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技术规范-的方法"采用甲醇作为对照品的稀释液
以及样品提取液"会使其色谱峰变形"影响定量)
经改进后"采用 )’+甲醇作为对照品的稀释液及
样品提取液"峰形对称尖锐&优化流动相条件及检
测波长后"经方法学论证"该方法简便可行"定量
准确)
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实验技术与方法
固相萃取,高效液相色谱,串联质谱法测定食品中 !,受体激动剂
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摘#要!目的#建立可靠的预处理方法!应用于高效液相色谱,串联质谱#U‘M.,1]71]$法检测猪肉%猪肝中 !,受

体激动剂" 方法#动物组织经过 !,葡萄糖苷酸酶7芳基硫酸酯酶酶解!酶解液用固相萃取柱净化!采用 P@HGSEK>U

.!4柱#"*! ??j!’’ ??!!*5 !?$!梯度洗脱进行 U‘M.,1]71] 检测!试验中对固相萃取条件进行优化" 结果#两

种 !,受体激动剂在 ’*) -!’*’ !T7M范围内响应值与浓度呈良好线性关系!相关系数均大于 ’*666!采用 1.0和

].0两种固相萃取柱净化样品!加标回收率分别为 4!*%+ -!"!*’+和 65*’+ -!!$*%+" 沙丁胺醇和莱克多巴胺

的检出限分别为 ’*!$%’*!% !T7̂T!在不同基质浓度下的相对标准偏差 #D.:$分别为 )*6+ -!(*"+和 (*%+ -

"’*"+" 结论#采用优化后的固相萃取方法通过 U‘M.,1]71] 检测!精密度和回收率较为理想!可用于动物源性

食品中 !,受体激动剂残留的检测"
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##!2受体激动剂# !,@TRFAEHE$作为一类临床使用
的平喘性药物"在医学或兽医学临床上主要用于
扩张支气管和增加肺通气量"可治疗支气管哮喘*

阻塞性肺炎*平滑肌痉挛和休克等病症 ’!( ) 在生
物体内 !,受体激动剂具有3再分配效应4 "可使营
养组分由脂肪组织向肌肉组织转移"能直接导致
体内的脂肪分解代谢增强*蛋白质合成增加*明显
提高酮体瘦肉率*提高饲料转化率"使得用药个体
增重"因而常被一些动物饲养者使用) 由于 !,受
体激动剂在动物体内有较长的残留时间"并且在
短期内有较大残留量"可致食用者发生肌肉震颤*
行走不稳*心律失常*恶心*晕眩等中毒症状"尤其
对特殊人群"如孕妇*老人*体质虚弱者等的影响
更加严重"因此各国在动物饲养过程中都严禁使
用 !,受体激动剂) 本研究目标物主要以莱克多巴
胺和沙丁胺醇两种最常见的非法添加 !,受体激动
剂为代表)

目前"国内外报道的动物源性食品中 !,受体
激动剂残留的检测方法主要有高效液相色谱
#U‘M.$法 ’",$( *酶联免疫分析 #>ML]3$ ’%( *气相色
谱,质谱#N.,1]$法 ’),(( *高效液相色谱,串联质谱
#U‘M.,1]71]$法 ’5,4(等) 高效液相色谱,串联质
谱法因具有抗干扰能力好*灵敏度高*确证能力强
等优点"已成为 !,受体激动剂主要的检测和确证
方法) !,受体激动剂检测中常用的样品预处理技
术主要有液液萃取 #MM>$ *固相萃取 # ]‘>$ *免疫
亲和色谱 #L3.$以及凝胶渗透色谱 #N‘.$等方
法 ’6( ) 固相萃取# ]‘>$是当前复杂基质中痕量残
留检测最为常用的一种样品预处理净化技术"由
于其具有操作快速简单*消耗有机溶剂少*样品回
收率高*易于自动化等优点"目前被广泛应用于食
品等复杂基体前处理中) 本试验在 NK7/"""4(!
"’’4,动物源性食品中多种 !,受体激动剂残留量
的测定 液相色谱串联质谱法- ’!’(和 ]O7/!6"%!

