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摘要:环境雄激素属于典型的内分泌干扰物,
 

不仅干扰生物内分泌系统导致其生长发育受阻,
 

还会对人体健康

和生态安全造成威胁.
 

为快速测定贝类组织中典型雄激素睾酮的质量浓度,
 

分别在4种提取剂乙腈、
 

乙酸乙酯、
 

叔丁基甲醚、
 

正己烷 二氯甲烷(1∶1)及3种净化方法超低温冷冻离心、
 

超低温冷冻离心 净化剂、
 

超低温冷冻离

心 HLB固相萃取柱条件下提取河蚬组织中的睾酮,
 

通过比较其回收率,
 

优化超高液相色谱 串联质谱法测定睾

酮的前处理方法.
 

结果表明:
 

4种提取剂中乙酸乙酯对睾酮提取效果最好,
 

回收率高达101.6%;
 

提取液经超低

温(-80
 

℃)冷冻离心法净化后回收率最高,
 

且操作简便.
 

在此优化条件下,
 

睾酮在质量浓度为0.05~1.00
 

μg/mL
范围内与对应的峰面积呈现良好的线性正相关关系(R2=0.998

 

9),
 

检出限为6.25
 

ng/g,
 

定量限为20
 

ng/g.
 

不同

添加水平的加标回收率为66.4%~101.1%,
 

相对标准偏差为2.3%~11.6%.
 

经本研究优化后的前处理方法,
 

操

作简便、
 

重现性好、
 

稳定性高,
 

具有良好的准确度和精密度,
 

适用于贝类样品中睾酮的提取分析.
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Abstract:
 

In
 

the
 

present
 

study,
 

the
 

recoveries
 

of
 

testosterone
 

from
 

Corbicula
 

fluminea
 

extracted
 

with
 

ace-
tonitrile,

 

ethyl
 

acetate,
 

tert-butyl
 

methyl
 

ether
 

and
 

hexane-methylene
 

chloride
 

(1∶1)
 

mixture
 

were
 

com-
pared.

 

The
 

effects
 

of
 

three
 

purification
 

methods
 

of
 

ultra-low
 

temperature
 

refrigerated
 

centrifugation,
 

ul-
tra-low

 

temperature
 

refrigerated
 

centrifugation
 

with
 

purifying
 

agent,
 

and
 

ultra-low
 

temperature
 

refrigera-
ted

 

centrifugation
 

with
 

HLB
 

solid
 

phase
 

extraction
 

column
 

on
 

the
 

recovery
 

of
 

testosterone
 

from
 

Corbicula
 

fluminea
 

were
 

researched
 

to
 

optimize
 

the
 

pretreatment
 

method
 

for
 

determination
 

of
 

testosterone
 

in
 

shell-
fish

 

by
 

ultra-performance
 

liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

eth-
yl

 

acetate
 

had
 

the
 

best
 

extracting
 

effect
 

among
 

the
 

four
 

extracting
 

agents,
 

with
 

a
 

recovery
 

of
 

101.6%.
 

Among
 

three
 

purification
 

methods,
 

ultra-low
 

temperature(-80
 

℃)
 

refrigerated
 

centrifugation
 

had
 

the
 

highest
 

recovery
 

rate.
 

There
 

was
 

a
 

good
 

linear
 

relationship
 

between
 

testosterone
 

concentration
 

and
 

the
 

peak
 

area
 

in
 

the
 

range
 

of
 

0.05~1.00
 

μg/mL,
 

with
 

the
 

correlation
 

coefficients
 

all
 

above
 

0.998
 

9.
 

The
 

limit
 

of
 

detection
 

was
 

6.25
 

ng/g,
 

and
 

the
 

limit
 

of
 

quantitation
 

was
 

20
 

ng/g.
 

The
 

average
 

recoveries
 

for
 

testos-
terone

 

at
 

three
 

concentration
 

levels
 

were
 

66.4%~101.1%,
 

with
 

the
 

relative
 

standard
 

deviation
 

between
 

2.3%~11.6%.
 

The
 

pretreatment
 

method
 

was
 

easy
 

to
 

operate,
 

also
 

accurate
 

and
 

precision.
 

