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1.工作简况
1.1 任务来源
1.1.1 标准下达计划
根据中国粮油学会团体标准制修订计划，开展《谷物中脱氧雪腐镰刀菌烯醇、玉米赤霉烯酮和黄曲霉毒素B1同时测定 时间分辨荧光免疫层析快速定量法》的起草工作，由中储粮成都储藏研究院有限公司牵头负责，起草单位成立标准起草组进行本标准制定的各项工作。
1.1.2 标准制修订的背景、必要性和重要意义
真菌毒素污染具有防控难、广泛性、痕量性和协同性的特点，是全球食品安全领域研究的热点与焦点之一。真菌毒素污染在农作物生长、收获、储藏、加工、流通和销售等环节都容易发生，并且存在多种真菌毒素的混合污染，产生相加或协同毒性作用，已经成为影响谷物质量和安全问题的重要因素之一，也对谷物加工生产的安全构成了挑战。
[bookmark: OLE_LINK6]鉴于真菌毒素的高污染率及较强毒性，许多国家高度重视对真菌毒素的监控。国际食品法典委员会、欧盟和美国均制定了黄曲霉毒素（AFB1）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇（DON）和玉米赤霉烯酮（ZEN）在不同食品中的限量标准；我国《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》（GB 2761—2017）规定谷物及其制品中黄曲霉毒素B1的限量为5~20 μg/kg，DON的限量为1000 μg/kg，ZEN的限量为60 μg/kg。
[bookmark: _GoBack]相对于常规实验室分析方法，开发快速、灵敏、准确、能够同时检测多种毒素的快速检测方法的需求日益增加，具有重要理论意义和应用价值。本标准旨在建立基于时间分辨荧光免疫层析技术的谷物中黄曲霉毒素B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤霉烯酮同时快速定量检测方法，便于基层粮库、粮油企业以及粮食监管部门对谷物中真菌毒素的污染情况进行检测和防控，实现对谷物中真菌毒素的有效监管，以保障我国粮食质量安全和人民群众的身体健康。
1.2 协作单位
国家粮食和物资储备局科学研究院、中储粮江苏质检中心有限公司、中储粮黑龙江质检中心有限公司、南京微测生物科技有限公司、谱尼粮油食品安全检测产业技术研究院。
1.3 主要工作过程
2023年10月—2024年1月，成立标准起草组，查阅了国内外相关资料，对相关检测机构、粮库、粮食加工企业进行了调研，召开了第一次讨论会，确定了标准制订方案和工作计划；
2024年2月—2025年9月，在中储粮成都储藏研究院有限公司及国家粮食和物资储备局科学研究院实验室进行标准的研制工作，主要包括方法的建立、反应条件优化、方法灵敏度测试、方法的线性范围确定以及方法的回收率研究等；编写完成标准草案及编制说明；
2025年9月—2026年3月，组织实验室间方法验证，对验证结果进行处理和统计，并形成标准征求意见稿。
1.4 标准主要起草人及其所做的工作等
本标准主要起草人：陈晋莹、刘洪美、陈金男、倪保霞、袁华山、顾雨熹、王松雪、叶金、孙学勇、张学峰、刘冬雨、郭增旺、肖理文。
其中，陈晋莹、刘洪美负责标准起草工作的总体设计和组织协调；倪保霞、袁华山、顾雨熹负责方法建立与实验验证；王松雪、叶金、孙学勇负责实验室间验证及数据统计分析；张学峰、刘冬雨、郭增旺、肖理文、陈金男负责标准文本的起草与修订工作。
2.标准编制原则和确定标准主要内容的论据
2.1 标准编制原则
本标准是根据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起草规则》、GB/T 20001.4—2015《标准编写规则 第4部分：试验方法标准》的规定及GB 2761—2017《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》要求下进行编制，在制定过程中遵循“科学性、适用性、规范性”的原则。
2.2 确定标准主要内容的论据
2.2.1 标准的适用范围
本标准规定了时间分辨荧光免疫层析快速定量法同时测定谷物中脱氧雪腐镰刀菌烯醇（DON）、玉米赤霉烯酮（ZEN）和黄曲霉毒素B1（AFB1）的原理、试剂及材料、仪器及设备、样品制备、样品测定、质控试验、结果表述、精密度。本标准适用于玉米和小麦等谷物及其制品中黄曲霉毒素B1、玉米赤霉烯酮和脱氧雪腐镰刀菌烯醇的快速同时定量检测。
2.2.2 标准关键流程和技术指标的确定
（1）反应时间对标准曲线的影响
配制系列标准溶液，将检测卡及系列标准溶液平衡至室温下，准确移取100 μL加于检测卡的样品孔中，在室温（25℃ ± 2℃）下反应1 min、4 min、6 min、8 min、10 min、15 min，每个标准浓度做3次平行测试，结果见图1。免疫荧光微球随着时间变化，仪器监测到的T/C值是一个动态变化过程，因此，设置信号稳定的时间为最佳的检测时间。在不同反应时间下，反应时间在1 ~ 6min时，同一标准点的T/C的变化较大，而由8 min增加至15 min，T/C基本稳定，考虑到免疫层析快速简便的特点，将最佳检测时间确定为10 min。


