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超高效液相色谱 /串联质谱法测定猪肉中 2 种
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!摘!要"!建立了检测猪肉中 2 种
!

"

受体激动剂的超高效液相色谱 /串联质谱分析方法" 样品

加入碱性缓冲液!再经过乙酸乙酯提取!浓缩'净化后用乙腈 /#,"9甲酸溶解!经超高效液相色谱

/串联质谱在多反应检测模式下测定" 结果显示!盐酸可乐定等 2 种
!

"

受体激动剂标准曲线在

#,2 ($##

"

8)̂浓度范围内线性良好!线性相关系数%4&均大于 #,::#在$ (2#

"

8)]8添加水平下!2

种
!

"

受体激动剂加标回收率在 .#9 (-#9之间!相对标准偏差%R-J&均小于 $#9%) i.&#本方法

对猪肉中 2 种
!

"

受体激动剂的定量限为 2

"

8)]8%1)5s$#&!检出限为 $

"

8)]8%1)5s%&"

!关键词"!

!

"

受体激动剂#猪肉#超高效液相色谱/串联质谱法

作者简介% 李丹妮!畜牧师!从事兽药残留检测研究& ;/<=>?$YKZOCYO=S,7OW

6*#*.)'+$#'3+34E'C*0&1($ /$@3+'"#"'+-3.M%/ Z&#.$ -*.43.)$+2*R'SG',

8(.3)$#3@.$1(/ /A$+,*)7$""D1*2#.3)*#./
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!!随着科学技术的发展!

%

"

受体激动剂的检测

技术得到了飞速发展!从而有效遏止了
%

"

受体激

动剂在动物养殖中的非法使用!而
!

"

受体激动剂

作为一种新型的具有促生长及提高瘦肉率作用的药
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物也在逐步引起关注!且在饲料行业中已有非法添

加使用的趋势!但目前尚无相关的残留检测方法&

!

"

受体激动剂对
!

"

受体具有特异亲和性!主

要用于治疗人类的高血压症'$ /"(

& $:'2 年 =̂?

'%(等

发现了
!

"

受体激动剂可乐定对正常人具有显著促

进血浆生长激素水平升高的作用& 可乐定通过激

动
!

"

受体导致 Q*_"长激素释放因子# 的释

放'& /.(

!从而引起 QM"生长激素#的分泌增加& 王

雷杰等''(以+杜长大,三元杂交生长猪为试验对

象!研究结果表明在饲粮中添加可乐定使猪的体氮

储留增加!动物研究表明在猪饲粮中添加 #,2 <8)]8

可乐定!能显著提高猪的瘦肉率!改善猪的胴体组

成& 农业部 $2$: 号公告已明确把可乐定列入了农

业部-禁止在饲料和动物饮水中使用的物质.清单&

!

"

受体激动剂类药物具有近似的药理作用!因此

研究
!

"

受体激动剂药物的检测方法具有重要的意

义& 2 种
!

"

受体激动剂类药物分子结构图见图 $&

目前已有采用液相色谱 /串联质谱法

" +̂)P1)P1#检测血样中可乐定'-(

!以及采用高效

液相色谱法"M3̂+#检测饲料中盐酸可乐定的方

法':(

& 本研究采用超高效液相色谱 /串联质谱

"b3̂+)P1)P1#技术!建立了猪肉中包括盐酸可乐定

在内的常见 2种
!

"

受体激动剂检测方法!能够进行准

确地定性和定量!同时也大大提高了检测的效率&

图 ;<J 种
"

=

受体激动剂类药物分子结构图

;<材料和方法

$,$!仪器!超高效液相色谱/串联质谱仪b3̂+)

LK=WWZB3ZO<>OZT;"U=WOZE公司#%P=EÊY7F\&,$

质谱工作站软件%漩涡振荡器%+̂%*冷冻离心机

"美国 I;+公司#% =̂XBZBW=&### 旋转蒸发器"德国

MO>AB?VS公司#&

$,"!药品与试剂!盐酸可乐定对照品!纯度
"

:-9"E>8<=公司#%盐酸替扎尼定对照品!纯度
"

:-9"[*+公司#%盐酸赛拉嗪对照品!纯度
"

::9

"4Z,;SZO7EWBZGOZ公司#%盐酸安普乐定对照品!纯

度
"

