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一、 标准立项的背景及意义
拟柱孢藻毒素是一类分子量为415Da的生物碱，由羟甲基尿嘧啶和三环胍组合而成。1992年科学家首次确定了它们的化学结构，其中一共存在5种类似物，分别有CYN、7-deoxydesulfo-CYN、7-deoxy-CYN、7-epi-CYN、7-deoxydesulfo-12-acetyl-CYN。研究表明拟柱孢藻毒素具有肝毒性、细胞毒性、繁殖毒性和神经毒性等多种毒性效应，它们进入细胞后能够降低蛋白质和谷胱甘肽的合成速率，通过共价修饰的方式改变DNA和RNA，进而使得基因损伤，具有潜在的致癌风险[1-2]。拟柱孢藻毒素结构已被研究证明非常稳定，在紫外线和可见光、极酸或极碱以及反复高温煮沸的情况下都难以降解，由此有部分学者认为拟柱孢藻毒素可能比微囊藻毒素对人类和动物的威胁更大。鉴于拟柱孢藻毒素的危害性，澳大利亚首先提出了将1.0 μg/L作为安全饮用水的拟柱孢藻毒素标准限值，美国环保署在2016年也发布了拟柱孢藻毒素的安全指导值：对于6岁以下儿童为0.7 μg/L，对于6岁以上人群则是3.0 μg/L；2022年，WHO也对饮用水中拟柱孢藻毒素的限值进行了建议，其长期暴露浓度不应超过0.7 μg/L；我国现在还没有针对拟柱孢藻毒素规定相应的安全浓度限值[3-4]。
拟柱孢藻毒素不仅仅可以通过饮用水直接作用于人体产生危害，还能经由食物链逐层累积在水生动物或其他动物体内，具有很大的潜在风险。因此，对水中拟柱孢藻藻毒素进行监测和研究，对于保障人类健康和水质安全具有重要意义。
蓝藻毒素的潜在危害使得其检测技术长期以来一直是国内外研究热点，利用蓝藻毒素产生基础和生理化学特性如分子量、生色团和反应性，已发展了化学分析、分子分析、免疫分析和生物分析等一系列方法用于产毒蓝藻的甄别和蓝藻毒素的定量检测[5-6]。在拟柱孢藻毒素的检测中，以HPLC（高效液相色谱法）和 LC-MS/MS（液相色谱串联质谱技术）作为主要的化学检测手段，它们具有检测结果准确、能区分不同异构体等优点，但这类检测技术操作复杂，仪器昂贵，对操作人员要求高，不适合用于检测次数频繁的常规和应急监测。
酶联免疫吸附法（ELISA）分析具有高灵敏、快速度、高通量的优点，能满足高频次、多样品的应急检测需要，检测结果是多种异构体拟柱孢藻的总量毒素。目前国内外尚未有相关的标准检测方法，WHO也仅提及饮用水中拟柱孢藻毒素的危害和限值。开发拟柱孢藻毒素的酶联免疫吸附法，能实现对水体中拟柱孢藻毒素浓度的快速测定，为保障供水安全提供一种新的技术手段。酶联免疫吸附法使用抗体和抗原之间的特异性反应，检测样品与标记抗体的结合量大小来实现藻毒素含量的测定。相比于HPLC和 LC-MS/MS方法，酶联免疫吸附法不需要昂贵的检测仪器，仅需一台酶标仪，能满足绝大部分实验室的采购能力。操作过程简单，检测步骤较少，且检测时间较短，可满足快速检测的要求。能实现多样品的高通量检测，在水体拟柱孢藻毒素的应急检测有较高的应用价值。检测的灵敏度高，能检出水体中至少0.05μg/L的拟柱孢藻毒素。
在实际藻毒素风险评估中，最关注的是藻毒素的总量浓度，WHO也对总量毒素提出限值的要求。酶联免疫吸附法的检测结果是多种异构体拟柱孢藻的总量毒素，能更贴近水质的评价要求。
[bookmark: _Toc15326][bookmark: _Toc21297]二、项目的前期研究    
 随着科技的不断进步，拟柱孢藻毒素的检测技术也在不断更新，目前主要的检测方法有如下几种：酶联免疫吸附测定法（Elisa）、高效液相色谱法（HPLC）、液相色谱串联质谱法（LC-MS/MS）等。酶联免疫吸附测定法是一种快速、高灵敏度的藻毒素检测方法，可以在较短时间内获得检测结果，能满足多样品高通量的应急检测需求。
酶联免疫吸附法是利用抗体和抗原之间的特异性反应，检测样品与标记抗体的结合量大小来实现藻毒素含量测定的方法。在20世纪80年代，这种方法就已经被应用于微囊藻毒素的检测中去了，这种方法具有效率高、灵敏度好以及高通量等优点。与微囊藻毒素相比，拟柱孢藻毒素的Elisa测定法在2013年才首次被研发出来，因此其相关测定法的内容还相对较少，目前仅在文献中有参考方法，国内外尚未有标准检测方法，对于检测条件参数仍有进一步优化的空间。
3、 [bookmark: _Toc26649][bookmark: _Toc18298]第一阶段团体标准正式立项
   深圳市分析测试协会于2023年3月面向会员单位征集团体标准，项目组及时提出了团体标准制订立项申请。协会在2023年6月17日组织专家召开了立项评审会议，最后《水质 拟柱孢藻毒素的测定 酶联免疫吸附法》项目通过专家组评审并获立项。标准起草单位是广东粤海水务检测技术有限公司。
[bookmark: _Toc14983][bookmark: _Toc26702]四、第二阶段调研并形成《水质 拟柱孢藻毒素的测定 酶联免疫吸附法》团体标准（征求意见稿）



