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摘要：本研究通过超声提取(UE)-固相萃取(SPE)相结合,采用高效液相色谱仪/荧光检测(HPLC/FLD)技术,构建了一种蔬菜中天然甾体雌激素提取与检

测方法. HPLC/FLD 仪器分析结果表明,3 种天然甾体雌激素在 1.00~1000μg/L 浓度范围内具有良好的线性关系,其相关系数均高于 0.9995.蔬菜中雌三

醇、17β-雌二醇和雌酮的方法检出限分别为 0.36~3.23,0.76~3.67 和 13.97~20.12μg/kg,地上部样品中 3 种雌激素的平均回收率为 104.9%~130.5%,相对

标准偏差为 4.9%~18.7%;根部样品中 3种雌激素的平均回收率为 80.5%~129.9% ,相对标准偏差为 4.2%~38.8%.采用该方法对市场上随机采集的蔬菜样

品进行检测,结果表明,所有蔬菜样品中均检测到天然甾体雌激素,其中雌三醇地上部及根部检出率为 100%,17β-雌二醇地上部检出率为 75%、根部为

100%,雌酮地上部检出率 43.8%、根部为 18.8%.本方法的准确性与精密度良好,能够满足蔬菜中雌激素分析测定要求,为蔬菜中天然甾体雌激素环境风

险评估与管控提供了科学依据. 
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The detection methods of natural steroidal estrogens in vegetables based on UE-SPE-HPLC/FLD. CHEN Yang, WANG 

Jun-yue, YAN Jia-yi, ZHANG Zi-kang, LING Wan-ting* (Institute of Organic Contaminant Control and Soil Remediation, Nanjing 

Agricultural University, Nanjing 210095, China). China Environmental Science, 2025,45(6)：3420~3427 

Abstract：To systematically assess the environmental risks of natural steroidal estrogens in vegetables, there is an urgent need to 

establish an efficient, reliable, universal, and convenient extraction and detection system for these estrogens. This study demonstrated 

that the three natural steroidal estrogens showed a strong linear relationship, with a correlation coefficient greater than 0.9995. The 

detection limits for estradiol, 17β-estradiol, and estrone were found to be 0.36~3.23μg/kg, 0.76~3.67μg/kg, and 13.97~20.12μg/kg, 

respectively. The average recoveries for these substances ranged from 104.9% to 130.5%, while the relative standard deviations were 

between 4.9% and 18.7%. In root samples, the average recoveries were between 80.5% and 129.9%, with relative standard deviations 

ranging from 4.2% to 38.8%. This method detected natural estrogens in vegetable samples randomly collected in Nanjing city. The 

results indicated that natural estriol was detected in all vegetable samples, with a 100% detection rate in both the ground and root 

parts. The detection rate for 17β-estradiol was 75% in the ground part and 100% in the root. In contrast, the detection rate for estrone 

was 43.8% in the ground part and 18.8% in the root. Further studies are needed to assess the potential risks associated with estrone. 

Overall, The method exhibits high accuracy and precision, fulfilling the requirements for analysis and determination. Consequently, it 

provides scientific evidences for effectively assessing and control the environmental risks associated with natural steroidal estrogens 

in vegetables. 

Key words：vegetables；natural steroidal estrogen；ultrasonic extraction；solid phase extraction；high-performance liquid 

chromatography 

 

雌激素作为一种生物活性激素常应用于医疗、

饲养及加工等生产过程,具有在极低浓度(<1ng/L)下

就可扰乱生物内分泌系统正常功能的风险
[1]

,过量

雌激素通过生物排泄及工业生产等行为进入环境.

