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《水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素的测定 液相色谱-串联质谱法》编制说明
[bookmark: _Toc3295][bookmark: _Toc3801]一、项目背景
[bookmark: _Toc11715][bookmark: _Toc14882]1任务来源
根据《湖南省市场监督管理局关于下达 2022 年第一批地方标准制修订项目计划的通知》（湘市监标函〔2022〕4 号），湖南省水产科学研究所承担“水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素的测定 液相色谱-串联质谱法”的湖南省地方标准制定工作。本标准制定过程中的全部试验工作现已完成，标准起草小组起草了征求意见稿，现对《水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素的测定 液相色谱-串联质谱法》征求意见稿的编制工作做如下说明。
[bookmark: _Toc13747][bookmark: _Toc12361][bookmark: _Toc13579]2目的和意义
阿维菌素类药物（avermectins，AVMs）是一类由链霉菌产生的新型大环内酯类抗寄生虫药，主要包括阿维菌素（avermectin，AVM）和伊维菌素（ivermectin，IVM）等药物，结构见图1。阿维菌素外观为淡黄色至白色结晶粉末，无味。熔点为155~154 ℃，闪点为150 ℃。相对密度为1.16 g/cm3。正常条件下稳定，pH值5~9时不会水解。水溶性微溶，是一类脂溶性药物。伊维菌素为白色结晶性粉末，无味。易溶于甲醇、乙醇、丙酮、醋酸乙酯，在水中几乎不溶，见光易分解，易氧化，在酸性环境下易降解。
 (
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)[image: ][image: IMG_256][image: ]
图 1 阿维菌素（a）、伊维菌素（b）分子结构
Fig. 1 Molecular structures of avermectin (a), ivermectin (b)
阿维菌素类药物既是兽用驱虫剂，又是农用杀虫剂，还是家庭卫生用药，也是驱除丝虫的人用驱虫剂。在欧美发达国家,自发现伊始主要用于农作物的害虫防治[1]。20世纪80年代末，我国开始引进阿维菌素菌种并首次成功研制出。由于化学结构新颖，作用机制独特，优良的驱虫活性和较高的安全性，阿维菌素类药物被认为是目前最优秀、应用最广泛、销量最大的一类新型、广谱、高效、安全和用量小的抗体内、外寄生虫药物，是近年来抗寄生虫药物研究中最为杰出的研究成果[2-3]。
阿维菌素类药物在国外水产养殖业中被广泛用于大西洋鲑和海鲷等海水鱼海鲺病的防治［4, 5］；国内主要用于防治青鱼、草鱼、鲢鱼等淡水养殖鱼类的中华鳋、锚头鳋等寄生虫病［6, 7］。虽然阿维菌素类药物有诸多优点，广泛应用于农业和畜牧业，并获得较佳评价；但按照世界卫生姐织（ＷWHO）五级分级标准，其仍属于高毒性神经毒性化合物[8]。研究表明，人和动物过量摄入阿维菌素会出现中枢神经系统和胃肠系统症状，严重的出现 低血压和昏迷，并对哺乳动物的繁殖能力具有潜在的危害[9]; 阿维菌素类药物对水生动物具有一定的神经、发育和生殖毒性[10]。鉴于阿维菌素类药物对生物的毒性和危害性，欧盟、美国、日本和我国均规定了农产品或畜禽肉中阿维菌素类药物的最大残留限量。
作为广谱类农药，阿维菌素类化合物常喷洒于各种农作物上，并通过各种迁徙途径进入环境中[11]；其次作为兽药，大部分药物通过粪便原型排出，而排到水中的药物仍均有活性，对周围环境造成影响[12]；作为杀虫剂，阿维菌素和伊维菌素在水产养殖中施用多采用全池泼洒方式，药物进入池塘后在驱虫杀虫的同时，在池塘水体、底泥和水生生物等不同生态位中进行迁移、富集和代谢，对水产养殖环境、水生生物和人类健康造成潜在危害[9,13]。因此，评估水产养殖环境中的阿维菌素和伊维菌素的残留状况，建立相应的分析方法和标准，对于监测渔业环境中该类药物的含量以及排查水产品中该类药物的来源的具有积极的意义。
