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摘要:目的:建立鳗鱼肉粉中甲苯咪唑代谢物氨基甲苯咪

唑基体标准物质的研制及定值方法.方法:通过药浴甲

苯咪唑养殖鳗鱼的方式获得阳性样本,经冷冻干燥、真空

包装和辐射灭菌等 过 程 制 得 氨 基 甲 苯 咪 唑 基 体 标 准 物

质,并考察其均匀性、稳定性、协同定值和不确定度.结

果:该方法所制备的基体标样均匀性良好,能够适应低

温、常温、长距离运输等环境,在－１８℃下能够保存１２个

月以上,经８家资质检验机构的协同定值,氨基甲苯咪唑

特性值为(３５．３±６．４)μg/kg(k＝２).结论:该基体标准

物质达到国家标准样品的技术要求,能够满足鳗鱼肉中

氨基甲苯咪唑残留检测的质量控制和方法验证的需求.

关键词:鳗鱼肉粉;氨基甲苯咪唑;代谢物;残留;基体标

准物质

Abstract: Objective: A method for the preparation and

determinationofaminoＧmebendazolematrixreferencematerialin

eelmusclepowderwasestablished．Methods:Apositivesample

was obtained by culturing eels with mebendazole and was

preparedinto aminoＧmebendazole matrix reference material,

which wentthrough freezeＧdrying,vacuum packaging,and

radiationsterilizationinturn．Anditshomogeneity,stability,

cooperative setting value,and uncertainty were examined．

Results:Thismatrixreferencematerialhasgooduniformityand

canadapttolow temperatures,normaltemperatures,longＧ

distancetransportation,andotherenvironments．Itcanbestored

formorethan１２monthsunder－１８℃．Thecharacteristicvalue

ofaminoＧmethylimidazoleis(３５．３±６．４)μg/kg(k＝２)through

thecollaborativesettingof８qualificationinspectioninstitutions．

Conclusion:Thismatrixreferencematerialmeetsthetechnical

requirementsofnationalstandardsamplesandcanmeettheneeds

ofqualitycontrolandmethodvalidationforaminoＧmebendazole

residuedetectionineelmuscle．Thisstudycanprovideagood

referenceforthedevelopmentoffoodmatrixreferencematerials．

Keywords:eelmusclepowder;aminoＧmebendazole;metabolites;

residues;matrixreferencematerial

中国是全球最大鳗鱼养殖国,鳗鱼产量占全球总产

量的８０％ 以 上[１].鳗 鱼 在 生 长 过 程 中 易 受 寄 生 虫 感

染[２],这些寄生虫会影响鳗鱼的生理学和生活史许多特

征,甚 至 导 致 种 群 崩 溃[３].甲 苯 咪 唑 (Mebendazole,

MBZ)是一种苯并咪唑类广谱抗寄生虫的合成药物,通过

对虫体肠细胞浆微管的摧毁进而阻断细胞对葡萄糖的转

运和吸收[４],对钩虫[５]、蛔虫[６]、蛲虫[７]、鞭虫[８]、线虫[９]

等多种寄生虫具有良好的驱除效果,是鳗鱼养殖中寄生

虫感染的主要治疗药物[１０－１１].但 MBZ及其主要代谢产

物羟基甲苯咪唑(HydroxyＧmebendazole,MBZＧOH)和氨

基甲苯咪唑(AminoＧmebendazole,MBZＧNH２)会在动物体

内残留且具有生物毒性[１２－１５],因此 MBZ是动物源性食

品兽药残留的重要监控对象.目前国外多数国家规定水

产品中 MBZ的最大残留限量为０．１mg/kg[１６],日本肯定

列表对其限量为０．０２mg/kg[１７],美国和加拿大执行的最

新规定为０．０５mg/kg.因为中国 GB３１６５０—２０１９未规

定该兽药在水产品中的最大残留限量,据美国食品药品

管理 局 (FDA)消 息,近 年 来 因 烤 鳗 中 频 繁 检 出

MBZＧNH２,美国对中国多家出口企业相关产品实施自动

扣留,导致中国鳗鱼出口损失较大.

