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甲醇中五氯硝基苯溶液标准物质研制

高晶，徐蓓，汤桦，何海红
( 中国计量科学研究院，北京　100029)

摘要　介绍甲醇中五氯硝基苯溶液标准物质的研制方法。以五氯硝基苯农药纯度标准物质为原料，采用重量 –

容量法制备溶液标准物质，以液相色谱法 (DAD 检测器 ) 对所制备的标准物质进行均匀性和稳定性检验，并对该标

准物质定值结果的不确定度进行评定。结果表明，该标准物质均匀性良好，在 12 个月内量值没有显著性变化，具有

良好的稳定性，标准值为 0.100 mg／mL，扩展不确定度为 1.8%(k=2)。该标准物质可用于食品和环境样品中五氯硝基

苯分析方法的确认与评价。
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Preparation of reference material of pentachloronitrobenzene solution in methanol
GAO Jing, XU Bei, TANG Hua, HE Haihong

(National Institute of Metrology, Beijing　100029, China)

Abstract　The preparation method of pentachloronitrobenzene solution reference material in methanol was 

introduced. Pentachloronitrobenzene pesticide purity reference material was used as raw material to prepare the solution 
reference material by weight volume method. The homogeneity and stability of the reference material were tested by liquid 
chromatography(DAD detector), and the uncertainty of the determination result of the reference material was evaluated. 
The results showed that the reference material had good uniformity, no significant change in the quantity value within 12 
months, and good stability. The standard value was 0.100 mg／mL, and the expanded uncertainty was 1.8%(k=2). The 
reference material can be used to confirm and evaluate the analytical method of pentachloronitrobenzene in food and 
environmental samples.
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五氯硝基苯属于有机氯杀菌剂，主要作为土壤

杀菌剂和搅拌剂广泛应用于大棚蔬菜病菌防治，大

田种子病虫害预防［1–2］，以及一些功效植物如人参、

黄芪、银杏等的种植中。研究表明，五氯硝基苯具有

生物累积性，可导致肝、肾和神经系统的损伤，并引

发各种特异性疾病，所以世界各国对五氯硝基苯的

使用进行了限制，如瑞典、奥地利、德国等国家禁止

使用该农药［3–6］，GB 2763–2019 《食品安全国家标准

食品中农药最大残留限量》［7］和《中国药典》2015
年版中均对五氯硝基苯在食品和中药材中的残留量

进行了严格的限定。因此测定食品和环境样品中五

氯硝基苯含量具有重要意义。

目前测定五氯硝基苯的方法主要依据 GB／T 
5009.136–2003 《植物性食品中五氯硝基苯残留量的

测定》［8］和 SN／T 1957–2007 《进出口中药材及其

制品中五氯硝基苯残留量检测方法　气相色谱 – 质

谱法等》［9］。标准物质作为量值传递溯源的载体，

是获得有效结果的重要保证，但目前国内只有五氯

硝基农药苯纯度标准物质，尚无使用便利的五氯硝

基苯溶液标准物质。笔者以五氯硝基苯农药纯度标

准物质为原料，采用重量 – 容量法制备了甲醇中五

氯硝基苯溶液标准物质，该标准物质具有良好的均

匀性和稳定性，可用于食品和环境样品中五氯硝基

苯分析方法的确认和评价、仪器校准与检测质量控
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制，为五氯硝基苯分析量值的准确、可靠提供保障。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：1100 型，美国安捷伦科技有

