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摘  要: 目的  建立 QuEChERS 联合增强型除脂(enhanced matrix removal-lipid, EMR-lipid)固相萃取净化-超

高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)

测定地龙中 19 种性激素残留。方法  采用 QuEChERS 分散固相萃取联合 EMR-lipid 固相萃取净化方法前处

理, Zorbax Eclipse Plus C18 色谱柱(3.0 mm×150 mm, 1.8 μm), 以 0.02%氨水溶液-甲醇为流动相, 梯度洗脱, 在

电喷雾离子化正负离子模式下, 以多反应监测模式(multiple reaction monitoring, MRM)检测。结果  19 种待测

物在各自浓度范围内均呈良好线性关系, 相关系数均在 0.999以上; 3水平平均加样回收率为 71.39%~118.78%, 

相对标准偏差为 0.90%~14.33%, 检出限为 2.5~25.0 μg/kg, 定量限为 5.0~50.0 μg/kg。结论  该方法专属性强, 

结果准确, 适用于地龙等富脂的药食同源复杂基质, 已应用于实际样品的检测。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 19 kinds of sex hormone residues in 

Pheretima by QuEChERS combined with enhanced matrix removal-lipid (EMR-lipid) and ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The samples were pretreated using a 

QuEChERS dispersive solid-phase extraction combined with an EMR-lipid solid-phase extraction cleanup method. 

Separation was achieved on a Zorbax Eclipse Plus C18 column (3.0 mm×150 mm, 1.8 μm) using a gradient elution 

with a mobile phase consisting of 0.02% ammonia solution and methanol. Detection was performed by multiple 

reaction monitoring (MRM) in positive and negative electrospray ionization modes. Results  The 19 kinds of 

analytes were showed good linearity within their respective concentration ranges, with correlation coefficients all 

above 0.999. The average recoveries at 3 spiked levels ranged from 71.39% to 118.78%, with relative standard 

deviations ranging from 0.90% to 14.33%. The limits of detection were 2.5 μg/kg to 25.0 μg/kg, and the limits of 

quantitation were 5.0 μg/kg to 50.0 μg/kg. Conclusion  This method exhibits high specificity and accurate results. It 

is suitable for the complex matrix of lipid-rich traditional Chinese medicines such as Pheretima and has been 

successfully applied to the detection of practical samples. 
KEY WORDS: Pheretima; sex hormones; QuEChERS dispersive solid-phase extraction; enhanced matrix 

removal-lipid solid-phase extraction; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

 
 

