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高效液相色谱法测定动物性食品中环丙氨嗪残留量的
不确定度评定
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摘 要：目的 评定高效液相色谱法测定动物性食品中环丙氨嗪残留量的不确定度。方法 样品经三氯乙酸和乙腈

混合液多次均质提取，取上清液用正己烷除脂，再用水浴旋转蒸发浓缩，三氯乙酸和乙腈混合液复溶，再用混合阳

离子交换固相萃取柱净化，经氨基色谱柱分离，以乙腈水作为流动相进行等度洗脱，二极管阵列检测器，外标法定

量测定动物性食品中环丙氨嗪残留量。依据 JJF 1135—2005《化学分析测量不确定度评定》和 JJF 1059.1—2012《测

量不确定度评定与表示》，评估整个检测过程中所产生的不确定度包含称量、标物、标准工作曲线配制、标准曲线

拟合、样品测量重复性、仪器和加标回收率，并对各个因素引入的不确定度进行计算，最后得到扩展不确定度。 
结果 当鸡肉中环丙氨嗪检测结果 19.8 μg/kg，扩展不确定度为 3.2 μg/kg。结论 影响不确定度的主要因素是标准

物质、样品的测量、标准曲线的配制和标准曲线的拟合。
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Uncertainty evaluation for determination of cyromazine in animal foods by  
high-performance liquid chromatography
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ABSTRACT: Objective  To evaluate of uncertainty in the determination of residual cyclopropamide in animal food by 
high-performance liquid chromatography. Methods  The sample was repeatedly extracted by the mixture of Trichloroacetic 
acid and acetonitrile. The supernatant was degreased with n-hexane, and then concentrated by rotating evaporation in a water 
bath. The mixture of trichloroacetic acid and acetonitrile was redissolved, and then purified by a mixed cation exchange 
solid phase extraction column. After separation by an amino chromatographic column, acetonitrile water was used as the 
mobile phase for isocratic elution. The residue of cyclopromazine in animal food was quantitatively determined by diode 
array detector and external standard method. According to the JJF 1135-2005 Chemical Analysis Measurement Uncertainty 
Assessment and JJF 1059.1-2012 Measurement Uncertainty Assessment and Representation, the uncertaintygenerated during 
the entiretesting process includes weighing, standard, standard working curve formulation, standard curve fitting, sample 
measurement repeatability, instrument and standard recovery rate, and the uncertainty introduced by each factor is calculated, 
and finally theexpansionuncertainty is obtained. Results  When the detection result of cyromazine in chicken was 19.8 μg/kg, with 
an expanded uncertainty of 3.2 μg/kg. Conclusion  The main factors affecting uncertainty are the determination of standard, 
samples, the preparation of standard curves and the fitting of standard curves.
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0  引  言

环丙氨嗪，又名灭蝇胺，属于昆虫生长调节剂类，其特有
的内息传导作用使双翅目昆虫的幼虫和蛹在形态上发生畸形变 
化 [1-2]，造成成虫的羽化不完全或被抑制，从而达到杀虫目的。
早期的急性毒理实验表明环丙氨嗪对哺乳动物和鸟类无害，对土
壤微生物也没有明显的毒害。然而，随着研究的深入，有证据表
明环丙氨嗪具有一定的致癌性 [3]。此外，环丙氨嗪在动物体内代
谢为三聚氰胺，代谢产物很少且会被排出体外。然而，由于三聚
氰胺对人和动物有害，控制使用剂量和频率是避免药物残留的 
关键。为了确保动物性食品中残留的环丙氨嗪不会对人体产生危
害 [4-6]，我国对环丙氨嗪在动物性食品中残留量有严格的限量要
求，GB 31650—2019《动物性食品中兽药残留限量》里规定羊
的肌肉、脂肪、肝、肾中环丙氨嗪的残留限量为 0.3 mg/kg，家
禽的肌肉、脂肪、副产品中环丙氨嗪的残留限量为 0.05 mg/kg。

目前针对动物性食品中环丙氨嗪残留量的检测方法主要是
液相色谱法 [7-9]，但是关于动物性食品中环丙氨嗪残留量检测的
不确定度评定研究却很少。不确定度是指由于存在测量误差，
对被测量值不能肯定的程度，也表明该结果的可信赖程度。它
是测量结果的质量指标。不确定度越小，代表检测数据质量及
其使用价值越高 [7-8,10]。测量不确定度是评价测量方法合理性、
科学性的有效手段之一，可使检测结果更具有可信性和可比性。
当测量结果和限量值接近时，应进行不确定度的评估，确保检
测结果的准确性和可靠性。不确定度测定报告可作为药物残留
量是否超过限量标准的重要判断依据之一，对于食品安全检测
的质量保证有重要意义 [11-13]。

