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高效液相色谱法测定鸡肉中噁喹酸残留量的

测量不确定度评定

林小莉，董艳峰，于静泉

(哈尔滨市兽药饲料监察所，黑龙江 哈尔滨      150070)

摘   要：运用测量不确定度的基本方法和程序，建立高效液相色谱法测定鸡肉中噁喹酸残留量的测量不确定度评定

的数学模型，对测量过程中的不确定度来源进行逐项分析和合成，得出高效液相色谱法测定鸡肉中噁喹酸残留量的

不确定度结果，当求得鸡肉中噁喹酸的残留量为 78.0μg/kg 时，扩展不确定度为 3.5μg/kg。
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Abstract ：Based on the basic method and procedure for assessment of uncertainty, a mathematical model was established to

assess the uncertainty of HPLC analysis of oxolinic acid residue in chicken. Factors contributing to the uncertainty were investigated

by termwise analyzing and synthesizing the sources. The oxolinic acid residue in test portion of chicken was 78.0 μg/kg, and the

expanded uncertainty was calculated as being 3.5μg/kg.
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测量不确定度是表征合理地赋予被测量之值的分散

性，是与测量结果相联系的参数[1]。测量结果的可用性

很大程度上取决于其不确定度的大小，测量结果必须附

有不确定度说明才是完整并有意义的[2]。中国合格评定

国家认可委员会已明确提出要求实验室采用测量不确定

度描述测量结果质量[2]。本实验拟运用测量不确定度的

基本方法和程序，分析高效液相色谱法测定鸡肉中噁喹

酸残留量的测量不确定度的各种因素，以期建立数学模

型，并合成计算不确定度。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

鸡肉样品    中国兽医药品监察所。

噁喹酸对照品(纯度 99.0 %)    中国兽医药品监察所；

乙腈为色谱纯；其他试剂均为分析纯。

Breeze 型高效液相色谱仪(1525 泵，474 荧光检测

器，717 自动进样器)    美国 Waters 公司；AB265-S 型

分析天平    瑞士 Mettler 公司；AR2140 型分析天平    梅
特勒 -托利多仪器(上海)有限公司制造；T18型匀浆机    德
国 IKA 公司；固相萃取柱 C18(100mg/ml)    Varian 公司。

1.2 噁喹酸的残留检测方法

采用农业部中国兽医药品监察所组织的实验室间比

对所采用的方法：动物源食品中噁喹酸的残留检测方法

——高效液相色谱法[3 ]。

1.3 样品测定

取鸡肌肉组织样品搅碎，准确称取 2.00g后，置 30ml
匀浆杯中，加磷酸盐缓冲溶液 10.0ml，10000r/min 匀浆

1min。匀浆液转入离心管，中速振荡 5min，8000r/min
离心 10min，取上清液。用磷酸盐缓冲溶液 10.0ml 洗刀

头及匀浆杯，转入 5 0 m l 离心管，洗残渣，搅匀，中

速振荡 5min，8000r/min 离心 10min。合并两次上清液，

混匀，备用。

固相萃取柱依次用甲醇、水各 2 m l 预洗。预洗完

毕后取备用液 5.0ml 过柱，用水 1ml 淋洗，挤干。用流
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玻璃量具 最大允许误差(ml) 标准不确定度(ml)
50ml 容量瓶 A 级(使用 4 次) ± 0.05 u1(Vs/50)=0.0289

0.5ml 刻度吸管 A 级 ± 0.005 u1(Vs/0.5)=0.00289
5ml 刻度吸管 A 级(吸 5ml) ± 0.025 u1(Vs/5)=0.0144

5ml 刻度吸管 A 级(吸 2.5ml) ± 0.025 u1(Vs/2.5)=0.0144

表1   量器校准引起的标准不确定度

Table 1   Standard uncertainty caused by calibration of measuring
vessels during the preparation of oxolinic acid standard solution

