
液相色谱 -串联质谱法检测毛发中的克仑特罗

凌文婷
1, 2
,刘畅

2
,徐伟东

2
,陈桂良

2*

( 1.上海医药工业研究院,上海 200040; 2. 上海市食品药品检验所, 上海 201203)

摘要  目的: 建立液相色谱 -串联质谱法 ( LC- M S /MS)检测毛发中的克仑特罗。方法:毛发经碱水解, 固相萃取分离、纯化、

浓缩后, 进行 LC - MS /MS分析。色谱柱为 Ag ilent Zorbax SB C18柱 ( 150 mm @ 211 mm, 315 Lm );流动相为乙腈 -甲醇 - 01 4%

甲酸水溶液 ( 22B4B74);流速 013 mL# m in- 1; 进样量 10 LL;样品在三重四级杆串联质谱中经电喷雾正离子源离子化后, 以多

反应监测模式 (MRM )测定, 定量离子对为 2271 1 /20310,定性离子对为 27711 /1681 1和 2771 1/2591 1。结果:克仑特罗浓度在 1

~ 1000 ng# g- 1范围内线性关系良好, 方法回收率大于 99157% , 提取回收率大于 51108% ,日内和日间 RSD均小于 81 9% ,最

低定量限为 1 ng# g- 1。随机采样人发 20份,检出克仑特罗 4份。结论: 本方法准确,专属性强, 灵敏度高,适用于毛发中克仑

特罗的检测。

关键词: 毛发;克仑特罗; 液相色谱 -质谱联用

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0254- 1793( 2009) 05- 0782- 05

LC-MS /MS determ ination of clenbuterol in hair
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Abstract Objective: To develop a me thod o f liqu id ch roma tog raphy tandem mass spectrom etry ( LC - M S /

M S) for the determ ina tion o f clenbu tero l in ha ir. M ethod: A fter a lka line hydro lysis, the ha ir samplew as ex trac-

ted, pu rif ied, concentra ted by SPE and de tected using LC- M S /M S. The sepa ration w as performed w ith an Ag-i

len t Zo rbax SB C1 8 co lumn( 150 mm @ 211 mm, 315 Lm ) and acetonitrile- m ethanol- 01 4% form ic acid( 22

B4B74) asm ob ile phase at a flow rate of 013 mL# m in
- 1
; The in ject ion vo lum ew as 10 LL; The samp lew as ion-

ized by posit ive e lectrospray ion ization( ES I) source in the trip le quadrup le tandem mass spectrometer, con firm ed

and quantified w ith mu ltiple react ion monitoring (MRM ) mode. Ion transit ion fo r quant ification is 227. 1 /203. 0

and ion transitions for qualitation are 277. 1 /168. 1, 277. 1 /259. 1. Results: The calibration cu rve w as linear in the

range o f 1- 1000 ng# g
- 1
; The method recovery w as mo re than 99157% and the ex tract ion recovery w as more

than 51108%; TheRSD s of inter- and in tra- dayw ere less than 819%; The lim it o f quantitation w as 1 ng# g
- 1
.

Th is method has been app lied to ana lysis 20 human ha ir samples and the resu lt show ed that 4 samp les conta ined

c lenbutero.l Conclusion: The m ethod is accurate, spec ific, sensitive, and su itab le fo r the determ ination o f clen-

butero l in hair.

Key words: hair; clenbutero;l liqu id chromatog raphy tandem m ass spectrometry ( LC- M S /M S)

克仑特罗 (俗称瘦肉精 )为 B-受体激动剂类药

物,临床上用于扩张支气管和增加肺通气量。当用

药量超过治疗剂量的 5~ 10倍时,对牛、羊、猪、家禽

等多种动物具有提高饲料转化率和增加瘦肉率的作

用,同时在动物的可食组织中有显著残留。人 1次

摄入 100~ 200 g含克仑特罗的组织,组织所含的残

留物即达到治疗剂量,会对心血管和神经系统产生

影响,表现为肌肉震颤、剧烈腹痛、心跳和呼吸加快,

最终死亡
[ 1]
。美国 FDA禁止任何动物使用克仑特

罗作为生长促进剂,但是在绿皮书 ( G reen Book)中,
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还是将克仑特罗批准为合法的兽药; 中华人民共和

