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摘要：以亚胺连接的多孔共价有机骨架材料（ ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１）作为固相萃取的吸附剂，建立了液相色谱⁃串联质谱快速检

测蜂蜜样品中痕量雌激素的方法。 该研究选择雌二醇、己烯雌酚、雌三醇、β⁃雌二醇和炔雌醇 ５ 种雌激素作为目标

分析物。 在蜂蜜样品中添加雌激素，采用单因素优化法对影响萃取效果的重要因素进行优化，获得最佳条件：ＩＬ⁃
ＣＯＦ⁃１ 用量为 ３０ ｍｇ，样品流速为 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，样品溶液 ｐＨ 值为 ７，以 ５ ｍＬ 的 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水⁃甲醇溶液进行洗脱，流
速为 ０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ，萃取过程中不添加 ＮａＣｌ。 采用高效液相色谱⁃三重四极杆质谱联用技术对提取物中的雌激素进

行定量分析。 以乙腈和 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的乙酸铵溶液作为流动相进行梯度洗脱，经 Ｃ１８ 色谱柱分离，采用电喷雾离子

源、质谱多反应监测和负离子扫描模式，实现了蜂蜜样品中 ５ 种雌激素的快速定性定量分析。 在最佳条件下，方法

验证结果中雌三醇、β⁃雌二醇和炔雌醇的线性范围为 １ ～ ５００ ｎｇ ／ ｇ，雌二醇和己烯雌酚的线性范围为 ０ １ ～ １００
ｎｇ ／ ｇ，相关系数（ｒ）为 ０ ９９３ ４～ ０ ９９７ ２。 检出限（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）为 ０ ０１ ～ ０ ３０ ｎｇ ／ ｇ，定量限（Ｓ ／ Ｎ ＝ １０）为 ０ ０５ ～ ０ ９５
ｎｇ ／ ｇ。 添加 ５０ ｎｇ ／ ｇ ５ 种雌激素进行重复性实验，日内精密度相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ３ ２％ ～ ６ ６％，日间精密度

ＲＳＤ 为 ４ ２％ ～７ ９％。 基于 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的固相萃取⁃液相色谱⁃串联质谱法具有快速准确、灵敏度高等特点，适用于蜂

蜜中雌激素的分析和检测。 将该方法应用于 ４ 个实际蜂蜜样品中雌激素的检测，均未检出目标物；在低中高 ３ 个

水平下，５ 种雌激素的加标回收率为 ８０ １％ ～１１５ ２％，结果令人满意。
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Ｔｈｅ ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ３ ２％ －６ ６％． Ｔｈｅ ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｗｅｒｅ
４ ２％ －７ ９％． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｆｏｕｒ ｈｏｎｅｙ ｓａｍｐｌｅｓ，
ａｎｄ ｎｏ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅ ｓｐｉｋｅｄ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｌｏｗ， ｍｉｄｄｌｅ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ， ａｎｄ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ （８０ １％ －
１１５ ２％） ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ． Ｔｈｅ ＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ ｉｓ ｒａｐｉｄ， ａｃｃｕｒａｔｅ，
ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｍａｋｉｎｇ ｉｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｉｎ ｈｏｎｅｙ． Ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｉｓ ｉｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓ．

引用本文：李慧，任耿標，李慧娟，陈相峰，张志国，赵燕芳． 亚胺连接的多孔共价有机骨架材料结合固相萃取⁃液相色谱⁃串联质谱检测

蜂蜜中雌激素． 色谱，２０２２，４０（８）：７０４－７１１．
ＬＩ Ｈｕｉ， ＲＥＮ Ｇｅｎｇｂｉａｏ， ＬＩ Ｈｕｉｊｕａｎ， ＣＨＥＮ Ｘｉａｎｇｆｅｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｚｈｉｇｕｏ， ＺＨＡＯ Ｙａｎｆａｎｇ． Ｉｍｉｎｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｐｏｒｏｕｓ ｃｏｖａｌｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ
ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ｆｒｏｍ ｈｏｎｅｙ ｐｒｉｏｒ ｔｏ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（８）：７０４－７１１．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｏｖａｌｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ； ｓｏｒｂｅｎｔ； ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ＳＰＥ）； ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏ⁃
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＬＣ）； ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＭＳ ／ ＭＳ）； ｅｓｔｒｏｇｅｎ； ｈｏｎｅｙ

