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实验技术与方法
高效液相色谱+四极杆+飞行时间质谱法检测猪肉中 !(种糖皮质激素残留

刘畅"李晓雯"王柯
!上海市食品药品检验所"上海$&%!&%"#

摘$要!目的$建立猪肉中 !( 种糖皮质激素残留的定性定量分析方法! 方法$采用固相萃取技术处理样品"通过

高效液相色谱+四极杆+飞行时间质谱&6a\>+W+RXE+TG’对猪肉中的 !( 种糖皮质激素进行分离和检测"通过考察方法

检测限%精密度%回收率等指标对方法学进行验证! 建立糖皮质激素的精确相对分子质量数据库"并通过碎片离子的

精确质量数推测碎片结构! 结果$!( 种目标化合物检测限为 %.! f! !</J<"化合物回收率在 *Y.!b f!!%."b之间"

精密度在 ".#b f!#.%b&& r-’之间! 建立了共 !( 种糖皮质激素的精确相对分子质量数据库! 结论$建立的方法

准确%快速%灵敏度高"结合精确相对分子质量数据库"可对猪肉中糖皮质激素残留进行快速分析!

关键词!高效液相色谱# 飞行时间质谱# 糖皮质激素# 猪肉# 兽药残留# 食品安全
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$$糖皮质激素属类固醇激素"主要为皮质醇"具
有调节糖’脂肪和蛋白质的合成及代谢的作用"并
具有良好的抗免疫’抗炎’抗毒’抗休克等作用 (!) *
内源性糖皮质激素包括氢化可的松和可的松* 合
成类糖皮质激素药物具有增重及脂肪再分配作
用"因此在家畜饲养过程中存在非治疗目的的过
量或非法使用现象* 长期摄入糖皮质激素可造成
多种不良反应"如水盐代谢紊乱’消化系统及心血
管系统并发症’骨质疏松及椎骨压迫性骨折’神经

精神异常等 (&+*) * 我国农业部第 &"( 号公告-动物
性食品中兽药最高残留限量.中规定猪的肌肉和
肾脏中的倍他米松最大残留量为 %.Y( !</J<"氢
化可的松仅作外用 (() * 欧盟规定泼尼松龙在牛的
肌肉’肝脏’肾脏中的最大残留量分别为 *’!% 和
!% !</J<(-) *

糖皮质激素药物的检测方法主要有免疫分析
法 (Y) ’高效液相色谱法 (,) ’液相色谱+质谱法 (#+!!)

等* 高效液相色谱+飞行时间质谱联用技术作为一
种快速’广谱系统化的高分辨质谱筛选检测技术
已逐渐应用于兽药残留筛选 (!&+!*) * 高效液相色
谱+四极杆+飞行时间质谱 #6a\>+W+RXE+TG$具有
高质量准确度’高质量分辩率的特点"能够对样品
进行高灵敏’高质量精度的全扫描分析* 6a\>+W+
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RXE+TG 同时具备多级质谱功能"能获得化合物特
征碎片离子的精确质量数信息"可通过软件分析
出可能的分子式"对研究化合物的裂解规律及推
测碎片的结构起重要作用* 本研究以 !( 种糖皮
质激素作为研究对象"利用 6a\>+W+RXE+TG 进行
分析"旨在建立猪肉中 !( 种糖皮质激素残留的快
速筛查方法*

!$材料与方法
!.!$主要仪器与试剂

)a[RD9OBCRXERT (-%% 质谱系统 #配有电喷雾
离子源"美国 )LG>[Ue$’\>"%)液相色谱仪#日本
岛津$’T9BB9+W超纯水器#美国 T9BB9OADC$’>’&!_型
高速冷冻离心机’GADP:BBGR*%’型高速离心机’多
位氮气浓缩仪#德国 XD<:;AK:@9A;$*

