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中空纤维膜液相微萃取-液相色谱法测定 
己烯雌酚 
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摘  要: 目的  建立鸡肉中己烯雌酚残留的中空纤维膜液相微萃取-液相色谱分析方法。方法  对影响萃取富

集效率的实验条件进行优化, 采用聚丙烯中空纤维膜, 以叔丁基甲基醚为萃取溶剂, 萃取溶剂用量 20 μL, 萃

取温度 35 , ℃ 萃取时间 30 min, 搅拌速率为 500 r/min, 萃取液 40 ℃水浴, 氮气吹干后用流动相溶解, 取 10 μL

进行液相色谱检测。结果  该方法对己烯雌酚的富集倍数为 40倍, 己烯雌酚在 7.814~97.670 μg/mL质量浓度

范围内线性关系良好, 相关系数均大于 0.99, 检测限(S/N=3)为 2.0 μg/kg, 实际样品中的加标回收率为 78.07%~ 

88.46%, 相对标准偏差为 0.99%~8.36%。结论  本方法灵敏、简便, 适用于鸡肉中己烯雌酚残留的检测。 
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Determination of diethylstilbestrol by hollow fiber-based liquid phase  
microextraction coupled with high pressure liquid chromatography  
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of diethylstilbestrol in 

chicken by hollow fiber-based liquid phase microextraction coupled with high pressure liquid chromatogra-

phy(HPLC). Methods  Some main experimental parameters that affected the extraction efficiency were opti-

mized. Methyl tert-butyl ether 20 μL was selected as both the extraction solvent and the impregnation solvent. 

The extraction was carried out at 35 ℃ with a stirring rate of 500 r/min for 30 min. The extract was dried under 

nitrogen stream at 40 . The dried residue was dissolved in the mobile phase. ℃ Methyl tert-butyl ether 10.0 μL 

was then injected into HPLC for further analysis. Results  The enrichment factor of diethylstilbestrol was 40. 

The method showed good linearity over the range of 7.814~97.670 μg/mL for diethylstilbestrol with r>0.999. 

The limit of detection were 2 μg/kg (S/N=3).The recoveries were 78.07%~88.46% with relative standard devia-

tions of 0.99%~8.36%. Conclusion This method is sensitive, simple and suitable for determination of diethyl-

stilbestrol in chicken. 

KEY WORDS: hollow fiber based liquid phase microextraction; high pressure liquid chromatography; 
diethylstilbestrol; chicken 
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1  引  言 

己烯雌酚( Diethylstilbestrol, DES), 是人工合成
的一种非甾体雌激素物质, 曾作为促生长剂用于畜
牧业生产[1]。毒理研究表明该类药物是一种环境激素, 
能够在肝脏、肌肉、蛋、奶等动物源性食品中残留, 引
发少儿的发育早熟、生殖器病变与肿瘤。欧盟公布法

令禁止在畜牧业生产中使用[2], 2002年我国农业部亦
将其列为禁用药[3], 在动物性食品中不得检出[4]。残

留己烯雌酚的国家标准检测方法有很多种[5-8] , 液相
色谱-串联质谱法测定牛奶中己烯雌酚检测限为 1.0 
μg/L[5], 奶粉中检测限为 8.0 μg/kg[5], 高压液相色谱-
电化学检测器法测定鸡肉和鸡肝中己烯雌酚检测限

为 1.0 μg/kg[6], 酶联免疫吸附法测定猪肉、猪肝、虾
中的己烯雌酚检测限均为 2.0 μg/kg[7], 气相色谱-质
谱法在鱼、虾中的己烯雌酚定量限为 0.5 μg/kg[8]。测

定己烯雌酚残留传统的前处理方法 [9]均为甲醇(乙
腈)-乙酸铵提取, 正己烷-乙酸乙酯净化, 或者采用固
相萃取技术, 但存在有机溶剂用量大、选择性差、需
分离净化、操作繁琐费时等弊端。而动物性食品中残

留的己烯雌酚含量一般很低, 需要富集才能检出, 给
残留分析技术提出了更高的要求。中空纤维膜液相微

萃取技术[10](HF-LPME) ( Hollow fiber liquid phase 
microextraction), 集采样、萃取和浓缩于一体, 具有
成本低、装置简单、易与 HPLC、GC 联用等优点。
对待测样品起到富集痕量组分、消除基体干扰、提高

