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［摘　 要］ 　 评定超高效液相色谱 － 串联质谱法测定猪肉中可的松和氢化可的松残留量的不确定

度。 以本单位自建方法 ＸＣＺＹ －０５１《动物源食品中克仑特罗等 ５１ 种兴奋剂的检测方法液相色谱 －

串联质谱法》为基础，结合 ＣＮＡＳ － ＧＬ００６《化学分析中的不确定度评估指南》，建立数学模型，以猪

肉中检出率最高的内源性兴奋剂可的松和氢化可的松为例分析不确定度来源并计算各不确定度得

到的合成标准不确定度。 当样品中可的松含量为 ３． ３８６ μｇ ／ ｋｇ 时，其扩展不确定度为０． ４３７４ μｇ ／ ｋｇ

（ｋ ＝ ２）；当氢化可的松含量为 ７． ８６６ μｇ ／ ｋｇ 时，其扩展不确定度为 ０． ９６９０ μｇ ／ ｋｇ（ｋ ＝ ２）。 本方法的

不确定度来源主要来自样品回收率、重复性、标准溶液配制和曲线拟合。
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ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｓｏｔｏｐｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ

ｓｅｌｆ － ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ＸＣＺＹ － ０５１ Ｕｌｔｒａ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ

ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ５１ ｓｔｉｍｕｌａｎｔｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｏｏｄｓ ａｎｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ＣＮＡＳ － ＧＬ００６ Ｇｕｉｄａｎｃｅ ｏｎ

ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ， ａ ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ｔｈｅｎ ｔａｋｅ ｔｈｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
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ｓｔｉｍｕｌａｎｔｓ ｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｐｏｒｋ ａｓ ｅｘａｍｐｌｅｓ， ｔｈｅ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ

ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｓｔａｎｄａｒｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ

ｐｏｒｋ ｗａｓ ３． ３８６ μｇ ／ ｋｇ， ｔｈｅ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｗａｓ ０． ４３７４ μｇ ／ ｋｇ（ｋ ＝ ２）． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ

ｐｏｒｋ ｗａｓ ７． ８６６ μｇ ／ ｋｇ， ｔｈｅ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｗａｓ ０． ９６９０ μｇ ／ ｋｇ（ｋ ＝ ２）． Ｔｈｅ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

ｍａｉｎｌｙ ｃｏｍｅ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ， ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ， ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ｃｕｒｖｅ ｆｉｔｔｉｎｇ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃｏｒｔｉｓｏｎｅ； ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ； ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

　 　 可的松和氢化可的松属于糖皮质激素类［１］，是
可随动物体应激反应而提升分泌水平的内源性激

素，不需要制定最大残留量［２ － ４］，人工合成的可的

松和氢化可的松属于世界反兴奋剂中心禁止运动

员使用的药物，规定其在动物组织中的残留限量均

不得超过 ３０ μｇ ／ ｋｇ［５］。
为了更合理、更科学地表示测量结果，实验室需

根据相关认可的技术规范要求进行不确定度评

价［６］，本文基于中心自建方法《动物源性食品中克伦

特罗等 ５１ 种兴奋剂的兴奋剂检测方法 液相色谱 －
串联质谱法》和 ＣＮＡＳ － ＧＬ１０６《化学分析中不确定

度的评估指南》 ［７］，在实践过程发现 ５１ 种兴奋剂中

可的松和氢化可的松的检出率最高，故筛选出这两

项具有代表性的食源性兴奋剂进行研究，开展平行

测试进行不确定度分析，为检验结果的准确性及可

靠性提供技术依据，同时为本实验室自建方法的建

立提供数据支撑，为其他实验室采用内标法评定不

确定度提供参考。
１　 材料与方法

１． １　 仪器与设备　 ＴＱ － Ｓ 高效液相色谱 － 质谱仪

（美国 Ｗａｔｅｒｓ 仪器公司）；ＰＬ４０２ － Ｌ 型电子天平

（瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公司）；ＤＵ２Ａ１２ＦＶ 超纯

水仪（泽布拉公司）；ＫＱ －超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司）；ＡｕｔｏＥＶＡ － ２０Ｐｌｕｓ 全自动氮吹

浓缩仪（睿科仪器公司）。
１． ２ 　 试剂与材料 　 可的松标准物质（不确定度：
２％ ，ｋ ＝ ２；纯度 ９８． ５％ ） （北京曼哈格生物科技有

限公司）；氢化可的松标准物质（不确定度：３％ ，ｋ ＝
２；介质：甲醇；浓度 ９９． ８ｕｇ ／ ｍｌ） （北京曼哈格生物

科技有限公司）；氢化可的松 － Ｄ３ 标准物质（不确

定度：５％ ，ｋ ＝ ２；介质：乙腈；浓度 １００ ｕｇ ／ ｍＬ） （阿

尔塔科技有限公司）；甲醇（质谱纯，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ）；乙腈（色谱纯，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）；甲酸

