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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰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.
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/TC７６)归口.
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京)]、中国农业大学、上海市动物疫病预防控制中心、江苏农林职业技术学院、新疆农业大学、新疆维吾尔

自治区畜牧科学院、中国农业科学院饲料研究所、中国农业科学院北京畜牧兽医研究所、江苏省农业科学

院、布鲁克(北京)科技有限公司、河南全印检测技术有限公司、信阳市农业综合行政执法支队、河南牧业经

济学院、河南联牧兽药有限公司.
本文件主要起草人:樊霞、杨增玲、索德成、陈爱亮、吴自军、樊克锋、韩鲁佳、黄士新、郑文新、冯玉超、

李守学、曹莹、李阳、宫平、肖志明、常选妞、李俊、沈广辉、刘晓露、赵跃、葛辰俊、樊宇航、陆唯、石创业、
张娟、陶亚飞、严凤、黄家莺、栾雪瑶、李润娴.
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饲料中７种抗生素滤渣的鉴别

１　范围

本文件描述了饲料中抗生素滤渣的显微红外光谱、液相色谱 高分辨质谱、实时荧光PCR鉴别方法.
本文件中的显微红外光谱法适用于配合饲料、浓缩饲料、精料补充料、饲料原料和混合型饲料添加剂

中金霉素、土霉素、泰乐菌素、泰万菌素、新霉素、青霉素和阿维菌素滤渣的鉴别.
本文件中的液相色谱 高分辨质谱法适用于配合饲料、浓缩饲料、精料补充料、饲料原料和混合型饲料

添加剂中金霉素、土霉素、泰乐菌素、泰万菌素、新霉素和青霉素滤渣的鉴别.
本文件中的实时荧光PCR法适用于配合饲料、浓缩饲料、精料补充料、饲料原料和混合型饲料添加剂

中土霉素、新霉素、青霉素和阿维菌素滤渣的鉴别.
本文件的检出限均为１％.

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/T６０４１　质谱分析方法通则

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

GB/T８３２２　分子吸收光谱法术语

GB/T１３９６６　分析仪器术语

GB/T２０１９５　动物饲料试样的制备

SN/T１１９３　基因检验实验室技术要求

３　术语和定义

GB/T６０４１、GB/T８３２２、GB/T１３９６６界定的以及下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
抗生素滤渣　antibioticfermentationresidue
生物发酵生产抗生素产品过程中产生的固态废弃物.

３􀆰２
余弦相似度　cosinesimilarity
两个光谱向量的夹角余弦值.
注:用于衡量光谱间的差异大小,余弦相似度值越接近１,说明两个光谱越相似.

３􀆰３
阈值　threshold
根据余弦相似度判断待测光谱是否和目标光谱相似的临界值.

４　通则

试样应同时选择显微红外光谱法、液相色谱 高分辨质谱法、实时荧光PCR法进行检测.

５　显微红外光谱法

５􀆰１　原理

利用显微红外成像系统采集样品的显微红外光谱,计算样品显微红外光谱与抗生素滤渣显微红外参

１
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比光谱的余弦相似度,根据阈值鉴别样品中抗生素滤渣的存在.

５􀆰２　试剂或材料

５􀆰２􀆰１　阳性对照样品:至少含有５％(质量分数)目标抗生素滤渣的饲料样品.

５􀆰２􀆰２　阴性对照样品:不含目标抗生素滤渣的饲料样品.

５􀆰３　仪器设备

５􀆰３􀆰１　显微红外成像系统

配有光源、分光系统、检测器、样品台、测量附件和配套的数据处理软件等.波数范围应包括

８００cm－１~２０００cm－１.

５􀆰３􀆰２　压片机

配有压片模具、压力表、加压系统和保护装置等.可将饲料粉末压成表面平整光滑且不易损坏的

压片.

５􀆰４　样品

按GB/T２０１９５的规定制备试样,至少２００g,粉碎使其全部过０􀆰４２５mm 试验筛,混合均匀,装入密

闭容器中,备用.

５􀆰５　试验步骤

５􀆰５􀆰１　试样压片制备

平行做两份试验.取适量试样,用压片机在一定压力及压制时间制备试样压片,所用试样质量、压力

和压制时间的确定应确保压片表面平整且在分析过程中不易破损.
应检查试样压片表面平整度,不应出现凹陷、突起、裂痕等影响红外光谱采集的物理缺陷.
在试样压片制备过程中,应保持压片模具的清洁,不应出现样品污染.试样压片在制备及分析过程中

不应触摸,以防污染样品.
阳性对照样品(５􀆰２􀆰１)和阴性对照样品(５􀆰２􀆰２)同步制备.

