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基质分离固相萃取-液相色谱-串联质谱法快速 

测定牛肉中 4种β2-受体激动剂类兽药残留 

王莉莉 1,2, 陈雪营 3, 张  楠 1,2, 刘  平 1,2, 刘  伟 1,2, 李丽萍 1,2, 吴国华 1,2,  
赵  榕 1,2*, 范  赛 1,2*, 闫薪竹 3 

(1. 北京市疾病预防控制中心, 北京市预防医学研究中心, 北京  100013;  

2. 食物中毒诊断溯源技术北京市重点实验室, 北京  100013; 3. 上海安谱实验科技股份有限公司, 上海  201609) 

摘   要 : 目的   建立基质分离固相萃取结合液相色谱串联质谱法 (liquid chromatography tandem mass 

spectrometry, LC-MS/MS)快速测定牛肉中克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇、特布他林等 4 种 β2-受体激动剂类

兽药残留。方法  样品经葡萄糖醛苷酶/硫酸酯酶酶解、盐析后经 CNW 兽药定量检测分散固相萃取纯化包净化。

采用 LC-MS/MS 电喷雾正离子模式、多反应监测采集(multiple reaction monitoring acquisition, MRM)测定。结果  

当 4 种 β2-受体激动剂类兽药化合物空白样本加标水平在 2.5、12.5、50 g/kg 时, 回收率为 95.39%~106.59%, 相

对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 0.98%~13.26%。4 种目标化合物的检出限为 0.1~0.3 g/kg, 定量限

为 0.3~1.0 g/kg。针对市售 66 件牛肉样品中目标化合物进行检测, 结果均未检出。结论  与传统通过性固相萃

取法相比, 兽药定量检测分散固相萃取纯化法净化效果更好, 基质效应更低。CNW 兽药定量检测分散固相萃取

法可用于牛肉中克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇、特布他林 4 种 β2-受体激动剂类兽药残留快速检测。 

关键词: β2-受体激动剂类兽药; 液相色谱-串联质谱法; CNW 兽药定量检测分散固相萃取纯化包 

Rapid determination of 4 kinds of β2-agonist veterinary drug residues in beef 
by matrix separation solid phase extraction purification combined with 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To a establish a method for the rapid determination of 4 β2-agonist veterinary drug 

residues in beef, including clenbuterol, ractopamine, salbutamol and terbutaline by matrix separation solid phase 
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extraction combined with liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods  The samples 

were hydrolyzed by gluconidase/sulfatase, salted out, purified by CNW veterinary drug quantitative detection and 

dispersive solid phase extraction purification method, and determined by LC-MS/MS electrospray positive ion mode 

and multiple reaction monitoring acquisition (MRM). Results  When the standard levels of 4 kinds of β2-agonist 

veterinary drug compounds in blank samples were spiked at 2.5, 12.5, and 50 g/kg, the recoveries were 

95.39%‒106.46%, and the relative standard deviation were 0.98%‒13.26%. The limits of detection of the 4 kinds of 

target compounds were 0.1‒0.3 g/kg, and the limits of quantification were 0.3‒1.0 g/kg. The target compounds 

were detected in 66 beef samples on the market, but the results were not detected. Conclusion  Compared with the 

traditional solid-phase extraction method, quantitative determination of veterinary drugs dispersive solid phase 

extraction purification method has better purification effect and lower matrix effect. CNW veterinary drug 

quantitative detection dispersive solid-phase extraction method can be used for rapid detection of 4 kinds of 

β2-agonist veterinary drug residues clenbuterol, ractopamine, salbutamol, and terbutaline in beef. 

KEY WORDS: β2-agonist veterinary drugs; liquid chromatography tandem mass spectrometry; CNW veterinary 

drug quantitative detection and dispersive solid phase extraction purification method 
 
 