国内外阿维菌素和伊维菌素的检测方主要法有高效液相色谱－紫外检测法（HPLC-UV），高效液相色谱-荧光检测法（HPLC-FLD）和液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）。高效液相色谱-紫外检测法取样量较大，提取步骤复杂，有机溶剂用量大，灵敏度较低、选择性不高、易受干扰等；高效液相色谱-荧光检测法灵敏度和选择性更好，但需要衍生化，检测操作复杂耗时。这两种方法均无法满足大批量样品快速准确测定的要求。液相色谱-串联质谱以其分离速度快、灵敏度高、抗干扰能力好等特点，成为农残分析的新技术，适合环境介质中农药残留的快速筛查和测定[14]。我国动物性食品中阿维菌素类药物残留量的测定强制推行的方法为高效液相色谱法和液相色谱-串联质谱法（GB 31658.16.20-2021），水产品中阿维菌素和伊维菌素多残留量的测定强制推行的方法为高效液相色谱法（GB 29695-2013）。目前国家、农业农村部和水产行业部门均未颁布检测水产养殖环境（水体、底泥）中阿维菌素和伊维菌素的检测标准方法。因此，建立一种简便、快速、灵敏的检测水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素的测定方法显得尤为重要，不仅可以为渔业主管部门提供更有效的监测手段，同时也可完善我国水产养殖环境标准检测方法。
[bookmark: _Toc8562][bookmark: _Toc16708][bookmark: _Toc6601]3 国内外研究概况
[bookmark: OLE_LINK1]林志惠等[15]建立了一种水体沉积物中阿维菌素残留的高效液相色谱-串联质谱检测方法。沉积物样品采用超声微波萃取、固相萃取净化，待测物通过Thermo - C18 色谱柱( 50 mm × 2. 1 mm，1. 9 μm) 分离，大气压化学电离-多反应负离子监测模式检测，内标法定量。该方法与衍生化—液相色谱/荧光检测法相比，更加灵敏、简便，适用于沉积物中痕量阿维菌素残留的测定。黄兰淇等[16]等建立了稻田土和水中阿维菌素等5种农药残留的高效液相色谱-串联质谱检测方法。 稻田土采用乙腈振荡提取，稻田水采用二氯甲烷液液萃取，无需净化，直接过膜后检测。该方法操作简单，快速准确，满足农药残留分析的要求。Jong-Hyouk Park等[17]采用超临界流体萃取和LC-MS/MS建立了土壤样品中阿维菌素(阿维菌素、伊维菌素、莫西菌素和道拉菌素)的多残留分析方法。该方法使一种高效的环境友好技术，已成功应用于分析从韩国13个地点采集的土壤样品中的阿维菌素残留。Fabríciode Oliveira Ferreira [18]等采用在线固相萃取技术结合超高效液相色谱-串联质谱建立了一种简便、高通量的测定土壤中阿维菌素类药物的方法。土壤样品经甲醇提取，C8固相萃取住在线净化和浓缩，超高效液相色谱-串联质谱测定。何红梅等[19]建立了超高效液相色谱-串联质谱法测定水稻基质中阿维菌素残留量，考察了基质效应，并对实际样品进行了检测。稻田土，稻壳，糙米和稻杆经乙腈振荡提取，稻田水经乙酸乙酯液液分配提取后，用C18固相萃取小柱或弗罗里硅土柱净化，采用超高效液相色谱-串联质谱正离子扫描测定残留的阿维菌素。
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5]目前，有关环境介质中的阿维菌素和伊维菌素测定的研究报道不断深入，但我国一直还没有制定水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素测定的方法标准。为确保养殖环境安全与人民的身体健康，有效打击养殖中非法用药，建立简便、快速、准确、灵敏的测定水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素的方法显得尤为重要。
[bookmark: _Toc25012][bookmark: _Toc4733][bookmark: _Toc3479]二、工作简况
[bookmark: _Toc15152][bookmark: _Toc12166][bookmark: _Toc15665]1承担单位情况
湖南省水产科学研究所为全额预算的事业单位，主要承担水产科学研究、实验、推广；鱼类原种保存、选育、生产；水产品质量安全检测；渔业污染事故处理鉴定；水生生物资源与生态环境保护，为渔业发展提供技术支撑。技术领域涵盖淡水养殖、遗传育种、水产病害、生物技术、环境工程、水产品加工、分析化学、鱼类营养、特种水产、渔业经济与信息等专业。本单位先后承担了98个水产科研项目，其中国家重点科研项目14个，省部级重点科研攻关项目66个，省厅科研项目18个；共获得各级成果奖68项，其中国家科技进步奖4项，国家发明奖1项，全国科学大会奖2项，省部级科技进步奖28项，省农业科技进步奖25项，其它奖励6项；拥有近10项国家发明专利。近五年来，公开发表省级期刊以上论文164篇，其中SCI论文9篇，核心期刊45篇；出版科学专著18本；制定湖南省地方标准8项；获得国家发明专利授权3项，实用新型专利2项；获得湖南省科技进步奖三等奖2项，中国水产科学研究院科技进步三等奖2项，湖南省农业丰收奖一等奖1项、二等奖2项，全国农牧渔业丰收奖三等奖1项、中国水产学会范蠡科学奖二等奖1项。对湖南省水产养殖业健康可持续发展做出了突出贡献。
