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动物源性食品及生物材料中克伦特罗测定方法的研究进展
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摘 　要 :克伦特罗是一种非法的饲料药物添加剂 ,含有其残留的食品可引起食物中毒。为给我国

检测食品中盐酸克伦特罗提供借鉴 ,从样品提取、净化、检测方法及其测定的发展趋势等方面综述

了国内外文献中动物性食品及生物材料中的克伦特罗残留测定方法。
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　　盐酸克伦特罗 ,为强效选择性β2 - 受体激动

剂 ,由于添加到饲料中 ,可促进动物生长 ,改善脂肪

分配 ,增加瘦肉率 ,曾经被错误地引入并推广 ,俗称

为“瘦肉精”。由于“瘦肉精”在国内外引起中毒事件

的不断发生 ,各国政府纷纷禁止使用 ,我国农业部、

卫生部和国家药物管理局联合发文严禁在动物饲料

和饮水中添加克伦特罗。卫生部为预防中毒事件的

发生 ,加强市场监督检验力度 ,对畜禽产品中的克伦

特罗残留开展监测 ,需要与之配套的方法。

克伦特罗残留量的测定始于 20 世纪 80 年代 ,

发展了免疫分析技术和以高效液相色谱、薄层液相

色谱为主的定量技术 ;20 世纪 90 年代研究进展很

快 ,相继产生了大量的分析方法和检测技术 ,包括气

质联机和液质联机定量与确证技术。本文对其作概

要综述。

1 　提取

测定克伦特罗的试样基质主要有肝脏、肌肉、尿

液、血液、粪便、毛发、视网膜等。尿液、血液试样先

进行离心 ,取上清液进行提取。肝脏、肌肉等固体试

样先匀浆后再提取。比较具有代表性的初提步骤如

下 :剪碎的肝脏等试样用稀酸匀浆 ,经水浴超声、高

温水浴加热、离心 ,调上清液 pH 至碱性 ,进一步沉

淀蛋白 ,经离心后 ,进行后续提取和净化。提取方法

主要有液 - 液萃取、膜分离、基质固相分散技术和超

临界流体萃取技术。

1. 1 　液 - 液萃取 (liquid2liquid extraction)

在克伦特罗残留量测定的分析方法中 ,液 - 液

萃取是一种常用的提取手段。作为传统提取方法的

液 - 液萃取 ,对实验条件和实验仪器要求不高 ,缺点

是会耗费大量的有机溶剂 ,毒性大且会产生大量的

有机废液。常用的萃取溶剂有 :乙酸乙酯∶异丙醇 (3

∶2) ,[1 ,2 ]异辛烷∶二氯甲烷 (2∶1) ,[3 ] 乙醚 ,[4 ] 乙醚∶二

丁醇 (9∶1) ,
[5 ] 正己烷∶正丁基甲酯 (9915∶015) 。[6 ] 其

中以乙酸乙酯∶异丙醇 (3∶2)使用最多 ,而且毒性小。

112 　基质固相分散技术 (matrix solid phase disper2
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sion ,MSPD) 和固相萃取技术 ( solid phase extraction ,

SPE)

由于传统方法对组织试样的分析需包含匀浆、

萃取、净化、富集等步骤 ,操作过程繁琐 ,耗时耗力 ,

Long 等[7 ]首先使用 MSPD 技术克服上述缺点 ,使试

样初提、液液萃取、富集过程同时完成。Horne
[8 ] 等

采用此项技术对牛肝试样进行提取 ,使传统操作过

程得到简化。这种新的分离提取技术首先将组织试

样与吸附剂 (如 C18 键合硅胶颗粒) 均匀混合后填

柱 ,用不同的溶剂对杂质和目标物分别进行洗脱。

对于液体试样可以直接采用 SPE 技术 ,有关内容将

在净化中介绍。

113 　超临界流体萃取 (SFE)

SFE技术因其特殊的物化性和萃取效率高、传

质快等优点 ,应用越来越广泛。尤其是采用 CO2 的

SFE技术具有无毒、无害、无残留、无污染、惰性环

保、可避免产物氧化和萃取温度低等优点 ,更适合食

品行业对脂溶性、高沸点、热敏性物质和生物活性物

质的分离提取。对于极性化合物 ,适当加入少量极

性溶剂能够大大提高萃取效率。O’keeffe 等[9 ,10 ] 采

用此技术对牛肝中克伦特罗和其他β- 兴奋剂进行

提取 ,在流体中加入了甲醇作为修饰剂 ,以减低克伦

特罗的极性、提高萃取效率。这些提取物不需其他

净化步骤即可旋转蒸干与复溶测定。

114 　双相渗析膜分离技术

双相渗析膜分离技术是一种半透膜分离技术 ,

适用于分子量较小化合物的分离及提取。Gonzalez

和 Fente
[11 ,12 ]利用此技术对动物肝脏及毛发进行分

离提取 ,无需液液提取及净化步骤 ,具有操作简便、

节省时间和费用低、提取效率高等优点。肝脏试样 ,

克伦特罗加标水平在 2 ng/ g 时 ,以气质联机法测定

的回收率达 9913 %。[12 ]

