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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。 

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。 

本文件由中国饲料工业协会团体标准技术委员会提出并归口。 

本文件起草单位：太原市威尔潞威科技发展有限公司、中国农业科学院农业质量标准与检测技术研

究所、北京博亚和讯农牧技术有限公司、帝斯曼维生素（上海）有限公司、山东海能生物工程有限公司、

浙江花园生物医药股份有限公司、浙江威仕生物科技有限公司、山东同辉生物科技有限公司、江西淳迪

生物科技有限公司、浙江金朗博药业有限公司、凯恩格生物科技（宜昌）有限公司、浙江天和诚生物科

技股份有限公司、广州爱保农生物科技有限公司、山西省检验检测中心、河南全印检测技术有限公司、

临沂市检验检测中心、山东布恩饲料集团有限公司。 

本文件主要起草人：朱宁、赵小阳、虞哲高、宋荣、曹金党、石宝石、杨素萍、钟琦、朱晓娟、柳

晓峰、宋艳、杜海峰、钱国平、何雷、张耀、张健、汪忠艳、宋江源、唐飞、姚园园、张凤斌、张辉、

张小芳、陈玉龙、陈梨花、王潇铝、秦鹏、俞士中、王中强、严锋雷、张艳梅、武晋孝、宋献艺、付立

亭、杜红鸽、王晓燕、邢月寒、张进、谢丽、于娟。 
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包被型饲料添加剂  25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素 D3） 

1 范围 

本文件规定了包被型饲料添加剂25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素D3）的技术要求、检验规则、标

签、包装、运输、贮存和保质期，描述了取样和试验方法。 

本文件适用于以化学制备的饲料添加剂25-羟基胆钙化醇为原料，配以符合《饲料原料目录》、《饲

料添加剂品种目录》要求的植物油、抗氧化剂，采用糊精、乳化剂、二氧化硅等辅料，经包被、喷雾、

干燥制成的包被型饲料添加剂25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素D3）。 

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 6435-2014  饲料中水分的测定 

GB/T 6438  饲料中粗灰分的测定 

GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法 

GB/T 8170  数值修约规则与极限数值的表示和判定 

GB 10648  饲料标签 

GB/T 13079  饲料中总砷的测定 

GB/T 13080  饲料中铅的测定 

GB/T 13082  饲料中镉的测定 

GB/T 14699  饲料 采样 

3 术语和定义 

本文件没有需要界定的术语和定义。 

4 技术要求 

4.1 产品规格 

4.1.1 产品规格为 1.25%。 

4.1.2 产品规格也可根据合同要求确定。 

4.2 外观与性状 

类白色至黄色粉末，具有流动性。遇热、见光或吸潮后易降解，导致含量下降。 

4.3 鉴别 

应符合液相色谱图中25-羟基胆钙化醇主峰保留时间的特征。 

4.4 技术指标 

应符合表1的要求。 

表1 技术指标 
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项    目 指    标 

25-羟基胆钙化醇
a）
（以 C27H44O2•H2O 计，占标示量）/ % 90.0～110.0 

相关甾醇类物质 
单个甾醇(除预 25-羟基胆钙化醇外)

 b）
/%

 
 ≤1.0 

1, 25-二羟基胆钙化醇 / % 不得检出 

粒度 
通过孔径为 0.84 mm 的试验筛/% 100 

通过孔径为 0.425 mm 的试验筛/% ≥90 

水分/% ≤8.0 

灰分/% ≤3.0 

a）25-羟基胆钙化醇包括 25-羟基胆钙化醇以及由于温度因素转化成的预 25-羟基胆钙化醇。 

b）单个甾醇的面积与 25-羟基胆钙化醇对照溶液（1%）的主峰面积比较。 

 

4.5 卫生指标 

应符合表2的要求。 

表2 卫生指标 

项    目 指    标 

总砷（以As计）/（mg/kg） ≤2 

铅（以Pb计）/（mg/kg） ≤10 

镉/（mg/kg） ≤2 

 

