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超高效液相色谱-串联质谱法测定牛奶中 
强力霉素残留的不确定度评估 

崔向云*, 张雪峰, 袁凤琴, 李  照, 常建军, 宋晓东 
(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司中心实验室, 呼和浩特  011500) 

摘  要: 目的  采用超高效液相色谱-串联质谱法对牛奶中强力霉素残留的不确定度进行评估。方法  测定牛奶

中的强力霉素, 建立该方法测定牛奶中强力霉素含量不确定度的数学模型, 确定不确定度来源并对其评定。结果  

当牛奶中强力霉素含量为 0.052 μg/g时, 其扩展不确定度为 0.0056 μg/g(k=2)。其中, 测量重复性和标准曲线对不

确定度的影响最大。结论  通过采用超高效液相色谱-串联质谱法测定牛奶中强力霉素含量应严格控制实验条件, 

保证实验具有良好的重复性, 另外还要保证标准曲线具有良好的线性。 
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Uncertainty evaluation of deoxytetracycline in liquid milk by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a mathematical model of uncertainty evaluation of deoxytetracycline 
in liquid milk by  ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) me-
thod. Methods  The sources of uncertainty of the whole determination procedure were analyzed and the com-
bined uncertainty was finally obtained. Results  The expanded uncertainty of 0.0056 μg/g (k=2) with 0.052 
μg/g of the content of deoxytetracycline was derived. The major sources of uncertainty of measurement include 
the repeatability of detection and the curve fitting. Conclusion  It is necessary to control experimental condi-
tions and the linear of standard curve to make sure the testing results are accurate. 
KEY WORDS: deoxytetracycline; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; liq-
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四环素类抗生素包括四环素、土霉素、金霉

素以及强力霉素 , 在奶牛养殖中常被添加到饲料
中 , 用于防治奶牛肠道感染以及促进生长。然而残
留在牛体中的抗生素会进入到牛奶 , 人类食用会
产生不良的影响 [1-2]。本研究采用超高效液相色谱

-串联质谱法测定牛奶中的强力霉素残留 [3], 采用
JJF 1059-1999《测量不确定度评定与表示》[4]对其

结果进行不确定度分析 , 以期找出影响检测结果
不确定度的各种因素 , 为评定检测结果准确度提
供参考。  
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1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

超高效液相色谱-串联四级杆质谱仪(Waters, 美
国): 配有电喷雾离子源(ESI); 固相萃取装置。强力
霉素标准品(Dr. Ehrenstorfer GmbH, 德国); 实验室
用水为去离子水; HLB固相萃取柱(60 mg/3 mL); 甲
醇、乙腈均为色谱纯; 其他试剂均为优级纯。 

1.2  检测方法 

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》[3]。 

1.3  样品制备 

称取牛奶样品 5 g 于 50 mL 比色管中, 精确至
0.0001 g, 加入 Na2EDTA-McIlvaine 缓冲溶液, 并定
容至 50 mL, 涡旋、离心。准确量取上述上清液 10 mL
转移至已活化好的 HLB 固相萃取柱, 待样液完全通
过固相萃取柱填料时加入 5 mL体积比为 5%的甲醇-
水溶液淋洗并减压抽干, 再加入 5 mL甲醇进行洗脱, 
收集洗脱液并氮气吹干, 用 1.0 mL 流动相溶解, 经
0.22 μm 微孔滤膜过滤后用于超高效液相色谱-串联
质谱法(UPLC-MS/MS) 分析。 

1.4  仪器条件 

1.4.1  色谱条件 
色谱柱 : ACQUITY UPLC BEH C18 柱 (2.1 

mm×100 mm, 1.7 μm); 柱温为 40 ℃; 进样体积为 10 
μL; 流动相 A为乙腈, 流动相 B为 0.1%甲酸-水; 梯
度洗脱为 0 min, 体积分数为 15%的 A溶液; 0~1 min, 
体积分数为 15%的A溶液; 1~2 min, 体积分数为 15% 
~ 25%的A溶液; 2.0~ 2.5 min, 体积分数为 25% ~30%
的 A溶液; 2.5~3.0 min, 体积分数为 30%的 A溶液; 
3.0 ~ 3.5 min, 体积分数为 30%~40%的 A 溶液 ; 
3.5~4.5 min, 体积分数为 40%~80%的 A 溶液; 4.5~ 

