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同位素稀释高效液相色谱-串联质谱法测定乳
与乳制品中 3-甲氧酪胺和肾上腺素

白艳梅，张立佳，汪　洋，刘丽君，谢瑞龙，范　敏，李翠枝*

（内蒙古伊利实业集团股份有限公司，内蒙古呼和浩特 010110）

摘　要：本文建立高效液相色谱-串联质谱法（High performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry，
HPLC-MS/MS）同时测定乳与乳制品中 3-甲氧酪胺和肾上腺素的检测方法。样品前处理使用高氯酸溶液作为提取

溶剂，通过弱阳离子固相萃取柱净化，样品采用 Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）

分离，以 0.1% 甲酸-甲醇流动相体系进行梯度洗脱，采用电喷雾离子源正离子方式扫描，在多反应监测（Mu-
ltiple reaction monitoring，MRM）模式下检测，内标法定量。结果表明，3-甲氧酪胺在 0.5~12.0 ng/mL，肾上腺素

在 50~1200 ng/mL 范围内线性关系均良好（r>0.99），3-甲氧酪胺的方法检出限为 0.2 μg/kg，定量限为 0.5 μg/kg；
肾上腺素检出限为 20 μg/kg，定量限为 50 μg/kg。在 0.5、1.0、3.0  μg/kg 浓度下，3-甲氧酪胺方法回收率在

76.97%~119.20% 之间，精密度在 1.53%~9.61% 之间；在 50、100、300 μg/kg 浓度下，肾上腺素方法回收率在 90.65%~
108.55% 之间，精密度在 1.29%~3.95% 之间。本方法建立的 HPLC-MS/MS 结果准确，特异性强，准确度和重复性

好，适用于乳与乳制品中 3-甲氧酪胺和肾上腺素的分析测定。
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Determination of 3-Methoxytyramine and Adrenaline in Dairy
Products by Isotopic Dilution-Assisted Liquid Chromatography-

Tandem Mass Spectrometry
BAI Yanmei，ZHANG Lijia，WANG Yang，LIU Lijun，XIE Ruilong，FAN Min，LI Cuizhi*

（Inner Mongolia Yili Industrial Group Co., Ltd., Hohhot 010110, China）

Abstract：A  method  was  established  for  the  simultaneous  determination  of  3-methoxytyramine  and  adrenaline  in  dairy
products  by  high  performance  liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry  (HPLC-MS/MS)  compled  with  isotope
dilution.  Sample  was  extracted  by  perchloric  acid  solution,  cleaned by weak cationic  solid  phase  extraction  column.  The
analyte was separated by ACQUITY UPLC BEH C18 (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) column and agradient elution of mobile
phase with 0.1% formic acid aqueous solution-methanol. The detection was achieved by HPLC-MS/MS with electrospray
ion source and positive ion scanning mode as well as multiple reaction monitoring (MRM) mode. The quantification was
accomplished by the internal standard method. It was demonstrated that the linear relationships of 3-methoxytyramine and
adrenaline were good in the range of 0.5~12.0 ng/mL and 50~1200 ng/mL (r>0.99), respectively. The detection limits and
the limit of quantification of 3-methoxytyramine were 0.2 and 0.5 μg/kg, respectively. At the concentrations of 0.5, 1.0 and
3.0  μg/kg,  the  recoveries  of  the  3-methoxytyramine  ranged  from  76.97%  to  119.20%,  with  the  corresponding  precision
(n=6)  of  1.53%~9.61%.  While  the  recoveries  of  adrenaline  at  50,  100  and  300  μg/kg  were  90.65%~108.55%  and  the
relative  standard  deviations  were  in  the  range  of  1.29%~3.95%.  The  method  would  be  accurate  in  results  and  good  in  
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repeatability, and it can be an important measure to monitor 3-methoxytyramine and adrenaline in dairy products.

