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农产品检测用脱氧雪腐镰刀菌烯醇纯度标准物质的研制
孟佳佳１ꎬ郭文博１ꎬ聂冬霞１ꎬ韦阳２ꎬ赵志辉１ꎬ韩铮１∗

(１.上海市农业科学院农产品质量标准与检测技术研究所ꎬ上海 ２０１４０３ꎻ２.上海交通大学农业与生物学院ꎬ上海 ２００２４０)

摘要:[目的]本文旨在研制脱氧雪腐镰刀菌烯醇(ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌꎬＤＯＮ)国家级纯度标准物质ꎬ为农产品中 ＤＯＮ 的检测等工

作提供物质基础ꎮ [方法]利用质量平衡法和定量核磁共振法对 ＤＯＮ 纯度标准物质进行纯度定值ꎮ 质量平衡法包括采用

液相色谱面积归一化法测定 ＤＯＮ 主成分含量ꎬ采用卡尔费休库仑法测定纯度标准物质中水分含量ꎬ采用顶空气相色谱－质
谱法测定挥发性杂质含量ꎬ以及采用电感耦合等离子质谱法测定无机离子杂质含量ꎮ 定量核磁共振法采用苯甲酸为内标ꎬ
选择合适的共振峰ꎬ内标法定量标准物质的纯度ꎬ并对标准物质进行均匀性、稳定性检测和不确定度评估ꎮ [结果]质量平

衡法的纯度定值结果为 ９９.４７％ꎬ定量核磁共振法定值结果为 ９９.４５％ꎬ最终所研制的 ＤＯＮ 纯度标准物质的纯度为 ９９.５％ꎬ
扩展不确定度为 ０.４％ꎬ均匀性良好ꎬ且满足 １２ 个月以上的稳定性要求ꎮ [结论]本试验所研制的 ＤＯＮ 纯度标准物质符合

国家标准物质技术规范ꎬ目前已被批准为国家一级标准物质ꎬ并已被用于小麦、玉米等农产品实际检测过程中ꎮ
关键词:脱氧雪腐镰刀菌烯醇ꎻ标准物质ꎻ质量平衡法ꎻ定量核磁共振法ꎻ不确定度评估
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脱氧雪腐镰刀菌烯醇(ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌꎬＤＯＮ)ꎬ又称呕吐毒素ꎬ是由禾谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)、
尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)和串珠镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ)等产生的一种重要的单端孢霉烯族

类真菌毒素[１－５]ꎮ ＤＯＮ 具有急性毒性(腹泻、呕吐、直肠出血等)和慢性毒性(厌食、体重减轻、发育不良

等)ꎬ国际癌症研究机构( Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ａｇｅｎｃｙ ｆｏｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ＣａｎｃｅｒꎬＩＡＲＣ)将其列为三类致癌物之一[６－９]ꎮ
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ＤＯＮ 污染小麦、玉米、大麦等谷物及其制品ꎬ污染地区遍布全球ꎬ给人和动物健康带来巨大的安全风

险[１０－１８]ꎮ 目前ꎬ世界范围内对食品中 ＤＯＮ 的限量标准都做了明确规定ꎬ我国«食品安全国家标准 食品中

真菌毒素限量:ＧＢ ２７６１—２０１７»规定谷物及其制品中 ＤＯＮ 的限量标准为 １ ０００ μｇ􀅰ｋｇ－１[１９]ꎮ ＤＯＮ 检测是

农产品质量安全管理和控制的重要内容ꎬ而 ＤＯＮ 纯度标准物质是获得准确、可靠检测结果的保证ꎮ 目前ꎬ
检测实验室主要采用标准品代替有证标准物质开展相关研究工作[２０－２３]ꎬ无法保证检测结果的准确、可靠

及可溯源性ꎬ因此ꎬ研制 ＤＯＮ 纯度标准物质并将其用于农产品检测中十分必要ꎮ
标准物质是一种确定了具有一个或多个足够均匀的特性值的物质或材料ꎬ具有准确性、均匀性、稳定

性等特点ꎬ在日常仪器的校准等领域具有重要作用[２４－２６]ꎮ 真菌毒素纯度标准物质在农产品质量安全分析

过程中的质量控制、方法确认和能力验证中发挥重要作用ꎮ 美国国家标准与技术研究院(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
ｏｆ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＮＩＳＴ)、英国政府化学实验室(Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔ ＣｈｅｍｉｓｔꎬＬＧＣ)、欧盟

标准物质与测量研究院( Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ＭｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓꎬＩＲＭＭ)已经研制了多种 ＤＯＮ 标

准物质ꎬ主要包括 ＩＲＭＭ 研制的乙腈中 ＤＯＮ 溶液标准物质( ＩＲＭＭ￣３１５)、玉米粉中 ＤＯＮ 空白成分分析标

准物质(ＢＣＲ￣３７７ 和 ＢＣＲ￣３９６)和玉米粉中真菌毒素成分分析标准物质(ＥＲＭ￣ＢＣ７１７)ꎮ 而纯度标准物质

仅有 Ｒｏｍｅｒ 实验室研制的 ＤＯＮ 标准品 Ｂ￣ＭＹＣ０３２０￣Ｃ 和 Ｂ￣ＭＹＣ０３２５￣Ｃꎮ 国内目前也已研制多种 ＤＯＮ 标

准物质ꎬ主要包括浙江省疾病预防控制中心研制的面粉中 ＤＯＮ 成分分析标准物质 (ＧＢＷ１０１１２、
ＧＢＷ１０１１３ 和 ＧＢＷ１０１１４)ꎻ国家粮食和物资储备局科学研究院研制的全麦粉中 ＤＯＮ 成分分析标准物质

