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鸡蛋中氟虫腈砜能力验证样品单元内与单元间

均匀性评价案例与模型分析

张会亮，程琳，高晓明，项新华，王海燕，孙磊，王聪
（中国食品药品检定研究院，北京　100050）

摘要　对鸡蛋中氟虫腈砜能力验证样品进行单元内均匀性和单元间均匀性评价。对能力验证涉及的检测方法

进行方法学考察，按照预设的模型，在单元内和单元间取样检测。使用单元内子样结果均方差和方法重复性均方差

构建单因素方差分析模型，完成了单元内均匀性评价。对单元间和单元内均匀性评价的方差分析模型中组间和组内

方差的来源及代表性进行了讨论。结果表明鸡蛋中氟虫腈砜样品的单元内均匀性和单元间均匀性满足要求。开展

单元内均匀性评价有利于掌握能力验证方法性能，确认检测最小取样量，识别不均匀性来源，增加单元间均匀性评价

的可靠性。建立的单元内均匀性评价模型克服了标准模型中多次转化测量数据难以获得的问题，可在各类能力验证

项目中推广应用。
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Case and model analysis of between-unit and within-unit homogeneity evaluation for 
the proficiency test sample of fipronil sulfone in eggs

ZHANG Huiliang, CHENG Lin, GAO Xiaoming, XIANG Xinhua, WANG Haiyan, SUN Lei, WANG Cong
(National Institutes for Food and Drug Control,  Beijing　100050,  China)

Abstract　The within-unit and between-unit homogeneity evaluation of proficiency test sample of fipronil sulfone in 

eggs was conducted. The detection method involved in the proficiency test was investigated in methodology, and samples 
were taken within and between units for detection according to the pre-set model. Within-unit homogeneity evaluation was 
conducted with one-way ANOVA (Analysis of variance) model by using the variance of intra unit test data and variance 
of method repeatability data. The results showed that the within-unit and between-unit homogeneity of fipronil sulfone 
meet the requirements. The sources and representativeness of variance in the one-way ANOVA model of between-unit and 
within-unit homogeneity evaluation was discussed. A within-unit homogeneity evaluation is conducive to mastering the 
performance of the method involved in proficiency test, confirming the minimum sampling amount of the measurement, 
identifying the source of the inhomogeneity, and increasing the reliability of the between-unit homogeneity evaluation. The 
within-unit homogeneity evaluation model established can overcome the problem in obtaining the multi transformation data 
in the standard model, and can be widely used in various capacity verification projects.
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能力验证（Proficiency Testing）是利用实验室

间比对，按照预先制定的准则评价参加者的能力。

能力验证样品是能力验证活动的载体，为了确保能

力验证中出现的不满意结果不归咎于样品之间或样

品本身的变异，样品应是均匀和稳定的［1］。

目前，我国的能力验证计划较多地使用稳健统
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计法，基于参加者的结果确定指定值（X）和能力评

