《豆芽中6-苄氨基嘌呤、6-糠氨基嘌呤、N6-异戊烯腺嘌呤的快速检测 拉曼光谱法》编制说明

一．任务来源

根据福建省标准化与认证认可协会团体标准制修订批复文件闽标认协[2021]37号文，团体标准《豆芽中6-苄氨基嘌呤、6-糠氨基嘌呤、N6-异戊烯腺嘌呤的快速检测 拉曼光谱法》（计划编号：T/CSIQ-20220012）由厦门瑞德利校准检测技术有限公司、福建省农业科学院农业质量标准与检测技术研究所负责组织制定，参与制定单位有厦门市普识纳米科技有限公司、厦门大学环境与生态学院、厦门市质量技术评审服务中心、三明市检验检测中心、一品一码检测（福建）有限公司、厦门泓益检测有限公司、厦门市翰均科检测科技有限公司。

二．目的

制定本标准的目的是建立豆芽产品中非法添加的6-苄氨基嘌呤、6-糠氨基嘌呤、N6-异戊烯腺嘌呤三种激素类生长调节剂的快速测定方法，对相关的国家、行业标准进行补充完善，以便市场监管部门在现场检查中能获得快速、准确的检测结果。该标准的实施将为三种激素类生长调节剂的现场检测提供技术依据，促进食品安全监管水平的提升。

三．背景和预期的社会经济效益

豆芽具有较高的营养价值和特殊风味，深受广大消费者喜爱。豆芽生产是以黄豆或绿豆等为原料，以水为培植基础，利用原料本身的营养成分培育而成的，禁止添加任何食品添加剂和农药等化学制品。但这样生产出来的豆芽生长周期长，产量低，成本较高。因此不法商贩在经济利益的驱使下，违规使用生产添加剂或工业原料，促进其生长从而改变豆芽生产周期和外观的“化学豆芽”、“毒豆芽”现象普遍存在。近年来，此类事件在全国各地屡有报道。

豆芽质量安全的潜在来源及危害主要是激素类生长调节剂，为缩短孵化周期，不法商贩在豆芽生产中大量使用，已经报道的有6-苄基腺嘌呤（6-苄氨基嘌呤）、2,4-D（2,4-二氧苯氧乙酸）、4-氯苯氧乙酸钠和赤霉素、乙烯利等，主要作用是促进豆芽生长、抑制长根，提高产量。近几年来随着打击的加大，上述生长调节剂使用较少，出现了新的替代品如6-糠氨基嘌呤、N6-异戊烯腺嘌呤等新型生长调节剂。这些违法添加物，危害着人民的饮食安全，进而影响着人民的身心健康。

《国家食品药品监督管理总局农业部国家卫生和计划生育委员会关于豆芽生产过程中禁止使用6-苄基腺嘌呤等物质的公告》（2015年第11号）规定：为确保豆芽食用安全，现重申：生产者不得在豆芽生产过程中使用6-苄基腺嘌呤、4-氯苯氧乙酸钠、赤霉素等物质，豆芽经营者不得经营含有6-苄基腺嘌呤、4-氯苯氧乙酸钠、赤霉素等物质的豆芽。凡在豆芽生产和经营过程中违反上述规定的，由食品药品监管、农业等相关部门依照法律法规予以处理。因此，在日常监管中需要开展豆芽中植物生长调节剂残留检测。

目前我国用于6-苄基腺嘌呤等植物生长调节剂残留检测的标准方法主要是液相色谱法和液相色谱-串联质谱法。这些检测方法虽然灵敏度高、准确性好，但色谱法设备昂贵、操作复杂、耗时长（一般至少需要2天），主要用于经过快速检测初筛后阳性样品的确认，难以实现快速定量筛选，不能满足日常农贸市场等流通环节食品安全监管需要快速提供检测结果的需要。目前还没有生长调节剂的快速检测标准方法，检测耗时太长一直是制约农产品鲜活度的瓶颈，豆芽在流通前尽可能快的给出检测结果才能保证豆芽产品的新鲜度和质量安全，因此急需快速而又可靠的豆芽产品质量安全检测方法。
表面增强拉曼光谱（SERS）采用目前先进的拉曼光谱技术，借助于纳米材料表面等离激元增强效应，实现了单分子水平的高灵敏度，使得拉曼光谱发展成为一种高灵敏高分辨的定性和定量分析工具。本方法中样品经溶剂提取后，加纳米银溶胶作为SERS增强试剂，对目标物的拉曼信号进行选择性增强，根据6-苄基腺嘌呤、6-糠氨基嘌呤、N6-异戊烯腺嘌呤的特征拉曼峰作为定性分析基准，使用便携式拉曼光谱仪对该3种生长调节剂进行快速定性检测，一个样本的检测时间约为10分钟，且检测设备为便携式，满足现场快速检测需求。现阶段对于生长调节剂的快速检测研究较少且暂时没有相应标准文件。该标准填补了这一空缺，运用便携式拉曼光谱仪、简便的样品提取方案以及相应的纳米增强试剂和检测方案，实现了豆芽食品中生长调节剂快速检测，可应用于监管部门等机构对市场中违规使用生长调节剂豆芽样品的快速筛查。该方法的建立为食品安全监管提供技术保障，提升快速监管水平，有力的保障了食品安全，具有显著的社会效益。

