
292  2019, Vol.40, No.10             食品科学	 ※安全检测

超高效液相色谱-串联质谱法测定豆芽中 
植物生长调节剂残留量的不确定度评定

李 静，张居舟*，余晓娟，刘 毅
（安徽省食品药品检验研究院，安徽 合肥 230051）

摘  要：对超高效液相色谱-串联质谱法测定豆芽中3 种植物生长调节剂残留量进行不确定度分析评定。根据JJF 
1059.1—2012《测量不确定度评定与表示》中有关规定，构建不确定度评定的数学模型，深度剖析不确定度的来

源，并对各分量加以量化和合成。评定结果表明，标准溶液配制和标准曲线拟合所产生的不确定度分量最大；当豆

芽中多效唑含量为5.9 μg/kg时，其扩展不确定度为0.6 μg/kg（k＝2）；吲哚乙酸含量为15.5 μg/kg时，其扩展不确定

度为2.3 μg/kg（k＝2）；吲哚丁酸含量为16.0 μg/kg时，其扩展不确定度为2.3 μg/kg（k＝2）。
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Abstract: The study was aimed at evaluation of the measurement uncertainty in the determination of three plant growth 
regulator residues in bean sprouts by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/

MS). According to Evaluation and Expression of Uncertainty of Measurement (JJF 1059.1-2012), a mathematical model 
of uncertainty evaluation was constructed, and the sources of uncertainty were analyzed in depth, and each component was 
quantified and synthesized. The results showed that the main sources of uncertainty arose from the preparation of standard 
solution and curve fitting. Furthermore, the expanded uncertainty was 0.6, 2.3 and 2.3 μg/kg for paclobutrazol, indole-3-acetic 
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豆芽因其烹饪方式不拘一格、营养丰富，且生产

不受节令变化、区域限制而成为老百姓喜爱的家常菜。

然而，一些不法商贩为牟取高额利润，在豆芽生产过程

中滥用人工合成化学植物生长调节剂，企图缩短豆芽生

长周期，提高发芽率，增加芽菜颜值等，以致“毒豆

芽”“问题豆芽”事件层出不穷[1-9]。添加的植物生长调
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节剂主要为多效唑、吲哚乙酸和吲哚丁酸等，长期食用

