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一、工作简况

1.1 任务来源

根据《国家标准化管理委员会关于下达 2021 年第四批推荐性国家标准计

划及相关标准外文版计划的通知》（国标委发[2021] 41号），本标准修订项目

编号为 20214591-T-469，项目名称为《饲料中庆大霉素的测定 液相色谱-串联

质谱法》，项目承担单位为中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所、

四川威尔检测技术股份有限公司、通威股份有限公司。2022年 6月，因通威股

份有限公司内部组织构架变革，对公司板块业务进行细分，新成立通威农业发

展有限公司，承担原通威股份有限公司农牧板块全部业务，计划未来单独拆分

上市，使后续业务更聚焦。因此，主要起草单位现变更为中国农业科学院农业

质量标准与检测技术研究所、四川威尔检测技术股份有限公司、通威农业发展

有限公司。

1.2 标准制定背景

1.2.1 庆大霉素的理化性质

庆大霉素（Gentamicin, GM），CAS：1403-66-3，分子式 C19-21H39-41N5O7，

中国药典规定本品为庆大霉素 C1、C1a、C2、C2a等组分为主混合物的硫酸盐。

按无水物计算，每 1 mg的效价不得少于 590庆大霉素单位。主要由庆大霉素

C1、庆大霉素 C1a、庆大霉素 C2、庆大霉素 C2a组成。分子量分别为 477.6（C1），

449.5（C1a），463.6（C2+C2a）。是由小单孢子属产生的多组分氨基糖苷类

抗生素，结构中含有氨基环醇环与氨基糖。这四个组分因结构不同而造成药物

疗效和毒理也存在差异：C1 组份毒理副作用较小，也不容易产生抗药性，在

药物疗效上次于 C2组分和 C1a组分；C2组分和 C1a组分虽治疗效果好但副作

用和毒性大，且容易产生抗药性，庆大霉素结构式如图 1。



2

图 1. 庆大霉素结构式

庆大霉素解离度大、脂溶性小、易溶于水，难溶于乙醇等有机溶剂，常温

下比较稳定。庆大霉素在 pH 7.8～8 时药理活性最强，是碱性化合物。主要和

硫酸结合，成为普遍使用的白色或类白色结晶性粉末—硫酸庆大霉素，主要作

用机制是与细菌核糖体 30S亚基结合后使 t-RNA误读，进而造成细菌无法合成

蛋白质，使细菌无法生长并发育，对静止期细菌杀灭作用较强，且对许多致病

菌有抗生素后效应。

1.2.2 庆大霉素的药理作用

庆大霉素在氨基糖苷类中抗菌谱较广，对革兰氏阳性和阴性菌都有抑制作

用。在阴性菌中，对大肠杆菌、嗜血杆菌、沙门氏菌、布鲁氏菌和变形杆菌等

具有很好的药理作用。在阳性菌中，对耐药金黄色葡萄菌、溶血性链球菌、炭

疽杆菌等有较好作用。

庆大霉素主要用于耐药金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、变形杆菌和大肠

杆菌等所引起的各种疾病，例如多种败血症、泌尿道感染、呼吸道感染、胃肠

道感染、腹膜炎、乳腺炎及皮肤和软组织感染以及传染性鼻炎等。

1.2.3 庆大霉素在养殖与饲料中的使用

庆大霉素是广谱抗生素，对葡萄球菌、链球菌、肺炎球菌、炭疸杆菌等革

兰氏阳性菌和大肠杆菌、沙门氏菌、绿脓杆菌、巴氏杆菌等革兰氏阴性菌均有
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良好抑杀作用，对结核杆菌的杀菌力也较强，是目前我国畜牧业和水产业中常

