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［摘　 要］ 　 为了评定液相色谱 － 串联质谱法（ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）测定猪肉中四环素类药物残留量的不

确定度，依据 ＧＢ ／ Ｔ ２１３１７ － ２００７ 《动物源性食品中四环素类兽药残留量检测方法 液相色谱 －质谱 ／
质谱法与高效液相色谱法》，建立相关数学模型，对实验过程中的不确定度来源进行分析与评定。
当采用 ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 法测定猪肉中土霉素、四环素、金霉素、强力霉素的残留量分别为 ５０． ０５、４２． ８１、
４２． ４５、４１． ６０ μｇ ／ ｋｇ 时，扩展不确定度分别为 ５． ４４、６． ７２、２． ８６、４． ８０ μｇ ／ ｋｇ （ｋ ＝ ２）。 检测结果的不

确定度主要受回收率、标准物质、工作曲线拟合的影响。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｄｒｕｇ； Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ； ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ

　 　 测定不确定度是表征合理地赋予被测量值的

分散性，是测量结果质量的指标。 不确定度越小，
所得到的测量结果与被测量的真值越接近。 实验

室在出具检测报告和认可考核中都会涉及检测结

果不确定度的评定，ＩＳＯ１７０２５ － ２０１７《校准和检测

实验室能力的通用性要求》明确要求“当不确定度

与检测结果有效性或应用有关，或客户的指令中有

要求，或不确定度影响到限度的符合性时，检测报

告中需包括有关不确定度的信息” ［ １］。
四环素类药物主要包括土霉素、四环素、金霉素

和强力霉素等［ ２］，是目前全球范围内使用广泛的一

类抗生素［３ － ５］。 现在主要采用高效液相色谱法［６ － ７］

和液相色谱 － 串联质谱法［８ － ９］ 对其残留量进行检

测，对其不确定度的研究也多见报道［１０ － １５］，但目前

尚未见采用液相色谱 － 串联质谱法（ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）
对猪肉中四环素类药物进行不确定度评定的报道。

采用 ＧＢ ／ Ｔ ２１３１７ － ２００７ 的检测方法，依据

ＣＮＡＳ － ＧＬ ００６ － ２０１９《化学分析中不确定度的评

估指南》 ［１６］和 ＪＪＦ １０５９． １ － ２０１２《测量不确定度评

定与表示》 ［１７］要求，采用 ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 对猪肉中土

霉素、四环素、金霉素和强力霉素残留量的不确定

度进行分析与评定，旨在提高检验结果的可靠性，
为实验室的质量控制提供依据。
１　 材料与方法

１． １　 主要仪器与试剂 　 液相色谱 － 串联质谱仪

ＡＢ ５５００Ｑ（美国 ＡＢＩ ＳＣＩＥＸ 公司）；电子分析天平

ＸＰ２０５（瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公司）。
对照品购买自德国 Ｄｒ． Ｅｈｅｎｒｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司，盐

酸土霉素，含量：９６． ０２％ ，不确定度：０． １９％ ；盐酸

四环素，含量：９７． １５％ ，不确定度：０． １８％ ；盐酸金

霉素，含量：９２． ５％ ，不确定度：５． ０％ ；盐酸强力霉

素，含量：９９． ３％ ，不确定度：２． ０％ 。
Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱（６０ ｍｇ ／ ３ ｍＬ，美国 Ｗａ⁃

ｔｅｒｓ 公司），甲醇、乙腈（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；
其它试剂均为分析纯。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 样品前处理　 准确称取猪肉试样 ５ ｇ（精确

至 ０． ０１ ｇ）于 ５０ ｍＬ 离心管中，加入 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤ⁃
ＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓 冲 液 ２０ ｍＬ， 振 荡 １０ ｍｉｎ，
１００００ ｒｐｍ离心，取上清液，重复提取一次。 合并两

