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摘  要: 目的  建立一种检测动物毛发中克伦特罗含量的高效液相色谱-串联质谱法(high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)并研究克伦特罗在毛发中的残留及蓄积代谢规律。  

方法  选择成长期白猪(平均体质量 50 kg), 饲喂克伦特罗日粮, 喂药周期为 35 d, 停药 32 d。分别于喂药后的

d 2、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、32、35, 每个时间点随机采毛发样品 3份, l.0 moL/L

氢氧化钠溶液溶解, 叔丁醇:乙酸乙酯(3:7, v:v)震荡萃取, 过阳离子交换(mixed-mode cationic exchange, MCX)固

相萃取柱净化后用 LC-MS/MS法检测克伦特罗残留量。于休药后的 d 0、3、5、7、9、11、13、15、17、19、

21、23、25、26、27、30、32, 每个时间点简单随机直抽法处死 3只白猪, 取毛发样品处理后用 HPLC-MS/MS

法检测克伦特罗残留量。结果  克伦特罗在毛发中的残留浓度随用药增加呈上升趋势(喂药 d 35 为 866.75 

µg/kg); 克伦特罗在毛发中的残留在休药后浓度先升高后慢慢降低, 休药 d 32 仍能够检出量为 87 μg/kg。  

结论  该方法操作简单、重复性好、回收率高, 适于检测动物毛发中的克伦特罗含量, 可为食用动物饲养过程

的有效监管提供技术依据。 
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ABSTRACT: Objective  To develop a high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(HPLC-MS/MS) method for detecting the residues of clenbuterol in pig hair and investigate the residue and 

elimination regularity of clenbuterol. Methods  Growing white pigs (the average weight of 50 kg) were fed 

with the diet that contained clenbuterol for 35 d, withdrawal 32 d. Three hair samples were collected at each 

time point (d 2, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 32, and d 35 after the first drug administration). The 
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hairs were dissolved by sodium hydroxide, extracted by tert-butyl alcohol: ethyl acetate (3:7, v:v), after purified 

with MCX solid phase extraction cartridge, then the residual amount of clenbuterol in these samples was 

determined by HPLC-MS/MS. Three pigs were killed at each time point (d 0, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 

23, 25, 26, 27, 30, and d 32 after the last drug administration), their hair samples were taken and the residues of 

clenbuterol were determined by LC-MS/MS. Results  The residual amount of clenbuterol in the hair samples 

presented a rising trend while the drug accumulate in the pig (866.75 µg/kg at 35 d). The residual amount of 

clenbuterol rose at first, and then reduced slowly after withdrawal. The residual amount of clenbuterol was still 

to 87 μg/kg after withdrawal 32 days. Conclusion  This is a simple operation, with a good repeatability and 

high recovery rate, which is suitable to detect the residue of clenbuterol in animal’s hair. This study can help to 

offer the reference and basis for supervision of edible animal feeding process. 

KEY WORDS: β-Agonists; pig hairs; high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

 
 
 

1  引  言 

克伦特罗(clenbuterol)俗称“瘦肉精”, 具有促进

动物生长、提高瘦肉率的作用, 曾作为促生长添加剂

被广泛关注, 但大量或长期超量使用易在动物可食

组织中残留蓄积, 引发一系列的中毒事件[1-3]。欧盟

早在 1996 年通过的委员会指令 96/22/EC[4]中, 就对

该类药物实施了禁用, 我国的农业部[5,6]公告中也明

确将该类药物列入禁止在饲料和动物饮用水中使用

的药物目录。但是受经济利益驱使, β-受体激动剂的

使用屡禁不止。因此, 发展快速高效的 β-受体激动剂

类药物检测方法, 对市场监管和人民身体健康均有

重要的意义。 

β-受体激动剂类药物常用的检测方法主要有高

效液相色谱法 [7,8], 酶联免疫法 [9,10], 气相色谱-质谱

法[11,12]和高效液相色谱-串联质谱法[13,14]等。目前, β-

受体激动剂的监管主要靶器是动物可食组织和动物

尿液。然而, 动物屠宰后的残留检测监管(动物可食

组织)有一定局限性, 一方面不合格的产品必须销毁, 

造成人力、物力的巨大浪费; 另一方面也很难杜绝不

合格产品流入市场。动物尿液由于采集不方便, 且 β-

受体激动剂在尿液中随外界环境的变化性质不稳定, 

给日常监控带来极大困难。β-受体激动剂在毛发中有

明显的蓄积且代谢缓慢, 样品性质稳定且易于保存。

本研究建立了高效液相色谱 -串联质谱法 (high 

performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, HPLC-MS/MS)检测动物毛发中克伦特

