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[bookmark: _Toc79051370][bookmark: BKQY]前  言
本标准按照GB/T 1.1—2020给出的规则起草。
本标准由深圳海关食品检验检疫技术中心提出。
本标准由深圳市分析测试协会归口。
本标准起草单位：深圳海关食品检验检疫技术中心、北京勤邦生物技术有限公司、深圳市检验检疫科学研究院。
本标准主要起草人：罗茂峰、幸淑婷、吴小胜、刘珊利、周钰梅、万宇平、朱兴华、林泳欣、农婷婷、张洪亮。
T/XXXXXX-20XX
本标准为首次发布。
I
蔬菜水果中多菌灵的快速检测 胶体金免疫层析法
[bookmark: _Toc26175100][bookmark: _Toc26542367][bookmark: _Toc79051371]范围
本文件规定了蔬菜水果中多菌灵的胶体金免疫层析快速检测方法。
本文件适用于抱子甘蓝、西葫芦、菜豆、草莓等蔬菜水果中多菌灵残留的筛选检验。
[bookmark: _Toc26175101][bookmark: _Toc26542368][bookmark: _Toc79051372]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；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实验方法
食药监办科[2017]43号  食品快速检测方法评价技术规范
[bookmark: _Toc79051373]原理
本方法采用竞争抑制免疫层析原理。样品中的多菌灵经提取后与胶体金标记的特异性抗体结合，抑制了抗体和试纸条中检测线（T线）上抗原的结合，从而导致检测线颜色深浅的变化。通过检测线与质控线（C线）颜色深浅比较，对样品中多菌灵进行定性判定。
[bookmark: _Toc79051374]试剂与材料
除另有规定外，本方法所用试剂均为分析纯，水为GB/T 6682规定的二级水。
试剂
甲醇（CH3OH）。
提取液：由胶体金快速检测试纸条配套提供，或按照其说明书配制。
参考物质
多菌灵参考物质的中文名称、英文名称、CAS登录号、分子式、相对分子质量见表1，纯度≥98%。
多菌灵参考物质的中文名称、英文名称、CAS登录号、分子式、相对分子质量
	中文名称
	英文名称
	CAS登录号
	分子式
	相对分子质量

	多菌灵
	Carbendazim
	10605-21-7
	C9H9N3O2
	191.2


或等同可溯源物质。
标准溶液的配制
[bookmark: _Toc26542371][bookmark: _Toc27739325][bookmark: _Toc26175104]多菌灵标准储备液（100 μg/mL）：准确称取多菌灵参考物质（4.2）10 mg，置于10 mL容量瓶中，用甲醇（4.1.1）溶解并稀释至刻度，摇匀，制成浓度为100 μg/mL的多菌灵标准储备液。4℃避光保存，有效期6个月。
多菌灵标准工作液（1 μg/mL）：精密移取多菌灵标准储备液（100 μg/mL）（4.3.1）0.1 mL，置于10 mL容量瓶中，用甲醇（4.1.1）稀释至刻度，摇匀，制成浓度为1 μg/mL的多菌灵标准工作液。临用新配。
材料
多菌灵胶体金快速检测试纸条。需在阴凉、干燥、避光条件下保存。
[bookmark: _Toc79051375]仪器与设备
[bookmark: _Toc26542372][bookmark: _Toc27739326]电子天平：感量为0.01 g。
移液器：10 μL~200 μL、100 μL~1000 μL。
[bookmark: _Toc79051376]分析步骤
试样制备
选取新鲜样品，擦去表面泥土，剪成1 cm左右见方碎片，备用。
试样提取
称取1 g（精确至0.05 g）制备的试样放入离心管中，加入8 mL提取液（4.1.2），上下振荡1 min，静置1 min，取100 μL上清液加入800 μL提取液（4.1.2）混匀，即为待测液。
测定步骤
测试前，将未开封的试纸条恢复至室温。吸取100 μL样品待测液于试纸条的加样孔中，室温反应10 min后，直接进行结果判定。
测定步骤建议按照试纸条说明书。
结果判定建议使用读数仪，读数仪的具体使用参照仪器使用说明书。
质控试验
每批样品应同时进行空白试验和加标质控试验。
空白试验
称取空白试样，按照6.2和6.3步骤与样品同法操作。
加标质控试验
准确称取空白样品1 g（精确至0.05 g）放入离心管中，加入500 μL多菌灵标准工作液（1 μg/mL）（4.3.2），使试样中多菌灵浓度为0.5 mg/kg，按照6.2和6.3步骤与样品同法操作。
[bookmark: _Toc79051377]结果判定
[bookmark: _Toc26542374][bookmark: _Toc27739328]读数仪测定
按读数仪说明书要求操作，直接读数并进行结果判定。
 目视判定
通过对比质控线（C线）和检测线（T线）的颜色深浅进行结果判定。目视判定示意图见图1。
无效
质控线（C线）不显色，无论检测线（T线）是否显色，表明操作不正确或试纸条已失效，检测结果无效。
阳性结果
质控线（C线）显色，检测线（T线）不显色或颜色浅于质控线（C线），表明样品中多菌灵含量高于方法检出限，判为阳性。
阴性结果
质控线（C线）显色，检测线（T线）颜色深于质控线（C线）或与质控线（C线）颜色基本一致，表明样品中多菌灵含量低于方法检出限，判为阴性。
[image: 克仑特罗试纸卡示意图-03]
图1　 目视判定示意图
质控试验要求
空白试验测定结果应为阴性，加标质控试验测定结果应为阳性。
[bookmark: _Toc79051378]结果确认
当检测结果为阳性时，应按照GB 2763指定方法标准进行确证。
[bookmark: _Toc79051379]性能指标
[bookmark: _Toc26542382][bookmark: _Toc27739330]检出限：抱子甘蓝、西葫芦、菜豆、草莓0.5 mg/kg。
灵敏度：≥95%。
特异性：≥90%。
假阴性率：≤5%。
假阳性率：≤10%。
注： 性能指标计算方法见附录A。
[bookmark: _Toc79051380]其他
本方法所述试剂、试纸条信息及操作步骤是为给方法使用者提供方便，在使用本方法时不做限定。方法使用者应使用经过验证的满足本方法规定的各项性能指标的试剂、试纸条。


[bookmark: _Toc79051381]
（资料性附录）
快速检测方法性能指标计算
快速检测方法各个性能指标计算见表A.1。
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
	N11
	N12
	N1.=N11+N12

	阴性
	N21
	N22
	N2.=N21+N22

	总数
	N.1=N11+N21
	N.2=N12+N22
	N=N1.+N2.或N.1+N.2

	显著性差异（2）
	2=(N12-N21-1)2/(N12+N21)，
自由度（df）=1

	灵敏度（p+，%）
	p+=N11/N1.

	特异性（p-，%）
	p-=N22/N2.

	假阴性率（pf-，%）
	pf-=N12/N1.=100-灵敏度

	假阳性率（pf+，%）
	pf+=N21/N2.=100-特异性

	相对准确度，%c
	(N11+N22)/(N1.+N2.)

	
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。
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