５􀆰５􀆰２　显微红外光谱采集

显微红外光谱采集参考条件如下:

a)　光谱分辨率为８cm－１;

b) 空间分辨率为２５μm×２５μm;

c) 采集不低于２万条显微红外光谱.

５􀆰５􀆰３　显微红外光谱预处理

用主成分降噪方法提高显微红外光谱的信噪比,对光谱进行二阶导数处理.若使用的显微红外成像

系统的波数范围包含CO２ 在２３４９cm－１附近的吸收信号,应剔除.

５􀆰５􀆰４　抗生素滤渣参比光谱获取

抗生素滤渣参比光谱的获取按附录 A中 A􀆰１的规定执行.

５􀆰５􀆰５　余弦相似度计算

试样显微红外光谱与抗生素滤渣参比光谱的余弦相似度以S 计,按公式(１)计算.

S＝
A􀅰B

|A|􀅰|B|
(１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

A ———试样的显微红外光谱;

B ———抗生素滤渣的参比光谱.

５􀆰６　质量控制

符合以下条件检测结果成立,否则应重新检测:

a)　阴性对照:无相似度高于或等于阈值(阈值的确定按 A􀆰２的规定执行)的光谱检出;

b) 阳性对照:有相似度高于或等于阈值的光谱检出,且与添加的目标抗生素滤渣一致;

c) 两份平行检测样品结果一致.
２
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５􀆰７　结果判定

在符合５􀆰６的情况下,若余弦相似度大于或等于阈值,则判定为含有抗生素滤渣的阳性样品.根据余

弦相似度列出含有抗生素滤渣的种类.若余弦相似度低于阈值,则判定为阴性样品.

６　液相色谱 高分辨质谱法

６􀆰１　原理

试样经提取后,液相色谱 高分辨质谱仪检测,用抗生素滤渣的特征标志物和特征质谱信息进行鉴别.

６􀆰２　试剂或材料

除非另有规定,仅使用分析纯试剂.

６􀆰２􀆰１　水:GB/T６６８２,一级.

６􀆰２􀆰２　甲酸:色谱纯.

６􀆰２􀆰３　甲醇:色谱纯.

６􀆰２􀆰４　乙腈:色谱纯.

６􀆰２􀆰５　０􀆰１％甲酸溶液:移取１mL甲酸(６􀆰２􀆰２),用水稀释至１０００mL,混匀.

６􀆰２􀆰６　０􀆰５％乙二胺四乙酸溶液:称取５g乙二胺四乙酸,用水溶解并稀释至１０００mL,混匀.

６􀆰２􀆰７　试样提取溶液:移取５０mL０􀆰５％乙二胺四乙酸溶液(６􀆰２􀆰６),加入７５０mL乙腈、１００mL甲醇、

１００mL二甲基亚砜,混匀.

６􀆰２􀆰８　抗生素滤渣特征标志物的标准品:如相关的特征能获得,应收集相关名称、分子量、配制溶剂等信

息,可以获得相关信息的标准品见附录B.

６􀆰２􀆰９　标准储备溶液(１mg/mL):准确称取适量标准品(以有效成分计,精确至０􀆰０１mg),采用附录B中

对应溶剂配制.

６􀆰２􀆰１０　标准工作溶液(１０μg/mL):准确移取标准储备溶液(６􀆰２􀆰９)０􀆰１mL,用提取溶液稀释并定容至

１０mL,混匀.－１８℃以下避光保存,有效期７d.

６􀆰２􀆰１１　微孔滤膜:０􀆰２２μm,有机系.

６􀆰２􀆰１２　阳性对照样品:在阴性对照样品加入至少含有５％(质量分数)目标抗生素滤渣,混合均匀,制成

阳性对照样品.

６􀆰２􀆰１３　阴性对照样品:不含抗生素滤渣的饲料样品.

６􀆰３　仪器设备

６􀆰３􀆰１　液相色谱 高分辨质谱仪:一级分辨率不小于２００００[以利血平m/z ＝６０９􀆰２８０７为基准,按半峰

宽(FWHM)计],质量准确性相对偏差不大于５×１０－６(partspermillion,m/z ＝６０９􀆰２８０７);二级分辨率

不小于１００００.

６􀆰３􀆰２　分析天平:精度为０􀆰１mg和０􀆰０１mg.

６􀆰３􀆰３　离心机:转速不低于８０００r/min.

６􀆰３􀆰４　超声波清洗仪.

