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超高效液相色谱-串联质谱法测定果汁中展 

青霉素含量的不确定度评定 

张  言, 吴  毅* 

(广西-东盟食品药品安全检验检测中心, 南宁  530001) 

摘   要: 目的   评定超高效液相色谱-串联质谱法测定果汁中展青霉素的含量的不确定度。方法   依据

CNAS-GL06《化学分析中不确定度的评估指南》和 JJF 1059-2012《测量不确定度与表示》的规定, 建立数学

模型, 对不确定度来源进行分析。结果  通过对不确定度分量进行量化和合成, 得出当果汁中展青霉素含量为

44.77 μg/kg 时, 其扩展不确定度为 5.81 μg/kg(k=2)。结论  影响检测结果的不确定度主要来源为标准溶液配

制和标准曲线拟合。 
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Uncertainty evaluation for the determination of patulin in juice by ultra 
performance liquid chrormatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of determination of patulin in juice by ultra performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  According to CNAS-GL06 Guidance 

on evaluation the uncertainty in chemical analysis and JJF 1059-2012 Evaluation expression of uncertainty in 

measurement, a mathematical model was established to evaluate the sources of uncertainty. Results  By quantifying 

and synthesizing the uncertainty component, it was concluded that when the content of penicillin in the juice was 

44.77 μg/kg, its expansion uncertainty was 5.81 μg/kg (k=2). Conclusion  The major sources of uncertainty are 

preparation of standard solutions and the standard curve fitting. 
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1  引  言 

展青霉素(又叫棒曲霉素, patulin, 化学式 C7H6O4, 相

对分子质量为 154)是由曲霉属(Aspergillus)、丝衣霉属

(Byssoch lamys )、拟青霉属 (Paeci lomyces )、青霉属

(Penicillium)等真菌产生的一种聚酮类次生代谢产物[1,2],  

其具有神经毒性遗传毒性致畸和潜在的免疫毒性[3,4]。展青

霉素常见于水果及其制品中, 尤其在以苹果为原料的制品

中污染风险最高, 国际组织 CAC 规定在苹果汁中的展青

霉素限量值为 50 μg/kg, 由于不能完全剔除腐烂变质果实, 

以致使进入加工环节, 因此在果汁中的展青霉素检出率较

高[2,5,6]。目前, 展青霉素测定方法主要有毛细管微乳液电 
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动色谱法[7]、气相色谱法[8]、液相色谱法[9]、气相色谱-质

谱法[10,11]、特丁基二甲基硅烷衍生化气相色谱-质谱联用  

法[12]、固相萃取-超高效液相色谱联用法[1]、同位素稀释高

效液相色谱-串联质谱法[13]等。其中, 液相色谱-质谱法灵

敏度和准确度较高, 2016 年, 该法收录于我国食品安全国

家标准 GB 5009.185-2016《食品中展青霉素的测定》。测量

不确定度是根据与测量结果相关联的参数, 表征合理地赋

予被测量值分散性的非负参数[14]。不确定度数值的大小, 

反应出测量水平的高低, 直接影响到产品合格判定[15]。因

此, 检测或校准实验室把测量不确定度评定作为一项日常

质量监督或质量控制的手段。 

本文通过优化前处理条件, 采用超高效液相色谱-串

联质谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry, UPLC-MS/MS)测定果汁中展青霉素 , 

参照 CNAS-GL06《化学分析中不确定度的评估指南》[16]