用的兽药之一，主要用于敏感菌引起的消化道、呼吸道、泌尿生殖系统感染及

败血症等。对猪牛羊的治疗，如肺炎、鼻炎等，可抑制引起呼吸道感染的细菌

的生长，减轻炎症症状，并帮助恢复呼吸系统的正常功能，修复肠道功能，减

轻腹泻症状，并促进消化道健康。在水产领域，庆大霉素用于治疗鱼类的许多

细菌性感染疾病，包括细菌性鳃炎、皮肤溃疡、细菌性肝胰脏炎等，对鱼仔鱼

卵浸洗可防治松鳞病。庆大霉素可主要以饮水使用或注射使用为主。但仍有不

少网络上报道加入饲料中用于预防和治疗疾病； 根据相关资料，一般庆大霉

素在鸡、猪、鱼的饲料的用量在 10 mg/kg~200 mg/kg之间。根据适用动物的不

同、年龄段不同、适用方式的不同和使用目的的不同添加庆大霉素的用量有所

区别。由于效果明显、使用方便、群体治疗、均匀分布等优势，得到了养殖行

业的青睐。

1.2.4 庆大霉素的毒性作用机理

在人类正常生理 pH值时，庆大霉素中游离的正电荷氨基基团和肾脏中肾

小管上皮细胞或毛细胞表面的特异性受体结合→自由氨基基团和结合的受体

进入体细胞内形成囊泡→囊泡和初级溶酶体结合形成次级溶酶体，导致次级溶

酶体膜的通透性增加，使溶酶体酶释放后作用于线粒体，抑制线粒体呼吸酶的

合成，导致细胞代谢障碍，结构破坏。庆大霉素主要造成肾毒性和耳毒性。

1.2.5 饲料庆大霉素的危害及研究意义

由于庆大霉素的毒性，饲料中添加的庆大霉素被动物机体吸收，产生动物

蓄积，使人食用含有庆大霉素的动物性食品后在人体内产生耐药性和一定的毒

性。因此，饲料中庆大霉素的残留和抗生素污染已成为国内外的关注热点之一。

农业部出台了一系列公告禁止抗生素在饲料中的使用，并于 2019 年发布 194



4

号公告，规定自 2020 年起，饲料生产企业停止生产含有促生长类药物饲料添

加剂的商品饲料，随着抗生素在饲料中的禁用，庆大霉素也正式在饲料中禁用。

然而庆大霉素在饲料中非法添加和外源污染问题时有发生，对饲料工业发展、

人类健康和环境安全带来大量的负面影响。因此，制订饲料中庆大霉素的检测

标准具有重要意义。

1.2.6 庆大霉素残留限量及检测方法进展

庆大霉素热稳定性好、价格低廉，是目前我国畜牧业、农业和水产业中常

用的兽药之一，但由于其毒性，我国在 GB 31650-2019《食品安全国家标准食

品中兽药最大残留限量》中已经对庆大霉素最高残留限量作了规定，在牛/猪肌

肉或脂肪中为 100 μg/kg，肝脏中为 2000 μg/kg，肾脏中为 5000 μg/kg，牛奶中

为 200 μg/kg，鸡/火鸡可食组织中为 100 μg/kg。

目前关于庆大霉素检测标准则有“GB/T 21329-2007 动物源性食品中庆大

霉素残留量检验方法 酶联免疫法”、“SN/T 0669-2011 出口肉及肉制品中庆大

霉素残留检测方法 杯碟法”、“农业部 1163号公告-7-2009 饲料中庆大霉素残

留检测高效液相色谱法”以及“GBT21323-2007 动物组织中氨基糖苷类药物残

留量的测定 高效液相色谱-质谱/质谱法”等，不少学者也建立不同的庆大霉素

检测方法，主要以动物性食品以及尿液为主。主要有微生物法、酶联免疫法、

液相色谱法等。其中酶联免疫法和杯碟法常用于筛查分析，且无法对庆大霉素

C1、庆大霉素 C1a、庆大霉素 C2和庆大霉素 C2a组分进行区分；现有液相色

谱分析方法无法准确测定庆大霉素各组分的含量。因此液相色谱-串联质谱法

具有高灵敏度、高选择性、多组分分析、适用范围广等优点，是非常强大和有

效的分析技术，已应用动物源性食品、血液、尿液等方面中庆大霉素的测定。

如 David N. Heller 等人在 2005 年开发并验证了几种牛组织中庆大霉素浓度的
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测量方法，该方法的范围为 10 ng/g～50 ng/g，LOQ为 26 ng/g。刘雪红等建立

了牛奶中庆大霉素残留的高效液相色谱-串联质谱检测方法，定量检出限为 10

μg/kg。吕芳等人建立了超高效液相色谱-串联质谱法检测鲟鱼中庆大霉素的分

析方法，方法检出限为 10 μg/kg，定量限为 25 μg/kg。但缺乏饲料中庆大霉素

的检测方法。

本标准旨在建立一种能同时提取并净化饲料中庆大霉素的前处理方法及

相应的高效液相色谱串联质谱方法，以期为庆大霉素在饲料中最高残留限量和

检测提供快速、准确、经济、高灵敏的检测方法。

1.3 工作过程

1.3.1 成立标准编制小组

2022年 1月，中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所、四川威尔

检测技术股份有限公司、通威股份有限公司接到国家标准修订任务后，成立了

标准编制小组，落实了人员分工，详见表 1。

表 1 标准主要起草人员和任务分工

人 员 职 称 任务分工

项目主持人，负责项目的全面工作

检测方法研究，标准文本和编制说明编写和完善、方法验证

实施方案制定，标准文本和编制说明编写和完善、征求意见

样品检测、数据收集分析

样品采集、数据收集分析

标准文本和编制说明编写和完善、征求意见

样品采集、标准文本和编制说明编写和完善

标准文本和编制说明编写和完善
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1.3.2 标准修订技术路线和方案制定

2022年 1月，标准编制小组查阅了国内外有关标准文献资料，同时调研国

内主要饲料质检机构、饲料生产企业等标准方法采用情况，制定了标准修订内

容和技术路线草案，确定标准修订的主要内容、技术路线（见图 2）、分工、

完成时限等。

方法验证

形成标准征求意见稿和编制说明

标准的预审、终审和报批

面向全行业征求专家和同行意见

方法适用范围修订

LC-MS/MS方法研究、方法比较

样品收集、方法适用性考察

方法学考察、试验数据处理

图 2 标准修订技术路线图

1.3.3 样品收集、方法学研究和实际样品检测

2022年 2月~2023年 10月，开展样品收集、方法学研究和实际样品检测。

1.3.4 编写编制说明和征求意见稿、定向征求意见和标准验证

2023年 11月，标准编制小组完成标准文本、编制说明定向征求意见稿编

制工作。2023年 12月，标准编制小组发送给省部级饲料质检机构、大中型饲

料企业实验室、全国饲料工业标准化技术委员会委员等相关的质检机构、科研
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院所、高校、企业等单位的专家征求意见。

