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中华人民共和国农业行业标准

饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇

（25-羟基维生素 D3 ）

公开征求意见稿编制说明

1 标准制定背景及任务来源

1.1 背景情况

1.1.1 关于饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇

饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素 D3)（以下称 25-羟基胆钙化醇）是维

生素 D3代谢产物，维生素 D3是一种具有多种生理功能的类固醇类激素，天然形式的维生

素 D3不具有生物活性，其活性形式为 1, 25-二羟基维生素 D3。维生素 D3首先经肝脏在

25-羟基酶作用下，脱氢生成 25-羟基胆钙化醇，然后在肾脏中经 1羟化酶羟化生成 1,

25-二羟基胆钙化醇
[1]
。25-羟基胆钙化醇是维生素 D3的第一个代谢产物，也是维生素 D3

在血液循环中的主要活性形式，其生物效价是维生素 D3的 3~5 倍[2]
。动物能通过采食饲

料中的 25-羟基胆钙化醇，经吸收可在血液中获得 25-羟基胆钙化醇，可绕开肝脏的羟化

反应，能更有效地转化成最终生物活性代谢物。目前以 25-羟基-7-去氢胆固醇为起始原

料，经化学制备、精制、包被获得的 25-羟基胆钙化醇有 1.25 %、0.5 %等规格，在饲料

中添加一定量的 25-羟基胆钙化醇，可调节动物体内的钙磷平衡，维持骨骼健康，改善

免疫功能，调节能量代谢，并在提高畜禽生产性能、改善畜产品品质方面也有一定作用
[2]
。

欧盟于2006年批准25-羟基胆钙化醇作为饲料添加剂用于育肥鸡、产蛋鸡和火鸡，于2009

年批准 25-羟基胆钙化醇作为饲料添加剂用于其他家禽和猪。实验研究表明，仔猪的耐

受剂量是仔猪饲粮中 25-羟基胆钙化醇饲料添加剂添加推荐量的 510 倍。25-羟基胆钙

化醇做为饲料添加剂于 2005 年由帝斯曼引进中国，质量复核检验由国家饲料质量检验检

测中心（北京）完成。农业部第 2045 号《饲料添加剂品种目录（2013）》公告中，25-
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羟基胆钙化醇被列为维生素及类维生素添加剂，第 2625 号公告《饲料添加剂安全使用规

范》规定允许在猪及家禽中使用。我国目前已有几家企业生产该产品，25-羟基胆钙化醇

已经得到广泛应用，但是还没有国家标准和农业行业标准与之配套，本标准的制定对于

规范产品质量，加强市场监管，促进市场和产业发展，都具有非常重要的意义。

1.1.2 产品生产状况与工艺

目前 25-羟基胆钙化醇的主要生产企业及产品类型见表 1。

表 1 25-羟基胆钙化醇企业标准代号及产品类型

序号 生产企业 企业标准 25-羟基胆钙化醇产品

1 帝斯曼维生素（上海）有限公司 欧盟 晶体（≥94%）

2 山东海能生物有限公司 Q/371102SHN 042-2018 晶体（≥94%）年产 250kg，每批 5kg。

3 太原市威尔潞威科技发展有限公司 Q/140112LW006-2019 晶体（≥94%）年产 5 吨，每批 15kg。

4 浙江花园生物高科股份有限公司 Q/ZH 029-2018 晶体（≥94%）年产 15.6 吨，每批 52kg。

5 浙江威仕生物科技有限公司 —— ——

6 山东同辉生物科技有限公司 —— ——

7 江西淳迪生物科技有限公司 Q/CDSW 001-2021 晶体（≥94%）年产 10 吨，每批 40-50kg。

8 湖南引航生物科技有限公司 Q/YHSW001（01）-2021 晶体（≥94%）

帝斯曼产品在美国生产，由帝斯曼维生素（上海）有限公司在国内经销 1.25 %饲料

添加剂 25-羟基胆钙化醇。

太原市威尔潞威科技发展有限公司，饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇晶体（含量≥94 %），

满产年产能可达 5吨，饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇年产能 32 吨，销售 30 吨。

山东海能生物有限公司 25-羟基胆钙化醇晶体年产约 0.25 吨，饲料添加剂 25-羟基

胆钙化醇年产约 60 吨，生产销售随市场需求约 30 吨左右。

浙江花园生物高科股份有限公司年产能 100 吨，其子公司浙江花园营养有限公司年

产能 1200 吨。

江西淳迪生物科技有限公司已建成年产1000吨饲料添加剂25-羟基胆钙化醇生产线，

产品主要有饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇晶体（含量≥94 %），满产年产能可达 10 吨，
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饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇有 1.25 %， 0.5 %两个规格，所有规格满产年产能达 1000

