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黄瓜中毒死蜱残留基体标准物质的研制 

成长玉, 钟慈平, 黄丽娟, 黄  瑛, 余晓琴* 
(四川省食品药品检验检测院, 成都  611731) 

摘  要: 目的  建立黄瓜中毒死蜱残留基体标准物质的研制方法。方法  选择符合标准物质研制要求的新鲜

黄瓜为研制对象, 经过预冻干、添加、混匀、二次冻干、过筛、包装及辐照灭菌, 采用气相色谱-串联质谱法

测定, 同位素内标法定量, 经均匀性和稳定性检验后, 采取多家实验室合作定值的方式进行定值。结果  通过

11 家独立实验室合作定值及不确定度评估, 毒死蜱的特性值为(0.403±0.033) mg/kg(k=2)。结论  获得的样品

均匀性和稳定性良好, 适用于黄瓜中毒死蜱检测过程的方法研制和质量控制。 
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Preparation of matrix reference material for chlorpyrifos residues in 
cucumber 

CHENG Chang-Yu, ZHONG Ci-Ping, HUAGN Li-Juan, HUAGN Ying, YU Xiao-Qin* 
(Sichuan Institute for Food and Drug Control, Chengdu 611731, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the preparation of chlorpyrifos residues in cucumber. Methods  

Fresh cucumber which meets the requirements of reference material development was selected as the research object, 

after pre freeze-drying, adding, mixing, secondary freeze-drying, screening, packaging and irradiation sterilization, 

the cucumber was determined by gas chromatography tandem mass spectrometry (GC-MS/MS) and quantified by 

isotope internal standard method. After homogeneity and stability test, the value was determined by cooperation of 

several laboratories. Results  The property value and expanded uncertainty of chlorpyrifos was (0.403±0.033) 

mg/kg (k=2), certified by 11 independent laboratories. Conclusion  The uniformity and stability of the samples are 

good, which is suitable for the development of the method and quality control of chlorpyrifos poisoning in cucumber. 
KEY WORDS: reference material; cucumber; chlorpyrifos; certificationl; uncertainty 
 
 

1  引  言 

标准物质是具有足够均匀和稳定的特定特性的物质, 
其特性适用于测量或标称特性检查中的预期用途[1], 是分

析检测过程中质量保证的基础, 以确保检测方法及数据可

靠性、可比性与可追溯性[2]。基体标准物质是具有实际样

品特性的标准物质[1], 即目标物与基体结合与真实检测样

品一致, 可用于食品分析方法确认和实验室质量控制, 可
有效避免基体效应对物质成分分析的影响, 对食品质量安

全具有重要意义[3‒5]。 
截至 2018 年 6 月底, 我国标准物质总量 11087 种, 其

中食品标准物质 597种(含纯度、液体、基体标准物质)[6], 关
于农药类基体标准物质的研究则更为较少, 基体主要集中

在茶叶、浓缩苹果汁、贻贝、牡蛎、鲅鱼等几个方面, 且
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农药种类多为拟除虫菊酯类、有机氯、多氯联苯方面[7,8]。

目前, 因价格低廉等原因, 毒死蜱作为替代甲胺磷等高毒

有机磷农药, 已成为有机磷类杀虫剂的主导品种[9‒12]。而

随着应用的广泛, 毒死蜱在蔬菜上残留问题逐渐凸显, 也
常见有毒死蜱不合格信息发布。毒理学研究表明: 毒死蜱

可能对人类及生态环境具有潜在毒性, 还具有内分泌干扰

作用[13,14]。许多国家对农产品, 特别是蔬菜上的毒死蜱残

留量进行了严格的规定, 如日本和欧盟规定黄瓜中毒死蜱

残留限量均为 0.05 mg/kg[15], 中国现行标准规定毒死蜱在

黄瓜中的最大残留限量为 0.1 mg/kg[16]。因此, 准确监控和

检测蔬菜中毒死蜱残留具有重要意义。 
蔬菜基质含水率较高, 而毒死蜱对温度极为敏感, 所

以制备该标准物质最为关键的是保证基质不变质和目标物

含量的稳定, 常规方法是通过添加防腐剂抑菌进而延长样

品基质的保存期, 但无法长时间保证含量稳定。本研究突

破常规方法, 采用二次冻干和辐照灭菌工艺制得黄瓜冻干

粉, 既能最大程度保证基质原有成分不被破坏, 又始终控

制水分含量低于 5%, 截至目前, 该毒死蜱标准物质已稳定

保存 6 个月。现阶段, 尚未见黄瓜中毒死蜱基体标准物质

研制的报道。本文介绍了以黄瓜为基体的毒死蜱标准物质

的研制过程, 方法操作简单可靠, 可以满足检测过程中的

方法验证和质量控制需求。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  仪器与试剂 
黄瓜来自农场种植的未喷洒农药的新鲜黄瓜。 
TQ8050 气相色谱-三重四极质谱联用仪(配有 EI 源, 