[bookmark: _Toc22206]五、向社会公开征求意见后再次修订形成《水质 拟柱孢藻毒素的测定 酶联免疫吸附法》团体标准（送审稿）















[bookmark: _Toc8525][bookmark: _Toc2841]六、标准编制原则和技术路线
[bookmark: _Toc21804][bookmark: _Toc402]6.1 标准编制原则
本标准依据《深圳市分析测试协会团体标准管理办法》、《标准编写规则第4部分：试验方法标准》（GB/T 20001.4-2015）、《标准化工作导则第1部分：标准的结构和编写》（GB/T 1.1-2009）及《环境监测分析方法标准制订技术导则》（HJ 168-2020）的要求，参考国内同行业已使用的较成熟的参考文献，同时考虑国内现有监测机构的监测能力和实际情况，确保方法标准的科学性、先进性、可行性和可操作性。
本标准制订的基本原则如下：
（1）方法的灵敏度满足相关标准和实际使用的要求。
（2）方法准确可靠，满足各项方法特性指标的要求。
（3）方法具有普遍适用性，易于推广使用。
[bookmark: _Toc4539][bookmark: _Toc15311]6.2 标准的适用范围和主要技术内容
[bookmark: _Toc16412][bookmark: _Toc28851][bookmark: _Toc32392]6.2.1 标准的适用范围
本标准适用于地表水中拟柱孢藻毒素的测定。
[bookmark: _Toc24431][bookmark: _Toc23235][bookmark: _Toc9958]6.2.2 主要技术内容
本标准是新制订标准，根据水体中拟柱孢藻毒素的特点，结合我国仪器设备现状和标准要求，研究采用反复冻融后离心进行前处理，结合酶标仪进行检测，推广省时省力、切实有效的分析方法，为水中拟柱孢藻毒素的分析提供技术支撑。
本标准的主要技术内容包括对样品的前处理条件优化，以及对方法的检出限、精密度和准确度的验证。
[bookmark: _Toc25496][bookmark: _Toc18090]6.3 标准制修订的技术路线
本标准的制订工作将依据《环境监测分析方法标准制修订技术导则》（HJ 168-2020）的要求严格执行。首先对国内外的分析方法进行调研，分析标准建立的可行性，然后将通过一系列实验建立完善样品分析条件，完成特性指标参数优化及质量保证和质量控制等内容，并进行方法验证。技术路线如图1所示。


