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[bookmark: SectionMark4]
[bookmark: _Toc236108348][bookmark: _Toc236127374]禽蛋中9种药物的残留检测
高效液相色谱-串联质谱法
1  范围
[bookmark: _Toc236108349][bookmark: _Toc236127375]本标准规定了禽蛋中的甲硝唑、金刚烷胺、诺氟沙星、氧氟沙星、培氟沙星、恩诺沙星、强力霉素、氟苯尼考、氯霉素残留检测的试样制备及高效液相色谱-串联质谱检测方法。
本标准适用于禽蛋中甲硝唑、金刚烷胺、诺氟沙星、氧氟沙星、培氟沙星、恩诺沙星、强力霉素、氟苯尼考、氯霉素定量检测。
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 术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
[bookmark: _Toc236108350][bookmark: _Toc236127376]4  原理
[bookmark: _Toc236108351][bookmark: _Toc236127377]试样中的药物经80%乙腈水溶液提取，经固相萃取净化，洗脱，最后经HPLC-MS/MS法进行分析。
 5  试剂和材料
[bookmark: _Toc236108354][bookmark: _Toc236108364][bookmark: _Toc236127378]5.1 除非另有说明，本法所用试剂均为分析纯，水为符合 GB/T 6682 规定的二级水。
5.2甲硝唑、金刚烷胺、诺氟沙星、氧氟沙星、培氟沙星、恩诺沙星、强力霉素、氟苯尼考、氯霉素对照品。
5.3甲醇，色谱纯。
5.4乙腈，色谱纯。
5.5乙酸铵，色谱纯。
5.6 80%乙腈溶液：取800mL乙腈，加水定容至1000mL，混匀。
5.7 10%甲醇溶液：取甲醇100 mL，加水定容至1000mL，混匀。
5.8 流动相  
A：5mmol/L乙酸铵水溶液（称取0.385g乙酸铵固体，用水溶解后转移至1000mL容量瓶中，定容至刻度，摇匀，过滤），B：乙腈。由A、B 2种溶液按比例随时间梯度混合而成。
5.9标准储备液（1mg/mL）：准确称取25mg甲硝唑、金刚烷胺、强力霉素、诺氟沙星、氧氟沙星、培氟沙星、恩诺沙星、氟苯尼考、氯霉素标准品，分别置于25mL容量瓶中，用甲醇溶解并定容，充分摇匀，制得1mg/mL的标准储备液，密封，-18℃保存，有效期6个月。
5.10混合标准储备液（10μg/mL）：精确量取9种标准储备液，各0.1mL于10mL容量瓶中，用甲醇定容，制得10μg/mL的混合标准储备液，密封，-18℃保存，有效期3个月。
5.11混合标准工作液
取混合标准储备液（10μg/mL），用10%的甲醇水溶液稀释，得到浓度为100、50、20、10、5、1ng/mL的系列混合标准工作液,2-8℃保存，有效期1个月。
6  仪器和设备
[bookmark: _Toc236108365]6.1  实验室常用仪器设备。
6.2  实验室常用玻璃器皿。
[bookmark: _Toc236108372][bookmark: _Toc236127379]6.3 高效液相色谱-串联质谱仪（配电喷雾离子源）。
6.4 高速冷冻离心机。
6.5 氮气吹干仪。
6.6 涡旋振荡器。
6.7 Oasis PRiME HLB柱：60mg，3cc。
6.8分析天平(精度为10 μg)。
7  试样的制备
[bookmark: _Toc236108373][bookmark: _Toc236127380]将禽蛋去壳后混合均匀，4℃保存备用。
准确称取2（±0.02）g均匀试样置于50mL离心管内，加入80%乙腈水溶液8.0mL，涡旋1min，高速振荡提取5min，10000r/min离心10min，取上清液用于固相萃取柱净化。不需要预先活化和平衡，取4.0mL上清液到PRiME HLB固相萃取柱中，保持一秒一滴的流速，收集全部流出液。于45℃水浴中用氮气吹干，用10%甲醇水溶液1.0mL溶解，涡旋混匀，经0.22μm微孔滤膜过滤后供HPLC-MS/MS测定。
 8  测定步骤
8.1色谱条件
色谱柱： C18色谱柱（2.1×50mm，1.8μm）；
流动相：A：5mmol/L乙酸铵水溶液，B：乙腈；采用梯度洗脱见表1；
流速：0.3mL/min；
进样量：5μL；
柱温：30℃。

表1   梯度洗脱程序
	时间（min）
	流动相A（%）
	流动相B（%）

	0
	90
	10

	2
	90
	10

	8
	30
	70

	8.01
	90
	10

	10
	90
	10


8.2质谱系统条件：
离子源：电喷雾离子源（ESI）；电喷雾电压（IS）：5500V；扫描模式：ESI+和ESI-同时扫描；检测模式：多反应监测（MRM）；雾化气温度（Gas Temp）：300℃；雾化气流量（Gas Flow）：17L/min ；鞘气温度（Shealth Gas Temp）：300℃；鞘气气流量（Shealth Gas Flow）：11L/min；定性离子对、定量离子对、裂解电压（Fragmentor potential）和碰撞气能量（CE）见表2。
表2  定性、定量离子对及其他参数条件
	药物名称
	定性、定量离子对(m/z)
	扫描模式
	裂解电压 (E/V)
	碰撞能量 (E/V)

