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摘要：目的：为了给牛奶中阿莫西林残留分析提供量值溯

源的依据，同时也为保障国家和各地区牛奶中阿莫西林

监测工作的有效实施及打击阿莫西林的滥用提供量值标

准。方法：选取两头健康中产奶牛肌肉注射阿莫西林，药

物自然代谢一段时间后采集含有目标药物阿莫西林的牛

奶，通过真空冷冻干燥技术将其制成含有阿莫西林的牛

奶基体标准物质。对制备好的牛奶冻干粉基体标准物质

进行均匀性检验、稳定性检验、定值、不确定度评估。结

果：在均匀性检验中，获得的犉 值＜犉０．０５，表明制备的牛

奶冻干粉阿莫西林基体标准物质均匀性良好；在稳定性

检验中，短期稳定性检验（２５，４，－２０℃；２周）和长期稳

定性检验（４，－２０℃；６个月）结果显示其稳定性良好；通

过８家实验室对标准物质进行联合定值，最终定值结果

为４．０５μｇ／ｋｇ，总不确定度为０．２μｇ／ｋｇ。结论：研制的牛

奶冻干粉中阿莫西林基体标准物质的均匀性、稳定性良

好，可成为牛奶中阿莫西林量值溯源的载体，并能广泛应

用于牛奶中阿莫西林检测的方法学验证与质量控制。
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阿莫西林（Ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ，ＡＭＯ）是一种常见的半合成

广谱β内酰胺类抗生素，是奶牛养殖中常用的一种抗生

素，对治疗奶牛乳房炎有很好的效果，但随着阿莫西林的

大量使用，加上养殖户不严格遵守休药期规定，引发了一

系列的食品安全问题，其中最为突出的就是牛奶中阿莫

西林大量残留的问题［１］。

近年来，中国基体标准物质研发速度较快，数量也在

稳步增长，但与欧美国家差距仍然很大，尤其是动物源性

食品相关的兽药基体标准物质数量较少，被国家标准物

质资源共享平台收录的仅３９种
［２－３］。其中乳制品相关的

基体标准物质数量更少，被收录的主要是关于亚硝酸盐、

黄曲霉毒素、三聚氰胺等非法添加物的基体标准物质，兽
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药相关的基体标准物质仅有两种且均为二级标准物质，

