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摘 要：对采用改进的 QuEChERS结合超高效液相色谱串联质谱（UPLC-MS/MS）法测定大米中 4种杀虫剂类农药测量值

的不确定度进行评定。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》

中的有关规定和基本程序，建立大米中 4种杀虫剂类农药含量不确定度的数学模型，对测定过程中的不确定度来源进行

分析和合成。结果显示：当 4种杀虫剂类农药含量分别为 9.18 µg/kg、8.81 µg/kg、8.26 µg/kg和 7.95 µg/kg时，其扩展不确

定度依次为 1.49 µg/kg、1.65 µg/kg、1.40 µg/kg和 1.51 µg/kg（k=2，P=95%）。影响测定结果的主要因素是被测物质量浓度，

其次是样品测量的重复性、样品称量、净化液稀释、加标回收率、分析仪器和提取溶液加入体积。该方法适用于改进的

QuEChERS结合 UPLC-MS/MS法测定大米中杀虫剂类农药的不确定度评定，以对大米中杀虫剂类农药的检测结果的可靠

性提供科学依据。
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Evaluation of Uncertainty in the Determination of Four Pesticides in Rice
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Abstract：the uncertainty of four pesticides in rice was evaluated by improved QuEChERS combined with UPLC-
MS/MS. According to the relevant provisions and basic procedures of JJF 1135-2005“Evaluation of Measurement
Uncertainty in Chemical Analysis”and JJF 1059.1-2012“Evaluation and Expression of Measurement Uncer‐
tainty”, a mathematical model for the uncertainty of the content of four pesticides in rice is established and the
sources of uncertainty in the determination process are analyzed and synthesized. The results showed that when the
contents of four pesticides were 9.18, 8.81, 8.26, 7.95 µg/kg, respectively, the expanded uncertainty was 1.49, 1.65,
1.40, 1.51 µg/kg (k=2, P=95%), respectively. The main factors affecting the determination results were the mass
concentration of the measured substance, followed by the repeatability of sample measurement，sample weighing, pu‐
rification solution dilution, the recovery rate of standard addition, analytical instrument and the volume of extraction
solution. This method is applicable to the uncertainty evaluation of the improved QuEChERS combined with UPLC-
MS/MS method for the determination of pesticides in rice, so as to provide a scientific basis for the reliability of the
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detection results of pesticides in rice.
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大米含有丰富的营养物质，是我国最主要的

