
附录1
动物性食品中酰胺醇类药物及其代谢物残留量的测定 
液相色谱-串联质谱法
1 范围
本标准规定了动物性食品中酰胺醇类药物及其代谢物残留量检测的制样和液相色谱-串联质谱测定方法。
本标准适用于猪、鸡、牛、羊的肌肉、肝脏、肾脏、脂肪组织以及鸡蛋、牛奶、羊奶中氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考和氟苯尼考胺残留量的测定。
2 规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法
3 原理
试样中残留的氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考和氟苯尼考胺用2%氨化乙酸乙酯溶液提取，正己烷脱脂，氨化乙酸乙酯反萃取，液相色谱-串联质谱法测定，内标法定量。
4 试剂和材料
除另有规定外，所有试剂均为分析纯，水为符合GB/T 6682规定的一级水。
4.1  试剂
4.1.1  甲醇（CH3OH）：色谱纯。
4.1.2  乙腈（CH3CN）：色谱纯。
4.1.3  氨水（NH3·H2O）。
4.1.4  乙酸乙酯（C4H8O2）。
4.1.5  无水硫酸钠（Na2SO4）。
4.1.6  氯化钠（NaCl）。
4.1.7  甲酸铵（HCOONH4）。
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK2]4.1.8  正己烷（C6H14）。
4.2	溶液配制
4.2.1  2%氨化乙酸乙酯溶液：取氨水20 mL，用乙酸乙酯稀释至1000 mL。
4.2.2  4%氯化钠溶液：取氯化钠4 g，用水溶解并稀释至100 mL。
4.2.3  4%氯化钠饱和的正己烷：取4%氯化钠溶液适量，加入过量的正己烷，混合，静置分层，取上层正己烷。
4.2.4  20%甲醇溶液：取甲醇20 mL，用水稀释至100 mL。
4.2.5  10 mmol/L甲酸铵溶液：取甲酸铵0.63 g，用水溶解并稀释至1000 mL。
4.3	标准品
氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺，含量均≥99%，氯霉素-D5、甲砜霉素-D3、氟苯尼考-D3、氟苯尼考胺-D3内标，含量均≥98%。
a) 标准溶液的制备
4.4.1  标准储备液：取氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺标准品各适量（相当于各活性成分约10 mg），精密称定，分别加甲醇适量使溶解并稀释定容至100 mL容量瓶中，配制成浓度为100 μg/mL的标准储备液。-18℃以下保存，有效期12个月。
4.4.2  内标储备液：取氯霉素-D5、甲砜霉素-D3、氟苯尼考-D3、氟苯尼考胺-D3内标各适量（相当于各活性成分约1 mg），精密称定，分别加甲醇适量使溶解并稀释定容至10 mL容量瓶中，配制成浓度为100 μg/mL的内标储备液。-18℃以下保存，有效期12个月。
4.4.3  混合标准中间液：分别精密量取氯霉素标准储备液0.1 mL，甲砜霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺标准储备液各0.5 mL，于10 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成氯霉素浓度为1 μg/mL，甲砜霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺浓度为5 μg/mL混合标准中间液。-18℃以下保存，有效期3个月。
4.4.4  混合内标中间液：分别精密量取氯霉素-D5内标储备液0.1 mL，甲砜霉素-D3、氟苯尼考-D3、氟苯尼考胺-D3内标储备液各0.5 mL，于10 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成氯霉素-D5浓度为1 μg/mL，甲砜霉素-D3、氟苯尼考-D3、氟苯尼考胺-D3浓度为5 μg/mL混合内标中间液。-18℃以下保存，有效期3个月。
4.4.5  混合内标工作液：取混合内标中间液，用20%甲醇溶液稀释成氯霉素-D5浓度为10 ng/mL，甲砜霉素-D3、氟苯尼考-D3、氟苯尼考胺-D3浓度为50 ng/mL混合内标工作液，现配现用。
4.5	材料
尼龙微孔滤膜：0.22 μm。
5 仪器和设备
5.1	液相色谱-串联质谱仪：配有电喷雾离子源（ESI）。
5.2	天平：感量0.01 g和0.00001 g。
5.3	均质机。
5.4	涡旋混合器。
5.5	多管涡旋振荡器。
5.6	高速冷冻离心机：转速8 000 r/min。
5.7	氮吹仪。
6 试料的制备与保存
6.1 试料的制备
取适量新鲜或解冻的空白或供试组织，绞碎，并使均质。
取适量新鲜或解冻的空白或供试牛奶或羊奶，混合均匀。
取适量新鲜或冷藏的空白或供试鸡蛋，去壳后混合均匀。
取匀浆后的供试样品，作为供试试料。
取匀浆后的空白样品，作为空白试料。
取匀浆后的空白样品，添加适宜浓度的标准溶液，作为空白添加试料。
6.2  试料的保存
-18℃以下保存。
7 测定步骤
7.1 [bookmark: _Toc343610496][bookmark: _Toc358104641]提取
取试料2 g（准确至±0.02 g），于50 mL离心管中，加混合内标工作液100 μL，涡旋混匀，再加2%氨化乙酸乙酯溶液10 mL（牛奶、羊奶样品需另加无水硫酸钠3 g），漩涡30 s，涡旋振荡10 min，8000 r/min离心5 min。上清液转入另一50 mL离心管中，残渣中加2%氨化乙酸乙酯溶液10 mL，重复提取一次。合并两次提取液，于50℃氮气吹干，待净化。
7.2 [bookmark: _Toc343610497][bookmark: _Toc358104642]净化
取待净化残渣，加4%氯化钠溶液3 mL，涡旋使溶解，再加4%氯化钠饱和的正己烷5 mL，漩涡30 s，8000 r/min离心5 min，弃去上层正己烷层，用4%氯化钠饱和的正己烷重复脱脂一次。加2%氨化乙酸乙酯溶液5 mL，涡旋振荡5 min，8000 r/min离心5 min，取上层有机相。用2%氨化乙酸乙酯溶液5 mL重复萃取一次，合并有机相，50℃氮气吹干，加20%甲醇溶液1.0 mL，涡旋30 s，过0.22 μm滤膜，供液相色谱-串联质谱仪测定。
7.3 标准曲线的制备
[bookmark: OLE_LINK16]精密量取混合标准中间液和混合内标工作液适量，用20%甲醇溶液稀释，配制成氯霉素浓度分别为0.2 μg/L、0.5 μg/L、1 μg/L、2 μg/L、5 μg/L、10 μg/L，甲砜霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺浓度分别为1 μg/L、2.5 μg/L、5 μg/L、10 μg/L、25 μg/L、50 μg/L，氯霉素-D5浓度均为1 μg/L，甲砜霉素-D3、氟苯尼考-D3、氟苯尼考胺-D3浓度均为5 μg/L的系列标准溶液，临用现配，供液相色谱-串联质谱仪测定。以定量离子峰面积比为纵坐标，浓度为横坐标，绘制标准曲线，求回归方程和相关系数。
7.4 测定                               
7.4.1 色谱条件
a）色谱柱：C18（100 mm2.1 mm，1.7 μm），或相当者；
b）柱温：30℃；
c）进样量：5 μL；
d）流速：0.3 mL/min；
e）流动相：A：10 mmol/L甲酸铵溶液；B：乙腈，梯度洗脱程序见表1。
表1 梯度洗脱程序
	时间，min
	10 mmol/L甲酸铵溶液，%
	乙腈，%

	0
	98
	2

	0.5
	98
	2

	3.5
	40
	60

	4
	98
	2

	5
	98
	2



7.4.2 质谱条件
a）离子源：电喷雾离子源；
b）扫描方式：正离子扫描／负离子扫描；
c）检测方式：多反应离子监测（MRM）；
d）脱溶剂气、锥孔气、碰撞气均为高纯氮气或其他合适气体；
e）喷雾电压、碰撞能等参数应优化至最优灵敏度；
f）待测物离子源、定性、定量离子对、锥孔电压和碰撞能量参考值见表2。
表2 待测物离子源、定性、定量离子对、锥孔电压和碰撞能量参考值
	药物
	离子源
	定性离子对
m/z
	定量离子对
m/z
	锥孔电压
V
	碰撞能量
eV

