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　　摘要：拟建立分散固相萃取－高效液相色谱－串联质谱法测定水产品中甲基睾酮残留量的方法。样品在加入无
水硫酸镁后用乙腈均质提取，提取液经Ｎ－丙基乙二胺（Ｎ－ｐｒｏｐｙｌｅｔｈａｎｅ－１，２－ｄｉａｍｉｎｅ，简称ＰＳＡ）和Ｃ１８分散固相萃

取、净化，采用电喷雾离子源正离子多反应监测模式测定，外标法定量。甲基睾酮在１～２００ｎｇ／ｍＬ质量浓度范围内线
性关系良好，方法的检出限为０．５μｇ／ｋｇ，定量限为１．０μｇ／ｋｇ。对罗非鱼、中华鳖、凡纳滨对虾进行３个水平的加标回
收试验，回收率为８２．４％～９６．３％，相对标准偏差均不大于６．９８％。本方法简单、高效、灵敏、重复性好，适用于水产
品中甲基睾酮的快速检测分析。
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　　甲基睾酮（ｍｅｔｈｙｈｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，简称ＭＥＴ），别称甲睾酮、甲
基睾丸酮、甲基睾丸素，是一种人工合成的雄性激素，具有雄

性和蛋白同化双重作用，应用于水产养殖可以提高产量和控

制性别［１－２］。甲基睾酮在动物体内代谢缓慢，极小的残留量

都会对人体造成巨大的潜在危害，因此，多数国家已经禁止在

动物养殖中使用此种激素，并要求动物源食品中不得检出该

激素。２００１年我国农业部实施的行业标准 ＮＹ５０７０—２００１
《无公害食品水产品中渔药残留限量》中，将甲基睾酮列为禁

用药物。２００３年农业部发布的２３５号公告《动物性食品中兽
药最高残留限量》中也规定甲基睾酮为禁用兽药。

目前，甲基睾酮的检测方法主要有高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）［３］、高效液相色谱－串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）［４］

以及酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）［５］等。ＨＰＬＣ前处理步骤较繁琐，分
析时间长；ＥＬＩＳＡ容易出现样品假阳性，定量不准确，较适用
于样品初筛；ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ前处理较简单，灵敏度和特异性
高，可用于甲基睾酮的准确定量。水产品中甲基睾酮的前处

理方法多为传统的固相萃取［６－７］、超声提取 －乙酸乙酯反萃
取［８］、超声提取－乙醚反萃取［９］、磁力搅拌－液液分配［１０］等，

这些方法操作步骤较多，耗时长，不利于大批量样品的快速测

定。分散固相萃取（Ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ－ＳＰＥ）净化法（ＱｕＥＣｈＥＲＳ），
是由美国的Ｌｅｈｏｔａｙ和德国的Ａｎａｓｔａｓｓｉａｄａｓ于２００３年提出的

一种快速、简单、便宜、有效、可靠和安全的样品前处理技术，

该技术直接将吸附剂粉末加入提取液中进行净化，其操作简

便快速，取样量少，廉价安全，适合批量样品的快速分析检测。

本试验采用ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法和 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术，拟建立
一种高效、快速的水产品中甲基睾酮残留量的检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料、仪器与试剂
本试验所用中华鳖、罗非鱼、凡纳滨对虾均购自长沙市水

渡河农产品大市场。

ＴＳＱＱｕａｎｔｕｍＡｃｃｅｓｓ液相色谱 －串联质谱联用仪（美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＦＡ２５均质器（德国 Ｆｌｕｋｏ公
司）；精密电子天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；高速冷冻离心机
（日本日立公司）；漩涡振荡器（美国Ｆｉｓｈｅｒ公司）。

