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前  言 

本文件按照 GB/T 1.1－2020《标准化工作导则 第 1 部分：标准化文件的的结构和起草规则》的规

定起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由中华人民共和国农业农村部畜牧兽医局提出。 

本文件由全国饲料工业标准化技术委员会（SAC/TC 76）归口。 

本文件起草单位：江苏省农业科学院。 

本文件主要起草人：魏瑞成、栾枫婷、王冉、龚兰、何涛、朱磊、唐敏敏。
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饲料中链霉素、双氢链霉素和卡那霉素的测定 

液相色谱-串联质谱法  

1 范围 

本文件描述了饲料中链霉素、双氢链霉素和卡那霉素的液相色谱-串联质谱测定方法。 

本文件适用于配合饲料、浓缩饲料、精料补充料和添加剂预混合饲料中链霉素、双氢链霉素和卡那

霉素的测定。 

本文件的检出限为0.05 mg/kg，定量限为0.1 mg/kg。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法 

GB/T 20195  动物饲料 试样的制备 

3 术语和定义 

本文件没有需要界定的术语和定义。 

4 原理 

试样中的链霉素、双氢链霉素和卡那霉素提取后，经亲水-亲脂平衡型固相萃取柱净化，用液相色

谱-串联质谱仪检测，基质匹配标准溶液校准，外标法定量。 

5 试剂或材料 

除非另有规定，仅使用分析纯试剂。与氨基糖苷类药物溶液接触的容器应使用聚丙烯材质。 

5.1 水：GB/T 6682，一级。 

5.2 甲醇：色谱纯。 

5.3 乙腈：色谱纯。 

5.4 甲酸：色谱纯。 

5.5 乙酸铵：色谱纯。 

5.6 异丙醇：色谱纯。 

5.7 磷酸二氢钾溶液（0.2 mol/L）：称取 2.72 g 磷酸二氢钾，加水溶解并稀释至 100 mL，混匀。 

5.8 乙二胺四乙酸二钠溶液（0.2 mol/L）：称取 6.72 g 乙二胺四乙酸二钠，加水溶解并稀释至 100 mL，

混匀。 
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5.9 20 %三氯乙酸溶液：称取 200 g 三氯乙酸，加水溶解并稀释至 1 000 mL，混匀。 