吨。

浙江威仕生物科技有限公司、山东同辉生物科技有限公司、湖南引航生物科技有限

公司、浙江金郎博药业有限公司都具备生产能力。

25-羟基胆钙化醇生产工艺主要以 25-羟基-7-去氢胆固醇化合物为原料，经光化学反

应、热异构、精制、结晶、得到的 25-羟基胆钙化醇晶体；原料和辅料应符合《饲料原料

目录》、《饲料添加剂品种目录》以及《饲料卫生标准》的规定。生产工艺图如下：

1.2 任务来源

2018 年，农业农村部农产品质量安全监管司下达农业行业标准“饲料添加剂 25-

羟基维生素 D3 ”制定任务，项目计划编号 2018-20-13（LX19417)，由中国农业科学院

农业质量标准与检测技术研究所主持起草，协作起草单位：帝斯曼维生素（上海）有限

公司、山东海能生物有限公司、太原市威尔潞威科技发展有限公司、浙江花园生物高科

25-羟基胆钙化醇晶体流程图

25-羟基-7-去氢胆固醇

（羟化）、脱氢、光化学

热异构、制成结晶

25-羟基胆钙化醇结晶

合格品用作粉的原料、包装出厂
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股份有限公司；2021 年 7 月，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，浙江金郎博药业有限公司先后参加标准研制工作；起

草人：赵小阳、虞哲高、张进、曹金党、梁彦明、梁伟杰、宋荣、朱宁、饶辉、杨素萍、

杜海峰、石宝石、何雷、张耀、宋艳、唐飞、钱国平、姚园园、张健、耿中科、陈梨花、

王国强、王潇铝、李欣、陈玉龙。

1.3 制标思路

在农业农村部第 2045 号公告《饲料添加剂品种目录》中，该产品名称为 25-羟基

胆钙化醇（25-羟基维生素 D3),因此将标准名称改为与 2045 号公告中名称一致，即“饲

料添加剂 25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素 D3 )”；针对农业农村部农产品质量安全

监管司下达的制标任务，我们首先对 25-羟基胆钙化醇饲料添加剂产品进行了调研。发

现国内饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇的产品有 25-羟基胆钙化醇晶体和饲料添加剂 25-

羟基胆钙化醇预混剂两种。25-羟基胆钙化醇晶体作为饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇预

混剂的生产原料只提供给饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇（微粒/粉剂）生产厂家（全国

不到 10 家），而市场上大量流通的、提供给饲料生产企业（数千家）的产品主要是饲

料添加剂 25-羟基胆钙化醇预混剂。

农业部 2625 号公告《饲料添加剂安全使用规范》已规定了化学制备的 25-羟基胆

钙化醇晶体的含量规格、配合饲料或全混合日粮中的推荐用量和最高限量。由于推荐的

量很低，无法直接将 25-羟基胆钙化醇晶体用于配合饲料的生产中。从国内 25-羟基胆

钙化醇产品的使用现状来看，25-羟基胆钙化醇晶体用作饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇

预混剂生产的原料，饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇预混剂用作预混合饲料和配合饲料生

产的原料。在文件中规定了 25-羟基胆钙化醇晶体的技术指标、卫生指标、试验方法和

检验规则，以保证安全使用规范的有效实施。
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2 主要工作过程

2018 年 8 月，接到制标任务后，成立标准起草小组，主持单位召开了标准制定启

动会，帝斯曼维生素（上海）有限公司、山东海能生物有限公司、太原市威尔潞威科技

发展有限公司、浙江花园生物高科股份有限公司四家生产企业技术专家参加会议，会上

企业分别介绍了 25-羟基胆钙化醇生产、销售、企业质量标准执行情况，结合国内外文

献，确定技术路线；决定标准包括 25-羟基胆钙化醇晶体和饲料添加剂 25-羟基胆钙化

醇预混剂质量标准，企业提供 25-羟基胆钙化醇样品。2021 年 7 月之后，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、浙江金郎博

药业有限公司先后加入起草小组。

2019年 6 月召开标准征求意见稿研讨会，通过实验分析，确立主要技术内容，同

时认为标准名称应与“饲料添加剂品种目录”中名称一致，故将标准名称修改为“饲料

添加剂 25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素 D3 ）”。

2021年 5 月召开技术研讨会，补充实验数据，确定技术指标，完善标准文本。

2021年 12 月 20日向 25-羟基维生素胆钙化醇生产企业、饲料企业等使用单位以及

科研院所和饲料质量监督检测实验室等30个单位发函征求意见，共收到27个单位回涵，

各类意见 246条。

2022年 1 月标准起草组认真考虑了所征求的意见，其中采纳意见 181 条，部分采

纳 27 条，未采纳的 38条。并据此修改标准编制说明与标准文本，形成预审稿。

2022年 4 月 28 日，起草组组织七家生产企业对预审稿适用范围、技术要求、检验

规则等内容，参考企业标准及检测数据，逐条审核修改，完善预审稿。

2022年 07 月 05日，起草单位组织专家对该标准进行预审，专家组由石波、柏凡、

张育润、常碧影、张若寒、杨青、商军、任玉琴、杨金枢组成。列席企业代表浙江威仕

生物科技有限公司杜海峰、江西淳迪生物科技有限公司陈梨花和山东同辉生物科技有限
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公司张健。专家组提出如下修改意见：

