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超高效液相色谱-串联质谱法测定豆芽中 

4-氯苯氧乙酸钠残留量的不确定度评定 

陈  婷*, 彭  涛, 张  文, 王行智, 闫  君, 吴福祥 

(兰州市食品药品检验检测研究院, 兰州  730050) 

摘  要: 目的  评定超高效液相色谱-串联质谱法测定豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠残留量的不确定度。方法  通过

构建不确定度评定的数学模型, 分析不确定度分量的来源, 对试样称量、前处理过程、标准物质配制、标准工

作曲线拟合及实验重复性、回收率等各分量加以量化和合成。结果   豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠含量为      

59.44 μg/kg, 其测量扩展不确定度为 3.6 μg/kg (k=2), 其中影响测量不确定度的主要因素是标准溶液配制和标

准曲线拟合所引入的不确定度。结论  在检测过程中应使用纯度较高的标准溶液, 提高标准溶液配制的准确

性, 保证标准曲线的相关性符合规定。 
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Uncertainty evaluation for determination of sodium 4-chlorophenoxyacetate 
residue in bean sprouts by ultra performance liquid  

chromatography-tandem mass spectrometry 

CHEN Ting*, PENG Tao, ZHANG Wen, WANG Xing-Zhi, YAN Jun, WU Fu-Xiang 

(Lanzhou Institutes for Food and Drug Control, Lanzhou 730050, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of the residual amount of sodium 4-chlorophenoxyacetate in 

bean sprouts by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  Mathematical 

model of uncertainty evaluation was constructed, the sources of uncertainty were analyzed, and various components 

were quantified and synthesized such as sample weighing, pretreatment process, standard material preparation, 

standard working curve fitting, experimental repeatability, and recovery rate. Results  When the content of 

4-chlorophenoxyacetate in bean sprouts was 59.44 μg/kg, and the expanded uncertainty was 3.6 μg/kg (k=2), the main 

factor affecting the measurement uncertainty was the uncertainty introduced by the standard solution preparation and 

standard curve fitting. Conclusion  In the detection process, a standard solution of higher purity should be used to 

improve the accuracy of standard solution preparation and ensure that the correlation of the standard curve meets the 

requirements. 

KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; sodium 4-choroph 
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0  引  言 

4- 氯 苯 氧 乙 酸 钠 (sodium 4-chorophenxyacetate, 

4-CPANa)俗称防落素, 是一种常用的苯酚类植物生长调节

剂, 在合理的使用范围内可促进植物细胞分裂、生长, 促

进提前成熟, 提高坐果率, 抑制生根等[1‒2]。在豆芽生产中, 

4-氯苯氧乙酸钠能促进豆芽下胚轴径增粗, 抑制轴长及根

部萌发, 从而达到加速豆芽生长的目的[3‒5]。但近年来不法

生产商为了缩短豆芽生产周期, 改善其外观, 增加产量, 

在豆芽的生产过程中滥用生长调节剂, 其中以 4-氯苯氧乙

酸钠的检出率和超标率较为严重[6‒8]。有研究表明 4-氯苯

氧乙酸钠对小鼠粘膜的刺激轻微而短暂, 急性毒性低, 但

高剂量对小鼠成熟性细胞有致突变作用, 人体长期超量食

用会造成一定的伤害[9‒11], 我国已取消其作为食品添加剂

的生产许可申请[12]。《关于豆芽生产过程中禁止使用 6-苄

基腺嘌呤等物质的公告》(国家食品药品监督管理总局、农

业部、国家卫生和计划生育委员会公告 2015 年第 11 号)[13]

