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凝胶渗透色谱净化!高效液相色谱法测定

鱼肉中的 ! 种激素类药物残留
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摘要：建立了凝胶渗透色谱净化 2高效液相色谱法测定鱼肉中己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇、炔诺酮、炔诺孕酮 - 种激素

类药物残留的方法。样品用乙酸乙酯 2甲醇（%. !，< - <）溶 液 提 取，提 取 液 经 /=4(34>75 ?@2!" 凝 胶 柱（$-" 33 /
#- 33）净化，并用甲醇 2乙 酸 乙 酯 2乙 酸（%"" . !"" . !，< - < - <）溶 液 洗 脱。 采 用 &9)#78A BC2C#% 柱（!-" 33 / $0 +
33，- !3）分离净化后的样品，用乙腈 2水（$-. --，< - <）溶液洗脱，流速为 #0 ! 3? - 3)8，双检测 波 长 为 !$- 83 和

!!! 83。- 种激素类药物在 "0 "- ’ !0 - 39 - ? 范围内有良好的线性关系（ ! 1 "0 (((），检出限为 #" ’ !$ !9 - D9，平均

加标回收率为 +"0 #E ’ %(0 "E，相对标准偏差为 !0 "E ’ )0 $E。该方法快速、简单，可应用于鱼肉中激素类药物残留

量的检测。
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, , 激素类兽药广泛应用在动物养殖业中，其主要

功能有缩短 动 物 饲 养 周 期、促 进 产 品 产 量 增 长 等。

然而由于激素类药物的不当使用或滥用，会导致其

在动物源性产品中残留，残留的激素类药物通过食

物链进入人体会产生一系列与内分泌相关的诸如生

长发育障碍、出 生 缺 陷 和 生 育 缺 陷 等 非 健 康 效 应。
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各国相继制定了相应的法律限制或禁止激素类药物

