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饲料中硫酸黏菌素的测定 液相色谱-串联质谱法

编制说明

（公开征求意见稿）

一、标准修订工作简况

1．任务来源

本标准方法资金来源于中华人民共和国农业部提出并下达的饲料中药物添加剂检测方法制修订

农业行业标准项目，项目编号为 2018090。完成单位为中国农业大学、辽宁省检验检测认证中心和

农业农村部农产品质量安全监督检验测试中心（大连）。在完成标准的全部研究工作后我们起草了

标准正文和编制说明初稿进行广泛的征求意见，同时联系了三家具有资质的实验室进行了方法验证。

方法验证单位是中国农业科学院农产品加工所、农业农村部饲料校验与安全监督检验测试中心（北

京）、国家饲料质量监督检验中心（北京）。在征求意见和复核试验的基础上形成了预审稿。2022

年 7月 15日通过了标准预审查工作，根据与会专家的意见进行补充和修改，形成了本公开征求意见

稿。且预审会上专家组提出，在我国农业农业村部组织完成的《GB 31650-2019兽药最大残留限量》

国家标准中，“硫酸粘杆菌素”已统一名称为“黏菌素”，因此将标准名称修改为“饲料中硫酸黏

菌素的测定 液相色谱-串联质谱法”。

2．制定背景

硫酸黏菌素(Colistin Sulate)又名硫酸粘杆菌素、多粘菌素 E。其本身为一种成分较复杂的混合物，

主要成分为多粘菌素 A(又称 polymyxin E1) 和多粘菌素 B( 又称 polymyxin E2) ，其物理常数见表

1。两者总量超过多粘菌素 E 含量的 85%[1-2]，在硫酸黏菌素原药中，A成份多数能达 67%左右，B

成份多数能达 32%左右，多年来它们的总量常作为硫酸黏菌素的代表。此外，多粘菌素 E较多见的

还有 3种组分，它们的主要结构与多粘菌素 E1或多粘菌素 E2相似，不同之处仅是这三种组分是由 L

－缬氨酸或 L-异亮氨酸取代了多粘菌素 E1或 E2的 L－亮氨酸。这 3种次要成份常常作为硫酸黏菌

素的杂质进行分析，不同生产厂家以及同一厂家不同批次产品中五种成分的含量略有不同，以我国

山东某厂某年原药生产中某批次检测结果为例（见表 2），3种杂质总含量在 4.6%以下。

表 1 硫酸黏菌素 E 的物理常数

硫酸黏菌素 分子式 分子量 比旋度 熔点（分解）℃

E1 C53H100N16O13·2.5H2SO4 1414 [α]12.2

D 205－210

E2 C52H98N16O13·2.5H2SO4 1400 [α]13.0

D 206－212
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表 2 硫酸黏菌素的常见成份表

硫酸黏菌素 含量

E1+ E2 93.6%

E1-1 0.4%

E1-7MOA 4.0%

E3 0.2%

因此，我国政府相关部门文件明确规定了硫酸黏菌素的主要成份为 A 和 B。美国药典和日本药

典亦有相同规定。我国国家标准《GB 31650-2019兽药最大残留限量》中规定，黏菌素（Colistin）

在兽药中分类为多肽类抗生素，其残留标志物为黏菌素 A与黏菌素 B之和，并规定它在动物源食品

中的残留限量为 50-300 μg/kg。因此，在饲料中该药物的含量分析还是动物组织中该药物残留分析中

需检测黏菌素 A 和黏菌素 B 之和。

硫酸黏菌素具有口服吸收小、促生长效应和不易产生耐药性的特点，属于低残留抗生素，但其

内服吸收很少，不适用于作全身治疗。我国饲料相关产品有硫酸黏菌素预混剂和硫酸黏菌素预混剂

（发酵）两种，其用法与用量相同。均为主要用于治疗敏感革兰氏阴性菌引起的牛、猪、鸡肠道感

染，以黏菌素计进行混饲，每 1000 kg饲料，牛、猪、鸡 75～100 g，连用 3～5 d。蛋鸡产蛋期禁用。

超剂量使用可能引起肾功能损伤。本品内服吸收极少，不宜用作全身感染性疾病的治疗。2016年 7

月，我国农业部公告第 2428号对硫酸黏菌素预混剂和硫酸黏菌素预混剂（发酵）的质量标准进行了

修订，确定删除硫酸黏菌素预混剂的促生长用途，自 2016 年 11月 1日起执行。农业部原发布的同

品种质量标准同时废止（农业部公告第 1594 号同品种质量标准除外）；并删除农业部公告第 168 号

附录 1产品目录中的“硫酸黏菌素预混剂”。这些兽药管理措施意味着硫酸黏菌素预混剂的销量将