1）同意标准名称修改为“饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素 D3）”，

并在编制说明中补充标准名称修改的理由；

2）范围中完善产品工艺描述；

3）删除标准文本及编制说明中涉及 25-羟基胆钙化醇预混剂的内容；

4）按 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》、

GB/T 20001.10-2014《标准编写规则第 10部分：产品标准》规范标准文本，并完善编制

说明。

因管理部门提出在《饲料添加剂安全使用规范》（农业部公告第 2625 号）中，规

定了 25-羟基胆钙化醇含量规格不低于 94.0 %，文件不应包括以 25-羟基胆钙化醇晶体为

原料经喷雾包被等制成的饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇预混剂，起草组和预审专家采纳

删除标准文本及编制说明中涉及 25-羟基胆钙化醇预混剂的内容意见，根据预审会专家

意见，形成预审会审查意见和预审专家关于文本与标制说明所提意见的意见汇总表。标

准起草组进一步修改了标准文本和编制说明，形成公开征求意见稿。

2022 年 X 月 X 日由饲料工业标准化技术委员会对该标准进行审查。审查意见见附

件 X，标准起草组据此修改标准文本和完善了编制说明，形成报批稿。

3 标准编制原则和主要技术内容确定的依据

3.1 标准制定遵循的基本原则

标准制定主要遵循《饲料添加剂安全使用规范》（农业部公告第 2625 号）。该公

告规定饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇的通用名称为 25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素

D3 ）,化学式 C27H44O2·H2O,来源为化学制备，含量不低于 94 %及在猪、家禽配合饲料或

全混合日粮中的推荐量、最高限量，见表 2。

文件起草依据 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
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起草规则》、GB/T 20001.10-2014《标准编写规则第 10 部分：产品标准》的规定进行

编制。

3.2 技术指标的确定

对于 25-羟基胆钙化醇含量的制定，依据《饲料添加剂安全使用规范》（农业部公

告第 2625 号），25-羟基胆钙化醇含量不低于 94 %，这一规定与欧盟官方期刊发布的

欧盟委员会条例（EC) No 887/2009 中，关于授权 25-羟基胆钙化醇作为饲料添加剂在

肉鸡、火鸡、其它家禽及猪中允许使用的规定及 25-羟基胆钙化醇企业标准（表 4）一

致，检测方法参照欧洲药典、美国药典等相关文献。

对于 25-羟基胆钙化醇中相关甾醇类物质的限度，依据表 3及表 4中杂质的限度规

定，规定单个的甾醇类物质不大于 1 %，检测方法按照欧洲药典方法执行。

对于 25-羟基胆钙化醇的水分，各企业的标准一致（表 4），将水分规定为 3.8 %～

5.0 %。

对于 25-羟基胆钙化醇的卫生指标，结合各企业标准并依据实验结果，规定 25-羟

基胆钙化醇总砷的限度 2 mg/kg，重金属的限度为 20 mg/kg。

在欧盟标准（EC）No.887/2009 中，规定了赤藓红的限度为 5 mg/kg， 但这一指标

在 FDA，欧洲药典，美国药典中未列入。从生产企业了解到，赤藓红在生产过程中并未

用到，且在生产过程中不会产生。本文件不规定赤藓红的限度。

对于 25-羟基胆钙化醇溶剂残留指标，有两家企业标准在溶剂残留指标上有限度。

考虑到欧盟标准（EC）No.887/2009，欧洲药典，美国药典未将溶剂限度列入标准，按

照《中国药典四部》 0861 残留溶剂测定法测定，第三类溶剂（药品 GMP 或其质量要求

限制使用）限度（%），不大于 0.5 %，实际检测中，样品溶液中有机溶剂均小于 0.5 %，

检测结果符合要求；即使样品中有微量的溶剂残留也不会对终端产品带来安全上的问题，

所以本标准不规定溶剂残留的限度。

美国药典、欧洲药典对医药级的 25-羟基胆钙化醇没有要求铝的限量，FDA 对饲料

级的 25-羟基胆钙化醇中铝的限量要求小于 20 ppm,按照 GB 5009.182-2017 《食品安

全国家标准 食品中铝的测定》，各企业样品均未检出铝的含量，企标中也未要求铝的

限量，因此文件中技术指标不设定铝的限量。

从这些表格可以看出，大家关注的主要技术参数：25-羟基胆钙化醇的含量、水分、
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和化学制备过程中可能产生的一些杂质，如相关甾醇的含量和赤藓红，以及与卫生指标

相关的重金属等。不难看出：欧盟、FDA 在主含量（25-羟基胆钙化醇的含量）与农业

部 2625 号公告规定是基本一致的。水分、相关杂质的质量控制限量方面，欧盟、FDA

和企业标准也是大致相同的；因此，本文件对 25-羟基胆钙化醇技术指标作出初步规定，

具体见表 6和表 7。

以下通过具体的对该产品的试验方法的验证以及所收集产品的检测结果进一步证

实这些参数和限量的合理性。
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表 2 《饲料添加剂安全使用规范》 （2017年修订版）（农业部公告第 2625 号）

通用名称 英文名称 化学式或描述 来源
含量规格

（%）
适用动物

在配合饲料或全混合日

粮中的推荐添加量（以维

生素计）

在配合饲料

或全混合日

粮中的最高

限量（以维

生素计）

其他要求

25-羟基

胆钙化

醇

（25-羟

基维生

素 D3）

25-Hydroxyl- cholecalciferol
(25-Hydroxy Vitamin D3)