日本 SHIMADZU 公司); ME204 分析天平(瑞士 METTLER 
TOLEDO 公司); IKA MS3 漩涡混合器(德国 IKA 公司); 
N1-50 氮吹仪(可控温, 上海屹尧仪器科技发展有限公司); 
X3R 离心机(美国 Thermo 公司); Milli-Q 去离子水发生器

(美国 Millipore 公司)。 
甲醇中毒死蜱溶液标准物质(GBW(E)081141, 标准值: 

1.00 mg/mL, 相对扩展不确定度为 4%, k=2, 中国计量科学

研究院); 毒死蜱-D10(纯度: 94.7%, 德国 Dr.Ehrenstorfer 公
司); 乙腈、乙酸乙酯(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 实验用水

为超纯水(美国 Millipore 公司)。材料: QuEChERS 提取包

(型号: 5982-5650)、QuEChERS 净化包(型号: 5982-5056)(美
国 Agilent 公司)。 
2.1.2  样本制备 

称取空白阴性黄瓜 26 kg, 将黄瓜去掉花梗和柄部, 
手动切片并用破壁机搅成糊状, 将黄瓜糊倒入冻干仪托盘

中平铺, 进行冻干, 出仓研磨, 过 50 目筛。取黄瓜粉和水

按照 1:8 比例混合, 成糊状具有一定流动性即可。取 600 g
黄瓜糊, 准确加入适量毒死蜱标准溶液(1 mg/mL), 混合

15 min, 再加入空白黄瓜糊 600 g, 搅拌 15 min, 再加入空

白黄瓜糊 1.2 kg, 搅拌 30 min, 再加入空白黄瓜糊 2.4 kg, 
搅拌 30 min; 最后加入剩余空白黄瓜糊约 4.6 kg, 搅拌  
60 min。将搅拌完成后的样品, 分五等分放入冻干仪托盘

中进行冻干。将冻干后样品取出再次进行搅碎、过 50 目筛, 
之后用混匀机混匀半小时。冻干后测得样品水分含量为

3%。样品用铝箔袋抽真空包装, 2 g/袋。采用电子束辐照, 
辐照剂量为 10 kgy, 辐照时间为 1 h。‒15 ℃条件冷冻保存。 

2.2  实验方法 
2.2.1  样品分析 

样品复原后的前处理方法是依据 GB 23200. 113-2018
《食品安全国家标准 植物源性食品中 208 种农药及其代

谢物残留量的测定 气相色谱-质谱联用法》[17]。 
(1)试样复原: 精密称取 0.4 g 样品(精确至 0.0001 g)

于 50 mL塑料离心管中, 以称样量 24倍质量比例加入超纯

水使其复原, 振摇使其充分混匀, 浸泡 30 min。 
(2)提取与净化: 向上述复原液中准确加入内标中间

液适量, 再准确加入 10 mL 乙腈、1 袋 QuEChERS 提取包, 
盖上离心管盖, 剧烈涡旋振荡 1 min 后 6000 r/min 离心   
5 min。吸取提取液 6 mL至QuEChERS净化管中涡旋 1 min, 
6000 r/min 离心 5 min 后, 精密量取 1 mL 上清液于氮吹管

中吹至近干, 再精密加入 5 mL 乙酸乙酯复溶, 涡旋 30 s, 
混匀, 过 0.22 μm 有机相滤膜。供 GC-MS 测定。同时, 同
法制备全试剂空白溶液。 

