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摘要!建立了固相萃取$气相色谱$质谱法"FZ/$JD’EF#同时测定动物尿样中的莱克多巴胺和克伦特罗的方

法%试样中的药物经乙酸乙酯提取后$经FYO固相萃取柱 净 化$氮 吹 至 干$衍 生 化 后 进 行 气 相 色 谱$质 谱 测

定%两种药物的检出限均为"*’#8’Y$定量限均为&*"#8’Y$线性范围为"*"!!&*"#8’0Y%加 标 浓 度 在

,*"!!"*"#8’Y范围内$莱克多巴胺加标回收率为-L*%\!&"&*!\$批内相对标准偏差$-*"\!克伦特罗

加标回收率为.!*’\!&&!*!\$批内相对标准偏差$%*.\%
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!!莱克多巴胺和克伦特罗属于!$兴奋剂&具有

促进动物体内营养物质由脂肪组织向肌肉组织

转移的作用’但是动物在食用含莱克多巴胺和

盐酸克伦特罗的饲料后&会造成肌肉及组织中不

同程度的残留&人体过量的摄入这种药物会发生

中毒等毒副作用’因此&很多国家严禁使用含有

此类药物的动物饲料&并制定了其在动物性食品

中的最高检出限(&)&我国已经明确将莱克多巴胺

和盐酸克伦特罗列入禁用药品目录(!)’
动物组织中!$兴奋剂的仪器检 测 方 法 主 要

有高 效 液 相 色 谱 法(’$#)*气 相 色 谱$质 谱 法(%$.)和

液相色谱$质谱法(&"$&!)’由于!$兴奋剂在动物体

内代谢较快&往往以原形排出体外&检测动物尿

样具有取样方便*快速*准确等特点&建立动物尿

样中莱克多巴胺和克伦特罗的检测方法&可以对

畜产品整个生产过程中使用!$兴奋剂的现象进

行有效监 控’本 文 采 用 气 相 色 谱$质 谱 法&建 立

了动物尿样中两种!$兴奋剂的残留检测方法&同
时进行阳性样品的确证和定量分析’本法测定

准确度和精密度高&阳性判定结果准确可靠&检

出限和应用范围满足目前国内外检测限量的要

求(&&&’)’

<!实验部分

<=<!主要仪器

JD%L."($#.-’气 相 色 谱$质 谱 仪"带 自 动

进样 器$!美 国 安 捷 伦"+82367>$公 司 产 品&配

EF]D560F>1>2)7 工 作 站&(UFT!*"1谱 库%

F2801!=&#冷 冻 离 心 机%ViDOUV$,."旋 转 蒸

发仪%EF!0272951=6B漩涡混匀器%E/TTY/M
+J$!L#电子天平%氮吹仪%自制&"个样位的固

相萃取装置’

<=>!主要材料与试剂

盐酸克伦特罗!中国药品生物制品检定所提

供%莱克多巴胺!浙江省兽药监察所提供%7&M$
双"三甲 基 硅 烷 基$三 氟 乙 酰 胺"VFTP+$!美 国

FfZ/YDI公 司 提 供%甲 苯!色 谱 纯&美 国 T/$
]U+公 司 提 供%实 验 用 水 为 02332$g超 纯 水%其

它试剂均为分析纯’固相萃取柱包括聚苯乙烯

柱"FY+$&硅藻土和硅胶柱"FYO$&FDX柱&D&L
柱&硅胶柱等规格为&""08#0Y&以上柱子均由

杭州富裕科技服务有限公司提供’

<=@!标准溶液的配制

分别精密称取!#08莱克多巴胺和盐酸克

伦特罗对照品置于同一&""0Y棕色量瓶中&用

甲醇溶解 后 定 容&摇 匀&为 对 照 品 储 备 液&置 于

a!"[冰箱中保存’使用时用甲醇稀释至所需

浓度即可’

<=H!仪器条件

<=H=<! 色谱条件!色谱柱!OZ$#EF石英毛细

管柱"’"0^"*!#00^"*!##0$%升 温 程 序!
初始温度&!"[&保持’027&以&#[#027的速

率升温至!’"[&保持#027&然后以&#[#027
的速率升温至!L"[&保持&"027%进样口温度

!#"[%载气"高 纯 氦$流 速!&*"0Y#027%不 分

流进样&进样量&#Y’

<*H*>!质谱条件!电子轰击"/U$离子源%电子

能量-"6H%离 子 源 温 度!’"[%接 口 温 度!L"
[%溶剂 延 迟 时 间&"027%采 用 选 择 离 子 监 测

"FUE$模式进行检测&具体条件见表&’

<=J!样品处理

<=J=<!试样提取!量取动物 尿 样&"*"0Y至

#"0Y聚丙烯离心管中&用&0)3#Y氢氧化钠溶

液调节?O值为&"*"h"*&&摇匀后加入&8氯

化钠&轻摇数秒&加&"0Y乙酸乙酯提取&涡旋!
027&中速振荡&"027&-"""B#027离心#027&
取上清液经无 水 硫 酸 钠 过 滤&收 集 于#"0Y鸡

