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摘 要: 基于己烯雌酚在酸性介质中对 Ce ( Ⅳ) 和 Rh6G 的化学发光体系的增

敏作用，建立了人血清及动物组织中己烯雌酚的高效液相色谱 /化学发光检测方

法。色谱柱为 Welchrom-C18 柱( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm) ，流动相为甲醇-水
( 75: 25，V /V，pH6. 0) 。己烯雌酚在 1. 0 × 10 －8 ～ 2. 5 × 10 －6g / mL 范围内呈良好

线性，在优化的实验条件下最低检出限为 3. 0 × 10 －9 g /mL。对 5. 0 × 10 －7 g /mL
的己烯雌酚进行 11 次平行测定，其相对标准偏差为 2. 1%。
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己烯雌酚( Diethylstilbestrol，DES) 是一种人工

合成的雌激素类物质，具有酚羟基结构，属于二苯乙

烯类。其药理和治疗作用与天然雌二醇相同，主要

用来治疗雌激素不足和体内激素失调引起的功能性

出血、闭经等疾病。同时 DES 也是一种有效的促蛋

白合成类固醇，可以促进动物增重，增加蛋白质沉积

和减少脂肪沉积。因此在许多国家，被用作生长素

添加于可食用动物的饲料中，以促进动物生长，提

高瘦肉率。然而早在二十世纪七十年代，就有研究

者发现 DES 的使用可诱发阴道癌，并与月经失调、
宫外孕、早产及不育症的发生有关，而长期食用含

DES 残留的动物肉食品，会对食用者的生理带来不

良影响，如致癌，对肝肾的损害，导致儿童发育异常

和体内激素的失调等。我国严格控制 DES 的使用，

国家标准( GB/T5009. 108 － 2003) 中禽畜组织己烯

雌酚残留量的测定方法为高效液相色谱法［1］，其检

出限为 0. 25 mg /kg。
对 DES 残留的检测方法有酶联免疫测定法

( ELISA) ［2］，高 效 液 相 色 谱-质 谱 联 用 法 ( HPLC-
MS) ［3］，气相色谱法( GC) ［4］等。测定己烯雌酚的化

学发光法有较高的灵敏度［5 ～7］，但选择性差，不能直

接用于复杂生物样品中 DES 的检测。本文建立的己

烯雌酚高效液相色谱-化学发光检测法，将人血清及

动物组织样品经简单处理后用高效液相色谱进行分

离，化学发光法柱后检测，解决了化学发光选择性差

的问题。此法较国标法的灵敏度高 40 倍。
1 实验部分

1. 1 仪器和试剂

LC-6A 高效液相色谱仪( Shimadzu，日本) ; 7125
型手动进样阀( 20 μL-loop Contati，CA，美国) ; IFFM-
D 型流动注射化学发光分析仪( 西安瑞迈) 。

硫酸铈 储 备 液 ( 上 海 国 药 集 团 化 学 试 剂 公

司) : 用 3 mol /L 的 H2SO4 配制成 0. 1 mol /L 的硫

酸铈储备液; 罗丹明 6G 储备液( 上海国药集团化

学试剂公司) : 用二次水配制成 5. 0 × 10 －3mol /L 的

储备液; 己烯雌酚( 中国药品生物制品检定所，含

量 99. 9% ) : 用甲醇: 水( 75: 25，V /V，pH 6. 0) 溶液

配制成储备液。试剂均为分析纯，水为二次水，甲

醇为色谱纯。
1. 2 色谱条件

色谱柱: Welchrom-C18柱( 4. 6 mm × 250 mm，

5 μm) ; 流动相: 甲醇 － 水( 75: 25，V /V，pH6. 0) ; 流
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速: 1. 0 mL /min; 柱温: 室温; 进样量: 20 μL。
1. 3 生物样品处理

血清的处理: 取血清 0. 5 mL，加入 0. 5 mL 的

甲醇，用涡漩振荡器振荡 1 min，在超速离心机中离

心 10 min，取上清液进样。动物组织的处理: 将样

品捣碎，准确称取 5 g 浸泡于 10 mL 的甲醇溶液

中，超声半小时后，用匀浆管匀浆半小时，在超速离

心机中离心 10 min，取上清液进样。
1. 4 实验装置

如图 1 所示。

图 1 实验装置示意图

Fig． 1 Schematic diagram of the flow system for the
determination of diethylstilbestrol

a － 流动相; b － 罗丹明 6G; c － 硫酸铈; 1 － 高压泵; 2 －
进样阀; 3 － 色谱柱; 4 － 流通池; 5 － 恒流泵; S － 样品

