
化学分析计量
CHEMICAL ANALYSIS AND METERAGE

第 31 卷，第 8 期

2022 年 8 月

Vol. 31，No. 8
Aug. 2022 77

doi:10.3969/j.issn.1008-6145.2022.08.017

高效液相色谱法测定水产品中喹乙醇的不确定度评定
孙栋，王爱英，刘红彩，刘沛生，陈爱景

( 山东省淡水渔业研究院，济南　250117)

摘要　评定高效液相色谱法测定水产品中喹乙醇的不确定度。依据 JJF 1059.1—2012 《测量不确定度评定与表

示》和 SC/T 3019—2004 《水产品中喹乙醇残留量的测定　液相色谱法》，建立评定喹乙醇不确定度的数学模型，分

析其不确定度来源，量化不确定度分量，计算合成标准不确定度与扩展不确定度。当样品中喹乙醇的含量为 0.080  

mg/kg 时，扩展不确定度为 0.002 mg/kg(k=2)。样品溶液质量浓度引入的不确定度为主要来源。
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Evaluation of uncertainty for the determination of olaquindox in fishery products by HPLC
SUN Dong, WANG Aiying, LIU Hongcai, LIU Peisheng, CHEN Aijing

(Shandong Freshwater Fisheries Research Institute, Jinan　250117, China)

Abstract　The uncertainty for the determination of olaquindox in fishery products by HPLC was evaluated. According 

JJF 1059.1–2012 Measurement Uncertain Evaluation and Expression and SC/T 3019–2004 Determination of Olaquindox 
Residues in Fishery Products  High Performance of Liquid Chromatography, the model for assessing the uncertainty of 
olaquindox was established, the source of uncertainty was analized, the uncertainty component was quantified, synthetic 
standard uncertainty and extended uncertainty were calculated. When the content of olaquindox in sample was 0.080 mg/kg, 
the extended uncertainty was 0.002 mg/kg (k=2). The uncertainty introduced by the mass concentration of sample solution 
is the main source.
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喹乙醇又称喹酰胺醇，商品名为倍育诺、快育

灵，是抗菌促进生长剂，具有促进蛋白同化作用，可

提高饲料转化率、加快动物生长，对革兰氏阴性菌和

革兰氏阳性菌有一定的抑制作用，同时对四环素、氯

霉素等耐药菌株仍然有效，常用于治疗养殖鱼类出

血性败血症、疗疮病等 [1–3]。研究表明喹乙醇具有遗

传毒性、生殖毒性、致畸突变毒性 [4–6]，对人也有潜在

的三致性 ( 即致畸形、致突变、致癌 )[7]。美国、欧盟

禁止喹乙醇用作饲料添加剂。中国兽药典 2005 版

规定喹乙醇禁用于 35 kg 以上的猪和禽、鱼等其它

种类动物。为保障动物产品质量安全，喹乙醇被列

为开展风险评估和安全评价的重要兽药残留之一。

为评估测量方法的可靠性和测量结果的可信

程度，需要对测量的不确定度进行评定。通过分析

不确定度的来源、分量大小，明确测定过程中各因素

对测量结果不确定度的影响程度，进而提高测量结

果的准确性 [8–11]。对水产品中的喹乙醇进行测定，

当检测结果接近限量值时，对测定过程中的不确定

度评定是判定样品合格与否的重要依据。

笔者采用 SC/T 3019—2004 《水产品中喹乙醇

残留量的测定　液相色谱法》[12] 对水产品中的喹乙

醇进行测定，依据 JJF 1059.1—2012 《测量不确定度

评定与表示》，对测量结果的不确定度进行评定。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：Agilent 1260 型，配紫外 – 可

见检测器，C18 色谱柱 (250 mm×4.6 mm，5 μm)，美
国安捷伦科技有限公司。

通信作者　孙栋，研究员，学士学位，主要从事水产品质量安全监测工作

收稿日期　2022-05-20

引用格式　孙栋，王爱英，刘红彩，等 . 高效液相色谱法测定水产品中喹乙醇的不确定度评定 [J]. 化学分析计量，2022，31(8): 77.