	甲硝唑
	172.2/127.9*
	ESI+
	380
	20

	
	172.2/82
	
	
	37

	金刚烷胺
	152.1/135*
	ESI+
	380
	25

	
	152.1/93
	
	
	38

	诺氟沙星
	320.1/276.1*
	ESI+
	380
	26

	
	320.1/233.1
	
	
	35

	氧氟沙星
	362.2/318.1*
	ESI+
	380
	26

	
	362.2/261.1
	
	
	38

	培氟沙星
	334.1/316.1*
	ESI+
	380
	27

	
	334.1/290.2
	
	
	25

	恩诺沙星
	360.1/316.1*
	ESI+
	380
	25

	
	360.1/245.1
	
	
	35

	强力霉素
	445.1/428.1*
	ESI+
	380
	24

	
	445.1/154.1
	
	
	35

	氟苯尼考
	356.1/119*
	ESI-
	380
	23

	
	356.1/184.9
	
	
	12

	氯霉素
	321/152.1*
	ESI-
	380
	24

	
	321/256.9
	
	
	17


注：*：定量离子对
8.3 定量测定 
   取试料溶液和空白添加溶液，做单点或多点校准，外标法计算，即得。
[bookmark: _Toc236108379]8.4  结果的计算与表述
试样中9种药物的含量利用数据处理系统计算或按式(1)计算：
          
	X=
	C×V1×V3
	 ……………………（1）

	
	M×V2
	


式中：
X：试样中药物含量，单位为微克每千克(μg/kg)；
C：试样色谱峰对应的药物浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）；
M：试样质量，单位为克（g）；
V1：提取液体积，单位为毫升（mL）。
V2：过柱上清液体积，单位为毫升（mL）。
V3：溶解液体积，单位为毫升（mL）。
9 精密度
在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。

附  录  A
9种药物特征离子质量色谱图
[image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\2_+ESI MRM Frag=379.1V CID@37.0 (172.2 - 82.0) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\3_+ESI MRM Frag=379.1V CID@20.0 (172.2 - 127.9) 0006.d.tif]
[image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\4_+ESI MRM Frag=379.1V CID@35.0 (445.1 - 154.1) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\5_+ESI MRM Frag=379.1V CID@24.0 (445.1 - 428.1) 0006.d.tif]
[image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\6_+ESI MRM Frag=379.1V CID@38.0 (362.2 - 261.1) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\7_+ESI MRM Frag=379.1V CID@26.0 (362.2 - 318.1) 0006.d.tif]
[image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\8_+ESI MRM Frag=379.1V CID@35.0 (360.1 - 245.1) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\9_+ESI MRM Frag=379.1V CID@25.0 (360.1 - 316.1) 0006.d.tif]
[image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\10_+ESI MRM Frag=379.1V CID@25.0 (334.1 - 290.2) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\11_+ESI MRM Frag=379.1V CID@27.0 (334.1 - 316.1) 0006.d.tif]
[image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\12_+ESI MRM Frag=379.1V CID@35.0 (320.1 - 233.1) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\13_+ESI MRM Frag=379.1V CID@26.0 (320.1 - 276.1) 0006.d.tif]
[image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\14_+ESI MRM Frag=379.1V CID@38.0 (152.1 - 93.0) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\15_+ESI MRM Frag=379.1V CID@25.0 (152.1 - 135.0) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\16_-ESI MRM Frag=380.0V CID@23.0 (356.1 - 119.0) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\17_-ESI MRM Frag=380.0V CID@12.0 (356.1 - 184.9) 0006.d.tif][image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\18_-ESI MRM Frag=380.0V CID@24.0 (321.0 - 151.9) 0006.d.tif]   [image: 说明: G:\标准\申请地标\新建文件夹\19_-ESI MRM Frag=380.0V CID@17.0 (321.0 - 256.6) 0006.d.tif]
注：定性离子对：A（甲硝唑）、C（强力霉素）、E（氧氟沙星）、G（恩诺沙星）、I（培氟沙星）、K（诺氟沙星）、M（金刚烷胺）、O（氟苯尼考）、Q（氯霉素）
定量离子对：B（甲硝唑）、D（强力霉素）、F（氧氟沙星）、H（恩诺沙星）、J（培氟沙星）、L（诺氟沙星）、N（金刚烷胺）、P（氟苯尼考）、R（氯霉素）
附  录  A.1  9种药物标准溶液的MRM色谱图
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禽蛋中9种禁用药物的残留检测高效液相色谱-串联质谱法编制说明
	标准名称
	禽蛋中9种禁用药物的残留检测高效液相色谱-串联质谱法