空白基质标准溶液 : 精密称取 0.4 g 阴性样品于    
50 mL 塑料离心管中, 其余步骤同样品处理。 

(3)仪器参考条件 
色 谱 柱 : SH-Rxi-5Sil MS 毛 细 管 柱 (30 m×       

0.25 mm, 0.25 μm)或相当者。 
色谱柱温度: 起始温度 100 ℃, 保持 1 min, 以 15 ℃/min

升至 250 ℃, 再以 50 ℃/min 升至 300 ℃, 保持 5 min。 
载气: 氦气, 纯度大于等于 99.999%;  
流速: 1.8 mL/min;  
进样口温度: 250 ℃;  
进样方式: 不分流进样; 进样体积: 1 μL;  
离子源: EI 源; 离子源温度: 200 ℃;  
检 测 方 式 : 多 离 子 反 应 监 测 (multiple reaction 

monitoring, MRM)。 
MRM 多离子条件见下表 1。 

 
表 1  MRM 离子采集信息表 

Tabel 1  MRM ion acquisition information  

 母离子(m/z) 子离子(m/z) CE/V 备注 

毒死蜱 

313.9 257.9 14 定量离子

313.9 285.9 8 定性离子

313.9 193.9 28 定性离子

毒死蜱-D10 324.1 259.9 16 内标 
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2.2.2  方法学验证 
取空白样品 0.4 g, 置于 50 mL 离心管中, 分别精密加

入适量毒死蜱标准溶液, 使其含量水平分别约为 0.2 mg/kg
和 0.6 mg/kg, 混匀, 按上述方法同法复原及处理加标样品, 
制得样品加标回收测定液, 供 GC-MS/MS 测定。 
2.2.3  均匀性检验 

按照 JJF 1343-2012《标准物质定值的通用原则及统计

学原理》[18]中关于均匀性检验的要求, 当实验总样本数小

于 500 个时, 应随机抽取不少于 15 个样品进行均匀性测

定。故随机抽取 15 份独立包装样品进行检测, 每袋样品独

立重复测定 3 次, 样品取样量为 0.4 g。 
2.2.4  稳定性检验 

稳定性检验分为短期稳定性和长期稳定性检验。因样

品已是避光条件, 故短期稳定性主要考察在运输过程中温

度(高温和低温)对黄瓜中毒死蜱含量的影响。按照目前的

物流运输速度, 运输时间一般不超过 7 d, 故考察 7 d 内的

短期稳定性; 长期稳定性共进行 6 个月, 采用随机抽样的

方式, 按照先密后疏的考察原则设置不同的时间点, 采用

同步稳定性评估方法进行稳定性分析。 
2.2.5  定  值 

采用多个实验室合作定值方式进行。在国内选择 11
家在毒死蜱检测领域具有一定技术权威性的机构作为合作

定值实验室, 分别编号 01~11, 每个实验室测定 2 个样品, 
每个样品独立平行测定 3 次。所得数据经格拉布斯检验、

科克伦检验及正态分布检验后取平均值。11 家定值机构所

使用仪器的品牌和型号见表 2。 

表 2  仪器品牌和型号 
Tabel 2  Instrument brand and model 

序号 仪器品牌 仪器型号 

1 Agilent 7890A-7000C 

2 Agilent 9000-7000D 

3 Agilent 7890A-7000B 

4 Agilent 7890B-7000D 

5 Agilent 7890B-7000D 

6 Agilent 7890B-7000D 

7 Thermo TSQ 8000EVO 

8 Thermo TSQ 8000EVO 

9 Thermo TSQ 8000EVO 

10 SHIMADZU TQ8040 

11 SHIMADZU TQ8050 

 

3  结果与分析 

3.1  方法学验证结果 

通过添加不同含量水平的毒死蜱测定其加标回收率, 
经测定, 平均回收率结果分别为 97%和 105%, 且相对标准

偏差较小, 满足定值要求, 具体结果见表 3。 

3.2  均匀性研究 

随机抽取 15个样品进行均匀性测定, 每个样品测定 3
个独立平行, 实验结果见表 4。对检测结果采用单因素方

差分析法(F-检验)进行统计分析, 方差分析结果见表 5。 
 

表 3  回收率测定结果 
Tabel 3  Recovery results 

含量水平 0.2 mg/kg 0.6 mg/kg 

名称 HS1 HS2 HS3 HS1 HS2 HS3 

回收率/% 96.3 98.7 97.5 96.9 100.2 94.6 103.9 106.8 106.9 102.5 106.3 106.2 

平均回收率/% 97.4 105.4 

RSD/% 2.0 1.7 

 
表 4  毒死蜱均匀性检验结果表 

Table 4  The homogeneity test results of chlorpyrifos 

序号 组内 1 组内 2 组内 3 组内平均值 总体平均值

1 0.404 0.411 0.404 0.406 

0.416 

2 0.421 0.417 0.417 0.418 

3 0.424 0.417 0.437 0.426 

4 0.403 0.415 0.422 0.413 

5 0.401 0.423 0.422 0.415 

6 0.438 0.431 0.432 0.434 

7 0.412 0.419 0.431 0.421 

续表 4   

序号 组内 1 组内 2 组内 3 组内平均值 总体平均值

8 0.412 0.412 0.408 0.411 

 

