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摘要：建立了基于通过型固相萃取小柱净化的超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱联用（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）同时快速准

确测定牛蛙中 ９ 种雌激素（雌三醇（Ｅ３）、１７β⁃雌二醇（β⁃Ｅ）、１７α⁃雌二醇（α⁃Ｅ）、１７α⁃炔二雌醇（ＥＥ２）、雌酮（ＥＩ）、己
烯雌酚（ＤＥＳ）、己二烯雌酚（ＤＥ）、己烷雌酚（ＨＥＸ）、醋酸双烯雌酚（ＤＤ））残留的检测方法。 样品经乙腈提取，经
ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 固相萃取柱净化，Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）分离，以 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
氟化铵水溶液⁃乙腈体系为流动相梯度洗脱，流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，采用电喷雾正负离子切换模式（ＥＳＩ＋ ／ ＥＳＩ－）和多

反应监测（ＭＲＭ）扫描方式检测，基质匹配外标法定量分析。 该研究优化了液相色谱条件，相比于乙酸铵水溶液⁃乙
腈体系和氨水溶液⁃乙腈体系，０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氟化铵水溶液⁃乙腈体系作为流动相时 ９ 种雌激素普遍具有更佳的灵敏

度。 相比于甲醇和乙酸乙酯，乙腈作为提取溶剂时 ９ 种雌激素的提取率提高 １５％ ～ ４０％。 考察了 ＨＬＢ、Ｃ１８、Ｓｉｌｉｃａ、
ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 共 ４ 种不同类型的固相萃取小柱的基质净化效应，结果表明，ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 柱具有更好的基质净化能

力。 经 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 净化后，所有化合物的回收率均在 ７０％ ～１２５％ 之间。 ＤＤ 的回收率从 ４７％ 提高到 ７４％， ＤＥＳ 的

回收率从 １８０％ 降低到 １２３％，有效减弱了基质效应。 在最佳的实验条件下，Ｅ３、β⁃Ｅ、α⁃Ｅ、ＥＩ、ＤＥ、ＨＥＸ、ＤＤ 的线性

范围为 ０􀆰 ５～１００􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ， ＥＥ２ 和 ＤＥＳ 的线性范围为 １􀆰 ０～１００􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ， ９ 种雌激素在各自的线性范围内均有良好

的线性关系，相关系数为 ０􀆰 ９９５ ３ ～ ０􀆰 ９９９ ４，方法检出限为 ０􀆰 １７ ～ ０􀆰 ３３ μｇ ／ ｋｇ，方法定量限为 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ，在
２􀆰 ０、１０􀆰 ０、８０􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ ３ 个加标水平下，９ 种雌激素的加标回收率为 ６５􀆰 １％ ～ １２８􀆰 ２％，相对标准偏差为 １􀆰 ９％ ～
１７􀆰 ６％。 该方法操作简便、快速、灵敏，重复性好，可用于大批量样品的同时快速准确检测。
关键词：固相萃取；超高效液相色谱⁃串联质谱；雌激素；牛蛙
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ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｍａｔｒｉｘ⁃ｍａｔｃｈｅｄ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｅｘ⁃
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ０􀆰 ５ － １００􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ ｆｏｒ Ｅ３， β⁃Ｅ， α⁃Ｅ， ＥＩ， ＤＥ，
ＨＥＸ， ａｎｄ ＤＤ， ａｎｄ １􀆰 ０－１００􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ ｆｏｒ ＥＥ２ ａｎｄ ＤＥＳ． Ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒｉ⁃
ｔｙ ｉｎ ａｌｌ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ０􀆰 ９９５ ３－０􀆰 ９９９ ４． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗｅｒｅ ０􀆰 １７－０􀆰 ３３ μｇ ／ ｋｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ０􀆰 ５－１􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ｓｐｉｋｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｏｗ （ ２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ）， ｍｅｄｉｕｍ （ １０􀆰 ０
μｇ ／ ｋｇ）， ａｎｄ ｈｉｇｈ （８０􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ） ｗｅｒｅ １０７􀆰 ４％ －１２５􀆰 ３％， ６７􀆰 ０％ －１２３􀆰 ３％， ａｎｄ ６５􀆰 １％ －１２８􀆰 ２％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ １􀆰 ９％ －１７􀆰 ６％． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｎｉｎｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ５０ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｂｕｌｌｆｒｏｇ ｓａｍ⁃
ｐｌｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＥＸ， ＥＩ， ａｎｄ ＤＥＳ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｆｅｗ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈ⁃
ｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｒａｐｉｄ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ， ｒａｐｉｄ
ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ．