2 　净化

211 　固相萃取技术 (SPE)

在克伦特罗分析的净化步骤中 ,固相萃取技术

应用最广泛 ,在分析过程中采用不同的固相萃取柱

来实现净化目的。能用于克伦特罗净化的商品化固

相萃取柱包括 :Varian 的 Bond Elut
[13～15 ] 和 Chem Elut

1020 CE (50 mL) [16～18 ] 、Merke 的 Extrelut
TM 、[19 ]

Baker

的 C18 硅胶颗粒装填柱[20 ] 和 Bakerbond SPE 中性氧

化铝萃取柱 ( 6 mL ) 、[21 ] 英国 IST 强阳离子交换

(SCX) 固相萃取柱[14 ,22 ] 和 Technical Stockport 的

Xtrackt 混合固相萃取柱、[1 ,2 ]分子印记高分子固相萃

取柱 (MISPE) ,[23 ]阳离子交换树脂柱 (SCX) ,[24 ] 弱阳

离子交换 (WCX) 固相萃取柱。[15 ] 而以 18 碳羧酸键

合弱阳离子交换固相萃取柱兼有 C18 和弱阳离子交

换的特性 ,已经成为欧盟监控方法的重要净化手段。

这些 SPE柱的洗脱剂一般为 2 %～3 %的氨 :甲醇或

氨 :乙醇溶液。为加强净化效果 ,还可将不同的固相

萃取柱串联使用 ,如 ,Leyssens 等[21 ] 将中性氧化铝柱

和 Bond EIut 固相萃取柱串联使用 ,采用气质联机法

测定牛尿和牛肝中的β2 - 受体激动剂 ,检测限在

015～5 ng/ g 之间。Philippe 等[32 ]将 Bond Elut C18 柱

与阳离子交换柱联合使用分离牛肉和猪肝中的克伦

特罗 ,当加标水平为 014 ng/ g 时 ,回收率为 63 % ±

7 %。

212 　免疫亲合色谱技术 ( Immuno2Affinity Chromatog2
raphy ,IAC)

IAC技术是基于抗原 - 抗体反应原理 ,其最大

的优点是具有良好的特异性 ,已应用于克伦特罗残

留分析 ,目前国外已有商品化的 IAC 柱。这种小柱

是将能与目标分析物结合的抗体事先固化在柱体

上 ,经处理的试样上柱后 ,克伦特罗与抗体结合保留

在柱上 ,再经适当的溶剂进行洗脱 ,达到较好的净化

效果。如果将 SPE 与 IAC 结合作为克伦特罗残留

的提取和净化手段 ,可极大地减少杂质干扰。Law2
rence 和 Menard

[25 ]用弱阳离子交换柱与 IAC 柱相结

合的净化技术对牛肉和牛肝中的克伦特罗残留进行

了测定 ,最终用 80 :20 的甲醇水溶液从 IAC 柱上洗

脱克伦特罗。牛肝和牛肉中的加标水平为 2 ngΠg 和

5 ng/ g ,采用高效液相色谱法紫外检测 ,回收率分别

为 63 % ±11 %和 70 % ±5 %。van Ginkei 等[19 ] 也将

SPE与 IAC相结合作为净化技术对动物饲料、动物

肝脏、动物尿液进行了测定 ,得到了令人满意的测定

结果。IAC 净化技术也成为欧盟的监控方法的重要

净化手段。但由于目前国内市场上还没有此类商

品 ,需要使用进口材料 ,使实验成本提高 ,在国内普

及 ,有待于国内实验室技术的开发与商品化。

3 　测定

用于克伦特罗的分析测定方法有气质联用法

( GC2MC) 。液质联用法 (LC2MS) 、液相色谱法 (LC) 、

免疫分析法及其它一些分析技术。

311 　免疫分析法

用免疫分析法测定生物样品中的包括克伦特罗

在内的β- 受体激动剂近年来发展极快。作为一种

筛选方法 ,免疫分析法具有快速灵敏准确等特点 ,但

对于定量和确证还要采用其它分析方法。免疫分析

法主要包括酶联免疫法、放射免疫法和化学发光酶

免疫法。

酶联免疫法 ( ELISA) 是免疫分析技术中最常见
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的分析方法。McConnell 等人[15 ] 采用酶联免疫法对

