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《饲料中黄霉素 A 的测定 液相色谱-串联质谱法》

农业行业标准制定的编制说明

一、工作概况

（一）标准制定背景及任务来源

1. 标准制定背景

黄霉素为磷酸化多糖类抗生素，其抗菌作用机制是通过干扰细菌细胞壁结构

物质肽聚糖的生物合成从而抑制细菌繁殖，其能提高饲料中能量和蛋白质的消化，

从而提高营养物质的吸收，能有效地持续肠道菌群的平衡和稳定瘤胃的 pH 值。

但黄霉素类药物对人的骨骼发育有影响，长期食用会产生造血功能障碍。2005

年欧盟农业部长会议决定，黄霉素等四种抗生素自 2006年起禁止使用。其他许

多国家也相继出台了禁用规定。我国农业农村部根据《兽药管理条例》《饲料和

饲料添加剂管理条例》有关规定，按照《遏制细菌耐药国家行动计划（2016–

2020年）》和《全国遏制动物源细菌耐药行动计划（2017–2020年）》部

署，为维护我国动物源性食品安全和公共卫生安全，也相继出台了《中华人民共

和国农业农村部公告 第 194号》《中华人民共和国农业农村部公告 第 246号》，

上述公告决定：“自 2020年 1月 1日起，退出除中药外的所有促生长类药物

饲料添加剂品种，兽药生产企业停止生产、进口兽药代理商停止进口相应兽药产

品，同时注销相应的兽药产品批准文号和进口兽药注册证书”、“自 2020年 7

月 1日起，饲料生产企业停止生产含有促生长类药物饲料添加剂（中药类除外）
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的商品饲料”、“自 2020年 1月 1日起，废止仅有促生长用途的药物饲料添

加剂等品种质量标准，注销相关兽药产品批准文号和进口兽药注册证书”。其中

“黄霉素预混剂”“黄霉素预混剂(发酵)”注销了兽药产品批准文号和进口兽药

注册证书，停止生产、进口、经营、使用。

饲料是人类的间接食品，饲料质量的好坏以及是否安全，直接影响畜禽的正

常发育、健康成长，生态环境的可持续发展和人类健康。当前饲料安全及畜产品

安全问题已经引起全社会的关注。而饲料中违规以及超剂量添加药物是饲料安全

的隐患之一，目前我国检验检疫部门已将黄霉素列为饲料和动物源性食品残留监

控计划，因此有必要制定饲料中黄霉素的检测方法，为饲料中黄霉素检测及监管

提供技术支持。

目前国内多使用高效液相色谱法对预混剂中黄霉素的不同组分进行鉴别研

究，其中杨秀玉等利用高效液相色谱检查不同厂家（重庆大新药业有限公司、浙

江升华拜克生物股份有限公司、浙江钱江生物技术有限公司、西安亨通光华制药

有限公司、中牧实业股份有限公司，共 28批次黄霉素原药）黄霉素中黄霉素 A

的相对量，最终测得黄霉素 A的相对量在 55.4%-80.9%之间。也有文献报道

使用离子对试剂分析鉴别黄霉素。虽然上述方法可以简单快速的鉴别黄霉素的不

同成分，但是这些方法仅仅依靠不同组分极性的差异来进行区分，检测结果并不

准确。液相色谱-串联质谱以灵敏度高、特异性强、检测时效等优势可以为饲料

中黄霉素的检测提供更多的优势。

目前我国尚没有饲料中黄霉素的测定的相关标准。因此，需建立饲料中黄霉

素的检测方法。通过制定《饲料中黄霉素的测定 液相色谱-串联质谱法》标准，
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可以科学地界定该物质是否在饲料中违规使用，对保障动物源性食品安全具有重

要意义。

2.任务来源

根据全国饲料工业标准化技术委员会下达的饲料工业国家标准、行业标准制

定文件，上海市质量监督检验技术研究院和上海市兽药饲料检测所承担了《饲料

中黄霉素的测定液相色谱-串联质谱法》农业行业标准制定工作（项目编号为

HYB-20273），该标准由全国饲料工业标准化技术委员会归口。

（二）主要工作过程

1.成立标准编制小组

2020年 8月，上海市质量监督检验技术研究院接到农业行业标准《饲料中

黄霉素 A的测定液相色谱-串联质谱法》制定任务后，对该标准的具体工作进行

了认真研究，确定了总体工作方案，并成立了以上海市质量监督检验技术研究院

和上海市兽药饲料检测所为首的标准制定工作组。

2. 查询国内外相关标准和文献资料

2020年 8月～11月，本标准编制组成员查询和收集了国内外相关标准和

文献资料，确立了标准制定的指导思想，形成了开题报告和标准草案，并制定了

初步的实验方案。
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3. 确定标准制定技术路线，制定原则

2020年 11月，上海市质量监督检验技术研究院召开了标准开题论证会，

会上标准编制组介绍了对国内外相关分析方法的研究，标准制定的技术路线和技

术难点，以及拟开展的主要工作等内容。

4.进行论证实验，确定方法主要试验技术内容制定的合理性

2020年 12月～2021年 3月，在查询、收集国内外相关标准、文献和技

术资料的基础上，在参照国际和国外先进标准的基础上，结合目前的实际情况，

初步确定了标准的制定和相应的试验方法，形成了标准草案。

2021年 4月～2021年 10月，工作组对标准草案进行了多次讨论研究，

2021年 5月 8日邀请中国检验检疫科学研究院、国家食品安全风险评估中心、

北京疾病预防控制中心、上海疾病预防控制中心、益海嘉里粮油研发中心、上海

市食品安全研究所、上海市农科院质标所等多位专家，针对标准研制过程中遇到

的主要问题，听取与会专家意见并进行研讨。课题组后续根据专家的意见对标准

中采用的试验方法进行了研究与方法验证工作，积累了研究数据。

5. 编写标准征求意见稿

2021年 11月～2021年 12月，对方法研究过程中出现的问题和困难，

标准工 作组进行了认真研究分析，并得以解决，完善了方法的准确性和可靠性，

在此基 础上完成了标准文本及编制说明的征求意见稿。
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6.定向征求意见

2021年 12月～2022年 1月，征求发函了 28 个相关质检单位和企业，

其中回函单位和企业 26 个，未回函 2 个；提出意见单位 26 个，无意见单

位 0 个。共提出意见 92 条，采纳 83 条，部分采纳或不采纳 9 条。根据征

求的相关质检单位和企业的意见基础上，对标准内容进行了补充完善，在此基础

上，编写完成了《饲料中黄霉素 A的测定液相色谱-串联质谱法》标准文本及编

制说明的征求意见稿。

7.组织方法验证

2022年 1月～2022年 2月，方法经上海海关动植物食品中心、上海市疾

病预防控制中心和上海市农业科学院农产品质量标准与检测技术研究所验证。验

证结果表明，该标准方法设计合理，实用有效。液相色谱-串联质谱法的检出限、

定量限、标准曲线范围、准确度与精确度均能满足添加剂预混合饲料、配合饲料

和浓缩饲料中黄霉素 A的测定要求。

8. 组织制定标准的预审，形成公开征求意见稿

8.1 组织预审查会

2023 年 4 月 20 日，上海市兽药饲料检测所组织专家对上海市兽药饲料

检测所、上海市农业科学院农产品质量标准与检测技术研究所起草的农业行业标

准《饲料中黄霉素A的测定液相色谱-串联质谱法》（预审稿）进行了认真审查。
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由 8 位专家组成的专家组在听取起草专家汇报的基础上，专家组审查了标准文

本及编制说明，提出如下修改意见：1.建议标准名称修改为“饲料中黄霉素A的

测定 液相色谱-串联质谱法”，并在编制说明中补充相关说明。2. 编制说明按

照《国家标准管理办法》相关要求进行修改完善，详细列出批内、批间回收率和

精密度试验数据。3.按照GB/T 1.1-2020、GB/T 20001.4-2015的要求规范标

准文本及编制说明。

与会专家一致同意标准起草单位按照上述意见修改形成公开征求意见稿，报

全国饲料工业标准化技术委员会秘书处。

8.2 根据预审查会议的审查意见，完善标准文本及编制说明，形成公开征求意见

稿

预审查意见处理情况：

意见1：1.建议标准名称修改为“饲料中黄霉素A的测定 液相色谱-串联质

谱法”，并在编制说明中补充相关说明。

处理：采纳

试验首先用高效液相色谱分离出5种主要黄霉素成分。得出黄霉素A占有关

键作用；其次用超高分辨质谱仪精确测定黄霉素A的含量；最后要高分辨四极杆

飞行时间质谱仪来确定黄霉素A在分离洗脱过程中，没有收到其他物质的影响。

ALTA SCIENTIFIC.于2022年2月在工业上分离出黄霉素A的单标，试验最

终通过黄霉素A的基质匹配曲线进行方法学验证。并用黄霉素A去校准黄霉素标

样，结果符合面积归一化法得出的结论，因此将标准名称确定为“饲料中黄霉素
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A的测定 液相色谱-串联质谱法”。

意见2：编制说明按照《国家标准管理办法》相关要求进行修改完善，详细

列出批内、批间回收率和精密度试验数据。

处理：采纳

编制说明已按《国家标准管理办法》相关要求进行修改完善，并在编制说明

中已经列出批内结果的7组原始数据，和批间结果的4周平均值原始数据。

意见3：按照GB/T 1.1-2020、GB/T 20001.4-2015的要求规范标准文本

及编制说明。

处理：采纳

已按 GB/T1.1-2020、GB/T20001.4-2015 的要求及预审意见处理汇总

表，对文件进行了相应的结构调整和编辑性改动，规范了文件，并对编制说明进

行了完善，如在背景中列出了不同企业测定的不同批次中黄霉素原料中黄霉素A

的相对含量等。
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二、标准编制原则和主要技术内容确定的依据

（一）标准编制原则

2.1.1 规范性

技术要素内容通过充分调研，科学评估、客观评价，以科学技术和实验数据

为依据；依据依据 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》和 GB/T 20001.4-2015《标准编写规则 第 4 部分：试验方法

标 准》的规定起草编制。

2.1.2 适用性

根据我国《饲料添加剂品种目录》（农业部公告 2013 年第 2045 号发布，

2014 年 2134 号、2017 年 2634 号、2018 年第 53 号修订）收载饲料添加剂

产品的现状， 提出高效液相色谱-串联质谱试验的合理通用方法。

2.1.3 客观性

广泛征求意见，合理采纳各相关方意见与建议。

2.1.4 协调性

制定的标准与现行有效的标准之间能相互协调，避免重复和不必要的差异。
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2.1.5 易用性

