
!*’)$$ !
中国食品卫生杂志

02498;8VUS<9,3UWWUUd2T74898 &)%* 年第 &# 卷第 * 期

研究’V((检验检疫学"&))*"%*$!% &!/"(
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实验技术与方法
同位素稀释/液相色谱/串联质谱法测定动物源性

食品中 + 种玉米赤霉醇类化合物
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摘$要!目的$建立动物源性食品中 + 种玉米赤霉醇类化合物残留量的同位素稀释/液相色谱/串联质谱的检测方
法" 方法$样品加入同位素内标后!用甲醇提取!离心后上清液经 *) k水浴氮气吹至近干!乙酸乙酯溶解残渣后!

采用氨基小柱固相萃取!正己烷/乙酸乙酯$&)o")!J@J%和乙酸乙酯两种溶液洗脱后!氮气吹干!流动相溶解后!涡

旋混匀过 )=&& #E有机滤膜后!30/-;@-; 多反应离子监测$-<-%模式检测!内标法定量" 结果$ + 种玉米赤霉

醇类化合物在 ’ 类动物源性食品中的加标回收率为 "!="e f%)’=+e&I34为 ’=#e f"=+e&检出限和定量限分别

为 )=)’ f)=)# #X@_X和 )=%) f)=&! #X@_X" 结论$该方法灵敏#准确!适用于动物源性食品中玉米赤霉醇类物质

的检测"
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$$玉米赤霉醇类化合物$cM]FL\HK"1,3K%属于同化
激素的一种"有促进细胞的生长与分化*扩增肌肉*

增强骨强度等作用"常被用于畜牧业养殖中"以促
进动 物 生 长) 1,3K通 常 包 括 玉 米 赤 霉 烯 酮
$cMF]FHML\LM"1U9%*"/玉米赤霉醇 $"/cMF]FHFL\H""/
1,3%*!/玉米赤霉醇 $ !/cMF]FHFL\H" !/1,3%*"/玉米
赤霉烯醇$"/cMF]FHML\H""/1U3%*!/玉米赤霉烯醇$!/
cMF]FHML\H"!/1U3%*玉米赤霉酮 $cMF]FHFL\LM"1,9%
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等 + 种化合物 ’%( ) 由于 1,3K有激素作用"通过食
物链被人体吸收后"会引起心血管*肝*生殖系统*
免疫系统等方面的病变甚至肿瘤) 为了保护人体
健康"我国和全球大多数国家都将 1,3K作为禁止
用于家畜生产的药物) 然而"由于 1,3K良好的促
生长效果"许多不法商贩仍在畜禽养殖过程中使用
1,3K"导致其在动物源性食品中的残留) 因此"研
究和开发动物源性食品中 1,3K的检测技术"对于
保护食品安全具有重要意义)

目前"针对玉米赤霉醇类化合物的研究国外主
要集中在代谢途径*毒性降解规律等方面 ’&( #检测
方法则国内报道较多"主要为薄层色谱法*免疫分
析法*高效液相色谱法*气相色谱/质谱法和液相色
谱/质谱法等 ’’/"( ) 薄层色谱法简便*成本低"但灵敏
度不高"通常只能进行半定量分析#免疫分析法操
作简单*速度快"但易出现假阳性"通常用在筛选试
验中#高效液相色谱法快速*高效"能同时测定多种
物质"但在有复杂基质干扰时"一定程度上存在定
性难度#气相色谱/质谱法同样具备多组分同时测定
的优点"但由于要衍生"使操作变得繁琐#液相色谱/
串联质谱法 $30/-;@-;%结合了高效液相色谱高
通量*快速和串联质谱定性准确的优点"是目前
测定 1,3K方法中最为通用的检测手段) 本方法
采用同位素稀释/液相色谱/串联质谱法测定动物
源性食品中 + 种玉米赤霉醇类化合物残留量"相
比文献方法 ’ " ( *农业部 %)&* 号公告!%>!&))"
+动物源性食品中玉米赤霉醇类药物残留检测
液相色谱/串联质谱法 , ’ > ( $以下简称公告方法 %

和 7Q@5&%>"&!&))" +动物源食品中玉米赤霉
醇*!/玉米赤霉醇*"/玉米赤霉烯醇* !/玉米赤霉
烯醇*玉米赤霉酮和玉米赤霉烯酮残留量检测方
法 液相色谱/质谱@质谱法 , ’ %) ( "采用内标法的液
相色谱/串联质谱检测"方法有效性都有所提升)