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）；无水硫酸钠（分析纯）。
除另有说明，试验中所用制剂均按 ＧＢ ／ Ｔ ６０３

的规定制备。 水为符合 ＧＢ ／ Ｔ ６６８２ 规定的一级水。
１． ３　 实验条件

１． ３． １　 前处理方法　 称取试样 ５． ００ ｇ（精确至 ±
０． ０１ ｇ）于 ５０ ｍＬ 具塞离心管中，加入 １００ μＬ 混合

同位素内标中间液，涡旋混匀，加入 １０ ｍＬ１％ 甲酸

乙腈，涡旋振荡 １０ ｍｉｎ，加入 ３ ｇ 无水硫酸钠，涡旋

振荡 ２ ｍｉｎ，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液于另

一干净的 ５０ ｍＬ 具塞离心管中，剩余部分再用

１０ ｍＬ１％甲酸乙腈重复提取一次，合并上清液，精
密移取 ２ ｍＬ 上清液于 １０ ｍＬ 离心管中，于 ４０ ℃下

氮气吹干，准确加入 １ ｍＬ 乙腈 － 水（５０ ＋ ５０，ｖ ／ ｖ）
溶液溶解残渣，涡旋振荡 １ ｍｉｎ，过 ０． ２２ μｍ 尼龙滤

膜，供液相色谱 －串联质谱仪测定。
１． ３． ２　 色谱条件　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｃ１８（２． １ ×
１００ ｍｍ，１． ７ μｍ）；流动相条件：Ａ 相：０． １％ 甲酸

水，Ｂ 相：０． １％甲酸甲醇；梯度洗脱：０ ～ １ ｍｉｎ，维持

９５％Ａ；１ ～ ２ ｍｉｎ，Ａ 相线性变化至 ８０％ ；２ ～ ６ ｍｉｎ，
Ａ 相线性变化至 ４０％ ；６ ～ ８ ｍｉｎ，Ａ 相线性变化至

２０％ ；８ ～ ８． ５ ｍｉｎ，Ａ 相线性变化至 １０％ ；８． ５ ～
９． ７ ｍｉｎ，Ａ 相维持 １０％ Ａ；９． ７ ～ ９． ７５ ｍｉｎ，Ａ 相线

性变化至 ０％ ；９． ７５ ～ １２． ７５ ｍｉｎ，Ａ 相维持 ０％ ；
１２􀆰 ７５ ～ １２． ８ ｍｉｎ，Ａ 相线性变化至 ９５％ ；１２． ８ ～
１５ ｍｉｎ，Ａ 相维持 ９５％ 。 流速：０． ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温：
４０ ℃。
１． ３． ３ 　 质谱条件 　 离子化模式：电喷雾电离

（ＥＳＩ）；正离子模式；电离电压：３２００Ｖ；离子源温

度：１５０ ℃；扫描模式：多反应监测（ＭＲＭ）；干燥气
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温度：５５０ ℃；碰撞气：氩气。 质谱参数见表 １。

表 １　 质谱扫描参数

Ｔａｂ １　 Ｓｃａｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

名称
母离子
（ｍ ／ ｚ）

子离子
（ｍ ／ ｚ）

锥孔电压
（Ｖ）

碰撞能量
（ｅＶ）

氢化可的松 ４０７． ２
３３１． ２ ３５ １７

２８２． １ ３５ ３８

可的松 ４０５． １
３２９． ２ ３０ １６

３０１． ２ ３０ １９
氢化可的松 － Ｄ３ ４１０． ２ ３３４． ２ ３５ １８

１． ４　 标准溶液配制　 称取可的松对照品约 １０ ｍｇ，
精密称定。 用甲醇溶解并定容至 １０ ｍＬ，配成浓度

为 １０００． ８ μｇ ／ ｍＬ 标准储备液，然后精密量取２０ μＬ
可的松标准储备液、４００ μＬ 氢化可的松标准溶液至

１０ ｍＬ 容量瓶，用甲醇分别配制成 ２． ０、４． ０ μｇ ／ ｍＬ 的

混合标准中间液。 精密量取 １ ｍＬ 混合标准中间液

至 １０ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇定容，配制成 ２００ ｎｇ ／ ｍＬ
可的松、４００ ｎｇ ／ ｍＬ 氢化可的松混合标准工作液。
同时精密量取 １ ｍＬ 氢化可的松 － Ｄ３ 内标溶液至