引用本文：邱巧丽，陈晓红，潘胜东，金米聪． 基于通过型固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法同时测定牛蛙中 ９ 种雌激素． 色谱，
２０２２，４０（７）：６６９－６７６．
ＱＩＵ Ｑｉａｏｌｉ， ＣＨＥＮ Ｘｉａｏｈｏｎｇ， ＰＡＮ Ｓｈｅｎｇｄｏｎｇ， ＪＩＮ Ｍｉｃｏｎｇ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｎｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ｉｎ ｂｕｌｌｆｒｏｇｓ ｂｙ ｆｉｌｔｅｒｅｄ
ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ⁃
ｐｈｙ，２０２２，４０（７）：６６９－６７６．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ＳＰＥ）； ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）； ｅｓｔｒｏｇｅｎ； ｂｕｌｌｆｒｏｇ

　 　 牛蛙属于大型的食用蛙类，近年已成为我国养

殖产量最大的两栖动物，逐渐成为人们餐桌上的美

食。 牛蛙中的雌激素含量是人们普遍关注的食品安

全性问题之一。 雌激素主要有天然雌激素（雌三

醇、雌酮、雌二醇等）和人工合成雌激素（１７α⁃炔二

雌醇、己烯雌酚、己二烯雌酚、己烷雌酚、醋酸双烯雌
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酚等），天然雌激素广泛存在于动物体内，但由于人

工合成雌激素具有影响动物性别分化、缩短动物生

长周期和增加脂肪沉积等效应，常被不法养殖户加

入饲料中提高饲养效率，造成其在动物体内残

留［１－３］。 雌激素不易降解，通过食物链进入人体后，
在极低的含量下（１􀆰 ０ ｎｇ ／ Ｌ）就会对生物体产生明

显的影响［４］，具有较强的生物活性和潜在的致癌

性［２，３］，可能会引发先兆子痫［５］、 肝癌 （ 肝纤维

化） ［６］、乳腺癌［７，８］等疾病，在农业农村部发布的《食
品动物中禁止使用的药品及其他化合物清单》 （中
华人民共和国农业农村部公告第 ２５０ 号） ［９］ 中规定

食品动物禁止使用己二烯雌酚、己烯雌酚、己烷雌酚

及其盐、酯。 鉴于雌激素的危害性以及在动物性食

品中的普遍存在，建立灵敏度高、准确性好、操作简

便的动物性食品中雌激素残留的分析方法十分

必要。
　 　 动物性食品中雌激素的常用检测方法主要有气

相色谱⁃串联质谱法 （ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ［１０－１２］ 和液相色

谱⁃串联质谱法（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ［１３－１８］。 ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 要

求目标分析物具有一定的挥发性和热稳定性，雌激

素对热稳定，但不易挥发，需要对其进行衍生化处理

以增加挥发性，衍生步骤繁琐且难以控制，同时需寻

找特异性的衍生化试剂［１０－１２］，对于大批量的样品检

测耗时长、效率低。 而 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 则无需进行衍

生，能够实现高通量快速检测，且假阳性率低，适用

于食品基质中痕量药物残留的分析，是目前主要的

检测方法之一［１３－２０］。 肉类食品基质成分复杂，需采

用预处理技术进行净化以减少基质效应（ＭＥ），常
用的技术有固相萃取（ＳＰＥ）、分散固相萃取、固相微

萃取、ＱｕＥＣｈＥＲＳ 等［１７－２３］，一般来说，ＳＰＥ 的重复性

和精密度要优于其他 ３ 种萃取技术，更适用于肉类

食品中痕量雌激素残留的准确定量检测。 文

献［２０－２２］多数采用吸附性 ＳＰＥ 小柱，但该类小柱需

经活化、上样、淋洗和洗脱 ４ 个程序，操作繁琐、费
时，ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 通过型 ＳＰＥ 小柱大大提高了检测