定标准差（σ）。如 2017 年国家认监委共组织 47 项

能力验证项目［2］，其中 31 项为定量检测项目，定量

检测项目中有 29 项使用了稳健统计方式开展评价，

占比近 94%。在使用稳健统计方式时，指定值随着

各参加者完成测定、得出结果而同步生成，样品的稳

定性不会直接影响指定值。对稳定性的评价主要是

为防止样品在发放后因运输、储存等原因发生降解，

失去均匀性而影响评价。因此均匀性是能力验证样

品的核心指标。

标准物质研制与能力验证这两个领域均对样

品均匀性的作出要求。二者的规定基于共同原理，

但能力验证对样品均匀性的规定较为简化，主要包

括对单元内均匀性不作要求，对检测方法的精密度

不作要求、对样品称样量无具体要求等，详见表 1。
存在这种差异的原因在于，标准物质的适用场景更

广，研制中期望“方法和实验室能力都应该代表‘最

高水平’，并且它们应能使其测量溯源到项目设计规

定的测量标准”［3］；而能力验证则更多考虑本计划

的考察目的和范围，样品对于本能力验证计划而言

“充分均匀”即可［4］。然而，在未能理解二者共同原

理的情况下，能力验证的简化规定可能导致组织运

作中对样品均匀性的评价偏于简单和表面化，出现

能力验证检测方法选择不当，均匀性评价标准偏宽

而能力评定标准差偏严等风险［5］。

笔者以 2019 年国家认监委 A 类能力验证计划

“鸡蛋中氟虫腈砜类成分的测定”运作为案例，报道

了对所用检验方法进行验证，对样品的单元内均匀

性、单元间均匀性进行评价的工作。对样品单元内

均匀性评价的原理和可用模型进行了分析和探讨，

展示了开展单元内均匀性评价的作用，以及检测方

法的重复性对均匀性评价的影响，为相关能力验证

工作提供参考。

1　方法与过程

氟虫腈砜是氟虫腈在动物体内的代谢产物，被

世界卫生组织列为“对人类有中度毒性”的化合物。

在 2017 年欧洲“鸡蛋氟虫腈事件”后，我国也紧急

制订了针对鸡蛋中氟虫腈及其代谢物的检测方法

GB 23200.115–2018。基于监管需求，众多检测机构

已扩充了该方法资质；此方法使用基质分散固相萃

取法前处理，液相色谱 – 质谱外标标准曲线法定量，

技术手段较为成熟，有必要且适合开展能力考察。

1.1　样品制备

鸡蛋粉样品由专门养鸡场获取的阳性鸡蛋制

备而得，通过控制阴性与阳性鸡蛋的投料比，制备鸡

蛋粉空白基质和 A，B，C 不同浓度组的阳性鸡蛋粉

样品，作为考核样和干扰样。样品制备过程见图 1。

图 1　鸡蛋粉样品制备流程图

样品为干燥的鸡蛋粉，分装成每瓶 5～6 g 的规

格。下文所述的瓶内和单元间均匀性评价均以浓度

A 样品为对象。

1.2　实验方法

本次能力验证考核的方法为 GB 23200.115–
2018 《食品安全国家标准　鸡蛋中氟虫腈及其代谢

物残留量的测定　液相色谱 – 质谱联用法》，样品均

匀性评价中也使用该方法检测。

1.2.1　样品处理

准确称取 1.0 g 试样（精确至 0.01 g）置于 50 
mL 离心管中，加入 6.7 mL 水，超声 15 min，加入

20 mL 乙腈，涡旋混匀 1 min，振荡提取 5 min，加入

2 g 氯化钠和 6 g 无水硫酸钠，涡旋 1 min，以 5 000  

表 1　标准物质研制和能力验证对样品均匀性评价的要求比较

项目 标准来源 方法要求 取样量要求 单元内均匀性

标准物质
研制

JJF1343–2012
ISO GUIDE35: 2017
CNAL GL017: 2018 

测量应在重复性条件下进行，且测量方法的
重复性标准偏差应很小（应满足 Sr<0.3σ）

应研究最小取样量
（未给出具体方案）

应开展，给出了
可行方案

能力验证
运作

CNAS GL003: 2018
ISO 13528: 2015

所用测试方法的精密度和灵敏度不应低于能力
验证计划预定测试方法的精密度和灵敏度

取样量不应大于能力验证计划
预定测试方法的取样量

不作要求

能力验证面
临的风险

– 能力验证设计时对检测方法的精密度缺乏要求；
使用精密度不足的方法使均匀性评价失效

仅能依据预设测量方法规定最小
取样量，缺乏验证和数据支持

无法识别不均
匀性来源
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r／min 离心 5 min，上清液待净化。

