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高效液相色谱-串联质谱法测定红糖中雌二醇 

高裕锋*, 甄振鹏, 张  琳, 余构彬, 郭剑雄, 李海乔 

(广州甘蔗糖业研究所, 广东省甘蔗改良与生物炼制重点实验室, 国家糖业质量监督检验中心, 广州  510316) 

摘   要 : 目的   建立高效液相色谱 -串联质谱法 (high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, HPLC-MS/MS)检测红糖中雌二醇的分析方法。方法  红糖样品用乙腈提取, 经 QuEChERS方法

净化后, 采用 HPLC-MS/MS 进行分析检测, 在电喷雾质谱负离子模式(ESI-), 多反应监测(MRM)模式检测, 同

位素内标法定量。结果  该方法在 1~50 μg/L范围内线性良好(r=0.9996), 检出限为 0.7 μg/kg。分别在样品中

添加雌二醇标准溶液 2、5、10 μg/kg 水平上进行添加回收率实验, 方法的回收率范围为 101%~114%, 相对标

准偏差为 2.2%~4.9% (n=6)。结论  该方法样品前处理简单、快速, 分析时间短, 灵敏度、准确度和精密度满

足红糖中雌二醇的检测要求。 
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Determination of estradiol in brown sugar by high performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

GAO Yu-Feng*, ZHEN Zhen-Peng, ZHANG Lin, YU Gou-Bin, GUO Jian-Xiong, LI Hai-Qiao 

(Guangzhou Sugarcane Industry Research Institute, Guangdong Key Laboratory of Sugarcane Improvement and 
Bio-refinery, China Sugar Inspection Center, Guangzhou 510316, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of estradiol in brown sugar by high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  The sugar samples were 

extracted by acetonitrile, cleaned up by developed QuEChERS method, and then analyzed by HPLC-MS/MS in 

multiple reaction monitoring (MRM) mode via negative electrospray ionization (ESI-). Isotope internal standards 

were used for quantitative analysis. Results  External standard method was used to determine the estradiol contents 

with a good linear relationship in the range of 1~50 μg/L (r=0.9996). The limit of quantification (LOQ) was 0.7 μg/kg. 

The recoveries of estradiol at three levels of 2, 5, and 10 μg/kg were from 101% to 114% with the relative standard 

deviations (RSDs) of 2.2%~4.9% (n=6) in brown sugar. Conclusion  The method is simple, rapid and characterized 

with acceptable sensitivity and accuracy to meet the requirements of the determination of estradiol in brown sugar. 

KEY WORDS: brown sugar; estradiol; QuEChERS; high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 
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1  引  言 

在我国, 红糖不仅作甜味剂, 而且从古至今都认为是

保健品, 具有益气养血、健脾暖胃、驱风散寒、活血化淤

等功效, 特别适于产妇、儿童及贫血者食用[1]。2015年, 一

则红糖中检出高含量雌二醇的网络报道引起社会的普遍关

注, 使人们对目前市场上的红糖产品质量状况产生担忧。

雌二醇是一种天然的甾体类雌激素, 存在 α 和 β 两种化学
构型。其中, β-雌二醇生物学效应最强, 它可在动物组织内

形成残留, 并通过食物链进入人体, 容易导致机体代谢紊

乱、发育异常、致畸致癌等, 严重威胁人类的健康[2]。 

目前, 食品中检测雌二醇的方法主要包括气相色谱

质谱法[3-5]和高效液相色谱串联质谱法等[6-8]。检测对象包

括乳制品、水产品、畜禽肉类及内脏等, 针对食糖类食品

则尚未见报道。QuEChERS法(quick、easy、cheap、effective、

rugged and safe)是目前流行的一种应用于食品或农产品农

药残留与兽药残留检测的前处理方法, 它最早是由美国化

学家 Steven J. Lehotay和德国 Michelangelo Anastassiadas

提出的[9-13]。QuEChERS 法结合色谱质谱联用方法可以成

功地检测水产品和鸡肉中雌二醇残留[14,15]。本研究根据红

糖的基质特点, 将 QuEChERS法与高效液相色谱串联质谱

法(high-performance liquid chromatography- tandem mass 

spectrometry, HPLC-MS/MS)结合, 开发红糖中雌二醇的检

验方法, 藉此为食品安全监管工作的开展, 提供必要的技

术支持。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

AB 4000 Q-trap型串联质谱仪(美国 AB Sciex公司), 

配 LC-20A 型 高 效 液 相 色 谱 仪 (日 本 岛 津 公 司 ); 

