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2种高效液相色谱仪测定芝麻酱中黄曲霉毒素 B1

的不确定度评定 

董  靖, 张  潇, 刘  越, 李尔春, 李  卓, 张亚锋*, 郭  端, 张  凡 
(西安市食品药品检验所, 西安  710054) 

摘  要: 目的  评定并比较 2 种厂家高效液相色谱仪测定芝麻酱中黄曲霉毒素 B1 的不确定度。方法  分别采

用 Agilent1260 型及 Thermo U3000 型高效液相色谱仪测定芝麻酱中黄曲霉毒素 B1 的含量, 应用不确定度理论

分析检测数学模型, 对测定不确定度的来源进行分析和量化。结果  结果表明当黄曲霉毒素 B1 的测定结果

(Agilent 1260、Thermo U3000)分别为 6.1236、6.0230 μg/kg 时, 其扩展不确定度分别为 0.42706、0.31115 μg/kg, 

k=2。结论  标准溶液的配制、由最小二乘法拟合标准曲线计算样品浓度以及回收率测定引入的不确定度对结

果影响较大。在本实验条件下, Agilent1260 型测定引入的相对不确定度大于 Thermo U3000 型测定引入的不确

定度, 后者仪器更加稳定, 结果更准确。 

关键词: 黄曲霉毒素 B1; 高效液相色谱法; 不确定度 

Uncertainty evaluation for the determination of aflatoxin B1 in sesame sauce 
by 2 kinds of high performance liquid chromatograph 

DONG Jing, ZHANG Xiao, LIU Yue, LI Er-Chun, LI Zhuo, ZHANG Ya-Feng*, GUO Duan, ZHANG Fan 
(Xi’an Institute for Food and Drug Control, Xi’an 710054, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate and compare the difference of uncertainty of determination of aflatoxin B1 in 

sesame sauce by 2 kinds of high performance liquid chromatograph. Methods  The content of aflatoxin B1 in 

sesame sauce was determined by Agilent 1260 and Thermo U3000 high performance liquid chromatography, and the 

mathematical model of uncertainty analysis was used to analyze and quantify the sources of measurement 

uncertainty. Results  The results (Agilent 1260, Thermo U3000) showed when the determination results of aflatoxin 

B1 were 6.1236 μg/kg and 6.0230 μg/kg, the extended uncertainties were 0.42706 μg/kg, 0.31115 μg/kg, and k=2. 

Conclusion  The uncertainty introduced by the preparation of standard solution, the calculation of sample 

concentration by the least square method fitting standard curve and the determination of recovery has great influence 

on the results. Under this experimental condition, the relative uncertainty introduced by the Agilent 1260 

measurement is greater than that introduced by the Thermo U3000 measurement, which is more stable and more 

accurate. 
KEY WORDS: aflatoxin B1; high performance liquid chromatography; uncertainty 
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1  引  言 

芝麻酱营养美味, 营养和食用价值非常高[1-4]。然而芝

麻的生长需要较为湿润的环境, 因此很容易受真菌毒素污

染, 如具有强致癌性的黄曲霉毒素 [5-8], 其毒性是砒霜的

68 倍。国家卫生和计划生育委员会及国家食品药品监督管

理总局制定了黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1, AFTB1)的限量标

准 [9], 其 中 规 定 芝 麻 酱 中 限 量 为 ≤ 5.0 μg/kg 。 GB 
5009.22-2016《食品安全国家标准 食品中黄曲霉毒素 B 族

