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I

前言

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

起草。

本文件代替 NY/T 724-2003 《饲料中拉沙洛西钠的测定 高效液相色谱法》，与NY/T 724-2003

相比，除结构调整和编辑性改动外，主要技术变化如下：

a）更改了检出限，增加了定量限（见1，2003年版的1）；

b) 更改了试样提取（见8.1，2003年版的7.1）；

c) 更改了色谱参考条件（见8.2, 2003年版的7.2）；

d) 更改了试验数据处理（见9，2003年版的8.1）。

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这些专利的责任。

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：中国农业大学。

本文件主要起草人：

本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为：

——2003年首次发布为NY/T 724-2003；

——本次为第一次修订。
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饲料中拉沙洛西钠的测定 高效液相色谱法

1 范围

本文件规定了饲料中拉沙洛西钠的高效液相色谱测定方法。

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拉沙洛西钠的测定。

本方法拉沙洛西钠的检出限为 0.5 mg/kg，定量限为 1.0 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

试样中的拉沙洛西钠经酸性甲醇溶液提取，用反相液相色谱柱分离、荧光检测器检测，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。

5.1 水：GB/T 6682，一级。

5.2 甲醇：色谱纯。

5.3 乙腈：色谱纯。

5.4 三氟乙酸：色谱纯。

5.5 乙酸铵：色谱纯。

5.6 盐酸甲醇溶液：向 995 mL 甲醇中加入 5.0 mL HCl，混匀。

5.7 乙酸铵溶液（0.125 mol/L）: 称取 9.635 g乙酸铵，用水溶解并定容至 1 L。
5.8 流动相：乙酸铵溶液（5.7）+乙腈=15 + 85。
5.9 三氟乙酸溶液：取 1 mL 三氟乙酸与 1000 mL 水混合。

5.10三氟乙酸-乙腈溶液：三氟乙酸溶液(5.9)+乙腈 = 50+50。
5.11 拉沙洛西钠标准储备溶液 (1000 μg/mL)：称取 20 mg (精确至 0.00001g) 拉沙洛西钠标准品（CAS

号: 25999-20-6，纯度不低于 98%），用甲醇（5.2）溶解, 并定容至 20 mL，混匀。-18 ℃下密闭保

存，有效期为一年。

5.12 拉沙洛西钠标准中间溶液 (100 μg/mL)：准确量取 5 mL的拉沙洛西钠标准储备溶液（5.11）于 50
mL容量瓶用甲醇（5.2）稀释至刻度，混匀。-18 ℃密闭保存，有效期为 12个月。

5.13 拉沙洛西钠标准系列溶液： 准确移取适量拉沙洛西钠标准中间溶液（5.12）于 10 mL容量瓶中，

用盐酸甲醇溶液（5.6）稀释成 0.1 μg/mL、0.5 μg/mL、1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL标准系列溶液，

临用现配。

5.14 0.22 μm有机滤膜。
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6 仪器设备

6.1 高效液相色谱仪：配荧光检测器。

6.2 天平：感量 0.0001 g、0.00001 g。

6.3 涡旋混合器。

6.4 离心机：转速不低于 8000 r/min。

7 样品

按照 GB/T 20195 制备试样，至少 200 g，粉碎后过 0.42 mm 孔径的分析筛，充分混匀，装入磨口

瓶中，备用。

8 试验步骤

8.1 试样提取

平行做两份试验。称取试样 2 g（添加剂预混合饲料称取 1 g，精确到 0.0001 g）于 50 mL离心管中，

准确加入 20 mL盐酸甲醇溶液（5.6），涡旋混合 1 min，于 8000 r/min 离心 5 min。取上清液约 1 mL过

0.22 μm有机滤膜后，待测。

8.2 液相色谱参考条件

色谱柱：C18柱，长 250 mm，内径 4.6 mm，粒径 5 μm，或性能相当者。

柱温：35 ℃。

流动相（5.8），等度洗脱。

流速：1.0 mL/min。

进样体积： 10 μL。

激发波长：314 nm。

发射波长：418 nm。

注：约 800个进样后，色谱柱和液相色谱管路宜采用 0.1%三氟乙酸-乙腈溶液（5.10）以 1 mL/min

冲洗 2h，其后执行常规色谱柱清洗程序即可。

8.3 测定

8.3.1 标准系列溶液和试样溶液测定

分别将拉沙洛西钠标准系列溶液（5.13）和试样溶液（8.1）上机测定。若其峰面积响应值超出标准

系列溶液（5.13）范围，需用盐酸甲醇溶液（5.6）稀释后再进样分析。标准溶液的色谱图参见附录 A。

8.3.2 定性

以保留时间定性，试样溶液中拉沙洛西钠保留时间应与标准系列溶液中浓度相当者的保留时间一致，

其相对偏差在±2.5％之内。

8.3.3 定量

以标准溶液的色谱峰面积为纵坐标，浓度为横坐标，绘制标准曲线，其相关系数应不小于0.99。用

标准系列溶液（5.13）校准、定量。外标法定量时，试样溶液中拉沙洛西钠峰面积响应值应在标准系列

溶液的线性范围之内，若超出该范围，需将试样液用盐酸甲醇溶液（5.6）稀释后，重新进样测定。单

点法定量时，试样溶液中拉沙洛西钠的峰面积应与相应标准溶液的响应相近，差异在±30%之内。

9 试验数据处理
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试样中拉沙洛西钠的含量以质量分数w计，数值以毫克每千克（mg/kg）表示多点校正按公式（1）

计算，单点校正按公式（2）计算：

……………………………………………………（1）
式中:
ρ ——从标准曲线查得的试样溶液拉沙洛西钠的质量浓度，单位为微克每毫升（μg/mL ）；

V ——提取溶液的体积，单位为毫升（mL）；

m ——试样质量，单位为克（g）；

n——稀释倍数。

……………………………………………（2）
式中：

A ——试样溶液中拉沙洛西钠色谱峰面积；

As ——标准溶液中拉沙洛西钠的色谱峰面积；

ρs ——标准溶液中拉沙洛西钠的质量浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）；

V ——试样提取溶液的体积，单位为毫升（mL）；

m ——试样质量，单位为克（g）；

n——稀释倍数。

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。

9 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10%。
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附 录 A

（资料性）

拉沙洛西钠标准溶液色谱图

A.1 拉沙洛西钠标准溶液的液相色谱图见图 A.1
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图 A.1 拉沙洛西钠标准溶液（0.05 g/mL）色谱图
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《饲料中拉沙洛西钠的测定 高效液相色谱法》

编制说明
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一、标准制定背景及任务来源

拉沙洛西钠（Lasalocid sodium）又名拉沙里菌素钠，它是由拉沙洛链霉菌 Streptomyces lasaliensis
产生的次级代谢产物拉沙里菌素的钠盐，是一种芳香聚醚类离子载体型抗生素饲料添加剂。它主要作为