0  引  言 

β2－受体激动剂在临床上多用于人类治疗支气管哮喘

等临床疾病, 通过兴奋气道平滑肌细胞膜和肥大细胞膜表

面的 β2 受体, 可舒张气道平滑肌血管、增加气道上皮纤毛的

摆动等缓解哮喘症状[1‒3]。动物实验表明, β2－受体激动剂类

药物能改变牲畜自身代谢方式, 促使牲畜肌肉生长, 可以快

速分解和转化脂肪, 降低脂肪沉积, 提高牲畜的瘦肉率[4‒5], 

因此 β2-受体激动剂类兽药曾作为促进生长添加剂被广泛使

用, 其中的克仑特罗也被称作瘦肉精。但后续引发了一系列

的中毒事件, 人类误食 β2－受体激动剂高残留的动物性食

品后, 多产生头晕心悸等中毒反应, 特别是高血压人群, 严

重者甚至导致死亡。欧盟和我国均立法禁止养殖业使用 β2

－受体激动剂类药物[4‒5]。但美国和加拿大等美洲国家则允

许使用莱克多巴胺作为饲料添加剂应用在猪、牛等动物的养

殖过程中的。随着 2016 年国家质量监督检验检疫总局第

2447 号公告, 将有条件解除美国牛肉进口禁令, 美国牛肉

将逐步进入到我国市场, 因此亟需加强对进口牛肉 β2－受

体激动剂的监管, 以保障我国居民的身体健康。 

目前, β2－受体激动剂检测方法很多, 包括胶体金快速

检测卡法、酶联免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent 

assay, ELISA)、液相色谱法(liquid chromatography, LC)、液相

色 谱 串 联 质 谱 法 (liquid chromatography tandem mass 

spectrometry, LC-MS/MS) 、 气 相 色 谱 质 谱 联 用 法 (gas 

chromatography-mass spectrometry, GC-MS)等[6-10], 其中我国

先后发布的国标方法就有 30 多条, 如 GB/T 22286—2008《动

物源性食品中多种 β2－受体激动剂残留量的测定 液相色谱

串联质谱法》, GB/T 21313—2007《动物源性食品中 β2-受体

激动剂残留检测方法 液相色谱-质谱/质谱法》等。目前的检

测方法中, 酶联免疫和胶体金快速检测卡法虽然简便快速, 

但假阳性和交叉反应较多, 容易造成误判, 气相色谱-质谱联

用法虽然之前作为检测的金标准, 但由于方法需要衍生, 操

作较为复杂, 逐步被超高效液相色谱质谱联用法取代[11‒17]。

样品前处理的净化过程是 β2－受体激动剂检测方法更新的最

重要的研究内容, 目前较新的前处理方法多为通过式固相萃

取柱法[18‒24], 即样本经提取后直接过柱浓缩后进行检测, 但

此方法省略了必要的酶解过程, 因此只能作为筛查方法, 不

能作为定量方法。鉴于此, 本研究采用分离固相萃取技术与

液相色谱串联质谱技术相结合, 并对样本进行了酶解, 实现

了结合态 β2－受体激动剂转变为游离态之后的同时净化, 避

免了由于缺少酶解过程而造成的定量不准确的情况, 提高了

检测的准确性, 以期满足日益开放的国内进口牛肉市场的监

管需要, 并且更好地保障我国居民的身体健康。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 

Thermo Scientific ™TSQ Altis™三重四极杆质谱(美

国 Themo Fisher Scientific 公司); T25 Basic 型均质器(美国

Sigma 公司); Thermo Scientific ™Accucore™ RP-MS 柱     

(2.1 mm100 mm, 2.6 µm, 美国 Themo Fisher Scientific 公

司); Milli-Q 超纯水制备系统(美国 Millipore 公司); ME204

分析天平(0.0001 g, 瑞士梅特勒-托利多公司)。 

分散固相萃取(dispersive solid phase extraction, dSPE)

兽药定量检测专用提取包、CNWdSPE 定制兽药净化管(上

海安谱实验科技股份有限公司); 去磷脂小柱(6 mL 150 mg, 

某国外品牌); 乙酸铵(优级纯, 北京试剂厂); β-葡萄糖醛苷

酶/硫酸酯酶(100000 uit/m, 美国 Sigma 公司); 乙腈(色谱

纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司)。 

克仑特罗(clenbuterol)、莱克多巴胺(ractopamine)、沙

丁胺醇(salbutamol)、特布他林(terbutaline)标准品(纯度大于
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98.0%)、克伦特罗-D9、沙丁胺醇-D3、莱克多巴胺-D6、

