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《饲料中二硝托胺的测定》编制说明

一、工作简况

1.1 任务来源

本标准制定任务来源于宁波市农产品质量检测中心于 2019年 7月 30日向农业农村

部农产品质量安全监管司购买的服务事项《饲料中二硝托胺的测定 高效液相色谱法（农

业部 783号公告-5-2006）》等 2项农业行业标准制定和修订，其中该标准为修订项目，

优化液相色谱法增加液相色谱串联质谱法，因此修订后的标准名称确定为《饲料中二硝

托胺的测定 液相色谱-串联质谱法和液相色谱法》（后根据论证会专家意见修改为《饲

料中二硝托胺的测定》）。制标单位在参考国内外有关二硝托胺及目前饲料中药物分析

方法趋势的基础上结合前期研究基础以及在我国生产中的实际情况起草本标准。

1.2 制定背景

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，因此有必

要建立饲料中相关药物分析方法标准为饲料安全保驾护航。

二硝托胺 (dinitolmide)是 1960年由法国 Dow公司开发的家禽优良抗球虫药。我国

于 1989年批准生产使用，因二硝托胺具有高效、低毒、性能稳定、抗药性小等特点而

得到普遍应用，农业农村部 246 号公告中规定了二硝托胺预混剂质量标准与说明书范

本，其中规定该预混剂规格为 25%，防治鸡球虫病混饲用时每 1000 kg饲料添加 500 g，

即 125 mg/kg，同时有文献报道当饲料中添加量超过 250 mg/kg时，若连续饲喂 15日以

上可抑制雏鸡增重。但在使用过程中，用量过大或在产蛋期及停药期继续使用的现象时

有发生，造成在畜产品中的药物残留，对人体健康造成潜在危害。我国国家标准

GB31650-2019规定了二硝托胺的最大残留限量以亲体和代谢产物（3-氨基-5-硝基邻甲

苯酰胺，3-ANOT）总量计，鸡肉、鸡肝、鸡肾和鸡脂肪中分别为 3000、6000、6000

和 2000 μg/kg，火鸡肉和肝中均为 3000 μg/kg。而目前针对饲料中二硝托胺的分析方法

标准农业部 783号公告-5-2006 标准年限较长，缺少确证方法，因此急需对该标准进行

修订，优化液相色谱法定量方法，补充“液相色谱-串联质谱法”作为确认方法。

对于饲料和动物性食品中二硝托胺及其代谢产物的含量分析，国外研究相对较早，
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分析方法主要为薄层色谱法和高效液相色谱法，但多数方法分析对象仅为亲体或仅为代

谢产物。国内有关饲料和动物组织中二硝托胺的分析报道较少，动物组织中二硝托胺的

分析方法仅见 SN/T 2453-2010，分析对象仅为二硝托胺，目前为止未见有代谢产物的分

析方法报道，而饲料中二硝托胺的报道也较少，前处理基本均和农业部 783 号公告

-5-2006类似，采用甲醇加热提取，中性氧化铝净化。到目前为止，还未见有饲料中二

硝托胺液相色谱串联质谱法的分析报道，因此鉴于目前的饲料和畜产品质量安全形势，

十分有必要尽快对农业部 783号公告-5-2006标准进行修订。

1.3 工作过程

本标准主要工作过程如下：

2019年 10-11月，标准编制工作小组检索了有关饲料和食品中二硝托胺检测方法的

国内外文献，发现目前二硝托胺分析方法较少，分析对象主要集中在动物性食品，少量

为饲料；根据当前饲料中药物分析的检测技术现状、饲料中二硝托胺使用浓度和液相色

谱串联质谱法和液相色谱法的匹配，制定了该标准检测方法试验草案，拟订工作计划和

工作进度。

2019年 12 月-2020 年 5 月，按照拟定的试验草案进行了饲料中二硝托胺的的前处

理方法和仪器方法的研究，并确定了最终的前处理条件和仪器条件。并进行了线性、检

测限和定量限、添加回收率等相关试验以确定方法最终是否具有可操作性和科学性。

2020 年 6-7 月编制工作小组根据试验情况完成了该方法标准的征求意见稿和编制

说明。征求意见稿的方法名称为《饲料中二硝托胺的测定 液相色谱-串联质谱法和液

相色谱法》。

2020年 9月编制工作小组将形成的征求意见稿，以电子邮件或微信发送的方式发

送到各单位专家进行了征求意见。

2020年 10月编制工作小组对征求到的意见共 27份进行了整理，共 23条意见，其

中 18条采纳，5条不采纳。

2020年 12 月-2021 年 4 月，由上海市兽药饲料检测所、河南省兽药饲料监察所和

农业农村部农产品及加工品质量安全监督检验测试中心（杭州）三家单位对该标准进行

了复核验证，验证结果良好。

2021年 9月 22日，召开专家论证会，专家组就标准文本和编制说明进行了讨论，

提出修改标准名称等意见（见表 1）。
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2021年 9月-12月，编制工作小组根据专家意见进行了逐一修改（见表 1），补充

了相关试验，并对标准文本和编制说明进行了修改。

表 1 专家论证会意见及修改后结果所在章节

序号 专家意见 修改后所在章节

1 建议标准名称修改为“饲料中二硝托胺的测定”。 见标准文本及编制说明首页。

2
补充液相色谱串联质谱法方法检出限和定量限的相关

试验数据，以此确定并优化检出限和定量限。
见 3.1.3.2节

3 补充普通高效液相色谱法及其方法学试验相关数据。 见2.2.2.2节和3.1.2节

4 补充提取后直接稀释法与 SPE柱净化法比较试验数据。 见 2.2.1.3节

5
补充抗球虫药物盐酸氯苯胍、氨丙啉、地克珠利及其他

类药物的干扰试验。
见 2.2.2.1节和 2.2.2.2 节

6
补充液相色谱串联质谱法提取前加内标、提取后加内标

和不加内标对检测结果影响的数据。
见 2.2.4节

7
提供用拟定方法和原标准方法对实际阳性样品的检测

结果及其比较。
见 3.1.4节

8 根据完善后的方法对验证报告进行补充。 见各单位验证报告

9
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。
见标准文本及编制说明

2021年 12 月-2022年 2 月，由河南省兽药饲料监察所、农业农村部农产品及加工

品质量安全监督检验测试中心（杭州）和农业农村部农产品及加工品质量安全监督检验

测试中心（北京）三家单位对该标准进行了复核验证，验证结果良好。

2022年 6月 22日，召开专家预审会，专家组就标准文本和编制说明进行了讨论，

并提出修改意见，标准通过预审。

2022年 6月-7月，标准编制小组根据专家意见补充了相关试验，并对标准文本和

编制说明进行了修改。再次发送专家审核后形成公开征求意见稿。

二、标准编制原则、主要内容及其确定依据、修订前后技术内容对比

2.1 标准编制原则

本标准的编写制定过程中以提高测试方法的选择性、准确度、精密度、检测限和分析

效率为总原则，反映科学技术的先进成果和先进经验。

在标准的制定过程中严格遵循国家有关方针、政策、法规和规章，标准的编写规则及
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表述按照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》、

GB/T 5009.1-2003 《食品卫生检验方法 理化部分 总则》和 GB/T 20001.4-2015《标准编

写规则 第 4部分：试验方法标准》的要求编写。在标准制定过程中力求做到：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。

2.2 主要内容及其确定依据

2.2.1样品前处理方法的确定

2.2.1.1样品称样量的确定

采用农业部 783号公告-5-2006标准方法对不同质量的阳性样品（猪配合饲料，编号

FJ20008）进行检测，称样量分别为 5 g和 20 g，各做 5个重复。此外，待本标准确定提

取净化及仪器条件后，采用其中拟定的 HPLC法以上述相同方式对不同称样量的阳性样品

也进行了检测。提取溶剂体积均依据称样量等比例增减。

结果（表 2）表明，以原标准方法检测时 RSD最大为 1.5%，不同称样量间结果差异

较小；而以拟定 HPLC法检测时 RSD最大为 1.0%，不同称样量间结果差异也较小。可见，

不同称样量对测定结果的影响较小。

最终，确定浓缩饲料、复合预混合饲料称样量为 2 g，配合饲料及其它饲料称样量为

5 g。
表 2 原标准方法与拟定方法下不同称样量对测定结果的影响

饲料

种类

检测

方法

称样

量

测定结果（mg/kg）
RSD%

1 2 3 4 5 平均值

猪配

合饲

料

原标准方法
5 g 61.8 62.5 63.0 61.5 62.8 62.3 1.5

20 g 62.2 62.6 63.6 62.8 62.1 62.7 1.2

拟定方法
5 g 62.5 62.7 61.9 62.3 63.3 62.5 1.0

20 g 61.6 62.2 61.4 62.4 62.6 62.0 0.9

2.2.1.2样品提取条件的确定

甲醇、乙腈和丙酮等均可用于对二硝托胺的提取，目前农业部 783号公告-5-2006标

准中采用甲醇 50℃水浴加热提取，且加热过程中需不时手动振摇，且受限于水浴锅空间，

不便于大批量样品的检测。因此为解决不用加热下提取本标准尝试在常温下利用乙腈、氨

水乙腈、乙酸乙腈及氨水甲醇对不同饲料（鸡配合饲料、鸡浓缩饲料及鸡复合预混合饲料）
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在不同浓度[250 mg/kg、25 mg/kg和 1.0 mg/kg]添加下的回收率进行了研究，并与原标准

提取条件进行对比。其中鸡配合饲料称样量 5 g，提取溶液用量每次为 20 mL；其余饲料

称样量 2 g，提取溶液用量每次为 10 mL，均进行 2次提取（每次振荡提取 15 min），合

并提取液进行液相色谱分析，同时进行空白样品试验，结果详见表 3。
表 3 不同提取溶剂对提取效率的影响

添加浓度 溶液种类 鸡配合饲料% 鸡浓缩饲料% 鸡复合预混合饲料%

1.0 mg/kg

乙腈 74.4 97.1 96.2

0.5%氨水乙腈 82.2 96.5 95.8

1.0%乙酸乙腈 71.2 83.8 82.2

0.5%氨水甲醇 85.8 97.6 95.5

甲醇，50℃ 93.6 96.7 93.2

25.0 mg/kg

乙腈 92.4 97.2 96.1

0.5%氨水乙腈 93.7 95.2 94.2

1.0%乙酸乙腈 83.8 82.1 84.9

0.5%氨水甲醇 94.2 95.8 95.0

甲醇，50℃ 95.6 96.4 92.8

250 mg/kg

乙腈 95.8 92.5 93.9

0.5%氨水乙腈 96.9 93.6 94.6

1.0%乙酸乙腈 85.3 85.7 84.2

0.5%氨水甲醇 96.2 94.1 94.5

甲醇，50℃ 97.2 94.9 93.3

从表中数据可知，5种提取溶液提取效果比较，1%乙酸乙腈的提取效果相对较差，乙

腈、0.5%氨水乙腈、0.5%氨水甲醇以及甲醇在 50℃下的提取效果相对较好；乙腈、0.5%

氨水乙腈、0.5%氨水甲醇以及甲醇在 50℃下对鸡浓缩饲料、鸡复合预混合饲料和鸡配合

饲料其余添加浓度的提取效果差异不显著，但对于鸡配合饲料在1.0 mg/kg时，甲醇在 50℃

下提取最好、其次为 0.5%氨水甲醇，乙腈的提取效果较差。

为进一步验证不同提取方法提取效果的可靠性，还分别采用了三种不同的提取方法对

阳性样品（猪配合饲料，编号 FJ20008）进行了测试，结果表明（表 4），0.5%氨水甲醇

和 0.5%氨水乙腈的提取效率较甲醇 50℃水浴提取低，而 0.5%氨水甲醇高于 0.5%氨水乙

腈。考虑到振荡提取较水浴提取更便捷，故拟对 0.5%氨水甲醇振荡提取方法做进一步优

化，对比研究了不同提取时间对提取效率的影响。结果表明（表 5），当两次提取时间分
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别为 40 min和 20 min时，FJ20008阳性样品用 0.5%氨水甲醇和甲醇 50℃水浴提取结果基