SUN Dong，WANG Aiying，LIU Hongcai，et al. Evaluation of uncertainty for the determination of olaquindox in fishery products by 

HPLC[J]. Chemical Analysis and Meterage，2022，31(8): 77.



 化学分析计量 2022 年，第 31 卷，第 8 期78

电子天平：(1) XP205 型，感量为 0.01 mg/0.1 
mg，瑞士梅特勒 – 托利多仪器上海有限公司；(2)
BSA2202S 型，感量为 0.01 g，德国赛多利斯股份公

司。

喹乙醇标准物质：纯度为 97.89%（质量分数），

扩展不确定度为 0.73%，批号为 G 141461，德国 Dr. 
Ehrenstorfer 公司。

甲醇、正己烷：色谱纯，德国默克股份两合公

司。

助滤剂：硅藻土，分析纯，500 g/ 瓶，天津市大茂

化学试剂厂。

实验所用其它试剂均为分析纯。

水产品样品：鲤鱼，养殖产地抽检样品，抽样现

场去鱼鳞，取背脊肌肉绞成鱼糜，冷冻保存。

实验用水为纯净水。

1.2　实验方法

SC/T 3019—2004 《水产品中喹乙醇残留量的

测定　液相色谱法》。

1.2.1　标准溶液的制备

准确称取喹乙醇标准品 10.22 mg，用甲醇稀释

至 100 mL，配成质量浓度为 100 mg/L 的标准储备

液；取此储备液 10 mL，再用甲醇稀释至 100 mL ；

配成质量浓度为 10 mg/L 的标准使用液；分别取

喹乙醇标准使用液 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 mL，再用

15% 甲醇水溶液分别稀释至 100 mL，配成质量浓度

浓度分别为 0.05、0.1、0.2、0.5、1.0 μg/mL 的系列标

准工作溶液。

1.2.2　样品溶液的制备

称取鲤鱼鱼糜样品 10.00 g 于 100 mL 均质

杯中，加入助滤剂 1 g、乙腈 30 mL，均质 1 min，以
4 000 r/min 转速离心 10 min，将上清液倒入锥形瓶

中，再加入 20 mL 乙腈，重复提取一次，合并上清液；

向提取液中加入正己烷 10 mL，振荡分层，弃去正己

烷相，重复一次，将乙腈层转移到旋蒸瓶中，于 45 ℃
水浴旋蒸除去溶剂，用 1.0 mL 15% 的甲醇溶液溶解

残留物，过 0.45 μm 滤膜，置于 2 mL 样品瓶中，用

液相色谱法检测。

2　数学模型

样品中喹乙醇含量按照式 (1) 计算：

X=(ρs×Vs)/ms                                      (1)
式中：X——样品中喹乙醇含量，mg/kg ；

ρs——样品溶液中喹乙醇含量，μg/mL ；

ms——样品质量，g ；

Vs——样品溶液体积，mL。
喹乙醇标准储备液的质量浓度按式 (2) 计算：

ρ0=(1 000×m0×P)/V0                (2)
式中：ρ0——喹乙醇标准储备液质量浓度，mg/L ；

1 000——将 mL 换算成 L 的换算系数；

m0——喹乙醇标准物质的质量，mg ；

P——喹乙醇的纯度，以质量分数表示；

V0——标准溶液体积，mL。
3　不确定度来源分析与评定

参照文献 [13] 对本测量过程的不确定度进行

评定。

3.1　不确定度来源分析

从数学模型和检测过程分析，高效液相色谱法

