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［摘　要］　利用液相色谱－串联质谱法对肉牛血清和尿液两种易获表征样本中氯丙那林消除规律

进行了研究。选取４只雌性健康育肥期肉牛（５００±２５）ｋｇ，其中１只作为对照，３只作为试验组，每

日将氯丙那林按１ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ经基础日粮拌饲试验组肉牛一次，连续饲喂３０ｄ后停止给药，继续饲

喂基础日粮４５ｄ。牛血清样品中于首饲后第２小时，即出现１００ｎｇ／ｍＬ左右氯丙那林，随后血药浓

度逐步上升，并于持续给药２０ｄ达到峰值。在停止给药后第３天，牛血清样品中氯丙那林残留量已

低于方法检测限。牛尿样本中于首饲当天，即检出３５８～１４５６ｎｇ／ｍＬ氯丙那林，连续给药期牛尿中

氯丙那林残留量个体差异较大，在停止给药后２１ｄ时，牛尿中仍有低浓度氯丙那林检出，在休药后

４５ｄ，牛尿中未检出氯丙那林。血清及尿液样本可较为准确地反映养殖过程氯丙那林非法使用情

况，尿液样本的监测对活体肉牛无害化处理过程具有指导意义。
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　　氯丙那林（Ｃｌｏｒｐｒｅｎａｌｉｎｅ，ＣＬＯ），是一种选择性

