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冷冻饮品中三聚氰胺不确定度的评定 
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*
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摘要: 通过高效液相色谱法对冷冻饮品中三聚氰胺不确定度评定，依据《测量不确定度评定与表示》和《化学

分析中不确定度的评估指南》规定的基本方法和程序，建立测量模型对其影响不确定度的主要来源进行分析，

结果表明，其测定结果为（0.661 mg/kg±0.03, k=2）影响冷冻饮品中三聚氰胺不确定度的来源按其贡献大小依

次为拟合曲线引入的不确定度、标准曲线配制过程引入的不确定度、测量重复性引入的不确定度、样品定容体

积引入的不确定度、标准品纯度引入的不确定度、标准品称量引入的不确定度和样品称样量引入的不确定度。

该模型的建立为冷冻饮品中三聚氰胺不确定度的评定提供了参考依据，同时在日常的检测过称中可利用测量活

动控制拟合曲线和标准溶液配制过程，以减小其测量不确定度，提高检验结果准确性，对保证测量结果的符合

性具有重要意义。 
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in Frozen Drinks 
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Abstract: The uncertainty assessment of melamine in frozen drinks by high-performance liquid chromatography, 

According to the basic methods and procedures stipulated in the Assessment and presentation of Measurement 

Uncertainties and the Guidelines for the Assessment of Uncertainty in Chemical Analysis, The main sources of influence 

uncertainty were analyzed, and the assessment method for determining melamine uncertainty in frozen drinks was 

established. The results show that the results of (0.661 mg/kg ± 0.03, k=2) affect the determination of melamine 

uncertainty in frozen drinks, Uncertainty introduced by the fitted curve, the standard curve preparation process, the 

measurement repeatability, the Sample volume, the standard purity, Standard weighing and the sample amount. The 

model provides a reference for the uncertainty assessment of melamine in frozen drinks According to it, At the same time, 

in the daily detection and weighing, the measurement activities can be used to control the fitting curve and the standard 

solution preparation process, in order to reduce the measurement uncertainty, improve the accuracy of the test results, the 

compliance of the measurement results is important. 
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1 引言 

三聚氰胺（melamine），俗称密胺，蛋白精，是

一种三嗪类含氮杂环有机化合物[1]，常用作化工原料

生产塑料制品、粘合剂、金属抗老化剂、着色剂等[2]，

因其有较高的氮含量，也被称为蛋白精[3, 4]。研究表

明，三聚氰胺属于惰性代谢且毒性轻微，但在 330°C

条件下可分聚为毒性更强的氰酸或异氰酸，长期摄入，

可导致肾衰竭、肾结石，并可诱发膀胱癌[5, 6]。食用

过多含有三聚氰胺的乳品后，会超出人体肾脏所承受

的排泄能力，引发人体的肾衰竭甚至死亡现象[7, 8]。

在 2008 年与三聚氰胺相关的食物中毒事件之中，出现

有大面积的婴幼儿因食用含有三聚氰胺的奶粉或奶制

品而引发肾管道阻塞、肾结石甚至死亡的案例[9, 10]。

凯氏定氮法只能用来测定食品中的氮含量，无法区分

氮元素来源于蛋白质还是三聚氰胺的氮杂环[11]。一些

无良商贩人为地在食品中添加三聚氰胺以提高其蛋白

含量[12, 13]，从而达到降低生产成本以牟取暴利为目

的[14]。在食品检验过程中，测量不确定度是定量说明

检测结果质量的参数，检测结果的可靠性很大程度上

取决于测量不确定度大小，测量不确定度越小，说明

检测水平越高。而测量不确定度评定能够为食品质量

的有效控制提供量化评价指标，从而为评价食品检验

分析方法、评定分析试验室、分析测试人员的技术水

平以及准确判定食品质量提供可靠的科学依据。随着

食品检测领域的发展、检测手段和检验方法的逐步完

善，作为一种科学、合理的验证手段及质量控制方法，

测量不确定度正越来越多的被引入食品检测领域[15]。

冷冻饮品是人们经常食用的食品之一，检测其三聚氰

胺含量对于保障安全食用具有重要意义。曾研究报道

邹游[16]、林显活[17]、张颍[18]、陈永菊[19]等研究了

奶粉中三聚氰胺不确定度评定，钟秋瓒[20]王吉河[21]

