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高效液相色谱法测定牛奶中四环素类兽药 
残留量的不确定度评定 

陈  梦 1*, 范  蕾 1, 蒋凯亚 2, 姜  川 1, 陈卫平 1, 王伟影 1  
(1. 丽水市食品药品与质量技术检验检测院, 丽水 323000; 2. 丽水市农业农村局, 丽水 323000) 

摘   要 : 目的   评定高效液相色谱法测定牛奶中四环素类兽药残留量的不确定度。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》, 建

立相关数学模型, 对高效液相色谱法实验过程中的不确定度来源进行分析与评定。结果  当高效液相色谱法

测定牛奶中土霉素、四环素、金霉素、强力霉素的残留量分别为 0.939、0.825、0.838、0.900 mg/kg 时, 扩展

不确定度分别为 0.078、0.073、0.081、0.078 mg/kg (k=2)。结论  检测结果的不确定度主要受标准溶液配制、

工作曲线拟合、样品回收率影响。 
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Uncertainty evaluation for the determination of tetracycline drug residues in 
milk by high performance liquid chromatography 

CHEN Meng1*, FAN Lei1,JIANG Kai-Ya2, JIANG Chuan1, CHEN Wei-Ping1, WANG Wei-Ying1 
(1.Lishui Institute for Food and Drug & Quality and Technical Inspection, Lishui 323000, China; 2. Lishui agricultural and 

rural Bureau, Lishui 323000, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of the determination of tetracycline drug residues in milk by 

high performance liquid chromatography. Methods  According to GB/T 21317-2007 Determination of tetracycline 

residues in food of animal origin by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry method and 

high performance liquid chromatography method, relevant mathematical models were established to analyze and 

evaluate the sources of uncertainty in the high performance liquid chromatography experiment. Results  When the 

content of oxytetracycline, tetracycline, aureomycin, deoxytetracycline in milk was 0.939, 0.825, 0.838, 0.900 mg/kg 

by high performance liquid chromatography, its extended relative uncertainty was 0.078, 0.073, 0.081, 0.078 mg/kg 

(k=2), respectively. Conclusion  The uncertainty of detection results is mainly affected by standard solution 

preparation, working curve fitting and sample recovery rate. 
KEY WORDS: tetracycline drug residues; uncertainty; high performance liquid chromatography; milk 
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1  引  言 

四环素类抗生素主要包括土霉素、四环素、金霉素

和强力霉素等[1], 价格低廉, 抗菌效果好, 是目前我国使

用范围较广的一类抗生素[2‒4]。该类药物在奶牛养殖过程

中 , 可做抗炎使用 , 但抗生素的滥用将直接影响牛奶的

品质 , 残留的药物进入人体内 , 为健康埋下了巨大的安

全隐患[5‒10], 现阶段牛奶中四环素类兽药残留检测主要采

用高效液相色谱法[7,8]和高效液相色谱-串联质谱法[9,10]。为

规范养殖业的安全用药, 农业部在 235 号公告[11]中提出

了四环素类药物在动物源性食品中的最高残留量, 但目

前尚未发现牛奶中这 4 种抗生素同时进行不确定度评定

的报道。本文依据 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》[12]、CNAS-GL 006-2019《化学分析中不

确定度的评估指南》[13]和 JJF 1059.1-2012《测量不确定

度评定与表示》[14]标准, 对高效液相色谱法测定牛奶中土

霉素、四环素、金霉素和强力霉素残留量的不确定度进

行分析与评定 , 旨在提高检验结果的合理性和准确性 , 
为牛奶的产品质量控制提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Agilent 1260 高效液相色谱仪(美国 Agilent 公司); 
XPE105电子天平(瑞士 METTLER TOLEDO公司); 超纯

水发生器(德国 Think-lab 公司); KQ-250DE 超声波清洗

器(昆山市超声仪器有限公司); ST16 高速离心机(美国

Thermo Fisher 公司); AUTO EVA 全自动浓缩仪(厦门睿

科公司)。 
盐酸土霉素(含量: 96.02%, 不确定度: 1.68%)、盐酸

四环素(含量: 94.23%, 不确定度: 1.40%)、盐酸金霉素

(含量 : 99.5%, 不确定度 : 2.0%)、盐酸强力霉素(含量 : 
98.7%, 不确定度: 1.0%)(德国 Dr.Ehenrnstorfer Gmbh 公

