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摘 要 目的：评定液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）法测定人尿液中伪人参皂苷GQ（PGQ）浓度的不确定度。方法：全面分析

LC-MS/MS法测定人尿液中PGQ浓度的整个过程，对测量重复性、标准品称量、工作液配制、生物样品配制、萃取回收过程、仪器允差

和标准曲线拟和等引起的不确定度分别进行评定，计算合成不确定度并进行扩展。结果：人尿液中低、中、高（5.59、48.07、744.60 ng/

ml）浓度PGQ的扩展不确定度分别为0.58、3.33、50.62（P＝95％，k＝2）。结论：LC-MS/MS法测定人尿液中PGQ浓度的不确定度在

低浓度时主要由萃取回收率、生物样品制备和测量重复性引入，在中、高浓度时主要由生物样品制备和萃取回收率引入。
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Uncertainty Evaluation for the Determination of Pseudo-ginsenoside GQ in Human Urine by LC-MS/MS
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ABSTRACT OBJECTIVE：To evaluate the uncertainty for the determination of pseudo-ginsenoside GQ（PGQ）concentration in

human urine by LC-MS/MS. METHODS：The whole process of PGQ determination by LC-MS/MS in human urine was analyzed，

and the uncertainty caused by repeatability，weighing，standard solution preparation，biological sample preparation，recovery，in-

strument precision and calibration curve fitting were evaluated. The combined uncertainty were calculated and expanded. RE-

SULTS：The expanded uncertainty for low，medium，high（5.59，48.07，744.60 ng/ml）levels of PGQ in human urine were 0.58，

3.33，50.62，respectively （P＝95％ ，k＝2）. CONCLUSIONS：The uncertainty of the PGQ determination in human urine by

LC-MS/MS is mainly caused by recovery，repeatability of biological sample preparation and determination at low concentration；by

sample preparation and recovery at medium and high concentration.

KEYWORDS LC-MS/MS；Urine；Pseudo-ginsenoside GQ；Uncertainty

不确定度是指由于测量误差的存在，对被测量值的准确

性造成影响的程度。建立不确定度的评定方法，考察方法中

测量不确定度各分量的来源及大小，可提高检测结果之间的

可比性，改进试验方案，提高检测质量 [1]。人参皂苷（Ginsen-

oside）是人参的主要活性成分，对心血管系统、神经系统等多个

系统均具有不同程度的保护作用 [2]。伪人参皂苷 GQ（pseu-

do-ginsenoside GQ，PGQ）注射液是最新研制开发的国家一类新

药（化学药品1.1类），其主要成分PGQ为奥克梯隆型人参皂苷，

是以人参（Panax Ginseng C.A.Mayer）中20（S）-人参皂苷Rg3为

原料，经过对其侧链进行氧化环合而得到的新化合物[3-5]，目标

适应证为心肌缺血以及不稳定性心绞痛，目前仍处于研发阶

段。本研究建立了液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）法测定人

尿液中PGQ浓度的方法，并根据国家质量技术监督局批准发

布的规范和相关指南[6-9]对该方法的不确定度进行了评定。

1 材料
1.1 仪器

API 4000三重串联四极杆质谱仪，Shimadzu LC-20AD液

相色谱系统（日本Shimadzu公司）；Mettler AX105DR型电子天

平（瑞士 Mettler Toledo 公司）；DB-3D 型氮气吹干仪（英国

Techne公司）；Milli Q型纯水机（美国Millipore 公司）。

1.2 药品与试剂

PGQ标准品（吉林华康药业股份有限公司，纯度：98.2％）；

内标标准品：PGQ结构类似物（吉林华康药业股份有限公司，

纯度：98.4％）；甲醇为色谱纯，乙酸乙酯和乙酸铵为分析纯，去

离子水由Milli Q纯化系统制备。

2 方法
2.1 色谱及质谱条件

色谱柱：Poroshell 120 EC C8（50 mm×2.1 mm，2.7 µm）；流

动相：甲醇-10 mmol/L乙酸铵（90 ∶ 10，V/V）；流速：0.3 ml/min；

柱温：40 ℃；进样量：10 µl。

采用电喷雾离子源（Electrospray ionization，ESI），在负离

子电离模式下，选用多反应监测（Multiple reaction monitoring，

MRM）的质谱扫描方式进行测定；每个MRM通道的扫描时间

为 200 ms；PGQ和内标标准品的母、子离子对的质荷比（m/z）

分别为：799.7→161.1和 1 077.8→191.0；其保留时间分别为

0.57、0.53 min。

2.2 对照品溶液的配制

准确称取PGQ标准品10.45 mg，使用甲醇定容至10 ml量
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瓶中，得质量浓度为 1.03 mg/ml的母液。精确吸取母液 1 ml，