	氯霉素
	ESI-
	321.1>151.9
	321.1>151.9
	48
	18

	
	
	321.1>257.0
	
	
	10

	甲砜霉素
	ESI-
	354.1>185.0
	354.1>185.0
	48
	20

	
	
	354.1>290.0
	
	
	12

	氟苯尼考
	ESI-
	356.1>185.0
	356.1>336.0
	50
	18

	
	
	356.1>336.0
	
	
	8

	氟苯尼考胺
	ESI+
	248.2>130.3
	248.2>230.1
	26
	20

	
	
	248.2>230.1
	
	
	10

	氯霉素-D5
	ESI-
	326.1>156.9
	326.1>156.9
	46
	18

	甲砜霉素-D3
	ESI-
	357.2>293.0
	357.2>293.0
	48
	10

	氟苯尼考-D3
	ESI-
	359.2>339.0
	359.2>339.0
	22
	6

	氟苯尼考胺-D3
	ESI+
	251.2>233.1
	251.2>233.1
	18
	12



7.4.3  测定法
a）定性测定
在同样测试条件下，试料溶液中酰胺醇类药物及其代谢物的保留时间与标准工作液中酰胺醇类药物及其代谢物的保留时间之比，偏差在±2.5%以内，且检测到的离子的相对丰度，应当与浓度相当的校正标准溶液相对丰度一致。其允许偏差应符合表3要求。
表3 定性确证时相对离子丰度的允许偏差
	相对离子丰度，%
	允许偏差，%

	>50
	±20

	20～50
	±25

	10～20
	±30

	≤10
	±50


b）定量测定
取试料溶液和相应的标准溶液，，作单点或多点校准，按内标法以色谱峰面积定量，定量离子采用丰度最大的二级特征离子碎片。标准溶液及试样溶液中酰胺醇类药物及其代谢物与其相应内标峰面积比均应在仪器检测的线性范围内。对于残留量超出仪器线性范围的，在提取时根据药物浓度相应增加内标工作液的添加量，使试样溶液稀释后酰胺醇类药物及其代谢物的浓度在曲线范围之内，对应内标浓度与标准工作液一致。标准溶液特征离子质量色谱图参见附录A。
7.5 [bookmark: _Toc358104645]空白试验
取空白试料，除不加药物外，采用完全相同的测定步骤进行平行操作。
8  结果计算和表述
试样中酰胺醇类药物及其代谢物的残留量按标准曲线或式（1）计算：

 …………………………………（1）
式中：
X—试样中酰胺醇类药物及其代谢物的残留量，单位为微克每千克（µg/kg）；
Cis—试样溶液中酰胺醇类药物及其代谢物内标的浓度，单位为微克每升（µg/L）；
Cs—标准溶液中酰胺醇类药物及其代谢物的浓度，单位为微克每升（µg/L）；
C'is—标准溶液中酰胺醇类药物及其代谢物内标的浓度，单位为微克每升（µg/L）；
Ai —试样溶液中酰胺醇类药物及其代谢物的峰面积；
Ais—试样溶液中酰胺醇类药物及其代谢物内标的峰面积；
As —标准溶液中酰胺醇类药物及其代谢物的峰面积；
A'is—标准溶液中酰胺醇类药物及其代谢物内标的峰面积；
V—溶解残渣的20%甲醇溶液体积，单位为毫升（mL）；
m—供试试样的质量，单位为克（g）。
9  方法灵敏度、准确度和精密度
9.1 [bookmark: _Toc122447339][bookmark: _Toc122454547][bookmark: _Toc122432402][bookmark: _Toc122432208][bookmark: _Toc122431788][bookmark: _Toc122432422][bookmark: _Toc122447115][bookmark: _Toc122431879][bookmark: _Toc122432515][bookmark: _Toc122454678] 灵敏度
本方法氯霉素的检测限为0.1 µg/kg，定量限为0.2 µg/kg；甲砜霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺的检测限为0.5 µg/kg，定量限为1 µg/kg。
9.2  准确度  
本方法氯霉素在0.2 µg/kg～1 µg/kg添加浓度水平，甲砜霉素在1 µg/kg～100 µg/kg添加浓度水平，氟苯尼考、氟苯尼考胺在1 µg/kg～6000 µg/kg添加浓度水平上的回收率为70%～120%。
9.3  精密度  
本方法批内相对标准偏差≤15%，批间相对标准偏差≤20%。

6

[bookmark: _Toc343610504]附录A
色谱图
  
待测药物标准溶液特征离子质量色谱图见图A1。
[image: ]
[bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK14]图A1 酰胺醇类药物及其代谢物标准溶液特征离子质量色谱图
(氯霉素0.4 μg/L，氯霉素-D51 μg/L，甲砜霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺2 μg/L，
甲砜霉素-D3、氟苯尼考-D3、氟苯尼考胺-D35 μg/L)



