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　　摘要：建立了ＳＰＥ－ＨＰＬＣ同时测定水产品中己烯雌酚和甲基睾丸酮的方法。样品经乙酸乙酯超声提取，正己烷
脱脂，过Ｃ１８型固相萃取柱净化，以甲醇－０．５％甲酸（７０∶３０）为流动相，检测波长２５４ｎｍ，外标法定量。相对标准偏

差为３．５％～５．６％，己烯雌酚、甲基睾丸酮的检出限分别为５．０、６．０μｇ／ｋｇ。加标回收率在７８％～９３％之间。
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　　己烯雌酚（ｄｉｅｔｈｙｌｓｔｉｂｅｓｔｒｏｌ，ＤＥＳ）和甲基睾丸酮（１７－α
ｍｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＭＥＴ）属于人工合成性激素，人体长期摄入
可产生慢性或蓄积毒性，扰乱人体激素平衡，造成胎体中毒

等［１］。美国等西方发达国家对此类激素药物进行了严格限

制；我国农业部第２３５号公告明确将己烯雌酚和甲基睾丸酮
列入禁止使用的药物名录。因为该类激素能够促进蛋白合

成，可大幅提高水产养殖经济效益，所以被不法分子滥用于水

产养殖领域［２］。我国曾多次在动物源性食品中检出此类违

禁激素类药物残留，出口食品也因此屡发贸易壁垒事件，因此

检测水产品中的己烯雌酚和甲基睾丸酮是非常有必要的。目

前，己烯雌酚和甲基睾丸酮的主要检测方法有液相色谱

法［３－５］、液质联用法［６－１０］和酶联免疫法［１１－１２］。液质联用法灵

敏度和特异性高，但仪器价格昂贵，对操作人员要求较高，一

般实验室较难普及。酶联免疫法简单快捷，但定量不准确且

易出现假阳性。高效液相色谱法所用仪器价格适中，操作简

便，而且检测的准确度和灵敏度较高，可满足日常检测需要。

现有的水产行业标准将己烯雌酚和甲基睾丸酮分别测定，耗

时耗力且工作量大。本试验对固相萃取净化－高效液相色谱
法同时测定水产品中的己烯雌酚和甲基睾丸酮进行了研究。

１　材料与方法

１．１　试验仪器与试剂
高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型）；旋转蒸发仪（Ｎ－

１００１型）；离心机（５８１０Ｒ型）；涡旋振荡仪；固相萃取装置
（Ｗａｔｅｒｓ公司产品）。

己烯雌酚标准品（ＳＩＧＭＡ公司产品）；甲基睾丸酮标准品
（ＳＩＧＭＡ公司产品）；乙酸乙酯、乙腈、甲醇、正己烷为色谱纯；
其他试剂均为分析纯。

１．２　色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８型色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ×５μｍ）。
流动相：甲醇 ∶０．５％甲酸（７０∶３０），等度洗脱。流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ。检测波长：２５４ｎｍ。柱温：３５℃。进样量：２０μＬ。
１．３　样品处理
１．３．１　提取　准确称取充分匀浆的样品５．００ｇ（±０．０２ｇ）
于５０ｍＬ聚丙烯离心管中，加入２５ｍＬ乙酸乙酯和５ｇ无水
硫酸钠，涡旋振荡１ｍｉｎ，超声提取３０ｍｉｎ，７０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，吸取上清液至１００ｍＬ鸡心瓶中，向下层残渣中再加入
１５ｍＬ乙酸乙酯重复提取１次，合并上清液，４０℃旋蒸至干。
加入５ｍＬ的４０％甲醇溶液溶解后作为备用液。
１．３．２　净化　向上述备用液中加入２ｍＬ正己烷涡旋３０ｓ，
６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后除去上层正己烷，取下层提取液通
过预先用４ｍＬ甲醇、４ｍＬ水活化的Ｃ１８柱，再用４ｍＬ的１０％
甲醇溶液淋洗，挤干，用 ５ｍＬ甲醇洗脱，收集洗脱液并于
４０℃ 水浴下氮气吹干。残渣用 １．０ｍＬ流动相定容，经
０．２２μｍ滤膜过滤后供ＨＰＬＣ检测。

