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QuEChERS/超高效液相色谱-电喷雾串联 
质谱法检测鸡肉中 11种激素类药物残留 
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(1. 厦门出入境检验检疫局, 厦门  361000; 2. 湖南省检验检疫科学技术研究院, 长沙 410004) 

摘  要: 目的  建立鸡肉中 4种雄激素, 3种孕激素, 4种糖皮质激素药物多残留的 QuEChERS/超高效液相色谱-

串联质谱(ultra pressure liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)同时测定方法。方法  样品

用乙酸乙酯提取, 经 QuEChERS分散固相萃取净化后, 采用 phenomenex kinetex色谱柱分离, 分别在电喷雾正、

负离子模式下以多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)方式检测。正、负离子模式下流动相均为 0.1%甲

酸水和乙腈梯度洗脱。结果  11 种药物在相应的浓度范围内线性良好, 相关系数均大于 0.991, 在 3 个加标水平

下的平均回收率为 84.4%~94.1%, 相对标准偏差(RSD)为 7.5%~12.5%, 检出限(LOD, S/N≥3)和定量下限(LOQ, 

S/N≥10)分别为 0.37~9.55 μg/kg及 1.11~28.65 μg/kg。结论  该方法简便快速、灵敏可靠、经济有效, 适用于鸡

肉中激素类药物多残留的同时快速测定。 
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Determination of 11 hormones residues in chicken using QuEChERS 
sample preparation method with ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  A multi-residue testing method was developed for the simultaneous determination 

of 4 androgens, 3 progesterones and 4 glucocorticoids in chicken using QuEChERS sample preparation method 

with ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry(UPLC-MS/MS). Methods  The 

homogenized sample extracted with ethyl acetate. The separation was performed on a phenomenex kinetex 

column by gradient elution after puring from dispersive-solid-phase extraction(d-SPE). The analysis of 11 ana-

lytes were operated by electrospray ionization mass spectrometry under the positive or negative mode using 

multiple reaction monitoring (MRM). Acetonitrile and water(containing 0.1% formic acid) were used as the 

mobile phase both in positive and negative. Results  The correlation coeficients of calibration curves were 
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over 0.991 in the corresponding concentration range. The average recoveries of the 11 analytes at three spiked 

concentration levels varied from 84.4% to 94.1% and the relative standard deviations(RSDs) varied from 7.5% 

to 12.5%. The limits of detection(LOD, S/N≥3) and quantitation(LOQ, S/N≥10) were 0.37~9.55 μg/kg and 

1.11~28.65 μg/kg, respectively. Conclusion  The real sample tests showed that the proposed method was sim-

ple, rapid, sensitive, reliable and cost-effective, and it was suitable for the simultaneous determination of hor-

mones residues in chicken samples 
KEY WORDS: QuEChERS; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrome-
try(UPLC-MS/MS); androgens; progesterones; glucocorticoids; chicken 
 
 

 
 

激素类药物主要包括雄激素(androgens)、孕激素
(progestogens)及糖皮质激素 (glucocorticoids)等 , 因
其具有影响动物性别分化、缩短动物生长周期的作用, 
常被非法用于水产养殖中, 以提高水产品的养殖效
率[1]。近年来开始延伸至禽类养殖领域,已有研究表明, 
儿童性早熟、妇女乳腺癌和子宫癌发病率的上升与动

物源性食品中性激素残留有关[2]。因此, 欧盟、国际
食品法典委员会(codex executive committee, CEC)、
美国、日本等均对动物源性食品中激素的残留作出了