本研究采用 GB 31658.12—2021《食品安全国家标准动物
性食品中环丙氨嗪残留量的测定高效液相色谱法》中的高效液
相色谱法对动物性食品中的环丙氨嗪残留量进行测定。根据
JJF 1135—2005《化学分析测量不确定度评定》和 JJF 1059.1—
2012《测量不确定度评定与表示》，对整个实验过程中产生的
各种不确定因素进行分析、计算，确定对结果的影响程度，为
优化和判断结果的准确性提供了有效的参考依据。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂
环丙氨嗪（纯度 99.90%，北京振翔科技有限公司）；甲醇、

乙腈、正己烷、盐酸、乙酸铵、乙酸、氨水、三氯乙酸（分析纯，
国药集团化学试剂有限公司）；0.45 μm PTFE 滤膜（天津津腾科
技有限公司）。
1.2  仪器与设备

混合阳离子交换固相萃取柱（60 mg/3 mL，北京振翔科技
有限公司）；LC–20AD 液相色谱仪（带二极管阵列和荧光检测器，
日本岛津公司）；P8–10PH 计、BSA822 电子天平（感量 0.01 g）

（北京赛多利斯科学仪器有限公司）；XSR205DU 电子天平（感量
0.01 mg，上海梅特勒 – 托利多仪器有限公司）；EFAA–DC24–
RT 氮吹仪（上海安谱实验科技股份有限公司）；Milli–Q IQ 7000
超纯水仪（上海默克化工技术有限公司）；T25 探头旋刀式均质
器（艾卡仪器设备有限公司）；VORTEX–5 涡旋混合器（海门市
其林贝尔仪器制造有限公司）；Sorvall ST16R 离心机（美国赛
默飞世尔科技公司）；R–215 旋转蒸发仪（瑞士步琦有限公司）；
Agilent 氨基柱（250 mm×4.6 mm，4.5 μm，美国 Agilent 公司）。

1.3  实验方法
1.3.1 标准溶液配制

准确称取 10.01 mg环丙氨嗪标准品，置于 100 mL容量瓶中，
用乙腈稀释溶解并定容，得到质量浓度为 100 mg/L 的环丙氨嗪
标准储备液。
1.3.2 标准工作液

用 1000 μL 的移液器移取 900 μL 乙腈，再用 100 μL 移液器
移取 100 μL 100 mg/L 的标准储备液，涡旋混匀，得到 10 mg/L
的中间液，分别用 200μL 的移液器移取 20、50、100、200 μL
的 10 mg/L 的中间液，20、50、100 μL 的 1 mg/L 的中间液，再
加入分别用 1000 μL 的移液器移取 980、950、900、800、980、
950、900 μL 的乙腈，涡旋混匀，得到 0.02、0.05、0.10、0.20、
0.50、1.00、2.00 mg/L 的环丙氨嗪标准系列溶液。
1.3.3 样品提取

称取鸡肉试样 5 g（精确至 ±0.02 g），置于 50 mL 离心管
中，加三氯乙酸 – 乙腈提取液 15 mL，高速均质使均匀分散，
以 5000 r/min 离心 5 min，取上清液于 100 mL 分液漏斗中，残
渣加三氯乙酸 – 乙腈提取液 10 mL，重复提取 1 次，合并上清
液，加正己烷 30 mL，振摇 2 min，静置分层。收集下层液于
100 mL 鸡心瓶中，50℃ 水浴旋转蒸发至 1 mL（需控制真空度
防止爆沸），转至 10 mL刻度离心管中，用提取液淋洗鸡心瓶 2次，
每次 2 mL，合并提取液，以 10000 r/min 离心 5 min，取上清液，
备用。
1.3.4 样品净化

固相萃取柱依次用甲醇 3 mL 和水 3 mL 活化，取备用液过
柱，控制流速 1 mL/min。依次用甲醇 3 mL、0.1 mol/L 盐酸溶
液 3 mL、水 3 mL 和甲醇 3 mL 淋洗、抽干，用氨水甲醇溶液
5 mL 洗脱。收集洗脱液，于 50℃ 氮气吹干，用流动相 1.0 mL
溶解残余物，涡旋 30 s，滤膜过滤，供高效液相色谱仪测定 [14-15]。
1.3.5 色谱条件