会大幅减少。在政策的引导下，今后饲料中该药物的添加改为禁止，饲料中该种药物的添加将会越

来越少。但修订相关检测方法，对于从生产源头上监控该药物的非法使用仍具有现实意义。

硫酸黏菌素具有较强的毒副作用。其主要毒副作用为肾毒性、神经毒性和神经肌肉阻滞，主要

损害肾上皮细胞，导致肾功能障碍。因此，欧盟率先制定了硫酸黏菌素在动物可食用组织中的最高

残留限量标准：牛/羊奶中为 50μg/mL，牛/羊/猪/鸡/兔肌肉、脂肪、肝脏中为 150μg/kg，肾脏中为

200μg/kg，鸡蛋中为 300μg/kg。我国农业部公告第 235号中规定的最高残留限量与欧盟相一致。日

本肯定列表制度中规定动物组织中硫酸黏菌素的最高残留限量为 200μg/kg。

随着硫酸黏菌素在国内外畜牧养殖业中的广泛应用，它在动物性食品中的残留问题也日益突出。

而我国目前仅三个行业标准检测方法，即农业部 2086号公告-6-2014《饲料中硫酸黏菌素的测定 液
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相色谱-串联质谱法》、《SN/T 2223-2008 进出口动物源性食品中硫黏菌素残留量检测方法 液相色

谱-质谱/质谱法 》和《SN 0668-1997 出口肉及肉制品中黏菌素残留量检验方法 杯碟法》。第一个

标准涉及的饲料种类有限，不能满足目前对饲料中该药物检测的要求；第二个标准仅规定了猪肉、

猪肝和猪肾中硫黏菌素的测定方法。第三个标准采取的杯碟法不能准确定性定量。因此，研究改进

原饲料中硫酸黏菌素检测方法，制定出一套适合我国国情、灵敏度高、简便、准确的检测手段，对

饲料中硫酸黏菌素含量进行监控，对于生产实践具有重要意义，而且会带来重大的社会效益。

国外对硫酸黏菌素残留研究较早，自 80年代以来建立了多种检测方法，包括微生物法、酶联免

疫测定法（ELISA）、高效液相色谱法（HPLC）、薄层色谱法（TLC）、液相色谱-质谱联用法（LC-MS）

等。微生物法等操作简便，样品用量小，前处理简单，但不能够准确定性定量分析。HPLC 法能进

行准确的定量分析，自 80年代以来在硫酸黏菌素的残留分析中多有报道，但由于 HPLC 法的检测限

较高，最低的也仅为 0.5μg/mL，而且硫酸黏菌素的组分较多，含较多微量组分，目前尚未完全分离

清楚，其应用上有较大的局限性。近年来开发了液相色谱-质谱联用方法，可用于该兽药的直接定性

和定量分析。Decolin 等（1997）用 HPLC 方法测定牛组织及牛奶中硫酸黏菌素的残留。采用 10％

（W/V）三氯乙酸作蛋白沉淀剂进行预处理后，在 C18色谱柱上分离，用荧光检测器检测。粘杆菌素

A、B结构用 HPLC 法结合质谱法进行分析。Della 等（2005）用 LC–MS/MS法同时检测牛奶和动物

肝脏组织中杆菌肽和硫酸黏菌素，对两种多肽类的主要成分进行鉴定和定量分析，测得硫酸黏菌素

E1的定量限为 50μg/kg；所有基质中平均日内和日间回收率分别是 89.2-110％和 90.4-112％。原标准

方法饲料中的硫酸黏菌素经三氯乙酸溶液提取，同时用乙酸铅沉淀蛋白，再经 HLB固相萃取柱净化，

浓缩后采用液相色谱-串联质谱法检测，外标法定量，对少数种类的饲料品种回收率和变异系数均符

合痕量分析的要求。

我们在参考了这些文献报道的基础上，研究建立了饲料中硫酸黏菌素的液相色谱－串联质谱检

测方法。

3．主要工作过程

本标准主要起草单位为中国农业大学、辽宁省检验检测认证中心、农业农村部农产品质量安全

监督检验测试中心（大连）。方法研制的主要工作过程如下：

2018年 9月 成立标准编制小组，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。

2018年 9月 查询和收集了国内外相关标准和文献资料，制定了初步的实验方案。

2018年 10月-2019年 7月 方法建立和条件优化及检测方法技术参数的确定。

2019年 7月-2019年 8月 形成方法的标准曲线、灵敏度、准确度和精密度检验数据。

2019年 8月-12月 进行标准征求意见。
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2019年 12月 完成农业农村部蜂产品质量监督检验测试中心的标准复核实验。