和 G 族的测定》中规定食品中目前 AFTB1 的检测方法有 5
种[10], 其中高效液相色谱法最为常见, 柱前衍生法需要三

氟乙酸衍生, 基质干扰较为严重, 而柱后光化学衍生不需

要任何衍生试剂 , 方便、快捷 , 可对不具有荧光特性的

AFTB1 经过紫外线照射进行羟基化, 使其具有荧光性, 增
加了灵敏度[11-14]。然而该方法需要使用免疫亲和柱进行净

化, 前处理较为复杂, 对检测结果造成的影响因素较多[15], 
尤其边缘数据会直接影响行政决定、司法仲裁等评判工作

的正确性, 目前其他各类食品中 AFTB1 的不确定度评估很

多, 但在芝麻酱中的 AFTB1 的检测方法不确定度评估鲜有

报道[16-19], 而不同厂家的仪器灵敏度也有差别, 因此评定

不同厂家高效液相色谱仪对芝麻酱中 AFTB1 测定不确定

度的差异尤为重要。 
本研究参照相关的文献与标准[20-29], 分别采用 2 个不

同厂家的高效液相色谱仪进行测定, 通过建立数学模型, 
对芝麻酱中 AFTB1 含量的不确定度来源进行讨论, 全面分

析 2 个检测仪器在该情况下所出具检测报告的准确度, 以
期为该检测方法及结果的准确度提供数据支持。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

芝麻酱: 西安市食品药品监督管理局监督抽检样品。 
AFTB1 标准溶液(2.0 μg/mL, 农业部环境保护科研监

测所); 乙腈、甲醇(色谱级, 美国 Fisher 公司); 实验用水

(Milli-Q Integral 5 超纯水仪制备一级水); 磷酸二氢钾、氯

化钾、磷酸氢二钠、氯化钠、吐温-20(分析纯, 国药集团化

学试剂有限公司)。 
磷酸盐缓冲溶液(phosphate buffered saline, PBS)配制: 

称取 8.00 g 氯化钠、1.20 g 磷酸氢二钠、0.20 g 磷酸二氢

钾、0.20 g 氯化钾, 用 900 mL 水溶解, 用盐酸调节 pH 至

7.4±0.1, 加水稀释至 1000 mL。 

2.2  仪器与设备 

Agilent 1260 型高效液相色谱仪 (配有荧光检测器

fluorescence detector, FLD, 美国安捷伦科技有限公司 ); 
Thermo U3000 型高效液相色谱仪(配有 FLD, 美国赛默飞

世尔科技有限公司); KRC-Ⅱ型光化学衍生器(青岛普瑞邦

生物工程有限公司); ME204E 型电子分析天平(瑞士梅特勒

托利多集团有限公司); KQ-700VDB 型超声波清洗器(昆山

市超声仪器有限公司); HC-3018R 型高速冷冻离心机(安徽

中科中佳科学仪器有限公司); Milli-Q Integral 5 型超纯水

机(密理博中国有限公司); 免疫亲和柱(柱容量 300 ng, 规
格 3 mL, 德国拜发公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准溶液配制 
准确移取 AFTB1 标准溶液 0.800 mL, 用乙腈稀释并

定容至 10.00 mL 容量瓶中 , 摇匀 , 配制成浓度为      
160 ng/mL 的标准储备溶液。 

用 1 mL 单标线吸量管准确移取 1.00 mL 标准储备液

至 20.00 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释并定容, 配制成浓度为

8.0 ng/mL 的标准中间溶液。 
分别用 0.5 mL 分度吸量管准确移取 0.50 mL 标准中

间溶液于 5.00 mL 容量瓶中, 分别用 1、2、3、5 mL 单标

线吸量管准确移取 1.0、2.0、3.0、5.0 mL 标准中间溶液于

5.00 mL 容量瓶中, 用 5 mL 分度吸量管准确移取 4.0 mL
标准中间溶液于 5.00 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释并定容至

刻度, 配制成 0.80、1.6、3.2、4.8、6.4、8.0 ng/mL 标准系

列溶液。 
2.3.2  样品前处理 

称取 5 g 试样(精确至 0.01 g)于 50 mL 离心管中, 加入

20 mL乙腈溶液, 涡旋混匀, 置于超声波中振荡 20 min, 在
6000 r/min 下离心 10 min, 取上清液备用。 

净化: 准确移取 4 mL 上述上清液, 加入 23 mL 1%吐

温-20 的 PBS, 混匀, 备用。将免疫亲和柱连接于 50.0 mL
玻璃注射筒中, 调节下滴速度, 控制样液以 3 mL/min 的速

度稳定下滴。待样液滴完后, 往注射器筒内加入 2×10 mL
水, 以稳定流速淋洗免疫亲和柱。待水滴完后, 用真空泵

抽干亲和柱。脱离真空系统, 在亲和柱下部放置 10 mL 刻

度试管, 取下 50 mL 的注射器筒, 2×1 mL 甲醇洗脱亲和柱, 
控制在 3 mL/min 的速度下滴, 再用真空泵抽干亲和柱, 收
集全部洗脱液至试管中。在 50 ℃下用氮气缓缓地将洗脱

