
２０２２ 年 ２ 月 Ｖｏｌ．４０ Ｎｏ．２
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２２ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ １４８～１５５

研究论文 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２１．０４００５

∗收稿日期：２０２１⁃０４⁃０６
∗通讯联系人．Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｕｘｕｅｚｈｉ＠ ｃａｉｑｔｅｓｔ．ｃｏｍ．

超高效液相色谱⁃串联质谱法测定猪肉、鸡蛋、牛奶中
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摘要：β⁃受体激动剂、β⁃阻断剂、蛋白同化制剂属于兴奋剂类药物，在动物饲养和屠宰过程中的违禁使用成为食源性

兴奋剂类药物残留的来源，危害人类健康。 目前 β⁃受体激动剂、蛋白同化制剂的检测较多，β⁃阻断剂检测报道较

少，动物源食品中 β⁃阻断剂检测尚无标准方法。 该文建立了超高效液相色谱⁃串联质谱测定猪肉、鸡蛋、牛奶中 β⁃
受体激动剂、β⁃阻断剂、蛋白同化制剂三大类共 ９ 种食源性兴奋剂类药物残留的方法。 样品中加入乙酸铵缓冲液

（ｐＨ ５􀆰 ２）和 β⁃葡萄糖醛酸酶 ／芳基硫酸酯酶，在 ３７ ℃条件下酶解 １６ ｈ，酶解后的试样冷却至室温，ＮａＯＨ 溶液调节

ｐＨ ９􀆰 ５ 后用乙腈提取，提取液盐析分层，经增强型脂质去除净化管（ＥＭＲ⁃Ｌｉｐｉｄ）净化，无水硫酸镁除水，氮吹浓缩

至近干，残渣用 １ ｍＬ 乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸水溶液（１ ∶９， ｖ ／ ｖ）溶解。 以甲醇⁃０􀆰 １％ 甲酸水溶液作为流动相进行梯度洗

脱，采用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）分离，电喷雾正离子（ＥＳＩ＋）电离，多反应监

测（ＭＲＭ）模式下测定，基质匹配标准曲线内标法定量。 实验优化了前处理过程中提取溶剂和 ｐＨ 对提取效率的影

响，讨论了仪器分析过程中色谱柱、流动相、定容液等影响因素。 结果表明：９ 种兴奋剂在 ０􀆰 ５ ～ ２０ μｇ ／ Ｌ 浓度范围

内线性关系良好，相关系数（ｒ２）均大于 ０􀆰 ９９，方法检出限为 ０􀆰 ３ ～ ０􀆰 ６ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 １􀆰 ０ ～ ２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ，在 １、２、５
倍定量限添加水平下，平均回收率为 ６５􀆰 ２％ ～ １１７􀆰 ０％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为 １􀆰 ３％ ～ １４􀆰 ４％。 应用建立的方法对

市场上购入的猪肉、鸡蛋、牛奶三类动物源性食品进行测定，９ 种兴奋剂类药物残留均未检出。 该方法快速、灵敏、
准确、稳定，适用于猪肉、鸡蛋、牛奶等样品中 ９ 种食源性兴奋剂类药物残留的检测。
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５ ｔｉｍｅｓ ｔｈｅ ＬＯＱｓ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ａｎｉｍａｌ⁃ｏｒｉｇｉｎ
ｆｏｏｄｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｐｏｒｋ， ｅｇｇｓ， ａｎｄ ｍｉｌｋ ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｔ． Ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｎｔ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉ⁃
ｄｕｅｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｆｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｒａｐｉｄ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｃｃｕ⁃
ｒａｔｅ， ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ． Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｎｔ ｄｒｕｇｓ
ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ ｐｏｒｋ， ｅｇｇ， ａｎｄ ｍｉｌｋ．

引用本文：刘学芝，赵英莲，马跃，董诗诗，王彬，张洋． 超高效液相色谱⁃串联质谱法测定猪肉、鸡蛋、牛奶中 ９ 种食源性兴奋剂类药物

残留． 色谱，２０２２，４０（２）：１４８－１５５．
ＬＩＵ Ｘｕｅｚｈｉ， ＺＨＡＯ Ｙｉｎｇｌｉａｎ， ＭＡ Ｙｕｅ， ＤＯＮＧ Ｓｈｉｓｈｉ， ＷＡＮＧ Ｂｉｎ， ＺＨＡＮＧ Ｙａｎｇ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｎｅ ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｎｔ ｄｒｕｇｓ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｐｏｒｋ， ｅｇｇ， ａｎｄ ｍｉｌｋ ｂｙ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏ⁃
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（２）：１４８－１５５．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｎｔ ｄｒｕｇ； ｒｅｓｉｄｕｅｓ； ｐｏｒｋ； ｅｇｇ； ｍｉｌｋ