的便捷性，适用于大样本的高通量快速筛查，在肉类

食品的残留分析中已有较多的应用［２４－２６］，但未见肉

类雌激素测定的应用文献报道。 另外，在同时分析

雌激素的多残留时，色谱流动相改性剂的种类和浓

度对雌激素分析灵敏度有显著影响，文献报道较多

的有低浓度氨水［１，１８］和低浓度氟化铵［２３］，并且认为

添加氟化铵可以提高类固醇激素的电喷雾离子化效

率和响应值。 本研究通过优化流动相体系，以 ０􀆰 ５

ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氟化铵水溶液⁃乙腈为流动相，采用 ＰＲｉＭＥ
ＨＬＢ 通过型 ＳＰＥ 小柱净化牛蛙中的 ９ 种雌激素，采
用超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱联用法（ＵＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ）建立了快速、灵敏、准确的分析方法，为动

物食品中雌激素残留的准确测定提供了新的思路。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｅｘｉｏｎ ＬＣ⁃ＴＲＩＰＬＥ ＱＵＡＤ ６５００＋超高效液相色

谱⁃三重四极杆质谱仪（美国 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ）； Ｎ⁃ＥＶＡＰ
１１２ 水浴干浴氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公司）；
Ｓｉｇｍａ ３⁃３０Ｋ 高速台式冷冻离心机（德国 Ｓｉｇｍａ 公

司）； Ｍｕｌｔｉ Ｒｅａｘ 振荡器（德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ 公司）； ２０
位固相萃取装置（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。
　 　 乙腈和甲醇（ＨＰＬＣ 级） 均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司；乙酸乙酯（ＨＰＬＣ 级）购自美国 ＴＥＤＩＡ
公司；乙酸铵、氨水（ＨＰＬＣ 级）购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司；氟化铵（纯度≥９９􀆰 ９９％）购自麦克林公司；有证

标准品雌三醇（ｅｓｔｒｉｏｌ，Ｅ３）、１７β⁃雌二醇（１７β⁃ｅｓｔｒａ⁃
ｄｉｏｌ，β⁃Ｅ）、１７α⁃雌二醇（１７α⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，α⁃Ｅ）、１７α⁃炔
二 雌 醇 （ １７α⁃ｅｔｈｙｎｙｌｅｓｔｒａｄｉｏｌ， ＥＥ２ ）、 雌 酮 （ ｅｓ⁃
ｔｒｏｎｅ，ＥＩ）、己烯雌酚（ｄｉｅｔｈｙｌｓｔｉｌｂｅｓｔｒｏｌ，ＤＥＳ）、己
二烯雌酚（ｄｉｅｎｅｓｔｒｏｌ，ＤＥ）、己烷雌酚（ ｈｅｘｅｓｔｒｏｌ，
ＨＥＸ）、醋酸双烯雌酚（ｄｉｅｎｅｓｔｒｏｌ ｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＤ）均
购自北京振翔科技有限公司，纯度均大于 ９９％。
　 　 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ（２００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ）、ＨＬＢ（２００ ｍｇ ／ ６
ｍＬ）、Ｓｉｌｉｃａ（５００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ）固相萃取柱均购自美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司，Ｃ１８（５００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ）固相萃取柱购自美

国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司。
　 　 ５０ 份牛蛙样品购自宁波当地菜市场和超市。
１．２　 样品前处理

　 　 取 １􀆰 ０ ｇ 样品于 ５０ ｍＬ 离心管中，加入 ５ ｍＬ 乙

腈涡旋提取 ５ ｍｉｎ， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 冷冻离心 ５ ｍｉｎ，取
上清液，直接过 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 柱。 收集流出液，氮吹

至干，最后用 ５０％ （ ｖ ／ ｖ） 乙腈水溶液定容至 １􀆰 ０
ｍＬ，过 ０􀆰 ２２ μｍ 聚四氟乙烯滤膜，ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
检测。
１．３　 溶液配制

　 　 标准溶液：分别准确称取 ９ 种雌激素标准品

１􀆰 ０ ｍｇ 于 ９ 个 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，用甲醇溶解并

定容至刻度，配成质量浓度为 １００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 的标准

储备液，于－２０ ℃避光保存。 分别准确吸取上述 ９
种标准储备液 １􀆰 ０ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，用
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甲醇定容至刻度，得质量浓度均为 １０􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 的 ９
种混合标准中间溶液。
　 　 系列标准工作溶液：取适量 １０􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 的 ９ 种