和 JJF 1059-2012《测量不确定度与表示》[14]的实验方法, 对

展青霉素进行测定并评定其不确定度[15-19], 从而为实验室

检测与展青霉素类似的毒素残留的质量控制提供科学依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂  

AB 6500+三重四极杆液质联用仪(美国 AB SCIEX 公

司); ms3030s 电子天平(梅特勒-托利多仪器(上海)有限公

司); sigma3-15 型离心机(美国 Sigma 公司)。 

展青霉素标准品(含量标示为(100.3±1.4) μg/mL, 纯

度为 99.9%, 美国 o2si 公司); 13C7 展青霉素标准品[含量标

示为(25.08±0.7) μg/mL, 纯度为 99.9%, 德国 Romer 公司]。 

乙腈、乙酸(色谱纯, Fisher 公司); MycoSep TM228 净

化柱(德国 Romer 公司); 水为超纯水。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理  

准确称取 4 g 苹果汁试样于 25 mL 同位素标准溶液, 

加入乙腈至刻度, 混合均匀, 转移至 50 mL 离心管, 在

6000 r/min 离心 5 min, 待净化。按照所使用的净化柱使用

说明操作, 将提取液通过净化柱净化, 弃去初始的 1 mL 净

化液, 收集后续部分。准确移取 5.0 mL 净化液, 加入 20 μL

乙酸, 在 40 ℃下用氮气缓缓吹至近干, 加入 4%乙酸溶液

至 1 mL, 涡旋 30 s 溶解残渣, 过 0.22 μm 滤膜收集滤液进

样。按同一操作方法做空白实验。 

2.2.2  超高效液相色谱-串联质谱条件 

(1) 色谱条件 

色谱柱: ACQITY UPLC BEH C18 色谱柱(150 mm×  

2.1 mm, 1.7 μm); 流动相: A 相: 水, B 相: 乙腈; 梯度洗脱: 

5% B(0~5 min), 100% B(5~5.4 min), 100% B(8.6~9 min);  

流速: 0.3 mL/min; 柱温: 30 ℃; 进样量: 10 μL。 

(2) 质谱条件  

离子源: ESI 负离子模式; 离子化电压: 4500 V; 雾

化温度 : 550 ℃; 检测方式 : 多反应监测模式 (multiple 

reaction monitoring mode, MRM)。质谱采集参数见表 1。 

 
表 1  质谱仪采集参数 

Table 1  Acquisition parameters of mass spectrometer 

化合物

名称
母离子
(m/z)

子离子
(m/z)

驻留时

间/ms

喷雾电

压 DP/V 

入口电

压 EP/V 
碰撞电压

CE/eV

展青

霉素

153 109 100 10 10 13 

153 81 100 10 10 15 

13C7 展

青霉素

160 115 100 10 10 11 

160 86 100 10 10 16 

 
2.2.3  数学模型的建立  

展青霉素残留量计算公式(1):  

X=
1000

1000

C V

m

 


                 (1) 

式中: X 为展青霉素残留量, μg/kg; C 为从标准曲线得到的

试样溶液中展青霉素的浓度, ng/mL; V 为试样溶液最终定

容体积, mL; m 为试样溶液对应代表的质量, g。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源分析 

根据测定的方法及数学模型分析, 主要实验步骤有

样品称量、样品提取净化、稀释定容、仪器分析等, 因此, 

本实验的不确定度主要来源于展青霉素质量浓度引入的不

确定度、样品称量引入的不确定度、样品提取净化引入的

不确定度、溶液定容稀释定容引入的不确定度、重复测定

及样品回收引入的不确定度。 

3.2  不确定度分析 

3.2.1  展青霉素质量浓度引入的不确定度  

展青霉素质量浓度的不确定度由标准品自身纯度、标

准品工作液稀释过程、标准系列溶液配制过程、标准曲线

拟合等引入。 

(1) 标准品工作溶液制备过程引入的相对不确定度

Urel(C-1)   
移取展青霉素标准品(规格: 1.00 mL/瓶)于 10 mL 容

量瓶 , 用乙腈定容至刻度 , 作为储备液。移取储备液    

0.5 mL 于 10 mL 容量瓶, 用乙腈定容至刻度, 作为标准品

工作液。移取 13C7 展青霉素标准品(规格: 1.2 mL/瓶)0.4 mL

于 10 mL 容量瓶, 用乙腈定容至刻度, 作为同位素工作液。 

标准品纯度 P 引入的相对不确定度, 根据其自带证书

的标示 , 展青霉素、 13C7 展青霉素含量分别为 (100.3±    

1.4) μg/mL、(25.08±0.7) μg/mL(k=2), 按照均匀分布计算, 

由纯度 P 引入的相对不确定度分别为, 展青霉素: urel(Ps)=
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crel s

s

( )

2

u X

M
=

1.4

2 100.3
=0.00698, 13C7 展青霉素 : urel(Psi)=

crel si

si

( )

