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高效液相色谱-串联质谱法测定兔肉中氟苯尼考 
含量的不确定度评估 
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(1. 青岛康大食品有限公司, 青岛  266400; 2. 黄岛出入境检验检疫局, 青岛  266400) 

摘   要 : 目的   评估高效液相色谱 -串联质谱法测定兔肉中的氟苯尼考含量的不确定度。方法   依据

CNAS-GL06: 2006《化学分析中不确定度的评估指南》和 GB/T 20756-2006 《可食动物肌肉、肝脏和水产品

中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考残留量的测定 液相色谱-串联质谱法》, 高效液相色谱-串联质谱法测定兔肉

中氟苯尼考含量, 并对不确定度来源进行分析与量化。结果  兔肉中氟苯尼考含量为 0.96 μg/kg, 其扩展不确

定度为 0.23 μg/kg, k=2。结论  兔肉中氟苯尼考含量接近方法的测定低限时, 不确定度对样品的结果有重要参

考作用, 因此在结果报告中, 应补充相应的不确定度。 
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Assessment of the uncertainty in determination of florfenicol in rabbit meat 
by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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(1. Qingdao Kangda Foodstuff Co., Ltd., Qingdao 266400, China; 2. Huangdao Entry-Exit Inspection and 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty in determination of the content of florfenicol in rabbit 

meat by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS). Methods  

According to the CNAS-GL06: 2006 “Guidance on evaluating the uncertainty in chemical analysis” and GB/T 

20756-2006 “Determination of multi-residues of chloramphenicols in the edible animal tissue, liver and 

Aquatic products”, the main sources of the uncertainty resulted from the determination process of rabbit meat 

by HPLC-MS were discussed and calculated. Results  The content of the florfenicol residue in rabbit meat 

was 0.96 μg/kg, and the extended uncertainty was 0.23 μg/kg, k=2. Conclusion  The content of the florfenicol 

in rabbit meat is around the detection limit. The uncertainty is very important for the sample result, so in the 

testing report, it is better to add the uncertainty of measurement. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; rabbit meat products; 

florfenicol; uncertainty 
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1  引  言 

在 CNAS-CL07 《测量不确定度的要求》中对检

测实验室的要求中 8.2条款中, 检测实验室应有能力

对每一项有数值要求的测量结果进行测量不确定度

评估。尤其当不确定度与检测结果的有效性或应用有

关、或客户要求、或其他相应条件时, 检测报告中必

须提供测量结果的不确定度[1]。食品检测中禁用药和

限用药的检出限应尽可能低[2], 临近方法的检出限的

检测结果, 测量不确定度对其准确性和可靠性有重

要影响, 因此, 接近检出限的样品检测结果的可用性

很大程度上取决于其测量不确定度的大小。在样品检

测报告中应包含被测量的值以及相关的测量不确定

度, 才是完整并有意义的。目前高效液相色谱/串联质

谱法已广泛用于兔肉产品中氟苯尼考的定性和定量

检测。本研究依据 CNAS-GL06:2006《化学分析中不

确定度的评估指南》[3], 对兔肉样品, 检测结果接近

检出限, 对该样品中氟苯尼考测量结果进行不确定

度测量和评定, 为科学评定测量结果质量提供依据。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

氟苯尼考标准品: Dr, 纯度≥98%。 

甲醇、乙酸乙酯、正己烷(色谱纯, 默克公司); 无

水硫酸钠(分析纯, 国药集团)。 

液相色谱/串联质谱仪(API5500, AB Sciex公司), 

冷冻离心机(5804, 德国 Eppendorff)。 

2.2  实验方法 

称取样品 5 g, 置于 50 mL离心管中, 添加内标, 

加入乙酸乙酯和无水硫酸钠, 均质 1 min, 5000 r/min

离心 5 min, 取上清液, 再重复提取一次, 合并上清

液, 旋蒸, 定容, 净化, 上机检测, 供液相色谱-串联

质谱测定。详细方法及液相、质谱条件等参照 GB/T 

20756-2006《可食动物肌肉、肝脏和水产品中氯霉素、

甲砜霉素和氟苯尼考残留量的测定 液相色谱-串联

质谱法》[4]。 

2.3  不确定度评定过程 

样品含量的计算公式:  

