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Аннотация: Установление и контроль метрологических характеристик определения микроэлементов в биологи-
ческих материалах является актуальной задачей в силу широкого применения этих измерений в медицинской 
лабораторной диагностике.
В ходе проведенного исследования представлен процесс разработки первичной референтной методики измерений 
массовой доли и молярной концентрации меди и цинка в биологических материалах методом масс-спектрометрии 
с изотопным разбавлением. Определены оптимальные условия пробоподготовки и измерений методом изотопного 
разбавления и масс-спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой с целью повышения точности. Изучены источ-
ники неопределенности, оценен вклад каждого источника в бюджет неопределенности. При аттестации разработан-
ной методики измерений определены метрологические характеристики: диапазон измерений массовой доли меди 
и цинка от 1 ∙ 10–6 до 1,5 ∙ 10–3 %, диапазон измерений молярной концентрации меди и цинка от 2 до 20 мкмоль/дм3, 
относительная расширенная неопределенность измерений массовой доли меди –  (7,1–7,5) %, относительная рас-
ширенная неопределенность измерений массовой доли цинка –  (8,9–9,2) %, относительная расширенная неопре-
деленность измерений молярной концентрации меди –  8,8 %, относительная расширенная неопределенность 
измерений молярной концентрации цинка –  8,6 %.
Разработанная методика предназначена для установления метрологических характеристик стандартных образцов 
состава лиофилизированной сыворотки крови и восстановленной лиофилизированной сыворотки крови, кон-
троля правильности результатов измерений, полученных с использованием других методик (методов) измерений 
аналогичных величин, выполнения высокоточных измерений массовых долей и молярных концентраций меди 
и цинка в арбитражных целях в лиофилизированной сыворотке крови и восстановленной лиофилизированной 
сыворотке крови.
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Используемые сокращения: DRC –  режим динамической реакционной ячейки; KED –  режим столкновительной 
ячейки; ГПРМИ –  государственная первичная референтная методика измерений; ИР-МС-ИСП –  метод масс-спек-
трометрии с индуктивно-связанной плазмой с изотопным разбавлением; ОО –  образцы для оценивания; СО –  стан-
дартные образцы.
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Abstract: The establishment and control of the metrological characteristics of the determination of trace elements in 
biological materials is an urgent task due to the wide application of these measurements in medical laboratory diagnostics.
In the course of the research, the process of developing a primary reference procedure for measuring the mass fraction 
and molar concentration of copper and zinc in biological materials by isotope dilution mass spectrometry is presented. The 
optimal conditions for sample preparation and measurements by isotope dilution and mass spectrometry with inductively 
coupled plasma are determined in order to increase the accuracy. The sources of uncertainty are studied; the contribution 
of each source to the uncertainty budget is estimated. During the certification of the developed measurement procedure, the 
following metrological characteristics were determined: the measurement range of the mass fraction of copper and zinc is 
from 1 ∙ 10–6 to 1,5 ∙ 10–3 %, the measurement range of the molar concentration of copper and zinc is from 2 to 20 µmol/dm3, 
the relative expanded measurement uncertainty of the mass fraction of copper is (7.1–7.5) %, the relative expanded 
uncertainty of the mass fraction of zinc is (8.9–9.2) %, the relative expanded uncertainty of the molar concentration of 
copper is 8.8 %, the relative expanded uncertainty of the molar concentration of zinc is 8.6 %.
The developed procedure is intended to establish the metrological characteristics of reference materials for the composition 
of lyophilized blood serum and reconstituted lyophilized blood serum, control the accuracy of the measurement results 
obtained using other procedures (methods) of measuring similar values, perform high-precision measurements of mass 
fractions and molar concentrations of copper and zinc in lyophilized blood serum and reconstituted lyophilized blood serum 
for referee purposes.

Keywords: primary reference procedure, lyophilized blood serum, inductively coupled plasma mass spectrometry, isotope 
dilution method

https://orcid.org/0000-0003-4336-4800
https://orcid.org/0000-0003-1951-9868
https://orcid.org/0000-0002-7942-0600
https://orcid.org/0000-0001-8489-2437
https://orcid.org/0000-0002-5873-7326


105

E. V. Vostroknutova, T. N. Tabatchikova, P. V. Migal et al. Primary Reference Procedure for measuring the Mass Fraction and Molar... 

Measurement Standards. Reference Materials. 2023. Vol. 19, no. 3. P. 103–127

For citation: Vostroknutova E. V., Tabatchikova T. N., Migal P. V., Lebedeva E. L., Sobina E. P., Sobina A. V. et al. 
Primary reference procedure for measuring the mass fraction and molar concentration of copper and zinc in biological 
materials by isotope dilution mass spectrometry. Measurement Standards. Reference Materials. 2023;19(3):103–127. 
https://doi.org/10.20915/2077-1177-2023-19-3-103-127

The article was submitted 06.12.2022; approved after reviewing 15.03.2023; accepted for publication 25.04.2023.

Abbreviations used: DRC –  dynamic reaction cell; KED –  kinetic energy discrimination; SPRMP –  state primary reference 
measurement procedure; ID-ICP-MS –  isotope dilution inductively coupled plasma mass spectrometry; ES –  evaluation 
sample; RM –  reference material.

Введение
Одной из областей исследований в медицине явля-

ется определение в организме человека микроэлемен-
тов, обеспечивающих процессы роста, кроветворения, 
дыхания, обмена веществ и др. Среди множества ми-
кроэлементов в организме всего девять микроэлемен-
тов являются эссенциальными, т. е. их дисбаланс при-
водит к возникновению клинических симптомов, к чув-
ствительным изменениям в состоянии органов и систем 
организма человека. К числу эссенциальных микроэле-
ментов относятся медь и цинк. Медь принимает учас-
тие в метаболизме железа, формировании соедини-
тельной ткани, выработке энергии на клеточном уровне, 
продукции меланина и в нормальном функционирова-
нии нервной системы, цинк –  это микроэлемент, необ-
ходимый для нормального роста и деления клеток, он 
стабилизирует мембраны клеток, участвует в антиок-
сидантной защите организма. Недостаток или избы-
ток меди и цинка в организме человека может вызы-
вать патологические состояния и/или свидетельство-
вать о возможных заболеваниях. При недостатке меди 
в организме наблюдаются нарушения, приводящие к за-
медленному росту, депигментации кожи, анемии и др. 
При избытке меди в организме наблюдаются расстрой-
ства нервной и выделительной систем, аллергические 
реакции и др. При дефиците цинка развивается низко-
рослость, дерматит, бесплодие, иммунодефицит, наб-
людается уменьшение лимфоидной ткани. Измерения 
содержания меди и цинка проводятся при диагностике 
интоксикаций и профессиональных болезней, для оцен-
ки баланса этих элементов в организме, для выявления 
недостатка или избытка микроэлементов [1–21]. Таким 
образом, проведение точных измерений меди и цинка 
является информативным маркером на ранней стадии 
клинической диагностики.

В качестве методов измерений содержания микро-
элементов медицинские лаборатории применяют методы 
атомно-абсорбционной спектрометрии, атомно-эмисси-
онной спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой, 
масс-спектрометрии с индуктивно связанной плазмой, 

инверсионной вольтамперометрии [22–26]. В ФИФ ОЕИ 1 
по состоянию на 01.02.2022 представлена информация 
об аттестованных методиках измерений, где десять ме-
тодик являются референтными методиками измерений 
содержания калия, кальция, натрия, магния, лития в сы-
воротке крови и плазме крови, а восемнадцать методик 
являются аттестованными методиками измерений содер-
жания таких элементов, как ртуть, ниобий, тантал, ред-
коземельные элементы, алюминий, изотопы уран-238, 
уран-235, общий уран, таллий, свинец, никель, кадмий, 
бериллий, мышьяк, селен, висмут, марганец, хром, ти-
тан, медь, цинк в различных биологических объектах: 
плазме крови, крови, моче, сыворотке крови, эритро-
цитарной массе и других биологических материалах.

Границы относительной погрешности методик из-
мерений, представленных в ФИФ ОЕИ, а также мето-
дик, описанных в литературных источниках [23–26], со-
ставляют от 15 до 45 % в зависимости от измеряемого 
содержания.

В зарубежных источниках описаны методы изме-
рений содержания ртути, свинца, кадмия в биологи-
ческих материалах методами нейтронно-активацион-
ного анализа, масс-спектрометрии с индуктивно-свя-
занной плазмой, в том числе с изотопным разбавле-
нием [27–29]. Ведущие метрологические институты 
мира для точного определения содержания токсичных 
металлов: свинца, ртути, кадмия –  используют метод 
масс-спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой 
с изотопным разбавлением [30]. Для методики, описан-
ной в работе [29], указано, что характерная относитель-
ная расширенная неопределенность измерений массо-
вой доли свинца на уровне 47,76 нг/г методом изотоп-
ного разбавления составляет менее 1 % при Р = 0,95 
и k = 2. В работе [27], описывающей методику определе-
ния кадмия в стандартных образцах крови и сыворотки 
крови, относительная расширенная неопределенность 

1 Федеральный информационный фонд по обеспечению 
единства измерений [сайт].
URL: https://fgis.gost.ru/fundmetrology/registry (дата обращения: 
17.10.2022).
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измерений кадмия составляет менее 1 % при Р = 0,95 
и k = 2 для массовой доли 90,85 мкг/кг и менее 10 % при 
Р = 0,95 и k = 2 для массовой доли кадмия 0,0468 мкг/кг. 
Необходимо отметить также, что метод изотопного раз-
бавления является одним из высокоточных методов из-
мерений и признан Консультативным комитетом по ко-
личеству вещества (CCQM) первичным [31], поэтому 
на его основе возможна разработка первичных рефе-
рентных методик измерений.

