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编制说明
一、工作简况（任务来源、制定背景、起草过程等）

1. 任务来源

2019年，农业部《关于下达2019年农业行业标准制定和修订项目资金的通知》（农质标函〔2019〕77号）下达《蜂蜜中多肽的测定  液相色谱串联质谱法》，承担单位是中国农业科学院蜜蜂研究所等，项目计划号为农质标函〔2019〕77号201926。由于本方法检测目标物的是蜂王浆主蛋白1，为确保标准的名称更准确，2023年5月预审会上将标准名称修改为《蜂蜜中蜂王浆主蛋白1的测定 液相色谱串联质谱法》。项目首席专家为XXX。

2. 制定背景

2.1．我国蜂蜜市场混乱，产品质量参差不齐，蜂蜜掺假乱象频出，严重打击我国蜂蜜消费者的信心。

我国是蜜蜂养殖和蜂蜜生产大国，多年来位居全球第一。当前，我国蜂群存量高达900多万群，占全球的1/10；蜂蜜年产量50万吨，占全球总产量1/4。尽管如此，我国仍然需要每年进口6千多吨的蜂蜜来满足高端蜂蜜市场需求。究其缘由，主要是我国蜂蜜市场混乱，产品质量参差不齐，蜂蜜掺假乱象频出，严重打击我国蜂蜜消费者的信心。我国疆域广阔，地理气候丰富多样，蜜蜂养殖业具有一定的特色，显著区别于欧美等发达国家。我国养殖的蜜蜂品种主要有意大利蜂蜜（意蜂）和中华蜜蜂（中蜂），其中意蜂的蜂群约600万群，占总量2/3，主要是在平原地区养殖，采用追花逐蜜的方式生产单一花种蜂蜜，其蜂蜜产量高，是当前我国蜂蜜市场供应的主体；中蜂的蜂群约300万群，占总量的1/3，主要是在山区养殖，采用定点养殖和小范围转场的方式生产百花蜂蜜，蜂蜜产量低，但售价高，是我国蜂蜜市场的重要补充部分。

“脱贫攻坚”作为当前我国主要政治任务之一，党和国家投入巨大的精力、财力和物力来确保打赢脱贫攻坚战。广大农业科技工作者和劳动人们在生产实践中发现中蜂养殖能够快速有效实现山区贫困人口的脱贫。经过多年探索实践，全国各地涌现了多种“养蜂扶贫”模式。当前，“养蜂扶贫”已经成为贫困山区人们脱贫致富的重要途径之一，深受贫困地区政府和人们喜爱。我国贫困地区主要是集中在山区，通常情况下，山区蜜源植物丰富，种类繁多，非常适合中蜂的养殖。而中蜂养殖技术简单，劳动强度低，经简单指导后便可快速掌握，尤其适用于老人和残疾人等劳动能力有限的贫困群体。作为我国本土蜜蜂，中蜂所产蜂蜜味道独特、营养丰富，深受人们喜爱。与意大利蜜蜂追花逐蜜，转场放蜂的方式不同是，中蜂主要是以定地放蜂为主，中蜂蜜（中蜂蜜）通常一年仅取一次，产量远远低于意蜂蜜。中蜂蜜的价格往往是意蜂蜜的5-10倍，正是中蜂蜜的高价格保证“养蜂扶贫”模式的成功。由于中蜂蜜产量有限，价格高，难以满足市场的巨大需求，不良企业为了追逐高额利润，市场上涌现了大量掺假中蜂蜜，掺假的方式主要是在中蜂蜜中勾兑大量意蜂蜜，甚至完全采用意蜂蜜冒充中蜂蜜。当前我国尚未制定有关中蜂蜜的标准，相关鉴别方法的缺失进一步导致掺假中蜂蜜的市场泛滥。为维护中蜂蜜行业的健康发展，维护蜂农和消费者的权益，保证“养蜂扶贫”模式有效运行，助力我国“脱贫攻坚”的伟大事业，亟需开展中蜂蜜掺假鉴别方法研究，并基于此初步制定和完善中蜂蜜标准。

2.2．基本理化指标难以用于意蜂蜜和中蜂蜜鉴别，基于蜂蜜中MRJP1的检测已有报道，但尚无统一的国家或行业标准。

中蜂蜜由于产量有限，且生产地区局限在中国、东亚、南亚和东南地区，相关研究严重滞后意大利蜂蜜。部分研究从糖含量、水分、pH值、游离氨基酸和挥发性小分子等物质等方面对意蜂蜜和中蜂蜜做了初步探讨，但是距离形成准确、可靠的掺假鉴别方法为之尚远。本研究团队发现中蜂蜜和意蜂蜜中的蜂王浆主蛋白(MRJPs)存在一定的差异，如中蜂MRJP1（ac-MRJP1）和意蜂MRJP1（am-MRJP1）分别为56 KDa和59 KDa。由于两个蛋白质的分子量差异不大，实验室常用蛋白质电泳技术难以将两者区分开来。而其它蜂王浆主蛋白MRJP2和MRJP3等也存在相识的问题。尽管两种MRJP1的分子量差异较小，但是其氨基酸序列的组成却存在显著的差异，以MRJP1为例，ac-MRJP1和am-MRJP1的氨基酸序列相似度为91%左右。近年来，基于液相串联质谱定量检测靶向蛋白质的取得了巨大进步，相关方法已经在肉类食品掺假鉴别等领域实现了成功应用。本研究团队通过蛋白质数据库比对发现酶解之后的ac-MRJP1和am-MRJP1分别存在11个和12个特异性肽段。采用蛋白纯化技术对中蜂王台的蜂王浆和意蜂蜜的蜂王浆的蛋白质进行分离纯化，获得高纯度的ac-MRJP1和am-MRJP1。同时采用化学合成方法，获得高纯度ac-MRJP1和am-MRJP1的特征性肽段标准品（IMDANVNDLILNTR和FFDYDFGSDER），并基于此开发蜂蜜中意蜂和中蜂MRJP1的定量检测方法。通过检测蜂蜜中am-MRJP1特征性肽段的有无及含量用于鉴别中蜂蜜中是否混入了意蜂蜜，从而判定中蜂蜜的真实性。本项目的研究结果表明，该方法能够有效的应用于中蜂蜜中是否混入了意蜂蜜的掺假鉴别。该方法经进一步优化和完善后，能够基于此制定我国中蜂蜜的标准，从而为维护中蜂蜜行业健康发展和保障“养蜂扶贫”事业贡献科技力量和技术支撑。

当前，我国尚未制定或颁布有关中蜂蜜掺假鉴别检测方法或标准，从而导致中蜂蜜市场鱼龙混杂，监管部门因为参考方法的缺失，无法对中蜂蜜产品进行监管和鉴别真假。因此，制定中蜂蜜掺假鉴别方法和标准是十分必要的，也是非常紧迫的一项重要工作。

3. 主要起草过程

农业行业标准《蜂蜜中多肽的测定  液相色谱串联质谱法》任务下达后，项目承担单位中国农业科学院蜜蜂研究所成立标准起草小组，具体负责项目标准制定工作。

3.1起草阶段

(1)成立标准起草小组

中国农业科学院成立标准起草小组，涉及分析化学、蛋白质组学、和食品质量与安全等4名专业人员。参与标准编制的主要工作人员有：XXXX等。具体分工如下：XXX负责制定工作计划、项目分工和工作总结，并开展标准关键点的验证工作以及标准文本和编制说明的完善修改；李XXX负责文献收集整理、技术标准的实践，验证标准的实用性和可操作性。

(2)收集资料

标准起草小组查阅相关文献和标准，完成了国内外相关资料的收集、整理、分析。通过文献检索并未发现与本标准直接相关的文献报道，同时也未发现相关的标准。

(3)标准方法的确定

食品中痕量蛋白质的检测分析主要有两种：一种是基于抗原抗体特异性结合的免疫分析法，另外一种是基于酶解肽段的质谱检测法。考虑到免疫分析需要进行抗体的制备，且开发的方法难以进行标准化；而基于质谱的蛋白质分析具有灵敏度高、定量准确、易标准化等优点，因此，起草小组采用基于质谱的蛋白质检测法。与此同时，起草小组制定了利用LC-MS/MS测定蜂蜜中ac-MRJP1和am-MRJP1的初步研究方案，制定了标准检测方法试验草案，拟订工作计划和工作进度。

2020年1-9月，进行相关试验材料的准备，并着手蜂蜜中蜂王浆主蛋白1测定的色谱、质谱条件的研究，同时对样品的前处理过程、目标物的酶解、提取、净化进行了研究，初步完成了检测方法，分别对采自全国范围内的30余种单花蜜样本和百花蜜样本进行了检测分析，基本明确了意大利蜂蜜和中华蜂蜜所产的蜂蜜中蜂王浆主蛋白1的含量范围。在这些工作中我们不断总结经验，改进前处理方法，对方法添加回收率情况及检测精密度进行试验，2020年10月完成了方法适用性、回收率、精密度、定量限及检出限试验。

(4)标准编制说明和征求意见稿的撰写

2021年4-8月，在上述基础上，确定了试验条件和通过方法验证后，于2021年4月起草小组完成了标准编制说明和征求意见稿的撰写。

3.2定向征求意见阶段

2021年8月-12月，标准起草小组将《蜂蜜中多肽的测定  液相色谱串联质谱法》的文本和编制说明征求意见稿及《意见征求表》通过以电子邮件方式向高等院校、科研院所等单位的20位生产、教学、科研、质检和管理方面的专家广泛征求意见，请求意见的单位包括：中国农业大学、安徽农业大学、江西农业大学、福建农林大学、中国检验检疫科学研究院、中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所、天津科技大学、中国农业科学院农产品加工研究所、北京农业质量标准与检测技术研究中心、秦皇岛海关技术中心、河南省兽药饲料监察所等（见表1），全部为有意见。

2022年1月-4月标准起草小组对收到的专家意见进行整理，其中反馈意见20份，共征得意见130条，其中采纳117条，部分采纳0条，未采纳13条。详见《蜂蜜中多肽的测定  液相色谱串联质谱法》标准征求意见汇总处理表。起草小组根据专家意见进一步修改和完善了征求意见稿，初步形成标准预审稿。