Key  words： liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry； dairy  product； 3-methoxytyramine； adrenaline； isotope
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3-甲氧酪胺（简称甲氧酪胺）和肾上腺素均是一

种激素和神经传送体，在临床上属于 β-受体激动剂

的药物，可以使心肌收缩力增强、心输出量增加等作

用[1]。在现代畜禽养殖业中，一些饲养员为了缩短牲

畜的生长周期、降低成本，大量使用盐酸肾上腺素药

物，提高畜禽肉中的水分含量，如注水猪肉时间。动

物源性食品兽药残留，是食源性兴奋剂的主要来源。

如果人类长期食用此类食物，会对人体机能产生较大

的伤害[2−3]。尤其是对于竞技运动员，兴奋剂能提高

运动员的成绩，但是长期违规使用会引起心神不宁、

心律失常、身体虚弱甚至猝死等现象[4−6]。为了赛事

的公平公正及运动员的身心健康，世界反兴奋剂机构

（World Anti-Doping Agency，WADA）发布的《世界

反兴奋剂条例国际标准禁用清单》和我国体育总局

反兴奋剂中心印发的《大型赛事食源性兴奋剂防控

工作指南》（体反兴奋剂字 [2021]584 号）通知中肾上

腺素列为刺激剂，是赛内禁用物质[7]。甲氧酪胺和肾

上腺素理化性质及生理作用相近，结构式见图 1。乳

制品作为动物源食品的一种，同样存在兴奋剂残留的

风险，为保障乳制品安全，给消费者提供健康食品，需

要建立甲氧酪胺和肾上腺素的检测方法，为兴奋剂风

险监控提供可靠检测技术。
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图 1    甲氧酪胺和肾上腺素的分子结构式
Fig.1    Molecular formulas for methotyramine

and epinephrine
 

目前报道的甲氧酪胺和肾上腺素检测研究多集

中于肉类、饲料[8−13]、血浆和尿液等人体液[14−22] 等基

质中，现行的检测标准仅适用于牛奶基质[23−24]，并未

涉及乳制品其他基质。而文献报道的甲氧酪胺方法

大多是适用于人体液，不适用于乳制品基质，前处理

复杂，有的需要两个固相萃取柱净化。肾上腺素前处

理过程中容易降解，稳定性差，影响结果的准确度。

现有文献和标准中两个化合物大多数研究采用外标

法定量，经过研究外标法分析此化合物基质效应较

强，回收率低，影响定量结果。因此，亟需建立乳与乳

制品中稳定性强、准确度高的，并可同时测定肾上腺

素和甲氧酪胺的检测方法。本研究采用同位素内标

作为定量方式建立，分析多种乳制品基质中 3-甲氧

酪胺和肾上腺素的残留量，并对提取试剂和净化材料

进行了优化，故采用阳离子固相萃取柱技术结合高效

液相色谱串联质谱分析，同时测定 3-甲氧酪胺和肾

上腺素残留的方法，为此类药物残留的分析和监控提

供技术支持。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

液奶、发酵乳、冷冻饮品、奶粉　市售；四种标

准品（3-甲氧酪胺、3-甲氧酪胺-d4 盐酸盐、肾上腺

素、肾上腺素-d6）　均购自德国 Dr.Ehrenstorfer 公
司；阳离子固相萃取小柱（填料为 N-乙烯基吡咯烷

酮-二乙烯苯共聚物基质-COOH，6 mL，150 mg）　美

国 Waters 公司；聚四氟乙烯微孔滤膜（0.22 μm）　上

海安谱实验科技股份有限公司；甲醇、乙腈、甲酸、

醋酸铵　色谱纯，上海安谱实验科技股份有限公司；

焦性没食子酸　分析纯，天津市福晨化学试剂厂；高

氯酸　优级纯，济宁华凯树脂有限公司；色谱柱

（ACQUITY UPLC BEH C18 2.1 mm×100 mm，1.7 μm）

　美国 Waters 公司。

QTRAP 6500 高效液相色谱-质谱联用仪　ESI
配有电喷雾离子源，美国 AB Sciex 公司；ST16R 高

速冷冻离心机　美国 Thermo Fisher 公司；S25 旋涡

震荡器　德国 IKA 公司；ME2002E 分析天平　梅特

勒公司；Millipore Q 纯水机　美国 Millipore 公司；

Biotage 氮吹仪　瑞典拜泰齐公司；KQ-300DE 超声

波清洗器　昆山市超声仪器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   标准溶液配制　单标储备液：分别准确称取甲