　 　 β⁃受体激动剂又称生长促进剂，俗称 “瘦肉

精”，家畜饲养时加大剂量长期使用，则有降低脂

肪、提高瘦肉率、促进生长，改善肉质的作用。 蛋白

同化制剂又称同化激素，俗称合成类固醇，同样具有

促进蛋白质合成，肌肉增生的作用。 为了提高胴体

品质、快速增重和提高饲料转化率，某些饲料生产商

和家畜生产者违禁使用这些药物成为食源性兴奋剂

类药物残留的来源。 β⁃阻断剂，常用于运输前给动

物注射以减轻动物的应激反应，防止因应激反应造

成的肉品安全和质量大幅下降，且往往在屠宰前数

小时使用，更容易造成药物残留，危害人类健康。 农

业部 ２５０ 号公告《食品动物中禁止使用的药物及其

他化合物清单》包括 β⁃兴奋剂类。 世界反兴奋剂机

构发布的《禁用清单国际标准》规定蛋白同化制剂、
β⁃受体激动剂和 β⁃阻断剂为禁止使用的兴奋剂类药

物。 建立多种兴奋剂的检测可满足食品安全应急事

件处置的需要，以及防止重大赛事中运动员因食用

被污染的食品而导致的兴奋剂阳性事件的出现。
　 　 食源性兴奋剂的检测有气相色谱⁃串联质谱法

（ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ［１］、液相色谱⁃串联质谱法（ ＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ） ［２－７］、超高效液相色谱⁃四极杆 ／飞行时间质谱法

（ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ） ［８，９］，其中 ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 需要衍
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生，操作繁琐；高分辨质谱仪多用于筛查与确证；
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定时样品不用衍生化，灵敏度高、定
性定量准确，在残留分析中应用最为广泛。 我国现

行有效的食源性兴奋剂检测标准［１０－１２］多以 ＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ 为主，其中 β⁃受体激动剂和蛋白同化制剂的检

测可参考相关标准，β⁃阻断剂尚无检测标准。
　 　 前处理方面，β⁃受体激动剂、蛋白同化制剂的测

定多采用有机溶剂提取，固相萃取柱净化［１３－１６］，溶
剂用量大，操作复杂。 近年来，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 和 Ｐｒｉｍｅ
ＨＬＢ 因操作简便快速，溶剂用量少，与传统固相萃

取柱相比无需活化和平衡，故在食源性兴奋剂检测

中的应用越来越广泛，但大部分文献［１７－２２］ 都是针对

单一种类兴奋剂的检测，且 β⁃阻断剂检测报道较

少。 增强型脂质去除填料 ＥＭＲ（ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｍａｔｒｉｘ
ｒｅｍｏｖａｌ）是一种改良的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 技术，该填料结

合体积排阻和疏水作用两种机制，在不吸附目标化

合物的同时捕获脂质等杂质，适用于脂肪、蛋白含量

较高的动物源性食品中药物残留检测，齐鹤鸣等［２３］

采用 ＥＭＲ 净化同时测定了 β⁃受体激动剂和蛋白同

化制剂两类兴奋剂，还未见 ＥＭＲ 应用于食源性 β⁃
阻断剂检测的报道。
　 　 本文拟采用 ＥＭＲ 净化、ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法

同时测定 β⁃受体激动剂和阻断剂、蛋白同化制剂三

大类共 ９ 种食源性兴奋剂，该方法操作简便，溶剂用

量少，适用于大批量样品的快速测定。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＴＱ⁃Ｓ 超高效液相色谱⁃串联

质谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水仪（美
国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；离心机（德国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）；
涡旋混合器（德国 ＩＫＡ 公司）。
　 　 盐酸甲氧酪胺、阿替洛尔、酒石酸美托洛尔、克
仑丙罗、脱氢表雄酮（纯度均大于 ９７％，英国 ＬＧＣ 公

