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高效液相色谱-串联质谱法测定甘草中 
赭曲霉毒素 A的不确定度评定 

胡  玲 1, 2, 马  侦 1, 王如坤 1, 贾江钢 1, 康传志 3, 杨  健 3* 
(1. 宁波海关技术中心, 宁波  315000; 2. 宁波检验检疫科学技术研究院, 宁波  315000;  

3. 中国中医科学院中药资源中心道地药材国家重点实验室培育基地, 北京  100700) 

摘   要 : 目的   评定高效液相色谱 -串联质谱法 (high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, HPLC-MS/MS)测定甘草中赭曲霉毒素 A(ochratoxin A, OTA)的不确定度。方法   采用

HPLC-MS/MS 法, 以 13C-稳定同位素标记的 OTA 为内标, 测定甘草中 OTA 含量; 建立数学模型, 对测量重复

性、标准曲线、样品前处理等不确定度来源进行分析和评定, 得出合成标准不确定度和扩展不确定度。结果  

当甘草中 OTA 的含量为 7.59 μg/kg 时, 其扩展不确定度为 0.50 μg/kg(k=2)。结论  该方法测定甘草中 OTA 含

量的不确定度总体较小, 测量不确定度的主要来源为标准曲线拟合, 其次为测量重复性和标准曲线溶液配制, 

需要在实际操作过程中进行注意。 
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Uncertainty evaluation for the determination of ochratoxin A in licorice by 
high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

HU Ling1,2, MA Zhen1, WANG Ru-Kun1, JIA Jiang-Gang1, KANG Chuan-Zhi3, YANG Jian3* 
(1. Ningbo Customs Technical Center, Ningbo 315000, China; 2. Ningbo Academy of Inspection and Quarantine, 

Ningbo 315000, China; 3. National Resource Center for Chinese Materia Medica, China Academy of 
Chinese Medical Sciences, Beijing 100700, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty for the determination of ochratoxin A (OTA) by high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC–MS/MS). Methods  The concentration of 

OTA in licorice was determined by HPLC-MS/MS, using 13C-stable isotope labeled OTA as internal standard. 

Mathematical model was established to analyze and evaluate the sources of uncertainty such as measurement 

repeatability, standard curve, sample pretreatment, and the combined standard uncertainty and expanded uncertainty 

were determined. Results  When the concentration of OTA in licorice was 7.59 μg/kg, its expanded uncertainty was 

0.50 μg/kg (k=2). Conclusion  The overall uncertainty of the method is low, and the main source of uncertainty 

results is from standard curve fitting, followed by measurement repeatability and standard curve solution preparation, 

which needs to be paid attention to in the actual operation process. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; licorice; ochratoxin A; uncertainty 
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1  引  言 

甘草为多年生草本植物甘草 (Glycyrrhiza uralensis 
Fisch.)、胀果甘草 (Glycyrrhizainflata Bat.) 和光果甘草

(Glycyrrhiza glabra L.)的干燥根和根茎, 是一味常用药食

同源类中药材, 具有清热解毒、去痰止咳、抗菌、抗病毒、

抗炎症、降糖等功效[1-3]。除了药用之外, 甘草还被广泛用

于糖果、饮料等食品中[4]。 
甘草主要产于我国干旱、半干旱荒漠草原地区[5], 由

于产地气候环境干燥, 发霉情况较少, 但其在加工、运输

和储存期间 , 则容易受到曲霉属 (Aspergillus)、青霉属

(Penicillium)等真菌的污染[6], 进而可能产生多种对人体有

害的真菌毒素, 其中, 甘草中的赭曲霉毒素 A(ochratoxin 
A,OTA)近年来已引起了国内外的广泛关注, 在我国、西班

牙、意大利等国的甘草及其制品中均有检出[7-9]。OTA 的

毒性包括肾毒、免疫系统毒性、致癌、致畸等[9,10], 被国际

癌症研究机构(International Agency for Research on Cancer, 
IARC)列为2B类致癌物[11], 欧盟对甘草及其提取物制定了