在动物饲养中应用［$］。为此，开展动物源性食品中

激素类药物残留分析具有重要意义。目前有关激素

类 兽 药 残 留 的 检 测 方 法 主 要 有 气 相 色 谱!质 谱 法

（"#!$%）［$，%］、高效液 相 色 谱 法（&’(#）［& ’ #］、液 相

色谱!质谱法（ (#!$%）［( ’ )］等。由 于 动 物 源 性 食 品

基质复杂，所以在进行残留分析时通常需要对样品

提取液进行净化，目前报道的净化技术主要有固相

萃取［$，%，# ’ *］、液!液萃取［"，)］等方法。

! ! 凝胶渗 透 色 谱（"’#）方 法 作 为 一 种 通 用 的 样

品净化技术已经成功应用于农药的多残留分析，近

年来也有应用于药物多残留分析的报道［+ ’ $$］，但应

用于激素类 药 物 的 残 留 分 析 报 道 很 少。"’# 净 化

技术主要是基于分子大小的原理进行分离的，它具

有重现性好、回收率高、适用于多残留分析等特点。

探索 "’# 净化技术应用于药物残留分析对建立药

物多残留分析平台具有重要的意义。因此，我们建

立了应用 "’# 净化技术并结合 &’(# 检测鱼肉中

包括己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇、炔诺酮、炔诺孕酮等

# 种药物残留分析的方法，取得了较为满意的结果。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! )*+,-./ $%# 高效液相色谱仪，配二极管阵列

检测器（010，美国 )*+,-./ 公司），1++234*33 凝

胶渗透色谱仪（ 美国 5% %+6*/7686+ 公司）。%69-. % !
#: 离心机，组 织 匀 浆 机，超 纯 水 系 统，;<;(1 旋 转

蒸发仪（ 日本东京理化株式会社），中压玻璃柱（#,,
-- - $# --，上 海 楚 柏 实 验 设 备 公 司），超 声 波 清

洗器，’=.4-.>*? (&!%, 葡聚糖凝胶（$) . $$$ !-，

美国 1-*4@=.- )6A@+6*/+*@ 公司）。

! ! 甲 醇、乙 腈、乙 酸 乙 酯（&’(# 级，美 国 B;0C1
公司），无水硫酸钠为分析纯，水为超纯水。药物对

照品：己 烯 雌 酚（ >6*7=DE@76EF*@74AE，,,&& !+),#）、雌

二醇（*@74.>6AE，$,$)% !,$,&）、炔雌醇（*7=6/DE*@74.!
>6AE，$,,#% !,$,*）、炔 诺 酮（ /A4*7=6@7*4A/*，,,#& !
+&,&）、炔 诺 孕 酮（ /A49*@74*E，$,,%) !++,*）购 自 中

国药品生物制品检定所。

! ! 样品为购自市场的新鲜昌鱼、鲫鱼和草鱼。

! ! #" 凝胶渗透色谱柱

! ! 称取 $# 9 (&!%, 葡 聚 糖 凝 胶 浸 泡 在 *, -( 乙

酸乙酯!甲醇（%/ )，G H G）溶液中并过夜，吸胀后的凝

胶仍保持在液面下。将吸胀的凝胶转移至中压玻璃

柱内，用乙酸乙酯!甲醇（% / )，G H G）作 淋 洗 剂，在 重

力作用下流经凝胶柱，填充高度为 "#, --，稳定后

两端压紧。将制备的凝胶柱装于凝胶色谱仪上，用

乙酸乙酯!甲 醇（% / )，G H G）溶 液 以 %0 , -( H -6/ 流

速冲洗凝胶柱 &, -6/，稳定后待用。

! ! $" 样品提取

! ! 准 确 称 取 #0 ,, 9 经 粉 碎、混 匀 的 鱼 肉 组 织 样

品，加入盛 有 # 9 左 右 无 水 硫 酸 钠 的 离 心 管 中，搅

匀，使样品成疏松状，再加入 &# -( 乙酸乙酯!甲醇

（) / %，G H G）溶 液，置 于 组 织 匀 浆 机 中，在 $, ,,,
4 H -6/ 条件下匀 浆 # -6/ 后，于 超 声 波 清 洗 器 中 超

