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Ｖｏｌ． ３８， Ｎｏ． ３ Ｍａｒｃｈ ２０１９

　 ∗浙江省基础公益研究计划 （ＬＧＮ１８Ｂ０５０００２）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｂａｓｉｃ Ｐｕｂｌｉｃ ｉｎｔｅｒｅｓｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ＬＧＮ１８Ｂ０５０００２）

　 ∗∗通讯联系人，Ｔｅｌ：（０５７４）８７０２２６９２，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈｕｂｉｎｇｃｈｅｎ＠ １２６．ｃｏｍ

李双， 刘忠义， 李露青，等．液相色谱⁃串联质谱法检测猪肉中肾上腺素及其代谢物残留［Ｊ］ ．环境化学，２０１９，３８（３）：７０１⁃７０３．
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ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，３８（３）：７０１⁃７０３．

液相色谱⁃串联质谱法检测猪肉中肾上腺素及其代谢物残留∗

李　 双１，２　 刘忠义１　 李露青１　 周红玲１　 徐旭文１　 陈树兵１∗∗

（１． 宁波出入境检验检疫局检验检疫技术中心， 宁波， ３１５２１１；
２． 宁波大学应用海洋生物技术教育部重点实验室，宁波， ３１５２１１）

摘　 要　 针对猪肉中新兴的肾上腺素及其代谢物 ３，４⁃二羟基扁桃酸、４⁃羟基⁃３⁃甲氧基⁃扁桃酸，基于“肾上腺

素作用翻转”机理同步添加的异丙嗪，建立了超高效液相色谱⁃串联质谱检测方法．４ 种物质线性良好，相关系

数均大于 ０．９９９； 猪肉基质的定量限（ＬＯＱ， Ｓ ／ Ｎ ＝ １０） 依次为 ２５、１００、５、０．１ μｇ·ｋｇ－１，精密度（ＲＳＤ）均小于

１０％，平均回收率在 ７８．３％—９２．５％．
关键词　 高效液相色谱⁃串联质谱法， 肾上腺素， 残留检测， 猪肉．
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ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
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ＸＵ Ｘｕｗｅｎ１ 　 　 ＣＨＥＮ Ｓｈｕｂｉｎｇ１∗∗

（１． Ｎｉｎｇｂｏ Ｅｎｔｒｙ⁃Ｅｘｉｔ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ Ｂｕｒｅａｕ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ， Ｎｉｎｇｂｏ， ３１５２１１，Ｃｈｉｎａ；
２． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｎｉｎｇｂｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ， Ｎｉｎｇｂｏ， ３１５２１１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｍｕｌｔｉ⁃ｃｌａｓｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｎｅｗ ａｄｒｅｎａｌｉｎｅ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ （ ３， ４⁃
ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｍａｎｄｅｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｖａｎｉｌｌｙｌｍａｎｄｅｌｉｃ ａｃｉｄ）， ａｎｄ ｐｒｏｍｅｔｈａｚｉｎｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ “ ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ
ｒｅｖｅｒｓａｌ” ｉｎ ｐｏｒｋ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ， ４ ｔａｒｇｅｔｓ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ
０．９９９． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ ＬＯＱｓ） ｗｅｒｅ ２５，１００， ５， ０． １ μｇ·ｋｇ－１ ｉｎ ｐｏｒｋ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ７８．３％—９２．５％ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｂｅｌｏｗ １０％．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ， ａｄｒｅｎａｌｉｎｅ ｄｒｕｇｓ， ｍａｔｒｉｘ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ， ｐｏｒｋ．

肾上腺素是强效的心脏兴奋药， 能使心肌收缩力加强、兴奋性增高．残留的肾上腺素和有原药活性的代谢物 ４⁃羟基⁃
３⁃甲氧基扁桃酸和 ３，４⁃二羟基扁桃酸能引起可引起心律失常， 从而引起人体器官病变．２０１０ 年国家颁布的禁止在食品中