氧酪胺、肾上腺素标准品适量，置于 10 mL 棕色容量

瓶中，少量 0.1% 甲酸-甲醇溶液（甲酸:甲醇=1:1000，
V:V）溶解后稀释至刻度。分别配制成 1 mg/mL 的

储备液，−18 ℃ 条件下避光保存。

混合标准工作液的制备：分别吸取适量甲氧酪

胺和肾上腺素标准储备液，至棕色容量瓶中，用 0.1%
甲酸-甲醇溶液（甲酸:甲醇=1:1000，V:V）稀释至刻

度，配制成 100 ng/mL 甲氧酪胺和 10 μg/mL 肾上腺

素混合外标标准溶液，−18 ℃ 条件下避光保存。

内标混合工作液的制备：吸取适量甲氧酪胺-
d4 内标、肾上腺素-d6 标准储备液，至棕色容量瓶中，

用 0.1% 甲酸甲醇溶液（甲酸:甲醇=1:1000，V:V）稀

释至刻度，配制成 100 ng/mL 甲氧酪胺-d4 和 1 μg/mL
肾上腺素-d6 混合内标标准工作液，−18 ℃ 条件下避

光保存。

 1.2.2   样品提取与净化　提取：称取液奶、发酵乳、

冷冻饮品试样约 5 g（精确到 0.1 mg）于 50 mL 具塞

离心管中，加入 100 μL 混合内标标准工作液（1.3.1），
静置 20 min，加入 20 mL 高氯酸溶液（pH=2），再静
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置 20 min，经涡旋提取 3 min，以 4 ℃ 下 15000 r/min
的转速离心 10 min，取出上清液，用 100 mmol/L 焦

性没食子酸-乙酸铵溶液定容到 50 mL，待净化。

称取奶粉试样约 2.5 g（精确到 0.1 mg）于 50 mL
具塞离心管中，加入 5 mL 水（50 ℃）充分溶解后并放

置室温，加 100 μL 混合内标标准工作液（1.2.1），静
置 20 min，加入 20 mL 高氯酸溶液（pH=2），再加入

40 μL 冰乙酸，混匀后静置 20 min，经涡旋提取 3 min，
以 4 ℃ 下 15000 r/min 的转速离心 10 min，取出上

清液，用 100 mmol/L 焦性没食子酸-乙酸铵溶液定容

到 50 mL，待净化。

净化：液奶、发酵乳、冷冻饮品基质：取待净化溶

液 25 mL 过固相萃取柱（Solid Phase Extraction，简
称 SPE 小柱），自然流干后依次用 5 mL 40 mmol/L
乙酸铵溶液和 6 mL 甲醇淋洗 SPE 小柱，抽干，用

6 mL 2% 甲酸乙腈水溶液（乙腈:水=85:15，V:V）洗

脱，收集洗脱液，用氮气吹至干，用 0.1% 甲酸水溶液

定容至 1 mL，过 0.22 μm 微孔滤膜，供液质分析。

奶粉基质：奶粉基质上清液全部转移至 SPE 小

柱，其它步骤与液体乳净化操作一致。

 1.2.3   液相色谱条件　色谱柱：ACQUITY  UPLC
BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）；流速：0.3 mL/min；
进样量：5 μL；柱温：40 ℃；流动相 A：0.1% 甲酸水；

流动相 B：LC-MS 级甲醇；梯度洗脱程序：0~1 min
保持 97% A；1~2 min，97% A 线性变化至 85%；2~
3 min，85%A 线性变化至 50%；3~5 min，50% A 线

