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[摘要] 本实验旨在建立基于高效液相色谱-串联质谱法结合 QuEChERS 快速前处理， 对鸡蛋中 9 种糖皮质激
素（GCS）进行快速定量测定的方法。样品经乙腈-水提取后，QuEChERS 法萃取，EMR 柱净化，C18色谱柱分离，电喷

雾离子源（ESI）正离子模式下采用多反应监测（MRM）进行检测，基质匹配外标法定量。 结果表明：9 种糖皮质激素在
0.5 ～ 50 μg/L 浓度内线性关系良好（R2＞0.999），检测限（LOD）为 0.05 ～ 0.08 μg/kg，定量限（LOQ）为 0.15 ～ 0.25 μg/
kg，加标回收率为 80.6% ～ 101.9%，相对标准偏差（RSD）为 2.6% ～ 9.7%（n=6）。 该方法具有准确灵敏、前处理简便快
捷、回收率稳定等优点，可用于大批量样本分析，为风险监测提供参考。
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糖皮质激素（GCS）是一种肾上腺皮质激素，也
是应用最广泛、最有效的抗炎和免疫抑制剂，具有

抗炎、抗过敏、解毒、抗休克和免疫抑制等多种作用

（陈凤燕，2021）。但是，近年来由于片面追求提高饲
料转化率、促进畜禽生长等原因而违规使用和滥用

糖皮质激素的情况（孙灵灵，2023；王俊菊，2021），
导致其在鸡蛋等畜禽产品中残留超标而严重影响

人体健康（王文杰，2023；许琳，2017；代娟，2010）。
液相色谱-串联质谱法作为测定动物源性食

品中痕量兽药残留最常用的重要方法， 具有灵敏

度高、选择性和特异性好的特点（林海依，2023；黄

婷，2022）。 但在已有的动物源性食品中糖皮质激
素的检测方法具有步骤过多、 过程复杂、 操作耗

时、有机溶剂消耗量大、固相萃取小柱易堵塞、提

取种类单一等诸多不足 （李文香，2023； 程晓宏，
2022；刘畅，2019）。 而 QuEChERS 前处理方法具
有操作快速简单、效率高、所用试剂量少、经济环

保、对操作人员影响小、可靠安全等优点（秦立得，

2020）。 因此，本研究基于高效液相色谱-串联质
谱法，结合 QuEChERS 前处理方法，旨在建立一

种鸡蛋中常见的 9种糖皮质激素快速定量检测方
法， 为畜禽产品中快速检测兽药残留分析和风险

监测提供参考。

1 材料与方法
1.1 主要仪器与材料 高效液相色谱三重四级
杆质谱仪 （美国 AB Sciex 公司，Sciex/Exion LC-
QTRAP 6500+型）；全自动智能均质器（北京安信
汇康科技有限公司，AX2000A 系列）； 电子天平

144



中国饲料2026 年第 3 期

（上海诺萱科学仪器有限公司，BSA6202S 型）；高
速冷冻离心机 （日本 HITACHI 公司 ，CR30NX
型）； 多管涡旋振荡器 （北京踏锦科技有限公司，

TARGIN VX-III 型）； 微量振荡器 （德国 IKA 公
司，MS 3 digital 型）；氮吹仪（上海标卓科技仪器
有限公司，TTL-DCII 型）； 全自动纯水机 （美国

Millipore公司，Milli-Q型）；EMR小柱（300 mg/3 mL，
美国 Agilent 公司 ）；ACQUITY UPLC CSH C18 色

谱柱（美国 Waters公司）。
1.2 主要试剂 泼尼松（Prednisone）、泼尼松龙
（Prednisolone）、氢化可的松 （Hydrocortisone）、氟
氢可的松（Fludrocortisone）、甲基泼尼松（Mepred-
nisone）、甲基泼尼松龙（Methylprednisolone）、地塞
米松 （Dexamethasone）、 倍他米松 （Betametha-
sone）、倍氯米松 （Beclomethasone），纯度均大于
98.0%，标准品购于天津阿尔塔科技有限公司；甲

