附件2（略）
附件3（略）

附件4
猪肺炎支原体ELISA抗体（sIgA）检测试剂盒等5种兽药产品说明书和标签
1、 猪肺炎支原体ELISA抗体（sIgA）检测试剂盒说明书和标签
（1） 猪肺炎支原体ELISA抗体（sIgA）检测试剂盒说明书
兽用
【兽用名称】  

通用名  猪肺炎支原体ELISA抗体（sIgA）检测试剂盒

商品名  无

英文名 The ELISA Kit for Detection of sIgA-Antibody Against Mycoplasma hyopneumoniae 

汉语拼音  Zhu Feiyanzhiyuanti ELISA Kangti（sIgA）Jiance Shijihe

【主要成分与含量】  
	组分
	数量

	抗原包被板
	1块（96孔/块）

	阳性对照
	2支（1ml/管）

	阴性对照
	2支（1ml/管）

	HRP标记羊抗猪IgA（10×）
	1支（1.2ml/管）

	浓缩洗涤液（10×）
	2瓶（30ml/瓶）

	底物液A
	1支（1ml/管）

	底物液B
	1瓶（15ml/瓶）

	终止液
	1瓶（10ml/瓶）

	说明书
	1份


【性状】  试剂盒包装应密封完好、组分齐全、无破损、无渗漏，标签完整，生产批号、有效期标记清晰。其中：
（1）抗原包被板  包装袋封闭良好，孔底清洁透明，无异物，96孔/块，1块/盒。

（2）阳性对照  无色透明液体，装量1ml/管，2管/盒。

（3）阴性对照  无色透明液体，装量1ml/管，2管/盒。

（4）HRP标记羊抗猪IgA（10×）  无色透明液体，装量1.2ml/管，1管/盒。

（5）浓缩洗涤液（10×）  无色透明液体，装量30ml/瓶，2瓶/盒。  

（6）底物液A  无色透明液体，装量1ml/管，1管/盒。

（7）底物液B  无色透明液体，装量15ml/瓶，1瓶/盒。

（8）终止液  无色透明液体，装量10ml/瓶，1瓶/盒。

【作用与用途】  用于检测猪呼吸道分泌物中猪肺炎支原体sIgA抗体。

【用法与判定】
1  试剂配制

1.1  所有的试剂应在检验前室温（15～25℃）放置30分钟，使所有试剂恢复至室温（15～25℃）。

1.2  1×洗涤液配制  浓缩洗涤液（10×）应恢复至室温，如有沉淀可在37℃温浴5～10分钟，用灭菌纯水作10倍稀释，即为1×洗涤液，2～8℃保存7日。

1.3  对照品  在使用前30分钟使其回至室温，备用。

1.4  HRP标记羊抗猪IgA稀释  在使用前使其回至室温，用1×洗涤液作10倍稀释，备用。

1.5  底物显色液  在使用前使其回至室温，按照底物液A与底物液B体积比为1:40进行混合，备用。

2  ELISA方法  

2.1  取抗原包被板，记录样品位置；根据样品多少，包被板可拆分使用。如果只用部分板条，将剩余板条取下装于自封袋中，置2～8℃保存。

2.2  加100µl阴性对照，每次检测加2孔。

2.3  加100µl阳性对照，每次检测加2孔。

2.4  在剩余的样品孔中依次加入100µl待检样品，置37℃温育120分钟。

2.5  弃去板孔中的液体，加入1×洗涤液，250µl/孔，洗涤5次，每次静置5分钟后甩掉孔内液体。加入酶标抗体前，避免孔壁变干。在最后一次甩干后，在吸水材料上用力拍干，去掉剩余的液体。

2.6  每孔加入100µl稀释好的HRP标记羊抗猪IgA，置37℃温育60分钟。

2.7  重复步骤2.5。

2.8  每孔加入100µl底物显色液，37℃温育避光显色7分钟。

2.9  每孔加入50µl终止液，终止反应。

2.10  用酶标仪测量和记录样品和对照的吸光值OD450nm值。

3  结果判定  试验成立的条件是：1.2≤阳性对照孔OD450nm值≤2.0，同时，0.05≤阴性对照孔OD450nm值≤0.25。计算S/P值=（样品OD450nm值－阴性对照OD450nm平均值）/（阳性对照OD450nm平均值－阴性对照OD450nm平均值），当待检样品的S/P值＜0.15时为阴性；当待检样品的S/P值＞0.20时为阳性；当待检样品的S/P值介于0.15与0.20之间时为可疑。
【注意事项】  （1）试剂盒使用前各试剂应平衡至室温（15～25℃）。