国农业部第 193号公告中,明确规定禁止克仑特罗

及其盐、酯及制剂在食源性动物中使用。

毛发分析可从源头控制食品污染,尤其是对违

禁兽药的监控, 并且可以活体检测, 对动物无损伤,

适应 /从农田到餐桌 0的食品安全管理模式。毛发

可提供长期、全面、可靠的药物滥用信息, 有着血检

和尿检不可替代的优势。目前,毛发分析技术在药

物滥用鉴定中的作用已被确证和公认。有文献报

道,可从毛发中检出克仑特罗
[ 2]
。Ga illard等

[ 3]
报

道给牛服用 313 mg克仑特罗 15 d, 41 d后可从毛发

中检出克仑特罗 41372 ng# mg
- 1
。本文建立了液相

色谱 -串联质谱法 ( LC- M S /M S)检测毛发中的克

仑特罗,所建立的方法准确,特异性强,灵敏度高,适

用于毛发中克仑特罗的检测。

1 仪器与试药

API 3200三重四级杆串联质谱仪 (美国应用生

物系统公司 ) ,配有 ESI源及 Analyst 41112工作站;

Ag ilent 1100高效液相色谱系统, A g ilent 1100自动

进样器; Thermo高速离心机; IKA V IBRAX VXR Bas-

ic型漩涡混合器; OA - SYS氮吹仪; PCX柱 (阳离子

交换和反相混合机理的萃取柱, Agela)。

盐酸克仑特罗对照品, 中国药品生物制品检

定所; 内标 D9 - 克仑特罗, S igm a; 乙醚、甲醇、乙

酸乙酯、乙腈、甲酸均为色谱纯 ( M erck) , 氢氧化

钠、磷酸二氢钠、盐酸、氨水均为分析纯; 水为超

纯水。

毛发样品来源: 猪毛 (背毛, 屠宰场 ) , 兔毛 (背

毛,上海市食品药品检验所动物房 ) ,人发 (上海市

郊 )分装在样品袋中, 分别洗净, 检测, 药检阴性的

毛发作为空白毛发样品。

2 LC-M S/M S条件

211 LC条件  色谱柱: A g ilent Zo rbax SB C18柱

( 150mm @ 211 mm, 315 Lm ); Phenomenex C18预柱;

柱温: 30 e ;流动相:乙腈 - 甲醇 - 014%甲酸水溶
液 ( 22 B4B74 ); 流速: 013 mL # m in

- 1
; 进样量:

10 LL。

212 MS条件  离子化方式: ESI, 正离子模式; 喷雾
电压: 515 kV; 离子源温度: 500 e ; 雾化气: 50 L#

m in
- 1
;帘气: 15 L# m in

- 1
;碰撞气: 5 L# m in

- 1
。检

测方式为多反应监测 (MRM ), 离子信息见表 1。两

对定性离子 ( 277. 1 /168. 1, 277. 1/259. 1)的相对离子

丰度分别为 20164% , 27148% (允许的相对误差

? 25% )。

表 1 测定克仑特罗的 LC-M S /M S参数

Tab 1 LC -M S/M S param eters for c lenbu terol detec tion

化合物

( compound)

质荷比

(m /z )

去簇电压

( decluster ing

poten tia,l DP ) /V

碰撞能量

( collis ion energy,

CE) / eV

tR

/m in

克仑特罗

( c lenbutero l)

27711 /20310* 40 24

27711 /16811 40 43

27711 /25911 40 39

3105

D9 -克仑特罗

( D9 - clenbuterol)

28613 /20319* 40 16

28613 /26814 40 25

3105

  * 定量离子对 ( ion transition for quantificat ion)