司）；齐帕特罗、盐酸普萘洛尔、昔美酸沙美特罗、美
替诺龙、氘代克伦特罗、氘代莱克多巴胺、氘代沙丁

胺醇、氘代睾酮、氘代甲睾酮（质量浓度均为 １００
μｇ ／ ｍＬ，曼哈格检测技术有限公司）。
　 　 甲醇、乙腈（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈ 公司）；甲酸（色
谱纯，北京百灵威科技有限公司）；乙酸铵（色谱纯，
美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；冰醋酸、氢氧化钠、无水硫酸钠、
氯化钠、无水硫酸镁（分析纯，国药集团化学试剂有

限公司）； β⁃葡萄糖醛苷酸酶 ／芳基硫酸酯酶（含 β⁃

葡萄糖醛苷酸酶＞１００ ０００ ｕｎｉｔｓ ／ ｍＬ，芳基硫酸酯酶

＜２０ ０００ ｕｎｉｔｓ ／ ｍＬ，上海安谱实验科技股份有限公

司）；增强型脂质去除净化管 （ＥＭＲ⁃Ｌｉｐｉｄ ｄＳＰＥ）
（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。
１．２　 标准溶液的配制

　 　 分别准确称取适量（精确至 ０􀆰 ０１ ｍｇ）甲氧酪

胺、阿替洛尔、美托洛尔、克仑丙罗、脱氢表雄酮于

１０ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，配制成

１􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 的标准储备液，用甲醇稀释成 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的

标准中间液。
　 　 分别准确量取适量（精确至 ０􀆰 ０１ ｍＬ）齐帕特

罗、普萘洛尔、沙美特罗、美替诺龙及上述标准中间

液用甲醇稀释成 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准中间液。
　 　 分别准确量取适量（精确至 ０􀆰 ０１ ｍＬ）氘代克伦

特罗、氘代莱克多巴胺、氘代沙丁胺醇、氘代睾酮、氘
代甲睾酮用甲醇稀释成 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合内标中间液。
　 　 称取 ６ 份空白基质样品，经样品前处理，作为空

白基质溶液分别向其中加入 ２５０ μｇ ／ Ｌ 混合内标工

作液 １０ μＬ，加入不同体积的 １００ μｇ ／ Ｌ 的混合外标

工作液，配制成质量浓度为 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 ２􀆰 ０、 ５􀆰 ０、
１０􀆰 ０、２０􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 的空白基质标准溶液。
１．３　 样品前处理

　 　 称取试样 ５􀆰 ０ ｇ（精确至 ０􀆰 ０１ ｇ），放入 ５０ ｍＬ
离心管中，加入 ２５０ μｇ ／ Ｌ 混合内标工作液 ４０ μＬ，
涡旋混匀，加入 １０ ｍＬ 乙酸铵缓冲液（ｐＨ ５􀆰 ２），加
入 ５０ μＬ β⁃葡萄糖醛酸酶 ／芳基硫酸酯酶，涡旋至混

匀，于恒温水浴振荡器 ３７ ℃振荡酶解 １６ ｈ。 酶解后

的试样冷却至室温，１０ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液调 ｐＨ
９􀆰 ５，加入 １２􀆰 ０ ｍＬ 乙腈涡旋提取 ２ ｍｉｎ，加入盐包

（４ ｇ 无水硫酸钠和 １ ｇ 氯化钠）涡旋 ２ ｍｉｎ，盐析分

层，静置 １０ ｍｉｎ 后 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。
　 　 移取 ６􀆰 ０ ｍＬ 乙腈提取上清液至 ＥＭＲ⁃Ｌｉｐｉｄ 净

化管中（预先用 ３ ｍＬ 水活化），涡旋 ２ ｍｉｎ， ５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，转移全部上清液于 １５ ｍＬ 离心

管中，加入反萃盐包（２ ｇ 无水硫酸镁），涡旋 ２ ｍｉｎ，
５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取 ３􀆰 ０ ｍＬ 上清液于 ４５ ℃
氮吹至近干，加入 １􀆰 ０ ｍＬ 乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸水溶液（１
∶９， ｖ ／ ｖ）定容，涡旋混匀，过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜待测。
１．４　 仪器条件