C27H44O2·H2O 化学制备 ≥94.0 猪、家禽

猪 3.75~12.5 μg/kg

鸡 10~50 μg/kg

鸭、鹅 12.5~20 μg/kg

猪 50 μg/kg

肉鸡、火鸡

100 μg/kg

其他家禽

80 μg/kg

1.和维生素 D3同时使用时，两

种物质在配合饲料或全混合日

粮中的总量不得超过：猪

125 μg/kg（其中仔猪代乳料

250 μg/kg），家禽 125μg/ kg；
同时使用情况下，按

1μgVD3 =40 IU VD3的比例换算

VD3的使用量。

2.不得与维生素 D2共同使用。
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表 3 Official Journal of the European Union
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表 4 国际质量标准及药典对 25-羟基胆钙化醇的规定

项目 欧盟标准（EC）No.887/2009 FDA CFR21 584.725 欧洲药典 10.0 美国药典 40

化学名称 25-羟基胆钙化醇
(5Z,7E)-9,10-开环胆甾

-5,7,10(19)-三烯-3β,25-二醇

(5Z,7E)-9,10-开环胆甾-5,7,10(19)-三烯-3

β,25-二醇一水合物

(5Z,7E)-9,10-开环胆甾-5,7,10(19)-三

烯-3β,25-二醇一水合物

25- 羟 基 胆 钙 化 醇 （ 以

C27H44O2·H2O 计），%
>94 ≥ 94.0 97.0～103.0 97.0～103.0

CAS 号 63283-36-3 63283-36-3

分子量 —— —— 418.7 418.65

其他固醇含量 （单个甾醇），% ≤ 1 ≤ 1 ≤ 1 ——

赤藓红（四碘荧光素） <5mg/kg 不得检出 —— ——

水分，% ≤ 5 3.8~5.0 3.8~5.0

铅，ppm —— ≤ 20 —— ——

铝，ppm —— ≤ 20 —— ——

其他溶剂，% —— ≤ 1.0 —— ——

检测方法 高效液相色谱法 ——

HPLC 色谱条件：

色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶，柱长 0.15 米，

内径 4.6 毫米；

检测波长：265 nm；

流动相：80 %甲醇水。

HPLC 色谱条件：

色谱柱：4mm×30cm,填料 L3；

检测波长：254 nm；

流动相：正庚烷：正庚烷饱和水溶液：二

氯甲烷：乙酸乙酯=6：6：3：5
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表 5 25-羟基胆钙化醇企业标准

技术指标 企业一（花园） 企业二（威尔潞威） 企业三（海能） 企业四（帝斯曼）

化学名称

(3β,5Z,7E)-9,10-开环胆

甾-5,7,10(19)-三烯-3，25-二

醇一水化物

(3β,5Z,7E)-9,10-开环

胆甾-5,7,10(19)-三烯-3，25-

二醇一水化物

(3β,5Z,7E)-9,10-开环胆

甾-5,7,10(19)-三烯-3，25-二

醇一水化物

(3β,5Z,7E)-9,10-开环胆甾

-5,7,10(19)-三烯-3，25-二醇一

水化物

含量（以 C27H44O2•H2O 计）,% ≥94.0 ≥94.0 ≥94.0 ≥94.0

有关物质

单一杂质（除预 25-羟基胆

钙化醇外），%

≤1.0 ≤1.0 ≤1.0 ≤1.0

1α，25-(OH)2-VD3，% 不得检出 —— —— ——

水分，% 3.8～5.0 3.8～5.0 3.8～5.0 3.8～5.0

砷（以 As 计）/（mg/kg） ≤2 ≤2 ——

铝/（mg/kg） —— —— —— ——

重金属（以 pb 计）/（mg/kg） ≤10 ≤20 ≤20 ——

溶剂残留

异丙醇 ≤5000 ppm

≤1.0 % —— ——丙酮 ≤5000 ppm

三乙胺 ≤1000 ppm

检测方法

色谱柱：XDB C18, 250 mm

×4.6 mm，粒度5μm或性能相当

者；

流动相：甲醇：水（85：15）

流速：1.5mL/min；

检测波长：265 nm；

进样量：20 µL。

柱温：35℃

色谱柱：C18柱，250 mm

×4.6 mm，粒度 5 μm或性能

相当者；

流动相：甲醇：水（90：10）；

流速：1.0 mL/min；

检测波长：265 nm；

进样量：20 µL。

色谱柱：C18柱，柱长250 mm，

内径 4.6 mm，粒度 5 μm或性

能相当者；

流动相：甲醇+水=94+6；

流速：1.0 mL/min；

检测波长：264 nm；

进样量：20 µL。

色谱柱：C18柱，250 mm

×4.6 mm，粒度 5 μm或性能相当

者；

流动相：甲醇：水（80：20）；

流速：1.0 mL/min；

检测波长：265 nm；

进样量：20 µL。
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表 5 25-羟基胆钙化醇晶体企业标准（续）