１００ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇配制成１ μｇ ／ ｍＬ的内标标

准工作液。 标准溶液均置于 － ２０ ℃保存。
１． ５　 标准曲线制作　 取 ６ 份空白样品，按照 １． ３． １ 前

处理步骤得到空白残余物，分别加入 １０ ｍＬ 乙腈 －水

（５０ ＋ ５０，ｖ ／ ｖ）溶解制成空白基质溶液，分别精密量

取 ０、１００、２００、３００、４００、８００、１６００ μＬ 混合标准工

作液于 ７ 个 １０ ｍＬ 容量瓶中，各加入 １００ μＬ 的内

标标准工作液，用空白基质溶液定容至刻度，配成

氢化 可 的 松 浓 度 分 别 为 ０、 ４、 ８、 １２、 １６、 ３２、
６４ ｎｇ ／ ｍＬ；可的松浓度分别为 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １６、
３２ ｎｇ ／ ｍＬ的混合标准系列溶液，过 ０． ２２ μｍ 尼龙滤

膜，供液相色谱 －串联质谱仪测定。
２　 结果与分析

２． １　 不确定度数学模型建立

Ｘ ＝ Ｃ × Ｖ × ｆ
ｍ × Ｒ ＝

ｃ × ｃｉ × Ａ × Ａｓｉ × Ｖ × ｆ
ｃｓｉ × Ａｉ × Ａｓ × ｍ × Ｒ × １０００

１０００ （１）

式中：Ｘ—试样中各待测物的含量，μｇ ／ ｋｇ；Ｃ—标准

工作溶液待测组分的含量，ｎｇ ／ ｍＬ；Ｃ ｉ—测试液中内

标物的浓度，ｎｇ ／ ｍＬ；Ａ—测试液中待测组分的峰面

积；Ａｓｉ—标准工作液中内标物的峰面积；Ｖ—定容体

积，ｍＬ； Ｃｓｉ—标 准 工 作 溶 液 中 内 标 物 的 浓 度，
ｎｇ ／ ｍＬ；Ａｉ—测试液中内标物的峰面积；Ａｓ—标准工

作液中待测组分的峰面积；ｍ—样品的称样量，ｇ；
ｆ—稀释倍数；Ｒ—方法回收率。
２． ２　 不确定度来源分析　 根据检测方法以及已建

立的数学模型来分析，猪肉中可的松、氢化可的松

的含量不确定度分量的主要来源为：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） 方法重复性引入的不确定度。
具体来源分析如图 １。

图 １　 不确定度来源

Ｆｉｇ １　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ

２． ３　 不确定度分量的评定

２． ３． 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允许误差为 ± ０． ０５ ｇ，按照矩

形分布， ｋ ＝ 　 ３ ，标准不确定度为 Ｕ（１． １） ＝ ０． ０５ ／
　 ３ ＝ ０． ０２８９ ｇ。 样品称量为 ５ ｇ，相对标准不确定

度为：Ｕｒｅｌ（１） ＝ ０． ０２８９ ／ ５ ＝ ０． ００５７７。
２． ３． ２　 样品定容引入的不确定度　 （１）移液器引

入的不确定度：依据 ＪＪＧ６４６ － ２００６《移液器检定规

程》 ［８］，１０ ｍＬ、５ ｍＬ、１ ｍＬ 移液器的容量允许误差

分别为 ０． ６％ 、０． ５％和 １． ０％ ，按矩形分布，ｋ ＝ 　 ３ ，

标 准 不 确 定 度 为： Ｕ（２． １） ＝ １０ × ０． ６％ ／ 　 ３ ＝

０􀆰 ０３４６ｍＬ，Ｕ（２． ２） ＝ ２ × ０． ５％ ／ 　 ３ ＝ ０． ００５７７ｍＬ，

Ｕ（２． ３） ＝ １ × １． ０％ ／ 　 ３ ＝ ０． ００５７７ ｍＬ。 移液器引入

·０５·
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的 相 对 标 准 不 确 定 度 为： Ｕ（２． ４） ＝
　

