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液相色谱-串联质谱法测定鳗鱼中甲苯咪唑含量的 
不确定度评定 

张信仁*, 唐庆强, 张  云 

(三明出入境检验检疫局, 三明  365000) 

摘  要: 目的  探讨液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)测定鳗鱼中甲苯咪唑含量的不确定度评价方法。方法 

根据 JJF1059.1-2012《测量不确定度的评定与表示》, 参考《化学分析中不确定度的评定的评估指南》及《实

用测量不确定度评定》等相关理论, 对测定过程中甲苯咪唑含量、样品定容体积、样品称量质量、称量样品稀

释、样品重复性等引入的不确定度分量进行评定, 评定鳗鱼中甲苯咪唑残留量测定的不确定度。结果  测定结

果合成不确定度为 1.6×10-4 mg/kg, 扩展不确定度为 3.2×10-4 mg/kg。结论  建立的不确定度评定方法适用于

LC-MS/MS法测定鳗鱼中甲苯咪唑残留量的不确定度评定。 
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Uncertainty analysis on determination of the content of mebendazole in eel by 
liquid chromatography-mass spectrometry/maass spectrometry 

ZHANG Xin-Ren*, TANG Qing-Qiang, ZHANG Yun 

(Sanming Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Sanming 365000, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the method that uncertainty evaluation of the determination of 

mebendazole content in eel by liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry (LC/MS/MS). 

Methods  Based on JJF 1059.1-2012 Evaluation and expression of uncertainty in measurement, Guidance on 

evaluating the uncertainty in chemical analysis and The practical measurement uncertainty evaluation and 

other related theory, the uncertainty component that content of mebendazole, constant volume, mass, and the 

diluent and repetition for the sample were evaluated in the process of determination. Then uncertainty 

measurement of mebendazole residues in eel was evaluated. Results  The results showed that the combined 

uncertainty of mebendazole residues in eel was 1.6×10-4 mg/kg, the expanded uncertainty was 3.2×10-4 mg/kg. 

Conclusion  This uncertainty evaluation method is suitable for determination of mebendazole residues in eel 

by LC-MS/MS. 
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1  引  言 

测量不确定度是测量不确定性的一种度量, 是

表征合理的赋予被测量值的分散性、是与测量结果相

联系的参数、是评定测量水平的指标、是判定测量结

果可靠程度的依据, 对检测实验室测量结果的质量

评价越来越重要。ISO 等 7 个国际组织于 1993 年联

合发布《测量不确定度表示指南》 , (简称 GUM), 

ISO/IEC 17025-2005明确规定, 检测实验室应具有并

应用评定测量不确定度的程序[1]。 

甲苯咪唑既是一种人用药 , 也是一种兽用药 , 

适合作为控制动物及鱼体消化道寄生虫病的药物。在

水产养殖的过程中常会用来杀死水产当中的环虫类。

甲苯咪唑是苯并咪唑的衍生物, 是苯并咪唑类广谱

抗原虫、蠕虫药, 是抗寄生虫的合成药物, 其安全性

受到极大关注。国内外对甲苯咪唑的残留均提出限量

要求, 日本肯定列表规定是 20 μg/kg。我国鳗鱼产品

主要出口日本, 因此, 鳗鱼中甲苯咪唑含量检测结果

的不确定度评定尤为重要。一方面可以明确地评判测

量结果是否符合限量标准, 另一方面可以了解导致

测量数据离散的原因, 为正确评价和使用检测数据

提供科学依据。本研究根据《测量不确定度的评定与

表示》[2], 《化学分析中不确定度的评定的评估指南》
[3]及《实用测量不确定度评定》[4]等相关理论, 分析

鳗鱼中甲苯咪唑残留量测定过程的不确定度因素 , 

评定鳗鱼中甲苯咪唑残留量测定的不确定度。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

甲苯咪唑标准品(纯度 99.5％±1.0％, 德国DR公

司); 乙酸乙酯 (纯度 99.5％, 西陇化工股份公司)、正

已烷(纯度 95.0％, 西陇化工股份公司)均为分析纯试

剂, 乙腈、甲醇(纯度 99.9％, 德国默克公司) 均为色

谱纯级试剂。 

API3200 液质联用仪, 配电喷雾离子源(ESI 源), 

正离子监测模式(美国AB Sciex公司); 电子天平(I级, 

分辨率为 0.0001 g, 最大允许误差为±0.05 mg, 梅特

勒-托利多仪器(上海)有限公司)。  

2.2  测定方法 

依据标准: GB/T 22955-2008河豚鱼、鳗鱼和烤

鳗中苯并咪唑类药物残留量的测定 液相色谱-质谱/

质谱法 

方法原理: 试样在碱性条件下以乙酸乙酯提取、

离心、浓缩后, 残渣以乙腈-盐酸(0.1 mol/L)溶液溶解, 

正己烷脱脂, 经混合型强阳离子固相萃取柱(MCX)

