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液相色谱-串联质谱法同时测定猪肉中 
3种 β-受体激动剂的残留量 

易可可 1,2, 谢  洁 2*, 江  游 2, 乔晓婷 2, 龚晓云 2, 黄泽建 2, 翟  睿 2, 彭  涛 2, 
戴新华 2, 方  向 2, 时国庆 1* 

(1. 北京科技大学化学与生物工程学院, 北京  100083; 2. 中国计量科学研究院前沿计量科学中心, 
质谱仪器工程技术研究中心, 北京  100029) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)同时

测定猪肉中 3 种 β-受体激动剂类药物(沙丁胺醇、莱克多巴胺、克伦特罗)的检测方法。方法  制备的样品用

含 1%乙酸的乙腈提取, 正己烷去脂后, 采用 ZORBAX SB-C18 色谱分离, 采用乙腈-0.1%甲酸(含 5 mmol/L 乙

酸铵)梯度洗脱, 多反应监测模式定量。结果  本方法在 12 min 内完成 3 种目标化合物的分离分析。方法的检

出限为 0.003~0.015 μg/kg, 定量限为 0.01~0.05 μg/kg。在 0.01~5 μg/kg 的添加范围内, 动物肌肉组织中添加回

收率为 71.6%~112.6%, 相对标准偏差为 7.2%~16.9%。结论  该方法快速、准确、灵敏, 适合同时定量猪肉中

3 种 β-受体激动剂类药物残留测定。 
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Simultaneous determination of 3 kinds of β-agonist residues in pork by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous quantification of 3 kinds of β-agonist 

stimulant drugs (salbutemol, ractopamine, clenbuterol) in pork by liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(LC-MS/MS). Methods  The prepared samples were extracted with acetonitrile containing 1% acetic acid and 

acetonitrile saturated n-hexane, and then separated by ZORBAX SB-C18 chromatography. The mobile phase was 

acetonitrile-0.1% formic acid, with a gradient elution, and the content of β-agonist stimulant drugs was quantified by 

multiple reaction monitoring (MRM) mode. Results  This method completed the analysis of 3 target compounds 
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within 12 min. The limits of detection were 0.003–0.015 μg/kg, and the limits of quantitation were 0.01–0.05 μg/kg. 

Average recoveries were found in the range of 71.6%–112.6% at the addition to animal muscle tissue of 0.01–5 μg/kg 

with relative standard deviations of 7.2%–16.9%. Conclusion  This method is rapid, accurate and sensitive, and 

suitable for simultaneous determination of 3 β-agonist drugs residues in pork. 
KEY WORDS: animal derived food; liquid chromatography-tandem mass spectrometry; banned veterinary drugs 
 
 

1  引  言 

兽药在动物养殖中不可或缺, 对防治动物疾病、促进

生长、促进肉类食品的增产等方面起着十分显著的作用[1]。

20 世纪 80 年代以来, β-受体激动剂被用于畜牧生长以提高

瘦肉率, 但 β-受体激动剂会在动物组织中长时间残留, 长
期食用会引起不良反应。如克仑特罗(clenbuterol, CLB), 作
为强效 β-受体激动剂类药物可用于治疗哮喘, 人食用含药