性变化至0%；5~7 min 保持5% A；7~9 min 保持97% A。

 1.2.4   质谱分析条件　质谱条件：离子源为电喷雾离

子源，正离子扫描模式；离子源温度 150 ℃；脱溶剂

温度 500 ℃；脱溶剂气流量 1000 L/Hr；锥孔气流量

100 L/Hr；毛细管电压 0.6 kV。扫描方式多反应监测

模式（MRM）条件见表 1。
  

表 1    多反应监测条件
Table 1    Parameter of MRM

化合物
监测离子对

（m/z）
锥孔电压

（V）
碰撞电压

（V）

3-甲氧酪胺
168.23/151.15* 38 11
168.23/119.20 38 17

肾上腺素
184.23/166.5* 14 13
184.23/107.00 14 20

3-甲氧酪胺-d4内标 172/155* 16 10
肾上腺素-d6内标 190.12/172* 15 9

注：*为定量离子对。
 

 1.2.5   标准曲线的建立　准备甲氧酪胺和肾上腺素

均未检出的阴性基质样品，按照样品一致的前处理进

行检测，使用过滤后的基质溶液，将甲氧酪胺和肾上

腺素（1.2.1 混合外标标准工作液）逐级稀释系列标准

工作液，浓度由低到高进行检测，以外标峰面积/内标

峰面积比值-浓度作图，得到标准曲线回归方程。

 1.2.6   结果计算　试样中甲氧酪胺和肾上腺素的测

定按下式计算：

X =
(C−C0)×V×n

m

式中：X 为试样中被测物残留量，μg/kg；C 为试

样上机溶液中被测化合物物残留量，ng/mL；C0 为空

白实验中被测化合物残留量，ng/mL；V 为样液最终

定容体积，mL；n 为稀释倍数；m 为试样质量，g。

 1.3　数据处理

采用 HPLC-MS/MS 进行分析检测，数据采集使

用 Waters Masslynx 4.1 工作站软件对目标物进行定

性定量分析，Excel 2016 软件对实验数据进行处理和

统计学分析，用 Minitab 16 软件作图。

 2　结果与分析

 2.1　色谱柱的选择

如图 2 所示，由于肾上腺素和甲氧酪胺结构中

有极性的氨基和非极性苯环结构，因此本文考察了常

规两款极性色谱柱和一款非极性色谱柱，分别是

HILIC（2.1  mm×50  mm，1.7  μm），Amide（2.1  mm×
50 mm，1.7 μm）和ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×
100 mm，1.7 μm），结果表明：HILIC 色谱柱上两个目