%$材料与方法
%=%$主要仪器与试剂

5DM]E\SHNGEFNMd7./’+)) 高效液相色谱/,Q
;BGMOg5]Fa’&)) 串联质谱仪 $美国 5DM]E\WGKDM]
;BGMLNCGB% *,Q;BGMO76/&#! 四通道固相萃取仪$美
国 7GHK\L% *i\]NMO7MLGPK’ 型涡旋混匀器*氨基固
相萃取小柱$ ;Ma/.F_"’ EH"*)) EX% ) 玉米赤霉烯
酮$1U9% *"/玉米赤霉醇 $"/1,3% *!/玉米赤霉醇
$ !/1,3% *"/玉米赤霉烯醇$"/1U3% *!/玉米赤霉烯
醇$ !/1U3% *玉米赤霉酮$1,9%+ 种标准溶液浓度
为 %) #X@EH$乙腈做溶剂"% EH装% "玉米赤霉烯酮
同位素内标$ %’0%"/1U9%内标溶液浓度为 &* #X@EH

$乙腈做溶剂"%=& EH装 %均购自美国 <\EM]#甲
醇*正己烷*乙酸乙酯*甲酸均为色谱纯)
%=&$方法
%=&=%$标准溶液的制备

将%’0%"/1U9内标溶液用乙腈稀释成 *)) LX@EH

的应用液"+ 种玉米赤霉醇类化合物分别用乙腈配
制 **%)*&)**) 和 %)) LX@EH的混合标准溶液"其中
各标准溶液分别含%’0%"/1U9内标物 *) LX@EH)
%=&=&$样品前处理

提取&称取样品 *=)) X于 *) EH具塞离心管中"

加入浓度为 *) LX@EH内标溶液 %)) #H"加入甲醇
%* EH"涡旋混匀 %=) EGL"%) ))) ]@EGL 离心 * EGL"

取上清液"重复提取一次"合并提取液) 加入 &) EH

正己烷"摇床混匀 & EGL"%) ))) ]@EGL 离心 * EGL"
弃上层正己烷) 下层溶液收集于锥形离心管中"
*) k氮气吹扫至近干"加入 * EH乙酸乙酯"涡旋混
匀 % EGL"充分静置后取上清液至固相萃取样品管
中"加 %) EH正己烷于离心管中"溶解残渣"涡旋混
匀 % EGL"取上清液"再加 %) EH正己烷重复提取一
次"合并上清液在固相萃取样品管中)

净化&预先活化氨基固相萃取小柱 $加无水硫
酸钠 & X"玻璃棒混匀"依次用乙酸乙酯*正己烷各
* EH活化%#提取后的上清液过柱"控制流速不高于
% EH@EGL" 再 依次 用 正己 烷* 正己 烷/乙酸乙 酯
$+)o!)"JMJ%各 * EH淋洗后"分别用正己烷/乙酸乙
酯$&)o")"JMJ%和乙酸乙酯各 ! EH洗脱"合并洗脱
液"*) k氮气吹干#加入 )=%e甲酸水/甲醇$>)o%)"
JMJ%% EH溶解残渣"涡旋混匀 % EGL"过 )=& #E有
机滤膜"供测定)
%=&=’$定性和定量测定方法

保留时间结合质谱信息 $% 个前体离子 ?& 个
产物离子%定性) 样品溶液在与标准溶液相同条件
下测定"保证其浓度在标准曲线浓度范围内) 以最
高丰度为基峰"待测物离子与标准物质离子相对丰
度变化在以下范围内可以定性确认为与标准物质
一致$相对丰度 n*)e" s&)e#相对丰度 &)e f
*)e" s&*e#相对丰度 %)e f&)e" s’)e#相对
丰度"%)e" s*)e%) 确定灵敏度高的产物离子
为定量离子"内标法计算定量)
%=&=!$仪器条件

色谱 条 件& 色 谱 柱& 2FH\0%" 液 相 色 谱 柱
$&=% EEm%)) EE"&=# #E%"柱温 !) k"进样体积
%) #H"流速 ’)) #H@EGL"梯度洗脱条件见表 %)

质谱 条 件& 电 离 模 式& 8;4l# 气 帘 气 压 力
$0S<%)=%# -aF#碰撞气压力 $0,d% )=)’! -.F#
离子源电压 l!*)) i#离子源温度 **) k#雾化气
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$$$ 表 %$梯度洗脱条件
5FIHM%$0\L^GNG\L \CX]F̂GMLNMHPNG\L

