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摘  要: 建立了用气相色谱 -质谱同时检测猪肉中克伦特罗、沙丁胺醇、特布它林和非诺特罗残留量的方法。

样品经 B-葡萄糖苷酸酶水解后, 用乙酸铵溶液提取, M CX固相萃取柱进一步净化, 再用 N, O 双 (三甲基硅

基 )三氟乙酰胺 -三甲基氯硅烷 ( BSTFA+ TM CS, 99+ 1)衍生化。采用选择离子监控模式 ( SIM )检测, 所选的

离子 (斜体为定量离子 )分别为克伦特罗: 86、 187、 212、 262, 沙丁胺醇: 86、 350、369、 440, 特布它林:

86、 336、356、 357, 非诺特罗: 236、322、 356、 412。克伦特罗和沙丁胺醇的检出限为 015 Lg / kg, 线性范围

为 01 5~ 200 Lg /kg; 特布他林和非诺特罗的检出限为 5 Lg /kg, 线性范围均为 5~ 200 Lg /kg; 4种组分的线性

相关系数均大于 0199。该方法的回收率为 68% ~ 128% , 相对标准偏差为 3% ~ 17% 。
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Abstrac:t A m ethod w as developed for the sim u ltaneous determ in ing o fC lenbutero,l Salbutam o,l Ter-

buta line and Feno terol residues in pork t issues using gas chrom atography- m ass spectrom etry ( GC -

MS) . The hom ogenized sam ples w ere enzym e digested by B-g lucuron idase enzym e, and extracted w ith

amm on ium acetate. Further c leanup w as perfo rm ed on aMCX cartridge and the purified drugsw ere de-

rivatized w ith Sy lon BFT [N, O-bis( trim e thylsilyl) trifluoroacetam ide( BSTFA ) - trim ethy lchlorosilane

( TM CS), 99+ 1] . The se lected ion m on itoring( SIM ) m ethod w as used for detect ion, and the m on-i

to red ions w erem /z 86, 187, 212, and 262 for C lenbutero,l m /z 86, 350, 369, and 440 for Salbuta-

m o ,l m /z 86, 336, 356, and 357 for Terbuta line, andm /z 236, 322, 356, and 412 for Feno tero,l re-

spective ly. Quant itat ion ions w ere se lected atm /z 86 for C lenbutero,l m /z 369 for Salbutam o,l m /z

356 for Terbuta line, andm /z 322 for Fenotero.l The lim its of detection w ere 015 Lg /kg for C lenbuterol

and Salbutam o,l 5 Lg /kg for Terbuta line and Fenotero.l The correlat ion coefficients w ere better than

0199 for the calibrat ion curves fo r the drugs. The linear range is 015- 200 Lg /kg for C lenbutero l and

Sa lbutam o ,l 5- 200 Lg /kg for Terbuta line and Fenotero.l The recoveriesw ere 68% - 128% , w ith re-l

ative standard dev iations of 3% - 17% .
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B-激动剂 (属于苯乙胺类药物, PEAs)是一类可以引起交感神经兴奋的类似肾上腺素的药物。一些 B-

激动剂如克伦特罗、沙丁胺醇、特布它林、非诺特罗可使多种动物 (牛、羊、猪、家禽等 )体内的营养成

分由脂肪组织向肌肉组织转移, 从而显著提高胴体的瘦肉率和饲料转化率, 因此常用做饲料添加剂
[ 1]
。

人长期食用含有 B-激动剂残留的肉食, 会产生头痛、胸闷、神经过敏、肌肉疼痛、心悸、恶心、呕吐等

中毒症状, 严重时可诱发和加重心率失常病人的病情, 引起心室早搏, 四肢、脸、颈部骨骼肌震颤, 另

外还引起代谢紊乱, 对糖尿病人可发生酸中毒或酮中毒
[ 2]
。因此很多国家对此类药物的最高残留限量作

了严格规定, 有些药物被列入禁用的兽药名单中。
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  目前, 国内外对 B-激动剂类药物残留的检测技术文献报道很多, 主要有高效液相色谱法

(HPLC)
[ 3- 4]
、气相色谱法 ( GC)

[ 5]
、高效薄层色谱法 (H PTLC)

[ 6]
、气 -质联用分析 (GC - MS)

[ 7- 8]
、液-

质联用分析法 ( LC- MS)
[ 9]
、毛细管电泳法 ( CE )