2

u X

M
=

0.7

2 25.08
=0.0140。 

标准瓶工作液稀释引入的相对不确定度, 由稀释产

生的不确定度包括移液枪、量瓶的使用产生。根据 JJG 

646-2006《移液器检定规程》[20]及 JJG 196-2006《常用玻

璃量器》[21]规定的要求, 按均匀分布处理, 结果见表 2。 

由标准工作液制备过程引入的相对不确定度为:  

u(C-1)=ඨ )୰ୣ୪ଶݑ Sܲ) + )୰ୣ୪ଶݑ ୱܲ୧) + )୰ୣ୪ଶݑ ܸ.ହ) )୰ୣ୪ଶݑ+ ଵܸ.) + )୰ୣ୪ଶݑ ܸ.ସ) + 3 × )୰ୣ୪ଶݑ ଵܸ) =0.0285。 

(2) 标准系列溶液配制过程引入的相对不确定度

urel(C-2)  

分别精密移取标准工作液于 2 mL 容量瓶中, 加入同

位素标准工作液 0.1 mL(50 ng/mL), 用乙酸溶液定容至刻

度, 配制展青霉素浓度为 12.5、25、50、100、200 ng/mL

系列标准溶液。由容器刻度误差及温度波动对溶液体积产

生的不确定度结果见表 3。 

由标准系列溶液配制步骤引入的相对不确定度为:  

urel(C-2)=ඨݑ୰ୣ୪ଶ( ܸ.ହ) + 6 × )୰ୣ୪ଶݑ ܸ.ଵ) + )୰ୣ୪ଶݑ ܸ.ଶ)+ݑ୰ୣ୪ଶ( ܸ.ସ) + )୰ୣ୪ଶݑ ܸ.଼) + 5 × )୰ୣ୪ଶݑ ଶܸ)=0.451。 

 
表 2  标准品工作液稀释引入的不确定度 

Table 2  Uncertainty introduced by dilution of the working standard solution 

不确定度来源 项目 1000 μL 移液器 1000 μL 移液器 100 μL 移液器 10 mL 容量瓶(A 级)

刻度 

误差 

量取体积 V/mL 0.5 1.0 0.4 10 

容量允差 S/mL ±0.01 ±0.01 ±0.01 ±0.02 

不确定度 u(Vv)=
3

S
/mL 0.00577 0.00577 0.00577 0.0115 

重复性 

测量重复性 Re/mL 0.005 0.005 0.005 - 

不确定度 u(VR)= e

3

R
/mL 0.00289 0.00289 0.00289 - 

温度波动 

温度误差 T/℃ ±5 ±5 ±5 ±5 

乙腈体积膨胀系数 β/℃1 1.37×103 1.37×103 1.37×103 1.37×103 

不确定度 u(VT)=
3

T V  
/mL 0.00198 0.00395 0.00158 0.0395 

相对合成不确定度 urel(V)=
   2 2 2

V R T( )u V u V u V

V

 
 0.0135 0.00757 0.0166 0.00411 

 
表 3  标准系列溶液配制步骤引入的不确定度  

Table 3  Uncertainty introduced by standard solution prearation 

不确定度

来源 
项目 

50 μL 
移液器 

100 μL 
移液器 

200 μL 
移液器 

1000 μL 
移液器 

1000 μL 
移液器 

2 mL 容量

瓶(A 级)

刻度误差 

量取体积 V/mL 0.05 0.1 0.2 0.4 0.8 2 

容量允差 S/mL ±0.0015 ±0.002 ±0.003 ±0.01 ±0.01 ±0.015 

不确定度 u(Vv)=
3

S
/mL 0.000866 0.00115 0.00173 0.00577 0.00577 0.00866 

重复性 

测量重复性 Re/mL 1.5 1.0 1.0 0.5 0.5 - 

不确定度 u(VR)= e

3

R
/mL 0.000433 0.000577 0.00115 0.00289 0.00289 - 

温度误差 

温度误差 T/℃ ±5 ±5 ±5 ±5 ±5 ±5 

乙酸体积膨胀系数 β/℃1 1.07×103 1.07×103 1.07×103 1.07×103 1.07×103 1.07×103

不确定度 u(VT)=
3

T V  
/mL  0.000154 0.000309 0.000618 0.00124 0.00247 0.00618 

相对合成不确定度 urel(V)=
2 2 2

R( ) ( ) ( )V Tu V u V u V

V

  0.0196 0.0132 0.0108 0.0164 0.00864 0.00532 
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表 4  标准曲线结果 
Table 4  Result of standard curves 