中要求, 豆芽生产经营中禁止使用 4-氯苯氧乙酸钠。4-氯

苯氧乙酸钠残留量测定没有国家标准, 只有地方标准, 规

定其在豆芽中的残留量不能超过 0.001 mg/kg[14], 在食品

安全监督抽检过程中为确保检测结果的准确性和可靠性, 

判别检测结果边缘值合格与否, 以消除误判率, 须进行测

量不确定度的评定。 

测量不确定度(简称不确定度)指根据所用到的信息, 

表征赋予被测量值分散性的非负参数。实际检测中为了获

取测量结果的不确定度估计值需要规定被测量和被测量所

依赖的输入量、识别不确定度的来源、量化不确定度分量、

计算合成不确定度, 其数值的大小反映了检测结果质量的

高低, 并直接与检验结果的判定相关[15‒17]。目前 4-氯苯氧

乙酸指定标准方法的不确定度研究报道较少。本研究结合

实际检测条件, 根据 BJS 201703《豆芽中植物生长调节剂

的测定》[14]提供的检测方法, 参考 JJF 1059.1—2012《测量

不确定度评定与表示》[18]以及 CNAS-GL006《化学分析中

不确定度的评估指南》[19]规定的方法, 确定采用超高效液

相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)
对豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠进行测定, 并建立数学模型对测

定方法进行不确定度评定及合成, 分析在检测过程中造成

误差的可疑环节, 为实验室检测质量控制的科学性、准确

性及超出标准限值的检测结果提供可靠的理论依据, 同时

为测量其他生长调节剂残留量的不确定度评定提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

豆芽(市售); 乙腈、甲醇、乙酸铵、甲酸(色谱纯, 美

国 Fisher 公司); 提取剂包(4.0 g 无水硫酸镁, 1.0 g 无水乙

酸钠)、净化剂包(300 mg 无水硫酸镁、100 mg 十八烷基键

合硅胶吸附剂 C18, 美国安捷伦公司); 实验用水为一级水; 

4- 氯苯氧乙酸钠农药标准品 ( 纯度≥ 95%, 德 国 Dr 

Ehrenstorfer 公司)。 

Agilent 6460 高效液相色谱-质谱联用仪(配有电喷雾

离子源、三重四极杆线性离子阱质量分析器及 MassHunter

工作站, 美国安捷伦公司); VORTEX-5 涡旋混合器(海门市

其林贝尔仪器制造有限公司); KS501 摇床(德国 IKA 公司); 

Centrifuge 5810R 高速离心机 (德国 Eppendorf 公司 ); 

ME204/02 电子天平(瑞士梅特勒-托利多公司); EVA50A

氮吹仪(北京普立泰科仪器有限公司); Milli-Q 超纯水机

(美国 Millipore 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品处理 

准确称取 10.0 g(精确至 0.01 g)试样置于 50 mL 具塞

离心管中, 加入 20 mL 含 1%甲酸的乙腈溶液, 高速匀浆  

2 min, 加入提取剂, 立即涡旋混合 1 min, 以 10000 r/min

离心 5 min, 精密量取上层乙腈溶液 4 mL 置于含净化剂的

离心管中, 涡旋混合 2 min, 以 14000 r/min 离心 5 min, 移

取全部上清液于 15 mL 离心管中, 于 45 ℃水浴中氮吹至

近干, 加 1.00 mL 甲醇, 涡旋混匀, 过 0.22 μm 有机滤膜后, 

供 UPLC-MS/MS 测定。 

1.2.2  色谱条件 

色谱柱: CAPCELL PAK C18 (50 mm×2.0 mm, 2.5 μm); 

流速: 0.3 mL/min; 柱温: 室温; 进样体积: 5 μL; 流动相: 

乙腈(A)-5 mmol/L 乙酸铵溶液(B); 梯度洗脱: 0～0.5 min, 

90% B; 0.5~7.0 min, 90% B~5% B; 7.0~8.0 min, 90% B。 

1.2.3  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源, 负离子模式扫描; 多反应监

测; 干燥气温度 300 ℃; 干燥气流速 12 L/min。  

1.2.4  测量模型的建立 

待测物残留量 X 按公式(1)计算:  

3
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             (1) 

其中: X 为试样中 4-氯苯氧乙酸钠的含量(以 4-氯苯氧乙酸

计), μg/kg; C 为由标准曲线查得的 4-氯苯氧乙酸的浓度, 

ng/mL; V1 为提取液体积, mL; V2 为提取液分取体积, mL; 

