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摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC–MS/MS)同时测定鸡肉中克伦特罗、溴布特罗、溴代克伦特罗、特布他林、沙丁胺醇 5

种 β-受体激动剂残留量的分析方法。方法  在鸡肉样品加入 β-葡萄糖醛酸酶进行水解, 经混合阳离子(MCX)

固相萃取柱净化, 利用超高效液相色谱-串联质谱法检测, 内标法定量。同时考察了不同的酶制剂对鸡肉中 β-

受体激动剂含量测定的影响。结果  5 种 β-受体激动剂在 0.1~50 μg/kg 浓度范围内呈现良好的线性关系, 相

关系数均大于 0.9991, 方法的检出限(limits of detection, LOD)为 0.02~0.24 μg/kg, 定量限(limits of quantitation, 

LOQ)为 0.1~0.71 μg/kg。在 0.5、5、40 μg/kg 添加水平下, 5 种 β-受体激动剂的平均回收率为 77.8%~117.5%, 相

对标准偏差小于 7.9%。在相同的条件下 IMCSzyme®比蜗牛 β-葡萄糖醛酸酶能够更有效地解离鸡肉中轭合的

特布他林和沙丁胺醇, 测得的含量提高, 结果稳定。结论  本方法缩短了样品水解时间, 提高了 β-受体激动剂

的检测效率, 适用于同时检测鸡肉中 5 种 β-受体激动剂含量。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of 5 kinds of β-agonists (clenbuterol, 

brombuterol, bromchlorbuterol, terbutaline and salbutamol) in chicken muscle by ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC–MS/MS). Methods  Chicken meat samples were hydrolyzed by 

β-glucuronidase. And then the extracts were purified and concentrated by MCX column, analyzed with UPLC-MS/MS 

and quantified by internal standard method. The hydrolysis efficiency of β-agonists in chicken muscle was also 

evaluated, when chicken meat samples hydrolyzed with different enzymes from different sources. Results  The 

calibration curves were good linear between 0.1-50 μg/kg, the correlation coefficient for all analytes were higher than 

0.9991. The limits of detection (LOD) of 5 kinds of β-agonists in chicken meat were 0.02-0.24 μg/kg, and the limits of 
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quantitation (LOQ) were 0.1-0.71 μg/kg. The recoveries were ranged from 77.8% to 117.5% for the 5 kinds of β-agonist 

residues at 3 spiked levels of 0.5, 5 and 40 μg/kg with relative standard deviations (RSDs) less than 7.9%. Under the 

same conditions, recombinant β-glucuronidase (IMCSzyme®) was able to dissociate terbutaline and salbutamol 

conjugated in chicken more efficiently than β-glucuronidase from Helix pomatia. The measured content was increased 

and the results were stable. Conclusion  This method shortens the hydrolysis time of the sample, improves the detection 

efficiency of the β-agonist, which is suitable for simultaneously detecting the content of 5 β-agonists in the chicken. 

KEY WORDS: β-agonist; β-glucuronidase; hydrolysis; ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry; chicken meat 

 
 

 
 