[ＧＢＷ(Ｅ)１００３８２]、全麦粉中 ＤＯＮ 和玉米赤霉烯酮成分分析标准物质[ＧＢＷ(Ｅ)１００３８３]、全麦粉中 ４ 种

真菌毒素成分分析标准物质[ＧＢＷ(Ｅ)１００８１６ 和 ＧＢＷ(Ｅ)１００８１７]和乙腈中 ＤＯＮ 溶液标准物质[ＧＢＷ
(Ｅ)１００３０４]ꎻ国家海洋环境监测中心研制的甲醇中 ＤＯＮ 溶液标准物质[ＧＢＷ(Ｅ) １００７８４ 和 ＧＢＷ(Ｅ)
１００７８５] [２７]ꎮ 目前国内关于 ＤＯＮ 标准物质的研究主要集中在溶液标准物质和成分分析标准物质上ꎬ未见

ＤＯＮ 有证纯度标准物质的报道ꎮ ＤＯＮ 国家一级纯度标准物质尚处于空白ꎬ亟待研究ꎮ 本研究以自主纯化

得到的 ＤＯＮ 为原料ꎬ根据«一级标准物质技术规范:ＪＪＦ１００６—１９９４» [２８]要求ꎬ采用质量平衡法和定量核磁

共振法对 ＤＯＮ 进行准确定值[２９－３０]ꎬ系统考察了 ＤＯＮ 纯度标准物质的均匀性、稳定性并且评估其不确定

度ꎬ建立量值准确、可靠、可溯源的 ＤＯＮ 纯度标准物质ꎬ为农产品中 ＤＯＮ 的检测工作提供物质基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试剂与仪器

基准苯甲酸纯度(酸量)标准物质[ＧＢＷ０６１１７ꎬ纯度为 ９９.９９３％ꎬ扩展不确定度(ｋ ＝ ２)为 ０.０２％]、固
体水分标准物质[ＧＢＷ１３５１８ꎬ量值为(９.９０±０.２０) ×１０－３]、甲醇(ＧＢＷ０６１１１)、乙腈(ＧＢＷ０６１１３)、正己烷

(ＧＢＷ０６１１６)、丙酮(ＧＢＷ０６１１５)、乙酸乙酯(ＧＢＷ０６１１４)均购自中国计量科学研究院ꎻＣｏｕｌｏｍａｔ ＡＫ 库仑

法阳极液购自德国 Ｆｌｕｋａ 公司ꎻ氘代甲醇购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
ＸＥＶＯＴＱ－Ｓ 超高效液相色谱－串联质谱仪(ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)和超高效液相色谱仪－二极管阵列检测器

(ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ)均购自美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司ꎻＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ Ｃ３０Ｓ 卡尔费休水分仪和 ＷＸＴＳ３ＤＵ Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ 电子天平均购自瑞士梅特勒－托利多公司ꎻＡｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ－５９７５Ｃ 顶空自动进样气相色谱－质谱仪

(ＧＣ￣ＭＳ)购自美国 ＡＧＩＬＥＮＴ 公司ꎻＡＣ－８０ 核磁共振波谱仪购自德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司ꎻｉＣＡＰ ＴＱ 电感耦合等离

子体质谱仪( ＩＣＰ￣ＭＳ)购自美国赛默飞公司ꎮ
１.２　 候选物的选择及标准物质的制备

ＤＯＮ 标准物质原料为本实验室自主制备并经过进一步纯化得到ꎬ已采用紫外光谱、质谱等方法进行

了定性鉴定[３１]ꎮ 将本次制备得到的 ５.１５ ｇ ＤＯＮ 纯度标准物质候选物ꎬ全部置于棕色瓶中 ４ ℃密封保存ꎮ
在开展 ＤＯＮ 标准物质纯度定值(包括质量平衡法和定量核磁共振法)后ꎬ将剩余的 ＤＯＮ 纯度标准物质候

选物ꎬ每份准确称取 ２０ ｍｇꎬ分装于棕色西林瓶内ꎬ共密封 １００ 个包装ꎬ每个包装为 １ 个包装单元ꎬ置于

－２０ ℃保存ꎮ
１.３　 均匀性检验

按照«一级标准物质规范:ＪＪＧ １００６—１９９４» [２７]的相关规定ꎬ从制备获得的 ＤＯＮ 纯度标准物质中随机

取样 １５ 个包装单元ꎬ每个包装单元中取样 ５.０ ｍｇ(最小取样量为 ５.０ ｍｇ)ꎬ重复取样 ３ 次ꎬ转移至检定合格

的 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ乙腈定容ꎬ振荡、混匀ꎮ 从每份样品中取 ４００ μＬ 的样品液于 １ ｍＬ 容量瓶中ꎬ采用甲
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醇 /水(２０ ∶８０ꎬ体积比)定容ꎬ振荡混匀后采用超高效液相色谱－二极管阵列检测法(ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ)平行测定

３ 次ꎬ取平均值ꎮ 测定结果采用方差分析法经 Ｆ 检验ꎬ统计检验标准物质的均匀性ꎮ
ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ 检测条件:色谱柱:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ＥＣ－Ｃ１８(１００ ｍｍ×３.０ ｍｍꎬ２.７ μｍ)ꎻ流动相:Ａ 相为

甲醇ꎬＢ 相为水ꎮ 洗脱程序:甲醇 /水(１５ ∶８５ꎬ体积比)等度洗脱ꎻ流速:０.２ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ进样量:３ μＬꎻ检测波

长:２１８ ｎｍꎻ柱温:４０ ℃ꎮ
１.４　 稳定性考察

根据«一级标准物质规范:ＪＪＧ １００６—１９９４» [２７] 的要求ꎬ将样品分别置于 ４ ℃ (模拟低温运输条件)、
６０ ℃(模拟极限运输条件)下储存ꎬ分别在 ０、２、４、６、８ ｄ 进行短期稳定性监测ꎮ 标准物质的长期稳定性考

察ꎬ根据实际长期储藏条件ꎬ按照先密后疏的原则ꎬ考察其在－２０ ℃条件下 ０、１、３、６ 和 １２ 个月的稳定性ꎮ
每次抽取 ３ 个包装单元ꎬ每个包装单元中取样 ５.０ ｍｇꎬ重复取样 ３ 次ꎬ转移至检定合格的 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ
乙腈定容ꎬ振荡、混匀ꎮ 从每份样品中取 ４００ μＬ 的样品液于 １ ｍＬ 容量瓶中ꎬ采用甲醇 /水(２０ ∶８０ꎬ体积

