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液相色谱!串联质谱法快速测定婴幼儿配方奶粉中

!" 种激素残留量
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摘要：建立了液相色谱 4串联四极杆质谱同时测定婴幼儿配方奶粉中 #’ 种糖皮质激素、## 种孕激 素、% 种 雄 性 激 素

和 $ 种雌激素残留的快速确证方法。采用乙腈提取奶粉中待测组分，提取液经冷冻离心与正己烷除脂、亲水 4亲 脂

平衡固相萃取柱净化、甲醇洗脱。分别在正、负电喷雾离子化多反应监测模式下检测 %, 种激素。正离子模式下的

流动相为乙腈 4". #> 甲酸，色谱柱为普通硅胶基质的 ?#$ 柱；负离子模式下的流动相为乙腈 4". #> 氨水，色谱柱为能

耐受宽 @A 范围的超高效 ?#$ 柱。在该优化条件下，%, 种激素定量限（ ! " #"#"）为 ". "! & * !B . CB，方 法 回 收 率 为

*,. *> & ##’. ,>，相对标准偏差（D/+）为 ). (> & #). %>。经测定多种市售婴幼儿配方奶粉，表明该方法操作简单、

测定结果准确，可用于婴幼儿配方奶粉中多种内源性与化学合成类激素残留的快速测定。
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- - 最近在 国 内 发 生 的 奶 粉 疑 致“ 婴 儿 性 早 熟”事

件成为继 !""$ 年三聚氰胺事件以来乳制品行业面

临的又一重大食品安全事件。近年来奶粉事件危机

频出，严重挫伤了消费者对奶粉质量的信心，不仅有
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损于奶粉业的发展，而且成为未来奶粉业发展的重

要危机之一。从利益、动机的角度而言，商家虽然不

会在奶粉加工过程中添加激素，但是在原料奶生产

环节，养殖户为了提高奶牛产奶量，滥用抗生素和激

素等不法行 为 却 可 能 发 生。!##! 年 我 国 农 业 部 第

!$% 号公告中已禁止使用乙烯雌酚、醋酸甲孕酮、甲

基睾丸酮、群勃龙、玉米赤霉醇等化学合成类激素物

质，并 规 定 这 些 化 合 物 在 动 物 性 食 品 中 不 得 检

出［&］。同时 欧 盟 第 ’( ! !! ! "# 指 令、美 国 食 品 药 物

管理局（$%&）、日本肯定列表也禁止在食品源性动

物中使用 激 素 类 药 物［!］。 为 了 有 效 地 监 督 我 国 婴

幼儿配方奶粉的质量，建立一种准确可靠的多种激

素同时确证的分析方法是非常必要的。

) ) 奶粉中除了含有内源性孕激素、雌性激素与雄

性激素外，其他所有化学合成类激素均属于禁用药

物。对于禁用药物而言，降低检出限是开发检测方

法的主要目标。目前国内外已有许多关于激素检测

的标准与 文 献 报 道，主 要 采 用 液 相 色 谱’质 谱（ (#’
)*）［$ * (］与气相色谱’质谱（+#’)*）［+，"］两种方法。

尽管 +#’)* 测 定 激 素 时 具 有 较 高 的 灵 敏 度，但 因

甾体类激素结构中具有多个羟基和羰基，在测定时

需要长时间 硅 烷 化、酰 化 和 肟 化 等 衍 生 化 过 程［$］。

(#’)* 测定激素时不仅具有较高灵敏度，而且不需

要衍生就可以直接测定，提高了分析样品的工作效

率，同时 (#’)* 也是国家标准测定动物源性食品中

多种激素 残 留 的 方 法［’］。 本 方 法 在 已 有 的 标 准 与

文献研究的基础上，优化了提取、酶解、净化、色谱测

定等参数，成功地建立了固相萃取净化、(#’)* ! )*
测定婴幼儿奶粉中 $’ 种激素的分析方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

) ) &#,-./0 -1(# 超高效液相色谱仪（ 美国 23’
4567 公司）；&1.,### 串 联 四 极 杆 质 谱 仪（ 美 国 &8
公司）；9:!*56;57 温 控 高 速 离 心 机（ 日 本 日 立 公

司）；$’ 种 激 素 标 准 品（ 纯 度" ’"<，美 国 *;=>3
&?@6;AB 公司和德国 %6C "B65D74E6F56 公司）；G37;7
H(8 固 相 萃 取 柱（ $ >( ! (# >=，美 国 234567 公