	任务来源
（项目计划号）
	安徽省市场监督管理局关于下达《区域性地震安全性评价技术规范》等298 项地方标准计划的通知（皖市监函〔2021〕357 号），计划编号为2021-2-149项。
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（盖章）
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	合肥市包河区滨湖新区洞庭湖路3355号

	参与起草单位
	安徽省农业科学院畜牧兽医研究所、安徽农业大学、望江县畜牧兽医技术推广中心、安徽省畜牧兽医技术推广总站

	标准起草人
（全部起草人，应与标准文本前言中起草人排序一致）

	序号
	姓名
	单位
	职务
	职称
	电话

	1
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	安徽省兽药饲料监察所
	/
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	编制情况

	1、编制过程简介

	标准起草过程：
2021年9月3日安徽省市场监督管理局发出安徽省市场监督管理局关于下达《区域性地震安全性评价技术规范》等298 项地方标准计划的通知（皖市监函〔2021〕357 号）文件，本标准的计划编号为2021-2-149项，标准立项后，随即成立标准编制课题组，成员有汤春莲、李珲等人，确定专人负责，明确分工，在2021年10月-2022年1月期间，项目组主要对前期研究的相关内容进行总结、查阅相关资料，包括国家标准、行业标准和地方标准以及相关的研究论文。在此基础上，对资料进行总结分析和整理，在广泛征求意见后，确定了本标准的提纲，起草形成送审稿。
本规程按GB/T1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》给出的规则起草。在制定过程中，得到了行业专家的大力支持，并对标准提出了很多具体意见，使标准逐渐完善、科学和更具有可操作性。

	2、制定标准的必要性和意义

	近一年来，非洲猪瘟疫情的影响使得猪肉价格波动较大，禽蛋日益成为人们餐桌上主要的优质蛋白质来源，食品安全问题备受关注，由于养殖门槛低，技术水平参差不齐，禽蛋中可能存在的药物残留种类繁多。
我国2002年农业部公告第235号、2005年农业部公告第560号、2011年农业部公告193号和2015年农业部公告2292号规定了许多药物在产蛋期时禁止使用的药物，比如硝基咪唑类药物、氟喹诺酮类药物、四环素类药物、氯霉素类药物等。
养殖中常用的具体药物如甲硝唑、金刚烷胺、诺氟沙星、氧氟沙星、培氟沙星、恩诺沙星、强力霉素、氟苯尼考、氯霉素等，在检测中，如需同时检测，需要将样品用不同方法多次处理。如果能够更有效率地、更精确地检测禽蛋中的禁用药物，就可以更加有效的控制禽蛋质量，提升食品安全水平，减少抗菌药物的滥用。

	3、制定标准的原则和依据，与现行法律法规、标准的关系。

	本标准依据禽蛋中9种禁用药物的残留检测的实际需要，编制遵循“前沿性、科学性、实用性、规范性”的原则，按照《中华人民共和国标准化法》和《安徽省地方标准管理办法》等有关法律、法规制定。
目前尚无“禽蛋中9种禁用药物的残留检测高效液相色谱-串联质谱法”的国家或行业标准。

	4、主要条款的说明，主要技术指标、参数、试验验证的论述（详细说明）

	（1）本标准严格按照GB/T1.1-2020 标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则的要求，本规程的章节由范围、规范性引用文件、原理、试剂和材料、仪器和设备、试样的制备、分析步骤、精密度8个部分组成。
（2）本标准根据“试样中的药物经80%乙腈水溶液提取，经固相萃取净化，洗脱，最后经HPLC-MS/MS法进行分析”的原理，通过试验，确定试样制备的具体步骤为：准确称取2（±0.02）g均匀试样置于50mL离心管内，加入80%乙腈水溶液8.0mL，涡旋1min，高速振荡提取5min，10000r/min离心10min，取上清液用于固相萃取柱净化。不需要预先活化和平衡，取4.0mL上清液到PRiME HLB固相萃取柱中，保持一秒一滴的流速，收集全部流出液。于45℃水浴中用氮气吹干，用10%甲醇水溶液1.0mL溶解，涡旋混匀，经0.22μm微孔滤膜过滤后供HPLC-MS/MS测定。这样既保证了标准中检测方法先进性，同时又保证了检测方法的实用性，可以很好的应用于生产实际。
（3）本标准“9种禁用药物标准工作溶液和试液分别进样，得到特征离子质量色谱峰面积响应值，在线性范围内，用外标法校正，测定，以保留时间和定性离子对定性，定量离子对质量色谱峰面积定量。”为高效液相色谱-质谱检测法中样品常用检测方法，保证了样品检测值的可靠性。
（4）本标准“在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。”，保证了样品检测结果的科学性和准确性。

	[bookmark: _Toc464905809][bookmark: _Toc464902852][bookmark: _Toc465074266][bookmark: _Toc464905613][bookmark: _Toc464905557]5、标准中如果涉及专利，应有明确的知识产权说明

