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食物中毒样品中克伦特罗检测方法的比较

高燕红 　梁春穗 　鲁 　琳

(广东省疾病预防控制中心 ,广东 　广州 　510300)

摘 　要 :为测定食物中毒样品中克伦特罗含量 ,分别用瘦肉精快速检测卡、高效液相色谱法、气 -

质联用法 3 种方法测定猪肺汤、猪肺中克伦特罗残留量。用速测卡检测猪肺汤、猪肺均呈阳性 ;液

相法经光谱确认猪肺汤、猪肺均含克伦特罗 ,含量分别为 0165 mgΠkg、0159 mgΠkg ;气 - 质联用法确

证猪肺汤、猪肺中均含有克伦特罗 ,含量分别为 0147 mgΠkg、0123 mgΠkg。3 种方法各有特点 ,可分

别满足对食物中毒样品中克伦特罗检测的不同要求 ,同时也提示了今后在公共卫生应急事件理化

检测中应加强检测方法的研究。
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Study on determination method of clenbuterol in food poisoning specimens
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Abstract : The clenbuterol quick2measure card , HPLC and GC2MS method were used respectively to determine

clenbuterol in samples of pork lung and pork lung soup from a case of food poisoning. The results of

determination were positive on the quick2measure card. Confirmed by spectrometry , the results by HPLC were

also positive in pork lung soup and pork lung with contents 0165 mgΠkg and 0159 mgΠkg respectively , and

GC2MS method proved positive results as well . Each of the three methods has its specificity , and should be

selected for different demands of testing clenbuterol in food poisoning samples. It also shows that we should

strengthen the research on the methods of analytical examination in public health emergencies.
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　　目前国际上对盐酸克伦特罗的分析方法主要有

各种联用技术分析法、液相色谱法、免疫分析法、以

及薄层色谱法[1～4 ] 。我国从 1998 年香港首次因食用

猪内脏引起“瘦肉精”中毒事件后 ,卫生部、农业部等

部门组织开展盐酸克伦特罗等β2兴奋剂残留量检测

方法的研究 ,并制定相应的国标、部标[5 ,6 ] 。HPLC检

测方法、GC2MS 方法和免疫分析法各有特点及适用

范围 ,本文通过用 3 种方法检测一起“瘦肉精”食物

中毒样品 ,探讨 3 种方法的特点、关系以及今后在公

共卫生应急事件理化检测中如何选择检测方法。

2004 年 9 月 26 日广东省揭阳市部分市民因食

用猪肺汤引起食物中毒 , 出现心跳加快、血压升高、

四肢颤抖、头晕、呕吐、低热等临床症状 , 疑似“瘦

肉精”即盐酸克伦特罗引起的食物中毒 ,抽取酒店剩

余猪肺汤进行实验室理化检验。

1 　材料和方法

111 　仪器和材料

HP1100 高效液相色谱仪 (附二极管阵列检测

器) ;HP 5973 GCΠMS 气相色谱 - 质谱联用仪 (四极

杆) ;LC2WCX弱阳离子交换柱 (3 ml) ;“瘦肉精”快

速检测卡 ,中德大地公司出品 ,批号 : 40827 ; IKA
○R

IL ; TURRAX T18BASIC 匀 质 器、酸 度 计、R205

Rotavapar 减压旋转蒸发仪、Zymark 水浴氮气吹干仪、

针筒式微孔过滤膜 (0122 μm ,水相) 。

112 　试剂

除另有说明 ,试剂均为分析纯 ,水为蒸馏水。盐

酸克伦特罗 (Sigma 公司) 、甲醇 ( HPLC 级) 、乙腈 (色

谱纯) 、甲苯 (色谱纯) 、BSTFA(N ,O2双三甲基硅烷三氟

乙酰胺 , 美国 Supelco 公司) 、高氯酸溶液 (011 molΠL) 、

氢氧化钠溶液(1 molΠL) 、磷酸二氢钠缓冲液 (011 molΠL
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,pH = 610) 、乙酸乙酯、乙醇 +浓氨水(98 + 2) 。