司）；IH! 固相 萃 取 柱（$ >( ! %## >=，北 京 振 翔 公

司）；甲 酸（ 含 量 为 ’(<，色 谱 纯，美 国 /5@;3 公 司）

和乙 腈（ 色 谱 纯，美 国 $;7B56 公 司 ）；实 验 用 水 为

);??;JE65 纯水系统制得的高纯水（ 电阻率"&" )"
·A>）；其他试剂均为市售国产分析纯试剂。

! ! #" 标准溶液的配制

) ) 分别称取标准品 &# >= 于 &## >( 容 量 瓶 中，

加入乙腈 溶 解 并 定 容，得 到 质 量 浓 度 为 &## >= ! (
的单标准储备溶液，于 * !# K 下保存。分别取上述

储备液用乙腈’#- &< 甲酸（& . &，L ! L）或乙腈’#- &<
氨水（&. &，L ! L）稀释为 & >= ! ( 的标准溶液用来优

化质谱条 件。分 别 取 上 述 储 备 液 用 乙 腈’水（& . &，

L ! L）配制成 & >= ! ( 混合标准工作溶液。

! ! $" "#$%& ’ %& 条件

) ) 正离子模式下的 (# 条件 ) 色谱柱：23456 *MD’
F;65 #&" 柱（&%# >> / !- & >>，% #>）；流动 相：乙

腈（&）与 #- &< 甲 酸（ 8）。 梯 度 洗 脱 程 序：# 0 ,
>;D，&%< & 0 (%< &；, 0 " >;D，(%< & 0 "#< &，

保持 ! >;D；&# 0 &#- & >;D，"#< & 0 &%< &，保持 ,
>;D；流 速：#- $ >( ! >;D。柱 温：$# K。 进 样 量：&#
#(。N3A?E 六 通 阀 操 作：!- " 0 && >;D#质 谱；# 0
!- " >;D、&& >;D 后#废液。

) ) 负离子模式下的 (# 条件 ) 色谱柱：23456 -1’
(# 8"H #&" 柱（%# >> / !- & >>，&- + #>）；流 动

相：乙腈（&）与 #- &< 氨水（8）。梯度洗脱程序：# 0
#- " >;D，&#< &；#- " 0 , >;D，&#< & 0 (#< &，保

持 !- % >;D；(- % 0 (- ( >;D，"#< & 0 &#< &，保 持

$- % >;D。流 速：#- $ >( ! >;D。进 样 量：&# #(。 柱

温：$# K。N3A?E 六通阀操作：! 0 %- % >;D#质谱；#
0 ! >;D、%- % >;D 后#废液。

) ) )* ! )* 条件 ) 电喷雾离子化（"*.），正或负离

子 电 离（ "*. 1 或 "*. * ）；雾 化 气 压 力：$&#- $ O13
（,% J7;）；气帘气压力：&+!- , O13（!% J7;）；喷雾电

压：%## N；去 溶 剂 温 度：%%# K；去 溶 剂 气 压 力：

!+%- " O13（,# J7;）；碰撞气压力：(’ O13（&# J7;）；

每个离子对驻留时间：&# >7；每种化合物的检测离

子对、去簇电 压（%1）、碰 撞 室 出 口 电 压（#:1）、射

入电压（"1）、碰撞能量（#"）等质谱参数见表 &。

表 !" $% 种激素的质谱检测参数

()*+, !" %& -).)/,0,.1 23. 04, 5,0,./67)0637 32 $% 43./37,1

IEC HE6>ED5
.ED;P34;ED
>E@5

1365D4 ;ED
（! " #）

16E@MA4 ;ED
（! " #）

%1 ! N #" ! 5N #:1 ! N "1 ! N

& 46;3>A;DE?ED5 "*. 1 $’% C & $%+ C $!；!!% C $ (%；+# !#；!, !$；&% ) &#；’
! J65@;7E?ED5 "*. 1 $(& C $ &,+ C !；$,$ C !! %# $$；&% ’；!$ &#
$ BQ@6EAE64;7ED5 "*. 1 $($ C $ &!& C $!；$#’ C ! &&# $!；!$ +；!# &$；&!
, >54BQ?J65@D;7E?ED5 "*. 1 $+% C , $%+ C !!；&(& C $ %# &,；!" !,；&# (；(

·!$#&·
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表 !" （ 续）

!"#$% !" （&’()*(+%,）

"#$ %#&’#()
*#(+,-.+#(
’#/)

0-&)(. +#(
（! " #）

0&#/12. +#(
（! " #）

30 4 5 67 4 )5 680 4 5 70 4 5

% 9).-’).:-;#() 7<* & #$# $ # #%% $ ’；#(# $ ’! )* "$；"# ’#；’% ! ! $
) /)=-’).:-;#() 7<* & #$# $ ’ ’#( $ "；#%% $ "! %* ’%；") "%；’+ ,；(
( >?1’).:-;#() 7<* & +"" $ ’ ’%# $ ’!；##% $ ’ (* ’"；"( "(；’" $；"*
, .&+-’2+(#?#() -2).#(+/) 7<* & +#% $ % ’"# $ ’!；’’% $ " )* #,；’$ "+；"+ (；""
$ >?1#2+(#?#() -2).#(+/) 7<* & +%# $ % "’" $ #!；##( $ " (* +$；’* ’# (；"#