Vortex-Genie 2涡旋振荡器(奥然科技有限公司); Milli-Q超

纯水器(美国 Millipore公司); 电子天平(0.1 mg, 日本 AND

公司)。 

雌二醇(17-beta-estradiol)和雌二醇-D4(estradiol–D4)标

准品(德国 Dr.Ehrenstorfer)购于上海安谱实验科技股份有

限公司; 甲醇(色谱纯, 美国默克公司); N-丙基乙二胺(PSA)

填料(40 μm)、C18填料(40 μm)、石墨化碳(PestiCarb)填料

(200 Mesh)和有机相滤膜购于天津博纳艾杰尔科技公司。 

实验所用的红糖样品是在网络销售平台随机购买的

样品。 

2.2  标准溶液配制 

分别准确称取雌二醇与雌二醇-D4标准物质 10.00 mg, 

用甲醇溶解并定容至 10 mL制成 1000 mg/L的标准储备液, 

标准储备液置于 4 ℃冰箱中保存, 有效期为 3个月。取上

述的标准储备液, 用甲醇逐级稀释, 配制浓度为 1、2、5、

10、20、50μg/L的标准系列溶液; 配制雌二醇-D4内标溶液, 

浓度为 1 mg/L, 并分别加入至标准系列溶液中, 使每份溶

液中内标浓度为 40 μg/L。 

2.3  提取和净化 

准确称取 5.00 g 红糖样品于 50 mL 离心管中, 加入

0.2 mL雌二醇-D4内标溶液(1 mg/L), 并加入 20 mL乙腈溶

剂提取, 涡旋振荡 2 min, 后置于离心机中, 在 8000 r/min

转速下离心 5 min。准确移取 10.0 mL上清液于离心管中, 

加入 400mg无水 MgSO4, 400 mg PSA填料、200 mg C18填

料, 涡旋振荡 1 min。静置后精密移取 4.0 mL上清液于 10 

mL刻度试管中, 45 ℃水浴氮气吹至近干, 用甲醇定容至 1 

mL, 溶液用 0.22 μm有机滤膜过滤, 滤液进入 LC-MS/MS

检测。 

2.4   LC-MS/MS 分析 

2.4.1  液相条件 

色谱柱: Ultra AQ C18(100 mm×2.1 mm, 3 μm); 流动

相 A: 水, 流动相 B: 甲醇; 梯度洗脱: 0~2 min, 10%B, 

2~5 min, 10%B~95%B, 5~7 min, 95%B, 7~9 min, 
95%B~10%B, 9~10 min, 10%B。流速: 0.4 mL/min; 柱温: 

40 ℃; 进样量: 5 μL。 

2.4.2  质谱条件 

电离模式: ESI-; 采集模式: 多反应监测模式(MRM); 

离子喷雾电压: 4500 V; 离子源温度: 550 ℃; 气帘气压力: 

344.5 kPa, 雾化气压力: 344.5 kPa, 辅助加热气压力: 344.5 

kPa; 其他参数如表 1所示。 

3  结果与讨论 

3.1  色谱和质谱条件选择 

色谱条件优化方法: 在电喷雾质谱检测中, 色谱流动

相的组成除了影响保留时间和峰形外, 还会影响离子化效

率, 进而影响目标化合物的检测灵敏度。参考文献[5-7]和国

家标准[8], 本研究依然采用 C18类型的色谱柱, 主要优化流

动相的条件。比较了乙腈-水和甲醇-水作为流动相时对检

测分离效果和灵敏度的影响。结果表明, 以国家标准中推

荐的乙腈-水作为流动相, 按照其梯度洗脱条件, MRM 图

谱效果并不理想, 雌二醇响应值较低。改用甲醇-水作为流

动相并调整梯度洗脱条件, 响应显著提高, 如图 1所示, 20 

μg/L标准溶液峰形对称、尖锐, 无其他杂峰干扰。 

质谱条件优化方法: 雌二醇化学结构式为 C18H24O2, 

带有羟基, 容易去质子化, 形成负离子峰, 因此采用负离

子采集模式[6]。先通过母离子全扫描, 确定雌二醇的分子

离子峰, 然后以该分子离子峰为母离子, 在改变碰撞能量

的条件下, 对其子离子进行全扫描, 获得响应较强的子离

子, 最后以多反应监测模式采集谱图, 并获得最优的去簇

电压和碰撞能量等相关参数, 具体参数如表 1所示。 
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图 1  雌二醇(20 μg/L)和雌二醇-D4(40 μg/L)标准溶液的提取离子色谱图 

Fig. 1  Extracted ion chromatograms for standard solutions of 17-beta-estradiol (20 μg/L) and estradiol–D4 (40 μg/L) 
 
 
 