醇（质谱纯，美国 Fisher Chemical 公司）；乙腈（质
谱纯，法国 cleman 公司）；甲酸（色谱纯，上海阿拉
丁试剂有限公司）；硫酸钠、氯化钠（分析纯，国药

集团化学试剂有限公司）。

1.3 标准品的配制
1.3.1 单标标准储备液的配制 分别准确吸取适
量的 100.0 μg/mL 单标母液（泼尼松、泼尼松龙、
氢化可的松、氟氢可的松、甲基泼尼松、甲基泼尼

松龙、地塞米松、倍他米松、倍氯米松）于 9个 10 mL
容量瓶中 ， 依次用甲醇准确稀释定容配制成

10.0 μg/mL单标标准储备液。
1.3.2 混合标准储备液的配制 分别准确吸取适
量已配制好的单标储备液于 10 mL 容量瓶中，

用乙腈水 （20:80，V/V） 溶液准确稀释配制成

1.0 μg/mL混合标准储备液。
1.3.3 基质混合标准工作溶液配制 取不含 9种
糖皮质激素药物鸡蛋组织样品， 按前处理方法制

得空白基质溶液， 准确吸取适量的混合标准储备

液， 再用空白基质稀释得 0.5、1、5、10、50 μg/L 不
同浓度的标准工作液。

1.4 前处理
1.4.1 样品的制备 取供试鸡蛋样品均质， 作为
供试样品；取空白鸡蛋样品均质，作为空白样品。

供试鸡蛋购置于市场，待分析。

1.4.2 样品前处理 称取 5 g（精确至±0.01 g）待
测样品于 50 mL具塞离心管中。 加入 10 mL乙腈
水（80:20，V/V），涡旋振荡 5 min。 加入 4 g Na2SO4

和 1 g NaCl， 涡旋混匀 1 min 后，8000 r/min 离心
10 min。 取上清液 4 mL过 EMR小柱，重力自流，
收集全部洗脱液，于 40 ℃下氮气吹至近干，加入
乙腈-水（20:80，V/V）定容至 0.50 mL。 过 0.22 μm
滤膜，待 LC-MS/MS测定。
1.5 仪器条件
1.5.1 高效液相色谱条件 色谱柱 ：ACQUITY
UPLC CSH C18柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）；流动

相：0.1%甲酸水溶液（A）和 0.1%甲酸乙腈（B）；流
速：0.25 mL/min；柱温：30 ℃；进样体积：10 μL；梯
度洗脱程序：0 ～ 2 min，25% ～ 26%B；2 ～ 4 min，
26% ～ 28%B；4 ～ 6 min，28% ～ 30%B；6 ～ 9 min，
30%B；9 ～ 12 min，30% ～ 50%B；12 ～ 12.5 min，
50% ～ 25%B；12.5 ～ 15 min，25%B。
1.5.2 质谱条件 电喷雾正离子源模式 （ESI+）；
多重反应监测（MRM）模式采集；碰撞气（CAD）：
Medium；气帘气（CUR）：35 psi；离子化电压（IS）：
5500 V；温度（TEM）：500 ℃；雾化气 （GS1）：50
psi；辅助气（GS2）：50 psi；碰撞室入口电压（EP）：
10 V；碰撞室出口电压（CXP）：12 V；其他质谱参
数见表 1。
2 结果与讨论
2.1 QuEChERS前处理优化
2.1.1 提取溶剂 实验比较了甲醇、乙腈、甲醇-
水和乙腈-水等不同提取溶剂的提取效果， 结果
发现乙腈-水组合是最佳的提取溶剂。 一是乙腈
对大多数兽药残留提取效果较好； 二是与其他有