表1 反馈意见专家名单

	序号
	姓名
	单位
	单位性质
	所属省区

	1
	曾志将
	江西农业大学
	高校
	江西省

	2
	张峰
	中国检验检疫科学研究
	科研院所
	北京市

	3
	胥保华
	山东农业大学
	高校
	山东省

	4
	朱大洲
	农业农村部食物与营养研究所
	科研院所
	北京市

	5
	余林生
	安徽农业大学
	高校
	安徽省

	6
	夏曦
	中国农业大学
	高校
	北京市

	7
	吴宁鹏
	河南生兽药饲料监察所
	质检机构
	河南省

	8
	郝智慧
	中国农业大学
	高校
	北京市

	9
	肖志勇
	北京市农产品质量安全中心
	质检机构
	北京市

	10
	牛庆生
	吉林省养蜂科学研究所
	科研院所
	吉林省

	11
	苏松坤
	福建农林科技大学
	高校
	福建省

	12
	杜丽平
	天津科技大学
	高校
	天津市

	13
	樊霞
	中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所
	科研院所
	北京市

	14
	李存
	天津农学院
	高校
	天津市

	15
	徐锦忠
	南京众谱生物科技有限公司
	质检机构
	江苏省

	16
	崔宗岩
	秦皇岛海关技术中心
	科研院所
	河北省

	17
	王蒙
	北京农业质量标准与检测技术研究中心
	科研院所
	北京市

	18
	王凤忠
	中国农业科学院农产品加工研究所
	科研院所
	北京市

	19
	王成
	新疆农业科学院
	科研院所
	新疆

	20
	欧阳喜辉
	农业农村部农业环境质检中心
	科研院所
	北京市


3.3 标准验证阶段

2022年2月-12月，在完成标准的全部研究工作后，标准起草小组先后联系了 3家有资质的检测技术单位进行标准的验证工作，验证工作得到满意的效果。农业农村部奶及奶制品质量监督检验测试中心(北京)、农业农村部农产品及加工品质量监督检验测试中心（北京）、农业农村部环境质量监督检验测试中心（北京）。附件补充材料中详细展示了3家单位的验证报告。

3.4预审阶段

2023年05月07日，项目主持单位中国农业科学院蜜蜂研究所邀请贾光群、常碧影、李俊玲、罗丽萍、樊霞、玄红专、陈辉等7位专家，对标准进行了认真审查，予以通过，并建设将标准名称修改为《蜂蜜中蜂王浆主蛋白1的测定 液相色谱串联质谱法》。根据会议上专家提出的意见形成了预审会意见汇总处理表（见附件）。

2023年05月-06月，根据标准预审会专家提出的意见或建议，完善和补充了标准，形成标准公开征求意见稿，提交全国畜牧业标准化技术委员会秘书处。

二、标准的编写原则、主要内容及确定依据

1. 标准编制原则

该标准的编制注重通用性、适用性、可操作性和经济性，所选用的化学试剂和仪器设备简单、容易获得、价格低廉，实验人员在一般的实验室即可操作。该标准积极参考国际和国外先进标准，有利于促进我国标准与国际接轨，促进对外经济技术合作和对外贸易发展。本标准的制定过程中严格遵守国家有关方针、政策、法规和规章，严格执行强制性国家标准和行业标准。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。

2. 主要内容及确定依据

2.1. 参考文献

本标准在充分查阅和比较分析文献的基础上，结合中国的实际情况，制定本标准，主要内容确定依据参考文献如下：

[1] GB/T 1.1-2020 标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则的要求.

[2] GB/T 20001.4-2001 标准编写规则 第 4 部分：化学分析方法

[3] GB/T 5009.1-2003 食品卫生检验方法 理化部分 总则

[4] HJ168-2010 环境监测分析方法标准制修订技术导则

[5] GB/T 6379.2-2004 测量方法与结果的准确度 第 2 部分：确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法

[6] GBT27404-2008 实验室质量控制规范 食品理化检测

[7] 张言政. 中蜂蜂蜜与意蜂蜂蜜蜂种来源真实性研究[D]. 浙江大学, 2019.

[8] Nesvizhskii, Alexey I, Vitek, Olga, Aebersold, Ruedi. Analysis and validation of proteomic data generated by tandem mass spectrometry [J]. 4(10): 787-797.

[9] Erban T, Shcherbachenko E, Talacko P, et al. The Unique Protein Composition of Honey Revealed by Comprehensive Proteomic Analysis: Allergens, Venom-like Proteins, Antibacterial Properties, Royal Jelly Proteins, Serine Proteases, and Their Inhibitors [J]. Journal of Natural Products, 2019.

[10] Pirini A, Conte L S, Francioso O, et al. Capillary gas chromatographic determination of free amino acids in honey as a means of discrimination between different botanical sources[J]. Journal of High Resolution Chromatography, 1992, 15(3): 165-170.

[11] Conte L S, Miorini M, Giomo A, et al. Evaluation of Some Fixed Components for Unifloral Honey Characterization [J]. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 1998, 46(5): 1844-1849.

[12] Se-Ra Won, Chun-Ying Li, Jang-Won Kim, et al. Immunological characterization of honey major protein and its application[J].Food Chemistry,2009,113(4): 1334-1338.

[13] Kamakura M . Royalactin Induces Queen Differentiation in Honeybees [J]. Journal of Agricultural Biotechnology, 2011, 473(7348): 478-83.

2.2. 主要参考依据

标准起草小组对国内外相关资料的收集、整理、分析、研究发现蜂蜜在酿制过程中会分泌大量的蛋白质和酶类与蜂蜜相混合，这些蛋白质的总含量约占0.3%，其中含量最高的蛋白质为MRJP1。ac-MRJP1和am-MRJP1为同源性蛋白，两者具有相同的功能和作用，由于两者源自不同的种属，因此它们的氨基酸序列存在一定差异。通过蛋白质数据库Uniprot对比发现，ac-MRJP1和am-MRJP1分别存在11个和12个特异性肽段，适用于区别中蜂和意蜂蜂蜜。图1和图2详细展示了ac-MRJP1和am-MRJP1的氨基酸序列。但是考虑到肽段的特异性、在质谱上的信号响应大小、肽段的热稳定性、有无易于修饰的氨基酸位点等因素，最终从ac-MRJP1和am-MRJP1分别筛选出其特征性肽段IMDANVNDLILNTR和FFDYDFGSDER，适用于采用液相串联质谱技术表征两种蛋白质的存在与否和含量。

	10
	20
	30
	40
	50
	60
	70

	MTRWLFMVVC
	LGIVCQGTTS
	SILRGESLNK
	SLSVLHEWKF
	FDYDFDSDER
	RQDAILSGEY
	DYRKNYPSDV

	80
	90
	100
	110
	120
	130
	140

	DQWHGKIFVT
	MLRYNGVPSS
	LNVISKKIGD
	GGPLLQPYPD
	WSFAKYDDCS
	GIVSATKLAI
	DKCDRLWVLD

	150
	160
	170
	180
	190
	200
	210

	SGLVNNTQPM
	CSPKLLTFDL
	TTSQLLKQVE
	IPHDVAVNAT
	TGKGRLSSLA
	VQPLDCNING
	DTMVYIADEK

	220
	230
	240
	250
	260
	270
	280

	GEGLIVYHDS
	DNSFHRLTSK
	TFDYDPKFTK
	MTINGESFTT
	QSGISGMALS
	PMTNNLYYSP
	VASTSLYYVN

	290
	300
	310
	320
	330
	340
	350

	TEQFRTSNYE
	QNAVHYEGVQ
	NILDTQSSAK
	VVSKSGVLFF
	GLVGDSALGC
	WNEHRSLERH
	NIRTVAQSDE

	360
	370
	380
	390
	400
	410
	420

	TLQMIVGMKI
	KEALPHVPIF
	DRYINREYIL
	VLSNRMQKMA
	NNDYNFNDVN
	FRIMDANVND
	LILNTRCENP

	430
	
	
	
	
	
	

	NNDNTPFKIS
	IHL
	
	
	
	
	


图1 ac-MRJP1的氨基酸序列

	10
	20
	30
	40
	50
	60
	70

	MTRLFMLVCL
	GIVCQGTTGN
	ILRGESLNKS
	LPILHEWKFF
	DYDFGSDERR
	QDAILSGEYD
	YKNNYPSDID

	80
	90
	100
	110
	120
	130
	140

	QWHDKIFVTM
	LRYNGVPSSL
	NVISKKVGDG
	GPLLQPYPDW
	SFAKYDDCSG
	IVSASKLAID
	KCDRLWVLDS

	150
	160
	170
	180
	190
	200
	210

	GLVNNTQPMC
	SPKLLTFDLT
	TSQLLKQVEI
	PHDVAVNATT
	GKGRLSSLAV
	QSLDCNTNSD
	TMVYIADEKG

	220
	230
	240
	250
	260
	270
	280

	EGLIVYHNSD
	DSFHRLTSNT
	FDYDPKFTKM
	TIDGESYTAQ
	DGISGMALSP
	MTNNLYYSPV
	ASTSLYYVNT

	290
	300
	310
	320
	330
	340
	350

	EQFRTSDYQQ
	NDIHYEGVQN
	ILDTQSSAKV
	VSKSGVLFFG
	LVGDSALGCW
	NEHRTLERHN
	IRTVAQSDET

	360
	370
	380
	390
	400
	410
	420

	LQMIASMKIK
	EALPHVPIFD
	RYINREYILV
	LSNKMQKMVN
	NDFNFDDVNF
	RIMNANVNEL
	ILNTRCENPD

	430
	
	
	
	
	
	

	NDRTPFKISI
	HL
	
	
	
	
	


图2 am-MRJP1的氨基酸序列

标准起草小组采用蛋白纯化技术对中蜂王台的蜂王浆和意蜂蜜的蜂王浆的蛋白质进行分离纯化，获得高纯度的ac-MRJP1及am-MRJP1。同时采用化学合成方法，获得两种蛋白质的高纯度的特征性肽段标准品(IMDANVNDLILNTR和FFDYDFGSDER)，并基于此开发蜂蜜中ac-MRJP1及am-MRJP1的定量检测方法。由于中蜂蜜的掺假方式主要是在中蜂蜜中勾兑意蜂蜜，甚至采用意蜂蜜冒充中蜂蜜，因此，可以通过液相串联质谱检测蜂蜜中am-MRJP1的是否存在及含量用于鉴别中蜂蜜中是否混入了意蜂蜜。本项目的研究结果表明，该方法能够有效的应用于中蜂蜜的掺假的鉴别，并基于此制定了采用液相串联质谱测定蜂蜜中ac-MRJP1及am-MRJP1的试验方案。

