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同时测定红糖中
,

种雌性激素
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摘要!建立了红糖中
,

种雌性激素的超高效液相色谱)

串联质谱法测定方法"样品经水溶解后$用乙腈提取$经

T̂ .

固相萃取柱净化$采用
MSpeUA% eL̂ S TYYA*

色谱柱分离$以乙腈)

!11E4
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乙酸铵水溶液作为流动

相进行梯度洗脱$分别在电喷雾离子源正!负离子模式下

以多反应监测模式%

R@R

&扫描检测$外标法定量分析"

结果表明#

,

种化合物在相应的质量浓度范围内线性良

好$相关系数
;

均大于
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$检出限为
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#
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$回

收率为
,!;!W

#

##*;!W

$相对标准偏差为
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#
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"

该方法快速!简便!灵敏$适合红糖中激素的检测"

关键词!红糖'超高效液相色谱)串联质谱'雌激素'孕

激素
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红糖富含氨基酸+多酚类化合物+有机酸及微量元

素'具有益气养血+健脾暖胃+祛风散寒+活血化瘀等功

效'深受中国人群特别是女性和老年人的青睐,
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年'!新余市糖姑娘贸易有限公司疑似非法添加雌激素"

事件把红糖的食品安全推向风头浪尖,

!

-

'暴露出食糖存

在的食品安全风险(雌性激素对维持女性正常生殖功能

十分重要'具有促进性器官发育的功能'还能促进第二性

征发育等(红糖中添加雌性激素可能有缓解痛经等功

能'但有研究,
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-表明过多的激素进入人体内可能引起

内分泌失调'导致机体代谢紊乱'甚至导致肿瘤等疾病(

欧盟等国际组织及国家均对动物源性食品中激素的残留

作出了严格的要求'中国也有相关法律法规,
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激素在动物性食品中检出(

近年来'激素的检测技术得到国内外研究者的普遍

关注'开发出的检测方法准确度高+检出限低'目前食品

中激素残留的测定方法主要有高效液相色谱法#

TL̂ S
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气相色谱)串联质谱法#
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%和液相色谱)串联质谱

法#
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或
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分离一般需要衍生处

理'过程较为繁琐'激素具有沸点高+挥发性低的特点'一

般不宜采用
hS0RY

法直接测定,
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Ŝ0RY

*

RY

是目前

激素检测的主要方法'相关国家标准或行业标准也采用
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'检测对象为动物性食品及化妆

品(而以食糖基质为分析对象的相关研究少有报道'在

!糖姑娘"

,

!

-事件发生后'曾三妹等,
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-利用
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检

测食糖中的雌二醇'样品经水溶解后'用碱化乙腈提取'

经
T̂ .

固相萃取柱净化'
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检测'雌二醇定

量限为
";#

(

9
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K

9

(高裕锋等,

+

-用乙腈提取红糖样品中

的雌二醇'经
p8/S7/@B

方法净化'用
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检

测'雌二醇的检出限为
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(
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(这些检测方法的建立

为食糖的食品安全监管工作的开展提供一定的技术支

持(相比于食糖基质'肝肾组织,

-
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+水体,

,N#"
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+水产,
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+

饲料,

#!

-

+乳制品,

#*N#(

-等基质已开发出同时检测多激素残

留的方法'但食糖中仅有雌二醇的检测方法(红糖作为

一款热销产品'深受消费者喜爱'但其安全问题不容忽

视'特别是非法添加雌性激素问题值得关注(

本试验拟对红糖中可能非法添加的
,

种雌性激素为

研究对象'包括
(

种雌激素#雌酮+己烯雌酚+雌二醇+雌

三醇%'

)

种孕激素#醋酸甲羟孕酮+甲孕酮+醋酸氯地孕

酮+醋酸甲地孕酮+孕酮%'建立同时检测这
,

种物质的方

法'对已有检测方法进行有效补充'旨在完善激素残留检

测体系'并对实际样品进行系统检测'以期为食糖安全生

产和健康风险的评价提供参考(
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材料与方法
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氮吹仪$
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相关溶液的配制
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乙酸铵溶液配制$准确称取
";#)("
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乙酸铵'用超纯水溶解'并定容至
#^
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%标准溶液配制$孕酮+甲孕酮+醋酸氯地孕酮+醋

酸甲羟孕酮+醋酸甲地孕酮+己烯雌酚用乙腈溶解并定

容'配制成浓度为
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的标准储备液&雌二醇+雌

三醇+雌酮先用少许二甲亚砜溶解'再用乙腈定容至刻

度'配制成浓度为
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标准储备液(根据需要用
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乙腈)水溶液稀释成不同浓度的混合标准工作液(

标准储备液均在
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冰箱中保存(混合标准工作液在
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冷藏保存(

#;*;!