严格要求。我国农业部 176号公告明确规定, 禁止饲
料和动物饮用水中添加己烯雌酚、雌二醇等雌激素、

炔诺醇、左炔诺孕酮、炔诺酮等孕激素、苯丙酸诺龙

等雄激素以及蛋白同化激素; 235 号公告规定己烯雌
酚、醋酸甲羟孕酮、丙酸睾酮、苯丙酸诺龙、甲基睾

酮等化学合成类激素在动物性食品中的最高残留限

量(maximum residue limits, MRL)为不得检出[3]。上述

药物残留的检测方法主要有酶联免疫法[4]、液相色谱

法(high performance liquid chromatography, HPLC)[5]、

气相色谱 -串联质谱法 (gas chromatography-mass 
spectrometry, GC-MS)[6, 7]及液相色谱 -串联质谱法
(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
LC-MS/MS)[8-14]等。虽然简便快速的酶联免疫法具有

较高的灵敏度, 但易出现交叉反应及假阳性; HPLC
法仅靠保留时间定性, 抗干扰能力差且灵敏度不能
满足残留检测要求; GC-MS 则需对样品进行繁琐的
衍生化处理。LC-MS/MS技术虽然无需对样品进行衍
生化处理, 并可同时测定多个目标物, 具有高灵敏
度、高通量的优势, 弥补了前述方法的诸多不足, 但
在选择性方面不及 UPLC-MS/MS。 

目前, 测定某一类激素残留的 LC-MS/MS 方法
已较为成熟, 同时测定多类激素残留的 LC-MS/MS
法亦偶有报道[15-20], 但基本仅涉及水产品领域, 在禽

肉检测方面鲜有报道, 而运用 UPLC-MS/MS 尚未见
报道。QuEChERS是由美国化学家 Lehotay和德国的
Anastassiadas 于 2003 年提出的一种快速(quick)、简
便(easy)、便宜(cheap)、有效(effective)、可靠(rugged)
及安全(safe)的样品处理技术[21-22], 最早在农药多残
留中使用。本文采用先进的 QuEChERS 技术进行样
品处理, 通过优化样品前处理条件及色谱、质谱条件, 
建立了正、负离子模式分别测定雌激素、雄激素、孕

激素、糖皮质激素等 11种激素类药物残留的新方法。
本方法可为禽类产品中药物多残留的定性定量分析

提供技术保障, 亦可为其他动物源性食品中的兽药
多残留分析提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Agilent 1290 UPLC /超高效液相色谱(美国安捷
伦公司 ); API4000/质谱检测器 (美国 AB 公司 ); 
METTLER AB204-S/A 分析天平(瑞士, METTLER); 
IKA 725分散机(德国, IKA); Anke TDL-40B离心机
(上海安亭科学仪器厂); MS-3 Vortex 漩涡混合器(德
国, IKA); TurboVap LV氮吹仪(美国, Caliper); 11种激
素标准品 : 醋酸甲地孕酮标准品(megestrol acetate, 
MA)、诺龙标准品(nandrolone, NT)、勃地酮标准品
(boldenone, BD)、泼尼松龙标准品(prednisolone, PDN)、
甲基泼尼松龙标准品(methylprednisolone, MPDN)、17α-
羟基孕酮标准品(17α-hydroxyprogesterone, 17α-OHP)、
甲基睾酮标准品(methyltestosterone, MTS)、倍他米松
标准品 (betamethasone, BT)、倍氯米松标准品
(beclomethasone, BL)、群勃龙标准品 (trenbolone, 
TB)、醋酸甲羟孕酮(medroxyprogesterone 17-acetate, 
MPA), 纯度均大于 99.7%, 购自美国 Sigma公司。 

乙酸乙酯(色谱纯, 德国 Merck 公司); QuECh-
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ERS基质固相分散剂(agilent technologies psa 50 mg); 
pH=12氢氧化钠溶液。 