标物均保留不佳，容易受溶剂峰干扰，改变水相和有

机相比例对出峰时间无明显改善，影响定量结果，色

谱图如图 2A 和图 2B 所示。在 Amide 色谱柱上肾

上腺素能得到很好的峰形和响应值，但是甲氧酪胺随

着加大有机相比例时峰形变得较差，影响定量结果，

色谱图如图 2C 和图 2D 所示。大多数文献报道，分

析肾上腺素时流动相加离子对试剂听可改善出峰时

间和峰形，但离子对试剂对质谱仪器会造成污染，故

本研究不采用添加离子对试剂的方式分析。考察反

相色谱柱 C18，肾上腺素和甲氧酪胺峰可以获得很好

的保留且峰形良好，色谱图如图 2F 所示。因为肾上

腺素和甲氧酪胺均含氨基和羟基，是弱碱性的极性化

合物，在流动相中加入 0.1% 甲酸时可增强离子强度，

灵敏度有明显改善，本方法综合考虑最终选择使用

C18 色谱柱分离，0.1% 甲酸-甲醇流动相梯度洗脱。

 2.2　基质效应评价

基质效应在质谱检测方法中普遍存在，由于基

质中的干扰组分与目标物竞争电离，导致目标化合物

质谱检测时离子化效率降低或增强，产生基质抑制或

基质增强效应。基质效应影响分析结果准确度，通常

超出 80%~120% 范围[25−26]，判定为有基质效应。实验

选取甲氧酪胺和肾上腺素未检出的阴性牛奶、发酵

乳、冷冻饮品和乳粉，按照实验前处理进行试验，得到

的基质液配制标准工作液，上机后记录色谱图峰面积，

与起始流动相配置同浓度工作液进行比较，内标法计

算结果，结果见表 2。结果显示发酵乳（甲氧酪胺）和

乳粉基质（肾上腺素）基质效应超出方法规定范围（方

法规定 80%~120% 为合格），如果采用流动相配制标

准曲线进行定量结果偏差会很大，为了提高结果的准

确性，最终乳制品基质均采用基质加标进行定量。
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表 2    肾上腺素和甲氧酪胺的基质效应评价（n=3）
Table 2    Matrlx effects of epinephrine and methoxytyramin

(n=3)

基质
基质效应（%）

甲氧酪胺 肾上腺素

牛奶 117 115
发酵乳 128* 116

冷冻饮品 101 111
乳粉 101 74*

注：*为超出80%~120%范围。
 

 2.3　提取方式的选择

 2.3.1   提取溶剂的选择　不同品相的乳制品基质之

间的蛋白和脂肪含量会有所不同，某些干扰组分会对

提取过程造成影响，对此分别考察高氯酸、1% 甲酸

乙腈、乙腈、三氯乙酸的提取效率。如表 3 所示，结

果表明高氯酸、三氯乙酸溶剂对甲氧酪胺的提取回

收率比较高并满足方法要求，肾上腺素只有高氯酸溶

液回收率满足方法要求。肾上腺素和甲氧酪胺属于

弱碱性化合物，在弱阳离子交换固相萃取柱能够有效

的进行富集与净化。在提取过程中目标物以离子状

态分散在溶液里会提高提取效率，高氯酸溶液能同时

加强两个目标物的离子化效率，提高了回收率。而使

用有机溶剂提取会抑制目标化合物的离子化，影响回

收率，最终优选高氯酸溶液作为提取溶剂。

 
 

表 3    肾上腺素和甲氧酪胺的提取液比较（n=6）
Table 3    Comparison of adrenaline and methoxytyramine

extracts (n=6)

化合物
回收率（%）

高氯酸溶液（pH=2） 1%甲酸乙腈 纯乙腈 三氯乙酸

甲氧酪胺 85 0 0 80
肾上腺素 80 0 0 0
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图 2    色谱柱的考察

Fig.2    Investigation of chromatographic column
注：A：HILIC 色谱柱-起始流动相 5/95（0.1% 甲酸-甲醇）；B：HILIC 色谱柱-起始流动相 2/98（0.1% 甲酸-甲醇）；C：Amide 色谱柱-
起始流动相 5/95（0.1% 甲酸 -甲醇）；D：Amide 色谱柱 -起始流动相 25/75（0.1% 甲酸 -甲醇）；E：C18 色谱柱 -起始流动相
5/95（0.1% 甲酸水-甲醇）。
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 2.3.2   提取溶剂 pH 的选择　如图 3 所示，经过高氯