６􀆰４　样品

按照 GB/T２０１９５规定制备试样,至少２００g,粉碎使其全部过０􀆰４２５mm 试验筛,充分混匀.装入密

闭容器中,备用.选取类型相同,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,作为空白样品.

６􀆰５　试验步骤

６􀆰５􀆰１　提取

平行做两份试验.称取试样５g(精确至０􀆰１mg),置于５０mL离心管中,加入２０mL试样提取溶液

(６􀆰２􀆰７),超声提取３０min,每１０min振摇一次,８０００r/min离心５min,取上清液,用０􀆰２２μm 滤膜

３
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(６􀆰２􀆰１１)过滤,上机检测.
阳性对照样品(６􀆰２􀆰１２)和阴性对照样品(６􀆰２􀆰１３)同步提取.

６􀆰５􀆰２　测定

６􀆰５􀆰２􀆰１　液相色谱参考条件

液相色谱参考条件如下:

a)　色谱柱:C１８柱,柱长１００mm,内径３􀆰０mm,粒径１􀆰７μm,或性能相当者;

b) 柱温:３０℃;

c) 流速:０􀆰３mL/min;

d) 进样量:５μL;

e) 流动相:A为０􀆰１％甲酸溶液(６􀆰２􀆰５),B为乙腈,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􀆰００ ９０ １０
１􀆰５０ ９０ １０
４􀆰００ ７０ ３０
９􀆰００ ５ ９５
１０􀆰００ ５ ９５
１０􀆰１０ ９０ １０
１２􀆰００ ９０ １０

６􀆰５􀆰２􀆰２　质谱参考条件

质谱参考条件如下:

a)　离子源:电喷雾离子源(ESI);

b) 电离模式:正离子扫描(ESI＋);

c) 采集模式:一级全扫描和子离子二级全扫描(FULLＧDDＧMS２,高灵敏度模式),或效果相当的其

他扫描模式;

d) 扫描质量范围:MS扫描范围:m/z１００~２０００;

e) 毛细管电压:４􀆰０kV;

f) 离子源温度:１２０℃;

g) 去溶剂温度:３２０℃.

６􀆰５􀆰２􀆰３　标准工作溶液和试样溶液的测定

在仪器的最佳条件下,取标准工作溶液(６􀆰２􀆰１０)和试样溶液(６􀆰５􀆰１)上机测定.

６􀆰５􀆰３　高分辨特征质谱信息模型的构建及特征标志物的确定

６􀆰５􀆰３􀆰１　高分辨特征质谱信息模型的构建

高分辨特征质谱信息模型的构建按附录C的规定执行.

６􀆰５􀆰３􀆰２　特征标志物的确定

特征标志物的确定按附录C的规定执行.

６􀆰６　质量控制

符合以下条件检测结果成立,否则应重新检测:

a)　阴性对照:没有相应的特征标志物检出或与相应的抗生素滤渣质谱信息模型不一致;

b) 阳性对照:特征标志物检出或与相应的抗生素滤渣质谱信息模型一致;

c) 两份平行检测样品结果一致.

６􀆰７　抗生素滤渣质谱鉴别

６􀆰７􀆰１　质谱鉴别

饲料中抗生素滤渣可以通过特征标示物和自建高分辨特征质谱信息模型进行鉴别.
４
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６􀆰７􀆰２　特征标志物的鉴别

如特征标志物存在商业化标准物质,应使用标准物质进行对照试验,使用空白基质制备基质匹配标准

溶液上机测定.基质匹配标准溶液中标准物质浓度应与试样溶液中目标化合物的浓度接近.对于没有标

准物质的特征标志物,使用对应的抗生素滤渣提取液(C􀆰３)进样,抗生素滤渣提取液中特征标志物浓度应

与样品中目标化合物的浓度接近.
在二级离子扫描(TargetMS/MS)下检测其在不同碰撞能下典型的二级碎片离子(见附录 D).如果

至少有２个及以上丰度较高的碎片离子测定精确质量数与特征标志物相应碎片离子质量数相对偏差小于

或等于１０×１０－６,且上述二级碎片离子与浓度接近的抗生素滤渣提取液中特征标志物中对应的碎片离子

的相对丰度一致,即定的范围,且平行试验结果一致的情况下,可判定为试样中存在该特征标志物.

６􀆰７􀆰３　高分辨特征质谱信息模型鉴别

将质量数提取窗口调整至一级母离子为１０×１０－６,二级子离子为２０×１０－６、对试样溶液的全扫描所

获得的总离子流图进行提取,选择可辨识的色谱峰,将其与经验证的抗生素滤渣高分辨特征质谱信息进行

对比.对比结果同时符合表２中所示条件时,可认为筛查到与特征质谱信息模型一致的抗生素滤渣.