2020年 1月-2020年 5月 完成农业农村部饲料效价与安全监督检验测试中心(北京)的标准复

核实验。

2020年 3月-2021年 1月 完成农业农村部农产品及加工质量监督检验测试中心(北京)的标准

复核实验。

2022年 6月 30日 根据专家们返回的意见进行修改，形成标准预审稿。

二、标准编制原则、主要技术内容及确定依据

1．标准编制原则

1.1 执行标准

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

的结构和编写规则》、GB/T 20001.4-2015《标准编写规则 第 4部分：试验方法标准》规定的要求进

行编写。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。

1.2 先进性

对本标准中有关内容的确定，主要借鉴参考本领域国内先进研究技术，以提高本标准中检测技

术的准确性和可重复性。

1.3 可操作性

在标准制定过程中，始终把经济实用和可操作性作为重要的依据，广泛征求生产单位和使用单

位的意见，使本标准便于实施。

1.4 通用性

本标准制定过程中收集不同种类的产品进行检测并归纳总结出适用范围和方法检出限。

2．主要技术内容确定依据

本标准的适用范围为配合饲料、浓缩饲料、精料补充料和添加剂预混合饲料等常用畜禽饲料。

本标准使用各项液相色谱-串联质谱仪进行检测方法开发。使用仪器型号为普及率较高的美国

Waters 公司的超高效液相色谱-串联四极杆质谱仪、Agilent 公司的超高效液相色谱-串联质谱仪。

本标准方法学考察包括检测限（LOD）和定量限（LOQ）。其中 LOD 拟设定信噪比为 3 时的样品

添加浓度，LOQ 拟设定为信噪比为 10 时且回收率结果和相对标准偏差符合要求的样品添加浓度。本

标准设低、中、高 3 个添加浓度进行回收率测定，浓度分别为 2 倍方法定量限、5～20 倍定量限浓

度和 50 倍～200 倍定量限浓度。定量限以上添加浓度的回收率范围应该在 80%～120%之间，结果的

变异系数应在 20%以内。标准曲线则使用经空白饲料样品溶液稀释标准贮备溶液得到的系列标准工
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作溶液，设置 5 个点以上进行测定。

3．本方法与原标准方法的主要技术区别

本标准方法的研制在原标准方法的基础上优化改进而成，与原农业部 1486号公告-5-2010相比，

除编辑性修改外，主要技术变化见表 2。

表 2 本标准方法与原标准方法的区别

原标准方法 新方法

样品前处理 饲料种类 不包括精料补充料 包括精料补充料

提取溶剂 4%三氯乙酸溶液 5%草酸溶液

是否有正已

烷脱脂步骤

无 有

离心步骤 5000 r/min 8000 r/min

仪器检测 柱温 未规定 40℃

流动相组成 0.1%甲酸水溶液—含 0.1%甲

酸的乙腈溶液

0.2%甲酸水溶液—含 0.2%甲

酸的甲醇溶液

洗脱方法 起始为 2%的含 0.1%甲酸的乙

腈溶液

起始为 5%的含 0.2%甲酸的甲

醇溶液

柱温 常温 40 ℃

标准曲线 浓度范围 10 ng/mL-5000 ng/mL 20 ng/mL-5000 ng/mL

4．测试条件的确定

（1） 质谱检测条件

质谱检测条件在原标准的基础上略作修改获得。硫酸黏菌素是由环状多肽和脂肪酸结合而成的

碱性多肽分子，在质谱的正离子模式下，容易质子化生成多电荷的分子离子。在 300~1200 Da 的质

量范围内，对硫酸黏菌素的分子离子进行多次全扫描，结果发现四个强度较大的准分子离子峰，分

别是[M+2H]2+峰 m/z585.8 和 m/z578.8，[M+3H]3+峰 m/z390.9 和 m/z386.2，但[M+3H]3+峰强度比

[M+2H]2+更大一些。以此两个离子为母离子进行子离子扫描发现，m/z384.9与 m/z379.1为硫酸黏菌

素 E1（m/z390.9）两个主要的碎片离子，m/ z380.3 与 m/z374.5 为硫酸黏菌素 E2（m/z386.2）的两

个主要的碎片离子。经分析，它们分别是母离子碎裂失去一个 H2O 和两个 H2O 后形成的

[M-H2O+3H]3+和[M-2H2O+3H]3+碎片离子。

以上研究结果中两个成份的母离子和子离子与原标准方法一致，因此各母离子与子离子仍采用

原方法。但将原特征离子由小数点后一位数改成了二位数（表 3）。经过条件优化，修改了原方法

中的个别质谱参数（表 4）。
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表 3 硫酸黏菌素的特征离子对、锥孔电压和碰撞能量

分析物 现特征离子对(m/z) 原特征离子对(m/z)