（０． ０３４６ ／ １０） ２ × ２ ＋ （０． ００５７７ ／ ２） ２

＋ （０． ００５７７ ／ １） ２
＝ ０． ００８１０。

（２）温度引入的不确定度：实验室温度范围是

（２０ ± ２）℃，水的膨胀系数是 ２． １ × １０ － ４，乙腈的膨

胀系数是 １． ３７ × １０ － ３，乙腈：水（５０∶ ５０，ｖ ／ ｖ）的膨胀

系数是 ７． ９ × １０ － ４，假设温度变化按矩形分布，ｋ ＝
　 ３ ，１０ ｍＬ、５ ｍＬ 和 １ ｍＬ 移液器的标准不确定度分

别为Ｕ（２． ５） ＝ １０ × ２ × １． ３７ × １０ － ３ ／ 　 ３ ＝ ０． ０１５８ ｍＬ

，Ｕ（２． ６） ＝ １ × ２ × ７． ９ × １０ － ４ ／ 　 ３ ＝ ０． ０００９１２ ｍＬ，

Ｕ（２． ７） ＝ ２ × ２ × １． ３７ × １０ － ３ ／ 　 ３ ＝ ０． ００３１６ ｍＬ，温度

变化 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为： Ｕ（２． ８） ＝
　
（０．０１５８／ １０）２ ×２ ＋（０．００３１６／ ２）２ ＋（０．０００９１２／ １）２ ＝

０．００２８８。 则样品定容引入的相对标准不确定度为：

Ｕｒｅｌ（２） ＝
　
０．００８１０２ ＋０．００２８８２ ＝０．００８６０。

２． ３． ３　 标准物质引入的不确定度　 （１）标准物质

纯度引入的不确定度：根据标准物质证书，按扩展

因子，ｋ ＝ ２，标准物质纯度的相对标准不确定度为：
Ｕ（３． １） ＝ ｕ ／ （ｐ × ２），见表 ２。

表 ２　 标准物质纯度引入的不确定度

Ｔａｂ ２　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄｓ
标准物质 ｐ 纯度（％ ） ｕ 不确定度（％ ） Ｕ（３． １）

可的松 ９８． ５ ２ ０． ０１０２

氢化可的松 ９９． ８ ３ ０． ０１５０

　 　 （２）标准品称量引入的相对不确定度

根据称量所使用天平检定证书，可知其最大允许

误差为 ±０． １ ｍｇ，按矩形分布，ｋ ＝ 　 ３，天平称量过程

中引入的标准不确定度为Ｕ（３． ２） ＝ ０． １
１０． １６ × 　 ３

＝

０． ００５６８
（３）标准溶液配制过程引入的不确定度

标准溶液配制过程中主要有两个不确定度来源：
一是确定容量瓶或移液器内部体积时的不确定度，依
据 ＪＪＧ１９６ － ２００６《常用玻璃量器》［９］ 和ＪＪＧ６４６ － ２００６

《移液器检定规程》要求，按矩形分布（ｋ ＝ 　 ３）计算；二

是温度在（２０ ±２）℃的实验条件下，溶液温度引入的不

确定度，标准溶液定容过程中所使用的溶剂为甲醇，

２０ ℃时甲醇的膨胀系数为 １． １８ × １０ －３，按矩形分布，

ｋ ＝ 　 ３，标准溶液配制过程中温度引入的不确定度为

２ ×１． １８ ×１０ －３ ／ 　 ３ ＝０． ００１３６。

①标准储配液配制引入的相对标准不确定度

１０ ｍＬＡ 级容量瓶允许误差为 ± ０． ０２ ｍＬ，不确

定度为：Ｕ（３． ３） ＝ ０． ０２ ／ 　 ３ ＝ ０． ０１１５ ｍＬ，温度引入的

不确定度为：Ｕ（３． ４） ＝ １０ × ０． ００１３６ ＝ ０． ０１３６ ｍＬ，则
标准储备液配制引入的相对标准不确定度为：

Ｕ（３． ５） ＝
　

（０． ０１１５ ／ １０）２ ＋ （０． ０１３６ ／ １０）２ ＝０． ００１７８。
②标准中间液配制引入的相对标准不确定度

标准中间液配制过程中所用的容量瓶为 Ａ 级

１０ ｍＬ 的，其允许误差 ± ０． ０２ ｍＬ，过程中所使用的

移液器为 ２００ μＬ 和 １０００ μＬ 的，分别移取了 ２０ μＬ
和 ４００ μＬ，其允许误差分别为 ４． ０％ 、１． ０％ ，容量

瓶不确定度为：Ｕ（３． ６） ＝ ０． ０２ ／ 　 ３ ＝ ０． ０１１５ ｍＬ，温度

引入的不确定度为：Ｕ（３． ７） ＝ １０ × ０． ００１３６ ＝ ０． ０１３６

ｍＬ，容量瓶引入的相对标准不确定度为：Ｕ（３． ８） ＝
　

（０． ０１１５ ／ １０） ２ ＋ （０． ０１３６ ／ １０） ２ ＝ ０． ００１７８；移液

器引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为： Ｕ（３． ９） ＝
　

（０． ０２ × ４％ ／ 　 ３ ）
２
＋ （０． ４ × １％ ／ 　 ３ ）

２
／ （０． ０２ ×

０． ４ ） ＝ ０． ０２３８， 温度引入的不确定度分别为

Ｕ（３． １０） ＝
　

（０． ０２ × ０． ００１３６） ２ ＋ （０． ４ × ０． ００１３６） ２ ／
（０． ０２ × ０． ４） ＝ ０． ００１９３，则移液器的相对合成标准