图1 不同反应时间对AFB1、DON和ZEN标准浓度的T/C的影响
（2）环境温度对准确度的影响
配制系列标准溶液，调节温度至10℃、25℃、40℃，将检测卡及系列标准溶液分别平衡至设定温度下，准确移取100 μL加于检测卡的样品孔中，使检测卡于相应温度下反应10 min，各取3个标准浓度，每个标准浓度做3次平行测试。将检测卡测出的浓度值除以标准浓度，求出准确度，结果见图2。从图2可以看出，反应温度对于AFB1来说，影响不大，准确度基本无变化；而其对DON与ZEN影响较大，准确度随着温度的变化而变化，环境温度越高，准确度越低，考虑到仪器设备的便捷与一般实验室较为容易达到的环境温度，最佳反应温度选择25℃ ± 2℃。


图2 不同反应温度对AFB1、ZEN和DON回收率的影响
（3）样品提取液对准确度的影响
用50%甲醇-水、50%乙醇-水、50%乙腈-水三种提取溶剂分别提取不同浓度的玉米质控品，再用样品稀释液稀释5倍，作为样本溶液。调节反应温度至25℃，将检测卡及样本溶液平衡至该温度下，准确移取100 μL加于检测卡的样品孔中，反应10 min，每个质控品做3次平行测试。将检测卡测出的浓度值除以标准浓度，求出准确度，结果见图3。从图3结果可以看出，ZEN上，甲醇、乙醇的准确度较优，达90%-105%；DON上，乙醇的准确度最优，达100%-110%；AFB1上，甲醇、乙醇的准确度较优，达100%-110%。综上，三种真菌毒素的最佳提取溶剂为乙醇，其次是甲醇。由于甲醇对人体具有一定的毒性，考虑到安全环保，最终确定最佳溶剂为50%乙醇-水。

图3 不同样品提取液对AFB1、DON和ZEN回收率的影响
（4）样品稀释液中表面活性剂对精密度的影响
[bookmark: OLE_LINK5]配制系列标准品，分别用Tween-20、Tween-80、Triton X-100三种表面活性剂的样品稀释液稀释5倍，作为标准溶液。调节温度至25℃，将检测卡及系列标准溶液分别平衡至设定温度下，准确移取100 μL加于检测卡的样品孔中，使检测卡于相应温度下反应10 min，每个标准浓度做3次平行测试，计算精密度（Coefficient of Variation, CV），结果见图4。从表1结果可以看出，Tween-20的ZEN的CV在1.03%-7.68%、DON的CV在1.19%-6.82%、AFB1的CV在3.22%-6.89%；而Tween-80的三种真菌毒素的CV最高达10%以上，Triton X-100的三种真菌毒素的精密度最差。由此可见，样本稀释液中最佳表面活性剂为Tween-20。

图4 样品稀释液中表面活性剂对AFB1、DON和ZEN精密度的影响
（5）方法检出限和定量限
方法检出限和定量限参考行业标准LS/T 6402-2017《粮油检验 设备和方法标准适用性验证及结果评价一般原则》进行评价。检出限（LOD）：采用20个阴性样品检测值的均值，加上3倍标准偏差计算；定量限（LOQ）：采用20个阴性样品检测值的均值，加上10倍标准偏差计算。
表1  方法检出限和定量限          单位：（μg/kg）
	测定次数
	AFB1
	DON
	ZEN

