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自上而下法评定固相酶联免疫吸附法测定食用油
中黄曲霉毒素 B1的不确定度 

陈子凡* 

(河源市食品检验所, 河源  517000) 

摘  要: 目的  利用自上而下方法评定固相酶联免疫吸附法测定食用油中黄曲霉毒素 B1 含量的不确定度。 

方法   在控制不确定度来源或程序的前提下, 得出试验数据、质控数据进行评定, 通过计算偏移和实验室内

复现性 2 个分量, 最后合成得到该方法的测量不确定度。结果  按照自上而下法的公式计算, 本研究测得食

物油中黄曲霉毒素 B1含量为(46.25±6.28) μg/mL, 扩展不确定度 Urel为 14%(k=2)。结论  使用自上而下法对

固相酶联免疫吸附法测定食用油中黄曲霉毒素B1含量进评定过程是实用和可靠的, 可以为其他同类型的检测

方法进行测量不确定度评定时所借鉴, 也为实验员在实验质量控制方面提供参考。 
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Uncertainty evaluation of determination of aflatoxin B1 in edible oil by 
ELISA with top-down approach 

CHEN Zi-Fan* 

(The Food Inspection Institute of Heyuan, Heyuan 517000, China) 

ABSTRACT: Objective  To determine the uncertainty of aflatoxin B1 in edible oil by solid-phase enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) using top-down approach. Methods  The test data and quality control data were 

evaluated under the premise of controlling the source or procedure of the uncertainty. By calculating the 2 

components of offset and laboratory reproducibility, the measurement uncertainty of the method was finally obtained. 

Results  According to the method of top-down approach, the content of aflatoxin B1 in edible oil in this study was 

(46.25±6.28) μg/mL and the accompanying expanded uncertainty was 14% (k=2). Conclusion  It is practical and 

reliable to determine the content of aflatoxin B1 in edible oil by solid-phase ELISA with top-down approach. It can be 

used for other non-deterministic measurement of the same type of detection method, and provide a reference for the 

experimental staff in experimental quality control. 

KEY WORDS: solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay; aflatoxin B1; uncertainty; top-down approach; 
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1  引  言 

GB 5009.22-2016《食品中黄曲霉毒素 B族和 G族的

测定》[1]中规定, 酶联免疫吸附筛查法适用于谷物及其制

品、豆类及其制品、坚果及籽类、油脂类及其制品等产品

中的黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1, AFB1)的测定。酶联免疫吸

附筛查法是利用固相酶联免疫吸附 (enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA)的原理, 通过甲醇水提取试

样中的 AFB1, 经过均质、涡旋、离心、过滤等处理获得上

清夜, 使用抗 AFB1抗体与酶标抗原、待测抗原的竞争免疫

反应以及酶的催化显色反应相结合, 经过无机酸终止反应, 

于 450 nm或 630 nm波长下检测吸光度[1]。该方法的特点

是操作简单、特异性好、灵敏度高、结果易于判读。因此

固相酶联免疫吸附法测定食用油中 AFB1 是食品实验室最

常用的筛查方法[2-4], 对该方法进行不确定度的评定分析, 

有助于分析该方法的不确定度来源、提高检测结果质量和

改善检测过程的质量控制效果[5,6]。 

目前对于固相酶联免疫吸附法测定食品中 AFB1方法

的测量不确定度评定, 都是使用《测量不确定度表述指南》

(guide to the expression of uncertainty in measurement, GUM)
的方法进行评定[5-8], 将整个测定过程按照化学检验的方

法进行因素分析和不确定度合成[9], 关注的重点只是在分

量计算上的选择不一样。由于固相酶联免疫吸附法的特点, 

其过程涉及复杂的生物化学类反应过程 [10], 如果使用

GUM法进行评定, 对测量过程进行全面的分析, 需要对可能

引入测量不确定度的每一个分量进行评估, 实际过程是费时

费力的, 而且不同的实验室的评定结果很难达到一致[11]。随

着不确定度评定方法研究的深入, 一种自上而下(top-down)