Проведенный анализ ФИФ ОЕИ показал отсутствие 
сведений о государственных первичных референтных 
методиках измерений меди и цинка в биологических ма-
териалах, которые являлись бы метрологической осно-
вой для создания стандартных образцов. Также в ФИФ 
ОЕИ отсутствуют стандартные образцы (СО) состава 
биологических материалов с аттестованными харак-
теристиками содержания меди и цинка. Поэтому раз-
работка государственной первичной референтной ме-
тодики измерений (ГПРМИ) содержания меди и цинка, 
служащей основой не только для характеризации стан-
дартных образцов состава биологических материалов, 
но и обеспечивающей достоверность, объективность 
и сопоставимость результатов измерений в медицинской 
лабораторной диагностике, является актуальной зада-
чей. Метод масс-спектрометрии с индуктивно-связан-
ной плазмой с изотопным разбавлением ( ИР-МС-ИСП) 
представляется перспективным для разработки на его 
основе ГПРМИ.

Целью настоящего исследования является разра-
ботка ГПРМИ содержания меди и цинка на основе ме-
тода ИР-МС-ИСП. В задачи исследования входит: выбор 
условий пробоподготовки, оценка влияния матричных 
элементов, выбор и оптимизация масс-спектрометри-
ческих условий анализа, коррекция эффекта дискри-
минации масс, оценивание метрологических характе-
ристик ГПРМИ, подтверждение наивысшей точности.

Материалы и методы
Метод измерения
Метод ИР-МС-ИСП основан на изменении природно-

го изотопного состава определяемого элемента в про-
бе (x) путем добавления в исследуемую пробу извест-
ного количества стандартного образца с изотопным со-
ставом, отличным от природного (y), и последующем 
измерении изотопных отношений в пробе (x) и в смеси 
пробы с добавкой (b). Зная природный изотопный сос-
тав элемента в пробе, массу добавляемого стандартного 
образца с изотопным составом, отличным от природно-
го, и массу пробы, массовую долю (молярную концен-
трацию) определяемого элемента находят, используя 

уравнение

1 1 1 1

1 1 1 1

( )

( )

y y y b bx i xi xi
x y bl

x y b b x x i yi yi

m K R K RM K RX X K X
m M K R K R K R

⋅ − ⋅ ∑ ⋅
= ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ −

⋅ − ⋅ ∑ ⋅

1 1 1 1

1 1 1 1

( )

( )

y y y b bx i xi xi
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x y b b x x i yi yi

m K R K RM K RX X K X
m M K R K R K R

⋅ − ⋅ ∑ ⋅
= ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ −

⋅ − ⋅ ∑ ⋅
,                     (1)

где Xy –  массовая доля (молярная концентрация) эле-
мента в растворе стандартного образца с измененным 
изотопным составом (далее –  добавка), % (мкмоль/дм3);

Mx – молярная масса элемента в пробе, г/моль;
My – молярная масса элемента в добавке, г/моль;
Ry1 – измеренное изотопное отношение в добавке;
Rb1 – измеренное изотопное отношение в смеси про-

бы и добавки;
Rx1 – измеренное изотопное отношение в пробе;
Kx1, Ky1, Kb1 –  коэффициенты коррекции изотопного 

отношения в пробе, добавке и смеси пробы и добавки, 
связанные с эффектом дискриминации масс;

my – масса добавки, мг;
mx – масса пробы, мг;
∑iRxi – сумма отношений изотопов элемента к ре-

ферентному изотопу в пробе;
∑iRyi – сумма отношений изотопов элемента к ре-

ферентному изотопу в добавке;
i – количество изотопов элемента;
K –  коэффициент разбавления пробы;
Xbl – массовая доля (молярная концентрация) эле-

мента в холостой пробе, % (мкмоль/дм3).
За референтный изотоп элемента принимается изо-

топ, свободный от наложений. Индекс 1 относится к из-
меняемому изотопному отношению при введении до-
бавки в пробу.

Суть метода ИР-МС-ИСП сводится к измерению изо-
топных отношений Ryi, Rbi, Rxi, которые оказываются 
смещенными относительно истинного значения в свя-
зи с эффектом дискриминации масс. Коррекцию эф-
фекта дискриминации масс проводят путем введения 
для каждого изотопного отношения коэффициентов 
Kxi, Kyi, Kbi, оцененных на основании эксперименталь-
ных данных и данных паспортов стандартов изотопного 
состава, а также справочных данных о природном изо-
топном составе элементов [32].

Оборудование и материалы
Методика измерений разработана на масс-спек-

трометре с индуктивно-связанной плазмой Nexion 
2000 (Perkin Elmer, США) из состава государственно-
го первичного эталона ГЭТ 176-2019 [33]. В качестве 
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вспомогательного оборудования использована сис-
тема очистки кислот distillacid BSB-939-IR (Berghof, 
Германия) и комбинированная мембранная установка 
ДВС–М/1Н-2 (НПК «Медиана-фильтр», Россия) для под-
готовки азотной кислоты и воды.

Для реализации методики на основе метода изотоп-
ного разбавления были разработаны СО со следующи-
ми метрологическими характеристиками:

– ГСО 11931–2022 стандартный образец изотопного сос-
тава раствора меди (Cu65–10): интервал допускаемых ат-
тестованных значений массовой доли меди от 0,9 ∙ 10–3 % 
до 1,1 ∙ 10–3 %, допускаемое значение относительной рас-
ширенной неопределенности аттестованного значения 
массовой доли (при k = 2, Р = 0,95) –  не более 0,5 %; 
интервал допускаемых аттестованных значений атом-
ной доли изотопа 63Cu от 0,3 % до 0,5 %, допускаемое 
значение относительной расширенной неопределен-
ности аттестованного значения атомной доли изотопа 
63Cu (при k = 2, Р = 0,95) –  не более 10 %; интервал до-
пускаемых аттестованных значений атомной доли изото-
па 65Cu от 99,5 % до 99,7 %, границы допускаемых значе-
ний относительной расширенной неопределенности ат-
тестованного значения атомной доли изотопа 65Cu (при 
k = 2, Р = 0,95) –  не более 0,1 %;

– ГСО 11933–2022 стандартный образец изотопного 
состава цинка (Zn68–10): интервал допускаемых атте-
стованных значений массовой доли цинка от 0,9 ∙ 10–3 % 
до 1,1 ∙ 10–3 %, допускаемое значение относительной 
расширенной неопределенности аттестованного зна-
чения (при k = 2, Р = 0,95) –  не более 0,5 %; интервал 
допускаемых аттестованных значений атомной доли 
изотопа 64Zn от 0,1 % до 0,6 %, допускаемое значение 
относительной расширенной неопределенности атте-
стованного значения атомной доли изотопа 64Zn (при 
k = 2, Р = 0,95) –  не более 10 %; интервал допускае-
мых аттестованных значений атомной доли изотопа 66Zn 
от 0,1 % до 0,6 %, допускаемое значение относительной 
расширенной неопределенности аттестованного значе-
ния атомной доли изотопа 66Zn (при k = 2, Р = 0,95) –  
не более 10 %; интервал допускаемых аттестованных 
значений атомной доли изотопа 67Zn от 0,1 % до 0,6 %, 
допускаемое значение относительной расширенной не-
определенности аттестованного значения атомной до-
ли изотопа 67Zn (при k = 2, Р = 0,95) –  не более 10 %; 
интервал допускаемых аттестованных значений атом-
ной доли изотопа 68Zn от 98,0 % до 99,0 %, допускае-
мое значение относительной расширенной неопреде-
ленности аттестованного значения атомной доли изо-
топа 68Zn (при k = 2, Р = 0,95) –  не более 0,1 %; интер-
вал допускаемых аттестованных значений атомной доли 

изотопа 70Zn от 0,01 % до 0,05 %, допускаемое значение 
относительной расширенной неопределенности аттесто-
ванного значения атомной доли изотопа 70Zn (при k = 2, 
Р = 0,95) –  не более 20 %.

В качестве стандартных образцов природного изо-
топного состава использованы СО состава растворов, 
представляющих собой растворы чистых металлов в ми-
неральных кислотах:

– ГСО 10942–2017 стандартный образец состава рас-
твора меди (Cu-1000), интервал допускаемых аттестован-
ных значений массовой доли от 800 до 1200 мг/кг, гра-
ницы допускаемых значений относительной погрешно-
сти аттестованного значения массовой доли (Р = 0,95) 
не более ± 0,5 %, допускаемое значение относительной 
расширенной неопределенности аттестованного значе-
ния массовой доли (при k = 2, Р = 0,95) –  не более 0,7 %;

– ГСО 11243–2018 стандартный образец состава рас-
твора цинка (Zn-1000), интервал допускаемых аттесто-
ванных значений массовой доли от 800 до 1200 мг/кг, 
границы допускаемых значений относительной по-
грешности аттестованного значения массовой до-
ли (Р = 0,95) не более ±0,5 %, допускаемое значение 
относительной расширенной неопределенности аттесто-
ванного значения массовой доли (при k = 2, Р = 0,95) –  
не более 0,7 %.