3 溶液制备
311 系列对照品溶液  精密称取盐酸克仑特罗对

照品适量,用甲醇溶解并制成 011mg# mL
- 1
的储备

液; 精密量取适量, 用甲醇稀释成 1000, 100, 10, 1 ng

# mL
- 1
的系列对照品溶液, 备用。

312 内标溶液  精密称取 D9 -克仑特罗 10mg,置

100 mL量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻度。精密量

取 1mL,置 200mL量瓶中, 加甲醇稀释至刻度, 混

匀, 即得浓度为 500 ng# mL
- 1
的内标溶液。

313 10 Lg# mL
- 1
克仑特罗的二甲亚砜溶液  精

密称取盐酸克仑特罗对照品 10 mg,置 100 mL量瓶

中, 加二甲亚砜溶解并稀释至刻度。精密量取 10

mL,置 100 mL量瓶中, 加二甲亚砜稀释至刻度, 混

匀, 即得。

314 供试品溶液

31411 清洗  毛发样品用 1%吐温 80洗涤 1次,超

纯水洗涤 3次, 50 e 烘干,剪碎,在干燥处保存。

31412 提取  取毛发 100 mg, 精密称定, 精密加入

内标溶液 100 LL、1 mol# L
- 1
氢氧化钠溶液 2 mL,

80 e 水浴 30 m in。取出, 冷却至室温, 用 2 mol#

L
- 1
盐酸调 pH至中性,加入 012 mo l# L

- 1
磷酸二氢

钠缓冲溶液 (磷酸调 pH 510 ) 2 mL, 振摇 10 m in,

4600 r# m in
- 1
离心 5 m in,取上清液;残渣再加磷酸

二氢钠缓冲溶液 (磷酸调 pH 510) 2 mL, 同上振摇、
离心、取上清液。合并 2份上清液, 滤过,即得提取

液。

31413 纯化  取 PCX小柱 ( 60 mg /3 mL), 依次用

3mL甲醇、3mL水活化小柱。转移 / 314120项下的

提取液至 PCX柱顶部。用 6mL 012 mol# L
- 1
磷酸

二氢钠缓冲溶液 (磷酸调 pH 510)洗涤柱子, 在负压
下 ( 10 inHg)干燥 15 m in, 再用 9mL甲醇洗涤柱子,

负压下 ( 10 inHg )干燥 10 m in。用氨水饱和的乙醚

( 98B2) 9mL洗脱,收集洗脱液, 于 35 e 氮气吹干,
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加入流动相 500 LL, 涡旋振荡 1m in,即得供试品溶

液。

4 结果

411 方法专属性  按照 / 3140项下方法对空白毛

发样品进行处理,在本文试验条件下进行测定,并与

空白毛发添加内标及阳性毛发色谱图进行比较, 结

果表明,毛发中的内源性物质不干扰克仑特罗和内

标的测定,见图 1。

图 1 克仑特罗提取离子 (m /z 22711 /20310, 27711 /16811, 27711 /25911 )和内标 (m /z 28613 /20319)色谱图

Fig 1 Typ ical ch rom atogram s of extract ion(m /z 22711 /20310, 27711 /16811, 27711 /25911 ) and in ternal standard(m /z 28613 /20319)

A.空白人发 ( b lank hum an hair)  B.空白人发中加入内标 ( b lank human hair spikedD 9 - clenbuterol)  C.空白人发添加克仑特罗 ( 10 ng# g- 1 )和内

标 ( b lank hum an hair sp iked clenbu terol 10 ng# g- 1 and D 9 - clenbuterol)  D.阳性人发样品加入内标 ( pos it ive hum an hair sp iked D9 - clenbu terol)

1.克仑特罗 ( clebu tero l)  2. D9 -克仑特罗 ( D 9 - clenbu terol)

412 克仑特罗与毛发结合规律的考察  取空白人发

12份, 浸泡在 10 Lg# mL
- 1
克仑特罗二甲亚砜溶液

中,分别在 1, 2, 4, 8, 12, 24 h后各取出 2份,用大量甲

醇和纯水淋洗,冲去毛发表面残留的克仑特罗,自然晾

干,按 / 3140项下方法处理后测定。实验结果表明,随
时间的增加,进入人发中的克仑特罗逐渐增多,见图 2。

413 毛发提取纯化影响因素考察  按正交试验方

案设计 9种提取纯化工艺, 分别制备供试品溶液并

测定, 对结果进行直观分析和方差分析, 结果见表 2

和表 3。不同溶剂对克仑特罗提取效率有显著性差

异 (F > F临界值 ) ,从结果分析乙醚效果最好。 /提取

图 2 毛发中克仑特罗含量 -时间曲线

F ig 2 Am ount of clenbuterol perm eate into hair by t im e

次数 0和 /固相萃取小柱洗脱溶剂体积 0两项, 试验
结果之间无显著性差异 ( F < F临界值 ), 故采用提取 2

次和 9 mL乙醚洗脱的实验条件。
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表 2 提取方法试验设计及其结果

Tab 2 The design and resu lts of the test of extraction

试验号

( N o. )

提取次数 ( deg ree) ( A ) 溶剂 ( solvent) ( B) 溶剂体积 ( vo lume ) ( C)

水平 ( leve l) 内容 ( con tent) 水平 ( leve l) 内容 ( content) 水平 ( level) 内容 ( content) /mL