张慧[22]李研东[23]等研究了牛乳中三聚氰胺不确定度

评定，李研东[24]、彭芸[25]等研究了饲料中三聚氰胺

不确定度的评定，尚未建立冷冻饮品中三聚氰胺不确

定度评定模型。本文根据 JJF 1059.1-2012《测量不确定

度评定与表示》[26]和 CNAS-GL006-2019《化学分析

中不确定度的评估指南》[27]规定的基本方法和程序，

对高效液相色谱法测定冷冻饮品中三聚氰胺进行不确

定度评定。充分分析不确定度的来源，可以有效降低

实验过程中风险因素的影响，提高分析结果质量，保

证测量结果的准确性[28-30]。 

2. 材料与方法 

2.1 材料与试剂 

冷冻饮品（市售）；三聚氰胺标准品（纯度 99.44%），

上海安谱实验科技股份有限公司；甲醇（色谱纯），西

格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；乙腈（色谱纯）、

三氯乙酸（色谱纯），西格玛奥德里奇（上海）贸易有

限公司；氨水（含量为 25-28%）、柠檬酸、乙酸铅，

上海安谱实验科技股份有限公司；庚烷磺酸钠（离子对

试剂），上海安谱实验科技股份有限公司。阳离子交换

固相萃取柱:基质为苯磺酸化的聚苯乙烯-二乙烯基苯高

聚物，60 mg，3 mL，上海泰坦科技股份有限公司。 

2.2 仪器与设备 

U3000 高效液相色谱仪（赛默飞 Thermo 液相色谱

仪带有紫外检测器）；超声波振荡器，欧莱博；氮吹

仪，海富达。 

2.3 方法 

2.3.1 标准溶液的配制 

三聚氰胺标准储备液（1 mg/mL）：精确称取 0.1 g

的三聚氰胺标准品（精确到 0.01 mg），用 50%甲醇水

溶液溶解定容于 100 mL 容量瓶中。 

三聚氰胺标准中间液（100 µg/mL）：准确吸取上

述三聚氰胺标准储备液（1 mg/mL）10mL，用 50%甲

醇定容至 100 mL 容量瓶。 

标准系列工作液：准确分别吸取 0、0.2、0.5、0.8、

1.0、2.0 mL 标准中间液（100 µg/mL），用体积分数

20%甲醇溶液溶解并定容至 100mL，标准工作液浓度

分别为 0.0、0.2、0.5、0.8、1.0、2.0 µg/mL。 

2.3.2 样品处理 

称取匀浆的冷冻饮品试样 15.0 g 于 50 mL 容量瓶

中，向试样中加入 15 mL 10 g/L 的三氯乙酸溶液，混

匀，超声提取 20min，再加入 5 mL 22 g/L 的乙酸铅溶

液，用 10 g/L 三氯乙酸溶液定容，混匀后静置 30min，

用滤纸过滤。分别加入 3 mL 甲醇 3 mL 水活化固相萃

取柱，准确移取 3 mL 滤液至固相萃取柱中，再依次用

3 mL 水和 3 mL 甲醇淋洗，抽至近干后，用 6 mL 氨化

甲醇溶液洗脱，收集洗脱液。洗脱液在 50°C 下用氮气

吹干，残留物用 1 mL 流动相定容，涡旋混合 1min，
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经 0.22 µm 滤膜过滤后，待上机测定。 

2.3.3 色谱条件 

色谱柱：C18 柱（粒径 5 μm，250× 4.6 mm）；流动

相：缓冲盐（分别称取 2.02 g 庚烷磺酸钠、2.10 g 柠檬酸，

用一级水溶解并定容至 1000 mL）:乙腈=90:10；流速：1.0 

mL/min；检测波长：240 nm；进样量：10 ul；柱温：40°C。 

3. 结果与分析 

3.1 数学模型 

高效液相色谱法测定冷冻饮品中三聚氰胺含量 X

的表示为(1)： 

0
( ) 1000

1000

 




C - C V
X

m
             (1) 

式(1)中：X—样品中三聚氰胺的含量，mg/kg；C—

试样中三聚氰胺的浓度，µg/mL；C0—空白中三聚氰胺

的浓度，µg/mL；V—样品的定容体积，mL；m—样品

的称样量，g。 

因样品空白为未检出，忽略其影响，将输入量 C、

V、m 的重复性因素组合在一起，为输出量 X 的重复

性因素
rep

f ，为此将上式改写如下式(2)： 

C
rep

VX f
m
               (2) 

