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超高效液相色谱 －串联质谱法检测饲料中
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［摘 要］ 建立了检测饲料中盐酸可乐定和盐酸赛庚啶的超高效液相色谱 －串联质谱( UPLC/MS/MS)
分析方法。样品经酸性甲醇提取，浓缩后用乙腈 － 0． 2%甲酸溶解，经超高效液相色谱 －串联质谱
在多反应检测( MRM) 模式下测定。结果显示盐酸可乐定和盐酸赛庚啶标准曲线在 0． 2 ～ 50 μg /L
浓度范围内线性良好。线性相关系数( r) 分别为 0． 999 4 和 0． 999 2;在 0． 02 ～ 1． 0 mg /kg 添加水平
下，盐酸可乐定和盐酸赛庚啶的加标回收率在 70% ～ 110%，相对标准偏差( RSD) 均小于 10% ( n =
6) ;本方法对动物饲料中盐酸可乐定和盐酸赛庚啶的定量限为 0． 02 mg /kg( S /N ＞ 10 ) ，检出限为
0． 01 mg /kg( S /N ＞ 3) 。
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Abstract: A simple，sensitive and ultra performance liquid chromatography － tandem mass spectrometric ( UPLC /
MS /MS) method has been developed for the quantification of clonidine hydrochloride and cyproheptadine
hydrochloride in animal feeds． Clonidine hydrochloride and cyproheptadine hydrochloride extracted by methnd:
0． 1HCl( V /V，80 /20) from animal feeds，was finally dissolved in acetonitrile: 0． 2% fomric acid( V /V，20 /80) after
the procedure of being concentration． Clonidine hydrochloride and cyproheptadine hydrochloride was detected in
positive ion mode using multiple reactions monitoring ( MRM) ． The quantitative analysis was finished in 6． 0 min．
Results showed that in the range of 0． 2 to 50 μg /L the standard curves for clonidine hydrochloride and
cyproheptadine hydrochloride were in good linearity，the correlation coefficients ( r) were 0． 999 2 and 0． 999 4．
The recoveries for clonidine hydrochloride and cyproheptadine hydrochloride at the addition of four levels ( 0． 02 ～
1． 0 mg /kg ) were 70% to 110% and the relative standard deviation ( RSD ) for the determination of
chlorpromazine were less than 10% ( n = 6) ． The limits of quantity ( S /N≥10) and limits of detection( S /N≥3)
by the present method for clonidine hydrochloride and cyproheptadine hydrochloride were found to be 0． 02 mg /kg
and 0． 01 mg /kg，respectively．
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可乐定( 图 1) 和赛庚啶( 图 2) 都属合法的人医
用药品。可乐定( Clonidine) 是一种中枢神经系统肾
上腺素能 α2 －受体激动剂，对 α2 －受体具有特异亲
和性，属于咪唑啉衍生物。作为抗高血压药物，其药
理作用主要为通过刺激脑干 α2 －肾上腺素受体导致
交感神经从中枢神经系统的传出减少，从而降低外

周阻力、肾血管阻力、心率以及血压，也有用于手术
后的麻醉和镇痛

［1 － 2］。赛庚啶为人用抗过敏药［3］，
对抗体内组胺对血管、支气管平滑肌的作用，从而消
除过敏症状，也可用于改善患者的食欲。

近年开始出现将可乐定用于促进动物生长和

改善酮体组成的研究
［4 － 5］，推断其主要的作用机理

为通过促进下丘脑生长腺素神经元合成和释放生

长腺素，进而调节腺垂体细胞内 cAMP 水平，从而
调控生长激素分泌，促进生猪生长。动物研究表明
在猪饲粮中添加 0． 5 mg /kg 可乐定，能显著提高猪
的瘦肉率和眼肌面积，降低脂肪比率和背膘厚，改

善猪的胴体组成。赛庚啶是 H1 受体拮抗剂，属于
抗组胺药，但同时也是 5 －羟色胺受体拮抗剂，可在
下丘脑食欲中枢拮抗 5 －羟色胺，这可以解释赛庚
啶具有刺激食欲的功能。目前在国内已发现将这
两种药物违法添加在猪饲料中，2010 年 12 月农业
部 1519 号公告已明确把可乐定和赛庚啶列入了
《禁止在饲料和动物饮水中使用的物质》清单。
目前已有关于血样和尿样中可乐定及赛庚啶