农业农村部渔业产品质量监督检验测试中心（长沙）通过农业部和国家技术监督局组织的双认证考核。“中心”是国家计量认证和农业部审查认可的具有第三方公正性地位的渔业水产品质量监督检验法定机构。“中心”现有17名工作人员，其中技术人员16人，硕士研究生8人，高级职称6人，中级职称7人。“中心”拥有Triple Quad 5500+超高效液相色谱-串联质谱仪、Thermo TSQ Quantum高效液相色谱-串联质谱仪、Termo Q-Exactive Focous超高效液相色谱-高分辨质谱联用仪以及安捷伦气相色谱-质谱联用仪等大中型仪器68余套台，价值近2000万元；“中心”每年不但承担了农业农村部、湖南省农业农村厅下达的检测任务，还承接了社会委托的各种检测任务，为保证我省渔业产品和渔业环境做出了应有的贡献。
为保证能较好的完成《水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素的测定 液相色谱-串联质谱法》标准的制定，农业农村部渔业产品质量监督检验测试中心（长沙）非常重视，成立编制小组，由万译文全面主持工作，从宏观上把握标准的制定宗旨，对标准编制小组各成员进行了明确的分工，并将责任落实到人，且定期召开标准编制小组会议，及时总结实验结果。
[bookmark: _Toc3969][bookmark: _Toc3883]2 简要工作过程
2021年12月，湖南省水产科学研究所在前期资料搜集、市场调研和研究试验的基础上，依据相关标准申报规定向湖南省市场监督管理局提出了标准申报计划并提交了相关资料。 
2022年1~4月标准制定任务下达后，湖南省水产科学研究所、农业部渔业产品质量监督检验测试中心（长沙）迅速组建了标准起草组并召开了项目启动会议。会上确定了标准修订原则、标准大纲并明确了具体分工和时间安排，开始了标准制定工作。 
2022年5~12月：按照第一次会议安排，标准起草组单位和成员各司其职持续进行资料搜集、实验研究、方法验证等工作，有序推进标准制定工作，期间召开了多次组内讨论会最终于12月底完成了《水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素的测定 液相色谱-串联质谱法》标准征求意见稿及其编制说明。 
2022年1~2月：标准起草组就征求意见稿向社会公开征求意见，对收到的反馈意见进行了逐条讨论和研究并依据相关意见对标准进行了认真修改和完善，最终形成了征求意见稿。
[bookmark: _Toc22694][bookmark: _Toc10092]3 标准编制的原则
本标准制定的主要原则：一是本标准要符合国家有关方针、政策、法律和规章的要求，要符合国家推荐性标准和行业标准的规定和要求；二是本标准要具有科学性、可操作性、推广型和实用性；三是本标准要能保证水产养殖环境（水体、底泥）的安全，又有利于指导生产实践和产地认证工作。
本标准参考国内外有关水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素的检测标准和文献报道，通过优化前处理条件、色谱条件、质谱条件等试验条件，初步制定了测定水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素的液相色谱-串联质谱的检测方法。
[bookmark: _Toc26314][bookmark: _Toc12712]三、标准主要内容的依据
[bookmark: _Toc16335][bookmark: _Toc18239][bookmark: _Toc27458]1 样品的采集、标准溶液的配制与储存
水质样品的采集和制备参照SL 187按《水质采样技术规程》进行。底泥样品采集按HJ 494-2009的规定执行。底泥样品样品处理：采集的底泥样品先-20℃预冷冻24 h，经冷冻干燥机（-50℃，真空度20 Pa，冷冻干燥10 h）冷冻干燥后，剔除石块和植物体等异物，用研钵研磨后过100目网筛，一20℃冷冻保存。根据国内外文献中阿维菌素和伊维菌素标准溶液的配制方法，参照GB-31658.16-2021标准溶液的配制方法，结合本试验检测的实际情况，标准溶液的配制与储存采用如下方法：取阿维菌素、伊维菌素标准品各约10 mg，精密称定，加乙腈使其溶解，用乙腈稀释定容至100 mL容量瓶中，摇匀，配制成浓度各为100 μg/mL的标准储备液。-18℃以下避光保存，有效期6个月。该溶液经稀释配制成浓度为1.0 μg/mL的标准中间溶液。-18℃以下避光保存，有效期3个月。临用前将标准中间溶液稀释成一系列的标准工作溶液，供上机测定。
[bookmark: _Toc25960][bookmark: _Toc2753]2 色谱质谱条件的优化
[bookmark: _Toc15042][bookmark: _Toc14539]2.1色谱条件的优化
