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报告编号：

LC-MS/MS法测定牛奶中2种群勃龙

类兽药

参考标准：《GB 31658.14-2021》

1 前言

群勃龙是一种人工合成的三烯 19-去甾甲类化合物，其特性复杂，作用于丘

脑下部．垂体轴以减少促性腺素的释放，导致排卵前高峰消失，因而抑制排卵。

动物实验表明它能抑制孕激素分泌，使子宫内膜及异位病灶细胞失活、退化，从

而导致异位病灶萎缩。其抗生育作用可能是抑制排卵及抑制子宫内膜发育，改变

宫颈粘液性质，影响卵子运行速度及拮抗内膜孕酮受体，从而干扰孕卵着床。临

床用于治疗子宫内膜异位症，使之萎缩并吸收。由于其具有很强的促蛋白合成作

用，随着畜牧业规模化、集约化发展，少数生产企业及饲养者、经营者为谋取最

大利润，置国家法律法规于不顾，滥用或非法使用激素等违禁药品。作为同化激

素类添加剂的群勃龙饲养家畜，常常造成群勃龙在动物源性食品中残留超标。当

人们食用了残留超标的动物性食品后，会在人体内蓄积，产生多种不良后果，直

接危害人的健康及生命，因此，本文参考《GB 31658.14-2021》，建立了使用谱

育科技的超高效液相色谱—三重四极杆串联质谱仪测定牛奶中群勃龙类兽药含

量的快速且高灵敏度的检测方法。
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2 实验部分

2.1 标准品、试剂和设备

仪器：ULC 510 超高效液相色谱仪（具体配有二元超高压输液泵、超高压自动进样器（含

冷却功能）、柱温箱）、EXPEC 5210 三重四极杆串联质谱仪。

样品：牛奶

标准品：2种群勃龙类化合物购自上海安谱，于-20℃冰箱保存。试剂：甲醇

(质谱级，安谱)、超纯水。

2.2 液相和质谱条件

LC条件

流动相
水相 A（超纯水）和有机相 B（乙腈），梯

度洗脱

流速 0.3mL/min
色谱柱 Waters BEH C18,2.1* 100mm,1.7μm
柱温 40℃
进样量 3uL
运行时间 8min
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梯度方法

Time（min） A（%） B（%）

0 70 30

3.0 10 90
4.0 10 90
4.1 70 30
8 70 30

MS条件

雾化气流量 1.5 L/min
去溶剂气流量 6.0 L/min
反吹气流量 1.0 L/min
去溶剂气温度 450℃
碰撞气流量 0.50 mL/min
电离模式 ESI+
毛细管高压 4.8kV

监测模式为多反应监测(MRM)，各化合物监测离子对、碰撞电压(CE)等参数见下

图。

2.3样品前处理

样品前处理方法：具体参考《GB 31658.14-2021》。

取适量新鲜牛奶，并使均质，称取均质后的牛奶样品 5g于 50ml具塞离心管，

加入 0.04mol/L乙酸钠溶液 10ml，涡旋混匀，用冰乙酸调节 pH到 4.3~4.8，再加

入β-葡萄糖醛酸酶/芳香基硫酸酯溶液 20μL，于 37℃下震荡酶解 14小时，取出

冷却至室温，加入 5ml乙腈后再加入 10mL叔丁基甲醚，涡旋混匀，震荡 10min，

5000r/min离心 10min，取上层液于另一离心管中，下层液用叔丁基甲醚，10mL

重复提取一次，合并两次上层液，于 50℃水浴氮吹干，加入 80%甲醇水 4mL，

超声 2min，溶解残余物。加入正己烷 5mL，震荡 5min，5000r/min离心 10min，

弃上层正己烷，再加入 5mL正己烷重复上述操作，取下层水相，50℃氮吹至 0.5mL，

加入 10%甲醇水 3mL超声 5min，溶解残余物备用。
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HLB 固相萃取柱依次用甲醇 3ml，水 3ml活化，取上述备用液过柱，依次