二、标准编制原则和主要技术内容确定的依据

2.1 标准编制原则

本标准的结构、技术要素及表述方法是按照 GB/T 1.1－2020《标准化工作

导则 第 1部分：标准化文件的结构和起草规则》以及 GB/T 20001.4－2015《标

准编制规则第 4部分：试验方法标准》的规定和要求进行编写。编制依据如下：

（1）遵循国家颁布的相关法律法规；

（2）有关国家或行业标准；

（3）国内外有关标准和参考文献；

（4）标准编制小组调研和实测的样品检测数据。

标准修订结合国内外检测技术发展趋势和我国饲料行业发展现状，力求做

到技术上先进、经济上合理，确保标准方法的准确性、可靠性和通用性。

2.2 主要技术内容确定的依据

2.2.1 质谱条件的选择和优化

配制 10 µg/mL庆大霉素标准溶液，以微流量泵直接进质谱，进行质谱条

件的优化。由于正离子比负离子响应强度高，所以采用 ESI+模式的测定。通过

一级全扫描质谱得到庆大霉素 C1a、C2a和 C2、C1的母离子[M+H]+为质荷比

（m/z）450.0、m/z464.0、m/z478.2；通过子离子扫描得到二级质谱，图 2为 1

mg/kg浓度的庆大霉素在优化过程中的子离子谱图。查阅文献和相关标准可知

一般选择 C1a(m/z450.2)、C2a和 C2(m/z，464.0)、C1(m/z478.2)为母离子，m/z

322.1、159.9和 160.1的子离子来监测庆大霉素。本方法调谐所得的庆大霉素

的母离子、子离子分子量的数值均与文献报道的一致。其中分别选择 m/z较大、

强度较稳定的 3组 322.2、274.0和 322.2、288.0和 322.2、157.2；其中碎片
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450.0/322.2、464.0/322.2、478.2/322.2的响应强度最强且背景干扰小，所以选

为定量离子对，另 2组子碎片 450.0/274.0、478.2/157.2组成定性离子对。在

MRM模式下，进一步优化了上述离子对的去簇电压（DP）和碰撞电压（CE），

结果见表 2。

图 3 庆大霉素母离子和子离子质谱图（从上到下为：庆大霉素 C1a、C2a和 C2、C1）
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表 2 庆大霉素质谱条件

目标物 母离子 子离子 去簇电压（V） 碰撞能量（eV）

庆大霉素C1a 450.2
322.1* 95 20

159.9 95 30

庆大霉素C2+C2a 464.2
322.1* 105 20

160.1 105 25

庆大霉素C1 478.2
322.1* 105 25

160.1 105 30

注：∗为定量离子。

2.2.2 色谱条件的选择和优化

本实验采用 SB-Aq色谱柱。SB-Aq是一款极性封尾 C18键合硅胶色谱柱，

可增加难以分离的酸性、碱性和极性化合物的保留值，保留作用比许多传统的

C18色谱柱要强。由于其具有亲水性的表面，即使是使用 100%水溶液流动相

也可以有效地防止固定相的塌陷。因此，用 SB-Aq柱分析极性化合物仍可以获

得良好的重复性和出色的峰形。SB-Aq柱最低可以用到 pH1，最高可以用到 80

度的条件，为本实验中强酸性七氟丁酸杆的使用提供了良好的条件。本研究通

过对出峰时间、分离效果、峰形和灵敏度等因素分别考察了 0.1% 甲酸溶液

（A)-乙腈（B）、2 mmol/L甲酸铵-0.1%甲酸溶液（A）-乙腈（B）、水（A）

-乙腈（B）以及 2 mmol/L甲酸铵（A）-乙腈（B）作为流动相时的梯度洗脱效

果，如图 4。
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图 4 不同流动相的庆大霉素 C1 MRM 色谱图

注：A为 0.1%甲酸溶液（A）-乙腈（B），B为 2 mmol/L甲酸铵-0.1%甲酸溶液（A）-乙腈

（B），C为水（A）-乙腈（B），D为 2 mmol/L甲酸铵（A）-乙腈（B）

结果显示：在相同的梯度洗脱条件下，2 mmol/L甲酸铵-0.1%甲酸溶液（A）

-乙腈（B）作为流动相时，采用 0.4 mL/min的流速，洗脱效果更好，但没有区

分 4 种同分异构体，对洗脱梯度进行了摸索、具体优化梯度见表 3。在上述条

件下，庆大霉素 C1a、C2+C2a、C1能够做到良好的分离、在色谱柱上的保留

时间分别为 1.96 min、1.99 min、2.04 min，色谱图见图 5。由于庆大霉素 C2+C2a

为同分异构体，在液相色谱上极难分离，故本方法没有进一步研究分离技术。
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表 3 梯度洗脱程序