环境雌激素为具有环境内分泌干扰作用的新污染

物,包括天然甾体雌激素和人工合成雌激素,其中天

然甾体雌激素包括雌酮、雌二醇和雌三醇,由人类和

动物的肾上腺皮质、睾丸、卵巢和胎盘释放,在结构

上有甾体母核且具有较强的内分泌干扰效应,通过

模拟、干扰或对抗机体内生荷尔蒙原有的正常合

成、运输和释放,使生物无法维持自身平衡和调节,

导致生物雌性化、繁殖力下降、免疫力降低、女性

多种妇科疾病发生
[2–5]

.在世界范围内,天然甾体雌

激素在水土环境中的浓度迅速增加
[6]

,其污染范围 
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广、对人体健康和生态系统的危害极大
[7-8]

,近年来

引起了人们的极大关注.用处理过的废水或受污染

的地表水进行农业灌溉以及有机肥的施用会导致

环境中的天然甾体雌激素迁移到新鲜农产品的可

食用部分,成为进入人体的潜在风险.目前蔬菜中已

有天然甾体雌激素检出
[9-10]

,人们对雌激素进入人

类食物链表现关注,进一步推进了关于植物如何吸

收和代谢天然甾体雌激素的研究,其中如何高效且

方便检出蔬菜中雌激素的方法成为了首要解决的

问题. 

目前,植物中天然甾体雌激素定量检测的主要

方法有高效气相色谱法 (GC)、高效液相色谱法

(HPLC)、高效气相色谱-质谱联用法(GC-MS)及高

效液相色谱-质谱联用(LC-MS)法等
[11–13]

.近年来,

质谱检测技术因其与 GC或 HPLC的结合使用而受

到越来越多的关注,这种联用技术不仅显著提高了

检测的灵敏度,还极大地增强了定性分析的能力
[14]

,

适用于植物中雌激素含量的检测,但质谱检测成本

高、操作复杂且其数据分析对操作人员专业要求较

高.使用高效气相色谱法需要在上样前对样品进行

衍生化处理
[11]

.在仅用高效液相法检测过程中常会

采用荧光检测器来提高检测的灵敏度
[15]

,同时会遇

到雌激素化合物荧光效应不够强的情况,因此出现

了结合荧光衍生剂以加强雌激素化合物的荧光效

应的方法
[12]

. 

植物组织成分复杂,含有大量有机酸等有机物,

这对有效分离雌激素和定性、定量方面提出更高的

要求;同时由于植物样品中雌激素含量通常极低,常

处于 ng/kg 和µg/kg 级别
[11]

,对有效的富集及高灵敏

的检测有较高需求,开发一种快速而有效的预处理

方法对于成功检测雌激素至关重要.固相萃取(SPE)

是目前富集天然甾体雌激素使用最为广泛的净化

富集方法
[14]

,但尚未有系统性的高效提取-检测方法

应用于蔬菜检测. 

相关研究发现生菜中 17β-雌二醇含量高于严

重影响公众健康的毒性水平
[11]

.目前粮农组织/世卫

组织食品添加剂联合专家委员会仅对 17 β-雌二醇

每日摄入量提出建议
[16]

,但已有研究表明人体和植

物中雌酮、雌三醇和雌二醇三者会发生相互转

化 

[17-19]
.因此,本研究不仅关注雌二醇含量,还同时关

注雌酮和雌三醇的潜在风险.本研究旨在优化 UE- 

SPE-HPLC/FLD 技术,通过比较不同的提取剂、提

取剂体积、提取次数、固相萃取柱的种类和高效液

相色谱方法,建立了一套高效、精确、泛用性好且兼

具便捷性的蔬菜中天然甾体雌激素的提取与检测

系统方法.本研究方法可用于分析市售有机肥种植

蔬菜中雌激素的含量,能够为雌激素风险评估体系

提供更准确的科学依据,并为保障食品安全和公众

健康提供技术支持. 

1  材料与方法 

1.1  材料 

雌三醇标准品 (E3,98%)、 17β-雌二醇 (17 

β-E2,98%)、雌酮(E1,98%)均购自上海阿拉丁生化科

技股份有限公司.甲醇、乙腈为色谱纯级别.C18固相

萃取柱购自北京迈瑞达科技有限公司.GCB 固相萃

取柱购自北京迈瑞达科技有限公司.HLB 固相萃取

柱购自北京化玻站生物分析技术有限公司.PSA 固

相萃取柱购自北京迈瑞达科技有限公司. 