方法灵敏度的作用, 为食品基质样品处理提供了新
的选择。本文采用HF-LPME与HPLC结合的技术, 建
立鸡肉中己烯雌酚的分析方法, 并对影响 HF-LPME
的一些主要实验条件进行了优化。 

2  材料与方法 

2.1 材料与仪器 

己烯雌酚(批号为: 0033-9805, 99.8%)标准品(中
国药品生物制品检定所); β-葡萄糖苷酸酶/芳基硫酸
酯酶(德国默克公司); WatersTM Sep-Pak C18固相萃取

柱; 甲醇、乙腈(色谱纯, 美国天地公司); 水为超纯水; 
正辛醇(分析纯)、正己烷(分析纯)、叔丁基甲基醚(分
析纯)均购自天津科密欧化学试剂有限公司; 乙酸盐
缓冲溶液(pH6.0): 称取 43.0 gNaAc·3H2O 用水溶解, 
加入 25.2 g冰乙酸, 用水定容至 1000 mL。 

Waters2695-2996 HPLC, 配有二极管阵列检测
器及 Empower 数据处理工作站 (美国 Waters 公司); 
10 μL微量进样器(美国 Agilent 公司); AE240电子分
析天平(Mettler); BS233S 电子分析天平(Sartorius); 
IKA T18 匀质器(美国 Ultra Turrax 公司); Barns tead 
Thermolyne Cimarec数显加热磁力搅拌器; 氮气浓缩
仪(美国Zymark公司); 飞鸽牌TDC-40B离心机(上海
安亭科学仪器厂); VORTEX-5涡旋混合器(江苏海门
其林贝尔仪器制造有限公司); 聚丙烯中空纤维膜(内
径为 1 mm, 壁厚为 100 μm, 膜孔径 1.8 μm, 膜孔率
60%, 天津大学化工学院膜研究所)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品制备   
取鸡肉可食部分于 10000 r/min下匀浆, -18 ℃以

下冷冻保存备用, 分析时放至室温。 

2.2.2  己烯雌酚对照品及其溶液的配制    
精密称取己烯雌酚标准品适量, 加甲醇配制成

浓度为 244.2 μg/mL 的溶液, 作为对照品储备液, 分
别取 244.2 μg/mL的己烯雌酚 2.0、4.0、6.0、8.0、10 
mL 用甲醇配制成己烯雌酚浓度分别为 7.814、
15.630、23.440、31.250、97.670 μg/mL 的一系列标
准溶液。 

2.2.3  样品处理 
2.2.3.1  HF-LPME 实验   

自制的中空纤维膜-液相微萃取装置由微量进样
器和中空纤维膜两部分组成。将中空纤维膜切成长度

为 10 cm的小段, 在丙酮中超声清洗 10 min以去除污
染物, 风干后备用。然后将中空纤维在叔丁基甲基醚
中浸泡 1 min使纤维壁微孔中充满。用注射器 A向中
空纤维中注入 20 µL叔丁基甲基醚, 并且在中空纤维
的另一端插入注射器 B 以免挥发。迅速将纤维浸入
50 mL样品溶液中, 在室温和常压下, 启动磁力搅拌
器, 搅拌速度为 500 r/min, 萃取温度为 35 , ℃ 萃取

30 min 后, 将中空纤维膜中的叔丁基甲基醚萃取液
取出, 40 ℃水浴氮气吹干, 精密加入 1 mL 乙腈-水
(1∶1, v/v)溶液溶解残渣, 涡旋 1 min, 0.45 μm微孔滤
膜过滤, 取 10 μL进行液相色谱分析。 
2.2.3.2  酶解   

精密称取 2.2.1中匀质好的试样 2 g(精确到 0.001 
g), 置于 50 mL聚丙烯离心管中, 加入 6 mL乙酸盐
缓冲溶液(pH=6.0), 以 14000 r/min均质 30 s, 加入 50 
μL β-葡萄糖苷酸酶/芳基硫酸酯酶, 涡旋混匀 30 s, 
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置于 37 ℃恒温水浴振荡酶解 16 h, 备用。 
2.2.3.3  提取  