不确 定 度 为： Ｕ（３． １１） ＝
　
０． ０２３８２ ＋ ０． ００１９３２ ＝

０􀆰 ０２３９。 标准中间液引入的相对标准不确定度为：

Ｕ（３． １２） ＝
　
０． ０２３９２ ＋ ０． ００１７８２ ＝ ０． ０２４０。

③标准使用液引入的相对标准不确定度

标准使用液的配制过程中所使用的容量瓶为

Ａ 级 １０ ｍＬ 的，其不确定度为：Ｕ（３． １３） ＝ ０． ０２ ／ 　 ３ ＝

０． ０１１５ ｍＬ；温度引入的不确定度为：Ｕ（３． １４） ＝ １０ ×

０． ００１３６ ＝ ０． ０１３６ ｍＬ，则容量瓶的相对标准不确定

度为：Ｕ（３． １５） ＝
　

（０． ０１１５ ／ １０） ２ ＋ （０． ０１３６ ／ １０） ２ ＝
０． ００１７８；所使用的移液器是 １ ｍＬ 的，其不确定度

·１５·
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为：Ｕ（３． １６） ＝ １ × １． ０％ ／ 　 ３ ＝ ０． ００５７７ ｍＬ，温度引入

的不确定度为 ０． ００１３６ ｍＬ，则移液器的相对标准不

确 定 度 为： Ｕ（３． １７） ＝
　

（０． ００５７７ ／ １） ２ ＋ （０． ００１３６ ／ １） ２ ＝ ０． ００５９３，标准

使用液引入的相对标准不确定度为： Ｕ（３． １８） ＝
　
０． ００１７８２ ＋ ０． ００５９３２ ＝ ０． ００６１９。

④加入内标引入的不确定度

测定过程中 １ μｇ ／ ｍＬ 内标标准工作液加入体

积为 １００ μＬ，所使用的移液器为 ２００ μＬ 的，其容量

允许误差为 １． ５％ ，则不确定度为：Ｕ（３． １９） ＝ ０． １ ×

１． ５％ ／ 　 ３ ＝ ０． ０００８６６ ｍＬ，温度引入的不确定度

为：Ｕ（３． ２０） ＝ ０． １ × ０． ００１３６ ＝ ０． ０００１３６ ｍＬ，则内标

引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为 Ｕ（３． ２１） ＝
　
０． ０００８６６２ ＋ ０． ０００１３６２ ／ ０． １ ＝ ０． ００８７７。

⑤标准曲线配制引入的不确定度

配制标准工作曲线，吸取标准溶液时，使用

Ａ 级 ０ ． １ ｍＬ 分度吸量管 ８ 次，Ａ 级 ０ ． ２ ｍＬ 分度

吸量管 １ 次，Ａ 级 １ ｍＬ 分度吸量管 ３ 次，Ａ 级

２ ｍＬ分度吸量管 １ 次，Ａ 级 １０ ｍＬ 容量瓶 ７ 次。
标准曲线配制中体积引入的相对标准不确定度

见表 ３。 则此部分的合成相对标准不确定度为

Ｕ（３． ２２） ＝

　
０． ０３２９２ ＋ ０． ００８７７２ ＋ ０． ０１５５２ ＋ ０． ０１１６２ ＋ ０． ００５９３２ ＋ ０． ００４５４２ ＋ ０． ００３８９２ ＝ ０． ０４００。