以甲醇定容至10 ml量瓶中，得到100 μg/ml的工作液W。

以甲醇为溶剂，配制成质量浓度分别为 25、50、100、250、

1 000、2 000、5 000、10 000 ng/ml的标准曲线工作液，具体配制
过程如下：吸取工作液W 0.5 ml，以甲醇定容至5 ml量瓶中，得
到 10 μg/ml的工作液W8；吸取工作液W 0.25 ml，以甲醇定容
至 5 ml 量瓶中，得到 5 μg/ml 的工作液 W7；吸取工作液 W8 1

ml，以甲醇定容至 5 ml量瓶中，得到 2 μg/ml的工作液W6；吸
取工作液W8 0.5 ml，以甲醇定容至 5 ml量瓶中，得到 1 μg/ml

的工作液W5；吸取工作液W5 1.25 ml，以甲醇定容至 5 ml量
瓶中，得到 250 ng/ml的工作液W4；吸取工作液W5 0.5 ml，以
甲醇定容至5 ml量瓶中，得到100 ng/ml的工作液W3；吸取工
作液W4 1 ml，以甲醇定容至 5 ml量瓶中，得到 50 ng/ml的工
作液W2；吸取工作液W4 0.5 ml，以甲醇定容至 5 ml量瓶中，

得到25 ng/ml的工作液W1。

另准确称取内标标准品 10.23 mg，定容至 10 ml量瓶中，

得质量浓度为 1.00 mg/ml的母液。向 50 ml量瓶中加入 1.00

mg/ml母液 1.25 ml，使用去离子水定容，得到 25 μg/ml内标工
作液。

2.3 尿液样本的制备

尿液标准曲线的 8个浓度为上述标准曲线工作液 8个浓
度的 1/10，在尿液样本制备时可配制出标准曲线浓度（见

“2.3”），即尿液的标准曲线浓度范围为2.5、5、10、25、100、200、

500、1 000 ng/ml。

2.4 PGQ的测定

将尿液样品于室温下解冻，混匀 10 s，加入 25 µg/ml内标
工作液20 µl于2 ml EP管中，加入标线曲线工作液30 µl（工作
液浓度为尿液标准曲线浓度的10倍；质控样本及临床尿液生物
样本均加入相同体积的纯甲醇），加入空白尿液样本300 µl（质
控样本及临床尿液生物样本均加入300 µl对应尿液样本），然
后加入乙酸乙酯1 200 µl，振荡2 min后，以离心半径为8 cm、转
速为13 000 r/min离心10 min。取上层有机相1 000 µl转移至
干净的玻璃管中，于40 ℃ N2气流下吹干，并用复溶液（甲醇 ∶水
＝50 ∶50，V/V）200 µl复溶，振荡 2 min后，转移至微型过滤器，

以离心半径为8 cm、转速为 13 000 r/min离心2 min，转移至进
样瓶中，进样5 µl测定，记录质量色谱图及化合物的峰面积，采
用内标法计算PGQ的浓度。

2.5 样品分析和标准曲线的建立

采用LC-MS/MS法进行检测，检测的离子对：PGQ为m/z

799.7→161.1，内标为 m/z 1 077.8→191.0。以 PGQ 浓度作为 x

轴，PGQ与内标峰面积比值作为 y轴，用最小二乘法进行线性
拟合，权重因子取 1/x2。质控样品和未知样品同法分析后，计
算得PGQ浓度。标准曲线：y＝ax+b，a为回归方程的斜率，b为
截距。PGQ浓度：x＝（y－b）/a。

