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高分辨质谱法快速测定草鱼中
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摘要!采用
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(建立了一种草鱼中
-

种激素药物残留的快

速检测方法"结果表明$
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种激素在
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种激素

呈基质抑制效应!通过空白基质匹配标准曲线补偿基质

效应!获取准确结果!适用于大批量草鱼中雄激素*孕激

素的快速检测"
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草鱼为中国重要淡水经济养殖鱼类'年产量连续多

年位居首位'水产品中药物残留一直是社会关注的热点(

雄激素和孕激素是类固醇激素'能影响动物性别分化'具

有强而持久的蛋白同化作用'可促进动物超常态生长'大

幅提高养殖经济效益+

#Y!

,

'被广泛应用于养殖业+

,

,

(食

用含有激素残留的水产品会干扰人体正常激素平衡'影

响人体正常代谢功能'导致发育异常'具有潜在的致癌风

险以及较大的危害性+
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(为保障食品安全'农业部第
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规定了水产品中不得检出

雄激素-孕激素类药物残留(

目前'雄激素-孕激素检测主要有液相色谱法+

)Y-

,

-

气质联用法+

$Y#"

,

-液质联用法+
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,等(高效液相色谱法

灵敏度低'检测项目单一'定性分析易受干扰&气质联用

法需进行衍生化反应'操作繁杂&液质联用法具有灵敏度

高-选择好-抗干扰能力强等优点'但前处理方法繁杂'耗

时较长'回收率低'而采用
c<.O5.SZ

净化工艺'可大大

缩短检测时间'提高检验效率(近年来'以四级杆*飞行

时间质谱和四级杆*轨道阱质谱为代表的高分辨质谱技

术具有高特异性-高准确度和高分辨率等优点+
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,

'已应用

于农药残留+
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-兽药残留+
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,及保健食品非法添加+
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等领域'但未见应用于草鱼中雄激素-孕激素的检测(

试验拟对草鱼基质中
-

种雄激素和孕激素类药物残

留进行检验研究'优化其提取试剂与提取方法'采用

c<.O5.SZ

净化工艺替代传统固相萃取净化法'并应用

空白基质匹配法替代内标法'采用四级杆*轨道阱高分辨

质谱替代传统液相质谱检测
-

种激素'建立一种草鱼中

-

种激素药物残留的快速检测方法'并进行方法有效性研

究'评价其
-

种激素的基质效应'旨在为利用高分辨质谱

测定雄激素-孕激素的方法提供参考(
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质谱条件优化
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扫描确定电离模式和母离子
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'通过
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描确定定量离子和定性离子(
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液相色谱条件优化

相同洗脱程序和色谱柱条件下'选择
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甲酸溶液

为无机流动相'甲醇-乙腈-
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甲酸)乙腈为有机流动

相'考察分离效果(色谱柱
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有机流动相&采用梯度洗脱模式#见表
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%进样&流速
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梯度洗脱程序
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样品前处理工艺优化
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提取剂
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取草鱼可食用部分充分匀浆'精密称取
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离心管中'平行样
)

份'加入提取剂
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'振摇
#028

'超声
#+028

'离心'取上清液'残渣加

入
#"0V

提取剂'振荡摇匀
#+028

'离心'合并上清液'混

匀'冷冻
!5

'高速冷冻离心'上清液过
"=!!

(
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滤膜'上机

测定'计算平均回收率(分别选择甲醇-乙腈-

#T

甲酸)

乙腈进行优化'选择最佳提取剂(
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净化剂
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最优提取条件下获取样品提取液
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'萃取剂种类选择分别加入
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萃取剂'平行样
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份'振荡混匀'高速离

心'上清液过
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滤膜'上机测定'计算平均回

收率(
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线性范围&检出限和定量限测定

取空白样品按最优前处理工艺制备空白基质溶液'

配制
#="
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基质标准溶液'以峰面积响应值

为纵坐标'标准溶液浓度为横坐标'制作标准曲线(在空

白草鱼样品中添加低浓度混合标准溶液'按样品制备方

式处理'进液质联用仪检测'化合物测定
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的浓度

为检出限'
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的浓度为定量限(
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准确度和精密度测定

空白草鱼样品中加入
-

种激素混合标准溶液'加标

后样品浓度分别为
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'每个浓度样品制

备
)

