
 

 

不同定量方法在婴儿配方奶粉中维生素 B12测量中的

不确定度评估
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 【摘要】   本文以婴儿配方奶粉中的维生素 B12测量为例，开展了标准加入法、标准加入同位素稀释质谱法、单点

同位素稀释质谱法和校准曲线同位素稀释质谱法四种定量方法的不确定度评估。基于 ISO-GUM指南等不确定度

评估方法对四种定量方法进行不确定度量化评估，发现方法重复性和曲线拟合引入的不确定度为主要不确定度来

源，且标准加入法评估得到的不确定度明显大于同位素内标法评估得到的不确定度。通过不同定量方法的比较研

究，可以更有效地选择定量方式，提高测量精度。
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 【Abstract】 In this study, take measurement of the vitamin B12 in infant formula as an example, measurement uncertainty

was evaluated through four calibration methods, including standard addition method, standard addition-isotope dilution mass

spectrometry  method,  single  point  isotope  dilution  mass  spectrometry  method,  and  standard  calibration  curve  isotope

dilution mass spectrometry method. The uncertainty evaluation of the four quantitative methods was assessed based on the

ISO-GUM guidelines and other uncertainty assessment methods. The uncertainties introduced by the method of repeatability

and curve fitting were the primary sources of uncertainty. Furthermore, the uncertainties obtained by the standard addition

method were  significantly  more  significant  than those  obtained by the  isotope  internal  standard  method.  The comparative

study  of  different  quantification  methods  can  lead  to  a  more  effective  selection  of  quantification  methods  and  improved

measurement accuracy.
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 0    引言

化学测量是对目标成分赋值，而测量结果与实

际的真值之间存在一定的差距。测量不确定度可合

理表征被测量值的分散性，可评估检测准确性、可

靠性。通过对测量不确定度的评估，可明确测量结

果的置信区间[1 − 2]。测量结果的不确定度评估主要

包括样品制备以及样品处理、测量方法、溶液配

制、校准标准物质等方面[3]。定量方法不同，操作步

骤有差异，引入的不确定度也不同。

质谱技术有较高的选择性和灵敏度，是目前复

杂基体中痕量化合物检测的首选，但其基质效应

（Matrix Effect）是影响定量准确性的重要因素[4 − 6]。

基质匹配校准、标准加入法（SA）和内标校准方法可 
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有效减少基质效应 [6 − 11]，对于内源性目标物的体

系，由于缺乏匹配的空白基质，标准加入法和内标校

准方法更为适用。对不同测量方法根据各自测量过

程进行不确定度的评估，可找出影响测量准确性的

主要来源。单点同位素稀释质谱法（SP-IDMS）主要

评估了标准物质纯度、标准物质及内标称量不确定

度、测量重复性不确定度[12]；校准曲线同位素稀释

质谱法（SCC-IDMS）除以上不确定度外，还评估了

校准曲线引入的不确定度[13]；标准加入法则采用最

小二乘回归模型进行不确定度评估[14]。

目前，对同一个测量体系，不同测量方法的不确

定度比较研究较少。本文选用超高效液相色谱

（UHPLC）结合 QE plus Orbitrap质谱（MS）检测婴儿

配方奶粉中的维生素 B12（以氰钴胺为主要形式）体

系，建立了标准加入法、标准加入同位素稀释质谱

法（SA-IDMS）、单点同位素稀释质谱法和校准曲线

同位素稀释质谱法四种定量方法。根据 ISO-GUM
指南 [15]、JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表