	  无

	[bookmark: _Toc465074267][bookmark: _Toc464905558][bookmark: _Toc464905614][bookmark: _Toc464902853][bookmark: _Toc464905810]6、采用国际标准或国外先进标准的，说明采标程度，以及国内外同类标准水平的对比情况

	  无

	[bookmark: _Toc464902854][bookmark: _Toc464905811][bookmark: _Toc464905559][bookmark: _Toc464905615][bookmark: _Toc465074268]7、重大分歧意见的处理经过和依据

	  无

	[bookmark: _Toc464905560][bookmark: _Toc464905812][bookmark: _Toc465074269][bookmark: _Toc464902855][bookmark: _Toc464905616]8、贯彻标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法、实施日期等）

	本标准一经发布，在安徽省范围内组织实施，并按标准实施保护。

	[bookmark: _Toc464905561][bookmark: _Toc464905617][bookmark: _Toc464905813][bookmark: _Toc464902856][bookmark: _Toc465074270]9、废止现行相关标准的建议

	  无

	[bookmark: _Toc464902857][bookmark: _Toc465074271][bookmark: _Toc464905814][bookmark: _Toc464905562][bookmark: _Toc464905618]10、其它应予说明的事项

	


没有的请填写 “无”。
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鸡排泄物中氧氟沙星的含量检测
高效液相色谱-荧光检测法
1　 范围
本文件规定了鸡排泄物中氧氟沙星的高效液相色谱荧光检测方法。
本文件适用于鸡排泄物中氧氟沙星含量的测定。
本方法检出限为20 μg/kg。
2　 规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；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　 术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
4　 原理
试样中的氧氟沙星用醋酸甲醇溶液超声提取，提取液经离心、过滤、浓缩后，通过反向液相色谱柱分离，用配备荧光检测器的高效液相色谱仪测定，外标法定量。
5　 [bookmark: _Toc236108352]试剂和材料
5.1　 除特殊说明外，本方法所用试剂均为分析纯，水为GB/T 6682规定的一级水。
5.2　 乙腈：色谱纯。
5.3　 甲醇。
5.4　 醋酸。
5.5　 盐酸。
5.6　 磷酸。
5.7　 三乙胺。
5.8　 200 mL/L醋酸甲醇溶液：取醋酸200mL，加入甲醇溶液至1000 mL，摇匀。
5.9　 三乙胺磷酸溶液：取0.02 mol/L 磷酸溶液1 L，加入1.4 mL 三乙胺，摇匀。
5.10　 流动相：乙腈-三乙胺磷酸溶液（10：90）。 
5.11　 氧氟沙星标准品：纯度≥98.0％。
5.12　 氧氟沙星标准储备液：取氧氟沙星标准品用0.2 mol/L 盐酸溶解，并用纯净水定容为0.5 mg/mL 的标准储备液，于4 ℃避光保存，用时配成氧氟沙星工作液。
6　 仪器和设备
6.1　 [bookmark: _Toc236108371]高效液相色谱仪（配荧光检测器）。
6.2　 分析天平：感量0.1 mg、0.01 mg。
6.3　 [bookmark: _Toc236108370]高速冷冻离心机：≥16000 r/min。
6.4　 超声波仪。
6.5　 氮吹仪。
6.6　 振动摇床。
6.7　 周转式振动仪。
6.8　 固相萃取装置。
6.9　 滤膜：0.45 μm。
7　 试样的制备
称取5 g（精确至0.1 g）鸡粪便样品，加入200 mL/L 醋酸甲醇溶液（4.8）10 mL，以2500 r/min涡旋混匀30 s，超声溶解15 min，以5000 r/min离心5 min，取8 mL上清液氮气吹干，加流动相1mL，以2500 r/min 涡旋混匀30 s，超声溶解15 min，以16000 r/min 离心10 min，取上清液过0.45 μm的滤膜，供高效液相色谱仪测定。
8　 测定步骤
8.1　 色谱条件
色谱柱：C18型柱，长250 mm，内径4.6 mm，粒径5 μm，或相当性能C18柱；
检测波长：荧光激发波长为280 nm，发射波长为450 nm；
流动相：乙腈-三乙胺磷酸溶液，按体积比10：90（v/v）；
流速：1.0 mL/min；
柱温：室温；
进样体积：20 μL。
8.2　 测定法
取试样溶液和标准工作溶液分别进样，得到色谱峰面积响应值，在线性范围内，用外标法作单点或多点校准，以保留时间定性，峰面积定量。氧氟沙星标准色谱图见附录A中图A.1。
8.3　 空白试验
取空白试料，除不加标准溶液外，采用相同的测定步骤进行平行操作。
8.4　 结果的计算与表述
试样中氧氟沙星的含量利用数据处理系统计算或按式(1)计算：
ρ×V1×V3×1000···································(1)
X=

m×V2×1000
式中：
X——试样中被测组分的含量，单位为微克每千克（μg/kg）；
ρ——试样溶液中中氧氟沙星的浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）；
V1——提取液体积，单位为毫升（mL）；
V2——取出上清液体积，单位为毫升（mL）；
V3——试样定容体积，单位为毫升（mL）；
m——试样取样质量，单位为克（g）。
9　 [bookmark: _Toc236108380][bookmark: _Toc236127381]精密度
在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。