罗残留的方法, 并对克伦特罗在毛发内的蓄积代谢

规律进行了系统研究, 以期为畜禽养殖过程中 β-受

体激动剂的监管提供更为有效的技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  动物实验与样品采集 

选择 3 月龄的三元猪(平均体质量 50 kg), 饲喂

克伦特罗含量为 1.5 mg/kg 的日粮, 每天 2 次, 喂药

周期为 35 d, 停药 32 d。蓄积规律: 从喂养第 2天起, 

在用药的第 2、5、7、9、11、13、15、17、19、21、

23、25、27、32、35天, 任选 3头, 每天上午 8:00~10:00

采毛发样品 3份, 使用建立好的毛发中液相色谱串联

质谱法测定克伦特罗残留量。消除规律: 从停药第 0、

3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、26、

27、30、32 天任选 2 头及当天屠宰猪的毛发样品使

用建立的检测方法测定克仑特罗的含量。 

2.2  仪器与试剂 

Agilent1100高效液相色谱仪(美国Agilent公司); 

API 4000串联质谱仪(美国 AB公司): 配有电喷雾离

子源; Himac CR 22GⅡ高速离心机(日本 Hitachi 公

司); Pierce Model 1878型氮气浓缩装置; PHS-3C型

PH计(上海康仪有限公司); Oasis MCX固相萃取柱(3 

mL, 60 mg)(美国Waters公司)。 

克伦特罗(德国 Dr. Ehrenstorfer公司); 克伦特罗

内标(加拿大 C/D/N ISOTopes公司); 甲醇、乙腈均为

残留级(美国 Burdick & Jackson公司); 叔丁醇、乙酸

乙酯为色谱纯(美国 Burdick & Jackson公司); 甲酸为

优级纯(天津光复精细化工研究所), 乙酸铵为优级纯

(美国 J.T.Baker公司); 实验室用水为Milli-Q超纯水。 

2.3  标准溶液的配制 

准确称取克伦特罗(折合目标化合物 10 mg)于 4

个 10 mL容量瓶中, 依次用适量甲醇溶解, 并用甲醇
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定容至刻度, 混匀, 配置成 1 g/L 的标准储备溶液, 

避光-18 ℃保存。吸取每种标准储备溶液各 100 µL, 

用甲醇定容至 10 mL, 稀释成 10 mg/L的混合标准中

间溶液, 避光18 ℃保存。 

2.4  样品处理 

2.4.1  毛发的清洗 

本试验中毛发先后采用热水、甲醇清洗 3次, 通

风厨内自然晾干, 用剪刀将毛发剪至约 5 mm长。 

2.4.2  提  取 

准确称取 1 g试样, 置于 50 mL离心管中, 添加

同位素内标工作液, 加入 l moL/L 氢氧化钠溶液 10 

mL, 充分震荡混匀, 在 80 ℃水浴中恒温 l h, 冷却

至室温。在毛发水解液中加氯化钠至饱和, 用稀盐

酸调节 pH至 9.5~10.0, 加入 10 mL叔丁醇: 乙酸乙

酯(3:7)震荡萃取, 高速离心取上层溶液于鸡心瓶中, 

萃取过程重复 2次。上层萃取液于 40 ℃水浴旋转蒸

干, 分 2次加入 10 mL 0.1 mol/L的盐酸溶解残渣, 

待净化。 

2.4.3  净  化 

先用甲醇、水、0.1 mol/L盐酸各 5 mL依次淋

洗活化的 MCX 固相萃取柱 , 将提取样液以≤1.0 

mL/min 的流速加载在小柱上, 再依次用 0.1 mol/L

盐酸、水、甲醇-水(1:1, v:v)、正己烷各 5 mL淋洗, 最

后用乙酸乙酯 -甲醇 -氨水 (50:45:5, v:v)洗脱 (流速

≤1.0 mL/min), 收集洗脱液, 45 ℃下氮气吹干, 加

入 1.0 mL0.1%甲酸溶液溶解残渣, 过 0.22 μm滤膜, 

待测。 

2.5  测  定 

2.5.1  色谱条件 

资生堂 CAPCELL PAK C8色谱柱(4.6 mm×250 

mm, 5 μm); 流动相 A: 10 mmol/L乙酸铵(含 0.15%乙

酸)、B: 乙腈, 梯度洗脱条件为 T: 0~7~13~13.1~18 

min, 10%~25%~30%~10%~10% B; 流速:0.5 mL/min; 