声 $, -6/，然后 在 & #,, 4 H -6/ 条 件 下 离 心 # -6/，

收集提取液；分离后的残渣再用 $# -( 乙酸乙酯!甲
醇（)/ %，G H G）溶液提取一次；合并两次提取液，于旋

转蒸发仪浓缩至干，蒸干的样品用 #0 , -( "’# 流

动相溶解，经 ,0 "# !- 微孔滤膜过滤，滤液待净化。

! ! %" 样品净化

! ! 将上述滤液装入进样瓶，置于凝胶渗透色谱仪

中。凝胶色谱净化条件：色谱柱为自制的 (&!%, 凝

胶色谱柱；流动相为乙酸乙酯!甲醇!乙酸（%,, / ),, /
%，G H G H G），流速为 %0 , -( H -6/；进样量为 %0 # -(；

检测波长为 %#" /-。弃去前 %, -6/ 的洗脱液，收

集 %, . &# -6/ 的洗脱液；将收集的洗脱液置于旋转

蒸发仪浓缩至干后，用 %0 , -( &’(# 流动相溶解，

经 ,0 "# !- 微 孔 滤 膜 过 滤，滤 液 供 高 效 液 相 色 谱

分析。

! ! &" "#$% 条件

! ! 色谱柱：196E*/7 B#!#$) 反相色谱柱（%#, -- -
"0 ( --，# !-）；流动相：水!乙腈（##/ "#，G H G），流

速 $0 % -( H -6/；柱 温：&, I；扫 描 波 长：%,, . &(,
/-；双紫外 检 测 波 长：%%% /- 和 %"# /-；进 样 量：

$,, !(；外标法定量。

! ! ’" 标准溶液及样品测定

! ! 准确称取 $,0 , -9（ 精确至 ,0 $ -9）# 种药物标

准品，用甲醇溶解并定容至 $,0 , -(，分别配制质量

浓度为 $0 ,, 9 H ( 的 # 种 激 素 类 药 物 标 准 储 备 液。

取 # 种激素类药物储备液各 $0 ,, -( 于 $, -( 容

量瓶中，用甲醇定容，得到 # 种激素类药物的混合标

准溶液（$,, -9 H (），再用流动相配制质量浓度分别

为 ,0 ,#，,0 $,，,0 #,，$0 ,，%0 # -9 H ( 的 系 列 混 合

标准溶液。

#" 结果与讨论

# ! !" 色谱条件优化

! ! 由于激素类药物残留分析需要较高的灵敏度，

因此我们采用大体积进样。但是大体积进样在增加

灵敏度的同时可能会带来分离度下降、峰扩展。实

·+)&·
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验中通过优化流动相，在选定的色谱条件下，即使进

样体积达到 #$$ !!，也可以使 % 种激素类药物的峰

形及分离良好。

& & 用二极管 阵 列 检 测 器 采 集 各 激 素 在 !$$ ’ ()$
"# 范围 内 的 光 谱 图，发 现 己 烯 雌 酚、炔 诺 酮、炔 诺

孕酮的特 征 波 长 为 !*% "#，而 雌 二 醇 和 炔 雌 醇 在

!*% "# 下吸收弱，其特征波长为 !!! "#。因此，采

用双波长进 行 检 测，即 在 !*% "# 波 长 下 检 测 己 烯

雌酚、炔 诺 酮、炔 诺 孕 酮，在 !!! "# 波 长 下 检 测 雌

二醇和炔雌醇。图 # 为混合标准溶液的色谱图。

图 !" 双检测波长下 # 种激素类药物混合

标准溶液（$% # !" # $）的色谱图

%&"’ !" ()*+!,-+"*,!. +/ , !&012 .-,32,*2 .+45-&+3 +/
# )+*!+31 2*5". 21-16-12 ,- 2+5741 8,91413"-).

& $%&’ ()%"*(+(,&*(-".：# / %.*0&)(-1；! / %*2("31%.*0&)(-1；( / "-4
0%*2(.*%0-"%；* / )(%*231.*(15%.*0-1；% / "-06%.*0%1/