:-9"[*+公司#%溴莫尼定对照品!纯度
"

:-9"[*+公司#%乙腈!色谱纯"POZD] 公司#%甲

醇!色 谱 纯 " POZD] 公 司 #% 甲 酸! 纯 度 :.9

"[;4I0#%甲醇)乙酸)氨水均为分析纯"国药集团

化学试剂有限公司#%实验用水为超纯水&

$,%!实验方法

$,%,$!液相色谱参考条件!色谱柱$1H+$- $##

<<6%,# <<!粒径 $,-

"

<!柱温 &# a%进样量 $#

"

%̂流速 #,% <̂ )<>7%流动相 0相为乙腈%H相为

#,$9甲酸水溶液%梯度洗脱程序见表 $&

表 ;<流动相洗脱程序

时间)<>7 乙腈0)9 #,$9甲酸溶液H)9

#,## $# :#

%,## %# '#

&,## %# '#

&,2# -# "#

2,2# -# "#

2,.# $# :#

$,%,"!质谱参考条件!电喷雾离子源!正离子电

离";1I

k

#%多反应监测"P*P#%毛细管电压 %,#

]f%离子源温度 $$# a%脱溶剂气流量 '## )̂S%锥

孔气 2# )̂S%去溶剂温度 %2# a%碰撞气"0Z#流量

#,"& <̂ )<>7%碰撞室压力 %,- 6$#

/%

3=& 分析中

以保留时间和离子对"母离子和两个子离子#的信

息比较进行定性分析!经过优化的质谱参数见表 "&

定性依据$样品中待测物质的保留时间与标准

品混合工作液中对应的保留时间偏差在 q",29之

内!且样品谱图中各组分定性离子的相对离子丰度

与浓度接近的标准品工作液中对应的定性离子的

相对离子丰度进行比较!若偏差不超过表 % 规定的

范围!则可判定为样品中存在对应的待测物&

$,%,%!标准曲线!分别精密称取 2 种
!

"

受体激

动剂类药物对照品!用甲醇配成浓度各约 $ <8)<̂

的标准储备液!" (- a冷藏保存!有效期 . 个月&

分别移取 2 种
!

"

激动剂储备液适量!置于棕色容

量瓶中!用乙腈$#,"9甲酸水溶液"ITI!"# p-##溶

液逐级稀释成浓度分别为 #,2)$)2)$#)2#)$##

78)<̂的混合标准对照工作液!现配现用&

*&"*
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表 =<J 种
"

=

受体激动剂离子对参考值

被测物名称 定性离子对"+TF# 定量离子对"+TF# 锥孔电压)f 保留时间)<>7 碰撞能量)Of

替扎尼定
"2&,$ s&&,$

"2&,$ s"$#,#

"2&,$ s&&,$ %- ",--

""

%#

赛拉嗪
""$,$ s:#,#

""$,$ s$.&,#

""$,$ s:#,# %# &,2:

""

".

溴莫尼定
":"," s$'#,"

":"," s"$",%

":"," s"$",% &# ",&"

%2

%#

安普乐定
"&2," s$'&,"

"&2," s"#:,"

"&2," s$'&," &# ",..

"-

"#

可乐定
"%#,# s$.#,#

"%#,# s"$%,#

"%#,# s"$%,# &% %,$%

%&

"&

表 ><定性确证时相对离子丰度的最大允许误差<[

相对离子丰度 s2# s"# (2# s$# ("#

$

$#

允许的最大偏差 q"# q"2 q%# q2#

$,%,&!样品的前处理!称取 " 8均质后的猪肉试

样于 2# <̂ 离心管中!准确加入 2 <̂ #,$ <B?)̂碳

酸钠$#,$ <B?)̂碳酸氢钠": p$!VM为 $$,2#!振荡

混匀!加入 $# <̂ 乙酸乙酯!充分震荡!然后于 -###

Z)<>7离心 2 <>7!上层清液转移至梨形瓶中!下层

溶液中再加入 $# <̂ 乙酸乙酯进行提取!合并两次

上层清液& 将上清液 22 a下旋转蒸发至干!并用

& <̂乙腈$#,"9甲酸""# p-#!ITI#溶解备用&

固相萃取小柱 3+T"%++).#<8#依次用 % <̂

甲醇)% <̂ 水活化!再将备用液全部过柱!用% <̂ 水

和%<̂ 甲醇淋洗!空气抽干" <>7!用29氨水甲醇溶

液 . <̂ 洗脱!收集洗脱液!旋转蒸发".# a#至干!