硫酸黏菌素 A 390.74>379.08 390.8>384.9

390.74>384.82 390.8>379.1

硫酸黏菌素 B 386.29>380.41 386.2>380.2

386.29>374.30 386.2>374.4

表 4 硫酸黏菌素的质谱条件改变情况

原方法 现方法

去溶剂温度 350 ℃ 340℃

锥孔气流速 50 L/hr 27 L/hr

本研究先采用 Athena UHPLC C18柱（50 mm ×4.6 mm，1.8μm），后又采用 Acquity UPLC BEH

C18柱（50 mm ×2.1 mm，1.7μm）进行色谱分离，在相同流动相条件下，两种成份的分离情况差异

不大。流动相开始采用原方法的含 0.1%的甲酸乙腈溶液（A）和 0.1%的甲酸水溶液（B）。结果发

现在调整不同比例的 A相和 B相进行梯度洗脱时，水相和有机相的比例对硫酸黏菌素的峰形影响非

常大，后来调整两相中甲酸的浓度，由原来的 0.1%提高到 0.2%后，该现象得到较好的改善。而因此

将流动相组成改为 0.2%的甲酸水溶液（A相）和含 0.2%甲醇的甲醇溶液（B相）。后又经过多种比

例的洗脱程序反复试验，确定了以下梯度洗脱程序。与各个初步设计的流动相程序相比，采用此程

序对样品中的硫酸黏菌素进行梯度洗脱时，峰形最佳，且可以使药物和杂质有效分离。
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COLS-ME-190627028 1: MRM of 2 Channels ES+ 
386.2 > 380.2

2.46e4
2.10

COLS-ME-190627028 1: MRM of 2 Channels ES+ 
386.2 > 374.4

1.66e4
2.10

图 1 100 ng/mL 硫酸黏菌素标准溶液选择离子色谱图

（Athena UHPLC C18柱和 Acquity UPLC BEH C18柱）

表 5 流动相梯度洗脱条件

时间（min） A 相(%) B 相(%) 流速（mL/min）

0.0 95 5 0.30

2.0 95 5 0.30

3.0 10 90 0.30

4.0 10 90 0.30

4.5 95 5 0.30

5.0 95 5 0.30
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COL-ACNST2

Time
2.50 5.00 7.50 10.00 12.50

%
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100
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%

0

100
COL190623009 2: MRM of 2 Channels ES+ 

TIC
6.40e5

Area

2.11
61451

0.18
14

2.39
151

3.58
15 8.89

36

4.66
21 6.12

19
7.85

6

COL190623009 1: MRM of 2 Channels ES+ 
TIC

8.83e5
Area

2.10
82935

0.65
7

2.56
51 8.99

123
4.22
17

4.71
10 6.19

35

8.11
7

9.59
4

COL-ACNST2

Time
2.50 5.00 7.50 10.00 12.50

%

0

100

2.50 5.00 7.50 10.00 12.50

%

0

100
COL190623020 2: MRM of 2 Channels ES+ 

TIC
6.88e5

Area

2.11
66471

1.46
8

2.40
62 9.00

62

3.42
10 5.69

15
7.99

9
6.65

6

9.57
10

COL190623020 1: MRM of 2 Channels ES+ 
TIC

9.72e5
Area

2.10
92587

1.33
6

9.01
96

2.46
27 6.04

14

5.56
17

3.72
10

6.75
26

图 2 100 ng/mL 硫酸黏菌素标准溶液总离子流色谱图

（Athena UHPLC C18柱和 Acquity UPLC BEH C18柱）

（2） 样品溶解液的选择

样品溶解液的选择通过对不同溶剂中标准溶液的稳定性研究确定。采用以上建立的仪器检测条

件，分别用含 0.5%甲酸的乙腈、80%乙腈、5%乙腈、0.1%甲酸－甲醇（8+2, v/v）、0.2%甲酸-乙腈(8+2,

v/v)、乙腈共 6 种溶液稀释 100ppm 硫酸黏菌素标准溶液，配制成 6 种不同溶剂的 100ppb 硫酸黏菌

素标准溶液进样分析，结果如表 6 和表 7 所示，初次配制的标准溶液进样分析时，含有机相最低和

纯有机相的标准溶液响应值最高，其次为 20%有机相的含酸溶液，再次为 80%乙腈和含 0.5%甲酸乙

腈。随着时间的延长，各溶液都有不同程度的降解发生，其中 80%有机相的含酸溶液配制的标准溶

液降解最快，其次为含有机相最低和纯有机相的标准溶液，再次为两种 20%有机相的含酸溶液。综

合考虑了标准溶液响应值和降解情况，最后选择采用 0.2%甲酸-甲醇（8+2,v/v）溶解标准溶液和进

样分析的样品。由实验数据看来，即使是用 0.2%甲酸-甲醇（8+2,v/v）溶解样品，第二天时虽然 E1
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的检测无影响，但 E2 仍会降解 9.49%。实际样品的检测中该现象可能更严重，因此实际准备的样品