$ ’ $" 凝胶渗透色谱净化

& & 7$8 净化 技 术 广 泛 应 用 于 动 物 源 性 食 品 中 的

农药、兽药残留分析，主要采用聚 苯 乙 烯 凝 胶（9(-4
9%&). :;(）［+］及葡聚 糖 凝 胶（ !<4!$ 凝 胶）［#$，##］作

为固定相。由于 !<4!$ 凝胶是亲水亲脂性凝胶，能

够使用甲醇等极性溶剂作为流动相，更适用于药物

残留分析的净化。在我们以前的实验［##］中，建立了

!<4!$ 凝胶净化 + 种磺胺药物残留分析的方法，并

比较了 9(-49%&). :;( 与 !<4!$ 的 净 化 效 果，结 果

发现当采用聚苯乙烯凝胶时，基质组分与药物组分

不能有效分 离，而 采 用 !<4!$ 凝 胶 净 化，基 质 组 分

与药物组分可以有效分离。因此，在本实验中采用

!<4!$ 凝胶净化样品并探讨其在激素类药物残留分

析中的净化条件。

& & 在磺胺药物残留分析的净化方法［##］中，采用甲

醇4二氯甲烷（#, #，= > =）溶液作为洗脱溶剂，但是由

于二氯甲烷的毒性较大，并且 7$8 又需要消耗较多

的溶剂，因此我们试验用乙酸乙酯替代二氯甲烷作

为洗脱溶剂。!<4!$ 凝 胶 除 了 具 有 分 子 筛 作 用 外，

还具有吸附、离子交换作用，在洗脱溶剂中加入乙酸

可以排除这些作用。经过试验，我们选用甲醇4乙酸

乙酯4乙酸（"$$, !$$ , !，= > = > =）混合溶液作为 7$8
的流动相。以空白昌鱼作为试验对象，测定了 % 种

激素类药物 及 昌 鱼 提 取 物 在 !<4!$ 凝 胶 柱 上 的 流

出时间（ 见表 #）。表 # 结果表明了 % 种激素类药物

的流出时间在 #" ’ ($- % #("，而基质组分流出时间

为 #$ ’ !$ #("，因此，在 7$8 净化时选择收集 !$ ’
(% #(" 的流出液，弃去其余部分。图 ! 为 添 加 了 %
种激素类药物混合标准溶液（ 每种激素类药物的质

量浓度为 !$ #6 > !）的空白昌鱼提取物的 7$8 分离

色谱图。从图 ! 可以看出，空白昌鱼提取物中 % 种

激素类药物与鱼肉基质成分在 7$8 上得到了良好

的分离，从而达到了净化的效果。

表 !" # 种激素类药物及鱼肉基质组分在凝胶柱上的流出时间

:,741 !" ;45-&+3 -&!1. +/ )+*!+31 2*5". ,32 /&.) !,-*&0
+3 , $<=$& "14 >1*!1,-&+3 6+45!3

<-0#-"% )0?6 !#&@
! > #(" A1?*(-" *(#% 0&"6% > #("

B(%*231.*(15%.*0-1 !( / " !$ . !+
A.*0&)(-1 !% !$ . ($
A*2("31%.*0&)(-1 !% / " !$ / % . ($ / %
C-0%*2(.*%0-"% !# / % #" . !"
C-06%.*0%1 !! / % #+ . ($
D&*0(@ #* #$ . !$

! !#&@ ：*2% *(#% E(*2 *2% #&@(#?# .(6"&1 -+ *2% )0?6/

图 $" 添加 # 种激素类药物混合标准溶液（ 每种激素的

质量浓 度 为 $& !" # $）的 空 白 昌 鱼 提 取 物 的

?@( 分离谱图

%&"’ $" ?14 >1*!1,-&+3 6)*+!,-+"*,! +/ -)1 10-*,6-
/*+! 74,3A /&.) -&..51 .>&A12 8&-) /&91 )+*=
!+31 2*5".（$& !" # $ /+* 1,6) )+*!+31）

$%&’.：# / #&*0(@；! / +(=% 2-0#-"% #(@*?0%/

$ ’ ’" 凝胶渗透色谱的净化效果

& & 动物源性食品中化学物残留分析的主要干扰物

·$+(·
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包括脂类、蛋 白 质、细 胞 色 素 等。"#$ 是 基 于 分 子

大小进行分离的技术，己烯雌酚、雌二醇、炔雌醇、炔

诺酮、炔 诺 孕 酮 的 相 对 分 子 质 量 分 别 为 $%&、$’$、

$(%、$(&、)*$，因此在 "#$ 柱上可以和色素、油脂等

干扰物得到分离，从而达到较好的净化效果。

! ! 图 ) 为空白昌鱼肉样品及空白昌鱼肉加标样品

（ 加标含量：*+ , %& ’ (&）的 )#*$ 谱图，由图 ) 可以

看到，样品提取液经 "#$ 净化后，可以得到较为干

净的 )#*$ 谱图。

表 !" # 种激素类药物的线性回归方程、检出限（!"#，! "# $ %）及定量限（!"$，! "# $ &’）

%&’() !" *)+,)--./0 )12&3./0-，(.4.3- /5 6)3)73./0（!"#，! "# $ %）&06 (.4.3- /5
12&03.5.7&3./0（!"$，! "# $ &’）/5 5.8) 9/,4/0) 6,2+-