玻璃量具 人员读数不准确性(ml) 标准不确定度(ml)
50ml 容量瓶 A 级(使用 4 次) 0.5 u2(VS/50)=0.204

0.5ml 刻度吸管 A 级 0.005 u2(VS/0.5)=0.00204
5ml 刻度吸管 A 级(吸 5ml) 0.05 u2(VS/5)=0.0204

5ml 刻度吸管 A 级(吸 2.5ml) 0.05 u2(VS/2.5)=0.0204

表2   人员读数引起的标准不确定度

Table 2   Standard uncertainty caused by personnel numerical
reading during the preparation of oxolinic acid standard solution

玻璃量具 标准不确定度(ml) 相对标准不确定度

50ml 容量瓶 A 级(使用 4次) 0.02892+0.2042  =0.206 urel(VS/50) = 0.00412
0.5ml 刻度吸管 0.002892+0.002042  =0.00354 urel(VS/0.5) = 0.00708

5ml刻度吸管A级(吸 5 ml) 0.01442+0.02042  =0.0250 urel(VS/5) = 0.0050
5ml刻度吸管A级(吸 2.5 ml) 0.01442+0.02042  =0.0250 urel(VS/2.5) = 0.010

表3  定容稀释引起的相对标准不确定度

Table 3   Standard uncertainty caused by constant volume dilution
during the preparation of oxolinic acid standard solution

动相 2.0ml 洗脱，挤干，收集洗脱液，摇匀，经 0.45μm
微孔滤膜过滤后作为试样溶液，上机测定。

空白试样、阳性添加试样提取和净化采用相同方法

操作，采用保留时间定性外标法以峰面积计算定量。

1.4 对照品溶液的制备

准备称取噁喹酸对照品 49.92mg，置 50ml 量瓶中，

加 0.03mol/L 氢氧化钠溶液稀释，配制成 998.4μg/ml 的
标准储备液。精密量取 0.5ml，置 50ml 量瓶中，用乙

腈稀释，再精密量取 5ml 置 50ml 量瓶中，用乙腈稀释，

即得 0.9984μg/ml 的噁喹酸标准工作液。精密量取 2.5ml
置于 5 0 m l 容量瓶中，用流动相稀释至刻度，制得

49.92ng/ml 的噁喹酸对照溶液。

1.5 液相色谱条件

色谱柱：C18 柱(150mm × 4.6mm，5μm)；流动相：

0.02mol/L 磷酸溶液 - 乙腈 - 四氢呋喃(69:16:15，V/V)；流

速：0 . 8 m l / m i n；柱温：室温；荧光检测器；检测波

长：激发波长 325nm；发射波长 369nm；进样量 20μl。
1.6 定量数学模型

         ACSVlV3

X= —————

           ASV2m

式中：X 为供试品中噁喹酸的残留量(μg /kg)；C S

为对照品的浓度(ng/ml)；A 为供试品的峰面积；A s 为对

照品的峰面积；V 1 为提取用磷酸盐缓冲液的总体积

(ml)；V2 为过 C18 固相萃取柱所用上清液体积(ml)；V3 为

洗脱液总体积(ml)； m 为供试品的称样量(g)。
1.7 测量不确定度的来源分析

从检测过程和数学模型分析，高效液相色谱法测定

鸡肉中噁喹酸残留量的测量不确定度主要来源于对照品

溶液的浓度、样品的峰面积、对照品的峰面积、样品

称量、测量重复性、定容体积、样品处理操作过程的

差异等几个方面 [ 4 ]。

2 结果与分析

2.1 对照品的浓度 CS 引起的标准不确定度 u(CS)
对照品的浓度标准不确定度 u(CS)来源于对照品的称

量，对照品溶液配制过程中的定容、稀释等，需分别

评定各不确定度分量后合成(对照品的品质证书未提供不

确定度，根据经验，对照品纯度代入的不确定度分量

较小，暂不考虑 ) 。

2.1.1 对照品的称量引起的标准不确定度 u(mS)
精密称取噁喹酸对照品 49.92mg，根据电子天平检

定证书，0 ≤ m ≤ 5g 天平最大允许误差为± 0.03mg，按

均匀分布考虑 [ 4 ]，则得：

               0.03
u1(mS)= —— =0.0173mg
                3

重复性误差为± 0 . 05mg，则得：

               0.05
u2(mS)= —— =0.0289mg
                3

天平校准的标准不确定度为：

u(mS)=  [u1(mS)]2+[u2(mS)]2 =0.0337
相对不确定度：

                u(ms)
urel(mS)=———=0.000675
                   ms

2.1.2 对照品溶液配制过程中定容稀释引起的标准不确

定度 u(VS)