附录2
动物性食品中硝基咪唑类药物残留量的测定
液相色谱-串联质谱法
1　 范围
本标准规定了动物性食品中甲硝唑、羟基甲硝唑、地美硝唑和羟基地美硝唑残留量检测的制样和液相色谱-串联质谱测定方法。
本标准适用于猪、牛、羊和鸡的肌肉、肝脏和肾脏组织中甲硝唑、羟基甲硝唑、地美硝唑和羟基地美硝唑残留量的测定。
2　 规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法
3　 原理
试样中残留的硝基咪唑类药物经乙酸乙酯提取，氮气吹干，0.1 mol/L盐酸溶液溶解，正己烷液液萃取除脂，固相萃取柱净化，液相色谱-串联质谱检测，基质匹配内标法定量。
4　 试剂与材料
除另有规定外，所有试剂均为分析纯，水为符合GB/T 6682规定的一级水。
4.1 试剂
4.1.1  乙酸乙酯（C4H8O2）：色谱纯。
4.1.2  乙腈（CH3CN）：色谱纯。
4.1.3  甲醇（CH3OH）：色谱纯。
4.1.4  正己烷（C6H14）：色谱纯。
4.1.5  甲酸（HCOOH）：色谱纯。
4.1.6  氨水（NH3·H2O）
4.1.7  盐酸（HCl）
4.2 溶液配制
4.2.1  0.1 mol/L盐酸溶液：取浓盐酸8.3 mL，用水溶解并稀释至1L，混匀。
4.2.2  2%氨水溶液：取氨水2 mL，加水稀释至100 mL，混匀，现用现配。
4.2.3  洗脱液：取甲醇80 mL，加水15 mL、氨水5 mL，混匀，现用现配。
4.3 标准品
甲硝唑、地美硝唑、羟基甲硝唑、羟基地美硝唑、甲硝唑-D3、地美硝唑-D3、羟基甲硝唑-D2、羟基地美硝唑-D3，含量均≥95%。
4.4 标准溶液制备
4.4.1标准储备液：取甲硝唑、地美硝唑、羟基甲硝唑、羟基地美硝唑标准品适量（相当于各有效成分10 mg），精密称定，用甲醇溶解并稀释定容于10 mL容量瓶，配制成浓度为1 mg/mL的甲硝唑、地美硝唑、羟基甲硝唑和羟基地美硝唑标准储备液。-18℃以下保存，有效期6个月。
4.4.2  内标储备液：取甲硝唑-D3、地美硝唑-D3、羟基甲硝唑-D2和羟基地美硝唑-D3标准品适量（相当于各有效成分10 mg），精密称定，用甲醇溶解并稀释定容于10 mL容量瓶，配制成浓度为1 mg/mL的甲硝唑-D3、地美硝唑-D3、羟基甲硝唑-D2和羟基地美硝唑-D3内标储备液。-18℃以下保存，有效期6个月。
4.4.3  10 μg/mL混合标准工作液：分别精密量取标准储备液各0.1 mL于10 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为10 μg/mL的混合标准工作液。-18℃以下保存，有效期6个月。
4.4.4  1 μg/mL混合标准工作液：精密量取10 μg/mL混合标准工作液1 mL于10 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为1 μg/mL的混合标准工作液。-18℃以下保存，有效期6个月。
4.4.5  0.1 μg/mL混合标准工作液：精密量取1 μg/mL混合标准工作液1 mL于10 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为0.1 μg/mL的混合标准工作液。-18℃以下保存，有效期1个月。
4.4.6  10 μg/mL混合内标工作液：分别精密量内标储备液各0.1 mL于10 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为10 μg/mL的混合内标工作液。-18℃以下保存，有效期6个月。
4.4.7  1 μg/mL混合内标工作液：精密量取10 μg/mL内标工作液1 mL于10 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为1 μg/mL的混合内标工作液。-18℃以下保存，有效期6个月。
4.5 材料
4.5.1 混合型强阳离子交换反相固相萃取柱：60 mg/3 mL，或相当者。
4.5.2 微孔滤膜：0.2 µm，水相。
5　 仪器和设备
5.1  液相色谱-串联质谱仪：配电喷雾离子源。
5.2  分析天平：感量0.00001 g和0.01 g。
[bookmark: _Toc454205495]5.3  氮吹仪。
[bookmark: _Toc454205496]5.4  旋涡混合器。
[bookmark: _Toc454205498]5.5  离心机。
5.6  组织匀浆机。
5.7  固相萃取装置。
6　 试料的制备与保存
6.1　 试料的制备
取适量新鲜或解冻的空白或供试组织，绞碎，并使均质。
——取均质的供试样品，作为供试试样。
——取均质的空白样品，作为空白试样。
——取均质的空白样品，添加适宜浓度的标准溶液，作为空白添加试料。
6.2　 试料的保存
[bookmark: _Toc122432546][bookmark: _Toc122431871][bookmark: _Toc122447331][bookmark: _Toc122454539][bookmark: _Toc149913470][bookmark: _Toc122432394][bookmark: _Toc122444508][bookmark: _Toc122432294][bookmark: _Toc122432414][bookmark: _Toc122432639][bookmark: _Toc122432507][bookmark: _Toc122432589][bookmark: _Toc122447107][bookmark: _Toc527789981][bookmark: _Toc122432200]-18°C以下保存。
7　 测定步骤
7.1　 [bookmark: _Toc454205507]提取
取试料2 g（准确至±0.02 g），于50 mL塑料离心管，加1 μg/mL混合内标工作液10 μL，涡动30 s混匀，静置10 min。加乙酸乙酯15 mL，涡旋2 min，10000 r/min离心5 min。取上清液于另一50 mL离心管中，残渣中加乙酸乙酯15 mL，重复提取一次，合并两次提取液，于25°C水浴氮气吹干。
7.2　 [bookmark: _Toc454205508]净化
残渣中加0.1 mol/L盐酸溶液5 mL，涡动1 min充分溶解，加正己烷5 mL，振摇1 min，5000 r/min离心5 min，弃正己烷层。下层再加正己烷5 mL重复除脂一次，弃正己烷层，备用。
固相萃取柱依次用甲醇2 mL和0.1mol/L盐酸溶液2 mL活化，取备用液过柱，依次用0.1 mol/L盐酸溶液2 mL、甲醇1 mL和2%氨水1 mL淋洗，用洗脱液2 mL洗脱。收集洗脱液，35ºC水浴氮气吹干，加水0.5 mL涡旋1 min，滤膜过滤，供液相色谱-串联质谱测定。
[bookmark: _Toc454205509]7.3  标准曲线的制备
[bookmark: _Toc454205510]取经提取和净化的空白试料溶液，加入适量的混合标准工作液和1 μg/mL混合内标工作液10 μL，35℃水浴氮气吹干，加水0.5 mL涡旋1 min，配制成浓度为2、4、20、40、200和400 μg/L的基质匹配标准溶液，过滤后供液相色谱-串联质谱测定。以测得的硝基咪唑类药物与相应内标的特征离子峰面积之比为纵坐标，标准溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线。求回归方程和相关系数。
7.4  测定
7.4.1 液相色谱参考条件
a）色谱柱：C18色谱柱 （50 mm×2.1 mm，1.7 µm）或相当者； 
b）流动相：A：0.1%的甲酸水溶液，B：0.1%甲酸乙腈溶液，梯度洗脱程序见表1；
c）流速：0.3 mL/min；
d）柱温：30 ℃；
e）进样量：10 µL。
表1　 流动相梯度洗脱条件
	时间，min
	0.1%甲酸水溶液，%
	0.1%甲酸乙腈，%

	0
	95
	5

	0.5
	95
	5

	2.0
	85
	15

	3.0
	0
	100

	3.1
	95
	5

	4.5
	95
	5



7.4.2  质谱参考条件
a）离子源：电喷雾（ESI）离子源；
b）扫描方式：正离子扫描；
c）检测方式：多反应监测；
d）喷雾电压：3 000 V；
e）雾化温度：350 ℃；
f）源温：100 ℃；
g）锥孔气流速：30 L/h；
h）雾化气流速：600 L/h；
i）定性离子对、定量离子对、锥孔电压和碰撞能量见表2。
表2　 定性、定量离子对及锥孔电压、碰撞能量的参考值
	化合物名称
	定性离子对
m/z
	定量离子对
m/z
	锥孔电压
V
	碰撞能量
eV

	甲硝唑
	172.1 > 82.1
172.1 > 128.2
	172.1 > 128.2
	15
	20
15

	甲硝唑-D3
	175.0 > 131.0
	175.0 > 131.0
	15
	15

	羟基甲硝唑
	188.2 > 123.2
188.2 > 126.2
	188.2 > 123.2
	15
	15
15

	羟基甲硝唑-D2
	190.0 > 125.2
	190.0 > 125.2
	15
	15

	地美硝唑
	142.0 > 81.2
142.0 > 96.0
	142.0 > 96.0
	10
	20
15

	地美硝唑-D3
	145.0 > 99.0
	145.0 > 99.0
	10
	15

	羟基地美硝唑
	158.0 > 55.2
158.0 > 140.3
	158.0 > 140.3
	15
	15
10

	羟基地美硝唑-D3
	161.0 > 143.0
	161.0 > 143.0
	15
	10



7.4.3  测定法
a）定性测定
在同样测试条件下，试料溶液中硝基咪唑类药物的保留时间与标准工作液中硝基咪唑类药物的保留时间之比，偏差在±2.5%以内，且检测到的离子的相对丰度，应当与浓度相当的校正标准溶液相对丰度一致。其允许偏差应符合表3要求。
表3　 定性确证时相对离子丰度的允许偏差
	相对离子丰度
	> 50%
	> 20%至50%
	> 10%至20%
	≤ 10%

	允许的最大偏差
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%



b）定量测定
按7.4.1和7.4.2设定仪器条件，以基质匹配标准溶液浓度为横坐标，硝基咪唑类药物与相应内标的峰面积之比为纵坐标，绘制标准工作曲线，作单点或多点校准，按内标法计算试样中药物的残留量。标准溶液的特征离子质量色谱图参见附录A。
[bookmark: _Toc454205511]7.5空白试验
取空白试料，除不加药物外，采用完全相同的测定步骤进行平行操作。
[bookmark: _Toc454205512]8  结果计算和表述
试样中硝基咪唑类药物的残留量按标准曲线或式（1）计算：

…………………………（1）
式中：
X——试样中硝基咪唑类药物的残留量，单位为微克每千克（µg/kg）；
Ai——供试试料溶液中硝基咪唑类药物的峰面积；
A’is——标准溶液中内标的峰面积；
Cs——标准溶液中硝基咪唑类药物的浓度，单位为微克每升（µg/L）； 
Cis——供试试料中内标的浓度，单位为微克每升（µg/L）；
V——供试试料最终定容体积，单位为毫升（mL）; 
Ais——供试试料溶液中内标的峰面积；
As——标准溶液中硝基咪唑类药物的峰面积；
C’is——标准溶液中内标的浓度，单位为微克每升（µg/L）;

