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摘   要：建 立 超 高 效 液 相 色 谱 串 联 质 谱 法 （ ultra performance liquid chromatography-tandem 

massspectrometry，UPLC-MS/MS）测定生菜中吗啉胍残留量的分析方法并进行不确定度评价。样品经

提取净化后，通过电喷雾离子源正离子扫描、多反应监测模式（MRM）对吗啉胍进行定量分析。通过

建立数学模型，分析测量不确定度来源，并量化各不确定度分量，合成不确定度。吗啉胍在 0.1~20 mg/L

范围内呈良好线性，R2 为 0.999 3，在 0.5、5.0 和 10.0 μg/kg 这 3 个水平的加标回收率为 84.08%~98.06%

（n=6），相对标准偏差为 3.58%~5.26%（n=6）。样品中吗啉胍含量测定结果为 17.5 μg/kg 时，在 95%

置信区间下，扩展不确定度为 2.84 μg/kg（k=2）。该方法前处理快速高效、准确度高、重现性好，回

收率及精密度均能达到实验要求，不确定度主要由标准溶液、标准曲线的建立及样品加标回收引起。

实验结果可为 UPLC-MS/MS 法测定生菜中吗啉胍残留量及不确定度评价提供参考。 
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Abstract: To establish a method for the determination of morpholine guanidine residues in lettuce, ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry and uncertainty evaluation of the established 
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method were studied. After samples were extracted and purified, the morpholine guanidine was quantified by 

scanning with positive ions from an electrospray ionization source in multiple reaction monitoring mode. The 

uncertainty was synthesized by building a mathematical model to analyze the sources of measurement 

uncertainty and quantify each uncertainty component. The morpholinoguanidine showed a good line in the 

range of 0.1~20 mg/L with a correlation coefficient R2 of 0.999 3. The spiked recoveries at the three levels of 

0.5, 5.0 and 10.0 μg/kg ranged from 84.08% to 98.06% (n=6) with the relative standard deviations of 3.58% 

to 5.26% (n=6), and the extended uncertainty was 2.84 μg/kg (k=2) at 95% confidence interval for the 

determination of morpholine guanidine in the sample at 17.5 μg/kg. The method was rapid and efficient, 

highly accurate and reproducible, and the recovery and precision can meet the test requirements. The 

uncertainty was mainly caused by the standard solution, the establishment of the standard curve and the 

recovery of the sample spiking. The experimental results could provide a reference for the determination of 

morpholine guanidine residues in lettuce by UPLC-MS/MS and the uncertainty evaluation. 

Key words: ultra performance liquid chromatography-tandem massspectrometry (UPLC-MS/MS); uncertainty 

