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摘$要!目的$目前国内尚缺乏用于质量控制的镰刀菌毒素类生物标准物质!通过研制面粉中脱氧雪腐镰刀菌烯

醇化合物的标准物质!期望填补该方面的空缺" 方法$选择满足 ;;:’&&/(#,)一级标准物质*候选物筛选原则和

要求的面粉样品作为研制对象!经均质#分装#灭菌后!以同位素稀释-液相色谱-串联质谱法测定脱氧雪腐镰刀菌烯

醇含量!经均匀性和稳定性试验后!采用 . 家实验室联合定值的方法对面粉基质中脱氧雪腐镰刀菌烯醇含量进行

定值及不确定度分析" 结果$随机抽取 ’/ 袋样品作均匀性检验!分析结果经 8检验!统计量 8g8+ !a& 0&+ ,的临界

值!样品均匀性良好" 在室温 !+ f放置一年#,, f放置 ’, 天后分别进行了检测!考察其稳定性!测试结果显示特

征值在考察时间范围内无明显变化" 采用同位素稀释-液相色谱-串联质谱法!与国内 . 家权威机构实验室进行协

同定值!研制得到脱氧雪腐镰刀菌烯醇特征值为+! %// i’.",&O1LO" 结论$本研究提出了面粉中脱氧雪腐镰刀

菌烯醇标准物质的研制!为镰刀菌毒素类化合物检测提供质控参考和能力评价依据"

关键词!面粉& 脱氧雪腐镰刀菌烯醇& 真菌毒素& 同位素稀释-液相色谱-串联质谱法& 标准物质& 食品安全& 食品

污染物
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$$脱氧雪腐镰刀菌烯醇#\Z9$"又称为呕吐毒素
#Q@M<D@̂<>$+ 该类毒素是镰刀菌在适宜的环境条件

下产生的有毒代谢产物"不仅污染小麦,大麦,玉米
等禾谷类作物"也危害肉,奶等畜产品 )’* + 该毒素
除了会引起机体胃肠道急性呕吐反应外"长期摄入
还可影响动物的生长,繁殖"以及对血液系统,免疫
系统等均有不容忽视的影响 )!-,* +

脱氧雪腐镰刀菌烯醇是目前国内外粮谷类食
品中检出率最高,污染最普遍的真菌霉素"我国对
脱氧雪腐镰刀菌烯醇的暴露监测及污染控制已经
全面展开+ 液相色谱-质谱联用法"为目前国际公认
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的最有效的检测目标化合物的确证方法"也是国际
许多生物标准物质研制定值的方法之一+ 该方法
可采用多种前处理方法"包括免疫亲和柱净化法,

多功能柱净化法和固相萃取柱净化法等 )+-.* "且适
用范围较广"基本适用于食品基质的多样性与复杂
性+ 近十年来"本课题组不断地创新和完善真菌毒
素检测和筛查方法"采用同位素稀释-质谱法建立了
多种真菌毒素的定性定量检测平台 ).-#* "并在国际
真菌霉素检测定量考核中表现很好+

食品与农产品本身固有易变化的特性"使得单
纯采用传统的纯化学物质标准品检测方法已难以
满足日渐增长的要求"需要同时采用纯化学物质标
准品与基体标准物质对检测体系进行评价+ 标准
物质作为具有准确量值的测量标准"既可用于量值
溯源及实验室质量保证能力的评价"也能对监测体
系做出客观的评价 )’&* + 截至目前为止"国际标准物
质数据库#(ZT)*$可查的面粉中脱氧雪腐镰刀菌
烯醇标准物质仅有国际上的 N(*-%"",N(*-%#/ 和
U*T-N(/&& % 种 )’’* "售价昂贵"且购买不便"远不能
满足国内监测的需要+ 而我国尚未有自行研制的
脱氧雪腐镰刀菌烯醇生物标准物质+ 因此"研制粮
谷类食品中脱氧雪腐镰刀菌的标准物质迫在眉睫+

本文以天然食品面粉为候选物"研制了脱氧雪
腐镰刀菌烯醇标准物质"这将是我国首个真菌毒素
生物标准物质"以期为我国食品中的脱氧雪腐镰刀
菌烯醇暴露评估与控制提供测量校准和质量控制+