1.2  标准溶液的配制 

分别准确称取各激素标准品 0.01 g, 先用适量甲

醇溶解, 再分别移入 100 mL容量瓶中, 用甲醇定容, 

配制成质量浓度为 100 μg/mL的储备液, 4 ℃下保存。

确保溶液避光保存。 

1.3  样品前处理 

1.3.1  提  取 
称取 5.00 g鸡肉样品(精确至 0.01g), 置于 50ml

离心管中，加入 10 mL乙酸乙酯, 均质 1 min, 再加

入 pH=12 氢氧化钠缓冲液 5 mL, 涡旋 1min, 后用

4000 r/min离心 5 min后, 收集上清液移入 50ml离心

管。试样残渣中再加入 10 mL 乙酸乙酯均质离心重

复提取一次, 合并上清液，待净化。 

1.3.2  净  化 
离心管中加入 0.6 g 基质固相分散剂(aglilent 

technologies: PSA 50 mg; bulk carbograph 7.5 mg; C18EC 
50 mg; magnesium sulfate 50 mg), 涡旋 2 min净化, 后

用 4000 r/min离心 5 min。取上层液体过 0.2 μm有机滤

膜。待上机测定。 

1.4  UPLC-MS/MS 
1.4.1  色谱条件   

色谱柱: Phenomenex Kinetex(100 mm×4.6 mm, 
2.6 μm), 柱温: 30 ℃, 流速: 0.3 mL/min, 进样量: 5 
μL, 流动相: A为含 0.1%甲酸水, B为乙腈; 梯度洗脱
程序见表 1。 

表 1  洗脱梯度程序 
Table 1  Gradient elution program 

 时间 流速 %A(0.1%甲酸水) %B(乙腈)

1、 0 0.300 95 5 

2、 5 0.300 85 15 

3、 10 0.300 20 80 

4、 11 0.300 95 5 

5、 12 0.300 95 5 
 

1.4.2  质谱条件 
电喷雾离子源 (electrospray ionization mass 

spectrometry conditions, ESI); 正、负离子扫描模式; 
多反应监测(MRM)采集方式; 干燥气温度: 350  ; ℃

干燥气流速: 10.0 L/min; 雾化气压力: 275.8 kPa(40.0 
psi); 毛细管电压: 5500 V; 分辨率: MS1, MS2均为
Unit; 各化合物的质谱采集参数见表 2。 

表 2  11 种化合物的质谱采集参数 
Table 2  Mass spectrometric acquisition parameters of 11 compounds 

序号 化合物 电离模式 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压 
(U/V) 

碰撞能量 
(U/V) 

出口电压 
(U/V) 

驻留时间 
(t/ms) 

 雄激素        

1 MTS ESI+ 303.5 97.0* 
109.1 

148 
 

37 
35 

10 
10 

25 
25 

2 BD ESI+ 287.3 121.0* 
135.1 

71 
 

31 
21 

10 
10 

25 
25 

3 TB ESI+ 271.4 253.4* 
199.1 

100 
 

28 
32 

10 
10 

25 
25 

4 NT ESI+ 275.3 109.2* 
91.0 

101 
 

37 
63 

10 
10 

25 
25 

 孕激素        

5 MA ESI+ 385.4 325.5* 
267.1 

91 
 

19 
27 

10 
10 

25 
25 

6 17α-OHP ESI+ 331.4 108.9* 
96.9 86 35 

35 
10 
10 

25 
25 

7 17-acetate,MP ESI+ 387.4 327.2* 
123.0 111 21 

39 
10 
10 

25 
25 

 糖皮质激素        

8 MPDN ESI- 375.2 357.2* 
161.2 58 15 

31 
10 
10 

25 
25 

9 BT ESI- 393.2 355.2* 
337.3 70 17 

19 
10 
10 

25 
25 

10 PDN ESI- 361.2 343.2* 
147.2 70 14 

32 
10 
10 

25 
25 

11 BL ESI- 409.2 391.2* 
279.3 70 16 

24 
10 
10 

25 
25 
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1.4.3  测定方法 
在正、负离子模式的测定条件下, 分别将样品溶

液和基质匹配混合标准溶液注入超高效液相色谱-串
联四极杆质谱仪进行测定, 以其基质匹配混合标准
溶液峰的保留时间和 2 对质谱监测离子对为依据进
行定性, 以定量离子对的峰面积计算样品中待测物
的含量。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱和质谱条件的优化 

