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           前     言
为保障人民群众身体健康，全面推进“无公害农产品行动计划”，保证蜂产品质量安全，指导有关检验机构进行蜂产品质量安全监督抽查检验工作，特制定本检验细则，作为组织监督抽查的依据。

本标准之附录A为规范性附录。

本标准所列的检验项目与法律、法规、规章有不一致时，应以法律、法规、规章的规定为准。
本标准由浙江省农产品质量安全监督检测协调会议办公室提出。

本标准起草单位：浙江省畜产品质量安全检测中心。

本标准主要起草人：陈慧华、屈健、施杏芬、汪刚、陈勇

蜂产品质量安全监督抽查检验细则

1  范围

本标准规定了蜂产品的检验项目、检验方法、抽样方法及判定原则。

本标准适用于浙江省境内生产、销售的蜂产品的质量安全监督抽查。

2 规范性引用文件

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

GB/T 4789.2   食品卫生微生物学检验  菌落总数测定

GB/T 4789.3   食品卫生微生物学检验  大肠菌群测定

GB/T 4789.4   食品卫生微生物学检验  沙门氏菌检验

GB/T 4789.10  食品卫生微生物学检验  金黄色葡萄球菌检验

GB/T 4789.15  食品卫生微生物学检验  霉菌和酵母计数

GB/T 5009.12  食品中铅的测定方法

GB/T 14931.1  蜂肉中土霉素、四环素、金霉素残留测定方法（高效液相色谱法）

3 抽检产品和检验项目

抽检产品和检验项目见表1

表1 抽检产品和检验项目

	样品名称
	检验项目
	要求

	蜂  蜜
	氯霉素
	不得检出

	
	四环素族抗生素（mg/kg）
	≤0.05

	
	铅（mg/kg）
	≤1

	
	菌落总数(cfu/g)
	≤1000

	
	大肠菌群(MPN/100g)
	≤30

	
	霉菌总数(cfu/g)
	≤200

	
	金黄色葡萄球菌
	不得检出

	
	沙门氏菌
	不得检出

	蜂王浆、蜂王浆冻干粉
	菌落总数(cfu/g)
	≤10000(蜂王浆)

≤1000(蜂王浆冻干粉)

	
	大肠菌群(MPN/100g)
	≤90

	
	霉菌总数(cfu/g)
	≤50

	
	沙门氏菌
	不得检出


表 1（续）

	
	金黄色葡萄球菌
	不得检出

	
	铅（mg/kg）
	≤0.5

	
	氯霉素
	不得检出


4 检验方法

4.1菌落总数
按GB/T 4789.2 规定检验 。 

4.2 大肠菌群

按GB 4789.3规定检验。

4.3 霉素总数

按GB/T 4789.15规定检验。

4.4 沙门氏菌

按GB 4789.4规定检验。

4.5金黄色葡萄球菌

按GB/T 4789.10规定检验。

4.6 四环素

按GB/T 14931.1规定检验。

4.7 氯霉素

4.7.1按本标准附录A中方法2筛选。

4.7.1筛选结果为阳性的样品按本标准附录A中方法1的规定重新检验，结果判定以本次检验结果为准。

4.8 铅

按GB/T 5009.12规定检验。

5 抽样方法

5.1 组批 产地检验以同一品种、同期加工、同一规格的蜂产品为一个抽样批次，市场抽检以同一产区、同一规格、同一销售单位的产品为一个抽样批次。
5.2 抽样 

按农业部发布的《官方取样程序》执行。

5.3 注意事项

5.3.1 抽样时抽样人员应认真填写《浙江省农产品质量监督检查抽样单》，样品一式二份，其中一份用于检验，一份为备样。抽取的样品应立即用干净容器妥善保存，蜂蜜应保存于-10℃以下，蜂王浆样品于-18℃保存。

5.3.2 抽样后应及时将样品送至相应的检验机构检验。

5.3.3 抽样单位或人员应采取必要的措施，保证送检样品满足检验需要。

6 判定原则

6.1氯霉素可按本标准规定用酶联免疫法筛选。筛选结果为阴性的，单项判定为合格，筛选结果为阳性的，必须按本标准规定的第二种方法重新检验，检验结果仍不合格的，单项判定为不合格；检验结果合格的，则单项判定合格。

6.2按本标准检验，所有项目均符合标准要求，判定该批样品为合格；有一项或一项以上不符合标准要求的，判定该批样品不合格。

7 复检

检验结果有异议时，可申请复检（微生物指标除外），微生物指标不予复检。复检申请向原检验机构提出。原检验机构应在三个工作日内做出受理或不受理决定。若受检方对不受理决定仍有异议的，可由受检单位向农产品质量安全监督检测协调会议办公室提出。不合格结果以检验结果通知书方式送达受检方。受检方应在收到不合格通知之日起三日内提出复检申请，逾期不予受理。