表２　筛查判定条件

判别项 判定条件

采样点数 　单个目标物峰不少于５个采样点

信号响应要求
　信噪比(S/N)存在时,应使S/N≥３;S/N不存在时,以９５％置信度水平上可准确定性

该化合物的最低检测浓度作为检测限

质量准确性
　一级母离子m/z≥２００时,其相对偏差应≤１０×１０－６;一级母离子m/z＜２００时,其绝

对偏差应＜１０００×１０－６

６􀆰７􀆰４　结果判定

若待测物检测出２种以上特征标志物,或与抗生素滤渣特征质谱信息模型一致,则判定该样品含有某

种滤渣,为阳性样品;否则为阴性样品.

７　实时荧光PCR法

７􀆰１　原理

针对抗生素合成菌种相关特异性基因设计引物、探针,对试样进行实时荧光PCR扩增,根据扩增反应

中产生的荧光信号强度和Ct值鉴别饲料中抗生素滤渣的存在.

７􀆰２　试剂或材料

除非另有规定,仅使用分析纯试剂.所有试剂均使用无DNA酶污染的容器存储或分装.

７􀆰２􀆰１　水:GB/T６６８２,一级.

７􀆰２􀆰２　２×实时荧光PCR预混液.

７􀆰２􀆰３　盐酸溶液(１mol/L):移取盐酸８􀆰３３mL,用水稀释至１００mL,混匀.

７􀆰２􀆰４　氢氧化钠溶液(１mol/L):称取氢氧化钠４􀆰０g,用水溶解并稀释至１００mL,混匀.

７􀆰２􀆰５　TrisＧHCl溶液(１mol/L,pH８􀆰０):称取６􀆰０６g三羟甲基氨基甲烷(Tris),加入４０mL水溶解,转
移至５０mL容量瓶中,用１mol/L盐酸溶液(７􀆰２􀆰３)调pH 至８􀆰０,定容,混匀.

７􀆰２􀆰６　EDTA溶液(０􀆰５mol/L,pH８􀆰０):称取９􀆰３０６g二水乙二胺四乙酸二钠(EDTAＧNa２􀅰２H２O),加
入３５mL水溶解,转移至５０mL容量瓶中,用１mol/L氢氧化钠溶液(７􀆰２􀆰４)调pH 至８􀆰０,定容,混匀.

７􀆰２􀆰７　TrisＧEDTA缓冲液:移取１０mLTrisＧHCl溶液(７􀆰２􀆰５)和２mLEDTA溶液(７􀆰２􀆰６),置于１L容

量瓶中,用水定容,混匀.

７􀆰２􀆰８　引物和探针溶液:用 TrisＧEDTA缓冲液(７􀆰２􀆰７)将每条引物和探针分别配制成１０μmol/L溶液.
分装,－１８℃以下保存.序列见附录E.

７􀆰２􀆰９　阳性对照样品:至少含有５％(质量分数)目标抗生素滤渣的饲料样品.
５
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７􀆰２􀆰１０　阴性对照样品:不含目标抗生素滤渣的饲料样品.

７􀆰２􀆰１１　细菌基因组DNA提取试剂盒.

７􀆰３　仪器设备

７􀆰３􀆰１　实时荧光PCR仪.

７􀆰３􀆰２　分析天平:精度为０􀆰０１mg.

７􀆰３􀆰３　紫外分光光度计或微量核酸蛋白测定仪.

７􀆰３􀆰４　pH 计:精度为±０􀆰１.

７􀆰３􀆰５　离心机:转速不低于１４０００r/min.

７􀆰４　样品

按 GB/T２０１９５制备样品,至少２００g,粉碎或研磨使其全部通过０􀆰２５mm 孔径的试验筛,充分混匀,
装入密闭容器中,备用.

７􀆰５　试验步骤

７􀆰５􀆰１　DNA提取

平行做两份试验.称取２０mg~５０mg试样(精确至０􀆰０１mg),按照细菌基因组DNA提取试剂盒的

说明书提取DNA,－１８℃以下保存.
阳性对照样品(７􀆰２􀆰９)和阴性对照样品(７􀆰２􀆰１０)同步提取.

７􀆰５􀆰２　DNA浓度的测定

DNA溶液(７􀆰５􀆰１)的质量浓度用紫外分光光度计或微量核酸蛋白测定仪(７􀆰３􀆰３)测定,浓度应控制在

５ng/μL~５０ng/μL.