附  录  A
（资料性附录）
氧氟沙星标准溶液的图谱

[image: ]
图A.1 氧氟沙星标准溶液的液相色谱图
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饲料中癸氧喹酯的测定 高效液相色谱法
1  范围
本标准规定了用高效液相色谱法测定饲料中癸氧喹酯的方法。
本标准适用于配合饲料、浓缩饲料和预混合饲料中癸氧喹酯的测定。
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
GB/T 14699.1  饲料采样方法
3  原理
试样中的癸氧喹酯经氯化钙甲醇溶液超声提取，过滤后用高效液相色谱柱分离，经紫外检测器检测，外标法定量。
4  试剂和材料
4.1  除特殊说明外，本方法所用试剂均为分析纯，水为三级水，色谱用水为一级水，符合GB/T 6682中用水规定。
4.2  甲醇（色谱纯）。
4.3  氯化钙（分析纯）
[bookmark: _Toc236108355]4.4  氯化钙甲醇溶液：称取氯化钙20 g，加甲醇2000 mL，超声溶解。
4.5  流动相：氯化钙甲醇溶液+甲醇，按体积比15∶85（V/V）；
[bookmark: _Toc236108363]4.6  微孔滤滤膜（孔径0.45 µm尼龙滤膜）。
4.7  癸氧喹酯标准溶液的制备
癸氧喹酯标准溶液贮备液：精确称取20 mg癸氧喹酯标准品（精确至0.01 mg）于200 mL容量瓶中，用氯化钙甲醇溶液（4.4）超声溶解，冷却，此溶液浓度为100 µg/mL。置于4 ℃冰箱中保存，可以使用60 天。
4.8  癸氧喹酯标准工作溶液
分别吸取贮备液1 mL、2 mL、5 mL、10 mL、20 mL于100 mL容量瓶中，用氯化钙甲醇溶液（4.4）定容，标准工作溶液系列浓度分别为1 µg/mL、2 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL，过0.45 µm滤膜。
5  仪器和设备
5.1  实验室常用仪器设备。
5.2  实验室常用玻璃器皿。
5.3  离心机：3000 r/min。
5.4  超声波仪。
5.5  分析天平：感量0.1 mg、0.01 mg。
5.6  高效液相色谱仪（配紫外检测器）。
6  测定
6.1  试样的制备
按GB/T 14699.1采样，选取有代表性的饲料样品至少500 g，四分法缩减至100 g，磨碎，全部通过0.42 mm孔径分析筛，充分混匀，装入磨口瓶中备用。
6.2  分析步骤
[bookmark: _Toc236108374]6.2.1  称取试样适量（配合饲料5 g、浓缩饲料3 g、预混合饲料1 g），精确至0.0001 g，置于50 mL容量瓶中，用氯化钙甲醇溶液（4.4）准确定容，置于超声波仪（5.4）超声提取30 min。
[bookmark: _Toc236108376]6.2.2  将试样提取液（6.2.1）转移至离心管，3000 r/min，离心10 min。
6.2.3  取离心上清液（6.2.2）用0.45 µm滤膜过滤，滤液作为试样溶液上机测定。
[bookmark: _Toc236108378]6.3  测定
高效液相色谱条件
a）色谱柱：C18型柱，长250 mm，内径4.6 mm，粒径 5 µm不锈钢柱（或性能类似的分析柱）；
b）检测波长：265 nm；
c）流动相：氯化钙甲醇溶液+甲醇，按体积比15∶85（V/V）；
d）流速：1.0 mL/min；
e）柱温：25 ℃；
f）进样体积：20 µL；
g）保留时间：约4~5 min。
6.4  上机测定
癸氧喹酯标准工作溶液和试液（上机液）分别注入液相色谱仪，记录色谱图，按外标法以峰面积进行计算。
7  结果
7.1  计算公式
结果按式（1）计算：
          
	X=
	C×50
	 ……………………（1）

	
	m
	



式中：
X：试样中癸氧喹酯含量，单位为毫克每千克mg/kg；
C：试液色谱峰对应的癸氧喹酯浓度，单位为微克（µg/mL）；
m：试样质量，单位为克（g）；
50：定容体积，单位为毫升（mL）。
7.2  结果表示
平行测定结果用算术平均值表示，保留至小数点后1位有效数字。
7.3  灵敏度
本标准定量限为1.0 mg/kg。
7.4  允许差
同一实验室同一操作人员使用同一台仪器完成两个平行测定的相对偏差不大于10%。


附  录  A
癸氧喹酯标准图谱
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图A.1  癸氧喹酯标准溶液色谱图
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	编制情况

