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［摘　 要］ 　 建立了高效液相色谱 － 串联质谱（ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）检测动物尿液 １８ 种同化激素的方

法。 动物尿液在 ３７ ± ０． ５ ℃下酶解 １６ ｈ 后，调节 ｐＨ ＝７． ０（ ± ０． ５），Ｃ１８固相萃取柱净化，用 ＨＰＬＣ －

ＭＳ ／ ＭＳ 进行检测。 １８ 种同化激素在 １ ～ ５００ μｇ ／ Ｌ 浓度范围内线性关系良好（ｒ２≥０． ９９），回收率在

７０． ９％ ～１１２％之间，日内变异系数范围为 １． ２％ ～ １３． １％ ，日间变异系数范围为 ３． ５％ ～ １６． ７％ ，
检测限为 ０． ５ μｇ ／ Ｌ，定量限为 １． ０ μｇ ／ Ｌ。 本方法操作简便，灵敏度高，适用于动物尿液中 １８ 种同化

激素的同时测定。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ １８ ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｕｒｉｎｅ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ） ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｕｒｉｎｅ ｗａｓ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ
ｆｏｒ １６ ｈ ａｔ ３７ ℃ （ ±０． ５ ℃），ａｄｊｕｓｔｅｄ ｔｈｅ ｐＨ ｔｏ ７． ０ （ ± ０． ５）， ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ
ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ １８ ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｗａｓ ｇｏｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｒａｎｇｅ ｏｆ １ ～ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ（ ｒ２≥０． ９９）， ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ７０． ９％ ～１１２％ ， ｔｈｅ ｉｎｔｒａ ｄａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗａｓ
１． ２％ ～ １３． １％ ， ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ ｄａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ３． ５％ ～ １６． ７％ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ
０． ５ μｇ ／ Ｌ， ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｗａｓ １． ０ μｇ ／ Ｌ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ １８ ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｕｒｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅ； ａｎｉｍａｌ ｕｒｉｎｅ； ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ
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　 　 同化激素（Ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅｓ）属于具有环戊烷

并多氢菲母核的甾体激素类药物，由于其具有提高

饲料转换率，加快动物蛋白质的沉积，促进畜禽生长

的功效［１ － ３］，可以快速产生显著直接的经济效益，在
畜牧业养殖中常常存在违规使用的情况。 但该类药

物在畜禽体内易蓄积残留［４］，人体摄入后会造成不

同程度的危害［５ － ６］。 自 ２０ 世纪 ９０ 年代开始，欧盟等

西方发达国家对同化激素类药物残留进行了严格的

限制［７］，为保障人民的身体健康和生命安全，保障畜

牧业的健康持续发展，我国农业部 １７６ 公告已经明

确左炔诺孕酮、苯丙酸诺龙等同化激素类药物禁止

在饲料和动物饮用水中使用。 目前，国内外关于动

物组织和尿液中同化激素检测方法研究已有报道，
检测方法主要为气相色谱 － 串联质谱法［８ － ９］、液
相 －串联质谱法［１０ － １２］ 等。 本研究通过对仪器条件

及前处理方法进行优化，拟建立可同时测定猪尿、牛
尿、羊尿中 １８ 种同化激素 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测方

法，为保障畜产品质量安全提供有力的技术支撑。
１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂 　 １８ 种同化激素标准品（群勃

龙、诺龙、勃地酮、雄烯二酮、睾酮、孕酮、雄烯醇酮、
美雄酮、甲睾酮、甲氢睾酮、左炔诺孕酮、康力龙、丙
酸诺龙、氟甲睾酮、达那唑、丙酸睾酮、醋酸甲羟孕

酮和苯丙酸诺龙）、３ 种同化激素内标标准品（Ｄ３ －
甲睾酮、Ｄ９ － 孕酮、Ｄ３ － 睾酮标准品）均购于 Ｗｉｔｅｇａ
公司，纯度≥９０． ０％；甲酸、甲醇、乙腈（色谱纯，默克

公司）；乙腈（分析纯，上海凌峰化学试剂有限公司）；
Ｃ１８固相萃取小柱 （５００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ，Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
１． ２　 仪器与设备　 高效液相色谱仪（１２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ，
Ａｇｉｌｅｎｔ 公司） 串联三重四极杆质谱仪 （ ＱＴＲＡＰ
５５００， ＡＢＳＣＩＥＸ 公司）；电子天平（ＸＳ － ２０５，Ｍｅｔｔｌｅｒ
公司）；电子天平（ＳＬ５０２ Ｎ，上海民桥精密科学仪器

有限公司）；氮吹仪 （ Ｎ － ＥＶＡＰ， Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公

司）；冷冻离心机 （３ － １８ｋ， Ｓｉｇｍａ 公司）；振荡器

（ＺＤ －８５００，华立达公司）。
１． ３　 实验方法

１． ３． １　 仪器条件

１． ３． １． １　 色谱条件　 用十八烷基键合硅胶色谱柱

（Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８ ３μ ｍ ３． ０ × １５０ ｍｍ），柱温 ３０ ℃，进样

