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超高效液相色谱-三重四级杆质谱法测定猪肉中 
氯霉素残留量的不确定度评定 

温海滨, 熊含鸿, 梁旭霞, 雷  毅* 
(广东省食品检验所, 广州  510435) 

摘  要: 目的  采用超高效液相色谱-三重四级杆质谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)测定猪肉中的氯霉素残留量, 并进行不确定度评定。方法  依据 JJF 1059.1-2012

《测量不确定度评定与表示》, 结合数学模型和实验过程, 分析测定结果的主要测量不确定度来源, 评定各标

准不确定度的分量。结果  不确定度主要来源于标准溶液配制和标准曲线拟合。当猪肉中氯霉素残留量测定

结果为 1.07 μg/kg 时, 其扩展不确定度为 0.12 μg/kg, 结果表示为(1.07±0.12) μg/kg (k=2)。结论  该评定方法

适用于超高效液相色谱-串联质谱法测定猪肉中氯霉素残留量的不确定度分析, 可以为科学评价药物残留测

量结果的准确性提供依据。 
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Uncertainty evaluation for the determination of chloramphenicol residue in 
pork by high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 

WEN Hai-Bin, XIONG Han-Hong, LIANG Xu-Xia, LEI Yi* 
(Guangdong Institute of Food Inspection, Guangzhou 510435, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of chloramphenicol residue in pork by ultra performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  According to JJF 1059.1-2012 

Evaluation and expression of uncertainty in measurement, combined with mathematical model and experimental 

process, the main sources of uncertainty resulted from the determination process were analyzed, and the components 

of each standard uncertainties were evaluated. Results  The uncertainties of the method were mainly derived from 

standard solution preparation and standard curve calibration. When the chloramphenicol residue in pork was 1.07 μg/kg, 

the extended uncertainty was 0.12 μg/kg, and the result was expressed as (1.07±0.12) μg/kg (k=2). Conclusion  The 

evaluation method is suitable for the uncertainty analysis of chloramphenicol in pork determined by UPLC-MS/MS, 

which provides a basis for scientific evaluation of the accuracy of drug residue measurement results. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; pork; chloramphenicol; 

uncertainty 
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1  引  言 

测量不确定度被定义为表征合理地赋予被测量之值

的分散性, 与测量结果相联系的参数[1], 其数值的大小反

映了测量结果质量的高低, 并直接与检测结果的判定相

关[2.3]。在实际检验工作中, 测量结果的准确性和可靠性是

实验室计量认证评审等体现检测能力资质认证过程的重要

依据, 测量不确定度对于实验室间比对、方法确认以及检

测工作与国际接轨等各方面都具有重要意义, 因此在食品

安全检测等各领域越来越受到重视[4]。 
氯霉素是一种酰胺醇类广谱抗生素, 对多种革兰阴

性菌和阳性菌均具有良好的抑制作用[5], 因其具有抗菌谱

广, 价格低廉和性质稳定等特点, 曾被大量应用于畜禽及

水产养殖业中[6], 但对人体造血系统和消化系统有严重的

不良反应, 长期食用氯霉素残留的食物后会引起再生障碍

性贫血、粒状白细胞缺乏等症状[7]。近几年来, 世界很多

国家和地区均已禁止在食用性动物中使用氯霉素[8], 我国

农业部第 235 号公告也明确规定, 氯霉素为禁止使用的药

物, 并且在动物性食品中不得检出[9]。随着人们生活质量

日益改善, 对猪肉的需求量也越来越多, 然而猪肉中氯霉

素残留的安全质量问题日益突出[10], 国内各行业检测机构

已将高效液相色谱-串联质谱法应用于猪肉中氯霉素残留

的测定[11–13], 但目前国内对猪肉中氯霉素残留的不确定度

分析研究很少有相关报道, 为了确保检测结果的可信度, 
应对猪肉中氯霉素残留量的测量结果给出测量不确定度。 

本研究依据 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表

示》[14], 建立超高效液相色谱-三重四级杆质谱法测定猪肉

中氯霉素残留量的不确定度评定的基本方法, 分析测定过

程中影响其含量的关键因素, 以期掌握降低可控不确定度

的质量控制手段, 为正确评价药物残留测量结果提供科学

依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

TQ-S 超高效液相色谱-三重四级杆质谱联用仪(美国

Waters 公司); IKA RV10 旋转蒸发仪 (德国 IKA 公司); 
Multifuge X3R 高速离心机(美国 Thermo Fisher Scientific 公