	1、编制过程简介

	根据《安徽省市场监督管理局关于下达<区域性地震安全性评价技术规范>等298 项地方标准计划的通知》（皖市监函〔2021〕357号），2021年9月3日标准立项后，安徽省兽药饲料监察所等单位组成了《饲料中癸氧喹酯的测定  高效液相色谱法》地方标准起草小组，成员有宋亚伟等。标准起草小组制定了详细的起草工作计划。通过对我省饲料生产、经营、养殖环节进行广泛的调研，并征集各单位及个人的意见，确定了本标准的提纲，起草形成了征求意见稿。
本规程按GB/T1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》给出的规则起草。在制定过程中，得到了行业专家的大力支持，并对标准提出了很多具体意见，使标准逐渐完善、科学和更具有可操作性。

	2、制定标准的必要性和意义

	癸氧喹酯是一种高效畜禽用抗球虫药，具有独特的抗球虫活性，可作为饲料添加剂用于鸡球虫病的防治。但是近年来，安徽省兽药饲料监察所在饲料质量安全监督抽检以及各地在饲料产品安全监管工作中发现了诸多违规违法现象：不按规定使用癸氧喹酯；不少饲料企业和畜禽养殖场不严格执行规定，超量添加癸氧喹酯，不遵守休药期规定，不遵守配伍禁忌等规定；将不同品牌的饲料产品混合饲用，致使属于配伍禁忌的几种药物被同时使用。这些违规违法行为导致饲料中的药物成分在养殖产品中积蓄残留，产生耐药性，对人体产生不良影响，并对环境造成污染。《中华人民共和国兽药典》中规定，癸氧喹酯在肉鸡中休药期为5天。
为了加强对饲料和动物性食品中癸氧喹酯残留的监控，防止养殖过程中的不合理用药引起抗球虫药残留于畜禽产品中，进而影响农产品质量安全，亟需对饲料中癸氧喹酯含量进行规范化检测，使之具有法律效力，以规范癸氧喹酯的使用。因此，制定饲料中癸氧喹酯测定的标准对推动我省饲料工业健康发展具有重要意义。

	3、制定标准的原则和依据，与现行法律法规、标准的关系。

	（一）本标准制定的原则
制定标准的原则和依据：标准编制遵循“全面性、统一性、实践性、规范性”的原则，并注重标准的可操作性，严格按照GB/T1.1-2020最新版本的要求进行编写。
本标准与现行法律、法规、标准和强制性标准没有冲突。
（二）本标准制定依据
1、国家政策法规
1) 《中华人民共和国标准化法》；
2) 《饲料管理条例》；
3) 《禁止在饲料和动物饮用水中使用的药物品种目录》（中华人民共和国农业部公告）；
4) 《食品动物禁用的兽药及其它化合物清单》（中华人民共和国农业农村部公告）；
5) 《饲料添加剂品种目录》（中华人民共和国农业部公告）；
6) 《饲料添加剂安全使用规范》（中华人民共和国农业部公告）。
2、标准
《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》GB/T 1.1-2020。