1  引  言 

β-受体激动剂是一类苯乙醇胺类化合物, 在动物体内

能减缓或减少脂肪沉积, 增加肌肉蛋白沉淀, 提高动物胴

体瘦肉率、增重和提高饲料转化率, 当用于牛、羊、禽、

猪等畜禽的促生长剂、饲料添加剂时, 会提高其瘦肉率[1-3]。

但同时, β-受体激动剂类药物也可引起心室早搏, 四肢、脸、

颈部骨骼肌震颤, 还引发代谢紊乱, 对糖尿病人可发生酸

中毒或酮中毒。由于其严重的危害性, 在许多国家包括欧

盟和中国已禁止在饲料中添加这些化合物, 相关标准规定

需对动物源性食品、饲料、饮用水中该类化合物的残留量

进行检测[4,5]。由于在不同基质中目标化合物的代谢形态和

含量各不相同, 选择使用合适的 β-葡萄糖醛酸酶进行酶促

水解反应是本研究的重点。 

β-受体激动剂是一类化学合成的苯乙醇胺类衍生物, 

根据苯环上取代基的差异, 可分为苯胺型和苯酚型。苯胺

结构的化合物, 轭合反应率和蛋白结合率低; 苯酚结构的

化合物轭合代谢过程较强, 药物进入人或动物体内后, 通

过糖苷键结合参与代谢, 转换为葡萄糖醛酸轭合物或硫酸

轭合物[6]。所以 β-受体激动剂的检测通常需要酶解步骤, β-

葡萄糖醛酸酶是一种可以使葡糖醛酸苷键加水分解的酶, 

它可以把葡萄糖醛酸轭合物或硫酸轭合物的糖苷键切断, 

释放出游离态。目前, 市场上的 β-葡萄糖醛酸酶一般提取

自鲍鱼、蜗牛或大肠杆菌。而 IMCSzyme®是一种新型的生

物改良的 β-葡萄糖醛酸酶, 与其他产品相比, 其活性、纯

度更高[7-9]。 

目前, β-受体激动剂类药物残留的检测方法包括高效

液 相 色 谱 法 (high performance liquid chromatography, 

HPLC)[10], 气 相 色 谱 - 质 谱 法 (gas chromatography-mass 

spectrometry, GC-MS)[11], 液相色谱 -质谱 /质谱法 (liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)[12-14], 

毛细管电泳电气化学检测法 [15] 和免疫检测法 [16,17] 。

LC-MS/MS 因其在定量分析中的灵敏度及选择性最高, 从

而成为目前主要使用的分析方法[12-14,18]。 

本研究建立了超高效液相色谱-串联质谱快速、高效

地同时测定鸡肉中 5 种 β-受体激动剂残留的方法。同时研

究考察不同酶制剂对鸡肉中轭合的沙丁胺醇、特布他林水

解效率的影响, 以期能够为提高动物源性食品中 β-受体激

动剂残留检测灵敏度与准确度提供理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料、仪器和试剂 

AcquityTM  UPLC-XEVO TQ-S 超高效液相色谱-串

联质谱仪(美国 Waters 公司); AcquityTM  UPLC BEH C18 色

谱柱(50 mm×2.1 mm, 1.7 µm, 美国 Waters公司); F6间歇式

高剪切(德国 FLUKO 公司); 5417R 高速冷冻离心机(德国

Eppendorf 公司); pH 计(瑞士 METTLER 公司); NDK200-1A 

96 孔氮吹仪(杭州米欧仪器有限公司); MCX 混合阳离子固

相萃取柱(3 mL, 60 mg, 上海普喻科贸有限公司)。 

甲酸、乙腈(色谱纯, 德国 CNW 公司); 甲醇(色谱纯, 

德国 Merck 公司); 氨水(色谱纯, ≥25%, 上海阿拉丁公

司); 高氯酸、氢氧化钠、氯化钠、异丙醇、乙酸乙酯(分析

纯, 国药集团化学试剂有限公司); 克伦特罗(clenbuterol)、

溴布特罗(brombuterol)、溴代克伦特罗(bromchlorbuterol)、

特布他林(terbutaline)、沙丁胺醇(salbutamol)、沙丁胺醇

-D3(salbutamol-D3)、特布他林-D9(terbutaline-D9)、克伦特

罗-D9(clenbuterol-D9)(纯度≥99%, 德国 WiTEGA 公司); 

IMCSzyme®(美国 IMCS 公司); 蜗牛 β-葡萄糖醛酸酶(美国

Sigma 公司)。 

沙丁胺醇、特布他林阳性鸡肉样品的获取: 选取 49

日龄健康 AA 商品代肉鸡 8 只, 在日粮中添加 1 g/kg 的沙

丁胺醇、特布他林, 饲喂 21 d 后屠宰, 取肌肉样品, 于 

80 ℃保存。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

β-受体激动剂标准溶液配制: 分别准确称取适量克伦

特罗、溴布特罗、溴代克伦特罗、特布他林、沙丁胺醇标

准品, 用甲醇溶解并定容, 各配制成 100 mg/L 的标准品储

备液, 20 ℃保存; 分别取 5 种 β-受体激动剂储备液, 用甲
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醇稀释配制 200 µg/L 的混合标准工作溶液, 并用流动相