时间@EGL 甲醇@e )=%e甲酸@e
)=)) %) >)
%)=)) "* %*
%’=)) "* %*
%’=)% %) >)
%"=)) %) >)

压力 )=’! -.F#辅助加热气压力 )=’! -.F#扫描模
式&多反应离子监测$-<-%"离子条件见表 &)

表 &$玉米赤霉醇类化合物及内标的 -<-条件
5FIHM&$-<-B\L^GNG\L \CcM]FL\HKFL^ GLNM]LFHKNFL^F]̂

化合物
前体
离子

产物
离子

去簇
电压
@i

入口
电压
@i

碰撞池
入口
电压@i

碰撞
能量
@Mi

碰撞池
出口
电压@i

"/玉米赤霉醇

!/玉米赤霉醇

"/玉米赤霉烯醇

!/玉米赤霉烯醇

玉米赤霉酮

玉米赤霉烯酮

%’0%"/玉米赤霉烯酮

’&%=%

’&%=%

’%>=%

’%>=%

’%>=&

’%#=&

’’*=’

&##=%F l!* l# l&" l’& l&
’)’=& l!* l# l&" l’) l&

&##=%F l!* l# l&" l’& l&
’)’=& l!* l# l&" l’) l&

&#*=%F l*& l# l&" l&# l&
’)%=% l*& l# l&" l&> l&

&#*=%F l*& l# l&" l&# l&
’)%=% l*& l# l&" l&> l&

&#*=&F l!" l# l&" l&# l&
&)*=% l!" l# l&" l’% l&

%#*=)F l!* l# l&" l’& l&
&#’=& l!* l# l&" l&+ l&
%"*=& l*) l# l&" l’& l&

注&F为定量离子

&$结果与分析
&=%$仪器条件的优化
&=%=%$液相色谱条件的优化

+ 种 1,3K彼此理化性质相近""0玉米赤霉醇与
!0玉米赤霉醇""0玉米赤霉烯醇与 !/玉米赤霉烯醇
互为手性同分异构体"较难分离#此外"动物性食品
基质较复杂"干扰成分多) 通过试验发现"选用
)=%e甲酸和甲醇作为流动相"+ 种 1,3K在 >=* f
%%=* EGL 内分离良好"能有效避开样品基质的干扰"
+ 种玉米赤霉醇类化合物$浓度均为 *) LX@EH%和内
标$浓度为 *) LX@EH%多反应离子监测$-<-%*阳性
样品加标$+ 种物质加标量为 %) #X@_X%和阳性样品
的色谱图见图 %)
&=%=&$质谱条件的优化

首先用浓度为 %=) #X@EH的 + 种待测物和内
标进行全扫描"得到前体离子#第二步进行产物
离子扫描"确定两个丰度相对较高的产物离子"
应尽量避免分子量低于 %)) 的离子#第三步建立
多反应离子监测 $-<-%扫描模式"优化去簇电
压 $ d.% " 入 口 电 压 $ 8.% * 碰 撞 池 入 口 电 压
$08.% * 碰 撞 能 量 $ 08% 和 碰 撞 池 出 口 电 压
$06.%等质谱参数"见表 & )
&=&$净化小柱的优化

单独检测玉米赤霉烯酮的方法中"多用到多功
$$$

注&%(!/玉米赤霉醇#&(!/玉米赤霉烯醇#’("/玉米赤霉醇#!("/玉米赤霉烯醇#*(玉米赤霉酮#+(玉米赤霉烯酮和%’0%"/玉米赤霉烯酮

图 %$+ 种玉米赤霉醇类化合物和内标的 -<-色谱图
WGXP]M%$-<-BD]\EFN\X]FEK\C+ cM]FL\HKFL^ GLNM]LFHKNFL^F]̂
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能净化柱$-[B\KMa&&+%"本试验比较了氨基固相萃
取小柱与多功能净化柱对待测 1,3K药物的净化和
吸附效果"发现对玉米赤霉烯酮"多功能净化柱吸
附率 n>)e"但对其他 * 种 1,3K药物吸附率较低)
综合考虑"选用对 + 种1,3K药物吸附率均 n"!="e
的氨基固相萃取小柱)

&=’$内标物的作用
方法选取了玉米赤霉烯酮的同位素&%’0%"/玉米

赤霉烯酮作为内标物"在前处理过程中加入"最终
通过内标法定量) 通过与公告方法外标法测定动
物性食品中 1,3K药物残留方法的比较"加标回收
率优于外标法"见表 ’)