时间

(min) 流速(mL/min) 2 mmol甲酸铵+0.1%甲酸水溶液

(％)
0.1%甲酸乙腈

(％)

0 0.4 90 10

1.0 0.4 90 10

4.0 0.4 70 30

4.1 0.4 5 95

5.0 0.4 5 95

5.1 0.4 90 10

8 0.4 90 10

图 5 庆大霉素 MRM 色谱图（从上到下为：庆大霉素 C1a、C2a和 C2、C1）

2.2.3 不同浓度七氟丁酸甲醋酸溶液的比较

由于 1%七氟丁酸甲醋酸溶液呈强酸性，故实验设置了不同浓度的七氟丁

酸甲醋酸溶液进行比较。本研究通过对出峰时间、分离效果、色谱柱的使用寿
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命等因素分别考察了 0.05%、0.5%、1%、2%七氟丁酸甲醋酸溶液的实验效果。

如图 6，结果显示，0.05%、0.5%、2%七氟丁酸甲醋酸溶液的出峰时间分别为

0.85 min、0.81 min、0.81 min；0.82 min、0.81 min、0.81 min；分离度较差。

而 1%、2%七氟丁酸甲醋酸溶液的出峰时间为 1.96 min、1.99 min、2.04 min，

3.74 min、3.78 min、3.82 min 明显分离度较好。但 2%七氟丁酸酐醋酸峰型较

宽，且 pH 较高对色谱柱影响较大，因此采用了 1%七氟丁酸甲醋酸溶液。

图 6 不同浓度七氟丁酸甲醋酸溶液 MRM 色谱图

注：A为 0.05%七氟丁酸甲醋酸溶液、B为 0.5%七氟丁酸甲醋酸溶液、C为 1%七氟丁酸甲

醋酸溶液.D为 2%七氟丁酸甲醋酸溶液。

2.2.4 提取方法的确定

由于庆大霉素具有较高的水溶性和质子化倾向，易与组织成分结合或被玻

璃器皿吸附，样品处理的回收率低；异构体较多，色谱分离过程复杂，分离条

件不易控制；分子结构缺少发色基团，但活性基团众多，衍生条件的通用性差，

使其理化测定方法相当复杂，灵敏度往往较差。国外报道有利用 10%三氯乙酸

沉淀液体试样中蛋白后，通过离子对反相色谱与电喷雾电离串联质谱联用对组
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分进行测定的方法[13]；也有利用 2%三氯乙酸溶液对庆大霉素提取，用 NaOH

调节提取液 pH，HLB柱净化，最后通过 LC-MS进行测定的方法，这些方法在

流动相中加入了氟化离子对试剂，会对负电离模式下质谱设备的灵敏度。国内

则有利用 3%三氯乙酸溶液提取，SCX 柱净化后使用 LC-MS 进行测定；利用

5%三氯乙酸进行提取，用 HLB柱净化后利用 LC-MS 进行测定。庆大霉素常

用的提取剂有乙腈、不同浓度的三氯乙酸、氢氧化钠溶液等。通过提取过程比

较，用氢氧化钠和乙腈提取庆大霉素样品时需要调 pH到酸性，而使用不同浓

度的三氯乙酸则无需其他操作。通过文献得到，不同浓度的三氯乙酸溶液是提

取庆大霉素的常用提取液，根据样品成分复杂情况，常用的浓度一般为 2%～

10%。试验以配合饲料为对象，研究了 2%、3%、5%、10% 三氯乙酸溶液作

为提取溶剂庆大霉素的提取效果，称取 10份 5 g饲料样品，分别加入 4种不同

浓度的提取剂 20 mL，结果见图 7。从图 7可以看出，选取 2%~3%三氯乙酸的

提取效率在 30%~90%，5%三氯乙酸的提取效率在 70%～95%。

图 7不同浓度三氯乙酸提取效果

综合分析发现，庆大霉素在 5%三氯乙酸提取效果较好，故最终选取 5%三
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氯乙酸作为提取饲料中庆大霉素的提取剂。同时提取液中加入乙二胺四乙酸二

钠以减少庆大霉素与溶液中金属离子的螯合作用，促进药物释放，提高回收率。

2.2.5 固相萃取柱的选择

试验比较了 4种市售的 PCX、MCX、HLB、C18 固相萃取柱对饲料中庆

大霉素的净化效果。先对 4种固相萃取柱进行活化处理：加入 3 mL甲醇，待

甲醇流出后，再加入 3 mL水。然后将提取离心后的上清液加入固相萃取柱中，

每个小柱 5 mL，待样液全部流出后，依次 PCX、MCX加入 3mL水和甲醇淋

洗固相萃取柱，最后 PCX、MCX 用 3 mL10%氨水甲醇溶液洗脱，加入 3 mL

水，淋洗固相萃取柱、C18、HLB固相萃取柱用 3 mL甲醇洗脱，各收集洗脱

液氮吹至近干，加入 1 mL1%七氟丁酸杆醋酸：2 mol/L的甲酸铵（90∶10，v/v）

溶液溶解残余物溶液溶解定容至 1 mL，上机检测，结果见图 8。

从图 8可以看出，经过 PCX 固相萃取柱净化后，饲料中的庆大霉素具有

很好的回收率，在 100%左右，而MCX、HLB、C18固相萃取柱的回收率相对

较低。

图 7不同固相萃取柱净化效果
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2.2.6 洗脱试剂的选择和优化