	4、主要条款的说明，主要技术指标、参数、试验验证的论述（详细说明）

	（一）主要条款的说明
本标准规定了饲料中癸氧喹酯测定的范围、规范性引用文件、原理、试剂与材料、仪器设备、检测步骤、结果分析等内容。
癸氧喹酯(Decoquinate)是一种喹啉类抗球虫药,不但对球虫的子孢子和滋养体有强烈的抑制作用,而且对发育中的第一代裂殖体有杀灭作用,对卵囊的孢子化过程亦有抑制作用。《中华人民共和国兽药典》中规定，癸氧喹酯在肉鸡中休药期为5天。
（二）主要技术参数
[bookmark: _Toc200985549][bookmark: _Toc214331742][bookmark: _Toc214356179][bookmark: _Toc214356277][bookmark: _Toc214356368][bookmark: _Toc214356571][bookmark: _Toc214532029][bookmark: _Toc214532614][bookmark: _Toc214532944]1材料与方法
1.1 仪器及试剂
[bookmark: _Toc200985551][bookmark: _Toc214331744][bookmark: _Toc214356181][bookmark: _Toc214356279][bookmark: _Toc214356370][bookmark: _Toc214356573][bookmark: _Toc214532031][bookmark: _Toc214532616][bookmark: _Toc214532946]1.1.1 主要仪器设备
高效液相色谱仪（Agilent公司HP1100，配有二极管阵列紫外检测器）；色谱柱（Waters公司Symmetry C18，4.6×250mm，5μm) ）；十万分之一天平（德国赛多利斯BS21S，感量0.01mg，）；万分之一天平（德国赛多利斯Bs224s，感量0.1mg）；离心机（日立CR22G）；超声波清洗机；超纯水器；螺口自动进样瓶；数字可调瓶口分配器；单通道可调移液器；0.45µm微孔滤膜。
1.1.2 主要试剂
癸氧喹酯对照品（批号K0651211，含量99.7% 中国兽药监察所）；甲醇（色谱纯，4L／瓶，美国FISHER Chemical公司）；氯化钙（分析纯，上海试剂公司）；超纯水（水质达18.25MΩ·cm，符合国家实验室用水规格（GB6682-92））。
1.1.3 实验饲料
[bookmark: _Toc200985550][bookmark: _Toc214331743][bookmark: _Toc214356180][bookmark: _Toc214356278][bookmark: _Toc214356369][bookmark: _Toc214356572][bookmark: _Toc214532030][bookmark: _Toc214532615][bookmark: _Toc214532945]本实验选取的饲料由安徽新华饲料科技有限公司提供。
[bookmark: _Toc214331749][bookmark: _Toc214356186][bookmark: _Toc214356284][bookmark: _Toc214356375][bookmark: _Toc214356578][bookmark: _Toc214532036][bookmark: _Toc214532621][bookmark: _Toc214532951][bookmark: _Toc200985552][bookmark: _Toc214331745][bookmark: _Toc214356182][bookmark: _Toc214356280][bookmark: _Toc214356371][bookmark: _Toc214356574][bookmark: _Toc214532032][bookmark: _Toc214532617][bookmark: _Toc214532947]1.2  HPLC的色谱条件
二极管阵列紫外检测器(DAD)，检测波长265nm；流速1.0ml/min；流动相为氯化钙甲醇溶液+甲醇（15∶85，V/V）；Symmetry C18色谱柱(4.6×250mm 5μm)；自动进样器，进样量为20µl。
1.3实验方法
[bookmark: _Toc200985553][bookmark: _Toc214331746][bookmark: _Toc214356183][bookmark: _Toc214356281][bookmark: _Toc214356372][bookmark: _Toc214356575][bookmark: _Toc214532033][bookmark: _Toc214532618][bookmark: _Toc214532948]1.3.1 试液配制
提取液：氯化钙甲醇溶液（称取氯化钙10g，加甲醇1000ml，超声溶解[2] ）；
流动相：氯化钙甲醇溶液+甲醇（15∶85，V/V）； 
储备液与工作液：精确称取20mg癸氧喹酯标准品(精确至0.00002 g)于200 mL容量瓶中，用氯化钙甲醇溶液超声溶解，冷却，移取适量癸氧喹酯储备溶液，用流动相稀释成浓度分别为20、10、5.0、2.0、1.0μg/mL的标准工作溶液，现用现配。
[bookmark: _Toc167631193][bookmark: _Toc200985554][bookmark: _Toc214331748][bookmark: _Toc214356185][bookmark: _Toc214356283][bookmark: _Toc214356374][bookmark: _Toc214356577][bookmark: _Toc214532035][bookmark: _Toc214532620][bookmark: _Toc214532950]1.3.2试样制备
按GB/T14699.1的规定选取有代表性样品200-500g，用四分法缩至100g，粉碎通过0.45mm孔径筛，充分混匀，贮于磨口瓶中备用。
准确称取5.0g配合饲料（浓缩饲料3.0g，预混合饲料1.0g）试样，置于具塞锥形瓶中，精确加入氯化钙甲醇溶液50ml，栓塞置于超声波仪超声提取30min。将试样提取液倒入离心管中，3000r/min离心15min。取离心上清液用0.45µm滤膜过滤，滤液作为试样溶液，上机待用。
[bookmark: _Toc214331751][bookmark: _Toc214356188][bookmark: _Toc214356286][bookmark: _Toc214356377][bookmark: _Toc214356580][bookmark: _Toc214532038][bookmark: _Toc214532623][bookmark: _Toc214532953][bookmark: _Toc200985557][bookmark: _Toc214331750][bookmark: _Toc214356187][bookmark: _Toc214356285][bookmark: _Toc214356376][bookmark: _Toc214356579][bookmark: _Toc214532037][bookmark: _Toc214532622][bookmark: _Toc214532952]1.3.3样品定性
将样品峰的保留时间与癸氧喹酯对照品出峰的保留时间相比较，从而对样品中癸氧喹酯进行定性。
[bookmark: _Toc214331752][bookmark: _Toc214356189][bookmark: _Toc214356287][bookmark: _Toc214356378][bookmark: _Toc214356581][bookmark: _Toc214532039][bookmark: _Toc214532624][bookmark: _Toc214532954]1.3.4样品定量
采用外标法，数据处理系统可自动计算峰面积或根据具体峰型进行手动积分，将每个待测样品的峰面积的平均值代入标准曲线，即可算出各自的浓度。
2 结果
2.1线性响应
将浓度分别为20、10、5.0、2.0、1.0μg/mL的癸氧喹酯标准工作溶液，供高效液相色谱分析，以各色谱峰峰面积为纵坐标，对照溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线。
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图1 癸氧喹酯标准图谱
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图2  癸氧喹酯标准曲线
从图1和图2可以看出，在1-20μg/mL浓度范围内，呈现良好的线性关系，可以用于准确定量。
2.2  灵敏度
将标样溶液经过逐级稀释后进样分析，最终得出该方法测定癸氧喹酯的最低检测浓度为1.0mg/kg。
2.3 方法准确度和精密度
采用空白样品添加法，对配合饲料分别添加浓度为10、20、30mg/kg进行复核实验；对浓缩饲料添加浓度为20、40、80mg/kg进行复核实验；对预混合饲料添加浓度为100、200、300mg/kg进行复核实验。每种浓度5个样品，重复3批次，求回收率、批内、批间变异系数。测定结果见表1至表3：
表1  配合饲料中添加癸氧喹酯回收率测定结果
	添加浓度(mg/kg)
	测定批次
	回收率（％）
	平均值 %
	变异系数RSD（%）