比)定容ꎬ振荡混匀后采用 ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ 法(同均匀性检测方法)平行测定 ３ 次ꎬ取平均值ꎬ采用直线拟合法

对检测结果进行统计分析ꎮ
１.５　 ＤＯＮ 纯度标准物质定值

１.５.１　 质量平衡法　 采用质量平衡法对 ＤＯＮ 纯度标准物质定值ꎬ包括采用液相色谱面积归一化方法测定

主成分纯度ꎬ采用卡尔费休库伦法测定水分含量ꎬ采用 ＧＣ￣ＭＳ 测定挥发性杂质含量ꎬ以及采用 ＩＣＰ￣ＭＳ 测

定无机离子含量ꎮ 为保证测量结果的溯源性与准确性ꎬ使用的仪器设备均经过计量检定或标准物质校准ꎮ
主成分纯度 ( Ｐ０ ) 分析:液相色谱条件:ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ 检测器ꎻ色谱柱:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ＥＣ － Ｃ１８

(１００ ｍｍ×３.０ ｍｍꎬ２.７ μｍ)ꎻ流动相:甲醇 /水(体积比为 １５ ∶８５)ꎻ流速:０.２ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ进样量:３ μＬꎻＵＶ 波

长:２１８ ｎｍꎮ
水分含量(Ｘｗ)测定:采用标准溶液进行卡尔费休水分仪校正后ꎬ准确称取 ＤＯＮ 纯度标准物质 ５０ ｍｇꎬ

迅速加入滴定池进行滴定ꎮ 此外ꎬ为了消除空气中水分对测定结果的影响ꎬ模拟加样过程、质量和时间ꎬ计
算空气中水分空白值ꎬ测定值扣除空白后得到最终结果ꎮ

挥发性杂质(Ｘｖ)含量测定:ＤＯＮ 在制备过程ꎬ用到甲醇、乙腈等有机溶剂ꎬ因此本试验分析了 ５ 种常

用试剂(甲醇、乙腈、正己烷、丙酮、乙酸乙酯)在 ＤＯＮ 纯度标准物质中的残留情况ꎮ 准确称取 ５０ ｍｇ ＤＯＮ
样品置于 ２０ ｍＬ 顶空瓶中ꎬ迅速向顶空瓶中加入 ２.０ ｍＬ 水ꎬ立即密封ꎬ待测ꎮ 同时制备空白溶液和标准品

溶液ꎮ ＧＣ￣ＭＳ 的色 /质谱条件:顶空条件:平衡温度为 ８５ ℃ꎻ传输线温度:２２０ / １１０ ℃ꎻ进样口温度:２２０ /
１００ ℃ꎮ 色谱柱:ＤＢ－ＩＮＮＯＷａｘ(３０ ｍ×２５０ μｍꎬ０.２５ μｍ)ꎻ载气:氩气ꎻ流速:１.５ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎮ 质谱条件:电
离方式:电子轰击源(ＥＩ)ꎻ离子源温度:２３０ ℃ꎻ电离能量:７０ ｅＶꎻ四级杆温度:１５０ ℃ꎻ全扫描监测模式ꎬ扫
描范围 ２０~１００ ａｍｕꎮ

无机离子杂质(Ｘｎ)含量测定:采用 ＩＣＰ￣ＭＳ 法测定 １４ 种(钠、镁、钙、钾、锶、铁、铝、铜、锌、锰、铬、砷、
镉、铅)最常见、存在最广泛的元素在 ＤＯＮ 样品中的含量ꎮ 准确称取 ＤＯＮ 纯度物质 ５０ ｍｇ 于微波消解内

罐中ꎬ加入 ５ ｍＬ 硝酸ꎬ按照微波消解仪标准操作步骤进行消解ꎮ 冷却后取出ꎬ缓慢打开罐盖排气ꎬ用少量

水冲洗内盖ꎬ将消解罐放在超声水浴箱中ꎬ超声脱气 ５ ｍｉｎꎬ用水定容至 １０ ｍＬꎬ混匀备用ꎬ同时制备空白和

标准品ꎮ
质量平衡法纯度计算公式如下:

Ｐ＝Ｐ０×(１－Ｘｗ－Ｘｎ－Ｘｖ)ꎬ
式中:Ｐ 为质量平衡法测定 ＤＯＮ 纯度物质的最终纯度ꎻＰ０ 为主色谱的面积归一化法计算获得的纯度ꎻＸｗ

为水分含量ꎻＸｎ 为无机离子含量ꎻＸｖ 为挥发性杂质含量ꎮ
１.５.２　 定量核磁共振法　 定量核磁共振法是基于核磁共振谱图中信号的积分面积与产生相应共振谱线

的原子核数之间的正比关系ꎬ利用一个纯度已知且结构不同的标准物质ꎬ直接测定主成分纯度的方法[３２]ꎮ
分别称取 １０ ｍｇ(精确至 ０.０１ ｍｇ)ＤＯＮ 纯度标准物质和 １０ ｍｇ(精确至 ０.０１ ｍｇ)内标物(苯甲酸)于同

一个西林瓶ꎬ加氘代甲醇振荡至完全溶解ꎬ转移至直径为 ５ ｍｍ 核磁管中ꎬ平行 ６ 份ꎬ待测ꎮ
１ＨＮＭＲ 测定参数:激发脉冲角度 ３０°ꎬ扫描谱宽(ＳＷ)１６.０ ｐｐｍꎬ激发中心(Ｏ１Ｐ)７.０ ｐｐｍꎬ弛豫时间

(Ｄ１)５ ｓꎬ采样次数 １２８ 次ꎬ探头温度 ２９５.８ Ｋꎬ接收增益 ２２８ꎬ脉冲序列 ｚｇ３０ꎬ定量峰 ６.６０ ｐｐｍ(ｄｑꎬＪ ＝ ５.９ꎬ
１.４ Ｈｚꎬ１ＨꎬＨ－１０)和 ７.５９ ｐｐｍ( ｔｔꎬＪ＝ ７.４ꎬ１.４ Ｈｚ)ꎮ