司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 德国 Merck 公司); 乙酸乙酯、

氢氧化钠(分析纯, 德国 CNW 公司); 乙二胺四乙酸二钠

(分析纯, 天津市科密欧化学试剂有限公司); 柠檬酸、三

氟乙酸(分析纯 , 麦克林生化科技公司); 磷酸氢二钠(分
析纯 , 上海展云化工有限公司 ); 盐酸 (优级纯 , 西陇科

学股份有限公司); 有机相滤膜(0.22 μm, 天津津腾公司); 
Oasis HLB 固相萃取柱(60 mg,3 mL, 美国 Agela 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理 
准确称取牛奶试样 5 g(精确至 0.1 mg)于 50 mL 离心

管中 , 0.1mol/L EDTA-Mcllvaine 缓冲液溶解后定容至   

50 mL 容量瓶, 混匀, 冰水浴超声 10 min, 转移至 50 mL 聚

丙烯离心管中 , 冷却至 0 ℃, 冷冻离心 , 过滤 , 吸取   
10.0 mL 提取液转移至 HLB 固相萃取柱中(使用前依次用  
5 mL 甲醇, 5 mL 水进行活化), 提取液流干后分别用 5 mL
水和 5 mL 5%甲醇水进行淋洗, 抽干后用 10 mL 甲醇-乙酸

乙酯 (1+9)(V/V)洗脱 , 洗脱液氮吹至干 , 0.5 mL 甲醇 -    
10 mmol/L 三氟乙酸水溶液(1+19)(V/V)溶解残渣, 0.22 μm
有机相滤膜过滤, 供高效液相色谱仪测定。 
2.2.2  标准溶液的配制 

准确称取土霉素 28.38 mg, 四环素 26.97 mg, 金霉素

25.76 mg, 强力霉素 27.87 mg 于不同 25 mL 容量瓶中, 加
入 10 mL 甲醇超声溶解, 冷却至室温后定容, 摇匀, 作为

标准储备液。准确吸取各标准储备液 1.0 mL 于同一 10mL
容量瓶中, 用 EDTA-Mcllvaine 缓冲液定容, 得到标准中间

液, 再逐步稀释得到标准工作溶液, 各组分浓度约为 1、5、
10、20、30 μg/mL。 
2.2.3  仪器条件 

色谱柱: 岛津 Inertsil C8 色谱柱(4.6 mm×250 mm,  
3.5 μm); 流速: 1.5 mL/min; 柱温: 30 ℃; 进样量: 10 μL; 
检测波长: 350 nm; 流动相梯度洗脱程序见表 1。 

 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution procedure 

时间/min 甲醇/% 乙腈/% 10 mmol/L 三氟乙酸/%

0 1 4 95 

5 6 24 70 

9 7 28 65 

12 0 35 65 

15 0 35 65 

15.1 1 4 95 

20 1 4 95 

 
2.2.4  不确定度数学模型建立 

牛奶中四环素类兽药含量计算公式: S

S

A C VX
m R A
 


 

 

X: 供试品中待测组分的含量, mg/kg; m: 样品质量, g; 
R: 待测组分的回收率; As: 标准品溶液中待测组分的峰面

积; A: 试样溶液中待测组分的峰面积; V: 样品溶液的稀释

倍数, mL; Cs: 对照品溶液中待测组分的浓度, μg/mL。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源分析 

根据检测方法以及数学模型, 牛奶中四环素类兽药
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含量不确定度分量的主要来源为: Urel(1)样品称量引入的不

确定度; Urel(2)样品定容引入的不确定度; Urel(3)标准物质引

入的不确定度; Urel(4)回收率引入的不确定度; Urel(5)测试过

程中随机效应引入的不确定度。  

方差合成: 
2 2 2

rel(1) rel(2) rel(2)
rel 2 2

rel(4) rel(5)

U U U
U

U U

 