阿维菌素是极性弱，在 C18的色谱柱上具有很好的保留[18，19]。本试验选用飞诺美品牌色谱柱，使用 2.6 μm 小颗粒固定相，在更低的流速（无需分流）和低扩散情况下，色谱峰浓度提高了，有利于提高离子源的电离效率（降低离子抑制），显著提高质谱灵敏度，而且减少了运行时间，改善了不同类型化合物的分离度。
在液相色谱-串联质谱技术应用过程中，流动相的选择通常要满足两个条件，第一是在液相色谱系统中能够得到较好的分离效果，第二是在质谱系统中目标组分能有较高的离子化效果，同时具备这两个条件，我们就能够得到最佳的分离度和最高的灵敏度。分别以乙腈+水、甲醇+水为流动相，采用梯度洗脱条件。结果表明，阿维菌素和伊维菌素在色谱柱的保留性能较好，色谱峰峰形尖锐对称，且采用乙腈+水为流动相时峰的响应更高。当在水相中加入 5 mmo L-1的醋酸铵时，色谱峰响应显著提高，同时含有乙腈的流动相目标物峰的离子化效率和稳定性明显好于含有甲醇的流动相。最终选择使用乙腈和 5 mmol L-1醋酸铵作为流动相，采用梯度洗脱程序，既能保证阿维菌素、伊维菌素的灵敏度，又能保证良好的色谱峰形。
[bookmark: _Toc29897][bookmark: _Toc8164]2.2 质谱条件的优化
[bookmark: _Toc15720]将50 ng/mL的阿维菌素和伊维菌素混合标准溶液通过针泵恒流进样方式注入质谱仪中，分别在 ESI+、ESI-模式下扫描，结果显示，ESI+模式下，响应值最高。在 ESI+模式下，通过一级质谱扫描，找出准分子离子峰[M+H]+和加和离子峰[M+Na]+ 和[M+NH4]+（见图2）。从图1可知，[M+NH4]+响应最高，[M+Na]+次之，[M+H]+响应很低。选择加和离子峰[M+Na]+ 和[M+NH4]+均可检测目标物，但不同加合峰离子化效率的稳定性和灵敏度等会有较大差异，如采用[M+Na]+式虽然离子化效率高，但其易受流动相、样品基质、前处理过程中Na+含量、离子源洁净程度等因素的影响，不适合复杂基质样品的分析检测[20,21]。同时试验也发现，加和离子峰[M+Na]+在标准溶液中响应值稳定，在样品中的响应值比标准品响应值低 2～3 倍，并且重现性非常差，随着进样次数的增多，发现质谱响应值逐步快衰减，直至无响应。而[M+NH4]+受样品基质产生的离子抑制效应较弱，相对较稳定，能够满足痕量分析要求，最终确定了加和离子峰为[M+NH4]+，即 m / z 890.4和m / z 892.4。以其为母离子，使用子离子扫描（Product Ion Scan）对获得的母离子进行二级质谱扫描，确定目标物的子离子信息。选取丰度较强的 m / z 305.4、m / z 567.5和m / z 569.3、m / z 307.0 作为子离子，其中，m / z 305.4和m / z569.3得到的丰度最高并且稳定作为定量离子，次强的特征碎片离子m / z 567.5和m / z 307.0 作为定性离子。采用多反应监测模式优化优化离子对的去簇电压和碰撞能量。
研究发现，质谱脱溶剂气温度对阿维菌素和伊维菌素离子加合物的丰度都有很大影响。本实验研究了脱溶剂气温度为300 ℃、350 ℃、400 ℃、450 ℃、500 ℃时对阿维菌素、伊维菌素响应强度的影响。结果表明，当脱溶剂气温度在400℃~500℃时，目标物的峰面积随着温度的上升而减小；当脱溶剂气温度为400 ℃时，目标物的峰面积达到最大；当脱溶剂气温度低于400 ℃时，目标物的峰面积无明显变化。为了保证良好的灵敏度和脱溶剂效果，本实验最终选择400 ℃为质谱脱溶剂气温度。
[image: ]
图2 阿维菌素和伊维菌素一级质谱扫描图
Fig. 2 Mass spectrum of avermectin and ivermectin
[bookmark: _Toc27503][bookmark: _Toc8925]3 水样前处理条件的确定
[bookmark: _Toc7424][bookmark: _Toc20684]3.1 水样pH值
水样酸碱度的变化会直接影响阿维菌素、伊维菌素的分子解离和带电荷状况，进而影响后续的HLB柱固相萃取效果。本实验对水样的酸碱度进行了优化。在20 mL空白水样（pH为6.86）中添加阿维菌素、伊维菌素混合标准溶液（100 μg/L）的标准溶液0.1 mL后，涡旋混匀，得到浓度为0.50 μg/L的加标水样。分别通过甲酸或氨水将水样的pH调节至 2、4、6、8、10，经HLB柱固相萃取处理后上机测试，比较水样pH对目标化合物回收率的影响，结果见表1。从表1可以看出，过低或过高的pH均可造成目标物的回收率降低；当pH=4时，阿维菌素、伊维菌素的回收率最高，故本试验确定水样pH=4为最佳条件。
表1 水样pH对阿维菌素、伊维菌素回收率的影响（n=3）
Table 1 Effect of pH on the recovery of avermectin and ivermectin （n=3）
	目标物
	平均回收率（%）