5.10 提取液：量取 50 mL 磷酸二氢钾溶液（5.7）、10 mL 乙二胺四乙酸二钠溶液（5.8）和 500 mL

三氯乙酸溶液（5.9），加水至 850 mL，混匀，用氨水调节 pH 至 7.50±0.20，用水稀释、定容至 1 000 mL，

混匀。 

5.11 10 %甲醇溶液：取 10 mL 甲醇（5.2），加水稀释至 100 mL，混匀。 

5.12 乙酸铵溶液（0.1 mol/L）：称取 0.77 g 乙酸铵（5.5），加水溶解并稀释至 100 mL，混匀。 

5.13 乙酸铵溶液（0.002 mol/L）：移取 2 mL 乙酸铵溶液（5.12），加水稀释至 100 mL，混匀。 

5.14 洗脱液：取 10 mL 甲酸（5.4）、5 mL 异丙醇（5.6）和 85 mL 乙酸铵溶液（5.13）混合，用甲酸

调节 pH 至 0.80±0.10，混匀。 

5.15 乙酸铵-甲酸溶液：移取 10 mL 乙酸铵溶液（5.12）、5 mL 甲酸（5.4），用水稀释、定容至 500 

mL，混匀。 

5.16 乙酸铵-甲酸乙腈溶液：移取 10 mL 乙酸铵溶液（5.12）、5 mL 甲酸（5.4），用乙腈（5.3）稀

释、定容至 500 mL，混匀。 

5.17 标准储备溶液（1 mg/mL）：准确称取链霉素（CAS：3810-74-0，纯度不低于 99%）、双氢链霉

素（CAS：5490-27-7，纯度不低于 97%）和卡那霉素标准品或对照品（CAS：25389-94-0，纯度不低于

96%）各 10 mg（精确至 0.01 mg）分别于 10 mL 聚丙烯容量瓶中，用水溶解，定容，混匀。贮存于聚

丙烯瓶中，于 2 ℃～8 ℃保存，有效期为 1 个月。 

5.18 混合标准中间溶液（10 μg/mL）：准确移取标准储备溶液（5.17）各 1 mL 于 100 mL 聚丙烯容量

瓶中，用洗脱液（5.14）稀释至刻度，混匀。贮存于聚丙烯瓶中，于 2 ℃～8 ℃保存，有效期为 1 周。 

5.19 混合标准系列溶液：准确移取适量体积的混合标准中间溶液（5.18）于 10 mL 聚丙烯容量瓶中，

用洗脱液（5.14）稀释配成浓度分别为 100 ng/mL、200 ng/mL、500 ng/mL、1000 ng/mL、2500 ng/mL、

5000 ng/mL 混合标准系列溶液。临用现配。 

5.20 固相萃取小柱：亲水-亲脂（HLB）平衡型固相萃取柱，500 mg/6 mL，或性能相当者。 

5.21 微孔滤膜：0.22 μm，有机系。 

6 仪器设备 

6.1 液相色谱－串联质谱仪：配有电喷雾离子源。 

6.2 分析天平：精度 0.1 mg 和 0.01 mg。 

6.3 旋涡混合器。 

6.4 超声波清洗器。 

6.5 离心机：转速不低于 10 000 r/min。 

6.6 固相萃取装置。 

6.7 氮吹仪。 

6.8 酸度计：精度 0.01。 

7 样品 

按GB/T 20195制备样品，至少200 g，粉碎使其全部通过0.425 mm孔径的分析筛，充分混匀，装入

密闭容器中，备用。选取与待测样品类型相同，均匀一致，且在待测物保留时间处仪器响应值小于方法

定量限30%的饲料样品，作为基质空白样品。 
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8 试验步骤 

8.1 提取 

平行做两份试验。称取 2 g（精确至 0.1 mg）试样于 50 mL 聚丙烯离心管中，准确加入 30 mL 提取

液（5.10），涡旋混匀 1 min，超声提取 15 min，期间充分摇动两次，于 10 000 r/min 离心 10 min，准

确移取 15 mL 上清液，用 20%三氯乙酸溶液（5.9）调节 pH 至 6.50±0.10，备用。  

8.2 净化 

依次用5 mL甲醇（5.2）和5 mL水火活化固相萃取小柱（5.20），将备用液（8.1）全部过柱，用5 mL

水、5 mL 10%甲醇溶液（5.11）分别淋洗，真空负压抽干，准确移取5 mL洗脱液（5.14）进行洗脱，收

集洗脱液，再次真空负压抽干，涡旋混匀，过（5.21）滤膜，待测。 

8.3 基质匹配标准系列溶液的制备 

取基质空白试样按8.1和8.2处理得到空白基质溶液。精密移取混合标准系列溶液（5.19）各100 L

分别于1.5 mL聚丙烯进样瓶，用氮气吹干，准确加入1 mL空白基质溶液涡旋溶解，配制成浓度为10 

ng/mL、20 ng/mL、50 ng/mL、100 ng/mL、250 ng/mL、500 ng/mL的基质匹配标准系列溶液，待测。 

8.4 测定 

8.4.1  液相色谱参考条件 

色谱柱：酰胺基柱，柱长100 mm，内径2.1 mm，粒度1.7 μm。或者性能相当者。 

柱温：35℃。 

流速：0.3 mL/min。 

进样量：4 L。 

流动相：A 相，乙酸铵-甲酸溶液（5.15）；B 相，乙酸铵-甲酸乙腈溶液（5.16）。 

梯度洗脱：洗脱程序见表 1。 

表 1  梯度洗脱程序 

时间（min） A （%） B （%） 

0.0 20 80 

2.5 20 80 

3.5 65 35 

5.5 90 10 

6.7 90 10 

7.5 20 80 

12.0 20 80 

8.4.2  质谱参考条件 

电离方式：电喷雾电离，正离子模式（ESI
+）。 

检测方式：多反应监测（MRM）。 

喷雾电压：5500 V。 

雾化温度：550℃。 
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气帘气：30 psi。 

雾化气：65 psi。 

多反应监测（MRM）离子对、去簇电压及碰撞能量见表 2。 

表 2  多反应监测离子对、去簇电压及碰撞能量的参考值 

被测物名称 监测离子对（m/z） 去簇电压（V） 碰撞能量（eV） 

链霉素 
582.4>221.4 270 49 

582.4>263.2
a
 270 44 

双氢链霉素 
584.4>246.2 244 57 

584.4>263.1
a
 244 40 

卡那霉素 
485.2>324.3 50 24 

485.2>163.2
a
 50 33 

a 为定量离子。 

8.4.3  基质匹配标准系列溶液和试样溶液测定 

在仪器的最佳条件下，分别取基质匹配标准系列溶液（8.3）和试样溶液（8.2）上机测定。基质匹

配标准溶液的定量离子色谱图见附录A。 

8.4.4  定性 

在相同试验条件下，试样溶液与基质匹配标准系列溶液中待测物的保留时间相对偏差应在±2.5％之

内。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，若偏差不超过表3规定的范围，则可判定为样品中

存在对应的待测物。 

表3  定性测定时相对离子丰度的最大允许偏差 

 

