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3.1 ETHREVRERIE

XM TR RO B AR BV T R E AL bR S AT R -
i ARSI B AR B 5 O AP A 2R AR A, T LRI Ao TS
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TR DL = PR ) U WA i bR B S A B AR IRV . R, SRR 7 il A
AR LR 2 B A, BRI E S b L A
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THHTRSIT E AR AL, RO AR RSN, SR T AT, LR 1.

x1 HEZEEEANRIMESZ ST

AR BRAR £% 45 L
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FEZ) 1 mm. REFE BA GBS ETE R . Bl et s (B 2) 7£H
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1336 cm™ (O-H MW Z HiIREN) Al 828 cm™ (COOZFEARSN) il 34 Hi HL B &
WU, Wk 16 fivn. 45 &A= T2 A, X EehiA RS IUT 2 A 35 R F
TR, BRI T R E AP A ZR R R . BT RS
FRHETE S INBRIRES, TERLRRIRAL IR b 5 T I FE IR S VT VE

K17 R T L BRI L 2R RE. P, RO 7 L ERE
5 H R AR ERE (SR BERI. DDGS &) EAS SERS S, Wk 3
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22 7 A e BB R A R A

R, FRJEHEAE 1692 cm™y 1336 cm 'l 828 e Ak fi IR AL I AT U i ly
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® 3 HA R FE RS DA ZUEHE A5 AN R RS ) S

LBFR BE (g/100g) BRRES  (g/100g)
THRIEE 4.023+1.3922 0.182+0.0782
LK 0.190+0.016° <0.010°
ISR & 0.302+0.004¢ <0.010°
DDGS 0.058+0.022¢ <0.010°

B A BB bR P RAFRE B EG BELEER (P<0.05) , FRHHERE
NICEREEZES (P>0.05) .
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Gn SR F A B a] DR i A 90 1A 2 10 22 78 20 M 5 R U ) DUAR B (1 SE AN [R) e A2
FUEHE FIARLE %50 o

ASARHE 126 P AR SZARADURE RAT B 1S AR LAYE , R SZ A URE TH SN 6 1 1)
Wiz, R AR (1) Pros:

A
—iE AL IS B AR 5ZAHLE
— i AL BIE B KR A



— ik A,

B— it B,

A SE AV ARBEIT 1, B PA EEEAR L

S P RIEERES, %X (D) TR E L5 B AR 5 [F) 26
PUERIEE RN S O IR SZARA A, AR SZARLREAE 2.5% N E 47
A B0 € BME . PUAERIEE AR ZRPUE R I BN 2 OGS SR KR E
mnk 4 fror.

T4 HUERIEE S LA R 2 A LR BB

PARBELK | BRI HEEE BIfE BAE | ®RME PEZE
IR =R 4000 0.94 0.99 0.90 0.052
R R IEA 20 000 0.92 0.99 0.87 0.073
LRI 8 000 0.91 0.99 0.87 0.076
AR 2K A 4000 0.95 0.99 0.90 0.050
PRK 5 2 B 4000 0.93 0.99 0.88 0.065
K55 Z e 8 000 0.90 0.99 0.86 0.084
B R IEA 8 000 0.92 0.99 0.89 0.063
R HRIERE 16 000 0.94 0.99 0.89 0.057
TRIRH R IR 16 000 0.92 0.99 0.87 0.073
o 24 B 2R D 12 000 0.90 0.99 0.85 0.088
AR i 4000 0.94 0.99 0.91 0.047
KJE Wb AR 4000 0.93 0.99 0.89 0.060
R R IEE 4000 0.93 0.99 0.89 0.061
SR RIEE 8 000 0.93 0.99 0.88 0.065
TERIEA 16 000 0.96 0.99 0.90 0.048
RT] 55 R 4000 0.95 0.99 0.89 0.055
R B 2 U8R 16 000 0.95 0.99 0.92 0.039
H R IR 12 000 0.92 0.99 0.87 0.073
TR EA 4000 0.93 0.99 0.88 0.065

T BESBEHUA R UEE B AL AN S OGS AR T 281k, EREE RIS
ARIERERFE, ZBESZEETRE.
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B EA AN R R S BE A DRLRE S, BRI 2 R R
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Bl %R S04 RIEERE AR AT % (B0 2.0 #i & LR R & 5
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UV BOAR LRI RFIEAS 5 o DAL, DUAKERE BB R Bl T M e DA SR HE R [X 7
A LGB ZR G R I AR BOGIEE B B2 70 i, BlinR sz AR5,
A st Pl RE S 470 2E BRIV HEAT 00 5 P I e LA R B4k

MRBGEAFHUAE RIS S FLG TS P4 2D FRBEHLIZEL 50 000 260
LR N2 SRS ST CAW A R o P Y ETIRG SN SR TA [ AR s b R
FRUEE, S55R WA 20 . FTBLE . SUAERIEEDGIE S5 R 2 18] 1 AR 1L
FEER AR, HIMRTH 504 RIEE 2 O AL, RUTTE S i 508
B2 B AE B 22 5, BENS I8 IS 1207 iR AT A X 7y o BT e R SE AR EE 6 1
Xt 50 000 UL ZUEHE &AL MGG BT IR RIPTAE R B SR HEAT A, 45 R
A FTA DGR TIR A O UE RIS, PUNHER AL 100%; Hdr, IERIR
T R AR SR USSR A HERR RN 99.9994%, X 3 Z0tTE iR A N HiAlh
PUE RSB,
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FREL 20~50 mg 1FF, 420 Rl A0 41 B 5L R 4 DNA S Bk & (0 b v 20 3%
34T DNA $#2H0. $2HCH ) DNA R R A7, BB T-18°CLA R

(2) DNA WRFEHINE

A FH SR A1 43 6016 BE T BCR AR IR £ 1 T 5 AN SR LK) DNA R BE#EAT I €
2 DNA W HI7E 5~50 ng/uL JEHIA .
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RO IR IREE R B, A PB4 B R A MO TSR 2 B R . TR IR,
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T R BT4E B R IR FCART R 2 8 HE GR 4 « AT RHA g RS
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RGBT RERE . H%6, MEEMR IR R . HEERE R A b, b
JEERFE BT, XEFTRE T — RPN, WE4EE . Hfh. AARIEE,
B FACNPUE R R AR . B, IR AT B I R WAL SR S
i — D B R 1 BORS E 1 . B, B T B BT AR RIS A W R R R 4 A
ERL I AT DA A6 I 2 5 00 BB A R A 1) 6 s DR vh R R 2 DR AN T a7 28 H
PRBUA R R T E , B SRR P IR . orf70c BN 2
HHRABIEE PN —NEEEE, RET - HEEN, M55SR EWE R
FHORHIBE . oxyd FERIRISE T HER R I,  Fr g i 1) Bl 72 1+ 55 R I S 2 Hh 72 3 i
AR, ¥ Bal i 2t 2 Bt S EAL RS M, TE LR R IR OB BE 45
o neoN SERRIE T I IRHER I, Frmil IBE2 H 5 5 4 BUR R K fE L% 72
il RERE S8 (RS RN 238 B 3R A% 0 4 T4 0 b, FE B S8 BT B 3R (B o aveD
DRSBTS ) 1) TR T 48 T 3R 1 G RN G A B 1 I Hp e 2 1
AER, P AR A R S, e il 44 B 3 BT A4 T A6 o BT R s R 1
. BT LB AR 0rf70c oxpA- neoN % aveD HEFH3ET 4> I 5 82
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oxyA~ neoN- aveD 5= [FIE AH R 1P A= 22 8 A U 0 TR R AR e PR AT, 29 il i
TR R 510 B RA o SIPANERET B P S0 AnE 5 s, i Bl AR TAYIR AR AR
AR

®5 5. WEHMEEE

= %

M | slmme R ol s
Orf70c-F 5'-GAGCCTTCGGATTTTTCGCC-3’

#HHEEK | Orf70c-R 5’-GCCAGCTCGCCTTACTACAA-3’ orf70c | 112 bp
Orf70c-P | 5’-FAM-TGGCTCGGACATCCATGCCCT-BHQI-3’
OxyA-F 5’-CATGACGATGAGCCTGGACC-3’

+#H&E | OxyA-R 5’-GACGAGGGCACGAAGTAGTC-3’ oxyd | 114 bp
OxyA-P | 5’FAM-GGCTGTGGCAGGTGGACGAC-BHQI-3’
NeoN-F 5’-TCAACGCCTACATCGACCTG-3’

#E & | NeoN-R 5’-CCGGTCTCGAAGATGTGGTT-3’ neoN | 181 bp
NeoN-P | 5-FAM-GCTGACCGTGAACCTGCGCT-BHQI-3’
AveD-F 5'-CGATGAGGAGATCGGTGAGC-3’

i AveD-R 5’-AGTGGGGGACTACTACGACC-3’ aveD | 140 bp
AveD-P | 5-FAM-TTGCCCGGTGAACTGCCGTC-BHQI-3’

4.3.3.2 S R ERE IR AR RAUE
(1) B K2 AR 4 7 A IRIE

DA 5 2 JEHE DNA VEYPHVERR, DLE SR 3R o . ORG-S bk} 2 Fh
WEBCA AR 2 B, ECA TR IRIIRG B SEAAT B R SIS B 2R AR R . R
W BEREUARL. SR RMRRD. DR IR WSEA RN 4SRN FE R
WRgERL RBEEREL (LDRR « RMEREFUAR CREAFR pH 5.13) « 18Kk
JRE ARG CHBEEE () DNA BIVERNR, SeERr s & R E
SRR E. WK S8, AEEHERIEEHLAWENYMES. FK, Hide
HARPIH DNA & 206055, MimdEs 7RV AT serE . XUz 5| &
B R UEE H A E RS ek, B OREREAE A B A TR i AN 2 0 R 2 SR T
i
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RFU

J/ EEEEE ——
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// //
400 - / /. SEESBRER

;’/
200 -

v

=200 - T T T T
1 5 10 15 20 25 30 35 40
IR

K 58 8 A IS 1T S R TH h 2%

PAEZZUEHE DNA {ENFHTERAR, BLE RIS 380 i . MSPC 5108 2 F
WECE R 2 Ry SmECE TR AVINRGF2F AT T TR ASInAL AT L PR
. BEREUARL. EAH. AR, DR, IR XA TR, ARRN TR
RAETRRL KRR CZLRR) « RRIEFEFAR CRIFIR pH 5.13) AP
JORA BRI NG CEERE) (1) DNA NIRRT, B0UF T i) LB R IR
SRR . Wl 59, KA LERIEEAAGWENT EES. RN, HAbdk
HARI¥ DNA A5G S, i 7B VE AT RENE . X UL 51 W%t £+
FRIEEEA R AL, BRI ETAEA LA FDRHRE A 2 I &5 B8 AT

o
700
600
st tEEEE —> vl
f ]
400 4 A Y
5 .| tEEEE—
© 300 7 7 .
= 7 /
200 - A mE St _3‘/'/
; ; >
* 3 ; .
. / / TR REER
'/ o - P
0 } e — - —
-100 , ! |
1 5 10 15 20 25 30 35 40

fREREL
159 -+ ZUEM RS L 124
DB EE S DNA S B ABEHERERT, DA AATR LR L TSI 2
2B SRR AL 2 B fRLA TR URIMAN R SRR B DR VR S 2 AR



W PRI BEREURL. SRR AR, BEIRE. EIRE. SEETRL AR
TR FEIRARTRL, ORISR (ZLRED « BRPESE IR CREFIRY pH 5.13) |
AP SRS BRG] CERERE) 1) DNA DN RHVERAR, S8 UE i v (38T &
RUEHE SRt Wl 60, RAAHrEREERANENY HES. FHI,
HAt AR ARV DNA B 50655, i fe BRI TR rE . X 15 i 5]
xRS EA @R R, H AR EAEA K s AR i AN A I 25 R
T

400 )
sEmEE—
300 yemEE ——>
FEEmEy ——>
200 - A
r
&= A
AN INER R
0- ? —
-100 = T T T T
1 5 10 15 20 25 30 35 40

TRTEL
K 60 8 %5 2R A A e PR 4 il 2%

CABT4E B 2 T DNA 20 HUAE NP TEREAR,  BAE SRS IR b . RO EE 5 7]
BE2 A FEECE TR 2 M SIS RRL . ASINAL EEE AT B RDRE S0 A A
FrE s R BERRURL. S, A, BEIRE . ZHRE. O EtE. A8
BHAFERE SRR TR B IR CZERRD « BRYESE AR CR AR pH 5.13)4
AP SR A B RRAINGR CEIERE) 1) DNA Y BIVERENR, S8R A s vt (R 4
WARIEE SR A Wl 61, RAAPYER RIS EA RN HET. [
I, HABAE H ) DNA A 70605 5, ik se 7RI TE R Al gedt. X 15 M
G IR 4 R R U A R R R, B ORI TR B R i AN 2 A
MEERE T
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300 4
EEEEE <>
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E 200 /__, /,-
100 | /S EEENRRERER
el
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-100 - ' ' !
1 5 10 15 20 25 30 35 40

R
FEl 61 74 5 22 T O S 50 2 P

(2) PrERIER IR RS HERAE

DTG, REE. F R K ISR DNA 4 BIE MBI, Sl
et 1 4 FRIEIE 31 Y R ERE S5 E AT R S MO B B I R AR R XUR
Bi. WP 62, FUA EARSI M R T LI R RV, 3 HLELA 9 B RS
SR, Hb A BRI DNA BSOS, AT G T B T A
KT AR I B 0 AR B TR AR, 5 EL AR AR 2 W A YR
B
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HERRIEE: B: LHRIEE; C: FEHERIEH;: D: PF4EHRIER.