	
	pH=2
	pH=4
	pH=6
	pH=8
	pH=10

	阿维菌素
	77.5
	86.6
	80.7
	76.5
	72.2

	[bookmark: _Toc5695]伊维菌素
	75.0
	83.2
	79.4
	73.1
	68.3


[bookmark: _Toc10555][bookmark: _Toc5854]3.2 固相萃取条件的优化
对于水样来说，目标分析物的含量很低，分析的要求是较高的萃取效率。萃取回收率的大小会随着固相萃取条件变化而变化，选择不当的固相萃取条件会直接影响一些样品的检出，所以必须优化固相萃取条件。
本试验主要考察了3个对回收率影响大的固相萃取条件，即固相萃取柱、洗脱剂的选择和洗脱剂的用量。通过多次实验确定了最佳固相萃取条件。
[bookmark: _Toc23584][bookmark: _Toc6415][bookmark: _Toc10564]3.2.1 固相萃取柱的选择
本实验采用了C18 (500 mg，6 mL)、ENVI-Chrom (250mg，6 mL)、HLB (500 mg，6 mL) 3种固相萃取小柱对阿维菌素、伊维菌素的萃取效率进行了研究。采用3种固相萃取柱分别对浓度为0.50 μg/L的加标水样进行加标回收率试验，平行测定3次。结果如表2所示，阿维菌素、伊维菌素采用HLB柱的平均加标回收率为85.8 %和83.7%，明显高于采用C18柱和ENVI-Chrom柱的平均加标回收率。因此，本试验选择HLB固相萃取小柱。
[bookmark: OLE_LINK2]表2  不同的固相萃取柱对阿维菌素、伊维菌素回收率的影响 (n=3)
Table 2  Effect of different SPE columns on recovery of avermectin and ivermectin(n=3)
	目标物
	平均回收率/%

	
	C18
	ENVI-Chrom
	HLB

	阿维菌素
	75.3
	76.0
	85.8

	伊维菌素
	67.4
	72.1
	83.7



[bookmark: _Toc28859][bookmark: _Toc8262][bookmark: _Toc26142]为了进一步探求不同品牌的HLB固相萃取柱对阿维菌素、伊维菌素萃取效率的影响，本实验对比研究了三个主流品牌的HLB固相萃取小柱（Waters Oasis, 500 mg, 6 mL; Supelco, 500 mg, 6 mL; CNW Poly-Sery, 500 mg, 6 mL;）对0.50 μg/L的加标水样中目标物萃取回收率的影响（如表3所示)。结果表明，不同生产厂商的HLB固相萃取小柱对水样中阿维菌素、伊维菌素的萃取率没有显著差异。





表3 不同品牌的HLB固相萃取柱对阿维菌素、伊维菌素回收率的影响(n=3)
Table 3  Effect of different HLB SPE columns on recovery of avermectin and ivermectin (n=3)
	目标物
	平均回收率/%

	
	品牌

	
	Oasis
	Supelco
	CNW

	阿维菌素
	85.9
	83.1
	84.6

	伊维菌素
	84.7
	82.8
	83.1



[bookmark: _Toc20215][bookmark: _Toc20859][bookmark: _Toc20734]3.2.2 洗脱剂的选择
[bookmark: OLE_LINK3]选择合适的洗脱剂将目标物从吸附剂上洗脱下来是整个萃取过程的关键。实验选择甲醇 、乙腈、二氯甲烷、丙酮作为洗脱剂 ,考察对富集在HLB固相萃取柱内的五氯苯酚洗脱效果，实验结果如表4所示。从表4可以看出，阿维菌素在甲醇 、乙腈、二氯甲烷作为洗脱剂时洗脱效果明显优于丙酮。考虑到洗脱剂毒性以及氮吹浓缩时间，选择甲醇作为洗脱剂。
表4  不同的洗脱剂对阿维菌素、伊维菌素回收率的影响 (n=3)
Table 4Effect of different eluents on recovery of avermectin and ivermectin (n=3)
	目标物
	平均回收率/%

