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摘要:建立了基于液相色谱￣同位素稀释质谱法(ＬＣ￣ＩＤＭＳ)的牛肉粉中恩诺沙星和磺胺嘧啶残留测定的高准确度分析方

法ꎬ采用同位素稀释单点校准定量ꎬ恩诺沙星和磺胺嘧啶的加标回收率分别为(９９􀆰 ０±０􀆰 ８)％和(１００􀆰 ４±１􀆰 ２)％ꎬ基质效

应因子分别为 ０􀆰 ９９９ １ 和 １􀆰 ０１１ ９ꎮ 采用添加法制备牛肉粉中恩诺沙星和磺胺嘧啶标准物质候选物ꎬ进行了标准物质均

匀性检验、稳定性检验和定值ꎬ评定了不确定度ꎮ 标准物质均匀性、稳定性良好ꎬ恩诺沙星特性量值为 ７２９ ｎｇ / ｇꎬ扩展不

确定度为 ４２ ｎｇ / ｇ(ｋ＝ ２)ꎬ磺胺嘧啶特性量值为 ４１３ ｎｇ / ｇꎬ扩展不确定度为 ３１ ｎｇ / ｇ(ｋ＝ ２)ꎮ 该标准物质的研制能够应用

于食品中恩诺沙星和磺胺嘧啶等相关兽药残留检测的质量控制、方法开发和验证等领域ꎬ进而保障相关检测结果的准确

性、可比性ꎮ
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　 　 氟喹诺酮类药物(ＦｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓꎬＦＱｓ)是一

类以 ４￣喹诺酮为基本结构的抗生素类药物ꎬ磺胺

类药物(ＳｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓꎬＳＡｓ)是以对氨基苯磺酰胺

为基本结构的抗生素类药物ꎬ两类药物均可应用

于预防和治疗细菌感染性疾病ꎬ具备生物利用度

高、抗菌谱广等特点[１￣４]ꎮ 但相关药物残留可能会

导致细菌耐药性、过敏等不良反应[５ꎬ６]ꎮ
恩诺沙星 ( Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎꎬ ＥＮＲ) 和磺胺嘧啶

(ＳｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅꎬＳＤＺ)分别是典型的氟喹诺酮类药

物和磺胺类药物ꎬ应用较为广泛ꎬ能够在动物体内

累积ꎮ 我国 ＧＢ ３１６５０—２０１９«食品安全国家标准

食品中兽药最大残留限量»规定动物肌肉中恩诺

沙星 和 环 丙 沙 星 总 的 最 大 残 留 限 量 为 １００
μｇ / ｋｇꎬ动物肌肉中包括磺胺嘧啶在内的磺胺类

药物的总残留限量为 １００ μｇ / ｋｇꎮ 我国农业部发

布的 ２０２０ 年食用农产品市场监管部门抽检不合

格情况分析汇总中ꎬ恩诺沙星和磺胺类药物均为

市场销售畜禽类食品抽检中的主要不合格项

目[７]ꎬ由于畜禽肉基体复杂ꎬ相关测量的准确度

值得关注ꎮ
为保障测量结果的准确性和可比性ꎬ国际物

质的量委员会(ＣＣＱＭ)开展了“牛肉粉中恩诺沙

星和磺胺嘧啶测量(ＣＣＱＭ Ｋ１４１)”的国际关键计

量比对[８]ꎮ 基体标准物质可应用于分析方法开

发、质量控制、方法验证等领域ꎬ保障检测数据质

量[９ꎬ１０]ꎮ 本研究开发了基于液相色谱￣同位素稀

释质谱法的牛肉粉中恩诺沙星和磺胺嘧啶高准确

度分析方法ꎬ并制备牛肉粉中恩诺沙星和磺胺嘧

啶标准物质ꎬ开展均匀性检验、稳定性检验、定值

和不确定度评定ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＬＣ３０Ａ 型超高效液相色谱(日本 Ｓｈｉｍａｄａ 株

式会社)￣联用 ＡＰＩ５５００ 型质谱(美国 ＡＢ 公司)ꎻ
ＭＥ６１４Ｓ 型 电 子 天 平 ( 德 国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公 司 )ꎻ
ＣＲ２１ＧⅢ型离心机(日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司)ꎻＴｒａｎｓｓｏｎｉｃ
Ｄｉｇｉｔａｌ Ｓ 型超声仪(德国 Ｅｌｍａ 公司)ꎻＫＳ２６０ 型振