测定水产品中喹乙醇残留量的不确定度来源，主要

包括：(1) 样品称量质量的不确定度，主要由天平的

允差、重复性、分辨力和偏载误差引入的不确定度组

成；(2) 样品溶液体积引入的不确定度，主要由容量

瓶容量允差、重复性和温度变动导致的不确定度组

成；(3) 样品溶液浓度校准过程引入的不确定度，包

括标准溶液配制浓度的不确定度，以及用最小二乘

法拟合标准曲线校准计算出定容溶液中喹乙醇浓度

所引入的不确定度；前者由标准物质纯度，称量和

配制、稀释操作的不确定度组成；后者包含高效液

相色谱法重复测定的不确定度；(4) 测量重复性引

入的不确定度，由检测过程中的提取、净化、浓缩、定

容、操作人员的熟练程度以及仪器本身性能等因素

的影响而产生的。前 3 项中由重复性引入的不确定

度均已包含在总的测量重复性引入的不确定度中，

在评定各项不确定度时，不再分析重复性分量引入

不确定度的贡献大小。

3.2　测量不确定度分量的评定

3.2.1　样品称量引入的相对标准不确定度 urel(ms)
样品质量 ms 不可能直接测量给出，是通过 2 次

称量给出的，样品容器质量 m0，按去皮键示值为零，

样品和容器质量为 m1，数学模型：ms=m1–m0 ；m1 和

m0 是用同一台电子天平测量的，是相关量；但是 ms

是 m1 和 m0 的差值，其系统偏差被抵消，是负相关

( 相关系数接近 –1)，因此，采用互不相关的合成规

则 ( 方和根 ) 进行合成 [14]，质量 m1 与质量 m0 的标

准不确定度评定方法相同，二者不确定度评定结果

相同。

感量为 0.01 g 的电子天平最大允许误差为

±0.05 g，区间半宽度 a1=0.05 g，ms 测量值落在该
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区间的概率分布为矩形分布，包含因子 k= 3， 
电子天平最大允许误差引入的标准不确定度：

ub1(m1)=ub1(m0)=a1/k=0.029 g
ub1(ms)= ( ) ( )u m u m1 1

2
1

2
0b b+ =0.040 8 g

所用天平为数显式的，分辨力为 0.01 g，区间半

宽度为 a2=0.005 g，假设可能值在区间内为均匀分

布 [14]，k= 3，因此由分辨力引入的标准不确定度：
ub2(m1)=ub2(m0)=a2/k=0.002 9 g

ub2(ms)= ( ) ( )u m u m2 2
2

1
2

0b b+ =0.004 1 g
由检定证书可知：天平偏载误差为 –0.01 g，假

设天平偏载误差导致的不确定度服从正态分布，用

极差法估算实验标准偏差，单次测得值 x 的实验标

准差 s(x)=R/C，极差系数 C=2.33[14]，则天平偏载误

差引入的标准不确定度：

ub3(m1)=ub3(m0)=s(x)=0.01/2.33=0.004 3 g
ub3(ms)= ( ) ( )u m u m3 3

2
1

2
0b b+ =0.006 1 g

由上述评定结果可知，天平允许误差引入的不

确定度贡献最大，天平分辨力和偏载误差引入的不

确定度较小。样品称量引入的合成标准不确定度：

uc(ms)= ( ) ( ) ( )u m u m u m1 2 b
2 2

3
2

b s b s s+ + =0.041 g
样品质量 ms=10.00 g，其相对标准不确定度：

urel(ms)=uc(ms)/ms=0.004 1
3.2.2　样品溶液体积引入的相对标准不确定度 urel(Vs)

