《粮油检验 粮食中黄曲霉毒素的测定 免疫磁珠净化超高效液相色谱法》标准编制说明
黄曲霉毒素(Aflatoxins, AF) 是一类化学结构类似的二氢呋喃香豆素的衍生化合物，主要由黄曲霉（Aspergillus flavus）、寄生曲霉（A. parasiticus）和模式曲霉（A. nomius）等在合适的温度、湿度条件下产生的有毒次级代谢产物。黄曲霉毒素在自然界中广泛存在，种类较多，主要常见的包括黄曲霉毒素B1、黄曲霉毒素B2、黄曲霉毒素G1和黄曲霉毒素G2。黄曲霉毒素对人畜有强烈的致病性、致癌性，严重危害人体健康，其中黄曲霉毒素B1被世界卫生组织(WHO)的癌症研究机构(IARC)划定为I类致癌物，其毒性是氰化钾的10倍。国内外非常重视黄曲霉毒素的防控，为控制黄曲霉毒素的污染的危害，国际法典委员会（CAC）和美国食品与药品监督管理局（FDA）规定食品中黄曲霉毒素总量不能超过15 μg/kg。我国早在2005年就颁布了粮食和食品中黄曲霉毒素B1（AFB1）的限量标准，在2017年最新颁布的国家食品安全标准《食品中真菌毒素限量》(GB 2761-2017) 规定了玉米、玉米面（渣、片）及玉米制品中AFB1的限量为20 μg/kg，稻谷、糙米、大米中AFB1的限量为10µg/kg，小麦、大麦、麦片、小麦粉、其它谷物及去壳谷物AFB1的限量为5 μg/kg。植物油脂(花生油、玉米油除外)中 AFB1的限量为10µg/kg， 花生油、玉米油中 AFB1的限量为20µg/kg。
目前黄曲霉毒素的主要检测方法有薄层色谱法、酶联免疫吸附法、胶体金试纸条法、液相色谱法或液质联用法等方法。薄层色谱法成本低，但操作复杂，有机试剂污染大，目前应用较少；酶联免疫吸附法和胶体金试纸条法主要用于快速筛查，其成本低廉，操作方面，适用于基层和现场快速筛查使用，但由于其易受基质干扰，结果容易假阳性；液相色谱具有灵敏度高，准确性好，重现性好等优点，是目前使用最多的定量检测方法。但是由于目前样品处理以免疫亲和柱净化为主，其步骤烦琐，时间长，劳动强度大，成本高，因此亟需建立新的检测方法，既能保留免疫亲和柱良好的净化效果和稳定性，又能够减低操作难度，减少操作时间和劳动强度，易于自动化处理的高精准低成本检测方法标准。
为了满足当前我国粮食检测、监测定量分析的需要，本标准拟利用免疫磁珠的净化，基于液相色谱检测，建立一种高通量、快速、重复性好、易于自动化的黄曲霉毒素精准定量分析方法。本标准项目的研究有助于提高粮食样品检测、监测效率，降低成本。本标准对后续标准制定，以及粮食污染黄曲霉毒素的相关科研、标准制定起到较好的指导、参考、促进作用。
1工作简况
1.1任务来源及起草单位

根据2015年粮油行业标准制定计划的要求，由国家粮食局科学研究院负责《粮油检验 粮食中黄曲霉毒素的测定 免疫磁珠净化超高效液相色谱法》起草工作。起草单位成立标准起草组进行本标准制定的各项工作。
1.2标准研制主要工作过程
（1）根据该标准的特点，2015年11月-2017年12月，查询了国内外资料，对相关检测机构、粮库、粮食加工企业进行了调研，并召开了第一次标准起草讨论会，确定了标准制订方案和工作计划。
（2）2018年1月-2018年3月，在国家粮食局科学研究院实验室进行标准的研制工作，主要包括方法的优化，方法灵敏度测试，方法的线性范围确定，方法的回收率研究等。
（3）2018年3月，编写了《粮油检验 粮食中黄曲霉毒素的测定 免疫磁珠净化超高效液相色谱法》标准草案及编制说明。
（4）2018年3月-2018年7月，组织实验室间方法验证。验证结果处理统计，并形成标准编制说明草案。 
（5）2018年7月，召开了第二次讨论会，形成标准和编制说明的征求意见稿，进行意见征询。
2标准的编制原则和标准的主要内容
2.1标准编制原则
本标准是根据GB/T1.1-2009《标准化工作导则第1部分：标准的结构与编写规则》、GB/T20001.4-2015《标准编写规则第4部分：化学分析方法》的规定进行编制的。
2.2确定标准主要内容

2.2.1 标准的适用范围

本标准规定了采用免疫磁珠净化超高效液相色谱测定粮食中黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2（AFB1、AFB2、AFG1、AFG2）的原理、详细操作步骤及结果计算。本标准适用于小麦、玉米、稻谷和植物油等粮油样品中AFB1、AFB2、AFG1或AFG2的测定。
2.2.2 标准研制的总体思路