粮食 [1]，我国是人口大国，水稻的产量居全球首

位。随着人们生活水平的提高，大米的质量问题

受到更大的关注，这是关系到国民生计问题的重

中之重。农药的使用可以提高水稻的质量和产

量，但是不合理的使用会带来一定的农药残留问

题。杀虫剂是水稻生长过程中常用的农药，不合

理使用会对环境和人体造成一定的威胁 [2-7]。目

前，粮谷中农药残留的检测方法主要有气相色谱

法[8-9]、液相色谱法[10-11]、气相色谱-串联质谱法[12-14]和

液相色谱-串联质谱法[15-17] 等。大米中农药残留检

测方法气相色谱-串联质谱法[18-20]和液相色谱-串联

质谱法[21-23]因高效、准确等特点被广泛应用。

近年来，越来越多的检测机构关注不确定度

的重要性，测定过程中有些环节会对最终测定值

产生一定的不确定部分，不确定度与检测结果有

着十分重要的关联性 [24-28]，对检测结果的可靠性、

校准和数值溯源等有着重要意义 [29,30]。为此，本试

验选择啶虫脒、吡虫啉、噻嗪酮、异丙威 4种杀虫

剂类农药，依据《测量不确定度评定与表示》[31]、

《化学分析中不确定度的评估指南》[32]、《化学分析

测量不确定度评定》[33]规定的基本方法和程序，对

建立改进的 QuEChERS法结合 UPLC-MS/MS法测

定大米中 4种杀虫剂类农药方法的不确定度进行

评定，确定主要的影响因素，并提出试验过程中

需要注意的关键点，以对大米中杀虫剂类农药的

检测结果的可靠性提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

大米样品为本试验室留存的无农药残留检出

的大米样品；啶虫脒、吡虫啉、噻嗪酮、异丙威标

准物质（1 000 mg/L），美国 Thermo Fisher公司；N-
丙基乙二胺散装吸附剂（PSA）、C18封端 SPE散装

吸附剂：分析纯，安捷伦科技有限公司；萃取盐

包：天津欧姆尼基因科技有限公司；乙腈、甲酸、

甲醇：色谱级，美国 Thermo Fisher公司；甲酸铵：色

谱纯，上海麦克林生化科技有限公司。

1.2 仪器与设备

Q-TRAP 5500质谱仪：AB Sciex；LC-30A超高

效液相色谱仪：岛津公司；Milli-Q超纯水仪（电阻

率：18.2MΩ. cm）：密理博公司；GENIUS 3涡旋混

匀器：IKA公司；MULTIFUGE X3R离心机：Thermo
Fisher公司；FW-100高速万能粉碎机：北京市永

光明医疗仪器有限公司。

1.3 标准溶液的配制

1.3.1 混合标准中间溶液的配制

分别移取啶虫脒、吡虫啉、噻嗪酮、异丙威标

准溶液各 0.10 mL于 100 mL容量瓶中，用甲醇定

容至刻度，摇匀，得到 1 mg/L混合标准中间溶液。

于-18 ℃避光贮存，备用。

1.3.2 混合标准工作液的配制

分别移取一定量的混合标准中间溶液于 10
mL容量瓶，用空白大米提取液稀释至刻度，即得

系列混合标准工作液，其浓度分别为 1、5、10、25、
50、100 µg/L。
1.4 样品前处理

准确称量 5.00 g大米样品于 50 mL离心管中，

加入水 20 mL，涡旋混匀 60 s。静置 30 min后，再

加入乙腈溶液 10 mL，涡旋混匀 30 s，加入萃取盐

包（包括 MgSO4 含量为 6 g，NaCOOH 含量为 1.5
g），涡旋混匀 60 s，于离心机 10 000 r/min条件下

离心 5 min。然后取 1 mL上层乙腈提取溶液，加

入装有 C18、PSA、硫酸镁（含量依次分别为 100 mg、
50 mg、150 mg）的净化管中，涡旋混匀 30 s后，于

10 000 r/min条件下离心 5 min，将全部净化后的

提取溶液过 0.22 µm有机微孔滤膜，取 0.50 mL过
膜后的提取溶液，再加入 0.50 mL的水，涡旋混匀

30 s后，上机备用。

1.5 仪器条件

1.5.1 色谱条件

色谱柱：Kinetex SB-C18（100 mm×2.1 mm，1.7
µm）；流动相：A相为 5 mmol/L甲酸铵水溶液，B相
为 5 mmol/L甲酸铵甲醇溶液；进样量：3 µL；柱
温：40 ℃；梯度洗脱程序见表 1。

表 1 流动相梯度洗脱程序

步骤

1
2
3
4
5
6
7

时间/min
0
1.0
3.0
5.0
8.0
8.1
11.0

A/%
95
60
20
5
5
95
95

B/%
5
40
80
95
95
5
5

流速/mL·min-1
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
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1.5.2 质谱条件

离子源：电喷雾离子源；离子源温度：550 ℃；

质谱扫描方式：多反应离子监测（MRM）；电离模

式：ESI+；气帘气压力：206.9 kpa；离子源喷雾电

压：5 500 V；碰撞气压力：103.4 kpa。其余质谱条

件见表 2。
表 2 4种杀虫剂类农药的质谱检测条件

序号

1
2
3
4
注：“*”定量离子

化合物

啶虫脒

吡虫啉

噻嗪酮

异丙威

离子对/m·z-1
223.1/126*，223.1/56
256/209*，256/175
306/201*，306/116
194/95*，194/137

去簇电压/V
100
100
70
84

碰撞能量/eV
25，20
20，30
16，22
23，12

1.6 数学模型的建立

大米样品中 4种杀虫剂类农药的残留量测定

计算公式为：

X = C × V
m × R × f ……………………………（1）

式中：X为大米样品中杀虫剂类农药的残留

量（µg/kg）；C为标准曲线上查得杀虫剂类农药的

质量浓度（µg/L）；V 为加入提取试剂的体积

（mL）；m为大米样品称样量（g）；R为回收率；f为
稀释倍数。

1.7 不确定度分量的主要来源分析

根据测量过程和数学模型，测定大米中 4种
杀虫剂类农药的不确定度来源见图 1。

被测物质量浓度𝑢rel(𝐶) 样品称量𝑢rel(𝑚)  分析仪器𝑢rel(𝐸)   