采用针泵连续进样, 在正、负离子模式下, 分别
对 0.1 μg/mL 混合标准溶液进行母离子全扫描, 确定
其分子离子、优化各分子离子的锥孔电压。分别以上

述离子为母离子, 对其子离子进行全扫描, 选择丰度
高、干扰较小的两对子离子为定性离子, 其中丰度最
高的作为定量离子, 对喷雾电压、离子源温度、碰撞
气、入口电压、出口电压、去簇电压及碰撞能量等参

数进行优化。11 种药物混表的总离子流图如图 1 所
示, 从图 1中可以看出, 11种药物在 10 min内即可实
现分离检测, 能够与干扰杂质充分分离, 有效地减轻
了基质效应的影响, 使定量结果更加准确可靠。优化

条件下 11种药物的 MRM色谱见图 2。 

2.2  QuEChERS 样品前处理条件的优化 

2.2.1  提取方法的优化 
目前在激素化合物的研究中, 国际上的相关测

定要求中还没有明确规定该类药物需要监控的具有

毒理作用的靶标代谢物。因此, 本实验不考虑因代谢
物组织结合情况而需要酶促或酸、碱水解处理, 样品
预处理过程较为简捷。肌肉组织中激素残留的提取一

般采用液液萃取加固相萃取净化的方法。常用提取剂

主要有乙酸乙酯、乙腈、三氯甲烷等提取剂。本实验

分别采用乙酸乙酯和乙腈、三氯甲烷进行了对比实验, 
结果表明: 乙腈和三氯甲烷由于其极性很强, 会提取
出较多的基体杂质, 给后续的净化与分析带来较多
的干扰, 加标回收率比较低; 而乙酸乙酯作为提取剂
效果最好, 回收率高, 杂质干扰少; 最终确定乙酸乙
酯为提取剂。回收率对比情况见图 3。 

激素类药物具有酸碱两性性质, 即在碱性条件
下呈游离分子状态; 在弱酸性状态下呈质子化状态, 
故在前处理过程中向肌肉组织中加入碱性的氢氧化

钠缓冲溶液, 比较提取效果发现, 加入 pH=12的碱性
氢氧化钠缓冲溶液的样品比未加入碱性氢氧化钠缓 

 

图 1  11种激素混标的总离子流图 
Fig. 1  Total ion chromatogram of 11 mixed standard solution 
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图 2  11种化合物混合标准液的 MRM 谱图 
Fig. 2  MRM chromatograms of 11 mixed standard solution 

 

 

图 3  三种提取剂提取效果比较 
Fig. 3  Comparison of the effect of three kinds of extraction 

agent 

冲溶液的样品, 前者回收率大大增加。因此采用强碱
乙酸乙酯作为提取剂。回收率情况见图 4。 

此外, 加入 1 mol/LNaOH, pH为 12的 NaOH缓
冲溶液与乙酸乙酯的体积比应为 1:20, 当比例大于
1:20时, 会发生皂化反应, 比例小于 1:20时, 回收率
会下降。回收率变化情况见图 5。 
2.2.2  样品净化方法的选择 

本实验用固相萃取法和分散固相萃取法分别对

样品进行净化浓缩实验, 比较 SCX(强阳离子交换
柱)、QuEChERS基质固相分散剂(agilent technologies 
psa 50 mg)净化效果及对样品回收率的影响, 结果发
现, 两种均能起到较好的净化作用, 但 SCX(强阳离
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子交换柱)的回收率较低 , 最后选用了基质固相分
散。见图 6。 