3.2 不确定度来源分析 

被测量三聚氰胺在测量过程中，引入不确定度过程

有以下四个方面：(1)试样溶液浓度 C 引入的标准不确定

度  Cu ，包括 4 个来源，应用最小二乘法拟合校准曲

线引入的不确定度  Cu1
；标准品纯度引入的不确定度

 Cu2
、配制标准溶液过程中标准品称量引入的标准不

确定度  Cu3
和标准曲线配制过程引入的标准不确定度

 Cu4
。(2)试样定容体积 V 引入的标准不确定度  Vu ，

包括 2个来源：容量瓶校准引入的标准不确定度  Vu1
和

温度引入的标准不确定度  Vu2
。(3)试样称量质量 m 引

入的标准不确定度  mu 。包括 2 个来源：电子天平校

准引入的标准不确定度  mu1
和电子天平分辩力引入的

标准不确定度  mu2
。(4)三聚氰胺含量测量重复性引入

的标准不确定度  repfu 。测量模型如图 1 所示： 

 

图 1 测量模型 

Figure 1 Measurement model 

3.3 各输入量引入的标准不确定度的评定 

3.3.1 样品溶液浓度 C 引入的标准不确定度 

(i) 最小二乘法拟合校准曲线引入的标准不确定度分量 u1(C)评定 

配制 3 条标准曲线，采用 6 个标准溶液点拟合，每个浓度点进行 1 次测量，测量结果见表 1。 
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表 1 三聚氰胺校准曲线的数据 

Table 1 date for standard curve of melamine 

标准溶液浓度（Cj）/μg/mL 0 0.2019 0.5035 0.7906 1.0026 2.0014 

标准溶液响应值（Aj） 

0 16.7073 39.7628 61.7137 77.9202 154.2693 

0 16.8026 39.8257 62.7347 78.5511 154.1058 

0 17.2007 39.7730 62.2985 79.6095 154.3065 

 

斜率、截距、相关系数由表 1 数据计算如下： 

斜率 
1

2

1

[( )( )]

76.83861
( )

n

jjj j
j

n

jj
j

C C A A

a
C C





 
 
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  (3) 

截距 1.0145
j j

b A aC           (4) 

相关系数 

  
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1

2 2

1 1

0.99991

n

j j j j
j

n n

j j j j
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r

C C A A



 

  
 

 
     
      

 (5) 

由式 (3) 、 (4) 、 (5) 可知，校准曲线方程为

y=76.83861x+1.0145，相关系数为 0.99991。 

根据贝塞尔公式，校准曲线的标准差 SR为：

 

2

j
1

( -(aC b))

0.733
2

n

j
j

R

A

S
n




 


         (6) 

因为样品测量结果由 2 次重复测量的平均值给出，

所以取 p=2，标准溶液测定的总次数 n=18， jC 为各标

准溶液中三聚氰胺的浓度（µg/mL），
jC 为标准溶液

中三聚氰胺浓度的平均值（µg/mL）， iC 为 2 个平行

样品溶液中三聚氰胺浓度的平均值（0.5992 µg/mL），

由此可计算出最小二乘法拟合校准曲线引入的溶液浓

度 C 的标准不确定度分量  Cu1
：

 

 
 

 

2

2
i j

R
1 n 2

j j

j 1

C CS 1 1 0.733 1 1 (0.5992 0.7500)
u C

a P n 76.83861 2 18 7.6654
C C

0.0071μg / mL



 
     





             (7) 

其相对标准不确定度为： 

   
%18.1

5992.0

007101
rel1 

.

C

Cu
Cu

i

    (8) 

(ii) 标准品纯度引入的标准不确定度 

使用的三聚氰胺外购标准品，根据证书中给出的

纯度 99.44%，扩展不确定度 U=0.4%，k=2，则其相对

标准不确定度为 

 2rel

0.4%/2
0.201%

99.44%
u C              (9) 

(iii) 标准品称量引入的标准不确定度 

标准品称量采用十万分之一天平，电子天平经检

定合格，由其证书可知其最大允许误差为±0.05 mg，服

从均匀分布，包含因子 3k 。则由天平校准引入的

标准不确定度为 0.0289mg
3

0.05mg
 。由天平说明书可知

其分辨力为 0.01 mg，服从均匀分布，区间半宽度为

0.01
0.005

2

mg
mg ，包含因子 3k ，由分辨力引入

的标准不确定度为 0.00289mg
3

0.005mg
 。电子天平引入

的 合 成 标 准 不 确 定 度 为

mgC)u 0290.028900.00289.0( 22

3  ，
称量三聚氰胺标

准品 m=100.26 mg，因质量实际上是采用配衡体法通过

两次称量给出的，则其相对标准不确定度 )(3rel Cu 为
 

3

2 0.0290
( ) 0.0409%

100.26
rel

u C


        (10) 

