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气相色谱/燃烧炉/同位素比质谱法溯源分析 

黄油中 5种类固醇激素 
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摘要：建立了黄油中雌酮、α/β-雌二醇、雌三醇和孕酮 5 种类固醇激素的气相色谱/燃烧炉/同位素比质谱（GC/C/IRMS）溯源方

法。样品经乙酸乙酯-环己烷（1:1，V/V）提取，经凝胶渗透色谱（GPC）净化和半制备液相色谱（Pre-HPLC）纯化，纯化液经 HP-5MS

（30 m×0.25 mm，0.25 μm）柱分离，GC/C/IRMS 溯源分析和气相色谱-质谱（GC/MS）定性和定量分析。黄油中外源性激素 δ13C 值

<-30‰，内源性激素 δ13C 值>-27‰，其中黄油中外源性孕酮 δ13C 值=-30.59‰±0.12‰，内源性孕酮 δ13C 值范围在-26.83‰±0.25‰与

-23.80‰±0.33‰之间，单因素方差分析（p 值=0.009<0.05）显示内源性孕酮和外源性孕酮的 δ13C 值存在显著差异性。经模拟实验显

示，实际样品中引入外源性激素的 δ13C 值与外源性激素 δ13C 值具有同源性。方法灵敏度为 15~100 ng，方法批内精密度为

0.11‰~0.17‰，批间精密度为 0.16‰，Pre-HPLC 的馏分接收是同位素分馏现象发生和影响测定准确性的主要阶段。结果表明，本方

法准确性和特异性好，GC/C/IRMS 是鉴别激素来源的有效工具。 
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Abstract: A gas chromatography-combustion-isotope ratio mass spectrometry method was developed for investigating the traceability of 

five steroid hormones (estrone, α/β-estradiol, estriol and progesterone) in butter. The samples were first extracted by ethylacetate/cyclohexane 

(1:1, V/V). The sample was extracted with ethyl acetate-cyclohexane (1:1, V/V), purified by gel permeation chromatography (GPC) and 

semi-preparative liquid chromatography (Pre-HPLC), separated through a HP-5MS column (30 m × 0.25 mm, 0.25 μm), before traceability 

analysis by gas chromatography-combustion-isotope ratio mass spectrometry (GC/C/IRMS) and qualitative and quantitative analyses by GC/MS. 

The δ13C values of the exogenous hormones in butter were <-30‰ while the δ13C values of endogenous hormones were >-27‰, among which 

the δ13C value of exogenous progesterone in butter was -30.59‰±0.12‰ and the δ13C value of endogenous progesterone ranged from 

-26.83‰±0.25‰ to -23.80‰±0.33‰. One-way analysis of variance (p-value=0.009<0.05) indicated a significant difference in the δ13C values 

between the endogenous and exogenous progesterone. The simulation experiments showed that the δ13C value of the sample spiked with an 

exogenous hormone was homologous with the δ13C value of the exogenous hormone. The sensitivity of the method for the five hormones was in 

the range of 15~100 ng. The within-batch precision of the method ranged from 0.11‰ to 0.17‰ and the between-batch precision was 0.16‰.  
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The step of Pre-HPLC fraction collection was critical for isotopic fractionation and analysis accuracy. The obtained results showed that the 

established method is accurate and specific, and GC/C/IRMS is an effective tool for investigating the origin of steroid hormones. 

Key words: endogenous hormone; exogenous hormone; butter; gas chromatography/combustion/isotope ratio mass spectrometry; 

traceability 

 
类固醇激素作为促生长剂常被违禁用于畜牧业和

养殖业[1~4]。动物源性食品中残留激素可通过食物链进

入人体，造成一系列健康危害[5,6]。我国[7]和欧盟[8]等

国家明令禁止合成类固醇激素在食品动物中应用。目

前，评价动物源性食品中类固醇激素滥用的唯一途径

是检测其生理学浓度[9~11]，利用气相色谱-质谱法

（GC/MS）[12,13]或液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）
[14,15]检测异生型激素（如己烷雌酚等）可判定其滥用