标准编制工作组对相关的国内外标准、技术资料进行分析、研究，参考了国

内外黄霉素相关高效液相色谱-串联质谱限量试验的研究方法，同时结合国内检

测机构及饲料添加剂生产企业的质量控制及检验水平的实际情况制定了该标准。

与此同时标准的内容便于 检测机构和生产企业使用，并且易于被其他标准引用

或剪裁使用。

（二）主要技术内容确定的依据

本标准的主要技术内容（包括技术要求和试验方法）说明如下：

2.2.1 与国内外相关标准的对比情况

关于黄霉素相关检测方法的标准有 DB 32/T 1279-2008 《饲料和饲料添

加剂中黄霉素 A的测定高效液相色谱法》[1]和 DB34/T1358-2011《饲料中黄

霉素的测定—高效液相色谱法》[2]，虽然上述液相方法可以简单快速的鉴别黄霉

素的不同成分，但是这些方法仅仅依靠不同组分极性的差异来进行区分，容易出

现假阳性的结果。同时，高效液相色谱因其灵敏度的限制，无法测定基质中低含

量的黄霉素[3]。液相色谱-串联质谱法以灵敏度高、特异性强、检测时效等优势

可以为饲料中黄霉素的检测提供更多的优势[4]。西班牙 Sandra Pérez[5]专家团

队和墨西哥 M.W. Moeller专家团队均已尝试使用液相色谱-串联质谱法测定动

物源性肉制品中黄霉素的含量，主要包括肌肉和肝脏基质。但饲料基质相对于肉

制品来说更为复杂，饲料基质有多大 200种以上，不用的饲料品种（组成成分，
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颗粒大小）都对最终黄霉素的回收率和稳定性有很大的影响。目前国内还没有饲

料中黄霉素含量检测的液相色谱串联质谱的标准。本标准结合地方标准和已收集

到的国内外关于黄霉素的检测文献，利用液相色谱-串联质谱法对黄霉素进行定

量分析。

2.2.2 方法主要试验技术制定与验证

本标准所用试剂和水，在没有注明其他要求时，均指分析纯试剂和 GB/T

6682中规定的一级水。试验中所用溶液在未注明用何种溶剂配制时，均指水溶

液。

试样的制备均按 GB/T 14699.1抽取有代表性的饲料样品，用四分法缩减

取约 200 g，按照 GB/T 20195制备样品，粉碎后过 0.42 mm孔径的分析筛，

混匀，装入磨口瓶中，备用。

2.2.3 高效液相色谱法分离黄霉素主成分

黄霉素是以黄霉素 A（C69H108N5O34P）、黄霉素 A12（C68H106N5O34P）、

黄霉素 C1（C62H96N5O28P）、黄霉素 C3（C63H98N5O28P）、黄霉素 C4

（C63H98N5O29P）等为主的混合物。值得一提的是，黄霉素药物均以混合物的

形式添加至饲料基质中。本实验首先通过高效液相色谱技术来确定黄霉素混合物

中起到最关键性作用的活性成分。

2.2.3.1 仪器条件的确定

（1）色谱柱的选择

黄霉素类物质为强极性弱酸性化合物，在反相柱上不易保留，并且 5类活
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性成分之间的化学性质相近，与色谱柱填料之间相互作用力的差异可能也不大。

为确保其在液相系统中得到充分分离，在方法研究过程中，本试验考察了

Agilent Eclipse XDB-C18 5μm, 250 x 4.6mm、Diamonsil 5μm C18(2),

250 x 4.6mm、Diamonsil Plus 5μm，250 x 4.6 mm、DIKMA Platisil 5μm

ODS, 250 x 4.6 mm、DIKMASpursil 5μm C18, 250 x 4.6 mm，5种主要

针对强极性化合物的预选分离柱。如图 1所示，普通改良的 C18色谱柱无法很

好分离出黄霉素 C1、黄霉素 C3, 黄霉素 C4，此 3类物质会包裹在黄霉素 A的

主峰中，并且黄霉素 A12和黄霉素 A也没有充分分离。结果表明，黄霉素能在

更适合酸性盐流动相体系下的铂金柱 DIKMAPlatisil 5μm ODS, 250 x 4.6

mm才能得到较好的分离，提供更好的峰型、响应和分离效果，可能因为铂金

柱中去活化的酸性游离硅羟基固定相对 5种活性组分在四氢吡喃基团上不同的

R1,R2,R3基团有着不同的分子间作用力，从而产生了不同的洗脱分离结果（表 1）。

因此，本实验室研究选择其进行下一步试验分析。实验室可根据具体情况择优选

取分离效果类似的色谱柱。

表1黄霉素活性成分的结构信息

组分/基团 M R1 R2 R3

黄霉素 A 1581.6 CH3 OH D-葡萄糖基

黄霉素 A12 1567.6 OH H D-葡萄糖基

黄霉素 C1 1389.6 OH H H

黄霉素 C3 1403.6 CH3 OH H

黄霉素 C4 1419.6 CH3 OH OH
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图1 (A). Agilent Eclipse XDB-C18色谱柱

图1 (B). DIKMASpursil 5μm C18色谱柱

http://www.baidu.com/link?url=w3iZzoyQ5Kbt4mzCYooyMsJB3sf1qHQ6dZBL5geHlb6UyvduT2gu5TWbcJ1uMkTEsE4rl8YbVBjv8hUTowmMRK
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图1 (C). Diamonsil 5μm C18(2)色谱柱

图2. DIKMA Platisil 5μm ODS色谱柱

（2）流动相的确定
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高效液相色谱中流动相的配比会是影响目标化合物分离的主要因素。本试验

参考安徽省地方标准 DB32/T 1279-2008和 DB34/T 1279-2008标准，试验

选择 20mmol/L甲酸铵和乙酸铵分别作为预选水相，乙腈和甲醇作为预选有机

相，将流动相以 30:70，40:60，50:50, 60:40，40:60的比例分别研究黄霉

素的检测灵敏度及出峰情况。实验表明，甲酸铵和乙酸铵均属于弱酸弱碱盐，阴

离子和阳离子均水解，水溶液显中性，无法分离得到目标物，需要将溶液 pH值

用甲酸调整到 5.0，此时能得到较明显的目标峰。甲酸铵和乙酸铵没有明显区别，

但有相关文献报道，在 pH为 3.5-5.5时，相同浓度的乙酸铵-酸溶液比甲酸铵-

酸溶液缓冲能力强，而甲酸铵-甲酸溶液在 pH3-3.5缓冲能力更好,因此本试验

选择乙酸铵为水相。当有机相溶液采用甲醇时，目标物在相同洗脱程序下出峰时

间略晚，并伴有拖尾的情况，容易与后面杂质峰包裹在一起，造成定量的误差。

同时，考虑到乙腈与水相互溶时柱压小于甲醇与水互溶时的柱压，可以有效延长

色谱柱的耐用性,因此本试验选择乙腈为有机相。

另外，当有机相的比例大于 48%时，黄霉素 C1、黄霉素 C3, 黄霉素 C4的

出峰时间明显前移，与主峰黄霉素 A包裹在一起；当有机相的比例小于 43%时，

黄霉素 A12会延后，同样会与黄霉素 A包裹在一起。流动相比例在 45%左右，

能得到最稳定的分离效果。5个化合物在 6次平行性试验得出的出峰时间的偏差

在 2.5%以内。

本试验研究出 pH为 5.0的乙酸铵为水相，乙腈为有机相，流动相比例为

55:45的体系，表现出优良的洗脱分离效率。液相色谱参考条件如下：

色谱柱：DiKMAPlatisil 5μm ODS, 250 x 4.6 mm，或性能相当者；
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柱温：35℃；

进样量：20μL；

流动相：乙酸铵:乙腈= 55:45；

检测器：检测波长 258 nm。

（3）黄霉素标准品各组分含量的测定

黄霉素混合物中的 5种主要活性成分可根据以上色谱条件分离后的结果，

利用面积归一化法测定各自占比。通过图 3可知，其中黄霉素 A的占比大于 85%，

起到关键性作用，与标准品证书中的信息和外国文献的结果基本吻合。

图3. 黄霉素各成分的占比

表2. 黄霉素A在黄霉素混合物中的占比（n=6）
标准品公司 黄霉素 A（%） 黄霉素 A1（%） 黄霉素 C1（%） 黄霉素 C3（%） 黄霉素 C4（%）
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Toronto Research Chemicals Inc ，

Canada

86.6±0.68 5.42±1.06 2.68±0.81 3.43±1.01 1.76±0.76

Alta Scientific Co., Ltd, China 87.2±0.25 4.79±0.52 2.77±0.58 3.92±0.26 1.34±0.23

Sigma-Aldrich，U.S.A 86.1±0.43 5.06±0.37 2.81±0.27 3.48±0.32 2.35±0.76

Dr. Ehrenstorfer GmbH，German 85.8±0.16 5.27±0.61 2.27±0.29 3.71±0.87 2.83±0.30

由表 2可知，利用上述高效液相色谱条件分离得到的黄霉素各组分，经面

积归一化法得出黄霉素 A的占比为 86.4%，相对标准差为 1.8%。实验数据十

分稳定，不同公司标准品中，黄霉素 A所占黄霉素混合物的比例都在 86%以上。

而其他组成的含量占比有着一定的波动，不过总体在可控范围内，也没有对黄霉

素 A造成相应的影响。因此，实验结果可以说明黄霉素 A物质在黄霉素混合物

中起到最主导作用，可以用黄霉素 A的结果来表达黄霉素物质在样品中的含量。

此结果已转化为研究论文《基于面积归一化法对饲料中黄霉素总残留量的研究》

被饲料领域最权威核心杂志的《中国粮油学报》收录。

2.2.4 高效液相色谱-串联质谱定量黄霉素 A 含量

2.2.4.1 试剂或材料：

水：一级水；

甲醇：色谱纯；

乙腈：色谱纯；

甲酸：色谱纯；

仪器设备：分析天平：精度为 0.1 mg和 0.01 mg；高效液相色谱仪-串联四级

杆质谱；高速冷冻离心机；多管漩涡振荡器。

http://www.baidu.com/link?url=zuhqQM3OAfzvSgZHX4jIAW4P-YyAWBNumGwz1j8NYjEesnVjq_9mt4wxanKiO5ji
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2.2.4.2 标准工作液的制备

