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冷鲜肉中 β-受体激动剂测定方法的比对及 

优化研究 

周一冉 1,2, 张  琳 2, 郭海涵 1, 王明林 1* 

(1. 山东农业大学食品科学与工程学院, 泰安  271001; 2. 济宁市食品药检验检测中心, 济宁  272000) 

摘  要: 目的  对盐酸克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇的现有检测方法进行比对, 并经优化得到一种基于

超 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 (ultra high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 

UPLC-MS/MS)的检测方法。方法  对 2 种现行检测标准和 QuEChERS 方法进行方法确认比对, 并基于标准方

法原理进行逐步优化。通过酶解、无机提取、调 pH、有机提取、固相萃取、浓缩过程进行前处理, 并通过

UPLC-MS/MS 对冷鲜肉中盐酸克伦特罗、莱克多巴胺和沙丁胺醇进行分析。结果  该优化方法定量限在

0.08~0.17 μg/kg 区间, 3 个浓度的加标回收率在 81.4%~94.6%区间, 相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)小于 8.1% (n=5). 结论  该方法相比标准方法, 前处理时间缩短一半以上, 仪器分析效率也有所提高; 

相比于 QuEChERS 方法具有更低的定量限和更稳定的回收率。 
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Comparison and optimization of methods for determination of β-receptor 
agonists in chilled meat 
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ABSTRACT: Objective  To compare the available methods for determination of clenbuterol hydrochloride, 

ractopamine and salbutamol, and obtain an optimized detection method based on high performance liquid 

chromatography tandem mass spectrometry (UPLC–MS/MS). Methods  Two kinds of available standard methods 

and QuEChERS methods were employed for validation and comparison, following optimization step by step based on 

the principle of standard method. Clenbuterol hydrochloride, lake dopamine and salbutamol in chilled meat were 

analyzed by pretreatment including enzyme hydrolysis, inorganic extraction, pH adjustment, organic extraction, solid 

phase extraction, concentration, and detected by UPLC-MS/MS. Results  The limit of quantitation of method were 

0.08-0.17 μg/kg. The recoveries at 3 spiked levels were 81.4%-94.6%, and the relative standard deviations (RSDs) 

were less than 8.1% (n=5). Conclusion  Compared with the standard method, the pretreatment time of this method is 

more than half, and the efficiency of instrumental analysis is improved. Compared with QuEChERS method, it has 
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lower limit of quantitation and more stable recovery rate. 

KEY WORDS: chilled meat; clenbuterol hydrochloride; ractopamine; salbutamol 
 

 

1  引  言 

β-受体激动剂是一类用于防治人和动物支气管哮喘

疾病的药物, 近年来发现其被添加到饲料中可以显著提高

畜类的瘦肉率而被大量使用, 被人们称为“瘦肉精”[1]。由于

其极易在动物组织中蓄积残留, 进而导致人类食用后出现

肌肉震颤、心率加快、呕吐腹泻等不良反应, 因此其已经

被欧盟、美国等国家和地区禁用, 我国农业部门也明令对

其在畜禽养殖过程中禁用[2]。因此, 以盐酸克伦特罗、莱

克多巴胺和沙丁胺醇为代表的 β-受体激动剂已成为兽药非

法使用和残留的重点监测对象。 

目前, β-受体激动剂的液相色谱-质谱联用检测方法有

多 个 国 家 推 荐 标 准 和 行 业 推 荐 标 准 , 其 中 GB/T 

22286-2008[3]和农业部 1025 号公告-18-2008[4]是食品和农

产品检测中最常用到的检测方法。在这 2 个标准中, 样品

都是经过酶解、缓冲溶液提取、调酸调碱、换相提取、氮

吹浓缩、SPE 净化、浓缩定容后进行仪器分析, 前处理过

程十分繁琐, 成为制约检测效率的重要因素[5], 对这类物

质的检测方法的改进也是研究热点[6,7]。近年来, 基于分散

固相净化(disperse solid phase extraction, d-SPE)技术迅速

发展的 QuEChERS(quick、effect、cheap、easy、rugged、

safe)前处理方法, 自 2003 年被提出以来[8], 已被广泛应用

到农药残留分析 [912]、环境污染物和真菌毒素分析 [1315]

