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摘要 }建立了饲料中盐酸克仑特罗气谱2质谱联用检测方法 o试样中的盐酸克仑特罗经提取 !净化 !衍生化 o采用

�≤2 � ≥方法测定 o外标法定量 ∀研究表明 o盐酸克仑特罗的线性范围为 s qsx ∗ ts°ªr ®ªo方法回收率为 {w qs h ∗

tss qt h o最小检出限为 s qst °ªr ®ª∀
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  盐酸克仑特罗k¦̄̈ ±¥∏·̈µ²̄ «¼§µ²¦«̄²µ¬§̈ l是一

种 Βu 肾上腺素受体激动药 o临床上用于治疗人的支

气管哮喘 ous世纪 ys年代初 o发现它能促进动物生

长 ous世纪 zs年代美国将之引入畜禽生产 o确实起

到了促进肌肉生长 o减少胴体脂肪 o改善生产性能的

效果 o于是它便风行一时 o成为世界上应用最广的 Β2

激动素≈t  ∀但人们很快就发现 o这种人工合成的化

学物质在具有很好的口服活性的同时 o也有极强的

热稳定性和生化稳定性 o动物食用后 o能在内脏和组

织中形成蓄积性残留 o人食用了含有这些药物残留

的动物组织后 o会引起心悸 !心痛 !手震 o对心脏病人

危害更大≈u  ∀世界上欧盟等国家已严禁使用 o我国

农业部也于 t||z 年 v 月发布≈农牧发kt||zl v 号

文郑重禁止使用 Β2激动素 ∀然而 o滥用行为却屡禁

不止 o以至酿成 t||{ 年 x 月香港 Β2激动素事件 o造

成了巨大经济损失和极坏的政治影响 o因此 o尽早制

定饲料中违禁 Β2激动素的检测方法 o配合国家法令

法规严惩这些行为 o不仅是保障国民健康的当务之

急 o而且是我国加入 • × � !维护国家声誉和扩大对

外贸易的当务之急 ∀

国外不少国家制定了监测动物组织 !血液 !饲料

和尿中盐酸克仑特罗和其他 Β2激动素残留量的方

法 ∀目前应用最广的筛选方法有酶联免疫k∞��≥�l

法≈v  !放射免疫k� ��l法和高效液相色谱k �°�≤l

法≈w  o确证法则只有气谱2质谱联用k�≤2 � ≥l法≈x ∗ | 

和液谱2质谱联用k�°�≤2 � ≥l≈ts  ∀本方法采用气2

质联用法 o在气谱定性的基础上 o从结构上得到化合

物特征碎片离子质谱棒状图 o避免了/ 假阳性0结果

而引起的误判和纠纷 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

以下试剂除特别注明者外均为分析纯 o水为蒸

馏水 ∀

1 q1 q1  提取液  s qx h 偏磷酸溶液 ktw qu|ª偏磷

酸溶解于水 o并稀释至 t�l ¬甲醇 � {s ¬us ∀u°²̄r
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�氢氧化钠溶液 ∀

1 q1 q2  溶剂  乙醚 o甲醇 o甲苯 ∀

1 q1 q3  无水硫酸钠 ∀

1 q1 q4  固相萃取 k≥°∞l用试剂  vs°ªr°̄ �¤¶¬¶

���固相萃取小柱k • ¤·̈µ¶公司提供l或同等效果

净化柱 ∀

1 q1 q5  盐酸克仑特罗标准溶液  贮备液 }ussΛªr

°̄ ots qss°ª盐酸克仑特罗溶于甲醇并定容至

xs °̄ ~工作液 }u qssΛªr°̄ o用微量移液器移取贮备

液 xssΛ̄ 以甲醇稀释至 xs °̄ ~标准系列 }用微量移液

器移取工作液 ux !xs !tss !xss !t sssΛ̄ o以甲醇稀释

至 u °̄ o该标准系列的相应浓度为 }s qsux !s qsxs !