5 取样 

按GB/T 14699规定执行。 

6 试验方法 

6.1 一般规定 

除非另有规定，仅使用分析纯试剂。色谱分析用水应符合 GB/T 6682规定的一级水，其他试验用水

应符合 GB/T 6682规定的三级水。 

6.2 外观与性状 

取适量试样置于清洁干燥的白瓷盘中，在自然光线下观察其色泽与形态。 

6.3 鉴别 

按6.4试验，试样溶液（B.4.1）色谱图中主峰的保留时间与标准工作溶液（B.2.6）主峰的保留时

间相对偏差在±2.5%内。标准工作溶液色谱图见图A.1。 

6.4 25-羟基胆钙化醇 

按附录B的规定执行。 
注意：测定全过程，避光操作。 

6.5 相关甾醇类物质 

按附录C的规定执行。 
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6.6 粒度 

6.6.1 仪器设备 

6.6.1.1 分析天平：精度为 0.1 mg。 

6.6.1.2 标准试验筛：孔径为 0.84 mm的筛网。 

6.6.1.3 标准试验筛：孔径为 0.425 mm的筛网。 

6.6.2 试验步骤 

    称取试样约 50 g,倾入试验筛中，振摇 5 min，取筛下物称重。 

6.6.3 试验数据处理 

粒度以0.84 mm筛网筛下物的质量百分数w1计，数值以%表示，按公式（1）计算： 

 𝑤1 =
𝑚2

𝑚1
× 100 ········································································ (1) 

式中： 

𝑚2 ——0.84 mm 筛网筛下物的试样质量，单位为克（g）； 

𝑚1 ——试样的质量，单位为克（g）。 

粒度以0.425 mm筛网筛下物的质量百分数w2计，数值以%表示，按公式（2）计算： 

 𝑤2 =
𝑚4

𝑚3
× 100 ········································································ (2) 

式中： 

𝑚4 ——0.425 mm筛网筛下物的试样质量，单位为克（g）； 

𝑚3 ——试样的质量，单位为克（g）。 

6.7 水分 

按GB/T 6435-2014中8.1的规定执行。 

6.8 灰分 

按GB/T 6438的规定执行。 

6.9 总砷 

按GB/T 13079规定执行。 

6.10 铅 

按GB/T 13080规定执行。 

6.11 镉 

按GB/T 13082规定执行。 

7 检验规则 

7.1 组批 

以相同材料、相同生产工艺、连续生产或同一班次生产的同一规格的均匀一致的产品为一批，每批

不超过2 t。 

7.2 出厂检验 

出厂检验项目为外观与性状、25-羟基胆钙化醇、粒度、水分、灰分。 

7.3 型式检验 
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型式检验项目为本文件第4章规定的所有项目。在正常生产情况下，每半年至少进行一次型式检验。

但有下列情况之一时，亦应进行型式检验： 

a) 产品定型投产时； 

b) 生产工艺、配方或主要原料来源有较大改变，可能影响产品质量时； 

c) 停产 3个月以上，重新恢复生产时； 

d) 出厂检验结果与上次型式检验结果有较大差异时； 

e) 饲料行政管理部门提出检验要求时。 

7.4 判定规则 

7.4.1 所验项目全部合格，判定为该批次产品合格。 

7.4.2 检验结果中有任何指标不符合本文件规定时，可自同批产品中重新加倍取样进行复检。若复检

结果即使有一项指标不符合本文件规定，则判定该批次产品不合格。 

7.4.3 各项目指标的极限数值判定按 GB/T 8170中修约值比较法执行。 

8 标签、包装、运输、贮存和保质期 

8.1 标签 

按GB 10648的规定执行。 

8.2 包装 

包装材料应无毒、无害、防潮、避光、密闭。 

8.3 运输 

在运输中应防止包装破损、日晒、雨淋，不应与有毒有害物质混运。 

8.4 贮存 

本品应贮存于避光、阴凉、干燥处，防止日晒、雨淋，不应与有毒有害物质混储。 

8.5 保质期 

未开启包装的产品，在规定的运输、贮存条件下，自生产之日起的保质期应与产品标签中标明的保

质期一致。 
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附 录 A  

（资料性） 

标准溶液色谱图 

25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素D3）及相关甾醇类物质高效液相色谱图见图A.1、图A.2、图A.3

