
附件3（略）

附件4（略）

附件5
说明书和标签
一、猪圆环病毒2型亚单位疫苗（大肠杆菌源）说明书和内包装标签
（一）猪圆环病毒2型亚单位疫苗（大肠杆菌源）说明书
兽用
【兽药名称】

通用名  猪圆环病毒2型亚单位疫苗（大肠杆菌源）

商品名  无

英文名  Porcine Circovirus Type 2 Subunit Vaccine（E.coli Origin）

汉语拼音  Zhu Yuanhuanbingdu Erxing Yadanwei Yimiao（Da Chang Gan Jun Yuan）

【主要成分与含量】  含有表达的猪圆环病毒2型抗原蛋白，每头份猪圆环病毒2型抗原蛋白含量为5μg。

【性状】  乳白色乳剂。

【作用与用途】  用于预防由猪圆环病毒2型感染引起的疾病。免疫产生期为28日，免疫期为4个月。

【用法与用量】  颈部肌肉注射。21～28日龄仔猪，每头1ml。
【不良反应】  接种后一般无不良反应，敏感个体可能会出现轻微应激反应，一般很快自行恢复。

【注意事项】  （1）仅用于接种健康猪。
（2）疫苗切勿冻结或长时间暴露在高温环境。

（3）使用前应仔细检查包装，如发现破损、残缺、文字模糊、过期失效等，则禁止使用。

（4）使用前充分摇匀，并将疫苗恢复至室温，疫苗开启后，应限当日用完。

（5）一个动物更换一个针头，注射器应灭菌、注射部位应消毒。

（6）不可与其他疫苗或抗生素混合使用。

（7）用完的疫苗瓶和针头或者未用完的疫苗应作无害化处理。

（8）屠宰前28日内禁止使用。

【规格】

【包装】
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【批准文号】

【生产企业】 

仅在兽医指导下使用

（二）猪圆环病毒2型亚单位疫苗（大肠杆菌源）内包装标签
                                                                          兽用
猪圆环病毒2型亚单位疫苗（大肠杆菌源）                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   
                                                       批准文号：

                                           批    号： 

                                     有效期至：

【作用与用途】  用于预防由猪圆环病毒2型引起的疾病。免疫产生期为28日，免疫期为

4个月。

【用法与用量】  颈部肌肉注射。21～28日龄仔猪，每头1ml。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。
【生产企业】
仅在兽医指导下使用

二、猪流行性腹泻灭活疫苗（CHYJ株）说明书和内包装标签
（一）猪流行性腹泻灭活疫苗（CHYJ株）说明书  

                                                                          兽用
【兽药名称】

通用名  猪流行性腹泻灭活疫苗（CHYJ株）
商品名  无

英文名  Porcine Epidemic Diarrhea Virus Vaccine，Inactivated（Strain CHYJ）
汉语拼音  Zhu Liuxingxingfuxie Miehuoyimiao（CHYJ Zhu）
【主要成分与含量】  疫苗中含灭活猪流行性腹泻病毒CHYJ株，灭活前每毫升病毒含量不低于107.0 TCID50。

【性状】  本品为粉红色混悬液，久置后下层有少量淡灰色沉淀，振摇后呈均匀混悬液。
【作用与用途】  用于预防猪流行性腹泻。被动免疫持续期为断奶后1周。
【用法与用量】  滴鼻免疫。怀孕母猪于分娩前40日首免，20日后二免，每次2.0ml，每个鼻孔各1.0ml。
【不良反应】  一般无明显的不良反应。

【注意事项】  （1）母猪鼻腔免疫时，使疫苗与鼻腔充分接触。
（2）使用前应将疫苗恢复至室温，并充分摇匀。
（3）疫苗不得冻结。
（4）疫苗在运输过程中应防止高温和日光照射。
（5）接种时，应执行常规无菌操作。
（6）使用过的疫苗瓶、器具和未用完的疫苗等应进行无害化处理。 
【规格】  
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【批准文号】

