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［摘　要］　建立了ＱｕＥＣｈＥＲＳ前处理结合超高效液相色谱－串联质谱同时检测猪组织中赛庚啶和

可乐定残留量的方法。猪肉样品添加０．５ｇＣ１８粉，猪肝和猪肾样品添加３．０ｇ硫酸镁和２．０ｇ氯化

钠，再分别加入１０ｍＬ０．１％甲酸乙腈进行提取，提取液经浓缩后采用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ进行检测，内标

法定量。该方法线性关系良好，猪肉、猪肝和猪肾中赛庚啶和可乐定在１～５０μｇ／ｋｇ浓度范围内加

标回收率分别为６２％～１１２％和１０６％～１２１％，相对标准偏差均 ＜１０％，方法检出限为０．５μｇ／ｋｇ。

方法灵敏度高，选择性好，可作为猪组织中赛庚啶和可乐定残留量检测的确证方法。
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１～５０μｇ／ｋｇｌｅｖｅｌ，ａｎａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ６２％ ～１１２％ ｆｏｒｃｙｐｒｏｈｅｐｔａｄｉｎｅ，ａｎｄ１０６％ ～１２１％ ｆｏｒｃｌｏｎｉｄｉｎｅ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｙｐｒｏｈｅｐｔａｄｉｎｅ；ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ；ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ；ｐｉｇｉｓｓｕｅｓ

　　赛庚啶（Ｃｙｐｒｏｈｅｐｔａｄｉｎｅ，ＣＹＰ），是一种组胺

Ｈ１受体拮抗药［１］，作为人用药可用于荨麻疹、湿

疹、过敏性和接触性皮炎等疾病。赛庚啶可以通过

结合下丘脑的５－羟色胺位点阻断其活性［２］，兴奋

摄食中枢，从而达到增加动物体重和促进采食的作

用。可乐定（Ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ，ＣＬＯ）是一种中枢神经系统

肾上腺素能 α２－受体激动剂
［３］，属于咪唑啉衍生

物，近年来开始将可乐定用于促进动物生长和改善

酮体组成的研究［４］。因此，出现了将可乐定和赛庚

啶两种药物在动物养殖过程中进行非法使用的情

况，消费者在食用含有药物残留的生猪产品后会产

生严重的食品安全隐患。赛庚啶和可乐定作为新

型非法添加物已被写入农业部１５１９号公告《禁止

在饲料和动物饮水中使用的物质》，明确禁止使用。

目前已有开展关于饲料［５］、猪尿［６］、动物饮水［７］、血

液［８］、食品［９］及动物组织［１０－１１］基质中可乐定及赛

庚啶含量的相关检测方法，研究组织中的赛庚啶和

可乐定残留量检测有十分重要的意义。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　Ｗａｔｅｒｓ超高效液相色谱串联质

谱系统（Ｗａｔｅｒｓ ＵＰＬＣ－ＴＱＭＳ，Ｍａｓｓｌｙｎｘ工作软

件）；ＰＬ２０２－Ｌ感量为０．０１ｇ电子天平（梅特勒 －

托利多仪器（上海）有限公司）；ＡＢ１３５－Ｓ感量为

０．００００１ｇ电子天平（梅特勒 －托利多仪器（上海）

有限公司）；漩涡混合器（美国 Ｔａｌｂｏｙｓ公司）；

ＴＡＲＧＩＮＶＸ
!Ш多管涡旋振荡器（北京踏棉科技

有限公司）。ＡｌｌｅｇｒａＴＭＸ
!