次提取液，用 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 定容于

５０． ００ ｍＬ 容量瓶中。 过滤，吸取 １０． ０ ｍＬ 提取液转

移至 ＨＬＢ 固相萃取柱中（使用前依次用 ５ ｍＬ 甲

醇，５ ｍＬ 水进行活化），提取液流干后分别用 ５ ｍＬ
水和 ５ ｍＬ ５％甲醇水进行淋洗，抽干后用 １０ ｍＬ 甲

醇 －乙酸乙酯（１ ＋ ９） （Ｖ ／ Ｖ） 洗脱，洗脱液用氮吹

至干， 用 １． ０ ｍＬ １０％ 甲醇溶液溶解残渣， 用

０． ２２ μｍ有机相滤膜过滤，供 ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 测定。
１． ２． ２　 标准溶液的配制 　 准确称取盐酸土霉素

２７． ６５ ｍｇ，盐酸四环素 ２７． ９３ ｍｇ，盐酸金霉素

２８． ６２ ｍｇ，盐酸强力霉素 ２６． １９ ｍｇ 于 ４ 个 ２５ ｍＬ
容量瓶中，甲醇溶解后定容，作为四环素标准贮备

液。 精确吸取各标准储备液 １． ０ ｍＬ 于同一 １００ ｍＬ
容量瓶中，用 ７０％ 甲醇定容，得到标准工作液。 再

用 １０％ 甲醇稀释，得到各组分浓度分别约为 １０、
２０、５０、１００、２００ ｎｇ ／ ｍＬ 的对照溶液，供测试用。

表 １　 标准溶液的配制

Ｔａｂ １　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ

对照品名称 纯度 单体量 称样量 ／ （ｍｇ）
贮备液浓度

／ （ｍｇ·ｍＬ － １）
工作液浓度

／ （μｇ·ｍＬ － １）
对照液浓度 ／ ｘｉ ／ （ｎｇ·ｍＬ － １）

盐酸土霉素 ９６． ２％ ９２． ７％ ２８． ７０ １． ０２２ １０． ２２ １０． ２２， ２０． ４４， ５１． １０， １０２． ２， ２０４． ４

盐酸四环素 ９６． ２％ ９２． ４％ ２８． ２０ １． ００３ １０． ０３ １０． ０３， ２０． ０６， ５０． １５， １００． ３， ２００． ６

盐酸金霉素 ９２． ９％ ９２． ９％ ２９． ０４ １． ００２ １０． ０２ １０． ２２， ２０． ４４， ５１． １０， １０２． ２， ２０４． ４

盐酸强力霉素 ９９． ３％ ９２． ９％ ２７． １９ １． ００３ １０． ０３ １０． ０３， ２０． ０６， ５０． １５， １００． ３， ２００． ６
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１． ２． ３ 　 仪器条件 　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ 色谱柱

（４􀆰 ６ ｍｍ ×１００ ｍｍ，１． ７ μｍ）；流速为 ０． ２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温为 ３０ ℃；进样量：５ μＬ；流动相梯度洗脱程序

见表 ２。
表 ２　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ ２　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
时间 ／ Ｔｉｍｅ ０． １％甲酸水溶液 ／ ％ ０． １％甲酸甲醇溶液 ／ ％

０． ０ ９０ １０

１． ０ ９０ ９０

８． ０ １０ ９０

８． ５ ９０ ９０

１０． ０ ９０ １０

表 ３　 多反应监测条件

Ｔａｂ ３　 ＭＲＭ Ｍａｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
组 分 定性离子 定量离子 ＤＰ ＥＰ ＣＥ