最好在一天内测完为宜。这里需要说明的是，表 7 中 0.1%甲酸-甲醇（8+2,v/v）和 0.2%甲酸-乙腈

（8+2,v/v）配制的标准溶液第二天出现降解率为负，即第二天反而浓度偏高，反而分别增高了 7.19%

和 1.64%，该结果的产生是两天时间的测定误差造成的，但也从另一个方面说明了溶液中目标药物的

稳定性。

此外对用 0.1%甲酸-甲醇（8+2,v/v）配制的标准溶液长期稳定性实验结果表明，第五天以后标

准溶液响应值变化很小，-4℃下保存 3 个月对药物浓度影响很小。

表 6 不同时间测定的 100ppb 标准溶液峰面积

溶解液

峰面积

第 1 天 第 2 天 第 5天

E1 E2 E1 E2 E1 E2

5%乙腈溶解 1319 650 482 291 347 205

乙腈溶解 1199 650 492 314 411 252

含 0.5%甲酸的乙腈 303 120 87 84 38 31

80%乙腈 376 238 165 157 34 25

0.1%甲酸-甲醇（8+2,v/v） 737 509 790 433 443 257

0.2%甲酸-乙腈（8+2,v/v） 732 495 744 448 506 340

表 7 100ppb 标准溶液随时间变化的稳定性分析

溶解液

降解率（%）

第 1 天 第 2 天 第 5天

E1 E2 E1 E2 E1 E2

5%乙腈溶解 0 0 63.46 55.23 73.69 68.46

乙腈溶解 0 0 58.97 51.69 65.72 61.23

含 0.5%甲酸的乙腈 0 0 71.29 30.00 87.46 74.17

80%乙腈 0 0 56.12 34.03 90.96 89.5

0.1%甲酸-甲醇（8+2,v/v） 0 0 -7.19 14.93 39.89 49.51

0.2%甲酸-乙腈（8+2,v/v） 0 0 -1.64 9.49 30.87 31.33

好的溶剂溶解空白样品基质并配制成基质添加标准溶液，对这些标准溶液进行稳定性分析，结
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果见表 8，由表可知，2 天内检测对样品溶液的响应值影响在 5%以内，3 天内影响值在 10%以内。

表 8 500ppb 基质添加标准溶液的稳定性分析

基质类型

降解率（%）

第 1 天 第 2 天 第 3天

E1 E2 E1 E2 E1 E2

配合饲料 100 100 95.11 95.28 90.27 91.34

浓缩饲料 100 100 96.98 94.76 91.99 90.60

预混合饲料 100 100 99.72 98.55 97.76 95.38

精料补充料 100 100 98.64 97.48 95.25 94.72

（3） 样品提取和净化

国内外有关动物组织中硫酸黏菌素残留检测报道中多采用酸性提取液提取药物。如 Eric 等用 4

倍体积的 1 M 盐酸提取，再用 6 M 盐酸去蛋白后检测牛组织中硫酸黏菌素 E1、B 的残留；Decolin

等用 10%(W/V)三氯乙酸提取牛组织(肌肉、肾脏、肝脏、脂肪)及牛奶中的硫酸黏菌素；Della 等用

三氯乙酸提取、甲酸脱蛋白检测牛奶中杆菌肽和硫酸黏菌素的残留。陈邵峰等采用磷酸盐缓冲液

（pH6.0）、龚丽景等用磷酸盐缓冲液和 5％硫酸提取动物组织中的硫酸黏菌素。原标准方法采用 4%

三氯乙酸溶液和 4%乙酸铅溶液（1：1）超声提取，在此研究基础上，辽宁省兽药饲料监察所采用

5%草酸超声提取，我们对购自市场的 21种饲料样品进行了提取研究，最终采用该溶液提取饲料中

的药物，各种饲料均达到了良好的提取效果。

样品净化上，我们对 C18 小柱、HLB 小柱、SCX小柱都进行了初步筛选，发现 HLB小柱的回

收率最佳，因此确定采用 HLB小柱进行净化处理。采用 100 ng/mL标准溶液对 waters公司和安普公

司购置的 60mg 的 HLB小柱和 500mg 的 HLB小柱同时进行小柱的回收率试验，每个处理设 3 个重

复，进行了比较分析，发现 500mg HLB比 60mg HLB回收率要高，而且回收率更稳定，因此最终采

用 500mg HLB进行样品净化。

表 9 小柱回收率实验结果

序

号

名称 峰面积 平均峰面积 变异系数 回收率

1 2 3

1. 100 ng/mL标准溶液 1812 1932 2092 1945.33 7.22 -

2. Waters 60mg HLB 1201 1490 1355 1348.66 10.72 69.33
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3. Waters 500mg HLB 1516 1693 1765 1658 7.728 85.23

