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前　　言

　　本标准由中华人民共和国农业部提出。

本标准由全国饲料工业标准化技术委员会归口。

本标准负责起草单位：中国农业大学、农业部饲料效价与安全监督检验测试中心（北京）。

本标准主要起草人：张丽英、常碧影、贺平丽、董涛、杨文军、王宗义。
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饲料中沙丁胺醇、莱克多巴胺和盐酸克仑

特罗的测定　液相色谱质谱联用法

１　范围

本标准规定了同步测定饲料中β激动剂沙丁胺醇、莱克多巴胺和盐酸克仑特罗的液相色谱质谱联

用法（ＬＣＭＳ）法。

本标准适用于配合饲料、浓缩饲料和添加剂预混合饲料中沙丁胺醇、莱克多巴胺和盐酸克仑特罗的

测定。本标准中沙丁胺醇、莱克多巴胺和盐酸克仑特罗的检测限均为０．０１ｍｇ／ｋｇ，定量限均为

０．０５ｍｇ／ｋｇ。

２　规范性引用文件

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有

的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究

是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法（ＧＢ／Ｔ６６８２—１９９２，ｎｅｑＩＳＯ３６９６：１９８７）

ＧＢ／Ｔ１４６９９．１　饲料　采样

３　原理

试样经磷酸甲醇溶液提取，用固相萃取柱净化后，经反相Ｃ１８柱梯度洗脱分离，采用质谱检测器以

三种物质的质量色谱峰保留时间和特征离子定性、确证，并用外标法定量。

４　试剂和溶液

除特殊注明外，本标准所用试剂均为分析纯。水符合ＧＢ／Ｔ６６８２二级用水规定。

４．１　乙腈：色谱纯。

４．２　甲醇。

４．３　磷酸甲醇提取液：向３．９２ｇ浓磷酸中加入２００ｍＬ水，再用甲醇定容到１０００ｍＬ。

４．４　冰乙酸溶液（２％）：１０ｍＬ冰乙酸用水稀释至５００ｍＬ。

４．５　硫化钠溶液（１ｇ／Ｌ）：称取０．２５０ｇ硫化钠（Ｎａ２Ｓ·９Ｈ２Ｏ）用水溶解，并定容至２５０ｍＬ。

４．６　ＳＰＥ小柱淋洗液与洗脱液

４．６．１　淋洗液：移取９ｍＬ浓盐酸于１０００ｍＬ水中，摇匀。

４．６．２　洗脱液：移取１０ｍＬ２５％的氨水于１００ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容。

４．７　流动相

Ａ液：甲酸铵３．６５ｇ溶于５００ｍＬ去离子水中，用甲酸调ｐＨ至３．８０。

Ｂ液：乙腈，色谱纯。

４．８　沙丁胺醇、莱克多巴胺和盐酸克仑特罗标准溶液

４．８．１　标准贮备液：称取沙丁胺醇、莱克多巴胺和盐酸克仑特罗（标准品含量均＞９８％）各５０ｍｇ分别

于５０ｍＬ棕色容量瓶中，用甲醇溶解，并定容至刻度。于冰箱中４℃保存，保存期一个月。

４．８．２　标准工作中间液：移取沙丁胺醇、莱克多巴胺和盐酸克仑特罗标准贮备液（４．８．１）各１ｍＬ于

１００ｍＬ容量瓶中，用冰乙酸溶液（４．４）定容。
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４．８．３　标准工作液：移取沙丁胺醇、莱克多巴胺和盐酸克仑特罗标准工作中间液（４．８．２）各０．５，１，５，

１０ｍＬ于１００ｍＬ容量瓶中，用冰乙酸溶液（４．４）定容。

５　仪器和设备

５．１　分析天平：感量０．０００１ｇ。

５．２　聚丙烯离心管：５０ｍＬ。

５．３　恒温水浴：可保持水温至５５℃和７５℃。

５．４　涡旋混合器。

５．５　酸度计：准确至０．００１。

５．６　离心机。

５．７　混合型阳离子交换ＳＰＥ小柱。

５．８　固相萃取（ＳＰＥ）减压净化系统。

５．９　液相色谱／质谱联用仪。

６　试样制备

按照ＧＢ／Ｔ１４６９９．１规定方法采样，采取样品量至少５００ｇ，以四分法缩减至２００ｇ，粉碎过４０目

筛，充分混匀，装瓶，备用。

７　测定

７．１　试样前处理

７．１．１　试样提取

准确称取适量试样（配合饲料５ｇ，浓缩饲料２ｇ，添加剂预混合饲料１ｇ，准确至０．０００１ｇ）于

５０ｍＬ离心管，用磷酸甲醇提取液（４．３）４０ｍＬ，振摇提取３０ｍｉｎ，然后于离心机上以３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ。上清液倒入１００ｍＬ容量瓶，残渣再用上述提取液（４．３）４０ｍＬ、２０ｍＬ，重复提取２次，每次振