V3 为试样定容体积, mL; m 为试样称重质量, g。 

2  结果与分析 

2.1  不确定度的来源 

依据实际实验过程, 对豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠残留

量测定结果有影响的不确定度来源有: 样品称量、样品前

处理过程、标准物质纯度、标准溶液配制、稀释过程、标



1078 食品安全质量检测学报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

准工作曲线的拟合及实验重复性、回收率等。 

2.2  不确定度的评定 

2.2.1  样品称量引入的相对标准不确定度 urel(m)  

称取 10.0 g 豆芽所用天平的最大允许误差为±0.01 g, 

按矩形分布计算, 则其不确定度 u(m) 0.01 / 3 =0.0058 g; 

urel(m) 0.0058 / 10 =0.00058。 

2.2.2  被测物检测结果引入的不确定度 

(1)标准物质纯度的相对标准不确定度 urel(c1)  

由标准物质证书查得 4-氯苯氧乙酸标准溶液的扩展

相对不确定度为 0.30%(k=2), 则由标准物质纯度引入的相

对标准不确定度 urel(c1)为 0.0015。  

(2)储备液配制、稀释过程引入的相对标准不确定度

urel(c2) 
准确称取 25.0 mg 4-氯苯氧乙酸标准品(纯度为 97.28%)

用甲醇定容至 25 mL 容量瓶中, 得到浓度为 1.216 mg/mL 的

储备液。标准品称量天平最大允许误差为±0.1 mg, 按均匀

分 布 计 算 , 由 称 量 标 准 品 引 入 的 不 确 定 度 为 : 

u(m1) 0.1 / 3 =0.058 mg; urel(m1) 0.058 / 25.0 =0.0023。 

用 0.1 mL 分度吸量管移取 0.1 mL 储备液至 100 mL

容量瓶中, 甲醇定容至刻度, 混匀, 得到 4-氯苯氧乙酸为

1.216 μg/mL 的标准工作液, 参考 GB/T 12806-2011《实验

室玻璃仪器 单标线容量瓶》[20]及 JJG 196-2006《常用玻璃

量器检定规程》[21]的要求, 按照矩形分布计算, 玻璃器皿

及温度波动引入的不确定度 urel(Vb)见表 1, 则储备液配制、

稀 释 过 程 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 : urel(c2) 

2 2
rel 1 rel( ) ( )bu m u V 

2 2

2 2

0.0023 0.0033

0.0120 0.0032




 
=0.0131。 

(3)系列标准溶液配制过程引入的相对标准不确定度

urel(c3) 

使用 10、20、100、200 μL 移液器分别移取 10、20、

50、100、200 μL 混合标准溶液于 1 mL 容量瓶中, 用空白基

质溶液定容至刻度, 配成质量浓度分别为 10、20、50、100、

200 ng/mL 的系列标准工作溶液, 参考 JJG 646-2006《移液

器检定规程》[22]的要求, 按照矩形分布计算, 结果见表 2。

系列标准溶液配制过程引入的相对标准不确定度为:  

 
2 2 2

rel 10 rel 20 rel 50
rel 3 2 2 2

rel 100 rel 200 rel 1.0

( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( ) 5

u V u V u V
u c

u V u V u V

 


