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一种含毒死蜱的黄瓜冻干粉基质标准物质的研制 

张  凡, 吕  铮, 王海玲, 余丽波, 周  超, 余  洋* 
(中国检验检疫科学研究院, 北京  100176) 

摘  要: 目的  建立了一种以黄瓜为基质的毒死蜱标准物质的制作方法。方法  黄瓜样品经研磨、加标、冷

冻干燥、磨粉、混匀、真空包装后, 用 GB 23200.113—2018 检验样品的均匀性、稳定性, 并联合多家实验室

对黄瓜冻干粉中毒死蜱基质样品定值, 同时分析样品的不确定度。结果  F-检验法和 t-检验法表明在 95%置

信区间内, 样品均匀性、短期稳定性和长期稳定性均达到标准物质要求。采用格拉布斯和柯克伦检验对定值

结果进行异常值检验, 并对结果进行不确定度评估, 样品定值为 1.78 mg/kg, 不确定度为 0.12 mg/kg。结论  

该样品具有良好的均匀性、稳定性, 可作为蔬菜中毒死蜱含量检测使用的标准物质。 
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Development of a standard substance for freeze-dried cucumber powder 
matrix containing chlorpyrifos 

ZHANG Fan, LV Zheng, WANG Hai-Ling, YU Li-Bo, ZHOU Chao, YU Yang* 
(Chinese Academy of Inspection and Quarantine, Beijing 100176, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a preparation method for chlorpyrifos reference materials using cucumber as 

a substrate. Methods  After the cucumber samples were ground, labeled, freeze-dried, ground, mixed and 

vacuum-packed, the uniformity and stability of the samples were tested by GB 23200.113—2018, and the values of 

chlorpyrifos matrix samples poisoned with cucumber freeze-dried powder were determined together with several 

laboratories, and the uncertainty of the samples was analyzed. Results  The F-test and t-test methods showed that 

within the 95% confidence interval, sample uniformity, short-term stability and long-term stability met the 

requirements of standard materials. The outliers of the fixed value results were tested by Grubbs and Cochrane tests, 

and the uncertainty of the results was evaluated. The fixed value of the sample was 1.78 mg/kg and the uncertainty 

was 0.12 mg/kg. Conclusion  The sample has good uniformity and stability, and can be used as a standard substance 

for the detection of chlorpyrifos content in vegetables. 
KEY WORDS: chlorpyrifos; reference material; homogeneity; stability; certified value 
 

 
0  引  言 

根据世界卫生组织统计, 每年约有 300 万人农药中毒, 

其中 100 万人是在不知情的情况下受到的影响[1]。毒死蜱

相对分子质量 350.59, 分子式 C9H11Cl3NO3PS, 属于有机

磷杀虫剂品种, 是一种乙酰胆碱酯酶的抑制剂, 属于硫逐
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磷酸酯类的中等毒性杀虫剂[2‒3]。具有挥发性小、不易分解、

耐高温、耐日照及难降解等特点[4], 主要用于防治果蔬、

棉花害虫及地下害虫, 多用于芹菜、黄瓜、菠菜[5‒6], 是全

球应用最广泛的 5 种杀虫剂之一。可引起人体胆碱酯酶的

抑制并累积于神经系统后导致恶心头晕, 甚至神志不清, 
在高浓度暴露下还可造成呼吸麻痹和死亡等问题[7‒8]。目前, 
国际贸易中对其残留指标的监测十分重视, 各国均制定了