目前,对 MBZ的测定只使用纯品标准物质进行定量

检测[１１－１２],难以有效避免样品基质效应对检测结果的干

扰[１８].基体标准物质是一种新型标准物质,它将目标分

析物与样品基质进行结合,具有实际样品特性以及足够

均匀性和稳定性特征值,由于其目标化合物比基体更接

近真实检测样品,能够有效降低检测过程中的基质效应,
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保障检测结果的准确性,被广泛用于实验室质量控制工

作[１９－２０].中国食品类基体标准物质的研究正值起步发

展阶段,研制出的基体标准物质主要涉及谷物[２１]、水产

品[２２]、乳制品[２３]、茶叶[２４]、畜禽肉[２５]等,食品类标准物质

覆盖面窄,与实际需求仍有巨大缺口[２６],且国家标准物质

资源共享平台中未发现鳗鱼肉中 MBZ及其代谢物的基

质标准物质.研究拟以鳗鱼肉组织对 MBZ及其代谢产

物 MBZＧOH 和 MBZＧNH２的代谢规律为基础,通过真空

冷冻干燥均匀化技术,制备鳗鱼肉粉中 MBZＧNH２基体标

准物质,以期为鳗鱼制品中 MBZＧNH２的量值溯源、分析

检测、质量控制、实验室能力验证、分析方法的准确性评

估和验证等提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

鳗鱼(Anguillidae):长乐聚泉食品股份有限公司;

包装材料:采用双层平口袋包装,其中外包装袋材质

为铝箔复合材料,内包装袋材质为聚乙烯;

MBZ、MBZＧOH、MBZＧNH２标准品:色谱纯,德国 Dr．
Ehremstorfer公司;

乙腈、甲酸、冰乙酸:色谱纯,德国 Merck公司;

超纯水:符合GB６６８２—２００８Ⅲ级水标准,实验室自制.

１．２　仪器与设备

高效液相色谱—串联质谱仪:XevoTQＧS型,配有电

喷雾离子源,美国 Waters公司;

高速冷冻离心机:AllegraVＧ１５R 型,美国 Beckman
Coulter公司;

电动肉丸机:YQＧ６型,中国佛山俊凌厨具电器厂;

拍击均质器:stomacher３５０型,英国Seward公司;

电子分析天平:BSA１２４S型,德国Sartorius公司;

涡旋振荡器:VORTEX１型,德国IKA公司;

MCX固相萃取柱:６０mg/３mL,美国 Waters公司.

１．３　方法

１．３．１　候选物的制备　取适量的兽药 MBZ水剂,用水稀

释后均匀泼洒入池,使鱼池中 MBZ质量浓度约为１mg/L,

静置过夜;取７０条重量约为２５０g的鳗鱼,暂养在装有循

环充气的水箱中,每天换１次水,用药３d后停药,休药第

９天捞出宰杀,去皮、去骨、去内脏,取肉部分,混合搅碎,

混匀制成鳗鱼肉糜.

１．３．２　样品制备　将鳗鱼肉糜进行真空冷冻干燥制得冻

干鳗鱼肉粉,水分含量＜５％.冻干粉粉碎、过３５目筛,

得鳗鱼肉粉样品,用聚乙烯内袋及铝箔复合袋进行真空

包装,最小包装总单元数约４３２袋,每袋８~１０g,贴标签

并编号;辐照灭菌(６０CoＧγ,１２kGy);于－１８℃保存.

１．３．３　样品均匀性与稳定性试验

(１)均匀性检验:按JJF１３４３—２０１２执行.

(２)稳定性检验:按JJF１３４３—２０１２执行.

１．３．４　定值及朔源性　采用邮政网络协同定值[２７],选择

８家具备 MBZ及其代谢产物检测能力的资质检验机构作

为协作定值实验室,分别用编号 L００１~L００８表示,每个

机构测定３个样品,每个样品独立重复测定２次.检测

数据的定值与离散性检验、不确定度评估方法参照文献

[２８].

１．３．５　MBZ及其代谢产物检测　准确称取１．２５００g样

品于离心管中,加入３．７５mL超纯水充分混匀使其复原

为鱼糜,浸泡３０min,参照SN/T２６２４—２０１０对 MBZ及

其代谢产物进行提取和净化,上机检测.色谱条件为:

watersAcquityUPLCC１８(１．６μm,３mm×１００mm);流
动相 A为５mmol/L乙酸铵溶液－０．２％甲酸溶液;流动

相 B为１００％乙腈溶液;梯度洗脱程序:０~１min,１０％
B;１~２min,１０％~８０％ B;２．０~４．５min,８０％ B;４．５~
６．０min,８０％~１０％ B;流速０．３mL/min;柱温３５℃;进
样量５μL.质谱条件为:多反应监测(MRM)扫描模式;

电喷雾离子源(ESI);正离子扫描;脱溶剂气温度６５０℃,

流速８００L/h;毛细管电压３．０kV.其他 MRM 质谱参数

见表１.