倍氯米松 #>)G% **!#+"#+% $’ 氟米松 #>)G%
&!"(+!Y+"$’醋酸氟轻松 #>)G% -Y+Y"+& $’氟米龙
#>)G%*&-+!"+!$均购自美国 G9<K:"倍他米松#>)G%
"Y,+**+#$’氢化可的松#>)G%(%+&"+Y$’甲基泼尼松
龙#>)G%,"+*"+&$’泼尼松龙 #>)G%(%+&*+,$’泼尼
松#>)G%("+%"+&$均购自德国 ]D1U4DC;I@AD3CD"布地
奈德 #>)G% (!"""+&&+" $’ 丙酸 氯 倍 他 索 #>)G%
&(!&&+*-+Y$’醋酸氟氢可的松 #>)G%(!*+"-+"$’醋
酸可的松#>)G%(%+%*+*$’曲安奈德#>)G%Y-+&(+($

均购置中国食品药品检定研究院"曲安西龙#>)G%
!&*+#*+Y"美国 7Ga$"倍他米松+](’倍氯米松+](’泼
尼松龙+], 均购自加拿大 R’>* 乙腈’甲酸均为色
谱级"去离子水由 T9BB9+W超纯水系统制得*
!.&$方法
!.&.!$标准溶液的配制

标准储备液及内标标准储备液配制%分别准确
称取各标准品 %.%!% % <"用甲醇溶解并定容至
!%% KB"浓度均为 !%% !</KB" j&% p保存*

混合标准溶液配制%临用时"分别取配制的标
准储备液"用甲醇稀释成 ! !</KB的混合标准溶液*

混合内标标准溶液配制%临用时"分别取配制
的内标标准储备液"用甲醇稀释成 ! !</KB的混合
内标标准溶液*
!.&.&$样品前处理

准确称取均匀样品 &.% <#精确至 %.%! <$"置于
(% KB离心管中"精密加入混合内标标准溶液
!%% !B"再加入 - KB乙腈+水 # , l&"-E-$"振荡
!% K9;"以 * -%% D/K9; 离心 !% K9;* 取 >!,固相萃
取柱#(%% K<"- KB$"用 & KB乙腈+水#,l&"-E-$活
化"将上清液转至>!,固相萃取柱顶部"收集流出液"

于 (% p下氮吹至近干* 用 %.( KB%.!b甲酸+乙腈

##(l("-E-$溶解残渣"!* (%% D/K9; 离心 ( K9;"将
上清液转移至进样小瓶中"供 6a\>+W+RXE+TG
检测*
!.&."$仪器条件

色谱条件%色谱柱%)<9BC;@aADAI4CBB!&% U>+>!,
柱#&.! KKs!(% KK"&.Y !K$&流动相%乙腈#)$"
%.!b甲酸水溶液#L$&流速 &(% !B/K9;&梯度洗脱
程序%% f" K9;"(b流动相)&" f, K9;"流动相)线
性增至 &%b"保持 " K9;&!! f&% K9;"流动相)线性
增至 #%b"保持 & K9;&&& f&&.! K9;"流动相)线性
降至 (b"保持 ( K9;&柱温 *% p&进样量 !%.% !B*

质谱条件%离子源%电喷雾离子源 #UG[$">]G

校正系统使用大气压力化学离子源#)a>[$&扫描模
式%正离子扫描&检测方式%全离子扫描&扫描范围
$EN!%% f! %%%&电喷雾电压 ( (%% k&雾化气流量
#_G! $和辅助气流量#_G& $均为 (( \/4&气帘气流
速#>7’$ "( \/4&离子源温度 -%% p* 去簇电压
#]a$,% k&碰撞能量#>U$!% k* 离子累积加速时
间 %.&( I* 在上述质谱条件下"增加信息相关扫描
#9;3AK:@9A; FCOC;FC;@:2S=9I9@9A;"[])$"监测响应值
超过 ! %%% 的化合物"得到其子离子信息"扫描范围
$EN!%% f*(%"]a%,% k&>U%"% k&碰撞能量波动范
围#>UG$!( k"离子累积加速时间 %.! I* 一级全扫
描获得的高质量精度数据用于筛选及定量分析"
[])全扫描获得的二级碎片离子信息用于定性
确证*

&$结果与分析
&.!$前处理方法的优化

由于猪肉中富含蛋白质’脂肪及多种矿物质"
为了破坏残留药物与蛋白大分子之间的结合"本研
究选用乙腈作为蛋白沉淀剂"且同时作为提取溶
剂* 由于采用乙腈作为提取溶剂时会有较强的基
质效应"影响目标物的分离与离子化"采用 >!,固相
萃取柱作为净化手段"可以较好地去除杂质干扰"
处理后色谱图见图 !*
&.&$液相条件与质谱条件优化

