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摘 要：对高效液相色谱-串联质谱法测定鱼肉中 4种有机磷农药残留量进行不确定度评定。按照《GB 31656.8-2021食
品安全国家标准 水产品中有机磷类药物残留量的测定 液相色谱-串联质谱法》测定鱼肉中倍硫磷、马拉硫磷、敌敌畏、蝇

毒磷 4种有机磷农药残留量，利用方法确认的数据评定测量不确定度。建立数学模型，分析样品称量、标准品纯度、计量

器具、标准曲线拟合、回收率、精密度、仪器设备等因素并量化。当样品中倍硫磷、马拉硫磷、敌敌畏、蝇毒磷的含量分别

为 46.43、94.96、40.91、94.34 μg/kg水平时，扩展不确定度分别为 8.90、18.49、8.27、20.16 μg/kg。评定结果表明，本方法的

不确定度来源主要是标准曲线拟合、计量器具、精密度和回收率，评定的结果可以为科学评价鱼肉中有机磷药物残留测

量结果的准确性提供依据。
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Abstract：The uncertainty of determination of four organophosphorus pesticide residues in fish by high performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry was evaluated. According to GB 31656.8-2021 National Food
Safety Standard-Determination of organophosphorus pesticide residues in aquatic product-Liquid Chromatography-
Tandem Mass Spectrometry, the residues of fenthion, malathion, dichlorvos and coumaphos in fish were determined,
and the measurement uncertainty was evaluated by the data confirmed by the method. Establish mathematical
model, analyze and quantify factors such as sample weighing, purity of standard, measuring instruments, standard
curve fitting, recovery rate, precision, instruments and equipment, etc. When the contents of fenthion, malathion, di⁃
chlorvos and coumaphos in the sample were 46.43, 94.96, 40.91, 94.34 μg/kg, the expanded uncertainties were
8.90, 18.49, 8.27, 20.16 μg/kg, respectively. The evaluation results show that the uncertainty of this method mainly
comes from standard curve fitting, measuring instruments, precision and recovery rate, and the evaluation results
can provide a basis for scientific evaluation of the accuracy of the measurement results of organophosphorus drug
residues in fish.
Key words：Ultra Performance Liquid Chromatography-tandem mass spectrometry; Fish; Organophosphorus pesti⁃
cide; Uncertainty evaluation
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测量不确定度作为测量结果的一部分，合理