[image: 1]
图1 标准制订技术路线图
7、 [bookmark: _Toc11572][bookmark: _Toc12428]方法研究报告
[bookmark: _Toc16712][bookmark: _Toc32475][bookmark: _Toc21117]7.1 方法研究的目标
建立适用于地表水中拟柱孢藻毒素的酶联免疫吸附法，可实现定量分析。
[bookmark: _Toc8805][bookmark: _Toc13304][bookmark: _Toc18980]7.2 方法原理
使用拟柱孢藻毒素检测试剂盒检测，原理是直接竞争酶联免疫反应，通过一种特异性抗体来识别检测拟柱孢藻毒素，当样品中还有拟柱孢藻毒素及其类似物时，将会和拟柱孢藻毒素- HRP竞争并与溶液中的拟柱孢藻毒素抗体结合。拟柱孢藻毒素抗体与包被在微孔板底部的羊抗鼠二抗结合。经过一个洗涤步骤后加入无色底物，产生了一个颜色反应。加入反应终止液后使颜色由蓝色变为黄色；在450nm波长进行检测，样品中的拟柱孢藻毒素浓度与吸收光强度成反比。
[bookmark: _Toc19405][bookmark: _Toc21437][bookmark: _Toc9499]7.3 试剂和材料
[bookmark: _Toc12212]7.3.1 实验用水：参照GB/T 6682-2008，采用一级水作为实验用水。
7.3.2 试剂：Abraxis拟柱孢藻毒素检测试剂盒。
7.3.3 实验器皿：本实验过程中移液枪头和离心管使用前均在121 ℃高压灭菌锅灭菌20 min，以确保去除对反应体系产生干扰的物质。
[bookmark: _Toc5548][bookmark: _Toc11902]7.4 仪器和设备
7.4.1 酶标仪：具有450 nm波长模块。
[bookmark: _Toc11087][bookmark: _Toc24305]7.5 样品
[bookmark: _Toc20318][bookmark: _Toc5914][bookmark: _Toc18473]7.5.1 样品采集
参考《地表水和污水监测技术规范》（HJ/T 91-2002），为确保数据的准确，样品采集建议使用玻璃瓶。
[bookmark: _Toc9056][bookmark: _Toc20569][bookmark: _Toc4161]7.5.2 样品保存
7.5.2.1 保存环境和保存时间
参考Abraxis拟柱孢藻毒素检测试剂盒样品保存建议，地表水样品采集后，在-20℃下保存，5 d内完成分析。
[bookmark: _Toc29554][bookmark: _Toc30650]7.6 分析步骤
[bookmark: _Toc30688][bookmark: _Toc5817][bookmark: _Toc416]7.6.1 样品前处理条件的选择
7.6.1.1 冻融条件优化
采用相同的冻融温度（冷冻温度：-20℃，溶解温度（水浴）：37℃），对50 mL来源不同的样品反复冻融1次、2次、3次后，在相同的操作环境和检测步骤下，拟柱孢藻毒素浓度在反复冻融2次后浓度值最高，比较冻融2次和冻融3次的结果无显著差异。从保证结果准确性和有效降低检测时间来综合考虑，水样最佳的冻融条件为冻融2次。
[image: 2]
图2 不同冻融条件对检测结果的影响
7.6.1.2 离心条件优化
对冻融2次的样品设置不同的离心条件，5000 rpm、10000 rpm、12000 rpm转速下分别离心5 min、10 min和15min。在不同离心条件下，检测结果无显著差异，综合检测结果和检测时间考虑，最佳离心条件为5000 rpm离心5 min。
[image: 3]
图3 不同离心条件对检测结果的影响

7.6.1.3 拟柱孢藻毒素及其类似物检测结果差异
相关研究文献报道，目前已知的拟柱孢藻毒素及其类似物一共有5种，为了研究方法是否适用于不同拟柱孢藻毒素类似物的检测，对其中3种不同结构的拟柱孢藻毒素（具体包括CYN、7-deoxy-CYN、7-epi-CYN，配制浓度均为1 μg/L,每种结构类似物均进行平行测定）在相同检测条件下进行分析，结果显示不同结构类似物的检测结果无显著差异，表面本方法可适用于拟柱孢藻毒素及其类似物的检测。
        [image: 3]
               图4   拟柱孢藻毒素及其类似物结构式
[image: 4]
图5   拟柱孢藻毒素不同类似物的检测结果
7.6.2 方法性能指标
7.6.2.1 标准曲线绘制
配置拟柱孢藻毒素的标准系列为0.050、0.100、0.250、0.500、1.00和2.00 μg/L。以标准系列溶液中拟柱孢藻毒素浓度的对数值为横坐标，以仪器读取的吸光度值与空白标准浓度下的吸光度值的比值百分比为纵坐标，建立校准曲线（如图6和表1），曲线相关系数R>0.995，线性良好。