准确吸取 1.0 mL 上清液于含有 50 mg PSA（N-
丙基乙二胺）粉末、50 mg C18 粉末和 150 mg 无水

硫酸镁的 2 mL 聚丙烯离心管中，涡旋混合 30 s，以
5 000 r／min 离心 5 min，上清液过 0.22 μm 滤膜，

用于测定。

1.2.2　液相色谱条件

色谱柱：Atlanties T3–C18 色谱柱（100 mm ×3.0 
mm，3 μm，美国 Water 公司）；流动相：A 相为乙酸

铵（5 mmol／L）–甲酸（0.1%）混合溶液，B相为甲醇；

流量：0.4 mL／min ；进样体积：2 μL ；柱温：35℃；

梯度洗脱程序：0～2.0 min，60%B～70%B ；2.0～2.5 
min，70%B～98%B ；2.5～5.5 min，98%B ；5.5～6.0 
min，98%B～60%B，后运行时间 2 min。
1.2.3　质谱条件

ESI– 模式；多反应监测（MRM）；毛细管电

压：3 000 V ；干燥气温度：250℃；干燥气流量：7  
L／min ；雾化气压力：240 kPa ；鞘气温度：325℃：

鞘气流量：11 L／min ；喷嘴电压：400 V ；定性和定

量离子列于表 2。
表 2　均匀性评价实验的质谱条件

离子类型
母离子

（m／z）
子离子

（m／z）
碎裂电压／

V
碰撞能量／

eV
定量离子 450.9 281.8 106 25
定性离子 450.9 243.8 106 50

2　结果与分析

2.1　方法学考察过程与结果

均匀性评价中使用了方差分析法，分析的主要

对象是样品检测结果方差。方差代表了结果的离散

性，因此受所用检测方法重复性的影响。因此首先

对方法的性能进行考察，主要包括加标回收率和方

法重复性考察。

将阴性鸡蛋粉基质置于锥形瓶中，充分振摇混

匀后，称取 6 份 1.000 0 g 子样进行加标，加标水平

与浓度 A 样品含量水平接近。加标后按 1.2 处理测

定，计算回收率和重复性（RSD），结果见表 3。由表

3 可见，方法的回收率和重复性都在较好水平。

2.2　单元内均匀性评价过程与结果

随机抽取 5 瓶样品，每瓶平行称取 5 份 1.000 0 
g 子样，按 1.2.1 方法进行独立平行测定，结果以样

品中氟虫腈砜含量计，见表 4。进行单因素方差分

析，计算公式为 F=MSwithin／MSmethod（式中：MSwithin

使用表 4 中 MSwithin 均值 0.000 213 4，MSmethod 见表

3），计算得 F=1.79。对应自由度和显著性水平下的

临界值 Fcrit（0.05，20，5）=4.56，F<Fcrit（0.05，20，5），故认为样

品单元内检测结果的均方差与方法重复性的均方差

相比无统计学差别，即单元内未表现出不均匀性。
表 4　单元内均匀性检测结果与评价

项目
测得含量 1）／（μg · g–1） 均值

瓶 1 瓶 2 瓶 3 瓶 4 瓶 5
子样 1 0.524 0.513 0.516 0.504 0.512 ／

子样 2 0.503 0.552 0.508 0.514 0.530 ／

子样 3 0.528 0.521 0.550 0.535 0.542 ／

子样 4 0.537 0.537 0.539 0.528 0.527 ／

子样 5 0.540 0.528 0.513 0.513 0.517 ／

SSwithin 0.000 853 0.000 907 0.001 335 0.000 623 0.000 549 0.000 853 4
f 4 4 4 4 4 ／