２２ＲＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ高速冷

冻离心机（美国 ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司）；Ｎ－

ＥＶＡＰ１１２氮吹仪（美国 Ｏｒａｎｇａｏｍａｔｉｏｎ公司）；Ｍｉｌｌｉ

－ＱＡ１０超纯水机（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；０．２２μｍ亲水

ＰＴＦＥ过滤膜（上海安谱科学仪器有限公司）。

Ｓｋ７２１０ＨＰ超声波清洗器（上海科导公司）；Ｃ１８粉

（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；乙腈、甲酸（分析纯，上海凌峰

化学试剂有限公司）；甲醇、乙腈（色谱纯，美国

Ｍｅｒｃｋ公司）；无水硫酸镁、无水氯化钠（化学纯，上

海凌峰化学试剂有限公司）。

标准品：盐酸赛庚啶（纯度９８％），盐酸可乐定

（纯度９８％），盐酸二苯拉林（纯度９８％），以上均购

自美国ｓｉｇｍａ公司。盐酸可乐定－Ｄ４（纯度９８％），

来源ＣＤＮ，含量大于９８％。

标准储备液的配制：精密称取盐酸赛庚啶（以

赛庚啶计）、盐酸可乐定（以可乐定计）、盐酸二苯

拉林（以二苯拉林计）和盐酸可乐定 －Ｄ４（以可乐

定－Ｄ４计）对照品各１０．０ｍｇ，分别于１０ｍＬ容量

瓶中，用甲醇溶解并定容，配制成浓度均为

１ｍｇ／ｍＬ的盐酸赛庚啶、盐酸可乐定、盐酸二苯拉

林和盐酸可乐定－Ｄ４标准贮备液。

混合标准工作液和混合内标工作液的配制：分

别精密量取盐酸赛庚啶和盐酸可乐定贮备液各

１ｍＬ，置于１００ｍＬ容量瓶中，用甲醇溶解并定容，

配制成浓度为１０μｇ／ｍＬ的盐酸赛庚啶和盐酸可乐

定标准储备液。分别精密量取１ｍｇ／ｍＬ盐酸二苯

拉林贮备液１００μＬ和１ｍｇ／ｍＬ盐酸可乐定 －Ｄ４
贮备液１ｍＬ，于１００ｍＬ容量瓶中，用甲醇溶解并定

容，配制成盐酸二苯拉林的浓度为１μｇ／ｍＬ和盐酸

可乐定 －Ｄ４的浓度为 １０μｇ／ｍＬ的混合内标工

作液。

混合标准工作曲线配制：精密量取混合标准工

作液和混合内标工作液适量，用乙腈 －０．１％甲酸

溶液稀释成赛庚啶和可乐定浓度为０．５、１、１０、５０、

１００μｇ／Ｌ系列混合标准工作液，其中含盐酸二苯拉

林的浓度和盐酸可乐定－Ｄ４的浓度分别为５μｇ／Ｌ

和５０μｇ／Ｌ，临用现配。

１．２　仪器条件

１．２．１　液相色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８

（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，粒径１．８μｍ），柱温３０℃；进
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样量１０μＬ；流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ；流动相 Ａ为乙腈；Ｂ

为０．１％甲酸溶液；梯度洗脱程序：０～４ｍｉｎ，２０～

６０％ Ａ；４～４．５ｍｉｎ，６０～９５％ Ａ；４．５～６．５ｍｉｎ，

９５％ Ａ；６．５～８．０ｍｉｎ，９５～２０％ Ａ；８．０～１０ｍｉｎ，

２０％ Ａ。

１．２．２　质谱条件　电离模式：正离子电喷雾电离

（ＥＳＩ＋）；质谱检测模式：多反应监测（ＭＲＭ）；毛细

管电压：３．０ｋＶ；离子源温度：１５０℃；脱溶剂气流

量：８００Ｌ／ｈ；脱溶剂温度：５００℃；孔流速：５０Ｌ／ｈ；

碰撞气（Ａｒ）流速：０．３ｍＬ／ｍｉｎ。分析中以保留时间

和离子对丰度比作为定性分析依据，经过试验优化

后的质谱参数如表１所示。

表１　可乐定、赛庚啶及其内标化合物的ＭＲＭ参数
被测物名称 定性离子对ｍ／ｚ 定量离子对ｍ／ｚ 锥孔电压／Ｖ 碰撞能量／ｅＶ

赛庚啶
２８８．０＞１９１．０
２８８．０＞２１５．０

２８８．１＞１９１．０ ４０
３０
３２

二苯拉林 ２８２．１＞１６６．９ ２８２．１＞１１５．９ ４０ ２５

可乐定
２３０．０＞１５９．７
２３０．０＞２１２．８

２３０．０＞２１２．８ ４０
４０
２５

可乐定－Ｄ４ ２３４．０＞２１６．８ ２３４．０＞２１６．８ ４０ ２５

　　在定量离子的选择过程中，避免选择干扰较大
的１００以内的离子通道。
１．２．３　样品前处理　称取试料（２．００±０．０２）ｇ于
５０ｍＬ离心管中，加入５０μＬ混合内标工作液后，猪
肉样品加入 ０．５ｇＣ１８粉，猪肝和猪肾样品加入
３．０ｇ硫酸镁和２．０ｇ氯化钠，振荡混匀，加０．１％甲
酸乙腈１０ｍＬ，充分振荡，于８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
取上清液，于离心管中，于５０℃水浴氮气吹干，用
１．０ｍＬ０．１％甲酸／乙腈（８０／２０）溶液溶解，经
０．２２μｍ滤膜过滤后进样测定。
２　结果与分析
２．１　线性范围　可乐定和赛庚啶的混合标准对
照工作液用流动相配制，线形范围为 ０．５～