便携式拉曼光谱仪经过自主研发已量产，且可以通过扩充谱图库的形式不断增加可快速检测的项目内容，一经采用可以实现一台设备多项目快速检测，该方法的建立必将提升该设备在快速检测中的认可度，推动该设备和试剂的采购，具有巨大的经济效益增长空间。

四．主要工作过程

根据福建省标准化与认证认可协会团体标准制修订计划的内容，由厦门瑞德利校准检测技术有限公司、福建省农业科学院农业质量标准与检测技术研究所、厦门市普识纳米科技有限公司、厦门大学环境与生态学院组建标准制定小组。负责组织制定，参与制定单位有厦门大学环境与生态学院、厦门市质量技术评审服务中心、三明市检验检测中心、一品一码检测（福建）有限公司、厦门泓益检测有限公司、厦门市翰均科检测科技有限公司。

标准制定小组查阅文献、调研市场，了解3种生长调节剂的拉曼光谱检测方法现状、生长调节剂的市场监测情况以及与快检方法相关的文件要求，通过试验选择样品提取的最佳方式，完成3种生长调节剂谱图库的建设，确定用于定性的各物质特征峰值，建立空白和质控检测要求，通过试验确定该方法的检出限、灵敏度、假阳性率和假阴性率。按标准编写格式进行编写；针对标准草案制定小组进行了多次的标准研讨和审议会议，对标准草案进行了多次的修订，并按草案进行了验证，确定了最终的标准征求意见稿送由福建省标准化与认证认可协会秘书处组织审定会议进行审定。

五．协作单位意见

在标准起草过程，起草单位征求了福州、厦门、三明、漳州等地的多家使用单位、高校和检测机构的意见，对意见进行分析和采纳。对标准草案确定的各项条款进行了修改、补充，并由三明市检验检测中心、福建省宁德市产品质量检验所等机构对本检测方法进行验证，形成了标准送审稿。各单位对标准送审稿基本达成了一致意见。

六．标准编制原则和确定标准的主要内容

拉曼散射（Raman scattering）是一种光散射现象：当单色入射光与介质相互作用后产生不同于原入射光频率的散射光，该散射光的相对频移对称分布于入射光频率两侧。其对应的光谱称之为拉曼光谱（Raman spectra）。与红外光谱相似，拉曼光谱是具有指纹图谱高能量分辨率的分子振动光谱，可用于分析分子的结构、对称性和化学键等信息，已成为物理、化学、生物、食品科学、生物制药等领域中重要的定性定量分析工具。通常，分子的拉曼散射截面（约为10-30~10-25 cm2/molecule水平）远小于分子荧光截面（10-16 cm2/molecule）和红外吸收截面（10-20 cm2/molecule），因此，拉曼散射效应是个非常弱的过程而无法进行微量（痕量）分析。上世纪70年代末发现的表面增强拉曼光谱（SERS），借助于纳米材料表面等离激元增强效应，实现了单分子水平的高灵敏度，使得拉曼光谱发展成为一种高灵敏高分辨的定性和定量分析工具。

该方法中样品经溶剂提取、萃取后，加SERS增强试剂对目标物的拉曼信号进行选择性增强，根据不同嘌呤类物质的特征拉曼峰作为定性分析基准，判断样品中是否含有嘌呤类生长调节剂。标准阐述了测试原理、分析步骤、结果判定要求、质量控制要求、性能指标以及确证要求，并以资料性附录的形式呈现绿豆芽、黄豆芽中3种生长调节剂的拉曼光谱谱图供测定是参考。
七．主要试验分析

7.1  SERS增强试剂的选择

常用溶胶型SERS增强试剂有金和银两种。我们以厦门市普识纳米科技有限公司的金纳米溶胶（CP-1）和银纳米溶胶（CP-S1）为例，进行了材质筛选。根据图1（b）和图2（b）所示消光光谱谱图所示可知，CP-1和CP-S1的表面等离激元共振峰（SPR）分别位于538 nm和414 nm；对应粒径分别为55 nm±5 nm和50 nm±5 nm（如图1（a）和图2（a）电镜图）。
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图1 增强试剂纳米金CP-1电镜图（a）和消光光谱谱图（b）
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图2 增强试剂纳米银CP-S1电镜图（a）和消光光谱谱图（b）
考虑到CP-1和CP-S1浓度差异，我们对待测样品和增强试剂的体积比进行优选，图3给出以1 mg/kg 6-苄氨基嘌呤为探针分子，以优化后的样品和增强试剂比例分别为1:1（纳米金CP-1）和4:1（纳米银CP-S1）条件下得到的SERS谱图。从图中可以观察到：1）以纳米金CP-1溶胶作为SERS增强试剂，可观察到位于738 cm-1、994cm-1、1313 cm-1、1370 cm-1、1402 cm-1的6-苄氨基嘌呤特征SERS谱峰，2）以纳米银CP-S1溶胶作为SERS增强试剂则观察不到特征SERS谱峰。因此针对嘌呤类生长调节剂的SERS检测，增强试剂选择金纳米溶胶。
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图3纳米金（CP-1）和纳米银（CP-S1）对1mg/kg 6-苄氨基嘌呤增强效果对比图
7.2  SERS谱库建立