4.3.3.3 F1Y)KIREFHIAL

SIS HREr 1M BE LA DA R 51 P 038 KR EE R PCR 4 38 it 2k i) i & A A 12
Hw. Bk, FEX LR KB SHEHEATIAL, PRSI E A AR .
(1) FEREAS Y SHRERE IR

DASR I 1475 85 3 RV AR R A S A D AR, i IS Ee s it, 544
5 51 W) SR EH IR B LE B (0.4 uM:0.4 uM, 0.8 pM:0.8 pM, 0.4 pM:0.1 uM, 0.8
uM:0.2 uM, 0.4 uM:0.2 uM, 0.8 pM:0.4 uM) LB KR FE (58°C, 60°C, 62°C,
64°C) WH R IIREMT . A RAE 63 7n, LREHBIBIOLIREE. PG 2k
AR CtE LS RFI A S Z AN R, REHE ISR K ELE N 0.4
uM:0.1 pM, SIHB KIEMIEE N 58~64°C, KA ik S 51N
JREESES, IR R 5e R HE A 12 5 R e Tk



RFU

RFU

RFU

RFU
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B

2000
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200+
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2000

1500

1000

200+

2500+

2000

1500

1000

500

1 5 10 15 20 25 30 35

K 63 HERIEERFMSIY. REMEILE RIE
A——IB KR E N 58°C; B——iB KIEE N 60°C;
C—iB KRN 62°C; D——IB KIRFE R 64°C,



(2) LBRIEAE TV SREHRE IR

DASR H 11 - 8 IR (AR R AT S AE T SR, sl BB s, B5A
5] 51 9 5 BB B LE B (0.4 uM:0.4 uM, 0.8 uM:0.8 pM, 0.4 pM:0.1 uM, 0.8
UM:0.2 uM, 0.4 uM:0.2 uM, 0.8 uM:0.4 uM) LB K IEFE (58°C, 60°C, 62°C,
64°C) WH BRI . A RAE 64 7%, LREFIBIOCREE. I g2k
AR CtE LS RFI A S Z AN R, REHE I SR KLy 0.4
uM:0.1 uM, IR K IEAHIE A 58°C~64°C, FHK Ak G M S B4 1F N
TSy, M ORI 1 R P S AR e
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B

3000
2500+
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1500

RFU

1000

200+

1 5 10 15 20 25 30 35 40

RFU

K64 TERIEERFFMESIY. REMEILS RIE
A——IB KR E N 58°C; B——iB KIEE N 60°C;
C—iB KRN 62°C; D——IB KIRFE R 64°C,



(3) FBERIEET Y LIRENRE IRAL

DA IR 37 55 21 DRV O ARZ IR PR il AE D99 S BEAR, 8 IEAS ik it B A
5] 51 9 5 BB B LE B (0.4 uM:0.4 uM, 0.8 uM:0.8 pM, 0.4 pM:0.1 uM, 0.8
UM:0.2 uM, 0.4 uM:0.2 uM, 0.8 uM:0.4 uM) LB K IEFE (58°C, 60°C, 62°C,
64°C) W AR IIREMT . AL R AE 65 7%, LREHBIBIOLIREE. §ig 2k
AR I CtEEZ A ER, RAHE S SR KA 0.4 pM:0.1 uM, 514
B KIEARR B 58~64°C, IR IS I BAESBURAT N T 5 2525, AT
PRt i HERA M S5 AR e 1k



RFU
:

2000

1500+

1000

RFU

200+

15

20 25 30 35

15

20 25 30 35
B

20
B

20 25 30 25
IR

K65 HraRugERr RIS e as R IE

A— R KRN 58°C; B——

B KDY 60°C;

C—iB KRN 62°C; D——IB KIRFE R 64°C,



(4) Bi4ERE RIEE 51 Y KIRENR B AL
DAHR H 18 ] 44 T 2 BV RO AR R A il A SR, Jd i IEAS B i, B

ANHE B S HE R E ] (0.4 uM:0.4 uM, 0.8 uM:0.8 uM, 0.4 uM:0.1 pM, 0.8
UM:0.2 uM, 0.4 uM:0.2 uM, 0.8 uM:0.4 uM) LB K IEFE (58°C, 60°C, 62°C,
64°C) W BRI . RS R ANE 66 78, LREHBIBIOGHREE, I 2k
AR I CtEEZ A ER, RAHE S SR KA 0.8 uM:0.2 uM, 514
B KIEARR B 58~64°C, IR IS I BAESBURAT N T 5 2525, AT
PRt i HERA M S5 AR e 1k
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g
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Kl 66 Bl b U8R S IREFIUIL S R
A—— IR KR EN 58°C; B——iBKIEE N 60°C;
C—iB KRN 62°C; D——IB KIRFE R 64°C,



4.3.4 SEETOE PCR R Bk RFIFEFF IH
HERIFS L 2x SEI 98 Y PCRTFVRE 12.5 uL, B FPCRMNEH, A LT
5140 (10 umol/L) AFRE (10 umol/L) , HINE WK 6, ZRJGIABAHRDNA 5 uL,
JNZKE 25 pL. LT L3 7.
® 6 L UOL PCR 23

B4 SR nE wEHIINE
B IeE 1 uL 0.25 uL
TERIEE 1uL 0.25 uL
W RIEE 1 uL 0.25 uL

R 4 ] 2= D8V 2 uL 0.5 uL

*£ 7T SENRI PCR S4

Bi¥ RMBH
5 U 95°CTUATE 3 434l, 95°CHEYE 15 FP, 60°CIBKIEAH 40 5, 3L 40 MFIF
TERIEE 95°CTUATE 3 434l, 95°CHEYE 15 FP, 60°CIBKIEAH 40 5, 3L 40 MFIF
Wi RUEHE 95°CTRAZ T 3 738h, 95°CAEME 157, 60°CiR K ZEfH 40 #2, L 40 MG
Or 24 P 2R B VA 95°CTUAEPE 3 434l, 95°CHEYE 15 #0, 60°CIBKIEAH 40 5, 3k 40 MFIF
4.4 JFriEVRY

4.4.1 EZMHENR

A MR AE AR 56 PCR 75 10 i Al SR AR e 1
4.4.1.1 PRPEFERIEBERSENRIE PCR FEES AN

K75 5 R IEE IR VIR NI A FIRE (2 (SR, 5 MR 1F
B, ANKERE 3 RER, HTHNERERS. FE, XA E
FIREsh, BRI WE 3 NEE, R 3 KRBT — k), HEA 3 Ik,
PG EE M. @i CELS R, HRANSHRNES RZE (CV) KhriElm
#& (SD) , MIfiRHZ 7 VE M ] SE ARG 8 Y AT AT A i S5 1F A . B R M REG
iR 8 s, N CtERIZR R RE (CV) 1E 0.46~0.54% 2 [a], HHklA) Ct{H
) CV £ 0.37~0.69% . X —ZREW, KITEAA RIFEEN, FILESKLPR
82 FH 3 R o EAT B A S 5 T SE




#£ 8 AR R R IEE NS Y8t PCR J7 vk & A4S 1

HA Eitd[E]]
FERIERE DNA
CtfH (xts) CV (%) Ctfl (x%ts) CV (%)
2 {5 M kR 30.40+0.14 0.46 30.37+0.11 0.37
5 {5 R R 31.19+0.17 0.54 31.24+0.21 0.69

4.4.12 PR EERIBER LG PCR FEEE HINK

¥ LB RIDE RSB WM B AP AR (2 f5FRE, S k) 1E
KR, BEANREBCE 3 RES, HHATHNREGMRI. RN, AR A
MIRE L, BEAMREESRE 3 AN EE, &G 3 RIHAT— ki, 8k 3 %, L
VPG R E S, i CoEZR, HHANSHEMEST R (CV) , mhf
2T AT SEPERIAG E PEREAT T o A 5P . EE RIS R ank 9 prow, it
W CtERIAE T R (CV) £ 0.71~1.8% 2 8], #LiE] Ct{HM CV 1F 0.5~0.77%
— g RRY, ATTERA RFEE N, e S br R A fE vh B B 14
TS Al R

# 9 fARlh 4+ R IEAE R SE O PCR 77 ik B MRS

1A% Eitd[E]]
T ERJEHE DNA
CtfH (x&Es) CV (%) Ctfl (xts) CV (%)
2 fEHRE 23.71+0.43 1.8 22.8140.12 0.53
5 5 25.18+0.18 0.71 24.54+0.19 0.77

4.4.1.3 FRIPFHBERIEER SERRIE PCR HIEEE AR

KW B R IEB IR MR NI AR (2 R, 5 MR fE
AR, AR RS 3 IRER, MATHNEG IR, FR, S AR
FIREsh, BRI WE 3 NEE, R 3 KRBT — ki, HEA 3 Ik, A
PR E R M. W CoESR, (THANSHNMERRE (CV) , M
ZITVE AT SEVEANRS e MEREAT A T o i 5P . BRI A5 R AN 10 PR,
L CtEMAER R (CV) 1F 0.03%~0.63% 2 11], #L[A] Ct{Ei CV £ 0.11%
~0.65% . IX—&5REW], RINVERA RIFHELN, FIAESpR N+ H
A B IR E VS AT S



£ 10 1A A R IR A SERT 3¢ PCR VA E B PR LS R
EiiAg] gt 1]
FERIEE DNA
CtfH (xXts) CV (%) Ctfl (x%ts) CV (%)
2 {5 M kR 31.76+0.01 0.03 30.72+0.34 0.11
5 {5 R R 33.43+0.21 0.63 32.18+0.21 0.65

4.4.1.4 PR} BT 2 B R IV F SRR 5O PCR A E B PRI

K BT 2 TR R UL RRAR B I RN AN FIIREE (2 (50 RE, 5 A5 FRE)D
TEABNR, FAREERE 3 IRER, BATHNEZIERE. FN, XA
FERIRES, RANREERIWE 3 AN EE, RIS 3 REEAT— ki, 8 3 K,
DAPPALZH IR A . i CHEEE R, THREAN SHRINAL T RE (CV) , M
ST AT SRR E M AT AT AT S VA . R MR A SRR 11 R,
L CtEMAZRERE (CV) 7F 0.48%-1.04% 2 1], LA CtfHK) CV 7 0.72%
0.79% . X —ZERKH, ATERA RIFES M, FUESLbRN SRS BA
B AR E S AR

211 TRl 2 B 2R R B SEE U G PCR VA B8 8 MK 45
1A% Eitd[E]]
R 25 0 R U8V DNA
CtfH (x&Es) CV (%) Ctfl (xts) CV (%)
2 fEHRE 27.78+0.29 1.04 27.77+0.2 0.72
5 5 29.48+0.14 0.48 29.05+0.23 0.79

4.4.2 ERTEE K REERTE

HH T A 75V (R L 1 PR BT R P AE FRURIE I TRk EAT ARSI, PR skt 75 4SS 4L 1
£ B PRI UR AT AR 2R DB T PR D RLRE 5 R HEAT ARSI DS A S B . FH B (1 3
F M 2 38 P Y BRLEAT VA, [T ESF %o AR VR A I 4 P2k 2R DB A Rl 1) R U AT
7€ o
4.4.2.1 BN R IEE I E SR S R

B ERIEBIZE 1:1. 1:10. 1:50. 1:100. 1:200 F HCA 43 591 55 S F-4 a4l |
FRERMN TR RIRIERL (ZDRR) | BRPEEETIIREL CRFEIRE pH 5.13) | K
Akl BEERE . MR ISR AR EIEDRL SR A BRI CEEERE)



