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液相色谱-串联质谱法检测中兽药中非法添加 

氟喹诺酮类药物含量的不确定度评估 

李  强*, 韵小娟, 王  娇, 李庆霞, 符  雨 

(海南省动物疫病预防控制中心, 海口  571100) 

摘  要: 目的  评估液相色谱-串联质谱法检测中兽药中非法添加氟喹诺酮类药物含量的不确定度。方法  建立

液相色谱-串联质谱法检测中兽药(肥猪散、健胃散、银翘散)中非法添加氟喹诺酮类药物的含量测定方法, 根据

JJF1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》的相关规定, 对该方法的不确定度进行评定。结果  中兽药中氟喹诺

酮类药物含量分别为 C(Enro)=100.90 mg/kg、C(Cip)=100.34 mg/kg、C(Norf)=100.21 mg/kg、C(Oflo)=100.61 mg/kg

时 , 95% 置 信 水 平 下 , 取 k=2, 不 确 定 度 评 估 结 果 分 别 表 示 为 X(Enro)=(100.90±6.957) mg/kg; 

X(Cip)=(100.34±7.067) mg/kg; X(Norf)=(100.21±6.898) mg/kg; X(Oflo)=(100.61±6.957) mg/kg。结论  评定结果

表明, 影响检测结果的主要因素为液相色谱-串联质谱仪的灵敏度、天平的精密度、操作的规范性。 
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Uncertainty evaluation of fluoroquinolones illegally added in veterinary 
herbal medicine by liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LI Qiang*, YUN Xiao-Juan, WANG Jiao, LI Qing-Xia, FU Yu 

(Hainan Animal Disease Prevention and Control Center, Haikou 571100, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of determination of fluoroquinolones illegally added in 

veterinary medicine by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods  A method for the 

determination of fluoroquinolones illegally added in veterinary herbal medicine (feizhu powder, Jianwei powder, 

Yinqiao powder) by liquid chromatography-tandem mass spectrometry was established. According to the relevant 

provisions of JJF1059.1-2012 Measurement uncertainty evaluation and representation, the uncertainty of the method 

was evaluated. Results  The content of fluoroquinolones in veterinary medicine was C(Enro)=100.90 mg/kg, 

C(Cip)=100.34 mg/kg, C(Norf)=100.21 mg/kg, C(Oflo)=100.61 mg/kg, respectively, when 95% confidence level, 

k=2, and the evaluation results were X(Enro)=(100.90±6.957) mg/kg, X(Cip)=(100.34±7.067) mg/kg, X(Norf)= 

(100.21±6.898) mg/kg, X(Oflo)=(100.61±6.957) mg/kg, respectively. Conclusion  The main sources of uncertainty 

are the sensitivity of the liquid chromatography-tandem mass spectrometer, the precision of the balance, and the 

standard of operation. 

KEY WORDS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry; veterinary herbal medicine; fluoroquinolones; 

uncertainty; evaluation 
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1  引  言 

