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1、 标准制定的背景及任务来源
内蒙古自治区是全国畜牧业重要生产基地，饲料产品的安全直接影响畜牧业的持续发展。饲料中黄曲霉毒素多来自饲料原料及饲料产品的霉变。由于黄曲霉毒素存在一定的不可控性，关于黄曲霉毒素超标的安全健康事件在各个国家都时有发生，对于黄曲霉毒素的完全隔绝不具现实性，只能凭借对饲料中毒素存量水平的检测结果去针对性地进行预防与控制。而本标准方法的开发和应用将能够完全实现对饲料中黄曲霉毒素进行精准的定量。本标准是由内蒙古质量技术监督局提出并归口，项目计划编号为内质监标函（2014）113号，由内蒙古赤峰出入境检验检疫局起草。
二、标准编制依据与主要内容
1. 标准编制原则
本标准遵循GB/T1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》和GB/T20001.4-2001《标准编写规则 第4部分：化学分析方法》的规则编写。还参照相关国家标准编写指南的要求。
在制定本标准的过程中，汲取了国内外同类标准编制的先进经验和方法，主要参考了GB/T 18979-2003《食品中黄曲霉毒素的测定免疫亲和层析净化高效液相色谱法和荧光光度法》、DB34/T 813-2008《饲料中黄曲霉毒素的测定免疫亲和层析净化荧光光度法》、NY/T 2071-2011《饲料中黄曲霉毒素、玉米赤霉烯酮和T-2毒素的测定液相色谱-串联质谱法》，力求以实事求是的原则使本标准具有较强的科学性、先进性、可靠性和可操作性。
2.本标准检测方法的确定
目前对于黄曲霉毒素的测定依据文献报道，主要有半定量薄层色谱法、酶联免疫吸附法、高效液相色谱法、荧光光度法、高效液相色谱串联质谱法等，其中半定量薄层色谱法灵敏度低，不能准确定量且繁琐耗时，不能满足现代检测需求；酶联免疫吸附法在检测过程中易出现假阳性的情况，只能作为检测量比较大时的筛选方法，也不能作为精准定量的方法；荧光光度法作为较常用到的方法，仪器操作简便，但黄曲霉毒素各异构体吸光度值接近，无法进行分别定量，液相色谱-串联质谱法虽准确可行，但仪器成本过高。高效液相色谱法在检测黄曲霉毒素方面的技术已经非常成熟，国内外均有采用高效液相色谱法检测黄曲霉毒素的报道，且已出版的GB/T 18979-2003《食品中黄曲霉毒素的测定免疫亲和层析净化高效液相色谱法和荧光光度法》在实际检测应用过程中具有良好的检测效果，因此选择高效液相色谱法作为本标准的检测方法。
3. 仪器测定条件优化
 3.1色谱条件的优化
经过对参考文献的研究和反复的试验，发现不同厂家的C18反相高效液相色谱柱（如Angilent\waters等）均能有效的将黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2分离，综合考虑到价格、性能等因素，本标准选用AngilentC18柱（柱长150 mm，内径4.6 mm，填料直径5μm）色谱柱进行黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2的分离。色谱图见图1。
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1-黄曲霉毒素G2 、2-黄曲霉毒素G1  、3- 黄曲霉毒素B2 、4-黄曲霉毒素B1 
图1 C18柱分离黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2色谱图
经过反复试验黄曲霉毒素在本实验室仪器条件下荧光检测器激发波长360 nm，发射波长450 nm处检测灵敏度相对较高。对于流动相比较了乙腈-水、甲醇-水、甲醇-乙腈-水等体系，最终采用甲醇-水（45+55）体系是因为黄曲霉毒素在此体系下峰形好、分离度高、检测范围内线性良好。最佳液相色谱条件如下：
色谱柱：Angilent C18柱，柱长150 mm，内径4.6 mm，填料直径5μm及其配套保护柱。
流动相：甲醇-水（45+55）。

流速：1.0 mL/min。
柱温：30℃。
进样体积：20μL。
3.2 柱后衍生系统条件的优化

本标准方法在进行研究的过程中，使用的柱后衍生仪器为美国Pickering公司生产的Vector PCX型号柱后衍生系统，该仪器能够进行多种化合物的衍生，经反复试验以及根据使用说明书描述，确定最终衍生条件如下：
衍生溶液：0.05%碘液溶液。

衍生溶液流速：0.2 mL/min。

反应管温度：70 ℃。

反应时间：1 min。

4.前处理条件的优化

4.1 提取试剂的选择

本标准在参考了文献的基础上，分别考察了乙腈-水、甲醇-水等提取试剂，最终采用甲醇-水（7+3）是因为二者在提取效果上相当，但考虑到净化过程中用到的试剂以及液相色谱仪流动相试剂，用甲醇-水体系避免了液液转换的损失，同时考虑到甲醇和乙腈的毒性，所以最终选择了甲醇-水（7+3）作为提取试剂。
4.2 净化柱的选择

