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应用超高效液相色谱-四级杆-飞行时间质谱 
鉴定克伦特罗在猪尿中的主要代谢产物 

王鹤佳, 李  丹, 毕言锋*, 孙  雷, 徐士新 
(中国兽医药品监察所 国家兽药残留基准实验室, 北京  100081) 

摘  要: 目的  应用超高效液相色谱/四级杆-飞行时间质谱技术分析鉴定克伦特罗在猪尿中的代谢产物, 并推

测克伦特罗在猪体内的主要代谢途径。方法  按 10 mg/kg bw的剂量, 给猪经口灌食克伦特罗, 分别采集给药

前及给药后的尿液样品。应用超高效液相色谱/四级杆-飞行时间质谱技术对样品进行分析, 采用 MetaboLynx 

XS 软件进行数据处理, 共检测到 6 种克伦特罗的代谢产物, 并根据碎片离子信息进行了结构鉴定。结果  猪

尿中克伦特罗的代谢产物包括 4-N-羟基克伦特罗(4-N-OH-CLE)、4-硝基克伦特罗(4-NO2-CLE)、克伦特罗及

4-N-OH-CLE 的葡萄糖醛酸结合物(GLU-CLE 和 GLU-OH-CLE)等。结论  根据所检测到的代谢产物, 克伦特

罗在猪体内的代谢途径包括 4-N-氧化和葡萄糖醛酸结合等。 
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Identification of major metabolites of clenbuterol in swine urine using 
ultra-performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight 

mass spectrometry 

WANG He-Jia, LI Dan, BI Yan-Feng*, SUN Lei, XU Shi-Xin 

(Reference Laboratory for the Test of Veterinary Drug Residues, China Institute of Veterinary Drug Control, Beijing 100081, 
China) 

ABSTRACT: Objective  To detect and identify the metabolites of clenbuterol in swine urine by using ul-
tra-performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC/Q-TOF MS). 
Methods  Swines were administered a single dose of 10 mg/kg bw clenbuterol by oral gavage. Urine samples 
were collected before and after oral administration and were analyzed using UPLC/Q-TOF MS. With Metabo-
Lynx XS software, six metabolites were screened in swine urine collected 0~24 h after administration and iden-
tified based on their fragmentation ions. Results  The detected metabolites of clenbuterol in swine urine were 
4-N-hydroxylated-clenbuterol (4-N-OH-CLE), 4-NO2-clenbuterol (4-NO2-CLE) and glucuronic acid conjugates 
of clenbuterol and 4-N-OH-CLE. Conclusion  Base on the identified metabolites, the metabolic pathways of 
clenbuterol included 4-N-oxidation and glucuronidation of parent and hydroxylated-clenbuterol. 
KEY WORDS: clenbuterol; ultra-performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spec-
trometry; swine urine; metabolites 
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1  引  言 

克伦特罗(clenbuterol, CLE)是一种临床上常用
的 β-肾上腺素受体激动剂类(β-adrenergic agonists, 
β-AAs)平喘药, 同时, 也是在养殖中非法使用较多的
“瘦肉精”类动物促生长剂。20 世纪八九十年代, 西
班牙、法国、意大利等国家先后发生了上百起食品中

CLE 残留导致的严重食品中毒事件[1-3]。因此, 为了
保障动物源食品的质量安全和保护消费者健康, 欧
盟的 96/23/EC禁止了 β-AAs类物质在食品动物养殖
中作为促生长剂使用, 并且在动物源食品中不得检
出 β-AAs残留[4]。2002 年, 我国也开始禁止盐酸CLE
等 β-肾上腺素类物质在饲料和畜牧生产中使用[5]。 

研究[6,7]表明, CLE 在动物体内的主要代谢途径
包括氧化和结合代谢。在狗体内, CLE的代谢途径主
要为侧链氧化、葡萄糖醛酸结合、硫酸结合和乙基化

等[6]。14C同位素标记代谢实验表明, 在牛体内, 除已
发现的侧链氧化和结合代谢外, 苯胺的 N-氧化也是
CLE的重要体内代谢途径[8]。残留消除实验表明, 在
牛组织和排泄物中, CLE的主要残留形式是未代谢的
原形, 各种代谢产物的含量都比较低[9]。因此, 一般
将原形作为食品中 CLE残留检测的目标物。目前,由
于 CLE在猪体内的代谢研究还未见报道,将原形作为
猪尿或组织中 CLE 残留监控的目标物缺乏科学的实
验基础。 