示》[1] 及 CNAS-GL006: 2019《化学分析中不确定度

的评估指南》[16]，对四种定量方法的测量不确定度

进行详细对比分析，包括方法重复性、标准物质纯

度、样品称量、曲线引入的不确定度等。通过不确

定度来源分析和分量评定，掌握影响检测质量的关

键步骤。

 1    材料和方法

 1.1    试剂

维生素 B12标准物质氰钴胺（CNCbl，GBW（E）
100272，纯度 99.0% ± 0.8%，k=2），购于中国计量科学

研究院；13C7 CNCbl同位素内标溶液（浓度 1.070 mg/L，
不确定度 U=3%，k=2）购于中国 Bepure公司；甲醇

（HPLC级）购于德国默克公司；甲酸和乙酸购于意

大利 Sigma公司；无水乙酸钠和甲酸铵购于中国 Alfa
Aesar公司；聚四氟乙烯滤膜（PTFE，孔径 0.2 µm，厚

度 13 mm）购于美国 PALL公司；Agilent Bond Elut
Plexa固相萃取柱（填料 200 mg，柱体积 6 mL）购于

美国安捷伦科技有限公司；CNCbl和13C7CNCbl的
甲醇溶液浓度为 1 mg/kg，并在−20℃ 下储存；商用

婴儿配方奶粉样品从中国北京市的超市购买。

 1.2    仪器

采用 Q-Exactive Plus Orbitrap质谱仪和 Thermo
Vanquish超高效液相色谱系统（Thermo Fisher Scien-
tific）对维生素 B12进行检测和定量。该仪器配备

了加热电喷雾电离源（HESI），在正离子模式下，采

用平行反应监测（PRM）。离子源参数设置如下：喷

雾电压为 4.50 kV，离子传输线温度为 300℃，辅助

气温度为 450℃，鞘气流速为 5.2 L/min，辅助气流速

为1.6 L/min，反吹气流速为0，S lens RF水平为60。PRM
采用 17 500 FWHM的分辨率；标准化碰撞能（NCE）
分别设置为 20 V、30 V和 40 V；色谱柱为 Acquity
UPLC HSS T3（2.1 mm×100 mm，1.8 µm）（美国，Wat-
ers）；流动相为水（A相）和甲醇（B相）的混合物，其

中含有甲酸（体积比 0.1%）和甲酸铵（浓度 10 mmol/L）。
梯度洗脱从 1%B开始，持续 2分钟，然后在 1分钟

内线性增加至 99%B，然后在 0.5分钟内减少至 1%B，
并保持 2.5分钟。流速为 0.3 mL/min，进样体积为

5 µL，柱温为 40℃。

 1.3    样品预处理

准确称量婴儿配方奶粉 1.000 g于 50 mL离心

管中，加入适量13C7CNCbl标准溶液，加入 5 mL乙

酸钠缓冲液（浓度 25 mmol/L，pH=4），涡旋 1 min并

在 37℃ 温水浴中震荡 1 min混匀。再加入 200 µL
KCN（浓度 10 mg/mL）溶液震荡混匀，置于 100℃
水浴中加热 30  min。冷却至室温后在 4℃ 下以

12 000 rmp/min的速度离心 10 min，取出上清液。用

尼龙滤膜过滤上清液，然后用 SPE柱净化。首先用

5 mL甲醇和 5 mL水对 SPE柱进行预平衡。将上

清液注入柱中，然后用 5 mL水洗涤，最后用 1 mL
甲醇洗脱两次。样品在 40℃ 的氮气下干燥，氮吹后用

0.5 mL甲醇复溶，使用 PTFE滤膜过滤，上机检测。

 1.4    校准方法

分 别 采 用 SA、 SA-IDMS、 SP-IDMS和 SCC-
IDMS四种定量方法测量婴儿配方奶粉样品中维生

素 B12的含量。

 1.4.1    标准加入法（SA）

在 SA方法中，在奶粉中梯度添加定量 CNCbl。
根据式（1）  ~ （2）计算每个婴儿配方奶粉样品中

CNCbl的质量浓度。

A1 = K ×M×MS+b （1）

M =
|b|

K ×MS
（2）

式中，M 是婴儿奶粉样品中 CNCbl的质量浓度，

µg/kg；A1 是婴儿配方奶粉样品中测得的 CNCbl峰
面积； Ms 是婴儿配方奶粉样品的质量，kg；K 是校准

曲线的斜率；b 是校准曲线的截距。
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 1.4.2    标准加入同位素稀释质谱法（SA-IDMS）
将相同量的13C7CNCbl标准溶液加入 SA方法