s qtss !s qxss !t qssΛªr°̄ ∀

1 q1 q6  衍生剂  �o�2双三甲基甲硅烷三氟乙酰胺

k�≥×ƒ�l ∀

1 q1 q7  仪器 !设备  超声水浴 ~离心机 ow sssµr

°¬±~电热块或沙浴 }可控制温度至 xs ∗ zs ε ? x ε ~

烘箱 }温度可控制在 zs ε ? x ε ~气相色谱2质谱联

用仪 }ƒ¬¶¬²± � ⁄2{ss �≤2 � ≥ �¤¶¶̄¤¥工作站 ∀

1 q2  分析步骤

1 q2 q1  提取  称取样品xªo精确至 s qsstªo置于

tss °̄ 三角瓶中 o准确加入提取液 xs °̄ o振摇使全

部润湿 o放在超声水浴中超声提取 tx°¬± 其间每

x°¬±用手振摇 t 次 ∀于离心机上 wsssµr°¬± 下离

心 ts°¬±∀

1 q2 q2  净化  准确吸取上清液ts °̄ o置 txs °̄ 分

液漏斗中滴加 u°²̄r�氢氧化钠溶液 o充分振摇 o将

³� 调至 tt ∗ tu o溶液用 vs !ux °̄ 乙醚萃取 u 次 o令

醚层通过无水硫酸钠干燥 o用少许乙醚淋洗分液漏

斗和硫酸钠 o并用乙醚定容至 xs °̄ ∀准确吸取ux °̄

于 xs °̄ 烧杯中 o置通风橱内 oxs ε 加热块或沙浴上

蒸干 o残渣溶于 u °̄ s qsu°²̄r�盐酸溶液 o取 t °̄ 置

于预先已分别用 t °̄ 甲醇和 t °̄ 去离子水处理过的

≥°∞小柱上 o过柱速度不超过 t °̄ r°¬±o再分别用

t °̄ ≥°∞淋洗液2t k含 u h 氨水的 x h 甲醇水溶液l

和淋洗液2uk含 u h 氨水的 vs h 甲醇水溶液l淋洗 o

最后用甲醇洗脱 o洗脱液置zs ? x ε 沙浴上 !用氮气

吹干 ∀

1 q2 q3  衍生  于净化 !吹干的样品残渣中加入

�≥×ƒ� xsΛ̄ o充分涡旋混合后 o置 zs ? x ε 烘箱中 o

衍生反应 vs°¬±∀吹干后溶于 tssΛ̄ 甲苯 o即可上机

测定 ∀

1 q2 q4  �≤2 � ≥ 测定参数设定  色谱柱 }⁄�2x � ≥ o

vs° ≅ s qux°° �q⁄ ≅ s quxΛ° ~载气 }�¨ok高纯氦

|| q||| h l载气流速 t °̄ r°¬±~柱头压 }xs�°¤~进样

口温度 }uys ε ~进样量 }tΛ̄ o不分流 ~柱温程序 }zs ε

保持 t°¬±o以 ux ε r°¬± 速度升至 u{s ε o保持

y°¬±~∞�源电子轰击能 }zs ∂̈ ~检测器温度 }uss ε ~

接口温度 }uxs ε ∀质量扫描范围 }ys ∗ wss� � � ~溶

剂延迟 }z°¬±~检测用克仑特罗三甲基硅烷衍生物

的特征质谱峰 }°r½� {y !t{z !uwv !uyu ∀

1 q2 q5  定性定量方法  定性方法 }样品与标准品保

留时间相差不大于 v¶∀特征离子基峰百分数与标

准品相差不大于 us h ∀

定量方法 }选择离子监测 k≥�� l 法计算峰面

积 o单点或多点校准法定量 ∀

2  结果与讨论

2 q1  克仑特罗的确证

克仑特罗属难挥发性化合物 o欲用 �≤2 � ≥ 测

定必须将其衍生成易挥发性化合物 o文献报道应用

的衍生剂有 �o � p 双三甲基甲硅烷三氟乙酰胺

k�≥×ƒ�l !五氟丙酸酐 k°ƒ°�l !六甲基二硅烷

k� � ⁄≥l !甲烷硼酸和乙酸酐等 o其中应用最广的还

是 �≥×ƒ� o衍生产物为 × � ≥2克仑特罗 o产生容易

辨别的碎片离子k图 tl o其本身是良好的溶剂 o过量

的衍生剂还能除去体系少量水分 o保护衍生产物 ∀

克仑特罗≈� 离子 °r½ � {y 为基峰 o欧盟规定必须

不少于 w个特征离子 o才能予以确证 ∀考虑与国际

接轨 o我们选择 °r½� {y !t{z !uwv !uyu等 w 个特征

离子 o并规定样品与标准品保留时间相差不大于

v¶∀特征离子基峰百分数与标准品相差不大于

us h ∀图 u 给出了饲料样品中的克仑特罗总离子流