——供试试料的质量，单位为克（g）。
注：测定结果用平行测定的算术平均值表示，保留三位有效数字。
[bookmark: _Toc454205513]9  方法灵敏度、准确度和精密度
9.1  灵敏度
本方法的检测限为0.5 µg/kg，定量限为1 µg/kg。
9.2  准确度
本方法在1µg/kg～10 µg/kg添加浓度水平上的回收率为60%～120%。
9.3  精密度
本方法批内相对标准偏差≤20%，批间相对标准偏差≤20%。


附录A
标准溶液特征离子质量色谱图

[image: ]

  图 A1 硝基咪唑类药物标准溶液特征离子质量色谱图 (4 μg/L)
羟基甲硝唑：188.2>123.2；羟基甲硝唑-D2：190.0>125.2；羟基地美硝唑：158.0>140.3；羟基地美硝唑-D3：161.0>143.0；甲硝唑：172.1>128.2；甲硝唑-D3：175.0>131.0；地美硝唑：142.0>96.0；地美硝唑-D3：145.0>99.0









附录3
动物性食品中β-内酰胺类药物残留检测
液相色谱-串联质谱法
1  范围
本标准规定了动物性食品中青霉素G、青霉素V、阿莫西林、羧苄西林、氨苄西林、苯唑西林、氯唑西林、萘夫西林、头孢喹肟、头孢氨苄、头孢拉定、头孢唑啉和头孢哌酮等13种β-内酰胺类药物残留检测的制样和液相色谱-串联质谱测定方法。
本标准适用于牛奶、猪、鸡肌肉和肾脏中青霉素G、青霉素V、阿莫西林、羧苄西林、氨苄西林、苯唑西林、氯唑西林、萘夫西林、头孢喹肟、头孢氨苄、头孢拉定、头孢唑啉和头孢哌酮单个或多个药物残留量的检测。
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/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法
3制样
3.1样品的制备 
3.1.1 牛奶
取适量新鲜或解冻的空白或供试牛奶，混合均匀。
3.1.2 猪、鸡肌肉和肾脏
取适量新鲜或解冻的空白或供试组织，绞碎并使匀质。
3.2样品的保存
上述制备样品-20℃以下贮存备用。
4测定方法
4.1方法提要或原理
供试样品中的残留药物用水和乙腈提取后，用正己烷去除脂肪，再用C18固相萃取柱去除杂质，浓缩后供超高效液相色谱-串联质谱法测定，外标法定量。
4.2试剂和材料
以下所用的试剂，除特别注明者外均为分析纯试剂；水为符合GB/T 6682规定的二级水。   
4.2.1  青霉素G、青霉素V、阿莫西林、羧苄西林、氨苄西林、苯唑西林、氯唑西林、萘夫西林、头孢喹肟、头孢氨苄、头孢拉定、头孢唑啉和头孢哌酮对照品：纯度均大于95.0%。
4.2.2  乙腈  色谱纯
4.2.3  正己烷
4.2.4  甲酸
4.2.5  标准储备液（1mg/mL）：准确称取适量的青霉素G、青霉素V、阿莫西林、羧苄西林、氨苄西林、苯唑西林、氯唑西林、萘夫西林、头孢喹肟、头孢氨苄、头孢拉定、头孢唑啉和头孢哌酮对照品，用50%乙腈水溶液溶解并稀释，分别配制成1mg/mL的标准储备液。4℃下保存，有效期为1周。
4.2.6  混合标准工作液（10μg/mL）：分别准确吸取0.1mL的青霉素G、青霉素V、阿莫西林、羧苄西林、氨苄西林、苯唑西林、氯唑西林、萘夫西林、头孢喹肟、头孢氨苄、头孢拉定、头孢唑啉和头孢哌酮标准储备液至10mL容量瓶中，用水稀释至刻度，混匀即得。4℃下保存，有效期为1周。
4.2.7  基质匹配标准工作液：准确量取适当浓度的混合标准工作液适量，加入空白组织经提取、净化及浓缩后的溶液中，加水定容至1mL，充分混匀，即得。
4.3  仪器和设备
4.3.1  液相色谱-串联质谱仪（配电喷雾离子源）
4.3.2  分析天平  感量0.00001g
4.3.3  天平  感量0.01g
4.3.4  高速离心机
4.3.5  涡旋混合器
4.3.6  水平振荡器
4.3.7  固相萃取装置
4.3.8  BakerBond C18固相萃取柱：500mg/6mL，或相当者。
4.3.9  氮吹仪  
4.3.10  滤膜  0.2μm
4.4  测定步骤
4.4.1  试料的制备
试料的制备包括：
—— 取匀质的供试样品，作为供试试料。
—— 取匀质的空白样品，作为空白试料。
—— 取匀质的空白样品，添加适宜浓度的标准工作液，作为空白添加试料。
4.4.2  提取
称取2（±0.02）g试料，置于50mL离心管内，加水2mL和乙腈8mL（牛奶样品直接加乙腈8mL），涡旋混合后中速振荡5min，10000r/min离心10min，取上清液于另一50mL离心管内，加正己烷5mL，涡旋混合后中速振荡5min，5000r/min离心5min，弃上层溶液，下层溶液作为备用液。
4.4.3  净化
C18小柱依次用乙腈5mL、水5mL活化，取全部备用液过柱同时收集于15mL玻璃试管内，挤干，于40℃下氮气吹至体积小于1mL，加水定容至1mL，充分涡旋混匀，转移至1.5mL塑料离心管内，4℃下15000r/min离心10min，取适量上清液过滤膜后，供液相色谱-串联质谱仪测定。
4.4.4  基质匹配标准曲线的制备
分别准确量取13种β-内酰胺类药物系列混合标准溶液适量，依次加入6份空白组织经提取、净化及浓缩后的溶液中，加水定容至1mL，充分混匀，制得浓度为5、10、50、100、200和500ng/mL的基质匹配系列混合标准溶液，离心过滤膜后上机测定。以特征离子质量色谱峰面积为纵坐标，标准溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线。
4.4.5  测定
4.4.5.1  液相色谱参考条件
色谱柱：BEH C18（50×2.1mm，1.7µm），或相当者； 
流动相：A相为0.1%甲酸乙腈溶液；B相为0.1%甲酸水溶液；
梯度洗脱：0～1min，保持5%A；1～2.5min，5%A线性变化至50%；2.5min～4min，保持50%A；4～5min，保持5%A；
流速：0.3mL/min；	
柱温：30℃；
进样量：10µL。
4.4.5.2  质谱参考条件
离子源：电喷雾离子源；
扫描方式：正离子扫描；
检测方式：多反应监测；
电离电压：3.1kV；
源温：110℃；
雾化温度：350℃；
锥孔气流速：50L/h；
雾化气流速：650L/h；
测试药物定性、定量离子对及对应的锥孔电压、碰撞能量见表1。
表1  13种β-内酰胺类药物定性、定量离子对及锥孔电压、碰撞能量
	药物
	保留时间
（min）
	定性离子对
(m/z)
	定量离子对
(m/z)
	锥孔
电压(V)
	碰撞
能量(eV)

	阿莫西林
	1.59
	366.3﹥113.7
	366.3﹥113.7
	 15
	20

	
	
	366.3﹥208.0
	
	
	12

	头孢喹肟
	2.15
	529.4﹥133.9
	529.4﹥133.9
	 25
	15

	
	
	529.4﹥396.2
	
	
	15

	氨苄西林
	2.24
	350.4﹥105.8
	350.4﹥105.8
	 25
	15

	
	
	350.4﹥159.8
	
	
	10

	头孢氨苄
	2.26
	348.3﹥157.8
	348.3﹥157.8
	    18
	8

	
	
	348.3﹥174.0
	
	
	15

	头孢拉定
	2.30
	350.3﹥157.8
	350.3﹥157.8
	    18
	8

	
	
	350.3﹥175.9
	
	
	12

	头孢唑啉
	2.46
	455.2﹥155.7
	455.2﹥323.1
	    20
	15

	
	
	455.2﹥323.1
	
	
	10

	头孢哌酮
	2.61
	646.6﹥142.9
	646.6﹥142.9
	20
	32

	
	
