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大菱鲆鱼粉中 ＡＯＺ残留基体标准物质的研制
邢丽红，孙伟红，姚琳，孙晓杰，李兆新

（中国水产科学研究院黄海水产研究所，农业农村部水产品质量安全检测与评价重点实验室，

农业农村部水产品质量安全风险评估实验室（青岛），山东 青岛 ２６６０７１）

摘要：本研究建立了大菱鲆（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ）鱼粉中呋喃唑酮代谢物（ＡＯＺ）残留基体标准物质的制备方法。以
大菱鲆为研制对象，通过药浴方式获得大菱鲆阳性基体标准物质原料样品。原料样品通过匀浆 －冻干 －制粉 －过筛
－混匀－封装－辐照灭菌等制备工艺，获得鱼粉中ＡＯＺ残留基体标准物质候选物。经过均匀性、稳定性检验，８家实
验室合作定值以及不确定度评估，确定了２种大菱鲆冻干鱼粉中ＡＯＺ的特性值分别为（７．０±０．６）μｇ／ｋｇ和（１８．０±
１．５）μｇ／ｋｇ（ｋ＝２）。获得的大菱鲆鱼粉基体标准物质的均匀性和稳定性良好，符合标准物质技术要求，定值结果可
靠。该基体标准物质可用于水产品中ＡＯＺ残留检测，包括实验室内质量控制、实验室间能力验证及不同方法比对等
工作。本方法为水产品中硝基呋喃类代谢物残留基体标准物质的制备提供了技术参考。［中国渔业质量与标准，
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　　硝基呋喃类药物是人工合成的具有５－硝基呋
喃结构的广谱抗菌药物，主要包括呋喃唑酮、呋喃西

林、呋喃它酮和呋喃妥因等［１－３］。该类药物可以对细

菌体内的氧化还原系统进行干扰，有效抑制革兰氏细

菌，预防和治疗此类细菌引起的肠胃道疾病，在水产

养殖业中曾被广泛使用［４］。研究表明，该类药物半

衰期很短，在动物体内能迅速代谢，而与蛋白结合的

代谢物能产生稳定的残留［５－７］，具有潜在的致畸、致

癌和诱导机体产生突变的作用［１－２，４－６，８］。出于安全

性考虑，欧盟、美国等发达国家和组织先后颁布了禁

止使用该类兽药的禁令［９－１０］，中国农业农村部第２５０
号公告《食品动物中禁止使用的药品及其他化合物

清单》明确禁止使用硝基呋喃类广谱抗菌药物［１１］。

根据欧盟（ＥＵ）２０１９／１８７１法规要求，自２０２２年１１月
２８日起，动物源性食品中硝基呋喃类代谢物的测定
限值将执行０．５μｇ／ｋｇ的新标准［１２］。

硝基呋喃类药物由于价格低廉、疗效好，在水

产养殖中存在违禁使用的现象［６－７］。近年来中国

水产品质量安全监测结果显示，硝基呋喃类代谢物

仍有一定程度检出。在检出的硝基呋喃类代谢物

中，大菱鲆（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ）中硝基呋喃类代
谢物残留是中国水产品质量安全较为突出的问题

之一，而呋喃唑酮代谢物（ＡＯＺ）是不合格的主要参
数［１３－１５］。因此监测水产品中硝基呋喃类代谢物和

保证检测结果的准确性至关重要。

标准物质在分析检测领域质量控制中发挥着非

常重要的作用，用以确保检测方法以及检测数据的可

靠性、可比性和可溯源性［１６－１９］。水产样品基质复杂，

在药物残留检测中，基质效应对检测结果的准确性影

响较大。运用标准物质样品对检测过程和结果进行

质量控制和校准是最为有效的手段，且相关产品已商

品化［１６，１９－２０］。目前中国水产品药物残留检测方面的

基体标准物质与实际需求还存在较大缺口。杨方

等［２１］研制了鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａ）肌肉冻干粉中
ＡＯＺ残留标准物质，目前尚无大菱鲆鱼粉中 ＡＯＺ残
留基体标准物质。本研究研制了两种不同浓度的以

大菱鲆为基体的 ＡＯＺ残留基体标准物质，为保障水
产品中硝基呋喃类代谢物残留检测结果的准确性，打

击禁用药物违规使用行为提供了有力技术支撑。
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１　材料与方法

１．１　材料与试剂
鲜活大菱鲆，购自海阳市黄海水产有限公司，约

０．７５ｋｇ／尾，于海阳市黄海水产有限公司养殖实验基
地暂养备用。

呋喃唑酮原药（纯度 ＞９８％，上海阿达玛斯试剂
有限公司），ＡＯＺ纯度标准物质 ＧＢＷ１００７９（中国计
量科学研究院，纯度为 ９８．８％，不确定为 ０．５％）、
ＡＯＺ－Ｄ４标准品（Ｗｉｔｅｇａ公司，纯度９９．２％，不确定
度０．３％）；甲醇、乙酸乙酯、乙酸铵、二甲亚砜（色谱
纯，德国 Ｍｅｒｃｋ公司），二硝基苯甲醛（Ｓｉｇｍａ公司），
磷酸氢二钾、盐酸（优级纯，国药集团化学试剂有限