FOBATIR G, DA AN LB & 7 B R IRV I TR i e Bl S, SRAIRAL S
f) PCR 9 S HUFAE X &4 5 AR BR S D AT R DU, B P ASC AL 1] % (0 e
FE B AT H BV 1S, AT PP AR 75 2 5 1E T 2 R DRk R, 1& Ve
ST V2 o IRl X AT VAR 75 75 B 2 DB ) 2% R B AR RLRE ot 1) R EAT o
S5 67 Fram. B 5 5 I8V 5 Y EC G EREIEAT VR A R U I BR 8 S (A Hh
0.5% (1:200) FEMFHERIIEERM (B 67A) ; KBHEHERIEESFRAAN
BHEAT VR ARG IS BES B A 0.5% (1:200) & B & R BB (K 67B);
Wi B R VT S R B EOREE AT IR A A M BEWS B 1% (1:100) S EMEH
FIRERIN (B 67C) ¢ 475 55 2 IEVE 15 R ik 5 TRDRL AT VR & G DU T e 8 B 1K
Rt 1% (1:100) SENFHERIEERN (B 67D) ; M5 & RIS 55k 41w
REEAT TR AR e S B RS H 0.5% (1:200) & E KT 5 R IEE NN (B 67E).
W5 B RIS SR AR E T IR A R fE 08 AR H 0.5% (1:200) S &EIIFH
BFRIEERINCE 67F): K75 5 2 IER 5 AT R S A M N 52 68 ik 0.5%
(1:200) FEMEFEREERN (B 67G) . BEFRIEE SWRNETIRS
R GEA8 R INA H 1% (1:100) SEKFHERIEARMN (B 67TH) + BHEEHER
JETE 55 XS C S AR RHEEAT TR A R DU I BEAS B ARAR H 0.5% (1:200) S EMEHERIE
B (B 67D M EERIEE SEABRNA IR CEEERE TR G R
IS BEAS B AR HY 0.5% (1:200) SEKEFERIEAERN (K 671) o FILRPIA
JiiFad T 2 MR A R AN R EE A, ELRACAR SR IN H 1%0K)
T 87 2 IEE VNI 1AL

g
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1:] ——
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2 800
£ 1100 ———3/
100 WA
12200 —————
200 - s i i
0 -t — —— — — == —
-200 - |
1 5 10 15 20 25 30 35 40
fEEREY
T 1400
1200 _
17] | ——f
1000 A
o0 1:10 —-}
- 150 == /)
. 600 ;
400 1:100 —'—'—:"
200 1:200 —,‘é
& ol il 1 —
-200 :
1 3 10 15 20 25 30 35 40
{EiTE

B 67 ISINTE B Z R AR AL TSR i PRSI 45 SR

4.4.2.2 BN ERIEE B ISR HAR

FH T DO o s %o 82 P 5 L PR A A T 5 o 88 L B o B P e e P 2
HBIE, RGBT R e B % R IR R NN 225 P AL R DR} A 3 vy
RIS, B R RBUE, RIS RIN 1% % 2R I8
RN ERL o B U AT DAHENT H ATV FIRGE TN 8 s BiE R IR &
AT 24 B 2 VA 1) 45 SR (R T R LRE &, R AE A S L B UE T L T R i o 4
TR 22 IV 110 SRR B R S R e Rk SR B T A el ARk P A A PR DL AT A A
AR A AR

W LERIBE 0 5B BRE . FEIRAT R SR A LR IR CEEER
I 1. 1:104 1:50. 1:100. 1:200 V&, il AN R HL ] 1) & 8 R IEE iR R
Fedho BEJE, RAMALISE I PCR 414 2 % AR 5 1 i I AZ BR U R AT Rar U
NI AR T AR AR 1 55 2R DA T RS () R U AT 2« 45 Rl 68 FTR .
¥+ 8 R SR ARSI ATIR AR G805 R AR 1 0.5% (1:200) F=M+



FRUEEMIN (B 68A) 5 ¥ LB R IEWE S8R AR T R AT IR S A i R 5 B M1K
R 0.5% (1:2000 S EMLERIEERM (K 68B) ; WKLERIEBERAR
PARHAR IR (SRR AT IR A A BB A% SRR H 0.5% (1:200) & &) L%
FIREIRIN (B 68C) o MR AATNEE T 2B ksl vhids i 185 21 08
BRI, HEARBERE R 0.5% 0 +- 55 RSB I AR .
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= e
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R

VSN 2 2R DA PS4 S S o e ) 5 SR
4.4.2.3 WNINF B R VB B SLRE AT

KR R UEHE S ) S X PR MYIC G TR SR S R RN IR (S EERE) $%
B 1:1. 1:10. 1:50. 1:100. 1:200 V&, Hil# AN [F] B8] (1) 250 25 2R DTS 1) TDRL



o BEJS, SRARALJE I PCR 43 S 80T X5 S0 it A BRI AT R
T of AR 7 VR A AR I 2 2 D s Tk i () RS AT A o 5 SR 69 BT
W 0 IRV 550 A HEAT VR A A BN RE A% SRR HH 1% (1:100) S EMHTiE R
PRI (B 69A) ¢ Kl s R IEE 5 RAC & 1A REIEAT VR S R I BE A% B fICAS
1% (1:100) FERIHERIEERN (B 69B) ; KHie: R IEE SR E B EHR
) CEBERE) HEATIR AN B8 B 1% (1:100) & 2K R IEE TR
N CE 69C) o PRI B A 75 v23d FH - 2 T S 8 (0 FaDs) r s i i 2 2 0 iy ks U
HI AR RERE AN H 1% 057 B 2 DV IR I ) Bl

A
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4001 s 7
_ 300 S e
2 1;10_...;,.»'/
207 1:50 —0 Ly /
VbV s
100 1:100 ——=>
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-100 +—— o
1 5 10 15 20 25 30 35 40
fEEha
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600
1
1110 ——
300 .
2 1 50—t
e P
2001 1:100 ———p’
100 " '
0 =
1 5 10 15 20 25 20 35 40
T
C 500
400 -
L ——
300 4 A1
1:10 | =/
1:50 —— /-
100 4 A A
1:100 —=—— -
Q ——— i
-100 : : : : ; 1 .
1 5 10 15 20 25 30 35 40
fEiha

B 69 AN B R A (AU, S i (R AR &5



4.4.2.4 0P 25 T R IEVE IR LSS A FROAS

Y BT 4E T ZRUEE 2 S XS PRy . MG T R AR G B RRA IR CRTRERE)
IR L1 1:104 1:50 1:100, 1:200 V4, il £ A [F] BUAZ) 75 B 4 B 2= 8 v 1) 4l
EUEES . BJS, SRAEAE)S B9 PCR 9718 S 5056 AR X 8 i I RX IR S U dE AT A
U, DTG Stk A D 3 A T 4 A 2R i v R 1) R B AT R E . S5 SR 70
FITZN o e BT 24 A7 2 Y1 VS 5 MR R A T VR A5 A BT R % SRR HE 0.5%  (1:200) 57
FRIRT 2 TR SR UE NN (B 70A) 5 KR4 1 2 U8 5 AR AR b 78 BHEEAT IR & Rl
5] B % B IR H 0.5% (1:200) 7 & AR 4E i 2 uEE A I (&1 70B) KR4 iR
FUEVE 5 VR G BRI IR CEr B R BEAT TR -SRI IR BB B (A ) 0.5%(1:200)
B IR 4E B R UEE IR N (B 70C) o RIR AT VEE F T 2 A 2R A e k)
VIS TN 24 T 22 U (ARG, LSRG BB A R 0.5 %% 11 ] 24 T 2 Vs R Jm ey e
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fEifa
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5 10 20 25 30 35
T

K 70

NI 24 PR 2% S R AUL SR e (A 5 SR



5. MIBGE-SNPRIE AR
5.1 JR¥

PUAERM DA B — AN R R, W5 K AN B SR B =42 B A2 o
X e [A] P R e TR B AESUAE R, HAA A — 2 R R A fase 1.
PRI, d i R SRR AR, AT DURERE & 14 o (8] 7= ) AN 287 ) N A R 0 A 3R
Wy Bk, ARG oy B R AR 4 HE RS - TR R AR AR D, E
TR A3 AT A T B B AT AL AN AT, G A A T B AR R Q)
BRL . DAALAE 3R A& B AR DG o (B = RN P2 HAR &), TESTAE RIEVE
I FE R ) P AR A, GBI PPN R SRR R AR E RIS ST, SRR
PRICA o I ST U AR R R AE AR 1P F T S TRk B A R R
5.2 HiAERIEERNK

BT AT 8B A SRR AR B 2 H e Rk, DRk 36 5 1 R B 71 0
o WANES SO, — R HEE. CfF. WA, BERRZErh EL A
EDTA-Mecllvaine ¥ (MC V) 554 22 S EIOR & 74 2 8 1 F SRR 3R Uik
R AR ik, AT 19 HhiAE R R R PkIE — R LR 25 % R AE A
[FIPEHOA PR ECE L. 352 T HEE . 5. R, BERRZE b Al
MC VRS SEBUA R kb 18 Bl & BB B B S g 25 AR L,
NIR AR E LB R PiA 25 8 1000 pg/kg (IFER:, 4251 20 mL A [H (1)
VEFBREL,  [RIIAE B AR B 2 EAT R OE R R AR SR SR AR IR B R, 45
RILE 71,

d L3 &

|

& S i F
. Mo o e
& ¥ v i

.3
o

-

- i e 5
'.\\& i »':‘? ..\k-gs. 'i“p
P & &
& e

*
3

#
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ME 71 FTVE H, BTHAERERAE, AR FEZE A #
WORUR 72 e IR R 35 - MC IO BT S Ak, i s e, B e . e — F ks
e, R ERRBUSCRBAF AL, ST KB ERE R, S, RO HEE.
KT BRI SE S VIR BB B2 « BRSO B S AR
BV BASL i bA b MC W BRBCBCR G, 7T e T BERR 22 i pH 955
MM PUAEREF RIS E . LHEX 2480 H ArAb & Y35 BT 13 A
B SRR, (HR N R WIEmE R S R AUSCR A,
R AR — BRI T K SO T WLV I AR BT AR I 7 B A RO
SRR CGEhER. LERMEMPEECRMIT 50%) « (@R, $2E
WA 2 W2 AT, W — SRR I & B A BRI BRIHCR ]
55 IR A BE AT LA L4 R 2 I RBVA PR A4 IR, SRR B — SR A . A ML
IKVERRIERLLT, FTEIN—E Ll 17K B3 s DR S B8R, [F] B B T DY 3
RREMEEWNIREGN, RO E&BETIA, M EDTA G oBE8 . 8:5%
GIE BT, PR VU R A v AR 2R A Y PEBORER,  HAFT  RR I R R 1 A
R pH MH, ML SVIBRIESL BIARES, AN Rk . 8 3 R kA B
TR AR E . T MC VAR C B AR b R = 1Al R 2 x i 1%
PRAEARREW, ATLR T MC BRIIBECTT, 257, &%, K7
H R R R 2 R MC VIR TR A VU E R SR B -

53 k5 s

Ok 5SS % T Crkkd RSB H AR i A SN O G-
SPRRRNEY (PR ANRILMER AR AL 676 5 , fEBRELFIIFKM
T, 7 Ing/mL R i AR R BB SR AR E HPLC-Q E RS AT 1E 471
TH. BMFAWT:

itk Waters BEH C18 #£ (100 mmx 3.0 mm, 1.7 um) ; FEiE: 40°C; i
FEE: SpLs WANAHREA 0.4 mL/min, BHEEMEE, JRBHAHL SRR WK 12.

R 12 GBIAHBEEL AT

BF /] Cmin) Wi#E (mL/min) A% B%




0.00 0.3 90 10
1.50 0.3 90 10
4.00 0.3 70 30
9.00 0.3 5 95
10.00 0.3 5 95
10.01 0.3 90 10
12.00 0.3 90 10

QE JF il R H 755 1R, IERS TR, WESS RN 3.5kV, BAE R
M43 il B2 3 790 9 320 °CAT 300 °C, 1 SUFIAH B <UL 7170 1 404 10 arb, g
FAARE A SR A PO A4 77 20K A Full-dd MS2 80, 45 -
100~1500; 247 #E% : 120000; F13# AGC target ¥4 5. 0e5; maximum IT %
9 100 ms; dd MS2 FAH#E A HEFN: 60000; —ZiF 13 AGC target ¥ A 1. 0e5;
maximum IT ¥4 50 ms; AlfE 77 008 NCE #ix0;  RlffE 8 1% 20,40,60 ev; Loop
5.4 PRI ENHE

A FH B ASO Ab B S AR AR HEAT IS0 2 A, BRI T BRSO . IR R
RV AT AR T ) ] 72277, KSR AR B S B AT SRR A IE | M
FrEEmAb bR, DIREEIERIMiE. JFFIH Compound Discoverer 3.0 K fiR
S AT 5 B A P I RRAE Ve, TS SR T . A R IEE TR PCA
HOR B 78, TR T A [ B AR S B (1 22 S itk . AN RIPAE RIBVEE
IS B A ) TR ARAE— T, TR IR AN R 2R P04 2 D ) 4 A TEAH
SPBRST A B, SRR R Bk A . X 3R IR SR Bt e S AR AR T LA
AT LA Z e o AN L



RT: 0.00 - 12.00

0.51 NL: 1.14E10

TIC F: FTMS + p
ESI Full ms
[100.0000-
0.53 1000.0000] MS
0.61 tljs27-2

7.
0.64 549 3.13 6.43 6.