标准物质𝑢1rel(𝐶) 

标准储备液的稀释𝑢2rel(𝐶) 

标准曲线的配制𝑢3rel(𝐶) 

标准曲线的拟合𝑢4rel(𝐶) 

                                                                        𝑢rel(𝑋) 

 

 

 

提取溶液加入体积𝑢rel(𝑉) 
净化液稀释𝑢rel(𝑓)  测量重复性𝑢rel(𝑋

−

)
  
回收率𝑢rel(𝑅) 

 
图 1 不确定度来源因素示意图

采用基质匹配校准曲线外标法定量，采用仪

器配套MultiQuant 3.0.2和 Office Excel 2021进行数

据处理和图表的绘制。

2 不确定度分量的分析

2.1 被测物质量浓度带来的不确定度

2.1.1 标准物质的不确定度

根据标准物质证书可知，啶虫脒、吡虫啉、噻嗪酮、

异丙威的质量浓度均为1 000 mg/L，扩展不确定度分

别为：9%、8%、7%、7%，k=2，啶虫脒的相对不确定度

为：u1rel (C ) = 9%2 = 0.045，同理，吡虫啉、噻嗪酮、异丙

威的相对不确定度分别为0.040、0.035、0.035。
2.1.2 标准物质储备液稀释带来的不确定度

用移液器分别移取标准物质溶液 0.10 mL于
100 mL容量瓶中，用甲醇定容至刻度，即得浓度

为 1 mg/L的混合标准中间溶液。

根据 JJG646-2006《移液器检定规程》[34]的规

定，0.10 mL的移液器的容量允差为±2%，0.10 mL

的移液器带来的不确定度为 urel (V0.10 )，因此校准

误差带来的不确定度为：

u1 (V0.10 ) = 0.023 = 0.011 5 µL ……………（2）
由于试验室的温度差异为±3 ℃左右，甲醇的膨

胀系数为 1.2×10-3，则△V=V×液体膨胀系数×△T=
100×0.001 20×3=0.360 µL，因此温度差异带来的

不确定度为：

u2 (V0.10 ) = 0.3603 = 0.207 8 µL……………（3）
由以上可得 0.10 mL的移液器带来的不确定

度 urel (V0.10 )为：

u rel (V0.10 ) = u (V0.10 )V
= u1 2 (V0.10 ) + u2 2 (V0.10 )100 = 0.002 1

……………………………………………（4）
根据 JJG196-2006《常用玻璃量器检定规
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程》[35]的规定，100 mL容量瓶的容量允差为±0.10
mL，100 mL的容量瓶带来的不确定度为 urel (V100 )，
因此校准误差带来的不确定度为：

u1 (V100 ) = 0.103 = 0.057 8 mL ……………（5）
由于实验室的温度差异为±3℃左右，甲醇的膨

胀系数为 1.2×10-3，则△V=V×液体膨胀系数×△T=
100×0.001 2×3=0.360（mL），因此温度差异带来的

不确定度为：

u2 (V100 ) = 0.3603 = 0.207 8 mL ……………（6）
由以上可得 100 mL的容量瓶带来的不确定

度 u rel (V100 )为：

u rel (V100 ) = u (V100 )V = u1 2 (V100 ) + u2 2 (V100 )100 =
0.002 2 …………………………………………（7）

则标准储备液的稀释带来的不确定度为：

u2rel (C ) = u2rel (V0.10 ) + u2rel (V100 ) = 0.003 0
……………………………………………（8）

2.1.3 标准系列曲线的配制带来的不确定度

分别移取 0.01 mL、0.05 mL、0.10 mL、0.25 mL、
0.50 mL、1.00 mL的混合标准中间溶液于 10 mL容
量瓶中，用空白大米提取液定容至刻度即得到

浓度分别为 1，5，10，25，50、100 µg/L的系列标

准工作液，标准系列溶液的配制带来的不确定

度见表 3。
表 3 标准系列溶液配制带来的不确定度

项目

校准误差

温度差异

相对合成不确定度u（V）

移取体积/mL
容量允差/%
计算公式

不确定度u(VV)
温度差异△T/℃

50 %甲醇体积膨胀系数β
计算公式

不确定度u(VT)