   
=0.0171。 

 
表 1  储备液配制、稀释过程中引入的不确定度 

Table 1  Uncertainties resulting from preparation and dilution of stock solution 

 项目 25 mL 容量瓶 0.1 mL 分度吸量管 100 mL 容量瓶 

刻度误差 移取/定容体积/mL 25 0.1 100 

 容量允差/mL ±0.03 ±0.002 ±0.10 

 计算公式 0.03/ 3  0.002/ 3  0.10/ 3  

 不确定度 u(Vv)/mL 0.01732 0.00115 0.05774 

温度波动 温度允差/℃ ±5 ±5 ±5 

 甲醇体积膨胀系数 β 甲醇/℃ 1.1×10‒3 1.1×10‒3 1.1×10‒3 

 计算公式 β 甲醇×5×25/ 3  β 甲醇×5×0.1/ 3  β 甲醇×5×100/ 3  

 不确定度 u(VT)/℃ 0.07939 0.00032 0.31755 

 合成不确定度 u(Vb) 0.0813 0.0012 0.3227 

 相对合成不确定度 urel(Vb) 0.0033 0.0120 0.0032 

 
表 2  系列标准溶液配制过程引入的不确定度 

Table 2  Uncertainties resulting from standard solution preparation 

  
10 μL 
移液器 

20 μL 
移液器 

100 μL 
移液器 

100 μL 
移液器 

200 μL 
移液器 

1 mL 
容量瓶 

刻度误差 移取/定容体积/mL 10 20 50 100 200 -- 

 容量允差 ±8.0% ±4.0% ±3.0% ±2.0% ±1.5% ±0.010 mL

 计算公式 0.08/ 3  0.04/ 3  0.03/ 3  0.02/ 3  0.015/ 3  0.010/ 3  

 不确定度 u(Vy)/mL 0.04619 0.02309 0.01732 0.01155 0.00866 0.00577 

温度波动 温度允差/℃ ±5 ±5 ±5 ±5 ±5 ±5 

 甲醇体积膨胀系数 β 甲醇/℃ 1.1×10‒3 1.1×10‒3 1.1×10‒3 1.1×10‒3 1.1×10‒3 1.1×10‒3 

 计算公式 β 甲醇×5×10/ 3 β 甲醇×5×20/ 3 β 甲醇×5×50/ 3 β 甲醇×5×100/ 3 β 甲醇×5×200/ 3  β 甲醇×5×1/ 3

 不确定度 u(VT)/℃ 0.03176 0.06352 0.15878 0.31755 0.63510 0.00318 

 合成不确定度 u(Vi) 0.05606 0.06759 0.15972 0.31776 0.63516 0.00659 

 相对合成不确定度 urel(Vi) 0.0056 0.0034 0.0032 0.0032 0.0032 0.0066 
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(4)标准工作曲线拟合引入的相对标准不确定度

urel(c4) 
取标准系列工作溶液各浓度点, 重复测定 3 次, 利用

最小二乘法拟合标准曲线, 得到回归方程为: A=B1Ci+B0 (A

为标准曲线各点的峰面积, B1 为斜率, B0 为截距, Ci 为标准

曲线各点的浓度), 检测结果及计算结果见表 3。取阳性样

品重复测定 3 次, 测定结果见表 4。则标准曲线拟合引入

的不确定度按下式计算:  

 4

i

2( )1 1 0

21 ( -
=1

C CS
u c

nB p n
C C

i


  

 ）

 

其中: 

2
i 0 1 i

1

[ ( )]

9.2336
2

n

i

A B B C

S
n


 

 



。 

式中: S为标准残差; P为被测样品的测量次数, 即 3; n为标

准工作曲线各浓度点的测量次数, 即 5×3=15; C0 为校准方

程求得的阳性样品溶液中 4-氯苯氧乙酸的质量浓度; C 为

标准曲线各浓度点 4 -氯苯氧乙酸的平均质量浓度 ,  

 
表 3  标准工作曲线数据(n=3) 

Table 3  Results of standard working curves (n=3) 

标准溶液质量浓度
Ci/(ng/mL) 

12.16 24.32 60.80 121.6 243.2

峰面积 A1 82 165 329 712 1388

峰面积 A2 79 150 328 720 1369

峰面积 A3 88 152 337 718 1354

回归方程 Y=5.626X+9.496 

C  92.42 ng/mL; 则 2( )0C C  26.69; 2
i

=1

( )
n

i

C C  

35662.18 。因此, 标准工作曲线拟合引入的相对标准不

确定度为: urel(c4)=u(c4)/C0=0.0119。 

2.2.3  体积量取引入的相对标准不确定度 urel(V) 