附  录  A

（规范性附录）

蜂蜜中氯霉素残留量检测方法

方法1  HPLC-MS法

A.1 使用范围

A.1.1 本方法适用于检测蜂蜜中氯霉素残留量

A.1.2 检测限量 0.3ug/kg(ppb)

A.1.3 定量限量 0.6ug/kg(ppb)

A.1.4 分析范围 0.6-10ug/kg(ppb)

A.2 原理

A.2.1 样品用水溶解后用乙酸乙酯提取震荡，离心。

A.2.2 蒸干乙酸乙酯，加水溶解。

A.2.3 提取物过C-18小柱净化。

A.2.4 氯霉素和类标再用乙酸乙酯提取，并蒸干。

A.2.5 样品用25:75乙腈水溶解。

A.2.6 HPLC-MS检测。

A.3 制样

称样品，充分混匀。

A.4 仪器设备

A.4.1 涡旋器

A.4.2 试管（16 mm X 125mm）

A.4.3 移液管（10 uL -100uL;100 Ul -1000Ul）

A.4.4 一次性聚脂离心管（50mL）

A.4.5 玻璃离心管（15mL）

A.4.6 氮蒸干器，Organomation N-Evap或等同品。

A.4.7 离心器，Mistral 3000E或等同品。

A.4.8 Waters Sep-Pak Plus C-18

A.4.9 注射性滤膜，Gelman Acrodisc PVDF 0.45um滤膜（13mm）或等同品。

A.4.10 一次性注射器（3mL,10mL）

A.4.11 SPE复合系统，Supelco Visi-Prep或等同品。

A.4.12 Eberbach 震荡器

A.4.13 容积烧瓶，A级玻璃（2,10,50,1000mL）

A.4.14 2mL带帽小瓶

A.4.15 HPLC系统

A.4.15.1 带质谱选择器的HP1100HPLC系统或等同品。

A.4.15.2 柱：Xterra RP18,150mmX2.1mm ID (3.5um颗粒大小)（Waters）或等同品。
A.4.15.3 数据处理系统：化学处理站或等同品。

A.5 试剂

A.5.1 水：所有用水均应用一类试剂级。（18MΩ-cm）

A.5.2  乙腈（D.I.G）

A.5.3 冰醋酸（HPLC级）

A.5.4 0.1%醋酸。在1000mL容积烧瓶中加入1.0mL的冰醋酸，然后加入MQ水至烧瓶容积。

A.5.5 乙酸乙酯（D.I.G）

A.5.6 甲醇(HPLC级)