１．４．１　 色谱条件

　 　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ （１００ ｍｍ ×
２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）；柱温：４０ ℃；样品室温度：１５
℃；进样量：４ μＬ；流动相：Ａ（甲醇） ⁃Ｂ（０􀆰 １％ 甲酸水
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刘学芝，等：超高效液相色谱⁃串联质谱法测定猪肉、鸡蛋、牛奶中

９ 种食源性兴奋剂类药物残留

溶液）；梯度洗脱程序：０ ～ ２􀆰 ５ ｍｉｎ， ０％ Ａ ～ ２０％ Ａ；
２􀆰 ５～７ ｍｉｎ， ２０％ Ａ～ ９５％ Ａ； ７ ～ ８ ｍｉｎ， ９５％ Ａ～ ０％
Ａ； ８～９ ｍｉｎ， ０％ Ａ。
１．４．２　 质谱条件

　 　 离子源：电喷雾电离源（ＥＳＩ＋ ）；毛细管电压：
３􀆰 ５ ｋＶ；离子源温度：１５０ ℃；脱溶剂气温度：５００ ℃；
脱溶 剂 气 流 量： １ ０００ Ｌ ／ ｈ； 碰 撞 气 流 量： ０􀆰 １５
ｍＬ ／ ｍｉｎ；多反应监测模式（ＭＲＭ）。 ９ 种兴奋剂的监

测离子对、锥孔电压、碰撞能见表 １， ＭＲＭ 图见图 １。

表 １　 ９ 种兴奋剂的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｎｔｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔ ／ ｍｉｎ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ （ｍ／ ｚ） Ｄａｕｇｈｔｅｒ （ｍ／ ｚ） Ｃｏｎｅ ｖｏｌｔａｇｅ ／ Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ
３⁃Ｏ⁃Ｍｅｔｈｙｌｄｏｐａｍｉｎｅ ２．３５ １６８．１ １１９．１ ３０ １６ ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ⁃Ｄ３

１５１．１∗ ３０ １１
Ｚｉｌｐａｔｅｒｏｌ ２．９０ ２６２．１ １８５．２ ３０ ２２ ｒａｃｔｏｐａｍｉｎｅ⁃Ｄ３

２４４．３∗ ３０ １２
Ａｔｅｎｏｌｏｌ ２．９８ ２６７．２ １４５．１∗ ３０ ２６ ｒａｃｔｏｐａｍｉｎｅ⁃Ｄ３

１９０．１ ３０ １７
Ｃｌｅｎｐｒｏｐｅｒｏｌ ４．０５ ２６３．２ ２０３．１∗ ３０ １６ ｒａｃｔｏｐａｍｉｎｅ⁃Ｄ３

１３２．２ ３０ ２７
Ｍｅｔｏｐｒｏｌｏｌ ４．５５ ２６８．３ ７４．１ ３０ ２０ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ⁃Ｄ９

１１６．１∗ ３０ １７
Ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ ５．３０ ２６０．２ １１６．２ ３０ １８ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ⁃Ｄ９

１８３．２∗ ３０ １６
Ｓａｌｍｅｔｅｒｏｌｘｉｎａｆｏａｔｅ ６．１９ ４１６．４ ３８０．３ ３０ １５ ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ⁃Ｄ９

３９８．４∗ ３０ １２
Ｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅ ７．０６ ２７１．２ ２１３．１ ２５ ２０ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ⁃Ｄ３

２５３．１∗ ３０ １５
Ｍｅｔｅｎｏｌｏｎｅ ７．１９ ３０３．３ ８３．１ ３０ ２０ ｍｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ⁃Ｄ３

１８７．３∗ ３０ ２０
Ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ⁃Ｄ３ ２．９０ ２４３．２ １５１．１ ２４ １８
Ｒａｃｔｏｐａｍｉｎｅ⁃Ｄ３ ４．１５ ３０５．２ １６７．０ ３０ １８
Ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ⁃Ｄ９ ４．４０ ２８６．１ ２０４．１ ３０ １６
Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ⁃Ｄ３ ６．９８ ２９２．４ ９７．１ ３０ ２４
Ｍｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ⁃Ｄ３ ７．１５ ３０６．４ ９７．１ ３０ ２４
　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