3 测量不确定度的评定
3.1 测量不确定度的来源

根据试验流程和检测方法，测量不确定度的来源主要有：

重复性、称量、工作液配制、生物样品制备、萃取回收过程、仪
器允差、标准曲线拟合、对照品纯度、温度和样品不均匀性等
因素，详见图1。

3.2 不确定度的评定

3.2.1 温度对测定的影响 实验室温度控制在（20±2）℃，

PGQ和内标在相同温度下测定，因此温度引入的测量不确定
度可忽略不计。

3.2.2 重复性引起的不确定度（用A类评定程序） 尿液质控

低（L）、中（M）、高（H）浓度（5、50、800 ng/ml）样品共 3组（m＝

3），每组平行测5次（n＝5），结果见表1。用贝塞尔公式计算每

组的标准偏差：Sj（x）＝ ∑
k＝1

n
（xjk－x）2

（n－1），j为组数，k为每

组平行测定次数。计算得 S1（x，L）＝0.52 ng/ml，S2（x，L）＝

0.77 ng/ml，S3（x，L）＝0.69 ng/ml，则 15次测量的标准偏差：S

（x，L）＝ ∑
j＝1

m
2
jS（x，L） m ＝0.67 ng/ml

表1 样品重复测定结果（x±±s，n＝15，ng/ml）

Tab 1 The results of sample determination（ x±±s，n＝15，

ng/ml）

分组
组1

组2

组3

低浓度（5 ng/ml）

5.54±0.52

5.57±0.77

5.65±0.69

中浓度（50 ng/ml）

47.66±2.21

49.74±5.60

46.82±2.42

高浓度（800 ng/ml）

739.00±44.29

692.40±34.35

802.40±53.20

以每组测定结果的平均值表示测量结果，则低浓度平均值

的标准偏差为：S（xL）＝S（x，L）/ mn＝1.01/ 3×5＝0.17 ng/ml，

低浓度组的均值 xL＝5.59 ng/ml，则低浓度质控样品的相对标

准测量不确定度为：

urel（1，L）＝urel（x，L）＝S（xL）/xL＝0.17/5.59＝0.031

同法计算中、高浓度组的均值得 xM＝48.07 ng/ml，xH＝

744.60 ng/ml，中、高浓度的相对标准测量不确定度分别为：

urel（1，M）＝urel（x，M）＝S（xM）/xM＝0.010

urel（1，H）＝urel（x，H）S（xH）/xH＝0.007 7

3.2.3 天平称量PGQ及内标时引入的测量不确定度（用B类

评定程序） 减重法称取PGQ 10.45 mg、内标 10.23 mg，称量

引起的不确定度为：uc（m）＝ u2（m）+u2（Δ0）+u2（Δ）

天平的重复性误差u（m）已经在重复性试验中评定，此处

不再计算。非线性误差和自动调零引起的不确定度u（Δ）和u

（Δ0）都按均匀分布，包含因子 k＝ 3 ，天平检定分度值 e＝0.01

mg，随机变量半宽a＝0.5 e，则标准不确定度为：

u（Δ）＝a/k＝0.5 e/ 3 ＝0.5×0.01/ 3 ＝0.002 9 mg

自动调零作为一次扣皮，则 a0＝a，u（Δ0）＝a0/k＝u（Δ）＝

0.002 9 mg。天平的标准测量不确定度在不考虑重复性误差时

为：

uc（m）＝ u2（Δ0）+u2（Δ）＝0.004 1 mg

不考虑重复性误差时，PGQ（W1）和内标（W2）的称量相对

标准测量不确定度分别为：

urel（W1）＝uc（m）/W1＝0.004 08/10.45＝0.000 39

urel（W2）＝uc（m）/W2＝0.004 08/10.23＝0.000 40

将称量引起的不确定度进行合成，则称量引起的相对标

准测量不确定度为：

urel（2）＝ urel
2（W1）+urel

2（W2）＝0.000 56

3.2.4 对照品溶液配制引入的测量不确定度（用B类评定程

LC-MS/MS
允差

萃取回收
过程 重复性 温度 标准曲线拟合

PGQ浓度

加入工作液和内标体积

移液器和移液管允差

加入空白基质和溶剂体积

生物样品制备贮备液

对照品纯度

称量

量瓶允差

样品不均匀性
稀释

移液器和移液管允差
量瓶允差

工作液配制

图1 不确定度来源

Fig 1 Causality diagram of uncertainty source
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序） （1）量瓶引入的测量不确定度。试验所用A级量瓶（F）