	
	甲醇
	乙腈
	二氯甲烷
	丙酮

	阿维菌素
	86.2
	85.3
	82.7
	76.5

	[bookmark: _Toc19404]伊维菌素
	84.0
	83.6
	80.4
	73.6


[bookmark: _Toc17545][bookmark: _Toc24372]3.2.3 洗脱剂的用量
洗脱剂用量少不能将目标物从固相萃取柱上洗脱下来，洗脱剂用量多则造成洗脱剂浪费，洗脱剂的量的选择很重要。采用 HLB固相萃取小柱，以甲醇为洗脱剂，考察洗脱剂用量（3，4，5，6，7，8 mL）对回收率的影响（图3）。结果表明，当洗脱剂用量在3 ~ 6 mL时，阿维菌素、伊维菌素的回收率随着用量增加而增大，当洗脱剂用量为6 mL时，回收率达到最大，且随着洗脱剂的增加回收率保持稳定。为了节约氮吹时间，提高效率，保证回收率，本实验洗脱剂用量选择为6 mL。
    [image: AVMs洗脱剂用量优化]
图 3洗脱剂用量对阿维菌素、伊维菌素回收率的影响 (n=3)
Fig.3  Effect of amount of eluents on recovery of avermectin and ivermectin (n=3)
[bookmark: _Toc17844][bookmark: _Toc12364]4 底泥样品前处理条件的优化
[bookmark: _Toc9344][bookmark: _Toc20777]4.1 提取条件的优化
有研究报道，阿维菌素、伊维菌素的提取提取溶剂大多为乙腈[22-25]。本实验比较了乙腈、含 0. 2％ （v/v）氨水的乙腈溶液和含 0. 2％ v/v）甲酸的乙腈对目标物提取回收率的影响（结果见表5）。由表5可知，采用含0. 2％（v/v）氨水的乙腈溶液作为提取剂时，阿维菌素、伊维菌素的回收率均优于乙腈或含0. 2％（v/v）甲酸的乙腈溶液。因此最终选择含 0. 2％（v/v）氨水的乙腈溶液为提取剂。
表5  不同的提取剂对阿维菌素、伊维菌素回收率的影响 (n=3)
Table 5 Effect of different extracting agent on recovery of avermectin and ivermectin (n=3)
	目标物
	平均回收率/%

	
	乙腈
	氨水乙腈
	甲酸乙腈

	阿维菌素
	87.1
	93.2
	78.2

	伊维菌素
	89.6
	95.1
	75.4


[bookmark: _Toc26966][bookmark: _Toc2406]4.2 净化条件的优化
在样品前处理过程，加入氯化钠有利于提取溶剂和水相分层，防止样品中水分和水溶性的极性基质干扰物进入提取液中，从而减少对目标物的干扰和质谱离子源的污染[26]；本实验选用氯化钠作为盐析剂，结果表明，加入2 g氯化钠时，样品提取液具有最好的盐析效果，浓缩后茄形瓶中未发现水分残留，各目标化合物的提取效率均较高。
为了减少基质效应，提高净化效率和萃取回收率，本研究采用分散固相萃取作为净化手段。吸附剂的选择是分散固相萃取的一个最重要的参数。C18、PSA、石墨化炭黑（GCB）是常用的吸附剂。其中，C18是反向硅胶键合吸附剂，可以吸附溶液中弱极性的干扰物如脂肪、多环芳烃等；PSA为正相硅胶键合吸附剂，可以吸附样品中的色素、糖类、有机酸等干扰物质；GCB能有效去除各种基质中的色素和甾醇类等干扰物，但对含有平面结构的化合物具有较强的吸附作用。本研究选择PSA和C18两种吸附剂进行优化。在空白样品提取浓缩后的复溶液中，加入1 μg/mL的标准溶液0.05 mL， 再分别加入3个不同组合的PSA和C18（1: 100 mg C18 ，2：100 mg PSA, 3: 50 mg PSA+ 50 mg C18）吸附剂净化（结果见图4）。从图4可以看出，阿维菌素、伊维菌素采用组合3（50 mg PSA+ 50 mg C18）净化时回收率较高（均大于80 %），明显优于组合1和组合2，说明PSA和C18具有协同净化效果。试验进一步优化了PSA和C18吸附剂的用量。分别将PSA（50 mg, 100 mg, 150 mg）和C18（20 mg, 40 mg, 60 mg）搭配成9个组合进行正交试验，结果发现100 mg PSA + 40 mg C18组合的协同净化效果最佳，阿维菌素、伊维菌素的回收率均较高，回收率分别达到91.2%和93.5%。因此，本实验最终选择100 mg PSA + 40 mg C18作为净化吸附剂。
[bookmark: _GoBack][image: 吸附剂用量优化]
图4 不同用量吸附剂对阿维菌素和伊维菌素回收率的影响 (n = 3)
Fig. 4 Effect of the amounts of C18 and PSA on the recoveries of avermectin and ivermectin (n = 3)
[bookmark: _Toc19186][bookmark: _Toc7746]4.3 基质效应评价
基质效应（matrix effect，ME）是指在采用LC-MS/MS检测目标化合物时，样品中的基质成分和样品前处理引入的杂质在与待测物离子化过程中相互竞争，影响（增强或抑制）待测物在喷雾接口处的离子化效率，从而导致分析测定结果的准确度和精密度发生改变的现象[27]。基质效应是LC-MS/MS分析时存在的一个非常显著的现象，一般受分析仪器条件、样品基质类型、前处理方式等因素的影响，会对检测结果的灵敏度、准确度和精密度产生很大影响。因此，在建立LC-MS/MS 分析方法时应评估基质效应，并采用适当的方法降低或补偿基质效应的影响，从而确保检测数据的准确、可靠。
基质效应常用的评价方法主要有柱后注射法（定性评价法）和提取后添加法（定量评价法）。提取后添加法主要有单点提取添加法和离子抑制率两种评价方式。本研究采用离子抑制率对基质效应进行评价，即ME= (K2/K1 - 1)×100%，其中，K1为溶剂标准曲线的斜率；K2为空白基质匹配标准曲线的斜率。当ME>0时, 称为基质增强效应，表示基质使待测物的响应增加；当ME<0时，称为基质抑制效应，表示基质使待测物的响应降低，当ME=0时表示不存在基质效应。由表6可知，阿维菌素、伊维菌素在底泥基质溶液存在一定强度的基质抑制效应，基质效应分别为为-18.5%和-13.7%。对于基质复杂的底泥样品而言，经本方法前处理净化后各目标化合物的基质效应均在可接受的范围内。在实际样品测定中，本实验采用空白基质匹配标准曲线定量校准可进一步补偿基质效应的影响。
[bookmark: _Toc8861][bookmark: _Toc32435][bookmark: _Toc6241]四、方法学验证
[bookmark: _Toc18236][bookmark: _Toc836][bookmark: _Toc2359]1 方法的检出限和定量限
本实验采用国际纯粹与应用化学联合会（IUPAC）推荐的方法确定方法检出限和定量限。