 
。 

3.2  不确定度分量的评定 

3.2.1  样品称量引入的不确定度 
实验室电子天平的检定证书提供的允许误差为  

±0.1 mg, 按 矩 形 分 布 , 3k  , 标 准 不 确 定 度 为 : 
5

(1.1) 0.0001/ 3 5.77 10  gU    。样品称样量为 5 g, 相

对标准不确定度为: 5 5
rel(1) 5.77 10 / 5 1.15 10U      。 

3.2.2  样品定容引入的不确定度 
(1)容量瓶和移液管刻度引入的不确定度: 依据 JJG 

196-2006《常用玻璃量器检定规程》[15], A 级 50 mL 容量

瓶、10 mL 移液管、1 mL 刻度移液管的最大允许误差分别

为±0.05、±0.020、±0.008 mL, 按矩形分布, 3k  , 标准

不 确 定 度 为 : (2.1) 0.05 / 3 0.0289 U    mL, (2.2)U   

0.020 / 3 0.0115  mL, (2.3) 0.008 / 3 0.00462U    mL, 

容 量 瓶 和 移 液 管 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为 :  
2 2

3
(2.4) 2

(0.0289 / 50) (0.0115 / 10)
9.33 10

(0.00462 / 0.5)
U 

  


。 

(2) 温 度 引 入 的 不 确 定 度 : 实 验 室 温 度 范 围 是

(20±2) ℃, 水的膨胀系数为 2.1×10-4, 假设温度变化按矩

形分布, 3k  , 50 mL 容量瓶、10 mL 移液管和 1 mL 刻

度移液管的标准不确定度分别为 : (2.5) 50 2 2.1U      

410 / 3 0.0121  , 4
(2.6) 10 2 2.1 10 / 3 0.00242U      , 

4
(2.7) 0.5 2 2.1 10 / 3 0.000121U      (mL), 温度变化

引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为 : 
2 2

4
(2.8) 2

(0.0121 / 50) (0.00242 / 10)
4.19 10

(0.000121 / 0.5)
U 

  


。 

    样 品 定 容 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为 : 

3 2 4 2 3
rel(2) (9.33 10 ) (4.19 10 ) 9.34 10U         。 

3.2.3  标准物质引入的不确定度 
(1)标准物质纯度引入的不确定度: 根据标准物质证

书, 按矩形分布, 3k  , 标准物质纯度的相对标准不确

定度为: (3.1) / ( 3)U u p  , 见表 2。 

(2)标准物质称量引入的不确定度: 电子天平的检定

证书提供的允许误差为±0.01 mg, 按矩形分布, 3k  , 
标 准 物 质 称 量 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 为 : 

(3.2) 0.01 / ( 3)U m  , 见表 3。 

表 2  标准物质纯度的相对标准不确定度 
Table 2  Standard uncertainty of purity 

标准物质 p 纯度/% u 不确定度/% U(3.1) 

土霉素 96.02 1.68 0.0101 

四环素 94.23 1.40 0.00858 

金霉素 99.5 2.0 0.0116 

强力霉素 98.7 1.0 0.00585 

 
 

表 3  标准物质称量的相对标准不确定度 
Table 3  Standard uncertainty of weighting 

组分 称样量 m/mg U(3.2) 

土霉素 28.38 0.000203 

四环素 26.97 0.000214 

金霉素 25.76 0.000224 

强力霉素 27.87 0.000207 

 
(3)标准储备液定容产生的不确定度: 25 mL A 级容量

瓶允许误差为±0.03 mL, 按矩形分布, 3k  , 标准不确

定度为: (3.3) 0.03 / 3 0.0173U    mL, 实验室的温度变

化范围是(20±2) ℃, 甲醇的膨胀系数为 1.24×10-3, 标准不

确 定 度 为 : 3
(3.4) 25 2 1.24 10 / 3 0.0358U       mL, 

则 标 准 储 备 液 定 容 产 生 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为 : 

2 2 3
(3.5) 0.0173 0.0358 / 25 1.59 10U     。 

(4)标准中间液引入的不确定度: 1 mL A 级移液管的

允许误差为 ±0.008 mL, 移液管的标准不确定度为 : 

(3.6) 0.008 / 3 0.00462U    mL, 受温度影响的标准不确

定度为: 3
(3.7) 1 2 1.24 10 / 3 0.00143U       mL, 则移

液 管 的 相 对 合 成 标 准 不 确 定 度 为 : 

2 2
(3.8) 0.00462 0.00143 / 1 0.00484U    。10 mL 容量瓶

的 允 许 误 差 为 ±0.020 mL, 标 准 不 确 定 度 为 : 