本一致。

添加回收试验中，配合饲料（精料补充料）、浓缩饲料、复合预混合饲料最高添加

浓度分别为 250、1000、5000 mg/kg，此时单个样品需加入纯固体标准物质的量为 1.25、

2、10 mg，仅 5重复 3 批次试验中总用量即接近 600 mg，用量大、成本高。因此为降

低成本，上述三个浓度均采用 25%二硝托胺预混剂进行添加，此时需先对其含量进行测

定。但由于其有效成分含量很高，可能存在无法被完全提取而导致定量不准、进而影响添

加回收试验结果的情况，因此同步对其进行了相关提取效率研究。结果表明（表 4），0.5%

氨水甲醇和 0.5%氨水乙腈对 25%二硝托胺预混剂的提取效率较甲醇 50℃水浴提取高，说

明在氨水和不断振荡的条件下二硝托胺更容易被释放、提取，此时延长提取时间对其影响

不大（表 5）。

考虑到 0.5%氨水甲醇提取过程不需要不时手动振摇，不受限于水浴锅空间，易于大

批量样品的检测，且两次提取对阳性样品的提取效率与原标准提取方法差别不大，因此，

最终选择 0.5%氨水甲醇振荡提取的方法对原标准进行修订。最终确定方法中浓缩饲料和

复合预混合饲料称样量为 2 g，提取溶液用量每次为 10 mL，重复提取两次，其余饲料称

样量为 5 g，提取溶液用量每次为 20 mL，同样提取两次，两次重复提取时间分别为 40 min

和 20 min。
表 4 不同提取方法对阳性饲料样品的提取结果

饲料种类 提取溶液
结果（mg/kg）

1 2 平均值

猪配合饲料

甲醇 63.1 62.8 63.0

0.5%氨水乙腈 50.2 51.1 50.6

0.5%氨水甲醇 58.3 58.8 58.6

25%二硝托胺预混剂

甲醇 22.8% 22.7% 22.8%

0.5%氨水乙腈 24.9% 25.0% 24.9%

0.5%氨水甲醇 25.0% 25.1% 25.0%

表 5 不同提取时间对阳性饲料样品的提取结果

饲料种类 提取溶液
不同提取时间的结果（平均值, n=2, mg/kg）

15 min+15 min 30 min+20 min 40 min+20 min

猪配合饲料 0.5%氨水甲醇 58.6 62.1 62.9

25%二硝托胺预混剂 0.5%氨水甲醇 25.0% 24.9% 25.0%
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2.2.1.3样品净化条件的确定

农业部 783号公告-5-2006标准中采用中性氧化铝柱进行净化，且该柱需要进行甲醇

湿法填充，比较繁琐和费时。因此在重新确定提取条件下，本标准采用商品 Agilent中性

氧化铝柱进行了净化效果和回收试验，并与直接稀释法、HLB小柱净化法进行了比较，

其中中性氧化铝柱规格为 1 g，6 mL，HLB小柱规格 500 mg，6 mL。

具体净化方法如下：

直接稀释法：吸取 0.2 mL提取液和 0.8 mL0.1%甲酸溶液混合，过滤膜后进样分析。

中性氧化铝小柱净化方法：取 5 mL提取液过已经 5 mL甲醇活化的中性氧化铝小柱，

等提取液全部过柱后用 4 mL甲醇洗脱，收集全部洗脱液后定容至 10.00 mL，混匀，吸取

0.4 mL净化液和 0.6 mL0.1%甲酸溶液混合，过滤膜后进样分析。

HLB小柱净化方法：同中性氧化铝小柱净化方法。

进样梯度条件如表 6，加标提取液（加标浓度为 1.0 mg/L）经不同净化方式处理得到

的液相色谱图如图 1所示（标准溶液二硝托胺出峰时间约 4 min）。

从图中可知，中性氧化铝柱和 HLB小柱对鸡配合饲料、鸡浓缩饲料及鸡复合预混合

饲料均有一定的净化效果，其中对鸡配合饲料和鸡浓缩饲料净化效果较为明显。综合来看，

3种处理方式中净化效果最好的为中性氧化铝小柱净化，其次为 HLB小柱净化（鸡配合

饲料和鸡浓缩饲料目标峰附近存在其它杂质峰）。鸡配合饲料、鸡浓缩饲料及鸡复合预混

合饲料在 3种处理方式下净化回收率最高的为直接稀释法（101%、100%和 99.7%），其

次为中性氧化铝小柱净化 (99.6%、99.8%和 99.6%)，最低为 HLB小柱净化（98.5%、97.8%

和 98.2%）。总体而言，从净化效果和回收率情况看，中性氧化铝小柱优于 HLB小柱。

表 6 流动相梯度洗脱条件

时间（min） 0.1% 甲酸溶液（%） 乙腈（%）

0 80 20
0.5 80 20
4.0 65 35
5.5 30 70
6.0 30 70
6.1 80 20
8.0 80 20
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图 1 鸡配合饲料(A)、浓缩饲料(B)、预混合饲料(C)不同净化方式的液相色谱图（1. 直接稀释法；2.

中性氧化铝小柱净化；3. HLB小柱净化）

C1

C2

C3

二硝托胺

A1

A2

A3

B1

B2

B3

二硝托胺 二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺
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但是，当进样溶液为纯有机溶剂或有机溶剂比例高于流动相初始比例时，在超高效液

相色谱仪（UPLC）上进样峰形相对较差。而若采取直接吸取 200 μL净化上清液稀释进样

（与流动相初始比例一致）的方法，此时配合饲料（牛精料补充料）和浓缩饲料、预混合

饲料的稀释倍数分别为 80倍和 100倍（为原标准方法对应饲料的 6.4倍和 2倍），灵敏

度无法满足要求。因此，对过中性氧化铝柱后净化液采用吹干后复溶的方法进行实验，具

体为：过柱后取 1.0 mL净化液氮吹至干，用乙腈：0.1%甲酸溶液（2：8,v/v）复溶后再进

行分析。而在高效液相色谱仪（HPLC）上检测时（流动相为乙腈：0.1%甲酸溶液（80:20,v/v）

等度洗脱），净化上清液直接进样峰形较好，但进样体积为 10 μL时，灵敏度无法满足要

求，故进样体积调整为 20 μL。调整后的空白样品色谱图和 1.0 mg/kg添加色谱图见图 2

和图 3。可见，1.0 mg/kg添加下二硝托胺出峰较好。总体而言，虽然直接稀释法较方便，

但考虑到方法延续性及可能存在的样品差异性，最终选择中性氧化铝小柱净化。

B1

B2 二硝托胺

A1

A2 二硝托胺
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图 2 鸡配合饲料(A)、浓缩饲料(B)、预混合饲料(C)氮吹复溶的超高效液相色谱图（1. 空白样品；2.

添加样品 1.0 mg/kg）

图 3 鸡配合饲料、浓缩饲料、预混合饲料（自上而下）高效液相色谱图（左： 空白样品；右：添

加样品 1.0 mg/kg）

考虑到浓缩饲料和添加剂预混合饲料实际样品中药物浓度可能相对更高，减少了净

化用提取液的用量，同时为兼顾仪器灵敏度，净化过程稀释倍数保持不变。具体为：取

C2

C1

二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺
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2.5 mL提取液过已经 5 mL甲醇活化的中性氧化铝小柱，等提取液全部过柱后用 2 mL甲

醇洗脱，收集全部洗脱液后定容至 5.00 mL。混匀后取 1.0 mL氮吹至干，用 1.0 mL乙腈：

0.1%甲酸溶液（2：8,v/v）复溶后进行 UPLC分析。结果表明，不同饲料中净化回收率均

大于 95%，且净化效果良好（图 4）。

图 4 鸡浓缩饲料(上)和预混合饲料(下) 2.5mL上样量的超高效液相色谱图

2.2.2液相色谱法中液相色谱条件的确定

2.2.2.1超高效液相色谱法

对二硝托胺在 210-800nm进行了光谱分析，详见图 5。从图中可见二硝托胺在 245.9

nm有 1个吸收峰，考虑到与标准的一致性，对二硝托胺的检测波长设定为 245 nm。

试验选取 ACQUITY UPLC BEH C18（2.1×100 mm，1.7 μm）、Agilent Eclipse Plus

C18(2.1×100 mm，1.8 μm)、Waters XBridge C18(2.1×150 mm，3.5 μm)3种 C18色谱柱利用

二硝托胺

二硝托胺
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农业部 783 号公告-5-2006中的流动相比例进行分析，二硝托胺出峰较快，易受干扰，

而经过优化的梯度条件（见表 6）分析，二硝托胺的保留时间调至 4-6 min之间，不易

受干扰（图 6），3种色谱柱上二硝托胺出峰均较好，本试验选择了 ACQUITY UPLC BEH

C18色谱柱（2.1×100 mm，1.7 μm）进行后续实验，流动相组成和梯度条件详见表 6，

进样体积为 10 μL。

图 5 二硝托胺光谱图

此外，对该液相色谱分析条件的抗干扰情况进行了研究。选取了目前常用的 13 种

抗球虫药物盐酸氯苯胍、氨丙啉、地克珠利、甲基盐霉素、拉沙洛菌素、马杜霉素、海

南霉素、盐霉素、莫能菌素、赛杜霉素、磺胺喹噁啉、氯羟吡啶和常山酮以及 37种其

他药物（磺胺嘧啶、磺胺噻唑等 17种磺胺类、氧氟沙星、恩诺沙星、诺氟沙星等 8种

沙星类和甲硝唑、氟苯尼考、氯霉素等）进行干扰试验。分别配制不含和含有二硝托胺

的混合溶液，各组分浓度均为 1.0 mg/L，进样检测。结果表明，在该液相色谱条件下氨

丙啉出峰最早，盐酸氯苯胍、地克珠利未出峰，二硝托胺和所有药物均有较好的色谱分

离，色谱图详见图 7。
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图 6 猪配合饲料(A)、浓缩饲料(B)、预混合饲料(C)不同色谱柱分离的超高效液相色谱图（1.C18-1.7

μm；2. C18-1.8 μm；3. C18-3.5 μm）

A1

A2

A3

二硝托胺

B1

B2

B3

二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺二硝托胺

二硝托胺
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C2

C3

二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺
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图 7 液相色谱分析干扰试验色谱图（上图：不含二硝托胺；下图：含二硝托胺）

2.2.2.2高效液相色谱法

所采用的高效液相色谱为Waters2695液相色谱仪，检测波长同样为 245 nm，利用

常规 C18色谱柱（Kromasil 100-5C18，4.6×250 mm，5 μm），采用乙腈：0.1%甲酸溶液

（80:20,v/v）等度洗脱，此时二硝托胺保留时间为 16.5 min左右，各饲料样品（1.0 mg/kg

添加样品）中均无杂质峰干扰。另选择了 Welch Ultimate XB-C18(4.6×250 mm, 5 μm)、

Welch Ultimate AQ-C18(4.6×250 mm, 5 μm)2 种不同的 C18色谱柱在相同色谱条件下进样

检测，结果表明（图 8），各饲料基质中二硝托胺在不同色谱柱上无杂质干扰、峰形均

较好。

二硝托胺

氨丙啉

拉沙洛菌素

磺胺喹噁啉

磺 胺 甲

基嘧啶
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本试验选择常规的 Kromasil 100-5C18色谱柱（4.6×250 mm，5.0 μm）进行后续试验，