摇５ｍｉｎ～１０ｍｉｎ，于离心机上以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，合并上清液于１００ｍＬ容量瓶中。最后用

提取液（４．３）定容，混匀，过滤。

７．１．２　净化

７．１．２．１　配合饲料和浓缩饲料：吸取一定体积试样提取液滤液（配合饲料１ｍＬ，浓缩饲料０．５ｍＬ）于

５ｍＬ试管中，置５５℃水浴中以氮气吹至近干。同时将固相萃取柱（５．７）固定于ＳＰＥ减压净化系统

（５．８）上，依次用１ｍＬ甲醇和１ｍＬ水活化、平衡。向试管中加入冰乙酸溶液（４．４）１ｍＬ，涡旋振荡，然

后全部加到小柱上，控制过柱速度不超过的１ｍＬ／ｍｉｎ，分别用１ｍＬ淋洗液（４．６．１）和１ｍＬ甲醇淋洗

一次，最后用１ｍＬ洗脱液（４．６．２）洗脱，洗脱速度不超过１ｍＬ／ｍｉｎ。洗脱液于５５℃水浴中，用氮气吹

干，准确加入１．００ｍＬ冰乙酸溶液（４．４）充分溶解混匀，并转移到上机样品瓶中，盖好，备用。

７．１．２．２　添加剂预混合饲料：取提取液０．２ｍＬ，加硫化钠溶液（４．５）０．１ｍＬ，涡旋振荡，然后加入冰乙

酸（４．４）４ｍＬ，涡旋振荡，于离心机上以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，再取１ｍＬ上清液按照７．１．２．１步骤

过固相萃取柱（５．７）净化。

７．２　测定

７．２．１　色谱条件

色谱柱：Ｃ１８柱，内径２．１ｍｍ，柱长１５０ｍｍ，填充物粒度３μｍ。

柱温：室温。

流动相：流动相Ａ：甲酸铵缓冲溶液（４．７），流动相Ｂ：乙腈（４．１）。

梯度洗脱程序见表１。
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表１　梯度洗脱程序

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

０ ９８ ２

５ ７０ ３０

１５ ５０ ５０

　　每次进样间隔用流动相Ａ＋Ｂ＝９８＋２，平衡１０ｍｉｎ。

流速：０．２０ｍＬ／ｍｉｎ。

进样体积：２０μＬ。

７．２．２　质谱条件

采用电喷雾正离子（ＥＳＩ＋）模式做选择离子检测，选择离子为：

沙丁胺醇：ｍ／ｚ２４０，ｍ／ｚ２２２，ｍ／ｚ１６６；

莱克多巴胺：ｍ／ｚ３０２，ｍ／ｚ２８４，ｍ／ｚ１６４；

盐酸克仑特罗：ｍ／ｚ２７７，ｍ／ｚ２５９，ｍ／ｚ２０３。

源温度：１２０℃。

取样锥孔电压：２５Ｖ。

萃取锥孔电压：５Ｖ。

脱溶剂氮气温度：３００℃。

脱溶剂氮气流速：３００Ｌ／ｈ。

７．２．３　定性定量方法

７．２．３．１　定性

通过样品总离子流色谱图上沙丁胺醇（ｍ／ｚ２４０，ｍ／ｚ２２２，ｍ／ｚ１６６）、莱克多巴胺（ｍ／ｚ３０２，ｍ／ｚ２８４，

ｍ／ｚ１６４）和盐酸克仑特罗（ｍ／ｚ２７７，ｍ／ｚ２５９，ｍ／ｚ２０３）的保留时间和各色谱峰对应的特征离子，与标准

品相应的保留时间和各色谱峰对应的特征离子进行对照定性。样品与标准品保留时间的相对偏差不大

于０．５％。每种药物的３个特征离子基峰百分数与标准品允许差分别为：当基峰百分数＞５０％时，允许

差±２０％；当基峰百分数２０％～５０％时，允许差±２５％；当基峰百分数１０％～２０％时，允许差±３０％；当

基峰百分数≤１０％时，允许差±５０％。

７．２．３．２　定量

采用 Ｍ＋１的准分子离子的色谱峰面积做单点校正定量。

８　结果的计算与表述

试样中药物含量（犡）以质量分数计，数值以毫克每千克（ｍｇ／ｋｇ）表示，按式（１）计算：

犡＝
犃狓

犃ｓ×犿
×狀×犮ｓ ……………………………（１）

　　式中：

犃狓———待测试样测得的特征离子色谱峰面积；

犃ｓ———标准溶液药物的特征离子色谱峰面积；

犿———试样质量，单位为克（ｇ）；

狀———稀释倍数；
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　　犮ｓ———标准溶液中药物的浓度，单位为微克每毫升（μｇ／ｍＬ）。

测定结果用平行测定的算术平均值表示，保留３位有效数字。

９　允许差

同一实验室同一操作人员完成的两个平行测定的相对偏差不大于１５％。
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