限公司；

电子天平： XP26 型，感量为 0.01 mg，瑞士梅特

勒公司；

五 氯 硝 基 苯 农 药 纯 度 标 准 物 质：编 号 为

GBW(E) 060617，纯度为 99.5%，不确定度为 0.3%，

k=2)，中国计量科学研究院；

甲醇：HPLC 级，美国默克公司。

1.2　标准物质制备

以五氯硝基苯农药纯度标准物质和 HPLC 级

甲醇为原材料，于 (20±2)℃条件下，采用重量 – 容

量法配制。称取五氯硝基苯农药纯度标准物质约

0.201 17 g，置于 2 000 mL 容量瓶中，用甲醇溶解并

定容至标线，充分混匀，静置。在洁净室中将制备好

的溶液标准物质分装于 2 mL 安瓿瓶中，共分装 200
支，于 4℃下储存。

1.3　仪器工作条件

色谱柱：Inertsil ODS–3 柱 (4.6 mm×150 mm，

5 μm，日本 GL Sciences 公司 ) ；流动相：甲醇 – 水

溶液 ( 体积比为 95∶5)，流量为 1.0 mL／min ；柱温：

25℃；进样体积：5 μL ；运行时间：10 min ；检测波

长：220 nm。

1.4　均匀性检验

根据 JJF 1343–2012 《标准物质定值的通用原

则及统计学原理的要求》［10］，从分装好的 200 支样

品中随机抽取 15 瓶，在 1.3 仪器工作条件下分别进

行测定，每瓶测定 3 次，以 3 次测定结果的平均值作

为一瓶的测定结果，利用 F 检验判定标准物质的均

匀性。

1.5　稳定性检验

1.5.1　短期稳定性

模拟标准物质运输和传递过程，在 50℃温度条

件下进行短期稳定性考察。分别在第 0，2，3，4，5，6，
7 天随机抽取 3 瓶样品，在 1.3 仪器工作条件下分别

进行测定，采用直线拟合法对测定结果进行短期稳

定性评价。

1.5.2　长期稳定性

将制备的标准物质于 4℃下保存并进行为期

12 个月的长期稳定性试验。按照前密后疏的原 

则［10–11］，分别在第 0，2，3，4，5，6，12 个月随机抽取 7
瓶样品，在 1.3 仪器工作条件下分别进行测定，每瓶

样品测定 3 次，计算平均值。每次测试均以新制备

的溶液作为标准样品对储存样进行定值，采用直线

拟合法对测定结果进行长期稳定性评估。

2　结果与讨论

2.1　均匀性检验

按照 1.4 方法对制备的标准物质进行均匀性检

验，甲醇中五氯硝基苯溶液标准物质均匀性检验及

方差分析结果见表 1 和表 2。
表 1　甲醇中五氯硝基苯溶液标准物质均匀性检验结果

序号 色谱峰面积测定值 平均值 RSD／%
1 3 767.3，3 767.3，3 770.7， 3 768.4 0.05
2 3 758.5，3 756.0，3 747.9， 3 754.1 0.15
3 3 772.4，3 763.6，3 766.4， 3 767.5 0.12
4 3 771.3，3 773.9，3 777.3， 3 774.2 0.08
5 3 774.6，3 777.9，3 778.1， 3 776.9 0.05
6 3 782.0，3 783.2，3 786.8， 3 784.0 0.07
7 3 779.8，3 779.5，3 783.3， 3 780.9 0.06
8 3 789.0，3 790.6，3 786.6， 3 788.7 0.05
9 3 783.5，3 782.3，3 780.0， 3 782.2 0.05
10 3 783.4，3 778.4，3 779.0， 3 780.3 0.07
11 3 792.8，3 783.4，3 796.9， 3 791.0 0.18
12 3 793.3，3 790.0，3 781.3， 3 788.2 0.16
13 3 789.9，3 784.3，3 781.3， 3 785.2 0.12
14 3 787.3，3 769.3，3 767.7， 3 774.8 0.29
15 3 767.7，3 744.7，3 744.1， 3 752.2 0.36

表 2　单因素方差分析结果

项目 方差和 自由度 均方差

瓶间 5 825．99 14 416.14
瓶内 993.52 30 33.12

ISO 导则 35–2017 第 7.10 条款给出了均匀性

检查的 4 种方法［12］。按照其中第二种方法，计算标

准物质定值结果的标准不确定度，如果能够满足应

用需求则判断其均匀性合格。五氯硝基苯溶液标准

物质主要用于食品中五氯硝基苯残留测定，按照国

标方法［12–14］规定，在重复性条件下获得的两次独立

测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的 15%，

最大允许误差为 15%／2=7.5%。当标准物质的不确

定度小于最大允许误差的三分之一（即 2.5%）时对

测量结果产生的影响可以忽略不计，满足预期用途。

计算结果表明，该标准物质定值结果的标准不确定

度为 0.9%，扩展不确定度为 1.8%，满足应用需要，

由此判断制备的溶液标准物质均匀性良好。

2.2　稳定性检验

2.2.1　短期稳定性

按照 1.5.1 方法对制备的五氯硝基苯溶液标
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准物质进行短期稳定性检验，测定结果见表 3。以