【生产企业】

仅在兽医指导下使用

（二）猪流行性腹泻灭活疫苗（CHYJ株）内包装标签

                                                                          兽用
猪流行性腹泻灭活疫苗（CHYJ株）                

                                                          批准文号：
生产批号：

有效期至：

【作用与用途】  用于预防猪流行性腹泻。被动免疫持续期为断奶后1周。
【用法与用量】  滴鼻免疫。怀孕母猪于分娩前40日首免，20日后二免，每次2.0ml，每个鼻孔各1.0ml。
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为12个月。

【生产企业】

仅在兽医指导下使用
三、犬冠状病毒胶体金检测试纸条说明书和内包装标签
（一）犬冠状病毒胶体金检测试纸条说明书

                                                                           兽用
【兽药名称】
通用名称  犬冠状病毒胶体金检测试纸条
商品名称  无
英文名称  Canine Coronavirus Colloidal Gold Test Strip

汉语拼音  Quanguanzhuangbingdu Jiaotijin Jiance Shizhitiao

【主要成分与含量】  铝箔袋每盒10袋，每袋1条，铝箔袋内附1条试纸条、1包干燥剂，1个塑料滴管；样本处理液每盒10管，每管1.0±0.1ml；棉拭子每盒10支；说明书每盒1份。
【性状】  应密闭封好、无破损、无渗漏。试纸卡，塑料滴管，棉拭子，样本处理液等组分齐全。
【作用与用途】  用于犬冠状病毒的检测。
【用法与判定】  （1）样本采集   将棉拭子在样本处理液中浸湿，插入待测犬肛门2.0～3.0cm处，在肛门口内轻轻旋转涂擦，取出棉拭子插入盛有样本处理液的管内。
（2）样本处理   旋转棉拭子约10秒，使棉拭子与样本处理液混合完全，取上清待检。不溶物、固型物较多的棉拭子与样本处理液混合后须静置2～3分钟或1500rpm离心1分钟，取上清待检。
（3）操作步骤   用塑料吸管取适量的待检样品，缓慢滴加2～3滴到试纸条的样品孔中，待样品流过视窗5分钟后开始观察结果，15分钟后终止观察，判定结果。
（4）结果判定    
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①在试纸条“C”（质控线）和“T”（检测线）处均出现沉淀线，判定为阳性，即样本中含有犬冠状病毒；
②仅在试纸条“C”（质控线）处出现沉淀线，判定为阴性，即样本中无犬冠状病毒或含量极低；
③在试纸条“C”（质控线）处未出现沉淀线，判定为该试验无效。
【注意事项】  （1）本试纸条用于犬冠状病毒的初步检测，请严格按照说明书操作。
（2）本试纸条为一次性使用，试纸条用过后放入包装袋中，集中消毒后再处理，以防污染环境。
（3）试纸条取出后应立即使用，试纸条在空气中暴露时间过长后会受潮失效。
（4）如果试纸条的铝箔袋有破损，请勿使用。
（5）在检测之前所有的检测用组分必须处于室温（15～25℃）状态。
（6）取不同样品用的棉签、吸管和样本处理液不可混用。
【规格】  1条/袋
【包装】  10份/盒
【贮藏与有效期】    2～25℃避光保存，有效期为12个月。
【批准文号】
【生产企业】
仅供兽医诊断使用
（2） 犬冠状病毒胶体金检测试纸条内包装标签

                                                                           兽用
犬冠状病毒胶体金检测试纸条    

1条/袋                                                  批准文号：                    

生产批号：
有效期至：
【作用与用途】  用于犬冠状病毒的检测。
【用法与判定】  参见说明书。
【贮藏与有效期】  2～25℃避光保存，12个月。
【生产企业】
仅供兽医诊断使用