2.2.2.1 反应时间的优化
免疫磁珠与样品稀释液的反应时间是磁珠净化的关键，将免疫磁珠与浓度为5 μg/kg黄曲霉毒素B1标准溶液反应，分别考察不同反应时间（1、3、5、10、15分钟）结合效率，可以看出，反应5分钟后磁珠吸附毒素信号基本不变，说明5分钟的反应时间可以满足免疫磁珠反应的要求。
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图1 不同反应时间下免疫磁珠富集的AFB1含量 
2.2.2.2 磁珠对于不同粮食基质的净化效果色谱图

我们考察了三种不同清洗液（PBS，PBST和水）对于磁珠上杂质的清洗效果，结果显示PBST的清洗效果最好，能够有效的减少背景杂质的干扰，同时还能保证目标物不损失，基质加标提取液经免疫磁珠净化清洗后的洗脱液色谱图如图2所示，可以看出四种常见的粮油基质（小麦，玉米，糙米和花生油）色谱图均较为干净，目标峰附近均没有干扰物。
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 图2 四种基质免疫磁珠净化的高效液相色谱图

2.2.2.3标准曲线，线性范围，相关系数，检出限和定量限
本方法的线性范围如表1所示，以3倍信噪比（S/N）计算检出限（LOD），10倍信噪比计算定量限（LOQ），其中LOQ低于我国和欧盟规定的粮食中黄曲霉毒素限量，可以满足日常检测的要求。线性方程如图3所示，相关系数（R2）大于0.999。
表1  4种黄曲霉毒素的线性范围、检出限（LOQ）和定量限（LOD）
	霉菌毒素
	线性范围
（(g/kg）
	LOD
((g/kg)
	LOQ
((g/kg)

	AFB1
	0.5-20
	0.1
	0.3

	AFB2
	0.125-5
	0.03
	0.1

	AFG1
	0.5-20
	0.1
	0.3

	AFG2
	0.125-5
	0.03
	0.1
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图3  4种黄曲霉毒素的线性方程和相关系数
2.2.2.4 加标回收率和相对标准偏差
考察了用黄曲霉毒素免疫磁珠净化小麦、玉米、糙米、花生油四种基质的高、中（限量浓度）、低三个水平的加标回收率，四种基质的加标回收率在85%-108%之间，RSD在0.1%-7.4%之间。具有较好的准确性和重复性。

2.2.2.5有证标准物质
采用本方法检测了有证基体标准物质，结果看出（表1），黄曲霉毒素B1的检测值均在标示值范围内，表明所建立的方法准确可靠。
表1有证基体标准物质结果
	名称
	标号
	霉菌毒素
	检测值
	证书值
	扩展不确定度

	
	
	
	（µg/Kg）
	（µg/Kg）
	（µg/Kg）

	Aflatoxin B1 in maize
	GBW(E)100386
	AFB1
	26.5
	27
	24-30

	
	
	AFB2
	1.54
	
	


2.2.2.6 方法的联合验证
本方法目前已经北京市农林院，北京市粮油食品检验所，河南口岸食品检测中心，广西粮油食品质量监督检测中心，河南省粮油饲料产品质量监督检验中心等行业内外6家实验室验证。验证样品包括空白玉米样品，空白糙米样品等，其中空白样品用于加标，加标浓度水平为0.5倍限量浓度，限量浓度，2倍限量浓度三个水平。对6个实验室返回的检测结果根据国标GB/T6379.2-2004，采用柯克伦检验和格拉布斯检验剔除离群值 。加标回收率均在91.9%-107.4%之间，说明本方法在各实验室的准确性良好。重复性相对标准偏差 RSDr ＜7.0%，说明本方法在各实验室的重复性良好。再现性RSDR ＜10.6%说明本方法实验室间再现性良好。
3采用国际标准和国外先进标准的情况，以及与国际、国外同类标准水平的对比，或者与测试的国外样品、样机的有关数据对比情况
采用本方法以及现行国标方法参加了2018年FAPAS玉米粉中真菌毒素能力比对（PT 04335）。如表2所示，黄曲霉毒素B1的检测值与现行国标结果接近，且Z值均小于2，表明本标准所建立的方法准确可靠。
表2  2018年FAPAS玉米粉中真菌毒素能力比对（PT 04335）
	
	检测值（µg/Kg）
	标定值（µg/Kg）
	Z

	本方法
	5.72
	4.60
	1.1

	国标方法
	5.75
	
	1.1


4 与有关的现行法律、法规和强制性国家标准、行业标准的关系

本标准颁布实施后，针对粮食中黄曲霉毒素的测定，符合现行的法律法规和强制性（国家、行业、地方）标准要求。
5 重大分歧意见的处理经过和依据

    无。

6 按照标准化法的有关规定，提出强制性标准或推荐性标准的建议

建议将本标准列为推荐性行业标准。 
7 废止现行有关标准的建议

 无
8 其他应予说明的事项
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