表１　MBZ及其代谢物的主要质谱参数†

Table１　MS/MSparametersofMBZandits
metabolites

化合物
母离子

(m/z)

子离子

(m/z)

锥孔电

压/eV

碰撞能

量/eV

MBZ ２９６．２
１０５．１∗ ３３ ２８

２６４．２∗ ３３ ２０

MBZＧNH２ ２３８．２
１０５．１∗ ３５ ２５

１３３．１ ３５ ３５

MBZＧOH ２９８．２
１６０．１∗ ３３ ３０

２６６．１∗ ３３ ２８

　†　∗为定量离子.

２　结果与分析

２．１　MBZ及其代谢物在鳗鱼肉中的代谢规律及标样的

选择

　　由图１可知,鳗鱼肉中 MBZ及其代谢物含量随休药

时间的延长先降低后趋于稳定;鳗鱼肉组织对 MBZ和

MBZＧOH 的降解能力强,自休药的第４天起已降至极低

水平;而 MBZＧNH２至休药的第８天才降至较低水平,且
难以被鳗鱼肉组织完全降解,从而形成稳定的兽药残留,

因此 MBZＧNH２适合被制备为鳗鱼肉中的基体标准物质.

为使鳗鱼肉中 MBZＧNH２基体标准物质来源稳定且不受

MBZ和 MBZＧOH 的干扰,确定休药后第９天为最佳取

样点.

１５
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图１　鳗鱼肉组织中 MBZ及其代谢物在休药后

随时间的变化趋势

Figure１　 Trendsof MBZandits metabolitesineel
musclewithtimeafterdrugwithdrawal

２．２　鳗鱼肉粉中 MBZＧNH２基体标准物质的制备

基于 MBZＧNH２的代谢规律,在休药后第９天进行样

品采集和标品制备.为保证样品的均匀性,使用电动肉

丸机将鳗鱼肉进行粉碎,再将粉碎后的鱼糜边搅拌边进

行拍击均质.鳗鱼含油脂较多,直接以糜样的形式保存

很容易析出油脂而影响目标化合物含量,研究采用真空

冷冻干燥技术能够克服上述缺陷,冻干鱼糜粉末复水性

好,且复溶后的鱼浆能极大程度地还原其基体特性.该

冻干产品易于水分控制且方便贮藏和运输.对冻干后的

样品进行粉碎,过３５目筛,研制好的样品经双层真空包

装后再进行辐照灭菌,所制备的 MBZＧNH２基体标准物质

能在１年内保持无菌状态,以满足长期稳定性的考察需

求及实际贮藏应用需求.

２．３　鳗鱼肉粉中 MBZＧNH２基体标准物质的复水条件

优化

　　根据样品冻干前后的水分含量,确定复水质量比为

１∶３,同时考察了不同称样量(０．５０,１．００,１．２５,１．５０g)、

复水时间(１０,２０,３０,４０min)对 MBZＧNH２检测结果的影

响.结果表明,１．２５g为最佳称样量,３０min为最佳复水

时间,其分析结果的准确度和重现性最好.因此,确定该

标准样品的最小取样量为１．２５g,复水比例为１∶３.

２．４　鳗鱼肉粉中 MBZＧNH２基体标准物质的上机检验

取３份样本复水后按 SN/T２６２４—２０１０进行测定,

发现只 有 MBZＧNH２ 的 检 出 值 大 于 其 方 法 定 量 限,而

MBZ和 MBZＧOH 均未检出.

由图２可知,基体标准物质的图谱与标品溶液的图

谱高度相似,各离子对的峰形尖锐且无拖尾现象,目标峰

附近无杂峰干扰,说明基体标准物质中 MBZＧNH２的定性

检验并不受鳗鱼肉粉中其他物质的干扰,进一步验证了

取样点及复水条件的合理性.