表征被测量值的分散性，对测量结果的可信性、

可比性和可接受性都有重要影响，是评价测量活

动质量的重要指标。测量不确定度可视为报告结

果值的上下变异程度，在判断扩展不确定度时将

其量化为 U，可以预期“真实”结果落在测定值±U
的范围之内 [1-2]。

有机磷农药作为一类广谱的杀虫剂和除草

剂，广泛地应用于农业生产活动，对人和动物以

及环境的危害也日益显现出来。有机磷农药可以

经口、皮肤、呼吸道等途径进入人体内，并抑制体

内胆碱酯酶的活动，从而产生中毒现象。进入水

体中的有机磷农药可以在鱼类体内消化富集，再

通过食物链传递，进而对人类健康造成危害。鉴

于此种现象，人们越来越关注水产品中的农药残

留，政府部门也对水产品中农药残留制定了严苛

的限量标准。随着检测技术的发展，当前对有机

磷农药残留检测方法日益多样化，主要有生物传

感器法 [3]、酶抑制检测法 [4]、免疫分析法 [5]、气相色

谱法 [6-10]、气相色谱-串联质谱法 [11-12]、液相色谱-
串联质谱法 [13-18]等。鱼肉中含有丰富的蛋白质、

氨基酸等影响农药检测的干扰物质，导致对其中

农药残留分析难度较大，为了确保检测结果的准

确性，有必要对其检测结果进行不确定度评价。

本研究参照 RB/T 030-2020《化学分析中测量不

确定度评估指南》[19]中测量不确定度的评定方法，

按照《GB 31656.8-2021 食品安全国家标准 水产

品中有机磷类药物残留量的测定 液相色谱-串
联质谱法》[20]测定鱼肉中倍硫磷、马拉硫磷、敌敌

畏、蝇毒磷 4种有机磷农药残留量，利用方法确认

的数据对测量结果的不确定度进行评定，以期为

试验室质量控制提供科学、准确的依据，确保检

测数据准确可靠。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

AB SCIEX 5500液相色谱三重四极杆质谱联

用仪（美国 AB Sciex公司）、2-16P离心机（sigma公
司）、Vortex-Genie2涡旋混合器（华创科学器材有

限公司）、HSC-24A氮吹仪（恒奥科技）、104 /02分
析天平（梅特勒托利多公司）。

乙腈、甲醇、甲酸（色谱级，赛默飞世尔科技公

司）；N-丙基乙二胺，简称 PSA（安捷伦科技 (中国)
有限公司）。

倍硫磷、马拉硫磷、敌敌畏、蝇毒磷：均为 1 000

mg/L，相对扩展不确定度 2%，k=2；D6-倍硫磷、

D10-马拉硫磷、D6-敌敌畏、D10-蝇毒磷：浓度均为

100 mg/L，相对扩展不确定度 3%，k=2（坛墨质检

科技有限公司）。

1.2 标准溶液配制

1.2.1 混合标准储备液的配制

分别准确量取倍硫磷 0.5 mL、蝇毒磷 0.5 mL、
马拉硫磷 1.0 mL、敌敌畏 1.0 mL于同一个 50 mL
容量瓶，用乙腈稀释定容至刻度。

1.2.2 混合标准中间液的配制

准确量取 1.2.1混合标准储备液 5.0 mL于 50
mL容量瓶，用乙腈稀释定容至刻度。

1.2.3 混合内标储备液配制

准确吸取内标标准物质溶液 D6-倍硫磷 0.5
mL、D10-蝇毒磷 0.5 mL、D10-马拉硫磷 1.0 mL、
D6-敌敌畏 1.0 mL于同一个 10 mL容量瓶，用乙腈

稀释定容至刻度。

1.2.4 混合内标中间液配制

准确量取 1.2.3混合内标储备液 1 mL于 10 mL
容量瓶，用乙腈稀释定容至刻度。

1.2.5 系列标准工作溶液的配制

分别准确移取混合标准中间液 0.1 mL、0.2
mL、0.5 mL、1 mL、2 mL、5 mL于 6个 10 mL容量瓶

中，每个容量瓶中在加入 20 μL混合内标中间液，

用 30%乙腈（含 0.1%甲酸）稀释定容至刻度，得到

马拉硫磷和敌敌畏浓度分别为 10 μg/L、20 μg/L、
50 μg/L、100 μg/L、200 μg/L、500 μg/L，倍硫磷和

蝇毒磷浓度分别为 20 μg/L、40 μg/L、100 μg/L、200
μg/L、400 μg/L、1000 μg/L系列标准溶液。

1.3 样品前处理

鲜活鱼类样本经宰杀、清洗后，去头、骨、内脏

等，取肌肉、鱼皮等可食组织，切成 1~2 cm的小

块，混匀，用四分法缩分至 400 g，放入组织捣碎机

捣碎，混匀后分装至 2个密封袋中，待测；冷冻鱼

类样本于 25 ℃以下室温自然解冻后，按上述鲜活

鱼类样本处理。准确称取捣碎混合均匀的试样 5
g（准确至±0.02 g），加入混合内标工作液 100 μL、
1%乙酸乙腈 25 mL、无水乙酸钠 1 g，涡旋混匀 2
min，超声提取 30 min，8 000 r/min离心 10 min，取
上清液于装有 500 mg PSA 的离心管中，涡旋震荡