情况。然而，当违禁使用的合成类固醇激素或其代谢

物与动物自然产生的内源性类固醇激素（如雌二醇等）

一致时，利用传统检测技术（GC/MS、HPLC-MS/MS）
仅根据其生理学浓度，难以判定其是由动物自身产生

还是在动物养殖过程中违禁用药产生，还可能会提供

一个有争议的结论而导致贸易争端。 
气相色谱/燃烧炉/同位素比质谱法（GC/C/IRMS）

是国际上鉴别物质来源的有力工具[16,17]，由质谱仪测

定组分高温燃烧 CO2中稳定同位素（13C/12C）比值和

国际标准物质的同位素比值的差异性，它反映了样品

和国际碳酸盐标准物质 PDB（Pee Dee Belemnite）之

间碳同位素比值的相对差异： 
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不同来源化合物，其 13C 与 12C 的含量比值不同。

食品动物自身产生的内源性类固醇激素的碳稳定同位

素比值（13C/12C）取决于动物不同来源的营养物质中

的碳稳定同位素，如 C3（如干草、大豆等）和 C4（玉

米、甘蔗等）植物混合物[18,19]，而作为药物用的外源

性合成类固醇激素主要提取于纯的 C3 植物（如薯蓣

属或大豆植物），其同 C4 植物相比具有相对较低的碳

稳定同位素比值[20]，因此通过检测类固醇激素 13C/12C
可以鉴别其来源，从而监管类固醇激素的滥用。 

目前，国内外对于动物源性食品中残留激素的来

源鉴别研究还很少。本文作者曾研究发现，黄油样品

中激素含量水平明显高于牛奶和牛肉样品[15,21,22]。因

此本文选择全自动凝胶渗透色谱（GPC）净化技术、

半制备液相色谱（Pre-HPLC）纯化技术、GC/MS 定

性定量技术与 GC/C/IRMS 相结合，建立黄油中 5 种

类固醇激素（图 1）的溯源方法，前处理净化、纯化

效果好，测定结果准确性和特异性好，满足溯源分析

要求，该法填补了类固醇激素溯源技术空白。 

 
图1 5种类固醇激素的代谢和生物合成途径 

Fig.1 Biosynthesis pathways and metabolism of five steroid 

hormones 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

同位素比质谱仪（IsoPrime 100），英国 IsoPrime
公司；配 GC-5 燃烧界面和气相色谱仪（7890A），美

国 Agilent 公司；半制备高效液相色谱仪配紫外检测器

（DAD，1200 型），美国 Agilent 公司；气相色谱仪

（6890N 型）配质谱仪（5975 型），美国 Agilent 公司；

全自动凝胶净化系统（GPC Vario），德国 LCtech 公司；

漩涡振荡器，德国 Heidolph 公司；低温离心机，美国

Sigma 公司；往复式振荡器，日本 Yamato 公司；超声

清洗器（S300H），德国 Elma 公司；全自动氮吹仪，

美国 Caliper 公司；恒温干燥箱（ED115），德国 Binder
公司。 

类固醇激素标准物质：17α/β-雌二醇（α/β-E）、雌

三醇（E3）、雌酮（E1）、孕酮（P）（纯度≥98%）购

自德国 Dr.Ehrenstorfer 公司；甲醇、环己烷、乙酸乙

酯和乙腈（HPLC 级）购自美国 TEDIA 公司。 
黄油样品：购自生产商，并确保在生产过程中无

外源性激素使用。 
人造黄油：购自超市，无激素检出，用以方法确

认和质控。 

1.2  GPC条件 

柱类型：GPC 40010（300 mm×20 mm）；填料：

24 g Bio-Beads SX-3 凝胶，柱床高 24 cm；流动相：

乙酸乙酯/环己烷（1:1，V/V）；流速：4.7 mL/min；柱

预洗时间：10 s；前运行时间：10.5 min；主收集时间：

33 min；尾洗时间：4 min；溶剂交换周期：3 次；定
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量环：5.0 mL，浓缩至 2 mL。检测波长：254 nm。 

1.3  Pre-HPLC条件 

色谱柱：Agilent Eclipse XDB-C18（21.2×250 mm，

7 μm）；流动相：水（A）和乙腈（B）；柱温：室温；

梯度洗脱程序：0.0 min（40% B）→15.0 min（80% B）
→25.0 min（100% B）→30.0 min（100% B）；流速：

15 mL/min；进样量：500 μL；检测波长：200 nm 和

242 nm。 

1.4  GC/MS条件 

色谱条件：色谱柱：Agilent HP-5MS（30 m×0.25 
mm，0.25 μm）；进样模式：不分流；进样量：2 μL；
前进样口温度：280 ℃；离子源温度：230 ℃；MS
四级杆温度：150 ℃；辅助通道温度：280 ℃；柱流