本研究将利用超高效液相色谱-四级杆-飞行时
间质谱(UPLC/Q-TOF MS)技术, 检测和鉴定猪口服
CLE 后尿液中的主要代谢产物, 并推测 CLE 在猪体
内的主要代谢途径, 为 CLE 的残留监控和风险评估
提供科学依据。 

2  实验部分 

2.1  仪器与试剂 

超高效液相色谱 -四级杆 -飞行时间质谱仪
(Waters Acquity UPLC- SYNAPT HDMS, 美 国
Waters公司); 猪代谢笼(北京人和机械厂); 高速离心
机(德国 Thermo 公司); 恒温振荡器(上海精宏科学
仪器厂); 克伦特罗(含量＞95%, 中国食品药品检定
研究院); 乙腈(色谱纯, Fisher Scientific); 甲酸(分析
纯, 北京试剂公司) 

2.2  样品采集及处理 

长白猪(北京市苏家坨养殖场), 体重 30~40 kg。
代谢实验前, 动物在代谢笼中适应 1 周, 饲喂空白
饲料, 自由饮水。给药前禁食 12 h, 不禁水。按 10 
mg/kg bw的剂量, 口服给药 1 次。给药后, 自由采食
进水。收集给药前 12 h~0 h内的尿液, 作为空白样品。
给药后, 收集 0~24 h内的尿液。将尿液样品以 8000 
r/min离心 10 min, 取上清液于-20 ℃冷冻保存。 

取以上样品 0.5 mL于 5 mL塑料离心管中, 加入
乙腈溶液 2 mL, 充分涡旋振荡后, 5000 r/min 离心
10 min, 转移上清液。按照以上方法, 重复提取 1 次。
合并上清液, 在 50 ℃氮气流下浓缩至小于 0.5 mL。
用水定容至 0.5 mL后, 12000 r/min离心 10 min, 取上
清液过 0.22 μm滤膜后, 供 UPLC/Q-TOF MS分析。 

2.3  仪器分析条件 

色谱柱采用 ACQUITY HSS T3 柱(100 mm×2.1 
mm i.d., 1.7 μm), 柱温 30 ℃, 流速为 0.4 mL/min, 进
样体积 2 μL。流动相 A为含 0.1%甲酸的乙腈, 流动
相 B 为含 0.1%甲酸的水溶液, 液相分离的梯度洗脱
程序: 0~1 min, 保持 2% A; 1~5 min, 流动相 A的比
例由 2%线性变化至 30%; 5~7 min, 流动相 A的比例
由 30%线性变化至 60%; 7~9 min, 流动相A的比例保
持 95%; 9 ~11 min, 保持流动相 A的比例为 2%。 

Q-TOF MS采用电喷雾离子源, 正离子模式; 毛
细管电压 3 kV; 电离源温度 120 ℃, 锥孔电压为 20 
V, 数据采集质量范围为 50~1000 Da; 数据采集方式
为 MSE模式, 一级质谱(MS)碰撞电压为 4 eV, 二级
质谱(MS/MS)碰撞电压为 10~30 eV。检测前, 采用甲
酸钠溶液进行精确质量校正, 并用亮氨酸-脑啡肽溶
液([M+H]+, m/z 556.2771 Da)进行实时质量锁定。 

2.4  代谢物鉴定 

采用MetaboLynx XSTM软件对UPLC/Q-TOF MS
采集的数据进行处理。首先, 对数据进行质量亏损过
滤(mass defect filtering, MDF)处理, 消除内源性代谢
物的干扰。然后, 根据代谢途径的精确质量变化, 采
用离子色谱峰提取(extracted ion chromatogram, EIC)
的方法, 筛查可能的代谢产物。其中, 在 EIC处理中, 
保留时间和精确质量的误差分别为 0.05 min和±10 m 
Da。最后, 提取 MSE采集的 MS/MS信息, 对比代谢
产物和原形的主要碎片离子, 对代谢产物的结构进
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行鉴定。 

3 结果与讨论  

3. 1 CLE 质谱裂解特征研究  

根据 UPLC/Q-TOF MS 采集的分子离子和碎片
离子信息(图 1), CLE的分子离子(m/z 277)可以产生 4 
个主要的碎片离子, 分别为 m/z 259、m/z 203、m/z 168
和 m/z 132。其元素组成、精确质量数(exact mass, EM)
和不饱和度(double bond equivalent, DBE)分别见表
1。 