    a、标准品建库检测方法：取200 µL样液于样品管中，加入50 µL纳米金溶胶，混匀后测试；

    b、根据a中的检测方案，分别建立0.05 mg/kg、0.1 mg/kg、1 mg/kg、10 mg/kg三种嘌呤类生长调节剂标准品的数据库（图4）；并确定各生长调节剂的特征峰位（见表1）。

c、根据豆芽中生长调节剂检测的操作流程制备实际样品，分别建立检出限和5倍检出限样品的数据库。
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图4 三种嘌呤类生长调节剂标品SERS图谱
表1 嘌呤类生长调节剂对应特征峰位（±6 cm-1）

	序号
	检测项目
	特征峰/cm-1

	1
	6-苄氨基嘌呤
	738、994、1313、1370、1402

	2
	6-糠氨基嘌呤
	716、741、880、1141、1317

	3
	N6-异戊烯腺嘌呤
	735、965、1122、1318、1403、1467


7.3 前处理方法的选择

称取约5 g剪碎的豆芽样品于50 mL离心管中，加入10 mL二次水，在涡旋振荡器上振荡1 min，静置分层。移取5 mL上清液于10 mL离心管中，加入3 mL 二氯甲烷，振荡10-20 s，静置分层。 移取2 mL下层溶液于5 mL离心管中，加入1 mL盐酸溶液（0.1 mol/L），振荡10-20 s，静置分层，上层溶液作为待测液备用。
在样品池中依次加入200 µL样品待测液，50 µL表面增强试剂纳米金浓缩液，快速混匀后放入仪器检测（检测需在增强试剂加入后1 min内完成）。

7.4 检出限确定

豆芽样品添加不同浓度的6-苄氨基嘌呤、6-糠氨基嘌呤、N6-异戊烯腺嘌呤标准品，样品经过前处理方法完成样品处理和检测后，测试谱图出现的拉曼特征峰与表1中的特征峰进行对比，当拉曼谱图中出现6-苄氨基嘌呤的特征峰738 cm-1、994cm-1、1313 cm-1、1370 cm-1、1402 cm-1（±6 cm-1）五个特征峰出现四个或以上时，如图5所示，可定性判断样品为阳性，否则为阴性。阴性代表该样品不含6-苄氨基嘌呤或含量低于检出限，阳性则代表该样品含有6-苄氨基嘌呤。

当拉曼谱图中出现6-糠氨基嘌呤的特征峰716 cm-1、741 cm-1、880 cm-1、1141cm-1、1317 cm-1（±6 cm-1）五个特征峰出现四个或以上时，如图6所示，可定性判断样品为阳性，否则为阴性。阴性代表该样品不含6-糠氨基嘌呤或含量低于检出限，阳性则代表该样品含有6-糠氨基嘌呤。

当拉曼谱图中出现N6-异戊烯腺嘌呤的特征峰735 cm-1、965 cm-1、1122 cm-1、1318 cm-1、1403 cm-1、1467 cm-1（±6 cm-1）六个特征峰出现四个或以上时，如图7所示，可定性判断样品为阳性，否则为阴性。阴性代表该样品不含N6-异戊烯腺嘌呤或含量低于检出限，阳性则代表该样品含有N6-异戊烯腺嘌呤。

将能稳定判定为阳性模拟样品的最低浓度定为检出限，经过多次试验，三种物质的检出限均为50 µg/kg。
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图5 豆芽中6-苄氨基嘌呤表面增强拉曼光谱谱图
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图 6 豆芽中6-糠氨基嘌呤表面增强拉曼光谱谱图
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图 7 豆芽中N6-异戊烯腺嘌呤表面增强拉曼光谱谱图
7.5 多种生长调节剂混合检测

拉曼光谱是一种指纹图谱，可以对物质进行准确的定性。为了考察多种生长调节剂同时存在的情况下的干扰，我们在样品中同时加入3种生长调节剂（1倍检出限浓度和2倍检出限浓度），所得SERS谱图如图8所示。我们注意到：1倍和2倍检出限浓度时，可以同时检测到位于738 cm-1，994 cm-1，1313 cm-1，1370 cm-1的6-苄氨基嘌呤、6-糠氨基嘌呤、N6-异戊烯腺的特征SERS谱峰，这些谱峰位置和相对峰强度与单一组分时的SERS谱图一致。因此在多种生长调节剂同时存在时，不会影响生长调节剂的定性分析。
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图8 豆芽中同时含有3种生长调节剂的SERS谱图
7.6 模拟样品SERS信号的稳定性