荡摇床、Ｅｕｒｏｓｔａｒ ２０ 型匀浆仪(德国 ＩＫＡ 公司)ꎻ
Ｖｏｒｔｅｘ￣Ｇｅｎｉｅ ２ 型涡旋混合器(美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎ￣
ｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司)ꎻＮ￣ＥＶＡＰ １１１ 型氮吹仪(美国 Ｏｒｇａ￣
ｎｏｍａｔｉｏｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ 公司)ꎻＯＡＳＩＳ ＨＬＢ 型固相萃

取柱(６ ｍＬꎬ１５０ ｍｇꎬ美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎮ
甲醇、乙腈(色谱纯ꎬ德国 Ｍｅｒｃｋ 公司)ꎻ超纯

水(１８􀆰 ２ ＭΩ􀅰ｃｍ)、甲酸(色谱纯)(赛默飞世尔科

技有限公司)ꎻ三氯乙酸(≥９９􀆰 ５％ꎬ德国 Ｓｉｇｍａ￣
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻ磺胺嘧啶纯度标准物质(ＧＢＷ(Ｅ)
０６０９０１ꎬ纯度 ９９􀆰 ６％ꎬ相对扩展不确定度 ０􀆰 ４％
(ｋ＝ ２))、恩诺沙星纯度标准物质(ＧＢＷ １０１５５ꎬ
纯度 ９９􀆰 ６％ꎬ相对扩展不确定度 ０􀆰 ２％(ｋ ＝ ２)(中
国计量科学研究院)ꎻＤ５￣恩诺沙星同位素内标