收率

( recovery) /%

1 1 1 1 甲醇 ( m ethano l) 1 9 12. 21

2 2 2 2 乙酸乙酯 ( acetic e the r) 2 12 45. 59

3 3 3 3 乙醚 ( d iethy l ether) 3 16 46. 09

4 1 1 2 乙酸乙酯 ( acetic e the r) 3 16 33. 53

5 2 2 3 乙醚 ( d iethy l ether) 1 9 50. 96

6 3 3 1 甲醇 ( m ethano l) 2 12 8. 15

7 1 1 3 乙醚 ( d iethy l ether) 2 12 27. 60

8 2 2 1 甲醇 ( m ethano l) 1 9 7. 48

9 3 3 2 乙酸乙酯 ( acetic e the r) 3 16 29. 69

表 3 试验结果分析

Tab 3 The analysis of the test resu lts

试验项目

( test items)

提取次数

( deg ree) ( A )

溶剂

( so lvent) ( B)

溶剂体积

( vo lume) ( C)

直观分析

( direc tness

me thod)

水平 1之和 ( sum 1) 73. 34 0027. 85 070. 66

水平 2之和 ( sum 2) 104. 03 108. 81 81. 34

水平 3之和 ( sum 3) 83. 93 126. 73 109. 30

极差 ( m ax difference) 10. 23 32. 96 12. 88

含量平均值

( av erage content)
29. 03

方差分析

( var iance

me thod)

离差平方和

( sum of spuare)

162. 04 1972. 22 265. 52

自由度

( drgree of freedom )

2 2 2

方差 ( va riance) 81. 02 986. 11 132. 76

F值 (F va lue) 12. 17 1. 64

P值 (P va lue) < 0. 05 > 0. 10

  注 ( no te ): F1- 0. 1( 2, 6) = 3. 46; F1- 0. 05 ( 2, 6) = 5. 14

414 线性关系考察  精密量取克仑特罗对照品溶

液适量,加到 100 mg剪碎的毛发中,分别制成含量

为 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 ng# g
- 1
的

含克仑特罗毛发,室温放置 12 h, 按 / 3140项下方法

处理,进样测定。以克仑特罗含量 X ( ng# g
- 1
)为横

坐标, 以克仑特罗与内标定量离子对的峰面积比 Y

为纵坐标,计算线性回归方程。结果显示, 在 11000
~ 1000 ng# g

- 1
范围内线性关系良好, 结果见表 4。

表 4 克仑特罗线性回归方程和相关系数

Tab 4 C lenbu terol lin ear regression equation

and corre lation coefficient

毛发 ( ha ir )
线性回归方程

( equa tion of linea r reg ress ion)

相关系数

( corre la tion coeffic ient)

猪毛 ( p ig hair) Y= 3. 2184X - 0. 0035 0. 9996

兔毛 ( rabb it hair) Y= 0. 3039X + 0. 0083 0. 9997

人发 ( human hair) Y= 0. 3347X + 0. 0086 0. 9954

415 精密度试验  称取空白毛发 100 mg, 精密量

取克仑特罗对照品溶液,制成低、中、高 3种含量水

平 ( 215, 25, 250 ng# g
- 1
)的含克仑特罗毛发, 室温

放置 12 h,按 / 3140项下方法处理, 进样测定。每天
平行测定含克仑特罗毛发 6份,连续测定 3 d, 计算

日内和日间精密度。结果见表 5。

表 5 日内精密度及日间精密度 (n= 6)

Tab 5 In tra- day and inter- day RSD

加入量

( add) /ng# g- 1

日内 ( intra- day)R SD /% 日间 ( in ter- day)RSD /%

猪毛

( pig

ha ir )

兔毛

( rabbit

ha ir)

人发

( human

ha ir)

猪毛

( pig

ha ir)

兔毛

( rabbit

ha ir)

人发

( human

ha ir)

2. 5 2. 8 2. 3 3. 7 7. 2 4. 6 6. 5

25 1. 0 1. 7 1. 5 8. 9 3. 3 2. 5

250 1. 4 3. 7 1. 1 6. 1 3. 6 2. 0

416 回收率试验  取空白毛发 100 mg, 精密量取

克仑特罗对照品溶液,制成低、中、高 3种含量水平

( 215, 25, 250 ng# g
- 1
)的含克仑特罗毛发, 室温放

置 12 h,按 / 3140项下方法处理并测定。将克仑特

罗与内标峰面积代入线性回归方程, 求出含量。方

法回收率 = 测得量 /添加量 @ 100%; 提取回收率 =

空白毛发加入对应量的对照品所得的峰面积 /克仑

特罗对照品溶液进样峰面积 @ 100% ,结果见表 6。

表 6 方法回收率及提取回收率 (n= 6)

