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Abstract: Purpose: A study of the stability of CL in pig urine samples under different time and temperature is reported. 
Method: The piglets with were administered CL at a rate of 1.5 mg/kg of feed for 35 days. Urine samples were spiked 
with ractopamine at the last day of administration and immediately stored at room temperature, 4˚C and frozen. CL was 
quantified by using UPLC-MS/MS on days 0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 after sample collection. Result: There was no obvious 
change of the concentration of Clenbuterol in 7 days of changed storage conditions; however, the sense of samples at 
room temperature changed a lot. The changes have interference to the test. Conclusion: The room temperature storage 
is not recommended. 
 

Keywords: Clenbuterol; Pig Urine; Storage Condition; UPLC-MS/MS 

不同贮藏时间及温度下猪尿中克伦特罗残留浓度变化的研究* 

王树峰 1#，黄秋实 1，管恩平 1，陈  军 2，张  倩 1，高建国 3 

1黄岛出入境检验检疫局，青岛 
2山东龙大集团，烟台 
3青岛出入境检验检疫局，青岛 
Email: #huangqiushi1002@163.com 
 
收稿日期：2013 年 5 月 13 日；修回日期：2013 年 5 月 23 日；录用日期：2013 年 6 月 10 日 
 

摘  要：目的：研究猪尿液中克伦特罗浓度在不同温度下贮藏不同时间后残留浓度的变化。方法：实验猪以含

1.5 mg/kg 盐酸克伦特罗的饲料饲喂 35 天，收集停药第 0 天的尿液在室温、冷藏和冷冻条件下立即贮藏。在贮

藏的 0、1、2、3、4、5、6 d 后分别用超高效液相色谱串联质谱(UPLC-MS/MS)对样品中的克伦特罗进行定量检

测。结果：贮藏 7 天内，室温、冷藏和冷冻三种贮藏条件对尿液中克伦特罗残留浓度没有显著影响，但是常温

贮藏样品感官变化大，对检测有一定干扰。结论：不建议常温存放。 

 

关键词：克伦特罗；猪尿；保藏条件；超高效液相色谱串联质谱 

1. 引言 

盐酸克伦特罗(Clenbuterol, CL)是一种 β-兴奋剂， 

商品名称为克喘素、氨哮素等，俗称瘦肉精。作为药

物，可以选择性作用于肾上腺 β2 受体，松弛气管平

滑肌，增加肺活量，降低气道阻力，增加支气管纤毛

运动和促进痰液排除，常用于治疗哮喘、肺气肿等呼 
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吸系统疾病[1]。当使用剂量达到治疗剂量的 5~10 倍，