5.0 min, 体积分数为 15%~80%的 A溶液; 流速为 0.4 
mL/min。 
1.4.2  质谱条件 

离子化模式为电喷雾正离子模式(ESI+); 质谱扫
描方式为多反应监测(MRM); 电离电压为 3 kV; 离
子源温度为 120 ℃; 去溶剂气温度为 350 ℃; 去溶剂
气(N2)流量为 500 L/h;  

碰撞气(高纯 Ar)流量为 50 L/h。锥孔电压、碰撞
能量及定性和定量离子等质谱参数如表 1所示。 

2  结果与讨论 

2.1  数学模型 

采用外标法定量, 按式(1)计算强力霉素含量:  

 1 3

2

sC V V
X

m V
× ×

=
×

 (1) 

式中: X: 样品中待测组分的含量, 单位为 μg/g; CS: 
被测样品的浓度; V1: 提取液定容体积, 50 mL; V2: 
用于 SPE净化的提取液体积, 10 mL; V3: 最终上机的
浓缩液定容体积, 1 mL; m: 最终样液所代表的样品
质量, 单位为 g。 

上述计算公式是根据样品测定原理给出的, 并
没有考虑各种随机因素对测量结果的影响。而在评定

测量不确定度时必须考虑各种随机影响带入的不确

定度分量。在测量模型中引入一个数值等于 1的重复
性系数 frep。该系数 frep的相对标准不确定度 ur(frep)就
等于在重复性条件下重复测定某个量 X 所得到一组

观测值的相对标准不确定度 ur( x )。这样就合并评定
了各种随机因素引入的不确定度分量。因此, 完整的
评定不确定度的测量模型应写成下式:  

 1 3

2

s
rep

C V V
X f

m V
× ×

=
×

 (2) 

2.2  不确定度来源分析 

从测定过程和建立的数学模型, 测定强力霉素 

表 1  强力霉素的质谱参数及保留时间 
Table 1  The mass spectrum parameters and retention time of doxycycline 

化合物 保留时间/min 母离子/(m/z) 子离子/(m/z) 驻留时间/s 锥孔电压/V 碰撞能量/eV 

强力霉素 3.36 445.0 
153.6* 

0.1 22 
38 

427.7 23 

*为定量离子 
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的不确定度来源有 : 测定重复性带来的不确定度 ; 
被测样品的浓度 ur(CS), 包含 3 个分量, 即校准曲线
本身的不确定性引入的不确定度 ur(CS)1、标准溶液浓

度本身的不确定度 ur(CS)2 和使用标准溶液所处的温

度条件引入的不确定度 ur(CS)3; 提取液定容体积
ur(V1); 用于 SPE净化的提取液体积 ur(V2); 最终上机
的浓缩液定容体积 ur(V3); 最终样液所代表的样品质
量 ur(m)等几个方面。 

2.3  绘制校准曲线并测定 

配制了 5 个不同浓度的强力霉素标准溶液, 每
个浓度重复进样 2 次并记录色谱峰面积, 详见表 2。 

用最小二乘法进行线性拟合, 得到标准曲线方
程为: y=142972C+201.33, 相关系数 r2＝0.9989。本次
测定牛奶中强力霉素残留量时, 平行测定两次得到
的色谱峰面积分别为 y1＝7458, y2＝7723。利用标准
曲线方程得到强力霉素含量分别为 0.051 μg/mL 和
0.053 μg/mL, 平均值为 CS＝0.052 μg/mL。得到牛奶
中强力霉素残留量, 公式如下:  