特布他林-D9(纯度大于 99.0%)(加拿大 TRC 公司)。 

1.2  标准溶液的配制 

分别准确称取克仑特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇、特布

他林标准品各 0.0100 g, 于 10 mL量瓶中, 用甲醇溶解并稀释

至刻度, 为标准品储备溶液(1.0 mg/mL)于‒20 ℃冰箱保存。需

要时各取储备液 0.1 mL 置于 10 mL 棕色容量瓶中, 用甲醇稀

释 100 倍后, 制成 10 mg/L 的混合中间液。使用前将中间液

以甲醇稀释配制成1 mg/L的混合标准液于4 ℃冰箱保存备用。 

再分别精密称取克伦特罗-D9、沙丁胺醇-D3、莱克多

巴胺-D6、特布他林-D9 标准品各 0.0100 g, 置 10 mL 量瓶

中, 用甲醇溶解并稀释至刻度, 摇匀, 作为标准品储备溶

液 (1.0 mg/mL)于 -20 ℃冰箱保存。需要时各取储备液    

0.1 mL 置于 10 mL 棕色容量瓶中, 制成 10 mg/L 的混合中

间液。使用前将中间液以甲醇稀释配制成 1 mg/L 的混合标

准液于 4 ℃冰箱保存备用。 

1.3  样品前处理 

称取匀质样品 2.00 g 于 50 mL 离心管中, 分别加 25 μL 

100 μg/L β2 受体激动剂混和内标静置 10 min。加入 10 mL  

0.2 mol/L 乙酸铵(pH=5.2)溶液和 100 μL β-葡萄糖醛苷酶/硫

酸酯酶。37 ℃下酶解过夜, 静置至室温后取出, 加入 CNW 

dSPE 瘦肉精等兽药定量检测专用提取包, 加入 10 mL 乙腈, 

超声 5 min, 混合 30 s, 8000 r/min 离心 10 min, 转移上清液

于 50 mL 离心管, 重复提取一次, 合并提取液, 用乙腈定容

至 20 mL, 10 mL 酶解液过 CNW dSPE 定制兽药净化管净化。

混合 30 s, 8000 r/min 离心 5 min, 取全部上清液氮吹。35 ℃

氮吹至近干, 加入 1 mL 50%乙腈水定容。再取 10 mL 酶解

液 , 过传统固相萃取柱 , 过柱后收集滤液混合 30 s。    

8000 r/min 离心 5 min, 取全部上清液氮吹, 加入 1 mL 50%

乙腈水溶液定容进行对比实验。 

1.4  仪器条件 

采用 LC-MS/MS 电喷雾正离子模式, 多反应监测采集

(multiple reaction monitoring, MRM)测定。液相色谱条件: 色

谱柱: Thermo Scientific ™Accucore™ RP-MS 柱(2.1 mm  

100 mm, 2.6 µm)或相当色谱柱; 柱温: 40 ℃。流动相 A为 0.1%

甲酸水溶液, B 为 0.1%甲酸甲醇溶液, 采用梯度洗脱, 梯度

洗脱程序: 5% B→50% B (0~5 min); 50% B→100% B (5~   

6 min); 100% B (6~8 min); 100% B→5% B (8~9 min); 5% B 

(9~10 min)。流速: 0.3 mL/min, 进样体积: 10 L。 

质谱条件: 离子源: 电喷雾离子源(electrospray ionization, 

ESI); 毛细管电压: 3.5 kV; 离子传输管温度: 350 ℃; 辅助气加

热温度: 325 ℃; 鞘气: 50 Arb; 辅助气: 10 Arb; 扫描方式: 正

离子扫描; 检测方式: 多反应检测(multiple reaction monitoring, 

MRM); 定性离子对、定量离子对, 碰撞能量见表 1。 

表 1  质谱参数 
Table 1  MS parameters  

名称 
保留时间 

/min 
母离子 
(m/z) 

子离子
(m/z) 