[ 10]
。其中对于克伦特罗、沙丁胺醇的报道较多, 而对于

特布它林、非诺特罗的报道则相对较少, 尤其是多残留同时检测技术。另外, 过去常作为饲料添加剂使

用的药物, 如克伦特罗 (俗称 /瘦肉精0 ), 由于检测技术的成熟, 有开始被其它同类药物所取代的趋势,

因此对于同类的其它药物有必要研究建立相应的检测方法, 以应对食品安全监测的需求。

本文提出了一种应用 GC - M S技术快速准确地同时测定猪肉中 4种 B-激动剂类药物 (克伦特罗、沙

丁胺醇、特布他林、非诺特罗 )残留量的方法, 讨论了衍生化条件、洗脱条件对 4种 B-激动剂药物检测

的影响。目前还少有报道。

1 实验部分

111 仪器与试剂
6890N气相色谱 - 5973 i质谱联用仪, 配有电子轰击源 ( E I), 7683型自动进样器 (美国 Ag ilen t公

司 ) ; 固相萃取装置 (美国 Supe lco公司 )。

盐酸克伦特罗、沙丁胺醇、特布它林和非诺特罗标准品 (美国 S igm a公司 ) ; BSTFA + TM CS( 99+

1, 美国 Supelco公司 ); W aters OasisMCX ( 3 mL, 60 m g)固相萃取柱 (美国W aters公司 ); 甲醇和甲苯

(农残级, 瑞士 F luka公司 ) ; 其它试剂均为国产分析纯; 乙酸铵缓冲液 ( 20 mm o l/L, pH 512) ; 011

m o l/L乙酸溶液。

112 色谱参数和质谱参数

色谱柱 DB- 5MS( 30 m @ 0125 mm @ 0125 Lm ); 进样口温度: 260 e ; 柱温: 初始温度 70 e , 以

25 e /m in升温到 200 e , 保持 6 m in; 以 25 e /m in升温到 300 e , 保持 2 m in; 载气为高纯 H e, 流速

为 111 mL /m in; 不分流进样; 进样体积 110 LL。

离子源温度 230 e ; 四极杆温度 150 e ; 选择离子扫描: 克伦特罗: 86、 187、 212、 262; 沙丁胺

醇: 86、350、 369、 440; 特布他林: 86、 336、 356、 357; 非诺特罗: 236、 322、 356、 412。

113 标准溶液的配制

准确称取 1010 mg标准品于 100 m L容量瓶中, 用甲醇定容, 配制成 100 Lg /mL的标准储备液, 根

据需要用甲醇稀释成所需的混合标准工作溶液。

114 样品前处理

称取 5 g绞碎的猪肉样品于离心管中, 加入 50 LL B-葡萄糖苷酸酶, 涡动混匀。加入 10 mL 20

mmo l /L乙酸铵缓冲液, 涡动混匀, 37 e 孵育 10 h。 12 000 r /m in离心 5 m in, 将上清液转移至另一离

心管中。

M CX固相萃取柱依次用 2 mL甲醇和 2 mL水活化, 将上述上清液全部上样, 用 2 mL水、 011 mL

乙酸溶液、 2 mL甲醇顺序淋洗, 5 mL三氯甲烷 -异丙醇 - 氨水 (体积比 80 B20 B5)洗脱。收集洗脱

液用氮气吹干, 向所得的残余物中加入 100 LL硅烷化试剂, 密闭后于 70 e 中衍生 1 h, 氮气吹干后加

入 1 mL甲苯定容, 供分析用。

115 添加标准曲线的制备

称取 6份 5 g磨碎的猪肉样品于离心管中, 分别加入一定量的混合工作标准溶液 ( 5、 10、 50、100、

200 ng /mL各 015 mL), 用上述样品前处理方法进行处理, 用标准溶液浓度对它们的响应值之比绘制添

加标准曲线。

2 结果与讨论

211 选择离子的确定

B-激动剂类药物一般采用 SIM方式以保证得到较高的灵敏度, 为了得到较可靠的定性结果, 本实

验中各种药物均选择 4种离子进行分析。图 1给出了 4种 B-激动剂硅烷化衍生物的结构和质谱图。

  各种药物均选择丰度大、特异性强的碎片离子进行定性, 选择的离子分别是: 克伦特罗: 86、
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图 1 4种 B-激动剂类药物衍生物质谱图