It
 

was
 

suitable
 

for
 

the
 

extraction
 

of
 

testosterone
 

from
 

shellfish.
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环境雄激素作为一类典型的内分泌干扰物,
 

不仅会干扰生物体的内分泌系统导致其生长发育受阻,
 

同时还会影响微生物群落的结构与功能[1-2],
 

并对人体健康和生态安全造成威胁.
 

环境中的雄激素主要

来源于动物的分泌物和激素药物的使用[1,3-4].
 

研究发现,
 

环境雄激素主要通过城市污水处理厂、
 

畜禽养

殖场、
 

造纸厂及水产养殖场等废水排放进入水环境,
 

可蓄积在水生生物体内,
 

并沿食物链进行传递,
 

进

而对水域生态系统和人体健康造成危害[1,3-4].
 

贝类作为水生食物网尤其是底栖食物网的重要组成部分

之一,
 

对水域生态系统的物质循环和能量流动具有重要的作用[5-6];
 

同时,
 

贝类因口味鲜美、
 

营养价值

高,
 

深受消费者的喜爱.
 

睾酮(Testosterone),
 

又称睾丸素、
 

睾丸酮,
 

是生物体内含量最高、
 

最重要的雄

激素,
 

也是一种主要的环境雄激素[1].
 

开发一种测定贝类组织中睾酮质量浓度的前处理方法,
 

有助于贝

类组织中类固醇激素的定量分析,
 

可为研究类固醇激素污染物在底栖食物网中的迁移转化与贝类水产

品安全监管提供方法基础与技术支撑.
生物体内类固醇激素测定的效率与稳定性受检测方法的影响.

 

目前,
 

水产品中雄激素定量分析常用的

检测方法主要有酶联免疫法[7]、
 

高效液相色谱法[8-9]、
 

气相色谱 质谱法[10-13]、
 

液相色谱 串联质谱法[14-18]

等.
 

酶联免疫法容易出现交叉反应及假阳性,
 

重复性较差[19-20];
 

高效液相色谱法抗干扰能力差,
 

且灵敏度

不能满足检测的要求[14];
 

气相色谱 质谱法具有高灵敏度和选择性,
 

但往往需要对待测物进行衍生化处理,
 

耗时长、
 

操作繁琐且结果不稳定[10,17,19].
 

相对而言,
 

液相色谱 串联质谱法具有高通量、
 

高选择性、
 

高灵敏

度、
 

定性准确、
 

无需繁琐的衍生化操作等优势,
 

能更高效地提取目标物、
 

去除杂质、
 

减少干扰,
 

近年来在性

激素类污染物的检测分析中应用广泛[18,21].
 

故本研究拟采用超高液相色谱 串联质谱法测定目标激素,
 

并

对样品前处理方法进行优化.
前处理方法中样品的提取与净化对水产品中类固醇激素测定的回收率、

 

稳定性等具有较大的影响.
 

陈

秋华等[22]在筛查水产品16种激素残留的研究中发现,
 

提取剂和吸附剂的种类和使用量均会影响目标化合
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物的回收率.
 

通常用于提取动物组织中激素物质的溶剂有乙酸乙酯、
 

甲醇、
 

正己烷、
 

叔丁基甲醚、
 

二氯甲

烷、
 

乙腈、
 

乙醚等及其混合溶液[23-26],
 

但由于目标激素和基质差异,
 

样品前处理提取剂的选择并无统一定

论,
 

因此针对贝类中特定激素测定需进行提取剂的优化筛选.
 

样品经过提取和富集后,
 

常采用液相萃取除

脂法[27-29]、
 

固相萃取柱净化法[24,30-31]、
 

净化剂净化法[17,22,
 

32]、
 

超低温冷冻离心除脂法[19,33-34]等去除样品基

质中的脂肪、
 

蛋白质等杂质,
 

从而降低干扰,
 

提高方法的检出限,
 

并延长仪器的使用寿命[23].
 

黄鸾玉等[19]

认为,
 

除脂是水产品前处理必不可少的步骤,
 

且除脂方法以及固相萃取柱的选择都会影响净化效果.
 