量：1 mL/min；柱升温程序：初始温度 80 ℃，保持 1 
min，以 15 ℃/min 升至 250 ℃，保持 2 min，以 2 ℃
/min 升至 272 ℃，保持 5 min；溶剂延迟时间为 3 min。 

质谱条件：电子轰击（EI）能量：70 eV；载气：

氦气（纯度 99.999%）；全扫描（Scan）质量范围：50~500 
m/z，选择离子扫描（SIM）参数如表 1；离子驻留时

间：50 ms。 
表1 5种类固醇激素衍生物的MS采集参数 

Table 1 Optimized mass spectrometer parameters of five steroid hormone derivatives 
化合物 缩写 保留时间/min 特征离子/(m/z) 定量离子/(m/z) 

孕酮 P 21.601 124/229/244/272/314（M+·） 124 

雌酮醋酸酯 E1Ac 19.730 146/172/185/270/312（M+·） 270 

17α-雌二醇醋酸酯 α-EAc 21.638 
146/160/172/314/356（M+·） 314 

17β-雌二醇醋酸酯 β-EAc 22.029 

雌三醇醋酸酯 E3Ac 27.180 160/252/313/372/414（M+·） 372 

注：M+·：分子量。 

1.5  GC/C/IRMS条件 

色谱柱：Agilent HP-5MS（30 m×0.25 mm，0.25 
μm）；进样模式：不分流；进样量：5 μL；进样口温

度：250 ℃；柱流量：1 mL/min；柱升温程序：初始

温度 80 ℃，保持 1 min，以 15 ℃/min 升至 250 ℃，

保持 2 min，以 2 ℃/min 升至 272 ℃，保持 5 min，最

后以 2 ℃/min 速度升至 275 ℃，保持 5 min。 
质谱条件：电子轰击（EI）能量：100 eV；燃烧

炉温度：850 ℃；燃烧界面温度：350 ℃。载气：氦气

（纯度 99.999%）；参考气：二氧化碳（纯度 99.999%）；

校准物质：咖啡因（IAEA-600，δ13C=-27.771‰）。 

1.6  样品处理 

称取 2 g 样品（精确到 0.01 g）于 15 mL 具塞离

心管中，加入 8 mL 乙酸乙酯/环己烷（1:1，V/V）涡

旋 1 min，45 ℃下水浴超声 5 min 和往复振荡提取 10 
min，于 9000 r/min 下离心 5 min，收集上清液至 GPC
样品瓶中，经 GPC 净化、浓缩，收集 2 mL 浓缩液于

收集瓶中。合并50×2 mL浓缩液于旋转蒸发鸡心瓶中，

于 40 ℃旋转蒸发至约 5 mL，移入 15 mL 具塞离心管

中，40 ℃下氮气吹至尽干，浓缩物用 1 mL 乙腈水溶

液（40:60，V/V）溶解，涡旋 1 min，过 0.22 μm 有机

滤膜于 Pre-HPLC 进样瓶中，经 Pre-HPLC 纯化、浓缩，

分段接收分析物馏分于接收试管中，合并各分析物的

分段馏分于旋转蒸发鸡心瓶中，40 ℃旋转蒸发至近

干，用 2 mL 甲醇分两次溶解浓缩物，移入 2 mL 进样

瓶中，40 ℃下氮气吹至尽干，孕酮用 200 μL 环己烷

定容后过 0.22 μm 有机滤膜待测，其余物质依次用 400 
μL 乙酸酐和 400 μL 吡啶溶解残留物，涡旋约 1 min，
于 70 ℃恒温干燥箱衍生化 50 min，取出冷却至室温，