色谱柱：Agilent 氨基柱（250 mm×4.6 mm，4.5 μm）；流速：
1.0 mL/min；柱温：35℃；进样量：10 μL；流动相：乙腈∶水

（98∶2，V∶V）；检测波长：214 nm。
1.4  不确定度评定数学模型

不确定度计算如公式（1）
s 1 3

2

1000
1000

C V VX
V m
× × ×

=
× ×

 （1）

式中：X——试样中环丙氨嗪的含量，μg/kg；Cs——标准
溶液中环丙氨嗪浓度的数值，μg/L；V1——提取液体积的数值，
mL；V3——定容体积的数值，mL；V2——用于净化的提取液体
积的数值，mL；m——试样质量，g。

2  结果与分析

2.1  不确定度的来源
不确定测量过程中的随机效应及系统效应均会导致测量不

确定度，依据数学模型和实验过程环丙氨嗪检测结果不确定度的
来源主要有：（1）称量因素引入的不确定度 u（m）；（2）待测试样
中环丙氨嗪浓度因素引入的不确定度 uC，包含标准物质本身的
不确定度 u（C1）、标准工作曲线配制引入的不确定度 u（C2）、采
用最小二乘法拟合标准工作曲线 [16] 求得试样浓度过程引入的不
确定度 u（C3）、样品测量重复性引入的不确定度 u（X）、高效液
相色谱仪引入的不确定度 u（LC）；（3）加标回收率引入的不确定 
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度 u（R）[7,10,17-18]。
2.2  不确定度的评定
2.2.1 称量因素引入的相对标准不确定度 urel（m）

称量引入的不确定度主要来源于天平的称量偏载、天平最
大允差和浮力影响。在正常状态下称量，可以忽略浮力产生的
影响。由电子天平证书可得，称量的偏载为 ±0.015 mg，最大允
差为 ±0.05 mg，最终称量数据需要进行 2 次称量测定操作，其
中一次去皮，第二次为样品质量，按照均匀分布，计算称量因
素引入的不确定度如公式（2）。

( )2 22 0.05 0.015
( ) 0.043 mg

3
u m

× +
= =  （2）

其中标准品称样量为 10.01 mg 和样品称量为 5 g 的相对不
确定度计算分别如公式（3）、（4）。

1
rel 1

1

( ) 0.043 mg( ) 0.004296
10.01 mg

u mu m
m

= = =  （3）

2
rel 2

2

( ) 0.043 mg( ) 0.0000086
5000 mg

u mu m
m

= = =  （4）

因此称量引起的相对不确定度如公式（5）。
2 2

rel
( )( ) 0.004296 0.0000086 0.004296u mu m
m

= = + =  （5）

2.2.2 待测试样中环丙氨嗪浓度因素引入的相对标准不确定度urel（C）
（1）标准物质本身的不确定度 u（C1）
由标物证书可得，标准品纯度为 99.90%，按照均匀分布，

扩展不确定度为 ±1.0%，扩展因子 3k = ，则标准物质不确定
度计算如公式（6）。

1
1.0%( ) 0.58%

3
u C = =  （6）

则标准物质相对不确定度如公式（7）。
1

rel 1
( ) 0.58%( ) 0.0058

99.90%
u Cu C

P
= = =  （7）

（2）标准工作曲线配制引入的不确定度 u（C2）
由标准溶液配制过程可得，该过程中引入的不确定度主要

有称重、定容、玻璃器皿的校准和环境温度变化 [19-20]。称重在 2.1
已经计算，不再计算。依据玻璃器皿的检定证书获得最大允差，

按均匀分布 3k = 。标准储备液及标准曲线的配制均由乙腈稀
释，实验室的温度一般在（20±5）℃，在 20℃ 下乙腈的体积膨
胀系数为 1.37×10-3℃-1，远大于硼硅玻璃的体积膨胀系数 
1.0×10-5℃ -1，因此环境温度的变化引起的体积变化主要是溶剂

体积变化，按均匀分布 3k = ；定容产生的不确定度通过容量
瓶重复性及移液器不确定度来分析 [3,13]，结果见表 1 和表 2。

100 mL 容量瓶定容体积的相对合成不确定度如公式（8）。
2 2 2

rel 1 2 3

2 2 2

( )

0.000577 0.000200 0.00791
0.0079

u u u u= + +

= + +
=

容  

（8）

表 1 标准溶液配制过程中容量瓶的不确定度分析 
Table 1 Uncertainty analysis of volumetric bottle during the preparation of standard solution