量 ５ μＬ，０． ２％甲酸水溶液为流动相 Ａ，乙腈为流动

相 Ｂ，按表 １ 进行梯度洗脱，流速为 ０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ。

表 １　 ＨＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ 流动相条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｂｉｌｅ Ｐｈａｓｅ Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ
时间 ／ ｍｉｎ Ａ 相 ／ ％ Ｂ 相 ／ ％

０． ０ ６０ ４０

５． ０ ５ ９５

１０． ０ ５ ９５

１０． １０ ６０ ４０

２０． ００ ６０ ４０

１． ３． １． ２ 　 质谱条件 　 电喷雾源正离子模式

（ＥＳＩ ＋ ），多反应监测模式（ＭＲＭ）；离子源电压：
４５００ Ｖ，辅助加热气温度：５００ ℃，气帘气流速：１０
Ｌ ／ ｈ；离子源气流流速：Ｇａｓ１ 为 ４５ Ｌ ／ ｈ，Ｇａｓ２ 为 ４５
Ｌ ／ ｈ；１８ 种同化激素类化合物及 ３ 种内标的 ＭＲＭ
条件参数见表 ２。
１． ３． ２ 标准溶液及标准曲线工作溶液配制

１． ３． ２． １ 　 标 准 贮 备 液 及 内 标 贮 备 液 配 制

（１． ０ ｍｇ ／ ｍＬ）　 分别精密称取 １８ 种激素类药物及

３ 种内标药物标准品约 １０ ｍｇ（准确至 ０． ０１ ｍｇ），置
１０ ｍＬ 棕色容量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，
分别配制成 １． ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的激素类药物标准及内标

贮备液。 － ２０ ℃保存，有效期 ６ 个月。
１． ３． ２． ２ 　 混合标准中间液配制（１． ００ μｇ ／ ｍＬ） 　
分别吸取适量的 １８ 种激素类药物的贮备液，置于

１００ ｍＬ 棕色容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，混匀，
使之成 １． ００ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准中间液。 ４ ℃ 保

存，有效期 ３ 个月。
１． ３． ２． ３　 混合内标中间液配制（１． ００ μｇ ／ ｍＬ）　 分别

吸取适量的 ３ 种内标贮备液，置于 １００ ｍＬ 棕色容量瓶

中，用甲醇稀释至刻度，混匀，使之成１． ００ μｇ ／ ｍＬ 的混

合内标中间液。 ４ ℃保存，有效期 ３ 个月。
１． ３． ２． ４　 标准曲线工作溶液配制　 分别吸取适量

的混合标准中间液，用 ５０％乙腈溶液稀释成浓度为

１． ０、５． ０、１０． ０、５０． ０、２００． ０ 和 ５００． ０ μｇ ／ Ｌ 的标准

曲线溶液，临用新配。
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表 ２　 １８ 种同化激素和 ３ 种内标多反应监测条件参数

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ２１ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