氟喹诺酮类药物(fluoroquinolones, FQs)是一类化学合

成的抗菌药物。由于它具有抗菌谱广、抗菌活性强、毒副

作用小、组织穿透力强、结构简单、给药方便等优点而被

广泛用于国内外医学和兽医学临床, 在畜牧养殖上, 主要

是促进畜禽生长和减少畜禽疾病, 但由于其不合理使用和

其滥用导致的药物残留、日增的细菌耐药性[1-4]等危害, 给

人类健康带来潜在的安全威胁[5]。根据农业部第 2292 号公

告中停止生产、使用洛美沙星、培氟沙星、氧氟沙星、诺

氟沙星 4 种原料药的各种盐、酯及其制剂, 撤销相关兽药

产品批准文号[6]。近年来关于氟喹诺酮类药物残留的研究

主要在农产品、水产品、畜产品上[7-9], 而中药中非法添加

氟喹诺酮类药物的研究报道很少。农业部公告第 2448 号附

件 2 第 5 条中列出了中药散剂中非法添加氟喹诺酮类药物

(物质)的检查方法[10], 该检查方法中, 采用高效液相色谱

法, 很容易出现假阳性, 检测结果直接关系到中兽药散剂

是否合格的判定。为了更准确定性和定量, 得到更精确的

检测值, 本文选用了液相色谱-串联质谱法[11,12]。 

本文建立了液相色谱-串联质谱法检测中兽药(肥猪散、

健胃散、银翘散)中非法添加氟喹诺酮类药物的含量测定方

法, 并且依据 JJF1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[13]、

CNAS-GL06《化学分析中不确定度的评估指南》[14]的相关

规定, 对该方法的不确定度进行评定, 探讨该方法运用过

程中应注意的问题, 通过对影响该项检测过程中不确定度

的各项因素的分析计算, 为准确检测结果提供可靠的参考

依据。 

2  材料与方法 

2.1  实验原材料与试剂 

标准品: 恩诺沙星(enrofloxacin, Enro, 99.9%)、盐酸环

丙沙星(ciprofloxacin, Cip, 99.8%)(中国兽医药品监察所); 

氧氟沙星(ofloxacin, Oflo, 99.0%)、诺氟沙星(norfloxacin, 

Norf, 99.0%)(德国 Dr.Ehrenstorfer 公司); 乙腈、甲酸(色谱

纯, 美国 Fisher 公司), 实验室用水为屈臣氏纯净水。肥猪

散、健胃散、银翘散来自监督抽查。 

2.2  实验仪器 

Agilent 1260 液 相 色 谱 仪 ( 美 国 Agilent 公 司 ); 

4000Q-TRAP 三重四极杆质谱仪(美国 AB SCIEX 公司); 

MS205DU 十万分之一电子天平(瑞士 Mettler Toledo 公司); 

BSA2202S-CW 百分之一电子天平(德国赛多利斯公司); 

100 μL 移液枪、1000 μL 移液枪、5 mL 移液枪、10 mL 移

液枪(德国 Eppendorf 公司); SB-3200D 超声机(宁波新芝生

物科技股份有限公司); 容量瓶 10 mL(±0.02 mL)、容量瓶

100 mL(德国 Brand USP); Xbridge C18 (150 mm×2.1 mm,  

5 µm)色谱柱(美国 Waters 公司); Milli-Q 超纯水器(美国

Millipore 公司); Multifuge X1R 型台式离心机(美国 Thermo 

Scientific 公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  4 种喹诺酮类标准储备液(1 mg/mL) 

分别准确称量氟喹诺酮类标准品 10.00 mg 于 10 mL

容量瓶中, 用乙腈溶解配成浓度为 1 mg/mL 的标准储备

液。4 ℃保存。 

2.3.2  混合标准中间液(10 μg/mL) 

分别准确量取每种氟喹诺酮类标准储备液 0.1 mL 于

10 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释配成浓度为 10 μg/mL 的混合

标准中间液。4 ℃保存。 

2.3.3 标准曲线的绘制 

分别准确量取氟喹诺酮类混合标准中间液 0.10、0.50、

1.00、2.5、5 mL, 用 0.1%甲酸水-乙腈(90:10, V:V)溶液定

容至 100 mL, 摇匀, 分别得到浓度为 10、50、100、250、

500 ng/mL 的标准工作液。4 ℃保存。 

2.3.4  样品前处理 

准确称取供试样 1 g(精确到 0.01 g), 置于 50 mL 聚乙

烯离心管中 , 加甲酸-乙腈 20.0 mL, 超声处理 15 min, 

10000 r/min 离心 5 min。精密量取上清液 0.1 mL, 用 0.1%

甲酸水-乙腈(90:10)定容至 10.0 mL, 摇匀, 作为供试样溶

液。供试样溶液和标准工作液均过 0.22 μm 微孔滤膜, 供

液相色谱-质谱测定。 

2.3.5  色谱条件 

色谱柱: Waters Xbridge Columns C18(2.1 mm×150 mm, 

5.0 μm); 流动相: A 相: 乙腈; B 相: 0.1%甲酸水溶液; 柱温: 

