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膜透析/高效液相色谱-串联质谱法测定畜产品中 

9种β-受体激动剂残留 
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摘要：建立了膜透析/高效液相色谱-串联质谱法（MD/HPLC-MS/MS）检测畜产品中克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇等 9 种 β-

受体激动剂的新方法。样品经乙酸铵缓冲液提取和 β-葡萄糖苷醛甙酶/芳基硫酸酯酶酶解，采用标准再生纤维素膜（RC，截留分子量

MWCO：1000D）透析净化，β-受体激动剂通过膜渗入透析液中，透析液用环已烷-乙酸乙酯（4：1）萃取，经 Waters Xbridge C18

色谱柱进行分离，以 0.1%甲酸水和乙腈作为流动相进行梯度洗脱，电喷雾正离子（ESI+）模式电离，多反应监测（MRM）模式进行

检测，外标法定量。结果表明，9 种 β-受体激动剂在 0.5-10 μg/kg 浓度范围内线性关系良好。方法的定量限为 0.5 μg/kg，在 0.5、1.0、

2.5 μg/kg 3 个添加水平的回收率为 72.5%~92.6%, 相对标准偏差（n=6）在 4.1%~12.7%之间。该方法采用膜透析技术进行净化，无需

使用昂贵的固相萃取柱，适用于畜产品中 9 种 β-受体激动剂的经济、高灵敏度的分析检测。 
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Abstract: A new method based on membrane dialysis/high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(MD/HPLC-MS/MS) was developed for the analysis of nine β-agonist residues (e.g., clenbuterol, ractopamine, salbutamol) in livestock products. 

The samples were extracted with ammonium acetate buffer, enzymolyzed by β-glucuronidase/arylsulfatase, and purified with a standard-grade 

regenerated cellulose dialysis membrane (RC, MWCO: 1000 D). The residues of β-agonists were infiltrated through the membrane into the 

dialysis solution, which was extracted with cyclohexane-ethyl acetate (4:1). The β-agonists were separated with Waters Xbridge C18 columns 

using a gradient elution with 0.1% formic acid-acetonitrile as the mobile phase. The β-agonists were detected by positive electrospray ionization 

(ESI+) in the multiple reaction monitoring (MRM) mode, and the quantification analysis was performed by an external standard method. The 

results showed that the nine β-agonists had good linearities in the range from 0.5 μg/kg to 10 μg/kg. The limits of quantitation for all β-agonists 

were 0.5 μg/kg. The recoveries of these analytes varied from 72.5% to 92.6% at the spiked levels of 0.5 μg/kg, 1.0 μg/kg, and 2.5 μg/kg. The 

relative standard deviation of the method varied from 4.1% to 12.7% (n = 6). The method was based on membrane dialysis and expensive 

solid-phase extraction cartridges were not required. Thus, this method is economical, highly sensitive, and suitable for the determination of the 

nine β-agonists residues in livestock products. 
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β-受体激动剂是天然的儿茶酚胺类化学合成的衍

生物，选择性作用于β-肾上腺受体。20世纪80年代以

来β-受体激动剂被用于畜牧生产以提高瘦肉率，但β-

受体激动剂会在动物组织中长时间残留，长期食用易

出现毒副作用，损害人体健康[1]。欧盟、日本、韩国

等国家都禁止进口含有此类药物的肉制品。我国农业

部公告第176号和农业部公告第1519号明确规定禁止

在饲料和动物饮水中使用该类药物。目前，动物源性

食品中β-受体激动剂残留的检测方法主要有酶联免疫

法[2-3]、高效液相色谱法[4~6]、气相色谱-串联质谱法[7~9]