限量标准[9], 规定甘草中 OTA 的含量不得超过 20 g/kg [12]。 
目前国内外常用的 OTA 检测方法有高效液相色谱法

[13](high performance liquid chromatography, HPLC)、高效液

相色谱 -串联质谱法 [14](HPLC-tandem mass spectrometry, 
HPLC-MS/MS)和酶联免疫吸附测定法[15]等, 但关于测量

不确定度的文献报道很少见。邵亮亮等[16]评定了 HPLC 法

测定粮食中 OTA 含量的不确定度, 而有关 HPLC-MS/MS
法的不确定度则未见报道。由于甘草的基质成分较谷物等

粮食更为复杂, 给准确测定其中的微量成分OTA带来了一

定的难度, 为了评价检测方法的可靠性, 有必要进行相关

不确定度的考察。本研究采用灵敏度和准确度较高的

HPLC-MS/MS 法 测 定 甘 草 中 OTA 含 量 , 并 根 据

CNAS-GL006:2019《化学分析中不确定度的评估指南》[17]

和 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[18], 对测

量不确定度来源进行分析, 评定测量不确定度, 以期为评

价测量方法和结果的可靠性提供科学依据, 为甘草的相关

检测工作提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

LC-30AD 高效液相色谱仪 (日本岛津公司 ); AB 

SciexQtrap 5500 质谱仪(美国 AB Sciex 公司); N-Evap 
112 氮吹仪(美国 Organomation 公司); Sorvall ST 40R 离

心机(美国 Thermo 公司); Mettler Toledo MS205DU 万分

之一天平(瑞士梅特勒-托利多公司); Multi Reax 振荡器

(德国 Heidolph 公司); Milli-Q 超纯水仪(美国 Millipore
公司)。 

OTA 和 [13C20]-OTA 标准物质、OTA 免疫亲和柱

(immunoaffinity column, IAC)(10 μg/mL, 奥地利 Romer 
Labs 公司); 甲醇、甲酸(色谱纯, 美国 Tedia 公司); 磷酸盐

缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)(pH 7.2, 德国默克

公司); 0.22 μm 尼龙滤膜(北京迪马公司); 实验用水为

Milli-Q 超纯水。 
甘草样品购于中药店。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理 
甘草样品用粉碎机粉碎后, 过 60 目筛。用万分之一

天平称取 5.0 g(精确至 0.001 g)样品粉末, 加入 20 mL 甲醇

-水(80:20, V/V)溶液, 振荡提取 30 min, 5000 r/min 离心   
5 min, 取 4 mL 上清, 加入 1 ng [13C20]-OTA(100 μL×10 ng/mL), 
用 12 mL PBS 稀释后过 IAC 柱, 以 2×10 mL PBS 冲洗, 用
3 mL 甲醇洗脱 OTA, 收集洗脱液, 用氮气吹至约 0.5 mL, 
过 0.22 μm 滤膜, 上机测试。 
2.2.2  仪器条件 

液相色谱条件 : 安捷伦 Eclipse XDB-C8 色谱柱 
(4.6 mm×150 mm, 5 μm); 柱温 40 ℃; 流动相: 0.1%甲酸

水溶液(A)-甲醇(B); 流速: 0.8 mL/min, 进样量 5 μL。梯

度洗脱程序: 0~2.5 min, 40% B; 2.5~6.0 min, 40%~100% 
B; 6.0~8.0 min, 100% B; 8.0~9.0 min, 100%~40%B; 
9.0~10.0 min, 40% B。 

质谱条件: 电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)离
子源 , 正离子扫描 , 多反应监测 (multi-reaction monitor, 
MRM)模式, 监测离子参数见表 1。 
2.2.3  标准曲线绘制 