25 ℃; 流速 : 300 μL/min; 进样量 : 20 μL; 梯度洗脱 : 

0.00~1.00 min, 10%A; 1.00~5.00 min, 10%A 线性变化至

70%A; 5.00~7.00 min, 70%A 线性变化至 100%A; 7.00~ 

9.00 min, 维持 100%A; 9.00~9.10 min, 100%A 线性变化至

10%A; 9.10~13.00 min, 维持 10%A。 

2.3.6  质谱条件 

电喷雾离子源 ; 正离子扫描 (electrospray ionization, 

ESI+); 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM); 喷

雾电压 IS: 5500 V; 离子源温度: 550 ℃; 氟喹诺酮类药物

的定性、定量离子对及锥孔电压等质谱参数见表 1。 

2.3.7  氟喹诺酮类药物的含量计算数学模型 

X(μg/g)=V1×V2×Cx/V3/m1 

式中: X 为每克供试品中含有的氟喹诺酮类药物的质量, 

μg/g; Cx 为从标准曲线上得到的氟喹诺酮类药物的含量, 

ng/mL; V1 为超声处理使用的甲酸-乙腈的体积, mL; V2 为

量取过滤液的体积, mL; V3 为过滤液定容体积, mL; m1: 为

供试样质量, g。 
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表 1  质谱参数 
Table 1  Mass spectrometric parameters  

目标化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 驻留时间/ms 碰撞能量/eV 去簇电压/V 

恩诺沙星 360.4 
316.3* 40 28.00 91.00 

342.2 40 28.00 80.00 

环丙沙星 332.3 
314.3* 40 27.33 75.78 

288.3 40 25.36 86.22 

诺氟沙星 320.3 
302.1* 40 28.67 75.00 

276.3 40 25.63 86.63 

氧氟沙星 362.3 
318.4* 40 26.31 84.40 

261.3 40 38.57 89.70 

注: *: 定量离子。 

 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源分析 

根据实验测定过程, 对试样中氟喹诺酮类药物的残

留量测定结果有影响的各种不确定的分量来源进行分析, 

引入的不确定度来源主要有: 供试样制备引起的不确定度; 

标准溶液的配制、稀释引入的不确定度; 标准曲线溶液的

配制引入的不确定度; 最小二乘法拟合标准曲线校准引入

的不确定度; 仪器测定引入的不确定度。 

3.2  不确定度分量的计算 

实验测定过程中使用了电子天平和一系列玻璃量具, 

按照 JJG196-2006《中华人民共和国国际计量检定规程》[15,16]

的要求, 均有相应的最大允差。天平称量被测物质, 按矩

形分布考虑, k= 3 , 其标准不确定度为 u(x)=
3


。单刻度

容量瓶及移液器的体积服从三角分布, k= 6 , 其标准不

确定度为 u(x)=
6


。 

3.2.1  供试样制备引起的不确定度 ur(样) 
表 2 分量互不相关, 合成供试样制备引起的不确定度 

ur(样)= 2 2 2 2
1 1 2 3( ) + ( )  + ( ) + ( )u m u V u V u V =0.04174。 

3.2.2  配制标准储备液引入的不确定度 ur(C1 mg/mL) 

配制标准储备液引入的不确定度主要来源有: 标准

物质的纯度引入的不确定度 ur(C%); 称量标准物质引入的

不确定度 ur(m2); 10 mL 容量瓶校准和温度效应带来的相对

不确定度 ur(V10 mL), 详见表 3。 

3.2.3  配制混合标准中间液的不确定度 ur(C10 μg/mL) 