会影响人体内分泌和代谢平衡等[9-11]。为确保食用安全，

我国已明令禁止赤霉素等植物生长调节剂不再作为食品

加工助剂，而多效唑等植物生长调节剂则被列为农药范

畴，严格控制其残留量[12-13]。由于植物生长调节剂品种繁

多，化学性质和生物特性各异，残留水平较低，基质干

扰较为严重，为确保检测结果的准确性，须进行测量不

确定度的评定。目前仅有6-苄基腺嘌呤的非标准方法的

不确定度报道[14]，而多效唑等指定方法标准的不确定度

研究尚处于空白。

测量不确定度是表征合理地赋予被测量之值的分

散性，与测量结果相联系的参数，其数值的大小反映 

了测量结果质量的高低，并直接与检验结果的合格判定

相关[15-21]。本实验参照JJF 1059.1—2012《测量不确定度

评定与表示》[22]和JJF 1135—2005《化学分析测量不确定

度评定》[23]，通过BJS 201703《豆芽中植物生长调节剂

的测定》[24]评定豆芽中多效唑、吲哚乙酸和吲哚丁酸3 种
植物生长调节剂残留量检测的不确定度，以期为实验室

质量控制提供科学、准确、可信的依据，同时为测量其

他植物生长调节剂残留量的不确定度评定提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

豆芽 市购。

吲哚乙酸标准溶液（100 μg/mL）、吲哚丁酸标准

溶液（100 μg/mL）、多效唑标准溶液（100 μg/mL）  
上海市农药研究所。

1290-6495型超高效液相色谱-串联质谱仪 美国

Agilent公司；移液器 美国Gilson公司；XS4002S型电

子天平 瑞士梅特勒公司。

其余试剂、材料和设备参见BJS 201703的要求。

1.2 方法

1.2.1 样品前处理

按照BJS 201703的要求提取后，取上层乙腈溶液

5 mL置于QuEChERS离心管（含300 mg无水硫酸镁和

100 mg C18）中，涡旋2 min，以14 000 r/min离心5 min，
精密移取4 mL上清液于离心管中，于45 ℃水浴中氮吹

至近干，用甲醇定容至1 mL，涡旋混匀，离心5 min，
0.22 μm有机相滤膜过滤后，供UPLC-MS/MS测定。

1.2.2 超高效液相色谱条件

色谱柱：Agilent Eclipse Plus C18 RRHD（2.1 mm× 

50 mm，1.8 μm）；进样量：5 μL；流速：0.3 mL/min；

柱温：40 ℃；流动相：A为0.1%甲酸溶液，B为乙腈； 

梯度洗脱程序：0～1 min，维持10% B；1～3 min，

10% B线性变至60% B；3～5 min，60% B线性变至

90% B；5～7 min，维持90% B；7～7.1 min，线性变至

10% B。

1.2.3 质谱条件

离子源：电喷雾离子源，正离子模式扫描；多反应

监测；毛细管电压3 000 V；干燥气温度230 ℃；干燥气

流速18 L/min；鞘气温度320 ℃；鞘气流速12 L/min；喷

嘴电压500 V；雾化气压力30 psi。主要质谱参数见表1。

表 1 3 种植物生长调节剂的主要质谱参数

Table 1 Main mass spectrometric parameters for three plant  

growth regulators

化合物
保留

时间/min
母离子
（m/z）

子离子
（m/z）

驻留
时间/ms

碎裂
电压/V

碰撞
能量/eV

吲哚乙酸 2.863 176.1 130.0*
103.1 45 380 15

35

吲哚丁酸 3.815 204.1
186.0*
130.0
144.0

45 380
15
20
35

多效唑 5.001 294.2 70.1*
125.0 45 380 20

35

注：*.定量离子。

1.2.4 数学模型的建立

按照BJS 201703的测定方法及结果计算，待测物的

含量按（1）式计算：

C V f
mX  （1）

式中：X为试样中待测组分的含量/（μg/kg）；C为

从标准工作曲线中读出的试样溶液中待测组分的质量浓

度/（μg/L）；V为试样溶液最终定容体积/mL；f为试样制

备过程中的稀释倍数，本方法中为5；m为称样量/g。
标准工作曲线由最小二乘法进行线性拟合而成，外

标法定量，并根据标准工作曲线以峰面积计算得到待测

组分的质量浓度。标准溶液配制、体积量取等影响不确

定度的相关因素之间采取多元回归分析，确定多个变量

的因果关系，建立预测的数学模型。

2 结果与分析

2.1 不确定度的来源分析

X

图 1 3 种植物生长调节剂的不确定度来源

Fig. 1 Uncertainty sources for determination of three plant  

growth regulators
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根据本实验的测定过程，对豆芽中植物生长调节剂

残留量的测定结果有影响的各种不确定度的分量进行分

析，具体引入的不确定度来源如图1所示。

2.2 不确定度的评定

2.2.1 试样称量产生的不确定度u（m）

使用去皮称量，称取10.00 g豆芽样品，天平校准证

书说明最大允许误差为±0.01 g，假设按矩形分布[15]， 

其不确定度u（m）＝0.01/ ＝0.0058 g；u rel（m）＝  
u（m）/m＝0.000 58。
2.2.2 体积量取产生的不确定度u（V）
2.2.2.1 提取液总体积引入的不确定度u（V1）