公司）。

１．２　仪器与设备
ＬＣ２０液相色谱仪，日本岛津公司；ＡＢ５５００液相色

谱－串联质谱仪（配电喷雾离子源），美国 ＡＢＳＣＩＥＸ
公司；分析天平（感量０．０１ｍｇ），德国赛多利斯集团；
高速离心机（６０００ｒ／ｍｉｎ），美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；
离心机（１４０００ｒ／ｍｉｎ），德国Ｓｉｇｍａ公司；涡旋混合器，
美国Ｔａｌｂｏｙｓ公司；超声波清洗仪，昆山市超声仪器有
限公司；ＧｒａｄｉｅｎｔＡ１０Ｍｉｌｌ－Ｑ超纯水仪，美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司；Ｎ－ＥＶＡＰ１１２氮气吹干仪，美国Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公
司；ＩＳ－ＲＤＳ３恒温振荡器，美国精骐有限公司；药浴池
为长方形养殖缸，长７０ｃｍ，宽５０ｃｍ，高３０ｃｍ；ｂｅｔａ１－
８ｌｄｐｌｕｓ冷冻干燥机，德国ＭａｒｉｎＣｈｒｉｓｔ公司。

１．３　实验方法
１．３．１　标准溶液配制

ＡＯＺ标准储备液：准确称取 １０．１２ｍｇ（精确到
０．０１ｍｇ）ＡＯＺ标准品，用甲醇溶解并定容至１０ｍＬ棕色
容量瓶中，配制成浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ的ＡＯＺ储备液。

ＡＯＺ标准中间液：准确移取１．０ｍＬＡＯＺ标准储
备液，用甲醇稀释并定容至１００ｍＬ棕色容量瓶，配制
成１０μｇ／ｍＬ标准中间液。

ＡＯＺ标准工作液：准确移取适量１０μｇ／ｍＬ标准
中间液，用水稀释并定容，配制浓度为１００ｎｇ／ｍＬ和
１０ｎｇ／ｍＬ标准工作液。

ＡＯＺ－Ｄ４内标标准储备液：准确称取１０．１０ｍｇ
（精确到０．０１ｍｇ）ＡＯＺ－Ｄ４标准品，用甲醇溶解并定
容至１０ｍＬ棕色容量瓶中，配制成浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ
的ＡＯＺ－Ｄ４同位素内标标准储备液。

ＡＯＺ－Ｄ４内标标准中间液：准确移取 １．０ｍＬ
ＡＯＺ－Ｄ４标准储备液，用甲醇稀释并定容至１００ｍＬ
棕色容量瓶，配制成１０μｇ／ｍＬ内标标准中间液。

ＡＯＺ－Ｄ４内标标准工作液：准确移取适量 １０
μｇ／ｍＬ标准中间液，用水稀释并定容，配制成 １００
ｎｇ／ｍＬ标准工作液。
１．３．２　ＡＯＺ残留分析方法

参照农业部 ７８３号公告 －１－２００６［２２］和 ＧＢ
３１６５６．１３－２０２１［２３］并进行优化改进，具体方法如下：

（１）样品前处理方法
水解和衍生化：称取试样约０．５ｇ（准确到０．００１

ｇ）于５０ｍＬ聚丙烯离心管中，准确加入１．５ｍＬ水，涡
旋１ｍｉｎ，准确加入内标溶液１００μＬ，涡旋２ｍｉｎ，静
置３０ｍｉｎ。再加入５ｍＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液和０．１５
ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ２－硝基苯甲醛溶液，涡旋混合１ｍｉｎ
后，置于恒温振荡器中３７℃避光振荡１６ｈ。

提取净化：取出离心管冷却至室温，加入 １．０
ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钾溶液约５ｍＬ，调节 ｐＨ至７．２５，加
入乙酸乙酯８ｍＬ，涡旋振荡１ｍｉｎ，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ，取上层清液转移至１０ｍＬ离心管中，于４０℃下
氮气吹干。准确加入５％甲醇溶液１．０ｍＬ，充分涡旋
振荡溶解残留物，再将溶液转移至１．５ｍＬ离心管中，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取下层清液过０．２２μｍ滤
膜，供液相色谱－串联质谱仪分析。

（２）标准工作曲线的制作
精密量取１０ｎｇ／ｍＬ标准工作液０．１ｍＬ、０．２ｍＬ

和１００ｎｇ／ｍＬ标准工作液 ０．０５ｍＬ、０．１０ｍＬ、０．２０
ｍＬ和０．４ｍＬ于６个５０ｍＬ离心管中，除不加样品
外，按上述步骤（１）操作，按步骤（３）测定。以测得特
征离子质量色谱峰外标和内标峰面积比值为纵坐标，

对应的标准溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线。

（３）液相色谱条件
ＷａｔｅｒｓＸ－ｂｒｉｄｇｅＣ１８色谱柱（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，

３．５μｍ）；柱温：３５℃；进样量：１０μＬ；流动相：Ａ为０．００２
ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液，Ｂ为甲醇；梯度洗脱程序见表１。

表１　流动相梯度洗脱程序
Ｔａｂ．１Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

时间／ｈＴｉｍｅ
流速／（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

Ｆｌｏｗｓｐｅｅｄ
Ａ／％ Ｂ／％

０．５０ ０．３５ ９０ １０
４．００ ０．３５ ５ ９５
５．５０ ０．３５ ５ ９５
６．００ ０．３５ ９０ １０
７．００ ０．３５ ９０ １０
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（４）质谱参考条件
离子源：电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模式；喷