（2）不同批号试剂盒的试剂组分不得混用，使用试剂时应防止试剂污染。

（3）抗原包被板拆封后避免受潮或沾水(每次将剩余的抗原包被板用封口袋密封后，置2～8℃保存)。

（4）待检样品数量较多时，应使用八或十二通道微量移液器，将稀释好的样品转移到抗原包被板，以缩短加样时间。

（5）洗涤液用蒸馏水或去离子水稀释，如果发现有结晶应加热使其溶解后再使用。

（6）加入底物显色液后严格按照37℃避光温育7分钟进行显色。

【规格】  96孔/盒
【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期为10个月。
【批准文号】  

【生产企业】  

仅供兽医诊断使用
（2） 猪肺炎支原体ELISA抗体（sIgA）检测试剂盒标签

兽用
猪肺炎支原体ELISA抗体（sIgA）检测试剂盒

96孔/块，1块/盒                                      批准文号：
批    号：
有效期至：

【作用与用途】  用于检测猪呼吸道分泌物中猪肺炎支原体sIgA抗体。
【用法与判定】  参见说明书。

【贮藏与有效期】  2～8℃保存，有效期10个月。

【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
抗原包被板                               兽用
1块/盒                                                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】  2～8℃保存，有效期12个月。

【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
阳性对照                                 兽用
1ml/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】  2～8℃保存，有效期12个月。

【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
阴性对照                                兽用
1ml/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】  2～8℃保存，有效期12个月。

【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
HRP标记羊抗猪IgA（10×）                      兽用
1.2ml/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】  2～8℃保存，有效期12个月。

【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
浓缩洗涤液（10×）                            兽用
30ml/瓶                                               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】  2～8℃保存，有效期12个月。

【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
底物液A                                兽用
1ml/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】  2～8℃保存，有效期12个月。

【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
底物液B                                兽用
15ml/瓶                                               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】  2～8℃保存，有效期12个月。

【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
终止液                                  兽用
10ml/瓶                                                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】  2～8℃保存，有效期12个月。

【生产企业】  
仅供兽医诊断使用
2、 鱼腥草芩蓝口服液说明书和标签
(一) 鱼腥草芩蓝口服液说明书

兽用
【兽药名称】
通用名称：鱼腥草芩蓝口服液

商品名称： 

汉语拼音：Yuxingcaoqinlan Koufuye

【主要成分】鱼腥草、黄芩、板蓝根、连翘、金银花。
【性状】本品为黄棕色至棕褐色的液体；微苦、涩。
【功能与主治】清热解毒。主治外感发热。
【用法与用量】混饮：每1L水，鸡，1ml，连用4天。
【不良反应】暂未发现不良反应。
【注意事项】暂无规定。
【规格】每1ml相当于原生药1.7g。
【包装】100ml/瓶。
【贮藏】密封，遮光，置阴凉处。
【有效期】24个月。
【批准文号】
【生产企业】
 (二) 鱼腥草芩蓝口服液标签
兽用
【兽药名称】
通用名称：鱼腥草芩蓝口服液

商品名称： 

汉语拼音：Yuxingcaoqinlan Koufuye

【主要成分】鱼腥草、黄芩、板蓝根、连翘、金银花。
【性状】本品为黄棕色至棕褐色的液体；微苦、涩。
【功能与主治】清热解毒。主治外感发热。
【用法与用量】混饮：每1L水，鸡，1ml，连用4天。
【规格】每1ml相当于原生药1.7g。
【批准文号】
【生产日期】
【生产批号】

【有效期】至
【贮藏】密封，遮光，置阴凉处。
【包装】100ml/瓶。
【生产企业】

3、 板蓝根颗粒说明书和标签
(一) 板蓝根颗粒说明书

兽用
【兽药名称】
    通用名称：板蓝根颗粒
  商品名称： 

  汉语拼音：Banlan'gen Keli
【主要成分】 板蓝根。
【性状】 本品为浅棕色至棕褐色颗粒；味甜，微苦。
【功能与主治】 清热解毒，凉血利咽。主治鸡传染性法氏囊病；猪风热感冒。
【用法与用量】 混饮：每1L水，鸡3g，连用5日；灌服：每1kg体重，猪0.1g，连用7日。
【不良反应】 尚未见不良反应。
【注意事项】 
【规格】 每1g相当于原生药1.7g。
【包装】 
【贮藏】 密封。
【有效期】 24个月。
【批准文号】
【生产企业】 

