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超高效液相色谱-串联质谱法测定 

猪肝中的 17-β-雌二醇 

孙佳林 1, 金  瑞 1, 张  晶 2,3, 孙小杰 4, 高  群 3, 邵  兵 2,3, 牛宇敏 2,3* 

(1. 首都医科大学公共卫生学院, 北京  100069; 2. 北京市疾病预防控制中心, 食物中毒诊断溯源技术北京市重点实验室, 

北京  100013; 3. 北京市预防医学研究中心, 北京  100013; 4. SCIEX 中国, 北京  100015) 

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

spectrometry, UPLC-MS/MS)测定猪肝中 17-β-雌二醇(17-β-estradiol, E2)残留量的检测方法。方法  猪肝样品经 β-

葡萄糖醛苷酶/芳基硫酸酯酶酶解后用 25.0 mL 甲醇提取, 加入 2.0 g 氯化锌除脂, 用 25.0 mL 水溶液稀释后上样液

过 ENVI-Carb 柱, 用 5.0 mL 甲醇淋洗, 二氯甲烷:甲醇(7:3, V:V)洗脱后经氨基柱进一步净化, 以甲醇-0.50 mmol/L

氟化铵作为流动相, 经 ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm×2.1 mm, 1.7 μm)色谱柱分离后, 在电喷雾负离子多反应

监测扫描(multiple reaction monitoring, MRM)模式下进行检测。结果  E2 的线性范围为 0.01~100.00 µg/L, 相关系数

r2>0.999, 检出限为 7 ng/kg, 定量限为 20 ng/kg, 添加水平为 0.02、0.05 和 0.10 µg/kg 时的平均回收率为

101.1%~106.7%, 日内精密度为 5.1%~7.3% (n=6), 日间精密度为 10.0%。应用建立的方法对 5 份猪肝样品进行测定, 

所有样品均检出 E2。结论  该方法具有灵敏度高、操作简单快速的特点, 适用于猪肝中 E2 残留量的检测。 
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Determination of 17-β-estradiol in pork liver by ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

SUN Jia-Lin1, JIN Rui1, ZHANG Jing2,3, SUN Xiao-Jie4, GAO Qun3, SHAO Bing2,3, NIU Yu-Min2,3* 
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and Traceability Technologies for Food Poisoning, Beijing Center for Disease Prevention and Control, Beijing 100013, 

China; 3. China Research Center for Preventive Medicine, Beijing 100013, China; 4. SCIEX China, Beijing 100015, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 17-β-estradiol (E2) residues in pork liver 

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

sample was hydrolyzed by β-glucosidase/aryl sulfatase and extracted with 25.0 mL methanol, and 2.0 g zinc chloride 

was added to remove the grease, after diluted with 25.0 mL aqueous solution, the sample solution was passed through 

an ENVI-Carb column and eluted with 5.0 mL methanol, after eluted with dichloromethane: Methanol (7:3, V:V), the 

sample was further purified by an amino column with methanol-0.50 mmol/L ammonium fluoride as the mobile 

phase, and the assay was conducted in an electrospray negative ion multiple reaction monitoring (MRM) mode after 

separation on an ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm×2.1 mm, 1.7 μm) column. Results  The linear range of E2 was 
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from 0.01 to 100.00 µg/L, with the correlation coefficient r2>0.999, the limit of detection was 7 ng/kg, and the limit 

of quantitation was 20 ng/kg, the average recoveries at the addition levels of 0.02, 0.05, and 0.10 µg/kg were 

101.1%‒106.7%, and the intra-day precision was 5.1%‒7.3% (n=6), and the intra-day precision was 10.0%. Five pork 

liver samples were determined by the established method, and E2 was detected in all samples. Conclusion  This 

method is sensitive, simple and rapid, and suitable for the determination of E2 residues in pork liver. 

KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 17-β-estradiol; pork liver 
 

 

0  引  言 

17-β-雌二醇(17-β-estradiol, E2)是一种广泛存在于生

物体中的内源性雌激素, 在人体内正常含量水平很低。E2

具有强且持久的蛋白质同化作用 [1], 可以促进动物生长

及提高畜禽瘦肉比, 曾被用于畜禽和水产养殖业中[2]。此

外, E2 能增加子宫对催产素的敏感性, 被用于母猪的生产

过程[3]。外源性 E2 在动物体内残留, 不仅会对动物本身产

生危害, 还可以通过食物链进入人体, 影响人类内分泌系

统, 导致不孕、糖尿病、出生缺陷和生殖功能障碍, 甚至

可能影响后代[4‒7]。据文献报道, 高浓度 E2 还可以增加女

性乳腺癌和男性前列腺癌的发病率[8‒9], 因此动物性食品

中 E2 的监测具有重要意义。 

目前关于动物性食品中 E2 残留的监测主要集中在牛

肉、鸡蛋和牛奶中。有文献报道, 牛肉中 E2 含量水平为

(68.53±7.51) ng/kg[10], 鸡蛋中 E2 含量低于 160 ng/kg[11], 乳

清中 E2 的含量水平为(178.11±36.92) ng/L[12], 牛奶中 E2 的

含量低于 48 ng/L[13]。本课题组近期对我国 6 个城市 300 余

份市售牛肉、鸡肉以及牛奶中的 E2 含量进行了检测, 90%市

售牛肉中 E2 的含量都低于 248.9 ng/kg、90%鸡肉样品 E2

的浓度低于 39.3 ng/kg、90%牛奶样品中 E2 的浓度低于  

39.6 ng/kg[14], 这些结果均表明E2在动物组织中含量水平较

低, 目前暂无动物性食品中 E2 残留量限定标准。猪肝富含

维生素 A、维生素 B12 和叶酸等营养物质, 是我国居民饮食

中的一种重要动物源性食品, 第五次中国总膳食研究[15]显

示 11 个省市的猪肝每日实际消费量在 0.35~9.35 g, 占总肉

类消费量的 2.5%。然而针对猪肝样品中 E2 的监测数据非常

少, 这可能是由于肝脏样品基质复杂, 检测方法有限。 

AZZOUZ 等[16]采用气相色谱-串联质谱法对猪肝基质

中的 E2 进行检测, 检出限为 2.6 ng/kg, 该方法虽然灵敏度

比较高, 但需要经过耗时的衍生。本课题组前期采用液相色

谱-电喷雾电离-串联质谱法[17]检测了动物源性食品中的 E2, 

检出限为 300 ng/kg, 无法满足猪肝样品中痕量 E2 的监测需

求。利用丹磺酰氯可以与酚羟基反应, 从而提高检测灵敏

度的原理[18‒19], 本课题组近期通过柱前衍生法实现了动物

肌肉和牛奶中 E2的高灵敏度检测, 定量限可达 2 ng/kg[14]。

然而, 预实验发现猪肝样品采用该方法测定时, 基质效应

强, 定量限高达 150 ng/kg, 不能满足检测需要。研究发现在

流动相中添加氟化铵可以显著增强类固醇激素的电离信  

号[20‒21]。鉴于此, 本研究拟通过优化仪器条件和前处理方法, 

建立猪肝样品中高灵敏简便快捷的超高效液相色谱-串联质

谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)检测方法, 为动物性食品中 E2

的监测和安全性评价提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

17-β-雌二醇(纯度大于等于 98.5%)、17-β-雌二醇-13C3 

(E2-13C3)(纯度大于等于 98.0%, 德国 Dr. Ehrenstorfer 公司); 

乙酸、氟化铵、甲醇、乙腈、二氯甲烷(色谱纯)、ENVI-Carb 

(500 mg, 6 mL)固相萃取小柱(美国 Sigma-Aldrich 公司); 三

水合乙酸钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 氯化锌

(分析纯, 百灵威科技有限公司); β-葡萄糖醛苷酶/芳基硫酸

酯酶(瑞士 Roche 公司); 氨基柱(500 mg, 6 mL, 美国 Agilent

公司)。 

1.2  仪器与设备 

ACQUITYTM UPLC 超高效液相色谱仪、ACQUITY 

UPLC BEH C18 色谱柱(50 mm×2.1 mm, 1.7 μm)(美国 Waters

公司); Sciex QTRAP®-6500 三重四极杆串联质谱仪(美国

SCIEX 公司 ); Milli-Q 超纯水机 (美国 Millipore 公司 ); 

N-EVAPTM-116 氮 吹 仪 ( 美 国 Organomation 公 司 ); 