雾电压（ＩＳ）：５５００Ｖ；离子源温度（ＴＥＭ）：５５０℃；
碰撞气（ＣＡＤ）：Ｍｅｄｉｕｍ；气帘气（ＣＵＲ）：３０ｐｓｉ；雾
化器（Ｇａｓ１）：３５ｐｓｉ；辅助加热气（Ｇａｓ２）：３５ｐｓｉ；去
簇电压（ＤＰ）：８０Ｖ；射入电压（ＥＰ）：１０Ｖ；碰撞室射
出电压（ＣＸＰ）：１０Ｖ；扫描模式：多反应选择监测
（ＭＲＭ），选择反应监测母离子、子离子和碰撞能量
见表２。

表２　选择反应监测母离子、子离子和碰撞能量
Ｔａｂ．２　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｐａｒｅｎｔｉｏｎｓ，

ｄａｕｇｈｔｅｒｉｏｎｓ，ａｎｄｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
母离子ｍ／ｚ
Ｐａｒｅｎｔｉｏｎ

碎片离子

Ｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎ
碰撞能量／Ｖ
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ

ＮＰ－ＡＯＺ ２３６
１０４ ２９

１３４ １５

ＮＰ－ＡＯＺ－Ｄ４ ２４０ １３４ １６

注：为定量碎片离子

１．３．３　阳性基质的制备
从海阳市黄海水产有限公司购买大菱鲆成鱼

２００尾，统一集中暂养１周，所用大菱鲆饲料、水体及
大菱鲆肌肉组织经检测均无ＡＯＺ药物残留。待养殖
稳定后，开始进行药浴实验。将大菱鲆随机分为Ａ、Ｂ
两组，每组各１００尾。药浴时，将各组大菱鲆随机分
别放入１０个养殖缸中，每个养殖缸１０尾鱼，进行大
菱鲆药浴养殖实验。Ａ组呋喃唑酮药浴浓度
１００ｎｇ／ｍＬ，Ｂ组呋喃唑酮药浴浓度２５０ｎｇ／ｍＬ，两组
药浴时间均为２ｈ。

停药后，取出大菱鲆，用自来水将表面残留的药

物冲洗干净。分别取各组大菱鲆肌肉组织样品，并于

－２０℃条件下冷冻保存。本研究分别以 Ａ组（低浓
度）和Ｂ组（高浓度）药浴获得的大菱鲆肌肉组织作
为基体标准物质原料。

１．３．４　标准物质样品的制备
通过开展大菱鲆药浴养殖，共获得两个浓度水平

的ＡＯＺ残留阳性原料各约 ２５ｋｇ，预处理后冷冻保
存。将冷冻保存原料肉样，置于常温下解冻，先将大

菱鲆肌肉组织切成约１ｃｍ３大小的肉块，然后进行组
织匀浆。将匀浆好的标准物质原料肉样，均匀平铺于

清洗干净的冷冻干燥盘中，在－２０℃冰箱中预冻后，
将其放入冷冻干燥机中冷冻干燥。将冷冻干燥后的

原料肉样，粉碎成５ｃｍ３的小块，再用研磨机进行磨
粉，过４０目筛板后，对样品进一步混匀。然后采用带
有密封内盖的棕色玻璃瓶进行样品的分装，每个包装

单元按照每瓶５ｇ冻干粉分装，共分装５００瓶。封装
时充氮气保护，加盖密封并用铝袋真空封口包装。最

后利用放射性同位素 Ｃｏ６０的 ｒ－射线辐照灭菌，
－２０℃冷冻避光保存。
１．３．５　样品均匀性检验

根据ＪＪＦ１３４３—２０２２［２４］和 ＪＪＦ１００６—１９９４［２５］的
要求对样品进行均匀性检验。按照整个封装过程的

前、中、后随机抽取２０个包装单元，每个随机抽取的
包装单元取３个平行，采用１．３．２的分析方法进行样
品测定。结果采用方差分析法进行统计分析，通过比

较Ｆ检验值与Ｆ临界值的大小来判断。
１．３．６　样品稳定性检验

根据ＪＪＦ１３４３—２０２２［２４］和 ＪＪＦ１００６—１９９４［２５］的
要求对样品进行长期稳定性和短期稳定性检验。标

准物质稳定性考察按照先密后疏的原则进行。

长期稳定性检验：将随机抽取的标准物质样品置

于－２０℃保存，分别在第０、１、３、６、９个月时，每次随
机抽取３个包装单元，测量方法按照１．３．２操作。

短期稳定性检验：将随机抽取的标准物质样品分

别置于－２０℃、４℃、２５℃条件下保存，分别在第０、
３、６、９、１２、１５ｄ各随机抽取３个包装单元，测量方法
按照１．３．２操作。

以３个包装单元测量结果的平均值作为稳定性
检测结果，并对结果进行统计分析。

１．３．７　样品定值
参照标准 ＪＪＦ１３４３—２０２２［２４］和 ＣＮＡＳ－ＧＬ０１７

［２６］，本研究采用同一种方法多个实验室合作定值的

方式对标准物质进行定值。选取的８家实验室是在
行业内具有相关资质的、专业的、权威的实验室，每个

实验室随机发放３个样品，每个样品做３个平行。所
有检测数据经狄克逊准则（ＤｉｘｏｎＣｒｉｔｅｒｉｏｎ）与科克伦
（Ｃｏｃｈｒａｎ）检验后，数据等精度、无界外值，取平均值
定值。