添加的药物品种名录中也明确规定在动物源性食品中该类药物及其代谢产物均不得检出．异丙嗪同时与肾上腺素共同

使用则会产生“肾上腺素作用翻转”现象．此类违禁药物的非法使用，使其原形和代谢产物残留于动物源食品中， 人们食

用后会对人体中枢神经系统等造成不良影响．目前关于猪肉等动物源性食品中肾上腺素及其代谢物的检测方法很少见，
现行行标 ＮＹ ／ Ｔ ３１４７—２０１７ 也只是针饲料中的肾上腺素和去甲肾上腺素进行了检测．

本研究采用基质分散固相萃取技术，联合了正己烷和中性氧化铝粉除油，大大降低了前处理时间和油脂的离子化抑

制效应，建立同时测定猪肉中肾上腺素及其代谢物 ３，４⁃二羟基扁桃酸、４⁃羟基⁃３⁃甲氧基⁃扁桃酸，以及基于“肾上腺素作

用翻转”机理同步添加的异丙嗪的高效液相色谱⁃串联质谱技术分析方法．
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１　 实验部分（Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ）
１．１　 仪器与试剂

ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ Ｕｌｔｒａ 液相色谱⁃三重四极杆质谱联用系统（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司），配置有 Ｈ⁃ＥＳＩ ＩＩ 源．色谱柱为

Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ８ 柱 （４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）．冷冻离心机（德国 ＳＩＧＭＡ 公司），漩涡振动器（德国 Ｈｅｌｄｏｌｐｈ 公司），Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ
高纯水发生器 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）．滤膜（ＤＩＫＭＡ， Ｎｙｌｏｎ ０．２２ μｍ）

肾上腺素、３，４⁃二羟基扁桃酸、４⁃羟基⁃３⁃甲氧基扁桃酸及异丙嗪购自 Ｓｉｇｍａ 和 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司，纯度 ≥９５％．中
性氧化铝粉（分析纯，１００—２００ 目）购自南京化学试剂一厂．甲酸（色谱纯，美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司），Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水

（１８．２ ΩＭ．ｃｍ）．
１．２　 提取净化流程

猪肉基质样品来自国家动物源性残留监控抽样．由于猪肉基质中脂肪和蛋白质含量较高，根据待测物极性大小，对
样品提取净化．称取 ５．００ ｇ 样品，加入 １０ ｍＬ 乙腈，振荡 ５ ｍｉｎ，４５００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ；取出 ５ ｍＬ 上清液，加入 １０ ｍＬ 正

己烷，加入 １ ｇ 中性氧化铝粉末，振荡 ５ ｍｉｎ，４５００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ；取乙腈层（下层）过 ０．２２ μｍ ＮＹ 滤膜，高浓度加标稀

释到线性范围内，待分析．
１．３　 色谱条件与质谱条件

待测物通过 ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ Ｕｌｔｒａ 高效液相色谱系统分离．色谱柱：Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ８ 柱 （４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ），柱温

４０ ℃ ．流动相 Ａ：含有 ０．１％ 甲酸水溶液；流动相 Ｂ：乙腈溶液，梯度见下表 １．进样量为 ５ μＬ，洗脱总时间为 １０ ｍｉｎ，流动相

流速为 ０．８ ｍＬ·ｍｉｎ－１ ．
正、负离子模式 ＨＰＬＣ 洗脱程序：０ ｍｉｎ：９５％Ａ＋５％Ｂ；３ ｍｉｎ：９５％Ａ＋５％Ｂ；６ ｍｉｎ：１０％Ａ＋９０％Ｂ；８ ｍｉｎ：１０％Ａ＋９０％Ｂ；

８．１ ｍｉｎ：９５％Ａ＋５％Ｂ；１０ ｍｉｎ：９５％Ａ＋５％Ｂ．
质谱条件：采用正 ／负离子扫描，在多反应监控（ＭＲＭ）模式下对 ４ 种化合物进行定量分析．电喷雾电离源（ＥＳＩ）正 ／负