份'测定
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种激素含量'计算回收率和
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值(
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基质效应评价

取空白草鱼基质样品'按最优前处理工艺处理样品

后'配制空白基质混合标准系列溶液'经液质联用仪测定

后得空白基质标准曲线'同时取溶剂配制与基质标准曲

线浓度一致的溶剂标准系列溶液'经液质联用仪测定得

溶剂标准曲线+

#$

,

(根据基质标准曲线与溶剂标准曲线的

斜率比值来评价基质效应(
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草鱼样品检测

依据上述最优样品前处理工艺进行处理'最优仪器
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法快速测定草鱼中
-

种激素



条件下检测样品中
-

种激素'质谱采集数据采用保留时

间进行定性'结合离子丰度比和二级特征离子进行确证(

#=#"

!

数据处理

采用
.E@>3

软件对试验数据进行处理(
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结果与讨论
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质谱条件优化

由表
!

可知'

-

种激素在正离子模式下响应值最高'

得到的化合物母离子质荷比均为+
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,

W

(其中丙酸

睾酮-甲睾酮-睾酮和孕酮具有相同的碎片离子'且定量

与定性离子相同(
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液相色谱条件优化

由图
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甲酸)乙腈均能分离
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种激素'且目标物在
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峰时间更快'乙腈分离效果优于甲醇(目标化合物采用

正离子模式分析'加入低浓度甲酸有利于提供正电荷'离

子化效率大大提高'因此'
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甲酸)乙腈响应度高于

乙腈(

!=,
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提取剂优化

由图
!

可知'

,

种提取剂中'

#T

甲酸)乙腈提取的目

标化合物回收率最高'甲醇提取的回收率最低(甲醇提

取时'水溶性蛋白进入提取液影响了目标化合物的电离'

回收率不高(乙腈具有沉淀蛋白作用'降低了提取液中

基质的干扰'在酸性环境下更有利于雄激素和孕酮的提

取(试验采用二次提取法'充分提取了样品中目标化合

物'保证了最佳提取效果(样品提取液冷冻后'脂肪转换

为固态'通过离心去除后可有效降低提取液中基质干扰'

提高目标物回收率(

!=A

!

净化条件的优化

由图
,

可知'

,

种净化剂中'使用
RP

!

和
O

#$

净化后'

目标化合物回收率为
-+T

"

##"T

'

O

#$

净化剂净化后回

收率高于
RP

!

&而使用
PVa

净化剂后'仅丙酸睾酮回收

率
%

)"T

'其他化合物回收率均
$

)"T

'表明
PVa

净化

剂对目标化合物有吸附作用(

O

#$

吸附剂能去除脂肪和酯

图
!

!

提取剂对目标物回收率的影响
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图
,

!

吸附剂对目标物回收率的影响
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!
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D:F5>

F1C

9

>F1813
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F>4

类等非极性干扰物'故选择
O

#$

净化剂作为净化工艺净

化剂(

!!

由图
A

可知'相同体积提取液中'当
O

#$

净化剂用量

为
!""0

9

时'目标化合物回收率最高&当
O

#$

净化剂用量

为
#""0

9

时'净化剂量少而净化效果差'目标化合物回

收率最低&当
O

#$

净化剂用量为
,""0

9

时'目标化合物回

收率低于净化剂用量为
!""0

9

的'表明过多的净化剂会

吸附部分目标化合物'且增加检测成本(故
O

#$

净化剂的

最适用量为
!""0

9

(

!=+

!

线性范围&检出限和定量限分析

由表
,

可知'当激素浓度为
#="

"

#""="8

9

*

0V

时'

-

种激素线性关系良好#

M

!

(

"=(($

%'检出限为
"="A

"

"=)"

(

9

*

\

9

'定量限为
"=!

"

#=$

(

9

*

\

9

'表明利用基质溶液

配制标准溶液能有效降低基质增强与抑制效应'可准确

检测目标化合物含量(

!=)

!