甲基睾酮标准溶液：精确称取甲基睾丸酮标准品（纯度≥
９８％，德国Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司）５．０ｍｇ，用甲醇溶解并定容
至５０ｍＬ棕色容量瓶中，配成质量浓度为１００μｇ／ｍＬ的标准
储备溶液，于－１８℃保存，临用时稀释；甲酸（ＬＣ－ＭＳ级，美
国Ｓｉｇｍａ公司）；乙腈（ＨＰＬＣ级，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；Ｎ－丙基
乙二胺（Ｎ－ｐｒｏｐｙｌｅｔｈａｎｅ－１，２－ｄｉａｍｉｎｅ，简称ＰＳＡ，百灵威科
技有限公司）；Ｃ１８吸附剂（７０～２３０目，上海安谱科学仪器有
限公司）；无水硫酸镁（ＭｇＳＯ４，分析纯，郑州益康化工产品有
限公司）；试验用水为超纯水。

１．２　仪器分析条件
１．２．１　色谱条件　ＡｔｌａｎｔｉｓＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，
３．０μｍ）；柱温为３０℃；进样量为２０μＬ；流速为３００μＬ／ｍｉｎ；
流动相：甲醇＋０．１％甲酸水溶液（体积比＝７０∶３０）。
１．２．２　质谱条件　采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子方式检
测；喷雾电压为４０００Ｖ；扫描方式为选择反应监测（ＳＲＭ）；毛
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细管温度为 ３５０℃；蒸发温度为 ３００℃；鞘气压力为 ４０
（ａｒｂｉｔｒａｒｙｕｎｉｔ），辅助气压力为１０（ａｒｂｉｔｒａｒｙｕｎｉｔ），碰撞气压力
为１９９．９８３ｍＰａ（表１）。

表１　甲基睾酮质谱采集参数

母离子

ｍ／ｚ
子离子

ｍ／ｚ
碰撞能量

（ｅＶ）

３０３．０６７ ９６．９７７ ２０
３０３．０６７ １０９．０３０ ２５

　　注：“”标记的为定量离子。

１．３　样品前处理
水产品取可食肌肉部分，按照 ＳＣ／Ｔ３０１６—２００４《水产品

抽样方法》的规定处理后置于 －１８℃密封保存。使用前先
解冻。

１．３．１　样品提取　准确称取（５±０．０２）ｇ处理后的样品于
５０ｍＬ离心管中，加入１０ｍＬ乙腈，同时加入３．０ｇ无水硫酸
镁，涡旋振荡提取１ｍｉｎ，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液于
鸡心瓶中。向下层残渣中加入１０ｍＬ乙腈重复提取１次，合
并２次的上清液于鸡心瓶中。于４０℃旋转蒸发至近干。
１．３．２　样品净化　在鸡心瓶中加入２ｍＬ流动相充分溶解残
渣，取１ｍＬ复溶液转入装有５０ｍｇＰＳＡ、１５０ｍｇＣ１８吸附剂的
５ｍＬ离心管中，充分漩涡振荡２ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
后，取上清液过０．２２μｍ聚四氟乙烯膜后上机测定。
１．４　校准曲线的绘制

将空白样品按照“１．３”节方法处理后，取适量空白上清
液加入不同量的甲基睾酮标准储备液，配制成 １、５、１０、５０、
１００、２００ｎｇ／ｍＬ的基质空白标准溶液，混匀后进样。以待测
物提取离子流色谱图的峰面积为纵坐标、相应待测物质量浓

度为横坐标进行回归运算，求得直线回归方程。

２　结果与分析

２．１　样品前处理方法的优化
２．１．１　样品提取溶剂的选择　本试验比较了甲醇、乙腈、乙
醚、乙酸乙酯４种溶剂的提取效果。结果表明，以上４种溶剂
对甲基睾酮的提取效率均较高，达到７５％以上。甲醇能溶解
大多数极性物质，乙酸乙酯提取的亲脂性化合物较多，二者共

