《食品安全地方标准  动物性食品中(2-受体激动剂残留检测液相色谱-串联质谱法》（征求意见稿）
编制说明

一、标准起草的基本情况（包括简要的起草过程、主要起草单位、起草人等）
（一）任务来源、主要起草单位、起草人

2014年4月, 北京市疾病预防控制中心受北京市卫生计生委的委托，承担《食品安全地方标准动物性食品中(2-受体激动剂残留检测液相色谱-串联质谱法》的制定工作，委托项目编号为spaqdfbz-2014-13。为保证标准制订的科学性、适用性，北京市疾病预防控制中心成立标准起草工作组，制定工作方案、明确职责分工、时间进度和有关工作要求。
主要起草单位：北京市疾病预防控制中心。
主要起草人：范赛、赵榕、吴国华、张楠、刘平、刘伟、李丽萍、柳静、赵海燕、赵旭东、陈忠辉等。
（二）简要的起草过程

2014年5月，北京市疾病预防控制中心中心实验室抽调技术人员组成标准起草小组，开始制定实验方案，在前期大量文献调查和实验室研究工作的基础上建立检测方法。2014年11月开始开展方法回收率、精密度、测定低限以及线性范围等一系列技术内容的确定研究。2015年5月底形成标准检测方法草案。2015年7月，组织卫生部食品安全风险评估重点实验室、公安部物证鉴定中心、北京市海淀区产品质量监督检验所等3家单位进行了方法的协同性验证试验，验证结果表明方法的各项技术指标满足食品中(2-受体激动剂测定的要求。
二、标准的重要内容及主要修改情况
本标准在国内为首次制定，对标准方法的范围、原理、试剂材料、仪器设备、分析步骤、分析结果的表述、精密度以及定量限等重要内容进行了规定和说明。
（一）目标基质的选择
(2-受体激动剂（(2-agonists），主要用于高血压的治疗。一系列的动物实验表明，该类药物如可乐定、赛庚啶等可以通过促进下丘脑GHRH神经元合成和释放GHRH，进而调节腺垂体细胞内cAMP水平，从而调控GH分泌能显著提高猪的瘦肉率和眼肌面积，降低脂肪比率和背膘厚，改善猪的胴体组成，起到促进动物生长，提高瘦肉率的作用。在大动物的生长过程中使用将导致(2-受体激动剂在动物体内的蓄积，进一步引起食物中毒的情况发生。鉴于该类药物可用于猪、牛、羊的饲料中，本标准起草小组在前期研究中对北京市居民主要动物性食品（猪、牛、羊）（肉、肝、肾）中(2-受体激动剂的含量进行了初步监测。监测结果显示，未发现(2-受体激动剂在北京市的动物性食品中的残留。因此，对检测步骤和条件进行确证和验证时，研究参考欧盟96/257/EC中规定的相关方法学验证方法，以空白基质加标回收进行了方法学验证。所包选择的动物性食品基质主要包含市面上常见的猪肉、猪肝、猪肾、牛肉、羊肉这5种食品基质。
本标准对上述5种动物性食品中(2-受体激动剂的检测过程进行了规定。经过多家单位的协同性验证试验，证明标准方法的各项技术指标能够满足上述食品中测定的要求。
（二）检测方法的选择
(2-受体激动剂属于兽药残留的一种，兽药残留多含量通常较低，主要集中在μg/kg水平，属于痕量有机污染物。为了保证检测方法具备足够低的检出限，同时考虑到动物性食品基质的复杂性，本标准采用超高效液相色谱-电喷雾串联质谱检测法（UPLC-ESI-MS/MS）对动物性食品中(2-受体激动剂进行测定。该方法综合利用了超高效液相色谱的高分离度特性和电喷雾串联质谱的高灵敏度特性，能够较好的满足食品中痕量(2-受体激动剂测定的需求。
此外，为了补偿超高效液相色谱-电喷雾串联质谱检测中可能存在的基质效应以及样品前处理过程中目标物的损失，本标准采用同位素内标稀释法并结合基质标准曲线对(2-受体激动剂的含量进行定量，保证了方法回收率、精密度和线性等指标的良好。
（三）试剂纯度和级别的选择
本标准规定使用色谱级的水、甲醇及乙腈作为流动相和提取液，所选用的化学品为优级纯。
（四）分析条件的优化和选择
在对实验条件反复优化的基础之上，本标准对猪肉、猪肝、猪肾、牛肉、羊肉基质样品的提取和净化步骤进行详细了规定，给出了样品上机测定时液相色谱和质谱的参考条件。标准方法中主要技术内容的确定依据如下：
在仪器分析条件的优化过程中，通过流动注射50 μg/L的以甲醇-0.1%甲酸水溶液（50：50，V/V）为溶剂的单标标准（包括氘代同位素内标），采用ESI+和ESI-模式进行质谱扫描，所有化合物均是在ESI+模式下有良好响应。方法摸索了不同流动相体系包括：乙酸水溶液-乙腈、0.1%甲酸-乙腈、10 mM乙酸铵缓冲液-甲醇、0.1%磷酸盐缓冲液-乙腈、0.1%甲酸-甲醇等(2-受体激动剂的分离情况。考虑毒性、环境等因素，本试验选择0.1%甲酸-甲醇为流动相，经过流动相梯度优化后，得到较好的分离效果。并且，待测化合物多为正离子模式，0.1%甲酸-甲醇可以更加容易提供质子，促进目标化合物带电荷，有助于目标物响应的提高，因此，最终选择 0.1%甲酸-甲醇作为流动相。

部分(2-受体激动剂类药物在动物组织中以硫酸轭合物或葡萄糖醛酸轭合物等形式存在，因此样品要先进行水解，使待测物游离或从组织中释放以进行后续的提取和净化。常用的水解方法主要有酶水解、酸水解和碱水解。由于缺乏阳性样本进行确证，本方法采用最保守的酶解的方式进行。同时，对动物组织中(2-受体激动剂的提取液进行了摸索，采用了包括5% 三氯乙酸、酸化甲醇、酸化乙腈、0.1 mol/L HCl和0.1 mol/L HClO4等提取溶剂，最终确定提取液的组成为5 mL缓冲盐酶解后，加入20 mL盐酸酸化甲醇溶液进行提取。

(2-受体激动剂类化合物多能与H+结合形成阳离子，被MCX柱的填料吸附，从而具有高的选择性和灵敏度，起到较好的净化效果。进行MCX净化后的洗脱液浓缩至干后，先用甲醇涡旋复溶，复溶的溶液中有白色悬浮絮状沉淀，此絮状沉淀应为蛋白等大分子物质，经高速冷冻离心后，将甲醇液浓缩至干用流动相复溶过有机滤膜后近LC-MS测定。采用甲醇沉淀蛋白的这一步骤后，样品在LC-MS上的响应地背景值降低，而且对仪器的污染有所降低。
三、国内国际相关标准情况
本标准为首次制定。经查阅，目前无相关的国际标准或国外标准。
四、其他需要说明的事项

无。
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