由于 CLE 分子中含有两个 Cl 原子, 分子离子
m/z 277与其同位素峰 m/z 279的丰度比约为 3:2。同
时, 碎片离子 m/z 259与 m/z 261, m/z 203与 m/z 205
的丰度比也都为 3:2, 说明两个碎片离子中也都含有
两个 Cl原子。而 m/z 168与 m/z 170丰度比为 3:1, 说
明只含有一个 Cl 原子。碎片离子 m/z 132 没有典型
的 Cl原子同位素峰, 说明两个 Cl原子都已经失去。 

根据元素组成和同位素峰特征, 可以推测 CLE
的[M+H]+(m/z 277)的裂解过程(图 2)。首先, CLE的
[M+H]+(C12H19N2Cl2

+)容易失去一分子 H2O 生成 m/z 
259(C12H17N2Cl2

+)。然后, 碎片离子 m/z 259继续脱去
侧 链 脂 肪 仲 胺 上 的 叔 丁 基 , 生 成 m/z 

203(C8H9N2Cl2
+)。碎片离子 m/z 203依次失去两个 Cl, 

生 成 碎 片 离 子 m/z 168(C8H9N2Cl+) 和  m/z 
132(C8H8N2

+)。以上 CLE的质谱裂解特征研究将为代
谢物的结构鉴定提供实验基础。 

3.2 代谢产物鉴定 

除 CLE原形外, 在猪尿液中共检测到 6 种 CLE
的代谢产物, 其中, Ⅰ相代谢产物 2 种, Ⅱ相代谢产
物4 种。CLE及其代谢产物的保留时间(retention time, 
RT)、精确质量数(exact mass, EM)、元素组成和相对
含量等见表 2。 
3.2.1 Ⅰ相代谢产物 

CLE_M1的[M+H]+(m/z 293.0822, RT=3.76 min)
对应的元素组成为 C12H19N2O2Cl2(EM 理论值为

293.0824 Da), 比 CLE多 1 个 O原子。同时, 两个同
位素峰(m/z 293与m/z 295)的丰度比为 3:2。在MS/MS
图中, CLE_M1 的碎片离子 m/z 275 和 m/z 219, 比
CLE的碎片离子(m/z 259和 m/z 203)大 16 Da, 说明
CLE_M1 是 CLE 的氧化产物。另外, 碎片离子 m/z 
219(C8H9N2OCl2)失去 1 个OH自由基后, 生成碎片离
子 m/z 202(C8H8N2Cl2)。碎片离子 m/z 167(C8H8N2Cl) 
是由 m/z 202 失去 1 个 Cl 产生的, 其两个同位素峰
(m/z 167与m/z 169)的丰度比约为 3:1, 也证明只含有 

 

图 1  CLE的结构式和 MS/MS质谱图 
Fig. 1  The structure and MS/MS spectra of clenbuterol 

 
表 1  CLE 的[M+H]+及其碎片离子的元素组成、精确质量数（EM）理论值及测量值、不饱和度和质量偏差 

Table 1  Element compositions, exact masses, DBEs and mass errors of [M+H]+ and fragment ions of clenbuterol 

元素组成 EM测量值 
(Da) 

EM理论值 
(Da) 

不饱和度 
(DBE) 

质量偏差 
(ppm) 

C12H19N2OCl2
+ 277.0865 277.0874 8.5 -3.25 

C12H17N2Cl2
+ 259.0757 259.0769 9.5 -4.63 

C8H9N2Cl2
+ 203.0132 203.0143 4.5 -5.42 

C8H9N2Cl+ 168.0454 168.0459 4.5 -2.98 

C8H8N2
+ 132.0688 132.0687 4.5 0.76 
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图 2 CLE的质谱裂解过程 
Fig. 2  Proposed fragmentation pathways of CLE 

 
表 2  CLE 及其代谢产物[M+H]+的保留时间(RT)、精确质量数(EM)、元素组成和相对含量 

Table 2  Retention times, exact masses, element compositions, metabolic pathways and relative 
percentages of CLE and its metabolites 