畜禽专用抗生素用于治疗和预防肉鸡、绵羊的球虫病，并能提高和改善牛的饲料利用率，对动物有促生

长和提高饲料报酬的作用，抗球虫效果很好[1-2]。但是当饲料中拉沙洛西钠的剂量过大时，会对动物产

生毒副作用，并且可能存在药物残留等问题[1-2]。因此，使用拉沙洛西钠预混剂时，必须在饲料中充分

混合均匀，不得饲喂未稀释的饲料。经日常饲料稀释后直接给动物饲喂的含药饲料中药物的添加浓度必

须符合要求且按合理的方法进行饲喂。

1、拉沙洛西钠的理化性质、药理毒理特点、产品和相关规定

拉沙洛西钠由5个同系物组成，即拉沙洛菌素钠A、B、C、E和D，五种组份的结构图见图1。目前

的拉沙洛西钠标准品中A的含量为93%-99%；有些干脆直接标注为拉沙洛西钠A，含量为99%以上[2-3]。

实际生产中使用的拉沙洛西钠活性物质中拉沙洛西钠A达84.7-90.6%，同系物在2.1%-3.5%之间，总和达

87.3-93.6%[4]。相关饲料中该物质的检测基本都只测拉沙洛西钠A的含量，且没有任何动物源性样品中

该物质的残留分析方法检测拉沙洛西钠A以外的同系物[5-28]。许多饲料品种直接标注成份为拉沙洛西

钠A[4, 29-30]。

图1 拉沙洛西钠分子结构图

拉沙洛西钠A的结构见图1，分子式为 C34H58O8Na，分子量为 612.77[1-3]。为白色至棕色的粉末，

有特殊臭味，微溶于水，可溶于甲醇、乙醇、乙酸乙酯、丙酮等大部分有机溶剂，熔点 191-192℃。与

其它聚醚类抗生素（如盐霉素、甲基盐霉素和莫能菌素）相比，拉沙洛西钠有两个其它同类化合物没有

的特征，一个是它的结构上有一个芳香环，且能够发射荧光；另一个是它不仅能和一价阳离子结合，还

能和二价阳离子结合[31]。这两个特征造成了拉沙洛西钠独特的理化性质和分析检测优势。

拉沙洛西钠可作用于革兰氏阳性菌以及多种厌氧菌的防治，且对禽艾美尔球虫有较强的抑制作用，

但对革兰氏阴性菌无抗菌活性[27,29]。拉沙洛西的金属络合物在球虫的子孢子或第一代裂殖体内, 会破

坏细胞膜内钾离子和钠离子的正常转运，使细胞内二者的水平急剧升高，破坏平衡渗透压，大量的水分

子进入球虫细胞，这会引起球虫细胞的肿胀。最后球虫细胞因排除细胞内多余的 K+及 Na+耗尽能量且

过度肿胀而亡，所以拉沙洛西钠的抗球虫活性高峰出现在子孢子至第一代裂殖体之间[31-32]。

除了抗病抗球虫外，拉沙洛西钠用作反刍动物的饲料添加剂使用时，能通过调控瘤胃发酵类型表现

出促进生长作用，提高饲料利用率和体重增加[31-32]。 但是当饲料中拉沙洛西钠剂量过大时，会对动

物产生毒副作用，导致机体细胞内 K+浓度降低、Ca2+浓度过高，造成组织细胞尤其是神经细胞的功能

障碍，严重时会引起死亡[31-34]。而拉沙洛西钠在饲料中过量以及动物可食性组织中的累积残留会通过



食物链给人类健康带来威胁[33-36]。

因此，世界多国都对饲料中拉沙洛西钠的使用量进行了规定。如中国农业农村部公告246号（2019）

规定，拉沙洛西钠的适用动物为鸡，采用75-125mg/kg混饲的方法用于治疗鸡球虫病，禁用于马属动物，

休药期3天；其预混剂的规格为150g/kg和450g/kg两种 [37-38]。加拿大政府批准的拉沙洛西钠产品（2020

年6月22日修订）规格为20%拉沙洛西钠预混剂，可用于鸡（肉鸡）、火鸡（生长期）、肉牛（饲养场）、

肉牛（牧场）、小牛、羔羊（圈养饲喂）[30]。需要强调的是在我国，拉沙洛西钠只批准用于鸡，马属

动物禁用。因此对饲料样品中该药物的检测需要同时考虑常规用药和非法添加的问题。

未检索到目前我国的拉沙洛西钠生产厂家，相关销售产品的原材料均来自进口。美国、加拿大和

欧洲多国均有拉沙洛西钠的生产公司，相关产品较多。各拉沙洛西钠的饲料生产和销售企业都对各自的

产品进行了详细说明和规定。比如瑞士Roche Vitamins Inc.公司的Bovatec ®拉沙洛西钠A型药用饲料

（33.1%拉沙洛西钠），适用于幼兔，用于治疗Eimeria stiedae引起的幼兔球虫病，配合饲料中的折算使

用量为113 g /ton（即125mg/kg），还可用于牛和羊，但不能用于马或马属动物[29]。来自加拿大的Bovatec

®和Avatec ®两种20%拉沙洛西钠预混剂，用于预防和治疗禽类、牛类和羊的球虫病[30]。美国Alpharma

公司注册的Bovatec 150 FP，通用名称为拉沙洛西钠预混剂，仅供动物使用，活性成份含量为33.1%（即

150克/磅饲料），可掺入各种饲料载体中使用。该产品与不同饲料混合可配制成1.1%（即5克/磅饲料）

的中间浓度预混剂。再用此1.1%拉沙洛西钠预混剂与各种配合饲料混合，配成10-30 mg/kg的含药配合

饲料使用，该饲料适用于饲养场的各种牛和绵羊[40]。
2、拉沙洛西钠的检测方法

有关饲料和动物组织等生物样品中拉沙洛西钠的检测方法报道集中发表于 21世纪初至现在，前十

年间多为微生物法和液相色谱法，检测基质以饲料样品居多，检测目标多为单个药物的测定；后十年间

液相色谱-质谱联用方法报道最多，检测基质以奶制品、鸡组织样品居多，检测目标多为对多种聚醚类

药物的分析。

2.1 聚醚类药物多残留分析检测

拉沙洛西钠的多残留分析方法以液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS，采用多反应监测模式）和液