’$材料与方法
’0’$材料
’0’0’$原料样品的选择及候选物的制备

根据浙江省 !&’!!!&’, 年谷物中脱氧雪腐镰
刀菌烯醇的风险监测结果发现"在小麦粉样品中"
脱氧雪腐镰刀菌烯醇检出率高达 #+‘以上"且含量
分布较为宽泛+ 因此"在市场上采集的小麦粉样品
可较为充分地反映样品采集的广泛性及代表性"从
而可在一定程度上体现出研究结果的普遍性+ 根
据 ;;:’&&/!#,’一级标准物质( )’!*的要求对市售
面粉样品进行筛选"将同一批次不同包装的样品等
分在干粉混料机内搅拌混匀 ’! 6+ 混合后样品使用
铝箔袋分装 +&& 袋"每包装约 ’&& O+ 为了保证脱氧
雪腐镰刀菌烯醇标准物质在存放过程中的稳定性"
使用 (@-/& "射线对样品进行照射灭菌"照射剂量
为 + L:J"在 !+ f密封箱中保存+
’0’0!$主要仪器与试剂

bEQ@Pc超高压液相色谱-质谱联用仪 #美国
A=DEFK$,分析电子天平,离心机,氮吹仪,TJ4@IES#

!!/ 多功能净化柱#奥地利 *@MEF[=?$+

脱氧雪腐镰刀菌烯醇#(’+8!&Z/"()I%+’,.’-’&-
."Y*TT-%’+"欧盟委员会联合研究中心标准物质与
测量研究院$"’%(-脱氧雪腐镰刀菌烯醇同位素#纯度
$##‘"奥地利 *@ME[=?$"乙腈,甲醇均为色谱纯"氨
水#分析纯$"试验用水为超纯水+ 小麦粉标准物质
)P*-\’&&"标示值#&0. i&0!$MO1LO"美国 PF<C@OJ*+
’0!$方法
’0!0’$样品的提取与净化

准确称取样品 !0& O"加入适量同位素内标溶
液"’& MC乙腈-水 # ., l’/";<;$ 溶液超声提取
!& M<>+ ’& &&& F1M<> 离心 + M<>"取上清液按照
TJ4@IES#!!/ 多功能净化柱说明书净化+ 取 + MC
净化液于 +& f氮气下吹干"’ MC初始流动相复溶"
过滤进样+
’0!0!$仪器条件

色谱%A=DEFK)4dB<DJV_[(NU8 (’. 色谱柱
#!0’ MM m+& MM"填料粒径 ’0" &M$"流动相以
&0&’‘氨水为水相#)$"乙腈为有机相#N$"线性梯
度洗脱%& h&0. M<>"!‘N&%0& h,0& M<>"!,‘N&
/0& h/0# M<>"’&&‘N&/0# h"0& M<>"!‘N+ 进样
量 + &C+

质谱%电喷雾离子源#UIY$"负离子模式&毛细
管电压 !0+ Lj&离子源温度 ’+& f&脱溶剂气温度
+&& f&多反应监测模式%\Z9离子对参数 5<=!#+
n!/+,!#+ n’%.&’% (-\Z9同位素内标离子对参数
5<=%’& n!"#,%’& n!/’+
’0!0%$均匀性考察

按照抽样方案 )’%*规定"从制得的 +&& 袋包装中
随机抽取 ’/ 袋进行均匀性检测"随机编号 ’ h’/+

每一袋样品重复测定 % 次"样品检测每次最小取样
量为 !0& O+
’0!0,$稳定性考察

取制备的标准物质 %& 袋"分为 ’& 组"每组 %
袋"分别在 !+ f#+ 组$,,, f#, 组$条件下保存+

测试时间分别为样品制备完成后当天"!+ f存放第
&,’,%,/,’! 月和 ,, f存放第 &,’,",’, 天+ 测定
时随机取样 ’ 组"每组测定 % 次+

!$结果与分析
!0’$均匀性检验

均匀性检验的数据采用 8检验进行统计分析"

此法是通过组间变动性#3’
!$和组内变动性# 3!

! $的
比较来判断各组测量值之间有无系统误差"如果二
者的比 8#8a3’

!<3!
! $小于统计检验的临界值 8!"

则认为样品是均匀的+ 从表 ’ 的检验结果数据可以
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看出"该统计量 8是自由度为#’+"%!$的 8分布变
量+ 根据自由度 #’+"%! $及给定的显著性水平 !
#本检验中取 !a&0&+ $"可由 8值表查得临界值
8#+"%!$ a!0&’"即 8g8!"则认为组内与组间差异无
统计学意义"样品是均匀的+
!0!$稳定性检验