0.01 mL
移液器

0.01
±8.0

0.08/ 3
0.046 2
±3

6.5×10-4
β × V × △T

3
0.000 011 3
0.046 2

0.10 mL
移液器

0.05
±3.0

0.03/ 3
0.017 3
±3

6.5×10-4
β × V × △T

3
0.000 056 3
0.017 3

0.20 mL
移液器

0.10
±2.0

0.02/ 3
0.011 5
±3

6.5×10-4
β × V × △T

3
0.000 113
0.011 5

1.00 mL
移液器

0.25
±1.5

0.015/ 3
0.008 66
±3

6.5×10-4
β × V × △T

3
0.000 281
0.008 7

1.00 mL
移液器

0.50
±1.0

0.01/ 3
0.005 77
±3

6.5×10-4
β × V × △T

3
0.000 563
0.001 2

1.00 mL
移液器

1.00
±1.0

0.01/ 3
0.005 77
±3

6.5×10-4
β × V × △T

3
0.001 13
0.000 6

根据《常用玻璃量器检定规程》[35]规定，10
mL的容量瓶（A级）的容量允差为±0.020 mL，因
10 mL容量瓶的校准误差带来的不确定度为：

u1 (V10 ) = 0.0203 = 0.012 0 mL ……………（9）
由于试验室的温度差异在±3 ℃左右，乙腈的

液体膨胀系数为 1.37×10-3，因此试验室的温度差

异带来的不确定度为：

u2 (V10 ) = 10 × 0.001 37 × 33
= 0.023 7 mL

……………（10）

u rel (V10 ) = u (V10 )V

= u1 2 (V10 ) + u2 2 (V10 )10
= 0.002 7

…………（11）

在标准系列工作溶液的配制过程中用到 0.01
mL的移液器 1次、0.10 mL的移液器 1次、0.20 mL
的移液器 1次、1.00 mL的移液器 3次、10 mL的容

量瓶 6次，因此在标准系列工作溶液的配制过程

中带来的不确定度为：

u3rel( )C = 0.046 22 + 0.017 32 + 0.011 52 + 0.008 72 + 0.001 22 + 0.000 62 + 6 × 0.002 72 = 0.051 8 ……（12）
2.1.4 标准曲线拟合过程带来的不确定度

配制质量浓度均为 1、5、10、25、50和 100 µg/L
的 4种杀虫剂类农药系列标准工作溶液，将峰面

积对 4种杀虫剂类农药的质量浓度作线性回归方

程，横坐标 x为 4种杀虫剂类农药的质量浓度，纵

坐标 y为 4种杀虫剂类农药定量离子的峰面积，利

用最小二乘法做线性拟合，因此得到标准曲线方

程 y=bx+a和相关系数 r，4种杀虫剂类农药的具体

曲线数据见表 4。
对大米样品以 10 µg/kg的添加水平进行平行
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测量 6次，根据上述标准曲线计算得到啶虫脒、吡

