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［摘　 要］ 　 建立了检测猪尿中 ７ 种 α２ －受体激动剂残留的超高效液相色谱 － 串联质谱分析方法。
试样经调节 ｐＨ，乙酸乙酯提取并浓缩、净化后，经超高效液相色谱 － 串联质谱测定，外标法定量。
结果表明，７ 种 α２ －受体激动剂在 １ ～ ８０ μｇ ／ Ｌ 浓度范围内均呈良好线性关系，相关系数均大于

０􀆰 ９９。 ７ 种目标化合物检测限为 ０． １ μｇ ／ Ｌ，定量限为 ０． ３ μｇ ／ Ｌ。 在 １ ～ ２０ μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围内

回收率为 ６０％ ～１１０％ ，相对标准偏差小于 １５％ 。 该方法方便快捷，定性准确，可为猪尿中该类兽药

残留的日常监控提供方便、快捷的检测方法支持。
［关键词］ 　 α２ －受体激动剂；猪尿；超高效液相色谱 －串联质谱法；兽药残留
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ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎ α２ － ａｇｏｎｉｓｔｓ ｉｎ ｐｉｇ ｕｒｉｎｅ． Ａｆｔｅｒ ｐＨ ａｄｊｕｓｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ，
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ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １ ～
８０ μｇ ／ Ｌ，ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｓｅｖｅｎ α２ － ａｇｏｎｉｓｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ，Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ
ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ０． ９９． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ０． １ μｇ ／ Ｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｗｅｒｅ ０． ３ μｇ ／ Ｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ
ｔａｒｇｅｔｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ６０％ ～１１０％ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １５％ ｉｎ
ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ １ ～ ２０ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ， ｒａｐｉｄ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ， ａｎｄ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ
ｍｏｒｅ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ ｆａｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｄａｉｌｙ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ
ｐｉｇ ｕｒｉｎｅ．
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： α２ － ａｇｏｎｉｓｔ； ｐｉｇ ｕｒｉｎｅ； ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；
ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ

　 　 以可乐定为代表的 α２ － 受体激动剂在现代医

学中常用于高血压的治疗，在兽医上广泛用于镇静

和镇痛，也能加强麻醉药的作用和减少用量［１］。 科

学研究发现，该类药物可以通过作用于 α２ － 受体，
促进机体释放生长激素释放因子，调节磷酸腺苷水

平，从而引起生长激素分泌增加［２ － ４］。 从王雷杰［５］

的动物实验中可以看出，饲喂添加可乐定的饲料能

显著提高猪的瘦肉率，降低脂肪比率和背膘厚，改
善猪的胴体组成。 近年来，“瘦肉精”事件仍屡禁不

止，时有发生，而且非法添加品种和手段不断升级，
从盐酸克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇等 β － 受

体激动剂到可乐定等这类 α２ － 受体激动剂。 ２０１０
年 １２ 月 ２７ 日农业部 １５１９ 号公告已明确把可乐定

列为《禁止在饲料和动物饮水中使用的物质》清

单。 因此，制定和完善 α２ － 受体激动剂类药物

多残留检测方法迫在眉睫。 经查阅文献发现，对
α２ － 受体激动剂类药物残留检测的研究主要集

中于猪组织 ［６］ 、饲料 ［７］ 、血浆 ［８ － ９］ 、猪肉 ［１０ － １１］ 、
猪肝 ［１２］ 、动物源食品 ［１３ － １４］ 等基质中的可乐定等

数种 α２ － 受体激动剂含量检测。 ２００４ 年，Ｍ． －

Ｈ． Ｓｐｙｒｉｄａｋ［１５］ 报道了气相质谱法检测马尿中的

赛拉嗪的方法；国家标准 ＧＢ ３１６６０ ． ７ － ２０１９《猪
组织和尿液中赛庚啶及可乐定残留量的测定 液

相色谱 － 串联质谱法》以及孙晓亮 ［１６］ 对猪尿中

可乐定的残留检测进行了规定及研究。 目前还

未见以猪尿为基质，同时测定多种α２ － 受体激动

剂药物的方法。 本研究在不伤害猪本体的前提

下取尿液样本，可快速、准确的同时测定 ７ 种

α２ － 受体激动剂药物，填补检测方法空白，为实

验室检测提供有效技术支撑。
１　 材料和方法

１． １　 仪器与耗材　 超高效液相色谱 － 串联质谱仪

Ａｇｌｉｅｎｔ ６４７０，配电喷雾离子源（ＥＳＩ）； ＭＳ３ 型涡旋

混合器（德国 ＩＫＡ 公司）；ｐＨ 计（上海雷磁公司，

ＰＨＳ － ３Ｅ）；冷冻高速离心机，转速≥１００００ ｒ ／ ｍｉｎ
（日立，ＣＲ２１ Ｎ 型）；氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公

