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前    言

[bookmark: _GoBack]本标准按照GB/T1.1给出的规则起草。
本标准由深圳市分析测试协会归口。
本标准主要起草单位：广东粤海水务检测技术有限公司。
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[bookmark: _Toc19693][bookmark: _Toc4657]水质 拟柱孢藻毒素的测定 酶联免疫吸附法
警告：本标准可能涉及某些有危险性的材料、操作和设备，但是并未对与此有关的所有安全问题都提出建议。因此，使用者在应用本标准前应建立适当的安全和防护措施，并确定相关规章限制的适用性。
[bookmark: _Toc11388][bookmark: _Toc9222]1  范围
本标准规定了测定水中拟柱孢藻毒素的酶联免疫吸附法。
本标准适用于地表水中拟柱孢藻毒素的测定。
通过反复冻融和离心对水样进行前处理，当样品体积为50.0 μL时，本方法的检出限为 0.054 μg/L，测定下限为0.216 μg/L。
[bookmark: _Toc22967][bookmark: _Toc8297][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK5]2  规范性引用文件
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
HJ/T 91 地表水和污水监测技术规范
[bookmark: _Toc25248][bookmark: _Toc22762]3  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: _Toc18247][bookmark: _Toc20058]4  试剂与材料
    除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的分析纯试剂，实验用水为符合GB/T 6682标准的一级水。
4.1 Abraxis拟柱孢藻毒素检测试剂盒。

[bookmark: _Toc18335][bookmark: _Toc22879]5  仪器和设备
5.1 酶标仪：具有450 nm波长模块。
[bookmark: _Toc30298][bookmark: _Toc24005]6  样品
6.1  样品的采集
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。
6.2  样品的保存
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。
6.3  试样的制备
取地表水样品50 mL，经两次反复冻融处理（建议冷冻温度-20℃，水浴溶解温度37℃），再从中取1 mL冻融后的样品，经5000 rpm离心5 min，离心后取50 μL样品直接检测。
6.4  空白试样的制备
[bookmark: _Toc27104][bookmark: _Toc27345]    以实验用水代替样品，按照试样制备（6.3）相同操作步骤，制备空白试样。
[bookmark: _Toc7322][bookmark: _Toc7081]7  分析步骤
7.1  仪器参考条件
检测波长450 nm,振荡时间3 s。
7.2  校准
7.2.1  校准曲线的绘制
使用试剂盒内的标准品制备6个浓度点的标准系列，标准系列浓度为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浓度下的吸光度值的比值百分比为纵坐标，建立校准曲线。
7.3  测定
7.3.1  试样测定
    取待测样品（6.3），按照与绘制校准曲线相同的仪器分析条件进行测定。
7.3.2  空白试验
[bookmark: _Toc28120][bookmark: _Toc22136]按照与试样测定（7.3.1）相同的操作步骤进行空白试样（6.4）的测定。
[bookmark: _Toc23250][bookmark: _Toc27947]8  结果计算与表示
8.1 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。
8.2 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≥1.00 μg/L时，保留3位有效数字。
[bookmark: _Toc27870][bookmark: _Toc29763]9  精密度和准确度
9.1  精密度
    4家实验室对6种目标物低、中、高三个浓度水平的空白加标样品进行测定。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%。
9.2  准确度
4家实验室对地表水样品进行低、中、高三个浓度水平的加标回收测定。地表水加标回收率范围分别为98.5%～102%、102%～104%、98.0%～103%。
[bookmark: _Toc12373][bookmark: _Toc9733]10  质量保证和质量控制
10.1 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。
10.2 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。
10.3 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: _Toc23924][bookmark: _Toc25031]10.4 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]10.5 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。
10.6 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: _Toc30959][bookmark: _Toc13424]11  废物处理
    实验中产生的废物应集中收集，分类保管，并做好相应标识，委托有资质的单位进行处理。
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