本标准在制定过程中比较了Oasis(R) HLB柱、SupelcleanTM硅胶小柱以及Beacon黄曲霉毒素免疫亲和柱三种净化方式，均能够对黄曲霉毒素进行富集和净化，相对而言，免疫亲和柱不但可以对黄曲霉毒素有超强的选择性，避免其它非目标检测物质的影响，而且还可以特效性地将黄曲霉毒素和其他真菌毒素分离出来，分离效率和回收率高，正确性和可靠性强。因此，本文采用Beacon黄曲霉毒素免疫亲和柱来对饲料样品进行净化。
经过参照Beacon黄曲霉毒素免疫亲和柱的使用说明书以及试验研究，最终确定的净化技术如下：

将免疫亲和柱连接于20.0 mL玻璃注射器下。准确移取15.0 mL样品提取液注入玻璃注射器中，将空气压力泵与玻璃注射器连接，调节压力使溶液以约6 mL/ min流速缓慢通过免疫亲和柱，直至2 mL～3 mL空气通过柱体。以10 mL水淋洗柱子两次，弃去全部流出液，并使2 mL～3 mL空气通过柱体。准确加入1.0 mL色谱级甲醇洗脱，流速为1 mL/min ～2 mL/min ，收集全部洗脱液于玻璃试管中，并通过0.45μm针式尼龙滤膜，供检测使用。

5.方法学考察

5.1 方法的线性范围、相关系数
配置混合标准工作溶液系列，按照最优色谱条件进行测定，以各组分的峰面积（Y）对浓度（X）绘制标准曲线，相关系数、标准曲线线性方程及线性范围见表1。
表1黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2的相关系数、标准曲线线性方程及线性范围
	标准溶液
	线性方程
	相关系数（R）
	线性范围（μg/L）

	黄曲霉毒素B1
	Y = 0.2079X-0.1540
	0.9997
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素B2
	Y=0.1100X-6.3662E-02
	0.9996
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G1
	Y=0.1148X-8.5289E-02
	0.9996
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G2
	Y=4.3101E-02X-4.1518E-02
	0.9993
	2.0～200.0


5.2 方法的回收率及精密度
向已知不含黄曲霉毒素的饲料中分别添加浓度相当于2.0 μg/Kg、20.0 μg/kg、50.0 μg/kg的黄曲霉毒素标准品，按照标准所述分析步骤进行测定（n=8），均得到较好的回收率及精密度结果。（表2）
表2.1 饲料样品添加黄曲霉毒素B1的回收率及精密度
	样品
	本底值(μg/Kg)
	样本数
(n)
	加标量
(μg/Kg)
	测定平均值
(μg/Kg)
	回收率(%)
	RSD
(%)

	玉米粉（单一饲料）
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.730
17.758

47.185
	86.50 
88.79 
94.37
	4.83
1.08

3.46

	基础母牛浓缩饲料
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.872
19.110

48.775
	93.60
95.55

97.55
	3.53

1.64

2.17

	雏鸡全价饲料
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.902

19.250

49.175
	95.10
96.25

98.35
	2.13

1.57
3.89


表2.2饲料样品添加黄曲霉毒素B2的回收率及精密度
	样品
	本底值(μg/Kg)
	样本数
(n)
	加标量
(μg/Kg)
	测定平均值
(μg/Kg)
	回收率(%)
	RSD
(%)

	玉米粉（单一饲料）
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.820

18.154

46.866
	91.00 
90.77
93.73
	5.26

2.79

4.74

	基础母牛浓缩饲料
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.923

19.250

49.258
	96.15

96.25

98.52
	5.61

2.36

6.32

	雏鸡全价饲料
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.917

19.002

48.779
	95.85

95.01

97.56
	4.29

1.36

5.49


表2.3饲料样品添加黄曲霉毒素G1的回收率及精密度
	样品
	本底值(μg/Kg)
	样本数
(n)
	加标量
(μg/Kg)
	测定平均值
(μg/Kg)
	回收率
(%)
	RSD
(%)

	玉米粉（单一饲料）
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.841

19.234

48.230
	92.05
96.17
96.46
	2.16

3.27

4.26

	基础母牛浓缩饲料
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.876

18.019

48.445
	93.80

90.01

96.89
	2.21

1.63

2.36

	雏鸡全价饲料
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.904

19.105

48.990
	95.20

95.52

97.98
	5.06

1.69

2.25


表2.4饲料样品添加黄曲霉毒素G2的回收率及精密度
	样品
	本底值(μg/Kg)
	样本数
(n)
	加标量
(μg/Kg)
	测定平均值
(μg/Kg)
	回收率
(%)
	RSD
(%)

