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高效液相色谱—串联质谱法测定猪可食性
组织中烯丙孕素残留

Determinationofaltrenogestresidueinpigedibletissuebyahigh
performanceliquidchromatographyＧtandemmassspectrometrymethod
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摘要:目的:测定猪可食性组织(肌肉、肝脏、脂肪)中烯丙

孕素残留.方法:试样经βＧ葡萄糖醛酸酶/芳基硫酸酯酶

酶解,乙 腈 提 取,PRiME HLB 固 相 萃 取 柱 净 化.以 乙

腈—０．１％甲酸水溶液作为流动相,经 WatersUPLCBEH
C１８反相色谱柱分离后于电喷雾正离子模式下检测,基质

匹配外标法定量.结果:烯丙孕素在１~５０μg/L的质量

浓度范围内线性良好,线性相关系数R２＞０．９９;该方法在

猪肌肉、肝脏、脂肪组织中检测限为０．５μg/kg,定量限为

１．０μg/kg.在３个添加水平下(１．０,２．０,１０．０μg/kg),平

均回收率 为 ６０．９％~８９．８％,日 内 变 异 系 数 为 ０．８％~
７．１％,日间变异系数为２．５％~１１．６％.结论:该方法操

作简便,适用于猪可食性组织中烯丙孕素残留的定性与

定量分析.

关键词:高效液相色谱—串联质谱法;猪肌肉;猪肝脏;猪

脂肪;烯丙孕素;残留检测

Abstract:Objective:Todeterminatetheresiduesofaltrenogestin

porcineedibletissues(muscle,liver,fat),ahighperformance

liquidchromatographyＧtandem massspectrometry(LCＧMS/MS)

methodwasestablished．Methods:Thesampleswerehydrolyzed

with βＧglucuronidase/arylsulfase, extracted by acetonitrile
(ACN),purifiedbyPRiMEHLBsolidphaseextractioncolumn．

LCseparation wasperformed with Waters UPLC BEH C１８

reversedＧphasechromatographywithalineargradientelutionof

acetonitrile(ACN)Ｇ０．１％formicacid(FA)asthemobilephase．

Thesamplesweredetectedbyelectrosprayinpositiveionmode．

Results:Thepregnancinintissueswerequantifiedintherangeof

１~５０ μg/L with goodlinearityand highlinearcorrelation

coefficient(R２＞０．９９)．Thelimitofdetection(LOD,S/N＝３)

andthelimitofquantification(LOQ,S/N＝１０)wereaslowas

０．５ μg/kgand１．０ μg/kgseparately．Underthreedifferent

concentrations(１．０,２．０,１０．０μg/kg),theaveragerecoveries

were６０．９％~８９．８％,theintraＧdaycoefficientofvariationwas

０．８％~７．１％,andtheinterＧdaycoefficientofvariation was

２．５％~１１．６％．Conclusion:Themethodissimpleandsuitablefor

thequalitativeandquantitativeanalysisofaltrenogestresiduein

porcineedibletissues．

Keywords:highperformanceliquidchromatographyＧtandemmass

spectrometry;pigmuscle;pigliver;pigfat;altrenogest;residue

detection

烯丙孕素是一种人工合成的甾类促孕孕酮[１－２].临

床上欧盟和美国已批准将烯丙孕素用于对猪和马的同期

发情的调控[３],其作用机理是通过与黄体酮的受体结合,

抑制机体内促性腺相关激素的生成[４],降低其在血浆中

的浓度,进而调控母畜发情周期[５].非洲猪瘟背景下,种

猪的繁殖性能是育种成功的关键所在,作为人工合成的

甾类促孕孕酮的烯丙孕素在中国母猪批次化生产过程

中,也成为应用最为广泛的外源性孕激素之一[５－６].但

动物试验表明孕激素会增加死胎率,且有致畸作用[７],人

体长期摄入烯丙孕素药物超标的动物产品会破坏机体内

激素平 衡,引 起 癌 变,还 会 导 致 婴 幼 儿 身 体 发 育 异

常[８－９].为避免烯丙孕素在动物可食性组织中的残留,

农业农村部规定烯丙孕素在猪肌肉、肝脏、脂肪中的最高

残留限量(试行)分别为１,２,４μg/kg.