[image: 1]
图6  校准曲线图
表1 校准曲线和相关系数
	序号
	物质名称
	校准曲线
	相关系数R

	1
	拟柱孢藻毒素
	         y=-48.742x+171.15
	0.996


7.6.2.2 实验室内检出限
根据HJ 168的要求，连续分析7个实验室空白加标样品。依据仪器灵敏度情况，本实验选择拟柱孢藻毒素浓度为0.050 μg/L的空白水加标水样，配制7份平行模拟水样进行分析，数据结果见表2。方法检出限（MDL）的计算如公式（1），并以4倍的检出限作为方法的测定下限。
      MDL=t（n-1，0.99）× S                       （1）
式中：MDL——方法检出限；
      n——样品的平行测定次数；
      t——自由度为n-1，置信度为99%时的t分布（单侧）；
      S——n次平行测定的标准偏差。
      n=7, t（n-1，0.99）=3.143





表2 方法检出限和测定下限（n=7）
	测定次数
	测定结果（μg/L）

	
	拟柱孢藻毒素

	1
	0.050

	2
	0.049

	3
	0.054

	4
	0.058

	5
	0.054

	6
	0.088

	7
	0.084

	标准偏差（μg/L）
	0.016

	检出限（μg/L）
	0.051

	测定下限（μg/L）
	0.204


7.6.2.3 方法精密度      
配制拟柱孢藻毒素低、中、高浓度为0.100 μg/L、0.500 μg/L、1.00 μg/L的空白加标样品，平行测定6次进行精密度实验，按上述优化后的实验条件进行测定，分别计算平均值、标准偏差和相对标准偏差，见表3至表5。从表中可以看出，不同浓度的空白加标水样，测试的相对标准偏差为3.2%-8.2%，说明方法的精密度良好。
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表3  低浓度精密度实验（n=6）
	序号
	物质名称
	浓度值（μg/L）
	测定结果（μg/L）
	平均值（μg/L）
	标准偏差（μg/L）
	相对标准偏差（%）

	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	
	

	1
	拟柱孢藻毒素
	0.100
	0.096
	0.095
	0.101
	0.088
	0.100
	0.112
	0.099
	0.008
	8.2



表4  中浓度精密度实验（n=6）
	序号
	物质名称
	浓度值（μg/L）
	测定结果（μg/L）
	平均值（μg/L）
	标准偏差（μg/L）
	相对标准偏差（%）

	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	
	

	1
	拟柱孢藻毒素
	0.500
	0.533
	0.550
	0.515
	0.562
	0.542
	0.566
	0.545
	0.019
	3.5



表5  高浓度精密度实验（n=6）
	序号
	物质名称
	浓度值（μg/L）
	测定结果（μg/L）
	平均值（μg/L）
	标准偏差（μg/L）
	相对标准偏差（%）

	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	
	

	1
	拟柱孢藻毒素
	1.000
	1.058
	0.976
	1.068
	1.031
	1.027
	1.018
	1.030
	0.033
	3.2



7.6.2.4 方法准确度
采集地表水进行三个不同浓度进行加标测定，数据结果见表6。结果表明，加标回收率范围为98.0%～104%之间，准确度良好，满足检测要求。
 表6  地表水加标实验结果（n=6）
	序号
	物质名称
	样品浓度（μg/L）
	加标浓度（μg/L）
	测定结果（μg/L）
	平均值
（μg/L）
	加标回收率（%）

	
	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	

	1
	拟柱孢藻毒素
	N.D.
	0.100
	0.103
	0.098
	0.100
	0.109
	0.102
	0.098
	0.102
	102

	
	
	
	0.500
	0.511
	0.579
	0.576
	0.515
	0.507
	0.437
	0.521
	104

	
	