稳定是生物类标准物质研制中的关键环节+ 脱
氧雪腐镰刀菌烯醇化学性质稳定"探索保存方式时发
现采用辐照杀菌方式不会引起脱氧雪腐镰刀菌烯醇
浓度的变化+ 以每组样品的平均值为各时间点的特
性值"采用一元线性拟合方程进行稳定性检验分析+
检验结果表明#表 !$"目标物浓度随时间的测定值在
规定时间内均无明显的上升或下降趋势"且变化范围
均在特征值及其不确定度范围内+ 因此该标准物质
在 ,, f的模拟运输条件下保存 ’, 天或室温#!+ f$
条件下保存一年"均能保持稳定"能够满足标准物质
实际的运输和保存要求+

表 ’$面粉中 \Z9均匀性分析检测结果#&O1LO$

P=?CE’$*EKBCDK@56@M@OE>E<DJ5@FHE@̂J><Q=CE>@C

<> R6E=D5C@BF

样品号1子编号 ’ ! % 均值 3’
! 3!

! 8

I)T(&’ ! +." ! /." ! +&! ! +#!

I)T(&! ! !+’ ! &++ ! ’"& ! ’+.

I)T(&% ! ,#& ! %’/ ! /%& ! ,"#

I)T(&, ! +%" ! +// ! %/" ! ,#&

I)T(&+ ! &.# ! !,/ ! %,/ ! !!"

I)T(&/ ! !!% ! ,// ! !/, ! %’.

I)T(&" ! ,.! ! +#, ! /+% ! +"/

I)T(&. ! /&. ! %#. ! +&# ! +&+

I)T(&# ! /&+ ! +"& ! .+, ! /"/

I)T(’& ! ,,& ! ",& ! %"/ ! +’#

I)T(’’ ! ,#! ! ",& ! %#+ ! +,!

I)T(’! ! %/% ! ,,% ! +%+ ! ,,"

I)T(’% ! %+/ ! ,+" ! .’& ! +,’

I)T(’, ! +’# ! "". ! ,,& ! +"#
I)T(’+ ! %"% ! /,& ! +%! ! +’+
I)T(’/ ! /.& ! /.+ ! +// ! /,%

!& ’’% ’# #&+ ’0&’

表 !$面粉中脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准物质稳定性#长1短期$检验分析结果
P=?CE!$*EKBCDK@5K6@FD-DEFM=>H C@>O-DEFMKD=?<C<D<EK5@FHE@̂J><Q=CE>@C<> R6E=D5C@BF

储存条件
储存
时间

样品测定值1#&O1LO$
’ ! % 均值 标准偏差

#值 结果判定

,, f

!+ f

& 天 ! ,". ! ,/# ! +&" ! ,.+ !& ! #&0&+ #,$ a!0".

’ 天 ! %+# ! "&+ ! !,+ ! ,%/ !%# &0%+ #g#&0&+ #,$ "差异无统计学意义
" 天 ! .#" ! /%! ! %,# ! /!/ !", &0.# #g#&0&+ #,$ "差异无统计学意义
’, 天 ! !.& ! +/% ! +%! ! ,+# ’+/ &0!# #g#&0&+ #,$ "差异无统计学意义
’ 个月 ! ,&/ ! !&’ ! %.+ ! %%’ ’’% !0%% #g#&0&+ #,$ "差异无统计学意义
% 个月 ! ,,# ! !#. ! ,,’ ! %#/ .+ ’0"/ #g#&0&+ #,$ "差异无统计学意义
/ 个月 ! %!. ! /,, ! !!’ ! %#. !!& &0/. #g#&0&+ #,$ "差异无统计学意义
’! 个月 ! ,%# ! !.. ! %## ! %"+ ". !0%+ #g#&0&+ #,$ "差异无统计学意义

$注%!为无数值

!0%$定值和质量控制
本研究邀请 . 家国内权威检测机构实验室进行

定值"各定值实验室可采用相同或相似的方法进行
测定+ 每个定值实验室随机派发样品 ! 份"每份样
品至少测定 % 次"最后至少提交 / 个数据+ 分析过
程中"要求定值实验室进行严格的质量控制"每次
测定均采用市售有证标准物质进行跟踪"溯源定值
方法的可靠性与准确性+ 汇总分析各定值实验室
质控样品检测结果#图 ’$"表明各测定值均在标示
范围内"即采用的分析方法与定量检测结果可靠+
对各实验室定值结果进行统计分析"计算平均值和
标准偏差"采用狄克逊法,达戈斯提诺准则,科克伦
准则等统计方法检验所得数据可否采纳保留"并将
所保留的测定结果平均值#! %// &O1LO$作为最终
定值结果#表 %$+

