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肉类食品激素残留检测技术研究进展
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摘   要：本文讨论了现代分析中肉类食品激素残留检测的萃取分离和检测技术，综述了这些方法的原理及其应用，

探讨了肉类食品激素残留检测的萃取分离和检测技术的发展方向。
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动物源性食品中违禁药物的残留已成为困扰世界范

围内食品卫生的难题，严重威胁着人们的身体健康。其

中激素残留造成的异性化现象、乳腺癌、卵巢癌等疾

病，以及近几年来以克仑特罗为代表的β- 受体激动剂

动物性食品的中毒事件[1-4]，使各国都加强了激素残留的

监督检测。目前我国激素残留检测方法多数灵敏度较

低，达不到欧美等发达国家的检测要求，甚至有些激

素残留项目无检测方法[5-6]。近年来由于新的萃取净化处

理技术、更加灵敏的检测技术，获得了更多的样品处

理简单、回收率更高分的离萃取技术，以及检出限更

低、准确度和灵敏度更高的检测方法。本文对激素残

留分离和检测研究进展作一综述。

1 肉类食品中残留激素的分离

由于肉类食品中激素残留水平较低，内源性干扰

物质较多，所以激素残留分析中样品的前处理是分析工

作中至关重要的环节。方法的检出限、回收率、准确

度与样品的萃取净化分离效果密切相关，但是目前常用

的一些样品处理技术已经难以满足高灵敏度、高选择

性、快速自动化的分析要求，如何获得高的萃取净化

效果成为激素残留分析中的重要课题，因此许多的分析

工作者在这一领域内进行了积极的探索，并取得了一些

新的进展。

1.1 液-液萃取(LLE)

L L E 是激素残留检测中最常用的一种分离萃取技

术。常用萃取剂中三氯甲烷应用最为广泛[7]。激素具有

两性基团，碱性条件下溶于水，在碱性条件下提取后，

调节溶液为中性或酸性萃取至有机相，样品中激素提取

率可达 90% 以上[8]。LLE 法样品处理简单，设备要求条

件较低，但是该方法萃取率较低，干扰成分较多，特

别在色谱分析中常常导致组分不能完全分离，色谱峰相

互重叠，检测周期过长，甚至污染色谱柱，造成使用

寿命降低。近年来发展的微波辅助萃取[9]、超声波辅助

萃取[10]以及涡旋震荡萃取等有关LLE 萃取术，极大地提

高了萃取分离效果。涂晓明[11]等以甲醇 - 丙酮萃取动物

组织中的5 种激素，回收率在79.0%～106.3% 之间；方

赤光[8]等用乙醚和石油醚萃取畜禽肉肝肾中激素残留量，

当加入样品中1.0ml 10μg/L激素混合标准溶液后，回收

率在76.7%～96.4% 之间，方法的检出限为0.05ng；宋

莉晖[12]等以 0.1mol/L高氯酸溶液超声辅助萃取猪肉组织

中的克仑特罗，加标回收率为 9 0 % 。

1.2 固相萃取(SPE)

SPE 是一种固体吸附剂吸附萃取技术，其原理与液

相色谱相似，根据样品在吸附剂与溶液中的溶解度的差

异及功能团的相互作用的最佳化而达到分离的目的[13]。

与 L L E 相比，S P E 分离效率高、回收率高、不需要使
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用超纯溶剂、有机溶剂的使用量少，减少了对环境的