　 　 雌激素是一种重要的内分泌干扰化合物［１－３］，
与人类身体器官的癌变有很大的关系，如乳腺癌、前
列腺癌和卵巢癌等［４－７］。 近年来，在环境水体、表层

沉积物和牛奶中均检测到了雌激素［８－１１］，蜂蜜中的

雌激素可能来自于环境污染和人工添加［１２，１３］。 根

据美国食品药品监督管理局（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄ⁃
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ＦＤＡ）和欧洲食品安全管理局（Ｅｕｒｏ⁃
ｐｅａｎ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ Ａｕｔｈｏｒｉｔｙ， ＥＦＳＡ）的规定，蜂蜜

中禁止添加雌激素［１４］。 蜂蜜中的雌激素含量通常

较低，检测时会伴有许多干扰物质。 但是目前国内

并没有相关的标准检测方法，所以需要发展一种简

单、灵敏、快速的检测方法，以应对蜂蜜样品中痕量

雌激素的检测需求。
　 　 目前雌激素常用的分析方法有液相色谱⁃质谱

法 （ ＬＣ⁃ＭＳ ） ［１５－１８］ 和 气 相 色 谱⁃质 谱 法 （ ＧＣ⁃
ＭＳ） ［１９－２１］。 样品在色谱或质谱分析之前，需要富集

目标物。 各种预处理方法中，固相萃取（ＳＰＥ）技术

具有重现性好、回收率高、萃取时间短、有机溶剂消
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耗量低等优点，被认为是雌激素样品预处理的有效

技术［２２］。 利用聚苯乙烯⁃二乙烯基苯（ＨＬＢ）吸附剂

萃取蜂蜜中雌激素时，其他杂质成分可能会吸附在

ＨＬＢ 吸附剂上，干扰雌激素的富集［１８］。 这些干扰物

的共吸附不仅影响雌激素的保留，还会产生基质效

应。 因此，通常需要前处理程序来减少基质效应，提
高方法精度。 共价有机骨架材料（ｃｏｖａｌｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ
ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｍａｔｅｒｉａｌｓ， ＣＯＦ）是一种新型多孔材料，
由轻质元素组成，通过强共价键与有机单体连

接［２２，２３］。 因为 ＣＯＦ 具有大的负载容量、可调节的

孔径、高比表面积、高热稳定性和化学稳定性［２４，２５］

等优点，所以被广泛应用于固相萃取技术。
　 　 在本研究中，我们制备了以亚胺连接的多孔共

价有机骨架材料（ ｉｍｉｎｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｐｏｒｏｕｓ ｃｏｖａｌｅｎｔ ｏｒ⁃
ｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｍａｔｅｒｉａｌ， ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１），作为 ＳＰＥ
的吸附剂，用来富集蜂蜜中的雌激素。 采用单因素

优化法对固相萃取条件进行优化，提出了一种用于

蜂蜜中雌激素定量检测的固相萃取⁃高效液相色谱⁃
串联质谱（ＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）方法。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＳＷＰＲＡＴＭ ５５ 扫描电子显微镜 （德国蔡司公

司）， Ｎｉｃｏｌｅｔ７１０ 傅里叶变换红外光谱仪（美国尼高

力公司）， Ｅｍｐｙｒｅａｎ 锐影 Ｘ 射线衍射仪（ＸＲＤ， 荷

兰 ＰＡＮＡｌｙｔｉｃａｌ Ｂ． Ｖ．公司）， ＡＳＡＰ ２０２０ 型比表面

积测定仪（美国 Ｍｉｃｒｏｍｅｒｉｔｉｃｓ 公司）， ＪＥＭ⁃７５００ 型

透射电子显微镜 （ ＴＥＭ），高速离心机 （Ｈｅｒａｅｕｓ
Ｍｕｌｔｉｆｕｇｅ Ｘ１Ｒ，美国赛默飞公司），液相色谱⁃三重

四极杆质谱仪（ＡＢ ＳＣＩＥＸ Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ＴＭ ５５００，美
国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）。
　 　 １，３，６，８⁃四（４⁃甲苯基）芘（ＴＦＰＰｙ）、对苯二胺