表 ３　 标准曲线配制过程引入的不确定度

Ｔａｂ ３　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

不确定
度来源

项目
Ａ 级 ０． １ ｍＬ
分度吸量管

Ａ 级 ０． ２ 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
分度吸量管

Ａ 级 １０ ｍｌ
容量瓶

刻度误差

允许误差 ／ ｍＬ ± ０． ００２ ± ０． ００３ ± ０． ００８ ± ０． ００８ ± ０． ００８ ± ０． ０１２ ± ０． ０２

移取体积 ／ ｍＬ ０． １ ０． ２ ０． ３ ０． ４ ０． ８ １． ６ １０

不确定度 ０． ０３２７ ０． ００８６６ ０． ０１５４ ０． ０１１５ ０． ００５７７ ０． ００４３３ ０． ００３０６

温度误差

温度误差 ／ ℃ ± ２ ± ２ ± ２ ± ２ ± ２ ± ２ ± ２

膨胀系数 ／ ℃ － １ １． １８ × １０ － ３ １． １８ × １０ － ３ １． １８ × １０ － ３ １． １８ × １０ － ３ １． １８ × １０ － ３ １． １８ × １０ － ３ ７． ９ × １０ － ４

不确定度 ０． ００３８５ ０． ００１３６ ０． ００１３６ ０． ００１３６ ０． ００１３６ ０． ００１３６ ０． ００２４１

相对标准不确定度 ０． ０３２９ ０． ００８７７ ０． ０１５５ ０． ０１１６ ０． ００５９３ ０． ００４５４ ０． ００３８９

使用次数 ８ １ １ １ １ １ ７

表 ４　 标准曲线

Ｔａｂ ４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

浓度（ｎｇ ／ ｍＬ）
（可的松 ／ 氢化可的松）

峰面积比值 Ａ ／ Ａｉ

可的松 氢化可的松

０ ／ ０ ０． ０３２３ ０． ０３１７ ０． ０３２２ ０． １２３ ０． １１４ ０． １１６

２ ／ ４ ０． １５３ ０． １５４ ０． １５１ ０． ５８７ ０． ５７４ ０． ５６９

４ ／ ８ ０． ３０６ ０． ３１９ ０． ３１８ １． １６０ １． １３７ １． １４６

６ ／ １２ ０． ４９３ ０． ５５２ ０． ５２７ １． ９３４ １． ９４８ １． ８８７

８ ／ １６ ０． ６６６ ０． ６８６ ０． ７３７ ２． ５９０ ２． ５２７ ２． ４９４

１６ ／ ３２ １． ３２６ １． ３８４ １． ３９７ ５． ００８ ４． ８７０ ５． ０１３

３２ ／ ６４ ２． ６４０ ２． ７６８ ２． ７６６ ９． ７６７ ９． ９２７ １０． ０１３

线性方程 ｙ ＝ ａｘ ＋ ｂ ｙ ＝ ０． ０８５１ｘ ＋ ０． ００４２ ｙ ＝ ０． １５４４ｘ ＋ ０． ０２４８

相关系数 ｒ ０． ９９９７ ０． ９９９７

·２５·
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　 　 ⑥标准工作曲线拟合引入的不确定度

本实验对可的松和氢化可的松混标制备了 ７ 个

不同浓度点的标准工作液，每个浓度点检测 ３ 次，工
作曲线以外标峰面积 ／内标峰面积的比值（Ａ ／ Ａｉ）为
纵坐标，标准溶液浓度（Ｃｉ）为横坐标，采用最小二乘

法拟合，使用权重 １ ／ ｘ，得出目标物的回归方程为 ｙ ＝
ａｘ ＋ ｂ（其中 ａ 为斜率，ｂ 为截距）。 可的松的线性方

程为 ｙ ＝ ０． ０８５１ｘ ＋ ０． ００４２，氢化可的松线性方程为

ｙ ＝０． １５４４ｘ ＋０． ０２４８。 标准曲线测定结果见表 ４。
重复测定阳性添加样品 １１ 次，其测定结果见

表 ５（测定液平均浓度 Ｃ０为：可的松 １． ６９３ ｎｇ ／ ｍＬ、
氢化可的松 ３． ９３３ ｎｇ ／ ｍＬ），则标准曲线拟合产生

的标准不确定度按下式计算：

Ｕ（３． ２３） ＝ ｓ
ａ Ｃ０

　

１
ｎ ＋ １

ｐ ＋
（Ｃ０ － Ｃ

－
） ２

∑
ｎ

ｉ ＝ １
（Ｃ ｉ － Ｃ

－
） ２

式中：ｓ 为标准溶液峰面积比值残差的标准差，

计算公式如下： ｓ ＝

　