１．３．８　不确定度评定
大菱鲆鱼粉中呋喃唑酮代谢物 ＡＯＺ残留基体标

准物质样品定值结果的不确定度由４部分组成：即标
准物质定值引入的不确定度ｕｃｈａｒ、标准物质的均匀性
引入的不确定度 ｕｂｂ、标准物质长期稳定性引入的不
确定度 ｕｌｔｓ、标准物质短期稳定性引入的不确定
度ｕｓｔｓ。
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２　结果

２．１　药浴浓度的确定
呋喃唑酮进入鱼体内可快速代谢生成呋喃唑酮

代谢物ＡＯＺ［２７］，为了确认本实验条件下药浴后大菱
鲆体内ＡＯＺ残留量与呋喃唑酮药浴浓度的关系，本
研究采用初始浓度为１μｇ／ｍＬ的呋喃唑酮药浴溶液
进行预试验，由预试验得到大菱鲆肌肉组织中 ＡＯＺ
残留量为 １３．８９μｇ／ｋｇ。则在本实验条件下，得到
ＡＯＺ残留量与呋喃唑酮药浴浓度关系式为 ｙ＝１３．８９
ｘ，其中，ｘ为呋喃唑酮药浴浓度（μｇ／ｍＬ），ｙ为 ＡＯＺ
残留量（μｇ／ｋｇ）。

ＧＢ３１６５６．１３—２０２１规定了 ＡＯＺ的检出限为
０．５μｇ／ｋｇ，根据检测工作质量控制的要求，预期制备
可食新鲜肌肉组织中浓度分别为１．５μｇ／ｋｇ（３倍检
出限）和３．５μｇ／ｋｇ（７倍检出限）的ＡＯＺ基体标准物
质（以下简称标准物质 Ａ和标准物质 Ｂ），呋喃唑酮
药浴浓度按照 ｙ＝１３．８９ｘ进行估测。期望制备
１．５μｇ／ｋｇ的标准物质 Ａ原料，由公式计算可知，呋

喃唑酮药浴浓度为１００ｎｇ／ｍＬ，由于大菱鲆的个体差
异，药浴后所得阳性大菱鲆肌肉组织，采用 ＧＢ
３１６５６．１３—２０２１方法测得 ＡＯＺ残留量在１．１６～
１．７４μｇ／ｋｇ。期望获得３．５０μｇ／ｋｇ的标准物质Ｂ原
料，由公式计算可知，呋喃唑酮药浴浓度为２５０ｎｇ／ｍＬ，
药浴后所得阳性大菱鲆肌肉组织，采用ＧＢ３１６５６．１３—
２０２１方法测得ＡＯＺ残留量在３．４１～４．４４μｇ／ｋｇ。由此
可知，分别采用１００ｎｇ／ｍＬ和２５０ｎｇ／ｍＬ呋喃唑酮溶
液进行药浴，可获得预期浓度的大菱鲆中 ＡＯＺ残留
基体标准物质原料。以此为原料，按照１．３．４的步骤
操作即可分别制备获得基体标准物质样品 Ａ和基体
标准物质样品Ｂ。
２．２　最小取样量研究

最小取样量即在规定的分析测试条件下，保证标

准物质均匀性的最少样品量。本研究针对两个浓度

水平的大菱鲆鱼肉粉中ＡＯＺ残留基体标准物质候选
物开展了１００ｍｇ、２００ｍｇ、３００ｍｇ、４００ｍｇ、５００ｍｇ、
６００ｍｇ、７００ｍｇ、８００ｍｇ等不同取样量实验，每个取样
量５个平行，从而确定标准物质的最小取样量，结果
分别见表３。

表３　鱼肉粉中ＡＯＺ残留基体标准物质的最小取样量结果（ｎ＝５）
Ｔａｂ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｎｉｍｕｍｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｚｅｏｆＡＯＺｒｅｓｉｄｕａｌｍａｔｒｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓｉｎｆｉｓｈｍｅａｌ

名称

ｎａｍｅ

平均值及相对标准偏差

Ｍｅａｎａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

测定结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ

１００ｍｇ ２００ｍｇ ３００ｍｇ ４００ｍｇ ５００ｍｇ ６００ｍｇ ７００ｍｇ ８００ｍｇ

标准物质Ａ 平均值（μｇ／ｋｇ） ７．０８±０．８８ ７．０７±０．７０ ７．０９±０．４６ ７．０４±０．４１ ７．０８±０．３２ ７．００±０．２８ ６．９８±０．２８ ７．０２±０．２７

ＲＳＤ（％） １２．３６ ９．８７ ６．５３ ５．７５ ４．５９ ４．０５ ４．０３ ３．８９

标准物质Ｂ 平均值（μｇ／ｋｇ） １７．９８±２．３４１７．９４±１．８１１８．２２±１．１１１８．０８±０．９３１８．１３±０．８１１７．９４±０．７９１８．１２±０．７２ １８．０１±０．７０