"* :@/&#2#&.+;#() -2).-.) 7<* & +*% $ + #*$ $ #；#’( $ #! ,* ’%；’# "(；’# "*
"" >?1/&#2#&.+;#() -2).-.) 7<* & +’# $ # ’#$ $ #!；#+# $ # "** #%；#* ")；’" "#；"+
"’ A&)/(+;#() -2).-.) 7<* & +*" $ ’ "+( $ ’；’$% $ +! )% #)；’* $；"$ ""；$
"# 2#&.+;#() -2).-.) 7<* & +*# $ + ")# $ #!；#+# $ ’ ""* #%；’) "*；’# ""；$
"+ /)=-’).:-;#() -2).-.) 7<* & +#% $ # #*$ $ #!；##( $ # %* "$；", ’*；’# $
"% "(!!:@/&#=@2#&.+2#;.)&#() 7<* & #(# $ # "*$ $ #!；##" $ ’ "** #(；’% ’" (
") 9)2?#’).:-;#() 7<* & %’" $ # %*# $ ’!；#"$ $ # )* "(；’+ "#；’* ""
"( (#&).:+;.)&#() 7<* & ’$$ $ # "*$ $ #；’#" $ #! ""* #)；’% )；"% "*
", ’+>)A&+;.#() 7<* & +#* $ # "#+ $ #；#(’ $ +! ,* +’；’$ ,；$ ,；(
"$ (#&B);.&)? 7<* & #"# $ + "*$ $ #；’+% $ ’! $* #,；’( ’"；") ,；"*
’* /@/&#B);.)&#() 7<* & #"# $ # $( $ ’!；’"" $ ’ ,* +"；#’ "$；"# )；""
’" "(!!:@/&#=@A&#B);.)&#() -2).-.) 7<* & #(# $ # #"# $ #!；’(" $ + (* ’"；’+ ’*；"( ,；%
’’ ’)B);.&#? -2).-.) 7<* & #,% $ + ’)( $ #!；’’+ $ # (* ’)；## ",；"+ ,
’# 2:?#&’-/+(#() -2).-.) 7<* & +*% $ # #*$ $ +!；’)( $ # (* ’*；#* ’"；"( (；""
’+ A&#B);.)&#() 7<* & #"% $ # "*$ $ #!；’$( $ # (* #%；’+ )；"$ "’；""
’% ’)?)(B);.&#? -2).-.) 7<* & #$( $ # ’($ $ #!；##( $ # (* ’(；"$ "(；’" "’；$
’) ’)/&#=@A&#B);.)&#() -2).-.) 7<* & #,( $ + "’# $ ’!；#’( $ # (* #,；’* ’#；’’ (；"*
’( "(!!:@/&#=@A&#B);.)&#() 2-A&#-.) 7<* & +’$ $ + #"# $ #!；’(" $ + (* ’’；’( ’*；", "*；(
’, .);.#;.)&#() 7<* & ’,$ $ # "*$ $ #!；’%# $ # ,* #%；’+ ’*；") ""；"*
’$ "( !’).:@?.);.#;.)&#() 7<* & #*# $ # "*$ $ #!；’’( $ # ,* #$；’, ’*；"% "*；"#
#* .&)(9#?#() C2).-.) 7<* & #"# $ # ’%# $ ’!；’(" $ ’ "** ’(；’) ")；", $；""
#" ,)-&-?)(#() 7<* - #"( "(% $ "；"#" $ "! ""* ##；+* "’；"* "*
#’ );.&+#? 7<* - ’,) $ $ "++ $ $!；"(" $ * "** %%；%* "#；"* %
## ,)&-(#? 7<* - #’" $ " ’(( $ *!；$* $ $ "** #"；+, "’；$ $
#+ );.&-/+#? 7<* - ’(" "++ $ $!；",’ $ $ "** %%；%+ (；"" "*；"#
#% );.&#() 7<* - ’)$ $ " "+% $ *!；"%$ $ * "** ")；#" "(；, "*
#) /+).:@?;.+?9);.&#? 7<* - ’)) $ $ ’#( $ *!；’%* $ $ ,% #$；#% ") $；,
#( /+)();.&#? 7<* - ’)+ $ $ $’ $ $!；’+, $ $ ,* #%；#+ ,；% #；+
#, :)=#);.&#? 7<* - ’)$ $ # "#+ $ "；""$ $ "! (* ’*；+% ’*；", ""
#$ :-?2+(#(+/) 7<* - +%# $ ’ +## $ ’!；#$( $ " "** +*；%* "%；’’ "#；"%