技术指标 企业五（同辉） 企业六（威仕） 企业七（淳迪） 企业八（引航）

化学名称 —— ——

(3β,5Z,7E)-9,10-开环胆甾

-5,7,10(19)-三烯-3，25-二醇

一水化物

(3β,5Z,7E)-9,10-开环胆甾

-5,7,10(19)-三烯-3，25-二醇一

水化物

含量（以C27H44O2•H2O 计）,% —— —— ≥94.0 ≥94.0

有关物质

单一杂质（除预25-羟基胆

钙化醇外），%
—— —— —— ——

1α，25-(OH)2-VD3，% —— —— —— ——

水分，% —— —— ≤5.0 ≤5.0

砷（以As计）/（mg/kg） —— —— ≤10 ≤3.0

铝/（mg/kg） —— —— —— ——

重金属（以pb计）/（mg/kg） —— —— ≤20 ≤10.0

溶剂残留

异丙醇

—— —— —— ——丙酮

三乙胺

检测方法 —— ——

色谱柱：C18柱，柱长250 mm，

内径 4.6 mm，粒度 5 μm或性

能相当者；

流动相：甲醇+水=85+15；

流速：1.5 mL/min；

柱温：35℃；

检测波长：265 nm；

进样量：20 µL。

色谱柱：Agilent SB-C18柱，150

mm×4.6 mm，粒度 5 μm或性能相

当者；

流动相：乙腈：甲醇：水（81：9：

10）；

流速：1.0 mL/min；

柱温：40℃；

检测波长：265 nm；

进样量：5 µL。
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表 6 技术指标

项 目 指标

25-羟基维生素 D3 （C27H44O2•H2O）的含量， % ≥94.0

相关甾醇类物质
单个甾醇（除预 25-羟基胆

钙化醇外），%
≤1.0

水分，% 3.8～5.0

表 7 卫生指标

項 目 指标

总砷（As）/（mg/kg） ≤2
重金属（以 Pb 计）/（mg/kg） ≤20

3.3 25-羟基胆钙化醇的鉴别实验及代表性样品的鉴别结果

文件中规定了两种鉴别方法，红外光谱法和高效液相色谱法。

3.3.1 红外光谱法

称取 25-羟基胆钙化醇试样适量，加溴化钾研磨均匀，压片，在 4000 cm
-1〜400cm

-1

内录制试样和对照品的红外光谱图。试样的红外吸收图谱应与对照品的图谱一致；对照

品图谱见图 1，样品图谱见图 2、图 3、图 4、图 5，对照品和样品重叠图谱见图 6。

图 1 25-羟基胆钙化醇对照品红外光谱图
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图 2 25-羟基胆钙化醇样品 1H 红外光谱图

图 3 25-羟基胆钙化醇样品 2W 红外光谱图

图 4 25-羟基胆钙化醇样品 3Y 红外光谱图

图 5 25-羟基胆钙化醇样品 4D 红外光谱图
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图 6 25-羟基胆钙化醇对照品和样品重叠红外光谱图

3.3.2 高效液相色谱法

按照含量测定色谱条件向色谱柱中注入 25-羟基胆钙化醇标准工作溶液和试样溶

液，试样溶液中主峰的保留时间与标准溶液中 25-羟基胆钙化醇色谱峰的保留时间一致。

标准工作溶液的色谱图见图 7、样品色谱图见图 8、图 9、图 10、图 11。

min0 5 10 15 20 25 30 35

mAU

0

20

40

60

80

100

 DAD1 A, Sig=265,4 Ref=360,100 (20210813\HYD30001.D)

 2
6.

21
4

图 7 25-羟基胆钙化醇对照品色谱图
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图 8 25-羟基胆钙化醇晶体样品 1H 色谱图
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图 9 25-羟基胆钙化醇晶体样品 2W 色谱图
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图 10 25-羟基胆钙化醇晶体样品 3Y 色谱图

图 11 25-羟基胆钙化醇晶体样品 4D 色谱图

3.4 25-羟基胆钙化醇含量

3.4.1 测定方法研究

3.4.1.1 紫外吸收波长选择

25-羟基胆钙化醇为白色或类白色晶体，几乎不溶于水，易溶于乙醇、油脂，对空

气、热和光敏感，在波长 265 nm、212 nm 处有光谱吸收，因紫外吸收光谱越靠近 200 nm

处，杂质吸收越多，且波长 265 nm 处吸收最强，紫外吸收光谱扫描图见图 12，因此检

测波长选择 265 nm；文献及企业质量标准中，含量检测方法采用反相高效液相色谱法，

本文件中采用反相高效液相色谱法检测含量。

图 12 紫外吸收光谱扫描图
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3.4.1.2 原理

试样中 25-羟基胆钙化醇，用甲醇溶解，经色谱柱分离，用液相色谱测定,以 265nm

为检测波长，经流动相洗脱分离后，外标法计算 25-羟基胆钙化醇的含量。

实验所用试剂、溶液、标准溶液的配置和仪器设备见文本。

3.4.1.3 试样溶液的制备

平行做两份试验，称取样品适量 50 mg（精确至 0.01 mg），置于 50 mL 棕色容量

瓶中，加入约 40 mL 甲醇溶解并定容至刻度，吸取 5 mL 置于 50 mL 容量瓶中，用稀释

剂定容。混匀,用 0.2μm 滤膜过滤,供高效液相色谱仪分析。

3.4.1.4 参考色谱条件

色谱柱： C18, 柱长 150 mm，内径 4.6mm，粒径 5 µm，或性能相当者。

流动相：甲醇+水=80+20。

流速：1.0 mL/min。

检测波长：265 nm。

进样量：20 µL。

3.4.1.5 结果计算

试样中25-羟基胆钙化醇（C27H44O2•H2O）含量以质量分数w1计，数值以百分率（%）

表示，按式（1）计算：

�1 =
A × V × C

AST × m × 106 × 100…………………………………. . (1)