40 ℃下氮气吹至尽干，用 200 μL 环己烷定容，过 0.22 
μm 有机滤膜，供 GC/MS 定性定量分析和 GC/C/IRMS
测定。 

1.7  分析方法评价 

分析方法的灵敏度、精密度直接决定类固醇激素

δ13C 值的准确性，同时，样品前处理过程也可能会引

起同位素分馏现象，导致 δ13C 值准确性和特异性差，

所以，对方法的可行性进行评价。 
1.7.1  灵敏度 

方法的灵敏度通过类固醇激素衍生物不同进样量

（1~100 ng）的 δ13C 值及其信号强度来评价分析。 
1.7.2  精密度 

空白人造黄油样品中添加两个浓度水平的雌酮标

准溶液，以测定雌酮醋酸酯批内和批间精密度，批次

的两个浓度水平被两个操作者（A、B）在两个不同的

时间平行测定 6 次，根据其标准偏差（SD）评价分析

精密度。 
1.7.3  特异性 
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通过对样品中类固醇激素的 GC/MS 质谱图和峰

纯度与对应激素标准溶液的质谱图进行分析比较，来

确保类固醇激素 δ13C 值测定的特异性。 
1.7.4  同位素分馏 

在 GC/C/IRMS 分析过程中，同位素分馏现象是

主要的误差来源。同位素分馏现象可能会出现在样品

的前处理过程，如 Pre-HPLC 过程。通过测定类固醇

激素标准溶液 Pre-HPLC 分段馏分的 δ13C 值分析浓缩

纯化过程中同位素分馏现象。 

1.8  数据统计分析 

Thermo isodat 3.0 软件用于质谱仪自动获取和计

算数据。绘图软件采用 Origin 8.0 进行绘制。 

2  结果与讨论 

2.1  提取和净化条件的确定 

黄油含脂量高，类固醇激素脂溶性强，有效去除

油脂干扰是提取黄油中激素的关键。在前期研究的基

础上可知[21]，GPC 是有效去除油脂和色素等大分子物

质的有效方法。根据 GPC 净化效果好、加标回收率高，

选择乙酸乙酯/环己烷（1:1，V/V）为黄油中激素的提

取溶剂和 GPC 的流动相，流速为 4.7 mL/min 时，柱

预洗时间为 10 s，前运行时间为 10.5 min，主收集时

间为 33 min，检测波长为 254 nm。 

2.2  浓缩和纯化条件的确定 

样品基质中类固醇激素残留为痕量水平，样品浓

缩倍数大，且 GC/C/IRMS 对待测物的纯度要求非常

高。尽管 GPC 净化技术可去除大部分色素和油脂，但

是仍有一些分子量与待测物相似的基质共提物存在粗

提物中，因此，在 GC/C/IRMS 测定前增加 Pre-HPLC
纯化、浓缩过程。 

分别选择甲醇-水、乙腈-水为流动相，选择 C18
色谱柱，采用不同流动相、流速、检测波长分析结果。

结果表明，E1、E3、α/β-E 在 200 nm、P 在 242 nm 时

获得最大紫外吸收，而 E1、E3、α/β-E 在 242 nm 时紫

外吸收较弱，但 P 在 200 nm 具有明显紫外吸收，因

此，选择二元波长（200 nm、242 nm）扫描，而分析

物馏分接收时间根据 200 nm 扫描时色谱图来确定。

色谱柱选择 Agilent Eclipse XDB-C18（21.2×250 mm，

7 μm）柱，此柱可耐大流速、高压和进样量，分析速

度快，分离度高。甲醇粘度相对较大，二元泵在大流

速下长时间检测易在泵内产生气泡，造成检测过程基

线波动大和检测稳定性降低，导致目标分析物馏分接

收的准确性差，乙腈与水混合的压力较低，在大流速

下色谱柱承受压力小，选择乙腈-水为流动相。E3 的

极性稍强于其他激素，在乙腈<60%时，在 C18 色谱

柱上才有保留，经优化初始流动相选择 40%乙腈。优

化流速（10、15、20 mL/min）显示，在 15 mL/min
时分离度好。改变柱温（20、30 和 35 ℃）对目标分

析物的分离度影响不大，因此柱温选择室温。结果显

示，所建纯化条件分析物获得良好的峰型和分离度（图

2）。 

 
图2 激素混合标准溶液的Pre-HPLC色谱图 

Fig.2 Pre-HPLC chromatograms of hormones in mixed 

standard solution 

注：添加水平：100 mg/L；进样量：50 μL；波长：200 nm；

馏分接收如竖线所示 

2.3  GC/C/IRMS条件的确定 

由于类固醇激素具有弱挥发性和热不稳定性，且

含有羟基和酮基等官能团，极性较大，沸点较高，直

接分析，灵敏度较低，峰形较宽、拖尾，所以，需衍