(ＣＨ００５ꎬ化学纯度 ９９％ꎬ同位素丰度>９９􀆰 ０％ꎬ德
国 Ｗｉｔｅｇａ 公司)ꎻ １３Ｃ６￣ 磺胺嘧啶同位素内标

(Ｓ６９９０５２ꎬ化学纯度 ９８％ꎬ同位素丰度 ９９􀆰 ８％ꎬ加
拿大 ＴＲＣ 公司)ꎮ
１􀆰 ２ 　 标准溶液制备

准确称取恩诺沙星、磺胺嘧啶、恩诺沙星同位

素内标及磺胺嘧啶同位素内标ꎬ采用甲醇溶剂配

制目标物及内标储备液ꎮ
采用甲醇溶剂ꎬ配制恩诺沙星同位素内标及

磺胺嘧啶同位素内标混合溶液ꎮ
以样品中的浓度为参考ꎬ使校准工作溶液中

的浓度与进样时样品中的浓度接近ꎬ目标物与同

位素标记物的峰面积接近 １ꎬ采用 １０％甲醇￣甲酸

水配制校准工作溶液ꎮ
１􀆰 ３ 　 标准物质制备

采用添加法进行标准物质制备ꎮ 购买 １０ ｋｇ
牛肉ꎬ采用绞肉机搅碎均质ꎬ添加磺胺嘧啶和恩诺

沙星ꎬ搅拌混合ꎬ冷冻干燥ꎬ失水率 ７５％ꎬ冻干牛

肉粉进行粉碎后ꎬ过 ４０ 目筛ꎻ混匀ꎬ进行浓度初

测ꎻ棕色塑料瓶分装ꎬ充氮后密封ꎬ制备标准物质

２００ 瓶ꎬ每瓶 ３ ｇꎬ辐照后于温度<－１８ ℃保存ꎮ
１􀆰 ４ 　 样品前处理

提取:称取 ０􀆰 ２５ ｇ 样品ꎬ精确至 ０􀆰 ０００ １ ｇꎬ添
加 ０􀆰 ７５ ｇ 水ꎬ涡旋混匀ꎬ平衡 ０􀆰 ５ ｈꎮ 加入内标溶

液ꎬ准确称重ꎬ精确至 ０􀆰 ０００ １ ｇꎬ涡旋混匀ꎬ平衡

０􀆰 ５ ｈꎮ 加入 １０ ｍＬ ５％三氯乙酸水溶液ꎬ振荡

２０ ｍｉｎ 提取ꎮ 重复提取 １ 次ꎬ合并提取液ꎮ 低浓

度样品取 １ / ５ 提取液ꎬ超纯水稀释至 ２０ ｍＬ 进行

后续净化步骤ꎮ
净化:ＯＡＳＩＳ ＨＬＢ 固相萃取柱经 ６ ｍＬ 甲醇、

６ ｍＬ 水活化后ꎬ提取液过 ＨＬＢ 柱ꎬ６ ｍＬ ５％甲醇

水淋洗ꎬ弃去淋洗液ꎬ抽干后ꎬ用 ８ ｍＬ 甲醇洗脱ꎬ
收集洗脱液ꎬ４０ ℃水浴ꎬ氮气吹干ꎬ残渣用 １ ｍＬ
溶液(Ｖ(甲醇) ∶Ｖ(０􀆰 １％甲酸水)＝ １ ∶１)溶解ꎬ涡
旋混匀ꎬ１４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 高速离心 １０ ｍｉｎꎬ供 ＨＰＬＣ￣
ＭＳ / ＭＳ 测定ꎮ

４９
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１􀆰 ５ 　 仪器方法

色谱柱采用 Ｘ￣Ｔｅｒｒａ 色谱柱(３􀆰 ５ μｍꎬ２􀆰 １ ｍｍ×
１００ ｍｍ)ꎬ进样量为 ５ μＬꎮ 流动相为 ０􀆰 １％甲酸

水溶液(Ａ)和甲醇(Ｂ)ꎬ流速为 ０􀆰 ２ ｍＬ / ｍｉｎꎮ 流

动相洗脱梯度为 ０ ~ ０􀆰 ５ ｍｉｎꎬ１０％ Ｂꎻ０􀆰 ５ ~ ３ ｍｉｎꎬ
由 １０％ Ｂ 升至 ３０％ Ｂꎻ３ ~ ７ ｍｉｎꎬ３０％ Ｂꎻ７ ~ ７􀆰 ５
ｍｉｎꎬ由 ３０％ Ｂ 升至 ９０％ Ｂꎻ７􀆰 ５ ~ １０ ｍｉｎꎬ９０％ Ｂꎻ
１０~ １１ ｍｉｎꎬ由 ９０％ Ｂ 降至 １０％ Ｂꎻ１１ ~ １５ ｍｉｎꎬ
１０％ Ｂꎮ

质谱采用电喷雾电离源(ＥＳＩ)ꎬ工作模式为

正离子模式ꎬ电喷雾电压为 ５ ５００ Ｖꎬ离子源温度

为 ６００ ℃ꎬ母离子、子离子及相应的质谱参数见

表 １ꎮ
表 １ 　 母离子、子离子及相应质谱参数注

Ｔａｂ.１　 Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎｓꎬｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ ａｎｄ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

　 母离子(ｍ / ｚ) 子离子(ｍ / ｚ) ＤＰ / Ｖ ＣＥ / Ｖ

磺胺嘧啶 ２５１􀆰 １ １５５􀆰 ９∗

１０７􀆰 ８
４６ ２１

３１

１３Ｃ６ ￣磺胺嘧啶 ２５７􀆰 １ １６１􀆰 ９∗

１１３􀆰 ８
４６ ２１

３１

恩诺沙星 ３６０􀆰 ２ ３１６􀆰 ２∗

２４５􀆰 １
１９１ ２７

３７

Ｄ５ ￣恩诺沙星 ３６５􀆰 ２ ３２１􀆰 ２∗

２４５􀆰 １
１９１ ２７

３７

　 　 注:∗代表定量离子ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 仪器方法优化

对于恩诺沙星及磺胺嘧啶的液相色谱质谱分

析多采用 Ｃ１８ 色谱柱[１１￣１４]ꎬ本研究比较 ＸＴｅｒｒａ
Ｃ１８、ＢＥＨ Ｃ１８ 及 ＣＳＨ Ｃ１８ 色谱柱ꎬＸＴｅｒｒａ 能够实

现恩诺沙星和磺胺嘧啶的分离ꎬ且两种化合物峰

型较好ꎬ因此选用 ＸＴｅｒｒａ 色谱柱ꎮ 进行流动相条

件优化ꎬ添加甲酸以提高恩诺沙星及磺胺嘧啶的

离子化效率ꎬ进而提高响应和灵敏度ꎬ经优化ꎬ在
水相中添加 ０􀆰 １％甲酸ꎬ优化后色谱分离见图 １ꎮ

图 １　 磺胺嘧啶、恩诺沙星色谱图

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ａｎｄ ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ

优化恩诺沙星及磺胺嘧啶质谱参数ꎬ对于恩

诺沙星和磺胺嘧啶母离子进行去簇电压(Ｄｅｃｌｕｓ￣
ｔｅｒｉｎｇ ＰｏｔｅｎｔｉａｌꎬＤＰ)优化ꎬ恩诺沙星在 １９１ Ｖ 时响

应最高ꎬ磺胺嘧啶在 ４６ Ｖ 时响应最高ꎮ 恩诺沙星

主要产生 ｍ / ｚ ３１６􀆰 ２、２４５􀆰 １、２０３􀆰 ０、１８８􀆰 ９ 的碎片

离子ꎬ 对不同碎片离子进行碰撞能 ( Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ＥｎｅｒｇｙꎬＣＥ)的优化ꎬｍ / ｚ ３１６􀆰 ２、２４５􀆰 １ 分别设置

为定量及定性离子ꎬ最佳碰撞能为 ３７ Ｖ 和 ２７ Ｖꎮ
磺胺嘧啶产生 ｍ / ｚ １５５􀆰 ９、１０７􀆰 ８、９１􀆰 ８、６５􀆰 ２ 的碎

片离子ꎬｍ / ｚ １５５􀆰 ９ 和 １０７􀆰 ８ 分别设置为定量及定

性离子ꎬ最佳碰撞能为 ２１ Ｖ 和 ３１ Ｖꎮ 恩诺沙星

和磺胺嘧啶的质谱参数见表 １ꎮ
２􀆰 ２ 　 前处理方法优化

采用牛肉粉中恩诺沙星和磺胺嘧啶阳性样品

进行提取方法优化ꎬ比较提取溶剂种类、提取次

数、振荡时间、超声等条件的影响ꎮ
２􀆰 ２􀆰 １ 　 提取方法优化

乙腈和酸化乙腈在磺胺类药物和喹诺酮类药

物的提取中应用较为广泛[１２￣１４]ꎻ三氯乙酸溶液由

于具备较强的提取能力和沉淀蛋白的能力ꎬ在动

物源食品中兽药的提取中也有较为广泛的应

用[１４ꎬ１５]ꎮ 本研究比较不同提取溶剂ꎬ包括乙腈、
１％乙酸乙腈、 １％ 甲酸乙腈、 ５％ 甲酸乙腈、 ０􀆰 １
ｍｏｌ / Ｌ 盐酸乙腈和 ５％三氯乙酸水溶液提取效率

的差异(图 ２ａ)ꎮ 结果表明ꎬ对于乙腈和酸化乙腈

溶液ꎬ随着酸度增加ꎬ恩诺沙星和磺胺嘧啶提取效

率增加ꎻ三氯乙酸水溶液的提取结果与 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
盐酸乙腈的提取结果具有较好的一致性ꎮ 磺胺嘧

啶的溶解度与 ｐＨ 有关ꎬ而恩诺沙星在中性条件

下易与水结合ꎬ 生成水合物结晶ꎬ 溶解度降

低[１６ꎬ１７]ꎮ 因此ꎬ酸度的增加能够提高磺胺嘧啶和

恩诺沙星的提取效率ꎮ 与 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸乙腈相

比ꎬ三氯乙酸水溶液避免了有机溶剂的使用ꎬ且在

后续固相萃取过程中可以避免浓缩过程直接进行

净化ꎬ绿色高效ꎬ因此ꎬ最终选择 ５％三氯乙酸水

溶液作为提取溶剂ꎮ
比较振荡及超声等提取方式、提取时间、提取

次数对结果的影响(图 ２ｂ)ꎮ 结果表明ꎬ增加提取

次数、提取时间和超声等ꎬ对提取结果的影响较

小ꎮ 振荡 ２０ ｍｉｎ 提取 ２ 次ꎬ能够对牛肉粉中的恩

诺沙星和磺胺嘧啶进行充分提取ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２ 　 净化方法优化

固相萃取柱净化与正己烷除脂是畜禽肉中氟

喹诺酮类药物和磺胺类药物净化常用的方

５９
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法[１４ꎬ１８￣２０ꎬ２１]ꎬ本研究比较 ＨＬＢ、ＭＣＸ 和 ＰＡＸ 这 ３
种固相萃取柱对于恩诺沙星和磺胺嘧啶两种化合