危害、能处理小体积试样、无相分离操作、容易收集

分离物组分、操作简单、省时省力、易于自动化[ 1 4 ]。

但是部分分析物可能穿透 SPE 柱，也有可能不被完全洗

脱，仍有部分残留在柱上而造成损失[15]。近年来新型的

薄膜 S P E 具有截面积大、不易堵塞、可用高流量、处

理时间短等优点[16-17]，正逐步取代柱型SPE[18]。谢孟峡

等[19]用 SPE 萃取肉羊中盐酸克伦特罗，样品经 C18 和离

子交换固相萃取净化，用双三甲基硅基三氟乙酰氨

(BSTFA)衍生后测定，萃取回收率在 75%～95% 之间，

加标回收率在70%～85% 之间，相对标准偏差在4.95%～

13.4% 之间，最低检出限为1μg/kg；康莉等[20]以 HLPC

测定肉中的盐酸克伦特罗，样品经超声萃取后离心，经

C18 净化后测定，方法的检出限为1.7ng，回收率在81.6%～

91.4% 之间；杨景贤等[21]用 C18 固相萃取柱萃取，七氟

丁酸酐衍生后测定19-去甲睾酮，检出限为1μg/kg，回

收率为61%～101%，Suo J J 等[22]用 GS-MS 法同时测定

甾体类激素和合成激素，样品在超声萃取后，再经过

C8-SPE 柱萃取，回收率在 95%～106% 之间，然后经硅

胶萃取柱萃取，回收率在 96 %～10 3 % 之间，总回收率

经测定在90% 以上；Shao B 等[23]用 LC-MS 法测定动物

组织中的 11 种激素，样品经 HLB-SPE 柱萃取后，再经

氨基丙烷键合萃取柱萃取后测定，11 种激素平均回收率

在64%～104% 之间。SPE 既可用于复杂样品中微量或痕

量目标化合物的提取、又可用于净化、浓缩或富集，

是目前样品前处理中的主流技术之一。

1.3 固相分散萃取技术(MSPD)

Barker[24]等在 1989年提出了一种新的快速样品处理

萃取技术，称为固相分散萃取。此技术能够同时萃取

和净化样品[ 2 5 ] ，避免了样品匀化、转溶、乳化、浓

缩造成的待测物损失。洗涤和洗脱剂的选择及其使用顺

序是 MSPD 成功的关键[26]，分析者可改变洗脱分离模式

以获得好的结果；根据柱性质和相互作用范围，可使

用单一溶剂或不同的溶剂洗脱，使不同极性的待测物与

基体分离。M S P D 缩短了样品的处理时间，大大减少

了溶剂的使用量，简化了样品的处理程序。丁雅韵等[27]

取 0.5g 匀浆后的动物组织肝脏加入2g 左右的C18 填料和

100μl 己烯雌酚，研磨混匀装柱，用正己烷和乙酸乙酯

分别淋洗萃取柱，再用 N- 甲基，N- 三甲基硅烷三氟乙

酰胺(MSTFA)衍化，经 GS-MS 测定不同标准品加入量的

加标回收率在 80%～101%，5ng 标准品经 MSPD 萃取步

骤的加标回收率高达99.3%± 2.6%(n=4)；Horne等[28]采

用 MSPD 法处理牛肝样品中的克仑特罗残留，取0.5g 匀

浆后的牛肝样品加入2g C18 填料研磨混均装柱，用8ml

的正乙烷-乙醚(60:40)淋洗，以8ml甲醇洗脱克仑特罗，

放射免疫分析法测定，效果良好。

1.4 超临界流体萃取技术(SFE)

SFE 是 80 年代后期发展起来的一门分离净化技术，

近年来该技术成为分离科学中发展较快的一个领域[29-30]。

超临界流体是一种理想的萃取剂[31]。在实际工作中，常

用的萃取剂要求是临界温度和压力较低的物质，用得最

多的是 C O 2
[ 3 1 ]。萃取极性和离子化的化合物时，可用

极性大的物质作萃取剂或添加剂。提高萃取率除了正确

选择萃取剂之外，改变压力和温度也可以取得较好的效

果[32]，因此采取程序升压就能把溶解度从小到大的物质

先后从样品中萃取出来，达到提取与分离的目的。它

主要用于处理固体样品，特别适合萃取非极性脂溶性化

合物，S F E 与其它技术如溶剂萃取、蒸馏、常规柱色

谱等相比，显示了许多特点，如速度快、效率高、选

择性强、几乎不消耗溶剂等优点[33]，广泛应用于动物组

织样品前处理中[34-35]。 甾类同化激素包括性激素和肾上

腺皮质激素，具有较高的脂溶性，即便在温和的条件

下超临界 CO 2 对甾类同化激素仍有相当好的溶解性，已

有不少SFE 在甾类同化激素净化中的应用报道[36-37]。一

般首先将组织冻干、研碎，与适量的助滤剂混匀后装

入SFE 萃取池萃取。多数苯乙胺类药物为中等极性的疏

水物质，样品处理用SEF 也较合适，Jimenez[38]等采取

离子对型的克仑特罗，CO 2 为萃取剂，在 38 . 3 M P a 和

80℃下萃取 30min，回收率达 87%。

1.5 免疫亲和色谱(IAC)