萃取杂质多，易造成基质干扰，而乙腈、乙醚样品提取液较清

澈，基质干扰较小，且目标物周围无明显的杂质干扰峰，但乙

醚易挥发、毒性大，对试验操作者影响大，故本试验选择毒性

较小、挥发性低的乙腈作为提取溶剂。

２．１．２　无机盐用量的选择　水产品中含有不同量的水分，且
水分与乙腈互溶，在目标化合物被乙腈提取的过程中部分水

相分配到乙腈提取层，影响试验结果和下一步分离操作。因

而需要加入合适的无机盐去除有机相的水分。本试验根据

Ｓｃｈｅｎｃｋ等的报道［１１］，选用无水 ＭｇＳＯ４作为除水剂。试验比
较了不同量的无水 ＭｇＳＯ４对除水效果的影响，结果发现，当
无水ＭｇＳＯ４用量为３ｇ时可以有效除去水分，回收率较高；当
无水ＭｇＳＯ４用量少于２ｇ时，不能完全除去有机相的水分，造
成样品浓度稀释，导致回收率降低；当无水 ＭｇＳＯ４用量为５ｇ
时，过量的无机盐将目标化合物部分包埋，使待测物未完全进

入乙腈提取相，从而降低了回收率（图１）。因此，本试验选用
３ｇ无水ＭｇＳＯ４作为除水剂。

２．１．３　分散固相萃取条件的优化　样品经过乙腈沉淀蛋白
质后已经去除了大部分的干扰物，但仍可能存在少量的色素、

脂肪等杂质，为了提高净化效率和减少待测物的损失，本试验

采用分散固相萃取的净化手段。ＰＳＡ作为净化吸附剂可以除
去样品基质中的少量极性色素、有机酸、酚类和糖类，Ｃ１８吸附
剂可以除去一些强疏水性干扰物（如脂肪）。由于鱼虾样品

中含有大量的蛋白质、脂肪以及一些色素等干扰物质，所以本

试验采用ＰＳＡ和Ｃ１８作为吸附剂进行分散固相萃取净化。本
试验在５份１ｍＬ空白鱼肉提取液中加入标准溶液后，再分别
加入不同比例的 ＰＳＡ和 Ｃ１８，得到甲基睾酮的加标回收率。
从图２可以看出，当ＰＳＡ、Ｃ１８质量比＝１００ｍｇ／５０ｍｇ时，甲基
睾酮的回收率最低，表明ＰＳＡ对甲基睾酮有一定程度的吸附
作用，因此可以适当降低 ＰＳＡ的比例。当 ＰＳＡ、Ｃ１８质量比 ＝
５０ｍｇ／１５０ｍｇ时，甲基睾酮的空白鱼肉提取液较清澈，甲基
睾酮回收率在８５％以上，说明该比例的 ＰＳＡ和 Ｃ１８对目标物
的吸附少且可以很好地吸附脂肪、色素等杂质，样品提取液净

化效果好。当Ｃ１８的使用比例继续增加时，无明显效果，且随
着吸附剂的增加，上清液的量逐渐减少，不方便移取，因此，本

试验选取ＰＳＡ、Ｃ１８质量比＝５０ｍｇ／１００ｍｇ作为分散固相萃取
吸附剂的用量。

２．２　流动相的选择
流动相的组成影响目标化合物的峰型、保留时间及质谱

的离子化效率［６］。液质联用的流动相组成为甲醇 －水体系
和乙腈－水体系。本试验选用甲醇和乙腈作为有机相，水、
０．１％ 甲酸水溶液、２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水溶液、２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸
铵水溶液（含０．１％甲酸）作为水相，进行不同组合。结果表
明，以甲醇和０．１％甲酸水溶液（体积比为７∶３）作为流动相
组成时目标化合物的响应强度最大，峰型最尖锐，且目标化合

物周围无明显杂质峰干扰。
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２．３　质谱条件的优化
采用注射泵进样的方式，以 ５μＬ／ｍｉｎ的流速，将