中。针对动物组织的基质特点, 国内外研究人员同样开发

了适用于兽药残留[16,17]和 β-受体激动剂检测[18,19]的 d-SPE

前处理方法, 但方法的实际应用仍不多。 

本研究旨在对上述标准方法和 QuEChERS 方法进行

比对, 并选择更优的方法进行逐步改进优化, 在保证方法

准确性和重复性的基础上, 缩短前处理时间, 降低检出限, 

更好的解决实际检测操作过程中遇到的问题。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Acquity UPLC超高效液相色谱仪、Quattro Premier XE

三重四极杆质谱仪(美国 Waters 公司); SB-800DT 超声波清

洗机(宁波新芝科技有限公司); MS3 漩涡混合仪(德国 IKA

公 司 ); 3-30K 高速冷 冻离 心机 ( 德国 Sigma 公司 ); 

ASPECGX-271/406S 全自动固相萃取系统(英国 Gilson 公

司); Milli-Q 超纯水机(美国 Millipore 公司)。 

盐酸克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇混合标准溶液

(100 μg/mL, 甲醇)、3 种物质的同位素内标混合标准溶液

(10 μg/mL, 甲醇)(美国 AChemTek 公司)。 

乙腈、甲醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 高氯酸、氢

氧化钠、甲基叔丁基醚(methyl tertiary butyl ether, MTBE)、

乙酸乙酯、甲酸、氨水(分析纯, 上海国药集团试剂有限公

司); β-葡萄糖醛苷酶/芳基硫酸酯酶(99%, 德国 Sigma 公

司); C18 净化粉(40 μm, 山东青云公司); MCX 固相萃取柱

(美国 Waters 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

β-受体激动剂标准溶液: 将盐酸克伦特罗、莱克多巴

胺、沙丁胺醇的混合标准溶液(100 μg/mL)用甲醇稀释至

100 ng/mL; 将克伦特罗 D-9、莱克多巴胺 D-3、沙丁胺醇

D-3 混合标准溶液(10 μg/mL)稀释至 100 ng/mL, 均放于

4 ℃冷藏保存, 在使用时按需要配制标准曲线各浓度点。 

0.2 mol/L乙酸铵溶液: 称取 1.54 g乙酸铵, 溶于水中, 

并定容至 100 mL。 

5%氨水-甲醇溶液: 量取 25 mL 氨水, 置于 500 mL 容

量瓶中, 用甲醇定容至刻度。 

1%甲酸-水溶液: 吸取 10 mL 甲酸, 转移至 1000 mL

容量瓶中, 用水定容至刻度。 

2.2.2  样品前处理 

冷鲜肉样品通过粉碎机打碎成肉泥, 冷藏待用。称取

2.00 g 粉碎好的肉泥, 分别加入同位素内标物混合标准使

用液 50.0 μL、0.2 mol/L 乙酸铵溶液(pH=5.2) 8.0 mL 和 β-

葡萄糖醛苷酶/芳基硫酸酯酶 20 μL, 涡旋混匀, 于 37 ℃下

避光水浴振荡 16 h。酶解后, 涡旋 20 s 混匀, 加入高氯酸

0.15 mL, 在 10000 r/min 条件下离心 5 min。将上清液转移

至另一离心管中, 加入 10 mol/L NaOH 溶液 0.25 mL, 随后加

入 NaCl 0.5 g 和 MTBE-乙酸乙酯(1:1, V:V)混合提取液 8 mL, 

涡旋 20 s 混合, 超声波提取 3 min, 在 10000 r/min 条件下

离心 5 min。 

转移上清液至另一离心管中, 加入甲酸0.1 mL, 涡旋5 s

混匀, 并通过 MCX 固相萃取柱进行净化(使用前用 4 mL 甲

醇湿润活化小柱), 依次使用4 mL甲醇和4 mL甲酸-水(2:98, 

V:V)溶液进行淋洗, 并将小柱彻底抽滤干。随后, 使用 5%氨

水-甲醇溶液 4 mL 洗脱柱子上待测成分 , 流速控制在    

0.5 mL/min, 并将洗脱液在 40 ℃水浴下氮气吹干。准确加入

初始流动相 1%甲酸/水-乙腈溶液(95:5, V:V) 1 mL, 超声混

匀, 过 0.22 μm 滤膜转移至进样瓶内, 准备上机操作。 

2.2.3  标准曲线配制及空白实验 

标准曲线采用基质匹配法进行配制。将按照本法进行

了前处理和仪器分析后定性未发现目标化合物峰的样品, 
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在每批次测试时分别向其中加入混标 0.5、2、10、20、50 ng, 