相色谱-质谱法(LC-MS，采用选择离子监测模式)为主，质谱检测是近年来该类药物分析的主流手段，

这些仪器基本都采用电喷雾电离（ESI），也有少数采用大气压化学电离（APCI），发表文献很多。它们

涉及的样品种类集中，主要为饲料样品[2-28，31，42]；鸡肉、鸡肝、鸡蛋、鸡皮、鸡脂肪样品[43-53]；

生鲜牛奶和奶粉[54-59]；也有少数方法涉及蜂蜜、牛肉、牛肝、牛肾和马肉等[60]。也有少数报道采用

液相色谱-荧光检测法测定[15，10-11，23]。

2.1.1 饲料样品中 LAS多残留分析的液相色谱与质谱联用分析方法

拉沙洛西钠属于聚醚类药物，它们一般作为饲料添加剂使用，各国都对饲料样品中该类抗生素的检

测方法需求迫切，因此饲料样品的相关分析方法报道很多。有的报道方法还同时测定了其他类别的抗球

虫药物，甚至非抗球虫类药物。这些方法多数以甲醇、乙腈为重要溶剂，直接使用它们或以它们的水溶

液、混合水溶液、酸性溶液或碱性溶液来进行样品提取，早期也有用甲醇-丙酮-四氢氟喃混合提取药物

的报道。大多数方法直接对提取液过滤后进样，也有采取正己烷简单除脂后测定，还有采用固相萃取小

柱净化后分析。

LC-MS/MS方法在饲料中拉沙洛西钠的多残留分析中应用很广，它们采用了二级质谱模式，选择性

强，灵敏度高。如 Annunziata L等（2017）[26]建立 LC-MS/MS方法和 HPLC 方法对位于意大利中心地

区不同饲料厂和动物农场的 71种饲料样品进行拉沙洛西钠、塞杜霉素、盐霉素、甲基盐霉素、莫能菌



素和马杜霉素的含量检测。样品经乙腈-甲醇（90+10）提取，过滤后进样分析。贾涛等（2016）[25]采

用乙腈提取，碳黑萃取小柱净化，LC-MS/MS检测了鸡饲料中拉沙洛西钠、莫能菌素、盐霉素、甲基盐

霉素和马杜霉素的含量。Konrad Pietruk 等（2015）[15]建立了饲料中地可喹酯、地克珠利、常山酮、

拉沙洛西、马杜霉素、莫能菌素、甲基盐霉素、尼卡巴嗪、盐酸氯苯胍、盐霉素、塞杜霉素、安普利安、

氯吡啶、乙磺酸和妥曲珠利的多残留检测方法。样品经碱性甲醇溶液提取，进一步酸化、离心后

LC-MS/MS分析，正负离子多反应监测。Mark Cronly等（2011）[17]建立了动物饲料中 11种聚醚类药

物（常山酮、氯苯呱、尼卡巴嗪、地克珠利、地可喹酯、塞杜霉素、拉沙洛西钠、莫能菌素、盐霉素、

甲基盐霉素和马杜霉素）的 LC-MS/MS 分析方法。用加入了无水硫酸镁和氯化钠的乙腈水溶液提取饲

料中的药物，提取液经冷冻离心后检测。质谱采取正离子和负离子分段扫描。Ursula Vincent等（2008）

[20]建立了禽类和牛的配合饲料中六种聚醚类药物（莫能菌素 A、盐霉素、甲基盐霉素、拉沙洛西钠、

马杜霉素和塞杜霉素）的 LC-MS/MS方法。

LC-MS方法在饲料中拉沙洛西钠的多残留分析中也很常见。如 PIETRUK等（2015）[25]建立了饲

料中 15种聚醚类药物（允许使用的有：喹氧喹酯、地克珠利、常山酮、拉沙洛西钠、马杜霉素、莫能

菌素、甲基盐霉素、尼卡巴嗪、氯苯胍、盐霉素和塞杜霉素；禁用的有：安普利安、氯吡啶、乙磺酸和

妥曲珠利）的 LC-MS 分析方法。先采用含 1%氨水的甲醇超声水浴提取 15 min，然后加入含 2%醋酸的

甲醇继续震荡提取 30 min，离心、过滤后进样分析。测定采用正离子和负离子分段扫描方式。Rokka

等（2013）[16]报道了饲料样品中的六种聚醚离子载体抗生素（拉沙洛西钠，莫能菌素，盐霉素，甲基

盐霉素、马杜霉素和塞杜霉素）的 LC-MS分析方法。采用 84%乙腈从饲料样品中提取，提取液经过滤

后进样分析。Daljit等（2012）[21]建立了饲料中六种聚醚类药物（拉沙洛西钠、莫能菌素、莱德霉素、

马杜霉素、盐霉素和甲基盐霉素）的 LC-MS 检测方法。采用甲醇-水（9+1）震荡提取药物，提取液经

甲醇水（75+25）稀释、过滤后分析。质谱鉴定采取大气压化学电离（APCI）模式。HORMAZABAL

等（2005）[9]建立了饲料中拉沙洛西钠、莫能菌素、甲基盐霉素和盐霉素的 LC-MS 方法。采用甲醇-

丙酮-四氢氟喃匀浆提取，正己烷液液分配净化后测定。 EBEL 等（2004）[18]采用液-固提取后接着用

液液分配提取净化，简单去脂后测定，建立了饲料中莫能菌素和拉沙洛西钠的 LC-MS 方法。

HORMAZABALV等（2002）[19]建立了饲料中盐酸氨丙啉、乙酰氨基苯甲酯、拉沙洛西钠、莫能菌素、

甲基盐霉素和盐霉素的 LC-MS方法, 采用甲醇-丙酮-四氢氟喃混合提取，加水混匀、离心，取上清。下

层再用甲醇-水重复提取一次。离心过滤后进样分析。

虽然从以上饲料中含拉沙洛西钠的多残留液质联用分析报道看来，饲料样品中拉沙洛西钠多残留分

析方法的前处理大多比较简单，但考虑到饲料样品的多样性，报道的方法适用的饲料品种都有一定的局

限性。这可能也是有的方法采用了碱性溶液或酸性溶液提取的原因。

2.1.2 多残留分析的液相色谱分析及其它方法

含有拉沙洛西钠的多种药物液相色谱分析方法或其它仪器方法报道较少。如陈明等[60]采取 30%甲

醇水提取蜂蜜中的莫能菌素、盐霉素、甲基盐霉素和拉沙洛西钠，C18固相萃取柱净化后 HPLC-FLD-UV

柱后衍生化测定。Olejnik M 等（2013）[23]采取甲醇提取后直接进样，建立了饲料中 6种聚醚类药物

（拉沙洛西、马杜霉素、莫能菌素、甲基盐霉素、盐霉素和塞杜霉素）含量分析的液相色谱-柱后衍生

化荧光分析方法。ASUKABE 等（1994）[10]报道了饲料中三种聚醚类抗生素盐霉素、莫能菌素和拉沙

洛西钠的 HPLC-FLD 方法，采用乙腈提取、硅胶小柱净化后分析。 DUSI等（1999）[40]采用柱前衍生

化-液相色谱-紫外检测分析了禽饲料中拉沙洛西钠、莫能菌素、盐霉素和甲基盐霉素的含量。BERTINI

等（2003）[28]采用薄层色谱法分析了饲料和鸡肝中的聚醚类抗生素的含量。饲料样品经甲醇提取和正

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708508001581


已烷后；肝样品经甲醇提取后经硅胶固相萃取柱净化后上样检测。

2.2 单个药物的分析检测

有关拉沙洛西钠的单个药物仪器分析采用液相色谱-质谱联用的很少，大部份报道为液相色谱分析

法。如 Tkacikova等(2012)+[63]采用 LC-MS/MS 法测定了肉鸡可食用组织（胸肌，大腿肌肉，心脏，肝

脏，肾脏等）中拉沙洛西钠的残留量，方法的检出限（LOD）和定量限（LOQ）分别为 0.47和 1.44µg/kg。

Focht[43]采用 0.5% HCl酸化甲醇于 40℃超声提取样品和 HPLC 检测，分析了配合饲料、浓缩饲料和预

混合饲料中拉沙洛西钠的含量。张素霞等（2004）[64]、丁双阳等（2003）[6] 用甲醇提取、硅胶柱净

化、以磷酸盐缓冲液-乙腈-甲醇作为流动相，建立了鸡肝组织中拉沙洛西钠残留的 HPLC方法。Matabudul