"’!!,进出口动物源食品中克伦特罗*莱克多巴
胺*沙丁胺醇和特布他林残留量的测定 液相色谱,

质谱7质谱法- ’!!(两种方法的基础上"通过对预处
理方法的优化"采用固相萃取净化对动物源性食
品中残留的 !,受体激动剂进行高效液相色谱,串联
质谱#U‘M.,1]71]$进行研究"建立适用于常规
检测的预处理方法)

!#材料与方法
!*!#材料
!*!*!#样品来源

本试验检测的样品购自昆明市各菜市及超市)
!*!*"#主要仪器与试剂

V/23‘%)’’ 质谱分析仪 #美国 3K].L>0$*
JBHA1@HG$’’’ 高效液相色谱仪 #美国 /;GS?R$*N0,
"5% 固相萃取自动净化系统 #法国 NABERF$*高速冷
冻离心机*均质器*震荡器*cU仪*氮吹仪等)

!,葡萄糖苷酸酶7芳基硫酸酯酶 #德国 1GS9̂
=N@3"!*’%!!%*’’’" $&M@CVJA9̂ 1.0’(’$ 固相萃
取柱 # (’ ?T7$ ?B$*3TGB@].’(’$ 固相萃取柱
#(’ ?T7$ ?B$均购自青岛普瑞邦生物工程有限公
司& 莱 克 多 巴 胺 标 准 品 # ]K’),"’","’’4&
!’’ !T7?B$* 沙 丁 胺 醇 标 准 品 # ]K’),"’!,"’’4&
!’’ !T7?B$均购自农业部环境保护科研检测所&内
标物%_$,莱克多巴胺*_$,沙丁胺醇均购自加拿大
._O"纯度大于 66*’+&乙腈*乙酸乙酯均为色谱
纯&浓氨水*浓盐酸*乙酸铵*乙酸钠*冰乙酸等试剂
均为分析纯&去离子水用纯水处理终端机制得)

乙酸钠,醋酸缓冲液#’*" ?RB7M$%称取 !$*( T

乙酸钠"用 )’’ ?B水溶解之后用乙酸调节cUl)*")
)+氨化乙酸乙酯%吸取 )’ ?B浓氨水"用乙酸乙酯
定容至 ! ’’’ ?B混匀"现配现用) 固相萃取淋洗液%

吸取 $*$ ?B浓盐酸与 ! ’’’ ?B纯水混合配成浓度
为 %’ ??RB7M的盐酸溶液作为淋洗液) 流动相乙酸
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铵溶 液 # ) ??RB7M$% 称 取 ’*$6 T乙 酸 铵" 用
! ’’’ ?B水溶解"过膜后待用)
!*"#方法
!*"*!#标准溶液的配制

!,受体激动剂混合标准溶液#!’’*’ !T7M$%沙
丁胺醇和莱克多巴胺标准品各取 !’’ !B加入!’’ ?B

容量瓶中用甲醇定容至刻度)
_$,沙丁胺醇*_$,莱克多巴胺#)’ !T7?M$内标

液%_$,沙丁胺醇*_$,莱克多巴胺各称取 ) ?T#精确
到 ’*! ?T$"分别加入 ! ?B甲醇溶解"吸取 !’’ !B"

用甲醇定容至 !’ ?B)
!,受体激动剂内标混合液 # "’’ !T7M$%吸取

_$,沙丁胺醇内标液*_$,莱克多巴胺内标液各 ! ?B"

用甲醇定容至 ")’ ?B)
!*"*"#样品的制备和保存

"’’ T样品均质后"取 ) T#精确到 ’*’! T$于具
塞试管中"贴上标签"将剩余样品放在 g!4 h冰箱
冻藏)
!*"*$#酶解

在样品中加入 %’ !B!,受体激动剂内标混合液
静置 !’ ?AF"加入 !) ?B乙酸钠,醋酸缓冲溶液"振荡
"’ E" 加 入 !’’ !B!,葡 萄 糖 苷 酸 酶7芳 基 硫 酸
酯酶液"在 $5 h水浴中水解 !( ; 后取出冷却"
6 ’’’ S7?AF 离心 !’ ?AF" 分 出 上 层 溶 液" 用
$*’ ?RB7M盐酸溶液将 cU值调节至 # "*’ v’*! $"
6 ’’’ S7?AF 离心 !’ ?AF"分出上清液待净化)
!*"*%#净化

依次用 ) ?B水*) ?B甲醇*) ?B水*) ?B盐酸溶
液#%’ ??RB7M$活化平衡 1.0及 ].0固相萃取柱"
然后取 ) ?B上述上清液至柱内"待样品过柱后"用
) ?B水*) ?B甲醇淋洗除杂"真空抽干柱内液体后
加入 !’ ?B)+氨化乙酸乙酯洗脱收集于 !’ ?B具塞
试管内"在 )’ h水浴中氮气吹干) 先加入 ’*! ?B