代谢物 

[M+H]+ 

代谢途径 
相对 
含量(%) RT(min) EM测量值 

(Da) 
EM理论值 

(Da) 
质量误差 

(ppm) 
元素组成 

CLE 4.85 277.0870 277.0874 -1.44 C12H19N2OCl2 / 73.9 

CLE_M1 3.76 293.0822 293.0824 -0.68 C12H19N2O2Cl2 OH-CLE 20.2 

CLE_M2 6.41 307.0606 307.0616 -3.26 C12H17N2O3Cl2 NO2-CLE 0.37 

CLE_M3 4.41 453.1201 453.1195 1.32 C18H27N2O7Cl2 GLU-CLE 2.12 

CLE_M4 4.53 453.1173 453.1195 -4.86 C18H27N2O7Cl2 GLU-CLE 0.18 

CLE_M5 4.47 453.1197 453.1195 0.44 C18H27N2O7Cl2 GLU-CLE 0.27 

CLE_M6 2.73 469.1143 469.1144 -0.21 C18H27N2O8Cl2 GLU-OH-CLE 2.96 

 

 

图 3  猪尿中 CLE_M1的 EIC和 MS/MS图 
Fig. 3  EIC and MS/MS spectra of CLE_M1 in swine urine 
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1 个 Cl 原子。以上的碎片离子说明, 氧化代谢反应
发生在苯环上。已有体内和体外代谢研究也表明 , 
CLE 苯环上氧化主要发生在苯环的胺基上。因此, 
CLE_M1 被确定为 CLE 的苯胺羟基化代谢产物
(4-N-OH-CLE)。 

CLE_M2的[M+H]+(RT=6.41 min)的EM测量值为
307.0606 Da, 对应的元素组成为 C12H16N2O3Cl2(EM
理论值为 307.0616 Da), 比 CLE多两个 O原子, 但少
两个 H原子。同时, 两个同位素峰(m/z 307与 m/z 309)
的丰度比为 3:2, 提示 CLE 分子中的胺基可能被氧化
为硝基(EM变化理论值为 29.9741 Da)。在MS/MS图
(图 4)中, 碎片离子 m/z 289和 m/z 233分别比 CLE的
碎片离子(m/z 259和 m/z 203)大 30 Da, 碎片离子 m/z 
132 与 CLE 相同 , 证明苯环上的伯胺基被氧化 , 
CLE_M2为 4-硝基-克伦特罗(4-NO2-CLE)。 

 

图 4  猪尿中 CLE_M2的 EIC和 MS/MS图 
Fig. 4  EIC and MS/MS spectra of CLE_M2 in swine urine 

 
Debrauwer 等[10]分别合成了 CLE 的羟胺和硝基

衍生物, 并利用电喷雾电离质谱(ESI-MS)研究了其
裂解特征。在本研究中, CLE_M1和 CLE_M2的主要
特征碎片离子与 Debrauwer等[10]的结果一致。以上结

果进一步证明, CLE_M1和 CLE_M2为 CLE的两种
苯胺氧化产物(4-N-OH-CLE和 4-NO2-CLE)。 
3.2.2 Ⅱ相代谢产物 

CLE_M3(m/z 453.1201, RT=4.41 min, 图 5)、
CLE_M4(m/z 453.1173, RT=4.47 min, 图 5) 和
CLE_M5(m/z 453.1197, RT=4.53 min, 图 5)的[M+H]+

的元素组成都是 C18H26N2O7Cl2(EM 理论值为

453.1195 Da), 比 CLE的多 C6H8O6(176.0321 Da)。另
外, CLE_M3、CLE_M4 和 CLE_M5也能生成与 CLE
相同的特征碎片离子 m/z 203(图 6)。因此, CLE_M3、
CLE_M4 和CLE_M5被确定为CLE的葡萄糖醛酸结
合产物(GLU-CLE)的 3 种同分异构体, 可能的结合
位点包括 β-羟基、脂肪仲胺和苯胺基。 

CLE_M6(m/z 469.1136, RT=3.38 min)的[M+H]+

所对应的元素组成为 C18H26N2O8Cl2(EM 理论值为

469.1145 Da), 比 4-OH-CLE的多 C6H8O6 (EM理论值
176.0321 Da)。同时, [M+H]+的同位素峰 m/z 469和
m/z 471的丰度比约为 3:2。另外, CLE_M6也能生成 

 

