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气相色谱 －串联质谱法测定水产品中己烯雌酚的含量
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　　摘要：采用气相色谱－串联质谱法测定水产品中己烯雌酚的含量。改进了水产品中己烯雌酚的前处理，样品用乙
腈、正己烷和乙酸乙酯提取，无需通过固相小柱萃取，直接经 ＢＳＴＦＡ－ＴＭＣＳ吡啶溶液５０°Ｃ衍生；经过 ＤＢ－５ＭＳ
（３０ｍ×０．２５ｍｍ，０．２５μｍ）毛细色谱柱分离，再经过双重四级杆质谱仪选择离子扫描（ｍ／ｚ：３８３、３９７、４１２、４１３），用气
质联用仪检测其衍生物从而间接检测己烯雌酚。以ｔｒａｎｓ－ＤＥＳ衍生物做定量物质，在０．０１～０．１５μｇ／ｋｇ浓度范围获
得良好线性（ｒ２＝０．９９９８）；３个添加浓度（０．５、１．５、２．５μｇ／ｋｇ）下的平均回收率为７３．４％～９５．４％，标准偏差为２．５％～
６．０％。
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　　渔药残留引起的水产品污染不仅与公众的健康密切相
关，而且直接影响产业界的经济利益和各种贸易，已成为公认

的农业问题和环境问题。己烯雌酚属激素类药物，在水产养

殖上的主要作用是添加在饲料中促进鱼类等生长，然而己烯

雌酚作为一种人工合成的具有雌激素作用的化学物质，对人

类的危害逐渐被人们发现，许多科学试验证实了己烯雌酚是

一种致癌物质，对人和动物的健康危害较大，１９７９年包括我
国在内的世界各国开始严格控制己烯雌酚作为治疗药物使

用，并禁止使用己烯雌酚作为饲料添加剂［１］。但是，因为价

格低廉，在利益的驱动下，一些不法商贩在渔业生产过程中仍

然使用己烯雌酚，以致严重威胁食品安全，危害人类的健康。

目前，己烯雌酚检测方法有酶联免疫法、气相色谱 －质谱法。
这些方法在某种程度上有存在着假阳性的可能。气相色谱－
串联质谱法（ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ）［２］测定己烯雌酚在抗干扰能力、

准确度、精密度等方面具有优势，尤其在低浓度水平的定性和

定量方面优势更明显。本试验采用气相色谱－串联质谱法测
定水产品中的己烯雌酚含量，前处理稍作改进，并且无需固相

萃取小柱净化，方法简便，结果令人满意。

１　材料与方法

１．１　仪器
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＴＳＱ８０００ＥＶＯ型三重四极杆串联气相色

谱－质谱仪，ＥＩ离子源，正负ＣＩ源及免放空易更换维护离子
源的真空锁定装置，带有Ｘｃａｌｉｂｕｒ质谱软件。

ＴＬＬ型组织匀浆机；ＶｏｒｔｅｘＱＬ－９０１型涡旋振荡器；ＫＱ－
７００Ｅ型超声波清洗器；Ｒ－２０５／Ｖ旋转蒸发仪；氮吹仪。
１．２　试剂

乙腈、乙酸乙酯、甲醇、正己烷都为色谱纯；１００ｇ／Ｌ碳酸
钠（分析纯）溶液：称取 １０ｇ无水碳酸钠溶于 １００ｍＬ水中
制得。

己烯雌酚储备液：准确称取己烯雌酚标准品０．０１０ｇ（纯
度≥９９％），用甲醇溶解，定容于１００ｍＬ容量瓶中，即浓度为
１００μｇ／ｍＬ的标准储备液，置于 －１８℃冰箱中保存，有效期
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为６个月。
衍生化试剂：Ｎ－Ｏ－双（三甲基硅基）三氟乙酰胺（ＢＳＴ

ＦＡ）／三甲基氯硅烷（ＴＭＣＳ）体积比９９∶１。
１．３　仪器工作条件

色谱条件：色谱柱：ＤＢ－５ＭＳ（３０ｍ×０．２５ｍｍ×
０．２５μｍ）；进样口温度：２００℃；柱温：起始温度４０℃，保持
１．５ｍｉｎ，以 ２５℃／ｍｉｎ升温至 ９０℃，保持 １．５ｍｉｎ，以
２５℃／ｍｉｎ升温至 １８０℃，保持 ０ｍｉｎ，以 ５℃／ｍｉｎ升温至
２８０℃，保持０ｍｉｎ，以１０℃／ｍｉｎ升温至３００℃，保持３ｍｉｎ；
流速：１．２ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１μＬ；进样方式：不分流进样。

质谱条件［３］：传输线温度２５０℃；离子源为ＥＩ源；离子源
温度２８０℃；监测模式 Ｔｉｍｅｄ；保留时间 ２１．０５ｍｉｎ；离子对
２１７．２～７３．１，裂解能量１５ｅＶ；离子对４１２．３～２１７．２，裂解能
量１５ｅＶ；离子对４１２．３～３８３．３，裂解能量１０ｅＶ。
１．４　样品处理