                                                                           兽用
样本处理液
1.0ml/管                                                   批准文号：                    

批    号：
有效期至：
【用法与判定】  参见说明书。
【贮藏与有效期】  2～25℃避光保存，12个月。
【生产企业】
仅供兽医诊断使用
四、猪流行性腹泻病毒ELISA（IgA）抗体检测试剂盒说明书和内包装标签

（一）猪流行性腹泻病毒ELISA（IgA）抗体检测试剂盒说明书

兽用

【兽药名称】

通用名  猪流行性腹泻病毒ELISA（IgA）抗体检测试剂盒


商品名  

英文名  ELISA Kit for Detection of IgA against Porcine Epidemic Diarrhea Virus

汉语拼音  Zhuliuxingxingfuxiebingdu ELISA （IgA)）Kangti Jiance Shijihe

【主要成分与含量】

	组分
	规格

	（1）抗原包被板
	2块或5块（96孔/块）

	（2）阴性对照
	1管（1ml或2ml/管）

	（3）阳性对照
	1管（1ml或2ml/管）

	（4）酶标羊抗猪IgA（IgA–HRP）
	1瓶（20ml或50ml/瓶）

	（5）样品稀释液
	1瓶（50ml或100ml/瓶）

	（6）20倍浓缩洗涤液
	1瓶（30ml或75ml/瓶）

	（7）底物液A
	1瓶（10ml或25ml/瓶）

	（8）底物液B
	1瓶（10ml或25ml/瓶）

	（9）终止液
	1瓶（10ml或25ml/瓶）

	（10）样品稀释板
	2块或5块（96孔/块）

	（11）封板膜
	2张或5张


【作用与用途】  用于检测乳汁中猪流行性腹泻病毒IgA抗体。

【用法与判定】

1  用法

1.1  样品准备  采集母猪新鲜乳汁，4℃、12000r/min离心10分钟，取位于中间层的乳清（注意：不要将上层乳脂及底部的沉淀物吸出）。乳清可直接稀释，用于抗体检测。

1.2  洗涤液配制  使用前，浓缩的洗涤液应恢复至室温（20～25℃），然后用去离子水作20倍稀释，混匀，2～8℃可存放7日。

1.3  待检乳清、阴性对照和阳性对照的稀释  将待检乳清、阴性对照和阳性对照在样品稀释板中作1:10倍稀释（例如：135µl样品稀释液中加入15µl待检乳清）。

1.4  操作步骤

1.4.1  样品孵育  分别取100μl稀释好的待检乳清、阴性对照和阳性对照加至抗原包被板中（根据样品多少，可按需拆开，按需使用），待检乳清设1孔，阴性对照及阳性对照各设2孔。轻轻振匀孔中样品，用封板膜覆盖包被板，37℃孵育孵育45分钟。

1.4.2  洗涤  弃去各孔中的溶液，每孔加入洗涤液200μl，重复洗涤5次，最后一次在吸水材料上拍干。

1.4.3  加酶标抗体  每孔加酶标羊抗猪IgA（IgA–HRP）100μl，用封板膜覆盖包被板，37℃孵育孵育30分钟。

1.4.4  洗涤  弃去各孔中的溶液，洗涤5次，方法同1.4.2。

1.4.5  底物显色  每个反应孔依次加入底物液A和底物液B各50μl，混匀，置室温（20～25℃）下避光显色10分钟。

1.4.6  终止反应  每个反应孔加入终止液50μl，10分钟内测定结果。

2  判定  在酶标仪上读各孔OD630nm值。试验成立的条件是：阳性对照孔OD630nm值均应＞0.700，且＜1.400，阴性对照孔OD630nm值均应＜0.300。计算样品的S/P值。