图２　标准溶液及基质样品的选择离子监测色谱图

Figure２　SelectedionchromatogramsofMBZＧNH２standardsolutionsandmatrixsamples

２．５　鳗鱼肉粉中 MBZＧNH２基体标准物质的基本属性

２．５．１　均匀性　随机抽取１２份所制备的基体标准物质

进行检测分析,鳗鱼肉粉中 MBZＧNH２含量测定结果以及

方差分析结果见表２.查表得F０．０５(１２,３６)＝２．２１６３,鳗鱼

肉粉中 MBZＧNH２ 标 准 物 质 的 F 计 算 值 为 ２．１１９７,

FMBZＧNH２＜F０．０５(１２,３６),表示在９５％的置信区间内,所研制

的鳗鱼肉粉 MBZＧNH２基体标准物质的均匀性良好,符合

试验测试需求.

２．５．２　稳定性　由表３可知,所有样品均未出现胀袋、霉

变、形态、质构等方面的异常变化,说明２．２中样品的制备

和包装方式符合短期贮藏需求;对 MBZＧNH２进行含量检

测,样品在暴晒环境中 MBZＧNH２含量下降明显,FＧ检验

表明:在α＝０．０５显著水平条件下,FMBZＧNH２ ＝１．３００７＜

Fcrit(５．１４３),３组试验的测试结果之间无显著性差异,所

研制的 MBZＧNH２基体标准物质能够在短期内保持稳定,

且满足长距离运输需求.

　　长期稳定性检验参照 GB１５０００．３—２００８,即－１８ ℃
低温贮藏１年,并在多个时间点跟踪监测 MBZＧNH２的含

量变化情况,测定结果见表４.由表４可知,在９５％置信

区间内,F＝０．１４８８＞０．０５,不显著,说明贮藏时间不影响

MBZＧNH２的含量变化,因此认为该基体标准物质能够在

１２个月保持稳定.

２．５．３　定值与离群值检验　将同批次未拆封的样品送至

８家资质检验机构(８组)进行MBZＧNH２含量检测,结果

２５
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表２　鳗鱼肉粉中 MBZＧNH２基体标准物质的

均匀性方差分析†

Table２　AnalysisofhomogeneityofMBZＧNH２ matrix
standardsineelmusclebyvarianceanalysis

μg/kg

序号 N１ N２ N３ 均值

１ ３４．６ ３２．７ ２７．３ ３１．５

２ ３２．８ ３２．２ ３５．６ ３３．５

３ ３６．１ ２８．２ ４３．１ ３５．８

４ ３３．７ ３２．９ ３２．７ ３３．１

５ ３５．５ ３２．６ ４２．７ ３６．９

６ ３２．８ ４２．２ ３４．４ ３６．５

７ ３８．９ ３９．５ ３４．７ ３７．７

８ ３５．８ ３３．０ ３８．２ ３５．７

９ ２９．３ ３５．３ ３３．０ ３２．５

１０ ２７．２ ２８．５ ３１．０ ２８．９

１１ ３８．６ ３７．６ ３７．８ ３８．０

１２ ３０．４ ３０．３ ３０．２ ３０．３

　†　组间方差S２
１＝２６．９５９９,组内方差S２

２＝１２．７１８３;统计量

F＝２．１１９７,F０．０５(１２,３６)＝２．２１６３.

见表５.由表５可知,８组数据未发现异常值,说明８家资

质检验机构的检测结果数据稳定;以夏皮洛—威尔克

(ShapiroＧwilk)检验法对８组数据的均值进行正态分布检

验,计算得W＝０．９７０＞W(４８,０．９５)＝０．９４７,说明检测数

据服从正态分布;继续采用科克伦法检验８组数据的平

均值是否等精度,计算得出C＝０．３３０,满足C＜C０(０．０５,

８,６)＝０．３６０;继续对检测结果进行单侧和双侧格拉布斯

检验,结果表明统计量G 值(G２１＝０．３０６０,G２p＝０．９７３８)

均＞G２(５％,８)＝０．１１０１,说明８家资质检验机构对鳗鱼

肉基体中 MBZＧNH２检测结果无离群值,因此所有单元的

数据均可参与定值.

