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［摘　 要］　 评定了高效液相色谱串联质谱法测定鸡蛋中多西环素残留量的不确定度，通过建立数学模

型，对高效液相色谱 － 串联质谱法测定鸡蛋中多西环素残留量进行不确定度评定，分析不确定度来源，
评价其对测定结果不确定度的相对贡献，并计算合成不确定度，最终得到鸡蛋中多西环素残留量的扩

展不确定度。 结果显示，鸡蛋中多西环素残留量为 ９． １８ μｇ ／ ｋｇ，在 ９５％的置信区间下，合成不确定度

０． ０６０３，扩展不确定度为 ０． １２０６（ｋ ＝２），最终结果应表示为 ９． １８ ±１． １１ μｇ ／ ｋｇ，实验过程中不确定度主

要来源于工作曲线的配制过程，测量重复性和回收率。 本研究可为以后的检测工作提供可行性建议。
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未对该处方进行薄层色谱鉴别。 方中以陈皮芳香

化湿，有理气健脾和胃之效，为臣药。 桑白皮肃降

肺气，通调水道，泻肺行水；为佐药。 生姜皮辛散，
通行全身而散水气，为使药，其中君药茯苓皮进行

含量测定控制，桑白皮、陈皮、姜皮均为方中要药，
为了更好的控制本品质量，故增加了桑白皮、陈皮、
姜皮的薄层鉴别方法。

研究通过薄层色谱法对桑白皮、陈皮、姜皮三

味药材进行了定性鉴别，结果表明，所拟定的 ＴＬＣ
色谱条件，分离效果佳，稳定性和耐用性良好，专属

性强，阴性无干扰，可用于产品的质量控制。
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　 　 多西环素属半合成四环素类抗生素［１］，又称脱

氧土霉素、强力霉素，对革兰氏阴性菌、革兰氏阳性

菌以及一些立克次氏体、衣原体、支原体、螺旋体和

某些原虫均有抑制作用，具有高效、广谱及长效的

特点［２ － ３］。 体内外抗菌活性均优于土霉素和四环

素［４］，作为饲料添加剂或药品［５ － ６］，被广泛应用于

畜牧、水产等养殖过程中，以达到促生长和治疗疾

病的作用［７］。 多西环素不仅有抑菌作用，而且可能

通过抑制炎症因子、信号通路及基质金属蛋白酶等

机制，在组织再生、修复，延缓组织退变等方面具有

重要作用［８］，近年来亦可用于治疗水生动物疾病，

如鱼的弧菌病、爱德华菌病和气单胞菌病等［９ － １０］，

但多年来由于四环素类的广泛应用但超剂量、超范

围及不遵守休药期等不合理使用，造成了畜禽产品

中残留超标的现象，药物残留问题引起社会广泛关

注。 同时，由于多西环素水溶性好，环境中不易降

解，且体内代谢后主要为原型药物［１１］，通过食物链

富集，对人体肝脏、牙齿和骨骼等造成损害，并导致

耐菌药株的出现，给人类的健康造成潜在危害。 因

此，我国农业农村部发布的 ＧＢ３１６５０ － ２０１９ 食品中

兽药残留最大限量对多西环素有严格的规定，猪、

鸡和牛等靶动物组织中皮 ＋脂肪为 ３０ μｇ ／ ｋｇ、肌肉

为 １００ μｇ ／ ｋｇ、肾为 ６００ μｇ ／ ｋｇ、肝为 ３００ μｇ ／ ｋｇ，且

在最新标准 ＧＢ３１６５０． １ － ２０２２ 中对禽蛋中多西环

素残留限量给出了明确规定，即为 １０ μｇ ／ ｋｇ［１２］。

目前，多西环素的检测方法主要有液相色谱

法［１３ － １５］，液相色谱 － 串联质谱法［１６ － ２４］、分光光度

法［２５］、薄层色谱法［２６］、微生物法［２７］。 禽蛋中较低

的残留限量，对方法灵敏度和仪器灵敏度均有很高

的要求，因此，具有高灵敏度和精密度的液相色

谱 －串联质谱法逐渐成为残留检测主要手段。 较

低的残留限量对残留检测结果的准确度和精密度

也有了更高的要求，方法不确定度的评定也越来越

被重视。 目前，梁飞燕等已经报道了液质联用法测

定多西环素残留量不确定度的评定，以及液相色谱

法测定四环素类残留量的不确定度评价，计算并合

成了扩展不确定度，但评价基质主要为猪肉［２８］、鸡

肉［２９］、水产［３０］、牛奶［３１］ 或饲料［３２］ 等，对评价液质

联用法测定鸡蛋中多西环素残留量的不确定度的

文献较少，基于以上研究，本研究对高效液相色

谱 －串联质谱法测定鸡蛋中多西环素残留量不确

定度进行评定，结合数学模型，分析并量化不确定
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来源的因素，讨论各不确定度分量的相对贡献，确
认实验过程重点关注环节，以提高对检测结果的判