流动相为乙腈：0.1%甲酸溶液（80:20,v/v）等度洗脱，进样体积为 20 μL。

此外，对该液相色谱分析条件的抗干扰情况进行了研究。选取了目前常用的 13 种

抗球虫药物盐酸氯苯胍、氨丙啉、地克珠利、甲基盐霉素、拉沙洛菌素、马杜霉素、海

南霉素、盐霉素、莫能菌素、赛杜霉素、磺胺喹噁啉、氯羟吡啶和常山酮以及 37种其

他药物（磺胺嘧啶、磺胺噻唑等 17种磺胺类、氧氟沙星、恩诺沙星、诺氟沙星等 8种

沙星类和甲硝唑、氟苯尼考、氯霉素等）进行干扰试验。分别配制不含和含有二硝托胺

的混合溶液（各组分浓度均为 1.0 mg/L），进样检测。结果表明，在该液相色谱条件下

氨丙啉出峰最早，盐酸氯苯胍、地克珠利未出峰，二硝托胺和所有药物均有较好的色谱

分离，色谱图详见图 9。

A1

A2

A3

二硝托胺

二硝托胺

二硝托胺
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图 8 猪配合饲料(A)、浓缩饲料(B)、预混合饲料(C)不同色谱柱分离的高效液相色谱图（1.Kromasil

100-5C18；2. Welch Ultimate XB-C18；3. Welch Ultimate AQ-C18）
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图 9 高效液相色谱分析干扰试验色谱图（上图：不含二硝托胺；下图：含二硝托胺）

2.2.3液相色谱串联质谱法仪器条件的确定

二硝托胺的化学结构式详见图10。实验采用“T”三通方式，对二硝托胺的质谱条

件进行优化(图11)。在ESI正离子模式下，二硝托胺（1.0 mg/L）在三种流动相条件(20 mM

乙酸胺/乙腈，0.1%甲酸溶液/乙腈和水/乙腈，体积比均为8:2)下响应均较低，无法获得

满意结果。而在ESI负离子模式下，二硝托胺在上述三种流动相条件下响应均较好，以

20 mM乙酸胺/乙腈为流动相的响应值约为其它两种流动相条件下响应值的2倍，但考虑

到液质法与液谱法样品可以共用，选择0.1%甲酸溶液/乙腈作为流动相。ESI-模式下，

224.1>76.9、224.1>150.9、224.1>181.1三组离子对碎片特征明显，224.1>150.9响应略低

于224.1>76.9，224.1>181.1响应最高，约是224.1>76.9的3～4倍，但其对应同位素内标

子离子229.1>185.1目标峰后基线有一定升高。综合比较灵敏度及杂质干扰（图12）等情

磺胺喹噁啉

二硝托胺

氨丙啉
拉沙洛菌素

磺胺甲基嘧啶
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况后，最终确定了如下MRM条件。其它经过优化的条件为：毛细管电压：2.5 KV；离

子源温度：150℃；脱溶剂气温度：500℃；锥孔气流速：50 L/h；脱溶剂气流速：1000

L/h。其它条件详见表7。

表 7 二硝托胺及其内标的多反应监测（MRM）离子对、锥孔电压及碰撞能量的参考值

被测物名称 监测离子对（m/z） 锥孔电压（V） 碰撞能量（eV）

二硝托胺
224.1>76.9 22 22

224.1>181.1 a 22 10

二硝托胺-D5 229.1>185.1 22 10

a为定量离子对。

图 10 二硝托胺的化学结构式 图 11 二硝托胺子离子扫描图

图 12 鸡预混合饲料和鸡浓缩饲料基质标准溶液二硝托胺子离子MRM色谱图
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由于电喷雾质谱的电离是在溶液状态电离，因此流动相的组成和配比不但影响目标

化合物的色谱行为，还会影响到目标化合物的离子化效率，从而影响灵敏度。实际上进

行 LC-MS/MS方法研究的时侯，原打算梯度条件和液相方法（表 6）一致，但发现二硝

托胺的响应较低，于是调整了梯度条件，让有机相（乙腈）比例提高的速度加快，从而

提高了二硝托胺的离子化效率。优化后的梯度洗脱条件详见表 8。其他条件如下：进样

量：10 μL；柱温：35℃。

表 8 液相色谱串联质谱法梯度洗脱程序

时间（min） 流速（mL/min） A（%） B（%）

0 0.2 80 20

0.5 0.2 80 20

3.0 0.2 20 80

3.5 0.2 20 80

3.6 0.2 80 20

5.0 0.2 80 20

2.2.4 定量方法的确定

对于液相色谱法，定量采用外标法定量；而对于液相色谱串联质谱法，分别比较

了提取前加入内标、提取后加入内标和不加内标（基质匹配外标法）三种条件下的定量

情况。分别以三种不同的方法对不同饲料（鸡配合饲料、鸡浓缩饲料及鸡复合预混合饲

料）中不同浓度（125 mg/kg、25 mg/kg和1.0 mg/kg）下的添加回收率进行定量。具体

为：

提取前加入内标：样品中加入同位素内标后（浓缩饲料和预混合饲料加入40 μL浓

度为25 mg/L同位素内标溶液，配合饲料加入100 μL浓度为25 mg/L同位素内标溶液），

以上述确定的提取净化条件处理。配制含内标浓度为0.025 mg/L的溶剂标准系列工作溶

液（0.002 mg/L、0.005 mg/L、0.020 mg/L、0.050 mg/L、0.20 mg/L和0.50 mg/L）测定后

进行定量。

提取后加入内标：样品不加入同位素内标，以上述确定的提取净化条件处理后加

入含内标浓度0.025 mg/L的甲酸-乙腈溶液复溶。同提取前加入内标进行标准溶液配制进

样分析后定量。
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不加内标（基质匹配外标法）：样品不加入同位素内标，以上述确定的提取净化

条件处理。配制浓度分别为0.002 mg/L、0.005 mg/L、0.020 mg/L、0.050 mg/L、0.20 mg/L

和0.50 mg/L的不同饲料的系列基质标准溶液进行定量。

外标法定量：配制浓度分别为0.002 mg/L、0.005 mg/L、0.020 mg/L、0.050 mg/L、

0.20 mg/L和0.50 mg/L的标准溶液进行定量。

通过结果（表9）可知，同位素内标法定量时回收率为98.9%～101.0%，提取后加

入内标时回收率为91.5%～95.0%，基质匹配外标法定量时回收率为90.8%～95.5%。可

见，经提取前加内标校正后，回收率更接近100%，且最高用量下内标费用经计算每个

样品为0.3元左右（25 mg内标费用2780元），但在进行高浓度添加试验和后续的阳性样

品检测中发现，当样品含量稍高时（浓缩饲料和添加剂预混合饲料高于5.0 mg/kg，其他

饲料高于4.0 mg/kg），即需要同步处理含有内标的空白样品基质溶液进行校准，导致实

验非常繁琐，且考虑到经试验后所有种类饲料的基质效应不强（见表10），外标法定量

回收率均较好能满足要求。因此，综合考虑方法可靠性、方便性以及成本等因素后决定

液相色谱串联质谱法采用外标法定量。

表 9 不同定量方法的回收率

添加浓度 定量方法 鸡配合饲料% 鸡浓缩饲料% 鸡复合预混合饲料%

1.0 mg/kg

提取前加内标 98.9 99.5 100.5

提取后加内标 91.5 92.1 94.5

基质匹配外标法 90.8 92.8 94.7

外标法 87.5 91.9 99.3

25 mg/kg

提取前加内标 99.6 101.0 99.3

提取后加内标 92.2 93.5 93.1

基质匹配外标法 91.6 94.3 92.6

外标法 88.0 93.4 97.2

125 mg/kg

提取前加内标 99.8 99.8 100.1

提取后加内标 95.0 93.1 93.5

基质匹配外标法 95.5 92.2 93.7

外标法 92.0 91.3 98.4
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表 10 不同种类饲料的基质效应

饲料种类 标准曲线方程 相关系数r2 基质效应

纯溶剂 y=2074137.35x+7546.71 0.9993 /

鸡配合饲料 y=2001168.22x+5220.16 0.9993 0.96

鸡浓缩饲料 y=2063589.63x+5938.93 0.9991 0.99

鸡预混合饲料 y=2175028.59x+7702.85 0.9993 1.05

猪配合饲料 y=2005326.75x+3706.56 0.9996 0.97

猪浓缩饲料 y=2052328.38x+4895.07 0.9995 0.99

猪预混合饲料 y=2108465.43x+6658.29 0.9995 1.02

鱼配合饲料 y=2003644.13x+2973.99 0.9992 0.97

鱼预混合饲料 y=2038467.08x+8159.33 0.9998 0.98

牛精料补充料 y=2025850.50x+5643.78 0.9997 0.98

兔配合饲料 y=2025614.35x-1251.21 0.9999 1.02

兔浓缩饲料 y=1958311.50x+978.36 0.9992 0.98

兔预混合饲料 y=1976614.58x+2039.65 0.9990 0.99

注：其中兔饲料对应纯溶剂标准曲线方程为：y=1989502.02x+671.82(r2=0.9999)。

2.2.5标准溶液稳定性试验

对二硝托胺的标准储备液和标准中间液进行了稳定性考察，结果详见图 13，同位

素内标标准储备液和标准中间液有效期参照二硝托胺的标准储备液和标准中间液制定。

同时根据欧盟 Commission recommendation 1999/333/EC的规定（欧盟规定测定结果与 0

d结果相比比例为 95-105%具有稳定性）来进行判定是否稳定。

图 13 二硝托胺标准储备液（左）和标准中间液（右）浓度随时间变化图
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从图13可见，二硝托胺标准储备液在90 d的时间内，浓度随时间变化范围均在