规格为 5、10、50 ml，其最大允差为±0.01 ml、±0.02 ml 和±

0.05 ml。按三角形分布，包含因子 k＝ 6 ，则相对标准测量不
确定度为：

urel（F5 ml）＝a/（kx）＝0.010/（ 6 ×5）＝0.000 82

urel（F10 ml）＝a/（kx）＝0.020/（ 6 ×10）＝0.000 82

urel（F50 ml）＝a/（kx）＝0.050/（ 6 ×50）＝0.000 41

（2）移液管引入的测量不确定度。试验所用A级移液管
（T）为 0.5、1、2 ml，其最大允差分别为±0.005 ml、±0.008 ml

和±0.012 ml。按三角形分布，包含因子k＝ 6 ，则相对标准测
量不确定度为：

urel（T5 ml）＝a/（kx）＝0.005/（ 6 ×0.5）＝0.004 1

urel（T10 ml）＝a/（kx）＝0.008/（ 6 ×1）＝0.003 3

urel（T50 ml）＝a/（kx）＝0.012/（ 6 ×2）＝0.002 45

（3）加样枪引入的测量不确定度。试验所用Eppendorf加
样枪型号有：20～200 µl（P1）和100～1 000 µl（P2），P1在20 µl和
100 µl时相对最大允差分别为±2.5％和±0.6％，P2在500 µl和
1 000 µl时相对最大允差分别为±1.0％和±0.6％。按三角形
分布，包含因子k＝ 6 ，则加样枪的相对标准测量不确定度为：

urel（P1，50）＝a1/（kx）＝0.025×x/（kx）＝0.025/k＝0.010

urel（P1，200）＝a1/（kx）＝0.006×x/（kx）＝0.006/k＝0.002 4

urel（P2，500）＝a2/（kx）＝0.001×x/（kx）＝0.01/k＝0.004 1

urel（P2，1 000）＝a2/（kx）＝0.006×x/（kx）＝0.006/k＝0.002 4

（4）对照品溶液配制引入的测量不确定度。对照溶液稀
释（包括贮备液配制）共使用 5 ml 量瓶 8次，10 ml 量瓶 2次，

0.5 ml移液管5次，1 ml移液管3次，2 ml移液管1次；内标配制
使用 10 ml量瓶 1次，50 ml量瓶 1次，2 ml移液管 1次，则溶液
配制时PGQ和内标的相对标准测量不确定度为：

urel（3，PGQ）

＝ 8urel
2（F5 ml）+2urel

2（F10 ml）+5urel
2（T0.5 ml）+3urel

2（T1 ml）+urel
2（T2 ml）＝0.011

urel（3，内标）＝ urel
2（F10 ml）+urel

2（F50 ml）+urel
2（T2 ml）＝0.002 6

urel（3）＝ urel
2（3，TGC）+urel

2（3，内标）＝0.012

（5）含药标准样品和质控样品配制引入的测量不确定度（用
B类评定程序）。配制标准含药样品（S）和质控样品（QC）所用
加样枪的型号和次数相同：20～200 µl 吸取 25 µl 1次，30 µl 1

次和200 µl 2次，100～1 000 µl 吸取500 µl 1次，1 000 µl 2次，

则配制标准含药样品时的相对标准测量不确定度为：

urel（4，S）＝urel（4，QC）

＝ 2urel
2（P1，20）+2urel

2（P1，100）+urel
2（P2，500）+urel

2（P1，1 000）

urel（4）＝

＝ 2（2×0.0102+2×0.002 42+0.04 12+2×0.002 42）＝0.022

3.2.5 萃取过程（用B类评定程序） 萃取过程引入的不确定
度主要考虑回收率（RE）。配制3个浓度的QC，同时用流动相
配制与这 3个质控浓度相同的样品，回收率＝提取样品中的
PGQ峰面积（A）/标准溶液中的 PGQ峰面积（B），每组平行采
样5次（数据见表2），则回收率的相对标准测量不确定度为：

