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凝胶渗透色谱净化-气相色谱-质谱法测定黄油中6种

激素的残留 
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摘要：建立了凝胶渗透色谱（GPC）-气相色谱-质谱（GC/MS）同时测定黄油中雄酮（A）、脱氢表雄酮（DHEA）、睾酮（T）、

孕酮（P）、雌酮（E1）、17β-雌二醇（β-E）6 种类固醇激素残留的方法。黄油样品用乙酸乙酯/环己烷（1:1，V/V）振荡辅助提取，提

取液经 GPC 柱净化除脂，GPC 浓缩液用氮气吹至尽干，然后用乙酸酐和吡啶衍生化，最后，衍生化物经 GC 色谱柱（HP-5MS，30 m×0.25 

mm，0.25 μm）分离，在 SIM 模式下进行定性和定量分析。6 种类固醇激素以外标法定量，在 10~500 μg/kg 线性范围内相关系数（r）

均大于 0.999；方法的定量限 LOQs（S/N≥10）为 4~10 μg/kg；添加水平为 10 μg/kg、50 μg/kg、200 μg/kg 时，加标回收率范围为 77.2~112%，

相对标准偏差为 4.2~10%。结果表明，所建方法准确、可靠，已成功用于黄油中 6 种类固醇激素的检测分析。 
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Abstract: A gel permeation chromatography purification (GPC)-gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) method was 

developed for the determination of 6 steroid hormone residues (androsterone (A), dehydroepiandrosterone (DHEA), testosterone (T), 

progesterone (P), estrone (E1) and β-estradiol (β-E)) in butter samples. The butter samples were extracted by oscillation with 

ethylacetate/cyclohexane (1:1, V/V). The extract was purified and degreased by GPC column. The GPC concentrate was evaporated to dryness 

under a stream of nitrogen. Derivatization of the residue was carried out with pyridine and aceticanhydride. Finally, the derivative was separated 

using a GC column (HP-5MS, 30 m×0.25 mm, 0.25 μm), and the qualitative and quantitative analysis was conducted under the model of 

selective ion monitor (SIM). Steroid hormone residues were quantified using external standard method, which had good linearity in the 

concentration range of 10-500 μg/kg with correlation coefficiency larger than 0.999. The quantification limit was 4-10 μg/kg. At the spike levels 

of 10 μg/kg, 50 μg/kg and 200 μg/kg, the recoveries of hormones were in the range of 77.2-112% and the relative standard deviation (RSD) was 

from 4.2% to 10%. The above results showed that the method was accurate, reliable and suitable for the determination of 6 hormone residues in  
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butter samples. 
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性激素是甾体激素的主要组成部分，包括雄激素、

雌激素和孕激素。这些物质具有强的蛋白质同化作用，

畜牧业中常被用作促生长剂，以大幅度提高动物养殖

经济效益[1~5]。基于对动物源性食品中激素残留风险分

析的深入研究，长期摄入此类激素类药物会导致消费

者内分泌紊乱和性早熟，提高致癌、致畸的风险等[6~8]。

我国农业部明确规定，不得在动物源性食品中检出睾

酮和雌二醇[9]。睾酮、脱氢表雄酮和雄酮是主要的雄

激素；雌二醇是活性最强的雌激素，与雌酮互为前体

和代谢物；孕激素主要以孕酮为主，三类激素在代谢

过程可相互转化（图 1）。 
目前关于动物源性食品中残留激素的研究报道，

主要基质是动物肌肉组织（如猪肉、牛肉和羊肉等）、

肝脏、牛奶、鸡蛋和水产品等[10~13]，对黄油中激素残

留的分析报道还很少。黄油因其营养价值成为人们生

活中的重要食品之一，其质量安全关乎消费者的饮食

健康。 
黄油是高脂肪含量样品，传统的液液提取-固相萃

取柱前处理净化技术难以有效去除油脂共提物，因此，

本研究采用去除油脂效果良好的凝胶渗透色谱（GPC）
净化技术，其根据分析物分子量大小不同而分离（色

素和油脂分子量通常>600，而激素通常<500），可有

效去除黄油中油脂和色素干扰。目前，常用的激素检

测方法主要有液相色谱-串联质谱法（HPLC-MS/MS）
和气相色谱-质谱法（GC/MS）。虽然 GC/MS 法与

HPLC-MS/MS 法相比需要衍生化，灵敏度稍低，但是

GC/MS 仍然是检测类固醇激素的强有力工具，且在确

证未知类固醇激素具有其不可替代的优势[14]。因此，

本文采用 GPC 净化技术与 GC/MS 相结合，同时测定

黄油中 6 种类固醇激素，所建方法净化效果好，回收

率高和重现性好，满足药物残留分析要求。 

 
图1 6种激素的结构式 

Fig.1 Structure formulas of six hormones 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