	
	1.000
	1.053
	0.984
	0.946
	0.987
	0.970
	0.941
	0.980
	98.0



[bookmark: _Toc29149][bookmark: _Toc4418][bookmark: _Toc18867]7.7 结果计算
7.7.1 定量分析
样品中拟柱孢藻毒素浓度ρ按照公式（1）和公式（2）进行计算。
[image: 1]                    （1）
式中：x——样品中拟柱孢藻毒素的质量浓度对数值；
      y——测定吸光度值与空白标准样品吸光度值比值的百分比（Bi/B0）；
      a——校准曲线方法的斜率；
      b——校准曲线方法的截距。
                  [image: 2]                    （2）
式中：ρ——样品中拟柱孢藻毒素的质量浓度；
      x——样品中拟柱孢藻毒素的质量浓度对数值。
7.7.2 结果表示
当测定结果＜1.00 μg/L时，保留至小数点后3位；当测定结果≥1.00μg/L时，保留3位有效数字。
[bookmark: _Toc29952][bookmark: _Toc27245]7.8 质量保证和质量控制
7.8.1 空白试验
每批样品应至少做两个实验室空白，空白值应低于方法检出限，否则应查明原因。
7.8.2 校准曲线 
校准曲线的相关系数应≥0.995，否则应重新绘制校准曲线。
7.8.3 连续校准 
每20个样品或每批次（少于20个样品/批）应分析一个曲线中间浓度点标准溶液，其测定结果与初始曲线在该点测定浓度的相对偏差应小于20%，否则应查找原因，重新绘制校准曲线。
[bookmark: _Toc31728][bookmark: _Toc25031][bookmark: _Toc23924]7.8.4 平行样的测定
每批样品应进行至少10%的平行样品（不少于1个）测定。平行样的相对偏差应≤20%。
[bookmark: _Toc6791][bookmark: _Toc29063][bookmark: _Toc27354]7.8.5 基体加标
每批样品应进行至少10%的基体加标样（不少于1个）测定，加标量为样品含量的0.5～2倍，实际样品加标回收率应在80%～120%以内。
7.8.6 阳性对照质控样品的测定
每批样品应进行1个阳性对照质控样品的测定，阳性对照测定值应在质控浓度范围内。
[bookmark: _Toc23339][bookmark: _Toc28166]八、方法验证
[bookmark: _Toc8612][bookmark: _Toc7365]8.1 方法验证单位
标准编制小组选择3家外部实验室对本标准进行方法验证，详见表7。
表7 参加标准验证实验室名称及仪器信息
	序号
	单位名称
	酶标仪

	1
	国家城市供水水质监测网广州监测站
	Thermo Fisher Scientific
Multiskan GO 1510

	2
	广东省科学院测试分析研究所（中国广州分析测试中心）
	BioTek Instruments,Inc.
800TS 

	3
	广州淙学检测科技有限公司
	TECAN
Infinite F50


[bookmark: _Toc21259][bookmark: _Toc16576]8.2 方法验证要求
根据影响方法的精密度和准确度的主要因素和数理统计学的要求，编制方法验证报告，验证数据主要包括方法标准曲线、检出限、测定下限、精密度、准确度等。
8.2.1 标准曲线 
按表8配置标准曲线（参考浓度），相关系数r均大于0.995。
表8 标准曲线系列浓度
	序号
	物质名称
	曲线浓度（μg/L）

	
	
	Std1
	Std2
	Std3
	Std4
	Std5
	Std6

	1
	拟柱孢藻毒素
	0.050
	0.100
	0.250
	0.500
	1.00
	2.00



     

8.2.2 检出限和测定下限
方法检出限测定：配制7份低浓度空白水加标水样进行测定，对上述测定结果后将各自的7次测定结果计算其标准偏差S，此时检出限MDL＝S×3.143（n=7）。
方法的测定下限：本方法以4倍方法检出限（MDL）确定为目标化合物的测定下限。
8.2.3 方法精密度
按表9配制低、中、高三个浓度水平加标的空白水样进行精密度实验，每个水平浓度配制6份平行样品进行测定，根据实验结果计算其相对标准偏差。
表9 精密度测试浓度
	目标化合物
	测试浓度（μg/L）

	
	低浓度
	中浓度
	高浓度

	拟柱孢藻毒素
	0.100
	0.500
	1.00


8.2.4 方法准确度   
选取地表水样品进行不同浓度加标回收率测定。参考表10进行加标实验，平行配制6份分别进行测定，并计算加标回收率。
表10 实际水样加标浓度
	地表水序号
	目标化合物
	加标浓度（μg/L）