        （1）
式中：CL —方法检出限或定量限；
K  —置信因子，检出限取3，定量限取10；
Sb  —空白样品(或接近空白的低浓度样品）响应值标准偏差；
m  —标准曲线在低浓度范围内的斜率。
具体测定过程为：取10份空白水样和空白泥样，分别添加低浓度的混合标准溶液（水样添加浓度0.01 μg/L，泥样添加浓度0.2 μg/kg），按照本标准推荐的测定步骤进行测定。按式（1）计算，确定水样中阿维菌素、伊维菌素方法检出限为0.02 μg/L，方法定量限为0.05 μg/L；底泥样品阿维菌素、伊维菌素的方法检出限为0.3 μg/kg，方法定量限为1.0 μg/kg。然后分别取6份空白水样和6份空白泥样，进行0.05 μg/L和1.0 μg/kg 浓度水平的加标，按测定步骤进行测定，进一步验证该方法定量限的适用性。结果表明，在定量限添加浓度下，水样中阿维菌素平均回收率为78.6%，伊维菌素平均回收率为74.5%；泥样中阿维菌素平均回收率为81.9%，伊维菌素平均回收率为83.4%，相对标准偏差均小于15%，满足该浓度水平下方法正确度的回收率范围和重复性条件下精密度要求。
[bookmark: _Toc26570][bookmark: _Toc15126][bookmark: _Toc27493]2 方法的线性范围
本研究采用外标法进行定量。水样的标准曲线制作方法为：用70%（v/v）的乙腈水溶液稀释混合标准中间液（1.0  mg/L）配制标准工作系列，上机测定。以分析物浓度为横坐标，定量离子色谱峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，并计算标准曲线的回归方程及相关系数。底泥样品的标准曲线制作方法为：取空白底泥样品，采用本标准推荐的测定步骤测定，得到空白基质溶液。用空白基质溶液稀释混合标准中间液配制标准工作系列，上机测定。以分析物浓度为横坐标，定量离子色谱峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，并计算标准曲线的回归方程及相关系数。结果表明，阿维菌素、伊维菌素的质量浓度在1.0～100.0 μg/L范围内线性关系良好，其回归方程和相关系数见表6。
表6 阿维菌素、伊维菌素的线性范围、回归方程及相关系数
Table 6 Regression equation and correlation coefficients（R2）of avermectin and ivermectin
	样品基质
	化合物
	线性范围
	回归方程
	相关系数R2