（ｐ⁃ＰＤＡ）、１，２⁃二氯苯、１⁃丁醇、乙酸购于国药集团

化学试剂有限公司（中国上海）；雌酮（Ｅ１）、己烯雌

酚（ＤＥＳ）、雌三醇 （Ｅ３ ）、 β⁃雌二醇 （Ｅ２ ）、炔雌醇

（ＥＥ２）购于 ＴＣＩ （日本东京）；甲醇、乙腈、丙酮均为

ＨＰＬＣ 级，购于默克有限公司（德国）；空柱管、筛板

购于 Ｂｉｏｃｏｍｍａ Ｌｉｍｉｔｅｄ （中国深圳）；实验用水为

超纯水。
１．２　 样品制备及溶液配制

１．２．１　 样品制备

　 　 蜂蜜样品购于当地零售市场，首先用 ２０ ｍＬ 超

纯水稀释 １ ｇ 蜂蜜于离心管内，然后涡旋 ２ ｍｉｎ。 使

用 ０ ４５ μｍ 微孔滤膜（水系，尼龙）过滤，备用。
１．２．２　 溶液配制

　 　 单标准储备溶液：称取适量雌激素标准品，用甲

醇溶解，配成 １ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 标准储备溶液；混合标准

溶液：分别准确移取适量单标准储备溶液，以甲醇定

容，配制成 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的标准混合溶液。 ４ ℃保存，使
用时稀释成所需浓度。
１．３　 材料及固相萃取装置的制备

１．３．１　 材料制备

　 　 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 样品是依据文献［２５］ 方法合成的。 准

确称取 ＴＦＰＰｙ （ ８０ ｍｇ， ０ １２８ ｍｍｏｌ） 与 ｐ⁃ＰＤＡ
（２８ ｍｇ， ０ ２５６ ｍｍｏｌ）固体粉末置于 Ｐｙｒｅｘ 管中，
然后加入 １，２⁃二氯苯（２ ｍＬ）和 １⁃丁醇（２ ０ ｍＬ）。
在室温条件下超声处理 １ ｍｉｎ，向溶液中添加 ０ ４
ｍＬ 的醋酸水溶液（６ ｍｏｌ ／ Ｌ）。 随后，将试管放入液

氮浴中，快速冷冻、抽真空解冻，反复 ３ 次。 然后将

混合溶液升温至 １２０ ℃反应 ７２ ｈ，自然冷却至室温，
通过离心分离固体反应产物，用甲醇洗涤，在 ６０ ℃
下真空干燥 １２ ｈ，得到浅黄色固体粉末，即为 ＩＬ⁃
ＣＯＦ⁃１。 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的元素分析结果：Ｃ， ８７ ３９％；
Ｎ， ７ ８４％； Ｈ， ４ ７６％。
１．３．２　 固相萃取装置的制备

　 　 将 ３０ ｍｇ ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 填入已放入垫片的 ＳＰＥ 空

柱管（体积 ３ ｍＬ）中，铺平，将另一片垫片轻压在材

料上，组装 ＳＰＥ 柱。 将组装好的 ＳＰＥ 柱放置在固

相萃取装置上，装置的一端与真空泵连接，另一端与

采样器连接，采样器的末端插入水样中，用于抽取实

际稀释的蜂蜜样品。
　 　 使用前用 ２ ｍＬ 甲醇、超纯水对 ＳＰＥ 柱进行活

化；然后上样，２０ ｍＬ 实际蜂蜜样品（调节溶液 ｐＨ ＝
７）以 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的速度通过 ＳＰＥ 柱；上样后用 ５ ｍＬ
超纯水淋洗吸附在 ＳＰＥ 柱上的杂质；常压干燥 ５
ｍｉｎ，用 ５ ｍＬ １％ （ｖ ／ ｖ）氨水⁃甲醇溶液洗脱。 洗脱