等（2001）和（2000）[8,65]采用 HPLC-FLD 和 LC-MS-MS 分别对饲料样品；鸡肉和鸡蛋，猪、牛、羊

的肝脏和肾脏组织中的拉沙洛西钠进行检测，定量限为 1µg/kg；其中 2001年采用超临界流体萃取技术

进行样品前处理。Tarbin等（1992）[66] 用乙腈提取、饱和盐酸四氯化碳液液分配萃取、硅胶小柱继续

净化后 HPLC 测定，建立了家禽肌肉和蛋中的拉沙洛西钠的 HPLC-FLD 方法。液相分析在具有碱性流

动相的聚合物 PLRP-S或多孔石墨碳质 Hypercarb柱上进行。Frank 等（1989）[67]采用乙腈提取、正己

烷净化样品，HPLC-FLD法检测了鸡皮中拉沙洛西钠的含量。

由以上报道可知，早期拉沙洛西钠的分析方法多为单个药物分析，多采用 HPLC 方法进行。而随

着时代的发展，越来越多的聚醚类药物多残留分析方法，甚至不同种类的药物和聚醚类药物综合分析方

法得到不断的开发，使用的仪器也以液相色谱-质谱联用方法为主。这些报道的检测方法各有特点，手

段都比较成熟，方法的回收率水平和变异系数范围都符合仪器分析方法要求，方法的灵敏度则根据样品

类型、样品是否进一步净化区别较大。一般来说，饲料样品提取采用的溶剂量大，直接稀释后直接进样

的检测限较高。这些近 20年来报道的检测方法各有特点，手段都比较成熟，为修订饲料中拉沙洛西钠

的液相色谱检测标准提供了有力的借鉴和参考。

3、本标准制订的思考

根据农业农村部 194号关于全面“禁抗”公告，拉沙洛西钠只能做抗球虫剂应用，因此并不提倡其

作为抗病毒和细菌的用途。此外由于我国只批准其用于家禽，并规定了休药期，特别提及马不能用，加

之目前欧盟规定了加药饲料使用后对其他饲料造成的交叉污染的限量，因此，在实际生产中该药物中饲

料中的含量可能因为超范围使用和交叉污染造成低于日常抗球虫使用的浓度，因此，降低对该药物的检

测灵敏度很有必要。

目前我国拉沙洛西钠的单个药物检测标准主要有以下 3个：农业部公告第 236号-4 动物性食品中

拉沙洛西钠的残留检测方法-高效液相色谱法；NY/T 724-2003饲料中拉沙洛西钠的测定-高效液相色谱

法；SN 0501-1995 出口禽肉中拉沙里菌素残留检测方法。这 3个标准均采用灵敏度高、稳定性好的荧

光检测。但是这些方法都有一个问题，建立的年代过久，前处理技术手段不一定能够满足现阶段对相关

样品监控的需要。以其中饲料检测方法为例，该检测标准于 12年前颁布，经过十多年来的发展，饲料

的种类大为增加，即使采用老一代的液相色谱仪分析，原有的方法也已不能适应对当前所有饲料种类的

检测要求。还有一些分析工作者则认为与当前普遍做法相比，原方法存在前处理时样品量过大（配合饲

料 10.0克），玻璃具塞三角瓶目前已使用较少等问题。因此，原 NY/T 724-2003的饲料检测方法需要进

行修订，以期修改后的方法能够更加适应目前对饲料中拉沙洛西钠检测的要求。

目前我国拉沙洛西钠的多残留药物检测标准主要有以下 2个：《农业部 1862号公告-4-2012 饲料

中 5种聚醚类药物的测定 液相色谱-串联质谱法》和《GB/T 22983-2008 牛奶和奶粉中六种聚醚类抗

生素残留量的测定 液相色谱-串联质谱法》。由参考文献可知，拉沙洛西的确证分析方法多为液相色谱

-串联质谱法。因此，本标准研制任务拟以《农业部 1862号公告-4-2012 饲料中 5种聚醚类药物的测定

液相色谱-串联质谱法》为确证方法。

本标准制定任务来源于《农业部关于下达 2016年农业行业标准制定和修订项目资金的通知》（农财



发[2016]70号），项目编号 2016-226，项目名称：饲料中拉沙洛西钠的测定 高效液相色谱法。

制标单位组织开展了饲料中拉沙洛西钠检测方法的修订研究工作。在修改采用美国 AOAC 官方标

准方法 2008.01(2013 年修订版) 《动物饲料和预混剂中拉沙洛西钠的测定 反相液相色谱法》的基础

上对原 NY/T 724-2003饲料中拉沙洛西钠的测定 高效液相色谱法进行修订，形成了本标准方法。

二、主要工作过程

中国农业大学接到制标任务后，于2016年9月至2018年11月制定了相关方法并进行了标准征求意见、

预审和终审过程，终审判定方法的变异系数有的数据在10-15%之间，超过了10%不符合要求，终审未获

通过，经补充数据后又于2020年7月初在饲料标准化工业技术委员会组织的标准评审会上再次讨论，专

家们一致认为：饲料中拉沙洛西钠的有效添加浓度过高，制标过程中应该充分考虑这一特点。会后制标

单位结合专家们的意见，决定结合前期工作基础，直接对《美国AOAC 官方标准方法 2008.01(2013年

修订版) 动物饲料和预混剂中拉沙洛西钠的测定 反相液相色谱法》进行修改采标。

2020年7月14日-15日，翻译了《美国AOAC 官方标准方法 2008.01(2013年修订版)，初步制定了实

验方案。

2020年7月15～18日，对2017年确定的液相色谱检测条件、原NY/T 724-2003和美国AOAC 官方标

准方法 2008.01(2013年修订版)的液相色谱检测条件再次进行比较分析，出具相关比较数据，阐明本方

法分析条件选择的依据。

2020年7月19～30日，对原NY/T 724-2003方法和美国AOAC 官方标准方法 2008.01(2013年修订版)

中的提取溶液和提取条件进----行比较分析，确定本方法的样品前处理过程。

2020年8月1～9月15日，对方法性能，包括方法适应性、线性范围、准确度、精确度、定量限、检

测限和抗干扰能力等方法性能进行了考察，形成了方法征求意见稿。

2020年 9月 16日～2021年 1月，联系了农业农村部饲料校验与安全监督检验测试中心（北京）、

中国农业科学院农产品加工所等 3家单位对标准征求意见稿进行了方法验证。

2020年 9月 15日~2021年 2月，对标准征求意见稿广泛征求 25家相关单位的 30位专家意见，拟

对意见进行汇总，根据这些汇总意见对标准文本和编制说明进行修改，形成标准预审稿。

2021年 3月 3日 标准预审。

2021年 3月 3日~ 5日，根据预审专家意见，对标准预审稿进行了数据补充和修改，形成了公开征

求意见稿。

三、标准编制原则和主要技术内容确定的依据

（一）标准编制主要原则

对本标准中有关内容的确定，主要借鉴参考《美国 AOAC 官方方法 2008.01的末次修订版本 2013

版 动物饲料和预混剂中拉沙洛西钠的测定 反相液相色谱法》，并对该方法进行了简化，以提高方法的

准确性和可重复性。

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。

本标准使用液相色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Waters
2695高效液相色谱仪，配备 Waters 2475荧光分析检测器。