1 3

2

0.052 50 1 0.052 /
5 10

sC V V
X g g

m V
μ

× × × ×
= = =

× ×
 

2.4  各分量标准不确定度的评估 

2.4.1  测量重复性的相对标准不确定度 
为获得可靠性较高的标准偏差, 平行测定了 8 

份牛奶中强力霉素含量 X, 所得结果见表 3。 
利用上述数据按照贝塞尔公式计算的单次测量

的标准偏差 s(x)=0.0017 μg/g。单次测量的重复性相

对标准偏差: ( ) ( ) 0.0017 0.033
0.0514r

s x
x

xs = = = 。 

由于该偏差具有较大的自由度, 可靠性比较高, 
本实验中利用之前测定得到的单次测量的预评估的

重复性相对标准偏差, 计算本次测量平均值的重复
性相对标准偏差。检测了两份牛奶样品, 两次检测结
果平均值的重复性相对标准偏差为:  

( ) ( ) ( ) 0.033 0.023
2 2

r
r r rep

x
x sfu u= = = =

。 

该分量已合并研究了各种随机因素, 如液质联
用仪的变动性、体积的读数偏差、样品的不均匀以及

用 HLB 固相萃取柱净化对回收率的影响等。在随后
的不确定度分量评定时就无需考虑各种随机因素了。 
2.4.2  样品最终测定时的标准不确定度 

被测样品浓度的不确定度包含 3 个分量: 校准
曲线本身的不确定性引入的不确定度 ur(CS)1、标准溶

液浓度本身的不确定度 ur(CS)2 和使用标准溶液所处

的温度条件引入的不确定度 ur(CS)3。 
2.4.2.1  由校准曲线引入的不确定度分量 

由于拟合直线本身具有不确定性, 用拟合直线
计算测定液的浓度引入的标准不确定度按下式计算:  

 

2

1
2

1

( )( ) 1 1( )
( )

s
s n

i
i

C Cs ys C
b p n

C C
=

−
= + +

−∑  (3)

 
式中残余标准偏差 

S(y)=
2[ ( )]

2
i iy a bx

n
− +

−
∑ =424.63 

式中: a: 校准曲线截距; b: 校准曲线斜率; p: 测量样
品 x的次数; n: 校准测量的次数; CS: 被测样品中强 

表 2  不同浓度下的强力霉素标准溶液对应的色谱峰面积 
Table 2  The chromatographic peak area under the different concentration of doxycycline standard solution 

浓度 Ci/(μg·mL-1) 0.01 0.02 0.05 0.10 0.20 

面积值 1 1428 2852 7859 14548 28638 

面积值 2 1385 2801 8132 14209 28820 

表 3  牛奶中加标强力霉素测得的含量 
Table 3  Measured concentrations of doxycycline in the milk 

序号 1 2 3 4 5 6 7 8 

结果/(μg·g-1) 0.054 0.051 0.049 0.052 0.050 0.050 0.053 0.052 

平均/(μg·g-1) 0.0514 
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力霉素的浓度; C : 不同校准标准的平均值; i: 代表
校准标准序号的附标。本测量中, n=5, p=2, 测定液浓
度平均值 CS=0.052 μg/mL。把数据代入公式(3)得到
由标准曲线引入的标准不确定度 s(CS)1=0.0025 
μg/mL, 其相对标准不确定度为 : ur(CS)1=sr(CS)1 

= 0.0025
0.052

=0.048。 

2.4.2.2  标准溶液浓度的标准不确定度 
强力霉素标准溶液在配制过程中其不确定度来

源有:  ① 标准品纯度;  ② 称量用天平校准的允许差; 
 ③ 体积, 主要包括容量瓶校准的允许差、容量瓶称

量液体的重复性和所使用液体受温度的影响。经计算, 
配制 100 mL浓度为 100 μg/mL的强力霉素标准溶液
的相对标准不确定度为 ur(CS)2=0.00046。 
2.4.2.3  使用标准溶液因温度变动引起标准溶液浓

度的标准不确定度 
给出的强力霉素标准溶液的浓度是在 20 ℃时的

浓度, 实验室温度变化介于±5 ℃之间, 不进行温度
修正。甲醇的体积膨胀系数为 1.1×10-3/℃, 假设为均
匀分布, 则由温度变化引入的强力霉素标准溶液浓
度的相对标准不确定度为:  

ur(CS)3=
35 1.1 10

3

−× × =0.0032 

所以, 测定液浓度的合成相对标准不确定度为:  