1.2  样品采集 

2024 年选取南京市进行采样,分别在菜市场和

超市随机购买蔬菜样品,并收集实验室温室盆栽种

植的施用有机肥的油麦菜样品,样品采集后尽快运

回实验室,洗净后分离地上部和根部冷冻干燥处理.

冻干后的植物样品进一步剪碎后避光、4℃密封保

存待用. 

1.3  标准溶液配制 

准确称取 3种天然甾体雌激素(E3、17β-E2和

E1)标准品(100.00±0.01) mg 置于 100mL 棕色容量

瓶中,以甲醇为溶剂配置浓度 1.00g/L 的母液,-20℃

保存.分别取 E3、17β-E2 和 E1 母液 100μL 置于

100mL 棕色容量瓶中,甲醇定容,得到 E3、17β-E2

和 E1 浓度均为 1.0mg/L 的混合标准储备液,-20℃

保 存. 

1.4  色谱条件 

色谱柱: Inertsil ODS-SP-C18 (150mm × 4.6mm, 

5μm);流动相为乙腈 :水 (体积比为 40:60),流速

0.8mL/min,进样量20μL,柱温40℃;采用荧光检测器:

激发/发射波长为 280/310nm,每个样品 20min. 

1.5  样品前处理 

1.5.1  超声提取  本研究的超声提取方法参考了

付银杰等
[15]
对畜禽粪便中雌激素超声提取条件的
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优化研究成果,以及 Adeel 等
[11]
对生菜中雌激素的

提取方法.综合考虑提取效率与实验条件的可行性,

本研究选择以 30min 作为超声提取时间,以此为基

础进一步优化提取剂等条件以实现对目标雌激素

的最佳提取效果. 

冷冻干燥的蔬菜样品分为地上部分和根部,称

取地上部分(0.50 ± 0.01) g,根部(0.05 ± 0.001) g,置于

40mL 顶空瓶中.加入 10μL 的 3 种天然甾体雌激素

混合标准溶液,涡旋混合均匀后避光放置 12h.提取

时加入 10mL 提取剂,涡旋 30s 后超声提取 30min,

振荡30min,并以10000r/min离心10min
[11]

,上清液过

0.22μm 有机相滤膜后转入另一顶空瓶,重复提取 1

次,合并 2 次提取液,40℃恒温水浴并氮吹至 1mL,后

加入 1mL 乙腈溶解、超纯水稀释至 40mL 容量瓶中

待用.空白组:称取地上部分(0.50 ± 0.01) g,根部(0.05 

± 0.001) g,置于40mL玻璃顶空瓶中.加入10 μL的甲

醇溶液,涡旋混合均匀后避光放置 24h,其他操作同

上.实验中每个处理组均设置了 3 个平行样本,以确

保数据的重复性和可靠性. 

1.5.2  固相萃取   C18 固相萃取
[15]

:需分别采用

5mL 甲醇和 5mL 超纯水活化固相萃取柱,然后将提

取后的样品溶液以 5~8mL/min 流速过固相萃取柱,

用 5mL 超纯水淋洗柱体清除杂质并继续抽吸至无

液体滴下,最后用 15mL体积比为 1:1的乙酸乙酯和

甲醇混合液洗脱,洗脱液收集至小试管中.小试管置

于 40℃恒温水浴并氮吹至干,加入 2mL 甲醇重新溶

解并涡旋,过 0.22μm有机相滤膜后,收集于棕色液相

小瓶,-20℃保存,用于高效液相色谱分析. 

HLB+GCB 固相萃取
[11]

:Oasis HLB 固相萃取柱

先采用 5mL 乙酸乙酯活化,再加入 5mL 甲醇浸泡柱

体5min,然后以1~3mL/min的速率通过10mL超纯水.