混合标准中间溶液，用 ５０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液稀释

定容，制得质量浓度分别为 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０、５􀆰 ０、１０􀆰 ０、
２０􀆰 ０、５０􀆰 ０、１００􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 的系列标准工作溶液。
　 　 基质匹配标准工作溶液：取 １􀆰 ０ ｇ 空白样品，按
１􀆰 ２ 节步骤进行前处理，得到空白基质溶液，再分别

加入适量的 １０􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ９ 种混合标准中间溶液，然
后再用 ５０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液稀释定容，制得质量

浓度分别为 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 ２􀆰 ０、 ５􀆰 ０、 ｌ０􀆰 ０、 ２０􀆰 ０、 ５０􀆰 ０、
１００􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 的系列基质匹配标准工作溶液。

表 １　 ９ 种目标化合物的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ／ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ／ Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ
Ｅｓｔｒｉｏｌ （Ｅ３） ３．３７ ２８７．３ １７１．１∗ －１００ －４７

１４５．２ －１００ －４４
１７β⁃Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ （β⁃Ｅ） ４．４９ ２７１．４ １４５．２∗ －６０ －６５

１８３．１ －８０ －５４
１７α⁃Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ （α⁃Ｅ） ４．７１ ２７１．４ １４５．２∗ －６０ －５３

１８３．１ －８０ －５４
１７α⁃Ｅｔｈｙｎｙｌｅｓｔｒａｄｉｏｌ （ＥＥ２） ４．７８ ２９５．２ １４５．２∗ －８０ －５０

１５９．２ －８０ －３５
Ｅｓｔｒｏｎｅ （ＥＩ） ４．９３ ２６９．４ １４５．４∗ －６０ －４１

１５９．２ －８０ －４１
Ｄｉｅｔｈｙｌｓｔｉｌｂｅｓｔｒｏｌ （ＤＥＳ） ５．０９ ２６７．１ ２３７．３∗ －１００ －２８

２２２．２ －１００ －３３
Ｄｉｅｎｅｓｔｒｏｌ （ＤＥ） ５．２３ ２６５．２ ９３．０∗ －８０ －３１

１７１．１ －８０ －２５
Ｈｅｘｅｓｔｒｏｌ （ＨＥＸ） ５．２３ ２６９．５ １１９．１∗ －８０ －４１

１３３．９ －８０ －１６
Ｄｉｅｎｅｓｔｒｏｌ ｄｉａｃｅｔａｔｅ （ＤＤ） ７．２３ ３５１．０ ２３７．２∗ ６０ ３０

１７３．２ ６０ ３６
　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

１．４　 色谱⁃质谱条件

　 　 色谱条件 　 色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ
ＢＥＨ Ｃ１８柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）；流动相 Ａ
为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氟化铵水溶液，流动相 Ｂ 为乙腈，流
量为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ３５ ℃，进样体积为 ２ μＬ。
梯度洗脱：０ ～ ０􀆰 ５ ｍｉｎ， ３％ Ｂ； ０􀆰 ５ ～ ２􀆰 ０ ｍｉｎ， ３％ Ｂ
～４０％ Ｂ； ２􀆰 ０～８􀆰 ０ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ～ ９５％ Ｂ； ８􀆰 ０ ～ １０􀆰 ９
ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； １０􀆰 ９ ～ １１􀆰 ０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ ～ ３％ Ｂ； １１􀆰 ０
～１２􀆰 ０ ｍｉｎ， ３％ Ｂ。
　 　 质谱条件　 雾化器压力：３４４􀆰 ７ ｋＰａ （５０ ｐｓｉ）；
辅助器压力： ３４４􀆰 ７ ｋＰａ （ ５０ ｐｓｉ）；气帘气压力：
２４１􀆰 ３ ｋＰａ （３５ ｐｓｉ）；电喷雾电压：＋ ／ － ４ ５００ Ｖ；离
子源温度：５００ ℃；检测方式：电喷雾正负离子切换