配制成 0.25、1.0、5.0、10、25 μg/kg 的标准序列, 并按 2.2.2

中的方法加入同位素内标溶液。另用该未检出的阴性样品

进行伴随空白实验。 

2.2.4  比对方法样品前处理 

采用 GB/T 22286-2008[3] 和农业部 1025 号公告

-18-2008 方法[4]及郭海霞等[19]研究中的分散固相净化方法

作为比对方法。 

2.2.5  仪器分析条件 

(1) 超高效液相色谱条件 

Waters BEH-C18 液相色谱柱(50 mm×2.1 mm, 1.7 μm), 

流速: 0.25 mL/min, 进样体积: 10 μL, 柱温: 30 ℃。流动相

及梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  3 种 β-受体激动剂检测液相色谱梯度洗脱方法 

Table 1  Gradient program of mobile phase for determination of 
3 β-receptor agnoists 

时间/min A: 1%甲酸-水/% B: 乙腈/% 

0 95 5 

0.5 95 5 

3.5 20 80 

5.0 0 100 

6.0 0 100 

6.1 95 5 

7.0 95 5 

 

(2) 质谱条件 

选用多反应监测模式 (multiple reaction monitoring, 

MRM), 电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI)正离子

模式。其他所采用的参数包括脱溶气体流量和温度、源温

度、锥孔气流和毛细管电压分别设为 400 L/min、350 ℃、

120 ℃、200 L/min 和 4 kV。目标化合物的保留时间、母离

子、子离子、锥孔电压、碰撞电压参数见表 2。 

3  结果与分析 

3.1  现有方法的比对研究 

本研究按照 2.2.4 中的 3 种现有方法对样品进行前处

理, 并按照 2.2.5 仪器分析条件进行分析, 进行了方法确认, 

结果见表 3。通过实验发现, 2 种标准方法在给定定量限

(0.25 μg/kg)处信噪比较大, 均大于 15, 能够进一步下探。

另外, 同位素内标物参与定量处理和不参与定量处理前后

差别较大 , 在不参与定量处理时各项数值均不理想。而

QuEChERS 实验方案在 1 ng/mL 处得到 11.6 的 S/N 信噪比, 

说明定量限难以进一步下探; 线性范围为 1~20 ng/mL, r2

分别为 0.996、0.997 和 0.995, 并不理想。另外, 由于上述

2 种标准方法为浓缩定容, 而 QuEChERS 方法为稀释定容, 

检出限和定量限也是其比较明显的劣势。因此, 本研究选

择标准方法采用的无机-有机两步萃取手段和固相萃取净

化手段, 进行方法优化。 

3.2  前处理方法的逐步优化讨论 

本研究对 2 种标准方法进行了步骤拆分讨论, 并结合

QuEChERS 方法中的部分操作, 基于提升可操作性和节省

时间的思路进行了改进:  

(1) 保留酶解操作: 本研究采集到 5 个检测出目标

物的样品(质控样本), 其中 1、2、3 含有盐酸克伦特罗, 4

和 5 含有沙丁胺醇, 并进行了添加/不添加酶解过程的测

试。由图 1(a)的结果可以看出, 酶解过程对于阳性样品的

真实结果的保证是十分重要的, 因此该步骤及相应条件

得以保留。 
 

表 2  β-受体激动剂保留时间、母离子、子离子、锥孔电压和碰撞能量 
Table 2  Retention time, precursor ions, daughter ions, cone voltage and collision voltage for β-receptor agnoists 