目前有关孕激素等激素类药物残留的检测方法有液
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相色谱法[９－１０]、气相色谱—串联质谱法[１１]、液相色谱—

串联质谱法[１２－１３]等.液相色谱法的抗干扰能力较差、灵
敏度低[１０];气相色谱法样品需衍生化,不适用于激素类等

挥发性较低的药物检测[１１];高效液相色谱—串联质谱方

法具有特异性强、灵敏度高等优点[１３],已成为兽药残留痕

量药物检测的发展趋势.目前国内外有关烯丙孕素药物

的研究主要集中于其对母猪发情性能的影响机理等方

面[３],对其在动物体内的残留检测关注度较少且仅限于

肌肉、饲料、肝脏等单一组织[３,１４],未见有肌肉、肝脏、脂

肪等多个靶组织同时检测的多残留分析方法;部分检测

方法存在前处理过程中未进行酶解导致定量不准确、提
取液未净化[１４]导致仪器污染等问题.研究拟建立一种猪

肌肉、肝脏、脂肪中烯丙孕素药物残留检测的高效液相色

谱—串联质谱方法,采用多种水解酶进行酶解、乙腈提取

猪组织中残留的烯丙孕素,旨在为猪可食性组织中烯丙

孕素残留分析检测提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

烯丙 孕 素 标 准 品:纯 度 ≥ ９８．０％,德 国 Dr．
Ehrenstorfer公司;

βＧ葡萄糖醛苷酸酶/芳基硫酸酯酶:＞１００００U/mL,

美国Sigma公司;

乙腈、甲酸:质谱级,德国 Merck公司;

PRiME HLB 固 相 萃 取 柱:２００ mg,６ mL,美 国

Waters公司;

乙酸钠、氯化钠:分析纯,北京化工厂.

１．１．２　主要仪器设备

高效液相色谱—串联质谱仪:WatersXevoTQＧS型,

配备 MassLynxV４．１软件处理系统,美国 Waters公司;

电子天平:BSA６２０２S型,上海诺萱科学仪器有限公司;

高速冷冻离心机:CR３０NX型,德国Eppendorf公司;

氮吹仪:TTLＧDCII型,上海标卓科技仪器有限公司;

旋涡振荡器:Vortex３０００Elite型,维根技术北京有

限公司.

１．２　方法

１．２．１　样品前处理　称取匀浆后猪肌肉、肝脏、脂肪样品

(２．００±０．０１)g,依 次 加 入 ８ mL 乙 酸 钠 缓 冲 溶 液

(０．２mol/L,pH５．２)、２０μLβＧ葡萄糖醛苷酸酶/芳基硫酸

酯酶,涡旋混匀２min,５５℃振荡酶解２h.分别加入３g
氯化钠、１０mL乙腈溶液,涡旋混匀１０min,８０００r/min
离心５min.上清液于－２０ ℃冷冻除脂２０min,冷冻后

提取液于－４ ℃、８０００r/min离心５min,弃去脂肪层.

取５mL提取液直接过PRiMEHLB固相萃取柱,洗脱液

直接收集于离心管中,４５℃氮吹至干,加入０．５mL２０％

乙腈水溶液溶解,上清液过０．２２μm 滤膜,净化后复溶液

供仪器检测分析.

１．２．２　液相色谱条件　色谱柱为 WatersUPLCBEHC１８

柱(５０mm×２．１mm),填料粒径１．７μm;流动相 A 为乙

腈溶液,流动相 B为０．１％甲酸水溶液,按表１进行梯度

洗脱;流速０．３mL/min;上样体积１０μL;柱温３０℃.

表１　烯丙孕素高效液相色谱梯度洗脱条件

Table１　Gradientelutionconditionsofaltrenogestby
highperformanceliquidchromatography

时间/min 流动相 A/％ 流动相B/％

０．０ ５０ ５０

０．５ ５０ ５０

２．０ ８０ ２０

２．１ ５０ ５０

３．０ ５０ ５０

１．２．３　质谱条件　参照李建等[１４]的方法.电喷雾正离

子源;MRM 质谱多反应监测信号采集方式;毛细管电离

电压３．００kV;源温度１５０℃;脱溶剂温度４００℃;锥孔气

流速１５０L/h;脱溶剂气流速７００L/h.