模式（ＥＳＩ＋ ／ ＥＳＩ－），多反应监测（ＭＲＭ）。 其他质谱

参数见表 １。

２ 结果与讨论

２．１　 流动相的优化

　 　 文献［３］ 报道，水⁃乙腈作为流动相比水⁃甲醇更

有利于激素的离子化，本研究选用水⁃乙腈体系进行

进一步优化，着重考察了不同浓度及种类的流动相

改性剂（如乙酸铵、氨水和氟化铵）加入到水⁃乙腈体

系作为混合流动相对 ９ 种雌激素的分离效果和灵敏

度的影响。 结果表明，使用不同浓度的乙酸铵水溶

液⁃乙腈体系，目标化合物灵敏度均较差，且雌醇类

化合物在 ２０􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 质量浓度下不能被检出，不能

满足痕量检测的要求。 使用 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水溶液⁃
乙腈体系，负离子模式下检测化合物的灵敏度均有

了较明显提高，可见 ＮＨ３ 结合 Ｈ 的能力更强，使其

酚羟基上的 Ｈ 脱去呈负离子，有利于雌激素电离成

离子状态，增强其信号响应，提高灵敏度。 但实验结

果显示，雌醇类化合物的信号强度较雌酚类化合物

弱，可能是因为 ＨＥＸ、ＤＥＳ 和 ＤＥ 均含有两个酚羟

基，而雌醇类和雌酮只有一个酚羟基。 采用 ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氟化铵水溶液⁃乙腈体系，９ 种雌激素的灵

敏度（以信号强度计）均提高了一个数量级，结果

（以 ＨＥＸ 为例）见图 １， ２０􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 的 ＨＥＸ 标准溶

液在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液⁃乙腈体系、０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ）氨水溶液⁃乙腈体系和 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氟化铵水

溶液⁃乙腈体系作为流动相条件下，目标化合物的灵
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敏度（以信号强度计）分别为 １０３、１０４ 和 １０５，说明氟

化铵可在电喷雾负离子模式下为雌激素类化合物提

供更好的信号，这可能是因为氟化铵中的 Ｆ 电负性

较强，更易与 Ｈ 结合。 而对于醋酸双烯雌酚，氟化

铵在水溶液中成弱酸性，更利于其得到 Ｈ 变成［Ｍ＋
Ｈ］ ＋在正离子模式下检测。

图 １　 ＨＥＸ 在不同流动相体系下的 ＭＲＭ 图
Ｆｉｇ． １　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｈｅｘｅｓｔｒｏｌ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｓｙｓｔｅｍｓ
　 ａ． １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ⁃ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ｂ．
０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ ） ａｑｕｅｏｕｓ ａｍｍｏｎｉａ ｓｏｌｕｔｉｏｎ⁃ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ｃ． ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｌｕｏｒｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ⁃ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ．

２．２　 提取溶剂的筛选

　 　 ＤＤ 结构式中没有羟基但带有酯基，其他 ８ 种

雌激素的化学结构中均带有一个或多个羟基基团，
根据相似相溶原理，其在极性溶剂中的溶解度应较

为理想，本实验根据文献考察了甲醇［１８］、乙腈［１３］ 和

乙酸乙酯［２７］ ３ 种溶剂对 ９ 种目标化合物的提取效

率影响。 实验结果见图 ２。 结果表明，当提取溶剂

依次为乙腈、乙酸乙酯、甲醇时，９ 种目标化合物中

提取效率为 ７０％ ～ １１０％ 的数量逐渐减少。 当乙腈

作为提取溶剂时，９ 种雌激素的提取率均高于甲醇

和乙酸乙酯，且提高 １５％ ～４０％。 结果表明乙腈作为

图 ２　 不同溶剂的提取效率对比（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｌｖｅｎｔｓ （ｎ＝３）

提取溶剂优于甲醇和乙酸乙酯。 因此，本实验选择

乙腈作为牛蛙中雌激素的提取溶剂。
２．３　 固相萃取柱的优化

　 　 根据文献［２０－２２］， ＨＬＢ、Ｃ１８、Ｓｉｌｉｃａ 固相萃取柱被

应用于类固醇化合物的基质净化中。 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ
通过型 ＳＰＥ 小柱相较这 ３ 种 ＳＰＥ 小柱，可大幅减少

操作时间，有效提高检测效率。 因此，本研究重点考

察了 ＨＬＢ、Ｃ１８、Ｓｉｌｉｃａ 和 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 柱 ４ 种不同的