! ! D1-(.+>+2-.+#( +#($

! - #" 样品前处理

! ! 称取 %. * B 奶粉样品置于 %* ’E 离心管中，加

入 "* ’E 乙腈，涡旋混匀 " ’+(，于 +* F 下超声 ’*
’+(，在 * F 下以 , *** & 4 ’+( 离心 "* ’+(，移去上

清液；奶粉残渣中再加入 ( ’E 乙腈，涡旋混匀后低

温离心；合并上清液。待提取液冷却至室温后加入

"* ’E 乙腈饱 和 的 正 己 烷，液!液 分 配 平 衡 后 离 心，

弃去正己烷层，下层溶液于 %* F用氮气吹扫浓缩至

干。加入 + ’E #*G 甲 醇 水 溶 液 溶 解 残 渣，并 将 其

加载至已依次用 # ’E 甲醇、# ’E 水活化过的 %EH
柱中，依次用 # ’E 水、# ’E #*G 甲醇水溶液淋洗，

最后用 % ’E 甲醇洗脱。将洗脱液过 "%’ 柱，然后

用 # ’E 甲醇淋洗柱体，收集洗脱液并于 %* F 水浴

中用氮气吹扫浓缩至干。用 " ’E 乙腈!水（’/ ,，I 4

I）溶 液 溶 解 残 渣，经 *. ’’ !’ 滤 膜 过 滤，滤 液 供

E6!J< 4 J< 测定。

$" 结果与讨论

$ - !" 萃取溶剂的选择

! ! #$ 种待检测化合物的极性范围广，其油水分配

系数的对数值（ ?#B $#K ）在 *. )# 0 +. #" 之 间［+］，大

多甾体类与二苯乙烯类激素在弱极性或中等极性有

机溶剂中有较高的溶解性，常用的萃取溶剂包括乙

醚、叔丁基甲醚、氯仿、二氯甲烷、乙酸乙酯、乙腈和

甲醇。奶粉中含有较多的蛋白质与脂肪类化合物，

采用弱极性试剂易溶解样品中的脂类干扰物，不利

于仪器分析和净化。实验分别比较了乙腈、叔丁基

甲醚、甲醇等作为提取溶剂时可溶性杂质的含量与

·##*"·
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提取效率。可溶性杂质的测定方法：将 #$ ! 奶粉加