	S/P值=
	样品OD630nm值－阴性对照平均OD630nm值

	
	阳性对照平均OD630nm值－阴性对照平均OD630nm值


若S/P值≥0.157，判定为猪流行性腹泻病毒IgA抗体阳性；若S/P值＜0.157，判定为猪流行性腹泻病毒IgA抗体阴性。

【注意事项】

（1）使用试剂盒前，先将各试剂平衡至20～25℃，使用后剩余部分放回2～8℃保存。

（2）不同批号的试剂盒组份不得混用，使用不同试剂时应防止交叉污染。

（3）底物液和终止液不能暴露于强光或接触氧化剂。

（4）待检乳清数量较多时，应先完成全部样品稀释后，再加到抗原包被板上，保证反应时间一致。

（5）如发现20倍浓缩洗涤液有结晶时，应在37℃水浴加热使其溶解后再稀释和使用。

（6）应准确吸取液体，并防止产生气泡。

（7）检测时应严格按照各操作步骤规定的时间长短和温度要求进行。

【规格】  （1）192孔/盒（2）480孔/盒

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【批准文号】

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

（二）猪流行性腹泻病毒ELISA（IgA）抗体检测试剂盒内包装标签

兽用

猪流行性腹泻病毒ELISA（IgA）抗体检测试剂盒

192孔（或480孔）/盒                                      批准文号：
批    号：

有效期至：

【用法与判定】 详见说明书。

【贮藏与有效期】 2～8℃保存，有效期9个月。    

【生产企业】
仅供兽医诊断使用
兽用

抗原包被板
96孔/块                                              批    号：  

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
兽用

阳性对照
1ml（或2ml) /管                                       批    号：

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
兽用

阴性对照
1ml（或2ml) /管                                       批    号：

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
兽用

酶标羊抗猪IgA（IgA–HRP）
20ml（或50ml）/瓶                                      批    号：

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
兽用

底物液A

10ml（或25ml) /瓶                                     批    号：

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
兽用

底物液B

10ml（或25ml）/瓶                                     批    号：             

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
兽用

终止液

10ml（或25ml）/瓶                                    批    号：             

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
兽用

20倍浓缩洗涤液

30ml（或75ml) /瓶                                     批    号：             

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
兽用

样品稀释液

50ml（或100ml) /瓶                                    批    号：

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用
兽用

样品稀释板
96孔/块                                             批    号：

有效期至：             

【用法与判定】  详见说明书

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为9个月。

【生产企业】

仅供兽医诊断使用

五、猪圆环病毒2型灭活疫苗（ZJ/C株，悬浮培养）说明书和内包装标签
（一）猪圆环病毒2型灭活疫苗（ZJ/C株，悬浮培养）说明书
兽用

【兽药名称】
通用名  猪圆环病毒2型灭活疫苗（ZJ/C株, 悬浮培养）

商品名  无

英文名  Porcine Cirovirus Type 2 Vaccine, Inactivated (Strain ZJ/C，Suspension culture)

汉语拼音  Zhu Yuanhuanbingdu Erxing Miehuoyimiao（ZJ/C Zhu, Xuanfupeiyang）

【主要成分与含量】  疫苗中含灭活的猪圆环病毒2型ZJ/C株，灭活前每毫升病毒含量为107.3TCID50。

【性状】  淡粉红色或淡黄色乳状液。

【作用与用途】  用于预防由猪圆环病毒2型感染引起的疾病。接种后21日产生免疫保护力，免疫期为4个月。

【用法与用量】  颈部肌肉注射。14日龄以上猪，每头2.0ml。

【不良反应】  个别猪接种过程中会出现过敏反应，可用肾上腺素救治

【注意事项】  （1）本品仅适用于健康猪群预防接种。

（2）用前应使疫苗温度升至室温，应充分摇匀。

（3）疫苗瓶开启后，限当日用完。

（4）本品严禁冻结，破乳后切勿使用。

（5）疫苗瓶及剩余的疫苗应以燃烧或煮沸方式做无害化处理。

【规格】  

【包装】  

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。

【批准文号】
【生产企业】
仅在兽医指导下使用
（二）猪圆环病毒2型灭活疫苗（ZJ/C株，悬浮培养）内包装标签
兽用

猪圆环病毒2型灭活疫苗（ZJ/C株，悬浮培养）
                 批准文号：             

生产批号：
有效期至：
【用法与用量】  颈部肌肉注射。14日龄以上猪，每头2.0ml。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为18个月。