检测方法的报道，主要采用高效液相色谱 －串联质
谱法( LC /MS /MS ) ［6 － 8］。国内已有采用高效液相
色谱法( HPLC) 检测饲料中盐酸可乐定和盐酸赛庚
啶的方法

［9 － 10］。本研究采用超高效液相色谱 －串
联质谱( UPLC /MS /MS) 技术，建立了饲料中盐酸可

乐定和盐酸赛庚啶的检测方法，液相色谱串联质谱

方法通过采集离子碎片及丰度比，能够更准确进行

定性确证，同时大大提高了检测的灵敏度，为准确

定性定量提供了更好的方法。
1 材料和方法
1． 1 仪器 超高效液相色谱 －串联质谱仪 UPLC /
Qμattro Premier XE ( Waters 公司) ; MassLynx v4． 1
质谱工作站软件; 漩涡振荡器; CL3R 冷冻离心机
( 美国 IEC 公司) ; Laborota 4000 旋转蒸发器( 德国
Heidolph公司) 。
1． 2 药品与试剂 盐酸可乐定对照品，纯度≥
98% ( Sigma 公司 ) ; 盐酸赛庚啶对照品，纯度≥
98% ( Sigma 公司) ; 乙腈色谱纯 ( Merck 公司) ; 甲
酸，纯度 96% ( TEDIA) ; 甲醇、盐酸、氨水均为分析
纯( 国药集团化学试剂有限公司) ; 实验用水为超

纯水。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 液相色谱 色谱柱: SB C18 100 mm × 3． 0
mm，粒径 1． 8 μm( 美国 Agilent 公司) ，柱温 40 ℃ ;
进样量 5 μL;流速 0． 3 mL /min; 流动相为 A 相: 乙
腈; B相 0． 1%甲酸水溶液;梯度洗脱程序见表 1。

表 1 流动相洗脱程序

时间 /min A /% B /%
0． 00 20 80
3． 00 50 50
5． 00 80 20
6． 00 20 80

1． 3． 2 质谱参考条件 电喷雾离子源，正离子电
离( ESI + ) ; 多反应监测 ( MRM) ; 毛细管电压: 3． 0
Kv;离子源温度: 110 ℃ ;脱溶剂气流量: 700 L /h;锥
孔气: 50 L /h;去溶剂温度: 350 ℃ ;碰撞气( Ar) 流量
0． 24 mL /min;碰撞室压力: 3． 8 × 10 －3 Pa。分析中以
保留时间和离子对( 母离子和两个子离子) 的信息比

较进行定性分析;经过优化的质谱参数见表 2。

表 2 可乐定和赛庚啶的母离子、子离子及质谱参数

化合物 母离子( m/z) 子离子( m/z) 锥孔电 /V 碰撞能量 / eV
可乐定 230． 2 160． 1，213． 1 43 34，24
赛庚啶 288． 2 191． 2，215． 2 38 30，45

1． 3． 3 标准曲线 精密称取盐酸可乐定对照品，
加入适量的水溶解，再用甲醇定容，配成含可乐定
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浓度约为 1 mg /mL 的标准贮备液，2 ～ 8℃冷藏保
存，有效期六个月。赛庚啶贮备液配制: 精密称取
盐酸赛庚啶对照品，用甲醇配成含赛庚啶浓度约为

1 mg /mL的标准贮备液，2 ～ 8℃冷藏保存，有效期
六个月。分别吸取盐酸可乐定贮备液和盐酸赛庚
啶贮备液适量，置于棕色容量瓶中，用乙腈: 0． 2%
甲酸水溶液 ( 20 /80，V /V) 稀释成可乐定和赛庚啶
浓度均为 0． 5、1． 0、5． 0、10． 0、50． 0 μg /L 的系列对
照品工作液，现配现用。
1． 3． 4 样品的前处理 称取 2． 00 g试样于 50 mL
离心管中，准确加入 20 mL 盐酸甲醇提取液 ( 甲
醇: 0． 1 mol /L HCl = 80 ∶ 20 ) ，充分振荡 20 min，然
后于 7 000 r /min离心 10 min，上清液备用。MCX
( 3CC /60 mg) 固相萃取小柱先用 3 mL甲醇，3 mL
水活化。取上清液 2 mL过柱，用 2 mL 水和 2 mL
甲醇淋洗，空气抽干 2 min，用 5%氨水甲醇溶液 5
mL洗脱，收集洗脱液，旋转蒸发 ( 60 ℃ ) 至干，用
乙腈: 0． 2%甲酸水溶液 ( 20 /80，V /V) 1 mL 溶解，
过 0． 22 μm滤膜后上机测定。若样品液中含有的
药物浓度超出线性范围，进样前可用一定体积的

