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	目的、意义或必要性:

赭曲霉毒素属次级代谢物毒素组群，由曲霉菌属或青霉菌属的几种真菌产生，属于弱有机酸，为异香豆素的衍生物。赭曲霉毒素分为A、B及C三种，三者在化学结构上差异较小，但在毒性方面有天壤之别，其中毒性最大、污染最严重、分布最广的是赭曲霉毒素A。GB 2761-2017《食品安全国家标准-食品中真菌毒素限量》中详细的规定了谷物及其制品、豆类及其制品、葡萄酒等共五大类7小类食品中赭曲霉毒素A的限量标准，限量范围为2-10 µg/kg。我国现行的赭曲霉毒素A检测标准中共有7个，包括3个国家标准和5个行业标准，适用样本包括玉米、小麦、大麦、大米、大豆及其制品、稻谷、油菜籽、油料、葡萄酒、咖啡、酱油、葡萄干、胡椒粉等。GB 2761-2017指定的检验方法是GB 5009.96-2016《食品安全国家标准食品中赭曲霉毒素A的测定》，包括免疫亲和净化液相色谱法、离子交换固相萃取柱净

化高效液相色谱法、免疫亲和层析净化液相色谱-串联质谱法、酶联免疫和薄层色谱五种检测方法。这些检测标准基本涵盖了国内赭曲霉毒素A的检测技术。

由于赭曲霉毒素A在食品中的含量很低，所以检测手段要求很高。世界各国有关学者对赭曲霉毒素A进行了许多了研究， 目前的检测方法主要分为两大类：即确认方法和快速方法。确认方法主要基于理化仪器设备，如薄层色谱法(TLC)、气相色谱法(GC)、高压液相色谱法(HPLC)和各种联用技术如气质联用(GC-MS)、液质联用(HPLC-MS)等；快速方法主要是基于免疫化学基础上的免疫分析方法如免疫亲合柱-荧光检测(IAC-FLD)、酶联免疫吸附法(ELlSA)和胶体金免疫层析法等。 

本项目方法采用的是一种基于时间分辨荧光纳米微球快速定量检测技术平台。该检测技术平台可以对待测样品实现快速、超敏、准确的现场检测，并且提供定量的检测结果。通过双T线定量的方法，大大提升了检测结果的准确度、精密度和重复性。该方法通过时间分辨的原理,大大降低检测基质所带来的荧光本底,同时进行抗原抗体的匹配条件测试，可以进一步提升检测的灵敏度和结果的准确性，且其样本前处理简单，检测仪器与配套设备简易，方便携带，对人员的要求也较低，按照正常的操作流程即可完成样本处理与检测，结果在不到20min即可获得，适用于各类粮食谷物、食品及饲料加工企业、第三方检测机构及各级政府监管部门。

	主要技术内容和范围:

1、适用范围：本标准规定了食品中赭曲霉毒素A的时间分辨荧光免疫层析定量法测定方法。适用于葡萄酒、辣椒和咖啡中赭曲霉毒素A的测定。
2、方法原理：当将待测液滴加在赭曲霉毒素A荧光定量快速检测卡加样孔时，待测液的赭曲霉毒素A与结合垫中荧光微球标记的赭曲霉毒素A抗体结合并通过毛细作用向前层析，到达检测区后，检测线T1和T2上固定的赭曲霉毒素A抗原与剩余未结合的荧光微球标记赭曲霉毒素A抗体结合。反应结束后，使用荧光定量快速检测仪读取T1、T2和C线的荧光强度并计算(T1+T2)/C值，通过内置标准曲线即可计算出样品中赭曲霉毒素A的含量。

3、试剂材料：除另有规定外，本方法所用试剂均为分析纯，水均为GB/T 6682规定的一级水。乙醇、乙腈、时间分辨荧光微球。
4、仪器与设备：天平、混匀仪、离心机、离心管、孵育器、荧光定量快速检测仪、移液器等。