Tab 6 m ethod recovery and extraction recovery

加入量

( add) /ng# g- 1

方法回收率

( m ethod recovery) /%

提取回收率

( ex trac tion recovery ) /%

猪毛

( pig

ha ir )

兔毛

( rabbit

ha ir)

人发

( human

ha ir)

猪毛

( pig

ha ir)

兔毛

( rabbit

ha ir)

人发

( human

ha ir)

2. 5 100. 7 105. 4 99. 57 61. 28 55. 67 55. 74

25 100. 5 108. 6 102. 4 53. 20 54. 44 51. 08

250 102. 8 107. 6 104. 7 61. 09 52. 54 56. 32
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417 最低检测限和定量限  以信噪比 S /N = 3B1
计,克仑特罗最低检测限 ( LOD )为 015 ng# g

- 1
;以

信噪比 S /N = 10B1计, 定量限 ( LOQ)为 1 ng# g
- 1
。

418 样品测定结果  随机采样人发 20份, 按

/ 3140项下方法处理并测定, 检出克仑特罗 4份,含

量分别为 1134, 1196, 2173, 2140 ng# g
- 1
。

5 讨论

511 食品安全是人们普遍关心的热点问题,即使只

含有低剂量的化学物质,长期服用,也可能对人体造

成危害。现有文献报道检测动物源性食品中的多种

B- 受体激动剂
[ 4, 5]

,也有报道检测猪毛中的克仑特

罗
[ 6]
。本文考察了 3种毛发基质 (猪毛、兔毛、人

发 ) ,建立了适合毛发基质的检测方法, 并且用该方

法检测了人发中的克仑特罗,发现人发中有克仑特

罗残留。

512 本文采用固相萃取柱净化, 能有效地减小基质

效应, 但定性离子对 (m /z 27711 /25911)色谱图基线
噪音较高并有干扰峰, 通过改变流动相有机相和水

相的比例,调整保留时间, 使内源性物质不干扰目标

化合物的测定,最终采用乙腈 -甲醇 - 014%甲酸水
溶液 ( 22B4B74)作为流动相, 干扰物在 115 m in出

峰,克仑特罗在 3 m in出峰。

513 本文用水、甲醇、二甲亚砜作溶剂,考察克仑特

罗进入毛发的规律,毛发用甲醇和水浸泡后,表面残

留的克仑特罗不易冲净, 不便检测进入毛发中的克

仑特罗,故选用二甲亚砜作溶剂。实验结果表明,用

克仑特罗的二甲亚砜溶液浸泡毛发, 第 7 d时毛发

中的克伦特罗仍在增加。本实验说明药物进入毛发

是一个缓慢的过程, 毛发暴露在一定浓度的药物环

境中,药物可以在毛发中不断蓄积。本文选用室温

放置 12 h,一是使添加的微量克仑特罗渗透进入毛

发,模拟真实样品; 二是挥干有机溶剂, 减少有机溶

剂对提取纯化产生的影响。较添加对照品溶液后直

接检测更接近真实样本的情况。

514 煮、烧、烤和微波对加样和阳性组织中的克仑

特罗都没有影响。因此, 克仑特罗残留会进入组织

周围的环境或烹调时肉汁中。克仑特罗在 100 e 的
沸水中是稳定的,在 260 e 的热油中是不稳定的,半

衰期为 5 m in
[ 7]
。所以通常的烹调方式, 基本上无

法破坏克仑特罗。饲料中非法添加克仑特罗, 家畜

食用了添加克仑特罗的饲料, 人食用残留克仑特罗

的家畜,克仑特罗通过食物链进入人体,经血液循环

与毛发蛋白结合,在头发中蓄积, 因此可以通过检测

人发,来监测克仑特罗在人体内的残留情况。从随

机采样检测情况来看,部分人群头发中检出克仑特

罗, 可能是他们无意中食用含有低量克仑特罗的猪

肉及肉制品,克仑特罗进入人体并在毛发蓄积,克仑

特罗滥用问题值得重视。
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