液吹至近干, 用初始流动相定容至 2.0 mL, 涡旋 30 s 溶解

残留物, 0.22 μm 有机系滤膜过滤, 收集滤液于进样瓶中以

备进样。 
空白试验: 不称取试样, 按上述方法做空白实验。 

2.3.3  仪器条件 
两台液相色谱仪使用同一根色谱柱, 色谱条件完全

一致, 具体如下:  
色谱柱型 : Diamonsil Plus C18(250 mm×4.6 mm,   

5 μm, 北京迪科马科技有限公司); 柱温: 40 ℃; 柱流速: 
1.0 mL/min; 检测波长: 激发 360 nm 发射 440 nm; 流动

相 : 甲醇:乙腈:水=30:15:55(V:V:V); 进样量 : 20 μL, 等
度洗脫。 
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2.4  数学模型建立与结果计算 

用外标标准曲线法计算芝麻酱中AFTB1含量, 计算公式:  

X=
ρ×𝑉ଵ×Vଷ×1000

V2×m×1000  
式中: X-试样中 AFTB1 含量, μg/kg;  

V1-试样中提取液体, mL;  
V2-用于免疫亲和柱净化的取用体积, mL;  
V3-经净化后的最终定容体积, mL;  
ρ-样液经测定在标准曲线中计算得浓度, ng/mL;  
m-试样的称样量, g;  
1000-换算系数。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度的来源分析 

根据测定 AFTB1 的数学模型, 分析整个过程不确定

度来源主要有: (1)标准溶液配制引入的不确定度; (2)标准

工作曲线的拟合引入的不确定度; (3)样品称量引入的不确

定度; (4)样品定容引入的不确定度; (5)方法回收率测定引

入的不确定度; (6)样品重复性测定引入的不确定度。 

3.2  标准溶液配制引入的不确定度 

3.2.1  标准物质引入的不确定度 
根据 AFTB1 标准物质证书上给出标准溶液浓度   

(2.0 μg/mL)的标准不确定度为±0.015 μg/mL, 将其转化为

相对标准不确定度为: Urel=
0.015
2.0

=0.0075。 

3.2.2  标准储备溶液配制引入的不确定度 
根据标准溶液配制过程, 此过程不确定度主要来源

包括: 容量瓶及移液管引入的标准不确定度, 而玻璃量具

引入的标准不确定度由其允许误差及温度变化产生的误差

组成, 计算过程如下。 

3.2.2.1  移液管引入的不确定度 
20 ℃时 1 mL 分度吸量管的允许误差为±0.008 mL, 

取矩形分布, 即标准不确定度为u移 1= 0.008ඥ3
 =0.004619 mL。 

假设实验室温度在(20±2) ℃范围内变动, 则乙腈的

体积膨胀系数为 1.37×10-3, 按照均匀分布, 则温度变化引

入的不确定度为: u(温度 1)=
1.37×10-3×1×2√3

=0.001582 mL。由上

可 得 , 移 液 管 引 入 的 合 成 不 确 定 度 为 : 𝑢移 ଵ = ට𝑢(移)ଶ + 𝑢(温度 ଵ)ଶ =0.004882 mL, 相对合成不确定度

为: urel,移=
u移

V1
=0.004882。 

3.2.2.2  容量瓶引入的不确定度 
根据 JJG 196-2006《常用玻璃容器检定规程》规定,  

10 mL 容量瓶(A)级容量允许误差为±0.02 mL, 按矩形分布, 

引入的不确定度为: u瓶 1= 0.02√3
=0.01155 mL。 

同 上 , 温 度 引 入 的 不 确 定 度 为 : 