6890N 型气相色谱配 5975 型质谱仪（GC/MS），
美国 Agilent 公司；全自动凝胶净化系统（GPC），德

国 LCtech 公司；漩涡振荡器，德国 Heidolph 公司；

往复式振荡器，日本 Yamato 公司；全自动氮吹仪，

美国 Caliper 公司；恒温干燥箱，德国 Binder 公司；

低温离心机，美国 Sigma 公司；移液器，法国 Gilson
公司。 

激素标准品：睾酮（T）、雄酮（A）、脱氢表雄酮

（DHEA）、孕酮（P）、雌酮（E1）、17β-雌二醇（β-E）
（纯度≥96.0%）均购自德国 Dr.Ehrenstorfer 公司；甲

醇、环己烷、乙酸乙酯、正己烷、丙酮、叔丁基甲醚

和吡啶（HPLC 级），购自美国 TEDIA 公司；乙酸酐

（AR 级），购自广州化学试剂厂。 
黄油样品：市售进口黄油。 
空白样品：选择没有激素检出或含量超低水平的

样品为空白样，用以制备验证用加标样品。 

1.2  标准溶液的制备 

储备液：分别准确称取各激素标准物质 5 mg（精

确至 0.1 mg），以甲醇配制浓度为 500.0 mg/L 的单标

溶液，所有溶液于棕色瓶中-30 ℃储存。 
单标工作液：现用现配，使用前分别移取 10.0 μL 

500.0 mg/L 的激素单标溶液于 2 mL 样品瓶中，40 ℃
氮气吹干甲醇溶剂，残留物依次用 100 μL 乙酸酐和

100 μL 吡啶溶解，涡旋约 1 min 充分混合，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，用环己烷定容至 1 mL，供 GC/MS 用。 
混合标准工作液：现用现配，使用前分别移取 20.0 

μL 500.0 mg/L 的各激素单标溶液于 2 mL 样品瓶中，

40 ℃氮气吹干甲醇溶剂，残留物依次用 200 μL 乙酸

酐和 200 μL 吡啶溶解，涡旋约 1 min 充分混合，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，用环己烷定容至 1 mL，并用

环己烷逐级稀释成所需浓度，供 GC/MS 用。 

1.3  仪器参数 

1.3.1  GPC 条件 
GPC 色谱柱：40010 型（300 mm×20 mm，高 24 
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cm，24 g Bio-Beads SX-2 填料）；流动相：乙酸乙酯/
环己烷（1:1，V/V）；流速：4.7 mL/min；定量环：5.0 
mL；紫外检测波长：254 nm；柱预洗时间：0.17 min；
前运行时间 10.67 min；主收集时间：33 min；尾洗时

间：4 min；溶剂交换周期：3 次。 
1.3.2  GC 条件 

气相色谱柱：Agilent HP-5MS（30 m×0.25 mm，

0.25 μm）；进样量：2 μL；进样模式：不分流；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 ℃；色谱柱流量：

1 mL/min；色谱柱升温程序：80 ℃（保持 1 min）
→15 ℃/min→250 ℃（保持 2 min）→2 ℃/min→272 ℃
（保持 3 min）；溶剂延迟时间：5 min。 
1.3.3  MS 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 类固醇激素衍生物的MS采集参数 

Table 1 Optimized mass spectrometer parameters of 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) 

睾酮醋酸酯 TAc 20.665 124/147/228/330（M+·） 124 

雄酮醋酸酯 AAc 18.136 201/257/272/332（M+·） 272 

脱氢表雄酮醋酸酯 DHEAAc 18.784 121/255/270/330（M+·） 270 

孕酮 P 21.605 124/229/272/314（M+·） 124 

雌酮醋酸酯 E1Ac 19.733 146/185/270/312（M+·） 270 
17β-雌二醇醋酸酯 β-EAc 22.031 146/172/314/356（M+·） 314 

1.4  样品处理 
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称取 1 g 样品（精确到 0.01 g）于 15 mL 具塞离

心管中，加入 5 mL 乙酸乙酯/环己烷（1:1，V/V）涡

旋 1 min，溶解后定容至 8 mL，往复振荡提取 15 min，
于 10000 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，于 40 ℃下氮气吹至约 0.5 mL，移入 2 mL 进样