ＲＳＤ（％） １２．３６ ９．８７ ６．５３ ５．７５ ４．５９ ４．０５ ４．０３ ３．８９

　　参照 ＪＪＦ１３４３—２０２２中５．１１．３的规定，结合以
上试验结果，在取样量大于５００ｍｇ时，取样量对重复
性标准偏差没有影响，样品均匀性良好。同时，综合

考虑冻干过程７５％失水率以及现有检测标准方法中
２ｇ的鲜样取样量，本标准物质采用５００ｍｇ取样量作
为大菱鲆鱼肉粉中ＡＯＺ残留成分标准物质的最小取
样量。

２．３　均匀性研究
根据ＪＪＦ１３４３—２０２２［２４］和 ＪＪＦ１００６—１９９４［２５］的

要求对标准物质进行均匀性检验。记总体单元数为

Ｎ，当２００＜Ｎ≤５００时，抽样单元数不少于１５个。因
此，本研究按照整个封装过程的前、中、后随即抽取

２０个包装单元，随机抽取的样品从１到２０编号，每
个随机抽取的单元平行测定３次。均匀性检验取样
５００ｍｇ，按照１．３．２的方法处理样品，结果采用方差

分析法进行统计分析，通过比较 Ｆ检验值与 Ｆ临界
值的大小来判断。

标准物质Ａ和标准物质Ｂ鱼肉粉中ＡＯＺ残留成
分特性量值均匀性检验测定结果及数据统计分析结

果见表４。
　　方差分析结果表明Ｆ＜Ｆ０．０５（１９，４０），其 Ｐ－ｖａｌ
ｕｅ均大于０．０５，表明显著水平α＝０．０５时，其结果均
未见显著差异，从而可以判定所研制的基体标准物质

是均匀的。

２．４　稳定性研究
稳定性是研制生物类标准物质的最关键指标，大

菱鲆肌肉含有丰富的蛋白质、脂肪等营养物质，且水

分含量高，在常温条件下很容易受微生物的影响发生

变质。本研究使用冷冻干燥技术得到含呋喃唑酮代

谢物ＡＯＺ的大菱鲆鱼粉，利于长期保存和运输，还可
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快速复溶，便于使用。６０Ｃｏ－γ－射线辐照杀菌是一种
特殊的“冷加工”技术，它可以在常温下杀灭细菌，γ
射线能量高、穿透力强，在杀菌的同时，不会引起水产

品内部温度的升高，能够最大限度的保持样品原有的

特性。本研究对标准物质原料样品采用６０Ｃｏ－γ－射
线辐照灭菌，辐照后样品中 ＡＯＺ的浓度未出现显著
降低。灭菌后的样品置于－２０℃冰柜冷冻保存。

表４　鱼肉粉中ＡＯＺ残留基体标准物质的均匀性
检验结果

Ｔａｂ．４　ＨｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＯＺｒｅｓｉｄｕａｌ
ｍａｔｒｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓｉｎｆｉｓｈｍｅａｌ ｎ＝３

编号

ｎｕｍｂｅｒ

标准物质Ａ平均值／

（μｇ·ｋｇ－１）
Ｍｅａｎｖａｌｕｅ

ｓｔａｎｄａｒｄｓｕｂｓｔａｎｃｅＡ

标准物质Ｂ平均值／

（μｇ·ｋｇ－１）
Ｍｅａｎｖａｌｕｅｓｔａｎｄａｒｄ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅＢ

１ ７．０１±０．１４ １８．２２±０．１９
２ ７．０８±０．１６ １７．９０±０．２７
３ ７．１２±０．１５ １７．８５±０．２１
４ ７．０３±０．１５ １８．１３±０．１８
５ ６．８７±０．１５ １７．７９±０．３０
６ ７．１０±０．１７ １８．２４±０．３１
７ ７．１０±０．１６ １７．７４±０．３９
８ ６．９１±０．１６ １７．９４±０．２２
９ ６．９７±０．１５ １８．１７±０．２６
１０ ７．１１±０．１７ １８．０４±０．２４
１１ ７．１０±０．１６ １７．８８±０．３０
１２ ６．９９±０．１３ １７．８３±０．３５
１３ ６．９４±０．１２ １８．０２±０．３１
１４ ６．９０±０．１７ １８．２９±０．２７
１５ ７．０７±０．１５ １７．８０±０．２９
１６ ６．８９±０．１４ １７．９１±０．２６
１７ ７．０８±０．１８ １８．１４±０．３４
１８ ６．８８±０．１６ １８．２６±０．３１
１９ ７．０２±０．０６ １７．７６±０．３１
２０ ７．０３±０．０９ １８．１０±０．２３
总平均 ７．０１ １８．００

总标准偏差 ０．１５ ０．１８
Ｓ２１♂ ０．０２２４２ ０．０９９１１
Ｓ２２♂ ０．０２１７６ ０．０７９２５
Ｆ １．０３ １．２５

Ｆ０．０５（１９，４０） １．８４ １．８４

结论
Ｆ＜Ｆα（ｖ１，ｖ２），

原料样品均匀

Ｆ＜Ｆα（ｖ１，ｖ２），

原料样品均匀

２．４．１　短期稳定性
根据ＪＪＦ１３４３—２０２２［２４］和ＪＪＦ１００６—１９９４［２５］的要

求，标准物质短期稳定性考察主要评价标准物质在运

输过程中特性量值受环境温度变化而产生的影响。本

研究将随机抽取的样品分别置于－２０℃、４℃、２５℃
条件下保存（模拟运输条件），分别在第０、３、６、９、１２、
１５ｄ进行稳定性监测。模拟运输过程对标准物质样品
进行研究，在上述保存条件下，标准物质样品在外观上

