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［摘要］目的 建立一种鸡肉中雌二醇、雌三醇、雌酮、17α-乙炔雌二醇、己烯雌酚 5种雌激素残留的固

相萃取结合高效液相色谱串联质谱的检测方法．方法 对色谱条件、萃取溶剂和固相萃取柱种类等条件进行优化

选择．结果 以乙酸乙酯 -甲醇（6:1）为萃取溶剂，固相萃取柱 HLB净化富集，采用 ACQUITY BEH C18色谱柱

进行分离，以乙腈 -水溶液作为流动相进行梯度洗脱，在多反应监测模式下进行 MS/MS的定性及定量分析．在此

最佳条件下，方法显示出良好的线性，检出限为 0.3～0.5 滋g/kg，在添加水平为 1～5 滋g/kg范围内的平均回收率

为 80.0%～102.9%，相对标准偏差为 6.9%～12.3%．结论 该方法适用于鸡肉中 5种雌激素残留的检测，具有灵

敏度高、操作简单快速的特点．
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Determination of Five Estrogens in Chicken by Ultra
Performance Liquid Chromatography Tandem Mass

Spectrometry
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［Abstract］ Objective To establish an ultra performance liquid chromatography-electrospray ionization

triple-quadruple tandem mass spectrometric（UPLC-ESI MS/MS） method for determination of 5 estrogens，

including estradiol，estriol，estrone，17α-ethinylestradiol and diethylstilbestrol in chicken．Method Analytical

conditions including chromatography condition， extraction solvents and the type of solid phase extraction column

were optimized. Results The estrogens were extracted by ethyl acetate and methanol（6:1） and cleaned up on a

HLB solid phase extraction column，Separation of the estrogens was carried out by ACQUITY BEH C18 column on

the condition of acetonitrile and water as the mobile phases. Finally， the target compounds were confirmed and

quantified by MS/MS under multiple reaction monitoring （MRM） mode. On the optimized conditions， the methods

showed good linearity and the limits of detection（LOD） was 0.3- 0.5 滋g/kg. At spiked concentration of 1-5 滋g/kg，
the average recovery and RSD were 80.0～102.9% and 6.9% -12.3% respectively. Conclusion The developed

method is fast，sensitive and simple and suitable for the determination of 5 selected estrogens in chicken.
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动物源食品中激素残留是目前食品安全关注

的热点问题之一．这些激素包括天然激素和人工

合成激素，它们通过食物链的富集进入人体，会

对人体产生内分泌干扰效应，危害人体的生殖机

能，增大与激素相关的癌症发病几率，出现儿童性

早熟、乳腺癌、前列腺癌等疾病[1]．我国农业部在

2002年第 193号公告里禁止性激素和具有雌激素

样作用的物质在食品动物中使用，但滥用激素类药
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表 2 5种雌激素 UPLC-ESI MS/MS的仪器参数

Tab. 2 UPLC-ESI MS/MS parameters of five estrogens

雌激素化合物 保留时间（min） 母离子（m/z） 子离子(m/Z) 锥孔电压(V) 碰撞能量(eV)