７􀆰５􀆰３　实时荧光PCR检测

７􀆰５􀆰３􀆰１　反应体系

实时荧光PCR反应体系见表３.用等体积的水替代DNA溶液作为扩增空白对照.

表３　实时荧光PCR反应体系

单位为微升

目标基因 ２×实时荧光PCR预混液 上游引物 下游引物 探针 DNA模板 无菌水

土霉素滤渣oxyA １２􀆰５ １􀆰０ １􀆰０ ０􀆰２５ ５􀆰０ ５􀆰２５
新霉素滤渣neoN １２􀆰５ １􀆰０ １􀆰０ ０􀆰２５ ５􀆰０ ５􀆰２５
青霉素滤渣orf７０c １２􀆰５ １􀆰０ １􀆰０ ０􀆰２５ ５􀆰０ ５􀆰２５
阿维菌素滤渣aveD １２􀆰５ ２􀆰０ ２􀆰０ ０􀆰５ ５􀆰０ ３􀆰０

７􀆰５􀆰３􀆰２　反应程序

实时荧光PCR反应程序见表４.

表４　反应程序

程序 反应温度 反应时间 荧光信号 循环数

预变性 ９５℃ ３min — １

热循环
９５℃ １５s —

６０℃ ４０s 采集,FAM 通道
４０

７􀆰６　质量控制

符合以下条件检测结果成立,否则应重新检测:

a)　扩增空白对照:Ct值≥４０􀆰０或无Ct值;

b) 阴性对照:荧光通道无荧光信号检出,Ct值≥４０􀆰０或无Ct值;

c) 阳性对照:荧光通道有荧光信号检出,且出现典型的扩增曲线,Ct值≤３５􀆰０;

d) 两份平行检测样品结果一致.
６
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７􀆰７　结果判定

在符合７􀆰６的情况下,结果判定如下:

a)　Ct值≤３５􀆰０,则判定为被检样品疑似阳性;

b) Ct值≥４０􀆰０或无Ct值,则判定为被检样品阴性;

c) ３５􀆰０＜Ct值＜４０􀆰０,则需重新提取DNA后再检测.如再次扩增后Ct值仍为＜４０􀆰０,则判定被

检样品疑似阳性;如再次扩增后Ct值≥４０􀆰０或无Ct值,则判定被检样品阴性.

７􀆰８　检测过程中防止交叉污染的措施

按SN/T１１９３的规定执行.

８　综合判定

综合显微红外光谱法、液相色谱 高分辨质谱法、实时荧光PCR法的鉴定结果:

a)　若两种或两种以上方法鉴别为阳性样品,则判定其含有某种滤渣;

b) 若两种或两种以上方法鉴别为阴性样品,则判定不含有某种滤渣;

c) 其他情况不判定.

７
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附　录　A
(规范性)

抗生素滤渣显微红外参比光谱获取和阈值确定

　

A􀆰１　抗生素滤渣显微红外参比光谱获取

A􀆰１􀆰１　抗生素滤渣样品采集

A􀆰１􀆰１􀆰１　采集

用于获取抗生素滤渣显微红外参比光谱的抗生素滤渣样品应保证真实性和代表性.影响因素包括但

不限于如下内容:

a)　菌种和菌株的不同;

b) 发酵和提取工艺的不同;

c) 厂家、产地、设备和批次的不同.
样品随机分为两部分:一部分为用于获取参比光谱的抗生素滤渣样品,另一部分为确定阈值的抗生素

滤渣样品.

A􀆰１􀆰１􀆰２　制备

所有样品应粉碎使其全部过０􀆰４２５mm 试验筛,水分含量较高的样品应先在６０℃条件下烘干.

A􀆰１􀆰２　压片

抗生素滤渣压片制备见５􀆰５􀆰１.

A􀆰１􀆰３　显微红外光谱采集

见５􀆰５􀆰２.

A􀆰１􀆰４　显微红外光谱预处理

见５􀆰５􀆰３.

A􀆰１􀆰５　抗生素滤渣显微红外参比光谱

选取有代表性和真实的抗生素滤渣建立抗生素滤渣显微红外参比光谱.

A􀆰２　阈值的确定

计算确定阈值的抗生素滤渣样品的显微红外光谱与参比光谱的余弦相似度,根据余弦相似度值

２􀆰５％下百分位数确定阈值.阈值确定示例见 A􀆰３.