物的绝对回收率ꎬ结果表明ꎬ相比 ＭＣＸ 和 ＰＡＸ 固

相萃取柱ꎬＨＬＢ 色谱柱对于两种化合物都具备较

好的绝对回收率(图 ２ｃ)ꎬ同位素内标校正后的加

标回收率接近 １００％ꎬ因此ꎬ选用 ＨＬＢ 固相萃取柱

进行净化ꎮ 此外ꎬ本研究比较 ＨＬＢ 固相萃取法及

ＨＬＢ 固相萃取与正己烷除脂相结合两种方法的

基质效应ꎬ采用 ＨＬＢ 固相萃取法ꎬ恩诺沙星和磺

胺嘧啶的基质效应因子分别为 ０􀆰 ９１ 和 ０􀆰 ９５ꎬ采
用 ＨＬＢ 固相萃取与正己烷除脂相结合ꎬ恩诺沙星

和磺胺嘧啶的基质效应因子分别为 ０􀆰 ９３ 和

０􀆰 ９４ꎬ结果表明ꎬ进一步正己烷除脂对基质效应无

显著影响ꎬ因此ꎬ本研究采用 ＨＬＢ 固相萃取柱净

化ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３ 　 内标平衡时间优化

同位素内标与基体的充分混合能够保障同位

素稀释质谱法( ＩＤＭＳ)的准确性ꎮ 本研究考察了

内标 平 衡 时 间 ０􀆰 ５、 １、 １０ ｈ 下 结 果 的 差 异

(图 ２ｄ)ꎮ 结果表明ꎬ平衡时间对恩诺沙星和磺胺

嘧啶的回收率影响较小ꎬ因此ꎬ采用 ０􀆰 ５ ｈ 平衡

时间ꎮ

ａ.提取溶剂ꎻｂ.提取方式ꎻｃ.固相萃取柱ꎻｄ.内标平衡时间

图 ２　 前处理方法优化

Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

２􀆰 ３ 　 基质效应评价

在 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 分析中ꎬ当目标物和基质共流

出物竞争时ꎬ会发生离子抑制或离子增强效应ꎬ该
现象被称为基质效应ꎬ基质效应的存在会影响定

量的准确性[２２]ꎮ 提取和净化方法、液相色谱条件

等都会影响基质效应ꎮ 柱后注射和前处理后添加

的方法常被用于评价基质效应ꎬ其中ꎬ后者可以定

量评价基质效应ꎮ 本研究采用基体匹配校准溶液

和校准溶液的响应之比来定量评价基质效应ꎮ 基

质效应(ＭＥ)因子的值大于 １ 为基质增强ꎬ基质

效应因子的值小于 １ 为基质抑制ꎮ
采用空白牛肉粉进行基质效应评价ꎬ结果表

明ꎬ恩诺沙星和磺胺嘧啶均表现为较弱的基质抑

制效应ꎬ恩诺沙星 ＭＥ 为 ０􀆰 ９０７ ５ꎬ同位素标记内

标校正后ＭＥ′为 ０􀆰 ９９９ １ꎻ磺胺嘧啶ＭＥ 为 ０􀆰 ９４９ １ꎬ
同位素内标校正后 ＭＥ′为 １􀆰 ０１１ ９ꎮ 两种化合物

经 ＩＤＭＳ 方法校正后的基质效应接近 １ꎬ同位素

稀释法能够降低基质效应对于定量结果的影

响ꎬ本研究同位素内标校正后基质效应对牛肉

粉中恩诺沙星和磺胺嘧啶 ＩＤＭＳ 定量结果的影

响可忽略ꎮ
２􀆰 ４ 　 定量方法比较

比较校准溶液单点法和基质匹配校准溶液单

点法两种定量方法ꎬ单点法计算见公式(１)ꎮ
Ｃ ＝ (Ａｔ / Ａｉ) ｓ × (Ａｉ / Ａｔ) ｓｔｄ × (Ｍｔ / Ｍｉ) ｓｔｄ × (Ｍｉ / Ｗ) ｓ (１)