土霉素 ４６１． １ ＞ ４２６． １ ４６１． １ ＞ ４２６． １ ５５． ０ １０． ０ ２５． ０

４６１． １ ＞ ４４３． ０ １０． ０ １８． ０

四环素 ４４５． １ ＞ ４２７． ０ ４４５． １ ＞ ４２７． ０ ８０． ０ １０． ０ ２４． ０

４４５． １ ＞ ４１０． ０ ８０． ０ １０． ０ ２７． ０

金霉素 ４７９． １ ＞ ４４３． ９ ４７９． １ ＞ ４４３． ９ ８０． ０ １０． ０ ２８． ０

４７９． １ ＞ ４６１． ９ ８０． ０ １０． ０ ２３． ０

强力霉素 ４４５． １ ＞ ４２８． ０ ４４５． １ ＞ ４２８． ０ ７０． ０ １０． ０ ２４． ０

４４５． １ ＞ １５４． ０ ５５． ０ １０． ０ ３７． ０

１． ２． ４ 　 回收率的计算　 采用加标回收的方式，称

取 ５ 份质量均为 ５． ００ ｇ 的猪肉空白样品，添加四环

素类药物工作液 ０． ０２５ ｍＬ，制备成加标水平约为

５０ μｇ ／ ｋｇ 的阳性添加样品。 按 １． ２． １ 的过程进行

前处理后，按 １． ２． ３ 的仪器条件进行检测，计算回

收率。
２　 数学模型的建立

猪肉中四环素类药物残留量计算公式：

Ｘ ＝
Ａ × Ｃｓ × Ｖ１ × Ｖ３

ｍ × Ａｓ × Ｖ２

式中：Ｘ：供试品中待测组分的含量，μｇ ／ ｋｇ；

ｍ：供试品称样量，ｇ；
Ａ：供试品相应目标化合物的峰面积；

Ａｓ：标准溶液中相应目标化合物的峰面积；
Ｃｓ：标准溶液中相应目标化合物的浓度，

ｎｇ ／ ｍＬ；
Ｖ１：提取液总体积，ｍＬ；
Ｖ２：过 ＨＬＢ 固相萃取柱的提取液体积，ｍＬ；
Ｖ３：最终定容体积，ｍＬ。

３　 不确定度来源分析

根据检测方法以及数学模型，猪肉中四环素类

兽药残留量不确定度分量主要来源有：
Ｕｒｅｌ （１）：样品称量引入的不确定度；
Ｕｒｅｌ （２）：样品定容引入的不确定度；
Ｕｒｅｌ （３）：标准物质引入的不确定度；
Ｕｒｅｌ （４）：回收率引入的不确定度；
Ｕｒｅｌ （５）：测试过程中随机效应引入的不确定度。

４　 不确定度分量的评定

４． １　 样品称量引入的不确定度　 实验室电子天平

的检定证书提供的最大允许误差为 ± ０． ５ ｇ，按矩形

分布 ｋ ＝ ３ ，标准不确定度为： Ｕ（１． １） ＝ ０． ５ ／ ３ ＝
０． ２８８７ 。 样品称样量为 ５ ｇ，相对标准不确定度为：
Ｕｒｅｌ（１） ＝ ０． ２８８７ ／ ５ ＝ ５． ７７４ × １０ －２ 。
４． ２　 样品定容引入的不确定度