液氮吹至干，残渣用 １ ｍＬ 甲醇溶解，涡旋混匀 ３０ ｓ
后，过 ０ ２２ μｍ 微孔滤膜 （有机系统，尼龙），用

ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
１．４　 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 条件

　 　 色谱条件　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｃ１８ 色谱

柱（１５０ ｍｍ×２ １ ｍｍ， ５ μｍ）；流动相 Ａ 为乙腈，Ｂ
为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的乙酸铵；等度洗脱：０～５ ｍｉｎ， ４５％ Ａ
和 ５５％ Ｂ。 柱温 ４０ ℃，自动进样器温度 １０ ℃。
　 　 质谱条件　 电离方式：ＥＳＩ－；扫描方式：多反应

监测（ＭＲＭ）模式；气帘气压力：２７５ ｋＰａ （４０ ｐｓｉ）；
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液相色谱⁃串联质谱检测蜂蜜中雌激素

喷雾电压：５ ５ ｋＶ；离子源温度：５００ ℃；雾化气压

力：３４５ ｋＰａ （５０ ｐｓｉ）；碰撞气、雾化气：Ｎ２。 外标法

定量，其他参数见表 １。

２　 结果和讨论

２．１　 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１的表征

　 　 如图 １ａ 所示，扫描电子显微镜图像显示 ＩＬ⁃
ＣＯＦ⁃１ 呈均匀的珊瑚状形态，具有约 ３０ ～ ７０ ｎｍ 的

聚集立方体形貌，与透射电子显微镜图像显示的 ＩＬ⁃
ＣＯＦ⁃１ 形态一致（见图 １ｂ）。 ＸＲＤ 图谱显示了 ＩＬ⁃

ＣＯＦ⁃１ 的晶体结构，观察到 ５ 个衍射峰分别在

（１１０）、（０２０）、（２２０）、（１３０）和（３３０）处，与文献［２５］

数据一致（见图 １ｃ）。 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的 ＢＥＴ 比表面积

为 ２ ０２３ ｍ２ ／ ｇ（见图 １ｄ）。 孔径约为 ３ ｎｍ （见图

１ｅ）。 傅里叶红外光谱（ＦＴ⁃ＩＲ）如图 １ｆ 所示，１ ６２１
ｃｍ－１处的峰显示特征 Ｃ ＝Ｎ 键。 光谱中还观察到 Ｃ
＝Ｏ （１ ６２３ ｃｍ－１）和 Ｎ－Ｈ （１ ６０３ ｃｍ－１）振动，这验

证了 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 表面存在醛和胺官能团化的单体，有
利于雌激素和 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 之间发生分子间 Ｏ－Ｈ…Ｎ
＝Ｃ 氢键相互作用。

表 １　 雌激素的多反应监测模式参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ⁃ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （ＭＲＭ） ｍｏｄｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｆｏｒｍｕｌａ ｔＲ ／ ｍｉｎ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ （ｍ／ ｚ） Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｖｏｌｔａｇｅ ／ Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ Ｖ
Ｅ３ Ｃ１８Ｈ２４Ｏ３ ０．９０ ２８６．９ １４４．８ －１１０ －４７

１７０．９ －１１０ －４５
Ｅ２ Ｃ１８Ｈ２４Ｏ２ １．６８ ２７０．９ １４５．０ －１００ －５７

１８２．８ －１００ －４５
ＥＥ２ Ｃ２０Ｈ２４Ｏ２ ２．０２ ２９５．０ １４４．８ －１１０ －５０

２６９．０ －１１０ －５０
Ｅ１ Ｃ１８Ｈ２４Ｏ２ ２．２５ ２６６．８ ２５０．９ －１００ －４０

２３６．８ －１００ －４０
ＤＥＳ Ｃ１８Ｈ２０Ｏ２ ２．６０ ２７２．８ １８５．０ －１００ －５７

１４７．０ －１００ －５０
Ｅ３： ｅｓｔｒｉｏｌ； Ｅ２： β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ； ＥＥ２： ｅｔｈｉｎｙｌｅｓｔｒａｄｉｏｌ； Ｅ１： ｅｓｔｒａｄｉｏｌ； ＤＥＳ： ｄｉｅｔｈｙｌｓｔｉｌｂｅｓｔｒｏｌ．