9 0.401 0.421 0.411 0.411 

10 0.403 0.416 0.438 0.419 

11 0.432 0.421 0.404 0.419 

12 0.407 0.402 0.396 0.402 

13 0.407 0.416 0.434 0.419 

14 0.428 0.408 0.417 0.418 

15 0.409 0.412 0.426 0.416 
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表 5  均匀性检验方差分析 
Table 5  Analysis of variance  in homogeneity test   

 SS df MS F P-valμe F crit

组间 0.0025 14 0.000179589 1.83 0.08 2.04 

组内 0.0029 30 9.81825E-05    

总计 0.0055 44     

 

3.3  稳定性研究 

(1)短期稳定性 
黄瓜冻干粉因水分含量很低，当温度高于 50 ℃时，

样品基质性质将发生改变，故模拟极端条件不宜选择过高

温度。本研究考察 40 ℃+冰袋和-30 ℃条件下存放 7 d 后的

短期稳定性研究，分别在第 0、1、2、4、7 d 取样检测。

采用 t 检验法评定样品的稳定性。其检测结果和数据分析

见表 6。 
无论在高温(40 ℃+冰袋)或低温(-30 ℃)下短期稳定

性的 t 值均小于 t0.05(4)=2.78, 其结果未见显著差异, 未观测

到不稳定, 说明所研制的基体标准物质短期是稳定的, 满
足实际运输要求。 

(2)长期稳定性 
随机抽取基体参考物质, 分别在第 0、1、2、4、6 个

月取样检测, 采用 t-检验法进行稳定性分析。其检测结果

和数据分析见表 7。 
 

表 6  毒死蜱短期稳定性 t 值分析 
Table 6  Short-term stability t-value analysis of chlorpyrifos 

考察条件 时间 
测量结果/(mg/kg) 平均值/(mg/kg) 精度 S t 值 

1 2 3 - - - 

高温 (40 ℃+冰袋) 

第 0 d 0.421 0.424 0.425 0.422 - - 

第 1 d 0.424 0.428 0.417 0.423 0.0045 0.18 

第 2 d 0.427 0.440 0.442 0.427 0.0031 1.83 

第 4 d 0.408 0.406 0.385 0.416 0.0037 1.96 

第 7 d 0.423 0.412 0.409 0.415 0.0057 1.65 

低温 (-30 ℃) 

第 1 d 0.413 0.419 0.412 0.416 0.0035 2.23 

第 2 d 0.425 0.424 0.424 0.424 0.0023 1.09 

第 3 d 0.419 0.412 0.417 0.416 0.0034 2.26 

第 4 d 0.424 0.423 0.422 0.423 0.0025 0.35 

 
 
 
 

表 7  毒死蜱长期稳定性 t 值分析 
Table 7  Long-term stability t-value analysis of chlorpyrifos 

时间 
测量结果/(mg/kg) 平均值/(mg/kg) 精度 S t 值 

1 2 3 4 5 6 - - - 

第 0 月 0.419 0.411 0.412 0.424 0.428 0.415 0.418 - - 

第 1 月 0.417 0.416 0.430 0.413 0.425 0.409 0.418 0.0071 0.09 

第 2 月 0.429 0.421 0.428 0.407 0.416 0.423 0.421 0.0075 0.63 

第 4 月 0.427 0.420 0.420 0.410 0.421 0.427 0.421 0.0065 0.78 

第 6 月 0.423 0.406 0.429 0.410 0.421 0.415 0.417 0.0076 0.15 
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可知, 将该基体参考物质放置于‒15 ℃条件下保存 6
个月, 其稳定性的 t 值均小于 t0.05(10)=2.23, 故其变化不显