A􀆰３　抗生素滤渣显微红外参比光谱获取和阈值确定示例

A􀆰３􀆰１　抗生素滤渣样品采集与制备

收集来自不同抗生素生产厂家的不同处理工艺和不同生产批次的代表性抗生素滤渣样品２６个,种类

及数量见表A􀆰１.采集的样品中水分含量较高的样品先在６０℃条件下烘干至恒重,后将所有干燥样品粉

碎过０􀆰４２５mm 试验筛.所有抗生素滤渣样品随机分为两部分:一部分为用于获取参比光谱的抗生素滤

渣样品,另一部分为确定阈值的抗生素滤渣样品.
取约２００mg试样,用压片机在４０MPa压力及２min的条件下制备试样压片,确保压片表面平整且

在分析过程中不易破损.制备好的压片为厚度约１mm、直径１３mm 的圆形压片.

８
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表A􀆰１　抗生素滤渣采集信息表

抗生素滤渣名称 数量,个

金霉素滤渣 ３

土霉素滤渣 ４

泰乐菌素滤渣 ４

泰万菌素滤渣 ４

新霉素滤渣 ５

青霉素滤渣 ３

阿维菌素滤渣 ３

合计 ２６

　　　　标引序号说明:

１———金霉素滤渣;　　　　５———新霉素滤渣;

２———土霉素滤渣; ６———青霉素滤渣;

３———泰乐菌素滤渣; ７———阿维菌素滤渣.

４———泰万菌素滤渣;

图A􀆰１　各类抗生素滤渣的平均显微红外参比光谱

A􀆰３􀆰２　显微红外光谱采集

采用傅里叶变换红外显微成像系统采

集抗生素滤渣样品的显微红外图像.根据

显微红外成像系统仪器厂商规定的操作指

南或使用说明书,采集前,添加液氮对检测

器进行制冷,并预热１h之后进行设备自

检,自检成功后采集显微红外图像.
显微红外光谱采集条件如下:波数范

围为７５０cm－１~４０００cm－１,光谱分辨率

为８cm－１,扫描次数为１６次,干涉仪动镜

移动速度为１cm/s,空间分辨率为２５μm×
２５μm,压片分析面积为４０００μm×４０００

μm,即每个压片获得２５６００条光谱.

A􀆰３􀆰３　显微红外光谱预处理

利用主成分分析进行降噪处理,通过

优化选取前２０个主成分数对显微红外图

像进行重构,从而实现显微红外光谱的降

噪.对降噪后的红外光谱进行二阶导数处

理(窗口宽度为５)提高光谱的分辨率.剔

除２２６３cm－１~２４２２cm－１波段的显微红

外光谱以扣除CO２ 信号对分析的干扰.

A􀆰３􀆰４　抗生素滤渣显微红外参比光谱

基于光谱欧氏距离从每个抗生素滤渣

样品２５６００条显微红外光谱中选取４０００
条代表性显微红外参比光谱.不同抗生素

滤渣的平均显微红外参比光谱如图 A􀆰１
所示.

A􀆰３􀆰５　阈值的确定

对每一类抗生素滤渣样品,按公式(１)计算确定阈值的抗生素滤渣样品的显微红外光谱与参比光谱的

余弦相似度,根据余弦相似度值２􀆰５％下百分位数确定阈值.抗生素滤渣名称、各类抗生素滤渣显微红外

参比光谱数量及阈值如表 A􀆰２所示.
９
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表A􀆰２　抗生素滤渣鉴别显微红外光谱余弦相似度阈值

抗生素滤渣名称 显微红外参考光谱数 阈值(２􀆰５％下百分位数)

金霉素滤渣 ８０００ ０􀆰９３
土霉素滤渣 １６０００ ０􀆰９６

泰乐菌素滤渣 １６０００ ０􀆰９２
泰万菌素滤渣 １６０００ ０􀆰９４
新霉素滤渣 ２００００ ０􀆰９２
青霉素滤渣 １２０００ ０􀆰９２

阿维菌素滤渣 １２０００ ０􀆰９０
注:阈值会随抗生素滤渣显微红外参比光谱的变化而变化,但随着代表性抗生素滤渣样品的丰富,该阈值会逐渐趋于稳定.

０１
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附　录　B
(资料性)

抗生素滤渣及部分特征标志物相关信息

　
抗生素滤渣及部分特征标志物相关信息见表B􀆰１.