净化, 样品溶液供液相色谱-串联质谱仪检测, 外标

峰面积法定量。 

2.2.1  样品测定 

称取 2.0 g样品(精确到 0.01 g)加入 20 mL乙酸

乙酯、0.15 mL 50% 氢氧化钾(KOH)溶液、1 mL 1% 

2,6-二叔丁基对甲酚(butylated hydroxytoluene, BHT)

溶液, 超声振荡 5 min, 均质 30 s, 离心 5 min, 上清

液转鸡心瓶, 重复一次, 合并提取液, 38 ℃旋蒸, 浓

缩至干; 残渣用 1.5 mL 乙腈溶解, 加 1.5 mL 0.1 

mol/L盐酸溶液混匀, 加 5 mL正己烷脱脂(重复一次), 

离心 5 min, 去除正己烷层, 再加入 3.0 mL 0.1 mol/L

盐酸溶液混匀, 过 MCX 柱, (柱子要用甲醇及 0.1 

mol/L盐酸溶液活化)。用 15 mL 10%氨水乙腈溶液洗

脱, 38 ℃旋蒸、浓缩至干, 最后残渣用 0.5 mL乙腈洗

脱, 加 1.5 mL 0.025 mol/L乙酸铵溶液混匀, 吸取 100 

μL 该液, 加入 1900 μL 乙腈:水(V:V=1:4), 混匀后过

0.22 μm有机滤膜, 待测。 

2.2.2  数学模型 

测量结果计算公式为: X=  
V

c k
m  

 (1) 

其中: 

X－样品中甲苯咪唑的含量, g/kg;  

c－由标准曲线得出的样液中甲苯咪唑的浓度, 

ng/mL;  
V－样品定容体积, mL;  

m－样品质量, g。 

k—稀释倍数 

测量不确定度数学模型同(1) 

2.2.3  不确定度来源分析 

从测定过程和数学模型可以看出, 影响鳗鱼中

甲苯咪唑含量的不确定度分量有: 样品溶液中甲苯

咪唑含量的不确定度 urel(c 标); 样品定容体积的不确

定度 urel(V); 样品称量质量的不确定度 urel(m); 样品

稀释引入的相对标准不确定度 urel(dil); 样品重复性

分析的不确定度 urel(rep)。由于上述几项不确定度分

量相互独立, 因此其传播定律为:  

u2
rel(c)=u2

rel(c 标)+u2
rel(V)+u2

rel(m)+u2
rel(dil) +u2

rel(rep)  (2) 

样品溶液中实际甲苯咪唑含量的不确定度与标

准曲线变动性的不确定度、甲苯咪唑标准溶液和配置
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标准工作溶液的不确定度、仪器波动性等有关。样

品定容体积的不确定度与定容用容量瓶体积的不确

定度、定容变动性的不确定度等有关。样品称量质

量的不确定度与天平准确性和称量过程变动性有

关。样品稀释引入的相对标准不确定度与移液器和

移液管引入的不确定度有关。样品重复性分析的不

确定度指同一个样品在重复条件下进行多次测量产

生的不确定度。 

本实验采用外标法定量, 不确定度来源除了上

述几项, 实验中应考虑温度对不确定度产生的影响, 

但是由于本实验是在接近 20 ℃的条件下完成的, 经

测算温度条件对不确定度产生的影响很小, 所以不

考虑温度条件对不确定度产生的影响。 

3  结果与讨论 

3.1  不确定度各分量计算 

3.1.1  甲苯咪唑的浓度引入的相对标准不确定度

urel(c 标)的计算 

样液中甲苯咪唑的浓度由标准曲线求得, 引入

的相对不确定度包含标准使用液配制过程中的不确

定度 u(c 标配)和标准工作曲线的不确定度 u(c 曲线)。 

(1) 标准使用液配制过程中相对标准不确定度

u(c 标配) 