司); HBE-12B 固相萃取装置(天津市恒奥科技发展有限公

司); ME203 千分位电子天平(瑞士梅特勒-托利多集团)。 
氯霉素标准物质(99.8%, 北京曼哈格生物科技有限公

司 ); 氯霉素-D5 内标储备液  (100 μg/mL, 99.7%, 德国

Dr.Ehrenstorfer 公司); 乙腈、甲醇 (色谱纯, 德国 Merck 公

司); 正己烷、丙酮(分析纯, 广州化学试剂厂); 正丙醇(分
析纯 , 天津市永大化学试剂有限公司 ); 实验用水为

Milli-Q 超纯水; 实验用猪肉样品来自当地超市。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准系列溶液配制 
氯霉素标准储备液: 准确称取氯霉素 10.00 mg, 用乙

腈溶解, 转移至 100 mL 容量瓶中, 并定容至刻度, 摇匀, 
配制成 100 mg/L 的标准储备液。 

氯霉素-D5 内标工作液: 准确移取内标储备液 10 μL
于 10 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释至刻度, 摇匀, 配制成 
100 μg/L 氯霉素-D5 内标工作液。 

氯霉素标准工作液(100 μg/L): 准确移取氯霉素储备

液 10 μL 于 10 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释至刻度, 摇匀。 
氯霉素标准工作液(10.0 μg/L): 准确移取 100.0 μg/L

氯霉素标准工作液 100 μL 于 1 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释

至刻度, 摇匀。 
标准曲线的制备: 准确移取氯霉素标准工作液和氯

霉素-D5 内标工作液适量, 用水稀释成氯霉素浓度分别为

0.10、0.50、1.00、2.00、5.00 和 10.0 μg/L, 氯霉素-D5 内

标浓度为 2.00 μg/L 的溶液, 供高效液相色谱-三重四级杆

质谱测定。 
2.2.2  试样提取 

本实验过程参照 GB/T 22338-2008《动物源性食品中

氯霉素类药物残留量的测定》中的检测方法[15]。准确称取

已匀质的市售猪肉样品 2 g (精确至 0.01 g)于 50 mL 离心管

中, 加入 100 μL 氯霉素-D5 内标工作液和 10 mL 乙腈, 涡
旋均匀后, 超声 20 min, 离心 5 min, 移取上清液至另一 
50 mL 离心管, 再用 10 mL 乙腈重复提取 1 次, 合并 2 次

提取液, 往提取液中加入 10 mL 乙腈饱和的正己烷, 涡旋

振荡, 离心 5 min, 转移乙腈层至棕色心形瓶中, 向心形瓶

中加入 5 mL 正丙醇, 于 40 ℃水浴中旋转蒸发至近干, 用
氮气吹干, 用 5 mL 丙酮-正己烷(1:9, V/V, 下文同)溶解残

渣, 待净化。 
2.2.3  净  化 

LC-Si 硅胶小柱用 5 mL 丙酮-正己烷(1:9)活化, 将净

化液转移至固相萃取小柱上, 弃去流出液, 用 5 mL 丙酮-
正己烷(6:4)洗脱, 收集洗脱液并于 40 ℃氮吹仪吹干, 用水

溶解定容至 2 mL, 涡旋混匀, 经 0.45 μm 滤膜过滤, 供上

机测定。 

2.3  仪器条件 

2.3.1  液相色谱条件 
色谱柱: Waters ACQUITY UPLC BEH C18 (100 mm× 

2.1 mm, 1.7 μm); 流动相: A-水; B-乙腈; 柱温: 35 ℃; 流速: 
0.35 mL/min; 进样体积: 1 μL; 洗脱方式: 梯度洗脱。B 相