豆芽样品通过前处理，待测样品在二氯甲烷中，加入增强试剂纳米金之后，纳米金发生团聚，可直接进行SERS谱图的采集。同时由于团聚的不可控性，SERS信号强度会随着时间而发生变化。由于基质效应，实际样品SERS信号随着时间的变化与标准品的情况会有所差异。为了考察样品SERS信号随时间的变化情况，我们测试了不同时间下绿豆芽中的6-苄氨基嘌呤的SERS谱图，如下图9。同时对6-苄氨基嘌呤的994cm-1特征峰的信号强度随时间的变化进行考察，如下图10。由图可知，刚开始时SERS信号会快速降低（30s之内），而后SERS信号强度逐渐变弱，5min之内依旧有显著的SERS信号，可以满足实际使用要求。

[image: image11.emf]400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

0

40000

80000

120000

160000

5 min

4 min

3 min

2 min

1 min

Raman Intensity (a.u)

Raman Shift (cm

-1

)

0 min

图9加入纳米金反应不同时间1 mg/kg 6-苄氨基嘌呤SERS信号图
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图10 1 mg/kg 6-苄氨基嘌呤 中994 cm-1特征峰强度随时间变化曲线

7.7 其他的生长调节剂干扰情况
3种生长调节剂在增强试剂纳米金表面都有比较强的吸附能力。根据待测分子与增强试剂的作用情况，吸附能力弱或者其他生长调节剂如2,4-D（2,4-二氧苯氧乙酸）、4-氯苯氧乙酸钠和赤霉素不会影响3种生长调节剂在纳米金表面的吸附作用，因此不会影响3种生长调节剂的定性分析。
八．快检方案评价步骤

8.1 拟定评价技术方案 
参考食品药品监管总局《关于印发食品快速检测方法评价技术规范的通知 食药监办科〔2017〕43号》的附件：《食品快速检测方法评价技术规范》拟定技术方案评价方案。
8.2 盲样制备

由于难以找到足够方案评价使用的实际样品，技术方案评价过程中所使用的样品均为模拟样品。为了保障模拟样品的均一性，在样品的制备中依次对样品进行匀浆，加标，再均质的过程。
模拟样品的基质包括绿豆芽和黄豆芽。样品浓度包括空白样品、0.5倍检出限、1倍检出限和2倍检出限，包括同时含有多种嘌呤类生长调节剂的样品。总共制备200个样品，用高效液相色谱串联质谱检测方法赋值和快检技术方案评价。

8.3 试验测试

8.3.1 拉曼光谱仪器参数

采用厦门市普识纳米科技有限公司拉曼光谱仪PERS-SR530，具体参数见表3。

表2  拉曼光谱仪技术参数表

	序号
	项目
	参数

	1
	激光波长
	785 nm±0.5 nm

	2
	激光功率
	≥250 mW

	3
	拉曼光谱范围
	300-1800 cm-1或大于该相应范围

	4
	光谱分辨率
	≤12 cm-1

	5
	频移示值误差
	<3 cm-1

	6
	频移重复性
	<1 cm-1


8.3.2 高效液相色谱串联质谱法检测：将8.2制备的盲样采用《豆芽中植物生长调节剂的测定 BJS 201703》，对样品赋值，赋值结果见表3、表5。

8.3.3 快检：将模拟样品按7.4进行前处理和检测，并根据7.3判断样品是阴性或是阳性，快检测试结果见表3、表5。将模拟样品测试结果与液相色谱串联质谱检测结果比对统计，结果见表4、表6。

表3 模拟样品（绿豆芽）实验室赋值和快检记录表

	序号
	浓度（mg/kg）
	序号
	浓度（mg/kg）
	序号
	浓度（mg/kg）
	序号
	浓度（mg/kg）

	
	赋值
	快检
	
	赋值
	快检
	
	赋值
	快检
	
	赋值
	快检

	1
	n.d.
	阴
	51
	A:0.024 B:0.025
	阴
	101
	A:0.044 B:0.045
	阳
	151
	A:0.097 B:0.098
	阳

	2
	n.d.
	阴
	52
	A:0.025 C:0.029
	阴
	102
	A:0.058
	阳
	152
	A:0.098
	阳

	3
	n.d.
	阴
	53
	A:0.027
	阳
	103
	C:0.056
	阳
	153
	B:0.105 C:0.096
	阳

	4
	n.d.
	阴
	54
	B:0.028
	阴
	104
	B:0.057
	阳
	154
	A:0.101 B:0.098
	阳

	5
	n.d.
	阴
	55
	C:0.029
	阳
	105
	C:0.058
	阳
	155
	C:0.098
	阳

	6
	n.d.
	阴
	56
	A:0.025 B:0.025
	阴
	106
	B:0.049
	阳
	156
	A:0.099 C:0.099
	阳

	7
	n.d.
	阴
	57
	B:0.028
	阴
	107
	A:0.048
	阳
	157
	B:0.098 C:0.107
	阳

	8
	n.d.
	阴
	58
	C:0.028
	阴
	108
	A:0.051 B:0.043
	阳
	158
	A:0.096
	阳

	9
	n.d.
	阴
	59
	A:0.031
	阴
	109
	A:0.047 C:0.049
	阳
	159
	B:0.098
	阳

	10
	n.d.
	阴
	60
	C:0.029
	阴
	110
	B:0.048 C:0.053
	阳
	160
	A:0.112 B:0.105
	阳

	11
	n.d.
	阴
	61
	A:0.026 C:0.024
	阴
	111
	A:0.045 B:0.048 C:0.056
	阳
	161
	B:0.096
	阳