图 １　 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１材料的表征
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｉｎｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｐｏｒｏｕｓ ｃｏｖａｌｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｍａｔｅｒｉａｌ （ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１）

　 ａ． ＳＥＭ ｉｍａｇｅ； ｂ． ＴＥＭ ｉｍａｇｅ； ｃ． Ｘ⁃ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ （ＸＲＤ） ｐａｔｔｅｒｎｓ； ｄ． ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｓｏｔｈｅｒｍｓ； ｅ． ｐｏｒｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉ⁃
ｂｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ； ｆ． ＦＴ⁃ＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ．

·７０７·
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２．２　 固相萃取条件的优化

　 　 对 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 吸附剂的吸附能力进行验证。 以

Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３、ＥＥ２ 和 ＥＤＳ ５ 种雌激素作为目标物，Ｅ３、
Ｅ２ 和 ＥＥ２ 的含量为 １０ ｎｇ ／ ｇ， Ｅ１ 和 ＤＥＳ 的含量为

１ ０ ｎｇ ／ ｇ，利用这些化合物的回收率评价 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１
对雌激素的萃取效果。 为了获取最优的固相萃取条

件，优化了 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的用量、样品溶液 ｐＨ、样品流

速、洗脱液体积、洗脱液流速、样品溶液中 ＮａＣｌ 的
含量及洗脱液类型。
　 　 考察了 ２０ ～ ４０ ｍｇ ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 用量对样品回收

率的影响（见图 ２ａ）。 结果表明，使用 ３０ ｍｇ 吸附剂

的回收率最高。 因此，实验中使用 ３０ ｍｇ ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１
作为固相萃取填料。 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的用量与其高比表

面积密切相关。

图 ２　 （ａ） ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１的量、（ｂ）样品 ｐＨ、（ｃ）样品流速、（ｄ）洗脱液体积、（ｅ）洗脱液流速和（ｆ） ＮａＣｌ 浓度对雌激素萃取效率的影响（ｎ＝６）
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ ａｍｏｕｎｔ， （ｂ） ｓａｍｐｌｅ ｐＨ， （ｃ） ｓａｍｐｌｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， （ｄ） ｅｌｕｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ， （ｅ） ｆｌｏｗ

ｒａｔｅ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔ， ａｎｄ （ｆ） ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （ｎ＝６）

　 　 样品 ｐＨ 值是影响雌激素回收率的重要因素之

一，与样品溶液中目标物的存在状态有关。 选取样

品 ｐＨ 值范围为 ３ ～ ８，如图 ２ｂ 所示，在 ｐＨ ＝ ７ 时，５
种雌激素的回收率最高。 可能是因为雌激素和 ＩＬ⁃
ＣＯＦ⁃１ 之间的相互作用主要有 π⁃π 相互作用和疏

水相互作用。 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 与目标物之间的作用力与

目标物的状态有关，不同的状态可能产生不同的作

用力。 在 ｐＨ ＝ ７ 时，化合物以分子状态为主， ＩＬ⁃

ＣＯＦ⁃１ 与目标物之间的作用力最强。 因此，选择

ｐＨ＝ ７。
　 　 样品流速是影响目标物质滞留时间和预处理时

间的主要因素，考察了样品流速在 １ ～ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 范

围内的萃取效果。 在 １ ～ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ 范围内，随着样

品流速增大，回收率增大，一直保持在 ８０％ 以上（见
图 ２ｃ）。 ３～ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 范围内，回收率随样品流速