初始浓度为 10%, 时间程序: 0~1.0 min, 10%B; 1.0~3.5 min, 
10%B~90%B; 3.5~4.5 min, 90%B; 4.5~4.6 min, 
90%B~10%B; 4.6~6.0 min, 10%B。 
2.3.2  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子化 (electrospray ionization, ESI), 
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负离子模式; 毛细管电压: 2.0 kV; 脱溶剂气温度: 500 ℃; 
脱溶剂气流速: 1000 L/Hr; 碰撞气: 氩气; 扫描模式: 多反

应监测 (multiple reaction monitoring, MRM); 监测离子为: 
氯霉素 321.0/152.1 (定量), 321.0/257.1 (定性), 氯霉素-D5
内标 326.1/157.1。 

2.4  不确定度数学模型的建立 

测定猪肉中氯霉素含量的数学模型如下所示:  

 0C C V
X

m
 

  

式中: X 为试样中氯霉素残留量, μg/kg; C 为试样被测液中

的测定浓度, μg/L; C0 为试样空白提取液的测定浓度, μg/L; 
V 为试样提取液最终定容体积, mL; m 为试样质量, g。 

3  结果与分析 

3.1  测量不确定度的来源 

根据测定过程和数学模型分析, 对影响氯霉素残留

量测定结果的各种不确定度分量来源进行评估, 相关不确

定度因素引入来源见图 1。具体引入的主要不确定度来源

包括: 标准溶液配制引入的不确定度、样品测定重复性的

不确定度、标准曲线拟合引入的不确定度、样品称量引入

的不确定度、样品溶液定容引入的不确定度等环节。 

3.2  不确定度分量的评定 

3.2.1  标准溶液配制引入的不确定度 
(1)标准物质引入的不确定度 
根据标准物质证书提供的信息, 氯霉素的扩展不确

定度为 2.0%(k=2), 其相对标准不确定度为 0.020/2=0.010, 
氯霉素-D5 内标的扩展不确定度为 3.0%(k=2), 其相对标准

不确定度为 0.030/2=0.015。 

综上, 标准物质引入的相对不确定度为 

2 2
rel ( ) 0.010 0.015 0.01803u S    。

 (2)标准品称量引入的不确定度 
氯霉素标准物质称样量为 10.00 mg, 根据电子分析天

平计量检定证书, 其最大质量允许误差为 0.01 mg, 按均匀

分布计算 , 则由标准物质称量引入的标准不确定度为

0.01/ 3 =0.00557 mg, 其相对标准不确定度为 

S
rel S

S

( ) 0.00577( ) 0.00058
10.00

u mu m
m

   。 

(3)标准溶液稀释定容过程引入的不确定度 
由 2.2.1 可知, 标准溶液稀释定容过程中使用到 100 mL

容量瓶 1 次, 10 mL 容量瓶 2 次, 1 mL 容量瓶 7 次, 10 μL
可调移液器 2 次, 100 μL 可调移液器 13 次。 

1) 容量瓶体积带来的不确定度 
根据 JJG 196-2006《常用玻璃量器检定规程》[16], 100 mL 

A级容量瓶在20 ℃时最大容量允差为0.10 mL, 按均匀分布

计算, 由允差带来的不确定度为 0.10 mL/ 3 = 0.05574 mL。 
实验室温度波动变化为±5 ℃, 乙腈体积膨胀系数为

0.00137 ℃-1, 温度差异引起的体积变化为 ΔV=100×5× 
0.00137=0.685 mL, 按均匀分布计算, 由此引入的不确定

度为 0.685/ 3 =0.39548 mL。 
因此, 100 mL 容量瓶体积的相对不确定度为:  

2 2

rel
100 mL

(100 mL) 0.05574 0.39548(100 mL) 0.00399
100

uu
V


   。 

根据常用玻璃量器检定规程, 10 mL A 级容量瓶的最

大容量允差为 0.020 mL, 按均匀分布计算, 由允差带来的

不确定度为 0.020/ 3 =0.01155 mL。 
 
 
 