测定日期为自变量，以五氯硝基苯含量为因变

量进行线性回归，得直线斜率 b1= –9.286×10–5，

标准偏差 s=0.000 138 4，直线截距 b0=0.100 1，斜

率不确定度 s(b1)=2.615×10–4，查表得 t=2.57，则

t · s(b1)=6.720×10–4，|b1| ＜ t · s(b1)，表明直线斜率

不显著，制得的甲醇中五氯硝基苯溶液标准物质短

期稳定性良好，在运输过程中能够保持量值稳定。
表 3　短期稳定性检测结果

存放时间／d 测定值／(mg · mL–1) 平均值／(mg · mL–1)
0 0.100 0，0.100 0，0.099 9 0.099 9
2 0.100 1，0.100 1，0.100 1 0.100 1
3 0.099 9，0.100 0，0.100 2 0.100 1
4 0.099 1，0.099 6，0.100 0 0.100 0
5 0.099 8，0.100 0，0.099 7 0.099 6
6 0.099 6，0.100 0，0.099 5 0.099 6
7 0.099 4，0.099 8，0.099 7 0.099 6

2.2.2　长期稳定性

按照 1.5.2 方法对研制的标准物质进行长期稳

定性检验，结果见表 4。
表 4　长期稳定性检测结果

存放时间
／月

测定值／
(mg · mL–1)

平均值／
(mg · mL–1)