酸不同的 pH（1、2、3、4、5）的对比实验发现，甲氧酪

胺和肾上腺素在 pH=1 时回收率 3%~64%，尤其是对

肾上腺素的影响较大，回收率不符合要求。pH=2~
5 时回收率整体在 76%~89% 范围内，符合方法要

求。乳制品在 pH=1 时容易发生乳化现象，影响目标

物离子化提取效率低，pH=2~5 酸性条件助于目标化

合物在提取液中离子化。经研究发现 pH=2 时沉淀

效果最佳，离心后上清液澄清，pH=3~5 时沉淀效果

差，上清液浑浊，通过固相萃取柱时容易堵塞，延长前

处理时间。为了改善沉淀效果最终优选 pH=2 检

测。选用 pH=2 高氯酸水溶液作样品前处理操作，由

于乳粉中含有大量的脂肪和蛋白质，沉淀效果仍并不

理想，极易污染固相萃取柱、色谱柱和仪器，影响检

测。故做乳粉基质样品时，为了防止产生乳化现象并

提高沉蛋白效果选择加弱酸冰醋酸，pH=2 高氯酸水

溶液提取液中加 40 μL 冰醋酸，结果沉淀效果明显好

转并无乳化现象。这主要利用了冰乙酸与乳制品蛋

白质争夺结合水特性，导致蛋白质分子相互聚集沉

淀[27]。最终本研究提取溶剂选择 pH=2 高氯酸水溶

液进行提取，考察奶粉基质时添加冰醋酸改善沉淀效

果，实现了本研究的减负增效作用。
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图 3    提取溶剂 pH 的影响（n=2）
Fig.3    Effects of extraction solvent on pH (n=2)

 

 2.4　抗氧化剂对结果的影响

在方法优化过程中肾上腺素回收率不稳定，加

内标定量时回收率在 30%~120% 之间，RSD% 为

20% 以上，最终参考 SN/T 5170-2019 液相方法添加

焦性没食子酸试剂，选择不含目标物的阴性液体乳样

品，加标量为甲氧酪胺 1 μg/kg，肾上腺素 100 μg/kg，
做两组实验，每组做 6 个平行样，一组 100 mmol/L
乙酸铵水溶液中含有 0.01 mol/L 抗氧剂，另一组不

添加抗氧剂，其它条件不变，考察甲氧酪胺和肾上腺

素回收率值。如图 4A 控制图所示，甲氧酪胺是否加

抗氧化剂，回收率的均值和波动相差较小，说明抗氧

化剂对甲氧酪胺回收率无影响，而图 4B 所示，肾上

腺素不加抗氧剂时回收率在 30.43%~105.55% 之间，

部分回收率和精密度不能满足要求，添加抗氧剂时回

收率和精密度明显改善，均满足要求。同时采用等方

差检验分析回收率的精密度差异是否显著，结果甲氧

酪胺 P值为 0.44，肾上腺素 P值为 0，说明是否添加

抗氧化剂对肾上腺素回收率精密度的影响显著，对甲

氧酪胺回收率精密度影响不显著。原因是肾上腺素

属于儿茶酚类药物，对环境的要求比较苛刻，典型的

化学性质是容易被氧化，通常温度、pH、光照等都会

引起肾上腺素的降解[28]，焦性没食子酸属于抗氧化剂，

抑制肾上腺素被氧化降解。因此，最终在 100 mmol/L

乙酸铵水溶液中添加焦性没食子酸抗氧化剂，同时前

处理时注意避光操作，使回收率变得稳定，改善精密

度，结果更加可靠。
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图 4    抗氧剂对 3-甲氧酪胺（A）和肾上腺素（B）回收率的影
响（n=6）

Fig.4    Effects of antioxidants on recovery of 3-
methoxytyramine (A) and adrenaline (B) (n=6)

注：UCL 为上控制限；LCL 为下控制限；X 为中心线。
 

 2.5　固相萃取柱的选择

本研究考察强阳离子交换固相萃取小柱（SCX，

60 mg，3 mL）、弱阳离子交换固相萃取小柱（WCX，

150 mg，3 mL）、聚苯乙烯-二乙烯基苯固相萃取小柱

（HLB，500 mg，6 mL）、prime 聚苯乙烯-二乙烯基苯

固相萃取小柱（prime HLB，150 mg，3 mL）、PAES

（500 mg，6 mL）5 种固相萃取柱。SCX 采用 5 mL

5% 氨化甲醇洗脱；WCX 采用 5 mL 2% 甲酸乙腈洗

脱；HLB、GCB、primeHLB 和 PAES 均采用 10 mL

乙腈洗脱。见表 4 结果表明：SCX 和 WCX 对甲氧

酪胺的洗脱效果较好，回收率在 80%~120% 之间，

WCX 对肾上腺素洗脱效果较好，回收率在 85%~110%

之间，其它固相萃取柱无法洗脱，回收率为 0%。因

肾上腺素和甲氧酪胺是碱性化合物，而 WCX 是弱阳

离子交换固相萃取柱，能够有效吸附目标化合物，回
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收率满足方法需求。为了同时检测肾上腺素和甲氧