图和质谱图 ∀显然 o样品中克仑特罗得到了较好的

分离 o其峰前后均未见杂质干扰 ∀如条件允许 o可用

°≤�源进一步确证 ∀其特征离子为 °r½� vw|k � n

tl !vxt !vvv !ux| ∀

2 q2  方法的最低检出限

克仑特罗属禁用违规药物 o根据国内外有关报

道 o在猪 !牛 !羊 !鸡等产肉动物生产中均有应用 o在

配合饲料中的剂量大多在 t ∗ vs°ªr®ª范围内 o个

别可低至 s qux°ªr®ªo因此 o评价该检测方法标准的

好坏 o最首要的指标当属是否有足够的检测灵敏度 o

我们以配合饲料作添加试验证明 �≤2 � ≥ 法可达

s qst°ªr®ª∀

2 q3  方法的线性响应

我们在 xª配合饲料样品中添加 s qsx !s qts !

s qxs !t qss !w qss和{ qss °ªr®ª的盐酸克仑特罗标
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图 1  克伦特罗2× � ≥产生离子碎片方式

ƒ¬ªqt  ƒµ¤ª° ±̈·¤·¬²± ³¤··̈µ± ²© ≤¯̈ ±¥∏·̈µ²̄2× � ≥

图 2  标准品与对应量样品的总离子流图 !质谱图

ƒ¬ªqu  �¤¶¶¦«µ²°¤·²ªµ¤°¶¤±§¶³̈¦·µ∏° ²©¦̄ ±̈¥∏·̈µ²̄2× � ≥
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准溶液 o进行提取 !净化 !浓缩 !测定 o线性回归方程

相关系数µ� s q|||{ ∀

2 q4  方法的准确度与精密度

方法确立之后 o我们在配合饲料中添加不同量

的盐酸克仑特罗 o进行多级 !多次的添加回收率测

定 o考察方法的准确度与精密度 o结果见表 ∀

2 q5  方法的适用范围

由于本标准基本是以典型的配合饲料为基础建

立的 o为考察其适用性 o我们按可能的实际用量添

加 o测定了不同的配合饲料 !预混合饲料和浓缩饲

料 o本方法同样适用 ∀

表  配合饲料中盐酸克仑特罗的添加回收率

×¤¥̄¨ � ¦̈²√ µ̈¼ ²©¦̄ ±̈¥∏·̈µ²̄ ¬± ©²µ°∏̄¤©̈ §̈k± � xl

添加量
⁄²¶̈ ²©¤§§·¬²±k°ªr®ªl

回收率
� ¦̈²√ µ̈¼k h l

变异系数
≤ ∂ k h l

w |z qs u qy

t tss qt z qs

s qt {w qs | qv

� ©̈̈ µ̈±¦̈ ¶}

≈ t    ≤¤·«̈µ¬±̈ � � q �¶̈ ²©Β2¤ª²±¬¶··² ¤̄·̈µ©¤·¤±§ °∏¶¦̄¨ §̈ ³²¶¬2
·¬²±¬± ¶·̈ µ̈¶q�q�±¬° q≥¦¬qt|{w ox| }tuvz p tuwz q

≈ u    �̈ ±̈§̈µ·� o ·̈¤̄ q ⁄̈ √¨̄²³° ±̈·¤±§ √¤̄¬§¤·¬²± ²© � ∏̄·¬µ̈¶¬§∏̈

° ·̈«²§©²µΒ2¤ª²±¬¶·¶¬± ¥¬²̄²ª¬¦¤̄ ¶¤°³̄ ¶̈¤±§¤±¬°¤̄ ©̈ §̈q�q

�� �≤ �±·̈µ±¤·¬²±¤̄ ot||u ozxkvl }xxw p xys q

≈ v    ∂¬¶¶̈µ× o ·̈¤̄ q ≤µ¼²·µ¤³³¬±ªª¤¶¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼2©²∏µ¬̈µ·µ¤±¶2
©²µ° ¬±©µ¤µ̈§ ¶³̈ ¦·µ²° ·̈µ¼ } � ±̈ º ·̈¦«±¬́∏̈ ·² ¦²±©²µ° ·«̈

³µ̈¶̈±¦̈ ²©Β2¤ª²±¬¶·¶¬± ¤±¬°¤̄ °¤·̈µ¬¤̄ q �±¤̄¼·¬¦¤ ≤«¬°¬¦¤ �¦2
·¤ot||v ouzx }usx p utw q

≈ w    ≤²∏µ·«̈ ¼± ⁄o ·̈¤̄ q �¬ª«2³̈ µ©²µ°¤±¦̈ ¬̄́∏¬§ ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¬¦