Объект исследований
Объектом исследований являлась лиофилизи-

рованная сыворотка крови человека производства 
АО «Вектор-Бест», лиофилизированная сыворотка кро-
ви плодов коровы производства ООО «Биолот», восста-
новленные лиофилизированные сыворотки крови чело-
века и плодов коровы.

Результаты и обсуждение
Выбор оптимальных методических решений
Выбор условий пробоподготовки
Лиофилизированная сыворотка крови человека 

и животных обычно легко растворяется в воде, одна-
ко при растворении водой существует риск неполно-
го извлечения определяемых элементов. Для выбора 
растворителя были проведены предварительные из-
мерения массовой доли меди и цинка в лиофилизиро-
ванной сыворотке крови человека, растворенной дву-
мя способами. Первый способ (кислотное разложение) –  
навеску лиофилизированной сыворотки крови массой 
0,3 г помещали в полиэтиленовую пробирку, добавля-
ли 5 см3 предварительно очищенной концентрирован-
ной азотной кислоты, выдерживали в течение 1 часа, 
затем помещали пробирку с раствором в сушильный 



Та б л и ц а  1 .  Результаты измерений массовой 
доли меди и цинка в пробах лиофилизированной 
сыворотки крови, подготовленной разными 
способами:  кис лотным раз ложением 
и растворением в воде
Ta b l e  1 .  The measurement results of the mass 
fraction of copper and zinc in samples of lyophilized 
blood serum prepared in different ways: acid 
digestion and dissolution in water

Элемент, масса 
изотопа, по ко-

торому измерена 
массовая доля

Массовая доля элемента, мг/кг

Кислотное 
разложение

Растворение 
в воде

63Cu 9,44 8,32

64Zn 9,64 8,15

Та б л и ц а  2 .  Результаты измерений массовой доли элементов в лиофилизированных сыворотках крови 
человека и плодов коровы, полученные методом Total Quant
Ta b l e  2 .  The measurement results of the mass fraction of elements in lyophilized human and fetal bovine 
blood sera obtained by the Total Quant method

Элемент

Массовая доля элементов, мг/кг Оптимальный коэффициент 
разбавления пробы лиофи-
лизированной сыворотки 

крови
Лиофилизированная сыво-

ротка крови человека
Лиофилизированная сыво-
ротка крови плодов коровы

Na 24246 43839 800

Mg 162 426 700

P 672 1063 700

S 350 421 40

K 1050 6324 –

Ca 806 2244 –
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шкаф при температуре 80 °C и выдерживали 1 час, пос-
ле этого пробирку охлаждали и доводили массу раство-
ра в пробирке до 50 г 1 %-ным раствором азотной кис-
лоты. Для измерений полученный раствор разбавляли 
еще в 5 раз раствором азотной кислоты с массовой до-
лей 1 %. Второй способ (растворение в воде) –  навеску 
лиофилизированной сыворотки крови массой 0,3 г по-
мещали в полиэтиленовую пробирку, добавляли 5 см3 
деионизованной воды, небольшими круговыми движе-
ниями растворяли навеску в течение 30 мин., конец рас-
творения фиксировали визуально, после этого доводи-
ли массу раствора в пробирке до 50 г раствором азот-
ной кислоты с массовой долей 1 %. Для измерений по-
лученный раствор разбавляли еще в 5 раз раствором 
азотной кислоты с массовой долей 1 %.

В полученных растворах определяли массовую до-
лю меди и цинка методом масс-спектрометрии с ин-
дуктивно-связанной плазмой в режиме динамической 
реакционной ячейки (DRC). Для измерений применя-
ли метод добавок. В качестве добавок вводили рас-
творы стандартных образцов состава растворов меди 
(ГСО 10942–2017) и цинка (ГСО 11243–2018).

В табл. 1 приведены результаты измерений массовой 
доли меди и цинка по самым распространенным в при-
роде изотопам для проб лиофилизированной сыворот-
ки крови, подготовленной двумя способами.

Как видно из представленных в табл. 1 результатов, 
оптимальным методом пробоподготовки лиофилизи-
рованной сыворотки крови является кислотное разло-
жение (первый способ), тогда как второй способ при-
водит к занижению результатов измерений массовой 
доли меди и цинка по сравнению с первым способом.

Предварительный масс-спектрометрический анализ 
методом Total Quant показал, что основными матричны-
ми элементами сыворотки крови являются натрий, маг-
ний, фосфор, сера, калий. В табл. 2 представлены по-
лученные результаты измерений массовых долей эле-
ментов в лиофилизированных сыворотках крови чело-
века и плодов коровы методом Total Quant.

Матричные элементы лиофилизированной сыворот-
ки крови потенциально могут образовывать полиатом-
ные ионы, совпадающие по отношению m/z с изотопа-
ми исследуемых элементов. В табл. 3 приведены воз-
можные полиатомные ионы, образующиеся из матрич-
ных элементов лиофилизированной сыворотки крови.



Т а б л и ц а  3 .  Возможные полиатомные ионы, 
образующиеся из матричных элементов 
лиофилизированной сыворотки крови
Ta b l e  3 .  Possible polyatomic ions formed from 
matrix elements of lyophilized blood serum

Образование полиатомного иона Исследуемый изотоп

23Na + 40Ar → 23Na40Ar+

31P + 16O16O → 31P16O16O+
63Cu

25Mg + 40Ar → 25Mg40Ar+ 65Cu

24Mg + 40Ar → 24Mg40Ar+

32S + 16O16O → 32S6O16O+
64Zn

26Mg + 40Ar → 26Mg40Ar+ 66Zn

Та б л и ц а  4 .  Массовая доля элементов в приготовленных модельных растворах
Ta b l e  4 .  The mass fraction of elements in prepared model solutions

Номер модельного раствора
Массовая доля элемента, мкг/кг

Cu Zn Na Mg S P

раствор 1 9 9 0 0 0 0

раствор 2 9 9 30 000 200 10 000 400

раствор 3 9 9 60 000 400 20 000 800

раствор 4 9 9 120 000 800 40 000 1600

раствор 5 9 9 150 000 1000 50 000 2000

Рис. 2. Результаты измерений массовой доли меди по изо-
топу 63Cu в зависимости от массовой доли матричного 

элемента фосфора

Fig. 2. The measurement results of the mass fraction of copper 
by the 63Cu isotope depending on the mass fraction of the 

matrix element phosphorus

Рис. 1. Результаты измерений массовой доли меди по изо-
топу 63Cu в зависимости от массовой доли матричного 

элемента натрия

Fig. 1. The measurement results of the mass fraction of copper 
by the 63Cu isotope depending on the mass fraction of the 

matrix element sodium
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Для оценки влияния возможных интерференций 
и матричных эффектов на результаты измерений со-
держания меди и цинка были приготовлены модель-
ные растворы, аналогичные по своему составу раство-
рам анализируемых образцов лиофилизированных сы-
вороток крови: массовая доля меди и цинка составляла 
9 мкг/кг, массовая доля матричных элементов варьи-
ровалась в диапазонах: натрий от 0 до 150 мг/кг, маг-
ний от 0 до 1 мг/кг, сера от 0 до 50 мг/кг, фосфор от 0 
до 2 мг/кг. В качестве фона использовали 1 %-ный рас-
твор азотной кислоты. Массовая доля элементов в при-
готовленных модельных растворах приведена в табл. 4.

Измерения массовой доли меди и цинка в модель-
ных растворах проведены методом линейной градуиров-
ки в различных режимах измерений масс-спектрометра 
с индуктивно-связанной плазмой: стандартном режи-
ме, режиме динамической реакционной ячейки (DRC), 
режиме столкновительной ячейки (KED).

На рис. 1 и 2 представлены зависимости измеренного 
значения массовой доли меди по изотопу 63Cu от массовой 

доли матричных элементов натрия и фосфора соответ-
ственно, полученные в разных режимах измерений.

Из рис. 1 и 2 видно, что при увеличении массовой 
доли матричных элементов натрия и фосфора массо-
вая доля меди по изотопу 63Cu растет в стандартном 



Рис. 5. Результаты измерений массовой доли цинка по изо-
топу 66Zn в зависимости от массовой доли матричного 

элемента магния

Fig. 5. The measurement results of the mass fraction of zinc by 
the 66Zn isotope depending on the mass fraction of the matrix 

element magnesium

Рис. 4. Результаты измерений массовой доли цинка по изо-
топу 64Zn в зависимости от массовой доли матричного 

элемента магния

Fig. 4. The measurement results of the mass fraction of zinc by 
the 64Zn isotope depending on the mass fraction of the matrix 

element magnesium
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Рис. 6. Результаты измерений массовой доли цинка по изо-
топу 64Zn в зависимости от массовой доли матричного 

элемента серы

Fig. 6. The measurement results of the mass fraction of zinc by 
the 64Zn isotope depending on the mass fraction of the matrix 

element sulfur

8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18

0 10 20 30 40 50 60М
ас

со
ва

я 
до

ля
 ц

ин
ка

 64
Zn

, 
м

кг
/к

г

Массовая доля серы, мг/кг

S

стандартный режим режим DRC режим KED 9 мкг/кг Zn

110

Е. В. Вострокнутова, Т. Н. Табатчикова, П. В. Мигаль и др. Первичная референтная методика измерений массовой доли... 