酪胺，最终选择 WCX 固相萃取柱进行前处理。
  

表 4    固相萃取柱选择（n=6）
Table 4    Solid phase extraction column selection (n=6)

固相萃取柱 3-甲氧酪胺-回收率（%） 肾上腺素-回收率（%）

SCX 102 101
WCX 80 0
HLB 0 0

prime HLB 0 0
PAES 0 0

 

 2.6　定量方式的选择

通过以上色谱条件及前处理条件优化后部分乳

制品中基质效应仍然存在，另一方面乳制品基质的影

响下，目标物在前处理过程中易被吸附或者是降解，

故采用内标法定量使定量结果更加准确并稳定。本

次研究选择纯牛奶基质，适量添加甲氧酪胺和肾上腺

素标准品，加内标进行前处理，计算结果时采用外标

法和内标法两种方式汇总数据，结果见表 5。从表 5
结果可见，甲氧酪胺采用内标和外标法回收率和精密

度均满足 GB/T 27417-2017 中规定要求，肾上腺素

外标法定量回收率和精密度均不能满足 GB/T 27417
-2017 要求，而内标法定量时均能满足要求。为了结

果的稳定可靠，最终甲氧酪胺和肾上腺素均采用内标

法进行定量。

 2.7　方法学评价

 2.7.1   标准曲线、检出限和定量限　在 1.2.1 实验条

件下，甲氧酪胺系列标准工作液浓度分别为 0.5、1、

2、4、8、12 ng/mL，肾上腺素系列标准工作液分别为

50、100、200、400、800、1200 ng/mL 的混合标准溶

液供液相色谱-串联质谱仪测定。甲氧酪胺标准曲线

在 0.5~12 ng/mL、肾上腺素 50~1200 ng/mL 的范围

内线性关系良好，相关系数 r 为 0.9942~0.9999，其检

出限范围为 0.2~20 μg/kg，定量限范围为 0.5~50 μg/

kg，牛奶、发酵乳、冷冻饮品、乳粉中结果能够很好

满足定量分析要求，具体结果见表 6。

 2.7.2   方法的回收率和精密度　在确定的线性范围

之内，分别选取不含甲氧酪胺和肾上腺素的基质样品

进行回收率试验，甲氧酪胺添加 0.5、1.0、3.0 μg/kg

共 3 个水平的甲氧酪胺标准溶液，肾上腺素添加

50、100、300 μg/kg 共 3 个水平的肾上腺素标准溶

液，每个加标水平分别做 6 次平行试验，基质标准曲

线进行定量，测定的数据结果如表 7 所示。

 

表 5    内标和外标法比较（n=6）
Table 5    Comparison between internal standard and external

standard (n=6)

实验次数

甲氧酪胺（添加量2 μg/kg）
回收率（%）

肾上腺素（添加量200 μg/kg）
回收率（%）

内标法 外标法 内标法 外标法

1 103 86 101 38
2 102 80 103 34
3 105 86 107 50
4 105 83 101 32
5 102 80 101 34
6 105 76 105 34

RSD（%） 1.45 4.79 2.46 18.01

 

表 6    标准曲线及检出限和定量限的试验数据（n=6）
Table 6    Standard curve and test data for detection limit and quantification limit (n=6)

基质 化合物 标准曲线 浓度范围（ng/mL） 决定系数（R2） 检出限（μg/kg） 定量限（μg/kg）

纯牛奶
3-甲氧酪胺 Y=0.0138738X+0.0914133 0.5~12 0.9967 0.2 0.5
肾上腺素 Y=0.00739014X−0.0534348 50~1200 0.9997 20 50