克伦特罗标准溶液 　准确称取克伦特罗标准

品 ,用甲醇溶解配成浓度为 500 mgΠL 的标准储备

液 ,贮于冰箱中 ,使用时用甲醇稀释成 110 mgΠL 的

克伦特罗标准使用液。

113 　方法

11311 　速测卡法 　将猪肺汤装入离心管中 ,15 000

rΠmin 离心 5 min , 将检测卡平放于台面 ,取上清液 1

滴 (约 20～30 μl) 滴加到瘦肉精快速检测卡的加样

孔中 ,30 s 后再加入展开液 2～3 滴 (约 60～80 μl) 。

反应 10 min 后 ,展开区出现紫色条带为阴性结果 ,

无条带者为阳性结果。

11312 高效液相色谱法及气相色谱 - 质谱法测定

提取和净化 　猪肺 :用匀浆机将猪肺匀浆后 ,称

取 10 g (精确到 01001 g) , 转移于磨口玻璃离心管

中 ,加入 20 ml 高氯酸溶液 ,水浴超声 20 min 后于

80 ℃水浴中加热 30 min。取出冷却后离心 (4 500 rΠ
min) 15 min。倾出上清液 ,沉淀用 5 ml 高氯酸溶液

洗涤 ,再离心 ,合并上清液 ,按国标[5 ]从“用氢氧化钠

溶液调 pH值至 915 ±011”起开始操作。猪肺汤 :称

取猪肺汤 10 g(精确到 01001 g) ,参考国标[5 ]
,从“用

氢氧化钠溶液调 pH值至 915 ±011”起开始操作。

高效液相色谱条件 　ZOBAX SB C18 色谱柱、二

极管阵列检测器 ,流动相 :乙腈 + 0102 molΠL醋酸铵

(pH = 618) = 30 + 70 ;进样量 : 20100 μl ;流速 : 110

mlΠmin ;检测波长 :243 nm ;柱温 :30 ℃。

气相色谱 - 质谱条件 　色谱柱 :DB25MS 30 m

×0125 mm ×215 μm。不分流进样 ,进样口温度 :

230 ℃;载气流速 :1 mlΠmin ;进样量 :110 μl ; 柱温程

序 : 70 ℃保持 1 min ,以 18 ℃Πmin 速度升至 200 ℃,

以 5 ℃Πmin 的速度升至 245 ℃, 以 25 ℃Πmin 升至

280 ℃并保持 2 min。质谱 : EI 离子源 ,电子能量 70

eV ;接口温度 :280 ℃;电子倍增器电压 :1 576 V。溶

剂延迟 :4 min。

高效液相色谱法测定 　于净化、吹干的试样残

渣中加入 500 μl 流动相 ,充分振摇、溶解残渣 ,溶液

过 0122 μm 滤膜 ,滤液上机。吸取 20 μl 标准溶液

及试样液注入液相色谱仪 ,以保留时间和光谱定性 ,

以峰面积定量。

气相色谱 - 质谱法测定 　于净化、吹干的试样

残渣中加入 500 μl 甲醇 ,氮气浓缩至干 ,迅速加入

100 μl 衍生剂 BSTFA ,盖紧塞子 ,涡旋混匀 1 min ,置

于 75 ℃恒温加热衍生 90 min。衍生反应完成后取

出凉至室温并混匀 30 s ,以氮气浓缩至干。加入

200 μl 甲苯 ,充分混匀 ,在气质联用仪进样。同时用

克伦特罗标准使用液做系列同步衍生。

吸取 1 μl 衍生的试样液或标准液注入气质联

用仪中 ,以试样峰 (mΠz 86、187、243、262、277) 各选择

离子与基峰的相对强度与标准相应选择离子相对强

度确定阳性试样。要求试样峰的各选择离子相对强

度 (与基峰的比例) 不超过标准相应选择离子相对

强度平均值的 3 倍标准差。以试样峰 (mΠz 86) 峰面

积定量。

2 　结果

211 　速测卡测定结果 　瘦肉精快速检测卡反应 10

min 后 ,展开区无条带者出现 ,说明猪肺汤、猪肺中

克伦特罗均呈阳性。速测卡测定的条带图见图 1。

图 1 　速测卡测定条带图

212 　高效液相测定结果 　经光谱确认猪肺汤和猪

肺中均含有克伦特罗 ,两者的含量分别是 0165

mgΠkg、0159 mgΠkg ,标准品和猪肺汤色谱见图 2 ,标

准品和猪肺汤目标物的光谱见图 3。

a1 克伦特罗标准品溶液　b1 猪肺汤

图 2 　高效液相色谱图 (RT:141168)

213 　气相色谱 - 质谱测定结果 　从猪肺汤和猪肺

的离子碎片峰中可以看出 ,主要的离子碎片为 86、

187 ,243 ,262 ,277 ,而克伦特罗的标准谱图的碎片离
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a1 克伦特罗标准品溶液　b1 猪肺汤

图 3 　克伦特罗光谱图 (λ1 = 243 nmλ2 = 300 nm)

子主要为 86 ,187 ,243 ,262 ,277 ;比较样品峰各选择

离子与基峰的相对强度与标准相应选择离子相对强

度 ,样品峰的各选择离子相对强度都不超过标准相

应选择离子相对强度平均值的 3 倍标准差 ;谱库检

索的匹配度也很高 ,因此可以确定猪肺汤和猪肺中

均含有克伦特罗。选择 86 为定量离子 ,猪肺汤和猪

肺的含量分别是 0147 mgΠkg 和 0123 mgΠkg。标准品

和猪肺汤衍生物的总离子流图见图 4 ,对应的碎片

峰离子强度见图 5。

3 　讨论

311 　综合上述实验结果 ,速测卡检测猪肺汤、猪肺 ,

均呈阳性 ;液相法经光谱确认猪肺汤、猪肺均含克伦

特罗 ,含量分别为 0165 mgΠkg、0159 mgΠkg ;气 - 质联

　　

a1 克伦特罗标准品 (375 ngΠ200 μL) 　b1 猪肺汤

图 4 　经 BSTFA 衍生的总离子流图 (RT:11107min)

a1 克伦特罗标准品 (mΠz 86 ,187 ,243 ,262 ,277) 　b1 猪肺汤 (mΠz 86 ,187 ,243 ,262 ,277)