95-105%范围内；标准中间液在90 d的时间内，浓度随时间变化范围均在95-105%范围内

60 d的时间内，浓度随时间变化范围在95-105%范围内，但在90 d时超出了该范围；实

验考虑到实验数据、经济成本，将标准储备液和中间液的有效期限分别确定为3个月和1

个月。

2.3 修订前后技术内容的对比

通过前处理条件和仪器条件优化后，得到的方法标准与原农业部783号公告

-5-2006方法标准变化较大，主要变化详见表11。

表 11 本方法与原标准方法对照表

序号 农业部783号公告-5-2006 本方法

1 无液相色谱串联质谱法 增加液相色谱串联质谱法

2 液谱法无检测限 增加检测限0.30 mg/kg

3
适用范围（配合饲料、浓缩饲料和预

混合饲料）

适用范围（配合饲料、浓缩饲料、预混合饲料和精

料补充料）

4
称样量（配合饲料20g，浓缩饲料和

预混合饲料5g）
称样量（配合饲料5g，浓缩饲料和预混合饲料2g）

5 提取溶剂为甲醇 提取溶剂为0.5%氨水甲醇

6 提取方式为50℃水浴提取 提取方式为常温振荡提取

7 定容方式为净化液直接定容
超高效液相色谱和液相色谱串联质谱定容方式为

净化液氮吹后定容

8 流动相为乙腈和水 流动相为乙腈和0.1%甲酸溶液

9 流动相等度洗脱 高效液相色谱法等度洗脱，其它为梯度洗脱

10 液谱法流动相等度洗脱比例为30+70 高效液相色谱法流动相等度洗脱比例为20+80

11 进样体积为10 μL 高效液相色谱法为20 μL，其它为10 μL

三、试验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期经济效果

3.1 试验验证的分析

3.1.1液相色谱法（超高效液相色谱法）



23

3.1.1.1线性实验

准确移取适量标准中间溶液（25.0 mg/L），用适量 0.1%甲酸溶液和乙腈稀释配制

浓度分别为 0.015 mg/L、0.050 mg/L、0.10 mg/L、0.50 mg/L、2.0 mg/L和 5.0 mg/L标准

系列工作溶液，进行色谱分析，以二硝托胺的浓度为横坐标，色谱峰面积（响应值）为

纵坐标，绘制标准曲线，所得标准曲线方程为 y=153266x+236.2，相关系数（r2）为 0.9999，

说明二硝托胺在 0.015-5.0 mg/L浓度范围内线性良好，能用于二硝托胺液相色谱定量分

析。

3.1.1.2检测限和定量限的确定

液相色谱分析以保留时间定性，试样溶液中二硝托胺保留时间应与标准系列溶液

（浓度相当）中二硝托胺的保留时间一致，其相对偏差在±2.5%之内，而本方法标准在

试验过程中试样溶液中二硝托胺保留时间应与标准系列溶液中二硝托胺相对偏差均小

于 0.5%。

方法的检测限和定量限的信噪比应高于 S/N=3：1 和 10：1，经计算所有添加 1.0

mg/kg的样品的 S/N（表 12）在 26-39之间，因此确定方法的定量限为 1.0 mg/kg，与农

业部 783 号公告-5-2006 的定量限保持一致，考虑到样品和仪器差异检测限确定为 0.3

mg/kg。

表 12 饲料中添加 1 mg/kg 二硝托胺超高效液相色谱分析信噪比

饲料种类 信噪比

猪配合饲料 39

猪浓缩饲料 28

猪预混合饲料 29

鸡配合饲料 35

鸡浓缩饲料 27

鸡预混合饲料 30

鱼配合饲料 33

鱼预混合饲料 28

牛精料补充料 32

兔配合饲料 38

兔浓缩饲料 28
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兔预混合饲料 26

3.1.1.3 方法的回收率和重现性

3.1.1.3.1 空白样品的筛选和定义

在确定了样品的前处理和仪器方法后，先进行了猪、鸡、兔和鱼配合饲料和预混合

饲料、猪、鸡和兔的浓缩饲料、以及牛精料补充料空白样品的筛选，其中12种饲料空白

样品数量分别为9、7、2、4、6、8、2、7、10、8、1和5个，其中有2个猪配合饲料检出

二硝托胺（已用液相色谱串联质谱法确证为二硝托胺），其中1个样品浓度介于液相色

谱法检测限和定量限之间，通过液相色谱测定结果为0.82 mg/kg，而通过液相色谱串联

质谱测定为0.83 mg/kg，另外1个样品液相色谱和液相色谱串联质谱测定结果分别为62.6

mg/kg和62.5 mg/kg。

3.1.1.3.2 添加回收率实验结果

添加回收实验每批次内同一浓度做5次平行实验，进行3次重复，其中配合饲料（精

料补充料）添加浓度为1.0 mg/kg、25 mg/kg、125 mg/kg和250 mg/kg，浓缩饲料添加浓

度为1.0 mg/kg，25 mg/kg、125 mg/kg和1000 mg/kg，复合预混合饲料添加浓度为1.0

mg/kg，25 mg/kg、125 mg/kg和5000 mg/kg。其中低于250 mg/kg的样品用标准溶液添加，

等于和高于250 mg/kg的样品用25%二硝托胺预混剂添加（二硝托胺预混剂含量经确定

的提取条件测定，见表5，结果为25.0%，以此为准进行添加。250、1000、5000 mg/kg

添加档分别添加5.00±0.05、8.00±0.08、40.00±0.2 mg预混剂后，涡旋混匀10 min，静置

15 min后进行试验），回收实验中，当样品的上机液浓度超过回收率线性范围时，需根

据测定浓度，用定容溶液（乙腈：0.1%甲酸溶液=80:20,v/v）进行稀释后重新测定，直

至上机液浓度在标准曲线的线性范围内。

从回收率结果（表13～24）看出，12种饲料在1.0~5000 mg/kg添加浓度范围内，回

收率在80.3%~99.8%之间，批内平均回收率在83.9%~96.7%之间，批间平均回收率在

85.8%~95.3%之间，批内RSD在1.2%~8.1%之间，批间RSD在1.9%~6.4%之间。由此可见

回收率和精密度均在药物残留分析规定要求内，说明本方法能满足饲料中二硝托胺测定

的需要。超高效液相色谱法添加回收实验图谱详见附图1-4。
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表13 超高效液相色谱法猪配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

88.2 89.3 94.8 91.0 92.6 91.2 2.9

91.3 2.994.0 92.0 90.9 88.6 93.7 91.8 2.4

91.1 88.4 86.3 93.1 95.1 90.8 3.9

25

96.8 92.3 93.3 97.1 92.9 94.5 2.4

93.7 2.196.1 93.4 90.5 94.3 91.1 93.1 2.5

92.2 93.5 95.9 94.2 92.5 93.7 1.6

125

93.7 95.1 92.3 89.1 91.2 92.3 2.5

93.2 3.196.2 90.4 95.5 91.8 93.4 93.5 2.6

91.5 95.6 88.3 97.6 96.8 94.0 4.2

250

96.8 93.7 92.0 95.4 90.8 93.7 2.6

94.3 2.795.9 97.2 93.2 91.5 93.9 94.3 2.4

91.5 93.4 96.4 99.7 92.5 94.7 3.5

表14 超高效液相色谱法猪浓缩饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

89.3 91.9 92.1 88.5 94.5 91.3 2.6

91.5 3.285.1 90.3 96.1 92.9 92.9 91.5 4.5

91.2 89.0 91.0 96.4 91.8 91.9 3.0

25

91.5 89.3 88.4 93.7 94.2 91.4 2.8

92.6 2.795.1 93.7 91.6 92.0 96.1 93.7 2.1

94.8 89.0 93.0 90.2 95.8 92.6 3.1

125

91.1 96.9 93.0 95.2 97.4 94.7 2.8

93.7 2.592.8 91.7 95.0 90.7 93.0 92.6 1.7

91.4 95.1 97.1 90.9 93.7 93.6 2.8

1000

90.9 91.8 93.2 96.2 94.3 93.3 2.2

92.3 3.585.2 92.2 87.9 93.4 95.7 90.9 4.7

95.0 96.6 89.1 89.5 93.0 92.6 3.6
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表15 超高效液相色谱法猪复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

91.0 92.6 92.0 85.8 90.5 90.4 3.0

91.2 2.791.1 92.5 93.8 88.0 92.8 91.6 2.5

89.3 90.5 94.9 89.1 93.7 91.5 2.9

25

91.9 93.3 86.4 93.7 96.2 92.3 3.9

91.3 3.191.9 93.8 90.3 92.1 91.7 92.0 1.4

87.7 91.3 85.9 91.8 90.8 89.5 2.9

125

91.8 95.8 91.4 94.1 93.9 93.4 1.9

92.7 2.294.3 92.0 90.2 90.3 92.8 91.9 1.9

90.3 92.9 89.9 95.9 94.9 92.8 2.9

5000

93.5 92.1 87.6 90.5 94.6 91.7 3.0

91.7 3.590.0 88.4 87.5 88.8 96.0 90.1 3.8

95.0 89.7 96.7 90.1 95.5 93.4 3.5

表16 超高效液相色谱法鸡配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

89.9 92.5 88.2 91.9 90.1 90.5 1.9

90.6 1.991.3 89.6 90.5 91.8 92.8 91.2 1.3

92.4 91.2 89.4 90.3 86.6 90.0 2.4

25

93.2 91.7 94.3 95.8 88.6 92.7 3.0

94.8 2.898.1 94.1 93.4 97.8 96.1 95.9 2.2

93.7 99.1 94.1 96.2 95.7 95.8 2.2

125

85.9 91.6 93.6 92.1 90.2 90.7 3.2

92.4 3.392.5 97.7 92.9 93.9 95.2 94.4 2.2

92.5 95.6 86.9 94.6 91.5 92.2 3.7

250

98.3 94.3 95.4 98.9 90.9 95.6 3.4

95.3 2.990.9 97.8 92.0 95.1 93.6 93.9 2.9

97.0 96.6 96.5 98.9 93.4 96.5 2.0
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表17 超高效液相色谱法鸡浓缩饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

89.4 95.3 93.8 90.4 85.6 90.9 4.2

91.5 3.192.2 91.7 91.0 93.2 88.7 91.4 1.8

96.5 87.6 92.0 93.2 91.6 92.2 3.5

25

93.0 92.1 93.9 95.2 97.0 94.2 2.0

94.8 2.894.2 99.6 98.4 95.2 96.1 96.7 2.3

90.8 92.2 98.4 92.5 94.0 93.6 3.1

125

95.2 96.9 89.7 94.1 91.3 93.4 3.1

93.9 3.593.7 90.8 91.7 99.7 97.5 94.7 4.0

91.0 91.1 98.4 90.2 96.6 93.5 4.0

1000

88.1 91.5 95.1 86.2 93.7 90.9 4.1

91.3 3.191.6 92.4 94.5 90.8 88.0 91.5 2.6

93.2 87.7 92.3 95.2 89.4 91.6 3.3

表18 超高效液相色谱法鸡复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

97.9 89.0 96.1 88.3 92.3 92.7 4.6

92.3 3.694.1 89.6 96.2 90.9 91.9 92.5 2.8

93.7 92.4 91.6 85.3 94.7 91.5 4.0

25

95.0 96.4 92.4 92.1 93.0 93.8 2.0

93.4 2.396.0 91.6 96.9 92.2 93.7 94.1 2.5

91.2 90.2 93.0 95.9 91.1 92.3 2.5

125

94.8 98.2 99.8 90.7 93.6 95.4 3.8

94.5 3.694.4 88.8 95.1 96.1 93.2 93.5 3.0

98.4 91.9 92.5 99.5 90.5 94.6 4.3

5000

89.9 86.4 87.8 83.8 87.9 87.2 2.6

90.5 3.795.3 88.1 91.3 90.8 93.9 91.9 3.1

91.1 93.1 89.5 95.3 93.2 92.4 2.4
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表19 超高效液相色谱法兔配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

85.2 81.7 81.9 88.9 81.8 83.9 3.8

87.8 5.995.3 83.3 91.7 85.8 85.3 88.3 5.7

84.7 89.9 94.7 97.0 90.4 91.3 5.2

25

82.8 85.1 90.9 86.6 86.0 86.3 3.4

86.1 4.188.2 89.3 85.2 87.8 88.1 87.7 1.7

81.6 82.8 93.2 81.3 82.8 84.3 5.9

125

85.2 96.1 86.4 98.9 82.4 89.8 8.1

90.5 6.489.5 93.5 89.8 94.1 83.7 90.1 4.6

97.8 96.3 94.2 88.6 81.2 91.6 7.4

250

91.0 94.5 88.8 88.8 92.1 91.0 2.6

91.4 5.482.5 94.1 80.4 93.2 95.9 89.2 8.1

96.2 94.1 97.1 87.5 95.0 94.0 4.0

表20 超高效液相色谱法兔浓缩饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

91.8 86.0 89.1 91.4 82.1 88.1 4.6

88.3 5.592.5 91.2 84.1 81.4 92.3 88.3 5.9

97.5 83.9 83.0 92.9 85.5 88.6 7.2

25

90.0 95.7 89.5 89.3 97.7 92.4 4.3

91.9 5.794.1 86.2 94.2 80.3 97.1 90.4 7.7

95.0 89.7 85.1 97.9 96.0 92.7 5.7

125

98.0 81.6 95.5 85.0 94.7 91.0 7.9

90.7 6.097.5 89.4 88.3 81.7 93.6 90.1 6.6

97.0 85.5 91.0 92.4 89.9 91.2 4.6

1000

88.0 87.1 80.5 83.8 82.5 84.4 3.7

85.8 5.487.3 83.3 82.1 81.4 94.5 85.7 6.3

96.9 83.1 84.0 85.6 86.9 87.3 6.4
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表21 超高效液相色谱法兔复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