在实验定容阶段分别采取甲醇和乙腈、流动相定

容, 发现甲醇定容更能提高回收率, 峰型也好, 故选
择甲醇定容。 

2.3  回收率、精密度 

在向空白鸡肉组织中添加 10、50、100 μg/kg水

平的分析物, 每天平行处理 3个样品, 三种添加溶度

水平, 各水平重复实验 6次, 结果列于表, 从表 3看, 

回收率和标准偏差均能满足测试要求, 见表 3。 

2.4  检出限和定量下限 

取 10、50、100 μg/L 的系列混合标准溶液进行

测定, 以各药物定量离子的质量色谱峰面积和对应

的质量浓度(μg/L)绘制标准曲线。根据线性方程 

 

图 4  不同 pH下乙酸乙酯提取效果比较 
Fig. 4  Comparison of the effect of ethyl acetate extract with 

different pH 

 

图 5  不同溶液配比下提取效果比较 
Fig. 5  Comparation the effect of extract from 4 different 

solution composition 

 

图 6  不同净化方法效果比较 
Fig. 6  Selection of purification methods 

表 3  回收率与精密度(n=6) 
Table 3  Recoveries and precision (n=6) 

药物名称 添加水平(μg/kg) 平均回收率(%) RSD(%) 

BD 

10 86.90 9.5 
50 89.05 10.7 

100 88.62 7.5 

PDN 
10 90.47 11.2 

50 88.43 11.0 
100 92.08 11.5 

MA 

10 88.85 11.1 
50 92.82 10.1 

100 89.97 9.5 

MPDN 

10 87.58 12.2 

50 90.87 10.0 

100 86.37 9.4 

NT 
10 88.80 10.4 
50 88.28 11.1 

100 88.92 10.6 

TB 

10 90.60 10.1 
50 85.12 9.3 

100 84.60 9.3 

MTS 

10 85.37 11.1 

50 94.17 8.0 

100 86.57 8.4 

17-acetate,
MP 

10 87.60 7.7 

50 90.85 9.7 

100 92.45 9.4 

17α-OHP
10 93.42 10.9 
50 90.58 8.3 

100 89.12 9.1 

 
BT 

10 86.00 12.5 
50 84.42 9.4 

100 87.57 10.6 

BL 

10 88.83 12.1 
50 93.18 10.4 

100 89.32 10.3 
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Y=bX+c在 1.0~100 μg/L范围内, 11种药物的质量浓
度与其峰面积呈良好的线性关系, 相关系数均大于
0.991, 线性方程与相关系数见表 4。本方法测定 11
种药物的线性范围宽, 灵敏度高。在空白鸡肉样品

中添加混合标准溶液, 以 3 倍信噪比(S/N>3)和 10
倍信噪比(S/N>10)确定本方法中 11 种药物混标的
检出限和定量下限分别为 0.37~9.55 μg/kg 及
1.11~28.65 μg/kg。 

表 4  11 种激素化合物的工作曲线和线性相关系数 
Table 4  Regression equations and correlation coefficient of tetracyclines 

药物名称 线性方程 r 检出限 μg/kg 定量下限 μg/kg

MTS Y=1070X+1290 0.9979 1.65 0.55 

BD Y=4260X+17800 0.9917 1.11 0.37 

TB Y=1350X+3750 0.9959 2.48 0.82 

NT Y=1740X+6560 0.9954 2.34 0.78 

MA Y=1600X-782 0.9989 2.29 0.76 

17α-OHP Y=1190X-368 0.9985 2.73 0.91 

17-acetate,MP Y=474X+510 0.9971 12.04 4.01 

MPDN Y=2370X+11700 0.9970 15.87 5.29 

BT Y=367X+1960 0.9973 1.54 0.51 

PDN Y=193X+2920 0.9936 28.65 9.55 

BL Y=367X+2380 0.9957 9.66 3.22 

 

 
3  结  论 

本实验建立了通过 QuEChERS 净化，超高效液

相色谱-电喷雾串联质谱检测, 测定鸡肉中激素类药

物残留的方法。该方法简便、准确、快速、灵敏度高, 

且方法的各项技术指标均能满足目前大多数日常监

控和检测的要求。 
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