样品制备：鱼样取于泰州市兴农特产水产养殖合作社，

－２０℃ 保存。在提取前将样品进行均质处理。
提取和分配：准确称取捣碎的鱼肉试样（５．００±０．０１）ｇ

于５０ｍＬ离心管中，除空白外，每２份样品中分别加入３种不
同含量（０．５、５、１０μｇ／ｋｇ）的己烯雌酚双平行，用１０ｍＬ乙腈
提取后，用 ８ｍＬ正己烷和 ２ｍＬ乙酸乙酯均质 ３０ｓ，
７０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取乙酸乙酯液于５０ｍＬ梨形瓶
中［４］。再向残渣中加乙酸乙酯１０ｍＬ，重复提取样品１次，合
并乙酸乙酯层，加入３ｍＬ碳酸钠溶液，于４０℃减压旋转蒸发
至干，用２ｍＬ正己烷和乙酸乙酯（体积比为８５∶１５）混合溶
液溶解残留物，转移至样品瓶中，氮气吹干，加１００μＬ衍生化
试剂，盖塞并涡旋混合３０ｓ，６０℃烘箱中反应３０ｍｉｎ。用氮
气吹干，加入０．５ｍＬ正己烷，涡旋混合１０ｓ，供分析用。
１．５　标准系列配制及测定

己烯雌酚标准工作液：将１００μｇ／ｍＬ标准储备液稀释成
５μｇ／ｍＬ工作液，取５个５０ｍＬ容量瓶，分别吸取１００、２００、
４００、１０００、１５００μＬ，配制成 ０．０１、０．０２、０．０４、０．１０、
０．１５μｇ／ｍＬ的标准工作液。吸取一定量的己烯雌酚标准工
作液于２ｍＬ样品反应瓶中，氮气吹干，加１００μＬ衍生化试
剂，盖塞并涡旋混合３０ｓ，８０℃烘箱中反应３０ｍｉｎ。用氮气
吹干，加入０．５ｍＬ正己烷，涡旋混合１０ｓ，进样１μｇ上ＧＣ－
ＭＳ－ＭＳ测定。

２　结果与分析

２．１　方法线性
取适量己烯雌酚，制得 ０．０１、０．０２、０．０４、０．１０、

０１５μｇ／ｍＬ系列对照溶液，经衍生供气相色谱－串联质谱法
测定，以各特征离子质量色谱峰面积为纵坐标，添加浓度为横

坐标，绘制标准曲线，回归方程为 ｙ＝４．４７×１０７ｘ＋３．５２９×
１０４，决定系数ｒ２＝０．９９９８，从回归方程及决定系数可以看出
药物浓度与色谱峰面积呈线性相关（图１）［５］。
２．２　方法的灵敏度

空白试料按相同的步骤处理后，测定结果表明，在相应的

保留时间，空白试料对所测药物无干扰。定量限（ＬＯＱ）：添
加２５ｎｇ／ｍＬ己烯雌酚标准溶液１００μＬ于５．０ｇ鱼肉中（即
添加浓度为０．５μｇ／ｋｇ，经提取后测定，己烯雌酚的信噪比

Ｓ／Ｎ＞１０，表明方法的定量限为０．５μｇ／ｋｇ；检测限（ＬＯＤ）：添
加５ｎｇ／ｍＬ的己烯雌酚标准溶液１００μＬ于５．０ｇ鱼肉中（即
添加浓度为 ０．１μｇ／ｋｇ，经提取后测定，己烯雌酚的信噪比
Ｓ／Ｎ＞３，表明方法的检测限为０．１μｇ／ｋｇ（图２）［６］。
２．３　方法准确度和精密度

采用标准添加法，在空白鱼肉中添加３个不同浓度（０５、
１．５、２．５μｇ／ｋｇ）己烯雌酚进行回收率试验，各浓度进行５个
样品平行试验，重复３次，求批内、批间相对标准，计算结果见
表１。从表１中可以看出，本方法在空白鱼肉中进行０．５～
２．５μｇ／ｋｇ的添加浓度，方法的回收率为 ７３．４％ ～９５．４％，
批内、批间相对标准偏差分别为３．７％和６．０％以内。

表１　鱼肉中己烯雌酚添加回收率试验结果（ｎ＝５）

添加浓度

（μｇ／ｋｇ）
回收率

（％）
批内相对ＲＳＤ
（％）

批间相对ＲＳＤ
（％）

０．５ ７５．５ ３．４ ５．５
７３．４ ３．７ ５．７
７６．６ ３．５ ６．０

１．５ ８８．６ ２．９ ４．８
８７．５ ３．０ ４．６
８４．８ ３．１ ４．９

２．５ ９１．３ ３．１ ４．５
９５．４ ２．８ ４．０
９２．６ ２．９ ４．５

３　结论

本试验采用气相色谱三重四极杆质谱法测定水产品中己

烯雌酚，成本低，方法定性可靠，定量准确，检出限低，为水产

品中己烯雌酚残留量的测定提供了较好的方法。
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