物残留的肉类后可引起肌肉震颤、过敏反应[2], 其他类似

的药物还有沙丁胺醇(salbutemol, SLB)和新型瘦肉精莱克

多巴胺(ractopamine, RCT)。 
为保证动物源性食品安全, 欧盟、美国、日本、中国

等纷纷制订了动物源性食品中兽药最高残留限量, 并禁止

在畜禽养殖中添加瘦肉精等兽药。2002 年, 我国农牧发布

[2002]1 号文明确规定克伦特罗、沙丁醇、莱克多巴胺为禁

用药物, 实施例行监测以来, 养殖业中非法使用这几种违

禁药物的行为得到了有效遏制, 但仍有违法分子为利益所

驱铤而走险, 滥用兽药或不遵守停药期的事件仍有发生。

β-受体激动剂类兽药残留已成为动物源性食品监控中最重

要的项目[3], 因此建立同时监测该类药物的检测方法是十

分必要的。 
目前对兽药残留的检测方法主要包括酶联免疫

法 [4,5]、液相色谱法及气相或液相色谱质谱联用法[6-9]。酶

联免疫法操作简单, 快速检测可以用于前期筛查, 但由于

其假阳性率高, 无法作为多残留分析的确证方法。随着现

代化学分析技术发展迅速, 液相色谱-串联质谱技术(liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)在
动物源性食品的多组分残留检测中具有明显优势, 如灵敏

度高、选择性高和痕量确证分析等[10], 已经为目前主要的

检测和确证方法。Huerta 等[11]建立了分析鱼组织中多种药

物的高效液相色谱串联质谱法, 在鱼组织中目标化合物的

检出限范围为 0.01~0.98 μg/kg。王炼等[12]建立了一种超高

效液相色谱－串联质谱法测定畜禽肉和牛奶中多种兽药残

留的方法, 方法的检出限和定量限分别为 0.05~3.05 μg/kg
和 0.16~10.0 μg/kg。现行的国标检测方法 GB/T 22286-2008
《动物源性食品中多种 β-受体激动剂残留量的测定 液相

色谱串联质谱法》[13]的对于猪肉中包括 CLB、SLB、RCT
在内的 11 种 β-受体激动剂药物的残留检出限均为      
0.5 μg/kg, 而现有针对 β-受体激动剂类药物的 LC-MS/MS

检测方法的检出限大多接近国标检出限, 使用这些方法检

测, 若食品中药物残留量低, 可能产生假阴性结果, 导致

食品安全监管出现漏洞。为了适应残留检测的需要, 本研

究在探索优化适合同时提取 3 种 β-受体激动剂类药物的前

处理方法的基础上, 结合 LC-MS/MS 定量确证技术, 建立

一种同时定量猪肉组织中 β-受体激动剂类药物的残留检测

方法, 为我国动物源性食品安全监控提供技术支撑。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 
2.1.1  仪器、试剂与材料 

Agilent 6460 三重四级杆质谱仪(美国 Agilent 公司); 
N－EVAP 112 氮吹浓缩仪(美国 Organomation Associates
公司); 3－30K 高速冷冻离心机(德国 Sigma 公司); HLB
固相萃取柱(150 mg/6 cc, 美国 Waters 公司)。 

沙 丁 胺 醇 (salbutemol, SLB) 、 莱 克 多 巴 胺

(ractopamine, RCT)、克伦特罗(clenbuterol, CLB)标准品

(纯度均大于等于 99%, 德国 Dr. Ehrenstorfer Gmbh 公

司); 乙腈、甲醇、乙酸乙酯、二氯甲烷、正己烷(色谱纯, 美
国 Fisher 公司); 氨水、乙酸、氯化钠(分析纯, 北京精细化

学试剂公司); 甲酸、乙酸铵(色谱纯, 美国 Acros Organics
公司)。 

本实验收集的 11 份国内猪肉组织样品购买自北京

各农业批发市场。 
2.1.2  溶液配制 

乙腈饱和正己烷: 100 mL 正己烷中加入 10 mL 乙腈, 
充分振荡后, 静置分层, 取上层液体。 

0.1%甲酸溶液(含 5 mmol/L 乙酸铵): 取 1 mL 甲酸和

0.38 g 乙酸铵置于 1 L 容量瓶中, 用水溶解并定容至 1 L。 
稀释液: 准确量取 8.5 mL 超纯水, 加入 1.5 mL 乙腈, 

充分振荡混匀, 现用现配。 

2.2  实验方法 
2.2.1  标准溶液配制 

标准储备液的配制: 分别精密称取标准品 10.0 mg(以
纯品计算)于 10 mL 容量瓶中, 用乙腈溶解、定容, 配制成

浓度为 1.0 mg/mL 的标准储备液。 
标准工作液的配制: 分别移取 0.1 mL 兽药标准品储

备液于 10 mL 容量品中 , 用乙腈稀释、定容 , 配制成   
10.0 µg/mL 的混合标准工作溶液。 
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以上标准储备液和标准工作液分别于–20 ℃避光