4. ANW Poly sery 60mg HLB 1102 1432 1095 1209.66 15.91 62.18

5. ANW Poly sery 500mg HLB 1666 1738 1792 1732 3.65 89.03

（4） 基质效应研究

基质是样品中除分析物以外的组分，由于基质常常对分析物的分析过程有显著的干扰，并影响

分析结果的准确性，这些影响和干扰被称为基质效应。液相色谱-串联质谱分析中，基质效应对样品

的离子化影响较大，去除基质效应最常用的方法是采用基质添加标准曲线法对样品响应值进行校准。

即将标准样品添加于样品基质溶液中，配制成目标分析物的标准溶液，进样分析后进行单点校正或

建立标准曲线。基质效应的大小计算公式如下：基质效应Matrix Effect (%)=B/A×100，其中 A为在

纯溶剂中化合物的响应值，B为样品基质中添加的相同含量农药响应值。

本实验通过测定 200 μg/L标准品溶液和不同饲料品种的基质匹配标准溶液，对它们的色谱峰面

积进行比较分析来确定各种饲料基质对目标响应值的影响，结果如表 10所示。不同饲料样品对硫酸

黏菌素检测的质谱基质效应不同，且这些基质效应基本都表现出基质抑制现象，因此采用基质加标

标准曲线进行检测结果的定量计算。

表 10 基质效应测定结果

样品 E1基质效应 E2基质效应

预混合饲料 0.3382 0.7479

配合饲料 0.2277 0.9146

浓缩饲料 0.4441 1.1544

精料补充料 0.5056 1.4308

（4） 基质效应研究

取空白样品，按经过研究确定得到的提取和净化方法处理得到空白基质溶液，分别采取以下两

种方法制备基质添加标准溶液。一种为分别取标准中间溶液 II适量，于 40℃下氮气吹至近干，以空

白基质溶液进行稀释至 1 mL，配制成 20 ng/mL、50 ng/mL、100 ng/mL、500 ng/mL、1000 ng/mL、

5000 ng/mL基质匹配标准系列溶液；另一种为取空白基质溶液 1 mL，于 40℃下氮气吹干后，用事

先以 20%乙腈稀释配制好的 20 ng/mL、50 ng/mL、100 ng/mL、500 ng/mL、1000 ng/mL、5000 ng/mL

系列标准溶液溶解残渣。两种处理方法获得的基质添加标准溶液均经过滤后进样分析，结果表明，

二者没有显著差异。

https://baike.baidu.com/item/%E5%93%8D%E5%BA%94%E5%80%BC/6258858
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5．检测方法技术参数的复核

（1）标准曲线的制备

配制浓度为 20、50、100、200、500、1000和 5000 ng/mL的系列硫酸黏菌素标准工作液，按方

法中的条件用 UPLC-MS/MS 检测。以药物浓度为横坐标，硫酸黏菌素 E1 和硫酸黏菌素 E2 峰面积

为纵坐标绘制标准曲线。结果见图 3，获得硫酸黏菌素 E2的标准曲线方程为 y = 85.161x + 815.79，

R² = 0.9983，硫酸黏菌素 E1的标准曲线方程为 y = 59.565x + 542.65，R² = 0.9988。

图 3 硫酸黏菌素标准曲线图

（2） 方法的灵敏度

方法的检测限(LOD)和定量限(LOQ)是痕量分析方法的主要技术指标。称取 10个空白饲料样品，

按标准的前处理方法进行提取与净化，同时设 20、50、100μg /L三个标准工作液作对照，对空白样

品和标准工作液进行测定。分别计算 2种药物成份色谱保留时间处的信噪比，以空白样品 3倍信噪

比计算检测限，以 10倍信噪比计算定量限。结果表明，在对配合饲料、浓缩饲料、预混合饲料和牛

精料的检测过程中，硫酸黏菌素的检出限为 10μg/kg；定量限均为 30μg/kg。

取空白配合饲料、浓缩饲料、预混合饲料和牛精料，分别添加适量的标准溶液，使饲料中药物

浓度为 30 μg/kg，涡动，混匀，静置 15 min 以后按样品提取和净化过程进行处理，进 LC/MS/MS

测定。每个处理 5个平行。结果表明：三种不同类别的饲料平均回收率在 80.17 ~85.01 %之间（见表

11），符合化合物痕量分析的准确度要求。变异系数在 9.75~13.92%之间，符合化合物痕量分析的精

密度要求。因此通过实际添加的方法确认 30μg/kg 为方法的定量限。

表 11 硫酸黏菌素 30μg/kg（LOQ值）空白添加实验结果(n=5)

饲料 药物名称 平均回收率(%) 变异系数（%）

配合饲料 E1 84.67 12.45
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E2 82.74 13.92