对建立的饲料中拉沙洛西钠的液相色谱测定方法进行方法性能考察，包括适应性、线性范围、精

密度、准确度（回收率）、定量限、检测限、抗干扰能力等。

适应性通过对标准溶液的稳定性考察、不同色谱柱的分析情况考察获得。抗干扰能力通过与同类药

物的检测比较获得。



线性范围通过标准曲线拟合判断。标准曲线则使用标准贮备溶液稀释的系列标准工作溶液，设置

5-7个点进行测定。

检测限（LOD）和定量限（LOQ）的考察先通过 3倍信噪比和 10倍信噪比初步计算出检测限和定

量限的可能值，然后通过实际添加回收结果确定 LOQ，以回收率结果和相对标准偏差符合要求的最低

样品添加浓度为 LOQ值。然后按按 LOQ的一半进行计算 LOD。
准确度和精密度采用低、中、高共 3-4个添加浓度进行测定，分析各添加浓度条件下拉沙洛西钠的

添加回收率结果和变异系数。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。

（二）本方法与原标准方法的主要技术区别

在 NY/T 724-2003和 AOAC OMA 2008.01方法的基础上，通过对提取条件的验证、对

比和优化；以及对仪器检测条件的对比和优化，确立了本研究饲料中拉沙洛西钠的液相色

谱检测方法。试料中的拉沙洛西钠经甲醇-盐酸（995+5，v/v）提取，用液相色谱-荧光检

测法测定，外标法定量。该方法能满足对饲料中拉沙洛西钠含量的检测要求。本方法与原

标准方法对比见表 1。
表 1 本方法与原标准方法对照表

修改项 序

号

NY/T 724-2003 本方法 AOAC 2008.1

灵敏度 1. 检测限 5 mg/kg 检测限 0.5 mg/kg 检测限 0.5 mg/kg

2. 无定量限规定 定量限 1 mg/kg 定量限 1 mg/kg

样品前

处理过

程

3. 甲醇提取 甲醇-盐酸（995+5，v/v）

提取

甲醇-盐酸（995+5，v/v）

提取

4. 称样量 10 g 称样量 2 g 适当重量（2-10g）

5. 提取溶剂 100 mL 提取溶剂 20 mL 100 mL（预混料 200

mL）

6. 常温振荡 30 min，提取 3

次

涡动 1 min提取一次 40 ℃超声 20 min，机

械摇床上振摇 1h。室

温过夜。第二天再振摇

10min。

仪器分

析条件

1. 流动相为磷酸盐缓冲液+

乙腈+甲醇（25+35+40，

v/v）

流动相为乙腈+125mM

醋酸铵（85+15，v/v）

流动相为乙腈+125mM

醋酸铵（85+15，v/v,

pH4.75）

2. 激发波长 320 nm 和发射
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（三）方法的建立



1. 标准溶液的稳定性依据

标准储备溶液的稳定性和保存条件参考了http://www.somsds.com网站提供的MSDS数据文件

《拉沙洛西钠——拉沙里菌素钠安全技术说明书》、《农业部 1862号公告-4-2012 饲料中 5 种聚醚类药

物的测定 液相色谱-串联质谱法》等文件和方法中拉沙洛西钠的稳定性描述和/或相关储存条件并进行

了一定条件的实验验证。该MSDS 技术说明书表明，拉沙洛西钠微溶于水，可溶于大部分有机溶剂，

产品稳定，37℃保持 6个月不变，25℃保持 18个月不变。该农业部 1862号公告中用甲醇配制的 1000

μg/mL 单个聚醚类药物（包括拉沙洛西钠）于-18℃下保存，有效期为 1 年。我们对在-18 ℃下保存的

2018年 6月配置的 100 μg/mL 拉沙洛西钠标准中间用甲醇稀释成 4个 200 ng/mL 标样，临用时经 80%

乙腈稀释 10倍后上机检测，每次用固体药物新配制标准溶液作为对照，记录保留时间 RT和峰面积并

进行简单分析，结果见表 2。由此可知，一年中用该标准中间液配制的标准溶液测定获得的相对偏差在

5%以内。因此我们将标准储备液的保存条件设为-18℃，保存时间设定为 1年。

表 2 拉沙洛西钠标准工作液（200 ng/ml，现配现用）的稳定性实验

序

号
测定日期 样品标号 RT 峰面积

峰面积平

均值

4次检测的平均相

对偏差

1. 2018.09.24 1 17.727 328393 309783

3.55%

2. 2 16.675 341220

3. 3 17.888 319790

4. 4 17.898 318860

5. 新标样 17.901 321677

6. 2019.03.24 1 17.727 328393 327065

7. 2 16.675 341220

8. 3 17.888 319790

9. 4 17.898 318860

10. 新标样 17.884 329435

11. 2019.06.13 1 15.839 323965 344247

12. 2 15.864 346060

13. 3 15.979 356500

14. 4 15.485 350465

15. 新标样 15.750 367409

16. 2019.09.24 1 15.073 305697 311570

17. 2 15.145 316735

18. 3 15.179 306460

19. 4 15.185 317390

20. 新标样 15.176 321798

2. 色谱分离条件的优化

原标准 NY/T 724-2003采用磷酸盐缓冲液+乙腈+甲醇（25+35+40，v/v，pH7）为流动相，原 AOAC

OMA 2008.01方法采用乙腈+125mM醋酸铵缓冲液（85+15，v/v，pH4.75）为流动相，由此推断在中性

http://www.somsds.com网站提供的msds


或弱酸性条件下可能都能达到拉沙洛西钠的检测目的。而醋酸铵溶液是中性溶液，其 pH为 7左右，因

此，我们拟将流动相条件修改为乙腈+125mM 醋酸铵（85+15，v/v），以期能在保持分离能力的前提下，

简化实验方法。

我们对以上三种流动相方法，采用同一组标准溶液，采用激发波长 314 nm 和发射波长 418 nm荧

光检测进行测定。色谱柱采用 Athena C18-WP, 100A,4.6*250mm, 5um。该色谱柱其它具体信息为：ANPEL

P/N:LAEQ-462572, LOT:72F1201。试验结果见表 3、表 4、图 2和图 3、图 4。

表 3 三种不同流动相对保留时间的影响

流动相 1 流动相 2 流动相 3

标准溶液

浓 度

（mg/L）

乙腈+125mM 醋

酸铵（85+15，

v/v）

乙腈+125mM 醋酸

铵缓冲液（85+15，

v/v, pH 4.75）

磷酸盐缓冲液+乙

腈 + 甲 醇

（25+35+40，v/v，

pH7）

1. 0.10 16.870 17.875 21.586

2. 0.50 16.893 17.856 21.594

3. 1.00 16.894 17.825 21.595

4. 5.00 16.888 17.801 21.582

5. 10.00 16.873 17.769 21.552

绝对标准偏差 0.01114675 0.03278592 0.00629153

平均值 16.886 17.839 21.589

相对标准偏差

（%） 0.07% 0.18% 0.03%

由以上结果可知，三种流动相条件下，拉沙洛西钠的出峰时间有区别，不加酸条件下出峰时间略

快，能够节

省一些检测

时间。

表 4 三种

不同流动相

对峰面积的

影响



流动相 1 流动相 2 流动相 3

标准溶液

浓 度

（mg/L）
乙腈 +125mM 醋酸铵

（85+15，v/v）

乙 腈 +125mM 醋

酸 铵 缓 冲 液

（85+15，v/v, pH

4.75）

磷酸盐缓冲液+乙

腈 + 甲 醇

（25+35+40，v/v，

pH7）

1. 0.10 368462 303711 113190

2. 0.50 1286435 1198830 506970

3. 1.00 2577397 2618967 1073666

4. 5.00 11397734 11152049 4852611

5. 10.00 185665447 180575997 78889409

图 2 三种不同流动相对峰面积与浓度之间的标准曲线图（0.1-5mg/L）

图 3 三种不同流动相对峰面积与浓度之间的标准曲线图（0.1-10mg/L）

由以上结果可知， 在 0.1-5mg/L浓度范围内，三种流动相条件下浓度与峰面积间的相关系数都在

0.999以上，酸化醋酸铵缓冲液与醋酸铵溶液为水相的流动相区别很小，细微比较起来，不调节 pH值

的流动相略佳。在 0.1-10mg/L浓度范围内，三种流动相条件下浓度与峰面积间的相关系数都在 0.82左

右，不符合线性方程的要求，可见标准溶液的浓度上线以 5mg/L 为佳。酸化醋酸铵缓冲液与醋酸铵溶



液为水相的流动相响应值远高于磷酸盐缓冲液的流动相，其响应值比其高 2~3倍以上，后者不如前两者

好。

由此可知，虽然三种流动相对拉沙洛西钠的分离均获得了良好的峰形和响应值，但乙腈+125mM 醋

酸铵（85+15，v/v）分离拉沙洛西钠的分离效果最佳。此外，从流动相的配制方法来说，乙腈+125mM

醋酸铵（85+15，v/v）的配制方法最简单，不需要调节 pH值，因此最后确定采用乙腈+125mM醋酸铵

（85+15，v/v）为流动相。

虽然拉沙洛西钠采用酸化甲醇提取后，溶液中拉沙洛西钠主要以酸的形式存在。根据酸碱平衡理论，

AOAC方法中“采用 CH3CN-醋酸铵缓冲流动相进行反相液相色谱法”分离后，检测到的是拉沙洛西；而

本方法确定的“采用醋酸铵溶液为流动相”时，检测到的是拉沙洛西钠，二者的分离检测的色谱峰物质有

区别，但我们都采用相同的标样进行定量。因此，定量分析的结果并无区别。

经过此番优化，确定了以下参考色谱条件，在此条件下采用：

色谱柱：C18柱，长 250 mm，直径 4.6 mm，粒径 5 μm，或相当者。柱温：35℃。流动相：乙腈

+0.125 mol/L醋酸铵=85+15，等度洗脱。流速：1.0 mL/min。进样体积：25 μL。激发波长：314 nm。发

射波长：418 nm。
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图 4 三种流动相条件下拉沙洛西钠系列标准溶液色谱图

（从左到右：磷酸盐缓冲液、酸化乙酸铵溶液、乙酸铵溶液）

3. 色谱检测波长的比较和优化



采用以上优化获得的流动相乙腈+125mM醋酸铵（85+15，v/v）进行色谱分离，色谱柱采用 Athena

C18-WP, 100A,4.6*250mm, 5um。该色谱柱其它具体信息为：ANPEL P/N:LAEQ-462572, LOT:72F1201。

分别用 NY/T 724-2003 的检测条件激发波长 320nm 和发射波长 420 nm 荧光和 AOAC OMA 2008.01 方

法的检测条件激发波长 314 nm和发射波长 418 nm 对同一组系列标准工作液进样分析，记录保留时间

和峰高、峰面积值。

两种检测波长条件下的色谱保留时间、峰高和峰面积比较见表 4。由表可知，更改检测波长后，拉

沙洛西钠的保留时间向前移动了 0.03 分钟。而不同浓度的标准溶液峰面积响应值增加了 10.15-32.73%，

峰高响应值增加了 4.67-14.65%，而且浓度越低，响应值的增加率越大。激发波长 314 nm 和发射波长

418 nm条件下色谱响应的灵敏度明显更好。

两种检测波长条件下的系列浓度标准溶液响应值见表 5，标准曲线图见图 5。两个波长下的色谱图

见图 6。由这些图和表可知，相同浓度条件下激发波长 314 nm和发射波长 418 nm条件的灵敏度更高。

因此，我们最终确定采用 AOAC OMA 2008.01方法的检测波长进行分析。

表 5 不同激发波长和发射波长组合对色谱峰的影响

NY/T 724-2003 本方法和 AOAC OMA 2008.01

激发波长 320 nm和发射波长

420 nm

激发波长 314 nm和发射波长 418 nm

浓

度

RT

峰面积 峰高

RT

峰面积 峰高

峰面积增

加率（%）

峰 高 增

加率（%）

0.1 16.91 251200 11835 16.88 333421 13569 32.73 14.65

0.5 16.91 1005814 49027 16.88 1228616 56052 22.15 14.32

1 16.91 2174480 106152 16.88 2609427 119203 20.00 12.29

5 16.91 10452109 518283 16.88 11513900 542503 10.15 4.67

图 5 不同检测波长组合下浓度与峰面积的标准曲线
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the uper chromatographies are ex 418nm and ex 420nm comparision.

