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摘　 要本文通过超高效液相色谱⁃四极杆 ／静电场轨道阱高分辨质谱，利用建立的激素质谱信息数据库，对６ 种

市售蛋白粉中 ２８ 种激素进行进行快速筛查．前处理技术基于载体辅助液液萃取，通过一次性提取和净化，完
成涵盖了理化性质差异很大的 ２８ 种激素的监测工作，通过比较其保留时间、质荷比、同位素丰度比、以及二级

碎裂片段，极大地避免了假阳性结果的产生．结果表明，有 ３ 种蛋白粉中检测到诺龙激素，含量高达 ５．９１６—
１１．０５２ ｍｇ·ｋｇ－１；１ 种蛋白粉中检出甲睾酮，含量为 ０．２０６ ｍｇ·ｋｇ－１；此外，４ 种蛋白粉中还有检出雌性激素炔雌

醇，含量范围 ０．１９４—０．９４２ ｍｇ·ｋｇ－１；１ 种检出雌三醇，含量为 ０．１１０ ｍｇ·ｋｇ－１ ．其他兽药均未检出．目前蛋白粉等

保健品行业缺乏有效监管，对禁止添加的营养强化剂没有明确规定，在 ６ 种国内外不同厂家的蛋白粉中，仅有

２ 种未检出上述激素，为合格产品．
关键词　 超高效液相色谱⁃四极杆 ／静电场轨道阱高分辨质谱， 载体辅助液液萃取， 蛋白粉， 激素．

蛋白粉作为一种特殊保健品，被誉为训练后“黄金补充期口粮”，尤其受到健身者的追捧和喜爱．面对品牌繁多、众说

纷纭的蛋白粉，消费者无法从外观、口感等途径，直观地判断保健品质量和功能优劣，更多只能听信于营销、广告及口碑，
容易被虚假宣传及不实信息所影响．

目前关于蛋白粉中激素的测定未见报道，蛋白粉成分复杂，其样品的前处理就显得非常重要，常见的前处理技术包

括固相萃取、固相微萃取、基质分散固相萃取、免疫亲和色谱技术、分子印迹技术、超临界流体萃取、加速溶剂萃取等．实
验中，我们基于载体辅助液液萃取技术通过一次性前处理，完成涵盖了理化性质差异很大的共计 ２８ 种激素的提取、净化

工作．Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱仪还配备了全自动筛选软件 ＥｘａｃｔＦｉｎｄｅｒＴＭ，综合判断，以得到准确定性结果，在分辨率达到 ７００００ 的

情况下获得的数据降低了共洗脱的相似质量数的干扰，极大地避免了假阳性结果的产生．

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 四极杆静电场轨道阱高分辨质谱仪（美国赛默飞世尔科技 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司），配置有 Ｈ⁃ＥＳＩ ＩＩ
源．液相色谱系统为 ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ 高压液相色谱带自动进样器（美国赛默飞世尔科技 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）．色谱

柱为 Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 柱 （２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ， １．９ μｍ）．Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 高纯水发生器 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）．冷冻离心机

（德国 ＳＩＧＭＡ 公司）．漩涡振动器（德国 Ｈｅｌｄｏｌｐｈ 公司）．滤膜（ＤＩＫＭＡ， Ｎｙｌｏｎ ０．２２ μｍ）
激素标准品购自 Ｓｉｇｍａ 和 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司，纯度 ≥９５％．基质样品来自国家植物源性残留监控抽样和进出口送

检企业．硫酸铵，二甲基亚砜，乙二胺四乙酸二钠，氨水（均为分析纯）购自南京化学试剂一厂；色谱纯甲酸（美国 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）．其他试剂（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）．实验用水为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水（１８．２ ΩＭ）．提取液：称取 ４．３ ｇ 草酸和

３．７ ｇ乙二胺四乙酸二钠，用 ５００ ｍＬ 水溶解，氨水调至 ｐＨ ３．０；草酸缓冲液配制（１００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：称取 ０．９ ｇ 的草酸，用
９０ ｍＬ水溶解，氨水调至 ｐＨ ５．０，加水至 １００ ｍＬ．
１．２　 一步式提取净化体系操作

样品来源于宁波市蛋白粉销售某专卖店，生产厂家为本埠和外埠．由于 ２８ 种激素种类不同，性质差异较大，而蛋白粉
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基质中脂肪和蛋白质含量较高，因此根据提取溶剂的 ｐＫａ 值及极性大小，样品提取净化步骤如下：（１）称取 ５．００ ｇ 样品，
加入 １０ ｍＬ 提取液（“１．１ 部分”）和 １５ ｍＬ 乙腈，振荡 ５ ｍｉｎ，４５００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ；（２）取出上清液，加入 １ ｇ 硫酸铵，振
荡 ５ ｍｉｎ，４５００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ，得到乙腈层（上）和水层（下）；（３）取水层上样，平衡 １５ ｍｉｎ，乙腈（上层）作为洗脱液进