表 1  雌二醇和雌二醇-D4 保留时间与多反应监测条件 
Table 1  The retention time and MRM conditions for 17-beta-estradiol and estradiol–D4 

序号 中文名称 英文名称 保留时间(min) 定量离子 定性离子 去簇电压(V) 碰撞能量(V)

1 雌二醇 17-beta-estradiol 6.05 271.2/183.1 
271.2/183.1

271.2/145.0
-120 -52; -52 

2 雌二醇-D4 estradiol–D4 6.04 275.2/147.0 275.2/147.0 -100 -51; -51 

 

 
3.2  提取方法 

雌二醇不溶于水, 易溶于甲醇、乙腈、丙酮等有机试

剂, 因此这些溶剂常常作为雌二醇的提取溶剂。分别使用

甲醇、乙腈、叔丁基甲醚对红糖中雌二醇进行提取, 实验

结果表明使用甲醇和乙腈提取回收率都较高。由于蔗糖在

乙腈中的溶解度小于甲醇, 为了减少基质效应的影响, 本

研究选用乙腈作为提取溶剂。 

3.3  净化方法 

QuEChERS 法常用的净化剂主要有 PSA、C18、石墨

化碳 3种材料。PSA填料含有 NH2基, 可以吸附基质中的

有机酸、色素、金属离子、酚类和糖类等; C18填料是传统

的反相色谱基体, 主要通过疏水相互作用除去基质中的非

极性或弱极性物质; 石墨化碳填料的吸附能力较强, 尤其

是对于平面分子有极强的亲和力, 常用于去除色素和甾醇 
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表 2  红糖中雌二醇平均回收率和精密度(n=6) 
Table 2  Average recoveries and relative standard deviations for 17-beta-estradiol in brown sugar (n=6) 

 
添加水平 1(2 μg/kg) 添加水平 2(5 μg/kg) 添加水平 3(10 μg/kg) 

RSD(%) 回收率(%) RSD(%) 回收率(%) RSD(%) 回收率(%) 

雌二醇(17-beta-estradiol) 4.6 114 2.2 103 4.9 101 

 
 

类物质; 加入硫酸镁主要是除去溶液中的水分。红糖主要

由蔗糖和其他有机物质组成, 利用乙腈提取后, 溶液中会

存在较多的蔗糖和有机色素类物质。通过调整净化剂的比

例, 可以有效地消除基质效应, 得到较好的回收率。考察了

10 mL加标浓度为 10 μg/kg提取液中分别单独加入 0、200、

400 mg的 3种填料时对样品回收率的影响, 并进行正交分

析。实验结果表明, 石墨化碳填料对回收率的影响最大, 加

入石墨化碳填料会引起回收率显著降低, 这是因为雌二醇

属于甾醇结构, 石墨化碳对其有较强的吸附性; PSA 加入

可以提高样品回收率, 其原因是溶液基质里含有大量的糖

类物质, 加入 PSA可以有效地吸收糖类物质; C18填料对样

品回收率基本没有影响。通过上述比较, 最终选择加入 400 

mg的 PSA填料和 200 mg的C18填料作为实验的净化材料。 

3.4  方法线性范围和检出限 

利用 LC-MS/MS对 1.0~50.0 μg/kg标准工作溶液进样

分析, 以质谱峰面积作为Y轴, 标准物质浓度作为X轴, 拟

合线性方程。雌二醇标准曲线的相关系数为 0.9996, 线性

关系良好。以标准曲线上的最低浓度点的 3倍信噪比计算

方法检出限(LOD), 以标准曲线上的最低浓度点的 10倍信

噪比计算方法定量限 (LOQ), 得出雌二醇检出限为 0.7 

μg/kg, 定量限为 2.0 μg/kg, 基本可以满足雌二醇痕量分析

的需要。 

3.5  回收率和精密度 

以不含雌二醇的红糖样品作为基质, 在 2、5、10 μg/kg

添加水平上进行添加回收实验, 每个水平分别做 6 次重复

实验, 结果如表 2所示。3个添加水平的平均添加回收率在

101%~114%之间, 相对标准偏差在 2.2%~4.9%之间, 符合

国内外残留分析的要求。 

3.6  实际样品测试 

按上述方法检测了在网络上随机采购的 30 份红糖样

品, 其中包括国内品牌红糖和台湾地区、日本、韩国、新

西兰产的红糖。结果显示, 所有的红糖样品均未检测出雌

二醇。 

4  结  论 

本文建立了通过 QuEChERS 净化, 高效液相色谱-串

联质谱检测红糖中雌二醇的方法。该方法简单、快速、准

确, 可满足目前食品安全监管的检测工作需要。 
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