保存。  
2.2.2  样品前处理 

称取 2.0 g(精确至 0.1 g)试样(猪肉)于 50 mL 离心管中, 
加入10 mL 乙腈(含1%乙酸), 涡旋30 s, 振荡15 min, 5000 r/min 
(2599 g)离心 10 min, 收集上清于另一 50 mL 离心管。残渣

用 10 mL 乙腈(含 1%乙酸)按以上步骤重复提取 1 次, 合并

上清液。上清液中加入 10 mL 乙腈饱和正己烷, 剧烈振荡

30 s, 5000 r/min(2599 g)离心 10 min, 去除正己烷层, 收集

下层液体, 40 ℃水浴中减压浓缩至干。用稀释液复溶, 定
容至 1 mL, 混匀后过 0.22 μm 尼龙滤膜, 待检测。 
2.2.3  液相色谱-串联质谱条件 

(1) 液相色谱条件 
色谱柱: Agilent ZORBAX SB-C18(100 mm ×2.1 mm, 

3.5 μm); 柱温: 40 ℃; 进样量: 10 μL。流动相 A 为 0.1%甲

酸溶液(含 5 mmol/L 乙酸铵), 流动相 B 为乙腈。流速:   
0.4 mL/min。液相色谱采用梯度洗脱: 0 min, 1% B; 3 min, 25% 
B; 3.5 min, 35% B; 5 min, 50% B; 6.5 min, 80% B; 9.5 min, 
100% B; 10.5 min, 100% B; 11.5 min, 1% B; 13 min, 1% B。 

 (2) 质谱条件 
离子源: 电喷雾离子源(ESI); 扫描方式: 正离子扫描; 

监测方式: ESI+为动态多反应监测; 毛细管电压: 4000 V; 
雾化气压力: 40 psi; 干燥气温度: 300 ℃; 干燥气流速:  
10 L/min; 鞘气温度: 350 ℃; 鞘气流速: 11 L/min; 其他质

谱参数见表 1(母离子、子离子、碰撞能量和碎裂电压)。 
2.2.4  基质匹配标准曲线的绘制 

准确量取适量混合标准工作液, 用 2.2.2 方法处理空

白基质的提取液作为标准溶液的稀释液, 稀释混合标准工

作液, 得基质匹配标准溶液经 LC-MS/MS 分析, 每一个浓

度平行进样 2 次。以基质匹配标准工作液的浓度为横坐标, 
化合物对应定量离子的峰面积比为纵坐标, 绘制基质匹配

标准曲线。 
2.2.5  方法确证 

准确度与精密度分别用回收率和相对标准偏差。取猪

肉空白样品 2 g, 按 1 倍、10 倍和 100 倍定量限(limit of 
quantitation, LOQ)3 个浓度水平添加混合标准工作液进行

添加回收实验, 按照 2.2.2 和 2.2.3 所示方法进行样品处理

和分析测定。根据各分析物的峰面积, 用基质匹配标准曲

线计算对应的浓度, 然后计算相应的回收率和相对标准偏

差。每个浓度样品制备 6 个平行, 连续 3 d 重复制备, 计算

平均回收率、日内精密度和日间精密度。 
2.2.6  实际样品检测 

按 2.2.2 和 2.2.3 所示方法对收集的样品进行前处理以

及检测分析。 

3  结果与分析 

3.1  实验条件选择 

3.1.1  液相色谱条件优化 
反相色谱柱适用范围较广, 兽药分析多采用反相 C18

柱。C18 柱种类繁多, 性能、特点各不相同, 色谱分析效果

存在较大的差异。本研究对 Acquity UPLC BEH C18 柱   

(50 mm×2.1 mm, 1.7 μm)与 Agilent ZORBAX SB-C18 柱 
(100 mm×2.1 mm, 3.5 μm)的分离效果进行了比较。Acquity 