	玉米粉（单一饲料）
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.505

16.692

45.965
	75.27 
83.46 
91.93
	6.36

2.73

5.21

	基础母牛浓缩饲料
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.611

17.874

47.640
	80.56

89.37

95.28
	2.64

1.25

4.21

	雏鸡全价饲料
	0.0
	8
	2.0
20.0
50.0
	1.689

17.390

46.410
	84.49 
86.95 
92.82
	3.02

4.25

3.67


5.3 方法的检出限、定量限的确定
最低检测浓度采用实验的方式确定。在本标准所述最佳条件下，向空白样品中添加不同浓度的黄曲霉毒素标准溶液，通过多次添加试验，反复降低添加浓度，当荧光检测器的检测信号是噪音信号3倍时相对应的添加浓度即为检出限。经过测定，本方法检测限能够达到1.0μg/Kg。同时选择3种不同的饲料基质加标2.0μg/Kg，结果样品加标的回收率在75.27%～96.15%之间，RSD在2.13～6.36之间，故确定本标准的定量限为2.0μg/Kg。
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1-黄曲霉毒素G2 、2-黄曲霉毒素G1  、3- 黄曲霉毒素B2 、4-黄曲霉毒素B1 
图2黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2最低检出限色谱图
三、方法验证
为验证本方法的有效性和适用性，选择5家不同行业的饲料检测机构对本方法进行验证，验证内容为方法的线性范围、检出限、定量限、精密度、准确度及相关样品的检测。
5家验证单位的黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2在2.00μg/L～200.00μg/L浓度范围内，浓度和标准峰面积呈线性，相关系数r均>0.999，方法的检出限（LOD）为1.0μg/kg(S/N=3),通过样品加标确认检测定量限（LQD）为2.0μg/kg。
5家验证单位对玉米、基础母牛浓缩饲料、雏鸡全价配合饲料等进行了3个加标水平的回收试验。结果显示三种基质的3个不同水平的回收率在75.76%～96.69%之间。
5家验证单位对玉米、基础母牛浓缩饲料、雏鸡全价配合饲料等样品进行重复测定，得到相对标准偏差（RSD）在1.45%～11.34%。

详细结果经过Microsoft Excel软件编辑建立数据统计模型见下表3、表4，综合上述结果，本方法的技术参数和适用范围符合方法学的要求。

表3.1 验证单位1黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2的线性方程、相关系数、线性范围
	标准溶液(μg/L)
	线性方程
	相关系数（R2）
	线性范围（μg/L）

	黄曲霉毒素B1标准液
	y = 4.0287E+00x + 1.9664E+00
	9.9998E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素B2标准液
	y = 2.6650E+00x + 2.5695E-01
	1.0000E+00
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G1标准液
	y = 3.0495E+00x - 1.5515E+00
	9.9998E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G2标准液
	y = 2.1874E+00x - 1.3733E+00
	9.9996E-01
	2.0～200.0


表3.2 验证单位2黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2的线性方程、相关系数、线性范围
	标准溶液
	线性方程
	相关系数（R2）
	线性范围（μg/L）

	黄曲霉毒素B1标准液
	y = 2.840E+00x + 2.867E+00
	9.995E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素B2标准液
	y = 1.7776E+00x - 1.0802E+00
	9.9991E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G1标准液
	y = 2.004E+00x - 2.585E+00
	9.998E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G2标准液
	y = 1.1813E+00x + 2.6226E+00
	9.9839E-01
	2.0～200.0


表3.3 验证单位3黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2的线性方程、相关系数、线性范围
	标准溶液
	线性方程
	相关系数（R2）
	线性范围（μg/L）

	黄曲霉毒素B1标准液
	y = 2.0139E+00x - 2.7595E+00
	9.9988E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素B2标准液
	y = 1.6700E+00x - 1.7127E+00
	9.9985E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G1标准液
	y = 1.854E+00x - 2.241E+00
	9.998E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G2标准液
	y = 1.4425E+00x - 6.0794E-01
	9.9993E-01
	2.0～200.0


表3.4 验证单位4黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2的线性方程、相关系数、线性范围
	标准溶液
	线性方程
	相关系数（R2）
	线性范围（μg/L）

	黄曲霉毒素B1标准液
	y = 4.8870E+00x + 2.6366E-01
	9.9998E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素B2标准液
	y = 3.7682E+00x - 4.1981E+00
	9.9987E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G1标准液
	y = 4.5258E+00x - 4.7209E+00
	9.9993E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G2标准液
	y = 2.8444E+00x - 6.6174E+00
	9.9957E-01
	2.0～200.0