１．２．４　标准曲线的制备　空白阴性样品按１．２．１处理得

空白样品提取液,稀释标准品,得到系列基质匹配标准溶

液,以待测药物浓度作为横坐标,对应的药物峰面积作为

纵坐标绘制标准曲线.

１．２．５　检测限和定量限　在空白阴性试验样品中添加待

测药物,按１．２．１处理后进行分析.按照待测药物色谱峰

信号响应的信噪比S/N＞３确定检测限;S/N＞１０确定

定量限.

１．２．６　准确度和精密度　在空白阴性试验样品中添加待

测药物,对试验方法开展方法学考察.空白样品中添加

水平为１．０,２．０,１０．０μg/kg药物,每个药物水平设５个重

复,连续测定３d,根据检测结果计算待测药物的回收率、

日内变异系数和日间变异系数等.

１．２．７　数据处理　使用 MassLynxV４．１对化合物的定量

离子进行数据处理得到样品溶液浓度数据,并使用定性

离子进行辅助定性.

２　结果与分析

２．１　前处理条件优化

２．１．１　提取条件　烯丙孕素药物多以与硫酸和葡萄糖醛

酸结合形成结合型的轭合物形态存在[１５].试验采用βＧ葡

萄糖醛苷酸酶/芳基硫酸酯酶进行酶解,药物检测过程中

将其结合态水解成游离形式的化合物进行测定.考虑到

提取效率和安全等因素,选用乙腈作为前处理提取试剂.

由图１可知,１０,１５mL 乙腈对烯丙孕素提取的回收率接

近且高于５mL乙腈的,因此采用１０mL乙腈提取液对药

６４
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图１　乙腈提取体积对药物回收率的影响

Figure１　Effectsonsamplerecoveryofacetonitrile
extractionvolume

物进行提取.

２．１．２　净化方式　待测样品中的杂质主要有蛋白质、脂
类物质和一些小分子的极性物质[１６].蛋白质等大分子杂

质、小分子极性物质等在有机溶剂提取药物过程中可以

有效去除,脂类等大分子物质可以通过正己烷去除或者

在低温冷冻下除脂.而烯丙孕素药物的极性较小,在正

己烷中会有一定的溶解性[１７],因此采用低温冷冻去除脂

类,使提取液的净化效果能够满足要求[１８].

由图２可知,HLB、C１８固相萃取柱需活化,过程较繁

琐且对待测物质吸附强,药物损失较大;PRiME HLB固

相萃取柱处理样品方便、简单,不需要活化固相萃取柱,

提取液直接流经固相萃取柱后进行浓缩、复溶即可检测,

极大提升了样品前处理效率.

２．２　色谱条件优化　
激素类药物分离多采用 C１８反相色谱柱[１９－２０],研究

选用柱长为５０mm,柱内径为２．１mm,粒度为１．７μm 的

色谱柱时,色谱柱对待测组分与干扰杂质间的分离效果

能满足检测要求.由图３可知,流动相采用乙腈－０．１％
甲酸水进行梯度洗脱时,色谱峰型好,信号响应高,烯丙

孕素能有效分离.

２．３　质谱条件优化　
试验表明,在负离子模式下直接进样进行测定,采集

图２　净化方式对回收率的影响

Figure２　Effectonrecoveryofpurificationmethods

a１、a２为子离子 MRM 色谱图;a３为总离子 MRM 色谱图

图３　烯丙孕素标准溶液离子色谱图

Figure３　Ionchromatogramofaltrenogeststandard

到的烯丙孕素母离子信号响应值较低;在正离子模式下

直接进样进行测定,烯丙孕素母离子信号响应良好.故

试验在酸性条件下进行,采用正离子模式电离检测待测

药物.由表２可知,全扫描得到的准分子离子峰([M＋
H]＋ )为３１１．２.调节毛细管电压,使其丰度最大,进行二

级质谱分析,优化毛细管电压、脱溶剂气流速及碰撞能

量,进行子离子扫描,选择响应最高的两个离子碎片为待

测药物定量离子和定性离子,最佳质谱参数条件:定量离

子对３１１．２＞２２７．２,锥孔电压２２V,碰撞电压２４V;定性

离子对３１１．２＞２６９．２,锥孔电压２２V,碰撞电压１８V.

２．４　方法学考察

２．４．１　基质效应　试验表明,烯丙孕素在猪可食用性组

织中存在较强的基质抑制效应,故采用基质匹配标准溶

液来消除基质效应.