６６５



　 第 ３ 期 孟佳佳ꎬ等:农产品检测用脱氧雪腐镰刀菌烯醇纯度标准物质的研制

定量核磁共振法计算公式: ＰＮＭＲ ＝
Ｉｘ
Ｉｓｔｄ
􀅰
ｎｓｔｄ

ｎｘ
􀅰
Ｍｘ

Ｍｓｔｄ
􀅰
ｍｓｔｄ

ｍｘ
􀅰Ｐｓｔｄꎬ

式中:ＰＮＭＲ为采用核磁共振法测得的 ＤＯＮ 纯度标准物质的纯度ꎻＩｘ 为 ＤＯＮ 指定峰的积分面积ꎻＩｓｔｄ为内标

物指定峰的积分面积ꎻｎｓｔｄ为内标物指定峰的核群核个数ꎻｎｘ 为 ＤＯＮ 指定峰的核群核个数ꎻＭｘ 为 ＤＯＮ 的

分子质量ꎻＭｓｔｄ为内标物的分子质量ꎻｍｓｔｄ为添加内标物的质量ꎻｍｘ 为 ＤＯＮ 纯度标准物质的称样量ꎻＰｓｔｄ为

内标物的纯度ꎮ
１.６　 不确定度评估

ＤＯＮ 纯度标准物质的不确定度主要由 ３ 部分组成:均匀性检查引入的不确定度(ｕｂｂ)、稳定性考察引

入的不确定度(长期稳定性 ｕｌｔｓ和短期稳定性 ｕｓｔｓ)、纯度定值引入的不确定度(ｕｃｈａｒ)ꎮ
１.７　 数据分析和统计

所有数据采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件进行统计分析ꎮ 采用单因素方差分析法进行组内和组间的均匀性检

验ꎬ采用直线拟合法统计分析稳定性结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＤＯＮ 纯度标准物质均匀性检验

采用单因素方差分析法进行组内和组间的均匀性检验ꎬ测定结果如表 １ 所示ꎮ Ｆ<Ｆ０.０５(１４ꎬ３０)ꎬ表明

组内和组间无明显差异ꎬＤＯＮ 纯度标准物质的均匀性良好ꎬ符合标准物质技术规范要求ꎮ
表 １　 ＤＯＮ 纯度标准物质均匀性检验

Ｔａｂｌｅ １　 Ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＯＮ ｐｕｒｉｔｙ ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ

瓶号 Ｂｏｔｔｌｅ ｎｕｍｂｅｒ
均匀性 / ％ Ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ

１ ２ ３

１ ９９.４６ ９９.３９ ９９.４１
２ ９９.５０ ９９.４５ ９９.４４
３ ９９.３７ ９９.４９ ９９.４２
４ ９９.５４ ９９.４９ ９９.４３
５ ９９.３９ ９９.４０ ９９.４１
６ ９９.３８ ９９.３９ ９９.４４
７ ９９.５５ ９９.４８ ９９.３９
８ ９９.４８ ９９.４６ ９９.５４
９ ９９.４９ ９９.４４ ９９.４７
１０ ９９.４６ ９９.４２ ９９.５２
１１ ９９.４８ ９９.４５ ９９.４７
１２ ９９.４２ ９９.３８ ９９.４７
１３ ９９.４４ ９９.４７ ９９.５５
１４ ９９.４４ ９９.５１ ９９.４３
１５ ９９.４８ ９９.４１ ９９.４７

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ９９.４５
组间方差(Ｓ１

２) Ｉｎｔｒａ￣ｇｒｏｕｐ ｖａｒｉａｎｃｅ ０.００２ ８
组内方差(Ｓ２

２) Ｉｎｔｅｒ￣ｇｒｏｕｐ ｖａｒｉａｎｃｅ ０.００２
Ｆ １.３７

Ｆ０.０５(１４ꎬ３０) ２.０４

２.２　 ＤＯＮ 纯度标准物质稳定性检验

将样品置于 ４ ℃和 ６０ ℃恒温箱中保存ꎬ分别在 ０、２、４、６、８ ｄ 进行短期稳定性监测ꎮ 同时ꎬ在－２０ ℃
条件下储存 １２ 个月ꎬ分别在 ０、１、３、６ 和 １２ 个月时对样品进行长期稳定性检测ꎬ检测数据和统计结果见

表 ２ꎮ ｜ ｂ１ ｜ <ｓ(ｂ１)􀅰ｔ０.９５ꎬｎ－２ꎬ表明制备得到的标准物质短期稳定性和长期稳定性均良好ꎬ符合标准物质技术

规范要求ꎮ
２.３　 质量平衡法定值

通过对样品的进样浓度、色谱柱、流动相、定值波长优化ꎬ以杂质峰的个数、主峰对称性、主成分与杂质

峰的分离度为依据ꎬ确定定值的最优条件见 １.５.１ 节ꎮ 在该条件下ꎬ杂质峰与主峰分离度较好(图 １)ꎬ利用

该色谱条件测定 ６ 瓶 ＤＯＮ 纯度标准物质ꎬ主成分纯度的测定结果如表 ３ 所示ꎮ

７６５
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表 ２　 ＤＯＮ 纯度标准物质短期和长期稳定性检验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｈｏｒｔ￣ｔｅｒｍ ａｎｄ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＯＮ ｐｕｒｉｔｙ ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ

短期稳定性 / ％ Ｓｈｏｒｔ￣ｔｅｒｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

时间 / ｄ Ｔｉｍｅ ４ ℃ ６０ ℃

长期稳定性 / ％ Ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

时间(月)Ｔｉｍｅ(Ｍｏｎｔｈ) －２０ ℃

０ ９９.４５ ９９.４４ ０ ９９.４７
２ ９９.４６ ９９.５４ １ ９９.４６
４ ９９.５１ ９９.４９ ３ ９９.４５
６ ９９.４３ ９９.４５ ６ ９９.４４
８ ９９.４７ ９９.４６ １２ ９９.４８