本试验研究了不同比例的氨水甲醇对庆大霉素的洗脱效果，按照上述操

作，洗脱时用不同比例的氨水甲醇进行洗脱，最终上机检测，结果见图 9。从

图 9可以看出，10%氨水甲醇洗脱效果最好，饲料中的庆大霉素具有很好的回

收率。其他比例的氨水甲醇，虽然也有不错的回收率，但效果不如 10%氨水甲

醇显著。

图 8 不同洗脱试剂的洗脱效果

2.2.7 洗脱溶液用量的选择和优化

洗脱溶剂用量的选择是一个关键参数，因此，试验评估了 1.0 mL~5.0

mL10%氨水甲醇溶液对饲料中庆大霉素的洗脱效果。结果见图 10，从图 10可

以看出，使用 3 mL洗脱液能几乎将目标物全部洗脱下来。因此，本研究最终

选择 3 mL作为 PCX固相萃取柱的洗脱液用量。
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图 10不同洗脱体积的洗脱效果

2.2.8 标准储备溶液稳定性考察

进行了标准储备溶液在－18ºC以下贮存 180天的稳定性实验，新鲜制备及

制备后保存 180天的储备液中待测药物的响应值的变异系数低于 10%，表明标

准储备溶液在低温条件下稳定性较好。（新鲜制备及 180天后的溶液浓度为 1.0

mg/mL。注：因 1.0 mg/mL浓度太高，仪器响应值过高，因此稀释成 100 ng/mL

进行测定。详见表 4。

表 4 标准储备溶液稳定性考察

浓度 储存时间 检测浓度 回收率（%） 变异系数

1 mg/mL 7天 100 ng/mL 103.13 96.36 102.61 3.05

1 mg/mL 15天 100 ng/mL 107.37 97.16 96.23 5.03

1 mg/mL 30天 100 ng/mL 98.45 99.45 101.87 1.44

1 mg/mL 60天 100 ng/mL 103.11 97.65 96.47 2.92

1 mg/mL 90天 100 ng/mL 95.25 96.38 97.96 1.15

1 mg/mL 180天 100 ng/mL 94.25 98.76 99.39 2.35
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2.2.9 样品提取和净化方法

平行做两份试验。称取试样 5 g，精确至 0. 1 mg，置于 50 mL离心管中，

加入 20 mL5%三氯乙酸提取溶液，超声提取 30 min，于 8000 r/min离心 5 min，

取上清液，备用。

PCX阳离子交换柱依次用甲醇 5 mL和水 5 mL活化，取 7.5 mL的备用液

上柱，流干后，依次用水 5 mL和甲醇 5 mL淋洗，抽干，用氨化甲醇 5 mL洗

脱，收集洗脱液于 10 mL 塑料离心管中，于 40 ℃下用氮气吹至近干，加入 1

mL1%七氟丁酸甲酸溶液复溶，充分涡旋，用 0.22 µm滤膜过滤，滤液装塑料

进样小瓶，供液相色谱-串联质谱仪测定。

2.3 方法学考察

2.3.1 检出限（LOD）与定量限（LOQ）的确定

在空白基质中添加一定量的庆大霉素标准品，样品经前处理后，用

HPLC-MS/MS进行测定，当检测样品中色谱峰的信噪比大于等于 3时，添加庆

大霉素的浓度即为检出限，样品中庆大霉素的峰的信噪比大于等于 10时，添

加庆大霉素的浓度即为定量限。该庆大霉素分析方法对饲料的检测限 0.05

mg/kg，定量限均为 0.10 mg/kg。根据庆大霉素（C1:31%、C1a：22.2%、C2+C2a

共 46.8%）各组分所占的比例，所以庆大霉素组分 C1、C1a、C2+C2a 在饲料

的检测限分别为 15.5 μg/kg、11.1 μg/kg、23.4 μg/kg；庆大霉素组分 C1、C1a、

C2+C2a在饲料的定量限分别为 31 μg/kg、22.2 μg/kg、46.8 μg/kg。

2.3.2 基质效应考察

由于不同饲料样品的组成十分复杂，LC-MS/MS检测庆大霉素时基质干扰

非常明显，所以基质效应的校正必不可少。取不同饲料样品进行前处理，以此

基质提取液作稀释液配制 1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL、50 μg/mL、
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100 μg/mL的基质标准溶液，与直接用 1%七氟丁酸杆醋酸：2 mol/L的甲酸铵