	646.6﹥530.3
	
	
	10

	羧苄西林
	2.79
	379.3﹥159.8
	379.3﹥159.8
	    22
	15

	
	
	379.3﹥220.0
	
	
	18

	青霉素G
	3.01
	335.3﹥159.8
	335.3﹥159.8
	    20
	10

	
	
	335.3﹥176.0
	
	
	12

	青霉素V
	3.14
	351.3﹥159.9
	351.3﹥159.9
	    20
	12

	
	
	351.3﹥192.0
	
	
	10

	苯唑西林
	3.23
	402.3﹥159.8
	402.3﹥159.8
	    20
	15

	
	
	402.3﹥243.1
	
	
	12

	氯唑西林
	3.36
	436.3﹥159.9
	436.3﹥159.9
	    22
	15

	
	
	436.3﹥277.2
	
	
	12

	萘夫西林
	3.45
	415.3﹥170.9
	415.3﹥199.0
	    20
	35

	
	
	415.3﹥199.0
	
	
	15


4.4.5.3  测定法
取试料溶液和基质匹配标准溶液，作单点或多点校准，外标法计算。试料溶液和基质匹配标准溶液中青霉素G、青霉素V、阿莫西林、羧苄西林、氨苄西林、苯唑西林、氯唑西林、萘夫西林、头孢喹肟、头孢氨苄、头孢拉定、头孢唑啉和头孢哌酮的特征离子质量色谱峰面积均应在仪器检测的线性范围之内。试料溶液中的离子相对丰度与基质匹配标准溶液中的离子相对丰度相比，符合表2的要求。标准溶液和添加试液中特征离子质量色谱图分别见附录A中图A.1~图A.4。
表2 试料溶液中离子相对丰度的允许偏差范围
	相对丰度（%）
	允许偏差（%）

	＞50
	±20

	20～50
	±25

	10～20
	±30

	≤10
	±50


4.4.6  空白试验
取空白试料，除不加药物外，采用完全相同的测定步骤进行平行操作。
4.5  结果计算和表述
单点校准：[image: ]
或基质匹配标准曲线校准：由As＝aCs＋b，
    求得a和b，则[image: ]
按下式计算β-内酰胺类药物残留量：
           [image: ]
式中：
X——供试试料中β-内酰胺类药物残留量（µg/kg）；   
Cs——基质匹配溶液中相应β-内酰胺类药物浓度（ng/mL）；                 
C——供试试料溶液中相应β-内酰胺类药物浓度（ng/mL）；                         
As——基质匹配溶液中相应β-内酰胺类药物峰面积；
A——供试试料溶液中相应β-内酰胺类药物峰面积；                           
V——浓缩后定容体积（mL）；             
[image: ]——供试试料质量（g）。    
注：测定结果用平行测定的算术平均值表示，保留三位有效数字。
5  检测方法灵敏度、准确度和精密度
5.1  灵敏度
青霉素G、青霉素V、阿莫西林、羧苄西林、氨苄西林、苯唑西林、氯唑西林、萘夫西林、头孢喹肟、头孢氨苄、头孢拉定、头孢唑啉和头孢哌酮在牛奶、猪、鸡肌肉和肾脏中的检测限为1µg/kg，定量限为2µg/kg。
5.2  准确度  
本方法牛奶在2µg/kg～50µg/kg添加浓度范围内回收率为60%～120%；猪、鸡肌肉和肾脏组织在2µg/kg～300µg/kg添加浓度范围内回收率为60%～120%。
5.3  精密度  
本方法批内相对标准偏差≤20%，批间相对标准偏差≤20%。
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附录A
β-内酰胺类药物特征离子质量色谱图
[image: ][image: ]
图A.1  50ng/mL标准溶液得到的特征离子质量色谱图

[image: ]
[image: ]
图A.2  5ng/g空白牛奶添加试液得到的特征离子质量色谱图

[image: ][image: ]
图A.3  25ng/g空白肌肉添加试液得到的特征离子质量色谱图
[image: ][image: ]
图A.4  25ng/g空白肾脏添加试液得到的特征离子质量色谱图

注：1－阿莫西林特征离子质量色谱图（366.3﹥113.7）；
                2－头孢喹肟特征离子质量色谱图（529.4﹥133.9）；
3－氨苄西林特征离子质量色谱图（350.4﹥105.8）；
                4－头孢氨苄特征离子质量色谱图（348.3﹥157.8）；
5－头孢拉定特征离子质量色谱图（350.3﹥157.8）；
                6－头孢唑啉特征离子质量色谱图（455.2﹥323.1）；
7－头孢哌酮特征离子质量色谱图（646.6﹥142.9）；
                8－羧苄西林特征离子质量色谱图（379.3﹥159.8）；
9－青霉素G特征离子质量色谱图（335.3﹥159.8）；
                10－青霉素V特征离子质量色谱图（351.3﹥159.9）；
11－苯唑西林特征离子质量色谱图（402.3﹥159.8）；
                12－氯唑西林特征离子质量色谱图（436.3﹥159.9）；
13－萘夫西林特征离子质量色谱图（415.3﹥199.0）。

农业部××号公告—××—××××

2
25

附录4
牛奶中四环素类药物残留检测
超高效液相色谱-串联质谱法
1范围
本标准规定了牛奶中四环素、土霉素、金霉素和多西环素单个或混合物残留检测的制样和超高效液相色谱-串联质谱的测定方法。
本标准适用于牛奶中四环素、土霉素、金霉素和多西环素单个或混合物残留量的检测。
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/T 6682-2000  分析实验室用水规则和试验方法
3制样
3.1样品的制备 
取适量新鲜或解冻的空白或供试样品，混合均匀。
3.2样品的保存
-20℃以下冰箱中贮存备用。
4测定方法
4.1方法提要或原理
试料中残留的四环素、土霉素、金霉素和多西环素经Mcllvaine-Na2EDTA缓冲液提取，HLB柱净化。用超高效液相色谱-串联质谱法测定，外标法定量。 
4.2试剂和材料
以下所用的试剂，除特别注明者外均为分析纯试剂；水为符合GB/T 6682规定的一级水。   
4.2.1盐酸四环素  含量≥97%。
4.2.2土霉素  含量≥92.4%。
4.2.3盐酸金霉素  含量≥94.5%。
4.2.4  多西环素  含量≥83.2%。
4.2.5  甲醇  色谱纯
4.2.6  乙腈  色谱纯
4.2.7  甲酸
4.2.8  氢氧化钠
4.2.9  柠檬酸(C6H8O7·H2O)  
4.2.10  磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O） 
4.2.11  乙二胺四乙酸二钠(C10H14N2Na2O8·2H2O)  
4.2.12  氢氧化钠溶液（1mol/L）  称取氢氧化钠4g，加水溶解并稀释至100mL，即得。
4.2.13  柠檬酸溶液（0.1mol/L）  称取21.01g柠檬酸，用水溶解并定容至1000mL，即得。
4.2.14  磷酸氢二钠溶液（0.2mol/L）  称取28.41g磷酸氢二钠，用水溶解并定容至1000mL，即得。
4.2.15  Mcllvaine缓冲液   将0.1mol/L柠檬酸溶液1000mL与0.2mol/L磷酸氢二钠溶液625mL混合，用1mol/L氢氧化钠溶液调pH值至4.0±0.5。
4.2.16  Mcllvaine-Na2EDTA缓冲液（0.1mol/L） 称取60.5g乙二胺四乙酸二钠放入1625mL Mcllvaine缓冲液中，使其溶解，摇匀即得。
4.2.17  标准储备液  准确称取盐酸四环素、盐酸土霉素和盐酸金霉素对照品适量，用甲醇溶解并稀释成浓度均为1mg/mL的溶液，作为标准储备液。置-20℃冰箱中保存，有效期为1个月。
4.2.18  混合标准工作液  准确量取标准储备液适量，用甲醇-水（3+7，V/V）溶液稀释成适宜浓度的四环素、土霉素、金霉素和多西环素混合标准工作液。临用前配制。
4.3仪器和设备
4.3.1超高效液相色谱-串联质谱仪（配电喷雾离子源）
4.3.2分析天平 感量0.00001g
4.3.3天平  感量0.01g
4.3.4涡旋混合器
4.3.5水平振荡器
4.3.6离心机
4.3.7酸度计
4.3.8固相萃取柱  HLB小柱(60mg/3mL)，或相当者。
4.3.9氮吹仪
4.3.10微孔滤膜  0.22µm
4.4测定步骤
4.4.1试料的制备
试料的制备包括：
—— 取混匀后的供试样品，作为供试试料。
—— 取混匀后的空白样品，作为空白试料。
—— 取混匀后的空白样品，添加适宜浓度的标准工作液，作为空白添加试料。
4.4.2提取
称取2（±0.05）g混匀样品，置50mL离心管中，加Mcllvaine-Na2EDTA缓冲液18mL，涡旋混匀，8000r/min离心10min(温度低于15℃)，取上清液于另一离心管内备用。
4.4.3净化
HLB小柱依次用甲醇、水各5mL预洗。取备用液10mL过柱，依次用水、5％甲醇水溶液各5mL淋洗，减压抽干。用甲醇-乙酸乙酯溶液（1+9，V/V）3mL洗脱，洗脱液用氮气吹干（温度低于40℃）。用甲醇-水（3+7，V/V）0.5mL溶解残余物，过滤膜后供超高效液相色谱-串联质谱仪测定。
4.4.4标准曲线的制备
精密量取混合标准工作液适量，用甲醇-水（3+7，V/V）溶液稀释成含四环素、土霉素、金霉素和多西环素分别为10、20、50、100、200、500ng/mL的系列标准工作液，供超高效液相色谱-串联质谱仪测定。
4.4.5测定
4.4.5.1液相色谱条件
色谱柱： BEH C18（50×2.1mm，1.7µm），或相当者； 
流动相： A相为0.3%的甲酸乙腈溶液，B相为0.3％的甲酸水溶液； 
梯度洗脱： 0～5min，15％A线性变化至35％A；5～6min，保持15％A。
流速：0.3mL/min；
柱温：20℃。
进样量：10µL。
4.4.5.2质谱条件
离子源：电喷雾离子源；
扫描方式：正离子扫描；
检测方式：多反应监测；
电离电压：2.5KV；
源温：100℃；
雾化温度：300℃；
锥孔气流速：50L/h；
雾化气流速：500L/h；
定性、定量离子对及锥孔电压、碰撞能量见表1。
表1 四环素类药物保留时间、定性定量离子对以及锥孔电压、碰撞能量
	药物
	保留时间
（min）
	定性离子对
(m/z)
	定量离子对
(m/z)
	锥孔电压
(V)
	碰撞能量
(eV)