司，Ｎ － ＥＶＡＰ 型）；固相萃取装置（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）；ＭＣＸ 固相萃取柱（６０ ｍｇ ／ ３ ｍＬ，美国 ｗａｔｅｒ 公

司）；微孔滤头（０． ２２ μｍ 有机相，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。
１． ２　 药品与试剂 　 赛拉嗪、盐酸可乐定、盐酸替

扎尼定、溴莫尼定、胍法辛、胍那苄、盐酸安普乐定

含量均 ≥９０． ０％ ， 除胍法辛、 胍那苄购于 Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔａｎｄａｒｄ 外，其余对照品均购于 ＣＡＴＯ 公司；甲醇、
乙腈 （色谱纯， Ｔｅｄｉ 公司）；甲酸 （色谱纯， Ｊ． Ｔ．
Ｂａｋｅｒ，８８％ ）； 氢氧化钠、乙酸乙酯、氯化钠、氨水均

为分析纯（国药集团化学试剂有限公司）；实验室用

水为超纯水。
１． ３　 实验方法

１． ３． １ 　 样 品 的 前 处 理 　 取试样 ５ ． ００ ｍＬ，于

５０ ｍＬ塑料离心管中， 用 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液

调 ｐＨ 值至 １０ ． ０ ～ １１ ． ０，涡旋混匀，加乙酸乙酯

１０ ｍＬ，加 １􀆰 ５ ～ ２ ． ０ ｇ 氯 化 钠， 充 分 振 荡， 于

１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离 心 ５ ｍｉｎ， 转 移 上 清 液 于 另 一

５０ ｍＬ塑料离心管中。 下层溶液中加乙酸乙酯

１０ ｍＬ 重复提取一次，合并两次上清液，５０ ℃ 氮

气吹 干， 加 ０ ． １ ％ 甲 酸： 甲 醇 溶 液 （ ９０ ∶ １０ ）
５ ． ０ ｍＬ溶解残余物，备用。

取 ＭＣＸ 固相萃取柱依次用甲醇 ３ ｍＬ、水 ３ ｍＬ
活化，把全部备用液以每秒一滴的速度过柱，依次

用水 ３ ｍＬ、甲醇 ３ ｍＬ 分别淋洗，真空抽干，５ ％ 氨

水甲醇溶液 ５ ｍＬ 洗脱，收集洗脱液，于 ５０ ℃水浴

中氮气吹干。 用 ０． １％甲酸：甲醇溶液（９０∶ １０）１． ０
ｍＬ 溶解残余物，涡旋 １ ｍｉｎ，过 ０． ２２ μｍ 微孔滤头，
供液相色谱 －串联质谱测定。
１． ３． ２ 　 液 相 色 谱 条 件 　 色谱柱： Ｃ１８ 柱，粒径

２ ． ７ μｍ，内径 ２ ． １ ｍｍ，柱长 １００ ｍｍ，或相当者；
柱温 ３５ ℃；流速 ０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 １０ μＬ；梯度

洗脱程序延迟时间：１ ｍｉｎ。 梯度洗脱条件见表 １。
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表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ
时间 ／ ｍｉｎ

Ｔｉｍｅ
０． １％甲酸水溶液 ／ ％

０． １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
甲醇 ／ ％
Ｍｅｔｈａｎｏｌ

０． ００ ９０ １０
０． ５０ ９０ １０
２． ００ ６５ ３５
５． ００ １０ ９０
６． ００ １０ ９０
６． １０ ９０ １０
７． ００ ９０ １０