	12
	n.d.
	阴
	62
	A:0.029
	阴
	112
	A:0.049
	阳
	162
	A:0.098 C:0.099
	阳

	13
	n.d.
	阴
	63
	B:0.026  C:0.027
	阴
	113
	B:0.048
	阳
	163
	A:0.102
	阳

	14
	n.d.
	阴
	64
	B:0.028
	阴
	114
	C:0.049
	阳
	164
	A:0.097 C:0.098
	阳

	15
	n.d.
	阴
	65
	A:0.025 B:0.024
	阴
	115
	B:0.047
	阳
	165
	C:0.098
	阳

	16
	n.d.
	阴
	66
	C:0.035
	阳
	116
	A:0.045 B:0.046
	阳
	166
	A:0.107 B:0.097
	阳

	17
	n.d.
	阴
	67
	B:0.024 C:0.025
	阴
	117
	B:0.052 C:0.049
	阳
	167
	B:0.099
	阳

	18
	n.d.
	阴
	68
	A:0.029
	阴
	118
	A:0.049 C:0.042
	阳
	168
	A:0.099
	阳

	19
	n.d.
	阴
	69
	A:0.028 B:0.029
	阳
	119
	B:0.046 C:0.047
	阳
	169
	C:0.095
	阳

	20
	n.d.
	阴
	70
	A:0.025

B:0.026 C:0.024
	阴
	120
	A:0.047
	阳
	170
	B:0.096
	阳

	21
	n.d.
	阴
	71
	B:0.026
	阴
	121
	C:0.048
	阳
	171
	C:0.099
	阳

	22
	n.d.
	阴
	72
	B:0.025
	阴
	122
	A:0.045 B:0.046
	阳
	172
	A:0.098
	阳

	23
	n.d.
	阴
	73
	C:0.027
	阴
	123
	A:0.051 B:0.043 C:0.056
	阳
	173
	B:0.091
	阳

	24
	n.d.
	阴
	74
	A:0.029
	阴
	124
	B:0.047 C:0.045
	阴
	174
	C:0.098
	阳

	25
	n.d.
	阴
	75
	B:0.028
	阴
	125
	A:0.047
	阳
	175
	A:0.097 B:0.113
	阳

	26
	n.d.
	阴
	76
	A:0.029
	阴
	126
	A:0.045 B:0.049
	阳
	176
	A:0.099 C:0.108
	阳

	27
	n.d.
	阴
	77
	A:0.025
	阴
	127
	B:0.046 C:0.047
	阳
	177
	A:0.096B:0.096 C:0.113
	阳

	28
	n.d.
	阴
	78
	A:0.026 B:0.024
	阴
	128
	A:0.049
	阳
	178
	A:0.099
	阳

	29
	n.d.
	阴
	79
	A:0.029 C:0.026
	阴
	129
	B:0.052
	阳
	179
	B:0.096
	阳

	30
	n.d.
	阴
	80
	B:0.026 C:0.023
	阴
	130
	C:0.048
	阳
	180
	C:0.094
	阳

	31
	n.d.
	阴
	81
	A:0.023 B:0.026
	阴
	131
	B:0.049
	阳
	181
	A:0.105 C:0.099
	阳

	32
	n.d.
	阴
	82
	A:0.026B:0.024 C:0.025
	阴
	132
	B:0.047
	阳
	182
	A:0.095
	阳

	33
	n.d.
	阴
	83
	B:0.029
	阴
	133
	A:0.048
	阳
	183
	B:0.094
	阳

	34
	n.d.
	阴
	84
	C:0.028
	阴
	134
	A:0.049
	阳
	184
	C:0.098
	阳

	35
	n.d.
	阴
	85
	B:0.029
	阴
	135
	C:0.047
	阳
	185
	A:0.103 B:0.092
	阳

	36
	n.d.
	阴
	86
	A:0.027
	阴
	136
	C:0.049
	阳
	186
	B:0.093 C:0.101
	阳

	37
	n.d.
	阴
	87
	C:0.024
	阴
	137
	A:0.049 B:0.046
	阳
	187
	A:0.107 C:0.098
	阳

	38
	n.d.
	阴
	88
	A:0.024 B:0.025
	阴
	138
	B:0.048
	阳
	188
	A:0.104 B:0.099 C:0.096
	阳

	39
	n.d.
	阴
	89
	A:0.026 C:0.024
	阳
	139
	A:0.053 B:0.052
	阳
	189
	A:0.112 B:0.097
	阳