定提供依据。
１　 材料与方法

１． １ 　 仪器与试剂 　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ － ｘｅｖｏ
ＴＱ － Ｓ 高效液相色谱 －串联质谱仪（配电喷雾离子

源，美 国 Ｗａｔｅｒｓ 公 司 ）， ＥＳ３２００ 型 天 平 （ 感 量

０． ０１ ｇ，ＭＥＴＴＬＥＲ 公司）；Ｓ４７０ － Ｋ 型酸度计（梅特

勒 －托利多仪器（上海）有限公司）；ＴＡＲＧＩＮ ＴＥＣＨ
ＶＸ －０３ 多管涡旋振荡器（北京踏锦科技有限公

司）；３Ｋ － ３０ 型台式高速冷冻离心机（德国 ｓｉｇｍａ
公司）；ＴＴＬ － ＤＣ ＩＩ 型 ２４ 位水浴氮吹仪；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ
超纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＩＫＡ ＭＳ３ Ｂａｓｉｃ 圆

周振荡器（广州仪科实验室技术有限公司）。 ＫＱ
５８００ Ｂ 型超声波清洗器（昆山市超声波仪器有限公

司）；多西环素（含量：９８％ ）；甲醇、乙腈、甲酸（色
谱纯， 德 国 Ｆｌｕｃｋ 公 司 ）； 乙 二 胺 四 乙 酸 二 钠

（Ｎａ２ＥＤＴＡ · ２Ｈ２Ｏ ） （ 优 级 纯 ）， 磷 酸 氢 二 钠

（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ）（分析纯）；柠檬酸（Ｃ６Ｈ８Ｏ７·
Ｈ２Ｏ） （分析纯）；Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ － Ｎａ２ＥＤＴＡ 缓冲盐：将
１２． ９ ｇ Ｃ６Ｈ８Ｏ７ ·Ｈ２Ｏ、２７． ６ ｇ Ｎａ２ＨＰＯ４ ·１２Ｈ２Ｏ，
３７． ２ ｇ Ｎａ２ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ 溶于 １０００ ｍＬ 水中，溶解

混匀，即得；有机滤膜（０． ２２ μｍ，天津津腾公司）；
ＨＬＢ 固相萃取柱（６０ ｍｇ ／ ３ ｍＬ，天津市天兴达科技

有限公司）；水为一级水。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 样品前处理　 提取：取试料 ２ ｇ（精确至 ±
０ ０２ ｇ），于 ５０ ｍＬ 聚丙烯离心管中，加入Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ －
Ｎａ２ＥＤＴＡ 缓冲液 ８ ｍＬ，振荡 １０ ｍｉｎ，低温（５ ℃）
１４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取上层液体于另一

５０ ｍＬ离心管中。 重复用 Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ － Ｎａ２ＥＤＴＡ 缓

冲液提取 ２ 次，每次 ８ ｍＬ，合并提取液，低温（５ ℃）
１４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液备用。