Vortex-Genies 2 涡旋振荡器(美国 Scientific Industries 公司)；

Mettler Toledo XPE 105 电子天平(分度值：0.01 mg，瑞士梅

特勒-托利多集团)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的制备 

E2 标准储备液(1 mg/mL): 准确称取 E2 10.0 mg(精确

至 0.0001 g)用甲醇溶解, 转移至 10 mL 棕色量瓶中, 并稀

释至刻度, 配制成质量浓度为 1.0 mg/mL 的 E2 标准储备

液。-20 ℃以下避光保存, 有效期 6 个月。 

E2-13C3 标准储备液 (1 mg/mL): 准确称取 E2-13C3 

10.0 mg(精确至 0.0001 g)用甲醇溶解, 转移至 10 mL 棕色

量瓶中, 并稀释至刻度, 配制成质量浓度为 1.0 mg/mL 的

E2-13C3 标准储备液。-20 ℃以下避光保存, 有效期 6 个月。 

1.3.2  样品前处理 

猪肝样品剔除筋膜后, 切成小块, 用绞肉机搅碎后备
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用。用电子天平精确称取猪肝样品 5.0 g (±0.05 g)于 50 mL 离

心管中, 加入 50 μg/L 的 E2-13C3内标标准工作液 50.0 µL, 涡

旋混匀。加入乙酸-乙酸钠缓冲液(pH=5.2) 10.0 mL 和 β-葡萄

糖醛苷酶/芳基硫酸酯酶 100.0 μL, 涡旋 1 min, 在 37 ºC 恒温

振荡 12 h。取出后放置至室温, 加入 25.0 mL 甲醇, 超声提取

30 min, 4 ℃、10000 r/min 离心 10 min, 上清液转入锥形瓶, 加

水 25.0 mL, 混匀后再加入 2.0 g 氯化锌, 充分溶解后 4 ℃、

10000 r/min 离心 10 min, 得到的上清液作为提取液。 

提取液以 2 mL/min 速度通过 ENVI-Carb 固相萃取柱

[使用前依次用 6.0 mL 二氯甲烷:甲醇(7:3, V:V), 6.0 mL 甲

醇和 6.0 mL 水活化], 加入 5.0 mL 甲醇淋洗, 再将小柱抽

干。4.0 mL 二氯甲烷:甲醇溶液(7:3, V:V)洗脱 ENVI-Carb

小柱, 洗脱液进一步通过氨基柱[使用前用 6.0 mL 二氯甲

烷:甲醇溶液(7:3, V:V)活化]净化, 收集流出液, 氮气吹干, 

用 1.0 mL 甲醇-水溶液(1:1, V:V)复溶, 待测。 

1.3.3  色谱条件 

色谱柱: ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱(50 mm× 

2.1 mm, 1.7 μm); 流动相: A: 甲醇, B: 0.5 mmol/L 氟化铵; 

流速: 0.3 mL/min; 柱温: 40 ℃; 进样量: 10 µL; 梯度洗脱

程序: 起始流动相为 20% A, 保持 0.5 min, 0.5 min 内线性

升高至 30% A, 1 min 内线性升高至 40% A, 1 min 内线性上

升至 100% A, 保持 2 min, 回到起始流动相比例, 平衡   

2 min, 等待下次进样。 

1.3.4  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源; 扫描方式: 负离子扫描; 检

测方式: 多反应监测(multiple response monitoring, MRM); 

喷雾电压: -4500 V; 脱溶剂温度: 600 ℃; 辅助气 1: 45 psi; 

辅助气 2: 55 psi; 气帘气: 25 psi; 碰撞气: N2; 碰撞气压力: 