将提取后的样品溶液以 5~8mL/min 流速过固相萃取

柱,用 10mL10%甲醇水溶液淋洗柱体清除杂质并继

续抽吸至无液体滴下,最后用 15mL 体积比为 1:1 的

乙酸乙酯和甲醇混合液洗脱,洗脱液收集至小试管中.

小试管置于 40℃恒温水浴并氮吹至干.为了去除色

素的干扰,将上一步的样品再通过 GCB 固相萃取柱

净化.GCB固相萃取柱先采用 10mL正己烷:丙酮(1:1,

体积分数,下同)活化,然后以 1~3mL/min 的速率通过

5mL 超纯水.上一步的样品加入 2mL 甲醇重新溶解

并用超纯水定容至 10mL,以 5~8mL/min 流速过固相

萃取柱,用 5mL 超纯水淋洗柱体清除杂质并继续抽

吸至无液体滴下,最后用 15mL 体积比为 1:1 的乙酸

乙酯和甲醇混合液洗脱,洗脱液收集至小试管中.小

试管置于 40℃恒温水浴并氮吹至干,加入 2mL 甲醇

重新溶解并涡旋,过 0.22μm 有机相滤膜后,收集于棕

色液相小瓶,-20℃保存,用于高效液相色谱分析. 

PSA
[20]

+GCB固相萃取:PSA固相萃取柱先采用

5mL 乙酸乙酯活化,再加入 10mL 正己烷:丙酮体积

比(1:1)浸泡柱体 5min,然后以 1~3mL/min 的速率通

过 10mL超纯水.将提取后的样品溶液以 5~8mL/min

流速过固相萃取柱,用10mL水溶液淋洗柱体清除杂

质并继续抽吸至无液体滴下,最后用15mL体积比为

1:1 的乙酸乙酯和甲醇混合液洗脱,洗脱液收集至小

试管中.小试管置于 40℃恒温水浴并氮吹至干.为了

去除色素的干扰,将上一步的样品再通过 GCB 固相

萃取柱净化.GCB 固相萃取柱的操作同上. 

1.6  回收率计算 

鉴于采用有机肥种植的蔬菜含有雌激素,因此

在计算回收率时需要扣除雌激素的本底浓度,因此

得到以下回收率公式: 

 0

s s

( )
100%x

C C V
R

C V

− ⋅

= ⋅

⋅

 (1) 

式中:Cx 为加标检测浓度,mg/L;C0 为样品检测浓度, 

mg/L;Cs 为标准溶液浓度,mg/L;Vs 为加入标准溶液

体积,mL;V为样品定容体积,mL. 

1.7  数据处理与统计分析 

相关图形使用 Origin 2024 绘制,使用 Excel 365

处理回收率、相对标准偏差等实验数据,使用 IBM 

SPSS Statistics 22对所有数据进行统计分析. 

符合正态分布的连续变量用均数±标准差(SD)

表示.单因素方差分析(连续变量)被用于对于多组数

据比较.在所有比较中,显著性水平为 0.05 被认为具

有统计学意义.本次统计分析采用字母标记法来展

示不同组别之间的显著性差异. 

2  结果与分析 

2.1  植物样品前处理方法 

2.1.1  提取剂类型  雌激素在弱极性或中等极性有

机溶剂中有较高的溶解性.已知的有机溶剂极性比较

为:乙腈>甲醇>乙酸乙酯>二氯甲烷>正己烷
[15]

.提取

剂的选择参考了目前植物总雌激素提取检测方法中
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涉及到的提取剂如表 1.在提取过程中,绿叶蔬菜中的

酚类色素和有机酸等杂质同时被提取出来,对后续检

测产生了显著干扰.当采用甲醇作为提取剂时,提取

液颜色较深,其中所含杂质会影响目标物的定量分析;