MSwithin 0.000 213 0.000 227 0.000 334 0.000 156 0.000 137 0.000 213 4

　注 1）：测得含量未折算回收率；是否折算回收率不会影响均匀性

评价结果。

2.3　单元间均匀性评价过程与结果

按 CNAS GL 003 推荐方法，从浓度 A 样品中

随机抽取 15 瓶样品，每瓶平行称取 2 份 1.0 g 子样。

按 1.2.1 方法处理后，对得到的 30 份待测液按随机

顺序进样检测，对结果进行单因素方差分析，使用 F
值评价单元间均匀性，结果见表 5 和表 6。

表 5　样品单元间均匀性检测结果

序号 平行样 11） 平行样 21） 求和 平均 方差

1 0.533 0.529 1.062 0.531 5.034×10–6

2 0.532 0.533 1.065 0.532 1.331×10–6

3 0.536 0.540 1.076 0.538 5.98×10–6

4 0.531 0.526 1.056 0.528 1.386×10–5

5 0.535 0.528 1.063 0.531 3.164×10–5

6 0.528 0.541 1.069 0.535 8.607×10–5

7 0.527 0.531 1.058 0.529 1.155×10–5

8 0.537 0.532 1.070 0.535 1.325×10–5

9 0.533 0.544 1.077 0.539 6.734×10–5

10 0.532 0.538 1.071 0.535 1.808×10–5

11 0.527 0.533 1.060 0.530 2.142×10–5

12 0.531 0.524 1.056 0.528 2.483×10–5

13 0.532 0.525 1.057 0.528 2.156×10–5

14 0.530 0.534 1.064 0.532 8.44×10–6

15 0.524 0.503 1.027 0.514 0.000 219

　注：1）测得含量未折算回收率；是否折算回收率不会影响均匀性评

价结果。

表 3　回收率和重复性考察结果

加标样品
测得值／

（μg · g–1）
加标量／

（μg · g–1）
回收率／

%
平均回收
率／%

RSD／
%

1# 0.519 0.595 3 87.1

88.9 2.07

2# 0.535 0.595 3 89.8
3# 0.545 0.595 3 91.6
4# 0.534 0.595 3 89.7
5# 0.517 0.595 3 86.9
6# 0.523 0.595 3 87.9

mean 0.529 – – – –
SSmethod 0.000 597

f 5
MSmethod 0.000 119
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表 6　样品单元间均匀性检测结果的方差分析