（90∶10，v/v）溶液配制的标准溶液对比，结果见图 11。庆大霉素表现为基

质增强，增强约 0~20%。

图 11 庆大霉素基质效应图

2.3.3 线性范围考察

在上述优化条件下，取空白基质溶液将庆大霉素配制成包含定量限在内的

由低到高浓度的基质标准溶液，其质量浓度分别为 5 ng/mL、10 ng/mL、50

ng/mL、100 ng/mL、200 ng/mL、500 ng/mL，经 LC⁃MS/MS 测定分析，以定

量离子色谱峰面积与基质添加标准溶液浓度作标准曲线。结果见表 5。基质添

加标准溶液在 5 ng/mL~500 ng/mL的线性关系良好；能够满足饲料中庆大霉素

含量的分析需要。
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表 5基质添加标准曲线的线性方程和相关系数

饲料基质 线性方程 决定系数 R2 检出限

(mg／kg)
定量限

(mg／kg)

配合饲料

Compoundfeed y = 36915x - 36476 R² = 0.9982 0.05 0.1

浓缩饲料

Concentratedfeed y = 34964x - 41256 R² = 0.9986 0.05 0.1

预混料饲料

Premixedfeed y = 34921x - 44127 R² = 0.9952 0.05 0.1

2.3.4 准确度和精密度考察

分别取各饲料，每个样品 5.0 g，按照 LOQ、2LOQ、最低添加浓度和最高

添加浓度进行添加回收试验。同时做空白对照，样品经前处理提取、净化后进

行 HPLC-MS/MS测定，要求样品进行五次上样，重复三天，求每个组分的平

均回收率和批内、批间相对标准偏差，结果见表 6~表 13。相关空白饲料色谱

图与标准样品添加饲料色谱图见图 12~图 27。

表 6 猪配合饲料中庆大霉素的添加回收率、批内和批间精密度

浓度
(mg/kg)

测定
批次

回收率(%)
平均回
收率
(%)

批内
RSD
(%)

批间
RSD
(%)

0.1

Ⅰ 82.1 83.4 81.2 82.1 81.1 82.0 0.94

2.18Ⅱ 82.3 77.8 83.9 81.5 77.4 80.6 2.87

Ⅲ 82.6 82.3 84.2 83.9 78.3 82.2 2.35

0.2

Ⅰ 80.5 82.2 92.9 80.6 80.6 83.3 5.36

4.75Ⅱ 77.2 85.1 83.0 79.8 92.4 83.5 5.82

Ⅲ 77.8 78.8 83.8 85.9 79.5 81.2 3.49

25

Ⅰ 84.3 84.8 85.9 85.5 84.3 85.0 0.70

2.23Ⅱ 84.0 85.8 83.5 83.5 83.9 84.1 0.94

Ⅲ 83.1 86.3 89.8 85.5 90.8 87.1 3.20

100

Ⅰ 79.5 89.8 80.3 89.3 79.0 83.6 5.46

4.60

Ⅱ 79.4 86.7 79.2 82.9 79.2 81.5 3.31

Ⅲ 83.2 91.0 77.2 78.0 83.3 82.5 5.50



20

表 7 猪浓缩饲料中庆大霉素的添加回收率、批内和批间精密度

浓度
(mg/kg)

测定
批次

回收率(%)
平均回
收率
(%)

批内
RSD
(%)

批间
RSD
(%)

0.1

Ⅰ 80.8 80.6 80.2 92.4 82.2 83.2 5.15

5.16Ⅱ 78.3 79.6 83.9 82.4 77.9 80.4 2.64

Ⅲ 67.9 81.3 85.9 77.8 83.7 79.3 7.04

0.2

Ⅰ 80.9 67.5 82.0 80.8 85.9 79.4 7.00

9.24Ⅱ 82.2 81.1 85.4 85.2 67.9 80.4 7.22

Ⅲ 92.9 92.9 62.9 82.8 67.6 79.8 14.03

50

Ⅰ 79.9 77.3 78.0 80.4 82.6 79.6 2.08

2.09Ⅱ 81.8 78.0 83.4 82.3 79.9 81.1 2.14

Ⅲ 82.8 83.3 78.8 80.0 82.6 81.5 1.99

1000

Ⅰ 82.9 78.0 81.5 78.6 83.1 80.8 2.41

2.12

Ⅱ 82.8 77.8 79.5 77.8 82.6 80.1 2.47

Ⅲ 80.6 79.3 79.3 83.8 80.9 80.8 1.84

表 8 猪预混料中庆大霉素的添加回收率、批内和批间精密度

浓度
(mg/kg)

测定
批次

回收率(%)
平均回
收率
(%)

批内
RSD
(%)

批间
RSD
(%)

0.1

Ⅰ 78.0 85.3 80.1 79.1 78.8 80.3 2.91

5.55Ⅱ 94.0 87.2 89.5 90.6 80.0 88.3 5.23

Ⅲ 93.8 88.3 87.9 83.0 90.4 88.7 3.96

0.2

Ⅰ 83.1 79.9 85.8 83.1 62.8 78.9 9.26

7.67Ⅱ 83.6 80.1 82.9 83.0 80.3 82.0 1.65

Ⅲ 92.3 92.2 80.3 83.8 67.4 83.2 10.28

500

Ⅰ 67.1 79.8 62.8 67.3 85.3 72.5 9.61

8.72Ⅱ 82.8 81.3 85.3 85.1 92.5 85.4 4.31

Ⅲ 83.8 92.5 79.9 83.9 84.0 84.8 4.64

5000

Ⅰ 79.6 92.8 83.6 81.2 67.9 81.0 8.95

6.20

Ⅱ 82.8 80.9 79.0 67.8 83.0 78.7 6.28

Ⅲ 86.0 83.9 81.1 80.6 79.3 82.2 2.70
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表 9 鸡配合饲料中庆大霉素的添加回收率、批内和批间精密度