和液相色谱-串联质谱法[10~16]等。高效液相色谱-串联

质谱法因具有抗干扰能力好、灵敏度高、确证能力强

等优点，已成为β-受体激动剂主要的检测和确证方法。

检测包括样品前处理和上机检测两部分，而样品前处

理技术严重落后于上机检测技术[8]。目前，β-受体激

动剂检测常用的前处理方法主要是酶解提取后，采用

固相萃取柱净化（如MCX小柱），固相萃取法可有效

的将分析物与干扰组分分离[11~13]，但目前市场上商品

化的固相萃取柱一般只能一次性使用，价格较高，从

而导致了高成本。另外，还有基质固相分散萃取、超

临界流体萃取、固相微萃取、加速溶剂萃取和分子印

迹固相萃取等较新的方法也应用于样品的净化中，但

都处于研究阶段，技术尚不成熟[14,15]。 

透析（dialysis）是通过小分子经过半透膜扩散到水

（或缓冲液）的原理，将小分子与生物大分子分开的

一种分离纯化技术。目前透析在医学上[17]和废水处理

方面[18]应用较多，国外也有将膜透析与气质联用检测

兽药残留的报道 [19] ，但是将膜透析技术与

HPLC-MS/MS结合应用于兽残检测的研究较少。 

本研究建立了膜透析与高效液相色谱-串联质谱法

结合检测畜产品中9种β-受体激动剂的新方法。根据检

测物的分子量大小选用适当截留分子量的标准再生纤

维素膜对提取液进行透析，提取液中的β-受体激动剂

通过膜渗入透析液中，将杂质截留在膜内，以达到净

化的目的。该方法简化了前处理过程且经济实惠，灵

敏度高、重现性好，适用于畜产品中9种β-受体激动剂

的定量和确证检测。 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

Agilent1200高效液相色谱仪（美国Agilent公司）；

API4000串联四极杆质谱仪（美国AB公司）；配有电

喷雾离子源（ESI）；CR22GⅡ高速冷冻离心机（日

立公司）；BUCHI 旋转蒸发仪（瑞士BUCHI公司）；

MS3 旋涡混合器（IKA公司）。 

甲醇、乙腈、乙酸乙酯、环己烷均为色谱纯（美

国默克公司）；甲酸为色谱纯（CNW公司）；乙酸胺

为分析纯（天津市巴斯夫化工有限公司）；β-葡萄糖

苷醛甙酶-芳基硫酸酯酶为德国Sigma 公司生产。β-

受体激动剂标准品：克伦特罗（Clenpenterol CLEN）、

莱克多巴胺（Ractompamine RACT）、沙丁胺醇

（Salbutamol SAL）、溴布特罗（Brombuterol BRO）、

特 布 它 林 （ Terbutaline TER ） 、 苯 乙 醇 胺 A 

（Phenylethanolamine A PHE）、班布特罗（Bambuterol 

BAM）均购自Dr. Ehrenstorfer；马布特罗（Mabuterol 

MAB） 、氯丙那林（Clorprenaline CLO）均购自加拿

大TRC公司。0.02 mol/L乙酸铵缓冲溶液：称取1.54 g

乙酸铵于900 mL水中，用冰乙酸调至pH值（5.2±0.1），

用水稀释至1 L；实验用水均为超纯水（Millipore公

司）。透析膜：标准再生纤维素膜（RC），截留分子

量（MWCO）为1000D；纤维素酯膜（CE），MWCO

为100-500D，均购自美国Cellu.Sep公司。 

1.2  标准溶液的配置 