机溶剂相比， 通过盐析能较容易实现有机相与水

相的分离； 三是乙腈能够较好地使蛋白质凝聚变

性从而沉降蛋白；四是用乙腈提取样品时，提取液

基质效应较低。 实验比较了在 3 μg/kg 添加水平
下9 种糖皮质激素的回收率， 分别用 100%乙腈、
90%乙腈-水、80%乙腈-水提取， 依次用 10%乙
腈-水、20%乙腈-水、30%乙腈-水定容。由表 2可
知，使用 80%乙腈-水溶剂时提取效果最佳；在此
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注：* 定量离子对。

表 1 9种糖皮质激素类药物的主要质谱参数

1 泼尼松 359.2 341.1*，147.1 55，55 17，38

4 甲基泼尼松龙 375.3 357.3*，339.2 66，66 16，16

2 泼尼松龙 361.2 343.2*，147.2 80，80 16，34

3 甲基泼尼松 373.2 337.1*，309.1 60，60 20，18

5 氢化可的松 363.3 121.1*，327.2 70，70 33，23

6 氟氢可的松 381.2 239.0*，325.0 80，80 35，31

7 地塞米松 393.3 355.1*，147.1 55，55 19，30

8 倍他米松 393.3 355.1*，147.1 55，55 19，30

9 倍氯米松 409.2 391.2*，279.3 55，55 17，29

母离子 子离子
序号 化合物名称

质荷比/（m/z）
去簇电压/V 碰撞能/V

%
表 2 不同比例乙腈（%）-水提取和定容条件下的回收率

化合物名称

泼尼松

100-10
77.1

100-20
81.5 76.3

90-10 90-20
68.9 87.7

乙腈（%）-水比例

91.4
80-10 80-20 80-30
94.4 99.1 99.4

泼尼松龙 70.9 88.2 71.6 62.2 86.5 77.2 89.7 99.5 98.6
甲基泼尼松 68.9 81.8 76.3 67.2 83.5 90.1 89.1 102.7 99.5
甲基泼尼松龙 57.9 66.5 67.7 60.6 80.7 76.3 86.6 92.3 94.8
氢化可的松 69.7 79.8 74.8 63.5 85.2 83.6 84.5 97.1 92.3
氟氢可的松 67.7 80.5 76.2 63.8 84.3 84.1 80.9 101.1 96.8
地塞米松 66.6 83.6 67.1 63.7 86.1 83.6 82.4 97.5 96.9

100-30 90-30

倍他米松 61.3 73.4 76.9 59.2 72.5 82.2 84.8 100.6 97.4
倍氯米松 55.1 66.3 83.6 52.4 77.3 97.1 75.3 97.9 96.8

条件下，使用 20%-水和 30%乙腈-水作为定容溶
剂时回收率无显著差异，为减少有机试剂使用量，

从而选择 20%乙腈-水作为定容的溶剂。
2.1.2 萃取盐包 QuEChERS法提取样品时，通常
在提取时加入盐，通过盐析作用降低目标物残留在

水相中的溶解度， 从而增大有机相中目标物含量，

促进水相和有机相的分离，并减少有机相中水的含

量。 实验比较了在 3 μg/kg添加水平下 9种糖皮质

激素在不同比例的无水 Na2SO4-NaCl 为主要成分
的萃取盐包条件下的回收率。 由表 3可知，使用 4 g
无水 Na2SO4和 1 g NaCl混合萃取盐包效果较好。
2.1.3 萃取小柱 实验比较了 3 μg/kg 浓度的
9 种糖皮质激素基质标准溶液通过相同规格的
三种萃取柱 HLB、EMR 和 C18， 根据表 4 的回收
率可知，使用 EMR 的操作步骤简单，回收率效