【生产企业】
仅在兽医指导下使用
六、复方阿莫西林粉说明书和标签

（一）复方阿莫西林粉说明书

兽用处方药
【兽药名称】
通用名称：复方阿莫西林粉
商品名称： 

英文名称：Compound Amoxicillin Powder

汉语拼音：Fufang Amoxilin Fen

【主要成分】 阿莫西林、克拉维酸钾
【性状】 本品为白色或类白色粉末。
【药理作用】 药效学  阿莫西林属于β–内酰胺类抗菌药，具有广谱抗菌作用。抗菌谱及抗菌活性与氨苄西林基本相同，对大多数革兰氏阳性菌的抗菌活性稍弱于青霉素，对青霉素酶敏感，故对耐青霉素的金黄色葡萄球菌无效。对革兰氏阴性菌如大肠埃希菌、变形杆菌、沙门氏菌、嗜血杆菌、布鲁氏菌和巴氏杆菌等有较强的作用，但这些细菌易产生耐药性。对铜绿假单胞菌不敏感。由于其在单胃动物的吸收比氨苄西林好，血药浓度较高，故对全身性感染的疗效较好。

克拉维酸仅有微弱的抗菌活性，能与革兰氏阳性和阴性细菌所产生的β–内酰胺酶不可逆结合并且对β–内酰胺酶具有抑制作用，从而保护了β–内酰胺类抗生素的活性，故称为β–内酰胺酶抑制剂。克拉维酸内服吸收好，不单独用于抗菌治疗，通常与其他β–内酰胺抗生素合用。随着细菌产生β–内酰胺酶的变化及耐药性变化，克拉维酸与β–内酰胺酶的结合能力和抑制作用也会发生变化，实际使用中应密切观察。
药动学  猪按每1kg体重10mg单次内服复方阿莫西林粉后，阿莫西林绝对生物利用度约为30%，约1.44小时血药浓度达到峰值，血药峰浓度为1.70mg/L，消除半衰期为1.81小时；克拉维酸绝对生物利用度约为58%，约0.72小时血药浓度达到峰值，血药峰浓度为2.53mg/L，消除半衰期为1.43小时。

【药物相互作用】
1.本品与氨基糖苷类合用，可提高后者在菌体内的浓度，呈现协同作用。

2.大环内酯类、四环素类和酰胺醇类等速效抑菌剂对本品的杀菌作用有干扰作用，不宜合用。

【适应证】 用于治疗鸡青霉素敏感菌引起的感染；治疗猪由胸膜肺炎放线杆菌、副猪嗜血杆菌及链球菌引起的呼吸道疾病。
【用法与用量】 以本品计。混饮：每1L水，鸡0.5g，一日2次，连用3～7日；每1kg体重，猪0.1g，一日2次，连用5日。