准确称取适量上述标准品，用甲醇溶解并定容，

配成100 mg/L的单标储备液，准确移取各标准品储备

液1.0 mL，混合于100 mL容量瓶中，用甲醇定容，配

置成10 mg/L的混合标准工作液。 

1.3  透析袋制备 

把透析膜剪成适当长度（10 cm左右）的小段，用

蒸馏水彻底清洗，不使用的透析膜放回储存液中，密

封保存。接触透析膜过程中必须戴手套。使用前，一

端用下沉透析袋夹子夹紧，在袋内放几粒玻璃珠，使

透析袋处于悬浮状态，灌满水后，用手指适当加压，

检查不漏，方可装入样品。装完样品后，用上浮夹子

夹紧袋口，透析袋内要留三分之一至一半的空间，以

防透析过程中，袋外的缓冲液过量进入袋内将袋涨破。 

1.4  样品前处理 

准确称取5.00 g粉碎好的样品，在透析袋中加入20 

mL 0.02 mol/L乙酸铵缓冲液（用乙酸调成pH 5.2）和

50 μLβ-葡萄糖苷醛甙酶/芳基硫酸酯酶，混匀后，超声

20 min，然后将透析袋浸入盛有400~450 mL 0.02 

mol/L乙酸铵缓冲液（pH 5.2）的烧杯中，放入转子，

将烧杯置于磁力搅拌器上进行透析，搅拌转速以杯内

形成涡旋带动透析袋转动为宜，37 ℃透析6 h。透析完

成后取出透析袋，将烧杯中的透析液调pH至9~10，移

入1 L的梨形分流漏斗中，加入40 mL环已烷-乙酸乙酯

http://baike.baidu.com/view/1502617.htm
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（4:1，V/V）萃取2次，合并萃取液旋蒸，氮气流吹干，

用体积比为0.1%甲酸水溶液定容成1.0 mL，供

HPLC-MS/MS测定分析。 

1.5  色谱和质谱条件 

Waters Xbridge C18色谱柱（3.5 μm 3.0×150 mm）；

柱温35 ℃；进样体积20 μL；流动相A为0.1%甲酸水溶

液，流动相B为乙腈，梯度洗脱条件见表1，流速为0.2 

mL/min。 

表 1 流动相梯度条件 

Table 1 Mobile phase conditions for gradient elution 

时间/min 流速/(mL/min) 0.1%甲酸水 乙腈 

0 0.2 90.0 10.0 

2.0 0.2 90.0 10.0 

5.0 0.2 77.0 23.0 

8.0 0.2 44.0 56.0 

12.0 0.2 5.0 95.0 

20.0 0.2 5.0 95.0 

20.1 0.2 90.0 10.0 

28.0 0.2 90.0 10.0 

质谱采用电喷雾电离源（ESI），正离子扫描方式，

多反应监测模式（MRM）；电喷雾电压为5.5 kV；离

子源温度为550 ℃，雾化气压力（GSl）为40 psi；辅

助气流速（GS2）为60 psi，气帘气压力（CUR）为40 

psi；碰撞室入口电压（EP）为10 V；碰撞室出口电压

（CXP）为13 V。9种β-受体激动剂母离子、子离子、

去簇电压（DP）、碰撞能量（CE）见表2。 

表 2 9种受体激动剂优化的质谱分析参数 

Table 2 Optimized MS parameters for nine β-agonists 

名称 
母离子 

/(m/z) 

子离子 

/(m/z) 