(3.9) 0.020 / 3 0.0115U    mL, 水的膨胀系数为 2.1×10-4, 

温 度 影 响 的 标 准 不 确 定 度 为 : 
4

(3.10) 10 2 2.1 10 / 3 0.00242U       mL, 则容量瓶的

相 对 合 成 标 准 不 确 定 度 为 : 

2 2
(3.11) 0.0115 0.00242 / 10 0.00118U    。标准中间液产

生 的 相 对 合 成 标 准 不 确 定 度 为 : 

2 2 3
(3.12) 0.00484 0.00118 4.98 10U     。 

(5)标准工作曲线引入的不确定度: 分别移取 3.0、2.0、
1.0 、 0.5 mL 标 准 中 间 液 至 10 mL 容 量 瓶 , 用

EDTA-Mcllvaine 缓冲液定容, 移取 1.0 mL 10 μg/mL 组分, 
定容至 10 mL 容量瓶, 得到标准工作曲线。标准工作曲线
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的 相 对 合 成 标 准 不 确 定 度 为 : 
2 2 2

(3.13) 2 2

0.00290 2 0.00405 0.00290
0.0130

0.00809 5 0.00118
U

  
 

  
 

(6)标准曲线拟合引入的不确定度: 对标准工作溶液的 
5 个点分别测定 1 次, 得到相应的色谱峰面积, 采用最小二乘

法进行拟合 , 计算得出标准溶液峰面积的残差标准差

 
25

i i
1

( )

2

y ax b
s

n

 





(a: 校准曲线斜率; b: 校准曲线截距;  

n: 标曲测定次数; xi: 不同标准曲线浓度; yi: 不同浓度对应的

峰 面 积 ) 和 标 准 工 作 曲 线 拟 合 引 入 的 不 确 定 度

2

(3.14) 5
2

i
1

1 1 ( )

( )

s X xU
xa n p

x x


  


(p: 样品测定次数为 6 次, 

x : 校准曲线浓度平均值, X : 测得样品浓度平均值)具体

见表 5。 
对上述标准物质的各分量不确定度进行合成, 得到

相对合成标准不确定度, 详见表 6。 

 
表 4  标准曲线溶液配制引入的不确定度 

Table 4  Uncertainty introduced by standard solution preparation 
 

不确定

度来源 
项目 

A 级 2 mL 单标

线移液管 
A 级 1 mL 单标线

移液管 
A 级 5 mL 单标线

移液管 
A 级 1 mL 单标线

移液管 
A 级 10 mL 单标

线容量瓶 

刻度 
误差 

允许误差/mL ±0.010 ±0.007 ±0.015 ±0.007 ±0.020 

移取体积/mL 2 1 3 0.5 10 

不确定度 0.00577 0.00404 0.00866 0.00404 0.0115 

温度 
误差 

温度误差/℃ ±2 ±2 ±2 ±2 ±2 

膨胀系数/℃-1 2.1×10-4 2.1×10-4 2.1×10-4 2.1×10-4 2.1×10-4 

不确定度 0.000485 0.000242 0.000727 0.000242 0.00242 

相对不确定度 0.00290 0.00405 0.00290 0.00809 0.00118 

使用次数 1 2 1 1 5 

 
表 5  标准曲线 

Table 5  Standard curve 

组分 线性回归方程 相关系数 r2 s U(3.14)

土霉素 Y=12.28X+4.78 0.994 5.611 0.0216

四环素 Y=12.08X+6.06 0.996 4.614 0.0194

金霉素 Y=5.19X+2.25 0.995 2.185 0.0208

强力霉素 Y=7.53X+2.04 0.993 3.630 0.0176

 
3.2.4  回收率引入的不确定度 

样品前处理方法较为复杂, 包含提取、净化、洗脱、

浓缩等过程, 实验采用空白样品中添加标准品, 加标水平

为 1 mg/kg, 共平行加标 6 份, 测得各组分的回收率, 计

算相对标准著性检验分析
rel(4)