(甲醇:水, 5:95, V:V)稀释成浓度为 0.1~50 ng/mL 的混合标

准溶液。 

准确称取适量特布他林-D9、克伦特罗-D9、沙丁胺醇

-D3, 用甲醇溶解并定容, 各配制成 1.0 mg/mL 的内标储备

液; 用甲醇稀释配制特布他林-D9 80 µg/L、克伦特罗-D9   

80 µg/L、沙丁胺醇-D3 20 µg/L 的内标溶液。 

2.2.2  样品前处理 

称取(2±0.01) g 经捣碎的鸡肉样品于 50 mL 离心管中, 

加入 8 mL 乙酸钠缓冲液(pH 5.2)或 8 mL 快速水解缓冲液

(pH 7.4), 均 质 , 再 加 入 蜗 牛 β- 葡 萄 糖 醛 酸 酶 或

IMCSzyme®, 混匀后, 37 ℃下进行水解反应。在水解后的

样品中加入 100 µL 的内标混合物(沙丁胺醇-D3 20 µg/L, 

特布他林-D9 80 µg/L, 克伦特罗-D9 80 µg/L)。加盖置于水

平振荡器上振荡 15 min, 5000 r/min 离心 10 min, 取 4 mL

上清液加入 0.1 mol/L高氯酸溶液 5 mL, 混合均匀, 用高氯

酸调 pH 值到(1±0.3)。5000 r/min 离心 10 min, 转移全部上

清液(约 10 mL)到 50 mL 离心管中, 用 10 mol/L 的氢氧化

钠溶液调 pH 值到 11。加入 10 mL 饱和氯化钠溶液和 10 mL

异丙醇 -乙酸乙酯 (6:4, V:V)混合溶液 , 充分提取 , 在      

5000 r/min 下离心 10 min。转移全部有机相, 在 40 ℃下用

氮气将其吹干。加入 5 mL 乙酸钠缓冲液(pH 5.2)或快速水

解缓冲液(pH 7.4)溶解, 超声混匀, 使残渣充分溶解后备用, 

待净化。 

2.2.3  样品净化 

将阳离子交换小柱连接到真空过柱装置, 依次用甲

醇、0.1%盐酸水各 2 mL 活化柱子; 将上述残渣溶液上柱, 

依次用 2 mL 水、2 mL 2%甲酸水溶液和 2 mL 甲醇洗涤柱

子并彻底抽干, 最后用 2 mL 5%氨水甲醇溶液洗脱柱子上

的待测成分。流速控制在 0.5 mL/min。洗脱液在 40 ℃下氮

气吹干。残渣物用 200 µL 0.1%甲酸/水-甲醇溶液(95:5, V:V)

溶解, 超声混匀, 0.22 µm 过滤膜过滤, 供超高效液相色谱- 

串联质谱仪测定。 

2.2.4  液相色谱-串联质谱条件 

(1) 液相色谱条件 

Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱(50 mm ×   

2.1 mm, 1.7 µm); 流动相 A 为 0.1 %甲酸-水溶液, 流动相 B

为 0.1 %甲酸-乙腈溶液; 流速: 0.2 mL/min; 柱温: 35 ; ℃

进样体积: 5.0 µL。液相色谱梯度洗脱程序: 0~3.0 min, 

4%~8% B; 3.0~7.0 min, 8%~40% B; 7.0~7.5 min, 40%~95% 
B; 7.5~8.5 min, 95% B; 8.5~9.6 min, 95%~4% B。 

(2) 质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI), 

正离子扫描方式, 多反应监测模式(multi reaction monitor, 

MRM); 毛细管电压为 3100 V; 去溶剂气(高纯氮气)流速

为 800 L/h, 去溶剂温度 200 ℃; 使用前调节各气体流量以

使质谱灵敏度达到检测要求。所选 5 种 β-受体激动剂化合

物及 3 种内标质谱参数优化结果见表 1。 

3  结果与分析 

3.1  方法的线性范围及检出限 

本文采用内标法对 5 种 β-受体激动剂进行定量分析。

按 2.2.1 节所述配制系列标准溶液和内标工作液, 制得浓

度为 0.1、0.5、2、5、10、20、50 μg/kg 的混合标准溶液, 内

标物沙丁胺醇-D3 浓度为 5 μg/kg, 特布他林-D9 浓度为   

20 μg/kg, 克伦特罗-D9 浓度为 20 μg/kg, 依次上机测定, 

以各药物定量离子质量色谱峰面积与对应的内标峰面积比

值为纵坐标(Y), 标准溶液浓度为横坐标(X), 绘制标准曲

线, 得到线性方程, 5 种 β-受体激动剂在 0.1~50 μg/kg 的系

列标液浓度范围内呈现良好的线性关系, 相关系数(r)为

0.9991~0.9998。以 10 倍信噪比确定化合物的方法定量限

(limit of quantification, LOQ), 以 3 倍信噪比计算药物的检

出限(limit of detection, LOD), 结果见表 2。5 种 β-受体激 

 
表 1  多反应监测离子及质谱参数 

Table 1  Multiple reaction monitoring setting for MS/MS of each analyte 

编号 化合物 
母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

锥孔电压 
/V 

碰撞能量 
/eV 

内标物 

1 特布他林 226.1 107.0*/152.0 30 15/30 2 

2 沙丁胺醇 240.1 148.0*/166.0 25 20/12 1 

3 克伦特罗 277.24 132*/168 6 28/26 3 

4 溴布特罗 367.1 214.1*/293 30 30/18 3 

5 
溴代克伦特罗

bromchlorbuterolbromchlorbuterol 
321.25 247.16*/168.2 10 16/28 3 

6 沙丁胺醇-D3 243.1 151 30 16 内标物 1 

7 特布他林-D9 235.3 153 30 15 内标物 2 

8 克伦特罗-D9 286.4 204 30 16 内标物 3 
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表 2  鸡肉中 5 种 β-受体激动剂的线性范围、标准曲线、曲线相关系数 
Table 2  Linear range Standard curves and correlation coefficients of 5 kind of β-agonists 