体积量取过程包括提取液体积、分取体积、定容体积

引入的不确定度, 由量取工具允许误差的标准不确定度、

溶剂温度校准的标准不确定度构成。样品置于 50 mL 高速

离心管中, 用 20 mL 单标线吸管移取 1%甲酸乙腈提取液

20 mL (V1), 净化后, 用 5 mL 分度吸量管移取净化液 4 mL 

(V2), 在 40 ℃水浴中氮气吹干, 用 1 mL 单刻度吸量管移取

1.00 mL 乙腈溶解残渣(V3), 按 A 类评定, 假设按矩形分布, 

体 积 量 取 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度

urel(V)= 2 2 2
rel 1 rel 2 rel 3( ) ( ) ( )u V u V u V  =0.0088, 结果见表 5。 

2.2.4  重复性引入的相对标准不确定度 rel ( )u x  

在豆芽空白样品中添加 60.80 μg/kg 的 4-氯苯氧乙酸

标准溶液, 平行测定 7 次。重复性引入的相对标准不确定

度 rel ( ) ( ) / 7 /u x S x x , 其中: ( )S x 为标准偏差; x 为重

复测定含量的平均值。计算结果如表 6 所示。 

 
表 4  阳性样品测定结果 

Table 4  Results of determination of positive samples 

重复次数 峰面积 质量浓度/(ng/mL) C0/(ng/mL) 

1 519 91.10 

87.25 2 499 87.57 

3 473 83.07 

 
表 5  体积量取引入的不确定度 

Table 5  Uncertainties resulting from volume measurement 

 项目 20 mL 单标线吸量管 5 mL 分度吸量管 1 mL 单标线吸量管 

刻度误差 移取/定容体积/mL 20 4 1 

 容量允差/mL ±0.030 ±0.025 ±0.007 

 计算公式 0.030/ 3  0.025/ 3  0.007/ 3  

 不确定度 u(Vj)/mL 0.01732 0.01443 0.00404 

温度波动 温度允差/℃ ±5 ±5 ±5 

 乙腈体积膨胀系数 β 甲醇/℃ 1.37×10‒3 1.37×10‒3 1.37×10‒3 

 计算公式 Β 乙腈×5×20/ 3  Β 乙腈×5×4/ 3  Β 乙腈×5×1/ 3  

 不确定度 u(VT)/℃ 0.07910 0.01582 0.00395 

 合成不确定度 u(V) 0.0810 0.0214 0.0057 

 相对合成不确定度 urel(V) 0.0040 0.0054 0.0057 
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2.2.5  回收率引入的相对不确定度 urel(R) 

回 收 率 引 入 的 相 对 不 确 定 度 按 公 式

rel ( ) ( ) / 7 /u R S R R 计算, 其中: ( )S R 为标准偏差; R 为

回收率平均值。采用 t 检验法对回收率进行显著性检验, 以

确定是否采用回收率校正因子对结果进行修正, 计算公式

为: 100% / ( )relt R u R  , 结果如表 7 所示。通过查 t 检验临

界值分布表得到双侧临界值 t(0.05,8)为 2.306, 本实验 t 值大

于 t(0.05,8), 说明差异显著, 因此须采用回收率校正因子对

结果进行修正。 

2.2.6  豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠相对合成不确定度 

将产生不确定度的分量合成, 得到试样中 4-氯苯氧

乙酸钠残留量测定的合成相对标准不确定度为: 

 
表 6  豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠重复性及回收率测定结果引入的不确定度 

Table 6  Uncertainties resulting from the repeatability and recovery results of sodium 4-chlorophenoxyacetate in bean sprouts 

测定次数 
4-氯苯氧乙酸 

测定浓度/(ng/mL) 测定含量/(μg/kg) 回收率/% 

1 118.25 57.77593199 95.03 

2 117.45 58.7144314 96.57 

3 119.37 59.64742212 98.10 

4 120.42 60.13723395 98.91 

5 118.65 59.30839365 97.55 

6 125.71 62.83363656 103.34 

7 115.36 57.66097188 94.84 

平均值 119.32 59.44 97.76 

标准偏差 3.2357 1.7571 2.8899 

不确定度 1.2229 0.6641 1.0923 

相对不确定度 0.0102 0.0112 0.0112 

 
 