柱温: 35 ℃; 进样量: 10 L。 

2.5.2  质谱条件 

电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)正离子

模式; 质谱扫描方式: 多反应监测(multiple reaction 

monitoring, MRM); 毛细管电压: 5500 V; 干燥气温

度: 550 ℃; 干燥气流量: 11 L/min; 雾化器压力: 35 

psi; 其他质谱条件见表 1。 

3  结果与讨论 

3.1  毛发的预处理 

动物的毛发容易受到尿液和粪便的污染, 因此

毛发用于检测前必须采取一定的洗涤程序以去除可

能存在的污染物。本实验毛发样品先用热水清洗 3

遍, 再用甲醇清洗 3遍, 可有效去除毛发外部的污物

以及可能存在的 β-受体激动剂污染, 通风厨自然晾

干又大大节省了试剂配制及样品处理时间。毛发洗涤

后将其剪切到适当长度再进行提取处理。 

3.2  提取条件的优化 

碱水解是毛发中 β-受体激动剂提取最常见的方

式, 常采用 NaOH 或 KOH进行处理[15,16]。一般情况

下, 碱液浓度越大, 提取温度越高, 所需水解时间越

短。本试验分别对 60 ℃、70 ℃、80 ℃和 90 ℃水温

条件下 10 mL 1 mol/L的 NaOH溶液水解 1 g猪毛需

要的时间做了对比, 结果见表 2。毛发中的 β-受体激

动剂的水解也可用酸水解 [17,18], 主要用 0.1 mol/L 

HCl 溶液, 但是酸水解需要水浴过夜, 所需时间较

长。动物组织中 β-受体激动剂的提取一般采用的是

酶水解[14], 本实验对比了 SN/T 1924-2011 方法的前

处理过程, 采用葡萄糖醛酸酶水解, 结果表明提取效

率不高, 可能克伦特罗在毛发中并未形成葡萄糖醛

酸轭合反应物。文献[19]采用蛋白酶 K 酶解和链蛋白

酶酶解提取出毛发中 β-受体激动剂, 提取效率也不

如碱水解和酸水解。考虑到时间问题和方法的通用性, 

本实验采用碱水解, 可用于一般动物毛发包括猪毛、

羊毛等中 β-受体激动剂的提取。 

表 1  克伦特罗主要参考质谱参数 
Table 1  Optimized spectrometric parameters of clenbuterol 

化合物 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 驻留时间 (ms) 裂解电压 (V) 碰撞能量 (eV) 

克伦特罗 277.0 

203.0* 100 70 24 

132.0 100 70 40 

168.0 100 70 42 

克伦特罗-D9 286.2 204.1 100 70 25 

*为定量离子对 
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表 2  毛发在不同温度下需要的水解时间 
Table 2  Hydrolysis time of animal hair under different 

temperature 

水温 (℃) 60 70 80 90 

溶解时间 (min) 90 60 45 45 

 