2.3. 主要内容及确定依据

(1) 试样前处理关键环节的优化

a. 蜂蜜中蛋白质的提取：

蛋白质的提取是关键的环节之一，它直接影响分析方法的性能。蜂蜜中的MRJP1属于水溶性的蛋白质，因此，采用PBS溶液很容易将其从蜂蜜中提取出来。至于蛋白提取溶液中常用的变性剂尿素和SDS等，标准工作小组通过对比发现，在提取溶液中是否添加蛋白变性剂对试验结果的影响较小，鉴于变性剂的引入，会导致后续处理步骤需要增加对其稀释或者去除等环节。因此，在蛋白质提取中仅仅采用PBS溶液，并且表现出优异的效果。

b. 酶切条件的优化：

蛋白质的还原与烷基化是常规的操作步骤，通常无需深入的优化，其目的旨在破坏蛋白质中的二硫键，使其更易于胰蛋白酶的酶解。蛋白质酶切中胰蛋白酶的添加浓度和酶解时间是需要优化的环节，它直接关系到方法的灵敏度和稳定性。低剂量的胰蛋白酶会导致目标蛋白酶切不彻底，而高剂量则会出现胰蛋白酶的自我酶切，使酶切效率降低，因此，选择出最佳的胰蛋白酶的添加量是方法开发中的关键环节之一。鉴于此，标准工作小组从中蜂蜂蜜和意蜂蜂蜜中挑选出各8个代表性样本，用于评估最佳的胰蛋白酶添加剂量。由图3可知，在意蜂蜜和中蜂蜜中随着酶用量的增加，样品中MRJP1的浓度在逐渐增加后趋于平稳，表明酶切完全。实验发现，在胰蛋白酶体积为100 µL时酶切基本达到最佳效果，过多的酶对于酶切并未有明显效果，并且会产生酶内自我酶切降低酶切效率。综合考虑，最终选择使用100 µL胰蛋白酶对样品中的蛋白质进行酶切。
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图3胰蛋白酶用量对酶切效果的影响

c. 复溶溶液的选择：

除盐得到的肽段是由洗脱液从C18除盐柱上洗脱下来的，并且无法定容，因此需要对肽段进行干燥，干燥的肽段需要使用相同的体积复溶液进行定容，由于过高的有机相比例会使肽段在质谱上峰形异常，因此本研究采用一定比例的有机相和水的溶液：乙腈-0.1%甲酸水溶液（40:60、30:70、20:80、10:90，v/v）、乙腈-0.1%甲酸水溶液来筛选的定容溶液。结果表明，乙腈-0.1%甲酸水溶液（40:60、30:70，v/v）会造成特征肽段在出峰位置前有突起，影响定量结果。乙腈-0.1%甲酸水溶液（20:80，v/v）与乙腈-0.1%甲酸水溶液（10:90，v/v）相比，后者出峰形态更好，并且在3针平行结果显示出峰时间最稳定。综合考虑，最终选择了乙腈-0.1%甲酸水溶液（10:90，v/v）作为复溶溶液，见图4。
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图4 不同复溶溶液下的FFDYDFGSDER的定量离子色谱图
d. 色谱条件的优化：

使用制备的两种特征肽段的标准工作液进行待测物质的色谱条件优化。为了将肽段在色谱柱上进行较好的保留，在设置初始流动相时，我们首先选择较低浓度的有机相（5%B）。同时酶解后的样本虽然采用固相萃取小柱进行净化，但是制备的样品通常依然存在微量的盐类，选择5%B的初始流动相，可以将其溶解在流动相中，通过切换阀将初始流出的1-2 min的液体切换到废液中，从而减少样品中盐类等物质对质谱离子源的污染，从而降低分析方法的灵敏度。项目研究小组比较了两款C18色谱柱（Hypersil GOLD (100 * 2.1;1.9µm）Kinetex C18 (50 * 2.1 mm) 2.6µm色谱柱)不同洗脱条件下的化合物分离情况，详细梯度洗脱程序见表2、3和4。此外，图4展示了ac-MRJP1和am-MRJP1的特征性肽段IMDANVNDLILNTR和FFDYDFGSDER的色谱图。

表2 Kinetex C18色谱柱7 min的洗脱梯度

	Time (min)
	0.0
	0.8
	1.3
	4.5
	5.4
	6.0
	6.1
	7.0

	A%
	90
	90
	80
	70
	5
	5
	95
	95

	B%
	10
	10
	20
	30
	95
	95
	5
	5


表3 Hypersil GOLD色谱柱7分钟的洗脱梯度

	Time (min)
	0.0
	0.8
	1.3
	4.5
	5.4
	6.0
	6.1
	7.0

	A%
	90
	90
	80
	70
	5
	5
	95
	95

	B%
	10
	10
	20
	30
	95
	95
	5
	5


表4 Kinetex C18色谱柱 10分钟的洗脱梯度

	Time (min)
	0.0
	1.0
	1.5
	4.0
	4.5
	6.0
	6.5
	7.0
	8.5
	8.6
	10.0

	A%
	95
	95
	85
	78
	75
	60
	40
	5
	5
	95
	95

	B%
	5
	5
	15
	22
	25
	40
	60
	95
	95
	5
	5


长时间的梯度洗脱程序可以对目标肽段进行良好的分离，同时减少共流出物质对目标肽段的影响，降低基质效应，从而提升方法的灵敏度。但是长时间的梯度洗脱程序导致分析方法耗时较长，通量变低，在保证分析方法灵敏度的前提下，尽可能缩短液相梯度洗脱时间。项目研究小组在实验中发现肽段出峰集中在20%-40%（B），对梯度进行调整，放缓有机相20%-40%之间的增长速度，并且实验中发现若在开始时有机相比例从5%陡增至20%，会造成肽段出峰延迟，使肽段出峰时间分不开，因此调整至15%-40%（B）缓慢洗脱，达到特征肽段出峰时间尽可能地错开的目的。为了能够同时更好的分离特征肽段，不断地调整流动相的梯度洗脱程序、柱温、进样量和流速。

最终结果表明：采用C18色谱柱Kinetex C18 (50 mm×2.1 mm, 2.6 μm)）对目标分析物进行分离，柱温设定为35℃，进样体积为5 μL，流动相A：0.1%的甲酸水，流动相B：0.1%的甲酸乙腈。梯度洗脱程序如下：0-0.80 min，10% B；0.80-1.30 min，10%~ 20% B；1.3-4.50 min，70% ~ 30% B；4.50-5.40 min，30%~ 95% B；5.40-6.00 min，95% B；6.00-6.10min，95% ~ 10% B；6.10-7.00 min，10% B，流速为0.30 mL/min，此时峰型最好，分离度最佳。标准工作液中特征肽段的MRM离子色谱图见图5，以及蜂蜜中ac-MRJP1和am-MRJP1特征性肽段IMDANVNDLILNTR和FFDYDFGSDER的定量和定性离子色谱，见图6和图7。
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图5 不同色谱条件下FFDYDFGSDER和IMDANVNDLILNTR的定量离子色谱图

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



图6  蜂蜜中am-MRJP1特征性肽段FFDYDFGSDER定量和定性离子的色谱图

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



图7 蜂蜜中ac-MRJP1特征性肽段IMDANVNDLILNTR定量和定性离子的色谱图

e. 质谱条件的优化：

首先采用全扫描模式确定两种特征肽段的混合工作液中的特征肽段的母离子[M+2H]2+，以此确定前体离子的质荷比。然后采用子离子扫描模式筛选出合适的碎片离子，图8详细展示了ac-MRJP1和am-MRJP1特征性肽段IMDANVNDLILNTR和FFDYDFGSDER的子离子图，并对图谱中的主要碎片离子进行了详细解析和归属。随后通过筛选出的母离子和3-4个子离子，组成MRM通道，开展碰撞能量和锥孔电压的优化，以期获得最佳的质谱响应。表5详细展示了优化之后的特征性肽段MRM参数。

仪器在大量的分析化合物之后，会在质量分析器的表面残留一些污染物，导致质量分析结果会有较大的偏差，为保证质量数的准确性，采用校正液对仪器的质量数每周校正一次。在本研究中所有的质量数误差均在0.1amu以内。
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图8 ac-MRJP1和am-MRJP1特征性肽段IMDANVNDLILNTR和FFDYDFGSDER的子离子图谱，及主要碎片离子的归属。（注：谱图是由液相串联高分辨质谱采集）

表5 ac-MRJP1和am-MRJP1特征性肽段IMDANVNDLILNTR和FFDYDFGSDER的MRM参数

	待测组分
	定性/定量离子对

（m/z）
	锥孔（或去簇）电压

（V）
	碰撞能量

（eV）

	
	699.3>410.2
	60
	22

	am-MRJP1
	699.3>563.2
	60
	24

	
	699.3>1103.4*
	60
	22

	
	801.4>217.1
	60
	33

	ac-MRJP1
	801.4>503.3
	60
	24

	
	801.4>958.5*
	60
	28

	注：*为定量子离子


(2) 实验验证的分析报告

a．线性范围、相关系数、检出限和定量限

制备标准曲线进样分析，以蜂王浆主蛋白的浓度为横坐标（x，µg/kg），特征肽段峰面积为纵坐标y，分别绘制标准工作曲线。结果表明，ac-MRJP1和am-MRJP1在20~500 mg/kg范围内呈线性相关，相关系数均大于0.99（见表6）。

在空白糖浆样品中分别添加5 µg/kg和20 µg/kg 的ac-MRJP1和am-MRJP1，通过液相串联质谱测定两者的特征肽段，结果显示，两个肽段色谱峰的信噪比均分别大于3和10。基于液相串联质谱的化合物定量分析方法开发原则，当目标物色谱峰的信噪比大于3和10时，便可将其设置为方法检出限和定量限。因此，我们将基于液相串联质谱开发的ac-MRJP1和am-MRJP1的检出限和定量限分别设定为5 µg/kg和20 µg/kg。

表6 标准曲线及相关参数

	蛋白质
	线性范围 (µg/kg)
	R2
	线性方程
	定量限LOQ (µg/kg)
	检出限LOD (µg/kg)

	am MRJP1
	20~500
	0.995
	y =65.9104x + 4683.7
	20
	5

	ac MRJP1
	20~500
	0.994
	y =53.4573x + 9752.4
	20
	5


b．方法回收率与精密度

为了评估方法的回收率和精密度，采用果葡糖浆作为空白基质，高度纯化的蛋白质ac-MRJP1和am-MRJP1（纯度>95%）作为参考物质。在果葡糖浆中添加20、100和500 µg/kg 的ac-MRJP1和am-MRJP1于空白糖浆样品中用于评估方法的回收率、准确性和精密度。每个添加浓度的样品做6个平行，并于不同时间做3个批次。样品按照上述优化的前处理进行制备后，由构建的仪器分析方法进行数据的采集与分析，通过日内和日间的多次分析，加标回收率（准确性）分别为84.3%～120.5%、83.2%～124.1%；日内的相对标准偏差RSD分别为6.2%～12.9%、5.4%～10.9%；日间的相对标准偏差RSD分别为8.1%～10.5%、6.6%～8.0%。具体见表7及8。

表7 蜂蜜中am-MRJP1的加标回收率和相对标准偏差
	空白添加
	分析项目
	第一天
	第二天
	第三天

	糖浆添加意蜂蜜
	20 µg/kg添加
	90.1
	91.1
	109.8

	
	
	102.1
	110.9
	88.2

	
	