根据化合物性质及文献报道"分别在正’负离
子模式下考察化合物响应* 结果表明"糖皮质激素
在正’负模式下均能电离"且在正离子模式下"有
(Tm6) m和(Tm?:) m等多种形式"其中大部分化
合物以(Tm6) m形式响应最好* 这可能是由于大
部分待测化合物含有羰基等多电子基团"易在正离
子模式下电离* 由于测得化合物多为碱性化合物"

所以本试验在流动相中加入适量甲酸"提高化合物
响应* 通过精确相对分子质量对得到的总离子流
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注%!1曲安西龙&&1泼尼松&"1氢化可的松&*1泼尼松龙&(1甲

基泼尼松龙&-1倍他米松&Y1氟米松&,1倍氯米松&#1曲安奈

德&!%1氟轻松&!!1醋酸氟氢可的松&!&1氟米龙&!"1醋酸可的

松&!*1布地奈德&!(1丙酸氯倍他索

图 !$糖皮质激素基质加标提取离子流色谱图
E9<=DC!$69<4 DCIAB=@9A; Cc@D:2@CF 9A; 24DAK:@A<D:KI

A3!( _>I9; IO9JCF I:KOBC

$$$

图进行各化合物信号提取* 该色谱柱能将试验中
绝大部分化合物分离完全"且峰形良好#见图 !$"各
化合物质量偏差均小于 " OOK"结果见表 !*
&."$精确相对分子质量数据的建立

数据库收录了本试验涉及的 !( 种化合物的分
子式及其理论相对分子质量* 并通过对化合物标
准品进行分析"获得保留时间及二级碎片离子等信
息"用于筛选及进一步的定性确证* 得到的高分辨
质谱数据由 aC:Jk9CNRT软件进行筛选* 当筛选结果
为阳性时"通过二级特征碎片离子对化合物进行
确证*

大部分糖皮质激素化合物均得到精确分子质
量为 !*Y.%,% * 的碎片离子"如图 & 所示* 经软件
分析分子式为 >!%6!! X"推测与糖皮质激素类化合
物中的环戊烷并多氢菲结构有关* 可能为化合物
$$$

表 !$各化合物信息
R:MBC!$T:II9;3ADK:@9A; A3&& _>I

名称 分子式 保留时间/K9; (Tm6) m 母离子质量偏差/OOK 子离子 子离子质量偏差/OOK

倍氯米松 >&&6&#>BX( !-.* *%#.!YY -" !.Y !*Y.%,% * j!.*

倍他米松 >&&6&#EX( !-.& "#".&%Y !, %.# !*Y.%,% * (.*

布地奈德 >&(6"*X- !Y., *"!.&*& ,& %.Y !*Y.%,% * ".*

丙酸氯倍他索 >&(6"&>BEX( !#." *-Y.!## (! %.- "Y".!(Y - !.-

醋酸可的松 >&"6"%X- !Y.& *%".&!! (& &.Y "*".!#% * !.(

醋酸氟氢可的松 >&"6"!EX- !Y.% *&".&!Y Y* !., "Y,.&&% ! j!.-

氟米松 >&&6&,E&X( !-." *!!.!#Y Y- &.% !&!.%-* , -.-

醋酸氟轻松 >&*6"%E&X- !-., *(".&%, "& %.* *"".&%& ! j%.#

氟米龙 >&&6&#EX* !Y.% "YY.&!& &- &.& "&!.!,* # *.%

氢化可的松 >&!6"%X( !(.* "-".&!- -% %.Y !&!.%-* , !!.-

甲基泼尼松龙 >&&6"%X( !-.! "Y(.&!- -% j%.( "(Y.&%- % *.&

泼尼松龙 >&!6&,X( !(.( "-!.&%% #( !.% !*Y.%,% * !.*

泼尼松 >&!6&-X( !(." "(#.!,( "% &.( !*Y.%,% * j%.Y

曲安西龙 >&!6&YEX- !*.! "#(.!,- ** &.! "(Y.!-# Y ".*

曲安奈德 >&*6"!EX- !-.- *"(.&!Y Y* %.# "#Y.&%! % (.,

图 &$倍氯米松二级碎片离子图
E9<=DC&$TG/TG 3=BBI2:; IOC2@D:A3MC2BAKC@:IA;C

经裂解后"孕甾结构中 )环与 L环的结构* 另外"