（1）标准储备液的制备（1 mg/mL）

称取黄霉素标准品（CAS:11015-37-5,≥96.2%）10 mg（精确至 0.01 mg）

于 10 mL容量瓶中，用甲醇溶解定容。于-20℃下保存，有效期为 6个月。

（2）标准中间溶液的制备（10 μg/mL）

准确移取黄霉素标准储备溶液（2.2.3.1）1.00 mL于 100 mL容量瓶中，

用甲醇定容。配成浓度为 10 μg/mL，于-18℃保存，有效期为 1个月。

2.2.4.3 仪器条件

液相色谱-串联质谱联用方法的灵敏性高，定性准确，决定选用液相色谱-串

联质谱法作为定量分析的方法。

（1）质谱条件的优化

黄霉素标准品（纯度≥96.2%）是以黄霉素 A（C69H108N5O34P）、黄霉

素 A12（C68H106N5O34P）、黄霉素 C1（C62H96N5O28P）、黄霉素 C3

（C63H98N5O28P）、黄霉素 C4（C63H98N5O29P）为主的混合物。考虑到 5种

物质的分子量均在 1000以上，将配制的质量浓度为 1.0 µg/mL 的黄霉素标准

溶液通过注射泵注入质谱仪中进行一级质谱全扫描（分子量扫描范围：

50-2000），黄霉素在电离过程中产生 2个明显的母离子，分别为[M-H]-m/z

1580.7和[M-H]-m/z 789.9，其中[M-H]-m/z 789.9的响应远高于[M-H]-m/z

1580.7(图 4上)。因此在质谱优化过程中以 789.9作为黄霉素的母离子，根据

文献可知[M-H]-m/z 789.9为黄霉素 A的母离子，并且利用高效液相色谱技术

已经得出，黄霉素物质中，黄霉素 A组分的占比在 86%以上，为最主要的活性
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成分。因此可以利用液相色谱串联质谱主要测定黄霉素 A的含量。

图 4. 母离子[M-H]-m/z 789.9全分子量扫描

同样地，将母离子[M-H]-m/z 789.9进行二级质谱全扫描（分子量扫描范

围：50-800），有且仅有[M-H]-m/z 789.9/553.9和[M-H]-m/z 789.9/575.9

两对显著子离子，且 2 个通道几乎都没有杂质干扰(图 4 下)。黄霉素 A 在

[M-H]-m/z 789.9 /575.9 通道处的响应最高，因此，实验选择[M-H]-m/z

789.9 /575.9 和[M-H]-m/z 789.9/553.9 作为黄霉素的定性离子对，其中

[M-H]-m/z 789.9 / 575.9作为黄霉素 A的定量离子对。

比较其提取离子色谱图的响应和峰型，依次优化鞘气流速、辅助气、吹扫气、

离子传输温度和雾化器温度，然后优化电离电压，在定性分析软件中，选择最优
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电压参数。当碰撞能达到 25eV时，789.9/575.9的响应达到峰值 1.41e8（如

图 5）；当碰撞能达到 30eV时，789.9/553.9的响应达到峰值 1.95e7（如

图 6）。从而确定黄霉素最终的质谱条件，见表 3。

图 5. 优化[M-H]-m/z [789.9/575.9]- CE值
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图 6. 优化[M-H]-m/z [789.9/553.9]- CE值

最终确定质谱仪器的方法参数如下：

电离方式：电喷雾电离，负离子模式（ESI-）；

检测方式：多反应监测（MRM）；

脱溶剂气流速：1000 L/h；反吹气流速：150 L/h；

雾化器温度：550 ℃；电离电压：3.0 kV；源温度：150 ℃。

多反应监测（MRM）离子对、锥孔电压及碰撞能量见表 3。

表 3.采集离子对信息

被测物名称
监测离子对

（m/z）

锥孔电压

（V）

碰撞能量

（eV）

黄霉素
789.9>553.9 25 30

789.9>575.9* 25 25

注：质谱条件仅供参考，当采用不同质谱仪器时，仪器参数可能存在差异，测定前应将质谱参数优化到最佳。

根据液相色谱-质谱法技术特点以及欧盟 2002/657/EC文件中对兽药残留

测定法中有关液相色谱－质谱法定性判断的标准，最终确定定性离子丰度比的相

对偏差的范围，见表 4：

表 4.定性确定时相对离子丰度的最大允许偏差

相对离子丰度/% ＞50 ＞20～50 ＞10～20 ≤10

允许的相对偏差/% ±20 ±25 ±30 ±50
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最后，为了验证黄霉素 A的色谱分离具有唯一性，不受其他组分的影响。本

实验还利用 LC-Q-TOF-MS高分辨四极杆飞行时间质谱仪研究了 5种成分的分

离结果。最终发现，黄霉素 A在 9.087min出峰，此时没有其他黄霉素组分的

干扰峰出现（图 7）。

图 7. 黄霉素在 LC-Q-TOF-MS高分辨四极杆飞行时间质谱仪

中母离子的全扫色谱结果

图 中 由 下 而 上 依 次 为 8.933min 处 黄 霉 素 A12 [M-2H]2- m/z

1567.6/782.8 的母离子全扫图；9.087min 处黄霉素 A [M-2H]2- m/z

70:30acn-c8

m/z
200 400 600 800 1000 1200

%

0

100

m/z
200 400 600 800 1000 1200

%

0

100

m/z
200 400 600 800 1000 1200

%

0

100

m/z
200 400 600 800 1000 1200

%

0

100

m/z
200 400 600 800 1000 1200

%

0

100

20210914flavomycin100ugml-2 2139 (10.279) 1: TOF MS ES- 
1.39e3708.8042

171.0126258.7672432.6586 709.8072
978.0767

20210914flavomycin100ugml-2 2081 (9.995) 1: TOF MS ES- 
2.37e3700.8052

311.1899
370.8170

796.8312

798.3429

20210914flavomycin100ugml-2 2002 (9.606) 1: TOF MS ES- 
2.03e3693.7970

108.9018
263.1658 520.6807694.7978

898.6026

20210914flavomycin100ugml-2 1893 (9.087) 1: TOF MS ES- 
9.12e4789.8298

265.1480
790.8301

20210914flavomycin100ugml-2 1866 (8.933) 1: TOF MS ES- 
1.39e4782.8191

265.1480
801.7972

A1

A

C1

C3

C4



25

1581.6/789.9 的母离子全扫图；9.606min 处黄霉素 C1 [M-2H]2- m/z

1389.6/693.9 的母离子全扫图；9.995min 处黄霉素 C3 [M-2H]2- m/z

1403.6/700.9 的母离子全扫图；10.279min 处黄霉素 C4 [M-2H]2- m/z

1419.6/708.9的母离子全扫图。

值得注意的是，虽然 LC-Q-TOF-MS高分辨四极杆飞行时间质谱仪能较好地

分离 5种活性成分，但定量的稳定性却不是很理想，相对标准偏差在 11.7%以

上。因此，本方法最终确定使用复合式色谱体系确定基质中黄霉素的残留量，包

括高效液相色谱的有效分离，液相色谱串联质谱的精确定量和高分辨四极杆飞行

时间质谱的唯一性验证。

根据质谱条件的优化结果，结合高效液相色谱得出的分离结果。本试验认为

黄霉素 A化合物在黄霉素中具有主导性作用，利用黄霉素 A来表示黄霉素在样

品基质中的含量是可行的。因此，在后续的验证过程中，其统计数据均用来表示

黄霉素的残留含量。

（2）色谱柱的选择

黄霉素极性较强，根据其结构性质，以及饲料复杂的基质情况，在方法研究

过程中，试验比较了Waters ACQUITY BEH C18(100mm×2.1mm，1.7 μm)、

Thermo C18(100mm×2.1mm ， 2.6 μm) 、 Waters Atlantis T3(100

mm×2.1 mm, 3µm)、Agilent SB-C18(100mm×2.1mm，1.8 μm) 4类色

谱柱对目标物分离度和灵敏度的不同影响。结果表明，Thermo C18色谱柱导致

黄霉素容易受到杂质干扰，峰型不理想（如图8）；Waters ACQUITY BEH C18

色谱柱导致黄霉素出峰时间太早，并且伴有基质前拖效应（如图9）；Agilent
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SB-C18色谱柱导致黄霉素响应较低，伴有明显的拖尾效应（如图10），Waters

Atlantis T3色谱柱峰型较好，响应高，出峰时间也更适合，色谱柱峰型更对称

（如图11）。Waters Atlantis T3是改良的C18色谱柱，使用高纯度硅胶及双键

键合技术，并对填料的孔径大小、端基封口以及 C18的键合密度进行优化，从而

使 Atlantis 色谱柱具有对黄霉素保留能力强，在水流动相中性能稳定，对低

pH 条件下的色谱十分有利，能保证黄霉素具有良好的稳定性，适合本试验的检

测需求。
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图 8. Thermo C18色谱柱

图 9. Waters ACQUITY BEH C18色谱柱
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图 10. Agilent SB-C18色谱柱

图 11. Waters Atlantis T3色谱柱

（3）流动相的选择

本试验的流动相分别选取乙腈、甲醇作为备选有机相，负模式下以超纯水、

20mmol/L乙酸铵和 0.1%氨水为备选水相。将流动相两两配比，结果表明甲醇

和乙腈作为有机相，都能较好的分离出黄霉素，但乙腈相对于甲醇，系统整体的

柱压下降了 13%，目标峰的保留时间也更为稳定。另外，在负离子模式下，碱

性条件的流动相有利于提高离子的响应，但本实验发现，在高 pH值的流动相体

系下，黄霉素 A的响应没有显著提升，从图 12和图 13可知，高 pH值的碱性
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流动相反而降低了黄霉素 A的响应值，主要与黄霉素呈弱酸性有关，碱性条件

抑制其电离。相反，试验再次尝试了 pH5.0的 20mmol/L乙酸铵作为水相，其

使得黄霉素 A的离子峰形更加尖锐，响应也更高（图 14）。另外，因为黄霉素

极性较强, 饲料样品基质较复杂，因此试验选择梯度程序洗脱，并且起始的有机

相比例要控制在 10%左右，有机相比例太小，黄霉素 A洗脱不完全（如图 15），

有机相比例太高，出峰太早，伴有溶剂效应。洗脱程序见下表 5：

图 12. 水/ 乙腈作为

流动相
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图 13. 0.1%氨水/乙腈作为流动相

图 14. 20mmol/L乙酸铵/乙腈作为流动相
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图 15. 黄霉素 A洗脱不完全

表 5.液相梯度洗脱程序

时间

(min)
A
(%)