２．５．４　不确定度评估　不确定度表征被测量值的分散

表３　鳗鱼肉粉中 MBZＧNH２基体标准物质的短期

稳定性检测结果†

Table３　ResultsofshortＧtermstabilitytestingofMBZＧNH２

matrixstandardsineelmuscle μg/kg

处理

条件

外观检验

胀袋 肉粉异变

MBZＧNH２含量检测

N１ N２ N３ 均值

－１８℃ 否 否 ３１．６ ３６．１ ３３．６ ３３．８

２５℃ 否 否 ３６．３ ３２．７ ３３．３ ３４．１

邮寄 否 否 ３２．１ ３１．９ ３２．０ ３２．０

暴晒 否 否 １３．７ １７．０ １７．５ １６．１

　†　前３种处理条件:组间方差S２
１＝３．８２１１１１,组内方差S２

２＝

２．９３７７７８,统计量F＝１．３００７,F０．０５(３,９)＝５．１４３２.

表４　鳗鱼肉粉中 MBZＧNH２基体标准物质的长期

稳定性检测结果

Table４　ResultsoflongＧtermstabilitytestingofMBZＧ
NH２ matrixstandardsineelmuscle μg/kg

时间/

月

样１

N１ N２ N３

样２

N４ N５ N６
均值

１ ３８．９ ３２．７ ４０．１ ２９．７ ３２．１ ２８．３ ３３．６

２ ３３．５ ２８．０ ３２．５ ３３．５ ２６．２ ３２．８ ３１．１

３ ２８．６ ３２．４ ３０．５ ３３．０ ２９．４ ３０．５ ３０．７

４ ３８．８ ２９．０ ３１．９ ４０．１ ２９．５ ３０．８ ３３．４

５ ３６．５ ２６．８ ３０．１ ３４．６ ２６．９ ２８．９ ３０．６

６ ４２．２ ３０．１ ３１．２ ３８．１ ２６．６ ２８．６ ３２．８

１０ ３０．７ ２８．６ ３９．０ ３８．０ ４４．９ ２８．７ ３５．０

１２ ３４．４ ２９．３ ３９．５ ３５．６ ３０．０ ３８．１ ３４．５

性,其值大小与测定结果可信赖程度相关联[２９－３０],根据

标准物质统计方法指南规定,评估合作定制方法得到定

值结果的不确定度,通过测定值标准不确定度、瓶间标准

不确定度、长期稳定性不确定度的合成并扩展来评定,最
终确定 MBZＧNH２特性值为(３５．３±６．４)μg/kg(k＝２).

表５　协同定值

Table５　Cooperativesettingvalue(n＝３)

机构编号
MBZＧNH２含量/(μgkg－１)

N１ N２ N３ N４ N５ N６ 均值

标准偏

差/％

L００１ ３８．３ ３５．１ ３７．０ ３３．１ ３６．４ ３９．４ ３６．６ ２．２５

L００２ ３５．３ ３８．２ ３４．９ ３８．５ ３１．０ ３４．５ ３５．４ ２．７５

L００３ ３６．８ ３４．６ ３５．７ ２９．８ ３０．６ ３０．８ ３３．１ ３．００

L００４ ３８．０ ３１．８ ３７．１ ２８．１ ３０．２ ２８．７ ３２．３ ４．２６

L００５ ３３．８ ３６．８ ３８．０ ３９．１ ４１．５ ３９．６ ３８．１ ２．６５

L００６ ３５．３ ２８．３ ３７．９ ４３．３ ３３．７ ４０．２ ３６．５ ５．２６

L００７ ３８．０ ３８．９ ４６．４ ４９．６ ３２．７ ３６．９ ４０．４ ６．３３

L００８ ３１．７ ３１．８ ２５．８ ２８．１ ３２．４ ２８．７ ２９．８ ２．６３

３５
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３　结论

对甲苯咪唑休药第９天时制得的含氨基甲苯咪唑鳗

鱼肉糜,采用联合冷冻干燥、真空包装和辐射灭菌技术,

研制得鳗鱼肉粉中氨基甲苯咪唑自然基体标准物质.结

果表明,复水后该基体标准物质上机检测效果良好,能够

满足鳗鱼中氨基甲苯咪唑质量控制和方法验证需求,可
保证测定结果的可靠性、可比性和溯源性.根据鳗鱼肌

肉组织对甲苯咪唑的代谢特征,未来在甲苯咪唑喂药过

程中使用其代谢抑制剂以及单独喂药羟基甲苯咪唑有望

分别获得甲苯咪唑和羟基甲苯咪唑标准物质.
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