方差源 SS df MS F P Fcrit

组内 0.000 99 14 7.05×10–5 1.926 8 0.109 972 2.424

组间 0.000 55 15 3.66×10–5 – – –
合计 0.001 54 29 – – – –

表 6 中 F 值小于临界值 Fcrit，代表组间方差与

组内方差相比不存在统计学差别，即单元间均匀性

满足要求。本计划结束后，获取的能力评定标准差

为 σ=0.027 8，使用 SS ≤ 0.3σ原则对单元间均匀性

进行验证［3］，确认样品的单元间均匀性满足要求。

3　评价模型与讨论

样品的不均匀性是制备过程中形成的，是绝对

概念，可以表述为异质性；样品均匀性是相对概念。

开展均匀性评价，实质是将样品的异质性量化，衡量

其是否满足统计规则的要求，得出样品均匀或不均

匀的结论。异质性的量化有多种方式［6］，单因素方

差分析是最常用的一种。均匀性评价可分为单元内

评价和单元间评价，能力验证领域的标准文件对单

元间评价给出了较明确描述，但未给出单元内评价

的模型或应用举例。

3.1　单元内均匀性评价模型和分析

开展方差分析需要组内方差和组间方差两组

数据，需明确方差的来源。在单元内均匀性评价中，

方差来源可参考标准物质研制领域 CNAS GL 017
给出的模型，见图 2。

n nn

a

图 2　单元内均匀性评价的组内方差和组间方差来源模型

在此模型中，组间方差来源于不同子样的测量

方差，目的是反映物料异质性；组内方差来源于对

一份子样的多次测量，目的是反映所用检测方法的

重复性。然而在很多理化检验中，转化指前处理，测

量指仪器测试，二者是不同环节，鉴于样品处理的复

杂性和仪器性能的持续提升，前处理引入的重复性

误差远大于仪器测试，很多研究也显示来源于检测

器的不确定度只占很小比例［7］。如果对同一次转化

得到的待测液进行多次测量，得到的是检测仪器的

重复性精密度，而非检测方法的重复性方差，因此不

能作为组内方差。缺乏合理的组内方差成为开展单

元内均匀性评价单因素方差分析的难点。

为了解决这一问题，笔者寻找了组内方差的其

它来源。在方法学考察中，加标试验所用的 n 份阴

性样品可视为含量均为 0 的同一样品，n 份阴性加

标试验可视为对同一子样进行的 n 次转化（n=6），
因此，结果的方差（表 3 中 MSmethod）可以作为组内

方差。组间方差仍按图 2 中 a 份子样的方差执行

（a=5），为了提高稳健性，取 5 瓶样品子样 MSwithin 的

均值（表 4 中 0.000 213 4），以此构建单因素方差分

析模型，完成单元内的均匀性评价。虽然用加标试

验的重复性估计方法重复性存在低估可能，但这一

部分属于组内方差，在 F 值计算中作为分母，因此

得到 F<Fcrit 的结论是更保守和安全的。

3.2　方法重复性对均匀性评价的影响

在理想的单因素方差设计中，组间为待考察因

素，组内为待考察因素以外的其它因素［8］，但在实际

应用中，组间数据不能做到只包含待考察因素。图

3 展示了单因素方差分析的理论设计与实际情况的

差别。箭头左侧为理论设计，箭头右侧为 F 值计算

公式所包含的实际因素。

F

F
MSbetween
MSwithin

MSwithin
MSmethod

图 3　单因素方差分析理论设计与实际情况的比较

在常用的单元间均匀性评价模型中，方差来源

如图 4 所示，组间和组内都包含重复平行检测，因此

MSbetween 和 MSwithin 都受到了方法重复性 MSmethod 的

影响。在各次测量中，方法重复性使测量结果偏大

还是偏小具有随机性，因此，虽然图 3 的分子和分

母中都有方法重复性因素，但不能认为方法重复性

的影响可以抵消，也无法将 MSmethod 从 MSbetween 或

MSwithin 中扣除，只能使用 MSbetween 作为单元间异质

性的估计量。可以明确的是，方法重复性越好，其影

响就越小，越能得到准确的均匀性评价结果。如果

方法重复性方差与单元间异质性方差相当甚至更

大，公式的结果将难以反映样品异质性，F 值向 1 趋

近，也可能得到 F<1 的结果。ISO 13528 等文件指

出了实际工作中会遇到 F 值低于 1 的情况［9］，但这

一情况在实际中经常不被理解和接受。
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图 4　单元间均匀性评价的组内方差和组间方差来源模型