B
(%)

0.00 90 10

1.00 90 10

1.10 5 95

4.00 5 95

4.10 90 10

7.00 90 10

液相条件的确定

色谱柱：Waters Atlantis T3柱，100 mm × 2.1 mm，3 μm，或性能相当

者；
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柱温：35℃；

进样量：10 μL；

流动相：A：20 mmol/L 乙酸铵溶液，B：乙腈，

流速：0.4mL/min。

2.2.4.4 提取条件

（1）提取剂的确定

通过对黄霉素 A分子结构的研究，试验选用甲醇、乙腈和甲醇水对畜、禽 2

类饲料基质（添加剂预混合饲料、配合饲料、浓缩饲料）进行探究来确定最佳的

提取溶剂（表 6）。结果表明，当提取剂为甲醇，2类基质（3种饲料）的提取

效率均较高，接近 80%，而另外 2种提取效率低。结果主要与黄霉素极性很强，

并只溶于水和低分子醇类，不溶于其他有机溶剂的化学性质相关。因此，实验选

择甲醇作为提取剂，并考查了 10%氨化甲醇、10%乙酸铵甲醇和 0.1%甲酸甲

醇对于回收率的影响，如表 7所示，结果表明，0.1%甲酸甲醇能进一步提升黄

霉素的回收率，甲酸具有协助甲醇沉淀蛋白类杂质的作用，进一步降低了基质效

应，提升了黄霉素 A的回收率。另外，考虑到黄霉素 A在电离过程中会失去电

子，所以本试验用 10%氨化甲醇作为提取液，不过回收率有一定的下降，经查

阅文献可知，氨化甲醇作为提取液可能更适用于肉制品基质中黄霉素 A的提取，

对于基质更为复杂的饲料基质来说，氨水提取时，会造成饲料黏糊成颗粒团，降

低提取回收率的同时，影响结果的稳定性。同时，本试验参考国外文献尝试用

10%乙酸铵甲醇作为提取液，但回收率没有显著提高。综合考虑，本试验选择

0.1%甲酸甲醇作为提取剂，其回收率在（80.9±1.02）%。
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表 6.不同提取剂对不同饲料中黄霉素 A提取回收率的影响（n=6,4LOQ）

提取剂 甲醇 乙腈 甲醇-水

（畜）添加剂预混合饲料 77.9±0.52 10.9±2.63 56.3±2.43

（畜）浓缩饲料 80.4±0.27 18.6±1.89 66.7±1.55

（畜）配合饲料 77.5±0.63 13.2±2.01 61.5±0.87

（禽）添加剂预混合饲料 70.3±0.92 13.2±2.73 54.3±1.96

（禽）浓缩饲料 80.1±0.86 16.2±2.67 63.2±1.44

（禽）配合饲料 76.8±0.65 16.8±3.28 59.6±2.01

平均回收率 78.8±0.68 14.8±2.68 60.3±2.25

表 7.不同甲醇提取剂对不种饲料中黄霉素 A提取回收率的影响（n=6,4LOQ）

（2）净化条件的确定

基质经过 0.1%甲酸甲醇提取后，回收率已经可以达到 80.9%。为进一步

提升黄霉素 A的回收率，试验吸取 2 mL上清液，选择 C18、Oasis HLB, Oasis

PRiME HLB和氨基 Amino-NH2固相萃取小柱进行净化条件考察（饲料中，抗

生素的添加含量通常较高，无需浓缩）。实验发现，只有 Oasis PRiME HLB对

提取剂 0.1%甲酸甲醇 10%氨化甲醇 10%乙酸铵甲醇

（畜用）添加剂预混合饲料 78.6±0.21 53.9±1.63 78.2±0.85

（畜用）浓缩饲料 86.2±0.32 68.6±1.25 76.9±2.35

（畜用）配合饲料 81.3±0.64 56.8±1.24 77.9±3.24

（禽用）添加剂预混合饲料 75.2±0.51 59.4±1.32 74.3±0.45

（禽用）浓缩饲料 81.6±0.54 70.5±1.32 80.4±0.47

（禽用）配合饲料 78.7±0.33 67.8±2.54 77.6±1.36

平均回收率（%） 80.9±1.02 62.8±1.34 77.9±0.92
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于回收率有一定的提升作用（表 8）。

表 8. 不同净化条件对饲料中黄霉素 A的提取效率（n=6,4LOQ）

净化方式 C18 Oasis HLB Oasis PRiME HLB Amino-NH2

（畜用）添加剂预混合饲料 74.4±0.21 78.9±0.32 80.9±0.64 43.9±0.36

（畜用）浓缩饲料 75.0±0.52 81.6±0.43 88.1±0.32 57.9±0.54

（畜用）配合饲料 73.6±0.36 77.9±0.59 81.7±0.35 60.8±0.39

（禽用）添加剂预混合饲料 70.6±0.31 77.5±0.98 79.2±0.60 52.6±0.75

（禽用）浓缩饲料 73.5±0.84 80.2±0.54 83.8±0.41 66.4±0.89

（禽用）配合饲料 74.2±0.69 76.9±0.87 81.9±0.28 58.7±0.66

平均回收率（%） 73.6±0.87 78.8±0.69 82.6±0.34 56.7±0.57

利用普通 C18和 HLB净化提取液，得到的黄霉素 A回收率有一定的下降，

无法充分地去除杂质，且在洗脱过程中，因为饲料基质的复杂性，导致 SPE柱

经常堵塞，对实验结果的稳定性有一定的影响；Oasis PRiME HLB能有效地将

杂质保留在填料中，其通过筛板、填料以及制作工艺上的特殊设计，使样品经提

取后直接过柱，不会造成目标物在洗脱过程中的损失，2类基质的 3种饲料的总

体回收率上升了2%，特别地，能将添加剂预混合饲料的回收率提升至将近80%。

同时，整个进化过程较为稳定，样品更加洁净，基质效应更小，相对标准偏差也

更低；Amino-NH2适合于极性化合物，弱阴离子交换萃取，但对于黄霉素 A的

保留结果也不理想，并且同样有较强的基质效应。因此，本试验选用 Oasis

PRiME HLB作为样品净化柱。

（3）提取前处理方法的确定

结合优化后的提取剂和净化条件，最终确定的前处理方法如下：称取试样



35

1-5 g (准确至 0.01 mg)，置于 50 mL离心管中，准确加入 25 mL 0.1%甲酸

甲醇，涡旋振荡提取 5 min，超声 5分钟，离心，取上清液置于 50 mL离心管

中，重复提取一次，混匀 2次上清液，用 0.1%甲酸甲醇定容至 50.0 mL，吸

取 2 mL上清液过 Oasis PRiME HLB净化柱，直接收集过滤液，经 0.22 μm

滤膜过滤后，供液相色谱-串联质谱仪检测。

三、试验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期经济效果

需要说明的是，验证部分中的线性相关系数，线性方程，回收率，相对标准

偏差均直接表示黄霉素含量的结果。

3.1 定量方法的选择

定量方法通常分为内标法和外标法，其特点如下：

外标法：又称标准曲线法，依照测量黄霉素标准品所绘制的曲线来计量被测

样品中黄霉素含量的方法。外标法适用于痕量组分的分析。外标法的优点：简单，

适和大量样品分析。缺点：每次色谱条件很难相同，容易出现误差。这个方法的

精确度，在很大程度上取决于操作条件的控制。外标要求仪器重复性很严格，适

于大量的分析样品，因为仪器随着使用会有所变化，因此需要定期进行曲线校正。

内标法：对于内标物的选择有一定的原则，内标法一般用于基质添加。所以

尽量选用外标法，简单易行。内标法不要求样品里的所有组分都出峰，只要内标

物和所关注的组分出峰并分离好就可以了。

样品分析的操作条件，必须严格控制于绘制校正曲线时的条件。当峰高对操

作条件的敏感性以及对拖尾峰、柱子超负荷和检测器有大的响应时，给出非线性

的校正曲线，此时峰面积计算常常可以得到更好的结果。不过，对重叠峰，难以

准确的测量峰面积，必须提高分离度才能达到预期的效果。

根据上述条件的优化（提取溶剂、净化条件）情况发现，饲料基质中黄霉素
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绝对回收率能够满足检测要求，同时，目前也没有相关天然/人工合成的黄霉素

内标，因此本试验选择外标法定量。

3.2 基质效应

化学分析中，基质指的是样品中被分析物以外的组分，基质常常对分析物的

分析过程有显著的干扰。质谱检测是基于化合物离子化并通过特定的核质比来检

测和定量，因此任何干扰待测物离子化的物质都可能影响检测方法的灵敏度和选

择性。

基质效应是指在样品测试过程中，由待测物以外的其他物质的存在，直接或

间接影响待测物响应的现象。基质效应主要是由质谱检测器的离子化过程产生的，

在电喷雾时，基质内的组分与目标化合物共同流出喷雾针，对电荷产生竞争，它

们将产生的雾滴牢牢吸在一起，改变了带电雾滴的表面张力，影响目标物的雾化、

挥发、分裂、化学反应以及带电过程，致使进入质谱的离子减少或增加，从而影

响定量分析的可靠性和准确性。基质效应可通过公式ME（%）=基质溶液中分

析物峰面积/纯溶剂中分析物峰面积×100%，来评价。ME在 85%-115%之间

一般认为不存在基质效应；当ME低于 85%时，则认为基质对目标化合物的响

应产生抑制作用；当ME高于 115%时，则认为基质对目标化合物的响应存在增

强作用。

由于饲料基质较为复杂，目标化合物经过净化后仍然会有基质效应存在，需

对其影响进行评估。在此步骤中分别研究了不同空白基质中添加 100 μg/kg

（4LOQ, n=4）黄霉素标样的检测结果。畜添加剂预混合饲料（牛）的平均基

质效应ME为 78.6%、畜浓缩饲料（牛）的平均基质效应ME为 86.4%、畜精

料配合饲料（牛）的平均基质效应 ME为 73.2%、禽添加剂预混合饲料（鸡）

的平均基质效应ME为 80.6%、禽浓缩饲料（鸡）的平均基质效应ME为 76.8%、

禽精料配合饲料（鸡）的平均基质效应ME为 75.1%。
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结果显示基质对目标物质检测有一定抑制作用，除了畜浓缩饲料，其余ME