药物名称 定性离子对（ｍ ／ ｚ） 定量离子对（ｍ ／ ｚ） 保留时间
／ ｍｉｎ

去簇电压
／ Ｖ

碰撞室入口电压
／ Ｖ

碰撞能量
／ ｅＶ

碰撞室出口电压
／ Ｖ

康力龙
３２９． ２ ／ ８１． ０

３２９． ２ ／ １２１． １
３２９． ２ ／ ８１． ０ ６． ０７

１２１ ７ ８５ １１

１２１ ７ ５０ １４

睾酮
２８９． ２ ／ ９７． １

２８９． ２ ／ １０９． １
２８９． ２ ／ ９７． １ ６． ２１

１２１ ８ ２７ １６

１２１ ８ ３３ １２

雄烯二酮
２８７． ３ ／ ９７． １

２８７． ３ ／ １０９． １
２８７． ３ ／ ９７． １ ６． ５６

８５ ８ ３０ １２

８５ ８ ３０ １２

甲睾酮
３０３． １ ／ １０９． ０

３０３． １ ／ ９７． １
３０３． １ ／ １０９． ０ ６． ６２

１００ １０ ３９ １４

１００ １０ ３９ １４

苯丙酸诺龙
４０７． ３ ／ １０５． １

４０７． ３ ／ ２５７． ２
４０７． ３ ／ １０５． １ １０． １２

１２５ ５ ５３ １７

１２５ ５ ２４ ２４

醋酸甲羟孕酮
３８７． １ ／ ３２７． ３

３８７． １ ／ ２８５． ４
３８７． １ ／ ３２７． ３ ７． ７３

９５ ９ ２５ １０

９５ ９ ２５ １０

丙酸睾酮
３４５． ２ ／ ９７． １

３４５． ２ ／ １０９． １
３４５． ２ ／ ９７． １ ９． ３６

１０６ ７ ３１ １７

１０６ ７ ４４ １８

勃地酮
２８７． １ ／ １２１． １

２８７． １ ／ １３５． ２
２８７． １ ／ １２１． １ ５． ６０

９０ １０ ２７ １５

９０ １０ ２７ １５

左炔诺孕酮
３１３． ３ ／ １０９． １

３１３． ３ ／ ２４５． ２
３１３． ３ ／ １０９． １ ６． ８２

８０ ６ ４０ １７

８０ ６ ２２ ２５

甲氢睾酮
３０５． ２ ／ ２６９． ３

３０５． ２ ／ １７３． ２
３０５． ２ ／ ２６９． ３ ７． ２９

１００ １０ ２０ １０

１００ １０ ３５ ８

群勃龙
２７１． ２ ／ １９９． ２

２７１． ２ ／ ２５３． ２
２７１． ２ ／ １９９． ２ ５． ４６

８４ ８ ３２ １７

８４ ８ ２８ ２２

诺龙
２７５． ２ ／ １０９． １

２７５． ２ ／ ２５７． ２
２７５． ２ ／ １０９． １ ５． ８１

９８ ５ ３６ １４

９８ ５ ２４ ２５

丙酸诺龙
３３１． ２ ／ １０９． １

３３１． ２ ／ １４５． ２
３３１． ２ ／ １０９． １ ８． ９１

１２３ ８ ３５ １６

１２３ ８ ３２ １０

雄烯醇酮
２９１． １ ／ ２５５． ３

２９１． １ ／ ２７３． ２
２９１． １ ／ ２５５． ３ ６． ９７

８０ １０ ２０ １５

８０ １０ １４ １５

达那唑
３３８． ３ ／ ９１． ０

３３８． ３ ／ ３１０． ３
３３８． ３ ／ ９１． ０ ７． ４６

１００ ７ ８０ １４

１００ ７ ２７ ２６

美雄酮
３０１． ３ ／ １２１． １

３０１． ３ ／ ２８３． ４
３０１． ３ ／ １２１． １ ５． ９５

９０ ８ ３５ １０

９０ ８ ３５ １４

孕酮
３１５． ３ ／ ９７． ０

３１５． ３ ／ １０９． ０
３１５． ３ ／ ９７． ０ ７． ９０

８６ ８ ２９ １６

８６ ８ ３１ １７

氟甲睾酮
３３７． ３ ／ ２４１． ４

３３７． ３ ／ １３１． ３
３３７． ３ ／ ２４１． ４ ４． ９８

８０ ７ ３０ １０

８０ ７ ４０ ８

Ｄ３ － 甲睾酮 ３０６． １ ／ １０９． ０ ３０６． １ ／ １０９． ０ ６． ５６ １００ １０ ３９ １４
Ｄ９ － 孕酮 ３２４． ４ ／ １００． １ ３２４． ４ ／ １００． １ ７． ８３ ８０ １０ ２８ １６
Ｄ３ － 睾酮 ２９２． ２ ／ ９７． １ ２９２． ２ ／ ９７． １ ６． ０９ １２１ ８ ２７ １６
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１． ３． ３　 样品前处理　 取试样 ５． ０ ｍＬ，置于 １０ ｍＬ
离心管中，加入 β － 盐酸葡萄糖醛苷酶 ／芳基硫酸

酯酶 ５０ μＬ，３７． ０ ℃ （ ± ０． ５ ℃）下酶解 １６ ｈ，取出

冷却至室温后，用盐酸溶液（２． ０ ｍｏｌ ／ Ｌ）或 氢氧化

钠溶液（２． ０ ｍｏｌ ／ Ｌ）调节 ｐＨ 值至 ７． ０（ ± ０． ５），于
１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液为备用液。

Ｃ１８固相萃取柱依次用甲醇 ５ ｍＬ 和水 ５ ｍＬ 活

化，取全部备用液过柱，控制流速在 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 以

下，用淋洗液 ５ ｍＬ 淋洗，抽干。 用 ８ ｍＬ 甲醇洗脱，
收集洗脱液，４０ ℃水浴条件下，氮气吹干，用 ５０％
乙腈水溶液适量溶解残余 物， 取 适 量 溶 液 经

０． ２２ μｍ过微孔滤膜，上机测定。
１． ３． ４ 　 样品添加回收率、准确度和精密度测定　
分别对猪、牛和羊尿液进行 １． ０、２． ０、１０． ０ μｇ ／ Ｌ 的

１８ 种同化激素空白添加回收实验，按 １． ３． ３ 项前处

理后进行 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测。 每个浓度设 ５ 个

平行，连续做 ３ ｄ，计算添加回收率、日内变异系数

和日间变异系数。
２　 结果与分析

２． １　 质谱条件的优化　 同化激素属于脂溶性化合

物，弱极性或中等极性，采用电喷雾电离（ＥＳＩ）离子

源，以 ０． １％甲酸水：乙腈：甲醇 ＝ １∶ １∶ １（Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）为
基准流动相，采用流动注射泵连续进样，对 １８ 种同

