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一、标准修订背景及任务来源 

1．任务来源 

本标准的制定任务来源于2016年农业行业标准制定（修订）项目，任务名称：“饲料中

地西泮的测定 高效液相色谱法”（项目顺序号2016-29-53），参考国内外地西泮相关文献

和检测方法，优化仪器分析方法和样品前处理方法，结合实验结果起草本标准。 

2．制定本标准的必要性 

地西泮（diazepam）属苯二氮卓类镇静催眠药。化学名为 1-甲基-5-苯基-7-氯-1,3-二

氢-2H-1,4-苯并二氮杂卓-2-酮；又名安定，苯甲二氮卓。1995年版中国药典将安定更名为

地西泮。地西泮纯品为白色结晶状粉末，无臭，微苦，在游离态时难溶于水，易溶于有机溶

剂中,是一个有一定极性的弱碱性有机化合物。分子式 C16H13ON2CL，分子量：284.74。结构式

如下： 

 
                            图 1   地西泮的结构式 

该类药物是 20世纪 60年代以来发展起来的。由于具有较好的镇静催眠作用，广泛应用

于临床医学。对人而言，长期服用地西泮无明显中毒症状，但有成瘾性和依赖性。该药物的

镇静催眠功能也曾经被畜牧养殖业非法使用，一些饲料企业和养殖厂（户）打着“睡梦美”

的幌子，在动物饲养和运输过程中，非法添加使用地西泮，让鸡、猪、鸭等减少运动、降低

维持需要，以达到迅速增重的目的。地西泮在饲料中的滥用，会导致畜产品中药物的残留，

从而严重影响人们的身体健康，威胁人们的生命安全。 

因此，《饲料和饲料添加剂管理条例》，农业部、卫生部、国家药品监督管理局第 176

号公告《禁止在饲料和动物饮水中使用的药物品种目录》以及农业部第 193号公告《食品动

物禁用的兽药及其它化合物清单》，都反复强调在饲料、动物饮水以及食品动物中禁止使用

地西泮。 

“NY/T 934-2005 饲料中地西泮的测定 高效液相色谱法”自方法研究、颁布至今已经

十余年，需要进行修订，以更好的适应目前的检测需要。因此，我们对饲料中地西泮的测定
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检测标准进行了修订，以期实现更高的灵敏度，更简单便捷的操作，从而更好的为饲料质量

安全提供服务。 

3．主要起草单位 

本标准主要起草单位为山东省饲料质量检验所，无其他协作单位。 

二、主要工作过程 

本标准在制定项目任务下达以前，我单位就成立了标准起草小组，负责标准的研制、编

制等起草工作。标准起草小组进行了广泛的调查和深入研究，具体时间进度安排如下： 

2016 年 3 月～12 月，通过检索收集国内外关于地西泮的检测方法和文献资料、饲料中

地西泮的检测方法和相关文献资料，以及饲料中其他药物残留的检测方法等。汇总了包括样

品提取、净化等前处理方法和仪器检测条件等，在现有研究基础上综合分析，拟定样品前处

理方法和仪器检测条件等初步实验方案。 

2017年 1月-12月，在上述调研的基础上，利用地西泮标准品，开始仪器分析条件的建

立，以及标准品线性范围的研究。在仪器分析条件初步建立的基础上，进行不断优化，尝试

实际样品的检测和研究。2018 年 1-6 月，地西泮仪器分析方法和样品前处理方法的确定。

本方法采用的是高效液相色谱法，结果表明该方法具有较高的灵敏度。2018 年 7 月-9 月，

方法学评价和验证比对。对建立的检测方法进行方法学评价，包括实验室内的准确度（回收

率）、精密度、线性范围等。起草完成《饲料中地西泮的测定 高效液相色谱法》的征求意见

稿。 

2018年9月-10月，广泛征求行业专家、技术人员的意见，共征求21家单位意见，共提出

意见59条，采纳55条，部分采纳1条，未采纳3条。通过对意见的汇总分析再次修改征求意见

稿。 

2018年11月16日召开标准预审会，国内9名专家对该标准进行了预审。预审会上经讨论，

鉴于现行标准NY/T 1757-2009和NY/T 1458-2007中均包含地西泮的测定，与会专家一致同意

将该标准转化为中国饲料工业协会团体标准，并提出5条修改意见。建议制标单位完成5条意

见的修改，将该标准转化为团体标准。 

三、标准编制原则和主要技术内容确定的依据 

1．标准编制原则 

1.1 执行标准 

本标准的结构、技术要素及表述方法是按照 GB/T 1.1-2009《标准化工作导
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则 第 1 部分：标准的结构和编写规则》、GB/T 20001.4-2015《标准编写规则 第