混合标准中间液(10 μg/mL)的配制主要由 100 μL 移液

器、10 mL 容量瓶校准和容量瓶温度效应引起。100 μL 移液

器最大允差为±2.0 μL, 按三角形分布, k= 6 , 则 100 μL 移

液 器 产 生 的 相 对 不 确 定 度 为 : ur(V100 μL)= 

2.0

100 6
=0.00816。由表 3 可知 10 mL 容量瓶相对不确定

度为 ur(V10 mL)=0.00404。上述分量合成配制标准中间液 

(10 μg/mL) 的 相 对 不 确 定 度 : ur(C10 μg/mL)= 

2 2
r 100 L r 10 mL4[ ( )] +[ ( )]  u V u V =0.01681。 

3.2.4  配制标准工作液引入的不确定度 ur(Cs) 

标准工作液是由混合标准中间液逐级稀释配制得到

的一系列质量浓度。标准曲线各点在配制过程中引入的不

确定度分量及相对数值见表 4。 

 

表 2  供试样制备引起的不确定度来源 
Table 2  Uncertainty of sample preparation  

不确定度来源 仪器 规格 容量允差(±) 影响因素 服从分布 k 值 不确定度 u 相对不确定度 ur

供试样质量 天平 百分之一 0.05 g 重复性 矩形分布 3  0.04082 0.04082 

超声处理使用的

乙腈的体积 
移液器 10 mL 0.020 mL 

体积校正 

温度效应 

重复性 

三角分布 6  0.05711 0.00286 

过滤液的体积 移液器 100 μL 2.0 μL 
体积校正(忽略温

度效应) 
三角分布 6  0.816 0.00186 

定容体积 容量瓶 10 mL 0.020 mL 
体积校正 

温度效应 
三角分布 6  0.01013 0.00101 
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表 3  配制标准储备液引入的不确定度来源 
Table 3  Uncertainty of standard reserve liquid 

不确定度来源 恩诺沙星(enro) 环丙沙星(cip) 诺氟沙星(norf) 氧氟沙星(oflo) 

ur(C%) 

纯度/% 99.9 99.8 99.9 99.9 

不确定度/% 0.1 0.2 0.1 0.1 

服从分布 均匀分布 均匀分布 均匀分布 均匀分布 

k 值 3  3  3  3  

不确定度 u/% 0.05775 0.1155 0.05775 0.05775 

相对不确定度 ur 0.00058 0.00116 0.00058 0.00058 

ur(m2) 

天平 十万分之一 十万分之一 十万分之一 十万分之一 

最大允差/mg 0.04 0.04 0.04 0.04 

服从分布 矩形分布 矩形分布 矩形分布 矩形分布 

k 值 3  3  3  3  

称样量/ 10.00 10.00 10.00 10.00 

不确定度 u 0.03266 0.03266 0.03266 0.03266 

相对不确定度 ur 0.00327 0.00327 0.00327 0.00327 

ur(V10mL) 

体积校正

引入的不

确定度 u(V

定容) 

容量瓶/mL 10 10 10 10 

最大允差/ ±0.02 ±0.02 ±0.02 ±0.02 

服从分布 三角分布 三角分布 三角分布 三角分布 

k 值 6  6  6  6  

u(V 定容) 0.00816 0.00816 0.00816 0.00816 

温度效应

引入的不

确定度
u(t10 mL) 

实验温度/℃ 20±5 20±5 20±5 20±5 

溶剂(乙腈)体积膨胀

系数/(mL/℃) 
1.37×10-3 1.37×10-3 1.37×10-3 1.37×10-3 

服从分布 均匀分布 均匀分布 均匀分布 均匀分布 

k 值 3  3  3  3  

u(t10 mL) 0.03955 0.03955 0.03955 0.03955 

u(V10 mL) 0.04038 0.04038 0.04038 0.04038 

ur(V10 mL) 0.00404 0.00404 0.00404 0.00404 

合成配制标准储备液的相对不确定度: ur(C1 mg/mL)= 

2 2 2
r r 2 r 10 mL[ (C%)] +[ (m )]  +[ ( )]u u u V  

0.00523 0.00533 0.00523 0.00523 

 