１００ｎｇ／ｍＬ。用液相色谱－串联质谱测定工作液，获
得内标法标准曲线Ａ赛庚啶 ＝０．９７２１＋０．１３４６Ｃ，线性
相关系数ｒ＝０．９９５９，Ａ可乐定 ＝０．７７０２Ｃ＋０．１７８２，线
性相关系数ｒ＝０．９９２８。
２．２　方法回收率与精密度　选择空白猪肝、猪肉、
猪肾样品作为测试对象，进行加标回收率实验，在

猪组织中添加可乐定和赛庚啶浓度为 １、２、１０、
５０μｇ／ｋｇ的样品进行加标回收实验，考察方法的准
确性和精密度。每批次内同一浓度做６次平行实
验，共重复３批次，结果见表２～表４，猪肉中添加
回收图谱见图 １。猪组织中可乐定回收率达到
１０６％～１２１％，赛庚啶回收率达到６２％～１１２％，相
对标准偏差均＜１０％。

表２　猪肉中添加可乐定和赛庚啶回收率试验结果
样品 添加量／（μｇ·ｋｇ－１） 检测含量平均值／（μｇ·ｋｇ－１）（ｎ＝６） 回收率平均值／％ 批内ＲＳＤ／％ 批间ＲＳＤ（ｎ＝３）／％

可乐定

１ １．２１ １２１ ３．５ ９．５

２ ２．２６ １１３ ６．１ ８．７

１０ １０．７ １０７ ４．３ ７．６

５０ ５７．５ １１５ ４．７ ７．２

赛庚啶

１ ０．６５ ６５ ５．１ ９．１

２ １．６４ ８２ ５．３ ８．９

１０ ９．８ ９８ ６．２ ８．２

５０ ５６．０ １１２ ４．７ ７．６
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表３　猪肝中添加可乐定和赛庚啶回收率试验结果
样品 添加量／（μｇ·ｋｇ－１） 检测含量平均值／（μｇ·ｋｇ－１）（ｎ＝６） 回收率平均值／％ 批内ＲＳＤ／％ 批间ＲＳＤ（ｎ＝３）／％

可乐定

１ １．２１ １２１ ５．５ ８．５
２ ２．３４ １１７ ６．４ ８．４
１０ １０．６ １０６ ７．３ ９．６
５０ ５４．０ １０８ ３．７ ７．８

赛庚啶

１ ０．６８ ６８ ５．６ ８．１
２ １．５８ ７９ ６．３ ９．９
１０ ９．２０ ９２ ６．７ ６．２
５０ ５２．０ １０４ ２．７ ７．４

表４　猪肾中添加可乐定和赛庚啶回收率试验结果
样品 添加量／（μｇ·ｋｇ－１） 检测含量平均值／（μｇ·ｋｇ－１）（ｎ＝６） 回收率平均值／％ 批内ＲＳＤ／％ 批间ＲＳＤ（ｎ＝３）／％

可乐定

１ １．１７ １１７ ５．２ ８．４
２ ２．２８ １１４ ２．６ ９．１
１０ １０．９ １０９ ３．６ ６．８
５０ ６０．５ １２１ ３．８ ７．２

赛庚啶

１ ０．６２ ６２ ４．７ ７．１
２ １．６８ ８４ ５．１ ４．４
１０ １０．８ １０８ ４．２ ５．９
５０ ４９．０ ９８ ５．７ ６．９

图１　猪肉中可乐定和赛庚啶添加回收率ＭＲＭ图（添加浓度１０μｇ／ｋｇ）
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２．３　检测限和定量限　猪肾、猪肝、猪肉样品中可
乐定和赛庚啶方法最低检测限为０．５μｇ／ｋｇ，信噪
比 Ｓ／Ｎ（ＰｅａｋｔｏＰｅａｋ）＞３。方法最低定量限为
１．０μｇ／ｋｇ，信噪比Ｓ／Ｎ（ＰｅａｋｔｏＰｅａｋ）＞１０。
３　讨论与小结
３．１　定量方法的确定　药物分析一般均采用外标
法，体内药物分析因提取步骤烦琐，其回收率会受

到较大影响，故尽量采用内标法进行校正。本研究

选择可乐定－Ｄ４可作为可乐定的内标物质。二苯
拉林（Ｄｉｐｈｅｎｙｌｐｙｒａｌｉｎｅ，ＤＰＰ）的分子结构式和理化
性质与赛庚啶相似（图２～图３），且二苯拉林并不
存在于自然环境中，因此在目前尚未合成赛庚啶同