IAC 是极为有效的样品前处理方法，它是以抗原抗

体的特异性、可逆性免疫结合反应为原理从样品基质中

分离出待测组分的色谱技术。IAC 的最显著优点在于对

待测物的高效、高选择性保留能力、耗时少、节省溶

剂、操作简便，特别适用于复杂样品痕量组分的净化

与富集。 IAC 作为一项颇具发展潜力的技术开始应用激

素分析中样品前处理过程，它的高选择性的净化和富集

能力使得很多繁琐的样品处理难题迎刃而解。IAC 在激

素残留样品的净化中应用广泛[39-41]，已有不少商品柱出

售。许多分析方法中，I A C 是激素分析的关键净化步

骤,有时是唯一的净化方法，并且可以将两种以上的抗体

混合偶联成固定相或将两种以上免疫抗体固定相混合使

用，可同时分离多种激素。Ginke V 等[42]曾用 7 种免疫

固定相装填 I A C 柱来净化样品中的甾类同化激素。

Bostsoglou N A等[43]首次用IAC柱净化组织中的克仑特

罗。Blokland M H等[44]将自制多抗体IAC柱，萃取10ml

猪血清中的激素，LC-MS测定，检出限为10ng/ml。Talat

等[45]等精密称取均质后的动物组织样品5g，酶解后，经

I A C 柱萃取，洗脱液再经衍生、浓缩后 G C - M S 测定，

三种β- 受体激动剂、五种类固醇激素的回收率 82 %～

9 6 % 之间。但是一般 I A C 商品柱价格昂贵，分析成本

比较高，限制了它的广泛应用。
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除上述之外，还有一些高效的样品提取净化分离技

术，如固相微萃取(SPME)、膜分离技术(渗析、超滤)、

分子印迹技术(MIP)、吹扫捕集(SCD)、制备色谱法等也

在激素残留分析中得到应用[46-50]。近年来发展起来的这

些样品前处理方法，在激素残留分析中的应用上各有其

特点。固相萃取(SPE)的应用最为普遍成熟，SPE 柱已

是商品化产品，方法容易标准化，可选择的品种很多，

一次性使用，是目前残留分析样品前处理中的主流技

术。特别是SPE 通过柱切换装置以适当的结构与HPLC、

G C 连接，实现了样品净化富集过程自动化，但 SP E 的

高选择性的优点不够突出，容易将共存的干扰物一起萃

取出来，对于待测组分浓度极低的样品，富集倍数有

限，可能达不到测定要求；基质固相分散(M S P D )对生

物组织样品的处理较有效，但研磨的粒度大小和填装技

术的差别可能会使淋洗曲线有所差异，方法不易标准

化；免疫亲和色谱(IAC)是目前净化和富集效能最强的样

品处理技术，但尚处探索阶段；超临界流体萃取(SFE)