分别为“牛乳粉中磺胺二甲嘧啶残留分析标准物质［ＧＢＷ

（Ｅ）１００７５０］”和“牛乳粉中氯霉素残留分析标准物质

［ＧＢＷ（Ｅ）１００７５２］”。杨赵伟等
［４］进行了冻干羊奶中伊维

菌素基体标准物质的研制，刘天和等［５］进行了羊奶冻干

粉中恩诺沙星基体标准物质的研制。比利时／欧洲联合

研究中心（ＪＲＣ）近期收录了脱脂奶粉中土霉素基体标准物

质，但总体来看，国内和国外乳制品相关的兽药基体标准

物质数量上都是比较匮乏的，远远满足不了行业发展的需

求［６］。研究拟开展牛奶冻干粉中阿莫西林基体标准物质

的研制，旨在为牛奶中阿莫西林残留分析提供量值溯源的

依据，同时也为保障国家和各地区牛奶中阿莫西林监测工

作的有效实施及打击阿莫西林的滥用提供量值标准。

１　材料与方法
１．１　仪器与设备

超高液相色谱串联质谱仪：ＷａｔｅｒｓＸｅｖｏＴＭ ＴＱＳ型，

美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；

真空冷冻干燥机：ＦＤ１８０型，北京博医康实验仪器

有限公司；

刀式研磨仪：ＧＭ２００型，德国Ｒｅｔｓｃｈ公司；

旋转蒸发仪：Ｒ２００型，瑞士ＢＵＣＨＩ公司；

高速冷冻离心机：５８０４Ｒ型，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；

超纯水仪：ＭｉｌｌｉＱ型，美国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司；

氮 吹 仪：ＮＥＶＡＰ２４ 型，美 国 Ｑｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ

Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ公司；

漩涡混合仪：ＭＩＸ２５００型，北京方正生物技术发展

有限公司；

多管涡旋振荡器：ＶＸⅢ型，安简（北京）科技有限公司；

超声波清洗器：ＫＱ８００ＥＳ型，昆山市超声仪器有限

公司；

酸度计：ＰＢ１０型，德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；

２０孔固相萃取装置：美国 Ｗａｔｅｒｓ公司。

１．２　材料与试剂

阿莫西林标准对照品：纯度≥９８％，批号Ｃ１６１４００３，

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

阿莫西林ｄ４内标：纯度≥９６％，批号 Ａ６３４２３８，加拿

大ＴＲＣ公司；

阿莫西林钠：纯度≥９８％，兽药字（２０１２）０３００１６１７６，

通过了 ＱＭＳ、ＥＭＳ、ＯＨＳＭＳ认证，河北远征药业有限

公司；

甲醇、乙腈、乙酸：色谱纯，赛默飞世尔科技（中国）有

限公司；

正己烷：色谱纯，北京迪科马科技有限公司；

无水乙醇、磷酸二氢钠：分析纯，国药集团化学试剂

有限公司；

ＨＬＢＣ１８ＳＰＥ柱：５００ｍｇ，２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．６μｍ，

美国 Ｗａｔｅｒｓ公司。

１．３　标准物质制备浓度范围的选择

ＧＢ３１６５０—２０１９规定，牛奶中 ＡＭＯ 最高限量为

４μｇ／ｋｇ。因此，将４μｇ／ｋｇ作为牛奶冻干粉中阿莫西林

基体标准物质的目标浓度，一方面可以对实测牛奶样品

中的ＡＭＯ含量进行界定，对于阳性样品作为一个量值

标准；另一方面在进行牛奶中 ＡＭＯ含量检测方法学验

证时，可将其作为一个质控标准，考察其准确度［７］。

１．４　试验动物给药

选用自然代谢方式，通过对奶牛注射目标药物阿莫

西林，使药物在动物体内自然代谢，药物自然代谢一定时

间后收集含有阿莫西林的样品基质，然后进行基体标准

物质的制备，药物代谢时间参照文献［８－９］。选择２头

健康中产奶牛（体重７００ｋｇ，日均产奶量４０ｋｇ）肩胛前部

的肌肉和臀部肌肉给药，注射剂量为７．１ｍｇ／ｋｇ，溶剂选

择生理盐水。

１．５　牛奶的收集和保存

给药前将试验奶牛单独饲养，给药前３ｄ每天上、下

午各采一次牛奶，将所采集牛奶混装作为空白牛奶。空

白牛奶需要进行阿莫西林含量检测和奶牛乳房炎检测，

确定无阿莫西林残留和奶牛乳房炎症状后，第４天开始

给药，连续给药３ｄ。由于阿莫西林在奶牛体内消除快，

半衰期短，所以必须在给药后较短时间内收集牛奶，第３

天给药后１５ｍｉｎ立刻收集牛奶，上、下午收集的牛奶需分

装，采集好的牛奶于－２０℃冻存。将获得的含有目标药

物阿莫西林的牛奶混合，并按ＧＢ／Ｔ２２９７５—２００８测得牛

奶中阿莫西林含量为７．６μｇ／ｋｇ，然后使用空白牛奶将其

稀释到４μｇ／ｋｇ。

１．６　牛奶的干燥处理

采用真空冷冻干燥技术对收集的牛奶进行干燥处

理［１０］。将采集的牛奶转移到锡纸盒（直径１２０ｍｍ，深度

５０ｍｍ）中进行冷冻干燥，冷阱温度为－８０℃，真空度为

１０～２０Ｐａ，冻干时间为７２ｈ。

１．７　牛奶冻干粉的混匀与分装

采用刀式混合研磨仪以２０００ｒ／ｍｉｎ粉碎１５ｓ，过

０．９ｍｍ 孔径筛，样品收集到干净的不锈钢容器中混匀

２ｈ，于－２０℃密封贮藏备用。将样品分装于５ｍＬ的棕

色螺口瓶中，每瓶０．５ｇ。棕色螺口瓶全部用甲醇清洗，混

匀分装过程需在洁净间完成，最终分装的样品总数为

５００份，于－２０℃避光冷冻。

１．８　标准物质的均匀性检验

根据ＪＪＧ１００６—１９９４，当总体样本数少于５００份时，抽取

单元数不少于１５份，当总体样本数大于５００份时，抽取单元

数不少于２５份
［１１］。根据ＪＪＦ１３４３—２０１２，标准物质的均匀性

评价一般采用单因素方差分析法（犉值检测法）
［１２］。

１．９　标准物质的稳定性检验

稳定性检验一般包括短期和长期稳定性检验，稳定
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性检验需在均匀性检验后进行。稳定性评估一般采用