位素化合物的情况下可以作为检测赛庚啶的良好

的内标物质［１２］。

图２　赛庚啶和二苯拉林分子结构式

图３　可乐定和可乐定－Ｄ４分子结构式

３．２　基质效应的考察　本研究通过基质效应实验
进一步探索二苯拉林作为赛庚啶内标的适宜性。

将猪肉、猪肝、猪肾空白样品按１．２．３项所述前处

理步骤进行前处理，得到相应的空白基质溶液，用

此基质溶液添加标准溶液及内标溶液，配置为含盐

酸二苯拉林的浓度和盐酸可乐定 －Ｄ４的浓度分别
为５ｎｇ／ｍＬ和５０ｎｇ／ｍＬ，可乐定和赛庚啶浓度范围
为０．５、１．０、５．０、１０．０、５０．０、１００ｎｇ／ｍＬ的基质标
准溶液，进样后得到基质标准曲线线性相关系数如

表５，可知选择盐酸二苯拉林和盐酸可乐定 －Ｄ４作
为赛庚啶和可乐定的内标物质，基质效应影响效果

趋势一致，因此可以充分达到校正基质效应校准结

果的目的。

表５　基质标准曲线线性相关系数
ｒ猪肉 ｒ猪肾 ｒ猪肝

赛庚啶 ０．９９５２ ０．９９７４ ０．９９７３
可乐定 ０．９９４４ ０．９９５３ ０．９９６７

３．３　ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法的优化　ＱｕＥＣｈＥＲＳ技术因
高通量、快速、成本低的特点，近年由农药残留检测

领域逐步被引入到兽药残留检测领域，并发表了大

量的相关研究文章［１３－１５］。本研究在比较固相萃取

与ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法后，选择了ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法作为
前处理方法开发的主要方向，基于市售 ＱｕＥＣｈＥＲＳ
方法对除水剂、净化吸附剂进行了优化。根据猪

肉、猪肝、猪肾样品不同的含水量及基质特点，在含

水量较高的猪肾和猪肝样品前处理中选择了无水

硫酸镁和氯化钠作为除水剂，分别比较了不同量的

无水硫酸镁和氯化钠对实验结果的影响（表６～表
７），结果发现当无水硫酸镁为３．０ｇ、氯化钠为２．０
ｇ时，除水效果和回收率情况最理想。在含水量较
少的猪肉前处理过程中仅选择了 Ｃ１８粉作为吸附
剂，Ｃ１８可有效去除脂类、糖类等亲脂型杂质，但过
量的Ｃ１８吸附剂也会吸附目标化合物而使回收率
降低，经比较发现，０．５ｇＣ１８已经能满足检测灵敏
度、净化效果和回收率的要求，同时可达到简化前

处理步骤的效果。

表６　无水硫酸镁加入量对回收率的影响

无水硫酸镁／ｇ
猪肾 猪肝

赛庚啶回收率／％ 可乐定回收率／％ 赛庚啶回收率／％ 可乐定回收率／％

０ ５６ ８６ ５１ ９８

１ ６２ ８０ ６１ １０２

２ ７１ ９８ ６６ ９９

３ ８１ １０１ ７７ １０５

４ ８０ １０３ ６０ １０８

５ ６６ ８５ ５２ １１０
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表７　氯化钠加入量对回收率的影响

氯化钠／ｇ
猪肾 猪肝

赛庚啶回收率／％ 可乐定回收率／％ 赛庚啶回收率／％ 可乐定回收率／％

０ ６７ ８５ ５８ ８０

０．５ ６６ ８７ ６０ ８１

１．０ ７１ １０２ ５６ ９１

１．５ ７２ ９１ ６３ ８８

２．０ ７５ １０３ ７０ １０７

２．５ ７２ ９１ ５４ ８４

　　本方法应用优化的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ技术结合超高
效液相色谱－串联质谱建立了猪肉、猪肝和猪肾中
可乐定和赛庚啶的残留检测方法。与现有的检测

方法相比，采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ净化技术，可实现更好
的基质净化效果，操作简便，提升了检测效率。该

方法对猪肉、猪肝和猪肾中赛庚啶和可乐定在１～
５０μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，回收率分别为６２％ ～
１１２％和１０６％～１２１％，相对标准偏差均＜１０％，方
法检出限达到０．５μｇ／ｋｇ，能够满足对猪可食组织
猪肉、猪肝、猪肾中可乐定和赛庚啶残留量的测定。
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