发酵乳
3-甲氧酪胺 Y=0.185842X−0.022332 0.5~12 0.9999 0.2 0.5
肾上腺素 Y=0.00722154X−0.169946 50~1200 0.9952 20 50

冷冻饮品
3-甲氧酪胺 Y=0.244006X−0.0968845 0.5~12 0.9942 0.2 0.5
肾上腺素 Y=0.000665205X−0.0110832 50~1200 0.9948 20 50

奶粉
3-甲氧酪胺 Y=0.0649785X+0.0272634 0.5~12 0.9981 0.2 0.5
肾上腺素 Y=0.00345562X+0.0498032 50~1200 0.9992 20 50

 

表 7    回收率与 RSD 的试验数据（n=6）
Table 7    Experimental data on recovery rate and RSD (n=6)

待测物 基质
添加低浓度水平 添加中浓度水平 添加高浓度水平

回收率（%） RSD（%） 回收率（%） RSD（%） 回收率（%） RSD（%）

甲氧酪胺

液奶 107.36~119.20 4.84 101.08~107.64 2.42 103.17~106.96 1.53
发酵乳 111.04~117.08 1.86 109.62~117.08 2.35 103.59~110.77 2.86

冷冻饮品 93.68~115.36 7.95 104.48~113.64 2.95 97.33~102.51 1.60
奶粉 76.97~95.70 9.61 83.02~101 7.48 90.82~100.22 3.50

肾上腺素

液奶 90.65~94.14 1.63 94.28~100.63 2.54 92.39~98.08 2.66
发酵乳 95.74~105.24 3.95 95.74~106.24 3.51 95.99~106.28 3.73

冷冻饮品 100.32~106.62 2.46 103.47~106.91 1.29 104.15~108.15 2.45
奶粉 97.18~106.71 3.21 100.71~108.55 2.73 102.98~106.35 1.34
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本研究测定低、中、高 3 个不同浓度的加标回收

率。试验结果显示，甲氧酪胺回收率范围在 76.97%~
119.20% 之间；相对标准偏差（ Relative  standard
deviations，RSD）的范围在 1.53%~9.61% 之间；肾上

腺素回收率范围在 90.65%~108.55% 之间；RSD 的

范围在 1.29%~3.95% 之间。表 7 数据说明该方法测

定牛奶、发酵乳、冷冻饮品、奶粉中甲氧酪胺和肾上

腺素残留时均具有较好的回收率和精密度，均满足日

常检测要求。

 2.7.3   实际样品中甲氧酪胺和肾上腺素的测定　应

用本方法实验中取市售的不同品牌不同品相液奶、

发酵乳、冷冻饮品和奶粉进行分析（样本数量

40 种），甲氧酪胺和肾上腺素含量均未检出，说明目

前大部分企业对食源性兴奋剂的源头控制非常严格，

消费者可放心饮用。

 3　结论
本研究建立了同位素稀释液相色谱法-串联质谱

法测定乳制品中甲氧酪胺和肾上腺素的分析方法，本

研究通过高氯酸溶液提取，添加抗氧化剂稳定剂，采

用弱阳离子固相萃取小柱富集净化，在 C18 色谱柱分

离，同位素内标法定量等手段，同时分析甲氧酪胺和

肾上腺素，采用 4 种代表性的乳制品基质进行定量

分析，甲氧酪胺和肾上腺素在 4 种基质中的线性范

围良好，相关系数 r为 0.9967~0.9999，检出限范围

为 0.2~20 μg/kg，定量限范围为 0.5~50 μg/kg，回收

率 76.97%~119.20% 之间，精密度在 1.29%~9.61%
之间，该方法基质使用范围广、具有操作简便、方法

稳定、准确度高等优点，可满足法规和日常监测分析

要求。
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