evaluation; moroxydine; lettuces 

吗啉胍是一种非核苷类广谱抗病毒药，常被

非法用作兽药以防治和治疗动物疾病[1-2]。吗啉胍

作为一种廉价、广谱的农药，也被广泛应用于黄

瓜、烟草、水稻等作物病毒病的预防和治疗中[3-4]。

2005 年，中华人民共和国农业部公告 560 号文明

确规定吗啉（双）胍（病毒灵）为禁用兽药，但

仍有一些兽药生产企业和养殖户为了自身利益在

兽药制剂中，如黄芪多糖注射液中非法添加利巴

韦林、吗啉胍等违禁药物[5-8]。目前文献中报道的

吗啉胍残留量测定多以动物源性食品、水稻、蜂

蜜、烟叶为主要研究基质[9-18]，植物源食品中吗

啉胍残留量的测定研究较少，对吗啉胍不确定度

分析评价从一定程度上能反映检测方法及测定结

果的可靠性与准确性[19]。 

本研究建立超高效液相色谱–质谱/质谱法测

定吗啉胍残留量，并根据 CNAS-GL 06《化学分

析中不确定度的评估指南》和 JJF 1059.1—2012

《测量不确定度评定与表示》对前期建立的方法

过程进行不确定度评估分析，建立不确定度评定

方法，分析实验中的关键点和影响不确定度的主

要因素，为生菜中吗啉胍残留量的测定及正确评

价为测定结果提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

盐酸吗啉胍标准品（纯度 99.8%，1 g）：北京

中科质检生物技术有限公司；甲醇、乙腈、乙酸

铵（质谱纯）：德国 Merk 公司；乙醇、三氯乙酸、

庚烷磺酸钠、氯化钠、乙酸钠、无水硫酸镁（分

析纯）：天津市大茂化学试剂厂。 

生菜购于市场随机样品。 

1.2  仪器与设备 

安捷伦液质联用仪 1290-6470，配有电喷雾离

子源（ESI）、固相萃取装置：美国 Agilent；Multi- 

tube Vortexer MV-3000 多管振荡器：成都莱普科

技有限公司；自动氮吹浓缩仪：美国 Organomation

氮吹仪；离心机：德国 SIGMA；0.22 µm 滤膜（有

机系）：天津市领航实验设备股份有限公司；

Milli-Q 去离子水发生器：美国 Milipore 公司；HLB

固相萃取柱 200 mg/6 mL：AgelaCleanert PEP-2 

SPE；ME 203 分析天平：瑞士梅特勒托利多公司；

十八烷基硅烷键合硅胶（C18，40~60 µm）、N-

丙基乙二胺（PSA，40~60 µm）、石墨化碳黑（GCB，

40~60 µm）：上海博升生物科技有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液配制 

吗啉胍标准储备液：准确称取 0.012 13 g 盐

酸吗啉胍标准品，用甲醇溶解并定容至 10 mL，

配制成浓度为 1.0 mg/mL 的标准储备液。 

吗啉胍中间标准液：准确吸取 0.05 mL 标准

储备液，用甲醇定容至 50 mL，浓度为 1.0 µg/mL。 
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吗啉胍标准使用液：准确吸取 1.0 mL 标准储

备液，用初始流动相定容至10 mL，浓度为0.1 µg/mL。

现配现用。 

吗啉胍标准工作液：根据需要吸取适量吗啉

胍标准使用液，用空白样品提取液稀释成适当浓

度的基质工作溶液，使用前配制。 

1.3.2  样品前处理 

称取 2.0 g 试样于离心试管中，加入 1.0 g 氯

化钠、1.0 g 乙酸钠及 10 mL 乙腈，涡旋振荡 5 min，

超声提取 5 min，加入 3.0 g 无水硫酸镁，涡旋振

荡 2 min，以 8 000 g 离心 5 min，吸取上清液 2 mL，

加入 500 mg 无水硫酸镁，50 mg PSA，50 mg C18，

10 mg GCB，涡旋 1 min，10 000 g 离心 5 min，

取上清液过滤上机测定。 

1.3.3  色谱条件 

色谱柱：ACQUITY UPLC BEH HILIC（50 mm× 

2.1 mm，1.7 µm）；流动相：含 0.1%甲酸的 5 mmol/L

乙酸胺缓冲溶液（A）–乙腈（B），流速：0.3 mL/min，

进样体积：1 µL，柱温：35 ℃。梯度洗脱程序：

0~1.0 min，95%B；1.0~4.0 min，95%~40%B；

4.0~4.5 min，40% B；4.5~4.6 min，40%~95%B；

4.6~6.5 min，95%B。 

1.3.4  质谱条件 

电离方式：ESI 源正离子扫描；检测方式：

多反应离子监测；毛细管电压：4.0 kV；离子源

温度：320 ℃；脱溶剂气温度：400 ℃；脱溶剂

气流量：35 Arb；质谱参数见表 1。 
 

表 1  吗啉胍主要质谱参数 

Table 1  Main mass spectrometry parameters of moroxydine 

组分 
定性离子对

m/z 
定量离子对 

m/z 
Collision 
Energy/V 

RF Lens
/V 

吗啉胍
172.3>113.1*

172.3>113.1 
19.20 39 

172.3>130.1 16.67 39 

注：*为定量离子。 

Note: *Quantitative ion. 
 