!

样品前处理
!

称取红糖样品约
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'于
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具

塞离心管中加入
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水'涡旋振荡使其充分溶解'加入

-1̂

乙腈'涡旋
)136

'加入
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无水硫酸钠'迅速振摇'

涡旋振荡
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'转移
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乙
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离心管中'用氮吹仪在
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下浓缩近干(加

入体积分数为
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的甲醇)水溶液
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'涡旋混匀后通

过
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固相萃取小柱#经
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甲醇和
*1̂

水预活化%'

保持流速约为
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'然后用
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超纯水淋洗小柱(

待淋洗液流尽'减压抽干
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'用
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甲醇洗脱'收集

洗脱液在
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下氮吹至干'加入
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初始流动相溶解

残留物'溶液经
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微孔滤膜过滤'滤液上机测定(
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超高效液相色谱条件
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质谱条件
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采用电喷雾离子源'正负离子同时扫

描&多反应监测模式&电喷雾电压
))""]

#

/YUo

%'

()""]

#

/YUN

%&离子源温度
*""_

&气帘气压力
!;+$b#"

)

L2

&

碰撞气压力为中等#

R<=381

%&雾化器压力
*;+,b#"

)

L2

&

辅助气压力
*;((b#"

)

L2

&入口电压
#";"]

&碰撞室出口

')

"

]E4;*)

#

VE;)

韩
!

智等!

eL̂ S0RY

&

RY

同时测定红糖中
,

种雌性激素



电压
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种目标化合物的定性+定量离子

对及最优参数(
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结果与讨论
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质谱条件优化

分别配制质量浓度为
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的
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种雌性激素的标

准溶液'采用针泵直接进样方式进行质谱条件的优化(

雌二醇+雌三醇+雌酮+己烯雌酚采用负离子获得母离子'

孕酮+甲孕酮+醋酸氯地孕酮+醋酸甲地孕酮+醋酸甲羟孕

酮采用正离子扫描模式'对母离子施加合适碰撞能量'使

其产生子离子'选取丰度强且干扰少的
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对子离子'并优

化对应离子对的去簇电压#
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2B

'

Se@

%+

雾化气压力#

hY#

%+去溶剂气压力#

hY!

%和离子源喷雾电

压#

UE6B

H

I2

D

FE4C2

9

<

'

UY

%(优化结果$

A/R

为
*"" _

'

S?L

为
#"]

'

/L

为
#"]

'负离子模式
UY

为
N()""]

'正

离子模式
UY

为
))""]

'

Se@

为
!;+$b#"

)

L2

'

hY#

为

*;+,b#"

)

L2

'

hY!

为
*;((b#"

)

L2

'

SM'

为
R<=381

(在

最优条件下'

,

种雌性激素的
R@R

图如图
#

所示(

!;!

!

色谱条件优化

流动相的组成对色谱峰形+分离度及灵敏度产生影

响'

Ŝ0RY

*

RY

分析中正离子模式通过添加甲酸'负离子

通过添加氨水或易挥发缓冲盐来提高离子化效率'通过

改变流动相洗脱梯度来分离化合物(由于
,

种激素中无

同分异构体'且离子对相互无干扰'本试验重点考察了

水
o

乙腈+

";#W

甲酸水溶液
o

乙腈+

!11E4

*

^

乙酸铵
o

乙腈+水
o

甲醇+

";#W

甲酸水
o

甲醇+

!11E4

*

^

乙酸铵
o

甲醇作为流动相时'

,

种目标化合物离子对的响应强度及

色谱峰形(结果表明使用
!11E4

*

^

乙酸铵
o

乙腈作为

流动相时'

,

种激素的响应最高'峰形尖锐且对称(还考

察了流速为
";!

'

";*

'

";( 1̂

*

136

时的色谱图'发现

";(1̂

*

136

时峰形最尖锐'但系统压力高'且灵敏度低

于
";* 1̂

*

136

条件下的灵敏 度'因 此 本 试 验 采 用

";*1̂

*

136

流速(

!;*

!

样品前处理优化

!;*;#

!

提取溶剂的选择
!

参考高裕峰,

+

-的方法'在空白

红糖中加标后考察不同试剂对目标激素的提取效果'试

验结果与其相同'使用乙腈提取效果较好'但存在明显的

基质效应(参考曾三妹等,

$

-的方法'先用水溶解红糖'再

用不同体积的乙腈提取'己烯雌酚回收率高于
#("W

'雌

三醇回收率低于
$"W

'其他物质回收率较好'因此继续

优化提取条件(比较了体积分数为
)"W

乙腈)水溶液

作为提取剂时'添加不同质量钠盐后的提取效果(往提

取溶液中分别加入
";#

'

#;"

'

);"

9

的
V2

!