采用甲醇:二氯甲烷(7:3,体积分数,下同)提取时,后续

检测中雌二醇与雌酮无法实现有效分离;采用乙腈提

取时,检测结果整体偏低.此外,还普遍存在同一种提

取剂对 3 种天然甾体雌激素提取效果差异显著的现

象.如采用正己烷:丙酮(1:1)提取时,雌二醇回收率极

低,而雌酮则出现超量检出.同时,同一种提取剂在植

物地上部和根部的提取效果也存在差异.从统计学角

度分析,在所选共 6 种提取剂中,乙腈:水(1:1)对蔬菜

地上部中的雌三醇及蔬菜中雌二醇提取效果有显著

优势,在其他方面则保持较好提取水平且地上部和根

部回收效果差异较小,具有良好的通用性.因此,本实

验选择乙腈:水(1:1)作为提取剂. 

表 1  提取剂类型对提取效率的影响(%, mean±SD) 

Table 1  Effect of extractants on extraction efficiency(%, mean±SD) 

提取剂类型 
雌激素种类 植物组分 

甲醇[18]
 乙腈[11]

 乙酸乙酯[15]
 乙腈:水(1:1)

[11]
 正己烷:丙酮(1:1)

[21]
 甲醇:二氯甲烷(7:3)

地上部 5.9±1.0d 19.3±11.8c 0d 106.6±12.9a 57.5±10.1b 4.7±2.7d 
雌三醇 

根部 77.9±66.4ab 123.3±55.9a 35.1±17.7b 129.1±16.7ab 44.1±40.3ab 92.7±49.0ab 

地上部 2.1±0.4b 30.8±5.2b 0.5±0.8b 111.9±18.7a 2.7±1.6b 76.8±44.3a 
雌二醇 

根部 1.7±1.5b 13.1±6.4b 4.6±3.9b 105.8±14.1a 0b 0b 

地上部 152.1±67.4b 31.4±18.1bc 94.3±60.3bc 104.9±14.8bc 323.3±143.0a 0c 
雌酮 

根部 109.2±30.2ab 21.5±15.1b 87.9±24.2ab 80.5±31.8ab 266.8±214.8a 0b 

注:同行不同小写字母表示显著差异. 

乙腈 :水 (1:1)作为提取剂时回收率大都超过

100%,考虑到植物体中含有大量木质素、纤维素、

果酸、叶绿素、生物碱和植物激素等有机物质
[22]

,

其中部分有机物与目标提取物同时被提出.由于目

标提取物含量相对较低, 杂质对液相色谱检测结果

产生了显著的干扰,影响了检测的准确性和灵敏度.

因此后续仍需优化提取条件,以实现样品深度净化,

从而降低杂质对检测结果的干扰,提高检测的可靠

性与准确性. 

 

图 1  提取剂体积对回收率的影响 

Fig.1  Effects of extractant volume on recovery rate 

同色柱形不同小写字母表示显著差异,下同 

2.1.2  提取剂体积  提取剂体积偏少则无法将蔬

菜中的 3 种天然甾体雌激素完全提出,由于蔬菜中

含有大量有机酸及酚类色素物质,用量过多则易产

生较多杂质干扰液相检测结果.为了追求较好的提

取效率且同时能尽可能减少杂质的干扰,试验考察

了乙腈:水(1:1)体积分别为 10、20、30 和 40mL 时

对 3 种物质的提取回收率.由图 1 可知,提取体积在

10mL 和 20mL 时,整体回收效率均表现出相对稳定

性.然而 10mL 提取体积下,根部的雌酮和雌二醇提

取效果欠佳,20mL提取体积在地上部和根部的提取

效果都表现良好,3种天然甾体雌激素的提取回收率

在 80.50%~129.10%.当提取剂体积分别增加至

30mL 和 40mL 时,观察到地上部雌酮回收率显著降

低,而雌三醇回收率异常升高;或根部雌酮回收率异

常升高,雌三醇回收率显著降低的现象.推测其原因

可能是提取剂体积的增加导致地上部和根部的杂

质大量析出,进而对液相色谱检测中的出峰产生干

扰.因此,综合考虑回收率和杂质干扰的影响,本研究

最终确定 20mL为提取剂的最佳体积. 