４． ２． １　 容量瓶和移液管刻度引入的不确定度　 依

据 ＪＪＧ １９６ － ２００６《常用玻璃量器检定规程》 ［１８］，Ａ
级 ５０ ｍＬ 容量瓶、１０ ｍＬ 移液管、１ ｍＬ 刻度移液管

的最大允许误差分别为 ±０． ０５、 ±０． ０２０、 ±０． ００８ ｍＬ，
按矩形分布，ｋ ＝ ３，则 ５０ ｍＬ 容量瓶、１０ ｍＬ 移液

管、１ ｍＬ 刻度移液管分别引入的标准不确定

度为：

Ｕ（２． １） ＝ ０． ０５
３ × ５０

＝ ５． ７７４ × １０ －４ ｍＬ，

Ｕ（２． ２） ＝ ０． ０２０
３ × １０

＝ １． １５５ × １０ －３ ｍＬ，

Ｕ（２． ３） ＝ ０． ００８
３ × １

＝ ４． ６２ × １０ －３ ｍＬ，

容量瓶和移液管引入的相对标准不确定度为：
Ｕ（２． ４） ＝

０． ０００５７７４２ ＋ ０． ００１１５５２ ＋ ０． ００４６１９２ ＝ ４． ６５６ ×
１０ －３

４． ２． ２　 温度引入的不确定度　 玻璃仪器的校准温

度为 ２０ ℃，实验室的实际温度范围为 ２０ ℃ ±３ ℃，
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水在此温度下的膨胀系数为 １． ８０ × １０ － ３，假设温度

变化按矩形分布，ｋ ＝ ３，５０ ｍＬ 容量瓶、１０ ｍＬ 移液

管和 １ ｍＬ 刻度移液管的标准不确定度分别为：

Ｕ（２． ５） ＝ ５０ × ２ × １． ８０ × １０ －３ ／ ３ ＝ ０． １０３９ ，

Ｕ（２． ６） ＝ １０ × ２ × １． ８０ × １０ －３ ／ ３ ＝ ０． ０２０７９ ，

Ｕ（２． ７） ＝ １． ０ × ２ × １． ８０ －３ ／ ３ ＝ ０． ００２０７９ ，
温度变化引入的相对标准不确定度为：
Ｕ（２． ８） ＝

（０．１０３９ ／ ５０）２ ＋ （０．０２０７９ ／ １０）２ ＋ （０．００２０７９ ／ １．０）２ ＝
３． ６０ × １０ －３

样品定容引入的相对标准不确定度为：

Ｕｒｅｌ（２） ＝ （４． ６５６ × １０ －３） ２ ＋ （３． ６０ × １０ －３） ２ ＝

５． ８８５ × １０ －３

４． ３　 标准物质引入的不确定度

４． ３． １　 标准物质纯度引入的不确定度　 根据标准

物质证书，按矩形分布，ｋ ＝ ３ 标准物质纯度的相

对标准不确定度为： Ｕ（３． １） ＝ ｕ ／ （ｐ × ３ ） ，见表 ４。
４． ３． ２　 标准物质称量引入的不确定度　 电子天平

的检定证书提供的允许误差为 ± ０． ０１ ｍｇ，按矩形

分布，ｋ ＝ ３ ，标准物质称量引入的相对标准不确

定度为： Ｕ（３． ２） ＝ ０． ０１
ｍ × ３

，见表 ４。

表 ４　 标准物质纯度的相对标准不确定度

Ｔａｂ ４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｏｆ ｐｕｒｉｔｙ
组 分 ｐ 纯度 ／ ％ ｕ 不确定度 ／ ％ Ｕ（３． １） 称样量 ｍ ／ ｍｇ 定容体积 Ｖ ／ ｍＬ Ｕ（３． ２）