甲基泼尼松龙检测到与原分子式相差 6&X的结构
#见图 "$"推测其结构失去羟基所致* 曲安西龙与

图 "$甲基泼尼松龙二级碎片离子图
E9<=DC"$TG/TG 3=BBI2:; IOC2@D:A3KC@4HBODCF;9IABA;C

曲安奈德的碎片离子均与母离子相差 6"XE"与文

献报道一致 (!() * 氟轻松的碎片离子为 *"".&%! Y"
通过软件推测其分子式为>&*6"%X-E"为氟轻松失去
E原子而得* 另外"化合物碎片离子的质量偏差比
一级全扫描时母离子的质量偏差大"可能是由于碎
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片离子的相对分子质量较小"导致相对质量偏差偏
大"如碎片 !&!.%-* ,"质量偏差为 -.- s!% j- 和
!!.- s!% j- OOK"而其他相对分子质量较大的碎片
离子的质量偏差普遍小于 ( s!% j- OOK*
&.*$方法学验证
&.*.!$检测限

取猪肉空白样品"分别加入不同体积混合标准
溶液 制 备 成 浓 度 为 %.!’ %.&(’ %.(’ !.%’ &.(’
(.% !</J<的样品"涡旋混匀"避光静置 "% K9; 使其
接触充分"按 !.&.& 样品前处理法制备"进样后计算
信噪比* 以信噪比"" 时的检出浓度作为检测限
#\X]$"以信噪比"!% 时的检出浓度作为定量限

#\XW$* 结果表明"倍他米松 \XW为 %.( !</J<"小
于农业部第 &"( 号公告中限量要求"其余糖皮质激
素的 \XW均!!.% !</J<"能够满足日常检测需求*
&.*.&$线性范围

取猪肉空白样品"分别加入不同体积混合标准
溶液制备成浓度为 %.!’%.&(’%.(’!’&.(’(’!%’(%’
!%%’&(% !</J<的样品"加入内标"涡旋混匀"避光
静置 "% K9; 使其接触充分"按 !.&.& 样品前处理
法"并选择结构相似的同位素作为内标进行定量分
析* 结果表明"绝大部分化合物在 \XWf&(% !</J<
浓度范围内"各化合物面积与内标峰面积的比值与
浓度之间线性关系良好"见表 &*

表 &$各化合物的 \X]’\XW’线性方程’)’线性范围’内标信息
R:MBC&$]:@:FC@:9B9;<@4C\X]" \XW" B9;C:DD:;<C" 9;@CD2CO@I:;F )3AD!( _>I