100% R
t

U


 , 土霉素 t=5.383, 

四环素 t=7.679, 金霉素 t=6.557, 强力霉素 t=2.804, 当自

由度 f=4 时, 查 t 临界值分布表, t(0.05,4)=2.776, 故回收

率与 100%具有显著性, 因此, 应考虑平均回收率引入的

不确定不确定度: rel(4) 6
sU

r



, 见表 7。对回收率进行

显度。 

 
表 6  标准物质的相对标准不确定度 

Table 6  Relative standard uncertainty of standard substance 

组分 纯度 U(3.1) 
称量 
U(3.2) 

储备液定容 
U(3.5) 

标准中间液制

备 U(3.12) 
标准工作曲线

U(3.13) 
标准曲线拟合

U(3.14) 
相对合成标准不确

定度 Urel(3) 

土霉素 0.0101 0.000203 0.00159 0.00498 0.0130 0.0216 0.0276 

四环素 0.00858 0.000214 0.00159 0.00498 0.0130 0.0194 0.0254 

金霉素 0.0116 0.000224 0.00159 0.00498 0.0130 0.0208 0.0276 

强力霉素 0.00585 0.000207 0.00159 0.00498 0.0130 0.0176 0.0232 
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3.2.5  随机效应引入的不确定度 
对加标样品重复测定 6 次, 计算随机效应引入的相对

不确定度: rel(5) /U s r , 见表 8。 

3.3  合成标准不确定度评定 

由上述各相对不确定度合成牛奶中四环素类兽药残

留 含 量 的 相 对 标 准 不 确 定 度 , 见 表 9 。

2 2 2 2 2
rel rel(1) rel(2) rel(2) rel(4) rel(5)U U U U U U     。 

高效液相色谱法测定牛奶中四环素类兽药含量测定

结 果 表 示 为 : 土 霉 素 (0.939±0.078) mg/kg, 四 环 素

(0.825±0.073) mg/kg, 金霉素(0.838±0.081) mg/kg, 强力霉

素(0.900±0.078) mg/kg, k=2。 

4  结  论 

高效液相色谱法测定牛奶中 4 种四环素兽药残留量

的不确定度主要来源于实验过程中标准溶液的配制、拟合

以及样品的回收率。因此, 在实际检测工作中可以通过选

择纯度更高的标准物质、简化标准溶液的配制步骤、选择

精度更高的玻璃仪器、改进实验方法的回收率等途径来提

高检测结果的准确性。 
 

表 7  样品回收率 
Table 7  Sample recovery 

组分 
回收率% 

平均回收率 r/% 标准偏差 s/% 
相对标准 

不确定度 Urel(4) 
1 2 3 4 5 6 

土霉素 93.57 81.29 82.06 90.27 85.64. 86.07 86.65 5.27 0.0248 

四环素 90.67 81.84 81.71 89.65 87.02 84.35 85.87 3.86 0.0184 

金霉素 86.27 75.82 75.30 88.77 82.54 83.92 82.10 5.50 0.0273 

强力霉素 96.81 87.17 86.87 101.73 85.26 93.22 91.84 6.55 0.0291 

 
表 8  样品数据 

Table 8  Sample results 

组分 
浓度/(μg/mL) 平均浓度

r/(μg/mL) 
标准偏差 s/% 

相对标准 
不确定度 Urel(5)1 2 3 4 5 6 

土霉素 1.889 1.856 1.874 1.873 1.893 1.882 1.878 0.0133 0.00708 

四环素 1.645 1.664 1.652 1.663 1.630 1.648 1.650 0.0126 0.00764 

金霉素 1.683 1.653 1.692 1.673 1.680 1.673 1.676 0.0132 0.00788 

强力霉素 1.813 1.792 1.804 1.789 1.82 1.785 1.801 0.0141 0.00783 

 
表 9  相对标准不确定度 

Table 9  Relative standard uncertainty 

组分 
相对不确定度 相对标准不确定度

Urel(4) 
扩展不确定度

/(mg/kg) Urel(1) Urel(2) Urel(3) Urel(4) Urel(5) 

土霉素 0.0000115 0.00934 0.0276 0.0248 0.00708 0.0389 0.0778 

四环素 0.0000115 0.00934 0.0254 0.0184 0.00764 0.0366 0.0732 

金霉素 0.0000115 0.00934 0.0276 0.0273 0.00788 0.0407 0.0814 

强力霉素 0.0000115 0.00934 0.0232 0.0291 0.00783 0.0392 0.0784 
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