离子电离模式，喷雾电压分别为 ３．２ ｋＶ 和 ２．５ ｋＶ，鞘气流量 ２５ Ｌ·ｍｉｎ－１，辅助气流量 ５ Ｌ·ｍｉｎ－１，离子传输毛细管温度

３２０ ℃，喷雾器温度 ３００ ℃ ．扫描采用 ＳＲＭ 模式．特征碎片离子及碰撞能量见表 １．

表 １　 分析物 ＳＲＭ 模式定量和确证参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＳＲＭ ｍｏｄｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅｓ
ＲＴ ／ ｍｉｎ ＳＲＭ ＣＥ ／ Ｖ

肾上腺素 Ａｄｒｅｎａｌｉｎｅ ２．００ １８４．５ ／ １６６．０∗，１８４．５ ／ １０６．９ １１，２８

３，４⁃二羟基扁桃酸 ３，４⁃Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｍａｎｄｅｌｉｃ Ａｃｉｄ ２．５３ １８３．５ ／ １３６．８∗，１８３．５ ／ １３７．８ －１９，－２０

４⁃羟基⁃３⁃甲氧基⁃扁桃酸 Ｖａｎｉｌｌｙｌｍａｎｄｅｌｉｃ Ａｃｉｄ ３．４０ １９７．２ ／ １３６．８∗，１９７．２ ／ １３８．０ －２８，－１７

异丙嗪 Ｐｒｏｍｅｔｈａｚｉｎｅ ５．３８ ２８５．４ ／ ８５．９∗，２８５．４ ／ １９８．０ ２１，２７

　 　 ∗ 定量离子 ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）
２．１　 提取条件优化

提取液用量要与肾上腺素类物质的提取率相关联，向空白猪肉样中分别添加 ４ 种肾上腺素类物质肾上腺素，３，４－二
羟基扁桃酸，４－羟基－３－甲氧基扁桃酸及异丙嗪（２５、１００、５、０．１ μｇ·ｋｇ－１）进行添加回收实验，比较了提取液体积为

１０ ｍＬ，１０ ｍＬ × ２，１０ ｍＬ × ３ 时的信号相应值（以峰高计）．结果表明，当提取液体积为 １０ ｍＬ × ２ 和 １０ ｍＬ × ３ 时，４ 种待

测物峰形较好，信号稳定，本研究最终将提取液体积确定为 １０ ｍＬ × ２．
２．２　 净化条件优化

针对猪肉基质中含有的高含量油脂，同时兼顾到实验室大量、快速分析的需求，采用分散固相萃取技术．联合了正己

烷和中性氧化铝粉除油，通过测量氮吹充分后的残余油脂的精确质量值计算除油率，除油率（％）＝ （Ｍ０－ＭＸ） ／Ｍ０× １００，
其中 ＭＸ是指添加中性氧化铝粉末后的残余油脂质量值，Ｍ０是指未添加中性氧化铝粉末的残余油脂质量值．分别比较了

添加 ０．２、０．５、１．０、１．５、２．０ ｇ 中性氧化铝粉末，正己烷添加体积为 １０ ｍＬ 和 ２０ ｍＬ 的除油率情况．实验结果可知，当添加中

性氧化铝粉末 ０．２ ｇ 和 ０．５ ｇ 时，正己烷添加量 ２０ ｍＬ 的除油率明显高于 １０ ｍＬ．当中性氧化铝粉末不足时，正己烷除油占

主导，正己烷体积高时除油率越好；当添加中性氧化铝粉末大于 １．０ ｇ 时，油脂吸附充分，除油率保持稳定，正己烷添加量

对除油率差别影响很小．本研究最终确定正己烷添加体积 １０ ｍＬ 且添加中性氧化铝粉末 １．０ ｇ．
２．３　 仪器条件优化

分别采用色谱柱 Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ８ 柱 （４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）和色谱柱 Ｅｃｌｉｐｓｅ ＳＢ Ｃ８ 柱 （４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ），
在相同流动相条件下，除了保留时间的微小差异外，两种色谱柱均能很好地分离几种待测化合物．考虑到柱子本身的耐