各个浓度梯度的样品，使校准曲线各点 CNCbl和
13C7CNCbl的质量比在 1～ 4之间。根据样品中

CNCbl和13C7CNCbl的质谱响应比与添加质量比绘

制校准曲线。根据式（3）～（4）可计算每个婴儿配方

奶粉样品中 CNCbl的质量浓度。

A1

A′1
= K × M×MS

M′
1

+b （3）

M =
|b| ×M′

1

K ×MS
（4）

A′1
M′

1

式中， 是婴儿配方奶粉样品中测得的 13C7CNCbl
峰面积；A1 是样品中测得的 CNCbl峰面积； 是添

加到婴儿配方奶粉样品中 13C7CNCbl的质量，µg；
Ms 是婴儿配方奶粉样品的质量，kg；K 是校准曲线

的斜率；b 是校准曲线的截距。

 1.4.3    单点同位素稀释质谱法（SP-IDMS）
在 SP-IDMS方法中，预测样品中 CNCbl的浓

度，然后将13C7CNCbl加入溶剂中，13C7CNCbl与CNCbl
的浓度比为 1∶1。根据式（5）得出婴儿配方奶粉样

品中 CNCbl的质量浓度。

M =
A1/A′1
A2/A′2

× M′
1

M′
2

× M2

MS
（5）

A′1式中，A1 是样品中测得的 CNCbl峰面积； 是样品

中测得的13C7CNCbl峰面积；A2 是标准溶液中测得

A′2
M′

1 M′
2

的 CNCbl峰面积； 是标准溶液中测得的13C7CNCbl
峰面积； 是样品中的13C7CNCbl的质量； 是标准

溶液中的13C7CNCbl的质量，µg；M2 是标准溶液中

的 CNCbl的质量，µg； Ms 是婴儿配方奶粉样品的质

量，kg。
 1.4.4    校准曲线同位素稀释质谱法（SCC-IDMS）

对于 SCC-IDMS法，相应地制备了甲醇中的

CNCbl标准溶液，其校准水平范围为 0.5～50 µg/kg。
将同位素内标（13C7CNCbl）加入 5组溶液中，其中
13C7CNCbl的浓度为 5 µg/kg。通过甲醇标准溶液

中 CNCbl和13C7CNCbl质谱响应比与浓度比绘制校

准曲线。根据式（6）～（7）可计算每个婴儿配方奶粉

样品中 CNCbl的质量浓度。

A2

A′2
= K × M×MS

M′
2

+b （6）

M =

(
A2

A′2
−b

)
×M′

2

K ×MS
（7）

 2    结果与讨论

测量不确定度包括按照统计学方法计算的

A类不确定度分量和通过对测量影响因素的分析，

以非统计分析的方法评定的 B类不确定度分量。

本文对四种定量方法不确定度进行了评估，相对标

准不确定度各分量见表 1。
 
 

表 1    不同定量方法相关分量相对标准不确定度

Tab.1    Relative standard uncertainty values of each components of the quantitative methods

不确定度来源 SA SA-IDMS SP-IDMS SCC-IDMS

A类不确定度 重复性uref,rep 3.3% 1.1% 1.6% 1.3%

B类不确定度

标准物质纯度uref,p 0.4% 0.4% 0.4% 0.4%

溶液制备与称量uref,w 0.1% 0.1% 0.1% 0.2%

校准曲线urel,cal 6.3% 2.5% / 2.6%

合成不确定度 7.2% 2.8% 1.7% 3.0%

扩展不确定度U(k=2) 14.4% 5.6% 3.4% 6.0%

 2.1    SA方法不确定度

SA方法的 A类不确定度主要由测量重复性

uref,rep1 引入；B类不确定度包含校准曲线引入的不

确定度 urel,cal1、标准物质纯度引入的不确定度

uref,p1 和溶液制备与称量引入的不确定度 uref,w1。
采用贝塞尔公式计算测量值的相对标准偏差

sx 如式（8），得到 A类测量不确定度 urel,rep1 如式（9）。

sx =

√√√√√√ n∑
i=1

(xi− x̄)2

n−1
（8）

urel,rep1 =
sx√
nx̄
= 3.3% （9）

使用 Linest函数模型对实验结果最小二乘拟

合，相对标准不确定度 urel,cal1 如式（10）。
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urel,cal1 =