净化：固相萃取柱使用前加入少许脱脂棉，并
依次用甲醇、水各 ３ ｍＬ 活化，备用液过柱，用水

３ ｍＬ，５％甲醇 ３ ｍＬ 淋洗，抽干，甲醇 ３ ｍＬ 洗脱，抽
干，收集洗脱液，于 ４０ ℃下氮气吹干，加 ３０％ 甲醇

１． ００ ｍＬ 定容，涡旋混匀过微孔滤膜，供液相色

谱 －串联质谱仪测定。
１． ２． ２　 工作曲线的配制 　 精密称取 １１． ０８ ｍｇ 盐

酸多西环素于 １０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇溶解定容混

匀。 然后取 ０． １ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 量瓶中，加乙腈稀释

并定容为中间液Ⅰ，取中间液Ⅰ０． １ ｍＬ 于 １０ ｍＬ

量瓶中，加乙腈稀释并定容为中间液Ⅱ，取中间液

Ⅱ１． ００ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 量瓶中，加乙腈稀释并定容为

中间液Ⅲ，分别取中间液Ⅲ０． ０５、０． １０、０． ２ ｍＬ 及中

间液Ⅱ０． ０５、０． １０、０． ２ ｍＬ 于空白洗脱液中，氮气吹

干，１． ０ ｍＬ 复溶液溶解混匀得浓度为 ０． ５、１ ０、２．
０、５． ０、１０． ０、２０． ０ ｎｇ ／ ｍＬ 的工作曲线。

１． ２． ３ 　 仪器条件 　 色谱条件：色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ

ＡｃｑｕｉｔｙＢＥＨ Ｃ１８ （２． １ ｍｍ × １００ ｍｍ，１． ７ μｍ）；柱

温：３０ ℃；进样量：１０ ｌＬ；流动相：Ａ：０． １％甲酸乙腈

溶液，Ｂ：０． １％甲酸水溶液，梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱条件

Ｔａｂ １　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ ０． ３０ １０ ９０

４． ０ ０． ３０ ４０ ６０

５． ０ ０． ３０ １０ ９０

　 　 质谱条件：电喷雾（ＥＳＩ）离子源，正离子，多反

应离子监测（ＭＲＭ），电离电压：３． ２ ｋＶ，锥孔电压：

２４ Ｖ，源温：１５０ ℃，脱溶剂气温度：４５０ ℃，锥孔气

流速：１５０ Ｌ ／ ｈ，脱溶剂气流速：１０００ Ｌ ／ ｈ，定性、定量

离子对、离子源、锥孔电压和碰撞能量见表 ２。

表 ２　 定性、定量离子及对应的锥孔电压和碰撞能量

Ｔａｂ ２　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ，

ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｅ ｖｏｌｔ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｅｙ
化合物名称 定性离子对（ｍ ／ ｚ） 锥孔电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ ｅＶ

多西环素
４４５． １８ ＞ １５３． ９９ ３４． ０ ２８． ０

４４５． １８ ＞ ３２１． ０４ ３４． ０ ２８． ０

１． ２． ４　 不确定度数学模型的建立

Ｘ ＝ Ｃ × Ｖ × １０００
ｍ × １０００

其中：Ｘ：供试品中待测组分的残留量，μｇ ／ ｋｇ；Ｃ：由曲
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线校准所得试样溶液中待测组分的浓度，ｎｇ ／ ｍＬ；Ｖ：试
样定容体积，ｍＬ；ｍ：试样质量，ｇ；１０００：转换系数。
１． ２． ５　 不确定度来源分析　 由检测方法和数学模

型可知，鸡蛋中检测多西环素残留量的不确定度分

量主要来源为：标准物质引入的不确定度；样品称

量引入的确定度；样品定容引入的不确定度；测量

重复性不确定度；回收率不确定度。
２　 结果与分析

２． １　 标准品纯度引入的不确定度 ｕｒｅｌ（标纯） 　 由标准

品证书显示，标准品纯度为 ９８． ０％ ，则不确定度半

宽为 ａ ＝ ２． ０％ ，服从均匀分布，标准不确定度为

ｕ标物 ＝ ２． ０％ ／ ３ ＝ ０． ０１１５５，相对标准不确定度为

ｕｒｅｌ（标纯） ＝ ０． ０１１５５
９８． ０％ ＝０． ０１１７９。

２． ２　 标准品称量引入的不确定度 ｕｒｅｌ（标称） 　 使用十

万分之一的电子天平称量盐酸多西环素 １１． ０８ ｍｇ，
由检定证书得知，实际标尺分度值 ｄ ＝ ０． ０１ ｍｇ，检
定标尺分度值 ｅ ＝ １０ ｄ ＝ ０． １ ｍｇ，天平称量最大允

许误差绝对值为 ＭＰＥＶ ＝１． ５ｅ ＝ ０． １５ ｍｇ，按照均匀

分布计算，称量标物时引入的标准不确定度和相对

不确定度分别为：ｕ标物 ＝ ０． １５ ｍｇ ／ ３ ＝ ０． ０８６６ ｍｇ，

ｕｒｅｌ（标称） ＝ ０． ０８６６　 ｍｇ
１１． ０８　 ｍｇ ＝ ０． ００７８１６。

２． ３　 标准贮备溶液配制引入的不确定度 ｕｒｅｌ（标配） 　
由贮备液配制过程中引入的不确定度主要来自

１０ ｍＬ容量瓶校准不确定度 ｕ容及甲醇受室温变化引

入的不确定度 ｕ甲。 依据玻璃量器检定规程［３３］，１０
ｍＬ 量瓶容量允差为 ± ０． ０２０ ｍＬ，室温为 ２０ ± ５ ℃，
甲醇膨胀系数为 ０． ００１１９，按照均匀分布，则标准不