流动相稀释，使稀释后上机液中的药物浓度在线

性范围内。
浓缩饲料及预合混料的浓度水平较高，可根据

实际情况，在提取步骤中增加稀释步骤后进行

净化。
1． 3． 5 样品回收率与精密度 选择空白配合饲
料、浓缩饲料及预混合饲料样品做为基质，在配合
饲料中添加可乐定和赛庚啶浓度分别为 0． 02、
0． 04、0． 1 mg /kg的样品进行加标回收实验，前处理
步骤按照 1． 3． 4。在预混合饲料和浓缩饲料中添加
可乐定和赛庚啶浓度分别为 0． 2、0． 5、1 mg /kg 的
样品进行加标回收实验，预混合饲料及浓缩饲料在

加入提取试剂后，准确移取上清液 1 mL 到 10 mL
容量瓶中，加入盐酸甲醇提取液 ( 甲醇: 0． 1 mol /L
HCl = 80 ∶ 20) 定容至刻度，取稀释液 2 mL 过 MCX
小柱进行净化，其余步骤与配合饲料一致。每个浓
度重复测定 6 次，计算回收率及相对标准偏差。
1． 3． 6 检测限和定量限 取空白样品，按 1． 3． 4
前处理步骤后，经超高效液相色谱 －串联质谱测得
噪音信号的平均值，按信噪比≥3 为检测限，信噪比
≥10 为定量限。
2 结 果
2． 1 超高效液相色谱 －串联质谱的测定 图 3 是

可乐定和赛庚啶混合标准溶液的 MRM色谱图。

图 3 可乐定和赛庚啶标准溶液 MRM色谱图
(标准工作液浓度为 10 ng /mL)

2． 2 标准曲线 用液相色谱 －串联质谱测定工作
液，获得标准曲线 A赛庚啶 = 1 773． 74 + 226． 032C，线
性相关系数 r = 0． 999 2，A可乐定 = 207． 371C +
23． 109 3，线性相关系数 r = 0． 999 4。
2． 3 精密度和回收率 选择配合饲料、浓缩饲料
和预混合饲料空白样品，按照本方法确定的条件进

行加标回收重复性试验，实验表明相对标准偏差均

≤10%，表明采用本方法测定饲料中盐酸可乐定和
盐酸赛庚啶具有较好的精密度、重复性。统计结果
见表 3 －表 5。

表 3 配合饲料中盐酸可乐定和盐酸赛庚啶
回收率和精密度

样品
添加浓度

/ ( mg·kg －1 )
回收率平

均值 /%
批内 RSD
( n = 6) /%

批间 RSD
( n = 3) /%

0． 02 92． 0 3． 7 8． 4

可乐定 0． 04 96． 0 6． 4 9． 1
0． 10 98． 3 5． 3 3． 2
0． 02 81． 0 6． 4 7． 6

赛庚啶 0． 04 87． 0 3． 7 6． 9
0． 10 85． 0 4． 3 4． 5

表 4 预混合饲料中盐酸可乐定和盐酸赛庚啶
回收率和精密度

样品
添加浓度

/ ( mg·kg －1 )
回收率平

均值 /%
批内 RSD
( n = 6) /%

批间 RSD
( n = 3) /%

0． 2 102 2． 7 5． 4

可乐定 0． 5 110 4． 2 7． 3
1． 0 98． 2 6． 6 4． 6
0． 2 87． 0 3． 1 5． 4

赛庚啶 0． 5 85． 0 1． 9 5． 7
1． 0 88． 0 6． 4 6． 1
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表 5 浓缩料中盐酸可乐定和盐酸赛庚啶