 
 
 

图 1  氯霉素测定不确定度来源图 
Fig.1  Uncertainty source of determination for chloramphenicol 
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实验室温度波动变化为±5 ℃, 乙腈体积膨胀系数为

0.00137 ℃-1, 温度差异引起的体积变化为 ΔV=10×5× 
0.00137=0.0685 mL, 按 均 匀 分 布 计 算 不 确 定 度 为

0.0685/ 3 =0.03955 mL。 
因此, 10 mL 容量瓶体积的相对不确定度为:  

2 2

rel
10 mL

(10 mL) 0.01155 0.03955(10 mL) 0.00412
10

uu
V


   。 

根据常用玻璃量器检定规程, 1 mL A 级容量瓶的最大

容量允差为 0.010 mL, 按均匀分布计算不确定度为

0.010/ 3 =0.00557 mL。 
实验室温度波动变化为±5 ℃, 由于标准曲线溶液用

水稀释配制, 因此主要考虑水的体积变化, 而水体积膨胀

系数为 2.08×10-4 ℃-1, 温度差异引起的体积变化为 ΔV=1× 
5×2.08×10-4= 0.00104 mL, 按均匀分布计算, 由此引入的

不确定度为 0.00104/ 3 =0.00060 mL。 
因此, 1 mL 容量瓶引入的相对标准不确定度为:  

2 2

rel
1 mL

(1 mL) 0.00557 0.00060(1 mL) 0.00560
1

uu
V


    

2) 可调移液器引入的不确定度 
根据 10 μL 可调移液器检定证书, 其移取 10 μL 的扩

展不确定度为 0.020 (k=2), 由允差带来的相对标准不确定

度为 0.020/2=0.010; 容量重复性对体积的影响: 根据证书, 
其重复性误差为 0.008 (k=2), 由容量重复性引起带来的相

对标准不确定度为 0.008/2=0.004。 
实 验 室 温 度 波 动 变 化 ±5 ℃, 乙 腈 膨 胀 系 数 为

0.00137 ℃-1, 则 由 温 度 变 化 引 起 的 体 积 变 化 为

ΔV=10×0.00137×5=0.0685 μL, 按均匀分布计算, 由此带入

的相对标准不确定度为
0.0685

3 10
=0.00395。 

因此, 10 μL 可调移液器的相对不确定度为 

2 2 2
rel (10 μL) 0.010 0.004 0.00395 0.01147u     。 

由于在标准溶液配制过程中, 使用 100 μL 可调移液

器移取了不同体积的标准溶液, 根据实际操作和可调移液

器检定证书, 以上述 10 μL 可调移液器不确定度的评定方

法, 对稀释定容过程产生的不确定度进行评定, 各步骤不

确定度如表 1 所示。 
综上 , 标准溶液稀释定容过程引入的相对不确定

度为 

2 2
rel rel

rel 2 2 2
rel rel rel

2 2 2

2 2

(100 mL) 2 (10 mL) 7
( )

(1 mL) 2 (10 μL) (100 μL)

0.00399 2 0.00412 7 0.00560 2

0.01147 0.02445
0.03362

u u
u C

u u u

   


  

     






 

综合上述结果, 可得出标准溶液配制过程中引入的

合成相对不确定度为:  

2 2 2
rel s rel rel 1 rel

2 2 2

( ) ( ) ( ) ( )

0.01803 0.00058 0.03362 0.03815

u C u S u m u C   

  
 

3.2.2  样品测定重复性引入的不确定度 
由重复测定引入的不确定度主要考虑 A 类不确定度

[17], 本实验平行制备 6 份样品, 分别加入氯霉素标准工作

液(100 μg/L) 20 μL 后进行氯霉素含量测定, 重复测量结果

见表 2。根据样品空白提取液测定结果 C0=0, 扣除样品空

白引入的不确定度可忽略不计。 
根据表 2 的重复测量结果, 可得标准偏差为:  

 2
0.01145 g/kg

1

n

i
i

x x
s

n



  



。 

样品 6 次重复测定平均值的标准不确定度为:  