表3.5 验证单位5黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2的线性方程、相关系数、线性范围
	标准溶液
	线性方程
	相关系数（R2）
	线性范围（μg/L）

	黄曲霉毒素B1标准液
	y = 1.1007E+00x - 1.2645E+00
	9.9976E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素B2标准液
	y = 9.5728E-01x - 1.2439E+00
	9.9978E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G1标准液
	y = 1.0875E+00x - 1.3803E+00
	9.9980E-01
	2.0～200.0

	黄曲霉毒素G2标准液
	y = 8.5392E-01x - 1.1021E+00
	9.9989E-01
	2.0～200.0


表4.1验证单位1基质（玉米粉）添加回收率及精密度（n=6）
	标准品
	添加浓度（μg/kg）
	回收率（%）
	RSD（%）

	黄曲霉毒素B1
	2.0
	86.50
	6.23

	
	20.0
	95.23
	5.14

	
	50.0
	96.69
	3.72

	黄曲霉毒素B2
	2.0
	82.17
	8.21

	
	20.0
	94.58
	4.07

	
	50.0
	93.78
	6.87

	黄曲霉毒素G1
	2.0
	80.56
	7.35

	
	20.0
	92.07
	3.64

	
	50.0
	91.69
	4.56

	黄曲霉毒素G2
	2.0
	77.56
	9.45

	
	20.0
	89.36
	5.36

	
	50.0
	92.49
	5.25


表4.2验证单位2基质添加回收率及精密度（n=6）

	标准品
	添加浓度（μg/kg）
	回收率（%）
	RSD（%）

	黄曲霉毒素B1
	2.0
	90.60
	7.93

	
	20.0
	94.29
	4.79

	
	50.0
	92.16
	5.56

	黄曲霉毒素B2
	2.0
	88.10
	8.25

	
	20.0
	95.36
	5.18

	
	50.0
	94.52
	4.36

	黄曲霉毒素G1
	2.0
	83.45
	6.19

	
	20.0
	90.59
	4.77

	
	50.0
	92.55
	7.03

	黄曲霉毒素G2
	2.0
	79.35
	11.34

	
	20.0
	91.11
	7.58

	
	50.0
	93.21
	5.39


表4.3验证单位3基质添加回收率及精密度（n=6）

	标准品
	添加浓度（μg/kg）
	回收率（%）
	RSD（%）

	黄曲霉毒素B1
	2.0
	84.23
	5.51

	
	20.0
	94.29
	3.59

	
	50.0
	93.45
	6.69

	黄曲霉毒素B2
	2.0
	81.36
	6.39

	
	20.0
	95.36
	6.18

	
	50.0
	95.72
	4.89

	黄曲霉毒素G1
	2.0
	82.25
	8.02

	
	20.0
	93.59
	5.31

	
	50.0
	90.32
	7.09

	黄曲霉毒素G2
	2.0
	78.49
	9.48

	
	20.0
	94.11
	6.58

	
	50.0
	92.58
	8.36


表4.4验证单位4基质添加回收率及精密度（n=6）

	标准品
	添加浓度（μg/kg）
	回收率（%）
	RSD（%）

	黄曲霉毒素B1
	2.0
	84.76
	3.89

	
	20.0
	92.17
	2.48

	
	50.0
	91.11
	1.45

	黄曲霉毒素B2
	2.0
	89.59
	5.58

	
	20.0
	90.68
	4.45

	
	50.0
	94.26
	3.17

	黄曲霉毒素G1
	2.0
	88.37
	4.42

	
	20.0
	93.46
	2.58

	
	50.0
	93.78
	2.49

	黄曲霉毒素G2
	2.0
	82.76
	7.89

	
	20.0
	94.58
	4.67

	
	50.0
	95.67
	3.57


表4.5验证单位5基质添加回收率及精密度（n=6）

	标准品
	添加浓度（μg/kg）
	回收率（%）
	RSD（%）

	黄曲霉毒素B1
	2.0
	83.26
	7.58

	
	20.0
	90.21
	2.25

	
	50.0
	92.56
	1.69

	黄曲霉毒素B2
	2.0
	79.25
	8.56

	
	20.0
	89.28
	4.18

	
	50.0
	91.46
	3.29

	黄曲霉毒素G1
	2.0
	79.55
	9.17

	
	20.0
	92.69
	2.46

	
	50.0
	93.23
	4.98

	黄曲霉毒素G2
	2.0
	75.76
	8.48

	
	20.0
	92.73
	3.76

	
	50.0
	90.73
	2.28


四、结论
综上所述，本标准在制定过程中所涉及到的各项技术指标均经过方法学的验证，并切实可行，完全达到了编制标准的要求。
五、与现行法律、法规和强制性标准的关系

本标准完全符合现行法律法规和强制性标准，不存在任何与现行法律法规和强制性标准相违背之处。
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