和图A.4。 

响应值，mAu 

 
时间，min 

图A.1 25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素 D3）标准溶液（0.1 mg/mL）高效液相色谱图 

 

响应值，mAu 

 
时间，min 

图A.2 25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素 D3）系统适用性试验高效液相色谱图 

 

 

 

 

 

 

 

25 羟基胆钙化醇 

25 羟基胆钙化醇 

预 25 羟基胆钙化醇 
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响应值，mAu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
时间，min 

保留时间对应单一甾醇说明： 

14.786 min——脱氢-25-羟基胆钙化醇； 

17.213 min——25-羟基胆钙化醇； 

19.810 min——速甾-25-羟基胆钙化醇； 

23.142 min——异速甾-25-羟基胆钙化醇； 

24.820 min——预-25-羟基胆钙化醇； 

29.489 min——5、6 反式-25-羟基胆钙化醇； 

31.470 min——异-25-羟基胆钙化醇。 

图A.3 25-羟基胆钙化醇及相关甾醇类物质高效液相色谱图 

 

响应值，mAu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
时间，min 

 

图A.4 1α,25-二羟基胆钙化醇标准溶液（0.02 μg/mL）高效液相色谱图 

 

 

 

 

1α，25-二羟基胆钙化醇 
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附 录 B  

（规范性） 

25-羟基胆钙化醇的测定 

B.1 原理 

试样用水超声分散后，用甲醇溶解，经色谱柱分离，在波长265 nm下，用高效液相色谱测定，外标

法定量。 

B.2 试剂或材料 

B.2.1 水：GB/T 6682，一级。 

B.2.2 甲醇。 

B.2.3 甲醇：色谱纯。 

B.2.4 甲醇水溶液（80%，体积分数）：量取甲醇80 mL,用水定容至100 mL。 

B.2.5 标准贮备溶液（1 mg/mL）：称取25-羟基胆钙化醇一水化合物标准品（CAS号：63283-36-3，纯

度不低于98.0%）25 mg（精确至0.01 mg）于25 mL的棕色容量瓶中，用甲醇(B.2.3)溶解并稀释至刻度。

-20 C以下保存，有效期6个月。 

B.2.6 标准工作溶液（100 μg/mL）：准确移取标准贮备溶液（B.2.5）5.0 mL于50 mL的棕色容量瓶中，

用甲醇水溶液（B.2.4）稀释定容，临用现配。25-羟基胆钙化醇标准溶液色谱图见图A.1。 

B.2.7 微孔滤膜：有机系，0.2 μm。 

B.3 仪器设备 

B.3.1 高效液相色谱仪，配有紫外吸收检测器或二极管矩阵检测器。 

B.3.2 分析天平：精度为0.1 mg和0.01 mg。 

B.3.3 超声波水浴。 

B.3.4 恒温水浴锅：精密为±1 ℃。 

B.3.5 离心机：转速不低于5 000 r/min。 

B.4 试验步骤 

B.4.1 试样溶液的制备 

平行做两份试验，称取试样适量（精确至0.0001 g，相当于10 mg25-羟基胆钙化醇），置于100 mL

的棕色容量瓶中，加入20 mL水，摇匀，置超声波水浴中超声处理20 min，取出后冷却至室温，加入约

50 mL甲醇（B.2.2）超声溶解20 min， 用甲醇（B.2.2）定容至刻度，摇匀，吸取上述溶液适量于离心

管中，5 000 r/min离心5 min，取上清液用微孔滤膜（B.2.7）过滤，备用。 

B.4.2 测定 

B.4.2.1 液相色谱参考条件 

液相色谱参考条件如下： 

a) 色谱柱：Agilent Zorbax Eclipse XDB1） C18,4.6 mm×150 mm，5 µm，或性能相当者； 

b) 流动相：甲醇（B.2.3）+水=800+200； 

c) 流速：1.0 mL/min； 

d) 检测波长：265 nm； 

e) 进样量：20 µL。 

 
1） Zorbax Eclipse XDB 是由安捷伦（Agilent）科技有限公司提供的色谱柱的商品名。给出这一信息是为了方便本

文件的使用者，并不表示对该产品的认可。如果其他等效产品具有相同的效果，则可使用这些等效产品。 
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B.4.2.2 色谱系统适用性试验 