(iv) 标准溶液配制引入的标准不确定度 

配制标准曲线的过程中主要有两个不确定度来源，

容量瓶或移液器（移液管）校准引入的标准不确定度
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和温度引入的标准不确定度。实验室的温度在±5°C 之

间变动。已知有机相的膨胀系数为 1x10
-4

°C，由于温度

产生的体积变化为±（ 41 10V T    ），配制标准曲

线使用 8 个 100 mL 容量瓶，1 个 1 mL、1 个 2 mL、1

个 10 mL 移液管（全部为 A 级），以及使用 200 µL 移

液器移取 200 µL，1000 µL 移液器移取 500 µL、800 µL，

由表 2 可知，标准溶液配制过程中引入的相对合成标

准不确定度为 

2 2 2

2 2 2 24rel

0.05% 8 0.287% 0.206%
( ) 0.93%

0.409% 0.409% 0.613% 0.087%
u C

   
 

  
                   (11) 

表 2 标准溶液配制过程引入的不确定度 

Table 2 Uncertainty results from preparation of standard solution 

器皿 体积 mL 不确定度分量 最大允许误差，mL 
包含 标准 相对标准 

因子，k 不确定度，mL 不确定度，% 

容量瓶 100 
校准 ±0.1 √6  0.0408 

0.05 
温度 ±0.05 √3  0.0289 

移液管 1 
校准 ±0.007 √6  0.00286 

0.287 
温度 ±0.0005 √3  0.000289 

移液管 2 
校准 ±0.01 √6  0.00408 

0.206 
温度 ±0.001 √3  0.000577 

移液器 0.8 
校准 ±0.008 √6  0.00327 

0.409 
温度 ±0.0004 √3  0.000231 

移液器 0.5 
校准 ±0.005 √6  0.00204 

0.409 
温度 ±0.00025 √3  0.000144 

移液器 0.2 
校准 ±0.003 √6  0.00122 

0.613 
温度 ±0.0001 √3  0.0000577 

移液管 10 
校准 ±0.02 √6  0.00816 

0.087 
温度 ±0.005 √3  0.00289 

根据式(8)、(9)、(10)、(11）得出样品溶液浓度 C 引入的相对合成标准不确定度为： 

         2 2 2 2

crel 1rel 2rel 3rel 4rel

2 2 2 21.18% 0.201% 0.0409% 0.93%
1.52%

u C u C u C u C u C   

   


                       (12) 

3.3.2 样品定容引入的标准不确定度 

实验用到1 次 50 mL 容量瓶，5000 µL 移液器移取3000 µL 溶液和用1000 µL 移液器移取1000 µL 溶液，结果见表3。 

表 3 样品定容过程引入的不确定度

 
Table 3 Uncertainty results from tolerance process of Sample 

器皿 体积 mL 不确定度分量 
最大允许误差，
mL 

包含 标准 相对标准 

因子，k 不确定度，mL 不确定度，% 

容量瓶 50 
校准 ±0.05 √6  0.0204 

0.0707 
温度 ±0.05 √3  0.0289 

移液器 3 
校准 ±0.018 √6  0.00735 

0.252 
温度 ±0.003 √3  0.00173 

移液器 1 
校准 ±0.01 √6  0.00408 

0.412 
温度 ±0.001 √3  0.000577 

 

样品定容引入的相对合成标准不确定度为： 
  2 2 2

crel
0.0707% 0.252% 0.412% 0.488%u V      (13) 
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3.3.3 样品质量引入的标准不确定度 