UPLC BEH C18 柱峰形较宽且有拖尾; ZORBAX SB-C18 柱

分离效果较为理想, 峰形较窄, 拖尾现象明显改善, 最后

选择 ZORBAX SB-C18 柱。 
流动相可影响目标化合物的保留时间和峰形、离子化

效率和灵敏度。本实验对流动相以及流动相添加剂进行优

化, 以得到好的分离和高的灵敏度。在正离子模式下, 0.1%

甲酸水溶液(含 5 mmol/L 乙酸铵)和乙腈为流动相时取得了最

优的结果, 加入 0.1%甲酸可促进化合物在正离子模式下的电

离, 生成[M+H]+离子; 加入 5 mmol/L 乙酸铵则可以改善化合

物在正离子模式下的峰形和拖尾等现象。因此, 本实验最终

采用 0.1%甲酸水溶液(含 5 mmol/L 乙酸铵)和乙腈为流动相, 
根据化合物保留性质的差异, 优化洗脱梯度, 保证所有药物

保留, 得到对称、尖锐的峰形及最佳色谱分离效果。 
3.1.2  质谱条件优化 

将标准品配制为 0.5 μg/mL 的乙腈-水(1:1, V/V), 在正

离子模式下进行全扫描, 考察了各目标物的响应, 确定目标

物的母离子, 并对各分析物的碎裂电压进行优化。获得母离

子峰后再做子离子扫描, 确定每种化合物的特征碎片离子

和碰撞能量, 根据这些碎片离子可以准确定性和定量。 
 
 

表 1  各种化合物质谱条件 
Table 1  MRM parameters of compounds 

化合物 电离模式(ESI) 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碎裂电压/V 碰撞能量/V 保留时间/min 

CLB M+H 277.2 203.0*/132.1 120 15/30 4.1 

RCT M+H 302.2 121.1/107.0* 120 20/35 3.6 

SLB M+H 240.1 166.0/148.0* 80 10/15 2.2 

注: *为定量离子。 
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正离子扫描模式选用乙腈和 0.1%甲酸溶液 (含      
5 mmol/L 醋酸铵)为流动相对分析物进行分离。ESI+下采用

MRM 监测模式。本实验以猪肉进行前处理优化, 文中所列

谱图为猪肉中添加色谱图。部分化合物标准溶液的质量离

子色谱图如图 1。 

3.2  样品前处理方法优化 
提取时, 样品中蛋白和脂肪含量不同会影响化合物

的回收率。本实验比较了乙腈-乙酸乙酯(1:1, V/V)、乙腈-
乙酸乙酯-乙酸(49.5:49.5:1, V/V/V)、乙腈-乙酸乙酯-氨水

(49.5:49.5:1, V/V/V)提取分析物的回收率(图 2A), 提取溶剂

中加入 1%乙酸时综合提取效率最好。本实验比较了酸解、

酶解、碱解和不水解对回收率的影响(图 2B), 采用酸性提

取液乙腈-乙酸乙酯-乙酸(49.5:49.5:1, V/V/V)直接提取, 所
有分析物的回收率基本满足要求。为了保证充分彻底提取, 
实验了重复提取的效果(图 2C), 结果发现 1 次提取不能完