１． ３． ３ 　 质谱参考条件 　 离子源：电喷雾离子源

（ＥＳＩ）；扫描方式：正离子扫描；毛细管电压（Ｃａｐｉｌｌａｒｙ
Ｖｏｌｔａｇｅ）：４０００ Ｖ；雾化温度（Ｇａｓ ｔｅｍｐ）：３２５ ℃；雾
化器流速（Ｇａｓ ｆｌｏｗ）：１０ Ｌ ／ ｍｉｎ；雾化器压力（Ｎｅｂｕ⁃
ｌｉｚｅｒ）：４０ ｐｓｉ；鞘气温度（Ｓｈｅａｔｈ ｇａｓ ｔｅｍｐ）：３００ ℃；
鞘气流速（Ｓｈｅａｔｈ ｇａｓ ｆｌｏｗ）：１１ Ｌ ／ ｍｉｎ；监测模式：多
反应监测（ＭＲＭ 采集模式）７ 种 α２ －受体激动剂的

ＭＲＭ 参数见表 ２。

表 ２　 ７ 种 α２ －受体激动剂 ＭＲＭ 参数

Ｔａｂ ２　 ＭＲＭ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ α２ － ａｇｏｎｉｓｔｓ

化合物名称
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｎａｍｅ

定性离子对（ｍ ／ ｚ）
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ

定量离子对（ｍ ／ ｚ）
Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｏｎ ｐａｉｒ

锥孔电压 ／ Ｖ
Ｃｏｎｅ

碰撞能量 ／ ｅＶ
Ｃｏｌｌｓｉｏｎ

可乐定
２３０． ０ ＞ １６０． ０
２３０． ０ ＞ ２１３． ０

２３０． ０ ＞ ２１３． ０
１２５ ４０
１２５ ３０

溴莫尼定
２９２． ０ ＞ １７０． １
２９２． ０ ＞ ２１２． １

２９２． ０ ＞ ２１２． １
１２５ ４０
１２５ ３３

替扎尼定
２５４． ０ ＞ ２１０． ０
２５４． ０ ＞ ４４． １

２５４． ０ ＞ ４４． １
１３０ ３５
１３０ ３５

胍法新
２４６． ０ ＞ １５８． ９
２４６． ０ ＞ ６０． １

２４６． ０ ＞ ６０． １
９５ ３７
９５ １７

胍那苄
２３１． ０ ＞ １３６． ０
２３１． ０ ＞ １７２． ０

２３１． ０ ＞ １７２． ０
１２５ ３０
１２５ ２５

安普乐定
２４５． ０ ＞ ２０９． ０
２４５． ０ ＞ １７４． ０

２４５． ０ ＞ １７４． ０
１３５ ２５
１３５ ３３

赛拉嗪
２２１． ０ ＞ １６３． ９
２２１． ０ ＞ ９０． ０

２２１． ０ ＞ ９０． ０
１３５ ３０
１３５ ２５

１． ３． ４ 　 标准溶液的配置　 标准储备液：分别精密

称取可乐定、溴莫尼定、替扎尼定、胍法辛、胍那苄、
安普乐定、赛拉嗪 ７ 种对照品，用甲醇分别配制成

１ ｍｇ ／ ｍＬ标准储备液，于 ２ ～ ８ ℃ 以下温度保存，
有效期 ６ 个月。

混合标准中间液：分别准确量取 １ ． ００ ｍＬ 可

乐定、溴莫尼定、替扎尼定、胍法辛、胍那苄、安
普乐定、赛拉嗪标准储备液 （ １ ． ３ ． １ 项 ） 置于

１００ ｍＬ量瓶中，用甲醇配制成浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ
的混合标准中间液，于 ２ ～ ８ ℃以下温度保存，有
效期 １ 个月。

基质匹配标准曲线的构建：取空白样品按

１ ． ３ ． １项处理后作为基质空白溶液。 准确移取

适量混合标准中间液，用基质空白溶液配制成

１、５、１０、２０、５０、８０ ｎｇ ／ ｍＬ 基质匹配标准工作液，
供超高效液相色谱 － 串联质谱测定，现用现配。
１． ４　 基质效应测定 　 按照 １ ． ３ ． ４ 项方法配制