X=cs×
s
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X: 试样中被测物残留量, μg/kg; 

cs: 基质标准工作溶液中被测物的浓度, ng/mL; 

A: 试样溶液中被测物的色谱峰面积;  

AS: 基质标准工作溶液中被测物的色谱峰面积;  

ci: 试样溶液中内标物的浓度, ng/mL;  

csi: 基质标准工作溶液中内标物的浓度, ng/mL;  

Asi: 试样标准工作溶液中内标物的色谱峰面积;  

Ai: 试样溶液中内标物的色谱峰面积;  

V: 样液最终定容体积, mL;  

m: 试样溶液所代表试样的质量, g。 

测量不确定度包括各种系统因素和随机因素的

影响。在评定测量不确定度时必须考虑各种随机影响

引入的不确定度分量。例如标准物质影响或天平、移

液器等的影响, 因此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量某个量

X 所得到的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影响引入的不确定度分

量。评定不确定度的测量模型如下:  
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3  结果与分析 

3.1  绘制校准曲线并检测 

配制5个不同浓度的氟苯尼考浓度标准溶液, 每

个浓度重复进样 2次并记录色谱峰面积, 以保留时间

为横坐标, 内外标的峰面积比值为纵坐标。标准曲线

方程为: Y=14.6X-0.0789, 相关系数 r=0.9997。 

在本次兔肉样品中氟苯尼考含量的测定中, 平

行测定两份经净化的浓缩液。利用拟合曲线计算得到

精制浓缩液浓度分别为 4.820 ng/mL和 4.755 ng/mL, 

平均值为 Cs=4.788 ng/mL。1g兔肉样品中氟苯尼考

含量按公式计算: X=4.788/5=0.958 ng/g。 

3.2  不确定度分量的量化 

不同的不确定度分量的量化可以利用实验室内

部开发和确认研究中的数据。 

3.2.1  测量重复性引入的相对标准不确定度 

样品检测过程中会出现各种随机影响, 因此样

品重复性检测次数越多, 所获得的检测重复性引入

的标准偏差可靠性越高。查询以前氟苯尼考方法验证

时, 1 ng/g检出限平行测量的 12份兔肉样品的添加回

收结果(详见表 1), 按照贝塞尔公式计算单次测量的 
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表 1  兔肉样品添加回收结果(氟苯尼考添加量 1 ng/g) 
Table 1  The add recycling results of rabbit meat samples (additive amount of florfenicol is 1 ng/g) 

回收 1 回收 2 回收 3 回收 4 回收 5 回收 6 回收 7 回收 8 回收 9 回收 10 回收 11 回收 12 

4.895 4.915 4.94 4.899 5.032 5.027 4.975 4.893 4.915 4.963 4.905 5.092 

4.9542 

 
 

标准偏差 s(Cop)= 0.6526 ng/g。单次测量的重复性相对

标准偏差: sr(Cop)= s(Cop)/Cop=0.6526/4.95=0.1317。 

因上述检测结果中已经合并了各种随机因素的

影响, 如人员操作、环境温度、样品均匀性以及仪器

设备的读数偏差等, 在随后进行的不确定度分量评

定时不再考虑各种随机因素的影响。 

在本次检测中利用原来在相同测量中所得的单

次测量的预评估的重复性相对标准偏差, 计算本次

检测结果平均值的重复性相对标准偏差。 

本次对兔肉样品进行了2次平行测定, 两次测量

结果平均值的重复性相对标准偏差为: Ur( x ) = Ur 

(frep) = =0.1317/ 3 = 0.09314。 

3.2.2  回收率不确定度 

在最初的方法验证中做过 3 个浓度梯度的添加

回收实验 , 每个梯度添加回收 3 份 , 回收率在

95%~103%之间, 平均回收率 Rec 为 98.9%, S(Rec)= 

2.32%, 单次测量的回收率的相对标准不确定度为: 