	40
	n.d.
	阴
	90
	B:0.029 C:0.026
	阴
	140
	A:0.049 C:0.042
	阳
	190
	B:0.097
	阳

	41
	n.d.
	阴
	91
	A:0.025 B:0.024
	阴
	141
	B:0.051 C:0.043
	阳
	191
	A:0.096
	阳

	42
	n.d.
	阴
	92
	A:0.023 C:0.027
	阴
	142
	A:0.047 
	阳
	192
	C:0.099
	阳

	43
	n.d.
	阴
	93
	A:0.031
	阳
	143
	B:0.046
	阳
	193
	A:0.111 B:0.098
	阳

	44
	n.d.
	阴
	94
	A:0.024 B:0.025
	阴
	144
	A:0.054
	阳
	194
	A:0.102 C:0.091
	阳

	45
	n.d.
	阴
	95
	A:0.024 B:0.026

C:0.026
	阴
	145
	C:0.048
	阳
	195
	A:0.093B:0.113 C:0.098
	阳

	46
	n.d.
	阴
	96
	B:0.035 C:0.036
	阳
	146
	B:0.055
	阳
	196
	B:0.115
	阳

	47
	n.d.
	阴
	97
	A:0.029 C:0.025
	阴
	147
	C:0.047
	阴
	197
	C:0.096 
	阳

	48
	n.d.
	阴
	98
	A:0.023 
	阴
	148
	A:0.046 B:0.045

C:0.056
	阳
	198
	B:0.107
	阳

	49
	n.d.
	阴
	99
	B:0.029
	阴
	149
	C:0.052
	阳
	199
	A:0.099 B:0.098
	阳

	50
	n.d.
	阴
	100
	C:0.026 
	阴
	150
	A:0.046 B:0.045
	阳
	200
	A:0.095
	阳


备注：1.  A：6-苄氨基嘌呤，B：6-糠氨基嘌呤，C：N6-异戊烯腺
2. 赋值检出限浓度0.75倍及以上作为阳性样品。
表4  模拟样品（绿豆芽）测试结果统计表