图 5 　衍生物的 SIM质谱图

用法确证猪肺汤、猪肺中均含有克伦特罗 ,含量分别

为 0147 mgΠkg、0123 mgΠkg。气 - 质联用法检测的猪

肺汤、猪肺中的克伦特罗结果比高效液相色谱法的

检出结果低。主要原因是气 - 质联用法比液相色谱

法多了衍生化的步骤 ,包括挥干乙醇 + 氨、加入

BSTFA衍生剂衍生、再挥干衍生剂、定容等过程。首

先 ,如果乙醇 + 氨挥干不彻底 ,含羟基的乙醇将会同

克伦特罗竞争与 BSTFA 衍生 ;还有在用气密针加入

BSTFA衍生剂时 ,如果动作不迅速 ,会引入水分影响

衍生的质量 ,在天气潮湿的南方城市影响尤其明显 ;

此外 ,衍生条件的控制、挥干乙醇 + 氨或衍生剂过程

中可能也带走少量目标物等 ,都会造成目标物损失、

衍生不彻底 ,从而直接影响方法的回收率和灵敏度。

312 　速测卡应用胶体金技术 ,具有简捷、快速、省

时、费用低等特点 ,适用于检测大量样品时的初筛 ,

样本渗出液的检出限为 3ngΠml。但会出现假阳性结

果 ,须通过仪器法确证。

HPLC 法前提取步骤少、回收率较高 ,通过二极

管阵列检测器进行半定性 ,并准确定量 ,由于高效液

相色谱仪比较普及 ,因此 HPLC 法容易推广 ,是基层
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单位检测中毒样品的主要手段之一。

气 - 质联用法在克伦特罗残留检测方面具有独

特的优点 ,灵敏度高 ,可以准确地对克伦特罗进行定

性和定量分析 ,对免疫分析法初步检测得到的阳性

试样可以进一步进行确认。但由于受到仪器条件等

各方面限制 ,且其操作步骤复杂 ,目前该方法在基层

单位中应用还有一定困难 ,随着各级疾病预防控制

中心设备不断改进 ,今后可望得到普及。

313 　类似测定食物中毒样品中克伦特罗含量出现

的不同方法回收率有差异、得出不同的测定结果 ,报

告结果的差异将直接影响公共卫生应急事件的处

理。另外 ,公共卫生应急事件每次发生比较突然 ,通

常国内还没有制定出相应的国标或行标 ,提示了今

后在公共卫生应急事件理化检测中应加强检测方法

的研究和统一。
[参加本次中毒样品检测的还有梁旭霞、吴西梅、李敏、

李少霞 ,特此致谢 !]
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甚至可使用定性计划来评价一批产品中微生物的平均浓度。在进行微生物危险性管理时 ,采用这种微生物

的采样方案可以对食品的安全目标进行评价 (FSO) 。

Russ Flowers 　博士 美国 Silliker 公司

目前许多由企业和政府部门制定的限量值 ,缺少作为一个完整的微生物标准的必要组成部分。规定食

品中的某些病原菌的限量值为零是很平常的事情 ,如沙门菌 ,但实际上并没有可行的采样方法和检测手段

确保食品不含有该病原菌。另一个普遍存在的问题是设定的限量标准没有规定采样计划和检测方法。此

外定义的指标并不适应实际情况 ,主要是在确定指标时 ,不十分清楚食品中靶微生物的分布情况和状态。

使用单个样本来确定已建立的微生物限量值是否恰当也是问题 ,这样做结果的可信度非常低。使用单

个样本时 ,只有得出不适用标准的结果才是有价值的信息。当结果不能满足标准时 ,食品企业通常会重新

取样 ,如果这次的结果和标准一致 ,食品企业就会推断前面的检测结果是错误的。

Jianghong Meng 　食品安全先进技术 现况及未来应用

在过去的 10 年中 ,建立了许多用于微生物病原菌的检测以及特征描述的新方法 : PCR、脉冲场凝胶电泳

(PFGE鉴定几种食源性病原菌亚型的标准方法) 、等温 DNA 扩增、生物传感器、多位点可变数目衔接重复分

析 (MLVA) 、表型微阵列、DNA 微阵列。

2005 年应读者和形势的要求我们开展了继续教育刊授工作。由于许多读者是收到第一期后才得知这

一信息的 ,怕时间已晚报名来不及 ,电话询问的很多。借导读我们再说明 :只要是在 2005 年 6 月 31 日以前 ,

什么时间报名都可以。报名费 100 元 (10 人以上 9 折 ,西部及国家级贫困县 7 折) ,教材 78 元 ,需要挂号邮寄

的另加挂号费 18 元。提醒一点 ,答题只能在教材上做 ,复印无效。

许多省市的编委、热心的作者对我们的继续教育工作给予了大力的支持 ,在此表示深深的谢意。

有部分学员对学习内容提出了一些要求 ,我们非常欢迎。一方面可以帮助我们在本次继续教育中不断

调整、充实教学内容 ,另一方面也会对我们今后的工作有所帮助。
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