1 min，8 000 r/min离心 10 min，取上清液 5.0 mL，
45 ℃下氮气吹干，用 30%乙腈（含 0.1%甲酸）定

容至 1 mL，再加入 200 mg PSA涡旋 1 min，8 000
r/min离心 10 min，取上清液过膜，供液相色谱-串
联质谱仪测定。
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1.4 UPLC-MS-MS条件

1.4.1 色谱条件

色谱柱：Kinetex SB-C18（100 mm×2.1 mm，1.7
μm）；柱温：40 ℃；进样量：3 μL。流动相：A相为

0.1%甲酸溶液，B相为乙腈，梯度洗脱程序见表 1。
表 1 梯度洗脱程序

时间/min
0
1
2
4
4.1
6
6..1
8

A/%
95
95
20
20
5
5
95
95

B/%
5
5
80
80
95
95
5
5

流速/mL·min-1
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3

1.4.2 质谱条件

电离模式：ESI+；监测方式：MRM；离子化电

压：5 500 V；气帘气 206.9 Pa；雾化温度：550 ℃；雾

化气：379.3 Pa；辅助气：379.3 Pa。其他质谱采集

参数见表 2。
表 2 质谱测定参数

农药名称

倍硫磷

D6-倍硫磷

马拉硫磷

D10-马拉硫磷

敌敌畏

D6-敌敌畏

蝇毒磷

D10-蝇毒磷

注：“*”为定量离子

监测离子对

279/247*;279/169
285/169*

331/127*;331/99
341/132*

221/109*;221/79
229/115*

363/307*;363/289
373/228*

碰撞能量

CE/V
15；19
19
13；26
14
21；39
21
18；27
27

去簇电压

DP/V
90
90
90
90
120
120
120
130

1.5 数学模型

按照测定方法步骤，鱼肉中有机磷农药测定

结果的计算公式为：

X = ρ × Vm × D ……………………………（1）
式中：X为鱼肉中有机磷农药的残留量（μg/kg）；

ρ为标准曲线上查得有机磷农药的质量浓度（μg/L）；
V为提取液最后定容体积（mL）；m为样品称样量

（g）；D为浓缩倍数。

在考虑评定不确定度时还需要考虑回收率和

测定结果的精密度，所以数学模型改写成如下

（2）式：

X = ρ × V
m × Rec × D × F1……………………（2）

式中：Rec为有机磷农药的回收率（%）；F1为
精密度条件下变量影响因子。

1.6 不确定度的来源分析

根据测量过程和数学模型，并合并同类项，测

定鱼肉中有机磷农药的不确定度分量的因果图见

图 1。

2 结果与分析

2.1 试样称量引入的不确定度 u(m)
称取 5.00 g均质后鱼肉样品，天平的置信区

间为±0.01 g，服从矩形分布，其不确定度 u1(m)=
0.01g/ 3＝0.005 8 g；天平称量变动性带来的不确

定度 u2(m)=0.5×0.01 g=0.005 g；试样称量引入的不

确定度 u ( )m = u21( )m + u22( )m =0.007 66。
urel(m)=u(m)/m=0.001 53

2.2 标准品溶液纯度引入的不确定度 u(p)
2.2.1 标准品溶液纯度

倍硫磷、马拉硫磷、敌敌畏、蝇毒磷标准溶液

的标准值均为 1 000 mg/L，证书给出的相对扩展

不确定度为 2%（k=2），所以标准溶液的纯度引入

的相对标准不确定度均为 u1(p)=0.02/2=0.01。
2.2.2 内标溶液的纯度 u2(p)