3.3  方法检测限与线性范围 

本实验中样品称样量为 1 g, 克伦特罗的检出限

为 0.1 µg/kg, 定量限为 0.5 µg/kg, 在 0.1~100.0 

ng/mL内线性范围良好, 相关系数均大于 0.99。由于

在活体猪毛发中克伦特罗的蓄积代谢规律实验中 , 

样品浓度超过日常检测范围 , 又增加 100~1000 

ng/mL 的线性方程, 线性范围良好, 相关系数大于

0.99(表 3)。 

3.4  回收率及精密度 

本方法对克伦特罗的回收率试验采用 3 个加标

浓度, 分别为定量限浓度的 1、2、10倍, 不同基质平

均回收率及精密度见表 4。 

3.5  蓄积代谢规律研究 

3.5.1  毛发中克仑特罗的蓄积规律 

以喂药时间为横坐标, 以测得的药物浓度为纵

坐标绘制浓度与时间的相应关系图(图 2a)。由图 2a 

可以看出, 整个给药期间毛发中蓄积浓度随用药增

加呈上升趋势。毛发中克仑特罗蓄积较快, 饲喂第 2

天即可从毛发中检出克仑特罗 7.33 μg/kg, 这可以从

药物分子吸收到毛发中被认为是常见的“被动扩散”, 

即是从血液扩散至毛囊中的成长找到答案, 有研究

[16]证明在饲喂几小时即可从血液中检出克伦特罗。

由于密集的毛细血管网络环绕毛囊, 因此第 2天在毛

发中检出克伦特罗较为合理。但这与苏晓鸥等[17]研

究中提到饲喂浓度(10 mg/kg), 在用药 5 d后, 黑色猪

毛发有少量克伦特罗残留出现, 而白色猪毛发中未

检出的结果有差异, 可能是由于猪的品种不同所致。

从图2a 中可以看出猪毛发中克仑特罗在饲喂期间蓄

积量逐渐增加, 从第 19~29天进入快速增加通道, 其

中第 19~21天增幅最大, 从 186.83 μg/kg增至 384.47 

μg/kg, 增幅为 197.64 μg/kg, 29~35 d增幅逐渐放缓, 

每 2 d的增加幅度仅约为 80 μg/kg。远远小于最大增

幅的 197 μg/kg。饲喂第 35天毛发中克仑特罗蓄积量

达到 866.75 μg/kg。 

3.5.2  毛发中克仑特罗的代谢规律 

以停药时间为横坐标, 以测得的药物浓度为纵

坐标绘制浓度与时间的相应关系图(图 2b)。从图 2b 

中可以看出, 停止饲喂含有克仑特罗的日粮后, 毛发

中的克仑特罗量没有立即发生减小, 反而略有增加, 

停药 0 d毛发中克仑特罗的浓度为 866.75 μg/kg, 停

药第 5 天增至 897 μg/kg, 这可能是由于毛发中克伦

特罗的蓄积有一定的延迟性。毛发中的克伦特罗开始

消除后, 消除速度在前期较快, 停药第 7 天, 浓度即

降为 420 μg/kg, 约为最高峰值的一半。停药第 13天

降至 187 μg/kg。从停药第 13天起, 消除速度变缓, 停

药第 15 天为 176 μg/kg, 至停药第 30 天毛发中克仑

特罗的浓度为 120 μg/kg, 停药 32 d 仍能够检出 87 

μg/kg的残留。 

表 3  克伦特罗的线性方程及相关系数 
Table 3  Regression equation and correlation coefficients of clenbuterol 

化合物 浓度范围 (ng/mL) 线性方程 相关系数 (r2) 

克伦特罗 
0.1~100 Y=1.62X+0.075 0.9945 

100~1000 Y=1.24X+1.359 0.9958 

表 4  克伦特罗的添加回收率试验数据 (n=6) 
Table 4  Recoveries of clenbuterol (n=6) 

化合物 添加浓度 (µg/kg) 
猪毛 羊毛 

平均回收率 (%) 相对标准偏差 (%) 平均回收率 (%) 相对标准偏差 (%) 

克伦特罗 

0.5 93.5 8.9 95.4 7.8 

1.0 97.8 6.5 91.9 8.1 

5.0 101.4 7.4 97.3 5.2 
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图 2  克伦特罗在猪毛发中蓄积代谢规律 

Fig. 2  Metabolism regularity of accumulation clenbuterol in pig hair 
 

4  结  论 

本试验建立了专属、灵敏的 HPLC-MS/MS检测

方法, 并研究了克伦特罗在动物毛发中的蓄积代谢

规律。结果显示, 动物毛发中克伦特罗蓄积浓度随用

药增加呈上升趋势, 饲喂 35 d 的蓄积量达到 866.75 

μg/kg; 休药后克伦特罗残留没有立即发生减小, 反

而略有增加至最大浓度后逐渐减小, 且停药 32 d 仍

能够检出 87 μg/kg的残留。由此表明, 克伦特罗在毛

发中很容易蓄积, 且代谢缓慢, 可作为动物饲养过程

中药物监管的有效靶组织。 
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