展青霉素标准溶液质

量浓度 Ci(ng/mL) 

13C7 展青霉素溶液质量

浓度 Csi/(ng/mL) 
展青霉素峰面积 13C7 展青霉素峰面积 回归方程 相关系数 r 

12.5 50.2 1.060e+06 8.537e+06 

Y=0.0095C+0.0053 0.9999 

25.1 50.2 2.103e+06 8.805e+06 

50.2 50.2 4.379e+06 9.150e+06 

100.3 50.2 8.686e+06 8.805e+06 

200.6 50.2 1.801e+07 9.411e+06 

 

(3) 标准曲线拟合产生的不确定度 urel(C-3)  

分别系列标准溶液, 按照样品步骤操作后上机, 以质

量浓度(C, ng/mL)对展青霉素与其同位素第六离子的峰面

积比值 (Y)建立标准曲线 , 拟合成的线性回归方程为

Y=aC+b, a 为斜率, b 为截距; 测定的结果见表 4、表 5。取

一自制阳性样品重复测量 5 次, 由回归方程计算其含展青

霉素质量浓度 C0=35.82 ng/mL。标准曲线拟合产生的相对

不确定度 urel(C-3)为:  

SR=
2

1
[ ( )] 0.000428

0.0120
2 3

n
ii

Y aC b

n


 
 




, 

urel(C3)=
 

 

2
0 i

2
0 i1

1 1R
n

ii

C CS

a C P n C C



 

 
=0.0243。 

式中: SR 为标准曲线的剩余标准差; Ci 为各标准溶液浓度; ܥనഥ为回归曲线各点浓度的平均值, Ci=77.74 ng/mL; C0 为阳

性样品的浓度平均值, C0=35.82 ng/mL; P 为测量阳性样品

的次数, P=5; n 为标准溶液测量次数, n=5。 
 

表 5  展青霉素校准溶液测定结果 
Table 5  Result of determination for patulin calibration solution 

序号 Y Ci *aCi+b [Y(aCi+b)]2 (ܥ୧ + నഥ)ଶܥ
1 0.124 12.5 0.12405 2.5e-09 4256.26 

2 0.239 25.1 0.24375 2.25e-05 2770.97 

3 0.479 50.2 0.48220 1.024e-05 758.45 

4 0.978 100.3 0.95815 0.000394 508.95 

5 1.910 200.6 1.91100 1e-06 15094.58

注: *a=0.0095, b=0.053。 
 

3.2.2  重复测量的相对不确定度 urel(rep)  

在 4 g 空白苹果果汁中添加展青霉素 200.6 ng, 进行 5

次重复测定, 其结果见表 6。平均含量 തܺ=44.77 μg/kg, 标准

偏差 Srep=1.80 μg/kg, urel(rep)= repS

X n
=0.0180。 

3.2.3  回收率产生的相对不确定度 urel(R)  

根据表 6 计算平均回收率 തܴ =89.28%, 标准偏差

SREC=3.60%, urel(R)= RECS

R n
=0.0180。通过对回收率进行显

著性检验分析, t=
rel

100% R

u R


=5.956, 当自由度 f=4 时, 查 t

值临界值分布表, t(0.05, 4)=2.776, t＞t(0.05,4), 说明回收

率与 100 %具有显著性。 

 
表 6  阳性样品测定结果 

Table 6  Results of determination for positive samples 

序号 称量/g 展青霉素含量/(μg/kg) 回收率/% 

1 4.01 46.59 92.90 

2 4.02 42.74 91.63 

3 4.00 45.47 87.57 

4 4.01 44.29 90.40 

5 3.98 41.26 83.90 

 
3.2.4  样品称量产生的相对不确定度 urel(m)  

称量产生的不确定度主要来源于天平。称取 4 g 苹果

汁样品, 天平检定证书显示最大允许误差为±0.005 g, 按

均匀分布计算, 其相对不确定度 urel(m)=
0.005

3 4
=0.000722。 

3.2.5 体积量取产生的相对不确定度 urel(V)  