图 6 两种检测波长下系列标准溶液色谱峰的比较

（同一小图中响应值高的为 418nm检测波长，低的为 420nm检测波长。小图由上至下：10μg/mL、

5 μg/mL、1 μg/mL、0.5 μg/mL、0.1 μg/mL。说明:10μg/mL未参与标准曲线计算）

4. 拉沙洛西钠检测化合物个数的确定

拉沙洛西钠由 5个同系物组成，即拉沙洛菌素钠 A、B、C、E和 D，其中拉沙洛西钠 A为主要成

份，其它四种同系物含量极少，因此，我国原标准 NY/T 724-2003中只检测了拉沙洛西钠 A。而 AOAC

OMA 2008.01方法则在当时的条件下，分成两种处理，低浓度条件时只检测拉沙洛西钠 A，高浓度条件

时计算五种化合物的总量。

目前市场上能购得的拉沙洛西钠标准品有拉沙洛西钠和拉沙洛西钠A两种。为了判断是否有检测其

他四种同系物的必要性，我们对拉沙洛西钠标准品和拉沙洛西钠A标准品、以及硕腾公司出产的20%拉

沙洛西钠预混剂进行了分析。结果表明：供试硕腾公司的预混剂中五种成份中A成份占99.27%；供试拉

沙洛西钠标准品中A成份占98.14%；供试拉沙洛西钠A标准品中A成份占98.13%。由此可知，拉沙洛西

钠的检测中分析A成份是完全合理的，其它四种同系物可以当成杂质处理。因此，虽然各种方法检测的

拉沙洛西钠实际测的都是拉沙洛西钠A，但其它成份总含量太低，不用考虑，拉沙洛西钠A可以代表拉

沙洛西钠。
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图 7 20%拉沙洛西钠预混剂色谱图
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图 8 拉沙洛西钠标准溶液色谱图
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图 9 拉沙洛西钠 A标准溶液色谱图

表 10 不同产品中拉沙洛西钠的五个组份检测结果

Name 检测日期 Retention Time Area % Area

20%拉沙洛西钠预混剂 2020.7.25 1 15.220 47605902 99.27

2 17.938 86020 0.18

3 18.881 67276 0.14

4 19.177 109964 0.23

5 21.239 86310 0.18

拉沙洛西钠标准品DR.E 2020.9.13 1 16.888 11389179 98.14

2 20.361 28860 0.25

3 21.310 51177 0.44

4 21.747 85387 0.74

5 24.233 49950 0.43

拉沙洛西钠A 标准溶液

100ppm,1 mL（DR.E）

2020.9.13 1 16.876 11500209 98.13

2 20.362 30200 0.26

3 21.290 50958 0.43

4 21.725 87007 0.74

5 24.209 50580 0.43

5. 色谱柱试验

配制一组标准溶液，采用四种不同来源的液相色谱柱进行检测，记录保留时间、峰面积和峰高。结

果如表 6和图 7所示，各色谱柱条件下，拉沙洛西钠均能得到良好的分离，峰形较佳。

表 6 不同色谱柱条件下系列标准溶液保留时间和响应值

序号 流动相组成 浓度 RT AREA

1、GL Sciences Inertsil ODS-3

（250 mm*4.6 μm，5μm）

标准曲线方程 y = 5E+06x -

7198.2，R² = 0.9999

0.05 14.05 244600

0.1 14.02 446720

0.5 14.01 2245360

1 13.90 4808641

5 13.79 23501496

2、Athena 0.05 16.81 228165



C18-WP( 100A,4.6*250mm,

5um)

标准曲线方程：y = 5E+06x –

124743，R² = 0.9999

0.1 16.81 449379

0.5 16.81 2136160

1 16.82 4634479

5 16.81 24067982

3、Waters Symmetry RP18（250

mm*4.6 μm，5μm）

标准曲线方程：y = 5E+06x –

96817，R² = 0.9999

0.05 11.12 228951

0.1 11.01 445163

0.5 10.90 2186972

1 10.82 4715834

5 10.53 24102537

4、Shim-pack VP-ODS C18（250

mm*4.6 μm，5μm）

标准曲线方程：y = 5E+06x –

145877，R² = 0.9998

0.05 17.82 226145

0.1 17.81 442960

0.5 17.82 2071050

1 17.81 4512585

5 17.80 23744513



图 10 不同色谱柱分析对拉沙洛西钠标准曲线的影响

6 NY/T 724-2003方法和 AOAC OMA 2008.01方法提取条件的比较

原标准方法 NY/T 724-2003 采用常温振荡 30 min，提取 3 次进行样品处理，AOAC OMA 2008.01

方法采用 40℃超声 20 min和 40℃振荡 60 min，过夜后继续振摇 10 min，提取 1 次进行样品处理。从

两个方法看来，前者提取 3次比较繁琐，后者需要过夜处理延长了样品处理的时间，都不是太理想，同

时结合参考了Waters公司对 AOAC OMA 2008.01修改后提取饲料中拉沙洛西钠的方法，该方法采用酸

化甲醇直接涡动 1min提取。

因此，我们将原标准方法 NY/T 724-2003简化为常温振荡 30min，提取 1次；将 AOAC OMA 2008.01

方法简化为采用 40℃超声 20 min和 40℃振荡 30 min，期间以涡动 10-30s混匀，提取 1次进行样品处

理。

采用以上两种方法对 3种饲料样品进行 3 mg/kg空白添加回收试验，每个处理 4个空白和 4个添加

样品，采用通过以上确定的检测方法进行测定。结果见表 7，对于牛精料和鸡配合饲料，两个方法的回

收率水平均达到方法的准确度和精密度要求。二者区别不大。

表 7 饲料中拉沙洛西钠 3 mg/kg空白添加试验回收率及变异系数（单位：%）

处理 NY/T 724-2003 AOAC OMA 2008.01 方

法

精料补充料 重复一 85.99 92.22

重复二 91.94 94.62

重复三 85.22 90.14

重复四 90.40 91.03

平均值 88.39 92.00

变异系数 3.72 2.11

鸡配合饲料 重复一 93.44 83.13

重复二 86.95 96.92

重复三 88.55 82.95

重复四 91.17 93.14

平均值 90.03 89.04

变异系数 3.18 7.97



对以上添加回收试验中的空白样品进行方法检测限的计算，结果如表 8所示，由表可知，两种提取

液对供试饲料的检测限没有影响。但是考虑到拉沙洛西钠为盐，采用酸化甲醇提取可能更有利于将可能

与饲料基质结合的拉沙洛西钠游离出来，对饲料品种的普适性会更好，因此我们最后选择酸化甲醇为样

品提取液。

表 8 两种不同提取液对检测限的影响

3S/N计算方法检测限（单位：mg/kg）

处理 甲醇提取 酸化甲醇提取

精料补充料 重复一 0.0800 0.0784

重复二 0.0794 0.0762

重复三 0.0773 0.0784

重复四 0.0785 0.0762

平均值 0.0788 0.0773

绝对标准偏差 0.0011 0.0013

鸡配合饲料 重复一 0.0772 0.0791

重复二 0.0757 0.0771

重复三 0.0767 0.0791

重复四 0.0755 0.0771

平均值 0.0763 0.0781

绝对标准偏差 0.0008 0.0012

6. 提取条件的简化及提取液的确定

（1）不同提取液的药物提取效果比较

分别采用 NY/T 724-2003的甲醇和 AOAC OMA 2008.01 的甲醇-盐酸（995+5）两种提取液，将样

品提取的操作步骤改成涡动 1min，分别对添加浓度为 1 mg/kg 和 100mg/kg的四种饲料样品进行添加回

收试验。实验结果如表 9和图 8-9。由此结果表明，

采取涡动1min的提取步骤完全能够满足方法的回收率要求。因此，确定方法的提取步骤为涡动 1min。

采用涡动 1min的提取方法，甲醇提取液的拉沙洛西钠回收率水平略低，且供试各种饲料样品的相

对标准偏差值均高于甲醇-盐酸（995+5,v/v）提取的结果。甲醇-盐酸（995+5,v/v）提取的回收率高、相

对标准偏差范围为 0.71-4.01%之间，更符合残留分析方法的准确度和精密度要求。

因此，通过本试验，确定了前处理方法为：采用甲醇-盐酸（995+5,v/v），涡动 1min。

表 9 不同提取溶液对 4种饲料中拉沙洛西钠的提取效率（n=4）
提取液

饲料品种

添加浓

度
(mg/kg)