用20 mL单标吸量管移取V1为20 mL 1%甲酸的乙腈提

取液，按A类评定，其体积允差为±0.03mL，假设按矩形

分布，其不确定度u（V1-1）＝0.03/ ＝0.017 32mL；若温

度允差为±5 ℃，则温度变化引起的不确定度u（V1-2）＝ 

20×5×β乙腈/ ＝20×5×1.37×10-3/ ＝0.079 09 mL。 

故 u V1 ＝  u V1-1
2 V1-2

2 ＝ 0 . 0 8 0   9 m L ， 

urel（V1）＝ u（V1）/V1＝0.004 0。
2.2.2.2 浓缩体积引入的不确定度u（V2）

用5 mL分度吸量管移取V2为4 mL 1%甲酸的乙腈净化液

进行浓缩，按A类评定，其体积允差为±0.025 mL，假设按

矩形分布，其不确定度u（V2-1）＝0.025/ ＝0.014 43 mL；
若温度允差为±5  ℃，则温度变化引起的不确定度 

u（V 2-2）＝4×5×β乙腈/ ＝4×5×1.37×10－3/ ＝ 

0 . 0 1 5   8 2 m L。故u V2 ＝  u V2-1
2 V2-2

2 ＝ 
0.015 8   mL，urel（V2）＝ u（V2）/V2＝0.004 0。
2.2.2.3 最终定容体积引入的不确定度u（V3）

试样净化液经氮吹浓缩后，用1  mL单刻度吸量

管移取V 3为1  m L甲醇溶解残渣，按A类评定，其体

积允差为±0 .007  mL，假设按矩形分布，其不确定

度u（V 3-1）＝0.007 / ＝0.004 04 mL；若温度允差

为±5  ℃，则温度变化引起的不确定度u（V 3 - 2）＝

1×5β甲醇/ ＝1×5×1.1×10－3/ ＝0.003 18 mL；

故 u V3 ＝ u V3-1
2 V3-2

2 ＝ 0 . 0 0 5   1   m L， 

urel（V3）＝u（V3）/V3＝0.005 1。
2.2.3 待测物引入的不确定度

待测物（C）的不确定度来源由两个因素组成，即

标准系列溶液配制和由标准曲线拟合时所产生的不确定

度。其中标准系列溶液配制包括储备液配制、稀释及标

准曲线溶液配制3 个部分[25-28]。

2.2.3.1 储备液配制过程引入的不确定度u（C1）

由标准证书可知，吲哚乙酸、吲哚丁酸及多效唑标

准溶液相对不确定度均为urel（C1）＝0.040 0。

2.2.3.2 储备液稀释过程引入的不确定度u（C2）

分别用1 mL单标线吸量管移取1 mL吲哚乙酸和吲

哚丁酸储备液、用0.2 mL分度吸量管移取0.2 mL多效唑

储备液于100 mL容量瓶中，甲醇定容至刻度，摇匀，得

到吲哚乙酸和吲哚丁酸为1 μg/mL、多效唑为0.2 μg/mL 
质量浓度的混合标准溶液。按照矩形分布处理，参考 

GB/T 12806—2011《实验室玻璃仪器 单标线容量瓶》[29]

和JJG 196—2006《常用玻璃量器检定规程》的要求[30]，按

A类评定，玻璃器皿及温度波动引入的不确定度见表2； 

则储备液稀释过程引入的相对标准不确定度吲哚乙酸和

吲哚丁酸按urel C2 ＝ urel V1
2 u V100

2 计算，多

效唑按urel C2 ＝ urel V0.2
2 u V100

2 。

表 2 储备液稀释过程中引入的不确定度

Table 2 Uncertainty resulting from dilution of stock solution 

项目

吲哚乙酸、吲哚丁酸 多效唑

1 mL单标线
吸量管

100 mL容量瓶
0.2 mL分度
吸量管

100 mL
容量瓶

刻度
误差

容量允差/mL ±0.07 ±0.100 ±0.003 ±0.100
计算公式 0.07/ 0.100/ 0.003/ 0.100/

不确定度u（VV）/mL 0.040 4 0.057 7 0.001 7 0.057 7

温度
波动

温度允差/℃ ±5 ±5 ±5 ±5
甲醇体积膨胀
系数β甲醇/℃ 1.1×10－3 1.1×10－3 1.1×10－3 1.1×10－3

计算公式 β甲醇×5×1/ β甲醇×5×100/ β甲醇×5×0.2/ β甲醇×5×100/

不确定度u（VT）/℃ 0.003 18 0.317 54 0.000 64 0.317 54

合成不确定度u（V） 0.040 5 0.322 7 0.001 8 0.322 7
相对合成不确定度urel（V） 0.040 5 0.003 2 0.009 0 0.003 2
相对标准不确定度urel（C2） 0.040 6 0.009 6