5、样品前处理：
（1）样品的制备：

取辣椒和咖啡样品 300-500g，粉碎至 90%以上颗粒物可通过20目筛；取葡萄酒样品 300-500g，混匀后，直接取用。
（2）样品溶液的制备：
a）辣椒、咖啡：称取5.0±0.05g制备好的样品，放入50mL离心管中，加入25mL样品提取液（50%乙醇水溶液），振荡提取3分钟； 提取结束后，4000转/分钟离心2分钟，取100μL离心上清液，加入到500μL样品稀释液（Tris-HCl缓冲液）中，混匀5秒备用。
b）葡萄酒：称取100g±0.05g制备好的样品，放入50mL离心管中，加入25mL样品提取液（乙腈），再加入5g氯化钠，振荡提取3分钟； 提取结束后，4000转/分钟离心2分钟，取100μL离心上清液，加入到500μL样品稀释液（Tris-HCl缓冲液）中，混匀5秒备用。

6、样品检测：从铝箔袋中取出检测卡，水平置于检测卡恒温孵育器上；用移液枪吸取稀释后的待测液100μL加到检测卡上的加样孔中，开始计时盖盖孵育8分钟；孵育结束后，进行检测。

7、结果计算：根据内置曲线自动计算得出结果。超出测定范围需要稀释的，再乘以稀释倍数。

结果判定：

1）阴性(-)：检测结果＜参考值；

2）阳性(+)：检测结果≥参考值；

3）参考值：2、5和10μg/kg（根据样品种类，设置不同的参考值）；
4) 无效：可能因检测卡过期、操作不规范等原因，导致本次检测无效，需查明原因重新检测。
8、方法的检出限、灵敏度、特异性、假阴性率、假阳性率如下：
1）检出限：1μg/kg；
2）灵敏度：灵敏度≥99%；
3）特异性：特异性≥98%；
4）假阴性率：假阴性率≤1%；
5）假阳性率：假阳性率≤2%。

	国内外情况简要说明:

目前国内存在《饲料中赭曲霉毒素A的测定-薄层色谱测定方法和酶联免疫吸附法》、《饲料中赭曲霉毒素A的测定-免疫亲和柱净化-高效液相色谱法》、《食品中赭曲霉毒素A的测定 超高效液相色谱法》、《主要谷物中16种真菌毒素的测定 液相色谱串联质谱法》、《进口葡萄酒中赭曲霉素A的测定 液相色谱-质谱/质谱法》等。时间分辨荧光免疫层析定量法测定食品中赭曲霉毒素A还未有国家标准，行业标准。

	与现行法律、法规和国家、行业标准的关系:
现有国家标准和行业标准如下：GB 5009.96-2016《食品安全国家标准食品中赭曲霉毒素A的测定》、GB/T 19539-2004《饲料中赭曲霉毒素A的测定》、GB/T 30957-2014《饲料中赭曲霉毒素A的测定免疫亲和柱净化-高效液相色谱法》、LS/T 6114-2015《粮食中赭曲霉毒素A测定的胶体金快速定量法》、LS/T 6126-2017《食品中赭曲霉毒素A的测定 超高效液相色谱法》、LS/T 6133-2018《主要谷物中16种真菌毒素的测定 液相色谱串联质谱法》、SN/T 3136-2012《出口花生、谷类及其制品中黄曲霉毒素、赭曲霉毒素、伏马毒素B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、T-2毒素、HT-2毒素的测定》、SN/T 4675.10-2016《进口葡萄酒中赭曲霉素A的测定 液相色谱-质谱/质谱法》。以上赭曲霉毒素A检测的标准方法涉及的有液相色谱法、液质联用法、酶联免疫吸附法、薄层色谱法。液相色谱串联质谱仪和液相色谱仪法所用仪器价值高，操作成本高，前处理步骤多，耗时较长，对实验人员要求高。酶联免疫吸附法具有专一性高和特异性强的优点，但也存在灵敏度低和检测时间较长的问题。薄层色谱法所用溶剂甲苯、三氯甲烷等毒性较强。本方法采用时间分辨荧光免疫分析技术，样本前处理简单，检测仪器与配套设备简易，方便携带，对人员的要求也较低，可满足更高效、更灵敏、更精准、可定量、检测快、云平台智能化的检测需求。