编号 化合物 线性范围/(μg/kg ) 标准曲线 相关系数(r) 检出限/(μg/kg) 定量限/(μg/kg)

1 特布他林 0.1~50 Y=0.331102X+0.00362163 0.9998 0.04 0.12 

2 沙丁胺醇 0.1~50 Y=0.851578X+0.00652387 0.9998 0.02 0.1 

3 克伦特罗 0.1~50 Y=0.28628X+0.00411336 0.9993 0.24 0.71 

4 溴代克伦特罗 0.1~50 Y=0.688378X0.00508109 0.9999 0.08 0.24 

5 溴布特罗 0.1~50 Y=0.284725X0.00519134 0.9991 0.06 0.17 

 
动剂的检出限为 0.02~0.24 μg/kg, 定量限为 0.1~0.71 μg/kg, 

满足定量分析的要求, 方法具有较高的检测灵敏度。 

3.2  方法的回收率和精密度 

采用鸡肉空白样品, 进行加标回收和精密度实验。样

品中添加低、中、高 3 个浓度水平(0.5、5、40 μg/kg)的混

合标准溶液(内标沙丁胺醇-D3 浓度为 5 μg/kg, 特布他林

-D9 浓度为 20 μg/kg, 克伦特罗-D9 浓度为 20 μg/kg), 每个

添加浓度设 3 个平行样本, 按本实验方法进行样品处理和

测定, 结果见表 3, 平均回收率为 77.8%~117.5%, 相对标

准偏差(relative standard deviation, RSD)为 1.15%~7.9%。 

 
表 3  鸡肉中 5 种 β-受体激动剂的平均回收率(n=3) 

Table 3  Average recoveries of 5 kinds of β-agonists in  
chicken (n=3) 

编号 
 

化合物 

添加水平 

0.5 μg/kg 5 μg/kg 40 μg/kg 

回收率 
/% 

RSD 
/%

回收率 
/% 

RSD 
/% 

回收率
/% 

RSD
/% 

1 特布他林 98.7 4.5 89.6 7.8 104.9 7.0

2 沙丁胺醇 82.0 7.32 105.9 7.08 77.8 2.77

3 克伦特罗 96.0 6.25 101.1 6.1 117.5 1.15

4 
溴代克伦 

特罗 
104.4 2.9 101.0 3.37 114.4 7.9

5 溴布特罗 84.0 6.7 93.9 3.8 112.3 7.1

 