生化以提高检测灵敏度和改善色谱峰型，有利于

GC/C/IRMS 集成软件识别目标峰的起始位置和结束

位置，以提高 δ13C 测定的重复性和精确性。 
常用的衍生化方法主要有硅烷化法和酰化法。经

优化，酰化法不仅引入更少的外源性碳原子，且衍生

物不易堵塞色谱柱末端或反吹毛细管，降低氧化反应

管的损坏。因此，选择乙酸酐为酰化试剂，吡啶为催

化试剂。优化衍生化温度（60 ℃、70 ℃、80 ℃）、

时间（40 min、50 min 和 60 min）显示，随着衍生化

温度的增加和衍生化时间的延长，分析物的响应值增

加，当 70 ℃衍生化 50 min 时效果最好。同时，采用

非极性 HP-5MS 色谱柱分析目标物，分离度和峰型良

好，目标峰起始位置和终止位置明确。色谱柱程序升

温太快或较高温度下检测分析，虽然大大缩短了检测

时间且分离度良好，但是稳定性差，基线波动大，并

易产生大的且无规律的干扰峰，造成检测灵敏度降低

和重复性差。经优化，除了 α-EAc 和 P，其他分析物
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分离度良好，无交叉干扰，峰型窄而无拖尾，且峰对

称（图 3）。因为 α-EAc 与 P 的气相色谱性质相似，即

使优化色谱柱升温程序和柱流速，也无法获得良好的

分离度，但是，利用 Pre-HPLC 浓缩纯化粗提物时，

α-EAc 与 P 的分离度良好，馏分接收纯净无相互交叉

干扰，因此，目标分析物 δ13C 值的测定具有良好的准

确性和特异性，所建方法满足 GC/C/IRMS 测定分析

要求。 

 

 
图3 类固醇激素衍生物的GC/C/IRMS色谱图（m/z 44） 
Fig.3 Chromatograms of GC/C/IRMS (m/z 44) of steroid 

hormone derivative 

2.4  δ13C值的分析 

类固醇激素衍生化后，实际上直接测定的为类固

醇激素衍生物的 δ13C 值，衍生化时会引入外源性酰化

试剂的碳原子，因此，采用如下修正公式以获得未衍

生化类固醇激素的 δ13C 值[16]： 
13 13δ C - δ C13 13 DOAc DAcδ C = δ C + 2m      DOH DOAc n  

式中：δ13CDOH：未衍生化的类固醇激素的 δ13C 值；

δ13CDOAc：类固醇激素衍生物的 δ13C 值；δ13CDAc：衍生试剂的

δ13C 值；n：类固醇激素含有的碳原子个数；m：类固醇激素中

含有的待衍生化的羟基个数。 

选择孕酮标准品（δ13C=-30.67‰）为质控标准，

其 δ13C 值通过 GC/C/IRMS 和 EA-IRMS 校准测定，

每个样品测定前，质控标准被平行测定 6 次以判断系

统稳定性；样品平行测定 6 次，其标准偏差（SD）应

<0.5‰。由表 2 可知类固醇激素衍生物的 δ13C 值和修

正后类固醇激素的 δ13C 值，外源性类固醇激素的 δ13C
值均<-30‰。 
表2 类固醇激素衍生物的δ13C值和修正后类固醇激素的δ13C

值 

Table 2 δ13C values of steroid hormone derivatives and δ13C 

corrected values of steroid hormones 

激素 衍生物的 δ13C 
平均值/‰ 

修正后的 δ13C 
平均值/‰ 

孕酮 a -30.67 -30.67 

雌酮 -32.14 -32.77 

β-雌二醇 -33.37 -34.90 

α-雌二醇 -31.30 -32.37 

雌三醇 -34.96 -37.79 

注：a 表示未衍生化。 

图4为4个黄油样品中内源性孕酮的GC/C/IRMS
色谱图。结果显示，孕酮色谱图干净且没有干扰物质，

说明样品前处理方法的可行性和孕酮 δ13C 值测定的

有效性。表 3 为 4 个黄油样品含有的孕酮和空白基质

中加标孕酮（10 μg/g）和孕酮标准溶液（20 μg/mL）
的 δ13C 值，结果显示，黄油中内源性孕酮的 δ13C 平

均值在-26.83‰±0.25‰和-23.80‰±0.33‰之间，空白

加标样品中外源性孕酮的 δ13C 平均值（-30.59‰± 
0.12‰）与孕酮标准溶液的 δ13C 值（-30.73‰±0.05‰）

具有一致性，单因素方差分析（ANOVA，p 值=0.009 
<0.05）显示内源性孕酮的 δ13C值和外源性孕酮的 δ13C
值之间存在显著差异性，尽管其中有 2 个黄油样品的