虫啉、噻嗪酮、异丙威的质量浓度分别为 2.295、
2.203、2.065、1.988 µg/L。

u (C ) = SRb
1
p +

1
n +

(-C − -C 0 )2
∑i = 1

n (C0i − C0 )2
…………………………………………………（13）

其中：SR为回归曲线的剩余标准差，b为斜

率，p为大米样品的重复测量次数，n为回归曲线

的点数，
-C为大米样品测量浓度的平均值，

-C 0i为
各标准溶液的浓度值，

-C 0为回归曲线各点浓度的

平均值。

SR = ∑i = 1
n [ ]A0i − (a + bC0i ) 2

n − 2 …………（14）
其中：A0i为各标准溶液的实际峰面积，a+

bC0i为根据回归曲线计算而得的理论值。则 4种
杀虫剂类农药的计算结果见表 5。

综上，4种杀虫剂类农药被测物浓度带来的

不确定度的相关量值见表 6。
2.2 样品称量带来的不确定度

准确称取 5.00 g均匀的大米样品，由天平的

检定证书可知天平校准为±0.15 mg，则天平校准

带来的不确定度为：

u (m ) = 0.153 = 0.086 6 mg ………………（15）
因此样品称量带来的相对不确定度为：

u rel (m ) = u (m )m = 0.017 3 ………………（16）
2.3 样品前处理提取溶液的加入体积带来的不

确定度

用 25 mL 可调移液器准确加入 10 mL 的乙

腈提取溶液，当设定值为 10 mL时，其容量允差

为 ±50.0 µL，因此 25 mL的可调移液器带来的不

确度为：

u1 (V ) = 0.050 03 = 0.028 9 ………………（17）
本试验室的温度差异为±3 ℃左右，乙腈的液

体膨胀系数为 1.37×10-3，则温度差异带来的不确

定度为：

u2 (V ) = 10 × 0.001 37 × 33 = 0.041 13 =
0.023 7 ( )mL ……………………………………（18）

因此样品前处理提取液的加入体积带来的不

确定度为：

u rel (V ) = u21 (V ) + u22 (V )10 = 0.003 7……（19）

表 4 最小二乘拟合标准曲线数据

待测物

啶虫脒

噻嗪酮

质量浓度

1
5
10
25
50
100
1
5
10
25
50
100

峰面积

346 600
585 100
1 151 000
2 219 000
4 117 000
7 975 000
508 900
1 047 000
1 998 000
4 152 000
8 065 000
16 080 000

线性方程和相关系数

y = 13 101x + 153 136
r=0.999 7

y = 26 761x + 39 959
r=0.999 9

待测物

吡虫啉

异丙威

质量浓度

1
5
10
25
50
100
1
5
10
2
50
100

峰面积

116 800
213 500
443 600
797 800
1 673 000
3 062 000
44 870
71 380
149 300
257 000
523 300
1 009 000

线性方程和相关系数

y = 5 097x + 47 620
r=0.999 0

y = 1 663x + 15 185
r=0.999 8

表 6 被测物浓度带来的不确定度 u(C)

待测物

啶虫脒

吡虫啉

噻嗪酮

异丙威

u1rel(C)
0.045
0.040
0.035
0.035

u2rel(C)
0.003 0
0.003 0
0.003 0
0.003 0

u3rel(C)
0.051 8
0.051 8
0.051 8
0.051 8

u4rel(C)
0.023 5
0.054 5
0.019 3
0.048 0

urel(C)
0.072 6
0.085 2
0.065 5
0.078 9

表 5 最小二乘拟合标准曲线带来的不确定度

待测物

啶虫脒

吡虫啉

噻嗪酮

异丙威

SR
65 291
56 532
98 293
14 655

b
13 101
5 097
26 761
1 663

p
6
6
6
6

n
6
6
6
6

u4rel(C)
0.023 5
0.054 5
0.019 3
0.048 0
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2.4 样品净化液稀释的移取带来的不确定度

样品提取液经净化后，取 0.50 mL净化液与

0.50 mL水混合上机待测，由 2.1.3可知，1.00 mL移
液器校准误差带来的不确定度为 u1 ( f0.50 ) =
0.005 8 mL，移取净化液时温度差异带来的不确定

度为：

u2 ( f净 ) = 0.50 × 0.001 37 × 33 = 0.001 2 ( )mL
……………………………………………（20）
则移取净化液时带来的不确定度为：

u rel ( f净 ) = u21 ( f0.50 ) + u22 ( f净 )
0.50 = 0.011 8

……………………………………………（21）
同理移取水时温度差异带来的不确定度为：

u2 ( f水 ) = 0.50 × 0.000 25 × 33 = 0.000 2 ( )mL
……………………………………………（22）
则移取水时带来的不确定度为：

u rel ( f水 ) = u21 ( f0.50 ) + u22 ( f水 )
0.50 = 0.011 6

……………………………………………（23）
由上可得样品前处理移取净化液稀释时带来

的不确定度为：

u rel ( f ) = u2rel ( f净 ) + u2rel ( f水 ) = 0.016 5
……………………………………………（24）

2.5 样品测量重复性带来的不确定度

在重复性测定的条件下，以啶虫脒为例，准确称

取 6份的5.00 g样品，经提取、净化后，以10 µg/kg的添

加水平对样品进行重复测定6次，测得值依次分别为

X1=9.129 µg/kg、X2=8.871 µg/kg、X3=9.264 µg/kg、X4=
9.532 µg/kg、X5=9.095 µg/kg、X6=9.191 µg/kg。