值均低于 80%。为了降低基质效应对质谱灵敏度和重复性产生的影响，提升检

测结果的准确性，实验需要采用基质匹配标准曲线来确定各项方法学参数。

表 9. 不种饲料的基质效应结果（n=6,4LOQ）

基质
（畜-牛）

预混合饲料

（畜-牛）

浓缩饲料

（畜-牛）

精料配合料

（禽-鸡）

预混合饲料

（禽-鸡）

浓缩饲料

（禽-鸡）

精料配合料

基质效应

ME（%）
78.6±2.3 86.4±1.7 73.2±3.2 80.6±2.0 76.8±2.6 75.1±4.3

3.3 标准溶液稳定性的考察

在黄霉素溶液浓度足够高的情况下，考虑到高效液相色谱的稳定性和精确性

都相对于液相色谱-串联质谱更合适，标准储备溶液和标准中间溶液稳定性的考

察由高效液相色谱系统进行测定。

3.3.1 标准储备溶液的稳定性试验

根据以上确定的色谱条件，取配制好的黄霉素标准储备溶液（1 mg/mL），

分别在刚配制完、3个月、6个月时取出。每次试验时，分别精确吸取黄霉素标

准储备溶液适量，逐级稀释配置成 10 μg/mL的标准溶液，由高效液相色谱测

定，平行测定 6次,峰面积的相对标准偏差（RSD）均小于 10%。试验结果表明，

标准储备溶液在-18℃下保存 6个月是稳定的，见表 10。

表 10. 标准储备溶液稳定性试验结果

时间（月） 0 3 6 RSD(%)

平均峰面积 4223557 4092259 4071866 1.99



38

3.3.2 标准中间溶液的稳定性试验

取配制好的标准中间溶液（10 μg/mL），分别在刚配制完、1周、3周时

取出，考察其稳定性。每次试验时，分别精确吸取黄霉素标准储备溶液适量，由

高效液相色谱测定，平行测定 6次,峰面积的相对标准偏差（RSD）均小于 10%。

试验结果表明，标准中间溶液在-18℃下保存 3个月是稳定的，见表 11。

表 11.标准中间溶液稳定性试验结果（n=6）

时间（周） 0 1 3 RSD(%)

平均峰面积 4122289 3785555 4026670 4.36

3.4 线性范围

取空白样品，按前处理得到空白基质溶液，取标准中间溶液适量，用空白基

质溶液稀释，配制成质量浓度分别为 10.0 ng/mL、50.0 ng/mL、100 ng/mL、

250 ng/mL、500 ng/mL和 1000 ng/mL的基质匹配标准系列溶液。

在线性范围 10.0-1000.0 ng/mL范围内，（畜用）添加剂预混合饲料的

r2为 0.9943、（畜用）浓缩饲料的 r2为 0.9996、（畜用）配合饲料的 r2为

0.9925、（禽）添加剂预混合饲料的 r2为 0.9992、（禽用）浓缩饲料的 r2为

0.9967、（禽用）配合饲料的 r2为 0.9950。其中，（禽用）浓缩饲料中黄霉

素的计算线性方程、线性范围及相关系数的结果见表 12和图 16。

表 12（禽用）浓缩饲料中黄霉素的线性方程、线性范围、相关系数

化合物 线性方程 线性范围/（ng/mL） r2

黄霉素 Y =422.895X+197.781 10.0-1000.0 0.9996
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图 16黄霉基质匹配工作曲线

3.5 检出限和定量限

饲料基质复杂，因此，本试验选择畜用（牛）、禽用（鸡）2类基质（添加

剂预混合饲料、配合饲料、浓缩饲料和精料补充料）各 4种饲料作为考察对象。

在上述空白饲料中添加一定浓度的黄霉素对照品，按照本标准进行试验。依据信

号与噪声比例，即 s/n ≥ 3的浓度为检出限，s/n ≥ 10的浓度为定量限的原则，

确定了本方法的检出限为 0.1mg/kg，定量限为 0.25mg/kg。结果见图 17-图

22。
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图 17（畜-牛）添加剂预混合饲料色谱图

I. 空白基质，II. 1倍定量限加标，III. 2倍定量限加标， IV. 10倍定量限加标

空白基质

1倍 LOQ

2倍 LOQ

10 倍

空白基质

1倍 LOQ

2倍 LOQ

10 倍
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图 18（畜-牛）浓缩饲料色谱图

I．空白基质，II. 1倍定量限加标，III. 2倍定量限加标， IV. 10倍定量限加标

图 19（畜-牛）配合饲料色谱图

I．空白基质，II. 1倍定量限加标，III. 2倍定量限加标， IV. 10倍定量限加标

图 20（禽-鸡）添加剂预混合饲料色谱图

I．空白基质，II. 1倍定量限加标，III. 2倍定量限加标， IV. 10倍定量限加标

空白基质

1倍 LOQ

2倍 LOQ

10 倍

空白基质

1倍 LOQ

2倍 LOQ

10 倍
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图 21（禽用）浓缩饲料色谱图

I．空白基质，II. 1倍定量限加标，III. 2倍定量限加标， IV. 10倍定量限加标

图 22（禽用）配合饲料色谱图

I．空白基质，II. 1倍定量限加标，III. 2倍定量限加标， IV. 10倍定量限加标

空白基质

1倍 LOQ

2倍 LOQ

10 倍

空白基质

1倍 LOQ

2倍 LOQ

10 倍
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3.6 方法准确度及精密度考察

选取各空白饲料样品进行加标回收率及精密度实验，样品分别添加低、中、

高 3个浓度的标准溶液，每个浓度平行测定 7次，计算平均回收率及相对标准

偏差（RSD），测定结果见表 13-表 20。黄霉素批内回收率在 70.23%—88.80%

之间，RSD在 1.02%—2.93%之间，批间回收率在 70.09%—88.60%之间，

RSD 在 0.96%— 3.38%之 间 。 方 法 的 回 收 率 及 精 密 度 均 符 合 GB/T

23182-2008《饲料中兽药及其他化学物检测试验规程》要求。

表 13牛预混合饲料基质的加标回收率和相对标准偏差（n 批内=7，n 批间=4）
牛预混

合饲料

添加量

(mg/kg)
数据 1 数据 2 数据 3 数据 4 数据 5 数据 6 数据 7

平均值回

收率/%
RSD/%

批内

0.25 71.06 72.15 73.28 74.01 71.48 70.28 72.58 72.12 1.29

0.50 78.21 77.17 77.86 78.08 80.25 80.31 78.6 78.64 1.20

2.50 78.22 79.56 81.25 80.71 79.2 77.69 78.29 79.27 1.33

批间

添加量

(mg/kg)
第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

0.25 72.12 68.84 69.01 70.37 70.09 1.52

0.50 78.64 77.26 77.06 79.56 78.13 1.18

2.50 79.27 81.48 79.62 81.63 80.50 1.23

表 14牛预混合饲料基质的加标回收率和相对标准偏差（n 批内=7，n 批间=4）
牛浓缩

饲料

添加量

(mg/kg)
数据 1 数据 2 数据 3 数据 4 数据 5 数据 6 数据 7

平均值回

收率/%
RSD/%

批内

0.25 80.28 78.22 78.27 79.65 78.21 78.1 81.61 79.19 1.37

0.50 84.22 79.08 81.96 83.61 79.68 83.79 84.01 82.34 2.16

2.50 88.89 89.01 91.06 89.63 88.67 88.24 86.11 88.80 1.50

批间

添加量

(mg/kg)
第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

0.25 79.19 81.25 77.97 78.06 79.12 1.53

0.50 82.39 81.98 79.39 82.89 81.66 1.56

2.50 88.8 88.32 89.84 87.43 88.60 1.00
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表 15牛配合饲料基质的加标回收率和相对标准偏差（n 批内=7，n 批间=4）
牛配合

饲料

添加量

(mg/kg)
数据 1 数据 2 数据 3 数据 4 数据 5 数据 6 数据 7

平均值回

收率/%
RSD/%

批内

0.25 67.91 71.83 68.29 72.54 71.76 70.41 68.98 70.25 1.87

0.50 72.22 72.93 71.87 74.25 73.11 73.68 70.72 72.68 1.18

2.50 82.55 79.38 82.72 82.31 82.69 83.22 85.19 82.58 1.71

批间

添加量

(mg/kg)
第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

0.25 70.25 71.63 73.38 69.82 71.27 1.60

0.50 72.61 66.22 72.52 67.39 69.69 3.36

2.50 82.58 78.78 79.13 81.06 80.39 1.77

表 16牛精料补充料基质的加标回收率和相对标准偏差（n 批内=7，n 批间=4）
牛精料

补充料

添加量

(mg/kg)
数据 1 数据 2 数据 3 数据 4 数据 5 数据 6 数据 7

平均值回

收率/%
RSD/%

批内

0.25 72.39 72.41 69.65 71.12 75.7 69.49 74.71 72.21 2.37

0.50 74.08 75.33 72.87 75.29 78.19 79.08 72.76 75.37 2.46

2.50 75.34 76.76 71.37 76.21 75.34 73.07 77.54 75.09 2.16

批间

添加量

(mg/kg)
第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

0.25 72.21 75.87 77.85 73.84 74.94 2.45

0.50 75.37 78.34 79.49 75.59 77.20 2.04

2.50 75.09 79.86 75.13 79.07 77.29 2.54

表 17鸡预混合饲料基质的加标回收率和相对标准偏差（n 批内=7，n 批间=4）
鸡精料

补充料

添加量

(mg/kg)
数据 1 数据 2 数据 3 数据 4 数据 5 数据 6 数据 7

平均值回

收率/%
RSD/%

批内

0.25 70.27 73.68 70.97 73.08 72.61 68.98 69.29 71.27 1.88

0.50 70.28 71.51 73.78 68.85 72.21 70.98 73.07 71.53 1.68

2.50 78.29 76.65 79.98 75.67 74.16 76.82 72.71 76.33 2.44

批间

添加量

(mg/kg)
第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

0.25 71.27 67.89 72.33 69.26 70.19 1.99

0.50 71.53 74.82 76.33 73.73 74.10 2.02
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2.50 76.33 81.08 81.17 78.63 79.30 2.30