D6-倍硫磷等标准溶液的标准值为 100 mg/L，
证书给出的相对扩展不确定度为 3%（k=2），所以

D6-倍硫磷等内标溶液的纯度引入的相对标准不

确定度 u2(p)=0.03/2=0.015。
u ( )p = u21( )p + u22( )p = 0.018 03

2.3 计量器具使用引入的不确定度 u(V)
2.3.1 标准溶液和内标溶液稀释过程计量器具使

用引入的不确定度 u1(V)
配制标准溶液和内标溶液的稀释过程中用1 000

μL可调移液器 7次、5.0 mL单标线吸量管 1次、10
mL容量瓶 2次、50 mL容量瓶 2次，具体的结果见

表 3。
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图 1 不确定度分量的因果图
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综上，标准溶液和内标溶液稀释过程引入的不确定度为：

u1( )V = 0.011 792 × 4 + 0.006 2432 × 5 + 0.002 9372 + 0.002 6392 × 4 + 0.006 2422 × 2 = 0.029 18

表 3 标准溶液和内标溶液稀释过程引入的不确定度

项目

移取体积/mL
刻度误差

温度波动

相对不确定度

容量允差/%
计算公式

不确定度

温度变化/℃
乙腈体积膨胀系数β/℃

计算公式

不确定度

1 000 μL
可调移液器

0.5
±1

0.01/ 3
0.005 774
±3

1.37×10-3

β乙腈×3×0.5/ 3
0.001 186
0.011 79

1 000 μL
可调移液器

1 .0
±1

0.01/ 3
0.005 774
±3

1.37×10-3

β乙腈×3×1/ 3
0.002 373
0.006 243

5.0 mL
吸量管

5.0
±0.015

0.015/ 3
0.008 661
±3

1.37×10-3

β乙腈×3×5/ 3
0.011 86
0.002 937

10 mL
容量瓶

10
±0.020

0.020/ 3
0.011 55
±3

1.37×10-3

β乙腈×3×10/ 3
0.023 73
0.002 639

50 mL
容量瓶

50
±0.05

0.05/ 3
0.288 7
±3

1.37×10-3

β乙腈×3×50/ 3
0.118 6
0.006 242

表 4 标准系列工作液配制引入的不确定度 u2(V)

项目

移取体积/mL
相对不确定度

100 μL
移液器

0.02
0.002 938

100 μL
移液器

0.1
0.012 58

200 μL
移液器

0.2
0.011 48

1 000 μL
移液器

0.5
0.011 79

1 000 μL
移液器

1.0
0.006 243

2 mL
吸量管

2
0.003 200

5 mL
吸量管

5
0.002 937

10 mL
容量瓶

10
0.002 639

u2( )V = 0.002 9382 × 7 + 0.012 582 + 0.011 482 + 0.011 792 × 2 + 0.006 2432 + 0.003 2002 + 0.002 9372 + 0.002 6392 × 6
= 0.026 98

2.3.2 标准系列工作液的配制过程计量器具使用

引入的不确定度引入的不确定度 u2(V)
标准系列工作液的配制过程中用 100 μL可调

移液器 7次、200 μL可调移液器 1次、1 000 μL可调

移液器 2次、2 mL单标线吸量管 1次，5 mL单标线吸

量管1次，10 mL容量瓶6次，具体的结果见表4。

2.3.3 提取液定容使用计量器具引入的不确定度

u3(V)
鱼肉样品经提取、净化后用 1 000 μL移液枪

吸取 1 mL 30%乙腈溶液（含 0.1%的甲酸）复溶，

根据 JJG 646-2006《移液器检定规程》规定，1 000
μL移液枪容量允许误差为 1.0%，则其不确定度

为：0.01/ 3=0.005 774；测量重复性为 0.5%，按照

均匀分布处理，其不确定度为 0.005/ 3=0.002 887；
试验室温度变化为±3 ℃，水的体积膨胀系数为

2.1×10-4 ℃，则温度引起的不确定度为：3×2.1×

10-4×1/ 3=0.000 637。
提取液定容体积引入的不确定度为：

u3( )V = 0.005 7742 + 0.002 8872 + 0.000 6372
= 0.006 487

2.3.4 提取液浓缩使用计量器具引入的不确定度

u4(V)
提取液浓缩过程包括提取液的加入和分取，

用 25 mL量筒和 5 mL吸量管，不确定度计算结果

见表 5。

综上，标准系列工作液配制过程引入的不确定度为：
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表 5 提取液浓缩使用计量器具引入的不确定度