李佩

佩等[35]在测定水产品中甲基睾酮的残留时发现,
 

石油醚作为除脂溶剂,
 

易残留,
 

会对目标物造成严重干

扰,
 

因此,
 

除脂净化方法直接影响贝类中雄激素的回收率.
 

冷冻离心除脂法因操作简便、
 

净化效果好、
 

待测

激素损失较低[18,36],
 

常单独或与其他方法结合使用,
 

被广泛应用于各种基质中激素物质的净化.
 

本研究拟

在超低温冷冻离心的基础上,
 

结合净化剂[37-38]和固相萃取柱[19],
 

探寻适用于贝类的高效率净化方法.
水产品中类固醇激素的检测研究对象多为鱼类和甲壳类,

 

贝类中的类固醇激素测定的研究鲜见报

道[17,
 

39],
 

因此,
 

本研究拟以典型雄激素睾酮作为目标化合物,
 

利用超高液相色谱 串联质谱法(UPLC-MS/

MS),
 

对贝类 河蚬(Corbicula
 

fluminea)样品前处理方法中的提取和净化等条件进行优化,
 

以期得到较为

理想的贝类雄激素测定前处理方法.

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

睾酮,
 

北京索莱宝科技有限公司;
 

睾酮-d3,
 

SUPELCO公司,
 

纯度均大于98.0%.
 

甲醇、
 

丙酮、
 

乙酸乙

酯、
 

乙腈、
 

正己烷、
 

二氯甲烷,
 

Honeywell公司;
 

甲酸,
 

CNW公司;
 

叔丁基甲醚,
 

Alfa
 

Aesar公司,
 

以上有

机试剂均为色谱纯试剂.
 

中性氧化铝(FCP100-200目),
 

上海泸试实验室器材股份有限公司;
 

无水硫酸镁

(99.95%),
 

无水硫酸钠(99.95%),
 

上海麦克林生化科技有限公司,
 

均为分析纯.
 

N-丙基乙二胺(PSA),
 

杭

州微米派科技有限公司;
 

高纯氮气,
 

重庆启迪气体有限公司;
 

Poly-sery
 

HLB(Hydrophilic
 

and
 

Lipophilic
 

Balance)固相萃取柱,
 

CNW公司.
1.2 标准曲线的配制

用乙腈将4.00
 

mg/L的睾酮标准储备溶液逐级稀释,
 

配制成0.05,
 

0.10,
 

0.25,
 

0.50,
 

1.00
 

μg/mL的

标准溶液,
 

混匀后测定,
 

以质量浓度为横坐标,
 

以色谱图峰面积为纵坐标绘制标准曲线.
1.3 样品前处理

1.3.1 样品的制备

实验所用河蚬购自重庆市开州区某养殖场,
 

剖取软体组织于离心管中,
 

组织捣碎机捣碎并充分匀

浆,
 

-20
 

℃保存备用.
1.3.2 睾酮的提取

目标提取物睾酮为弱极性化合物,
 

本研究分别选用乙酸乙酯、
 

乙腈、
 

叔丁基甲醚、
 

正己烷 二氯甲烷

(1∶1)4种提取剂提取睾酮,
 

具体步骤如下:
准确称取(1.00±0.02)

 

g匀浆试样于研钵中(3重样),
 

加入5
 

g预烘(110
 

℃,
 

12
 

h)后的无水硫酸

钠,
 

研磨至生物样品不粘在研钵上,
 

静置30
 

min后,
 

转移至50
 

mL离心管中,
 

并用5
 

mL提取剂润洗研

钵和研磨杵,
 

全部转移至离心管中;
 

加入0.5
 

mL质量浓度为1
 

μg/mL的睾酮-d3,
 

混匀;
 

向离心管中再

次加入提取剂5
 

mL;
 

涡旋振荡提取5
 

min后,
 

超声10
 

min;
 

再次涡旋振荡5
 

min后,
 

静置提取1
 

h;
 

于

4
 

℃
 

5
 

000
 

r/min离心10
 

min后将上清液转移至新的50
 

mL离心管中;
 

残渣用5
 

mL提取剂重复提取

2次,
 

合并上清液(共20
 

mL),
 

待净化.
针对不同提取剂进行回收率比较分析时,

 