4 部分：试验方法标准》规定的要求进行编写。在标准制定过程中力求做到：技

术内容的叙述正确无误；文字表达准确、简明、易懂；标准的构成严谨合理；内

容编排、层次划分等符合逻辑与规定。 

1.2 先进性 

对本标准中有关内容的确定，主要借鉴参考本领域国内先进研究技术，以提

高本标准中检测技术的准确性和可重复性。 

1.3 可操作性 

在标准制定过程中，始终把经济实用和可操作性作为重要的依据，广泛征求

生产单位和使用单位的意见，使本标准便于实施。 

1.4 通用性 

        本标准制定过程中收集不同种类的产品进行检测并归纳总结出适用范围和

方法检出限。  

 2．主要技术内容确定的依据 

本标准的适用范围为配合饲料、浓缩饲料、精料补充料和添加剂预混合饲料等常用畜禽

饲料。 

本标准使用各项液相色谱仪进行检测方法开发。使用仪器型号为普及率较高的美国安捷

伦公司的 Anglent 1200高效液相色谱仪。 

本标准方法学考察包括检测限（LOD）和定量限（LOQ）。其中 LOD拟设定为信噪比为 3

时的样品添加浓度，LOQ 拟设定为信噪比为 10 时且回收率结果和相对标准偏差符合要求的

样品添加浓度。本标准设低、中、高 3个添加浓度进行回收率测定，浓度分别为方法定量限、

2倍～5倍定量限浓度和 5倍～10 倍定量限浓度。定量限以上添加浓度的回收率范围应该在

80%～120%之间，结果的变异系数应在 10%以内。准标准曲线则使用标准贮备溶液稀释的系

列标准工作溶液，设置 7个点进行测定。 

四、标准主要内容的确定 

目前饲料中地西泮的检测，有两个已经颁布实施的标准，分别是“NY/T 1458-2007 饲

料中盐酸异丙嗪、盐酸氯丙嗪、地西泮、盐酸硫利达嗪和奋乃静的同步测定 高效液相色谱

法和液相色谱质谱联用法”，以及“NY/T 934-2005 饲料中地西泮的测定 高效液相色谱法”。 

由于高效液相色谱法简单、易于掌握，仪器设备比较普及，所以还是选定高效液相色谱

测定饲料中的地西泮，较好推广，便于采纳。我们设想简化提取步骤，采用更新的固相萃取
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小柱，在方便操作的同时，还能进一步提高检测的灵敏度。根据地西泮本身的性质，我们进

行了如下一些尝试。 

1．重要测定条件与实验参数的研究 

1.1 提取条件的确定 

地西泮易溶于有机溶剂,我们首先用有机溶剂提取饲料样品中的地西泮。经过反复筛选

和实验，在正己烷、乙腈、甲醇等多种有机溶剂中，确定用乙腈，一是因为地西泮在乙腈中

可以彻底溶解；二是结合后面检测波长的选择可以发现，在 254 nm 波长下，饲料样品的乙

腈提取液，杂质峰响应比甲醇等的提取液杂质峰低的多，可以有效降低饲料样品中杂质峰对

待测物的分析。我们最终选择了乙腈作为提取液，提取方式为涡旋 5min。称样 2克，加 10mL

提取剂，以肉猪配合饲料 1号为例，添加浓度为 5mg/kg。回收率结果见表 1。 

表 1  乙腈作为提取液的检测结果（n＝5） 

添加浓度 回收率（%） 

5mg/kg 95.5 94.3 91.4 94.0 93.5 

注：RSD为 1.6% 

1.2 净化及浓缩条件的确定 

使用乙腈作为提取液，在低浓度添加时，为了降低杂质峰干扰，去除杂质，得到良好的

检测低限，需要进行净化。我们参照文献利用固相萃取解决这一难题。如前所述，地西泮是

一种有一定极性的弱碱性化合物，所以可以考虑使用目前最常见的混合型强阳离子交换固相

萃取柱。因为样品提取原理的不同，我们没有采用前一版标准中的 Florisil 小柱。结合文

献报道，我们分别选择了反相和离子交换原理的 MCX、HLB、MAX、C18 几种常见的固相萃取

柱。由表 2可以看出，在 4款小柱中，还是以 MCX为最佳。 

表 2  不同 SPE 小柱测试结果（n＝5，标准溶液浓度为 10 mg/L） 

不同 SPE小柱 MCX C18 MAX HLB 

平均回收率（％） 95 40.3 20.7 48.8 

选用 Oasis混合型强阳离子交换（MCX）固相萃取柱， 3mL/ 60mg,平衡及洗脱条件如下： 

活化  ：2 mL甲醇 

        2 mL 2%甲酸水 

上样  ：5 ml 

淋洗 1：3 mL 2%甲酸水 

淋洗 2：3 mL甲醇 

洗脱  ：5 mL 5%氨化甲醇 
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在提取和净化条件基本确定后，通过做添加回收进一步对前处理整个过程进行优化，最