化合物 保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 锥孔电压/V 碰撞能量/eV 对应内标物质 

盐酸克伦特罗 2.44 277.3 203.2* 30 18 克伦特罗-D9 

   259.2 30 10  

莱克多巴胺 2.22 302.3 164.2* 25 17 莱克多巴胺-D3 

   264.2 25 12  

沙丁胺醇 1.61 240.3 148.2* 25 19 沙丁胺醇-D3 

   222.2 25 10  

克伦特罗-D9 2.44 286.4 204.2 25 18  

莱克多巴胺-D3 2.22 305.4 167.2 25 15  

沙丁胺醇-D3 1.61 243.4 151.2 25 20  

注: *为定量子离子。 
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表 3  3 种参考方法的方法学验证结果(n=3) 
Table 3  Certification results of 3 reference method(n=3) 

化合物 相关系数 r2 
给定定量限浓度

信噪比 

0.25 μg/kg 浓度加标 1.0 μg/kg 浓度加标 5.0 μg/kg 浓度加标

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/%

GB/T22286-2008         

盐酸克伦特罗 0.997 22.5 91.6 2.7 89.1 5.5 94.6 4.2 

莱克多巴胺 0.997 31.8 87.3 5.6 93.7 4.7 89.8 1.5 

沙丁胺醇 0.998 15.3 94.4 7.4 99.5 1.9 105.4 3.3 

农业部 1025 号公告-18-2008         

盐酸克伦特罗 0.998 38.9 104.1 3.5 96.3 7.3 96.3 5.8 

莱克多巴胺 0.997 25.6 95.3 6.1 103.4 2.5 91.7 1.6 

沙丁胺醇 0.998 23.3 97.6 4.0 85.7 3.4 102.1 3.7 

QuEChERS 方法         

盐酸克伦特罗 0.996 11.7 / / 94.6 5.8 95.3 0.9 

莱克多巴胺 0.997 8.5 / / 108.5 3.7 86.4 8.3 

沙丁胺醇 0.995 2.7 / / 91.1 4.1 90.1 4.4 

 

 
 
 
 

图 1  前处理工序优化讨论(n=2) 

Fig. 1  Optimization and discussion of process in pretreatment (n=2) 
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(2) 保留乙酸铵缓冲液提取操作 : 本研究对比了

pH=5.2 的乙酸铵水溶液、1%三氯乙酸的甲醇-水溶液和 1%

甲酸的甲醇 3 种提取液进行比较, 在实际提取过程中发现, 

采用乙酸铵水溶液可以使更为固-液两相混合更为均匀 , 

且提取液颜色较浅, 而在甲醇-水溶液和甲醇的提取过程

中提取液略微偏红且出现固体结块现象。而 3 种溶剂的提

取, 对目标化合物的回收率影响不大(图1(b)), 因此本实验

保留 pH=5.2 的乙酸铵水溶液进行提取。 

(3) 简化标准方法中调酸除蛋白和二次 pH 调节操作: 