速度快、效率高、几乎不消耗溶剂，但装置价格昂贵。

2 肉类食品中激素残留的检测方法

由于肉类食品中激素残留量相对较低，过去常用的

检测方法相对滞后，分辨率和灵敏度低的检测手段已经

不能满足当前高分辩、高灵敏度、低检测限的激素分

析发展的要求。所以近年来国内外食品分析工作者都十

分关注激素残留的检测技术，发展了一些新的检出限更

低，分辨率和灵敏度更高的测定方法。

2.1 气相色谱法

近年来有气相色谱法测定激素的报道，一般将萃取

后的激素样品先甲基硅烷化，然后用 2% OV-17 的填充

柱和备有氢火焰检测器的气相色谱仪分离测定[51]。由于

激素是高沸点、低挥发性物质，一般不适宜采用气相

色谱法直接进行测定。谢维平[52]等用气相色谱直接测定

盐酸克仑特罗，样品经均质，超声萃取后，再经 C 1 8

小柱净化分离，HP - 1 石英毛细管柱程序升温，该法相

对标准偏差7.5%(n=6)，平均回收率为86%，相关系数

r=0.9993，线性范围0.1～40mg/L，检出限为0.03mg/L。

崔晓明[53]用气相色谱衍生测定盐酸克仑特罗，样品固相萃

取后，用40μl BSTFA衍生，该方法相关系数r=0.9996，

回收率大于 72%，检出限为 1.0μg/kg。

2.2 高效液相色谱法(HPLC)

H P L C 是目前应用最广泛的测定激素的方法，它是

20 世纪 70 年代迅速发展起来的一项高效分离技术，可分

析热稳定性差、沸点高、摩尔质量大的有机物，具有

选择性高、操作相对比较简单等特点，所以它是国内一

般实验室激素检测中常用的分析方法。姚笋平[54]等人用

HPLC 测定动物组织中己烯雌酚，以甲醇提取、Zorbax

SB-C18 柱为固定相，甲醇-水(70:30)为流动相，该法回收

率大于85%，己烯雌酚浓度在0～200μg/kg 范围内线性

关系良好，相关系数大于0.999，灵敏度达0.15mg/kg；

蔡玉枝[55]等人用 HPLC 测定猪组织中盐酸克仑特罗，以

60% 甲醇超声提取，用Dianon sil C18 柱为固定相，甲

醇-0.01mol/L磷酸二氢钠(33:67)为流动相。回收率大于

86%；罗晓燕[56]等人用固相萃取(SPE)HPLC 法同时测定

畜禽组织中雌雄性激素残留，固相萃取柱为Alltech Ex-

tract-clean columns C18 200mg/4.0ml，以甲醇为洗脱液，

SUPELCO Discovery C18 5μm 250× 4.6mm柱为固定相，

流动相为甲醇-水(85:15)，该法线性关系良好，己烯雌

酚的相关系数为0.999，检出限为9.5μg/kg；丙酸睾酮

的相关系数为0.99994，最低检出限为8.4μg/kg。回收

率在 92%～98% 之间；林奕芝[57]等用 HPLC 法同时测定

肉与肉制品中沙丁醇和 8 种雌性激素残留量，经甲醇超

声萃取、离心、浓缩后，0 . 4 5μm  F H 膜过滤后，利

用高效液相色谱分析，相关系数大于 0.999，变异系数

CV ≤ 1.1%，检出限≤6ng，回收率在84.5%～101% 之

间；吴启陆[58]等用 HLPC 法同时测定鸡蛋中 4 种激素残

留量，最低检出限为0.01μg/ml。方法回收率在75.8%～

104.3%之间；Lurie I S[59]用 1.7μm C18 液相色谱小柱、

二极管阵列检测器检测类固醇激素和苯乙胺类药物，

乙腈 - 磷酸盐缓冲溶液(pH1.7)为流动相，15 种激素在

2.5min 内得到分离，比普通液相色谱和毛细管电泳分别

快 12 倍和 3 倍。

2.3 免疫分析法

免疫分析法实际上是一种以抗体或抗原为分析试剂

的特殊分析方法，免疫分析法包括酶联免疫分析法、放

射免疫分析法和荧光免疫分析法，这三种方法特异性

强，灵敏度高(可达 1 0 － 1 2g )，操作简单易行，条件要

求不高，然而抗体缺乏高灵敏试剂所具有的分析信号反

差，其假阳性很高，免疫分析法正逐渐成为激素残留

分析初筛时常用的方法。

2.3.1 酶联免疫分析法(ELISA)

酶联免疫分析法是免疫分析法中应用最广泛的一种

分析方法，它采用酶联竞争原理。上海赛群生物科技

有限公司生产的丁胺醇残留酶联免疫试剂盒平均检测下

限为0.1ng/g，回收率75%～105%[60]；宓晓黎等[61]自制

盐酸克仑特罗酶联免疫试剂盒在12.5～0.1ng/ml范围内线

性关系良好，相关系数为0.9980，灵敏度达0.1ng/ml。

2.3.2 放射免疫分析法(RIA)