∑
ｎ

ｉ ＝ １
［ｙｉ － （ａ ｘｉ ＋ ｂ）］ ２

ｎ － ２ ，可

的松为 ０． ０１１２，氢化可的松为 ０． ０３９２；ａ 为标准工作

曲线的斜率，可的松为 ０． ０８５１，氢化可的松为

０􀆰 １５４４； ｐ 为对Ｃ０测定的次数，ｐ ＝ １１；ｎ 为标准溶液

测定的次数，ｎ ＝２１； Ｃ
－
为标准溶液的平均浓度，可的

松为 ９． ７１４ ｎｇ ／ ｍＬ，氢化可的松为 １９． ４２９ ｎｇ ／ ｍＬ，

（Ｃ０ － Ｃ
－
） ２ ， 可 的 松 为 ６４． ３４２， 氢 化 可 的 松 为

２４０． １１３；∑
ｎ

ｉ ＝ １
（Ｃ ｉ － Ｃ

－
） ２ ，可的松为 ０． ００２３９，氢化

可的松为 ０． ０２９３。 因此，由标准工作曲线拟合所引

入的不确定度，可的松为 ０． ０３０８，氢化可的松为 ０．
０３０３。 综上所述，可的松由标准溶液引入的相对标

准不确定度为：
Ｕｒｅｌ（３） ＝

　
０． ０１０２２ ＋ ０． ００５６８２ ＋ ０． ００１７８２ ＋ ０． ０２４０２

＋ ０． ００６１９２ ＋ ０． ００８７７２ ＋ ０． ０４００２ ＋ ０． ０３０８２
＝

０． ０５８１。
氢化可的松由标准溶液引入的相对标准不确

定度为：

Ｕｒｅｌ（３） ＝
　
０． ０１５０２ ＋ ０． ０２４０２ ＋ ０． ００６１９２ ＋ ０． ００８７７２ ＋ ０． ０４０２ ＋ ０． ０３０３２ ＝ ０． ０５８６。

表 ５　 猪肉中可的松和氢化可的松测定结果

Ｔａｂ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｉｎ ｐｏｒｋ

编号 称样量（ｇ）
可的松 氢化可的松

浓度 Ｃ（ｎｇ ／ ｍＬ） 含量（μｇ ／ ｋｇ） 浓度 Ｃ（ｎｇ ／ ｍＬ） 含量（μｇ ／ ｋｇ）

１ ５． ００ １． ８１７２ ３． ６３４４ ３． ９９７０ ７． ９９３９

２ ５． ００ １． ５７２６ ３． １４５２ ３． ４６４２ ６． ９２８３

３ ５． ００ １． ７２３７ ３． ４４７４ ３． ７０９７ ７． ４１９５

４ ５． ００ １． ５７００ ３． １４０１ ３． ９７９８ ７． ９５９５

５ ５． ００ １． ７５５４ ３． ５１０８ ４． ０３９２ ８． ０７８３

６ ５． ００ １． ９０６０ ３． ８１１９ ３． ９６８７ ７． ９３７３

７ ５． ００ １． ７６４９ ３． ５２９８ ４． ０３６５ ８． ０７３０

８ ５． ００ １． ５５８６ ３． １１７１ ３． ９６６２ ７． ９３２５

９ ５． ００ １． ６５８４ ３． ３１６７ ３． ９８８８ ７． ９７７６

１０ ５． ００ １． ６５７５ ３． ３１５０ ４． ０１６０ ８． ０３１９

１１ ５． ００ １． ６３７５ ３． ２７５０ ４． ０９７３ ８． １９４６

平均值 １． ６９３ ３． ３８６ ３． ９３３ ７． ８６６

标准偏差 ０． １１１４ ０． ２２２７ ０． １８３６ ０． ３６７３

不确定度 ０． ０３３６ ０． ０６７２ ０． ０５５４ ０． １１０７

相对不确定度 ０． ０１９８ ０． ０１９８ ０． ０１４１ ０． ０１４１

２． ３． ４　 回收率引入的不确定度　 样品前处理方法 较为复杂，包含提取、分取、浓缩等步骤，实验采用
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空白样品中添加标准品，可的松和氢化可的松的加