0  引  言 

地龙是临床常用的动物类中药材[1], 为钜蚓科动物参

环毛蚓、通俗环毛蚓、威廉环毛蚓或栉盲环毛蚓的干燥体, 
前 1 种习称“广地龙”, 后 3 种习称“沪地龙”, 具有清热熄风、

通络、平喘、利尿等功效[2]。同时, 地龙也可作为食品原料, 提
纯制成地龙蛋白, 已于 2009 年被卫生部列为新资源食品[3]。 

地龙基原动物主要来自于野生, 因其多以土壤中的

有机质、腐烂植物和畜粪等为食[4], 兽药等环境污染物易

随食物链迁移至地龙体内。同时, 随着资源的紧张, 人工

养殖也成为地龙的重要来源[5], 养殖过程中使用兽药防病

治病同样会造成兽药残留安全风险。但目前, 中药中兽药

残留安全风险尚未受到与动物源性食品同等的关注。 
性激素是一类促进性发育、维持性功能的兽药, 可利

用其增强食欲、抑制发情、提高饲料转化率等作用来促进

养殖动物的生长[6]。根据其化学结构和来源可分为内源性

激素、人工合成类固醇激素、人工合成非类固醇激素[7]。

食用含外源性激素的动物源性食品会干扰人的内分泌系统, 
对人体存在潜在的致癌、损害生殖系统等问题[8]。农业农

村部第 250 号公告[9]规定了食品动物中禁止使用的药品及

其化合物, 包括类固醇激素醋酸美仑孕酮、甲基睾丸酮、

群勃龙、玉米赤霉醇和非类固醇激素己二烯雌酚、己烯雌

酚、己烷雌酚, GB 31650—2019《食品安全国家标准 食品

中兽药最大残留限量》中规定了苯甲酸雌二醇、苯丙酸诺

龙、丙酸睾酮等不得在食品中检出的性激素。 
动物类中药材多为干基, 基质中小分子代谢成分对

检测形成严重的干扰; 另外, 因该类化合物普遍极性较小, 
易受到基质中脂肪等成分的干扰, 对其前处理技术提出了

挑战, 但鲜少有文献报道动物类中药中性激素类残留的检

测方法。而文献报道的食品中性激素类残留检测方法包括: 
样品经乙腈[10]、正己烷[11]、乙酸乙酯[12–13]、甲基叔丁基醚[14]、

乙酸乙酯-甲基叔丁基醚[15]提取, 根据不同样品的基质特点, 
采用正己烷液液萃取除脂[16], 或采用 C18、伯仲胺基吸附剂

(primary secondary amine, PSA)、无水硫酸镁等吸附剂进行

分散固相萃取净化 [17–19], 或采用亲水亲脂平衡基质

(hydrophilic-lipophilic balance, HLB)[20–22]、石墨化炭黑-氨
基复合柱(graphitized carbon black/aminopropyl composite 
spe column, GCB/NH2)[23]、凝胶渗透色谱[24]等固相萃取净

化方法 , 亦有文献采用 PRiME HLB[25–26]、增强型除脂

(enhanced matrix removal-lipid, EMR-lipid)[27–28]等专属性

除脂净化方法。食品方法多采用单种净化方式, 无法同时

有效去除小分子代谢产物和脂肪成分, 故而无法应用于

富脂中药基质。检测仪器方面, 高效液相色谱-串联质谱

法是当前测定食品中性激素残留量的主流方法, 也有采

用高效液相色谱法[29]、气相色谱-串联质谱法[30–31]的文献

报道。 
本研究采用 QuEChERS 分散固相萃取联合 EMR-lipid

固相萃取, 同时净化小分子和脂肪成分, 建立了超高效液

相 色 谱 串 联 质 谱 法 (ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)
测定地龙中 19 种性激素类兽药残留, 为该类富脂药食同

源复杂基质中兽药残留测定提供技术参考。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

地龙样品共 197 批, 抽自于全国各中药材市场及中药

饮片生产企业。 
苯丙酸诺龙、诺龙、苯甲酸雌二醇、氯烯雌醚、炔雌

醚、己烯雌酚、雌二醇、双烯雌酚、群勃龙、睾酮、丙酸睾

酮、炔诺酮、醋酸氯地孕酮、左炔诺孕酮、己烷雌酚、醋酸

美仑孕酮、甲基睾酮、玉米赤霉醇(天津阿尔塔科技有限公

司); 炔雌醇(中国食品药品检定研究院), 化合物信息、批号、

纯度等见表 1; 甲醇(质谱纯, 北京百灵威科技有限公司); 
氨水[色谱纯, 西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司]; 乙腈、

乙酸乙酯、甲基叔丁基醚、二甲亚砜、氯化钠(NaCl)、硫酸

镁(MgSO4)、硫酸钠(Na₂SO₄)(分析纯, 国药集团化学试剂有

限公司); PSA、C18(色谱纯, 迪马科技有限公司); EMR-lipid
固相萃取柱(规格 600 mg/6 mL, 美国 Agilent 公司)。 

1.2  仪器与设备 
1290/6495 型超高效液相色谱-串联质谱仪、Zorbax 

Eclipse Plus C18 色谱柱(3.0 mm×150 mm, 1.8 μm)(美国

Agilent 公司); MSU225P-1CE-DU 电子天平(精度 0.01 mg)、
CP224S 电子天平(精度 0.1 mg)(北京赛多利斯仪器系统有

限公司)。 

1.3  实验方法 
1.3.1  色谱和质谱条件  

Zorbax Eclipse Plus C18 色谱柱(3.0 mm×150 mm, 
1.8 μm); 柱温为 35 ℃, 流速为 0.3 mL/min, 进样量 10 μL。

流动相: A 为 0.02%氨水溶液, B 为甲醇; 梯度条件如下: 