制造商提供的 1 000 μL 移液器容量允许误差

为 ±0.8%，按三角分布处理，包含因子 k2= 6，容

量允差引入的标准不确定度：

ub1(Vs)=(0.8%×1 000)/k2=3.3 μL
实验室环境温度为 20～25 ℃，复溶液为 15%

的甲醇水溶液，甲醇的体膨胀系数为 0.001 18/℃，

水的膨胀系数为 0.000 21/℃；1 000 μL 15% 的甲

醇水溶液的体积变化近似为 ±(150×5×0.001 18
+850×5×0.000 21)=±1.8 μL，假设温度变化时矩

形分布，k= 3，则温度变化引入的标准不确定度：
ub2(Vs)=1.8/k=1.0 μL。

以上不确定度分量互不相关，则样品溶液体积

引入的合成标准不确定度：

uc(Vs)= ( ) ( )u V u Vs s1
2

2
2

b b+ =3.4 μL
样品溶液体积引入的相对标准不确定度：

urel(Vs)=uc(Vs)/Vs=3.4/1 000=0.003 4
3.2.3　样品溶液质量浓度引入的相对不确定度 urel(ρs)

(1) 标准溶液配制引入的标准不确定度 u1(ρm)。
标准储备液配制引入的标准不确定度 u(ρ0)。

由标准储备液配制数学模型式 (2) 可得出：标准

储备液浓度的标准不确定度主要由标准物质的纯

度 P、质量 m0 和定容体积 V0 引入的。喹乙醇的标

准物质证书纯度为 97.89%，不确定度为 ±0.73%，

包含因子 k=2。称量标准物质所用天平最大允许

误差为 ±0.05 mg，分辨力为 0.01 mg，偏载误差

为 –0.1 mg。使用 100 mL 的容量瓶进行定容，环境

温度 (20±5)℃，相对湿度小于 85%。A 级 100 mL
容量瓶的最大允许误差为 ±0.10 mL[15]，区间半宽

度 a3=0.10 mL，其服从三角分布，包含因子 k= 6
[16]。容量瓶在室温 20 ℃检定，标准溶液的定容在

(20±5)℃条件下进行。因为液体的体积膨胀系

数远大于玻璃，因此只需考虑前者，甲醇的体膨胀

系数为 0.001 18/℃，产生的体积变化：±(100×5 
℃ ×0.001 18/ ℃ )=±0.59 mL，则 区 间 半 宽 度

a4=0.59 mL，按均匀分布，k= 3。标准物质纯度 P、
标准物质称量 m0 和定容体积 V0 引入的不确定度各

分量结果列于表 1。则 100 mg/L 标准储备液配制

引入的相对标准不确定度：

urel(ρ0)= ( ) ( ) ( )u P u m u Vrel rel rel
2 2 2

0 0+ + =0.008 8
100 mg/L 标准储备液浓度引入的合成标准不

确定度：

uc(ρ0)=ρ0 urel(ρ0)=0.88 mg/L
表 1　标准储备液质量浓度引入的不确定度分量

不确定
度分量

不确定度
来源

分布 类型
标准不
确定度

项目
合成标准
不确定度

相对标准
不确定度

u(P) 标物纯度 正态 B 0.73% 97.89% — 0.003 7

u(m0)
允差

分辨力
偏载误差

矩形
矩形
正态

B
B
B

0.041 mg
0.0041 mg
0.061 mg

10.22 mg 0.073 mg 0.007 2

u(V0)
允差

温度误差
三角
均匀

B
B

0.041 mL
0.34 mL

100.0 
mL 0.34 mL 0.003 4

标准溶液系列配制引入的相对标准不确定度。

标准溶液系列配制是采用 10 mL 刻度吸量管和 100 
mL 容量瓶进行稀释定容的；10 mL 分度吸量管 (V1)
容量允差为 ±0.05 mL，100 mL 容量瓶 (V2) 容量允

差为 ±0.1 mL。按 3.2.2 不确定度评定方法进行评

定，10 mL 刻度吸量管和 100 mL 容量瓶引入的相对

标准不确定度结果列于表 2。配制 10 mg/L 的标准

使用液的相对标准不确定度 urel(ρ10) 由 10 mL 分度

吸量管引入的相对标准不确定度分量 urel，1(V1)、100 
mL 容量瓶引入的相对标准不确定度分量 urel，1(V2)
和 urel(ρ0) 三个分量合成：