式中：

A ——试样溶液中25-羟基胆钙化醇峰面积；

AST——标准溶液中25-羟基胆钙化醇峰面积；

V ——试样溶液的稀释总体积，单位为毫升（mL）；

C ——25-羟基胆钙化醇标准溶液的的质量浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）”；

m ——试样质量，单位为克（g）;

测定结果以平行测定的算术平均值表示，保留至小数点后1位。

3.4.1.6 标准溶液稳定性试验

按照文件给出的方法，配制标准溶液，上机浓度为 80.50 μg/mL，保存条件-20℃，

试验数据见表 8，根据实验数据，峰面积相对标准偏差 1.22 %，标准溶液在 6个月内稳

定。
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表 8 标准溶液稳定性试验

标准品信息 实验日期 25-羟基维生素 D3

80.50μg/mL

2021.07.02 3916852

2021.08.02 3855630

2021.09.01 3921384

2021.10.09 3954121

2021.11.02 3894280

2021.11.29 3990831

2021.12.27 3904599

2022.01.12 3845409

3.4.2 不同厂家实际样品的测定结果

检测不同厂家、26 批次样品，检测结果见表 9，最小值 96.3 %，最大值 102.4 %，

含量均大于 94 %，平行测定结果相对偏差不大于 1 %，符合法规和文件中的规定。

表 9 25-羟基胆钙化醇含量测定结果

序号 编号
含 量

（%)

平均含量

（%）

相对偏差

（%）
序号 编号

含 量

（%）

平均含量

（%）

相对偏差

（%）

1 W1
100.9

100.6 0.3 14 H7
99.0

99.4 0.5
100.2 99.9

2 W2
100.9

100.4 0.4 15 Y1
98.9

98.5 0.3
100.0 98.2

3 W3
101.0

100.6 0.4 16 Y2
98.5

98.4 0.05
100.1 98.4

4 W4
102.4

101.8 0.6 17 D1
97.1

97.2 0.1
101.1 97.3

5 W5
99.8

100.0 0.2 18 D2
97.7

97.1 0.6
100.2 96.6

6 W6
99.7

99.5 0.2 19 D3
98.7

98.9 0.2
99.3 99.1

7 W7
99.5

99.7 0.2 20 D4
98.5

98.7 0.2
99.9 98.9

8 H1
99.2

99.9 0.7 21 D5
98.1

97.9 0.2
100.6 97.7
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表 9 25-羟基胆钙化醇含量测定结果（续）

序号 编号
含 量

（%)

平均含量

（%）

相对偏差

（%）
序号 编号

含 量

（%）

平均含量

（%）

相对偏差

（%）

9 H2
99.7

99.2 0.5 22 D6
99.0

98.6 0.4
98.7 98.2

10 H3
99.9

99.8 0.1 23 D7
98.5

98.0 0.5
99.7 97.5

11 H4
98.9

99.2 0.3 24 D8
97.9

97.3 0.6
99.5 96.7

12 H5
99.3

99.5 0.2 25 YH
96.5

96.3 0.2
99.7 96.1

13 H6
101.1

101.2 0.1 26 YH
96.3

96.5 0.2
101.4 96.7

3.5 相关甾醇类物质的测定

如前所述 25-羟基胆钙化醇在制备和放置过程中可能产生一些相关的甾醇类物质，

鉴于欧盟与 FDA 在该产品的法规中均规定了限量，为保证产品质量，我们也研究了合适

的检测方法，考察了实际样品中这些相关物质的存在情况与大致含量，以证实这些物质

含量的合理性。其中预 25-羟基胆钙化醇是由于温度的影响由 25-羟基胆钙化醇转化而

来的，参照了维生素 D3 结晶相关标准（GB 1903.50-2020、中国药典 2020 版），不将

预 25-羟基胆钙化醇作为结晶产品的相关物质来处理。

3.5.1 检测方法确定

3.5.1.1 对照品溶液的制备

准确移取 25-羟基胆钙化醇标准贮备溶液液（文件 7.3.2.5）5.0 mL 于 50 mL 的棕

色容量瓶中，用稀释剂稀释定容。临用时现配。

3.5.1.2 液相色谱系统适用性

移取 5.0 mL25-羟基胆钙化醇标准溶液（3.5.1.1）倒入具有螺旋瓶盖的 10 mL 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，按照（3.4.1.4）