  0.01145 0.00467 g / kg
6

su X
n

    。 

样品测定重复性引入的相对标准不确定度为:  

rel
( ) 0.00467( ) 0.00438

1.066
u Xu X

X
    

3.2.3  标准曲线拟合引入的不确定度 
采用内标法对 6 个不同浓度的标准系列溶液进行测

定, 标准曲线测定结果如表 3 所示。 

 
表 1  稀释过程中 100 μL 可调移液器引入的不确定度 

Table 1  Uncertainty of the 100 μL pipette in the dilution process 

移取标准溶液体积/μL 10 20 50 100 

移取次数 1 7 2 3 

允差扩展不确定度/% 2.0 1.0 1.0 0.8 

容量重复性/% 0.7 0.2 0.2 0.1 

温度差异引起的标准不确定度/μL 0.03955 0.07910 0.19774 0.39548 

相对标准不确定度 0.01131 0.00645 0.00645 0.00564 

合成相对标准不确定度 0.02445 
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表 2  猪肉中氯霉素含量的重复测定结果 
Table 2  Repeated determination results of chloramphenicol in pork 

序号 色谱峰面积比值 Y* 提取液中氯霉素浓度 C/(μg/L) 称样量 m/g 样品中氯霉素含量 X/(μg/kg) 

1 0.496 1.075 2.01 1.070 

2 0.481 1.043 2.00 1.043 

3 0.495 1.073 2.01 1.068 

4 0.495 1.074 2.01 1.069 

5 0.497 1.078 2.01 1.073 

6 0.495 1.073 2.00 1.073 

C样  — 1.069 — — 

m  — — 2.01 — 

X  — — — 1.066 

注: *为待测样品中氯霉素色谱峰与内标色谱峰面积比率。 
 

表 3  氯霉素标准曲线测定结果 
Table 3  Results of chloramphenicol standard curve 

序号 Ci /(μg/L) Yi Y=0.45592Ci+0.00565 2( )iC C  2( )iY Y  

1 0.100 0.050 0.051 9.00 1.000×10-6 

2 0.500 0.240 0.234 6.76 3.600×10-5 

3 1.00 0.462 0.461 4.41 1.000×10-6 

4 2.00 0.923 0.917 1.21 3.600×10-5 

5 5.00 2.231 2.285 3.61 2.916×10-3 

6 10.0 4.599 4.565 47.61 1.156×10-3 

∑ C  3.1 — — 72.60 4.146×10-3 

 
 
根据贝塞尔公式 , 上述标准曲线拟合的剩余标准

差为:  

 2i
i

R 0.03219
2

n
Y Y

S
p


 




。

 
其中, p 为标准溶液测定次数(p =6), 由此可得标准曲线拟

合引入的标准不确定度:  

 
 
 

 

2

R
2

i

2

1 1

1.069 3.10.03219 1 1 0.04410
0.45592 6 6 72.60

C CSu Y
b n p C C

   



  


样—

。 

其中: SR 为标准曲线拟合的剩余标准差, b 为曲线的斜率

(b=0.45592), n 为样品重复测定次数(n=6), Ci 为标准溶液

各点的浓度, C样 为重复测定样品提取液氯霉素浓度的

平均值。 
综上, 可得标准曲线拟合引入的相对不确定度:  

rel
( ) 0.04410( ) 0.04125

1.069
u Yu Y
C

  
样

 

3.2.4  样品称量引入的不确定度 
根据样品称量过程中分析天平的计量检定证书, 其

最大质量允差为 0.01 g, 按均匀分布计算, 则由允差引入

的标准不确定度为 ( ) 0.01g / 3 0.00577u m  样 g, 由表 2

可得, 本次称量的猪肉样品的平均质量为 m =2.01 g, 样品

称量引入的相对标准不确定度为 

rel
0.00577( ) 0.00287

2.01
u m  样  

3.2.5  样品溶液定容引入的不确定度 
根据 JJG 196-2006《常用玻璃量器检定规程》[16], A

级 2 mL 容量瓶的最大容量允差为 0.015 mL, 按均匀分布

计算, 由允差带来的不确定度为 0.015/ 3 =0.00866 mL。 
实验室温度波动变化±5 ℃, 水体积膨胀系数为

2.08×10-4 ℃-1, 则 由 温 度 变 化 引 起 的 体 积 变 化 为

ΔV=2×5×2.08×10-4 =0.00208 mL, 按均匀分布计算其不确

定度为 0.00208 / 3 =0.00120 mL。 
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因此, 样品溶液定容过程引入的相对不确定度为 