urel(ρ10)= ( ) ( ) ( )u V u V urel,1 rel,1 rel
2

1
2

2
2

0t+ + =0.010
合成标准不确定度：uc(ρ10)=0.100 mg/L。
由 10 mg/L 标准使用液配制 1.0 mg/L 的标
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准溶液，相对标准不确定度 urel(ρ1.0) 由 urel，2(V1)、 
urel，2(V2) 和 urel(ρ10) 三个分量合成：

urel(ρ1.0)= ( ) ( ) ( )u V u V urel,2 rel,2 rel
2

1
2

2
2

10t+ + =0.011
合成标准不确定度：uc(ρ1.0)=0.011 mg/L。
由标准物质配制系列标准溶液引入的标准不

确定度近似值 [17] 为 u1(ρm) ≈ u(ρ1.0)/n ≈ 0.002 1 mg/L 
(n 为标准系列个数，n=5)

表 2　量器引入的相对标准不确定度

量器 定容溶液
相对标准不确定度

符号 数值

10 mL 分度吸量管 甲醇 urel，1(V1) 0.004 0
100 mL 容量瓶 甲醇 urel，1(V2) 0.003 4

10 mL 分度吸量管 15% 甲醇 urel，2(V1) 0.002 3
100 mL 容量瓶 15% 甲醇 urel，2(V2) 0.001 1

(2) 标准工作曲线拟合引入的标准不确定度

u2(ρz)。将系列标准溶液分别上机测定 3 次，结果列

于表 3。
表 3　系列标准工作溶液色谱峰面积

标准工作溶液质
量浓度 /(mg · L-1)

色谱峰面积

测定值 平均值

0.05 2.166 38，2.303 78，2.059 53 2.176 56
0.10 4.239 52，4.252 94，4.585 77 4.390 70
0.20 9.633 23，9.339 40，9.227 26 9.399 96
0.50 22.022 39，22.148 89，21.803 05 21.991 44
1.00 44.230 63，44.068 22，44.242 06 44.180 30

假设由标准溶液的吸收值 ( 以色谱峰面积表

示 ) 与浓度拟合的标准曲线为 y=bx+a，用最小二

乘法拟合标准曲线方程：y=44.033 16x+0.135 52，
r=0.999 8，表明标准曲线线性良好。根据标准溶液

的浓度 x，利用标准曲线计算得色谱峰面积的理论

值 ys，计算实际峰面积 yi 与理论值的残差 (yi–ys)，按
贝塞尔公式计算求得残差的标准偏差：

0.29814s
n

y y
2
1

i s

i

n
2

1

=
-

- =
=

6 @/

对样品进行 2 次测量，m=2，则标准曲线拟合引

入的不确定度：

0.005 5u
b
s

m n
x x

y y1 1 mg/Lz

i

i

n2
2

1

0
2

t = + +
-

-
=

=

^
^
^h

h
h

/

式中：b——标准曲线斜率；

m——样品测定次数，m=2 ；

n——标准曲线浓度点数，n=15 ；

y0——2 次测量样品色谱峰面积的平均值；

y——15 个标准溶液色谱峰面积的平均值， 
y =16.421 54 ；

xi——第 i 个标准工作溶液质量浓度，mg/L ；

x ——5 种标准工作溶液浓度的平均值， 
x =0.37 mg/L。

样品提取液中喹乙醇质量浓度引入的标准不

确定度 urel(ρs) 由 u1(ρm) 和 u2(ρz) 两部分不确定度分

量合成，得：

( )
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3.2.4　测量重复性引入的标准不确定度 u(X1)
喹乙醇样品需经过绞碎、称量、提取、净化、浓

缩、复溶等步骤后用液相色谱法检测，由于受光照、

温度、人员操作、仪器误差等因素的影响，每一步都

会引入不确定度，包括样品的均匀性和代表性、天平

的重复性、定容体积的重复性等因素引入的不确定

度，要依次确定每一步操作对测量结果不确定度的

贡献是相当困难的，结合实际工作可采用检测方法

验证的重复性结果进行评定。

样品重复测量主要受操作人员的熟练程度及

仪器本身性能等因素的影响，该不确定度属于 A 类

评定，样品测量次数 p=6，处理液中喹乙醇的质量浓

度 ρ 分别为 0.807、0.794、0.796 、0.816、0.793、0.806  
mg/L，平均值 t =0.802 mg/L，计算得 6 次测量结果