果最好。

%
表 3 不同比例无水 Na2SO4-NaCl（g）萃取盐包条件下的回收率

化合物名称

泼尼松

3-0.5
81.0

3-1
82.5 79.2

4-0.5 4-1
91.7 96.3

无水 Na2SO4-NaCl（g）萃取盐包比例

94.6
5-0.5 5-1 5-1.5
78.7 88.5 81.8

泼尼松龙 80.8 83.1 81.5 87.0 97.2 92.9 82.9 87.6 77.6
甲基泼尼松 78.9 84.8 77.3 87.9 97.0 92.1 77.2 86.2 80.3
甲基泼尼松龙 77.8 76.5 77.6 85.5 95.0 88.0 80.0 84.2 79.5
氢化可的松 79.6 79.7 79.8 82.5 96.8 92.1 83.6 87.9 82.8
氟氢可的松 77.6 80.4 81.2 81.8 102.3 95.4 83.8 86.0 83.7
地塞米松 76.6 81.6 77.1 80.2 97.0 90.4 83.1 88.3 80.5

3-1.5 4-1.5

倍他米松 71.2 77.4 76.2 82.7 101.7 92.9 79.4 82.3 80.0
倍氯米松 75.1 76.3 81.6 75.2 93.6 88.2 72.0 82.6 77.3
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图 1 9种糖皮质激素定量离子色谱图

%表 4 不同萃取柱净化效果的回收率

泼尼松

倍氯米松 89.5

93.7 98.8

93.9

87.7

84.3

泼尼松龙 94.2 97.6 88.4

甲基泼尼松 91.9 98.1 89.1

甲基泼尼松龙 89.7 101.5 87.8

氢化可的松 90.2 95.8 86.6

氟氢可的松 90.1 97.7 88.2

地塞米松 91.4 96.2 85.8

倍他米松 93.3 99.1 86.1

HLB EMR C18

化合物名称
萃取柱名称

2.2 基质效应 空白样品经相同的前处理后用
乙腈水（20:80，V/V）溶解，分别稀释标准工作液

（1 mg/L），配制标准曲线。经评价，在鸡蛋基质中
9种糖皮质激素基质效应因子 （MF） 值在 0.838 ～
1.096，无明显基质效应，说明经过 EMR 净化小