（经典）线性模型，对此模型中的特性量值而言，期望直线

的截距（在不确定度范围内）等于该标准物质的定值结

果，同时直线的斜率接近于零。犡 表示时间，犢 表示特征

值，拟合成一条直线，通过比较狋０．９５，狀－２×狊（β１）与｜β１｜的

大小判断是否稳定［１３］。

除了考察保存温度外还考察了运输条件，即利用快

递将样品寄送到中国气候差异比较大的广州（邮寄２ｄ）、

乌鲁木齐（邮寄２．５ｄ）、哈尔滨（邮寄２．５ｄ）３个城市，分别

于２５，－２０，４℃贮藏１４ｄ。根据二级标准物质最低要求

考察标准物质的长期稳定性，考察时间６个月
［１４］。

１．１０　定值和不确定度评估

样品通过均匀性检验后，对其进行准确测量并对获

得的数据进行系统的分析和处理即为标准物质的定

值［１５－１６］。采用多个实验室使用一种或多种已证明准确

性的方法联合定值（一般８个以上）。获得的定值数据需

要用柯克伦（Ｃｏｃｈｒａｎ）准则判断其中的可疑数据，然后利

用狄克逊法（Ｄｉｘｏｎ）检验数据当中是否存在离群值，如果

存在可进行剔除，数据经处理后余下的正常数据求其平

均值［１７］。

２　结果与讨论
２．１　两个冻干参数的确定

２．１．１　共晶点温度工艺参数的确定　由图１可知，当温

度为２０～－１０℃时，电阻值未发生明显变化，表明溶液

尚未开始冻结，当温度为－１０～－１９℃时，电阻值快速增

大，并在－２０℃后保持不变，表明从－１０℃开始溶液中

移动的带电离子逐渐减少，并在－１９℃后基本消失，说明

牛奶的共晶点温度大约为－１９℃，为了使预冻完全，一般

将预冻温度调至比共晶点温度低５～１０℃，故将预冻温

度设定为－３０℃。

２．１．２　样品厚度参数的确定　选择３个厚度水平１０，１５，

２０ｍｍ进行比较，在－３０℃预冷温度条件下对其进行冷

冻。由图２可知，产品的含水量随物料厚度的增加而增

加，是因为相同条件下，物料厚度越大，传质阻力越大，导

图１　牛奶的共晶点

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｅｕｔｅｃｔｉｃｐｏｉｎｔｏｆｍｉｌｋ

图２　真空冷冻干燥中样品厚度对含水量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｔｅｒｉａｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓｅｓｏｎｗａｔｅｒ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｍｉｌｋｐｏｗｄｅｒｉｎｖａｃｕｕｍｆｒｅｅｚｅｄｒｙｉｎｇ

致传质量减少，干燥效率降低，干燥就会不彻底。含水量

较高，为微生物的生长和酶促反应提供了良好的条件，影

响产品的稳定性。因此，样品的最佳厚度为１５ｍｍ，此厚

度既可以保证较低含水量，又便于操作。

２．２　标准物质的均匀性检验

均匀性是标准物质的基本属性，用于描述标准物质

特征的空间分布特征，在标准物质的研制（生产）过程中

必须进行均匀性评估，以证明其具有良好的均匀性［１８］。

根据ＪＪＦ１３４３—２０１２，在置信区间为 ９５％，犉０．０５（１４，

３０）＝２．０４。由表１可知，犉 值＝１．８６＜犉０．０５（１４，３０），可

认为牛奶冻干粉中阿莫西林标准物质均匀性良好。

２．３　标准物质的稳定性检验

２．３．１　短期稳定性检验结果　由表２可知，在９５％置信

水平下，标准物质在３个特定的温度下贮藏１４ｄ的短期

稳定性良好。

２．３．２　长期稳定性检验结果　由表３可知，两种环境温

度下｜β１｜＜狋０．９５，狀－２×狊（β１），说明４，－２０℃两个贮存温

度下，６个月时间内牛奶冻干粉中阿莫西林基体标准物质

的稳定性良好。

２．４　标准物质的定值

由表 ４ 可 知，８ 家 实 验 室 测 定 的 总 平 均 值 为

４．０５μｇ／ｋｇ。

２．５　标准物质的不确定度评估

将定值过程引入的不确定度与均匀性检验、稳定性

检验引入的不确定度按照平方和开方的方法叠加可得到

合成不确定度，记为狌ＣＲＭ。合成标准不确定度乘以因子

（该因子称为包含因子，记为犽）得出的不确定度为扩展不

确定度，也可称为总不确定度［１９］，记为犝。由表５可知，

合 成 不 确 定 度 狌ＣＲＭ，ｒｅｌ ＝

狌ｂｂ，ｒｅｌ２＋狌ｌｔｓ，ｒｅｌ２＋狌ｓｔｓ，ｒｅｌ２＋狌ｃｈａｒ，ｒｅｌ槡 ２ ≈２．７０％；相对扩展

不确定度（犽＝２）犝ｒｅｌ＝狌ＣＲＭ，ｒｅｌ×犽＝５．４０％；扩展不确定度

犝ＣＲＭ＝犝ｒｅｌ×４．０５＝０．２μｇ／ｋｇ。

７５
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表１　牛奶冻干粉中阿莫西林标准物质的均匀性检验结果