２　 结果与讨论

２．１　 前处理条件的选择

　 　 β⁃受体激动剂和蛋白同化制剂多为蛋白结合态

存在，需要酸水解或酶解为游离态以利于有机溶剂

的提取。 实验采用 β⁃葡萄糖醛苷酸酶 ／芳基硫酸酯

酶进行酶解，考虑到除了蛋白同化制剂外，另外 ２ 类

兴奋剂化合物结构中均含有氨基，故比较了酸性、中
性和碱性提取条件对回收率的影响。 由于猪肉、鸡
蛋、牛奶基质中蛋白和脂肪含量较高，故提取液采用

ＥＭＲ 进行净化。
　 　 以阴性猪肉基质为例，实验比较了 ｐＨ ５􀆰 ２、ｐＨ
７􀆰 ０、ｐＨ ８􀆰 ０、ｐＨ ９􀆰 ０、ｐＨ １０􀆰 ０ 条件下分别用乙腈和

乙酸乙酯作为提取溶剂的效果。 结果表明，乙酸乙

酯提取液经 ＥＭＲ 净化时乳化明显，需较长时间高

速离心破乳，且回收率差，其中齐帕特罗、克仑丙罗、
普萘洛尔、美托洛尔的回收率在 ２０％ ～ ５０％ 之间，其
他化合物均无回收。 而乙腈提取并经 ＥＭＲ 净化，
回收率良好。 比较了不同 ｐＨ 条件下乙腈提取的回

收率和净化效果，发现大部分化合物的回收率随 ｐＨ
值增加而提高，齐帕特罗和阿替洛尔在 ｐＨ ８􀆰 ０ 以下

回收率小于 ６０％， ｐＨ １０􀆰 ０ 时美托洛尔的回收率接

近 １２０％， ｐＨ 对回收率的影响见图 ２。 脱氢异雄酮

在 ｐＨ ８􀆰 ０ 以下，提取效率高，但样品目标峰处干扰

严重，影响定量与定性，ｐＨ 增大提取效率略有下降，
但净化效果明显，可能是由于 ｐＨ ８􀆰 ０ 以下提取目标

物的同时提取了更多的杂质。 为保证净化效果和满

足回收率要求，选择在 ｐＨ ９􀆰 ５ 条件下提取，验证发

现净化良好，回收率为 ６５􀆰 ２％ ～１１７􀆰 ０％。 综上所述，
最终选择的提取条件和提取溶剂分别是 ｐＨ ９􀆰 ５ 和

乙腈。
２．２　 仪器条件的优化

２．２．１　 色谱条件

　 　 比较了 ＢＥＨ Ｃ１８ （ １００ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７
μｍ）和 ＨＳＳ Ｔ３ （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）两种
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图 １　 ９ 种兴奋剂及 ５ 种内标的 ＭＲＭ 色谱图（２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ）
Ｆｉｇ． １　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｎｔ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｆｉｖｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ （２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ）

图 ２　 ｐＨ 条件对 ９ 种兴奋剂回收率的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｎｔｓ

色谱柱，发现甲氧酪胺在 ＢＥＨ Ｃ１８ 上保留较弱，基
质加标样品目标峰处有明显杂质干扰峰，通过改变

有机相种类和梯度无明显变化，考虑到出峰时间太

早不利于目标峰和杂质峰的分离，故更换对极性化

合物保留效果更好且耐纯水相的 ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱。
在相同梯度下分别以甲醇和乙腈作有机相，发现乙

腈作有机相时大部分化合物响应较甲醇作有机相时

降低 ３０％ ～５０％，仅出峰较晚的两个化合物响应略有

增加，故选用甲醇做流动相。 实际样品测定中发现，
出峰较早的甲氧酪胺和阿替洛尔目标峰处干扰较

大，可能是由于净化步骤去除的更多为非极性物质，
而部分未能被水除去的极性较强的杂质与出峰较早

的目标物共同流出，通过降低有机相初始比例来延
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刘学芝，等：超高效液相色谱⁃串联质谱法测定猪肉、鸡蛋、牛奶中

９ 种食源性兴奋剂类药物残留

长较早出峰的化合物保留时间，以保证不同基质样

品中目标峰与杂质的很好分离。
　 　 在色谱柱和流动相梯度确定后，进一步比较了

不同定容液对各化合物的影响，实验比较了 ０􀆰 １％
甲酸水、乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸水（１ ∶９， ｖ ／ ｖ）、乙腈⁃０􀆰 １％
甲酸水（２ ∶８， ｖ ／ ｖ）、乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸水（３ ∶７， ｖ ／ ｖ）４
种定容液，发现甲氧酪胺在乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸水（２ ∶８，
ｖ ／ ｖ）、齐帕特罗、阿替洛尔在乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸水（３ ∶
７， ｖ ／ ｖ）时峰形分叉为双峰，说明随着有机相比例增