确定度 ｕ容 ＝０． ０２０ ｍＬ ／ ３ ＝０． ０１１５５ ｍＬ，标准不确定

度 ｕ甲 ＝５ ｍＬ ×１０ ×０． ００１１９１ ／ ３ ＝０ ０３４３８ ｍＬ，合成

标 准 不 确 定 度 ｕ标配 ＝ ｕ２
容 ＋ ｕ２

甲 －

０． ０１１５５２ ＋ ０． ０３４３８２ ＝ ０． ０３６２７ ｍＬ，相对标准不

确定度 ｕｒｅｌ（标配） ＝
ｕ标配

１０ ｍＬ ＝０． ００３６２７。

２． ４　 标准工作溶液稀释引入的不确定度 ｕｒｅｌ（标稀） 　

由 １． ２． ２ 项标准工作曲线配制过程可知，用到量具

及频次为：１０ ｍＬ 容量瓶 ３ 次、１０００ μＬ 移液枪取

１０００ μＬ 体积 １ 次、２００ μＬ 移液枪取 ２００ μＬ 体积 ２
次、１００ μＬ 移液枪取 １００ μＬ 体积 ４ 次、１００ μＬ 移

液枪取 ５０ μＬ 体积 ２ 次，引入的不确定度主要来源

于所使用容量瓶最大容量允差和移液枪吸取体积

允差［３４］，以及稀释溶剂受室温变化所产生的体积

膨胀，服从均匀分布，ｋ ＝ ３ ，标准溶液稀释溶剂均

为乙腈，乙腈膨胀系数为 ０． ００１３７，室温为 ２０ ±
５ ℃，则标准不确定度分别为：

ｕ容量瓶 ＝最大容量允差
ｋ ，ｕ移液枪 ＝吸取体积允差

ｋ ，

ｕ溶剂 ＝ 溶剂体积 ×温差 ×膨胀系数
ｋ ，

ｕ合成 ＝ ｕ２
容量瓶或 ｕ２

移液枪 ＋ ｕ２
溶剂 ，ｕｒｅｌ（合成） ＝

ｕ合成

容量瓶体积或移液枪吸取体积
，

ｕｒｅｌ（标稀） ＝

３ ×ｕ２
ｒｅｌ（合成１） ＋３ ×ｕ２

ｒｅｌ（合成２） ＋４ ×ｕ２
ｒｅｌ（合成４） ＋２ ×ｕ２

ｒｅｌ（合成５） 。
标准工作溶液配制过程引入的相对标准不确定度

如表 ３ 所示。

表 ３　 标准曲线配制过程引入的不确定度

Ｔａｂ ３　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｅ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

合成不确
定度名称

器皿
名称

器皿（移取）
体积 ／ ｍＬ

允差
／ ｍＬ

Ｕ容量瓶

（Ｕ移液枪）
Ｕ溶剂 Ｕ合成 Ｕｒｅｌ（合成）

使用
次数

Ｕｒｅｌ（标稀）

ｕｒｅｌ（合成１） １０ ｍＬ 容量瓶 １０ ± ０． ０２０ ０． ０１１５５ ０． ０３９５５ ０． ０４１２０ ０． ００４１２０ ３

ｕｒｅｌ（合成２） １０００ μＬ 移液枪 １． ０ ± ０． ０１０ ０． ００５７７４ ０． ００３９５５ ０． ００６９９９ ０． ００６９９９ １

ｕｒｅｌ（合成３） ２００ μＬ 移液枪 ０． ２ ± ０． ００３ ０． ００１７３２ ０． ０００７９１０ ０． ００１９０４ ０． ００９５２０ ２

ｕｒｅｌ（合成４） １００ μＬ 移液枪 ０． １ ± ０． ００２ ０． ００１１５５ ０． ０００３９５５ ０． ００１２２１ ０． ０１２２１ ４

ｕｒｅｌ（合成５） １００ μＬ 移液枪 ０． ０５ ± ０． ００１５ ０． ０００８６６０ ０． ０００１９７７ ０． ０００８８８３ ０． ０１７７７ ２

０． ０３８８４
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　 　 由表 ３ 可知，由标准工作溶液稀释引入的不确