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ９９.４６ ９９.４８ 平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ９９.４６
ｂ１ ０.０００ ５ －０.００２ ５ ｂ１ ０.００１
ｂ０ ９９.４６ ９９.４９ ｂ０ ９９.４６

拟合直线方程 Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ Ｙ＝ ０.０００ ５Ｘ＋９９.４６ Ｙ＝－０.００２ ５Ｘ＋９９.４９ 拟合直线方程 Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ Ｙ＝ ０.００１ ０Ｘ＋９９.４６
ｓ ０.０３４ ２ ０.０４５ ７ ｓ ０.０１７ ４

ｓ(ｂ１) ０.００５ ４ ０.００７ ２ ｓ(ｂ１) ０.００１ ８
ｔ０.９５ꎬｎ－２ ３.１８ ３.１８ ｔ０.９５ꎬｎ－２ ３.１８

ｓ(ｂ１)􀅰ｔ０.９５ꎬｎ－２ ０.０１７ ２ ０.０２３ ０ ｓ(ｂ１)􀅰ｔ０.９５ꎬｎ－２ ０.００５ ７
　 　 注:ｂ１ 代表斜率ꎻｂ０ 代表截距ꎻＳ 代表直线的标准偏差ꎻＳ(ｂ１)代表斜率的标准偏差ꎻｔ０.９５ꎬｎ－２代表置信概率为 ０.９５、自由度为 ｎ－２ 的 ｔ 分布

的临界值ꎮ
Ｎｏｔｅ:ｂ１ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｓｌｏｐｅꎻｂ０ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｃｅｐｔꎻＳ ｉｓ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｎｅꎻＳ(ｂ１) ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｌｏｐｅꎻ

ｔ０.９５ꎬｎ－２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ ｏｆ ａ ｔ￣ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ０.９５ ａｎｄ ｎ－２ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｆｒｅｅｄｏｍ.

图 １　 ＤＯＮ 纯度标准物质的 ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＤＯＮ ｐｕｒｉｔｙ ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ
　 　 Ａ.空白溶液(甲醇 / 水ꎬ２０ ∶８０ꎬ体积比)的色谱图ꎻＢ.制备得到的 ＤＯＮ 纯度标准物质溶解在甲醇 / 水(２０ ∶８０ꎬ体积比)中的色谱图ꎬ浓

度为 ２００ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ
Ａ. ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ(ｍｅｔｈａｎｏｌ / ｗａｔｅｒꎬ２０ ∶８０ꎬＶ / Ｖ)ꎻＢ. ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ＤＯＮ ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｌ / ｗａｔｅｒ(２０ ∶８０ꎬＶ / Ｖ)ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２００ μｇ􀅰ｍＬ－１ .

考虑到 ＤＯＮ 分离过程中用到的有机试剂ꎬ测定了甲醇、乙腈、正己烷、丙酮、乙酸乙酯 ５ 种常用有机试

剂在样品中的残留ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬＤＯＮ 纯度标准物质中无相关挥发性杂质的残留ꎮ
采用卡尔费休库伦法测定了 ＤＯＮ 纯度标准物质中的水分含量ꎬ采用 ＩＣＰ￣ＭＳ 法测定了无机离子的含

量ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ 计算得到 ＤＯＮ 纯度物质最终纯度为 ９９.４７％ꎮ
２.４　 定量核磁共振法定值

为保证定量核磁共振结果的准确性ꎬ针对氘代试剂、内标物、定量峰、核磁仪器测定参数等进行了系统

优化和分析ꎮ 氘代溶剂的选择要求 ＤＯＮ 和内标物同时在该氘代溶剂中具有良好的溶解度ꎬ且不与 ＤＯＮ
和内标物发生反应[３３－３４]ꎮ 由于 ＤＯＮ 的极性较大ꎬ选择氘代甲醇(ＣＨ３ＯＨ￣ｄ４)作为本研究的氘代试剂ꎮ

内标物的选择标准为:易溶于氘代试剂ꎬ化学结构稳定ꎬ不与待测化合物反应ꎬ属于国家一级标准物

质[３５]ꎮ 可用于本研究的标准物质包括:基准物质苯甲酸(ＧＢＷ０６１１７ꎬ纯度 ９９.９９３％±０.０２０％)ꎬ一级标准物

质邻苯二甲酸氢钾(ＧＢＷ０６１０６ꎬ纯度 ９９.９９０％±０.００８％)ꎮ 由于邻苯二甲酸氢钾在氘代甲醇中不溶解ꎬ故
选择苯甲酸作为定值的内标物ꎮ

定量峰必须满足积分范围内无干扰ꎬ受到微量杂质的影响概率小ꎬ且基线平稳等条件ꎮ 本研究选择

ＤＯＮ 的定量峰为 ６.６０ ｐｐｍ(ｄｑꎬＪ＝５.９ꎬ１.４ Ｈｚꎬ１ＨꎬＨ－１０)ꎬ苯甲酸的定量峰为 ７.５９ ｐｐｍ(ｔｔꎬＪ＝７.４ꎬ１.４ Ｈｚ)ꎮ
在最佳条件下ꎬ定量核磁谱图如图 ３ 所示ꎮ ６ 个样品定量核磁共振法测定纯度分别为 ９９. ４３％、

９９.４５％、９９.４１％、９９.４８％、９９.４５％和 ９９.４７％ꎬ平均值为 ９９.４５％ꎬ即定量核磁共振法纯度定值结果为 ９９.４５％ꎮ

８６５
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图 ２　 ５ 种挥发性溶剂(甲醇、乙腈、正己烷、丙酮、乙酸乙酯)(Ａ)、空白(Ｂ)
和 ＤＯＮ 纯度标准物质(Ｃ)的标准 ＧＣ￣ＭＳ 图谱