	10
	1
	87.06
	87.81
	88.15
	88.05
	89.97
	88.2
	1.2

	
	2
	86.06
	86.81
	87.15
	88.05
	87.97
	87.2
	1.0

	
	3
	89.91
	89.1
	89.12
	88.85
	89.23
	89.2
	0.4

	20
	1
	86.06
	87.11
	88.35
	88.45
	89.47
	87.9
	1.5

	
	2
	87.06
	87.41
	87.15
	88.44
	87.47
	87.5
	0.6

	
	3
	89.41
	90.15
	88.76
	88.75
	89.43
	89.3
	0.6

	30
	1
	86.16
	86.87
	87.45
	88.25
	88.87
	87.5
	1.2

	
	2
	88.06
	88.41
	88.15
	89.84
	87.47
	88.4
	1.0

	
	3
	91.41
	90.15
	92.76
	92.75
	91.43
	91.7
	1.2



表2 浓缩饲料中添加癸氧喹酯回收率测定结果
	添加浓度(mg/kg)
	测定批次
	回收率（％）
	平均值 %
	变异系数RSD（%）

	20
	1
	87.56
	89.15
	86.42
	87.13
	86.75
	87.4
	1.2

	
	2
	90.63
	90.12
	91.42
	90.41
	90.54
	90.6
	0.5

	
	3
	90.12
	89.9
	91.21
	91.25
	91.42
	90.8
	0.8

	40
	1
	96.26
	96.87
	97.45
	95.25
	98.87
	96.9
	1.4

	
	2
	98.06
	97.35
	98.41
	99.84
	97.47
	98.2
	1.0

	
	3
	92.41
	93.15
	92.56
	92.35
	91.43
	92.4
	0.7

	80
	1
	92.46
	92.11
	93.45
	94.45
	94.66
	93.4
	1.2

	
	2
	94.12
	95.63
	95.15
	92.44
	96.47
	94.8
	1.6

	
	3
	96.41
	95.45
	95.26
	95.78
	99.43
	96.5
	1.8



表3 预混合饲料中添加癸氧喹酯回收率测定结果
	添加浓度(mg/kg)
	测定批次
	回收率（％）
	平均值 %
	变异系数RSD（%）

	100
	1
	91.12
	92.9
	91.71
	91.48
	91.42
	91.7
	0.8

	
	2
	93.26
	92.87
	92.45
	93.25
	92.87
	92.9
	0.4

	
	3
	91.26
	91.46
	90.41
	90.84
	90.47
	90.9
	0.5

	200
	1
	96.26
	96.87
	97.45
	95.25
	98.87
	96.9
	1.4

	
	2
	98.06
	97.35
	98.41
	99.84
	97.47
	98.2
	1.0

	
	3
	92.41
	93.15
	92.56
	92.35
	91.43
	92.4
	0.7

	300
	1
	94.46
	94.11
	93.45
	94.45
	94.66
	94.2
	0.5

	
	2
	92.12
	93.63
	92.15
	92.5
	91.67
	92.4
	0.8

	
	3
	95.41
	95.78
	94.26
	95.48
	97.25
	95.6
	1.1


从上述表中数据可以看出，平均回收率均在85%以上，变异系数均小于5%，无论是各种浓度的回收率还是变异系数均满足试验要求，结果表明该方法稳定性好、重复性好，适用于饲料中癸氧喹酯的测定。
3 结论
通过对前处理条件和液相色谱条件的优化，建立了高效液相色谱法测定饲料中癸氧喹酯含量。该方法提取过程简单，操作步骤较少、灵敏度高，稳定性、重现性好，能够满足饲料质量安全检测的要求，加之，高效液相色谱法已成为应用非常广泛的一种理化检测手段，因此该方法能广泛用于饲料中药物成分的检测。

	5、标准中如果涉及专利，应有明确的知识产权说明

	无

	6、采用国际标准或国外先进标准的，说明采标程度，以及国内外同类标准水平的对比情况

	无

	7、重大分歧意见的处理经过和依据

	无

	8、贯彻标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法、实施日期等）

	无

	9、废止现行相关标准的建议

	无

	10、其它应予说明的事项

	无


注：没有的请填写 “无”。
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