Эталоны. Стандартные образцы. 2023. Т. 19, № 3. С. 103–127

режиме измерений, что связано с образованием поли-
атомных ионов, приведенных в табл. 3. На результаты 
измерений, полученные в режимах DRC и KED, увеличе-
ние массовой доли матричных элементов натрия и фос-
фора не оказывает влияние.

На рис. 3 представлены результаты исследования 
влияния увеличения массовой доли матричного эле-
мента магния на результаты измерений массовой доли 
меди по изотопу 65Cu.
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Рис. 3. Результаты измерений массовой доли меди по изо-
топу 65Cu в зависимости от массовой доли матричного 

элемента магния

Fig. 3. The measurement results of the mass fraction of copper 
by the 65Cu isotope depending on the mass fraction of the 

matrix element magnesium

Как оказалось, при увеличении массовой доли магния 
в модельном растворе от 0 до 1 мг/кг измеряемая мас-
совая доля меди по изотопу 65Cu снижается в стандарт-
ном режиме, в режимах DRC и KED количество магния 
не оказывает значительного влияния на массовую долю 
меди по изотопу 65Cu. Таким образом, в стандартном ре-
жиме наблюдается матричный эффект, заключающийся 
в подавлении сигнала изотопа определяемого элемента, 
в данном случае 65Cu, и как следствие –  снижение резуль-
татов измерений массовой доли меди по изотопу 65Cu при 
увеличении массовой доли матричного элемента магния.

На рис. 4 и 5 представлены результаты исследования 
влияния увеличения массовой доли матричного элемен-
та магния на результаты измерений массовой доли цинка 
по изотопам 64Zn, 66Zn в различных режимах измерений.

Режим DRC устраняет спектральные наложения 
на массы 64Zn, 66Zn и снижает матричный эффект. 
Увеличение массовой доли магния в модельном рас-
творе от 0 до 1 мг/кг не является значимым при изме-
рении массовой доли цинка по изотопам 64Zn, 66Zn при 
проведении измерений в режиме в DRC.

На рис. 6 представлена зависимость массовой до-
ли цинка по изотопу 64Zn от массовой доли матрично-
го элемента серы в различных режимах измерений.

Режим DRC устраняет спектральные наложения 
на изотоп 64Zn при массовой доле серы менее 20 мг/кг. 
При увеличении массовой доли серы свыше 20 мг/кг 
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наблюдается рост массовой доли цинка по изотопу 64Zn 
и режим DRC перестает быть эффективным средством 
устранения спектрального наложения. Таким образом, 
массовая доля матричного элемента серы в измеряемом 
растворе не должна превышать 20 мг/кг. Коэффициент 
разбавления исходной пробы лиофилизированной сы-
воротки крови должен быть подобран таким образом, 
чтобы не спровоцировать возможные спектральные на-
ложения и матричные эффекты, исказив результаты из-
мерений изотопных отношений для метода ИР-МС-ИСП.

Исходя из проведенных исследований спектральных 
наложений и матричных эффектов выявлены оптималь-
ные коэффициенты разбавления исходной пробы лио-
филизированной сыворотки крови (табл. 2).

В результате проведенного исследования определе-
ны следующие оптимальные условия пробоподготовки:

1. Навеска лиофилизированной сыворотки крови 
человека растворяется в предварительно очищенной 
концентрированной азотной кислоте, выдерживается 
не менее 1 часа в сушильном шкафу при температуре 
80 °C до прекращения выделения паров оксида азота. 
После этого готовятся рабочие растворы для измере-
ний в 1 %-ном растворе азотной кислоты.

2. Восстановленная лиофилизированная сыворотка 
крови готовится растворением 0,6 г лиофилизированной 
сыворотки крови в 5,0 см3 деионизованной воды с по-
следующим перемешиванием до образования однород-
ной суспензии, далее отбираются аликвоты и готовятся 
рабочие растворы в 1 %-ном растворе азотной кислоты.

Исследования влияния матричных элементов на ана-
литы в различных режимах работы масс-спектроме-
тра показали, что оптимальным режимом измерений 
растворов проб сыворотки крови является режим DRC. 
Режим DRC нивелирует возможные наложения, а так-
же достаточно чувствителен при низких содержаниях 
определяемых элементов. Матричный эффект снижа-
ется за счет разбавления пробы не менее чем в 800 раз.

Для проведения измерений были приготовлены сле-
дующие растворы:

1) раствор пробы в 1 %-ном растворе азотной кис-
лоты, коэффициент разбавления пробы не менее 800;

2) раствор пробы с добавкой: массовая доля опре-
деляемого элемента в растворе добавки от 6,0 ∙ 10–7 
до 3,0 ∙ 10–5 % и масса вносимой добавки подбиралась 
в зависимости от массовой доли (молярной концентра-
ции) определяемого элемента в пробе, размер добав-
ки рассчитан из основного уравнения измерений мето-
да изотопного разбавления (1) таким образом, чтобы 
полученные изотопные отношения 65Cu/63Cu и 68Zn/64Zn 
были близки к 1;

3) раствор холостой пробы, представляющий собой 
раствор реактивов в тех же количествах, что и при при-
готовлении растворов проб;

4) раствор холостой пробы с добавкой стандартных 
образцов изотопного состава растворов меди и цин-
ка (ГСО 11931–2022, ГСО 11933–2022).

Для приготовления всех растворов применяли ве-
совой метод.

Выбор и оптимизация масс-спектрометрических ус-
ловий анализа в режиме DRC

Параметрами для выбора оптимальных условий про-
ведения измерений на масс-спектрометре в выбран-
ном режиме DRC являлись предел обнаружения меди 
и цинка, относительное среднее квадратическое откло-
нение (СКО) измерений изотопных отношений 65Cu/63Cu, 
66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 68Zn/64Zn, 70Zn/64Zn, а также макси-
мальное значение интенсивности исследуемых изото-
пов 63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn в модельных рас-
творах и исследуемых растворах лиофилизированной 
сыворотки крови. Исследованы следующие параметры, 
влияющие на процесс измерений в режиме DRC: расход 
реакционного газа, высокочастотное напряжение, при-
ложенное к квадруполю ячейки (RPq), скорость потока 
аргона через распылитель.

В качестве реакционного газа для работы масс-спек-
трометра в режиме DRC использовался аммиак. Для 
определения оптимального расхода аммиака опреде-
лены пределы обнаружения меди и цинка по результа-
там измерений массовой доли меди и цинка по изото-
пам 63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn в 1 %-ном рас-
творе азотной кислоты методом линейной градуиров-
ки. В ходе эксперимента варьировали расход аммиака 
в диапазоне от 0,1 до 1 cм3/мин. Пределы обнаружения 
меди и цинка определены по всем изотопам при раз-
личном расходе аммиака по критерию 3σ. Полученные 
результаты представлены на рис. 7, 8.

Также были проведены измерения изотопных отно-
шений 65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 68Zn/64Zn, 70Zn/64Zn 
в рабочем растворе пробы лиофилизированной сыво-
ротки крови при различном расходе аммиака. На рис. 9 
представлена зависимость относительного СКО изме-
рений изотопных отношений от расхода аммиака в ре-
акционной ячейке.

Оптимальным значением расхода аммиака было 
определено 0,45 см3/мин., так как при таком значении 
наблюдаются наименьшие пределы обнаружения ме-
ди и цинка по всем изотопам и наименьшее значение 
относительного СКО измерений изотопных отношений 
65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 68Zn/64Zn, 70Zn/64Zn.