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ＧＣ￣ＭＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｉｖｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｓｏｌｖｅｎｔｓ(ｍｅｔｈａｎｏｌꎬａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅꎬｎ￣ｈｅｘａｎｅꎬａｃｅｔｏｎｅꎬ
ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ)(Ａ)ꎬｂｌａｎｋ(Ｂ)ａｎｄ ＤＯＮ ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ(Ｃ)

表 ３　 ＤＯＮ 纯度标准物质经质量平衡法测定的最终纯度

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ＤＯＮ ｐｕｒｉｔｙ ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｂｙ ｍａｓｓ ｂａｌａｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ％

指标
Ｉｎｄｅｘ

瓶号
Ｂｏｔｔｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

测定值
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｄａｔａ

平均值
Ａｖｅｒａｇｅ

标准偏差
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

主成分纯度
Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｐｕｒｉｔｙ

１
２
３
４
５
６

９９.６８
９９.６９
９９.７０
９９.６９
９９.７０
９９.６９

９９.６９ ０.００７

水分含量
Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

１
２
３
４
５
６

０.１６２
０.１５９
０.１５７
０.１５９
０.１５２
０.１６２

０.１５９ ０.００４

无机离子杂质含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｉｏｎｉｃ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

１
２
３
４
５
６

０.０６２
０.０５９
０.０６０
０.０６３
０.０６４
０.０６０

０.０６１ ０.００２

最终纯度 Ｆｉｎａｌ ｐｕｒｉｔｙ ９９.４７

２.５　 ２ 种不同原理的方法纯度定值结果

ＤＯＮ 纯度标准物质的定值由 ２ 种方法确定ꎬ首先利用 Ｆ 检验对 ２ 种方法定值的数据进行等精度检

验ꎮ 经计算证明 ２ 种方法等精度ꎮ 随后采用 ｔ 检验进行一致性检验ꎬ经计算证明 ２ 种方法的测定值之间

无明显差异ꎮ
综上所述ꎬ通过 Ｆ 检验和 ｔ 检验ꎬ表明 ２ 种方法的测定值等精度ꎬ且 ２ 种纯度定值方法无显著性差异ꎮ

该 ＤＯＮ 纯度物质定值结果为 ２ 种不同原理方法结果的平均值ꎬ即 ９９.５％ꎮ

９６５
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图 ３　 ＤＯＮ 纯度标准物质和苯甲酸(内标)在氘代甲醇中的定量氢谱

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ＤＯＮ ｐｕｒｉｔｙ ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ＣＨ３ＯＨ￣ｄ４

２.６　 不确定度评估

２.６.１　 均匀性检验引入的不确定度　 ＤＯＮ 纯度标准物质均匀性引入的不确定度:

ｕｂｂ ＝ＳＨ ＝ １
ｎ
(Ｓ２

１－Ｓ２
２) ＝ ０.０１５ ９％ꎬ

式中:ＳＨ 为均匀性标准偏差ꎻＳ１
２ 为组间方差ꎻＳ２

２ 为组内方差ꎻｎ 为组内测定次数ꎮ
２.６.２　 稳定检验引入的不确定度　 短期稳定性引入的不确定度分别为 ４ ℃的 ｕｓｔｓ１ ＝ ｓ(ｂ１)􀅰ｔ ＝ ０.０４３ ３％和

６０ ℃的 ｕｓｔｓ２ ＝ ０.０５７ ８％ꎮ 选择其最大值作为稳定性引起的不确定度ꎮ 即短期稳定性考察引入的不确定度

ｕｓｔｓ ＝ｕｓｔｓ２ ＝ ０.０５７ ８％ꎮ 长期稳定性引入的不确定度:ｕｌｔｓ ＝ ｓ(ｂ１)􀅰ｔ＝ ０.０２１ ７％ꎮ 其中ꎬｓ(ｂ１)为拟合直线斜率

的标准偏差ꎬｔ 为稳定性监测时间ꎮ
２.６.３　 定值引入的不确定度　 １)质量平衡法引入的不确定度:

①主成分液相色谱－面积归一化法引入的不确定度[ｕ(Ｐ０)]
测定重复性引入的标准不确定度 ｕ１:随机选取 １ 个包装单元ꎬ连续进样 ６ 次ꎬ考察 ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ 法测定

的重复性ꎬ测定结果为 ９９.７７％、９９.８２％、９９.８１％、９９.７８％、９９.７４％、９９.７５％ꎬ平均值为 ９９.７８％ꎬ标准偏差为

０.０３１ ９％ꎬ测定重复性引入的标准不确定度 ｕ１ ＝ ０.０３１ ９％ꎮ
各成分在不同检测波长下响应差异引入的不确定度(ｕ２)ꎬ计算公式如下:

ｕ２ ＝
∑

ｎ

ｉ ＝ １
ｕ２

２－ｉ

３
＝

∑
ｎ

ｉ ＝ １
(Ｂ ｉｍａｘλ － Ｂ ｉ定值λ) ２

３
ꎬ

式中:Ｂ ｉｍａｘλ为在 ５ 个检测波长下成分 ｉ 的最大百分比含量ꎻＢ ｉ定值λ为定值波长下成分 ｉ 的百分比含量ꎻｕ２－ｉ为

成分 ｉ 的不确定度分量ꎮ
分别测定了 ２１０、２１８、２３０、２４０ 和 ２５４ ｎｍ 波长下 ＤＯＮ 和杂质峰的峰面积百分比ꎬ计算得到 ｕ２ 为 ０.０１％ꎮ