SP

*

+

V2

!

YP

(

+

V2S4

'涡旋振荡
#136

+

()""I

*

136

离心
)136

'取上清液

测定(结果表明使用
#;"

'

);"

9

V2

!

YP

(

时回收率效果

最好(

!;*;!

!

固相萃取条件的优化
!

食糖的主要成分是蔗糖'

含有较多色素,

#)

-

'这些色素会随着目标化合物一起被提

取出来'可能会干扰色谱分析'污染色谱柱和离子源'简

单有效的前处理显得尤为重要'本试验采用
YL/

方法对

红糖进行净化(研究者,

-

'

#$

-常采用
T̂ .

或
S

#-

固相萃取

柱进行净化不同基质中的雌激素(与
S

#-

反相萃取柱相

比'

T̂ .

固相萃取柱具有更好的稳定性和广泛的
H

T

实

用性'且净化过程中柱体干涸对其影响不大'操作性更

好'因此本试验直接选用
T̂ .

进行净化(在考察其净化

效果前'先验证
T̂ .

固相萃取柱对
,

种激素柱回收率(

在
)1̂

水中加入
#""6

9

激素标准储备液溶液'充分混

匀'分别取
*

根固相萃取柱'每根柱上样量为
#1̂

'经过

上样+淋洗+洗脱'收集洗脱液'用氮气吹干'乙腈)水复

溶至
#1̂

'定量测定
,

种激素的含量'结果表明
T̂ .

柱

对
,

种激素的回收率为
,-;-W

#

#"#;*W

(在食糖中添加

#"

(

9

*

K

9

的激素'采取
#;*;!

的方法进行前处理及上机测

定'

,

种激素的回收率为
,!;!W

#

##*;!W

(

!;*;*

!

基质效应
!

eL̂ S0RY

*

RY

是兽药残留检测常用

的检测方法'但缺点是可能存在基质效应'造成定量结果

不准确(本试验研究了红糖中
,

种雌性激素的基质效

应 '结果表明
,

种化合物的基质效应均为
-"W

#

#!"W

'
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图
#

!

,

种激素的
R@R

图

&3

9

8I<#

!

S7IE12CE

9

I21BEG636<7EI1E6<B36R@R 1E=<

可忽略不计'因此本试验采用溶剂标准溶液直接进行定

量分析(

!;(

!

方法学验证

!;(;#

!

线性与检出限及定量限
!

配制一系列质量浓度的

标准溶液在
#;*

的仪器分析条件下进行测定'以响应为纵

坐标'化合物质量浓度为横坐标'绘制线性方程'得出
,

种

物质在一定线性范围内呈良好的线性关系'相关系数

均
%

";,,

'以
*

倍信噪比确定目标化合物的检出限'

#"

倍

信噪比确定目标物的定量限'结果见表
!

(

!;(;!

!

方 法的回收率及精密度
!

按照定量限+

!

倍定量

表
!

!

,

种激素的线性范围"线性方程"相关系数"检出限和定量限
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#
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i
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$

0a$
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化合物名称
线性范围*

#

6

9

.

1̂

N#

%

线性方程
;

检出限
P̂'

*

#

(

9

.

K

9

N#

%

定量限
P̂p

*

#

(

9

.

K
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限+

#"

倍定量限共
*

个质量浓度水平对空白红糖进行添

加回收率试验'每个添加水平平行测定
$

次'按照本方法

进行检测'计算平均回收率及标准偏差(如表
*

所示'

(

种雌激素平均回收率为
,!;!W

#

##*;!W

'

)

种孕激素平

均回收率为
,*;)W

#

#");$W

'相对标准偏差均
#

#"W

'该

方法的回收率和相对标准偏差均具有较好的准确度和精

密度'满足分析要求(

表
*

!

,

种激素的加标回收率及相对标准偏差

A2J4< *

!

Y

H
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化合物名称 添加量*#

(
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回收率*
W @Y'
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实际样品检测结果

采用本试验所建立的方法对网售及市售
*-

种红糖

样品进行检测'

,

种激素均未检出(

*

!

结论
本试验建立了

eL̂ S0RY

*

RY

同时测定红糖中
(

种

雌激素和
)

种孕激素'方法简便+快速'系统的方法学评

价结果表明本方法灵敏度高+定量准确+回收率良好+操

作简便'能满足日常红糖中雌性激素的测定要求'但是该

方法未覆盖更多的性激素'今后应在此研究基础上进一

步扩宽检测激素的种类'完善激素残留检测体系'以期为

食糖安全生产和健康风险的评价提供参考(
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