统一采用超低温冷冻离心法净化样品.
1.3.3 净化

超低温冷冻离心:
 

将上清液于-80
 

℃冷冻1
 

h;
 

解冻后,
 

于4
 

℃
 

10
 

000
 

r/min离心8
 

min;
 

准确移取

5
 

mL上清液于玻璃试管中,
 

氮吹至近干,
 

取乙腈和0.1%甲酸水溶液(9∶1)复溶后,
 

定容至1
 

mL;
 

过

0.22
 

μm有机滤膜,
 

UPLC-MS/MS测定.
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超低温冷冻离心 净化剂:
 

将上清液于-80
 

℃冷冻1
 

h;
 

解冻后,
 

于4
 

℃
 

10
 

000
 

r/min离心8
 

min;
 

准

确移取10
 

mL上清液于已加入净化剂(0.5
 

g无水硫酸镁,
 

0.5
 

g中性氧化铝和0.2
 

g
 

PSA)的离心管中,
 

涡

旋混匀5
 

min,
 

以10
 

000
 

r/min离心5
 

min后准确移取5
 

mL上清液于玻璃试管中,
 

氮吹至近干,
 

取乙腈和

0.1%甲酸水溶液(9∶1)复溶后,
 

定容至1
 

mL;
 

过0.22
 

μm有机滤膜,
 

UPLC-MS/MS测定.
超低温冷冻离心 HLB固相萃取柱:

 

预先用3
 

mL甲醇和3
 

mL水先后缓慢通过HLB固相萃取柱使其

充分活化;
 

将上清液于-80
 

℃冷冻1
 

h;
 

解冻后,
 

于4
 

℃
 

10
 

000
 

r/min离心8
 

min;
 

准确移取5
 

mL上清液

于玻璃试管中,
 

氮气吹干后加入3
 

mL甲醇溶解残渣,
 

并将其转至15
 

mL离心管中;
 

再用7
 

mL纯水润洗玻

璃试管,
 

合并至离心管中,
 

混匀;
 

取甲醇溶液层以小于2
 

mL/min的流量通过预先活化的HLB固相萃取柱

上样,
 

弃去滤液;
 

再用6
 

mL的20%甲醇溶液通过 HLB固相萃取柱进行淋洗,
 

弃去流出液,
 

抽吸 HLB固

相萃取柱至近干;
 

用4
 

mL的90%甲醇溶液对HLB固相萃取柱进行洗脱,
 

收集洗脱液;
 

将洗脱液在50
 

℃
下氮气吹干后,

 

取乙腈和0.1%甲酸水溶液(9∶1)充分复溶,
 

定容至1
 

mL;
 

过0.22
 

μm有机滤膜,
 

UPLC-
MS/MS测定.
1.4 UPLC-MS/MS条件

采用 Waters
 

UPLC-Q-TOF-MS
 

ACQUITY
 

UPLC系统在灵敏模式下用正电喷雾(ESI+)离子源对睾

酮定量.
 

色谱柱为ACQUITY
 

BEH
 

C18(100
 

mm×2.1
 

mm,
 

1.7
 

μm),
 

睾酮进样体积为1
 

μL,
 

恒定流速为

0.4
 

mL/min;
 

流动相由0.1%甲酸溶液(A)和乙腈(B)组成;
 

去溶剂化温度和离子源温度分别为400
 

℃和

120
 

℃,
 

锥形和去溶剂化的流速分别为50
 

L/h和800
 

L/h;
 

毛细管电压和锥形电压分别为3
 

000
 

V和40
 

V,
 

MS碰撞能量范围为20~40
 

eV(图1).

图1 乙酸乙酯提取睾酮的多反应监测色谱图

1.5 数据处理

对实验所得数据用 Microsoft
 

Excel
 

2019进行处理.

2 结果与分析

2.1 提取剂的选择

本研究考察了乙酸乙酯、
 

叔丁基甲醚、
 

正己烷 二氯甲烷(1∶1)、
 

乙腈4种提取剂对贝类 河蚬组织

中睾酮的提取效果.
 