2.2.3.3 标准系列溶液配制过程产生的不确定度u（C3）

表 3 标准系列溶液配制过程引入的不确定度

Table 3 Uncertainty resulting from preparation of standard solution 

项目
20 μL
移液器

20 μL
移液器

100 μL
移液器

100 μL
移液器

200 μL
移液器

1 mL
容量瓶

移取体积/μL 10 20 50 100 200

刻度
误差

容量允差 ±8.0% ±4.0% ±3.0% ±2.0% ±1.5% ±0.01 mL
计算公式 0.08/ 0.04/ 0.03/ 0.02/ 0.015/ 0.010/

不确定度u（VV）/μL 0.046 19 0.023 09 0.017 32 0.011 55 0.008 66 0.005 77

重复性

测量重复性/% 4.0 2.0 1.5 1.0 1.0

计算公式 0.04/ 0.02/ 0.015/ 0.01/ 0.01/

不确定度u（Vr）/% 0.023 09 0.011 55 0.008 66 0.005 77 0.005 77

温度
误差

温度误差/℃ ±5 ±5 ±5 ±5 ±5 ±5
甲醇体积膨胀
系数β甲醇/℃ 1.1×10－3 1.1×10－3 1.1×10－3 1.1×10－3 1.1×10－3 1.1×10－3

计算公式 10×5β甲醇/ 20×5β甲醇/ 50×5β甲醇/ 100×5β甲醇/ 200×5β甲醇/ 1×5β甲醇/

不确定度u（VT）/℃ 0.031 76 0.063 52 0.158 775 0.317 55 0.635 10 0.003 18

合成不确定度u（V） 0.060 62 0.068 56 0.159 94 0.337 95 0.635 18 0.006 6
相对合成不确定度urel（V） 0.006 1 0.003 4 0.003 2 0.003 3 0.003 2 0.006 6

使用20、100、200 μL移液器分别移取10、20、
50、100、200 μL混合标准溶液于1 mL容量瓶中，用

空白豆芽基质溶液定容至刻度，得到质量浓度分别为
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10、20、50、100、200 μg /L的标准系列工作溶液，