UR= S
R n

=
2.32%

98.9% 9
=0.00782。 

3.2.3  称量不确定度 

称量的不确定度来源主要为重复性以及天平校

准产生的不确定度分量, 天平的校准有两个潜在的

不确定度来源, 即天平的灵敏度和线性, 因称量时在

同一天平, 在很窄范围内, 灵敏度可以忽略不计, 仅

考虑线性引入的不确定度。 

标准品称量: 天平使用梅特勒-托利多, 检定证

书给出的最大允许误差±0.1 mg, 取均匀分布, 其标

准不确定度为 U=0.1/ 3 = 0.0577 mg。减量法称量, 

因为每一次称重均为独立的观测结果, 两者的线性

影响是不相关的, 产生的不确定度为 U=2×0.0577= 

0.3397 mg, 天平称量重复性偏差为 0.05 mg, 减量法

称量, 因此对照品由重复性以及线性分量构成称量

的不确定度为 Uc=
2 20.3397 0.05 =0.3434 mg, 引

入的相对标准不确定度: Um1=
0.3434

10
=0.03434。 

样品称量: 天平使用 Metter Toledo PL202, 允差

为±0.1 g, 取均匀分布: U=0.1/ 3 =0.05773 g; 天平

称量重复性偏差为 0.1 g, 减量法称量, 因此样品称

量由重复性以及线性分量构成称量的不确定度为

Uc=
2 20.05773 0.1 ==0.1154 g, 引入的相对标准不

确定度: Um2=
0.1154

5
=0.02308。 

因此称量引入的相对不确定度合成为: 

Um= 2 20.03434 0.02308 =0.0414。 

3.2.4  标准物质引入的不确定度 

3.2.4.1  标准品纯度引入的不确定度 

氟苯尼考标准品纯度 98%, 纯度误差为±0.5%, 

按 矩 形 分 布 处 理 , 其 标 准 不 确 定 度 为 : 

U(Cs)=0.5%/ 3 =0.29%; 相对标准不确定度为 : 

Urel(Cs)=0.29%/98%=0.0030。 

3.2.4.2  配制标准储备液及工作液所引入的不确定度 

1000 μg/mL① 标准储备溶液的配制。  

因称量标准品所引入的不确定度在质量中已经

计入, 则不重复计入, 仅需考虑 10 mL容量瓶所带来

的不确定度影响。根据玻璃仪器检定规程[5], 20 ℃时

10 mL容量瓶(A级)的容量允差为±0.02 mL, 取均匀

分布, 则不确定度为 0.02/ 3 = 0.01155 mL; 重复性: 

对 10 mL容量瓶充满 6次并称量, 标准偏差 s=0.0012 

mL; 温度: 实验室温度在 20 ±5 ℃ ℃范围内波动, 乙

腈的体积膨胀系数为 1.37×10-3/ , ℃ 取均匀分布, 不

确定度为 1.37×10-3×5×10 mL/ 3 =0.03955 mL。合成

得 10 mL容量瓶的相对不确定度为: 

Uc1=
2 2 20.01155 0.0012 0.03955  /10=0.00412。 

 10 μg/mL② 和 0.1 μg/mL标准物质的配制: 需

要使用 0.1mL移液器, 分别定容到 10mL容量瓶中。 

0.1 mL移液器: JJG 646-2006《移液器检定规程》
[6]中规定: 100 μL移液器吸取 0.1 mL溶液容量允许差

为 2.0%, 其不确定度为 0.1×2%/ 3 = 0.001155 mL, 

测量重复性标准差 1.0%, 按矩形分布处理 , 
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0.1×1%/ 3 =0.000577 μL。温度 : 实验室温度在

20 ±5 ℃ ℃范围内波动 , 乙腈的体积膨胀系数为

1.37×10-3/ , ℃ 取均匀分布 ,不确定度为 1.37×10-3× 

5×0.1/ 3 =0. 0003955, 温度影响可忽略不计。相对标

准不确定度为:  