大，溶剂效应明显；而出峰较晚的脱氢异雄酮、美替

诺龙随着有机相比例增大响应明显提高，综合考虑

选用乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸水（１ ∶９， ｖ ／ ｖ）作为定容液。
２．２．２　 质谱条件

　 　 通过优化离子对和碰撞能，获得 ＭＲＭ 采集参

数，选择响应值较高的子离子作为定量离子，另一个

作为定性离子。 分段扫描以增大驻留时间提高响应，
同时开启质谱和废液切换阀，以降低仪器维护频率。

表 ２　 ９ 种食源性兴奋剂类药物的线性范围、线性方程、相关系数、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ２）， ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ） ａｎｄ
ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ） ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｎｔ ｄｒｕｇｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ Ｌ） ＬＯＤ ／ （μｇ ／ ｋｇ） ＬＯＱ ／ （μｇ ／ ｋｇ） Ｍａｔｒｉｘ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２

３⁃Ｏ⁃Ｍｅｔｈｙｌｄｏｐａｍｉｎｅ ０．５－２０ ０．３ １．０ ｐｏｒｋ ｙ＝ ０．０１５１１０９ｘ＋０．００２１４２５２ ０．９９７２
ｅｇｇ ｙ＝ ０．００６０３７７２ｘ＋０．００１４９３７２ ０．９９６６
ｍｉｌｋ ｙ＝ ０．０１２７１８ｘ＋０．００２４７７３６ ０．９９９３

Ｚｉｌｐａｔｅｒｏｌ ０．５－２０ ０．３ １．０ ｐｏｒｋ ｙ＝ ０．２０６４４９ｘ＋０．０１５１９３４ ０．９９８６
ｅｇｇ ｙ＝ ０．１３８１０１ｘ＋０．００３４２９１６ ０．９９９５
ｍｉｌｋ ｙ＝ ０．２１１７７６ｘ＋０．０１６４７０４ ０．９９６０

２．３　 基质效应

　 　 基质效应是指色谱分离时基质中存在的干扰物

与待测目标化合物共洗脱从而改变待测组分的离子

化效率，引起待测组分信号提高或抑制。
　 　 选取阴性猪肉、鸡蛋、牛奶作为基质，经前处理

后作为空白基质溶液与溶剂分别配制相同浓度的点

进样分析。 以空白基质标准点与溶剂标准点峰面积

相比增加或减少的百分比来衡量基质效应，即 ＭＥ＝
（基质空白标准点峰面积 ／溶剂标准点峰面积－１） ×
１００％ 表示基质效应，当 ＭＥ＞０ 时为基质增强，ＭＥ＜
０ 时为基质抑制，ＭＥ 的绝对值＜２０％ 认为不存在明

显的基质效应。 结果表明，不同基质中的基质效应

各有不同，见图 ３，猪肉中除齐帕特罗、阿替洛尔、脱
氢异雄酮为基质增强外，其他化合物均不存在明显

的基质效应；鸡蛋中美替诺龙、沙美特罗存在基质抑

制效应，牛奶中甲氧酪胺和普萘洛尔分别存在明显

的基质抑制和基质增强。 故实验采用空白基质标准

图 ３　 不同基质中 ９ 种兴奋剂的基质效应
Ｆｉｇ． ３　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｎｔｓ

ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｒｉｃｅｓ

曲线，由于未能获得所有化合物的内标，结合回收

率、化合物结构和出峰时间选取合适的内标定量，获
得良好的结果。
２．４　 检出限、定量限与线性范围

　 　 选取猪肉、鸡蛋、牛奶 ３ 种空白基质，配制不同

浓度的基质标准溶液，经液相色谱⁃串联质谱检测，
以 ３ 倍信噪比为检出限，１０ 倍信噪比为定量限，方
法检出限（ＬＯＤ）为 ０􀆰 ３～０􀆰 ６ μｇ ／ ｋｇ，定量限（ＬＯＱ）
为 １􀆰 ０～２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ；以待测物与相对应同位素内标