定度 ｕｒｅｌ（标稀）为 ０． ０３８８４。
２． ５　 标准曲线拟合引入的不确定度 ｕｒｅｌ（拟合） 　 采用最

小二乘法对标准溶液浓度及相应仪器响应值进行拟

合，由此引入的标准曲线拟合不确定度计算公式如下：

ｕ曲线 ＝
ＳＲ

Ｂ ＝ １
Ｐ ＋ １

ｎ ＋
（Ｃｘ － Ｃ０ｊ） ２

∑
ｎ

ｊ ＝ １
（Ｃ０ｊ － Ｃ０ｊ） ２

，ＳＲ ＝

∑
ｎ

ｊ ＝ １
［Ａ０ｊ － （Ｂ０ ＋ Ｂ × Ｃ０ｊ）］ ２

ｎ － ２ ，ｕｒｅｌ（曲线） ＝
ｕ曲线

ｃｘ
。

式中，ＳＲ 为标准曲线的残差的标准偏差；Ｂ 为标

准曲线斜率；Ｐ 为样品溶液测量次数；ｎ 为标准曲线溶

液测量次数；Ｃｘ 为样品溶液浓度均值，ｎｇ ／ ｍＬ；为各标

准曲线点浓度平均值，ｎｇ ／ ｍＬ；为标准曲线各点浓度，
ｎｇ ／ ｍＬ；Ａ０ｊ为标准曲线各浓度点响应面积；Ｂ０ 标准曲

线截距。 标准不确定度计算结果如表 ４ 所示。

２． ６　 定容体积引入的不确定度 Ｕｒｅｌ（定容） 　 试样经提

取、净化、氮吹后用 １． ００ ｍＬ 移液枪加复溶液混匀。
１． ００ ｍＬ 移液枪移取 １． ００ ｍＬ 液体时允差为 ±
０ ０１０ ｍＬ，按照均匀分布考虑，其引入标准不确定

Ｕ定容 ＝ ０． ０１０　 ｍＬ
３

＝ ０． ００５７７４ ｍＬ，相对标准偏差为

Ｕｒｅｌ（定容） ＝
ｕ定容

１． ０　 ｍＬ ＝ ０． ００５７７４。

２． ７　 试样称量引入的不确定度 Ｕｒｅｌ（称样） 　 称取试样

２ 份，分别为 ２． ０１、２． ０２ ｇ，均值为 ２． ０１５ ｇ，由检定

证书结果可知，实际标尺分度值 ｄ ＝ ０． ０１ ｇ，检定标

尺分度值 ｅ ＝ １０ ｄ ＝ ０． １ ｇ，称量范围内，示值最大允

许误差 ＭＰＥＶ 为 ± ０． ５ｅ，服从均匀分布，则不确定

度 ｕ 称样 ＝ ０． ５ｅ
３

＝ ０． ０５ ｇ
３

＝ ０． ０２８８７ ｇ，相对标准不

确定度 Ｕｒｅｌ（称样） ＝
ｕ称样

２． ０１５ｇ ＝ ０． ０１４３３。

表 ４　 标准曲线拟合引入的不确定度

Ｔａｂ ４　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｅ ｆｉｔｔｉｎｇ
参数 ＳＴＤ１ ＳＴＤ２ ＳＴＤ３ ＳＴＤ４ ＳＴＤ５ ＳＴＤ６

标准溶液浓度 Ｃ０ｊ ／ （ｎｇ·ｍＬ － １） ０． ５０１９ １． ００３８ ２． ００７７ ５． ０１９２ １０． ０３８５ ２０． ０７７０

标准曲线各浓度峰面积 Ａ０ｊ １０２５８ ２１６９８ ４４６１８ １２０５９５ ２２８６９５ ４６９５２１

标准溶液测量次数 ｎ ６

曲线线性方程 Ｙ ＝ ２３３９４． ４４２５Ｘ － １４６０． ９５８９
相关系数 ｒ ０． ９９９８
斜率 Ｂ ２３３９４． ４４２５
截距 Ｂ０ － １４６０． ９５８９

标准浓度平均值 ／ （ｎｇ·ｍＬ － １） ６． ４４１４

标曲残差标准偏差 ＳＲ ３３９２． ４１６３

样品测量次数 Ｐ ６
样品浓度均值 Ｃｘ ／ （ｎｇ·ｍＬ － １） １８． ５
标准不确定度 ｕ曲线 ／ （ｎｇ·ｍＬ － １） ０． １３３１

相对标准不确定度 ｕｒｅｌ（拟合） ０． ００７１９６

２． ８　 试样测量重复性引入的不确定度 ｕｒｅｌ（重复） 　 对

样品溶液进行连续 ６ 次测量，其标准偏差 ｓ ＝

∑
ｎ

ｉ ＝ １
（Ｘ ｉ － Ｘ） ２

ｎ － １ ，标准不确定度 ｕ重复 ＝ ｓ
ｎ

，相对标

准不确定度 ｕｒｅｌ重复 ＝
ｕ重复

ｘ
，Ｘ ｉ 为第 ｉ 次测量得试样

多西环素残留量，为样品残留量均值，ｎ 为测量次

数，符合正态分布，则在置信区间为 ９５％时，由测量

重复性引入的不确定度见表 ５。
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表 ５　 样品测量重复性引入的不确定度