的标准偏差 sc=0.009 mg/L，则 u(X1)=sc/ p =0.004 
mg/L。测量重复性引入的相对标准不确定度：

urel(X1)=u(X1)/ t =0.005
3.3　合成标准不确定度 u(X) 和扩展不确定度

以上各不确定度分量互不相关，则合成相对标

准不确定度：

( )/ ( ) ( ) ( ) ( )

0.010 26

u X X u m u V u u Xrel rel rel rel
2 2 2 2

s s s 1t= + + +

=

样品中喹乙醇的测定值为 X=0.080 mg/kg，则水

产品中喹乙醇测定结果的标准不确定度：

u(X)=0.010 26×0.080=0.000 8 mg/kg
取置信水平 95%，包含因子 k=2，则水产品中喹

乙醇测定结果的扩展不确定度：

U=k×u(X)=0.002 mg/kg
3.4　测量不确定度报告

取 95% 置信概率，包含因子 k=2，则水产品中

喹乙醇测定结果：X=(0.080±0.002) mg/kg。
4　结论

对高效液相色谱法测定水产品中喹乙醇残留

量的不确定度来源进行全面分析，将各不确定度的
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分量进行比较，结果发现：

(1) 样品溶液质量浓度引入的不确定度为该方

法不确定度的主要来源，其中，标准工作曲线拟合引

入的不确定度对测定结果不确定度的影响较大。其

不确定度的大小，除了与标准溶液测量重复性有关，

还与测试样品与标准溶液质量浓度平均值的接近程

度有关，二者越接近，产生的不确定度就越小，因此

实验设计时应考虑标准曲线的线性范围，测试样品

的定量结果尽可能在落在标准曲线的中间，应适当

增加样品和标准工作溶液平行测定次数 (3～5 次为

宜 ) ；标准曲线实验点个数影响样品的不确定度，适

当增加实验点将降低分析结果的测量不确定度。

(2) 测量重复性引入的不确定度的影响次之，在

测定过程中，仪器设备的重复性引入的不确定度贡

献较大，为获得较小的不确定度，在测量过程中选用

符合检测要求的仪器设备，同时增加平行检测次数，

尤其是高效液相色谱，通过增加样品的重复测量次

数达到减小不确定度的目的；除此之外必须严格控

制实验条件，保持样品在提取、浓缩、净化等过程中

的一致性，减少因环境和人员操作引入的偏差，并规

范实验操作。

(3) 标准溶液稀释过程中，温度误差和容量允差

对不确定度的贡献较大，尤其是使用体膨胀系数较

大的有机溶剂稀释时，温度误差引入的不确定度较

容量允差显著；因此在标准溶液的配制过程中，控

制室温 20 ℃，减小温差，同时选用允差较小的量器。

(4) 天平称量引入的不确定度：从天平的校准、

重复性、分辨力和偏载误差四个方面评定天平称量

引入的不确定度，对于分度值为 0.01 g 的天平，允差

对不确定度的贡献最大，对于分度值为 0.01 mg 的

天平偏载误差贡献最大；称量时，尽可能选用允差

小的天平，标准物质的称量应考虑偏载误差。

(5) 用 1 000 μL 的流动相复溶残留物，1 000 
μL 量器的允差大小对该分项不确定度影响最大，

故选用校准的量器能减少该项不确定度。其它因素

虽然影响较小，但仍需选取纯度较高的标准品，使用

A 级玻璃量具，定期对天平及液相色谱仪等仪器进

行维护保养与校准，进一步提高试验操作的规范性

与测定结果的准确性。
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