内源性孕酮 δ13C 值低于文献推荐的牛自然产生的内

源性激素的 δ13C 值范围（-15‰与-26‰之间）[23]，但

是，其 δ13C 值与另一个文献参考值（> -28‰）一致[24]，

研究显示，黄油中内源性孕酮的 δ13C 值> -27‰。尽管

其他内源性激素在实际样品中未检测到，经研究和参

考文献显示，所建方法和内源性激素 δ13C 值范围也适

合其他激素。 
事实上，当食品动物被外源性引入合成激素时，

实际样品中残留类固醇激素为内外源性激素混合物，

但是，由于基质中残留内源性类固醇激素为痕量，外

源性引入激素的含量水平远高于内源性类固醇激素的

残留水平，通过混合不同比例（1:1~1:100，ng/ng）内

源性孕酮和外源性孕酮进行模拟实际样品试验，结果

显示，测定的 δ13C 值在-28.61‰~-30.61‰之间，此范

围 与文 献推 荐的 外源 性类 固醇 激素 的范 围

（-28‰~-34‰之间）[23]一致，因此，实际样品中类固

醇激素混合物的 δ13C 值与外源性引入类固醇激素的

δ13C 值具有同源性，因此，所建方法也适合分析实际
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样品中的混合物，也进一步验证了建立的溯源技术具

有可行性和有效性。 

 
图4 4个黄油样品(a)、(b)、(c)、(d)中孕酮的GC/C/IRMS色

谱图（m/z 44） 
Fig.4 Chromatograms of GC/C/IRMS (m/z 44) of progesterone 

in four butter samples (a), (b), (c), (d) 

 

 

 

表3 黄油样品、空白人造黄油加标样品中和标准溶液孕酮的

δ13C值 

Table 3 δ13C values of progesterone in butter samples, spiked 

blank margarine samples and progesterone standard solution 

(n=6) 

样品 δ13C 平均值/‰ 标准偏差/‰

黄油 1 -23.80 0.33 

黄油 2 -25.75 0.11 

黄油 3 -26.83 0.25 

黄油 4 -26.62 0.15 

孕酮加标空白人造黄油 -30.59 0.12 
孕酮标准溶液 -30.73 0.05 

2.5  分析方法的评价 

2.5.1  灵敏度 

 

 
图5 不同进样量的α-EAc的δ13C 值和信号强度 

Fig.5 δ13C values (expressed in ‰) of α-EAc versus the 

corresponding amounts and peak intensities 

注：δ13C 值以‰表示，信号强度以 nA 表示，进样量为 1、

1.5、2.5、5、10、20、40、50、60、80 和 100 ng，n=6。 

类固醇激素衍生物的不同进样量（1~100 ng）的

δ13C 值及其信号强度如图 5（α-EAc）所示。α-EAc 的
进样量≤5 ng 时，其 δ13C 值在-31.78‰和-29.17‰之间

波动大（SD>0.5‰）；当进样量在 10~100 ng 之间时， 
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其 δ13C 值稳定在平均值-31.09‰±0.11‰附近，对应的