严格的最高残留量值(maximum residue limit, MRL), 2019
年我国农业农村部发布新版 GB 2763—2019《食品安全国

家标准 食品中农药最大残留限量》[9]规定黄瓜冻干粉中毒

死蜱 MRL 为 0.1 mg/kg, 国外则更加严格, 欧盟规定蔬菜

中毒死蜱 MRL 为 0.05 mg/kg[10]。 
农药残留问题一直阻碍着我国黄瓜产业持续健康发

展, 黄瓜中农药残留的分析检测技术作为检验和评价黄瓜

质量安全的重要手段之一, 已经引起了人们的重视。目前

农药残留分析检测技术分为光谱法、免疫分析法、色谱法

和色谱-质谱联用技术等[11‒14]。农药标准物质是农药残留分

析的前提, 是农药残留检测中的最重要和最基本的一部分, 
是检测准确性的重要保证[15]。含有毒死蜱的黄瓜基质标准

物质可以作为实验室内考察检测仪器、检测方法以及人员

能力的重要手段[16‒18], 此外还可以在同一批次快速检测产

品中配备阳性质控样, 作为确保快检产品检测质量的一种

手段。 
因蔬菜中毒死蜱标准物质的制备及定值报道鲜    

少[19‒22], 本研究通过冷冻干燥、均匀化技术, 并经均匀性、

稳定性检验和定值, 建立黄瓜冻干粉中毒死蜱标准物质的

制备方法, 适用于蔬菜中毒死蜱含量检测, 且可用于实验

室质量控制、能力验证等, 对于我国的农残检测技术的提

升具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

毒 死 蜱 固 体 标 准 品 ( 纯 度 99.8%, 德 国 Dr. 
Ehrenstorfer 公司); 甲苯、乙腈(色谱纯, 福晨(天津)化学

试剂有限公司); 硫酸镁、氯化钠、柠檬酸钠、柠檬酸氢

二钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。  
OS20-Pro 顶置式搅拌器(美国 Scilogex 公司); GM 300