参考色谱条件，将 20 L 标准工作溶液注入高效液相色谱仪，进样 6次，记录色谱图，

预 25-羟基胆钙化醇与 25-羟基胆钙化醇的相对保留时间约为 1.5。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至少为 5.0。如达不到分离度要求，需要调整流动相组分的比例，
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以满足对分离度的要求。得到 25-羟基胆钙化醇的色谱峰和预 25-羟基胆钙化醇色谱峰。

色谱图见图 13。

表 13 液相色谱系统适用性试验色谱图

3.5.1.3 相关甾醇类物质的定性与定量

3.5.1.3.1 相关物质的定性

称取试样约 50 mg（精确至 0.01 mg），置于 50 mL 棕色容量瓶中，加入约 40 mL

甲醇溶解并定容至刻度，混匀，作为试样溶液。

吸取 1.0 mL 上述试样溶液于 100 mL 的容量瓶中，用稀释剂（正文 7.3.2.4）稀释

定容至刻度，作为对照溶液。

在本标准规定的测定主（25-羟基胆钙化醇）含量的色谱条件下，测定得到 25-

羟基胆钙化醇相关物质测定的色谱图见图 14。

图 14 25-羟基维生素 D3 相关甾醇类物质测定的色谱图

在上述规定的条件下，图中各种相关甾醇类物质色谱峰与 25-羟基胆钙化醇的相对
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保留时间，见表 10。

表 10 相关甾醇类物质与 25-羟基维生素 D3 的相对保留时间

相关甾醇类物质 相对于25-羟基维生素D3的保留时间

脱氢（Dehydrogenation）- 25-羟基胆钙化醇 0.84

速甾 （Tachysterol）-25-羟基胆钙化醇 1.15

异-速甾（Isotachysterol）- 25-羟基胆钙化醇 1.43

预 （Pre）-25-羟基胆钙化醇 1.49

5,6反式（ transvitamin）- 25-羟基胆钙化醇 1.78

异（Isovitamin）- 25-羟基胆钙化醇 1.89

色谱图中有可能会出现除这 6种甾醇类物质之外的色谱峰，但并非所出现的色谱峰

一定是相关甾醇类物质峰。判断是否是相关甾醇类物质的手段是利用二极管矩阵检测器，

采集该峰在 230～330nm 范围内光谱图。将采集到的光谱图与用二极管矩阵检测器采集

对照溶液色谱峰的光谱图作比较，如果光谱图类似，将该未知峰作为相关甾醇类物质处

理。

3.5.1.3.2 相关甾醇类物质的定量

将对照溶液注入高效液相色谱仪，得出 1% 试样溶液的主峰面积，试样溶液中各杂

质蜂（预 25-羟基胆钙化醇除外）与对照溶液中主峰面积比较，按规定应不超过该主峰

的面积，即 25-羟基胆钙化醇含量的 1.0 %。

3.5.2 不同厂家 25-羟基胆钙化醇产品中相关甾醇类物质的测定

按上述方法测定各厂家实际样品中相关甾醇类物质的结果见表 11。

表 11 25-羟基胆钙化醇相关甾醇类物质的测试结果

杂质 其他甾醇

类杂质

脱氢 25-羟

基胆钙化醇

速 甾 -25- 羟

基胆钙化醇

异-速甾-25-羟基

胆钙化醇

预 -25-羟基

胆钙化醇

反式-25-羟基

胆钙化醇

异 25-羟基

胆钙化醇

保留时间（min） 6.7 16.9 22.9 28.5 29.6 35.3 37.6

样品 1 0.07% 0.42% 0.12% 0.30% 0.32% 0.62% 0.31%

样品 2 0.04% 0.41% 0.13% 0.23% 0.39% 0.77% 0.53%

样品 3 0.07% 0.33% 0.12% 0.24% 0.53% 0.59% 0.33%

WICS1750 — 0.22% 0.30% 0.07% 0.51% 0.18% 0.74%

WICS1751 — 0.20% 0.31% 0.08% 0.61% 0.19% 0.73%

WICS1766 — 0.16% 0.36% 0.05% 0.78% 0.15% 0.65%
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从上表不难看出：25-羟基胆钙化醇产品中，各种相关甾醇类物质含量均低于 1.0 %。