终确定的样品处理步骤为：先将样品通过乙腈提取，振荡超声后，取出部分上清液，过 MCX

小柱净化，用氨化甲醇洗脱，洗脱液吹干后用甲醇溶解残渣，过膜上机测定。 

样品添加及空白样品图谱见图 2、图 3。  

 

图 2  配合饲料添加图谱 

 

                       图 3   空白饲料图谱 

1.3 液相色谱条件的确立 

1.3.1 流动相的选择 

文献报到地西泮测定的液相色谱条件，多用 C8 柱或 C18 柱、流动相为甲醇＋水或乙酸

铵、乙酸钠，乙腈＋水或乙酸铵、乙酸钠。经测试，通过调节流动相比例，甲醇+水即可有

效分离被测物质，且出峰时间稳定，峰型良好。这样可以省去配制缓冲盐调 ph值等的步骤，

提高工作效率。考虑到一是被测物质出峰避开饲料样品中的杂质峰，二是连续大批量检测饲

料样品时，饲料样品杂质较多,需要有一个高比例有机相冲洗液相色谱柱的过程，因此设计

了梯度洗脱。洗脱程序见表 3。 

表 3  梯度洗脱表 

时间（min） A（甲醇） B（水） 

0 20 80 

1.0 40 60 

8.0 70 30 

10.0 70 30 

11.0 90 10 

12.0 90 10 

14.0 20 80 
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     1.3.2 检测波长的选择 

地西泮甲醇标准溶液,在二极管阵列检测器上从 200nm-400nm 扫描，发现在检测波长为

229nm、254nm、317nm 等处有依次变低的吸收峰。虽然 229 nm 处峰响应最高，有利于进一

步降低样品的检测限，但是 229 nm波长处饲料样品杂质峰的响应明显比 254 nm 波长处更高

更明显，因此综合考虑，还是继续使用 254 nm作为检测波长。在室温条件下，进样量为 20µL，

选用以上不同条件上机测定地西泮标准溶液，最终在如下色谱条件下获得良好分离的图谱，

见图 4。 

液相色谱条件： 

色谱柱：Zorbax Eclipse plus C18， 100 mm×4.6 mm，粒径 3.5μm。 

柱温：35℃。 

 进样量：20 L。 

 流动相：梯度洗脱，梯度洗脱表见表 1。 

检测器: 紫外检测器或二极管阵列检测器。 

检测波长:254 nm。                   

流速：1.0 mL/min。 

 

图 4  地西泮标准溶液图谱 

 

2．方法性能检验 

在检测条件与实验参数确定后，我们对方法的线性以及在饲料样品中的添加进行了全面

检验。 

2.1 方法的线性响应 

将标准工作液依次从低浓度到高浓度进样，每一浓度进样三针，按其所得峰面积的平均

值与对应的标准溶液浓度（μg/mL）作标准曲线，计算出回归方程和相关系数。试验测得地

西泮标准溶液浓度在 0.20μg/mL～100.0μg/mL 范围内，相关系数 r平方大于 0.999。即在

0.20μg/mL～100.0μg/mL范围内，具有良好的正相关。结果见表 4。标准曲线见图 5。 
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表 4  地西泮标准系列 

标准溶液浓度（μg/mL） 峰面积 

0.20 11.4 

0.5 28.3 

1.0 61.5 

5.0 350.5 

10.0 602 

50.0 3314 

100 6803 

公式 y=67.9χ-21.32 

相关系数 R
2
=0.999 

 

 

图 5  地西泮标准曲线 

2.2 检出限和定量限 

同时用低浓度标准溶液按照前述确定的液相色谱仪器条件进样，按信噪比 S/N 大于 3

计，本方法的检测限为 0.2 mg/L。方法的定量限按信噪比 S/N大于 10计为 0.5 mg/L，且饲

料中添加回收测定的结果大于 80%，确定本标准液相色谱方法地西泮药物的定量限为

0.5mg/kg。 

检出限、定量限空白添加及空白样品图谱见图 6-图 17。  

 