	108.4
	96.9
	99.6

	
	
	116.1
	116.7
	112.7

	
	
	87.6
	120.5
	99.8

	
	
	102.3
	89.8
	112.4

	
	日内平均回收率（%）
	101.1
	104.3
	103.8

	
	日内变异系数（%）
	10.7
	12.9
	9.3

	
	日间平均回收率（%）
	103.1

	
	日间变异系数（%）
	10.5

	
	100 µg/kg添加
	99.3
	89.9
	84.3

	
	
	104.3
	94.1
	104.5

	
	
	93.2
	96.3
	91.1

	
	
	105.2
	105.4
	104.1

	
	
	82.2
	109.9
	92.9

	
	
	96.2
	91.2
	103.8

	
	日内平均回收率（%）
	96.7
	97.8
	96.8

	
	日内变异系数（%）
	8.8
	8.3
	8.8

	
	日间平均回收率（%）
	97.1

	
	日间变异系数（%）
	8.1

	
	500 µg/kg添加
	95.8
	106.5
	100.2

	
	
	104.8
	88.1
	96.9

	
	
	107.2
	94.2
	92.1

	
	
	91.3
	105.4
	99.1

	
	
	105.3
	87.3
	87.4

	
	
	112.2
	101.3
	86.9

	
	日内平均回收率（%）
	102.8
	97.1
	93.8

	
	日内变异系数（%）
	7.5
	8.7
	6.2

	
	日间平均回收率（%）
	97.9

	
	日间变异系数（%）
	8.1


表8 蜂蜜中ac-MRJP1的加标回收率和相对标准偏差
	空白添加
	分析项目
	第一天
	第二天
	第三天

	糖浆添加中蜂蜜
	20 µg/kg添加
	112.0
	115.6
	111.8

	
	
	124.1
	102.9
	110.2

	
	
	107.4
	98.9
	101.6

	
	
	118.1
	118.7
	114.7

	
	
	89.6
	102.5
	102.0

	
	
	104.3
	101.5
	102.4

	
	日内平均回收率（%）
	109.3
	106.7
	107.1

	
	日内变异系数（%）
	10.9
	7.8
	5.4

	
	日间平均回收率（%）
	107.7

	
	日间变异系数（%）
	8.0

	
	100 µg/kg添加
	100.3
	90.9
	85.3

	
	
	95.3
	95.1
	95.5

	
	
	94.2
	97.3
	92.1

	
	
	106.2
	96.4
	105.1

	
	
	83.2
	110.9
	93.9

	
	
	97.2
	92.2
	109.8

	
	日内平均回收率（%）
	96.1
	97.1
	96.9

	
	日内变异系数（%）
	7.9
	7.4
	9.3

	
	日间平均回收率（%）
	96.7

	
	日间变异系数（%）
	7.7

	
	500 µg/kg添加
	104.8
	115.5
	109.2

	
	
	113.8
	97.1
	105.9

	
	
	116.2
	103.2
	101.1

	
	
	100.3
	114.4
	108.1

	
	
	104.3
	96.3
	96.4

	
	
	111.2
	110.3
	95.9

	
	日内平均回收率（%）
	108.4
	106.1
	102.8

	
	日内变异系数（%）
	5.7
	8.0
	5.7

	
	日间平均回收率（%）
	105.8

	
	日间变异系数（%）
	6.6


 (3) 蜂蜜中MRJP1的含量测定与分析
检测结果的分析：基于建立的LC-MS/MS方法用于考察不同蜜源植物蜂蜜中MRJP1的含量。在中华蜜蜂蜂蜜中，百花蜜、柑橘蜜、及枸杞蜜中含量无显著差异，但百花蜜中含量显著高于龙眼、荔枝、枇杷、鸭脚木及乌桕蜂蜜，并且乌桕蜜中的MRJP1含量显著低于其他蜂蜜（见图9）。
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图9 不同蜜源植物蜂蜜中ac-MRJP1含量（中蜂）
如图10所示，在意大利蜜蜂蜂蜜中，椴树蜂蜜MRJP1含量高于其他蜜源的蜂蜜，枣花蜜、荆条及荔枝蜜中含量无明显差异，荆条、油菜、苕子及洋槐蜂蜜含量无明显差异，荔枝蜜中MRJP1含量最低。结果表明，不同来源的蜜源植物蜂蜜中MRJPs含量存在差异。

有中蜂蜜和意蜂蜜中的MRJP1的可知，蜂蜜中的MRJP1的含量相对稳定，介于0.12-0.28 mg/g，但不同蜜源植物中MRJP1的含量存在一定差异。该差异的形成原因受到多方面因素的影响，比如蜜源植物的季节、温湿度、蜂蜜的酿制时间长短等。在春节开花的蜜源植物，比如荔枝、龙眼、油菜等，由于气温相对较低，导致蜂蜜中水分稍大，MRJP1的含量与其它蜂蜜相比，含量较低。其次为夏季蜜源植物，比如乌桕、洋槐等，MRJP1的含量中等。而秋季的蜜源的蜂蜜中MRJP1的含量最高，如椴树蜜。在实际分析中还发现，蜂蜜酿制时间长短也是影响MRJP1含量的重要因素，封盖的成熟蜜中显著高于未封盖的蜂蜜。
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图10 不同蜜源植物蜂蜜中am-MRJP1含量（意蜂）
此外，为了评估蜂蜜中MRJP1的稳定行，项目组考察了中蜂蜜和意蜂蜜中MRJP1的在一年内的降解规律。蜂蜜样品在常温下放置，

(4) 市场上中蜂蜜掺假的现状与结果分析

基于建立的方法，我们对市场收集的120份中蜂蜜样本进行了检测分析，详细检测结果见表9。试验结果表明，共有83份中蜂蜜样本中检测到意蜂MRJP1，表明这些样本中存在勾兑意蜂蜜的现象。甚至在65份样本中没有检测到中蜂MRJP1，表明这些样本中不含有任何的中蜂蜜成分，完全被意蜂蜜或者糖浆替代。实际样本的检测结果表明，当前我国市场上中蜂蜜掺假问题十分突出和严峻。

表9 市场上收集的120中蜂蜜样品中ac-MRJP1和am-MRJP1的浓度和掺假情况
	编号
	蜂蜜种类
	蜂蜜品种
	ac-MRJP1浓度

(µg/kg)
	am-MRJP1浓度 (µg/kg)
	结果

	1
	中蜂蜜
	百花蜜
	226.4
	ND
	正常

	2
	中蜂蜜
	百花蜜
	247.1
	ND
	正常

	3
	中蜂蜜
	鸭脚木
	225.8
	ND
	正常

	4
	中蜂蜜
	鸭脚木
	221.4
	ND
	正常

	5
	中蜂蜜
	龙眼蜜
	206.9
	ND
	正常

	6
	中蜂蜜
	龙眼蜜
	193.5
	ND
	正常

	7
	中蜂蜜
	百花蜜
	248.2
	ND
	正常

	8
	中蜂蜜
	五倍子蜜
	256.5
	ND
	正常

	9
	中蜂蜜
	五倍子蜜
	239.6
	ND
	正常

	10
	中蜂蜜
	乌桕蜜
	173.5
	ND
	正常

	11
	中蜂蜜
	乌桕蜜
	161.3
	ND
	正常

	12
	中蜂蜜
	枇杷蜜
	184.2
	ND
	正常

	13
	中蜂蜜
	枇杷蜜
	173.5
	ND
	正常

	14
	中蜂蜜
	枇杷蜜
	164.7
	ND
	正常

	15
	中蜂蜜
	荔枝蜜
	148.1
	ND
	正常

	16
	中蜂蜜
	荔枝蜜
	154.5
	ND
	正常

	17
	中蜂蜜
	荔枝蜜
	151.8
	ND
	正常

	18
	中蜂蜜
	荔枝蜜
	160.3
	ND
	正常

	19
	中蜂蜜
	荔枝蜜
	139.6
	ND
	正常

	20
	中蜂蜜
	龙眼蜜
	173.2
	ND
	正常

	21
	中蜂蜜
	龙眼蜜
	186.5
	ND
	正常

	22
	中蜂蜜
	龙眼蜜
	168.6
	ND
	正常

	23
	中蜂蜜
	龙眼蜜
	174.4
	ND
	正常

	24
	中蜂蜜
	鸭脚木
	180.6
	ND
	正常

	25
	中蜂蜜
	百花蜜
	163.7
	ND
	正常

	26
	中蜂蜜
	鸭脚木
	191.7
	ND
	正常

	27
	中蜂蜜
	百花蜜
	153.6
	ND
	正常

	28
	中蜂蜜
	鸭脚木
	187.8
	ND
	正常

	29
	中蜂蜜
	鸭脚木
	176.5
	ND
	正常

	30
	中蜂蜜
	乌桕蜜
	153.8
	ND
	正常

	31
	中蜂蜜
	乌桕蜜
	164.9
	ND
	正常

	32
	中蜂蜜
	乌桕蜜
	177.3
	ND
	正常

	33
	中蜂蜜
	乌桕蜜
	181.5
	ND
	正常

	34
	中蜂蜜
	柑橘蜜
	160.9
	ND
	正常

	35
	中蜂蜜
	柑橘蜜
	176.3
	ND
	正常

	36
	中蜂蜜
	柑橘蜜
	168.7
	ND
	正常

	37
	中蜂蜜
	百花蜜
	155.2
	ND
	正常

	38
	中蜂蜜
	百花蜜
	20.6
	158.5
	掺入意蜂蜜

	39
	中蜂蜜
	百花蜜
	40.3
	123.3
	掺入意蜂蜜

	40
	中蜂蜜
	百花蜜
	67.6
	83.6
	掺入意蜂蜜

	41
	中蜂蜜
	百花蜜
	23.4
	126.7
	掺入意蜂蜜

	42
	中蜂蜜
	百花蜜
	32.8
	174.5
	掺入意蜂蜜

	43
	中蜂蜜
	百花蜜
	27.4
	165.8
	掺入意蜂蜜

	44
	中蜂蜜
	百花蜜
	56.8
	127.3
	掺入意蜂蜜

	45
	中蜂蜜
	百花蜜
	72.4
	124.1
	掺入意蜂蜜

	46
	中蜂蜜
	百花蜜
	24.9
	157.9
	掺入意蜂蜜

	47
	中蜂蜜
	百花蜜
	21.5
	152.4.
	掺入意蜂蜜

	48
	中蜂蜜
	百花蜜
	34.8
	166.3
	掺入意蜂蜜

	49
	中蜂蜜
	百花蜜
	27.7
	147.6
	掺入意蜂蜜

	50
	中蜂蜜
	百花蜜
	67.5
	153.8
	掺入意蜂蜜

	51-120
	中蜂蜜
	百花蜜
	ND
	120.3-274.7
	意蜂蜜


三、主要试验（或验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期经济效果
1. 实验室间方法的重复性和再现性