2 2

rel
0.00866 0.00120( ) 0.00437

2
u V 

  。 

3.3  合成不确定度 

综合上述对各不确定度分量及其相对标准不确定度, 
汇总统计结果见表 4。 

 
表 4  各分量的相对标准不确定度分量表 

Table 4  Relative standard uncertainty of each component 

不确定度分量 不确定度来源 量值 标准不确定度 相对标准不确定度 

rel s( )u C  标准物质和标准溶液配制引入 — — 0.03815 

rel ( )u X  样品测定重复性引入 1.066 μg/kg 0.00467 μg/kg 0.00438 

rel ( )u Y  标准曲线拟合引入 1.069 μg/L 0.04410 μg/L 0.04125 

rel ( )u m样  样品称量过程引入 2.01 g 0.00577 g 0.00287 

rel ( )u V  样品溶液定容引入 2 mL 0.00874 mL 0.00437 

 
根据表 4 各分量的相对标准不确定度, 因此合成相对

标准不确定度为 

     2 2 2 2 2
rel rel s rel rel rel rel

2 2 2 2 2

( ) ( )

0.03815 0.00438 0.04125 0.00287 0.00437
0.05660

u u C u X u Y u m u V    

    


样

 

样品中氯霉素含量为 1.066 μg/kg, 则合成标准不确定

度为 

rel( ) 1.066 0.05660 0.0603u C X u     μg/kg。 

3.4  测量不确定度报告 

依据 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[14]

和 JJF 1135-2005《化学分析测量不确定度评定》[17], 在 95%
置信概率下取包含因子 k=2, 则测量结果的扩展不确定度

为 2 ( ) 2 0.0603 0.121 g/kgU u C      , 故采用超高效液

相色谱-三重四级杆质谱法测定猪肉中氯霉素残留量结果

表示为: X=(1.07±0.12) μg/kg (k=2)。 

4  结论与讨论 

本研究采用超高效液相色谱-三重四级杆质谱法对猪

肉样品中氯霉素残留量进行了测定, 并建立了猪肉中氯霉

素含量的不确定度的基本方法。根据不确定度的主要来源

对测定结果进行了评定, 结合实验过程和评定结果可得知, 
本方法中测量不确定度影响因素主要来源于标准溶液配制

过程和标准曲线拟合, 通过对标准溶液配制过程和标准曲

线拟合进行分析可以发现, 每进行一次标准溶液的稀释定

容就会引入不确定度, 当标准溶液稀释定容步骤越多, 引
入的不确定度相应累加, 由此引入的不确定度越大, 而且

样品中氯霉素含量很低, 仪器对该低浓度点的响应波动较

大, 引入的不确定度对总不确定度的贡献也较大。因此在

应用本方法进行测量时, 应在日常检验工作中对标准溶液

配制和标准曲线拟合过程等几个关键步骤加以严格控制, 
确保检测结果的可靠性。在配制标准溶液时, 应当选用合

格的、有效的标准物质, 同时选用精度高并通过计量检定

合格的量取容器来配制标准溶液, 根据仪器检测性能设置

合适浓度梯度的工作曲线, 优化配制过程, 尽可能减少标

准溶液的稀释定容步骤, 降低由此引入的不确定度。此外, 
在使用仪器进行检测前, 应加强仪器的日常维护, 确保仪

器具有良好的检测稳定性, 同时提高技术人员实验操作水

平, 采用科学可靠的分析方法, 并对仪器条件加以优化改

进, 以提高测定结果的准确度, 保证良好的方法重现性, 
为药物残留测量结果的科学性提供依据。 
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