β２－受体激动剂，有明显的支气管扩张作用，因而

被应用于临床治疗支气管炎、喘息性支气管炎等。

尽管氯丙那林对β２－受体的选择性和作用强度弱

于沙丁胺醇，但是适当剂量的氯丙那林能促进动物

生长并提高瘦肉率［１］，因而，近年来，作为一种新的

“瘦肉精”替代品，被发现非法添加于饲料、动物饮

水［２］以及兽药制剂中［３］。氯丙那林也可用作运动

员的“兴奋剂”，但医学实验已证明其残留会严重影

响人类健康，人如果长期食用含有 β－受体激动剂

残留的猪肉，会增加致癌和致畸风险。与此同时，

由于同为β－受体激动剂的克伦特罗会引起人体

急性中毒，甚至死亡，因而中国、欧盟和国际奥委会

（ｔｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＯｌｙｍｐｉｃＣｏｍｍｉｔｔｅｅ，ＩＯＣ）等国家

和国际组织明令禁止现役运动员赛前使用 β－受

体激动剂［１］，也不得将其用于食品动物［４］。现采用

农业部１０２５号公告 －１８－２００８［５］、农业部１０６３号

公告 －３－２００８［６］和农业部 １０６３号公告 －６－

２００８［７］，分别对动物源性食品中、动物尿液中和动

物饲料中的氯丙那林浓度进行测定。

然而，迄今为止，国内外尚无关于氯丙那林在

动物体内吸收与排泄速度的报道，在监测靶组织的

选取、无害化处理活体家畜方案的制订等方面均无

可靠数据支撑。本研究旨在通过肉牛饲喂试验，并

监测牛血清和牛尿两种动物养殖环节易获表征样

本中氯丙那林的浓度，以摸索氯丙那林在牛体内的

消除规律，以期为农业、公安等行政执法部门提供

科学依据与基础数据。

１　材料与方法

１．１　实验动物与样品采集

１．１．１　实验动物与试验方案　为便于尿样采集，

选取４只体重约５００±２５ｋｇ雌性健康育肥期肉牛，

分圈饲养，其中１只作为对照（标记为０号牛），另

３只作为试验组（标记为 １～３号牛），预饲一周。

试验肉牛每日８：００饲喂精料（杭州市正平生物科

技有限公司提供）各１．７５ｋｇ／只，精料组成：玉米、

豆粕、棉籽粕、菜籽粕、麦麸、鱼粉、饲料级磷酸氢

钙、石粉、食盐及各类维生素、微量元素。营养成份

（％）：粗蛋白≥１８．０，粗纤维≤９．５，粗灰分≤１０．０，

钙０．７～１．８，总磷≥０．４０。肉牛自由采食青贮牧草

（营养成分（％）：粗蛋白≥１７．２５，粗脂肪≥３．３５，粗

纤维≤１２．８，钙１．３４，磷０．６６，赖氨酸０．８９，含硫氨

基酸０．６７），保证充足饮水。

试验开始后，于每日８：００补饲时，将氯丙那林

按１ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ经基础日粮拌饲试验组肉牛一次，

连续饲喂３０ｄ，第３１天停止给药，继续饲喂基础日

粮４５ｄ（备注：饲喂第３０天，宰杀 ３号牛，以作它

用）。

１．１．２　样品的采集与处理　血液样品分单剂量给

药２４ｈ、连续单剂量给药期、休药期三阶段，采集牛

尾静脉血液，血液经离心分离制备血清，－２０℃冷

冻保存。单剂量给药２４ｈ样品共收集首次给药开

始前（记为０ｈ）和首次给药后２、４、６、８、１０、１２、２４ｈ

（即第２天样品）共八个时间点。连续单剂量给药

样品分别于饲喂第３、５、７、１０、１５、２０和２５天饲喂

开始前血液。休药期样品分别于休药后第３、７、１４、

２１、４５天饲喂基础日粮开始前血液。

考虑到牛尿次数与总量大小等因素，尿液样本

分给药期、休药期二阶段采样，采集到的尿液样品，

记录采集时间点，并立即 －２０℃冷冻保存。给药

期分别采集给药第１、２、３、５、１０、１５、２０和２５天的

一份牛尿样。休药期分别采集休药后第３、７、１４、２１

和４５天的一份牛尿样品。

１．２　仪器与材料　Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０Ｎ高效液相色谱仪

（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＡＢ５５００Ｑ－Ｔｒａｐ质谱仪（美

国ＡＢ公司），配电喷雾离子源（ＥＳＩ）；电子天平（瑞
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士Ｍｅｔｔｌｅｒ，精度十万分之一）；ＳＬＳ固相萃取小柱

（４００ｍｇ／６ｍＬ，杭州福裕科技服务有限公司）；离心

机（德国 Ｓｉｇｍａ公司）；氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ

Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，ＪＮＣ）。氯丙那林、Ｄ９－克伦特罗标准

品，均购自 ＷｉｇｅｇａＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｎＢｅｒｌｉｎ－Ａｄｌｅｒｓｈｏｆ