1.4  数学模型的建立 

本实验中，水果、蔬菜中吗啉胍含量的测量

数学模型： 

X
c V

m



 

式中：X 表示试样中吗啉胍的含量，单位为

微克每千克（µg/kg）；c 表示由标准曲线得出的测

定液中吗啉胍的浓度，单位为微克每升（µg/L）；

V 表示测定液体积，单位为毫升（mL）；m 表示

试样的质量，单位为克（g）。 

1.5  不确定度的来源分析 

结合不确定度数学模型和实验过程分析，实

验从样品的称量、定容、环境条件、标准溶液及

标准曲线配制、标准曲线拟合、重复性测定等方

面对水果、蔬菜中吗啉胍含量测定的不确定度进

行分析，具体如图 1 所示。 

 

 
 

图 1  主要不确定度来源示图 

Fig.1  Schematic diagram of the main sources of uncertainties 
 

2  结果与讨论 

2.1  生菜中吗啉胍残留量的测定 

2.1.1  线性范围与检出限 

根据实验前处理过程，用空白基质提取液配

置成 0.1、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 和 20.0 µg/L

的吗啉胍基质标准工作液，上机测定，以质量浓

度 X（µg/L）为横坐标，峰面积 Y 为纵坐标，绘

制标准曲线，回归方程为 Y=102 791x–17 457

（R2=0.999 3），线性关系良好，能对目标化合物
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进行准确定量。通过向空白样品中添加逐级降低

浓度的标准物质，经前处理后，上机测定，对有

信号检出的最低浓度加标样品重复进样 3 次，用

3 次进样响应的信噪比（S/N）均大于 3 和 10 确定

吗啉胍的检出限为 0.5 µg/kg，定量限为 1.5 µg/kg。 

2.1.2  回收率与精密度 

在空白样品中添加低、中、高 3 个水平的吗

啉胍标准物质（n=6），进行加标回收实验，结果

见表 2。吗啉胍在 0.5、5.0 和 10.0 µg/kg 添加水平

的回收率在 84.08%~98.06%，相对标准偏差为

3.58%~5.26%，满足检测要求。 
 

表 2  样品加标回收率及相对标准偏差（n=6） 

Table 2  Recoverandrelative standard  

deviation of samples（n=6） 

化合物 
添加水平
/(µg/kg) 

样品 

编号 
回收率

/% 
RSD/% 

平均 

回收率/%
平均

RSD/%

吗啉胍 

0.5 

1 90.28

3.58 

88.8 4.94

2 89.07

3 83.12

4 87.67

5 84.08

6 92.34

5.0 

1 95.94

4.81 

2 84.89

3 84.33

4 93.67

5 88.80

6 86.37

10.0 

1 85.06

5.26 

2 89.14

3 84.08

4 98.06

5 93.02

6 87.67

 

2.1.3  实际样品检测结果 

选择大型超市、小超市、农贸市场、路边摊

贩、农户棚区等不同区域的具有代表性的样品各 10

批次，共 50 批次样品，按照该方法进行定量检测，

发现路边摊贩一批次生菜样品中吗啉胍残留量为

17.5 µg/kg，其余样品中吗啉胍残留量均未检出。 

2.2  各不确定分量的评定 

2.2.1  标准储备液配制过程引入的不确定度 urel(Cst) 