urel（5，L）＝urel（RE，L）＝
SDL

RE％L n
＝

3.87

68.28× 5
＝0.025

urel（5，M）＝urel（RE，M）＝
SDM

RE％M n
＝

1.89

69.54× 5
＝0.012

urel（5，H）＝urel（RE，H）＝
SDH

RE％H n
＝

1.97

71.61× 5
＝0.012

3.2.6 仪器量化引入的测量不确定度 所用质谱为API 4000

三重串联四极杆质谱仪，所有液相为SHIMADZU LC-20AD液

相色谱系统，质谱仪定量和液相仪吸样的最大允差为 3％和

1％，按均匀分布，则仪器量化的相对标准测量不确定度为：

urel（6）＝ urel
2质谱+urel

2液相＝（0.03/ 3）2+（0.01/ 3）2

＝0.018

3.2.7 线性拟合过程引入的测量不确定度（用 B 类评定程

序） 测定8个不同浓度的对照品尿液，用PGQ峰面积与内标

峰面积的比值对PGQ浓度进行线性拟合，PGQ与内标峰面积

比见表 3；权重因子为 1/x2，得到 3条标准曲线，斜率和截距见

表 4；用拟合的标准曲线计算出对照品尿液中的 PGQ质量浓

度，结果见表5。

表3 PGQ与内标峰面积比

Tab 3 Peak area ratio of PGQ with the internal standard

浓度，ng/ml
S1，2.5
S2，5
S3，10
S4，25
S5，100
S6，200
S7，500
S8，1 000

曲线1
0.121
0.249
0.562
1.46
5.10
9.95

21.6
46.9

曲线2
0.151
0.286
0.656
1.41
5.29

10.5
26.4
51.9

曲线3
0.192
0.421
0.850
1.69
6.97

13.9
30.0
70.1

表4 各拟合标准曲线的参数

Tab 4 Parameters of fitted calibration curves

序号
曲线1

曲线2

曲线3

均值

斜率
0.049

0.053

0.068

0.057

截距
0.003

0.020

0.034

0.019

表5 对照品尿液中PGQ的质量浓度（ng/ml）

Tab 5 Concentration of PGQ in standard urine samples（ng/

ml）

浓度，ng/ml
S1，2.5
S2，5
S3，10
S4，25
S5，100
S6，200
S7，500
S8，1 000

曲线1
2.41
5.00

11.4
29.7

104.
203.
441.
957.

曲线2
2.47
5.00

12.0
26.0
99.4

198.
498.
979.

曲线3
2.32
5.69

12.0
24.4

102.
204.
441.

1 030.

对照品尿液每个浓度重复分析的次数为3次，m＝3，标准

曲线有 8个浓度点，n＝8，N 为测定标准尿液溶液的总次数，

N＝m×n＝24；am为标准曲线的斜率；bm为标准曲线的截距；x为

8个标准尿液浓度的理论平均值，x＝230.03；xi为第 i个标准尿

液溶液的浓度；j为测定尿液标准溶液的序数（j＝1，2，3…N）；i

为每组对照溶液的序数。

自相关方差为：Sxx＝∑
j＝1

N
（xi－x）2＝2 515 960.89

残余标准差为：S＝
∑
j＝1

mn
[yj－（amxj+bm）]2

N－2

＝0.009 4

表2 PGQ的萃取回收率（x±±s，n＝5）

Tab 2 Extraction recovery of PGQ（x±±s，n＝5）

质控浓度，
ng/ml

5（L）

50（M）

800（H）

萃取后峰面积

2 876.00±61.48

24 280.00±683.37

371 200.00±9 391.49

对照溶液加
溶剂峰面积

4 220.00±189.34

34 920.00±690.65

518 400.00±6 503.85

RE，％

68.28±3.87

69.54±1.89

71.61±1.97
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测定低、中、高浓度质控样品各15次，P＝15，计算得到平均
浓度分别为xL＝5.59 ng/ml、xM＝48.07 ng/ml、xH＝744.60 ng/ml，