Medium。其他参数见表 1。 

 
表 1  E2 及 E2-13C3 质谱参数 

Table 1  Mass spectrometry parameters of E2 and E2-13C3 

化合物 母离子 子离子 去簇电压/V 碰撞能量/eV

E2 271.2 
 145.2* 

182.9 
‒120 

‒50 
‒50 

E2-13C3 274.2 145.2 ‒120 ‒50 

注: *定量离子(the quantitative ion)。 
 

1.3.5  统计分析 

本研究中所有质谱数据采用 Analyst Software 软件和

MultiQuant 3.0.2(美国 SCIEX 公司)进行处理, 统计分析使

用 GraphPad Prism 8.0.2(美国 GraphPad 公司)进行处理。  

2  结果与分析 

2.1  流动相的选择 

E2 在负离子模式下响应较高, E2 质量浓度为 0.10 μg/L

时, 甲醇作为流动相时信噪比(signal to noise, S/N)比乙腈高

1.2 倍。在此基础上比较了水相为水、0.1%氨水、0.05 mmol/L

氟化铵、0.10 mmol/L 氟化铵、0.50 mmol/L 氟化铵、      

2.00 mmol/L 氟化铵和 5.00 mmol/L 氟化铵水溶液时的 S/N, 

结果如图 1 所示。流动相为甲醇-0.50 mmol/L 氟化铵时, 标

准品的S/N最大, 为119.6, 增大或降低水溶液中氟化铵浓度

标准品 S/N 均会下降, 因此选择甲醇-0.50 mmol/L 氟化铵为

本研究的流动相。 

 
 

 
 

图 1  8 种不同流动相条件下的信噪比(n=3) 

Fig.1  Signal to noise under 8 kinds of different flow phases (n=3) 
 
 

2.2  净化方法的优化 

在 UPLC-MS/MS 测定时, 基质中的杂质会影响目标

化合物的电离, 基质效应是评价检测方法的重要指标之

一。本研究中基质效应以目标化合物在样品基质中的响应

与在纯溶剂中响应的百分比来表示。ENVI-Carb 固相萃取

柱同时兼有反相吸附和阴离子交换功能, 氨基柱具有良

好的除脂效果, 已被用于动物源性食品中 50 种激素的检

测[17], 采用该方法对肝脏样品进行净化后, E2 的基质效应

达(47.5±0.6)%。这可能是由于猪肝中含有丰富的卵磷脂[22], 

它是两性分子, 既有磷酸、胆碱等亲水基团, 又有脂肪酸

的羟基等这类疏水基团的存在, 使得其具有较强的乳化性, 

难以单纯使用氨基柱去除。研究显示[23‒24], 卵磷脂可以通

过与 Zn2+等二价金属离子结合, 形成共沉淀, 从而达到去

除的目的。因此本研究在氨基小柱净化前加入 2.0 g 氯化

锌进行除脂。除脂后的溶液澄清、过柱速度快、不发生堵

塞, 基质效应改善为(72.0±0.3)%。 

2.3  上样液体积的优化 

提取液中有机相比例较高, 直接上样会造成目标物

在 ENVI-Carb 小柱上无法保留, 本研究优化了提取液加水
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体积。分别比较了加入 50.0、25.0 和 15.0 mL 超纯水时 E2

的绝对回收率。加入 25.0 mL 超纯水时回收率为

(52.3±1.5)%, 显 著 高 于 加 入 15.0 mL 超 纯 水 时 的

(35.6±1.8)%, 而 加 入 50.0 mL 超 纯 水 时 回 收 率 为

(53.1±2.3)%, 此时回收率未有明显的提高, 但是过柱时间

增长, 因此选择加入超纯水体积为 25.0 mL。 

2.4  淋洗及洗脱液体积的优化 

采用适当体积淋洗液淋洗 ENVI-Carb 柱可以有效去

除杂质, 降低基质效应。本研究分别比较了 0.5、1.0、2.0、

3.0、4.0、5.0、6.0、7.0 mL 的甲醇淋洗 ENVI-Carb 柱时的

绝对回收率和 S/N。结果如表 2 所示, 淋洗液为 0.5~7.0 mL

时回收率相差不大, 淋洗液为 0.5~5.0 mL 时 S/N 随着淋洗

液的体积增加而升高, 淋洗液体积进一步增加 S/N 没有明

显改变, 因此选择淋洗液体积为 5.0 mL。 

 
 
表 2  不同淋洗液体积下的回收率和信噪比(n=3) 

Table 2  Recovery rates and signal to noise ratios with different 
washing solution volumes (n=3) 

淋洗液体积/mL (绝对回收率±SD)/% S/N±SD 

0.5 61.4±4.4 23.6±2.3 

1.0 62.3±3.6 55.9±4.1 

2.0 62.1±2.7  80.5±13.1 

3.0 56.2±1.4 111.9±18.2 

4.0 52.1±3.2 208.7±12.5 

5.0 57.5±3.3 253.4±22.6 

6.0 56.4±4.0 246.2±19.4 

7.0 54.7±4.5 240.8±14.8 

 
 