用 $ <̂ #,"9甲酸乙腈水溶液"#,"9甲酸p乙腈 i

-# p"##溶解!过 #,""

"

<滤膜后上机测定&

$,%,2!样品回收率与精密度!选取空白猪肉样

品!准确称取匀浆后的样品 ",# 8于 2# <̂ 离心管

中!分别添加浓度为 $#,#

"

8)̂的 2 种
!

"

受体激

动剂混合标准工作液 #,")$)")& <̂ 至样品中!制

得添加浓度分别为 $)2)$#)2#

"

8)]8样品& 按照本

方法确定的条件进行加标回收重复性试验!每个浓

度重复测定 .次!考察方法回收率及相对标准偏差&

$,%,.!检测限和定量限!取空白样品!按 $,%,2

项前处理步骤后!经超高效液相色谱/串联质谱测

得噪音信号的平均值!按信噪比 1)5

"

% 为检测限!

信噪比 1)5

"

$# 为定量限&

=<结<果

",$!超高效液相色谱/串联质谱的测定!图 " 是

2 种
!

"

受体激动剂类药物混合标准溶液的 P*P

色谱图&

图 =<

"

=

受体激动剂类药物混合标准溶液757

色谱图#标准工作液浓度为 ;K

#

@XR$

","!标准曲线!用液相色谱/串联质谱测定系列

混合标准工作液!2 种
!

"

受体激动剂类药物在

#,2 ($##

"

8)̂范围内线性关系良好!线性方程及

相关系数如表 & 所示&

表 I<J 种
"

=

受体激动剂类药物标准曲线线性实验结果

药物品种 线性方程 相关系数

可乐定 2i''.!$&@k-&!2$ #!:::"

赛拉嗪 2i$"2$&!2@k2#&!:2 #!:::'

安普乐定 2i"2:-!2'@k2::!%$ #!::':

溴莫尼定 2i"2.$!-%@k&"$!% #!::'"

替扎尼定 2i$--2!-%@k%%&!#. #!::-&

",%!精密度和回收率!选择猪肉空白样品!按照

本方法确定的条件进行加标回收重复性试验!实验

表明相对标准偏差均
$

$#9!表明采用本方法测定

猪肉中 2 种
!

"

受体激动剂类药物具有较好的精密

度)重复性& 统计结果见表 2&

*2"*
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表 J<猪肉中添加不同浓度的 J 种
"

=

受体激动剂的回收率和精密度#&UV$

药物名称
$

"

8)]8 2

"

8)]8 $#

"

8)]8 2#

"

8)]8

回收率)9 R-J)9 回收率)9 R-J)9 回收率)9 R-J)9 回收率)9 R-J)9

安普乐定

..,$

.2,%

.2,&

'",#

.&,-

.2,:

&,#

.:,-

.:,2

'$,:

'#,#

.:,-

'$,$

$,.

'",%

'%,.

'&,&

'",#

'.,#

'2,$

",$

'2,.

'',"

'%,$

'#,-

'2,:

'","

%,%

赛拉嗪

.&,$

.&,$

.%,-

.",2

.",-

.&,#

$,$

.#,#

.$,$

.:,:

.#,#

.:,:

.#,"

#,:

.$,2

.$,'

.$,'

.$,'

.$,-

.$,&

#,"

.-,$

.',&

.:,.

.-,%

.&,&

..,"

",'

可乐定

:#,"

:%,'

:&,#

:-,'

:#,-

--,$

&,#

'.,:

'%,"

'.,:

'-,"

'&,:

'&,"

",2

':,2

'-,:

-$,'

-#,.

-$,&

-%,$

$,:

-$,"

-#,&

':,2

-",$

-%,#

-","

$,.

替扎尼定

'-,&

:$,.

-.,:

-.,&

':,-

-',&

2,-

.',2

'#,$

'",:

.-,-

'%,$

'#,2

%,$

'.,#

':,#

'.,'

':,&

':,'

'2,&

",&

'&,2

'%,%

'",&

'#,'

'',"

'%,&

%,#

溴莫尼定

.%,#

.",$

.#,%

.%,'

.',:

.",%

%,&

.2,$

.2,%

.2,-

.',"

.&,2

.2,%

$,.