证明将各种相关甾醇类杂质限量定为 1.0 %，是适合的。

鉴于预-25-羟基胆钙化醇的含量也低于 1.0 %,低于允许的标准偏差 2 %。因此在这

种情况下不必校准 25-羟基胆钙化醇的含量。

3.6 水分的测定

称取 25-羟基胆钙化醇试样 100 mg（精确到 0.1 mg），按 GB/T 26626 规定执行。

检测结果见表 12。

表 12 水分检测结果

25-羟基胆钙化醇水分检测结果均在 3.8%-5.0%范围内，符合文件中规定。

序号 样品编号 水分含量（%）

1 W1 4.46

2 W2 4.46

3 W3（210515） 4.54

4 W4（210525） 4.50

5 W5（210421） 4.48

6 W6 4.50

10 H1 4.37

11 H2 4.67

12 H3 4.34

13 H4 4.59

14 Y1 4.54

15 D1 4.14

16 D2 4.36

17 D3 4.16

18 D4 4.41

19 YH1 4.26

20 YH2 4.19
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3.7 总砷的测定

称取试样 2.5 g（精确至 0.001 g），按照 GB/T 13079—2006 中第 5章测定，试样

前处理按照 GB/T 13079——2006 中 5.4.1.3 规定执行，检测结果见表 13，均小于最低

检测浓度 0.04 mg/kg，国外文献对总砷限量没有规定，参考国内企业标准，本文件规

定 25-羟基胆钙化醇总砷不大于 2 mg/kg。

表 13 砷检测结果

序号 产品代码 砷（mg/kg）

1 W1 <0.04

2 W2 <0.04

3 W3 <0.04

4 W4 <0.04

5 H1 <0.04

6 H2 <0.04

7 H3 <0.04

8 H4 <0.04

9 D1 <0.04

10 D2 <0.04

11 D3 <0.04

12 D4 <0.04

13 Y1 <0.04

14 Y2 <0.04

15 Y3 <0.04

16 HY <0.04

17 HY <0.04

18 HY <0.04
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3.8 重金属的测定

FDA 对医药级的 25-羟基胆钙化醇要求重金属<20 mg/kg，欧盟和欧州药典对重金属

限量没有规定，按照文件中规定的测定重金属的检测方法,重金属均不大于 20 mg/kg，

参考企业标准中规定的限量，规定重金属不大于 20 mg/kg。检测结果见表 14。

表 14 重金属检测结果

序号 产品代码 重金属（mg/kg）

1 W1 <20

2 W2 <20

3 W3 <20

4 W4 <20

5 H1 <20

6 H2 <20

7 H3 <20

8 H4 <20

9 D1 <20

10 D2 <20

11 D3 <20

12 D4 <20

13 Y1 <20

14 Y2 <20

15 Y3 <20

16 HY <20

17 HY <20

18 HY <20

3.9 保质期
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未开启包装的产品，在规定的包装、运输、贮存条件下，产品保质期应与标签标识

的保质期一致。

4 与国际、国外同类标准技术内容的对比情况，或者与测试的国外样品、样机的有关

数据对比情况

产品含量、相关甾醇类物质（单个甾醇）检测方法采用欧洲药典、文献和企业标准

中规定的方法，其他相关技术指标的规定及检测方法综合考虑国内外质量标准的规定，

标准达到国内外同类标准先进水平。

5 采用国际标准和国外先进标准的程度

无国际标准。

6 与现行法律法规和强制性标准的关系

本标准的制定符合现行法律、行政法规，配套的推荐性标准包括 GB/T 602 «化学

试剂 杂质测定用标准溶液的制备»、GB/T 603 «化学试剂 试验方法中所用制剂及制品

的制备»、GB/T 6040 «红外光谱分析方法通则»、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 13079-2006 «饲料中总砷的测定»、GB/T 14699.1 «饲料 采样»、GB/T 26626 «

动植物油脂 水分含量测定 卡尔费休法（无吡啶）»。

7 重大分歧意见的处理经过和依据

无重大分歧意见。

8 涉及专利的有关说明

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。

9 贯彻标准的要求，以及组织措施、技术措施、过渡期和实施日期的建议等措施建议

建议设置自发布日期至实施日期的过渡期，并在过渡期期间，按照标准要求完成技

术改造、成本投入、老旧产品退出市场。

对于违反标准的行为，依据《中华人民共和国标准化法》、《中华人民共和国标准

化法实施条例》、《中华人民共和国产品质量法》（以下简称《质量法》）等法律、行

政法规的规定处罚。
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本标准颁布以后，推荐饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇的相关管理要求符合本产品标

准。

10 废止现行有关标准的建议

无现行标准。

11 其他应予说明的事项

对于本标准中 25-羟基胆钙化醇和预 25-羟基胆钙化醇的相关问题，在此说明一下。

25-羟基胆钙化醇在一定温度下会转化少量的预 25-羟基胆钙化醇，温度越高，越容易

产生。本标准规定了晶体贮存的温度，建议 25-羟基胆钙化醇晶体保存在较低的温度环

境中。在维生素 D3 产品的相关标准中，对于维生素 D3 的纯品，计算含量时仅计算维生

素 D3(见参考文件[4])。

国外标准中 25-羟基胆钙化醇晶体的杂质控制并没有 1α,25-二羟基胆钙化醇这一

项，按照本标准的规定，以化学制备的饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇（25-羟基维生素

D3 ）晶体为原料制备的饲料添加剂 25-羟基胆钙化醇是不含有 1α,25-二羟基胆钙化醇；

EU 和 FDA 均未对该物质单独做出规定，在本标准中规定了相关单个甾醇类物质的限度

为 1%，即使存在少量的 1α,25-二羟基胆钙化醇，可将其作为“其他相关的甾醇类物质”

考虑，在 1%限度下，假如 1α,25-二羟基胆钙化醇的量达到限度的 1%，根据表 2推算，

在配合饲料或全混合日粮中的推荐量水平下，猪饲料中引入的 1α,25-二羟基胆钙化醇

的量不超过 0.125 ppb,鸡饲料中引入的 1α,25-二羟基胆钙化醇的量不超过 0.5 ppb,

不会对产品产生安全性问题。本文件不将 1α,25-二羟基胆钙化醇纳入指标。
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