91.0 91.1 83.5 84.4 84.0 86.8 4.5

87.1 5.591.4 95.7 95.0 82.5 87.2 90.4 6.1

82.8 82.4 89.0 81.7 84.3 84.0 3.5

25

90.8 89.7 85.2 95.6 87.9 89.8 4.3

89.0 5.591.0 80.3 90.1 95.3 90.4 89.4 6.2

84.4 91.9 95.0 86.2 80.6 87.6 6.6

125

85.2 95.8 90.8 90.3 81.6 88.7 6.2

87.8 6.497.4 85.8 87.3 80.6 85.7 87.4 7.0

80.9 84.1 90.0 97.2 83.9 87.2 7.4

5000

95.2 84.3 91.0 93.4 82.0 89.2 6.5

91.5 5.696.4 84.3 94.6 97.2 87.4 92.0 6.3

97.8 93.8 94.1 93.1 87.3 93.2 4.1

表22 超高效液相色谱法鱼配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

88.0 90.0 90.9 86.4 91.9 89.4 2.5

90.5 2.688.8 95.5 89.4 92.5 93.0 91.8 3.0

89.2 90.4 92.1 91.9 87.7 90.3 2.1

25

96.5 95.5 94.9 87.8 90.7 93.1 4.0

93.3 3.796.9 94.8 91.1 93.7 98.1 94.9 2.9

86.6 92.1 95.2 89.8 95.6 91.9 4.1

125

91.2 90.2 93.0 94.9 95.6 93.0 2.5

93.7 2.593.3 90.4 96.4 92.8 97.8 94.1 3.1

92.4 93.8 91.7 97.0 95.5 94.1 2.3

250

91.7 94.3 95.4 96.4 92.3 94.0 2.1

92.2 2.292.0 90.1 88.7 90.9 91.6 90.7 1.4

90.7 93.8 92.6 91.1 91.9 92.0 1.3
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表23 超高效液相色谱法鱼复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

95.6 93.8 90.3 90.5 94.9 93.0 2.7

92.0 2.887.6 93.6 92.5 93.3 91.3 91.7 2.7

90.7 92.9 95.6 89.6 88.0 91.4 3.2

25

94.1 92.4 99.3 95.7 91.2 94.5 3.3

95.1 2.894.7 93.5 98.7 99.4 97.4 96.7 2.6

93.5 95.1 93.6 96.3 91.5 94.0 1.9

125

94.8 97.3 95.3 93.8 90.8 94.4 2.5

94.2 2.891.8 95.6 92.8 90.5 99.2 94.0 3.7

95.0 98.1 91.3 93.6 92.9 94.2 2.7

5000

94.2 92.5 91.8 89.4 92.2 92.0 1.9

91.3 2.790.5 93.0 89.6 86.8 92.7 90.5 2.8

93.2 87.3 89.0 95.5 91.7 91.3 3.6

表24 超高效液相色谱法牛精料补充料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

85.1 84.6 89.4 90.9 91.5 88.3 3.7

90.1 4.690.8 88.4 84.3 86.2 86.1 87.2 2.9

94.9 93.0 95.6 96.0 94.4 94.8 1.2

25

97.3 92.9 96.9 98.8 91.9 95.6 3.1

95.2 3.091.4 97.7 94.4 96.6 99.7 96.0 3.3

94.9 92.2 91.9 98.0 93.0 94.0 2.7

125

92.8 97.5 96.7 90.3 93.6 94.2 3.1

93.5 2.593.0 97.5 91.6 93.6 92.4 93.6 2.4

94.1 92.9 95.3 91.1 90.5 92.8 2.2

250

88.4 85.9 91.6 89.5 89.0 88.9 2.3

92.0 3.897.3 92.0 93.3 96.7 95.8 95.0 2.4

87.2 91.7 95.4 92.3 93.8 92.1 3.3
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3.1.2液相色谱法（高效液相色谱法）

3.1.2.1线性实验

准确移取适量标准中间溶液（25.0 mg/L），用适量 0.1%甲酸溶液和乙腈稀释配制

浓度分别为 0.015 mg/L、0.050 mg/L、0.10 mg/L、0.50 mg/L、2.0 mg/L和 5.0 mg/L标准

系列工作溶液，进行液相色谱分析，以二硝托胺的浓度为横坐标，色谱峰面积（响应值）

为纵坐标，绘制标准曲线，所得标准曲线方程为 y=96202x-236.1，相关系数（r2）为 0.9998，

说明二硝托胺在 0.015-5.0 mg/L浓度范围内线性良好，能用于二硝托胺液相色谱定量分

析。

3.1.2.2检测限和定量限的确定

液相色谱分析以保留时间定性，试样溶液中二硝托胺保留时间应与标准系列溶液

（浓度相当）中二硝托胺的保留时间一致，其相对偏差在±2.5%之内，而本方法标准在

试验过程中试样溶液中二硝托胺保留时间应与标准系列溶液中二硝托胺相对偏差均小

于 0.5%。

方法的检测限和定量限的信噪比应高于 S/N=3：1 和 10：1，经计算所有添加 1.0

mg/kg的样品的 S/N（表 25）在 15-21之间，因此确定方法的定量限为 1.0 mg/kg，也与

农业部 783号公告-5-2006的定量限保持一致，检测限考虑到样品和仪器差异确定为 0.3

mg/kg。

表 25 饲料中添加 1 mg/kg二硝托胺高效液相色谱分析信噪比

饲料种类 1 mg/kg 添加信噪比

猪配合饲料 21

猪浓缩饲料 15

猪预混合饲料 16

鸡配合饲料 19

鸡浓缩饲料 16

鸡预混合饲料 16

鱼配合饲料 19

鱼预混合饲料 15

牛精料补充料 20

兔配合饲料 19
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兔浓缩饲料 15

兔预混合饲料 15

3.1.2.3 方法的回收率和重现性

3.1.2.3.1 空白样品的筛选和定义

所有空白样品同超高效液相色谱法空白样品，除2个样品检测出二硝托胺外，其余

样品在二硝托胺出峰处均无干扰（详见附图5-8）。

3.1.2.3.2 添加回收率实验结果

添加回收实验每批次内同一浓度做5次平行实验，进行3次重复，各饲料添加浓度同

超高效液相色谱法。回收实验中，当样品的上机液浓度超过回收率线性范围时，用定容

溶液（乙腈：0.1%甲酸溶液=80:20,v/v）进行稀释后重新测定。

从回收率结果（表26-37）看出，12种饲料在1.0~5000 mg/kg添加浓度范围内，回收

率在77.0%~99.8%之间，批内平均回收率在83.5%~96.1%之间，批间平均回收率在

86.7%~95.3%之间，批内RSD在1.2%~8.9%之间，批间RSD在2.2%~7.5%之间。由此可见

回收率和精密度均在药物残留分析规定要求内，说明本方法能满足饲料中二硝托胺测定

的需要。高效液相色谱法添加回收实验图谱详见附图5-8。

表26 高效液相色谱法猪配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

92.8 88.9 94.0 90.3 93.1 91.8 2.3

90.3 2.993.0 90.0 85.7 86.8 88.9 88.9 3.2

86.3 89.8 91.8 93.0 89.5 90.1 2.8

25

94.0 95.0 91.6 92.9 98.3 94.4 2.7

94.8 2.796.5 98.0 93.8 96.7 90.0 95.0 3.4

98.3 96.8 94.0 92.5 93.1 94.9 2.6

125

94.5 96.0 89.1 92.6 97.7 94.0 3.5

93.4 3.291.6 90.4 95.7 92.0 93.1 92.6 2.2

94.5 99.8 90.2 91.3 92.9 93.7 4.0

250

88.9 96.2 89.2 94.4 87.3 91.2 4.2

90.8 3.994.6 89.9 92.6 91.1 87.4 91.1 3.0

87.7 96.3 89.3 84.8 93.0 90.2 5.0
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表27 高效液相色谱法猪浓缩饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

88.6 90.4 92.8 88.3 93.7 90.8 2.7

91.5 2.594.7 91.3 92.2 90.5 90.0 91.7 2.0

90.5 88.6 91.6 94.3 95.7 92.1 3.1

25

95.8 94.2 92.9 91.7 98.0 94.5 2.6

93.7 2.490.4 96.2 91.3 93.0 93.8 92.9 2.4

95.5 90.1 94.9 93.0 94.4 93.6 2.3

125

93.0 95.6 89.9 86.2 91.1 91.2 3.9

92.2 2.995.7 90.3 91.9 93.4 90.8 92.4 2.4

90.8 95.3 96.0 90.7 92.7 93.1 2.7

1000

93.9 92.4 95.6 89.9 93.4 93.0 2.3

92.4 2.490.3 93.9 94.1 88.1 91.2 91.5 2.8

90.8 94.7 95.0 90.8 91.8 92.6 2.2

表28 高效液相色谱法猪复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

92.0 87.4 93.2 85.0 90.0 89.5 3.7

90.3 3.392.6 88.5 90.5 93.5 88.4 90.7 2.6

93.4 89.2 85.5 94.8 90.6 90.7 4.0

25

89.8 93.0 86.4 91.0 97.5 91.5 4.5

91.7 3.190.4 91.0 92.0 94.0 91.4 91.8 1.5

93.3 88.5 91.7 89.0 96.0 91.7 3.4

125

90.4 95.6 99.4 93.5 94.6 94.7 3.5

94.0 3.495.3 93.6 99.7 91.0 89.7 93.9 4.2

92.0 90.5 97.2 96.0 91.4 93.4 3.2

5000

92.6 90.4 90.5 89.9 93.0 91.3 1.5

92.0 2.995.6 91.4 90.4 92.7 86.9 91.4 3.5

93.4 91.2 89.7 94.0 97.8 93.2 3.3
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表29 高效液相色谱法鸡配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

92.9 93.8 89.3 90.2 91.7 91.6 2.0

91.5 2.488.5 90.4 90.7 95.1 88.1 90.6 3.1

90.6 90.7 94.9 92.1 93.2 92.3 2.0

25

96.5 90.5 98.8 93.4 97.3 95.3 3.5

95.3 2.695.4 98.9 97.5 92.2 96.2 96.0 2.6

93.7 97.2 93.3 95.0 94.3 94.7 1.6

125

94.0 94.3 99.5 95.2 89.5 94.5 3.8

94.2 3.191.1 98.3 94.8 97.9 93.4 95.1 3.2

93.7 90.3 96.8 93.3 91.5 93.1 2.7

250

93.2 92.8 88.8 89.2 95.2 91.8 3.0

93.0 2.995.2 98.2 91.9 89.4 94.8 93.9 3.6

90.5 93.2 91.8 95.4 95.1 93.2 2.3

表30 高效液相色谱法鸡浓缩饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

93.9 90.0 91.7 96.9 92.9 93.1 2.8

92.5 3.191.4 95.8 89.2 92.9 86.4 91.1 3.9

91.3 95.8 90.5 93.2 95.7 93.3 2.6

25

90.2 99.2 94.7 97.5 95.3 95.4 3.6

95.1 2.692.4 97.7 93.8 98.5 95.5 95.6 2.7

95.0 92.8 93.2 94.9 95.9 94.4 1.4

125

91.9 93.2 94.6 96.1 95.1 94.2 1.8

94.5 2.492.7 95.1 91.5 96.9 89.9 93.2 3.0

98.2 95.6 95.1 94.2 97.3 96.1 1.7

1000

96.6 92.0 95.4 87.0 85.1 91.2 5.5

91.4 3.993.0 87.0 89.9 94.4 93.3 91.5 3.3

93.8 86.0 93.8 90.9 92.7 91.4 3.6
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表31 高效液相色谱法鸡复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