入 %$ "# 提取 溶 剂，于 &$ $ 下 超 声 提 取。重 复 提

取 % 次。离心过滤后浓缩，于 #$’ $ 下恒重。实验

结果表明，采用上述 % 种溶剂提取时可溶性杂质的

含量为叔丁 基 甲 醚（##( $%）) 甲 醇（*( *%）) 乙 腈

（*( #%），同 时 乙 腈 提 取 多 种 激 素 时 的 回 收 率 为

"#% + *’%。故本文选用乙腈作为提取溶剂。

! ! !" 提取温度和超声时间的选择

, , 奶粉中残留的激素类药物与样品基质中弱极性

或中等极性物质之间有较强的范德华作用力，直接

加入乙腈提取，一些糖皮质与二苯乙烯类激素回收

率仅为 %$% 左右，采用超声提取法后，回收率增加。

分别考察了 提 取 温 度 和 超 声 时 间 对 提 取 效 率 的 影

响，实验数据表明在 &$ $ 下超声 !$ "&’ 时提取效

率最高，故本文选择在此条件下进行提取。

! ! #" 酶解与不酶解处理奶粉对测定结果的影响

, , 尿和血浆中激素代谢物主要以葡萄糖与硫酸酯

结合态存在［-］。为获得游离态的分析物，分析时需

进行酶水解。()*+ 等［&，#$］研究了动物组织中激素,
葡萄糖与硫酸酯轭合物的情况，表明肌肉中睾丸酮

可解 离 的 结 合 态 . !$%，#/!,雌 二 醇 . ’%。-*’!
等［&］也分 别 在 无 酶 解 或 酶 解 条 件 下 测 定 了 肌 肉、

虾、牛奶中的内源性激素，表明两种条件下的测定结

果没有差异。为了验证奶粉中激素代谢物分析时加

入酶解步骤 的 有 效 性，实 验 选 用 #$ 个 奶 粉 样 品 与

#$ 个牛奶样品进行比较测定，分别采用酶解与不酶

解两种方法测定了内源性激素雌二醇与孕酮，结果

证明其测定值没有明显差异（ 相对标准偏差（.(/）

. ##( ’%（! 0 -））。为 了 节 省 分 析 时 间，实 现 实 验

室内批量样品的快速测定，本方法在样品前处理中

没有加入酶解步骤。

! ! $" 脂类与其他干扰物的去除

, , 奶粉中脂肪含量约为 &%。提取时一些脂类干

扰物会溶于乙腈，干扰固相萃取与质谱电离。为了

去除基质中的脂肪类干扰物，本文采用冷冻离心除

脂法，在低温状态下将脂肪粒析出，高速离心使其漂

浮或沉淀 于 样 液 中。 实 验 结 果 表 明 该 方 法 能 去 除

&$% 的脂类与常温下能溶解的杂质。对于乙腈提取

液中残存的其他脂类溶解物，采用乙腈饱和的正己

烷除脂。经过冷冻离心与正己烷萃取两个步骤后能

完全去除样液中的脂类干扰物。

! ! %" 固相萃取净化条件的选择

, , 采用 0#1 固相萃取净化时，上样溶液的组成既

影响回收率又影响净化效果。甲醇比例太大，淋洗

强度高，一些相对强极性目标物不能保留在固相萃

取柱上；甲醇比例太小，弱极性杂质易被保留，柱容

量超 载，目 标 物 不 能 定 量 保 留。 本 实 验 分 别 用

#$$% 甲醇、"$% 甲 醇、-$% 甲 醇、&$% 甲 醇、%$% 甲

醇、!$% 甲醇、#$% 甲醇和水溶解样品残渣后采用固

相萃取柱净化，结果表明，上样溶液中甲醇含量为 $
+ %$% 时，%* 种 激 素 能 完 全 保 留 在 固 相 萃 取 柱 中；

甲醇含量"&$% 时，一些孕激素与二苯乙烯类激素

首先 被 洗 脱。 为 了 保 证 所 有 目 标 物 均 能 保 留 在

0#1 柱中，选用 %$% 甲醇作为上样液。文献报道采

用 2#" 或 0#1 柱净化激素类药物时常用甲醇、乙腈、

丙酮,甲醇、乙酸乙酯等有机溶剂作洗脱液［& 1 -］。通

过实验得到不同有机溶剂洗脱 %* 种激素的淋洗曲

线，结果表明，甲醇不仅洗脱回收率高，净化效果也

好。本方法选用 ’ "# 甲醇作为 0#1 柱洗脱剂。

, , 洗脱液经氮气吹干后进行质谱测定时基质抑制

率高，其中己烯雌酚、己烷雌酚、双烯雌酚的基质影

响达 -$%。为了减少基质效应，将洗脱液再过 30!

柱净化，强极性表面活性物质保留于 30! 柱中。该

净化液经浓缩后，其基质抑制率降低（$!’%）。

! ! &" 色谱条件的选择

, , 糖皮质激素、孕激素、性激素属弱极性高分子质

量化合物，在 2#" 、2" 固定相中均有较好的保留。在

优化液相色谱分离条件过程中，分别比较了多种商

品化液相色谱柱的分离效果。在正离子模式下分离

%$ 种激素时，各种 2#" 柱的保留行为差别很小，其中

(4’5&67 2#" 柱分离 度 与 灵 敏 度 相 对 最 高，故 在 正 离

子模式下选择 8*976 (4’5&67 2#" 柱进行分离，在 #( %
节的梯度洗 脱 条 件 下，目 标 物 的 保 留 时 间 在 % + "
"&’ 之间。为了使二苯 乙 烯 类 激 素 电 离 完 全，采 用

负离子电 离 模 式 对 其 进 行 测 定。 在 流 动 相 中 加 入

$( #% 氨水后流动相的 :0 为 #$ 左右，但在该 :0 条

件下一般硅 胶 基 质 的 2#" 柱 均 不 能 使 用。1;0 2#"

柱属三键键 合，具 有 较 宽 的 :0 应 用 范 围（ :0 # +
#!），且分离二苯乙烯类激素时柱效高。

, , 在负离子模式下采用 #( % 节的色谱条件分离 *
种激素时，样品液中有机相的含量是影响分析物保

留与峰形的主要因素。采 用 乙 腈,水（% 2 #，< = <）作

为提取物的溶解溶剂时，雌三醇、玉米赤霉烯酮与玉

米赤霉醇出现前沿峰与双峰，雌二醇与哈西奈德的

灵敏度低；采用与流动相组成相似的乙腈,水（! 2 "，

< = <）为提取物的溶解溶剂时，* 种 激 素 均 获 得 对 称

的峰形，雌二醇与哈西奈德的灵敏度提高了 # 倍。

! ! ’" 质谱条件的优化

, , 大气压化学电离（>?2@）与 ;(@ 是检测甾体类

激素化合物常用的两种电离方式［%，’］。通过比较糖

·&%$#·
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皮质激素与性激素在两种电离方式下的离子化效率