 (二) 板蓝根颗粒标签
兽用
【兽药名称】
    通用名称：板蓝根颗粒
  商品名称： 

  汉语拼音：Banlan'gen Keli
【主要成分】 板蓝根。
【性状】 本品为浅棕色至棕褐色颗粒；味甜，微苦。
【功能与主治】 清热解毒，凉血利咽。主治鸡传染性法氏囊病；猪风热感冒。
【用法与用量】 混饮：每1L水，鸡3g，连用5日；灌服：每1kg体重，猪0.1g，连用7日。
【规格】 每1g相当于原生药1.7g。
【批准文号】
【生产日期】
【生产批号】
【有效期】至
【贮藏】 密封。
【包装】 
【生产企业】 
4、 烯丙孕素标签
烯丙孕素标签
兽用
【兽药名称】                                              

通用名称：烯丙孕素
英文名称：Altrenogest

汉语拼音：Xibingyunsu 

【性状】 本品为淡黄色或黄色结晶性粉末。
【包装】
【生产批号】
【生产日期】
【有效期】至
【贮藏】 遮光，密闭保存。
【批准文号】
【运输注意事项】 防晒。
【生产企业】 宁波三生生物科技有限公司。
地址：浙江省宁波市海曙区望春工业园区布政东路159号
5、 烯丙孕素内服溶液说明书和标签
(一) 烯丙孕素内服溶液说明书

兽用
【兽药名称】                                                

通用名称：烯丙孕素内服溶液
英文名称：Altrenogest Oral Solution

汉语拼音：Xibingyunsu Neifurongye

【主要成分】 烯丙孕素
【性状】 本品为淡黄色或黄色澄清油状液体。
【药理作用】 药效学  性激素类药。烯丙孕素与天然黄体酮的作用类似。给药期间能够抑制脑垂体分泌促性腺激素，阻止卵泡发育及发情；给药结束后，脑垂体恢复分泌促性腺激素，促进卵泡发育与发情。停药时卵泡发育程度一致，加上促性腺激素的分泌同步恢复，促使所有动物在停药5～8日后同期发情。
药动学  本品在胃肠道迅速吸收，首次给药1小时后达到血药浓度的峰值，第18次给药约4小时后达到血药浓度峰值。烯丙孕素主要经肝脏代谢，通过胆汁排出，消除半衰期约14个小时。
【适应证】 用于控制后备母猪同期发情。
【用法与用量】 以烯丙孕素计。直接用5ml喷头饲喂或喷洒在饲料上内服，一次量，后备母猪20mg（5ml），连用18天。
【注意事项】 1.仅用于至少发情过一次的性成熟的母猪。
2.每头动物单独给药，确保每日给药剂量。
3.有急性、亚急性慢性子宫内膜炎的母猪慎用。
4.操作时应穿戴防护服和手套，操作后和用餐前应洗手。
5.妊娠和育龄妇女应避免接触本品，如须操作应非常小心。意外接触可能导致月经紊乱或妊娠期延长，所以应尽量避免皮肤直接接触，如意外渗漏至皮肤，应立即用肥皂和水清洗。
6.瓶子开启后30日内有效，过期未用完部分应废弃。
【不良反应】 给药量不足可能导致卵泡囊肿。
【休药期】 猪18日。
【规格】 450ml:1800mg

【包装】 

【贮藏】 遮光，密闭保存。
【有效期】 24个月。
【批准文号】
【生产企业】 宁波三生生物科技有限公司。
地址：浙江省宁波市海曙区望春工业园区布政东路159号
 (二) 烯丙孕素内服溶液标签
兽用
【兽药名称】                                               

通用名称：烯丙孕素内服溶液
英文名称：Altrenogest Oral Solution

汉语拼音：Xibingyunsu Neifurongye

【主要成分】 烯丙孕素
【性状】 本品为淡黄色或黄色澄清油状液体。
【适应证】 用于控制后备母猪同期发情。
【用法与用量】 以烯丙孕素计。直接用5ml喷头饲喂或喷洒在饲料上内服，一次量，后备母猪20mg（5ml），连用18天。
【规格】 450ml:1800mg

【批准文号】
【生产日期】
【生产批号】
【有效期】至
【休药期】 猪18日。
【贮藏】 遮光，密闭保存。
【包装】 

【生产企业】 宁波三生生物科技有限公司
地址：浙江省宁波市海曙区望春工业园区布政东路159号
附件5

烯丙孕素的每日允许摄入量
和最高残留限量（试行）
表1  烯丙孕素的每日允许摄入量（ADI）和烯丙孕素在猪组织中的最高残留限量（MRL）
	活性成分
	残留
标示物
	动物
品种
	靶组织
	MRLs