图 5  猪尿中 CLE_M3、M4和 M5的 EIC图 
Fig. 5  EIC of CLE_M3, M4 and M5 in swine urine 

 

图 6  猪尿中 CLE_M3(a)、M4(b)和 M5(c)的 MS/MS图 
Fig. 6  MS/MS spectras of CLE_M3, M4 and M5 in swine urine 
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与 4-OH-CLE相同的特征碎片离子 m/z 202(图 7)。因
此, CLE_M6被确定为 4-OH-CLE的葡萄糖醛酸结合
产物(GLU-OH-CLE)。 
 

 

图 7 猪尿中 CLE_M6的 EIC和 MS/MS图 
Fig. 7  EIC and MS/MS spectra of CLE_M2 in swine urine 

 
Alonen 等[11]通过酶催化和化学方法合成了 CLE

的葡萄糖醛酸结合物, 并证明侧链的 β-羟基更容易
与葡萄糖醛酸发生结合。从图 5可以看出, CLE_M3
的质谱响应明显高于 CLE_M4 和 CLE_M5。根据以
上结果, 可以推测 CLE_M3 的结合反应可能发生在
β-羟基上。然而, 由于合成所有Ⅱ相代谢产物的标准

物质非常困难, 只根据利用高分辨质谱可以采集代

谢物的精确质量数和 MS/MS 信息, 还无法确定葡萄
糖醛酸结合的准确位点。 

3.3 CLE 在猪体内的代谢途径 

早期的研究[6]表明, CLE 在动物体内的氧化代谢
主要发生在侧链上, 包括 C-N键断裂氧化以及叔丁基
的羟基化等。而 Zalko等[8]的研究发现, 除侧链氧化外, 
苯胺氧化是 CLE在牛体内的一个重要代谢途径。体外
代谢研究[12]表明, CLE 在猪肝微粒体中代谢产物也主
要是 4-N-OH-CLE。本研究中, 在猪尿中发现了两种
苯胺的氧化代谢产物: 4-N-OH-CLE和 4-NO2-CLE, 没
有发现侧链氧化和烷基断裂的代谢产物。以上结果表

明, CLE 在猪体内的氧化代谢主要为苯环伯胺的羟基
化, 并最终生成硝基。另外, 有研究[13,14]表明, 对于含
苯胺基团的药物, N-氧化代谢过程可能生成某些活性
中间代谢产物或自由基, 并容易与 DNA、蛋白等结
合。因此, CLE 的苯胺氧化代谢导致的潜在毒理作用
应该引起注意。 

研究[6,8]发现, CLE 在牛和狗体内的结合代谢包
括葡萄糖醛酸结合、苯胺的硫酸结合和 β-羟基的乙
基化等。Schmid等[6]报道, 在狗体内, CLE的葡萄糖
醛酸结合主要发生在 β-羟基上。本研究中, 在猪尿中
只发现了葡萄糖醛酸结合产物(CLE_M3~M8), 没有
检测到硫酸结合和乙基化代谢产物。然而, 只根据质
谱信息还无法准确判断葡萄糖醛酸结合的位点。 

根据所检测到的代谢产物, 可以推测 CLE 在猪
体内的代谢途径(图 8)。由于无法得到所有代谢 

 

 

图 8  CLE在猪体内的主要代谢途径 
Fig. 8  Proposed metabolic pathways of clenbuterol in swine 
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物的对照品, 因此, 只能根据相应离子色谱峰的峰面
积估算 CLE及其代谢产物的相对含量(表 2)。结果表
明 , 在猪尿液中 , 未代谢的 CLE 原形的含量约为
73.9%, 为主要的残留形式。另外, 含量最大的代谢
产物为 4-N-OH-CLE(20.2%), 其他代谢产物的含量
都很小。因此, CLE在猪体内的主要代谢途径为苯胺
的氧化。 

 

4 结   论  

在本研究中, 按 10 mg/kg bw的剂量给猪口服克
伦特罗后, 采用超高效液相色谱-四级杆-飞行时间质
谱技术在给药后的尿液中检测和鉴定了克伦特罗的

6 种代谢产物。根据代谢物鉴定结果, 推测克伦特罗
在猪体内的主要代谢途径为苯环上的 N-氧化, 同时
也可以发生葡萄糖醛酸结合。另外, 未代谢的克伦特
罗原形是猪尿液中的主要残留形式。 
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