用甲醇-2%氨水溶液（5:95）3ml、甲醇-2%氨水溶液（40:60）3ml和水 3ml淋洗，

抽干，收集淋洗液，将淋洗液过丙酮-甲醇（80:20）5ml活化的氨基固相萃取柱，

用丙酮-甲醇（80：20）5ml洗脱，最后收集洗脱液。收集的洗脱液于 50℃水浴

氮吹干，用 80%甲醇溶液 1.0ml溶解残余物，超声 5min，涡旋 1min，过 0.22μm

疏水性滤膜。

3. 结果

3.1 线性和检出限

3.1.1 线性

用甲醇稀释标准品得到一定浓度的 2种群勃龙类化合物的混标，准确量取配

制好的标准溶液体积，使用牛奶空白基质溶液稀释，得到一系列浓度的群勃龙类

化合物的标准溶液 2 ug/kg、5 ug/kg、10 ug/kg、20 ug/kg、50 ug/kg、100 ug/kg、

150ug/kg浓度的标准工作液，按照上述方法进样。以各目标物的定量离子色谱峰

面积（Y），目标物标准溶液的质量浓度(X)为横坐标，权重系数为 1/x，采用外

标法拟合后的标准曲线如下表 1，典型标准曲线图如表 2所示，在对应的线性范

围内，相关系数 r在 0.995以上。

表 1 2种群勃龙类化合物的标准线性参数表

化合物名称 线性范围（ug/kg） 线性方程 相关系数 r
α-群勃龙 1-150 y =2272.2464x + 2793.7502 r = 0.9985
β-群勃龙 1-150 y = 1981.6788x + 775.6044 r = 0.9953

表 2 群勃龙化合物的标准线性图
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3.1.2 检出限

为检验灵敏度和检出限，2种群勃龙类化合物将曲线最低点进样分析，在测

试 1ug/kg标品前先测试空白溶剂证明仪器无干扰，如下图 1所示，标品的MRM

叠加色谱图如图 2所示，配置 2ug/kg 标准溶液进样，进样量 3 uL。两种化合物

S/N截图如下图所示，2种群勃龙类化合物将曲线最低点（1ug/kg）平行进样 3

针， 按照 S/N=10和 S/N=3计算定量限和检出限，如下表 3所示。

图 1空白溶剂MRM叠加色谱图

图 2浓度为 2ug/kg 2种群勃龙类化合物叠加色谱图
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图 3加标浓度为 2ug/kg 2种群勃龙类信噪比截图

表 3 2种群勃龙类化合物检出限和定量限

序号 化合物 信噪比（S/N） 检出限（ug/kg） 定量限（ug/kg）

1 α-群勃龙 39.0 0.15 0.51

2 β-群勃龙 101.4 0.06 0.20

3.3精密度

分别配置 5ug/kg（低浓度）、20ug/kg（中浓度）、100ug/kg（高浓度）不同浓

度对照品，分别连续进样 6次，考察仪器精密度，保留时间和峰面积的重复性，

结果如下图所示，峰面积的 RSD值小于 4.57%，保留时间的 RSD值小于 0.16%，

仪器精密度良好。

5ug/kg重复性：峰面积的 RSD值小于 3.65%，保留时间 RSD值为 0。

图 4 浓度为 5 ug/kg群勃龙化合物的重复性
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20ug/kg重复性：峰面积的 RSD值小于 4.57%，保留时间 RSD值为 0。

图 5 浓度为 20 ug/kg群勃龙化合物的重复性

100ug/kg重复性：峰面积的 RSD值小于 2.99%，保留时间的 RSD值小于 0.16%

图 6浓度为 100ug/kg群勃龙化合物的重复性

3.4 加标回收率测试

选取牛奶空白基质样品，加入一定量的 2种群勃龙类化合物的标准品，参照

2.3步骤将样品进行处理，加标浓度为 30ug/kg，平行 3次试验，考察该浓度下的

回收率，其结果如下图所示，各化合物的回收率处于 60~120%之间。
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图 7浓度为 30ug/kg群勃龙类化合物的回收率

3.5 样品测试

按照 2.3中样品制备方法处理牛奶样品，平行测定 3次，批处理结果如下图

所示，未发现牛奶有群勃龙类化合物残留。

图 8牛奶样品批处理结果图

图 9牛奶样品MRM叠加色谱图
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4结论

牛奶样品经 HLB、氨基固相萃取柱等前处理过程，使用谱育科技三重四极

杆液质联用仪 EXPEC 5210系统对牛奶中 2种群勃龙类化合物进行测定。本文考

察了方法的线性、精密度、灵敏度、回收率和实际样品测试等，结果表明:2种群

勃龙类化合物在检测范围内线性良好，相关系数均在 0.995以上；对不同浓度的

混合标准溶液各平行测定 6次，方法精密度在 5%以内，仪器精密度良好。对于

样品加标前处理后上机分析，加标浓度 30ug/kg时，α-群勃龙回收率为 111.67%，

β-群勃龙回收率为 75.11%，回收率均处于 60%~120%之间，符合标准。α-群勃龙

检出限为 0.15ug/kg，测定下限为 0.51 ug/kg；β-群勃龙检出限为 0.06ug/kg，测定

下限为 0.20 ug/kg；因此使用谱育科技高灵敏、高抗污染能力的 EXPEC 5210系

统，可用于牛奶样品中群勃龙类化合物残留含量进行快速、灵敏、准确的定量检

测。
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