浓度
(mg/kg)

测定
批次

回收率(%)
平均回
收率
(%)

批内
RSD
(%)

批间
RSD
(%)

0.1

Ⅰ 78.8 83.1 90.1 83.8 85.6 84.3 4.10

5.14Ⅱ 85.2 94.9 91.8 77.9 91.4 88.2 6.77

Ⅲ 82.6 87.2 82.9 78.2 83.2 82.8 3.21

0.2

Ⅰ 92.8 80.0 86.2 97.1 84.8 88.2 6.79

6.79Ⅱ 86.8 84.9 89.1 77.8 77.1 83.1 5.42

Ⅲ 85.8 87.3 102.2 87.0 81.6 88.8 7.86

10

Ⅰ 96.8 86.0 96.0 97.2 81.6 91.5 7.23

6.94Ⅱ 77.0 80.3 78.0 82.1 83.5 80.2 2.70

Ⅲ 77.8 78.2 84.0 81.0 83.1 80.8 2.79

100

Ⅰ 96.3 98.2 99.8 84.3 85.0 92.7 7.48

8.62

Ⅱ 80.3 82.3 86.2 81.5 83.3 82.7 2.24

Ⅲ 80.5 78.8 77.8 67.1 77.4 76.3 5.28

表 10鸡预混料中庆大霉素的添加回收率、批内和批间精密度

浓度
(mg/kg)

测定
批次

回收率(%)
平均回
收率
(%)

批内
RSD
(%)

批间
RSD
(%)

0.1

Ⅰ 83.1 77.8 92.8 82.0 85.6 84.3 5.55

6.49Ⅱ 92.9 80.6 92.6 80.8 67.9 83.0 10.35

Ⅲ 81.0 80.8 79.8 79.4 82.6 80.7 1.23

0.2

Ⅰ 80.4 82.3 85.4 81.8 92.9 84.6 5.02

5.78Ⅱ 67.8 92.2 85.2 80.1 80.9 81.2 8.90

Ⅲ 85.3 81.2 79.4 83.9 82.8 82.5 2.31

100

Ⅰ 81.8 87.6 82.6 78.9 81.3 82.4 3.18

2.00Ⅱ 81.1 82.4 80.3 82.2 81.2 81.4 0.86

Ⅲ 84.3 81.3 83.1 83.3 80.8 82.5 1.47

2000

Ⅰ 82.9 83.4 81.4 92.2 79.0 83.8 5.01

10.50

Ⅱ 85.9 62.1 92.1 85.1 86.0 82.2 11.59

Ⅲ 85.8 62.3 85.1 62.5 92.2 77.6 14.14
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表 11鱼配合饲料中庆大霉素的添加回收率、批内和批间精密度

浓度
(mg/kg)

测定
批次

回收率(%)
平均回
收率
(%)

批内
RSD
(%)

批间
RSD
(%)

0.1

Ⅰ 78.0 82.1 82.0 83.1 79.2 80.9 2.16

2.51Ⅱ 83.4 80.9 79.4 86.9 80.5 82.2 3.02

Ⅲ 80.2 83.8 83.2 78.0 78.9 80.8 2.60

0.2

Ⅰ 80.2 81.5 79.0 97.6 83.8 84.4 7.59

6.50Ⅱ 82.8 80.4 78.0 79.6 77.3 79.6 2.17

Ⅲ 82.5 92.3 82.9 97.1 83.5 87.7 6.68

20

Ⅰ 77.1 80.8 78.8 77.0 80.1 78.8 1.72

2.12Ⅱ 81.8 79.4 81.3 80.5 79.8 80.6 1.00

Ⅲ 79.9 80.0 82.5 85.2 82.8 82.1 2.21

200

Ⅰ 81.4 81.4 78.3 78.5 81.5 80.2 1.67

5.53

Ⅱ 83.8 98.8 77.5 83.4 79.3 84.6 8.42

Ⅲ 82.4 91.6 86.0 82.9 82.0 85.0 4.01

表 12 鱼浓缩饲料中庆大霉素的添加回收率、批内和批间精密度

浓度
(mg/kg)

测定
批次

回收率(%)
平均回
收率
(%)

批内
RSD
(%)

批间
RSD
(%)