图 6  配合饲料空白 

 

图 7  配合饲料检出限空白添加 
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图 8  配合饲料定量限空白添加 

 

图 9  浓缩饲料空白 

 

图 10  浓缩饲料检出限空白添加 

 

图 11  浓缩饲料定量限空白添加 

 

图 12  预混合饲料空白 

 

图 13  预混合饲料检出限空白添加 



 10 

 

图 14  预混合饲料定量限空白添加 

 

图 15  精料补充料空白 

 

图 16  精料补充料检出限空白添加 

 

图 17  精料补充料定量限空白添加 

2.3 方法的准确度、精密度 

为了考察方法的准确度、精密度，我们选取配合饲料、浓缩饲料精料补充料、预混合饲

料分别进行了多级、多次的添加回收试验。结果见表 5。 

其中浓缩饲料回收率较其他几种饲料稍低。分别添加 3 个不同浓度，即 0.5 mg/kg、

1.0mg/kg、2.0 mg/kg 所测定的回收率结果。0.5mg/kg 添加浓度的回收率稍低，最低为

74.0％，随着添加浓度的增高，回收率逐渐增高，1mg/kg 和 5 mg/kg 添加浓度的平均回收

率最低的分别为 87％和 89.1％。相对标准偏差最大为 5.5％，最小为 2.0％，均低于 10％。 

表 5 的测定结果表明，不同饲料、不同添加浓度，其回收率均在 80％以上，且相对标

准偏差均低于 10％，说明该方法具有较好的准确度和精密度。 
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表 5   精密度准确度考察检测结果 

饲料

名称 

添加浓度 

（mg/kg） 
回收率（%） 

平均回收率

（%） 
RSD（%） 

配合

饲料 

0.5 89.2 80 86.8 87.6 90.7 86.9  4.7  

1.0 93.3 94.6 90.1 93.4 89.7 92.2  2.4  

5.0 95.1 92.3 89.8 90.1 92.3 91.9  2.3  

浓缩

饲料 

0.5 85.5 78.8 74 79.4 83 80.1 5.5 

1.0 91.5 92.7 94.2 87.1 90.2 91.1  3.0  

5.0 92.9 89.8 93.2 89.1 90 91.0  2.1  

精料

补充

料 

0.5 80.9 85.2 87.9 86.3 85.6 85.2  3.1  

1.0 91 93.4 91.7 88.2 93.6 91.6  2.4  

5.0 90.1 94.6 92.3 93.5 87.3 91.6  3.2  

预混

料 

0.5 91.8 86.6 85.6 83.7 92.4 88.0  4.4  

1.0 94.5 89.9 92.1 91 90.5 91.6  2.0  

5.0 93.9 91.9 88.5 90.3 92.7 91.5  2.3  

2.4 方法的适用范围 

为考察本方法的适用性，我们分别对肉鸡、肉鸭的配合饲料，猪和鸡的浓缩饲料、复合

预混料等进行了测定，同一饲料分别选定不同添加浓度，每个浓度做 5次重复，测定结果见

表 6、表 7和表 8，可见均有良好的回收率，相对标准偏差小于 10％。 

表 6   配合饲料适用性检测 

饲料名称 
添加浓度 

回收率（%） 
平均回收

率（%） 
RSD（%） 

（mg/kg） 

肥 猪 配 合

饲料 

1 90.2 83.6 82.1 91.6 92.6 88.02 5.5 

2 90.8 91.4 95.5 94.6 94.2 93.3 2.2 

5 105.5 90.4 96.1 96.6 89.9 95.7 6.6 

肉 鸡 配 合

饲料 

1 84.1 82.2 82.7 80.8 85.6 83.08 2.2 

2 81.8 82.4 91.3 84.6 94.8 86.98 6.6 

5 92.4 93.6 102.5 94.4 99.6 96.5 4.5 

肉 鸭 配 合

饲料  

1 90 80.5 82.7 85.6 87.8 85.32 4.5 

2 94.2 90.5 87.8 92.5 96 92.2 3.5 

5 90.7 87.8 96.7 98.8 86.7 92.14 5.8 

表 7 浓缩饲料和精料补充料适用性检测 

饲料名称 
添加浓度 

回收率（%） 
平均回收

率（%） 
RSD（%） 

（mg/kg） 

肥 猪 浓 缩 2 85.8 76.4 78.6 82.2 79 80.4 4.6 
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饲料 5 88.3 83.6 93.5 89.6 77.7 86.54 7 