093 " i aes 509 5.98

0.50 NL: 7.84E9

TIC F: FTMS + p
8.03 g.os ESI Full ms

[100.0000-
8.09 1000.0000] MS
tljs13-1

e NL: 7.98E9
TIC F: FTMS + p
7.66 _ 8.01 ESI Full ms
o.58 [100.0000-
6.04 6.96 /\ y 8.08 1000.0000] MS
| 6.67 d 811 tljs13-2
o0.62 ;3'512 “J'WM ’-‘VJ‘M W “8 22
p
071 340 3.1a 5.39 591 W h 997 .09

1 11.32
bt s

NL: 9.97E9

TIC F: FTMS + p
ESI Full ms
[100.0000-

8.13 g.14 1000.0000] MS
tljs22-2

064 5.09 5-10 6.91
3.18 3.16

Time (mMin)

72 ZRIRTA BRI A I A A o

RT: 0.00 - 12.00

Relative Abundance Relative Abundance

Relative Abundance

o.ss8 ™~
100— - o.se 7
= S o
80— e
=i [‘
60— :,
a0—|
3 o.63
20— a5
i _0.94 =2 59 23.09
e a1
o
o.55 M~
100— o.56 4
=
80 o.s0 e
— [‘
60— :_‘
40—
20—
o
~
100— =9 a
- &
80— o.e2 P

Lot




<12 0.00 - 12.00

559 NL: 3.38E9
100; 553 TICF: FTMS +p
= [100.0000-
60 0.63 5.46 1000.0000] MS
4 5.40 jmsz26-1
2 - 0.65 || 5.64 9.07 g8
] 0.67 1.26
20— i ‘",,2;.52_ )
0- ’
555 5.61 NL: 3.16E9
1007 — TIC F: FTMS + p
80—: ESI Full ms
. 563 [100.0000-
0 0.51 0.65 5.44 |+ 1000.0000] MS
] S A 537 jms29-2
7 e 8.49

20

091 216 336 473 524

ki Lo L

0

A

1004
80

60

40—

20

23y Ba 41l

NL: 4.68E9

TICF:. FTMS +p

ESI Full ms

[100.0000-

1000.0000] MS
- 6.92 jms6-2

 7.87 857
496 931 1128

0

100+

74 R RIS TS K.

TICF
ESIF
[80.0¢
1200.
tms2’

6.89
6.92

8.72

100, 998 059

NL: 4
TICF
ESIF
[80.0¢
1200.
tms2’
6.89 8.95

6.92 872| _9.25

u 10.20

1005

NL: 2
TIC F
ESIF
[80.0¢
1200.
tms-1

2 4 6 8 10 12

irvmm fmmim)
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VLU - 120U
100
803
60
40
20

= .

—
o
T

o
i
L

I
i
|

N
T

Relative Abundance
|

T

1007

B 76 5 R VS A A R i

RT: 0.00 - 12.00
NL: 5.88E9
100 0.-54

m/z= 50.00-3800.00

F: FTMS + p ESI Full

ms

[100.0000-

1000.0000] MS
7.93 868 912 xinmeisu

6.27
6.25 ~ 6.3 10.34 10.96

268 303 574 6.21

NL: 5.02E9

TIC F: FTMS + p ESI
Full ms

[100.0000-
1000.0000] MS
xms2-2

242 2.98

Relative Abundance

NL: 5.32E9

TIC F: FTMS + p ESI
Full ms

[100.0000-
1000.0000] MS
xms29-2

NL: 3.63E9

TIC F: FTMS + p ESI
Full ms

[100.0000-
1000.0000] MS
xms30-2

Time (min)

K77 B E R ISR AT A AR A



300 -
] o ©
] @)
200 (@]
] ® o
< 100 4
& ] e
= ®)
o
o © P
e @O @
] @)
-100 - ® @ .‘
T T ,l T T T T
-400 -300 -200 -100 o 100 200
PC 1 (20.6%)
@ avwjs @ ims @ jtms
@ gqingms @ tijs @ twjs
@ xms

78 GEFIEE. LEREE, REMEEE. ETHEEE. FHEEE,
74 Z U R LAV S PCA

Rl ASHE O 2 B A 2 8 S A R A AT 1 B e L . 1
79-1 84 JEor 1 A ISPUERIEE SIRHE USRI IE S, GiRERY] 8 2N
FAERE X Iy o BRI HTUESE, 20 B SRS AN R HUAE 3R Ve B AT B R 9
WAET) A — D E GRS T8 0 M 2115 B 2 o Ge it A SR, AT BE HER -
FEE I SCEL R R AR ST A 20 o

10

-Log10 P-value

Log2 Fold Change

K79 R RIEE S R = 5 L




-Log10 P-value

10 +

Log2 Fold Change

K80  LF RS S Rl b ik 2= 7 LU

-Log10 P-value

o

N

Log2 Fold Change

K81 5 RIER SR ITE 2 57 HooS
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Log2 Fold Change
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anjea-d 01607-

Log2 Fold Change
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12—. ® [ J "

-Log10 P-value

Log2 Fold Change

K 84  HrEr mIEE 5 R 7= 5 x 1A
5.5 HLAERIEE IS B R P2 Y A 2= M) IR EE FIRAE b7 75 90 A 7 8
5.5.1 WFRRFHERIBENEY G USRI EE ) =Y i 28 16 B 15 2
VURRZR B AR R R 3 o KR, AR & ORI K 2 AN R =4,
HHZ R (U0 Streptomyces rimosus) JHL REI &8 (PKS) @&EA K. HAEW
ERIEFERT 73 R > I B Z S DU B, BB 85 WAL 4
BrS5LERFABNKFRLIAER, LERWEEHE SR, s &b
(CT EL FREEAM (C5) ABMT] LAIX 43 27~ WK G54 5 75 1% « 1838 KEGG Pathway
K 0T T R 2 5 AR AR EAT 2008, A D-Glucose Sl B2 VU 2=
KPR, EEFEFYMET=YI K 25 A BAs¥). it KEGG Pathway %
W PEXTIX 32 MEEWIR] BE S 5 IR T &), RIHHH 10 MLED S
5ZRREEE (>558) , BT ARB N E KR EONEE R R T, R
PRI N R IPUERINE WRHEAR S, X 11 ML AP e s ok
TEREE bR I AT 11 AN m O B AR AL S S5 A A L B, e
TR FEREUOTIE R AT s H b & AU 3E 3= 61 AE RRE th S B ok . BEAb,
WRAE H bR & R B e Bk 4% T il o Bl ORI N E) |« MR
WH AN (EB TR LSS FEHHEH (50 Da-1200Da) .



[ TETRACYCLINE Blosy~THESIS |

CBiusynlhesis of type I polyketide hackbuna

18-Carbamoyl-9-hydroxy- Nonaketamide
3.5,7,11.13,15,17-0ctaoxo- tricyclic
octadecanoyl-[acp] intermediate Pretetramide

T
Malonyl-[acp] og

Malonamoyl-facp]

o— Oyl |#»0— OxK |- O0— Oxstl f#O——»0
18-Carbamoyl- Nonaketamide

3579,11,13,15.17- i [ O |
octaoxooctadecanoyl-[acp] ln:::?:r?;évjil;fc

Malonyl-CoA O

70 6-Methylpretetramide
e
Oxytetracycline 5a 11a-Dehydro- T il
Ha-Hydroxyoxytetracycline O#—{LAIZZI—O%—{ 139840 ixytetracycline [omst JO eddivmie ™
11413234 (1141325
Tetracycline
a-Hydroxytetracycline O#—[LHIDI—O#—[1398 4—O%—{ 114 38— O4—[21 1 35— O%—{ 0xy0 =0 4-Keto-anhydrotetracycline
5a,11a-Dehydro- Anhydro- 4-Amino-
112190 tetracycline’ tetracycline anhydrotetracycline

I la-Hydroxy-7-chlortetracycline O 11413251 O
Chlortetracycline

K85 UM EEIAERAEME Kt



R 13 DU ZRPUER G AR

. % ATR HTA
1 Chlortetracycline 478.1143 C22H23CIN2Os
2 Tetracycline 444.1533 C22H24N20g
H4C
CH; oH jy-CHs
HO: H £ H z &il
3 | Oxytetracycline 4601482 | C2HuN0s 7Y
NH,
0
OH © HOHO O
CO6624
Hs
H
HQ CH3 0 ﬁ"*‘_\"CHa
G OH
4 | SallaDehydro 458.1325 | CaHaN:Oy |
-oxytetracycline NH»
OH O O ﬁ o 0O
C18295
5 >3,11 a-Dehydrotetrac 442.1376 C22H22N20s =
ycline o
HO O CHO Q
C03206
6 Anhydrotetracycline 426.1427 CrsHaN>O

COzZ811




5 £ HTR AT GleE
7 | 4-Amino-anhydrotetr | ;55 4,, C20H1sN207
acycline 0
OH OH OHO O
CO66E4
CH;  HO
OH
g | 4-Hydroxy-6-methyl | 5o, ho/g C20Hi15NO7 OOOO NHz
pretetramide
HO OHHO HO O
CO6E23
CHa
CH
9 6-Methy1;;retetram1d 365.0899 Ca0H sNOg OOOO MNHz
HO HO HO OH O
CO6629
IO
10 Pretetramid 351.0743 C19H13NOg e
OH OH OH OH O
C15295
11 | 4-Keto-nhydrotetracy 397.0798 C20H1sNOg

cline

COBGET




= =R
s =0 o

£

&l

K86 DU EREPIA R IBIE R AR T B T il ]
MR R A )5 58 A S DU 2 SR P A SR PE AT Xt b, 2 KB A
e, HE, EBHENE-F PG R T, SRR R R ST, AR
PEEIRIE | L ER MR RIS . Wk 14 Pror.
® 14 EHERNMEGERAFEREY)
EY TR | —HETH —HETX

ZERT

3

SHER 478.12 479.1215 292.1054,307.1287,335.1237,367.1499
fi%é? 464.1063 465.1065 428.0749. 410.0643. 358.0921
T
i ii?i 357.10 358.1029 323.0659,308.0428,341.0708
Hjéﬂ%@% 442.14 443.1448 154.0500,201.0549,426.1186,226.0712
+EmE +EE 460.15 461.1554 154.0500,201.0549,337.0708,426.1186

i IIEZSFN 444.16 445.1605 154.0500,201.0549,392.1129,410.1235




HERA | REW TR | —HZETH ZRETR
4-FH K
A 442.14 443.1448 201.0549,426.1186, 358.0921
JLEES
PR
mﬁf¥?iT 426.14 427.1453 358.0921, 409.1350, 392.1085

5.5.2 %E%ﬁ@%i%%&ﬁ%&i%@@?%ﬁﬁ%%%%ﬁ

HBRIVEYE RIS BN E A RN R B ., 5% R A R
RLUH TR IE T ARAZ PE IR 2 1K & il (NRPS) (3516, NRPS 16z BEsi % 2 etk &
NAMEAETER ARG . NRPS Bl & ZAE5 M8, Horh A 25K 51 5345 S M e 2365 7 1)
HHEMRS LIRS . XU ERAH L-E AR LRI E AR L- o -5
WO R X EUILRRAE R T, B AR R 2 IR G s R R ACY =k (R
O R B S - R ) o« ACYV = IRBHJSTE R 5 B 3= N A U AL R &
B REHERN (PN) , BEBEERENER, il ERasEEER G Wil
Kmmpmmwﬁﬁﬁﬁﬁ%ﬁ%mﬁﬁ REHATEW, KWHTH T MEMS5Z
MARW RS (>5F, £ 15 FIX 11 AMUCEEH T N & SEE Biad. @it
11 A5 TR B B AR A 25 25 R I AL R, A T S RIS R T el B bRk
E N MVUFE R HPE RIEE SR I ok . BbAh, ARHE B ARk SR IE B RE R HE R T 6
W B ORAEIEAT) @il Rl GER 7R DU T
EFHRTEE (50-1200Da) .