的评定方法被推荐用于环境实验室和医学实验室[12-14]。该方

法依据试验数据、质控数据进行评定, 通过计算偏移和实验

室内复现性两个分量, 最后合成得到该方法的不确定度[15], 

经过多年的研究发展, 中国合格评定国家认可委员会也在其

下属医学实验室对自上而下法进行推广[16]。 

本研究使用自上而下法, 以固相酶联免疫吸附法测

定食用油中 AFB1 含量方法为例, 研究自上而下法评定的

在食品检验中对于 ELISA方法的适用性。 

2  材料和方法 

2.1  材料和仪器 

AFB1 ELISA Kit(苏州微生物研究有限公司), 24孔反

应板、阳性质控样品 Y(广东省食品工作研究所、广东省生

物工程研究所、广州市京诚检测技术有限公司、东莞中鼎

检测技术有限公司 4家实验室做实验室间比对给出公认值, 

AFB1浓度 38 μg/kg); 甲醇(分析纯, 广州试剂厂); 石油醚

(分析纯, 广州试剂厂)。 

Multiskan™ GO 全 波 长 酶 标 仪 ( 美 国 Thermo 

Scientific公司); SkanIt™ 软件(3.2.29 Ver, 美国 Thermo 

Scientific 公司); JJ300型电子天平(常熟市双杰试测试仪

器厂)。 

2.2  试验方法 

按 GB 5009.22-2016《食品中黄曲霉毒素 B1的测定》

进行样品前处理[17], 阳性样品 Y 与样品一同进行前处理, 

其步骤与样品的前处理保持一致。按试剂盒说明书进行 0.1 

mL样品提取液+0.3 mL稀释液配置, 制得样品稀释液。取

出试剂盒平衡至室温, 进行洗涤, 在 A1至 A7孔中加入系

列标准溶液, A8、B12孔中加入 Y液, B1孔加入试剂盒中

的 0.5 μg/kg标准溶液, 其余孔加入待测样品稀释液。 

实验按试剂盒说明书依次加入 C、F、G 试剂进行竞

争免疫反应以及酶的催化显色反应, 最后加入终止液, 摇

匀后用酶标测试仪在 450 nm 波长处测定各孔的吸光度 A

值。将 SkanIt™ 软件设定系列 AFB1标准测定的吸光度 A

值为标准曲线值, 其他孔的 A 值设为“未知”, 稀释系数按

各孔稀释倍数填写, 软件自动给出各未知孔的 AFB1含量。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源 

固相酶联免疫吸附法依照 ISO 15189-2012《医学实验

室.质量和资格要求》[18]中的定义, 可分为测量前、测量中

和测量后 3 个阶段, 这 3 个阶段都存在测量不确定度的来

源, 而且存在着生物反应过程, 使用传统的表述指南法, 

对每一个来源进行分析量化, 工作量是巨大的。自上而下

的方法, 是在控制不确定度来源或程序的前提下, 评定测

量不确定度, 即运用统计学原理直接评定特定测量系统之

受控结果的不确定度[16]。 

典型自上而下方法的是依据特定方案的试验数据、质

控数据或方法验证数据进行评定, 主要考虑的是正确度和

精密度, 即偏移 b和实验室内复现性 S(RW)2个分量。单独

使用测量重复性 SR 数据进行评定, 在实际工作就会发现, 

忽略很多其他影响因素, 低估了不确定度值; 使用测量重

复性 SR 数据, 造成影响因素过多, 无法完全评价各分量, 

则会高估了不确定度值。使用 S(RW)是可以改进主要影响

因素, 从而更准确科学地对不确定度进行评定。 

固相酶联免疫吸附法测定食用油中黄曲霉毒素 B1 也

可参考医学实验室的不确定度来源分析, 看作测量前、测

量中和测量后 3 个阶段, 通过加入阳性质控样和有证参考

物质(certificated reference material, CRM)样品控制不确定

度来源, 计算偏移 b 和实验室内复现性对实验的测量不确

定度进行评定。 

3.2  自上而下法合成过程 

3.2.1  确定合成不确定度 

按照自上而下方法的合成方法, 首先合成标准不确
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定度 uc及相对合成标准不确定度 ucrel, 公式如下:  ݑ = ටݑଶ(ܾ݅ܽݏ) +  ଶ(ܴ௪)ݑ