ＳＰＥ 小柱对牛蛙中 ９ 种雌激素残留检测的基质净化

影响。 净化过程如下。
　 　 ＨＬＢ ＳＰＥ 柱：上清液氮吹至干，用 ３ ｍＬ ２０％
（ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液溶解，过预先活化好的 ＨＬＢ 柱，３
ｍＬ 水淋洗，３ ｍＬ 乙腈⁃甲醇（１ ∶ １， ｖ ／ ｖ）洗脱；Ｃ１８

ＳＰＥ 柱：上清液氮吹至干，用 ３ ｍＬ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶

液溶解，过预先活化好的 Ｃ１８柱，３ ｍＬ 水淋洗，３ ｍＬ
乙腈洗脱；Ｓｉｌｉｃａ ＳＰＥ 柱：上清液氮吹至干，用 ３ ｍＬ
（ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液溶解，过预先活化好的 Ｓｉｌｉｃａ 柱，
３ ｍＬ 正己烷淋洗，３ ｍＬ 乙腈洗脱；ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ
ＳＰＥ 柱：上清液直接过 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 柱。 分别收集

流出液，氮吹至干，最后用 ５０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液定

容至 １􀆰 ０ ｍＬ，过 ０􀆰 ２２ μｍ 聚四氟乙烯滤膜，ＵＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 检测。 比较 ４ 种 ＳＰＥ 小柱净化后牛蛙中 ９
种雌激素的加标回收率，结果见图 ３ 和图 ４。
　 　 由图 ３ 和图 ４ 可知，未经净化处理的牛蛙样品，
９ 种目标化合物的回收率在 ７０％ ～１２５％ 之间的占比

为 ７７􀆰 ８％， ＤＥＳ 存在较强的基质增强效应，ＤＤ 存

在较强的基质抑制效应，两个化合物的回收率不能

满足检测要求。 经 Ｓｉｌｉｃａ 固相萃取柱净化后，ＤＤ 的

回收率略有提升，但其他雌激素的回收率下降明显，
９ 种目标化合物回收率均低于 ７０％，可见硅胶对雌
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图 ３　 不同固相萃取柱的净化性能对比（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＳＰＥ ｃｏｌｕｍｎｓ （ｎ＝３）

图 ４　 不同固相萃取柱净化时 ９ 种雌激素的加标回收率占比
Ｆｉｇ． ４　 Ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＳＰＥ ｃｏｌｕｍｎｓ
　

激素的吸附保留作用弱，不适合用做雌激素的净化

材料。 经 ＨＬＢ 固相萃取柱净化后，ＤＤ 的回收率略

有提高，ＤＥＳ 的回收率下降了 ３５％，但是其他雌激

素的回收率反而略有下降，通过对比实验发现 ＨＬＢ
小柱对 ＤＥＳ、ＤＥ、ＨＥＸ 这 ３ 种雌激素的吸附力较

强，单纯用乙腈无法洗脱，必须用乙腈⁃甲醇（１ ∶ １，
ｖ ／ ｖ）才可以洗脱，可能 ＨＬＢ 小柱对雌激素吸附能力

较强无法被完全洗脱，导致样品净化过程中目标分

析物流失。 经 Ｃ１８固相萃取柱净化后，ＤＤ 的回收率

有了明显提升，回收率提高 ３０％， ＤＥＳ 的回收率下

降 ３５％，可见 Ｃ１８柱可改善 ＤＥ 的基质增强效应和

ＤＤ 的基质抑制效应，但其他雌激素的回收率也略

有不同程度的下降，使得回收率在 ７０％ ～ １２５％ 之间

的化合物占比未提高。 经 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 柱净化后，
虽然部分化合物的回收率略微下降，但是所有化合

物的回收率均在 ７０％ ～ １２５％ 之间，且 ＤＤ 的回收率

从 ４７％ 提高到了 ７４％，有效改善了其基质抑制效应，

同时，ＤＥＳ 的回收率从 １８０％ 降低到了 １２３％，有效

降低了其基质增强效应。 因此，本实验选择 ＰＲｉＭＥ
ＨＬＢ 固相萃取柱作为净化材料。
２．４　 基质效应考察

　 　 ＭＥ＝（基质匹配工作溶液中各目标物的峰面积

－标准工作溶液中各目标物的峰面积） ／标准工作溶

液中各目标物的峰面积。 ＭＥ 的正负分别表示基质

增强效应和基质抑制效应。 当│ＭＥ│小于 ２０％
时，表示弱基质效应，当│ＭＥ│为 ２０％ ～ ５０％ 时，表
示中等基质效应，当│ＭＥ│大于 ５０％ 时，表示强基