能激动脂肪组织的 β-肾上腺素受体，改变营养物质的

代谢途径，促进动物肌肉，特别是骨骼肌中蛋白质的

合成，抑制脂肪的合成和积累，使生长速度加快，瘦

肉相对增加[2]。该物质在动物体内肠道吸收快，作用

时间长，尤其是在动物肺脏、肝脏等器官有较高残留，

人食用了含有“瘦肉精”的猪肉、内脏，轻者可使健

康人肌肉发生震颤，心慌，恶心呕吐，头痛等；重者

可使人突然昏迷，抽搐，特别是对患有高血压、心脏

病、甲亢和前列腺肥大等疾病的人危害更大，严重时

能致人猝死[3]。由于克伦特罗不属于蛋白质激素，性

质稳定，加热到 172℃时才能够分解，一般加热方法

不能将其破坏，因此克伦特罗具有较强的危害性。鉴

于其危害性，世界各国及我国农业部早已明令禁止以

能量分配为目的在动物饲养中使用盐酸克伦特罗。但

是自 1998 年以来，我国相继发生至少 19 起较大规模

的瘦肉精中毒事件，中毒人数达 4000 多人。2009 年，

日本通报从我国出口的熟制猪、牛肉制品检出 39 批

次“瘦肉精”(克伦特罗)残留，不仅造成了巨额的经

济损失，也对我国的出口肉类产品质量安全声誉造成

了不良影响。2011 年央视在“3·15”消费者权益日播

出了一期《“健美猪”真相》的特别节目，一时间瘦

肉精事件受到高度关注。在国家对“瘦肉精”严厉打

击的情况下，“瘦肉精”残留导致的肉类食品安全问

题仍然存在，利用快速检测方法对尿液进行检测方

便、快捷、经济是目前我国畜牧兽医监管部门对克伦

特罗的重要监管手段，但是尿样样品贮藏过程中其残

留浓度是否随贮藏条件不同发生变化尚没有相关报

道研究。 

基层的畜牧兽医监管中对克伦特罗的监管最常

使用尿液样本作为监控的手段，通过本实验数据所得

结论，为克伦特罗的日常监管检测提供理论依据，指

导对猪尿样品采样及留存过程。 

目前，克伦特罗的常用检测方法有酶联免疫吸附

法[4,5]、气相色谱–质谱法[6,7]和液相色谱–质谱法[8,9]。

酶联免疫吸附法简便、快速、成本较低，但其检测限

较低，且假阳性率较高；气相色谱–质谱法具有更高

的敏感度，克伦特罗分子极性较大需衍生化，前处理

环节复杂；液相色谱–质谱法有优越的分离能力和定

性能力，不需衍生化，是有效和常用的分析方法之一。 

2. 材料和方法 

2.1. 仪器与试剂 

超高效液相质谱联用仪(Aglent1290 + 6490 美国

安捷伦公司)；超声波清洗机(昆山市超声仪器有限公

司)；低速冷冻离心机(长沙湘仪离心机仪器有限公司)；

食品加工机(飞利浦)；真空过柱装置(安捷伦公司)；电

热恒温水浴锅(金坛市新航仪器厂)；漩涡混和器(上海

精科实业有限公司)；微量移液器(100 μL、1000 μL)；

旋转蒸发仪(东京理化)；Oasis MCX 阳离子交换柱。 

盐酸克伦特罗标准品(Sigma)；盐酸克伦特罗-D9

内标(Dr. Ehrenstorfer GmbH)；β-葡萄糖醛酐霉/芳基硫

酸酯酶；氯化钠(分析纯，科密欧)；乙酸乙酯(分析纯，

Merck)；异丙醇(分析纯，科密欧)；甲醇(色谱纯，

Merck)；甲酸(色谱纯，天津市光复精细化工研究所)；

乙腈(色谱纯，Merck)；无水硫酸钠(分析纯，科密欧)；

氢氧化钠(分析纯，科密欧)；氨水；高氯酸。 

2.2. 标准溶液的制备 

准确称取 7.54 mg 盐酸克伦特罗标准品于 100 ml

容量瓶中，用甲醇溶解并定容，配置浓度为 71.6 mg/L

的储备液，于−18℃条件下贮藏。 

标准工作液：取上述储备液用甲醇稀释至适当浓

度的标准工作液备用。 

0.2 mol/L 乙酸钠缓冲液：称取 13.6 g 乙酸钠，溶

解于 500 ml 水中，用适量乙酸调节 pH 至 5.2。 

2.3. 阳性尿液采集 

3 月龄，体重约 50 kg 的三元猪作为实验猪只，

按每公斤饲料添加 1.5 mg 盐酸克伦特罗的剂量添加

到饲料中，自由采食，连续饲喂 35 天后，换无盐酸

克伦特罗的普通饲料喂养。 

分别取五只实验猪只停药第 0 天的尿样，按常温

(25℃~28℃)、冷藏(0℃~4℃)、冷冻(−10℃)三种储存

条件分别储存 7 天，每天检测各储存条件下尿样中克

伦特罗的残留浓度。 

2.4. 样品前处理 

采用 GB/T 22286-2008 进行检测。 

2.4.1. 提取 

用移液器移取 1.0 ml 尿液于 50 ml 离心管中，加 
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入 8 ml pH 5.2 的乙酸钠缓冲液，充分混匀，再加 50 μL 

β-葡萄糖醛酐酶/芳基硫酸酯酶，混匀后 37℃水浴水解

12 h。 

加入 0.5 ml 克伦特罗-D9 浓度为 100 μg/L 的工作

液，加盖涡旋混合 15 min，离心 10 min (5000 r/min)，

取 4 ml 上清液加入 0.1 mol/L 高氯酸溶液 5 ml，混匀，

用高氯酸调节 pH 值到 1 ± 0.2，5000 r/min 离心 10 min

后，上清液全部转移至另一 50 ml 离心管中，用 10 

mol/L 的氢氧化钠溶液调节 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)混

合溶液，充分提取，5000 r/min 离心 10 min。 

转移全部有机相，在 40℃下减压浓缩干燥。加人

5 mL 乙酸钠缓冲液，超声混匀，使残渣充分溶解后备

用。 

2.4.2. 净化 

将上述残渣溶液过预先用 3 ml 甲醇、3 ml 水活化

的 MCX 柱，然后依次用 2 mL 水、2 mL2%甲酸水溶

液和 2 mL 甲醇洗涤柱子并彻底抽干，最后用 2 mL 的

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℃水浴下氮气吹干。加入 10 

ml 定容液振荡溶解残渣后，取其中 2.0 ml 转移到离心

管中，15000 r/min 离心 10 min，取 1 ml 上清液过滤

膜上机。 

2.5. 色谱质谱条件 

色谱条件：ACQUITYUPLC HSS T3 色谱柱(2.1 × 

100 mm × 1.8 μm)；流速为0.4 mL/min；进样量为2 μL；

柱温：30℃；流动相 A 为甲醇，B 为 0.1%甲酸(含 5 

mmol/L 乙酸铵)，梯度洗脱，洗脱程序见表 1。 

质谱条件：干燥气温度为 220℃；干燥气流速为

15 L/min；雾化气压力为 20 psi；脱溶剂气温度为 350

℃；脱溶剂气流速为 12 L/min；毛细管电压为 2200 V；

扫描模式为 MRM。 

3. 结果与讨论 

3.1. 质谱分析条件的优化 

根据 CL 的结构特征，选择 ESI (+)作为电离模式，

根据一级质谱全扫描(full scan)，确定准分子离子并优

化其去簇电压，以其准分子离子为母离子，通过氩气

碰撞产生碎片离子进行二级质谱扫描(daughter scan)， 

Table 1. MS gradient program for the analysis 
表 1. 梯度洗脱程序 

时间(min) 流速(mL) A (%) B (%) 