ݑ = ටݑଶ (ݏܾܽ݅) + ଶݑ (ܴ௪) 

式中: 

uc—合成标准不确定度;  

uc(bisa)—偏移引入的测量不确定度分量;  

u(Rw)—实验室内测量复现性引入的测量不确定度分

量;  

ucrel—相对合成标准不确定度;  

ucrel(bisa)—偏移引入的相对测量不确定度分量;  

urel(Rw)—实验室内测量复现性引入的相对测量不确

定度分量。 

3.2.2  偏移引入的测量不确定度 

北欧测试合作组织(Nordtest)提出以偏移、标准差与

CRM 自身不确定度评定偏移的不确定度[19], 该计算方法

在 中 国 合 格 评 定 国 家 认 可 委 员 会 (China National 

Accreditation Service for Conformity Assessment, CNAS)的

《TRL-001:2012医学实验室-测量不确定度的评定与表达》
[16]中也得到引用, 按下列公式计算进行计算可得偏移的测

量不确定度和相对测量不确定度:  ݑ（ܾ݅ܽݏ） = ටݑଶ(݂݁ݎܥ) + ோெଶݑ + ܾଶ) 

（ݏܾܽ݅）ݑ = ටݑଶ (݂݁ݎܥ) + ଶݑ (ܯܴܥ) + ܾଶ ) 

式中:  

Cref —CRM示值;  

u(Cref)—CRM示值引入的测量不确定度;  

uCRM—重复测量参考物质引入的测量不确定度分量;  

b—测量平均值与 CRM认定值间的偏移量值;  

urel(Cref)—CRM示值引入的相对测量不确定度;  

urel(CRM)—重复测量参考物质引入的相对测量不确

定度分量;  

brel—测量平均值与 CRM认定值间的相对偏移量值。 

由 CRM示值引入的测量不确定度和相对测量不确定

度按下列公式计算:  ݑ൫ܥ൯ = ܷ൫ܥ൯݇ ൯ܥ൫ݑ      = ݇(ܥ)ܷ × ܥ   × 100   
式中:  

k —包含因子;  

U(Cref)—CRM的扩展不确定度。 

其中 k值为包含因子, 一般由CRM证书给出, 如果未

给出 k 值得信息, 出于稳健考虑, 可把证书提供的扩展不

确定度 U(Cref)视作为 u(Cref)使用
[16]。 

重复测量 CRM引入的测量不确定度:  

ோெݑ = ݊√(௪ܴ)ݏ = 1√݊ ඨ∑ ݔ) − ҧ)ୀଵ݊ݔ − 1        
(ܯܴܥ)ݑ = ݊√(௪ܴ)ܦܴܵ = ݊√(௪ܴ)ݏ × |ҧݔ| × 100 

式中:  

n—CRM重复测量的次数;  

RSD(Rw)— 测量参考物质时的相对实验室内测量复

现性;  

xi— 实验室的单次测量值;  ݔҧ— 实验室测得量值的平均值。 

测得 CRM 的量值与 CRM 认定值间的偏移量和相对

偏移量:  ܾ = ҧݔ −  ܾܥ = หݔҧ − ܥหܥ × 100 

3.2.3  实验室内测量复现性引入的测量不确定度 

实验室内测量复现性的不确定度可以从不同的途径

进行评价, 本文利用实验室内质控数据计算, 使用的阳性

质控样品和检测样品一起经历了完整的前处理和检测过程, 

并且使用与日常检测样品类似的食用油作为基体, 此时计

算所得到质控数据的标准偏差和变异系数, 在数值上与实

验室内测量复现性引入的测量不确定度和实验室内测量复

现性引入的相对测量不确定度可视作相等。因此可按照下

列公式计算:  

