
辽宁省地方标准《鸡肝和鸡肉中金刚烷胺、金刚乙胺的检测  超高效液相色谱串联质谱法》编制说明
一、任务来源和制定过程

本项目由原辽宁省卫生厅提出，辽宁省兽药饲料畜产品质量安全检测中心承担该项目的研发工作。
本标准按照实验方案完成实验任务后，起草出标准草案；2013年9月中旬分别由山东省饲料质量检验中心、浙江省饲料检测中心和国家饲料质量检测中心三家单位根据标准草案进行实验验证，2013年12月向国内15家单位的专家征求意见，回收意见表15份，根据验证单位及征求意见的建议汇总修改后形成此征求意见稿。
二、编制依据

1.本标准是按照GB/T1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》和GB/T20001.4-2001《标准编写规则第4部分：化学分析方法》的要求编写的。

2.本标准主要根据金刚烷胺和金刚乙胺的化学性质及相关参考文献，确定其检测质谱条件和液相条件，并摸索出其提取过程。

三、制定本标准的目的和意义
    金刚烷胺、金刚乙胺为农业部禁止在食品动物中使用的化合物，由于金刚烷胺、金刚乙胺具有治疗病毒性疾病的作用，部分饲养者在实际生产过程中常非法添加，以牟取利益。2012年央视报导的所谓“速生鸡”事件也披露了养殖过程中滥用金刚烷胺、金刚乙胺等药物现象。加强动物食品中金刚烷胺、金刚乙胺等药物残留检测是整治药物滥用现象的技术依据，而我国目前尚无组织中金刚烷胺、金刚乙胺的检测标准，仅江苏省2008年发布实施一个关于鸡肝中金刚烷胺检测的地方标准，我省是一个家禽养殖大省，为更好的控制畜产品质量，满足畜产品安全监管需要，制定相关检测标准已是势在必行。
四、主要研究内容

本方法对以下指标进行了研究，分别为金刚烷胺和金刚乙胺检测的质谱条件和液相条件的确定、定量和定性方式的确定、检出限、定量限、添加曲线、添加回收、精密度和准确度。详细内容如下。

1．质谱和液相条件的确定

1.1质谱条件的确定

由于金刚烷胺和金刚乙胺含有氨基，容易得到H+而形成较为稳定的[M+H]+准分子离子，所以首先确定正离子电离模式（ESI+），多反应监测方式(MRM)。参考相关文献以及对实际离子扫描结果的优化，确定金刚烷胺和金刚乙胺的监测离子对，见表1。
表1.金刚烷胺、金刚乙胺监测离子

	化合物
	母离子（m/z）
	子离子（m/z）
	锥孔电压(V)
	碰撞能量(eV)

	金刚烷胺
	152.032
	152.032＞135．048
	36
	28

	
	
	152.032＞92.954
	36
	18

	金刚乙胺
	180.096
	180.096＞163.056
	36
	28

	
	
	180.096＞80.974
	36
	28


其他质谱条件如下

毛细管电压：3.5KV

脱溶剂温度：300℃

脱溶剂气流量：650L/H

锥孔气流量：50L/H
1.2液相条件的确定

流动相的成分和比例不但影响目标化合物的色谱行为，更会影响目标化合物的电离效率，从而影响检测的灵敏度，在正离子电离模式下，流动相中加入一定的甲酸可大大提高化合物的电离。以50mm×2.1um×1.7um的C18柱为分离柱，0.2%甲酸水溶液和甲醇为流动相，0.3ml/min流速梯度洗脱，能够将杂质峰分开，实际分离效果很好，详细液相条件如表2。
表2.液相梯度洗脱程序

	时间min
	A相%
	B相%

	――
	90
	10

	1
	20
	80

	3
	20
	80

	3.5
	90
	10

	4
	90
	10


2.定量和定性方式的确定

    目前常用的定量方式有外标、内标和基质较正三种定量方法，在本标准的制定过程中，分别试验了这三种方式，由于基质存在较强的基质效应，普通外标方法使得回收率非常低，不能达到相关要求；内标方法回收率很好，成本较高；基质较正法即克服了基质效应，又降低了检测成本，所以本课题组最终选择基质较正法做为本标准的定量方法。每种组分的定性均采用保留时间和离子比率两个因素。
3 .检出限和定量限的确定  