	水样
	阿维菌素
	1.0～100.0
	y=51797.6x-4580.3
	0.9983

	
	伊维菌素
	1.0～100.0
	y=68464.5x-7491.6
	0.9981

	泥样
	阿维菌素
	1.0～100.0
	y=40689.5x-6470.4
	0.9972

	
	伊维菌素
	1.0～100.0
	y=60647.1x-5531.9
	0.9987


[bookmark: _Toc18990][bookmark: _Toc24794][bookmark: _Toc23939]3 方法的正确度、精密度与适用范围
本研究采用标准添加法考察了检测方法的准确度、精密度与适用范围。水样设0.05 μg/L、0.50 μg/L、2.5 μg/L、5.0 μg/L四个浓度添加水平，泥样设1.0 μg/kg、10.0 μg/kg、50.0 μg/kg、100.0 μg/kg四个浓度添加水平。在空白水样或泥样中添加混合标准溶液，每个水平设6个平行，并设空白对照。具体操作为：取空白水样20 mL（或泥样5.0 g），添加一定体积的混合标准溶液，混匀，按该标准的样品前处理方法处理后进行HPLC-MS/MS测定，按外标法计算其回收率和精密度。加标回收试验结果见表7，标准溶液、空白样品及加标样品的特征离子质量色谱图见图5-图9。从表7可以看出，四个加标浓度下，水样中阿维菌素、伊维菌素的回收率在71.6%-88.2%，泥样中阿维菌素、伊维菌素的回收率在75.3%-96.4%，相对标准偏差均小于10 %，表明该方法回收率高，精密度好，适合测定水产养殖环境中阿维菌素和伊维菌素。
表 7  阿维菌素、伊维菌素添加回收率及方法精密度试验（n＝6）
Table 7  Results of recoveries and precision of the method for avermectin and ivermectin
	基质
	化合物
	添加量
μg/L或μg/kg
	回收率（%）
	平均回收率（%）
	RSD
%

	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	

	

水
体
样
品
	阿维菌素
	0.05
	74.5
	68.4
	68.1
	78.9
	82.1
	66.5
	73.1
	8.81

	
	
	0.5
	79.5
	87.2
	78.4
	69.4
	82.7
	83.4
	80.1
	7.61

	
	
	2.5
	84.1
	86
	87.6
	90.2
	85.3
	85.4
	86.4
	2.51

	
	
	5.0
	87.6
	91.5
	88.7
	86.5
	86.9
	88.1
	88.2
	2.03

	
	伊维菌素
	0.05
	71.9
	72.6
	68.2
	71.2
	75.2
	70.3
	71.6
	3.27

	
	
	0.5
	86.1
	84.3
	83.8
	85.1
	87.0
	86.6
	85.5
	1.51

	
	
	2.5
	80.1
	79.6
	85.1
	84.3
	83.2
	78.4
	81.8
	3.39

	
	
	5.0
	80.2
	86.5
	79.9
	81.4
	83.9
	85.1
	82.8
	3.30

	[bookmark: OLE_LINK6]底
泥
样
品
	阿维菌素
	1
	79.1
	78.2
	84.8
	76.4
	75.5
	70.3
	77.4
	6.15

	
	
	10
	78.9
	75.6
	91.6
	90.5
	88.4
	95.6
	86.8
	8.99

	
	
	50
	93.1
	92.1
	96.5
	101.3
	94.2
	96.4
	95.6
	3.45

	
	
	100
	90.5
	92.4
	89.6
	84.3
	94.9
	92.0
	90.6
	3.96

	
	伊维菌素
	1
	71.2
	77.5
	73.9
	74.5
	84.1
	70.6
	75.3
	6.61

	
	
	10
	95.9
	89.7
	94.6
	93.7
	102.1
	92.8
	94.8
	4.37

	
	
	50
	77.2
	88.5
	93.1
	89.6
	90.4
	95.8
	89.1
	7.18

	
	
	100
	96.5
	97.1
	95.4
	103.1
	96.5
	90.1
	96.4
	4.30



[image: AVMs-k]
图5 阿维菌素和伊维菌素标准溶液（5.0 μg/L）的特征离子质量色谱图

[image: AVMs-水样空_01]
图6 阿维菌素和伊维菌素的空白水样特征离子质量色谱图
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图7 空白水样添加样品（0.5 μg/L）的特征离子质量色谱图
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图8 空白泥样特征离子质量色谱图
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图9 空白泥样添加样品（10 μg/kg）的特征离子质量色谱图
[bookmark: _Toc29618][bookmark: _Toc2367][bookmark: _Toc19844]五、结论
本试验建立了一种高效液相色谱-串联质谱法测定水产养殖环境中阿维菌素、伊维菌素的检测方法，该方法简单、易于操作，灵敏度、正确度及精密度均符合要求，可用于水产养殖环境中阿维菌素、伊维菌素的检测。
[bookmark: _Toc15092][bookmark: _Toc26441][bookmark: _Toc28286]六、与有关法律、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、法律和规章等，严格执行强制性国家标准和行业标准。与相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。
[bookmark: _Toc18797][bookmark: _Toc32077][bookmark: _Toc32068]七、作为推荐性标准的建议
本标准为化学分析检测方法标准，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八项要求，因此，建议将其作为推荐性标准颁布实施。
[bookmark: _Toc25573][bookmark: _Toc3398][bookmark: _Toc16348]八、标准在编制过程中意见分歧情况
本标准在实验编制和复核过程中，没有意见分歧。
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