心瓶 中%另 取&"0Y乙 酸 乙 酯 重 复 提 取 一 次’
用!0Y乙酸乙酯洗涤无水硫酸钠&提取液旋转

蒸发至干’

<*J*>!试样净化!固相萃取柱先经#0Y乙酸

乙酯润洗%用!0Y乙酸乙酯溶解鸡心瓶中的残

留物&过FYO固相萃取柱%另取#0Y’\甲醇#
乙酸乙酯洗涤鸡心瓶中的残留物一次&过柱%再

用#0Y#"\甲 醇#乙 酸 乙 酯 洗 脱&收 集 洗 脱 液

于#0Y具塞玻璃试管中&氮气吹至干’

<*J*@!试 样 衍 生 和 检 测!加"*&0YVFTP+
于&*#*!所得剩余物中&加盖并于漩涡混合器上

涡旋振荡&027&密 封 后 在L"[的 烘 箱 中 衍 生

&*"5&冷却后氮气吹至干&加入"*!0Y甲苯溶

解&进行JD#EF分析’

>!结果与讨论

>=<!质谱定性定量分析
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由于莱克多巴胺和克伦特罗都是沸 点 较 高

的极性物质!且 都 含 有"IO 结 构!直 接 采 用 气

相色谱进行分离较为困难#为了改善其气相色

谱性质!在进行仪器检测前必须对样品进行衍生

化#莱克多 巴 胺 和 克 伦 特 罗 经VFTP+衍 生 化

后!所含羟基 上 的 氢 均 被 三 甲 基 硅 烷$TEF%所

取代!此时的色谱行为良好#衍生化后莱克多巴

胺和克伦特 罗 的 质 谱 图 见 图&!由 质 谱 图 可 知!
莱克 多 巴 胺 的 衍 生 物 在!&"&-.’!#"’!%-’#"!
有特征离子!这些碎片离子的比例关系可用于莱

克多巴胺的定性分析#定量离子采用!&"!#"!
因为此特征离子有一定的丰度!而且受杂质的干

扰较 少#克 伦 特 罗 的 衍 生 物 在 !&"L%’!,’’
!%!’!--有特征离子!这些碎片离子的比例关系

可用 于 克 伦 特 罗 的 定 性 分 析#定 量 离 子 采 用

!&"L%!因为此特征离子丰度最高!有助于提高

检测的灵敏度#由于莱克多巴胺和克伦特罗的

色谱保留时间相差较大!L个监测离子分为两组

进行扫描!以提高检测的灵敏度#表&是莱克多

巴胺和克伦特罗的保留时间和质谱条件#

>=>!线性方程和检测限

按&*,建立的仪器条件!取浓度范围在"*"!
!&*"#8&0Y的莱克多巴胺和克伦特罗混合标

准溶液各"*!0Y!氮气吹干后!按&*#*’的方法

衍生后进行JD&EF分 析#分 别 以!&"!#"和

!&"L%离子的峰面积对浓度作图!所得标 准 曲

线方程分别为(Nb!-%%Oa&L#!L和Nb,!-&
Oa’L#L!!相 关 系 数/ 分 别 为 "*..-, 和

"*..L&#
以’倍 信 噪 比 为 检 出 限$YI]%!计 算 得 到

试样中莱克多 巴 胺 和 克 伦 特 罗 的 检 出 限 为"*’

#8&Y!均优于文献报道)-$L*#

图<!!!"莱克多巴胺和!S"克伦特罗的5MN/0谱

D$.=<!5M2&***"1%’-&(+!!"-&%’("&2$)1&)6!S"%#1)94’1-(#

表<!莱克多巴胺和克伦特罗的保留时间和质谱条件

A&9#1<!R?-1’1)’$()’$21&)6("’$2$T16/0%()6$’$()*+(--&%’("&2$)1&)6%#1)94’1-(#

化合物

D)0?);7<

开始时间

F>1B>>206

.&027

保留时间

M6>67>2)7>206

.M&027

甲基化数

TEF7;0Q6B

2

选择离子

F636:>6<2)79

!&"

定量离子

g;17>2C2:1>2)72)7

!&"

莱克多巴胺

B1:>)?10276
&’ &.*## ’ !#"!!%-!&-.!#"! !#"

克伦特罗

:367Q;>6B)3
&" &&*"- & L%!!,’!!%!!!-- L%
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>=@!固相萃取条件的确立