 

 

8.4.5  定量 

以浓度为横坐标，色谱峰面积（响应值）为纵坐标，绘制标准曲线，标准曲线的相关系数应不低于

0.99。试样溶液与基质匹配标准溶液中待测物的响应值均应在仪器检测的线性范围内，如超出线性范围，

应将试样和基质空白样品净化（8.2）得到的溶液用洗脱液作同比例稀释后，从“8.3”开始按步骤重新

测定。单点校准定量时，试样溶液中待测物的峰面积与基质匹配标准溶液的峰面积相差不超过 30%。 

9 试验数据处理 

试样中链霉素、双氢链霉素、卡那霉素的含量以质量分数 wi 计，单位为毫克每千克（mg/kg）。

标准曲线校准按公式（1）计算；单点校准按公式（2）计算： 

相对离子丰度/（%） ＞50 ＞20～50 ＞10～20 ≤10 

最大允许偏差/（%） ±20 ±25 ±30 ±50 
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1000




mV

 VV

2

1 ni
iw „„„„„„„„„„„„„„„„„„„„„（1） 

式中： 

ρi ——由基质匹配标准曲线得到的试样溶液中氨基糖苷类药物的质量浓度，单位为纳克每毫升

（ng/mL）； 

V ——提取液的体积，单位为毫升（mL）； 

V1 ——最终洗脱体积，单位为毫升（mL）； 

n —— 试样净化液稀释后的倍数； 

V2 ——固相萃取净化时备用液的体积，单位为毫升（mL）； 

m ——试样质量，单位为克（g）。 

 

1000




mVA

VVρA

2si

1i nsi
iw „„„„„„„„„„„„„„„„„„（2） 

式中： 

Ai ——试样溶液中氨基糖苷类药物的色谱峰面积； 

ρsi ——基质匹配标准溶液中氨基糖苷类药物的质量浓度，单位为纳克每毫升（ng/mL）； 

V ——提取液的体积，单位为毫升（mL）； 

V1 ——最终洗脱体积，单位为毫升（mL）； 

n —— 试样净化液稀释后的倍数； 

V2 ——固相萃取净化时备用液的体积，单位为毫升（mL）； 

Asi ——基质匹配标准溶液中氨基糖苷类药物的色谱峰面积； 

m ——试样质量，单位为克（g）。 

测定结果以平行测定的算术平均值表示，保留3位有效数字。  

10 精密度 

在重复性条件下，两次独立测定结果与其算术平均值的绝对差值不大于该算术平均值的20%。 
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附 录 A 

(资料性) 

链霉素、双氢链霉素和卡那霉素基质匹配标准溶液定量离子色谱图 

 

链霉素、双氢链霉素和卡那霉素基质匹配标准溶液的定量离子色谱图见图 A.1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图A.1 链霉素、双氢链霉素和卡那霉素基质匹配标准溶液（20 ng/mL）定量离子色谱图 
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5
Time, min

0

4467

I
.

.
.

4.97

XIC of +MRM (8 pairs): 582.400/221.400 Da ID: SPM_2 from Sample 62 (STD_1) of 20220422_FEED_4_BuChong.wiff (Turbo Spray IonDriv... Max. 3802.2 cps.
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XIC of +MRM (8 pairs): 584.400/263.100 Da ID: DSM_1 from Sample 62 (STD_1) of 20220422_FEED_4_BuChong.wiff (Turbo Spray IonDri... Max. 8873.5 cps.
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4.96

XIC of +MRM (8 pairs): 584.400/246.200 Da ID: DSM_2 from Sample 62 (STD_1) of 20220422_FEED_4_BuChong.wiff (Turbo Spray IonDri... Max. 2178.8 cps.
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链霉素 

双氢链霉素 

卡那霉素 
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