刀式均质粉碎仪(德国 Retsch 公司); v100 高效混合机(广州

市旭朗机械设备有限公司); wizord2.0 真空冷冻干燥系统

(美国 SP scientific 公司); MSM 764M 斩拌机(北京马多机械

制造有限公司); GCMS-TQ8040 NX 气相色谱-三重四极杆

质谱联用仪(日本岛津公司); ms 205du 精密电子天平(瑞士

mettler toledo 公司); FSH-2 高速匀浆机(上海汗诺仪器有限

公司); LYNX 4000 离心机(美国 Thermo 公司); N-1200B 旋

转蒸发仪(东京理化器械株式会社); TTL-DCII 氮吹仪(北京

同泰联科技有限公司); Vortex-Genie2 漩涡混合器(美国

Scientific Industries 公司)。 
黄瓜购买于超市。 

1.2  实验方法 

1.2.1  基质样品的研制 
本研究使用冷冻干燥法制备黄瓜粉中毒死蜱标准物

质的方法, 流程见图 1。 
①基质样品的选择 
根据食品中可能存在农药残留名单中毒死蜱可能存

在的食品类型, 选择的基质样品为黄瓜。由于新鲜黄瓜储

存时间较短, 而采用冻干技术得到的冻干粉可在常温下长

期保存[23‒24], 且制备的冻干粉样品用蒸馏水(m 冻干粉:m
蒸馏水=1:14)复溶后即可作为黄瓜浆标准物质。 

②基质加标混匀 
使用斩拌机将 20 kg 黄瓜打碎成浆, 分别称取计算好

的毒死蜱标准品, 用甲苯溶解后缓慢滴加到黄瓜浆中, 使
用顶置式搅拌器搅拌, 搅拌时间为 2 h, 使其混合均匀。 

③冻干 
对混匀的样品进行装盘, 预冻条件为: 温度‒80 ℃, 

时间 4 h。将预冻后的样品放入真空冷冻干燥机中按照设

定好的程序进行冻干。 
④粉碎、二次混匀 
将冻干的样品用刀式均质粉碎仪进行粉碎后过 60 目

网筛, 使用高效混合机进行二次混匀 1 h, 转速 90 r/min。 
⑤分装 
使用铝箔袋将样品进行分装, 规格为 10 g/袋, 阴凉、

干燥处保存, 总计 125 袋样品。 
1.2.2  均匀性和稳定性检验 

①均匀性检验 
参考 GB/T 15000.3—2008《标准物质工作导则(3) 标

准物质定值的一般原则和统计方法》[25], 从制备的样品中

随机抽取 10 瓶, 每袋重复测定 3 次, 分析样品中毒死蜱的

含量。所有的样品以随机次序在重复性条件下测试, 选择

不低于定值方法精密度和灵敏度的测量方法, 按照上述检

测方法对样品进行均匀性检测, 检测数据用单因素方差分

析法来判断标准物质是否均匀[25]。 
②稳定性检验 
依据 GB/T 15000.3—2008《标准物质工作导则(3) 标

准物质定值的一般原则和统计方法》的规定[25], 按照先密

后疏的原则进行样品运输过程中的短期稳定性考察和储存

过程中的长期稳定性考察。 
短期稳定性: 放置 3 d 后, 选择 10、20、40 及 60 ℃

共 4 个温度点, 模拟运输中遇到的极端温度, 采用随机抽

样方式每个取样点均设置 3 个样品, 平行测定 2 次, 进行

样品的短期稳定性分析[26‒27]。 
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图 1  样品制备流程图 
Fig.1  Reference material preparation process 

 
长期稳定性: 在室温下, 选择 0、1、3、5、7、9、12

月共 7 个取样时间点, 采用随机抽样方式每个取样点均设

置 3 个样品, 平行测定 2 次, 进行样品的长期稳定性分析。 
采用标准物质稳定性研究的基本模型是 Y=β0＋β1X, 

用线性拟合模型评估标准物质的稳定性, 以 X 代表时间/
温度, Y 代表标准物质特性值, 每个 Xi 对应多个 Yi, β0, β1 表

示回归参数, 对于趋势分析来说, Yi 可以取对应时间/温度

Xi 观测值的均值。若|β1|＜t0.95,n‒2 * s(β1), 稳定性符合要求。 
稳定性评估基本模型(线性)可表示为公式(1):  

Y=β0+β1                   (1) 
回归参数的计算方法如下, 斜率可采用公式(2)计算:  

              
n
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截距可由公式(3)计算:  

0 1=Y X                 (3) 
β1 的标准偏差 s(β1)由公式(4)给出:  
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式中:  
s ─────直线上每点的标准偏差, 按公式(5)计算 
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             (5) 

1.2.3  基质样品定值 
标准物质定值依据 GB/T 15000.3—2008[25]的规定 , 

本次标准物质的定值采取 6 家实验室联合测定的方法, 每
家发 2 个样品, 每个样品测定 3 次, 出具 6 个数据, 各实验

室均按照 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》[28]进行检测。将各实验室的组内数据经夏

皮洛-威尔克(Shapiro-Wilk)检验是否为正态分布, 科克伦

(Cochran)法检验实验室间数据是否为等精度数据, 狄克逊

(Dixon)法检验实验室间数据是否有离群值, 最后对实验室

组间数据进行正态性检验。计算出符合条件的实验室数据

的平均值, 该平均值即为样品的定值结果[25‒26]。  
依据 GB/T 15000.3—2008[25]的方法 , 标准物质的

不确定度主要由 3 方面组成, 即均匀性引起的不确定度𝑢bb、稳定性引起的不确定度𝑢Its、定值过程中引入的不

确定度𝑢char。 

2  结果与分析 

2.1  均匀性检验结果 

均匀性检测结果见表 1。根据方差分析原理, 该统计

量是自由度为(v1, v2)的 F 分布变量。由式 v1=m－1, v2=N－

m, 并 已 知 m=10, N=3×10=30; 则 v1=9, v2=20, F ＜     
F0.05(9, 20)=2.39, 故该样品组内及组间无显著性差异, 样品