标准使用液配制: 用十万分之一的天平, 称取

甲苯咪唑标准物质 0.0100 g, 用色谱级甲醇溶解并定

容于 100 mL容量瓶中, 配得浓度为 100 μg/mL的标

准储备液; 用 1 mL移液器吸取 1.0 mL该储备液, 用

甲醇定容至 100 mL, 配得浓度为 1 μg/mL的标准使

用液。 

标准使用液配制过程中相对不确定度主要影响

因素有: 标准品相对不确定度 u1rel (c 标配), 称量标准

品所使用的天平引起的相对不确定度 u2rel (c 标配); 配

制标准使用液时所用 1 mL移液器引入的相对不确定

度 u3rel (c 标配); 配制标准使用液时所用 100 mL A级单

标容量瓶引入的相对不确定度 u4rel (c 标配)。标准使用

液配制过程中相对不确定度 urel (c 标配)的数学模型为:  

 urel(c 标配)= 


4

1

2 )(
i

relcu 标配

 

(3) 

在甲苯咪唑标准品证书上查得其纯度为

(99.5±1.0)％ 。在 99.5%置信区间内, 包含因子 k=2。

甲苯咪唑标准品纯度引入的相对不确定度为:  

u1rel (c 标)=
1.0%

2 99.5%
= 0.005 

称量标准品所用的天平, 其仪器计量校准证书上

给出扩展不确定度 U=0.3 mg, k=2。标准称样量为

0.0101 g。则称量标准品时天平引入的相对不确定度为:  

u2rel (c 标)=
0.0003

2 0.0101
= 0.015 

根据 1 mL移液器计量校准证书标明其扩展不确

定度为 U=0.4 μL, (k=2), 则:  

u3rel (c 标配)=
0.0004

2 1.00
=0.0002 

根据 A级 100 mL容量瓶计量检定证书, 100 mL

容量瓶(A级), 20 ℃最大允许误差为±0.10 mL, 按均

匀分布, k= 3 , 则 100 mL容量瓶(A级)的标准不确

定度为: 
0.10

3
=5.8×10-2, 合成 100 mL 容量瓶(A 级, 

使用 2次)的相对标准不确定度为:  

u 4rel (c 标)=
22 0.058

100


=8.2×10-4 

综合以上, 标准使用液配制过程中相对不确定

度 urel(c 标配)根据公式(3) 

urel(c 标配)=



4

1

2 )(
i

rel cu 标配
= 

2 2 2 20.005 0.015 0.0002 0.00082   =0.016 

(2)  标准工作曲线引入的不确定度 u(c 曲线) 

标准工作曲线 10、20、50、100、200 ng/mL, 配

制方法为:  

200.0 ng/mL: 用 2 mL移液管吸取 2.0 mL浓度为

1 μg/mL的标准使用液, 用流动相定容至 10 mL;  

100.0 ng/mL: 用 1 mL移液器吸取 1.0 mL浓度为

1 μg/mL的标准使用液, 用流动相定容至 10 mL;  

50.0 ng/mL: 用 1 mL移液器吸取 0.5 mL浓度为

1 μg/mL的标准使用液, 用流动相定容至 10 mL; 

20.0 ng/mL: 用 1 mL移液器吸取 0.2 mL浓度为

1 μg/mL的标准使用液, 用流动相定容至 10 mL; 

10.0 ng/mL: 用 1 mL移液器吸取 0.1 mL浓度为

1 μg/mL的标准使用液, 用流动相定容至 10 mL; 

配制标准工作曲线引入的不确定度主要有: 配

制标准工作曲线时用到的 1 mL移液器、2 mL移液管

引入的不确定度 u(1c 曲线)和 10 mL容量瓶(A级)引入

的不确定度 u(2c 曲线)。根据计量校准证书标示: 2 mL

移液管, A级, 最大允许误差为±0.010 mL, 按均匀分
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布, k= 3 ; 1 mL移液器计量校准证书扩展不确定度

为 U=0.4 μL (k=2), 各浓度对应不确定度为: 

200.0 ng/mL: 
0.010

2 3
=0.0029 

100.0 ng/mL: 
0.0004

2 1.00
 =0.0002

 
 

50.0 ng/mL: 
0.0004

2 0.50
=0.0004 

20.0 ng/mL: 
0.0004

2 0.20
=0.001 

10.0 ng/mL: 
0.0004

2 0.10
=0.002 

标准工作曲线由 1 、2 mL移液器引入的不确定

度 u(1c 曲线) 

u(1c 曲线)=
 

2 2 2 2 20.0029 0.0002 0.0004 0.001 0.002   
=0.0037 

10 mL容量瓶(A级)引入的相对不确定度: 根据

JJG 196-2006规定[5], 10 mL容量瓶(A级), 20 ℃最大

允许误差为±0.015 mL, 按均匀分布, k= 3 , 则 10 

mL容量瓶(A级)的标准不确定度为: 
0.015

3
=8.7×10-3, 

10 mL容量瓶(A级)使用 5次:  

u(2c 曲线)=
25 0.0087

10


=0.0019 

甲苯咪唑标准工作曲线引入的不确定度合成 

u(c 曲线)=
 

）曲线曲线 ccu 2(u)1( 22  = 2 20.0037 0.0019 =0.0042 

甲苯咪唑的浓度引入的相对标准不确定度

urel(c 样)为:  

urel(c 标)= ）曲线标配 ccrelu (u)( 22  = 2 20.016 0.0042 = 0.017
 

3.1.2  称样引入的相对标准不确定度 urel(m) 