表B􀆰１　抗生素滤渣及部分特征标志物相关信息

滤渣

类型
特征标志物

纯度

％
溶剂 分子量 一级离子对

二级离

子对

金霉素

滤渣

金霉素 ＞９８ 甲醇 ４７８􀆰１２ ４７９􀆰１２１５ ２９２􀆰１０５０、３０７􀆰１２８６、３３５􀆰１２３１、３６７􀆰１４９５
四环素四并苯骨架 N — ３５７􀆰１０ ３５８􀆰１０２９ ３２３􀆰０６５８、３０８􀆰０４２７、３４１􀆰０７６０

脱水四环素 ＞９８ 甲醇 ４４２􀆰１４ ４２７􀆰１４５３ ４１０􀆰１３００、１５４􀆰０５２０

土霉素

滤渣

土霉素 ＞９９ 甲醇 ４６０􀆰１５ ４６１􀆰１５５４ １５４􀆰０５００、２０１􀆰０５４９、３３７􀆰０７０８、４２６􀆰１１８６
４Ｇ氨基脱水四环素 N — ４４２􀆰１４ ４４３􀆰１４４８ １５４􀆰０５２０、２０１􀆰０５７４、４２６􀆰１１８１、４１０􀆰１３００

脱水四环素 ＞９８ 甲醇 ４２６􀆰１４ ４２７􀆰１４５３ ４１０􀆰１３００、１５４􀆰０５２０

泰乐菌素

滤渣

泰乐菌素 ＞９８ 乙腈 ９１５􀆰５２ ９１６􀆰５２６４ １７４􀆰１１５２、７２７􀆰４６０６
泰万菌素 ＞９８ 乙腈 １０４１􀆰６１ １０４２􀆰５８６３ １７４􀆰１１５１、８１４􀆰４７０８、１０９􀆰０６６７
泰乐酮 ＞９８ 乙腈 ３９４􀆰５４ ３９５􀆰２８３６ １８９􀆰１６６６、２０７􀆰１８５６

泰万菌素

滤渣

泰乐菌素 ＞９９ 乙腈 ９１５􀆰５２ ９１６􀆰５２６４ １７４􀆰１１５２、７７２􀆰４６０６
泰万菌素 ＞９９ 乙腈 １０４１􀆰６１ １０４２􀆰５８６３ １７４􀆰１１５１、８１４􀆰４７０８、１０９􀆰０６６７

MethylmalonylＧCoA ＞９５ 乙腈 ８６７􀆰６０ ８６８􀆰５１２４ １７４􀆰１１５２、１０９􀆰０６６８、６４０􀆰３７９３
泰乐酮 ＞９８ 乙腈 ３９４􀆰５４ ３９５􀆰２８００ １８９􀆰１６６６、２０７􀆰２８５６

新霉素

滤渣

帕罗马明 N 甲醇 ３３７􀆰３３ ３３８􀆰１３７２ ２９５􀆰１３１３、２６９􀆰１１０９
Ribostamycin ＞９８ 乙腈 ４６６􀆰４７ ４６７􀆰２１２８ ３３８􀆰１３９９、２９５􀆰１３３６、１３０􀆰０８３３

青霉素

滤渣

盘尼西林 N N — ３５９􀆰３９ ３６０􀆰２２２４ ２０１􀆰１２５６、２４３􀆰１４４１
ACV三肽 ＞９８ 乙腈 ３６１􀆰４１ ３６２􀆰２０１９ １４４􀆰０６７２、２１９􀆰１４４５、２４５􀆰１２３６

注:“N”代表目前没有对应的标准品.
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附　录　C
(规范性)

抗生素滤渣高分辨质谱信息模型的构建

　

C􀆰１　抗生素滤渣要求

用于建立抗生素滤渣液相色谱 高分辨质谱数据库的抗生素滤渣试样应具有代表性,涵盖各种影响因

素:

a)　地域和原料的不同;

b) 加工技术和工艺的不同;

c) 储存条件的不同.

C􀆰２　抗生素滤渣的采集与制备

C􀆰２􀆰１　抗生素滤渣的采集

收集来自不同抗生素生产厂家的不同处理工艺和不同生产批次的代表性抗生素滤渣样品２６个,种类

及数量见表 A􀆰１.采集的样品中水分含量较高的样品先在６０℃条件下烘干至恒重.

C􀆰２􀆰２　抗生素滤渣的制备

见６􀆰４.

C􀆰３　抗生素滤渣的提取

见６􀆰５􀆰１.

C􀆰４　液相色谱 高分辨质谱参考条件

见６􀆰５􀆰２.

C􀆰５　抗生素滤渣高分辨质谱信息模型的构建

C􀆰５􀆰１　采集代表性抗生素滤渣试样的液相色谱高分辨的质谱数据,利用基于 Duplex等算法从每个抗生

素滤渣质谱数据中选取相关代表性数据(选取至少３０００条抗生素药渣的代表性质谱数据),建立抗生素

滤渣液相色谱 高分辨质谱库及特征标志物质谱数据库.计算未参与质谱库建立的样品与抗生素滤渣液

相色谱 高分辨质谱中数据及特征标志物的数值,根据５％下百分位数来确定判别阈值(阈值的百分位数

可由用户根据分析要求自行确定).