雌二醇（E2） 1.94 271.1
145.1

62
40

183.1 36

雌三醇（E3） 0.72 287.1
145.1

64
36

171.1 34

雌酮（E1） 2.59 269.1
145.0

56
40

159.1 33

17α-乙炔雌二醇（EE2） 2.43 295.2
145.0

54
44

159.1 40

己烯雌酚（DES） 3.17 267.1
237.1

44
28

251.1 28

表 1 梯度洗脱程序

Tab. 1 Program of gradient elution

时间（min） 水相 A（%） 乙腈 B（%） 梯度变化曲线

0.00 65 35

4.00 50 50 6

4.50 0 100 6

5.00 0 100 6

5.50 65 35 1

6.00 65 35 1

物的情况常有发生，所以为保障食品安全，对动物

源食品中激素残留的检测尤为重要．

目前检测食品中激素残留的方法有 HPLC [2]，

HPLC-MS/MS[3，4]，GC-MS[5，6]法等，常与固相萃取[7]、

液液微萃取[8]柱前衍生[5-7]等样品前处理方法联用，

检测对象包括奶及奶制品[5]、水产品[4，6]、畜禽肉类

及内脏[9，10]等，其中 HPLC-MS/MS法在定性和定量

上具有较强的优势，特别适用于痕量组分的分析检

测．本文以常见的雌二醇 （E2）、雌三醇 （E3）、

雌酮（E1）、17α-乙炔雌二醇（EE2）、己烯雌酚

（DES）为检测对象，优化了样品前处理条件和色

谱条件，建立了一种固相萃取 -超高效液相色谱

串联质谱检测方法．并对方法的准确度和精密度

进行验证．证明该方法高效简便，适用于鸡肉中 5

种激素的检测．

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

ACQUITY UPLC TM Quattro Premier XE超高效

液相色谱串联质谱仪（美国Waters公司）；Milli-Q

超纯水仪 （（Millipore）；Stratos 高速冷冻离心机

（Thermo Fisher） ；氮吹仪（上海皓庄） ；涡旋混

合器 （上海泸西）；KQ-600E 超声波清洗仪 （昆

山）；固相萃取仪（Supeclo）；固相萃取柱 Oasis R

HLB （3mL/60mg）
标准品己烯雌酚、雌酮、雌三醇、雌二醇、

17α-乙炔雌二醇、内标物己烯雌酚 -d8纯度均不

低于 99%，均购于 Dr. Ehrenstorfer 公司．乙酸乙

酯、甲醇、乙腈、正己烷为色谱纯．

1.2 标准溶液的制备

标准品和内标物均用甲醇配成 100 mg/L的标

准储备液于 -20℃保存．临用前用甲醇逐级稀释成

含上述标准品均为 1.00 mg/L的混合标准液.

1.3 UPLC-MS/MS分析条件

色谱条件 色谱柱 ACQUITY UPLC TM BEH C

18柱（50 mm×2.1 mm 1.7 滋m） 柱温 35℃；进样

量 10 滋L；流动相：水（A）和乙腈（B） 梯度洗

脱，流速 0.3 mL/min．

质谱条件 电离方式：ESI+ 毛细管电压 2.80

kV，离子源温度 120℃，锥孔反吹气 50 L/h，脱溶

剂气温度 350℃，脱溶剂气流速 700 L/h．
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1.4 样品前处理