标准物质的纯度、称量过程、稀释过程及环

境温度引起的体积变化等是标准溶液配制过程中

引入不确定度的主要来源。由证书可知，盐酸吗

啉胍标准品的纯度为 99.8%，不确定度为±1.0%

（k=2），则标准物质纯度引入的不确定度为 u(P)= 

1.0×0.01/2=0.005 0；相对标准不确定度为 urel(P)= 

0.005/0.998=0.005 0。使用分度值为 0.000 1 g，最大

允许误差为±0.000 05 g 的电子天平称量标准物

质，按均匀分布考虑，称样量 0.012 13 g 时，标准

物质称量引入的不确定度为 u(m1)=0.000 05/ 3 = 

0.000 029；相对标准不确定度为 urel(m1)=0.000 029/ 

0.012 13=0.002 4。参考 JJG 196—2006《常用玻璃量

器检定规程》，10 mL A 级容量瓶的允差为±0.02 mL，

近似于矩形分布，则标准储备液配制过程中定容

容器引入的不确定度为 u(V1)=0.02/ 3 =0.012 mL；

相对标准不确定度为 urel(V1)=0.012/10=0.001 2 mL。

实验室温度在（20±5）℃波动，容量瓶检定环境

温度为 20 ℃，此时的玻璃膨胀系数为 2.5×10–5/℃，

甲醇的体积膨胀系数为 1.18×10–3/℃[19]，则由环境

温度引入的不确定度为：urel(T1)=(1.18×10–3–2.5×10–5) × 

10×5/ 3 =0.033。综上不确定度分量，则标准储

备液配制过程引入的相对不确定度为 

2 2 2 2
1 1 1( ) ( ) ( ) ( )rel rel rel relu p u m u V u T   =0.033。 

2.2.2  标准中间液配制过程引入的不确定度

urel(Cs) 

使用 10~100 µL 微量移液器移取 50 µL 标准

储备液，根据 JJG 646—2006《移液器检定规程》，

容量允差为±3%，按均匀分布 k= 3 ，则标准储

备液移取体积引入的相对不确定度为 urel(Vst)= 

0.03/ 3 =0.017。标准中间液定容至 50 mL A 级容

量瓶，允差为±0.050 mL，按均匀分布 k= 3 ，则

定容容器引入的相对不确定度为 u(Vs)=0.050/ 3 = 

0.029 mL。相对标准不确定度为 urel(Vs)=0.029/10= 

0.002 9 mL。实验室温度在（20±5）℃波动，容量

瓶检定环境温度为 20 ℃，此时的玻璃膨胀系数为

2.5×10–5/℃，甲醇的体积膨胀系数为 1.18×10–3/℃[20]，

则由环境温度引入的不确定度为：urel(Ts)=(1.18× 

10–3–2.5×10–5)×10×5/ 3 =0.033。综上不确定度分

量，则标准中间液配制引入的相对不确定度为

u
rel

(C
s
)= 2 2 2( ) ( () )rel st rel s rel su V u V u T  =0.037。 
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2.2.3  标准使用液配制过程引入的不确定度 

urel (Cm) 

使用 10~1 000 µL 微量移液器移取 1.0 mL 标

准中间液，其容量允差为±1%，按均匀分布，标准

储备液移取体积引入的相对不确定度为 urel(Vms)= 

0.01/ 3 =0.005 8。标准使用液定容至 10 mL A 级

容量瓶，其允差为±0.050 mL，按均匀分布，定容

容器引入的相对不确定度为 u(Vm)=0.050/ 3 = 

0.029 mL。相对标准不确定度为 urel(Vm)=0.029/ 

10=0.002 9 mL。实验室温度在（20±5）℃波动，

标准使用液用初始流动相定容，容量瓶检定环境

温度为 20 ℃，玻璃膨胀系数为 2.5×10–5/℃，水

的体积膨胀系数为 2.08×10–4/℃，乙腈的体积膨胀

系数为 1.37×10–3/℃，则标准使用液定容环境温度

引入的不确定度为 urel(Tms)=(1.31×10–3–2.5×10–5)× 

10×5/ 3 =0.037。综上不确定度分量，标准使用液

配制引入的相对不确定度为 

u
rel

(C
m
)= 2 2 2( ) ( ) ( )rel ms rel m rel msu V u V u T  =0.038。 

2.2.4  标准工作曲线配制过程引入的不确定度

urel(M) 