)+,%+-. /,0& 1.&,.223+- .40563+-! ! *78 ’（%& ’ (&） *79 ’（%& ’ (&）

:26,5/3+; " - $,&*%&# . *,"( , < (((( , < ,$* , < ,’,

:6=3->;.26,5/3+; " - *&#’&,# / "%** , < (((( , < ,$" , < ,&,

?+,.6=326.,+-. " - "&,*&$# . ")$( , < (((" , < ,*, , < ,)"

83.6=>;263;@.26,+; " - "’)’(*# / ))# , < (((( , < ,** , < ,)’

?+,&.26,.; " - "**%)## / **,$ , < (((& , < ,*# , < ,"&

! ! "：A.5( 5,.5；#：%522 B+-B.-6,563+-，%& ’ *<

图 %" 空白昌鱼肉与加标空白昌鱼肉样品

（ 加标量为 &( ’ 4+ : ;+）色谱图

<.+= %" >9,/4&3/+,&4- /5 ’(&0; 5.-9 3.--2) &06 ’(&0;
5.-9 3.--2) -?.;)6 @.39 9/,4/0)- &3 &( ’ 4+ : ;+
@.39 AB> 7()&0C2?

! #.5(2：* < .26,5/3+;；$ < .6=3->;.26,5/3+;；) < -+,.6=326.,+-.；

" < /3.6=>;263;@.26,+;；# < -+,&.26,.;<

! = )" 光谱定性

! ! )#*$!8C8 可 对 目 标 组 分 的 光 谱 信 息 进 行 即

时采集，得到其完整的紫外光谱图，利用光谱图可对

色谱峰进行有效的定性；但当待测物浓度较低，特别

是在有其他干扰物存在时，会给光谱定性带来困难。

由于采用了凝胶柱净化技术，可得到较纯的目标组

分提取物，使得光谱分析结果不易受其他杂质干扰，

同时还加大了进样量，增加了检测的响应值及光谱

定性的可靠性。图 " 为空白昌鱼肉样品中添加含量

为 ,+ *, %& ’ (& 的己烯雌酚所采集的样品光谱图与

标准 品 光 谱 图，结 果 表 明，即 使 目 标 组 分 含 量 为

,+ *, %& ’ (& 时，仍能 采 集 到 较 好 的 光 谱 图，光 谱 匹

配度为 , < ((& ’。而炔诺酮、炔诺孕酮、雌 二 醇 和 炔

雌醇与各 自 标 准 品 的 光 谱 匹 配 度 分 别 为 ,+ ((% #、

,+ (() ,、,+ (() * 和 ,+ (%& ’。

图 )" （&）标准己烯雌酚和（’）加标（’( & 4+ : ;+）

样品中己烯雌酚的光谱比较图

<.+= )" D?)73,& /5 6.)39E(-3.(’)-3,/(（&）/’3&.0)6 5,/4
(.’,&,E &06（ ’）/’3&.0)6 5,/4 5.-9 3.--2) -&4C
?() -?.;)6 &3 ’( & 4+ : ;+

! = #" 标准曲线与检出限

! ! 配制 ,+ ,# 0 $+ # %& ’ * 之间的 # 种激素类药物

的系列质量浓度的混合标准溶液，按照 *+ # 节的色

谱条件测定，以峰面积 " 对质量浓度 #（%& ’ *）进

行线性回 归，根 据 信 噪 比（ $ % &）为 ) 计 算 检 出 限

（*78），以 $ % & - *, 计算定量限（ *79），结果见表

$。从表 $ 可以看出 # 种激素类药物的线性关系良

好，相关系数在 ,+ ((( " 0 ,+ ((( ( 之间，# 种激素类

药物的检出限在 *, 0 $" !& ’ (&。同采用 *$!DE 测

定结果［&］相比，本方法的检出限较高。受仪器的限

制，"#$ 净化应用于 *$!DE 方法未作进一步研究。

由于 *$!DE 分析动物食品中兽 药 残 留 分 析 主 要 的

问题是基质效应，而本文建立的 "#$ 净化技术可以

除去大部分基质组分，因此将 "#$ 净化技术与 *$!