２　结果与讨论

２．１　样品处理方法的选择
２．１．１　提取条件的选择　己烯雌酚和甲基睾丸酮都属于疏
水性有机化合物，易溶于大多数有机溶剂，常用的提取剂有甲

醇、乙腈、乙醚和乙酸乙酯等。甲醇与水互溶，当甲醇作为提

取剂时，提取液中残留大量的水溶性蛋白质，易造成净化过程

中固相萃取柱堵塞。乙醚毒性大，常作为麻醉剂使用，沸点只

有３４．８℃，且夏天极易挥发，有特殊刺激性气味。从经济、环
保等方面考虑，本试验选用乙酸乙酯作为提取剂，其回收率

高，效果理想。

２．１．２　净化条件的选择　提取后的乙酸乙酯层含有大量脂
溶性杂质，ＳＰＥ柱处理被杂质干扰，致使回收率过高（＞１５０％）。
通过比较Ｃ１８、ＨＬＢ、中性氧化铝柱、ＭＡＸ柱的净化效果和回
收率，发现这４种ＳＰＥ柱对己烯雌酚和甲基睾丸酮具有不同
的吸附能力，回收率在４５％～９３％之间，其中Ｃ１８柱回收率最
高，净化效果最好。

洗脱溶剂的选择对固相萃取试验的影响最大。样品提取
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液经Ｃ１８固相萃取柱净化后，分别对甲醇、乙腈和乙酸乙酯３
种洗脱溶剂的洗脱效果进行比较。其中乙酸乙酯属于弱极性

化合物，对保留在ＳＰＥ固相萃取柱的目标化合物洗脱能力较
弱，而乙腈和甲醇相比，甲醇的洗脱效果更好，回收率在７８％
以上，因此，本试验选择甲醇作为洗脱液。同时，对固相萃取

柱淋洗条件的优化时发现，采用５ｍＬ的１０％甲醇溶液淋洗
柱子，既能有效去除杂质，又能保证２种目标化合物不被洗
脱，效果优于纯水。

２．２　检测波长的选择
己烯雌酚和甲基睾丸酮具有发色基团，可用紫外光进行

检测。分别取１．０μｇ／ｍＬ的己烯雌酚和甲基睾丸酮标准溶
液，使用ＶＷＤ检测器的光谱扫描功能分别进行１９０～４００ｎｍ
紫外波长扫描（图１、图２）。己烯雌酚在２２０～２５８ｎｍ有较强
吸收，并于２４２ｎｍ处达最大吸收；甲基睾丸酮在２３８～２５６ｎｍ
有较强吸收，并于２４６ｎｍ处达最大吸收。虽然在波长２４２、
２４５ｎｍ时灵敏度最高，但空白加标样品杂质峰明显较多，且
杂质峰面积较大。通过参考《水产品中甲基睾酮残留量的测

定：液相色谱法》（ＳＣ／Ｔ３０２９—２００６），选择２５４ｎｍ为检测波
长，此条件下杂质峰相对较少，灵敏度较高。

２．３　流动相的选择
在流动相的优化过程中，固定有机相为甲醇，分别将纯

水、０．５％甲酸溶液作为水相进行比较。结果表明，水相为
０５％甲酸溶液时，目标物峰形较为尖锐，故本试验选择
０５％甲酸溶液作为水相。比较不同配比的甲醇和０．５％甲
酸溶液以减少基质干扰的影响，结果表明，在甲醇 －０．５％甲
酸溶液（体积比 ７０∶３０）流动相条件下，基质成分不干扰
测定。

在优化条件下，０．５μｇ／ｍＬ混合标准溶液色谱图见图３；
样品加标０．１ｍｇ／ｋｇ色谱图见图４。

２．４　准确度与精密度
以空白对虾样品为本底，分别添加３个不同浓度的混合

标准液，放置１２ｈ进行老化平衡，再用上述优化的前处理方
法和色谱条件进行分析，测定该方法的加标回收率及精密度

（表１）。己烯雌酚、甲基睾丸酮的回收率分别为 ７８．０％ ～
８６．０％、８０．０％～９３．０％，相对标准偏差≤５．６％，表明该方法
的准确度和精密度满足实际样品的分析要求。

表１　不同加标浓度水产品中己烯雌酚和甲基睾丸酮
的回收率和相对标准偏差 ％　

分析

化合物

０．０４ｍｇ／ｋｇ ０．１０ｍｇ／ｋｇ ０．５０ｍｇ／ｋｇ

平均

回收率

相对标

准偏差

平均

回收率

相对标

准偏差

平均

回收率

相对标

准偏差

己烯雌酚 ７８．０ ５．６ ８１．０ ４．９ ８６．０ ３．５
甲基睾丸酮 ８０．０ ４．８ ８９．０ ４．３ ９３．０ ３．６

２．５　线性范围与灵敏度
配制己烯雌酚和甲基睾丸酮混合标准溶液，浓度分别为

０．０５、０．１０、０．２０、０．５０、１．００、２．００、５．００、１０．００μｇ／ｍＬ。在设
定色谱条件下，各取２０μＬ进行ＨＰＬＣ分析，根据标准系列质
量浓度和峰面积绘制校准曲线，并计算相关系数（表２），结果
显示：二者浓度均在０．０５～１０．００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良
好，ｒ２大于０．９９９。