参考移液器检定规程，按照均匀分布，标准

工作曲线配制过程由移液器引入的不确定度见表

3。则由标准曲线配制过程引入的不确定度为 

u
rel

(M)=
8

2

1

( )rel vi
i

u M

 =0.043。 

2.2.5  标准曲线拟合引入的不确定度 urel(S) 

由 2.1.1 可知，吗啉胍在 0.1、0.5、1.0、2.0、 

5.0、10.0 和 20.0 µg/L 的浓度范围时呈良好线性，

回归方程为 Y=102 791x–17 457（R2=0.999 3），斜

率 b 和截距 a 分别为 102 791 和–17 457。对试样

测定 6 次，测得峰面积 y，由标准工作曲线的线

性回归方程计算得出生菜样品中吗啉胍的浓度分

别为 3.51、3.49、3.57、3.54、3.46、3.49 µg/L，平

均值为 x0=3.51 µg/L。根据贝塞尔公式计算标准曲线

的残差的标准偏差 SR，由贝塞尔方程计算实验的标

准曲线引入的不确定度为 

SR=

2

1

[ ( )–

2–

]
n

i i
i

y a bx

n



= 8 821.68； 

其中 p=6（样品重复检测次数），n=21（标曲溶液

测定的次数）， x =5.51（标准曲线系列质量浓度

的算术平均值），xi 为标准曲线中对应的质量浓

度，yi 为标准曲线中对应的峰面积，将各值分别

代入公式，得 

u(S)=
2

0

2

1

( )1 1

( )

R
n

i
i

x xS

b n p
x x




 


=0.087。 

则标准曲线拟合引入的相对不确定度为 u
rel

(S)= 

0

( )u S

x
=0.025。 

2.2.6  样品称量引入的不确定度 urel(Ym) 

样品称量使用分度值为 0.001 g 的天平，最大

允许误差为±0.005 g，按照均匀分布，称取 2 g 时，

样品称量引入的不确定度为 u ( Y m )=0.005/ 3 = 
 

表 3  标准工作曲线配制过程移液器引起的不确定度 

Table 3  Uncertainty introduced by pipette in preparation of standard working curve 

标准溶液 20~200 µL 移液器 20~200 µL 移液器 20~200 µL 移液器 20~200 µL 移液器 

移取体积/µL（次数） 20(1) 50(2) 100(3) 200(1) 

容量允差/% ±4.0 ±2.75 ±2.0 ±1.5 

计算公式 
3

容量允差
 

相对不确定度 
urel(Mv1) 

0.023 

urel(Mv2) 

0.023 

urel(Mv3) 

0.021 

urel(Mv4) 

0.0087 

溶剂 10~1 000 µL 移液器 10~1 000 µL 移液器 10~1 000 µL 移液器 10~1 000 µL 移液器

移取体积/µL（次数） 980(1) 950(2) 900(3) 800(1) 

容量允差/% ±1.0 ±1.0 ±1.0 ±1.0 

计算公式 
3

容量允差
 

相对不确定度 
urel(Mv5) 

0.005 8 

urel(Mv6) 

0.008 2 

urel(Mv7) 

0.010 0 

urel(Mv8) 

0.005 8 
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0.002 9；相对标准不确定度为 u
rel

(Ym)=0.002 9/ 

2=0.001 4。 

2.2.7  重复性引入的不确定度 urel (Yr) 

实验对实际样品进行测定，发现一批次生菜

样品中吗啉胍残留量检出，重复测量 6 次，结果

依次为 17.6、17.4、17.8、17.7、17.3、17.4 µg/kg，

则样品重复性测定引入的不确定度为：重复性标

准偏差

2

1

( )

0.20
1

n

i
i

x x

S
n





 