准确度和精密度分析

由表
A

可知'当加标浓度为
!="

(

9

*

\

9

时'回收率为

-#=AT

"

#",=+T

'

M:2

为
A=$T

"

-=$T

&当加标浓度为

A="

(

9

*

\

9

时'回收率为
-(=AT

"

#")=(T

'

M:2

为
!=AT

"

-=)T

&当加标浓度为
!"="

(

9

*

\

9

时'回收率为
$#="T

"

图
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吸附剂用量对目标物回收率的影响
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表
,

!

-

种激素的线性方程&相关系数&检出限和定量限

B1H3>,

!

O132HC1F2D8 @<CJ>4

"

@DCC>31F2D8 @D>::2@2>8F4

&

3202F4D:?>F>@F2D818?3202FD:

d

<18F2F1F2D8D:

F5>-5DC0D8>4

化合物
线性

方程

相关系

数
M

!

检出限*

#

(

9

.

\

9

Y#

%

定量限*

#

(

9

.

\

9

Y#

%

丙酸睾酮
!hA),"A=!- "=(((- "=+" #=+

甲睾酮
!h+-"()=#- "=(((- "=!" "=+

睾酮
!h-,,A+=,- "=((-! "=#" "=,

勃地酮
!h#"A!+,- "=(($A "=#" "=,

诺龙
!h!+!"!!- "=(((" "=!" "=)

群勃龙
!h)A(!A- "=(($! "=)" #=$

孕酮
!hA((#AA- "=(($! "="A "=!

%'

"

D̂3=,)

"

RD=$

周艳华等!

c<.O5.SZ/*XVO/c

%

LCH2FC1

G

IZ

法快速测定草鱼中
-

种激素



表
A

!

-

种激素的回收率和精密度

B1H3>A

!

Z

G

2\>?C>@DJ>C2>418?

G

C>@<C4DC2D84D:F5>

-5DC0D8>4 T

化合物
!="

(

9

*

\

9

回收率
M:2

A="

(

9

*

\

9

回收率
M:2

!"="

(

9

*

\

9

回收率
M:2

丙酸睾酮
-#=A -=# -(=A -=) #")=+ A=)

孕酮
!!

(!=- )=# ((=( A=( ("=" A=#

甲睾酮
!

((=$ -=$ #"+=( !=) ()=+ +=!

睾酮
!!

()=, )=A #"#=) A=A ($=# +="

勃地酮
!

(,=) )=$ ()=! A=# $-=) +=A

诺龙
!!

#",=+ A=$ #")=( A=A ((=, A=$

群勃龙
!

(-=# -=! ($=" !=A $#=" )=!

#")=+T

'

M:2

为
A=#T

"

)=!T

(

,

个梯度加标回收率和

精密度良好'表明该方法具有较好的准确度和精密度'能

满足草鱼实际样品中雄激素和孕激素的检测要求(

!=-

!

基质效应评价

由图
+

可知'

-

种激素均表现为基质抑制效应'且比

值均
$

$"T

'表明此方法检测草鱼中
-

种雄激素和孕激

素呈强抑制效应(基质效应与液相串联质谱特性相关'

不能完全消除基质效应'在评估基质效应的基础上'可通

过优化样品前处理方法-使用合适的内标-采用基质标准

溶液校正等方式降低和补偿基质效应'从而获得准确的

定量结果(内标法成本昂贵'试验采用空白基质匹配标

准曲线以补偿基质效应(

!=$

!

实际样品检测

采用试验建立的检验方法对市场采购的
!"

批次鲜

活草鱼进行检测'均未检出上述
-

种雄激素-孕激素(

,

!

结论
建立了一种超高效液相色谱串联阱高分辨质谱检测

草鱼中
-

种雄激素-孕激素的方法'优化了前处理方法中

的提取工艺与净化工艺'建立了
c<.O5.SZ

样品处理方

法'并对线性方程-检出限-定量限-回收率等方法学指标

图
+

!

-

种激素的基质效应

&2

9

<C>+

!

I1FC2E>::>@FD:-5DC0D8>4

进行了验证(结果表明'试验方法相较于
ZR

*

BA-AA

)

!"#-

和农业部
#",#

号公告
/#/!""$ZX.

净化法'大大缩

短了检验时间'降低了检验成本'且回收率更高'能满足

草鱼实际样品中雄激素和孕激素的检测要求(试验在

c<.O5.SZ

样品前处理工艺中缺少复配净化剂研究'检

验方法的多基质样品适用性研究不够(
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