【不良反应】
1.鸡按规定的用法与用量使用尚未见不良反应。

2.猪内服本品后可能出现轻微胃肠道症状（如腹泻和呕吐）和过敏反应。

【注意事项】
1.产蛋供人食用的鸡，在产蛋期不得使用。

2.本品水溶液不稳定，现用现配。

3.对青霉素类或头孢菌素类抗生素过敏者不得接触本品。

4.本品不得用于兔子、豚鼠、仓鼠、沙鼠或小食草动物。

【休药期】 鸡7日；猪1日。

【规格】 50g：阿莫西林5g+克拉维酸1.25g

【包装】 

【贮藏】 遮光，密封，在凉暗处保存。
【有效期】 18个月。
【批准文号】
【生产企业】 

（二）复方阿莫西林粉标签

兽用处方药
【兽药名称】
通用名称：复方阿莫西林粉
商品名称：
英文名称：Compound Amoxicillin Powder

汉语拼音：Fufang Amoxilin Fen

【主要成分】 阿莫西林、克拉维酸钾
【性状】 本品为白色或类白色粉末。
【适应证】 用于治疗鸡青霉素敏感菌引起的感染；治疗猪由胸膜肺炎放线杆菌、副猪嗜血杆菌及链球菌引起的呼吸道疾病。
【用法与用量】 以本品计。混饮：每1L水，鸡0.5g，一日2次，连用3～7日；每1kg体重，猪0.1g，一日2次，连用5日。
【规格】 50g：阿莫西林5g+克拉维酸1.25g

【批准文号】
【生产日期】
【生产批号】
【有效期】 至
【休药期】 鸡7日；猪1日。
【贮藏】 遮光，密封，在凉暗处保存。
【包装】 
【生产企业】 
附件6

黏菌素残留检测方法标准（试行）

猪、鸡可食性组织及鸡蛋中黏菌素残留量的测定 

液相色谱–串联质谱法

1 范围

本标准规定了猪可食性组织、鸡可食性组织及鸡蛋中黏菌素残留检测的制样和液相色谱–串联质谱测定方法。

本标准适用于猪肌肉、脂肪、肝脏、肾脏和鸡肌肉、皮+脂、肝脏、肾脏及鸡蛋中黏菌素残留量的检测。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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 1.1–2000 标准化工作导则第1部分标准的结构和编写规则（ISO/IEC Directives, Part3, 1997,Rules for the structure and drafting of International Standards, NEQ）。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

3 原理

试样中残留的黏菌素在酸性条件下，用25%甲醇溶液提取、正己烷去脂、HLB固相萃取柱净化，经液相色谱–串联质谱测定，基质匹配标准溶液外标法定量。

4 试剂和材料

4.1 试剂

以下所用试剂，除特别注明者外均为分析纯试剂；水为符合GB/T 6682规定的一级水。

4.1.1 甲醇（CH4O）：色谱纯。

4.1.2 浓硫酸（H2SO4）。

4.1.3 正己烷（C6H14）：色谱纯。

4.1.4 甲酸（CH2O2）：色谱纯。

4.1.5 乙腈（CH3CN）：色谱纯。

4.2
溶液配制
4.2.1 25%甲醇溶液：取250mL甲醇，用水稀释至1000mL。

4.2.2 1mol/L硫酸溶液：取80mL水，加入浓硫酸9.81g，恢复至常温后加水稀释至100mL。

4.2.3 1%甲酸溶液：取10mL甲酸，用水稀释至1000mL。

4.2.4 1%甲酸–甲醇溶液（1︰4，v/v）：取200mL1%甲酸溶液，用甲醇稀释至1000mL。

4.2.5 0.1%甲酸溶液：取1mL甲酸，用水稀释至1000mL。

4.2.6 0.1%甲酸乙腈溶液：取1mL甲酸，用乙腈稀释至1000mL。

4.2.7 70%甲醇溶液：取70mL甲醇，用水稀释至100mL。

4.3
标准品
4.3.1 硫酸黏菌素A，含量≥90%。

4.3.2 硫酸黏菌素B，含量≥90%。

4.4 标准溶液的制备
4.4.1 黏菌素A标准储备液：取硫酸黏菌素A标准品约10mg，精密称定，于10mL容量瓶中，用70%甲醇溶液溶解并稀释至刻度，配制成浓度为1mg/mL的黏菌素A标准储备液。-20℃以下保存，有效期3个月。

4.4.2 黏菌素B标准储备液：取硫酸黏菌素B标准品约10mg，精密称定，于10mL容量瓶中，用70%甲醇溶液溶解并稀释至刻度，配制成浓度为1mg/mL的黏菌素B标准储备液。-20℃以下保存，有效期3个月。