去簇电压 

DP/V 

碰撞能量 

CE/eV 

CLEN 277.0 168.1*/203.1/132.0 48 38/22/36 

RACT 302.1 164.1*/284.1/121.1 48 17/23/30 

SAL 240.1 148.1*/166.1/222.1 48 24/18/14 

MAB 311.2 293.2*/ 237.1/217.1 60 16/24/36 

PHE 345.1 327.3*/150.2/118 60 18/30/40 

BRO 367.1 349.1*/293.0/212.1 60 17/26/42 

TER 226.0 152.1*/170.2/107.2 60 20/16/40 

BAM 368.2 312.2*/294.2 60 20/26 

CLO 214.1 196.1*/154.1/118.1 60 15/23/38 

注：*定量离子（Quantitative ion）。 

2  结果与讨论 

2.1  样品前处理条件的比较 

2.1.1  膜材质及截留分子量的选择 

分别截取CE膜（MWCO为100-500D）和RC膜

（MWCO为1000D）约10 cm各2段，做成4个透析袋。

在样品中添加9种β-受体激动剂混标（添加浓度为10.0 

μg/kg），按1.4进行样品前处理，按前述的色谱质谱

条件进行分析。检测结果表明，样品经RC膜透析后，

9种β-受体激动剂的回收率均在70%以上，采用CE膜透

析的样品，9种β-受体激动剂的回收率均小于10%，虽

两种膜材质不一样，但在适宜的透析液中，透析效率

只与MWCO有关，所购膜推荐选择膜的MWCO为大

于两倍于透过物质的分子大小，9种β-受体激动剂的分

子量均在200-400之间，根据实验效果，选用MWCO

为1000D的RC膜作为透析膜。 

2.1.2  萃取溶剂的选择 

在样品中添加9种β-受体激动剂混标（添加浓度为

1.0 μg/kg），按1.4进行样品前处理，透析后分别用不

同有机溶剂进行萃取，按前述的色谱质谱条件进行检

测。 

因透析液中水溶液量较大，萃取时需要充分考虑

有机溶剂在水中的溶解度，有机溶剂在水中的溶解度

越小，提取效率越高，常用的有机溶剂氯仿、乙醚、

乙酸乙酯、环已烷在水中的溶解度为0.81%、6.89%、

8.08%和2%，故选用溶解度较小的氯仿和环已烷进行

提取实验，但是仅用氯仿或环已烷提取时，有些待测

物回收率不理想。考虑到环已烷可以和乙酸乙酯互溶，

可降低乙酸乙酯在水中的溶解度，而部分待测物用乙

酸乙酯提取比较好，因而选用环已烷和乙酸乙酯混合

液进行提取，通过实验最终确定环已烷和乙酸乙酯体

积比4：1来做为提取溶剂，经检测各种待测物回收率

均在70%以上。不同溶剂提取效率结果见图1。 

 

图 1 不同溶剂提取回收率对比 

Fig.1 Comparison of extraction efficiency of different solvents 

2.1.3  膜透析时间的选择 

在样品中添加9种β-受体激动剂混标（添加浓度为

20.0 μg/kg），按1.4进行透析，每隔2 h取透析袋中溶

液进行检测。检测结果表明，透析2 h后，袋内β-受体
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激动剂浓度剩余40~50%；透析4 h后，袋内浓度剩余