样品称量采用万分之一天平，电子天平经检定合

格，由其证书可知其最大允许误差为±0.5 mg，服从均

匀分布，包含因子 3k 。则由天平校准引入的标准

不确定度为 0.5mg
0.289mg

3
 。由天平检定证书可知其分

辨力为 0.1 mg，则区间半宽度为
0.1mg

0.05
2

mg ，服从

均匀分布，包含因子 3k ，由分辨力引入的标准不

确定度为
0.05mg

0.0289mg
3

 。 

样品称量引入的合成标准不确定度为： 

mgm)u 290.00289.0289.0( 22

c   

试样质量实际上是采用配衡体方法通过 2 次称量

相减给出的，2个平行样品质量平均值为m=15108.2 mg，

则其相对标准不确定度 为
 

crel

2 0.290
( ) 0.0027%

15108.2
u m


         (14) 

3.3.4 样品结果重复性引入的标准不确定度 

评定 

对于样品结果重复性引起的标准不确定度，可通

过一组加标样品 10 平行测量结果值计算，见表 4： 

表 4 重复性测量结果 

Table 4 The result of measurement repeatabilit 

序号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

质量（g） 15.1028 15.1136 15.1026 15.0537 15.0694 15.1114 15.0221 15.0067 15.0208 15.1081 

浓度（µg/mL） 0.5975 0.6003 0.6021 0.6022 0.6042 0.6156 0.5977 0.6131 0.6014 0.6122 

结果（mg/kg） 0.659 0.662 0.664 0.667 0.668 0.679 0.663 0.681 0.667 0.675 

 

单次测量的实验标准差由以下贝塞尔公式得出： 

10
2

i
i 1

(X)

(X X)
S 0.00781 / kg

n 1
g


 


 

试样中三聚氰胺含量由样品的 2 个平行样测量结

果的平均值给出，X=0.661mg/kg，所以三聚氰胺测量

重复性引入的相对标准不确定度为： 

   X

rel rep

S 0.00781
0.836%

n 2 0.661
u f

X
  

 
  (15) 

3.4 输出量合成标准不确定度评定 

各不确定度分量(12)、(13)、(14)、(15)汇总见表 5

和图 2 所示，则相对合成标准不确定度： 

       2 2 2 2

crel crel crel crel rel rep
( ) 1.80%u X u C u m u V u f     

则合成标准不确定度为： 

   c crel
0.661 1.80% 0.012 g /u X = X u X mg / kg = m kg    

表 5 相对标准不确定度分量汇总表 

Table 5 The summary of the relative standard untertainty 

不确定度分量 来源 评定方法 相对标准不确定度 

u1rel(C) 拟合曲线 A 类评定 1.18% 

u2rel(C) 标品纯度 B 类评定 0.201% 

u3rel(C) 标品质量 B 类评定 0.0409% 

u4rel(C) 标曲配制 B 类评定 0.93% 

ucrel(v) 样品定容 B 类评定 0.488% 

ucrel(m) 称样量 B 类评定 0.0027% 

urel(frep) 测量重复性 A 类评定 0.836% 

 

)(crel mu
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图 2 相对标准不确定度分量汇总表 

Figure 2 The summary of the relative standard untertainty 

3.5 三聚氰胺测量结果的扩展不确定度

评定 

取 k＝2，包含概率为 95％，故扩展不确定度为 

 c
2 0.012 g/kg 2 0.03 g/kgU u X m m      

3.6 三聚氰胺测量结果及其不确定度 

报告 

高效液相色谱法测定冷冻饮品中三聚氰胺含量，

测量结果由 2 个平行样的平均值得出 0.661 mg/kg，扩

展不确定度为 U=0.03 mg/kg，包含因子 k=2，提供 p=95%

的包含概率。 

4 结论 

以冷冻饮品中三聚氰胺加标样品重复实验进行实

际检测过程中平行样结果不确定度进行预评估，对检测

过程中各不确定度分量进行评估，得其扩展不确定度为

0.03 mg/kg，包含因子 k=2。影响检测结果不确定度的主

要来源为拟合校准曲线引入的不确定度、标准曲线配制

过程引入的不确定度、测量结果重复性引入的不确定度、

样品定容体积引入的不确定度，在日常的检测过称中加

强控制测量活动中拟合曲线和标准溶液配制过程，以减

小其测量不确定度，提高检验结果准确性。其中标准品

纯度、标准品称量和样品称样量引入的不确定度小于最

大分量（拟合曲线引入不确定度）的三分之一，对合成

不确定度的贡献很小，虽然不确定度评定时各因素要考

虑周到，但没有必要在一些小分量的评定上花费太多精

力，甚至可忽略。该模型的建立为冷冻饮品中三聚氰胺

不确定度的评定提供了参考依据，同时对保证测量结果

的符合性具有重要意义。 
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