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[摘  要] 目的：评定分析全自动固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance liquid chromatography 

tandem mass spectrometry,UPLC-MS/MS)测定地表水中头孢匹罗残留量的不确定度。方法：使用全自动固

相萃取仪对地表水水样进行HLB固相小柱萃取富集,用甲醇水溶液洗脱固相萃取小柱,氮吹浓缩至净干,加水

定容,经液相色谱分离,质谱检测。结果：分析方法回收率引入的不确定度分量是对该方法贡献 大的主要

分量,当地表水中头孢匹罗含量为0.15μg/mL时,其扩展不确定度U=0.048μg/mL(k=2)。结论：地表水中头

孢匹罗不确定度中分析方法回收率是 主要来源,标准曲线拟合是次要来源,其他分量的影响较小。 
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Automated Solid Phase Extraction 
——Evaluation of uncertainty in the determination of cephalosporin in surface water by ultra-high performance liquid 

chromatography tandem mass spectrometry 
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[Abstract] Objective To evaluate the uncertainty in the determination of cefpiric residue in surface water by 

automatic solid phase extraction (SPE) -ultra high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. 

Methods The surface water samples were extracted by HLB solid phase column with automatic solid phase extraction 

instrument. The column was eluted with methanol aqueous solution, nitrogen was blown and concentrated to dry, 

water was added, and the samples were separated by liquid chromatography and detected by mass spectrometry. The 

uncertainty component introduced into the recovery rate of the analysis method is the main component that 

contributes the most to the method. When the content of cefpirom in surface water is 0.15 μg/mL,the extended 

uncertainty U=0.048 (k=2). Conclusion The uncertainty component introduced into the recovery rate of the analysis 

method is the main component , followed by standard curve fitting, and other factors have little influence. 

[Key words] automatic solid phase extraction; Ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry; Cefpirome; uncertainty; Surface water 

 