U(温度 2)= 1.37×10-3×10×2√3
=0.01582 mL。 

由 此 可 得 , 容 量 瓶 引 入 的 不 确 定 度 为 : 

u瓶 1=ටu
(瓶)
2 +u

(温度 2)
2 =0.01959 mL, 合成相对标准不确定度

为: u(rel,瓶)=
u瓶 1
V2

=0.001959。 
综上, 配制 10 mL 标准溶液体积引入的相对标准不确定

度 为 : urel(V10)= ටu
(rel,移)
2 +u

(rel,瓶)
2 =ඥ0.0048822+0.0019592 

=0.005260。 
3.2.3  稀释标准工作溶液引入的不确定度 

配制标准工作溶液的不确定度主要由移液管、容量瓶、

温度所引入, 计算过程同 2.2.2, 各量具相对标准不确定度

评定结果见表 1, 配制 AFTB1 标准工作溶液引入的相对合

成不确定度为 urel(V1)=0.01980。 
 

表 1  各量具相对标准不确定度评定结果 
Table 1  Relative standard uncertainty of each volumetric glassware 

玻璃器具类别 类别 容量允差 标准不确定度/mL 容量/mL 次数 相对标准不确定度 

1 mL 单标线吸量管 容量允差 ±0.007 mL 0.004041 1.0 1 
0.004340 

 温度波动 ±2 ℃ 0.001582   
2 mL 单标线吸量管 容量允差 ±0.010 mL 0.005774 2.0 1 

0.003292 
 温度波动 ±2 ℃ 0.003164   

3 mL 单标线吸量管 容量允差 ±0.015 mL 0.008660 3.0 1 
0.003292 

 温度波动 ±2 ℃ 0.004746   
5 mL 单标线吸量管 容量允差 ±0.015 mL 0.008660 5.0 1 

0.002346 
 温度波动 ±2 ℃ 0.007910   

0.5 mL 分度吸量管 容量允差 ±0.005 mL 0.002887 0.50 1 
0.01684 

 温度波动 ±2 ℃ 0.0007910   
5 mL 分度吸量管 容量允差 ±0.025 mL 0.01443 4.0 1 

0.003939 
 温度波动 ±2 ℃ 0.006328   

5 mL 单标线容量瓶 容量允差 ±0.020 mL 0.01155 5.0 6 
0.002800 

 温度波动 ±2 ℃ 0.007910   
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3.2.4  标准溶液引入的不确定度 
由于以上因素各不相关, 因此由 AFTB1 标准溶液配

制 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为 : 

urel(std)=ට𝑢rel标
2
+urei(V10)2+urei(V1)2=0.02182。 

3.3  由最小二乘法拟合标准曲线计算样品浓度引入

的不确定度 
采用了 6个水平的 AFTB1标准溶液, 每个点测定 1次, 

用峰面积及浓度进行标准曲线拟合, 标准曲线拟合引入的

不确定度按以下公式计算:  

u= SA

b
ඨ1

P
+ 1

n
+ (c-cത)

2∑ (ci-cത)
2n

i=1
 

SA= ට 1
n-2

∑ ［A-(a+bci)］
2n

i=1  

式中:  
u-标准曲线拟合引入的不确定度 
SA-校准曲线的标准差;  
P-样品溶液的测定次数;  
n-标准溶液的测定总次数;  
b-校准曲线的斜率;  
a-校准曲线的截距;  
c-由校准曲线求得的样品溶液浓度, ng/mL;  cത-各标准溶液中浓度的平均值, ng/mL;  

ci-由标准工作曲线方程得出的标准溶液中浓度的测

定值, ng/mL。 
分别用 Agilent1260 型液相色谱仪和 Thermo U3000

型液相色谱仪法测定标准曲线, 标准曲线拟合引入的不确

定度分别见表 2、表 3。 
因此, 由待测液浓度 C 引入的相对不确定度 u(C)