的峰面积之比为纵坐标（ｙ），相应的质量浓度为横

坐标（ｘ， μｇ ／ Ｌ），绘制标准曲线。 结果如表 ２ 所示，
３ 种基质的基质匹配曲线 ９ 种待测物在各自范围内

线性关系良好，相关系数（ｒ２）大于 ０􀆰 ９９。
２．５　 加标回收率与精密度

　 　 选取空白猪肉、鸡蛋、牛奶样品，分别添加低、
中、高 ３ 个不同浓度水平的混合标准溶液，按 １􀆰 ３ 节

进行前处理，每个水平重复测定 ６ 次，基质匹配曲线

内标法定量，计算回收率和相对标准偏差（ＲＳＤ）。
如表 ３ 所示， ９ 种目标化合物的平均回收率为

６５􀆰 ２％ ～１１７􀆰 ０％， ＲＳＤ 为 １􀆰 ３％ ～１４􀆰 ４％。
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表 ２　 （续）
Ｔａｂｌｅ ２　 （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ Ｌ） ＬＯＤ ／ （μｇ ／ ｋｇ） ＬＯＱ ／ （μｇ ／ ｋｇ） Ｍａｔｒｉｘ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２

Ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ ０．５－２０ ０．３ １．０ ｐｏｒｋ ｙ＝ ０．０７３０６３９ｘ＋０．００３８９５１ ０．９９８７
ｅｇｇ ｙ＝ ０．１８０１３５ｘ＋０．００２８０７５４ ０．９９８６
ｍｉｌｋ ｙ＝ ０．０７３９４７１ｘ＋０．００５２７１３８ ０．９９８２

Ｃｌｅｎｐｒｏｐｅｒｏｌ ０．５－２０ ０．３ １．０ ｐｏｒｋ ｙ＝ ０．０３８６４７５ｘ＋０．０００７６１９６ ０．９９８９
ｅｇｇ ｙ＝ ０．１１８６８７ｘ＋０．０００７１３２３７ ０．９９７０
ｍｉｌｋ ｙ＝ ０．０３５２７９ｘ＋０．００１１８６１８ ０．９９９０

Ａｔｅｎｏｌｏｌ ０．５－２０ ０．３ １．０ ｐｏｒｋ ｙ＝ ０．０６２２９４８ｘ＋０．００３９２７１３ ０．９９８６
ｅｇｇ ｙ＝ ０．１３０３８３ｘ－０．０００３３０２４４ ０．９９９４
ｍｉｌｋ ｙ＝ ０．０６１６７４９ｘ＋０．００５９６５１４ ０．９９７１

Ｍｅｔｏｐｒｏｌｏｌ ０．５－２０ ０．３ １．０ ｐｏｒｋ ｙ＝ ０．１７２０６８ｘ＋０．０１３３１６７ ０．９９８３
ｅｇｇ ｙ＝ ０．５４２９１５ｘ＋０．００１５１７６１ ０．９９９９
ｍｉｌｋ ｙ＝ ０．１７４４７１ｘ＋０．０１７４１２５ ０．９９７３

Ｍｅｔｅｎｏｌｏｎｅ ０．５－２０ ０．３ １．０ ｐｏｒｋ ｙ＝ ０．１０８２７８ｘ＋０．０２０５７５７ ０．９９９９
ｅｇｇ ｙ＝ ０．１６８７９３ｘ－０．００３４８６５１ ０．９９９２
ｍｉｌｋ ｙ＝ ０．１０９７８３ｘ－０．００１６９５７１ ０．９９９６

Ｓａｌｍｅｔｅｒｏｌｘｉｎａｆｏａｔｅ ０．５－２０ ０．３ １．０ ｐｏｒｋ ｙ＝ ０．１８３６４８ｘ＋０．０１１６９７７ ０．９９８７
ｅｇｇ ｙ＝ ０．５２１１９４ｘ＋０．０２０５２３ ０．９９９３
ｍｉｌｋ ｙ＝ ０．１７６５１１ｘ＋０．０１３１４１２ ０．９９８２

Ｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅ １－４０ ０．６ ２．０ ｐｏｒｋ ｙ＝ ０．０１３８３４７ｘ＋０．０１６６９７９ ０．９９７５
ｅｇｇ ｙ＝ ０．００６６１１８８ｘ＋０．０１４１３７５ ０．９９５４
ｍｉｌｋ ｙ＝ ０．０１３４２６６ｘ＋０．０２１１７９６ ０．９９４１