	项目的保障措施(包括起草单位、参加单位的技术力量等):

起草单位：南京微测生物科技有限公司成立于2014年，公司设有专门的研发部门，由多名博士和硕士为核心的高科技人才队伍组成，专注于食品安全和动物疾病快速检测仪器和试剂研发、生产、销售和技术服务的国家级高新技术企业。产品涉及真菌毒素、重金属、农药残留、转基因、兽药残留、违法添加物、激素、营养成分、微生物、动物疾病等种类，覆盖粮油、食品、饲料、中药材、乳品、水产、蜂蜜、畜禽养殖等行业，为各类生产加工企业、第三方检测机构、政府相关监管部门、高校科研院所等提供领先的质量安全快速检测解决方案。
　　公司已开发或正在开发的产品主要有真菌毒素快速定量(定性)检测系列、真菌毒素免疫亲和柱系列、重金属快速定量检测系列、农药残留快速定量(定性)检测系列、转基因快速定量(定性)检测系列、兽药残留快速定量(定性)检测系列、维生素荧光定量快速检测系列、动物疾病荧光定量快速检测系列、宠物疾病荧光定量快速检测系列等产品，目前已成为中储粮集团、中粮集团、统一集团、益海嘉里集团、鲁花集团、牧原集团、海大集团、通威集团、大北农集团、傲农集团、嘉吉集团、铁骑力士等多家大型粮油、食品、饲料加工企业、畜牧养殖企业、第三方检测机构及政府相关监管部门的战略供应商和合作伙伴。目前正积极开拓柬埔寨、埃及、泰国等一带一路沿线等海外市场，以高科技、高品质、优服务的定位树立了良好品牌的形象和市场口碑，实现在食品安全快速检测领域的弯道超车。作为本项目的承担单位，公司完全能够主持、协调本项目的实施并完成项目的研究任务和控制项目完成的质量。
参与单位：江苏省理化测试中心（江苏省理化测试技术研究所）成立于1978年，是直属江苏省科学技术厅领导的省级最早的检测机构之一，大力推动江苏科学检测监管、产学研协作，广泛服务于我省食品、环境、生物医药、化工、材料等领域，每年为企业、高校、院所、质检、司法等机构完成分析测试样品18000件以上，助力江苏社会发展。中心目前拥有三重四级杆液相色谱-质谱联用仪(HPLC-MS/MS)、三重四级杆气质联用仪(GC-MS/MS)、气相色谱-质谱联用仪(GC-MS)、液相色谱-电感耦合等离子体质谱仪(HPLC-ICP-MS)、原子荧光形态分析仪、原子吸收、气相液相色谱、激光拉曼光谱仪、红外光谱仪、实时荧光PCR仪、全自动凝胶净化系统等先进的进口精密分析测试设备，和二级生物安全实验室。中心拥有一支60多人的分析测试水平高、科研能力强、经验丰富的科技人才队伍，其中包括国务院特殊津贴专家1名、江苏省“333人才”对象3名。

中心在食品质量安全领域获认可资质1300多项，涵盖兽药残留、农药残留、重金属、添加剂、非法添加物等指标，是食品安全监督抽检国抽和省本级以及多个市县区抽检任务的承担单位。中心在食品快检领域也有丰富的经验，2016年中心承担江苏省食品安全监管部门的食品安全快检调查任务2500批次，2017年承担快检任务约500批次；近年来还为多家企业（南京简智、智锐达、岛津等）的快检方法进行了方法验证，包括激光拉曼快检法，胶体金快检法、比色法快检法等。作为本项目的参与单位，中心完全能够保证配合本项目的顺利开展和实施。
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