2.1.2.1 对照品溶液配制过程中量器校准引起的标准不

确定度 u1(VS)
对照品溶液的配制过程中使用了一系列玻璃量器，

根据检定规程[5]，均有相应的最大允许误差，按均匀分

布考虑 k= 3，分别计算标准不确定度(表 1)。

2.1.2.2 对照品溶液配制过程中人员读数引起的标准不

确定度 u2(VS)
根据《化学分析中不确定度评估指南》中有关数

据[6]，人员读数允许有 1% 的不确定性即 0.01V S，按三

角分布考虑 k= 6[4]，分别计算标准不确定度(表 2)。

2.1.2.3 对照品溶液配制过程中定容稀释引起的相对标

准不确定度 urel(VS)(表 3)
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玻璃量器 最大允许误差(ml) 标准不确定度(ml)
10 ml 刻度吸管 A 级(使用 2 次) ± 0.05 u1(V1)=0.0289

5 ml 刻度吸管 A 级 ± 0.025 u1(V2)=0.0144
2 ml 刻度吸管 A 级 ± 0.012 u1(V3)=0.00693

表4  样品提取、净化、洗脱过程中量器校准引起的标准不确定度

Table 4    Standard uncertainty caused by calibration of measuring
vessels in the processes of sample extraction, purification and elution

玻璃量器 人员读数不准确性(ml) 标准不确定度(ml)
10ml 刻度吸管 A 级(使用 2 次) 0.1 u2(V1)=0.0408

5ml 刻度吸管 A 级 0.05 u2(V2)=0.0204
2ml 刻度吸管 A 级 0.02 u2(V3)=0.00816

表5   人员读数引起的标准不确定度

Table 5   Standard uncertainty caused by personnel numerical
reading in the processes of sample extraction, purification and elution

玻璃量器 标准不确定度(ml) 相对标准不确定度

10 ml刻度吸管 A级(使用 2次) 0.02892+0.04082  =0.050 urel(V1) = 0.0050
5 ml 刻度吸管 A 级 0.01442+0.02042  =0.0250 urel(V2) = 0.0050
2 ml 刻度吸管 A 级 0.006932+0.008162  =0.0107 urel(V3) = 0.00535

表6   体积 V 引起的相对标准不确定度

Table 6   Standard uncertainty caused by volume measurement in
the processes of sample extraction, purification and elution

供试品编号 测定结果(μg/g) 平均值(μg/g) 极差(μg/g)
1 77.56

78.0 0.88
2 78.44

表7   测定结果

Table 7   Residue level of oxolinic acid in chicken sample
analyzed by the HPLC method adopted in this study

回收率实验编号 加标量(ng/g) 实测值(ng/g) 回收率(%) 平均值(%) 极差(%)
1

199.7
193.8 97.0

97.3 0.6
2 194.9 97.6

表8  加标回收率测定结果

Table 8   Recovery for oxolinic acid in spiked blank chicken sample

2.1.3 对照品浓度 Cs 引起的相对标准不确定度[urel(Cs)]
urel(mS)、urel(VS/50)、urel(VS/0.5)、urel(VS/5)、urel(VS/2.5)

互相独立不相关，故对照品的浓度 CS 引起的相对标准不

确定度为：

       u(CS)
urel(CS)= ——— =  [urel(mS)]2 ＋[urel(VS/50)]2 × 4+[urel(VS/0.5)]2 ＋

                   CS

  [urel(VS/5)]2+[urel(VS/2.5)]2

=    0.0006752+0.004122×4+0.007082+0.00502+0.0102=0.0156
2.2 供试品的峰面积 A 引起的标准不确定度 u(A)