ｙ： ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ Ｌ．

表 ３　 猪肉、鸡蛋、牛奶样品中 ９ 种食源性兴奋剂类药物的回收率和精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ

ｓｔｉｍｕｌａｎｔ ｄｒｕｇｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｐｏｒｋ， ｅｇｇ ａｎｄ ｍｉｌｋ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌ ／

（μｇ ／ ｋｇ）
Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ／ ％

Ｐｏｒｋ Ｅｇｇ Ｍｉｌｋ
ＲＳＤｓ ／ ％

Ｐｏｒｋ Ｅｇｇ Ｍｉｌｋ
３⁃Ｏ⁃Ｍｅｔｈｙｌｄｏｐａｍｉｎｅ １ ８５．５ ８９．３ ７２．２ １０．７ ６．０ １０．１

２ ７９．３ ８４．８ ６９．２ １０．８ ４．４ ４．４
５ ７１．７ ７５．７ ６５．５ ８．３ ３．９ ２．９

Ｚｉｌｐａｔｅｒｏｌ １ ８９．０ ８３．８ ７６．７ ９．７ ５．１ ５．１
２ ８０．０ ７９．３ ８０．７ １３．９ ４．７ ６．３
５ ７６．０ ７１．８ ６８．７ １４．３ ５．９ ２．９

Ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ １ １１７．０ １１１．０ １１３．０ １．６ ３．４ ４．７
２ １１０．０ １１０．０ １１１．０ ８．３ ３．３ ５．５
５ １０８．０ １１０．０ １１３．０ ３．５ ３．２ ７．８

Ｃｌｅｎｐｒｏｐｅｒｏｌ １ １１３．０ １１１．０ １１６．０ ３．７ １．７ ３．９
２ １０８．０ １１２．０ １１４．０ ７．３ ３．１ ３．２
５ １０１．０ １０７．０ １１５．０ １．３ ２．０ １．７

Ａｔｅｎｏｌｏｌ １ ８２．０ ７８．７ ６９．２ １４．０ ４．２ １０．７
２ ７５．９ ８６．７ ７６．０ １４．４ １２．５ ５．８
５ ７２．７ ８９．６ ６９．２ １３．９ ５．０ １．３

Ｍｅｔｏｐｒｏｌｏｌ １ １１７．０ １１５．０ １１５．０ １．７ ２．７ ４．６
２ １１６．０ １１２．０ １１３．０ ２．１ ４．１ ４．４
５ １１３．０ １１１．０ １０８．０ ３．２ ３．５ ７．７

Ｍｅｔｅｎｏｌｏｎｅ １ ７５．４ ７０．３ ７８．０ １０．０ ３．８ １３．８
２ ７２．７ ９２．４ ７１．６ １１．５ ８．４ ４．０
５ ６５．２ ７５．８ ６６．３ ２．５ ８．０ ３．６

Ｓａｌｍｅｔｅｒｏｌｘｉｎａｆｏａｔｅ １ ７３．９ ８０．７ ８３．５ ７．２ ３．４ １２．５
２ ７２．０ ６５．４ ８０．４ ６．７ ５．１ ６．２
５ ７０．９ ７３．９ ８７．２ ４．４ ７．２ １１．７

Ｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅ ２ ７４．３ １０６．０ ７３．７ １３．６ ４．３ ８．３
４ ８１．０ １０３．０ ８３．１ １３．８ ５．０ ８．３

１０ ８２．７ ８６．８ ８５．１ ７．０ ８．０ ５．４

·４５１·



第 ２ 期
刘学芝，等：超高效液相色谱⁃串联质谱法测定猪肉、鸡蛋、牛奶中

９ 种食源性兴奋剂类药物残留

２．６　 实际样品检测

　 　 测定了市售的猪肉、鸡蛋、牛奶样品共计 ５０ 批

次，均未有检出。

３　 结论

　 　 建立了一种基于 ＱｕＥＣｈＥＲＳ ＥＭＲ Ｌｉｐｉｄ 净化

结合超高效液相色谱⁃串联质谱测定猪肉、鸡蛋、牛
奶中 ９ 种兴奋剂类药物残留的方法。 该方法前处理

简单，溶剂用量少，对脂质含量较高的动物源性食品

净化效果好，适用于大批量样品的快速、准确测定，
可为多种食源性兴奋剂的快速检测技术研究提供

参考。
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