未出现涨袋、吸潮、样品变质等异常状态。检测数据采

用 ｔ检验结果表明：在显著水平 α＝０．０５时，｜ｂ１｜＜
ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ（ｂ１），其结果均未见显著差异，从而可以判
定所研制的自然基体标准物质在短期是稳定的，满足

实际运输要求。两个浓度水平的鱼肉粉中 ＡＯＺ残留
基体标准物质短期稳定性监测结果见表５。
２．４．２　长期稳定性

根据ＪＪＦ１３４３—２０２２［２４］和 ＪＪＦ１００６—１９９４［２５］的
要求，标准物质稳定性考察按照先密后疏的原则进

行。因此，本研究分别在第０、１、３、６、９个月开展长期
稳定性检测研究。每次随机抽取３个包装单元。两
个浓度水平的鱼肉粉中ＡＯＺ残留基体标准物质的长
期稳定性检测结果见表６。

由表６可知，两个浓度水平的鱼肉粉中 ＡＯＺ残
留基体标准物质在－２０℃保存条件下，呋喃唑酮代谢
物ＡＯＺ量值９个月的稳定性监测结果表明，在显著
水平α＝０．０５时，｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ（ｂ１），其结果均未
见显著差异，因此本标准物质在９个月内特性量值稳
定可靠。

２．５　定值
根据ＪＪＦ１３４３—２０２２［２４］和 ＣＮＡＳ－ＧＬ０１７［２６］的

要求，标准物质定值有多种方式，既可以采用两种不

同原理的方法同时定值，也可以采用一种方法多家实

验室联合定值的方式等。对于复杂基体标准物质，一

般难以满足两种不同原理方法进行定值，而是通常采

用一种或多种可证明其准确度的方法，多家实验室联

合定值的方式。关于呋喃唑酮代谢物 ＡＯＺ残留量的
测定方法，目前国内外通用的是采用液相色谱－串联
质谱法进行分析。因此本研究对大菱鲆冻干鱼粉中

ＡＯＺ残留基体标准物质的定值方式，采用本研究
１．３．２所述的液相色谱 －串联质谱法（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）
作为测量方法，８家实验室联合定值。鱼肉粉中 ＡＯＺ
残留基体标准物质的联合定值结果见表７－８，数据
统计分析分别采用狄克逊和科克伦检验。
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表５　鱼肉粉中ＡＯＺ残留基体标准物质的短期稳定性结果
Ｔａｂ．５　Ｓｈｏｒｔ－ｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＯＺｒｅｓｉｄｕａｌｍａｔｒｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓｉｎｆｉｓｈｍｅａｌ

时间／ｄ
Ｔｉｍｅ

标准物质Ａ／（μｇ·ｋｇ－１）
ＳｔａｎｄａｒｄｓｕｂｓｔａｎｃｅＡ

标准物质Ｂ／（μｇ·ｋｇ－１）
ＳｔａｎｄａｒｄｓｕｂｓｔａｎｃｅＢ

－２０℃ ４℃ ２５℃ －２０℃ ４℃ ２５℃

０ ７．０１±０．０９ ６．９７±０．１２ ７．０５±０．１３ １７．８６±０．１６ １７．８５±０．２４ １７．８２±０．３１

３ ６．９４±０．１３ ７．０１±０．１１ ６．９６±０．１２ １７．７８±０．１２ １７．６６±０．１２ １７．６０±０．１８

６ ７．０９±０．０６ ６．８５±０．１２ ６．８２±０．１２ １７．９２±０．１０ １７．８４±０．０９ １７．７７±０．１９

９ ６．９７±０．１８ ６．９４±０．１２ ６．７９±０．１０ １７．８４±０．２０ １７．６９±０．２０ １７．６３±０．２０

１２ ６．９５±０．１３ ６．８４±０．１７ ６．８１±０．１３ １７．７５±０．２１ １７．７０±０．１７ １７．５７±０．２９

１５ ７．０６±０．１０ ６．９８±０．１２ ６．８７±０．１４ １７．８３±０．２０ １７．６４±０．２２ １７．５４±０．１６

ｂ１ ０．００１５２ －０．００３５２ －０．０１３１４ －０．００３０５ －０．０１０２９ －０．０１５５

ｂ０ ６．９９２ ６．９５８ ６．９８１９ １７．８５２９ １７．８０７ １７．７７１

ｓ２ ０．００４５９ ０．００５７８ ０．００６１８ ０．００４１３ ０．００６３３ ０．００６６５

ｓ（ｂ１） ０．００５４ ０．００６１ ０．００６３ ０．００５１ ０．００６３ ０．００６５０

ｔ０．９５，ｎ－２ ２．７８ ２．７８ ２．７８ ２．７８ ２．７８ ２．７８

ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ（ｂ１） ０．０１５０１ ０．０１６８４ ０．０１７４２ ０．０１４２ ０．０１７６ ０．０１８１

结论
｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ

（ｂ１），稳定

｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ

（ｂ１），稳定

｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ

（ｂ１），稳定

｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ

（ｂ１），稳定

｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ

（ｂ１），稳定

｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ

（ｂ１），稳定

表６　鱼肉粉中ＡＯＺ残留基体标准物质的长期稳定性结果
Ｔａｂ．６　Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＯＺｒｅｓｉｄｕａｌｍａｔｒｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓｉｎｆｉｓｈｍｅａｌ ｎ＝３