15~30%；透析6 h后，袋内浓度剩余5%~10%，袋内外

浓度基本平衡。实验结果表明，9种β-受体激动剂均可

自由通过RC膜，透析时间6 h为最佳。不同透析时间

透析袋内β-受体激动剂剩余浓度见图2。 

 
图 2 不同透析时间透析袋内β-受体激动剂剩余浓度 

Fig.2 Residual concentration of β-agonists for different dialysis 

times in the dialysis bag 

2.1.4  膜透析对样品的净化 

根据膜透析原理，样品中大分子的脂溶性物质和

水溶性物质均不会进入透析液中。在膜透析过程中，

提取液中的β-受体激动剂通过膜渗入透析液中，将杂

质截留在膜内，因此提取后的定容液中没有蛋白质等

大分子物质的干扰，在设定液相分离梯度时，不需要

考虑待测物避开生物大分子物质，待测物出峰后也不

需要洗脱生物大分子物质，既节省时间又能延长色谱

柱寿命。 
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图 3猪肉和猪肝基质特征离子色谱图对比 

Fig.3 Comparison of extracted ion chromatogram of pork and 

pork liver 

注：a：猪肉 膜透析法 BRO，b：猪肉 膜透析法 SAL，

c：猪肉 GB/T22286-2008 BRO，d：猪肉 GB/T22286-2008 SAL，

e：猪肝 膜透析法 MAB，f：猪肝 膜透析法 BRO，g：猪肝 

GB-T22286-2008  MAB，h：猪肝 GB-T22286-2008  BRO。 

取空白猪肉和猪肝分别用膜透析方法和GB/T 

22286-2008《动物源性食品中多种β-受体激动剂残留

量的测定 液相色谱串联质谱法》[20]方法处理样品后，

用0.5 μg/kg浓度的混合标准工作液定容至1 mL，从不

同基质的离子色谱图对比看出，膜透析方法处理的样

品干扰降低，达到了净化的目的（见图3）。 

2.2  质谱和色谱条件优化 

反相液相色谱常作为β-受体激动剂液相分离机

制，由于该类药物均为碱性化合物，应采用正离子电

离模式[21,22]。在流动相中添加适量甲酸将有助于待测

物质电离，待测物质的信号强度明显提高；比较甲醇

和乙腈作为流动相时，二者对信号强度的影响差别不

大，但甲醇的基线噪音较大，故选用乙腈做流动相。

采用乙腈-0.1%甲酸溶液作为流动相进行梯度洗脱。在

色谱柱的选择中，比较了Agilent Zorbax SB-C18、XDB 

-C18、Thermo Hypersil Gold 和Waters Xbridge C18 4

种色谱柱，根据分离效果，选用了Waters Xbridge C18。 

质谱条件优化过程中，首先采用浓度为1.0 mg/L

的上述9种β-受体激动剂标准溶液分别测定。在正离子

模式下，进行母离子全扫描，确定子离子，并对仪器

电离电压、去簇电压、碰撞能量等参数进行优化。在

MRM模式下，优化各种质谱条件最终选定的特征离子

及优化的质谱分析参数见表2，表中有的化合物选取了

三个子离子，当其中一个离子受到干扰时，可选取其

它两对离子，符合欧盟2002/657/EC决议对兽药残留物

质谱确证分析的方法学要求（Identification points≥4）。

9种β-受体激动剂特征离子色谱图见图4（空白猪肉基

质加标0.5 μg/kg）。 
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图 4 9种β-受体激动剂特征离子色谱图 

Fig.4 Extracted ion chromatograms of nine β-agonists 

注：a：CLEN，b：RACT，c：SAL，d：TER，e：BAM，

f：CLO，g：MAL，h：PHE，i：BRO。 

2.3  方法的线性范围、线性方程和检出限 

取混合标准中间液，用猪肉空白基质溶液配制成

一系列标准工作溶液，按前述的色谱质谱条件进行分

析测定。以分析化合物的峰面积（y）为纵坐标，分析

化合物的浓度（x，μg/kg）为横坐标，拟合标准曲线，

各化合物的线性范围、定量限、线性方程及相关系数

如表3所示。结果表明，本方法9种β-受体激动剂的线

性范围为0.5~10.0 μg/kg，相关系数R
2均大于0.99。经

实际样品检测，考虑到回收率和基质的影响，确定本

方法的定量限均为0.5 μg/kg。 

2.4  方法的精密度和回收率 

表 3 猪肉中 9种β-受体激动剂的线性范围、定量限、线性方程及相关系数 

Table 3 Linear range, LOQ, linear equations, and correlation coefficients of nine β-agonists in pork 

名称 线性范围/(μg/kg) 定量限/(μg/kg) 线性方程 相关系数/r2 

clen 0.5~10.0 0.5 y = 1510000 x + 165000 0.9987 

ract 0.5~10.0 0.5 y = 679000 x + 25100 0.9975 

sal 0.5~10.0 0.5 y = 1640000 x + 87400 0.9978 

mab 0.5~10.0 0.5 y = 1810000 x + 186000 0.9987 

phe 0.5~10.0 0.5 y = 771000 x + 20200 0.9991 

bro 0.5~10.0 0.5 y = 617000 x + 34200 0.9991 

ter 0.5~10.0 0.5 y = 2690000 x + 465000 0.9942 

bam 0.5~10.0 0.5 y = 4710000 x + 666000 0.9985 

clo 0.5~10.0 0.5 y = 1960000 x + 190000 0.9971 

选用不同基质（牛肉、猪肉、猪肝、牛肾）的空

白样品，分别添加浓度为0.5、1.0和2.5 μg/kg3个浓度

水平的混合标准溶液，每个水平重复测定6次，计算其

回收率和精密度。不同浓度水平下，各待测物回收率

在72.5%~92.6%之间，相对标准偏差（RSD）在

4.1%~12.7%之间，说明该方法具有较好的回收率、稳

定性和重复性，完全可以满足畜产品中9种β-受体激动

剂的日常检测要求。 
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表 4 9种β-受体激动剂的加标回收率和相对标准偏差（n=6） 

Table 4 Recoveries and RSDs of nine β-agonists (n = 6) 

名称 
添加浓度 

/(μg/kg) 

牛肉  猪肉  猪肝  牛肾 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/%  回收率/% RSD/% 