行洗脱，再分别用 １０ ｍＬ＋１０ ｍＬ 纯乙腈清洗离心管，并依次硅藻土柱（Ｃｈｒｏｍａｂｏｎｄ ＸＴＲ（１０００ ｍｇ））洗脱，下接 ５０ ｍＬ 离

心管，并加入 ０．５ ｍＬ 二甲基亚砜，纯乙腈定容至 ２５ ｍＬ；（４）取出 １２．５ ｍＬ，加入 ２００ μＬ 的草酸缓冲盐，氮吹至 １ｍＬ 左右，
用纯水定容至 １．０ ｍＬ，过 ０．２２ μｍ 滤膜，高浓度加标稀释到线性范围内，待分析．
１．３　 色谱条件与质谱条件

色谱柱：Ｈｙｐｅｒｓｉｌｅ Ｇｏｌｄ Ｃ１８（１００ ｍｍ ×２．１ ｍｍ， １．９ μｍ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ），柱温 ４０ ℃ ．部分激素成分（ＥＳＩ－）， 流动

相 Ａ：含有 ０．１％ 氨水的甲醇溶液；流动相 Ｂ：含有 ０．１％ 氨水的水溶液；其余激素成分（ＥＳＩ＋），流动相 Ａ：含有 ０．１％ 甲酸＋
５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵的甲醇溶液，流动相 Ｂ：含有 ０．１％ 甲酸＋５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵的水溶液，梯度如下：０ ｍｉｎ，５％Ａ—９５％Ｂ；
８ ｍｉｎ，９５％Ａ—５％Ｂ；１０ ｍｉｎ，９５％Ａ—５％Ｂ；１０．１ ｍｉｎ，５％Ａ—９５％Ｂ；１５ ｍｉｎ，５％Ａ—９５％Ｂ．进样量为 １０ μＬ，洗脱总时间为

１５ ｍｉｎ，流动相流速为 ０．２ ｍＬ·ｍｉｎ－１ ．
正 ／负离子模式下全扫描（ＥＳＩ＋ ／ ＥＳＩ－， 质量范围：ｍ ／ ｚ １００—１０００），分辨率 ７００００，自动增益控制（ＡＧＣ）目标值 １０ｅ６；

喷雾电压为 ３５００ Ｖ，离子传输管温度为 ３００ ℃，鞘气压（Ｎ２）３５ ａｒｂ，辅助气压（Ｎ２）１０ ａｒｂ，气化室温度 ３５０ ℃；在样品运行

前对仪器分别进行正负离子校正．
１．４　 激素的定性、定量分析

在 Ｔｈｅｒｍｏ 公司的高分辨筛查软件 Ｅｘａｃｔｆｉｎｄｅｒ 的辅助下完成．空白样品按照上述“１．２ 部分”前处理，得到的基质液中

加入上述 ２８ 种混合标准溶液，配置基质加标曲线，浓度范围：０ 、０．０１ 、０．０２ 、０．０５ 、０．１、０．２ μｇ·ｍＬ－１以浓度为横坐标，仪器

响应值（响应值＝标准品峰面积 ／标准品质量）为纵坐标，作为样品待测物浓度定量的依据．

２　 结果与讨论

２．１　 提取条件优化

本实验针对蛋白粉的基质成分，将蛋白粉用水溶解后，第一步是采用强极性水性提取液进行提取，可得到蛋白粉中

含有的强极性激素成分，并可以防止脂肪从蛋白粉中提取出来，避免脂肪的干扰，提取液中含有的 ＥＤＴＡ 也可以很好地

络合蛋白粉中含有的大量金属离子；第二步是采用解性好、渗透强的乙腈溶液，沉淀样品中蛋白质组分的同时，可以防止

弱极性激素成分随蛋白质沉淀而损失．
采用 Ｃｈｒｏｍａｂｏｎｄ ＸＴＲ （１０００ ｍｇ） 硅藻土柱，比较了提取液体积为 ５、８ 、１２、１５ ｍＬ 时柱子的负载情况，当提取液体积

为 １２ ｍＬ 和 １５ ｍＬ 时，柱子的填料达到饱和状态并渗出，导致后期的氮吹浓缩过程时间加长；当提取液体积为 ５ ｍＬ 和

８ ｍＬ时，柱子填料未充分利用，部分填料处于干涸状态，降低了柱子的利用率，同时会降低激素的检出限，增加仪器的检

出难度．因此，本研究最终将提取液体积确定为 １０ ｍＬ．
分别考察乙腈作为洗脱溶剂的添加量 １０ ｍＬ、１０ ｍＬ×２ 和 １０ ｍＬ×３ 对待测激素回收率的影响．雌三醇、诺龙和苯甲酸

雌二醇的保留时间覆盖了本方法所测 ２８ 激素的整个极性范围．结果可见，当乙腈体积为 １０ ｍＬ×２ 和 １０ ｍＬ×３ 时，提取率

趋于稳定，３ 种代表性激素在蛋白粉中的回收率均平稳地保持在 ７０％ 以上．从节约氮吹浓缩的时间和成本的角度出发，
确定纯乙腈作为洗脱液的洗脱体积为 １０ ｍＬ×２．
２．２　 仪器条件优化