	1
	-
	50.21
	5.15

	2
	-
	12.75
	-

	3
	0.15
	8.36
	-

	4
	-
	15.53
	3.62

	5
	-
	8.17
	-

	6
	-
	21.74
	-

	7
	-
	14.55
	-

	8
	0.28
	13.46
	1.28

	9
	-
	18.28
	-

	10
	-
	12.91
	-

	11
	-
	18.33
	-

	12
	0.19
	14.35
	2.83

	13
	0.28
	16.01
	-

	14
	-
	18.32
	-

	15
	-
	16.81
	-

	16
	0.3
	5.38
	4.55

	17
	-
	10.05
	-

	18
	-
	11.54
	-

	19
	0.26
	13.46
	-

	20
	-
	9.96
	-

	平均值
	0.24 
	15.51 
	3.49 

	标准偏差
	0.06 
	9.11 
	1.52 

	检出限
	0.42 
	42.84 
	8.04 

	定量限
	0.84 
	106.62 
	18.66 



2.2.3方法的准确度和精密度
采用本方法对添加AFB1、DON和ZEN的阴性玉米粉样品进行检测。AFB1/DON/ZEN添加量分别为高（20/2000/120 μg/kg）、中（10/1000/60 μg/kg）、低（5/500/30 μg/kg）3个浓度水平，每个加标水平进行6次重复实验，回收率和变异系数结果见表2。其中小麦粉DON的3个添加水平的平均回收率在95.1%～101.2%之间，变异系数小于8.5%；小麦粉ZEN的3个添加水平的平均回收率在88.9%～108.7%之间，变异系数小于9.1%。玉米粉AFB1的3个添加水平的平均回收率在96.0%～101.0%之间，变异系数小于5.6%；玉米粉DON的3个添加水平的平均回收率在98.6%～99.8%之间，变异系数小于6.1%；玉米粉ZEN的3个添加水平的平均回收率在91.0%～93.7%之间，变异系数小于11.4%。回收率和变异系数均符合GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范 食品理化检测》中规定的相关要求，说明本方法具有较好的准确度和精密度。
表2 小麦和玉米基质添加回收率结果
	样品
种类
	加标浓度水平
	AFB1
	DON
	ZEN

	
	
	实测浓度
（μg/kg）
	CV
（%）
	平均回收率（%）
	实测浓度
（μg/kg）
	CV
（%）
	平均回收率（%）
	实测浓度
（μg/kg）
	CV
（%）
	平均回收率（%）

	小麦
	低
	4.9
	5.02
	98.0
	506
	5.11
	101.2
	28.6
	8.41
	95.3

	
	中
	9.6
	4.58
	96.0
	962
	8.47
	96.2
	65.2
	9.04
	108.7

	
	高
	20.3
	2.98
	101.5
	1902
	4.27
	95.1
	106.7
	8.32
	88.9

	玉米
	低
	4.8
	4.87
	96.0
	493
	6.05
	98.6
	28.1
	11.36
	93.7

	
	中
	9.8
	5.55
	98.0
	994
	6.08
	99.4
	54.6
	5.06
	91.0

	
	高
	20.2
	3.86
	101.0
	1996
	5.24
	99.8
	109.5
	7.42
	91.3



2.2.4 与国家标准方法的比较
应用建立的方法与现行食品安全国家标准GB 5009.22-2016《食品安全国家标准 食品中黄曲霉毒素B族和G族的测定》、GB 5009.209-2016《食品安全国家标准 食品中玉米赤霉烯酮的测定》、GB 5009.111-2016(XG1-2025) 《食品安全国家标准 食品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇及其乙酰化衍生物的测定》高效液相色谱法进行比较。应用本方法分析了六个浓度梯度的玉米样品中AFB1、DON和ZEN的含量，并与国标方法进行比较，参考行业标准《LS/T 6402-2017 粮油检验 设备和方法标准适用性验证及结果评价一般原则》进行配对T检验，结果显示不存在显著差异。
表3 与现行国家标准方法进行比较          单位：（μg/kg）

	真菌毒素
	编号
	国标法
	免疫层析
	差值di
	均值d
	标准偏差sd
	td
	t0.05,5

	
	
	
	快速定量法
	
	
	
	
	

	AFB1
	1
	2.42
	2.61
	-0.19 
	0.29 
	0.57 
	1.25 
	2.5706

	
	2
	3.55
	3.39
	0.16 
	
	
	
	

	
	3
	4.96
	4.72
	0.24 
	
	
	
	

	
	4
	7.71
	7.95
	-0.24 
	
	
	
	

	
	5
	11.34
	10.88
	0.46 
	
	
	
	

	
	6
	24.28
	22.95
	1.33 
	
	
	
	

	
	结论
	配对T检验无显著性差异

	DON
	1
	245.03
	213.46
	31.57 
	8.25 
	101.69 
	0.20 
	2.5706

	
	2
	367.56
	430.18
	-62.62 
	
	
	
	

	
	3
	490.81
	477.83
	12.98 
	
	
	
	

	
	4
	720.66
	780.36
	-59.70 
	
	
	
	