分别为:  

Agilent1260 型: urel(C1)= 1

1

U
C

=1.579% 

Thermo U3000 型: urel(C2)= 2

2

U
C

=1.041% 

3.4  样品称量引入的不确定度 

依据本实验室天平检定证书, 该天平在称量范围为 0
≤m≤50 g 内, 示值误差为±0.0005 g, 实际称取样品 5.0 g, 
按矩形分布 , k＝√3 , 则称量引入的相对不确定度为

urel(m)=0.005774%。 

3.5  样品提取及定容引入的不确定度 

此样品称取后先加入 20 mL 乙腈进行提取 , 移取    
4 mL 上清液进行净化, 氮气吹干后用初始流动相定容至

2.0 mL。实验室温度在(20±2) ℃之间波动, 与 3.1.2 同理, 
如表 4, 引入的相对标准不确定度为 urel(V)=0.005442。 

 

表 2  Agilent1260 型液相色谱仪标准溶液测定结果 
Table 2  Determination results of standard solutions by Agilent1260 

质量浓度/(ng/mL) 0.8 1.6 3.2 4.8 6.4 8.0 

Ai/(LU*s) 0.117724 0.247891 0.477799 0.678226 0.916173 1.14823 

标准曲线 Y=0.142220X+0.00842606(r2=0.99972) 

SA=0.01163 b=0.14222 P=6 n=6 c=3.1096 u1=0.04910  

 
表 3  Thermo U3000 型标准溶液测定结果 

Table 3  Determination results of standard solutions by Thermo U3000 

质量浓度/(ng/mL) 0.8 1.6 3.2 4.8 6.4 8.0 

Ai/(LU*s) 660.807 1437.5900 2853.2104 4273.1659 5636.529 6990.0210 

标准曲线 Y=877.0225X+16.8607(r2=0.9997) 

SA=46.3463 b=877.02225 P=6 n=6 c=3.0585 u2=0.03185  
 

表 4  样品定容过程引入的相对不确定度 
Table 4  Relative uncertainty introduced by the sample volume adjustment process 

玻璃器具类别 类别 容量允差 标准不确定度/mL 容量/mL 次数 相对标准不确定度 

2 mL 单标线吸量管 容量允差 ±0.010 mL 0.005774 2.0 1 
0.003292 

 温度波动 ±2 ℃ 0.003164   

5 mL 分度吸量管 容量允差 ±0.025 mL 0.01443 4.0 1 
0.00394 

 温度波动 ±2 ℃ 0.006328   

20 mL 单标线吸量管 容量允差 ±0.030 mL 0.01732 20.0 1 
0.001804 

 温度波动 ±2 ℃ 0.03164   
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3.6  样品的重复性测定引入的不确定度 

样品测试过程中随机效应引入的不确定度可以通过

样品的重复测定进行表示, 准确称量芝麻酱样品各 6 份, 
按照上述条件进行处理并平行测定, 则由样品重复性引入

的相对不确定度计算如下: 标准偏差为 S(x)= ඨ∑ (xi-xത)
2n

i=1
n-1

, 

则相对标准不确定度为 urel(x)= Sx/√n
xത ×100%, 结果见表 5。 

3.7  回收率测定引入的不确定度 

对上述样品进行 6 次加标回收实验 , 分别用

Agilent1260 型高效液相色谱仪和 Thermo U3000 型高效液

相色谱仪进行计算相对不确定度, 计算过程同 3.5, 结果见

表 6。 

3.8 测量不确定度的评定 

3.8.1  合成不确定度 u(X) 
根据芝麻酱中 AFTB1 含量的测量数学模型, 合成的

相对标准不确定度公式为:   

2 2 2 2 2 2
rel rel 1 rel rel( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )u X u std u m u V u C u X u R       

计 算 2 个 仪 器 的 相 对 标 准 不 确 定 度 分 别 为 : 
Agilent1260 型为 3.487%, 同理 Thermo U3000 型为 : 
2.583%, 如表 7。 