质效应。 空白样品经提取后，加标可得 １０ μｇ ／ Ｌ 的

基质匹配工作溶液，将其与同浓度的标准工作溶液

分别进行 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测，计算基质效应。 结

果表明，７７􀆰 ８％ 的化合物表现出弱基质效应，且均为

弱基质抑制效应。 ＤＥＳ 和 ＤＤ 表现出强基质效应，
其中 ＤＥＳ 的 ＭＥ 为 ６３􀆰 ９％，表现出强基质增强效

应，ＤＤ 的 ＭＥ 为－６７􀆰 ４％，表现出强基质抑制效应。
经 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 固相萃取柱净化后，计算固相萃取

后的基质效应（见图 ５），结果表明，ＤＥＳ 的 ＭＥ 为

３９􀆰 ８％， ＤＤ 的ＭＥ 为－２５􀆰 ７％，其强基质效应有了明

显减弱，但还是存在中等基质效应，因此本实验采用

基质匹配标准曲线，以降低基质效应对目标化合物

的影响。

图 ５　 牛蛙中 ９ 种雌激素在净化前后的基质效应
Ｆｉｇ． ５　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ｉｎ ｂｕｌｌｆｒｏｇｓ

ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．５　 方法学考察

２．５．１　 线性关系、检出限和定量限

　 　 测定 １􀆰 ３ 节配制的系列基质匹配混合标准溶

液，以各个雌激素的峰面积为纵坐标，质量浓度为横

坐标，考察 ９ 种雌激素的线性关系。 结果显示，９ 种

雌激素在相应的浓度范围内具有良好的线性关系，
相关系数（Ｒ）≥０􀆰 ９９５ ３ （见表 ２）。 采用空白样品
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加标的方式确定 ９ 种雌激素的方法检出限（Ｓ ／ Ｎ ＝
３）为 ０􀆰 １７ ～ ０􀆰 ３３ μｇ ／ ｋｇ，方法定量限（Ｓ ／ Ｎ ＝ １０）为

０􀆰 ５～１􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ（见表 ２）。 质量浓度为 １０ μｇ ／ Ｌ 的

９ 种目标化合物的 ＭＲＭ 图见图 ６。
表 ２　 ９ 种化合物的线性方程、相关系数、检出限、定量限、加标回收率和精密度（ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （Ｒ）， ＬＯＤｓ， ＬＯＱｓ， ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ （ｎ＝６）
ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ
ＬＯＤ ／

（μｇ ／ ｋｇ）
ＬＯＱ ／

（μｇ ／ ｋｇ）
Ｌｉｎｅａｒ

ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ／ ％
２．０ μｇ ／ ｋｇ

Ｒｅｃ． ＲＳＤ
１０．０ μｇ ／ ｋｇ

Ｒｅｃ． ＲＳＤ
８０．０ μｇ ／ ｋｇ
Ｒｅｃ． ＲＳＤ

Ｅ３ ｙ＝ ２４４６４ｘ－１４６２７ ０．９９９３ ０．１７ ０．５ ０．５－１００．０ １１０．５ ４．９ ８６．６ ５．８ ８３．８ ４．８
β⁃Ｅ ｙ＝ １８９２９ｘ－７８１７ ０．９９９４ ０．１７ ０．５ ０．５－１００．０ １０７．４ ５．１ ８５．３ ３．６ ８４．４ ８．９
α⁃Ｅ ｙ＝ ２９３３０ｘ－１４９７０ ０．９９８８ ０．１７ ０．５ ０．５－１００．０ １１０．６ ５．４ ８５．０ ６．２ ８５．４ ６．７
ＥＥ２ ｙ＝ １５８８９ｘ－６０８６ ０．９９８８ ０．３３ １．０ １．０－１００．０ １０８．７ ７．０ ８５．０ ５．４ ８７．７ ７．７
ＥＩ ｙ＝ ３２５４５ｘ－１５３４１ ０．９９９２ ０．１７ ０．５ ０．５－１００．０ １１２．４ ４．９ ８９．４ １．９ ８９．０ ８．７