本研究对调酸除蛋白过程进行了简化, 将几步操作标准化, 

相比原方法省去一步离心、一步转移和使用 pH 计调节的

过程。 

(4) 改进有机相二次提取操作: 本研究尝试了两种的

提取液的配比方法, 结果如图 1(c)所示, 可以看出 MTBE-

乙酸乙酯的提取效果要优于异丙醇-甲醇及甲醇单独提取

的效果, 且两步提取与一步提取几乎无差别, 因此本研究

采用结合 NaCl 盐析的 MTBE-乙酸乙酯的一步提取。 

(5) 简化提取液氮吹复溶操作: 本研究对有机提取液

直接上柱和换相上柱进行了比对, 并考虑到固相萃取的阳

离子交换的特点而向有机相中加入 0.1 mL 甲酸, 结果如图

1(d)所示。可以看出, 未换相的方法得到的莱克多巴胺和沙

丁胺醇的回收率更低, 但甲酸的加入能有效控制损失。因

此, 本研究省去了萃取液氮吹复溶的操作步骤, 改为加入

甲酸混合后直接上柱。 

综上, 在表 4 中列举了改进方法及标准方法在酶解操

作后的提取净化分步效率对比。相比之下, 本研究设计方

法总时长由标准方法的 1.6~1.9 h缩短至 0.7 h, 时间节省一

半以上, 大大提高分析效率。 

3.3  仪器分析方法的优化 

仪器方法参考了标准方法中[1,2]的较为成熟的梯度洗

脱程序和质谱各项参数设置, 在此基础上进行了部分参数

的优化, 包括离子源毛细管电压和碰撞电压等, 得到相对

较快的分析时间和较好的分离度。1.0 μg/kg 加标水平下(加

标回收测试实验中间浓度点)的总离子流图见图 2。 

3.4  方法验证 

本研究对设计的实验方法进行了验证, 包括线性范围

及相关系数、定量限, 结果如表 5 所示。由于标准曲线为基

质匹配标准曲线而无需换算, 因此直接采用 10 倍信噪比对

应的浓度作为方法定量限(limit of quantitation, LOQ)。经验

证, 方法定量限在 0.08~0.17 μg/kg 范围内, 线性范围为

0.25~25 μg/kg, 相关系数分别为 0.996、0.994、0.996, 在

0.25、1.0、5.0 μg/kg 3 个浓度加标回收率在 81.4%~94.6%范

围内, RSD 不高于 8.1%。 
 

表 4  标准方法与本研究采用改进方法的分步效率对比 
Table 4  Comparison for efficiency(costing time) of modified procedure in this research and standard methods insteps. 

检测方法 提取 1/min 调酸/min 提取 2/min 浓缩 1/min 固相萃取/min 浓缩 2/min 总时长/h 

GB/T22286-2008 15 10 20 20 20 15 1.6 

农业部 1025 号公告-18-2008 15 15 30 20 20 15 1.9 

本研究改进方法 6 6 6 / 15 15 0.7 

 

 
 

图 2  3 种 β-受体激动剂及对应同位素内标物的总离子流图(c=1.0 μg/kg) 

Fig. 2  Total chromatography of 3 β-receptor agnoists and corresponding internal standards (c=1.0 μg/kg) 
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表 5 本研究优化方法的方法学验证 
Table 5  Method validation of optimized procedure in this study 

化合物 线性范围/(μg/kg) 方法定量限/(μg/kg) 相关系数 r2 
加标回收率(RSD)/%, n=5 

0.25 μg/kg 1.0 μg/kg 5.0 μg/kg 

盐酸克伦特罗 0.25~25 0.12 0.996 85.5(2.8) 88.4(2.1) 81.4(2.5) 

莱克多巴胺 0.25~25 0.08 0.994 94.6(4.7) 88.6(3.4) 90.5(4.0) 

沙丁胺醇 0.25~25 0.17 0.996 91.4(8.1) 85.7(7.0) 90.5(7.1) 

 

3.5  实际样品测定 

对济宁市任城区 3 处大型超市及 2 处农贸市场进行采

样, 共采集 8 份冷鲜猪肉样本。采用本研究优化后的方法

和 2.2.4 中采用的 3 种参考方法对上述 8 份冷鲜肉样本进

行测定, 每个样本测试进行 2 次平行独立测定。通过 4 种

方法对上述 8 批次样本进行测定, 均未发现阳性样品(含量

低于各方法检出限), 但本研究方法在共同测试过程中相

比于标准方法体现出快速、高效的特点 , 且相比于

QuEChERS 方法获得了更优的离子流图。 

4  结  论 

本研究通过对基于固相萃取净化的 GB/T 22286-2008

和农业部 1025 号公告 -18-2008 2 种标准方法和基于

QuEChERS 提取净化的方法进行比对, 确定了固相萃取方

法为测定冷鲜肉中 β-受体激动剂较优的方法; 在标准方法

基础上保留了酶解操作及标准方法中的乙酸铵缓冲液提取

操作, 简化了标准方法中调酸除蛋白和二次 pH 调节操作, 

改进了有机相二次提取操作, 简化了提取液氮吹复溶操作, 

并优化了仪器分析方法和参数。将该方法进行了验证, 得

到方法定量限在 0.08~0.17 μg/kg 范围内 , 线性范围为

0.25~25μg/kg, 相关系数分别为 0.996、0.994、0.996, 在

0.25、1.0、5.0 μg/kg 3 个浓度加标回收率在 81.4%~94.6%

范围内, RSD 不高于 8.1%。该方法相比标准检测方法, 能

够达到相同的精密度和准确度水平, 且能够大幅缩短检测

时间; 相比目前较热门的 QuEChERS 方法, 本研究方法具

有更低的定量限、更优的线性参数。 
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