93.5 90.9 94.1 91.2 89.0 91.7 2.3

91.4 2.988.2 93.6 94.2 89.5 86.5 90.4 3.7

93.1 95.1 93.3 89.4 88.7 91.9 3.0

25

89.5 96.8 92.3 95.0 94.1 93.5 3.0

93.5 2.393.0 92.3 96.2 90.0 95.8 93.5 2.8

94.4 93.9 91.0 93.0 94.5 93.4 1.5

125

89.8 91.3 91.6 94.6 95.8 92.6 2.7

93.6 3.292.4 97.0 89.8 95.5 93.1 93.6 3.0

89.1 98.9 94.7 96.9 92.9 94.5 4.0

5000

93.6 91.0 88.0 88.7 90.7 90.4 2.4

90.8 2.893.9 89.9 92.3 85.6 89.1 90.2 3.5

93.9 88.5 90.4 93.9 92.4 91.8 2.6

表32 高效液相色谱法兔配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

81.4 87.9 93.5 97.9 89.6 90.1 6.9

90.4 5.682.0 86.8 88.6 97.6 91.4 89.3 6.5

96.6 90.5 94.3 87.6 90.5 91.9 3.9

25

77.0 91.3 97.5 93.8 95.3 91.0 8.9

87.9 7.582.3 87.7 93.2 87.8 94.4 89.1 5.5

90.8 82.9 81.1 84.9 77.8 83.5 5.8

125

89.1 89.1 92.9 82.1 89.6 88.6 4.5

86.7 5.282.0 83.3 82.7 85.6 95.6 85.8 6.5

82.6 85.0 85.0 83.0 93.2 85.8 5.0

250

87.1 96.4 95.4 83.7 84.5 89.4 6.8

89.7 6.391.8 86.3 81.4 95.1 83.2 87.6 6.6

87.7 93.7 97.7 95.7 85.6 92.1 5.7
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表33 高效液相色谱法兔浓缩饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

96.8 97.6 80.0 83.1 87.7 89.0 8.9

90.0 6.694.3 91.8 82.5 94.4 96.6 91.9 6.0

83.6 85.6 95.4 91.6 88.7 89.0 5.3

25

82.7 95.5 95.3 84.7 86.6 89.0 6.8

89.2 6.483.9 83.6 95.6 91.6 82.4 87.4 6.7

96.1 91.1 82.2 96.5 90.8 91.3 6.3

125

88.4 84.9 88.7 89.4 97.5 89.8 5.2

87.9 6.985.0 83.4 93.9 97.6 80.8 88.1 8.2

85.3 82.8 82.1 81.4 97.7 85.9 7.9

1000

99.4 91.6 90.3 96.6 95.0 94.6 3.9

91.5 6.093.9 96.0 95.1 86.7 84.7 91.3 5.7

81.7 97.7 91.4 83.0 90.0 88.8 7.4

表34 高效液相色谱法鸡复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

94.4 82.4 88.8 92.1 90.3 89.6 5.1

90.0 5.394.2 91.2 88.5 86.7 83.3 88.8 4.7

96.8 93.9 87.1 83.2 96.9 91.6 6.7

25

91.6 85.5 85.2 86.1 81.1 85.9 4.4

87.0 6.177.9 84.1 87.1 95.4 90.3 87.0 7.6

82.2 91.4 82.9 86.8 97.3 88.1 7.2

125

82.3 94.6 90.8 83.8 85.7 87.4 5.9

89.8 5.995.5 83.8 84.7 95.4 95.7 91.0 6.8

96.5 92.5 87.9 93.6 84.5 91.0 5.2

5000

93.4 91.0 98.9 86.6 87.2 91.4 5.5

92.0 5.891.3 95.2 88.9 87.2 103.5 93.2 7.0

97.1 86.2 86.6 97.5 89.6 91.4 6.1
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表35 高效液相色谱法鱼配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

92.2 87.8 89.5 91.3 96.0 91.4 3.4

91.3 2.793.3 92.2 95.4 89.7 88.9 91.9 2.9

90.1 93.6 88.2 89.7 91.0 90.5 2.2

25

91.4 90.9 90.8 90.3 95.3 91.7 2.2

93.9 2.898.4 95.6 92.4 97.5 96.6 96.1 2.4

93.2 96.0 91.5 92.7 95.2 93.7 2.0

125

93.1 92.8 89.7 95.7 98.2 93.9 3.4

94.0 2.695.1 97.0 91.4 92.5 94.6 94.1 2.3

91.6 94.0 93.0 93.5 98.2 94.1 2.6

250

94.5 93.6 95.1 91.5 92.9 93.5 1.5

91.7 3.188.5 89.3 90.7 85.7 94.5 89.7 3.6

90.0 92.1 91.7 89.9 96.0 91.9 2.7

表36 高效液相色谱法鱼复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

85.1 95.1 89.7 88.4 91.6 90.0 4.1

90.9 3.092.0 93.1 92.0 91.7 87.5 91.3 2.4

93.0 90.9 89.1 89.8 94.6 91.5 2.5

25

95.3 96.5 90.6 93.3 92.9 93.7 2.4

93.5 2.294.4 94.2 91.7 97.1 95.0 94.5 2.0

94.2 90.1 91.7 93.9 92.0 92.4 1.8

125

94.2 91.8 90.7 93.8 96.0 93.3 2.2

93.2 2.990.7 95.4 91.2 92.1 94.8 92.8 2.3

90.4 97.0 91.0 90.3 99.0 93.5 4.4

5000

96.0 92.5 91.4 92.0 87.7 91.9 3.2

91.5 3.392.9 89.3 95.0 93.7 88.5 91.9 3.1

87.5 95.6 90.7 92.8 87.0 90.7 4.0
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表37 高效液相色谱法牛精料补充料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平均

回收率

（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

1.0

93.2 92.3 88.2 90.7 89.3 90.7 2.3

92.0 2.392.9 90.3 94.0 92.2 95.7 93.0 2.2

90.1 92.9 94.9 92.4 91.1 92.3 2.0

25

89.8 91.9 91.1 90.8 95.0 91.7 2.2

92.5 2.388.9 90.9 93.7 95.8 93.0 92.5 2.9

93.3 91.0 94.1 92.5 95.4 93.3 1.8

125

97.7 91.2 95.5 93.7 89.0 93.4 3.7

93.8 3.196.3 89.4 97.9 93.2 92.2 93.8 3.6

92.8 95.0 98.1 93.5 91.5 94.2 2.7

250

94.7 90.3 91.7 93.6 92.3 92.5 1.8

91.9 2.390.1 90.2 91.5 90.0 92.5 90.9 1.2

96.1 87.6 92.2 93.1 93.2 92.4 3.3

3.1.3液相色谱串联质谱法

3.1.3.1线性实验

准确移取适量标准中间溶液（25 mg/L），用乙腈稀释先配制浓度分别为0.010mg/L、

0.025 mg/L、0.10 mg/L、0.25 mg/L、1.0 mg/L和2.5 mg/L标准系列溶液，然后分别准确

移取各标准系列溶液0.20 mL，用0.1%甲酸溶液定容至1 mL，配制浓度分别为0.002

mg/L、0.005 mg/L、0.020 mg/L、0.050 mg/L、0.20 mg/L和0.50 mg/L标准系列工作溶液，

进行液相色谱串联质谱分析。

以二硝托胺标准溶液浓度为横坐标，二硝托胺定量离子对色谱峰面积为纵坐标，绘

制标准曲线，所得标准曲线方程为y=2074137.35x+7546.71，相关系数（r2）为0.9993，

说明二硝托胺在0.002~0.50 mg/L浓度范围内线性良好，能用于二硝托胺液相色谱串联质

谱定量分析。

3.1.3.2检测限和定量限的确定

根据欧盟 2002/657/EC 标准，用 MS/MS 对样品的确证应满足三个条件。首先用

LC-MS方法所测定的所有待测样品的保留时间小于或等于外标标准样品的保留时间的

±2.5%；与基质匹配标准溶液相比，样品中待测组分的两个定性子离子的相对丰度比在
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许可的范围内。

根据各饲料基质标准溶液的信噪比（表 38），同时考虑到不同仪器灵敏度的差异，

初步确定二硝托胺在各饲料中的定量限为 0.050 mg/kg，并进行了定量限浓度的添加试

验，分别于两台响应不同的液质联用仪上进行检测。

结果表明（表 38），在响应较低的一台仪器（waters Xevo TQ-S micro）上，猪、

鸡预混合饲料（图 14）和鱼配合饲料样品的定性离子对的信噪比为 21～30，其它饲料

的＞50，定量离子对的信噪比均高于定性离子对的信噪比，而在响应较高的另一台仪器

（waters Xevo TQ-S）上，定量限添加浓度下所有添加样品中的定性离子对信噪比均＞

100，定量离子对的信噪比均高于定性离子对的信噪比。最后，综合考虑下确定饲料中

二硝托胺药物的定量限为 0.050 mg/kg，检测限为 0.010 mg/kg。经计算 12种饲料中二硝

托胺在 0.050 mg/kg添加浓度下二硝托胺的相对离子丰度比最大偏差为 12%，满足最大

偏差小于 20%的要求。

表 38 不同饲料 0.002 mg/L基质标准溶液和 0.050 mg/kg 添加样品定性离子对的信噪比

饲料种类

0.002 mg/L基质标准溶液信噪比 0.050 mg/kg添加信噪比

waters Xevo

TQ-S micro

waters Xevo

TQ-S

waters Xevo

TQ-S micro

waters Xevo

TQ-S

猪配合饲料 31 147 64 281

猪浓缩饲料 33 143 64 271

猪预混合饲料 14 68 30 125

鸡配合饲料 22 102 51 216

鸡浓缩饲料 25 98 51 201

鸡预混合饲料 16 51 23 102

鱼配合饲料 12 47 21 100

鱼预混合饲料 23 96 53 179

牛精料补充料 26 102 56 196

兔配合饲料 49 129 86 224

兔浓缩饲料 36 100 69 209

兔预混合饲料 39 97 78 210
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图14 猪、鸡预混合饲料基质定性离子对信噪比（仪器waters Xevo TQ-S micro）

3.1.3.3 方法的回收率和重现性

3.1.3.3.1 空白样品的筛选和定义

所有空白样品同液相色谱法空白样品，除2个样品检测出二硝托胺外，基余样品在

二硝托胺出峰处均无明显干扰（详见附图8-20）。

3.1.3.3.2 基质效应

同线性实验中的方法配制溶剂标准溶液和各空白饲料基质标准溶液，浓度均为

0.002 mg/L、0.005 mg/L、0.020 mg/L、0.050 mg/L、0.20 mg/L 和 0.50 mg/L，进行液相

色 谱 串 联 质 谱 分 析 ， 利 用 外 标 法 绘 制 标 准 曲 线 ， 其 中 溶 剂 标 准 曲 线 为

y=207413.7x+7546.71，而各基质标准曲线的斜率与溶液标准曲线的斜率之比在

0.96~1.05之间（表 10），差异较小。差异较小的原因是因为二硝托胺采用的负离子模

式，且经过固相萃取柱净化，基质效应影响相对较小。

3.1.3.3.3 添加回收率实验结果

添加回收实验每批次内同一浓度做5次平行实验，进行3次重复，其中配合饲料（精

料补充料）添加浓度为0.050 mg/kg、25 mg/kg、125 mg/kg和250 mg/kg，浓缩饲料添加

浓度为0.050 mg/kg，25 mg/kg、125 mg/kg和1000 mg/kg，复合预混合饲料添加浓度为
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0.050 mg/kg，25 mg/kg、125 mg/kg和5000 mg/kg。其中低于250 mg/kg的样品用标准溶