ＤＥＳ ｙ＝ １８６２３ｘ－２１５１０ ０．９９５３ ０．３３ １．０ １．０－１００．０ １２５．３ １０．５ １２３．３ ６．４ １２８．２ ８．６
ＤＥ ｙ＝ ９７５０９ｘ－５９１７１ ０．９９７７ ０．１７ ０．５ ０．５－１００．０ １２３．１ ２．８ １０５．５ ６．５ １０７．０ ５．３
ＨＥＸ ｙ＝ ４３１５５ｘ－２１５６８ ０．９９８７ ０．１７ ０．５ ０．５－１００．０ １１５．２ ４．９ ８６．８ ６．９ ８７．７ ７．９
ＤＤ ｙ＝ ９６６４３ｘ－５０１４１ ０．９９８７ ０．１７ ０．５ ０．５－１００．０ １１７．１ １１．３ ６７．０ ５．９ ６５．１ １７．６

　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ Ｌ； Ｒｅｃ．： ｒｅｃｏｖｅｒｙ．

图 ６　 ９ 种目标化合物的 ＭＲＭ 图
Ｆｉｇ． ６　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

２．５．２　 加标回收率和精密度

　 　 以空白牛蛙样品为基质，添加低（２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ）、
中（１０􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ）、高（８０􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ） ３ 个水平的混合

标准溶液，按 １􀆰 ２ 节步骤进行样品前处理，采用

ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测。 每个加标水平做 ６ 次平行实

验，结果显示，９ 种雌激素在低、中、高 ３ 个加标水平

下的回收率（ｎ＝ ６）分别为 １０７􀆰 ４％ ～１２５􀆰 ３％、６７􀆰 ０％
～ １２３􀆰 ３％、 ６５􀆰 １％ ～ １２８􀆰 ２％， ＲＳＤ （ ｎ ＝ ６） 分别为

２􀆰 ８％ ～１１􀆰 ３％、１􀆰 ９％ ～ ６􀆰 ９％、４􀆰 ８％ ～ １７􀆰 ６％，见表 ２。
其中 ＤＥＳ 在 ３ 个水平下的加标回收率均较高，可能

原因是基质对其增强作用比较显著，其线性方程的

相关系数较其他雌激素低，且检出限也较高，一定程

度说明基质效应对 ＤＥＳ 影响较大；中高浓度 ＤＤ 的

加标回收率较低，可能原因是正离子监测模式下，弱
酸性的氟化铵提供 Ｈ＋的能力在高浓度系列下优势

不那么明显。

２．６　 样品测定

　 　 应用本研究建立的方法对市售 ５０ 份牛蛙样品

中的 ９ 种雌激素残留进行检测，结果表明，有 ＨＥＸ、
ＥＩ、ＤＥ 检出的样品份数分别为 ９、６、３ 份，其中有 ３
份样品同时检测出 ＨＥＸ、ＥＩ、ＤＥ，有 ３ 份样品同时

检测出 ＨＥＸ、ＥＩ，有 ３ 份样品只检测出 ＨＥＸ。 ＨＥＸ、
ＥＩ、ＤＥ 三者的检出量分别为 ０􀆰 ５ ～ ０􀆰 ８、０􀆰 ５ ～ ０􀆰 ７、
０􀆰 ６～０􀆰 ８ μｇ ／ ｋｇ，含量较低，均接近定量限。

３　 结论

　 　 本文通过筛选提取溶剂，优化流动相体系，对比

研究 ＨＬＢ、Ｃ１８、Ｓｉｌｉｃａ、ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 等 ４ 种不同类型

固相萃取小柱的基质净化效应，建立了基于 ＰＲｉＭＥ
ＨＬＢ 通过型固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱同

时测定牛蛙中 ９ 种雌激素的分析方法，并将方法应

用于 ５０ 份市售牛蛙样品中雌激素含量的检测。 建

立的 ＳＰＥ⁃ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 同时测定牛蛙中 ９ 种雌激

素残留的分析方法，具有操作简便、高效、准确、灵敏

的特点，适合于实验室大批量样品的快速检测。
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