表 4  标准曲线各点在配制过程中引入的不确定度 
Table 4  Uncertainty of each point of standard curve in the process of preparation 

标曲浓度
/(ng/mL) 

移液枪 
100 mL 容量瓶 

合成标准曲

线各点的不

确定度 ur(Cs)

体积校正 温度效应(20±5 ℃) 

相对 
ur(V100 mL) 规格

/μL 

移取体

积/μL 

容量允

差(±) 

相对不确

定度 ur(V)

容量 

允差(±)
不确定度
u(V100 mL) 

mL/℃(溶剂

按水计算) 
不确定度
u(t100 mL) 

10 100 100 2.0 0.00816 0.05 0.02041 2.08×10-4 0.00600 0.00021 0.00816 

20 1000 500 1.0 0.00082 0.05 0.02041 2.08×10-4 0.00600 0.00021 0.00085 

100 1000 1000 1.0 0.00041 0.05 0.02041 2.08×10-4 0.00600 0.00021 0.00046 

250 5000 2500 50 0.00816 0.05 0.02041 2.08×10-4 0.00600 0.00021 0.00816 

500 5000 5000 50 0.00408 0.05 0.02041 2.08×10-4 0.00600 0.00021 0.00409 
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则由标准曲线配制引入的相对不确定度 : ur(Cs)= 

2 2 2 2 20.00816  +0.00085 +0.00046 +0.00816 +0.00409 =0.01228。 

3.2.5  最小二乘法拟合标准曲线校准引入的不确定度

ur(Curve) 
每个浓度的标准工作液进样 3 次, 以特征离子质量色

谱峰面积A为纵坐标, 标准工作液浓度C(ng/mL)为横坐标, 

绘制标准曲线, 得到拟合回归方程为 Ai=aCi+b 和拟合系数

r2, 其中, a 为斜率, b 为截距。相关测定数据见表 5。 

 
表 5  标准曲线线性关系 

Table 5  Linear relation of standard curve 

待测物 回归方程 相关系数 r2 

恩诺沙星 A=1530.4C+5166.4 0.9999 

环丙沙星 A=6729.6C+11984 0.9998 

诺氟沙星 A=7923C+24677 0.9999 

氧氟沙星 A=8583.5C+25781 0.9998 

 

则 标 准 曲 线 拟 合 产 生 的 不 确 定 度 为 : 

u(Curve)=
 
 

2

2

1

1 1 x iR
n

i i
i

C CS

a p mn
C C




 


, 其中:  

  2

1=
2

n

i i
i

R

A aC b

S
mn


   




, SR 为标准溶液峰面积残差

的标准差, SR (Enro)=1657, SR (Cip)=16028, SR (Norf)=7271, 

SR (Oflo)=11759; m 为标准溶液个数, m=5; n 为标准溶液测

定次数, n=3; p 为待测物测定次数, p=3; iC 为标准溶液的

平均浓度; a 为斜率, b 为截距。 

被测样品 3 次平行测定后, 分别从标准曲线上得到的

氟喹诺酮类药物的含量 Cx(ng/mL)见表 6。 
 

表 6  被测样品测定数据 
Table 6  Determination results of samples 

待测化合物 
峰面积

Ax 
待测物浓度
Cx/(ng/mL) 

平均浓度/(ng/mL)

恩诺沙星 

160456 100.82 

100.90 160585 100.90 

160698 100.97 

环丙沙星 

695042 101.50 

100.34 685148 100.03 

681472 99.48 

诺氟沙星 

819505 100.32 

100.21 815000 99.75 

821401 100.56 

氧氟沙星 

882575 99.82 

100.61 895874 101.37 

889547 100.63 

被测样品由标准曲线拟合产生的标准不确定度为 : 

u(CurveEnro)=0.71909, u(CurveCip)=1.60930, u(CurveNorf)= 
0.60022, u(CurveOflo)=0.88624, 相 对 标 准 不 确 定 度 为 : 

ur(CurveEnro)=0.00719, ur(CurveCip)=0.01609, ur(CurveNorf)= 
0.00600, ur(CurveOflo)=0.00886。 

