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[bookmark: OLE_LINK6]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
1. [bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc26986530]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件描述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、玉米赤霉烯酮和黄曲霉毒素B1的原理、试剂和材料、仪器和设备、样品制备、样品测定、质控试验、结果表述、精密度。
本文件适用于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的快速同时定量检测。
2. [bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc26986531]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 5491 粮食、油料检验 扦样、分样法
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
3. 术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1 时间分辨荧光免疫层析快速定量法 fluorescence immunochromatographic rapid quantitative method
应用抗原抗体反应原理，利用荧光标记的抗体与待检测样本中的相应物质结合，通过层析技术实现快速测定目标真菌毒素含量的方法。
3.2 有证标准物质 certified reference material, CRM
附有由权威机构发布的文件，提供使用有效程序获得的具有不确定度和溯源性的一个或多个特性值的标准物质。
4. [bookmark: _Toc26986532]原理
[bookmark: OLE_LINK1]试样中黄曲霉毒素B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤霉烯酮与含时间分辨荧光材料等信号材料标记的特异性抗体发生结合后，抑制了层析过程中抗体与硝酸纤维膜检测线上黄曲霉毒素B1-BSA偶联物、脱氧雪腐镰刀菌烯醇-BSA偶联物和玉米赤霉烯酮-BSA偶联物的免疫反应，使检测线上的信号强度降低，通过信号强度变化和快速检测设备内置标准曲线，自动计算出试样中黄曲霉毒素B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤霉烯酮的含量。
5. 材料和试剂
除另有说明外，所用试剂均为分析纯，实验室用水应符合GB/T 6682中三级水的要求。
5.1 黄曲霉毒素B1/脱氧雪腐镰刀菌烯醇/玉米赤霉烯酮一体式免疫层析快速定量检测卡（以下简称检测卡）：性能应满足附录A的要求，不同品牌不同批次的检测卡使用前，应按照附录A进行检测卡性能测定。
5.2 真菌毒素标准储备溶液：黄曲霉毒素B1标准品溶液（2 μg/mL）、玉米赤霉烯酮标准品溶液（20 μg/mL）和脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准品溶液（1000 μg/mL），纯度≥99%，或经国家认证并授予标准物质证书的标准物质，-18℃以下避光保存。
5.3 真菌毒素标准工作溶液：准确吸取真菌毒素标准品溶液（5.2）10 μL于10 mL容量瓶中，用水定容至刻度线，混匀后得到黄曲霉毒素B1标准工作液（2 ng/mL）、赭曲霉毒素A标准工作液（2 g/mL）、玉米赤霉烯酮标准工作溶液（20 ng/mL）和脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准工作液（1000 ng/mL）。冷藏条件下可保存3个月。
5.4 提取液：乙醇-水溶液（50:50，体积比），取500 mL乙醇加入500 mL水，混匀。
5.5 样品稀释液：由检测卡配套提供，或根据产品说明书配制。
5.6 离心管：1.5 mL和50 mL。
5.7 有证标准物质：经国家认证并授予标准物质证书的黄曲霉毒素B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤霉烯酮谷物基体标准物质。
6. 仪器和设备
6.1 粉碎机：电机转速≥1000 r/min。
6.2 分样筛：1 mm孔径。
6.3 天平：分度值0.01 g。
