依次进行上机检测，以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥３ 确

定方法的检出限为 ０􀆰 ０６ ～ ０􀆰 ３０ μｇ ／ Ｌ，以 Ｓ ／ Ｎ≥１０
确定方法的定量限为 ０􀆰 １９～１􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ。

表 ２　 孕激素的线性方程、相关系数、检出限和定量限
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

（Ｒ２）， ＬＯＤｓ ａｎｄ ＬＯＱｓ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２ ＬＯＤ ／
（μｇ ／ Ｌ）

ＬＯＱ ／
（μｇ ／ Ｌ）

ＭＬＧ ｙ＝ ４．４６×１０５ ｘ＋１．０８×１０５ ０．９９９２ ０．３０ １．０
ＭＧ ｙ＝ ８．２９×１０５ ｘ＋２．３３×１０５ ０．９９８１ ０．０６ ０．１９
１７α⁃ＨＰＴ ｙ＝ １．９４×１０５ ｘ－２．５２×１０５ ０．９９９３ ０．２５ ０．８４
ＡＴ ｙ＝ １．０６×１０５ ｘ＋１．９７×１０５ ０．９９７２ ０．３０ １．０
ＬＧ ｙ＝ １．２５×１０４ ｘ＋４．１５×１０５ ０．９９６４ ０．１７ ０．５８
ＭＰ ｙ＝ ４．５３×１０４ ｘ－４．９５×１０４ ０．９９６４ ０．２７ ０．９０
ＰＴ ｙ＝ ７．３２×１０４ ｘ＋７．５２×１０５ ０．９９９８ ０．２５ ０．８４
ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ Ｌ．

２．５．２　 回收率、精密度

　 　 在牛奶中分别添加 １ μｇ ／ Ｌ 和 ５ μｇ ／ Ｌ 水平的 ７
种孕激素混合标准溶液，按照上述优化好的样品前

处理方法进行添加回收试验，然后上机检测。 检测

结果见表 ３，在 １ μｇ ／ Ｌ 和 ５ μｇ ／ Ｌ 孕激素添加水平

下，回收率为 ８７􀆰 １０％ ～ １０５􀆰 ５８％，相对标准偏差为

２􀆰 ６６％ ～９􀆰 ６４％。
表 ３　 孕激素在不同添加水平下的回收率和精密度（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｓ

ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ （ｎ＝３）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
１ μｇ ／ Ｌ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
５ μｇ ／ Ｌ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
ＭＬＧ ９９．６４ ２．７１ １０５．５８ ５．８６
ＭＧ ８７．１０ ３．６８ ９９．７９ ６．５２
１７α⁃ＨＰＴ １０１．７８ ５．５４ １０１．４５ ９．６４
ＡＴ ９２．６３ ８．２７ １０１．５０ ８．２３
ＬＧ ９３．５５ ７．４６ ９３．８３ ７．９８
ＭＰ ９６．５９ ２．６６ ９４．１０ ７．０５
ＰＴ ９７．３６ ６．６３ ９８．４０ ７．０８

２．６　 实际样品检测

　 　 在超市购买国内牛奶（１ 号、２ 号）和国外牛奶

（３ 号、４ 号），同时按照上述优化的固相萃取条件进

行处理，选取良好的仪器状态，使用 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒ⁃
ｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ 测定，结果见表 ４。 该方法检测到牛奶

中含有内源性激素（１７α⁃羟孕酮、孕酮）和人工合成

类激素（甲地孕酮、左炔诺孕酮、甲羟孕酮），未检测

到美仑孕酮和烯丙孕素，可能喂养奶牛的饲料或饮
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用水中使用了激素类药物，导致牛奶中激素残留。
孕酮在不同品牌的牛奶中检测浓度较高，这与奶牛

处于的生长阶段相关。 孕酮的检测结果在 １４􀆰 ３２ ～
２０􀆰 １２ μｇ ／ Ｌ 范围内，与标准 ＳＮ ／ Ｔ １９８０⁃２００７ 得到

的检测结果比较吻合，更具有说服力。 而且相较于

标准方法，该方法使用外标法定量，简化操作步骤，
是一项有参考意义的前处理和检测方法。 此外，饲
养动物过程中，值得注意的是孕酮含量以及人工合

成类激素的使用。
２．７　 与其他方法比较

　 　 将之前报道的牛奶中孕激素前处理方法［３０－３７］

与该方法进行比较，对方法的检出限、定量限和回收

率以及优缺点进行汇总，如表 ５ 所示，该方法检出限

较低，且能够获得满意的回收率，具有高效、准确性

好、灵敏度高等优点，可以实现牛奶中微量孕激素的

富集检测。

表 ４　 本方法与标准方法对牛奶中孕激素含量的测定
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｍｉｌｋ ｂｙ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ μｇ ／ Ｌ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ

Ｓａｍｐｌｅ １ Ｓａｍｐｌｅ ２ Ｓａｍｐｌｅ ３ Ｓａｍｐｌｅ ４
ＳＮ ／ Ｔ １９８０⁃２００７

Ｓａｍｐｌｅ １ Ｓａｍｐｌｅ ２ Ｓａｍｐｌｅ ３ Ｓａｍｐｌｅ ４
ＭＬＧ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ
ＭＧ １．４６ １．０５ １．０８ ０．９８ １．１３ ０．９８ ０．８９ ０．９２

１７α⁃ＨＰＴ ０．８５ ０．５０ ０．４３ ０．４９ ０．８８ ０．７３ ０．３５ ０．６２
ＡＴ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ
ＬＧ ９．２９ １５．７２ ９．５０ １３．２３ １０．１１ １６．５８ １１．３５ １４．４６
ＭＰ ０．７８ ０．９７ ０．８９ ０．７３ ０．７４ ０．８６ ０．６４ ０．６３
ＰＴ １４．３２ １８．５７ １５．２０ ２０．１２ １５．８２ ２０．０２ １７．２４ １８．４５

　 Ｎ ／ Ａ： ｎｏ ｄａｔａ．

表 ５　 本方法与其他方法的比较
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ

Ａｄｓｏｒｂｅｎｔ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ

ＬＯＤ ／
（μｇ ／ Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ Ｒｅｆ．

Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒ⁃
ｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ

２１ ０．０５０－
０．３０

８０．７０－
１０８．３０

ｇｏｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｈｉｇｈ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ［３０］

Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ

１ ０．０２７ ９７．２９－
１０２．７１

ｌｏｗ ＬＯＤ ａｎｄ ｇｏｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｆｅｗ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

［３１］

ＨＬＢ ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ

７ ０．１０－
０．３０

７０．５０－
９７．５０

ｇｏｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｈｉｇｈ ＬＯＤ ［３２］

Ｃ１８， Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳＤ ３ ０．５０－
１．０

７３．４０－
８６．７０

ｌｏｗ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ ｈｉｇｈ ＬＯＤ ａｎｄ ｌｏｗ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ［３３］

ＰＳＡ ａｎｄ ａｃｉｄ
ａｌｕｍｉｎｕｍ ｏｘｉｄｅ

ＵＨＰＬＣ⁃ＱＴＯＦ⁃
ＭＳ

４ ０．０７０－
０．３０

７７．１０－
９９．８０

ｌｏｗ ＬＯＤ ａｎｄ ｇｏｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｒｏｕｂｌｅｓｏｍｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

［３４］

Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ３ ０．１５－
０．２０

８６．００－
９１．２０

ｇｏｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ［３５］

Ｆｅ ／ ＣＮＴ⁃ＳｒＴｉＯ３ ＨＰＬＣ １ ０．０３３ ６４．２４－
１１３．４９

ｌｏｗ ＬＯＤ ａｎｄ ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ
ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ

ｆｅｗ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ

［３６］

ＨＬＢ ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ

１ ０．５０ ８２．２０－
１０３．００

ｇｏｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｆｅｗ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

［３７］

ＵｉＯ⁃６７ ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒ⁃
ｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ

７ ０．０６０－
０．３０

８７．１０－
１０５．５８

ｇｏｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ， ｌｏｗ ＬＯＤ，
ｌｉｔｔｌｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ｌｏｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ

ｔｈｉｓ
ｗｏｒｋ

　 ＭＳＤ： ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄｅｔｅｃｔｏｒ； ＱＴＯＦ： ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ⁃ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ．

３　 结论

　 　 本研究利用 ＵｉＯ⁃６７ 作为固相萃取填料，结合

ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ 成功建立了同时富集测

定牛奶中 ７ 种孕激素的分析方法。 其中 ＵｉＯ⁃６７ 作

为固相萃取柱材料稳定性好，生产成本较低，应用该

方法可减少固相萃取柱的活化步骤，既能节省时间，

又防止溶剂浪费，提高实验效率。 而且通过与传统

前处理方法比较，该方法性能优异，能够实现牛奶中

孕激素高灵敏、多残留检测，为牛奶中其他潜在危害

物的富集检测提供新的参考。
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