均匀性良好, 能满足实验要求。 

2.2  稳定性检验结果 

2.2.1  短期稳定性 
短期稳定性检测结果见表 2, 由结果可以看出 |β1|＜

t0.95, n‒2 * s(β1), 故斜率不显著, 说明样品在不超过 60 ℃条

件下的极端天气稳定。 
2.2.2  长期稳定性 

长期稳定性检测结果见表 3, 由结果可以看出 |β1|＜
t0.95, n‒2 * s(β1), 故斜率不显著, 说明样品在 12个月内稳定。 

2.3  定值结果 

黄瓜冻干粉中毒死蜱残留基质标准物质 6 家实验室

定值结果见表 4。将各实验室数据按从小到大顺序排列, 
进行 Shapiro-Wilk 法检验, 当 n=6 时, W(6,0.95)＝0.788, 经
计算各是实验室 W＞0.788, 表明在显著性水平 α=0.05
上符合正态分布 ; 再将各实验室平均值组成一组数据 , 
用 Cochran 法检验以确定实验室间数据是否等精度, 当
显著性水平 α=0.05, 测定组数为 6, 每组测定 6 次, 计算

C 值 , 与 Cochran 检验临界值 C(0.05,6,6)比较 , 经计算 , 
C=0.3401, C(0.05,6,6)=0.3726, C＜C(0.05,6,6), 表明各实验室
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间的测量属于等精度测量 ; 当组间数据等精度时 , 用

Dixon 法检验各组数据平均值是否有差异显著性 , n=6, 
临界值 f(0.05,6)=0.628, 经计算, r1=0.29, rn=0.41, 满足 r1 

<f(0.05, 6)且 rn<f(0.05, 6), 即各实验室间测量无显著性差异。

汇合所有定值数据计算出平均值, 即为最终的定值结果, 

X =1.78 mg/kg。 
 

表 1  匀性检测结果 
Table 1  Homogeneity test results of reference material 

样品编号 
均匀性检测结果/(mg/kg) 

平均值/(mg/kg) 
1 2 3 

1 1.61 1.57 1.70 1.63 

2 1.70 1.71 1.78 1.73 

3 1.68 1.75 1.70 1.71 

4 1.63 1.58 1.66 1.62 

5 1.63 1.69 1.74 1.69 

6 1.75 1.70 1.62 1.69 

7 1.74 1.61 1.62 1.66 

8 1.60 1.67 1.70 1.66 

9 1.63 1.58 1.60 1.60 

10 1.90 1.65 1.66 1.74 

总平均值/(mg/kg) 1.67 

差异源 平方和 自由度 均方 F 

样品间 0.057413333 9 0.006379 
1.41 

样品内 0.090266667 20 0.004513 

评价 F＜F0.05(9, 20)=2.39, 在 0.05 显著水平时, 样品均匀 

 
 

表 2  样品短期稳定性测试结果 
Table 2  Short-term stability test results of reference material 

温度/℃ 
测定值/(mg/kg) 

平均值/(mg/kg)
样品 1 样品 2 样品 3 

10 1.675 1.683 1.674 1.668 1.659 1.710 1.678 

20 1.71 1.698 1.703 1.693 1.674 1.737 1.703 

40 1.7 1.688 1.693 1.683 1.659 1.727 1.692 

60 1.688 1.676 1.681 1.671 1.676 1.715 1.685 

斜率 β1 ‒0.01500 

s(β1) 0.01060 

t0.95, n‒2 * s(β1) 0.02725 

结论 |β1|＜t0.95, n‒2 * s(β1), 样品在不超过 60 ℃条件下稳定。 
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表 3  样品长期稳定性测试结果 
Table 3  Long-term stability test results of reference material 

时间/月 
测定值/(mg/kg) 