由表1可知,
 

乙酸乙酯作为提取剂回收率最高,
 

达101.6%,
 

叔丁基甲醚、
 

正己烷

二氯甲烷(1∶1)、
 

乙腈对睾酮的提取回收率相当,
 

在84.8%~89.4%之间.
 

4种提取剂中,
 

正己烷 二氯

甲烷(1∶1)提取效率最低,
 

可能是正己烷提取油脂杂质较多,
 

不利于净化[40].
 

使用乙腈作为提取剂时相

对标准偏差为12.6%,
 

远大于其他3种提取剂,
 

表明乙腈作为提取剂稳定性不足,
 

可能是乙腈能致蛋白

质变性,
 

易使样品结块,
 

从而导致回收率不稳定[41].
 

综上所述,
 

4种提取剂中,
 

乙酸乙酯作为提取剂回

收率高且稳定,
 

是河蚬组织中提取睾酮的最优选择.
表1 提取剂对睾酮回收率的影响

提取剂 回收率/% 相对标准偏差/% 提取剂 回收率/% 相对标准偏差/%

乙腈 89.4 12.6 叔丁基甲醚 86.6 1.5

乙酸乙酯 101.6 4.3 正己烷 二氯甲烷(1∶1) 84.8 2.6

2.2 净化方法的选择

超低温冷冻离心、
 

超低温冷冻离心 净化剂、
 

超低温冷冻离心 HLB固相萃取柱3种净化方法的净化效
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果见表2.
 

结果表明,
 

提取方法相同的情况下,
 

超低温冷冻离心法的回收率为89.4%,
 

高于超低温冷冻

离心 净化剂法和超低温冷冻离心 HLB固相萃取柱法.
 

超低温冷冻离心 HLB固相萃取柱法回收率最

低,
 

为77.4%,
 

原因可能是采用固相萃取柱进行萃取损失了部分目标化合物.
 

结果表明,
 

通过超低温冷

冻离心法净化样品,
 

净化效果好、
 

回收率高、
 

操作简便,
 

可作为河蚬组织中睾酮提取后的净化方法.

表2 净化方法对睾酮回收率的影响

净化方法
回收率/

%

相对标准

偏差/%
净化方法

回收率/

%

相对标准

偏差/%

超低温冷冻离心 89.4 12.6 超低温冷冻离心 HLB固相萃取柱 77.4 8.2

超低温冷冻离心 净化剂 83.2 7.4

2.3 线性范围、
 

检出限和定量限

在选定的色谱/质谱条件下测定质量浓度分别为0.05,
 

0.10,
 

0.25,
 

0.50,
 

1.00
 

μg/mL的睾酮标准

溶液系列,
 

结果表明,
 

睾酮质量浓度在0.05~1.00
 

μg/mL内与色谱峰面积呈线性正相关,
 

其回归方程

为y=390
 

214x-12
 

033,
 

R2=0.998
 

9.
根据信噪比S/N≥3作为检出限,

 

S/N≥10作为定量限,
 

计算得出河蚬组织中睾酮的检出限和定量

限分别为6.25
 

ng/g和20
 

ng/g.
2.4 回收率和精密度

针对空白基质样品,
 

加标回收实验分别添加睾酮标准物质为低水平(20
 

μg/kg)、
 

中水平(40
 

μg/kg)、
 

高水平(200
 

μg/kg),
 

进行3次平行实验.
 

测定结果表明,
 

睾酮的平均回收率为66.4%~101.1%,
 

测定值

的相对标准偏差在2.3%~11.6%之间(表3).
 

随着加标量的增加回收率不断升高,
 

在国家标准 GB/T
 

27404-2008规定的精密度范围内,
 

方法的准确度和精密度均符合实际分析检测的要求.
表3 河蚬中睾酮的加标回收率及精密度(n=3)

睾酮添加水平/(μg·kg
-1) 回收率/% 相对标准偏差/% 睾酮添加水平/(μg·kg

-1) 回收率/% 相对标准偏差/%

20 66.4 11.6 200 101.1 2.3

40 76.7 10.0

2.5 水产品中雄激素提取方法比较分析

因提取所用生物样品多为组织匀浆液,
 

含水率高,
 

基质水分残留对提取净化效果会产生较大影响[32].
 