√( sK

K

)2

+

( sb

b

)2

= 6.3% （10）

其中，K 为线性方程斜率；b 为线性方程截距；sK 是

K 的标准偏差；sb 是 b 的标准偏差。

维生素 B12标准物质纯度相对标准不确定度

uref,p1=0.4%。称量不确定度来源于维生素 B12溶液

的制备、样品称量、标准曲线样品中维生素 B12添

加量等。对天平的变动性、最大允差引入的不确定

度评估，根据母液、中间液、校准溶液制备、样品及

维生素 B12添加等称样量，计算各步骤引入的不确

定度，对各项不确定度进行合成得到相对标准不确

定度 uref,w1=0.1%。

将 A类与 B类不确定度合成得到 SA方法相对

标准不确定度 uSA 如式（11）。

uSA =

√
u2

rel,rep1+u2
rel,p1+u2

rel,w1+u2
rel,cal1 = 7.2% （11）

取 95%的置信水平，扩展不确定度 USA 如式（12）。

USA = kuSA = 14.4% (k = 2) （12）

 2.2    SA-IDMS方法不确定度

SA-IDMS方法的 A类不确定度 uref,rep2 主要由

测量重复性引入；B类不确定度包括校准曲线引入

的不确定度 urel,cal2、标准物质纯度引入的不确定度

uref,p2 和溶液制备与称量引入的不确定度 uref,w2。
根据式（8）～（10），得到 uref,rep2=1.1%，urel,cal2=

2.5%。又知 uref,p2=0.4%；称量不确定度来源于维生

素 B12及内标（13C7CNCbl）溶液的制备、样品质量、

标准曲线样品中维生素 B12及内标添加量。天平

称量不确定度评估方式同 SA方法，但此方法引入

同位素内标，称量不确定度中增加了内标溶液的制

备与稀释引入不确定度。各步骤不确定度合成后，

计算称量引入的相对标准不确定度 uref,w2=0.2%。

SA-IDMS方法的相对标准不确定度如式（13）。

uSA−IDMS =

√
u2

rel,rep2+u2
rel,p2+u2

rel,w2+u2
rel,cal2 = 2.8%

（13）

k = 2

根据式（12），扩展不确定度 USA-IDMS 为 5.6%
（ ）。

 2.3    SP-IDMS方法不确定度

SP-IDMS方法的 A类不确定度主要是测量的

不确定度 uref,rep3；B类不确定度包括标准物质纯度

引入的不确定度 uref,p3 和溶液制备与称量引入的不

确定度 uref,w3。
根据式（ 8）～ （ 9） ，得到 uref,rep3=1.6%。又知

uref,p3=0.4%；称量不确定度来源于维生素 B12及内

标标准溶液及中间液的制备、样品质量、单点校准

溶液配制。称量引入的相对标准不确定度 uref,w3=
0.1%。

SP-IDMS方法的相对标准不确定度计算如

式（14）。

uSP−IDMS =

√
u2

rel,rep3+u2
rel,p3+u2

rel,w3 = 1.7% （14）

（k = 2）经计算扩展不确定度 USP-IDMS 为 3.4% 。

 2.4    SCC-IDMS方法不确定度

SCC-IDMS方法的 A类不确定度主要是测量的

不确定度 uref,rep4；B类不确定度包括校准曲线引入

的不确定度 urel,cal4、标准物质纯度引入的不确定度

uref,p4 和溶液制备与称量引入的不确定度 uref,w4。
校准曲线引入的相对标准不确定度 urel,cal4 计算

如式（15）～（16）。

S =

√√√√√√ n∑
i=1

[
yi− (Kxi+b)

