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气相色谱 - 质谱法测定动物组织中的β22兴奋剂含量

吴平谷 　虞晓珍
浙江省疾病预防控制中心理化所 ,杭州　310009

摘要 :应用气相色谱 - 质谱 ( GC2MS)联用技术建立动物组织中β22兴奋剂的测定方法。动物组织加 1 %

的高氯酸溶液匀浆 ,用乙酸乙酯 :异丙醇 (6∶4) 萃取 ,经固相萃取柱净化 , BSTFA + 1 %TMCS衍生后进行 GC2
MS测定。样品中最低检出浓度分别为特布他林 015μgΠkg、克伦特罗 110μgΠkg、沙丁胺醇 012μgΠkg。
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　　检测β22兴方法 ELISA、HPLC、HPLC2MS、LC2MS、GC2MS 几

种方法 [1～4 ] ,ELISA 用于样品中β22兴奋剂筛选 ,不能确定何种

β22兴奋剂 ,且试剂盒对不同β22兴奋剂响应值相差很大 ;

HPLC2MS仪器价格贵 ; GC2MS 灵敏度、分辨率高 ,常用于兴奋

剂残留的测定。本研究采用 GC2MS 方法对常见且有代表性

的沙丁胺醇 ( Salbutamol) 、克伦特罗 ( Clenbuterol) 、特布他林

(Terbutaline)β22兴奋剂进行检测 ,对动物组织中三种β22兴奋

剂进行同时提取、净化 ,然后用 GC2MS 法对其进行定性、定量

进行研究 ,从而建立动物组织中β22兴奋剂多残留检测技术平

台 ,现报告如下。

1 　材料与方法
111 　仪器与试剂

11111 　仪器 　6890GC25973MS 气相色谱 - 质谱联用仪 (惠

普) ;RE252AA K2D 旋转蒸发仪 (上海亚荣) ; KQ2200 超声清洗

器 (昆山) ;T25 basic 高速组织捣碎机。

11112 　试剂 　硫酸沙丁胺醇、盐酸克伦特罗、硫酸特布他林

(Sigma 公司) ,甲醇、乙酸乙酯、异丙醇、高氯酸、氢氧化钠、甲

苯、无水硫酸钠等均为分析纯 ;BSTFA + 1 %TMCS:迪马公司 ;

CLE2SLX、CLE2硅胶、CLE2胺基、CLE2酸性氧化铝等净化柱 :

500mgΠ5ml 杭州市富裕科技服务有限公司。

标准试剂 　110mgΠml 贮备液 :分别称量 1211mg 硫酸沙丁

胺醇 ,1113mg盐酸克伦特罗 ,1212 mg 硫酸特布他林 ,用 1 %氨

化乙醇溶解并定容至 10ml ,置于 4 ℃冰箱备用。

三种β22兴奋剂混合应用液 (015μgΠml) 　按实验浓度要求

取上述标准储备液 ,进行混合 ,用乙醇稀释 ,稀释液在 4 ℃冰

箱中可放置 1 个月。

112 　操作步骤

11211 　色谱条件 　色谱柱 :HP25MS 5 %苯基甲基聚硅氧烷弹

性石英毛细管柱 (30m ×0125mm ×0125μm) ; 进样口温度 :

300 ℃;柱温程序 :初温 150 ℃,保持 3min ,然后以 10 ℃Πmin 升至

240 ℃,保持 1min ,再以 20 ℃Πmin 升至 280 ℃,保持 3min ;载气 :

高纯氦气 (991999 %) ,流速 110mlΠmin ,不分流进样

11212 　质谱条件 　EI源 ,源温 230 ℃;电子能量 70eV ;接口温

度 280 ℃,电子倍增器电压 1388V ,质谱扫描范围 50～550amu ;