溶液; PMT － 光电倍增管

1. 5 实验方法

如图 1 所示，打开高效液相色谱仪和化学发光

仪，等基线稳定后，取己烯雌酚标准溶液或生物样

品溶液 20 μL 进样，记录化学发光的发光强度信

号，以相对峰高定量测定。
2 结果与讨论

2. 1 色谱条件的选择

2. 1. 1 流动相 己烯雌酚能溶于甲醇、乙腈和氯仿

中。采用高效液相色谱分离己烯雌酚的流动相有: 甲

醇-磷酸盐缓冲溶液，甲醇-水溶液，乙腈-三乙胺缓冲

溶液，乙腈-磷酸盐缓冲溶液等。经多次试验，选用甲

醇-水作为流动相时化学发光基线比较稳定，而且有

较好的分离度。流动相的流速不同，色谱柱的柱效和

色谱峰的展宽也不同，综合考虑灵敏度和分离度，本

文选用的流动相流速为 1. 0 mL/min。
2. 1. 2 甲醇对化学发光信号的影响 实验发现，

流动相中的甲醇比例由小变大时，发光强度增强，

保留时间变短。综合考虑灵敏度和分离效果，选用

甲醇-水( 75: 25，V /V，pH6. 0) 作为流动相。

2. 2 化学发光反应条件的选择

2. 2. 1 罗丹明 6G 的浓度 在 1. 0 × 10 －5 ～ 1. 0 ×
10 －3mol /L 的浓度范围考察了罗丹明 6G 对化学发

光信号的影响。结果表明，罗丹明的浓度为 1. 2 ×
10 －4mol /L 时，化学发光信号最强。
2. 2. 2 H2SO4 的浓度 对浓度在 0. 5 ～ 4. 0 mol /L
的范围内的 H2SO4 进行了实验，发现在浓度为 3. 0
mol /L 时，化学发光信号最强，超过上述浓度时发

光信号减弱。
2. 2. 3 硫酸铈的浓度 硫酸铈作为氧化剂，其浓

度的大小直接影响化学发光信号的强弱。在 1. 0
× 10 －3 ～ 2. 0 × 10 －2 mol /L 的范围内，发现硫酸铈

浓度在 8. 0 × 10 －3mol /L 时，化学发光强度最大，超

过上述浓度时发光信号减弱。
2. 2. 4 试剂流速 罗丹明 6G 和硫酸铈的流速直

接影响着化学发光信号的强度，流速太慢或太快，

可能会导致检测不到发光信号或信号强度微弱。
经试验发现，流速为 2. 5 mL /min 时，己烯雌酚的发

光信号最强。
2. 3 校准曲线、精密度、检出限

在选定的上述条件下，分别对人血清、鸡肉、猪
肉进行了试验分析，己烯雌酚在 1. 0 × 10 －8 ～ 2. 5
× 10 －6g /mL 范围内与化学发光强度呈良好线性。

其回归方程为 ΔI = 345. 73ρ + 9. 91 ( ΔI: 相对发光

强度，ρ: μg /mL) ，r = 0. 9995; 对 5. 0 × 10 －7 g /mL 的

己烯雌酚进行 11 次平行测定，其相对标准偏差为

2. 1%。根据 IUPAC 建议，计算得出生物样品中己

烯雌酚的最低检出限为 3. 0 × 10 －9g /mL ( 3σ) 。
2. 4 生物样品的色谱分离情况

图 2( a) ～ ( d) 分别为己烯雌酚标准色谱图，

人血清、鸡肉和猪肉的添加标准样品的色谱图。实

验证明，己烯雌酚的保留时间约为 7. 11 min，能与

样品中的杂质峰达到良好的分离。
2. 5 生物样品分析

按照上述 1. 3 中的方法分别处理血清和鸡肉、
猪肉，分别取 20 μL 的上清液进行测定，通过工作

曲线得出生物样品中己烯雌酚的含量。为证明实

验方法的可靠性，以空白动物组织进行了标准加入

回收试验，其结果见表 1。由表 1 看出，方法的回收

率在 89. 6% ～ 105. 0% 之间，每种样品均测 3 次，

相对标准偏差在 2. 1% ～ 3. 4% 之间，均 ＜ 5. 0%，

符合国内外法规的要求。
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图 2 己烯雌酚色谱图

Fig． 2 The chromatograms ofdiethylstilbestrol
a － 己烯雌酚标准液; b － 血清加标溶液; c － 鸡肉加标溶液; d － 猪肉加标溶液; 1 － 己烯雌酚; 2，3，4 －
杂质峰

表 1 样品分析结果

Tab. 1 Analytical results of samples

样品编号 原始量 加入量 测得量 回收率 /% RSD /%

血清 1 ( μg /mL) 0 0. 67 0. 60 89. 6 3. 4
血清 2 ( μg /mL) 0 1. 33 1. 32 99. 2 2. 1
鸡肉 1 ( mg /kg) 0 0. 20 0. 21 105. 0 2. 2
鸡肉 2 ( mg /kg) 0 0. 40 0. 39 97. 5 2. 5
猪肉 1 ( mg /kg) 0 0. 20 0. 18 90. 0 3. 0
猪肉 2 ( mg /kg) 0 0. 40 0. 41 103. 0 2. 8
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diethylstilbestrol，a method for the determination of diethylstilbestrol in human serum and animal tissues by
HPLC separation coupled with chemiluminescence ( CL) detection was described． The separation was carried out
on a Welchrom-C18 column ( 4. 6 mm ×250 mm，5 μm) with mobile phase consisting of methanol-H2O ( 75: 25，

V /V，pH6. 0) ． Under the optimum conditions，the CL intensity has a linear relationship with the concentration of
naproxen in the range of 1. 0 × 10 －8 ～ 2. 5 × 10 －6g /mL with the detection limit of 3. 0 × 10 －9 g /mL ( 3σ) ． The
relative standard deviation for 5. 0 × 10 －7g /mL diethylstilbestrol was 2. 1% ( n = 11) ．
Keywords: High performance liquid chromatography; Chemiluminescence; Diethylstilbestrol
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