1 005 份包括肝脏、肾脏、肌肉在内的组织样品进行

了筛选实验。由于组织试样的前处理采用了 IAC分

离技术 ,因此假阳性率极低。经过复核测定 ,仅有 4

份假阳性 ,假阳性率为 014 %。其中检出的阴性样

品有 982 份 ,阳性①样品 23 份。对 23 份阳性样品用

气质联用进行了定量测定。Eleonora Petruzzlli 等

人[26 ]用自行制备的单克隆抗体试剂盒对人和马的

尿液进行了测定 , 结果良好。此外 , 酶免疫法

( EIA) 、[9 ,10 ,20 ,27 ]化学发光酶免疫法、[4 ] 荧光酶免疫

法[28 ]等也在克伦特罗检测中得到应用。

①　015 ngΠg 为欧盟对肝脏中的克伦特罗残留限量标准。

　　放射免疫法 (RIA) 也是免疫分析技术中比较常

见的分析方法之一。Collins 等[2 ] 对牛肝和牛尿进行

了测定 ,试样前处理采用液 - 液萃取和 XtracT 固相

萃取柱 ,检测限分别为 0146 ng/ g 和 0113 pgΠL。

312 　气质联用法 ( GC2MS)和液质联用法 (HPLC2MS)

GC2MS 是克伦特罗等β- 兴奋剂测定中最常用

的定量和确证方法。[11 ,14 ,18 ,21 ,22 ,24 ,29 ] 由于克伦特罗不

易气化 ,提取、净化处理后的试样需要进行衍生化才

能在气相色谱中进行测定。常用的衍生化试剂有 N

- 甲基 - N - 三甲基硅烷基 - 三氟乙酰胺 (MST2
FA) [24 ] 和 N ,O - 双 (三甲基硅烷基) - 三氟乙酰胺
(BSTFA) [18 ] 。Damasceno 等[29 ]用 GC - MS 对β- 激动

剂的衍生化效率进行研究 ,发现尽管二者对衍生化

时间基本一致 ,但 BSTFA 对目标测定物的硅烷化能

力较 MSTFA 低。

Whattes 等[24 ] 采用 GC - MS 测定牛尿中克伦特

罗残留 ,以 MSTFA 为衍生化试剂 ,采用长度较短的

毛细管柱 (BP5 ,1215 m ×0122 mm) 和选择离子监测

(SIM)模式 ,得到的检出限为 0107 pgΠL ;在加标水平

为 1 ng/ g 和 012 ngΠg 时 ,回收率为 100 %。Ley2
ssens

[21 ]用 GC - MS 法对牛尿和牛肝中的β2 - 激动剂

进行了测定 ,测定限在 015～5 ng/ g 之间。如果采

用负离子化学离子化 (NCI)技术 ,配合氘代稳定性同

位素稀释技术 ,其灵敏度将会得到更大的提高。

HPLC - MS 也在克伦特罗残留的测定中逐步得

到应用。由于其不需要进行衍生化就可直接分析 ,

操作步骤相对简单。串联质谱 ( HPLC - MSΠMS) 技

术更加提高了特异性 :与 GC - MS 相比 ,HPLC - MS/

MS 法具有更高的灵敏度 ,因此净化手段也变得相对

简单。Guy 等[14 ] 采用电喷雾离子化 ( ESI) 技术对肉

类和肝脏样品进行 HPLC - MS/ MS 测定 ,检测限分

别为 10 ngΠkg 和 15 ng/ kg。但 LC - MS/ MS 仪器价

格昂贵、运行费用较高 ,目前克伦特罗残留分析尚没

有广泛应用这一技术。

313 　高效液相色谱法 (HPLC)