参照 GB/T 6379.2-2004《测量方法与结果的准确度（正确度与精密度）第 2 部分：确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法》，3家实验室（见表9）参加了蜂蜜中多肽的验证试验，对本方法的精密度（重复性和再现性）进行统计分析，结果如表10-15所示

表9方法验证实验室名称列表

	实验室编号
	实验室名称

	1
	农业农村部农产品及加工品质量监督检验测试中心（北京）

	2
	农业农村部奶及奶制品质量监督检验测试中心(北京)

	3
	农业农村部环境质量监督检验测试中心（北京）


表10实验室1方法的重复性和再现性比对数据结果-1

	am-MRJP1添加浓度（μg /kg）
	回收率（%）
	批内平均回收率（%）
	批内变异系数（n=6，%）
	批间平均回收率（%）
	批间变异系数（n=18，%）

	20
	76.9
	97.1
	79.7
	100.1
	92.6
	77.9
	87.4 
	11.92
	87.2
	10.83

	
	84.8
	79.3
	82.1
	102.2
	93.5
	100.7
	90.4 
	10.82
	
	

	
	78.8
	96.1
	77.2
	89.5
	73.9
	87.1
	83.8 
	10.15
	
	

	100
	91.3
	90.5
	87.5
	92.3
	82.4
	65.1
	84.9 
	12.16
	82.6
	10.18

	
	76.8
	73.4
	84.3
	84.5
	73.8
	73.6
	77.7 
	6.83
	
	

	
	89.5
	88.1
	78.1
	90.6
	72.8
	92.5
	85.3 
	9.29
	
	

	500
	65.8
	70.7
	87.4
	86.5
	73.7
	76.1
	76.7 
	11.29
	73.1
	11.09

	
	67.6
	70.2
	85.6
	66.1
	66.6
	74.8
	71.8 
	10.40
	
	

	
	65.7
	87.6
	67.9
	66.4
	67.3
	70.5
	70.9 
	11.77
	
	


表11实验室1方法的重复性和再现性比对数据结果-2

	ac-MRJP1添加浓度（μg /kg）
	回收率（%）
	批内平均回收率（%）
	批内变异系数（n=6，%）
	批间平均回收率（%）
	批间变异系数（n=18，%）

	20
	90.0
	82.1
	85.4
	96.1
	77.6
	82.3
	85.6 
	7.69
	84.0
	8.01

	
	73.6
	80.9
	76.9
	96.7
	80.5
	79.5
	81.4 
	9.83
	
	

	
	89.8
	88.2
	79.6
	92.7
	80.0
	80.4
	85.1 
	6.81
	
	

	100
	87.3
	92.3
	81.2
	93.2
	70.2
	84.2
	84.7 
	10.01
	85.1
	9.26 

	
	77.9
	82.1
	84.3
	93.4
	97.9
	79.2
	85.8 
	9.41
	
	

	
	72.3
	92.5
	79.1
	92.1
	80.9
	91.8
	84.8 
	10.08
	
	

	500
	75.8
	84.8
	87.2
	71.3
	85.3
	92.2
	82.8 
	9.35
	77.9
	10.22 

	
	86.5
	68.1
	74.2
	85.4
	67.3
	81.3
	77.1 
	11.01
	
	

	
	80.2
	76.9
	72.1
	79.1
	67.4
	66.9
	73.8 
	7.91
	
	


表12实验室2方法的重复性和再现性比对数据结果-1

	am-MRJP1添加浓度（μg /kg）
	回收率（%）
	批内平均回收率（%）
	批内变异系数（n=6, %）
	批间平均回收率（%）
	批间变异系数（n=18，%）

	20
	79.7
	74.9
	87.2
	79.2
	89.7
	81.9
	82.1
	6.67
	88.7
	9.39

	
	84.3
	84.2
	85.7
	101.4
	97.3
	101.9
	92.5
	9.34
	
	

	
	103.3
	96.5
	88.6
	87.1
	91.1
	83.3
	91.7
	7.86
	
	

	100
	87
	98.6
	80.5
	81.8
	87.7
	93.5
	88.2
	7.83
	84.1 
	8.88

	
	90.1
	83.6
	80.8
	79.7
	77.5
	93.2
	84.2
	7.38
	
	

	
	78.7
	73.2
	77.6
	83.6
	93.8
	72.6
	79.9
	9.88
	
	

	500
	78.4
	78.5
	82.1
	75.3
	78.4
	91.3
	80.7
	6.99
	87.9 
	9.59

	
	99.5
	92.1
	94.4
	81.6
	86.1
	88.1
	90.3
	7.05
	
	

	
	101.1
	98.5
	98
	91.4
	88.4
	78.1
	92.6
	9.24
	
	


表13实验室2方法的重复性和再现性比对数据结果-2

	ac-MRJP1添加浓度（μg /kg）
	回收率（%）
	批内平均回收率（%）
	批内变异系数（n=6，%）
	批间平均回收率（%）
	批间变异系数（n=18，%）

	20
	103.9
	91.7
	99.8
	82.4
	102.7
	100.7
	96.9
	8.55
	91.6
	9.42

	
	73.7
	95.7
	87.9
	88.3
	93.2
	98.7
	89.6
	9.86
	
	

	
	81.6
	83.1
	98.6
	96.3
	89.1
	81.9
	88.4
	8.52
	
	

	100
	91.5
	93.0
	105.3
	92.6
	109.2
	108.3
	100.0
	8.46
	94.3
	8.61

	
	84.9
	87.5
	96.6
	93.9
	86.8
	89.8
	89.9
	5.01
	
	

	
	109.0
	94.5
	90.9
	86.1
	87.7
	90.5
	93.1
	8.91
	
	

	500
	75.1
	78.0
	79.6
	76.2
	85.5
	73.9
	78.1
	5.35
	79.5
	7.28

	
	78.4 
	90.6 
	76.8 
	82.3 
	78.6 
	68.7 
	79.2 
	9.04
	
	

	
	75.6 
	76.5 
	76.9 
	88.8 
	79.9 
	89.2 
	81.2 
	7.70
	
	


表14实验室3方法的重复性和再现性比对数据结果-1

	am-MRJP1添加浓度（µg /kg）
	回收率（%）
	批内平均回收率（%）
	批内变异系数（n=6，%）
	批间平均回收率（%）
	批间变异系数（n=18，%）

	20
	75.6
	86.7
	84.2
	77.4
	92.6
	91.1
	84.6
	8.25
	85.0
	7.38

	
	82.3
	87.1
	81.1
	93.3
	80.6
	86.6
	85.2
	5.69
	
	

	
	89.9
	94.6
	91.9
	75.5
	78.5
	81.7
	85.4
	9.17
	
	

	100
	73.1
	82.4
	71.3
	89.7
	80.4
	84.1
	80.2
	8.64
	78.2 
	9.07

	
	77.4
	78.2
	88.2
	79.4
	72.1
	65.8
	76.9
	9.77
	
	

	
	78.8
	67.7
	90.2
	73.1
	74.7
	80.5
	77.5
	9.91
	
	

	500
	80.5
	78.4
	84.1
	80.6
	66.7
	72.9
	77.2
	8.20
	74.9 
	7.77

	
	85.2
	75.5
	73.5
	77.1
	74.1
	76.7
	77.0
	5.52
	
	

	
	78.2
	71.7
	69.2
	66.1
	65.7
	71.6
	70.4
	6.54
	
	


表15实验室3方法的重复性和再现性比对数据结果-2

	ac-MRJP1添加浓度（μg /kg）
	回收率（%）
	批内平均回收率（%）
	批内变异系数（n=6，%）
	批间平均回收率（%）
	批间变异系数（n=18，%）

	20
	91.4
	79.4
	88.1
	75.9
	86.7
	92.7
	85.7
	7.81
	82.9
	8.33

	
	71.4
	78.7
	92.6
	83.3
	84.3
	86.5
	82.8
	8.69
	
	

	
	75.7
	70.9
	89.7
	77.6
	81.1
	85.4
	80.1
	8.50
	
	

	100
	81.4
	70.6
	84.7
	72.1
	84.2
	68.7
	77.0
	9.45
	74.4
	8.91

	
	65.6
	83.8
	72.2
	69.5
	68.8
	74.8
	72.5
	8.80
	
	

	
	70.7
	67.6
	79.5
	66.2
	77.8
	81.7
	73.9
	8.90
	
	

	500
	70.8
	76.2
	66.7
	68.8
	66.2
	75.9
	70.8
	6.23
	74.8
	8.84

	
	71.4
	86.2
	77.7
	82.3
	76.7
	66.2
	76.8
	9.41
	
	

	
	75.8
	68.7
	84.4
	81.7
	81.9
	68.8
	76.9
	8.98
	
	


2.  对本标准方法的基本评价

本标准规定了蜂蜜中MRJP1测定的液相色谱串联质谱的测定方法，适用中蜂蜜的真实性评价，鉴别中蜂蜜中是否混入了意蜂蜜。主要技术内容包括样品前处理、色谱条件优化、灵敏度、准确度和精密等。为了满足中蜂蜜真实性评价的现实需求，本项目在查阅国内外大量文献资料和前期相关科研的基础上，制定了蜂蜜中MRJP1的测定方法标准。本方法在大量试验数据的基础上形成，科学可靠。本方法准确度、重复性、再现性和精密度好，简便易行，所用仪器为高灵敏度的液相串联质谱仪，具有较强的适用性。

3. 预期的经济效益、社会效益和生态效益

中蜂蜜（中蜂蜜）通常一年仅取一次，产量远远低于意蜂蜜。中蜂蜜的价格往往是意蜂蜜的5-10倍，正是中蜂蜜的高价格保证“养蜂扶贫”模式的成功。“养蜂扶贫”已经成为贫困山区人们脱贫致富的重要途径之一。制定有关中蜂蜜的检测标准，准确鉴别掺假中蜂蜜，能够为维护中蜂蜜行业的健康发展，保障蜂农权益，提振消费者的信心。该标准的发表将为维护中蜂蜜行业健康发展提供保障，为“养蜂扶贫”事业贡献科技力量和技术支撑。

四、与国际、国外同类标准水平的对比情况

目前，国内外尚未颁布或报道《蜂蜜中蜂王浆主蛋白1的测定 液相色谱串联质谱法》此类标准，因此无需开展相关实验验证对比工作。

五、以国际标准为基础起草情况，以及是否合规引用或者采用国际国外标准，并说明未采用国际标准的原因

经查，国际和国外均没有《蜂蜜中蜂王浆主蛋白1的测定 液相色谱串联质谱法》此类标准，本标准不存在采标问题。

六、与有关的现行法律、法规及相关标准的关系

在本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。与现行法律法规相关的各种基础标准衔接且方向一致，支撑了《农产品质量安全法》，遵循了政策性和协调同一性的原则。标准名称、内容及指与现行国家之间不存在包含重复、交叉问题。