基质匹配标准曲线，同时准确移取适量的混合

标准中间液，用 ０ ． １％ 甲酸：甲醇溶液（ ９０ ∶ １０ ）
配制成同样浓度的溶剂标准曲线，分别上机测

试。 基质效应计算公式为：基质效应 （ ＭＥ） ＝
（基质匹配标准曲线斜率 ／溶剂配制标准曲线

斜率 － １） × １００％ 。
２　 结果与分析

２． １　 标准曲线　 用超高效液相色谱 － 串联质谱测

定基质匹配系列标准工作液，７ 种 α２ － 受体激动剂

在 １ ～ ８０ μｇ ／ Ｌ 浓度范围内均呈良好线性关系，线
性方程及相关系数如表 ３ 所示。

·８１·
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表 ３　 基质匹配标准曲线方程

Ｔａｂ ３　 Ｍａｔｒｉｘ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ
药物
Ｄｒｕｇ

线性方程
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

安普乐定 ｙ ＝ ２３４６． ６４５ｘ ＋ ３６１． ４７４ ０． ９９９５
溴莫尼定 ｙ ＝ ２５１８． ３６４ｘ ＋ ２９７７． ６０９ ０． ９９８４
替扎尼定 ｙ ＝ ８２４２． ６６３ｘ ＋ ２８０９． ９２５ ０． ９９９６
可乐定 ｙ ＝ ８８２． ２８１ｘ － ８７． ８４８ ０． ９９９９
赛拉嗪 ｙ ＝ １５１８３． ５０８ｘ － ２７８４． ７７７ ０． ９９９９
胍法辛 ｙ ＝ ３８６２． ８１８ｘ － １１３． ７４９ ０． ９９８９
胍那苄 ｙ ＝ ５８９１． ４７２ｘ ＋ ９４３． ５９８ ０． ９９９９

２． ２　 准确度与精密度　 为考察方法的准确度和精

密度，进行了添加回收试验。按照上述处理和测定

方法，选取了猪尿液空白样品，各添加 ３ 个不同浓

度（即 ０． ３、０． ６、３ μｇ ／ Ｌ），每个水平设 ３ 个平行，重
复试验 ３ 批。 求每个样品的回收率和批内，批间相

对标准偏差。 其中猪尿空白样品添加回收试验测

定结果见表 ４。 该实验表明，动物尿液中 ７ 种 α２ －
受体激动剂平均回收率为 ６０％ ～ １１０％ ，精密度小

于 １５％ ，说明该方法具有较好的准确度和精密度。
图 １、图 ２ 为空白猪尿及添加回收率质谱图。
２． ３　 检测限和定量限　 猪尿液中 ７ 种 α２ －受体激动

剂检测限为０．１ μｇ ／ Ｌ，信噪比 Ｓ ／ Ｎ（Ｐｅａｋ ｔｏ Ｐｅａｋ） ＞３；
方法定量限为０．３ μｇ ／ Ｌ，信噪比Ｓ／ Ｎ（Ｐｅａｋ ｔｏ Ｐｅａｋ） ＞１０。

图 １　 空白猪尿样品的特征离子质谱图

Ｆｉｇ １． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｐｉｇ ｕｒｉｎｅ

图 ２　 猪尿中七种 α２ －受体激动剂添加回收试验的特征离子质谱图（３ μｇ ／ Ｌ）

（图中依次为安普乐定、胍法辛、胍那苄、可乐定、赛拉嗪、替扎尼定、溴莫尼定）

Ｆｉｇ ２． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｅｖｅｎ α２ － ａｇｏｎｉｓｔｓ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｉｇ ｕｒｉｎｅ（３ μｇ ／ Ｌ）

（ Ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｒａｍ ｉｓ Ａｐｒａｃｌｏｎｉｄｉｎｅ、Ｇｕａｎｆａｃｉｎｅ、Ｇｕａｎａｂｅｎｚ、Ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ、Ｘｙｌａｚｉｎｅ、Ｔｉｚａｎｉｄｉｎｅ、Ｂｒｉｍｏｎｉｄｉｎｅ）
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表 ４　 猪尿中添加药物的回收率和精密度测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇｓ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｐｉｇ ｕｒｉｎｅ