其中多效唑的质量浓度为2、4、10、20、40 μg /L。 

移液器的刻度误差参考 J J G   6 4 6—2 0 0 6《移液器检

定规程》的要求 [ 3 1 ]，按A类评定，如表 3所示。则

标准系列溶液配制过程引入的相对标准不确定度为 
urel C3 ＝ urel V0.01

2 urel V0.02
2 urel V0.05

2 urel V0.1
2 urel V0.2

2 urel V1
2 5 0.017 3。

2.2.3.4 标准曲线拟合产生的不确定度u（C4）

将空白豆芽基质溶液配制的5 种不同质量浓度的

标准系列溶液，各取5 μL分别重复进样3 次，以峰面积

（Ai）为纵坐标，标准溶液浓度（Ci）为横坐标，采用最

小二乘法拟合而成的线性回归方程为Ai＝aCi＋b，测定数

据及计算结果如表4。取一阳性样品，对各待测化合物浓

度C0进行3 次重复测定，其结果见表5，则由标准曲线拟

合产生的不确定度按（2）式计算：

SR
a

1
p

1
n

C0－C 2

Ci－C 2
n

i＝1

u C4 	 （2）

其中，
n－2

Ai－ aCi b 2
n

i＝1SR

式中：SR为标准溶液待测物峰面积残差的标准差；

a为斜率；b为截距；p为对样品溶液C 0的测定次数， 

p＝3；n为标准溶液测试次数，本实验中5 个质量浓度重

复测定3 次，n＝5×3＝15；Ai为标准溶液各点的待测物

的峰面积；Ci为标准溶液各点的待测物的质量浓度；C0

为校准方程求得的阳性样品溶液中待测物的质量浓度； 

C为标准溶液的平均质量浓度，
15

i＝1
C Ci/ 15＝∑ ；则相对标

准不确定度urel（C4）＝u（C4）/C0，结果见表6。

表 4 标准曲线数据

Table 4 Results of standard curves

待测化
合物

标准溶液质量
浓度Ci/（μg/L） 峰面积A1 峰面积A2 峰面积A3 回归方程

相关
系数R2

吲哚
乙酸

10 18 279 17 249 19 386

A=1 021.9C＋7 818.1 0.999 2
20 26 816 24 623 27 156
50 56 606 59 892 59 479
100 107 492 108 594 110 092
200 210 682 215 565 212 882

吲哚
丁酸

10 20 414 20 461 20 552

A=2 167.9C－47.7 0.999 1
20 41 525 40960 40 373
50 102 837 105 604 109 112
100 208 805 217 762 215 145
200 429 212 434 587 443 477

多效唑

2 82 012 86 061 81 890

A=46 007.6C－
10 327.8 0.999 1

4 165 963 177 543 178 070
10 456 614 455 153 453 192
20 883 971 885 072 926 699
40 1 786 948 1 864 432 1 851 197

表 5 阳性样品测定结果

Table 5 Results of determination of positive samples

待测化合物 峰面积 质量浓度/（μg/L） 平均质量浓度C0/（μg/L）

吲哚乙酸

37 986 30.3
30.938 508 30.8

39 448 31.7

吲哚丁酸

66 992 31.9
32.067 884 32.3

66 769 31.8

多效唑

280 158 12.1
11.7273 047 11.4

275 118 11.6

表 6 曲线拟合引入的不确定度相关量

Table 6 Calculation of uncertainty resulting from curve fitting

待测化合物 吲哚乙酸 吲哚丁酸 多效唑

SR 1 970 4 342 20 093
C/（μg/L） 76 76 15.4

（C0－C）2/（μg/L）2 2 034.01 1 936.00 13.69
15

i 1
C0 C∑

2
/（μg/L）2 72 360 72 360 2 894

u（C4）/（μg/L） 1.261 7 1.308 5 0.277 8
urel（C4） 0.040 8 0.040 9 0.023 8

2.2.4 重复性产生的不确定度u（X）
在空白豆芽试样中添加水平为7.5 μg/kg多效唑和

25 μg /kg吲哚乙酸及吲哚丁酸的标准溶液，平行测定

10 次。将重复测定的含量平均值X、标准偏差S（X） 

结果分别代入公式u（X）＝S（X）/ 和u rel（X）＝ 
u（X）/X，由重复性引入的不确定度和相对不确定度结

果如表7所示。

表 7 豆芽中吲哚乙酸、吲哚丁酸和多效唑的测定结果

Table 7 Results of determination of indole-3-acetic acid, 

3-indolebutyric acid and hydrochloride in bean sprouts

序号

吲哚乙酸 吲哚丁酸 多效唑

质量浓度/
（μg/L）

含量/
（μg/kg）

回收
率/%

质量浓度/
（μg/L）

含量/
（μg/kg）

回收
率/%

质量浓度/
（μg/L）

含量/
（μg/kg）

回收
率/%

1 42.30 21.15 84.6 43.37 21.68 86.7 11.88 5.94 79.2
2 41.67 20.83 83.3 44.27 22.13 88.5 11.82 5.91 78.8
3 41.89 20.94 83.7 45.31 22.65 90.6 12.16 6.08 81.1
4 43.41 21.70 86.8 44.43 22.21 88.8 11.77 5.88 78.4
5 43.56 21.78 87.1 45.29 22.64 90.5 11.91 5.95 79.4
6 42.27 21.13 84.5 44.13 22.06 88.2 11.92 5.95 79.4
7 40.97 20.48 81.9 45.02 22.51 90.0 11.97 5.98 79.8
8 41.69 20.84 83.4 44.19 22.09 88.3 12.23 6.11 81.4
9 42.08 21.04 84.1 44.61 22.30 89.2 12.21 6.10 81.4