2 2 2
1 2 3

2 2 2

( ) ( ) ( ) ( )

0.048 0.00046 0.0032 0.048

rel s r s r s r su C u C u C u C= + + =

+ + =  

2.4.3  试样质量的标准不确定度 
天平校准证书说明校准的允许差为±0.0002 g, 

假定为均匀分布, 标准不确定度:  

( ) 0.0002 0.00012
3ru m = =  

称样量为 5 g, 相对标准不确定度:  

0.00012( ) 0.000024
5relu m = =

 

2.4.4  提取液定容体积(V1)测量的标准不确定度 
提取液在 50 mL(V1)A级比色管中定容, 由于检

定规程 JJG196-2006[5]未对 50 mL A级比色管做说明, 
故以 50 mL A级容量瓶来近似估算。50 mLA级容量
瓶的允许误差为±0.05 mL。假定为三角形分布, 其相
对标准不确定度为:  

1
0.05( ) 0.00041

50 6relu V = =
 

2.4.5  用于 HLB 固相萃取柱净化溶液体积(V2)的标

准不确定度 
用 10 mL A 级单线吸管吸取净化液, 根据检定

规程 JJG196-2006[5]说明, 10 mL A级吸管的允许误差
为±0.02 mL, 假定为三角形分布, 10 mL的相对标准
不确定度为:  

2
0.020( ) 0.0082
10 6relu V = =

 

2.4.6  测定液定容体积(V3)的标准不确定度 
用 1 mL刻度试管定容最终测定液, 根据检定规

程 JJG196-2006[5]说明, 1 mL A级吸管的允许误差为
±0.007 mL, 假定为三角形分布, 1 mL的相对标准不
确定度为:  

3
0.007( ) 0.0029
1 6relu V = =
×  

2.5  合成标准不确定度 

各分量的相对标准不确定度的汇总结果见表 4。 

表 4  输入量及其相对标准不确定度 
Table 4  Input and its relative standard uncertainty 

输入量 输入量说明 输入量数值 x 相对标准不确定度 ur 

frep

 
重复性 1.0 0.023 

CS 测定液浓度 CS＝0.049 μg/mL 0.048 

m 样品质量 5 g 0.000024 

V1 提取液定容体积 50 mL 0.00041 

V2 净化液体积 10 mL 0.0082 

V3 测定液定容体积 1 mL 0.0029 
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按照评定不确定度的测量模型(2)计算强力霉素
残留量 X的合成标准不确定度。 

2 2 2 2 2 2
1 2 3( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )c r rep r s r r r ru x x u f u C u m u V u V u V= + +       

2 2 2

2 2 2

0.023 0.048 0.000024
0.052

0.00041 0.0082 0.0029

+ +
=

+ + +
=0.0028 

2.6  扩展不确定度 

取包含因子 k=2, 扩展不确定度为 : U(x)=k 
uc(x)=2×0.0018=0.0056 μg/g 

3  报告不确定度 

用超高效液相色谱-串联质谱法测定牛奶中强
力霉素残留量 , 测量 2 个样品 , 取其平均值报告
结果, 平均值的扩展不确定度为 U(x)=0.0056 μg/g 
(k=2)。 

4  结  论 

通过对超高效液相色谱-串联质谱法测定牛奶中
强力霉素含量的不确定来源进行分析, 并评定各不
确定度分量 , 得出该分析方法的扩展不确定度为
0.0056 μg/g, 包含因子 k=2; 同时可以看出, 采用超
高效液相色谱-串联质谱法测定牛奶中强力霉素含
量的不确定来源主要是测定重复性和测定液浓度 , 
其中测定液浓度中标准曲线影响最大 , 可将不确
定度来源影响最大的因素归结为测定重复性和标

准曲线。所以采用超高效液相色谱-串联质谱法测
定牛奶中强力霉素含量应严格控制实验条件 , 保
证实验具有良好的重复性 , 另外还要保证标准曲
线具有良好的线性。 
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