仪器检测限引入的不确定度为 ｕ３ꎮ 由于分析过程中均在仪器检测限范围内进样ꎬ故该部分不确定度可忽

略不计ꎮ

ｕ(Ｐ０)＝ ｕ２
１＋ｕ２

２ ＝ ０.０３３ ４％ꎮ

０７５
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②水分测定引入的不确定度

主要包括天平的不确定度和水分测定仪测量重复性引起的不确定度ꎮ 由天平校准证书可得校准结果

的扩展不确定度为 ０.０３ ｍｇꎬ假设服从正态分布ꎬ则换算成 Ｂ 类不确定度为 ０.０３ ｍｇ / ２ ＝ ０.０１５ ｍｇꎬ所以相对

标准不确定度为 ０.０３％ꎻ另外ꎬ由测定结果可知ꎬ卡尔费休水分测定仪测量的重复性引起的不确定度为

０.００４％ꎮ

因此ꎬ水分测定引入的不确定度:ｕ(Ｘｗ)＝ ０.０３％２＋０.００４％２ ＝ ０.０３％ꎮ
③无机离子杂质测定引入的不确定度

主要包括天平的不确定度和 ＩＣＰ￣ＭＳ 测量重复性引起的不确定度ꎮ 由天平校准证书可得校准结果的

扩展不确定度为 ０.０３ ｍｇꎬ假设服从正态分布ꎬ则换算成 Ｂ 类不确定度为 ０.０３ ｍｇ / ２ ＝ ０.０１５ ｍｇꎬ所以相对标

准不确定度为 ０.０１５％ꎮ 另外ꎬ由测定结果可知ꎬＩＣＰ￣ＭＳ 测量重复性引起的不确定度为 ０.００２％ꎮ

无机离子杂质测定引入的不确定度:ｕ(Ｘｎ)＝ ０.０１５％２＋０.００２％２ ＝ ０.０１５％ꎮ
④质量平衡法的不确定度

质量平衡法的不确定度 ｕ(Ｐ)计算公式如下:

ｕ(Ｐ)＝ Ｐ×
ｕ(Ｐ０)
Ｐ０

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＋
ｕ２(Ｘｗ)＋ｕ２(Ｘｎ)＋ｕ２(Ｘｖ)

(１－Ｘｗ－Ｘｎ－ＸＶ) ２ ＝

９９.４７％× ０.０３３ ４％
９９.６９％

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＋ ０.０３％２＋０.０１５％２

(１－０.１５９％－０.０６１％) ２ ＝ ０.０４７ ２％ꎮ

２)定量核磁共振法引入的不确定度:
定量核磁共振法不确定度[ｕ(ＰＮＭＲ)]包括测量的不确定度、分子质量的不确定度、称量不确定度、内

标物纯度不确定度ꎮ
①积分面积测量的不确定度 ｕ( Ｉｘ / Ｉｓｔｄ)
采用 Ａ 类不确定度评定ꎬ用 ｑＮＭＲ 法测定结果的相对标准偏差表示ꎬ不确定度为 ０.０１８％ꎮ
②内标物苯甲酸标准物质和 ＤＯＮ 纯度标准物质天平称量不确定度 ｕ(ｍｓｔｄ)和 ｕ(ｍｘ)
由天平校准证书可得校准结果的扩展不确定度为 ０.０３ ｍｇꎬ假设服从正态分布ꎬ则换算成 Ｂ 类不确定

度为 ０.０３ ｍｇ / ２ ＝ ０.０１５ ｍｇꎮ

天平称量的不确定度:ｕ(ｍ)＝ ０.０１５２＋０.０１５２ ＝ ０.０２ ｍｇꎮ
③内标物纯度不确定度 ｕ(Ｐｓｔｄ)
内标物苯甲酸的纯度不确定度由标准物质证书获得ꎬ扩展不确定度为 ０. ０２％ꎬＢ 类不确定度为

０.０２％ / ２＝ ０.０１％ꎮ 内标物纯度相对标准不确定度为 ０.０１％ / ９９.９９３％ ＝ ０.０１％ꎮ
④分子质量的不确定度 ｕ(Ｍｘ)和 ｕ(Ｍｓｔｄ)
ＤＯＮ 和内标物苯甲酸相对分子质量的标准不确定度计算公式:

ｕ(Ｍ)＝ ∑
ｎ

ｊ ＝ １
[Ｎ ｊｕ ｊ] ２ ꎬ

式中:Ｎ ｊ 为 ｊ 元素的原子个数ꎻｕ ｊ 为 ｊ 元素的相对原子质量的不确定度ꎮ
根据 ＩＵＰＡＣ 国际原子量表ꎬ３ 种原子的相对原子质量及不确定度:Ｃ 为 １２.０１０ ６±０.０００ ５７７ꎻＨ 为

１.００７ ９７５±０.０００ ０７７ ９ꎻＯ 为 １５.９９９ ４±０.０００ ２１４ꎮ 对于每个元素ꎬ其标准不确定度是按照均匀分布转化而

来ꎬＤＯＮ 的分子式为 Ｃ１５Ｈ２０Ｏ６ꎬ相对分子质量是 ２９６.３１４ ９ꎮ 其标准不确定度:

ｕ(Ｍ)＝ １５×０.０００ ５７７
３

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＋ ２０×０.０００ ０７７ ９
３

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＋ ６×０.０００ ２１４
３

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＝ ０.００５ １ꎮ

同理ꎬ内标物苯甲酸(Ｃ７Ｈ６Ｏ２)的相对分子质量为 １２２.１２０ ９ꎬ其标准不确定度 ｕ(Ｍｓｔｄ)＝ ０.００２ ４ꎮ
综上ꎬ核磁定量法纯度测量的合成标准不确定度:

ｕ(ＰＮＭＲ)＝ ＰＮＭＲ×
ｕ( Ｉｘ / Ｉｓｔｄ)
Ｉｘ / Ｉｓｔｄ

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＋
ｕ(Ｍｘ)
Ｍｘ

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＋
ｕ(Ｍｓｔｄ)
Ｍｓｔｄ

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＋
ｕ(ｍｘ)
ｍｘ

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＋
ｕ(ｍｓｔｄ)
ｍｓｔｄ

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

＋
ｕ(Ｐｓｔｄ)
Ｐｓｔｄ

æ

è
ç

ö

ø
÷

２

ꎬ

式中:ｕ( Ｉｘ / Ｉｓｔｄ) / ( Ｉｘ / Ｉｓｔｄ)为积分面积测量的相对标准不确定度ꎻｕ(Ｍｘ) / Ｍｘ 为 ＤＯＮ 相对分子质量的相对

１７５
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标准不确定度ꎻｕ(Ｍｓｔｄ) / Ｍｓｔｄ为苯甲酸相对分子质量的相对标准不确定度ꎻｕ(ｍｘ) / ｍｘ 为 ＤＯＮ 纯度标准物