溶剂延迟 :8min。

113 　样品处理

称取 510g 经过绞碎样品 ,加 1 %高氯酸溶液 30ml ,在高速

组织匀浆机中匀浆 1min ,然后在 80 ℃下超声 15min ,在 5000

rΠmin下离心 10min ,上清液移至分液漏斗中 ,用 50 %氢氧化钠

调节至碱性 ,加 30ml 有机溶剂振荡提取 ,离心 ,有机相移入磨

口具塞三角瓶中 ,重复提取一次 ,合并有机相 ,通过无水硫酸

钠 ,在 50 ℃下旋转蒸发至干。先用 3ml 乙腈与 3ml 正己烷溶

解移入试管 ,混匀后分出正己烷相 ,乙腈相蒸干后用 3 %乙醇Π
乙酸乙酯溶解定容至 2ml。取 Cle2SLX柱先用 5ml 3 %乙醇Π乙
酸乙酯淋洗 ,然后加 1ml 样品提取液 ,加 5ml 5 %甲醇Π乙酸乙

酯淋洗收集得组分 1 ,然后用 10ml 50 %甲醇Π乙酸乙酯淋洗液

收集得组分 2 ,洗脱液分别用氮气吹干。加 100μl BSTFA + 1 %

TMCS ,在 60 ℃下衍生 30min ,氮气吹干 ,加 200μl 甲苯溶解离

心 ,取 110μl 进行 GCΠMS分析。

2 　结果与讨论
211 　三种β22兴奋剂衍生物色质谱特征

特布他林、克伦特罗、沙丁胺醇标准经硅烷化衍生后的总

离子流图见附图 ,衍生物的质谱特征见表 1。

图 1 　三种β22兴奋剂标准品衍生物的总离子流色谱图

　
表 1 　三种β22兴奋剂标准品的色质谱特征

兴奋剂 分子量 羟基数
保留时间

(min)
衍生物分子
离子峰

特征离子
(SIM离子)

特布他林 225 3 10130 441 86、356 (1)

克伦特罗 276 1 10170 348 86、262 (1) 、243

沙丁胺醇 239 2 11107 455 86、369 (1)