发现 "#$% 与 &’% 在 测 定 激 素 时 离 子 化 效 率 相 同，

该结 果 与 ()*+,- 等［#］报 道 的 结 果 一 致。 采 用 "
./ 0 1 单 标 准 溶 液 以 流 动 注 射 的 方 式 在 正、负 离 子

模式下进行母离子全扫描，确定化合物的分子离子。

该类化合物结构中没有强酸性或碱性基团，大多数

化合物仅含有 " 个在 # 位或 "% 位的羰基电离基团，

其电离主要依靠羰基与氮原子结合力，结构中存在

多电子结合体系或与氮环结合时易产生［2 & 3］& 。

对于其他的 化 合 物，在 正 离 子 模 式 下 信 号 很 弱［""］，

除哈西奈德外，所有的糖皮质激素、雄性激素、孕激

素在正离子模式下均得到信号较强的母离子［2 &
3］& ；对于雌性激素与糖皮质激素哈西奈德在负离

子模式下才能获得准分子离子峰［2 ’ 3］’ ，己烯雌

酚、双 烯 雌 酚、雌 二 醇、雌 三 醇 标 准 溶 液 中 加 入

() "4 氨水，［2 ’ 3］’ 峰 信 号 强 度 提 高 * 倍 以 上。

再分别以待测物的分子离子峰为母离子，进行子离

子全扫描，选取丰度较强、干扰较小的两个子离子作

为定性与定量离子，优化得到的质谱参数见表 "。

! ! "# 方法的检出限与线性关系

! ! 在奶粉样品中添加不同浓度的混合标准工作溶

液，按上述方法处理后测定，以定量离子的峰面积对

质量浓度进 行 线 性 回 归 计 算，所 得 相 关 系 数（ !）均

大于 () $$，线性方程见表 +。以 信 噪 比（ " # $）""(
为方法的定量限（156），其 156 值见表 +。

! ! $# 方法的回收率与精密度

! ! 取 奶 粉 样 品 添 加 # 个 水 平（ " , 156、") * ,
156、+ , 156）的 混 合 标 准 溶 液 进 行 回 收 率 试 验。

每个添加水平测定 "( 次，平均回收率及相对标准偏

差（7’8）见 表 +，内 源 性 激 素 需 扣 除 空 白 值。 图 "
与图 + 分别为在正、负离子模式下测定奶粉中添加

#$ 种激素样品的色谱图。

表 !# %$ 种激素的线性关系、回收率、精密度及定量限

"#$%& !# ’()&#* *&%#+(,)-.(/-，*&0,1&*(&-，*&%#+(1& -+#)2#*2 2&1(#+(,)-（345-）#)2
%(6(+- ,7 89#)+(7(0#+(,)（’:;，! "#"&’）,7 %$ .,*6,)&-