器皿规格 类型 最大允差 包含因子 标准不确定度（mL） 相对不确定度

100 mL
计量器皿校准 ±0.1 mL 3 0.058 u1=0.000577

重复性 — — 0.020 u2=0.000200
温度差异 ±5℃ 3 0.791 u3=0.00791

表 2 标准溶液配制过程中移液器的不确定度分析 
Table 2 Uncertainty analysis of pipette during the preparation of standard solution

移液器 使用次数 移取体积（μL） 最大允差 包含因子 标准不确定度（mL） 相对标准不确定度

1000 μL 移液器 2 980 ±1.0% 3 0.577 u4=0.000589
1000 μL 移液器 2 950 ±1.0% 3 0.577 u5=0.000607
1000 μL 移液器 3 900 ±1.0% 3 0.577 u6=0.000641
1000 μL 移液器 1 800 ±1.0% 3 0.577 u7=0.000721
200 μL 移液器 1 200 ±1.5% 3 0.866 u8=0.00433
200 μL 移液器 3 100 ±1.5% 3 0.866 u9=0.00866
200 μL 移液器 2 50 ±1.5% 3 0.866 u10=0.01732
200 μL 移液器 2 20 ±1.5% 3 0.866 u11=0.0433

移液器引入的相对合成不确定度如公式（9）。

( )
1

2 2 2 2 2 2 2 2 2
rel 4 5 6 7 8 9 10 11

2 2 2 2

1
2 2 2 2 2

( )

0.000589 0.000607 0.000641 0.000721

0.00433 0.00866 0.01732 0.0433
0.048

u u u u u u u u u= + + + + + + +

= + + + +

+ + +
=

移

（

）

 

（9）

最终得到标准曲线配制过程中引入的相对不确定度如公式

（10）。
2 2 2 2

rel 2 rel rel( )= ( ) ( ) 0.0079 0.048 0.049u C u u+ = + =     容 移  （10） 

（3）采用最小二乘法拟合标准工作曲线求得试样浓度过程

引入的不确定度 u（C3）

对配制的 7 个水平的标准系列工作液 [21]，重复测定两次，

测得环丙氨嗪的峰面积如表 3 所示，以标液质量浓度（ng/mL）
为横坐标，峰面积为纵坐标得到环丙氨嗪回归方程、截距和线

性相关系数（r2）结果如表 3 所示。

环丙氨嗪标曲拟合而成的线性回归方程为 Y=aX+b（b 为截

距，a 为斜率）对阳性样品进行 7 次重复性测定，其结果见表 4。
标准曲线的拟合标准偏差计算公式如（11）。

( ) 2
1
[ ]

( )
2

n

i
A aC b

S A
n

=
− +

=
−

∑  （11）
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式中：A 为两次测定峰面积的平均值；C 为标准系列溶液

的浓度，ng/mL；n 为标准溶液测定的总次数（不包含 0 点）；a
为标准曲线的斜率；b 为标准曲线的截距。将表 2 和表 3 中的

数据代入（11）计算公式，得出环丙氨嗪的 S（A）=1374。

表 3 标准曲线数据及处理 
Table 3 Standard curve data and processing

待测化合物
标准溶液质量浓度

（ng/mL） 外标峰面积 A1 外标峰面积 A2

环丙氨嗪

20 2175 2589
50 5023 5532
100 10724 11104
200 22214 22538
500 51659 53832
1000 110224 111328
2000 227543 227890

表 4 标准曲线数据和阳性样品测量数据 
Table 4 Standard curve data and positive sample measurement data