杨霄等[14]、
 

李凯华等[32]研究表明,
 

去除生物样品中的水分有利于提高目标化合物的回收率.
 

提取前加入无

水硫酸钠[42-43]、
 

提取时加入无水硫酸钠[32]或无水硫酸镁[14]、
 

净化前过无水硫酸钠柱[8]等,
 

均可有效去除水

分.
 

考虑操作简便性及提取液体积的量化问题,
 

本研究中采用预烘后的无水硫酸钠研磨匀浆后的样品,
 

静

置至水分吸收完全后加入提取剂提取.
水产品中雄激素的提取常用的提取剂包括乙腈、

 

乙酸乙酯、
 

乙醚、
 

叔丁基甲醚、
 

甲醇、
 

正己烷、
 

乙腈

甲酸/乙酸混合液等[22,
 

24-25,
 

33].
 

总体而言,
 

在超高液相色谱 串联质谱法测定水产品内睾酮的前处理中,
 

乙

酸乙酯作为提取剂的提取效果较好(表4).
 

杨帆等[16]、
 

邹红梅等[17]、
 

李向军等[24]研究均发现,
 

鱼类和甲壳

类中睾酮的提取使用乙酸乙酯效果最佳,
 

回收率高、
 

稳定性好,
 

优于乙腈、
 

正己烷、
 

甲醇等,
 

与本文关于贝

类中睾酮的提取研究结果一致.
 

此外,
 

邹红梅等[17]、
 

李向军等[24]研究还发现,
 

同时提取草鱼中甲基睾酮等

多种激素时,
 

乙酸乙酯对大部分目标化合物的提取效率高于甲醇和乙腈.
 

关于黄鳝、
 

明虾等水产品中甲基

睾酮、
 

群勃龙、
 

司坦唑醇等雄激素的提取研究亦表明,
 

乙酸乙酯作为提取剂的提取效率高,
 

且具有不易挥

发、
 

毒性较小等优势[16,
 

27,
 

34,44].
 

而陈秋华等[22]研究发现1%乙酸 乙腈作为提取剂提取大黄鱼、
 

南美白对

虾、
 

梭子蟹中的雄激素时,
 

提取效果优于乙腈、
 

乙酸乙酯、
 

丙酮.
 

李凯华等[32]采用1%乙酸 乙腈提取草鱼

中的雄激素,
 

能有效提取目标物.
 

综上,
 

乙酸乙酯和1%乙酸 乙腈对水生生物体中雄激素提取效果均较好,
 

但雄激素的回收率还与提取对象、
 

雄激素种类、
 

提取方法和净化方法等相关.
提取过程中,

 

可采取涡旋、
 

振荡、
 

超声等方法辅助提升提取效果[25].
 

本文在对睾酮进行提取时采用涡
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旋振荡 超声 涡旋振荡的方式,
 

一方面超声能增加提取剂的穿透力从而进入细胞内部[23],
 

提取率高、
 

操作

简便且样品处理量多[8];
 

另一方面,
 

振荡可以加速被提取成分的扩散、
 

释放[25],
 

使得提取更加充分.
 

提取

过程中,
 

重复提取可提高样品的回收率,
 

以重复1~2次为宜[17,
 

45-46].
表4 水产品中睾酮检测的前处理方法比较

检测物 检测基质 提取剂 提取方法 净化方法
回收率/

%

相对标

准偏差/%

参考

文献

睾酮 草鱼 乙酸乙酯
均质、

 

涡旋震荡

提取后超声

石墨炭黑/氨基(GCB/NH2)固相萃

取柱净化,
 

丙酮、
 

正己烷除脂
68.2~91.8 1.5~8.5 [16]

乙酸乙酯
涡旋混匀、

 

超声提取

净化剂(500
 

mg中性氧化铝、
 

200
 

mg
 

PSA)净化
91.0~95.0 2.0~4.6 [17]

1%乙酸 乙腈 涡旋混匀 正己烷脱脂、
 

C18 净化 85.6~92.5 1.8~2.7 [22]

乙酸乙酯 均质、
 

超声提取 硅胶固相萃取柱净化 87.2~91.5 6.2~6.7 [24]