0~15 min, 50%~99% B; 15~20 min, 99% B。 
电喷雾离子化(electrospray ionization, ESI)正负离子

模式; 干燥气(氮气)流速 13 L/min, 温度 210 ℃; 雾化气

(氮气)0.24 MPa; 鞘气(氮气)流速 12 L/min, 温度 380 ℃; 
毛细管电压正离子为 3.5 kV, 负离子为 4.0 kV。采用多反

应监测方式(multiple reaction monitoring, MRM)检测, 监测

离子、碰撞能量等参数见表 2。 
1.3.2  标准品溶液制备方法  

雌二醇、氯烯雌醚、己烯雌酚、双烯雌酚、炔雌醇、

己烷雌酚、苯丙酸诺龙用甲醇溶解, 诺龙、苯甲酸雌二醇、

炔雌醚、群勃龙、睾酮、丙酸睾酮、炔诺酮、醋酸氯地孕

酮、左炔诺孕酮、醋酸美仑孕酮、甲基睾酮、玉米赤霉醇

用乙腈溶解, 并配制为 100 μg/mL 的溶液。 
(1)混合中间标准溶液 
各化合物标准曲线最低点应对应其定量限, 因此配

制 3 组不同浓度的混合中间标准溶液。取各标准储备液按

所需比例用乙腈稀释混合 , 得到混合中间标准溶液 , 其
中苯丙酸诺龙、诺龙、苯甲酸雌二醇、氯烯雌醚、炔雌

醚、己烯雌酚、雌二醇、双烯雌酚、炔雌醇的质量浓度为

10 μg/mL; 群勃龙的质量浓度为 2 μg/mL; 睾酮、丙酸睾酮、

炔诺酮、醋酸氯地孕酮、左炔诺孕酮、己烷雌酚、醋酸美仑

孕酮、甲基睾酮、玉米赤霉醇的质量浓度为 1 μg/mL。 
(2)标准曲线工作溶液 
精密称取 1.5 g 空白地龙样品粉末(无上述兽药检出), 

置于 50 mL 聚苯乙烯具塞离心管中, 按供试品制备方法处

理, 得空白基质溶液。精密量取 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 μL
的混合中间标准溶液, 用空白基质溶液稀释至 1 mL, 即得

标准曲线工作溶液。 
 

表 1  19 种性激素标准品信息 
Table 1  Informations of 19 kinds of sex hormone standards 

化合物 CAS 号 化学式 批号 纯度/% 
雌二醇 50-28-2 C18H24O2 S113083 99.9 

醋酸氯地孕酮 302-22-7 C23H29ClO4 S163927 98.0 
氯烯雌醚 569-57-3 C23H21ClO3 S113475 99.4 

左炔诺孕酮 797-63-7 C21H28O2 S149171 98.0 
双烯雌酚 84-17-3 C18H18O2 S113083 96.1 
己烯雌酚 56-53-1 C18H20O2 S113083 98.7 

苯甲酸雌二醇 50-50-0 C25H28O3 S161971 99.3 
炔雌醇 57-63-6 C20H24O2 100052-200308 100.0 

己烷雌酚 84-16-2 C18H22O2 S113083 99.1 
醋酸美仑孕酮 2919-66-6 C25H32O4 S109411 95.8 

甲基睾酮 58-18-4 C20H30O2 S109411 98.0 
苯丙酸诺龙 62-90-8 C27H34O3 S140595 99.0 

炔诺酮 68-22-4 C20H26O2 S146103 98.7 
诺龙 434-22-0 C18H26O2 S135375 99.0 

炔雌醚 152-43-2 C25H32O2 S222215 98.6 
睾酮 58-22-0 C19H28O2 S170601 99.3 

丙酸睾酮 57-85-2 C22H32O3 S146101 99.9 
群勃龙(α-,β-异构体) 10161-33-8/80657-17-6 C18H22O2 S109411 99.0 

玉米赤霉醇(α-,β-异构体) 26538-44-3/42422-68-4 C18H26O5 S109411 99.9 
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表 2  19 种待测物质谱参数 
Table 2  Spectral parameters of 19 kinds of substances to be tested  

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 保留时间/min 碎裂电压/V 碰撞电压/V 电离模式 