碰撞能量
/V 

特布他林-D9 2.50 235 

108.0 32 

125.9 25 

153.1* 17 

特布他林 2.50 226 

107.0 31 

125.0 25 

152.0* 17 

沙丁胺醇 2.54 240 

148.0* 19 

165.9 14 

222.1 10 

沙丁胺醇-D3 2.53 243 

151.0* 20 

169.1 14 

225.1 11 

莱克多巴胺 4.18 302 

150.1 22 

164.1 16 

284.1* 14 

莱克多巴胺-D6 4.18 308 

120.9 24 

168.1 17 

290.1* 13 

克伦特罗 4.40 277 

168.0 30 

202.9* 17 

259.0 10 

克伦特罗-D9 4.37 286 

169.0 31 

203.9* 17 

268.1 12 

注: *为定量离子。 
 

2  结果与分析 

2.1  方法的优化 

现阶段对于 β2-受体激动剂的检测逐步以开发更高效

快速的检测方法为主, 通过性的传统去磷脂小柱兼容多种

兽药残留的快速检测技术便是其中的一种发展方向, 但由

于传统去磷脂小柱选择性较差, 针对的是多种化合物的残

留筛查, 而 CNW dSPE 瘦肉精等定量检测专用提取包和净

化管, 在阴性样本加入 25 μg/kg 混标, 经酶解后进行方法

前处理, 目标化合物的绝对响应均高于传统去磷脂小柱。

从 4 种兽药残留面积对比图(图 1)可明显看到克伦特罗

(clenbuterol) 、 莱 克 多 巴 胺 (ractopamine) 、 沙 丁 胺 醇

(salbutamol)、特布他林(terbutaline)4 种物质峰面积, CNW 

dSPE 法均高于传统去磷脂小柱法, 尤其是克伦特罗和莱

克多巴胺 2 个物质比较明显。传统去磷脂小柱的绝对回收

率为 21%~41%, 而 CNW dSPE 法则为 42%~102%, 整体而

言, CNW dSPE 前处理法均高于传统去磷脂小柱前处理法, 

相对净化效果更好、回收率更高。同时从图 2、3 对比传统

去磷脂小柱净化法与 CNW dSPE 净化法可以看到, CNW 

dSPE 净化法出峰规则, 特别是在沙丁胺醇与莱克多巴胺

内标对比中可以看到较大差异, dSPE 净化法没有明显的杂

质干扰峰, 而传统去磷脂小柱则干扰明显。从原理上看, 
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传统固相萃取柱反应机制单一, 不能满足复杂基质的净化

要求[21‒23], 而 CNW dSPE 净化方法不仅能够较好地去除牛

肉基质中蛋白质、磷脂、脂肪类杂质, 同时与传统定量检

测方法对比, 减少前处理所用的时间。CNW dSPE 净化方

法避免了固相萃取柱烦琐的上样淋洗洗脱过程, 扣除相同

的酶解与浓缩复溶时间后, 一份样本的前处理仅为 30 min, 

而传统的定量方法则需要 2 h 以上, 如遇到样品离心不彻

底, 或脂肪含量过高, 极易堵塞固相萃取柱导致净化时间

更长, 因此 CNW dSPE 法对环境更友好, 操作简便快速, 

取样后仅需涡旋震荡就可上机(对比图见图 4), 更适合于

牛肉样品中相关兽药残留的快速定量检测。 

2.2  方法的线性范围和检出限 

分别吸取 100.0 μg/L β2－受体激动剂混合标准应用液, 

加入 100 μg/L β2－受体激动剂内标混和应用液, 制备成 β2

受体激动剂含量的标准溶液(含 5 ng/mL 的内标溶液)供样品

测定分析后绘制标准曲线, 以系列标准溶液中分析物的浓

度(μg/L)与对应的氘代同位素内标的峰面积比值绘制校正

曲线, 按内标法计算试样中受体激动剂的含量。如表 2, 各

离子对的峰面积对其质量浓度绘制标准曲线, 以Y轴为峰响

应信号, X 轴为提取液中兽残浓度(μg/L), 制定标准回归方

程, 4 种目标物的线性回归方程的相关系数(r)均大于 0.9990, 

表明各种目标物在 1.0~100.0 g/L浓度范围内呈良好的线性 

 

 

 
图 1  4 种兽药残留在不同方法净化下 LC-MS/MS 上峰面积 

(25 µg/kg, n=3) 
Fig.1  LC-MS/MS upper peak area of 4 kinds of veterinary drug 

residues purified by different methods (25 µg/kg, n=3) 
 

 
 

图 2  传统去磷脂小柱净化法 4 种兽药残留 LC-MS/MS 标准品峰内标峰图(2.5 µg/kg) 

Fig.2  Internal standard peaks of 4 kinds of veterinary drug residues in LC-MS/MS standard by traditional de-phospholipid column purification 
method (2.5 µg/kg) 
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图 3  CNW dSPE 净化法 4 种兽药残留 LC-MS/MS 标准品峰内标峰图(2.5 µg/kg) 

Fig.3  Internal standard peak diagram of 4 kinds of veterinary drug residues LC-MS/MS standards by CNW dSPE purification method (2.5 μg/kg) 