药物名称
Ｄｒｕｇ

浓度 ／ （μｇ·Ｌ － １）
Ａｄｄｉｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

批次
Ｂａｔｃｈ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

批内 ＲＳＤ ／ ％
Ｉｎｔｒａ ａｓｓａｙ

批间 ＲＳＤ ／ ％
Ｉｎｔｅｒ ａｓｓａｙ

可乐定

０． ３

０． ６

３

１ ９３． １７ ８６． ２２ ８９． ３２ ８９． ５７ ３． ８９
２ ８６． ２ ８９． ７８ ９０． ４ ８８． ７９ ２． ５５
３ ９５． ５６ ８９． ０９ ９４． ５２ ９３． ０６ ３． ７３
１ ９１． ０７ ８５． ２３ ８８． ６５ ８８． ３２ ３． ３２
２ ９５． ９７ ９７． ２６ ９４． ４２ ９５． ８８ １． ４８
３ ９０． ２９ ９５． ９１ ８９． ４４ ９１． ８８ ３． ８３
１ ８９． ３７ ８６． １１ ９１． ２５ ８８． ９１ ２． ９３
２ ９２． ８９ ９５． ６１ ８９． ６５ ９２． ７２ ３． ２２
３ ９９． ０６ ９４． ８７ ９７． ４７ ９７． １３ ２． １８

３． ７

４． ４

４． ５

溴莫尼定

０． ３

０． ６

３

１ ７５． ６９ ８４． ３１ ８５． ２９ ８１． ７６ ６． ４６
２ ８０． ５９ ８３． ４７ ７８． ２２ ８０． ７６ ３． ２６
３ ７６． ５７ ８０． ０６ ８４． ２７ ８０． ３０ ４． ８０
１ ８４． ３ ８９． ６７ ８８． １７ ８７． ３８ ３． １７
２ ７８． ２６ ７３． ５９ ８３． ９４ ７８． ６０ ６． ５９
３ ８８． ４７ ８２． ０５ ８６． ４８ ８５． ６７ ３． ８４
１ ９０． ２８ ９２． ４７ ８８． ３３ ９０． ３６ ２． ２９
２ ８４． ６９ ８５． ６１ ８７． １８ ８５． ８３ １． ４７
３ ８５． ２６ ８３． ９９ ８６． ２７ ８５． １７ １． ３４

４． ４

６． ３

３． ２

替扎尼定

０． ３

０． ６

３

１ ８７． ２９ ８１． ０９ ８１． ６６ ８３． ３５ ４． １１
２ ８０． ５３ ８２． ０７ ８４． ３３ ８２． ３１ ２． ３２
３ ８９． ２８ ８１． ３４ ９０． ０９ ８６． ９０ ５． ５６
１ ８５． ４１ ８０． ５５ ８２． ３７ ８２． ７８ ２． ９７
２ ９０． ５３ ８８． ３７ ９２． ８９ ９０． ６０ ２． ５０
３ ９２． １１ ８１． ２３ ８４． ０７ ８５． ８０ ６． ５８
１ ７９． ６９ ８２． ３３ ８１． ５２ ８１． １８ １． ６７
２ ９０． ４６ ８４． ０４ ８２． ７１ ８５． ７４ ４． ８３
３ ８７． ３９ ８９． ３１ ９２． ７７ ８９． ８２ ３． ０４

４． ５

５． ５

５． ３

胍法辛

０． ３

０． ６

３

１ ８５． ３９ ８０． ５２ ８３． ４９ ８３． １３ ２． ９５
２ ８７． ９２ ９０． １３ ８３． ５３ ８７． １９ ３． ８５
３ ８５． ３４ ８８． ６９ ８９． １７ ８７． ７３ ２． ３８
１ ８０． ２２ ８６． ４１ ８４． ３５ ８３． ６６ ３． ７７
２ ７６． １９ ７７． ６３ ８２． ２６ ７８． ６９ ４． ０３
３ ８５． ３４ ８６． ４２ ８１． ０３ ８４． ２６ ３． ３８
１ ８９． １５ ９２． ３９ ９５． ５９ ９２． ３８ ３． ４９
２ ８３． ５２ ８０． ４６ ８１． ６６ ８１． ８８ １． ８８
３ ８６． ６ ８７． ４９ ８２． ７３ ８５． ６１ ２． ９６