2.1.3  提取次数  试验选择体积 20mL 作为提取

剂体积,考察了提取 1次 20mL、2次各 10mL和 4

次各 5mL分别提取蔬菜地上部和根部样品中 3种

天然甾体雌激素.地上部的提取结果显示(图 2),雌
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二醇的提取效果最为稳定,雌三醇和雌酮在单次提

取时效果较差,且随着提取次数的增加,误差呈增

大趋势.从实验操作复杂程度和误差控制的角度分

析,提取四次的操作最为复杂,并且引入的误差最

大.相比之下,提取两次的效果较为稳定,且误差处

于可接受范围内.因此,本研究确定提取两次作为

最佳提取次数. 

2.1.4  固相萃取柱填料类型  C18 固相萃取柱可以

为疏水化合物提供反相键合作用
[23]

.HLB 固相萃取

柱对各类极性,非极性化合物具有较均衡的吸附作

用,PSA 固相萃取柱可以有效去除食品中影响农残

检测的脂肪酸(包括油酸、棕榈酸、亚麻酸等)有机

酸、一些极性色素以及糖类等干扰物,GCB 则对平

面分子有很强的吸附能力,例如可以去除蔬菜水果

中的叶绿素、叶黄素、胡萝卜素等.由于目标提取物

三种天然甾体雌激素均具有中度疏水性 (lgKow: 

2.6~3.94)
[24,6]

,同时考虑到蔬菜中糖类有机酸等干扰

物较多,选用 GCB分别结合 C18、HLB和 PSA实验

其优化效果. 

结果表明(图 3),样品经过GCB柱处理后能够有

效去除杂质,实现对目标提取物的纯化.然而,采用

HLB + GCB和 C18 + GCB固相萃取方法时,由于均

为两次过柱操作,目标提取物在两次过柱过程中发

生了显著损耗,导致回收率较低.相比之下,PSA + 

GCB 固相萃取方法表现出较好的回收率和稳定性,

无论是在植物地上部还是根部,均展现出显著优势. 

然而,本研究中使用的 PSA与GCB填料结合柱在抽

滤样品时,相较于单一填料的固相萃取柱,需要更大

的压力且更容易发生堵塞.此外,PSA + GCB键合柱

的成本较高,限制了其广泛应用.综合考虑经济性和

实验操作的可行性,本研究最终选择 C18 柱作为固

相萃取柱,以实现目标提取物的有效纯化. 

   

图 2  提取次数对地上部和根部内 3种天然甾体雌激素提取效率的影响 

Fig.2  Effects of extraction times on the recovery rate of three natural SEs in the shoot and the root 

   

图 3  固相萃取柱对地上部和根部内 3种天然甾体雌激素提取效率的影响 

Fig.3  Effects of SPE columns on the recovery rate of three natural SEs in the shoot and the root 
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2.2  标准曲线及检出限 

由表 2可知,3种天然甾体雌激素在浓度范围内

具有良好的线性关系,相关系数均大于 0.9995.分别

用 3倍噪音值法和液相色谱仪检定规程来计算 3种

天然甾体雌激素所对应的方法的检出限.如表 3 所

示,可以得到雌三醇、雌二醇和雌酮的检出限分别为

0.36~3.23、0.76~3.67和 13.97~20.12μg/kg,保留时间

的相对标准偏差均小 0.1%. 

表 2  三种天然甾体雌激素的工作曲线 

Table 2  Working curves of three types of natural steroidal 

estrogen 

雌激素

种类 
线性方程 相关系数

线性范围 

(μg/L) 

保留时间相对

标准偏差(%)

雌三醇 H=407.99C+6433.4 0.9997 5.00~1000.00 0.07 

雌二醇 H=202.75C+3590.9 0.9996 5.00~1000.00 0.08 

雌酮 H=5.5333C+198.70 0.9998 30.00~1000.00 0.10 

注:H为峰高,C为浓度. 