	检测结果
	阳性
	阴性
	总计

	空白对照
	0
	50
	50

	0.5倍检出限
	7
	43
	50

	1倍检出限
	49
	1
	50

	2倍检出限
	50
	0
	50


表5 模拟样品（黄豆芽）实验室赋值和快检记录表

	序号
	浓度（mg/kg）
	序号
	浓度（mg/kg）
	序号
	浓度（mg/kg）
	序号
	浓度（mg/kg）

	
	赋值
	快检
	
	赋值
	快检
	
	赋值
	快检
	
	赋值
	快检

	1
	n.d.
	阴
	51
	A:0.029
	阴
	101
	A:0.047 C:0.049
	阳
	151
	A:0.097 B:0.098
	阳

	2
	n.d.
	阴
	52
	B:0.028
	阴
	102
	B:0.048 C:0.053
	阳
	152
	A:0.099
	阳

	3
	n.d.
	阴
	53
	A:0.033
	阳
	103
	A:0.045 B:0.048
	阳
	153
	B:0.096
	阳

	4
	n.d.
	阴
	54
	A:0.025
	阴
	104
	A:0.049
	阳
	154
	C:0.094
	阳

	5
	n.d.
	阴
	55
	A:0.026 B:0.024
	阴
	105
	B:0.048
	阳
	155
	A:0.105 C:0.099
	阳

	6
	n.d.
	阴
	56
	A:0.029 C:0.026
	阳
	106
	A:0.049 C:0.042
	阳
	156
	A:0.095
	阳

	7
	n.d.
	阴
	57
	B:0.026 C:0.023
	阴
	107
	B:0.046 C:0.047
	阳
	157
	B:0.094
	阳

	8
	n.d.
	阴
	58
	B:0.029
	阴
	108
	A:0.051 B:0.043
	阳
	158
	C:0.098
	阳

	9
	n.d.
	阴
	59
	A:0.027
	阴
	109
	A:0.047 
	阳
	159
	A:0.103 B:0.092

C:0.096
	阳

	10
	n.d.
	阴
	60
	C:0.024
	阴
	110
	B:0.046
	阳
	160
	A:0.111 B:0.098
	阳

	11
	n.d.
	阴
	61
	A:0.026 C:0.024
	阴
	111
	A:0.054
	阳
	161
	A:0.102 C:0.091
	阳

	12
	n.d.
	阴
	62
	A:0.029
	阴
	112
	C:0.048
	阳
	162
	B:0.113 C:0.098
	阳

	13
	n.d.
	阴
	63
	B:0.026  C:0.027
	阴
	113
	A:0.049 C:0.042
	阳
	163
	B:0.115
	阳

	14
	n.d.
	阴
	64
	B:0.028
	阴
	114
	C:0.049
	阳
	164
	C:0.096 
	阳

	15
	n.d.
	阴
	65
	A:0.025 B:0.024
	阴
	115
	A:0.044 B:0.045

C:0.046
	阳
	165
	C:0.098
	阳

	16
	n.d.
	阴
	66
	C:0.035
	阳
	116
	A:0.058
	阳
	166
	A:0.107 B:0.097
	阳

	17
	n.d.
	阴
	67
	B:0.024 C:0.025
	阴
	117
	C:0.056
	阳
	167
	B:0.099
	阳

	18
	n.d.
	阴
	68
	A:0.029
	阴
	118
	B:0.057
	阳
	168
	A:0.099
	阳

	19
	n.d.
	阴
	69
	A:0.028 B:0.029
	阳
	119
	C:0.058
	阳
	169
	C:0.095
	阳

	20
	n.d.
	阴
	70
	A:0.025 C:0.024
	阴
	120
	B:0.049
	阳
	170
	B:0.096
	阳

	21
	n.d.
	阴
	71
	B:0.026
	阴
	121
	A:0.048
	阳
	171
	C:0.099
	阳

	22
	n.d.
	阴
	72
	B:0.025
	阴
	122
	A:0.045 B:0.046
	阳
	172
	A:0.098
	阳

	23
	n.d.
	阴
	73
	C:0.027
	阴
	123
	A:0.051 B:0.043
	阳
	173
	B:0.091
	阳

	24
	n.d.
	阴
	74
	A:0.024 B:0.025
	阴
	124
	B:0.047 C:0.045
	阴
	174
	C:0.098
	阳

	25
	n.d.
	阴
	75
	A:0.026 C:0.024
	阴
	125
	A:0.047
	阳
	175
	A:0.097 B:0.113

C:0.096
	阳

	26
	n.d.
	阴
	76
	B:0.029 C:0.026
	阴
	126
	A:0.045 B:0.049
	阳
	176
	A:0.099 C:0.108
	阳

	27
	n.d.
	阴
	77
	B:0.029
	阴
	127
	B:0.046 C:0.047
	阳
	177
	B:0.096 C:0.113
	阳

	28
	n.d.
	阴
	78
	C:0.028
	阴
	128
	A:0.049
	阳
	178
	A:0.102
	阳

	29
	n.d.
	阴
	79
	A:0.025 B:0.024
	阴
	129
	B:0.052
	阳
	179
	A:0.097 C:0.098
	阳

	30
	n.d.
	阴
	80
	A:0.023 C:0.027
	阴
	130
	C:0.048
	阳
	180
	A:0.097 B:0.122
	阳

	31
	n.d.
	阴
	81
	A:0.023 B:0.026

C:0.024
	阴
	131
	B:0.049
	阳
	181
	C:0.107
	阳

	32
	n.d.
	阴
	82
	B:0.028
	阴
	132
	B:0.047
	阴
	182
	A:0.112 B:0.105
	阳

	33
	n.d.
	阴
	83
	C:0.028
	阴
	133
	A:0.048
	阳
	183
	B:0.096
	阳

	34
	n.d.
	阴
	84
	A:0.025 C:0.029
	阴
	134
	A:0.049
	阳
	184
	A:0.098 C:0.099
	阳

	35
	n.d.
	阴
	85
	A:0.027
	阴
	135
	C:0.047
	阳
	185
	B:0.113
	阳

	36
	n.d.
	阴
	86
	B:0.028
	阴
	136
	C:0.049
	阳
	186
	B:0.093 C:0.101
	阳

	37
	n.d.
	阴
	87
	C:0.029
	阴
	137
	A:0.049 B:0.046

C:0.056
	阳
	187
	A:0.107 C:0.098
	阳

	38
	n.d.
	阴
	88
	A:0.025 B:0.025
	阴
	138
	B:0.048
	阳
	188
	A:0.104 B:0.099
	阳

	39
	n.d.
	阴
	89
	B:0.024 C:0.025
	阳
	139
	A:0.053 B:0.052
	阳
	189
	A:0.098
	阳

	40
	n.d.
	阴
	90
	A:0.029 B:0.025
	阴
	140
	A:0.047
	阳
	190
	A:0.096

B:0.105 C:0.096
	阳

	41
	n.d.
	阴
	91
	A:0.031
	阴
	141
	B:0.051 C:0.043
	阳
	191
	A:0.101 B:0.098
	阳

	42
	n.d.
	阴
	92
	C:0.029
	阴
	142
	B:0.052 C:0.049
	阳
	192
	C:0.098
	阳

	43
	n.d.
	阴
	93
	A:0.030
	阴
	143
	C:0.048
	阳
	193
	A:0.099 C:0.099
	阳

	44
	n.d.
	阴
	94
	A:0.024 B:0.025

C:0.025
	阴
	144
	B:0.047
	阳
	194
	B:0.098 C:0.107
	阳

	45
	n.d.
	阴
	95
	A:0.024 B:0.026
	阴
	145
	A:0.045 B:0.046
	阳
	195
	A:0.096
	阳

	46
	n.d.
	阴
	96
	A:0.025

B:0.035 C:0.031
	阳
	146
	B:0.055
	阳
	196
	A:0.097 B:0.115
	阳

	47
	n.d.
	阴
	97
	A:0.029 C:0.025
	阴
	147
	C:0.047
	阳
	197
	C:0.098
	阳

	48
	n.d.
	阴
	98
	A:0.023 
	阴
	148
	A:0.046 B:0.045
	阳
	198
	B:0.107
	阳

	49
	n.d.
	阴
	99
	B:0.029
	阴
	149
	C:0.052
	阳
	199
	A:0.099 B:0.098
	阳

	50
	n.d.
	阴
	100
	C:0.026 
	阴
	150
	A:0.046 B:0.045
	阳
	200
	A:0.095
	阳


备注：1.  A：6-苄氨基嘌呤，B：6-糠氨基嘌呤，C：N6-异戊烯腺
2. 赋值检出限浓度0.75倍及以上作为阳性样品。
表6 模拟样品（黄豆芽）测试结果统计表