表 ’$方法的线性回归方程*相关系数*检出限*定量限*回收率和精密度
5FIHM’$<MX]MKKG\L MYPFNG\LK" B\]]MHFNG\L B\MCCGBGMLN" HGEGNK\ĈMNM]EGLFNG\L" HGEGNK\CYPFLNGCGBFNG\L"

]MB\‘M]GMK\CKFEaHMKFL^ ]MHFNG‘MKNFL^F]̂ ^M‘GFNG\L \CNDMEMND\̂

化合物 回归方程 相关系数 $
检出限
@$#X@_X%

定量限
@$#X@_X%

回收率@e$精密度@e%

加标量@$#X@_X%
)=’ %) +)

"0玉米赤霉醇 #:)=)&!%+l)=))%"’ )=>>> + )=)! )=%* >%=%$+=%% >!="$*=)% >>="$!=>%

!0玉米赤霉醇 #:)=)&!"+l)=))!> )=>>> * )=)! )=%* >’="$*=&% >#=’$+=%% %)%=&$’=>%

"0玉米赤霉烯醇 #:)=)&)++?)=))#’% )=>>> ! )=)* )=%+ ""=>$#=!% >+=*$!=)% >"=&$!=%%

!0玉米赤霉烯醇 #:)=)&)’+?)=)&)! )=>>> # )=)’ )=%) >)=*$!="% >"=>$’=>% %)’=+$!=’%

玉米赤霉酮 #:)=)%">+l)=))’)> )=>>" > )=)# )=&! "!="$+=>% >)=%$!=!% >+=!$*=%%

玉米赤霉烯酮 #:)=)&%*+l)=))%+’ )=>>> + )=)+ )=&) >%=)$"=+% >#="$#=)% %)&=!$’=#%

&=!$方法有效性
在优化的色谱和质谱条件下"+ 种 1,3K药物在

* f%)) LX@EH线性范围有较好的相关性#以 ’ 倍信噪
比$3MX:’%所对应的药物浓度为检出限"以 %) 倍
信噪比$3MX:%)%所对应的药物浓度为定量限"得
到 + 种1,3K药物检出限在 )=)’ f)=)# #X@_X"定量
限在 )=%) f)=&! #X@_X#选择 +)*%)*)=’ #X@_X’ 个
浓度水平进行加标回收试验 ’%%( "对已制定最高残留
限量$-<3%的最大化学残留量"回收率应在方法定
量限*-<3*选一合适点进行三水平试验"每个水平
平行做 + 份"得到加标回收率为 "!="e f%)’=+e*

相对标准偏差为 ’=#e f"=+e"见表 ’)
&=*$方法应用

将方法应用于动物性食品中玉米赤霉醇类化
合物残留量的检测"在 ’) 份猪肉** 份牛肉** 份羊
肉中检测到 # 份含有玉米赤霉酮"含量在 %=* f
&&=) #X@_X#+ 份含有玉米赤霉烯酮"含量在 +=’ f
%’=* #X@_X#% 份含有 %=) #X@_X的 !/玉米赤霉烯
醇) 我国目前尚未对动物性食品中的玉米赤霉醇
类化合物残留量进行规定"仅对小麦粉*玉米粉*面
粉中的玉米赤霉烯酮有限量指标$+) #X@_X%)

’$小结
本文在公告方法的基础上"建立了同位素稀释/

液相色谱/串联质谱法测定动物源性食品中 + 种玉
米赤霉醇类化合物残留量的方法"方法灵敏度高"

检出限和定量限约相当于公告方法的 %@%)#由于内
标物的应用"相对于公告方法 +)e f%&)e的加标
回收率"方法准确度更高"含定量限在内的 ’ 个水平
加标回收率在 "!="e f%)’=+e) 方法适用于食品

安全风险监测和日常的玉米赤霉醇类化合物的痕
量残留检测工作)
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$$黄曲霉毒素是一种强致癌物质"其危害性在于
对人及动物肝脏组织有破坏作用) 在天然污染的
食品如花生*玉米*小麦及其制品中易产生黄曲霉
毒素 Q% $,WQ% %*黄曲霉毒素 Q& $,WQ& %*黄曲霉毒

素 7%$,W7%%*黄曲霉毒素 7& $,W7& %等
’%( "也有报

道在一些中药材中易产生黄曲霉毒素 ’&/’( ) 目前测

定黄曲霉毒素方法较多"有液相色谱质谱法 ’!/*( *液