引言 

头孢匹罗作为第四代抗生素,比第三代抗生素具有更广的

抗菌谱,对绝大部分革兰阴性和革兰阳性细菌具有活性[1],水体

是抗生素在环境中重要的汇聚地,由于污水处理厂对许多抗生

素的处理效果不够,导致抗生素进入水环境造成环境污染[2]。 

测量不确定度意味着对测量结果的有效性、可信性的怀疑程

度,或不肯定程度,是定量说明测量结果的一个参数[3-4]。实验室中

由于测量误差的存在,每个测量值之间具有分散性,测量不确定度

就是说明测量值之间的分散程度,故为提高测量结果的准确度,需

对测量结果进行不确定度评价[5-6]。本研究采用全自动固相萃取-

超高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance liquid 

chromatography tandem mass spectrometry,UPLC-MS/MS)检测地

表水中头孢匹罗的含量,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》

评定检测地表水中头孢匹罗残留量的不确定度,确保检测数据

准确可靠[7]。 
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1 材料与方法 

1.1材料与试剂 

地表水采集于镇江长江流域,作为空白样品基质。阳性样品

为空白样品加标,含量为0.20μg/mL。 

仪器：AB Sciex4000三重四极杆串联质谱仪(配有电喷雾离

子源)(美国SCIEX公司)；Acquity Ultra超高效液相色谱

(Waters公司)串联API4000；全自动固相萃取仪(GLSciences)。 

试剂：蒸馏水(屈臣氏)；乙腈(色谱纯,德国默克)；甲醇(色

谱纯,德国默克)；丙酮(色谱纯,国药试剂)；乙酸铵(色谱纯,CNW

安谱科技)；甲酸(色谱纯,德国默克)。 

耗材：0.22μm孔径聚四氟乙烯(PTFE)针式过滤头(CNW安谱

科技)；HLB固相萃取小柱(200mg/6mL,广州盛康)。 

1.2实验方法 

1.2.1样品前处理。量取1000mL地表水,使用全自动固相萃

取仪对地表水水样进行HLB固相小柱萃取富集,用甲醇水溶液洗

脱固相萃取小柱,氮吹浓缩至净干,加水定容至1mL,经液相色谱

分离,质谱检测,以标准物质质谱图、保留时间、子离子质荷比

及其丰度定性,外标法定量。 

1.2.2液相色谱方法。色谱柱：BEH Shield RP18(1.7μm,2.1

×100mm)；柱温30℃；进样量：5.0μL。流动相：A：10mmol/L

乙酸铵水溶液,B：乙腈溶液；梯度洗脱程序见表1。 

表1 梯度洗脱程序 

时间/min 流速/(mL/min) 流动相 A/% 流动相 B/%

0 0.3 96 4

2.5 0.3 96 4

3 0.3 89 11

6 0.3 89 11

10 0.3 12 88

10.5 0.3 94 6

13 0.3 94 6
 

1.2.3质谱方法。电喷雾正离子扫描(ESI+)：碰撞气(CAD)

为6.00psi,气帘气(CUR)为25.0psi,雾化气(GS1)和辅助加热气

(GS2)均为50.0psi,喷雾电压(IS)为5500V,离子源温度(TEM)为

450℃。采用多反应监测(MRM)模式扫描,参数详见下表2。 

表2 头孢匹罗的MRM质谱参数 

化合物 Q1(Da) Q3(Da) DP(V) CE(V)

头孢匹罗 515.2 396.0* 70 16

324.3 21
 

注：*为定量离子 

1.2.4标准使用液配制。标准溶液由坛墨提供,为纯品。用

十万分之一天平称量标准品10g于10mL容量瓶中,用甲醇：水

(V:V=1:1)稀释并定容至刻度,配制成1000 mg/L质量浓度的标

准溶液；采用1mL移液管吸取1.0mL溶液于10mL容量瓶中,用甲

醇：水(V:V=1:1)稀释并定容至刻度,配制成100mg/L质量浓度的

标准溶液中间液；采用1mL移液管吸取100mg/L标准溶液中间液

1mL于10mL容量瓶中,用甲醇：水(V:V=1:1)稀释并定容至刻度,

配制成10mg/L质量浓度的标准使用液。 

1.2.5标准曲线绘制。将1.2.4配制的10mg/L的标准溶液用1mL

移液管分别移取1.0mL、0.5mL于10mL容量瓶中,用水稀释并定容

至刻度 ,再逐级稀释 ,将头孢匹罗配制成浓度分别为

0.01,0.05,0.10,0.50,1.00μg/mL的标准曲线。 

2 数学模型 

地表水中头孢匹罗的质量浓度按下式进行计算： 

ωi = ρi × Vi × 1000V  

式中：ωi—样品中头孢匹罗的质量浓度,ng/L； 

ρi—由标准曲线所得试样中目头孢匹罗的质量浓度,μ

g/mL； Vi —试样定容体积,mL； V —分析时所用提取液体积,mL。 

根据数学模型和检测方法分析,各个不确定度分量之间互

不相关,按照不确定度传播率,其相对合成不确定度为： 

( ) = 2(ms) + 2(V) ++ 2(R) + 2(cx) + 2(RB)+ (E)
 

式中： (ms) —由配制标准物质引入的不确定度 (V) —由配制系列标准溶液引入的体积不确定度 (R) —由样品测量重复性引入的不确定度 (cx) —由采用 小二乘法拟合标准工作曲线求得样品

浓度过程中引入的不确定度 (RB) —由分析方法中回收率引入的不确定度 

(E)—由仪器校准引入的不确定度[8] 

3 不确定度分量的来源分析 

由数学模型和检测方法分析,不确定度来源主要有以下几

个方面： 

(1)由标准物质配制引入的不确定度；(2)由配制系列标准

溶液引入的体积不确定度；(3)由样品测量重复性引入的不确定

度；(4)由采用 小二乘法拟合标准工作曲线求得样品浓度过程

中引入的不确定度；(5)由分析方法中回收率引入的不确定度；

(6)由仪器校准引入的不确定度。 

4 不确定度分量的评定(计算过程以头孢匹罗为例) 
4.1由标准物质配制引入的不确定度 (ms)  
4.1.1天平称量引入的不确定度 (ms)1。天平引入的不

确定度,根据天平校准证书得知天平的扩展不确定度

U=0.0001g(k=2)。因此,称样量m=11.70mg头孢匹罗标准物质带

来的相对不确定度 (ms)1= =
0.0001211.70×10−3 =4.27×10

-3
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4.1.2 10mL容量瓶引入的体积不确定度 (V) 。10mL容