	烯丙孕素
ADI：
0.2 μg/kg

 b.w./d
	烯丙孕素
	猪
	皮肤+脂肪
	4 μg•kg-1

	
	
	
	肝脏
	2 μg•kg-1

	
	
	
	肌肉
	1 μg•kg-1


烯丙孕素残留检测方法标准（试行）

猪组织中烯丙孕素残留量的测定
超高效液相色谱-串联质谱法（试行）
1．范围
    本标准规定了猪组织中烯丙孕素残留量检测的制样和超高效液相色谱-串联质谱测定方法。
    本标准适用于猪肌肉、肝脏和脂肪组织中烯丙孕素残留量的检测。
2．规范性引用文献
下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成的协议的各方研究是否可使用这些文件的最新文本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。
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。
GB/T 6682 分析实验室用水规则和试验方法。
3．原理
    试料中残留的烯丙孕素，用乙腈与乙酸乙酯混合溶液提取，超高效液相色谱分离，电喷雾串联质谱检测，外标法定量。
4．试剂和材料
以下所用试剂，除特别注明外均为分析纯试剂，水为符合GB/T6682规定的一级水。
烯丙孕素对照品：含烯丙孕素（C21H26O2）不得少于98.0% 

甲醇  色谱级
乙腈  质谱级
乙酸乙酯  色谱级
甲酸  质谱级
超纯水  由Milli-Q超纯水仪制取
滤膜  0.2 μm

烯丙孕素标准储备液（1 mg/mL）：准确称取含烯丙孕素5.0mg的对照品，于5mL容量瓶中，用甲醇溶解并定容，浓度为1mg/mL。-20°C贮藏，有效期6个月。
烯丙孕素标准工作液（1μg/mL）：精确量取10μL烯丙孕素储备液于10mL容量瓶中，用甲醇定容即可得到1μg/mL烯丙孕素标准工作液。-20°C贮藏，有效期6个月。
5．仪器和设备
液相色谱-串联质谱仪：配电喷雾离子源
分析天平：感量0.00001g，Precisa，ES225SM-DR

天平：感量0.01 g，Sartorius，BS2202S

高速冷冻离心机：Hettich，MIKRO22R

涡旋混合器：北方同正，HQ-60-II

氮吹仪：Organomation Associates. Jnc，OA-SYS N-EVAP112

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组织，绞碎，并使均质。
试料的制备包括：
——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，添加适量的标准工作液，作为空白添加试料。
6.2试料的保存
-20°C以下保存。
7．测定步骤
7.1提取
取肝脏/脂肪/肌肉匀浆样本2g ±0.01g于10mL离心管中，加入5 mL提取液（乙腈:乙酸乙酯3:2，v/v），涡动5min，离心10min（4°C，10000g），取上清于新10mL离心管中，置于-20°C冰箱。
7.2净化
-20°C冷冻30min后，快速转移至预冷的离心机中，离心5 min（4°C，10000g），弃去脂肪层，快速转移溶液至新10mL离心管中，于氮吹仪40°C水浴下吹干，残余物用1mL20%的乙腈水溶液复溶，过0.2µm滤膜，进行UHPLC-MS/MS分析。
7.3标准曲线的制备
取7份空白样品，经提取净化后，添加适量的烯丙孕素标准工作液，配制成7个不同浓度的基质匹配标准溶液，供超高效液相色谱-串联质谱测定。猪肌肉基质的七个浓度分别为0.5，1，2，5，10，20，50μg/kg；猪肝脏和脂肪基质的七个浓度分别为1，2，5，10，20，50，100μg/kg。以测得的烯丙孕素特征离子峰面积作为纵坐标，对应的浓度为横坐标，绘制标准曲线。求线性回归方程和相关系数。
7.4测定
7.4.1液相色谱条件
超高效液相色谱仪：Agilent 6495

色谱柱：Phenomenex，Kinetex2.6µmC18100Å50x2.1 mm

流动相：流动相A为0.1%甲酸水溶液；流动相B为甲醇：乙腈（1:1）溶液
流速：0.3mL/min

柱温：30°C

进样量：10µL

梯度洗脱：梯度洗脱条件见表1。
表1 超高效液相色谱梯度洗脱条件
	时间（min）
	流速（mL/min）
	流动相A（%）
	流动相B（%）
	曲线

	0.0
	0.30
	50
	50
	6

	2.0
	0.30
	20
	80
	6

	2.5
	0.30
	0
	100
	6

	3.0
	0.30
	50
	50
	6


7.4.2 质谱条件
离子源：ESI/安捷伦喷射流离子聚焦（Jet Stream）
毛细管电压：4000V

喷嘴电压：0V

干燥气流速（氮气）：11L/min

干燥气温度：290°C

雾化气（氮气）：45psi

鞘气温度：400°C

鞘气流速：12L/min

离子化模式：正离子模式（ESI+）
扫描方式：多反应监测（MRM）
Q1和Q3分辨率：单位分辨率0.7amu（Unit）
离子驻留时间（Dwell time）：200 ms