a＝0.057，则曲线拟合的标准测量不确定度为：

u（xL）＝S
a

1
P

1
N

（xL－x）2

Sxx
+ +

＝
0.009 4
0.057

1
15

1
24

+ +（5.59－230.03）2

2 515 960.89
＝0.020

u（xM）＝S
a

1
P

1
N

（xM－x）2

Sxx
+ +

＝
0.009 4
0.057

1
15

1
24

+ +（48.07－230.03）2

2 515 960.89
＝0.013

u（xH）＝S
a

1
P

1
N

（xH－x）2

Sxx
+ +

＝
0.009 4
0.057

1
15

1
24

+ +（744.60－230.03）2

2 515 960.89
＝0.105

则曲线拟合的相对标准测量不确定度为：

urel（7，L）＝urel（xL）＝
u（xL）

xL

＝0.020/5.59＝0.011

urel（7，M）＝urel（xM）＝
u（xM）

xM

＝0.013/48.07＝0.001 2

urel（7，H）＝urel（xH）＝
u（xH）

xH

＝0.105/744.60＝0.000 10

3.2.8 样品不均匀性引入的测量不确定度 样品均为液态，

使用前充分混合，则由样品不均匀性引入的不确定度可忽略
不计。

3.2.9 对照品纯度引入的测量不确定度 对照品未提供不确
定度，视为真实值，则引入的不确定度视为零。

3.3 标准测量不确定度的合成

依据不确定度传播规律对各相对标准测量不确定度进行
合成：

uc，rel＝ urel
2（1）+urel

2（2）+urel
2（3）+urel

2（4）+urel
2（5）+urel

2（6）+urel
2（7）

则PGQ质控样品的合成相对标准测量不确定度分别为：

uc，rel（L）＝ 0.0312+0.000 562+0.0122+0.0222+0.0252+0.0182+0.0112

＝0.051 5

uc，rel（M）＝ 0.0102+0.000 562+0.0122+0.0222+0.0122+0.0182+0.001 22

＝0.035

uc，rel（H）＝ 0.007 72+0.000 562+0.0122+0.0222+0.0122+0.0182+0.001 02

＝0.034

PGQ质控样品的合成标准测量不确定度分别为：

uc（L）＝uc，rel（L）×xL＝0.051 5×5.59＝0.29

uc（M）＝uc，rel（M）×xM＝0.035×48.07＝1.66

uc（H）＝uc，rel（H）×xH＝0.034×744.60＝25.31

3.4 标准测量不确定度的扩展

用简易评定法，对应的置信概率P＝95％（k＝2），则扩展
不确定度分别为：

UL＝k×uc（L）＝0.58

UM＝k×uc（M）＝3.33

UH＝k×uc（H）＝50.62

3.5 测定结果的表示

当置信概率P＝95％（k＝2），尿液中PGQ低、中、高浓度质
控的测定结果可以分别表示为（5.59±0.58）、（48.07±3.33）、

（744.60±50.62）ng/ml。

4 讨论
本文评价了采用LC-MS/MS分析方法测定人尿液中PGQ

浓度的不确定度，按照试验流程寻找不确定度的来源并量

化。根据文献[9]报道，其不确定度可估计为正态分布（k＝2，

P＝95％）。对于低浓度质控样品来说，回收率对不确定度的

贡献最大，其次为生物样品配制和重复性；中、高浓度样品的

不确定度来源主要由生物样品配制和回收率构成，这提示要

关注样品配制过程以及萃取过程的均一性，以提高样品检测

的准确度。不确定度分量的统计直方图见图2。
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不
确

定
度

分
量

uc（7）标准曲线拟合

uc（6）仪器精密度

uc（5）萃取回收率

uc（4）生物样品制备

uc（3）工作液配制
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uc（1）重复性

高

中

低

图2 不确定度分量的统计直方图

Fig 2 Statistic histogram of components of uncertainty

总之，生物样品的药物浓度分析过程较为复杂，受到的干

扰因素较多，通过对分析测定过程中误差的来源及大小进行

分析，便于优化方法和改进检测方案，可使检测结果更准确可

靠。为了实现临床血药浓度监测的标准化，提高检测结果的

质量，对测定方法进行不确定度的评定将变得更加必要。
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