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超高效液相色谱-串联质谱法检测动物血浆中 
克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇 

王凤美*, 何京橙, 张鸿伟, 王妍婷, 张晓梅 

(山东出入境检验检疫局检验检疫技术中心, 青岛  266002) 

摘  要: 目的  建立动物血浆中克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇的超高效液相色谱-串联质谱检测方法。    

方法  采用乙酸铵缓冲液酶解提取血浆中的目标化合物, 提取液经混合阳离子交换柱净化, 采用超高效液相

色谱-串联质谱(ultra performance liquid chromatography–tandem mass spectrometry)多反应监测模式检测, 内标

法定量。结果  克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇回收良好, 线性相关系数均大于 0.99, 测定低限均为 0.5 μg/kg。

结论  该方法适用于动物血浆中克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇残留的检测。 
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Determination of clenbuterol, ractopamine and salbutamol in animal plasma 
by ultra high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

WANG Feng-Mei*, HE Jing-Cheng, ZHANG Hong-Wei, WANG Yan-Ting, ZHANG Xiao-Mei 

(Technical Center for Inspection and Quarantine of Shandong Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, 
Qingdao 266002, China) 

ABSTRACT: Objective  A method based on ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry(UPLC-MS/MS) has been developed for the determination of beta-agonists residues including 

clenbuterol, ractopamine, and salbutamol in animal plasma. Method  The analytes were extracted with 

NH4AC solution from samples and hydrolysised with beta-glucuronidase overnight at 37 ℃. The extract was 

filtered and the filtrate was cleaned by Oasis MCX solid phase extraction cartridge. Quantification of the 3 

analytes was achieved by UPLC-MS/MS with multiple reaction monitoring (MRM) using internal standard 

method. Results  The method had a good recovery for the clenbuterol, ractopamine, and salbutamol, and the 

correlation coefficient was more than 0.99 with the limit of quantitation (LOQ) 0.5 μg/kg. Conclusion  The 

method is suitable for the determination of clenbuterol, ractopamine, and salbutamol residues in animal plasma. 

KEY WORDS: plasma; clenbuterol; ractopamine; salbutamol; ultra performance liquid chromatography 

–tandem mass spectrometry 
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1  引  言 

克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇属于 β-受体

激动剂类药物, 该类药物能减缓或减少脂肪沉积, 增

加肌肉蛋白沉积, 使营养重新分配, 从而显著提高动

物酮体的瘦肉率、提高饲料转化率。因此, 该类药物

被大量非法用于畜牧生产。 

长期食用含有 β-受体激动剂残留的食品将对人

体健康产生极大的危害。它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。 

β-受体激动剂的检测越来越多的采用液相色谱-

串联质谱法, 满足了禁用药物高灵敏度、高精确度的

检测要求。目前, 文献报道克伦特罗、莱克多巴胺、

沙丁胺醇的检测多集中在动物源食品基质[1-3], 而食

用动物饲养过程中违禁药物监管, 针对活体动物检

验, 需要无创抽样。尿液和血浆常作为主要的测试对

象[4-5]。尿液中 3种 β-受体激动剂的检测研究较多[6-9], 

动物血浆中 3种药物同时测定的研究尚未见报道。由

于动物尿液存在取样难、取样时间不好确定等问题, 

给食用动物饲养过程中违禁药物监管带来极大的不

便。本研究采用超高效液相色谱-串联质谱建立了动

物血浆中克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇的检测方

法, 为食用动物饲养过程中违禁药物更为方便、可行

的监管模式提供技术保障。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Acquility Quattro Premier XE 超高效液相色谱-