标水平分别为 ４ｕｇ ／ ｋｇ、８ｕｇ ／ ｋｇ，空白平行加标 ６ 份，
测得各组分的回收率，用 ｔ 检验来确定平均回收率

是否与 １． ０ 有显著性差异。 检验统计量 ｔ 用下式来

计算： ｔ ＝ １００％ － Ｒ
－

Ｕｒｅｌ（４）
，计算得到的值与 ９５％置信

度，ｎ － １ 自由度下的双侧临界值 ｔ（０． ０５，５） ＝ ２． ５７

进行比较，计算得到的 ｔ 值大于或等于查表 ｔ 值，则
平均回收率与 １． ０ 有显著性差异，因此平均回收率

应包含在结果的计算中。 其中 Ｕｒｅｌ（４） ＝ ｓ
Ｒ
－
× 　 ６

。

具体结果见表 ６。 由表 ６ 可见，可的松和氢化可的

松的计算 ｔ 值 ＞ ２． ５７，所以可的松和氢化可的松平

均回收率应该包含在结果的计算中。

表 ６　 猪肉中可的松和氢化可的松的回收率结果

Ｔａｂ ６　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｉｎ ｐｏｒｋ

组分
回收率

１ ２ ３ ４ ５ ６

平均回收率

Ｒ
－
／ ％

标准偏差
ｓ ／ ％

相对标准不确定度
Ｕｒｅｌ（４）

ｔ 值

可的松 ８２． ５ ９２． ５ ８３． ４ ８７． ５ ８６． ３ ８８． ５ ８６． ８ ３． ６６ ０． ０１７２ ７． ５６

氢化可的松 ９６． １ ９８． ７ ９７． ０ ９５． ７ １００． ６ ９８． ７ ９７． ８ １． ８５ ０． ００７７３ ２． ５９

２． ３． ５　 重复性引入的不确定度　 　 由表 ５ 的数据

可知，可的松和氢化可的松的含量分别为 ３． ３８６、

７􀆰 ８６６ μｇ ／ ｋｇ 的猪肉样品，平行测定 １１ 次，将重复

测定的平均值 Ｘ
－
，标准偏差 Ｓ 结果分别代入公式，

Ｕ（５． １） ＝ Ｓ ／ 　 １１ ， Ｕｒｅｌ（５） ＝ Ｕ（５． １） ／ Ｘ
－
。 计算结果见

表 ５。

２． ３． ６　 不确定度的合成和结果表示　 样品的称样

质量、样品定容、标准物质、测量重复性与回收率等

的不确定度分量相互独立，将各不确定度进行合

成，即得相对合成不确定度 Ｕｒｅｌ，按下式计算得到可

的松：０． ０６４６，氢化可的松：０． ０６１６，所以可的松的

合成标准不确定度为 ０． ０６４６ × ３． ３８６ ＝ ０． ２１８７，氢

化可的松为 ０． ０６１６ × ７． ８６６ ＝ ０． ４８４５。 具体结果见

表 ７。

Ｕｒｅｌ ＝
　
Ｕｒｅｌ（１）

２ ＋ Ｕｒｅｌ（２）
２ ＋ Ｕｒｅｌ（３）

２ ＋ Ｕｒｅｌ（４）
２ ＋ Ｕｒｅｌ（５）

２

２． ３． ７　 扩展不确定度　 在置信水平为 ９５％ ，取包

含因子 ｋ ＝ ２，则可的松和氢化可的松的不确定度分

别为 Ｕ可的松 ＝ ０． ４３７４、Ｕ氢化可的松 ＝ ０． ９６９０，最终结果

可表示为可的松含量 Ｘ可的松 ＝ （３． ３８６ ± ０． ４３７４）

μｇ ／ ｋｇ，氢化可 的 松 含 量 Ｘ氢化可的松 ＝ （ ７． ８６６ ±

０􀆰 ９６９０）μｇ ／ ｋｇ。

表 ７　 不确定度分量评定表

Ｔａｂ ７　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｓｃａｌｅ ｏｆ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

描述
不确定度

可的松 氢化可的松

Ｕｒｅｌ （１） 样品称量 ０． ００５７７ ０． ００５７７

Ｕｒｅｌ （２） 样品定容 ０． ００８６０ ０． ００８６０

Ｕｒｅｌ （３） 标准物质 ０． ０５８１ ０． ０５８６

Ｕｒｅｌ （４） 回收率 ０． ０１７２ ０． ００７７３

Ｕｒｅｌ （５） 重复性 ０． ０１９８ ０． ０１４１

相对合成不确定度 ０． ０６４６ ０． ０６１６

合成标准不确定度 ０． ２１８７ ０． ４８４５

扩展不确定度 ０． ４３７４ ０． ９６９０

３　 结　 论

本文分析过程中可知可的松和氢化可的松不

确定度主要来源于样品回收率、重复性、标准物质

及其稀释过程中引入的不确定度，样品回收率涉及

到前处理和上机的过程，可能与仪器稳定性以及提

取过程中分取提取液人员操作有关系。 因此，一是

加强人员培训，严格规范操作，以减少人为因素引

入的不确定度；二是平时加强仪器的维护保养，检
定校准及期间核查，使仪器的各方面指标都处于合

理范围之内，减少由于仪器稳定性造成的系统误
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差；三是在标准工作曲线配制以及前处理过程中，
移取溶液时最好使用同一器具及准确度较高的仪

器设备，以减小测量的不确定度。
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