	
	
	低浓度
	中浓度
	高浓度

	1
	拟柱孢藻毒素
	0.100
	0.500
	1.00

	2
	
	0.100
	0.500
	1.00

	3
	
	0.050
	0.250
	0.500

	[bookmark: _Toc18518][bookmark: _Toc31017][bookmark: _Toc17251]4
	
	0.100
	0.500
	1.00


8.3 方法验证过程
按照方法验证方案准备实验用品，与验证单位确定验证时间。在方法验证前，确保参加验证的操作人员应熟悉和掌握方法原理、操作步骤及流程。方法验证过程中所用的试剂和材料、仪器和设备及分析步骤应符合方法相关要求。3家验证单位《方法验证报告》详见附件。
《方法验证报告》见附件一至附件三。
[bookmark: _Toc1749][bookmark: _Toc14690]8.4 验证结果
8.4.1检出限和测定下限
将4家实验室（含编制小组实验室）的检出限和测定下限结果的最大值，确定为本方法的检出限和测定下限，由表11可知，拟柱孢藻毒素检出限为0.054 μg/L，测定下限为0.216 μg/L。
表11  4家实验室检出限和测定下限结果汇总
	实验室
	拟柱孢藻毒素

	
	检出限
(μg/L)
	测定下限
(μg/L)

	验证单位1
	0.051
	0.204

	验证单位2
	0.054
	0.216

	验证单位3
	0.048
	0.192

	本实验室
	0.051
	0.204

	最大值
	0.054
	0.216


8.4.2精密度
4家实验室（含编制小组实验室）对目标化合物进行低、中、高三个浓度水平的空白加标样品测试，实验结果汇总如表12所示。实验室内相对标准偏差分别为4.7%～11.2%、3.5%~10.4%、3.2%~6.3%；实验室间相对标准偏差分别为2.1%、3.6%、1.0%。
表12  4家实验室精密度结果汇总
	目标化合物
	加标浓度
(μg/L)
	实验室内相对
标准偏差(%)
	实验室间相对
标准偏差(%)

	拟柱孢藻毒素
	0.100
	4.7-11.2
	2.1

	
	0.500
	3.5-10.4
	3.6

	
	1.00
	3.2-6.3
	1.0


8.4.3准确度
4家实验室（含编制小组实验室）对地表水中的目标化合物进行低、中、高三个浓度水平加标测定，实验结果汇总如表13所示。地表水加标回收率范围分别为98.5%~102%、102%~104%、98.0%~103%。

表13  4家实验室准确度结果汇总
	目标化合物
	加标浓度(μg/L)
	地表水

	
	
	回收率范围(%)

	拟柱孢藻毒素
	0.100
	98.5-102

	
	0.500
	102-104

	
	1.00
	98.0-103

	拟柱孢藻毒素
	0.050
	100

	
	0.250
	98.4

	
	0.500
	102


总结4家实验室（含编制小组实验室）的结果可知，本方法检出限较低，重现性良好，方法准确可靠，具有普遍适用性，能够满足水中拟柱孢藻毒素的检测要求。
[bookmark: _Toc26148][bookmark: _Toc3403]九、与现行相关法律、法规和强制性标准的关系
符合现行法律、法规和强制性标准的规定。
[bookmark: _Toc1347][bookmark: _Toc21913][bookmark: _Toc12010]十、重大意见分歧的处理依据和结果
本标准的编写过程中无重大意见分歧。
[bookmark: _Toc898][bookmark: _Toc8375]十一、贯彻实施标准的要求和措施建议
建议该标准发布后，起草单位和深圳市分析测试协会联合向环境监测和水务领域的企事业单位进行标准宣贯。基于酶联免疫吸附法的准确高效等优势，建议在检测地表水中的拟柱孢藻毒素时，使用本标准作为依据和指导。
[bookmark: _Toc9791][bookmark: _Toc14813]十二、附件材料（方法验证报告）
[bookmark: _Toc23650]附件一：国家城市供水水质监测网广州监测站方法验证报告
[bookmark: _Toc19810]附件二：广东省科学院测试分析研究所（中国广州分析测试中心）
附件三：广州淙学检测科技有限公司
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