品中，40 ℃下氮气吹至尽干，依次用 200 μL 乙酸酐

和 200 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 测定。 

2  结果与讨论 

2.1  提取溶剂的选择 

激素是低分子量的脂溶性物质，含量与样品脂含

量成正比[15]。 
黄油是高脂含量样品，提取效率的关键因素是选

择合适的提取试剂和提取方法。选择具有脂溶性的丙

酮、正己烷、乙酸乙酯、环己烷、叔丁基甲醚为提取

试剂，结果显示，虽然 5 种提取试剂均可以溶解黄油，

但是乙酸乙酯/环己烷（1:1，V/V）溶解效果最好，溶

解液为澄清溶液，同时，乙酸乙酯/环己烷也是 GPC
常用流动相，因为选择乙酸乙酯/环己烷（1:1，V/V）
为提取试剂。 

2.2  GPC净化条件的确定 

 
图2 GPC前运行时间（a）和主收集时间（b）对黄油中激素加

标回收率的影响 

Fig.2 Influences of GPC-forerun time (a) and GPC-main 

fraction time (b) on the recovery of hormones in butter 

油脂是检测黄油中激素主要的基质共提干扰物。

GPC 以多孔凝胶作为固定相，分离过程，色素和油脂

等大分子物质不易进入凝胶颗粒孔内而分布在颗粒
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间，首先洗脱下来，激素等小分子物质不仅在颗粒间

隙扩散，还进入凝胶颗粒微孔中，洗脱速度慢后流出，

因此，净化效果好。同时，流动相乙酸乙酯和环己烷

沸点一致，一定比例混合后洗脱条件稳定。 
GPC 净化效果的决定因素是基质共提干扰物与

目标分析物切割点的选择。当流速为 4.7 mL/min 时，

大分子物质油脂和色素在 10 min 时被洗脱去除。前运

行时间设计为 10、10.17、10.33、10.5、10.67、10.83、
11 min；主收集时间设计为 16.7、20、25、33、42、
50 min。由图 2A 可知，前运行时间为 10 min 时加标

回收率最高，但仍有部分油脂被接收，根据除脂效果

和加标回收率，前运行时间为 10.67 min；图 2B 所示

随着主收集时间的延长加标回收率逐渐增大，当主收

集时间延长至 50 min 时，加标回收率与 33 min 时相

差不大，为减少分析时间和节约成本，选择主收集时

间为 33 min。优化流速（4.3、4.5、4.7 mL/min）结果

显示，相近加标回收率时，增大流速，可以大大减少

样品处理时间和减少试剂消耗，流速选择 4.7 mL/min。 
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2.3  衍生条件的选择 

 
图3 激素的衍生化公式 

Fig.3 Derivatization formulas of hormones 

激素具有弱挥发性和热不稳定性，含有羟基和酮

基等官能团，极性较大，沸点较高，直接用 GC/MS
分析灵敏度较低，且峰型差，需要衍生化转化为极性

较低热稳定性好的衍生化物，以提高检测灵敏度和改

善色谱峰型。常用的衍生化法主要有硅烷化法和酰化

法。硅烷化法主要采用三甲基硅烷衍生化技术

（TMS），同时衍生激素结构中羟基和酮基而生成烯

醇化-三甲基硅烷产物（如公式 1），而酰化试剂主要

是酸酐类，衍生激素结构中的羟基而生成酯类物质（如

公式 2）。TMS 衍生物可能会堵塞气相色谱柱末端或

用于反吹的毛细管，酰化衍生物对气相色谱毛细管柱

影响小，因此，试验选择常用的酰化试剂乙酸酐和催

化试剂吡啶作为衍生化试剂。 
通过对比不同衍生化温度（50、60、70、80、90 ℃）

和衍生化时间（20、30、40、50、60 min）时目标分

析物的峰面积，结果显示，随着衍生化温度和衍生化

时间的延长，目标分析物的峰面积增加，当 70 ℃衍生

化 50 min 时效果最好。 

2.4  质谱条件的优化 

为确证目标分析物的特征离子，首先采用 Scan
扫描对 0.5 mg/L 的激素单标衍生物进行定性分析，根

据目标分析物的全质谱图，选择干扰少、选择性好的

离子作为特征离子进行 SIM 扫描，以相对丰度比为

100 的特征离子作为定量离子，另外选取 2 个相对丰

度较高的特征离子作为定性离子，如图 4 所示。 
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图4 激素衍生物的Scan扫描（m/z 50~500）质谱图 

Fig.4 Mass spectrums of hormone derivatives in full-scan mode 

(m/z 50~500) 