Рис. 8. Зависимость пределов обнаружения цинка по изо-
топам 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn в зависимости от расхода 

аммиака в реакционной ячейке

Fig. 8. The dependence of the detection limits of zinc by 64Zn, 
66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn isotopes depending on the ammonia 

consumption in the reaction cell

Рис. 7. Зависимость пределов обнаружения меди по изото-
пам 63Cu, 65Cu в зависимости от расхода аммиака в реакци-

онной ячейке

Fig. 7. The dependence of detection limits of copper by 63Cu and 
65Cu isotopes depending on the ammonia consumption in the 

reaction cell
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Рис. 9. Зависимость относительного СКО измерений 
изотопных отношений от расхода аммиака в реакционной 

ячейке

Fig. 9. The dependence of the relative mean squared error of the 
measurements of isotope ratios on the ammonia consumption 

in the reaction cell
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Для определения оптимального значения высоко-
частотного напряжения, приложенного к квадрупо-
лю ячейки (RPq), проводили измерение интенсивно-
стей сигналов изотопов 63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn, 
70Zn в рабочем растворе пробы лиофилизированной 
сыворотки крови. Величину RPq варьировали от 0,1 
до 0,9 В. Зависимость интенсивности сигналов изото-
пов 63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn от величины RPq 
представлена на рис. 10.
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Рис. 10. Зависимость интенсивности сигналов изотопов 
63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn от величины RPq

Fig. 10. The dependence of signal intensity of 63Cu, 65Cu, 64Zn, 
66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn isotopes on the value of RPq

Также были проведены измерения изотопных отно-
шений 65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 68Zn/64Zn, 70Zn/64Zn 
в рабочем растворе пробы лиофилизированной сыво-
ротки крови при различной величине RPq. Зависимость 
относительного СКО измерений изотопных отношений 
от величины RPq представлена на рис. 11.
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Рис. 11. Зависимость относительного СКО измерений изо-
топных отношений 65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 68Zn/64Zn, 

70Zn/64Zn от величины RPq

Fig. 11. The dependence of the relative mean squared error of 
measurements of the 65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 68Zn/64Zn, 

70Zn/64Zn isotope ratios on the value of RPq

Максимальное значение интенсивности сигналов 
изотопов 63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn наблюдает-
ся при RPq = 0,2 В. Однако минимальное относительное 



Та б л и ц а  5 .  Параметры измерений масс-спектрометра
Ta b l e  5 .  The measurement parameters of the mass spectrometer

Наименование параметра Значение параметра

Мощность плазмы, Вт 1350

Скорость потока аргона через внешнюю трубку горелки, дм3/мин 16

Скорость потока аргона через распылитель, дм3/мин от 0,96 до 0,98

Высокочастотное напряжение, приложенное к квадруполю ячейки (RPq), В 0,3

Разрешение, а. е. м. от 0,7 до 0,8

Распылительная камера Циклонная камера

Скорость потока аммиака в реакционную ячейку, cм3/мин 0,45
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СКО измерений изотопных отношений 65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 
67Zn/64Zn, 68Zn/64Zn, 70Zn/64Zn наблюдается при RPq = 0,3 В, 
и при этом значении RPq = 0,3 В величина интенсивности 
выходного сигнала уменьшается незначительно по срав-
нению RPq = 0,2 В. Для метода изотопного разбавления 
определяющим фактором при выборе оптимального 
значения величины RPq является минимальное значе-
ние относительного СКО измерений изотопных отноше-
ний. Таким образом, оптимальным значением величи-
ны RPq было определено 0,3 В.

Для исследования влияния скорости потока аргона 
через распылитель варьировали скорость потока арго-
на от 0,6 до 1,0 дм3/мин. и проводили измерения интен-
сивности сигналов изотопов 63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 67Zn, 
68Zn, 70Zn в рабочем растворе пробы лиофилизирован-
ной сыворотки крови. Полученные результаты пред-
ставлены на рис. 12. 
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Рис. 12. Зависимость интенсивности сигнала изотопов 
63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn от потока аргона через 

распылитель

Fig. 12. The dependence of signal intensity of 63Cu, 65Cu, 64Zn, 
66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn isotopes on argon flow through the 

nebulizer

При различном потоке аргона также проведены изме-
рения изотопных отношений 65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 
68Zn/64Zn, 70Zn/64Zn в рабочем растворе пробы лиофи-
лизированной сыворотки крови. Результаты представ-
лены на рис. 13. 
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Рис. 13. Зависимость относительного СКО измерений изо-
топных отношений 65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 68Zn/64Zn, 

70Zn/64Zn от потока аргона через распылитель

Fig. 13. The dependence of relative mean squared error of 
measurements of 65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 68Zn/64Zn, 

70Zn/64Zn isotope ratios on argon flow through the nebulizer

Как видно из представленных на рис. 7 и 8 дан-
ных, оптимальным значением скорости потока арго-
на является (0,96–0,98) дм3/мин. При этом значении 
наблюдается максимальная интенсивность сигнала 
от изотопов 63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn, 70Zn и ми-
нимальное значение относительного СКО измерений 
изотопных отношений 65Cu/63Cu, 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 
68Zn/64Zn, 70Zn/64Zn.

Установленные оптимальные значения параметров 
масс-спектрометрических измерений массовой доли 
меди и цинка с применением DRC ячейки в лиофили-
зированной сыворотке крови представлены в табл. 5.
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Для параметров: мощность плазмы, скорость потока 
аргона через внешнюю трубку горелки, в качестве опти-
мальных были приняты те значения, которые установ-
лены производителем масс-спектрометра.

Коррекция эффекта дискриминации масс
Эффект дискриминации масс заключается в пони-

жении чувствительности измерений при переходе от бо-
лее тяжелых изотопов к более легким и выражается 
в смещении измеряемого изотопного отношения отно-
сительно его действительного значения. Кроме эффек-
та дискриминации масс смещение измеряемых изотоп-
ных отношений зависит от настройки масс-спектроме-
тра [34, 35].

Для коррекции эффекта дискриминации масс ис-
пользованы растворы:

1. Раствор стандартных образцов состава растворов 
меди (ГСО 10942–2017) и цинка (ГСО 11243–2018) с при-
родным изотопным составом с массовой долей меди 
и цинка от 6,0 ∙ 10–7 до 3,0 ∙ 10–5 %. Изотопные отношения 
меди и цинка рассчитаны по данным природного изо-
топного состава элементов ИЮПАК [32] по выражению

станд

реф

i
i

AR
A

= ,                          (2)

где Ai –  значение атомной доли i-го изотопа, указан-
ные в данных ИЮПАК [32];

Aреф – значение атомной доли референтного изотопа.
2. Растворы стандартных образцов состава раство-

ров меди и цинка с эквимолярным изотопным составом, 
представляющие собой смесь растворов стандартных 
образцов состава растворов меди и цинка с природным 
изотопным составом (ГСО 10942–2017, ГСО 11243–2018) 
и стандартных образцов изотопного состава растворов 
меди и цинка (ГСО 11931–2022, ГСО 11933–2022) (да-
лее –  смесь СО); количество смешиваемых растворов 
стандартных образцов рассчитано из основного урав-
нения измерения метода изотопного разбавления та-
ким образом, чтобы полученные изотопные отноше-
ния для пар изотопов 65Cu/63Cu и 68Zn/64Zn были близки 
к 1 в полученной смеси.

3. Раствор стандартных образцов изотопного состава 
растворов меди ГСО 11931–2022 и цинка ГСО 11933–2022 
с массовой долей меди и цинка от 6,0 ∙ 10–7 до 3,0 ∙ 10–5 %. 
Изотопные отношения меди и цинка рассчитаны по дан-
ным, приведенным в паспортах на СО, по выражению, 
аналогичному (2).

Корректирующие коэффициенты были установле-
ны при проведении измерений приготовленных раство-
ров и рассчитаны по формуле

станд

изм

i
i bias

i

R
K K

R
= + ,                        (3)

где Riстанд –  действительное значение i-го изотопного 
отношения, рассчитанное по выражению (2), для сме-
си СО Riстанд рассчитано по основному уравнению из-
мерений метода ИР-МС-ИСП (1);

Riизм –  измеренное значение i-го изотопного 
отношения;

Kbias –  коэффициенты, связанные с поправкой 
на оптимизацию параметров работы масс-спектроме-
тра (в расчетах принимали Kbias = 0 в связи с проведени-
ем оптимизации параметров работы масс-спектрометра).

Полученные значения коэффициентов коррекции 
из результатов измерений раствора стандартных об-
разцов природного изотопного состава в дальнейшем 
применяли к измеренным значениям изотопных отно-
шений в пробах. Значения коэффициента коррекции, 
полученного из результатов измерений смеси СО, при-
меняли для коррекции смещения изотопных отноше-
ний, измеренных в пробах с добавкой. Значения коэф-
фициента коррекции, полученного из результатов из-
мерений раствора стандартных образцов изотопного 
состава, применяли для коррекции смещения изотоп-
ных отношений в холостой пробе с добавкой.

Проведение измерений
Общая схема проведения измерений методом изо-

топного разбавления представлена на рис. 14.
Для коррекции эффекта дискриминации масс по-

следовательность измерений приготовленных раство-
ров была построена следующим образом:

1) до и после измерений изотопных отношений в про-
бе, холостой пробе измеряли изотопные отношения 
в растворе стандартных образцов природного состава;

2) до и после измерений изотопных отношений в про-
бе с добавкой измеряли изотопные отношения в рас-
творе смеси СО;

3) до и после измерений изотопных отношений в хо-
лостой пробе с добавкой измеряли изотопные отноше-
ния в растворе добавки.

Между пробами и растворами промывали систему 
ввода 1 %-ным раствором азотной кислоты.

Последовательность измерений начинали с измере-
ний изотопных отношений в растворах природного изо-
топного состава (раствор пробы, холостой пробы, рас-
твор природного изотопного состава), затем измеряли 
изотопные отношения в эквимолярных смесях (проба 
с добавкой, раствор эквимолярного изотопного соста-
ва), далее в растворах с измененным (обогащенным) 



Рис. 14. Алгоритм процедуры измерений массовой доли и молярной концентрации меди и цинка в биологических 
материалах (матрицах)

Fig. 14. An algorithm for measuring the mass fraction and molar concentration of copper and zinc in biological materials (matrices)
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изотопным составом (холостая проба с добавкой, рас-
твор добавки).