10 89.4 88.7 79 84.5 85.6 85.44 4.9 

肉 鸡 浓 缩

饲料 

2 79.2 92.6 85.5 86.2 90 86.7 5.9 

5 86.6 81.8 93.7 98.4 94.8 91.06 7.4 

10 90.3 93.5 89.7 91.8 80.7 89.2 5.6 

牛 精 料 补

充料 

2 77.6 80.6 79.8 85.5 85.9 81.88 4.5 

5 87.6 86.2 93.8 89.9 80.8 87.66 5.5 

10 90.4 81.7 84.4 89 92.7 87.64 5.1 

表 8   添加剂预混合饲料适用性检测 

饲料名称 
添加浓度 

回收率（%） 
平均回收

率（%） 
RSD（%） 

（mg/kg） 

5% 猪 预 混

料 

2 95.9 83.7 97.5 82.4 88.7 89.64 7.7 

5 93.6 87.7 84.6 92.1 85.9 88.78 4.4 

10 91.7 93.5 83.5 92.6 90.3 90.32 4.4 

4% 肉 鸡 预

混料 

2 82.6 81 90.6 92 77.8 84.8 7.3 

5 88.7 87.4 84.7 94.4 97.7 90.58 5.9 

10 92.9 84.6 88.7 89.9 98.8 90.98 5.8 

2.5 标准溶液保存期限 

用甲醇配置标准储备液和标准溶液，存放于 2 ℃～8 ℃冷藏箱内。为了考察标准储备

液和标准溶液的保存期限，我们在不同时间做了跟踪检测，将新配置的标液响应信号设定为

100%，其他检测结果以百分数表示，结果见下表 9。为了保证实验数据的准确性，将 1mg/mL

储备液的保存期限定为 6 个月；将 100μg/ml 标准溶液的保存期限定为 1 个月。 

表 9 地西泮稳定性实验 

标液浓度 
百分比（%） 

新配置 1 个月 2 个月 4 个月 6 个月 

1mg/mL 100 100 99.9 99.8 99.7 

100μg/ml 100 99.9 99.0 97.5 94.2 

2.6 干扰实验 

为考察其它药物是否对该方法有干扰，我们选取镇静催眠类药物如：巴比妥、司可巴比

妥以及喹乙醇、盐酸克仑特罗、沙丁胺醇、炔诺醚等违禁药物，分别取其50μg/ml标准溶液，

与地西泮相同色谱条件下，分别上机，在地西泮保留时间处均无吸收峰。这充分说明这六种

药物对地西泮的测定均无干扰。 

3．结论 

以上结果表明，本标准建立的测定饲料中地西泮的高效液相色谱法，其色谱条件便于掌
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握，仪器性能稳定，测试数据重复性好，回收率好，精密度和准确度均能满足分析要求，方

法简单高效，可操作性强，因此该标准可作为农业行业标准正式颁布后推广使用。 

4．预期经济效果 

有力保障饲料质量安全。建立一套有效的快速检测方法，将从源头控制、市场监管、事

后溯源等多个方面保障饲料的质量安全。 

进一步规范企业生产行为，以加强饲料市场监管。企业在生产过程中可以使用本标准制

定的方法进行产品自检及饲料原料的入库检测。市场监管部门可借助本标准中的检测方法增

加监管手段，完善监管体系。 

为执法提供有力依据，严控农产品投入品品质。有效的标准检测方法将为不合格产品的

溯源提供有力的技术手段，为执法行动提供有效的技术保障。 

五、采用国际标准 

本标准制定过程中，未采用国际标准。 

六、与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系 

    在标准的制订过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章，严格执行强制性国家

标准和行业标准。与有关的各种基础标准相衔接，遵循了政策性和协调统一性的原则。 

七、重大分歧意见的处理经过和依据 

本标准在编制过程中没有重大意见分歧。 

八、作为强制性标准或推荐性标准的建议 

本标准为化学分析方法标准，并不涉及有关国家安全、保护人体健康和人身财产安全、

环境质量要求等有关强制性地方标准或强制性条文等的八项要求之一。因此，建议将本标准

作为推荐性部颁标准颁布实施。 

九、贯彻标准的要求和措施建议 

一是在目前各级政府非常重视食品安全的前提下，在各级政府部门的食品安全抽查、检

查中应积极利用和创造各种渠道宣贯本标准。二是举办质量监督检验、科研、生产等相关人

员参加的标准宣贯培训班。 
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十、废止现行有关标准的建议 

建议废止现行标准 NY/T 934-2005。 

十一、其他应予说明的事项 

无。 
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