·*()·
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!" 相结合应该是可行的。

! ! "# 方法的回收率与精密度

# # 用空白昌鱼肉试样进行添加回收率和精密度实

验。样 品 中 分 别 添 加 质 量 浓 度 为 $% &$ 和 &% $
#$ % &$ 的激素 类 药 物 混 合 标 准 溶 液，摇 匀，使 标 准

溶液被样品充分吸收，然后按本方法进行测定，每个

添加水平测定 ’ 次，计算平均加标回收率和相对标

准偏差（’"(），结果如表 ’ 所示。从表 ’ 可以看出，

雌二醇、炔雌醇、己烯雌酚的回收率较好，在 ()% ))
* "+% $) 之 间，而 炔 诺 酮、炔 诺 孕 酮 的 回 收 率 为

,$% &) * ,,% $)。分析其原因可能在于 *+, 的切割

时间，本实验中炔诺酮、炔诺孕酮的 *+, 流出时间

与基质组分流出时间部分重叠，我们选择基质最后

流出时间 !$ #-. 作为 *+, 的 切 割 时 间，从 而 造 成

部分炔诺酮、炔诺孕酮的损失，导致回收率下降。为

此，我们试验了将 *+, 切割时间设为 &" * ’- #-.，

- 种雌激素类药物添加水平为 &% $ #$ % &$ 时的回收

率（! . ’）分别为：雌二醇 ",% ()，炔雌醇 "(% &)，炔

诺酮 ")% $)，己烯雌酚 "$% ()，炔诺孕酮 "$% &)。然

而，试验中也发现随着 *+, 切割时间的提前，加标

样品的色谱 图 背 景 噪 声 加 大，特 别 是 在 !!! .# 波

长下检测的色谱图干扰较大，为保证净化效果，我们

选择基质最后流出时间 !$ #-. 作为 *+, 的切割时

间，即 组 分 接 收 时 间 为 !$ * ’- #-.，而 不 是 &" *
’- #-.。

表 $# % 种激素类药物的加标回收率与精密度（! & $）

"#$%& $# ’&()*&+,&- #./ +&%#0,*& -0#./#+/ /&*,#0,).-
（’12）)3 3,*& 4)+5).& /+67-（! & $）

/01#0.2 314$ "5-&23 %（#$ % &$） ’2607218 % ) ’"( % )

9:;1<3-0= $ > &$ "! > + ! > "

& > $ ") > " ! > )

9;?-.8=2:;1<3-0= $ > &$ "" > ( ! > $

& > $ "+ > $ ! > ’

@012;?-:;210.2 $ > &$ ,- > - ’ > "

& > $ ,, > $ ) > ’

(-2;?8=:;-=A2:;10= $ > &$ () > ) ’ > "

& > $ (, > ! ! > +

@01$2:;12= $ > &$ ,$ > & ( > )

& > $ ,$ > + ) > +

! ! ’# 方法的应用

# # 将建立的方法应用于 , 份 实 际 鱼 肉 样 品（! 份

昌鱼，! 份鲫鱼，! 份草鱼）检测中，样品中均未检出

待测的 - 种激素类药物，同时在检测过程中，未发现

有明显的干扰，表明建立的方法能够应用于鱼肉中

- 种激素类药物的残留检测。

$# 结论

# # 应用建立的 *+,B/+C, 法可快速、简单地测定

动物源性鱼肉中 - 种激素类药物残留，- 种 激 素 药

物的加标回 收 率 为 ,$% &) * "+% $)，相 对 标 准 偏 差

为 !% $) * (% ))，表 明 该 方 法 可 应 用 于 鱼 肉 中 激 素

类药物残留量的检测。所建立的 *+, 净化方 法 为

激素类药物残留分析提供了新的策略，对其他药物

残留分析具有一定的参考意义。
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