]2

n−2
（15）

urel,cal4 =
S

cK

√√√√√√√√ 1
p
+

1
n
+

(c− x̄)2

n∑
i=1

(xi− x̄)2

= 2.6% （16）

x̄

其中，S 为校准曲线残差；p 为样品溶液的测定次数；

n 为曲线浓度点的总测定次数；yi 为校准曲线纵坐

标值；xi 为校准曲线横坐标值； 为维生素 B12及内

标质量浓度比值的平均值；c 为由校准曲线得到的

样品质量浓度比。

根据式（ 8）～ （ 9） ，得到 uref,rep4=1.3%。又知

uref,p4=0.4%；称量不确定度来源于其维生素 B12及

内标标准溶液及中间液的制备、样品质量、系列校

准溶液曲线配制。称量引入的相对标准不确定度

uref,w4=0.2%。

SCC-IDMS方法合成的相对标准不确定度如

式（17）。

uSCC−IDMS =

√
u2

rel,rep4+u2
rel,p4+u2

rel,w4+u2
rel,cal4 = 3.0%

（17）

(k = 2)经计算，扩展不确定度 USCC-IDMS 为 6.0% 。

 2.5    四种定量方法不确定度差异

对四种定量方法的不确定度分量的贡献进行分

析，结果见图 1。可以看出，SA方法扩展不确定度

USA 为 14.4%，不确定度中 urel,cal1 所占比例最大为
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62.3%，其次是 uref,rep1 所占比例为 32.6%，而 uref,p1 和
uref,w1 分别为 3.9%和 1.2%；SA-IDMS方法扩展不

确定度 USA-IDMS 为 5.6%，不确定度中 urel,cal2 所占比

例最大为 60.7%，其次是 uref,rep2 所占比例为 26.1%，

uref,p2 和 uref,w2 分别为 9.8%和 3.4%。两种方法的不

确定度中曲线及方法重复性引入的不确定度占比较

大。SA方法中根据截距和校准曲线的斜率计算婴

儿配方奶粉中 CNCbl的浓度；SA-IDMS方法中根

据分析物与内标物的峰面积比以及质量比获得校准

曲线。在 IDMS方法中使用同位素标记时，可以避

免基质效应和前处理差异引入的误差，方法精密度

更好。因此，同位素内标法（SA-IDMS）重复性及曲

线引入的不确定度小于不采用同位素内标的 SA方

法。SP-IDMS方法扩展不确定度 USP-IDMS 为 3.4%，

不确定度 uref,rep3 所占比例最大为 74.7%，uref,p3 为
18.8%， uref,w3 为 6.5%。SCC-IDMS方法扩展不确定

度 USCC-IDMS 为 6.0%，不确定度 urel,cal4 所占比例最

大为 58.2%，uref,rep4、uref,p4 和 uref,w4 所占比例分别为

28.7%、9.0%和 4.0%。

结果表明，IDMS相关方法具有较高的精密度，

重复性测量引入的不确定度和校准曲线引入的不确

定度均小于不采用内标的 SA方法。孔祥明等 [17]

研究不同定量方法对蔬菜农药残留测量不确定度的

影响时，发现单点内标标准曲线法和外标标准曲线

法引入的相对标准不确定度基本相同且大于单点外

标法，其中曲线拟合不确定度贡献较大，应加以控

制。Kim等[3] 也表明校准曲线和标准溶液是导致不

确定度的主要因素。
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图 1     不同定量方法不确定度及分量的比例

Fig.1   Uncertainty values of different quantitative
methods with contribution from associate components

 3    结论

本文对婴儿配方乳粉中维生素 B12检测的 4

种定量方法进行了不确定度评估，结果显示 SA方

法相对标准不确定度最大，量值是 SA-IDMS、SP-
IDMS、SCC-IDMS的不确定度的两倍以上。SA方

法中校准曲线引入的不确定度和方法重复性引入的

不确定度为主要的不确定度来源。与 SA方法相

比，IDMS相关方法具有较高的精密度，与重复性相

关的不确定度更小。对复杂基体中痕量化合物测量

时，可通过选择同位素内标法提高测量结果的精

密度。
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