按照方法要求，取2±0.2克组织样品，分别制备成一系列浓度的金刚烷胺样品，按照本方法操作进行，结果显示0.5ng/g的金刚烷胺样品，其检测图谱定量离子的信噪比总能大于3以上，1.0 ng/g的金刚烷胺样品，其信噪比在10以上，且其图谱清晰，分离效果较好，所以将金刚烷胺检出限和定量限分别定为0.5ng/g和1.0ng/g。用同样方法确定金刚乙胺的检出限和定量限分别为0.2ng/g和0.5 ng/g。
4．标准添加曲线

准备空白鸡肝和鸡肉，取约2.00克样品，鸡肝6份，鸡肉6份，分别制备成含金刚烷胺1.0 ng/g 、3 ng/g 、5 ng/g、10 ng/g 、30 ng/g 和50ng/g的样品，按操作规程进行操作；涡旋后过0.22um的滤膜上机；再取6份空白鸡肝和6份空白鸡肉，分别制备成含金刚乙胺0.2 ng/g 、0.5ng/g 、1.0 ng/g、5.0 ng/g 、20 ng/g 和50ng/g的样品，按操作规程进行操作；涡旋后过0.22um的滤膜上机。以添加浓度为横作标，以响应值为纵作标绘制标准曲线。金刚烷胺和金刚乙胺的标准曲线结果见表3。
表3：金刚烷胺和金刚乙胺标准曲线结果

	金刚烷胺  
	鸡肉
	Y =457.02X+414.78,R=0.9995

	
	鸡肝
	Y =832.4X-18.0377,R=0.9995

	金刚乙胺
	鸡肉
	Y =694.28X-881.63,R=0.9953

	
	鸡肝
	Y =1035.32X+204.14,R=0.9997


 结果表明，金刚烷胺基质较正曲线在1.0ng/ml～50.0ng/ml范围内线性关系很好，相关系数均在0.999以上；金刚乙胺基质较正曲线在0.2ng/ml～50ng/ml范围内线性关第很好，相关系数均达到0.99和0.999以上，符合确证实验相关要求。
5.添加回收实验
对分别添加2ng/g、5 ng/g、10 ng/g金刚烷胺的鸡肉和鸡肝样品进行6平行检测，测得鸡肉中平均回收率分别为91.81%，,93.4%和83.0%，鸡肝中平均回收率分别为109.8%，89.6%和85.2%；对分别添加0.5ng/g、1.0ng/g、5.0 ng/g金刚乙胺的鸡肉和鸡肝样品进行6平行检测，测得鸡肉中平均回收率分别为112.78%, 93.09%和99.25%，鸡肝中平均回收率分别为81.50%，90.07%和89.54%。详见表4和表5。
表4.　金刚烷胺回收率表

	组分
	基质
	编号
	添加浓度(ｎｇ/ｍL)

	
	
	
	2（肝是3）
	5
	10（肝是30）

	金刚烷胺
	鸡肝
	1
	65.44
	108.59
	90.23

	
	
	2
	98.93
	103.42
	74.02

	
	
	3
	100.46
	105.74
	80.12

	
	
	4
	103.99
	108.92
	74.32

	
	
	5
	100.76
	106.99
	74.78

	
	
	6
	99.48
	107.04
	73.95

	
	平均回收率%
	94.84
	106.78
	77.90

	
	鸡肉
	1
	91.09
	95.25
	81.18

	
	
	2
	90.66
	94.37
	82.38

	
	
	3
	92.82
	93.30
	84.84

	
	
	4
	94.29
	91.72
	82.69

	
	
	5
	91.09
	93.73
	82.53

	
	
	6
	90.92
	92.30
	84.64

	
	平均回收率%
	91.81
	93.44
	83.04


表5.金刚乙胺回收率表

	组分
	基质
	编号
	添加浓度（ｎｇ/ｍL）

	
	