2.5  色谱条件的优化 

激素衍生化物极性低，应选择非极性色谱柱进行

分离，HP-5MS 气相色谱柱是非极性的，且具有较低

的柱流失，本实验选择 HP-5MS 为分析色谱柱。 
为使目标分析物之间和基质共提干扰物之间获得

良好的分离度，对气相色谱柱升温程序进行了优化，

研究发现，在气相色谱检测分析过程中，气相色谱柱

程序升温速度应<20 ℃/min，且柱温不能长时间在接

近色谱柱最高温度时分析，程序升温太快或较高温度

下检测分析，虽然大大缩短了分析时间且获得良好分

离度，但是其基线波动大，稳定性差，并易产生大且

无规律的干扰峰，导致检测灵敏度低和重复性差。经

优化，建立的色谱柱升温程序为：初始温度为 80 ℃，

保持 1 min，以 15 ℃/min 速度升至 250 ℃，保持 2 min，
以 2 ℃/min 速度升至 272 ℃，保持 3 min。色谱柱流

量选择 0.8 mL/min、1.0 mL/min、1.2 mL/min，分析结

果显示在 1.0 mL/min 时，目标分析物分离度好。同时，

经优化前进样口温度为 280 ℃，离子源温度为 230 ℃，

MS 四级杆温度为 150 ℃，辅助通道温度为 280 ℃时，

目标分析物灵敏度高、分离度好，色谱峰型窄而无拖

尾（图 5）。 

 
图5 激素衍生物的SIM扫描总离子流色谱图（TIC）（浓度：0.5 

mg/L，进样2 μL） 

Fig.5 Total ion current (TIC) chromatograms of hormone 

derivatives in selected ion monitoring (SIM) scan mode 

(concentration: 0.5 mg/L, injected volume: 2 μL) 

2.6  线性范围和定量限 

采用外标法定量。回归方程的获得是利用浓度范

围为 10~500 μg/kg 的混合标准溶液，以浓度为横坐标

（x，μg/kg）和定量离子对峰面积为纵坐标（y）进行

线性回归计算，所得回归方程和相关系数见表 2，所

得相关系数均大于 0.999，线性关系良好。定量限根据

信噪比 S/N≥10 确定，6 种激素的LOQs 为 4~10 μg/kg。 
 

表2 类固醇激素衍生物的线性方程、相关系数和LOQ 

Table 2 Calibration equations, correlation coefficients and LOQ of steroid hormone derivatives 

化合物 线性范围/(μg/kg) 回归方程 相关系数（r） L OQ/(μg/kg) 

雄酮醋酸酯 10~500 Y=1.43×105X-1.42×103 0.9994 10 

脱氢表雄酮醋酸酯 10~500 Y=2.55×105X-1.35×103 0.9993 5 

睾酮醋酸酯 10~500 Y=1.23×105X-1.45×103 0.9991 10 

孕酮 10~500 Y=7.24×104X-8.54×102 0.9990 10 

雌酮醋酸酯 10~500 Y=7.29×105X-7.57×103 0.9991 5 
17β-雌二醇醋酸酯 10~500 Y=4.59×105X-2.40×103 0.9991 4 

2.7  回收率与精密度 

在空白样品中添加 10 μg/kg、50 μg/kg、200 μg/kg

三个浓度水平进行回收试验，每个水平平行测定 6 次，

结果见表 3，回收率为 77.2~112%，相对标准偏差为

4.2~10%，方法的准确度和精密度符合国内外对激素
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残留分析的要求。 
表3 空白样品中6种类固醇激素加标的回收率和精密度（n=6） 

Table 3 The recoveries and accuracies of 6 steroid hormones in spiked butter (n=6) 

化合物 加标水平/(μg/kg) 回收率/% 相对标准偏差/% 

雄酮醋酸酯 10、50、200 77.3~105 5.4~10 

脱氢表雄酮醋酸酯 10、50、200 79.7~99.8 4.2~9.5 

睾酮醋酸酯 10、50、200 77.2~90.3 6.1~8.0 

孕酮 10、50、200 83.0~112 7.1~9.3 

雌酮醋酸酯 10、50、200 90.1~106 4.2~10 
17β-雌二醇醋酸酯 10、50、200 78.7~109 5.1~9.2 

2.8  实际样品分析 

采用所建方法对 4 个市售黄油样品进行检测，4
个样品均含有孕酮，其他激素未检出，范围为 110~127 
μg/kg，这与文献报道的黄油中孕酮含量值（132.9±5.1 
μg/kg）相接近[16]。 

3  结论 

本文建立了黄油中雄酮、脱氢表雄酮、睾酮、孕

酮、雌酮和 17 β-雌二醇的气相色谱-质谱（GC/MS）
检测方法。所建凝胶渗透色谱前处理技术，操作简单、

净化效果好，大大简化了高脂肪含量样品的前处理过

程，提高了高脂肪含量样品中激素的提取效率，该方

法准确可靠，满足高油脂样品中激素残留检测要求。 
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