C􀆰５􀆰２　可根据采集的代表性滤渣自建相关高分辨质谱信息通用模型.
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附　录　D
(资料性)

抗生素滤渣中部分特征标志物的参考质谱图

　

D􀆰１　抗生素滤渣中金霉素二级离子图见图D􀆰１.

图D􀆰１　抗生素滤渣中金霉素二级离子图

D􀆰２　抗生素滤渣中四环素四并苯骨架二级离子图见图D􀆰２.

图D􀆰２　抗生素药渣中四环素四并苯骨架二级离子图
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D􀆰３　抗生素滤渣中脱水四环素二级离子图见图D􀆰３.

图D􀆰３　抗生素滤渣中脱水四环素二级离子图

D􀆰４　抗生素滤渣中土霉素二级离子图见图D􀆰４.

图D􀆰４　抗生素滤渣中土霉素二级离子图

D􀆰５　抗生素滤渣中４Ｇ氨基脱水四环素二级离子图见图D􀆰５.

图D􀆰５　抗生素滤渣中４Ｇ氨基脱水四环素二级离子图
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D􀆰６　抗生素滤渣中泰乐菌素二级离子图见图D􀆰６.

图D􀆰６　抗生素滤渣中泰乐菌素二级离子图

D􀆰７　抗生素滤渣中泰万菌素二级离子图见图D􀆰７.

图D􀆰７　抗生素滤渣中泰万菌素二级离子图

D􀆰８　抗生素滤渣中泰乐酮二级离子图见图D􀆰８.

图D􀆰８　抗生素滤渣中泰乐酮二级离子图

５１



NY/T４８４０—２０２５

D􀆰９　抗生素滤渣中 MethylmalonylＧCoA二级离子图见图D􀆰９.

图D􀆰９　抗生素滤渣中MethylmalonylＧCoA二级离子图

D􀆰１０　抗生素滤渣中帕罗马明二级离子图见图D􀆰１０.

图D􀆰１０　抗生素滤渣中帕罗马明二级离子图

D􀆰１１　抗生素滤渣中Ribostamycin二级离子图见图D􀆰１１.

图D􀆰１１　抗生素滤渣中Ribostamycin二级离子图
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D􀆰１２　抗生素滤渣中盘尼西林 N二级离子图见图D􀆰１２.

图D􀆰１２　抗生素滤渣中盘尼西林N二级离子图

D􀆰１３　抗生素滤渣中 ACV三肽二级离子图见图D􀆰１３.

图D􀆰１３　抗生素滤渣中ACV三肽二级离子图
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附　录　E
(资料性)

抗生素滤渣检测用引物探针序列信息

　
抗生素滤渣检测用引物探针序列信息见表E􀆰１.

表E􀆰１　抗生素滤渣检测用引物探针序列信息

名称
引物/探

名称
引物/探针序列 基因来源

扩展片段

长度

土霉素滤渣

OxyAＧF ５′ＧCATGACGATGAGCCTGGACCＧ３′
OxyAＧR ５′ＧGACGAGGGCACGAAGTAGTCＧ３′
OxyAＧP ５′FAMＧGGCTGTGGCAGGTGGACGACＧBHQ１Ｇ３′

oxyA １１４bp

新霉素滤渣

NeoNＧF
NeoNＧR
NeoNＧP

５′ＧTCAACGCCTACATCGACCTGＧ３′
５′ＧCCGGTCTCGAAGATGTGGTTＧ３′

５′ＧFAMＧGCTGACCGTGAACCTGCGCTＧBHQ１Ｇ３′
neoN １８１bp

青霉素滤渣

Orf７０cＧF
Orf７０cＧR
Orf７０cＧP

５′ＧGAGCCTTCGGATTTTTCGCCＧ３′
５′ＧGCCAGCTCGCCTTACTACAAＧ３′

５′ＧFAMＧTGGCTCGGACATCCATGCCCTＧBHQ１Ｇ３′
orf７０c １１２bp

阿维菌素滤渣

AveDＧF
AveDＧR
AveDＧP

５′ＧCGATGAGGAGATCGGTGAGCＧ３′
５′ＧAGTGGGGGACTACTACGACCＧ３′

５′ＧFAMＧTTGCCCGGTGAACTGCCGTCＧBHQ１Ｇ３′
aveD １４０bp
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