IPE.NIC[LLIN AND CEPHALOSPORIN BIOSYNTHESIS

Lysine dogadation )
| TR)-7(5-Carbo:
| Mmam 502 Amiouips) Diacsiyl ) e o (R)7- A
Isopenucillin N Penic I 433
8 T B e B o 1 B oo {351m»0
o) 7-Glutarylaraino-
5 [231164] cephalosporanate
31.141
2137 C halos)
R o:ﬁj " [zi37]
&-huinopercilani scid O%—{35.1.11] W ey e —— o
CophamyeinC
i, o

doszetyloephalocpatinG

K87 FaEREWS MK



R 15 FEAGKTEY)

By TR g
NH> @)
HO_ A H
N~
Cephalosporin C Ci6H21N30sS O O//,j;/ ~ O
HO™ ~0O
C00916
H3C,
i R
Cephamycin C Ci16H22N409S HQPI'J o o~ N._= O
HG™ ~0O
CO6E6G
HalN 0
HOL S T8
Nt 54
O-Carbamoyl-deacetylceph H
arbamoy .eacety cep CreHaNOSS ) 0% M. - 0
alosporin C
HO™ ™0
Coa564
(@] HH
MHPE -5, CHs
HO "
Penicillin N 1 H “CHg
s C14H21N306S HaoN (@] D’/ A
( Adicillin) =0
HO
CO6564
0 0
(7R)-7-(5-Carboxy-5-oxop H >
entanoyl)aminocephalospor | CisHisN209S

inate

- =8
o o
N .= O
O/ f\/
HO S0

CO471Z




FFs vy TR g
0 L
N—F—~
HO N
6 Deacetoxycephalosporin C | C14H19N306S HoN o~ = CH,
HO™ =0
Coebakh
HzN Q S
7-Aminocephalosporanic jjlll/ - 0. _CH
7 p' P C10H12N205S D"f \nf 3
acid o
HO™ ™0
CO77he

M ER RGP 5 5 RN B RIS AEAT W e rh, e KE k. &,
FEVOAH C il - iy 0 P [ v, S R AR R P S . SRR B T AT, RIS IR E

T HBERNREAREY, 5L 15 Pros.

BrBoBonsgnBoubBeB, e BB B8R uEBBE 8

5BBE. BEBEE, BEEBE L

Kl 88 TR R PUAERIEEFHEbR BB T ik
F 16 HERBFHEILY
i yitl P& SFE | —HETX ZHEFX
RV N 359.39 360.2224 201.1257,243.1442
HER

it Cephamycin C | 308.05 309.1367 174.0603,128.0544,263.1314
ZIE

ACV =fk 361.41 362.2019 144.0672,219.1445,245.12236

5.5.3 RNERIEEN LY & Bg R K EE A B ik 15 B K5 E



RIRW R, AFEET 1959 F NI IREEFE R (Streptomyces fradiae) 57+ K1
—FRIRNBERPUE R . 5K B R AR & BU At £ 2R TE RN A BRI SR 1, 3% 1
T =AML RN TEE DR MM L RS B IO AE A N AR OB e -Ze TR, Bk B b -2
PN TR TE BT W B A Il PO A P R A8 U 2 e - BT s -2 I B, B B R W - R s W - 28 Y
M A AE R BRI R BB I PE Y P AR R R R A, BIRSRIW R . BAERBE T KA
BERPUAER, HBREEEE. K NERRIE BB R &R (PKS) o &
HRRTRRERMNATAEY, RIREREBA S, DL RS s 3 /)%
Ritk. BARIBAEUNT

BRI — PKS EALIEH — 16 TR ARG — BRI — Bk
(Mycaminose/Mycarose/Mycinose) — HHAL — IR ZR A >4 BEL (C3 LBt
+C4 FRBI) — 4ith > BAHWEE

I BIOSYNTHESIS OF 12., 14- AND 16-MEMBERED MACROLIDES ]

& Protomycinolide IV

yermo Q eryihronolide B
dTDP-D
'—2 desosamine
inosyl- g

4TDP-D-
desosamine

I
I
I
1
b
|
|
|
|
|
|
I
I
1
1
I
I
I
I
I
!
I
I
1
I
I
I
1
I
I

| A D - 0 |

777777 ’i “7 :i“iffjrﬂ Macrolides and ketolidd
- - sk T4
K89 FIRWER G I Al
17 FRIKERMIHEZY
s 2K STFE S4FR 21 (352
0 0
1| Methylmalonyl-CoA | 867.6069 | CasHioN:O1sPsS HOMS_G”""
CHg
COzehR7




Malonyl-CoA 853.5803 C24H33N7019P3S
Tylactone 394.5448 C23H3505
HsC
Z12000
0
ik C H 3
H 3 G ..'-"-"'l*"- c H 5
HiC ",
5-O-beta-D-Mycamin . ?"/4,
567.7544 C31Hs3NOg Ve "OH O
osyltylactone I /
H a C H 3 c 0
H D:[‘)""OH
N.
HiC™ "CHj
C12001
20-0Ox0-5-0O-beta-myc
aminosyltylactone;
581.7379 C31H51NOg
23-Deoxy-5-O-beta-m
ycaminosyltylonol

Cz07a0




5-O-beta-D-Mycamin

i 597.7373 C31Hs51NOqo
osyltylonolide
C12002
Demethyllactenocin 743.8785 C37H61NO14
£12003
HsCy O “,
Demethylmacrocin 888.0469 C44sH73NO17 H D"'Q"'OH 3C /

Coz400




9 Macrocin 902.0735 C45H75NO 17

Co0744

10 Tylosin 916.1001 C46H77NO17

014587

HH &l 89 WA, MW D-Glucose i &G A R 2, T B H R =2
W3 K 32 A HAs . 835t KEGG Pathway $4fs FEX X 32 ME AR BES 5 H0/C1HE
FATEW, RIEAH 10 MeEMS 52 MR0NERE (S50 , BT ARRMER
FEVUNEE R G F R T, IR R AR R R AR T R BB I RHE R S, BILIX 10
MGG VI E AR ORTE FE B AR o GBI 3BT 19 AN ST FE H AR K1 57 25 R HE T
HAGERPE, B T ANFEEREUT R (RKH. SA ARG pHD , B M2 a6t B bs
WAV TR B B R K. IBAh, IRYE B AR LS RHIE T Re L AL 3% T AR
W B AN |« @i s ARl QE S TR0 DLAKE# 7
EHHERE (50 Da-1200 Da)

K AR BUA I SE IR SR B R, JF R & 2 FE i AT, A IS ) B 4
10 A EAsb G5 7. TRESS R, Zo R R IEE P8 28 R 1 R i g n &1 90
Fit7n: 1E 5.620min AbHEHH e B OK B 3R il i, G IS T 40T, A 2R R
FHFAETE A BT 916.5264m/z Al 772.4478m/z, I ELK i PP 366 K I A AERE B 1



888.4951m/z A 596.3429m/z 1. HAh H ¥pfb SV AR H . IXPEF H AL & Y7E 3 Tl
BRI YA R, HAESRKERERE EREW A SURE M5, EI1EE S (ESIH) F#
. NEBERSE R MOVRESHE R IEENRERRCY .

S I
—
N

‘ 1 E il
£

ol

fJ
L
|
)
|

B0 AR B MR T A U I RO RFAE bR L0 B T



R 18 FIRHRME T H w PUAERIEE RHEAR L)

e e ATR | —EETH — Tt
BN 915.52 916.5264 | 174.1125,158.1176,116.1071,576.3740
HRE RHWER 1041.61 1042.5863 174.1125,814.4536,814.1421
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	利用显微近/中红外成像、光谱重构、模式识别等原理，研制了抗生素滤渣快速识别技术。这种方法通过采集样品
	3.3  基于生产菌株的鉴别方法
	那些能够产生特定抗生素的微生物，如细菌、放线菌等，通过发酵过程，这些菌株在适当的培养基和条件下产生抗
	3.4  基于微生物降解特性的鉴别方法
	这种方法利用某些微生物对特定抗生素的降解能力，通过观察微生物的生长情况或代谢产物来间接判断样品中是否
	综上所述，抗生素滤渣的鉴别方法多种多样，选择哪种方法取决于具体的应用场景和需求。在实际操作中，应根据


	（三）工作过程
	1. 成立标准编制小组
	2024年5月，中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所和中国农业大学工学院接到检测方法开发任务后
	表1  标准主要起草人员和任务分工
	人员
	职称
	任务分工
	樊  霞
	研究员
	项目负责人，抗生素滤渣样品获取、标准文本和编制说明完善、方法意见、征求意见
	杨增玲
	教授
	显微红外光谱法技术负责人
	陈爱亮
	研究员
	实时荧光PCR法技术负责人
	索德成
	研究员
	液相色谱-高分辨质谱法技术负责人
	李  阳
	副研究员
	液相色谱-高分辨质谱法方法构建
	刘晓露
	助理研究员
	抗生素滤渣样品和饲料样品采集及整理
	冯玉超
	研究实习员
	方法学研究
	樊宇航
	研究生
	实时荧光PCR法研究
	张  娟
	助理研究员
	实时荧光PCR法方案研究
	黄士新
	研究员
	液相色谱-高分辨质谱法方法学研究
	曹  莹
	正高级畜牧师
	液相色谱-高分辨质谱法方法学研究
	韩鲁佳
	教授
	显微红外光谱法实施方案制定
	葛辰俊
	研究生
	显微红外光谱法检测方法研究、样品检测、数据收集分析
	李守学
	讲师
	显微红外光谱法检测方法研究
	沈广辉
	副研究员
	显微红外光谱法检测方法研究
	赵  跃
	/
	显微红外光谱设备校准
	李  俊
	研究员
	方法实际验证

	2.标准修订技术路线和方案制定
	2024年5月-6月，标准编制小组查阅了抗生素滤渣检测方法国内外研究现状，同时调研国内抗生素滤渣生产
	图1  标准制订技术路线图

	3.方法学研究和标准撰写
	2024年6月，在前期检测方法研究基础上，工作小组按照GB/T 1.1-2020《标准化工作导则  

	4.编写编制说明和征求意见稿、定向征求意见和标准验证
	2024年7月-2025年1月，根据专家意见，进一步收集更多的代表性样品，继续开展方法学研究和实际样
	5.定向征求意见、审定会与标准的合并
	2025年2-5月，标准编制小组发送给省部级饲料质检机构、大中型饲料企业实验室、全国饲料工业标准化技
	2025年2月-5月，全国饲料工业标准化技术委员会组织专家对起草的标准《饲料中抗生素滤渣的鉴别》（送

	6.标准的合并和终审稿的形成
	2025年4月，邀请专家进一步对标准进行研讨，会后根据专家和行业领导的意见，将3个方法标准合并成一个



	二、标准编制原则和主要技术内容确定的依据
	（一）标准编制原则
	本标准的结构、技术要素及表述方法是按照GB/T 1.1－2020《标准化工作导则  第1部分：标准化
	（1）遵循国家颁布的相关法律法规；
	（2）有关国家或行业标准；
	（3）国内外有关标准和参考文献；
	（4）标准编制小组调研和实测的样品检测数据。
	标准制订结合国内外检测技术发展趋势和我国饲料行业发展现状，力求做到技术上先进、经济上合理，确保标准方

	（二）主要技术内容确定的依据
	1. 样品的收集
	样品采集：收集来自河北、山东、河南、内蒙古、浙江、湖北、福建等多个省份共22家抗生素生产厂家的不同处
	采集的样品均为湿滤渣，统一将湿滤渣放置在烘箱中在60℃条件下烘干，所有样品使用旋风磨（ZM100，德
	表2  抗生素滤渣采集信息表
	类别
	抗生素滤渣名称
	数量
	氨基糖苷类
	单硫酸卡那霉素滤渣
	1
	硫酸新霉素滤渣
	5
	硫酸安普霉素滤渣
	2
	吉他霉素滤渣
	1
	硫酸庆大霉素滤渣
	1
	盐酸大观霉素滤渣
	2
	硫酸链霉素滤渣
	2
	大环内酯类
	酒石酸泰万菌素滤渣
	4
	酒石酸泰乐菌素滤渣
	4
	阿维菌素滤渣
	3
	硫氰酸红霉素滤渣
	1
	截短侧耳素类
	截短侧耳素滤渣
	1
	泰妙菌素滤渣
	1
	四环素类
	盐酸金霉素滤渣
	3
	土霉素滤渣
	4
	林可酰胺类
	盐酸林可霉素滤渣
	1
	多肽类
	硫酸粘菌素滤渣
	4
	β-内酰胺类
	青霉素滤渣
	3
	其它类
	黄霉素滤渣
	1