A.5.7 淋洗液。 水：乙腈（7:1） 将140mL的水与20mL的乙腈混合。

A.5.8 洗脱液。水：乙腈（7:3） 将140mL的水与60mL的乙腈混合。

A.5.9 溶解液。水：乙腈（75:25） 将25mL的乙腈与 75mL的水混合。

A.5.10 流动相 25.0%乙腈，10.0%醋酸（0.1%）

A.6 标准品

A.6.1 氯霉素（CAP）-Sigma

A..2 m-氯霉素（m-CAP）-内标

A.6.3 CAP储备液（1000ug/mL）。将25mg的氯霉素加入到25mL的容量瓶内，用甲醇定容。

A.6.4 CAP中间储备液（10ug/mL）.将0.5mL的CAP中间储备液加入到50mL的容量瓶内，用甲醇定容。

A.6.5 CAP工作标准液（1.0ug/mL）。将1mL的CAP中间储备液加入到10mL的容量瓶内，用甲醇定容。

A.6.6 CAP工作标准液（0.1ug/mL）。将0.5ml的CAP中间储备液加入到50mL的容量瓶内，用甲醇定容。

A.6.7 m-CAP储备液（100ug/mL）。称取5.0mg的m-CAP加入到50mL的容量瓶。用甲醇定容。

A.6.8 m-CAP标准液（2ng/uL）。用甲醇将1mL的m-CAP稀释到50mL。

A.6.9 矫正曲线的制备：用水稀释到最终的容积。

	标准
	CAP容积

（uL）
	CAP浓度

(ug/mL)
	m-CAP容积（uL）
	MeOH容积

（uL）
	终容积（mL）
	溶液浓度(ng/mL)
	蜂蜜中相应浓度（ng/g）

	1
	120
	0.1
	200
	180
	2
	6
	0.6

	2
	200
	0.1
	200
	100
	2
	10
	1.0

	3
	60
	1.0
	200
	240
	2
	30
	3.0

	4
	100
	1.0
	200
	200
	2
	50
	5.0

	5
	200
	1.0
	200
	100
	2
	100
	10.0


A.7 对照准备

A.7.1 加标（1/10样品）。重复样品用工作标准混合液确定。确定过程在方法中明确。回复率可从控制图中追溯到。

A.7.2 平行样（1/10样品）。制平行样的过程在方法中明确。

A.7.3 试剂空白。空白样用于检测干扰因素。

A.7.4 检测限标准。在检测限的标准液用于测定灵敏度。

A.8 检测程序

A.8.1 样品：蜂蜜

A.8.1.1 未知：将准确称量的5g±0.05g的混匀蜂蜜加入到50mL的聚脂离心管内。

A.8.1.2 加标（每10个样品加一个）：将准确称量的5g±0.05g的蜂蜜加入到50mL的聚脂离心管内。加标样品是加入50uL0.1ug/ml的工作标准液B（相当于样品中1ppb）

A.8.1.3 平行样：将未知的混匀蜂蜜样制双份5g±0.05g，并加入到50mL的聚脂离心管内。

A.8.1.4 试剂空白：将4g±0.05g的蔗糖加入到50mL的聚脂离心管内。
A.8.1.5 检测限标准。将60uL0.1ug/mL的工作标准液，200uL的甲醇加入到2mL的容量瓶内，用水定容。相当于样品0.3ppb。

A.8.2 加入50uL的工作内标。

A.8.3 加入5mL的水，震荡5分钟或直至蜂蜜溶解。

A.8.4 加入15mL乙酸乙脂，再次震荡5分钟。

A.8.5　2500RPM离心5分钟。

A.8.6　将乙酸乙脂转移至16mmX125mm的试管内。

A.8.7　55º在N-Evap上将提取物蒸干。

A.8.8 将残渣在3mL的水中溶解并涡动。

A.8.9 用所附10mL注射器将提取物转移至预先准备好的C-18 Sep-Pak Plus小柱内。SPE小柱的调节：加入5mL甲醇，然后加入5mL水。（CCP#1.调节后，注意在样品加入到SPE柱前不要让SPE小柱全干）。

A.8.10 让提取物缓慢流过SPE柱。

A.8.11 用10mL水淋洗SPE小柱。

A.8.12 用5mL水：乙腈7:1淋洗SPE小柱。

A.8.13 通过小柱吸入空气，干燥SPE小柱。

A.8.14 用5mL7:3水/乙腈洗脱amphenicol，并将15mL的洗脱液收集在离心管内。

A.8.15 用10mL乙酸乙酯提取洗脱液。

A.8.16 将乙酸乙酯转移至16mmX125mm的试管中。

A.8.17 55º在N-Evap上将提取物蒸干。

A.8.18 再次在试管内加入500uL75:25的水：乙腈，涡动30秒，溶解残渣。

A.8.19 通过0.45umPVDF滤膜，并转移至500uL的自动样品瓶。

A.8.20 HPLC系统条件：

     流速：0.2mL/min.

     时间：20分钟。

柱温：30º

     注射容积：50uL

     质谱仪检测参数：

     电离模式：API-ES Neg  Fragmentor:75

     干燥气体：10.0L/min    喷雾器压力：55 psig

干燥气体温度：350º     毛细管电压：4500V

A.9计算及结果解释

A.9.1 在标准分析的反应范围内，进行曲线矫正（手工或HPLC软件）。未知样品或加样的反应高度从曲线上查找。

A.9.2 样品回收率计算：

           回收率（%）=(S-U)*m/Cstock X100

S=加样样品中药品含量（ug/kg）

U=空白样品中药物含量（ug/kg）

m=加样样品的质量（g）

Cstock=药物储备液的近似浓度（0.1ug/mL）

V=确定样品的药标体积

A.9.3 确证：阳性样品需通过LC/MS/MS三次确证。

A.9.4 控制样品及加样：如果加样或控制结果超出控制限，根据实验室规定，结果无效，需重新分析。

A.9.5 线性回归系数：r2≧0.995

A.10 报告

A.10.1 报告结果接近于0.1ug/kg(ppb)。

A.10.2 结果判断：如果结果低于检测限量，则视为未检出。

方法2  酶联免疫色谱法

A.11 范围

本标准规定了用酶联免疫方法测定蜂蜜中氯霉素残留量的方法。

本标准适用于天然或加工蜂蜜中氯霉素残留量的测定。

A.12 原理

  测定的基础是抗原抗体反应。 微孔板包被有针对兔IgG9（氯霉素抗体）的羊抗体。加入氯霉素抗体，氯霉素标记物，氯霉素标准或样品溶液后，游离的氯霉素与氯霉素酶标记物竞争氯霉素抗体结合位点，同时氯霉素抗体与固定的羊抗体结合。没有结合的氯霉素标记物在洗涤步骤中被除去。将酶基质（过氧化脲）和发色剂（四甲基联苯胺）加到板孔中并且孵育。结合的氯霉素酶标记物将无色的发色剂转化为兰色的产物。加入反应终止液后使颜色由兰色转变为黄色。用酶标仪在450nm处测量，吸光度值与样品中的氯霉素浓度成反比。