土霉素 ９６． ２ ０． １９ ０． ００１１４ ２８． ７０ ２５． ００ ２． ０１ × １０ － ４

四环素 ９６． ２ ０． １８ ０． ００１０８ ２８． ２０ ２５． ００ ２． ０５ × １０ － ４

金霉素 ９２． ９ ５． ０ ０． ００３１１ ２９． ０４ ２５． ００ ２． ００ × １０ － ４

强力霉素 ９９． ３ ２． ０ ０． ００１１６ ２７． １９ ２５． ００ ２． １２ × １０ － ４

４． ３． ３　 标准贮备液定容产生的不确定度　 ２５ ｍＬ Ａ
级容量瓶允许误差为 ± ０． ０３ ｍＬ，按矩形分布，ｋ ＝

３ ，标准不确定度为 Ｕ（３． ３） ＝ ０． ０３
３

＝ ０． ０１７３ ｍＬ，

实验室的温度变化范围是（２０ ± ２）℃，甲醇的膨胀

系数为 １． ２４ × １０ － ３，标准不确定度为： Ｕ（３． ４） ＝

２５ × ２ × １． ２４ × １０ －３

３
＝ ３． ５８ × １０ －２ ｍＬ，则标准储

备液定容产生的相对标准不确定度为 Ｕ（３． ５） ＝

０． ０１７３２ ＋ ０． ０３５８２

２５ ＝ １． ５９ × １０ －３

４． ３． ４　 标准工作液引入的不确定度　 １ ｍＬ Ａ 级单

标线移液管的允许误差为 ± ０． ００７ ｍＬ，移液管的标

准不确定度为： Ｕ（３． ６） ＝ ０． ００７
３

＝ ０． ００４０４ ｍＬ；溶剂

受温度影响的标准不确定度为：

Ｕ（３． ７） ＝ １ × ２ × １． ２４ × １０ －３

３
＝ ０． ００１４３ ｍＬ，

则移液管的相对合成标准不确定度为：

Ｕ（３． ８） ＝ ０． ００４０４２ ＋ ０． ００１４３２

１ ＝ ０． ００４８４ 。

１００ ｍＬ 容量瓶的允许误差为 ± ０． １０ ｍＬ，标准

不确定度为： Ｕ（３． ９） ＝ ０． １０
３

＝ ０． ０５７７ ｍＬ，甲醇的膨

胀系数为 １． ２４ × １０ － ３，温度影响的标准不确定度

为： Ｕ（３． １０） ＝ １００ × ２ × １． ２４ × １０ －３

３
＝ ０． １４３２ ｍＬ，

则容量瓶的相对合成标准不确定度为： Ｕ（３． １１） ＝

０． ０５７７２ ＋ ０． １４３２２

１００ ＝ ０． ００１５４ 。 标准中间液产

生的 相 对 合 成 标 准 不 确 定 度 为： Ｕ（３． １２） ＝

０． ００４８４２ ＋ ０． ００１５４２ ＝ ５． ０８ × １０ －３ 。
４． ３． ５　 标准工作曲线配制引入的不确定度　 分别移

取 ０． １、０． ２、０． ５、１． ０、２． ０ ｍＬ 标准中间液到 １００ ｍＬ 容

量瓶中，用 １０％甲醇溶液定容，得到标准工作液曲线。
标准工作液曲线的相对合成标准不确定度见表 ５。
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表 ５　 配制标准工作曲线溶液引入的不确定度

Ｔａｂ ５　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

不确定
度来源

项　 目
Ａ 级 １ ｍＬ 分度

吸量管
Ａ 级 １ ｍＬ 分度

吸量管
Ａ 级 １ ｍＬ 分度

吸量管
Ａ 级 １ ｍＬ 分度

吸量管
Ａ 级 ２ ｍＬ 单标

线吸量管
Ａ 级 １００ ｍＬ 单
标线容量瓶

刻度误差 允许误差 ／ ｍＬ ± ０． ００８ ± ０． ００８ ± ０． ００８ ± ０． ００８ ± ０． ０１０ ± ０． １０

移取体积 ／ ｍＬ ０． １ ０． ２ ０． ５ １． ０ ２． ０ １００． ０

不确定度 ０． ００４６２ ０． ００４６２ ０． ００４６２ ０． ００４６２ ０． ００５７７ ０． ００５７７

温度误差 温度误差 ／ ℃ ± ２ ± ２ ± ２ ± ２ ± ２ ± ２

膨胀系数 ／ ℃ － １ ２． １ × １０ － ４ ２． １ × １０ － ４ ２． １ × １０ － ４ ２． １ × １０ － ４ ２． １ × １０ － ４ ２． １ × １０ － ４

不确定度 ２． ４２ × １０ － ５ ４． ８４ × １０ － ５ １． ２１ × １０ － ４ ２． ４２ × １０ － ４ ４． ８４ × １０ － ４ ２． ４２ × １０ － ２