著, 未观测到不稳定, 因此该基体标准物质 6 个月内是稳

定的。 

3.4  定值与不确定度研究 

本研究中标准物质的定值邀请国内 11 家具有相关检

验资质的权威检验机构合作定值, 均采用统一的有证标准

物质和检验方法测定。11 家机构通过不同的仪器测得的结

果见表 8。 
 

表 8  11 家单位合作定值结果 
Tabel 8  Cooperative fixed value of 11 laboratories 

定值机构 A1 A2 A3 B1 B2 B3 

01 0.363 0.372 0.352 0.372 0.363 0.353

02 0.398 0.395 0.390 0.397 0.386 0.387

03 0.369 0.370 0.366 0.368 0.368 0.366

04 0.357 0.362 0.355 0.352 0.356 0.351

05 0.430 0.427 0.403 0.429 0.402 0.421

06 0.409 0.410 0.408 0.411 0.410 0.414

07 0.479 0.475 0.469 0.478 0.453 0.448

08 0.386 0.382 0.387 0.385 0.378 0.379

09 0.410 0.418 0.405 0.423 0.412 0.429

10 0.405 0.406 0.403 0.405 0.409 0.418

11 0.425 0.453 0.458 0.449 0.460 0.452

 
按照 JJF 1343-2012《标准物质定值的通用原则及统计

学原理》[17]统计分析, 定值结果除第 10 家单位的 B3 和第

11 家单位的 A1 数据未通过组内格拉布斯检验, 需剔除外, 
其余数据均通过格拉布斯检验、科克伦检验及正态分布检

验, 则取 11 家定值单位数据的总平均值(0.403 mg/kg)为该

标准物质的特性量值, 且总平均值的标准偏差(0.03597)即
为定值的 A 类标准不确定度。 

定值结果的不确定度由 3 个部分组成, 分别为: 均匀

性引起的不确定度、稳定性引起的不确定度、定值过程带

来的不确定度。根据均匀性检验分析结果可知, 标准物质

样品是均匀的, 在
2
1S >

2
2S 情况下, 均匀性引入的不确定

度分量, 
2 2
1 2

bb bb
s su s

n


  , bb
rel( ) 0.01257bb

uu
x

  ; 稳

定性引入的不确定度分量来自于短期稳定性 1rel( )su
和长期

稳定性 2rel( )su
2 个方面, 各自的相对不确定度计算公式为: 

i
si 1

rel( )
( )

s
u s du
x x


  , 在稳定性变化趋势变化不明显的情

况 下 , 经 计 算 其 合 成 的 相 对 不 确 定 度 分 量 为

1 2
2 2

rel( ) rel( ) rel( ) 0.01849s s su u u   ; 定值过程引入的不确

定度是 11 家定值数据平均值的标准偏差 Au 以及定值所用

毒死蜱标准物质的标准不确定度 Bu 合成的标准不确定度

charu , 其 中 A
0.03597 0.010845

11X
su s
m

    , 

2 2
rel( ) rel( ) rel( )

2 20.010845 0.04 0.0335
0.403 2

char A Bu u u 

        
   

。 

标 准 值 的 扩 展 不 确 定 度 为 : 

2 2 2
CRM rel rel rel( )  ( ) ( )U k X u char u bb u s     , 经计算 , 

黄瓜中毒死蜱残留基体标准物质不确定度分量结果如下表

9 所 示 , 黄 瓜 中 毒 死 蜱 基 体 标 准 物 质 的 特 性 值 为

(0.403±0.033) mg/kg(k=2)。 

4  小  结 

本研究通过黄瓜阴性样品加标、冷冻干燥、辐照灭

菌等工艺, 采用同位素内标-气相质谱联用法和多家实验

室合作定值方式, 制得一批均匀性和稳定性良好的黄瓜

冻干粉中毒死蜱基体标准物质, 可通过复原后和鲜黄瓜

基体基本一致 , 其特性值 (以鲜黄瓜计 )为 (0.403±0.033) 
mg/kg(k=2)。本研究建立的研制和定值方法对蔬菜中农药

残留检测用基体标准物质的研制具有一定的参考价值 , 
也为促进国内农药残留监测技术提升和质量控制提供技

术支持。 
 

 
表 9  不确定度评估表 

Tabel 9  Result of uncertainty assessment 

成分 标准值/(mg/kg) 

相对不确定度分量 

合成不确定度/% 扩展不确定度
/(mg/kg) 

均匀性 稳定性 定值过程引入 

毒死蜱 0.403 0.01257 0.01849 0.0335 0.0403 0.033 
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