0 0.100 0，0.100 2，0.099 9，0.099 8，
0.100 1，0.099 7，0.099 4 0.099 9

2 0.100 3，0.100 3，0.100 0，0.099 6，
0.100 3，0.100 1，0.100 2 0.100 1

3 0.100 0，0.100 1，0.099 9，0.100 0，
0.099 9，0.099 9，0.100 1 0.100 0

4 0.100 0，0.099 6，0.099 9，0.100 1，
0.100 4，0.100 2，0.100 2 0.100 1

5 0.100 0，0.100 0，0.099 9，0.099 9，
0.099 8，0.099 9，0.099 6 0.099 9

6 0.100 3，0.100 2，0.100 1，0.100 2，
0.100 1，0.100 0，0.100 1 0.100 1

12 0.100 3，0.100 2，0.100 1，0.100 2，
0.100 1，0.100 0，0.100 1 0.100 1

以检测月份为自变量，以五氯硝基苯含量

测定平均值为因变量进行线性回归，得直线斜率

b1=1.703×10–6，标准偏差 s=2.020×10–4，直线截距

b0=0.099 95，斜率不确定度 s(b1)=8.151×10–6，查表

得 t=2.57，则 t · s(b1)=2.055×10–5，|b1| ＜ t · s(b1)，表
明直线斜率不显著，制得的甲醇中五氯硝基苯溶液

标准物质长期稳定性良好。

2.3　标准物质的定值

标准物质的浓度按式 (1) 计算：

(1)c
V

mp1000
=

式中：c——五氯硝基苯的质量浓度，mg／mL ；

m——称量的五氯硝基苯农药纯度标准物质

的质量，g ；

p——五氯硝基苯农药纯度标准物质的纯

度，% ；

V——溶液定容体积，mL。
称取纯度为 99.5% 的五氯硝基苯农药纯度标

准物质 0.201 17 g，定容体积为 2 000 mL。按照公式

(1) 计算甲醇中五氯硝基苯溶液标准物质的浓度为

0.100 08 mg／mL，取 3 位有效数字，最终浓度值为

0.100 mg／mL。
3　不确定度评定

3.1　不确定度来源

根据公式 (1) 及各影响因素建立标准物质不确

定度评估模型［15–20］，如式 (2) 所示。

(2)c
V

mp
f f f f

1000
C T H S=

式中：fC——与测量精密度相关的修正因子；

fT——与温度相关的修正因子；

fH——与均匀性相关的修正因子；

fS——与稳定性相关的修正因子。

由式 (2) 可知，标准物质的不确定度主要包括

三部分：（1）定值的标准不确定度分量，采用重量 –
容量法配制溶液标准物质，以液相色谱法进行量值

核验，则定值的不确定度主要包括标准物质纯度引

入的不确定度 u(p)、称量质量引入的不确定度 u(m)、
定容体积引入的不确定度 u(V)、定值核验测量的重

复性引入的不确定度 u(fC) 及温度差异引入的不确

定度 u(fT) ；（2）均匀性引入的不确定度分量 u(fH) ；
（3）稳定性引入的不确定度分量 u(fS)。
3.2　不确定度分量

3.2.1　标准物质纯度引入的标准不确定度 u(p)
根据标准物质定值结果，五氯硝基苯农药纯度

标准物质定值的扩展不确定度为 0.3%(k=2)，则五

氯硝基苯农药纯度标准物质纯度引入的标准不确

定度 u(p)=0.3%／2=0.15%。

3.2.2　称量质量引入的标准不确定度 u(m)
根据称量所使用电子天平检定证书，0.01~5 

g 天平的示值误差为 0.02 mg，重复性为 0.05 mg，
二者合在一起最大为 0.07 mg，即占总称量质

量 0.2 g 的 0.003 5%，按均匀分布，k= 3 ，因为

是 2 次称量，则称量质量引入的标准不确定度

u(m)=0.003 5% 2／ 3 =0.003%。
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3.2.3　定容体积引入的标准不确定度 u(V)
根据容量瓶的检定证书，修正值为–0.34 mL，占

总体积 2 000 mL 的 0.017%，按三角分布，k= 6 ，则

定容体积引入的标准不确定度 u(V)=0.017%／ 6 = 
0.007%。

3.2.4　定值核验测量引入的标准不确定度 u(fC)
以定值核验测量的重复性，即相对标准偏

差估算，则定值核验测量引入的标准不确定度

u(fC)=0.33%。

3.2.5　温度差异引入的标准不确定度 u(fT)
标准物质配制时控制温度为 (20±2)℃，预计

使用温度与配制温度最大差异小于 10℃，按 10℃
计算，则由于温度差异导致的浓度差异为 1.2%，按

均匀分布，k= 3 ，则温度差异引入的标准不确定度

u(fT)=1.2%／ 3 =0.70%。

3.2.6　不均匀性引入的标准不确定度 u(fH)
不均匀性引入的标准不确定度 u(fH)等于均匀性

检验不确定度 ubb，根据表 2 数据，u(fH)=ubb=0.30%。

3.2.7　不稳定性引入的标准不确定度 u(fS)
不稳定性引入的标准不确定度 u(fS)由短期稳定

性引入的不确定度分量 uss 和长期稳定性引入的不

确定度分量uls 组成。由表3短稳定性检验结果可知，

7 天内甲醇中五氯硝基苯溶液标准物质的质量浓度

变化最大为 0.5%，按均匀分布，k= 3 ，则 uss=0.5%／ 

3 =0.29% ；uls=12×8.151×10–6=0.01%，则不稳定

性引入的标准不确定度：

( ) 0. %u f u u 29S ss ls
2 2= + =

3.3　合成标准不确定度

以上各不确定度分量互不相关，合成上述各不

确定度分量，得标准物质定值的合成标准不确定度：

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) . %u u p u m u V u f u f u f u f 0 902 2 2 2 2 2 2
C T H Sc = + + + + + + =

3.4　扩展不确定度

取包含因子 k=2，扩展不确定度 U=kuc=1.8%。

4　结语

用重量 – 容量法制备了甲醇中五氯硝基苯溶液

标准物质。该标准物质均匀性良好，有效期为 12 个

月，标准值为 0.100 mg／mL，扩展不确定度为 1.8%。

制备的五氯硝基苯溶液标准物质可用于蔬菜、茶叶、

中药材、土壤等中的农药残留日常分析与检测，为分

析量值的准确、可靠提供保障。
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