	根据文献所述，抗生素滤渣的鉴别方法多种多样，选择哪种方法取决于具体的应用场景和需求。根据饲料样品的性
	3. 显微红外光谱方法的建立
	3.1  抗生素滤渣显微红外光谱获取
	3.1.1  样品处理
	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，后将所有样品使用旋风磨（ZM100，德国R
	3.1.2  试验压片的制备
	为获得信噪比较高的显微红外光谱，需预先制备符合要求的试样压片。压片制备过程中，压片直径、试样质量、压
	3.1.3 显微红外光谱获取
	本实验采用傅里叶变换显微红外成像系统采集试样的显微红外光谱，显微红外成像系统原理图如图3所示。按显微
	3.1.4 显微红外光谱预处理
	对显微红外图像进行降噪处理，具体采用主成分分析（PCA）方法，选取前20个主成分对图像进行重构以抑制
	图3  显微红外成像系统原理图
	3.2  抗生素滤渣显微红外参比光谱获取及鉴别阈值确定
	对于每个抗生素滤渣的显微红外图像，首先利用主成分分析法（提取前20个主成分）对图像进行重构，以实现光
	1）计算每一条光谱与其余所有光谱之间的欧氏距离，以欧氏距离内距的6倍作为判别界限，剔除异常光谱；
	2）在剩余光谱中计算两两之间的欧氏距离，选择距离最远的两条光谱纳入抗生素滤渣显微红外参比光谱集；
	3）在剩余光谱中找出与参比光谱集中所有光谱之间最远距离的光谱，将其纳入用于确定鉴别阈值的光谱集；
	4）继续在剩余光谱中找出与参比光谱集中光谱最远距离的光谱，添加至参比光谱集；
	5）重复步骤3）和4），交替将光谱分配至参比光谱集和鉴别阈值光谱集，直至参比光谱数量达到预定值。参比
	在所构建的抗生素滤渣显微红外参比光谱集中，不同类别样品的平均光谱如图4所示。为便于直观比较，所有光谱
	此外，对比了不同来源的同一类抗生素滤渣的显微红外光谱。从图5-15可以看出，即使是同一种类的抗生素滤
	图4  19种抗生素滤渣的平均显微红外光谱
	图5  不同来源安普霉素滤渣的平均显微红外光谱
	图6  不同来源阿维菌素滤渣的平均显微红外光谱
	图7  不同来源大观霉素滤渣的平均显微红外光谱
	图8  不同来源金霉素滤渣的平均显微红外光谱
	图9  不同来源链霉素滤渣的平均显微红外光谱
	图10  不同来源硫酸粘菌素滤渣的平均显微红外光谱
	图11  不同来源泰乐菌素滤渣的平均显微红外光谱
	图12  不同来源泰万菌素滤渣的平均显微红外光谱
	图13  不同来源土霉素滤渣的平均显微红外光谱
	图14  不同来源新霉素滤渣的平均显微红外光谱
	图15  不同来源青霉素滤渣的平均显微红外光谱
	对图4-图15的进一步分析表明：部分抗生素滤渣，如金霉素、大观霉素、土霉素、链霉素和粘杆菌素滤渣，显
	图17展示了土霉素发酵的工艺流程示意。进一步地，本文对比了土霉素滤渣与常见蛋白饲料原料（豆粕、棉粕、
	图18为草酸钙水合物的中红外光谱图（衰减全反射模式，ATR-IR），其特征吸收峰位于1621 cm⁻
	因此，上述滤渣在1692 cm⁻¹、1336 cm⁻¹和828 cm⁻¹处的吸收峰可归属为草酸钙的特
	图16  1 692 cm-1、1 336 cm-1、828 cm-1存在明显吸收峰的抗生素滤渣
	显微红外光谱
	表3  蛋白质饲料原料与抗生素滤渣中总钙和草酸钙的含量
	名称
	总钙（g/100g）
	草酸钙 （g/100g）
	土霉素滤渣
	4.023±1.392a
	0.182±0.078a
	棉粕
	0.190±0.016b
	<0.010b
	豆粕
	0.302±0.004c
	<0.010b
	DDGS
	0.058±0.022d
	<0.010b
	注：同列数据肩标字母不同者,表示有显著性差异（P<0.05），字母相同表示无显著性差异（P>0.05
	图17 发酵生产土霉素流程图
	图18  草酸钙水合物的中红外光谱图（ATR-IR）
	通过上述分析发现显微红外光谱对不同的抗生素滤渣具有很好的辨识能力，如果再借助可以利用所有波长信息的多
	本标准选用余弦相似度来衡量光谱的相似性，余弦相似度计算两个光谱向量的夹角余弦值，计算公式如式（1）所
	𝑆=�𝑐𝑜𝑠��𝜃��=�𝑨∙𝑩�|𝑨|∙|𝑩|�………………………（1）
	式中：
	𝑆——光谱A、光谱B的余弦相似度；
	𝜃——光谱A、光谱B的夹角；
	𝑨——光谱A；
	B——光谱B。
	余弦相似度值越接近1，说明两个光谱越相似。
	对每一类抗生素滤渣样品，按式（1）计算确定鉴别阈值光谱集光谱与同类抗生素滤渣显微红外参比光谱的余弦相
	表4  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
	显微红外参比光谱数
	阈值
	最大值
	最小值
	标准差
	卡那霉素滤渣
	4 000
	0.94
	0.99
	0.90
	0.052
	新霉素滤渣
	20 000
	0.92
	0.99
	0.87
	0.073
	安普霉素滤渣
	8 000
	0.91
	0.99
	0.87
	0.076
	吉他霉素滤渣
	4 000
	0.95
	0.99
	0.90
	0.050
	庆大霉素滤渣
	4 000
	0.93
	0.99
	0.88
	0.065
	大观霉素滤渣
	8 000
	0.90
	0.99
	0.86
	0.084
	链霉素滤渣
	8 000
	0.92
	0.99
	0.89
	0.063
	泰万菌素滤渣
	16 000
	0.94
	0.99
	0.89
	0.057
	泰乐菌素滤渣
	16 000
	0.92
	0.99
	0.87
	0.073
	阿维菌素滤渣
	12 000
	0.90
	0.99
	0.85
	0.088
	红霉素滤渣
	4 000
	0.94
	0.99
	0.91
	0.047
	沃尼妙林滤渣
	4 000
	0.93
	0.99
	0.89
	0.060
	泰妙菌素滤渣
	4 000
	0.93
	0.99
	0.89
	0.061
	金霉素滤渣
	8 000
	0.93
	0.99
	0.88
	0.065
	土霉素滤渣
	16 000
	0.96
	0.99
	0.90
	0.048
	林可霉素滤渣
	4 000
	0.95
	0.99
	0.89
	0.055
	粘菌素滤渣
	16 000
	0.95
	0.99
	0.92
	0.039
	青霉素滤渣
	12 000
	0.92
	0.99
	0.87
	0.073
	黄霉素滤渣
	4 000
	0.93
	0.99
	0.88
	0.065
	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
	3.3 抗生素滤渣的鉴别
	选取具有代表性的蛋白饲料原料及配合饲料样品，包括植物性蛋白饲料原料豆粕，发酵类蛋白饲料原料（酵母蛋白
	图19 饲料样品平均显微红外光谱
	对比图4与图19可知，抗生素滤渣与饲料的显微红外光谱在多个波段均呈现出较为相似的特征信号。因此，仅依
	从未被选作抗生素滤渣参比光谱的抗生素滤渣光谱中随机选取50 000条光谱，分别计算其与饲料显微红外参
	（a）
	（b）
	图20  50 000条抗生素滤渣光谱与（a）饲料显微红外参比光谱；（b）抗生素滤渣显微红外参比光谱
	注：（a）蓝色：与抗生素滤渣显微红外参比光谱的最高余弦相似度，紫色：与饲料显微红外参比光谱的最高余弦
	（b）蓝色：最高余弦相似度，绿色：次高的余弦相似度。
	3.4  饲料中抗生素滤渣的鉴别
	3.4.1  样品的采集与制备
	采集11类代表性饲料样品，包括：植物性蛋白饲料原料豆粕、棉粕，动物性蛋白饲料鸡肉粉，发酵类蛋白饲料原
	3.4.2  显微红外光谱获取
	采用傅里叶变换显微红外成像系统采集显微红外光谱。采集光谱前，添加液氮对检测器进行制冷，并预热1h之后
	3.4.3 显微红外光谱预处理
	首先对显微红外图像用主成分分析（PCA）方法进行降噪处理，选取前20个主成分对图像进行重构。采用二阶
	在此基础上，计算掺有抗生素滤渣的饲料样品的显微红外光谱与抗生素滤渣参比光谱之间的余弦相似度，并依据2
	图21  饲料中青霉素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图22 饲料中土霉素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图23 饲料中新霉素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图24 饲料中泰乐菌素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图25  饲料中泰万菌素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图26 饲料中链霉素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图27 饲料中金霉素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图28  饲料中阿维菌素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图29  饲料中粘菌素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图30  饲料中黄霉素滤渣鉴别结果
	（a-e分别为豆粕、酵母蛋白渣、DDGS、核苷酸渣和鸡配合饲料）
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图31  鸡配合饲料中卡那霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图32  鸡配合饲料中吉他霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图33  鸡配合饲料中庆大霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图34  鸡配合饲料中安普霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图35  鸡配合饲料中沃尼妙林滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图36  鸡配合饲料中大观霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图37  鸡配合饲料中泰妙菌素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图38  鸡配合饲料中红霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图39  鸡配合饲料中林可霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图40  猪浓缩饲料中青霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图41  牛羊精料补充料中青霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图42  鸭配合饲料中青霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图43  谷氨酸渣中青霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图44  棉粕中青霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图45  鸡肉粉中青霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图46  鸭配合饲料中新霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图47  鸡肉粉中新霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图48  猪浓缩饲料中土霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图49  谷氨酸渣中土霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图50  牛羊精料补充料中阿维菌素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图51  棉粕中阿维菌素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图52  牛羊精料补充料中泰乐菌素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图53  棉粕中泰乐菌素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图54  猪浓缩饲料中泰万菌素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图55  谷氨酸渣中泰万菌素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图56  鸭配合饲料中金霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣
	图57  鸡肉粉中金霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中红色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料；右侧光谱从上到下分别为：与抗生素滤渣