4.4.3 黏菌素A和黏菌素B混合标准工作液：精密量取上述标准储备液各0.1mL，于100mL容量瓶中，用70%甲醇溶液稀释至刻度，配制成浓度为1μg/mL的混合标准工作液，现用现配。

4.5材料
4.5.1 HLB固相萃取柱：200mg/6cc，或相当者。

4.5.2 微孔滤膜：0.22μm，尼龙。

5 仪器和设备

5.1
液相色谱–串联质谱仪：配有电喷雾离子源（ESI）。

5.2
分析天平：感量0.00001g

5.3
天平：感量0.01g。

5.4
涡旋混合器。

5.5
高速离心机。

5.6
氮吹仪。

6 试料的制备与保存

6.1 试料的制备
取适量新鲜或解冻的空白或供试样品，并均质。

((取均质后的供试样品，作为供试试料。

((取均质后的空白样品，作为空白试料。

((取均质后的空白样品，添加适宜浓度的标准工作液，作为空白添加试料。

6.2 试料的保存
-20℃以下保存。

7 测定步骤

7.1 提取
准确称取试料各2（±0.02）g，置于50mL离心管内，加入8mL 25%甲醇溶液，涡旋2min，再加入0.8mL 1mol/L硫酸溶液，振荡10min，12000r/min离心5min，取上清液。向残渣中加入10mL 25%甲醇溶液，同法重复提取1次，合并上清液。合并的上清液中加入正己烷10mL，振荡5min，12000r/min离心10min，弃上层正己烷，并将下层提取液用25%甲醇溶液定容至20mL，备用。

7.2 净化
HLB固相萃取柱依次用甲醇、水各10mL活化；取备用液5mL过柱，然后用水10mL淋洗，最后用1%甲酸–甲醇（1︰4，v/v）溶液5mL洗脱，收集洗脱液，于40℃水浴氮气吹干。向残余物中加入1.0 mL 0.1%甲酸溶液，充分溶解，过0.22μm微孔滤膜后，供液相色谱–串联质谱测定。

7.3 基质匹配标准曲线的制备 
精密量取黏菌素A和黏菌素B混合标准溶液，用0.1%甲酸溶液配制成5、10、25、50、100和200ng/mL的系列标准溶液（适用于猪肌肉、脂肪、肝脏、肾脏和鸡肌肉、皮+脂、肝脏、肾脏）或10、25、50、100、200和400ng/mL的系列标准溶液（适用于鸡蛋）。取空白试料2（±0.02）g，按照7.1和7.2进行提取和净化，在氮气吹干后的残余物中分别加入以上系列标准溶液各1.0mL，充分溶解，过滤膜后上机测定。以特征离子质量色谱峰面积为纵坐标，基质匹配标准溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线。

7.4 测定                               

7.4.1 液相色谱参考条件

色谱柱：BEH C18色谱柱（100mm×2.1mm，1.7µm），或相当者；

流动相：A相为0.1%甲酸溶液；B相为0.1%甲酸乙腈溶液，梯度洗脱条件见表1。

表1梯度洗脱条件

	时间

（min）
	流速

（mL/min）
	A（%）
	B （%）
	变化曲线

	0.0
	0.3
	90
	10
	–

	0.5

3

4
	0.3

0.3

0.3
	90

50

5
	10

50

95
	6

6

1

	5
	0.3
	90
	10
	1


进样量：10μL；

柱温：35℃。

7.4.2质谱参考条件

离子源：电喷雾离子源；

扫描方式：正离子扫描；

检测方式：多反应离子监测（MRM）；

毛细管电压：4.0kV

离子源温度：150℃

雾化温度：350℃

锥孔气流速：50L/h

雾化气流速：700L/h

待测药物定性、定量离子对和对应的锥孔电压、碰撞能量参考值见表2。

表2  黏菌素A和黏菌素B定性、定量离子对及锥孔电压、碰撞能量参考值

	药物
	定性离子对(m/z)
	定量离子对(m/z)
	锥孔电压(V)
	碰撞能量(eV)