体积量取产生的不确定度主要来源于定容体积和进

样体积。 

(1) 样品在提取、净化及定容过程产生的相对不确定

度 urel(V 样)样品提取、净化过程共经过 2 次定容及一次移

液, 由容器刻度误差及温度变化对溶液体积产生的不确定

度结果见表 7。 

由表 7 结果计算:  

urel(V 样)=ඥݑ୰ୣ୪ଶ( ହܸ.) + )୰ୣ୪ଶݑ ଶܸହ) + )୰ୣ୪ଶݑ ଵܸ)=0.00938。 

(2) 液相进样针产生的相对不确定度 urel(V 进)实验  

所用的超高效液相色谱进样体积的相对相对标准偏差为

±1%, 按均匀分布计算 , 其相对不确定度 urel(V 进)=
1%

3

=0.00577。 

合成体积量取引入的相对不确定度 

urel(V)=ටݑ୰ୣ୪ଶ ቀ 样ܸቁ + )୰ୣ୪ଶݑ 进ܸ)=0.0110。 
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表 7  溶液体积变化引入的不确定度 
Table 7  Uncertainty resulting from volume of solution changes 

不确定度来源 项目 
乙腈溶剂 乙酸溶剂 

5000 μL 移液器 25 mL 容量瓶(A 级) 1 mL 容量瓶(A 级) 

刻度误差 

量取体积 V/mL 5.0 25 1 

容量允差 S/mL ±0.03 ±0.03 ±0.01 

不确定度 u(Vv)=
3

S
/mL 0.0173 0.0173 0.00577 

重复性 

测量重复性 Re/mL 0.01 - - 

不确定度 u(VR)= e

3

R
/mL 0.00577 - - 

温度波动 

温度误差 T/℃ ±5 ±5 ±5 

体积膨胀系数 β/℃1 1.37×103 1.37×103 1.07×103 

不确定度 u(VT)=
3

T V  
/mL 0.0198 0.0989 0.0309 

相对合成不确定度 urel(V)=
2 2 2

R( ) ( ) ( )V Tu V u V u V

V

 
 0.00538 0.00402 0.00655 

 

3.3  合成相对不确定度 ucrel(X) 

各相对不确定度分量见表 8。 

 
表 8  各相对不确定度分量汇总表 

Table 8  Summary of each relative uncertainty components 

不确定度 

分量 
不确定度来源 相对不确定度 

各分量百分比
/% 

urel(C) 

标准品工作液配制 0.0285 19.57 

标准系列溶液配制 0.0451 30.97 

标准曲线拟合 0.0243 16.69 

urel(rep) 测量重复性 0.0180 12.36 

urel(R) 测量回收率 0.0180 12.36 

urel(m) 样品称量 0.000722 4.96 

urel(V) 样品溶液体积量取 0.0110 7.55 

 

ucrel(X)=ඨݑ୰ୣ୪ଶ(ܥ) + ୰ୣ୪ଶ(rep)ݑ + (݉)୰ୣ୪ଶݑ+୰ୣ୪ଶ(R)ݑ + (ܸ)୰ୣ୪ଶݑ =0.0649。 

3.4  扩展不确定度及结果表示 

依据 JJF 1135-2005《化学分析测量不确定度评定》[22], 

对于大多数测量采用包含因子 k=2 衡量, 此时对应的置 

信概率为 95%, 则展青霉素含量的扩展不确定度 U= ݑ୰ୣ୪(X) × Xഥ × 2=0.0649×44.77×2=5.81 μg/kg, k=2, 检测结

果表示为 X=(44.77±5.81) μg/kg(k=2)。 

4  结  论 

UPLC-MS/MS 法测定果汁中展青霉素实验过程中样

品的称量、提取、净化、标准品的纯度, 校准曲线的配制, 

仪器测定, 校准曲线拟合等的过程都会引入不确定度。本

实验通过研究实验过程中溶液体积变化、温度变化、溶液

稀释配制等因素带来的不确定度, 发现不确定度主要来源

于溶液稀释配制及标准曲线拟合, 其次为重复测定、回收

率测定及样品提取、净化中溶液体积的变化, 其他因素则

影响不大。 

通过对比分析各因素产生的不确定度, 溶液稀释的

步骤越多, 所产生的不确定度越大。由于本实验需要用到

内标, 因此, 在标准溶液配制过程中增加了步骤, 产生了

比较大的不确定度。 

目前, 测量不确定度评定已成为检测或校准实验室

必备的一种质量控制手段。开展测量不确定度的研究, 对

实验室检测结果的质量控制具有重要意义。 
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