1%乙酸 乙腈 涡旋混合、
 

离心
QuEChERS净 化 剂(100

 

mg
 

PSA,
 

40
 

mg
 

C18)净化
95.8~99.9 0.9~4.1 [32]

鲶 乙酸乙酯
均质、

 

涡旋震荡

提取后超声

GCB/NH2 固相萃取柱净化,
 

丙酮、
 

正己烷除脂
66.3~81.8 5.3~8.5 [16]

黄鳝 乙酸乙酯
均质、

 

涡旋震荡

提取后超声

GCB/NH2 固相萃取柱净化,
 

丙酮、
 

正己烷除脂
67.3~81.8 3.5~8.7 [16]

大黄鱼 1%乙酸 乙腈 涡旋混匀 正己烷脱脂、
 

C18 净化 84.8~87.8 2.7~4.9 [22]

南美白对虾 1%乙酸 乙腈 涡旋混匀 正己烷脱脂、
 

C18 净化 89.7~93.3 1.1~4.0 [22]

虾
0.1

 

mol/L乙二胺

四乙酸二钠 乙腈

涡旋震荡

提取、
 

超声
Captiva

 

EMR小柱固相萃取 105.6~119.6 4.0~9.3 [30]

明虾 乙酸乙酯
均质、

 

涡旋震荡

提取后超声

GCB/NH2 固相萃取柱净化,
 

丙酮、
 

正己烷除脂
68.2~81.8 1.5~8.1 [16]

梭子蟹 1%乙酸 乙腈 涡旋混匀 正己烷脱脂、
 

C18 净化 83.2~98.1 2.7~5.0 [22]

鱿鱼 乙酸乙酯
均质、

 

涡旋震荡

提取后超声

GCB/NH2 固相萃取柱净化,
 

丙酮、
 

正己烷除脂
73.2~90.8 6.3~8.5 [16]

河蚬 乙酸乙酯
均质、

 

涡旋震荡、
 

超声、
 

涡旋振荡提取
超低温冷冻离心 66.4~101.1 2.3~11.6 本研究

2.6 水产品中雄激素样品净化方法比较分析

样品净化方法中,
 

液相萃取除脂法,
 

常采用正己烷、
 

石油醚作为萃取剂.
 

然而黄鸾玉等[19]发现正己烷

去脂的同时可一定程度溶解睾酮等类固醇激素,
 

故不可避免会造成目标化合物的损失,
 

且由于液相萃取过

程中易发生乳化,
 

采用此法净化样品的回收率和精密度均不够理想[18,
 

28].
固相萃取柱净化中常采用十八烷基键合硅胶吸附(C18)柱和 HLB柱对水产品中的类固醇激素进行纯

化.
 

已有研究表明,
 

HLB固相萃取柱基质可耐受不同的溶剂,
 

使用时回收率不受柱床干涸的影响,
 

且吸附

剂表面积较C18 柱大,
 

除杂效果更好[19].
 

靳凤龙[47]在研究动物源性食品中性激素的测定方法时发现,
 

HLB
固相萃取柱对性激素的回收率达89.7%~96.6%,

 

是C18 柱的1.2倍.
 

李向军等[24]发现,
 

采用 HLB固相

萃取柱净化样品时,
 

可获得较高的回收率,
 

然而,
 

当处理对象为大黄鱼等高油脂样品时,
 

易发生乳化,
 

导致

固相萃取柱堵塞.
 

本研究亦发现,
 

河蚬组织经提取后,
 

以超低温冷冻离心 HLB固相萃取柱作为净化方法

时的样品回收率低于其他方法,
 

表明净化过程中目标化合物有损失.
净化剂净化样品时,

 

常用的净化剂包括PSA、
 

中性氧化铝、
 

无水硫酸镁、
 

NaCl等.
 

PSA作为吸附剂能

清除许多基质成分,
 

但范小龙等[37]研究发现仅加入PSA,
 

目标激素的回收率未明显提高,
 

因此可加入其他

净化剂共同净化样品.
 

无水硫酸镁在净化过程中可吸取多余的水分[37],
 

中性氧化铝具有良好的除脂能

121第6期    付梅,
 

等:
 

超高液相色谱 串联质谱法测定贝类组织中环境雄激素睾酮的前处理方法优化



力[38],
 

二者与PSA共同净化样品可提高净化效果.
 