相对不确定度 ０． ０４６２ ０． ０２３１ ０． ００９２４ ０． ００４６２ ０． ００２９０ ２． ４９ × １０ － ４

使用次数 １ １ １ １ １ ５

　 　 Ｕ（３． １３） ＝ ０． ０４６２２ ＋ ０． ０２３１２ ＋ ０． ００９２４２ ＋ ０． ００４６２２ ＋ ０． ００２９０２ ＋ ５ × ０． ０００２４９２ ＝ ０． ０５２８
４． ３． ６　 标准曲线拟合引入的不确定度　 对标准工

作溶液的 ５ 个点分别测定 １ 次，得到相应的色谱峰

面积，采用最小二乘法进行拟合，得到土霉素、四环

素、金霉素、强力环素的回归曲线方程。 得到各组

分的线性回归方程及回归系数分别为：土霉素：ｙ ＝
０． ８４３４ｘ ＋ ３． ４８６３， Ｒ２ ＝ ０． ９９９６； 四 环 素： ｙ ＝
１􀆰 ０１５３ｘ ＋ ０． ２８３２， Ｒ２ ＝ ０． ９９９３； 金 霉 素： ｙ ＝
１􀆰 ０１４２ｘ ＋ ０． ５３９５， Ｒ２ ＝ ０． ９９９１；强力霉素： ｙ ＝
１􀆰 ０１３ｘ － ０． １４６６，Ｒ２ ＝ ０． ９９９７。 计算标准曲线的残

差标准差（见表 ６）：

ｓ ＝
∑

５

１
［ｙｉ － （ ｙ^）］

２

ｎ － ２
其中： ｎ：标准曲线浓度点数，ｎ ＝ ５；
ｙｉ ：浓度为 ｘｉ 所对应的实测峰面积；
ｙ^ ：浓度为 ｘｉ 代入标准曲线方程所计算得到的

各浓度点的理论峰面积

计算标准工作曲线拟合引入的不确定度（表６）：

表 ６　 标准曲线的不确定度

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ
组分 ｙｉ ｙ＾ ｓ ｃ－ ｘ

－ Ｕ（３． １４）

土霉素 １０． １１、２１． ２１、４８． １５、９０． ２５、１７５． ２５ １２． １１， ２０． ７３，４６． ５８， ８９． ６８， １７５． ８８ １． ５７ ５２． ０５ ７７． ６７ ０． ６４１

四环素 ９． ５２、２１． ８３、４８． ９５、１０５． １７、２０２． ９２ １０． ４７、２０． ５６、５０． ２０、１０２． １２、２０３． ９５ ２． １８ ４２． ８１ ７６． ２３ ０． ６６８

金霉素 ９． ５５、２２． ４７、４８． ７４、１０５． ３８、２０２． ７３ １０． ７０、２０． ８６、５１． ３５、１０２． １６、２０３． ７８ ２． ７２ ４２． ４５ ７６． １５ ０． ６６８

强力霉素 ９． ８６、２１． ２７、４８． ７３、１０２． ６７、２０２． ８４ １０． ０１、２０． １７、５０． ６６、１０１． ４６、２０３． ０６ １． ４７ ４０． １６ ７６． ２３ ０． ６７０

Ｕ（３． １４） ＝ ｓ
ｂ

１
ｎ ＋ １

ｐ ＋ （ｃ－ － ｘ－） ２

∑５

１
（ｘｉ － ｘ－） ２

其中：ｓ：标准曲线的残差标准差；
ｂ：标准曲线的截距；
ｎ：参与校准曲线拟合的浓度点的个数，ｎ ＝ ５；

·７５·
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ｐ ：阳性添加样品测定次数，ｐ ＝ ５；
ｘ－ ：校准曲线所有浓度点的平均值， ｎｇ ／ ｍＬ；
ｃ－ ：阳性添加样品上机测定溶液的浓度平均值，