浓缩饲料 E1 83.55 11.88

E2 80.90 10.30

预混合饲料 E1 85.01 9.75

E2 80.17 10.99

精料补充料 E1 81.45 8.78

E2 80.23 10.24

（3）检测方法的准确度和精密度

分别选取配合饲料、浓缩饲料、预混合饲料和牛精料进行空白添加实验，验证该方法的准确度

和精密度。配合饲料、浓缩饲料中硫酸黏菌素的添加浓度为 0.1-10mg/kg，预混合饲料和牛精料中的

添加浓度为 0.1-50mg/kg，按上述方法进行前处理和检测。每个浓度设 5个平行，连续做 3天，计算

添加回收率、日内变异系数和日间变异系数，结果如表 12-13所示，在三个浓度添加水平下，各饲

料中硫酸黏菌素的平均回收率范围为 80~120 %；日内变异系数范围小于 20%，日间变异系数范围小

于 20%，方法回收率高，精密度好。空白饲料样品、添加回收饲料样品和基质添加标准品的特征色

谱图见图 4-7，由图可知，在药物保留时间处，E1成份和 E2成份均无杂峰干扰。

表 12 饲料中硫酸黏菌素 E1添加回收率及变异系数

样品 添加浓度 (mg/kg) 平均回收率(%) 日内变异系数

（%）
日间变异系数

(%)
鸡配合饲料 0.1 81.38 7.95 9.97

1.00 84.51 13.52 13.80

10.00 84.64 9.97 10.11

鸡浓缩饲料 0.1 80.05 7.80 8.72
1.00 82.62 9.12 10.55
10.00 81.17 11.45 12.70

鸡预混合饲料 0.1 80.45 7.86 9.91
1.00 83.23 4.84 6.31
50.00 82.73 9.68 10.60

猪配合饲料 0.1 80.12 6.90 7.58
1.00 83.65 9.78 10.70
10.00 82.33 10.16 11.47

猪浓缩饲料 0.1 80.57 9.90 10.54
1.00 81.63 7.27 9.08
10.00 82.96 12.65 11.92

猪预混饲料 0.1 83.32 9.90 10.18
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1.00 81.79 8.89 10.75
50.00 82.67 11.78 11.92

精料补充料 0.1 81.77 7.18 8.84

1.00 82.58 10.04 11.67

50.00 82.76 9.27 10.00

表 13饲料中硫酸黏菌素 E2添加回收率及变异系数

样品 添加浓度 (mg/kg) 平均回收率(%) 日内变异系数

（%）
日间变异系数

(%)
鸡配合饲料 0.1 80.59 7.88 9.32

1.00 81.26 5.95 6.84

10.00 82.90 7.87 8.66

鸡浓缩饲料 0.1 84.41 7.77 9.18
1.00 82.93 9.62 10.38
10.00 80.99 8.39 7.99

鸡预混合饲料 0.1 84.82 12.88 13.75
1.00 81.29 9.90 11.15
50.00 83.70 7.84 8.07

猪配合饲料 0.1 80.52 7.05 8.92
1.00 82.33 10.18 11.43
10.00 81.76 11.52 10.96

猪浓缩饲料 0.1 80.09 9.99 10.25
1.00 81.17 7.86 8.87

10.00 84.74 5.59 7.32

猪预混饲料 0.1 80.66 10.07 11.53
1.00 81.91 11.35 12.90
50.00 83.75 10.28 11.18

精料补充料 0.1 80.22 9.90 10.72

1.00 82.97 10.15 11.65

50.00 83.45 11.64 12.93

羊精料补充料 0.1 75.46 7.64 7.90

1.00 80.08 8.66 6.47

50.00 81.74 8.85 4.55
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图 4预混合饲料中硫酸粘杆菌MRM 检测选择离子流色谱图

（左：空白样品；中：添加回收样品；右：200 ng/mL 基质添加标准溶液）

图 5 配合饲料中硫酸粘杆菌MRM 检测选择离子流色谱图

（左：空白样品；中：添加回收样品；右：200 ng/mL 基质添加标准溶液）

图 6 浓缩饲料中硫酸粘杆菌MRM检测总离子流色谱图

（左：空白样品；中：添加回收样品；右：200 ng/mL 基质添加标准溶液）
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图 7 精料补充试料中硫酸粘杆菌MRM 检测总离子流色谱图

（左：空白样品；中：添加回收样品；右：200 ng/mL 基质添加标准溶液）

5．高浓度水平的药物添加回收试验

分别选取配合饲料、浓缩饲料、预混合饲料和精料补充料进行 0.1 g/kg 高浓度水平的空白添加

实验，进一步验证该方法的准确度和精密度。按上述方法进行前处理，分取和检测。每个浓度设 3

个平行，计算添加回收率和变异系数，结果如表 14所示，四种饲料中硫酸黏菌素的回收率和变异系

数均达到检测方法的要求。

表 14饲料中硫酸黏菌素 0.1g/kg添加水平的回收率及变异系数

样品
回收率(%) 平均回收率

(%)
日内变异系数

（%）1 2 3
配合饲料 89.21 95.04 100.8 95.00 6.08

浓缩饲料 112.25 103.76 93.67 103.23 9.01

预混合饲料 90.19 110.35 94.9 98.48 10.71

精料补充料 84.11 90.15 85.79 86.68 3.60

6．实际样品的测定

采用本方法对某公司提供的含有硫酸黏菌素阳性饲料样品进行检测，每个样品 2个平行，结果

见下表，共测得 4份样品中硫酸黏菌素的浓度分别为 231.88、1434.02、2297.49和 736.91 μg/kg。

表 14 阳性饲料样品中硫酸黏菌素的测定

饲料 药物名称 检测值（μg/kg） 相对偏差（%） 硫粘菌素总量

配合饲料 E1 158.88 5.97
231.88

E2 73.00 4.33

浓缩饲料 E1 982.46 9.18
1434.02

E2 451.76 8.74
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预混合饲料 E1 1508.09 4.35
2297.49