u (-X ) = 1
n∑i = 1

n (Xi − -X ) 2 = 0.225
……………………………………………（25）
因此啶虫脒样品测定重复性带来的相对不确

定度为：

u rel (-X ) = u (
-X )
-X

= 0.024 5 ………………（26）

同理，吡虫啉、噻嗪酮、异丙威样品测定重复

性带来的相对不确定度分别为 0.026 9、0.045 8、
0.043 4。
2.6 加标回收率带来的不确定度

准确称取 6份的大米空白样品进行添加回收

试验，由回收率带来的不确定度的计算公式为：

u rel (R ) = S (-R )
6 × -R

………………………（27）
式中：u rel (R ) 为加标回收率带来的不确定

度，S (-R )为回收率的标准偏差，
-R为回收率的平

均值。

回收率显著性检验的计算公式为：

t = ||100% − -R
u rel (R ) …………………………（28）

4种杀虫剂类农药的计算结果见表 7。查阅 t
值临界值分布表可知，4种杀虫剂类农药的 t值均

大于双侧临界值 t（0.05，5）=2.571，因此表明回收率的

结果具有显著性，所以在测定大米样品时应将回

收率带入相应的计算公式来校正检测结果。

2.7 分析仪器带来的不确定度

本试验所采用的分析仪器为超高效液相色谱

三重四极杆质谱仪，其校准证书扩展不确定度为

1%，k=2，因此本检测分析仪器带来的相对不确定

度为：

u rel (E ) = 0.012 = 0.005 0…………………（29）
2.8 4种杀虫剂类农药的不确定度的合成

合成标准不确定度为：

u rel (X ) = u rel 2 (C ) + u rel 2 (m ) + u rel 2 (V ) + u rel 2 ( f ) + u rel 2 (-X ) + u rel 2 (R ) + u rel 2 (E ) ………………………（30）

因此 4种杀虫剂类农药的不确定度分别为

0.081 1、0.093 5、0.084 9、0.094 7。
2.9 扩展不确定度及结果表示

以 10 µg/kg的添加水平对大米空白样品进行

表 7 4种杀虫剂类农药的回收率及其带来的不确定度

（n=6）
待测物

啶虫脒

吡虫啉

噻嗪酮

异丙威

-R/%
91.80
88.12
82.58
79.53

S (-R )/%
2.17
2.60
2.98
3.11

urel (R )
0.009 67
0.012 0
0.014 7
0.015 9

t值
8.48
9.87
11.82
12.84

P

显著

显著

显著

显著
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添加试验，在 95%的置信水平下，包含因子 k=2，
其扩展不确定度为：

U (X ) = k × X × u rel (X ) …………………（31）
4种杀虫剂类农药的检测结果见表8。

3 结 论

本研究通过对改进的 QuEChERS 技术结合

UPLC-MS/MS法测定大米中 4种杀虫剂类农药的

各个因素的不确定度进行考察，对影响检测结果

的各个因素比较结果见图 2。由图 2可知，各个因

素对检测结果的影响不同，其从大到小依次为被

测物质量浓度、样品测量的重复性、样品称量、净

化液稀释、加标回收率、分析仪器、提取溶液加入

体积，其中标准系列曲线的配制带来的不确定度

影响最大。因此为了提高检测结果的准确度，特

别注意要选择正规的标准物质准确地配制标准工

作溶液，选择相关性较好的标准曲线。此外，样

品测量的重复性、样品称量、净化液的稀释和加

标回收率对检测结果也有较大影响，可以分别通

过增加样品的平行测定次数、选择合适量程和精

度的天平称量样品、选择合适移液器准确稀释样

品净化液及选择适当的提取方法提高回收率来减

少对检测结果的影响；同时分析仪器和提取溶液

的加入体积对检测结果也有一定的影响，可以分

别通过定期进行维护和期间核查确保仪器正常工

作状态、确认可调移液器的准确度来减少对检测

结果的影响。以上要求检测人员要熟练各项操

作，保障检测结果的准确性，进而提高检测结论

的科学性和可靠性。
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