CLEN 

0.5 74.3 10.2  80.3 10.8  78.2 9.2  77.0 10.2 

1.0 76.5 6.7  75.6 5.4  75.5 7.3  70.5 7.0 

2.5 83.9 5.1  80.3 5.9  81.9 5.6  82.3 4.4 

RACT 

0.5 72.8 12.5  73.2 11.8  79.7 11.7  74.3 12.7 

1.0 72.5 7.3  72.1 8.3  75.5 7.8  77.5 9.2 

2.5 78.2 8.6  77.3 7.4  76.5 7.6  73.2 6.4 

SAL 

0.5 76.5 6.4  75.3 6.7  78.5 9.4  76.5 7.4 

1.0 81.4 7.2  87.4 5.2  85.2 7.5  86.4 7.5 

2.5 89.6 7.2  91.4 6.2  84.6 6.3  92.6 4.1 

MAB 

0.5 73.6 9.9  73.8 11.5  76.6 11.9  76.4 9.9 

1.0 74.1 5.4  76.3 7.5  74.6 7.4  75.2 7.5 

2.5 75.4 6.1  79.8 8.6  82.4 5.5  84.1 6.6 

PHE 

0.5 72.5 12.1  77.9 11.7  74.5 11.6  73.6 12.4 

1.0 77.0 8.4  74.0 7.8  76.0 8.1  77.9 9.1 

2.5 79.8 8.7  81.3 8.1  80.1 5.7  79.2 8.2 

BRO 

0.5 73.3 10.3  77.3 9.3  75.3 11.3  73.2 9.3 

1.0 77.4 8.2  79.1 8.7  77.8 8.9  74.9 7.3 

2.5 78.3 6.9  82.3 6.2  81.3 6.9  77.2 7.1 

TER 

0.5 75.6 8.9  78.7 11.2  75.4 9.9  74.3 10.2 

1.0 79.5 6.4  71.5 8.4  76.9 6.7  77.3 8.5 

2.5 80.7 4.5  75.7 5.9  79.7 5.9  78.3 5.9 

BAM 

0.5 74.8 10.6  72.3 8.6  78.2 12.6  80.1 8.6 

1.0 72.5 8.5  74.5 7.2  72.1 9.5  78.6 9.0 

2.5 76.1 5.8  78.5 6.8  72.1 7.5  82.2 6.3 

CLO 

0.5 75.4 11.2  78.5 8.8  76.4 11.2  81.4 10.6 

1.0 80.3 6.3  82.3 6.6  83.2 7.3  80.5 5.3 

2.5 88.3 6.1  89.1 5.1  84.2 6.6  81.7 5.7 

2.5  实际样品 

表 5 阳性样品中克伦特罗的测定数据和相对偏差 

Table 5 Measurement data and RDs of clenbuterol in positive 

samples 

阳性 

样品 

本方法测定 

/(μg/kg) 

国家标准方法 

测定值/(μg/kg) 

相对偏差 

/% 

1 2.25 2.41 6.87 

2 2.83 2.74 3.23 

3 3.76 3.62 3.79 

4 4.25 4.47 5.05 

5 2.63 2.85 8.03 

6 9.62 9.41 2.21 

采用本方法和国家标准方法分别对市售的20份样

品（猪肉、牛肉、猪肝等）以及本实验室保留的6份阳

性样品进行检测，20份市售样品均未检出9种β-受体激

动剂，本实验室的阳性样品分别检出克伦特罗

（2.25~9.62 μg/kg），本方法测定结果与采用国家标

准方法的测定结果对比，测定值相对偏差（RD）≤10%，

说明了该方法检测结果的准确性。阳性样品的检测结

果和相对偏差见表5。 

3  结论 

国内有关β-受体激动剂检测标准有很多，但涉及

种类较多的有GB/T 22286-2008《动物源性食品中多种

β-受体激动剂残留量的测定液相色谱串联质谱法》，

其规定了11种β-受体激动剂检出限为0.5 μg/kg。本研

究通过对透析膜的选择、透析时间的确定、萃取溶剂
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的选择、色谱和质谱的方法优化，建立了完整的应用

膜透析技术检测畜产品中9种β-受体激动剂的高效液

相色谱-串联质谱检测方法。该方法灵敏度高、重现性

好，且快速、简便、经济实惠，能满足β-受体激动剂

类药物的残留检测任务。由于膜透析技术透过的物质

仅与分子量有关，与物质的其它性质无关，因此本方

法可扩展到其它兽药残留的检测，膜透析技术可去除

任何样品中所有生物大分子物质如蛋白质等，能有效

降低样品干扰，在复杂基质中应用效果更明显。 
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