	
	0.5
	1
	5

	金刚乙胺
	鸡肝
	1
	82.77
	88.21
	90.58

	
	
	2
	77.57
	90.24
	90.90

	
	
	3
	79.95
	91.23
	87.76

	
	
	4
	81.49
	92.90
	85.41

	
	
	5
	82.81
	89.70
	91.38

	
	
	6
	84.42
	88.19
	91.26

	
	平均回收率%
	81.50
	90.07
	89.54

	
	鸡肉
	1
	114.32
	91.58
	98.34

	
	
	2
	106.33
	99.42
	98.89

	
	
	3
	112.17
	93.73
	98.62

	
	
	4
	118.62
	91.27
	99.32

	
	
	5
	113.40
	95.27
	99.78

	
	
	6
	111.86
	87.28
	100.55

	
	平均回收率%
	112.78
	93.09
	99.25


6.精密度

对不同添加浓度的样品进行检测，其回收率和变异系数情况见表2。批间和批内变异系数均小于15%，符合实验室质量控制规范相关要求。详见表5。
表5：鸡肉中添加回收和变异系数统计表
	组分名称
	添加浓度ｎｇ/ｍｌ
	平均回收率%
	批内变异系数%

	金刚烷胺
	肝内
	3
	94.84
	14.5

	
	
	5
	106.78
	2.0

	
	
	30
	73.95
	6.4

	
	批间变异系数%
	14.9

	
	鸡肉内
	2
	91.81
	1.3

	
	
	5
	93.44
	1.4

	
	
	10
	83.04
	1.4

	
	批间变异系数%
	4.9

	金刚乙胺
	肝内
	0.5
	81.50
	2.4

	
	
	1
	91.07
	1.8

	
	
	5
	89.54
	2.4

	
	批间变异系数%
	4.5

	
	鸡肉内
	0.5
	112.78
	3.9

	
	
	1
	93.09
	4.1

	
	
	5
	99.25
	0.8

	批间变异系数%
	9.0


7.准确度

通过对不同基质进行不同浓度的添加回收试验，测得其检测值和真值的偏差，具体见表6。
表6. 准确度统计结果

	组分名称
	添加浓度（ng/g）
	和真值的偏差（%）

	金刚烷胺
	2
	－9.19

	
	5
	－6.5

	
	10
	－16.9

	金刚乙胺
	0.5
	+12.7

	
	1
	－6.9

	
	5
	－16.9


8.验证实验

山东省饲料质量检测中心、浙江省饲料检测中心和国家饲料质量检测中心分别对该标准进行了验证，验证结果表明，该方法实验充足，数据详实，可以完成鸡肉、鸡肝中金刚烷胺、金刚乙胺残留量的测定，方法中各项指标达到确证检验方法的相关要求。
附录：

[image: image1.png]15-21
100

15-21
100

%

15-21
100

%

15-21
100

%

MRM af 4 Channels ES+
131 160.096 > 163.056 (YIAN)

2.18e4
%l 12 171180 236 38347 37537
09812 Jlie271 263 298 "N347 375379

050 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 360
MRM of 4 Channels ES+
131 180.096 > 80.974 (YIAN)

152173194215 535 2633740 3735 O
0% 5503 |l ) bt olhag, oot et 358
028 0% ggo. "'

Toso | 1bo 150 | 2bo | 250 | 300 | 360

MRM of 4 Channels ES+
1.19 152.032 > 135.048 (JINGANG)

7684
001 050828 Jlissia 171 1m0 op1067 333542 3605% g7

TT0& | 1bo 150 | 200 | 250 | 800 | 850

MRM of 4 Channels ES+
120 152.032 > 92.954 (JINGANG)

1.14e4
001 g5 0es 132 171 202 23 2esaer 3113327 %ams 3P

A A Ak A kot o o A A A nasasinsad nasas Lass 1L
050 100 0 150 0 200 0 250 0 300 @ 350




图1.肝空白图谱
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图2.标准品图谱
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图3.空白样品添加图谱（金刚烷胺、金刚乙胺添加量分别为4 ng/g 和2ng/g）
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