Расчет массовой доли меди и цинка в лиофилизиро-
ванной сыворотке крови, молярной концентрации меди 
и цинка в восстановленной сыворотке крови осущест-
вляли с использованием выражения (1).

Оценивание показателей точности
Метрологические характеристики разработанной 

методики измерений установлены на основе алгорит-
мов, изложенных в РМГ 61–2010, ГОСТ  34100.3–2017/
ISO/IEC Guide 98–3:2008. Для оценки случайной со-
ставляющей погрешности (неопределенности измере-
ний, оцененной по типу А) использовали статистичес-
кие данные, полученные при измерении массовой до-
ли и молярной концентрации меди и цинка в образцах 
для оценивания (ОО).

Относительная суммарная стандартная неопреде-
ленность измерений (uc) представляет собой сумму от-
носительных стандартных неопределенностей, оценен-
ных по типу А (uA) и В (uB)

2 2

c A Bu u u= + .                          (4)

Относительная стандартная неопределенность типа 
А оценена на основании результатов измерений массо-
вой доли и молярной концентрации меди и цинка в ОО, 

полученных в условиях внутрилабораторной прецизи-
онности: в разное время, разными операторами.

Относительная стандартная неопределенность ти-
па В оценена на основании анализа уравнения измере-
ний (1) по формуле

2 2

1

100 m
B

i

u c u
X ε ε ε== ⋅ ∑ ⋅ ,                    (5)

где cε –  коэффициент чувствительности ε-ой состав-
ляющей неопределенности, определяемый из уравне-
ния измерений массовой доли (молярной концентра-
ции) элемента в пробе как частная производная функ-
ции по ε-ой составляющей;

uε – стандартная неопределенность измерений ε-ой 
величины, входящей в уравнение;2 2

1

100 m
B

i

u c u
X ε ε ε== ⋅ ∑ ⋅

 – среднее арифметическое значение массовой до-
ли (молярной концентрации) элемента, % (мкмоль/дм3).

Стандартные неопределенности массовой доли эле-
мента (u(Xyi)) в добавке рассчитаны из относительных 
расширенных неопределенностей аттестованных зна-
чений массовых долей, приведенных в паспортах стан-
дартных образцов изотопного состава (ГСО 11931–2022, 
ГСО 11933–2022)

0
( )

2 100

yi
yi

U X
u X

⋅
=

⋅
,                         (6)
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где U0 –  относительная расширенная неопределенность 
аттестованного значения массовой доли меди или цин-
ка при k = 2 и Р = 0,95, %;

Xyi – аттестованное значение массовой доли меди 
или цинка в стандартных образцах изотопного соста-
ва растворов, %.

Стандартные неопределенности взвешивания (u(m)) 
рассчитаны из данных, приведенных в сертификатах ка-
либровки применяемых весов.

Молярные массы меди и цинка в пробе и в добав-
ке рассчитаны

ai iM M A= ⋅∑ ,                         (7)

где Mai –  молярная масса i-го изотопа, приведенная 
в [32], г/моль;

Ai – атомная доля i-го изотопа, приведенная в [32] 
для природного изотопного состава или в паспорте стан-
дартных образцов изотопного состава растворов меди 
и цинка (ГСО 11931–2022, ГСО 11933–2022).

Стандартная неопределенность молярной массы ме-
ди и цинка оценена

( ) ( )2 2

1 1

( ) ( ) ( )
n n

i ai ai i
i i

u M A u M M u A
= =

= ⋅ + ⋅∑ ∑ ,  (8)

где u(Mai) –  стандартная неопределенность молярной 
массы i-го изотопа, полученная из данных [32], г/моль;

u(Ai) – стандартная неопределенность атомной до-
ли i-го изотопа, полученная из паспорта стандартных 
образцов изотопного состава растворов меди и цин-
ка или [32].

Данные об атомных массах изотопов элементов при-
ведены в [32].

Стандартные неопределенности коэффициентов кор-
рекции дискриминации масс рассчитаны

2 2

станд 2

станд изм2

изм изм

1
( ) ( ) ( ) ( )

i
i i i bias

i i

R
u K u R u R u K

R R
   

= ⋅ + − ⋅ +      

2 2

станд 2

станд изм2

изм изм

1
( ) ( ) ( ) ( )

i
i i i bias

i i

R
u K u R u R u K

R R
   

= ⋅ + − ⋅ +      
,           (9)

где u(Riстанд) –  стандартные неопределенности изотоп-
ных отношений в стандартном образце состава раство-
ров меди (природный изотопный состав), стандартном 
образце изотопного состава раствора меди (обогащен-
ный изотопный состав), рассчитанные

22

станд реф2

реф реф

1
( ) ( ) ( )i

i i
Au R u A u A

A A

    
= ⋅ +     − ⋅        

22

станд реф2

реф реф

1
( ) ( ) ( )i

i i
Au R u A u A

A A

    
= ⋅ +     − ⋅        

,                 (10)

где u(Ai) –  стандартная неопределенность атомной до-
ли i-го изотопа;

u(Aреф) – стандартная неопределенность атом-
ной доли референтного изотопа, для меди –  63Cu, для 
цинка –  64Zn;

u(Riизм) – стандартные неопределенности измерен-
ных изотопных отношений, представляющее собой стан-
дартное отклонение среднего арифметического резуль-
татов измерений изотопного отношения

22

изм изм

изм

1

( )
( )

( 1)

i i
i

j

R Ru R
n n=

−
=

⋅ −∑ ,             (11)

где u(Kbias) = 0,001 –  стандартная неопределен-
ность поправки на оптимизацию параметров работы 
масс-спектрометра; j = 2 –  параллельные определения 
i-го изотопного отношения.

Коэффициент разбавления пробы лиофилизирован-
ной сыворотки крови рассчитан в соответствии с про-
цедурой пробоподготовки

.0 .1

0 1

r rm mK
m m

= ⋅ ,                         (12)

где m0 –  масса навески пробы для приготовления ис-
ходного раствора пробы, г;

mr.0 – масса исходного раствора пробы, г;
m1 – масса аликвоты раствора пробы, отобранной 

для разбавления, г;
mr.1 – масса раствора пробы после разбавления, г.
Стандартная неопределенность коэффициента раз-

бавления пробы лиофилизированной сыворотки крови 
была рассчитана

2 2 2 2

.1 .0 .1 .0 .0 .1
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0 1 0 1 0 1 1 0

1 1
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( ) ( ) ( ) ( ) ( )r r r r r r
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m m m m m mu K u m u m u m u m

m m m m m m m m
       

= ⋅ ⋅ + − ⋅ ⋅ + ⋅ ⋅ + − ⋅ ⋅              
, (13)

где u(mr.0), u(m0), u(mr.1), u(m1) –  стандартные нео-
пределенности взвешивания навески пробы и раство-
ра пробы, г.
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Источник

Величина uε 
Единицы 
величины

cε uε · cε Вклад, %
Описание

Обозначе-
ние

Повторяемость X̅Cu 0,000975 1,8 ∙ 10–5 % 1,000 1,76 ∙ 10–5 27,0 %

Массовая доля компонента 
в добавке

XyCu 2,12 ∙ 10–5 4,1 ∙ 10–8 % 46,101 1,90 ∙ 10–5 2,9 %

Масса добавки в пробу myCu 1,01105 1,0 ∙ 10–4 г 2,51 ∙ 10–6 2,51 ∙ 10–10 0,0 %
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Коэффициент разбавления пробы восстановленной 
лиофилизированной сыворотки крови рассчитан в со-
ответствии с процедурой пробоподготовки

60 .1

0 1

10r

sti

m mK'
V M m

= ⋅ ⋅
⋅

,                (14)

где m0 –  масса аликвоты раствора лиофилизированной 
сыворотки, отобранной для измерений, г;

V0 – объем аликвоты восстановленной сыворотки, 
отобранной для измерений, см3;

m1 – масса аликвоты раствора, взятая для разбав-
ления, г;

mr.1 – масса разбавленного раствора, г;
Msti – молярная масса меди или цинка в восстанов-

ленной сыворотке, г/моль.
Стандартная неопределенность коэффициента раз-

бавления пробы восстановленной лиофилизированной 
сыворотки крови была рассчитана
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,             (15)

где u(V0) –  стандартные неопределенности измерений 
объема отобранной аликвоты, см3;

u(Msti) – стандартная неопределенность молярной 
массы i-го элемента в пробе, рассчитанная по дан-
ным [32], г/моль.