§̈·̈µ°¬±¤·¬²± ²© ¦̄ ±̈¥∏·̈µ²̄ ¤±§ ¦¬°¤·̈µ²̄ ∏¶¬±ª ³²¶·2¦²̄∏°±

§̈µ¬√¤·¬½¤·¬²±q�q²© ≤«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ot||t oxyw }xvz p xw| q

≈ x    �̈¼¶¶̈±¶�o ·̈¤̄ q⁄̈ ·̈µ°¬±¤·¬²± ²©Β2µ̈¦̈³·²µ¤ª²±¬¶·¶¬± ¥²√¬±̈

¤±§ ¬̄√ µ̈¥¼ ª¤¶¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼2·¤±§̈ ° °¤¶¶¶³̈ ¦·µ²° ·̈µ¼ q�q

²© ≤«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ot||t oxyw }xtx p xuz q

≈ y    �̈ ±̈§̈µ·� o ·̈¤̄ q ⁄̈ √¨̄²³° ±̈·¤±§ ∂ ¤̄¬§¤·¬²± ²©¤ � ∏̄·¬µ̈¶¬§∏̈

° ·̈«²§©²µΒ2�ª²±¬¶·¶¬± �¬²̄²ª¬¦¤̄ ≥¤°³̄ ¶̈¤±§�±¬°¤̄ ƒ¨̈ §q�q

²© �� �≤ �±·̈µ±¤·¬²±¤̄ ot||u ozx kvl }xxw p xys q

≈ z    • ¬̄¶²± � × o ·̈¤̄ q �²̄ ¤̄±§ ≤¤µ²̄¼± � ±̈µ¼ o ⁄̈ ·̈µ°¬±¤·¬²± ²©

≤¯̈ ±¥∏·̈µ²̄ ¬± ≤¤··̄̈ o≥«̈ ³̈o¤±§≥º¬±̈ ×¬¶¶∏̈¶¥¼ ∞̄ ¦̈·µ²± �²±2
¬½¤·¬²± �¤¶ ≤«µ²°¤·²ªµ¤³«¼r �¤¶¶≥³̈ ¦·µ²° ·̈µ¼ q�q ²© �� �≤

�±·̈µ±¤·¬²±¤̄ ot||w ozz kwl }|tz p |uw q

≈ {    � ²±·µ¤§̈ � ° o ·̈¤̄ q � ∏̄·¬2µ̈¶¬§∏̈ ¤±¤̄¼¶¬¶©²µΒ2¤ª²±¬¶·¬¦§µ∏ª¶

¬± ∏µ¬±̈ ²© ° ¤̈·2³µ²§∏¦¬±ª¤±¬°¤̄¶¥¼ ª¤¶¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼2°¤¶¶
¶³̈¦·µ²° ·̈µ¼ q �±¤̄¼·¬¦¤ ≤«¬°¬¦¤ �¦·¤ot||v ouzx }uxv p uy{ q

≈ |    ⁄∏°¤¶¬¤ � ≤ o ·̈¤̄ q ≥¦µ̈ ±̈¬±ª¤±§¦²±©¬µ°¤·²µ¼ ¤±¤̄¼¶¬¶²© Β2
¤ª²±¬¶·¶o Β2¤±·¤ª²±¬¶·¶¤±§·«̈¬µ ° ·̈¤¥²̄¬·̈¶¬± «²∏¶̈ ∏µ¬±̈ ¥¼

¦¤³¬̄̄¤µ¼ ª¤¶ ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼2°¤¶¶ ¶³̈¦·µ²° ·̈µ¼ q �q²© ≤«µ²2
°¤·²ªµ¤³«¼ ot||t oxyw }xsv p xtv q

≈ts   � ¼̈ µ̈� � ⁄ ö·¤̄ q � ¶̈¬§∏̈ ¶¦µ̈ ±̈¬±ª©²µ·«̈ Β2¤ª²±¬¶·¶¦̄ ±̈2
¥∏·̈µ²̄ o ¶¤̄¥∏·¤°²̄ ¤±§ ¦¬°¤·̈µ²̄ ¬± ∏µ¬±̈ ∏¶¬±ª ±̈½¼°¨ ¬°2
°∏±²¤¶¶¤¼ ¤±§ «¬ª« ³̈µ©²µ°¤±¦̈ ¬̄́∏¬§¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ q�q²©

≤«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ot||t oxyw }xxt p xyw q
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