ＧｍｂＨ公司。

氯丙那林标准工作液：精密称取氯丙那林适量

对照品，用甲醇制备成为 １００ｎｇ／ｍＬ的标准工作

液，－２０℃保存。内标工作液：精密称取Ｄ９－克伦

特罗标准品适量，用甲醇分别制备成为１００ｎｇ／ｍＬ

的内标工作液，－２０℃保存。

试验用甲醇、盐酸、乙酸乙酯、氨水均为分析纯，

甲酸及作为流动相的甲醇均为色谱纯，水为超纯水。

１．３　样品预处理方法

１．３．１　血清样品　准确移取血清样品［５，８］１．００ｍＬ

于５０ｍＬ离心管中，加入内标工作液１００μＬ后，再

加入５．０ｍＬ乙酸铵缓冲液（０．２ｍｏＬ／Ｌ，ｐＨ＝５．２）

和盐酸葡萄糖醛苷酶／芳基硫酸酯酶（β－Ｇｌｕｃｕ

ｒｏｎｉｄａｓｅ／ａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅ）４０μＬ，涡旋混匀，于３７℃避

光酶解１６ｈ。酶解后，加入高氯酸适量使其 ｐＨ值

在２．０左右，涡旋混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。将

全部上清液倒入依次经 ３ｍＬ甲醇和３ｍＬ０．０１

ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液活化好的 ＳＬＳ固相萃取小柱中，待

供试液流尽后，以３ｍＬ水和３ｍＬ甲醇依次淋洗小

柱。用９ｍＬ５％氨化乙酸乙酯（临用新制，并超声

使其成乳浊液）洗脱，收集全部洗脱液于１０ｍＬ具

塞玻璃管中，６０℃水浴条件下，用氮气吹干。加入

１．０ｍＬ０．２％ 甲酸水溶液后，超声１ｍｉｎ，充分涡旋

混匀后，过 ０．２２μｍ水系滤膜。滤液供 ＨＰＬＣ－

ＭＳ／ＭＳ检测。

１．３．２　尿液样品　准确移取尿样［８］５．００ｍＬ于

５０ｍＬ离心管中，加入内标工作液１００μＬ后，经高

氯酸调 ｐＨ至 ２．０左右。后续操作同血清样品

处理。

１．４　检测条件

１．４．１　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＡｔｌａｎｔｉｓｄＣ１８柱

（３．０ｍｍ×１５０ｍｍ，粒径３μｍ）；流动相见表１；柱

温３５℃；进样量５μＬ；流速３００μＬ／ｍｉｎ。

表１　流动相组成

时间／ｍｉｎ
Ａ／％ Ｂ／％

０．２％　甲酸 甲醇

０ ９０ １０

５ ４０ ６０

６ １０ ９０

８．５ １０ ９０

８．６ ９０ １０

１１．６ ９０ １０

１．４．２　质谱条件　电喷雾离子源；正离子扫描；多

反应监测；离子源电压：５５００Ｖ；辅助加热气温度：

５００℃；气帘气流速（ＣｕｒｔａｉｎＧａｓ）：４０Ｌ／ｈ；脱溶剂

流速：中等（Ｍｅｄｉｕｍ）；离子源气流速：雾化气

（Ｇａｓ１）为４５Ｌ／ｈ，辅助气（Ｇａｓ２）为２５Ｌ／ｈ；驻留

时间（ｄｗｅｌｌｔｉｍｅ）：２０ｍｓ；多反应监测离子的定性、

定量离子对及锥孔电压等质谱参数见表２。

表２　多反应监测离子对及质谱条件
分析物 母离子ｍ／ｚ 子离子ｍ／ｚ 去簇电压／Ｖ 碰撞室入口电压／Ｖ 碰撞能量／ｅＶ 碰撞室出口电压／Ｖ

ＣＬＯ ２１３．７
１５４．１ ５３ ３ ２３ １３

１９６．２ ５３ ３ １６ １３

Ｄ９－ＣＬＥ ２８５．７ ２０４．１ ５５ ７ ２３ １５

注：：定量离子

２　结果与分析
２．１　氯丙那林在牛血中的代谢规律
２．１．１　单剂量给药时的代谢规律　从图１中可以

看出，３头试验用牛均在饲喂氯丙那林后２ｈ血液
中即出现了氯丙那林（１号牛：１２９．０ｎｇ／ｍＬ；２号
牛：７７．１７ｎｇ／ｍＬ；３号牛：７０．５８ｎｇ／ｍＬ），并逐步升
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图１　单剂量给药２４ｈ牛血清中氯丙那林的含量变化曲线

高，且均在给药后第６小时浓度达到峰值，随后略
呈下降趋势。在饲喂后第１０小时时，血清中氯丙
那林浓度又略现升高趋势，结合３头牛在首次给药
后的１２ｈ和２４ｈ时血清中氯丙那林浓度比：１号牛
升高２．３倍，２号牛升高１１．５倍，３号牛升高０．６
倍，推测这可能与夜间牛群反刍有关。

２．１．２　连续单剂量给药期的代谢规律　从图２中
不难看出，３头试验用牛血清中氯丙那林浓度随给
药时间的延长而不断升高，随后略呈下降趋势。由

于缺少后续数据支撑，２０ｄ时牛血清中氯丙那林浓
度是否即为饱和浓度，仍需后续深入研究。

图２　连续单剂量给药牛血清中氯丙那林的含量变化曲线

２．１．３　休药期的消除规律　在停止给药后第３天
开始所收集到的牛血中氯丙那林浓度已低于检测

限（０．１ｎｇ／ｍＬ），表明氯丙那林在牛血中的代谢速
率很快，或全部转入组织中，或全部经尿／粪排泄，
或全部转化为其他代谢产物。

２．２　氯丙那林在牛尿中的消除规律　给药期内，
如图３所示，在饲喂氯丙那林当日，牛尿中即出现
高浓度氯丙那林，其中１号牛达到１４６０ｎｇ／ｍＬ（收
集于给药后３ｈ），２号牛达到８６５．２ｎｇ／ｍＬ（收集于
给药后２ｈ），３牛则为３５８．４ｎｇ／ｍＬ（收集于给药后
３ｈ）。王丽娜等对克伦特罗在绒山羊尿液中的代
谢规律研究显示［９］，羊群在给药剂量分别为 １５０
μｇ／ｋｇ·ｂｗ和３００μｇ／ｋｇ·ｂｗ时，单剂量给药２４ｈ
内羊尿中克伦特罗浓度分别达到 ２８９ｎｇ／ｍＬ和
１３２３ｎｇ／ｍＬ。其研究结果与本试验结果相仿。受