10 42.73 21.36 85.4 44.02 22.01 88.0 11.88 5.94 79.2
平均值 42.21 21.10 84.4 44.54 22.26 89.0 12.02 5.98 79.8
标准偏差 0.798 7 0.400 2 1.601 2 0.609 9 0.305 1 1.220 9 0.165 3 0.082 4 1.095 9
不确定度 0.252 6 0.126 5 0.506 4 0.192 9 0.096 5 0.386 1 0.052 3 0.026 1 0.346 6

相对不确定度 0.006 0 0.006 0 0.006 0 0.004 3 0.004 3 0.004 3 0.004 3 0.004 4 0.004 3

注：相对不确定度无单位。

2.2.5 回收率产生的不确定度u（R）
测量回收率结果列于表7，按A类评定，将平均回

收率R、标准偏差S（R）的结果分别代入公式u（R）＝ 
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S（R）/ 和urel（R）＝u（R）/R，则得到回收率引入的

不确定度和相对不确定度。

2.3 合成不确定度

3 种植物生长调节剂的相对不确定度分量见表8，若

不考虑各不确定度的相关性，则其合成不确定度按公式 

urel X ＝  urel C 2 urel X 2 urel R 2 urel m 2 urel V 2

计算。

表 8 3 种植物生长调节剂相对不确定度分量

Table 8 List of relative uncertainty components for three  

plant growth regulators

不确定度分量 不确定度来源 吲哚乙酸 吲哚丁酸 多效唑

urel（m） 样品称量 0.000 58 0.000 58 0.000 58

urel（V）
urel（V1） 提取液总体积 0.004 0 0.004 0 0.004 0
urel（V2） 浓缩体积 0.004 0 0.004 0 0.004 0
urel（V3） 定容体积 0.005 1 0.005 1 0.005 1

urel（C）

urel（C1） 储备液配制 0.040 0 0.040 0 0.040 0
urel（C2） 储备液稀释 0.040 6 0.040 6 0.009 6
urel（C3） 标准系列溶液配制 0.017 3 0.017 3 0.017 3
urel（C4） 标准曲线拟合 0.040 8 0.040 9 0.023 8

urel（X） 重复性 0.006 0 0.004 3 0.004 4
urel（R） 回收率 0.006 0 0.004 3 0.004 3

2.4 扩展不确定度及结果表示

依据CNAS-GL006:2018《化学分析中不确定度的评

估指南》[15]，在95%置信区间，对于大多数测量选择包

含因子k＝2，则扩展不确定度U＝urel（X）×2×X，由此

得到豆芽中3 种植物生长调节剂含量的结果，详见表9。

表 9 3 种植物生长调节剂不确定度评定结果

Table 9 Uncertainty evaluation for the determination of three plant 

growth regulators

项目 吲哚乙酸 吲哚丁酸 多效唑

实测值X/（μg/kg） 15.5 16.0 5.9
合成相对不确定度 0.073 1 0.072 9 0.051 5

扩展不确定度/（μg/kg） 2.3 2.3 0.6
检测结果/（μg/kg） 15.5±2.3 16.0±2.3 5.9±0.6

3 结 论

从豆芽中3 种植物生长调节剂的测量不确定度评定

过程可知，实验的前处理、质谱测定、数据处理等过程

均会引入不确定度。本研究系统深入地对标准溶液配

制、标准溶液稀释、实验环境温度、玻璃器皿、重复

性、回收率、样品称量、体积量取等因素进行综合考

量，结果表明，标准溶液配制和标准曲线拟合过程引入

的不确定度最大，其次是重复性、回收率和体积量取，

而样品称量引入的不确定度可忽略不计。因此，在实验

操作过程中，可采取增加标准曲线溶液和平行样品的测

定次数，保持超高效液相色谱-质谱联用仪良好的稳定性

和较高的灵敏度，对标准溶液定期开展期间核查，对仪

器进行校准或检定，提升实验员的操作水准等途径，以

减小测量的不确定度，从而确保检测结果的准确性和可

信度。
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