待测化合物 回归方程
相关系数
（r2）

样品峰
面积

质量浓度
（ng/mL）

平均质量
浓度

（ng/mL）

环丙氨嗪 Y=112.57X 0.9994

11286 100.26

100.25

11243 99.87
11286 100.26
11370 101.01
11181 99.33
11118 98.76
11514 102.28

最小二乘法拟合标准工作曲线引入的不确定度如公式（12）。

( )
2

3 2

1

( ) 1 1 ( )( ) S
n

Si

S A C Cu C
a P n Ci C

=

−
= + +

−∑
 （12）

式中：S（A）为标准曲线的拟合标准偏差；a 为斜率；P 为

对阳性样品溶液 C 的测定次数，P=7；n 为标准溶液测试次数，

本研究中 7 个质量浓度的标准溶液重复测定 2 次，n=7×2=14；

C 为阳性样品测定平均值； SC 为系列标准溶液的平均浓

度， 1

n
Sii

S

C
C

n
−= ∑ 。

将相应数据代入（12）公式进行计算，得出环丙氨嗪的 
u（C3）=8.3581；因此最小二乘法拟合标准工作曲线引入的环丙

氨嗪的相对不确定度如公式（13）。

( ) ( )3
rel 3 0.064

u C
u C

C
= =  （13）

（4）样品测量引入的不确定度 u（C4）

①样品测量重复性引入的不确定度 u（X）
测试过程中，由随机效应引入的不确定度，来源于样品处

理过程、重复进样、样品均匀性和代表性等因素影响 [22]，归类

于 A 类不确定度评估。阳性样品中环丙氨嗪 7 次重复测定的计

算该阳性样品中环丙氨嗪的含量见表 5。
由表 5 可以得到阳性样品中 7 次样品重复测定的平均含量

X 、标准偏差 S（X），将结果分别代入公式（14）和（15）。
计算样品测量重复性引入的不确定度如公式（14）。

( )( )
7

S X
u X =  （14）

计算样品测量重复性引入的相对不确定度如公式（15）。

( )4
rel ( ) 0.0048

u C
u X

X
= =

 
（15）

②高效液相色谱仪引入的不确定度 u（LC）
本研究使用的仪器为岛津的高效液相色谱仪，由仪器证书

可得最大允差 1%，按照均匀分布， 3k = ，则高效液相色谱
仪引入的不确定度计算如公式（16）。

1%(LC)= 0.00577
3

u =  （16）

高效液相色谱仪引入的相对不确定度如公式（17）。

( )5
rel (LC) 0.00029

19.84
u C

u = =
 （17）

综上所得，由样品测量引入的相对不确定度如公式（18）。

( ) ( )2 2 2 2
rel 4 rel rel( ) LC 0.0048 0.00029

0.0048

u C u X u=   +   = +   
=

 （18）

最终得到待测试样中环丙氨嗪浓度因素引入的相对不确定

度如公式（19）。
2 2 2 2

rel ( ) 0.0058 0.049 0.064 0.0048 0.081u C = + + + =  （19）
2.2.3 加标回收率引入的相对标准不确定度 urel（R）

实验过程中，通过加标回收来评估试样前处理过程实验人

为操作引入的不确定度。在鸡肉中添加 25 μg/kg 环丙氨嗪标准

品，7 个水平测试得到回收率结果如下表 6，则计算回收率标准

偏差如公式（20）。

( ) ( )2

1 1.2
1

n

i
Xi X

S R
n

=
−

= =
−

∑  （20）

计算回收率不确定度如公式（21）。
( ) 0.45
7R

S R
u = =  （21）

计算回收率相对不确定度如公式（22）。

rel
( ) 0.45( )= 0.0048

93.2
u Ru R

R
= =  （22）

表 6 加标回收率结果 
Table 6 Results of recovery rate added standard

测量次数
含量

（μg/kg）
加标回收率

（%）
相对标准偏差

（%）
不确定度
（%）

相对
不确定度

1 19.72 90.5

1.2 0.45 0.0048

2 19.75 92.2

3 19.93 90.4

4 20.11 92.6

5 19.86 93.1

6 19.37 93.6

2.3  最终合成标准不确定度
最终合成相对不确定度如公式（23）。

( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( )

2 2 2
rel rel rel rel

2 2 20.004296 0.081 0.0048 0.081

u u m u C u R=   +   +       

= + + =

 
（23）

取包含因子 k=2（置信区间为 95%），则测量结果的扩展不

确定度如公式（24）。
          U=X×urel ×k=19.8×0.081×2≈3.2 μg/kg （24）
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因此样品中环丙氨嗪的含量为（19.8±3.2）μg/kg，（k=2）。

表 5 重复测定检测结果 
Table 5 Repeated test results

待测化合物 序号
质量浓度
（ng/mL）

含量
（μg/kg）

平均值
（μg/kg）

标准偏差
（μg/kg）

环丙氨嗪

1 100.26 19.72

19.84 0.25395

2 99.87 19.75
3 100.26 19.93
4 101.01 20.11
5 99.33 19.86
6 98.76 19.37
7 102.28 20.09

3   结  论

本研究采用高效液相色谱法对鸡肉中的环丙氨嗪不确定度

进行了分析，得到扩展不确定度为 3.2 μg/kg（k=2）。不确度占

比结果显示，标准物质占比 7.1%、标准曲线配制占比 60.3%、

标准曲线拟合占比 78.7% 和样品测量占比 5.9%，由此得出，标

准物质、标准曲线配制、标准曲线拟合和样品测量对测量影响

较大，需要在实验过程中重点控制以提高检测结果的准确性。
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