	
	5
	1200.29
	1269.65
	-69.36 
	
	
	
	

	
	6
	2400.52
	2203.91
	196.61 
	
	
	
	

	
	结论
	配对T检验无显著性差异

	ZEN
	1
	20.15
	29.18
	-9.03 
	3.12 
	8.52 
	0.90 
	2.5706

	
	2
	33.56
	30.74
	2.82 
	
	
	
	

	
	3
	67.63
	62.81
	4.82 
	
	
	
	

	
	4
	95.58
	82.65
	12.93 
	
	
	
	

	
	5
	143.34
	147.36
	-4.02 
	
	
	
	

	
	6
	191.71
	180.52
	11.19 
	
	
	
	

	
	结论
	配对T检验无显著性差异



3.主要试验（或验证）情况的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效果
本方法目前已在四川省粮食质量监测中心、河南省农业科学院农产品质量安全研究所、广西壮族自治区产品质量检验研究院、中储粮安徽质检中心有限公司、临沂市粮食质量检测中心等行业内外5家实验室验证。验证样品采用自然污染的有证标物物质以及其与空白样品配制的高、中、低浓度的玉米、小麦和大米样品，采用柯克伦检验和格拉布斯检验剔除离群值，重复性的变异系数小于10%，再现性变异系数小于10%，HorRat在2之内，均符合《食品法典委员会程序手册》（第二十版）中关于联合验证的要求。说明本方法在各实验室验证均有很好的重复性和再现性。
表4 玉米、小麦和大米低浓度水平加标实验室间真菌毒素的验证结果
	样品
	玉米-AFB1
	玉米-ZEN
	玉米-DON
	小麦-AFB1
	小麦-ZEN
	小麦-DON
	大米-AFB1
	大米-ZEN
	大米-DON

	浓度
	低浓度
	低浓度
	低浓度
	低浓度
	低浓度
	低浓度
	低浓度
	低浓度
	低浓度

	参加实验室的数目
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	样品的数量
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15

	去除离群值后的测试实验室数量
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	所有可接受结果的数量
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15

	平均值/（μg/kg）
	10.99 
	34.91 
	426.45 
	2.46 
	29.89 
	395.17 
	4.35 
	31.43 
	503.13 

	重复性的标准偏差，Sr/（μg/kg）
	0.70 
	2.76 
	31.71 
	0.20 
	2.58 
	32.85 
	0.36 
	2.40 
	31.90 

	重复性的变异系数/%
	6.40%
	7.90%
	7.44%
	8.31%
	8.63%
	8.31%
	8.33%
	7.62%
	6.34%

	重复性限值，r/（μg/kg）
	1.99 
	7.81 
	89.75 
	0.58 
	7.30 
	92.95 
	1.03 
	6.78 
	90.27 

	再现性标准偏差，SR/（μg/kg）
	1.07 
	3.82 
	31.71 
	0.25 
	2.58 
	40.26 
	0.41 
	2.40 
	40.01 

	再现性的变异系数/%
	9.70%
	10.94%
	7.44%
	10.13%
	8.63%
	10.19%
	9.46%
	7.62%
	7.95%

	再现性限值，R/（μg/kg）
	3.02 
	10.81 
	89.75 
	0.70 
	7.30 
	113.92 
	1.17 
	6.78 
	113.24 

	HorRat值
	0.08 
	0.03 
	0.00 
	0.30 
	0.03 
	0.00 
	0.17 
	0.03 
	0.00 

	回收率/%
	102.70%
	99.75%
	92.31%
	98.24%
	101.32%
	98.79%
	96.70%
	104.76%
	100.63%



表5 玉米、小麦和大米中浓度水平加标实验室间真菌毒素的验证结果
	样品
	玉米-AFB1
	玉米-ZEN
	玉米-DON
	小麦-AFB1
	小麦-ZEN
	小麦-DON
	大米-AFB1
	大米-ZEN
	大米-DON

	浓度
	中浓度
	中浓度
	中浓度
	中浓度
	中浓度
	中浓度
	中浓度
	中浓度
	中浓度

	参加实验室的数目
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	样品的数量
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15

	去除离群值后的测试实验室数量
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	所有可接受结果的数量
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15

	平均值/（μg/kg）
	27.90 
	62.78 
	1219.81 
	5.09 
	56.46 
	1001.22 
	9.34 
	58.02 
	1028.01 

	重复性的标准偏差，Sr/（μg/kg）
	2.23 
	4.27 
	77.34 
	0.40 
	4.18 
	80.18 
	0.77 
	3.39 
	80.93 