串联质谱仪(美国Waters公司); Himac CR22GII高速

冷冻离心机(日本 HITACHI公司); MS1Minishaker旋

涡混合器(德国 IKA 公司); FA1104 型电子天平(上海

精天电子仪器厂); Milli-Q(18.2 MΩ cm)超纯水处理

系统(美国 Millipore公司)。 

甲酸(色谱纯, 美国 Fluka 公司); 甲醇、乙腈(色

谱纯 , 美国 Merck 公司 ); 乙酸铵 (色谱纯 , 美国

Mallinckrodt Bake公司)。乙酸铵缓冲液: 称取乙酸铵

77.0 g, 用水稀释定容至 500 mL, 混匀, 并用乙酸调

节 pH为 5.2。克伦特罗(clenbuterol)(美国 Dr.公司, 纯

度≥98.5%); 莱克多巴胺(ractopamine)(美国 Dr.公司, 

纯度≥98.0%); 沙丁胺醇(salbutamol)(美国 Dr.公司, 

纯度≥98.5%)。克伦特罗内标(clenbuterol-D9)和莱克

多巴胺内标(ractopamine-D3)(美国 CDN 公司, 纯度

≥99.0%); 沙丁胺醇内标(salbutamol -D3)(美国 Dr.公

司, 纯度≥99.0%)。β-葡萄糖醛酸酶/芳基硫酸酯酶

(美国 Sigma公司)。 

2.2  对照品溶液的配制 

准确称取克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇、克

伦特罗内标、莱克多巴胺内标、沙丁胺醇内标标准品

(折合目标化合物 10.0 mg), 分别用适量甲醇溶解, 

并用甲醇定容至 10 mL, 混匀。-18 ℃以下避光保存。

临用时, 根据需要逐级稀释成不同质量浓度的系列

混合标准工作液。 

2.3  样品溶液的制备 

2.3.1  样品的制备与保存 

取食用动物静脉血 10 mL, 放入抗凝血试管中, 

于-20 ℃冷冻保存。 

2.3.2  样品提取 

称取 1.0 g ( 精确至 0.01 g)试样, 置于 50 mL螺

旋盖聚丙烯离心管中, 添加同位素内标工作液, 加入

乙酸铵缓冲液 15 mL, 然后加入 β-葡萄糖醛酸酶/芳

基硫酸酯酶 20 µL, 充分振荡混匀, 37 ℃温育过夜。

4 ℃条件下 10000 r/min离心 5 min, 收集上清液于螺

旋盖聚丙烯离心管中, 样液经滤纸过滤, 并用 2 mL

乙酸铵缓冲液洗涤滤纸, 收集全部滤液, 待净化。 

2.3.3  样品净化 

将上述样液过MCX柱净化, 依次用 3 mL甲醇、

3 mL水和 3 mL盐酸溶液对柱子进行预处理, 将上清

液以≤1.0 mL/min的流速加载在 MCX小柱上, 再依

次用 3 mL盐酸溶液、3 mL水、3 mL 50%甲醇和 3 mL

正己烷洗柱, 弃去淋洗液; 真空抽干 MCX 柱 2 min, 

用 3 mL乙酸乙酯-甲醇-氨水(50:45:5,V:V:V)进行洗脱, 

收集洗脱液。洗脱液在 45 ℃下氮气流吹干, 加入 1 

mL 0.1%甲酸溶液溶解残渣, 过 0.22 µm滤膜, 进行

超高效液相色谱-串联质谱法测定分析。 

2.4  色谱-质谱条件 

2.4.1  色谱条件:  

色谱柱: Waters ACQUITY UPLC BEH C18柱(2.1 

mm×100 mm, 1.7 μm, 美国Waters公司); 流速: 300 

μL /min; 进样量: 10 μL; 柱温: 35 ℃; 流动相 A为水

(含 10 mmol/L乙酸铵和 0.1%甲酸), B为乙腈; 梯度
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洗脱程序见表 1。三种化合物的典型标准溶液提取离

子色谱图见图 1。 

 
 

表 1  β-受体激动剂测定的梯度洗脱程序 
Table 1  Elution condition for the determination of 

beta-agonists 

时间 
Min 

10 mmol/L乙酸铵 

(含 0.1%乙酸)/% 
乙腈% 曲线变化模式 

0.0 95 5 6 

0.5 95 5 6 

5.0 40 60 6 

6.0 10 90 6 

6.1 95 5 6 

8.0 95 5 6 

 

2.4.2  质谱条件:  

离子化模式: 电喷雾电离(electrospray ionization, 

EI)正离子模式; 质谱扫描方式: 多反应监测(multiple 

reaction monitoring, MRM), 正离子扫描; 分辨率: 单

位质量分辨率; 毛细管电压 (V): 3300 ; 毛细管温度

( )℃ : 350; 离子源温度( )℃ : 120; 去溶剂气温度( )℃ : 

380; 去溶剂气流量(L/h): 800; 锥孔气流量(L/h): 50; 

3种化合物 UPLC-MS/ MS分析参数见表 2。 

3  方法学考察与讨论 

3.1  样品的选择 

血液作为瘦肉精类药物残留检测样品, 又分为

血浆和血清[10-14]。血浆是指离开动物体的全血经抗凝

处理后, 通过离心沉淀, 所获得的不含细胞成分的液

体; 血清是指离开动物体的全血凝固后, 经离心得到

的淡黄色上清液体。两者最大的区别在于, 血清不含 

 
 
 

 

 
 

图 1  沙丁胺醇、莱克多巴胺、克伦特罗标准物质的多反应监测(MRM)色谱图 

Fig. 1  MRM chromatography of salbutamol ractopamine and clenbuterol 
(沙丁胺醇: 1.57 min, 莱可多巴胺: 2.54 min, 克伦特罗: 2.86 min) 
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纤维蛋白原。Lether 等[10]通过给马饲喂含克伦特罗