表 18鸡浓缩饲料基质的加标回收率和相对标准偏差（n 批内=7，n 批间=4）
鸡浓酸

饲料

添加量

(mg/kg)
数据 1 数据 2 数据 3 数据 4 数据 5 数据 6 数据 7

平均值回

收率/%
RSD/%

批内

0.25 67.29 71.07 68.61 71.43 71.04 70.14 72.03 70.23 1.70

0.50 72.98 74.73 69.76 74.76 70.66 71.09 72.56 72.36 1.96

2.50 77.89 83.78 78.9 81.17 79.87 82.11 78.23 80.28 2.17

批间

添加量

(mg/kg)
第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

0.25 70.23 74.54 70.79 73.55 72.28 2.09

0.50 72.36 76.05 75.66 73.19 74.32 1.82

2.50 80.28 83.97 85.89 83.25 83.35 2.33

表 19鸡配合饲料基质的加标回收率和相对标准偏差（n 批内=7，n 批间=4）
鸡配合

饲料

添加量

(mg/kg)
数据 1 数据 2 数据 3 数据 4 数据 5 数据 6 数据 7

平均值回

收率/%
RSD/%

批内

0.25 72.01 71.88 69.82 67.27 72.19 74.69 70.88 71.25 2.30

0.50 75.41 75.57 73.87 71.65 76.91 69.65 76.73 74.26 2.72

2.50 79.01 78.21 75.33 78.56 76.24 81.71 79.21 78.32 2.09

批间

添加量

(mg/kg)
第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

0.25 71.25 74.61 75.27 71.17 73.08 2.17

0.50 74.26 75.12 77.36 72.05 74.70 2.20

2.50 78.32 83.61 80.83 81.43 81.05 2.18

表 20鸡精料补充料基质的加标回收率和相对标准偏差（n 批内=7，n 批间=4）
鸡精料

补充料

添加量

(mg/kg)
数据 1 数据 2 数据 3 数据 4 数据 5 数据 6 数据 7

平均值回

收率/%
RSD/%

批内

0.25 75.8 76.25 73.19 70.98 78.19 72.99 72.19 74.23 2.57

0.50 81.87 80.91 84.38 83.76 78.26 80.62 78.78 81.23 2.31

2.50 77.21 74.23 75.49 80.78 80.23 76.08 79.17 77.60 2.51

批间

添加量

(mg/kg)
第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

0.25 74.23 75.44 71.46 70.77 72.98 2.22
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0.50 81.23 78.79 82.01 77.37 79.85 2.15

2.50 77.60 80.38 79.24 75.83 78.26 1.98

3.7 基质加标标准溶液的稳定性

将制备好的 100 ng/mL黄霉素单点基质匹配标准溶液在 12小时内连续进

样，结果显示黄霉素稳定性较好，峰面积的相对标准偏差（RSD）均小于 10%。

结果详见表 21-表 26。

表 21牛添加剂预混合饲料基质匹配标准溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 40234 41514 40258 41986 40028 40804 2.04

表 22 牛浓缩饲料基质匹配标准溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 42254 42135 43254 44254 42554 42890 2.16

表 23 牛配合饲料基质匹配标准溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 41558 40234 40521 39864 39256 40286 2.11

表 24 鸡添加剂预混合饲料基质匹配标准溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)
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黄霉素 38956 36882 40572 38969 40271 39130 3.72

表 25鸡浓缩饲料基质匹配标准溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 41125 43736 42552 42317 42028 42351 2.22

表 26 鸡配合饲料基质匹配标准溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 44214 42580 42097 42303 44417 43122 2.56

3.8 样品溶液的稳定性

将制备好的加标样品溶液（2倍定量限加标水平样品），在 12小时内连续

进样测定，结果显示试液基质中黄霉素的稳定性较好，峰面积的相对标准偏差

（RSD）均小于 10%。结果详见表 27～表 32。

表 27 牛添加剂预混合饲料试样溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 20023 21265 20250 22514 19962 20802 5.24

表 28 牛浓缩饲料试样溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 22108 21254 22365 21043 20996 21553 2.96
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表 29 牛配合饲料试样溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 19865 19952 20357 18254 19936 19672 4.14

表 30 鸡预混料试样溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 20344 18767 19255 19973 20200 19707 3.41

表 31鸡浓缩料试样溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 21125 19688 20313 19868 20551 20309 2.81

表 32鸡配合精料试样溶液稳定性结果表

化合物
峰面积

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 平均 RSD(%)

黄霉素 19638 18052 19668 18336 18219 18782 4.26

3.9 试验技术的最终确认

Alta Scientific Co., Ltd, China对黄霉素提纯工艺进行了不断的优化和改

进，并于 2022年 2月生产出了黄霉素 A标准品(CAS: 76095-39-1, purity ≥

97.2%)。因此，试验配制了黄霉素 A(100ng/mL)的标准溶液单点校准定量同

浓度的黄霉素混合物标准品(CAS: 11015-37-5, purity≥96.2%)。基于面积归
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一化法得出的结果，黄霉素混标中黄霉素 A的理论浓度应为 86.4ng/mL，实际

测得黄霉素混标中黄霉素 A的平均浓度为 84.8 ng/mL，RSD为 1.32%，实际

检测结果较为理想(见表 33)。同时，试验还配制了黄霉素 A(100ng/mL)的基质

匹配标准溶液单点校准定量 2LOQ的（畜用）浓缩饲料的回收率，实际测得回

收率为 83.78 %，原来黄霉素混标定量 2LOQ 的（畜用）浓缩饲料回收率为

82.34%，RSD为 1.23 %。实际检测结果较为理想(见表 34)，2项对比试验结

果的误差符合《GB/T23182-2008》相关标准的要求。再次确认了该高效液相

色谱-串联质谱可以用来精确测定饲料基质中黄霉素的含量。

表 33 黄霉素 A标准品(100ng/mL)定量黄霉素混标的浓度（n=6）

被测目标物
理论浓度(ng/mL) 实际测得浓度

(ng/mL)

RSD(%)

黄霉素混标 86.4 84.8 1.32

注：黄霉素混标(CAS: 11015-37-5，母标配制时间为 86天)；黄霉素 A(CAS: 76095-39-1，母标配制现配现用)。

配置储备液时已经折算了各自的纯度。

表 34 两种黄霉素标准溶液校准 2LOQ加标回收率比较（n=6）

被测目标物 黄霉素混标 黄霉素 A标准溶液 RSD(%)

回收率 (%) 82.34 83.78 1.23

注：黄霉素混标(CAS: 11015-37-5，母标配制时间为 86天)；黄霉素 A(CAS: 76095-39-1，母标配制现配现用)。

配置储备液时已经折算了各自的纯度。

3.10 验证单位试验结果

我单位委托上海海关动植物食品中心、上海市疾病预防控制中心、上海市农

业科学院农产品质量标准与检测技术研究所 3家单位对标准方法的线性与范围、
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检出限与定量限、准确度与精密度进行验证确认，验证结果符合相关标准要求，

表明方法可行。

3.11 综述报告

经上述方法学验证，由面积归一化法得出黄霉素主要活性成分黄霉素 A的

占比为 86.4%，相对标准表差为 1.8%。实验数据较十分稳定，可以用黄霉素 A

确定黄霉素的残留量。同时，黄霉素 A在液相色谱-串联质谱法测定下的线性范

围为 10-1000 ng/mL，线性相关性良好，不同基质的线性相关系数均大于

0.9900。在不同饲料样品中的最低检出限为 0.1 mg/kg，定量限为 0.25 mg/kg。

因此，最终检测畜用、禽用 2类基质各 4种饲料（添加剂预混合饲料、配

合饲料、浓缩饲料、精料补充料）中黄霉素批内回收率在 70.23%—88.80%之

间，RSD在 1.02%—2.91%之间，批间回收率在 70.09%—88.60%之间，RSD

在 0.96%—3.38%之间。实验结果符合《GB/T23182-2008》相关标准要求。

本方法适用于畜禽添加剂预混合饲料，配合饲料，浓缩饲料和精料补充料中黄霉

素的测定。

3.12 技术经济论证

无。

3.13 预期经济效果

本标准制定有助于强化监管饲料中黄霉素的违规使用，直接保证了畜禽产品
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的安全，保障了人民的健康。同时，本标准制定还为饲料生产者提供技术服务，

保障其生产饲料符合要求，避免因不达标遭受损失，提高生产者的经济效益。

四、采用国际标准

无。

五、采标情况，以及是否合规引用或采用国际国外标准

无。

六、与有关现行法律、法规和强制性标准的关系

在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。与相关的

各种基础标准相衔接，遵循政策性和协调统一性的原则。

七、重大分歧意见的处理经过和依据

标准在制定过程中，标准编制组收集调研了国内外相关信息资料，组织主要

生产企业技术专家对标准内容的制定，进行了详细研讨，并达成统一制定方案。

无重大分歧意见。

八、涉及专利的有关说明

未涉及专利。
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九、贯彻标准的要求，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

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

委员会秘书处及时组织标准宣贯、培训。

十、其他应予说明的事项

无。
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附件 2定向征求意见处理汇总表

标准项目名称：《饲料中黄霉素 A的测定液相色谱-质谱法》共 16页

负责起草单位：上海市质量监督检验技术研究院承办人虞成华、卞华 电话：13671669762、13918523069 2022 年 7月 3日填写

《饲料中黄霉素 A的测定液相色谱串联-质谱法》征求意见汇总处理表

序号
标准章条编

号
意见内容

提出单位

（单位及专家）

处理意见及理由

（凡不采纳或部

分采纳的意见需

说明理由）

1

封面（4条）

建议：征求意见稿修改为定向征求意见稿，文件英文

译名字体修改为黑体。理由：GB/T 1.1-2020 附录 F

规定。

高云峰

黑龙江省农产品和兽药饲料技术鉴定站
采纳

2

建议删除“Determination of flavomycin in feeds

-Liquid chromatography-tandem mass spectrometry

method”中的 method，因为“spectrometry”已有方法

的意思。

常碧影

中国农科院质量标准与检测技术研究所

杨海锋

农产品质量标准与检测技术研究所（上海农科

采纳



83

院）

3

“Flavomycin”建议改为“flavomycin”。

吴银良

农业农村部农产品质量安全监督检验测试中

心-宁波

采纳

4
方法检测的是黄霉素 A的含量，建议标准名称改为

“饲料中黄霉素 A的测定液相色谱-串联质谱法”。
吴宁鹏

河南省兽药饲料监察所
采纳

5

前言

（1条）

建议：在起草人后另起一行，增加“本文件首次发布。”