雌二醇 271.2 183.2/145.1* 10.71 380 45/49 [M-H]– 

醋酸氯地孕酮 405.2 309.3*/301.2 12.76 380 21/25 [M+H]+ 

氯烯雌醚 381.1 345.2*/227.2 15.87 380 17/77 [M+H]+ 

左炔诺孕酮 313.2 245.2/109.0* 11.70 380 17/29 [M+H]+ 

双烯雌酚 265.1 249.2*/236.0 10.70 380 33/21 [M-H]– 

己烯雌酚 267.1 251.2/237.2* 10.41 380 29/33 [M-H]– 

苯甲酸雌二醇 377.2 105.1*/77.1 16.44 380 41/65 [M+H]+ 

炔雌醇 295.2 159.0/145.1* 10.58 380 37/49 [M-H]– 

己烷雌酚 269.2 134.1/119.1* 10.97 380 13/53 [M-H]– 

醋酸美仑孕酮 397.2 337.2*/221.0 13.10 380 13/48 [M+H]+ 

甲基睾酮 303.2 109.1/97.1* 12.00 380 32/32 [M+H]+ 

苯丙酸诺龙 407.3 257.2/105.1* 16.57 380 18/36 [M+H]+ 

炔诺酮 299.2 231.2/109.1* 10.48 380 17/27 [M+H]+ 

诺龙 275.2 257.2/239.1* 10.59 380 17/21 [M+H]+ 

炔雌醚 365.3 158.9/107.1* 17.27 380 25/49 [M+H]+ 

睾酮 289.2 109.0/97.0* 11.27 380 32/36 [M+H]+ 

丙酸睾酮 345.2 271.1/97.1* 15.48 380 16/20 [M+H]+ 

群勃龙 271.2 253.2*/199.1 10.18 380 20/28 [M+H]+ 

玉米赤霉醇 321.2 277.2*/259.1 7.30 380 21/25 [M-H]– 

注: *为定量离子。 
 

1.3.3  供试品溶液制备方法  
精密称取 1.5 g 地龙样品粉末于 50 mL 聚苯乙烯具塞

离心管中, 加水 10 mL 浸润, 加入乙酸乙酯-甲基叔丁基醚

(1:1, V:V)混合溶液 15 mL, 涡旋混匀后置振荡器上剧烈振

荡(500 次/min) 10 min。随后于冰浴中加入 5 g NaCl:MgSO4 
(1:4, m:m)混合粉末 , 置振荡器上剧烈振荡(500 次/min) 
5 min, 4000 r/min 离心 5 min 使溶液分层。精密量取上清

液 10 mL 于 15 mL 聚苯乙烯具塞离心管中, 加入 50 μL 二
甲亚砜, 涡旋混匀, 在 40 ℃水浴下浓缩至近干。用乙腈稀

释并定容至 2 mL, 加水 0.5 mL, 混匀, 向溶液中加入 0.5 g 
QuEChERS 净化包(PSA:C18=1:1, w:w), 置振荡器上剧烈振

荡(500 次/min) 5 min, 4000 r/min 离心 5 min, 得一次净化液。

精密取 1 mL 一次净化液上 EMR-lipid 柱(规格 600 mg/6 mL), 
待流干后, 精密加 3 mL 80%甲醇洗脱, 将上样液和洗脱液

涡旋 1 min 混匀, 4000 r/min 离心 5 min, 即得。 

1.4 数据处理 

质谱数据采集采用 Agilent MassHunter LC/MS Data 
Acquisition (B.08.02)软件完成，定量分析采用 MassHunter 
Quantitative Analysis (B.09.00)软件处理。实验数据以

Microsoft Excel 2013 进行整理与制表。图谱绘制采用

GraphPad Prism (8.0.2)。前处理优化实验均重复 2 次。 

2  结果与分析 

2.1  色谱和质谱条件优化 

本研究待测物涵盖了雌激素、雄激素和孕激素 3 类化

合物。其中, 大多数雌激素类化合物(雌二醇、双烯雌酚、

己烯雌酚、炔雌醇、己烷雌酚、玉米赤霉醇)须采用负离子

模式采集方能获得理想的质谱响应。流动相 pH 对该类化

合物的电离效果影响很大, 经比较 0.1%甲酸溶液、水、

0.02%氨水溶液 3 种流动相水相, 结果水相为 0.02%氨水溶

液时大多数化合物响应较好(图 1)。而其他采用正离子模式

采集的化合物受流动相 pH 影响不大。因此, 最终选用

0.02%氨水溶液作为水相。优化后的色谱图见图 2。 

2.2  前处理方法优化 

2.2.1  提取溶剂考察 
本研究待测物极性普遍较小, 提取溶剂的极性对提取效率

影响较大。研究对比了两种不同极性的典型提取溶剂: 1%
甲酸乙腈与甲基叔丁基醚-乙酸乙酯(1:1, V:V)下各化合物

的峰面积。结果表明(图 3), 甲基叔丁基醚-乙酸乙酯混合

体系对目标性激素表现出更好的提取选择性, 同时能有效

减少极性基质干扰物的影响, 因此最终选择甲基叔丁基醚

-乙酸乙酯混合体系进行后续研究。 
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图 1  不同流动相水相下峰面积比较 
Fig. 1  Comparison of peak areas under different aqueous  

mobile phase conditions 

 
 