药物的饲料, 采用液相色谱-串联质谱法检测药物在

血清中的残留情况, 论述了血清为比尿液更为适用

于药物的监管。Lei等[11]通过给猪饲喂含克伦特罗和

沙丁胺醇药物的饲料, 采用酶联免疫法检测两种药

物在血浆、血清中的残留情况。结果表明, 血浆中克

伦特罗和沙丁胺醇的含量均高于血清中两种药物的

残留含量。因此, 本研究采用血浆作为检测对象。 

3.2  前处理过程优化 

根据 β-受体激动剂苯环上取代基的差异, 可分

为苯胺型和苯酚型。克伦特罗属于苯胺型结构, 轭合

反应率和蛋白结合率低。但苯酚型的轭合代谢过程较

强, 如沙丁胺醇在组织和排泄物中主要以硫酸轭合

物的形式存在, 其次为葡萄糖醛酸轭合物; 莱克多巴

胺主要以葡萄糖醛酸轭合物形式存在。有文献报道
[15], 猪血浆中沙丁胺醇除原药外, 还包括沙丁胺醇

的葡糖醛酸化和 N-氧化产物。李阳等[16]考察了酶解

与不酶解对绵羊血浆中莱克多巴胺和沙丁胺醇含量

测定的影响, 结果表明, 绵羊血浆中莱克多巴胺轭合

率大于 95%, 沙丁胺醇轭合率约为 40%。 

本方法中采用 2.0 mol/L 的乙酸铵缓冲溶液(pH  

5.2)作为提取溶剂, β-葡萄糖醛酸酶/芳基硫酸酯酶酶

解, 37 ℃温育过夜。 

3.3  方法学评价 

3.3.1  线性关系及测定低限 

用 0.1%甲酸溶液稀释 2.2 中配制的对照品溶液, 

配制标准系列, 克伦特罗、沙丁胺醇、莱克多巴胺含量

均为: 0.5、1.0、5.0、10.0、50.0 μg/kg, 其中克伦特罗-D9、

沙丁胺醇-D3、莱克多巴胺-D5 三种内标含量均为 1.0 

μg/kg。在本方法所确定的实验条件下进行分析, 结果

见表 3。从表 3可以看出 3种 β-受体激动剂相关系数(r)

均大于 0.99, 表明 3种 β-受体激动剂在 0.5~50 μg/kg范

围内线性关系良好。测定低限以添加回收中各化合物的

定量离子和定性离子信噪比均≥10定义, 克伦特罗、沙

丁胺醇、莱克多巴胺的测定低限均为 0.5 μg/kg。 

3.3.2  回收率 

本研究选取常见食用动物牛、羊、猪 3种不同血

浆作为典型代表基质, 在空白样品中进行了 LOQ、

2LOQ、10LOQ共 3个浓度水平的加标回收实验, 每

个水平进行 6次重复实验, 计算回收率和相对标准偏

差(RSD), 结果表明 3 种 β-受体激动剂的平均回收率

为 95.57%~101.73%, RSD值为 3.26%~7.96%(见表 4)。 

 
 

表 2  3 种化合物的质谱分析参数 
Table 2  Analysis parameters of the 3 compound 

化合物 母离子 (m/z) 子离子(m/z) 滞留时间 (s) 锥孔电压(V) 碰撞能量(V) 

克伦特罗 277.0 
203* 0.05 25 15 

259.1 0.05 25 10 

沙丁胺醇 240.0 
147.8* 0.05 22 18 

221.8 0.05 22 10 

莱克多巴胺 302.0 
163.9* 0.05 25 15 

106.9 0.05 25 28 

克伦特罗-D9 286.2 204.0 0.08 30 15 

沙丁胺醇-D3 243.3 151.1 0.08 30 18 

莱克多巴胺-D3 305.2 166.9 0.08 30 15 

 
 

表 3  3 种 β-受体激动剂线性范围、相关系数和测定低限 
Table 3  Linear ranges, correlation coefficients of 3 β-agonists 

化合物 浓度范围(μg/kg) 线性方程 相关系数(r) 

克伦特罗 0.5~50 Y=0.1438X-0.0006 0.9974 

莱克多巴胺 0.5~50 Y=0.3666X+0.0491 0.9989 

沙丁胺醇 0.5~50 Y=0.3528X-0.0031 0.9978 
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表 4  空白血浆中 3 种 β-受体激动剂的添加回收(n=18) 
Table 4  Recoveries of the 3 β-agonists spiked in plasma samples (n=18) 

基质 
克伦特罗 莱克多巴胺 沙丁胺醇 

回收率(%) RSD(%) 回收率(%) RSD(%) 回收率(%) RSD(%) 

牛血浆 95.57 3.26 100.83 6.28 99.10 6.03 

猪血浆 101.73 5.80 99.33 7.96 97.23 7.96 

羊血浆 100.40 7.00 97.03 7.84 101.10 5.45 

 

4  结  论 

本研究建立了超高效液相色谱-串联质谱对动物

血浆中克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇的检测方法。

该方法前处理简单, 回收率、准确度及精密度均良好, 

能够满足进出口活体食用动物血浆中 3 种 β-受体激

动剂的残留检测。 
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