；重复性不确定度

( ) 0.082r
S

u Y
n

  ；重复性相对不确定度 ( )xel ru Y   

( )
0.004 7ru Y

x
 。 

2.2.8  样品加标回收引入的不确定度 urel(YR) 

实验以生菜基质为例，在空白样品中添加

0.5，5.0 和 10.0 µg/kg 这 3 个水平的标准品，每个

水平重复测定 6 次，进行回收率实验得回收率见

表 2。样品加标回收引入的不确定度为：样品加

标回收标准偏差

2

1Sy

( )

1

n

i
i

x x

n







=0.044；样品

加标回收不确定度 ( ) 0.010y
R

S
u Y

n
  ；样品加标

回收相对不确定度 xel
( )

( ) 0.012R
R

u Y
u Y

x
  。 

2.3  合成不确定度及扩展不确定度的计算 

测量不确定度分量如表 4 所示。 
 

表 4  测量不确定度分量 

Table 4  Uncertainty components of measurement 

符号 来源 相对标准不确定度 

urel(Cst) 标准储备液配制 0.033 

urel(Cs) 标准中间溶液配制 0.037 

urel(Cm) 标准使用液配制 0.038 

urel(M) 标准工作曲线配制 0.043 

urel(S) 标准曲线拟合 0.025 

urel(Yr) 重复性测定 0.004 7 

urel(Ym) 样品称量 0.001 4 

urel(YR) 样品回收率 0.012 
 

合成相对标准不确定度为： 
 

2 2 2 2

2 2 2 2

( ) (( ) ( )

( ) ( )

)
( )

( ) ( )

rel st rel s rel m rel
rel

rel rel r rel m rel R

u C u C u C u M
u X

u S u Y u Y u Y

  


   
 

      2 2 2 2 2 2 2 2( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )rel st rel s rel m rel rel rel r rel m rel Ru C u C u C u M u S u Y u Y u Y       =0.081。 
 

实验所得阳性样品中吗啉胍的平均含量为

17.5 µg/kg，则合成标准不确定度为 u(X)=17.5× 

0.081=1.42 μg/kg。 

按 95%置信水平计算测量结果的扩展不确定

度，取扩展因子 k=2，则 U=2u(X)=2×1.42=2.84 μg/kg。 

2.4  测量不确定度的结果报告 

根据实验所建的方法测定的生菜样品，其含

量测定结果为(17.5±2.84) μg/kg，k=2。 

3  结论 

实验建立生菜中吗啉胍残留量 UPLC-MS/MS

检测方法，结果显示，吗啉胍在 0.1~20 µg/L 范围

内呈良好线性，基质标准曲线方程为 Y=102 791x– 

17 457（R2=0.999 3）。在低、中、高 3 个水平的

加标回收率为 84.08%~98.06%（n=6），相对标准

偏差为 3.58%~5.26%（n=6）。方法灵敏度高，定

性、定量结果可靠，能够满足实验要求。经随机

抽取的实际样品检测结果显示，市面上已存在含

有吗啉胍残留的生菜流通，通过对检测过程及阳

性样品结果进行不确定度评价，结果表明，取样

量 2 g 时，k=2（95%置信度），生菜中吗啉胍检测

结果为(17.5±2.84) μg/kg。检测过程的不确定度分

析表明，标准曲线配制过程引入的不确定度因移

液器的使用频次及不同量程的代入而显示最大。

因阳性样品含量的不确定性，为同时满足检出限

及可能检出的样品浓度值，标准工作液一般会选

取较大范围的浓度值，这直接导致测量值偏离标

准曲线中点使标准工作曲线拟合产生较大的不确

定度，实际检测中可通过重复测定及选择合适范

围的标准工作曲线来降低此类问题产生的不确定

度，提高检测结果的准确性。实验对生菜中吗啉

胍残留量的检测和不确定度评价为国家制订相关

标准及打击药物非法添加提供技术支撑，具有较

高的实用价值。 
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