本实验中鳗鱼样品称样量为 2.00 g, 称样天平的

扩展不确定度 U＝0.6 mg(k=2)。则称样天平所引入的

相对标准不确定度为:  

urel(m)=
30.6 10

2 2.00




=1.5×10-4 

3.1.3  样品定容引入的相对标准不确定度 urel(V) 

净化后的样液经旋转蒸发至干后, 用 1 mL移液

器吸取 0.5 mL乙腈洗脱, 用 2 mL移液管加 1.5 mL 

0.025 mol/L 乙酸铵溶液混匀定容, 因此样品定容引

入的相对标准不确定度主要来源于 1 mL 移液器

urel(v1)和 2 mL移液管 urel(v2)引入的不确定度。 

urel(v1)=
 

0.0004

2 0.50
=0.0004 

urel(v2)= 
0.010

1.5 3
=0.0038 

urel(V)=
 

2 2u (v1) u (v2 ）= 2 20.0004 0.0038 =0.0038 

3.1.4  样品稀释过程引入的相对标准不确定度

urel(dil) 
在试样定容后, 用 1 mL移液器吸取 100 μL该定

容液, 用 2 mL移液管加人 1900 μL乙腈:水(V:V=1:4)

混匀后过 0.22 μm滤膜, 待测。因此, 稀释过程引入

的不确定度主要来源于 1 mL移液器 urel(dil1)和 2 mL

移液管 urel(dil2)引入的不确定度。 

urel(dil1)=
0.0004

2 0.10
=0.0002 

urel(dil2)=
0.010

1.9 3
=0.003 

urel(dil)= 2 2( 1) ( 2 ）u dil u dil = 2 20.002 0.003 =0.0036 

3.1.5  重复测量引入的相对标准不确定度 urel(rep)  

重复测量引入的不确定度主要由样品溶液重复

进样引入, 对鳗鱼样品根据本检测方法进行重复测

量 6 次, 测试结果分别为 0.0083、0.0081、0.0079、

0.0080、0.0083、0.0079 mg/kg, 则其平均值 X =0.0081 

mg/kg, 标 准 差 S( X )=1.84×10-4 mg/kg, RSD= 

s( )
100

X

X
=2.27% 

则: urel(rep)=
RSD

n
=

0.0227

6
=0.0093

 

 

3.2  合成不确定度和扩展不确定度 

3.2.1  合成不确定度 

把上述各值代入(2)式, 甲苯咪唑测量结果的合

成相对标准不确定度为:  

urel(c)= [u2
rel(c 标)+u2

rel(V)+u2
rel(m)+u2

rel(dil) +u2
rel(rep)]1/2 

= 2 2 2 2 20.017 0.0038 0.00015 0.0036 0.0093    =0.02 

合成不确定度为: u(c)＝urel(c)× X ＝1.6×10-4 

3.2.2  扩展不确定度 

取包含因子 k=2, 其扩展不确定度为 : U＝

2×1.6×10-4＝0.00032 mg/kg 

4  结  论 

本文结合检验方法和实际操作情况, 按照 GB/T 

22955-2008 标准, 采用 LC-MS/MS 法测定鳗鱼中甲

苯咪唑含量, 根据测量不确定度的评定理论[2-9], 参
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考其他同行对水产品中药物残留进行的不确定度评

价和分析 [10-15], 分析整个测定过程的不确定度来源

及其对测量结果的影响, 通过建立有效数学模型, 对

各种不确定度分量进行定量, 利用相对标准不确定

度进行分布计算和整体合成, 为 LC-MS/MS 法测量

不确定度评价方法提供参考模式。 

由不确定度评定过程可知, 影响鳗鱼中甲苯咪

唑含量测量不确定度的主要来源为标准系列溶液的

配置、标准工作曲线的变动性以及样品重复分析产生

的不确定度。因此, 在日常检测中必须准确配置标准

工作溶液, 检测过程中必须保持仪器的最佳工作状

态, 测量过程还要注意样品的平行性问题, 如称样量

尽可能一致、定容体积尽量缩小偏差、实验环境尽量

保持一致以及适当增加测量样品的次数来剔除一些

不合理的测量数据等。 
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