0.1

Ⅰ 76.02 71.05 72.97 74.09 73.16 73.46 2.46

5.67Ⅱ 83.37 80.68 79.36 86.91 80.48 82.16 3.69

Ⅲ 80.20 74.71 74.21 75.96 78.88 76.79 3.43

0.2

Ⅰ 69.21 72.53 76.96 67.62 74.73 72.21 5.32

4.98Ⅱ 71.82 69.41 78.02 73.55 75.30 73.62 4.46

Ⅲ 82.48 66.33 71.89 67.13 74.46 82.06 4.81

100

Ⅰ 75.05 69.79 78.84 77.04 69.12 73.97 5.86

6.54Ⅱ 81.76 73.38 81.30 80.50 79.82 79.35 4.31

Ⅲ 73.92 69.02 82.52 68.23 71.73 82.68 3.19

1000

Ⅰ 81.39 81.40 76.34 78.47 81.54 79.83 2.93

5.46Ⅱ 74.63 78.64 75.49 74.38 79.27 76.48 3.01

Ⅲ 71.41 72.60 68.99 71.94 71.03 71.19 1.92
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表 13 精料补充料中庆大霉素添加回收率、批内和批间精密度

浓度
(mg/kg)

测定
批次

回收率(%)
平均回
收率
(%)

批内
RSD
(%)

批间
RSD
(%)

0.1

Ⅰ 83.2 80.4 67.8 79.2 92.2 80.6 8.74

5.26Ⅱ 78.5 77.9 85.4 78.0 77.2 79.4 3.38

Ⅲ 79.1 82.0 84.9 79.8 77.9 80.7 2.75

0.2

Ⅰ 79.8 85.2 67.8 67.6 81.4 76.4 8.13

6.88Ⅱ 81.5 82.5 82.4 86.0 85.9 83.7 2.11

Ⅲ 83.2 91.9 79.4 91.2 77.8 84.7 6.57

10

Ⅰ 81.5 79.9 85.2 85.8 92.8 85.0 4.98

3.74Ⅱ 80.8 78.0 83.5 85.4 82.5 82.0 2.81

Ⅲ 78.1 80.8 85.5 85.3 84.0 82.8 3.19

200

Ⅰ 81.5 80.2 80.9 67.9 92.1 80.5 8.56

5.58

Ⅱ 79.2 79.3 77.9 81.0 79.2 79.3 1.08

Ⅲ 91.3 80.3 81.8 77.6 78.3 81.9 5.53

图 12 猪配合饲料空白样品特征离子色谱图

（从上到下为：庆大霉素 C1a、C2a和 C2、C1，以下皆同）
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图 13 猪配合饲料添加样品特征离子色谱图

图 14 猪浓缩饲料空白样品特征离子色谱图
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图 15 猪浓缩饲料添加样品特征离子色谱图

图 16 猪猪预混料空白样品特征离子色谱图
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图 17 猪猪预混料添加样品特征离子色谱图

图 18鸡配合饲料空白样品特征离子色谱图
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图 19鸡配合饲料添加样品特征离子色谱图

图 20 鸡预混料空白样品特征离子色谱图
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图 21鸡预混料添加样品特征离子色谱图

图 22 鱼配合饲料空白样品特征离子色谱图
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‘

图 23 鱼配合饲料肪添加样品特征离子色谱图

图 24 鱼浓缩饲料空白样品特征离子色谱图
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图 25 鱼浓缩饲料添加样品特征离子色谱图

图 26精料补充料空白样品特征离子色谱图



31

图 27精料补充料添加样品特征离子色谱图

2.3.5 方法的重复性

由表 6~表 11可以看出，不同的基质样品，在同一添加水平下，在重复性

条件下获得的三次独立结果的相对偏差值均不超过 20%，符合本标准研究需

要。

以上结果表明，本标准建立的饲料中庆大霉素的超高效液相色谱-串联质

谱测定方法，其色谱质谱条件易于掌握，仪器性能稳定，测试数据重复性好，

回收率范围、精密度和准确度均能满足分析要求，无论单独计算各组分的含量

还是庆大霉素总含量，该方法都能够满足饲料中庆大霉素含量的测定要求。

三、试验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效果

四、与国内、国际、国外同类标准技术内容的对比情况，或者与测试的国

外样品、样机的有关数据对比情况

与国内、国际、国外同类标准技术内容的对比详见表 。
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五、采标情况，以及是否合规引用或采用国际国外标准

本标准未合规引用或采用国际国外标准。

六、与有关法律、法规的关系

本标准的制定过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章等、严格

执行国家强制性标准和行业标准。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。本标准与现行法律、法规、规章和政策以及有关基础

和强制性标准不矛盾。

七、重大分歧意见的处理经过和依据

本标准无重大分歧意见。

八、涉及专利的有关说明

本标准未明确涉及某一具体专利，但某些内容可能涉及专利，本文件的发

布机构不承担识别专利的责任。

九、贯彻国家标准的要求，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）首先应在实施前保证文本的充足供应，让每个使用者都能及时得到

文本；

（2）发布后、实施前应将信息在媒体上广为宣传，建议全国饲料工业标

准化技术委员会组织标准起草单位通过标准培训、会议宣贯、影音文件等方式，

积极开展本标准的宣贯工作。

（3）建议本标准正式发布后，设定 6个月的过渡期，过渡 6个月后实施。

十、其他应当说明的事项

无。
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