	检测结果
	阳性
	阴性
	总计

	空白对照
	0
	50
	50

	0.5倍检出限
	6
	44
	50

	1倍检出限
	49
	1
	50

	2倍检出限
	50
	0
	50


九、评价指标

9.1、相关评价指标的定义如下：

灵敏度：指方法在实验条件下达到的实际最低检出水平时，检出阳性结果的阳性样品数占总阳性样品数的百分比，具体计算要求见附表，评价中可描述为该百分比下方法的检出限。

特异性：指方法在实验条件下达到的实际最低检出水平时，检出阴性结果的阴性样品数占总阴性样品数的百分比，具体计算要求见附表，评价中可描述为方法检出限下不存在干扰的百分比。

假阴性率：指方法在实验条件下达到的实际最低检出水平时，阳性样品中检出阴性结果的最大概率（以百分比计），具体计算要求见附表，计算结果为方法最大假阴性率的结果。

假阳性率：指方法在实验条件下达到的实际最低检出水平时，阴性样品中检出阳性结果的最大概率（以百分比计），具体计算要求见附表，计算结果为方法最大假阳性率的结果。

9.2、与参比方法一致性分析：
快速检测方法应与方法中规定的液相色谱串联质谱参比方法进行一致性比较。与参比方法一致性分析统计方法常见卡方检验，具体可见附表中显著性差异（c2）所示，一般：

c2=（
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a：样品被待确认方法证实为阳性而参比方法检验为阴性的数目；

b：样品被待确认方法证实为阴性而参比方法检验为阳性的数目。

c2<3.84表示待确认方法与参比方法的阳性确证比率在95%的置信区间内没有显著性差异。

c2>3.84表示两种方法的阳性确认比率在95%的置信区间内有显著性差异。

9.3、技术方案评价指标

根据9.1和9.2的相关定义，结合8.3试验测试的结果，相关评价指标如下表7和表8.

表7 绿豆芽中3种生长调节剂快速检测方法性能指标计算表

	样品情况a
	检测结果b
	总数

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	99
	1
	100

	阴性
	7
	93
	100

	总数
	100
	100
	200

	显著性差异（(2）
	3.125
自由度（df）=1

	灵敏度（p+，%）
	99%

	特异性（p-，%）
	93%

	假阴性率（pf-，%）
	1%

	假阳性率（pf+，%）
	7%

	相对准确度，%c
	96%

	注：

a由参比方法检验得到的结果或者样品中实际的公议值结果；

b由待确认方法检验得到的结果。灵敏度的计算使用确认后的结果。

N：任何特定单元的结果数，第一个下标指行，第二个下标指列。例如：N11表示第一行，第一列，N1.表示所有的第一行，N.2表示所有的第二列；N12表示第一行，第二列。

C为方法的检测结果相对准确性的结果，与一致性分析和浓度检测趋势情况综合评价。


表8 黄豆芽中3种生长调节剂快速检测方法性能指标计算表

	样品情况a
	检测结果b
	总数

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	99
	1
	100

	阴性
	6
	94
	100

	总数
	100
	100
	200

	显著性差异（(2）
	2.3

自由度（df）=1

	灵敏度（p+，%）
	99%

	特异性（p-，%）
	92%

	假阴性率（pf-，%）
	1%

	假阳性率（pf+，%）
	8%

	相对准确度，%c
	95.5%

	注：

a由参比方法检验得到的结果或者样品中实际的公议值结果；

b由待确认方法检验得到的结果。灵敏度的计算使用确认后的结果。

N：任何特定单元的结果数，第一个下标指行，第二个下标指列。例如：N11表示第一行，第一列，N1.表示所有的第一行，N.2表示所有的第二列；N12表示第一行，第二列。

C为方法的检测结果相对准确性的结果，与一致性分析和浓度检测趋势情况综合评价。


综上所述：黄豆芽和绿豆芽样品中的c2分别为3.1和2.3，均小于3.84，表示待确认方法与参比方法的阳性确证比率在95%的置信区间内没有显著性差异。该方法的灵敏度≥99%，方法的特异性≥85%，方法的假阴性率≤1%。方法的假阳性率≤15%。满足食品药品监管总局《关于印发食品快速检测方法评价技术规范的通知 食药监办科〔2017〕43号》的附件：《食品快速检测方法评价技术规范》的要求。本方法恩诺沙星、环丙沙星的方法检出限均为：10 μg/kg。

9.4 其他实验室验证结果

在三明市检验检测中心、福建省宁德市产品质量检验所等机构对本检测方法进行验证，均满足食品药品监管总局《关于印发食品快速检测方法评价技术规范的通知 食药监办科〔2017〕43号》的附件：《食品快速检测方法评价技术规范》的要求。

十．与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系

 与有关的现行法律、法规和强制性国家标准协调一致，根据查新报告，国内未见采用纳米金溶胶作为增强试剂，运用便携式拉曼光谱仪现场对豆芽中的6-苄氨基嘌呤、6-糠氨基嘌呤、N6-异戊烯腺嘌呤3种生长调节剂同时快速检测的文献报道。

                          标准起草小组

　　　　　　　　　　　       　         2022年9月
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