m/z 44 信号强度在 0.4~5 nA 之间。同时，P、E1Ac 和
β-EAc 的 δ13C 值稳定时，进样量和信号强度范围与

α-Eac 相同。E3Ac 的进样量在 15~100 ng 之间时，其

δ13C值稳定，对应的m/z 44信号强度在0.4~3 nA之间。

当进样量>200 ng 时，色谱柱超载，其 δ13C 值准确性

差。因此，选择进样量为 15~100 ng，m/z 44=0.4~5 nA
时的 δ13C 值用于溯源分析，其 δ13C 值的准确性、稳

定性和精密度良好，超过此范围，检测分析结果的精

密度和准确性将受影响。 
2.5.2  精密度 

不同操作者在不同时间测定空白人造黄油样品中

两个添加浓度水平获得的 E1Ac 的 δ13C 平均值和 SD
如表 4。结果显示，批内精密度（重复性）在

0.11‰~0.17‰之间，批间精密度（重现性）为 0.16‰，

SD 均<0.5‰，满足 GC/C/IRMS 检测分析要求。 
表4 两位不同操作者在两个不同时间测定的人造黄油样品中

两个浓度水平（10 μg/g、20 μg/g）的E1Ac的δ13C 值的精

密度（n=6） 
Table 4 Precision of δ13C values (E1Ac) of spiked margarine 

sample at two levels (10 μg/g, 20 μg/g), analyzed by different 

operator on different day (n=6) 

操作者 添加浓度/(μg/g) E1-Acδ13C 平均值±SD/‰

A 10 -32.11±0.17 

B 20 -32.28±0.11 
总计  -32.19±0.16 

2.5.3  特异性 

 
图6 类固醇激素衍生物的SIM扫描总离子流色谱图（TIC） 

Fig.6 Total ion current (TIC) chromatograms of steroid 

hormone derivatives in selected ion monitoring (SIM) scan 

mode 

注：添加浓度：5.0 mg/L，进样 2 μL。 

利用GC/MS定性定量分析，确保类固醇激素 δ13C
值测定的特异性。为避免基质共提物隐藏于分析物保

留时间处，导致对 δ13C 值的错误评估，GC/MS 与

GC/C/IRMS 的检测条件一致，利用质谱分析和峰纯度

分析以检测可能隐藏的干扰峰。由图 6 可知，色谱峰

分离度良好。图 7 为孕酮标准溶液、黄油样品中含有

孕酮的质谱图，结果显示，二者质谱图基本相同，因

此，待测物处没有干扰物存在；同时，样品中孕酮的

峰纯度分析也显示组分为 1，因此，所建检测分析方

法满足 GC/C/IRMS 的特异性要求。 

 

 
图7 孕酮标准溶液（a）、黄油（b）中孕酮的GC/MS质谱图 
Fig.7 GC/MS spectra of progesterone in standard solution (a), 

butter sample (b) 

2.5.4  同位素分馏 

 
图8 E3Ac在反相C18色谱柱上的同位素分馏现象 

Fig.8 Observation of isotopic fractionation of E3Ac on a RP18 

column 

注：竖直线为分段馏分接收范围及其衍生物的 δ13C 值。 

类固醇激素馏分被分段收集为 6~8 部分，除孕酮

馏分，其余目标物各分段馏分被衍生化后，经

GC/C/IRMS 检测其 δ13C 值，其分段馏分 δ13C 值均先

降低后增加，说明经反相 C18 色谱柱洗脱过程中其同
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位素比组成（13C/12C）在变化，存在碳同位素分馏现

象。以 E3Ac 分段馏分测定结果为例（图 8），最先洗

脱馏分的 δ13C 值（-33.75‰）最高，馏分最大和最小

δ13C 值相差 2‰，当合并分段馏分衍生物，其 δ13C 值

为-35.00‰，与不经过 Pre-HPLC 的对应标准溶液衍生

物的 δ13C 值无差异性，因此，待测物经 Pre-HPLC 浓

缩纯化时对类固醇激素馏分的准确和完整接收是影响

其 δ13C 值测定准确性的关键因素，所以，在 Pre-HPLC
浓缩纯化时应尽可能去除基质共提干扰物的同时全部

收集目标分析物的馏分。 

3  结论 

建立了黄油中 5 种类固醇激素 δ13C 值的

GC/C/IRMS 溯源分析方法。结果显示，黄油中残留外

源性类固激素 δ13C 值范围为<-30‰，内源性类固醇激

素 δ13C 值范围为>-27‰，Pre-HPLC 浓缩纯化过程是

同位素分馏现象发生的主要阶段，因此，在浓缩净化

时应尽可能去除基质共提干扰物的同时全部收集目标

分析物的馏分。所建方法目标分析物分离度良好，无

交叉干扰，满足 GC/C/IRMS 技术对测定目标分析物

δ13C 值的准确性和特异性要求，确保了检测和鉴别不

同来源类固醇激素技术的可行性和有效性。 
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