量瓶容量允差为±0.020mL,10mL容量瓶容量带来的不确定度按

照矩形分布处理为(V) (V)=
0.020mL3 =0.0115mL,即10mL容量

瓶带来相对不确定度 (V)=
0.0115mL10mL =0.00115 

4.1.3标准物质浓度引入的不确定度urel(P)。查头孢匹罗

标准物质证书,头孢匹罗的纯度为83%(g/g),相对扩展不确定度

U=1.0%(g/g),k=2,因此标准物质纯度带来的相对不确定度 

urel(P)=
Uk=0.0012 =5×10-4

 

因此配制标准物质带来的不确定度 (ms)= (ms1)2+ (V)2+ ( ) 2 =4.45×10
-3
 

4.2由配制系列标准溶液引入的体积不确定度 (V)  

4.2.1 1mL移液管引入的体积不确定度。1mL移液管容量允

差为±0.007mL,按矩形分布处理,1mL移液管引入的不确定度为

u(V1)=
0.007mL3 = 0.00404mL,0.10mL、0.50mL分别使用2

次,1.0mL使用1次,即引入的相对不确定度 (V1)= ( 0.004040.5 )2 × 1+(0.004041 )2 × 4 =0.0114 

4.2.2 10mL容量瓶引入的体积不确定度。10mL容量瓶容量

允差为±0.020mL,10mL容量瓶容量引入的不确定度按矩形分布

处理为u(V2)=
0.020mL3 =0.0115mL,即10mL容量瓶带来的相

对不确定度 (V2)=0.0115mL10mL =0.00115 

4.2.3由实验室温度变化和系列标准溶液的配制带来的体

积不确定度。量取时实验室温度范围为20±2ºC,水的热膨胀系

数为1.80×10
-3
/ºC,因此温度引起的体积变化为2×1.80×10

-3

×10=0.036mL。假设为均匀分布,因此温度带来的体积不确定度

u(V3)=
0.0363 = 0.0208mL 。即配制10mL水溶液的相对不确

定度为urel(V3)=
0.020810 = 0.00208  

则 配 制 系 列 标 准 溶 液 引 入 的 体 积 不 确 定 度 ：(V)= (V1)2+ (V2)2+ (V3)2 =0.0116 

4.3由样品测量重复性引入的不确定度 (R)  

表3 头孢匹罗重复性浓度 

测定次数 1 2 3 4 5 6
平均值

/μg/mL

质量浓度

/μg/mL
0.149 0.152 0.153 0.148 0.158 0.145 0.151

 

在相同条件下,对地表水加标0.20μg/mL连续测定6次,以

头孢匹罗为例,所得浓度如表3所示： 

根据贝塞尔公式计算测量重复性的标准差,得到标准不确定度： 

S=
1− 1 =1 ( − )2 =0.00453μg/mL 

在实际样品测量时,采用2次测量次数用于计算
[9]
,用表3前

两次质量浓度数据作为实际样品的测试数据。样品的平均值为

c=c= 1+ 22 =
0.149+0.1522 =0.150μg/mL 

则样品测量平均值重复性的相对标准不确定为： (R)= =
0.004530.150× 2 =0.0213 

4.4由采用 小二乘法拟合标准工作曲线求得样品浓度过

程中引入的不确定度 (cx)  

地表水中头孢匹罗的含量使用液相色谱串联质谱法进行测

定,标准曲线的质量浓度分别为0.01,0.05,0.10,0.50,1.00μ

g/mL,标准曲线为Y=39525x-202,相关系数r=0.9999, 

表4 头孢匹罗标曲峰面积 

曲线点 1 2 3 4 5

目标物峰面积 215.3 1723 3660 19210 39800

Ci 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0  

根据公式 ( )( ) 2/
2

1

2 −+−= 
=

nbcayS
n

i
ii ,故计算标

曲的残差 S= i=1n yi − a+ bci 2∑ n − 2 = 347.2μg/mL。 

式中：b-斜率,a-截距,-校准溶液的浓度,n-校准溶液的个

数, yi -校准溶液的响应。 

根据下面公式,计算标准曲线拟合带来的头孢匹罗不确定度 u x = Sb 1p + 1n + c − c 2
i=1n ci − c 2∑ = 0.00962μg/mL