３． ７

４． ６

５． ９

胍那苄

０． ３

０． ６

３

１ ７２． １６ ７７． ３９ ７５． ４６ ７５． ００ ３． ５３
２ ８０． ２４ ７８． ６ ７６． ４２ ７８． ４２ ２． ４４
３ ７８． ５９ ８２． ４５ ７９． ２２ ８０． ０９ ２． ５９
１ ８０． ２２ ８６． ４１ ８４． ３５ ８３． ６６ ３． ７７
２ ７５． １９ ７２． ６３ ７０． ２６ ７２． ６９ ３． ３９
３ ８８． ３４ ８６． ４２ ８９． ０３ ８７． ９３ １． ５４
１ ８６． ２４ ８５． ２７ ８５． ５９ ８５． ７０ ０． ５８
２ ７９． ５９ ８３． ４５ ８０． ０７ ８１． ０４ ２． ６０
３ ８３． ４１ ８２． ６２ ８６． ３９ ８４． １４ ２． ３６

３． ８

８． ８

３． ０

·０２·
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续表

药物名称
Ｄｒｕｇ

浓度 ／ （μｇ·Ｌ － １）
Ａｄｄｉｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

批次
Ｂａｔｃｈ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

批内 ＲＳＤ ／ ％
Ｉｎｔｒａ ａｓｓａｙ

批间 ＲＳＤ ／ ％
Ｉｎｔｅｒ ａｓｓａｙ

安普乐定

０． ３

０． ６

３

１ ６５． ２４ ６０． ２７ ６６． ４９ ６４． ００ ５． １４
２ ６２． １７ ６８． ３３ ５９． ８１ ６３． ４４ ６． ９３
３ ６８． ７５ ６７． ２４ ６４． ６２ ６６． ８７ ３． １３
１ ６１． ０１ ６５． ２８ ５９． ６４ ６１． ９８ ４． ７５
２ ６５． ９５ ６７． ２７ ６４． ４３ ６５． ８８ ２． １６
３ ６１． ２９ ６５． ９１ ７４． １４ ６７． １１ ９． ７０
１ ７７． １７ ７５． ３９ ８０． ５５ ７７． ７０ ３． ３７
２ ６５． ３５ ６０． ７４ ６１． ６９ ６２． ５９ ３． ８９
３ ６１． ６４ ６７． ４ ６２． ７３ ６３． ９２ ４． ７９

５． ２

６． ６

１１． ２

赛拉嗪

０． ３

０． ６

３

１ ７４． ２４ ７０． ５３ ７７． ４９ ７４． ０９ ４． ７０
２ ７３． １７ ７９． ３３ ６９． ５７ ７４． ０２ ６． ６７
３ ７８． ０５ ７６． ６４ ７４． ２３ ７６． ３１ ２． ５３
１ ８１． ０７ ８５． ２８ ８２． ６４ ８３． ００ ２． ５６
２ ７０． ９１ ７９． ２４ ７４． １８ ７４． ７８ ５． ６１
３ ７１． ２７ ７５． ９１ ７０． １４ ７２． ４４ ４． ２２
１ ７９． ５２ ８２． ３９ ８５． ５８ ８２． ５０ ３． ６７
２ ７５． ３５ ７０． ４４ ７１． ７１ ７２． ５０ ３． ５２
３ ７６． ６４ ７７． ２６ ７８． ９４ ７７． ６１ １． ５３

４． ５

７． ２

６． ２

２． ４　 基质效应的研究　 对基质效应进行了研究，结
果见表５。 一般认为 ｜ＭＥ ｜ ＜２０％ 为弱基质效应， ２０％
≤｜ＭＥ｜≤５０％为中等程度基质效应，｜ＭＥ｜ ＞５０％强基