图 2  19 种性激素 MRM 色谱图 
Fig.2  MRM chromatograms of 19 kinds of sex hormones 

 

 
 

图 3  不同提取溶剂下峰面积比较 
Fig.3  Comparison of peak areas under different extraction solvents 

 

2.2.2  萃取盐包考察 
本研究考察了 NaCl-Na2SO4 (1:4, m:m)与 NaCl-MgSO4 

(1:4, m:m)两种盐包体系。实验发现, MgSO4 体系具有更优

的除水能力, 但其强放热特性可能影响化合物稳定性; 而
Na2SO4 体系的除水效果相对不足, 对溶液体积影响较大, 

可能造成定量结果的不准确。因此, 最终选择 NaCl-MgSO₄
体系并辅以冰浴操作, 在保证除水效率的同时有效控制了

温度变化对目标物的影响(图 4)。 
2.2.3  浓缩及复溶考察 

为匹配净化步骤的溶剂需求, 本研究采用了提取-浓
缩复溶-QuEChERS 净化-EMR 净化的操作流程。浓缩处理

虽可提高待测物浓度, 但同时也导致基质效应显著增强, 
反而抑制目标化合物的信号响应。研究考察了将提取液浓

缩 5.0 倍、7.5 倍、10.0 倍 3 个水平, 发现(图 5)浓缩 5.0 倍

时化合物信号响应与基质效应达到最佳平衡; 同时考察了

复溶溶剂, 发现炔诺醚等多个化合物在 75%甲醇和 80%乙

腈体系中回收率不理想, 而复溶溶剂为乙腈(含 2.5%二甲

亚砜)能显著提高目标物的回收率。 
 

 
 

图 4  不同萃取盐包下峰面积比较 
Fig.4  Comparison of peak areas under different extraction salt kits 

 

 
 

图 5  不同浓缩倍数下峰面积比较 
Fig.5  Comparison of peak areas under different  

concentration multiples 
 

2.2.4  净化方法考察 
本研究对象地龙, 含有大量核苷类、脂肪类、蛋白质

等基质成分, 造成较强的基质效应。研究首先比较了提取

后不净化、仅 QuEChERS 净化、仅 EMR-lipid 除脂净化, 结
果样品经前 2 种前处理步骤处理后, 供试品溶液上层具明

显的油层, 无法进样测定; 而仅 EMR-lipid 除脂净化虽能
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除去油层, 但其他干扰物质未能净化, 导致雌二醇、氯烯