 

式中：c-测试浓度值,n-校准数据点个数, c -校准溶液浓

度的均值,p-平行样个数。则标准曲线拟合得到头孢匹罗的相对

不确定度urel(cx)=u xc =0.0639 

4.5分析方法中回收率引入的不确定度 (RB)  

在地表水中加标,使头孢匹罗质量浓度为1.0μg/mL,测定6

个平行样,结果见下表： 

表5 头孢匹罗回收率 

测定次数(n) 1 2 3 4 5 6 平均值

质量浓度

/μg/mL
0.149 0.152 0.153 0.148 0.158 0.145 0.151

回收率 R/% 74.5 76.0 76.5 74.0 79.0 72.5 75.5
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根据贝塞尔公式计算测量重复性的标准差,即标准不确定度： 

S=
1− 1 =1 ( − )2 =0.00454μg/mL 

头孢匹罗的质量浓度为971.1μg/mL,由4.1.3得出配制溶

液带来的相对不确定为4.45×10-3,将数据带入回收率不确定

度计算公式： (RA)= 22 + 2
=

0.0045426×0.152 +（4.45 × 10−3）2
=0.0131 

(RA)= (RA)×R=0.0131×0.755=0.00987 

在加标回收实验后,对于平均回收率和理论回收率(100%)

是否存在显著性差异,需要采用t检验法进行检验。统计量t为： 

t=
1−(RA)= 1−0.7550.00987 =24.8 

本实验测定次数n=6,因此自由度为n-1=5,t分布表(双

侧)t(0.05,5)=2.015,由于t=24.8＞2.015,因此可以得出平均

回收率与理论回收率是存在显著性差异的。 

因为在环境监测中,使用回收率修正测量结果并不作要求。

因此,在实验所得平均回收率与理论回收率(100%)存在显著性

差异的情况下,方法回收率的不确定度为[10]： 

(RB)= （
1−

）
2

+ (RA)2= （
1−0.7553 ）

2
+ 0.009872

=0.142 

4.6由仪器校准引入的不确定度 (E)  

查得液质联用仪校准证书,urel =2%,k=2,则有仪器校准引

入的相对不确定度 

(E)=2%2 = 0.01  

表6 头孢匹罗不确定度分量 

不确定度分量 不确定度来源 相对标准不确定度(ms) 由标准物质配制引入的不确定度 4.45×10-3

(V) 由配制系列标准溶液引入的体积不确定度 0.0116(R) 由样品测量重复性引入的不确定度 0.0213(cx) 由采用 小二乘法拟合标准工作曲线求得

样品浓度过程中引入的不确定度

0.0639

(RB) 由分析方法中回收率引入的不确定度 0.142(E) 由仪器校准引入的不确定度 0.01
 

5 合成不确定度 

不确定度分量一览表如表6所示： 

由于各个分量之间相互独立,因此头孢匹罗的相对合成标

准不确定度为： ( ) = 2(ms)+ 2(V) + 2(R)+ 2(cx) + 2(RB)+ (E)

=0.158 

( )=C ( )=0.15 μg/mL×0.158=0.024 μg/mL
 

6 扩展不确定度 

本次实验中头孢匹罗不确定度分量较多,假设其为正态分

布,在95%置信水平下k=2 = × = 0.024 × 2μg/mL = 0.048μg/mL
 

头孢匹罗结果表示为：(0.15±0.048) μg/mL ,k=2 

7 结果与结论 

本文建立了全自动固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱法

测定地表水中头孢匹罗的不确定度评定方法,通过对不确定度

分量进行分析,结果表明,地表水中头孢匹罗不确定度中分析方

法回收率是 主要来源,标准曲线拟合是次要来源,其他分量的

影响较小。因此,在实验过程中,可以增加实验平行次数,定期校

准标准曲线,来保证实验结果的准确性,可靠性,降低实验风险。 
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