　 　 其中:Ｃ 为样品中目标物的浓度ꎬｎｇ / ｇꎻｓｔｄ 为校准溶液ꎬｓ 为

样品ꎬＡｔ 为目标物峰面积ꎬＡｉ 为同位素内标峰面积ꎬＭｔ 为目标物

的质量ꎬｎｇꎻＭｉ 为同位素内标的质量ꎬｎｇꎻＷ 为样品重量ꎬｇꎮ

校准溶液单点法恩诺沙星和磺胺嘧啶的结果

分别为 ７２９、４１３ ｎｇ / ｇꎬ基质匹配单点法结果分别

为 ７２６、４１４ ｎｇ / ｇꎮ 结果表明ꎬ两种定量方法结果

没有显著差异ꎬ由于校准溶液单点法操作简便ꎬ本
研究中采用校准溶液单点法进行牛肉粉中恩诺沙

星和磺胺嘧啶定量ꎮ
２􀆰 ５ 　 方法验证

以三倍信噪比的方法计算检出限ꎬ磺胺嘧啶

的仪器检出限为 ０􀆰 ００２ ｎｇ / ｇꎬ恩诺沙星为 ０􀆰 ０１
ｎｇ / ｇꎻ牛肉粉中磺胺嘧啶的方法检出限为 ０􀆰 ０１
ｎｇ / ｇꎬ牛肉粉中恩诺沙星方法检出限为 ０􀆰 ０５ ｎｇ / ｇꎮ
在 ０􀆰 ０５~ ５０ ｎｇ / ｇ 范围内ꎬ添加 ２ ｎｇ / ｇ 同位素内

标ꎬ进行恩诺沙星和磺胺嘧啶线性考察ꎬ得到的恩

诺沙星标准曲线方程为 ｙ ＝ １􀆰 ０４９ ５ｘ － ０􀆰 ００８ ６
(Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００ ０)ꎬ磺胺嘧啶标准曲线方程为 ｙ ＝
０􀆰 ９２０ ２ｘ＋０􀆰 ０２０ ６(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ６)ꎮ

根据上述确认的前处理条件ꎬ在进行空白牛

肉样品恩诺沙星和磺胺嘧啶加标回收率考察ꎬ恩
诺沙星和磺胺嘧啶加标浓度分别为 ７３０、 ４１０
μｇ / ｋｇꎮ 结果表明(表 ２)ꎬ二者同位素稀释法加标

回收率分别为(９９􀆰 ０±０􀆰 ８)％和(１００􀆰 ４±１􀆰 ２)％ꎮ
回收率结果较好ꎬ满足标准物质定值需求ꎮ

本研究建立的方法应用于“牛肉粉中恩诺沙

星和磺胺嘧啶测量(ＣＣＱＭ Ｋ１４１)”的国际关键计

量比对ꎬ牛肉粉中恩诺沙星和磺胺嘧啶测定结果

均取得国际等效一致[８]ꎮ

６９
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表 ２ 　 牛肉粉中恩诺沙星和磺胺嘧啶加标回收率

Ｔａｂ.２　 Ｍａｔｒｉｘ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ａｎｄ
ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｐｏｗｄｅｒ

序号 恩诺沙星 / ％ 磺胺嘧啶 / ％
１ ９９􀆰 ５ ９９􀆰 ６
２ ９８􀆰 １ ９８􀆰 ８
３ ９９􀆰 ０ １０１􀆰 ６
４ ９８􀆰 ０ １０１􀆰 ６
５ １００􀆰 ０ ９９􀆰 ９
６ ９９􀆰 ３ １００􀆰 ９