质效应。 结果表明，部分待测物存在中等程度基质抑

制效应，为降低基质效应对定量结果所的影响，采用基

质匹配标准曲线外标法进行定量分析。
２． ５　 缓冲液 ｐＨ 值的研究　 本实验选择在碱性条

件下进行样品提取，分别用 ５ Ｍ 氢氧化钠溶液调节

样品 ｐＨ 至 ８． ０，９． ０，１０． ０，１１． ０，１１． ５，１２ 来进行比

较，结果见表 ６。

表 ５　 ７ 种 α２ －受体激动剂的基质效应

Ｔａｂ ５　 ＭＥ ｏｆ ｓｅｖｅｎ α２ － ａｇｏｎｉｓｔｓ

化合物
ｃｏｍｐｏｕｎｄ

基质效应 ／ ％
ＭＥ ／ ％

安普乐定 － ３２． ３

溴莫尼定 － ４１． ６

替扎尼定 － ３９． ５

可乐定 － １５． ６

赛拉嗪 － １３． ４

胍法辛 － １３． ４

胍那苄 － １６． ５

表 ６　 不同 ｐＨ 值对添加回收率的影响

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

药物名称
Ｄｒｕｇ

ｐＨ ８． ０ ｐＨ ９． ０ ｐＨ １０． ０ ｐＨ １１． ０ ｐＨ １１． ５ ｐＨ １２． ０

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

安普乐定 ／ ４５． ３ ６９． ８ ６１． ８ ５５ ６７． ６

溴莫尼定 ／ ６７． １ ７０． ９ ８２． ７ ６８ ６７． ２

替扎尼定 ８９． ８ ６１． ２ ８３． ２ ８４． ８ ９５． ６ ７２． ７

可乐定 ９７． ２ ６６． ２ ８８． ３ ９５． ５ ９７． ８ ７６． ５

赛拉嗪 ８５． ７ ５８ ６９． １ ６８． ８ ７０． ４ ６２． ０

胍法辛 ７９． ６ ５２． ２ ８０． ７ ７９． ６ ９４． ８ ７１． １

胍那苄 ６４． ６ ３５． ５ ７１． ３ ７０． １ １２５． ２ １５０
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　 　 由表 ６ 可以看出，当样品 ｐＨ 为 ８． ０ 时，安普乐

定、溴莫尼定峰形杂乱，无法定性、定量；当 ｐＨ 为

９． ０ 时，多种待测物添加回收效果不理想；当 ｐＨ 为

１１． ５、１２ 时，胍那苄出现不同程度的基质增强作用，
导致添加回收率超过 １２０％ ；而当 ｐＨ 范围为 １０． ０、
１１． ０ 时，样品峰形、回收率等都能达到理想效果。
３　 讨论与结论

３． １　 色谱条件的确定 　 色谱柱的选择：考察了常

见的色谱柱 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８ 和 Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０
ＳＢ － Ｃ１８ 对色谱峰进行分离，比较分离度、响应值

以及峰形。 通过比较发现，利用 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８
可以获得较好的分离度，但是部分目标物会产生拖