 
表 5  样品测定结果 

Table 5  Determination results of samples 

仪器厂家 编号 测定值/(μg/kg) 平均值/(μg/kg) 标准偏差/(μg/kg) 相对标准不确定度/% 

Agilent1260 

样 1 5.8662 

6.1236 0.2056 1.371 

样 2 6.3845 

样 3 6.0788 

样 4 5.9903 

样 5 6.0662 

样 6 6.3556 

Thermo U3000 

样 1 6.0853 

6.0230 0.07499 0.5083 

样 2 6.0987 

样 3 5.9356 

样 4 5.9966 

样 5 6.0810 

样 6 5.9405 

 
表 6  回收率测定结果 

Table 6  Recovery results 

仪器厂家 编号 测定值/% 平均值/% 标准偏差/% 相对标准不确定度 urel(R)/%

Agilent1260 

H1 93.8 

93.6 0.03789 1.653 

H2 100.6 

H3 92.9 

H4 93.4 

H5 92.1 

H6 89.1 

Thermo U3000 

H1 90.9 

91.7 0.01173 0.5222 

H2 91.2 

H3 90.5 

H4 93.1 

H5 91.3 

H6 93.2 
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表 7  影响 AFTB1 测定结果的不确定度分量一览表 
Table 7  List of uncertainty components that affect the results of determination of AFTB1  

不确定度分量 u(xi) 不确定度来源 
相对标准不确定度 

1260 型 U3000 型 

urel(std) 标准溶液配制引入的相对不确定度 2.182% 2.182% 

u(m) 样品称量 0.005774% 0.005774% 

u(V) 样品提取及定容 0.5442% 0.5442% 

u(C) 标曲拟合测定样品浓度引入的不确定度 1.579% 1.041% 

urel(x) 样品的重复性测定引入的不确定度 1.371% 0.5083% 

urel(R) 回收率测定引入的不确定度 1.653% 0.5222% 

urel(X) 相对标准合成不确定度 3.487% 2.583% 

 
 
 

3.8.2  相对扩展不确定度 
样品经 Agilent 1260 型高效液相色谱仪及 Thermo 

U3000 型高效液相色谱仪测定, 取扩展因子 k=2, 其相对

扩展不确定度计算公式为: U=urel(X)×k 
相对扩展不确定度: Agilent1260 为 6.974%; Thermo 

U3000 型为 5.166%。 
3.8.3  扩展不确定度 

样品经 Agilent 1260 型高效液相色谱仪及 Thermo 
U3000 型高效液相色谱仪测定, 其平均值分别为 Agilent 
1260 型高效液相色谱仪 6.1236 μg/kg, Thermo U3000 型高

效液相色谱仪 6.0230 μg/kg, 则样品结果表示分别为:  
Agilent 1260: U1=(6.1236±0.42706) μg/kg, k=2;  
Thermo U3000: U2=(6.0230±0.31115) μg/kg, k=2。 

4  结  论  

本研究通过对不确定分量的分析计算, 在 6 个不确定

分量中, 标准溶液的配制引入的不确定分量最大, 标曲拟

合测定样品浓度以及回收率测定引入的不确定度次之, 样
品称量引入的不确定度最小, 针对这些不确定分量, 在以

后的实际测定过程中, 应尽量平行处理质控样品, 同时应

加强实验人员常规操作技能, 来减小测量结果的不确定度。 
此外, 由 2 台仪器的不确定结果来看, Agilent1260 型

相比于 Thermo U3000 型不确定度主要相差来自于方法回

收率及重复性测定, 在本实验条件下, 后者仪器更加稳定, 
结果更准确。在以后的实验中同时添加质控样品进行校正, 
并增加样品的平行性来减少结果的不确定度。 

根据样品测定结果, 此芝麻酱中 AFTB1 含量测定结

果大于国家相关标准中≤5.0 μg/kg 的限量要求[11], 原因可

能是芝麻运输、储存方式不正确, 或者收获期间过于潮湿

感染霉菌, 为防止 AFTB1 含量超标对其人体的影响, 以后

应严格控制其储存运输等条件。 
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