	4. 实时荧光PCR方法建立
	4.1 适用范围
	适用于饲料中青霉素滤渣、土霉素菌渣、新霉素滤渣、阿维菌素滤渣的鉴别检测。
	4.2 DNA提取方法确定
	（1）DNA提取
	称取20~50 mg试样，按照商业化细菌基因组DNA提取试剂盒的标准步骤进行DNA提取。提取出的DN
	（2）DNA浓度的测定
	使用紫外分光光度计或微量核酸蛋白测定仪对提取的DNA浓度进行测定，应将DNA浓度控制在5～50 ng
	4.3 实时荧光PCR检测方法的确定
	4.3.1 菌种的确定
	在通过实时荧光PCR的方法对饲料中抗生素滤渣进行检测时，引物探针的设计至关重要。因此需要针对生产抗生
	表4  4种抗生素滤渣采集信息表
	省份
	抗生素种类
	抗生素
	生产企业
	发酵菌种
	滤渣处理工艺
	酸化破壁工艺和添加化合物的名称
	福建
	青霉素
	青霉素
	/
	/
	/
	/
	河北
	土霉素
	土霉素
	河北圣雪大成制药有限责任公司
	龟裂链丝菌
	板框过滤，烘干
	草酸和盐酸，调pH＜2.5
	内蒙古
	土霉素
	土霉素
	内蒙古圣雪大成制药有限责任公司
	放线菌门链霉菌属
	高压过滤，滤饼处理
	草酸、盐酸
	内蒙古
	土霉素
	土霉素
	内蒙古华曙生物科技有限公司
	链霉菌属
	加腐殖酸和磷酸二氢钾，过滤，破碎干燥
	草酸和盐酸，调pH1.7-2.0
	内蒙古
	新霉素
	新霉素
	齐鲁制药（内蒙古）有限公司呼伦贝尔分公司
	弗氏链霉菌
	板框过滤，浆叶干燥机干燥
	无
	湖北
	新霉素
	新霉素
	宜昌三峡制药有限公司
	弗氏链霉菌
	废液环保站处理
	自然酸化，或加酸碱调pH
	湖北
	新霉素
	新霉素
	三峡制药（湖北宜昌猇亭）有限公司
	弗氏链霉菌
	废液环保站处理
	自然酸化，或加酸碱调pH6.4-7.0
	湖北
	阿维菌素
	阿维菌素
	内蒙古仁中生物科技有限公司
	阿氟曼链霉菌
	板框过滤，60℃真空干燥
	无酸化处理
	湖北
	阿维菌素
	阿维菌素
	华北制药集团爱诺有限公司
	链霉菌
	过滤后干燥
	无
	4.3.2 特征性基因的确定
	抗生素的生物合成是微生物通过复杂的代谢途径产生具有抗菌活性的次级代谢产物的过程。首先，微生物利用初级
	4.3.3  引物及探针的确定
	4.3.3.1  引物探针的设计与筛选
	分别选择青霉素、土霉素、新霉素及阿维菌素抗生素合成基因簇中orf70c、oxyA、neoN、aveD
	表5 引物、探针信息表
	种类
	引物探针
	序列
	目标
	基因
	产物长度
	青霉素
	Orf70c-F
	5’-GAGCCTTCGGATTTTTCGCC-3’
	orf70c
	112 bp
	Orf70c-R
	5’-GCCAGCTCGCCTTACTACAA-3’
	Orf70c-P
	5’-FAM-TGGCTCGGACATCCATGCCCT-BHQ1-3’
	土霉素
	OxyA-F
	5’-CATGACGATGAGCCTGGACC-3’
	oxyA
	114 bp
	OxyA-R
	5’-GACGAGGGCACGAAGTAGTC-3’
	OxyA-P
	5’FAM-GGCTGTGGCAGGTGGACGAC-BHQ1-3’
	新霉素
	NeoN-F
	5’-TCAACGCCTACATCGACCTG-3’
	neoN
	181 bp
	NeoN-R
	5’-CCGGTCTCGAAGATGTGGTT-3’
	NeoN-P
	5’-FAM-GCTGACCGTGAACCTGCGCT-BHQ1-3’
	阿维
	菌素
	AveD-F
	5’-CGATGAGGAGATCGGTGAGC-3’
	aveD
	140 bp
	AveD-R
	5’-AGTGGGGGACTACTACGACC-3’
	AveD-P
	5’-FAM-TTGCCCGGTGAACTGCCGTC-BHQ1-3’
	4.3.3.2 引物及探针的特异性验证
	（1）环境样本及空白饲料的特异性验证
	以青霉素滤渣DNA作为阳性模板，以自然环境土壤样品、鸭配合饲料2种、猪配合饲料2种、鱼配合饲料、添加
	图58 青霉素滤渣的特异性扩增曲线图
	以土霉素滤渣DNA作为阳性模板，以自然环境土壤样品、鸭配合饲料2种、猪配合饲料2种、鱼配合饲料、添加
	图59 土霉素滤渣的特异性扩增曲线图
	以新霉素滤渣DNA分别作为阳性模板，以自然环境土壤样品、鸭配合饲料2种、猪配合饲料2种、鱼配合饲料、
	图60 新霉素滤渣的特异性扩增曲线图
	以阿维菌素滤渣DNA分别作为阳性模板，以自然环境土壤样品、鸭配合饲料2种、猪配合饲料2种、鱼配合饲料
	图61 阿维菌素滤渣的特异性扩增曲线图
	（2） 抗生素滤渣的交叉反应性验证
	以青霉素、土霉素、新霉素及阿维菌素的滤渣DNA分别作为模板，验证所设计的4种滤渣引物及探针与目前所采
	图62 阳性滤渣间的交叉反应验证结果图
	A：青霉素滤渣；B：土霉素滤渣；C：新霉素滤渣；D：阿维菌素滤渣。
	4.3.3.3 引物及探针的优化
	引物与探针的浓度比例以及引物的退火温度对PCR扩增曲线的质量具有显著影响。因此，需要对上述两个关键参
	（1）青霉素滤渣引物与探针浓度的优化
	以提取的青霉素滤渣的核酸样品作为扩增模板，通过正交试验设计，考察不同引物与探针浓度比例（0.4 μM
	图63  青霉素滤渣特异性引物、探针优化结果图
	A——退火温度为58℃；B——退火温度为60℃；
	C——退火温度为62℃；D——退火温度为64℃。
	（2）土霉素滤渣引物及探针浓度的优化
	以提取的土霉素滤渣的核酸样品作为扩增模板，通过正交试验设计，考察不同引物与探针浓度比例（0.4 μM
	图64  土霉素滤渣特异性引物、探针优化结果图
	A——退火温度为58℃；B——退火温度为60℃；
	C——退火温度为62℃；D——退火温度为64℃。
	（3）新霉素滤渣引物及探针浓度的优化
	以提取的新霉素滤渣的核酸样品作为扩增模板，通过正交试验设计，考察不同引物与探针浓度比例（0.4 μM
	图65  新霉素滤渣特异性引物、探针优化结果图
	A——退火温度为58℃；B——退火温度为60℃；
	C——退火温度为62℃；D——退火温度为64℃。
	（4）阿维菌素滤渣引物及探针浓度的优化
	以提取的阿维菌素滤渣的核酸样品作为扩增模板，通过正交试验设计，考察不同引物与探针浓度比例（0.4 μ
	图66  阿维菌素滤渣特异性引物、探针优化结果图
	A——退火温度为58℃；B——退火温度为60℃；
	C——退火温度为62℃；D——退火温度为64℃。
	4.3.4 实时荧光PCR反应体系和程序的确定
	准确移取2×实时荧光PCR预混液12.5 μL，置于PCR反应管中，加入上下游引物（10 μmol/
	表6  实时荧光PCR参数
	目标物
	引物添加量
	探针添加量
	青霉素滤渣
	1 μL
	0.25 μL
	土霉素滤渣
	1 μL
	0.25 μL
	新霉素滤渣
	1 μL
	0.25 μL
	阿维菌素滤渣
	2 μL
	0.5 μL
	表7  实时荧光PCR参数
	目标物
	反应参数
	青霉素滤渣
	95℃预变性3分钟，95℃变性15秒，60℃退火延伸40秒，共40个循环
	土霉素滤渣
	95℃预变性3分钟，95℃变性15秒，60℃退火延伸40秒，共40个循环
	新霉素滤渣
	95℃预变性3分钟，95℃变性15秒，60℃退火延伸40秒，共40个循环
	阿维菌素滤渣
	95℃预变性3分钟，95℃变性15秒，60℃退火延伸40秒，共40个循环
	4.4  方法评价
	4.4.1  重复性测试
	重复性测试能够检验PCR方法的可靠性和稳定性。
	4.4.1.1  饲料中青霉素滤渣的实时荧光PCR方法重复性测试
	将青霉素滤渣核酸提取产物稀释为两个不同浓度（2倍稀释，5倍稀释）作为模板，每个浓度设置3次重复，进行
	表8  饲料中青霉素滤渣的实时荧光PCR方法重复性测试结果
	青霉素滤渣DNA
	批内
	批间
	Ct值（x̄±s）
	CV（％）
	Ct值（x̄±s）
	CV（％）
	2倍稀释
	30.40±0.14
	0.46
	30.37±0.11
	0.37
	5倍稀释
	31.19±0.17
	0.54
	31.24±0.21
	0.69
	4.4.1.2  饲料中土霉素滤渣的实时荧光PCR方法重复性测试
	将土霉素滤渣核酸提取产物稀释为两个不同浓度（2倍稀释，5倍稀释）作为模板，每个浓度设置3次重复，进行
	表9  饲料中土霉素滤渣的实时荧光PCR方法重复性测试结果
	土霉素滤渣DNA
	批内
	批间
	Ct值（x̄±s）
	CV（％）
	Ct值（x̄±s）
	CV（％）
	2倍稀释
	23.71±0.43
	1.8
	22.81±0.12
	0.53
	5倍稀释
	25.18±0.18
	0.71
	24.54±0.19
	0.77
	4.4.1.3  饲料中新霉素滤渣的实时荧光PCR方法重复性测试
	将新霉素滤渣核酸提取产物稀释为两个不同浓度（2倍稀释，5倍稀释）作为模板，每个浓度设置3次重复，进行
	表10  饲料中新霉素滤渣的实时荧光PCR方法重复性测试结果
	新霉素滤渣DNA
	批内
	批间
	Ct值（x̄±s）
	CV（％）
	Ct值（x̄±s）
	CV（％）
	2倍稀释
	31.76±0.01
	0.03
	30.72±0.34
	0.11
	5倍稀释
	33.43±0.21
	0.63
	32.18±0.21
	0.65
	4.4.1.4  饲料中阿维菌素滤渣的实时荧光PCR方法重复性测试
	将阿维菌素滤渣核酸提取产物稀释为两个不同浓度（2倍稀释，5倍稀释）作为模板，每个浓度设置3次重复，进
	表11  饲料中阿维菌素滤渣的实时荧光PCR方法重复性测试结果
	阿维菌素滤渣DNA
	批内
	批间
	Ct值（x̄±s）
	CV（％）
	Ct值（x̄±s）
	CV（％）
	2倍稀释
	27.78±0.29
	1.04
	27.77±0.2
	0.72
	5倍稀释
	29.48±0.14
	0.48
	29.05±0.23
	0.79
	4.4.2  适用范围及灵敏度的确定
	由于本方法的确立旨在针对含有抗生素滤渣的饲料进行检测，因此需模拟制备各种类型的添加抗生素滤渣的饲料样
	4.4.2.1  添加青霉素滤渣的真实样品的检测
	将青霉素滤渣按照1:1、1:10、1:50、1:100、1:200的比例分别与鸭配合饲料、牛精料补充
	图67  添加青霉素滤渣的模拟真实样品的检测结果
	4.4.2.2  添加土霉素滤渣的真实样品的检测
	由于上述四种滤渣对应的引物探针在检测各种类型饲料样品时的特异性已得到验证，均具有较好的特异性。且将青
	将土霉素滤渣分别与谷氨酸渣、猪浓缩饲料及混合型饲料添加剂（含酵母）按照1:1、1:10、1:50、1
	图68  添加土霉素滤渣的模拟真实样品的检测结果
	4.4.2.3 添加新霉素滤渣的真实样品的检测
	将新霉素滤渣分别与鸡肉粉、鸭配合饲料及混合型饲料添加剂（含酵母）按照1:1、1:10、1:50、1:
	图69  添加新霉素滤渣的模拟真实样品的检测结果
	4.4.2.4  添加阿维菌素滤渣的真实样品的检测
	将阿维菌素滤渣分别与鸡肉粉、鸭配合饲料及混合型饲料添加剂（含酵母）按照1:1、1:10、1:50、1
	图70  添加阿维菌素滤渣的模拟真实样品的检测结果
	5. 液相色谱-高分辨质谱方法建立
	5.1 原理
	抗生素的生物合成是一个复杂的过程，涉及多个酶促反应和中间产物的生成。这些中间产物和终产物会残留在抗生
	5.2  抗生素滤渣的提取
	由于所列抗生素滤渣种类繁多且差异较大，因此选择合适的提取溶剂尤为重要。现有的标准与文献中，一般采用甲
	图71  不同提取溶剂对抗生素提取效果比较
	从图71可以看出，由于抗生素性质不同，不同溶液对不同类型的抗生素提取效果差异比较显著。MC 溶液对阿
	5.3  色谱与质谱条件
	色谱与质谱条件参考了《饲料中风险物质的目标物筛查与确认 液相色谱-高分辨质谱法》（中华人民共和国农业
	色谱柱：Waters BEH C18柱（100 mm× 3.0 mm, 1.7 µm）；柱温：40℃
	时间（min）
	流速（mL/min）
	A%
	B%
	0.00
	0.3
	90
	10
	1.50
	0.3
	90
	10
	4.00
	0.3
	70
	30
	9.00
	0.3
	5
	95
	10.00
	0.3
	5
	95
	10.01
	0.3
	90
	10
	12.00
	0.3
	90
	10
	5.4  抗生素滤渣质谱库的构建
	使用质谱仪对处理后的样本进行质谱分析，获取了质谱数据。典型的抗生素滤渣全面全扫描质谱图见图72-77
	图72  泰乐菌素滤渣全面全扫描质谱图
	图73  泰万菌素滤渣全面全扫描质谱图
	图74  金霉素滤渣全面全扫描质谱图、
	图75  土霉素滤渣全面全扫描质谱图
	图76  青霉素滤渣全面全扫描质谱图
	图77  新霉素滤渣全面全扫描质谱图
	图78  金霉素滤渣、土霉素滤渣、泰乐菌素滤渣、泰万菌素滤渣、新霉素滤渣、青霉素滤渣和其他滤渣质谱图
	图79  金霉素滤渣与饲料质谱差异比对图
	图80  土霉素滤渣与饲料质谱差异比对图
	图81  青霉素滤渣与饲料质谱差异比对图
	图82  泰乐霉素滤渣与饲料质谱差异比对图
	图83  泰万霉素滤渣与饲料质谱差异比对图
	图84  新霉素滤渣与饲料质谱差异比对图
	5.5 抗生素滤渣的合成中间产物和终产物的初选和特征标志物的筛选
	5.5.1 四环素类抗生素滤渣的生物合成途径及重要中间产物筛选范围的确定
	四环素类抗生素由龟裂链霉菌发酵产生，其生物合成途径涉及多个中间产物，由放线菌（如 Streptomy
	图85  四环素类抗生素生物合成路径图
	表13  四环素类抗生素合成中间产物
	序号
	名称
	分子量
	分子式
	结构式
	1
	Chlortetracycline
	478.1143
	C22H23ClN2O8
	2
	Tetracycline
	444.1533
	C22H24N2O8
	3
	Oxytetracycline
	460.1482
	C22H24N2O9
	4
	5a,11a-Dehydro
	-oxytetracycline
	458.1325
	C22H22N2O9
	5
	5a,11a-Dehydrotetracycline
	442.1376
	C22H22N2O8
	6
	Anhydrotetracycline
	426.1427
	C22H22N2O7
	7
	4-Amino-anhydrotetracycline
	398.1114
	C20H18N2O7
	8
	4-Hydroxy-6-methylpretetramide
	381.0849
	C20H15NO7
	9
	6-Methylpretetramide
	365.0899
	C20H15NO6
	10
	Pretetramid
	351.0743
	C19H13NO6
	11
	4-Keto-nhydrotetracycline
	397.0798
	C20H15NO8
	图86  四环素类抗生素滤渣特征标志物母离子色谱图
	从上述次级代谢产物与完全提取的四环素类抗生素滤渣进行对比中，经过大量的筛选、组合，在液相色谱-高分辨
	表14  土霉素和金霉素的特征标志物
	药渣类型
	标志物
	分子量
	一级离子对
	二级离子对
	金霉素药渣
	金霉素
	478.12
	479.1215
	292.1054,307.1287,335.1237,367.1499
	去甲基金霉素
	464.1063
	465.1065
	428.0749、410.0643、358.0921
	四环素四并苯骨架
	357.10
	358.1029
	323.0659,308.0428,341.0708