增加而下降。 因此，采用 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ 作为适宜的样

品流速。
　 　 考察了洗脱液（１％ （ｖ ／ ｖ）氨水⁃甲醇溶液）体积

在 ２～８ ｍＬ 范围内的萃取效果（见图 ２ｄ）。 在 ２ ～ ５
ｍＬ 范围内，随着洗脱液体积的增加，雌激素回收率

逐渐升高。 而洗脱液超过 ５ ｍＬ 后回收率几乎保持

不变 （见图 ２ｄ）。 所以，实验中洗脱液体积选择

５ ｍＬ。
　 　 洗脱液流速显著影响雌激素和 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 之间

的接触反应时间。 考察了洗脱液（１％ （ｖ ／ ｖ）氨水⁃甲
醇溶液）流速在 ０ ２ ～ １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 范围内的萃取效

果。 在 ０ ２、０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时，回收率维持在 ８５％ 以

上（见图 ２ｅ）。 ０ ４～１ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 范围内，回收率随

洗脱液流速增加而下降。 因此，选择 ０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ
作为最佳洗脱液流速。

·８０７·
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　 　 考察了 ＮａＣｌ 对目标物质萃取效率的影响。 将

ＮａＣｌ 添加到 ２０ ｍＬ 的样品溶液中，配制含不同浓度

ＮａＣｌ 样品溶液进行萃取实验。 如图 ２ｆ 所示，当
ＮａＣｌ 浓度在 ０～０ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围时，回收率出现缓

慢下降的趋势。 ０ ２ ～ ０ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围时回收率下

降速度增加。 所以，在萃取过程中不添加 ＮａＣｌ。
　 　 在 ＳＰＥ 过程中，洗脱液种类是影响萃取效率的

关键因素。 考察了不同类型的洗脱液，包括甲醇、乙
腈、乙酸乙酯、１％ （ｖ ／ ｖ）氨水⁃甲醇溶液、１％ （ｖ ／ ｖ）氨
水⁃乙腈溶液和 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水⁃乙酸乙酯溶液对萃取

效果的影响（见图 ３）。 当使用 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水⁃甲醇

溶液作为洗脱液时，５ 种目标物质的回收率最高。
因此，选择 １％ （ｖ ／ ｖ）氨水⁃甲醇溶液作为本实验的

洗脱液。

图 ３　 洗脱液种类对雌激素萃取效率的影响（ｎ＝６）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔ ｔｙｐｅ ｏｎ ｅｓｔｒｏｇｅｎ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （ｎ＝６）
　 １． ｍｅｔｈａｎｏｌ； ２． ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ３． ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ； ４． １％ （ ｖ ／ ｖ）
ＮＨ３·Ｈ２Ｏ⁃ｍｅｔｈａｎｏｌ； ５． １％ （ｖ ／ ｖ） ＮＨ３·Ｈ２Ｏ⁃ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ６．
１％ （ｖ ／ ｖ） ＮＨ３·Ｈ２Ｏ⁃ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ．

　 　 综上，５ 种雌激素的最佳萃取条件为：ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１
用量为 ３０ ｍｇ， １％ （ｖ ／ ｖ）氨水⁃甲醇溶液作为洗脱

液，洗 脱 液 体 积 为 ５ ｍＬ， 洗 脱 液 流 速 为 ０ ４
ｍＬ ／ ｍｉｎ，样品流速为 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，样品 ｐＨ ＝ ７，萃取

过程中不添加 ＮａＣｌ。
２．３　 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１的稳定性和重复性

　 　 以 Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３、ＥＥ２ 和 ＥＤＳ ５ 种雌激素作为目标

物，Ｅ３、Ｅ２ 和 ＥＥ２ 的含量为 １０ ｎｇ ／ ｇ， Ｅ１ 和 ＤＥＳ 的

含量为 １ ０ ｎｇ ／ ｇ。 利用回收率评价 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的重

复性和稳定性，采用最佳萃取条件进行实验。
　 　 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的制备重复性 　 以 ６ 个批次制备的

ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 作为固相萃取柱的填料，不同批次间目标

物回收率的相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ５ ２％ ～ ９ １％，
表明 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 具有较好的制备重复性。

　 　 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的可重复使用性 　 对同一根固相萃

取柱连续使用 ６ 次后，目标物回收率的 ＲＳＤ 为

２ ５％ ～ ６ １％，表明 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 具有较好的可重复使

用性。
　 　 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的稳定性　 使用同一根 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 固