表 3  三种天然甾体雌激素的液相检出限 

Table 3  Detection limits of three types of natural steroidal 

estrogen 

3 倍噪音值法 液相色谱仪检定规程
雌激素

种类 
3 倍标准

偏差值 

回归方程

(5/30~500ug/L) 

检出限

(μg/L) 

信号值

(30μg/L) 
噪音值

检出限

(μg/L)

雌三醇 1364.82 H=422.79C+2509.8 3.23 15448 93.88 0.36

雌二醇 786.90 H=214.16C+1019.9 3.67 7422 93.88 0.76

雌酮 80.61 H=5.7745C+138.19 13.97 280 93.88 20.12

 

2.3  加标回收率及相对标准偏差 

在蔬菜样品中加入不同浓度的 3种天然甾体雌

激素混合标准溶液 , 制备加标浓度为 50,500 和

1000μg/kg 的加标样品,并将两者混合均匀后放置

12h,使目标物与蔬菜样品充分接触.加标样品经超

声提取、固相萃取柱净化和 HPLC/FLD 分析,每个

混合加标样平行测定 4次,计算 3种天然甾体雌激素

的回收率和相对标准偏差值(RSD).每次样品提取物

分析后,纯甲醇样品分析均未显示仪器残留,整个过

程证明是稳定的.通过对其他浓度的回收率测试进

一步验证了稳健性,由表 4 可知,上海青地上部样品

中 3 种物质的平均回收率为 104.9%~130.5%,相对

标准偏差为 4.9%~18.7%;根部样品中 3 种物质的平

均回收率为 80.5%~129.9%,相对标准偏差为 4.2%~ 

38.8%.表明所建立方法的准确性与精密度均良好,

满足分析测定的要求. 

表 4  方法的加标回收及相对标准偏差(n=6) 

Table 4  Recoveries and RSD of the method (n=6) 

回收率(%) 相对标准偏差(%)雌激素

种类

加标后浓度

(μg/kg) 地上部 根部 地上部 根部 

50 121.5 129.9 4.9 27.6 

500 130.5 119.6 8.4 25.0 雌三醇

1000 106.6 129.1 12.9 16.7 

50 111.6 92.5 11.5 8.2 

500 119.8 88.9 8.7 4.2 雌二醇

1000 111.9 105.8 18.7 14.1 

50 110.7 112.7 15.2 38.8 

500 121.2 90.8 18.4 25.5 雌酮

1000 104.9 80.5 14.8 31.8 

注:n,样品数. 

2.4  方法比较 

表 5  本文方法与其他方法的比较 

Table 5  Comparison of the proposed method with other 

methods 

实际

样品

目标雌激

素数量
检测方法

仪器分

析时间

(min) 

检出限

(μg/kg) 
回收率(%) 来源

蔬菜 3 HPLC/FLD 20 1.1~27.0 80.5~130.5 本研究

蔬菜 3 
HPLC-ESI-

MS/MS 
20 0.04~0.8 69.0~127.0 [25]

蔬菜 5 LC-MS/MS 12~21.5 0.04~0.6 70.0~130.0 [26]

蔬菜 5 GC-MS/MS 14.7 0.1~0.8 55.0~137.0 [27]

蔬菜 3 LC-MS/MS 27 0.025~12.5 81.0~125.0 [28]

 

将本研究建立的方法与目前已发表的蔬菜中

雌激素的检测方法进行对比,目前检测蔬菜中雌激

素的方法主要采用气相色谱-串联质谱(GC-MS/MS)