化激素药物的质谱条件进行优化，在正离子模式下

进行全扫描，以选择适当的分子离子峰和电离方

式，确定了 １８ 种同化激素在多反应监测模式下信

号采集的特征离子对（表 ２）。
２． ２　 液相条件的优化　 由于电喷雾质谱的电离是

在溶液状态电离，因此流动相的组成和配比不但影

响目标化合物的色谱行为，还会影响到目标化合物

的离子化效率，从而影响灵敏度。 本实验选择

Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８柱（２． １ ｍｍ × １５０ ｍｍ，３． ５ μｍ）为分离

柱，在正离子模式下，流动相中加入 ０． ２％ 甲酸溶

液，有利于化合物的离子化，通过梯度洗脱，确定了

流动相比例和梯度条件。 采用正离子模式监测 １８
种同化激素类药物，并对离子源和气体的相关参数

进行了优化，得到空白猪尿总离子流图，见图 １；空
白猪尿加标样品选择离子色谱图，见图 ２。 由图 １、
图 ２ 中可以看出待测药物出峰的位置没有杂质干

扰，１８ 种同化激素实现了良好的基线分离及响应。

图 １　 空白猪尿总离子流图

Ｆｉｇ １　 ＴＩＣ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｐｉｇ ｕｒｉｎｅ

２． ３　 固相萃取柱选择 　 在动物尿液试验中，由于

同化激素极性较弱，在动物尿液检测同化激素方法

中，选择反相固相萃取柱净化，并对以下两种萃取

小柱进行试验比较：１、ＨＬＢ（亲脂性二乙烯苯和亲

水性 Ｎ － 乙烯基吡咯烷酮大孔共聚物）规格：５００

ｍｇ ／ ６ ｍＬ；２、Ｃ１８ （烷基键合硅胶）规格：５００ ｍｇ ／ ６
ｍＬ。 用以上两种小柱分别进行猪尿液回收率试

验，添加浓度 ２． ０ μｇ ／ Ｌ，５ 个平行样。 经实验证明

（表 ３）Ｃ１８ 回收率整体水平较高，尤其是苯丙酸诺

龙、丙酸诺龙回收率高于 ＨＬＢ，故采用 Ｃ１８小柱。
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图 ２　 空白猪尿添加 １８ 种同化激素及 ３ 种内标选择离子流图

Ｆｉｇ． ２　 ＥＩＣ ｏｆ １８ ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ ３ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｉｇ ｕｒｉｎｅ
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表 ３　 ２ 种 ＳＰＥ 柱回收率比较

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ＳＰＥ ｃｏｌｕｍｎｓ
药物名称 小柱类型 平均回收率 ／ ％ 变异系数 ／ ％