对于单元内均匀性评价来说，同样存在用

MSwithin 估计单元内异质性的情况，不过这一估计仅

存在公式的分子部分，比单元间均匀性评价的情况

简单，因此结论也更直接。

3.3　单元内均匀性与单元间均匀性的关系

以粉末样品的典型制备过程为例，原料经过添

加和均匀化，进行干燥、粉碎、过筛、制粒，物料的异

质性在这一阶段形成。此后，物料再经过混匀过筛，

形成待分装的物料堆。经过分装过程，带有异质性

的物料被分配到每个包装单元［10］，才被划分为单元

内均匀性和单元间均匀性的概念，二者不是互相独

立的。以物料颗粒为观察对象，分装后的情况可以

用图 5 示意，每根条柱代表一个物料颗粒，其长短代

表特性量的异质性，椭圆内表示用于均匀性评价实

验的物料。单元内的不均匀性主要是物料颗粒的异

质性，而单元间不均匀性除物料颗粒异质性外，还包

括分装过程、包装材料对物料作用等因素。

1 2

1 1 12 2 2

a

图 5　物料异质性与单元内不均匀性和单元间不均匀性关系示意图

从本质上来说，单元内均匀性合格是单元间均

匀合格的必要条件，但从评价结论上来说，单元间均

匀性合格却不是单元内均匀性合格的充分条件，原

因在于，图 3 公式中作为分子的单元间异质性和作

为分母的单元内异质性不是两个独立因素，此外还

有方法重复性的因素，这些都影响了单元间均匀性

评价的效力。因此，方法的重复性好是均匀性评价

结论有效的前提，单元内均匀性评价合格是单元间

均匀性评价结论有效的前提。但在目前的能力验证

运作中，以单元间均匀性评价代表全部均匀性评价

的做法比较普遍［2，11］，甚至在一些国家级标物的研

制中，也存在忽略方法性能研究，以单元间均匀性评

价合格得出单元内均匀性也合格的情况［12–14］，这些

做法可能导致均匀性不足的样品未被识别，最终影

响预期用途。按照方法重复性考察 > 单元内均匀

性评价 > 单元间均匀性评价的顺序开展，则可确保

单元间均匀性合格的结论有效，也可辅助识别不均

匀性的来源，比直接开展无交互作用的双因素方差

分析能获取更多的信息［15］。

3.4　单元内均匀性评价的其它方式

用于单元内均匀性评价的样品数量可参考 ISO 
guide 35 给出的要求，当抽取 a 个单元，每单元取

n 份子样进行平行测定时，a 和 n 应满足下列 3 种

条件之一：a=1 且 n ≥ 6 ；a ≥ 3 且 n=3 ；a ≥ 5 且

n=2。表 4 中，a=5，n=5，满足要求，自由度为 20 ；表

5 中，a=15，n=2，也满足要求，自由度为 15。本次使

用了自由度较大的表 4 数据进行计算。在能力验证

中，开展单元间均匀性评价时，抽样数量和平行测定

次数满足 a ≥ 5 且 n=2 的条件，这意味着单元间均

匀性评价中的组内均方也可作为单元内均匀性评价

的组间均方，这可作为一种节约工作量的方式。也

有报道称，增大实验组数比提高每组的重复次数更

有利于提升单因素方差分析的稳健性［16］。

3.5　取样的影响与应对

图 3 中为了讨论的便利，对于随机因素只列出

了方法重复性，实际上取样过程也是一个重要的随

机因素，主要包括取样的代表性和充足性。单元间

取样的代表性一般由随机、系统随机、分层随机等方

式控制，其充足性应满足标准规定的抽样数量；单

元内取样的代表性、充足性受物料异质性和检测取

样量的共同影响［17］。图 5 也展示了在一次检测中

取样量的影响，瓶 1 和瓶 2 物料特性量的总和是相

等的，但瓶 2 的子样 1 和子样 2 的差别却远大于瓶

1，加大取样量和降低物料异质性都可以避免这种情

况，显然加大取样量更容易实现。因此，当单元内均

匀性评价不能通过时，首先应加大取样量进行确认，

如果取样量足够大时仍不能通过，则有必要改进物

料的制备工艺。

4　结语

报道了认监委 A 类能力验证项目“鸡蛋中氰虫

腈类成分的测定”样品的单元内和单元间均匀性评
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价过程，给出了单元内均匀性评价的一种可用模型。

检测方法的重复性对均匀性评价的影响不应被忽

视，有必要对其开展考察。单元间均匀性评价的单

因素方差分析模型中，组内和组间方差均为估计值，

这使得单元间均匀性评价的结论不够稳健，建议同

时开展单元内均匀性评价。单元内均匀性评价在评

估能力验证检测方法、确认最小取样量、识别样品不

均匀性来源、增加单元间均匀性评价稳健性等方面

均能起到重要的作用。目前，能力验证工作中对方

法性能和单元内均匀性评价的关注较少，对二者进

行考察，有利于提高能力验证的整体运作水平，可供

能力验证组织者参考。
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