全将分析物提取出 , 2 次提取后 , 回收率可增加约

10%~20%, 因此前处理方法优化后采用 2 次提取来提取分

析物。本实验比较了乙腈、甲醇、乙腈和甲醇的混合液、

甲醇和二氯甲烷的混合液的洗脱能力(图 2D), 研究发现在

乙腈-甲醇(1:1, V/V)中加入氨水使洗脱液呈碱性, 使药物

在洗脱时呈游离态, 防止盐的形成, 利于洗脱。综合考虑, 
选择含 5%氨水的乙腈-甲醇-氨水(47.5:47.5:5, V/V)和甲醇-
二氯甲烷(3:7, V/V)依次洗脱, 能最大程度保留杂质并洗脱

各种分析物。 

3.3  基质匹配标准曲线 
在液相色谱串联质谱方法中, 基质效应是由基质的

干扰产生的。本研究按照 Matuszewski 等[14]建立的数学模

型评价基质效应的影响。结果显示猪肉中存在基质效应, 
因此本研究采用基质匹配标准曲线定量, 抵消基质效应的

影响。3 种化合物的基质匹配标准曲线的线性范围、相关

系数和回归方程见表 2, 在线性范围内, 相关系数(r2)都大

于 0.99, 表明其方程的相关性良好。 

3.4  检出限和定量限 
根据 20 个空白样品的基线噪音值, 求其平均值, 将

S/N 为 3 时对应的浓度定为检出限(limit of detection LOD), 
以 S/N 为 10 时对应的浓度定为 LOQ, 肌肉组织中 3 种兽

药和污染物的 LOD 和 LOQ 分别在 0.003~0.015 μg/kg 和

0.01~0.05 μg/kg, 具体结果见表 3。根据相关文献, 郭德华

等[15]建立了一种固相萃取-高效液相色谱-串联质谱法同时

检测动物源性食品中 76 种兽药残留, 采用乙腈和含 Mg2+

的柠檬酸缓冲液提取, 阳离子交换固相萃取柱串联净化。

其中 β-受体激动剂类药物残留(SLB、RCT、CLB)的定量限

为 0.1~0.3 μg/kg, 肉类样品的添加回收率为 64.4%~107.9%, 
相对标准偏差分别为 3.9%~20.8%。Geis-Asteggiante 等[16]

采用超高效液相色谱-串联质谱法定 
 
 

 
 

图 1  部分兽药标准溶液的色谱图(浓度为 5 倍 LOQ) 
Fig.1  Chromatograms of several veterinary drug standard solutions (The concentration was 5 times of LOQ) 
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注: A: 提取环境的提取率比较; B: 不同水解方式的提取效率比较; C: 提取次数的影响; D: 不同洗脱溶液洗脱能力的比较。 
图 2  前处理条件优化结果 

Fig.2  Optimization results of pretreatment conditions 
 

 
表 2  猪肉基质匹配标准曲线的线性范围、回归方程和相关系数 

Table 2  Linearity ranges, correlation coefficients, regression equations of matrix-matched calibration curves in swine muscle 

化合物 线性范围/(μg/ kg) 回归方程 相关系数(r2) 

SLB 0.01~2.5 Y=0.31X–0.03 0.9956 

RCT 0.05~5.0 Y=0.19X+0.02 0.9976 

CLB 0.01~1.0 Y=3.11X–0.17 0.9934 

 
 

性和定量的肉类中 100 多种兽药残留, 回收率范围在 70%
－120%, 超过 100 种分析物的平均重复性≤25%。其中 β-
受体兴奋剂类药物残留(SLB、RCT、CLB)的回收率范围在

76%~82%, 值得注意的是该方法 RCT 结果较差, 加标回收

实验假阴性率高达 40%, 远超实验验证阈值(可接受的假

阴性≤10%)。本研究确立的方法快速简单灵敏, 在 12 min
内即可完成 3 种目标化合物的分离分析。相比报道的方法, 
本研究确立的方法消除了基质干扰和假阴性问题, 检测结

果更加灵敏、准确、可靠。 
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表 3  肌肉组织中 3 种兽药的检测限和定量(μg/kg) 
Table 3  LODs and LOQs of three veterinary drugs in muscle 

(μg/kg) 