用移液枪和容量瓶配制 OTA 标准物质储备溶液和工

作溶液(稀释用溶剂为甲醇), 并配制 OTA:[13C20]-OTA浓度

比分别为 1:10、1:5、1:2、1:1、2:1、5:1、10:1 的系列标准

溶液, 上机测试后, 以OTA与内标的峰面积比值对OTA与

内标的浓度比值绘制标准曲线, 采用最小二乘法进行线性

拟合, 获得线性回归方程。 
 

表 1  赭曲霉毒素 A 及内标的质谱参数 
Table 1  MS parameters of ochratoxin A and its internal standard 

待测物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压/V 碰撞能量/eV 

OTA 404 239*, 221 70, 70 31, 50 

[13C20]-OTA 424 250* 145 31 

*定量离子 
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3  结果与分析 

3.1  数学模型 

甘草样品中 OTA 的含量 x 计算公式为:  𝑥 =  𝑟 × 𝑛 × 𝑉ଵ × 1000𝑉ଶ × 𝑚 × 1000  

式中,  
x 试样中 OTA 的含量, g/kg;  
r 进样溶液中 OTA 与内标的浓度比值, 根据标准曲线

得出;  
n 免疫亲和柱净化前加入的内标量, ng;  
V1–试样提取液体积, mL;  
V2 –用于免疫亲和柱净化的试样上清液体积, mL;  
m –试样的称样量, g;  
1000 –换算系数。 

3.2  不确定度来源分析 

通过对测量过程和含量计算公式的分析可知, 甘草

样品中 OTA 含量测定的不确定度主要有以下来源:  
测量重复性引入的不确定度;  
标准曲线引入的不确定度, 包括: 标准物质引入的不

确定度, 标准曲线溶液配制过程引入的不确定度, 标准曲

线拟合引入的不确定度;  
样品前处理过程引入的不确定度, 包括: 样品称量引

入的不确定度, 量取提取液引入的不确定度, 添加内标引

入的不确定度。 

3.3  不确定度分量的量化 

3.3.1  重复性引入的不确定度 
对同一甘草样品按照 2.2 中的步骤进行 10 次重复性

测定, 测定值分别为 7.946、7.299、7.898、7.321、7.867、
7.966、7.279、7.045、8.071、7.211 g/kg, 平均值 𝑥̅为 :   
7.590 g/kg。将结果代入下式计算标准偏差:  

𝑠 = ඨ∑ 𝑥୧ − 𝑥̅௡௜ୀଵ𝑛 − 1  

式中 n=10, 得 s = 0.390 g/kg, 则测量重复性引入的相对

不确定度为:  