回收率（%） RSD(%)
重 复

一
重复二 重复三

重 复

四

平 均

值

绝 对

偏差

相对

偏差

甲醇 小鸡配合 1 84.41 96.77 85.90 98.17 91.31 7.16 7.84
猪预混料 1 81.04 82.77 84.02 80.22 82.01 1.71 2.08
牛精料 1 94.56 100.18 106.96 93.88 98.90 6.07 6.14
猪预混料 100 83.78 87.25 86.45 88.32 86.45 1.94 2.24
牛精料 100 88.16 88.14 96.07 93.81 91.55 4.03 4.40



小鸡配合 100 97.02 97.11 98.74 99.93 98.20 1.40 1.42
甲 醇 - 甲 醇

（995+5,v/v）
小鸡配合 1 99.27 91.97 99.73 97.82 3.92 4.01 7.84

猪预混料 1 94.75 100.91 101.19 99.40 3.10 3.12 2.08
牛精料 1 95.29 97.59 97.55 96.40 1.35 1.40 6.14
猪预混料 100 95.05 94.75 93.85 94.65 0.54 0.58 2.24

牛精料 100 96.58 100.07 97.13 97.83 1.54 1.58 4.40

小鸡配合 100 96.95 95.49 96.42 96.13 0.68 0.71 1.42

表 9回收率数据表明，2种提取溶液的提取效率有差别，甲醇-盐酸（995+5）的提取液提取回收率

更高，酸化有利于样品中拉沙洛西钠的提取，而且共提取物的增加情况不是太明显。

图 11 甲醇提取和酸化甲醇提取的回收率结果比较分析

图 12 甲醇提取和酸化甲醇提取的相对标准偏差结果比较分析

（三）方法性能考察



1. 标准溶液线性和标液稳定性

拉沙洛西钠标准储备液制备后放入冰箱冷藏保存，标准工作液现用现配。取拉沙洛西钠高浓度标准

液，用甲醇-盐酸（995+5，v/v）配制成 50-5000 μg/L 的系列浓度标准工作液进样 25 μL；以及配制成

0.5-50 μg/mL 的系列浓度标准工作液进样 2 μL分析。以药物浓度为横坐标，药物峰面积为纵坐标绘制

标准曲线。结果如表 11-12和图 13-14所示，在相应的浓度范围内，药物峰面积与浓度呈线性相关，相

关系数大于 0.99。

从峰面积响应值来说，4个标准曲线的高浓度值区别不大，特别是相近时间两次配制的标准曲线对

应浓度的峰面积相近，但隔了一个月左右的两个低浓度值响应值差别较大，可能跟溶液配制使用的移液

枪有关。

表 11 拉沙洛西钠标准工作曲线的制备（50-5000 μg/L，进样 25 μL）

2020.7.15 2020.7.18 2020.8.20 2020.8.22

序号 浓度(µg/L) 峰面积 峰面积 峰面积 峰面积

1 50 22394 219032 433822 414744

2 100 489694 541270 720273 717890

3 200 944177 841990 1130145 1182950

4 500 1774746 1719924 1779242 1887690

5 1000 3531620 3179139 3330505 3349170

6 2000 5944170 6192418 6556980 6068708

7 5000 13608739 14727629 14559784 14249695

相关系数 r 0.9959 0.9997 0.9985 0.9994



图 13 拉沙洛西钠标准曲线图（50-5000 μg/L）

表 12 拉沙洛西钠标准工作曲线的制备（0.5-50 μg/mL，进样 2 μL）

序号 浓度(µg/mL) 峰面积

1 0.5 21542

2 1 389029

3 5 1190474

4 10 2879022

5 50 11709573

线性回归方程 y = 232690x + 143156

相关系数 r 0.9959

图 14拉沙洛西钠标准曲线图（0.50-50 mg/L）

3. 方法回收率和精密度

在鸡配合饲料、鸡浓缩饲料、精料补充料、猪预混合饲料进行拉沙洛西钠的空白添加回收试验，每

种饲料样品根据生产实际情况各设 3个添加回收水平，即配合饲料设 5,50和 100mg/kg；浓缩饲料和精

料补充料均设 10,100和 200mg/kg；预混合饲料均设 100,1000和 10000 mg/kg，每个浓度设 4-5 个平行，



按照样品前处理方法处理后进行检测。因此药物使用量太大，高浓度的添加回收试验中采用拉沙洛西钠

原料药进行添加。该实验结果表明（见表 13）：四种饲料的各添加水平的平均药物回收率范围为

84.38-100.33%，批内变异系数为 0.86-5.28%，批间变异系数为 2.76-8.76%。

表 13 拉沙洛西钠的添加回收试验结果

添加水平

mg/kg
重复一 重复二 重复三 重复四

三 次

平 均

值

各 次 相

对 偏 差

平均值

三 次

相 对

偏差

鸡配合饲

料

5
95.82 96.49 95.85 92.77

89.30 0.95 5.3787.9 84.68 86.39 88.26
84.19 83.75 89.93 85.57

50
93.35 96.38 97.72 98.67

89.42 0.86 6.5786.99 81.63 85.87 89.56
81.87 84.6 87.98 88.46

100
97.02 97.11 98.74 99.93

90.01 1.23 7.2686.41 85.68 87.11 90.71
82.45 81.99 88.74 84.28

75
98.66 95.90 98.49 99.27

95.11 2.19 3.1096.74 91.88 95.16 90.22
91.76 94.83 95.57 92.84

125
95.75 96.32 94.18 97.29

94.07 2.23 2.5296.77 90.83 93.62 91.95
90.76 91.55 93.82 96.03

鸡浓缩料

10
100.02 99.73 96.85 95.77

93.45 5.28 8.7690.36 90.87 85.25 80.94
90.73 87.86 90.85 112.26

100
98.26 118.4 99.76 98.07

100.33 4.45 6.2893.79 99.43 102
98.27 97.76 99.32 98.57

200
104.09 92.3 106.27 105.24

93.71 1.53 8.3591.28 90.25 85.63 81.58
92.08 89.27 90.05 96.49

猪预混料

100
98.51 94.02 100.52 84.14

89.59 3.80 6.2783.78 87.25 86.45 88.32
86.12 88.74 87.59

1000
95.74 92.38 94.87 96.26

96.80 0.78 2.7699.76 98.95 100.82
97.36 95.48 93.88 99.34

10000
99.03 104.75 112.6

99.15 2.52 7.2298.67 106.38 97.75 85.85
91.71 98.47 95.56 99.83

鸡预混料 100
99.12 98.36 97.40 93.65

97.08 1.27 1.4197.14 96.48 97.55 98.12
95.99 96.74 97.05 97.38



1000
99.00 98.69 96.82 97.45

98.02 1.12 1.3697.57 100.64 98.35 99.66
96.88 97.46 97.92 95.80

10000
95.23 91.65 94.37 95.52

91.52 2.04 2.9594.65 89.72 88.36 89.04
90.26 91.00 89.74 88.65

牛精料一

10
88.46 89.18 95.74 101.22

89.67 3.21 5.5489.49 88.16 89.35 88.74
82.47 85.62 87.94

100
88.16 88.14 96.07 93.81

90.30 1.47 3.0786.09 88.57 90.26 91.16
88.35 90.06 92.37 90.56

200
87.76 89.15 99.34 97.22

99.62 1.33 7.19112.88 106.42 100.93 99.46
105.03 99.86 97.73

4．定量限和检测限

（1） 检测限

对空白饲料样品进行四次样品提取试验，预混合饲料称取 1-2g，其它饲料称取 2g，每次 5个平行，

共计 20个空白饲料，以 3倍平均信噪比计算各种饲料样品的检测限，结果如表 14所示。由表可知，配

合饲料、浓缩饲料、预混合饲料、精料补充料中拉沙洛西钠的检测限范围为 0.168-0.499mg/kg之间，因

此确定方法的检测限为 0.5 mg/kg。

表 14 拉沙洛西钠检测限实验

以 3S/N计算 LOD（μg/g） 相 对 标

准 偏 差

（%）
第一批

(n=5)
第二批

(n=5)
第三批

(n=5)
第四批

(n=5)
平均值

1. 小鸡配合 0.241 0.292 0.254 0.237 0.256 9.79
2. 猪预混料 0.542 0.518 0.508 0.43 0.499 9.70
3. 鸡浓缩料 0.307 0.358 0.331 0.325 0.330 6.39
4. 精料补充料 1 0.174 0.169 0.162 0.167 0.168 2.95
6. 精料补充料 2 0.253 0.305 0.311 0.271 0.285 9.70