6.4 振荡器：转速≥2500 r/min。
6.5 定性滤纸：孔径>8 μm。
[bookmark: OLE_LINK2]6.6 移液器：最大量程10 μl、200 μL、1 mL、5 mL。
6.7 离心机：转速≥4000 r/min。
6.8 孵育器：可进行控温（控温精度±1 ℃）孵育。
6.9 计时器。
6.10 真菌毒素快速定量检测仪：具有内置标准曲线。时间分辨荧光免疫层析法在激发波长为365 nm ± 5 nm，检测波长为615 nm ± 5 nm条件下测定；或根据产品说明书设置。
7. 样品制备 
7.1 扦样与分样：按GB/T 5491执行，在采样过程中，应防止样品污染，取代表性样品不少于500 g。
7.2 样品粉碎：用粉碎机（6.1）将被测样品粉碎至全部通过1 mm分样筛（6.2），充分混合均匀。
7.3 样品处理：用天平（6.3）准确称取粉碎后的样品5 g（精确到0.01 g）于50 mL离心管（5.6）中，加入20.0 mL提取液（5.4）.使用振荡器（6.4）提取5 min~7 min。静置后过滤（6.5）或离心（6.7）得上清液。准确吸取450 μL平衡至室温的样品稀释液（5.5）与50 μL上清液涡旋混合，此溶液为待测溶液。
注：不同厂家检测卡所用的样品制备方法可能不同，按照产品使用说明中规定方法进行。
8. 样品测定
8.1 将检测卡（5.1）放置室温平衡15 min。
8.2 仪器校准：选取测试项目为黄曲霉毒素B1/脱氧雪腐镰刀菌烯醇/玉米赤霉烯酮，准确吸取100 µL真菌毒素标准工作溶液（5.3）通过样品稀释液（5.5）稀释5倍后，加到检测卡的加样小孔中，在室温或孵育器（6.8）孵育10 min（6.9）后，将其放入真菌毒素快速定量检测仪（6.10）中，点击仪器主界面“测量”菜单中“标准测量”按钮，然后按“是”按钮进行校准。
8.3 样品检测：准确吸取100 µL待测溶液（7.3），加到检测卡加样小孔中，在室温或孵育器（6.8）孵育10 min（6.9）后，将其放入真菌毒素快速定量检测仪（6.10）中，点击仪器主界面“测量”菜单进行测量，即可读取样品中黄曲霉毒素B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤霉烯酮的含量。
注：不同厂家荧光免疫分析仪读取界面可能不同，按照产品使用说明中的规定进行。
9. 质控试验
每批样品应包含质控试验。质控试验使用有证标准物质（5.7），按7.3和8.3步骤做质控试验。
10. 结果表述
试样中黄曲霉毒素B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤霉烯酮含量由真菌毒素快速定量检测仪自动计算并显示，单位为微克每千克（μg/kg）。
计算结果以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，保留至小数点后两位。
11. 精密度
在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不应超过算术平均值的20%。在再现性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不应超过算术平均值的25%。
12. 检出限和定量限
使用本文件的方法，黄曲霉毒素B1的检出限为0.42 μg/kg，脱氧雪腐镰刀菌烯醇的检出限为42.84 μg/kg，玉米赤霉烯酮的检出限为8.04 μg/kg；黄曲霉毒素B1的定量限为0.84 μg/kg，脱氧雪腐镰刀菌烯醇的定量限为106.62 μg/kg，玉米赤霉烯酮的定量限为18.66 μg/kg。




附录A 
（规范性）
时间分辨荧光免疫层析卡性能评价要求
本附录规定了时间分辨荧光免疫层析卡的技术性能要求，用于对每批次时间分辨荧光免疫层析卡的技术性能进行验证，以确认其适用于本方法。
A.1检出限和定量限
通过对20个独立的空白样品进行测定，检出限以空白样品20次测定结果的均值加3倍标准偏差计算；定量限以空白样品20次测定结果的均值加10倍标准偏差计算，其结果应小于或等于产品标示值并满足本文件。
A.2 准确性和重复性
采用高(40/2000/120 μg/kg)、中(20/1000/60 μg/kg)、低(10/500/30 μg/kg)3个含量水平的黄曲霉毒素B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤霉烯酮自然污染有证标准物质或采用国家标准方法定值的自然污染样品，每个含量水平测试不低于6次。针对每个含量水平的准确率应在80%~120%容许范围内，重复性相对标准偏差应小于15%。
                                             