HPLC也是克伦特罗残留量测定的一种常用定

量分析方法。与 GC - MS 相比 ,其灵敏度较低 ,在应

用方面也相应受到限制。测定克伦特罗的 HPLC 方

法中文献报道最多的是采用紫外检测器 (UV) ,如

Lawrence
[25 ]采用此法进行牛肝和肌肉的测定 ,提取

液先后经弱、阳离子交换柱 (WCX - SPE) 和 IAC 净

化浓缩后 ,以流动相为甲醇 :10 m molΠL 乙酸 - 乙酸

铵 (30 + 70) 缓冲液 (pH416) 复溶后 ,用 HPLC 于 245

nm 处检测。牛肝和鸡肉中的 2 ng/ g 和 5 ng/ g 水平

的添加回收率为 53 %～74 % ,平均 63 %。

克伦特罗具有电化学活性 ,可在电极上发生氧

化反应 ,采用电化学检测器 ( EC) 检测以提高灵敏

度。Diquet
[28 ]以电流检测方式测定鼠血清中克伦特

罗含量 ,检测限为 3 pg/ L。克伦特罗可在电极上发

生吸附 ,采用脉冲方式可减轻吸附 ,试样测定达到一

定数量后 ,可采用相对于峰电压的负电压清洗 15

min。Lin[4 ]采用此脉冲方式测定视网膜组织中蓄积

的克伦特罗 ,检测限为 5 pgΠL。Hooijerink 等[30 ] 还将

UV 与 EC 串联检测牛尿中克伦特罗含量 ,UV244

nm ,EC峰电位为 + 1125 V ,克伦特罗检测限为 015

pg/ L ,加标水平在 10 pg/ L 的回收率为 7919 %。

尽管在测定克伦特罗的灵敏度上 HPLC - EC 较

HPLC - UV 高 ,但无论是在恒电位还是在脉冲方式

上 ,克伦特罗均会在电极表面有一定程度的吸附 ,会

使结果的重复性降低。EC 的电极吸附问题仍有待

解决 ,这就限制了 HPLC - EC 法在克伦特罗实际测

定工作中的应用。

314 　其他检测方法

Qureshi 等[5 ]发现克伦特罗在碳糊电极和玻碳

电极表面有不可逆氧化波产生 ,可直接采用电化学

方法进行测定。Moane 等[1 ] 采用的电极为 Nafion 修

饰的碳糊电极 ,以微分脉冲伏安法进行研究。发现

在高电位时克伦特罗在电极表面发生不可逆氧化反

应 ,而在低电位时发生的是准可逆氧化还原反应。

通过实验选择酸性介质中峰电位为 + 0142 V ,用克

伦特罗的氧化波进行定性和定量 ,牛尿中克伦特罗

的最低检出限为 1102 ×10 - 9 molΠL。

毛细管电泳 (CE) 技术具有高分离效率 ,小进样

量 ,分析速度快和低试剂耗费等优点 ,也在克伦特罗

残留的测定中得到应用。Gausepohl 等[6 ] 用 CE - UV

方法测定了克伦特罗服药者的尿液。Toussaint 等[31 ]

采用等速毛细管区带电泳紫外检测器 ( ITP - CIE -

UV)对克伦特罗进行了测定。由于电化学系统仪器

和毛细管电泳仪均不是一般实验室常备检测仪器 ,

因此在对大量样品中克伦特罗残留测定方面应用并
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不十分广泛。

4 　结语

在对克伦特罗等β - 兴奋剂的分析检测工作

中 ,试样前处理方法至关重要。我实验室采用的试

样前处理方法采用 1 中的具有代表性的初提步骤 ,

然后用异丙醇 :乙酸乙酯 (40 :60) 对提取液进行萃

取 ,萃取液经浓缩定容后以酶联免疫法进行筛选实

验。大于 015 ng/ g 的试样经 SupelcoTM LC - WCX

SPE柱分离克伦特罗后采用气质联机法[33 ,34 ] 进行确

证实验。不断出现的各种用途的固相萃取柱 ,可满

足不同分析的要求。免疫亲合柱由于其良好的特异

性 ,将成为分析工作的发展方向。而一些新的提取

技术 ,如超临界流体萃取 (SFE) 、双相渗析膜分离技

术、基质固相分散技术等在试样前处理中的应用也

日益增多。作为筛选方法的免疫分析方法在快速检

测和现场检测方面将发挥巨大优势。随着 GC - MS

技术更加成熟和发展 ,GC - MS 已成为克伦特罗等β

- 激动剂定量和确证的常规分析方法 ,质谱定量和

确证将从低分辨质谱向高分辨质谱发展 ,将从一级

质谱向串联质谱方向发展。目前已经形成了一套兽

药残留的监控检测技术 ,包括 ELISA 筛选 , HPLC 或

GC - MS、HPLC - MS 定量 ,GC - MS 或 HPLC - MS/ MS

确证。伴随着克伦特罗在国内外的禁用和监控的加

强 ,利益的驱使将可能出现其他β- 激动剂 ,如沙丁

胺醇等在动物饲料和饮水中非法添加 ,因此 ,除单组

分残留测定方法外 ,多组分残留测定方法的建立也

是重要的发展方向。
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