它是生物化学中的免疫分析，加上放射性“标

记”，创立的一种新的生物化学分析方法。它对于测

定极其微量的生物活性物质具有独到的优越性，解决了

以往的化学分析、生化分析和仪器分析解决不了的超微

量分析的难题，样品处理简单，放射免疫法分析法不
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仅保留了免疫反应的高度精密的专一性，而且又引入了

放射性分析的高度灵敏性，其灵敏度可达10 －9～10 － 12，

Elizabeth等[62]用 RIA试剂盒测定测定牛肝中的盐酸克仑

特罗，盐酸克仑特罗在1ng/g和 2.5ng/g时平均回收率为

95% ± 15% 和 89% ± 9%。虽然放射免疫法分析法有很

好的特异性和灵敏度，但是其半衰期较短，且有少量

辐射，限制了它的广泛应用。

2.3.3 荧光免疫分析法(FIA)

F I A 是由 Co o n s 等首创的一种免疫标记，抗体结

合，它结合了免疫学反应的特异性以及在黑暗背景中发

光易被发现的敏感性的优点，同放射免疫相比、克服

了放射免疫分析法中的核辐射缺点，同色谱法相比，样

品处理简单，并且一次能测定多个样品，但是它存在

对温度依赖性强，荧光强度取决于激发波长的缺点。

Small B C等[63]用时间分辨FIA技术测定鱼中的生长激素

检出限为0.2ng/ml，回收率大于90%。20 世纪 80 年代

发现起来的荧光免疫发光分析技术，它将发光分析与免

疫分析结合起来，具有高灵敏度、特异性强的优点，

胶体全免疫标记技术，利用特异性抗原抗体反应，在

光镜、电镜下对抗原物质进行定位、定性、定量研究。

2.4 毛细管电泳检测技术(CE)

1981年Jorgenson和Lukace阐明了CE的有关理论[64]，

为 C E 的发展奠定了基础，从此，C E 的研究与应用迅

速发展，各种分离模式相继建立，各种操作技术日益

完善，成为分析化学领域中发展最快的分离技术[65]。与

其他检测技术相比，C E 的灵敏度较高，常用的紫外检

测器的检测限可达10－13～10－ 15mol，激光诱导荧光检测

器高达 10 － 21m o l [66]，分辨率较高，理论塔板数为几十

万，达几百万甚至千万，速度快，最快可在 6 0 s 内完

成，样品用量少，1～10nl 就可分析，试剂无毒且用量

少，消耗费用低，只需几毫升的流动相，自动化程度

较高。但是其存在着设备过于昂贵，不能成为实验室常

用仪器设备的缺陷。管清月[67]等用液液萃取分离，毛细

管电泳-电化学检测器(CE-ED)检测，测定盐酸克仑特罗、

沙丁胺醇，测下限分别为1.11×10－7和9.80× 10－8mol/

L，回收率为79%～103%；苏萍[68]等用毛细管电泳免疫

法分析雌三醇，雌三醇的检测限为31.6ng/L，线性范围

50～500ng/L，回收率大于 91%。

2.5 联用技术

联用技术是将两种或两种以上的仪器通过仪器硬件

接口和计算机将它们自动联接起来，利用分离手段和鉴

定方法中的各自优点，从而提高了方法的灵敏度、准

确度，以及复杂混合物的分辨力，获得了单个方法所

无法具备的某些功能。由于计算机技术的迅速发展，极

大地推进了联用技术的发展速度。

2.5.1 气质联用法(GC-MS)

气质联用法是将气相色谱仪的分离系统与质谱仪的

检测系统联接起来，GC-MS 系统既发挥了色谱法的高分

离能力又发挥了质谱法的高鉴别能力。Inmaculada 等[69]