移取25-羟基胆钙化醇标准工作溶液（B.2.6）5.0 mL置10 mL的具螺旋瓶盖试管中，旋紧瓶盖，置

于50 ℃恒温水浴中，放置3 h后取出，冷却至室温。取试管内的溶液适量，装入进样小瓶，按液相色谱

参考条件（B.4.2.1）进样6次，记录色谱图。6次进样获得的色谱图中，25-羟基胆钙化醇峰面积的相对

标准偏差不超过1%，且25-羟基胆钙化醇与预25-羟基胆钙化醇的分离度不应小于5.0。如达不到分离度

要求，需要调整流动相组分的比例，以符合对分离度的要求。系统适用性试验色谱图见图A.2。 

B.4.2.3 预 25-羟基胆钙化醇校正因子测定 

取 25-羟基胆钙化醇标准工作溶液（B.2.6），按液相色谱参考条件（B.4.2.1）进行测定，分别记录

色谱图中的 25-羟基胆钙化醇色谱峰峰面积（记作 Ai）。若色谱图中有预 25-羟基胆钙化醇色谱峰，则记

录其色谱峰峰面积（记作 Aipre）。 

在色谱系统适用性试验（B.4.2.2）的色谱图中，将 25-羟基胆钙化醇的色谱峰面积记作
*

iA ，将预

25-羟基胆钙化醇色谱峰面积记作
*Aipre 。 

每次测定的预25-羟基胆钙化醇校正因子f1，按公式（3）计算；6次测定平均值f2，按公式（4）计

算。 

 𝑓1 =
𝐴𝑖−𝐴𝑖

∗

𝐴𝑖𝑝𝑟𝑒
∗ −𝐴𝑖𝑝𝑟𝑒

 ········································································ (3) 

 𝑓2 =
∑ 𝑓𝑖
6
𝑖=1

6
 ············································································ (4) 

结果取6次测定的算术平均值,保留三位有效数字。 

B.4.2.4 定量 

在仪器的最佳条件下，分别取标准工作溶液（B.2.6）及试样溶液（B.4.1）上机测定，得到色谱峰

面积响应值，用外标法定量。 

B.4.3 试验数据处理 

试样中25-羟基胆钙化醇以质量分数w3计，数值以%表示，按公式（5）计算： 

 𝑤3 =
(𝐴𝑝𝑟𝑒×𝑓+𝐴)×𝜌𝑠×𝑉

(𝐴𝑠𝑝𝑟𝑒×𝑓+𝐴𝑠)×𝑚5×𝑃×10
6 × 100 ························································ (5) 

式中： 

𝐴𝑝𝑟𝑒 ——试样溶液中预 25-羟基胆钙化醇峰面积； 

𝑓 ——预 25-羟基胆钙化醇的校正因子； 

𝐴 ——试样溶液中 25-羟基胆钙化醇峰面积； 

𝜌𝑠 ——25-羟基胆钙化醇标准工作溶液的质量浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）； 

𝑉 ——试样定容体积，单位为毫升（mL）； 

𝐴𝑠𝑝𝑟𝑒 ——25-羟基胆钙化醇标准工作溶液中预 25-羟基胆钙化醇的峰面积； 

𝐴𝑠 ——25-羟基胆钙化醇标准工作溶液的峰面积； 

𝑚5 ——试样质量，单位为克（g）； 

𝑃 ——试样的标示量，单位为百分号（%）； 

106 ——换算系数。 

试验结果以平行测定的算术平均值表示，保留三位有效数字。 

B.4.4 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5%。 
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附 录 C  