时间／Ｍ
Ｔｉｍｅ

标准物质Ａ／（μｇ·ｋｇ－１）
ＳｔａｎｄａｒｄｓｕｂｓｔａｎｃｅＡ

标准物质Ｂ／（μｇ·ｋｇ－１）
ＳｔａｎｄａｒｄｓｕｂｓｔａｎｃｅＢ

０ ６．９４±０．２２ １８．７４±０．６１

１ ６．９４±０．１４ １８．１９±０．４７

３ ７．００±０．１９ １７．９４±０．３７

６ ７．０２±０．１５ １７．９９±０．３１

９ ６．９４±０．１８ １８．０６±０．３６

ｂ１ ０．００２３ －０．００８２

ｂ０ ６．９５７ １８．０８３

ｓ２ ０．００１９９ ０．０１０６

ｓ（ｂ１） ０．００６０ ０．０１３９

ｔ０．９５，ｎ－２ ３．１８ ３．１８

ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ（ｂ１） ０．０１９２ ０．０４４２

结论 ｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ（ｂ１），稳定 ｜ｂ１｜＜ｔ０．９５，ｎ－２·ｓ（ｂ１），稳定
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表７　冻干鱼肉粉中ＡＯＺ残留基体标准物质Ａ合作定值结果及统计检验结果
Ｔａｂ．７　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｏｎｓｏｎＡＯＺｒｅｓｉｄｕｅｍａｔｒｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓＡｉｎｆｉｓｈｍｅａｌａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ
实验室１
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ１

实验室２
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ２

实验室３
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ３

实验室４
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ４

实验室５
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ５

实验室６
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ６

实验室７
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ７

实验室８
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ８

１－１ ７．７１ ６．９５ ７．９０ ６．８６ ７．６０ ６．６４ ７．３７ ７．２８
１－２ ７．４８ ６．４０ ７．７２ ７．３０ ６．５９ ６．８２ ７．３０ ７．４３
１－３ ７．２２ ６．２１ ８．１０ ６．５６ ６．６８ ６．３２ ７．３６ ７．０２
２－１ ７．５０ ６．５１ ７．９４ ６．３４ ６．９４ ６．３４ ７．３０ ６．８１
２－２ ７．３２ ６．４４ ７．６８ ６．８８ ６．９１ ６．６０ ７．１８ ７．１２
２－３ ７．１９ ６．７５ ７．７３ ６．５２ ６．６９ ６．７８ ７．１９ ７．５５
３－１ ７．５１ ６．５７ ７．６４ ６．６４ ７．０２ ６．３０ ７．１３ ６．６７
３－２ ７．２６ ６．０１ ７．８２ ６．６６ ７．２１ ６．６０ ７．３７ ６．８６
３－３ ６．９７ ６．４６ ７．７６ ７．０２ ７．２６ ７．１２ ７．２９ ６．６１

平均值／μｇ／ｋｇ ７．３５ ６．４８ ７．８１ ６．７５ ６．９９ ６．６１ ７．２８ ７．０４
标准偏差／μｇ／ｋｇ ０．２２ ０．２７ ０．１５ ０．２９ ０．３３ ０．２７ ０．０９ ０．３３
总平均值／μｇ／ｋｇ ７．０００
标准偏差／μｇ／ｋｇ ０．４４０

ｒ１ ０．１５３４
ｒ２ ０．１１１１

ｆ（０．０５，７２） ０．３０９０
Ｃ ０．２００６

Ｃ（０．０５，８，８） ０．３０４３

表８　冻干鱼肉粉中ＡＯＺ残留基体标准物质Ｂ合作定值结果及统计检验结果
Ｔａｂ．８　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｏｎｓｏｎＡＯＺｒｅｓｉｄｕｅｍａｔｒｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓＢｉｎｆｉｓｈｍｅａｌａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ
实验室１
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ１

实验室２
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ２

实验室３
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ３

实验室４
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ４

实验室５
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ５

实验室６
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ６

实验室７
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ７

实验室８
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ８

１－１ １７．７ １７．０ １９．５ １６．２ ２０．９ １７．６ １７．６ １８．２
１－２ １８．２ １６．６ １９．３ １７．１ ２１．５ １６．８ １７．７ １６．６
１－３ １８．６ １６．３ １９．２ １７．５ ２１．０ １７．３ １７．６ １７．９
２－１ １８．５ １６．２ １９．２ １６．３ ２０．８ １７．２ １７．３ １７．０
２－２ １８．６ １６．２ １９．３ １６．０ ２０．３ １７．３ １７．４ １７．１
２－３ １９．６ １６．５ １９．４ １７．２ ２０．６ １７．２ １７．３ １７．１
３－１ １８．７ １６．３ １９．１ １６．９ ２０．０ １７．５ １７．２ １８．３
３－２ １９．５ １６．２ １８．９ １６．５ ２１．２ １７．２ １７．２ １７．７
３－３ １８．０ １６．３ １８．９ １６．３ ２０．９ １７．２ １７．５ １７．６

平均值／μｇ／ｋｇ １８．６ １６．４ １９．２ １６．７ ２０．８ １７．３ １７．４ １７．５
标准偏差／μｇ／ｋｇ ０．６３ ０．２６ ０．２１ ０．５２ ０．４５ ０．２２ ０．１９ ０．５８
总平均值／μｇ／ｋｇ １８．０
标准偏差／μｇ／ｋｇ １．５