	脱水四环素
	442.14
	443.1448
	154.0500,201.0549,426.1186,226.0712
	土霉素药渣
	土霉素
	460.15
	461.1554
	154.0500,201.0549,337.0708,426.1186
	四环素
	444.16
	445.1605
	154.0500,201.0549,392.1129,410.1235
	4-氨基脱水四环素
	442.14
	443.1448
	201.0549,426.1186，358.0921
	脱水四环素
	426.14
	427.1453
	358.0921，409.1350，392.1085
	5.5.2  青霉素滤渣的生物合成途径及重要中间产物筛选范围的确定
	青霉素的生物合成途径还涉及到复杂的化学反应和酶促反应。，青霉素的生物合成起始于起始于非核糖体多肽合成
	图87  青霉素生物合成路径图
	表15 青霉素合成中间产物
	序号
	名称
	分子式
	结构式
	1
	Cephalosporin C
	C16H21N3O8S
	2
	Cephamycin C
	C16H22N4O9S
	3
	O-Carbamoyl-deacetylcephalosporin C
	C15H20N4O8S
	4
	Penicillin N
	( Adicillin)
	C14H21N3O6S
	5
	(7R)-7-(5-Carboxy-5-oxopentanoyl)aminocephalospori
	C16H18N2O9S
	6
	Deacetoxycephalosporin C
	C14H19N3O6S
	7
	7-Aminocephalosporanic acid
	C10H12N2O5S
	从上述次级代谢产物与完全提取的青霉素滤渣进行对比中，经过大量的筛选、组合，在液相色谱-高分辨质谱图中
	图88  青霉素抗生素滤渣特征标志物母离子色谱图
	表16  青霉素类特征标记物
	药渣类型
	标志物
	分子量
	一级离子对
	二级离子对
	青霉素
	药渣
	盘尼西林N
	359.39
	360.2224
	201.1257,243.1442
	Cephamycin C
	308.05
	309.1367
	174.0603,128.0544,263.1314
	ACV三肽
	361.41
	362.2019
	144.0672,219.1445,245.12236
	5.5.3泰乐霉素滤渣的生物合成途径及重要中间产物筛选范围的确定
	泰乐菌素，是美国于1959年从弗氏链霉菌（Streptomyces fradiae）的培养液中获得的
	聚酮前体 → PKS催化延伸 → 16元大环内酯 → 羟基化 → 糖基化（Mycaminose/My
	图89  泰乐菌素合成路径图、
	表17  泰乐菌素的中间产物
	序号
	名称
	分子量
	分子式
	结构式
	1
	Methylmalonyl-CoA
	867.6069
	C25H40N7O19P3S
	2
	Malonyl-CoA
	853.5803
	C24H38N7O19P3S
	3
	Tylactone
	394.5448
	C23H38O5
	4
	5-O-beta-D-Mycaminosyltylactone
	567.7544
	C31H53NO8
	5
	20-Oxo-5-O-beta-mycaminosyltylactone;23-Deoxy-5-O
	581.7379
	C31H51NO9
	6
	5-O-beta-D-Mycaminosyltylonolide
	597.7373
	C31H51NO10
	7
	Demethyllactenocin
	743.8785
	C37H61NO14
	8
	Demethylmacrocin
	888.0469
	C44H73NO17
	9
	Macrocin
	902.0735
	C45H75NO17
	10
	Tylosin
	916.1001
	C46H77NO17
	由图89可知，从最初的D-Glucose到最终合成泰乐菌素，主要中间产物和终产物共涉及32个目标物。
	采用提取溶剂提取泰乐菌素滤渣，并应用高分辨质谱进行测定，在测得的数据中提取10种目标化合物分子量。筛
	图90  泰乐菌素和泰万菌素抗生素滤渣的特征标记物母离子色谱图
	表18  泰乐菌素和泰万菌素抗生素滤渣的特征标记物
	药渣类型
	标志物
	分子量
	一级离子对
	二级离子对
	泰乐菌素药渣
	泰乐菌素
	915.52
	916.5264
	174.1125,158.1176,116.1071,576.3740
	泰万菌素
	1041.61
	1042.5863
	174.1125,814.4536,814.1421
	泰乐酮
	394.54
	395.2836
	189.1652,207.1842
	3-乙酰泰乐菌素
	611.4335
	317.2169,295.2354
	泰万菌素药渣
	泰乐菌素
	915.52
	916.5264
	174.1125,158.1176,116.1071,576.3740
	泰万菌素
	1041.61
	1042.5863
	174.1125,814.4536,229.1421
	Methylmalonyl-CoA
	867.60
	868.5124
	174.1139,109.0659,640.3743
	泰乐酮
	394.54
	295.28
	189.1652,207.1842
	5.5.4  新霉素滤渣的生物合成途径及重要中间产物筛选范围的确定
	新霉素属于氨基糖苷类抗生素，由弗氏链霉菌（Streptomyces fradiae）等放线菌通过次级
	D-葡萄糖 → 2-Deoxy-scyllo-inosose → 脱氧链霉胺（2-DOS）
	              │
	              ├─糖基化（NeoB/NeoC）→ 新霉胺（Neamine）
	              │
	              └─二次糖基化（NeoD）→ 新霉素B
	                     │
	                     └─甲基化（NeoK）→ 新霉素C
	图91  新霉素的合成路径图
	通过KEGG Pathway数据库对可能参与的代谢途径进行查询，发现其中有10个化合物参与多种代谢途
	表19  新霉素滤渣的中间产物
	序号
	中间产物名称
	分子式
	分子量 (g/mol)
	CAS号
	结构特征
	1
	D-葡萄糖-6-磷酸
	C₆H₁₁O₉P
	260.14
	56-73-5
	葡萄糖的磷酸化形式，C6位磷酸基团，为2-DOS合成的起始前体。
	2
	2-Deoxy-scyllo-inosose (DOI)
	C₆H₁₀O₅
	162.14
	未收录
	环己酮衍生物，C2位脱氧，通过葡萄糖脱氢和环化生成，为2-DOS的直接前体。
	3
	2-Deoxystreptamine (2-DOS)
	C₆H₁₄N₂O₃
	162.18
	2037-48-1
	氨基环醇核心骨架，含C1和C3位氨基，C4、C5、C6位羟基，为新霉素的中央结构。
	4
	Neosamine C
	C₅H₁₁NO₄
	161.14
	未收录
	氨基糖单体，由葡萄糖经脱氧、氨基化生成，后续连接到2-DOS的C4位。
	5
	Paromamine
	C₁₂H₂₃N₃O₈
	337.33
	7542-51-2
	2-DOS与Neosamine C通过β-1,4糖苷键连接，C4位糖基化初步产物。
	6
	Ribostamycin
	C₁₇H₃₄N₄O₁₀
	466.47
	25546-65-0
	Paromamine与核糖胺（Ribosamine）在C5位连接，含三个糖单元（假设中间体）。
	7
	Neamine
	C₁₂H₂₆N₄O₆
	322.36
	3947-65-7
	Paromamine进一步添加核糖胺，形成二糖胺结构，C5位糖基化。
	8
	Neomycin B前体（含L-新霉二糖胺）
	C₂₃H₄₆N₆O₁₃
	614.65
	未收录
	Neamine与L-新霉二糖胺（L-neobiosamine）在C6位连接，形成完整四糖链。
	9
	Neomycin C前体（异构体）
	C₂₃H₄₆N₆O₁₃
	614.65
	未收录
	与Neomycin B差异在于糖基取代位置（如C5羟基取代），具体结构依赖菌株修饰。
	10
	磷酸化中间体（如Neomycin磷酸酯）
	C₂₃H₄₇N₆O₁₆P
	694.62
	未收录
	生物合成中可能的磷酸化形式，用于糖基转移前的活化步骤。
	采用提取溶剂提取新霉素滤渣，并应用高分辨质谱进行测定，在测得的数据中提取10种目标化合物分子量。筛查
	表20  新霉素特征标志物
	药渣类型
	标志物
	分子量
	一级离子对
	二级离子对
	新霉素
	药渣
	帕罗马明
	337.33
	338.1372
	295.1313,177.0559
	Ribostamycin
	466.47
	467.2128
	338.1375,295.1316
	5.5.5  饲料原料中抗生素滤渣的鉴别
	样品的采集与制备：采集5类代表性饲料样品，包括：植物性蛋白饲料原料豆粕，发酵类蛋白饲料原料酵母蛋白渣
	饲料样品按上述方法处理，具体做法是利用主成分分析（PCA）方法选取质谱的前100个主成分对数据进行对
	\
	图92  饲料中添加3%金霉素、土霉素、泰乐菌素、泰万菌素、新霉素和青霉素
	滤渣鉴别结果
	图93  饲料中添加5%金霉素、土霉素、泰乐菌素、泰万菌素、新霉素和青霉素
	滤渣鉴别结果
	图94  饲料中添加不同浓度（2%-50%）的土霉素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中橙色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料
	图95 饲料中添加不同浓度（2%-50%）的泰乐菌素滤渣鉴别结果
	注：左侧图像中橙色像素点是鉴别出的抗生素滤渣、蓝色像素点是饲料
	6. 方法对比
	表21 饲 料和抗生素滤渣种类及掺混比例
	样品信息
	抗生素滤渣
	青霉素
	滤渣
	土霉素
	滤渣
	金霉素
	滤渣
	新霉素
	滤渣
	泰乐菌素
	滤渣
	泰万菌素
	滤渣
	饲料
	鸡配合饲料
	5%
	/
	/
	/
	5%
	/
	猪浓缩饲料
	5%
	5%
	/
	/
	/
	5%
	牛羊精料补充料
	5%
	/
	/
	/
	5%
	/
	鸭配合饲料
	5%
	/
	5%
	5%
	/
	/
	谷氨酸渣
	5%
	5%
	/
	/
	/
	5%
	棉粕
	5%
	/
	/
	/
	5%
	/
	鸡肉粉
	5%
	/
	5%
	5%
	/
	/
	表22  添加抗生素滤渣的饲料试样检出结果
	编号
	样品
	添加药物
	高分辨质谱法
	红外光谱法
	荧光PCR
	目标抗生素
	检出
	其他抗生素
	结果
	目标抗生素
	检出
	其他抗生素
	结果
	目标抗生素
	检出
	其他抗生素
	结果
	1
	鸡配合饲料
	青霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	2
	猪浓缩饲料
	青霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	3
	牛羊精料补充料
	青霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	4
	鸭配合饲料
	青霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	5
	谷氨酸渣
	青霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	6
	棉粕
	青霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	7
	鸡肉粉
	青霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	8
	鸡配合饲料
	泰乐菌素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	NM
	NM
	9
	猪浓缩饲料
	土霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	10
	牛羊精料补充料
	泰乐菌素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	NM
	NM
	11
	鸭配合饲料
	金霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	NM
	NM
	12
	谷氨酸渣
	土霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	13
	棉粕
	泰乐菌素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	NM
	NM
	14
	鸡肉粉
	金霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	NM
	NM
	15
	猪浓缩饲料
	泰万菌素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	NM
	NM
	16
	鸭配合饲料
	新霉素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	17
	谷氨酸渣
	泰万菌素
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	NM
	NM
	18
	棉粕、
	阿维菌素
	NM
	NM
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性
	19
	牛羊精料补充料
	阿维菌素
	NM
	NM
	阳性
	阴性
	阳性
	阴性



	三、试验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效果
	2025年1月~2月，标准编制小组分别委托北京市农林科学院质量标准与检测技术研究所、西安交通大学大型

	四、与国际、国外同类标准技术内容的对比情况
	本标准制定过程中未查到同类国际、国外标准。

	五、采标情况
	本标准未采用国际国外标准。

	六、与有关法律、法规的关系
	本标准的制定过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章等、严格执行国家强制性标准和行业标准。与相关

	七、重大分歧意见的处理经过和依据
	无。

	八、涉及专利的有关说明
	本标准未明确涉及某一具体专利，但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。

	九、贯彻国家标准的要求，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
	（1）首先应在实施前保证文本的充足供应，让每个使用者都能及时得到文本；
	（2）发布后、实施前应将信息在媒体上广为宣传，建议全国饲料工业标准化技术委员会组织标准起草单位通过标
	（3）建议本标准正式发布后，设定6个月的过渡期，过渡6个月后实施。

	十、其他应当说明的事项
	无。
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