雌醚、双烯雌酚、己烯雌酚、苯甲酸雌二醇、炔雌醇、己

烷雌酚、玉米赤霉醇等质谱响应相对较差的化合物在现有

检出限水平下, 无法出峰, 需要进一步提高检出限定量限

水 平 方 可 获 得 满 意 的 方 法 验 证 结 果 。 因 此 开 发 了

QuEChERS 分散固相萃取联合 EMR-lipid 固相萃取前处理

净化方法, 同时除去基质中小分子干扰成分和脂肪, 使用

外标法定量即可获得满意的回收率。 

2.3  方法学验证 

2.3.1  线性关系 
取标准曲线工作溶液进样测定, 采用外标法定量, 以

峰面积为纵坐标(Y), 质量浓度为横坐标(X, μg/L)绘制标准

工作曲线。结果在各自质量浓度范围内均具有良好的线性, 
相关系数大于等于 0.999, 线性范围与相关系数良好, 满足

实验要求, 见表 3。 
2.3.2  专属性 

采用空白基质样品对方法的专属性进行验证。空白基质

的色谱图在目标化合物对应保留时间处, 均未检测到干扰峰。 
2.3.3  基质效应 

为评价基质效应(matrix effects, ME)对 19 种化合物测

定的影响程度, 分别制备空白基质匹配标准曲线与溶剂标

准曲线, 按 ME/%=(空白基质匹配标准曲线斜率/溶剂标准

曲线斜率 )×100%计算。结果 19 种化合物的 MEs 在

5.50%~190.93%范围内, 其中 8 种化合物 MEs 较小, MEs
在 70%~130%范围内; 9 种化合物 MEs低于 70%, 呈现出基 

质抑制作用; 2 种化合物 MEs 高于 130%, 呈现出基质增强

作用, 因此采用基质匹配标准曲线进行校准, 结果见表 3。 
2.3.4  检出限与定量限 

检出限是能从背景噪声中识别目标信号的最低加样

水平, 定量限是以实际满足定量要求的加入最低加样水平

计, 需满足信噪比 S/N=3, 且相对离子丰度比符合设定要

求。定量限是检测方法的准确度与精密度均达到可接受标

准时, 所对应的最低加样水平。结果 19 种化合物的检出限

为 2.5~25.0 μg/kg, 定量限为 5.0~50.0 μg/kg, 满足性激素

类兽药残留测定要求, 详见表 3。 
2.3.5  准确度 

采用加标回收实验评估准确度。取空白样品, 分别添

加低(定量限)、中(2 倍定量限)、高(10 倍定量限)3 个水平

的对照品溶液, 每个水平做 6 个平行样, 按上述供试品溶

液制备方法和色谱质谱条件进行分析, 计算回收率。根据

CAC/GL 71—2009《与食用动物的兽药使用有关的国家食品

安全保障监管方案的设计与执行指南》要求, 兽药残留分析方

法的回收率可接受范围与待测物浓度相关, 对于 1~10 μg/kg
的残留水平, 回收率应为 60%~120%; 对于 10~1000 μg/kg 的

水平, 回收率应为 70%~120%。结果表明(表 4), 所有化合物

的回收率范围为 71.39%~118.78%, 方法准确度好。 
2.3.6  重复性 

在低、中、高 3 个加标水平下, 对全部 19 种化合物

进行了一式 6 份的重复性实验。结果表明(表 4), 所有化合

物的 RSDs范围为 0.90%~14.33% (≤15%), 方法重复性好。 
 

表 3  19 种化合物的检出限、定量限、线性方程及范围、基质效应 
Table 3  limit of detection, limits of quantitation, linear equations, ranges and matrix effects of 19 kinds of compounds  

化合物 检出限/(μg/kg) 定量限/(μg/kg) 线性方程 线性范围/(μg/L) 相关系数 基质效应/% 

雌二醇 25.0 50.0 Y=1191.68X-1106.79 5.0~100.0 0.999 13.50 
醋酸氯地孕酮 2.5 5.0 Y=47368.44X+6606.08 0.5~10.0 0.999 80.29 

氯烯雌醚 25.0 50.0 Y=7068.79X-22945.29 5.0~100.0 1.000 5.50 
左炔诺孕酮 2.5 5.0 Y=85580.49X+70136.90 0.5~10.0 0.999 69.31 
双烯雌酚 25.0 50.0 Y=3174.40X-7786.67 5.0~100.0 1.000 14.56 
己烯雌酚 25.0 50.0 Y=9536.89X-3661.61 5.0~100.0 1.000 13.56 

苯甲酸雌二醇 25.0 50.0 Y=482858.92X+103895.96 5.0~100.0 0.999 41.99 
炔雌醇 25.0 50.0 Y=8724.59X+1121.33 5.0~100.0 1.000 131.36 

己烷雌酚 2.5 5.0 Y=2256.32X+722.97 0.5~10.0 0.999 58.73 
醋酸美仑孕酮 2.5 5.0 Y=163993.51X+4843.62 0.5~10.0 0.999 83.84 

甲基睾酮 2.5 5.0 Y=250488.93X+22369.73 0.5~10.0 0.999 80.91 
苯丙酸诺龙 25.0 50.0 Y=1544498.09X-8931.54 5.0~100.0 1.000 75.48 

炔诺酮 2.5 5.0 Y=2248782.43X+23686.55 0.5~10.0 1.000 9.88 
诺龙 25.0 50.0 Y=1077135.95X+237019.84 5.0~100.0 0.999 91.23 

炔雌醚 25.0 50.0 Y=25507.43X-7893.14 5.0~100.0 0.999 37.18 
睾酮 2.5 5.0 Y=262740.12X+118234.52 0.5~10.0 0.999 77.91 