 
关系。将空白样品依托前处理过程进行净化, 得到基质净化

液。用混合标准溶液和基质液配制成浓度为 0.0、1.0、2.0、

5.0 g/L 的标准溶液, 注入高效液相色谱串联质谱仪进行分

析, 以信噪比为 3时的空白样品基质加标的含量定为检出限

(limit of detection, LOD), 信噪比为 10 的空白样品基质加标

的含量为定量限(limit of quantitation, LOQ), 4 种目标物化合

物的检出限在 0.1~0.3 g/kg 之间, 定量限在 0.3~1.0 g/kg

之间, 方法灵敏度较高。 

2.3  方法的准确率和精密度 

通过向空白牛肉样品基质中添加分析物进行测定 , 

以确定方法的准确度和精密度。按传统去磷脂小柱和 CNW 

dSPE 法对加标样品进行处理和测定, 采用内标法进行计

算, 结果见表 3。该类小柱虽然通过内标校准后, 回收率能

达到 80%~120%, 能够满足检测的需要, 但绝对回收通常

相对较低, 克伦特罗和莱克多巴胺的干扰明显减低, 基质

效应下降明显, 且对回收率在 70%以上, 但出峰较为靠前

的沙丁胺醇和特布他林依旧干扰较为严重, 但 CNW dSPE

法依旧较传统去磷脂小柱效果明显改善。4 种 β2－受体激

动剂类兽药化合物阴性加标水平在 2.5、12.5、50 g/kg 下, 

CNW dSPE 法回收率为 95.39%~106.59%, 相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)为 0.98%~13.26%。加标回

收实验结果表明本方法的精密度和准确度基本良好, 符合

欧盟 2002/657/EC 对残留检测方法的规定。 

 

 
 
 

图 4  传统固相萃取小柱法操作和 CNWdSPE 净化法操作流程图 

Fig.4  Flow chart of SPE method and CNW dSPE  
purification method 
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表 2  4 种兽残的线性方程、线性范围、相关系数、 

定量限、检出限 
Table 2  Linear equations, linear ranges, correlation coefficients, 

limits of quantification and limits of detection of 4  
species of animal residues 

化合物 线性方程 
线性范围

/(μg/L)
r 

LOD/ 
(μg/kg) 

LOQ/
(μg/kg)

莱克多 

巴胺 
Y=21.52X‒5.35 1~100 0.9999 0.2 0.6 

特布他林 Y=3.72X+0.61 1~100 0.9991 0.3 1.0 

沙丁胺醇 Y=12.45X‒5.06 1~100 0.9994 0.2 0.6 

克伦特罗 Y=2.29X‒0.70 1~100 0.9991 0.1 0.3 

 

2.4  实际样品测定 

采集北京地区不同区域、不同市场的进口牛肉样品

66 件进行检测, 均未检出 β2－受体激动剂。 

3  结  论 

本研究建立了 CNW 兽药定量检测分散固相萃取纯化

包结合 LC-MS/MS 法快速测定牛肉中克伦特罗、莱克多巴

胺、沙丁胺醇、特布他林等 β2－受体激动剂类兽药残留量

的方法, 并与目前传统通过性固相萃取柱进行了方法比对。

2 种前处理技术均可用于牛肉中多种(克伦特罗、莱克多巴

胺、沙丁胺醇、特布他林)兽药残留快速定量检测, 相对回

收率均较高, 但与绝对回收率则差异较大, 由于 2 种净化方

式采用的为同一样本, 因此绝对回收率的差异主要体现在

了净化效果上, CNW dSPE 兽药定量检测方法净化效果更好, 

对牛肉基质中的复杂干扰物质有更好的祛除效果, 基质抑

制大为降低, 对于机器更为友好, 并且与传统定量法相比, 

CNW dSPE 兽药定量检测方法实验操作更加简便、快速, 更

加适用于该类化合物的快速定量检测, 为今后牛肉制品中

β2-受体激动剂类兽药残留的监管提供了技术支持。 
 

表 3  4 种兽药残留在 3 个添加水平的平均回收率、绝对回收率和相对标准偏差(n=3) 
Table 3  Average recoveries, absolute recoveries and relative standard deviations of 4 kinds of veterinary drug residues at  

three supplemental levels (n=3) 

化合物 
加标水平
/(μg/kg) 

传统去磷脂小柱 CNW dSPE 

平均回收率/% RSD/% 绝对回收率/% 平均回收率/% RSD 
/% 

绝对回收率/%

克伦特罗 

2.5 99.66 3.93 37.98 103.93 4.25 94.46 

12.5 94.71 0.83 30.25 96.07 1.01 72.53 

50 97.68 2.67 36.66 100.43 2.68 79.21 

莱克多巴胺 

2.5 103.88 2.89 54.71 104.61 4.51 127.34 

12.5 95.22 1.29 37.77 95.39 0.98 77.70 

50 98.28 2.87 45.74 98.99 3.14 93.54 

沙丁胺醇 

2.5 104.43 3.44 22.23 106.46 7.62 37.98 

12.5 99.05 2.07 14.23 97.13 2.53 19.72 

50 105.64 2.61 17.80 101.88 4.24 26.47 

特布他林 

2.5 117.11 6.99 26.00 96.79 13.26 43.82 

12.5 106.59 1.59 17.40 97.27 7.65 26.11 

50 109.29 4.84 19.73 105.17 6.65 31.52 
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