２．４．２　线性范围　由表２可知,烯丙孕素在１~５０μg/L
的质量浓度范围内线性良好,相关系数R２在０．９９以上.

２．４．３　检测方法灵敏度　由图４可知,在对应的保留时

间内,空白试样中基质对待测药物无明显干扰.

　　当猪可食性组织中烯丙孕素添加量为０．５,１．０μg/kg
时,信噪比＞３,当烯丙孕素添加量为１．０μg/kg时,信噪

比＞１０.因此,烯丙孕素检测限(LOD)为０．５μg/kg,定
量限(LOQ)为１．０μg/kg.

表２　不同基质烯丙孕素线性方程

Table２　Linearequationofdifferentmatrixaltrenogest

组织
线性范围/

(μg􀅰L－１)
线性方程 相关系数R２

肌肉 １~５０ Y＝３０１３２X＋４７９６７ ０．９９６９

肝脏 １~５０ Y＝２８５８６X＋３２１００ ０．９９２６

脂肪 １~５０ Y＝２４３５４X＋６５１０３ ０．９９０６
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b１、b２为子离子 MRM 色谱图;b３为总离子 MRM 色谱图

图４　空白肝脏烯丙孕素离子色谱图

Figure４　Ionchromatogramofaltrenogestinblankliver

２．４．４　检测方法准确度和精密度　选取阴性肌肉、肝脏、

脂肪样品进行添加回收试验,以肝脏组织为例,烯丙孕素

添加离子色谱图如图５所示,方法学考察该方法的准确

度和精密度.由表３可知,３个添加水平下,平均回收率

为６８．９％~８７．４％;日内变异系数为０．８％~７．１％,日间

变异系数为２．５％~１１．６％,方法回收率及精密度满足残

留检测要求.

３　结论

试验建立了一种快速检测猪肌肉、肝脏、脂肪多种可

食性组织中烯丙孕素药物残留检测的高效液相色谱—串

联质谱方法.结果表明,试验方法的前处理过程快速准

确,净化效果显著且对仪器无污染.该方法线性关系良

好,灵敏度高,重现性好,适用于猪肌肉、肝脏、脂肪多种

组织中烯丙孕素残留批量快速检测.但试验未对更多的

样品中烯丙孕素残留量进行测定,今后可以进一步对各

表３　烯丙孕素不同添加量猪可食性组织中的回收率和变异系数

Table３　Recoveryandvariationcoefficientofaltrenogestinpigedibletissuewith
differentlevelsofallgestrelin(n＝５)

添加水平/
(μg􀅰kg－１)

肌肉

日内

回收

率/％
变异系

数/％

日间

回收

率/％
变异系

数/％

肝脏

日内

回收

率/％
变异系

数/％

日间

回收

率/％
变异系

数/％

脂肪

日内

回收

率/％
变异系

数/％

日间

回收

率/％
变异系

数/％

１ ６７．３ ６．２ ７０．２ ６．３ ７１．４ ５．５ ６９．４ ５．２ ６８．１ ７．１ ６８．９ ５．７
７５．３ ５．３ ６７．７ ３．５ ７３．１ ４．２

６８．１ ４．０ ６９．２ ５．７ ６５．４ ３．３

２ ７９．３ ３．４ ７９．５ ５．５ ７７．１ ２．６ ７７．５ ２．５ ７８．５ ２．２ ７５．７ ９．７
７４．３ ３．０ ７９．０ ０．８ ８１．８ ６．８
７３．５ ２．１ ７６．４ ２．６ ６６．８ ０．９

１０ ８９．７ ０．９ ８７．４ ２．８ ８６．１ ０．８ ８０．０ １１．６ ８３．２ １．６ ７８．４ ５．５

８７．５ ２．２ ８４．６ ３．１ ８０．５ ２．３
８５．０ ２．０ ６９．３ ２．４ ７４．７ ３．４

c１、c２、d１、d２、e１、e２为子离子 MRM 色谱图;c３、d３、e３为总离子 MRM 色谱图

图５　烯丙孕素肝脏添加离子色谱图

Figure５　Ionchromatogramofaltrenogestcwithqualitycontrolsample

８４
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个环节中样品进行药物含量测定和分析,有利于今后开

展畜禽产品中孕激素的风险评估数据积累.
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