ｒ１ ０．０４００
ｒ２ ０．０９４３

ｆ（０．０５，７２） ０．３０９
Ｃ ０．２８０２

Ｃ（０．０５，８，８） ０．３０４３
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　　采用狄克逊准则对合作定值数据进行统计检验，
ｒ１和ｒ２均小于 ｆ（０．０５，７２），故全部数据均应保留。
同时，８家合作定值实验室均采用液相色谱 －质谱方
法作为定值方法，属于同等精度方法；进而采用科克

伦（Ｃｏｃｈｒａｎ）准则进行检验，Ｃ＜Ｃ（０．０５，８，８），无可
疑数据。经过狄克逊和科克伦检验法检验，鱼肉粉中

ＡＯＺ残留基体标准物质的合作定值结果数据等精
度、无界外值，均符合定值要求。

２．６　不确定度评估
标准物质特性值不确定度通过测定标准物质的

定值不确定度（ｕｃｈａｒ）、标准物质的均匀性不确定度
（ｕｂｂ）、标准物质的长期稳定性不确定度（ｕｌｔｓ）和标准
物质的短期稳定性不确定度（ｕｓｔｓ）的合成并扩展来评
估。合成不确定度为，相对扩展不确定度 ＵＣＲＭ，ｒｅｌ＝ｋ
ｕＣＲＭ，ｋ为包含因子。不确定度评定结果见表９。

表９　不确定度评定结果
Ｔａｂ．９　Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

不确定度来源

Ｓｏｕｒｃｅｏｆｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ

标准物质ＡＳｔａｎｄａｒｄｓｕｂｓｔａｎｃｅＡ 标准物质ＢＳｔａｎｄａｒｄｓｕｂｓｔａｎｃｅＢ

不确定度／μｇ／ｋｇ 相对不确定度／％ 不确定度／μｇ／ｋｇ 相对不确定度／％

定值 ｕｃｈａｒ＝０．２４０ ｕｃｈａｒ，ｒｅｌ＝３．４１ ｕｃｈａｒ＝０．７００ ｕｃｈａｒ，ｒｅｌ＝３．８９

均匀性 ｕｂｂ＝０．０１４８ ｕｂｂ，ｒｅｌ＝０．２１２ ｕｂｂ＝０．０８１４ ｕｂｂ，ｒｅｌ＝０．４５

长期稳定性 ｕｌｔｓ＝０．０５４ ｕｌｔｓ，ｒｅｌ＝０．７６７ ｕｌｔｓ＝０．１２５ ｕｌｔｓ，ｒｅｌ＝０．６９５

短期稳定性 ｕｓｔｓ＝０．０９４５ ｕｓｔｓ，ｒｅｌ＝１．３４２ ｕｓｔｓ＝０．０９７５ ｕｓｔｓ，ｒｅｌ＝０．５４２

合成不确定度 ｕＣＲＭ＝３．７５％ ｕＣＲＭ＝４．０２％

相对扩展不确定 ＵＣＲＭ，ｒｅｌ＝７．５％ ＵＣＲＭ，ｒｅｌ＝８．１％

扩展不确定度 ＵＣＲＭ＝０．６μｇ／ｋｇ ＵＣＲＭ＝１．５μｇ／ｋｇ

　　综合定值和不确定度评定结果，大菱鲆鱼粉中呋
喃唑酮代谢物ＡＯＺ残留基体标准物质的特性值分别
为 ７．０±０．６μｇ／ｋｇ，ｋ＝２和１８．０±１．５μｇ／ｋｇ，ｋ＝２。

３　结论

本研究通过药浴方式获得了两种浓度的大菱鲆

阳性基质原料样品。原料样品经过匀浆 －冻干 －制
粉－过筛－混匀－封装－辐照灭菌等制备工艺处理，
制备得到的２种ＡＯＺ残留基体标准物质样品均匀性
良好，性质稳定，特性量值准确可靠。该方法对进一

步开展水产品中硝基呋喃类代谢物残留基体标准物

质的制备提供了技术参考。研制成果可用于水产品

中硝基呋喃类代谢物残留检测，包括实验室内质量控

制、实验室间能力验证、不同方法间比对及仪器校准

等领域，对完善中国水产品药物残留检测工作具有很

高的实用价值。
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《水产学杂志》征订启事

《水产学杂志》是中国水产科学研究院黑龙江水产研究所主办的综合性的水产学期刊，双月刊，国内外公

开发行。

价格：《水产学杂志》每本订价１２元，全年７２元／份。
汇款方式：

１．邮局汇款
地址：哈尔滨市道里区河松街２３２号。
单位及收款人：黑龙江水产研究所《水产学杂志》编辑部，邮编：１５００７０
２．银行汇款
开户银行：中国农业银行哈尔滨市汇金支行

帐号：０８－０６８２０１０４００２０１６９
户名：中国水产科学研究院黑龙江水产研究所

注：从银行汇款的订户请务必在汇款单的正确位置上注明单位或电话号码，并汇款后及时与水产学杂志

联系。
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电　话：０４５１－８４８６１６２６
传　真：０４５１－８４６０４８０３
网　址：ｗｗｗ．ｓｃｘｚｚ．ｎｅｔ
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