质称量的相对标准不确定度ꎻｕ(ｍｓｔｄ) / ｍｓｔｄ为内标物苯甲酸称量的相对标准不确定度ꎻｕ(Ｐｓｔｄ) / Ｐｓｔｄ为内标

物苯甲酸纯度的相对标准不确定度ꎮ
ｕ(ＰＮＭＲ)＝ ９９.４５％×

(０.０１８％)２＋(０.００５ １ / ２９６.３１４ ９)２＋(０.００２ ４ / １２２.１２０ ９)２＋(０.０２ / １０)２＋(０.０２ / １０)２＋(０.０１％)２ ＝０.２８３ ６％ꎮ
由于 ２ 种方法定值结果精度相同ꎬ因此ꎬ定值结果不确定度(ｕｃｈａｒ)计算如下:

ｕｃｈａｒ ＝
０.０４７ ２％２＋０.２８３ ６％２

２
＝ ０.１４３ ８％ꎮ

２.６.４　 合成标准不确定度　 由以上各不确定度分量可得合成不确定度(ｕＣＲＭ)ꎬ计算如下:

ｕＣＲＭ ＝ ｕ２
ｃｈａｒ＋ｕ２

ｂｂ＋ｕ２
ｓｔｓ＋ｕ２

１ｔｓ ＝ ０.１５７ ３％ꎮ
２.６.５　 扩展不确定度　 扩展不确定度(Ｕ):Ｕ＝ ｋ􀅰ｕＣＲＭ ＝ ２×０.１５７ ３％≈０.４％(ｋ＝ ２)ꎮ

３　 讨论与结论

ＤＯＮ 在世界范围内的谷物及其制品中广泛存在ꎬ给人和动物健康带来巨大的安全风险ꎮ 标准物质是

开展其检测、科研等工作的必要原料之一ꎮ 然而ꎬ目前世界范围内 ＤＯＮ 标准物质相对较少ꎬ尤其是其纯度

标准物质缺乏ꎬ严重制约了相关研究工作的开展ꎮ
本研究采用质量平衡法和定量核磁共振法 ２ 种不同原理的方法对研制的 ＤＯＮ 纯度标准物质进行定

值ꎮ 质量平衡法是一种使用广泛、准确、快速、简便的定值方法ꎬ公认用于化合物的纯度测定ꎮ 它是一种间

接定值方法ꎬ将水分、挥发性组分、无机离子等杂质的含量从 １００％中扣除ꎬ再根据主要组分在有机组分中

的百分比来确定化合物的纯度[３６]ꎮ 该方法假定所有杂质都能被检测和定量ꎬ因此ꎬ某些不能够完全定量

的杂质(如无紫外吸收的杂质成分)可能会影响定值结果ꎮ 为了确保质量平衡法测量结果的准确性ꎬ我们

进一步采用定量核磁共振法进行纯度定值ꎬ它是利用分子特定基团的质子数与相应谱峰峰面积之间的关

系进行定量ꎬ可以有效克服和弥补质量平衡法的不足ꎮ 并且该方法具有样品前处理简单、样品用量少、测
定时间短ꎬ结果准确ꎬ操作简单等优点ꎬ目前已成为一种重要的化合物纯度测定方法ꎮ 本研究中定量核磁

共振法测定结果与质量平衡法测定结果一致ꎬ证明定值结果准确、可靠ꎮ
不确定度是衡量试验数据质量高低的量化指标ꎬ分析不确定度对于提高试验质量具有指导意义[３７]ꎮ

本研究中不确定度的评估综合考虑了均匀性检验引入的不确定度、稳定性考察引入的不确定度以及纯度

定值(质量平衡法和定量核磁共振法 ２ 种定值方法)引入的不确定度ꎮ 其中ꎬ定量核磁共振法引入的不确

定度占主要部分ꎮ 并且在定量核磁共振法定值引入的不确定度中ꎬ天平称量(包括称量内标物和 ＤＯＮ)引
入的不确定度分量相对较高ꎮ 后期可以通过提高天平的精密度来降低定量核磁共振法定值引入的不确定

度ꎬ进而提高试验的准确性和可靠性ꎮ
通过 ＣＯＭＡＲ 数据库、国家标准物质信息服务平台查询发现ꎬ国内未见 ＤＯＮ 有证纯度标准物质ꎬ国际

上仅有 Ｒｏｍｅｒ 实验室研制的 ＤＯＮ 标准品 Ｂ￣ＭＹＣ０３２０￣Ｃ 和 Ｂ￣ＭＹＣ０３２５￣Ｃꎬ其纯度为 ９９.４％ꎬ不确定度为

０.６％ꎬ纯度低于本研究的 ＤＯＮ 纯度标准物质的纯度 ９９.５％ꎬ而不确定度大于本研究中 ＤＯＮ 纯度标准物质

的不确定度 ０.４％ꎮ 可见ꎬ本研究研制的 ＤＯＮ 纯度标物达到国际先进水平ꎮ
总之ꎬ本研究成功研制了 ＤＯＮ 纯度标准物质ꎬ量值为 ９９.５％±０.４％ꎬ均匀性良好ꎬ且满足 １２ 个月以上

的稳定性要求ꎮ 研制单位已采用该方法研制并成功申报国家一级标准物质ꎬ编号为 ＧＢＷ１０１６６ꎬ可用于农

产品中 ＤＯＮ 的定性和定量检测ꎬ以及 ＤＯＮ 检测方法的评价ꎮ 该标准物质的研制成功ꎬ填补了目前国内

ＤＯＮ 一级纯度标准物质的空白ꎬ为国家农产品质量安全风险评估与监测溯源体系的建立提供了重要的技

术支持与物质保证ꎮ
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