相萃取柱在 ６ 天内（每天试验一次）获得的雌激素

回收率为 ９５ １％ ～１０７ ４％， ＲＳＤ 值为 ６ ２％ ～８ ９％，
表明其稳定性较好。
２．４　 方法验证

　 　 分别吸取不同体积的单标储备溶液，加入到 ２０
ｍＬ（含 １ ｇ 蜂蜜）的水溶液中，得到含 Ｅ３、Ｅ２ 和 ＥＥ２

１、１０、２５、５０、１００、２５０ 和 ５００ ｎｇ ／ ｇ 以及 Ｅ１ 和 ＤＥＳ
０．１、０．５、１、１０、２５、５０、１００ ｎｇ ／ ｇ 的混合标准溶液，检
测，绘制标准曲线。 在最优条件下，如表 ２ 所示，该
方法对 Ｅ３、Ｅ２ 和 ＥＥ２ 的线性范围为 １ ～ ５００ ｎｇ ／ ｇ，
对 Ｅ１ 和 ＤＥＳ 的线性范围分别为 ０ １ ～ １００ ｎｇ ／ ｇ，相
关系数 （ ｒ） 为 ０ ９９３ ４ ～ ０ ９９７ ２。 检出限 （ ＬＯＤ，
Ｓ ／ Ｎ＝ ３）为 ０ ０１～ ０ ３０ ｎｇ ／ ｇ，定量限（ＬＯＱ， Ｓ ／ Ｎ ＝
１０）为 ０ ０５～０ ９５ ｎｇ ／ ｇ。
　 　 对含量为 ５０ ｎｇ ／ ｇ的 ５ 种雌激素进行重复性实

验，日内精密度 ＲＳＤ 为 ３ ２％ ～ ６ ６％，日间精密度

ＲＳＤ 为 ４ ２％ ～７ ９％。
　 　 这些结果表明，基于 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的 ＳＰＥ 方法具

有较高的灵敏度、良好的线性关系和较好的重复性。
ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 材料作为 ＳＰＥ 的吸附剂，可以用于蜂蜜

样品中 ５ 种雌激素的检测。
２．５　 方法应用

　 　 使用所开发的 ＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法测定蜂

蜜样品中的雌激素，２ 种蜂蜜样品中均未检测到 ５
种雌激素。 为了验证本方法的准确性，进行了加标

回收试验，结果见表 ３ 和图 ４。 ３ 个加标水平（５、２５、
５０ ｎｇ ／ ｇ）下的回收率为 ８０ １４％ ～１１５ ２４％。 以上结

果表明，ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 作为吸附剂能很好地用于蜂蜜中

雌激素的萃取。
　 　 在固相萃取过程中，ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 和雌激素之间可

能存在如下相互作用：（ ｉ） ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 和雌激素中的

芳香单元有利于形成 π⁃π 相互作用［２６］； （ ｉｉ）考虑

到 Ｎ 和 Ｏ 等电负性原子的存在，雌激素和 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃
１ 之间也可能发生分子间 Ｏ－Ｈ…Ｎ ＝Ｃ 氢键相互作

用［２７］； （ ｉｉｉ） ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的高比表面积通过上述相互

作用可增强雌激素与 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 的接触；（ ｉｖ）孔径效

应会阻止样品中大分子的通过，促进萃取过程中目

标分析物的吸附和解吸。

·９０７·
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表 ２　 ＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法分析性能
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＳＰＥ⁃ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （ｎｇ ／ ｇ） Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ （ｒ） ＬＯＤ ／ （ｎｇ ／ ｇ） ＬＯＱ ／ （ｎｇ ／ ｇ）
ＲＳＤｓ ／ ％ （ｎ＝ ５）