　　注 : (1)定量离子

由附图可知 ,三种β22兴奋剂标准品经硅烷化后的衍生物



可以采用 GCΠMS 法测定 ,可以满足实验要求 ,且灵敏度高。

按表 1 选择相应的离子进行离子选择监测方式 ,可以大大降

低检出限 ,进一步提高灵敏度。分别选择离子碎片 262、369、

356 为克伦特罗、沙丁胺醇、特布他林的定量离子 ,86 (mΠz) 为

叔丁基类β22兴奋剂特征离子碎片 ,而且响应较大 ,将 86 作为

三种β22兴奋剂的辅助定量离子。按照上述色质条件 ,在 50～

1000ngΠml 浓度范围内对三种β22兴奋剂测定结果 ,浓度与响

应值关系见表 2。

表 2 　三种β22兴奋剂测定浓度与响应值线性特征

兴奋剂名称 50ngΠml 100ngΠml 250ngΠml 500ngΠml 1000ngΠml 回归曲线 r 值

特布他林 8822 15835 37799 94113 165787 Ŷ = 168186 X + 304141 01996

克伦特罗 6658 13847 31400 78761 135381 Ŷ = 138103 X + 758154 01995

沙丁胺醇 8066 17806 44224 109148 207889 Ŷ = 213125 X - 3610 01998

212 　pH对三种β22兴奋剂萃取效率的影响

β22兴奋剂根据苯环取代基结构分为苯胺型如克伦特罗、

苯酚型如沙丁胺醇和间苯二酚型如特布他林 ,它们分子结构

中都有氨基和羟基 ,具有酸碱两性 ,因此采用液液萃取时 ,pH

值对样品中不同β22兴奋剂的提取效率影响较大。

由表 3 可知 ,当 pH10 时 ,特布他林和克伦特罗溶剂提取

最高 ,而沙丁胺醇在 pH11 时最高 ,在实际样品检测中采用

pH10 进行样品提取。

213 　不同溶剂对三种β22兴奋剂萃取效率的效果

特布他林、沙丁胺醇、克伦特罗结构中含羟基极性较大 ,

本文选择不同的溶剂对三种β22兴奋剂的提取效率进行了实

验研究 ,结果见表 4。
表 3 　pH对于三种β22兴奋剂萃取效率的影响

兴奋剂名称 pH7 pH8 pH9 pH10 pH11 pH12 pH13

特布他林 6310 7016 6718 8313 (1) 1919 1516 0

克伦特罗 7912 7613 7515 10210 (1) 8917 8214 8613

沙丁胺醇 8611 5712 8518 8313 89145 (1) 5812 5516

由表 3 可知 ,以上各种溶剂对克伦特罗的提取均较好 ,但

对极性较大的特布他林、沙丁胺醇 ,只有叔丁基甲醚∶异丙醇

(5∶1) 、乙酸乙酯∶异丙醇 (6∶4) 这两种溶剂提取效率较好。本

方法选择乙酸乙酯∶异丙醇 (6∶4) 进行β22兴奋剂多残留分析 ,

由于乙酸乙酯∶异丙醇 (6∶4) 混合溶剂极性大 ,提取物杂质含

量也相对较高 ,本研究采用固相净化柱进一步净化。
表 4 　不同溶剂对三种β22兴奋剂萃取效率的效果

溶剂名称 乙醚
乙酸
乙酯

乙腈
叔丁基
甲醚

叔丁基甲醚∶
异丙醇 (5∶1)

乙酸乙酯∶
异丙醇 (6∶4)

特布他林 0 0 4511 5115 9417 9511

克伦特罗 9712 9510 9612 9811 10217 9817

沙丁胺醇 0 0 3517 4417 6717 8914

214 　固相萃取净化柱的选择

用于β22兴奋剂净化的固相萃取柱有正相 (如硅藻土、C8、

硅胶、氧化铝、SLX等)净化柱、反相 (如 C18)净化柱、强阳离子

交换柱和弱阳离子交换柱等。作者在实际样品检测过程中发

现反相净化柱或离子交换净化柱对克伦特罗效果普遍较好 ,

但特布他林、沙丁胺醇回收率低 ,且杂质干扰大 ,因此本研究

采用正相净化柱。从除杂及过柱回收率等方面比较 CLE2
SLX、CLE2硅胶、CLE2酸性氧化铝、CLE2胺基 4 种 SPE 净化柱 ,

选择 CLE2SLX型 SPE净化柱作为β22兴奋剂多残留分析净化

柱 ,具体步骤见样品处理部分。由于苯胺型β22兴奋剂如克伦

特罗和苯酚型β22兴奋剂沙丁胺醇、特布他林极性相差较大 ,

前者容易洗脱 且在实际样品检测过程 ,有杂质对沙丁胺醇进

行干扰 ,该杂质与克伦特罗在组分 1 ,对组分 2 中沙丁胺醇没

有干扰 ,样品溶剂提取物经过 CLE2SLX柱净化后 ,可以较好的

达到净化目的 ,且过柱回收率均在 85 %以上。

215 　方法精密度和灵敏度

按照上述样品提取、净化 ,分别在猪肝脏加标至 10μgΠkg、

猪肉中加标至 30μgΠkg 后测定 3 种β22兴奋剂 ,其回收率特布

他林 70 % 、7417 % ,克伦特罗 86 %、9010 % ,沙丁胺醇 72 %、

7810 % ;相对标准偏差特布他林 819 %、819 % , 克伦特罗

619 %、311 % ,沙丁胺醇 619 %、510 %。方法的回收率及精密

度均可以满足样品测定要求 ,且特布他林、沙丁胺醇的回收率

均较好 ,最低检出浓度按照样品测定噪音 2 倍计 ,3 种β22兴奋

剂最低检出浓度分别为特布他林 015μgΠkg、克伦特罗 110μgΠ
kg、沙丁胺醇 012μgΠkg。

216 　实际样品测定

采用本方法 ,对送检的 54 份组织进行 3 种β22兴奋剂残

留检测 ,克伦特罗检出 5 份 ,沙丁胺醇 1 份。

3 　结论
克伦特罗、沙丁胺醇、特布他林在 pH10 下 ,用乙酸乙酯∶

异丙醇 (6∶4) 提取 ,然后用 CLE2SLX固相萃取柱净化 ,分组分

1、组分 2 洗脱 ,克伦特罗在组分 1、沙丁胺醇、特布他林在组分

2。然后用 BSTFA + 1 %TMCS衍生后进行 GC2MS 测定。样品

中最低检出浓度分别为特布他林 015μgΠkg、克伦特罗 110μgΠ
kg、沙丁胺醇 012μgΠkg。
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