ｎｇ ／ ｍＬ；

ｘｉ ：校准曲线各点的浓度， ｎｇ ／ ｍＬ；
对上述标准物质的各分量不确定度进行合成，

得到相对合成标准不确定度（表 ７）。

表 ７　 标准物质的相对合成标准不确定度

Ｔａｂ ７　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

名称
纯度
Ｕ（３． １）

称量
Ｕ（３． ）

贮备液定容
Ｕ（３． ５）

工作液制备
Ｕ（３． １２）

标准工作曲线
Ｕ（３． １３）

标准曲线拟合
Ｕ（３． １４）

相对合成标准不
确定度 Ｕｒｅｌ （３）

土霉素 ０． ００１１４ ２． ０１ × １０ － ４ ０． ００１５９ ０． ００５０８ ０． ０５２８ ０． ６４１ ０． ６４３

四环素 ０． ００１０８ ２． ０５ × １０ － ４ ０． ００１５９ ０． ００５０８ ０． ０５２８ ０． ６６８ ０． ６７０

金霉素 ０． ００３１１ ２． ００ × １０ － ４ ０． ００１５９ ０． ００５０８ ０． ０５２８ ０． ６６８ ０． ６７０

强力霉素 ０． ００１１６ ２． １２ × １０ － ４ ０． ００１５９ ０． ００５０８ ０． ０５２８ ０． ６７０ ０． ６７２

Ｕｒｅｌ（３） ＝ Ｕ（３． １）
２ ＋ Ｕ（３． ２）

２ ＋ Ｕ（３． ５）
２ ＋ Ｕ（３． １２）

２ ＋ Ｕ（３． １３）
２ ＋ Ｕ（３． １４）

２

４． ４　 回收率引入的不确定度评价　 样品前处理方

法较为复杂，包括提取、净化、洗脱、浓缩等过程，本
实验的回收率采用 １． ２． ４ 的方法制备 ５ 份阳性添

加平行样品，测得各组分的回收率。 考虑平均回收

率引入的不确定度（表 ８）。

表 ８　 回收率引入的不确定度

Ｔａｂ ８　 Ｔｈｅ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

名称
阳性添加量理
论值（μｇ ／ ｋｇ）

阳性样品添加量测定值 Ｘ（μｇ ／ ｋｇ）

１ ２ ３ ４ ５

添加量
测定均值

Ｘ
－
（μｇ ／ ｋｇ）

添加量
标准偏差
Ｓ（μｇ ／ ｋｇ）

回收率
平均值

ｒ－ （％ ）

回收率
标准偏差
Ｓｒ ／ ％

ｔ
相对标

准不确定
度 Ｕｒｅｌ （４）

相对标
准不确定
度 Ｕｒｅｌ （５）

土霉素 ５１． １０ ５５． ０８ ５５． ６８ ４９． ２３ ４９． ７２ ５０． ５５ ５２． ０５ ３． ０８ １０１． ８６ ６． ０３ ０． ００７ ２． ６４ ０． ０５９

四环素 ５０． １５ ４０． ３０ ４７． ７４ ３９． ４６ ４２． ７４ ４０． ８３ ４２． ８１ ３． １５ ８３． ７０ ６． １６ ０． ０５０ ３． ２９ ０． ０７３

金霉素 ５１． １０ ４１． ２２ ４１． ５２ ４３． ９９ ４２． １４ ４３． ３８ ４２． ４５ １． １９ ８３． ０７ ２． ３４ ０． １３４ １． ２６ ０． ０２８

强力霉素 ５０． １５ ３９． ９８ ４５． ２１ ４１． ７５ ４０． ８９ ４０． １６ ４１． ６０ ２． １４ ８１． ３２ ４． １８ ０． ０８１ ２． ３０ ０． ０５１