理由：GB/T 1.1-2020中 8.3 h）规定。

高云峰

黑龙江省农产品和兽药饲料技术鉴定站

潘葳

福建省农科院农业质量标准与检测技术研究

所

采纳

6

1 范围

（6条）
“预混合饲料”建议改为“添加剂预混合饲料”。

柏雪

西南民族大学

赵立军

农业农村部饲料质检中心（成都）

采纳
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7

“本文件”建议改为“本标准”。
金玉娥

上海市疾病预防控制中心

不采纳

（按照 GB/T

1.1-2020标准编

写）

8

“本文件适用于预混合饲料、配合饲料和浓缩饲料中

黄霉素含量的测定。”是否还应包含饲料原料、宠物

食品基质

吴仕辉

广东海大集团股份有限公司

张红梅

通标标准技术服务（上海）有限公司

采纳

9

考虑到饲料禁抗及在改进方法前提下应该能提高灵

敏度，建议提高方法灵敏度。

吴银良

农业农村部农产品质量安全监督检验测试中

心-宁波

不采纳（饲料中

的抗生素浓度普

遍较高，经过市

场调研，通常黄

霉素的添加量约

为 5 mg/kg，或者

30mg/d。方法检

出限和定量限均

能满足阳性样品
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的正常添加量。

10

建议：删除“液相色谱-串联质谱法”。理由：本文

件仅一种方法，可以省略。

高云峰

黑龙江省农产品和兽药饲料技术鉴定站

张凤枰

四川威尔检测技术股份有限公司

采纳

11

建议将“本文件液相色谱-串联质谱法的检出限为

0.10mg/kg，定量限为 0.25 mg/kg。”移到 10.1部分

潘葳

福建省农科院农业质量标准与检测技术研究

所

向平

司法鉴定科学研究院

采纳

12
2

（2条）

建议：“该日期对应的版本适用于本文件；”修改为

“仅该日期对应的版本适用于本文件；”理由：GB/T

1.1-2020中 8.6.2

高云峰

黑龙江省农产品和兽药饲料技术鉴定站
采纳

13

GB/T 6682应增加发布年份 2008。理由：正文明确指

出是引用该标准的一级水要求，属涉及标准具体条文

内容，应采用注日期引用。

潘葳

福建省农科院农业质量标准与检测技术研究

所

不采纳

（按照 GB/T

1.1-2020标准编

写）
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14

4

（3条）

增加“基质匹配标准曲线校准”。

彭丽

河南省兽药饲料监察所

宋荣

中国农业科学院农业质量标准与检测技术研

究所

采纳

15

原理建议修改为：试样中的黄霉素经 0.1%甲酸甲醇

溶液涡旋提取和固相萃取净化后，用特定反相色谱柱

进行分离，液相色谱-串联质谱测定，基质匹配校准，

外标法定量。

常碧影

中国农科院质量标准与检测技术研究所
采纳

16 原理中建议简单写出固相萃取的机理。

吴银良

农业农村部农产品质量安全监督检验测试中

心-宁波

采纳

17
5 悬置段建议按GB1.1-2020中关于段的章节规范编写。

耿士伟

江苏省畜产品质量检验测试中心
采纳

18

5.1.2~5.1.4 建议删去化合物的分子式。
彭丽

河南省兽药饲料监察所

不采纳（按照

GB/T 1.1-2020标

准编写）
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19 5.2.1

乙酸铵后加“溶液”2字。

潘葳

福建省农科院农业质量标准与检测技术研究

所

采纳

20
表述重复，删去一个“pH”。

彭丽

河南省兽药饲料监察所
采纳

21

5.2.2 甲酸甲醇后加“溶液”2字。

潘葳

福建省农科院农业质量标准与检测技术研究

所

采纳

22

建议说明黄霉素 A≥ 80%。并考虑该纯度是否设置太

低。

曾勇

湖北省兽药监察所

赵立军

农业农村部饲料质检中心（成都）

采纳

23
黄霉素标准品为混标，写明黄霉素 A的含量。

宋荣

中国农业科学院农业质量标准与检测技术研

究所

采 纳 （ ALTA

SCIENTIFIC.

于 2022年 2月在

工业上分离出黄

霉素 A的单标，
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5.2.3

试验最终通过黄

霉素 A的基质匹

配曲线进行方法

学验证。并用黄

霉素 A去校准黄

霉素标样，结果

符合面积归一化

法得出的结论）

24

标准品溶液的保存温度“-18℃以下”各单位更好实

现。

张晓

山东晟华检测技术有限公司
采纳

25

考虑到标准品的纯度，建议“称取黄霉素标准品 10

mg”改为“称取一定量的黄霉素标准品”。

金玉娥

上海市疾病预防控制中心

不采纳

不便于实验操作

26

标准储备溶液和标准中间溶液的配制选择了棕色容

量瓶，编制说明中无透明容量瓶和棕色容量瓶的比

较，无数据支撑

柏雪

西南民族大学
采纳

27
确认标准中间溶液（100 μg/mL）还是工作溶液

向平

司法鉴定科学研究院

确认（根据验证

结果，最终确定
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将10 μg/mL定为

标准中间液，有

效期为 1 个月。

配置基质标准曲

线时，再进行需

稀释）

28

5.3.1

建议给出萃取柱规格要求。
耿士伟

江苏省畜产品质量检验测试中心
采纳

29

固相萃取柱与标准编制说明中“Oasis PRiME HLB”

不一致，且应说明固相萃取柱规格，如多少 mg、多

少 ml等；

曾勇

湖北省兽药监察所

赵立军

农业农村部饲料质检中心（成都）

彭丽

河南省兽药饲料监察所

采纳

30
SPE小柱：Oasis PRiME HLB非一般 C18或 HLB 小

柱，其有更好的脱脂和去除杂质的能力，为保证标准

常碧影

中国农科院质量标准与检测技术研究所
采纳
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执行，需列出其商品名。并按规定给出角标和说明。

31

若鉴于标准文本书写的要求，不可体现“高纯度硅胶

结合双键键合 C18固相萃取小柱”的品牌，则建议在

备注里作说明，以保证方法的推广性。

金玉娥

上海市疾病预防控制中心
采纳

32

5.3.2 建议补充滤膜“有机系”的具体型号。

金玉娥

上海市疾病预防控制中心

不采纳

（常规有机滤膜

均能满足要求）

33
6 仪器和设备，应改为“仪器设备”。

李祥明

山东省畜产品质量安全中心
采纳

34
6.1 建议：“ESI-”修改为“ESI-”

高云峰

黑龙江省农产品和兽药饲料技术鉴定站
采纳

35
6.6

建议修改为：离心机：转速不低于 10000 r/min。

与 8.1一致。

李俊玲

山东省畜产品质量安全中心
采纳

36 样品制备，应为“样品”。
李祥明

山东省畜产品质量安全中心
采纳

37
补充基质匹配加标样品要求。 张凤枰 采纳
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7

四川威尔检测技术股份有限公司

彭丽

河南省兽药饲料监察所

38

“充分混匀，装入磨口瓶中”，目前饲料行业以样品

袋封装为主，如无特殊验证实验结果提示的必要性，

建议表述为“密闭容器”即可，以免加重企业负担。

吴仕辉

广东海大集团股份有限公司
采纳

39

建议：分析筛增加孔径规格和分析筛目数规格要求；

“粉碎使其粒径小于 0.42mm”考虑到实际操作人员

的能力水平检验修改为“使其过 40目筛”。

张晓

山东晟华检测技术有限公司

耿士伟

江苏省畜产品质量检验测试中心

采纳

40
8 建议改为：8 试验步骤。

李宏

陕西省畜牧技术推广总站
采纳

41
增加：平行做两份试验。

李俊玲

山东省畜产品质量安全中心
采纳

42 分别称取试样 5 g (准确至 0.01 mg)”，确认是否有必

要准确至 0.01 mg；是否将“mg”改成“g”。

潘葳

福建省农科院农业质量标准与检测技术研究
采纳
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8.1

所

杨海锋

农产品质量标准与检测技术研究所（上海农科

院）

43

分别称取试样 5 g (准确至 0.01 mg)，标准适用预混合

饲料、浓缩饲料、配合饲料，建议修改“称取试样 1—5g

(准确至 0.01 mg)”。

谭美英

湖南省兽药饲料监察所

部分采纳（实验

优化与验证过程

中，均按照 5g研

究，饲料基质较

为复杂，称样量

在合理范围内放

大，在满足方法

的检出限、定量

限和线性的前提

下，较为合适）

44 “重复上述步骤”建议修改为“重复提取一次”。 采纳

45

“吸取约 2 mL的提取液至固相萃取小柱中”，应该

为“准确量取 2.00 ml 的提取液至固相萃取小柱中”。

吴仕辉

广东海大集团股份有限公司
采纳
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46

在配合饲料样品前处理是不建议用超声处理尤其是

较长时间的超声处理，随着温度的上升容易导致样液

成胶不利于离心，不知道是否对比过。

李芳

成都蜀星饲料有限公司
采纳

47

试样提取用的容量瓶是否应为棕色容量瓶。

曾勇

湖北省兽药监察所
采纳

48

8.2

基质加标标准工作曲线没有体现最终浓度值，不够直

观，建议各点的最终浓度值，方便标准使用者。

张红梅

通标标准技术服务（上海）有限公司
采纳

49
建议统一标准系列溶液各浓度点的有效位数。

金玉娥

上海市疾病预防控制中心
采纳

50
建议“阴性样品 5.0 g”修改为“空白样品 5.0 g”，

岳秀英

四川省兽药监察所
采纳

51

“基质加标”改为“基质匹配”；考虑到编制说明中

提取净化绝对回收率尚可，建议基质匹配标准工作液

采用空白样品处理后再稀释配制。

吴银良

农业农村部农产品质量安全监督检验测试中

心-宁波

采纳

52 8.3.1

编制说明显示常规 C18柱不能满足检测需要，选择了

Atlantis T3柱，建议写明 Atlantis T3柱的填料。

彭丽

河南省兽药饲料监察所
采纳

53 如编制说明中所述一般 C18柱色谱柱不能将黄霉素 常碧影
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的几个异构体分开，从而影响其定量为此，必须给出