项目

不确定度

相对标准不确定度

25 mL量筒

0.156 1
0.006 244

5 mL吸量管

0.014 68
0.002 935

u4( )V = 0.006 2442 + 0.002 9352 = 0.006 899
综上，计量器具使用引入的不确定度为：

u ( )V = u21( )V + u22( )V + u23( )V + u24( )V = 0.040 85

表 7 回收率引入的不确定度

农药

倍硫磷

马拉硫磷

敌敌畏

蝇毒磷

平均回收率/%
91.5
91.2
90.3
94.6

相对标准偏差RSD/%
10.2
9.6
13.6
6.9

不确定度计算公式

RSD/ 10
RSD/ 10
RSD/ 10
RSD/ 10

u(Rec)
0.035 25
0.033 28
0.047 62
0.023 06

t
2.411
2.643
2.036
2.341

用 t检验来确定平均回收率是否与 100有显

著性差异，用下式计算：

t = ||1 - - -----Rec
u ( )Rec

计算的 t值与 95%置信度，n-1自由度下的双

侧临界值 Tcrit比较，若 t大于或等于 Tcrit值，则平

均回收率与 100有显著性差异。查 t分布表可知

Tcrit≈2.021，由表 7可知，4种有机磷农药的 t值都

大于 2.021，因此
- -----Rec应该明确地包含在结果的计

算中。

2.6 精密度引入的不确定度 u(F)
对不同的鱼肉样品中的有机磷农药进行平行

u ( )X = u2( )m + u2( )p + u2( )V + u2( )curve + u2( )Rec + u2( )F1 + u2( )E
2.4 标准曲线拟合 u(curve)

以系列混合标准工作液中各农药标准溶液的

峰面积与内标峰面积的比值为纵坐标，以各标准

溶液浓度为横坐标，用最小二乘法进行线性拟

合，得到标准曲线方程 y=kx+b，具体数据见表 6。
表 6 最小二乘拟合标准曲线数据

农药名称

倍硫磷

马拉硫磷

浓度/
ng·mL-1

10
20
50
100
200
500
20
40
100
200
400
1 000

峰面积

比值

21.1
37.2
96.1
181.2
342.1
872.1
211.2
345.7
856.7
1 533.5
2 998.5
7 112.8

农药名称

敌敌畏

蝇毒磷

浓度/
ng·mL-1

10
20
50
100
200
500
20
40
100
200
400
1 000

峰面积

比值

34.7
61.6
147.8
239.4
461.8
1 101.2
131.2
245.7
556.7
1 033.5
1 898.5
4 482.8

使用此标准曲线，对待测样品溶液测量 3次，

由回归方程计算得鱼肉样品中的倍硫磷、马拉硫

磷、敌敌畏、蝇毒磷质量浓度分别为 46.43、94.96、
40.91、94.34 mg/L。

u (c ) = SRk
1
p +

1
n +

( c̄ − c̄0 )2
∑
i = 1

n (C0i − c̄ ) 2
其中：k为标准曲线的斜率；SR为回归曲线的

剩余标准差；p为样品的重复测定次数；n为回归

曲线的点数；
-c为待测样品浓度的平均值；

-c 0为回

归曲线各点浓度的平均值；C0i为各标准溶液的浓

度值。

SR =
∑
i = 1

n

[ ]A0i - ( )b + kC0i 2

n - 2
其中：A0i为各个标准溶液的实际峰面积；b+

kC0i为根据回归曲线计算出来的理论值。计算得

到倍硫磷、马拉硫磷、敌敌畏、蝇毒磷标准曲线拟合

引入的不确定度 u(curve)分别为 0.057 65、0.061 20、
0.057 65、0.079 09。
2.5 回收率引入的不确定度 u(Rec)