>=@=<! 固相萃取柱的选择!目前!兽药残留检

测中最常用的净化手段是固相萃取"FZ/#法!用
于!$兴奋 剂 净 化 的 固 相 萃 取 柱 有 硅 藻 土$DL$

D&L$硅胶$阳离子交换柱$]+f柱等%本课题组

对FY+$FYO$FDX$D&L$硅 胶#种FZ/净 化 柱

除杂及过柱回收率进行了比较!结果见表!%

!!经过以上比较!选择FYO型FZ/柱作为动

物尿样中莱克多巴胺和克伦特罗净化柱!样品提

取物经过FYO柱净化后!可以达到较好的净化

效果!过柱回收率在L#\以上%

>*@*>!固相萃取条件的确定!固相萃取柱先经

#0Y乙酸乙酯润洗和活化%用!0Y乙酸乙酯

溶解鸡心瓶中的残余物!淋洗液过FYO 固相萃

取柱%用’\甲 醇&乙 酸 乙 酯 溶 液 淋 洗 柱 子!当

淋洗液为#0Y时回收率较高!而且杂质干扰较

少%然后用#"\甲醇&乙酸乙酯溶液洗脱收集!
先用#0Y洗脱液洗脱!另取#0Y洗脱液重复

一次!同法检测!未发现莱克多巴胺和克伦特罗!
说明#0Y可 以 将 吸 附 在 柱 子 上 的 莱 克 多 巴 胺

和克伦特罗完全洗脱%故理想的淋洗液用量为

’\甲 醇&乙 酸 乙 酯 溶 液’0Y!洗 脱 液 用 量 为

#"\甲醇&乙酸乙酯溶液#0Y%
图!是莱克多巴胺和克伦特罗对照品$空白

加标样品和 空 白 样 品 的 总 离 子 流"TUD#图%此

时!上 机 液 中 莱 克 多 巴 胺 和 克 伦 特 罗 的 浓 度 为

"*!#8&0Y"即加标量为,#8&Y#%

>=H!重复性试验

取同一批号的空白动物尿样!加适量混合标

准工作液!使莱克多巴胺和克伦特罗的加标量在

&*"!!"#8&Y!按&*#项下的方法处理后进行分

析%每个浓度点取#份样品!求其平均 回 收 率!
并计算批内相对标准偏差%表’是加标量为,*"
!!"#8&Y时的回收率结果%

由表’的数据可知!动物尿样中莱克多巴胺

加标浓度为,*"!!"*"#8&Y时!回收率比较稳

定%此时的批内相对标准偏差$-*"\!回 收 率

在-L*%\!&"&*!\’而 克 伦 特 罗 的 加 标 量 为

,*"!!"*"#8&Y 时!批 内 相 对 标 准 偏 差 $
%*.\!回收率在.!*’\!&&!*!\%

>=J!样品分析

应 用 建 立 的 分 析 方 法!对 经 酶 联 免 疫

"/YUF+#法筛选得到的莱克多巴胺阳性样品 和

克伦特罗阳性样品各&"份进行测定!其中&份

样品检测出含有克伦特罗!含 量 为!*&#8&Y’!
份样 品 检 测 出 含 有 莱 克 多 巴 胺!含 量 分 别 为

!%*’#8&Y和&!*.#8&Y%该检测结果表明!本
方法能满足我国对动物尿样中莱克多巴胺和克

伦特罗进行监控的需要(&’)%

表>!不同净化柱净化效果比较

A&9#1>!?(2"&-$*()(+1C"1-$21)’&#-1*4#’*$)6$++1-1)’%&-’-$6.1*

FY+ FYO FDX D&L 9232:1863

B6:)‘6BG&\B1:>)?10276 -!*! .!*. %.*# #.*# %!*#

B6:)‘6BG&\:367Q;>6B)3 %#*’ L%*# -%*! %"*! ,%*#

去脂<68B619278 :361B :361B :361B ;7:361B ;7:361B

脱色<6:)3)B278 ;7:361B :361B ;7:361B ;7:361B ;7:361B

表@!回收率试验结果

A&9#1@!K1%(G1-$1*(+-&%’("&2$)1&)6%#1)94’1-(#$)6$++1-1)’*"$816#1G1#

化合物

D)0?);7<

添加量

F?2=6<&"#8*Ya&#

回收率

M6:)‘6BG&\

平均回收率

E617B6:)‘6BG&\

相对标准偏差

MF]&\

,*"# L.*,!L&*-!L&*’!LL*’!-L*% L!*# #*"

莱克多巴胺B1:>)?10276 &"*&! ."*-!L-*&!LL*’!.&*!!&"&*! .!*" -*"

!"*!# .%*,!.L*#!L.*-!&""*#!."*! .,*- #*.

,*"! .,*#!&",*!!.L*#!&&!*!!&"!*, &",*’ #*#

克伦特罗:367Q;>6B)3 &"*"# .#*%!&&"*L!&"&*#!&"-*!!&"%*. &"%*% ’*L

!"*&" .%*#!&"!*’!.!*’!&"-*.!&"%*# &"!*! %*.
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图>!总离子流图!!"对照溶液#
!S"空白加标样品#!?"空白样品

D$.=>!AM?(+!!"-1+1-1)%1$!S"*"$816*&2"#1
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!$兴奋剂是我国明令禁止使用的药物#!$%但

由于这些药物的化学结构差别很大%理化性质不

同%要实现!$兴奋剂的多残留检测难度很大&本

文建立了同时测定动物尿样中违禁药物莱克多

巴胺和克伦特罗残留量方法%大大缩短了检测时

间%节约了检测成本&在本文的色谱条 件 下%被

测样品中的各组分得到较好的分离%出峰时间合

适&该方法条件易于控制%结果准确’加 标 回 收

率稳定’重现性好%适用于动物尿样中莱克多巴

胺和克伦特罗的定性’定量测定&
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