分别采用色谱柱 Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 柱（２．１ ｍｍ× １００ ｍｍ， １． ９ μｍ）和色谱柱 Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 柱

（２．１ ｍｍ × １５０ ｍｍ， ３ μｍ）对 ２８ 种激素进行了色谱分离，结果显示，除了保留时间的差异外，两种色谱柱均能很好地分

离几种化合物，但在实际试验中，粒径为 １．９ μｍ 的色谱柱流速更小，可以节约有机溶剂，更符合日常检测中，快速、高效、
经济的原则．因此本实验采用 １．９ μｍ 粒径的色谱柱进行激素类化合物的检测．

水相选择纯水，分别选择 ａ： 甲醇；ｂ： 甲醇＋０． ０５％ 甲酸； ｃ： 甲醇＋５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵； ｄ： 甲醇＋０． ０５％ 甲酸和

５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵进行研究．结果表明，甲醇＋５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵溶液（０． ０５％ 甲酸）作为流动相时获得了最优的色谱峰

形、分离效果和质谱信号响应．负离子模式测定的激素类兽药则以 ０．１％ 氨水的水⁃甲醇溶液做为流动相．全过程选择梯度

洗脱方式，通过优化流动相梯度洗脱条件实现了 ２８ 种激素的有效分离．
２．３　 蛋白粉中激素数据库检索

通过对 ２８ 种激素单一标准品的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 和 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，得到了上述仪器条件下，建立激素液质信息数据

库：包括保留时间，同位素分布，质荷比（ｍ ／ ｚ）和主要二级碎片等．然后利用 Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱仪配备的全自动筛选软件

ＥｘａｃｔＦｉｎｄｅｒＴＭ进行数据库快速检索，通过数据库匹配实现 ２８ 种激素的快速筛查．
２．４　 加标回收结果分析

分别准确移取适量混合标准工作液（浓度 ＝ １００ μｇ·ｍＬ－１ ），用前处理后的空白样品基质液稀释，配制成浓度为

０、０．０１、０．０２、０．０５、０．１、０．２ μｇ·ｍＬ－１的系列基质匹配标准溶液，待测定．以测得峰面积为纵坐标，对应的标准溶液浓度为横
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坐标，绘制标准曲线，得到回归方程和相关系数．结果表明，２８ 种激素在 ０．０１—０．２ μｇ·ｍＬ－１浓度范围内呈现良好的线性关

系，相关系数 ｒ２大于 ０．９９１ 可以满足定量分析的要求．用基质提取液添加低水平的标准溶液（０．０１ ｍｇ·ｋｇ－１），获得每种激

素对应信噪比 Ｓ ／ Ｎ ≥１０ 时的含量，以此作为该化合物的定量限（ＬＱＤ）．３ 种水平浓度的加标回收率在 ６０％—１２０％范围，
标准偏差在 １５％ 以内．结果表明，本方法对蛋白粉食品基质具有较强的适用性，并可以一步式解决无论是脂溶性还是水

溶性激素的提取、净化流程．
激素标准品添加在不同的样品基质中，采用自动触发模式采集提取离子流色谱图和全扫描二级质谱图．通过与建立

的目标数据库中化合物的分子式对应的质量数匹配、同位素丰度匹配，并结合色谱保留时间，二级碎裂片段，所有样品基

质加标与标准品的二级质谱图碎片质量数和丰度基本一致．二级全扫描质谱的使用提高了定性的准确性，进一步降低了

假阳性出现的几率．
２．５　 蛋白粉中激素的含量

６ 种蛋白粉中有 ４ 种检出性激素， 但含量差别较大．诺龙激素含量最高值（２＃样品）为 １１．５０２ ｍｇ·ｋｇ－１， 最低值（３＃样
品）为 ５．９１６ ｍｇ·ｋｇ－１，５＃样品中诺龙含量为 ７．３３７ ｍｇ·ｋｇ－１，其他 ３ 个进口品牌蛋白粉中未检出； 此外，甲睾酮在 ５＃样品中

也有检出含量为 ０．２０６ ｍｇ·ｋｇ－１；除了上述的两者雄性激素外，还检测到了部分雌性激素，如甲孕酮、雌三醇和炔雌醇，含
量范围 ０．０５９—０．９４２ ｍｇ·ｋｇ－１，涉及样品编号为 ２＃样品、３＃样品、５＃样品和 ６＃样品．综上所述，６ 种蛋白粉中仅有 ２ 款蛋白

粉未检出上述 ２８ 种激素，为合格产品．

３　 结论

部分市售蛋白粉中含有一定量的性激素， 其部分含量较高， 对人体已构成潜在性影响．我国农业部已发布了禁止所

有激素类及有激素样作用的物质作为动物促生长剂使用， 但对保健食品中性激素含量还没有制定最低限量标准和检验

方法．因此，建议在全国开展蛋白粉中激素含量检测，评价激素及其代谢物的保健食品安全性及其对人类健康的影响， 建

立和完善监督机制和检验检测方法， 确保蛋白粉等保健食品安全和人类健康．