康力龙 ＳＴＡ
ＨＬＢ ９８． ２ ５． ６

Ｃ１８ ９７． ５ ４． ８

睾酮 ＴＳ
ＨＬＢ １０１ ３． ８

Ｃ１８ １０４ ５． ２

雄烯二酮 ＡＤ
ＨＬＢ ９４． ６ ８． ３

Ｃ１８ ９３． １ ７． ２

甲睾酮 ＭＴＳ
ＨＬＢ ９９． ６ ４． ３

Ｃ１８ ９８． ３ ３． ９

苯丙酸诺龙 ＮＡＰ
ＨＬＢ ６５． ２ １０． ４

Ｃ１８ ７１． ６ ８． ９

醋酸甲羟孕酮
ＭＰＡ

ＨＬＢ ９３． ２ ６． ４

Ｃ１８ ８９． ７ ５． ８

丙酸睾酮
ＰＴＧ

ＨＬＢ ７０． ２ ９． １

Ｃ１８ ７２． ３ １０． ４

勃地酮
ＢＤ

ＨＬＢ ８４． ３ ３． ２

Ｃ１８ ９３． ７ ６． ７

左炔诺孕酮
ＬＮＧ

ＨＬＢ ８９． ６ ８． ６

Ｃ１８ ９３． ８ １０． ５

甲氢睾酮
ＭＳＴ

ＨＬＢ ８５． １ ８． ７

Ｃ１８ ８６． ５ ８． ４

群勃龙
ＴＢ

ＨＬＢ ９１． ５ ７． ８

Ｃ１８ ９５． ８ ５． ８

诺龙
ＮＴ

ＨＬＢ ９０． ２ ７． ３

Ｃ１８ ８８． ６ ６． ３

丙酸诺龙
ＰＰＮＴ

ＨＬＢ ７８． １ ７． ６

Ｃ１８ ８６． １ ８． １

雄烯醇酮
ＳＡＬ

ＨＬＢ ８３． ３ ７． ５

Ｃ１８ ８０． ４ ６． ９

达那唑
ＤＡＮ

ＨＬＢ １０６ ４． ８

Ｃ１８ ９４． ６ ３． ５

孕酮
ＰＥ

ＨＬＢ １０２ ７． ３

Ｃ１８ ９９． ４ ７． ５

美雄酮
ＭＤ

ＨＬＢ ９３． ６ ２． １

Ｃ１８ ９１． ０ ３． ２

氟甲睾酮
ＦＴ

ＨＬＢ ８９． ６ ８． ３

Ｃ１８ ９１． ５ ７． ８

２． ４　 标准曲线、检出限及定量限　 按 １． ３． ３ 项处

理空白样品后，高效液相色谱串联质谱检测，以峰

面积作为纵坐标，浓度为横坐标绘制标准曲线。 由

表 ４ 可知，在浓度为 １ ～ ５００ μｇ ／ Ｌ 浓度范围内，线
性关系良好，ｒ２ ＞ ０． ９９，取信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝ ３ 的样品浓

度为方法检出限（ＬＯＤ），取信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝ １０ 的样品

浓度为方法定量限（ＬＯＱ）。

表 ４　 １８ 种同化激素的线性方程相关相关系数

Ｔａｂ ４　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ

１８ ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅｓ

药物名称 线性方程
相关系数

（ ｒ２）
检测限 ／

（μｇ·Ｌ －１）
定量限 ／

（μｇ·Ｌ －１）

康力龙 Ｙ ＝ ７４５００ｘ ＋ ２９２００ ０． ９９９０

睾酮 Ｙ ＝ ８７４００ｘ ＋ ５０３００ ０． ９９６９

雄烯二酮 Ｙ ＝ ９６０００ｘ ＋ ７６２００ ０． ９９８２

甲睾酮 Ｙ ＝ ６３５００ｘ － ７００００ ０． ９９７９

苯丙酸诺龙 Ｙ ＝ ６８９００ｘ － ４６２０ ０． ９９５３

醋酸甲羟孕酮 Ｙ ＝ ２９９００ｘ ＋ ８０６０ ０． ９９６１

丙酸睾酮 Ｙ ＝ ４９６００ｘ － ８９６０ ０． ９９６０

勃地酮 Ｙ ＝ ９８５００ｘ ＋ １１４０００ ０． ９９５５

左炔诺孕酮 Ｙ ＝ ２０７００ｘ ＋ １０５００ ０． ９９７８

甲氢睾酮 Ｙ ＝ ３４８０ｘ ＋ ７２３ ０． ９９９１

群勃龙 Ｙ ＝ ２９７００ｘ ＋ ２４８００ ０． ９９９０

诺龙 Ｙ ＝ ３６３００ｘ ＋ ２４１００ ０． ９９８８

丙酸诺龙 Ｙ ＝ １３９００ｘ ＋ ４８４０ ０． ９９６２

雄烯醇酮 Ｙ ＝ ８１１０ｘ ＋ ５７３０ ０． ９９９２

达那唑 Ｙ ＝ ３８６００ｘ ＋ ２２４００ ０． ９９６８

孕酮 Ｙ ＝ ６７６００ｘ ＋ ４２００ ０． ９９６８

美雄酮 Ｙ ＝ １４１０００ｘ ＋ ２３１００ ０． ９９６１

氟甲睾酮 Ｙ ＝ １０２００ｘ ＋ １２１００ ０． ９９８７

０． ５ １． ０

２． ５ 　 方法的回收率、 精密 度 　 在 １． ０、 ２． ０、
１０． ０ μｇ ／ Ｌ浓度添加水平下进行添加回收实验，每
个浓度设 ５ 个平行，重复 ３ 次。 计算添加回收率及

变异系数，结果见表 ５ ～表 ７。
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表 ５　 猪尿中 １８ 种同化激素的回收率（ｎ ＝５）

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ １８ ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｎ

ｐｉｇ ｕｒｉｎｅ （ｎ ＝ ５）

药物名称
添加浓度

／ （μｇ·Ｌ － １）
平均回
收率

日间变异
系数

日内变异
系数

康力龙
１． ０ ９９． ７％ １１． ７％ ４． ７％
２． ０ ９６． ０％ １２． １％ ３． ２％
１０． ０ ７８． １％ ６． １％ ２． ６％

睾酮
１． ０ ９９． ８％ ６． ８％ ５． ４％
２． ０ １０２％ ６． ４％ ４． ０％
１０． ０ ９６． ５％ ５． ８％ ４． ２％

雄烯二酮

１． ０ ９８． ７％ ５． ７％ ３． ８％
２． ０ ９２． ２％ ６． ６％ ５． ０％
１０． ０ ８０． ９％ ４． ５％ ３． ７％

甲基睾酮
１． ０ ９９． ０％ ６． ７％ ５． ０％
２． ０ ９７． ３％ ５． ５％ ４． ０％
１０． ０ ８９． ８％ ７． ８％ ５． ６％

苯丙酸诺龙
１． ０ ７２． １％ １５． １％ ７． ７％
２． ０ ７１． ５％ ５． １％ ３． ９％
１０． ０ ８３． ４％ ７． ２％ ７． １％

醋酸甲羟孕酮
１． ０ ９１． ０％ ８． ２％ ４． ７％
２． ０ １０７％ １０． ４％ ６． ９％
１０． ０ １０５％ ７． ４％ ８． ５％

丙酸睾酮

１． ０ ７３． ５％ ６． １％ ４． ７％
２． ０ ７６． ９％ ７． ５％ ２． ５％
１０． ０ ７９． ２％ １０． ０％ ５． ４％

勃地酮

１． ０ ９３． ３％ ７． １％ ４． ０％
２． ０ ９８． ７％ ６． ９％ ２． ９％
１０． ０ ９８． ３％ ６． ２％ ３． ２％

左炔诺孕酮

１． ０ ９４． ３％ ６． ０％ ３． ６％
２． ０ ９３． １％ ６． ８％ ５． ８％
１０． ０ ８３． ８％ ８． ４％ ５． ２％

甲氢睾酮

１． ０ ９３． ４％ １０． ６％ ９． ７％
２． ０ １０８％ １２． ５％ １３． １％
１０． ０ １０５％ ５． ８％ ３． ０％

群勃龙
１． ０ ９１． ５％ ７． ８％ ３． ９％
２． ０ ９７． ３％ ８． ８％ ３． ５％
１０． ０ ９７． ４％ ９． ６％ ３． ８％

诺龙
１． ０ １１２％ ８． ８％ ６． ４％
２． ０ １００％ ７． ３％ ６． ３％
１０． ０ ８６． ９％ ６． ６％ ２． ９％

丙酸诺龙
１． ０ ８４． ３％ １０． ９％ ５． ５％
２． ０ ７４． ０％ ６． ９％ ２． ６％
１０． ０ ７４． ７％ ５． ５％ ２． １％

雄烯醇酮
１． ０ １０５％ １３． ９％ ７． ３％
２． ０ １０４％ １３． ７％ ９． １％
１０． ０ ９５． １％ １２． ８％ ７． ２％

达那唑
１． ０ ９１． ５％ ７． １％ １． ２％
２． ０ ９６． ５％ ８． ０％ ７． ３％
１０． ０ ９２． ８％ ９． ０％ ７． ４％

孕酮
１． ０ １０９％ ８． ５％ ５． ２％
２． ０ １０６％ １３． ０％ ５． ４％
１０． ０ ７４． ６％ ９． ２％ ４． ５％

美雄酮
１． ０ ９２． ７％ ７． ９％ ５． ５％
２． ０ ９６． ５％ ７． ５％ ２． ０％
１０． ０ ９１． ６％ ６． ６％ ２． ０％

氟甲睾酮
１． ０ １１０％ ５． １％ ４． ５％
２． ０ ９７． ８％ ９． ０％ １． ９％
１０． ０ ７７． ０％ ７． ７％ ３． ８％

表 ６　 牛尿中 １８ 种同化激素的回收率（ｎ ＝５）

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ １８ ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｎ

ｃａｔｔｌｅ ｕｒｉｎｅ （ｎ ＝ ５）

药物名称
添加浓度

／ （μｇ·Ｌ － １）
平均回
收率

日间变异
系数

日内变异
系数

康力龙
１． ０ ８８． ８％ １１． ０％ １０． １％
２． ０ ９２． ３％ １０． ５％ ２． ７％
１０． ０ ８２． ９％ １１． ７％ ４． ９％

睾酮
１． ０ ９６． ０％ ３． ５％ ３． ２％
２． ０ １０４％ ５． １％ ７． ０％
１０． ０ ９０． ６％ ６． ０％ ７． ３％

雄烯二酮
１． ０ １０３％ １０． ３％ ５． ６％
２． ０ １０４％ １１． ８％ ５． ２％
１０． ０ ８２． ２％ ８． ６％ ５． ４％

甲基睾酮
１． ０ １０２％ １１． ０％ ３． ４％
２． ０ １０６％ １０． ７％ ４． １％
１０． ０ ９１． ９％ ９． ３％ ６． ７％

苯丙酸诺龙
１． ０ ７５． １％ ７． ４％ ６． １％
２． ０ ７６． ２％ ４． ３％ ２． １％
１０． ０ ７８． ３％ ６． ７％ ５． ５％

醋酸甲羟孕酮
１． ０ ８６． ４％ ８． ２％ ６． ６％
２． ０ ９８． ９％ １４． ６％ １１． ９％
１０． ０ ８９． １％ １３． ８％ １０． ２％