平均值/(mg/kg) 
样品 1 样品 2 样品 3 

0 1.695 1.699 1.700 1.703 1.697 1.696 1.698 

1 1.745 1.702 1.702 1.745 1.702 1.745 1.723 

3 1.702 1.702 1.660 1.702 1.745 1.660 1.695 

5 1.702 1.702 1.702 1.702 1.660 1.702 1.695 

7 1.702 1.660 1.660 1.660 1.702 1.660 1.674 

9 1.702 1.698 1.700 1.705 1.703 1.704 1.702 

12 1.725 1.74 1.716 1.729 1.712 1.726 1.725 

斜率 β1 0.0004899 

s(β1) 0.001801 

t0.95, n‒2 * s(β1) 0.004629 

结论 |β1|＜t0.95, n‒2 * s(β1), 样品在 12 个月内稳定。 

 
 

表 4  各定值实验室毒死蜱的测试结果 
Table 4  Chlorpyrifos test results of different accredited laboratories 

实验室编号  
测定结果/(mg/kg) 

平均值  标准偏差  RSD/%
1 2 3 4 5 6 

1 1.76 1.77 1.77 1.79 1.77 1.79 1.78 0.013 0.72 

2 1.76 1.79 1.77 1.77 1.76 1.79 1.77 0.012 0.66 

3 1.78 1.78 1.76 1.81 1.70 1.76 1.77 0.032 1.79 

4 1.93 1.75 1.81 1.84 1.75 1.76 1.80 0.063 3.50 

5 1.73 1.75 1.64 1.75 1.79 1.84 1.75 0.059 3.38 

6 1.78 1.79 1.79 1.78 1.78 1.78 1.78 0.007 0.39 

总平均值  1.78 

 
2.4  不确定度分析 

(1)均匀性引入的不确定度计算 

ubb=
among withinMS MS

n


=0.0573 mg/kg     (6) 

(2)稳定性引入的不确定度计算 

ults=s(β1)*t=0.001801*12=0.0216 mg/kg     (7) 
(3)定值过程引入的不确定度计算 

uchar=
s
n

=0.00739 mg/kg           (8) 

标准物质的合成标准不确定度公式为:  

uCRM= 2 2 2
char bb ltsu u u            (9) 

经计算, 黄瓜冻干粉中毒死蜱标准物质各项不确定

度及定值结果见表 5。 

表 5  毒死蜱标准物质各项不确定度及定值结果 
Table 5  Uncertainty of chlorpyrifos certified reference material 

ad its certified value 

项目 数值/(mg/kg) 

均匀性引入的不确定度 ubb 0.0573 

稳定性引入的不确定度 ults 0.0216 

定值引入的不确定度 uchar 0.00739 

合成标准不确定度 uCRM 0.0617 

包含因子 k 2 

扩展不确定度 UCRM 0.123 

定值结果 1.78±0.12 
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3  结  论 

目前国内对于农残基体标准物质研制较少, 郭留阳 
等[15]研制了 3 种农药草药标准样品, 王贵滨等[29]研制了含

六六六农药的菠菜实物标准样品, WONG 等[30]研制了含有

机氯的草药基体标准样品, 余孔捷等[21]研制了茶叶中联苯

菊酯和毒死蜱基体标准样品, 吕欧等[31]建立了茶叶中滴滴

涕农药质控样品的制备。我国“国家标准物质资源共享平

台”暂未查到有关毒死蜱基体标准物质, 也未见真空冷冻

干燥法制备含毒死蜱黄瓜基体标准物质。 
本研究通过对 GB/T 15000.3—2008[25]、JJF 1343— 

2012[26]等标准物质制备的学习和研究, 制备了黄瓜冻干粉

中毒死蜱基质标准物质, 将购买的黄瓜打碎、加毒死蜱标

准品混匀、冷冻干燥、磨粉, 混匀后抽真空包装制得标准

物质, 在均匀性和稳定性均满足标准物质要求的前提下, 
通过 6 家实验室联合定值的方式对标准物质进行定值和不

确定度评估, 满足黄瓜中农药残留检测质量控制和相关的

科研需要。可用于实验室内考察检测仪器、检测方法以及

人员能力, 也可作为确保快检产品的检测质量的一种手段, 
对于我国农药残留检测技术的提升具有重要意义。 
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