七、重大分歧意见的处理经过和依据

本标准在制定过程汇总不存在重大分歧意见。

八、涉及专利的有关说明

起草单位没有与本标准技术内容有关的专利。

九、实施国家标准的要求，以及组织措施、技术措施、过渡期和实施日期的建议等措施建议
1. 实施要求：

建议本标准为推荐性标准。

2．组织实施：

在该标准发布后，建议相关的管理部门及时组织各级质量监督检验机构的质量检验人员进行交流和培训，使其熟练掌握蜂蜜中MRJP1的测定方法，然后推荐到中蜂蜜真实性评价中的使用。
十、其他应当说明的事项

无。

预审会议审查意见汇总处理表

标准名称：蜂蜜中蜂王浆主蛋白1的测定 液相色谱串联质谱法  

预审专家意见汇总表                  共3页

	序号
	标准章条编号
	意见内容
	提出

单位
	处理

意见

	1
	题目
	“蜂蜜中多肽的测定 高效液相色谱串联质谱法”更改为“蜂蜜中蜂王浆主蛋白1的测定 液相色谱串联质谱法”
	专家组
	采纳

	2
	1
	增加“检出限为5μg/kg”
	专家组
	采纳

	3
	4
	精简原理，将其修改为“试样中蛋白质经提取、还原、烷基化，胰蛋白酶酶解生成肽段、固相萃取柱净化与富集，用液相色谱串联质谱对意蜂和中蜂蜂王浆主蛋白1的特征肽段检测。建立特征肽段的响应强度与蜂王浆主蛋白含量的线性关系，外标法定量。注：意蜂蜂王浆主蛋白1(am-MRJP1)和中蜂蜂王浆主蛋白1(ac-MRJP1)的特征性肽段分别是FFDYDFGSDER和IMDANVNDLILNTR。”
	专家组
	采纳

	4
	5.5
	更改为“胰蛋白酶，活力≥10 000 U/mg，-20 ℃贮存，有效期为6个月。”
	专家组
	采纳

	5
	5.7
	磷酸盐缓冲溶液应为PBS溶液。
	
	

	6
	5.8
	更改为“碳酸氢铵溶液 (40 mmol/L )：应在 2 ℃ ~ 8 ℃贮存。”
	专家组
	采纳

	7
	5.9，5.10
	更改DTT和IAA为液为中文名
	专家组
	采纳

	8
	5.12
	更改为“混合标准工作液(10 μg/mL)：准确移取标准储备液(5.12) 各0.10mL于10 mL棕色容量瓶中，用PBS溶液(5.7)稀释并定容。2 ℃ ~ 8 ℃贮存待用，有效期为1周。”
	专家组
	采纳

	9
	6.4
	更改为“高速冷冻离心机：转速不小于14000 r/min。”
	专家组
	采纳



	10
	6.6
	更改为“恒温培养箱：控温精度 ± 0.5 ℃。”
	专家组
	

	11
	8.1
	标题改为：蜂蜜蛋白的提取、还原、烷基化和酶切。
	专家组
	采纳

	12
	8.3
	1）标题更改为“基质匹配系列标准溶液的制备”；

2）更改为“准确移取适量的混合标准工作溶液(5.12)，用果葡糖浆空白基质配置成最终浓度为含ac-MRJP1和 am-MRJP1为20 μg/L、50 μg/L、100 μg/L、200 μg/L、500 μg/L(相当于蜂王浆主蛋白1的质量分数为20 μg/kg、50 μg/kg、100 μg/kg、200 μg/kg、500 μg/kg)的基质匹配标准系列溶液。按8.1和8.2与试样平行处理，直至氮气吹干，复溶、离心、上清液测定。”
	专家组
	采纳

	13
	8.4.1
	增加“液相色谱参考条件如下：”
	专家组
	采纳

	14
	8.4.2
	增加“质谱参考条件如下：”；表2 “蛋白质名称”更改为“待测组分”；删除“肽段的氨基酸序列”列；“母离子与子离子”更改为“定性定量离子对”；添加“注：*为定量子离子”
	专家组
	采纳

	15
	9
	标题更改为“试验数据处理”；“试样中MRJP1的含量按标准曲线或公式（1）计算”更改为“试样中蜂王浆主蛋白1的含量w，数值以微克每千克(µg/kg)表示”；“精确到小数点后两位”更改为“保留3为有效数字”。
	专家组
	采纳

	16
	10
	根据GB/T 20001.4试验方法标准是要求 “精密度”；即改为在重复性条件下，两次独立测定结果与算数平均值的绝对差值不超过算数平均值的20%”
	专家组
	采纳

	17
	附录
	删除附录A，将附录B提为附录A：并给出标题 “蜂王浆主蛋白1的特征性肽段定量离子色谱图和引导语蜂王浆主蛋白1的特征性肽段定量离子色谱图见图A.1和A.2。”色谱图更改为定量离子色谱图。
	专家组
	采纳

	18
	编制说明
	完善定量限和检出限的确定过程；补充酶解过程中14
小时的选择依据；描述清楚添加的是蜂蜜还是蛋白质标准品；按照最新版本格式书写回收率和变异系数；补充蜂蜜中MRJP的稳定性，储存期间是否存在降解的问题；解释蛋白和肽段特异性；提供质谱图谱提供；进一步完善行文书写

2) 编制说明中说明标准主持人变更的原因需要在
	专家组
	采纳


[image: image11.png]Rl (S E R S RRRONE R E R
%) (FEkR) "EEL

203 %5 A7 H, $UEMTEAAAERAFERL
R EEEET RS SRR RLAT AR (R E S RS
AR EH R (FFM) #ATURTFE, TREd
¥y, Th%. TLH. FWE. 28, 14E. WELAR.
EFRREE R CMNER L, REFETAELARRH R
W, RELTHELERL:

| RURRAKRGH Y “HEFRIRERE MR R
A ERAW

2. ks kAT ERERRES K.

3. BEat AR, MBRHEABRE.

4 REBE R, ZEHARBMABFERANLE, HF
FERE R T REAE: IR ERE | HERKBA
BEFETREEY | RERKEWREE; AT FEEAT
M E L IR TR | WERNERE; #AARET
KEBE 1 GRERKEMERET KRR,

5. #—F R RIERE.

6. 4 GB/T 1.1-2020 #7 GB/T 20001.4-2015 # & 5k it — # 3
EATEX A

tRE-FARFERY, AUTEREEAEMERERL
H— SRR AATFERELME, REEERLFERHEAZ
ReBfist.

Y
g&ﬁ?i(§#)

20234 5A7H




[image: image12.png]PREIRER

R EIRITIE BRI BT
o [ R M 4 e B T LT

P e

WAF AL R RUE

e
RRTRF O

IiEAH: 20224E 03 A 01 H




[image: image13.png]R BRI E
VO - B S RS

WE: RPADRERUFEREETAFEL, RIBRUR2003)] T (HHRER
BRI GRIT) ) MR, MZRARIE (R BRORE WU R R )
ZEHEEEE (Apis cerans) HE, BAFIEE (Apis mellifera) HEFERKEEN | €K
o REE. AMTEE. EREAREGEHTRIERR. IERERRBENT:
1 MR
11 SRR

TARHESCA, SEEER IR AR B i o AR LR e BT FUBT SR L
12 FEUBRE
12,1 BERGHAE - BUR (L Agilent 6495,
122 HHFRF: BE0.01g: 0.00001 g
123 €i#E: Poroshell 120 SB-AQ 1000mmx2.1mm, % 2.7 pm.
124 %%,
125 Bifiit.
126 Bbl.
127 REERA 2.
128 HEAGETHRAE.
129 fERMEFRA
2 RBTE®

TR TEER AT SRR R SRORE 0 G RRT L ET
ik,

VAN TGL 7N




[image: image14.png]3 RBHR
3.1 fRHEHIER

R UARIER A& % SRR T, ERESHI% 100 ng/mL, 250 ng/mL, 500
ng/mL, 1000 ng/mL, 2500 ng/mL HHRHE T & RATEER, i 7 R LR FE 42 1 2 R LG
PR, REEFRIEXRR. FTARLTHERLRFESRNKIERRLE L

HXRECIRTFETF 099
% 1 ZERBERTRIVE SR RIARRH
BHRTRIES | FFEKERFS B y=176.52x + 6891.7
CamMRJP1) FFDYDFGSDER HXRY 0.9967
PRERERA | AFERBFS a7 y=156.99x +2784.6
Cac-MRJP1) IVDANVNDLILNTR X FAH 0.9942

FirE AR, ER MR R, R TR R R TR, S
R B R Y40 7 {76 {1 38 f0 424 7 L ) . FEDYDFGSDER #1 IMDANVNDLILNTR #15%
{REB A4 3. 87min, 4. 15min B RKR.

3.2 Jr kv BRI R A R

KA INGE B, ARAESET A E HKETEE CarMRIP1 A0 ac-MRIPL Y10
YRIE: 20-500 pgkg) #IFARMEMNCRGE, RIHIE L% 2-3.

#2 TEMRFESIRERA 1 (an-MRIPD FMEKEZRLER

e e

; . L]
ik #AF ﬁ?i BT Miiﬁ
E (g EkE (%) HER T HEK )
e g T owon T
. v W W
769 971 797 1001 926 779 874 1192
20 848 793 821 1022 935 1007 904 1082 872 1083
788 961 772 895 739 871 838 1015
913 905 875 923 824 651 849 1216
100 768 734 843 845 738 M6 717 6.83 826 10.18
895 881 781 906 728 925 853 929
658 707 874 865 77 761 767 1129
500 676 702 856 661 666 748 718 1040 731 11.09

657 876 679 664 6713 705 709 1177

- oy % o - e e e —

HAS SN




[image: image15.png]%3 FEMBPPEERERA 1 (ac-MRIPD FMELRIRLER

— wAT #HAE S #HAXR

G BkE 00 gmg EE oy P
ke oo ¥ o0

000 821 854 9.1 776 83 856 .69
20 736 809 769 967 805 795 814 983 840 801
808 882 796 927 800 804 851 681
873 923 812 932 702 842 847 1001
100 779 s 843 934 979 792 858 941 81 926
809 918 848 1008
853 922 828 935
6723 813 7.1 o1 719 1022
674 669 1738 791
e, FEEAEREEE
Cam-MRIP1) e/ FUCREE 70.9%-00.4%2 ], I THEIEE 73.1%-87.2%2 [
AR R 6.83%-12.16%2 7], HEAER RBIE 10.18%-11.00%2 [f: PEEREEH
| Cae-MRIPD) A3 B 73.77%-85.80%2 ), HEmTFHIELHRIE 77.9%85.1%2

500

(i AR RETE 5.79%8.55%2 1, HAERRETE 8.01%-1022%2 [,





[image: image16.png]e oA !