酸性质，为了延长柱子的使用寿命，本实验最终采用 Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ８ 柱．
有机相选择乙腈，分别比较了水相中不添加助离子化试剂、加入 ０． １％ 甲酸、 加入 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵、同时加入
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０．１％ 甲酸和 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵的分析效果．结果表明，无论是在正离子模式还是负离子模式，含有 ０．１％甲酸的溶液均可

获得较好的色谱峰形、分离效果和质谱信号响应．本文最终采用含有 ０．１％ 甲酸水作为最终流动相 Ａ．
２．４　 加标回收结果分析

以测得峰面积为纵坐标，对应的标准溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线．结果表明，肾上腺素在 ５．０—１００ ｎｇ·ｍＬ－１，
３，４⁃二羟基扁桃酸在 ２０—４００ ｎｇ·ｍＬ－１，４⁃羟基⁃３⁃ 甲氧基扁桃酸在 １．０—２０ ｎｇ·ｍＬ－１及异丙嗪在 ０．０２—０．４ ｎｇ·ｍＬ－１浓度范

围内，呈现良好的线性关系，相关系数 ｒ２均大于 ０．９９９ 可以满足定量分析的要求．用基质提取液添加低水平的标准溶液

（２５、１００、５、０．１ μｇ·ｋｇ－１），获得每种待测物的提取离子色谱图均满足 Ｓ ／ Ｎ≥１０ 时的定量限（ＬＯＱ）．三水平浓度的加标回

收率在 ７８．３％—９２．５％范围，标准偏差在 １０％ 以内（表 ２）．

表 ２　 ４ 种肾上腺素类药物的添加浓度及其回收率范围的实验数据 （ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ， Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ４ ａｄｒｅｎａｌｉｎｅｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝ ６）

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

加标浓度

Ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌ ／ （μｇ·ｋｇ－１）
回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ ｒ２

２５ ７８．３ ９．８

肾上腺素 Ａｄｒｅｎａｌｉｎｅ ５０ ８８．９ ５．０ １．０００

１２５ ９２．５ ７．２

３，４⁃二羟基扁桃酸
１００ ７９．１ ４．９

３，４⁃Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｍａｎｄｅｌｉｃ ａｃｉｄ
２００ ８０．４ １０．０ ０．９９９０

５００ ８８．８ ８．５

４⁃羟基⁃３⁃甲氧基⁃扁桃酸
５．０ ７９．６ ９．９

Ｖａｎｉｌｌｙｌｍａｎｄｅｌｉｃ ａｃｉｄ
１０ ８９．９ ７．６ ０．９９９６

２５ ８５．７ ６．３

异丙嗪 Ｐｒｏｍｅｔｈａｚｉｎｅ ０．１ ８０．１ ９．７

０．２ ８９．７ ７．７ ０．９９９６

０．５ ９２．５ ８．２

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）
本研究建立了猪肉中肾上腺素及其代谢物 ３，４⁃二羟基扁桃酸、４⁃羟基⁃３⁃甲氧基⁃扁桃酸，以及基于“肾上腺素作用翻

转”机理同步添加的异丙嗪残留的 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 快速分析方法．目标物经乙腈提取后， 通过正己烷和中性氧化铝粉达到净

化的目的．在色谱分析时使用 Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ８ 柱 （４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）色谱柱对 ４ 种待测物进行分离， 得到了很好的

色谱峰形．该法操作简单， 重现性好， 分辨率高， 能同时对猪肉中肾上腺素类残留进行筛查及定性定量分析．