Массовую долю (молярную концентрацию) элемен-
тов в холостой пробе рассчитывали на основании ре-
зультатов измерений изотопных отношений в холостой 
пробе, холостой пробе с добавкой, используя основ-
ное уравнение измерений метода изотопного разбав-
ления. Оценку неопределенности измерений массо-
вой доли (молярной концентрации) в холостой про-
бе проводили на основании анализа уравнения из-
мерений в соответствии с ГОСТ  34100.3–2017/ISO/IEC 
Guide 98–3:2008 [37]. Относительная стандартная не-
определенность измерений массовой доли (молярной 
концентрации) элементов в холостой пробе состави-
ла 45 % (при Р = 0,95). Расширенная стандартная не-
определенность измерений массовой доли (молярной 
концентрации) меди и цинка рассчитана по формуле

U = 2 ∙ uc.                                 (16)

Относительная расширенная неопределенность из-
мерений массовой доли меди и цинка в сыворотке кро-
ви рассчитана по формуле

0 100
UU
X ι

= ⋅ .                             (17)

Типичные бюджеты неопределенности измерений 
массовой доли меди и цинка в сыворотке крови пред-
ставлены в табл. 6, 7.

В качестве метрологических характеристик ГПРМИ 
приняты максимальные из полученных значений, кото-
рые представлены в табл. 8.

Подтверждение наивысшей точности
Для подтверждения наивысшей точности разра-

ботанной ГПРМИ был проведен сравнительный ана-
лиз с аналогичными ГПРМИ иностранных государств, 



Источник

Величина uε 
Единицы 
величины

cε uε · cε Вклад, %
Описание

Обозначе-
ние

Масса пробы mx 49,773 0,0001 г 1,83 ∙ 10–9 1,83 ∙ 10–13 0,0 %

Коррекция дискриминации 
масс для Ry65/63

Ky65/63 2,2492 0,0701 – -4,04 ∙ 10–8 -2,84 ∙ 10–9 0,004 %

Измеренное отношение 65/63 
в добавке

Ry65/63 135,104 0,6755 – 7,20 ∙ 10–6 4,86 ∙ 10–6 7,5 %

Коррекция дискриминации 
масс для Rb65/63

Kb65/63 0,8855 0,0063 – -0,00202 -1,27 ∙ 10–5 19,5 %

Измеренное отношение 65/63 
в пробе с добавкой

Rb65/63 1,1082 0,0055 – -0,00161 -8,93 ∙ 10–6 13,7 %

Коррекция дискриминации 
масс для Rx65/63

Kx65/63 0,9193 0,0053 – 0,00088 4,69 ∙ 10–6 7,2 %

Измеренное отношение 65/63 
в пробе

Rx65/63 0,4844 0,0078 – 0,00167 1,30 ∙ 10–5 20,0 %

Коррекция дискриминации 
масс для Ry63/63 в добавке

Ky63/63 1,0000 0 – -0,00098 0 0,0 %

Измеренное отношение 63/63 
в добавке

Ry63/63 1,0000 0 – -0,00098 0 0,0 %

Коррекция дискриминации 
масс для Rx63/63 в пробе

Kx63/63 1,0000 0 – 0,00098 0 0,0 %

Измеренное отношение 63/63 
в пробе

Rx63/63 1,0000 0 – 0,00098 0 0,0 %

Молярная масса компонента 
в пробе

MstCu 63,5460 0,068 г/моль 0,00002 1,04 ∙ 10–6 1,6 %

Молярная масса компонента 
в добавке

MyCu 64,9212 0,011 г/моль -0,00002 -1,69 ∙ 10–7 0,3 %

Массовая доля меди в холо-
стой пробе

XblCu 5,96 ∙ 10–10 2,7 ∙ 10–10 % -865,44 -2,36 ∙ 10–7 0,4 %

Коэффициент разбавления K 865,437 0,287 – -3,79 -1,04 ∙ 10–9 0,0 %

Стандартная неопределенность типа А, uA 1,76 ∙ 10–5

Стандартная неопределенность типа В, uB 2,14 ∙ 10–5

Суммарная стандартная неопределенность, uC 2,77 ∙ 10–5

Расширенная неопределенность (k = 2 P = 0,95), U, % 5,54 ∙ 10–5

Относительная расширенная неопределенность (k = 2 P = 0,95), U0, % 5,68

О к о н ч а н и е  т а б л .  6
E n d  o f  Ta b l e  6

118

Е. В. Вострокнутова, Т. Н. Табатчикова, П. В. Мигаль и др. Первичная референтная методика измерений массовой доли... 

Эталоны. Стандартные образцы. 2023. Т. 19, № 3. С. 103–127



Та б л и ц а  7.  Бюджет неопределенности измерений массовой доли цинка в сыворотке крови
Ta b l e  7.  The uncertainty budget for measurements of the mass fraction of zinc in blood serum

Источник

Величина uε 
Единицы 
величины

cε uε · cε Вклад, %
Описание

Обозначе-
ние

Повторяемость X̅Zn 0,000998 1,8 ∙ 10–5 % 1,000 1,80 ∙ 10–5 33,67 %

Массовая доля компонента 
в добавке

XyZn 1,89 ∙ 10–5 4,3 ∙ 10–8 % 27,061 1,15 ∙ 10–6 2,16 %

Масса добавки в пробу myZu 1,0117 6,0 ∙ 10–5 г 5,05 ∙ 10–4 3,03 ∙ 10–8 0,06 %

Масса пробы mx 49,773 0,000433 г -1,03 ∙ 10–5 -4,45 ∙ 10–9 0,01 %

Коррекция дискриминации 
масс для Ry68/64

Ky68/64 2,1022 0,0403 – 2,69 ∙ 10–6 1,08 ∙ 10–7 0,20 %

Измеренное отношение 68/64 
в добавке

Ry68/64 126,118 0,6306 – 4,49 ∙ 10–8 2,83 ∙ 10–8 0,05 %

Коррекция дискриминации 
масс для Rb68/64

Kb68/64 0,80821 0,00521 – -9,91 ∙ 10–4 -5,17 ∙ 10–6 9,68 %

Измеренное отношение 68/64 
в пробе с добавкой

Rb68/64 1,2474 0,0062 – -6,42 ∙ 10–4 -4,01 ∙ 10–6 7,50 %

Коррекция дискриминации 
масс для Rx68/64

Kx68/64 0,8272 0,0160 – 3,48 ∙ 10–4 5,57 ∙ 10–6 10,44 %

Измеренное отношение 68/64 
в пробе

Rx68/64 0,4391 0,0022 – 6,56 ∙ 10–4 1,44 ∙ 10–6 2,70 %

Коррекция дискриминации 
масс для Ry64/64 в добавке

Ky64/64 1,0000 0 – 2,97 ∙ 10–6 0 0,00 %

Измеренное отношение 64/64 
в добавке

Ry64/64 1,0000 0 – 2,97 ∙ 10–6 0 0,00 %

Коррекция дискриминации 
масс для Ry66/64 в добавке

Kx66/64 1,1427 0,0384 – 2,26 ∙ 10–6 8,68 ∙ 10–8 0,16 %

Измеренное отношение 66/64 
в добавке

Ry66/64 0,7625 0,0038 – 3,39 ∙ 10–6 1,29 ∙ 10–8 0,02 %

Коррекция дискриминации 
масс для Ry67/64 в добавке

Ky67/64 0,0093 0,0938 – 1,24 ∙ 10–6 1,16 ∙ 10–7 0,22 %

Измеренное отношение 67/64 
в добавке

Ry67/64 0,4171 0,0021 – 2,75 ∙ 10–8 5,74 ∙ 10–11 0,00 %

Коррекция дискриминации 
масс для Ry70/64 в добавке

Ky70/64 0,5585 0,0426 – 3,28 ∙ 10–7 1,40 ∙ 10–8 0,03 %

Измеренное отношение 70/64 
в добавке

Ry70/64 0,1104 0,0006 – 1,66 ∙ 10–6 9,15 ∙ 10–10 0,00 %

Коррекция дискриминации 
масс для Rx64/64 в пробе

Kx64/64 1,0000 0 – 4,91 ∙ 10–4 0 0,00 %
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Источник