3-9.-:; 1<:;*9 ;=>*?<-: 1<:;*9 9*:/; 0（!/ 0 @/） ! 7;,-A;9B 0 4 7’8 0 4 156 0（!/ 0 @/）

C9<*.,<:-)-:; ! % - $"#& ’ +%. ( D + ’ +( ( D $$/0 /" D " ’ ""( D # / D 0 ( D *
#9;E<+-)-:; ! % - "$%(& ’ %." ( D (* ’ +( ( D $$$% %+ D ( ’ $/ D . "( D + ( D "
3BE9-,-9?<+-:; ! % - "(.(& ’ #"( ( D " ’ +( ( D $$$. /% D / ’ "(# / D " ( D +*
2;?FB)G9;E:<+-)-:; ! % - +%"(& & $.. ( D " ’ +( ( D $$/ %0 D % ’ $# D + 0 D $ ( D +
(;?*.;?F*+-:; ! % - 0$$(& & $/* ( D (* ’ +( ( D $$$$ %* D % ’ $. D / "+ D # ( D (*
8;H*.;?F*+-:; ! % - ..((& ’ /%# ( D (* ’ +( ( D $$$% 0$ D ( ’ $+ D # $ D # ( D (*
I)>.;?F*+-:; ! % - %/$& ’ "/" ( D + ’ *( ( D $$/" %# D " ’ "(" $ D * ( D *
C9<*.,<:-)-:;*,;?-:<E; ! % - /((& & ##$ ( D " ’ "( ( D $$$. /. D * ’ $% D " "( D . ( D +
I)>-,<:-)-:; *,;?-:<E; ! % - ./%& ’ +* D % ( D + ’ +( ( D $$.$ 00 D . ’ $$ D + "# D % ( D *
3BE9-,-9?<+-:; *,;?*?; ! % - *%.& ’ .%# ( D + ’ *( ( D $$$" %( D ( ’ "(" "+ ( D +*
I)>E9-,-9?<+-:; *,;?*?; ! % - *0$& ’ +.+ ( D * ’ *( ( D $$/% %0 D " ’ $% D # / D $ "
#9;E:<+-:; *,;?*?; ! % - +# D #& ’ ". D + + D ( ’ *( ( D $$#0 /. D . ’ $0 D % $ D % *
$-9?<+-:; *,;?*?; ! % - /+$& ’ +(. ( D + ’ +( ( D $$$" %+ D % ’ "(. D * "( D 0 ( D *
8;H*.;?F*+-:; *,;?*?; ! % - "+"& ’ *# D + ( D + ’ +( ( D $$+$ 0. D . ’ "(+ D # "* D + ( D *
"%!!3BE9-HB,-9?<,-+?;9-:; ! % - "/.(& & "("( ( D + ’ +( ( D $$/" /# D / ’ ""% D $ "# D 0 ( D *
(;,)-.;?F*+-:; ! % - "*%(& ’ ".%( ( D * ’ *( ( D $$$/ %/ D * ’ "(( "" D / ( D *
J-9;?F<+?;9-:; ! % - $($& ’ *$/ ( D + ’ +( ( D $$0* /( D + ’ $/ D # % D 0 ( D *
2<K;G9<+?-:; ! % - */$(& ’ ""$( ( D (* ’ +( ( D $$0/ /# D . ’ $. D $ $ D # ( D "
J-9/;+?9;) ! % - //$(& & /./ ( D " ’ +( ( D $$$0 %$ D . ’ $/ D * % D / ( D +*
8BE9-/;+?;9-:; ! % - +"0(& ’ #"0 ( D +* ’ *( ( D $$$" %* D * ’ "(% D / "+ D / ( D *
"%!!3BE9-HBG9-/;+?;9-:; *,;?*?; ! % - "*0(& & "*+ ( D " ’ +( ( D $$$/ %0 D . ’ $$ D % "" D * ( D +*
2;/;+?9-) *,;?*?; ! % - .$*(& ’ ".*( ( D (* ’ "( ( D $$$% 0+ D $ ’ $0 D + "+ D $ ( D (*
$F)-9.*E<:-:; *,;?*?; ! % - 0*.(& ’ +(#( ( D +* ’ +( ( D $$$$ /* D / ’ $/ D / / D 0 ( D *
#9-/;+?;9-:; ! % - "($((& & "./ ( D (+ ’ *( ( D $$$$ $. D * ’ "(* 0 D . ( D (+
2;);:/;+?9-) *,;?*?; ! % - "*#(& ’ /$" ( D " ’ +( ( D $$%% %/ D 0 ’ $. D % % D % ( D "
2;E9-HBG9-/;+?;9-:; *,;?*?; ! % - .*0(& ’ +/$ ( D " ’ "( ( D $$* %+ D 0 ’ $" D ( "( D " ( D "
"%!!3BE9-HBG9-/;+?;9-:; ,*G9-*?; ! % - $".(& ’ %##( ( D +* ’ *( ( D $$$/ 0# D " ’ /0 D % $ D * ( D *
C;+?-+?;9-:; ! % - /(0(& ’ /%/ ( D (* ’ "( ( D $$$% %0 D * ’ "(" D % / D # ( D "
"% !2;?FB)?;+?-+?;9-:; ! % - %0/(& ’ .+.( ( D (* ’ "( ( D $$$* /0 D " ’ "(+ D * 0 D + ( D "
C9;:L-)-:; ",;?*?; ! % - ".0((& ’ $$+ ( D " ’ +( ( D $$// /" D " ’ "(( D + $ D # ( D "
M;*9*);:-:; ! % - +.0(& ’ .%0 ( D +* ’ *( ( D $$$/ /* D / ’ $$ D . "" D 0 ( D *
&+?9<-) ! % - "#((& ’ ".% ( D " ’ +( ( D $$$* %* D # ’ "(. $ D % ( D +
M;9*:-) ! % - $*.(& ’ +""( ( D " ’ +( ( D $$$$ %" D . ’ $" D / "( D # ( D +
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表 !" （ 续）

!"#$% !" （&’()*(+%,）

!"#$"%& ’(%&)# &*+),("% ’(%&)# #)%-& .（!- . /-） ! 0&1"2&#3 . 4 056 . 4 ’78 .（!- . /-）

9:,#);("< # " $ %&’(# ) *+(( ( = !* ) !( ( = ,,," %- = ( ) ,! = ( ++ = " ( = *
9:,#"%& # " $ +(,((# ) "-"( ( = + ) !( ( = ,,"& ’’ = ( ) +(% = ! , = , ( = !
6(&,>3<:,(<?&:,#"< # " $ %"&(# ) *,!( ( = * ) *( ( = ,,", %( = " ) ,& = " +% = & +
6(&%&:,#"< # " $ *%’(# ) +( = , ( = * ) *( ( = ,,," %" = ( ) +(, = ( +- = " +
!&@"&:,#"< # " $ &*+(# ) &’+ ( = * ) *( + *, = * ) +(- = , +* = , +
!)<1(%"%(;& # " $ &+((# ) !&(( ( = * ) *( ( = ,,,% ’+ = " ) ,( = " " = * ( = *