N ™ XL
* aa

Bl EE#&&!QE#E&E 1 Cam-MRIP1) $HER TR EE#E

A2 EE#&*#&IJDK& EREEA (am MRJPI) HEBTFRECHEE (20 pgke)

| o 2 &3




[image: image17.png]N R R R

M4 EE#nn**hi#iEE 1 (ac-MRIP1) aﬂm;mte»@m

21

\"




[image: image18.png]=

BEs Zaf@rREmi g RERS | (achUPl) %&E?Iﬁlév‘élﬂ (20 pg/kg)

o TEMSFHFMFHTREERAD | (ae-MRIPD HEBTFREGIER (100 pgkg)




[image: image19.png]FRAESIE R IR

SR RS AT € e R
F R AR LR 4 It S R 9

WERAL: RN B BRI (30

WUEAM: 2022411 H30 H





[image: image20.png]CH B S ARRONIE WO S B E) RERRR

e MR AR B ST, RIBRECR[2003]1 (M2 RBBAMTEGRAT)
BUER, X% AR ST (R b S R AORITE AR 3 S R i) 22 R 84 (Apis cerana)
i, EAAIHE (pis mellifera) HEPIRERA | M. REUE, RIETE, HE
B TRIERS. HRERRBET:
1 ERHRSTE
1.1
L1 hEEBELEES | (aeMRIPD, BANESELERS | (an-MRIPD, SESKT
05%; & AUKEHRAES: FFDYDFGSDER A1 IMDANVNDLILNTR, 4G/ =>98%. Fi# iidsist
RFRGE.
112 ZB# (CHiCN): faihél, [ Fisher 28],
113 8 (HCOOH): Filf, 3 Fisher 47,
114 R (CH,OH): €4, [ Fisher 27].
11 SHZE (TFA): @i, @E Sigma-Aldrich 28],
116 ZHFHMEE (DTT): S 99%, LM T AT,
117 BZERE (IAA): S 98%, LHFINT AR, 7y
118 BEEHE (NHHCOD: #Hi4, LT A%,
119 WEGH: G, REEEEEAE.
1110 % (NH,CONHo): SHfE 99%, LRIy T 247,
LLIL LR (NaCD: 4h4745, EMPAETAEMA.
1112 FHAEKCD « 974, LEETEYLE.
1113 BEEZH(NaHPO, 12H0) « s, LiETENAT.
11,14 BB = HHI(NaH:PO2H0) « S8, LiETAMAT.
LLIS SEfE: ROk & &<20%, RESHEHLEY 12-14).
1.2 EREE
12,1 BYBELSERIEH (PBS): 001 m/LPBS. MEFRFIR NaCl (1111 8.5g, KCI (1112 02

g NaHPO, + 12H;0 (1.113) 29g, NaHPOs+ 2H;0 (1.114) 059g, #F 1L HA, #
HEFLEM.
1225 mol/L REFM: I NH:CONH, (1.110) 45g, FAEFE 15mL.




[image: image21.png]123 40 mmol/L NH,HCO; #ii: # 0.316 g NHHCO; (1.1.8), FIZKZ% 100mL, 4 CHAER
#HEA.

1.2.4 100 mmol/L IAA #ifi; FRELIAA (1.1.7) 0.39g, i 40 mmollL ) NHHCOs ¥l (1.2.3)
EMIEEIEE 20mL, 20 CHRFIBARAHA.

1.2.5 100mmol/L DTT ##: FFBLDTT (1.1.6) 0.308g, f 40 mmol/L &1 NHHCO: ¥l (12.3)
S EEE 20mL, 20 COKMAERFA.

12650% ZBKEH: HRBIERZH (112), FKBERN S0%HZHK.

127 E4Gil: 100% ZBE (1.1.2).

128 P4 BB 100 L TFA (1.1.5), FAEEE 100mL, 4 CORMRAEHR.

129 BB AEBSI 0mL ZBY (112) A 100WLTFA (11.5), FUKEEE 100mL, 4 C
WARFAE

1210 HHH: MBI 10 mL ZH (11.2) 50100 L BFE (1.1.3), FKREE 100 mL,
4 CHRRIFR .

1211 RAEAIE R MR ac-MRIPL B am-MRIP (111D, 53R SO%ZBH (12.6) B
1000 pg/mL BIFFHERE &, T-20 COKFEPRAICTE, HREA | &

12,12 FRAETARRG: Al M BUE R ER (121D, 51 S0%Z I (12.6) MR 10
ng/mL ARAE TRV, TREEHA .

13 (A

P RURBEA L Waters Xevo TQ-S LB T (ESD

132C18 FrakEMiAE: 4mm/lml GM A7)

133 EMEREE

134 RigRESE

13.5 Bl

136 wH%

137 RF: B&001g

138 HHFEF: BR00Img

139 KEFRA

13,10 AHREEOH

1.3.11 BEMEIA





[image: image22.png]2 MEAE

21 HAGESERNE

il Agilent SB-AQ Bl (2.1x100 mm,2.7 pm);

S A K 01%FEK, BA0.1% PRI, WSMBEEREF LR

ks 0.3 mL/min;

il 30°C;
EREER: SpL.
1 WAL KA
BT (min) A%) B (%)

0.0 90 10
08 % 10
13 80 20
45 70 30
54 5 95
6.0 5 95
6.1 90 10
70 % 10 ‘

22 RlBERHF

BFEMR: ESl+

BTREE: 250°C:
EAERE: 3500V
FRTRAE: 290 °C:
FHAHE: 11 Liming
BAUABES: 45 psi

SR 250°C:

A& 11 L/min:

AR FRELEM (MRM)
FEHESE R TR S e R L2 2




[image: image23.png]®2 EHERTEA | RPREXEERS | WHERRNETEN

EEREH an HET FET WpBE  RHEGER
(m/z) (m/z) [$2) (ev)
1103.4% 120 2
EHEREERA
1 CamMRIP1 FFDYDFGSDER 699.3 5632 120 24
267.1 120 25
958.5% 120 28
PHERERA
| GaMppy) MDANVNDLILNTR 8014 5033 120 24
217.1 120 33

23 HEREANKBRREEL
A 10g CHBEL0.1g) BET SOmL BOEHMA 10mLPBS(1.2.1), EEETFRIEE

FAWM, ST 1SmL BLOE I 12000mpm, 4 CFEG 20min, Y ERR. B 500 oL
FERIFHAIIA 2000 uL ) 40 mmol/L NHHCO(1.23) 755D, [l LR A 250 L. B
100 mmol/L DTT(1.2.5)¥#, #WRRL 60 min, HIA 750 uL. {1 100 mmolL IAA(1 24)HMTEE
BTFHER S 60 min. FEAMBEEE.19) 100 L, F37 C B 12he A 1 pL FR(LL)E
IERAL. BYI@ BN BURAT T — SRR,
24 HEBL

ek C18 EAIEBUMEF AR (127 « FEIW (128) & ImL, i, FHk
EE HRRMA CI8 MEPHIKRESER B S, FMATER | mL: BUEEMAGRE
(129) 1mL, SHGTHES 1.5 mL BLED, BERGOTIRE: HHEMLTRETR.
AR 100 L STETAREHURCEL, RNEUE, 12000rpm FEATL: 15min. BUR LT
AR, (IR - B i
25 ERMEAREMEEE

S RMIFEEH (421) 2L, SpL, 101,20 L, SOuL, MR EREGFIET l G
TR, WIESHH. 100 ngmL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL, 2500 ng/mL. #
R RTTRA H E ML, FTR BIOIE R IR AL ORI BT, S ARAE IR,
SREAA XA

26 ERUHARE
R EREEEIOARX, URRAMIT, RANHEEL (g , HX (D M.

ot
X mxvz Ut

o— EREEHERE RS HERBRFNERBRE (ngml) ¢
m—FRE IR MR R, RAHT (@)
V-SRI E LB E AR, BENEF (mL) ¢




[image: image24.png]VI BIEE S FIPBSIER E M EEHH, RAHET (mL) «
V2— R F B EERER, RANE (mL) .

3 BERBAE
3.1 ERIEMREE

e O BRI AR, R 2.3-2.4 WTALE AT A0, % UPLC-MS/MS 4
i, RSN REN A AT P EREERIE AN RSSENSTRERS | HHEE
ERATATFR.

% R R I — VR A B4R MRIPY ML IRES , 7622 (31 S 0 — S VRO &% MRUPL
RS, B 2.3 T 2.4 FHEETHALERE, £ UPLC-MSIMS 517, 53 518 2 B4k MRIPL
FHERBIVAHER T I ERR L SN, H BTN RBUEREFAER.

32 R EER

i A A0 MRIP] 466K S AFAEE (421D 2L, S pLy 10 uL, 20 pLy SO L, MIA
4 EIRER AT AL TR IR 00 B FRAT AE 4%, YRI5 50 9: 100 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000
ng/mL, 2500 ng/mL. GLHAR G- BRIE . H T AOIRTTRIEIRLIR, FixtRER
ICRAREE R AT, ShREER, RETHRARXRL.

33 EMENREEER

e PRSI RIR | 47, 55, 25 1§, IRBEMYEEE MRIPL AL, AT EICRR
%, BAREM 6 MFATRE, T HEEKR, ROWELERA. HAOER R
AR M R
4 WERBER
41 ERMMRPEERER

b R T R S, 2.3 A0 2.4 MORTLIE AT A0, £ UPLC-MS/IMS
447, & MRIPL FHERB A (RERT AT B AR T4, A RMR.

RAMELBEREY, URTRERAETERGPRIRENRHRR, BREAERL
SINATF 3. % MRIPI SR 3222 E1 R i IR AL 072 R IRBY , BARMD (AR EL SN KT 10,
VLT HE AL B R R
42 BRERIPEEROEIEEE

JRHE 3.2 i, 2 EREG ) MRIPL TAEHURIUIK A3 R e M 42, VRIESH 5 79: 100 ng/mL,
250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL, 2500 ng/mL. £ UPLC-MS/MS 447, He T8 AR TR (K
AR, FTR R 2R IO AR RO BT, SIRAE R, SRENA77 A%

it




[image: image25.png]RE.

A MRIP] B S R BLTE TR AR EA A X AR S, B @2,
SRRV, BRI E MRIP 5 S 55 THERE 100 - 2500 ng/mL WRAEEEHIA, SikRIF. 4
KAMIYE 099 UL L.