	四环素
	1.47
	445.4>154.0
	445.4>410.4
	25
	25

	
	
	445.4>410.4
	
	
	20

	土霉素
	1.22
	461.5>426.5
	461.5>426.5
	25
	20

	
	
	461.5>443.5
	
	
	12

	金霉素
	2.55
	479.5>444.4
	479.5>444.4
	30
	20

	
	
	479.5>462.5
	
	
	15

	多西环素
	3.00
	445.5>428.4
	445.5>428.4
	30
	15

	
	
	445.5>410.5
	
	
	25


4.4.5.3测定法
取试样溶液和相应的标准溶液，作单点或多点校准，按外标法以峰面积计算。标准溶液及试样溶液中四环素、土霉素、金霉素和多西环素的响应值均应在仪器检测的线性范围之内。试样溶液中的离子相对丰度与标准溶液中的离子相对丰度相比，符合表2的要求。标准溶液和试样溶液的特征离子质量色谱图分别见附录A中图A.1、图A.2。
表2  试样溶液中离子相对丰度的允许偏差范围
	相对丰度（%）
	允许偏差（%）

	＞50
	±20

	20～50
	±25

	10～20
	±30

	≤10
	±50



4.4.6空白试验
取空白试料，除不加药物外，采用完全相同的测定步骤进行平行操作。
4.5结果计算和表述
按下式计算试料中四环素、土霉素、金霉素和多西环素的残留量：
                  [image: ]
式中：  
X ——试料中四环素、土霉素、金霉素和多西环素的残留量(ng/g)；
A ——试样溶液中相应药物的峰面积；
AS ——对照溶液中相应药物的峰面积；
cs ——对照溶液中相应药物的浓度(ng/mL)；
V1 ——提取试料后缓冲液的总体积(mL)；
V2 ——过固相萃取柱所用备用液体积(mL)； 
V3 ——溶解残余物的体积(mL)；
m ——供试试料的质量(g)。
注：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。
5检测方法灵敏度、准确度、精密度
5.1灵敏度
四环素、土霉素、金霉素和多西环素在牛奶中的检测限为5μg/kg，定量限为10μg/kg。
5.2准确度
本方法在10μg/kg～200μg/kg添加浓度的回收率为70%～120%。
5.3精密度
本方法的批内变异系数≤20%，批间变异系数≤20%。
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附录A
四环素类药物特征离子质量色谱图
[image: ]
图A.1  100ng/mL标液中四环素类药物特征离子质量色谱图

[image: ]
图A.2  50ng/g空白牛奶添加试液中四环素类药物特征离子质量色谱图
注：1－土霉素得到的特征离子质量色谱图（461.5>426.5）；
2－四环素得到的特征离子质量色谱图（445.4>410.4）；
3－金霉素得到的特征离子质量色谱图（479.5>444.4）；
4－多西环素得到的特征离子质量色谱图（445.5>428.4）。





