甲醇超声溶解残留物"再加入 ’*6 ?B甲醇混匀"过
’*"" !?滤膜后待 U‘M.,1]71] 分析)
!*"*)#仪器条件

液相色谱条件%色谱柱为 P@HGSEK>U .!4 柱
#"*! ??j!’’ ??" !*5 !?$&柱温 %’ h&流速
’*" ?B7?AF&进样体积 ) !B&流动相 3为乙酸铵溶
液"K为甲醇&梯度洗脱程序%’ -’*) ?AF")+K&
’*) -"*’ ?AF")’+K&"*’ -$*’ ?AF"6)+K&$*’ -
)*) ?AF"6)+K&)*) -(*’ ?AF")+K&(*’ -4*’ ?AF"
)+K)

质谱条件%电喷雾离子源 #>]L$&毛细管电压
’*) ^i&离子源温度 !)’ h&脱溶剂温度 %’’ h&莱
克多巴胺*沙丁胺醇*_$,莱克多巴胺*_$,沙丁胺醇

均为正离子扫描&多反应监测#121$&雾化气*气帘
气*碰撞气由氮气发生器产生"调节各气体流量以
使质谱灵敏度达到检测要求&锥孔电压*碰撞能量
等电压值优化至最优灵敏度&定性离子对*定量离
子对*锥孔电压及碰撞能量见表 !)

表 !#各化合物质谱参数
/@CBG!#1] c@S@?GHGSE:RS@F@B[HGE

名称
母离子
7#ERS$

子离子
7#ERS$

锥孔电压
7i

碰撞能量
7Gi

莱克多巴胺 $’"*! !(%*!( 7"4%*! )6 7(" "! 7!(

沙丁胺醇 "%’*’ !%4*’( 7"""*’ %( 7%( "% 7!$

_$,莱克多巴胺 $’)*’ !(5*’( 7"45*’ (’ 7(’ "! 7!(

_$,沙丁胺醇 "%$*! !)!*!( 7"")*" )$ 7)) "% 7!)

注%(表示定量离子)

"#结果与分析
"*!#样品提取的优化

该 方 法 与 NK7/ """4(!"’’4 ’!’( 和 ]O7/
!6"%!"’!! ’!!(的预处理方法比较"提取样品时减少
了有机溶剂的使用"节约了成本"减少了工作量)
高氯酸具有较强腐蚀性"为了降低操作风险"确保
试验人员安全"本试验在调节 cU值时使用盐酸代
替高氯酸)
"*"#净化方法的选择

本方法所检测的样品为牛*羊*猪的肌肉组织
和肝脏"样品基质较为复杂"在现有的实验室条件
下"选择采用固相萃取净化样品"能有效将分析物
与干扰组分分离"减少样品预处理过程"具有理想
的回 收 率" 两 种 !,受 体 激 动 剂 平 均 回 收 率
为 !’)*"+)

固相萃取的操作既可以手工进行"也可以使用
仪器自动化完成) 手工固相萃取难以精确控制流
速"容易导致液体流干"造成回收率不稳定) 操作
时必须精神高度集中"尤其是柱预处理#活化$时要
特别注意) 本试验采用固相萃取自动净化系统"解
决了手工过柱步骤繁琐*耗费时间*效率不高以及
较难精确控制流速等问题)
"*$#固相萃取柱的选择

在确定回收率试验时"同时比较了不同厂家生
产的阳离子交换树脂柱#1.0和 ].0$"结果表明两
种固相萃取柱都具有较高的回收率"净化效果无明
显差别"均可适用于该方法净化样品"结果见表 ")
但在价格上有较大差距"1.0柱与 ].0柱价格分
别为 ! "’’ 和 4’’ 元"].0柱性价比更高)
"*%#过柱 cU值的选择

]U3e等 ’!"(研究了 !( 种 !,受体激动剂中绝大
多数物质过柱的酸碱度"确定了最佳过柱酸性条件
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####表 "#两种固相萃取柱的回收率#+$

/@CBG"#2G9RaGS[S@HGR:]‘>
名称 莱克多巴胺 沙丁胺醇
1.0固相萃取柱 4!*% -!"!*’ !’(*( -!!)*4
].0固相萃取柱 !’!*’ -!’!*( 65*’ -!!$*%