液添加，等于和高于250 mg/kg的样品用25%二硝托胺预混剂添加（二硝托胺预混剂含

量经确定的提取条件测定，见表5，结果为25.0%，以此为准进行添加。250、1000、5000

mg/kg添加档分别添加5.00±0.05、8.00±0.08、40.00±0.2 mg预混剂后，涡旋混匀10 min，

静置15 min后进行试验）。对于上机溶液浓度超过线性范围的样品，用定容溶液（乙腈：

0.1%甲酸溶液=80:20,v/v）进行稀释后重新测定。

从回收率结果（表39～50）看出，12种饲料在0.050~5000 mg/kg添加浓度范围内，

回收率在80.5%~99.9%之间，批内平均回收率在84.1%~97.4%，批间平均回收率在

84.8%~97.0%之间，批内RSD在0.6%~7.7%之间，批间RSD在1.5%~7.1%之间。由此可见

回收率和精密度均在药物残留分析规定要求内，说明本方法能满足饲料中二硝托胺测定

的需要。添加回收实验图谱详见附图8-20。

表39 液相色谱串联质谱法猪配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

91.9 93.2 91.6 90.3 94.1 92.2 1.6

92.2 2.195.2 91.6 94.6 91.0 93.3 93.1 2.0

91.1 88.2 89.8 93.3 93.8 91.2 2.6

25

93.7 92.2 92.4 85.8 90.3 90.9 3.4

91.9 3.787.2 92.3 88.8 90.5 91.5 90.1 2.3

90.3 98.2 93.1 93.1 98.5 94.6 3.8

125

98.8 92.3 93.1 96.1 91.6 94.4 3.2

92.5 3.792.3 92.0 87.2 91.1 86.6 89.8 3.0

90.4 91.3 98.7 92.0 94.1 93.3 3.6

250

89.0 88.2 91.4 92.3 98.8 91.9 4.6

92.5 2.996.0 93.7 91.0 93.3 89.6 92.7 2.7

93.3 92.3 93.5 91.3 94.5 93.0 1.3



42

表40 液相色谱串联质谱法猪浓缩饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

88.7 88.5 91.7 92.7 90.2 90.4 2.0

90.7 2.691.5 89.2 90.6 91.1 93.8 91.2 1.8

89.6 94.7 88.9 86.1 93.3 90.5 3.8

25

93.5 89.2 91.1 86.7 91.6 90.4 2.9

91.4 3.791.0 98.6 92.9 91.8 89.9 92.8 3.7

96.8 91.1 85.5 88.5 93.2 91.0 4.8

125

97.1 91.2 98.5 89.2 94.0 94.0 4.1

93.3 3.591.7 89.1 92.2 90.8 91.7 91.1 1.3

89.9 92.6 95.8 98.0 97.7 94.8 3.7

1000

91.0 99.8 98.7 94.4 95.3 95.8 3.7

94.3 3.491.4 95.7 92.4 93.5 92.8 93.2 1.7

97.8 90.2 89.1 96.5 95.9 93.9 4.2

表41 液相色谱串联质谱法猪复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

91.4 93.0 90.9 91.1 96.3 92.5 2.4

92.4 3.498.1 92.9 98.0 90.7 94.0 94.7 3.4

86.6 91.2 92.1 88.9 90.4 89.8 2.4

25

93.3 95.5 91.4 89.0 90.9 92.0 2.7

91.6 3.091.0 93.0 89.5 91.0 92.5 91.4 1.5

87.8 90.2 98.8 89.3 90.8 91.4 4.7

125

90.4 92.1 96.4 91.8 98.6 93.9 3.7

92.8 2.790.7 92.6 93.7 90.5 90.7 91.6 1.6

95.6 93.4 91.9 90.2 93.1 92.8 2.1

5000

97.8 99.3 94.1 99.9 96.1 97.4 2.4

97.0 2.194.1 98.5 96.2 99.1 98.7 97.3 2.2

97.9 94.7 95.9 94.1 98.6 96.2 2.0
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表42 液相色谱串联质谱法鸡配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

86.2 90.0 91.6 90.4 92.8 90.2 2.8

91.5 2.990.4 91.6 89.2 92.2 93.3 91.3 1.7

92.0 98.3 93.5 90.4 90.6 93.0 3.5

25

93.1 90.1 98.0 92.5 95.9 93.9 3.3

92.0 3.589.3 86.4 93.5 90.4 96.2 91.2 4.2

87.5 90.5 93.7 93.0 90.1 91.0 2.7

125

91.2 98.1 90.2 89.9 90.9 92.1 3.7

94.0 3.796.1 90.5 93.4 95.2 98.6 94.8 3.2

94.4 90.2 99.5 98.7 93.0 95.2 4.1

250

95.3 96.1 98.0 94.1 96.4 96.0 1.5

96.0 1.796.5 92.8 96.1 95.6 93.6 94.9 1.7

96.3 98.6 96.3 96.6 98.2 97.2 1.1

表43 液相色谱串联质谱法鸡浓缩饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

86.9 98.0 92.2 94.6 89.2 92.2 4.7

91.5 3.792.7 83.7 90.9 90.6 92.5 90.1 4.1

90.8 95.6 91.0 92.9 90.5 92.2 2.3

25

98.2 98.6 89.6 94.0 95.7 95.2 3.8

92.8 3.594.5 92.7 90.2 87.0 91.0 91.1 3.1

94.1 94.0 90.9 92.2 89.8 92.2 2.1

125

91.8 94.6 99.2 98.2 95.3 95.8 3.1

94.5 2.995.1 93.1 90.9 91.2 96.8 93.4 2.7

98.5 93.6 95.1 92.4 91.5 94.2 2.9

1000

90.8 93.9 96.4 93.6 92.6 93.5 2.2

93.6 2.792.1 96.3 98.9 94.2 96.1 95.5 2.7

91.5 90.5 94.0 93.3 90.1 91.9 1.9
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表44 液相色谱串联质谱法鸡复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

88.3 88.8 90.8 90.2 90.5 89.7 1.2

90.9 2.691.2 90.6 88.6 94.3 90.3 91.0 2.3

88.7 90.1 92.1 97.6 90.8 91.9 3.7

25

98.3 93.9 91.3 98.4 98.2 96.0 3.4

94.6 3.296.2 98.2 91.0 98.6 92.4 95.3 3.6

93.6 93.0 91.5 92.4 91.5 92.4 1.0

125

90.8 94.3 92.3 91.7 90.3 91.9 1.7

92.5 2.793.5 95.6 94.9 90.5 92.6 93.4 2.2

90.2 92.4 90.9 98.2 89.0 92.1 3.9

5000

93.8 95.5 95.2 94.1 96.2 95.0 1.0

95.3 2.698.7 97.9 92.5 91.7 93.3 94.8 3.4

98.2 97.9 98.6 93.7 92.2 96.1 3.1

表45 液相色谱串联质谱法兔配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

85.6 95.7 80.8 81.9 82.1 85.2 7.2

88.4 6.685.2 93.1 86.4 83.6 96.3 88.9 6.2

89.0 97.4 86.4 86.1 96.8 91.1 6.1

25

91.5 86.6 88.3 84.0 81.3 86.3 4.5

85.5 5.186.6 89.2 80.1 94.1 80.3 86.1 7.0

81.0 87.9 81.4 82.4 87.9 84.1 4.1

125

87.9 83.7 95.5 83.2 81.2 86.3 6.6

86.3 6.785.4 82.0 80.6 96.9 85.0 86.0 7.5

82.0 81.3 88.2 83.6 97.3 86.5 7.7

250

91.7 97.8 92.9 86.7 92.7 92.4 4.3

90.5 6.496.7 81.2 81.2 84.0 88.5 86.3 7.6

86.8 96.9 97.1 88.0 96.0 93.0 5.5
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表46 液相色谱串联质谱法兔浓缩饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

82.3 83.6 81.8 88.0 87.2 84.6 3.4

86.6 5.496.1 95.1 86.6 92.2 86.3 91.3 5.1

81.0 85.2 83.8 82.8 87.5 84.1 2.9

25

91.3 80.8 89.3 94.2 92.2 89.6 5.8

90.9 6.289.2 82.1 81.5 94.4 91.4 87.7 6.5

97.7 90.6 94.5 96.9 97.6 95.5 3.2

125

82.9 84.1 82.6 88.7 97.8 87.2 7.3

89.5 7.182.1 96.5 84.0 96.2 89.6 89.7 7.5

83.6 94.2 85.1 96.7 97.8 91.5 7.3

1000

96.4 95.1 87.4 95.6 92.7 93.4 3.9

93.2 3.693.4 96.9 93.6 86.5 96.4 93.4 4.4

91.8 90.1 91.6 93.2 97.5 92.8 3.0

表47 液相色谱串联质谱法兔复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

83.7 88.4 81.2 87.9 80.7 84.4 4.3

84.8 3.882.3 86.3 85.9 83.6 82.8 84.2 2.2

82.8 85.5 93.2 84.0 83.7 85.8 4.9

25

97.6 94.7 93.7 90.4 82.2 91.7 6.4

90.7 6.089.2 84.1 97.4 90.2 87.9 89.8 5.4

92.4 80.5 96.1 96.2 88.5 90.7 7.2

125

95.4 87.6 93.9 90.3 97.6 93.0 4.3

92.1 4.397.2 88.4 92.5 97.1 93.4 93.7 3.9

84.6 90.6 94.1 91.5 87.3 89.6 4.1

5000

93.4 81.3 91.0 81.7 94.2 88.3 7.2

88.0 6.297.3 89.8 94.5 85.1 83.2 90.0 6.7

81.3 81.6 90.5 88.0 87.7 85.8 4.8
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表48 液相色谱中串联质谱法鱼配合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

90.4 92.5 90.9 88.6 93.9 91.3 2.2

91.2 2.291.1 88.2 94.5 91.9 92.0 91.5 2.5

90.9 94.2 88.4 91.1 90.0 90.9 2.3

25

97.6 96.4 94.7 93.0 98.7 96.1 2.4

93.4 2.991.0 90.3 94.0 92.5 89.1 91.4 2.1

94.5 93.3 92.8 90.2 92.2 92.6 1.7

125

98.9 92.5 98.2 90.0 93.0 94.5 4.1

94.1 2.892.7 93.5 95.5 94.3 92.3 93.7 1.4

92.0 95.6 93.7 98.1 91.5 94.2 2.9

250

96.6 98.7 95.7 93.0 92.8 95.4 2.6

96.0 3.298.8 91.5 99.4 91.8 98.8 96.1 4.2

98.0 98.1 92.2 94.2 99.7 96.4 3.2

表49 液相色谱串联质谱法鱼复合预混合饲料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

90.4 91.7 90.6 90.4 87.0 90.0 1.8

92.1 3.492.8 91.4 91.0 90.1 93.2 91.7 1.3

90.9 89.6 97.8 96.7 97.9 94.6 3.8

25

95.2 93.1 90.5 91.6 92.4 92.6 1.9

92.5 1.992.3 92.8 94.5 95.3 90.1 93.0 2.2

90.0 91.3 94.6 92.3 92.2 92.1 1.8

125

95.6 92.8 92.6 93.2 98.1 94.5 2.5

94.6 1.997.9 96.8 95.5 94.5 94.6 95.9 1.5

94.1 93.8 92.8 93.3 94.1 93.6 0.6

5000

93.0 94.1 90.7 91.0 98.3 93.4 3.3

94.0 2.998.3 93.0 95.6 94.9 95.5 95.5 2.0

90.8 91.1 97.5 91.7 94.9 93.2 3.1
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表50 液相色谱串联质谱法牛精料补充料中二硝托胺添加回收率测定结果