Ｕｒｅｌ（４） ＝
Ｓｒ

ｒ－ × ５
Ｓｒ：回收率标准偏差

ｒ－：回收率平均值

对回收率采用 ｔ 检验进行显著性分析，以确定检

测结果是否需要进行回收率校正（表 ８）。 当自由度

ｆ ＝４ 时，查 ｔ 临界分布表，ｔ（０． ０５，４） ＝２． ７７６。 据表 ８
可知，各组份 ｔ 检验结果分别为：土霉素 ｔ ＝ ０􀆰 ００７ ＜
２． ７７６，四环素 ｔ ＝ ０． ０５０ ＜ ２． ７７６，金霉素 ｔ ＝ ０． １３４ ＜

２． ７７６，强力霉素 ｔ ＝ ０． ０８１ ＜ ２． ７７６，故回收率无显著

性差异，不必用回收率校正结果。

ｔ ＝ ｜ １００％ － ｒ－ ｜
Ｕｒｅｌ（４）

，

４． ５　 随机效应引入的不确定度　 对加标样品重复性

测定 ５ 次，计算随机效应引入的相对不确定度（表 ８）。

Ｕｒｅｌ（５） ＝
Ｓｃ

Ｃ－

Ｓ：阳性添加样品添加量测定值标准偏差

·８５·
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Ｘ－ ：阳性添加样品添加量测定均值

５　 合成标准不确定度评定

由上述各相对不确定度合成猪肉中四环素类

兽药残留量的相对标准不确定度；取包含因子 Ｋ ＝
２，计算扩展不确定度（置信概率为 ９５％ 时包含因

子）（表 ９）：

表 ９　 相对标准不确定度

Ｔａｂ ９　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ

名称
相对不确定度

Ｕｒｅｌ （１） Ｕｒｅｌ （２） Ｕｒｅｌ （３） Ｕｒｅｌ （４） Ｕｒｅｌ （５）

相对标准不确定度
Ｕｒｅｌ

扩展不确定度

Ｕ ／ （μｇ·ｋｇ － １）

土霉素 ０． ００５７７４ ０． ０００５８８５ ０． ６４３ ２． ６４ ０． ０５９ ２． ７２ ５． ４４

四环素 ０． ００５７７４ ０． ０００５８８５ ０． ６７０ ３． ２９ ０． ０７３ ３． ３６ ６． ７２

金霉素 ０． ００５７７４ ０． ０００５８８５ ０． ６７０ １． ２６ ０． ０２８ １． ４３ ２． ８６

强力霉素 ０． ００５７７４ ０． ０００５８８５ ０． ６７２ ２． ３０ ０． ０５１ ２． ４０ ４． ８０

Ｕｒｅｌ ＝ Ｕ２
ｒｅｌ（１） ＋ Ｕ２

ｒｅｌ（２） ＋ Ｕ２
ｒｅｌ（３） ＋ Ｕ２

ｒｅｌ（４） ＋ Ｕ２
ｒｅｌ（５）

Ｕ ＝ Ｋ × Ｕｒｅｌ

液相色谱 － 串联质谱仪测定猪肉中四环素类

兽药残留结果表示为：土霉素（５０． ０５ ± ５． ４４） μｇ ／
ｋｇ、四环素（４２． ８１ ± ６． ７２）μｇ ／ ｋｇ、金霉素（４２． ４５ ±
２． ８６）μｇ ／ ｋｇ、强力霉素（４１． ６０ ± ４． ８０）μｇ ／ ｋｇ。
６　 结　 论

液相色谱 － 串联质谱法测定猪肉中 ４ 种四环

素类兽药残留的不确定度主要来源按影响大小主

要来源于回收率、标准物质和随机效应。 因此，在
实际检测工作中可以通过制定实验室 ＳＯＰ 来规范

不同检测人员的操作过程，选择精度更高的玻璃仪

器进行标准溶液的配制，减少随机误差来提高检测

结果的准确性。
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