称取 5.0 g绞碎样品（精确至 0.01 g）于 50 mL

离心管中，加入 20 mL乙酸乙酯 -甲醇（6:1），涡

旋提取 30 s，超声 10 min，8 000 r/min离心 5 min，

上清液倒入鸡心瓶中，再用 20 mL同样溶剂重复提

取 1次，合并上清液于 40℃旋转蒸发至干，加入

1 mL甲醇，9 mL水，待净化．

将上述样品溶液加至预先用 5 mL乙酸乙酯、5

mL甲醇和 5 mL pH3.0盐酸溶液活化的 HLB固相萃
取柱中，依次用 5 mL水 -甲醇（9:1）、5 mL正己

烷淋洗小柱，抽干，用 5 mL乙酸乙酯洗脱于离心

管中，40℃水浴中氮气吹干，再用 1 mL乙腈 -水
（20:80）溶解残渣，10 000 r/min离心，过 0.22 滋m

滤膜，供上机分析．

2 结果

2.1 色谱质谱条件的选择

流动相的组成是影响待测物质分离效果和保留
时间的重要因素，实验考察了甲醇 -水和乙腈 -水

两种流动相对 5种激素的分离效果，结果表明，以

甲醇 -水作流动相时，5种雌激素分离的峰型不理
想，雌二醇、雌三醇拖尾较为严重；以乙腈 -水作

流动相效果较好．进一步考察二者比例及梯度洗脱

条件，确定最佳的流动相组成及梯度洗脱条件，见

表 1．

以 1 滋g/mL的标准溶液通过注射泵进样，分别

找出五种激素和内标的母离子和定量与定性离子

对，并优化相关参数，质谱方法，见表 2．5种雌

激素的总离子色谱图 （TIC） 和多反应监测模式

（MRM）扫描色谱图分别如图 1和图 2所示，出峰

顺序为雌三醇（E3）、雌二醇（E2）、17α-乙炔雌

二醇（EE2）、雌酮（E1）、己烯雌酚（DES）．

2.2 提取溶剂的选择

溶剂的选择是提高萃取率的关键．本实验根据

目标激素的极性考察了氯仿、乙酸乙酯、甲醇、乙

腈四种溶剂的提取率，结果表明，用单一溶剂进行

提取，回收率均小于 70%，而在乙酸乙酯中加入一

定比例的甲醇，可以提高萃取效率．实验最后确定
乙酸乙酯和甲醇的最佳配比为 6:1，此时回收率可

达 80%．

2.3 净化条件的选择

实验考察了 Oasis R HLB （60mg /3mL） 和

Cleanert Silica CM 改性硅胶固相萃取柱 （ 100

mg/6mL）对 5种激素的净化效果．Oasis R HLB是

一种通用型的固相萃取小柱，它是由亲水性的 N-

乙烯吡咯烷酮和亲脂性的二乙烯基苯两种基本单体

按特定比例聚合构成的，是可满足所有 SPE 需要

的亲水亲脂平衡的水可浸润性反相吸附剂．结果证

明，HLB小柱具有较高的回收率和较好的重现性，

5种激素回收率均达到 80%以上，而 Silica CM固

相萃取小柱对雌二醇、雌三醇和雌酮的回收率较

高，分别可达到 82.3%、89.5%和 91.6%．但对己

烯雌酚和 17α-乙炔雌二醇的回收率较低，均低于

65%．所以实验选用 HLB小柱对样品进行净化．

2.4 标准曲线的绘制

吸取混合标准溶液分别稀释成 1.0、5.0、10、

20、30μg/L的标准溶液，进行线性回归，得到线

性方程，线性相关系数 ＞0.992，以 S/N=3所对应

的目标物的含量作为方法的检测限，5种雌激素的

检出限为 0.3～0.5 滋g/kg，见表 3．
2.5 方法的精密度、回收率与检出限

于空白鸡肉中分别加入 1、2、5 滋g/kg混合标

准溶液，每组做 6个平行样，进行回收率和精密度

试验．结果表明，5 种雌激素回收率在 80.0～

102.9%之间，RSD为 6.9%～12.3%．

2.6 实际样品的检测

用建立的方法对市场上 10份鸡肉样品进行了

5种激素残留的检测，未检测雌激素残留．

图 1 5种雌激素 TIC图（浓度 10 ng/mL）

Fig. 1 Total Ion Chromatograms of five estrogens

（10 ng/mL）
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表 3 5种雌激素的标准曲线

Tab. 3 The calibration curve of five estrogens

雌激素化合物 标准曲线 线性范围（滋g/L） 检出限（滋g/kg）

雌二醇（E2） =2.134 31X＋0.060 0176 0.992 1～200 0.5

雌三醇（E3） =1.179 9X＋0.005 353 73 0.995 1～200 0.5

雌酮（E1） =0.951 644X＋0.003 491 48 0.993 1～200 0.5

17α-乙炔雌二醇（EE2） =0.754 726X＋0.044 604 9 0.995 1～200 0.5

己烯雌酚（DES） =0.901 988X＋0.007 992 05 0.991 1～200 0.3

表 4 5种雌激素在鸡肉中 3个添加水平下精密度和回收率（n＝6）

Tab. 4 Recoveries and RSD of five estrogens spiked in chicken at three different levels（n＝6）

雌激素化合物 添加量（滋g/kg） Found（滋g/kg） Recovery（%） RSD（%）

1 0.81 81.0 9.5

2 1.70 85.2 9.2

5 4.63 92.5 8.6

1 0.86 86.0 9.2

2 1.79 89.6 9.5

5 5.09 101.8 7.3

1 0.87 87.0 8.6

2 1.80 90.1 9.1

5 5.12 102.3 10.8

1 0.80 80.0 8.2

2 1.67 83.6 6.9

5 4.43 88.5 7.9

1 0.85 85.0 11.7

2 1.93 96.3 12.3

5 5.15 102.9 9.4

雌二醇（E2）

雌三醇（E3）

雌酮（E1）

17α-乙炔雌二醇（EE2）

己烯雌酚（DES）
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图 2 5种雌激素和内标物 MRM图

Fig. 2 Multiple reaction monitoring Chromatograms of five estrogen and internal standard

注：*相关系数 检验 ＜0.05.



3 讨论

本文建立了超高效液相色谱串联质谱法检测鸡

肉中 5种雌激素残留，并对实验条件进行了优化．

样品经乙酸乙酯 -甲醇（6:1）提取，HLB 固相萃

取柱净化，ACQUITYT BEH C l8色谱柱分离后，在

LC-MS/MS 多反应监测模式下进行定性及定量分

析．方法具有较高的灵敏度高、准确度和精密度，

适合于鸡肉中雌激素残留的测定．

在优化的色谱条件和样品前处理条件中，提取

溶剂的选择与提取率和方法的回收率密切相关，净

化步骤可有效去除基质干扰，减少杂质对仪器设备

的污染；而色谱条件是影响待测化合物分离效果的

重要因素．在日常检测中，要综合考虑各种因素，

选择适当的提取溶剂和色谱条件，以保证检测的准

确性．本实验所选条件只针对鸡肉一种样品，其他

同类样品是否适用这一条件还需进一步探索．
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