饮水量／排尿量比值、排尿时间等诸多因素影响，在
连续给药期间，牛尿中氯丙那林浓度个体差异很大

且未呈现出特定变化规律，这一结果亦与王丽娜等

的研究结果相近［９］。

图３　连续给药期牛尿中氯丙那林的含量变化曲线

如图４所示，２头牛在休药期表现出相近的浓
度变化曲线，牛尿中氯丙那林在休药第３天明显大
幅下降，至在停止给药后的第 ２１天时，１号（０．８
ｎｇ／ｍＬ）和２号牛尿（０．４ｎｇ／ｍＬ）中仍含低浓度氯
丙那林，在停止给药后的第４５天时，牛尿中未检出
氯丙那林。王丽娜等的研究结果显示［９］，在停止给

药４０ｄ后，羊尿中仍有 ６～９ｍｇ／ｍＬ克伦特罗检
出，表明这两种β－受体激动剂在反刍动物体内均
有较长的分解代谢过程。

图４　停止给药后牛尿中氯丙那林的含量变化曲线

３　讨论与小结
３．１　从牛尾静脉采血而获得血清样品，可作为肉
牛养殖、运输环节和屠宰前监测肉牛是否受氯丙那

林污染　氯丙那林（１ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ经基础日粮拌
饲）给药后２ｈ，牛血清样品中即出现１００ｎｇ／ｍＬ左
右氯丙那林，随后血药浓度逐步上升。在持续给药

２０ｄ左右，出现峰值。在停止给药后第３天，牛血
清样品中氯丙那林残留量已低于方法检测限。整

体而言，血清样品中氯丙那林残留量不受其他因素

影响，较为准确地反映养殖过程用药情况。

０号牛，即对照组肉牛血清中氯丙那林浓度全
程低于检出限。关于活体动物血清中 β－受体激
动剂的代谢研究鲜有报道，氯丙那林及其代谢物在
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牛血清中的代谢研究有待进一步深入。经过先前

的方法学考察，本研究中所建立的牛血清中氯丙那

林残留检测方法，简便易行、重现性和准确性能满

足日常检测要求。同时，综合单剂量给药２４ｈ、连
续单剂量给药期、休药期三阶段研究结果，从牛尾

静脉采血而获得血清样品，可作为肉牛养殖、运输

环节和屠宰前监测肉牛是否受氯丙那林污染的易

获表征样本。

３．２　牛尿可作为饲养、运输环节氯丙那林使用情
况监测用样品，以及肉牛活体无化害处理过程监测

的有效的易获表征样本　氯丙那林（１ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ
经基础日粮拌饲）给药当天，牛尿中即检出３５８～
１４５６ｎｇ／ｍＬ氯丙那林，受饮水量／排尿量比值、排尿
时间等因素影响，连续给药期牛尿中氯丙那林残留

量个体差异较大。在停止给药后２１ｄ时，牛尿中
仍有低浓度氯丙那林检出，在休药后４５ｄ，牛尿中
未检出氯丙那林。整体而言，尿液中氯丙那林残留

易受总尿量影响，浓度波动幅度大，但对活体肉牛

无害化处理过程具有指导意义。

０号牛，即对照组肉牛尿样中氯丙那林浓度全
程低于检出限。尽管牛尿中氯丙那林浓度受排尿

量等因素影响，但３头试验用牛在饲喂期间浓度波
动范围在１０８．８～１４６０ｎｇ／ｍＬ之间，能真实反映用
药与否。同时，休药后２１ｄ，仍有低浓度氯丙那林
检出，表明牛尿可作为饲养、运输环节氯丙那林使

用情况监测用样品。同时，由于该方法简便易行，

对活体肉牛无害化处理过程具有指导意义。

值得注意的是：毕言锋等对氯丙那林在猪尿中

的主要代谢产物研究显示［２］，羟基化氯丙那林及其

轭合物是猪尿中的主要代谢产物，其浓度约为氯丙

那林原型及其轭合物的２倍左右。因而，反刍动物
尿液中氯丙那林残留标示物的研究，还有待进一步

深入研究。
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