0 0.25 90 10 

1.00 0.25 90 10 

3.00 0.25 30 70 

4.00 0.25 10 90 

4.50 0.25 10 90 

5.00 0.25 90 10 

 

选择丰度较高的离子作为特征离子同时优化碰撞能

量，最大程度提高了检测的灵敏度。选取的离子对数

符合欧盟 2002/657/EC 决议对兽药残留物质谱确证分

析的方法学的要求(Identification Points ≥ 4)。内标的特

征离子及优化的质谱分析参数见表 2。 

准确的定性分析需结合 CL 的保留时间和一级、

二级质谱信息。方法定量选用丰度最高的子离子作为

定量离子，同位素标记内标法定量，CL 及内标定量

离子流图见图 1、图 2、图 3。 

3.2. 阳性尿样 UPLC-MS/MS 检测结果 

阳性样品的实测样结果如表 3 所示，本实验的连

续测定 7 天的批间变异系数仅为 3%~4%。 

3.3. 讨论 

Shelner[10]报道，生物基质会加速转化药物转化成

代谢物，从而影响检测结果。赖卫华等[11]报道兽药残

留浓度会受贮藏条件的影响。本实验以 UPLC-MS/MS

为检测方法，研究不同贮藏温度下，不同贮藏时间对

尿样中克伦特罗浓度的影响。基层的畜牧兽医监管中

对克伦特罗的监管最常使用尿液样本作为监控手段，

通过本实验数据所得结论，为克伦特罗的日常监管检

测提供理论依据，指导对猪尿样品采样及留存过程。 

为保证阳性样品的准确定量，本研究采用了国标

的方法对样品进行前处理和定量检测，液相色谱–质

谱法有优越的分离能力和定性能力，不需衍生化，是

有效和可靠的分析方法。 

在贮藏期间，冷冻猪尿样状态无明显感官变化，

颜色气味基本与新鲜猪尿一致；冷藏猪尿样感官检验

颜色稍稍有些变深，气味也略有增加；常温猪尿样感

官变化最为明显，颜色变为棕褐色，气味刺鼻难闻， 
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Table 2. MS/MS conditions and optimized MS parameters for CL 
and internal standard 

表 2. 克伦特罗及克伦特罗内标的质谱参数 

化合物 
保留时间

(/min) 
母离子
(m/z) 

子离子
(m/z) 

锥孔电压
(V) 

碰撞能量
(eV) 

克伦特罗 5.03 277 203* 22 17 

  277 168 22 24 

克伦特罗

内标 
5.01 286 204＊ 22 17 

*定量离子。 

 

 

 

Figure 1. Quantitative ion current chromatograms of CL in the pig 
urine at room temperature and the internal standard 

图 1. 室温贮藏尿液中 CL 及内标定量离子流图 
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Figure 2. Quantitative ion current chromatograms of CL in the pig 
urine at 4˚C temperature and the internal standard 
图 2. 冷藏贮藏尿液中 CL 及内标定量离子流图 

 

对检测有一定的干扰，不建议将待检样品常温存放。 

根据农业部 2003 年 1 号文件《兽药残留试验技

术规范(试行)》要求，药物不同添加浓度回收率和精

密度要求见表 4，残留药物浓度在 0.1 mg/kg 变异应满

足小于 26%，而本实验的连续测定 7 天的批间变异系 
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Figure 3. Quantitative ion current chromatograms of CL in the pig 
urine at frozen and the internal standard 

图 3. 冷冻贮藏尿液中 CL 及内标定量离子流图 
 
Table 3. Change of concentration of CL when positive samples are 

stored at room temperature, 4˚C and frozen (ng/mL−1) 
表 3. 不同存放条件猪尿中克伦特罗的含量 

保存

条件
0 d 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d

变异 
系数 

常温 219.97 203.38 211.29 208.68 212.83 220.52 219.61 3.07%

冷藏 210.17 200.78 195.98 196.40 215.25 211.15 209.24 3.76%

冷冻 209.95 197.37 197.69 201.92 212.49 202.48 210.79 3.10%

 
Table 4. The range of precision 

表 4. 不同待测物浓度的精密度要求 

待测物浓度(mg/kg) 批内变异系数(CV%) 批间变异系数(CV%)

100 1.5 2.3 

10 7 11 

1 11 16 

0.1 17 26 

0.01 21 32 

0.001 30 45 

0.0001 43 64 

 

数仅为 3%~4%。远远小于 26%，所以认为温度和贮

藏时间对残留浓度不构成影响，即不同的保存条件

下，猪尿液中克伦特罗浓度残留浓度无变化。 
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