(௪ܴ)ݑ = (௪ܴ)ݏ = ඨ∑ ݔ) − ҧ)ଶୀଵ݊ݔ − 1  

(ܴ௪)ݑ = (௪ܴ)ܦܴܵ = |ҧݔ|(௪ܴ)ݏ × 100% 

 3.3  不确定度分量的评定 

3.3.1  实验偏移引入不确定度 

由于AFB1的CRM价格贵, 配制过程具有极强的毒性

和致癌性, 而且处理废液会造成环境污染, 因此本次研究

使用试剂盒中的 0.5 ng/mL 的标准溶液加入每批次检测中

进行检测, 检测结果作为互通性的 CRM的结果。按平均值

计算要求[16], 需要进行 3 次重复测量对加入的 CRM 进行

平均值计算, 如果在每次的实验的反应板上使用 3 个孔的

进行重复测量, 会造成检验成本增加以及反应板的浪费, 

本次研究选择加入其中一孔, 在酶标仪上做 3次测量读数, 

取 3 个结果的平均值作为ݔҧ的值。实验室通过经验和历史
数据计算, 按以上方法会造成CRM引入的不确定度计算值
最终偏小 , 但是当批次数足够多时, 结果是具有代表性, 

可以真实反应实验过程的不确定度大小。表 1是 5个批次

样品, 在试剂盒实验步骤中加入 0.5 ng/mL 浓度标准溶液

测量的结果。 
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表 1  CRM 的检测结果(μg/kg) 
Table 1  CRM test results (μg/kg) 

 
检测结果 

1 2 3 

1 0.50 0.50 0.49 

2 0.47 0.47 0.47 

3 0.48 0.48 0.47 

4 0.47 0.48 0.47 

5 0.46 0.46 0.46 

 

按照量值溯源关系, 0.5 ng/ml标准溶液的示值误差的

不确定度源于试剂盒厂家配置标准溶液所使用的高浓度标

准品。试剂盒生产厂家使用的是国家粮食局科学研究院生

产的甲醇中黄曲霉毒素 B1 溶液标准物质 [编号为

GBW(E)100302]进行配制, 该标准品浓度为 1.96 μg/mL, 

相对不确定度为 0.09(k=2)。厂家配置 0.5 ng/ml 标准溶液

过程的所引入不确定度对于实验室的日常检验使用, 可以

忽略不计。0.5 ng/ml 标准溶液的相对不确定度可以取

0.09(k =2)。则按公式计算:  ݑ൫ܥ൯ = ݇(ܥ)ܷ = 0.092 = 0.022 ng/mL ݑ൫ܥ൯ = ݇(ܥ)ܷ × ܥ   × 100 = ܥ൯ܥ൫ݑ × 100= 0.0220.5 × 100 = 4.4% 

 重复测量 CRM引入的不确定度为:  

ோெݑ = ݊√(௪ܴ)ݏ = 1√݊ ඨ∑ ݔ) − ҧ)ୀଵ݊ݔ − 1 = 1√12 ඨ∑ ݔ) − 0.48)ଵଶୀଵ12 − 1= 0.0038 ng/mL ݑ(ܯܴܥ) = ݊√(௪ܴ)ܦܴܵ = ݊√(௪ܴ)ݏ × |ҧݔ| × 100= 0.0038√12 × |0.48| × 100 = 0.05% 

CRM偏移为:  ܾ = ҧݔ − ܥ = 0.48 − 0.50 = −0.02 ng/mL ܾ = หݔҧ − ܥหܥ × 100 = 0.020.50 × 100 = 4% 

将上述分量进行合成, 得出由偏移引入的测量不确

定度和相对不确定度:  ݑ(ܾ݅ܽݏ) = ටݑଶ(݂݁ݎܥ) + ோெଶݑ + ܾଶ)= ඥ0.022ଶ + 0.0038ଶ + (−0.02)ଶ= 0.03 ng mL⁄ (ݏܾܽ݅)ୡݑ  = ටݑଶ (݂݁ݎܥ) + ଶݑ (ܯܴܥ) + ܾଶ )= ඥ(4.4%)ଶ + (0.05%)ଶ + (4%)ଶ= 5.9% 