附录5
动物性食品中β-受体激动剂残留量的测定 
液相色谱-串联质谱法
[bookmark: _Toc527648189][bookmark: _Toc527722282][bookmark: _Toc527789974][bookmark: _Toc122431783][bookmark: _Toc122431864][bookmark: _Toc122432193][bookmark: _Toc122432287][bookmark: _Toc122432387][bookmark: _Toc122432407][bookmark: _Toc122432500][bookmark: _Toc122432539][bookmark: _Toc122432582][bookmark: _Toc122432632][bookmark: _Toc122444501][bookmark: _Toc122447100][bookmark: _Toc122447324][bookmark: _Toc122454532][bookmark: _Toc122454673][bookmark: _Toc149913463][bookmark: _Toc338704963][bookmark: _Toc343610486][bookmark: _Toc358104634]1.范围
本标准规定了动物性食品中β-受体激动剂残留检测的制样和液相色谱-串联质谱测定方法。
本标准适用于猪、牛、羊的肌肉、肝脏和肾脏中克仑特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇、西马特罗、齐帕特罗、氯丙那林、特布他林、西布特罗、马布特罗、溴布特罗、班布特罗、克仑丙罗、妥布特罗、利托君、克仑赛罗、马喷特罗、克仑潘特和羟甲基克仑特罗共18种β-受体激动剂单个或混合物残留量的检测。
[bookmark: _Toc527648190][bookmark: _Toc527722283][bookmark: _Toc527789975][bookmark: _Toc122431784][bookmark: _Toc122431865][bookmark: _Toc122432194][bookmark: _Toc122432288][bookmark: _Toc122432388][bookmark: _Toc122432408][bookmark: _Toc122432501][bookmark: _Toc122432540][bookmark: _Toc122432583][bookmark: _Toc122432633][bookmark: _Toc122444502][bookmark: _Toc122447101][bookmark: _Toc122447325][bookmark: _Toc122454533][bookmark: _Toc122454674][bookmark: _Toc149913464][bookmark: _Toc338704964][bookmark: _Toc343610487][bookmark: _Toc358104635][bookmark: _Toc527648191][bookmark: _Toc527722284][bookmark: _Toc527789976][bookmark: _Toc122431785][bookmark: _Toc122431866][bookmark: _Toc122432195][bookmark: _Toc122432289][bookmark: _Toc122432389][bookmark: _Toc122432409][bookmark: _Toc122432502][bookmark: _Toc122432541][bookmark: _Toc122432584][bookmark: _Toc122432634][bookmark: _Toc122444503][bookmark: _Toc122447102][bookmark: _Toc122447326][bookmark: _Toc122454534][bookmark: _Toc122454675][bookmark: _Toc149913465]2.规范性引用文件
[bookmark: _Toc527722288][bookmark: _Toc527789980][bookmark: _Toc122431870][bookmark: _Toc122432199][bookmark: _Toc122432293][bookmark: _Toc122432393][bookmark: _Toc122432413][bookmark: _Toc122432506][bookmark: _Toc122432545][bookmark: _Toc122432588][bookmark: _Toc122432638][bookmark: _Toc122444507][bookmark: _Toc122447106][bookmark: _Toc122447330][bookmark: _Toc122454538][bookmark: _Toc149913469][bookmark: _Toc338704966][bookmark: _Toc343610491][bookmark: _Toc358104636]下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本
适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法
3.原理
[bookmark: _Toc527722289]试料中残留的β-受体激动剂，酶解后用高氯酸沉淀蛋白，调pH，经乙酸乙酯和叔丁基甲醚萃取，固相萃取柱净化，液相色谱-串联质谱法测定，标准溶液同位素内标法定量。
[bookmark: _Toc338704967][bookmark: _Toc343610492][bookmark: _Toc358104637]4.试剂和材料
4.1  试剂
以下所用试剂，除特别注明外均为分析纯试剂，水为符合GB/T 6682规定的一级水。
4.1.1  乙腈（CH3CN）：色谱纯。
4.1.2  甲醇（CH4O）：色谱醇。
4.1.3  甲酸（CH2O2）：色谱纯。
4.1.4  高氯酸（HClO4）：70%～72%。
4.1.5  氨水（NH4O）
4.1.6  乙酸乙酯：色谱纯。
4.1.7  叔丁基甲醚：色谱纯。
4.1.8  β-葡萄糖醛酸酶/芳基硫酸酯酶（β-Glucuronidase/aryl sulfatase）：30U/60U/mL。
4.2	溶液配制
4.2.1  0.2mol/L乙酸铵缓冲液：称取15.4 g乙酸铵，溶解于1000mL水中，用适量乙酸调pH至5.2。
4.2.2  0.1mol/L高氯酸溶液：移取8.7 mL高氯酸，用水稀释至1000 mL。
4.2.3  2%甲酸溶液：取2 mL甲酸，用水稀释至100 mL。
4.2.4  5%氨化甲醇溶液：取5 mL氨水，用甲醇稀释至100 mL。
4.2.5  0.1%甲酸乙腈溶液：取1 mL甲酸，用乙腈稀释至1000 mL。
4.2.6  0.1%甲酸溶液：取1 mL甲酸，用水稀释至1000 mL。
4.2.7  甲醇+0.1%甲酸溶液（10+90，V/V）：取10 mL甲醇和90 mL 0.1%甲酸溶液，混匀。
4.3	标准品
克仑特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇、西马特罗、齐帕特罗、氯丙那林、特布他林、西布特罗、马布特罗、溴布特罗、班布特罗、克仑丙罗、妥布特罗、利托君、克仑赛罗、马喷特罗、克仑潘特和羟甲基克仑特罗，含量均≥98.0%。
a) 同位素内标标准品  
克仑特罗-D9、盐酸莱克多巴胺-D6、沙丁胺醇-D3、西马特罗-D7、齐帕特罗-D7、氯丙那林-D7、特布他林-D9、西布特罗-D9、盐酸马布特罗-D9、盐酸班布特罗-D9、克仑丙罗-D7、盐酸妥布特罗-D9和羟甲基克仑特罗-D6，含量均≥98.0%。
[bookmark: _Toc527722290][bookmark: _Toc527789982][bookmark: _Toc122431872][bookmark: _Toc122432201][bookmark: _Toc122432295][bookmark: _Toc122432395][bookmark: _Toc122432415][bookmark: _Toc122432508][bookmark: _Toc122432547][bookmark: _Toc122432590][bookmark: _Toc122432640][bookmark: _Toc122444509][bookmark: _Toc122447108][bookmark: _Toc122447332][bookmark: _Toc122454540][bookmark: _Toc149913471]4.5  标准溶液的制备
4.5.1 标准储备液：精密称取克仑特罗等标准品约10 mg，于10 mL容量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，配制成浓度为1.0 mg/mL的标准储备液。-20℃以下保存，有效期12个月。
4.5.2 内标储备液：精密称取克仑特罗-D9等同位素内标约10 mg，于10 mL容量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，配制成浓度为1.0 mg/mL的内标储备液。-20℃以下保存，有效期12个月。
4.5.3 标准工作液：精密量取1 mg/mL的标准储备液100 μL，于10 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为10 μg/mL的标准工作液。-20℃以下保存，有效期6个月。
4.5.4 内标工作液：精密量取1 mg/mL的内标储备液100 μL，于10 mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为10 μg/mL的内标工作液。-20℃以下保存，有效期6个月。
4.6	材料
4.6.1 混合型阳离子交换固相萃取柱：60 mg/3 mL，或相当者。
4.6.2 微孔滤膜：0.22 μm。
[bookmark: _Toc338704968][bookmark: _Toc343610493][bookmark: _Toc358104638]5.仪器和设备
5.1	液相色谱-串联质谱仪：配有电喷雾离子源（ESI）。
5.2	分析天平：感量0.00001 g。
5.3  天平：感量0.01 g。
5.4  恒温振荡水浴摇床。
5.5	涡旋混合器。
5.6	高速离心机。
5.7  振荡器。
5.8  氮吹仪。
5.9  固相萃取装置。
[bookmark: _Toc358104639][bookmark: _Toc343610495]6.试料的制备与保存
6.1 试料的制备
取适量新鲜或解冻的空白或供试样品，并均质。
取均质后的供试样品，作为供试试料。
取均质后的空白样品，作为空白试料。
取均质后的空白样品，添加适宜浓度的标准工作液，作为空白添加试料。
6.2 试料的保存
-20℃以下保存。
[bookmark: _Toc358104640]7.测定步骤
7.1酶解与提取
准确称取2（±0.02）g待测试料于50 mL离心管内，加入0.2 mol/L乙酸铵缓冲溶液（pH＝5.2）6 mL，再加入β-葡萄糖醛酸酶/芳基硫酸酯酶40 μL，涡旋混匀，于37℃下避光水浴振荡16h。
7.2萃取、净化与浓缩
酶解后放置至室温，加入100 ng/mL内标工作液100 μL，涡旋混匀，8000 r/min离心8 min，取上清液于另一50 mL离心管内，加入0.1 mol/L高氯酸溶液5 mL，涡旋混匀，用高氯酸调至pH 1.0±0.2，8000 r/min离心8 min后，将上清液转移至另一50 mL离心管内，用10 mol/L NaOH溶液调至pH 10±0.5。加入乙酸乙酯15 mL，中速振荡5 min，5000 r/min离心5 min，取上层有机相至另一50 mL离心管内。下层水相中再加入叔丁基甲醚10 mL，中速振荡5 min，5000 r/min离心5 min，取上层有机相，合并于乙酸乙酯萃取液中，50℃下氮气吹干，用2%甲酸溶液5 mL溶解，备用。
混合型阳离子交换固相萃取柱依次用甲醇、2%甲酸溶液各3 mL活化，取备用液全部过柱，依次用2%甲酸溶液、甲醇各3 mL淋洗，抽干，用5%氨化甲醇溶液3 mL洗脱；洗脱液在50℃下氮气吹干。
残余物中加入甲醇+0.1%甲酸溶液（10+90，V/V）0.5 mL，充分溶解，过0.22 μm微孔滤膜后供液相色谱-串联质谱仪测定。
[bookmark: _Toc343610498][bookmark: _Toc358104643]7.3标准曲线的制备
精密量取克仑特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇、西马特罗、齐帕特罗、氯丙那林、特布他林、西布特罗、马布特罗、溴布特罗、班布特罗、克仑丙罗、妥布特罗、利托君、克仑赛罗、马喷特罗、克仑潘特和羟甲基克仑特罗18种混合标准工作液适量，用甲醇+0.1%甲酸溶液（10+90，V/V）稀释成浓度为1、2、5、10、20和50 ng/mL的系列标准工作液（含内标5 ng/mL），由低浓度到高浓度依次上机测定。
[bookmark: _Toc343610499][bookmark: _Toc358104644]7.4测定                               
7.4.1 液相色谱参考条件
a）色谱柱：五氟苯基柱（50 mm×3.0 mm，粒径2.6 μm），或相当者；
b）流动相：A相为0.1%甲酸溶液，B相为0.1%甲酸乙腈溶液。流动相梯度：0~0.5 min保持5%B；0.5~5 min，5%B线性变化到60%B，5~6.5 min，保持95%B，6.5~8.5 min保持5%B。
c）流速：0.4 mL/min；
d）进样量：5 μL；
e）柱温：30℃。
7.4.2 串联质谱参考条件
a）离子源：电喷雾离子源；
b）扫描方式：正离子扫描；
c）检测方式：多反应离子监测（MRM）；
d）电喷雾电压：5500 V。
e）离子源温度：550 ℃。
f）辅助气1：50 psi。
g）辅助气2：60 psi。
h）气帘气：30 psi。
i）碰撞气：Medium。
待测药物定性、定量离子对和对应的去簇电压、碰撞能量参考值见表1。
表1  待测药物定性、定量离子对和对应的去簇电压、碰撞能量参考值
	药物
	定性离子对
(m/z)
	定量离子对
(m/z)
	去簇电压
(V)
	碰撞能量
(eV)