F ig1 1 M ass spec tra o f TM S derivatives of four PEAs

a. C lenbu tero;l b. S albutam o;l c. T erbu ta line; d. Fenoterol

187、212、262, 沙丁胺醇: 86、 350、 369、 440, 特布他林: 86、 336、 356、 357, 非诺特罗: 236、

322、356、412。定量离子分别为 m /z 86、 369、 356和 322。

212 衍生化条件的优化

衍生化温度分别为 60、70、80 e 时, 衍生 1 h与 2 h的产物峰面积均以 70 e 为最大。因此, 选择

70 e 为衍生化温度。
在 70 e 下衍生化反应时间分别为 015、1、115、 2 h, 结果表明, 衍生化产物峰面积在 015 h及 1 h

均比 115、 2 h大。因此, 为保证衍生化反应的完全进行, 选择衍生化时间为 1 h。

衍生化产物分别用甲苯和正己烷定容, 结果表明, 甲苯的响应值要高近 1倍, 因此, 最终选择甲

苯为定容溶剂。

213 洗脱条件的选择
B-激动剂类药物结构中含有疏水的饱和烃链, 可采用 C18反相 SPE柱, 但对多残留组分可采用混合

型固定相进行净化, 保留效果好回收率高且操作简便。本实验所采用的 M CX柱即为混合键合相硅胶

柱, 含有疏水和阳离子交换两种基团。首先药物被反相机制保留, 将 MCX柱酸化后, 质子化药物与填

料中的离子基团结合, 再用有机溶剂洗涤除去极性强于分析物的碱性杂质, 最后要用含氨水的有机溶

剂将药物洗脱下来。

考察不同强度的溶剂三氯甲烷 - 异丙醇 -氨水 (体积比 90 B10 B8)、三氯甲烷 - 异丙醇 - 氨水

(体积比 80 B20 B8)、三氯甲烷 -异丙醇 -氨水 (体积比 70 B30 B8)、甲醇 -氨水 (体积比 100 B8)对

4种药物的洗脱能力。结果发现, 三氯甲烷 -异丙醇 -氨水 (体积比 90 B10 B8)及甲醇 -氨水 (体积比

100 B8)不能将药物洗脱下来, 因此, 选择三氯甲烷 -异丙醇 -氨水 (体积比 80 B20 B 8), 但它对克

伦特罗的回收率不足 50% , 因而减少氨水的含量, 将洗脱溶剂改为三氯甲烷 -异丙醇 - 氨水 (体积比

80 B20 B5) , 结果 4种药物的回收率均在 90% ~ 110%之间。

因此, 本方法选用三氯甲烷 -异丙醇 -氨水 (体积比 80 B20 B5)作为洗脱溶剂, 甲醇作为洗涤溶

剂。在此条件下, 能够很好地消除杂质的干扰, 并可使色谱组分得到有效分离, 见图 2。
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图 2 100 ng /mL标准品 ( a)及猪肉空白 ( b)的色谱图

F ig1 2 Chrom atog ram of 100 ng /mL reference standard( a) and pork blank( b)

214 添加标准曲线
用标准样品直接衍生进样做标准曲线线性不理想, 且回收率偏高, 如非诺特罗甚至达到 19615% 。

而做添加标准曲线线性良好, 4种药物的线性相关系数均大于 0199, 结果如表 1所示。分析其原因认

为: 残留分析是痕量分析, 分析体系

表 1 标准曲线方程及线性相关系数
Tab le 1 The linear equations and co rre la tion coe fficients of the standard curves

Sam p le L inear equat ion s* C orrelation coeff icients r

C lenbuterol(克伦特罗 ) y = 43810 x+ 32012 01999 6

Salbu tam ol(沙丁胺醇 ) y = 1 21716 x + 2 96910 01999 6

Terbutaline(特布它林 ) y = 43313 x+ 1 41913 01998 6

Fen oterol(非诺特罗 ) y = 50514 x+ 44819 01999 1

  * y: the chrom atograph ic peak area; x: th e added sam ple concen tration( Lg /kg)

表 2 不同添加浓度 B-激动剂在猪肉中的回收率 ( n = 6)

Tab le 2 The recoveries o f four PEA s in po rk fortified w ith different

concentrations( n= 6)

Sam p le
Con centrat ion fortif icat ion

Lg /kg

A verage recovery

R /%

RSD

sr /%

C lenbu terol(克伦特罗 ) 5 87 17. 1

10 89 10. 1

50 100 8. 3

100 104 5. 2

200 99 4. 2

S albutam ol(沙丁胺醇 ) 5 96 10. 9

10 82 16. 4
50 107 3. 0

100 99 20. 8

200 100 15. 7

Terbu taline(特布它林 ) 5 96 12. 6

10 128 13. 9

50 101 15. 2

100 93 6. 4

200 102 4. 7

Fenoterol(非诺特罗 ) 5 79 10. 7

10 68 9. 4

50 107 9. 8

100 104 3. 8
200 99 11. 8

中特别是衬管和色谱柱中微小的活

性点对药物的吸附直接影响实验稳

定性和回收率。采用绘制添加标准

曲线的方法, 有利于消除分析体系

中活性点对实验结果的影响, 同时

也可以减小基体效应。

215 检出限

在添加水平分别为克伦特罗和

沙丁胺醇 015 Lg /kg、特布他林和非

诺特罗 5 Lg /kg时, 4种药物响应最

弱的离子色谱峰的信噪比均大于 3,

且回收率及精密度均能满足要求,

说明此方法克伦特罗和沙丁胺醇的

检出限为 015 Lg /kg, 特布他林和非

诺特罗的检出限为 5 Lg /kg。

216 回收率的测定

向 5 g样品中分别添加 5个浓度

水平的混合标准溶液, 每个浓度做

6个平行, 每个平行设 3个空白对

照, 按前处理方法处理后测定回收

率。每个样品平行连续进针 2次,

用 2次进针的平均结果计算回收率

和相对标准偏差, 结果如表 2所示。
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