向酶解后的样品溶液中加入 20 mL 甲醇, 在涡
旋振荡器上涡旋混匀 2 min 后, 置于冰浴中放置 5 
min, 在 5 ℃下以 5000 r/min离心 10 min, 上清液转移
至 50 mL鸡心瓶中, 下层沉淀再用 10 mL甲醇重复上
述操作一次, 合并上清液, 将合并的上清液 40 ℃旋
转蒸发至近干, 加水 10 mL, 涡旋 1 min, 混匀, 待净
化。分别按照方法 1(传统的净化和浓缩方法)和方法
2(中空纤维膜液相微萃取技术)处理。 
2.2.3.4  萃取净化  

 方法 1(传统的净化和浓缩方法): 采用固相萃
取装置将 6 mL的 C18小柱按顺序安装, 依次用 6 mL
甲醇、6 mL水对 SPE柱进行预处理, 将提取的溶液
以 1.5 mL/min的流速全部过柱, 然后用 5 mL水洗涤
柱子, 弃去, 再用 10 mL 甲醇洗脱(注意控制流速), 
将洗脱液收集至 15 mL离心管中, 40 ℃水浴氮气吹
干, 精密加入 1 mL 乙腈-水(1∶1, v/v)溶解残渣, 涡
旋 1 min, 0.45 μm微孔滤膜过滤, 取 10 μL进行液相
色谱分析。记录己烯雌酚的峰面积, 根据线性关系计
算残留量。 

方法 2(中空纤维膜液相微萃取技术): 精密吸取
2.2.3.3中提取液 250 μL, 用水稀释至 50 mL置于 50 
mL 锥形瓶中, 萃取操作同 2.2.3.1 项, 记录己烯雌酚
的峰面积, 根据线性关系计算残留量。 

2.2.4  色谱条件   
色谱柱: Agilent ZORBAX XDB-C18(5 µm, 4.6 

mm×250 mm); 流动相为乙腈-水溶液, 梯度洗脱程
序 0.01 min→10 min→10.1 min→18.1 min→20.1 
min→23.1 min→28.1 min, 乙腈体积分数相对应为
28%→28%→38%→45%→50%→80%→ 28%; 检测
波长: 245 nm; 流速: 1.0 mL/min; 柱温: 20 ℃; 进样
体积: 10 μL。 

3  结果与讨论 

3.1  己烯雌酚的酶解 

鸡肉中的己烯雌酚残留以原型药物为主[11], 还
有一定比例的共轭结合物残留。这些共轭结合物与原

型药物及其它代谢物相比, 极性增强, 水溶性提高, 
热稳定性降低, 前处理过程中易损失。本实验采用 β-
葡萄糖苷酸酶/芳基硫酸酯酶, 在乙酸盐缓冲液(pH=6.0)
中酶解, 水解成游离组分, 减少了提取的损失。 

3.2  萃取溶剂的种类与体积   

选择合适的有机溶剂是提高萃取效率的关键。本

实验考察了正辛醇、正己烷、叔丁基甲基醚等溶剂对

己烯雌酚的萃取效率。在己烯雌酚浓度为 15.630 
μg/mL, 搅拌速度为 500 r/min, 萃取时间为 30 min的
条件下, 正己烷和叔丁基甲基醚的萃取效果相当。由
于叔丁基甲基醚密度和沸点相对较低, 更利于实际
分析操作, 最终选择叔丁基甲基醚为萃取溶剂。 

溶剂的体积对分析的灵敏度影响很大。萃取溶剂

体积大, 则响应值大, 有利于提高灵敏度, 但萃取的
速率小, 平衡时间少; 但降低萃取溶剂和水样的体积
比可以提高目标物的富集倍数。实验比较了萃取体积

分别为 20、10 μL时的萃取效果, 发现叔丁基甲醚的
萃取体积为 20 μL效果较好。 

3.3  搅拌速率   

对样品进行有效的搅拌可加快分析物的扩散速

度, 同时减少水相与有机相之间扩散层的厚度, 从而缩
短萃取平衡时间, 提高萃取效率。但如果搅拌速率过
快, 纤维壁外侧容易产生气泡从而影响萃取的准确性
和重现性, 增大有机溶剂在样品溶液中自身的溶解损
失。通过比较, 本实验选择磁力搅拌速度为 500 r/min。 