回收率的不确定度评价采用方法确认的数

据，4种有机磷农药的定量限水平的加标平均回

收率和结果的相对标准偏差 (n=10)及计算的不确

定度 u(Rec)见表 7。
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测试，结果见表 8。由标准化差值的数据（差值除

以平均值），得到该方法总的精密度数值，将该标

准化差值的标准偏差除以 2，就可以把成对差

值的标准差修正为单次测定值的标准不确定度。

u(F)=0.059 82/ 2 = 0.042 31

表 8 平行分析结果

农药

马拉硫磷

马拉硫磷

敌敌畏

敌敌畏

倍硫磷

倍硫磷

蝇毒磷

蝇毒磷

D1/mg·kg-1
0.562
0.098
0.521
0.094
0.501
0.109
0.497
0.123

D2/mg·kg-1
0.669
0.089
0.545
0.089
0.493
0.102
0.469
0.131

平均值/mg·kg-1
0.615 5
0.093 5
0.533
0.091 5
0.497
0.105 5
0.483
0.127

D1-D2的差值

-0.107
0.009
-0.024
0.005
0.008
0.007
0.028
-0.008

差值/平均值

-0.173 8
0.096 25
-0.045 02
0.054 64
0.016 09
0.066 35
0.057 97
-0.062 99

u ( )X = u2( )m + u2( )p + u2( )V + u2( )curve + u2( )Rec + u2( )F1 + u2( )E
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2.7 液相色谱串联质谱仪引入的不确定度 u(E)
参考液相色谱串联质谱仪检定证书，给出液

相色谱串联质谱仪的扩展不确定度为 2.8%（k=
2），所以，液相色谱串联质谱仪引入的不确定度

u(E)=0.028/2=0.014。
2.8 结果表示

合成不确定度按下式计算：

根据 RB/T 030-2020《化学分析中测量不确定

度评估指南》取包含因子 k=2(95%置信度)时，扩

展不确定度 U=u(X)×2×X，由此得到鱼肉中 4种有

机磷农药的测量结果见表 9，不确定度来源分布

见图 2。

图 2 鱼肉中 4种有机磷农药残留量测定的不确定度分量分布图
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3 结 论

根据 RB/T 030-202《化学分析中测量不确定

度评估指南》中测量不确定度的评定方法，按照

《GB 31656.8-2021食品安全国家标准 水产品中有

机磷类药物残留量的测定 液相色谱-串联质谱

法》测定鱼肉中倍硫磷、马拉硫磷、敌敌畏、蝇毒

磷残留量的检测结果进行评价，评估了试验过程

中产生的不确定度组成，发现不确定度的主要来

源从大到小为标准曲线拟合、精密度、计量器具

使用、回收率、标准品纯度、分析仪器、样品称量。

因此，可以在试验过程中增加混合标准系列工作

溶液的测定次数，选择相关系数高的标准曲线，

降低标准曲线拟合引入的不确定度；增加样品平

行测定次数，提升试验人员的操作规范性和稳定

性，同时选用精度高的计量器具来配制标准溶液

和加入、浓缩提取液，使用纯度高的标准品和内

标，并定期对使用的液相色谱串联质谱仪进行维

护保养和检定，以此来减小各个不确定度分量的

量值，从而保证检测结果的准确性。
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表 9 鱼肉中 4种有机磷农药的测定结果

农药名称

倍硫磷

马拉硫磷

敌敌畏

蝇毒磷

测定结果平均值/μg·kg-1
46.43
94.96
40.91
94.34

合成相对不确定度

0.096
0.097
0.101
0.107

扩展不确定度/μg·kg-1
8.90
18.49
8.27
20.16

检测结果/μg·kg-1
46.43±8.90
94.96±18.49
40.91±8.27
94.34±20.16