3.3  样品的酶解 

沙丁胺醇和特布他林属于苯酚型苯乙胺类药物, 这

部分 β-受体激动剂在动物体内代谢过程中, 在葡萄糖醛酸

转移酶、硫酸酯等作用下发生各种轭合反应, 生成各种轭

合物长期存在, 因此在样品提取前要通过对应的酶类进行

水解, 使其结合态的待测物解离释放出来[6]。有关水解的

条件、酶的品种、酶用量、酶解时间均有报道[6,19], 但酶制

剂自身及水解样品时产生大量的干扰杂质, 以及长时间的

酶解操作降低了检测效率[6,19]。IMCSzyme®是一种基因工

程改良的 β-葡萄糖醛酸酶, 其品质无色清澈, 与其他从生

物体提取的同类酶制剂相比所含杂质少, 并且 IMCSzyme®

活性、纯度得到显著提高[7-9]。因此本研究采用 IMCSzyme®

和蜗牛 β-葡萄糖醛酸酶进行水解反应, 以沙丁胺醇和特布

他林阳性鸡肉样品为模型, 比较 2 种酶制剂的水解效率、

轭合物的解离效率以及不同水解时间和酶的用量对检测结

果的影响。 

取沙丁胺醇和特布他林阳性鸡肉样品 2 g, 加入   

0.2 mol/L 乙酸钠缓冲液(pH 5.2) 8 mL, 蜗牛 β-葡萄糖醛酸

酶 50 µL, 37 ℃放置 15 h; 另取沙丁胺醇和特布他林阳性鸡

肉 样 品 2 g, 加 入 快 速 水 解 缓 冲 液 (pH 7.4) 8 mL, 

IMCSzyme® 50 µL, 37 ℃放置 2 h 或 15 h; 酶解反应后, 按

照样品前处理及样品净化方法进行处理, UPLC-MS/MS 检

测。结果如图 1 所示, 沙丁胺醇和特布他林阳性鸡肉样品

经蜗牛 β-葡萄糖醛酸酶水解处理的测定结果分别为   

8.62 µg/L 和 9.66 µg/L; 经 IMCSzyme®水解 15 h 的测定结

果分别为 10.7 μg/kg 和 13.17 μg/kg; 结果表明, 相比较于

蜗牛 β-葡萄糖醛酸酶 , 在相同的酶用量和水解时间下 , 

IMCSzyme®可更有效的解离鸡肉中轭合的特布他林和  

沙丁胺醇。而沙丁胺醇和特布他林阳性鸡肉样品经

IMCSzyme®水解 2 h 的测定结果分别为 8.57 μg/kg 和  

15.74 μg/kg, 表明水解时间过长可以导致水解产物的降解。

特布他林阳性鸡肉样品经 IMCSzyme®水解 2 h 测得的含量

高于水解 15 h 的含量, 说明特布他林水解产物不稳定, 水

解时间过长会引起化合物在降解, 从而导致测定的结果降

低, 如图 1、图 2B 所示。比较 IMCSzyme®水解反应 2 h 和

15 h 的测定结果, 表明 IMCSzyme®可以在 2 h 完成底物的

快速水解, 这避免了水解反应过长所致产物的降解, 使得

检测结果更为准确, 同时也节省了检测的整体时间, 提高

了检测效率。 

同时本研究考察了 IMCSzyme®使用量以及水解反应

时间对 β-受体激动剂在鸡肉中残留量检测结果的影响。取

沙丁胺醇和特布他林阳性鸡肉样品 2 g, 加入快速水解缓

冲液(pH 7.4) 8 mL, IMCSzyme® 10、20、30、40、50 µL, 37 ℃

放置过夜; 水解反应后, 按照样品前处理及样品净化方法

进行处理 , UPLC-MS/MS 检测。结果如图 2A 所示 ,  

IMCSzyme®用量为 10~50 µL 对沙丁胺醇和特布他林含量

测定结果没有显著的影响。 
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图 1  不同酶制剂对鸡肉中沙丁胺醇和特布他林检测结果的 

比较(n=3) 

Fig. 1  Evaluation of the hydrolysis efficiency of two 
β-glucuronidase enzymes for β-agnonist glucuronide  

conjugates (n=3) 
 

  
 

 
 

图 2  不同 IMCSyme®使用量及水解时间对鸡肉中沙丁胺醇 

和特布他林检测值的影响(n=3) 

Fig. 2  Effect of enzyme volume and incubation time on the 
hydrolysis of glucuronides of Salbutamol and Terbutaline 

with recombinant β-glucuronidase (n=3) 

 
另取沙丁胺醇和特布他林阳性鸡肉样品 2 g, 加入快

速水解缓冲液(pH 7.4) 8 mL, IMCSzyme® 50 µL, 在 37 ℃

放置 2、4、6、8、10、14 h; 水解反应后, 按照样品前处

理及样品净化方法进行处理, UPLC-MS/MS 检测, 对水解

时间进行研究。结果如图 2B 所示, 水解反应 2 h 时, 沙丁

胺醇和特布他林的浓度均上升至峰值, 随后再延长水解时

间, 浓度差异不显著, 因而推断 37  2 h℃ 后酶解作用基本

完成, 继续延长水解反应时间对于提高提取效率无太大影

响。但特布他林的浓度在 8 h 后降低, 表明水解时间的延

长可导致特布他林水解产物不稳定, 从而导致测定的结果

降低。 

4  结  论 

本研究建立了鸡肉中克伦特罗、溴布特罗、溴代克伦

特罗、特布他林、沙丁胺醇特布他林、沙丁胺醇 5 种 β-受

体激动剂的 UPLC-MS/MS 检测方法。经方法学验证, 方法

的回收率、精密度和准确度能够满足药物残留分析要求。

分别采用基因工程改良的 IMCSzyme®和生物体提取的蜗

牛 β-葡萄糖醛酸酶进行水解反应, 表明两种酶制剂都能达

到良好的水解效果, 但 IMCSzyme®比蜗牛 β-葡萄糖醛酸酶

的水解效率更高, 并且减少 IMCSzyme®的用量和反应时间

同样能达到很好的水解效果, 因此使用 IMCSzyme®进行水

解反应可以缩短 β-受体激动剂检测的时间, 提高检测效率, 

保证检测结果的准确性, 节省成本。 
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