3.4  萃取时间和温度   

分析物在萃取平衡时的萃取量将达到最大, 操
作过程必须严格控制萃取时间, 才能保证数据的重
现性。通过比较, 选择萃取时间为 30 min。 

萃取温度对萃取过程有着双重影响, 较高的温
度增大扩散系数, 加强对流过程, 缩短平衡时间; 但
同时升温会减小分析物的分配系数, 加剧萃取剂的
溶解损失。通过比较, 选择萃取温度为 35 ℃。 

3.5  盐度的影响 

萃取过程中在样品溶液里加入一定量的电解质

(NaCl, Na2SO4 等), 可以增加基体溶液的离子强度, 
增大分配系数, 从而提高它们在有机相中的分配, 提
高萃取效率[12]。本实验考察了 NaCl含量为 0%、2%、
5% (质量分数)时对己烯雌酚萃取效率的影响。盐浓
度的增大萃取效率略有降低。因此, 本实验选择不添
加 NaCl。 

3.6  色谱条件的优化 

本实验采用二极管阵列检测器在 190~400 nm范
围内对己烯雌酚标准品进行全波长扫描, 扫描结果见 
图 1, 确定其最佳吸收波长为 245 nm, 色谱图见图 2。 
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图 1  己烯雌酚对照品的 PDA吸收光谱图 
Fig.1  PDA spectra of diethylstilbestrol 

 

 
 

图 2  己烯雌酚对照品溶液色谱图 
Fig. 2  Chromatogram of reference substance of  

diethylstilbestrol 
 

3.7  线性关系考察 

分别取 2.2.2中配制的己烯雌酚对照品系列溶液
10 μL进行 HPLC测定。每个浓度梯度重复检测 2次。
以己烯雌酚 2 次检测的平均峰面积对溶液质量浓度
进行线性回归, 得回归方程为: Y=34000X+17100, R2=   
0.9993, 线性范围为 : 7.814~97.670 μg/mL, 检测限

(S/N=3)为 2 μg/kg, 见色谱图 3。 

 
 

图 3  液相微萃取后己烯雌酚检测限色谱图 
Fig. 3  The limit of detection of diethylstilbestrol in the me-

thyl tert-butyl ether phase after solvent microextraction 
 

3.8  精密度实验 

取 2.2.2中己烯雌酚对照品溶液, 连续进样 6次, 
其保留时间和峰面积的 RSD(n=6)分别为 0.018%和
0.12%, 均小于 3%。 

3.9  萃取回收率实验   

分别取 2.2.3.4 中方法 2 制备的样品溶液, 同一

个体 4份, 向其中加入己烯雌酚对照品溶液, 分别考

察低、中、高 3个浓度(7.814、15.630、31.250 μg/mL

对照品溶液)的萃取回收率, 按照 2.2 节中方法进样, 

测定己烯雌酚残留量 , 平均回收率 (n=3)分别为

88.46%、78.07%、83.87%; RSD分别为 8.36%、1.87%、

0.99%, 表明提取回收率稳定, 方法适用性较好。 

3.10  样品测定  

 按上述方法处理并测定鸡肉 4 批, 两种方法均

未检出己烯雌酚残留; 而按照方法 2中空纤维膜液相

微萃取, 杂质峰明显减少。色谱图见图 4。

         

 
 

图 4  样品溶液 HPLC色谱图 
Fig. 4  High pressure liquid chromatograms of sample 

A:  液相微萃取后; B: 液相微萃取前 
注: A: Sample in the methyl tert-butyl ether phase after solvent microextraction; B: Sample in the methyl tert-butyl ether phase before solvent 
microextraction  



第 5期 朱小红, 等: 中空纤维膜液相微萃取-液相色谱法测定己烯雌酚 533 
 
 
 
 
 

 

 

3.11  液相微萃取对己烯雌酚富集情况的考察   

取己烯雌酚浓度为 7.814 μg/mL 的对照品溶液, 
考察液相微萃取对己烯雌酚的富集情况, 结果表明, 
叔丁基甲基醚相己烯雌酚的富集倍数为 40倍。 

4  结  论 

本实验建立了鸡肉中己烯雌酚残留 HF-LPME- 
HPLC确证方法, 此方法对鸡肉中己烯雌酚的检测限
为 2.0 μg/kg, 加标回收率为 78.07%~88.46%。实验结
果表明, 该方法操作简单、能够富集待测样品痕量组
分、消除基体干扰, 可以满足对食品中己烯雌酚残留
样品前处理和检测的要求, 为建立此类标准和监控
方法提供依据。 
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