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
Ｅ３ １－５００ ０．９９３４ ０．２５ ０．８０ ４．４ ６．７
Ｅ２ １－５００ ０．９９５５ ０．２５ ０．８０ ６．６ ７．９
ＥＥ２ １－５００ ０．９９６７ ０．３０ ０．９５ ５．２ ５．７
Ｅ１ ０．１－１００ ０．９９７２ ０．０２ ０．０７ ３．２ ４．６
ＤＥＳ ０．１－１００ ０．９９６６ ０．０１ ０．０５ ５．４ ４．２

表 ３　 蜂蜜样品中 ５ 种雌激素的加标回收率（ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ｉｎ ｈｏｎｅｙ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝５）

Ｅｓｔｒｏｇｅｎ Ａｄｄｅｄ ｌｅｖｅｌ ／ （ｎｇ ／ ｇ）
Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ／ ％

Ｌｉｎｄｅｎ ｈｏｎｅｙ １ Ｌｉｎｄｅｎ ｈｏｎｅｙ ２ Ａｃａｃｉａ ｈｏｎｅｙ １ Ａｃａｃｉａ ｈｏｎｅｙ ２
Ｅ３ ５ ８５．２２±２．５６ ８３．１６±３．３６ ９５．２２±２．５６ ８８．５６±２．２５

２５ ８８．９６±４．２５ ８６．９７±４．１４ ８８．５２±３．６５ ８９．６７±４．２１
５０ ９３．２６±２．１４ ９１．２４±５．１４ ８５．２５±２．２４ ９５．６２±５．３２

Ｅ２ ５ １０２．５２±４．５７ ８５．６６±４．２１ ９９．５８±３．３３ ８９．６４±２．２８
２５ ９５．６２±３．２２ ９４．２５±３．５５ ９２．２５±４．２４ ９９．６３±１．６５
５０ １０７．３２±３．５４ ９７．４５±４．１４ ８７．４２±１．１５ ８７．５８±４．１５

ＥＥ２ ５ ８６．４５±４．７８ ９７．３６±５．２１ ８７．６６±４．４１ ９２．３５±２．２７
２５ ９６．３３±３．６８ ８７．５５±４．７８ ８０．１４±２．２２ ９６．３５±３．４５
５０ ８５．６７±４．５８ ９９．２５±４．５７ ８６．３５±４．２５ ９０．２４±２．２７

Ｅ１ ５ １０１．５１±４．７７ ８５．２４±２．４１ ８６．６６±３．３２ １１５．２４±４．２４
２５ ８３．２４±３．９８ ８８．４４±２．５７ ８８．５７±２．２６ ８７．３６±３．５６
５０ １０３．６４±４．４４ ９９．６４±１．１１ ９７．２５±１．１８ ９５．３１±４．２１

ＤＥＳ ５ ８６．５３±３．８９ ８７．２１±２．２５ ９７．５８±２．２６ ８８．６５±４．２１
２５ ８５．３２±４．５７ ８８．５７±３．５８ １０２．３３±５．２２ ８６．３１±４．１５
５０ ９５．５１±４．６７ ９６．８０±４．２２ １０３．５２±３．３１ ９９．６５±３．６７

图 ４　 （ａ）空白蜂蜜样品、加标（ｂ）５ ｎｇ ／ ｇ 和（ｃ）２５ ｎｇ ／ ｇ
雌激素的蜂蜜样品的色谱图

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ａ ｂｌａｎｋ ｈｏｎｅｙ ｓａｍｐｌｅ
ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｈｏｎｅｙ ｓａｍｐｌｅ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ （ ｂ） ５
ｎｇ ／ ｇ ａｎｄ （ｃ） ２５ ｎｇ ／ ｇ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ

　

３　 结论

　 　 以 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 作为吸附剂，基于 ＳＰＥ 技术和

ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ，建立了一种高效、灵敏的分析蜂蜜

样品中痕量雌激素的新方法。 方法学验证结果表明

本方法具有较低的检出限和较宽的线性范围，稳定

性和重复性良好。 将本方法应用于实际蜂蜜样品分

析，取得了满意的结果。 ＩＬ⁃ＣＯＦ⁃１ 在雌激素的固相

萃取中表现出优越的性能，需要进一步探索 ＩＬ⁃
ＣＯＦ⁃１ 在痕量分析中的应用。
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