添加浓度

（mg/kg）

回收率（%） 批内平

均回收

率（%）

批内变异系

数（n=5，%）

批间平

均回收

率（%）

批间变异系

数（n=3，%）1 2 3 4 5

0.050

88.8 88.9 94.1 91.0 90.5 90.7 2.4

91.0 1.591.8 91.0 90.2 90.0 91.3 90.9 0.8

92.2 91.7 91.8 91.0 90.1 91.4 0.9

25

91.6 90.7 89.3 93.3 91.2 91.2 1.6

92.5 2.393.1 93.3 92.8 91.3 91.0 92.3 1.2

97.3 90.8 91.0 94.3 95.8 93.8 3.1

125

95.2 95.1 93.2 92.5 91.0 93.4 1.9

95.3 2.698.7 95.8 98.9 96.7 96.1 97.2 1.5

97.7 97.1 91.3 94.4 95.7 95.2 2.7

250

94.9 98.1 97.5 93.8 95.9 96.0 1.9

95.2 2.396.0 96.1 95.9 94.2 93.3 95.1 1.3

95.9 98.3 95.8 92.4 90.1 94.5 3.4

3.1.4 实际样品的检测

采用农业部 783 号公告-5-2006 标准方法和本拟定方法分别对部分饲料阳性样品和

25%二硝托胺预混剂进行检测（其中 47号和 78号样品量较少，故只进行部分检测），结

果表明（表 42），除 25%二硝托胺预混剂外，原标准方法与拟定方法对阳性样品中二硝

托胺含量的测定基本一致，表明拟定方法可靠。

表 42 原标准方法与拟定方法下对含二硝托胺实际样品的测定结果

饲料种类 检测方法
测定结果（mg/kg）

1 2 平均值

25%二硝托胺预混剂

原标准方法 22.7% 22.6% 22.7%

拟定方法（HPLC法） 24.8% 24.6% 24.7%

拟定方法（LC-MS法） 25.0% 24.8% 24.9%

鸡配合饲料（编号47）
原标准方法 61.5 / 61.5

拟定方法（HPLC法） 60.1 / 60.1

鸡浓缩饲料（编号78）
原标准方法 0.83 0.85 0.84

拟定方法（HPLC法） 0.81 0.82 0.82
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猪配合饲料（编号

FJ20008）

原标准方法 62.2 62.6 62.4

拟定方法（HPLC法） 62.5 62.7 62.6

拟定方法（LC-MS法） 62.4 62.6 62.5

猪配合饲料（编号

FJ20018）

原标准方法 0.80 0.79 0.80

拟定方法（HPLC法） 0.82 0.81 0.82

拟定方法（LC-MS法） 0.82 0.84 0.83

鸡配合饲料（编号

FJ212044）

原标准方法 98.2 98.5 98.4

拟定方法（HPLC法） 98.4 98.3 98.4

拟定方法（LC-MS法） 98.6 98.1 98.4

鸡配合饲料（编号

FJ212045）

原标准方法 104 103 104

拟定方法（HPLC法） 103 103 103

拟定方法（LC-MS法） 104 105 104

鸡配合饲料（编号

FJ211218）

原标准方法 74.4 74.9 74.6

拟定方法（HPLC法） 75.0 74.6 74.8

拟定方法（LC-MS法） 74.5 74.6 74.6

3.2 综述报告

《饲料中二硝托胺的测定》建立了配合饲料、浓缩饲料、添加剂预混合饲料和精料

补充料中二硝托胺的液相色谱串联质谱测定方法和液相色谱测定方法，试样经氨化甲醇

提取，中性氧化铝固相萃取净化，液相色谱-串联质谱仪/液相色谱仪检测，外标法定量。

方法开发过程中对提取条件、净化条件、液质/液相仪器条件、定量方法等分别进

行了研究，并进行了添加回收验证和实际阳性样品检测结果的对比验证。结果主要内容

如下：

提取条件主要对比研究了乙腈、氨水乙腈、乙酸乙腈及氨水甲醇对不同饲料中不同

添加浓度下的提取效率，以及提取时间、提取次数等对提取效率的影响。结果显示，采用

0.5%氨水甲醇振荡提取 2次，提取时间分别为 40 min和 20 min时，提取效率较高，对实

际猪配合饲料阳性样品的检测结果与原标准农业部 783号公告-5-2006的检测结果基本一

致，表明该提取条件符合要求。

净化条件的研究中比较了直接稀释法、HLB小柱净化法和中性氧化铝柱净化法，中

性氧化铝柱和HLB小柱对鸡配合饲料、鸡浓缩饲料及鸡复合预混合饲料均有一定的净化
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效果，其中对鸡配合饲料和鸡浓缩饲料净化效果较为明显，且中性氧化铝柱优于 HLB柱。

但整体而言 3种净化方法下目标峰处均无明显干扰且净化回收率均较高。而考虑到方法延

续性和样品差异性，确定采用中性氧化铝柱净化法。

分别对液相色谱条件和质谱条件进行了研究，最终确定液相法检测波长为 245 nm，

流动相为 0.1%甲酸溶液和乙腈，分别采用等度淋洗（高效液相色谱）和梯度洗脱（超高

效液相色谱）；液质法中因考虑到灵敏度等因素采用了不同的梯度洗脱条件进行色谱分离，

采用多重反应监测方式进行检测。

对于定量方法，液相法采用了常规的外标法进行定量，而液质法则对比了外标法、基

质匹配外标法和内标法（分别于提取前、后加入内标）3种定量方法。结果显示，不同定

量方法下的回收率均在要求范围内，其中内标法由于采用内标进行了校正故回收率最高。

但考虑到试验操作的简便性和基质效应不明显的情况，最终确定了外标法作为定量方法。

除此之外，在标准主要内容确定过程中，对不同样品称样量对检测结果的影响和标准

溶液储藏稳定性等也进行了研究。结果表明不同称样量对检测结果影响较小，故确定了浓

缩饲料、复合预混合饲料称样量为 2 g，配合饲料及其它饲料称样量为 5 g。通过稳定性试

验确定了标准储备液和中间液的有效期限分别为 3个月和 1个月。

标准主要内容确定后，首先通过添加回收试验对本方法的可靠性进行了验证。结果显

示，液相法中，二硝托胺在 0.015~5.0 mg/L浓度范围内线性良好，12种饲料在 1.0~5000

mg/kg添加浓度范围内，回收率和精密度均符合分析要求，其中超高效液相色谱检测时

回收率在 80.3%~99.8%之间，批内、批间最大 RSD分别为 8.1%和 6.4%；高效液相色谱

检测时回收率在 77.0%~99.8%之间，批内、批间最大 RSD分别为 8.9%和 7.5%。液相法

的定量限为 1.0 mg/kg，检测限为 0.3 mg/kg。液质法中，二硝托胺在 0.002~0.50 mg/L

浓度范围内线性良好，12 种饲料在 0.050~5000 mg/kg 添加浓度范围内，回收率在

80.5%~99.9%之间，批内、批间最大 RSD分别为 7.7%和 7.1%，说明回收率和精密度均

符合分析要求。液质法定量限和检测限分别为 0.050 mg/kg和 0.010 mg/kg。综合上述结

果可见，本方法可靠，能满足饲料中二硝托胺测定的需要。

进一步，为确保方法在实际样品检测过程中的可靠性，选取了部分饲料阳性样品和

25%二硝托胺预混剂进行了分析验证，并与原标准农业部 783号公告-5-2006检测结果进

行了对比。本方法对 25%二硝托胺预混剂的检测结果更接近标定值 25%，对其它阳性样

品的检测结果则于原标准基本一致，表明本方法可靠。
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总之，《饲料中二硝托胺的测定》方法简便、可靠，适用于配合饲料、浓缩饲料、

添加剂预混合饲料和精料补充料中二硝托胺的测定。

3.3 技术经济论证

无。

3.4 预期经济效果

相对于原标准农业部 783号公告-5-2006，本方法优化了液相色谱法，简化了前处理

过程，而其中超高效液相色谱检测大大缩短了整体分析时间，提高了分析效率，节约了时

间成本。此外，本方法补充了“液相色谱-串联质谱法”作为确认方法，灵敏度更高，提

高了二硝托胺检测的准确性。本方法对饲料安全和畜产品质量安全提供了有力的技术支

撑。

四、与国际、国外同类标准技术内容的对比情况

无。

五、采标情况，以及是否合规引用或采用国际国外标准

本方法标准在制定过程中，未采用国际标准。

六、与有关法律、法规的关系

在标准的制订过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章等，严格执行强制

性国家标准和行业标准。与相关的各种基础标准相衔接，遵循了政策性和协调同一性的

原则。

目前我国已建立了食品和饲料中的二硝托胺分析方法有：农业部 783号公告-5-2006

《饲料中二硝托胺的测定 高效液相色谱法》和 SN/T 2453-2010《进出口动物源性食品

中二硝托胺残留量的测定 液相色谱-质谱/质谱法》，因制定的饲料中二硝托胺的测定方

法标准没有确证方法，且前处理相对复杂，因此难以满足生产上需要，因此急需要修订

该标准。

七、重大分歧意见的处理经过和依据

在方法研究和征求意见稿形成过程中，暂无重大分歧。

八、涉及专利的有关说明

未涉及专利。

九、贯彻国家标准的要求和措施建议

待本标准颁布和实施后，建议相关部门开展该标准的技术培训工作。
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十、其他应当说明的事项

无。
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附图

附图1 猪配合、浓缩、预混合饲料（自上而下）空白样品(左)和添加样品（1.0 mg/kg，右）超高效液相色谱图
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附图2 鸡配合、浓缩、预混合饲料（自上而下）空白样品(左)和添加样品（1.0 mg/kg，右）超高效液相色谱图
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附图3 兔配合、浓缩、预混合饲料（自上而下）空白样品(左)和添加样品（1.0 mg/kg，右）超高效液相色谱图
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附图4 鱼配合、预混合饲料、牛精料补充料（自上而下）空白样品(左)和添加样品（1.0 mg/kg，右）超高效液相色谱图
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附图5 猪配合、浓缩、预混合饲料（自上而下）空白样品(左)和添加样品（1.0 mg/kg，右）高效液相色谱图
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附图6 鸡配合、浓缩、预混合饲料（自上而下）空白样品(左)和添加样品（1.0 mg/kg，右）高效液相色谱图
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附图7 兔配合、浓缩、预混合饲料（自上而下）空白样品(左)和添加样品（1.0 mg/kg，右）高效液相色谱图
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附图8 鱼配合、预混合饲料、牛精料补充料（自上而下）空白样品(左)和添加样品（1.0 mg/kg，右）高效液相色谱图
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附图9 猪配合饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图10 猪浓缩饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图11 猪复合预混合饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图12 鸡配合饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图13 鸡浓缩饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图14 鸡复合预混合饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图15 兔配合饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图16 兔浓缩饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图17 兔复合预混合饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图18 鱼配合饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图19 鱼复合预混合饲料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图
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附图20 牛精料补充料空白样品(左)和添加样品（0.050 mg/kg，右）MRM色谱图