	重复性的变异系数/%
	7.99%
	6.80%
	6.34%
	7.81%
	7.40%
	8.01%
	8.25%
	5.84%
	7.87%

	重复性限值，r/（μg/kg）
	6.31 
	12.08 
	218.86 
	1.13 
	11.82 
	226.90 
	2.18 
	9.59 
	229.02 

	再现性标准偏差，SR/（μg/kg）
	2.24 
	5.26 
	131.17 
	0.47 
	6.12 
	81.51 
	0.77 
	4.69 
	103.70 

	再现性的变异系数/%
	8.01%
	8.38%
	10.75%
	9.14%
	10.83%
	8.14%
	8.25%
	8.08%
	10.09%

	再现性限值，R/（μg/kg）
	6.33 
	14.89 
	371.21 
	1.32 
	17.31 
	230.66 
	2.18 
	13.27 
	293.48 

	HorRat值
	0.03 
	0.02 
	0.00 
	0.14 
	0.02 
	0.00 
	0.08 
	0.02 
	0.00 

	回收率/%
	99.65%
	98.09%
	99.41%
	101.88%
	98.88%
	105.39%
	103.74%
	96.71%
	102.80%



表6 玉米、小麦和大米高浓度水平加标实验室间真菌毒素的验证结果
	样品
	玉米-AFB1
	玉米-ZEN
	玉米-DON
	小麦-AFB1
	小麦-ZEN
	小麦-DON
	大米-AFB1
	大米-ZEN
	大米-DON

	浓度
	高浓度
	高浓度
	高浓度
	高浓度
	高浓度
	高浓度
	高浓度
	高浓度
	高浓度

	参加实验室的数目
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	样品的数量
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15

	去除离群值后的测试实验室数量
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5

	所有可接受结果的数量
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15

	平均值/（μg/kg）
	41.95 
	105.56 
	2069.03 
	9.86 
	104.00 
	2296.35 
	18.67 
	114.52 
	1978.70 

	重复性的标准偏差，Sr/（μg/kg）
	3.28 
	8.15 
	156.66 
	0.69 
	7.75 
	149.25 
	1.47 
	8.77 
	145.06 

	重复性的变异系数/%
	7.82%
	7.72%
	7.57%
	7.02%
	7.45%
	6.50%
	7.86%
	7.66%
	7.33%

	重复性限值，r/（μg/kg）
	9.28 
	23.06 
	443.34 
	1.96 
	21.92 
	422.38 
	4.15 
	24.82 
	410.52 

	再现性标准偏差，SR/（μg/kg）
	3.65 
	9.66 
	171.31 
	0.69 
	7.75 
	165.89 
	1.52 
	10.53 
	174.66 

	再现性的变异系数/%
	8.69%
	9.15%
	8.28%
	7.02%
	7.45%
	7.22%
	8.14%
	9.20%
	8.83%

	再现性限值，R/（μg/kg）
	10.32 
	27.35 
	484.81 
	1.96 
	21.92 
	469.47 
	4.30 
	29.80 
	494.28 

	HorRat值
	0.02 
	0.01 
	0.00 
	0.06 
	0.01 
	0.00 
	0.04 
	0.01 
	0.00 

	回收率/%
	95.34%
	94.25%
	99.66%
	98.61%
	100.00%
	96.04%
	98.78%
	95.44%
	98.94%


4.与国际、国外、国行标对比情况
目前，国际标准中尚未有关于谷物中黄曲霉毒素B1、玉米赤霉烯酮、脱氧雪腐镰刀菌烯醇同时测定荧光免疫层析快速定量法的相关标准，只有部分文献报道。
5.与有关的现行法律法规和强制性国家标准的关系
本标准方法检出限和定量限较低，具有较高的精密度、准确性和特异性，同时该方法前处理简单，耗时较短，仪器设备小巧，便携性性好，操作简单，易于推广使用。
本标准颁布实施后，针对谷物中黄曲霉毒素B1、赭曲霉毒素A、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤霉烯酮的测定，符合现行的法律法规和强制性（国家、行业、地方）标准要求。
6.重大分歧意见的处理经过和依据
无。
7.贯彻标准的要求和措施建议
建议将本标准列为推荐性行业标准。
8．废止现行有关标准的建议
本标准过渡期建议为6个月。
9.其他应予说明的事项
无。
10.附录（如没有，写“无”）
无。


《谷物中脱氧雪腐镰刀菌烯醇、玉米赤霉烯酮和黄曲霉毒素B1同时测定 时间分辨荧光免疫层析快速定量法》团体标准起草组
                                 2026年05月06日
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