丙酸睾酮
１． ０ ７１． １％ ５． ５％ ７． ３％
２． ０ ７４． ０％ ７． ５％ ７． ４％
１０． ０ ７３． ５％ １０． ８％ ６． ３％

勃地酮
１． ０ ８１． ２％ １４． ４％ ４． ２％
２． ０ ９０． ２％ １６． ７％ ５． １％
１０． ０ ８３． ９％ １０． １％ ８． ６％

左炔诺孕酮
１． ０ １０３％ ９． ４％ ３． ９％
２． ０ １０７％ ９． ７％ ４． ７％
１０． ０ ９６． ７％ １０． ５％ ７． ４％

甲氢睾酮
１． ０ ９８． ２％ １４． １％ ８． ２％
２． ０ ９９． ０％ １５． ２％ １０． ９％
１０． ０ ８０． １％ １０． ９％ １０． ８％

群勃龙
１． ０ ８５． ８％ ４． ７％ ４． ５％
２． ０ ９５． ３％ １６． ５％ ７． ５％
１０． ０ ８５． ８％ １６． ３％ ８． １％

诺龙
１． ０ １０５％ ６． ３％ ４． １％
２． ０ ９８． ９％ ７． ３％ ９． ６％
１０． ０ ８３． ２％ ６． ２％ ７． ３％

丙酸诺龙
１． ０ ７８． ３％ ７． ７％ ７． ９％
２． ０ ７９． ８％ ７． ８％ ６． ０％
１０． ０ ７６． ８％ ９． ２％ ７． ０％

雄烯醇酮
１． ０ １０３％ １２． ５％ ７． １％
２． ０ １０７％ ８． ７％ ７． ３％
１０． ０ ９７． ７％ ８． ６％ ８． ７％

达那唑
１． ０ ８８． １％ １２． ４％ ５． ５％
２． ０ ８９． ７％ １１． ７％ ５． ７％
１０． ０ ７２． ２％ ７． ８％ ６． ０％

孕酮
１． ０ １０５％ ８． ２％ ７． ８％
２． ０ １０１％ ８． ４％ ５． ９％
１０． ０ ７６． ２％ １０． ０％ ７． ０％

美雄酮
１． ０ ８８． ０％ ５． ２％ ３． ５％
２． ０ ９７． ２％ ４． ５％ ３． ４％
１０． ０ ８５． ６％ ７． ５％ ７． ４％

氟甲睾酮
１． ０ ９９． ７％ １１． ７％ ７． １％
２． ０ １０７％ １１． ９％ ３． ０％
１０． ０ ７７． ７％ ７． ３％ ６． ２％

·４４·
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表 ７　 羊尿中 １８ 种同化激素的回收率（ｎ ＝５）

Ｔａｂ ６　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ １８ ａｎａｂｏｌｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｎ

ｓｈｅｅｐ ｕｒｉｎｅ （ｎ ＝ ５）

药物名称
添加浓度

／ （μｇ·Ｌ － １）
平均回
收率

日间变异
系数

日内变异
系数

康力龙

１． ０ １１０％ ５． ４％ ７． ６％
２． ０ ９０． ３％ １１． ７％ ８． ９％
１０． ０ ８２． ９％ ８． ８％ ３． ７％

睾酮
１． ０ １０５％ ６． ９％ ６． ５％
２． ０ ８８． ６％ １４． １％ １０． ８％
１０． ０ ９０． ５％ １１． ７％ ４． ４％

雄烯二酮
１． ０ １１１％ ５． ８％ ７． ４％
２． ０ ９７． ５％ １１． ２％ ９． ０％
１０． ０ ９５． ２％ ５． ９％ ３． １％

甲基睾酮
１． ０ １０９％ ７． １％ ７． ５％
２． ０ ９１． ４％ １１． ８％ １０． ６％
１０． ０ ９３． ８％ ６． ４％ ４． ９％

苯丙酸诺龙
１． ０ ７５． ６％ ９． ０％ ７． ２％
２． ０ ７５． ９％ ９． ８％ ４． １％
１０． ０ ７６． ４％ ９． ０％ ５． １％

醋酸甲羟孕酮
１． ０ ８９． ９％ １３． ０％ ８． ５％
２． ０ ９７． ２％ １６． ４％ １１． ７％
１０． ０ １０３％ １２． １％ ９． ７％

丙酸睾酮
１． ０ ７４． ２％ １２． ３％ １０． ４％
２． ０ ７９． ０％ ７． １％ ４． ３％
１０． ０ ７０． ９％ １０． ０％ ６． ４％

勃地酮
１． ０ ９５． ９％ １０． ５％ ７． ７％
２． ０ ９０． ５％ １６． ６％ １０． ８％
１０． ０ ９３． ８％ １３． ７％ １２． ６％