平均值 ９９􀆰 ０ １００􀆰 ４
ＳＤ ０􀆰 ８ １􀆰 ２

２􀆰 ６ 　 标准物质均匀性检验、稳定性检验与定值

２􀆰 ６􀆰 １ 　 均匀性检验

均匀性是标准物质的基本属性ꎬ用于描述标

准物质特性的空间分布特征ꎮ 本研究根据 ＪＪＦ
１００６«一级标准物质技术规范»和 ＪＪＦ １３４３«标准

物质的定值及均匀性、稳定性评估»ꎬ对标准物质

进行均匀性检验ꎮ 采用简单随机抽样的方式ꎬ从
标准物质的 ２００ 个包装中抽取 １１ 个包装ꎬ每个包

装取 ３ 个子样进行瓶间和瓶内均匀性检验ꎮ 结果

表明ꎬＦ<Ｆ０􀆰 ０５(１０ꎬ２２)ꎬ标准物质均匀ꎮ

ａ.恩诺沙星ꎻｂ.磺胺嘧啶

图 ３　 均匀性检验结果

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ ｔｅｓｔ

２􀆰 ６􀆰 ２ 　 稳定性检验

稳定性是标准物质的基本属性ꎬ用于描述标

准物质的特性量值随时间变化的性质ꎮ 本研究依

据 ＪＪＦ １００６«一级标准物质技术规范»和 ＪＪＦ １３４３
«标准物质的定值及均匀性、稳定性评估»ꎬ进行

短期和长期稳定性检验ꎮ
采取同步稳定性评估的方法ꎬ考察在运输条

件为 ４ ℃、室温((２０±５) ℃)、５０ ℃这 ３ 个条件

下ꎬ保存 １４ ｄ 标准物质的短期稳定性ꎮ 恩诺沙星

特性量值在 ５０ ℃ 条件下呈下降趋势(图 ４)ꎬ在
４ ℃和室温((２０±５) ℃)条件下特性量值均稳

定ꎮ 因此ꎬ需使用冰袋运输ꎬ确保在运输过程中恩

诺沙星和磺胺嘧啶特性量值的稳定性ꎮ
采取经典稳定性评估的方法ꎬ考察在贮存条

件(≤－１８ ℃)下ꎬ保存 ２４ 个月标准物质的长期

稳定性ꎮ 恩诺沙星和磺胺嘧啶在该贮存条件下

２４ 个月内特性量值均稳定ꎮ

图 ４　 短期稳定性检验结果

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｈｏｒｔ￣ｔｉｍｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

２􀆰 ６􀆰 ３ 　 标准物质定值

采用本研究中优化的经国际比对验证的高准

确度同位素稀释质谱法( ＩＤＭＳ)定值ꎮ 恩诺纯度

标准物质(ＧＢＷ １０１５５ꎬ９９􀆰 ６％ꎬＵ ＝ ０􀆰 ２％)及磺胺

嘧啶纯度标准物质(ＧＢＷ(Ｅ)０６０９０１ꎬ９９􀆰 ６％ꎬＵ ＝
０􀆰 ４％)为国家有证标准物质ꎬ满足检测溯源和质

量控制要求ꎮ 采用 ＩＤＭＳ 单点校准方法ꎮ 定值工

作由本实验室 ２ 名试验人员ꎬ分别独立进行定值

测定ꎮ 独立测量数据经夏皮罗￣威尔克法检验为

正态分布ꎬ用狄克法和格拉布斯法判定没有离群

值ꎬ２ 组结果等精度ꎮ 恩诺沙星及磺胺嘧啶定值

结果分别为 ７２９、４１３ ｎｇ / ｇꎮ
２􀆰 ７ 　 标准物质不确定度评定

标准物质定值结果的不确定度由三部分组

成ꎬ分别为标准物质的均匀性引入的不确定度、标
准物质的稳定性引入的不确定度、标准物质的定

值过程带来的不确定度ꎮ
２􀆰 ７􀆰 １ 　 均匀性引入的不确定度 ｕｂｂ

采用单因素方差对恩诺沙星和磺胺嘧啶的均

匀性检验结果进行统计分析ꎮ 结果表明ꎬ恩诺沙

７９
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星和磺胺嘧啶的组间方差均大于组内方差ꎬ均匀

性引入的不确定度计算见公式(２)ꎮ
ｕｂｂ ＝ ｓｂｂ ＝ ( ｓ２１ － ｓ２２) / ｎ (２)