𝑢୰ୣ୪(1) = ௦௫̅×√ଵ଴ = 0.01625。 

3.3.2  标准曲线引入的不确定度 
(1) 标准物质溶液引入的不确定度 
OTA 标准物质证书给出的标准值为 10.05 g/mL, 扩

展不确定度为 0.08 g/mL(k=2), 则由 OTA 标准物质引入

的相对不确定度为:  𝑢rel(2) = ଴.଴଼ଶ×ଵ଴.଴ହ = 0.00398。 

(2)标准曲线溶液配制引入的不确定度 
标准曲线配制过程的不确定度主要来源于量具自身

的误差及溶剂在使用过程中因环境温度引起的体积变化。

该过程使用检定合格的 10 mL 容量瓶与计量合格的移液枪。

根据 JJG 196-2006 《常用玻璃量器》[19]检定规程的规定, 
10 mL容量瓶(A级)的容量允差为±0.02 mL, 由此引入的不

确定度根据 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》

按 B 类不确定度、采用均匀分布(k=√3)计算, 因此, 由容

量瓶允差引入的相对不确定度为
଴.଴ଶଵ଴×√ଷ = 1.15 × 10ିଷ。移液

枪的扩展不确定度由有效期内的校准证书给出, 100 μL(使

用体积 100 μL)、200 μL(使用体积 200 μL)、1 mL 移液枪(使
用体积 0.5 mL)、1 mL 移液枪(使用体积 1 mL)的扩展不确

定度 U(k=2)分别为: 0.15、0.5、0.5、1.5 μL, 由移液枪引入

的相对不确定度计算公式为: ௎௞×୚。量具在 20ºC 检定或校

准, 而实验室温度范围为(20±4) ºC, 查得甲醇的体积膨胀

系数为 1.2×10-3/ºC, 则由温度波动引入的相对不确定度为

(按均匀分布 k=√3): 𝑢୰ୣ୪ ቀ温度ቁ = ଵ.ଶ×10-3×ସ√ଷ = 2.77 × 10-3。
由标准曲线溶液配制过程引入的不确定度分量详见表 2, 
乘以使用次数合成后, 标准曲线溶液配制引入的相对不确

定度为:  

𝑢rel(3) = ඨ(12 × 2. 87ଶ + 2 × 3. 04ଶ + 2 × 2. 81ଶ+2. 87ଶ + 2 × 3. 00ଶ) × 10-3×2 = 0.01262。 

(3)标准曲线拟合引入的不确定度 
标准曲线采用最小二乘法进行线性拟合, 所得回归方程为: 
Y=2.7541X - 0.1526, 相关系数 r2=0.9957, 其中 Y 为 OTA 与

内标的峰面积比值, X 为 OTA 与内标的浓度比值。由此引

入的不确定度按以下公式计算: 
 

表 2  标准曲线溶液配制中引入的不确定度 
Table 2  Uncertainty introduced by standard curve solution preparation 

量具 使用体积 使用次数 urel(量具) urel(温度) 合成 urel 

100 μL 移液枪 100 μL 12 7.5 × 10ିସ 2.77 × 10-3 2.87 × 10-3 

200 μL 移液枪 200 μL 2 1.25 × 10ି3 2.77 × 10-3 3.04 × 10-3 

1 mL 移液枪 500 μL 2 5 × 10ିସ 2.77 × 10-3 2.81 × 10-3 

1 mL 移液枪 1 mL 1 7.5 × 10ିସ 2.77 × 10-3 2.87 × 10-3 

10 mL 容量瓶 10 mL 2 1.15 × 10ି3 2.77 × 10-3 3.00 × 10-3 
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𝑢 = 𝑠𝑎 ඨ1𝑃 + 1𝑛 + (𝑥଴ − 𝑥̅)ଶ∑ (𝑥୧ − 𝑥̅)ଶ௡௜ୀଵ  

式中, se 为残差的标准偏差, 计算公式为𝑠ୣ = ට∑ [௬౟ି௬ො౟]మ೙೔సభ௡ିଶ , 

其中 a 为标准曲线的斜率, b 为标准曲线的截距, yi 为 OTA
与内标的峰面积仪器响应值的比值; 𝑦ො为通过标准曲线拟

合所得的 OTA 与内标的峰面积比值, 𝑦ො୧ = 𝑎𝑥୧ + 𝑏; P 为样

品的平行测定次数, P=10; n 为标准曲线的数据点数, n=7; 
x0为样品中 OTA 与内标的浓度比值, 多次平行测定时取平

均值; 𝑥̅为标准曲线各点 OTA 与内标浓度比值的平均值。 
由标准曲线拟合引入的相对不确定度为:  