尾的色谱峰。 Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ ＳＢ － Ｃ１８ 均可以使 ７ 种

待测物在 ５ 分钟内快速出峰，由于该色谱柱的填料

孔径为 ２． ７ μｍ，所以峰形也会比较窄，不会产生拖

尾峰或者宽峰。 考虑到方法的广泛适用性，最终推

荐 Ｃ１８ 柱 （２． １ × １００ ｍｍ，２． ７ μｍ），或相当者。
流动相的选择：α２ － 受体激动剂具有一定碱性

特征，在酸性流动相体系中易产生稳定的［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋

离子，因此考虑常用的 ０． １％ 甲酸水作为流动相水

相。 为了避免溶剂效应，流动相有机相初始比例和

样品复溶液有机相比例保持一致，选用 ０． １％ 甲酸

水 －甲醇的流动相体系，同时采用流动相梯度变化

保证目标物有效分离。
３． ２　 质谱条件的优化　 七种 α２ －受体激动剂均含

有胺类结构，且极性较强，实验中选择正离子

（ＥＳＩ ＋ ）模式。 配制 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 的标准溶液，采用

不经过色谱柱直接连接质谱的方式，在全扫描中找

出每个化合物的母离子，利用 ＭＲＭ 采集模式优化

子离子、碰撞电压、碰撞能量等参数。
３． ３　 样品前处理方法的优化

３． ３． １　 缓冲液 ｐＨ 值的优化　 由于 α２ － 受体激动

剂具有一定碱的特性，在水环境中存在一定的电离

现象，从而导致了有机试剂提取不完全。 为了有效

抑制其离子化的现象，本实验的缓冲液适合选择碱

性环境。 随机选取 ２０ 份猪尿液样品，测得其 ｐＨ 范

围为 ５． ６ ～ ８． １，若直接加入一定量的碱性溶

液［１０ － １３］，并不能保证样品提取溶液 ｐＨ 的稳定性，

故本实验采用 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液调 ｐＨ 值至

１０． ０ ～ １１． ０ 的方式保持提取的碱性环境。
３． ３． ２　 提取试剂的选择　 对样品中 α２ －受体激动

剂的提取液进行了摸索，采用了常用的乙酸乙酯、
乙腈提取溶剂。 通过比较，乙腈提取效率不如乙酸

乙酯提取，并且当用乙腈提取时，胍法辛基质干扰

明显，故选用乙酸乙酯作为提取试剂。
３． ３． ３　 样品净化过程优化　 α２ － 受体激动剂属于

碱性药物，故考虑对碱性药物具有高选择性的混合

型阳离子小柱进行固相萃取净化。 因样品经乙酸

乙酯提取、氮气吹干复溶、高速离心后即可得到较

为清亮的液体，我们选择了 ３ 种方法进行比较，一
为样品经提取操作后不经过小柱净化直接离心取

上清液上机，二为参考李艳明［１１］ 李丹妮［６］ 分别采

用 ＰＲＩＭＥ ＨＬＢ、ＱｕＥＣｈＥＲＳ 净化后上机，三为样品

经提取后用混合型阳离子小柱净化后上机。 实验

显示，方法二样品经净化后采集到的质谱图与方法

三相当，但部分上机液体呈现淡黄色，不如方法三

净化后透亮澄清，且 ＰＲＩＭＥ ＨＬＢ、ＱｕＥＣｈＥＲＳ 成品

价格较高，若采用填料自己填充又比较麻烦延长实

验操作时间。 而方法一采集到质谱图杂质干扰较

大，长期操作会对液质联用仪造成污染及损害。 从

净化效果、经济实用等多方面考虑，此步骤选择用

常用的混合型阳离子小柱净化。
３． ３． ４　 样品复溶液的选择 　 考虑复溶液与流动

相的一致性，分别比较了乙腈：０ ． １％ 甲酸水溶

液 ＝ ２０∶ ８０，甲醇 ∶ ０ ． １％ 甲酸水溶液 ＝ ２０∶ ８０，
乙腈∶ ０􀆰 １％甲酸水溶液 ＝ １０∶ ９０，甲醇 ∶ ０． １％ 甲酸

水溶液 ＝ １０∶ ９０，甲醇∶ ０． １％ 甲酸水溶液 ＝ ５∶ ９５ 等

５ 种溶剂作为最终进样前的样品复溶液。 发现当

复溶液为乙腈∶ ０． １％ 甲酸水溶液 ＝ ２０∶ ８０ 时，安普

乐定和溴莫尼定峰型较差，不符合定性定量要求，
同时当有机相为乙腈时，液质响应普遍没有甲醇作

为有机相时高。 而当有机相为甲醇时，过高的甲醇

浓度反而会抑制待测物的响应。 当甲醇比例为

５％ 、１０％时，均能得到较为满意的液质图谱，因甲

醇比例为 １０％时的待测物响应略高于 ５％甲醇，故
最终确定样品复溶液为甲醇∶ ０． １％ 甲酸水溶液 ＝
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１０∶ ９０。
本研究建立了一种适用于猪尿液中 α２ － 受体

激动剂类药物的超高效液相色谱串联质谱的检测

技术。 该方法在碱性环境中用乙酸乙酯提取，混合

型阳离子柱净化，结合基质匹配标准曲线定量，无
需采用内标校正［９］，具有提取效率高，灵敏度高，检
测成本低的特点，满足了检测要求，弥补了暂无猪

尿中多种 α２ －受体激动剂类药物检测方法的行业

空白。
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