柱后能够得到较好的净化效果， 避免基质效应

的出现。

2.3 液相色谱与质谱条件的优化 实验研究比
较了水、0.1%甲酸-水、 乙腈、0.1%甲酸-乙腈四
种不同情况的有机相， 以不同流动相组合时待

测目标物的色谱峰形和灵敏度进行比较。 结果

表明，以0.1%甲酸-水和 0.1%甲酸-乙腈为流动
相时，9 种糖皮质激素的色谱峰形较好并且灵敏
度较高。

实验研究比较了柱温为 25、30、35、40 ℃条件
下目标待测物的色谱峰的分离情况。结果表明，柱

温为 30 ℃时，9种糖皮质激素的分离度较好。
在正离子 MRM 模式下优化去簇电压和碰撞

能量获得最佳仪器条件后的 9种糖皮质激素标准
溶液（0.2 μg/L）定量离子色谱图如图 1所示。

147



中国饲料 2026 年第 3 期

表 5 鸡蛋基质中 9种糖皮质激素的
线性、检出限和定量限

泼尼松龙 Y=36484X+51.42356 0.99946 0.08 0.25

甲基泼尼松 Y=105000X+22.66440 0.99912 0.05 0.15

甲基泼尼松龙 Y=454814X+20.87053 0.99958 0.08 0.25

泼尼松 Y=122322X+182.13305 0.99912 0.07 0.20

化合物名称 线性关系 R2 检出限/（μg/kg） 定量限/（μg/kg）

氢化可的松 Y=56936.7X+6.20709 0.99910 0.05 0.15

氟氢可的松 Y=37123.7X+191.55310 0.99900 0.08 0.25

地塞米松 Y=14646.64013X+195.87162 0.99944 0.07 0.20

倍他米松 Y=14652.67099X+156.41875 0.99950 0.05 0.15

倍氯米松 Y=46180.9X+36.30681 0.99904 0.07 0.20

%

化合物名称
平均回收率

1.50 μg/kg

平均回收率 RSD

甲基泼尼松 86.3 97.8 2.6

泼尼松 83.0 96.9 4.2

泼尼松龙 85.7 99.3 3.3

甲基泼尼松龙 90.6 101.9 3.9

倍氯米松 80.6 95.1 5.4

氢化可的松 88.7 100.7 4.2

氟氢可的松 87.2 97.2 4.2

地塞米松 85.3 99.4 5.3

倍他米松 88.5 100.1 4.5

RSD

0.15 μg/kg

6.9

7.6

8.0

6.8

9.7

4.7

5.1

8.9

6.6

0.30 μg/kg

平均回收率 RSD

88.2 5.1

93.2 5.0

91.3 6.2

94.0 5.7

93.5 4.1

92.3 4.4

91.2 7.9

93.2 5.1

87.2 6.7

表 6 鸡蛋中 9种糖皮质激素的添加回收率和精密度（n=6）

2.4 标准曲线及检出限、 定量限 采用基质匹
配标准曲线，外标法定量。 在优化后的色谱、质

谱条件下，9 种糖皮质激素在 0.5 ～ 50 μg/L 浓
度内线性关系良好。 由表 5 可知，标准曲线相关
系数均大于 0.999；9 种糖皮质激素在鸡蛋中的
检出限为 0.05 ～ 0.08 μg/kg， 定量限为 0.15 ～
0.25 μg/kg。

2.5 加标回收率和精密度 由于在 GB31650-
2019 中尚没有规定 9 种糖皮质激素在鸡蛋中的
最大残留限量（MRL），因此本研究分别在空白鸡
蛋中配制定量限 （0.15 μg/kg）、2 倍定量限 （0.3
μg/kg）和 10 倍定量限（1.5 μg/kg）三种浓度进行
加标回收实验，平行测定 6 次，结果如表 6 所示。
由表 6可知， 在鸡蛋基质中 9种糖皮质激素的平
均回收率为 80.6% ～ 101.9%，相对标准偏差（RS-
Ds）为 2.6% ～ 9.7%。

2.6 实际样品分析 在不同的北京市农贸市场
中随机选取 20份市售鸡蛋样品进行测定，在其中
的 3 份鸡蛋中检出含有氢化可的松， 其含量在

0.57 ～ 3.39 μg/kg，其余样品未检出。
3 结论
本实验研究建立了一种在鸡蛋基质中

QuEChERS 萃取-液相色谱-串联质谱法测定 9种
糖皮质激素的方法，基质匹配外标法定量，具有简

便快捷、灵敏度高、回收率高等优点，可为鸡蛋等

畜禽产品质量安全工作中的大批量样本的风险监

测提供参考。
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[Abstract] A high performance liquid chromatography -tandem mass spectrometry （HPLC -MS/MS）
method based on the combination of QuEChERS rapid pretreatment was established for the rapid quantitative
determination of nine glucocorticoids in eggs. The samples were extracted with acetonitrile-water，extracted by
QuEChERS，cleaned-up on an EMR column，separated on a C18 column，and detected by multiple reaction
monitoring （MRM） in the positive ion mode of an electrospray ionization source （ESI），and quantified by
matrix-matched external standard method. The nine glucocorticoids showed good linearity in the concentration
range of 0.5 ~ 50 μg/L （R2＞0.999），with the limits of detection （LOD） of 0.05 ~ 0.08 μg/kg，the limits of
quantification （LOQ） of 0.15 ~ 0.25 μg/kg，and the recoveries of the spiked glucocorticoids ranged from
80.6% to 101.9%，and the relative standard deviations （RSDs） were from 2.6% to 9.7%（n=6）. The method
had the advantages of accuracy and sensitivity，simple and fast pretreatment，and stable recovery，which could
be used for the analysis of large-volume samples and provide reference for risk monitoring.
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