A.13 试剂

A.13.1 氯霉素残留测定试剂盒

A.13.2 乙酸乙酯，（色谱纯）

A.13.3 蒸馏水

A.14 仪器

A.14.1BIO-RAD Model 550
微孔板酶标仪（450nm）

A.14.2锣口瓶

A.14.3离心管 25ml

A.14.4离心机

A.14.5单道进样器，20μL -100μL，50μL -200μL，200μL -1000μL和八道加样器30μL -300μL
A.14.6加样槽

A.14.7液体混匀器

A.14.8恒温水浴槽

A.14.9氮气流

A.14.10电子天平 0.001g
A.15 操作步骤

A.15.1样品处理：

A.15.1.1称取2克蜂蜜样品于20ml 离心管中，加入4 ml水使之溶解。再加入4 ml乙酸乙酯，在液体混匀器上快速混匀2分钟。以4000转/分离心10分钟。

A.15.1.2从离心管中，移取1 ml上层的乙酸乙酯（相当于0.5克样品）于另一干净的试管中。

A.15.1.3恒温水浴到60℃，用氮气流将乙酸乙酯吹干，残渣用0.5 ml缓冲液1溶解，取50μL样品测定。

A.15.2测定过程：

A.15.2.1将所有试剂及标本在开始实验前回到室温，取出实验所需数量的微孔板条。

（20℃-24℃，盒中试剂取出，放置盒外大约2个小时，确保回到室温）。以下操作必须在20℃-24℃下进行。

A.15.2.2制备标准应用液：50μL标准浓缩液（稀释前轻轻混匀）用450μL缓冲液稀释并混合均匀。（用玻璃瓶）氯霉素标记物，氯霉素抗体用缓冲液1：11稀释。

A.15.2.3加入50μL稀释后的酶标记物，50μL标准液或样品溶液及50μL稀释后的抗体溶液到各自的微孔中，充分混合（轻轻震荡板并在桌面上做圆周运动），用薄膜覆盖在板上室温孵育2小时（注意加入抗体的过程中移液器管尖千万不要接触放进孔中的液体，避免交叉感染）。记录好标样或样品的位置。

A.15.2.4倒出孔中液体，将微孔板架倒置在吸水纸上拍打（每行拍打3次）以保证完除去孔中的液体。用250μL 去离子水充入孔中，再次倒掉微孔中液体，再重复操作2次。洗板后立即进行下一步操作不要让板孔干燥。

A.15.2.5迅速加入50μL基质及50μL发色剂到每一个孔中（轻轻震荡板并在桌面上做圆周运动以混匀）。室温孵育30分钟，注意暗处避光放置。在孵育期间准备好反应停止液。

A15.2.6每孔加入100μL反应停止液，混匀。立即测量，如不能立即测量必须放置在暗处并于60分钟内450nm测量OD值。
A.16 计算

按下面的公式计算。

标准的吸光度值（或样品）
-------------------------- X 100 =   %吸光度值

 0标准的吸光度值

计算的标准值绘成为一个对应氯霉素浓度（ng/l）的半对数坐标系统曲线图，校正曲线在150 ng/l -1350 ng/l（ppt）范围内应当成为线性。对应样品的浓度可以从校正曲线上读出。

样品中氯霉素的实际浓度= 标准曲线读出的浓X 稀释系数（1）

注意测定的同一样品的吸光度值的差值应在0.1内。

A.17 特异性

试剂盒（R-Biopharm产品）的特异性：

交叉反应：

氯霉素----------------------------------------------100%

氯霉素碱-------------------------------------------0.5%

甲砜霉素------------------------------------------<0.05%

与四环素,庆大霉素,氨比西林无交叉反应。

试剂盒提供的交叉反应的数据证明该试剂盒对氯霉素残留有很高的特异性。

A.18 检测限

该试剂盒的检出限为0.15ppb
A.19 试剂空白

不称量样品，其它按6操作，测定值吸光度为零。

乙酸乙酯未吹干会导致本底值高。

______________
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