E2 789.4 6.78

精料补充料 E1 500.12 2.06
736.91

E2 236.79 3.47

采用原标准方法对以上含有硫酸黏菌素阳性饲料样品进行检测，每个样品 2个平行，结果见下

表，共测得 4 份样品中硫酸黏菌素的浓度分别为 51.22、356.04、524.50 和 110.88 μg/kg。由此结果

可知，原标准方法的检测值偏低，新修订的方法对实际样品的检测值远优于原标准方法值。

表 15 原标准方法对阳性饲料样品中硫酸黏菌素的测定

饲料 药物名称 检测值（μg/kg） 相对偏差（%） 硫粘菌素总量

配合饲料 E1 51.22 7.05
51.22

E2 - -

浓缩饲料 E1 255.20 10.53
356.04

E2 100.84 7.75

预混合饲料 E1 356.72 9.12
524.50

E2 167.78 6.83

精料补充料 E1 110.88 10.27
110.88

E2 - -

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

1 试验验证的分析

本研究完成后，先后委托农业农村部农产品及加工质量监督检验测试中心(北京)、农业农村部饲

料效价与安全监督检验测试中心(北京)和农业农村部蜂产品质量监督检验测试中心（北京）进行了标

准复核实验，对建立的《饲料中硫酸黏菌素类药物的测定 液相色谱-串联质谱法》进行了线性范围、

检测限和定量限、添加回收率及添加回收结果的相对标准偏差进行了分析，结果表明，采取本实验

方法的前处理条件和参考仪器条件，三家单位的复核结果均表现良好。

三家复核单位报告中，农业农村部饲料校验与安全监督检验测试中心（北京）的验证报告中标

准曲线范围为 0.01 µg/mL、0.02 µg/mL、0.05 µg/mL、0.1 µg/mL、0.5 µg/mL和 1 µg/mL基质匹配标

准系列溶液，与标准方法的 20 ng/mL、50 ng/mL、100 ng/mL、500 ng/mL、1000 ng/mL、5000 ng/mL

基质匹配标准系列溶液不一致，经与该单位相关实验人员交流核对，他们在检测过程中发现仪器能

做到 0.01 µg/mL的浓度，且考虑到 5 µg/mL的浓度较高，在他们的日常检测中习惯使用最高点为 1

µg/mL，因此对原标准系列浓液增加了一个低浓度，去掉了一个高浓度。特此说明。

2 综述报告
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研究建立了饲料中硫酸黏菌素添加剂的检测方法。采用草酸溶液提取，HLB固相萃取柱净化，

浓缩后用超高效液相色谱-串联质谱仪检测，外标法定量。该方法的准确度、精密度和灵敏度均符合

饲料中药物添加剂的检测要求。

3 技术经济论证

本研究前处理过程采用对环境友好的非有机溶液 5%草酸溶液提取样品，样品前处理的成本低廉，

对环境友好，且方法简单。净化处理所使用的 HLB性质稳定，还可以回收后重复使用，也节省了成

本。与原方法相比，本方法操作简单，应用更简便。

4 预期经济效果

本方法完成后能够为饲料中该类药物的检测提供有效的技术手段，将从源头控制、市场监管、

事后溯源等多个方面保障饲料的质量安全。

本方法还能进一步规范企业生产行为，加强饲料市场监管。企业在生产过程中可以使用本标准

制定的方法进行产品自检及饲料原料的入库检测。市场监管部门可借助本标准中的检测方法增加监

管手段，完善监管体系。

本方法还为执法提供有力依据，严控农产品投入品品质。有效的标准检测方法将为不合格产品

的溯源提供有力的技术手段，为执法行动提供有效的技术保障。

四、采用国际标准

本标准制定过程中，未采用国际标准。

五、与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系

在标准的制订过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章，严格执行强制性国家标准和

行业标准。与有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。

六、重大分歧意见的处理经过和依据

本标准在编制过程中没有重大意见分歧。

七、涉及专利的有关说明

本标准不对涉及专利进行判别，若本单位制定相关专利，将在专利中明确表明该专利为本标准

应用提供开放使用。

八、作为强制性标准或推荐性标准的建议
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本标准为化学分析方法标准，并不涉及有关国家安全、保护人体健康和人身财产安全、环境质

量要求等有关强制性地方标准或强制性条文等的八项要求之一。因此，建议将本标准作为推荐性部

颁标准颁布实施。

九、贯彻标准的要求和措施建议

（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。这是保证新标准

贯彻实施的基础。

（2）发布后、实施前应将信息在媒体上广为宣传。

（3）实施的过渡期宜定为 6个月。

十、其它应说明的事项

本标准修订方法颁布生效后，原标准方法应废止，启用新修订的标准方法。
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