表 7  豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠重复性及回收率测定结果引入的不确定度 
Table 7  Uncertainties resulting from the repeatability and recovery results of sodium 4-chlorophenoxyacetate in bean sprouts 

测定次数   

测定浓度/(ng/mL) 测定含量/(μg/kg) 添加浓度/(ng/mL) 回收率/% 

1 118.25 57.78 24.32 93.03 

2 117.45 58.71 24.32 101.57 

3 119.37 59.65 24.32 95.10 

4 120.42 60.14 121.60 97.31 

5 118.65 59.31 121.60 93.66 

6 125.71 62.83 121.60 102.48 

7 115.36 57.66 194.56 98.12 

8 116.24 58.10 194.56 94.25 

9 117.82 58.90 194.56 96.31 

平均值 118.81 59.23 — 96.87 

标准偏差 3.00 1.59 — 3.37 

相对标准不确定度 0.0084 0.0089 — 0.0116 

T — — — 2.70 

P — — — 显著 
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  
 
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4 2 3 2 2 2

2 2 2 2 3 2

3 2 2 2
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  

  

 

    

      

   
。 

2.2.7  测量结果及扩展不确定度 

相对扩展不确定度(置信概率取 95%时 , 包含因子

k=2), 按下式计算:  

Urel=ucrel×k=0.030×2=0.060。 

4-氯苯氧乙酸钠测定结果为 59.44 μg/kg, 因此测量结

果的扩展不确定度 U=Urel x =0.060×59.44=3.6 μg/kg。 

3  结  论 

本研究采用超高效液相色谱-串联质谱法对豆芽中生

长调节剂 4-氯苯氧乙酸钠进行测定, 参照豆芽中生长调节

剂检测方法 BJS 201703[17]及测量不确定度评定与表示方

法, 得出本研究测定豆芽中 4-氯苯氧乙酸钠残留量的最佳

估计值为 59.44 μg/kg, 其测量扩展不确定度为 3.6 μg/kg 

(k=2)。通过对各测量不确定度的分量建立不确定度评定方

法, 对测量结果进行不确定度评定。由各分量的评定结果

得出, 对定量结果影响较大的因素有标准溶液的配制及稀

释过程、标准曲线的拟合过程, 其次是实验的重复性、回

收率。因此在实验中应使用纯度较高的标准品, 提高检测

人员操作规范性和熟练性, 尽量减少标准溶液稀释步骤; 

适当增加标准工作曲线各点的测量次数, 保证标准曲线的

相关性符合规定; 及时做好对照品期间核查及仪器设备的

校准和检定, 为提高检测结果的准确性, 降低误判风险提

供保障。 
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食品安全风险评估与风险监测 

 

食品安全问题是“食物中有毒、有害物质对人体健康影响的公共卫生问题”。食品安全要求食品对人体健

康造成急性或慢性损害的所有危险都不存在, 是一个绝对的概念, 降低疾病隐患, 防范食物中毒的一个跨学

科领域。食品安全中的风险评估是根据各个国家的具体条件来进行判定的, 其中, 人与动物的健康安全情况

均在考量范围内。食品安全不仅关系人类与动物的生命健康, 也会关系整个社会经济的可持续发展, 与国家

的国际形象和政府形象也有所关联, 更是衡量一个政府执政能力的重要判断指标。 

鉴于此, 本刊特别策划了“食品安全风险评估与风险监测”专题, 专题将围绕(1)危害识别、(2)危害特征描

述、(3)暴露评估、(4)风险特征描述、(5)区域性风险监测、(6)风险管理等方面。或您认为本领域有意义的问

题综述及研究论文均可, 专题计划在 2021 年 4, 5 月出版。 

本刊主编国家食品安全风险评估中心吴永宁技术总师邀请有关食品领域研究人员为本专题撰写稿件, 综

述、研究论文和研究简报均可。请在 2021 年 2 月 9 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并经审稿

合格后优先发表。 

投稿方式(注明专题): 

网站: www.chinafoodj.com 
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