Ｔａｂ ５　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓａｍｐｌｅ

ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ
序号

１ ２ ３ ４ ５ ６

残留量 Ｘｉ ／ （μｇ·ｋｇ － １） ８． ３６ ９． ７０ ８． ９１ ８． ７６ ９． ５０ ９． ８５

残留量均值 ／
（μｇ·ｋｇ － １）

９． １８

标准偏差 ｓ ／
（μｇ·ｋｇ － １）

０． ５９０５

标准不确定度 ／
ｕ重复（μｇ·ｋｇ － １） ０． ２４１１

相对标准不确定度
ｕｒｅｌ（重复）

０． ０２６２６

２． ９　 回收率引入的不确定度 ｕｒｅｌ（回收率） 　 前处理过

程包含了提取、净化、浓缩等过程，操作较为复杂，
采用回收率不确定度进行统一评价，利用空白样品

添 加 标 物 法， 做 ６ 平 行， 其 标 准 偏 差 ｓ ＝

∑
ｎ

ｉ ＝ １
Ｒ ｉ － Ｒ( )２

ｎ － １ ，标准不确定度 ｕ重复 ＝ ｓ
ｎ

，相对标

准不确定度 ｕｒｅｌ（重复） ＝
ｕ重复

Ｒ
，Ｒ ｉ 为第 ｉ 次测得回收

率，为平均回收率，ｎ 为测量次数。 回收率及不确

定度如表 ６ 所示。

表 ６　 回收率引入的不确定度

Ｔａｂ ６　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ
序号

１ ２ ３ ４ ５ ６

回收率 ／ ％ ７８． ５ ８８． ３ ８２． ９ ８９． ９ ９３． ５ ８２． ６
回收率均值 ／ ％ ８５． ６
标准偏差 ｓ ／ ％ ５． ５５２６
标准不确定
度 ｕ回收率 ／ ％ ２． ２６６８

相对标准不确定
度 ｕｒｅｌ（回收率）

０． ０２６３７

　 　 对结果进行显著性检验，并根据显著性检验结

果来判定回收率是否与 １． ０ 有显著性差异。 设置

信区间为 ９５％ ，自由度为 ｎ － １ ＝ ５ 时，查表可知，ｔ９５
（５） ＝ ２． ５７１，检测统计数据 Ｔ 值按下式计算：Ｔ ＝
｜ １ － Ｒ ｜
ｕ回收率

＝ ６． ３５ ＞ ｔ９５ （５），平均回收率存在显著差

异，应考虑回收率引入的不确定度。
２． １０　 峰面积测定引入的不确定度 ｕｒｅｌ（面积） 　 利用

液相色谱 －串联质谱测定鸡蛋中多西环素残留量，
根据仪器校准证书，其峰面积重复性的相对标准偏

差（ＲＳＤ）为 ２． ７％ ，采用 Ｂ 类评定，按照均匀分布，

ｋ ＝ ３ ，则由峰面积引入的相对标准不确定度

ｕｒｅｌ（面积） ＝ ＲＳＤ ／ ｋ ＝ ２． ７％ ／ ３ ＝ ０． ０１５５９。
２． １１　 合成相对标准不确定度ｕｒｅｌ及结果表示　 通过对

鸡蛋中多西环素残留量测定的不确定度来源分析和计

算，获得各不确定度分量值，合成相对标准不确定度。

ｕｒｅｌ ＝ ｕ２
标纯 ＋ ｕ２

ｒｅｌ标纯 ＋ ｕ２
ｒｅｌ标配 ＋ ｕ２

ｒｅｌ标稀 ＋ ｕ２
ｒｅｌ拟合 ＋ ｕ２

ｒｅｌ定溶 ＋ ｕ２
ｒｅｌ称样 ＋ ｕ２

ｒｅｌ重复 ＋ ｕ２
ｒｅｌ回收率 ＋ ｕ２

ｒｅｌ面积 ＝

０． ０１１７９２ ＋０． ００７８１６２ ＋０． ００３６２７２ ＋０． ０３８８４２ ＋０． ００７１９６２ ＋０． ００５７７４２ ＋０． ０１４３３２ ＋０． ０２６２６２ ＋０． ０２６３７２ ＋０． ０１５５９２

＝０． ０６０３。
　 　 实验测得鸡蛋中多西环素残留量为：９． １８ μｇ ／ ｋｇ，
根据 ＣＮＡＳ － ＧＬ００６ － ２００８《化学分析中不确定度

的评估指南》，该方法属于正态分布，在 ９５％ 置信

水平下，取包含因子 ｋ ＝ ２，则相对扩展不确定度

ｕｋ ＝ ｕｒｅｌ × ２ ＝ ０． １２０６，扩展不确定度为 ｕ ＝ ９． １８

μｇ ／ ｋｇ × ｕｋ ＝ １． １１ μｇ ／ ｋｇ，最终结果应表示为：在置

信水平为 ９５％时，取 ｋ ＝ ２， Ｘ ＝ ９． １８ ± １． １１ μｇ ／ ｋｇ。
２． １２　 不确定度各分量柱状图 　 如图 １ 所示，利
用该方法测定多西环素残留量时，对检测结果影