　 　 其中ꎬｕｂｂ为均匀性引入的不确定度ꎬｓｂｂ为组间标准偏差ꎬｓ２１
为组间方差ꎻｓ２２ 为组内方差ꎻｎ 为组内测量次数ꎮ

恩诺沙星和磺胺嘧啶均匀性引入的不确定度

分别为 １􀆰 ４５％和 １􀆰 ７８％ꎮ
２􀆰 ７􀆰 ２ 　 稳定性引入的不确定度 ｕｓ

采用线性模型对恩诺沙星和磺胺嘧啶的稳定

性结果进行统计分析ꎬ稳定性引入的不确定度计

算见公式(３)ꎮ
ｕｓ ＝ ｓ(β１) × ｔ (３)

　 　 其中:ｕｓ 为稳定性引入的不确定度ꎬｓ(β１)为斜率的标准偏差ꎬ
ｔ 为保存期限ꎮ

恩诺沙星和磺胺嘧啶稳定性引入的不确定度

分别为 ２􀆰 ７１％和 ２􀆰 ８１％ꎮ
２􀆰 ７􀆰 ３ 　 定值过程引入的不确定度 ｕＩＤＭＳ

定值过程引入的不确定度包括随机效应带来

的不确定度和系统效应带来的不确定度ꎮ
随机效应带来的不确定度由色谱￣质谱仪器

的稳定性、面积测量的重复性、溶液浓度和进样体

积的差异等对测量结果造成的误差ꎬ体现在测量

重复性中ꎬ由 ２ 个操作人员共 １２ 次测量结果的相

对标准偏差表示ꎮ
系统效应带来的不确定度主要由恩诺沙星 /

磺胺嘧啶校准溶液浓度、校准溶液中恩诺沙星 /磺
胺嘧啶质量、校准溶液中同位素内标的质量、样品

中同位素内标的质量、样品称量以及回收率引入

的不确定度 ５ 个部分引入ꎮ
恩诺沙星和磺胺嘧啶定值过程引入的不确定

度分别为 ２􀆰 ８１％和 ２􀆰 ４６％ꎮ
２􀆰 ７􀆰 ４ 　 不确定度合成

合成不确定度计算见公式(４)ꎮ
ｕｒｅｌ ＝ ｕ２

ｂｂ ＋ ｕ２
ｓ ＋ ｕ２

ＩＤＭＳ (４)

　 　 相对扩展不确定度计算见公式(５)ꎮ
Ｕｒｅｌ ＝ ｋ × ｕｒｅｌꎬｋ ＝ ２ (５)

表 ３ 　 标准物质不确定度评定

Ｔａｂ.３　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ

不确定度 恩诺沙星 磺胺嘧啶

ｕｂｂ / ％ １􀆰 ４５ １􀆰 ７８
ｕｓ / ％ ２􀆰 ７１ ２􀆰 ８１
ｕＩＤＭＳ / ％ ２􀆰 ８１ ２􀆰 ４６
ｕｒｅｌ / ％ ４􀆰 １７ ４􀆰 １４
Ｕｒｅｌ(ｋ＝ ２) / ％ ８􀆰 ３４ ８􀆰 ２８

Ｕ(ｋ＝ ２) / (ｎｇ􀅰ｇ－１) ６１ ３５

　 　 恩诺沙星和磺胺嘧啶的相对扩展不确定度分

别为 ８􀆰 ３４％和 ８􀆰 ２８％ꎬ扩展不确定度分别为 ６１
ｎｇ / ｇ 和 ３５ ｎｇ / ｇ(表 ３)ꎮ

３　 结论

本研究基于液相色谱￣同位素稀释质谱法建

立了牛肉粉中恩诺沙星和磺胺嘧啶的测定方法ꎬ
通过对提取和净化条件的优化来提高提取效率和

回收率ꎬ方法准确度高ꎬ同位素稀释质谱法的应用

降低了基质效应的影响ꎮ 将该方法应用于国际计

量比对ꎬ恩诺沙星和磺胺嘧啶结果均取得国际互

认ꎮ 研制了牛肉粉中恩诺沙星和磺胺嘧啶标准

物质ꎬ该标准物质均匀性、稳定性良好ꎬ能够应

用于食品中相关兽药残留检测的质量控制、方
法开发和验证等领域ꎬ进而保障相关检测结果

的准确、可比ꎮ
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