# "：A&)/ )#&)；#：1"%,&%, "B ,>& )%)<3,&，!- . /-=

图 #" 正离子模式下奶粉中添加 $% 种激素（ 定量限水平）样品的 -.- 色谱图

/*01 #" -.- 234’5")’04"56 ’7 " 5*$8 9’:,%4 6"59$% 69*8%, :*)3 $% 3’45’(%6 ") ;<= $%>%$ *( ?@A & 5’,%
# + = ,#()$1(%"<"%&；! = A#&;(:"<"%&；& = >3;#"1"#,(:"%&；- = $&,>3<A#&;%(:"<"%&；* = ?&,)$&,>):"%&；% = ;&@)$&,>):"%&；’ = B<+$&,>)C
:"%&；" = ,#()$1(%"<"%& )1&,"%(;&；, = B<+"1(%"<"%& )1&,"%(;&；+( = >3;#"1"#,(:"%& )1&,),&；++ = B<+;#"1"#,(:"%& )1&,),&；+! = A#&;%(:"%&
)1&,),&；+& = 1"#,(:"%& )1&,),&；+- = ;&@)$&,>):"%& )1&,),&；+* = +’!C>3;#"@31"#,(1":,&#"%&；+% = ?&1<"$&,>):"%&；+’ = %"#&,>(:,&#"%&；

+" = A#"-&:,&#"%&；+, = $&<&%-&:,#"< )1&,),&；!( = %"#-&:,#&<；!+ = ;3;#"-&:,&#"%&；!! = +’!C>3;#"@3A#"-&:,&#"%& )1&,),&；!& = $&-&:,#"<
)1&,),&；!- = $(B&A#(:,"%&；!* = 1><"#$);(%"%& )1&,),&；!% = $&;#"@3A#"-&:,&#"%& )1&,),&；!’ = +’!C>3;#"@3A#"-&:,&#"%& 1)A#"),&；!" =
,&:,":,&#"%&；!, = +’ C$&,>3<,&:,":,&#"%&；&( = ,#&%?"<"%& D1&,),&=
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图 !" 负离子模式下奶粉中添加 # 种激素（ 定量限水平）样品的 !"! 色谱图

#$%& !" !"! ’()*+,-*%),+. */ , +$01 2*345) .,+205 .2$154 3$-( # (*)+*65. ,- 789 05:50 $6 ;<= $ +*45
! #" " #$%&’()*+；#% " #$%&)*+；## " #$%&*,#；#& " ()#%-.+$%)+/#$%&*+；#’ " ()#,#$%&*+；#( " -#0*#$%&*+；#) " 1#&’,*+；#* " 1#’&’+#,*,#；#$ " -’+2)!
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! & %&" 实际样品的测定

! ! 为了验证本方法的有效性，对 %+ 种市售婴幼儿

配方奶粉进行了激素含量的测定。经测定，选购的

%+ 个奶粉样本中均 含 有 孕 酮（", & - %), $ !3 4 53），

’ 个样品中检出雌二醇和雌酮（+, ( - ", % !3 4 53），

# 个样品检出睾丸酮（+, ") - ", * !3 4 53），其他激素

均未检出。检测样品呈阳性的激素均属于内源性激

素，检 出 结 果 与 文 献 报 道 牛 奶 中 内 源 性 激 素 含

量［&，"%］一致。同时采用国家标准方法对这些样品进

行测定，测定值为孕酮 +, $ - #’, ( !3 4 53、雌二醇和

雌酮 +, " - ", $ !3 4 53、睾丸酮 +, % - ", ’ !3 4 53，其

他激素均未检出。结果表明本方法测定结果与国家

标准方法测定结果的 678 小于 "), "9。

’" 结论

! ! 建立了一种可以准确测定婴幼儿配方奶粉中多

种激素的分析方法，方法的各项参数经方法学验证

后均符合相关法规要求。与已公布的标准方法或文

献报道方法相比，本方法测定奶粉样品中 #$ 种激素

的专属性强，特异性高。针对奶粉基质的特点，样品

前处理依次采用冷冻离心除脂、正己烷液!液除脂、

联合 :;< . =:% 固相萃取净化等步骤，在进行测定

时样品基质影响小，定量准确。在当今食品质量安

全备受重视的环境下，该方法能为奶粉中激素的监

管与监督提供技术依据。
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