响较大的为工作溶液的配制，其次为重复测量和

回收率的影响，对结果影响最小的为贮备液的

配制。
本文评定了高效液相色谱串联质谱测定鸡蛋

中多西环素残留量不确定度，该方法中，标准品纯

度和称量、贮备液配制、曲线拟合以及样品定容对

检测结果影响较小，对总不确定度贡献均低于

１０％ ，由重复测量及回收率引入的不确定度基本一

致，为 １８． ５％ ，但工作溶液配制过程引入的不确定

度最大，为 ２７． ３％ ，因此，在前处理过程中，一定要

规范操作严格配制标准溶液，对容量瓶及移液枪要

·２６·
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定期检定并在使用前再次确认，选用精度较高的量

具，同时控制实验室温差或在温差较小的空间操

作，以降低溶剂膨胀引入的不确定度，提高测量结

果的准确性。

图 １　 鸡蛋中多西环素残留检测不确定度各分量柱状图

Ｆｉｇ １　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｂｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｉｎ ｅｇｇｓ
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中 ４ 种四环素类抗生素残留量及不确定度评定［ Ｊ］ ． 食品安

·３６·
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全导刊， ２０２２（３２）： ９７ － １０１ ＋ １０５．

Ｇａｏ Ｙ Ｋ， Ｃｈｅｎ Ｘ Ｍ， Ｃｈｅｎ Ｃ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ４ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｔｉｌａｐｉａ ｂｙ

ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ Ｍａｇａｚｉｎｅ， ２０２２（３２）：

９７ － １０１ ＋ １０５．

［８］ 　 于召龙， 田纪伟． 多西环素抑制基质金属蛋白酶作用机制的

研究进展［Ｊ］ ． 中国当代医药， ２０１９， ２６（３０）： ２８ － ３０ ＋ ３４．

Ｙｕ Ｓ Ｌ， Ｔｉａｎ Ｊ Ｗ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｄｖａｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｏｎ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ［Ｊ］ ．

Ｃｈｉｎａ Ｍｏｄｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１９， ２６（３０）： ２８ － ３０ ＋ ３４．

［９］ 　 Ｒｉｖｉｅｒｅｊ Ｅ， Ｐａｐｉｃｈ Ｍ Ｇ． Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ

ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ ［Ｍ］． １０ｔｈｅｄ． Ｈｏｂｏｋｅｎ， ＮＪ： Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ＆ＳｏｎｓＩｎｃ．

２０１８．

［１０］ Ｘｕ Ｎ， Ｆｕ Ｙ， Ｃｈｅｎｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ

ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｉｎ ｃｈａｎｎｅｌ ｃａｔｆｉｓｈ （ Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ） ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ

ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ａｎｄ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２０， ７： ５７７２３４．

［１１］ 史艳伟， 孟丽华， 刘 方， 等． 高效液相色谱法测定渔业水质

中多西环素、四环素、土霉素、金霉素残留量［Ｊ］ ． 中国渔业质

量与标准， ２０１５， ５（０６）： ４３ － ４７．

Ｓｈｉ Ｙ Ｗ， Ｍｅｎｇ Ｌ Ｈ， Ｌｉｕ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ、
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［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｆｉｓｈｅｒｙ Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ， ２０１５， ５ （０６ ）：

４３ － ４７．

［１２］ ＧＢ ３１６５０． １ － ２０２２ 食品安全国家标准 食品中 ４１ 中兽药最大

残留限量［Ｓ］ ．

ＧＢ３１６５０ － ２０２２ Ｎａｔｉｏｎａｌ ｆｏｏｄ ｓａｆｅｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ － Ｍａｘｉｍｕｍ

ｒｅｓｉｄｕｅ ｌｉｍｉｔｓ ｆｏｒ ４１ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｆｏｏｄｓ［Ｓ］

［１３］ Ｈｅ Ｚ， Ｇｕｏ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ＵＰＬＣ － ＦＬＤ

ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｗｏ

ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍｕｓｃｌｅ ［ Ｊ ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ

Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ２０２２， １０９： １０４４７１ － １０４４７９．

［１４］ Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ Ｎ， Ｒｉｃｈｅｚ Ｍ， Ｒａｏｕｌｔ Ｄ， ｅｔ ａｌ， Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ

ＵＨＰＬＣ － ＵＶ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ ａｎｄ

ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｆｒｏｍ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇ

ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ Ｑ ｆｅｖｅｒ ａｎｄ ｗｈｉｐｐｌｅ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｂ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ＆

Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１７， １０６０： １６６ － １７２．

［１５］ 余佩瑶， 陈传胜， 刘寒冰，等． 固相萃取 － 高效液相色谱法同

时测定鸡粪中四环素、喹诺酮累和磺胺类抗生素［ Ｊ］ ． 色谱，

２０１９， ３７（５）： ５１８ － ５２４．

Ｙｕ Ｐ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｃ Ｓ， Ｌｉｕ Ｂ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ， ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ， ａｎ ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ

ｍａｎｕｒｅ ｕｓｉｎｇ ｓｏｌｉｄ － ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ２０１９，

３７（５）： ５１８ － ５２４．

［１６］ Ｂｏｒｔｏｌｏｔｔｅ Ａ Ｒ， Ｄａｎｉｅｌ Ｄ， Ｂｒａｇａ Ｐ Ａ Ｄ． Ａ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ －

ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｒｅｓｉｄｕｅ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｃｌａｓｓ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ ｉｎ ｐａｎｇａｓｉｕｓ （Ｐａｎｇａｓｉａｎｏｄｏｎ ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ） ｆｉｌｌｅｔ

ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｂ， ２０１９， １１２４： １７ － ２５．

［１７］ Ｄａ Ｓｉｌｖｅｉｒａ Ｖ Ｇ， Ｏｌｉｖｅｉｒａ Ｍ Ｓ， Ｄｅ Ａｌｍｅｉｄａ Ｃ Ａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ， ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ， ａｎｄ

ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍｕｓｃｌｅ ａｆｔｅｒ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１８， ８： ２１８１ － ２１９４．

［１８］ Ｐａｔｙｒａ Ｅ， Ｋｗｉａｔｅｋ Ｋ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉ －

ｒｅｓｉｄｕｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｆｅｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｔｏ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ａｄｄｉｔｉｖｅｓ ＆ Ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｓ： Ｐａｒｔ Ａ， ２０１７， ３４ （９）：

１５５３ － １５６１．

［１９］ Ａｎｎａ Ｇ， Ａｎｄｒｚｅｊ Ｐ， Ｇｒｚｅｇｏｒｚ Ｔ． ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

［Ｊ］ ． Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｉｎ Ｐｕｌａｗｙ， ２０１４，５８

（４）： ５７３ － ５７９．

［２０］ Ｇａｊｄａ Ａ， Ｐｏｓｙｎｉａｋ Ａ， Ｔｏｍｃｚｙｋ Ｇ． ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

［Ｊ］ ． Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｉｎ Ｐｕｌａｗｙ， ２０１４， ５８

（４）： ５７３ － ５７９．

［２１］ 石春红， 曹向英， 曹美萍． 超高效液相色谱 － 串联质谱法分

析动物源性食品中 ４ 种四环素类药物残留［ Ｊ］ ． 食品安全质

量检测学报， ２０１９， １０（１０）： ３１２６ － ３１３１．

Ｓｈｉ Ｃ Ｈ， Ｃａｏ Ｘ Ｙ， Ｃａｏ Ｍ Ｐ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ４ ｋｉｎｄｓ ｏｆ

ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｄｒｕｇｓ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｆｏｏｄ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｏｒｉｇｉｎ ｂｙ ｕｌｔｒａ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ ＆ Ｑｕａｌｉｔｙ， ２０１９， １０ （ １０ ）：

３１２６ － ３１３１．

［２２］ 刘善菁， 陆桂萍， 刘雨昕． 超高效液相色谱 － 串联质谱法测

定猪肝中 ４ 种四环素类药物残留［ Ｊ］ ． 食品安全质量检测学

报， ２０２１， １２（１１）： ４３７９ － ４３８７．

Ｌｉｕ Ｓ Ｑ， Ｌｕ Ｇ Ｐ， Ｌｉｕ Ｙ Ｘ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ４ ｋｉｎｄｓ ｏｆ

ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｌｉｖｅｒ ｂｙ ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ

Ｓａｆｅｔｙ ＆ Ｑｕａｌｉｔｙ， ２０２１， １２（１１）： ４３７９ － ４３８７．

［２３］ 皮璟渔， 吴 迪， 周 临， 等． 超高效液相色谱 － 串联质谱法测

定鸭蛋中 ７ 种四环素类药物残留［Ｊ］ ． 分析试验室， ２０２０， ３９

（９）： １０６２ － １０６５．
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