3.3.2  实验室内测量复现性引入的测量不确定度 

在实验室内使用同一生产日期的试剂盒时, 在 A8 孔

和 B12孔加入了质控样品Y, 共计有 8个批次的 16个结果, 

表 2是 16个测试结果的列表。 

 
表 2  质控样品 Y 中 AFB1 的检测结果(μg/kg) 

Table 2  Determination results of AFB1 in quality control 
samples (μg/kg) 

批次 A8孔 B12孔 

1 34.0 35.0 

2 34.5 35.3 

3 36.4 34.1 

4 34.2 36.5 

5 35.7 37.0 

6 35.2 35.8 

7 34.3 37.8 

8 35.4 32.8 

 

计算 16个测量结果的平均值为:  ݔҧ = ∑ ୀଵ݊ݔ = ∑ ଵୀଵ16ݔ = 35.2 μg/kg 

实验室内测量复现性引入的测量不确定度为:  

(୵ܴ)ݑ = (୵ܴ)ݏ = ඨ∑ ݔ) − ҧ)ଶୀଵ݊ݔ − 1 = ඨ∑ ݔ) − 35.2)ଶଵୀଵ 16 − 1= 1.28 μg kg⁄  
实验室内测量复现性引入的相对测量不确定度为计

算:  ݑ(ܴ୵) = (୵ܴ)ܦܴܵ = |ҧݔ|(୵ܴ)ݏ × 100 = 1.2835.2 × 100= 3.64% 

3.3.3  不确定度的合成 

采用自上而下的方法, 只考虑评定过程的不确定度, 

不考虑测量前和测量后各种分量对测量不确定的贡献, 计

算其合成相对测量不确定度:  ݑ = ටݑଶ (ݏܾܽ݅) + ଶݑ (ܴ௪) = ඥ(5.9%)ଶ + (3.64%)ଶ= 7% 

3.3.4  相对扩展不确定度合成及测定结果 

由于 AFB1使用固相酶联免疫吸附法检测的标准曲线

为 S 型, 检测结果落在曲线中部, 数值是最为准确的, 而

在越靠近曲线两端是越不准确的。因此当检测结果在曲线

中值附近, 使用标准扩展不确定度进行表示; 当检测结果

在上限值和下限值附近时, 使用相对扩展不确定更好[16]。

本次阳性质控样 Y 的 AFB1含量较高, 吸光值接近上限数

值, 使用相对扩展不确定度进行表示, 按置信率为 95%计

算, 取 k=2, 其扩展不确定度为 ܷ = ݇ × ݑ = 7% × 2 = 14% 

本次测得的花生油样品中 AFB1含量为 46.25 μg/mL, 

报告结果如下:  
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样品中 AFB1含量 C=46.25 μg/mL, Urel=14%(k=2)。在

置信概率为 95%下 , 最终测量结果表示为 (46.25±6.48) 

μg/mL。 

4  结论与讨论 

本次实验采用在固相酶联免疫吸附法检测 AFB1中加

入阳性质控样品与标准溶液的方法, 使用自上而下法对食

品检验方法进行不确定度评定, 实验结果 C=46.25 μg/mL, 

Urel=14%, 比GUM法评定的不确定度结果较大, 这也真实

反映在实际工作中, 在没有严格进行实验质量控制的情况

下, 如实验室新进人员操作不熟练, 或实验室仪器存在误

差时, 固相酶联免疫吸附法检测 AFB1的结果误差较大。另

外, 实验结果>限量值 20 μg/mL, 在固相酶联免疫吸附法

接近曲线拐点的测量所得, 反映该测试方法曲线两端不准

确的特点, 使用 GUM 法评定结果, 则无法反映出这个特

点, 造成结果偏小, 评定结果过于乐观。 

通过自上而下法的评定过程, 可以建立实验室内方

法偏移和实验室内复现性的数据, 利用该数据, 可以建立

质控图, 评估该数据的可以有效地控制实验室的检测质量。

积累的数据反映了一段时间内的实验室真实控制状态, 具

有比 GUM 法评定使用特定的短期试验数据, 具有更强的

真实性。 
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