《粮油检验 霉菌计数荧光检测法》标准编制说明 
1、 工作简况

1、 任务背景

霉菌是危及粮食安全的主要微生物类群，在适宜的环境条件下，储粮中的霉菌迅速生长繁殖，导致粮食的品质、色泽、风味等发生变化，甚至丧失。有些霉菌还会产生具有强烈毒性和致癌性的毒素，对人类的身体健康产生威胁。霉菌危害早期防控的关键在于如何快速、准确地发现储粮中霉菌的生长活动。因此，监测粮食中的霉菌种类与含量情况，对于指导粮食储备和保护人类及动物的饮食安全具有重大意义。

目前食品中的霉菌与酵母计数采用的是国家标准GB 4789.15-2016 《食品微生物学检验 霉菌和酵母计数》，该方法的准确性相对较高，数据的重现性较好，但是花费的时间较长，从开始检测到获得结果需要5天的时间，检测结果具有滞后性，待样品中污染的霉菌种类和数量搞清楚后，一些损失已经无法挽回。

在我院承担的国家863计划“粮食产后生物性危害物快速检验监测技术”（课题编号2012AA101609）中，在传统平板菌落计数法的基础上进行了改进，将滤膜过滤与荧光检测这两种检测技术结合在一起，建立了“粮食霉菌计数荧光检测法”，此方法使检测时间由传统方法的5天减少到1天，配套菌落自动计数系统，将大大提高检测效率和准确率，能够快速有效地检测粮食及其制品、食品和饲料等霉菌污染状况，对确保食品安全具有很高的应用价值。
2、 主要工作过程

本标准的研究工作历时6年，历经了三个阶段的研究历程。第一阶段，2012年至2015年，在国家863计划“粮食产后生物性危害物快速检验监测技术”（课题编号2012AA101609）的研究中，结合膜过滤与荧光检测这两种技术，在传统平板菌落计数法的基础上进行了改进，初步建立了“霉菌计数荧光快速检测法”；第二阶段，通过检测大量自然污染和人工污染的样品，对方法进行了优化，包括培养基的改良和检测时间终点的确定等；第三阶段，完成实验室内方法性能指标确认及省市粮油质检站、第三方检测公司等共计8家实验室间的验证工作。在上述几个阶段工作的基础上，编制完成了《粮油检验 粮食霉菌计数荧光检测法》标准文本（送审稿）。
2、 行业标准编制原则

《粮油检验 粮食霉菌计数荧光检测法》是在科学研究的基础上，结合多家实验室和基层检验人员的检测数据，经过科学研究及实际样品验证而制定的。本标准不仅能为粮食储藏行业服务，切实保障我国储粮安全，而且对确保食品安全具有很高的应用价值。此标准的文本编写按照GB/T 1.1—2009《标准化工作导则 第一部分：标准的结构和编写》中的相关规定进行；方法验证和确认技术综合参考SN/T 3266-2012《食品微生物检验方法确认技术规范》、AOAC食品微生物定性和定量检验方法的确认指南（2002）、ISO 16140:2003 食品和动物饲料微生物学—可替代方法的确认规范、药品微生物检验替代方法验证指导原则。

三、主要研究内容

1、方法原理

待测样品稀释液经滤膜过滤后，霉菌被截留在滤膜上，再经培养基扩增培养后进行荧光标记，最终所有的霉菌菌落都会发出荧光。反应原理是荧光试剂中不发光的酶底物在霉菌体内参与新陈代谢时发生酶解反应，底物将独立的发光基团释放到霉菌的细胞质中，当发光基团在细胞内累积后，信号自然被放大，菌落在490 nm波长光线下被激发而显示荧光并被计数。
2、霉菌计数荧光检测法的初步建立及优化

（1）通过粮食常见霉菌孢子悬液及实际粮食样品对滤膜法和荧光法在霉菌检测中的可行性进行了验证，并初步建立了霉菌计数荧光检测法。
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图1 滤膜截留霉菌效果实例图

A：平板法；B：滤膜法；

A1/B1：1:10青霉菌悬液；A2/B2：1:100青霉菌悬液；A3/B3：1:1000青霉菌悬液。
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图2 不同种类的粮食常见霉菌荧光检测效果图例
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图3  荧光法与国标法粮食样品检测效果图例

选取小麦、玉米、稻谷各10个样品，带菌量为102—106 CFU/mL，应用国标法和荧光法同时对样品进行检测，将检测结果进行如下分析：首先根据狄克逊（Dixon）准则进行异常值检验，如有异常值，则剔除，然后再进行配对数据t检验，以确定两种检验方法是否具有显著性差异。结果显示两种方法对三种粮食样品的检测结果均无显著性差异。