烯丙孕素定性、定量离子对及对应的碎裂电压、碰撞能量见表2。
表2烯丙孕素的定性、定量离子对及碎裂电压、碰撞能量
	化合物
	保留时间(min)
	离子对(m/z)
	碎裂电压（V）
	碰撞能量（eV）

	烯丙孕素
	1.90
	311.2> 227.2*
	380
	24

	烯丙孕素
	1.90
	311.2> 269.2
	380
	17


（*定量离子）
7.4.3测定法
7.4.3.1定性测定
通过样品色谱图的保留时间与标准品的保留时间、色谱峰的特征离子与相应浓度标准品色谱峰的特征离子相对照定性。样品与标准品的保留时间的相对偏差不大于2.5%；样品特征离子的相对丰度与浓度相当标准溶液的相对丰度一致，相对丰度偏差不超过表3的规定，则可判断样品中存在相应的被测物。
表3定性测定时相对离子丰度的最大允许偏差
	相对离子丰度
	>50%
	>20%至50%
	>10%至20%
	≤10%

	允许的相对偏差
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


7.4.3.2定量测定
取试样溶液和相应的基质匹配标准工作液，按外标法定量，标准工作液及试料溶液中待测物的响应值均应在仪器测定的线性范围内。对于超过标准曲线最高点浓度的样品，以及方法学验证时的添加回收样品，采用单点校正的方式定量。上述色谱和质谱条件下，空白试样、空白添加试样和基质匹配标准溶液的特征离子质量色谱图见附录A。
7.5空白试验
除不加试料外，采用完全相同的步骤进行平行操作。
8．结果计算与表述
按下式计算供试组织中烯丙孕素的残留量（µg/kg）：
单点校准： [image: image1.wmf]m
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式中：
X ——试料中烯丙孕素的残留量（µg/kg）；
A ——试料溶液中烯丙孕素的峰面积；
As ——基质匹配标准溶液中烯丙孕素的峰面积；
Cs——基质匹配标准溶液中烯丙孕素的浓度（ng/mL）；
V——浓缩至干后，流动相溶解残余物所用体积（mL）；
m——供试试料的质量（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．检测方法灵敏度、准确度与精密度
9.1灵敏度
猪肌肉组织中烯丙孕素在0.5～50μg/kg的浓度范围内，方法的线性关系良好；猪肝脏和脂肪中烯丙孕素在1～100μg/kg的浓度范围内，线性关系良好。烯丙孕素在猪肌肉、肝脏、脂肪组织中的检测限分别为0.25，0.5，0.5μg/kg，定量限分别为0.5，1.0，1.0μg/kg。
9.2准确度
本方法烯丙孕素在0.5～50μg/kg（肌肉），1～100μg/kg（脂肪、肝脏）浓度范围内，烯丙孕素的回收率在50%～120%。
9.3精密度
该方法批间、批内变异系数均小于20%。
附录A

（资料性附录）
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图A1猪脂肪空白试样的特征离子质量色谱图
	[image: image4.emf]+ MRM (311.2 -> 227.2) altrenogest_liver…
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图A2猪肝脏空白试样的特征离子质量色谱图
	[image: image6.emf]+ MRM (311.2 -> 227.2) XBYS_11_blank.d
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图A3猪肌肉空白试样的特征离子质量色谱图
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图A4猪脂肪空白添加试样的特征离子质量色谱图（终浓度为1 μg/kg）
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图A5猪肝脏空白添加试样的特征离子质量色谱图（终浓度为1 μg/kg）
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图A6猪肌肉空白添加试样的特征离子质量色谱图（终浓度为1 μg/kg）
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图A7猪脂肪基质匹配标准溶液的特征离子质量色谱图（终浓度为1 μg/kg）
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图A8猪肝脏基质匹配标准溶液的特征离子质量色谱图（终浓度为1 μg/kg）
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图A9猪肌肉基质匹配标准溶液的特征离子质量色谱图（终浓度为1 μg/kg）
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