洗脱液的体积也是影响方法回收率和灵敏度的重要参

数之一。洗脱液体积过少会造成目标物洗脱不完全, 洗脱液

体积过多会造成过多杂质被洗脱。本研究比较了洗脱液体积

为2.0、4.0和6.0 mL时E2的绝对回收率, 分别为(13.3±3.2)%、

(69.6±4.1)%和(66.3±2.6)%, 洗脱液体积为 4.0 mL 时回收率最

高 , 且增大淋洗液体积回收率没有明显提升 , 因此选择   

4.0 mL 二氯甲烷:甲醇(7:3, V:V)溶液为洗脱液。 

2.5  线性方程、检出限与定量限 

配制 E2 质量浓度分别为 0.01、0.02、0.05、0.10、0.20、

1.00、5.00、10.00、50.00、100.00 µg/L, 内标 E2-13C3 质量

浓度为 0.50 µg/L 的系列混合标准溶液。经 UPLC-MS/MS

测定, 以 E2 的定量离子峰面积与 E2-13C3 峰面积之比为纵

坐标(Y), E2 的质量浓度为横坐标(X, µg/L), 绘制工作曲线, 

内标法定量。结果表明 E2 在 0.01~100.00 µg/L 范围内, 线

性方程为 Y=0.84924X+0.00686, 线性相关系数 r2>0.999。方

法的灵敏度用定量限和检出限表示, 分别为空白猪肝样品

中加入标准品后待测物定量离子 S/N≥10 和≥3 的加标水

平。经测定, 方法的定量限为 20 ng/kg, 检出限为 7 ng/kg。

与现有的猪肝中 E2 残留量检测方法 GB/T 21981—2008

《动物源食品中激素多残留检测方法 液相色谱-质谱/质

谱法》相比, 定量限降低了 50 倍, 适用于猪肝中 E2 残留

量的检测。 

2.6  回收率与精密度 

方法的准确性采用回收率评价, 方法的精密度以日内

精密度和日间精密度评价。分别在 0.02、0.05 和 0.10 µg/kg

加标水平下进行加标实验, 每组 6 个平行样品, 平均相对

回收率分别为 106.7%、101.1%和 102.3%, 日内精密度分

别为 5.1%、6.7%和 7.3%。在加标水平 0.05 µg/kg 时进行

连续 5 d 加标回收实验, 日间精密度为 10.0%。说明方法具

有良好的准确性和精密度。添加量为 0.02 µg/kg 的猪肉样

品和空白样品色谱图见图 2。 

2.7  实际样品检测 

采用本研究所建立的方法, 对北京市 5 份猪肝样品进

行检测。5 份猪肝样品中均检出了 E2, 4 份猪肝样品中 E2

浓度达到定量限, 检出浓度为 20.03~39.96 ng/kg, E2 及其

内标 E2-13C3 的色谱图见图 2c。表明本方法可用于猪肝样

品中 E2 残留的定性筛查及定量测定。 

 

 
 

注: a 为加标浓度为 0.02 µg/kg 的标准品色谱图; b 为空白基质色谱图; c 为实际猪肝样品色谱图。 

图 2  E2 和 E2-13C3 色谱图 

Fig.2  Chromatograms of E2 and E2-13C3 
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注: a 为加标浓度为 0.02 µg/kg 的标准品色谱图; b 为空白基质色谱图; c 为实际猪肝样品色谱图。 

图 2(续)  E2 和 E2-13C3 色谱图 

Fig.2  Chromatograms of E2 and E2-13C3 
 

3  结论与讨论 

本研究针对猪肝样品基质复杂这一特点, 通过优化

液相条件、净化方法、上样液体积、淋洗液及洗脱液体积, 

建立了猪肝基质中 E2 残留量检测的 UPLC-MS/MS 方法。

与其他方法相比, 本方法前处理时间短、基质效应低, 无

需衍生即可拥有良好的准确性和精密度 , 检出限可达    

7 ng/kg, 适用于猪肝样品中 E2 的定性筛查和定量分析。本

方法的建立为其他动物性食品中 E2 残留检测提供了技术
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