适当的色谱柱，特定 C18，如 Waters Atlantis T3）柱，

并按规定，给出商品名、角标及说明。

中国农科院质量标准与检测技术研究所 采纳

54

建议：在编制说明中特别指出了色谱柱是高纯度硅胶

及双键键合 C18技术，其他都不可以，标准文本中却

没有指出。

李芳

成都蜀星饲料有限公司
采纳

55

“流动相：A：20mmol/L 乙酸铵， B：乙腈，梯度

洗脱程序见表 1”，用 20mmol/L乙酸铵浓度是否过高，

是否必要，一般设备厂家推荐 5 mmol/L，不超过 10

mmol/L，太高会给设备维护造成负担。

吴仕辉

广东海大集团股份有限公司

不采纳

（20mmol/L 的

分离效果最佳，

一般在实验结束

后，会有清洗管

道程序，已咨询

过仪器应用工程

师，只要每次试

验后进行管道清

洗，不会对仪器

造成负担）
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56
表 3

“>”建议修改为“≥”。
向平

司法鉴定科学研究院
采纳

57
改为封闭表格。

吴宁鹏

河南省兽药饲料监察所
采纳

58

8.3.4

建议修改：根据表 2 选择的定性离子对，比较试样

谱图中待测物定性离子的相对离子丰度与浓度接近

的标准系列工作溶液（或混合标准系列溶液/基质匹

配标准系列溶液）中对应的定性离子的相对离子丰

度。

李宏

陕西省畜牧技术推广总站

吴宁鹏

河南省兽药饲料监察所

采纳

59
8.3.5

建议增加：单点校准定量时，试样溶液中待测物的响

应面积与标准溶液相应面积相差不超过 30%。

60

试样溶液如超出了基质匹配标准曲线的线性范围，不

能简单用甲醇稀释样品溶液。

常碧影

中国农科院质量标准与检测技术研究所
采纳

61 ·

建议补充单点校准公式；

1000´´´
´´´

=
mVA

VVCA
1s

2sw
。

柏雪

西南民族大学

李宏

陕西省畜牧技术推广总站

采纳
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吴宁鹏

河南省兽药饲料监察所

62

计算公式中缺少稀释系数。
曾勇

湖北省兽药监察所
采纳

63
计算公式中，应删除换算系数 X，把横线延伸；在分

子上用 X。
李祥明

山东省畜产品质量安全中心
采纳

64 被测物应用“ω”表示。

65
“C——试样中黄霉素 A的浓度”与标准文本中“黄霉

素”的的写法不一致，建议统一。

陈玉艳

辽宁省农产品及兽药饲料产品检验检测院
采纳

66

“保留三位有效数字”建议改成：

当检测结果大等于 1.0mg/kg时，保留 3位有效数字；

当检测结果小于 1.0mg/kg时，保留到小数点后 2位。

理由：本方法检出限为 0.10 mg/kg小数点第 3位及以

后的数值没有意义。

潘葳

福建省农科院农业质量标准与检测技术研究

所

采纳
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67

10

请核实“精密度”表述是否正确？
赵立军

农业农村部饲料质检中心（成都）

核实（通常使用

精密度，也有 NY

标准使用重复

性）

68
建议补充批间精密度要求。

吴仕辉

广东海大集团股份有限公司
采纳

69

建议“精密度”改成“检测方法的灵敏度、准确度、精

密度”。

潘葳

福建省农科院农业质量标准与检测技术研究

所

采纳

70 附录 A

增加：（资料性附录）

潘葳

福建省农科院农业质量标准与检测技术研究

所

田晓玲

辽宁省农产品及兽药饲料产品检验检测院

采纳

71
补充引导语“黄霉素标准溶液的选择离子色谱图见图

A”。

吴宁鹏

河南省兽药饲料监察所

常碧影

采纳
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中国农科院质量标准与检测技术研究所

72

文末添加终止线

李芳

成都蜀星饲料有限公司

杨海锋

农产品质量标准与检测技术研究所（上海农科

院）

采纳

73

编制说明

（一）

制定背景应补充 246公告相关要求。
李俊玲

山东省畜产品质量安全中心

采纳

74
说明原来在畜禽料中的添加量。 采纳

75

建议在背景中补充“禁抗”前，黄霉素在饲料中的使

用浓度。

田晓玲

辽宁省农产品及兽药饲料产品检验检测院
采纳

76

明确本文件测定的是黄霉素 A：请考虑是否在标准正

文中明确，测定的只是黄霉素 A？

李俊玲

山东省畜产品质量安全中心

部分采纳（编制

说明中已阐述：

1.本文首先用高

效液相色谱分离

出 5种主要黄霉77 标准题目是否合适？黄霉素是以黄霉素 A、黄霉素

A12、黄霉素 C1、黄霉素 C3、黄霉素 C4等为主的混

李宏

陕西省畜牧技术推广总站
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素成分。得出黄

霉素 A占有关键

作用。

2.本方法其次用

超高分辨质谱仪

确定黄霉素 A正

在质谱分析过程

中，没有收到其

他活性成分的影

响。

3.最后要高效液

相色谱-串联质

谱仪测定黄霉素

A来代表黄霉素

在基质中含量）

4.标准任务中的

题目为“饲料中

合物。本实验通过高效液相色谱技术来确定黄霉素混

合物中的主要活性成分为黄霉素 A。编制说明阐述的

方法是测定黄霉素 A，与标准题目不一致，请考虑。

78

定量公式是否准确？如果定量结果以黄霉素是以黄

霉素 A、黄霉素 A12、黄霉素 C1、黄霉素 C3、黄霉

素 C4的和来表示黄霉素，请修改公式。
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的黄霉素测定”

79

待测化合物的稳定？黄霉素是以黄霉素 A、黄霉素

A12、黄霉素 C1、黄霉素 C3、黄霉素 C4的混合物，

如果标准品和产品中有着 5 种化合物，在自然情况

下，是否发生降解或转化，导定量结果不准确？要补

充。

部分采纳（通过

实验证明，黄霉

素本身十分稳

定。经相关文献

查阅黄霉素不会

发生降解和转

化，本试验也做

了黄霉素标准溶

液的稳定性测

试）

80

编制说明

（三）
建议将参考文献标注在文中具体位置。

赵立军

农业农村部饲料质检中心（成都）
采纳

81

编制说明

2.1.1.1
色谱柱选择，表述不清。

李芳

成都蜀星饲料有限公司
采纳
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82

色谱柱的排他性 :色谱柱分离只有 DIKMA Platisil

5μm ODS 色谱柱才能将 5 种化合物分开，其他性能

的或性能相当者是否可以用，这样标准关于色谱柱不

会被认为具有排他性。

李宏

陕西省畜牧技术推广总站
采纳

83

编制说明

2.2.4.2

“色谱柱：Waters Atlantis T3柱”与“标准文本中 8.3.1

色谱柱：C18柱”的表述不一致，建议统一。

陈玉艳

辽宁省农产品及兽药饲料产品检验检测院
采纳

84

编制说明

2.2.5

建议：由本段内容可知，此处介绍的是净化柱的选择，

但是缺少未净化的数据比较。

李芳

成都蜀星饲料有限公司
采纳

85

建议在“提取剂条件”和“净化条件”中给出试验时

的加标回收浓度。

赵立军

农业农村部饲料质检中心（成都）
采纳

86

饲料中待测物的添加量通常较高，建议提高加标浓

度，以保证高浓度阳性样品测定结果的准确性。

吴宁鹏

河南省兽药饲料监察所

不采纳（黄霉素

为禁用物质，按

照 GB/T23182 -

2008的要求，添

加量被 1 倍，2

倍，和 10倍。同

时，任务委托书
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确定目标物的测

定低限，优化实

验方法时， 用

4-5LOQ 较为合

理）

87

编制说明

2.3.1

本部分内容重点不突出，本方法选择的理由是无内标

标准品还是不需要内标法，理由不清晰。

李芳

成都蜀星饲料有限公司
采纳

88 编制说明

2.3.2

请补充方法适用范围中所有产品基质干扰的大小数

据，来充分说明本标准使用基质匹配标准曲线的定性

和定量的依据。

李宏

陕西省畜牧技术推广总站

采纳（编制说明

中补充了表 8 数

据，说明了饲料

基质对黄霉素有

一定的抑制作

用，需要用基质

匹配标准曲线）

89

编制说明

2.3.3

标准溶液稳定性测试，上机测试浓度较高，建议此处

表述清楚是用“液相色谱仪”还是“液质联用仪”。

赵立军

农业农村部饲料质检中心（成都）
采纳

90 编制说明 线性试验建议改“绝对量”为“浓度”；2.2.5 中回 吴银良 采纳
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2.3.4 收基本在 70～80%范围，而该方法定量是采用同样步

骤处理的加标样品定量，数据难以解释。

农业农村部农产品质量安全监督检验测试中

心-宁波

91

编制说明

2.4

结论处“本方法适用于畜禽预混合饲料、浓缩饲料及

精料补充料中黄霉素的测定”与标准正文适用范围不

一致，请进一步核实。

田晓玲

辽宁省农产品及兽药饲料产品检验检测院

陈玉艳

辽宁省农产品及兽药饲料产品检验检测院

采纳

92
请选择市场上的高含量和低含量实际样品来验证方

法的可行性。

李宏

陕西省畜牧技术推广总站
采纳

说明：

1.发函单位 28个，回函单位 26个，未回函单位 2 个；提出意见单位 26个，无意见单位 0个。

2.共提出意见 92条；采纳 83条，部分采纳或不采纳 9条。
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附件 3：预审专家签字表
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附件 4 农业行业标准《饲料中黄霉素 A 的测定 液相色谱-串联质谱

法》（预审稿）审查意见
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预审意见处理汇总表（模版）

标准名称：饲料中黄霉素的测定液相色谱-串联质谱法共页

标准项目承担单位：上海市质量监督检验技术研究院、上海市动物疫病预防控制中心

2023年 4月 20日填写

序

号

文件章

条编号
意见内容 提出单位 处理意见及理由 备注

1 标准名称
更改为“饲料中黄霉素 A 的测定 液相色谱-串联质谱

法”，并在编制说明中补充相关说明。

专家组 采纳

2 5.10
更改为“亲水亲脂性固相小柱，3mL/60mg，或其他性

能相当者。”

专家组 采纳

3 8.3.1
1）更改为“a）色谱柱：Atlantis T3柱,100 mm× 2.1 mm，

粒径 3.0 μm，或性能类似的色谱柱”

专家组 采纳
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2）b）流动相更改为 e)项

4 9 进一步规范公式 专家组 采纳

5 附录 A 定量离子色谱图中增加保留时间 专家组 采纳

6 编制说明

1) 建议在编制说明里列出黄霉素混合物中各种黄霉素

的比例。

2) 补充不同厂家的黄霉素原料药产品中各种黄霉素的

比例。

3) 明确饲料产品的名称。

4）编制说明按照《国家标准管理办法》相关要求进行

修改完善，详细列出批内、批间回收率和精密度试验数

专家组 采纳
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据。

5）标准制定背景中先说明黄霉素已被禁用，再描述黄

霉素之前的使用历史。

6）比较不同品牌的 SPE 柱。

7
标准文本及

编制说明
按照 GB/T 1.1、GB/T 20001.4 的要求规范。 专家组 采纳
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