#3 BEPIRERA | HERBNER TR GL

BiEE XA
BEAREH RRBUYFI BEGR (ngimL) ®
EBEREER  FFDYDFGSDER y =47.051x + 4657.1 100-2500 0.9958
1 (am-
MRIP1)
F#FRER  IMDANVNDLILNTR y=29.435x +5708 100-2500 0.9932
A1 (-
MRIP1)
am-MRIP1
140000 - - .
¥ 447.051x44657.1 |
120000 I-Rr=0.9958° 1
100000 t |
80000 1\ |
|
) I
40000 |
20000 —

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

B TR RS | SERRNER TR TEER

Ko




[image: image26.png]ac-MRJP1

80000 ¥.=29.435+5708
| R=09932 %

500 1000 1500 2000 2500 3000

2 PHEREEA | FHERER R R TR TEHL
43 EMEREEEERER
FERERETEM 3 MREOES MRIPL AGES, #TERERR, EEEMIA. i
(AR RN 4 Fe 5. PR, R EIRIRIE T, 477 L0 T ERERE 779.5%-94.3%,

WIS RICUNT 9.9%, HE/NT 9.6 %, VUIEREAS, ATERMNE RN SHRER.

R4 PHEERERS | OFMERERMAREHEE (0=6, day=3)
HAF  fRE AT HEES

Wk
HEW RAN HEK  RE
& Gg HE (%)
ke E 3 (n=6 L3 (n=18,
(%) » %) (%) %)
103.9 9.7 99.8 824 102.7 100.7 96.9 8.55
20 3.7 95.7 879 88.3 932 98.7 89.6 9.86 91.6 9.42

816 831 986 963 8.1 819 884 852
95 930 1053 926 1092 1083 1000 846
100 849 815 966 939 868 898 899 501 93 861
1090 945 99 861 8.7 905 931 891
751 780 796 762 855 739 781 535
so0 784 906 768 823 786 687 792 904 79.5 728

756 765 769 888 799 892 812 770
s




[image: image27.png]5 BHHEREEA | WEMEREANKHEKERE (o
HAE A% HET HEES

3)

BmK
e i
(%) . %) (%) %)
79.7 749 872 792 89.7 819 821 6.67
20 843 842 85.7 101.4 97.3 1019 925 934 88.7 9.39
1033 96.5 88.6 87.1 911 833 91.7 7.86
87 986 805 81.8 877 935 882 7.83
100 90.1 836 80.8 79.7 75 932 842 738 84.1 8.88
8.7 782 776 83.6 938 726 799 9.88
784 785 82.1 753 784 91.3 80.7 699
500 99.5 92.1 944 81.6 86.1 88.1 903 7.05 879 9.59
101.1 98.5 98 914 884 8.1 926 924
5 &g

ARIF ARG (B E P BRRONE O il 5 B E) BSOS R AT R ST
43, X UPLC-MSIMS B{XBF AT T BB, ME P BRI PHERERE |
MERE. REUE. RIEEE. EREAREEETRERR.

RERIERBAR, TERES, ERMGOREN A, SPEREEERERE | RN
FFH, RAHENTRIERE.

PERSTRENTEERERE | (2 RMN 20 ughkg: REGEHRRHEER. ERE
A | ESEAE T R RIS E Y 1002500 ng/mL, HXRECIKT 099. 4
ERERE | EREFORIREAERI, 5 HERRM 25 T RRE, £07ERNTHEK
BAE 19.5%94.3%, HAZRREUNTF 9.9%, HIENTF 9.6%. RMIEKWRY, (HE+F SN
Wi WAEEE BB AR A RUR2003)1 B (BEPRERBBEARE GRIT)
RIERER, ATURAEAPER T REFERGRISEN Y, EEETLARS R,





[image: image28.png]B3 EHEREEA | FELRBITERHOETRBCIME (100 ngmL)

M4 hEERERE | HEEKEBITESRN R T RRQHEE (100 ng/mL)





[image: image29.png]B TARAPPETRERS | FESTRECHE

M6 TARMTEEIRERS | HESTRECHE




[image: image30.png]B7 TERSEMPRERERS | HERFREEGHE (20 igkg)

H8 TANSRMESRERERS | HEXTRELHE (20 igkg)




[image: image31.png]PRUE R AL RAE IR 5

FREEATR: B S IRIKIISE AR (8 ER BT

PR R A

SRLIRUE A«

bty RO

REHM: 2022411 H25H




[image: image32.png](€3 Lk FINHIVER I ZEEY B e PR L PR

W R AR B BTG, A TS IR AT
WS HATATRORY, LR RO, TR B S 3  1
GRS, AR R AL SR

1 FRRAIT
L1 BRFRR R
JUBRESCAS, SO ISR B e AR 5 SO e
1.2 EFLH A
12,1 i ReRAH (- RS A Agilent 6470,
1.2.2 SR & 0.01 g: 0.00001 go
12.3 {04k EC- Cis 100 mmx2.1 mm, Kif# 2.7 pm.
1.2.4 .
1.2.5 Biite.
1.2.6 B0 HL.
1.2.7 VE448:1 mL.
HegeH.
12,9 FUEARVRTHA .
1.2.10 FIEH04: 50 mL,
2 WKk
ST A IR W B A AR (e IR T SR (R BT TR & B
SE AT .

3 KGR

3.1 kv
TERMhRUERRAL 1 (5 B4 0 o SRR AL IR HE R am-MRIPL, ac-MRIP1 il
SEHKIESY B2 100 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL, 2500 ng/mL (R FIFB, LA
A RSUOE I P8 2 R ST DS AR D2, SRR el U105 FRAR D6 R 800 5B R G P A I e M 2
KFMFE 1R 2, MRRFBYKTHT 0.99.
F 1 MR ER A AR MR R

H R TR DA KR
TR EE A Y = 120.50x+159.72 0.9933
Cam-MRJP1)

g EIEH A 1 Y = 110.41x-192.56 0.9951
(ac-MRIP1)

U R i, TR TG b s 20k B AT 52 B BE SRR E SRR 1 IR
AL M LRSI . B E R B 1 (am-MRIP1) (2% (R0 3.57 min,
WEH L 1 (ae-MRIPD (5% (B Iy 3.93 mine FIREBA 1 LM P ARG

2

/REEEN




[image: image33.png]L O o

3.2 7 i R VR A R FIORE 2 P 4 SR
KRR LA i, MO S A% 7 i v 4 H TR R GG TR RS 2K 231 Cam-MRIPT) 20
ng/kg~500 pgrkg; G TEHEEIA (ac-MRIP1) 20 pg/kg~500 pg/kgilbA7 4% (R s vl
OB, B A W 2-3

F2 FAFSTRETRERS 1 (am-MRIPD) HINEMCR K55

ik ) e ﬁg; FAURE m';ﬁﬁ
JE Cug a3 (%) Bl glulie
ke w0 MmO
%) %)
75.6 86.7 84.2 774 92.6 91.1 84.6 8.25
20 823 87.1 81.1 93.3 80.6 86.6 85.2 5.69 85.0 738
89.9 94.6 91.9 75.5 78.5 81.7 85.4 9.17
73.1 82.4 71.3 89.7 80.4 84.1 80.2 8.64
100 77.4 78.2 88.2 79.4 72.1 65.8 76.9 9.77 78.2 9.07
78.8 67.7 90.2 73.1 74.7 80.5 71.5 9.91
80.5 78.4 84.1 80.6 66.7 72.9 772 8.20
500 852 75.5 73.5 77.1 74.1 76.7 71.0 552 74.9 7.77
782 71.7 69.2 66.1 65.7 71.6 704 6.54
23 AR TREE 1 (ac-MRIPD HINIEIBCAR SR04
ik 7 e O gy ST
J# Cug Il (%) g\um o @[xth& s, %ﬁﬁi{\.
/kg) (%) % (%) W £
91.4 79.4 88.1 759 86.7 92.7 85.7 7.81 *
20 71.4 78.7 92.6 833 84.3 86.5 82.8 8.69 82.9 8.33
75.7 70.9 89.7 77.6 81.1 85.4 80.1 8.50 (j]:/—,i‘,\-) <
81.4 70.6 84.7 72.1 84.2 68.7 71.0 9.45 \/
100 65.6 83.8 72.2 69.5 68.8 74.8 72.5 8.80 74.4 8.91
70.7 67.6 79.5 66.2 71.8 81.7 73.9 8.90
70.8 76.2 66.7 68.8 66.2 75.9 70.8 6.23
500 71.4 86.2 717 82.3 76.7 66.2 76.8 9.41 74.8 8.84
75.8 68.7 84.4 81.7 81.9 68.8 76.9 8.98

LRI A, S0 Ak AN R 7 R S (R 52 7 S 0 S PSS T A A P D

70.4%-85.7%2. 1), HLIFIIEICRLE 74.4%-85.0%2 i W48 SR BAE 5.52%~9.77 %21,





[image: image34.png]HHE )42 57 R 7.38%~9.07%2 ), FFEISE TR .
(153

c10% ST g 820 (40 > 10 200 D 4

2100 (ST P I & 59,00 1100, ) P35

P 1 R E SRR T 1R HE AR bR B TR (L

(20 ng/mL)

100 (5Tt P, v 01 0 - 603 ) -

T 0o
Cumave, SRR )

Pl 2 PSRRI 1 R B A B (00

(20 ng/mL)

N e &




[image: image35.png]010° st pescreovcinecz o e n > e10. 00 72 ¢
e

L2 1
o

0100 (BTt s 070t 0 (5. 90 > £ 2001 7724
oo
o

100 [SST R o 1 L8 09,300 > 165 190 2.0

s a
e
o
o

i et ot a0 o1, 0 - 8 ) 10

D S B 3 O SR EE CRn e S ]
Counts s, SRHA i

P 4 5 PR RS NP R T R AR 1T 1 RRE R 7B €43 (100 ng/mL)




[image: image36.png]w19 [Tt o o . 2010 i ¢
p A

i

o . e NN P g N
. T e Vi
o

E T e p—
-

wl
e -~ - e
e \

945 g IR 09,5 = 535991 ot

[ R N R B B R I U S VI I I SR RN I S ey

Bl s 2 PR e P TR R AR 1 1 RE BT AL (L

B ST Ty e p——y
§

i PANEY .

by RN S A V) IOV, WA E W WV WO
+ i

i i

3

i |
T ey

IO L LV MM

i ﬂ |
1Ly A
3w~_~v_MmA,wJWﬁWmJanWWJMWM~"

[ O R M I R 3 I R S RO S O S T
T v R

P64 FRER PRI T3 AR 1 L ARFAE R T TR (0




23

[image: image1.png]MRJP 13 & (mg/g)

0.35

0.30 1

0.25 4

0.20

0.15

0.10

0.05

g

—a— FERR
—o— VEME2
—A— TER3
—v— B
—o— B2
—4— B3
> I
—e— %2
—k— |43

0.00

T
75

' 160 ' 155
E (A AB(IL)

150

T
175

—
200

1
225



[image: image37.png]