向阴性样品中添加标准物质以进一步考察该方法的灵敏

度。经优化方法进行前处理并上机测定，以３倍信噪比计算
该方法的检出限，得出己烯雌酚检出限为５．０μｇ／ｋｇ，甲基睾
丸酮检出限为６．０μｇ／ｋｇ。

表２　己烯雌酚和甲基睾丸酮的回归方程及相关系数

分析化合物 回归方程 相关系数

己烯雌酚 ｙ＝５７．２９０６２＋３．５７４１７ ０．９９９８
甲基睾丸酮 ｙ＝５１．４９３８６＋３．５５９９１ ０．９９９２

—６８２— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第５期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄

３　小结

本试验建立了固相萃取－高效液相色谱法同时测定水产
品中己烯雌酚和甲基睾丸酮２种激素药物残留的方法，同单
组分检测相比，样品前处理可有效缩短检测时间，节约检测成

本，提高检测效率。
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吉林晒烟中的生物碱组成及其对烟叶内在质量的影响

孟　莉１，郭世英２，符云鹏１，邱宝平２，刘晓旭２，郭１，赵晓军１，韩富根１

（１．河南农业大学烟草学院，河南郑州４５０００２；２．红塔辽宁烟草有限责任公司，辽宁沈阳 １１００００）

　　摘要：选取吉林长春当地３个主栽晒烟品种为研究对象，探讨晒烟中的生物碱组成及其对烟叶内在质量的影响。
结果表明：（１）各品种生物碱在叶片发育过程中持续增加，成熟后期趋于稳定，其中大白花的生物碱含量最高，青黄叶
次之，大叶黄最少。晒后烟叶中生物碱总量为４．４％～６．０％；烟碱转化率为３．８％～１１．２％；烟碱、降烟碱、假木贼碱、
新烟草碱占总生物碱的比例分别为８２．００％～８９．００％、３．２０％～９．１０％、０．５３％～０．５８％、６．７０％～８．３０％。（２）晒后
烟叶的降烟碱、转化率与还原糖、总糖达到极显著负相关，生物碱总量与还原糖、总糖达到显著负相关。晒后烟叶中４
种生物碱均与总氮呈正相关且基本达到显著水平。（３）烟碱及生物碱总量与劲头得分呈极显著负相关；降烟碱与灰
色得分呈极显著负相关，与香气质、香气量得分基本达到显著负相关；假木贼碱与劲头、燃烧性得分呈显著负相关；烟

碱转化率与评吸各项指标均呈负相关，且相关性接近显著水平，并与香气质、灰色得分达到极显著水平。

　　关键词：晒烟；生物碱；内在质量；相关性；化学成分
　　中图分类号：Ｓ５７２．０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０５－０２８７－０４

收稿日期：２０１４－１０－１１
基金项目：中国烟草实业发展中心资助项目（编号：ｚｙｓｙ－２０１０－
０３）；红塔辽宁烟草有限责任公司资助项目（编号：２０１３０４０１）。
作者简介：孟　莉（１９９０—），女，河南民权人，硕士研究生，主要从事
烟草栽培生理生化研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｍｅｎｇｌｉ６１４００＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：符云鹏，教授，硕士生导师，主要从事烟草栽培生理生化研

究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｐｆｕ０１＠１６３．ｃｏｍ。

　　生物碱是一类特殊的含氮化合物，烟草生物碱包括烟碱、
降烟碱、假木贼碱和新烟草碱，其组成与含量直接影响烟草制

品的感官评吸质量、烟气特征和安全性［１－５］。烟碱是烟草特

有的化学成分，具有兴奋中枢神经及末梢神经的作用。烟碱

在燃烧过程中挥发，使烟气呈碱性并产生刺激性气味，对烟叶

质量有负面效应。降烟碱又称去甲基烟碱，易在调制及陈化

过程中进一步生化转化，如氧化生成麦斯明；降烟碱还易发生

酰化产物，使烟气挥发性物质的组成及含量发生变化，从而影

响烟叶的香味品质及可用性。赵永利等采用气相色谱法对我

国烟叶和卷烟的生物碱组成及含量现状进行了全面分析测

定，并系统研究了白肋烟烟碱转化率与卷烟感官评吸品质、烟

气ＴＳＮＡ含量的关系［６－９］。对于烤烟生物碱含量与其部位、
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