.&,&

.",$

.2,#

.2,"

.&,#

.2,-

",#

..,'

'#,2

'$,&

'",.

.:,'

.-,'

%,#

!!由上表看出!按已确定的样品提取条件和色谱

条件测定添加回收量!实验表明猪肉中 2 种
!

"

受

体激动剂回收率达到 .#9 (-#9!相对标准偏差均

l$#9!说明该方法具有较好的准确度& 图 % (图

& 为空白猪肉及添加回收率P*P色谱图&

",&!检测限和定量限!猪肉样品中 2 种
!

"

受体

激动剂的检测限为 $

"

8)]8!信噪比 1)5"3O=] WB

3O=]# s%& 方法最低定量限为 2

"

8)]8!信噪比

1)5"3O=] WB3O=]# s$#&

><讨<论

%,$!工作液稀释溶剂的选择!分别比较了中性溶

剂纯甲醇)2#9甲醇水溶液!酸性溶液 #,"9甲酸)

#,"9甲酸甲醇)#,"9甲酸 p乙腈 i2# p2#)#,"9

甲酸 p乙腈i-# p"# 等 ' 种溶剂作为最终进样前的

样品溶剂& 发现甲醇作为定容液时的响应较差!其

余情况下的响应均达到满意!最终本研究选择了乙

腈p#,"9甲酸""# p-##作为样品定容液!与流动相

兼容性好!可有效避免溶剂效应&

%,"!13;柱的选择!2种
!

"

受体激动剂均属于碱性

药物!故选择对碱性药物具有高选择性的混合阳离子

小柱进行固相萃取净化!同时比较不同品牌小柱的净

化效率后!最终选择了3+T"%++! .# <8#小柱&

%,%!流动相的选择!在电喷雾质谱中流动相的组

成会影响目标化合物的分离和离子化效率!从而影

响到目标化合物的灵敏度& 为了实现 2 种化合物有

效分离!且有效避免基质干扰!可通过在流动相条件

中设置梯度洗脱条件!采用梯度洗脱同时会提高定

性和定量的准确性& 在流动相选择中!比较了纯乙

腈)乙腈 p水"2# p2##)纯甲醇)甲醇 p水"2# p2##

梯度洗脱条件下!以及甲醇 p#,$9甲酸"2# p2##和

乙腈 p#,$9甲酸作为流动相条件下进行梯度洗

脱& 梯度洗脱条件及流动相中没有甲酸存在时!

!

"
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受体激动剂的电离效果较差!出现峰拖尾)峰型对

称性差)灵敏度下降等情况& 在设定乙腈$#,$9甲

酸进行梯度洗脱后情况得到了改善!因此确定乙

腈$#,$9甲酸梯度洗脱作为流动相&

图 ><空白猪肉样品757图

图 I<猪肉中 J 种
"

=

受体激动剂回收率757图

#添加浓度 J

#

@XM@$

%,&!提取缓冲液的选择!由于
!

"

受体激动剂属

碱性物质!3]=值为 -,%!其极性较强!在水环境中

存在一定的电离现象!从而导致了有机提取溶剂无

法将其完全提取& 故考虑在提取步骤中加入了碱

性缓冲液来抑制其离子化现象& 实验中分别配制

了 #,$ <B?)̂碳酸钠p#,$<B?)̂碳酸氢钠"$ p:!VM

约为 :,%#!#,$ <B?)̂碳酸钠p#,$ <B?)̂碳酸氢钠

"2 p2!VM约为 $#,##!#,$ <B?)̂碳酸钠p#,$<B?)̂

碳酸氢钠": p$!VM约为 $$,2#)#,#$<B?)̂氢氧化

钠"VM约为 -,2#等几种不同 VM的缓冲液来进行

比较!结果发现!加入 #,$<B?)̂碳酸钠p#,$<B?)̂

碳酸氢钠": p$#缓冲液后!猪肉中 2 种
!

"

受体激

动剂的回收率较好&

I<结<论

本研究建立了一种适用于猪肉中
!

"

受体激动

剂类药物的检测方法& 该方法采用了缓冲盐 /乙

酸乙酯的提取方法!提取效率高!具有灵敏度高)定

性)定量准确等特点&
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