５００ｎｇ／ｍＬ甲基睾酮标准溶液注入离子源中，在正离子模式
下对甲基睾酮进行一级质谱全扫描，得到分子离子，然后以分

子离子为母离子对其子离子进行全扫描，以ＳＲＭ模式进行检
测。在此基础上对碰撞能等离子源参数进行优化，使选定的

母离子和子离子组成的特征离子的丰度比例最佳。最终确定

“１．２．２”节所述的质谱条件。
２．４　基质效应的消除

在液相色谱－质谱分析中，基质效应是客观存在的。基
质效应影响测定结果的精密度和准确度。为了消除（或补

偿）基质效应给分析结果带来的偏差，通常采用同位素内标，

稀释样品溶液，配制空白基质标准溶液以及优化色谱 －质谱
条件等方法。本试验采用优化色谱－质谱条件和配制空白基
质标准溶液来消除基质效应对检测结果的影响。

２．５　线性范围与检出限
在选定的色谱分离条件和质谱测定参数下，将６个浓度

系列的甲基睾酮空白基质标准溶液上机测定，结果表明，在

１～２００ｎｇ／ｍＬ的质量浓度范围内，甲基睾酮的色谱峰面积与
质量浓度呈良好的线性关系，线性回归方程为ｙ＝４７３５４０ｘ－
１３２４８，相关系数为０．９９９８。５０ｎｇ／ｍＬ甲基睾酮空白基质标
准溶液ＳＲＭ色谱结果如图３所示。采用空白样品添加低浓
度的标准品，按“１．３”节方法进行前处理后上机测定，根据特
征离子色谱峰的信噪比（Ｓ／Ｎ值）等于３为检出限，Ｓ／Ｎ值等
于１０为定量限，得到甲基睾酮的检出限为０．５μｇ／ｋｇ，定量限
为１．０μｇ／ｋｇ。

２．６　准确度与精密度
根据水产品各物种间肌肉成分的差异，如虾肉中的色素

含量较高，中华鳖肌肉中脂肪含量较高等，选取罗非鱼、中华

鳖以及凡纳滨对虾３类水产品的肌肉组织进行加标回收率试
验。各个品种空白样品的添加标准物质的浓度为 １、１０、
５０μｇ／ｋｇ，每个浓度水平作平行样品５个，计算回收率和相对
标准偏差，结果见表２。４种样品的加标回收率为８２．４％ ～
９６．３％，相对标准偏差为３．２１％ ～６．９８％，表明该方法的准
确度高，重复性好，符合药物残留检测方法的要求。

２．７　实际样品测定
将建立的方法用于３０份市售水产品（１０份草鱼，１０份罗

非鱼，５份凡纳滨对虾，５份中华鳖）的检测，结果发现这３０份
市售水产品中均未检出甲基睾酮，说明上述市售水产品中未

违规添加甲基睾酮。

表２　加标回收率及精密度试验结果

样品
添加水平

（μｇ／ｋｇ）
平均测定值

（μｇ／ｋｇ）
回收率

（％）
ＲＳＤ值
（％）

罗非鱼 １ ０．８７５ ８７．５ ４．５６
５ ４．５６０ ９１．２ ６．９８
５０ ４８．１５ ９６．３ ４．２１

中华鳖　 １ ０．８５６ ８５．６ ５．３７
５ ４．６８５ ９３．７ ５．１５
５０ ４５．１０ ９０．２ ４．９３

凡纳滨对虾　 １ ０．８２４ ８２．４ ６．２４
５ ４．６９５ ９３．９ ３．２１
５０ ４６．４０ ９２．８ ４．１６

３　结论

本研究建立了分散固相萃取－高效液相色谱－串联质谱
法测定水产品中甲基睾酮残留量的方法。采用分散固相萃取

技术，有机试剂用量少，样品前处理简单，易于操作；采用高效

液相色谱－串联质谱检测，显著缩短了色谱分析时间，提高了
灵敏度。该方法具有简单、快速、高效、环保的特点，适合当前

水产品中甲基睾酮残留量快速检测的要求。
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