3.2.6  液相色谱-质谱联用仪引入的不确定度 ur(仪器) 

根据海南省质量技术监督局出具的仪器校准证书作

为评价依据, 液相色谱-质谱联用仪引入的扩展不确定度

ur(仪器)=5%。 

3.3  标准不确定性的合成与扩展 

3.3.1  各分量相对标准不确定度汇总 

试样中氟喹诺酮类药物的残留量测定结果有影响的

各种不确定的分量来源汇总见表 7。 

 
表 7  各分量不确定度汇总表 

Table 7  Summary of each uncertainty component 

来源 相对标准不确定度 Ur 

供试样制备引起的不确定

度 ur(样) 
0.04174 

配制标准储备液引入的不

确定度 ur(C1 mg/mL) 

ur(C1 mg/mL)Enro=0.00523 
ur(C1 mg/mL)Cip=0.00533 
ur(C1 mg/mL)Norf=0.00523 
ur(C1 mg/mL)Oflo=0.00523 

配制标准中间液的不确定

度 ur(C10 μg/mL) 
0.01681 

配制标准曲线时各点引入

的不确定度 ur(Cs) 
0.01228 

最小二乘法拟合标准曲线

校准引入的不确定度

ur(Curve) 

ur(CurveEnro)=0.00719 

ur(CurveCip)=0.01609 

ur(CurveNorf)=0.00600 

ur(CurveOflo)=0.00886 

液相色谱-串联质谱仪引入

的不确定度 ur(仪器) 
5% 

 

3.3.2  合成标准不确定度 

由上述各因素的不确定度互不相关, 合成液相色谱-

串联质谱法检测中兽药中氟喹诺酮类药物含量的相对不确

定度为 : ur(X)=
2 2 2 2

r r r r

2 2
r 10 g/mL r 1 g/mL

[ ( )] [ ( )] [ ( )] [ ( )]

[ ( )] [ ( )]

su u u Curve u C

u C u C 

  

 

仪器 样 , 

则 ur(XEnro)=0.06895=6.895%, ur(XCip)=0.07043=7.043%, 

ur(XNorf)=0.06884=6.884%, ur(XOflo)=0.06915=6.915%。 

3.3.3  相对扩展不确定度 

95%置信水平下, 取 k=2, 则中兽药中氟喹诺酮类药物

含 量 的 相 对 扩 展 不 确 定 度 分 别 为 U(Enro)=100.90× 

6.895%=6.957, U(Cip)=100.34×7.043%=7.067, U(Norf)= 
100.21×6.884%=6.898, U(Oflo)=100.61×6.915%=6.957。 
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3.3.4  测定结果 

按照该方法测定中兽药中氟喹诺酮类药物含量

(mg/kg) 的结果为 : X(Enro)=100.90±6.957, k=2; X(Cip)= 

100.34±7.067, k=2, X(Norf)=100.21±6.898, k=2, X(Oflo)= 
100.61±6.957, k=2。 

4  结  论 

通过不确定度分析, 采用液相色谱-串联质谱法检测

中兽药中氟喹诺酮类药物含量的不确定度主要来源贡献大

小依次是 ur(仪器)、ur(样)、ur(C10 μg/mL)、ur(Cs)、ur(Curve)、

ur(C1 μg/mL)。ur(仪器)分量引起的不确定度最大。因此, 在

实际工作中优先选择使用高灵敏度的检测仪器。同时采用

高精密度天平精密称量和选择高精密度的移液器和容量瓶, 

注意实验过程中的规范操作, 也会大大减少不确定度对结

果准确度的影响, 从而提高检测结果的准确度和可靠性。 
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