任雪冬等[38]在测定土壤中激素药物残留时发现以

PSA、
 

中性氧化铝及无水硫酸镁为净化剂组合的样品基质干扰最小,
 

回收率最高.
超低温冷冻离心除脂法操作简便、

 

净化效果好、
 

待测激素损失较低[18],
 

已被广泛应用于各种基质中类

固醇激素的净化.
 

孟霞等[34]研究发现,
 

黄鳝甲基睾酮的提取与净化中采用低温冷冻离心除脂,
 

样品回收率

达88.1%~105.5%.
 

低温冷冻离心法常结合其他净化法对提取样品进行纯化.
 

黄鸾玉等[19]将冷冻离心结

合HLB固相萃取柱净化罗非鱼样品,
 

甲基睾酮的回收率为73.6%~91.4%.
 

本研究中,
 

超低温冷冻离心

净化后,
 

回收率最高,
 

高于超低温冷冻离心 净化剂和超低温冷冻离心 HLB固相萃取柱,
 

表明超低温冷冻

离心净化效果好,
 

超低温冷冻后的净化剂净化和 HLB固相萃取反而导致样品存在一定程度的损失.
 

田良

良等[33]在测定鱼虾中丙酸睾酮残留量时亦发现,
 

仅采用超低温冷冻离心法净化样品,
 

丙酸睾酮的回收率为

71.2%~104.5%,
 

而超低温冷冻离心与固相萃取柱相结合的方法并没有使杂峰减少,
 

与本研究结果相一

致.
 

使用超低温冷冻离心法净化样品,
 

简化了前处理步骤,
 

简便易操作.
2.7 贝类中有机物的提取与净化

水产品中类固醇激素的检测研究对象多为鱼类和甲壳类,
 

贝类中雄激素测定的研究鲜见报道[17,39].
 

不

同于鱼、
 

虾中激素的检测主要针对肌肉中的激素,
 

贝类中激素检测多针对所有软体组织,
 

基质较复杂.
 

已有研究表明,
 

贝类组织中目标化合物提取的回收率变化范围大.
 

贝类中关于多环芳烃(polycyclic
 

aro-
matic

 

hydrocarbon,
 

PAHs)、
 

多氯联苯(polychlorinated
 

biphenyls,
 

PCBs)等检测相关文献显示,
 

贝类空白

基质加标回收率差异均较大[43,48-52].
 

曹方方等[42]研究亦表明,
 

花蛤中的有机氯农药p,
 

p-二氯二苯二氯

甲烷(p,
 

p-dichlorodiphenyl
 

dichloroethane,
 

p,
 

p-DDD)的回收率为62.3%~106.0%,
 

相对标准偏差为

5.6%~21.0%,
 

o,
 

p-二氯二苯三氯甲烷(o,
 

p-dichlorodiphenyl
 

trichloroethane,
 

o,
 

p-DDT)的回收率为

73.8%~118.0%,
 

相对标准偏差为4.6%~16.0%.
本文采用乙酸乙酯作为提取剂,

 

超低温冷冻离心作为净化方法提取河蚬中的睾酮,
 

回收率为101.6%,
 

而空白基质加标回收率为66.4%~101.1%,
 

相对标准偏差为2.3%~11.6%,
 

变化范围略大,
 

我们推测可

能贝类软体组织样品基质较复杂,
 

自身造成的影响难以避免.

3 结论

本研究优化了河蚬组织中睾酮质量浓度测定的前处理方法:
 

选取乙酸乙酯作为提取剂,
 

涡旋振荡超声

提取,
 

并经超低温冷冻离心净化后利用超高液相色谱 串联质谱法(UPLC-MS/MS)进行定量分析.
 

该方法

简便、
 

快速,
 

且具有较高的准确度和精密度,
 

在20~200
 

μg/kg加标水平范围内,
 

回收率为66.4%~
101.1%,

 

相对标准偏差为2.3%~11.6%,
 

适用于河蚬组织中睾酮的提取测定,
 

也可为其他动物组织中的

环境雄激素残留分析提供参考.
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