（2）定量限

对五种空白饲料样品进行 1 mg/kg 的空白添加回收试验，每个处理 4-5 个平行，剔除实验过程造成

的异常数据，对正常数据进行统计分析，结果见表 15。由表可知，四种饲料样品的添加回收率范围为

82.54.66-96.97%之间，批内变异系数范围为 3.77-5.48%之间，批间变异系数范围为 3.64-6.85%之间。此

结果表明，1 mg/kg 添加浓度能达到方法定量限要求，本方法定量限为 1 mg/kg。四种典型饲料样品，

即配合饲料、浓缩饲料、预混合饲料、精料补充料的定量限添加样品相关色谱图见图 15-图 18。

表 15 拉沙洛西钠定量限(1mg/kg)实验结果



重复一 重复二 重复三 重复四
三 次 平

均值

各 次 相

对 偏 差

平均值

三次相

对偏差

1. 小鸡配合 84.89 97.24 85.54 99.11 87.55 5.46 6.85

81.27 83.33 86.74 81.19

85.42 83.36 89.02 93.45

2. 猪预混料 75.07 87.49 82.54 5.05 4.06

80.13 82.16 85.09 83.37

83.14 80.96 83.39 84.57

3. 鸡浓缩料 81.48 85.3 91.44 84.90 3.77 3.64

83.76 82.9 85.79 89.05

85.74 82.05 81.9 84.52

4. 牛精料一 95.74 106.83 104.46 94.45 96.97 4.47 4.98

91.35 94.46 98.27 96.94

95.54 90.27 95.62 99.67

5 鸡预混料 90.12 92.30 89.65 88.74 89.25 2.61 2.97

87.71 89.38 91.60 92.58

89.66 82.75 86.96 89.62
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图15 典型精料补充饲料（牛精料，称取2.0g）的1mg/kg空白添加样品色谱图

（由上至下：100 ng/ml标准溶液；空白样品；1mg/kg空白添加样品）
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图16 典型浓缩饲料（鸡浓缩饲料，称取2.0g）的1mg/kg空白添加样品色谱图

（由上至下：100 ng/ml标准溶液；空白样品；1mg/kg空白添加样品）
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图17 典型配合饲料（鸡配合饲料，称取2.0g）的1mg/kg空白添加样品色谱图

（由上至下：100 ng/ml标准溶液；空白样品；1mg/kg空白添加样品）
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图18 典型预混合饲料（猪预混合饲料，称取2.0g）的1mg/kg空白添加样品色谱图

（由上至下：100 ng/ml标准溶液；空白样品；1mg/kg空白添加样品）
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图19 典型预混合饲料（鸡预混合饲料，称取1.0g）的1mg/kg空白添加样品色谱图

（由上至下：50 ng/ml标准溶液；空白样品；1mg/kg空白添加样品）

5. 干扰实验

取 50 ng/mL拉沙洛西钠和其它抗球虫药物 50 ng/mL莫能菌素、50 ng/mL 甲基盐霉素标准品溶液进

样分析，结果表明这些药物对本药物的分析没有干扰。
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图 20 50 ng/mL莫能菌素标准溶液色谱图
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图 21 50 ng/mL甲基盐霉素标准溶液色谱图
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图 22 50 ng/mL拉沙洛西钠标准溶液色谱图

6．方法确证

2020年 11月至 2021年 1月期间，采用本研究建立的方法分别的鸡配合饲料、鸡浓

缩饲料、猪预混合饲料和牛精料补充料 1 mg/kg的添加回收试验结果进行确证分析，将

液样分析样品采用《农业部 1862号公告-4-2012 饲料中 5种聚醚类药物的测定 液相色

谱-串联质谱法》的仪器分析条件进行测定。两个方法的添加回收结果见表 16，该结果

表明：本研究方法与确证分析方法的回收率结果分别为 71.50-90.01%和 88.42-102.65%
之间，变异系数分别为 8.40-8.73%和 4.36-17.09%之间，确证分析的回收率结果略高但

变异系数范围略大，二者的差异不显著。四种饲料的质谱确证方法的选择离子图见图

23-26。
表 16 定量限添加样品(1 mg/kg)的确证分析结果

饲料品种 本方法 农业部 1862 号公告-4-2012

回收率（%） RSD

%

回收率（%） RSD%

1 2 3 4 平 均

值

1 2 3 4 平均值

鸡配合料
77.70 67.16 75.70 65.44

71.5

0

8.5

3
89.93 92.92 84.01 86.80 88.42 4.36

鸡浓缩料
76.18 65.85 77.80 67.25

71.7

7

8.4

8
96.60 89.67 99.84 92.68 94.70 4.69

猪预混合料
96.83 83.70 96.31 83.25

90.0

2

8.4

0
107.21

123.4

1
83.67 96.32 102.65 16.41
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图 23 鸡配合饲料的 1mg/kg添加样品选择离子色谱图（1.基质加标样；2.添加样；3.空白样）
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图 24 鸡浓缩饲料的 1mg/kg添加样品选择离子色谱图（1.基质加标样；2.添加样；3.空白样）
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图 25 猪预混合饲料的 1mg/kg添加样品选择离子色谱图（1.基质加标样；2.添加样；3.空白样）
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图 26 牛精料补充饲料的 1mg/kg添加样品选择离子色谱图（1.基质加标样；2.添加样；3.空白样）

7. 实际样品的测定



分别采用我们优化后的方法和原NY/T 724-2003方法对某公司自制的 6份不同饲料样品进行拉沙洛

西钠的测定，结果见表 17。由此结果可知，新建立的方法对同一样品的检测值均高于原标准方法，方

法的准确性更好。

表 17 实际样品中拉沙洛西钠的测定结果

饲料品种 添加量 本方法 NY/T 724-2003

药物含量（mg/g） RSD

%

药物含量（mg/g） RSD

%重复一 重复二 平均值 重复一 重复二 平均值

猪配合饲

料 1

50 mg/g 40.29 38.11
39.20 3.93

34.70 38.95
36.82

8.1

6

猪配合饲

料 2

30 mg/g 28.91 28.87
28.89 0.11

25.01 24.40
24.71

1.7

5

猪配合饲

料 3

30 mg/g 26.79 30.15
28.47 8.33 18.69 23.99 21.34

17.

57

鸡配合饲

料 4

10 mg/g
9.04 9.07 9.06 0.23 8.41 7.90 8.16

4.4

2

鸡配合饲

料 5

10 mg/g
8.00 7.33 7.66 6.15 7.14 6.06 6.60

11.

57

鸡配合饲

料 6

10 mg/g
7.15 7.51 7.33 3.43 6.75 6.38 6.57

3.9

5

（四）验证实验

根据标准复核要求，本标准经农业农村部饲料校验与安全监督检验测试中心（北京）、

中国农业科学院农产品加工所等三家单位进行了方法验证。三家单位的验证结果满意，验

证报告见附件。

（五）标准定向征求意见

已完成 30位专家的定向征求意见。

（六）标准预审

待进行。

（七）标准终审

待进行。

四、采用国际标准

修改采用美国AOAC 官方标准方法 2008.01(2013年修订版) 动物饲料和预混剂中拉

沙洛西钠的测定 反相液相色谱法。

五、与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。

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、标准作为强制性或推荐性标准的意见



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，因此建议将其作为

推荐性标准颁布实施。

八、贯彻标准的要求和措施建议

无。

九、废止现行有关标准的建议

不涉及。

十、其他应予说明的事项

无。
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