	黏菌素A
	390.8>384.9
	390.8>384.9
	26
	18

	
	390.8>101.0
	
	
	10

	黏菌素B
	386.2>380.3

386.2>101.0
	386.2>380.3
	28
	18
10


7.5 测定法

7.5.1 定性测定

在相同试验条件下，与基质匹配标准溶液相比，试样溶液中黏菌素A和黏菌素B的保留时间的相对偏差不大于2.5%，且特征离子相对丰度的偏差不超过表3的规定，则可判断试样中存在相应的被测物。

表3  定性确证时相对离子丰度的最大允许误差

	相对离子丰度
	＞50%
	＞20%至50%
	＞10%至20%
	≤10%

	允许的最大偏差
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


7.5.2 定量测定

取基质匹配标准溶液和试样溶液，作单点或多点校准，按外标法以峰面积计算黏菌素A和黏菌素B的残留量。

基质匹配标准溶液及试样溶液中黏菌素A和黏菌素B的峰面积应在仪器检测的线性范围之内，如超出线性范围，应重新试验或将试样溶液和基质匹配标准溶液作相应稀释后重新测定。空白鸡肝脏、空白鸡肝脏基质匹配、鸡肝脏组织空白添加色谱图见附录A。

7.6 空白试验

取空白试料，采用完全相同的测定步骤进行平行操作。

8 结果计算和表述

试料中黏菌素A和黏菌素B的残留量，采用单点校准时，按式（1）计算：
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按式（2）计算：[image: image5.wmf]m
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式中：

X —供试试料中黏菌素A或B的残留量，µg/kg；

Cs —基质匹配标准溶液中黏菌素A或B的浓度，ng/mL；

C—通过标准曲线计算得出的试样溶液中黏菌素A或B浓度，ng/mL；

A —试样溶液中黏菌素A或B的峰面积；

As —基质匹配标准溶液中黏菌素A或B的峰面积；

V1—提取液定容后总体积，mL；

V2—过柱所用提取液体积，mL；

V3 —溶解残余物所用溶液体积，mL； 

m —供试试样的质量，g。

注：计算结果需扣除空白值，测定结果用平行测定的算术平均值表示，保留三位有效数字。

9 检测方法的灵敏度、准确度和精密度

9.1 灵敏度
本方法中黏菌素A和黏菌素B在猪肌肉、脂肪、肝脏和鸡肌肉、皮+脂、肝脏中的定量限均为15µg/kg，在猪、鸡肾脏中的定量限均为20µg/kg，在鸡蛋中定量限为30μg/kg。

9.2 准确度  

本方法对于猪肌肉、脂肪、肝脏和鸡肌肉、皮+脂、肝脏样品中黏菌素A和黏菌素B在15µg/kg～300µg/kg添加浓度水平上的回收率为60%～120%；猪、鸡肾脏样品中黏菌素A和黏菌素B在20µg/kg～400µg/kg添加浓度水平上的回收率为60%～120%；鸡蛋样品中黏菌素A和黏菌素B在30µg/kg～600µg/kg添加浓度水平上的回收率为60%～120%。

9.3 精密度  

本方法批内相对标准偏差≤15%，批间相对标准偏差≤20%。
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图A  空白鸡肝脏基质中黏菌素A和黏菌素B特征离子质量色谱图[image: image1.jpg]




	图B  空白鸡肝脏基质匹配标准溶液中黏菌素A和黏菌素B特征离子质量色谱图（10ng/mL）
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	图C 鸡肝脏组织空白添加黏菌素A和黏菌素B（15μg/kg）试样的特征离子色谱图