Ｔａｂｌｅ１　Ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎｉｎｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｍｉｌｋ μｇ／ｋｇ

样品数 第１次 第２次 第３次 平均值 样品数 第１次 第２次 第３次 平均值

１ ４．１２ ４．０３ ４．１６ ４．１０

２ ４．２０ ４．１１ ４．２３ ４．１８

３ ４．２１ ４．０３ ４．１７ ４．１３

４ ４．３３ ４．２１ ４．２３ ４．２５

５ ４．０６ ４．０１ ４．０９ ４．０５

６ ４．１７ ４．１０ ４．２１ ４．１６

７ ３．９９ ３．８９ ３．８６ ３．９１

８ ３．９０ ３．８５ ４．０１ ３．９２

９ ４．２２ ４．３８ ４．３３ ４．３１

１０ ４．２０ ４．１１ ４．２３ ４．１８

１１ ３．９０ ３．９３ ３．９０ ３．９１

１２ ４．３８ ４．２４ ４．４０ ４．３４

１３ ４．００ ３．９９ ４．０５ ４．０１

１４ ４．１２ ４．１８ ４．１５ ４．１５

１５ ３．９３ ４．０９ ４．１１ ４．０４

总平均值 ４．１０


　　　组间方差犛２１＝０．７８；组内方差犛２２＝０．９０；犉 值（犛２１／犛２２）＝１．８６。

表２　牛奶冻干粉中阿莫西林标准物质短期稳定性检验结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｈｏｒｔｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎｉｎｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｍｉｌｋ

时间／ｄ
２５℃，广州

样品１ 样品２ 样品３ 平均值

－２０℃，乌鲁木齐

样品１ 样品２ 样品３ 平均值

４℃，哈尔滨

样品１ 样品２ 样品３ 平均值

０ ４．１３ ４．０５ ４．１４ ４．１１ ４．１１ ４．１０ ４．１３ ４．１１ ４．１１ ４．０７ ４．０２ ４．０７

１ ４．０１ ４．０８ ４．０２ ４．０４ ４．０７ ４．１０ ４．０８ ４．０８ ４．０５ ４．０１ ４．００ ４．０２

４ ３．９７ ４．０６ ４．０６ ４．０３ ４．１４ ４．１０ ４．０９ ４．１１ ３．９７ ３．９９ ４．０５ ４．００

７ ４．１０ ４．１１ ４．０８ ４．１０ ４．０６ ４．０５ ４．１０ ４．０７ ３．９８ ４．０２ ４．０６ ４．０２

１４ ３．９９ ４．０９ ４．１０ ４．０６ ４．０３ ４．００ ４．０８ ４．０４ ４．０３ ４．０６ ３．９７ ４．０２

平均值 ４．０６６ ４．０８３ ４．０２６


斜率犫１ －０．０００３３６５ －０．００４４３２２ －０．００１８６１２

截距犫０ ４．０６９７４９８ ４．１０５０４７４ ４．０３５６７８２

狊２ ０．００１６８２８ ０．０００３２９７ ０．０００７６０２

狊（犫１） ０．００３６４３０ ０．００１６１２５ ０．００２４４８６

狋０．９５，狀－２ ３．１８ ３．１８ ３．１８

狋０．９５，狀－２×狊（犫１） ０．０１１５８４９ ０．００５１２７８ ０．００７７８６６

结论 ｜犫１｜＜狋０．９５，３×狊（犫１），稳定 ｜犫１｜＜狋０．９５，３×狊（犫１），稳定 ｜犫１｜＜狋０．９５，３×狊（犫１），稳定

表３　牛奶冻干粉中阿莫西林标准物质长期稳定性检验结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｌｏｎｇｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎｉｎｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｍｉｌｋ

时间／月
－２０℃

样品１ 样品２ 样品３ 平均值

４℃

样品１ 样品２ 样品３ 平均值

０ ４．１０ ４．１４ ４．１２ ４．１２ ４．０８ ４．１０ ４．０５ ４．０８

１ ４．０８ ４．１０ ４．０７ ４．０８ ４．０６ ４．０１ ４．０５ ４．０４

２ ４．１０ ４．１３ ４．０９ ４．１２ ４．００ ４．０５ ４．０７ ４．０４

４ ４．０９ ４．０８ ４．０９ ４．０９ ４．０９ ４．０６ ４．０９ ４．０８

６ ４．１４ ４．０８ ４．０７ ４．１０ ４．１１ ４．０２ ４．０４ ４．０６

犫１ －０．００１９８２８ ０．０００８６２１


犫０ ４．１０７２ ４．０５７８

狊（犫１） ０．００４１３２８ ０．００４７６８７

狋０．９５，狀－２×狊（犫１） ０．０１３１４２４ ０．０１５１６４６
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表４　牛奶冻干粉中阿莫西林标准物质的定值数据

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｃｅｒｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎｉｎｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｍｉｌｋ

实验室
检测结果／（μｇ·ｋｇ

－１）

１１ １２ １３ ２１ ２２ ２３ ３１ ３２ ３３

平均值／

（μｇ·ｋｇ
－１）

ＳＤ
ＲＳＤ／

％

总平均值／

（μｇ·ｋｇ
－１）

１ ４．１６ ４．０９ ４．１２ ４．０６ ４．０２ ４．１０ ４．１１ ４．０２ ４．０６ ４．１０ ０．０３ ０．７６

２ ４．１１ ４．０５ ４．０６ ４．０２ ４．００ ３．９７ ３．９６ ３．９９ ３．９４ ４．０１ ０．０５ １．３６

３ ４．０６ ４．１２ ４．０８ ４．１１ ４．０６ ４．１２ ４．１１ ４．０５ ４．０７ ４．０９ ０．０３ ０．６９

４ ４．１１ ４．１２ ４．１５ ４．０６ ４．０１ ４．００ ４．１３ ４．１０ ４．０９ ４．０９ ０．０５ １．２８

５ ４．０１ ３．９６ ３．９１ ４．１１ ４．０６ ４．０８ ３．９４ ３．９１ ３．９５ ３．９９ ０．０８ １．８９

６ ４．１７ ４．１６ ４．１７ ４．０２ ４．００ ４．０２ ４．１０ ４．０２ ４．０７ ４．０８ ０．０７ １．７４

７ ４．０５ ４．０７ ４．１０ ４．０２ ４．０５ ３．９９ ３．９７ ３．９５ ３．９７ ４．０２ ０．０５ １．２９

８ ４．０６ ４．０１ ４．０５ ４．０９ ４．１０ ４．０５ ３．９７ ３．９９ ４．０６ ４．０４ ０．０４ １．０８

４．０５

表５　牛奶冻干粉中阿莫西林标准物质的不确定度评估结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙｅｖａｌｕａｔｅｄｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎｉｎｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｍｉｌｋ

不确定度来源 不确定度计算式 不确定度值 相对不确定度计算式 相对不确定度值／％

均匀性　　 狌ｂｂ＝ 狊２槡ｂｂ＝
狊２１－狊２２

狀槡 ０．０９２５ 狌ｂｂ，ｒｅｌ＝
犛ｂｂ

珚狓
２．２８

短期稳定性 狌ｓｔｓ＝狊（犫１）·犡 ０．０５１０ 狌ｓｔｓ，ｒｅｌ＝
狌ｓｔｓ

珚狓
１．２６

长期稳定性 狌ｌｔｓ＝狊（犫１）·犡 ０．０２４８ 狌ｌｔｓ，ｒｅｌ＝
狌ｌｔｓ

珚狓
０．６１

定值　　　
狌ｃｈａｒ＝

狊

槡狆
＝

∑
狆

犻＝１

（犢犻－珚犢）２

狆（狆－１）槡
０．０１５１ 狌ｃｈａｒ，ｒｅｌ＝

狌ｃｈａｒ

珚狓
０．３７

３　结论
通过对泌乳期的奶牛肌肉注射阿莫西林，药物通过

自然代谢的方式进入牛奶当中，得到含有阿莫西林的牛

奶阳性样品，并对其进行均质、冻干、粉碎、过筛、封装。

结果表明，试验制得的标准物质的均匀性和稳定性良好，

其特征值为（４．０５±０．２）μｇ／ｋｇ（犽＝２）。目前，中国基体

标准物质的研发与发达国家的差距较大，具体表现在：各

类标准物质的发展很不平衡，结构很不合理，标准物质管

理和应用不协调，主要集中在二级标准物质上。在动物

源性食品相关兽药基体标准物质的研制上目前最大的难

点仍然在稳定性检验上。后续将继续优化保存和冻干工

艺，研发出更稳定的基体标准物质，争取达到国家一级标

准物质的标准。
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