	克仑特罗
	277.0>203.0
	277.0>203.0
	40
	21

	
	277.0>168.1
	
	
	38

	克仑特罗-D9
	286.0>204.0
	286.0>204.0
	50
	23

	莱克多巴胺
	302.2>164.1
	302.2>164.1
	40
	23

	
	302.2>107.1
	
	
	51

	莱克多巴胺-D6
	308.1>168.1
	302.2>168.1
	40
	23

	沙丁胺醇
	240.2>148.1
	240.2>148.1
	40
	24

	
	240.2>222.1
	
	
	15

	沙丁胺醇-D3
	243.1>151.0
	243.1>151.0
	30
	25

	西马特罗
	220.0>160.0
	220.0>160.0
	40
	22

	
	220.0>202.0
	
	
	13

	西马特罗-D7
	227.2>161.1
	227.2>161.1
	40
	23

	齐帕特罗
	262.1>185.0
	262.1>185.0
	40
	32

	
	262.1>202.1
	
	
	25

	齐帕特罗-D7
	269.1>185.0
	269.1>185.0
	40
	32

	氯丙那林
	214.0>154.1
	214.0>154.1
	40
	23

	
	214.0>118.0
	
	
	34

	氯丙那林-D7
	221.0>155.0
	221.0>155.0
	40
	23

	特布他林
	226.2>152.0
	226.2>152.0
	40
	21

	
	226.2>107.1
	
	
	36

	特布他林-D9
	235.2>153.1
	235.2>153.1
	40
	20

	西布特罗
	234.0>160.1
	234.0>160.1
	40
	21

	
	234.0>143.0
	
	
	34

	西布特罗-D9
	243.2>161.1
	243.2>161.1
	40
	21

	马布特罗
	311.1>237.2
	311.1>237.2
	40
	24

	
	311.1>202.1
	
	
	40

	马布特罗-D9
	320.1>238.0
	320.1>238.0
	40
	24

	溴布特罗
	367.0>293.0
	367.0>293.0
	40
	24

	
	367.0>349.2
	
	
	17

	班布特罗
	368.2>294.1
	368.2>294.1
	40
	26

	
	368.2>72.2
	
	
	37

	班布特罗-D9
	377.2>295.1
	377.2>295.1
	40
	26

	克仑丙罗
	263.1>203.0
	263.1>203.0
	40
	24

	
	263.1>245.1
	
	
	15

	克仑丙罗-D7
	270.0>204.0
	270.0>204.0
	40
	25

	妥布特罗
	228.0>154.0
	228.0>154.0
	40
	21

	
	228.0>118.0
	
	
	35

	妥布特罗-D9
	237.0>155.0
	237.0>155.0
	40
	21

	利托君
	288.1>121.1
	288.1>121.1
	45
	29

	
	288.1>150.1
	
	
	25

	克仑赛罗
	319.1>203.0
	319.1>203.0
	50
	26

	
	319.1>132.0
	
	
	39

	马喷特罗
	325.0>237.0
	325.0>237.0
	40
	24

	
	325.0>217.0
	
	
	37

	克仑潘特
	291.0>203.0
	291.0>203.0
	30
	21

	
	291.0>132.1
	
	
	38

	羟甲基克仑特罗
	293.0>203.0
	293.0>203.0
	30
	23

	
	293.0>132.1
	
	
	38

	羟甲基克仑特罗-D6
	299.0>203.0
	299.0>203.0
	40
	25


注：内标以市场上购得的实际同位素内标为准；溴布特罗、利托君、克仑赛罗、马喷特罗和克仑潘特采用莱克多巴胺同位素内标定量，如果有五种药物一一对应的同位素内标，优先采用。
7.4.3 测定法
取试样溶液和标准溶液作单点或多点校准，用对应同位素内标，按内标法以峰面积比计算。
试样溶液和标准溶液中β-受体激动剂的峰面积均应在仪器检测的线性范围之内。试样溶液的保留时间在标准溶液保留时间的±2.5%之内。试样溶液中的离子相对丰度与标准溶液中的离子相对丰度相比，符合表2的要求。标准溶液中各特征离子质量色谱图见附录A。
表2  试样溶液中离子相对丰度的允许偏差范围
	相对丰度（%）
	允许偏差（%）

	＞50
	±20

	＞20～50
	±25

	＞10～20
	±30

	≤10
	±50


7.5 空白试验
取空白试料，除不添加药物外，采用完全相同的测定步骤进行平行操作。
8 [bookmark: _Toc527722292][bookmark: _Toc527789984][bookmark: _Toc122431874][bookmark: _Toc122432203][bookmark: _Toc122432297][bookmark: _Toc122432397][bookmark: _Toc122432417][bookmark: _Toc122432510][bookmark: _Toc122432549][bookmark: _Toc122432592][bookmark: _Toc122432642][bookmark: _Toc122444511][bookmark: _Toc122447110][bookmark: _Toc122447334][bookmark: _Toc122454542][bookmark: _Toc149913473][bookmark: _Toc343610502][bookmark: _Toc358104646]结果计算和表述
试样中β-受体激动剂残留量按标准曲线或下式计算：

式中：
X ——供试试料中β-受体激动剂残留量，单位为微克每千克（µg/kg）；
A ——试样溶液中β-受体激动剂的峰面积；

 ——标准溶液中β-受体激动剂的峰面积；

——试样溶液中β-受体激动剂对应内标的峰面积；

——标准溶液中β-受体激动剂对应内标的峰面积；
Cs ——标准溶液中β-受体激动剂浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）；
CiS ——试样溶液中β-受体激动剂内标浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）；

 ——标准溶液中β-受体激动剂内标浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）；
V ——溶解最终残余物体积，单位为毫升（mL）；
m ——供试试料的质量，单位为克（g）。
9 [bookmark: _Toc358104647]检测方法的灵敏度、准确度和精密度
[bookmark: _Toc527722294][bookmark: _Toc527789986]9.1 灵敏度
[bookmark: _Toc22377072]本方法对猪、牛、羊的肌肉、肝脏和肾脏的定量限均为0.5 µg/kg。
9.2 准确度  
本方法对于猪、牛、羊的肌肉、肝脏和肾脏中β-受体激动剂在0.5 µg/kg～10 µg/kg添加浓度上的回收率范围为60%～120%。
[bookmark: _Toc22377073]9.3 精密度  
本方法批内相对标准偏差≤20%，批间相对标准偏差≤20%。


[bookmark: _GoBack]附录A
β-受体激动剂特征离子质量色谱图
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图A  标准溶液中β-受体激动剂及内标特征离子质量色谱图（2 ng/mL）
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