丙酸睾酮 2.5 5.0 Y=96184.57X+25422.29 0.5~10.0 0.999 82.22 
群勃龙 5.0 10.0 Y=1167320.17X+344950.28 1.0~20.0 0.999 95.37 

玉米赤霉醇 2.5 5.0 Y=645.18X+323.68 0.5~10.0 1.000 190.93 
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表 4  3 个加标水平下 19 种化合物的回收率与精密度 
Table 4  Recoveries and RSDs for 19 kinds of compounds at 3 spiked levels 

化合物 
1 倍定量限 2 倍定量限 10 倍定量限 

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 

雌二醇 108.51 12.09 79.95 11.36 86.10 5.88 

醋酸氯地孕酮 89.36 7.30 85.08 4.08 112.73 2.06 

氯烯雌醚 118.08 1.48 85.97 4.17 73.53 3.78 

左炔诺孕酮 89.67 10.54 84.26 9.42 115.55 3.25 

双烯雌酚 118.20 6.64 89.82 9.06 85.38 4.38 

己烯雌酚 103.32 6.52 101.73 1.79 83.20 2.31 

苯甲酸雌二醇 74.24 3.55 71.39 3.15 90.27 4.29 

炔雌醇 96.21 10.36 79.89 8.08 99.16 3.03 

己烷雌酚 93.47 12.21 97.94 13.72 115.51 3.18 

醋酸美仑孕酮 103.77 4.18 88.34 4.06 102.18 5.32 

甲基睾酮 105.36 8.91 91.52 9.68 109.80 2.03 

苯丙酸诺龙 97.18 6.11 79.57 1.45 77.82 4.02 

炔诺酮 110.85 4.46 95.60 3.00 112.37 5.37 

诺龙 87.22 14.33 83.17 3.92 114.48 1.67 

炔雌醚 76.97 3.74 78.72 7.66 72.03 1.81 

睾酮 86.48 13.45 75.52 4.79 118.78 0.90 

丙酸睾酮 87.65 8.68 76.85 8.25 72.84 2.41 

群勃龙 100.14 11.82 86.24 5.81 107.90 5.44 

玉米赤霉醇 85.11 9.42 78.53 3.94 100.57 6.20 

注: RSD 为相对标准偏差(relative standard deviation) 

 

2.4  实际样品测定 

将本研究建立的方法应用于 197 批地龙样品的检测, 
均未检出 19 种性激素残留。地龙以野生为主, 人工养殖为

辅, 结果表明本研究所收集的样品未受到环境污染物的迁

移影响, 养殖过程中亦未使用性激素类兽药。 

3  结论与讨论 

本研究采用 QuEChERS 分散固相萃取联合 EMR-lipid
固相萃取, 基于 UPLC-MS/MS 建立了地龙中 19 种性激素

残留的检测方法。该方法针对地龙基质富含小分子、蛋白、

脂肪等干扰成分的特点, 创新采用联合净化方法, 解决了

以往文献使用单种净化方法无法获得满意回收率的问题。 
食 品 基 质 中 性 激 素 检 测 常 用 标 准 方 法 有 

GB 31656.14—2022《食品安全国家标准 水产品中 27 种性

激 素 残 留 量 的 测 定  液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 》、 
GB 31658.28—2025《食品安全国家标准 动物性食品及尿

液中乙酰孕激素类药物残留量的测定 液相色谱-串联质谱

法》和 GB 31658.9—2021《食品安全国家标准 动物性食

品及尿液中雌激素类药物多残留的测定 液相色谱-串联质

谱法》。其中, GB 31656.14—2022 和 GB 31658.28—2025

分别采用 C18和 EMR-lipid固相萃取方法除脂, 应用于地龙

基质无法去除小分子干扰成分, 导致基质效应仍然较强; 
而 GB 31658.9—2021 则采用与本研究类似的思路, 组合

HLB 和氨基固相萃取, 分步净化。相比而言, 本研究采用的

QuEChERS 方法更简便, 采用 EMR-lipid 方法除脂更专属。 
以动物全体入药的中药普遍具有相似的基质特点 , 

如土鳖虫、乌梢蛇等, 本研究采用的方法可为此类富脂的

复杂基质中兽药残留检测提供参考, 从而为动物类中药中

兽残残留安全监管提供技术支撑。 
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