对 G C - M S 法检测克仑特罗不同样品的处理方法，以及

不同的检测模式进行了系统的阐述；孟娟[70]等建立了气

质法同时测定动物性食品中的 8 种β兴奋剂的残留量，

结果相关系数大于0.999，检出限为0.5μg/kg，回收率

范围为51.9%～101.7%(n=6)，相对标准偏差为2.7%～

16.0%；Negrusz A 等[71]用固相萃取GC-MS 测定狗血浆

中的β兴奋剂的残留量，相关系数为 0.995，检出限为

5ng/ml，线性范围10～500ng/ml。

2.5.2 液质联用技术(LC-MS)

对于高极性、热不稳定、难挥发的大分子物质，

使用 GC- M S 有困难，LC-M S 的应用不受沸点的限制并

能对热稳定性差的待测物进行分离、分析，L C - M S 已

成功应用于分析热稳定性差，分子量大的化合物，其

分辨率高、灵敏度高、选择性高，定量定性能同时进

行。王树槐[72]等用 LC-MS 测定盐酸克伦特罗，该方法

相关系数为0.9984，线性范围50～200ng/g；高燕红[73]

等用液质联用测定莱克多巴胺和克伦特罗，方法检出限

分别为1.50、3.07μg/kg； Hooijerink H等[74]用 LC-MS

测定动物板油中的促孕激素，检出限为0.3ng/g。Shao

B 等[2]用 LC-MS 测定动物组织样品中的11 中激素，萃取

后测定，线形范围为 1～120ng/kg。

2.5.3 超临界流体色谱联用技术(SFC)

S F C 是以超临界流体为流动相的临界分离检测技

术。它弥补了 G C 和 H P L C 各自的不足，由于超临界流

体具有气体和液体的双重性质，其黏度小、传质阻力

小、扩散速度快，其分离能力和速度可与 G C 相比。另

外，其密度、溶解力和速度可与 H P L C 相比。利用流

体的物理、化学性质，在 S P C 中采用程序升密度相对

于 G C 中的程序升温和 H P L C 中的梯度淋洗，其突出的

特点是SPC 可以与大部分GC 和 HPLC 的检测器相连，可

与 F I D、E C D、F P D、U V C 以及 M S、F T I R 等联用，

这样就极大地拓宽了其应用范围，许多在GC 和 HPLC 上

需经过衍生才能分析的样品，都可以用 SF C 直接测定。

David等[75]用超临界流体色谱-紫外检测器-质谱仪对克

伦特罗等激动剂进行了分离和测定，实验表明，该法

线性范围宽(1～50μg)，重复性好，检出限低(2.5ng)。

但由于其设备昂贵，限制了广泛应用。

2.5.4 其他联用技术

免疫亲和层析 - 酶免疫法是近几年来发展起来的一

种新的分析方法，它是利用免疫亲和层析分离技术和酶

免疫法检测结合起来，检测限达2pg[76]；高效液相色谱

酶联免疫分析法，它是利用 HPLC 分离系统和酶免分析
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检测方法结合起来，检测限可达1×10－6g/L[76]；Praislere

M[77]用气相色谱- 傅里叶变换红外光谱仪定性检测苯乙基

类化合物；近几年来毛细管电泳技术与质谱的结合使激素

的分离、定性、定量水平获得了极大的提高，Lotta [78]

用胶束电动毛细管色谱-质谱法测定6种类固醇激素，检

出限均小于 90μm/L，检测时间小于 14min，相关系数

大于0.994。

3 结  论

对残留量在mg/kg 以下的激素残留水平进行定量定

性分析时，必须建立高效和高灵敏度的检测方法。建

立快速的分离系统和高灵敏度相结合的检测系统、以及

多种残留同时快速分离测定方法，成为激素残留分析的

一个重要研究方向[79]。气相色谱和液相色谱与质谱的联

用成为最有效的检测手段[80]。一般说来，在各种检测方

法中，酶联免疫分析法适于大量样品的快速测定，由

于假阳性高，目前欧盟和美国等国家将酶免疫法作为筛

选法，HPLC 法有较高的准确率，带有半确认性质，GS-

MS 和 HL-MS 法有足够的灵敏度，一般作最后确认与仲

裁，在欧盟重新修订修订的肉类食品中的甾体激素检测

中，GC - M S 作为最后的确认方法[81 ]。
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