供试品的峰面积标准不确定度 u(A)主要来源于高效

液相色谱仪的定量重复性。根据高效液相色谱仪的检定

证书给出的定量重复性为 1.2%，按矩形分布 k= 3[4]，则

相对不确定度为：

               1.2%
urel(A)= ——— =0.00693
                 3

2.3 对照品的峰面积 AS 引起的标准不确定度 u(AS)
按 2.2同法分析，可得其相对不确定度 urel(AS)=0.00693

2.4 样品提取、净化、洗脱过程中体积 V 引起的标准

不确定度 u(V)及相对标准不确定度 urel(V)。

2.4.1 量器校准引起的标准不确定度 u1(V)
样品提取、净化、洗脱过程中使用了一系列玻璃

量器，根据检定规程 [ 5 ]，均有最大允差，按均匀分布

考虑 k= 3，分别计算标准不确定度(表 4)。

2.5 供试品的称样量 m 引起的标准不确定度 u(m)
称取供试品 2.00g，根据电子天平检定证书，天平

最大允许误差为± 0 . 0 0 1 g。按均匀分布考虑，则得：

              0.001
u1(m)= ——— =0.000577g
                3

重复性误差和四角误差为± 0.002g，则

              0.002
u2(m)= ——— =0.00115g
                3

天平校准的标准不确定度和相对标准不确定度为：

u(m)= [u1(m)]2+[u2(m)]2 × 2= 0.00173g；
              u(m)      0.00173
urel(m)= —— = ———— =0.000865
               m             2.00

2.6 供试品测量重复性引起的标准不确定度 u(X)
称取供试品二份，分别测定，测定结果见表 7 。

因测定次数较少，采用极差法 [ 1 ]计算得：

                          0.88
urel(X)= ———————— =0.00706
                1.13×2×78.0

2.4.2 人员读数引起的标准不确定度 u2(V)
按 2.1.2.2 节中同法分析，可得标准不确定度(表 5)。

2.4.3 样品提取、净化、洗脱过程中体积 V 引起的相

对标准不确定度

由表 6可得：urel(V)=  [urel(V1)]2 × 2+[urel(V2)]2+[urel(V2)]2

=   0.00502×2+0.00502+0.005352=0.0102

2.7 由加标回收率引起的标准不确定度 u(R)
样品的提取、净化、洗脱是一个非常复杂的过

程，难以评定，采用在空白样品中添加回收实验的方

法。回收率实验采用称取二份空白样品添加，分别测

定，测定结果( 表 8 ) 。
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因测定次数较少，采用极差法计算得：

                        0.6%
urel(R)= ———————— =0.00386
             1.13× 2× 97.3%

2.8 合成标准不确定度及扩展不确定度

相对合成标准不确定度为：

  u(X)
———＝   [urel(CS)]2+[urel(A)]2+[urel(AS)]2+[urel(V)]2+[urel(m)]2+[urel(X)]2+[urel(R)]2

     X

＝  0.01562+0.006932+0.006932+0.01022+0.0008652+0.007062+ 0.003862

＝ 0.0226

实验所得鸡肉中噁喹酸的残留量为 78.0μg/kg，则

测量结果的合成标准不确定度为：u(X)=78.0 × 0.0226 ＝

1.76μg/kg；取包含因子 k=2，则测量结果的扩展不确

定度为：U=2u(X)=2 × 1.76=3.5μg/kg。
2.9 测量结果表示

鸡肉中噁喹酸的残留量可表示为(78.0 ± 3.5)μg/kg，
k ＝2 。

3 结  论

通过对 HPLC 法测定鸡肉中噁喹酸残留量的测量不

确定度的分析评定，可以看出影响测量结果的不确定度

分量主要是由对照品的浓度以及样品提取、净化、洗

脱过程中体积，因此测定过程中，对这二方面应给予

足够的重视，从而保证检测结果的准确度和置信度。
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