左炔诺孕酮
１． ０ １０８％ ７． ６％ ３． ６％
２． ０ ９０． １％ ９． ４％ ６． ９％
１０． ０ ９８． ７％ ５． ６％ ６． ９％

甲氢睾酮
１． ０ １０７％ ７． ８％ ７． １％
２． ０ ９０． ６％ １６． １％ １１． ９％
１０． ０ ９９． ７％ １１． ３％ ５． ０％

群勃龙
１． ０ ９８． ４％ ９． ８％ ９． ５％
２． ０ ９１． ８％ １３． ３％ ６． ４％
１０． ０ １０２％ １４． ５％ ７． ０％

诺龙
１． ０ １０８％ ６． ５％ ７． ４％
２． ０ ９４． ０％ １５． ９％ １０． ４％
１０． ０ １０５％ １０． ５％ ８． １％

丙酸诺龙
１． ０ ８１． １％ １１． １％ ７． ９％
２． ０ ７６． ７％ ５． ５％ ３． ２％
１０． ０ ７７． １％ ８． ９％ ８． ３％

雄烯醇酮
１． ０ １０６％ ６． １％ ８． ８％
２． ０ ９４． ８％ １０． １％ ８． ９％
１０． ０ ９３． ０％ ８． ７％ ８． ０％

达那唑
１． ０ １０９％ １１． ８％ ３． ８％
２． ０ ９０． ５％ １１． ８％ １１． ５％
１０． ０ ９３． ６％ １０． ６％ ７． ５％

孕酮

１． ０ １０６％ ７． ５％ ５． ９％
２． ０ ９２． ４％ １３． ３％ １１． ９％
１０． ０ ８２． ６％ １０． １％ ８． ４％

美雄酮

１． ０ １０６％ ６． ５％ ７． ９％
２． ０ ９５． ３％ １４． ８％ ８． ２％
１０． ０ ９１． ８％ １２． ０％ ９． ０％

氟甲睾酮

１． ０ １０９％ ９． ２％ ７． １％
２． ０ ９１． ０％ １１． ９％ ９． ３％
１０． ０ ８５． ５％ １１． ５％ ５． ２％

２． ６　 实际样品检测　 应用建立的分析方法，对浙

江省内 ２０ 家养殖场采集的 ５０ 份动物尿液进行测

定，其中 １ 批次牛尿检出孕酮，含量为 １２． ３ μｇ ／ Ｌ；３
批次羊尿检出睾酮， 含量分别为 ３． ６１、 ５． ３３、
２１． ６ μｇ ／ Ｌ。 该检测结果表明，本方法能满足对动

物尿液中 １８ 种同化激素有效监控的需求。
３　 讨论与结论

３． １　 酶解条件的选择　 同化激素在动物组织中常

以原形药物存在，在动物尿液中部分同化激素却以

葡萄糖醛酸结合的形态存在［１３］。 因此本研究采用

β －葡萄糖苷酶 ／芳基硫酸酯酶在 ３７ ± ０． ５ ℃下酶

解 １６ ｈ 进行处理，达到较好的效果。
３． ２　 样品前处理方法的优化 　 张怡［１４］ 等针对猪

血浆和尿液样品，采用乙酸乙酯提取、Ｃ１８固相萃取

小柱净化，对 ８ 种同化激素开展同时测定，定量限

为 １ ～ １． ５ μｇ ／ Ｌ，回收率在 ７１． ５％ ～ ９２． ３％ 之间；
曹玉萍［１５］等采用叔丁基甲醚和三氯甲烷提取马尿

中的同化激素，浓缩提取后，内标法定量，定量限为

０． ５ ～ ５０ μｇ ／ Ｌ，回收率在 ６８． ７４％ ～ １２０％之间。 本

研究通过比较不同 ｐＨ 值和固相萃取柱对待测物回

收率的考察，确定了样品调节 ｐＨ 值至 ７． ０（ ± ０． ５）
直接过 Ｃ１８固相萃取柱的前处理方法，省去有机相

提取步骤，减少了检测时间与成本，结果可见空白

样品基线清晰，加标样品 １８ 种同化激素峰形锐利

且无其他杂峰干扰，定量限为 １． ０ μｇ ／ Ｌ，回收率在

７９． ２％ ～９４． ５％之间，满足检测要求。
本研究建立的动物尿液中 １８ 种同化激素

ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法，回收率在 ７０． ９％ ～
１１２％之间，日内变异系数范围为 １． ２％ ～ １３． １％ ，
日间变异系数范围为 ３． ５％ ～ １６． ７％ ，检测限为

０􀆰 ５ μｇ ／ Ｌ，定量限为 １． ０ μｇ ／ Ｌ。 本方法操作简便，
灵敏度高，适用于动物尿液中 １８ 种同化激素的同

时测定。 该方法优化了前处理条件，操作简便，检
测方法灵敏度高，重现性强，符合兽药残留分析性

能要求，可用于日常样品分析。
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