（规范性） 

相关甾醇类物质 

C.1 原理 

将试样用水分散后，用甲醇溶解，过滤后用液相色谱法分离，紫外检测器检测，以相对保留时间定

性，试样溶液色谱图上单个甾醇类物质的峰面积不大于对照溶液的主峰面积（≤1.0%）；色谱图上若有

1α,25-二羟基胆钙化醇的色谱峰，则其色谱峰的峰面积应少于1α,25-二羟基胆钙化醇标准溶液检测

限的峰面积。 

C.2 试剂或材料 

除非另有规定，仅使用分析纯试剂。 

C.2.1 水：GB/T 6682 一级。 

C.2.2 甲醇。 

C.2.3 甲醇：色谱纯。 

C.2.4 甲醇水溶液（80%，体积分数）：量取甲醇80 mL,用水定容至100 mL。 

C.2.5 1α,25-二羟基胆钙化醇标准品（C27H44O3, CAS号：32222-06-3，纯度≥95%）。 

C.2.6 微孔滤膜：有机系，0.2 μm。 

C.3 仪器设备 

C.3.1 高效液相色谱仪：配有二极管矩阵检测器或紫外检测器。 

C.3.2 分析天平：感量0.01 mg。 

C.3.3 超声波清洗器。 

C.3.4 离心机：转速不低于5 000 r/min。 

C.4 试验步骤 

C.4.1 试样溶液 

称取约0.8 g试样，置于15 mL 离心管中。在离心管中加入2 mL 水,摇匀直至分散后在超声波水浴

中超声处理10 min，期间震摇离心管2次～3次。然后继续加入8 mL 甲醇（C.2.2），再超声处理10 min，

期间震摇离心管2次～3次。 摇匀后，离心 5 min, 上清液用微孔滤膜（C.2.6）过滤，以备高效液相色

谱仪分析使用。 

C.4.2 对照溶液 

准确移取1 mL试样溶液 (C.4.1)于100 mL的容量瓶中，用甲醇水溶液（C.2.4）稀释至刻度摇匀。

取适量溶液用微孔滤膜（C.2.6）过滤至进样瓶中，待测。 

C.4.3 测定 

C.4.3.1 液相色谱参考条件 

液相色谱参考条件如下： 

a) 色谱柱：Agilent Zorbax Eclipse XDB
1)
 C18，4.6 mm×150 mm，5 µm，或性能相当者； 

b) 流动相：甲醇（C.2.3）+水=800+200； 

c) 流速：1.0 mL/min； 

d) 检测波长：265 nm； 

e) 进样量：20 µL。 

C.4.3.2 单个甾醇测定 

按C.4.3.1的色谱参考条件，分别取试样溶液（C.4.1）和对照溶液（C.4.2）注入液相色谱仪，试

样溶液（C.4.1）色谱图中单个甾醇（预25-羟基胆钙化醇除外）（见表C.1）的峰面积如果均不大于对
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照溶液（C.4.2）中25-羟基胆钙化醇主峰面积，即≤1.0%，则判定相关甾醇类物质符合要求。单个甾醇

的色谱图见图A.3。 

表 C.1  相关甾醇类物质与 25-羟基胆钙化醇的相对保留时间 

相关甾醇类物质 与25-羟基胆钙化醇保留时间的比值 

脱氢-25-羟基胆钙化醇 0.86 

速甾-25-羟基胆钙化醇 1.15 

异-速甾-25-羟基胆钙化醇 1.34 

预-25-羟基胆钙化醇 1.44 

反式-25-羟基胆钙化醇 1.71 

异-25-羟基胆钙化醇 1.83 

 

C.4.3.3 1α,25-二羟基胆钙化醇的测定 

取 1α,25-二羟基胆钙化醇标准品(C.2.5)适量，用甲醇（C.2.3）逐级稀释，注入液相色谱仪，使

1α,25-二羟基胆钙化醇的峰面积信噪比约为 3:1，此为 1α,25-二羟基胆钙化醇的检测限，约 0.02 μ

g/mL。 

C.5 试验数据处理 

试样溶液（C.4.1)中1α,25-二羟基胆钙化醇峰面积，应少于1α,25-二羟基胆钙化醇检测限的峰面

积，为未检出。1α,25-二羟基胆钙化醇标准溶液色谱图见图A.4。 
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