urel(4)=଴.଴ଽହଶ଴.ଷ଺ଷଵ ට ଵଵ଴ + ଵ଻ + 0.3014 × ଵ଻.ହଽ଴ = 0.02549。 

3.3.3  样品前处理过程引入的不确定度 
(1)样品称量引入的不确定度 
实验过程使用万分之一电子天平称量样品, 由此引

入的不确定度为 B 类不确定度, 该天平有效期内的校准证

书 显 示 : 试 验 载 荷 为 5.0 g 时 , 其 扩 展 不 确 定 度

U=0.00016 g(k=2)。 
因此, 由样品称量引入的相对不确定度为:  𝑢୰ୣ୪(5)  = ଴.଴଴଴ଵ଺ଶ×ହ.଴ = 1.6 × 10ିହ。 

(2)量取提取液引入的不确定度 
样品提取时使用 20 mL 移液管量取甲醇-水(80:20, 

V/V)提取溶液, 根据 JJG 196-2006《常用玻璃量器》检定规

程的规定, 20 mL 移液管(A 级)的容量允差为±0.03 mL, 由
此引入的不确定度按照均匀分布(k=√3)计算, 由移液管允

差引入的相对不确定度为
଴.଴ଷଶ଴×√ଷ = 8.66 × 10ିସ。样品提取后, 

用 5 mL 移液枪量取 4 mL 上清液过免疫亲和柱净化, 根据

该移液枪有效期内的校准证书提供的信息可知, 其扩展不

确定度 U=2.0 μL(k=2), 故由此引入的相对不确定度为ଶ.଴ସ଴଴଴×ଶ = 2.5 × 10ିସ。 
根据制造商提供的信息, 移液管校准温度为 20 ºC, 

而实验室温度为(20±4) ºC, 查得甲醇和水的体积膨胀系数

分别为 1.2×10-3 和 2.1×10-4/ºC, 则由温度波动引起的甲醇-
水 (80:20, V/V) 提 取 液 的 体 积 变 化 为

(1.2×10-3×0.8+2.1×10-4×0.2)×4×20=0.08 mL, 按均匀分布计

算 (k= √3 ), 则 由 温 度 变 化 引 入 的 相 对 不 确 定 度 为 : ଴.଴଼√ଷ×ଶ଴ = 0.00231。同理可得移液枪量取 4 mL 上清液时由

温度变化引入的相对不确定度为 0.00231。 
因此, 量取提取液引入的相对不确定度为:  𝑢୰ୣ୪(6)  = ට(8.66 × 10ିସ)ଶ + (2.5 × 10ିସ)ଶ+2 × 0.00231ଶ =0.00339。 

(3)添加内标引入的不确定度 
样 品 前 处 理 过 程 中 使 用 100 μL 移 液 枪 添 加

[13C20]-OTA 内标, 根据该移液枪有效期内的校准证书提供

的信息可知, 量取液体体积为 20 μL 时, 其扩展不确定度

U=0.08 μL(k=2)。因此, 添加内标引入的不确定度为:  𝑢୰ୣ୪(7)  = ଴.଴଼ଶ×ଶ଴ = 0.002。 

3.4  不确定度的合成 

3.3 中各种不同来源的不确定度分量相互独立, 故可

采用下式合成相对标准不确定度:  

2 2 2
7

2 2 5 2
rel rel

1 2 2

0.01625 0.00398 0.01262

( ) ( ) 0.02549 (1.6 10 )

0.00339 0.002
0.03323

i
i

u x u x 



  

    





  

合成标准不确定度为:  𝑢 = 𝑥̅ × 𝑢୰ୣ୪(𝑥) = 7.590 × 0.03323 = 0.25223。 
取 0.95 置信概率, 包含因子 k=2, 则扩展不确定度为:  𝑈 = 𝑘 × 𝑢 = 0.50447。 
甘草中的赭曲霉毒素 A 含量最终结果报告为:  

 = (7.59 ± 0.50) g/kg, k=2。 

4  结论与讨论 

本研究采用高效液相色谱-串联质谱法, 结合使用稳

定同位素内标及免疫亲和柱净化, 测定了甘草中的赭曲

霉毒素 A, 并对测量不确定度进行了分析和计算。结果表

明 , 该方法的总体不确定度较小 , 不确定度的主要来源

为标准曲线拟合, 其次为测量重复性和标准曲线溶液配

制, 而标准物质溶液、量取提取液和添加内标引入的不确

定度较小, 样品称量引入的不确定度则可以忽略不计。因

此, 实验过程需严格控制标准曲线校准和标准曲线溶液

配制过程, 并重视实验操作流程的标准化从而减小测量

重复性带来的偏差。 
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