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前  言

本标准按照GB/T 1.1-2009《标准化工作导则  第1部分：标准的结构和编写》给出的规则起草。

本标准由江西省饲料工业标准化技术委员会提出并归口。 

本标准起草单位：江西省兽药饲料监察所、中检环贸生物技术（北京）有限公司、双胞胎（集团）股份有限公司、江西正邦科技股份有限公司。

本标准主要起草人：杨琳芬、符金华、李瑾瑾、李华、廖丰、刘世宁、董泽民、刘国花、黄艳清。
饲料及饲料原料中伏马毒素的快速筛查 胶体金快速定量法

1　 范围

本标准规定了用胶体金免疫层析法快速筛查饲料及饲料原料中的伏马毒素，为定量筛查方法。

本标准适用于大麦、玉米、玉米糁、小米、燕麦、糙米、高粱、小麦、玉米蛋白粉、DDGS等原料及饲料中伏马毒素的快速筛查。定量检测限为 300 μg/kg (ppb)，检测范围为 300 μg/kg (ppb) -10000 μg/kg (ppb)。
2　 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法
GB/T 20195  动物饲料  试样的制备

GB/T 27404  实验室质量控制规范 食品理化检测

3　 原理
本方法应用了免疫层析原理。试样提取液中的呕吐毒素与检测条中胶体金微粒发生反应，呕吐毒素与胶体金微粒的结合物以及胶体金微粒在侧流作用下移动，当到达检测线时，检测上包被的抗原与胶体金微粒结合发生呈色反应，颜色深浅与试样中伏马毒素含量相关。用读数仪测定检测条上检测线和质控线颜色深浅，根据颜色深浅和读数仪内置曲线计算出试样中伏马毒素含量。

4　 试剂和材料

除非另有说明，本法所用试剂均为分析纯，水为去离子水，符合 GB/T 6682 二级水的规定。

胶体金免疫层析快速筛查组件（参见附录A）。

伏马毒素检测试纸条：符合附录A规定的检测条产品，技术要求参考GB/T 27404，按说明书要求冷藏保存。

稀释缓冲液：与胶体金检测条配套提供，或按照其说明书配制。

提取液：70%（v/v）甲醇溶液或胶体金检测条配套的提取液。

5　 仪器和设备

天平:分度值0.01g。

粉碎机：可使试样粉碎后全部通过20目筛。

离心机：转速不低于4000r/min。

涡旋振荡器。

孵育器：可调节时间、温度,控温精度±1℃。

读数仪：可测定并显示胶体金定量检测条的测定结果。

6　 试样制备与保存

6.1　 试样制备

按GB/T 20195要求制备试样。

6.2　 试样保存

将试样于-10℃～-20℃下避光保存。

7　 分析步骤

7.1　 样品提取

7.1.1　 取有代表性的样品500g，粉碎机（5.2）粉碎至全部通过20目筛,混匀。

7.1.2　 准确称取10.00g试样于100mL具塞锥形瓶中，加入20.0mL试样提取液（4.2），密闭，用涡旋振荡器（5.4）振荡1min～2min，静置后用滤纸过滤，或取1mL～1.5mL混合液于离心管中，用离心机（4000r/min）（5.3）离心至少10秒。取滤液或离心后上清液100μL于另一离心管中，加入1.0mL稀释缓冲液（4.1.2），充分混匀待测。
不同厂家的伏马毒素胶体金快速定量条所用的样品制备方法不同，如提供伏马毒素胶体金快速定量检测条使用说明，则按照使用说明中规定的方法进行操作。

7.2　 样品测定

将伏马毒素胶体金检测条（4.1.1）从冷藏状态（2℃-8℃）取出放置至室温。将孵育器（5.5）预热至孵育温度45℃。将检测条（5.7）平放在孵育器（5.5）凹槽中，打开加样槽。

准确移取300μL待测溶液（7.1.2），加入检测条加样孔中，关闭孵育器（5.5）盖。

孵育5min后，取出检测条（4.1.1）观察质控线和检测线显色情况，必须出现清晰齐整的质控线即C线。若出现下述情况，视为检测条无效：
a) C线（质控线）不出现、弥散或严重不均匀；

b) T1或T2线（检测线）严重不均匀；

c) 待测溶液掩盖或模糊了T1、T2线或C线；

d) 胶体金显色微粒没有通过T1、T2线或C线。

无效的检测条（4.1.1）不要放入读数仪（5.6）进行测定。

选取读数仪（5.6）伏马毒素检测频道中“基质00”（MATRIX00）样品测定类型进行测定，测定需在2min内完成，读数仪（5.6）显示样品中伏马毒素的含量。

若读数仪（5.6）显示“+1500”，需将样品稀释后，读数仪（5.6）设定为“基质01”（MATRIX01）样品测定类型重新进行测定。稀释方法为：移取300μL稀释提取液（7.1.2）于离心管中，加入1.0 mL稀释缓冲液后混匀，按7.2.1-7.2.4重新测定。

8　 结果表述

伏马毒素含量以微克每千克（µg/kg,相当于ppb）表示，由读数仪直接显示和读取。

9　 重复性

在同一实验室，由同一操作者使用相同仪器，按相同的测定方法，并在短时间内对同一被测试对象相互独立进行测试获得的两次独立测试结果的绝对差值大于算术平均值20%的情况不超过5%。
附　录　A 
（资料性附录）
胶体金免疫层析快速筛查组件试剂配制与技术要求

A.1　 样本稀释液配制（根据说明书添加）
磷酸二氢钾             0.2 g

十二水合磷酸氢二钠     2.9 g

氯化钠                 8.0 g

氯化钾                 0.2 g

Tween-20              0.5 mL

加水定容至1 000 mL。
A.2　 基本要求

A.2.1　 工作环境要求

气温：23℃～25℃。
A.2.2　 抗原要求

伏马毒素半抗原与载体蛋白进行化学偶联，能够达到包被要求。

A.2.3　 抗体要求

用伏马毒素抗原免疫小鼠，制备针对伏马毒素的特异性单克隆抗体，能够达到检测要求。
A.3　 原材料要求

A.3.1　 样品垫：玻璃纤维或无纺布。
A.3.2　 金释放垫：玻璃纤维片，免疫金释放时间小于10 min，释放效率大于90%。
A.3.3　 反应膜：硝酸纤维素膜，孔径为0.45 μm，4 cm浸润时间不小于140 s。
A.3.4　 吸水纸。

A.4　 塑料卡盒：丙烯腈、丁二烯和苯乙烯的三元共聚物
A.5　 准确度

采用800µg/kg（800ppb）、2000µg/kg（2000ppb）和3000 µg/kg（3000ppb）三个浓度水平的阳性样品，每个浓度水平测定不低于6次，通过偏差来表达，3个浓度水平的偏差均应控制在-20%～+20%之间。

A.6　 精密度

采用800µg/kg（800ppb）浓度水平的实际样品，测定不低于6次，通过批内变异系数来表达，变异系数应≤20%。

A.7　 检测限

计算20份阴性样品测定均值加10倍标准差，其结果应小于或等于产品灵敏度标示值。

A.8　 批间稳定性

采用800µg/kg（800ppb）左右浓度水平的阳性样品，不得低于6个批次，每个批次测定不低于2次，批内测定取平均值，通过批间变异系数来表达，变异系数应≤25%。

A.9　 质控

检测阴性质控和阳性质控以验证检测条性能，购买有证的阴性参考样及阳性参考样进行质控，可根据参考样的证书上的真实含量水平对检测体系进行质控。
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