（2）通过对培养基配方进行改良，筛选出了生长速度更快，且菌落生长集中的培养基（改良霉菌培养基），然后通过大量实际样品检测，对实验方法进行了优化。
3、检验程序：

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



4、 实验室内方法性能指标确认实验

在粮食常见霉菌青霉属、曲霉属、镰刀菌属和交链孢霉属中各选取1-2种——青霉、黑曲霉、烟曲霉、禾谷镰刀菌、交链孢霉制作孢子菌悬液并梯度稀释，取5个适宜浓度进行检测，同时采用国标法做对比，每个浓度每个方法各做10个平行。通过计算不同样品不同浓度的10次重复性检验的相对标准偏差（RSD）发现，在带菌量小于10 cfu/mL时，青霉和烟曲霉出现RSD大于35% 的情况，因此，将荧光法的定量限设为10 cfu/mL，在此浓度下各种类霉菌检测结果的RSD值均小于25%（参考药品微生物检验替代方法验证指导原则）；通过分析各霉菌低浓度10次重复检测结果发现，此方法能检测到的最低量为1 cfu/mL，即为此方法的检测线。

以荧光法检验结果为因变量，以国标法检测结果为自变量进行线性回归分析，计算相关系数 r2，青霉为0.9873，禾谷镰刀菌为0.9997，黑曲霉为0.998，烟曲霉为0.9997，交链孢霉为0.9998，显示两种方法具有很好的线性关系，说明荧光法的检测结果可以做为国标方法的替代方法；以荧光法检验结果为因变量，以样品中微生物的预期数量为自变量进行线性回归分析（见图3，n=25），计算相关系数 r2 为0.9772，满足相关原则关于替代方法的线性相关系数不得低于0.95的要求。
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图3 荧光检测法线性分析结果

5、实验室间验证结果

共计进行了8家实验室间的验证工作，包括5家省粮油质检站、2家第三方检测公司和1家出入境检验检疫局。由于工作量有限，且本方法不受粮食种类的影响，因此只选取了玉米、小麦和稻谷三种粮食进行验证。每种粮食各取3个不同批次的样品，每个样品做了3个平行，每个验证单位均对样品进行了荧光法和国标法两种方法的检测。

本验证用的粮食样品都是自然污染样品，虽然经过了研磨、混匀、分装等处理，但是由于微生物分布具有随机性和不均匀性，因此会造成实验室间个别样品的检测结果偏差较大，RSD值较高，但是两种方法的RSD值没有显著差别。

将8家实验室荧光法和国标法检测结果进行相关性分析，结果见表1，相关系数均大于0.95（P < 0.0001），显示两种方法具有显著的相关性，说明荧光法可以做为国标法的替代方法。

表1 荧光法与国标法相关性分析

	验证

实验室
	
	
	国标法

	1
	荧光法
	Pearson 相关性
	0.965**

	
	
	显著性（双侧）
	0.000

	
	
	N
	24

	2
	荧光法
	Pearson 相关性
	0.962**

	
	
	显著性（双侧）
	0.000

	
	
	N
	27

	3
	荧光法
	Pearson 相关性
	0.986**

	
	
	显著性（双侧）
	0.000

	
	
	N
	27

	4
	荧光法
	Pearson 相关性
	0.986**

	
	
	显著性（双侧）
	0.000

	
	
	N
	27

	5
	荧光法
	Pearson 相关性
	0.998**

	
	
	显著性（双侧）
	0.000

	
	
	N
	27

	6
	荧光法
	Pearson 相关性
	0.991**

	
	
	显著性（双侧）
	0.000

	
	
	N
	27

	7
	荧光法
	Pearson 相关性
	0.971**

	
	
	显著性（双侧）
	0.000

	
	
	N
	27

	8
	荧光法
	Pearson 相关性
	0.974**

	
	
	显著性（双侧）
	0.000

	
	
	N
	27


**. 在 0.01 水平（双侧）上显著相关。
四、相关现行法律、法规和强制性行业标准的关系
目前关于霉菌检测的标准主要是：国家标准GB 4789.15-2016《食品微生物学检验 霉菌和酵母计数》、GB/T 13092-2006《饲料中霉菌总数测定方法》、SN/T 2566-2010《食品中霉菌和酵母菌的计数 Petrifilm 测试片法》（即将作废），这些标准使用的是经典方法，但是均具有耗时长的缺点。
SN/T 5090-2018《商品化试剂盒检测方法 霉菌和酵母菌》（即将实施）。
本标准为首次制定，发布实施后将填补我国粮食行业霉菌快速检测技术的空白。

5、 行业标准做为强制性或推荐性行业标准的建议

建议做为推荐性行业标准。

6、 贯彻行业标准的要求和措施建议

目前粮油行业对霉菌检测的重视度不够，多关注毒素检测等相关工作，得到的结果具有滞后性，一旦出现问题将无法弥补损失，因此，建议相关部分加强霉菌检测相关政策的要求，推广霉菌检测相关技术，实现快速、准确的监测粮食生产、运输、储藏时期的霉菌污染状况，预测预报危害（毒素产生、超标）的发生，从而减少经济损失，保障人畜食品安全。
7、 废止现行有关标准的建议

无。

8、 其他应予说明的情况

      无。
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检 样





25 g样品 + 225 mL无菌生理盐水，震荡/均质





10 倍梯度稀释





选择2-3个适宜稀释度的样品匀液，滤膜过滤，每个稀释度做两个平行





转移滤膜至改良霉菌培养基中，28℃ ± 1℃培养24 h ± 3 h





转移滤膜至荧光显色培养皿中，28℃ ± 1℃培养30 min





荧光菌落计数
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