化合物 LOD LOQ 

SLB 0.003 0.01 

RCT 0.015 0.05 

CLB 0.003 0.01 

 

3.5  准确度、精密度和重现性 
称取空白样品, 按 1 倍、10 倍和 100 倍 LOQ 3 个浓度

水平进行添加回收试验, 每个浓度水平制备 6 个平行, 连续

3 d 制备, 其方法的准确度和精密度结果见表 4。在 0.01~  
5.0 μg/kg 的添加范围内, 猪肉中回收率在 71.6%~112.6%之

间 , 日内精密度和日间精密度分别为 8.0%~16.9% 、

7.2%~14.5%, 表明方法准确可靠, 可用于实际样品检测。 

3.6  实际样品的检测 
采用本方法对收集的 11 份猪肉样品进行处理和分析, 

检测结果见表 5, 其中 5 个样品有 RCT 检出, 其中 1 例阳

性样品的多反应监测谱图见图 3。若采用 GB/T 22286-2008, 
其中只有 1 个样品有 RCT 检出, 检出率为 9%, 存在较多

假阴性结果。若采用文献报道的方法, RCT 的定量限为  
0.3 μg/kg, 实验预期有 2 个样品 RCT 检出, 检出率为 18%, 
依然会出现假阴性结果。根据农业部公告第 250 号[17]和

GB 2763-2019《食品安全国家标准 食品中农药最大残留限

量》[18]的规定, 禁止 RCT 在动物养殖中的使用, 即对市场

在售的肉类要求是 RCT 零检出。因此, 对于食品中的药物

残留结果应当避免出现假阴性, 采用本方法的检测结果显

示 RCT 的检出率为 45%, 然而, 本研究中检测样本容量过

小, 可能导致抽样误差增大, 但从食品安全的角度考虑, 
建议监管部门加强对市场肉类产品的监管, 严禁不合格肉

类产品进入销售市场。 
 

表 4  猪肉添加 3 种兽药的回收率和精密度(日内, n=6; 日间, n=3) 
Table 4  Recoveries and precisions of 3 veterinary drugs in swine muscles (inner-, n=6; intra-, n=3) 

化合物 添加浓度/(μg/kg) 回收率/% 日内精密度/% 日间精密度/% 

SLB 

0.01 112.6 8.0 10.4 

0.1 101.9 11.8 11.2 

1 71.6 13.1 9.3 

RCT 

0.05 96.6 15.1 14.5 

0.5 98.2 13.2 12.8 

5 98.4 16.9 7.2 

CLB 

0.01 74.1 10.4 7.4 

0.1 83.0 9.0 12.9 

1 104.7 12.3 9.3 

 
表 5  国内外肉样检测结果 

Table 5  Results of import and export meat samples 

序号 基质 检出物 浓度/(μg/kg) 

1 猪肉 RCT 0.11 

2 猪肉 - - 

3 猪肉 - - 

4 猪肉 RCT 0.06 

5 猪肉 - - 

6 猪肉 RCT 0.32 

7 猪肉 RCT 0.53 

8 猪肉 - - 

9 猪肉 - - 

10 猪肉 RCT 0.05 

11 猪肉 - - 

注: -为未检出。 

 

 
图 3  6 号阳性样品的 MRM 谱图 

Fig.3  MRM chromatogram of a positive sample No. 6 
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4  结  论 

本研究建立了一种适合同时定量猪肉中 3种 β-受体激

动剂类药物残留(SLB、RCT、CLB)的 LC-MS/MS 检测方

法。该方法快速、准确、灵敏, 适合用于猪肉中 β-受体激

动剂类药物残留定量分析。采用本方法对收集的 11 份肉样

进行处理和分析, 有 5 个样品有 RCT 残留检出, 检出率为

45%, 检测结果比国标方法和文献方法更加准确。本研究

确立的方法高效、灵敏、准确、可靠, 为我国动物源性食

品的监管提供技术保障。 
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