回收率和精密度

样品
添加浓度

/ ( mg·kg －1 )
回收率平

均值 /%
批内 RSD
( n = 6) /%

批间 RSD
( n = 3) /%

0． 2 77． 5 4． 2 8． 4
可乐定 0． 5 81． 4 5． 5 6． 5

1． 0 87． 1 3． 2 5． 2
0． 2 72． 0 6． 1 8． 7

赛庚啶 0． 5 78． 8 2． 7 7． 4
1． 0 85． 2 4． 2 4． 2

由上表看出，按已确定的样品提取条件和色谱

条件测定添加回收量，实验表明配合饲料中可乐定

和赛庚啶回收率达到 70% ～ 100%，预混合饲料和
浓缩饲料中盐酸可乐定和盐酸赛庚啶回收率达到

70% ～110%，相对标准偏差均 ＜ 10%，说明该方法
对不同种类饲料样品中，不同含量的盐酸可乐定和

盐酸赛庚啶的测定均有较好的准确度。图 4 －图 9
为空白饲料及添加回收率 MRM色谱图。

2． 4 检测限和定量限 饲料样品中盐酸可乐定和
盐酸赛庚啶方法最低检测限为 0． 01 mg /kg，信噪比
S /N( Peak to Peak) ＞ 3。方法最低定量限为 0． 02
mg /kg，信噪比 S /N( Peak to Peak) ＞ 10。
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图 9 浓缩饲料中可乐定和赛庚啶添加回收率 MRM图
(添加浓度 0． 2 mg /kg)

3 讨 论
3． 1 工作液稀释溶剂的选择 我们尝试选择中性
溶剂甲醇、0． 2%甲酸、0． 2%甲酸 ∶ 乙腈 = 50 ∶ 50、
0． 2%甲酸∶ 乙腈 = 20 ∶ 80 等作为最终进样前的样
品溶剂进行实验，发现溶剂对样品的影响较大，而

且对赛庚啶和可乐定具有不同的效果，当增加溶剂

中有机溶剂比例时赛庚啶的溶解性增强，峰面积增

大，灵敏度提高，同时可乐定的灵敏度降低。经过
比较发现进样溶剂最接近流动相梯度洗脱起始比

例时，可使可乐定和赛庚啶的分离度和峰的对称性

符合要求。因此实验中选择流动相梯度起始比例
的溶剂 0． 2%甲酸∶乙腈 = 20 ∶ 80 作为进样溶剂。
3． 2 SPE柱的选择 可乐定和赛庚啶均属于碱性
药物，可选择对碱性药物具有高选择性 MCX 小柱
净化。同时我们还比较了 HLB 固相萃取小柱的净
化效率，比 MCX 小柱略低，因此最终选择了 MCX
小柱进行固相萃取净化。
3． 3 流动相的选择 通过比较三种常见流动相甲
醇、甲醇∶水( 1 ∶ 1，V /V) 、乙腈: 0． 2%甲酸，发现流
动相中未加入 0． 2%甲酸的情况下，可乐定和赛庚
啶的电离效果较差，峰型对称性差，在加入一定比

例的 0． 2%甲酸后，得到了改善，因此最终选择乙
腈: 0． 2%甲酸作为流动相。通常因为饲料样品中
基质干扰较大，在流动相条件中设置梯度条件可避

免样品中的基质干扰，使得定性和定量更加准确。
3． 4 色谱柱的选择 超高效液相色谱串联质谱相
较于普通的液相色谱串联质谱具有分离速度快、灵
敏度高等分离特点，本实验基于超高效液相色谱串

联质谱仪器进行方法开发，在方法研制过程中，我

们选用了两款适合超高效液相色谱使用的色谱柱

Aglient公司生产的 SB C18 100 mm × 3． 0 mm，粒径
1． 8 μm以及Waters公司生产的 BEH C18 100 mm ×
2． 1 mm，粒径 1． 7 μm进行比较。可乐定药物极性
强，不易保留，经实验比较发现 SB C18 柱可以提供
更好的保留和分离效果，因此最终选择 SB C18色谱

柱进行本次检测方法研究。
3． 5 实际样品检测 在 2010 年饲料预警预测工
作中，我所利用本方法对采集到的 447 批次样品进
行了检测，共检出 25 批次阳性样品，从阳性样品的
分析结果可以看出，目前可乐定和赛庚啶在配合饲

料、浓缩饲料和预混合饲料各类型中均存在违法添
加的情况。全部阳性样品中，配合饲料中可乐定的
添加范围为 0． 1 ～ 0． 9 mg /kg，赛庚啶的添加范围为
0． 2 ～1． 3 mg /kg，浓缩饲料和预混合饲料中可乐定的
添加范围为 1． 2 ～ 1． 4 mg /kg，赛庚啶的添加范围为
1． 0 ～19． 0 mg /kg。另根据文献报道在饲料中添加
0． 5 mg /kg 可乐定时，即能明显改变猪的胴体组成，
因此本方法的定量限和检测限的均能够满足要求。
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