Uc2 =
2 20.001155 0.000577 /0.1=0.0129。 

③配制 1、2、4、8、10 ng/mL标准工作曲线, 分

别用 100、200、400、800、1 mL移液器。 

1 mL移液器: JJG 646-2006 《移液器检定规程》

中规定: 1000 μL移液器吸取 1 mL溶液容量允许差为

1.0%, 其不确定度为 1%/ 3 =0. 00577 μL, 测量重复

性标准差 0.5%, 按矩形分布处理, 0.5%/ 3 = 0.00289 

μL。温度:实验室温度在 20 ±5 ℃ ℃范围内波动, 乙腈

的体积膨胀系数为 1.37×10-3/ , ℃ 取均匀分布, 不确

定度为 1.37×10-3×5×1 mL/ 3 =0.003955 μL。标准不

确定度为:  

Uc2 =
2 20.001155 0.000577 /0.1=0.0129。 

以此类推, 其他的 100、200、400、800 μL移液

器引起的不确定度分别为 0.0129、0.0134、0.0115、

0.00806。 

实验过程中使用了 3次 10 mL容量瓶和 3次 0.1 

mL移液器, 则配制标准品所引入的体积不确定度为 

U 标 = 

2 2 2 2

2 2 2

0.0030 0.00412 0.0129 0.00757

0.0129 0.0115 0.00806

   

 
=0.0247。 

3.2.5  体积引入的不确定度 

3.2.5.1  定容体积引入的不确定度 

样品经过萃取、净化后用 1 mL移液器移取 3 mL

水溶液溶解, 根据 JJG 646-2006中要求, 按矩形分布

处理, 标准不确定度为 1%/ 3 =0.00577, 使用了 3次, 

其相对不确定度为 

Urel ( V3 ) =
23 0.00577 =0.00999。 

3.2.5.2  进样体积引入的不确定度 

测试中仪器配制的微量注射器体积为 25 μL, 进

样量为 10 μL, 根据 JJG700-1999附录 A微量注射器

的标准 [7], 微量注射器体积的相对标准偏差为 1%, 

按矩形分布处理, 则进样体积引入的相对标准不确

定度为: Urel(Inj)=1%/ 3 =0.0058。 

综合起来, 体积引入的相对不确定度合成为: 

UV= 2 20.00999 0.0058 =0.0115。 

3.2.6  拟合曲线不确定度 

配制一系列氟苯尼考标准溶液,浓度分别为 1、2、

4、8、10 ng/mL, 拟合曲线为 Y=14.6X-0.0789, r2= 

0.9998, 样品测定 2次的含量均值为m0 =4.788 μg/kg, 

拟合曲线的相对不确定度为: 

S(Cs)1=
2

0
2

1

( )( ) 1 1

( )


 

 n
i i

c cs y
a p n c c

。 

其中 p—试样平行测量次数; n—拟合曲线的数据对

总数;  

y-试样测量响应值(p 个)的平均值; ci-绘制拟合

曲线用某标准溶液浓度值, cs-从拟合直线上测得的

精制浓缩液浓度平均值;  

其中 S(y)= 
2

1( ( ))

2
  


 n

i i iA bc a
n

=5.162; 

S(Cs)=0.379 ng/mL。 

由最小二乘法拟合标准工作曲线引入的相对标

准不确定度为 U(Cs)= S(Cs)/C=0.0792 ng/mL。 

3.3  相对合成标准不确定度及扩展不确定度 

将各分量合成,相对合成不确定度为: 

U=
2 2 2

2 2 2

0.09314 0.00782 0.0414

0.00247 0.0115 0.0792

  

 
=0.122。 

实验结果一般用扩展不确定度来表示。取包含因

子 k＝2(置信区间 95%), 得扩展不确定度: U=xuCrel(X) 

k =0.958×0.122×2=0.23 μg/kg。 

4  结  论 

兔肉中氟苯尼考的测量结果为: Cx=(0.96±0.23) 

μg/kg, k=2。 

通过以上不确定度评估过程, 所得的不确定度

0.23 μg/kg对检测结果, 尤其是该份样品氟苯尼考的

检出结果临近检出限, 所以当样品的检测结果接近

检出限时, 应附加不确定度评估, 以供客户对该结果

进行评价。 
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