一般标准物质的不确定度主要由 % 部分组成%
!标准品纯度不确定度&"测量值不确定度&#物
质均匀性和稳定性不确定度+ 采取多家实验室联

图 ’$各定值实验室质控样检测结果汇总
G<OBFE’$*EKBCDK@5dB=C<DJ4@>DF@CM=DEF<=CK=>=CJWEH ?J

E<O6DÊSEFDC=?@F=D@F<EK

合定值时"测量分析过程中标准溶液配制,样品称
量,仪器检测以及回收率等影响因素引起的不确定
度均包括在测定值的标准偏差内"可从定值结果中
计算得到+ 本课题组所采用的定值标准品为有证
纯溶液"证书已标识不确定度+ 本课题组对其纯度
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$$$$表 %$经统计剔除后 . 家实验室定值数据汇总#&O1LO$

P=?CE%$*EKBCDKKB?M<DDEH 5@FD6E4EFD<5<4=D<@> @5D6E

HE@̂J><Q=CE>@C4@>DE>D

实验室
定值

’ ! % , + / " .
[=?-’ ! %%. ! %"! ! ’,. ! %#& ! !%& ! !’, ! %+. ! !#%
[=?-! ! ’’+ ! ’". ! !./ ! ’+# ! !/& ! !!! ! !,& ! !".
[=?-% % !#! % &.& % ’%& % &./ % &// % &’. ! .." ! #."
[=?-, ! !%% ! !,# ! !#. ! %+& ! !#% ! ’," ! !." ! !,/
[=?-+ ! //% ! +’! ! +%% ! /%& ! %## ! +!! ! ,&’ ! +#’
[=?-/ ! !!, ! %!’ ! !&. ! %+& ! %!+ ! %%’ ! +// ! ,..
[=?-" ! %/’ ! %!/ ! %,! ! %+" ! %," ! %,! ! ’"! ! !+#
[=?-. ’ #/! ’ .#’ ! &!# ! &!% ’ #%% ’ #+! ’ #/! ! ’++

实验室
定值

# ’& ’’ ’! ’% ’, ’+ ’/
[=?-’ ! ,%/ ! %!& ! ,+# ! !.. ! ! ! !
[=?-! ! !/# ! !"/ ! ’%, ! ’,& ! ! ! !
[=?-% ! #"’ ! ./, ! .,. ! #+& ! ! ! !
[=?-, ! %#! ! ’#! ! ’#% ! ’/! ! %.# ! %,’ ! !!! ! !!"
[=?-+ ! ++. ! +"" ! ,&+ ! +!! ! ! ! !
[=?-/ ! %"% ! ’%, ! %&& ! %./ ! ! ! !
[=?-" ! !&% ! !%! ! !+# ! ’## ! ! ! !
[=?-. ’ #!% ! &## ! &"/ ! &+& ! ! ! !

注%[=?-, 提供 ’/ 个数据"其他 " 家实验室均提供 ’! 个数据&!为
无数据

进行了验证"结果符合其标示值+ 物质均匀性和稳
定性不确定均可由均匀性和稳定性的检验统计数
据得到+ 从表 , 可以看出研制的标准物质各不确定
度分量对标准特征属性的总不确定度贡献不同"其
中各实验室定值结果相对标准偏差在可接受范围
内"且目标物质均匀性,稳定性良好+ 面粉标准物
质的定值及不确定度结果为#! %// i’."$&O1LO+

表 ,$面粉中脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准物质

含量定值及不确定度
P=?CE,$(EFD<5<EH Q=CBE=>H B>4EFD=<>DJ@5HE@̂J><Q=CE>@C

<> R6E=D5C@BF

化合物
相对不确定度分量1‘

44 446=F 4E 4K#YDK$ 4K#KDK$ 4

合成不
确定度
1#&O1LO$

标准值
1#&O1LO$

\Z9 !0% %0% &0’% %0! /0& "0# ’." ! %//

注%44标准品纯度不确定度&446=F测量值不确定度&4E均匀性不确定
度&4K#YDK$长期稳定性不确定度&4K#KDK$ 短期稳定性不确定度&4
合成相对不确定度

%$小结
经过样品的筛选,混合,均质,灭菌,分装等制

备工序"采用同位素稀释-液相色谱-串联质谱定量
法检测分析"联合 . 家权威检测机构实验室协同定
值"研制了均匀性,长1短期稳定性均良好的面粉中
脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准物质+ 本标准物质的研
制开创了国内食品中真菌毒素标准物质的研制工
作"是国内第一例采用天然污染的面粉样品基质"
为促进国内真菌毒素监测技术的提升提供技术支

持"也为国内食品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的暴露监
测数据的准确性提供依据+
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