的 cU值为 %) 本试验过柱前将样品 cU值调节至
"*’ 左右"回收率在 4!*%+以上"较为理想) 且
cUl" 时"溶液中有些溶解的杂质被析出"更有利于
净化"也可以保证上样前小柱上的酸性环境"从而
保证目标物能够更好地吸附在小柱上)
"*)#浓缩

氮吹是样品预处理中常见的浓缩技术"由于人
为控制气压"气压过大就会将洗脱液吹溅出试管"
造成样品中的物质损失或被污染"影响检测结果)
经过重复测验"气压控制在 ’*! 1‘@较为理想) 采
用旋转蒸发仪和 _S[i@c 定量浓缩仪能更好的控制
浓缩时的飞溅损失问题"但由于设备价格昂贵"有
条件的实验室可采用)
"*(#标准曲线与检出限

分别吸取 !’’ !T7M!,受体激动剂混合标准溶
液 )*!’*"’*)’*!’’ !B"加入 "’’ !T7M!,受体激动
剂内标混合溶液 %’ !B"用甲醇定容至 !*’ ?B"制备
成质量浓度分别为 ’*)*!*’*"*’*)*’*!’*’ FT7?B
的标准系列溶液#含 4 FT7?B的内标溶液$"分别注
入高效液相色谱,串联质谱联用仪"按前述仪器条件
进行测定"同时采用空白样品中添加目标化合物的

方法"$ 倍信噪比确定 " 种 !,受体激动剂在取样量
为 )*’’ T时的检出限在 ’*!$ -’*!% !T7̂T"!’ 倍信
噪比确定定量限为 ’*%$ -’*%) !T7̂T"在 ’*)’ -
!*’’ FT7?B范围内响应值#"$与浓度#+$的线性关
系良好"相关系数##$均大于 ’*666"见表 $)

表 $#两种 !,受体激动剂标准物质的回归方程*相关系数*

检出限与定量限
/@CBG$#MAFG@SS@FTGE" SGTSGEEARF GXJ@HARFE" 9RSSGB@HARF

9RG::A9AGFHE##$"BA?AHER:!,@TRFAEHE

标准物质 回归方程
相关系
数 #

检出限
7#!T7̂T$

定量限
7#!T7̂T$

莱克多巴胺 "l’*6%$!+p’*’!!( ’*666 ! ’*!$ ’*%$

沙丁胺醇 "l’*4)6%+p’*’’4$ ’*666 ) ’*!% ’*%)

"*5#不同基质回收率与精密度
分 $ 组各取 ( 份猪肝和 ( 份猪肉空白样品"各

加入 !’*"’*)’ !B!,受体激动剂混合标准溶液"加标
水平即为 ’*"*’*%*!*’ !T7̂T"再加入 %’ !B内标混
合液#"’’ !T7M$"按本方法处理后测定回收率和相
对标准偏差#D.:$"结果见表 %) 该结果说明在上
述试验条件和规范的试验操作下"该预处理方法的
回收率和精密度均较好"满足 NK7/"5%’%!"’’4
,实验室质量控制规范 食品理化检测- ’!$(回收率在
(’+ -!"’+*精密度 $’+以内的要求"本方法适用
于猪肝和猪肉中 !,受体激动剂的定量分析"沙丁胺
醇*莱克多巴胺标准 121色谱图和样品加标 121
色谱图见图 !)

表 %#猪肉与猪肝样品的加标回收率和精密度#- l("+$

/@CBG%#3aGS@TGSG9RaGSAGE@F\ D.:ER:!,@TRFAEHEAF cRŜ @F\ cATBAaGS

!,受体激动剂 样品
’*" !T7̂T ’*% !T7̂T !*’ !T7̂T

平均加标回收率 D.: 平均加标回收率 D.: 平均加标回收率 D.:

莱克多巴胺

沙丁胺醇

猪肝 5’*! "’*" 46*% !!*" 65*5 !%*$

猪肉 44*" !"*! 54*( 4*( !’"*( (*%

猪肝 (6*4 !)*( 44*" 4*( !’$*4 (*%

猪肉 5!*" !(*" 6!*% 5*) !’"*% )*6

$#小结
本研究建立了同时测定猪肉*猪肝中 !,受体激

动剂残留的预处理方法"样品经乙酸钠,醋酸缓冲液
提取"1.0# ].0$小柱固相萃取"基质净化效果较
好"经 U‘M.,1]71] 测定后"回收率和精密度较为
理想"可用于动物源性食品中 !,受体激动剂残留的
检测)
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