Величина uε 
Единицы 
величины

cε uε · cε Вклад, %
Описание

Обозначе-
ние

Измеренное отношение 64/64 
в пробе

Rx64/64 1,0000 0 – 4,91 ∙ 10–4 0 0,00 %

Коррекция дискриминации 
масс для Rx66/64 в пробе

Kx66/64 0,9263 0,0304 – 2,98 ∙ 10–4 9,04 ∙ 10–6 16,93 %

Измеренное отношение 66/64 
в пробе

Rx66/64 0,6066 0,0030 – 4,55 ∙ 10–4 1,38 ∙ 10–6 2,58 %

Коррекция дискриминации 
масс для Rx67/64 в пробе

Kx67/64 1,0517 0,0195 – 4,41 ∙ 10–5 8,62 ∙ 10–7 1,62 %

Измеренное отношение 67/64 
в пробе

Rx67/64 0,0900 0,0004 – 5,16 ∙ 10–4 2,32 ∙ 10–7 0,43 %

Коррекция дискриминации 
масс для Rx70/64 в пробе

Kx70/64 2,2506 0,1035 – 4,85 ∙ 10–6 5,02 ∙ 10–7 0,94 %

Измеренное отношение 70/64 
в пробе

Rx70/64 0,0099 0,000049 – 4,85 ∙ 10–6 2,40 ∙ 10–10 0,00 %

Молярная масса компонента 
в пробе

MstZn 65,3778 0,460 г/моль 7,82 ∙ 10–6 3,60 ∙ 10–6 6,74 %

Молярная масса компонента 
в добавке

MyZn 67,9000 0,021 г/моль -7,53 ∙ 10–6 -1,61 ∙ 10–7 0,30 %

Массовая доля цинка в холо-
стой пробе

XblZn 4,11 ∙ 10–9 1,81 ∙ 10–9 % -8,65 ∙ 102 -1,57 ∙ 10–6 2,94 %

Коэффициент разбавления K 865,4370 0,2873 1,15 ∙ 10–6 3,3 ∙ 10–7 0,62 %

Стандартная неопределенность типа А, uA 1,80 ∙ 10–5

Стандартная неопределенность типа В, uB 1,33 ∙ 10–5

Суммарная стандартная неопределенность, uC 2,24 ∙ 10–5

Расширенная неопределенность (k = 2 P = 0,95), U, % 4,47 ∙ 10–5

Относительная расширенная неопределенность (k = 2 P = 0,95), U0, % 4,48

О к о н ч а н и е  т а б л .  7
E n d  o f  Ta b l e  7
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сведения о которых имеются в базе Объединенного ко-
митета по прослеживаемости в лабораторной медици-
не (JCTLM). Зарубежные методики измерений концен-
трации меди и цинка в биологических объектах, вне-
сенные в базу JCTLM, разработаны на основе метода 
нейтронно-активационного анализа, относительная рас-
ширенная неопределенность измерений по этим методи-
кам составляет от 2 до 10 %. В табл. 9 представлены све-
дения о методиках, зарегистрированных в базе JCTLM.

Экспериментальным подтверждением наивысшей 
точности разработанной ГПРМИ являются результаты 
проведенных сличений КООМЕТ 849/RU/2021 «Пилотное 
сличение по определению содержания металлов в сыво-
ротке крови». Обработка результатов сличений проведе-
на в соответствии с документом СOОМЕТ R/GM/14:2006 
«Рекомендация КООМЕТ. Руководство по оцениванию 
данных ключевых сличений КOOMET» согласно техни-
ческому протоколу КООМЕТ 849/RU/21. Проведенные 



Та б л и ц а  8 .  Диапазон измерений, значения показателей точности
Ta b l e  8 .  The measurement range, accuracy values

Объект измерений
Наименование из-

меряемой величины, 
единица величины

Диапазон измерений

Относительная сум-
марная стандартная 
неопределенность, 

uс,л,0, %

Относительная 
расширенная не-

определенность при 
коэффициенте охвата 
k = 2 и доверительной 
вероятности Р = 0,95, 

Uл,0, %

Лиофилизирован-
ная сыворотка крови 
человека, плодов 
коровы

Массовая доля  
меди, %

От 1 ∙ 10–6 до 5 ∙ 10–5 
включительно

3,7 7,5

Св. 5 ∙ 10–5 до 1,5 ∙ 10–3 
включительно

3,4 6,9

Массовая доля 
цинка, %

От 1 ∙ 10–6 до 5 ∙ 10–5 
включительно

4,3 8,7

Св. 5 ∙ 10–5 до 1,5 ∙ 10–3 
включительно

4,4 8,8

Восстановленная
сыворотка крови 
человека, плодов 
коровы

Молярная кон-
центрация меди, 

мкмоль/дм3

От 2 до 20
включительно

4,1 8,3

Молярная кон-
центрация цинка, 

мкмоль/дм3

От 2 до 20
включительно

4,1 8,1

Та б л и ц а  9 .  Методики измерений, внесенные в базу Объединенного комитета по прослеживаемости 
в лабораторной медицине JCTLM
Ta b l e  9 .  Measurement methods included in the database of the Joint Committee on Traceability in Laboratory 
Medicine (JCTLM)

Методика, страна Метод измерений
Диапазон 
измерений

Относительная 
расширенная не-
определенность 

измерений, %

Регистрация 
в базе дан-
ных JCTLM

Radiochemical neutron activation analysis 
method for copper in blood serum (США)
(Радиохимический нейтронно-активацион-
ный метод анализа меди в сыворотке крови)

Радиохимический 
нейтронно-ак-
тивационный 
анализ

От 100 нг/г 
до неогра-
ниченного 
с разбавлением

От 3 % до 10 % +

Radiochemical neutron activation analysis 
method for copper in whole blood (США)
(Метод радиохимического нейтронно-акти-
вационного анализа меди в цельной крови)

Радиохимический 
нейтронно-ак-
тивационный 
анализ

От 100 нг/г 
до неогра-
ниченного 
с разбавлением

От 3 % до 10 % +

Instrumental neutron activation analysis 
method for zinc in blood serum (США)
(Метод инструментального нейтронно-ак-
тивационного анализа цинка в сыворотке 
крови)

Радиохимический 
нейтронно-ак-
тивационный 
анализ

От 100 нг/г 
до неогра-
ниченного 
с разбавлением

От 2 % до 10 % +
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сличения показали, что результаты измерений, полу-
ченные по ГПРМИ, обладают наименьшей неопределен-
ностью и хорошо согласуются с результатами осталь-
ных участников сличений.

Наивысшая точность результатов измерений, полу-
ченных с использованием ГПРМИ массовой доли и мо-
лярной концентрации меди, цинка в биологических 
материалах (матрицах), достигается и подтверждает-
ся за счет:

– использования в качестве метода измерений мето-
да масс-спектрометрии с индуктивно-связанной плаз-
мой с изотопным разбавлением. Метод изотопного раз-
бавления признан Консультативным комитетом по ко-
личеству вещества (CCQM) первичным и высокоточным 
по сравнению с другими методами измерений;

– применения высокотехнологичного оборудова-
ния, реализующего метод масс-спектрометрии с ин-
дуктивно-связанной плазмой с изотопным разбавлени-
ем –  масс-спектрометра с индуктивно-связанной плаз-
мой NexION2000B из эталонной установки, входящей 
в состав Государственного первичного эталона единиц 
массовой (молярной, атомной) доли и массовой (мо-
лярной) концентрации компонентов в жидких и твер-
дых веществах и материалов на основе кулонометрии 
ГЭТ 176-2019;

– использования стандартных образцов изотопного 
состава, а также справочных данных ИЮПАК для уче-
та дрейфа выходного сигнала и расчета коэффициен-
тов коррекции изотопных отношений, связанных с эф-
фектом дискриминации масс;

– привлечения к работам по ГПРМИ высококвалифи-
цированного персонала, имеющего высшее химическое 
образование, опыт и навыки работ в области аналити-
ческой химии и метрологии, опыт участия в междуна-
родных ключевых сличениях.

Заключение
Установление и контроль метрологических характе-

ристик определения микроэлементов в биологических 
материалах является актуальной задачей в силу широ-
кого применения этих измерений в медицинской лабо-
раторной диагностике.

Наиболее удобным средством метрологического 
обеспечения сопоставимости и прослеживаемости ре-
зультатов измерений в клинической медицине являют-
ся СО биологических материалов, для характеризации 
которых применяют высокоточные методики измерений. 
Учитывая отсутствие первичных референтных методик 
измерений меди и цинка в биологических материалах, 
а также стандартных образцов состава биологических 

материалов с аттестованными характеристиками со-
держания меди и цинка, авторы поставили цель разра-
ботать и апробировать методику измерений содержа-
ния меди и цинка, основанную на методе ИР-МС-ИСП.

В ходе проведенного исследования определены оп-
тимальные условия пробоподготовки, оценено влия-
ние матричных элементов, выбраны оптимальные 
масс-спектрометрические условия измерений, учтен 
эффект дискриминации масс. Изучены источники не-
определенности, оценен вклад каждого источника 
в бюджет неопределенности. При аттестации разрабо-
танной методики измерений определены метрологи-
ческие характеристики: диапазон измерений массовой 
доли меди и цинка от 1 ∙ 10–6 до 1,5 ∙ 10–3 %, диапазон 
измерений молярной концентрации меди и цинка от 2 
до 20 мкмоль/дм3, относительная расширенная неопре-
деленность измерений массовой доли меди –  (7,1–7,5)%, 
относительная расширенная неопределенность измере-
ний массовой доли цинка –  (8,9–9,2)%, относительная 
расширенная неопределенность измерений молярной 
концентрации меди –  8,8 %, относительная расширен-
ная неопределенность измерений молярной концентра-
ции цинка –  8,6 %.

Разработанная методика измерений утверждена в ка-
честве Государственной первичной референтной ме-
тодики измерений массовой доли и молярной концен-
трации меди и цинка в биологических материалах (ма-
трицах) приказом Федерального агентства по техни-
ческому регулированию и метрологии (Росстандарт) 
от 26.10.2022 г. № 2693 и внесена в ФИФ ОЕИ.

Практическая значимость полученных результатов 
заключается в возможности применения разработанной 
методики для установления метрологических характе-
ристик стандартных образцов состава сыворотки кро-
ви, контроля правильности результатов измерений, по-
лученных с использованием других методик (методов) 
измерений аналогичных величин, выполнения высоко-
точных измерений массовых долей меди и цинка в сы-
воротке крови в спорных ситуациях.
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