名称 \X]/#!</J<$ \XW/#!</J<$ 线性方程 ) 线性范围/#!</J<$ 内标

倍氯米松 %.! %.&( 1r%.!!#&*9m%.%&-YY %.### %( %.&( f&(% 倍氯米松+](

倍他米松 %.&( %.( 1r%.&("("9m%.%,Y,Y %.### (- %.( f&(% 倍他米松+](

布地奈德 %.! %.&( 1r%.,&*&&9m%.!,*(* %.##! (- %.&( f&(% 泼尼松龙+],

丙酸氯倍他索 %.! %.! 1r%.Y",#!9j%.%"%Y( %.##, &# %.! f&(% 泼尼松龙+],

醋酸可的松 %.&( %.( 1r%."!%Y-9m%.%(%"* %.### "Y %.( f&(% 倍他米松+](

醋酸氟氢可的松 %.! %.! 1r%."Y,#&9m%.%&-!Y %.##- (( %.! f&(% 倍氯米松+](

氟米松 %.&( %.( 1r%."Y,*Y9m%.%*Y!, %.##( (( %.( f&(% 泼尼松龙+],

醋酸氟轻松 %.! %.&( 1r%.#,-#*9m%.!-*%, %.##, "& %.&( f&(% 泼尼松龙+],

氟米龙 %.&( %.( 1r%.&Y*-(9m%.%*%"# %.### (Y %.( f&(% 倍他米松+](

氢化可的松 %.&( %.( 1r%.&(((-9m%.%!-%& %.##& ## %.( f&(% 泼尼松龙+],

甲基泼尼松龙 %.&( %.( 1r%.!&#((9m%.%&&(* %.### ,! %.( f&(% 倍他米松+](

泼尼松龙 %.( ! 1r%."(--*9j%.%!*!, %.##" &- !.% f&(% 泼尼松龙+],

泼尼松 %.! %.&( 1r%.&-(*-9m%.%&YY# %.### YY %.&( f&(% 倍他米松+](

曲安西龙 %.&( %.( 1r%.%(*%#9m%.%!!Y& %.##% %- %.( f&(% 倍氯米松+](

曲安奈德 %.! %.&( 1r%.,"-!!9m%.%#&-, %.##, "! %.&( f&(% 泼尼松龙+],

&.*."$精密度与回收率
称取同一来源的空白猪肉样品 !, 份"每份

&.% <"分别添加混合标准溶液及混合内标溶液"制
成 !’(’(% !</J<低’中’高 " 种浓度水平的添加样
品各 - 份"按 !.&.& 样品前处理法"带入标准曲线计
算回收率与精密度* 统计结果表明本方法重复性
与回收率均较好"结果见表 "* 部分化合物如醋酸
氟轻松’曲安西龙等回收率略低"其可能原因为使
用内标结构与其结构存在差异"未来研究中将寻找
更合适的同位素内标进行试验*
&.($方法应用

按照本研究方法对 &% 批猪肉进行糖皮质激素
类药物残留进行测定"结果共有 ! 批样品检出氢化
可的松为 &(."* !</J<#见图 *$"表明本方法适用于
猪肉中兽药残留的检测*

表 "$各化合物的平均回收率’精密度#& r-$

R:MBC"$]:@:FC@:9B9;<A3@4CDC2APCD9CI:;F ODC29I9A;I

3AD!( _>I

名称
回收率/b C!</b

! & " ! & "
倍氯米松 #Y.% !%!.# !%%.% *.# ".# (.&
倍他米松 #!., ,#.* #&.( ,.& -.( #.,
布地奈德 ,Y." ,%.! YY.- !!., !".- !!."
丙酸氯倍他索 ,(.# -,." -(.* -.( !%.( !Y.%
醋酸可的松 #,.& ,&.- ,&.- !".- #.% Y.,
醋酸氟氢可的松 Y&.Y ,*." ,%.- !&.! !".% (.#
氟米松 ,&.! -(.( -#.Y ,.Y Y.( !&.-
醋酸氟轻松 -(.* ((.- (Y.% !%.- !!.* &.#
氟米龙 !%%." #Y.* #&.Y (.Y ,.% -.(
氢化可的松 (,.! ,%.! #%.! -.Y -.( (.%
甲基泼尼松龙 #,., !%#.% !!%." ,.- ,.* !%.#
泼尼松龙 #%.Y #!.# ,-.! !Y.% -.# !%.#
泼尼松 !%%.% #(.! !%!.! !-." #.& Y.!
曲安西龙 *Y.! -%.- YY.& !#.% !#.- #.(
曲安奈德 Y-.* -&." -*., ,., !".! *.#

注%!"&"" 表示加标水平分别为 !’(’(% !</J<
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图 *$阳性样品中氢化可的松提取离子流图及二级碎片离子图
E9<=DC*$Uc@D:2@CF 9A; 24DAK:@A<D:KI:;F TG/TG 3=BBI2:; IOC2@D:A34HFDA2AD@9IA;C9; @4COAI9@9PCI:KOBC

"$小结
本文建立猪肉中 !( 种糖皮质激素药物的高效

液相色谱+四极杆+飞行时间质谱检测方法* 样品经
乙腈+水提取">!,固相萃取柱净化"高效液相色谱+四
极杆+飞行时间质谱法测定"同位素内标定量* 该方
法前处理简单"选择性高"灵敏度好"各化合物检测
限在 %.! f! !</J<"回收率在 *Y.!b f!!%."b之
间"精密度在 ".#b f!#.%b#& r-$"保证方法的准
确性"能满足国内外对猪肉中相应药物的最大残留
限量要求*
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