或液相色谱-串联质谱(LC-MS/MS)技术,具体结果

见表 5.液质联用对样品的纯度要求较高,需要进行

更为复杂的前处理,在处理蔬菜类等复杂基质的样

品时重复性可能不如高效液相色谱,且结果的准确

性可能受到样品基质效应的影响.由于天然甾体雌

激素的分子量大、饱和蒸汽压低,且分子中存在一些

极性基团,可相互之间形成氢键,使得分子间结合更

紧密,降低其挥发性.因此,使用气相色谱检测天然甾

体雌激素时,需要在上样前进行衍生化处理,样品处

理时间更长,并可能产生有毒残留物.气质联用和液

质联用技术在仪器购置及运行成本方面均表现出

较高的费用需求.本方法针对三种天然甾体雌激素
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的检测方法进行了优化,该方法在回收率方面表现

出色,虽然检出限略高于基于质谱的检测方法,但在

分离效率、分析速度和重复性方面均表现良好,且操

作相对简便、成本较低,具有较高的实用性,能够满

足日常检测的需求. 

2.5  实际样品检测 

按照粮农/世卫组织食品添加剂联合专家委员

会对 17β-雌二醇每日摄入量的评价
[16]

,60kg的成人

每日允许摄入 17β-雌二醇的量为 3μg,参考《中国居

民膳食指南(2016)》建议成人每天应摄入 300~500g

蔬菜,即蔬菜中雌二醇含量小于 60μg/kg dw 为安全

浓度.本次测量的样本中仅有机上海青可食用部分

超过安全阈值,如表 6 所示,蔬菜样品均有天然甾体

雌激素的检出,雌三醇地上部及根部检出率为 100%; 

17β-雌二醇地上部检出率为 75%,根部为 100%;雌

酮地上部检出率43.8%,根部为18.8%,其潜在风险仍

需进一步研究.对实际样品的检测结果表明,本方法

的检测效果良好,可用于开展蔬菜中 3 种天然甾体

雌激素的检测. 

表 6  蔬菜样品中三种天然甾体雌激素的检出结果(μg/kg 

dw, mean±SD) 

Table 6  Contents of three types of natural steroidal estrogen 

in vegetable samples(μg/kg dw, mean±SD) 

样品 雌三醇 雌二醇 雌酮 

上海青地上部(n=9) 1353.4±90.0 160.2±13.2 n.d. 

油麦菜地上部(n=4) 16.2±6.1 n.d. 28.6±1.6 

生菜地上部(n=3) 248.8±2.7 8.8±1.2 267.7±13.0 

地上部检出率(n=16) 100% 75% 43.8% 

上海青根部(n=9) 3499.0±93.7 314.0±68.5 n.d. 

油麦菜根部(n=4) 140.3±9.4 131.3±5.9 n.d. 

白萝卜根部(n=3) 701.6±56.1 13.0±3.9 454.5±93.1 

根部检出率(n=16) 100% 100% 18.8% 

注:dw,干重;n,样品数;n.d.,没有或低于检出限. 

3  结论 

3.1  采用超声提取-固相萃取-高效液相色谱联用

的分析方法提取并检测蔬菜中天然甾体雌激素含

量.对提取剂、提取剂体积、提取次数、固相萃取柱

的种类进行优化,该方法对蔬菜地上部样品中 3 种

物质的平均回收率为 104.9%~130.5%,相对标准偏

差为 4.9%~18.7%;根部样品中 3 种物质的平均回收

率为 80.5%~129.9%,相对标准偏差为 4.2%~38.8%.

蔬菜中雌三醇、17β-雌二醇和雌酮的方法检出限分

别为 0.36~3.23,0.76~3.67和 13.97~20.12μg/kg. 

3.2  利用该方法对南京市内随机采样的蔬菜检测

时发现,雌三醇地上部及根部检出率为 100%;17β-

雌二醇地上部检出率为 75%,根部为 100%;雌酮地

上部检出率43.8%,根部为18.8%,其潜在风险仍需进

一步研究.同时,检测结果表明,不同蔬菜对雌激素积

累特征存在差异,本文方法可用于进一步明确不同

种类蔬菜吸收和积累天然甾体雌激素的机制及

风 险. 
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